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ABHD5 - O-acylotransferaza 1-acyloglicerolo-3-fosforanu (ang. abhydrolase domain-
containing protein 5)

AC - cyklaza adenylanowa (ang. adenylyl cyclase)

ACAT1 — acetylo-CoA acylotransferaza/tiolaza (ang. acetyl-CoA acetyltransferase)
ACC - karboksylaza acetylo-CoA (ang. acetyl-CoA carboxylase)

ACLY - liaza cytrynianowa (ang. ATP-citrate synthase)

ACS - syntetaza acetylo-CoA (ang. acetyl-CoA synthetase)

ADP — adenozynodifosforan (ang. adenosine diphosphate)

AGPAT - acylotransferaza 1-acyloglicerolo-3-fosforanu (ang. 1-acyl-glycerol-3-phosphate
acyltransferase)

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

AMP — adenozyno-5'-monofosforan (ang. adenosine-5 -monophosphate)

AMPK - biatkowa kinaza aktywowana przez AMP (ang. AMP-activated protein kinase)
ANP — peptyd natriuretyczny typu A (ang. A-type natriuretic peptide)

AS160 — substrat biatkowy 160 kDa dla kinazy AKT (ang. AKT substrate of 160 kDa)
ATGL - swoista dla adipocytow lipaza triacyloglicerolowa (ang. adipose triglyceride lipase)
ATP — adenozynotrifosforan (ang. adenosine-5 -triphosphate)

AWTd/s — grubos¢ przedniej Sciany lewej komory serca w rozkurczu/skurczu (ang. anterior
wall thickness in diastole/systole)

BHT — butylowany hydroksytoluen (ang. butylated hydroxytoluene)
BNP — peptyd natriuretyczny typu B (ang. B-type natriuretic peptide)
BSA — albumina surowicy bydlecej (ang. bovine serum albumin)

C/EBPa/p — biatko o/p wiazace wzmacniacz transkrypcji/CCAAT (ang. CCAAT/enhancer-
binding protein a/p)

CACT - translokaza karnityno-acylokarnitynowa (ang. carnitine-acylcarnitine translocase)

CAMK - kinaza zalezna od wapnia i kalmoduliny (ang. Ca?*/calmodulin-dependent protein
kinase)

CAMP — cykliczny adenozyno-3',5'-monofosforan (ang. cyclic adenosine monophosphate)

CD36 — antygen roznicowania komorkowego 36 / translokaza kwasow tluszczowych (ang.
cluster of differentiation 36 / fatty acid translocase)

CE — estry cholesterolu (ang. cholesteryl esters)

ChREBP - biatko wigzace sekwencj¢ odpowiedzi na weglowodany (ang. carbohydrate-
responsive element-binding protein)

CO - pojemno$¢ minutowa serca (ang. cardiac output)
CoA — koenzym A (ang. coenzyme A)
CPT1 — acylotransferaza karnitynowa 1 (ang. carnitine palmitoyl transferase)
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CVD - choroba uktadu sercowo-naczyniowego (ang. cardiovascular disease)

DAG - diacyloglicerole (ang. diacylglycerols)

DGAT - acylotransferaza diacyloglicerolu (ang. diacylglycerol acyltransferase)
DRP1 - biatko podobne do dynaminy-1 (ang. dynamin-1-like protein)

ECHSL1 — hydrataza enoilo-CoA (ang. enoyl-CoA hydratase)

EDD - koncoworozkurczowa $rednica lewej komory (ang. end-diastolic diameter)
EDTA — kwas etylenodiaminotetraoctowy (ang. ethylenediaminetetraacetic acid)
EDV - objetos¢ koncoworozkurczowa lewej komory serca (ang. end-diastolic volume)
EF — frakcja wyrzutowa (ang. ejection fraction)

EGTA — kwas etylenoglikol-O-O¢-bis(2-aminoetyl)-N,N,N,N*-tetraoctowy (ang. ethylene
glycol-bis(p-aminoethyl ether)-N,N,N',N'-tetraacetic acid)

ELOVL - elongaza bardzo dlugotancuchowych kwasow ttuszczowych (ang. very long chain
fatty acid elongase)

ENO - enolaza (ang. enolase)

ER — siateczka $rodplazmatyczna (ang. endoplasmic reticulum)

ESD - koncowoskurczowa srednica lewej komory serca (ang. end-systolic diameter)
ESV — objetos¢ koncowoskurczowa lewej komory serca (ang. end-systolic volume)
ETC — tancuch transportu elektronow (ang. electron transport chain)

FA — kwas tluszczowy (ang. fatty acid)

FABP - biatko wigzace kwas tluszczowy (ang. fatty acid binding protein)

FABP: — cytoplazmatyczne biatko wigzace kwas tluszczowy (ang. cytoplasmic fatty acid
binding protein)

FABPpm — biatko btony komérkowej wigzace kwasy thuszczowe (ang. plasma membrane fatty
acid binding protein)

FAD — dinukleotyd flawinoadeninowy (ang. flavin adenine dinucleotide)

FADH2 — zredukowany dinukleotyd flawinoadeninowy (ang. reduced flavin adenine
dinucleotide)

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

FATP — bialko transportujace kwasy ttuszczowe (ang. fatty acid-transport protein)

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

FIS1 — biatko podziatu mitochondriow (ang. mitochondrial fission 1 protein)

GO0S2 — przetacznik molekularny faz GO/G1 cyklu komoérkowego (ang. GO/G1 switch gene 2)

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

GLUTL1/4 —transporter glukozy typu 1/4 (ang. glucose transporter type 1/4)
GPAT1 —acylotransferaza glicero-3-fosforanu 1 (ang. glycerol-3-phosphate acyltransferase 1)
HAD - dehydrogenaza 3-hydroksyacylo-CoA (ang. 3-hydroxyacyl-CoA dehydrogenase)
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HCD - dieta wysokowgglowodanows (ang. high-carbohydrate diet)
HF — niewydolnos¢ serca (ang. heart failure)
HFD — dieta wzbogacona w ttuszcze (ang. high-fat diet)

HFpEF — niewydolno$¢ serca z zachowang frakcja wyrzutowg (ang. heart failure with
preserved ejection fraction)

HK — heksokinaza (ang. hexokinase)

HOMA-IR — wspoétczynnik oszacowania stopnia insulinooporno$ci (ang. homeostatic model
assessment of insulin resistance)

HR — czestos¢ uderzen serca (ang. heart rate)

HSL - lipaza zalezna od hormonéw (ang. hormone-sensitive lipase)

IMM — wewngtrzna btona mitochondrialna (ang. inner mitochondrial membrane)
KEAP1 — biatko wigzgce NRF2 (ang. kelch-like ECH-associated protein 1)
LAMP — biatko membrany lizosomu (ang. lysosome associated membrane protein)

LC3B — lekki tancuch 3B bialek 1A/1B zwigzanych z mikrotubulami (ang. microtubule-
associated protein 1A/1B-light chain 3B)

LD — kropla lipidowa (ang. lipid droplet)

LDH — dehydrogenaza mleczanowa (ang. lactate dehydrogenase)

LPA — kwas lizofosfatydowy (ang. lysophosphatidic acid)

LXRa — watrobowy receptor X a (ang. liver X receptor a)

MAG — monoacyloglicerole (ang. monoacylglycerols)

MAM - btony zwigzane z mitochondriami (ang. mitochondria-associated membrane)
MAPK - kinaza aktywowana mitogenami p38 (ang. mitogen-activated protein kinase p38)
MCD - dekarboksylaza malonylo-CoA (ang. malonyl-CoA decarboxylase)

MEF2 — miogenny czynnik wzmacniajacy 2 (ang. myocyte enhancer factor 2)

MFN — mitofuzyna (ang. mitofusin)

MI — zawatl mig$nia sercowego (ang. myocardial infarction)

MPC — mitochondrialny transporter pirogronianu (ang. mitochondrial pyruvate carrier)

MSREBP1c — forma aktywna biatka SREBPlc (biatka wigzacego sterolowy element
regulatorowy 1c)

MUFA — jednonienasycone kwasy tluszczowe (ang. monounsaturated fatty acids)
NAD™ — dinukleotyd nikotynoamidoadeninowy (ang. nicotinamide adenine dinucleotide)

NADH - zredukowany dinukleotyd nikotynoamidoadeninowy (ang. reduced nicotinamide
adenine dinucleotide)

NADPH - zredukowany fosforan dinukleotydu nikotynoamidoadeninowego (ang. reduced
nicotinamide adenine dinucleotide phosphate)

NRF — jadrowy czynnik oddechowy (ang. nuclear respiratory factor)
OMM - zewng¢trzna btona mitochondrialna (ang. outer mitochondrial membrane)
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OPA1 — GTPaza podobna do dynaminy (ang. dynamin-like GTPase)

PA — kwas fosfatydowy (ang. phosphatidic acid)

PAP — fosfataza fosfatydowa (ang. phosphatidate phosphatase)

PBS — buforowany fosforanem roztwor soli fizjologicznej (ang. phosphate buffered saline)
PDH — dehydrogenaza pirogronianowa (ang. pyruvate dehydrogenase)

PDK - kinaza dehydrogenazy pirogronianowej (ang. pyruvate dehydrogenase kinase)
PFK — fosfofruktokinaza (ang. phosphofructokinase)

PGC-1la — koaktywator receptora PPAR vy typu 1 a (ang. peroxisome proliferator activated
receptor y coactivator 1 «)

P13K — kinaza 3-fosfatydyloinozytolu (ang. phosphoinositide 3-kinase)

PK — kinaza pirogronianowa (ang. pyruvate kinase)

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

PL — fosfolipidy (ang. phospholipids)

PLIN — perylipina (ang. perilipin)

PLN — fosfolamban (ang. phospholamban)

PMSF — fluorek fenylometylosulfonylu (ang. phenylmethylsulfonyl fluoride)

PPARa/y — receptor aktywowany przez proliferatory peroksysomow aly (ang. peroxisome
proliferator activated receptor a/y)

preSREBP1c — forma nieaktywna biatka SREBPIlc (biatka wiazacego sterolowy element
regulatorowy 1c)

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

PWTd/s — grubo$¢ tylnej Sciany lewej komory serca w rozkurczu/skurczu (ang. posterior wall
thickness in diastole/systole)

gPCR - reakcja tancuchowa polimerazy w czasie rzeczywistym (ang. quantitive polymerase
chain reaction)

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

RWT — wzgledna grubo$¢ sciany lewej komory serca (ang. relative wall thickness)
RXR — receptor retinoidu X (ang. retinoid X receptor)

RyR — kanat rianodynowy (ang. ryanodine receptor)

SCD - desaturaza stearoilo-CoA (ang. stearoyl-CoA desaturase)

SCD1ako —myszy pozbawione SCD1 tylko w tkance thuszczowej (ang. adipose-specific SCD1
knockout)

SCD1cko — myszy pozbawione SCD1 w catym organizmie (ang. global SCD1 knockout)
SCD1iko — myszy pozbawione SCD1 tylko w jelicie (ang. intestine-specific SCD1 knockout)

SCD1Lako — myszy pozbawione SCD1 w watrobie i tkance tluszczowej (ang. liver- and
adipose-specific SCD1 knockout)

SCD1Lko — myszy pozbawione SCD1 tylko w watrobie (ang. liver-specific SCD1 knockout)
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SCD1sko — myszy pozbawione SCD1 tylko w skorze (ang. skin-specific SCD1 knockout)
SCD27- — myszy pozbawione SCD2 w catym organizmie (ang. SCD2 global knock-out mice)
SCD4" — myszy pozbawione SCD4 w catym organizmie (ang. SCD4 global knock-out mice)
SD — odchylenie standardowe (ang. standard deviation)

SERCA2 — sarkoplazmatyczna Ca?*-ATPaza typu 2 (ang. sarcoplasmic reticulum Ca?*-
ATPase 2)

SFA — nasycone kwasy tluszczowe (ang. saturated fatty acids)
SRE - sekwencja odpowiedzi na sterole (ang. sterol response elements)

SREBP - biatko wigzace sterolowy element regulatorowy (ang. sterol regulatory element-
binding transcription factor)

SV — objetos¢ wyrzutowa (ang. stroke volume)

T2D — cukrzyca typu drugiego (ang. type 2 diabetes)

TAC — zabieg poprzecznego zawgzenia aorty (ang. transverse aortic constriction)
TEM — transmisyjny mikroskop elektronowy (ang. transmission electron microscopy)
TEMED — N,N,N',N'-tetrametyloetylenodiamina (ang. tetramethylethylenediamine)

TFAM - mitochondrialny czynnik transkrypcyjny A (ang. mitochondrial transcription
factor A)

TG — triacyloglicerole (ang. triacylglycerols)
TLC — chromatografia cienkowarstwowa (ang. thin layer chromatography)
UCP3 — biatko rozprzegajace 3 (ang. uncoupling protein 3)

VLCAD - dehydrogenaza acylo-CoA bardzo dtugotancuchowych kwasow tluszczowych (ang.
very long-chain specific acyl-CoA dehydrogenase)
WT — myszy typu dzikiego (ang. wild-type mice)
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Streszczenie

1. Streszczenie

Nagromadzenie szkodliwych metabolitéw lipidowych w kardiomiocytach prowadzi do
rozwoju lipotoksycznos$ci, co wigze si¢ z aktywacja lub zahamowaniem szlakoéw sygnalowych,
powodujac stres i dysfunkcj¢ organelli, deficyt energetyczny i apoptoze. Kolejnym efektem
lipotoksycznosci jest spadek wrazliwosci serca na insuling, co przesuwa metabolizm serca
w kierunku wigkszego wychwytu, magazynowania i utleniania kwasow thuszczowych (FAs).
Wysokie tempo utleniania FAs zwigksza ilo$¢ produkowanych reaktywnych form tlenu (ROS)
powodujac stres oksydacyjny, uszkodzenie mitochondriéw i zaburzenie homeostazy jonow
Ca*.

Desaturaza stearoilo-CoA (SCD) jest enzymem, ktory nie tylko katalizuje synteze
jednonienasyconych kwasow tluszczowych, ale takze reguluje procesy lipolizy oraz
B-oksydacji, przez co modyfikuje parametry funkcjonalne migénia sercowego. U myszy
zidentyfikowano cztery izoformy SCD, z ktérych SCD4 jest uwazana za izoforme specyficzng
dla serca. Wykazano, ze wyciszenie Scd4 w sercu myszy zmniejszyto aktywacje biatkowej
kinazy aktywowanej przez AMP, ktora byta indukowana przez zawat serca (MI). Brak ekspresji
Scd4 w migéniu sercowym po MI zmniejszat takze powstawanie ROS oraz obnizal poziom
czynnikdw proangiogennych w sercu i1 osoczu, co sugeruje, ze SCD4 pozytywnie reguluje
tworzenie naczyn krwiono$nych w migéniu sercowym myszy po MI. Rola SCD4 w regulacji
metabolizmu i funkcji serca jest jednak stabo poznana.

Glownym celem pracy doktorskiej byto okreslenie wptywu wyciszenia ekspresji Scd4
na strukture, funkcj¢ i metabolizm serca w stanie fizjologicznym oraz w otytosci. W tym celu:
1) okreslono role SCD4 w regulacji ogélnoustrojowego metabolizmu myszy; 2) zbadano wptyw
wyciszenia Scd4 na funkcje¢ i strukturg serca; 3) zidentyfikowano szlaki metaboliczne, przez
ktore SCD4 reguluje metabolizm lipidow w sercu; 4) okreslono wptyw ekspresji Scd4 na
strukture 1 aktywnos$¢ mitochondriow w kardiomiocytach. W badaniach wykorzystano myszy
typu dzikiego oraz myszy z wyciszong ekspresja Scd4 (SCD4”) karmione dieta standardowa
lub wzbogacong w ttuszcze (HFD) przez 8 tygodni w celu wywotania otytosci. Eksperymenty
przeprowadzono rowniez na modelu in vitro z wykorzystaniem mysich kardiomiocytow HL-1
z wyciszong ekspresja Scd4.

Przeprowadzone badania wykazaly, ze brak SCD4 u myszy wywiera skutki
ogolnoustrojowe, tj. zmniejsza sthuszczenie ciata, hiperinsulinemig¢ 1 hipercholesterolemi¢ oraz
zwigksza wrazliwo$¢ na insuling, u myszy karmionych HFD, pomimo, ze dotychczas opisano
wystgpowania SCD4 jedynie w sercu. Brak SCD4 w warunkach fizjologicznych wywotal
niewielkie zmiany w morfologii serca, natomiast zapobiegt koncentrycznej przebudowie serca
w warunkach HFD. Wyciszenie ekspresji Scd4 obnizylo poziom lipidéw zmagazynowanych
w kardiomiocytach, nie wptyngto natomiast na ekspresje pozostatych izoform Scd w sercu.
Nizszy poziom lipidéw w kardiomiocytach myszy SCD4” byt zwiazany z aktywacja swoistej
dla adipocytow lipazy triacyloglicerolowej, a przez to lipolizy. Jednoczesna aktywacja
lipogenezy, B-oksydacji i lipolizy sugeruje zwigkszong dynamike kropli lipidowych (LDs),
przy czym wyciszenie ekspresji Scd4 zmniejszyto indukowany przez HFD wzrost LDs
w kardiomiocytach. Wyniki te wskazuja, ze SCD4 jest zaangazowane w regulacje metabolizmu
energetycznego serca. Wykazano takze zahamowanie przerostu mitochondriéow i nadprodukcji
ROS w kardiomiocytach z wyciszong ekspresja Scd4 w warunkach przecigzenia lipidami.

1
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Bylo to zwigzane ze wzmozeniem procesu mitofagii i spadkiem aktywnosci dehydrogenazy
NADH. Stwierdzono takze, ze SCD4 bierze udzial w regulacji homeostazy Ca?* w sercu
w warunkach HFD, poprzez wzrost zawartos$ci biatek fosfolambanu i sarkoplazmatycznej
Ca?*-ATPazy typu 2.

Podsumowujac, wyniki przeprowadzonych badan wykazaty, ze SCD4 reguluje nie tylko
metabolizm lipidow w sercu, ale wptywa takze na funkcje mig¢snia sercowego oraz metabolizm
catego organizmu, szczegdlnie w modelu HFD.
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2. Abstract

Accumulation of toxic lipid metabolites in cardiomyocytes leads to lipotoxicity, which
Is associated with activation or inhibition of signaling pathways, causing stress and dysfunction
of organelles, energy deficit and apoptosis. Lipotoxicity also decreases cardiac insulin
sensitivity, causing a shift in cardiac metabolism toward increased fatty acid (FA) uptake,
storage and oxidation. The high rate of FA oxidation increases the production of reactive
oxygen species (ROS), causing oxidative stress, mitochondrial damage and disruption of Ca?*
homeostasis.

Stearoyl-CoA desaturase (SCD) is a key enzyme involved in the regulation of lipid
metabolism in cardiomyocytes. In addition to the formation of monounsaturated fatty acids, this
enzyme regulates lipolysis and p-oxidation, thereby affecting functional parameters of the heart.
Four isoforms of SCD have been identified in mice, of which SCD4 is considered the cardiac-
specific isoform. The loss of SCD4 in the mouse heart has been shown to reduce AMP-activated
protein kinase activation induced by myocardial infarction (MI). Lack of Scd4 expression in
the heart after M1 also reduced ROS formation by decreasing protein levels of the NADPH
oxidase subunit. Loss of SCD4 also decreased proangiogenic factors in the heart and plasma,
suggesting that SCD4 positively regulates blood vessel formation in the mouse heart after M.
However, the role of SCD4 in regulating cardiac metabolism and function remains poorly
understood.

The main objective of this dissertation was to determine the effects of SCD4 deficiency
on cardiac structure, function and metabolism under physiological conditions and in obesity.
To test this: 1) the role of SCD4 in the regulation of systemic metabolism in mice was
determined; 2) the effects of SCD4 deficiency on cardiac function and structure were
investigated; 3) the metabolic pathways through which SCD4 regulates lipid metabolism in the
heart were identified; 4) the effects of Scd4 expression on mitochondrial structure and activity
in cardiomyocytes were determined. The study was conducted on wild-type (WT) mice and
SCD4-deficient (SCD4”") mice kept under normal conditions or fed a high-fat diet (HFD) for 8
weeks to induce obesity. In vitro studies were performed using a mouse HL-1 cardiomyocytes
with silenced Scd4 expression.

The study showed that loss of SCD4 had systemic effects, reducing body adiposity,
hyperinsulinemia and hypercholesterolemia, and increasing insulin sensitivity in HFD-fed
mice, despite SCD4 being a cardiac-specific isoform. The absence of SCD4 under normal
conditions caused minor changes in heart morphology, reducing left ventricular end-diastolic
diameter and volume, but prevented concentric cardiac remodeling under HFD conditions. Scd4
deficiency reduced lipid accumulation in cardiomyocytes, but did not affect the expression of
other Scd isoforms in the heart. Lower lipid levels in SCD4-deficient cardiomyocytes were
associated with activation of adipose triglyceride lipase and lipolysis. Simultaneous activation
of lipogenesis, B-oxidation and lipolysis indicated increased lipid droplet (LD) dynamics, and
downregulation of SCD4 inhibited the HFD-induced increase in LDs growth in
cardiomyocytes. These results indicate that SCD4 is involved in the regulation of cardiac energy
metabolism. Mitochondrial hypertrophy and ROS overproduction caused by lipid accumulation
and toxicity were inhibited in cardiomyocytes with silenced Scd4 expression under lipid
overload conditions. This was associated with increased mitophagy and decreased NADH
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dehydrogenase activity. SCD4 was also found to be involved in the regulation of Ca?*
homeostasis in the heart under HFD conditions, through increased levels of phospholamban
and sarcoplasmic Ca®*-ATPase type 2.

In conclusion, the results of this study showed that SCD4 not only regulates lipid
metabolism in the heart, but also affects myocardial function and systemic metabolism,
especially in the HFD condition.
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3. Wstep

3.1. Metabolizm lipidow w sercu

Serce dorostych ludzi 1 myszy charakteryzuje si¢ zdolnoscig do metabolizowania wielu
substratow energetycznych w zaleznosci od ich dostepnosci, obcigzenia przez wysitek lub
obecno$ci czynnikow stresowych, w tym otytosci lub cukrzycy typu drugiego (ang. type
2 diabetes, T2D) (Lopaschuk i in. 2010, Lopaschuk i in. 2021). Gléwnym zrédlem energii dla
kardiomiocytow jest utlenianie kwasoéw thuszczowych (ang. fatty acids, FAs), ktore dostarcza
do 70 % zapotrzebowania na adenozyno-5’-trifosforan (ang. adenosine-5 -triphosphate, ATP),
na drugim miejscu jest utlenianie glukozy, a dalej kolejno mleczan, aminokwasy i ciala
ketonowe (Lopaschuk i in. 2021).

3.1.1. Transport FAs do kardiomiocytow
3.1.1.1. Mechanizm transportu FAs

W  zwigzku z wykorzystaniem przez serce FAs jako glownego substratu
energetycznego, transport tych czasteczek do wnetrza kardiomiocytéw odgrywa kluczowa rolg
w bilansie energetycznym. Najprostszym, ale zarazem najmniej efektywnym sposobem
dostarczenia FAs do wnetrza komorki jest ich pasywny transfer przez blong komoérkowa
(Ryc. 1) (Glatz i in. 2010). Dlatego tez, wickszo$¢ FAs jest transportowana do komorki przy
udziale r6znych biatek wspomagajacych dyfuzje FAs przez btonge komoérkowa, ktéra zachodzi
w trzech etapach: (i) adsorpcja — zwigzanie FA przez biatko btony komorkowej na powierzchni
komorki; (ii) translokacja — przejscie polarnej grupy karboksylowej FA z zewngtrznej na
wewnetrzng warstwe fosfolipidowa btony; (iii) desorpcja — etap decydujacy o tempie (ang. rate-
limiting step) transportu, uwolnienie FA do cytoplazmy i zwigzanie z biatkiem wigzacym FA
(ang. fatty acid binding protein, FABP) (Glatz i Luiken 2018, Cheng i in. 2019). Biatkiem
przyczyniajacym si¢ w najwiekszym stopniu do transportu FAS jest antygen r6znicowania
komorkowego 36 (ang. cluster of differentiation 36, CD36) (Ryc. 1) zwany rowniez translokazg
kwasow ttuszczowych (ang. fatty acid translocase, FAT). CD36 wigze grupg acylowa na
powierzchni komorki i umozliwia transport FA przez blone komorkowa na zasadzie
wspomaganej dyfuzji (Glatz i in. 2016). Usunigcie genu Cd36 w sercu myszy spowodowato
spadek transportu FAs do kardiomiocytow, co wigzato si¢ ze spadkiem utleniania FAS wraz
z jednoczesnym wzrostem utleniania glukozy, co pozwolito na zachowanie ilosci
produkowanego ATP i miato pozytywny wptyw na funkcje serca po zawale niedokrwiennym
(ang. myocardial infarction, MI) (Nagendran i in. 2013). Z drugiej strony nadekspresja Cd36
miata odwrotny efekt, tj. spowodowala zwigkszenie transportu i utleniania FAs, CO rowniez
wspieralo funkcje serca, m.in. poprzez zmniejszenie fragmentacji mitochondriow (Guo i in.
2018). Czynnikiem taczacym wspomniane dwa skrajne warunki jest poprawa funkcji
mitochondriow i sprzezenie glikolizy z utlenianiem glukozy, co wplywato na poprawg funkcji
serca w zwigzku z zapewnieniem odpowiedniej ilosci ATP (Neubauer 2007, Shao i in. 2020).

Drugim biatkiem zaangazowanym w transport FAs jest FATP (ang. fatty acid-transport
protein), ktore transportuje gtéwnie dtugotancuchowe FAs (Ryc. 1) (Glatz i in. 2010).
Nadekspresja Slc27al, genu kodujgcego FATP1, w sercu wywotata czterokrotny wzrost
transportu FAS, powodujac wzrost akumulacji lipidéw i dysfunkcje serca (Chiu i in. 2005).
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Takze FABP btony komorkowej (ang. plasma membrane fatty acid binding protein, FABPpm)
zwigkszajac lokalnie stezenie FAs na powierzchni btony komorkowej przyczynia si¢ do
transportu FAs we wspotpracy z CD36, FATP lub niezaleznie od nich poprzez pasywna dyfuzje
(Glatz i in. 2010, Holloway i in. 2022). Po dostarczeniu do wnetrza kardiomiocytéw, FAs sa
w wigkszosci wigzane z cytoplazmatycznymi FABP (FABP:), a tylko 0,1 %o wystepuje
W postaci niezwigzanej (Glatz i in. 2016). Syntetaza acylo-CoA (ang. acyl-CoA synthetase,
ACS) przytacza do FAs grupe koenzymu A (ang. coenzyme A, CoA) powodujac ich aktywacje
do kolejnych procesow takich jak estryfikacja czy utlenianie (Lopaschuk i in. 2010).

przestrzer G== =0 proestrzent insulina, kurczenie
zewnatrzkomorkowa g % wewnatrzkomorkowa komadrek mieéniowych

---eaae--m % &
pecherzyk

CD36 Wewnatrz- (CD36
-komérkowy

© @
$ 2y

jadro

PPARq, komérkowe
PGC-1a, —», — Cd36, Fatp1

WIS
C/EBPa

Ryc. 1. Mechanizm transportu FAs do wnetrza komorki i jego regulacja. CD36, antygen rdéznicowania
komoérkowego 36; FATP1, biatko transportujace kwasy thuszczowe; FA, kwas tluszczowy; FABPpm, biatko btony
komoérkowej wiazace kwasy tluszczowe; FABP, biatko cytozolowe wigzace kwasy thuszczowe; ACS, syntetaza
acylo-CoA; PPARa, receptor aktywowany przez proliferatory peroksysoméw a; PGC-1a, koaktywator receptora
PPARYy typu 1 a; C/EBPa, biatko o wigzace wzmacniacz transkrypcji/CCAAT (zaadaptowano z Glatz i in. 2010).

3.1.1.2. Regulacja transportu FAs

Regulacja procesu transportu FAs do wngtrza komorki odbywa si¢ na Kilku poziomach
(Ryc. 1). Pierwszym z nich jest transkrypcja gendéw, ktora znajduje si¢ pod kontrola, m.in.:
(i) receptorow aktywowanych przez proliferatory peroksysomoéw o (ang. peroxisome
proliferator-activated receptor o, PPARa), (ii) koaktywatora receptora PPARY typu 1 o (ang.
peroxisome proliferator-activated receptor gamma coactivator 1-a, PGC-1a), (iii) biatka a
wigzacego wzmacniacz transkrypcji/CCAAT (ang. CCAAT/enhancer-binding protein a,
C/EBPq) (Glatz i in. 2010). Ligandem PPARa« sg przede wszystkim FAs oraz ich metabolity
np. estry acylo-CoA i eikozanoidy, ktore aktywujag wspomniany czynnik transkrypcyjny do
tworzenia ztozonego kompleksu biatkowego, m.in. heterodimeru z receptorem retinoidu X
(ang. retinoid X receptor, RXR) i przytaczenia utworzonego kompleksu do sekwencji PPRE
(ang. peroxisome proliferator response elements) w sekwencji promotorow docelowych genow
(Georgiadi i Kersten 2012). Traktowanie komorek z nadekspresjg Slc27al agonistami PPARa
podwyzszato kilkukrotnie aktywnos¢ FATP1 (Frohnert i in. 1999). Kolejno czynnikami
aktywujacymi PGC-la s3 m.in. o§ Ca®'-kinaza zalezna od wapnia i kalmoduliny (ang.
Ca?*/calmodulin-dependent protein kinase, CaMK) typu I\V-kalcyneuryna A-biatko wiazace
element odpowiadajagcy na cAMP (ang. CAMP response element-binding protein, CREB),
a takze Kinaza biatkowa aktywowana przez adenozyno-5’-monofosforan (ang. adenosine-5 -
monophosphate, AMP; ang. AMP-activated protein kinase, AMPK), kinaza aktywowana
mitogenami p38 (ang. mitogen-activated protein kinase p38, MAPK) i miogenny czynnik
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wzmacniajacy 2 (ang. myocyte enhancer factor 2, MEF2), ktore powoduja wyzsza ekspresje
Ppargcla, genu kodujacego PGC-1a w odpowiedzi na niskg temperaturg, gtod czy wysitek
fizyczny (Qian i in. 2024). Usuni¢gcie PGC-la obnizyto ekspresje genow oksydacji
fosforylacyjnej, prowadzac do spadku produkcji ATP i rozwoju dysfunkcji serca (Arany i in.
2005). Ekspresja C/EBPa jest regulowana przez C/EBPP, a takze przez potranslacyjne
modyfikacje, jak np. fosforylacja przez MAPK, sumoilacja i acetylacja (Mota de Sa i in. 2017).

Kolejnym poziomem regulacji transportu FAs w przypadku CD36 jest translokacja
z wnetrza komorki na powierzchni¢ blony komoérkowej, w sposdb analogiczny do transportera
glukozy typu 4 (ang. glucose transporter type 4, GLUT4) (Glatz i in. 2016). Okoto potowa
catkowitej puli CD36 znajduje si¢ w blonie komoérkowej utrzymujac podstawowy poziom
transportu FAs, podczas gdy pozostata czgs¢ w odpowiedzi na czynniki stymulujgce, jak np.
insulina lub kurczenie komorek miesniowych, jest transportowana w pecherzykach z wngtrza
komorki na powierzchni¢ btony, co skutkuje nawet dwukrotnym zwigkszeniem transportu FAs
(Ryc. 1) (Luiken i in. 2003, Glatz i in. 2018, Luiken i in. 2020). Modyfikacje potranslacyjne,
jak np. przylaczenie N-acetyloglukozaminy (O-GIcNAcylacja), rowniez zwigkszaja
translokacj¢ CD36 (Laczy i in. 2011).

Trzecim, najmniej poznanym sposobem regulacji transportu FAs jest degradacja biatek
zaangazowanych w ten proces. FATP1 i CD36 zwigzany z btona komodrkowa, ale nie
cytoplazmatyczny CD36, moga by¢ ubikwitynowane i ulega¢ degradacji w proteasomach, co
obniza transport FAs do wngtrza komorki (Zhang i in. 2020, You i in. 2023). Innym sposobem,
niezaleznie od poziomu biatka i translokacji CD36, jest inhibicja transportu FAs przez jony
wapnia (Ca?"), prawdopodobnie poprzez wptyw na tempo desorpcji FA, jednak mechanizm ten
nie jest w petni poznany (Eyre i in. 2008, Angin i in. 2012, Georgiou i in. 2015).

3.1.2. Lipogeneza w sercu

Serce, jako organ wysoce wyspecjalizowany w ciaglej pracy, nie jest przystosowane do
magazynowania energii, np. w formie lipidow (Christoffersen i in. 2003, Nakamura
I Sadoshima 2020, Lu i in. 2021, Xu i in. 2022), mimo to charakteryzuje si¢ wysoka ekspresja
genow lipogenezy (Bednarski i in. 2016a, Bednarski i in. 2016b). W szlaku lipogenezy mozna
wyrézni¢ dwa procesy — synteze FAs de novo oraz synteze triacylogliceroli (ang.
triacylglycerols, TG) (Ryc. 2). W tkankach takich jak watroba lub tkanka ttuszczowa, pierwszy
etap lipogenezy zachodzi gtéwnie w cytozolu, natomiast w tkankach o wysokim tempie
utleniania FAS, jak np. migénie i serce, przebiega rowniez w mitochondriach, pelnigc funkcje
regulacyjng w utlenianiu FAs (Abu-Elheiga i in. 2005, Wedan i in. 2024). Drugi etap lipogenezy
rozpoczyna si¢ w siateczce S$rodplazmatycznej (ang. endoplasmic reticulum, ER) i jest
kontynuowany w odtaczonej od ER kropli lipidowej (ang. lipid droplet, LD) (Olzmann
i Carvalho 2019).
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ACLY ACC FAS .
cytrynian — acetylo-CoA — malonylo-CoA — 16:0

S
acylo-CoA glicerol + SFA

Ryc. 2. Proces lipogenezy (synteza FAs de novo i TG) oraz synteza kropli lipidowej. 16:0, kwas palmitynowy;
16:1, kwas palmitooleinowy; 18:0, kwas stearynowy; 18:1, kwas oleinowy; ACC, karboksylaza acetylo-CoA,;
ACLY, liaza cytrynianowa; AGPAT, acylotransferaza 1-acyloglicerolo-3-fosforanu; DGAT, acylotransferaza
diacyloglicerolowa; ELOVL, elongaza bardzo dlugotancuchowych FAs; FAS, syntaza FAs; GPAT,
acylotransferaza glicerolo-3-fosforanu; PAP, fosfataza fosfatydowa; PLIN, perylipina; SCD, desaturaza stearoilo-
CoA,; SOAT, acylotransferaza steroli.

3.1.2.1. Synteza FAs de novo

Glownym substratem do syntezy FAs jest acetylo-CoA, transportowany
z mitochondrium do cytozolu w postaci cytrynianu — posredniego produktu cyklu Krebsa
(Ryc. 2). Innymi substratami mogg by¢ aminokwasy, kwas octowy i etanol (Wallace i Metallo
2020, Siler i in. 1999). Po konwersji kwasu cytrynowego przez liazg cytrynianowa (ang. ATP-
citrate synthase, ACLY), powstaly acetylo-CoA jest przeksztalcany przez karboksylaze
acetylo-CoA (ang. acetyl-CoA carboxylase, ACC) do malonylo-CoA, bgdacego substratem dla
syntazy kwasow tluszczowych (ang. fatty acid synthase, FAS) (Ryc. 2). Brak ACC2 wylacznie
W sercu, wigzal si¢ z nizszym poziomem zmagazynowanych TG, wyzszym tempem utleniania
FAs, spadkiem zwloknienia i zachowaniem funkcji serca, a takze poprawa kontroli jakosci
mitochondriow (Kolwicz i in. 2012, Liu Z i in. 2020, Shao i in. 2020). Badania wykazaty
rowniez Kluczowe znaczenie FAS w mysim modelu pozbawionym tego enzymu w sercu.
Myszy w warunkach obcigzenia serca przez wysokie ci$nienie krwi (zabieg poprzecznego
zawezenia aorty, ang. transverse aortic constriction, TAC) umieraty w wyniku arytmii
wywolanej zaburzeniem homeostazy Ca?*, co nie mogto by¢ zrekompensowane dostarczeniem
egzogennego kwasu palmitynowego (16:0) (Razani i in. 2011). FAS syntezuje FAs do 16
atomoéw wegla, tworzac 16:0 z czasteczek malonylo-CoA i acetylo-CoA w obecnosci
zredukowanego fosforanu dinukleotydu nikotynoamidoadeninowego (ang. reduced
nicotinamide adenine dinucleotide phosphate, NADPH) (Wallace i Metallo 2020). W zwigzku
z powyzszym, do utworzenia FAs o dluzszych tancuchach weglowych wymagana jest obecno$é¢
specjalnych enzymow — elongaz bardzo dtugotancuchowych FAs (ang. very long chain fatty
acid elongase, ELOVL). ELOVLs znajdujg si¢ gtownie w ER i dziataja w sposob podobny do
FAS — przylaczaja po dwa atomy wegla, w wyniku czego powstaje FA dtuzszy o parzysta liczbe
atomow wegla, np. kwas stearynowy (18:0) z 16:0 (Nie i in. 2021) (Ryc. 2).

Przedstawiony mechanizm syntezy FAs ogranicza si¢ do nasyconych kwasow
thuszczowych (ang. saturated fatty acids, SFA), poniewaz tylko takie moze syntetyzowac FAS.
Jednonienasycone kwasy ttuszczowe (ang. monounsaturated fatty acids, MUFA) posiadajace
jedno wigzanie podwdjne pomiedzy atomami wegla, sa produktem reakcji desaturacji,
katalizowanej przez enzym desaturazg stearoilo-CoA (ang. stearoyl-CoA desaturase, SCD)
(Ryc. 2). W wyniku tej reakcji powstaja m.in. kwas palmitooleinowy (16:1) i oleinowy (18:1),
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bedace substratami kolejnych etapow lipogenezy — syntezy TG i wielonienasyconych kwasow
thuszczowych (ang. polyunsaturated fatty acids, PUFA) (Ntambi i Miyazaki 2004). Enzymowi
SCD zostal poswigcony osobny rozdziat niniejszej rozprawy. Kolejne enzymy zwigzane
Z btong ER to desaturazy kwasow thuszczowych (ang. fatty acid desaturases, FADS), glownie
FADS1 i FADS2, ktore poprzez wprowadzenie kolejnych wigzan podwoéjnych w tancuchu
weglowym MUFA syntezujg PUFA, ktore sg waznymi sktadnikami bton komorkowych,
ligandami czynnikow transkrypcyjnych oraz substratami dla reakcji utleniania (Tosi i in. 2014).

3.1.2.2. Synteza TG

TG skladajg si¢ z trzech czasteczek FAs polaczonych wigzaniem estrowym z jedng
czasteczka glicerolu. Wigksza czg$¢ procesu syntezy TG przebiega w blonie ER, z mniejszym
udziatlem w mitochondriach. Pierwszy przylaczany przez acylotransferaze glicerolo-3-
fosforanu (ang. glycerol-3-phosphate acyltransferase, GPAT) jest SFA, czego produktem jest
kwas lizofosfatydowy (ang. lysophosphatidic acid, LPA) nazywany monoacyloglicerolem
(ang. monoacylglycerol, MAG) (Ryc. 2) (Coleman i Lee 2004, Lewin i in. 2008). W sercu
GPAT wystepuje w mitochondriach (GPAT1, GPAT2) oraz w ER (GPAT3, GPAT4) (Coleman
i Lee 2004, Cao i in. 2006, Shan i in. 2010), przy czym sam GPAT1 odpowiada za 30 %
catkowitej aktywnosci tego enzymu w sercu (Lewin i in. 2008). Brak ekspresji genu GPAT1
powoduje spadek poziomu zmagazynowanych TG w sercu myszy karmionych pasza
wzbogacong w ttuszcze (ang. high-fat diet, HFD) lub wysokoweglowodanowa (ang. high-
carbohydrate diet, HCD) (Lewin i in. 2008). Nastepnic w wyniku kolejnej estryfikacji
przez acylotransferaze  1-acyloglicerolo-3-fosforanu  (ang.  1-acyl-glycerol-3-phosphate
acyltransferase, AGPAT), z utworzeniem kwasu fosfatydowego (ang. phosphatidic acid, PA)
i nastepujacej po niej defosforylacji przez fosfatazg fosfatydowa (ang. phosphatidate
phosphatase, PAP) powstaje diacyloglicerol (ang. diacylglycerol, DAG). Ostatni FA bedacy
najczesciej endogennym MUFA, jest przylaczany przez acylotransferaze diacyloglicerolowa
(ang. diacylglycerol acyltransferase, DGAT) (Ryc. 2) (Man i in. 2006, Roe i in. 2018).
Pozbawienie myszy DGAT2 powoduje ich $mier¢ zaraz po narodzinach w wyniku zaburzonej
bariery lipidowej skory i spadku poziomu substratow energetycznych, co nie moze zostac
skompensowane przez DGATL (Stone i in. 2004). Natomiast myszy z zahamowang ekspresja
Dgatl charakteryzuja si¢ powazng dysfunkcja serca wywotang akumulacjag DAG i ceramidow
oraz zwigkszong ekspresjg Cd36 (Liu i in. 2014). Z drugiej strony nadekspresja Dgatl, pomimo
zwiekszonej akumulacji TG, nie spowodowata zaburzen funkcji serca, zwigkszyta natomiast
lipolize i utlenianie FAs (Liu i in. 2009). Co ciekawe, wraz ze starzeniem si¢ myszy
nadekspresja Dgatl powodowata negatywne efekty, m.in. rozstrzen serca z dysfunkcja
rozkurczowg i zaburzenie biogenezy mitochondriéow (Glenn i in. 2011).

TG syntetyzowane w ER moga by¢ w niewielkim stopniu magazynowane w tym
organellum, a doktadniej w przestrzeni migdzybtonowej, jednak wraz z nagromadzeniem si¢
wigkszej ilosci TG dochodzi do utworzenia LD, co opisano w kolejnym rozdziale niniejszej
pracy. Z kolei powstajace na zewnetrznej btonie mitochondriow LPA, PA oraz DAG moga by¢
wykorzystane przez enzymy ER do utworzenia TG lub jako czasteczki sygnalowe (Olzmann
i Carvalho, 2019).
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3.1.2.3. Regulacja lipogenezy

Lipogeneza z uwagi na jej przebieg w roznych rejonach komorki oraz wykorzystanie
réznych substratow (acetylo-CoA, aminokwasy, kwas octowy, etanol) jest procesem
regulowanym w bardzo zlozony sposob, w zaleznosci od dostgpnosci substratow
energetycznych — hamowana w warunkach gtodzenia, aktywowana w warunkach nadpodazy
np. glukozy (Siler i in. 1999, Wallace i Metallo 2020). Mechanizmami szybkiej odpowiedzi sa
regulacja allosteryczna i modyfikacje potranslacyjne, natomiast w dtuzszej perspektywie
wazng rol¢ odgrywa regulacja transkrypcji (Wang Y i in. 2015).

Najwazniejszym czynnikiem transkrypcyjnym regulujacym syntezg lipidow jest biatko
wigzace element regulatorowy steroli (ang. sterol regulatory element binding protein, SREBP).
Wystepuje ono w trzech izoformach SREBP2, SREBP1a i SREBP1c, przy czym ostatnia z nich
w wiekszosci odpowiada za stymulacj¢ ekspresji gendw biatek lipogenezy: autoregulacyjnie
SREBP1c, ACLY, ACC, FAS, SCD1, GPAT (Wang Y i in. 2015). W formie nieaktywnej
(preSREBP1c) bialko to jest zwigzane z btong ER, gdzie w odpowiedzi na stymulacje, np. przez
insuling lub niedobor steroli, dochodzi do proteolitycznego cigcia biatka i uwolnienia formy
aktywnej (mSREBP1c) (Shao i Espenshade 2014). mSREBPIc jest transportowany do jadra
komorkowego, gdzie wiaze si¢ do sekwencji odpowiedzi na sterole (ang. sterol response
elements, SREs) w obrebie promotorow wspomnianych gendéw lipogenezy, zwigkszajac ich
ekspresje (Shao i Espenshade 2014). Aktywno$¢ SREBPlc moze by¢ regulowana przez
fosforylacje, np. inhibujaca przez biatkowa kinaz¢ A (ang. protein kinase A, PKA) (Lu i Shyy
2006), acetylacj¢ lub deacetylacje (Ponugoti i in. 2010). SREBP1c moze ulega¢ réwniez
degradacji w proteasomach (Hirano i in. 2001). U pacjentow z syndromem metabolicznym
stwierdzono zwigkszong ekSpresje genu Srebfl, kodujacego biatko SREBPLc, i poziom
zmagazynowanych lipidow (Marfella i in. 2009), a myszy pozbawione SREBP1c byly bardziej
sktonne do rozwoju zaburzen rytmu serca po zawale, w zwigzku z zaburzong odpowiedzig na
stymulacje uktadu przywspotczulnego (Park i in. 2008).

Kolejnym istotnym czynnikiem transkrypcyjnym jest watrobowy receptor X a (ang.
liver X receptor a, LXRa), ktory po zwigzaniu ligandu — oksysterolu, tworzy heterodimer ze
wspomnianym juz RXR i przylacza sie do sekwencji promotorowych genéw kodujacych
SREBP1c, ACC, FAS, SCD1 (Sun i in. 2016). Czynnikiem aktywujacym LXRa jest insulina,
natomiast hamujacymi PKA i AMPK poprzez fosforylacje (Hwahng i in. 2009, Yamamoto i in.
2007, Sun i in. 2016). Myszy pozbawione LXRa w warunkach TAC byty bardziej podatne na
rozwoj dysfunkcji serca i mialy zmniejszony wychwyt glukozy przez ten organ, natomiast
nadekspresja genu kodujacego LXRa w tych samych warunkach (TAC) chronita serce przed
przerostem, zwloknieniem i dysfunkcja (Cannon i in. 2015). Innymi czynnikami
transkrypcyjnymi wptywajacymi na lipogenez¢ sa ChREBP (ang. carbohydrate-responsive
element-binding protein) i USF1 (ang. upstream stimulatory factor 1), ktore w odpowiedzi na
wysokie stgzenie glukozy i insuliny sg transportowane do jadra, gdzie wigza si¢ do sekwencji
promotorowych (Wang Y i in. 2015).

Regulacja potranslacyjna lipogenezy obejmuje gtownie fosforylacje i O-GlcNAcylacje
biatek tego procesu (Baldini i in. 2016). Poczawszy od pierwszych etapow syntezy FAS
de novo, fosforylacja moze by¢ aktywujaca (jak np. ACLY; Batchuluun i in. 2022) lub
hamujgca (W przypadku ACC; Dyck i in. 1999). ACC podlega fosforylacji przez PKA,
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a w warunkach wysokiego poziomu AMP takze przez AMPK, czyli w sytuacjach gtodzenia,
stresu lub wysitku fizycznego (Dyck i in. 1999). Poziom pACC ma duze znaczenie w regulacji
utleniania FAs w mitochondriach, co zostato opisane w kolejnych rozdziatach.

Do allosterycznej regulacji lipogenezy zalicza si¢ dostepno$¢ np. cytrynianu, ktory
aktywuje ACLY i ACC, ktorej aktywnos$¢ z kolei jest hamowana przez dlugotancuchowe FAs
(Wei i in. 2020, Batchuluun i in. 2022). Sam enzym ACLY jest regulowany allosterycznie przez
wiele metabolitow, np. aktywujgco przez glukozo- oraz fruktozo-6-fosforan lub hamujgco
przez szczawiooctan i acetylo-CoA (Batchuluun i in. 2022).

3.1.3. Synteza kropli lipidowych

LD jest organellum podlegajacym ciggltym, dynamicznym zmianom — wzrostu, redukcji
lub rownowagi tych dwdch proceséw, co jest szczegolnie charakterystyczne dla serca (Banke
I in. 2010, Wang i in. 2013). FAs w zwigzku ze swoimi wlasciwosciami fizyko-chemicznymi,
a takze zdolnoscig do oddziatywania z r6znymi biatkami, np. czynnikami transkrypcyjnymi,
w nadmiarze prowadzg do wielu zaburzen, np. dysfunkcji mitochondriéw, nadprodukcji
reaktywnych form tlenu (ang. reactive oxygen species, ROS) i apoptozy kardiomiocytow (Jump
2004, Hac-Wydro i Wydro 2007, D'Souza i in. 2016, Dludla i in. 2020, Perna i Hewlings 2022).
Aby zapobiec wspomnianym negatywnym efektom, FAs sa inkorporowane w postaci TG lub
estrow cholesterolu (ang. cholesteryl esters, CE) do LDs (Olzmann i Carvalho 2019).

Jak wspomniano w poprzednim rozdziale, synteza TG przebiega w przestrzeni miedzy
btonami ER i w tym miejscu tez ma poczatek synteza LDs (Olzmann i Carvalho 2019). Synteza
LDs jest stymulowana w podobny sposéb jak lipogeneza, poniewaz sg to procesy $cisle ze sobg
powiazane, tj. przez nadmiar glukozy i FAs, ale rowniez w sytuacjach stresowych, np. przez
nadmierne glodzenie, podwyzszony poziom ROS, stres ER (Zadoorian i in. 2023). Po
przekroczeniu warto$ci 5 mol% przez TG w btonie ER dochodzi do jej uwypuklenia,
utworzenia tzw. ,,soczewki”, ktéra w towarzystwie réznych biatek zmieniajacych napiecie
powierzchniowe, m.in. perylipin (ang. perilipin, PLIN), rosnie, dojrzewa i odacza si¢ od ER
(Ryc. 2) (Olzmann i Carvalho 2019). We wnetrzu utworzonej LD sg zarowno TG jak i CE,
otoczone pojedynczg warstwa fosfolipidow wraz z roznymi biatkami (Zadoorian i in. 2023).
Szacuje sig, ze liczba biatek zwigzanych z LDs oscyluje migdzy 100 a 150 (Bersuker i in. 2018).
Nalezg do nich m.in. biatka lipogenezy, takie jak GPAT, DGAT, oraz estryfikacji cholesterolu,
np. acylotransferaza acylo-CoA:cholesterol (ang. sterol O-acyltransferase 1, SOAT1), ktore
biorg udziat we wzroscie LD po jej odtaczeniu si¢ od ER (Ryc. 2) (Olzmann i Carvalho 2019,
Batchuluun i in. 2022). Kolejnym waznym biatkiem biorgcym udzial w wielu procesach
zwigzanych z LDs jest PLIN, ktora w sercu wystgpuje gtownie w izoformie PLINS (Ryc. 2)
(Drevinge i in. 2016, Andersson i in. 2017, Itabe i in. 2017). PLINS biorg udziat w tworzeniu
I stabilizowaniu LDs (Carr i in. 2014), oddzialywaniu z innymi organellami, np. lizosomami,
mitochondriami, LDs (Valm i in. 2017) oraz z biatkami szlaku lipolizy, wptywajac na tempo
degradacji LDs (Yamaguchi i in. 2007). Badania wykazatly, ze brak PLINS5 w sercu skutkuje
drastycznym ograniczeniem zawarto$ci TG w wyniku braku LDs, podwyzszonym tempem
utleniania FAs i nadprodukcja ROS (Kuramoto i in. 2012). W warunkach stresowych usunigcie
genu kodujacego PLINS prowadzito do dysfunkcji serca 1 zwigkszonej $miertelnosci myszy
(Drevinge i in. 2016), w zwigzku z obnizong wydajnoscig mitochondriow w kardiomiocytach
(Andersson i in. 2017).
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3.1.4. Lipoliza w sercu
3.1.4.1. Mechanizm lipolizy

Lipoliza, czyli enzymatyczna hydroliza wigzan estrowych w TG, DAG i MAG miedzy
czagsteczkg FA a glicerolu, jest procesem stosunkowo aktywnym w sercu, poniewaz stopniowe
uwalnianie FAs w wyniku lipolizy dostarcza je do mitochondriéw w sposob bezpieczny dla
kardiomiocytow (Banke i in. 2010, Roussel i in. 2015). Pierwszym enzymem decydujagcym
o tempie lipolizy jest swoista dla adipocytow lipaza triacyloglicerolowa (ang. adipose
triglyceride lipase, ATGL), ktora hydrolizuje wigzanie w pozycji sn-2 lub sn-1, tworzac
odpowiednio sn-1,3-DAG lub sn-2,3-DAG (Zechner i in. 2017). Co ciekawe sn-1,2-DAG,
bedacy czasteczka sygnalowa, nie powstaje w wyniku reakcji katalizowanej przez ATGL, lecz
fosfolipazg C (ang. phospholipase C, PLC) (Zheng i in. 2023). Przeprowadzone badania
wykazaly, ze pozbawienie myszy biatka ATGL powoduje przedwczesng $Smier¢ w wyniku
ciezkiej niewydolnos$ci serca (ang. heart failure, HF), natomiast stymulowany brak ATGL
U dorostych osobnikow wywotuje sttuszczenie, zwtdknienie 1 HF, za sprawa niedoboru FAs
prowadzacego do spadku aktywnosci PPARa i PGC-la, tempa utleniania FAs, dysfunkcji
mitochondriow, tancucha transportu elektronéw i obnizenia produkcji ATP (Haemmerle i in.
2006, Kienesberger i in. 2013). Inne badania wykazaty, ze nadekspresja Pnpla2, genu
kodujacego ATGL, zmniejsza poziom TG w sercu i pomimo spadku tempa utleniania FAS
w modelach HF zwigzanej z T2D, dieta wysokotluszczowa lub TAC funkcje serca byty
zachowane, w zwigzku ze wzrostem utleniania glukozy (Kienesberger i in. 2012, Pulinilkunnil
i in. 2013). Kolejnym enzymem zaangazowanym w lipolizg¢ jest lipaza zalezna od hormonoéw
(ang. hormone-sensitive lipase, HSL), hydrolizujaca gtownie DAG w pozycji sn-3 do MAG
i FA (Zechner i in. 2017). Nadekspresja Hsl w sercach myszy obnizyta magazynowanie LDs,
rozwo6j zwldknienia i lipotoksyczno$¢ poprzez zwickszony rozktad utlenionych form lipidow,
bez zaburzenia funkcji mitochondriow (Ueno i in. 2008). Z drugiej strony, usunigcie genu HSL
zwiekszyto wychwyt glukozy i zmniejszyto poziom TG w sercu myszy na diecie HFD (Park
i in. 2005), a takze zachowato funkcje skurczowg serca w warunkach glodzenia (Suzuki i in.
2009). Ostatni FA jest uwalniany od glicerolu przez lipaz¢ monoacyloglicerolu (ang.
monoacyglycerol, MAGL) (Zechner i in. 2017).
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Ryc. 3. Proces lipolizy i jego regulacja. AC, cyklaza adenylanowa; ABHDS5, O-acylotransferaza
1-acyloglicerolo-3-fosforanu; ATGL, swoista dla adipocytéw lipaza triacyloglicerolowa; ATP, adenozyno-5’-
trifosforan; cAMP, cykliczny adenozyno-3',5'-monofosforan; DAG, diacyloglicerol; FA, kwas thuszczowy; GOS2,
przetagcznik molekularny faz GO/G1 cyklu komoérkowego; HSL, lipaza zalezna od hormondow; MAG,
monoacyloglicerol; MAGL, lipaza monoacyloglicerolu; PKA, kinaza biatkowa A; TG, triacyloglicerole
(zaadaptowano z Olzmann i Carvalho 2019).

3.1.4.2. Regulacja lipolizy

Wsréd wielu czynnikéw aktywujacych lipolize sa m.in. glodzenie, stymulacja uktadu
B-adrenergicznego, kurczenie sic komoérek miesniowych i Ca?"; z kolei insulina oraz FAs
hamujg ten proces (Zechner i in. 2017, Collins i in. 2018).

Biatkiem pozytywnie regulujacym lipolize jest O-acylotransferaza 1-acyloglicerolo-3-
fosforanu (ang. 1-acylglycerol-3-phosphate O-acyltransferase / «/f-hydrolase domain-
containing protein 5, ABHD5) znane roéwniez jako CGI-58 (ang. comparative gene
identification-58), ktore w stanie nieaktywnym jest zwigzane z PLINS na powierzchni LD.
Fosforylacja przez PKA powoduje odlaczenie ABHDS od PLINS, zwigzanie si¢ z ATGL
I zwigkszenie aktywnosci lipazy, poprzez zaburzenie warstwy fosfolipidowej LD i1 ,,otwarcie”
dostepu ATGL do TG (Ryc. 3) (Brown i Brown 2017, Zechner i in. 2017). W badaniach
przeprowadzonych na myszach pozbawionych ABHDS5 wykazano, ze rozwijaja one HF
W zwigzku ze znacznym magazynowaniem lipidow w sercu, dysfunkcjag mitochondriow
I wysokim poziomem ROS (Xie i in. 2021). PKA moze zwigksza¢ aktywnos¢ ATGL poprzez
bezposrednig fosforylacje lipazy (Ryc. 3) (Pagnon i in. 2012). Jony Ca?* aktywuja cyklaze
adenylanowa (ang. adenylyl cyclase, AC), ktora przeksztatca ATP do cAMP, ktory z kolei jest
aktywatorem kinazy PKA (Ryc. 3) (Dhalla i in. 1977, Schwartz i in. 1993, Zangenberg i in.
2001, Chen i in. 2012, Cerk i in. 2018).

Biatkiem hamujacym lipolize jest przelacznik molekularny faz GO/G1 cyklu
komorkowego (ang. GO/G1 switch protein 2, G0S2), ktory oddzialuje z miejscem wigzania
FAs, a wiec wplywa na ATGL niezaleznie od ABHDS5 i hamuje jej aktywno$¢ nawet
w kompleksie ATGL-ABHD5 (Ryc. 3) (Heier i in. 2015, Zechner i in. 2017). Pozbawienie
myszy biatka GOS2 chroni je przed magazynowaniem lipidow w sercu wywotanym
nadmiernym glodzeniem, natomiast wzmozona ekspresja G0s2 wywotala efekt podobny do

13



Wstep

braku ATGL, tj. magazynowanie TG w sercu, lecz bez rozwoju zwtoknienia, przebudowy
i spadku funkcji skurczowej serca (Ma i in. 2014, Heier i in. 2015). Mechanizm hamowania
lipolizy przez insuling, polega na aktywacji transkrypcji GOs2, podczas gdy uktad
[B-adrenergiczny i glodzenie obnizajg ekspresj¢ G0s2 powodujac aktywacje lipolizy (Ryc. 3)
(Schweiger i in. 2012, Zechner i in. 2017). Dtugotancuchowe FAs hamujg aktywno$¢ ATGL
w sposob niekonkurencyjny (ang. non-competitive) (Nagy i in. 2014), a sama lipaza moze
ulega¢ ubikwitynacji, przez co jest degradowana i spada jej zawarto$¢ w komorce (Ding i in.
2021).

3.1.5. Rola SCD w metabolizmie

SCD jest biatkiem btonowym ER, gdzie w bliskim towarzystwie DGAT?2 bierze udziat
w procesie lipogenezy (Man i in. 2006). Fundamentalne znaczenie dla aktywno$ci katalitycznej
wszystkich izoform SCD maja trzy konserwowane motywy histydynowe tworzace miejsce
wigzania dla jonow zelaza (Miyazaki i in. 2003, Shen i in. 2020). SCD Katalizuje kluczowa dla
tempa lipogenezy reakcje¢ utworzenia podwojnego wigzania migdzy atomami wegla w pozycji
A9 i A10 w tancuchu SFA, co skutkuje powstaniem MUFA (Ryc. 4). Substratami dla SCD sa
przede wszystkim 18:0 i 16:0, ktore sg transformowane do 18:1 i 16:1, odpowiednio (Paton
i Ntambi 2009, Miyazaki i in. 2006). MUFA w stosunku do SFA sg bardziej wydajnie
inkorporowane do TG i CE, utleniane w mitochondriach, a takze biorg udzial w réznych
$ciezkach sygnatowych, stad SCD jest waznym elementem regulacji metabolizmu lipidow
(DeLany i in. 2000, Ricchi i in. 2009, Scott i in. 2022).

CoA-S NADPH+H*  NADP
0 CoA-S

FADH, FAD

zredukowany utleniony

. 9 cyt. bs cyt. bs
>scn< > A
0, 2H,0
CH;
CHs; oleoilo-CoA

stearoilo-CoA
Ryc. 4. Schemat reakcji katalizowanej przez SCD. Donorem elektronéw dla reakcji, ktére poprzez FAD
i cytochrom bs trafiaja do akceptora tj. tlenu z wydzieleniem wody, jest NADPH+H*. FAD, dinukleotyd
flawinoadeninowy, FADH,, zredukowany dinukleotyd flawinoadeninowy, NADP, fosforan dinukleotydu
nikotynoamidoadeninowego; NADPH, zredukowany fosforan dinukleotydu nikotynoamidoadeninowego; SCD,
desaturaza stearoilo-CoA (zaadaptowano z Tabaczar i in. 2018).

U myszy wystepuja 4 izoformy SCD, ktéorych homologia na poziomie sekwencji
aminokwasoéw wynosi ponad 75 % (Miyazaki i in. 2006). SCD1 oraz SCD2 sa najbardziej
powszechne i wystepuja m.in. w tkance tluszczowej, skorze, migsniach, sercu i watrobie.
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U dorostych osobnikow ekspresja Scd2 zanika w watrobie, natomiast jest to dominujaca
izoforma w mozgu (Ntambi, i in. 1988, Kaestner i in. 1989, Miyazaki i in. 2005, de Moura i in.
2016). SCD3, ktéry wyrdznia si¢ sposrod innych izoform metabolizowaniem FAS 0 dtugosci
do 16 atomow wegla, wystepuje W skorze i oczach (Zheng i in. 2001, Miyazaki i in. 2001,
Miyazaki i in. 2006), natomiast SCD4 tylko w sercu (Miyazaki i in. 2003). U ludzi opisano
dotychczas 2 izoformy — SCD1, dzielacg 85 % sekwencji aminokwasowej z mysimi
izoformami, ktora ulega ekspresji w calym organizmie, w tym rowniez w sercu, Oraz
specyficzng dla ssakéw naczelnych SCD5, wystepujaca gtdéwnie w mozgu i trzustce (Flowers
I Ntambi 2008, Igal i in. 2020).

3.1.5.1. SCD1

Myszy pozbawione SCD1 w catym organizmie (ang. global SCD1 knockout, SCD1cko)
maja zahamowany rozwoj otytosci i stluszczenia watroby w odpowiedzi na rézne czynniki,
m.in. diet¢ HFD i HCD, oporno$¢ na leptyne (A¥/a) lub pozbawienie leptyny (ob/ob) (Ntambi
i in. 2002, Flowers i Ntambi 2009, Miyazaki i in. 2009, Dobrzyn i in. 2010). W wiekszo$ci
wymienionych modeli, oprocz ob/ob, usunigcie SCD1 obnizyto poziom glukozy i TG w osoczu
na czczo oraz sttuszczenie watroby, natomiast zwigkszyto wrazliwo$¢ na insuling migsni
I watroby. Mechanizm, przez jaki wyciszenie ekspresji Scd1 obniza poziom stluszczenia ciata
myszy, pomimo zwigkszonego spozycia pokarmu, polega na zwigkszeniu tzw. ,,wydatku
energetycznego” (ang. energy expenditure) (Ntambi i in. 2002, Sampath i in. 2009). Natomiast
zmniejszona zawarto$¢ TG w watrobie wynika z zahamowania ekspresji gendw kodujacych
biatka lipogenezy (SREBPlc, ACC, FAS, ELOVL6) i1 zwigkszonego utleniania FAs,
W zwigzku z wyzszg ekspresja genéw zaangazowanych w ten proces, jak 1 aktywacja AMPK
(Ntambi i in. 2002, Dobrzyn i in. 2004, Miyazaki i in. 2009). Wyjatek stanowity myszy ob/ob,
u ktorych w wyniku usunigcia SCD1 nie spadta ekspresja Srebfl w watrobie i zawartos¢ TG
W 0soczu, a poziom insuliny i glukozy wzrost, wskazujac na obnizenie wrazliwosci na insuling
1 wymagang obecnos¢ funkcjonalnego genu leptyny do wystgpienia czesci pozytywnych
efektow zwigzanych z brakiem SCD1 (Flowers i in. 2007, Miyazaki i in. 2009). Szczegdtowa
charakterystyka wptywu usunigcia SCD1 zaréwno w catlym organizmie jak i specyficznie
W réznych narzadach zostata przedstawiona w Tabeli 1.

Myszy pozbawione SCD1 tylko w skorze (ang. skin-specific SCD1 knockout, SCD1sko)
w duzej mierze odzwierciedlalty fenotyp myszy SCDleko. Zwierzeta SCDlsko
charakteryzowaly si¢ zwigkszonym wydatkiem energetycznym w zwigzku ze zwigkszong
termogeneza, zahamowanym rozwojem otylo$ci 1 stluszczeniem watroby, pomimo
zwigkszonego spozycia pokarmu i, w przeciwienstwie do myszy SCDlgko, niezmieniongj
ekspresji prawie wszystkich genéw lipogenezy w watrobie w warunkach HFD, oprocz Srebfl
(Sampath i in. 2009). Zwigkszona termogeneza byta efektem wyzszej ekspresji genow lipolizy,
utleniania FAs w watrobie, mig$niach szkieletowych i tkance ttuszczowej. Pomimo, ze myszy
SCD1sko w warunkach standardowych i HFD przejawiaty tylko tendencj¢ spadkowa
w stezeniu glukozy w 0sS0czu na czczo, to wykazano u tych zwierzat wyzsza tolerancj¢ glukozy,
a poziom insuliny, leptyny i cholesterolu nie zmienit si¢ w odpowiedzi na karmienie HFD.
Dodatkowo brak SCD1 w skorze zwigkszyt wrazliwos¢ zwierzat na zimno, co byto
spowodowane gwaltownym wyczerpaniem niskich zapaséw glikogenu w watrobie, a takze
hipoglikemia (Sampath i in. 2009).
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Woyciszenie Scdl wytacznie w watrobie (ang. liver-specific SCD1 knockout, SCD1iko),
w tkance thuszczowej (ang. adipose-specific SCD1 knockout, SCD1ako), W obu wspomnianych
tkankach (ang. liver- and adipose-specific SCD1 knockout, SCD1.ako) lub w jelicie (ang.
intestine-specific SCD1 knockout, SCD1ko) w warunkach HFD lub opornos$ci na leptyne byt
niewystarczajacy do zahamowania rozwoju otylto$ci, zmniejszenia masy tkanki thuszczowe;j,
jak rowniez obnizenia glukozy na czczo i zwigkszenia wrazliwosci na insuling (Miyazaki i in.
2007, Miyazaki i in. 2009, Flowers i in. 2012, Burchat i in. 2022). W warunkach HFD myszy
prawie wszystkich genotypow, z wyjatkiem myszy SCD1 ko, rozwijaty nietolerancje glukozy
(Miyazaki i in. 2007, Miyazaki i in. 2009, Flowers i in. 2012, Burchat i in. 2022). Natomiast
w modelu opornosci na leptyne myszy SCD1 ko i SCD1Lako mialy zwigkszong tolerancje na
glukoze, a ponadto obnizong zawartos¢ TG w 0soczu i w watrobie (Flowers i in. 2012). Myszy
SCD1ako oporne na leptyne roéwniez mialy nizsza zawarto§¢ TG w watrobie (Flowers i in.
2012). Brak SCD1 w jelicie, ale nie pozostate tkankowo-specyficzne usuniecia genu SCD1,
spowodowat wicksze spozycie pokarmu w zwigzku z wigkszym wydatkiem energetycznym
(Burchat i in. 2022, Burchat i in. 2024). Mimo ze brak SCD1 w watrobie nie chroni przed
otyloscig wywotang HFD i nie wptywa na wydatek energetyczny zwierzat, to w warunkach
HCD ma pozytywny wplyw, zmniejszajac mase¢ ciata i tkanki tluszczowej, zawartos¢ TG
W watrobie i 0soczu, poprzez spadek ekspresji genéw kodujacych biatka lipogenezy (FAS,
ACC, ELOVLSG) i dojrzewania SREBP1c oraz zahamowanie syntezy FAs (Miyazaki i in. 2007,
Flowers i in. 2012). Co ciekawe brak SCD1 w jednej z tkanek, watrobie lub tkance tluszczowe;j,
spowodowat spadek zawartosci MUFA w drugiej z nich (Flowers i in. 2012). Nadekspresja
Scd1 w migéniach szkieletowych i sercu myszy obnizyta mase ciata i poziom glukozy w osoczu
na czczo, nie wptywajac na tolerancj¢ glukozy, jednak zwigkszyta zawartos¢ TG w migsniach.
Myszy te byly réwniez bardziej aktywne lokomotorycznie, a w mig$niach stwierdzono
zwickszong ilo$¢ mitochondriow 1 tempo utleniania FAs, w zwiazku ze zwigkszona
dostepnoscig ligandow PPARGS 1 wyzszg ekspresja gendw zaangazowanych w utlenianie FAS
(Rogowski i in. 2013). Z drugiej strony, nadekspresja Scdl w ludzkich hepatocytach
spowodowata zwigkszone magazynowanie TG w wyniku zwigkszenia poziomu mRNA genoéw
lipogenezy, a obnizenia ekspresji genow utleniania FAs (Cao i in. 2020).
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Tabela 1. Wplyw usuni¢cia SCD1 w calym organizmie lub tkankowo-specyficznego na metabolizm w réznych modelach otylosci. chow, standardowa pasza laboratoryjna; HFD, dieta
wzbogacona w tluszcze; HCD, dieta wysokowgglowodanowa; ob/ob, zwierzgta pozbawione funkcjonalnej leptyny; A¥/a, zwierzeta z opornoscia na leptyng; SCD1cko, usunigcie SCD1
w catym organizmie; SCD1sko, usunigcie SCD1 w skorze; SCD1 ko, usunigcie SCD1 w watrobie; SCD1ako, usunigcie SCD1 w tkance thuszczowej; SCD1ako, usunigcie SCD1 w watrobie
i tkance tluszczowej; SCD1iko, usuniecie SCD1 w jelicie; b.d., brak danych.

czynnik Genotyp zwierzat
wywotujacy
otylos'é SCDlGKo SCDngo SCDlLKo SCDlAKo SCDlLAKo SCD1|K0
HFD zahamowany zahamowany bez zmian bez zmian bez zmian bez zmian
r0zWOj HCD zahamowany b.d. zahamowany b.d. b.d. bez zmian
otylosci ob/ob zahamowany b.d. b.d. b.d. b.d. b.d.
Avla zahamowany b.d. bez zmian bez zmian bez zmian b.d.
chow zwigkszone zwigkszone bez zmian bez zmian bez zmian bez zmian
_ HFD zwigkszone zwigkszone bez zmian bez zmian bez zmian zwigkszone
Sigf%cw HCD zwickszone b.d. bez zmian b.d. b.d. bez zmian
L ob/ob bez zmian b.d. b.d. b.d. b.d. b.d.
Avla zwigkszone b.d. bez zmian bez zmian bez zmian b.d.
wydatek . . . .
energetyczny chow zwigkszony zwickszony bez zmian b.d. b.d. zwigkszony
chow obnizona bez zmian bez zmian b.d. b.d. b.d.
zawartos¢ HFD obnizona bez zmian bez zmian bez zmian bez zmian bez zmian
glukozyw [ ep obnizona b.d. bez zmian b.d. b.d. b.d.
0soczu na -
c2C70 ob/ob zwigkszona b.d. b.d. b.d. b.d. b.d.
AVla obnizona b.d. bez zmian bez zmian bez zmian b.d.
Zawartosé chow obnizona bez zmian bez zmian b.d. b.d. b.d.
insuliny w HFD obnizona obnizona bez zmian b.d. b.d. zwigkszona
0s0Czu na HCD bez zmian b.d. bez zmian b.d. b.d. b.d.
czez0 ob/ob bez zmian b.d. b.d. b.d. b.d. b.d.
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Ala obnizona b.d. b.d. b.d. b.d. b.d.
chow zwigkszona zwigkszona bez zmian bez zmian bez zmian b.d.
HFD zwickszona zwickszona bez zmian bez zmian bez zmian b.d.
wrazliwosé | op zwigkszona b.d. bez zmian b.d. b.d. b.d.
na insuling — -
ob/ob poglebienie zaburzenia b.d. b.d. b.d. b.d. b.d.
Ala zwigkszona b.d. b.d. b.d. b.d. b.d.
chow polepszona polepszona bez zmian bez zmian bez zmian b.d.
_ HFD polepszona polepszona bez zmian bez zmian bez zmian polepszona
tollerlimqa HCD polepszona b.d. bez zmian b.d. b.d. b.d.
gikozy oblob | poglebienic zaburzenia b.d, b.d, b.d, b.d. b.d,
Avla polepszona b.d. polepszona bez zmian polepszona b.d.
chow bez zmian bez zmian bez zmian bez zmian bez zmian obnizona
Zawartodé HFD obnizona bez zmian bez zmian b.d. b.d. b.d.
TG w osoczu HCD obnizona b.d. obnizona b.d. b.d. obnizona
na €zCzo ob/ob bez zmian b.d. b.d. b.d. b.d. b.d.
Ala obnizona b.d. obnizona bez zmian obnizona b.d.
zawarto$¢ chow b.d. bez zmian bez zmian b.d. b.d. obnizona
cholesterolu ey b.d. obnizona bez zmian b.d. b.d. b.d.
W 0S0CzU ha
cZCZ0 HCD b.d. b.d. bez zmian b.d. b.d. bez zmian
chow obnizona obnizona bez zmian bez zmian bez zmian bez zmian
HFD obnizona obnizona bez zmian bez zmian bez zmian bez zmian
masa tkanki | cp obnizona b.d. obnizona b.d. b.d. b.d.
thuszczowej —
ob/ob obnizona b.d. b.d. b.d. b.d. b.d.
Avla obnizona b.d. bez zmian bez zmian bez zmian b.d.
chow obnizona obnizona bez zmian bez zmian bez zmian bez zmian
HFD obnizona obnizona bez zmian b.d. b.d. b.d.
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zawartosé HCD obnizona b.d. obnizona b.d. b.d. zwigkszona
TG w ob/ob obnizona b.d. b.d. b.d. b.d. b.d.
watrobie Ala obnizona b.d. obnizona obnizona obnizona b.d.
zahamowana, oprocz . )
chow SREBPLC zahamowana bez zmian b.d. b.d. bez zmian
) HFD zahamowana tylko SREBP1c bez zmian b.d. b.d. b.d.
“pogterr:)ebziae W1  HcD b.d. b.d. zahamowana b.d. b.d. zahamowana
W
zahamowana, oprocz
ob/ob SREBP1C b.d. b.d. b.d. b.d. b.d.
AVla zahamowana b.d. b.d. b.d. b.d. b.d.
utlenianie chow zwigkszona zwigkszona bez zmian b.d. b.d. zahamowana
FAs w
watrobie HFD b.d. zwickszona b.d. b.d. b.d. bez zmian
chow obnizona bez zmian bez zmian b.d. b.d. b.d.
Zawartosé HFD obnizona obnizona bez zmian b.d. b.d. b.d.
glikogenu w HCD obnizona b.d. obnizona b.d. b.d. b.d.
watrobie ob/ob b.d. b.d. b.d. b.d. b.d. b.d.
AVla b.d. b.d. b.d. b.d. b.d. b.d.
Ntambi i in. 2002 . -
. . ! . Miyazaki i in. 20009, C .
Piémiennictwo Miyazaki i in. 2004, Sampath i in. 2009, Flowers i in. 2012, Hyun i in. 2010, Elowers i in. 2012 Burchat i in. 2022,

Miyazaki i in. 2007,
Miyazaki i in. 2009

Flowers i in. 2011

Aljohani i in. 2019

Flowers i in. 2012

Burchat i in. 2024
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3.1.5.2. SCD2iSCD3

SCD2 pelni kluczowa role podczas rozwoju nowo narodzonych myszy, biorgc udziat
w syntezie lipidow w watrobie i skorze. Ekspresja Scd2 w watrobie wraz z wiekiem myszy
spada, podczas gdy Scdl rosnie (Miyazaki i in. 2005). Pozbawienie myszy biatka SCD2
W catym organizmie (SCD27) powoduje wysoka $miertelno$é (70-100 %) myszy 24 godz. po
narodzeniu w zwigzku z zaburzong barierg lipidowg skoéry (m.in. spadek zawartosci TG
I udzialu MUFA) i jej suchos$cig, pomimo zwigkszonej ekspresji Scdl i Scd3. Co ciekawe,
doroste myszy SCD27, w przeciwienstwie do SCD1cko, miaty normalne gruczoty lojowe
I porost wlosow. Zawartos¢ TG i MUFA w watrobie nowo narodzonych myszy, ale nie
dorostych osobnikéw, byty obnizone przez usunigcie SCD2 w zwigzku z obnizong aktywno$cig
SCD i zahamowang lipogenezg (Miyazaki i in. 2005). Badania z wykorzystaniem dorostych
myszy SCD2” wykazaty, ze podobnie do SCDlcko, sa one oporne na rozwodj otylosci
i zwigkszenie masy tkanki thuszczowej wywotane dieta HFD i HCD. Myszy te maja zachowang
wrazliwos$¢ na insuling i tolerancje glukozy, ale poziom glukozy w osoczu w warunkach HFD
byt niezmieniony, podobnie jak wydatek energetyczny, zmierzony w postaci wykorzystanego
tlenu, pomimo zwigkszonej ekspresji genu kodujacego biatko rozprzggajace (ang. uncoupling
protein, UCP) i PGC-1a w brunatnej tkance ttuszczowej (O’Neill i in. 2020). Co ciekawe,
wydatek energetyczny byt zwickszony przez zahamowanie ekspresji Scd2 w samym mozgu
myszy w warunkach HFD, a ponadto stwierdzono wyzszg aktywno$¢ lokomotoryczng i brak
zmian w ilo$ci spozywanej karmy, co przelozylo si¢ na spowolnienie przybierania masy
| obnizenie masy zmagazynowanej tkanki ttuszczowej (de Moura i in. 2016). Ponadto myszy
SCD27 karmione HFD, ale nie HCD, mialy powigkszona watrobe, natomiast mniejsze
adipocyty w tkance tluszczowej (O’Neill i in. 2020), co taczy si¢ z kluczowa rolg SCD2
w adipogenezie zaleznej od PPARY (Christianson i in. 2008).

Ekspresja Scd3 jest bardzo ograniczona, tj. dotychczas opisano jej wystgpowanie tylko
w skorze i oczach, gdzie uczestniczy w produkcji sebum (Zheng i in. 2001, Miyazaki i in. 2001).
Pozbawienie myszy biatka SCD1 w calym organizmie spowodowato catkowite zahamowanie
ekspresji Scd3 w skorze, co wptyneto na spadek zawartosci 16:1 i 18:1. Podanie myszom
testosteronu cze¢$ciowo odwrocito ten efekt, tj. wzrosta ekspresja Scd3 i zawartos¢ 16:1, ale nie
18:1, co potwierdza specyficznosé¢ SCD3 wzgledem 16:0, ale nie 18:0, jako substratu reakcji
(Miyazaki i in. 2002, Miyazaki i in. 2006). Na chwile obecng brak jest badan na temat wptywu
usunigcia SCD3 na metabolizm myszy.

3.1.5.3. Funkcje sercowo-specyficznej SCD4

Dotychczasowe badania skupiaty si¢ na SCD1 oraz SCD2, podczas gdy SCD4 pozostaje
izoforma najstabiej poznang. Pomimo wysokiej homologii sekwencji aminokwasowej
wszystkich SCD, transkrypt Scd4 jest znacznie mniejszy od pozostatych izoform (3,1 kilozasad
(kz) 1 4,9 kz, odpowiednio) (Miyazaki i in. 2003). Oprécz dominujacego transkryptu wystepuja
jeszcze dwa mniejsze 2,8 kz 1 1,5 kz co wynika z obecnosci licznych powtdrzen GAAA
W ostatnim, szostym egzonie, bedacych miejscem dla poliadenylacji (Miyazaki i in. 2003).
Biatko SCD4 sktada si¢ z 353 aminokwasow, o 79 % identycznosci z sekwencjami SCD1-3,
tworzacych cztery domeny transbtonowe oraz trzy motywy histydynowe konserwowane
w 100 % wsrod wszystkich SCD, bedace kluczowe dla katalizowania reakcji desaturacji
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(Ryc. 5) (Miyazaki i in. 2003). Ekspresja Scd4, podobnie jak Scdl, jest indukowana przez
agonistow LXRa i HCD, ale w przeciwienstwie do Scdl, w zwigzku z brakiem SRE oraz
elementu odpowiedzi na PUFA w sekwencji promotorowej genu, nie jest hamowana przez
PUFA (Miyazaki i in. 2003, Dobrzyn i in. 2015). Zwig¢kszony poziom mRNA Scd4 w sercu
myszy ob/ob 1 odwrdcenie tego efektu przez podskoérne podanie leptyny wskazuje, ze ekspresja
Scd4 w sercu znajduje si¢ pod kontrolg leptyny, co nie ma miejsca w przypadku Scdl i Scd2
(Miyazaki i in. 2003). Brak SCD1 w sercu, przy zwiekszone]j ekspresji Scd4, ale nie Scd2,
wywotal 30 % spadek 16:11 18:1, w poréwnaniu do 70 % spadku w watrobie myszy SCD1cko,
co wskazuje na kluczowa role SCD4 w syntezie MUFA w sercu (Miyazaki i in. 2003). Myszy
z nadekspresja genu kodujacego biatko ACS w sercu charakteryzowaly si¢ zwigkszong
zawarto$cig TG, zaburzong strukturg wtokien miozynowych i zwldknieniem, co prowadzito do
rozstrzeni, przerostu i dysfunkcji skurczowej serca, czemu towarzyszyta zwiekszona ekspresja
Scdl i Scd4 (Lee i in. 2004, Dobrzyn i in. 2015). Zahamowanie ekspresji Scd4 u myszy, nie
wplyne¢to na wywotany przez MI wzrost masy serca i zawartosci biatka HIF1a oraz peptydu
natriuretycznego typu A (ang. atrial natriuretic peptide, ANP), bedacego markerem MI, ale
obnizyto w sercu poziom biatka czynnika wzrostu $rodbtonka naczyniowego (ang. vascular
endothelial growth factor A, VEGF-A) wzgledem grupy bez zawatu serca (sham). Region
oddzialywania SCD4 prawdopodobnie wykracza poza serce, poniewaz U myszy SCD4” M,
w przeciwienstwie do WT MI, nie stwierdzono wzrostu zawarto$ci czynnikow
proangiogennych w osoczu (Gan i in. 2022). Brak SCD4 nie wptynat na spowodowany przez
MI spadek zawartosci biatek utleniania FAs (PPARa, PGC-1a oraz CPT1), natomiast obnizyt
poziom fosforylacji AMPK, komérkowego czujnika statusu energetycznego. Ponadto, SCD4
bierze udziat w regulacji homeostazy ROS w sercu, gdyz myszy SCD4”7" MI miaty obnizony
poziom biatek podjednostek oksydazy NADPH odpowiedzialnej za syntetyzowanie ROS (Gan
I in. 2022). Najnowsze doniesienie literaturowe wskazuje, ze brak SCD4 aktywuje lipolize
w mysich pierwotnych kardiomiocytach, nawet w obecnosci 18:0, ktory hamowat wspomniany
proces w kardiomiocytach z grupy WT (Wolosiewicz i in. 2024). Ponadto SCD4 wptywa na
kurczliwo$é¢ komorek serca, tj. pierwotne kardiomiocyty SCD4”" miaty zwiekszona amplitude
skurczu, a takze szybciej ulegaly relaksacji po skurczu, co w przeciwienstwie do
kardiomiocytow zwierzat WT, nie ulegato wydtuzeniu w warunkach traktowania 18:0
(Wolosiewicz i in. 2024).
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SCD1 1 MPAHMLQ-EISSSYTTTTTITAPPSGN---EREKVKTVPLHLEEDIRPEMKEDIHDPTYQ
sCD2 1 MPAHILQ-EISGAYSATTTITAPPSGGQONGGEKFEKSSHHWGADVRPELKDDLYDPTYQ
5CD3 1 MPGHLLQEEMTPSYTTTTTITAPPSGSLOQNGREKVKTVPLYLEEDIRPEMKEDIYDPTYQ
SCD4 1 MTAHLPQ-EISS-RCSTTNIMEPHSRRQQDGEEKMP----LQAEDIRPEIKDDLYDPSYQ

5CD1 57 DEEGPPPKLEYVWRNIILMVLLHLGGLYGIILVPSCKLYTCLFGIFYYMTSALGITAGAH
SCD2  ee DDEGPPPKLEYVWRNIILMALLHLGALYGITLVPSCKLYTCLFAYLYYVISALGITAGAH
SCD3 &1 DEEGPPPKLEYVWRNIILMALLHVGALYGITLVPSCKLYTCLFAFVYYVISIEGIGAGVH
SCD4 55 DEEGPPPKLEYVWRNIIFMALLHVGALYGITLVPSCKVYTWLLGVFYNVVAGLGITAGAH

5C01 117 RLWSHRTYKARLPLRIFLIIANTMAFQNDVYEWARDHRAHHKFSETHADPHNSRRGFFFS
5CD2 120 RLWSHRTYKARLPLRLFLIIANTMAFQNDVYEWARDHRAHHKFSETHADPHNSRRGFFFS
5CD3 121 RLWSHRTYKARLPLRIFLIIANTMAFQNDVYEWARDHRAHHKFSETHADPHNSRRGFFFS
5CD4 115 RLWSHRTYKARLPLRIFLIMANTMAFQNDVYEWARDHRAHHKFSETHADPHNSRRGFFFS

5CD1 177 HVGWLLYRKHPAVKEKGGKLDMSDLKAEKLVMFQRRYYKPGLLLMCFILPTLVPWYCWGE
5CD2 1se HVGWLLVRKHPAVKEKGGKLDMSDLKAEKLVMFQRRYYKPGLLLMCFVLPTLVPWYCWGE
SCD3 181 HVGWLLVRKHPAVKEKGGKLDMSDLKAEKLVMFQRRYYKPGILLMCFILPTLVPWYCWGE
5CD4 175 HVGWLLVRKHPAVKEKGKNLDMSDLKAEKLVMFQRRYYKLAVTLMFIILPTLVPWYLWGE

S5CD1 237 TEVNSLFVSTFLRYTLVLNATWLVNSAAHLYGYRPYDKNIQSRENILVSLGAVGEGFHNY
5CD2 248 TEWNSLCVSTFLRYAVVLNATWLVNSAAHLYGYRPYDKMISSRENILVSMGAVGEGFHNY
SCD3 242 TELNSFYVATLLRYAVVLNATWLVNSAAHLYGYRPYDKNIDPRONALVSLGSMGEGFHNY
5CD4 235 TFQHSLCVSNFLRYAVLLNFTWLVNSAAHLYGYRPYDRGIGARENPFVSMASLGEGFHNY

SCD1 297 HHTFPFDYSASEYRWHINFTTFFIDCMAALGLAYDRKKVSKATVLARIKRTGDGSHKSS
5CD2  3ee HHAFPYDYSASEYRWHINFTTFFIDCMALLGLAYDRKRVSRAAVLARIKRTGDGSCKSG
SCD3  ze1 HHAFPYDYSASEYRWHINFTTFFIDCMAALGLAYDRKRVSKATVLARIKRTGDGSHKSG

5CD4 295 HHTFPYDYSVSEYRWHINFTTFFIDCMAALGLAYDRKKVSKAVYVLARIKRTGDGSHKSS
Ryc. 5. Poréwnanie sekwencji aminokwasowych SCD1-4. Czerwonym podkresleniem zaznaczono domeny
transblonowe, natomiast z6lttym wyréznieniem konserwowane motywy histydynowe (na podstawie bazy danych
UniProt).

3.1.5.4. Regulacja desaturacji FAs

Proces desaturacji FAs jest pod $cisla kontrola gtownie na poziomie transkrypcji. Na
przyktadzie SCD1 wykazano, zZe czas poitrwania tego biatka wynosi okoto 3 godz., poniewaz
jest ono szybko degradowane w proteasomach (Kato i in. 2006). Z drugiej strony fosforylacja
biatka SCD1 poprzez receptor nablonkowego czynnika wzrostu (ang. epidermal growth factor
receptor, EGFR) zwicksza jego stabilno$¢ (Zhang i in. 2017). W obrgbie sekwencji
promotorowej Scdl wystepuja miejsca wigzania czynnikow transkrypcyjnych, m.in. SREBP1c,
LXRa, PPARa, C/EBPa, PGC-1a, a takze trijodotyroniny (Waters i in. 1997, Mauvoisin
I Mounier 2011, Olichwier i in. 2020). Do czynnikéw pozytywnie wptywajacych na poziom
MRNA Scdl zalicza si¢ HCD, insuling i cholesterol, natomiast hamujacy efekt na ekspresje
maja trijodotyronina, estrogen, agonisci LXRa, PUFAS oraz, z wylaczeniem serca, leptyna
(Waters i Ntambi 1994, Waters i in. 1997, Flowers i Ntambi 2009, Sampath i Ntambi 2005).
W sercu leptyna nie wplywa na ekspresje Scdl i Scd2, natomiast hamuje ekspresje Scd4, ktorej
poziom mRNA, w przeciwienstwie do Scdl, jest niezalezny od PUFA (Sessler i in. 1996,
Miyazaki i in. 2003).
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3.1.5.5. RolaSCD1 w sercu

Dostepne wyniki badan wskazujg na zmiany ekspresji Scd w mysich i szczurzych
modelach dysfunkcji serca (Balatskyi i Dobrzyn 2023). Stwierdzono zaroéwno spadek
(Bednarski i in. 2022), brak zmian (Dobrzyn i in. 2013), jak i wzrost (Abdalla i in. 2011, Matsui
i in. 2012) ekspresji lub aktywnosci SCDI. Czynnikiem towarzyszacym wszystkim
wspomnianym dysfunkcjom serca jest nadprodukcja ROS i spadek syntezy ATP, ktére sg
efektem uszkodzenia mitochondriow (Atici i in. 2023). Usunigcie SCD1 oprocz wspomnianych
ogo6lnoustrojowych pozytywnych efektow, m.in. zahamowania rozwoju otytosci i zwigkszenia
wrazliwosci na insuling, ma rowniez pozytywny wplyw na metabolizm serca na dwoéch
poziomach. Pierwszy, niezalezny od aktywnosci PPARa, polega na aktywacji lipolizy poprzez
spadek zawartosci biatka GOS2 1 obnizeniu zawarto$ci biatek lipogenezy oraz syntezy
ceramidow, CO przyczynito si¢ do zmniejszenia szkodliwego magazynowania lipidow w sercu
(Bednarski i in. 2016a). Drugi zwigzany jest z obnizeniem aktywno$ci PPARa w wyniku
spadku zawarto$ci lipidowych ligandow dla tego czynnika transkrypcyjnego, co prowadzito do
obnizenia ekspresji genow zaangazowanych w utlenianie FAs, a w konsekwencji zahamowania
tego procesu niezaleznie od aktywnosci AMPK, z jednoczesnym zwigkszeniem wykorzystania
glukozy w zwiazku z wyzsza wrazliwo$cig serca na insuling (Dobrzyn i in. 2008). Na obnizona
zawartos¢ lipidow w sercach myszy SCDleko wplywa réwniez nizszy poziom biatek
transportujacych FAs do wnetrza komorki (CD36 i FATP) (Dobrzyn i in. 2008). U otytych
myszy pozbawionych leptyny (ob/ob) wyciszenie ekspresji Scdl rowniez hamuje transport
i utlenianie FAs w sercu, a takze obniza poziom lipidow w tym narzadzie, co jest powigzane
z obnizong ekspresja genow lipogenezy oraz zmniejszong syntezg ceramidow, co skutkuje
zahamowaniem apoptozy i poprawa funkcji skurczowej serca (Dobrzyn i in. 2010). SCD1 moze
wplywac na aktywnos¢ PPARa, zaangazowanego w regulacj¢ wielu procesow, m.in. utleniania
FAs, syntezujac ligandy dla tego czynnika transkrypcyjnego, np. 18:1 (Dobrzyn i in. 2012).
Z drugiej strony zwiekszona ekspresja Scdl w kardiomiocytach in vitro w warunkach
traktowania SFA, pomimo zwigkszonej akumulacji lipidow, chronita komorki serca przed
nadmierng produkcja ROS 1apoptoza, a takze zmniejszata katabolizm FAs, a zwickszata
glukozy, co stanowito mechanizm adaptacyjny (Matsui i in. 2012). Jednak w sytuacji
narastajagcego stresu oksydacyjnego, spowodowanego np. dysfunkcja mitochondriow,
wspomniany mechanizm adaptacyjny jest niewystarczajacy 1 dochodzi do wywolania
lipotoksycznosci przez zmagazynowane lipidy, np. ceramidy i SFA (Matsui i in. 2012).
Nadekspresja Scd1l w sercu myszy spowodowata spadek wydolnoS$ci i przerost serca, zwigzane
z nagromadzeniem lipidéw i kwasow ttuszczowych, m.in. 16:0 1 18:0, oraz wzrostem markeréw
apoptozy w kardiomiocytach (Abdalla i in. 2011). Wykazano réwniez udziat SCD1 w procesie
autofagii (Ascenzi i in. 2021). Hamowanie aktywnosci SCD1 w komorkach B trzustki
z jednoczesnym traktowaniem 16:0, powoduje spadek fuzji autofagosoméw z lizosomami,
w zwigzku ze spadkiem zawartoéci lekkiego tancucha 3B biatek 1A/1B zwigzanych
z mikrotubulami (ang. microtubule-associated protein 1A/1B-light chain 3, LC3B)
(Janikiewicz i in. 2015). W fibroblastach hamowanie SCD1 spowodowato spadek tworzenia
autofagosomow, natomiast odwrotny efekt miata nadekspresja Scdl lub traktowanie produktem
SCD1 - 18:1 (Ogasawara i in. 2014).
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3.1.6. Utlenianie kwasow thuszczowych
3.1.6.1. Mechanizm utleniania FASs

Utlenianie FAs zaspokaja do 70 % zapotrzebowania na ATP, ktorego catkowity obieg,
czyli zuzycie i zastgpienic nowymi czgsteczkami w sercu trwa ok. 10 sek. (Lopaschuk i in.
2021), co swiadczy o tym jak wazny jest to proces w kontek$cie utrzymania prawidtowe;j
funkcji skurczowo-rozkurczowej serca. Etapem decydujacym o tempie utleniania FAs jest
przylaczenie karnityny do FA-CoA przez biatko zewnetrznej blony mitochondrialnej (ang.
outer mitochondrial membrane, OMM) acylotransferaz¢ karnitynowa 1 (ang. carnitine
palmitoyl transferase 1, CPT1) i powstanie acylokarnityny (Ryc. 6) (Lee i in. 2011). Myszy
posiadajace CPT1 o obnizonej wrazliwosci na inhibitor, tj. malonylo-CoA, rozwijaty przerost
serca z niewielkim zaburzeniem funkcji tego organu, powigzany ze wzrostem utleniania FAs
(van Weeghel i in. 2018). Z drugiej strony spadek aktywnosci CPT1 w modelu TAC skutkowat
spadkiem biogenezy mitochondriow w sercu, przerostem i HF, co prowadzito do $mierci tych
zwierzat (He i in. 2012). Translokaza karnityno-acylokarnitynowa (ang. carnitine-acylcarnitine
translocase, CACT) transportuje acylokarnityn¢ z przestrzeni migdzyblonowej do wnetrza
mitochondrium, z ktoérego w przeciwnym kierunku jest przenoszona wolna karnityna. Ostatnim
krokiem transportu FAs do wnetrza mitochondrium jest odlgczenie karnityny przez CPT2
znajdujacg si¢ na wewngtrznej blonie mitochondrialnej (ang. inner mitochondrial membrane,
IMM) i powstanie FA-CoA begdacego substratem dla kolejnych reakcji (Ryc. 6) (Lopaschuk
i in. 2010).

Kolejne etapy utleniania FAs sg cyklicznym powtarzaniem czterech reakceji
prowadzacych do przeksztatcenia substratu do acetylo-CoA, zredukowanego dinukleotydu
flawinoadeninowego (ang. reduced flavin adenine dinucleotide, FADH>) i zredukowanego
dinukleotydu nikotynoamidoadeninowego (ang. reduced nicotinamide adenine dinucleotide,
NADH). Pierwszg z nich jest dehydrogenacja FA katalizowana przez dehydrogenazg¢ acylo-
CoA bardzo dlugotancuchowych kwasow tluszczowych (ang. very long-chain specific acyl-
CoA dehydrogenase, VLCAD), ktéra podobnie jak reakcja katalizowana przez CPTI1, jest
uwazana za reakcje¢ decydujaca o tempie utleniania FAs (Ryc. 6) (Houten i in. 2016). Myszy
pozbawione VLCAD miaty zwigkszony poziom lipidow w sercu oraz zwtdknienie, zaburzony
rytm serca (Exil i in. 2003), a takze rozwijaly HF w zwigzku ze spadkiem ATP w warunkach
stresu termicznego (Xiong i in. 2014). Nastgpnie hydratacja powstatego podwojnego wiagzania
poprzedza kolejng dehydrogenacje FA katalizowang przez dehydrogenaze 3-hydroksyacylo-
CoA (ang. 3-hydroxyacyl-CoA dehydrogenase, HAD) (Ryc. 6) (Houten i in. 2016). Ostatnig
reakcjg jest odcigcie acetylo-CoA od tancucha FA przez acetylo-CoA acylotransferazg/tiolaze
(ang. acetyl-CoA acetyltransferase, ACATI1), co powoduje skrocenie wejsciowego FA
o 2 atomy wegla 1 skierowanie go ponownie na szlak opisanych reakcji, az do catkowitego
utlenienia (Ryc. 6) (Houten i in. 2016).

3.1.6.2. Regulacja utleniania FAs

Utlenianie FAs jest w gldwnej mierze kontrolowane allosterycznie przez produkt
posredni lipogenezy, czyli malonylo-CoA. Malonylo-CoA jest syntetyzowany przez ACC,
ktora moze znajdowac si¢ w cytoplazmie (ACC1/ACCa) lub, co jest dominujagcym miejscem
wystepowania tego enzymu w sercu, w mitochondriach (ACC2/ACCP) (Abu-Elheiga i in.
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2005). Podczas gdy ACC1 odpowiada za synteze lipidow, ACC2 pelni funkcje regulacyjna
utleniania FAs (Abu-Elheiga i in. 2005), syntetyzujac w obrgbie mitochondriow malonylo-
CoA, ktory wigze si¢ allosterycznie z CPT1 i hamuje jego aktywnos¢ (Ryc. 6) (Lee i in. 2011,
Houten i in. 2016). W warunkach takich jak glodzenie lub wysitek fizyczny dochodzi do
aktywacji utleniania FAs przez AMPK, ktora poprzez fosforylacje hamuje aktywnos¢ ACC,
powodujac spadek poziomu malonylo-CoA (Ryc. 6) (O'Neill i in. 2014). Badania
Z wykorzystaniem mysiego modelu braku aktywnosci AMPK[ wykazaty rozwo6j dysfunkcji
serca, ktory nie byl powigzany ze zmianami utleniania glukozy i FAs (Sung i in. 2015).
Natomiast brak AMPKa jest powigzany z HF spowodowang zaburzeniem funkcji
mitochondriow (Tokarska-Schlattner i in. 2021). Na zawarto$¢ malonylo-CoA wptywa rowniez
reakcja odwrotna, tj. rozklad malonylo-CoA do acetylo-CoA, Katalizowana przez
dekarboksylaz¢ malonylo-CoA (ang. malonyl-CoA decarboxylase, MCD), ktora jest
aktywowana przez AMPK (Ryc. 6) (Dyck i in. 2004). Zahamowanie aktywno$ci MCD ex vivo
w szczurzych sercach poddanych zabiegowi niedokrwienia miato pozytywny wptyw na funkcje
serca 1 zwigkszato utlenianie glukozy przez ten organ, z jednoczesnym obnizeniem utleniania
FAs (Dyck i in. 2004). Czynnikiem pozytywnie wptywajacym na transport FAs do wnetrza
mitochondriow jest dostgpnos$¢ karnityny, aczkolwiek nadmiar acylokarnityny jest toksyczny
dla serca (Roussel i in. 2015). Produkty utleniania FAs na zasadzie negatywnej petli zwrotnej
regulujg aktywno$¢ enzymow tego procesu, np. stosunek FAD/FADH;, NAD*/NADH
i acetylo-CoA/CoA, wplywaja na aktywno$s¢ VLCAD, HAD i ACATI, odpowiednio
(Lopaschuk i in. 2021). Hamujacy wptyw na utlenianie FAs w sposob posredni ma rowniez
insulina, ktora stymuluje estryfikacj¢ FAs i w ten sposdb ogranicza ich dostepnos¢ dla
mitochondridow 1 czynnikow transkrypcyjnych regulujacych utlenianie FAs, a ponadto
stymuluje lipogeneze np. syntez¢ malonylo-CoA bgdacego inhibitorem utleniania FAs (Dyck
I in. 2001, Abel 2021).

Regulacja na poziomie transkrypcyjnym ponownie ma ogromne znaczenie w dtuzszej
perspektywie, w porownaniu z krotkoterminowa odpowiedzig opisang w poprzednim akapicie.
Podobnie jak w transporcie FAs do wnetrza komorki, kluczowa role odgrywaja tu czynniki
transkrypcyjne PPARa oraz PGC-1a (Lopaschuk i in. 2021), ktérych mechanizm aktywacji
zostal opisany w rozdziale po$wigconym transportowi FAs.
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Ryc. 6. Procesy utleniania kwasow tluszczowych, glikolizy i utleniania glukozy. ACAT1, acetylo-CoA
acylotransferaza/tiolaza; ACC2, karboksylaza acetylo-CoA 2; AMPK, biatkowa kinaza aktywowana przez AMP;
CACT, translokaza karnityno-acylokarnitynowa; CPT, acylotransferaza karnitynowa; ECHS1, hydrataza enoilo-
CoA; ENO, enolaza; HAD, dehydrogenaza 3-hydroksyacylo-CoA; HK, heksokinaza; LDH, dehydrogenaza
mleczanowa; MCD, dekarboksylazg malonylo-CoA; MPC, mitochondrialny transporter pirogronianu; PDH,
dehydrogenaza pirogronianowa; PDK, kinaza dehydrogenazy pirogronianowej; PFK, fosfofruktokinaza; PK,
kinaza pirogronianowa; PPARa, receptor aktywowany przez proliferatory peroksysomow o; VLCAD,
dehydrogenaza acylo-CoA bardzo dtugotancuchowych kwasow ttuszczowych.

3.2. Metabolizm glukozy w sercu

Glukoza, zaraz po FAs, jest drugim najwazniejszym substratem energetycznym
dostarczajacym sercu miedzy 20-40 % zapotrzebowania na ATP (Karwi i in. 2018). Jak zostato
opisane we weczesniejszych rozdziatach, glukoza konkuruje z FAs o utlenienie
w mitochondriach poprzez tzw. cykl Randle’a (Randle i in. 1963) i jej najwicksze
wykorzystanie przypada na okres popositkowy, gdy we krwi jest wysoki poziom insuliny
blokujacej utlenianie FAs (Dyck i in. 2001).
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3.2.1. Transport glukozy do kardiomiocytow

Glukoza jest transportowana do wnetrza kardiomiocytow przez biatka GLUT na drodze
dyfuzji wspomaganej, tzn. zgodnie z gradientem stezen po obu stronach btony, co juz stanowi
sposob regulacji transportu glukozy z krwi do kardiomiocytow (Holman i in. 2020). Sposrod
14 poznanych izoform tego biatka, trzy z nich ulegajg ekspresji w sercu w najwickszym stopniu,
tj. GLUTL, GLUT4 i GLUTS8 (Aerni-Flessner i in. 2012).

Dominujgcym transporterem W sercu jest GLUT4, odpowiadajacy za transport glukozy
w sposob zalezny od insuliny, tak samo jak GLUT8. GLUT4 odgrywa kluczowg role
w zachowaniu funkcji serca w warunkach stresowych, jak np. niedokrwienie, natomiast
w warunkach standardowych transport glukozy przeprowadza glownie GLUT1 (Shao i Tian
2015). Myszy pozbawione GLUT4, ale nie GLUT1, w kardiomiocytach charakteryzuja si¢
zahamowaniem utleniania FAs w warunkach obciazenia serca przez TAC lub wysitek fizyczny,
a takze rozwijaja przerost i zwldknienie serca, apoptoze i obnizong zdolno$¢ do utleniania
w mitochondriach, co prowadzi do dysfunkcji serca (Pereira i in. 2014, Wende i in. 2017).
W przeciwienstwie do GLUTI, ktory niezaleznie od insuliny jest konstytutywnie obecny
w btonie komorkowej, GLUT4 i GLUTS sg w wigkszosci przechowywane w cytoplazmie
wewnatrz pecherzykéw magazynujacych GLUT (ang. GLUT storage vesicles, GSV), ktore
w odpowiedzi na stymulacj¢ przez insuling sg transportowane do btony komorkowej (Bertrand
i in.  2020). Insulinowy szlak sygnalowy prowadzi do fosforylacji kinazy
3-fosfatydyloinozytolu (ang. phosphoinositide 3-kinase, PI3K), kinazy biatkowej B (ang.
protein kinase B, AKT) i ostatecznie biatka AS160 (ang. AKT substrate of 160 kDa), co
powoduje jego inaktywacj¢ i odblokowanie translokacji GLUT4 na powierzchni¢ komorki
(Miinea i in. 2005, Bertrand i in. 2020). Regulacja ekspresji Glut4 odgrywa mniejsza rol¢
i moze by¢ hamowana przez FAs (Finck i in. 2003) lub podwyzszona przez czynniki
transkrypcyjne MEF2, PGC-1a oraz hormony tarczycy (Shao i Tian 2015). Ponadto Ca?*
I stymulacja uktadu pB-adrenergicznego zwigkszaja transport glukozy (Egert i in. 1999, Li i in.
2014), a fosforylacja GLUT4 obniza tempo transportu glukozy niezaleznie od translokacji tego
biatka (Sweeney i in. 1999). Regulacja transportu przez GLUT1 odbywa si¢ glownie na
poziomie transkrypcyjnym i jest stymulowana przez niedotlenienie oraz insuling, a takze
w warunkach patologicznego przerostu serca, natomiast hamowana przez gtodzenie (Shao
i Tian 2015).

3.2.2. Utlenianie glukozy w sercu

Po przeniesieniu glukozy do wnetrza komorki przez GLUT, w cytoplazmie nastepuje
proces glikolizy, ktory mozna uznaé za ,przygotowanie” glukozy do utleniania
w mitochondriach, poprzez przeksztatcenie jej do pirogronianu (Tran i Wang 2019). Pierwszym
etapem glikolizy jest przeksztatcenie glukozy do glukozo-6-fosforanu przez heksokinaze (ang.
hexokinase, HK), a nastepnic w wyniku szeregu reakcji powstaje 2-fosfoglicerynian
podlegajacy dehydratacji przez enolaze (ang. enolase, ENO) i fosforylacji przez kinaze
pirogronianowa (ang. pyruvate kinase, PK) do pirogronianiu (Ryc. 6) (Tran i Wang 2019).
Zrédtem pirogronianu moze by¢ réwniez mleczan w wyniku jego utlenienia przez
dehydrogenaz¢ mleczanowsg (ang. lactate dehydrogenase, LDH) (Ryc. 6) (Lopaschuk i in.
2021). Powstaly pirogronian jest transportowany do wngtrza mitochondridéw przez
mitochondrialny transporter pirogronianu (ang. mitochondrial pyruvate carrier, MPC) i ulega
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utlenieniu do acetylo-CoA przez dehydrogenaze pirogronianowa (ang. pyruvate
dehydrogenase, PDH) (Ryc. 6). Acetylo-CoA pochodzacy zaréwno od glukozy jak
I z utleniania FAs jest wlaczany do cyklu Krebsa, ktory w polaczeniu z tancuchem transportu
elektronow dostarcza komorce energii w postaci czasteczek ATP (Martinez-Reyes i Chandel
2020).

Utlenianie glukozy jest zalezne m.in. od insuliny, ktora stymuluje ekspresje Hk oraz od
aktywnosci HK, ktora jest hamowana przez produkt katalizowanej przez nig reakcji, glukozo-
6-fosforan, w tzw. cyklu Randle’a (Roberts i in. 2015, Chen i in. 2023b). Wysokie tempo
utleniania FAs powoduje nagromadzenie acetylo-CoA, ktory po przeksztatceniu do cytrynianu
hamuje aktywno$¢ fosfofruktokinazy (ang. phosphofructokinase, PFK) i powoduje
nagromadzenie glukozo-6-fosforanu (Ryc. 6) (Hue i Taegtmeyer 2009). Kolejno aktywnos¢
PDH przeprowadzajacej ostateczng reakcje, czyli utlenienie pirogronianu, jest regulowana
przez kinaze dehydrogenazy pirogronianowej (ang. pyruvate dehydrogenase kinase, PDK)
(Ryc. 6). W sercu dominujaca izoforma jest PDK4, ktora jest aktywowana w warunkach
wysokiej zawartosci acetylo-CoA, a jej ekspresja podlega regulacji przez PPARa (Lopaschuk
i in. 2010). Brak PDH lub wzmozona ekspresja Pkd4 w sercu powodujg spadek utleniania
glukozy z jednoczesnym wzrostem utleniania FAS, co wiaze si¢ ze spadkiem funkcji
rozkurczowej serca (Zhao i in. 2008, Gopal i in. 2018). Czynnikiem transkrypcyjnym
regulujacym ekspresje genow glikolizy jest ChREBP, ktory jest aktywowany przez wysokie
stezenie glukozy i insuling (Wang Y i in. 2015).

3.3. Rola mitochondriow w sercu

Serce wymaga ciaggltego dostarczania energii, ktorg kardiomiocyty wykorzystuja do
kurczenia si¢ i utrzymania prawidtowego funkcjonowania pomp jonowych (Doenst i in. 2013).
Niemal cata ilo§¢ ATP (95 %) jest syntetyzowana w mitochondriach w wyniku opisanych
w poprzednich rozdziatach proceséw utleniania FAs i glukozy (Lopaschuk i in. 2021),
anastgpnie w cyklu Krebsa mitochondria przetwarzaja otrzymany acetylo-CoA do NADH
i FADH2, ktore sa substratami dla biatek tancucha transportu elektronéw (ang. electron
transport chain, ETC), w wyniku czego dochodzi do syntezy ATP (Martinez-Reyesi i Chandel
2020). W zwigzku z powyzszym kardiomiocyty posiadajg najwiecej mitochondriow w catym
organizmie, tj. okoto 30 % ich obje¢tosci (Schaper i in. 1985). Zaburzenia w funkcjonowaniu
mitochondriow sg czynnikiem taczacym wzrost utleniania FAs lub glukozy z rozwojem HF
(Haemmerle i in. 2006, Glenn i in. 2011, Kolwicz i in. 2012, Kienesberger i in. 2013, Shao i in.
2020, Xie i in. 2021). Chociaz samo zwigkszenie wykorzystania jednego z substratow
energetycznych nie powoduje rozwoju HF, to dysfunkcja mitochondriow, skutkujaca
niewystarczajacag produkcja ATP do prawidtowego pelnienia funkcji przez serce, jest przyczyna
HF (Neubauer 2007, Yang i in. 2022).

Mitochondria sg réwniez zrodlem ROS, ktére w warunkach fizjologicznych petnig
funkcje sygnatowa w procesach m.in. proliferacji, migracji i angiogenezy. Z drugiej strony
organella te pelnig funkcj¢ detoksykacyjng przez enzymy przeksztatcajagce ROS, ktore moga
mie¢ swoje zrodlo poza mitochondriami, np. w peroksysomach i btonie komoérkowej, do mniej
szkodliwego nadtlenku wodoru lub wody (Sies i Jones 2020).

Mitochondria posiadajg wiele transporteréw roznych jondéw, ktérych homeostaza
wplywa na aktywno$¢ metaboliczna, potencjat btonowy i kurczliwo$¢ kardiomiocytow (Singh
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2021). Na przyktad mitochondria razem z ER reguluja rownowage Ca?* w komorce. ER
uwalnia Ca?" do cytoplazmy przez kanaly rianodynowe (ang. ryanodine receptor, RyR)
w odpowiedzi na stymulacje przez depolaryzacj¢ btony komorkowej, a nastepnie dochodzi do
ich wychwytu z powrotem do ER przez sarkoplazmatyczna Ca?*-ATPaze typu 2 (ang.
sarcoplasmic reticulum Ca?*-ATPase 2, SERCAZ2), co skutkuje odpowiednio skurczem
i rozkurczem kardiomiocytéw (Zhang i in. 2022). W warunkach wysokiego stezenia Ca?*
w cytoplazmie, mitochondria wspotuczestnicza w  wychwycie Ca?* za sprawa
mitochondrialnych transporterow Ca?* (ang. mitochondrial Ca?* uniporter, MCU), pelniac
funkcje buforowa (Zhang i in. 2022).

Jak zostalo wspomniane w rozdziale poswigconym lipogenezie, mitochondria
w niewielkim stopniu stanowig miejsce syntezy lipidéw regulujacych tempo utleniania FAs,
ale rowniez budujacych btony komorkowe, np. kardiolipiny, niezbednych do prawidtowego
funkcjonowania tancucha transportu elektronéw (Tamura i in. 2020). Oprécz wymienionych
funkcji mitochondria, za posrednictwem przetwarzanych metabolitow, wplywaja na apoptoze,
ekspresje genoéw, stan zapalny, modyfikacje DNA 1 potranslacyjne modyfikacje biatek
(Martinez-Reyesi i Chandel 2020).

3.3.1. Lancuch transportu elektrondéw i fosforylacja oksydacyjna

Fosforylacja oksydacyjna to proces produkcji ATP zachodzacy na IMM,
z wykorzystaniem gradientu protonowego (potencjalu blonowego) wytworzonego przez
transport elektroné6w od donorow (NADH, FADH>) poprzez posrednie akceptory elektronow,
tj. biatka ETC, do ostatecznego akceptora, ktorym jest tlen.

Pierwszym elementem ETC jest dehydrogenaza NADH, nazywana w skrocie
kompleksem | (Ryc. 7). Katalizuje ona reakcje oksydacji NADH, pochodzacego m.in.
z utleniania FAs i cyklu Krebsa, do NAD*, z przekazaniem dwoch elektronéw do ubichinonu
| przeniesieniem 4 protonow do przestrzeni migdzybtonowej (Zhao i in. 2019). Wykazano, ze
kompleks | oraz Il odpowiadaja za produkcje¢ ROS, ktore sa produktem ubocznym
wynikajacym z zaburzen transferu, ,,przeciekania elektronéw” (ang. electron leakage) do tlenu
(Zhao i in. 2019). Usuniecie genu Ndufs4, kodujacego biatko odpowiedzialne za formowanie
kompleksu I, w sercu, obnizylo aktywno$¢ dehydrogenazy NADH i produkcje ROS, bez
zaburzenia funkcji serca jak i struktury mitochondriéw. Jednak w warunkach obcigzenia serca
przez TAC lub wysiltek fizyczny, zahamowana ekspresja Ndufs4 wywotata apoptoze
kardiomiocytow, przerost oraz zaburzona funkcj¢ skurczowg serca niezaleznie od ROS
(Karamanlidis i in. 2013).

Nastepnie dehydrogenaza bursztynianowa (kompleks 1I), bedaca jednocze$nie
elementem cyklu Krebsa, redukuje ubichinon do ubichinolu wykorzystujac FADH> jako donor
elektronow (Ryc. 7) (Zhao i in. 2019). Natomiast w cyklu Krebsa kompleks Il utlenia
bursztynian do kwasu fumarowego, odnawiajac pulg FADH> poprzez redukcje FAD. Reakcji
tej nie towarzyszy przeniesienie protonow do przestrzeni mi¢dzybtonowej (Vanova i in. 2020).
Myszy pozbawione SDHAF4, jednego z bialek kompleksu II, w sercu, miaty nadmierne tempo
podziatow, mitofagii i dysfunkcje mitochondriéw, prowadzace do niewydolnosci skurczowe;j,
przerostu, zwioknienia serca i zwigkszonej Smiertelnosci zwierzat (Wang i in. 2022).

Trzecim enzymem jest oksydoreduktaza ubichinon-cytochrom ¢ (kompleks III), ktora
utlenia powstale w poprzednich etapach czgsteczki ubichinolu do ubichinonu, z jednoczesnym
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redukowaniem cytochromu c i przeniesieniem 4 protonéw do przestrzeni migdzybtonowej
(Ryc. 7) (Zhao i in. 2019). Podobnie jak kompleks I, kompleks III jest zrodtem ROS
w mitochondriach (Zhao i in. 2019). W warunkach MI obnizenie aktywnosci kompleksu III,
bez zmian w aktywno$ci pozostaltych bialek ETC, bylo proporcjonalne do stopnia
niewydolnosci skurczowej serca i byto przyczyng znacznego zwigkszenia produkcji ROS, bez
zmian w liczbie mitochondriow w sercu (Heather i in. 2010).

Ostatnim elementem ETC jest kompleks IV, czyli oksydaza cytochromu c, katalizujaca
reakcje¢ transferu 4 elektronow z cytochromu ¢ do ostatecznego akceptora, tj. tlenu (Ryc. 7).
W wyniku reakcji gradient protonowy zostaje zwigkszony przez przeniesienie 4 protonéw do
przestrzeni mi¢dzybtonowej oraz wykorzystanie 4 protonow wewnatrzmitochondrialnych do
utworzenia 2 czasteczek wody (Zhao i in. 2019). Brak genu Cox7al, kodujgcego migéniowa
izoforme biatka kompleksu IV, nie wywotat zmian w liczbie ani strukturze mitochondriow, jak
rowniez nie powodowal zwldknienia mig$nia sercowego. Jednak serca zwierzat pozbawionych
COX7Al byly przerosnigte i charakteryzowaty si¢ dysfunkcja skurczowag i rozkurczowa
(Hiittemann i in. 2012).

Syntaza ATP (kompleks V) jest $cisle powigzana z biatkami ETC, jednak nie zalicza
si¢ do nich. Enzym wykorzystuje utworzony gradient protonowy do syntezy ATP w wyniku
reakcji fosforylacji oksydacyjnej (Ryc. 7) (Zhao i in. 2019). Brak jednego z biatek kompleksu
V, ATPF1, zaburza strukture grzebieni mitochondrialnych, polaryzacje btony mitochondriow,
obniza wydajnosc¢ syntezy ATP, natomiast zwigksza zawartos¢ ROS. Serca pozbawione ATPF1
wykazywaty przerost, zwtoknienie i dysfunkcj¢ skurczowg serca, w zwiazku z przerostem
i apoptoza kardiomiocytow (Zhou i in. 2021).

Podsumowujac, do wytworzenia gradientu protonowego (potencjatu blonowego)
mitochondriow przyczyniaja si¢ enzymy kompleksu I, III oraz IV, podczas gdy kompleksy
| oraz III uznawane sg za gtowne zrodto ROS pochodzenia mitochondrialnego. Energia
skumulowana w postaci wytworzonego gradientu protonowego jest wykorzystywana do
syntezy ATP poprzez utworzenie wysoce energetycznego wigzania pomiedzy czgsteczka
adenozynodifosforanu (ang. adenosine diphosphate, ADP) a fosforanem, ktore moze by¢
hydrolizowane w sytuacji zapotrzebowania na energig.
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Ryc. 7. Transport elektronow i fosforylacja oksydacyjna w mitochondriach. ADP, adenozynodifosforan;
ATP, adenozynotrifosforan; cyt. C, cytochrom C; e, elektron; FAD, dinukleotyd flawinoadeninowy; FADH.,
zredukowany dinukleotyd flawinoadeninowy; H*, proton; IMM, wewn¢trzna blona mitochondrialna;
I, dehydrogenaza NADH (kompleks 1); I, dehydrogenaza bursztynianowa (kompleks I1); 111, oksydoreduktaza
ubichinon-cytochrom ¢ (kompleks I11); 1V, oksydaza cytochromu ¢ (kompleks 1V); V, syntaza ATP (kompleks
V); NAD*, dinukleotyd nikotynoamidoadeninowy; NADH, zredukowany dinukleotyd nikotynoamidoadeninowy;
OMM, zewnetrzna btona mitochondrialna; ROS, reaktywne formy tlenu.

3.3.2. Kontrola jakos$ci mitochondriow, mitofagia

W poprzednich rozdzialach przedstawiono, jak wazng funkcje w sercu pehnig
mitochondria, dostarczajac kardiomiocytom ATP do prawidlowego funkcjonowania.
W nawigzaniu do tego, istotng role peini proces kontroli jakosci tych organelli, ktory na drodze
ich biogenezy, podziatu i fuzji (ang. fission-fussion) oraz selektywnej degradacji (mitofagii)
usuwa uszkodzone i dysfunkcyjne mitochondria w celu zachowania rownowagi energetycznej
(Atici i in. 2023). Zaburzenia w procesie mitofagii prowadza do akumulacji nie w pelni
funkcjonalnych  mitochondriow, rozwoju stanu zapalnego, uszkodzenia tkanki,
a w konsekwencji chorob uktadu sercowo-naczyniowego (ang. cardiovascular disease, CVD)
(Atici i in. 2023). W warunkach stresu oksydacyjnego ROS, bedace produktem ubocznym
utleniania FAs 1 fosforylacji oksydacyjnej, naruszaja struktur¢ mitochondrialnego DNA
I powoduja nagromadzenie blednie sfaldowanych biatek, prowadzac do dysfunkcji
mitochondriow (Druzhyna i in. 2008). Stres oksydacyjny oraz dysfunkcja mitochondriow sg
glownymi przyczynami zaburzen funkcji serca w warunkach otytosci i T2D (Shi 2010,
Jiménez-Gonzalez i in. 2020). Mechanizmem, przez jaki dochodzi do nagromadzenia
uszkodzonych mitochondriow, jest m.in. stymulowana przez SFA, ale nie MUFA, degradacja
receptorow mitofagii, co hamuje ten proces (Chen i in. 2023a), a takze zwigkszona sztywnos¢
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bton, m.in. bogatego w PUFA regionu grzebieni mitochondrialnych, co zaburza ich strukture
I uniemozliwia prawidlowe uformowanie kompleksu ETC, prowadzac do wycieku elektronow
I powstania ROS (Shi 2010, Jiang i in. 2022).

W  procesie kontroli jakosci mitochondriow wazng rol¢ odgrywa regulacja
transkrypcyjna przez czynniki PGC-la, jadrowy czynnik oddechowy 1 (ang. nuclear
respiratory factor 1, NRF1), NRF2 i mitochondrialny czynnik transkrypcyjny A (ang.
mitochondrial transcription factor A, TFAM). Zaréwno wyciszenie jak i nadekspresja
Ppargcla, kodujacego biatko PGC-1a, wywolaly przerost i zaburzenie funkcji skurczowej
serca. W pierwszym przypadku przyczyng dysfunkcji serca byl spadek ekspresji genow
fosforylacji oksydacyjnej, aktywnosci mitochondriow, zawartosci ATP i mitofagii, prowadzacy
do nagromadzenia uszkodzonych mitochondriow (Kérkkdinen i in. 2019). Natomiast
zwickszona ekspresja Ppargcla spowodowata nadmierng liczbe mitochondriow, co zaburzyto
struktur¢ sarkomeréw (Chen i in. 2022). Brak w sercu funkcjonalnego biatka TFAM
spowodowal wysoka $miertelno$§¢ zwigzang z przerostem 1 zaburzonym rytmem serca,
nadmiernym rozmiarem mitochondriow i zaburzong aktywnoscig ETC (Wang i in. 1999).
Z drugiej strony, nadekspresja Tfam obnizyta zawarto$¢ ROS, apoptoze, zwtdknienie i przerost
serca, czemu towarzyszyta poprawa funkcji skurczowej serca (Ikeuchi i in. 2005). Czynniki
transkrypcyjne NRF1 i NRF2 sa konstytutywnie degradowane w proteasomach w sposob
zalezny od ER lub w wyniku interakcji z biatkiem wigzagcym NRF2 (ang. kelch-like ECH-
associated protein 1, KEAP1), odpowiednio (Komatsu i in. 2010, Hatabaka i in. 2023).
W sytuacji stresu, gdy aktywno$¢ proteasoméw jest niewystarczajaca, degradacja NRF1
i NRF2 jest zahamowana, dzigki czemu dochodzi do transkrypcji genow zaangazowanych
w proces autofagii, np. p62 (Komatsu i in. 2010, Hatanaka i in. 2023).

Uszkodzone mitochondria podlegaja podziatlowi przy udziale biatka podobnego do
dynaminy-1 (ang. dynamin-1-like protein, DRP1) i biatka podzialu mitochondriow (ang.
mitochondrial fission 1 protein, FIS1) w celu pozbycia si¢ czegsci dysfunkcyjnej, t].
z depolaryzowang blong i duza liczba btednie sfadowanych biatek, a zachowania czesci
mitochondrium o prawidtowej funkcji (Elgass i in. 2013). Zaburzenie podziatu mitochondriow
w kardiomiocytach poprzez pozbawienie ich DRP1, skutkowato wysoka $miertelno$cig nowo
narodzonych myszy, w wyniku zahamowania mitofagii prowadzacej do nagromadzenia
uszkodzonych mitochondriow i apoptozy kardiomiocytow (Kageyama i in. 2014, Ikeda i in.
2015). U dorostych zwierzat, indukowane wyciszenie ekspresji Drpl spowodowalo przerost
serca, zwloknienie, spadek funkcji skurczowej, wzrost rozmiaru i liczby uszkodzonych
mitochondriow w zwigzku ze spadkiem aktywnosci mitofagii (Ikeda i in. 2015). Co ciekawe,
nadekspresja Drpl, pomimo wywolanej fragmentacji mitochondriow, nie spowodowata
zaburzen w ich funkcjonowaniu jak rowniez zaburzen funkcji serca (Song i in. 2017). Proces
odwrotny, tj. fuzj¢ dwoch mitochondriow, przeprowadzaja biatka, m.in. mitofuzyna 1 (ang.
mitofusin 1, MFN1), MFN2 i GTPaza podobna do dynaminy (ang. dynamin-like GTPase,
OPAL1) (Ojaimi i in. 2022), a jego zahamowanie przez zwigkszong proteolize OPA1 skutkowato
wysoka fragmentacjg mitochondriow, zwldknieniem, apoptoza, rozstrzenig i HF (Wai i in.
2015). Brak MFN1 lub MFN2, jak réwniez usunigcie obu biatek w samym sercu, powodowaty
smier¢ w kilka dni po narodzeniu myszy. Natomiast stymulowane w sercu dorostych zwierzat
obnizenie ekspresji Mfnl i Mfn2 wywotato fragmentacje mitochondriow, spadek pojemnosci
oksydacyjnej i funkcji skurczowej serca (Hall i in. 2016). Kolejnym krokiem mitofagii jest
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przylaczenie biatka Parkin do uszkodzonego mitochondrium, ktére tworzy na OMM lancuch
ubikwityn — sygnat dla receptora fagofora LC3B i p62, przez co dochodzi do wchlonigcia
uszkodzonego organellum do wngtrza autofagosomu (Atici i in. 2023). Usunigcie Parkin
u myszy poglebito przerost i dysfunkcje rozkurczowg serca spowodowang spozywaniem HFD
(Tong i in. 2019).

W biogeneze i podziat mitochondriow zaangazowane jest rowniez ER, ktére dostarcza
W regionie blony zwigzanej z mitochondriami (ang. mitochondria-associated membranes,
MAM) biatka niezbe¢dne do przeprowadzenia tych procesow (Friedman i in. 2011, Elgass i in.
2013). Na przyktad wykazano oddzialywanie MAM z bialkiem DRPI, tworzacym
zacie$niajacy si¢ pierscien na mitochondrium, powodujac jego podziat (Friedman i in. 2011).

Do utworzonego autofagosomu, zawierajacego uszkodzone mitochondria, przytacza si¢
lizosom zawierajacy rozne enzymy hydrolityczne. Biatko membrany lizosomu (ang. lysosome
associated membrane protein 1, LAMP1) i LAMP2 uczestniczg w procesie polgczenia
autofagosomu z lizosomem (Eskelinen i in. 2006). Pozbawienie myszy biatka LAMP2 w sercu
spowodowato zahamowanie autofagii i nagromadzenie autofagosomoéw, co prowadzito do
aktywacji genoéw apoptozy i przerostu kardiomiocytéw, zwioknienia i spadku funkcji
skurczowej serca (Alcalai i in. 2021). Brak LAMP1 nie wplynat na morfologi¢, aktywnos¢
I liczbe lizosomow, co prawdopodobnie bylo zwigzane z kompensacyjnym wzrostem
zawartosci LAMP2 (Andrejewski i in. 1999), natomiast nadekspresja Lampl w szczurzych
kardiomiocytach stymulowata proliferacje, hamowata apoptoze i produkcje ROS oraz poziom
markerow uszkodzenia serca (Song i in. 2022).

3.4. Wplyw jonow Ca?" na funkcje i metabolizm serca

Jony Ca®*" odgrywaja kluczowa role w funkcjonowaniu serca, poniewaz poprzez
oddziatywanie z troponing, biorg udzial w przemieszczaniu si¢ filamentéw miozynowych
wzgledem filamentow aktynowych, co wywotuje skurcz kardiomiocytow (Eisner i in. 2020).
W momencie stymulacji skurczu dochodzi do naptywu Ca®" do wnetrza komérki powodujac
stymulowany wapniem wyrzut wapnia (ang. calcium-induced calcium release, CICR) z ER
przez kanal RyR. Uwolnione Ca?" wiaza sie z troponina, co powoduje kurczenie sic
kardiomiocytu (Eisner i in. 2020). Brak RyR jest letalny dla mysich embrionéw w zwigzku
z zaburzonym rozwojem serca, nabrzmieniem (ang. swelling) ER oraz mitochondriow
(Takeshima i in. 1998), podczas gdy zwigkszony poziom RyR w warunkach nadczynnosci
tarczycy byt powigzany z przerostem serca (Jiang i in. 2000). Po zakonczonym skurczu, migsien
sercowy musi sie rozluzni¢ w celu ponownego napetnienia krwig, a wiec Ca?* musza ponownie
trafi¢ do ER, za co odpowiada SERCAZ2 (Eisner i in. 2020). Fosfolamban (ang. phospholamban,
PLN) jest biatkiem hamujacym aktywnos¢ SERCA2, jednak w formie ufosforylowanej, np.
przez PKA lub CaMKIlI, ta interakcja jest zniesiona (Mattiazzi i Kranias 2014). Indukowane
obnizenie ekspresji genu kodujacego SERCA2 spowodowato spadek funkcji skurczowej
I rozkurczowej serca, a takze czestosci uderzen serca i umiarkowane zwtoknienie, bez zmian
w strukturze serca. Ponadto, sita skurczu kardiomiocytow in vitro byla obnizona, a czas
rozluznienia wydtuzony (Louch i in. 2010). Nadekspresja PIn wywotata podobny efekt, tj.
spadek funkcji skurczowej, jak rowniez wydhizony czas wychwytu Ca?* przez ER (Kadambi
I in. 1996). Natomiast usunigcie PLN skutkowato skroceniem czasu skurczu i rozkurczu serca
oraz zwiekszeniem ci$nienia skurczowego (Luo i in. 1994). Zwiekszona zawarto$é Ca?*
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w cytozolu w wyniku zaburzonego ich wychwytu przez ER, prowadzita do przeciazenia
mitochondriow Ca®*, co skutkowalo zwigkszong przepuszczalnoscia IMM, zaburzonym
potencjatem mitochondriéw, spadkiem produkcji ATP, a wzrostem ROS, a w konsekwencji
rozwojem HF (Zhou i Tian 2018).

Oprécz wymienionych efektéow w funkcjonowaniu kardiomiocytow, Ca®" wplywaja
réwniez na metabolizm. Wykazano, ze szlak lipolizy moze byé aktywowany przez Ca?*, ktore
posredniczg w stymulacji tego procesu przez izoprenaling (Dhalla i in. 1977, Schwartz i in.
1993, Zangenberg i in. 2001). Mechanizm, przez jaki Ca** wptywaja na aktywnosé lipolizy,
obejmuje aktywacje AC, ktora stymuluje kinaze PKA poprzez zwigkszenie poziomu cAMP
(Schwartz i in. 1996, Chen i in. 2011). PKA fosforyluje szereg biatek bioragcych udzial
w lipolizie, co prowadzi do zwigkszonej aktywnos$ci wspomnianego procesu (Pagnon i in. 2012,
Cerk i in. 2018). Ponadto Ca®* wplywaja na tempo lipogenezy poprzez zwickszenie ekspresji
Fas w adipocytach (Zemel 2003), a w mig$niach zwiekszajg wrazliwos$¢ na insuling poprzez
aktywacje AMPK (Funai i in. 2013). Myszy z mutacja receptora Ca®", ktéra hamuje przenikanie
jonow do wnetrza komorki, charakteryzowaty sie¢ zmniejszonym tempem utleniania FAs na
skutek zmniejszonej zawartosci CD36 w btonie komorkowej i mitochondrialnej (Georgiou i in.
2015). Ponadto Ca?* moga regulowaé¢ aktywno$é syntazy ATP, jednak ich nadmiar
w mitochondriach moze powodowac dysfunkcje wspomnianych organelli poprzez zmniejszong
powierzchni¢ grzebieni mitochondrialnych, zwigkszenie przepuszczalnosci IMM, zaburzenie
potencjalu membranowego, zwigkszong produkcj¢ ROS i obnizong produkcje ATP (Lai i Qui
2020).

3.5. Przebudowa i dysfunkcja serca towarzyszace otylosci

Otylos¢ jest elementem zlozonej choroby okreslanej syndromem metabolicznym,
w sktad ktorej dodatkowo wchodza takie zaburzenia jak: hiperglikemia, insulinoopornosé,
nadcisnienie i dyslipidemia (Alberti i in. 2009). Dominujacym czynnikiem wywotujacym
otyto$¢ jest nadmierna ilo$¢ spozywanych kalorii w stosunku do zapotrzebowania organizmu
(Vandevijvere i in. 2015), a dwoma glownymi zagrozeniami jakie ze sobg niesie jest
zwigkszone ryzyko rozwoju T2D i CVD (Alberti i in. 2009). Pacjenci z syndromem
metabolicznym majg dwukrotnie wyzsze prawdopodobienstwo rozwoju CVD w ciggu
najblizszych 10 lat, a T2D pieciokrotnie wyzsze (Alberti i in. 2009). Srednio w Europie, jak
I w Polsce, 23 % populacji jest otyla (Raport WHO, 2022). Otyli pacjenci rozwijaja HF
z zachowang frakcjg wyrzutowa (ang. heart failure with preserved ejection fraction, HFpEF),
czyli z zaburzong funkcja rozkurczowa serca, a wspotwystepowanie T2D zwigksza ryzyko
$mierci pacjentow z HFpEF o 30-50 % (Mgbemena i in. 2021).

Zwigkszona ilo$¢ tkanki tluszczowej w organizmie oddziatuje na uktad sercowo-
naczyniowy na dwoch ptaszczyznach. Pierwsza z nich hemodynamiczna, wiaze si¢ ze
wzrostem objetosci krwi w organizmie i pojemno$ci minutowej serca (ang. cardiac output, CO)
spowodowanymi zwigkszonymi wymaganiami energetycznymi organizmu, co przeklada si¢ na
wieksze obcigzenie tego narzadu 1 wymusza na nim przebudowe w celu zaspokojenia
zwigkszonego zapotrzebowania na dostarczenie krwi (de Simone i in. 1994, Ebong i in. 2014).
U pacjentow z otyloscia stwierdzono koncentryczny przerost serca, czyli wzrost grubosci $cian
z jednoczesnym spadkiem objetosci lewej komory serca (Neeland i in. 2013). Drugi poziom,
niezalezny od hemodynamiki, oddzialuje przez stres oksydacyjny, dyslipidemie,
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insulinooporno$¢, podwyzszony poziom cytokin prozapalnych i aktywacje¢ systemu renina-
angiotensyna-aldosteron (de Simone i in. 1994, Ebong i in. 2014, Kruszewska i in. 2022).
Wymienione czynniki powoduja usztywnienie (ang. stiffness) $cian naczyn krwiono$nych,
przede wszystkim aorty, rozw6j nadci$nienia i wzrost ci$nienia naptywu krwi do serca w czasie
rozkurczu, ktore prowadzg do jego przecigzenia (ang. pressure overload) i HFpEF (Jia i in.
2016, Sorimachi i in. 2021). Otytos¢ powoduje rowniez przerost kardiomiocytow, sthuszczenie
1 zwloknienie serca bedace wynikiem zaburzen w regulacji macierzy pozakomorkowe;,
apoptozy lub przerostu kardiomiocytow (Rabkin i in. 2007, Kruszewska i in. 2022). Struktura
i ilo§¢ macierzy pozakomorkowej, odpowiadajacej za przenoszenie sity skurczu
kardiomiocytow, jest zaburzona w warunkach otytosci przez zmiany w aktywnos$ci enzymow
ja modelujacych, co przektada si¢ na nadmierng akumulacj¢ kolagenu, prowadzac do
zwickszenia sztywnosci $cian serca (Eid i in. 2019, Kruszewska i in. 2022). W mysich (Wang
i in. 2012) i szczurzych (Czarzastaiin. 2018, Jiménez-Gonzalez i in. 2020) modelach wykazano
rozw0j zwldknienia serca w warunkach otylo§ci wywotanej dtugoterminowym spozywaniem
HFD. Wyzsza zawarto$¢ lipidow w sercu prowadzi do rozwoju lipotoksycznos$ci, czyli
nadmiernej aktywacji szlakow lipidowych w wyniku nagromadzenia metabolitow lipidowych,
stresu i dysfunkcji organelli, m.in. ER i mitochondriow, wywolujac deficyt energetyczny
i apoptoze (Schulze i in. 2016). Kolejnym efektem lipotoksycznos$ci jest spadek wrazliwos$ci
serca na insuling, co obniza wykorzystanie glukozy jako substratu energetycznego przez serce
i przesuwa metabolizm serca w kierunku wigkszego wychwytu, magazynowania i utleniania
FAs (D'Souza i in. 2016). Wymienione czynniki prowadza do nadmiernego polegania serca na
jednym zrédle energii, tj. FAs, i utraty tzw. ,.elastyczno$ci metabolicznej” (ang. metabolic
flexibility), czyli zdolno$ci wykorzystania roznych zrodet energii w zaleznosci od dostepnosci,
wymagan energetycznych czy poziomu hormonéw (Karwi i in. 2018). Wysokie tempo
utleniania FAs zwigksza ilo§¢ produkowanych ROS, powodujac stres oksydacyjny
i uszkodzenie mitochondridow (Atici i in. 2023). Wymienione czynniki prowadza do spadku
funkcji rozkurczowej serca, tj. zaburzonego i wydtuzonego w czasie naptywu krwi do wnetrza
lewej komory serca, w zwigzku ze zwigkszong sztywnos$cig $cian serca, begdacej cechag
charakterystyczng dla HFpEF (Mgbemena i in. 2021).

Mechanizm, przez jaki otylos¢ wywoluje ww. negatywne efekty, rozpoczyna si¢ od
zwigkszonego poziomu lipidow w kardiomiocytach (Christoffersen i in. 2003, Nakamura
i Sadoshima 2020 Lu i in. 2021, Xu i in. 2022). Wysoka dostepnos¢ FAs aktywuje czynniki
transkrypcyjne, np. PPARa, ktore stymuluja ekspresje gendw odpowiedzialnych za transport
i utlenianie FAs, magazynowanie i obieg (ang. turnover) TG, zawartos¢ ceramidow i DAG
w kardiomiocytach (Schulze i in. 2016). W sercach otytych myszy pozbawionych receptora
leptyny (db/db) (Carley i in. 2007) i szczurow z rozwinigta T2D (Luiken i in. 2001) stwierdzono
wyzszy poziom CD36 i1 zawartos¢ TG. Kardiomiocyty wspomnianych szczuréw w warunkach
in vitro miaty zwigkszony transport FAs, poziom zmagazynowanych TG i uposledzone
kurczenie si¢ (Luiken i in. 2001). Efekt ten zostat odwrocony przez zahamowanie CD36 (Angin
1in.2012). Samo magazynowanie TG jest uwazane za proces ochronny przed lipotoksycznoscia
SFA (Listenberger i in. 2003), niemniej zwigkszony poziom TG wskazuje na zwigkszong
zawarto$¢ innych frakcji lipidowych powodujacych lipotoksycznos¢, np. ceramidow i DAG
(Rijzewijk i in. 2008, Drosatos i Schulze 2013).
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SFA wywotuja lipotoksyczno$¢ w kardiomiocytach poprzez usztywnianie bton (Hac-
Wydro i Wydro 2007), mniejsza podatno$¢ SFA na utlenianie i estryfikacj¢ (DeLany i in. 2000)
oraz obnizenie pojemnosci oksydacyjnej mitochondriow (Neubauer 2007, Chen i in. 2023a).
Kolejnym negatywnym efektem otylosci jest zwigkszone tempo utleniania FAs
w kardiomiocytach w celu pokrycia deficytu energetycznego. Zwigkszona dostepnos¢ FAS,
m.in. przez aktywacje PPARa, aktywuje utlenianie FAS i jednocze$nie hamuje wykorzystanie
glukozy (cykl Randle’a), co zwigksza ilo$¢ produkowanych w mitochondriach ROS (Boudina
I in. 2007). Wywotane przez ROS stres oksydacyjny ER i apoptoza sg efektem spadku kontroli
jakosci i dysfunkcji mitochondriow, prowadzac do rozprzegnigcia procesu glikolizy i utleniania
glukozy oraz deficytu energetycznego, a w konsekwencji do HF (Neubauer 2007, Fillmore i in.
2014, Shao i in. 2020). Serca otytych myszy db/db oraz ob/ob miaty obnizone tempo utleniania
glukozy, a zwigkszone wykorzystanie FAs z jednoczesnym spadkiem wydajnos$ci kurczenia si¢
(Buchanan i in. 2005). Pomimo ze w warunkach otytosci najcz¢sciej dochodzi do zwigkszonego
tempa utleniania FAs w sercu, to jednak sam ten proces nie jest odpowiedzialny za opisane
efekty. Wykazano, ze wyzsza aktywnos$¢ utleniania FAs wywotana usunigciem ACC2
spowodowata zachowanie funkcji serca, czemu towarzyszyla poprawa kontroli jako$ci
mitochondriow (Kolwicz i in. 2012, Liu Z i in. 2020, Shao i in. 2020). Kolejno wyzsza
zawarto$¢ ceramidéw i DAG w sercu, towarzyszaca otytosci, powoduje spadek wrazliwosci na
insuling tego narzadu, co przyczynia si¢ do poglebienia zaburzen w zwiazku ze spadkiem
dostepnosci glukozy do utleniania (D'Souza i in. 2016). Wysoka dostgpno$é FAs w komorce
1 wysokie tempo ich utleniania wigza si¢ z aktywacja transportu FAs do mitochondriow
w postaci acylokarnityny. Nadmierne kierowanie FAs do utleniania, w zwigzku
z przecigzeniem mitochondriow, prowadzi do zwigkszonej zawarto$ci acylokarnityny
w komorce, ktora réwniez wywoluje lipotoksyczno$¢ w warunkach otylosci w zwigzku
z zaburzeniem struktury sarkolemy i funkcji elektrofizjologicznych (Ford i in. 1996, Su i in.
2005). Badania z ostatnich lat wykazuja, ze gléwnym czynnikiem prowadzacym do HF
w warunkach otylosci jest dysfunkcja mitochondriow, m.in. rozprzegniecie tancucha oksydacji
fosforylacyjnej, prowadzaca do zwigkszonego ,,przeciekania elektronow” i produkcji ROS
(Boudina i in. 2007), spadku pojemnosci oksydacyjnej (Neubauer 2007, Chen i in. 2023b),
spadku ilo$ci produkowanego ATP (Atici i in. 2023) oraz zaburzen dynamiki i kontroli jakos$ci
mitochondriow (Tong i in. 2019).

Podsumowujac, u otytych osobnikow w zwigzku z wyzsza dostepnoscig FAs dochodzi
do zwigkszonego transportu i magazynowania lipidow oraz SFA w kardiomiocytach. Wigksza
zawarto$¢ SFA w komorce powoduje wiele negatywnych efektow na poziomie molekularnym,
m.in. dysfunkcje mitochondriow, w zwigzku z zaburzong ptynnos$cig bton i zahamowang
mitofagig, co prowadzi do zwigkszonej produkcji ROS, stresu ER 1 apoptozy. Spadek
wydajnosci produkcji ATP w mitochondriach uniemozliwia prawidlowe funkcjonowanie
kardiomiocytow, a rejony serca, w ktorych doszto do apoptozy ulegaja zwtoknieniu, co razem
przektada si¢ na spadek wydolnosci serca objawiajacy si¢ wydluzeniem czasu naptywu krwi do
lewej komory serca, co jest cecha charakterystyczng HFpEF.
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4, Z.alozenia i cele pracy

Nadmierna ilo§¢ spozywanych kalorii w stosunku do zapotrzebowania organizmu
prowadzi do nagromadzenia lipidow w organizmie i do otytosci, co jest przyczyng rozwoju
T2D oraz CVD. Zwigkszona ilo$¢ tkanki tluszczowej w organizmie oddziatuje na uktad
sercowo-naczyniowy przez zwigkszony stres oksydacyjny, dyslipidemig, insulinooporno$é
I podwyzszony poziom cytokin prozapalnych. Nagromadzenie szkodliwych metabolitow
lipidowych w kardiomiocytach prowadzi do rozwoju lipotoksyczno$ci, co wigze sie
z aktywacja lub zahamowaniem szlakow sygnatowych, powodujac dysfunkcje organelli,
wywotujac deficyt energetyczny 1 apoptoze. Kolejnym efektem lipotoksycznosci jest spadek
wrazliwo$ci serca na insuling, co obniza wykorzystanie glukozy jako substratu energetycznego
I przesuwa metabolizm serca w kierunku wigkszego wychwytu, magazynowania i utleniania
FAs. Wysokie tempo utleniania FAs zwicksza ilo$¢ produkowanych ROS powodujac stres
oksydacyjny, uszkodzenie mitochondriéw i zaburzenie homeostazy jonow Ca?*.

SCD jest jednym z gtownych enzymow zaangazowanych w regulacje metabolizmu
lipidéow w kardiomiocytach. Brak ekspresji Scdl obnizyt aktywno$¢ PPARa i zawarto$¢ PUFA
w kardiomiocytach, co skutkowato nizszym tempem utleniania FAS w sercu. Poziom biatek
zaangazowanych w wychwyt FAs i lipogeneze roéwniez byt obnizony przez wyciszenie Scdl,
a szybkos¢ lipolizy zwigkszona, co skutkowato mniejszym stluszczeniem serca. U otylych
myszy ob/ob, usunigcie SCD1 poprawito skurczowg i rozkurczowa funkcje serca poprzez
zmniejszenie apoptozy kardiomiocytow. Brak SCDI1 zwigkszat natomiast aktywnos¢
komplekséw mitochondrialnych I, II i III w adipocytach, podczas gdy nadekspresja Scdl
w kardiomiocytach hamowala indukowang przez SFA synteze¢ ROS w mitochondriach
1 apoptoze. Karmienie myszy dieta HFD zmniejszyto takze mitochondrialng produkcje ATP
1 potencjat btony mitochondrialnej, co przyczynito si¢ do dysfunkcji serca. Rola SCD4, ktora
jest uwazana za izoforme specyficzng dla serca, w regulacji metabolizmu jest natomiast stabo
poznana. Wykazano, ze wyciszenie Scd4 w sercu myszy zmniejszyto aktywacje AMPK, ktora
byta indukowana przez MI. Brak ekspresji Scd4 w migs$niu sercowym po zawale zmniejszat
takze powstawanie ROS poprzez obnizenie poziomu biatka podjednostek oksydazy NADPH.
Utrata SCD4 obnizata réwniez poziom czynnikdéw proangiogennych w sercu i osoczu, co
sugeruje, ze SCD4 pozytywnie reguluje tworzenie naczyn krwiono$nych w mig$niu sercowym
myszy po MI.

W zwiagzku z powyzszym, gldwnym celem niniejszej pracy doktorskiej byto okreslenie
wplywu wyciszenia ekspresji Scd4 na strukture, funkcje i metabolizm serca w stanie
fizjologicznym oraz w otytosci.

Szczegotowe cele badawcze:

1. Okreslenie roli SCD4 w regulacji ogolnoustrojowego metabolizmu myszy;

2. Zbadanie wplywu wyciszenia Scd4 na funkcje¢ i strukture serca w warunkach
fizjologicznych 1 w otytosci;

3. Identyfikacja szlakow metabolicznych, przez ktore SCD4 reguluje metabolizm
lipidow w sercu, ze szczegdlnym uwzglednieniem lipogenezy, lipolizy
I B-oksydaciji;

4. Okreslenie wptywu ekspresji Scd4 na strukture i aktywno$¢ mitochondriow
w kardiomiocytach.
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5. Materialy i metody
5.1. Modele in vivo

W celu okreslenia roli, jakg SCD4 pelni w sercu, a takze jej wptywu na caty organizm
w rozwoju otylosci, w badaniach wykorzystano model myszy C57BL/6 z zahamowang
ekspresja (ang. knock-out) genu Scd4 w catym organizmie (SCD4"). Grupe kontrolna
stanowily myszy typu dzikiego (ang. wild type, WT). Zwierzgta pochodzity z hodowli
w Zwierzetarni Instytutu Biologii Do$wiadczalnej PAN w Warszawie. Myszy SCD4” zostaty
opisane przez Gan i wsp. w publikacji naukowej w 2022 roku (Gan i in. 2022). W skroécie, trzeci
egzon genu Scd4 zostat usunigty metodg Cre-LoxP, a brak obecno$ci mRNA potwierdzony
metoda reakcji tancuchowej polimerazy w czasie rzeczywistym (ang. quantitive polymerase
chain reaction, gPCR) z wykorzystaniem starterow w obrebie egzonu czwartego i pigtego. Do
doswiadczen wykorzystano samce w wieku pigtnastu tygodni. Zwierzgta rozmnazane byty
przez krzyzowanie homozygotycznych SCD47 samic i samcow. Fenotyp myszy SCD4™ nie
r6znil si¢ od fenotypu myszy WT.

Zwierzgta przez okres o$miu tygodni byly karmione standardowg pasza laboratoryjng
(ang. chow diet; dlatego w dalszej czeSci pracy myszy te bedg okreslane jako ,,WT chow”
i ,,SCD47 chow”) (Sniff V1124) — 9 % kalorii z tluszczu lub pasza HFD — 60 % kalorii
z thuszczu (Sniff E15742), w celu wywotlania otytosci (w dalszej czeSci pracy grupy te beda
okreslane jako ,,WT HFD” i ,.SCD4™ HFD”). W trakcie eksperymentu zwierzgta miaty
nieograniczony dost¢p do pokarmu i wody, przebywaty w klimatyzowanych pomieszczeniach,
gdzie panowata temperatura 22 + 2 °C i wilgotno$¢ powietrza 55 %. Rytm dobowy regulowany
byl automatycznie. [lo$¢ spozywanej karmy monitorowana byta co dwa dni, natomiast masa
ciata zwierzat raz w tygodniu.

Po zakonczonym eksperymencie, myszy w wieku dwudziestu trzech tygodni byly
usmiercane przez dyslokacje rdzenia kreggowego. Nastepnie pobierano krew i $cian¢ lewej
komory serca, ktore natychmiast byly mrozone w ciektym azocie 1 przechowywane w stanie
glebokiego zamrozenia w temperaturze —80 °C. U czesci osobnikoéw z kazdej grupy badanej
fragment tkanki serca byl przeznaczony do obrazowania mikroskopowego, co zostalo
szczegotowo opisane w kolejnych czgéciach tego rozdziatu.

Przeprowadzone eksperymenty z wykorzystaniem zwierzat laboratoryjnych, zostaly
zaaprobowane przez | Lokalng Komisj¢ Etyczng do spraw doswiadczen na zwierzetach
w Warszawie (Uchwata LKE 6/2015).

5.1.1. Badanie echokardiograficzne

W trakcie 6smego tygodnia eksperymentu zwierzeta zostaly poddane badaniu
echokardiograficznemu. Myszy us$piono poprzez inhalacje 1,5 % izofluranem. Do obrazowania
uzyto ultrasonografu VisualSonics model Vevo 2100 wyposazonego w gltowice MS550S
0 czestotliwosci 32-56 MHz. Do analizy wynikow uzyto programu Vevo LAB 3.2.6
(FUJIFILM VisualSonics).

Wykonano przymostkowe obrazowanie 1-wymiarowe ,,M-mode” lewej komory serca
w krotkiej osi serca na poziomie wystepowania migsni brodawkowatych (Ryc. 8). Postuzyto
ono do okreslenia grubosci przedniej (ang. anterior wall thickness, AWT) i tylnej (ang.
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posterior wall thickness, PWT) $ciany lewej komory mig$nia sercowego, wymiaru
koncoworozkurczowego lewej komory (ang. end-diastolic diameter, EDD) i wymiaru
koncowoskurczowego lewej komory (ang. end-systole diameter, ESD). Wzgledng grubosé¢
Sciany lewej komory serca (ang. relative wall thickness, RWT) wyrazono jako stosunek
podwojonej wartosci PWT do EDD (RWT = 2xPWT/EDD). Objetos¢ koncoworozkuczowa
lewej komory serca (ang. end-diastole volume, EDV) i objetos¢ koncowoskurczowa lewej
komory serca (ang. end-systole volume, ESV) wyliczono na podstawie EDD i ESD
odpowiednio, przy zatozeniu elipsoidalnego ksztaltu jamy lewej komory serca
(EDD = 1,047<xEDD?/1000; ESV = 1,047xESD?/1000) (Devereux i Reichek 1976, Stolzmann
I in. 2008). Do okreslenia frakcji wyrzutowej (ang. ejection fraction, EF) uzyto wzoru
EF = (EDV-ESV)/EDV. Obj¢tos¢ wyrzutowa (ang. stroke volume, SV) wyliczono wedtug
wzoru SV = EDV-ESV, awyniku SV uzyto do wyliczenia pojemnos$ci minutowej (ang. cardiac
output, CO) jako iloczyn SV i czestosci uderzen serca (ang. heart rate, HR) (CO = SVxHR).

A\~

Ryc. 8. Przykladowe zdjecie echokardiogramu lewej komory w krétkiej osi serca. AWT,
koncoworozkurczowa grubo$¢ przedniej sciany lewej komory serca; AWTs, koncowoskurczowa grubos¢
przedniej Sciany lewej komory serca; EDD, koncoworozkurczowa $rednica wewnetrzna lewej komory serca; ESD,
koncowoskurczowa $rednica wewnetrzna lewej komory serca; PWTd, koncoworozkurczowa grubo$¢ tylnej sciany
lewej komory serca; PWTs koncowoskurczowa grubosc¢ tylnej sciany lewej komory serca.

5.1.2. Dootrzewnowy test tolerancji glukozy

W 6smym tygodniu trwania eksperymentu przeprowadzono dootrzewnowy test
tolerancji glukozy. Myszy glodzono przez 12 godz., po czym zmierzono wyjsciowy poziom
glukozy we krwi. Nastepnie zwierzgtom dootrzewnowo podano roztwoér glukozy, w dawce 2 ¢
na kilogram masy ciata. Po 15, 30, 60, 90 1 120 minutach od podania glukozy wykonano kolejne
pomiary poziomu glukozy we krwi. W tescie wykorzystano glukometr Optium Xido.

5.1.3. Pomiar dlugosci kosci piszczelowe;j

Dhugo$¢ kosci piszczelowej jest uzywana do okreS§lenia rozmiaru myszy, W celu
wyeliminowania zmian np. w masie ciala spowodowanych zaburzonym rozwojem. Po
zakonczonym eksperymencie zmierzono dtugo$¢ kosci piszczelowej od stawu kolanowego do
stawu skokowego, przy uzyciu suwmiarki cyfrowe;.
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5.1.4. Pobranie krwi

Krew pobrano przez naktucie lewej komory serca iglta 25GA ze strzykawka 1 ml do
probowek zawierajacych 50 pl 0,5 M EDTA pH 8,0 i delikatnie mieszano. Nastgpnie krew
wirowano przez 10 min w 4 °C przy 5000xg. Osocze, tworzagce gorng warstwe nadsgczu,
przeniesiono do proboéwek typu eppendorf, mrozono w cieklym azocie i przechowywano
w stanie gitebokiego zamrozenia w temperaturze —80 °C.

5.1.5. Pobranie $ciany lewej komory serca

Serce wycinano z klatki piersiowej, wazono i umieszczano na bloku chtodzacym.
Nastepnie wycinano $ciang lewej komory serca usuwajac przedsionki serca, zastawki 1 §ciang
prawej komory serca. Tkanke mrozono w cieklym azocie i przechowywano w stanie giebokiego
zamrozenia w temperaturze —80 °C.

5.1.6. Analiza skladnikow osocza

Do zbadania poziomu glukozy, TG i cholesterolu w osoczu uzyto komercyjnych
zestawOw BioSystems (numery katalogowe 11503, 11528, 11505, odpowiednio). W skrécie
2 ul osocza lub standardu (glukoza o stezeniu 100 mg/dl, TG o stezeniu 200 mg/dl, cholesterol
0 stezeniu 200 mg/dL) dodawano do 200 pl mieszaniny zawierajgcej enzymy przeprowadzajace
reakcje (dla glukozy: oksydaza glukozowa; dla TG: lipaza, kinaza glicerolowa, oksydaza
glicerolo-3-fosforanowa; dla cholesterolu: esteraza cholesterolowa, oksydaza cholesterolowa).
Probki doktadnie mieszano i inkubowano przez 15 minut w temperaturze pokojowe;j. Nastepnie
zmierzono absorbancje prob badanych i standardow wobec proby Slepej przy dtugosci fali 500
nm przy uzyciu czytnika ptytek TECAN (model Infinite M200 PRO).

Do zbadania poziomu wolnych kwasow tlhuszczowych (ang. free fatty acids, FFA)
W osoczu uzyto zestawu odczynnikow NEFA-HR(2) (Wako Chemicals). W skrocie do 150 pl
odczynnika zawierajgcego syntetaze acyl-CoA dodawano 3,5 pl osocza lub standardu (kwas
oleinowy o stgzeniu 28,2 mg/dL). Probki mieszano, inkubowano 2 min w temperaturze 37 °C,
po czym wykonano pomiar absorbancji przy dlugosci fali 546 nm bedacy préba Slepa.
Nastepnie w 3. min do prob dodano oksydaze acyl-CoA, wymieszano i inkubowano w 37 °C.
W 7. min 30. sek. zmierzono ponownie absorbancjg.

Stezenie insuliny oznaczono za pomoca komercyjnego zestawu Rat/Mouse Insulin
ELISA Kit (Millipore, EZRMI-13K) wedtug instrukcji producenta. W skrocie, do dotkow 96-
dotkowej ptytki powlekanych przeciwciatem anty-insulina dodano 10 pl osocza lub standardu,
10 ul buforu reakcyjnego oraz 80 ul przeciwciata anty-insulina sprzezonego z biotyng. Po
dwugodzinnej inkubacji dotki plukano trzykrotnie, po czym dodano 100 ul roztworu
peroksydazy chrzanowej (ang. horseradish heroxidase, HRP) sprz¢zonej ze streptawidyng
I inkubowano 30 min. Dotki ponownie ptukano, a nastepnie dodano 100 ul roztworu 3,3”,5,5’-
tetrametylobenzydyny (TMB) i inkubowano 15 min. Po tym czasie dodano 100 pl buforu
zatrzymujacego reakcje i po 2 min zmierzono absorbancj¢ fal o dlugosciach 450 nm i 590 nm,
wobec proby S$lepej. Wszystkie inkubacje przeprowadzono w temperaturze pokojowej
Z wytrzasaniem.
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5.1.7. Obliczenie wspotczynnika insulinoopornosci (HOMA-IR)

Wspotczynnik oszacowania stopnia insulinoopornosci (ang. homeostatic model
assessment of insulin resistance, HOMA-IR) obliczono na podstawie stezenia glukozy oraz
insuliny na czczo, korzystajac ze wzoru HOMA-IR = [st¢zenie insuliny (mU/L) x st¢zenie
glukozy (mM)]/22,5 (Matthews i in., 1985).

5.2. Modele in vitro

5.2.1. Hodowla komorek HL-1

W eksperymentach uzyto komorki HL-1, ktére otrzymano od prof. Williama C.
Claycomba z Louisiana State University Medical Center, Nowy Orlean, USA. Linia
komorkowa zostala wyprowadzona z komoérek kardiomiocytow AT-1 pozyskanych z guzow
przedsionka serca myszy. Komoérki HL-1 posiadajg fenotyp dorostych kardiomiocytow, moga
by¢ wielokrotnie pasazowane 1 posiadajg nieograniczong zywotno$¢, co umozliwia ich ciagla
hodowlg. W okreslonych warunkach komorki te posiadaja zdolno$¢ do kurczenia sie¢
(Claycomb i in. 1998).

Hodowle prowadzono w przeznaczonej dla HL-1 pozywce Claycomb Medium (Sigma,
51800C), ktéra byta wzbogacona w inaktywowang termicznie 10 % plodowa surowice bydlgca
(ang. fetal bovine serum, FBS), antybiotyki (penicyling 100 U/ml, streptomycyng 100 ug/ml),
2 mM L-glutaming i 0,1 mM norepinefryne. Komoérki hodowano w sterylnych, plastikowych
butelkach 25 cm? lub na ptytkach 96-, 24- lub 6-dotkowych (DB Falcon), ktére uprzednio
traktowano roztworem fibronektyny o stezeniu 5 mg/L w 0,02 % wodnym roztworze zelatyny.
Komorki hodowano w temperaturze 37 °C, w atmosferze nasyconej parg wodng i zawierajaca
5 % COz. Pozywke zmieniano co 24 godz. Komorki pasazowano dwa razy w tygodniu przy
konfluencji 90 %.

5.2.2. Wyciszenie ekspresji genu Scd4 w komoérkach HL-1

Wyciszenie ekspresji genu Scd4 w komorkach HL-1 przeprowadzono metoda
transfekcji. Komorki hodowano w standardowej pozywce przeznaczonej dla linii komdrkowe;
HL-1 (jak opisano w rozdziale 5.2.1) do czasu uzyskania konfluencji na poziomie 50 %.
Wowczas przeprowadzano transfekcj¢ z wykorzystaniem mieszaniny czterech krotkich
interferujacych sekwencji RNA (ang. small interfeting RNA, siRNA) specyficznych dla genu
Scd4 (siSCD4) (Dharmacon, L-064703-01). Jako kontroli negatywnej uzyto mieszaniny
czterech sekwencji SIRNA nieposiadajacych sekwencji docelowych w genomie myszy
(Dharmacon, D-001810-01) (non-targ). Wyciszenie przeprowadzano z uzyciem mieszaniny
transfekcyjnej sktadajacej sie z siRNA o stgzeniu koncowym w pozywce 30 nM 1 mieszaniny
odczynnika jetPRIME z przeznaczonym dla niego buforem (Polyplus, 101000046; 1:33, v/v).
Po 10 min inkubacji w temperaturze pokojowej, mieszaning transfekcyjnag dodawano do
pozywki hodowlanej (1:10, v/v) pozbawionej antybiotykéw i norepinefryny. Po 24 godz.
pozywka byta zmieniana na standardowa pozywke hodowlang. Komorki hodowano kolejne 24
godz., a nastgpnie oceniano poziom wyciszenia genu Scd4 metoda qPCR (Ryc. 9). Na chwilg
obecna nie istnieje przeciwciato specyficzne dla biatka SCD4.

41



Materiaty 1 metody

<« — 127
E g 1.0+ .00
45
< E 0.8
Z 5
& = 0.6
Ex

(]

4

§g° :
83 0.2 I
[ = |

e
=)

non-targ siSCD4

Ryc. 9. Ekspresja genu Scd4 w komérkach HL-1 po wyciszeniu jego ekspresji przy uzyciu transfekcji
siRNA. Poziom mRNA genu Scd4 w komorkach kontrolnych (non-targ) oraz komoérkach transfekowanych
mieszaning siRNA specyficznych dla Scd4 (siSCD4). Wyniki przedstawiono jako warto$¢ érednig + SD, n = 3
niezalezne powtorzenia eksperymentu, *p < 0,05 siSCD4 vs grupa kontrolna (non-targ).

5.2.3. Nadekspresja genu Scd4 w komoérkach HL-1

Przejéciowg wzmozong ekspresje genu Scd4 w komoérkach HL-1 uzyskiwano w wyniku
transfekcji wektorem plazmidowym pCMV6-Entry (Origene, PS100001) zawierajacym
sekwencje kodujaca biatko SCD4 potaczong ze znacznikiem Myc-Tag (pSCD4). Protokot
syntezy wektora zostat opisany w rozdziale 5.3. Kontrole stanowity komorki transfekowane
plazmidem pustym, bez wstawki (pCMV6). Komoérki HL-1 hodowano w standardowej
pozywece (jak opisano w rozdziale 5.2.1) do czasu uzyskania konfluencji na poziomie 75-80 %.
Nastgpnie przeprowadzano transfekcje z wykorzystaniem mieszaniny transfekcyjnej
sktadajacej si¢ z plazmidu pSCD4 lub pCMV6 o stezeniu koncowym w pozywce 1 pg/ml
i mieszaniny odczynnika jetPRIME z przeznaczonym dla niego buforem (1:50, v/v). Po 10 min
inkubacji w temperaturze pokojowej, mieszaning transfekcyjna dodawano do pozywki
hodowlanej (1:10, v/v) pozbawionej antybiotykow i norepinefryny. Po 6 godz. pozywka byta
zmieniana na standardowa pozywke hodowlang. Komoérki hodowano kolejne 42 godz.,
a nastgpnie oceniano poziom ekspresji genu Scd4 metodg qPCR oraz Western Blot (Ryc. 10).
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Ryc. 10. (A) poziom mRNA genu Scd4 oraz (B) reprezentatywny immunoblot przedstawiajacy zawarto$¢
rekombinowanego bialka SCD4 ze znacznikiem Myc-Tag. Wyniki przedstawiono jako wartos¢ $rednig + SD,
n = 3 niezalezne powtorzenia eksperymentu, *p < 0,05 pSCD4 vs grupa kontrolna (pCMV6).

5.2.4. Traktowanie komorek HL-1 kwasem stearynowym

W celu stymulacji magazynowania lipidow przez komoérki HL-1, inkubowano je przez
16 godz. z 0,1 mM kwasem stearynowym (18:0) polagczonym z albuming surowicy bydlece;j
(ang. bovine serum albumin, BSA) pozbawiong FAs. Kompleks przygotowywano poprzez
zmydlenie 18:0 w 0,1 M wodorotlenku sodu (NaOH) do jego soli sodowej w temperaturze 70
°C. Nastgpnie do roztworu dodano 10 % BSA i mieszano przez 1 godz. w temperaturze 55 °C
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(Sinha i in. 2004). Tak utworzony kompleks 18:0 z BSA o st¢zeniu 25 mM filtrowano przez
filtr strzykawkowy o porach wielkosci 0,45 pm, porcjowano i zamrazano w —20 °C.

5.2.5. Analiza przezywalnosci komorek

Przezywalno$¢ komoérek HL-1 okreSlano z uzyciem odczynnika CellTiter-Blue Cell
Viability Assay (Promega, G8080) zgodnie z instrukcja producenta. Odsetek zywych komorek
szacowano na podstawie ich aktywnos$ci metabolicznej, polegajacej na zdolnosci do redukcji
rezazuryny (barwa niebieska) do rezorufiny (barwa rézowa). Liczba komorek zywych jest
wprost proporcjonalna do intensywnosci rézowego zabarwienia. Komoérki inkubowano
W pozywce pelnej zawierajgcej odczynnik CellTiter-Blue (1:10, v/v) przez 2 godz., a nastgpnie
mierzono absorbancje fali o dlugosci 570 nm oraz fali referencyjnej o dtugosci 600 nm za
pomocg czytnika plytek TECAN (model Infinite M200 PRO). Przezywalno$¢ komorek
okreslano na podstawie wartosci absorbancji fali badanej pomniejszonej o warto$¢ absorbancji
fali referencyjnej, z uwzglednieniem proby §lepej. Dla proby kontrolnej przyjeto warto$é 100 %
1 do niej odnoszono warto$ci uzyskane dla prob badanych.

5.2.6. Ocena przezywalnosci komoérek HL-1 traktowanych kwasem
stearynowym

W celu zbadania zywotnosci komoérek HL-1 w obecnosci 18:0, przeprowadzono
eksperyment, w ktérym do pozywki Claycomb o obnizonej z 10 % do 1 % zawartosci FBS
dodawano 18:0 w stezeniach od 0 mM (BSA) do 1 mM. Nastepnie tak przygotowang pozywke
dodawano do komoérek HL-1 o konfluencji 80 % i inkubowano przez 16 godz. Uzyskane wyniki
wykazaly, ze 16-godzinna inkubacja komorek HL-1 z 18:0 w stezeniu ponizej 0,2 mM wiacznie
nie powodowata istotnego spadku przezywalnosci (Ryc. 11). Stezenie 0,1 mM byto
wykorzystywane w dalszych eksperymentach i powodowato akumulacje lipidow, potwierdzong
barwieniem czerwienig oleistg (Oil Red O) (Ryc. 12).
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Ryc. 11. Wplyw kwasu stearynowego (18:0) w roznych stezeniach na przezywalno$¢ komérek HL-1. Wyniki
przedstawiono jako warto$¢ $rednig + SD, n = 3 niezalezne powtoérzenia eksperymentu, *p < 0,05 vs grupa
kontrolna (BSA).
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Ryc. 12. Zdjecia m{kroskopowe komérek HL-1 inkubowanych z 0,1 mM kWasem stearynowym (18:0) lub
albuming (BSA) jako kontrola, przez 16 godz. Zakumulowane lipidy w postaci okragtych kropli lipidowych
(z6tte strzatki) maja barwe ciemnoczerwong.

5.3. Konstrukcja wektora pSCD4

5.3.1. Uzyskanie insertu i wektora do klonowania

W celu uzyskania fragmentu DNA kodujacego (ang. coding DNA sequence, CDS) Scd4
oraz pustego wektora, strawiono plazmidy pSCD4-AC-GFP (Origene, MG215310) oraz
pCMV6-Entry, odpowiednio. Reakcje przeprowadzono z wykorzystaniem enzymow
restrykcyjnych Mlul i BamHI (ThermoFisher Scientific, ER0561 i ER0051, odpowiednio),
W nastgpujacych warunkach:

Sktad mieszaniny reakcyjne;j: Protokot reakceji:
BuforR 2 ul 1. 37°C 3godz.
BamHI 1ul 2. 80°C 20 min
Mlul 1ul 3. 4°C

wektor 2 ug

H20 do 20 pl

Produkty przeprowadzonej reakcji zostaty rozdzielone elektroforetycznie w 1,5 % zelu
agarozowym, prazki migrujagce na wysokosci odpowiadajacej teoretycznemu rozmiarowi
insertu (1096 pz) oraz liniowemu wektorowi (4844 pz) zostaly wyciete z zelu, a nastgpnie
oczyszczone przy uzyciu zestawu Gel-Out Concentrator (A&A Biotechnology, 023-50C)
wedtug instrukcji producenta. Aby zapobiec recyrkularyzacji wektora, poddano go traktowaniu
fosfatazg (Thermo Scientific, EF0651). Tak uzyskany material przechowywano w 4 °C do
czasu dalszych analiz.

5.3.2. Ligacja

Ligacj¢, uzyskanego w sposob opisany powyzej, insertu Scd4 oraz wektora
pCMV6-Entry przeprowadzono z ligaza T4 DNA (Thermo Scientific, EL0011),
W nastepujacych warunkach:

Sktad mieszaniny reakcyjnej: Protokot reake;ji:
Bufor ligazy T4 2 ul 1. 22°C 2godz.
Ligaza T4 0,5ul 2. 70°C 5min
insert Scd4 77 ng 3. 4°C

wektor pCMV6-entry 70 ng

H.0 do 20 pl
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Otrzymany wektor pCMV6-Entry z inertem Scd4 (pSCD4) wykorzystano do dalszych
analiz.

5.3.3. Przygotowanie podtoza do hodowli bakterii

Ptynng pozywke¢ (LB) do hodowli bakterii Escherichia coli przygotowano przez
rozpuszczenie 10 g peptonu, 5 g ekstraktu drozdzowego i 10 g NaCl w 1000 ml wody
dejonizowanej. W celu uzyskania statej pozywki (LA) do 100 ml LB dodano 1,4 g agar-agar
I autoklawowano. Do ostudzonej do 50 °C, ptynnej LA dodano kanamycyng¢ o stezeniu
koncowym 25 pug/ml i wylano na plastikowe szalki (Falcon, 353003). Po zestaleniu i ostudzeniu
do temperatury pokojowej, szalki z LA byly przechowywane w 4 °C do czasu dalszych analiz.

5.3.4. Transformacja bakterii

W  celu namnozenia plazmidu przeprowadzono transformacje  bakterii
chemokompetentnych E. coli DH5a. Do 50 ul bakterii dodano 0,1 ng plazmidu i inkubowano
30 min na lodzie. Nastepnie bakterie umieszczano na 40 sek. w 42 °C, po czym dodano 1 ml
buforu SOC (2% pepton, 0,5% ekstrakt drozdzowy, 10 mM NaCl, 2,5 mM KCI, 10 mM MgCl,,
10 mM MgSOs4, 20 mM glukoza) i inkubowano z wytrzasaniem w 37 °C przez 1 godz. Bakterie
wirowano 5 min 5000xg, a osad zawieszany w 50 pl LB wysiewano na szalki z podtozem
selekcyjnym (LA + 25 pg/ml kanamycyna). Bakterie inkubowano przez 16 godz. w 37 °C. Po
tym czasie wybrane pojedyncze kolonie przesiewano na nowe szalki z podtozem selekcyjnym
I inkubowano 16 godz. w 37 °C.

5.3.5. lzolacja plazmidu

Przesiane, pojedyncze kolonie bakterii przenoszono do 5 ml LB z 25 pg/ml kanamycyna
i inkubowano z wytrzagsaniem w 37 °C przez 3-4 godz., a nastepnie zaszczepiano 100 ul ww.
hodowli do 100 ml LB z 25 ug/ml kanamycyng i inkubowano z wytrzgsaniem w 37 °C przez
16 godz. Po tym czasie, plazmid izolowano przy uzyciu zestawu Plasmid Midi AX (A&A
Biotechnology, 092-10) wedtug instrukcji producenta.

5.4. Analiza zawartos$ci bialek metoda Western Blot

5.4.1. Homogenizacja $ciany lewej komory serca

20 mg S$ciany lewej komory serca homogenizowano w 200 ul buforu
homogenizacyjnego (20 mM Tris-HCI pH 7,4; 2 mM EGTA; 2 mM EDTA, 2 mM NasVOyg;
1 mM PMSF; 10 mM B-merkaptoetanol; 5 ug/ml pepstatyna A, 10 pg/ml leupeptyna; 1,4 pg/ml
aprotynina) za pomocg urzadzenia Tissue Lyser II (Qiagen), 2x30 sek., 20 Hz w temperaturze
4 °C. Nastgpnie homogenaty wirowano przez 10 min przy 3000xg w 4 °C. Supernatant

pobierano do nowej probowki i oznaczano w nim stgzenie biatka (jak opisano w rozdziale
5.4.3).

5.4.2. Liza komorek HL-1

Komorki HL-1 ptukano jednokrotnie buforem PBS o temperaturze 37 °C i zbierano
poprzez tzw. ,trypsynizacje” (inkubacja z roztworem trypsyny 5 min w 37 °C, a nastepnie
dodanie pozywki petnej w celu inaktywacji trypsyny), wirowano (5 min, 500xg, 21 °C),
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zawieszano w buforowanym fosforanem roztworze soli fizjologicznej (ang. phosphate buffered
saline, PBS) o temperaturze 4 °C i ponownie wirowano 5 min przy 500xg w 4 °C. Osad
komorkowy zawieszano w buforze lizujagcym (20 mM Tris-HCI pH 7,4; 150 mM NaCl; 1 mM
EDTA; 1 mM NazVOs; 0,1 mM PMSF; 1 mM DTT; 1 % Triton X-100; 5 pug/ml pepstatyna A,
10 ug/ml leupeptyna; 1,4 ng/ml aprotynina) i poddano dziataniu ultradzwigkow w tazni wodne;j
(Diagenode, Bioruptor Standard) w trzech cyklach (ustawienia: HIGH, 60 sek. ON; 90 sek.
OFF). Nastepnie lizaty wirowano przez 10 min przy 10 000xg w 4 °C. Supernatant pobierano
do nowej proboéwki i oznaczano w nim stezenie biatka (jak opisano w rozdziale 5.4.3)

5.4.3. Pomiar stgzenia biatka

Stezenie biatka w homogenatach i lizatach, po uprzednim rozcienczeniu woda
dejonizowang (1:9, v/v) oznaczano za pomoca komercyjnego zestawu DC Protein Assay
(Bio-Rad, 5000112) wedtug instrukcji producenta. Do dotkoéw ptytki 96-dotkowej dodawano
5 ul roztworu biatek prob badanych lub rozcienczen standardow, 25 pl odczynnika A, 200 pl
odczynnika B i mieszano przez 5 sek. Po 15 min inkubacji w temperaturze pokojowej, mierzono
absorbancje¢ fali o dtugosci 750 nm uzywajac czytnika ptytek TECAN (model Infinite M200
PRO) wobec proby $lepej. Zawartos¢ biatka obliczano na podstawie przygotowanej krzywej
wzorcowej, wyznaczonej na podstawie absorbancji standardow o znanej ilosci BSA.

5.4.4. Elektroforetyczny rozdzial biatek w warunkach denaturujgcych
(SDS/PAGE)

Elektroforetyczny rozdzial biatek prowadzono w zZelu poliakrylamidowym
w warunkach denaturujagcych (Laemmli, 1970), stosujac 10 % zel rozdzielajacy (10 %
akrylamid/bis-akrylamid; 625 mM Tris-HCI pH 8,5; 2,15 mM SDS, 0,04 % APS, 0,05 %
TEMED) i 5 % zel zageszczajacy (5 % akrylamid/bis-akrylamid; 625 mM Tris-HCI pH 8,5;
2,15 mM SDS; 0,04% APS; 0,1% TEMED). Proby przygotowywano do elektroforezy dodajac
do homogenatow/lizatdw pieciokrotnie stezony bufor obcigzajacy (10 % SDS; 50 % glicerol;
325 mM Tris; 10 % B-merkaptoetanol; 0,05 % bigkit bromofenolowy) i inkubujac przez 10 min
w 65 °C. Na zele poliakrylamidowe nanoszono proby w objetosci odpowiadajacej od 20 do 50
ug biatka. Rozdziat elektroforetyczny prowadzono w aparacie Mini-PROTEAN Tetra cel
(Bio-Rad, 1658000) przy statym napigciu 70 V przez pierwsze 15 min, a nastepnie 100 V przez
90 min, w uktadzie dwoch buforow: katodowy (0,1 M Tris; 0,1 M trycyna; 0,1 % SDS)
i anodowy (0,2 M Tris-HCI pH 8,9). Do oszacowania masy molekularnej biatek podlegajacych
rozdziatowi elektroforetycznemu uzyto wzorca wielkos$ci biatek PageRuler Prestained Protein
Ladder (Fermentas, 26619) obejmujacego zakres od 10 kDa do 250 kDa.

5.4.5. Transfer elektroforetyczny oraz detekcja biatek

Po rozdziale elektroforetycznym biatka przenoszono z zelu poliakrylamidowego na
membrang z polifluorku winylidenu (ang. polyvinylidene difluoride, PVDF; Millipore) metoda
transferu mokrego w aparacie Criterion Blotter (Bio-Rad, 1656024), w buforze transferowym
(25 mM Tris; 192 mM glicyna, 10 % metanol), przy statym nat¢zeniu 250 mA przez 16 godz.,
w 4 °C. Skuteczno$¢ transferu biatek oceniano na podstawie barwienia czerwienig Ponceau
(0,2 % Ponceau S; 1 % kwas octowy). Aby zapobiec niespecyficznemu wigzaniu przeciwciat,
membrany inkubowano w 5 % roztworze odttuszczonego mleka w proszku w buforze TBS-T
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(20 mM Tris-HCI pH 7,4; 150 mM NacCl; 0,1 % Tween-20) — tzw. ,,blokowanie” membrany.
Membrang ptukano trzykrotnie przez 10 min w buforze TBS-T, po czym inkubowano przez 16
godz. w 4 °C w roztworze przeciwcial I-rzgdowych skierowanych przeciwko badanemu biatku,
w buforze TBS-T zawierajacym 3 % BSA. Liste przeciwcial I-rzedowych zaprezentowano
w Tabeli 2. Dalej membrang ptukano trzykrotnie przez 10 min w buforze TBS-T, po czym
inkubowano przez 1 godz. w temperaturze pokojowej w roztworze przeciwcial II-rzedowych
sprzezonych z peroksydaza chrzanowa, w buforze TBS-T zawierajacym 2,5 % odttuszczone
mleko w proszku. Liste przeciwciat II-rzedowych przedstawiono na koncu Tabeli 2. Membrang
ptukano trzykrotnie przez 10 min w buforze TBS-T, a nastgpnie przeprowadzano detekcje
bialek za pomoca odczynnikéw do chemiluminescencji SuperSignal West Pico PLUS
Chemiluminescent Substrate (Thermo Scientific, 34578). Membran¢ umieszczano w kasecie
razem z klisza rentgenowska (Fuji), po czym klisz¢ wywolywano w wywotywarce Fujifilm
FPM 800A. Po tak przeprowadzonej detekcji, klisze skanowano i poddawano analizie
densytometrycznej za pomocg programu Imagel.

Tabela 2. Lista przeciwcial wykorzystanych w analizach Western Blot.

Przeciwciala I-rzedowe
Masa .

proceiwersta | Bl | Gowodarz | GRCL | Dosaws
anty-ABHD5 (CGI-58) 39 mysz 1:1000 (3 % BSA) Santa Cruz
anty-ACC 275 krolik 1:1000 (3 % BSA) Cell Signaling
anty-AKT1 60 krolik 1:1000 (3 % BSA) Cell Signaling
anty-AMPK 63 krolik 1:1000 (3 % BSA) Santa Cruz
anty-AS160 160 krolik 1:1000 (3 % BSA) Cell Signaling
anty-ATGL 54 krolik 1:1000 (3 % BSA) Cell Signaling

-B- . 0,
e | @ | - | PmE [ sgma
anty-CaMKI|I 50 mysz 1:1000 (3 % BSA) Santa Cruz
anty-CD36 88 mysz 1:100 (1 % BSA) Santa Cruz
anty-Colla2 80 koza 1:1000 (3 % BSA) Santa Cruz
anty-CPTI 86 koza 1:1000 (3 % BSA) Santa Cruz
anty-DGAT2 44 mysz 1:1000 (3 % BSA) Santa Cruz
anty-FAS 270 mysz 1:1000 (3 % BSA) Santa Cruz
anty-G0S2 11 krolik 1:1000 (3 % BSA) Santa Cruz
anty-GAPDH 37 krolik 1:1000 (3 % BSA) Cell Signaling
anty-GLUT4 50 krolik 1:1000 (3 % BSA) Santa Cruz
anty-GPAT1 94 mysz 1:1000 (3 % BSA) Santa Cruz
anty-HSL 81, 83 krolik 1:1000 (3 % BSA) Cell Signaling
anty-KEAP1 69 koza 1:1000 (3 % BSA) Santa Cruz
anty-kinaza P13 p110a 110 krolik 1:1000 (3% BSA) Cell Signaling
anty-LAMP1 120 mysz 1:1000 (3% BSA) Santa Cruz
anty-LC3B 16 krolik 1:5?3& gf’ % Sigma
anty-Myc-tag — krolik 1:1000 (3 % BSA) Cell Signaling
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anty-NRF1 68 mysz 1:1000 (3 % BSA) Santa Cruz
anty-OXPHOS koktail: —
anty-NDUFB8 22
anty-SDHB 28
mysz 1:5000 (3 % BSA) Abcam
anty-UQCRC2 48
anty-MTCO1 40
anty-ATP5A 55
anty-p62 62 krolik 1:1000 (3 % BSA) Cell Signaling
anty-pACC 275 krolik 1:1000 (3 % BSA) Cell Signaling
anty-pAKT1 Ser473 60 krolik 1:1000 (3 % BSA) Cell Signaling
anty-pAKT1 Thr308 60 krolik 1:1000 (3 % BSA) Cell Signaling
anty-pAMPK 62 krolik 1:1000 (3 % BSA) Cell Signaling
anty-pAS160 160 krolik 1:1000 (3 % BSA) Cell Signaling
anty-Parkin 55 mysz 1:1000 (3 % BSA) Abcam
anty-PGC-1a 92 mysz 1:1000 (3 % BSA) Santa Cruz
anty-pHSL Ser563 81, 83 krolik 1:1000 (3 % BSA) Cell Signaling
anty-pHSL Ser565 81, 83 krolik 1:1000 (3 % BSA) Cell Signaling
anty-PKA 40 mysz 1:1000 (3 % BSA) Santa Cruz
anty-PLN 6, 25 mysz 1:1000 (3 % BSA) Santa Cruz
anty-PPARa 55 mysz 1:1000 (3 % BSA) Santa Cruz
anty-RyR 565 mysz 1:1000 (3 % BSA) Abcam
anty-SCD1 37 krolik 1:1000 (3 % BSA) Cell Signaling
anty-SERCA2a 110 mysz 1:1000 (3 % BSA) Santa Cruz
anty-SREBP1c 68, 125 mysz 1:1000 (3 % BSA) Santa Cruz
anty-TFAM 25 mysz 1:1000 (3 % BSA) Santa Cruz
anty-UCP3 33 krolik 1:1000 (3 % BSA) Cell Signaling
anty-VLCAD 70 mysz 1:1000 (3 % BSA) Santa Cruz
Przeciwciala II-rzedowe
“kroli . 0,
Spiggolgglzlcéap — koza 1.10r$1(l)£k532)’5 % MP Biomedicals
anty-mysie sprzgzone z . Koz 1:15000 (2,5 % Jackson Immuno_Research
HRP mleko) Laboratories
anty-mysie 1gG
sprzezone z Alexa — osiot 1:400 (1% BSA) Life Technologies
Fluor 488

5.5. Analiza zawartosci lipidow

5.5.1. Ekstrakcja lipidow
Lipidy ekstrahowano mieszaning chloroformu i metanolu wedlug metody opisanej
przez Bligh i Dyer (1959). Komorki HL-1 trzykrotnie ptukano buforem PBS o temperaturze
37 °C, zbierano przez ,trypsynizacje” (5 min, 37 °C), wirowano (5 min, 500xg, 21 °C),
a nastepnie zawieszano w PBS o temperaturze 4 °C i ponownie wirowano (5 min, 500xg, 4 °C).
Dalej osad komorek lub 40 mg tkanki lewej komory serca homogenizowano w 1 ml mieszaniny
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chloroformu i metanolu (2:1, v/v) z 0,01 % butylowanym hydroksytoluenem (ang. butylated
hydroxytoluene, BHT) przez 1 min na lodzie, uzywajac homogenizatora nozowego (VWR,
VDI12). Nastepnie dodawano 0,5 ml wody dejonizowanej i wytrzgsano przez 20 sek., po czym
wirowano przez 10 min, 1700%g, 4 °C. Po zwirowaniu pobierano dolng, chloroformowg fazg
zawierajacg lipidy 1 uzywano do dalszych analiz.

5.5.2. Rozdziat lipidow obojetnych z zastosowaniem chromatografii
cienkowarstwowej

Otrzymane po ekstrakcji lipidy rozdzielano metoda chromatografii cienkowarstwowej
(ang. thin layer chromatography, TLC) na szklanych ptytkach chromatograficznych
0 wymiarach 20x20 cm, pokrytych 0,25 mm warstwa zelu krzemionkowego (Merck-Millipore,
105721). 1,5 cm od dolnej krawedzi ptytki nanoszono lipidy proéb badanych, w ilosci
odpowiadajacej 1 mg bialka z komoérek HL-1 lub 15 mg tkanki serca (45 mg dla prob
poddawanych analizie z zastosowaniem chromatografii gazowej sprz¢zonej ze spektrometrig
mas, GC-MS). Rozdziat lipidow obojetnych przeprowadzano w szklanej komorze wysyconej
oparami mieszaniny heptan/eter izopropylowy/kwas octowy (60:40:3, v/v/v), ktorej $ciany
wyscietano bibula 3CHR (Whatman). Rozdziat chromatograficzny prowadzono do momentu
osiggnigcia przez czoto mieszaniny rozpuszczalnikow wysokosci 0,5 cm od goérnej krawedzi
ptytki. Dalej ptytke¢ zanurzano w 10 % roztworze CuSO4 przygotowanym w 8 % HsPOQOg,
a nastgpnie wypalano przez 30 min w 140 °C, w celu wizualizacji lipidow. Poszczegolne frakcje
lipidowe, tj. fosfolipidy (ang. phospholipids, PL), DAG, cholesterol, FFA, TG, CE
identyfikowano na podstawie wspolczynnika retencji Rf wzorcéw (Rf = droga wzorca/droga
czola fazy). Zawarto$¢ lipidow analizowano densytometrycznie za pomoca programu ImagelJ.
Dla prob poddanych analizie GC-MS, plytke po rozdziale chromatograficznym spryskano
0,2 % roztworem dichlorofluoresceiny w metanolu i umieszczono w komorze z oparami
amoniaku na 10 min. Poszczegodlne frakcje lipidowe wizualizowano w §wietle UV (Dobrzyn
I Gorski, 2002).

5.5.3. Analiza kwasow ttuszczowych z zastosowaniem chromatografii
gazowej sprzgzonej ze spektrometrig mas (GC-MS)

Sktad jakosciowy 1 ilosciowy FAS analizowano metoda chromatografii gazowe;j
(Dobrzyn i in. 2005). Rozdzielone frakcje lipidow oboj¢tnych tj. DAG, cholesterol, FFA, TG
I CE zeskrobano z zelem krzemionkowym z ptytki chromatograficznej i przeniesiono do
zakrgcanych szklanych probowek. Do kazdej proby dodano 100 pl kwasu nonadekanowego
(C19:0) jako standardu wewnetrznego i 2 ml mieszaniny chloroformu i metanolu (4:1, v/v)
2 0,01 % BHT. Ekstrakcje¢ lipidow z zelu krzemionkowego prowadzono przez 16 godz. Po tym
czasie nadsgcz przenoszono do nowej szklanej zakrecanej probowki 1 odparowano mieszaning
rozpuszczalnikow w strumieniu azotu. Dalej do prob dodano 1 ml 14 % roztworu trifluorku
boru, a nastgpnie poddano metylacji w 100 °C przez 10 min dla frakcji DAG, FFA, CE
I cholesteolu oraz 30 min dla frakcji TG. Nastgpnie do schtodzonych do temperatury pokojowej
prob dodano 2 ml heksanu i wytrzgsano przez 20 sek. Kolejno dodano 1 ml wody
dejonizowanej, wytrzasano przez 20 sek. i wirowano przez 10 min, przy 1700xg. Gérna
warstwe zawierajaca estry metylowe FAS rozpuszczone w heksanie przenoszono do nowych
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probowek i odparowano do sucha w strumieniu azotu. Proby rozpuszczono w 100 ul heksanu
I poddano rozdzialowi przy uzyciu chromatografu gazowego.

Estry metylowe FAs w probach identyfikowano i oznaczano ilosciowo przy uzyciu
chromatografu gazowego Agilent Technologies 7890A sprzezonego ze spektrometrem
masowym Agilent Technologies 5975. Proby byly nastrzykiwane na kolumne automatycznie
przez autosampler Agilent Technologies 7683B. Do rozdzialu wykorzystano kolumng
kapilarng HP-5 MS (Agilent Technologies) o dlugosci 30 m. Jako gazu nosnego uzyto hel.
Oznaczenie prowadzono przy statej temperaturze 260 °C detektora oraz zmiennej temperaturze
kolumny kapilarnej (pieca): start przy 50 °C, wzrost do 200 °C w tempie 10 °C/min i utrzymanie
temperatury przez 10 min, wzrost temperatury do 220 °C w tempie 10 °C/min i jej utrzymanie
przez 30 min. FAs identyfikowano na podstawie czaséw retencji wzorcow Supelco 37
Component FAME Mix (Sigma, 47885-U) oraz widm spektrum jonow charakterystycznych dla
poszczegdlnych FAS, korzystajac z biblioteki National Institute of Standards and Technology.
Widma analizowano i przeliczano na podstawie krzywych wzorcowych przy uzyciu programu
MSD ChemStation Data Analysis. W Tabeli 3 zostata przedstawiona lista analizowanych FAs.

Tabela 3. Lista analizowanych FAs.

e e Symbol
Nasycone kwasy tluszczowe
mirystynowy tetradekanowy C14:0
palmitynowy heksadekanowy C16:0
Sstearynowy oktadekanowy C18:0
arachidowy eikozanowy C20:0
behenowy dokozanowy C22:0
lignocerynowy tetrakozanowy C24:0
Jednonienasycone kwasy tluszczowe
palmitooileinowy cis-9-heksadekaenowy C16:1A°
oleinowy cis-9-heksadekaenowy C18:1A°
cis-wakcenowy cis-11-oktadekaenowy c18:1A1t
gondolowy cis-11-eikozenowy c20:1aM
erukowy cis-13-dokozenowy C22:1A1
Wielonienasycone kwasy tluszczowe
linolowy cis-9,12-oktadekadienowy C18:2A%12
— cis-11,14-eikozadienowy C20:2A14
dihomo-y-linolenowy cis-8,11,14-eikozatrienowy 20:3A81114
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arachidonowy cis-5,8,11,14-eikozatetraenowy C20:4A>811.14

eikozapentaenowy (EPA) cis-5,8,11,14,17-eikozapentaenowy C20:5A5811.14.17

dokozaheksaenowy (DHA) cis-4,7,10,13,16,19-dokozaheksaenowy | C22:6A%7:10:13.16,19

5.6. Analiza poziomu mRNA
5.6.1. lzolacja RNA i synteza cDNA

Izolacje catkowitego RNA z komorek i $ciany lewej komory serca przeprowadzono
z wykorzystaniem zestawu Total RNA Mini Plus (A&A Biotechnology, 036-100), wedlug
instrukcji producenta. W tym celu: (1) fragment (ok. 25 mg) tkanki lewej komory serca
homogenizowano w odczynniku Fenozol Plus przy pomocy urzadzenia Tissue Lyser II
(Qiagen), 2x30 sek., 20 Hz w temperaturze 4 °C; (2) komoérki HL-1 zeskrobywano z naczynia
hodowlanego w odczynniku Fenozol Plus na lodzie i mieszano przez pipetowanie w celu lizy
komorek. Stezenie otrzymanego RNA oznaczano przy fali o dlugosci 260 nm na urzadzeniu
NanoPhotometer N50 Touch (Implen). Warto$¢ stosunku absorbancji fali o dtugosci 260 nm
do fali o dlugosci 280 nm (260/280) dla badanych prob zawierala si¢ w zakresie 1,8-2,1.

W celu usunigcia pozostalosci genomowego DNA, proby poddano trawieniu DNazg
(Thermo Scientific, EN0521) w nastepujgcych warunkach:

Sktad mieszaniny reakcyjne;j: Protokot reakceji:
RNA 1lpug 1. 37°C 30min
DNaza 1U 2. 4°C

bufor do DNazy 1l

H20 do 9 ul

W celu inaktywacji enzymu dodano 1 ul EDTA w stezeniu koncowym 5 mM
i inkubowano przez 10 min w 65 °C. Dalej RNA przepisywano na cDNA z uzyciem zestawu
RevertAid H Minus First Strand cDNA Synthesis Kit (Thermo Scientific, K1632)
W nastepujacych warunkach:

Sktad mieszaniny reakcyjne;j: Protokot reakeji:
1 pg RNA po trawieniu DNazg 10 pl 1. 65°C 5min
0,5 png/ul oligo(dT)1s 1 ul 2. 4°C
H20 1l

Po czym do mieszaniny reakcyjnej dodano:
10 mM dNTP 2 ul 1. 42°C 60 min
20 U/l inhibitor rybonukleaz 1 ul 2. 70°C 5min
5x bufor 4 ul 3. 4°C

200 U/ul odwrotna transkryptaza 1 pl

Do prob stanowigcych kontrole negatywna reakcji odwrotnej transkrypcji zamiast
enzymu dodano wode¢ wolng od RNaz.
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5.6.2. Reakcja tancuchowa polimerazy w czasie rzeczywistym (qPCR)

Analize¢ poziomu mRNA gendéw na matrycy cDNA przeprowadzono z wykorzystaniem
zestawu SsoAdvanced Universal SYBR Green Supermix (Bio-Rad, 1725272) w nastepujacych
warunkach:

Sktad mieszaniny reakcyjne;j: Protokot reakcji:

SYBR Green Supermix 5yl 1. 95°C 30sek

starter przedni 6 pM 0,5 ul 2. 95°C 15sek

starter wsteczny 6 uM 0,5 ul 3. 60°C 30sek

cDNA 15-50 pg 4. 39-krotne powtorzenie cykli 2. i 3.
H.0 do 10 pl 5. wazrost temperatury 0 0,5 °C co

2 sek. do osiggnigcia 95 °C

Jako kontroli negatywnej uzyto proby pozbawionej matrycy cDNA. Sekwencje
starterOw wykorzystanych w reakcjach przedstawiono w Tabeli 4.

Tabela 4. Lista starteré6w uzytych do analiz ekspresji genéw metoda qPCR.

Nazwa

genu Sekwencja startera przedniego Sekwencja startera wstecznego

Scdl | TACCGCTGGCACATCAACTTC AACAGGAACTCAGAAGCCCAAAGC

Scd2 | CACTGGGGAGCAGATGTTCG CAAATACGCGAAGAGACAGGTG

Scd4 | GTTCCAGAGGAGGTACTACAAG | GAGACGCATAAGCTGTGTTG

Rpl32 | AGTTCCTGGTCCACAATGTCA GCACACAAGCCATCTACTCATT

Nppa | TATACAGTGCGGTGTCCAACA AGAGCCCTCAGTTTGCTTTTC

Nppb | TTTGGGCTGTAACGCACTGA TTGTGGCAAGTTTGTGCTCC

Myh6 | GGCACAGAAACACCTGAAGA CATTGGCATGGACAGCATCATC

Myh7 | ATGTGCCGGACCTTGGAA CCTCGGGTTAGCTGAGAGATCA

Ndufv2 | TGGATGGCTACCTATCTCCGCT | GGTACTTCCCAACTGGCTTTCG

5.6.3. Analiza poziomu mRNA metoda bezposredniej detekcji ekspresji
genow

Analize aktywnos$ci szlakow metabolicznych przeprowadzono metoda nCounter
(NanoString Technologies). Skorzystano z gotowego panelu 748 gendow zaangazowanych w 36
szlakow i1 procesow metabolicznych (Mouse Metabolic Pathways Panel) (Tabela 5). Metoda
polega na bezposredniej detekcji natywnego RNA przez znakowane fluorescencyjnie sondy
posiadajace sekwencje komplementarng do RNA badanych gendéw. Po hybrydyzacji
I zwigzaniu do specjalnego podtoza przy uzyciu urzadzenia nCounter Prep Station, utworzone
kompleksy RNA-sonda s3 skanowane przez czytnik fluorescencyjny (nCounter Digital
Analyzer), identyfikowane na podstawie indywidualnych znacznikéw i liczone. Uzyskany
wynik przedstawia liczbg kopii RNA danego genu.
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Material RNA wyizolowano z lewej komory serca, jak opisano w rozdziale 5.6.1,
a nastgpnie do analizy przestano 300 ng RNA o stezeniu 25 ng/ul w stanie zamrozenia —20 °C.
Korzystajac z oprogramowania nSolver 4.0, na podstawie wynikow kontroli negatywnych,
Z otrzymanych wynikoOw usunigto sygnat pochodzacy z tla, a wyniki prob badanych
znormalizowano wzgledem kontroli pozytywnych. Obliczone w ten sposob znormalizowane
liczby powtdérzen danego genu (ang. normalized counts, NC) wykorzystano do analizy
zroznicowane] ekspresji (ang. differentia expression, DE). Poziom zmiany ekspresji danego
genu (ang. fold change, FC) obliczono jako stosunek logz usrednionej wartosci NC proby
badanej do proby kontrolne;.

Tabela 5. Lista szlakéw i proceséw metabolicznych zawartych w panelu Mouse Metabolic Pathways Panel
analizowanych metoda nCounter (NanoString Technologies).

Liczba Liczba
Nazwa szlaku/procesu badanych Nazwa szlaku/procesu badanych
genow genow
Aktywnos¢ IDH1/2 15 Odzysk nukleotydow 23
AMPK 48 PI3K 85
Autofagia 54 Prezentacja antygenu 44
Cykl komorkowy 68 Regulacja epigenetyczna 26
Degradacja w lizosomach 16 Regulacja transkrypcji 53
Endocytoza 41 Synteza aminokwasow 92
Glikoliza 38 Synteza FAS 13
MAPK 53 Synteza nukletydow 53
Metabolizm argininy 16 Szlak KEAP1/NRF2 7
Metabolizm glutaminy 34 Szlak p53 38
!\/Ie_taboll_zm tryptofanu 33 Szlak pentozofosforanowy 19
i Kinureniny
Metabolizm witamin 28 Szlak sygnatowy cytokin 196
I kofaktorow i chemokin
MTOR 57 _Szlak/sygnaiowy TCR 55
I wspoéltowarzyszace
Myc 20 Szlak sygnatowy TLR 32
Naprawa uszkodzen DNA 31 Transport aminokwasow 15
NF-xB 27 Transport glukozy 5
Niedotlenienie (Hipoksja) 15 Utlenianie FAS 21
Oddychanie mitochondrialne 75 Kontrola wewnetrzna 20
Odpowiedz na ROS 43

5.7. Barwienie lipidow obojetnych w komorkach HL-1
| ekstrakcja barwnika

Komoérki HL-1 phukano trzykrotnie buforem PBS o temperaturze 37 °C, po czym
utrwalano przez 15 min w 4 % wodnym roztworze formaldehydu (ang. paraformaldehyde,
PFA). Nastepnie utrwalone komorki ptukano dwukrotnie wodg dejonizowang, jednokrotnie
60 % izopropanolem przez 5 min i barwiono przez 10 min §wiezo przygotowanym roztworem
czerwieni oleistej (Oil Red O) (0,4 % roztwor Oil Red O w mieszaninie izopropanol:woda
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dejonizowana (3:2, v/v)). Po tym czasie barwnik usuwano, komorki plukano pigciokrotnie
przez 1 min woda dejonizowang. Utrwalone komorki z zabarwionymi lipidami obojetnymi
obserwowano przy uzyciu odwroconego mikroskopu §wietlnego (Olympus, CKX410).

W celu okreslenia poziomu akumulacji lipidéw obojetnych, po zarchiwizowaniu zdjec¢
komoérek HL-1 poddanych barwieniu, zaabsorbowany barwnik ekstrahowano czystym
izopropanolem przez 30 min. Nastepnie zabarwiony izopropanol przeniesiono do dotkow ptytki
96-dotkowej i zmierzono absorbancje fali o dtugo$ci 518 nm. Jako kontroli negatywnej uzyto
komorek nie barwionych Oil Red O.

5.8. Pomiar aktywnos$ci ATGL

Pomiar tempa lipolizy przeprowadzono z pewnymi zmianami wedtug metody opisanej
przez lglesias i wsp. (2016). Metoda polega na pomiarze przyrostu emisji fluorescencji
barwnika EnzChek (Invitrogen, E33955), bedacego analogiem TG, w wyniku hydrolizy
wigzania estrowego przez lipazg¢ ATGL. Glicerol, bedacy rdzeniem czasteczki EnzChek,
posiada zwigzany W pozycji sn-1 fluorofor BODIPY, ktéry pozostaje wygaszony przez
czasteczke czerwieni metylowej zwigzanej w pozycji sn-2 do czasu, gdy obie czgsteczki sg
zwigzane z glicerolem. W momencie, gdy jedna z czasteczek zostaje odlaczona od rdzenia
w wyniku hydrolizy, dochodzi do emisji fali o dlugosci 520 nm wzbudzanej fala o dtugosci
485 nm.

Komorki HL-1 plukano trzykrotnie buforem PBS o temperaturze 37 °C, a nast¢pnie
dodawano bufor A (100 mM NaCl; 50 mM HEPES; 0,5 mM DTT; 2 % DMSO; 0,1 % Triton
X-100; pH 7,2) o temperaturze 4 °C, ptytke umieszczano na lodzie i komorki zdrapywano.
20 mg $ciany lewej komory serca homogenizowano za pomoca urzadzenia Tissue Lyser II
(Qiagen), 2x20 sek., 15 Hz w buforze A o temperaturze 4 °C. Lizaty i homogenaty wirowano
500xg, 5 min, w 4 °C, pobrano supernatant i zmierzono st¢zenie biatka. Nastgpnie w ptytce
96-dotkowej umieszczonej na lodzie przygotowano mieszaning reakcyjng: proba badana
w ilo$ci odpowiadajacej 30 pg biatka, EnzChek o stgzeniu koncowym 1 uM, bufor A
uzupetliony do objetosci 100 pl. Dalej plytke umieszczono w ogrzanym uprzednio do
temperatury 37 °C czytniku ptytek TECAN (model Infinite M200 PRO) i uruchamiano pomiar
o nastgpujacych parametrach: 485/520 nm dlugos¢ fali wzbudzajacej/emitowanej; gain: 100;
wytrzasanie 2 sek., step: 60 sek.; czas trwania pomiaru: 90 min. Wyniki pomiaru przedstawiano
na wykresie jako funkcje wartosSci fluorescencji zalezng od czasu. Do wyznaczenia
wspotczynnika nachylenia krzywej do osi x, bedacego miarg tempa reakcji, wykorzystano
prostoliniowy odcinek krzywej.

5.9. Barwienia histochemiczne

5.9.1. Pobranie serca i przygotowanie skrawkow parafinowych

Serce wycinano z klatki piersiowej i umieszczano w PBS o temperaturze 4 °C, celem
usunigcia pozostalej w tkance krwi. Dalsze etapy przygotowania tkanki byty przeprowadzone
we wspoOtpracy z Pracownig Mikroskopii Elektronowej Instytutu Biologii Doswiadczalnej PAN
w Warszawie. Tkank¢ umieszczano kolejno w 7 % 1 10 % wodnym roztworze PFA, a nastgpnie
odwadniano w rosnacych stezeniach etanolu poczawszy od 50 %, przez 70 %, 80 %, 90 %,
96 %, do 99,8% oraz w czystym ksylenie. Preparat umieszczano w cieklej parafinie na noc, po
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czym zatapiano w bloczku parafinowym. Tkanke cigto wzdtuz krotkiej osi serca, na wysokosci
migsni brodawkowatych na skrawki o grubosci 6 pum 1 umieszczano na szkietkach
podstawowych.

5.9.2. Odparafinowanie 1 uwodnienie skrawkow

Preparaty na szkietkach podstawowych odparafinowano i uwodniono poprzez kolejne
ptukania trwajace 3 min kazde, w nastepujacych roztworach: ksylen, ksylen:etanol (1:1, v/v),
99,8 % etanol, 95 % etanol, 70 % etanol, 50 % etanol. Na koncu preparat umieszczano w wodzie
destylowanej na 10 min.

5.9.3. Barwienie z zastosowaniem hematoksyliny i eozyny (H&E)

Barwienie H&E shuzy do oceny struktury tkanki, dzigki zabarwieniu cytoplazmy na
ré6zowo (eozyna) i jader komorkowych na fioletowo (hematyksylina). Uwodnione preparaty
barwiono przez 1 min w hematoksylinie Mayera (Sigma, MHS32), a nadmiar barwnika
wyplukano w biezacej wodzie. Nastepnie skrawki barwiono przez 1 min w eozynie Y (Sigma,
HT110116) 1 powtérnie wyptukano w biezacej wodzie. Pomiaru powierzchni kardiomiocytow
dokonano przy uzyciu narzedzi w oprogramowaniu ImageJ.

5.9.4. Barwienie z zastosowaniem czerwieni Syriusza

Barwienie roztworem czerwieni Syriusza stuzy do wizualizacji wtokien kolagenowych
(barwa czerwona) i cytoplazmy (barwa zo6tta) w tkance. Uwodnione preparaty barwiono przez
1 godz. w roztworze czerwieni Syriusza, a nast¢pnie wyptukano dwukrotnie przez 1 min
w 0,5 % roztworze kwasu octowego. Pomiaru powierzchni tkanki zabarwionej na czerwono
dokonano przy uzyciu narzedzi oprogramowania ImageJ.

5.9.5. Odwodnienie skrawkow

Po wykonanych barwieniach H&E i czerwienig Syriusza skrawki odwodniono poprzez
kolejne ptukania trwajace 2 min kazde w nastepujacych roztworach: 50 % etanol, 70 % etanol,
95 % etanol, 99,8 % etanol, ksylen:etanol (1:1, v/v), ksylen. Nast¢pnie na preparaty nakrapiano
odczynnik do zaklejania preparatow mikroskopowych (Leica, 14046430011) i przykrywano
szkietkiem nakrywkowym. Preparaty zostaty zwizualizowane 1 zarchiwizowane przy uzyciu
mikroskopu Olympus BX41 oraz oprogramowania CellSens Dimension v1.14.

5.9.6. Przygotowanie skrawkow mrozeniowych

Dla skrawania technika mrozeniows, tkanke zatapiano w 30 % roztworze sacharozy,
a nastepnie W mieszaninie OCT (ang. optimal cutting temperature compound). Skrawki tkanki
cigte wzdtuz krotkiej osi serca grubosci 10 um umieszczano na szkietkach podstawowych
| przechowywano w stanie glgbokiego zamrozenia w temperaturze —80 °C do czasu dalszych
analiz.

5.9.7. Barwienie ROS

Do barwienia ROS uzyto dihydroetydyny (DHE). Skrawki mrozeniowe ptukano 30 sek.
w wodzie dejonizowanej, a nastepnie umieszczano w 5 uM wodnym roztworze DHE na 15 min,
bez dostepu $wiatta. Nastepnie preparaty ptukano trzykrotnie przez 1 min w wodzie
dejonizowanej i natychmiast wizualizowano uzywajac $wiatla o dtugosci fali 490 nm do
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wzbudzenia emisji fali 590 nm. Intensywno$¢ fluorescencji mierzono uzywajac narze¢dzi
programu ImageJ.

5.9.8. Barwienie zalezne od aktywnos$ci mitochondrialnej dehydrogenazy
NADH

W celu zmierzenia aktywnos$ci mitochondrialnej dehydrogenazy NADH (kompleks I)
wykonano barwienie z wykorzystaniem biekitu nitrotetrazolowego, w ktorym intensywnos¢
koloru zalezy od aktywno$ci wspomnianego enzymu. Skrawki mrozeniowe ptukano trzykrotnie
przez 1 min buforem PBS, po czym barwiono 1,5 mM roztworem bigkitu nitrotetrazolowego,
w obecnosci NADH w st¢zeniu 0,625 mg/ml w 0,1 M PBS, o pH 7,0 przez 40 min. Nastgpnie
preparaty ptukano trzykrotnie przez 1 min buforem PBS i odwodniono, jak zostato to opisane
w rozdziale 5.9.5. Srednia intensywno$¢ zabarwienia (lrednic) Oraz maksymalng intensywno$é
(Imax) mierzono przy uzyciu programu Imagel, jak zostato to opisane w dostepnej literaturze
(Varghese i in. 2014, Schneider i in. 2012). Aktywno$¢ dehydrogenazy NADH obliczano jako

pochodng log10(Imax/lsrednie)-

5.10. Barwienie immunofluorescencyjne skrawkow parafinowych
serc

Preparaty parafinowe gotowano przez 20 min w buforze cytrynianowym (10 mM
cytrynian sodu, 0,05 % Tween-20, pH 6,0) w 100 °C, studzono przez 30 min do temperatury
pokojowej, po czym ptukano dwukrotnie przez 2 min w PBS-T (PBS z 0,05 % Tween-20)
i inkubowano przez 1 godz. w 1 % roztworze BSA w PBS-T. Po zakonczonym ,,blokowaniu”
niespecyficznych miejsc wigzania, preparaty inkubowano przez noc w 4 °C z przeciwciatem
anty-CD36 w 1 % roztworze BSA w PBS-T. Nastepnie skrawki plukano pigciokrotnie przez
2 min w PBS-T i inkubowano z Il-rzgdowym przeciwcialem Alexa Fluor 488 przez 2 godz.
w ciemnosci. Lista uzytych przeciwciat znajduje si¢ w Tabeli 2. Po trzykrotnym ptukaniu przez
5 min w PBS-T, przeprowadzono redukcje sygnatu autofluorescencji tkanki przy uzyciu
komercyjnego zestawu, wedtug instrukcji producenta (Invitrogen, R37630). Dalej, preparaty
inkubowano przez 5 min w roztworze DAPI (1:5000), ponownie plukano PBS-T, a nastepnie
zamykano uzywajac preparatu Fluorescent Mounting Medium (Dako) i przykryto szkietkiem
nakrywkowym. Obrazy mikroskopowe uzyskano przy uzyciu mikroskopu skanujgcego
Olympus (Slide Scanner VS110) i poddano je analizie intensywnosci fluorescencji w programie
ImageJ.

5.11. Mikroskopia elektronowa

Do obrazowania ultrastruktur komoérkowych (sarkomeréw, mitochondriow, LDS)
wykorzystano metody mikroskopii elektronowej, we wspotpracy z Pracownig Mikroskopii
Elektronowej Instytutu Biologii Doswiadczalnej PAN w Warszawie. W skrocie, fragment
tkanki pochodzacy z wolnej $ciany lewej komory serca na wysoko$ci migsni brodawkowatych
utrwalono w 1 % roztworze tlenku osmu, odwodniono w etanolu, a nastepnie barwiono 1 %
roztworem octanu uranu w 70 % etanolu. Tkanke inkubowano w mieszaninie etanol/glikol
propylenowy (1:1, v/v), nastgpnic w czystym tlenku propylenu i zatopiono w zywicy
epoksydowej. Skrawki tkanki serca umieszczano na siateczce i barwiono octanem uranu
| cytrynianem otowiu. Mikrograf elektronowy uzyskano przy uzyciu kamery Morada na
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transmisyjnym mikroskopie elektronowym (ang. transmission electron microscopy, TEM)
JEM 1400 przy 80 kV (JEOL Co., Japan).

5.12. Analiza statystyczna

Istotno$¢ statystyczng otrzymanych wynikow oceniono, uzywajac programu GraphPad
Prism z zastosowaniem dwusktadnikowej analizy wariancji (Two-Way ANOVA), popartej
testem post hoc Holm-Siddk. W przypadku poréwnan jednokrotnych dwoéch grup
eksperymentalnych stosowano test t-Studenta. Uzyskane wyniki przedstawiano jako warto$¢
srednig * odchylenie standardowe (ang. standard deviation, SD). Liczebnos¢ populacji (N)
zwierzat wykorzystanych w eksperymencie wynosita N = 47, poszczegolne liczebnosci prob
(n) dla eksperymentow in vivo 0 raz in vitro zostaty podane w opisach rycin przedstawiajgcych

wyniKki.
5.13. Lista odczynnikow

Tabela 6. Spis pozostalych odczynnikow wykorzystanych w trakcie badan, ktore nie zostaly wymienione

W tekS$cie rozdzialu Materialy i metody.

Nazwa odczynnika Dostawca
2,6-di-tetr-butylo-4-metylofenol (BHT) Fluka
2-merkaptoetanol Acros
Agar-Agar Carl Roth
Agaroza ABO
Akrylamid/bis-akrylamid (29:1, 40 %) Sigma-Aldrich
Albumina surowicy bydlecej (BSA) BioShop
Albumina surowicy bydlecej wolna od kwasow thuszczowych BioShop
Alkohol etylowy POCH
Alkohol izopropylowy POCH
Amoniak POCH
Antybiotyki: Streptomycyna i Penicylina Sigma-Aldrich
Aprotynina Sigma-Aldrich
Azydek sodu (NaNs) POCH
Blekit bromofenolowy POCH
Blekit nitrotetrazolowy POCH
Bufor R (10x) Thermo Scientific
Chlorek potasu (KCI) POCH
Chlorek sodu (NaCl) POCH
Chloroform POCH
Czerwien oleista O (Oil Red O) Sigma-Aldrich
Czerwien Ponceau Sigma-Aldrich
Dimetylosulfotlenek (DMSO) Fluka
Ditiotreitol (DTT) Fisher Biotech
DNaza Thermo Scientific
Dodecylosiarczan sodu (SDS) POCH
Ekstrakt z drozdzy Merck
Eter izopropylowy Fluka
Eter polimeru glikolu polietylenowego i p-tert-oktylofenolu (Triton X-100) | Acros
Fibronektyna Sigma-Aldrich
Fluorek fenylometylosulfonylu (PMSF) Sigma-Aldrich
Fluoresceina POCH
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Fluorescencyjny barwnik do zelu agarozowego (Syngen GreenDNA Gel

Stain) Syngen
Glicerol POCH
Glicyna Carl Roth
Glukoza Sigma-Aldrich
Heksan Fluka

Heptan POCH
Izofluran Baxter
Izopropanol POCH
jetPRIME Polyplus
Kanamycyna Carl Roth
Ksylen POCH

Kwas 2-[4-(2-hydroksyetylo)-1-piperazynylo] atanosulfonowy (HEPES) Sigma-Aldrich
Kwas askorbinowy Sigma-Aldrich
Kwas cytrynowy CHEMPUR
Kwas etylenodiaminotetraoctowy (EDTA) POCH

Kwas etylenoglikol-bis-(2-aminoetylo)-tetraoctowy (EGTA) Acros

Kwas nonadekanowy Sigma-Aldrich
Kwas octowy (CH;COOH) POCH

Kwas ortofosforanowy (HsPO4) POCH

Kwas siarkowy (H2SO4) POCH

Kwas solny (HCI) CHEMPUR
Leupeptyna Roth
L-glutamina Sigma-Aldrich

Marker wielkosci biatek (PageRulerTM Plus Prestained Ladder)

Thermo Scientific

Marker wielkosci DNA (GeneRulerTM DNA Ladder)

Thermo Scientific

Metanol POCH
Mieszanina SsoAdvanced Universal SYBR Green Supermix Bio-Rad
Monolaurynian polioksyetylenosorbotolu (Tween 20) Sigma-Aldrich
N’,N’,N’,N’-tatrametyloetylenodiamina (TEMED) Sigma-Aldrich
Nadsiarczan amonu (APS) POCH
Norepinefryna Sigma-Aldrich
Odczynnik do hemiluminescencji Super SignalTM West Pico PLUS Th e
o ermo Scientific
Chemiluminescent Substrate
Oleinian sodu Sigma-Aldrich
Ortowanadan sodu (NasVOa) Sigma-Aldrich
Paraformaldehyd (PFA) Sigma-Aldrich
Pepstatyna A BioShop
Pepton Merck
Plodowa surowica bydleca (FBS) Gibco
Pozywka Clycomb Sigma-Aldrich
Roztwor buforowanej fosforanem soli fizjologicznej (PBS) Biowest
Siarczan magnezu (MgSO4) POCH
Siarczan miedzi (CuSQ,) POCH
Stearynian sodu Sigma-Aldrich
Trifluorek boru (BFs) Sigma-Aldrich
Tris (hydroksymetylo) aminometan Sigma-Aldrich
Trycyna BioShop
Trypsyna Sigma-Aldrich
Wodorotlenek sodu (NaOH) POCH
Wzorzec lipidow FAME (fatty acids methyl esters) Supelco
Zelatyna Sigma-Aldrich
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Zestawy odczynnikow

Zestaw do badania ilosci wydzielanej insuliny (Rat/Mouse insulin ELISA
Kit)

Milipore

Zestaw do izolacji plazmidow (Plasmid Midi AX)

A&A Biotechnology

Zestaw do oczyszczania DNA z zelu (Gel-Out Concentrator)

A&A Biotechnology

Zestaw do odwrotnej transkrypcji (RevertAid First Strand cDNA Synthesis
Kit)

Thermo Scientific

Zestaw do oznaczania przezywalno$ci komorek (CellTiter-Blue Cell

Viability Assay) Promega
Zestaw do oznaczania stezenia biatka (DC protein Assay) Bio-Rad
Zestaw do PCR (FastStart Tag DNA Polymerase) Roche
Zestaw do wygaszania autofluorescencji tkanki (ReadyProbes Tissue Invitrogen

Autofluorescence Quenching Kit)
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6. Wyniki

6.1. Wplyw wyciszenia ekspresji Scd4 na strukture i funkcje
Serca

6.1.1. Charakterystyka fenotypu myszy SCD4"
6.1.1.1. Masa zwierzat

Myszy SCD4” w wieku 15 tygodni, w dniu rozpoczecia eksperymentu (punkt czasowy
0), mialy mniejszg mase ciata niz myszy WT w tym samym wieku (Ryc. 13A). Efekt ten
utrzymat si¢ przez caly eksperyment w grupach SCD4” chow i WT chow, poniewaz tempo
przyrostu masy ciata byto takie samo (Ryc. 13B). W celu wywotania otylo$ci myszy karmiono
pasza HFD. Myszy z grupy WT HFD miaty zwigkszong koncowa masg ciata (punkt czasowy
8 tygodni) o 44 % w odniesieniu do masy wyj$ciowej, natomiast u myszy SCD4”" HFD 0 26 %
w stosunku do masy wyjsciowej (Ryc. 13B). Zaobserwowane zmiany w masie ciala myszy
SCD47 w poréwnaniu do WT nie byly spowodowane roézng iloscia spozywanego pokarmu,
poniewaz dzienne spozycie paszy bylto zblizone we wszystkich grupach eksperymentalnych
(Ryc. 13C).
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Ryc. 13. Masa ciala myszy WT i SCD4”. (A) Wyjsciowa masa myszy na poczatku eksperymentu; (B) zmiana
masy ciata wyrazona w procentach w odniesieniu do masy wyjsciowej; (C) $rednia ilo$¢ paszy spozywanej
W ciggu jednej doby przez jedna mysz podczas eksperymentu. Wyniki przedstawiono jako §rednig + SD; n > 10
myszy/grupa; * — p < 0,05; a — p < 0,05 WT HFD vs. WT chow; b — p < 0,056 SCD4" HFD vs WT HFD;
¢ —p < 0,05 SCD4" HFD vs SCD4" chow.
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U myszy z grupy SCD4” HFD w poréwnaniu do myszy z grupy WT HFD stwierdzono
znacznie nizsza mase trzewnej tkanki ttuszczowej (Ryc. 14A), a co za tym idzie obnizony,
obliczony na tej podstawie, poziom stluszczenia ciata (Ryc. 14B). Masa serca, jak réwniez
stosunek masy serca do dlugosci kosci piszczelowej, byly podobne w trzech grupach
eksperymentalnych, oprocz grupy SCD4” HFD, w ktorej parametry te bylty wyzsze wzgledem
grupy SCD4" chow (Ryc. 14C,D). Myszy WT HFD miaty nizszy stosunek masy serca do masy
ciata w poréwnaniu do myszy WT chow, natomiast migdzy grupami SCD4”- HFD i SCD4™
chow nie stwierdzono ro6znicy (Ryc. 14E).
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Ryc. 14. Masa trzewnej tkanki tluszczowej i serca u myszy WT i SCD4”. (A) Masa trzewnej tkanki
thuszczowej; (B) poziom stluszczenia ciata, obliczony jako iloraz masy trzewnej tkanki thuszczowej i masy ciata
myszy, wyrazony w procentach; (C) masa serca; (D) stosunek masy serca do ditugosci ko$ci piszczelowe;;
(E) stosunek masy serca do masy ciata myszy. Wyniki przedstawiono jako $rednig = SD; n > 10 myszy/grupa;
a—p<0,05vs. WT chow; b —p < 0,05 vs. WT HFD; ¢ — p < 0,05 vs. SCD4"- chow.

6.1.1.2. Sktadniki osocza

Myszy z grupy WT HFD miaty wyzsze st¢zenie glukozy (o 28 %), insuliny (o0 206 %)
I cholesterolu (o 74 %) w osoczu w porownaniu do grupy WT chow (Tabela 7). W osoczu
myszy z grupy SCD4”- HFD w odniesieniu do SCD4™ chow, poziom glukozy nie ulegt zmianie,
natomiast poziom insuliny wzrdst o 57 %, a cholesterolu o 73 %. Ponadto, myszy SCD4 " chow
i SCD4” HFD miaty nizsze stezenie cholesterolu w osoczu w poréwnaniu do odpowiednich
grup kontrolnych WT. Poziom TG i FFA byl podobny we wszystkich badanych grupach
(Tabela 7).
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Tabela 7. Stezenie glukozy, insuliny, cholesterolu, triacylogliceroli (TG) i wolnych kwasow tluszczowych
(FFA) w osoczu myszy WT i SCD4”- karmionych paszami chow i HFD.

WT SCD4™
chow HFD chow HFD
Glukoza [mg/dl] 174,0+ 28,1 222,2 + 25,42 168,5+31,8° 190,7 + 23,8
Insulina [ng/ml] 15+0,1 4,6 +£0,22 1,4+0,1° 2,2 +£0,5%b¢
Cholesterol [mg/dl] 85,5+8,3 149,1 +17,6 71,5 +11,6*° 123,8 + 21,8%b¢
TG [mg/dI] 130,9 + 35,9 131,2 + 28,2 113,5+21,5 130,3+ 25,4
FFA [mg/dl] 241+73 20,9+5,3 23,0+6,0 22,3+5,0

Wyniki przedstawiono jako $rednig + SD; n > 10 myszy/grupa; a — p < 0,05 vs. WT chow; b — p < 0,05 vs.
WT HFD; ¢ — p < 0,05 vs. SCD4-/- chow.

6.1.1.3. Tolerancja glukozy 1 wspotczynnik insulinoopornosci

Myszy WT i SCD4” karmione pasza HFD rozwingty nietolerancje glukozy, tj. poziom
glukozy nie spadt do warto$ci wyjsciowych po 120 min od jej dootrzewnowego podania
(Ryc. 15A). Wspotczynnik insulinoopornosci (HOMA-IR), okreslajacy odpowiedz tkanek
obwodowych na insuling, byt ponad 4-krotnie oraz 1,85-krotnie wyzszy u myszy grupy WT
HFD i SCD4" HFD w poréwnaniu do odpowiednich grup kontrolnych chow (Ryc. 15B).
Zwigkszona warto$¢ wspotczynnika HOMA-IR oraz wysoki poziom glukozy na zakofczenie
testu tolerancji glukozy sugeruja rozwinigcie insulinoopornosci przez myszy WT HFD.
Natomiast u myszy SCD4" HFD dlugoterminowa odpowiedz tkanek obwodowych na insuling
jest poprawiona wzgledem grupy WT HFD o czym $§wiadczy obnizona warto$¢ wspotczynnika
HOMA-IR i poziom glukozy na czczo.
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Ryc. 15. (A) Test tolerancji glukozy i (B) wspolczynnik HOMA-IR. Wyniki przedstawiono jako $rednig + SD;
n > 10 myszy/grupa; a — p < 0,05 WT HFD vs. WT chow; b — p < 0,05 vs. WT HFD; ¢ — p < 0,05 SCD4" HFD
vs. SCD47 chow.

6.1.1.4. Zawartos¢ lipidow w sercu

Przeprowadzona analiza zawarto$ci lipidow obojetnych za pomoca chromatografii
cienkowarstwowej wykazata nizszy poziom TG w sercu myszy SCD4” w poréwnaniu do
myszy WT (o0 24 % w grupach chow i 40 % w grupach HFD, odpowiednio) (Ryc. 16A,B).
Ponadto powierzchnia kropli lipidowych w sercu myszy SCD4” HFD byta o 17 % mniejsza
w poréwnaniu do myszy WT HFD (Ryc. 16C,D).
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Ryc. 16. Zawarto$¢ lipidéw w sercu. (A) Plytka chromatograficzna prezentujaca rozdzial lipidow obojetnych
lewej komory serca: TG, triacyloglicerole; FFA, wolne kwasy tluszczowe; DAG, diacyloglicerole; (B) wynik
analizy densytometrycznej zawartoséci lipidow w sercu; (C) reprezentatywne zdjecia kropli lipidowych (kolor
z0lty) w przekroju poprzecznym lewej komory serca, wykonane przy uzyciu transmisyjnej mikroskopii
elektronowej (TEM), skala wskazuje 2 pum; (D) powierzchnia kropli lipidowych obliczona na podstawie zdjg¢
TEM. Wyniki przedstawiono jako §rednig = SD; (B) n > 10 myszy/grupa; (D) n > 250 LDs; a — p < 0,05 vs.
WT chow; b — p < 0,05 vs. WT HFD; ¢ — p < 0,05 vs. SCD4" chow.

W celu analizy zawartosci FAS w lipidach neutralnych przeprowadzono ich analizg za
pomocg GC-MS. Wyniki GC-MS potwierdzity obnizony poziom lipidéw w sercu myszy grupy
SCD4"- HFD, tj. zawarto$¢ TG byta o 32 % mniejsza w porownaniu do zwierzat grupy WT
HFD (1,39 umol/g i 2,05 umol/g, odpowiednio) (Ryc. 17A). TG stanowity wiekszo$¢ lipidow
neutralnych zawartych w sercu i wraz z FFA 1 DAG stanowity ponad 81 % catej puli lipidow
neutralnych (Ryc. 17B), dlatego w dalszej czesci pracy skupiono si¢ na tych trzech frakcjach.

Serca myszy z grupy SCD4" chow charakteryzowaly si¢ nizszym udziatem frakcji TG
i wigkszym udziatem frakcji FFA niz grupa WT chow (Ryc. 17B). We frakcjach TG, DAG
i FFA migénia sercowego myszy obu genotypow, HFD spowodowata 34-46 % spadek
zawartosci kwasu linolowego (C18:2(n-6)) i 37-139 % wzrost zawartosci kwasu oleinowego
(C18:1(n-9)), aw konsekwencji 21-34 % spadek zawartosci PUFA 122-65 % wzrost zawartosci
MUFA wzgledem odpowiednich grup chow (Tabela 8, Tabela 9, Tabela 10). Zawartos¢ SFA
ulegla podwyzszeniu w sercach myszy obu genotypow w odpowiedzi na karmienie paszg HFD
tylko we frakcji TG (Tabela 10). Ponadto we frakcji TG w sercu myszy grupy SCD4” chow
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procentowa zawartos¢ SFA oraz MUFA byta wyzsza, natomiast PUFA nizsza wzgledem grupy
WT chow (Ryc. 17C). Udziat MUFA byt zwickszony réwniez w grupie SCD4”7 HFD
wzgledem WT HFD. Szczegbélowe wyniki zawartosci kwasow tluszczowych w sercu
przedstawiono w Tabelach 8, 9 oraz 10.

Procentowa zawarto$¢ kwasu palmitynowego (C16:0) i stearynowego (C18:0) we
frakcji TG byla wyzsza w grupach HFD w odniesieniu do grup chow u myszy WT o 21 %
i 78 %, a u myszy SCD4"" 0 14% i 40 %, odpowiednio (Tabela 10). W sercu myszy SCD4™"
chow i SCD4” HFD zawarto$é kwasu oleinowego (C18:1(n-9)) byta wigksza (odpowiednio
014 % 1 6 %) w poréwnaniu do odpowiednich grup kontrolnych WT. Udziat C18:0 réwniez
byt wigkszy o 15 % w grupie SCD4”" chow w poréwnaniu do WT chow, natomiast w grupie
SCD4" HFD byto go mniej o 8 % niz w WT HFD (Tabela 10). W sercu myszy obu genotypow
karmionych pasza HFD wspotczynnik desaturacji C16:0 (C16:1/C16:0) byt obnizony, a C18:0
(C18:1/C18:0) podwyzszony. Ponadto w grupie SCD4” HFD wspdtczynnik desaturacji C18:0
byt wyzszy, wzgledem WT HFD (Ryc. 17D).

Reasumujac, we frakcjach TG, DAG i FFA w sercu myszy obu genotypow karmionych
HFD stwierdzono spadek zawartosci PUFA i wzrost MUFA (m.in. C18:1(n-9)), a w TG
dodatkowo wzrost SFA (m.in. C16:0 i C18:0). We frakcji TG serc myszy SCD4”- chow zmiany
wzgledem grupy WT chow byly podobne do tych spowodowanych przez HFD, tj. obnizona
byta zawartos¢ PUFA, a podwyzszona zawarto§¢ MUFA (w tym C18:1(n-9)) i SFA (w tym
C16:0 i C18:0), ale w kilkukrotnie mniejszym stopniu. HFD u myszy WT i SCD4"
spowodowat spadek wspotczynnika desaturacji C16:1/C16:0, a wzrost C18:1/C18:0, wzgledem
odpowiednich grup chow.

64



Wyniki

I WT chow =1 WT HFD I scp4”’ chow B3 scp4’ HFD

= 2.5- a _ X 601 2
3 © g 40+ I
£ 2.0+ b NE24
e -g ; 20 T ab
¢ 1.5 ;‘ ° 15+
= ot b
N o - 10+
w 1.0 =] 8 ¢
£ =9 s
© 0.5+ o
z
N 0.0- TG FFA DAG CE WE Chol.
Frakcje lipidéw obojetnych
D 5
C 60 ab § —_ 20'
T 50] I ' R
T 0 40 3 2 1.54
N E 40 . abc B a B g E
=
= 2304 2avs =g 1.0
29 ab c %
oE >
o€ 2 N2
[] 8 1] _g 0.5+
=910 2%
a 295
0 ; 0.0~
c18:1/ c16:1/
SFA MUFA PUFA ¢18:0 c16:0

Ryc. 17. Zawarto$¢ lipidéw neutralnych w sercach myszy okres§lona na podstawie analizy GC-MS.
(A) Zawartos¢ triacylogliceroli (TG) w sercu; (B) molowy udziat procentowy (mol%) poszczegdlnych frakeji
lipidow neutralnych w sercu myszy: triacylogliceroli (TG), wolnych kwasow ttuszczowych (FFA),
diacylogliceroli (DAG), estrow cholesterolu (CE), estrow woskow (WE), wolnego cholesterolu (Chol.);
(C) molowy udziat procentowy (mol%) kwasow thuszczowych nasyconych (SFA), jednonienasyconych (MUFA)
i wielonienasyconych (PUFA); (D) wspétczynnik desaturacji obliczony na podstawie stosunku zawarto$ci kwasu
nasyconego (stearynowego lub palmitynowego) do kwasu jednonienasyconego (oleinowego lub
palmitooleinowego, odpowiednio). Wyniki przedstawiono jako $rednig £ SD; n = 9 myszy/grupa; a — p < 0,05 vs.
WT chow; b — p < 0,05 vs. WT HFD; ¢ — p < 0,05 vs. SCD4" chow.
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Tabela 8. Molowy udzial procentowy (mol%) kwaséw tluszczowych we frakcji FFA w lewej komorze serca
myszy.

FFA
WT chow WT HFD SCD4" chow SCD4" HFD
C14:0 19 + 0,3 2,0+ 04 21 +£01 3,2 +£ 0,280¢
C16:1 16 + 04 1,3 +0,1 16 £ 0,1 14 + 0,2
C16:0 22,7 £ 1,7 246 + 0,4 224 £ 0,5 249 £ 1,1
C18:2(n-6) 183 £ 1,5 105 + 1,12 21,2 + 1,4° 11,4 £ 2,23¢
C18:1(n-9) 76 £ 0,3 13,7 + 0,82 9,5 + 0,820 12,9 + 0,92¢
C18:1(n-7) 19 + 0,2 21 +£0.2 21 +£0,1 23 £0,3
C18:0 20,7 £ 1,6 225 + 0,8 17,9 + 1,2° 20,3 £ 1,7
C20:4(n-6) 110 £ 1,1 11,1 £ 1,0 11,2 £ 0,5 123 £ 2,6
C20:5(n-3) 09 + 0,2 0,8 + 0,1 0,7 £ 0,1 0,7 + 0,1
20:3(n-6) 1,2 + 0,1 1,0 + 0,1 1,1 + 0,1 09 + 0,1
C20:2(n-6) 1,1 + 0,1 11 + 01 09 + 0,1 1,1 + 0,1
C20:1 14 £ 0,2 1,3+ 0,1 1,2 + 0,1 1,2 £ 0,2
C20:0 1,2 £ 0,2 1,2 + 0,2 1,0 + 0,0 1,0 £ 0,2
C22:6(n-3) 3,6 £ 05 2,7 £ 0,22 33 +£0.2 2,7 £ 0,22
C22:1(n-9) 21 £ 06 15 + 0,3 1,4 £ 0,2 1,3+04
C22:0 1,0 + 0,3 0,9 + 0,2 08 +0,1 0,8 £ 0,3
C24:0 18 + 0,3 1,7 + 0,6 16 + 0,1 16 £ 0,5
SFA 49,7 £ 3,5 53,2 = 0,7 46,1 = 1,6 52,0 = 3,6
MUFA 145 + 1,1 19,8 + 1,32 15,7 + 0,6° 19,0 £ 1,9%¢
PUFA 358 + 2,5 27,0 £ 2,02 38,2 £ 1,7° 29,0 + 4,5°

C14:0, kwas mirystynowy; C16:1, kwas palmitooileinowy; C16:0, kwas palmitynowy; C18:2(n-6), kwas linolowy;
C18:1(n-9), kwas oleinowy; C18:1(n-7), kwas cis-wakcenowy; C18:0, kwas stearynowy; C20:4(n-6), kwas
arachidonowy; C20:5(n-3), kwas eikozapentaenowy; C20:3(n-6), kwas dihomo-y-linolenowy; C20:2(n-6), kwas
cis-11,14-eikozadienowy; C20:1, kwas gondolowy; C20:0, kwas arachidowy; C22:6(n-3), kwas
dokozaheksaenowy; C22:1(n-9), kwas erukowy; C22:0, kwas behenowy; C24:0, kwas lignocerynowy; SFA,
nasycone kwas tluszczowe; MUFA, jednonienasycone kwas ttuszczowe; PUFA, wielonienasycone kwas
thuszczowe. Wyniki przedstawiono w jednostkach mol% jako $rednia = SD n = 9 myszy/grupa; a — p < 0,05 vs.
WT chow; b — p < 0,05 vs. WT HFD; ¢ — p < 0,05 vs. SCD4" chow.
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Tabela 9. Molowy udzial procentowy (mol%) kwasow tluszczowych we frakcji DAG w lewej komorze serca
myszy.

DAG
WT chow WT HFD SCD4" chow SCD4" HFD
C14:0 21 +£0.3 28 £ 0,1 31+07 2,6 + 05
C16:1 14 + 0,1 15+ 0,11 16 + 0,2 15 + 0,3
C16:0 173 £ 1,2 20,5 + 0,62 18,1 + 1,0 19,9 £ 0,78
C18:2(n-6) 234 £ 29 147 + 1,32 21,2 + 3,40 13,9 + 2,0%¢
C18:1(n-9) 9,6 = 0,9 176 + 1,12 9,6 £ 2,3° 17,5 £ 1,73¢
C18:1(n-7) 34 +£01 35 +0,1 3304 3504
C18:0 16,4 + 1,9 16,4 + 0,5 16,3 + 1,3 16,9 £ 1,0
C20:4(n-6) 9,8 £ 0,7 8,9 £ 0,8 93 £ 0,7 90+ 14
C20:5(n-3) 09 + 01 0,8 + 0,1 09 + 01 1,0 + 0,1
20:3(n-6) 1,5 + 0,1 1,2 + 0,1 1,4 + 0,2 1,2 £ 0,1
C20:2(n-6) 1,1 + 0,1 1,1 + 0,1 12 + 0,1 1,3 + 0,1
C20:1 1,8 + 0,2 14 + 0,1 2,7+ 14 16 £ 0,1
C20:0 1,3 +0,2 1,2 + 0,1 1,3 +0,2 1,0 £ 0,6
C22:6(n-3) 45 + 0,3 38 £ 0,5 36 + 05 35+ 0,3
C22:1(n-9) 24 £ 0,7 18 £ 0,2 32+19 23 £0,3
C22:0 11+ 0,2 10 + 0,1 12 + 0,2 1,2 £ 0,2
C24:0 20+ 0,3 18 + 0,3 20+ 0,2 21 +£04
SFA 40,2 + 3,8 43,6 = 1,3 42,1 + 2,7 43,7 £ 15
MUFA 18,6 + 0,1 258 + 1,32 20,4 + 2,9° 26,5 + 1,32¢
PUFA 41,2 + 3,8 30,6 £ 1,92 375 + 49 29,8 + 0,62

C14:0, kwas mirystynowy; C16:1, kwas palmitooileinowy; C16:0, kwas palmitynowy; C18:2(n-6), kwas linolowy;
C18:1(n-9), kwas oleinowy; C18:1(n-7), kwas cis-wakcenowy; C18:0, kwas stearynowy; C20:4(n-6), kwas
arachidonowy; C20:5(n-3), kwas eikozapentaenowy; C20:3(n-6), kwas dihomo-y-linolenowy; C20:2(n-6), kwas
cis-11,14-eikozadienowy; C20:1, kwas gondolowy; C20:0, kwas arachidowy; C22:6(n-3), kwas
dokozaheksaenowy; C22:1(n-9), kwas erukowy; C22:0, kwas behenowy; C24:0, kwas lignocerynowy; SFA,
nasycone kwas tluszczowe; MUFA, jednonienasycone kwas ttuszczowe; PUFA, wielonienasycone kwas
thuszczowe. Wyniki przedstawiono w jednostkach mol% jako $rednig = SD n = 9 myszy/grupa; a — p < 0,05 vs.
WT chow; b — p < 0,05 vs. WT HFD; ¢ — p < 0,05 vs. SCD4" chow.
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Tabela 10. Molowy udzial procentowy (mol%) kwaséw tluszczowych we frakcji TG w lewej komorze serca
myszy.

TG
WT chow WT HFD SCD4 chow SCD4" HFD
C14:0 11+ 01 15 + 01 1,6 + 0,3 14 + 0,1
Cc16:1 27 + 04 23+ 0,1 36 = 0,7 21 + 05
C16:0 151 = 1,1 18,2 + 0,5° 16,4 = 0,9 18,7 + 0,4%¢
C18:2(n-6) 42,6 + 1,3 271 + 0,40 41,1 + 1,9° 27,0 = 1,3
C18:1(n-9) 113 = 0,6 27,0 £ 0,78 12,9 + 0,6° 28,6 + 0,50
C18:1(n-7) 33 + 0,2 2.1 + 0,10 32 + 0,1° 24 + 0,5
C18:0 45 + 0,1 8,0 + 0,22 52 + 0,3 7,3 + 0,280
C20:4(n-6) 62 = 0,2 47 + 0,3 54 + 0,280 41 + 0,4%¢
C20:5(n-3) 04 + 0,1 03 = 0,0 03+ 0,1 03 = 0,1
20:3(n-6) 2,0 + 0,2 12 + 0,18 15 + 0,12 0,9 + 0,1ab¢
C20:2(n-6) 08 = 0,1 1,1 + 0,12 07 + 0,0° 1,0 + 0,12¢
C20:1 2,0 £ 04 1,2 + 0,18 1,7 £ 02 1,3 + 0,12
C20:0 07 + 0,1 06 + 0,1 06 + 0,1 05 + 0,12
C22:6(n-3) 55+ 0,3 38 + 0,4° 3,9 + 0,4° 33 + 0,5°
C22:1(n-9) 08 = 0,1 04 + 0,12 08 + 0,1° 05 = 0,18¢
C22:0 03 = 0,1 02 + 0,12 04 + 0,1° 0,2 + 0,18¢
C24:0 07 + 0,1 03 + 0,12 07 + 0,1° 04 = 0,18¢
SFA 225 + 1,1 28,8 + 0,28 249 + 1,180 28,5 = 0,6%¢
MUFA 20,1 + 0,7 33,1 + 0,72 222 + 1,3 34,8 + 0,580
PUFA 574 + 18 38,1 + 0,5° 52,9 + 2,4%b 36,7 + 0,9%¢

C14:0, kwas mirystynowy; C16:1, kwas palmitooileinowy; C16:0, kwas palmitynowy; C18:2(n-6), kwas linolowy;
C18:1(n-9), kwas oleinowy; C18:1(n-7), kwas cis-wakcenowy; C18:0, kwas stearynowy; C20:4(n-6), kwas
arachidonowy; C20:5(n-3), kwas eikozapentaenowy; C20:3(n-6), kwas dihomo-y-linolenowy; C20:2(n-6), kwas
cis-11,14-eikozadienowy; C20:1, kwas gondolowy; C20:0, kwas arachidowy; C22:6(n-3), kwas
dokozaheksaenowy; C22:1(n-9), kwas erukowy; C22:0, kwas behenowy; C24:0, kwas lignocerynowy; SFA,
nasycone kwas ttluszczowe; MUFA, jednonienasycone kwas tluszczowe; PUFA, wielonienasycone kwas
thuszczowe. Wyniki przedstawiono w jednostkach mol% jako $rednia = SD n = 9 myszy/grupa; a — p < 0,05 vs.
WT chow; b — p < 0,05 vs. WT HFD; ¢ — p < 0,05 vs. SCD4" chow.
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6.1.2. Struktura i funkcjonowanie serca
6.1.2.1. Analiza echokardiograficzna

Akumulacja lipidow w migs$niu sercowym wigze si¢ z zaburzeniami funkcjonowania
tego organu, zwioknieniem oraz przerostem kardiomiocytow (Rabkin i in. 2007, Wang i in.
2012, Schulze i in. 2016, Kruszewska i in. 2022). Przeprowadzone badanie echokardiograficzne
wykazato zmniejszong S$rednice (EDD) 1 objetos¢ (EDV) lewej komory serca w fazie
koncoworozkurczowej u myszy z grupy SCD4” chow w poréwnaniu do zdrowych myszy WT
chow. W grupie WT HFD stwierdzono zmniejszong EDD i EDV, wigksza RWT i zmniejszong
SV w odniesieniu do grupy WT chow. U myszy SCD4” HFD nie stwierdzono zadnych zmian
w sercu w odniesieniu do myszy SCD4"- chow (Tabela 11). HR, AWTd, PWTd, EF i CO byty
podobne we wszystkich badanych grupach (Tabela 11).

Reasumujac, u myszy WT, ale nie u SCD4”, doszto do koncentrycznej przebudowy
lewej komory serca charakteryzujacej si¢ zwigkszong RWT z jednoczesnym spadkiem EDD,
EDV i SV w warunkach otyloéci. Serce myszy SCD47 chow charakteryzowato si¢ nizsza EDD
1 EDV w poréwnaniu do serc grupy WT chow.

Tabela 11. Parametry struktury i funkcji serca myszy WT i SCD4” karmionych dieta chow i HFD.

WT chow WT HFD SCD47~ chow SCD4”- HFD
Tetno [min™] 361+18 333+39 336+50 345+38
AWTd [mm)] 0,83+0,03 0,91+ 0,06 0,87 0,09 0,91+0,09
PWTd [mm] 0,91+0,05 1,03+0,05 0,95+0,07 1,04+0,12
EDD [mm] 4,10+0,12 3,73+0,17" 3,66+0,21" 3,67+0,36"
EDV [ul] 72,13+ 6,60 54,48+7,18" 51,89+8,71" 53,28+ 14,66"
RWT 0,44+0,02 0,55+0,01" 0,52+0,04 0,57+0,09"
SV [nl] 50,96+ 3,72 37,35+4,39" 39,06+ 8,74 40,53+11,79
EF [%] 70,67 +1,51 68,67 +1,37 75,00+ 11,24 75,67+2,73
CO [ml/min] 17,75+1,23 12,64+2,86 12,91+2,82 13,81+4,20

AWTd, grubos¢ przedniej $ciany lewej komory serca w rozkurczu; PWTd, grubos¢ tylnej Sciany lewej komory
serca w rozkurczu; EDD, koncoworozkurczowa $rednica lewej komory serca; EDV, koncoworozkurczowa
objetos¢ lewej komory serca; RWT, wzgledna grubosc¢ $ciany lewej komory serca; SV, objetos¢ wyrzutowa,; EF,
frakcja wyrzutowa; CO, pojemno$¢ minutowa. Wyniki przedstawiono jako $rednig + SD; n = 5 myszy/grupa;
a—p < 0,05 vs. WT chow; b —p < 0,05 vs. WT HFD; ¢ — p < 0,05 vs. SCD4" chow.

6.1.2.2. Zwldknienie mig¢$nia sercowego, rozmiar kardiomiocytow 1 struktura
sarkomeréw
Przeprowadzone analizy nie wykazaly r6znic w powierzchni kolagenu w $cianie lewej
komory serca wybarwionego czerwienig Syriusza pomi¢dzy badanymi grupami (Ryc. 18A,B).
Dodatkowo zawartos$¢ biatka kolagenu typu I (Colla2) rowniez byta na podobnym poziomie
we wszystkich grupach (Ryc. 18C,D).
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Ryc. 18. Zwléknienie lewej komory serca. (A) Reprezentatywne zdjecia preparatdow migsnia sercowego
barwionych czerwienig Syriusza wykonane z wykorzystaniem obiektywu o 20-krotnym powickszeniu, skala
wskazuje 40 um; (B) wynik analizy zdje¢ preparatow mikroskopowych otrzymany za pomoca programu Imagel
z pomiaru wybarwionych na czerwono powierzchni widkien kolagenu w przestrzeni $rédmigzszowe;;
(C) reprezentatywny immunoblot oraz (D) wyniki analizy densytometrycznej zawarto$ci biatka kolagenu typu I.
Wyniki przedstawiono jako $rednig + SD, (A, B) n = 3 myszy/grupa, (C, D) n > 10 myszy/grupa.

W przekroju poprzecznym lewej komory serca myszy WT i SCD4™ karmionych pasza
HFD stwierdzono zwigkszona powierzchni¢ kardiomiocytow w poréwnaniu do odpowiednich
grup chow (Ryc. 19A,B). Dtugos¢ sarkomerow byta podobna we wszystkich badanych grupach
(Ryc. 19C,D).

Podsumowujac, wywotana eksperymentalnie otylos¢ spowodowata przerost
kardiomiocytow u myszy obu genotypoéw, nie wywolujac jednocze$nie zwldknienia i zmian
w strukturze sarkomeréw. Kardiomiocyty myszy z grup SCD4” chow i SCD4” HFD nie
ro6znity si¢ pod wzgledem powierzchni od odpowiadajacych im grup WT.
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Ryc. 19. Rozmiar kardiomiocytow i struktura sarkomeréw. (A) Reprezentatywne zdjecia $ciany lewej komory
serca, barwionej hematoksyling i eozyna, wykonane z wykorzystaniem obiektywu o 40-krotnym powigkszeniu,
skala wskazuje 10 um; (B) rozmiar kardiomiocytow okres$lony na podstawie analizy zdje¢ preparatéw barwionych
hematoksyling i eozyna; (C) reprezentatywne zdjecia sarkomerdéw, w przekroju podtuznym lewej komory serca,
wykonane przy uzyciu transmisyjnej mikroskopii elektronowej (TEM), skala wskazuje 2 um; (D) dlugosé
sarkomeroéw obliczona na podstawie analizy zdjg¢ TEM. Wyniki przedstawiono jako $redniag = SD; n = 3
myszy/grupa; a — p < 0,05 vs. WT chow; b — p < 0,05 vs. WT HFD; ¢ — p < 0,05 vs. SCD4" chow.
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6.1.3. Zawartosc¢ lipidow w komoérkach HL-1 z obnizong ekspresja Scd4

W celu symulacji warunkoéw panujacych in vivo w sercu otylych myszy, komorki
HL-1 traktowano 18:0. Komorki kontrolne, transfekowane kontrola negatywna siRNA
(non-targ) inkubowane z 18:0, charakteryzowatly si¢ wzmozong akumulacjg lipidow w postaci
kropli lipidowych (Ryc. 20A) oraz 81 % wzrostem absorbancji wyekstrahowanego barwnika
Oil Red O w poréwnaniu do komoérek hodowanych w warunkach normalnych (traktowanych
BSA) (Ryc. 20B). Komoérki HL-1 z obnizong ekspresja Scd4 (siSCD4) traktowane 18:0
cechowata nizsza zawarto$¢ kropli lipidowych (Ryc. 20A) wzgledem grupy non-targ 18:0
I 51 % wzrost absorbancji wyekstrahowanego barwnika Oil Red O w poréwnaniu do siSCD4
BSA (Ryc. 20B). Ponadto zahamowana ekspresja Scd4 spowodowata spadek poziomu TG,
DAG i FFA w warunkach normalnych (BSA) oraz TG i FFA w obecnosci 18:0 wzgledem
komorek kontrolnych (non-targ) BSA i1 18:0, odpowiednio (Ryc. 20C,D).

Reasumujgc, komorki HL-1 w warunkach traktowania 18:0 charakteryzowaty si¢
wzmozong akumulacja kropli lipidowych i TG, a zahamowanie ekspresji Scd4 spowodowato
spadek nagromadzenia lipidow.
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Ryc. 20. Zawarto$é¢ lipidow w komorkach HL-1 z obnizona ekspresja Scd4. (A) Reprezentatywne zdjecia
mikroskopowe kropli lipidowych (zotte strzatki) o barwie ciemnoczerwonej w komorkach HL-1 kontrolnych
(non-targ) oraz komorkach HL-1 z wyciszong ekspresja Scd4 (siSCD4) traktowanych kwasem stearynowym (18:0)
lub BSA, barwionych czerwienig oleistag (Oil Red O). Zdjecia wykonano z wykorzystaniem obiektywu
0 20-krotnym powigkszeniu, skala wskazuje 20 um. (B) wynik pomiaru absorbancji wyekstrahowanego barwnika
Oil Red O; (C) chromatografia cienkowarstwowa (TLC) lipidow obojetnych: TG, triacyloglicerole; FFA, wolne
kwasy ttuszczowe; DAG, diacyloglicerole; (D) wynik densytometrii ptytki TLC. Wyniki przedstawiono jako
$rednig = SD; n = 3 niezalezne eksperymenty; a — p < 0,05 vs. non-targ BSA; b — p < 0,05 vs. non-targ 18:0;
¢ —p <0,05vs. siSCD4 BSA.

6.1.4. Zawartosc¢ lipidow w komorkach HL-1 z nadekspresja Scd4

W celu oceny, czy nadekspresja Scd4 w kardiomiocytach wywota efekt odwrotny do
obserwowanego w komorkach z wyciszeniem Scd4 i przyczyni si¢ do zwigkszonej akumulacji
lipidow, komoérki HL-1 transfekowano wektorem zawierajacym gen Scd4 (pSCD4).
W komorkach transfekowanych pustym wektorem (pCMV6) traktowanych 18:0 stwierdzono
akumulacje kropli lipidowych (Ryc. 21A,B) w porownaniu do komorek hodowanych
w warunkach normalnych (BSA). W komorkach ze zwigkszong ekspresja Scd4 (pSCD4) nie
zaobserwowano roznic w zawartosci kropli lipidowych (Ryc. 21A,B) w porownaniu do grupy
pCMV6. Wyzsza ekspresja Scd4 nie wywotala efektu odwrotnego do tego wywolanego
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zahamowang ekspresja Scd4, tj. nie zwigkszyla poziomu TG i DAG w warunkach normalnych
(BSA) oraz TG, DAG i FFA w warunkach traktowania 18:0 wzgledem komoérek kontrolnych
pCMV6 BSA i pCMV6 18:0, odpowiednio (Ryc. 21C,D). W zwigzku z brakiem zmian
w akumulacji lipidow w warunkach zwiekszonej ekspresji Scd4, co sugeruje, ze byta ona
niefunkcjonalna, nie kontynuowano badan z wykorzystaniem tego modelu.
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Ryc. 21. Zawarto$¢ kropli lipidowych w komoérkach HL-1 ze zwiekszong ekspresjg Scd4.
(A) Reprezentatywne zdjecia mikroskopowe kropli lipidowych (zolte strzatki) o barwie ciemnoczerwonej
w komoérkach HL-1 kontrolnych (pCMV6) oraz komorek HL-1 ze zwigkszona ekspresja Scd4 (pSCD4)
traktowanych kwasem stearynowym (18:0) lub BSA, barwionych czerwienia oleista (OilRedO). Zdjecia
wykonano z wykorzystaniem obiektywu o 20-krotnym powigkszeniu, skala wskazuje 20 pm. (B) wynik pomiaru
absorbancji wyekstrahowanego barwnika Oil Red O; (C) chromatografia cienkowarstwowa (TLC) lipidow
obojetnych: TG, triacyloglicerole; FFA, wolne kwasy tluszczowe; DAG, diacyloglicerole; (D) wynik
densytometrii ptytki TLC. Wyniki przedstawiono jako $rednig + SD; n = 3 niezalezne eksperymenty; a —p < 0,05
vs. pPCMV6 BSA; b —p < 0,05 vs. pPCMV6 18:0; ¢ — p < 0,05 vs. pSCD4 BSA.
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6.2. Wplyw wyciszenia Scd4 na szlaki metabolizmu lipidéw
W Sercu

6.2.1. Analiza transkryptomiczna serc myszy SCD4"

Przy uzyciu techniki nanoString dokonano pomiaru zawarto§ci mRNA 748 gendow,
poprzez okreslenie liczby sygnaléw pochodzacych od fluorescencyjnej sondy wiazacej si¢
W sposob specyficzny z czasteczkg mRNA badanego genu. Na Ryc. 22 przedstawiono rozktad
zmian liczby odczytow czasteczek mRNA, znormalizowanych wzgledem genoéw
referencyjnych. Sposrod 748 w grupie HFD wzgledem grupy chow istotnie statystycznie
(p < 0,05) zmieniona zostata ekspresja 118 genéw w sercu myszy WT oraz 129 gendow w sercu
myszy SCD47 (Ryc. 22A,B). Wyciszenie ekspresji SCD4 wptynat istotnie na ekspresje 68 i 62
gendéw wzgledem grupy WT chow i WT HFD, odpowiednio (Ryc. 22C,D).

A WT HFD vs. WT chow B SCD4”" HFD vs. SCD4"" chow
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Ryc. 22. Wykresy typu ,,volcano plot” przedstawiajace wynik analizy nanoString — zmiany zawartosci
MRNA. Zawarto§¢ mRNA 748 gen6éw zostala pordwnana pomiedzy poszczegdlnymi grupami: (A) WT HFD
wzgledem WT chow; (B) SCD4" HFD wzgledem SCD4” chow; (C) SCD4” HFD wzgledem WT HFD;
(D) SCD47 chow wzgledem WT chow. Pozioma linia przerywana wskazuje poziom istotnoéci statystycznej
p = 0,05, natomiast pionowa warto§¢ 0, czyli brak roéznic w zawartoSci mRNA. Dla gendéw o najbardziej
zmienionej zawartosci mRNA umieszczono nazwy skrocone. Wyniki przedstawiono jako $rednig, n = 9
myszy/grupa.
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Korzystajac z narzedzia DAVID (Database for Annotation, Visualization and Integrated
Discovery, NIH, Huang i in. 2009, Sherman i in. 2022) okreslono przynalezno$¢ genow
0 zmienionej zawartosci mRNA do szlakéw sygnatowych. Analiza wykazata, ze 35-53 %
wspomnianych gendw zaangazowanych jest w szlaki metaboliczne (Ryc. 23A). Dalsza analiza
zakwalifikowata je do szczegdtowych Sciezek sygnatowych, ktére zostaly przedstawione na
Ryc. 23B-E, a ktore obejmujg m.in. kardiomiopatie cukrzycowa, szlak AMPK, ROS
i insulioopornos$¢ (Ryc. 23B-E).
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Ryc. 23. Szlaki sygnalowe, w ktére zaangazowane s geny o istotnie zmienionej zawartosci mRNA.
(A) Udziat gendéw szlakoéw metabolicznych w catej puli gendw o zmienionym poziomie mRNA. Szlaki
metaboliczne o najwickszej liczbie gendow o zmienionym poziomie mRNA w grupach: (B) WT HFD wzgledem
WT chow; (C) SCD4-/- HFD wzglgdem SCD4-/- chow; (D) SCD4-/- HFD wzgledem WT HFD; (E) SCD4-/-
chow wzgledem WT chow.
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6.2.2. Proces lipogenezy w sercu myszy SCD4"

W sercu myszy WT HFD stwierdzono spadek poziomu biatka czynnika
transkrypcyjnego regulujacego ekspresje gendéw lipogenezy — SREBPlc, zaréwno formy
niedojrzatej (preSREBPIc) jak i1 dojrzatej (mSREBPIc), oraz biatek FAS i1 GPATI
w porownaniu do grupy WT chow (Ryc. 24A,B). U myszy pozbawionych SCD4 efekt HFD
wzgledem grupy chow byt odwrotny tj. wzrosta zawarto$¢ ww. biatek. We wszystkich grupach
poziom biatka ACC byl podobny. Miesien sercowy myszy z grupy SCD4”7 chow
charakteryzowat si¢ zwickszonym poziomem preSREBP1c, GPATI, DGAT2, w poréwnaniu
do grupy WT chow (Ryc. 24A,B). Oba genotypy w warunkach HFD miaty podniesiony poziom
DGAT?2 w poréwnaniu do odpowiednich grup kontrolnych. Liczba czgsteczek mRNA genow
lipogenezy byta podobna we wszystkich grupach, za wyjatkiem Acach, ktorych bylo wiecej
w sercu myszy WT HFD w poréwnaniu do kontroli chow (Ryc. 24C). Wzgledna ekspresja
genow Scdl i Scd2 byta podobna we wszystkich badanych grupach, a Scd4 nie réznita si¢
miedzy grupami WT chow i WT HFD, natomiast nie zostata wykryta w grupach SCD4” chow
i SCD4" HFD (Ryc. 24C,D).

Podsumowujac, zmiany w zawarto$ci bialek FAS, GPAT1 1 DGAT2 wywotane dieta
HFD sugeruja zaburzenia w procesach syntezy FAS i lipidow.
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Ryc. 24. Wplyw wyciszenia genu Scd4 na proces lipogenezy w sercu myszy. (A) Reprezentatywne
immunobloty biatek zaangazowanych w proces lipogenezy: preSREBPI1c, niedojrzata forma biatka wigzacego
sterolowy element regulatorowy 1c; MSREBPlc, dojrzata forma biatka wiazacego sterolowy element
regulatorowy 1c; FAS, syntaza kwasoéw tluszczowych; GPATL, acylotransferaza glicero-3-fosforanu 1; ACC,
karboksylaza acetylo-CoA; DGAT2, acylotransferaza diacyloglicerol 2; GAPDH, dehydrogenaza aldehydu
3-fosfoglicerynowego; (B) wyniki analizy densytometrycznej; (C) znormalizowana liczba zliczen czasteczek
mRNA genéw biatek lipogenezy: Srebfl, biatko wigzace sterolowy element regulatorowy 1; Acaca, karboksylaza
acetylo-CoA 1; Acach, karboksylaza acetylo-CoA 2; Fasn, syntaza kwasow tluszczowych; Scdl, desaturaza
stearoilo-CoA 1; (D) wzgledna ekspresja genow Scdl, Scd2 i Scd4. Wyniki przedstawiono jako $rednig + SD;
n > 10 myszy/grupa; a — p < 0,05 vs. WT chow; b — p < 0,05 vs. WT HFD; ¢ — p < 0,05 vs. SCD4-/- chow.
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6.2.3. Proces lipolizy w sercu myszy SCD4"

Stwierdzone zmiany w szklaku lipogenezy nie thumaczg mniejszej akumulacji lipidow
neutralnych w sercu myszy SCD4”. Dlatego w nastepnym etapie zbadany zostal proces
przeciwstawny do lipogenezy, tj. lipoliza. Aktywnos$¢ ATGL byta wyzsza w kardiomiocytach
myszy SCD4™ grup chow i HED niz w tych pochodzacych od myszy WT z tych samych grup,
odpowiednio 0 33 % i 47 % (Ryc. 25A). We wszystkich grupach wzgledna ekspresja genow
zaangazowanych w lipolize (Pnpla2, Abhd5 i G0s2) byta podobna (Ryc. 25B), a pomi¢dzy
myszami WT i SCD4” z tych samych grup chow i HED nie bylo roéznic w zawartosci biatka
ATGL (Ryc. 25C,D). W sercu myszy z grupy SCD4” HFD w odniesieniu do WT HFD, poziom
biatek aktywujacych ATGL (ABHDS5 i PKA) byl wyzszy (Ryc. 25C,D). Rowniez u myszy
SCD4” chow podwyzszeniu ulegt poziom biatka PKA w poréwnaniu do myszy WT chow
(Ryc. 25C,D). W sercu myszy WT, ale nie SCD4™, zawarto$é¢ biatka G0S2, ktére hamuje
aktywnos¢ ATGL, wzrosta w warunkach HFD, w odniesieniu do odpowiednich grup chow
(Ryc. 25C,D). Poziom biatka lipazy HSL w sercach myszy z grupy SCD4™ chow byt nizszy,
natomiast w grupie HFD wyzszy niz u odpowiadajacych im myszy WT (Ryc. 25C,D).
Zawarto$¢ biatka HSL z fosforylacja w pozycji S563 (pHSL(563)), zwickszajaca aktywnosé
HSL, byta podobna w migé$niu sercowym myszy obu genotypoéw z tych samych grup chow
I HFD, natomiast z fosforylacjg w pozycji S565 (pHSL(565)), ktora hamuje aktywno$¢ lipazy,
nizsza w grupie SCD4" chow wzgledem WT chow (Ryc. 25C,D). Poziom fosforylacji
pHSL(563) w sercach myszy z grupy SCD4” chow byt podobny, a pHSL(565) nizszy
w poréwnaniu do grupy WT chow. W grupie SCD4”" HFD poziom obu fosforylacji HSL byt
nizszy w poréwnaniu do WT HFD (Ryc. 25E).

Podsumowujac, wyzsza aktywno$é ATGL w sercu myszy SCD4” byta powigzana ze
zwigkszong zawarto$cig biatek aktywujacych ten enzym (ABHDS, PKA) oraz brakiem zmian
w zawartosci biatka hamujacego ATGL, tj. GOS2. Ponadto w sercach myszy z grupy SCD4™
chow i SCD4” HFD poziom fosforylacji HSL w pozycji S565 byt nizszy w poréwnaniu do
grup WT chow 1 WT HFD, odpowiednio. Wyniki te wskazuja na wyzsza aktywnos¢
lipolityczng w sercu myszy SCD4™"".
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Ryc. 25. Wplyw wyciszenia ekspresji Scd4 na proces lipolizy w sercu myszy. (A) Aktywnos¢ lipazy ATGL;
(B) wzglgdna ekspresja gendéw Pnpla2, swoista dla adipocytow lipaza triacyloglicerolowa; Abhd5,
O-acylotransferaza 1-acyloglicerolo-3-fosforanu; G0s2, przetacznik molekularny faz G0/G1 cyklu komérkowego;
(C) reprezentatywne immunobloty biatek zaangazowanych w proces lipolizy: ATGL, swoista dla adipocytow
lipaza triacyloglicerolowa; ABHD5, O-acylotransferaza 1-acyloglicerolo-3-fosforanu; PKA, kinaza bialkowa A;
G0S2, przetacznik molekularny faz GO/G1 cyklu komorkowego; HSL, lipaza zalezna od hormonow; pHSL(563),
HSL z fosforylacja w pozycji S563; pHSL(565), HSL z fosforylacja w pozycji S565; GAPDH, dehydrogenaza
aldehydu 3-fosfoglicerynowego; (D) wyniki analizy densytometrycznej; (E) poziom fosforylacji pHSL(563)
i pHSL(565). Wyniki przedstawiono jako $rednig + SD; n > 10 myszy/grupa; a — p < 0,05 vs. WT chow;
b—p<0,05vs. WT HFD; ¢ — p < 0,05 vs. SCD4" chow.
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6.2.4. Proces lipolizy w komorkach HL-1 z obnizong ekspresjg Scd4

Aby potwierdzi¢ wptyw braku SCD4 na tempo lipolizy w sercu, przeprowadzono
analogiczng analize¢ z wykorzystaniem modelu in vitro. Aktywno$¢ ATGL byla wyzsza
w komorkach z wyciszong ekspresja Scd4 niz w kontroli non-targ (Ryc. 26A). Poziom biatek
ATGL 1 GOS2 byt podobny, a ABHDS wyzszy w grupie siSCD4 BSA niz w non-targ BSA,
natomiast w grupie siSCD4 18:0 zawartos¢ ATGL byta wyzsza w poréwnaniu do grupy non-
targ 18:0 (Ryc. 26B,C). W komorkach kontrolnych (non-targ), ale nie w komoérkach
z wyciszeniem Scd4, poziom biatka GOS2 hamujacego aktywnos¢ ATGL, wzrost w warunkach
traktowania 18:0 w pordwnaniu do komoérek hodowanych w warunkach normalnych (BSA).
Poziom lipazy HSL w grupach siSCD4 BSA i siSCD4 18:0 byt wyzszy niz w odpowiednich
grupach kontrolnych (Ryc. 26B,C). Zawartos¢ biatka pHSL(563) byta podobna, a pHSL(565)
nizsza w komorkach z obnizong ekspresja Scd4 hodowanych w warunkach normalnych,
natomiast po traktowaniu 18:0 zawarto§¢ obydwu form biatka byla nizsza w poroéwnaniu do
komorek kontrolnych w tych samych warunkach (Ryc. 26B,C). Poziom fosforylacji
zwigkszajacej aktywno$¢ lipazy HSL tj. pHSL(563) byl podobny, a pHSL(565) hamujace;j
aktywnos$¢ enzymu byt nizszy w grupie siSCD4 BSA w odniesieniu do grupy non-targ BSA
(Ryc. 26D). W warunkach traktowania 18:0 poziom obu fosforylacji byt nizszy w komorkach
z zahamowang ekspresja Scd4 niz w komorkach kontrolnych (Ryc. 26D).

Reasumujac, wyzsza aktywno$s¢ ATGL w komorkach z zahamowang ekspresja Scd4
byta powigzana ze zwickszong zawartoscig bialka pozytywnie regulujagcego ten enzym
(ABHDS) 1 brakiem zmian w poziomie bialka hamujacego aktywnos$¢ ATGL tj. GOS2. Poziom
fosforylacji pHSL565 byt nizszy w obu grupach siSCD4 BSA 1 18:0. Przedstawione wyniki
wskazuja na wyzsza aktywnos$¢ lipolizy w warunkach zahamowanej ekspresji Scd4
w kardiomiocytach.
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Ryc. 26. Wplyw wyciszenia ekspresji Scd4 na proces lipolizy w komoérkach HL-1. (A) Aktywno$¢ lipazy
ATGL; (B) reprezentatywne immunobloty bialek zaangazowanych w proces lipolizy: ATGL, swoista dla
adipocytow lipaza triacyloglicerolowa; ABHD5, O-acylotransferaza 1-acyloglicerolo-3-fosforanu; PKA, kinaza
biatkowa A; G0S2, przetacznik molekularny faz GO/G1 cyklu komoérkowego; HSL, lipaza zalezna od hormondw;
pHSL(563), HSL z fosforylacja w pozycji S563; pHSL(565) HSL z fosforylacja w pozycji S565; (C) wyniki
analizy densytometrycznej; (D) poziom fosforylacji pHSL(563) i pHSL(565). Wyniki przedstawiono jako $rednig
+ SD; n = 3 niezalezne eksperymenty; a — p < 0,05 vs. non-targ BSA; b — p < 0,05 vs. non-targ 18:0; ¢ — p < 0,05
vs. siSCD4 BSA.
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6.2.5. Proces B-oksydacji kwasow thuszczowych w sercu myszy SCD4"

FAs uwolnione w wyniku lipolizy mogg ulega¢ utlenianiu w mitochondriach. Dlatego
przeanalizowano szlak B-oksydacji FAs w kardiomiocytach z wyciszong ekspresja Scd4.
Stwierdzono wzrost zawartosci biatek: PPARa, PGC-la, pAMPK, CPT1, VLCAD
(Ryc. 27A,B) oraz liczby czasteczek mRNA genow: Cptla, Acadl, Hadh i Acatl w sercu myszy
WT HFD i SCD4” HFD wzgledem odpowiednich grup kontrolnych chow (Ryc. 27C). Poziom
fosforylacji AMPK, ale nie ACC, byl wyzszy w grupach WT HFD i SCD4”" HFD
w poréwnaniu do WT chow i SCD4” chow, odpowiednio (Ryc. 27D). Poziom biatek PPAR,
PGC-1a, AMPK, UCP3, a takze poziom fosforylacji AMPK i ACC byty nizsze w mig$niu
sercowym myszy grupy SCD4” chow w poréwnaniu do grupy WT chow (Ryc. 27A,B,D).
W grupie SCD4” HFD wzgledem grupy WT HFD stwierdzono mniejsza zawarto$¢ biatek
PPARa, VLCAD, fosforylacjec pAMPK i1 pACC oraz liczbg zliczen genéw Acadl i Hadh
(Ryc. 27).

Reasumujac, w warunkach HFD w sercu myszy obu genotypow doszto do wzrostu
zawartosci mRNA oraz bialek zaangazowanych w proces B-oksydacji FAs, co wskazuje na
wzrost aktywnosci tego szlaku. W porownaniu do grupy WT chow poziom wigkszoSci
z analizowanych biatek byt nizszy w sercu myszy z grupy SCD4” chow, a czgé¢ z nich byta
nizsza takze w grupie SCD4”7 HFD wzgledem grupy WT HFD, co moze sugerowaé nizszy
poziom B-oksydacji FAs w sercu myszy SCD4™,
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Ryc. 27. Proces B-oksydacji kwasow thuszczowych w sercu myszy SCD4”. (A) Reprezentatywne immunobloty
bialek zaangazowanych w proces [-oksydacji FAs: PPARa, receptor aktywowany przez proliferatory
peroksysomow a; PGC-1a, koaktywator receptora PPAR v typu 1 a; AMPK, biatkowa kinaza aktywowana przez
AMP; pAMPK, ufosforylowana AMPK; ACC, karboksylaza acetylo-CoA; pACC, ufosforylowana ACC; CPT1,
acylotransferaza karnitynowa 1; VLCAD, dehydrogenaza acylo-CoA bardzo dlugotancuchowych kwasow
thuszczowych; UCP3, biatko rozprzeggajace 3; (B) wyniki analizy densytometrycznej; (C) znormalizowana liczba
zliczen czasteczek mRNA genow biatek B-oksydacji: Ppargcla, koaktywator receptora PPAR y typu 1 a; Cptla,
acylotransferaza karnitynowa 1a; Acadl, dehydrogenaza acylo-CoA dtugotancuchowych kwasow tluszczowych;
Hadh, dehydrogenaza 3-hydroksyacylo-CoA; Acatl, acetylo-CoA acylotransferaza/tiolaza; (D) poziom
fosforylacji pAMPK i pACC. Wyniki przedstawiono jako $rednig = SD; n > 10 myszy/grupa; a — p < 0,05 vs. WT
chow; b —p < 0,05 vs. WT HFD; ¢ — p < 0,05 vs. SCD4-/- chow.

6.2.6. Transport kwaséw thuszczowych do kardiomiocytow

Kolejnym szlakiem majacym wptyw na zawarto$¢ lipidow jest transport FAS do wnetrza
komorki. Z wykorzystaniem mikroskopii fluorescencyjnej oraz narzgdzi programu ImageJ do
analizy poziomu fluorescencji zmierzona zostata zawarto$¢ biatka CD36 w tkankach
barwionych immunofluorescencyjnie. Serca myszy obu genotypow karmionych pasza HFD
wykazywaty tendencje wzrostowg zawartosci CD36 w porownaniu do odpowiednich grup
chow (Ryc. 28A,B). W migéniu sercowym w grupach SCD4”" chow i SCD4”" HFD poziom
CD36 nie roznit si¢ od grup WT chow i WT HFD. Liczba czasteczek mRNA gendéw Cd36,
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Slc27al i Fabp5 byla wyzsza u myszy WT HFD i SCD4” HFD, w odniesieniu do
odpowiednich grup chow, a dodatkowo w grupie SCD4” HFD byto wiecej Fabp5 niz w grupie
WT HFD (Ryc. 28C). Wyniki te pokazuja, ze, w sercu myszy obu genotypoéw na diecie chow
zawarto$¢ transporterow FAS byla na podobnym poziomie, a w warunkach HFD nastapit jej
wzrost.

SCD4”" chow SCD4”" HFD

WT chow B WTHFD SCD4™" chow B scp4” HFD

B 1.5+ C

104

0.5+

a a,b,c
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104z HHall 2Hall 1
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[jednostki umowne]

Poziom fluorescencji
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Znormalizowane zliczenia
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Ryc. 28. Zawarto$¢ transporteréw kwasow tluszczowych w sercu myszy SCD47. (A) Reprezentatywne zdjecia
lewej komory serca barwionej immunofluorescencyjnie przeciwcialem anty-CD36 (kolor zielony) oraz
barwnikiem specyficznym dla jader komérkowych (kolor niebieski), skala wskazuje 40 pm; (B) wyniki analizy
poziomu fluorescencji przeciwciata anty-CD36; (C) znormalizowana liczba zliczef czasteczek mRNA gendéw
biatek transportu kwasow thuszczowych: Cd36, translokaza kwasow ttuszczowych; Slc27al, biatko transportujgce
kwasy tluszczowe 1; Fabpb, biatko wiazace kwas thuszczowy 5. Wyniki przedstawiono jako $rednig + SD; (A,B)
n = 3 myszy/grupa, (C) n > 10 myszy/grupa; a — p < 0,05 vs. WT chow; b — p < 0,05 vs. WT HFD; ¢ — p < 0,05
vs. SCD4-/- chow.
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6.3. Wplyw wyciszenia Scd4 na szlak metabolizmu glukozy

Wykorzystanie FAs jako substratu energetycznego powoduje spadek utylizacji glukozy
(tzw. cykl Randle’a) (Randle i in. 1963), w zwigzku z tym dokonano analizy Szlaku
metabolizmu glukozy. W sercu myszy obu genotypéw karmionych pasza HFD doszio do
spadku zawartos$ci biatlek pAKT(T308) i GLUT4 (Ryc. 29A,B) oraz liczby czasteczek mRNA
genéw: Slc2al, Hk1, Eno3, Ldhb natomiast wzrostu liczby czasteczek mRNA Pdk4 (Ryc. 29C)
wzgledem odpowiednich grup chow. W sercu myszy grupy SCD47 HFD zawarto$é
PI3K(p110a), pAKT1(S473) byta nizsza (Ryc. 29A,B) w poréwnaniu do grupy SCD4”- chow.
W grupie WT HFD, ale nie SCD4” HFD, zawarto$¢ AKT1 byla wyzsza w poréwnaniu do
wlasciwych grup chow. Serca myszy grupy SCD4” chow, w odniesieniu do serc myszy WT
chow, charakteryzowaly si¢ nizsza zawartoscig PI3K(p110a), pAKT1(S473), pAKT1(T308),
pAS160 oraz GLUT4 (Ryc. 29A,B). Poziom fosforylacji AKT1 w pozycji S473 oraz T308 byt
nizszy w sercu myszy obu genotypow karmionych pasza HFD w odniesieniu do odpowiednich
grup chow (Ryc. 29D). W grupie SCD4"- chow poziom fosforylacji AKT1(S473), AKT1(T308)
1 pAS160 byt nizszy w odniesieniu do grupy WT chow (Ryc. 29C).

Podsumowujac, przedstawione wyniki wskazuja na zahamowany metabolizm glukozy
w sercu myszy WT i SCD4”7 w warunkach HFD, a ponadto obnizony metabolizm glukozy
w sercu myszy SCD4" chow wzgledem myszy WT chow.
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Ryc. 29. Szlak metabolizmu glukozy w sercu myszy SCD4". (A) Reprezentatywne immunobloty biatek
zaangazowanych w metabolizm glukozy: PI3K(p1100a), podjednostka 110a kinazy 3-fosfatydyloinozytolu; AKT1,
kinaza biatkowa B; pAKT1(S473), AKT1 z fosforylacja w pozycji S473; pAKT1(T308), AKT1 z fosforylacja
w pozycji T308; AS160, substrat biatkowy 160 kDa dla kinazy AKT; pAS160, ufosforylowany substrat biatkowy
160 kDa dla kinazy AKT; GLUT4, transporter glukozy typu 4; (B) wyniki analizy densytometrycznej;
(C) znormalizowana liczba zliczen czasteczek mRNA genow bialek metabolizmu glukozy: Slc2al, transporter

87



WyniKi

glukozy typu 1; Slc2a8, transporter glukozy typu 8; Hk1, heksokinaza; Eno3, enolaza; Pdk4, kinaza dehydrogenazy
pirogronianowej 4; Ldhb, dehydrogenaza mleczanowa; (D) poziom fosforylacji pAKT1 i pAS160. Wyniki
przedstawiono jako $rednig = SD; n > 10 myszy/grupa; a — p < 0,05 vs. WT chow; b — p < 0,05 vs. WT HFD;
¢ —p < 0,05 vs. SCD4-/- chow.

6.4. Wplyw wyciszenia Scd4 na aktywnos$¢ mitochondriow
I poziom ROS w sercu

6.4.1. Liczba mitochondriow

Zwigkszona B-oksydacja FAs moze wplywaé na zmiany strukturalne w mitochondriach,
dlatego tez przeprowadzono analizy majace na celu oceni¢ aktywno$¢ i morfologie tych
organelli. Analiza zdje¢ lewej komory serca wykonanych przy pomocy TEM wykazata wzrost
0 26 % S$redniej powierzchni pojedynczego mitochondrium w sercu myszy WT HFD
w poréwnaniu do grupy WT chow (Ryc. 30A,B). Sredni rozmiar mitochondrium mig$nia
sercowego myszy SCD4" chow i HFD nie roznit si¢ od grupy WT chow (Ryc. 30A,B). Liczba
mitochondridw przypadajaca na jednostke powierzchni tkanki byla podobna w sercu myszy
grupy SCD47 chow i SCD4”" HFD wzgledem odpowiednich grup kontrolnych WT
(Ryc. 30A,C). Procentowy udzial mitochondriéw w powierzchni tkanki nie roznit si¢ pomigdzy
grupami SCD4” chow i WT chow, natomiast w warunkach HFD wyniést 43 % w grupie WT
i 38 % w grupie SCD4” (Ryc. 30D).

Podsumowujac, dieta HFD spowodowata przerost mitochondriéw w sercu myszy WT,
natomiast u myszy pozbawionych SCD4 w tych samych warunkach nie stwierdzono takiego
efektu.
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Ryc. 30. Analiza mitochondriéw miesnia sercowego za pomoca mikroskopii elektronowej (TEM).
(A) Reprezentatywne zdjecia mitochondriow (kolor zotty) w przekroju poprzecznym lewej komory serca, skala
wskazuje 2 pm; (B) $rednia powierzchnia pojedynczego mitochondrium; (C) liczba mitochondriow przypadajaca
na jednostk¢ powierzchni tkanki; (D) procent powierzchni tkanki zajety przez mitochondria. Wyniki
przedstawiono jako $rednig + SD; (B) n < 380 mitochondriéw, (C,D) n =3 myszy/grupa; a —p < 0,05 vs. WT chow;
b—p <0,05vs. WT HFD; ¢ — p < 0,05 vs. SCD4" chow.

6.4.2. Szlak selektywnej degradacji mitochondriow (mitofagia)

Mitofagia wspotdzialajac z procesem podziatu mitochondriéw, wptywa na rozmiar tych
organelli (Atici i in. 2023), dlatego w nastgpnym etapie badan dokonano analizy wplywu
zahamowania ekspresji Scd4 na rozmiar mitochondriow i na szlak selektywnej degradacji
mitochondridw. Zawartos¢ bialek szlaku mitofagii: LC3B, LAMP1, NRF1, Parkin byla nizsza
w sercu myszy WT HFD, a w sercu myszy SCD4’ HFD wyzsza w poréwnaniu do
odpowiednich grup chow (Ryc. 31A,B). Zawartos¢ KEAP1L, odpowiedzialnego za degradacj¢
NRF2, byta wyzsza u myszy obu genotypéw w warunkach HFD. W sercu myszy grupy SCD4"
- choww poréwnaniu do WT chow, byta wyzsza zawartos¢ biatek autofagii, tj. LAMP1, NRF1,
Parkin, oraz biatka TFAM regulujacego transkrypcje mitochondrialnego DNA (Ryc. 31A,B).
Nie stwierdzono roéznic w liczbie czagsteczek mRNA: Sqstml, Mapllc3b, Keapl, Nrfl, Prkn,
Tfam (Ryc. 31C). Sposrod gendw zaangazowanych w proces fuzji mitochondriow — Mfnl,
Mfn2, Opal — tylko ostatni z nich miat wyzsza ekspresje u myszy WT HFD w poréwnaniu do
zdrowych myszy WT chow, pozostate geny wykazywatly tendencje wzrostowa (Ryc. 31D).
W pozostalych grupach nie zaobserwowano réznic w poziomie ekspresji tych genow. Wyniki
te wskazujg na obnizony proces mitofagii w sercu myszy WT HFD w odniesieniu do grupy WT
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chow, natomiast wzmozona mitofagie w sercu myszy SCD4” HFD w poréwnaniu do SCD4”
chow.
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Ryc. 31. Szlak mitofagii w sercu myszy SCD4". (A) Reprezentatywne immunobloty biatek zaangazowanych
w proces mitofagii: LC3B, lekki tancuch 3B biatek 1A/1B zwigzanych z mikrotubulami; LAMPL, biatko
membrany lizosomu 1; KEAPL, biatko wiazace jadrowy czynnik oddechowy 2; NRF1, jadrowy czynnik
oddechowy 1; Parkin; TFAM, mitochondrialny czynnik transkrypcyjny A; (B) wyniki analizy densytometrycznej;
(C) znormalizowana liczba zliczen czgsteczek mRNA gendw bialek szlaku mitofagii: Sqstm1, biatko p62 wigzace
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si¢ z ubikwityng; Map1lc3b, lekki tancuch 3B biatek 1A/1B zwigzanych z mikrotubulami; Keapl, biatko wigzgce
jadrowy czynnik oddechowy 2; Nrfl, jadrowy czynnik oddechowy 1; Prkn, parkin; Tfam, mitochondrialny czynnik
transkrypcyjny A; (D) wzgledna ekspresja genow: Mfnl, mitofuzyna 1; Mfn2, mitofuzyna 2; Opal, GTPaza
podobna do dynaminy; Drpl, biatko podobne do dynaminy-1; Fisl, biatko podziatu mitochondriow. Wyniki
przedstawiono jako $rednig = SD; n > 10 myszy/grupa; a — p < 0,05 vs. WT chow; b — p < 0,05 vs. WT HFD;
¢ —p < 0,05 vs. SCD4-/- chow.

6.4.3. Lancuch transportu elektronéw (fosforylacja oksydacyjna)

W celu sprawdzenia czy zmiany w rozmiarze mitochondriéw oraz w szlaku ich
selektywnej degradacji wplynely na aktywno$¢ ETC, przeanalizowano szlak fosforylacji
oksydacyjnej. Zawarto$¢ mitochondrialnych bialek fosforylacji oksydacyjnej tj. syntazy ATP,
oksydazy cytochromu c (kompleks 1V), oksydoreduktazy koenzym Q-cytochrom ¢ (kompleks
I11), dehydrogenazy bursztynianowej (kompleks II) i dehydrogenazy NADH (kompleks I) byta
podwyzszona w sercu myszy WT HFD w poréwnaniu do WT chow. Natomiast w sercu myszy
z grupy SCD4” HFD wzgledem SCD4” chow stwierdzono wyzszy poziom jedynie syntazy
ATP i kompleksu IV (Ryc. 32A,B). W migéniu sercowym myszy z grupy SCD4” chow
w poréwnaniu do WT chow zawarto$¢ syntazy ATP byta wyzsza, a kompleksow 1, II oraz 111
nizsza. Ponadto w grupie SCD4” HFD wzgledem grupy WT HFD byta nizsza zawarto$é
wigkszosci biatek, oprocz kompleksu IV (Ryc. 32A,B). Wzgledna ekspresja genu Ndufv2,
kodujacego podjednostke rdzenia dehydrogenazy NADH bylta wyzsza w sercu myszy WT
HFD, ale nie SCD4" HFD, w poréwnaniu do WT chow i SCD4” chow, odpowiednio
(Ryc. 32C). Analiza aktywnos$ci dehydrogenazy NADH wykazata podwyzszong aktywno$¢
kompleksu | u myszy WT HFD i SCD4” HFD, natomiast w grupie SCD4”" HFD byta ona
nizsza niz w grupie WT HFD (Ryc. 32D,E).

Wyniki te pokazuja, ze w migéniu sercowym myszy WT HFD, ale nie SCD4"" HFD,
w poréwnaniu do odpowiednich grup chow byta wyzsza wzgledna ekspresja Ndufv2 oraz
zawarto$¢ biatka kompleksu I, II 1 III. W sercu myszy obu genotypéw w warunkach HFD
wzrosta aktywno$¢ dehydrogenazy NADH wzgledem odpowiednich grup chow, jednak
w grupie SCD47 HFD aktywno$¢ byla nizsza niz w WT HFD. Moze to $wiadczyé
0 wzmozone] aktywnosci catego tancucha transportu elektrondw 1 syntazy ATP w sercu myszy
WT karmionych pasza HFD, a u myszy SCD4"" tylko ostatniego biatka kompleksu ETC oraz
syntazy ATP.

91



Wyniki

8 wrchow B WTHFD W scD4” chow I scp4” HFD

A WT scpa’
chow HFD chow HFD

Syntaza ATP S s s s
Kompleks [V 4 S S S e o o o
Kompleks |11 s s— -
Kompleks |1 /e e
Kompleks | /s e s -
GAPDH em» e ane e« e w w

B _ 2.5+ C © —_ 2.5=
g 2 =D
= § 2.0- o §204 7
13 5é a
9 5 1.5+ <5 1.5+ b
= © X
£3 10- € % 1.0
S o T o
55 05- B35 0.5
N o [
) S
0.0~ 0.0~
Syntaza Kompleks Kompleks Kompleks Kompleks Ndufv2
ATP v 1] ] |
D  wrchow ;VJ!/ E S 254 .
T < n o
# o & . 47 S £ 20
/" O 7 g- g ab,.c
1.54 b
P & g3
/7 @ % 1.0
A S o
e . c c
' 3 S 0.57
‘i % 25
s 5% 3 < 0.0-

SCD4” chow
{ y ¢ ;‘— &

§

Ryc. 32. Mitochondrialny kompleks bialek fosforylacji oksydacyjnej w sercu myszy. (A) Reprezentatywne
immunobloty biatek syntazy ATP oraz tancucha transportu elektronéw (ETC): kompleks I, dehydrogenaza
NADH; kompleks 11, dehydrogenaza bursztynianowa; kompleks 111, oksydoreduktaza koenzym Q-cytochrom c;
kompleks 1V, oksydaza cytochromu c; (B) wyniki analizy densytometrycznej; (C) wzgledna ekspresja genu
podjednostki rdzenia dehydrogenazy NADH (Ndufv2); (D) Reprezentatywne zdjgcia $ciany lewej komory serca
barwionej zaleznie od aktywnosci dehydrogenazy NADH, wykonane z wykorzystaniem obiektywu 0 20-krotnym
powiekszeniu, skala wskazuje 40 um; (E) wynik analizy ggstosci optycznej. Wyniki przedstawiono jako $rednia
+ SD; (A-C) n > 10 myszy/grupa, (D,E) n = 3 myszy/grupa; a—p < 0,05 vs. WT chow; b —p < 0,05 vs. WT HFD;
¢ —p <0,05vs. SCD4" chow.
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6.4.4. Poziom ROS

Wzmozona aktywno$¢ mitochondriow, a dokladniej dehydrogenazy NADH jest
istotnym zrédtem ROS (Zhao i in. 2019). Analiza zdjg¢ mikroskopowych tkanki sercowej
barwionej fluorescencyjnym czynnikiem czutym na ROS wykazata ich podwyzszony poziom
u myszy obu genotypéw w warunkach HFD, w poréwnaniu do odpowiednich grup chow.
W sercu myszy SCD4” HFD zawarto$§¢ ROS byla nizsza niz u myszy z grupy WT HFD
(Ryc. 33A,B).

A WT chow WT HFD WT chow

=1 WT HFD
SCD4™ chow
3 scb4” HFD

B

[3,]
1
B o

H
1

w
1

b,c
SCD47" HFD

Zawartos¢ ROS
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1
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Ryc. 33. Wplyw wyciszenia SCD4 na zawarto$¢ reaktywnych form tlenu (ROS) w lewej komorze serca
myszy. (A) Reprezentatywne zdjgcia wybarwionych ROS (kolor czerwony) w preparatach mig¢énia sercowego
wykonane z wykorzystaniem obiektywu o 10-krotnym powickszeniu, skala wskazuje 80 um; (B) wynik pomiaru
intensywnosci fluorescencji. Wyniki przedstawiono jako $rednia £ SD; n = 3 myszy/grupa; a — p < 0,05 vs.
WT chow; b — p < 0,05 vs. WT HFD; ¢ — p < 0,05 vs. SCD4" chow.

6.5. Lancuch transportu elektronow w komorkach HL-1
z wyciszong ekspresja Scd4

W celu potwierdzenia uzyskanych w modelu in vivo rezultatow, uzyto komorek HL-1
z wyciszong ekspresja Scd4, ktore dodatkowo traktowano 18:0. W komorkach grupy non-targ
18:0, ale nie siSCD4 18:0, stwierdzono wzrost zawartosci bialek oksydazy cytochromu c
(kompleks 1V), oksydoreduktazy koenzym Q-cytochrom ¢ (kompleks I11) i dehydrogenazy
bursztynianowej (kompleks II) w porownaniu do odpowiednich grup traktowanych BSA.
Zawarto$¢ dehydrogenazy NADH (kompleks I) byta wyzsza w grupach non-targ i siSCD4
w warunkach traktowania 18:0, w poréwnaniu do odpowiednich grup kontrolnych
traktowanych BSA (Ryc. 34A,B). Komorki z grupy siSCD4 traktowane zaréwno 18:0 i BSA
mialy nizszy poziom bialek kompleksu I 1 II niz komoérki kontrolne w tych samych warunkach.
Traktowanie komorek HL-1 18:0 aktywowalo dehydrogenaz¢ NADH (kompleksu I) w grupach
non-targ i siSCD4, wzgledem odpowiednich grup traktowanych BSA. Jednak w grupie siSCD4
18:0 aktywnos$¢ enzymatyczna byta nizsza niz w komodrkach grupy non-targ 18:0 (Ryc. 34C,D).
Wyniki te sugeruja aktywacje mitochondrialnego ETC, a szczegélnie kompleksu I
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odpowiedzialnego za produkcje ROS, w warunkach traktowania 18:0. Wyciszenie ekspresji
Scd4 hamuje efekt wywotany dziataniem 18:0.
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Ryc. 34. Mitochondrialny kompleks bialek fosforylacji oksydacyjnej w komérkach HL-1 z wyciszona
ekspresja Scd4. (A) Reprezentatywne immunobloty biatek syntazy ATP oraz taficucha transportu elektronow
(ETC): kompleks I, dehydrogenaza NADH; kompleks Il, dehydrogenaza bursztynianowa; kompleks Iil,
oksydoreduktaza koenzym Q-cytochrom c; kompleks 1V, oksydaza cytochromu c; (B) wyniki analizy
densytometrycznej; (C) reprezentatywne zdjecia komorek HL-1 barwionych biekitem nitrotetrazolowym (NBT),
zaleznie od aktywnosci dehydrogenazy NADH, wykonane z wykorzystaniem obiektywu o 20-krotnym
powickszeniu, skala wskazuje 40 um; (D) wynik analizy gestosci optycznej. Wyniki przedstawiono jako $rednig
+ SD; (A,B) n = 3 niezalezne eksperymenty, (C,D) n = 300 komoérek; a — p < 0,05 vs. non-targ BSA; b — p < 0,05
vs. non-targ 18:0; ¢ — p < 0,05 vs. siSCD4 BSA.

6.6. Wplyw wyciszenia Scd4 na gospodarke jonow wapnia
w kardiomiocytach
6.6.1. Zawarto$¢ biatek regulujgcych rownowage wapniowg w sercu myszy

Jony wapnia wptywaja na regulacj¢ szlakow lipolizy (Zhang i in. 2021), lipogenezy
Zemel 2003), B-oksydacji FAs (Georgiou i in. 2015) oraz strukture i aktywno$¢ mitochondridw
(Lai i Qui 2020). W zwigzku z zaobserwowanymi zmianami w wymienionych szlakach,
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przeanalizowano szlak homeostazy Ca?*, ktore posrednio wptywaja na wymienione $ciezki
sygnatowe.

W sercu myszy WT i SCD4” karmionych pasza HFD spadta zawartos¢ mRNA genu
biatka wigzacego wapn S100al (Ryc. 35A). Analiza Western Blot wykazata spadek zawarto$ci
biatek PKA, CaMKII6 oraz SERCAZ2a, z jednoczesnym wzrostem obu form PLN (aktywne;j
monomerycznej i nieaktywnej ufosforylowanej pentamerycznej) i zachowaniem stosunku
pPLN/mPLN w sercu myszy WT HFD w poréwnaniu do grupy WT chow (Ryc. 35A,B).
W sercu myszy SCD4" efekt HFD wzgledem grupy SCD4” chow byt czesciowo odwrotny —
zawarto$¢ biatek CaMKII5 i SERCA2a wzrosta, natomiast PKA si¢ nie zmienita. W grupie
SCD4" chow stwierdzono wyzszy poziom biatka PKA, mPLN, pPLN, stosunku pPLN/mPLN
i SERCA2a, natomiast nizszy CaMKII5 wzgledem grupy WT chow (Ryc. 35A,B). Nie
stwierdzono natomiast istotnych réznic w zawartosci biatka RyR w sercu myszy pozbawionych
SCD4 z grup chow i HFD wzgledem odpowiednich grup WT (Ryc. 35A,B).

Podsumowujac, przedstawione wyniki wskazuja na zaburzong réwnowage wapniowa
w sercu myszy z grupy WT HFD oraz aktywacje¢ bialek zaangazowanych w regulacje
homeostazy wapnia w sercu myszy grupy SCD4” HFD wzgledem odpowiednich grup chow.
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Ryc. 35. Gospodarka jonéw Ca?*w sercu myszy WT i SCD4". (A) Znormalizowana liczba zliczen czasteczek
mRNA genu biatka wigzgcego waph S100al; (B) reprezentatywne immunobloty biatek szlaku transportu Ca®* do
siateczki srodplazmatycznej: PKA, kinaza biatkowa A; CaMKII$, kinaza zalezna od wapnia i kalmoduliny typu
Il; PLN, fosfolamban forma monomeryczna (mPLN) i pentameryczna (pPLN); SERCAZ2a, sarkoplazmatyczna
Ca?*-ATPaze typu 2; RyR, kanat rianodynowy; (C) wyniki analizy densytometrycznej. Wyniki przedstawiono
jako $rednig £ SD; n > 10 myszy/grupa; a — p < 0,05 vs. WT chow; b — p < 0,05 vs. WT HFD; ¢ — p < 0,05 vs.
SCD4-/- chow.
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6.6.2. Zawartos¢ biatek regulujacych rownowage wapniowa
| wewnatrzkomorkowy poziom jonéw wapnia w komoérkach HL-1

W celu okreslenia czy zmiany w szlaku homeostazy Ca?* wplywaja na zawartos¢ Ca?*
w kardiomiocytach wykorzystano model in vitro. Analiza intensywnosci fluorescencji
barwnika zaleznego od obecnosci Ca®" wykazata 37 % wyzszy poziom tych jonow
w komorkach HL-1 siSCD4 (Ryc. 36A). Inkubacja komoérek HL-1 non-targ z 18:0
spowodowata wzrost zawarto§ci mPLN wzgledem komorek kontrolnych hodowanych
W obecnosci BSA. Zawarto$¢ biatka PKA byta nizsza w grupie siSCD4 18:0 wzgledem grupy
non-targ 18:0 (Ryc. 36B,C). Wyzsza zawartos$cig biatka RyR charakteryzowaty si¢ komorki
HL-1 siSCD4 18:0 oraz HL-1 non-targ 18:0 w poréwnaniu do komoérek hodowanych
w warunkach normalnych (BSA), takze siSCD4 BSA wzgledem non-targ BSA (Ryc. 36B,C).

Reasumujac, wyniki uzyskane in vitro potwierdzity wptyw obnizonej ekspresji Scd4 na
biatka szlaku homeostazy Ca?*. Zmianom w zawartoéci ww. biatek towarzyszyt zwiekszony
poziom Ca?* w kardiomiocytach.
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Ryc. 36. Zawarto$¢ bialek zaangazowanych w gospodarke jonéw wapnia Ca®*. (A) Pomiar zawartoéci Ca®*
w komoérkach HL-1 z obnizong ekspresja Scd4; (B) reprezentatywne immunobloty biatek szlaku transportu Ca?*
do siateczki srodplazmatycznej: PKA, kinaza biatkowa A; mPLN, fosfolamban forma monomeryczna; RyR, kanat
rianodynowy; (C) wyniki analizy densytometrycznej. Wyniki przedstawiono jako $rednig + SD; n = 3 niezalezne
eksperymenty; a — p < 0,05 vs. non-targ BSA; b — p < 0,05 vs. non-targ 18:0; ¢ — p < 0,05 vs. siSCD4 BSA.
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7.Dyskusja

Dotychczasowe dane literaturowe przedstawiajg biatkko SCD4 jako izoforme
specyficzng dla serca myszy, przy czym obecno$¢ mRNA zostata sprawdzona dla tkanek: serca,
mozgu, §ledziony, ptuc, watroby, migsni szkieletowych, nerek oraz jader (Miyazaki i in. 2003).
Wyniki opisane w niniejszej pracy przedstawiajg nowo poznane funkcje SCD4 w regulacji
metabolizmu myszy, ze szczegdlnym uwzglednieniem serca. Wykazane zmiany masy ciata,
jego stluszczenia, poziomu glukozy, insuliny i cholesterolu w osoczu oraz wspotczynnika
HOMA-IR u zwierzat SCD4” sugeruja, iz Scd4 moze ulega¢ ekspresji rowniez w innych
narzgdach majacych wptyw na wymienione parametry np. w trzustce lub jelitach.

Brak ekspresji Scd4 wptywa na regulacje masy oraz stluszczenia ciata. Myszy SCD4™"
w porownaniu do myszy WT, charakteryzowaly si¢ nizsza masg ciata na poczatku
eksperymentu. Moze to by¢ spowodowane m.in. nizsza masg tkanki thuszczowej w catym ciele,
ktéra w warunkach standardowych wynosi ok. 3,5 g, co stanowi ok. 16 % masy ciatla,
a warunkach otylosci nawet 37 % masy ciata (14,6 g) (Kaiyala i in. 2010). W obecnej pracy
odnotowano nizsza o 13 % mase trzewnej tkanki thuiszczowej u myszy SCD4” chow
w poréwnaniu do myszy WT chow. Natomiast myszy SCD4”- HFD zakumulowaty 57 % mniej
thuszczu trzewnego niz myszy z grupy WT HFD, co wskazuje, Ze obnizony przyrost masy ciata
w duzej mierze byt spowodowany nizszym stluszczeniem ciala myszy SCD4”. Badania
z wykorzystaniem myszy SCD1gko (Ntambi i in. 2002), SCD2” (O'Neill i in. 2020) oraz
DGAT1” (Cheniin. 2002a, Chen i in. 2002b) wykazaly, ze zwierzeta te maja zwickszony tzw.
,wydatek energetyczny” na skutek wickszej wrazliwosci tkanek obwodowych na leptyne (Chen
I in. 2002b), podwyzszong niezaleznie od PPARa ekspresje gendw termoregulacji w watrobie
i brazowej tkance thuszczowej (Miyazaki i in. 2004) lub zmian w zawarto$ci kwasow 16:1
118:1, bedacych czasteczkami sygnatowymi w podwzgorzu, gdzie znajduje si¢ osrodek sytosci
i gtodu (de Moura i in. 2016). W niniejszej pracy ,,wydatek energetyczny” nie byt badany,
jednak moze to by¢ przyczyna spadku masy ciata oraz jej nizszego przyrostu w warunkach
HFD u zwierzat SCD4™"".

Brak SCDI1, zar6wno w catym organizmie jak 1 w samej skorze, chroni myszy przed
otytoscig i insulinoopornoscia, sugerujac obecnos¢ wzajemnych zalezno$ci (ang. cross-talk)
miedzy réoznymi tkankami w odpowiedzi metabolicznej (Miyazaki i in. 2009, Sampath i in.
2009, Burchat i in. 2022). Badania przeprowadzone przez Burchat i wsp. (2022) wykazaty
obnizenie ekspresji gendw lipogenezy w watrobie myszy SCD1iko w warunkach HCD, co
jednak nie przelozyto si¢ na nizszy poziom lipidow we wspomnianej tkance, natomiast obnizyto
poziom TG wosoczu. Zmniejszone wchianianie tre§ci pokarmowej w przewodzie
pokarmowym chroni przed otyto$ciag wywotang dieta, a mechanizm ten jest celem interwencji
farmakologicznych (Wit i in. 2022). Istotng role w przekazywaniu thuszczy do krwioobiegu
pelnig komorki jelita — enterocyty (Torelli i in. 2019), a szczegdlnie biatka szlaku lipogenezy,
m.in. MGAT (Nelson i in. 2014), DGAT (Hung i in. 2017), ACAT (Zhang i in. 2012) oraz
SCD1 (Burchat i in. 2022), zaangazowane w estryfikacje pobranych FAs i syntezg
chylomikronéw. Badania z wykorzystaniem myszy pozbawionych wspomnianych enzymow
w jelicie, za wyjatkiem SCD1 ko, wykazaty, ze zwierzeta te nie rozwijajg otytosci wywolane;j
dieta (Zhang i in. 2012, Nelson i in. 2014, Hung i in. 2017, Burchat i in. 2022). W warunkach
HFD dochodzi do zwigkszenia ekspresji gendw kodujacych biatka lipogenezy (MGAT, DGAT,
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GPAT) w jelicie, zwigkszonej absorpcji ttuszczy i estryfikacji FAs w enterocytach (Luo i in.
2018). Poniewaz ekspresja Scd4 nie byta badana w jelicie, mozliwe jest, ze Scd4 ulega ekspresji
w tym narzadzie. W takim wypadku, usuni¢cie SCD4 w calym organizmie potencjalnie moze
obniza¢ ekspresje innych enzymow szlaku lipogenezy w enterocytach, jak to zostato
udowodnione dla SCD1 (Burchat i in. 2022), i poprzez obnizenie poziomu CE w 0soczu myszy
SCD4" przyczynia¢ sie do nizszego sthuszczenia ciata. Dalsze badania nad wptywem braku
SCD4 na funkcje jelit mogg wykazaé, czy Scd4 ulega ekspresji w tej tkance oraz, jesli tak, jaka
jest jego funkcja w absorbcji thuszczow i przekazywaniu ich do krwioobiegu.

Podwyzszony poziom glukozy, insuliny, cholesterolu oraz rozwdj insulinoopornosci sa
efektem otytosci w mysich modelach tej choroby, m.in. myszy ob/ob (Dobrzyn i in. 2010;
Suriano i in. 2021), myszy db/db (Suriano i in. 2019, Lu i in. 2021) lub otytosci wywotanej
dieta (Burchfield i in. 2018, Li i in. 2020, Xu i in. 2022). Zahamowanie ekspresji genow
zaangazowanych w lipogeneze, takich jak Scdl, Scd2, Dgatl, pozytywnie wplywa na
wrazliwos¢ na insuling, poziom glukozy i lipidéw w osoczu (Ntambi i in. 2002, Chen i in.
2002a, Chen i in. 2002b, Dobrzyn i in. 2008, O’Neill i in. 2020). Otyte myszy w warunkach
HFD lub db/db, ale nie ob/ob, pozbawione SCD1, maja nizszy poziom glukozy, insuliny, TG
I cholesterolu we krwi, a takze prawidtowa odpowiedz organizmu w tescie tolerancji glukozy
(Flowers i in. 2007, Miyazaki i in. 2009, Dobrzyn i in. 2010). U myszy ob/ob usunigcie SCD1
obnizyto mase¢ oraz zawartos¢ TG w watrobie (Flowers i in. 2007, Miyazaki i in. 2009).
W niniejszej pracy wykazano, ze w warunkach HFD zahamowanie ekspresji Scd4 zachowato
poziom glukozy na czczo, atakze czeSciowo zapobieglo podwyzszeniu poziomu insuliny
1 cholesterolu w poréownaniu do grupy WT HFD. W przeciwienstwie do innych badan
z wykorzystaniem mysiego modelu otytosci wywotanej HFD, w obecnej pracy nie
zaobserwowano réznic w poziomie TG 1 FFA u zwierzat obu genotypéw w warunkach HFD
wzgledem odpowiednich grup chow, czego przyczyna moze by¢ krétszy czas trwania
eksperymentu niz w przytoczonych pracach (Miyazaki i in. 2009, Xu i in. 2022). W badaniach
z wykorzystaniem 16-tygodniowej diety wzrost FFA i TG jest juz zauwazalny w grupach
karmionych HFD (Sun i in. 2020).

Poza TG ,no$nikiem” FAs we krwi wewnatrz lipoprotein s3 CE (Ko i in. 2020).
W osoczu myszy zawarto$¢ CE jest 3-krotnie wyzsza od wolnego cholesterolu (Subbaiah i in.
2012). Mozna wiec przypuszczaé, ze nizszy poziom sttuszczenia ciata myszy SCD4”", pomimo
braku réznic w zawartosci TG w osoczu, wynika z nizszej zawartosci CE, w zwigzku
Z zaobserwowanym nizszym poziomem catkowitego cholesterolu w osoczu. Taki wniosek
jednak wymaga bezposredniego potwierdzenia przy uzyciu osobnych testow na CE oraz
catkowity cholesterol. Obnizony poziom cholesterolu, w tym jego estrow w osoczu, opisano
dla myszy pozbawionych SCD1 (Flowers i in. 2006), a takze w innych badaniach, gdzie jednak
nie zostalo sprecyzowane, czy na zbadany cholesterol sktadaty si¢ jego estry, czy tylko forma
wolna (Dobrzyn i in. 2008, MacDonald i in. 2008, Dobrzyn i in. 2010). Mechanizm tych zmian
obejmuje m.in. spadek poziomu lipoprotein o wysokiej gestosci (HDL, ang. high-density
lipoprotein) (Flowers i in. 2006), niezaleznie od aktywno$ci SCD1 w watrobie, poniewaz brak
SCD1 wytacznie w tym narzadzie nie prowadzit do obnizenia poziomu cholesterolu (Miyazaki
I in. 2007). Wspotczynnik HOMA-IR, okreslajacy wptyw insulinoopornosci na hiperglikemie
na czczo, jest podniesiony u ludzi z insulinoopornoscig (Matthews i in. 1985) i w réznych
zwierzecych modelach otylosci (Sun i in. 2013, Irles i in. 2015, Avtanski i in. 2019), w tym
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otytosci wywotanej przez HFD (Nizar i in. 2016). Dzigki swojej prostocie, doktadnosci
1 powszechnos$ci jest najczgsciej stosowanym modelem do posredniego szacowania
insulinoopornosci (Gutch i in. 2015). HOMA-IR byl obnizony u otylych myszy SCD4”
wzgledem grupy WT HFD, co sugeruje czeSciowe zahamowanie przez brak SCD4
negatywnego wptywu HFD na rozw¢j insulinoopornosci. Jednak w tescie tolerancji glukozy,
wynik myszy SCD4™ nie odbiegat od wyniku myszy WT. Podsumowujac wynik testu tolerancji
glukozy oraz poziomu glukozy i insuliny na czczo mozna zasugerowaé, ze myszy SCD4”
w warunkach spozywania HFD rozwijajg tzw. izolowang uposledzong tolerancj¢ glukozy (ang.
isolated impared glucose tolerance), objawiajacg si¢ normalnym poziomem glukozy na czczo,
ale zaburzonym wynikiem testu tolerancji glukozy. Przyczyna takiego zaburzenia jest znaczna
insulinooporno$¢ miesni i dysfunkcja trzustki, z zachowang wrazliwo$cig na insuling watroby
(Nathan i in. 2007, Varghese i in. 2016). Z kolei myszy WT w warunkach HFD rozwijaja
zarowno uposledzong tolerancje glukozy, jak i zaburzony poziom glukozy na czczo, co oprocz
dysfunkcji komoérek [ trzustki i insulinoopornosci migsni, wigze si¢ z Zzaawansowana
insulioopornoscig watroby (Qiao i in. 2003, Abdul-Ghani i in. 2006). Usuni¢cie SCD4
pozytywnie wptyngto na dlugoterminowa odpowiedZ organizmu w obnizeniu poziomu
glukozy, jednak nie poprawito odpowiedzi krotkoterminowej (dwugodzinnej) jaka ma miejsce
w tescie tolerancji glukozy. Wynik ten jest dobrym prognostykiem, poniewaz izolowana
uposledzona tolerancja glukozy jest stanem poprzedzajacym rozwdj T2D, ktéory mozna
odwroéci¢ i1 dwukrotnie rzadziej prowadzi do rozwoju T2D, niz w potaczeniu z zaburzeniem
poziomu glukozy na czczo (Liu i in. 2022). Ponadto, nizsza warto§¢ HOMA-IR w grupie SCD4"
" HFD moze wynikaé z poprawionej wrazliwosci na insuling watroby, co sugeruje obecnosé
wzajemnego oddziatywania pomiedzy sercem a watrobg.

Przedstawione w niniejszej pracy wyniki dostarczyty istotnych informacji dotyczacych
wplywu braku SCD4 na magazynowanie ttuszczu i morfologi¢ serca. W przeciwienstwie do
myszy pozbawionych SCDI, u ktorych stwierdzono zwigkszony stosunek masy serca do masy
ciala (Dobrzyn i in. 2008), brak SCD4 w warunkach standardowych (chow) nie wptynat na
wyzej wymieniony wspotczynnik. Myszy z grupy SCD4” HFD, ale nie WT HFD, miaty
wieksza mas¢ serca oraz wigkszy stosunek masy serca do dhugosci kosci piszczelowej
w stosunku do grup chow, co sugeruje przerost serca u zwierzat pozbawionych SCD4. Jednak
uwzgledniajac zachowany stosunek masy serca do masy ciala mozna uznaé¢, zZe jest to
fizjologiczna adaptacja do zwigkszonego zapotrzebowania na dostarczenie krwi w zwiazku
z wigksza masa i objetoscia ciata myszy SCD4” karmionych HFD. U myszy WT doszto do
spadku stosunku masy serca do masy ciata w warunkach HFD. Dane literaturowe wskazuja, ze
wigksza masa serca dodatnio koreluje z masg ciata u r6znych ssakéw, w tym myszy (Dawson
i in. 2003, Avila i in. 2017). Patologiczna przebudowa serca objawia si¢ m.in. wzrostem
zawartosci ROS, dysfunkcjg mitochondriow, spadkiem mitofagii i zaburzong homeostaza
jonow Ca®** (Nakamura i Sadoshima 2018). Wszystkie wymienione czynniki wystapity
u zwierzat WT HFD, podczas gdy myszy SCD4”7 HFD miaty zachowane lub w istotnie
mniejszym stopniu zwigkszone wartosci tych wskaznikow. Rozwazania te znajduja swoje
potwierdzenie w wynikach echokardiografii, ktore zostaty opisane w dalszej czesci dyskusji.

Wysoki poziom stluszczenia ciala przyczynia si¢ do przerostu lewej komory serca,
zwloknienia i dysfunkcji serca (Dobrzyn i in. 2008, Alex i in. 2018,). Serce, jako organ wysoce
wyspecjalizowany w ciaglej pracy, wymaga ogromnej ilosci ATP, jest jednak
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nieprzystosowane do akumulowania energii (Nakamura i Sadoshima 2020), co zostato
wykazane na przyktadzie otylych myszy ob/ob (Christoffersen i in. 2003), db/db (Lu i in. 2021)
oraz myszy karmionych HFD (Xu i in. 2022). Wyniki przedstawione w niniejszej pracy
wskazujg, ze o$miotygodniowy okres spozywania HFD, jest wystarczajacy by spowodowac
akumulacje lipidow neutralnych w sercu myszy, a brak SCD4 obniza ich zawarto$¢,
przyczyniajac si¢ do zmniejszenia powierzchni kropli lipidowych. Badania wskazuja, ze
dhugos¢ okresu diety HFD ma wplyw na wywotany przez nig efekt na funkcje¢ serca (Calligaris
1in. 2013, Tan i in. 2021), a czterotygodniowy okres nie wywoluje zmian funkcji i morfologii
serca (Joseph i in. 2019). Na przykladzie mozgu przedstawiono, ze 16-tygodniowy okres
spozywania HFD, ale nie o$miotygodniowy, zwigkszyl ekspresje Scd2 w tym narzadzie.
Obnizenie ekspresji Scd2 w mézgu myszy w warunkach HFD hamowato przybieranie masy
ciala i tkanki thuszczowej, co wspiera hipotezg 0 r6znych mechanizmach odpowiedzi na rozwdj
otyto$ci w zaleznosci od dlugosci trwania eksperymentu (de Moura i in. 2016). W krotkiej
ekspozycji na diet¢ HFD organizm, w celu zachowania prawidlowego dostarczenia krwi do
tkanek obwodowych, odpowiada mechanizmami kompensacyjnymi takimi jak aktywacja
uktadu wspotczulnego oraz renina-angiotensyna-aldosteron, co skutkuje zawezeniem naczyn
krwiono$nych, podwyzszeniem ci$nienia i umiarkowanym przerostem lewej komory serca
(Tan i in. 2021). Jednak wraz z przedluzaniem si¢ diety HFD mechanizmy te staja si¢
niewystarczajace, a wrecz przyczyniaja si¢ do poglebienia dysfunkcji serca i aktywacji szlakow
przeciwstawnych, np. nadprodukcji ANP, peptydu natriuretycznego typu B (ang. B-type
natriuretic peptide, BNP), czynnika martwicy nowotwordéw (ang. tumor necrosis factor a,
TNFa), prowadzac do zwldknienia, apoptozy i HF (Francis i Chu 1994, Mann i Felker 2021).
Wyniki echokardiografii opisane w niniejszej pracy wskazuja na poczatkowy etap rozwoju
dysfunkcji serca myszy WT, wywotany osmiotygodniowym spozywaniem HFD. Brak SCD4
w warunkach HFD, poprzez obnizony poziom zakumulowanych w sercu lipidow, hamuje
przebudowg i zaburzenia funkcji serca. Jak wykazano w modelu in vitro, zahamowanie
ekspresji Scd4 w pierwotnych kardiomiocytach skraca czas relaksacji, a takze hamuje
wydtuzenie tego czasu stymulowane traktowaniem komorek 18:0 (Wolosiewicz i in. 2024), co
sugeruje pozytywny wplyw braku SCD4 na rozwo6j HFpEF, charakteryzujaca si¢ zaburzong
funkcja rozkurczowa (Mgbemena i in. 2021). U zdrowych myszy SCD4” zaobserwowano
spadek EDD i1 EDV, jednak uwzgledniajac wspomniany wcze$niej zachowany stosunek masy
serca do masy ciata mozna zasugerowac, ze jest to fizjologiczna adaptacja do szczuplejszego
fenotypu myszy, a w zwigzku z tym do mniejszego zapotrzebowania na dostarczenie Krwi
(Nakamura i Sadoshima 2018). Hipotezg t¢ potwierdza brak rdéznic w poziomie ekspresji genow
Myh6 i Myh7, ktore sa uznawane za markery HF (Krenz i Robbins 2004), brak zmian ekspresji
Nppa, kodujacego peptyd ANP, oraz spadek Nppb, kodujacego peptyd BNP, towarzyszacy
fizjologicznej przebudowie serca (Nakamura i Sadoshima 2018), a takze brak zwldoknienia,
ktore jest oznakg zaawansowanego przerostu lewej komory serca (Zhu i in. 2022), stwierdzony
w sercu myszy SCD4” w poréwnaniu z WT. W tym kontekscie, zaobserwowany przerost
kardiomiocytow myszy obu genotypow w warunkach HFD, mozna uzna¢ za przystosowanie
fizjologiczne (Zhu i in. 2022). Odwrotny efekt stwierdzono w badaniach na myszach SCD1cko,
gdzie odnotowano wzrost EDD i stosunku masy serca do masy ciata, jednak moze by¢ to
réwniez adaptacja z uwagi na specyficzny fenotyp myszy SCDlcko wyrazajacy si¢ niemal
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zupelnym brakiem futra ipodwyzszona aktywnoscig metaboliczng (Dobrzyn i in. 2008;
Binczek i in. 2007; Sampath i in. 2009).

SFA w porownaniu do MUFA sg bardziej toksyczne, m.in. z powodu mniejszej
podatno$ci na utlenianie i estryfikacj¢ (DeLany i in. 2000) oraz usztywnianie bton w zwigzku
ze swoimi wiasciwosciami fizykochemicznymi (Hac-Wydro 1 Wydro 2007). Wsrdéd FAs
0 najwickszym udziale w diecie HFD sg 18:0, 18:1 1 16:0. Wysoka zawartos¢ 18:1 w diecie
oraz jego duza podatno$¢ na estryfikacje najprawdopodobniej przyczynity si¢ do wzrostu
udziatu (mol%) 18:1, a takze podwyzszonego wspotczynnika desaturacji 18:1/18:0 we frakcji
TG w sercu myszy z grup HFD wzgledem chow. Co ciekawe, w obu grupach SCD4” (chow
I HFD) stwierdzono zwigkszony udziat (mol%) 18:1 we frakcji TG wzgledem odpowiednich
grup WT, poniewaz jego ilos¢ (nmol/g) spadla w mniejszym stopniu niz $redni spadek
wszystkich badanych FAs. Wynik ten wraz z wnioskami opisanymi w dalszej cz¢$ci Dyskusji
sugeruja, ze dominujgcym nad SCD4 zrodtem 18:1 w TG moze by¢ SCD1, co wskazuje na
rozng funkcje enzymow SCD w kardiomiocytach. Ekspresja Scdl nie ulegla zmianie
w warunkach braku SCDA4.

Kwas 18:1 chroni migsien sercowy przed rozwojem insulinooporno$ci, apoptoza
I stanem zapalnym (Perdomo i in. 2015) i mogt przyczyni¢ si¢ do zahamowania zmian
wywolanych akumulacjg SFA w sercu w warunkach HFD. SFA, takie jak 16:0 1 18:0, wywoluja
W sercu myszy stan zapalny, zwldknienie oraz dysfunkcje (Rabkin i Lodhia 2009, Li i in. 2016,
Wang i in. 2017), natomiast MUFA, jak np. 18:1, przyczyniajg si¢ do zahamowania apoptozy
wywolanej ekspozycja na SFA (Rabkin i Lodhia 2009), hamuja przebudowe 1 uszkodzenie
migs$nia sercowego wywotane angiotensyng (Liu T i in. 2020) i izoprenaling (Singh i in. 2020).
Wymienione dziatanie 18:1 najprawdopodobniej wynika z jego zdolnos$ci do neutralizowania
toksycznych wiasciwosci 16:0, poprzez kierowanie go do estryfikacji w TG (Listenberger i in.
2003). Opisanym zmianom w zawartosci MUFA 1 SFA we frakcji TG towarzyszyl spadek
procentowe] zawartosci PUFA, ktore sg istotnym elementem bton komoérkowych, sg
zaangazowane w zmniejszenie stanu zapalnego (Tortosa-Caparros i in. 2017), zwtoknienia,
poziomu ROS, przerostu i dysfunkcji serca (Li i in. 2017, Ganguly i in. 2018). W odniesieniu
do literatury przedstawione wyniki sugeruja, ze wywotane przez HFD zmiany w zawartos$ci
SFA, MUFA i PUFA mogly przyczyni¢ si¢ do zmian morfologii i metabolizmu serca myszy
WT. Brak SCD4 wywolat podobny efekt, tj. w sercu myszy SCD4”" chow wzgledem WT chow
stwierdzono wyzszy poziom inkorporacji MUFA i SFA do TG, kosztem PUFA, jednak skala
tego procesu jest kilkukrotnie niZsza, przez co sama zmiana zawarto$ci poszczegdlnych FAs
nie miata wptywu na funkcje serca u myszy SCD4”" chow wzgledem WT chow.

W konteks$cie opisanych w niniejszej pracy zmian w metabolizmie, wigksze znaczenie
ma brak funkcjonalnego biatka SCD4, jego interakcji z innymi enzymami, a takze zawartos¢
endogennych produktow tego biatka. Dostepne dane literaturowe wskazuja, ze dla komorki ma
ogromne znaczenie pochodzenie FAs: endogenne lub egzogenne (Saddik i Lopaschuk 1991,
Miyazaki i in. 2001, Schweitzer i in. 2006, Murphy i in. 2022). Mozliwe, iz rézne izoformy
SCD przetwarzajg FAs w roznym celu, tj. SCD1 kieruje produkowane MUFA do estryfikaciji,
natomiast SCD4 do dalszej desaturacji (Miyazaki i in. 2003, Dobrzyn i in. 2008, Man i in. 2006,
Sampath i in. 2009). W badaniach z uzyciem myszy z nadekspresja Dgatl w sercu wykazano
zwigkszony poziom mRNA Scd1 i Scd2, ale nie Scd4 w kardiomiocytach, co sugeruje, ze SCD4
nie jest tak waznym partnerem dla DGATI1 jak pozostale izoformy SCD, awigc SCD4
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syntezujac MUFA moze bra¢ udziat w syntezie PUFA, zamiast kierowa¢ MUFA do estryfikacji
(Kolwicz i in. 2015). Jednak taka hipoteza wymaga szczegoétowych dalszych badan.
Przeprowadzone analizy z wykorzystaniem komorek HL-1 wykazaty, ze 18:0, bedacy
glownym substratem dla SCD4 (Miyazaki i in. 2006), powoduje magazynowanie lipidow
w LDs i wywoluje opisane w dalszej cze$ci zmiany w szlakach, m.in. lipolizy, fosforylacji
oksydacyjnej 1 ROS. Kwas 18:1 rowniez prowadzit do akumulacji LDs, jednak obnizenie
ekspresji Scd4 w komorkach HL-1 nie wptywato na ten efekt. Brak SCD4 oprocz obnizenia
bezwzglednej zawartosci 16:0 1 18:0, ktore jak zostato juz opisane wywotujg m.in. stan zapalny
i dysfunkcjg¢ serca (Rabkin i Lodhia 2009, Li i in. 2016, Wang i in. 2017), cz¢§ciowo zahamowat
wywolany HFD wzrost procentowego udziatu wspomnianych SFA we frakcji TG, co wskazuje
na korzystny wplyw usunigcia SCD4 zar6wno na zawartos¢ jak i sktad lipidow w sercu.

Dostgpne w literaturze wyniki analiz transkryptomicznych w sercu i mig¢$niach
szkieletowych myszy karmionych HFD wykazatly, ze najbardziej zaburzone sa m.in. szlaki
PPARa i zwigzana z nimi regulacja metabolizmu FAs, glukozy oraz aktywno$¢ mitochondriow
(de Wilde i in. 2009, Joseph i in. 2022), co jest zgodne z otrzymanymi w niniejszej pracy
wynikami. Zahamowanie ekspresji Scd4 wptyneto na znacznie mniejszg liczbe szlakoéw, co
sugeruje wysoka precyzje oddzialywania SCD4 ze szlakami sygnatowymi. Jednak zmienione
przez brak SCD4 $ciezki sygnalowe byly na tyle kluczowe, ze wystarczyly do wywarcia
opisanych w niniejszej pracy korzystnych efektow na migsien sercowy. Wiele ze zmienionych
przez HFD szlakéw zaangazowanych jest w metabolizm glukozy, FAsS i aktywnos$¢
mitochondridw. Za ogromnym znaczeniem FAs i mitochondriéw w sercu przemawia fakt, ze
FAs sa gtownym zZrodlem energii dla serca, do 70 % ATP pochodzi z ich utleniania
w mitochondriach (Neely i in. 1972; Lopaschuk i in. 2021, Shi i Qiu 2022), ktére stanowig
jedng trzecig powierzchni kardiomiocytow (Schaper i in. 1985). Nadmierna aktywacja procesu
utleniania FAs w wigkszosci przypadkow prowadzi do zahamowania utleniania glukozy,
nadprodukcji ROS i dysfunkcji mitochondriow (Ly i in. 2017, Zhou i Tian 2018, Kumar i in.
2019), jednak sg czynniki jak np. brak ACC2, powodujace wzmozone utlenianie FAs w sercu
bez wspomnianych negatywnych skutkow (Kolwicz i in. 2012, Shao i in. 2020). W niniejszej
pracy serca myszy WT HFD oraz SCD4"- HFD charakteryzowaty si¢ zwigkszonym poziomem
mRNA 1 biatek zaangazowanych w transport FAS do wnetrza komorki, a takze ich utleniania
w mitochondriach. Ponadto, usunigcie SCD4 zwigkszyto ekspresje¢ Fabp5, genu kodujacego
biatko, ktore zmniejsza toksycznos¢ FAS w cytozolu wigzac si¢ z nimi i petnigc w ten sposob
funkcje buforowa, w sercu myszy SCD4” HFD (Glatz i in. 1997). Sugeruje to wicksza
tolerancje kardiomiocytow SCD4”" na podwyzszone stezenie FAs w cytozolu i wywotana przez
nie lipotoksycznos$¢.

Wykazano, ze HFD zwigksza wykorzystanie FAs, a zmniejsza wykorzystanie glukozy
jako substratu energetycznego w sercu (Sikder i in. 2018), czemu towarzyszy wzrost ekspresji
Cd36 (Yan i in. 2009), Cptl (Neves i in. 2014), a takze Pdk4 i innych genow zaangazowanych
w proces utleniania FAs (Yan i in. 2009, Neves i in. 2014, Joseph i in. 2022). Stymulowana
przez otytos¢ ekspresja Pdk4 promuje tworzenie potaczen mitochondriow z ER w tzw. MAM,
co przyczynia si¢ do obciazenia mitochondriéw nadmiarem Ca?* i powoduje dysfunkcje tych
organelli (Thoudam i in. 2019). Czterotygodniowy okres spozywania HFD wywotuje w sercu
przerost mitochondriéw 1 stres oksydacyjny oraz spadek liczby mitochondriéw, podczas gdy
myszy nie rozwijaja jeszcze otylosci (Joseph i in. 2022). W obecnej pracy myszy WT HFD
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réwniez charakteryzowaly si¢ przerostem mitochondridéw i zwigkszonym stresem
oksydacyjnym (wzrost aktywnosci dehydrogenazy NADH i poziomu ROS), jednak nie
stwierdzono u nich spadku liczby mitochondriéw w kardiomiocytach wzgledem grupy WT
chow. Co ciekawe, w sercu myszy SCD4” HFD nie stwierdzono przerostu mitochondriow
w pordéwnaniu do SCD4™ chow, a w odniesieniu do grupy WT HFD aktywnos¢ dehydrogenazy
NADH byta nizsza, co przyczynito si¢ do nizszego poziomu ROS. Prawdopodobna przyczyna
zahamowania rozwoju dysfunkcji mitochondriow u myszy SCD4” HFD jest aktywacja procesu
odpowiadajacego za ich kontrole jakosci, czyli mitofagie.

Region MAM, w ktorym wystepuje biatko SCD, jest zaangazowany w proces biogenezy
mitochondridow, co sugeruje udzial procesu desaturacji w procesie kontroli jakosci
mitochondriow (Friedman i in. 2011, Elgass i in. 2013). Eksperymenty z wykorzystaniem
mysiego modelu otytosci wywotanej dieta potwierdzity, ze spadek aktywno$ci mitofagii
przyczynia si¢ do dysfunkcji mitochondriow w warunkach zwiekszonego utleniania FAs (Shao
i in. 2020). Ponadto, aby utlenianie FAs i szlak fosforylacji oksydacyjnej byty jak najbardziej
optymalne, dystrybucja FAs we wn¢trzu mitochondriéw musi by¢ rownomierna (Rambold i in.
2015). Brak ACC2 w sercu stymulowatl zalezng od biatka Parkin mitofagi¢, zwigkszat
utlenianie FAs i hamowat przebudowe i dysfunkcje serca (Shao i in. 2020). Mimo braku réznic
w ekspresji genow i zawartosci biatek utleniania FAs miedzy myszami SCD4” i WT
w warunkach HFD, jest mozliwe, ze aktywno$¢ i wydajno$¢ tego procesu byta wyzsza w sercu
myszy SCD4” HFD, co skutkowato zmniejszonym poziomem lipidéw w sercu. Na przyktadzie
hepatocytow (Liu i in. 2011) oraz mig$ni szkieletowych (Imai i in. 2022) wykazano, ze tempo
B-oksydacji moze by¢ podwyzszone, pomimo braku zmian w zawarto§ci mRNA lub biatek
takich jak PGC-1a, PPARa, CPT1, MCAD i LCAD. Ponadto sama morfologia mitochondriow
moze wptywac¢ na tempo utleniania FAs poprzez regulacj¢ wrazliwosci CPT1 na jego inhibitor
malonylo-CoA. Wykazano, ze wicksze mitochondria charakteryzuja si¢ wigksza podatnoscia
na inhibicj¢ CPT1 przez malonylo-CoA (Ngo i in. 2023).

Innym mozliwym mechanizmem obnizenia zawartosci lipidéw w sercu jest wydzielenie
FAs uwolnionych z LDs w wyniku lipolizy poza komoérke (Schoonderwoerd i Stam 1992,
Rambold i in. 2015), co jest drastycznie hamowane w warunkach niedoboru ATGL (Rambold
i in. 2015). Kardiomiocyty sg zdolne do usuwania lipidow poprzez synteze i uwalnianie
apolipoproteiny B (Nielsen i in. 2002) lub przy udziale mikrosomalnego biatka
transportujgcego triacyloglicerole (ang. microsomal triglyceride transfer protein, MTP)
(Bartels i in. 2009). Jak zostalo wykazane, myszy MTP” akumulowaty znacznie wigcej
thuszczu w sercu (Bartels i in. 2009), a nadekspresja apolipoproteiny B w sercu obnizata
magazynowanie TG (Nielsen i in. 2002, Bartels i in. 2009). Ponadto w badaniu na zdrowych
ludziach wykazano, ze posréd metabolitow wydzielanych do krwioobiegu przez serce sg FAs
oraz FAs zwigzane z karnityng, m.in. 16:0 1 18:0, co potwierdza hipoteze o zdolnosci serca do
uwalniania FAs. Co ciekawe pobierang w najwigkszym stopniu czasteczka byt 18:1, a na 4.
i 10. miejscu 16:0 i 18:0, odpowiednio (Murashige i in. 2020). Zaburzenie rownowagi migdzy
podziatem i fuzjg (ang. fission-fusion) mitochondriéw poprzez usunigcie MFN1 lub OPAl
prowadzito zardwno do zwigkszonego magazynowania FAs jak i ich wydzielania, wskazujac,
ze mitochondria rowniez wptywaja na uwalnianie FAs poza komorke (Rambold i in. 2015).
Mechanizm wydalania FAs z kardiomiocytow nie byl badany w obecnej pracy, jednak
uwzgledniajac stwierdzony nizszy poziom lipidow, podwyzszone tempo lipolizy oraz
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zachowanie struktury i aktywnos$ci mitochondriéw w warunkach braku ekspresji Scd4 mozliwe
jest, iz FAs uwolnione z LDs oprocz bardziej aktywnego utlenienia w mitochondriach, moga
by¢ wydalane z komorki. Jednak proces ten jest bardzo stabo zbadany.

W sercu wigkszo$¢ FAs, ktore podlegajg utlenianiu w mitochondriach jest pochodzenia
wewnatrzkomorkowego, z LDs (Saddik i Lopaschuk 1991, Banke i in. 2010, Haemmerle i in.
2011, Carley i in. 2016). W zwiazku z wysoka toksyczno$cig nadmiaru acylokarnityny,
polegajaca na obnizeniu potencjatu membranowego mitochondriow, dla serca
bezpieczniejszym sposobem jest inkorporowanie pobranych FAs do wnetrza LDs, a nastgpnie
ich stopniowe uwalnianie w wyniku lipolizy, zamiast bezposredniej konwersji do zwigzkow
z acylokarnityng (Roussel 1 in. 2015, Olzmann i Carvahlo i in. 2019). Wykorzystanie
endogennych FAs jako substratu energetycznego przez migénie szkieletowe jest kilkukrotnie
wyzsze niz egzogennych FAs (Tomas i in. 2020), a zatem pobrane z zewnatrz FAS muszg zostaé
najpierw inkorporowane do wnetrza LDs, aby ulec utlenieniu w mitochondriach (Banke i in.
2010). W sercu myszy obu genotypow w warunkach HFD wzrdést poziom mRNA gendéw
zaangazowanych w transport FAs do wnetrza komorki oraz Dgat?2 przeprowadzajacego ostatni
etap syntezy TG, a w grupie WT HFD dodatkowo spadl poziom bialek zaangazowanych
w syntezg FAs de novo. Sugeruje to, ze FAS zakumulowane w migéniu sercowym myszy WT
HFD sa pochodzenia egzogennego, co jest zwigzane z podwyzszonym poziomem catkowitego
cholesterolu i CE w osoczu. Jak zostato to opisane wczesniej, CE rowniez sg nosnikiem FAs
w osoczu (Ko i in. 2020), a poziom catkowitego cholesterolu w osoczu myszy SCD4” HFD
byt nizszy w poréwnaniu do WT HFD.

W sercu myszy SCD4” HFD zawarto$¢ bialek syntezy lipogenezy ulegta zwigkszeniu.
W odniesieniu do bardziej aktywnej lipolizy w sercu myszy SCD4™, jest prawdopodobne, ze
w migsniu sercowym tych myszy dochodzi do zwigkszenia tempa obiegu TG, czyli
jednoczes$nie ich syntezy i rozkladu, co jest cechg charakterystyczng dla tego organu (Banke
iin. 2010, Wang i in. 2013). W literaturze zwigkszony obieg lipidow zostat opisany jako majacy
korzystny wplyw polegajacy na zmniejszeniu stresu wywotanego przez lipidy (Liu i in. 2009,
Kolwicz i in. 2015, Roe i in. 2018). Na przyktad myszy ze zwigkszong ekspresjg Dgatl w sercu,
pomimo zwigkszonego magazynowania TG w tym organie, nie mialy zaburzen funkc;ji serca,
co bylo spowodowane zwigkszonym obiegiem TG, chronigcym serce przed stresem
niedokrwiennym (Kolwicz i in. 2015). Usunigcie SCD1 lub jego inhibicja w kardiomiocytach
skutkuje spadkiem zwartosci mRNA 1 biatek zaangazowanych w transport FA i lipogenezg,
m.in. CD36, CPT1, SREBPI, FAS, ACC, a takze hamuje utlenianie FAS na rzecz wigkszego
wykorzystania glukozy (Dobrzyn i in. 2008, Dobrzyn i in. 2010, Bednarski i in. 2016). W sercu
myszy SCD1cko, podobnie jak i SCD4”, wykazano wzrost aktywnosci lipolizy zwiazany
miedzy innymi ze spadkiem poziomu GOS2 (Bednarski i in. 2016). Wyniki niniejszej pracy
sugerujg odmienny mechanizm dziatania SCD4 niz SCD1 w sercu. SCD4 uczestniczy
w syntezie PUFA i wplywa na obieg TG w kardiomiocytach hamujac lipogenezg oraz aktywuje
utlenianie glukozy, podczas gdy SCD1 uczestniczy gtownie w estryfikacji FAs, stymuluje
lipogeneze 1 hamuje wykorzystanie glukozy. Natomiast oba enzymy obnizajg aktywno$¢
lipolizy i utleniania FAs.

Mysie pierwotne kardiomiocyty SCD4" charakteryzowaty si¢ zwigkszong aktywnoscia
lipazy ATGL oraz mniejsza liczba i powierzchnia LDs zakumulowanych w warunkach
traktowania 18:0, co potencjalnie moze by¢ przyczyna skrocenia czasu relaksacji po skurczu
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(Wolosiewicz i in. 2024). Haemmerle i wsp. wykazali, ze aktywno$¢ ATGL jest wymagana dla
prawidtowego funkcjonowania serca, poprzez dostarczanie endogennych lipidowych ligandéw
dla czynnikow transkrypcyjnych i w ten sposob wptywa na biogeneze i funkcje mitochondriow
(Haemmerle i in. 2011). Pozbawienie kardiomiocytéw biatka ATGL skutkowato spadkiem
wspomnianych ligandéw oraz stymulacjg syntezy i magazynowania TG, prowadzac do
dysfunkcji mitochondriéw (Haemmerle i in. 2011), HF, a takze do $mierci (Haemmerle i in.
2006). Dla poréwnania, usunigcie DGAT1 wywolujace powazng dysfunkcj¢ serca w zwigzku
z akumulacjag DAG i ceramidow, wywotato wzrost ekspresji Ppara i Cd36, ale nie Cptl (Liu
I in. 2014). Z drugiej strony nadekspresja Dgatl spowodowata wzmozong akumulacje TG
z jednoczesnym wzrostem lipolizy, utleniania FA i zahamowaniem stresu oksydacyjnego (Liu
1 in. 2009). Usunigcie ACC2, rowniez skutkowalo zwigkszeniem tempa utleniania FA (Kolwicz
I in. 2012), co w potaczeniu z przywoltanymi wczesniej przyktadami wskazuje na odmienny
wptyw niedoboru jednego z gendw lipogenezy na utlenianie FAs.

Jak juz wspomniano, uwolnione w wyniku lipolizy FAs s3 w wigkszoS$ci
wykorzystywane do utleniania w mitochondriach (Olzmann i Carvahlo 2020), a brak SCD1
hamuje ten proces, zwickszajac utlenianie glukozy (Dobrzyn i in. 2008). W obecnej pracy
w sercach myszy obu genotypow HFD spowodowatl podniesienie poziomu mRNA i biatek
zaangazowanych w utlenianie FAs, z jednoczesnym spadkiem mRNA i biatek metabolizmu
glukozy. Zalezno$¢ ta zostala opisana w 1963 r. jako tzw. cykl Randle’a, gdzie zwickszenie
wykorzystania jednego z substratow energetycznych, glukozy lub FAs, powoduje spadek
metabolizmu drugiego z nich (Randle i in. 1963). Zjawisko to jest wykorzystywane do
przeciwdziatania negatywnym skutkom nadmiernego wykorzystania FAs jako substratu
energetycznego przez serce w warunkach dysfunkcji tego organu zwigzanej z otyloscig lub
T2D, poprzez stymulacje metabolizmu glukozy (Drosatos i Schulze 2013, Fillmore i in. 2014,
Ntambi 2023, Chen i in. 2023b). W przeciwienstwie do SCD1 (Dobrzyn i in. 2008), brak SCD4
obnizyl metabolizm glukozy, co zostalo udokumentowane spadkiem zawartosci mRNA oraz
biatek zaangazowanych w ten proces. Co ciekawe, przesuni¢cie metabolizmu w sercach SCD4
" w kierunku wiekszego wykorzystania FAs jako substratu energetycznego nie wigzato sie
z dysfunkcja mitochondriéw i1 wzrostem poziomu ROS, za co odpowiadata wzmozona kontrola
jakoéci mitochondriéw, czyli mitofagia w sercach myszy SCD4”. Obserwacja ta znajduje
poparcie w pracach, ktore przedstawiaja, ze to nie sam wzrost utleniania FAs wywotuje
negatywny efekt w kardiomiocytach, tj. stres oksydacyjny i apoptozg, lecz spadek pojemnosci
oksydacyjnej mitochondridw oraz ich kontroli jako$ci przez mitofagie, deficyt energetyczny
i rozprzggnigcie procesu glikolizy i1 utleniania glukozy (Neubauer 2007, Fillmore i in. 2014,
Shao i in. 2020). Mechanizm, przez jaki brak SCD4 zachowuje strukture i funkcje serca
w warunkach otytosci wywotanej HFD, obejmuje zmniejszong akumulacje lipidow w migsniu
sercowym poprzez zwigkszenie obiegu TG, zwigkszone utlenianie i/lub wydalanie FAs
uwolnionych z LDs w wyniku lipolizy, z jednoczesnym zachowaniem struktury i funkcji
mitochondriow poprzez aktywacje mitofagii.

Jony Ca?" sg istotnym elementem regulujacym m.in. metabolizm lipidow, tj. lipolize
(Zhang i in. 2021), lipogenez¢ (Zemel 2003), B-oksydacje FAs (Georgiou i in. 2015), a takze
strukture 1 aktywnos$¢ mitochondriéw (Lai 1 Qiu 2020). Wykazano, ze w mysim modelu otytosci
wywotanej HFD suplementacja Ca®* przyczynita sie do wyzszego poziomu Ca?" w cytoplazmie
powodujac zwiekszenie aktywnosci lipolizy 1 prowadzac do zmniejszonego sttuszczenia
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watroby (Zhang i in. 2021), a usuniccie biatek zaangazowanych w transport jondw Ca®* do
wnetrza komorki zwigksza poziom zmagazynowanych lipidow oraz hamuje lipolize w sercu
myszy (Maus i in. 2017). Ponadto w warunkach zwickszonego stezenia Ca?* wydajno$é
transportu FAs jest obnizona, pomimo translokacji CD36 na powierzchni¢ btony komorkowej,
co wskazuje na obecnos¢ innych proceséw majacych istotny wpltyw na transport FAs (Eyre
i in. 2008, Angin i in. 2012). Na przyktad sugeruje si¢, ze etap desorpcji FAs jest kluczowy
w regulacji transportu FAs do wnetrza komorki (Cheng i in. 2019). Prawdopodobnie
w warunkach braku SCD4 transport FAs jest zahamowany w zwiazku z podwyzszonym
poziomem jonéw Ca?* i zaburzeniem procesu desorpcji FAs, pomimo braku zmian
w zawartoSci mRNA 1 biatka CD36, co moglo przyczyni¢ si¢ do nizszego poziomu
zmagazynowanych lipidow w postaci LDs.

Za gospodarke Ca?" w wiekszo$ci odpowiada ER razem z mitochondriami (Zhang i in.
2022). Jak zostalo udowodnione, SCD znajduje si¢ w blonie ER w miejscu MAM
oddzialujacym z mitochondriami (Man i in. 2006), a wigc potencjalnie SCD moze wplywaé na
gospodarke Ca?*. W obecnej pracy odnotowano wzrost poziomu Ca?* w kardiomiocytach
z zahamowang ekspresja Scd4, co moze by¢ przyczyng aktywacji lipolizy. Potencjalny
mechanizm, przez jaki Ca** wplywaja na aktywno$¢ gtéwnego enzymu lipolizy ATGL,
obejmuje wzrost cAMP poprzez aktywacje AC, co prowadzi do fosforylacji réznych biatek
regulujacych lipoliz¢ (ATGL, ABHDS, PLINS) przez kinazg PKA (Dhalla i in. 1977, Schwartz
I in. 1993, Zangenberg i in. 2001, Chen i in. 2012, Cerk i in. 2018). Ponadto wyniki niniejszej
pracy wskazuja na zaburzenia w gospodarce jonow Ca®* w sercu myszy WT HFD, m.in. spadek
zawarto$ci biatka SERCA2 odpowiedzialnego za wychwyt Ca?* do ER po skurczu, co ma
bezposredni wplyw na czas relaksacji 1 moze powodowac dysfunkcje rozkurczowsa serca.
Badania na myszach z indukowanym brakiem SERCA2 potwierdzity rozwdj dysfunkcji
rozkurczowej serca, a w kardiomiocytach in vitro czas rozluznienia po skurczu ulegt
wydhuzeniu (Louch i in. 2010). U zwierzat SCD4” poziom SERCA2 byl zwigkszony, co
sugeruje, iz zahamowana ekspresja Scd4 chroni serce myszy przed rozwojem dysfunkcji
rozkurczowej w warunkach otylosci wywolanej dieta. Rzeczywiscie, pierwotne kardiomiocyty
SCD4" mialy krotszy czas relaksacji po skurczu w poréwnaniu z grupg WT
I, w przeciwienstwie do kardiomiocytow WT, czas ten nie ulegal wydtuzeniu w warunkach
traktowania 18:0 (Wolosiewicz i in. 2024).

Kontynuowanie badan nad SCD4 moze pom6c w zrozumieniu kolejnych, niezbadanych
mechanizmow, przez ktére SCD4 wptywa na metabolizm, szczeg6lnie funkcje mitochondriow
i gospodarke jonéw Ca?*, co moze mie¢ istotne znaczenie dla zrozumienia patogenezy otytosci
1 chorob metabolicznych.
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8. Podsumowanie 1 wnioskKi

1. Usunig¢cie SCD4 u myszy wywiera skutki ogdlnoustrojowe, pomimo ze dotychczas opisano
wystepowanie SCD4 jedynie w sercu. Wyciszenie ekspresji Scd4 u myszy zmniejszyto
stluszczenie ciata, hiperinsulinemi¢ i1 hipercholesterolemi¢ oraz zwigkszyto wrazliwo$¢ na
insuling u myszy karmionych HFD.

2. Brak SCD4 w warunkach fizjologicznych wywotat niewielkie zmiany w morfologii serca, tj.
zmniejszeniu ulegly EDD i EDV, natomiast zapobiegl koncentrycznej przebudowie serca
w warunkach HFD. Zaangazowane w ten proces moga by¢ mechanizmy hemodynamiki, na
ktore wptynat spadek masy i stluszczenia ciata obnizajac obcigzenie migsnia sercowego.

3. Wyciszenie ekspresji Scd4 obnizyto poziom lipidow zmagazynowanych w kardiomiocytach
i nie wptyneto na ekspresj¢ pozostatych izoform Scd (Scdl, Scd2) w sercu. Nizszy poziom
lipidow w kardiomiocytach myszy SCD4” byt zwiazany z aktywacja lipolizy poprzez:
1) zwigkszenie poziomu biatka ABHDS, ktore aktywuje lipazg ATGL, z jednoczesnym
zachowaniem poziomu jej inhibitora (G0S2); 2) zalezna od jonéw Ca?* aktywacje szlaku
sygnatowego AC-PKA-ATGL/PLIN5/ABHDS.

4. Jednoczesna aktywacja lipogenezy, B-oksydacji i lipolizy wskazuje na zwigkszong dynamike
LDs, tj. ich wzrost i redukcje, w sercu myszy SCD4”- w warunkach HFD, przy czym wyciszenie
ekspresji Scd4 zmniejszyto indukowany przez HFD wzrost LDs w kardiomiocytach. Wyniki te
wskazuja, ze SCD4 jest zaangazowane w regulacj¢ metabolizmu energetycznego serca.

5. Spowodowane przez akumulacje i toksyczne dziatanie lipidow przerost mitochondriéw
i nadprodukcja ROS sg zahamowane w kardiomiocytach z wyciszong ekspresja Scd4
w warunkach przecigzenia lipidami. Jest to zwigzane ze wzmozeniem procesu kontroli jako$ci
mitochondriéw (mitofagii) i spadkiem aktywnos$ci dehydrogenazy NADH.

6. SCD4 bierze udziat w regulacji homeostazy Ca®" w sercu w warunkach HFD, poprzez wzrost
zawartos$ci biatek PLN i SERCA2a.
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