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1. WYKAZ STOSOWANYCH SKROTOW

ABP bialtka wigzace albuming
ACBP biatka wiazace acyloCoA
ACC karboksylaza acetyloCoA
ACS syntetaza acyloCoA
ADP adenozynodifosforan

Alb albumina

AMP adenozynomonofosforan

AMPK kinaza bialkowa zalezna od AMP

ATP adenozynotrifosforan
CACT translokaza karnityno-acylokarnitynowa
cAMP cykliczny adenozynomonofosforan

CoASH koenzym A

CPT1 palmitoilotransferaza karnitynowal
CPT2 palmitoilotransferaza karnitynowa 2
CrP fosfokreatyna

CTP cytydynotrifosforan

DG diacyloglicerole

DGAT acylotransferaza diacyloglicerolowa
ECP potencjat energetyczny komorki
ER endoplazmatyczne retikulum

FABPc cytoplazmatyczne biatka wiazace kwasy thuszczowe,
FABPpm blonowe biatko wiazace kwasy tluszczowe
FADH, zredukowany dwunukleotyd flawinoadeninowy

FAT/CD36 translokaza kwasow tluszczowych

FATP biatko transportujace kwasy thuszczowe
GPAT acylotransferaza glicerolo-3-fosforanowa
HSL lipaza hormono-wrazliwa

IgG immunoglobulina G

KP kwas palmitynowy

KT kwasy tluszczowe

LPAAT acylotransferaza lizofosfatydowa
LPL lipaza lipoproteinowa
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2. WSTEP

Dhugotancuchowe kwasy thuszczowe (KT) spehniaja wiele funkcji w organizmie.
Wykorzystywane sa do syntezy fosfolipidow, ktére sa nie tylko skladnikiem bton
biologicznych, ale takze uczestnicza w przekazywaniu informacji do komorki (np.
fosforanowe pochodne fosfatydyloinozytolu). KT sa réwniez prekursorami wielu
mediatoréw biologicznych takich jak prostaglandyny, leukotrieny, tromboksany. Estry
dtugotancuchowych KT z koenzymem A (acyloCoA) uczestnicza w procesach kontroli
aktywnosci enzyméw 1 bialek zaangazowanych w  wewnatrzkomérkowym
przekazywaniu informacji. Poza tym KT lub ich pochodne biora udziat w regulacji
ekspresji gendw. Przede wszystkim jednak KT, obok glukozy sa waznym substratem
energetycznym dla wielu tkanek. Co prawda w porownaniu z glukoza utlenianie KT
wymaga dostarczenia wigkszej ilosci tlenu, lecz pod wzgledem energetycznym sa one
bardziej efektywne niz glukoza. Catkowite utlenienie 1 mola kwasu palmitynowego
prowadzi bowiem do powstania az 129 moli ATP, podczas gdy przez utlenienie 1 mola
glukozy otrzymujemy tylko 38 moli ATP. Poza tym pula KT zmagazynowanych w
organizmie w postaci triacylogliceroli (TG) przewyzsza wielokrotnie zawarto$¢
zasobow weglowodanowych.

Z uwagi na to, ze mig$nie szkieletowe stanowia ok. 40% calkowitej masy ciata
sa one jednymi z najwazniejszych tkanek bioracych udziat w metabolizmie lipidow.
Zasoby lipidow wewnatrzustrojowych wykorzystywane przez mig¢snie szkieletowe.

Migsnie szkieletowe moga syntetyzowac de novo tylko bardzo niewielkie ilosci
KT (Saggerson 1 wsp. 1992). Dlatego tez KT wykorzystywane przez widkna migsniowe
sa dostarczane do migéni przez przeptywajaca przez nie krew. Zrodlem kwasow
thuszczowych we krwi jest glownie tkanka thuszczowa, skad sa one uwalniane po
hydrolizie TG przy udziale lipazy hormono-wrazliwj (HSL). Pochodza one takze z
hydrolizy TG zawartych w krazacych we krwi czasteczkach chylomikronow i
lipoprotein o bardzo niskiej ggstosci (VLDL). Enzymem odpowiedzialnym za ten
proces jest lipaza lipoproteinowa (LPL).

Regulacja aktywnosci LPL w tkance tluszczowej ukierunkowana jest przede
wszystkim na wychwyt KT przez adipocyty (Frayn i wsp. 1995, Evans 1 wsp. 1999,
Bergo 1 wsp. 1996), lecz w stanie postabsorbcyjnym, a zwlaszcza po positkach bogato-
thuszczowych, pewna czg$¢ KT uwolnionych z TG osocza zasila pulg KT krazacych we
krwi (Frayn 1 wsp. 1995, Evans 1 wsp. 1999), przez co staje si¢ ona dostgpna takze dla

innych tkanek, w tym dla mig$ni szkieletowych.



Komoérki thuszczowe wystepuja takze pomigdzy widknami mig§niowymi.
Sadzono wigc, ze KT uwalniane przez LPL syntetyzowana w adiopcytach migsni moga
by¢ w tej sytuacji bezposrednio dostepne dla komorek migsniowych (patrz: Olivecrona
1 wsp. 1997). Wydaje sig, ze tak nie jest, poniewaz badajac sie¢ naczyn wlosowatych
oplatajacych migs$nie szkieletowe wykazano, ze w obregbie migsni istnieja dwa odrgbne
systemy mikrokrazenia (patrz: Clark 1 wsp.2000). Pierwszy z nich tzw. odzywczy,
transportuje tlen, hormony 1 skladniki odzywcze bezposrednio do wiokien
mig$niowych. Drugi, zwany nieodzywczym dochodzi do tkanek sasiadujacych, w tym
do tkanki tluszczowej. KT uwolnione przez LPL komorek thuszczowych, zanim stana
si¢ dostgpne dla widkien migsniowych musza uprzednio przej$¢ przez naczynia zylne
do ogolnego krazenia (Clerk 1 wsp. 2000). Tak wigc wszystkie KT uwolnione z TG
osocza przez LPL tkanki tluszczowej, niezaleznie od jej umiejscowienia, sa albo
bezposrednio wychwytywane przez adipocyty, albo =zasilaja pule KT krazacych we
krwi. Zatem z punktu widzenia wykorzystania KT z TG osocza przez migsnie
szkieletowe wazniejsza wydaje si¢ by¢ LPL syntetyzowana w miocytach.

Stwierdzono, ze aktywno$¢ LPL w mig$niach szkieletowych jest podwyzszona
w sytuacji zwigkszonego zapotrzebowania migsni na KT (patrz: Cortright 1 wsp.1997).
W przeciwienstwie do tkanki tluszczowej insulina obniza, za§ aminy katecholowe
podwyzszaja jej aktywnos$¢. Na aktywnos$¢ migsniowej LPL wplywaja takze inne
hormony: glikokortykoidy, hormon wzrostu, glukagon, prolaktyna oraz hormony
tarczycy (Zernicka 1999, Kaciuba-Uscitko i wsp. 1980). Poza tym, aktywno$¢ LPL
moze ulec podwyzszeniu w danym migsniu na skutek jego wzmozonej aktywnosci
skurczowej (Hamilton 1 wsp. 1998).

Wykorzystanie KT z lipoprotein osocza wynosi zwykle od 5 do 15% (Linder
1976) ich catkowitego wychwytu przez migsnie. Wychwyt z tej puli KT znacznie
wzrasta po positku (Terjung 1 wsp. 1982), w czasie wysitku o umiarkowanej
intensywnosci (Kaciuba-Uscitko 1 wsp. 1980, Terjung 1 wsp. 1982, 1983), po treningu
(Kiens 1 wsp. 1993), czy po zastosowaniu diety bogato-tluszczowej (Evans 1 wsp. 1999,
Kiens 1 wsp. 1987) 1 moze wtedy osiaga¢ wartos¢ 50-80% catkowitego wychwytu.
Obniza si¢ natomiast przy stosowaniu diety bogato-weglowodanowej (Kiens 1
wsp.1987).

Wydaje sig, ze obecno$s¢ LPL w naczyniach wlosowatych dochodzacych do
wlokien migsniowych nie tylko umozliwia wykorzystanie KT z TG osocza ale ma takze

wplyw na wychwyt KT przez miocyty. W miejscu dziatania LPL wzrasta lokalnie



stezenie KT we krwi przez co zwigksza si¢ roznica stezen KT pomigdzy komorka a
osoczem, co pobudza przeplyw KT do miocytow. Potwierdzaja to badania Levak-Frank
1 wsp. (1995) z wykorzystaniem szczepow myszy z podwyzszona ekspresja LPL w
mig$niach szkieletowych. Stwierdzono w nich, ze mig$nie pobrane od zwierzat z
podwyzszong aktywnos$cia LPL cechowalo w porownaniu do kontroli wyzsze stezenie
wewnatrzkomorkowych KT oraz wigksza 1lo§¢ organelli metabolizujacych KT.

Waznym zrodlem KT dla migsni szkieletowych sa tez TG zmagazynowane w
samych wioknach migsniowych. Co prawda w poréwnaniu z tkanka tluszczowa pula
TG wewnatrzmig$éniowych jest niewielka, wynosi bowiem od 1 do 25 umol/g mokrej
tkanki (patrz: Gorski 1992), ale ulega ona ciaglej odbudowie dzigki temu, ze w
miocytach zachodza dwa przeciwstawne procesy: lipolizy 1 estryfikacji. Wykorzystanie
KT z puli TG endogennych zalezy od tempa hydrolizy. Wykazano, ze uwalnianie KT z
TG wewnatrzmig$niowych zwigksza si¢ pod wpltywem stymulacji elektrycznej migsni
(Dyck 1 Bonen 1998), w obecnos$ci adrenaliny lub B-agonistow (Peters i wsp. 1998,
Swanton 1 Saggerson 1997b), w sytuacjach ograniczonej dostgpnosci tlenu
(Schoonderwoerd 1 wsp. 1989) oraz w migéniach zwierzat z wywotana cukrzyca
(Saddik 1 Lopaschuk 1994). Natomiast pod wplywem treningu (Dyck 1 wsp. 2000),
przy wysokich stezeniach insuliny (Dyck 1 wsp. 2001) czy podwyzszonym stgzeniu
egzogennych KT (Dyck 1 wsp. 1997, Saddik 1 Loposchuk 1991, Swanton 1 Saggerson
1997b) tempo hydrolizy TG wewnatrzkomorkowych jest obnizone.

Stezenie KT we krwi szczura waha si¢ w granicach 170-770 pmoli/l (Van der
Vusse 1 wsp. 1983), a przy nasilonej lipolizie np. w czasie wysitku o umiarkowanej
intensywnos$ci znacznie wzrasta. Ze wzgledu na bardzo slaba rozpuszczalnos¢ w
roztworach wodnych, KT zaro6wno we krwi jak 1 w przestrzeni pozakomorkowej tkanek
s transportowane w kompleksie z albuming. O ile stezenie KT we krwi podlega duzym
wahaniom to st¢zenie albuminy jest raczej state 1 wynosi u szczura 0,350-0,470 mM
(Wiig 1 wsp. 2000; Vogeli 1 Stoeckert 1963).
Powinowactwo albuminy do KT jest bardzo duze co powoduje, Zze prawie wszystkie KT
sa zwigzane z albuming, a tylko niewielka ich czg$¢ (mniej niz 0,01% calkowitej puli)
jest rozpuszczona w Srodowisku wodnym 1 stanowi frakcje niezwigzanych z albumina
kwasow tluszczowych (nKT). Pojedyncza czasteczka albuminy posiada ok. 8 miejsc
wiazacych KT, przy czym powinowactwo albuminy do KT zmniejsza si¢ wraz z
zapelianiem kolejnych miejsc wiazacych. Dlatego wraz ze wzrostem calkowitego

stezenia KT przy zachowaniu stalego st¢zenia albuminy czyli wraz ze wzrostem



stosunku catkowitego stezenia KT do stezenia albuminy podwyzsza si¢ pula kwasow
thuszczowych niezwiazanych z albumina (nKT). Przebieg tych zmian ma charakter
funkcji eksponencjalnej (Richieri i wsp. 1993).

O ile we krwi 1 w przestrzeni pozakomorkowej KT sa wiazane przez albuming,
to w cytoplazmie komorki funkcje t¢ przejmuja biatka o masie 14-15 kDa, tzw. FABPc
czyli cytoplazmatyczne biatka wiazace kwasy thuszczowe, majace bardzo wysokie
powinowactwo do dlugotancuchowych KT (patrz: Storch 1 Thumser 2000, Glatz i Van
der Vusse 1996 ).

Transport kwasow thuszczowych do wnetrza komorki

Pierwsza bariera jaka musza pokona¢ KT, przechodzac z krwi do widkien
mig$niowych w warunkach in vivo jest srodblonek naczyn wlosowatych. Po dysocjacji
od albuminy KT najprawdopodobniej przemieszczaja si¢ przez $rddblonek naczyn
kapilarnych, przechodzac przez zewngtrzna blong, cytozol a nastgpnie wewngtrzna
blong $rodblonka. Inna droga tzn. przejscie KT pomigdzy komorkami srodblonka lub
boczna dyfuzja poprzez blong fosfolipidowa wydaje si¢ by¢ mato znaczaca (patrz: Van
der Vusse 1 wsp. 1998).

Wychwyt KT przez mig$nie szkieletowe jest procesem bardzo efektywnym. Podczas
pojedynczego przeptywu krwi przez migsnie szkieletowe w spoczynku wychwytywane
jest ok. 40% KT dostarczanych do migéni (patrz: Van der Vusse i Reneman 1996).
Kiedy badano wychwyt KT przez pojedyncze widkno migsniowe, wykorzystujac
fluorescencyjna pochodna kwasu stearynowego, ktora nie jest metabolizowana w
komorce, obecnos¢ KT w cytoplazmie stwierdzano juz po kilkudziesigciu sekundach
(Elsing 1 wsp. 1998).

Przez wiele lat uwazano, ze KT ze wzgledu na swoj hydrofobowy charakter i
zdolno$¢ do fatwej rozpuszczalnosci w blonach fosfolipidowych wchodza do widkien
mig$niowych jedynie na zasadzie biernej dyfuzji (DeGrella 1 Light 1980a,b; Rose 1
wsp. 1990), co wynika z duzej, kilkunastokrotnej roznicy stezen KT pomigdzy osoczem
1 cytoplazma komorki (Van der Vusse 1 Roemen 1995, Kiens 1 wsp. 1999). Potwierdzity
to badania, w ktorych stwierdzano liniowa zalezno$¢ pomigdzy wychwytem KT przez
miesien a catkowitym stezeniem KT w S$rodowisku. Badajac jednak wychwyt KT
przez izolowane kardiomiocyty (Sorrentino i wsp. 1988, 1989) lub migsnie
szkieletowe w perfundowanej konczynie (Turcotte 1 wsp. 1991) w zaleznosci od
stezenia frakcji nKT wykazano, ze jest to proces wysycajacy sig, a taki przebieg funkcji

jest charakterystyczny dla proceséw, w ktorych biora udziat transportery. Pojawita sig



koncepcja, ze w wychwycie KT przez wlokna migsniowe moga by¢ zaangazowane
biatka blonowe, a proces przechodzenia KT przez blong¢ komorkowa stal sig
przedmiotem bardzo intensywnych badan.

Wykorzystujac liposomy zbudowane z blon komérkowych migéni szkieletowych, w
ktorych nie zachodzil metabolizm KT (zawieraja jedynie FABPc) potwierdzono, ze
transport KT przez blong komodrkowa, a nie wewnatrzkomoérkowy metabolizm tych
kwasow, moze ulega¢ wysyceniu wraz ze wzrostem stgzenia nKT (Bonen i
wsp.1998,b). Jednoczesnie odkryto w blonie komdrkowej miocytow trzy biatka o
wysokim powinowactwie do KT. Sa to: blonowe biatko wiazace kwasy tluszczowe
(FABPpm), translokaza kwaséw thuszczowych (FAT/CB36) oraz biatka transportujace
kwasy tluszczowe (FATP) (patrz: Abumrad 1 wsp. 1999; Luiken 1 wsp. 1999a). Biatko
FABPpm jest zlokalizowane na zewngtrznej stronie blony komorkowej, natomiast FAT
1 FATP sa biatlkami transblonowymi. Dalsze badania wykazaly, ze najwazniejszymi
biatkami bioracymi udzial w wychwycie KT przez migsnie szkieletowe 1 migsien
sercowy sa FAT 1 FABPpm (Luiken 1 wsp. 1999b). W doswiadczeniach, w ktérych
transfekowano DNA kodujace te biatka w komorkach, ktore metabolizuja KT w
niewielkim stopniu (np. fibroblasty) wykazano, ze kazde z tych biatek moze zwigkszac
wychwyt KT przez komodrke (Zhou i wsp. 1992; Ibrahimi i wsp. 1996). Waznym
argumentem $wiadczacym o mozliwo$ci udzialu biatek w przechodzeniu KT przez
blong komoérkowa byly wyniki doswiadczen z zastosowaniem: proteaz, pochodnych
kwasow thuszczowych, ktore nie przechodza przez blony biologiczne — oraz
monoklonalnych przeciwciat. Wykazano, ze wychwyt KT przez liposomy zbudowane z
bton komoérkowych migsni szkieletowych byt w 30-60% hamowany przez proteazy lub
sulfo-N-bursztynyloimidylowe KT (Bonen i wsp. 1998b; Luiken 1 wsp.1999b, Bonen 1
wsp. 2000), ktére nie przechodza przez blony biologiczne i wykazuja bardzo duze
powinowactwo do biatka FAT/CD36 (Bonen 1 wsp. 2000).  Wykorzystujac
monoklonalne przeciwciata przeciwko FABPpm Turcotte 1 wsp. (2000) stwierdzili, ze
zardOwno maksymalne tempo wychwytu kwasu palmitynowego przez liposomy z blon
komorkowych migsni szkieletowych jak rowniez wiazanie si¢ KT z biatkami w blonie
komorkowej byty obnizone o 75-79%. Poza tym stwierdzono, ze u szczepu myszy, nie
posiadajacych genu kodujacego biatko FAT/CD36 wychwyt kwaséw thiszczowych
przez migsnie szkieletowe byt obnizony o 40-75% w stosunku do wartosci kontrolnych
(Coburn 1 wsp. 2000). Van Nieuwenhoven i1 wsp. (1995) udowodnili ponadto na

przyktadzie kardiomiocytow, ze zawartos¢ FAT/CD36 w blonie komorkowej wzrasta
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wraz z dojrzewaniem komorek 1 zwigkszajacym si¢ wykorzystaniem przez nie KT. Co
wigce] wykazano, ze zawartos¢ bialek FAT/CD36 1 FABPpm w blonie komoérkowej
migs$ni jest modyfikowane przez wiele czynnikow fizjologicznych 1 patologicznych.
Wzrost zawartosci biatka FABPpm stwierdzano u szczurow glodzonych przez 48
godzin (Turcotte 1 wsp. 1997) lub poddanych treningowi fizycznemu (Turcotte i
wsp.1999). U szczuréw majacych ograniczone racje pokarmowe st¢zenie FABPpm bylo
natomiast obnizone (Gazdag 1 wsp. 1998). Stezenie FAT/CD36 w blonie komorkowe;j
migsni podwyzszato si¢ pod wplywem stymulacji elektrycznej migéni (Bonen 1 wsp.
1999, Bonen 1 wsp. 2000, Luiken 1 wsp. 2001b), chronicznej elektrostymulacji (Bonen 1i
wsp.1999) czy diety bogato-thuszczowej (Greenwalt 1 wsp. 1995). Podwyzszone
stezenie FAT/CD36 stwierdzono takze u szczuréw z genetycznie uwarunkowana
otylo$cia (obese Zucker rats), wykazujacych oporno$¢ migsni na insuling (Luiken 1 wsp.
2001a). W wielu zacytowanych pracach wzrost stezenia biatek wiazacych KT w blonie
komorkowej byt $cisle zwiazany ze wzrostem wychwytu KT przez liposomy utworzone
z bton komoérkowych.

Hamilton (1998), ktory jest zwolennikiem biernej dyfuzji KT przez blong
komorkowa, twierdzi ze tendencja do wysycenia si¢ wychwytu KT wraz ze wzrostem
nKT nie musi odzwierciedla¢ procesu oddzialywania biatek transportujacych z KT, lecz
moze s$wiadczy¢ o osiagnigciu rownowagi fizykochemicznej pomigdzy kwasami
thuszczowymi znajdujacymi si¢ w blonie komérkowej 1 w kompleksie z albumina.
Autor ten sugeruje, ze obnizenie wychwytu KT po zablokowaniu biatek blonowych nie
koniecznie wynika z dezaktywacji biatek, lecz ze zmiany integralnosci blony. Hamilton
nie wyklucza istotnej roli biatek blonowych lecz uwaza, ze moga one pomaga¢ w
zwigkszaniu zdolno$ci blony komdrkowej do akumulacji KT, co prowadzitoby do
wzrostu réznicy stezen KT pomigdzy blona komérkowa a cytoplazma 1 wspomagaloby
bierna dyfuzj¢ KT do wnegtrza komorki.

Jest coraz wigcej dowodow $wiadczacych, ze w wychwycie KT przez widkna
mig$niowe zaangazowane s3 rowniez biatka FABPc (patrz: Storch 1 Thumser 2000, Van
Nieuwenhoven 1 wsp. 1999, Binas 1 wsp. 1999).

Jak dotad nie w pelni poznano mechanizm transportu KT przez blong
komorkowa. Nie wiadomo czy poszczegodlne biatka biorace udziat w wychwycie KT
dziataja oddzielnie, czy w sposob skoordynowany. Van Nieuwenhoven 1 wsp. (1999)
badajac w mig$niach szkieletowych 1 migsniu sercowym ekspresje genow kodujacych

biatka FABPpm, FAT/CD36 i FABPc wykazali, Zze sa one aktywowane jednoczesnie.
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W przypadku FAT/CD36 stwierdzono istnienie dwoch pul tego biatka w migéniach:
jedna w blonie komodrkowej, druga w cytoplazmie komorki. Podobnie jak w przypadku
transportera glukozy (GLUT-4) moze nastgpowac przemieszczanie si¢ tego biatka z
frakcji wewnatrzkomérkowej do btony komorkowej (Bonen 1 wsp. 2000, Luiken 1 wsp.
2002).

Obecnie  coraz czescie] przewaza poglad, ze KT wchodza do komorki
mig$niowe] w dwojaki sposob: na zasadzie biernej dyfuzji i na zasadzie dyfuzji
wspomaganej przez biatka (patrz: Abumrad 1 wsp. 1998; Berk 1 Stump 1999; Coburn 1
wsp. 2000). Wydaje sig, ze udziat tych dwoch mechanizméw jest zalezny od stosunku
stgzen KT 1 albuminy. Przy niskim stosunku [KT]/albumina (v) (v < 3:1), kiedy pula
nKT jest niska prawdopodobnie dominuje dyfuzja utatwiona, natomiast przy wysokim v
wzrasta udzial biernej dyfuzji (Berk 1 Stump 1999).

Udzial biatek w wychwycie KT przez migsnie szkieletowe powoduje, ze proces
przechodzenia KT przez blong komdérkowa moze by¢ istotnym mechanizmem kontroli
metabolizmu KT w miocytach.

Mozna wysuna¢ hipotezg, ze wchodzace do komorki KT sa wiazane przez
biatka FABPc. Nie tylko zwigkszalaby si¢ wowczas rozpuszczalnos¢ KT ale komodrka
bytaby chroniona przed nadmiernym toksycznym wzrostem stgzenia nKT. Wyniki
badan sugeruja, ze bialka FABPc transportuja KT do miejsc ich metabolizmu w
komorce migsniowej (Schaap 1 wsp. 1999, Glatz i Van der Vusse 1996).

Udzial kwasow tluszczowych w metabolizmie komorki

Kwasy thuszczowe, ktore weszty do komoérki lub zostalty uwolnione z TG
wewnatrzmigsniowych sa szybko estryfikowane do acyloCoA. Estryfikacja do
acyloCoA jest konieczna dla aktywacji kwasu 1 dalszych jego przemian w komorce.
Proces ten jest katalizowany przez syntetazg acyloCoA (ACS). Enzym ten wystgpuje w
wielu miejscach w komorce: na zewngtrznej blonie mitochondrialnej, po zewngtrzne;j
stronie w blonach endoplazmatycznego reticulum (ER) oraz peroksysomoéw. Poza tym
wykazano, ze bialka FATP, wiazace KT w blonie komodrkowej takze wykazuja
aktywnos$¢ syntetazy acyloCoA, przy czym najwigksze jest ich powinowactwo do KT o
bardzo dlugich tancuchach (Coe i wsp. 1999).

Ze wzgledu na to, ze ACS wystgpuje w komoérce w rdéznych miejscach, nie
wiadomo czy czasteczki acyloCoA tworza wspolna pule dostepna dla wszystkich
szlakow metabolicznych czy tez kazda z ACS dostarcza acyloCoA tylko dla

okreslonych przemian. Wyniki uzyskane w badaniach na hepatocytach z zastosowaniem
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inhibitora ACS sugeruja, ze w komorce jest raczej kilka oddzielnych pul acyloCoA
(Muoio 1 wsp. 2000).

Powstale czasteczki acyloCoA sa wigzane w cytoplazmie komorki przez biatka
o masie ok. 10 kDa tzw. ACBP (AcylCoA Binding Protein), majace bardzo wysokie
powinowactwo tylko do $rednio- 1 dlugotancuchowych acyloCoA, natomiast nie
wiazace KT (patrz: Knudsen 1 wsp. 1999).

Czasteczki acyloCoA ulegaja szybkim przemianom. Sa one utleniene do CO;
po przejsciu przez szlak B-oksydacji lub wbudowywane w TG wewnatrzmigsniowe lub
fosfolipidy blonowe. Niewielka pula acyloCoA nie ulega przemianom lecz jest
niezbedna w procesach regulacji aktywnos$ci enzymow oraz modyfikacji biatek
spelniajacych rol¢ kanatow jonowych, pomp jonowych czy translokaz (patrz:
Faergeman i Knudsen 1997, Knudsen 1 wsp. 1999). Poza tym czeg$¢ KT lub ich estrow z
koenzymem A jest transportowana do jadra komorkowego, gdzie po zwiazaniu z
receptorami jadrowymi PPAR (peroxisome proliferator-activated receptors) bierze
udzial w regulacji ekspresji wielu genow kodujacych bialka 1 enzymy zaangazowane w
metabolizmie kwasow tluszczowych (Gulick 1 wsp. 1994, Martin 1 wsp. 1997, Frohnert
1wsp. 1999, Mascaro 1998,Van der Lee 1 wsp. 2000, Young 1 wsp. 2001).

Wbudowywanie acyloCoA w wewnatrzmie$niowe TG 1 PL

Poczatkowy etap syntezy tych dwoéch typow lipidow jest wspolny. Glicerolo3-
fosforan, ktory w migsniach jest albo produktem posrednim glikolizy albo powstaje w
wyniku fosforylacji glicerolu przez kinazg glicerolowa (Guo 1 Jensen 1999) jest
acylowany do kwasu lizofosfatydowego. Proces ten jest katalizowany przez
acylotransferazg glicerolo-3-fosforanowa (GPAT). W komorce  wystgpuja dwie
izoformy tego enzymu, jedna w endoplazmatycznym reticulum, druga w zewngtrzne;j
blonie mitochondrialnej. W mig$niach szkieletowych aktywnos$¢ mikrosomalnej GPAT
stanowi ok. 85% catkowitej aktywnosci tego enzymu w komorce (Vila 1 wsp. 1990).

Kwas lizofosfatydowy jest nastgpnie acylowany do kwasu fosfatydowego przy
udziale acylotransferazy lizofosfatydowej (LPAAT). Enzym ten wystepuje przede
wszystkim w endoplazmatycznym retikulum, chociaz np. w watrobie niewielka
aktywnos¢ LPAAT stwierdzono takze w  zewngtrznej blonie mitochondrialne;j
(Coleman 1 wsp. 2000). Z uwagi na to, ze w mitochondrium nie ma enzyméw do dalszej
syntezy TG 1 PL powstate kwasy fosfatydowy i lizofosfatydowy sa transportowane z
mitochondrium do endoplazmatycznego reticulum. Na kwasie fosfatydowym konczy

si¢ tez wspOlny etap syntezy TG 1 fosfolipidow.
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W syntezie TG kwas fosfatydowy jest hydrolizowany przez fosfohydrolaze
fostatydowa 1 (PPHI) do diacyloglicerolu (DG). Na podstawie badan
przeprowadzonych na kardiomiocytach wykazano, ze pod wplywem kwasow
thuszczowych nastgpuje przemieszczenie si¢ PPH1 z cytoplazmy gdzie enzym jest
nieaktywny do blony siateczki $rodplazmatycznej (Swanton 1 Saggerson 1997a;
Schoonderwoerd 1 wsp. 1990). Ostatnim etapem syntezy TG jest przylaczenie do DG
jeszcze jednej czasteczki acyloCoA przy udziale acylotransferazy diacyloglicerolowe;j
(DGAT).

Nalezy doda¢, ze diacyloglicerol wykorzystywany do syntezy TG jest nie tylko
syntetyzowany de novo, lecz moze takze pochodzi¢ z hydrolizy TG lub rozpadu PL
blonowych pod wptywem fosfolipazy C (Swanton 1 Saggerson 1997b, Pease 1 wsp.
1999, Igal i wsp. 2001a, Coleman 1 wsp. 2000). Poza tym pod wptywem fosfolipazy D
z PL zostaje uwolniony kwas fosfatydowy, ktory takze moze by¢ wykorzystany do
syntezy TG. Wzmozona hydroliza TG 1 reestryfikacja KT jest charakterystyczna dla
migs$ni niedotlenionych (Schoonderwoerd 1 wsp. 1989).

W  przypadku syntezy PL kwas fosfatydowy jest aktywowany przez
cytydynotrifosforan (CTP). Nastgpnie powstajacy cytydynodifosfodiacyloglicerol
(CDP-DQG) reaguje z alkoholem. W ten sposob tworza si¢ anionowe fosfolipidy:
fosfatydyloinozytol, fosfatydyloglicerol 1 kardiolipina. Poza tym  prekursorem
fosfolipidow moze by¢ takze diacyloglicerol. Wtedy to aktywowanymi skladnikami sa
fosforanowe pochodne alkoholi (np. CDP-cholina), ktore nastgpnie sa przenoszone na
czasteczke DG. W szlaku tym szlaku syntetyzowane sa fosfatydylocholina,
fosfatydyloetanoloamina oraz fosfatydyloseryna (Igal i wsp. 2001a,b; Coleman 1 wsp.
2000). Oprocz syntezy de novo PL podlegaja w komodrce przebudowie w cyklu
deacylacja-reacylacja (Rubin i wsp. 1992).

Najwazniejszymi fosfolipidami blony komorkowej 1 endoplazmatycznego
reticulum w  migsniach  szkieletowych sa  kolejno  fosfatydylocholina,
fosfatydyloetanoloamina, fosfatydyloinozytol i1 fosfatydyloseryna. Stanowia one ok.
94% wszystkich fosfolipidow (Simonides i van Hardeveld 1986; Zendzian-Piotrowska i
wsp. 2000). Kardiolipina natomiast jest istotnym PL wewngtrznej blony
mitochondrialnej (Paradies 1 wsp. 1996).

Utlenianie acyloCoA

Ze wzgledu na to, ze proces aktywacji KT zachodzi na zewngtrznej blonie

mitochondrialnej, natomiast proces [-oksydacji przebiega w matriks mitochondrium
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czasteczki acyloCoA musza wejs¢ do mitochondrium. Jak wiadomo, wewngtrzna btona
mitochondrialna jest nieprzepuszczalna dla estréow acyloCoA o dhlugich tancuchach
weglowych, takich jak np. palmityloCoA, totez istnieje specjalny system biatek
transportujacy te czasteczki do mitochondrium. Pierwszym etapem tego procesu jest
przeniesienie grupy acylowej na karnityn¢ przy udziale palmitoilotransferazy
karnitynowejl (CPT1). Enzym ten znajduje si¢ na zewngtrznej blonie mitochondrialne;.
Nastgpnie acylokarnityna jest transportowana do wnetrza mitochondrium przy udziale
translokazy karnityno-acylokarnitynowej (CACT) zlokalizowanej w  blonie
wewngtrznej. W matriks mitochondrium grupa acylowa z acylokarnityny jest z
powrotem przenoszona na CoA przez palmitoilotransferaze karnitynowa 2 (CPT2)
wystepujaca po wewngtrznej stronie wewnetrznej blony mitochondrialnej (patrz: Kerner
1 Hoppel 2000).

W mitochondrium czasteczki acyloCoA ulegaja P-oksydacji. Jest to proces,
polegajacy na kilku powtarzajacych si¢ reakcjach, prowadzacych do rozpadu tancucha
weglowego do czasteczek acetyloCoA. Enzymem zapoczatkowujacym ten proces jest
dehydrogenaza acyloCoA. Czasteczki acetyloCoA ulegaja przemianom do CO, w
cyklu Krebsa, natomiast powstale w wyniku przemian czasteczki NADH 1 FADH,; sa
utleniane w tancuchu oddechowym. W czasie tych przemian protony i elektrony
przenoszone sa na tlen czasteczkowy, powstaje H,O oraz uwalnia si¢ energia, ktorej
znaczna czg$¢ jest nastgpnie magazynowana w postaci ATP.

Nalezy dodaé, ze pewna czes¢ kwasow tluszczowych utleniana w
mitochondriach pochodzi z hydrolizy TG wewnatrzmigsniowych. Wykazano, ze KT
pochodzace z hydrolizy TG wewnatrzmig$niowych sa waznym  zrodtem KT
utlenianych w migsniach szkieletowych o wzmozonej aktywnosci skurczowej (Dyck 1
Bonen 1998), migsniu sercowym zwierzat z doswiadczalnie wywolana cukrzyca
(Saddik 1 Lopaschuk 1994) czy w migsniach szkieletowych stymulowanych
elektrycznie przy wysokim stezeniu KT 1 obnizonej dostgpnosci glukozy (Turcotte 1
wsp. 1994, Hopp 1 Palmer 1990) oraz przy ograniczonej dostgpnosci egzogennych KT
(Dyck 1 wsp. 1997, Saddik 1 Loposchuk 1991). Udziat innych lipidow
wewnarzmig$niowych: mono-, diacylogliceroli, fosfolipidow czy estréw cholesterolu w
pokrywaniu zapotrzebowania energetycznego migsnia jest natomiast niewielki (Dyck 1

wsp.1997).
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Kontrola utleniania kwaséw tluszczowych w mie$niach

Od dawna wiadomo bylo, ze konieczno$¢ transportu dlugotancuchowych
acyloCoA do mitochondrium moze by¢ waznym etapem ograniczajacym tempo
utleniania KT w migsniach. Badania ostatnich lat wskazuja, Ze najwazniejszym
procesem od ktorego zalezy tempo transportu acyloCoA do mitochondrium jest synteza
acylokarnityny katalizowana przez palmitoilotransferaze karnitynowa 1 (CPT1).
Stwierdzono, ze aktywnos¢ CPT1 w mig$niach jest allosterycznie hamowana przez
malonyloCoA (patrz: Saha 1 wsp. 1997, Ruderman 1 wsp. 1999). MalonyloCoA jest
tez zwiazkiem posrednim w procesie syntezy KT de novo a powstaje z acetyloCoA
przy udziale karboksylazy acetyloCoA (ACC). W komorkach ssakéw wystepuja dwie
izoformy tego enzymu: ACCl 1 ACC2. Sa to dwa rozne biatka kodowane przez
oddzielne geny, rdéznigce si¢ umiejscowieniem w komorce. ACCl jest enzymem
cytoplazmatycznym, natomiast ACC2 jest zwiazane z blona mitochondrialna,
najprawdopodobniej z blong zewngtrzna (Abu-Elheiga 1 wsp. 2000). O ile w tkance
thuszczowej 1 w watrobie wysoka ekspresje wykazuje izoforma ACC1 to w mig$niach
szkieletowych 1 w sercu dominuje przede wszystkim izoforma ACC2 (Abu-Elheiga i
wsp. 2000). Biorac pod uwagg te fakty oraz to, ze tempo syntezy KT w migé$niach jest
stosunkowo niskie, uwaza si¢ ze gtbwna rola wewnatrzmig$niowego malonyloCoA jest
wiasnie kontrola aktywnosci CPT1 (Saha i wsp. 1997, Ruderman 1 wsp. 1999, Abu-
Elheiga 1 wsp. 2001). Stwierdzono, ze zawarto$¢ malonyloCoA w komorce migsniowe;j
jest Scisle skorelowana z tempem utleniania KT (Merrill 1 wsp. 1998, Winder 1 Holmes
2000, Turcotte 1 wsp. 2002). Wraz ze wzrostem stezenia malonyloCoA w komorce
zmniejsza si¢ tempo utleniania KT w mitochondriach, natomiast obnizenie
malonyloCoA prowadzi do zwigkszonego utleniania KT. Obnizenie zawartosci
malonyloCoA w mig$niach obserwowano po wysitku (Winder 1 Hardie 1996),
elektrostymulacji (Saha 1 wsp. 2000) lub glodzeniu (McGarry 1 wsp. 1983), za$
podwyzszenie w hyperinsulinemii lub hyperglikemii (Saha 1 wsp.1999, Turcotte 1 wsp.
2002) a takze w migsniach odnerwionych (Saha 1 wsp. 1995) oraz po nakarmieniu
zwierzat wezesniej poddanych gtodzeniu (Chien 1 wsp. 2000, Saha 1 wsp.1999).

Dalsze badania pozwolity stwierdzi¢, ze stgezenie malonyloCoA w komorce
migsniowe] podlega $cisltej kontroli. Jednym ze sposoboéw tej kontroli jest regulacja
aktywnosci ACC2, polegajaca na fosforylacji 1 defosforylacji enzymu. Fosforylacja
ACC2 prowadzi do dezaktywacji enzymu 1 obnizenia st¢zenia malonyloCoA, natomiast

defosforylacja aktywuje ACC2 i1 zwigksza stezenie malonyloCoA w komorce. Za
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fosforylacje¢ ACC2 odpowiedzialna jest kinaza bialkowa zalezna od AMP (AMPK)
(Merrill 1 wsp.1998, Ruderman i wsp. 1999, Saha 1 wsp. 2000). Zapobiega ona
obnizaniu si¢ puli ATP w komorce migsniowej a jej aktywno$¢ wzrasta, migdzy innymi,
wraz z obnizaniem si¢ stosunku stezen ATP/AMP. Zwigkszone wykorzystanie ATP w
komoérce migsniowej prowadzi zatem do obnizenia stezenia malonyloCoA 1 wzrostu
utleniania KT w mitochondrium. Wykazano, ze aktywnos¢ AMPK zwigksza si¢ w
czasie wysitku fizycznego lub elektrostymulacji mig$ni (Hutber 1 wsp. 1997) a takze
podczas glodzenia (patrz: Hardie 1 Carling 1997).

W migsniach szkieletowych wystepuje takze dekarboksylaza malonyloCoA
(MCD), enzym, ktory katalizuje proces hydrolizy malonyloCoA z powrotem do
acetyloCoA (Saha 1 wsp. 2000, Alm 1 Saggerson 1998). Wydaje si¢, ze¢ MCD moze
rowniez wpltywaé na stgzenie malonyloCoA w miocytach. Jednak badania nad
regulacja aktywnosci tego enzymu w mig$niach szkieletowych nie daty jednoznacznych
wynikow. Dane uzyskane przez Saha 1 wsp. (2000) sugerowaty, ze aktywnos¢ MCD
podobnie jak aktywno$¢ ACC2 jest regulowana przez AMPK, przyczym fosforylacja
MCD prowadzi do aktywacji enzymu. Hipotezy tej nie potwierdzity jednak badania
Kaushik 1 wsp. (2001) oraz Habinowski’ej 1 wsp. (2001), w ktérych nie stwierdzono
wplywu AMPK na aktywnos¢ MCD w mig$niach szkieletowych.

Stezenie malonyloCoA zalezy ponadto od zawartosci cytrynianu w cytoplazmie.
Pelni on dwie role: jest substratem dla acetyloCoA a jednoczesnie allosterycznie
zwigksza aktywno$¢ ACC2 (Saha 1 wsp. 1997). Wzrost stgzenia cytrynianu w
cytoplazmie zwigksza stezenie malonyloCoA w komorce mig$niowej. Badania Saha 1
wsp. (1997) oraz Sidossis 1 wsp. (1996) wykazaty, ze wzrost stgzenia cytrynianu jest
sciSle zwiazany ze zwigkszona dostgpnoscia glukozy i jej utlenianiem w mig$niach.
Mamy wigc do czynienia z sytuacja przeciwna do opisywanej przez Randle’a (1964),
ktory twierdzil, ze zwigkszone utlenianie KT w komodrce mig$niowej, poprzez
podwyzszone stezenie cytrynianu w cytoplazmie, hamuje utlenianie glukozy.
Zwigkszone stezenie cytrynianu jest najprawdopodobniej glowna przyczyna
podwyzszenia malonyloCoA w mig$niach szkieletowych w hiperinsulinemii lub/i
hiperglikemii (Winder 1 Holmes 2000).

Z doswiadczen na zwierzgtach nakarmionych po okresie glodzenia wynika, Ze
nie sa to jednak wszystkie mozliwe mechanizmy regulacji st¢zenia malonyloCoA w
komorce migsniowej. Jak wykazaty badania Chien 1 wsp. (2000) oraz Sahy 1 wsp.

(1999) wzrost malonyloCoA obserwowany po nakarmieniu nie jest zwiazany ani ze
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zmieniona aktywnos$cia ACC2 1 MCD, wynikajaca z fosforylacji/defosforylacji
enzymu, ani z podwyzszonym st¢zeniem cytrynianu w cytoplazmie. Autorzy tych prac
sugeruja, ze jest to spowodowane prawdopodobnie obnizona dostgpnoscia
dtugotancuchowych czasteczek acyloCoA w komorce, o ktorych wiadomo ze moga
allosterycznie hamowa¢ aktywno$¢ ACC2 (Alm i Saggerson 1998, Saha i wsp. 1997,
Trumble 1 wsp. 1995).

Na tempo utleniania KT w mitochondrium oprocz stgzenia malonyloCoA
wplywa takze stosunek stgzen acylokarnityny i1 acyloCoA. Wykazano, ze tempo
utleniania KT przez migsnie zwigksza si¢ przy podwyzszonym stosunku
[acylokarnityna]/[acyloCoA], za§ przy obnizonym stosunku ulega zmniejszeniu (Alm 1
Saggerson 1998).

Zwigkszona dostepnos¢ kwasdéw thuszczowych 1 podwyzszone tempo procesu
B-oksydacji KT moze prowadzi¢ do wzrostu stosunkéw stezen acetyloCoA/CoA oraz
NADH/NAD" w mitochondrium. To z kolei stymuluje w mie$niach szkieletowych
aktywno$¢ kinazy dedehydrogenazy pirogronianowej (zwlaszcza 4 izoformy tego
enzymu- PDK4), ktéra jest odpowiedzialna za fosforylacje i dezaktywacj¢ kompleksu
dehydrogenazy pirogronianowej (patrz: Sugden 1 wsp. 2001, Sugden 1 Holness 1994).
Kompleks ten katalizuje przemiang pirogronianu do acetyloCoA. Zahamowanie
aktywnos$ci dehydrogenazy pirogronianowej prowadzi do zmniejszonego utleniania
glukozy w mitochondriach 1 tym samym moze dodatkowo zwigksza¢ udziat kwasow
thuszczowych w procesach oksydacyjnych. Jak wynika z piSmiennictwa podwyzszona
aktywnos$¢ PDK4 w mig$niach szkieletowych szczura stwierdza si¢ przy zastosowaniu
diety bogato-ttuszczowej (Holness 1 wsp. 2000), w czasie glodu (Peters 1 wsp. 2001,
Sugden 1 wsp. 2000b) czy w doswiadczalnie wywotanej cukrzycy (Wu 1 wsp. 1999), a
wigc w sytuacjach zwigkszonej dostgpnosci KT.

Ibrahimi 1 wsp. (1999), wykorzystujac szczep myszy ze zwigkszona ekspresja
biatka FAT/CD36 udowodnili, ze tempo wutlenianie KT w sytuacji duzego
zapotrzebowania na energi¢, moze by¢ ograniczone przez transport kwasow
thuszczowych przez blong komoérkowa. Poza tym, tempo oksydacji KT zaleze¢ moze
rowniez od dostgpnosci KT 1 O, we krwi, stezenia biatek wiazacych KT 1 acyloCoA w
cytoplazmie, aktywno$ci syntetazy acyloCoA, oraz enzymdéw zaangazowanych w
procesach B-oksydacji (np. dehydrogenazy B-hydroksyacyloCoA) i1 cyklu Krebsa (np.

syntetazy cytrynianowej) czy w tancuchu oddechowym (np. cytochrom c).
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Kontrola syntezy lipidow w mie$niach

O 1ile stosunkowo dobrze poznano poszczegolne etapy biosyntezy TG 1 PL oraz
enzymy katalizujace te przemiany we wiloknach migsniowych to niewiele jeszcze
dotychczas wiadomo o mechanizmach kontroli tych procesow.

Powszechnie przyjelo si¢ uwazaé, ze tempo estryfikacji KT w migsniach
szkieletowych zalezy od dostgpnosci glicerolo-3-fosforanu 1 acyloCoA w komorce.
Potwierdzaja to migdzy innymi badania Coburn 1 wsp. (2000), ktorzy stwierdzili istotne
zmniejszenie tempa wbudowywania KT w kwas lizofosfatydowy, fosfatydowy, TG i PL
prowadzace do akumulacji KT w DG w wyniku ograniczonego wychwyt KT,
spowodowanego brakiem biatka FAT/CD36 w blonie komérkowe;.

Dane dotyczace aktywnosci enzymow bioracych udzial w procesach syntezy TG
1 PL pochodza przede wszystkim z badahn nad metabolizmem lipidow w tkance
thuszczowej, watrobie 1 sercu. Wynika z nich, ze najwazniejszym enzymem, od ktérego
zalezy tempo estryfikacji KT do TG 1 PL jest GPAT (patrz: Coleman 1 wsp. 2000,
Cortright 1 wsp.1997, Dircks i1 Sul 1997).

Wykazano, ze na aktywnos¢ GPAT w tych tkankach wplywa przede wszystkim
insulina. Stwierdzono, ze w adipocytach 1 hepatocytach hormon ten zwigksza
aktywno$¢ mitochondrialnej frakcji GPAT, a w mniejszym stopniu  aktywnos$¢
mikrosomalnej GPAT (patrz: Coleman 2000), podczas gdy w kardiomiocytach
stymuluje jedynie mitochondrialna GPAT (patrz: Cortright i wsp. 1997). W tkance
thuszczowej réwniez hormony tarczycy odgrywaja rolg¢ w regulacji aktywnosci
enzymOw bioracych udziat w syntezie TG. Przy niedoborze hormonow tarczycy
opisywano w tej tkance wzrost aktywnosci mikrosomalnej GPAT z towarzyszacym
obnizeniem aktywnosci mitochondrialnej] GPAT (Baht 1 Saggerson 1988).

W izolowanych komodrkach migénia sercowego wykazano, ze adrenalina
zwigksza tempo syntezy TG 1 PL, co jest zwigzane z 40% wzrostem aktywnosci
mikrosomalnej GPAT, bez zmian aktywnosci GPAT mitochondrialnej (Swanton i
Saggerson 1997b). Heathers 1 wsp. (1985), wykorzystujac model izolowanego
perfundowanego serca, stwierdzili obnizona aktywno$¢ mikrosomalnej GPAT pod
wplywem adrenaliny.

Nieliczne badania udzialu GPAT w regulacji syntezy TG 1 PL we widknach
mig$niowych dotycza wplywu insuliny na aktywno$¢ tego enzymu. Wykorzystujac
miocyty linii BC3H-1 wykazano, ze w przeciwienstwie do kardiomiocytow insulina

podwyzszata aktywno$¢ mikrosomalnej GPAT (Vila i wsp. 1990).
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Muoio 1 wsp. (1999a), badajac tempo estryfikacji KT w komorkach watroby
stwierdzili, ze AMPK, ktora zwigksza tempo utleniania KT w tej tkance wpltywa
jednoczesnie na wbudowywania KT do TG wewnatrzkomoérkowych, obnizajac tempo
tego procesu. Wykazano, ze jest to zwiazane z zahamowaniem aktywnosci
mitochondrialnej GPAT. Ci sami badacze wykazali podobny wptyw AMPK na
utlenianie 1 estryfikacj¢ KT w migéniu szkieletowym, lecz w odrdznieniu od watroby
nie obserwowali zmian w aktywnos$ci mitochondrialnej GPAT w miocytach, co wedlug
nich wynika przede wszystkim z niskiej aktywnos$ci tego enzymu we widknach
mig$niowych.

Badania nad metabolizmem KT w migéniu sercowym wykazaty ponadto, ze
acylokarnityna - produkt CPT1 moze wplywa¢ hamujaco na aktywno$¢ GPAT
(Hulsmann 1 wsp.1982).

Obok GPAT, waznym enzymem z punktu widzenia syntezy TG wydaje si¢ by¢
takze acylotransferaza diacyloglicerolowa (DGAT), lecz niewiele jest danych
dotyczacych regulacji aktywnosci tego enzymu w komoérkach ssakow (patrz: Coleman 1
wsp. 2000, Farese 1 wsp. 2000). Schoonderwoerd 1 wsp. (1990) wykorzystujac
izolowany migsien sercowy wykazali, ze aktywno$¢ DGAT moze ulega¢ zwigkszeniu
pod wptywem kwasow ttuszczowych.

W dostgpnej literaturze nie znaleziono danych na temat kontroli syntezy PL we
widknach migsniowych. Z badan przeprowadzonych na hepatocytach, fibroblastach i
oocytach wynika, ze estryfikacja KT do PL zalezy od dostgpnosci cytydynotrifosforanu
w komorce (patrz: Coleman 1 wsp. 2000). Poza tym wydaje sig, ze synteza PL jest
zwiazana z procesem przebudowy bton 1 proliferacja komorki .

Na przyktadzie fibroblastow 1 oocytdéw wykazano, ze przy bardzo niskiej
zawartosci KT w mieszaninie inkubacyjnej (3-30 uM) sa one przede wszystkim
wbudowywane w PL, natomiast kiedy stgzenie KT jest wysokie (100-300 uM)
przewaza proces syntezy TG (Igal 1 wsp. 2001b, Rosenthal 1981). Wydaje sig, ze
enzymem odpowiedzialnym za rozdzielenie acyloCoA pomigdzy szlak syntezy TG 1 PL
moze by¢ mitochondrialna GPAT. Igal i wsp. (2001b), badajac tempo wbudowywania
kwasu oleinowego we frakcje TG 1 PL w oocytach z podwyzszona ekspresja genu
kodujacego mitochondrialng GPAT stwierdzili, Ze niezaleznie od st¢zenia tego kwasu w

mieszaninie inkubacyjnej byt on preferencyjnie wbudowywany w pulg TG.
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Regulacja lipolizy w miesniach szkieletowych

O ile dobrze poznano mechanizmy regulacji lipolizy w tkance tluszczowe;j, to
kontrola hydrolizy wewnatrzmigsniowych TG budzi jeszcze wiele niejasnosci.

Migsnie szkieletowe zawieraja trzy rodzaje lipaz rozniacych si¢ pH optymalnym
dla ich aktywnos$ci, a mianowicie lipaz¢ lizosomalna (pH = 5), lipazeg lipoproteinowa
(pH = 8,5) 1 lipazg neutralna (pH = 7). Przez wiele lat sadzono, ze lipaza lipoproteinowa
jest odpowiedzialna za hydroliz¢ TG w komorce migéniowej. Z tego powodu
poszukiwano w roéznych warunkach bezpos$redniej zalezno$ci pomigdzy aktywnoscia
LPL a zawartoscia TG w migéniach (Oscai 1990), chociaz wiadomym bylo, ze
srodowisko wewnatrzkomorkowe w migsniu nie jest optymalne dla LPL a poza tym
brak jest w miocytach apoproteiny C II, niezbednej do aktywacji tego enzymu.
Zainteresowano si¢ zatem lipaza neutralng z uwagi na to, ze lipaza HSL obecna w
tkance thuszczowej jest wilasnie lipaza neutralna (patrz: Straalfors 1 wsp. 1987).
Rzeczywiscie wykorzystujac  przeciwciala przeciwko HSL z tkanki thiszczowej
wykryto w migsniowych szkieletowych szczura biatko (Holm 1 wsp. 1987), ktérego
optymalne warunki dziatania sa takie same jak HSL w adipocytach (Langfort 1999).
Okazato sig, ze lipaza obecna w migsniach, podobnie jak HSL tkanki tluszczowe;
katalizuje proces hydrolizy TG do monoacylogliceroli 1 kwasow thuszczowych, przy
czym jej aktywnos¢ katalityczna jest znacznie wyzsza w stosunku do diacylogliceroli
jako substratu niz w stosunku do triacylogliceroli. Badania cytowanych autoréw
dowodza zatem, ze za hydroliz¢ wewnatrzkomorkowych TG w mig$niach
szkieletowych, podobnie jak w tkance tluszczowej odpowiedzialna jest lipaza hormono-
wrazliwa.

Dotychczas niewiele jest danych na temat regulacji aktywnosci HSL w mig$niach
szkieletowych. Langfort 1 wsp. (1999) udowodnili, ze podobnie jak w adipocytach
aktywnos$¢ tego enzymu jest stymulowana przez adrenaling, ktora dzialajac poprzez
receptory typu B 1 cAMP zwigksza aktywno$¢ kinazy biatkowej A, odpowiedzialnej za
fosforylacje enzymu. Ta sama grupa badaczy wykazata ponadto, ze zwigkszona
aktywno$¢ mig$nia w czasie skurczu moze rowniez aktywowa¢ HSL (Langfort 1 wsp.
2000), przy czym w procesie tym uczestniczy kinaza biatkowa C (Donsmark 1 wsp.
2002). Envoldsen i wsp. (2001) stwierdzili natomiast, ze trening fizyczny, ktéry hamuje
hydrolize wewnatrzmig$niowych TG, zmniejsza wrazliwos¢ lipazy triacyloglicerolowe;j

na stymulujace dzialanie adrenaliny.
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Wydaje sig, ze HSL nie jest jedynym enzymem, ktéry moze hydrolizowa¢ TG
wewnatrzkomorkowe. Haemmerle 1 wsp. (2002) stwierdzili bowiem, ze u myszy, ktore
nie syntetyzowaly biatka HSL wzrasta znacznie akumulacja diacylogliceroli (DG) w
tkance thuszczowej, mig$niach szkieletowych i sercu, natomiast tempo hydrolizy TG do
DG albo nie uleglo zmianie w mig$niach szkieletowych 1 sercu, albo bylo nieznacznie
obnizone (tkanka tluszczowa). Wedlug autorow tej pracy za hydrolize
wewnatrzkomorkowych TG w tych warunkach mogtaby by¢ odpowiedzialna neutralna
hydrolaza estrow cholesterolu, ktéra wykazuje aktywnos$¢ takze w stosunku do TG.
Czynniki fizjologiczne i patologiczne wplywajace na wychwyt i metabolizm
kwasow tluszczowych w miocytach

Wychwyt 1 wykorzystanie KT przez mig$nie szkieletowe zaleza od bardzo wielu
czynnikoéw migdzy innymi od: st¢zenia kwasow tluszczowych we krwi, rodzaju widkien
migsniowych, aktywnosci skurczowej mig$nia, stanu nasycenia organizmu (gtdéd vs.
nakarmienie) oraz rodzaju stosowanej diety. Na metabolizm KT w migsniach moze tez
wplywac szereg hormondéw np.: insulina, aminy katecholowe, leptyna czy hormony
tarczycy, lecz mechanizmy ich dzialania sa wciaz jeszcze stabo poznane.

Wedlug klasyfikacji Armstrong’a i Phelps’a (1995) u szczura wyrdznia si¢ trzy
rodzaje wlokien mig$niowych, ktore roéznia si¢ cechami morfologicznymi 1
biochemicznymi: widkna typu I wolnokurczace si¢ (ST) oksydacyjne 1 widkna typu 11
szybkokurczace sig, ktore z kolei dzielone sa zwykle na dwie podgrupy 1la (FTR) czyli
wlokna szybkokurczace si¢ tlenowo-glikolityczne, czerwone oraz IIb (FTW) - widkna
szybkokurczace si¢ glikolityczne, biate

Widkna typu I 1 Ila, w porownaniu do widkien IIb, zawieraja wigcej
mitochondriow, cechuje je wigksza aktywnos$¢ enzymow zwiazanych z tlenowymi
przemianami energetycznymi 1 wyzsze stgzenie mioglobiny. Oprocz wyzszego
potencjatu oksydacyjnego widkna te charakteryzuje znacznie wyzsza aktywnos¢ LPL
(Hamilton 1 wsp. 1998, Ladu i wsp. 1991b, Linder i wsp. 1976) , wigksza zawartos¢
biatek wiazacych KT: FABPpm 1 FAT w blonie komorkowej (Turcotte 1 wsp. 1997;
Bonen 1 wsp. 1998b; Luiken i wsp. 1999b; Bonen 1 wsp. 1997), FABPc w cytoplazmie
(patrz: Glatz 1 Van der Vusse 1996) oraz bialek wiazacych czasteczki acyloCoA
(ACBP). Poza tym zawieraja one wigcej TG 1 cechuje je bardziej nasilona ekspresja
lipazy hormono-wrazliwej (Langfort 1 wsp. 1999, Peters 1 wsp. 1998), wigksza liczba
receptorow typu B (Williams 1 wsp. 1984) 1 gestsza sie¢ naczyn wlosowatych. Ponadto

CPT1 znajdujaca si¢ w blonie mitochondrialnej tych widkiem jest znacznie mniej
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wrazliwa na hamujace dziatanie malonyloCoA niz analogiczyny enzym we witoknach
glikolitycznych (Kim 1 wsp. 2002). Z kolei widkna typu [ w pordwnaniu do widkien 1la
maja nizsza aktywnos$¢ enzyméw przemian glikolitycznych, odbudowa ATP odbywa
si¢ w nich przede wszystkim poprzez fosforylacje oksydacyjna.

W mig$niach o przewadze wilokien typu I, do ktérych nalezy migsien
plaszczkowaty wykorzystanie kwaséw thuszczowych jest najwigksze (Dyck 1 wsp.1997,
Budohoski 1 wsp. 1996).

Jest dobrze udokumentowane, ze wychwyt 1 metabolizm KT przez mig$nie
szkieletowe wzrasta wraz ze wzrostem aktywnos$ci skurczowej mig$nia wywolanej
przez wysitek fizyczny lub stymulacjg elektryczna.

Zwigkszona aktywnos¢ skurczowa mig$nia prowadzi do wzmozonej hydrolizy
ATP 1 wzrostu stgzenia AMP w komorce. Obnizenie stgzenia ATP przy wzroscie
stgzenia AMP pobudza aktywnos$¢ kinazy bialkowej zaleznej od AMP (AMPK).
Wykazano, ze aktywno$¢ AMPK zwigksza si¢ w czasie wysitku fizycznego lub
elektrostymulacji migsni (Hutber 1 wsp. 1997), ktéra fosforylujac karboksylaze
acetyloCoA (ACC) hamuje jej aktywnos$¢ i1 obniza stezenie malonyloCoA w komorce
(Winder 1 Hardie 1996, Saha i wsp. 1995). Obnizone st¢zenie malonyloCoA powoduje,
ze zwigksza si¢ aktywnos$¢ CPT1 1 transport acyloCoA do mitochondrium. Poza tym
AMPK zmniejsza aktywno$¢ mitochondrialnej GPAT przez co dodatkowo zwigksza
transport acyloCoA do mitochondrium 1 tempo jego utleniania (Muoio 1 wsp. 1999a).

Podczas wysitku zwigksza si¢ stezenie amin katecholowych w osoczu krwi.
Aminy katecholowe nie tylko zwigkszaja uwalnianie KT z tkanki thuszczowej 1 stgzenie
KT we krwi, ale maja takze bezposredni wptyw na migs$nie szkieletowe. Pod wptywem
amin katecholowych wzrasta przeplyw krwi przez pracujacy migsien (Hagstrom-Toft 1
wsp. 1998), co zwigksza zaréwno dostepnos¢ KT jak 1 TG osocza. Poza tym w
pracujacych migsniach pod wptywem amin katecholowych i1 zwigkszonej aktywnosci
skurczowej wzrasta aktywno$¢ LPL (Ladu 1 wsp. 1991a). Wigksza dostgpnos¢ TG
osocza 1 podwyzszona aktywnosci LPL doprowadzi prawdopodobnie do dodatkowego
lokalnego wzrostu stgzenia KT we krwi pracujacych migéni. Wzrost stgzenia KT we
krwi przy w miarg stalym stezeniu albuminy powoduje, ze wzrasta w surowicy takze
puli KT niezwiazanych z albuming (nKT). Nasilone utlenianie acyloCoA w komorce
doprowadza za§ do zmniejszenia stezenia acyloCoA 1 KT w komorce (Kiens 1 wsp.
1999). Réwnoczesny wzrost stezenie KT we krwi 1 obnizone stezenie KT w komorce

zwigksza réznicg stezen KT pomigedzy komorka a osoczem co prawdopodobnie
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prowadzi do wzrostu ich biernego transportu do miocytu. Poza tym wykazano, ze
zwigkszony wychwyt KT przez pracujace mig$nie wigze si¢ rowniez ze wzrostem
stezenia FAT/CD36 w blonie komoérkowej (Bonen 1 wsp. 1999, Bonen 1 wsp. 2000).
Stwierdzono, ze pod wplywem stymulacji elektrycznej migsnia nastgpuje
przemieszczaniem si¢ biatka FAT/CD36 z cytoplazmy do blony komérkowej (Bonen 1
wsp. 2000).

Aminy katecholowe oraz aktywno$¢ skurczowa mig$nia stymuluja rowniez
aktywno$¢ HSL we widknach migsniowych (Langfort 1 wsp. 1999, 2000), tym samym
zwigksza si¢ dostepnos¢ KT endogennych.

Dyck 1 Bonen (1998), wyznakowujac pul¢ TG wewnatrzmig$niowych in vitro
wykazali, ze podczas wzmozonej aktywnos$ci skurczowe] migénia wzrasta zardwno
tempo utlenianie KT egzogennych jak i1 endogennych. Ci sami autorzy, okreslajac
udziat tych dwoéch pul w calkowitym utlenianiu KT przez izolowany migsien
stwierdzili natomiast, ze o ile w spoczynku z utleniania KT endogennych pochodzi
tylko 10% niezbednej energii a reszt¢ pokrywaja KT egzogenne, to w pracujacym
migéniu jego zapotrzebowanie energetyczne jest w 90% pokrywane przez KT
endogenne, za$ z utleniania egzogennych KT pochodzi tylko 10% ATP.

W kurczacym si¢ migs$niu, oprocz wzmozonego tempa utleniania KT dochodzi
takze do nasilenia procesu wbudowywania KT w TG ( Dyck 1 Bonen 1998). Ze wzgledu
jednak na to, ze tempo utleniania KT wzrasta az 4-8 krotnie, a tempo syntezy TG tylko
0 33-68% zmienia sig udziat procentowy tych proceséw w komorce. O ile w spoczynku
utleniane jest bezposrednio 25% KT wchodzacych do komorki migs$niowej, za$
pozostale 75% jest estryfikowane, w tym ok. 50% jest wbudowywane w TG, to podczas
elektrostymulacji proces utleniania stanowi 70%  a estryfikacji ok. 30%. Nie
stwierdzono, wplywu wysitku na tempo wbudowywania KT w inne frakcje lipidowe,
takie jak PL, DG lub MG (Dyck i Bonen 1998).

Nie wiadomo czy zwigkszone tempo estryfikacji KT do TG wynika tylko ze
zwigkszonej dostgpnosci KT 1 glicerolo-3-fosforanu 1 czy tez istnieja jeszcze inne
mechanizmy kontroli tego procesu. Badajac wptyw adrenaliny na metabolizm KT w
mig$niu sercowym stwierdzono, ze hormon ten oprocz stymulacji lipolizy TG
wewnatrzmig§niowych zwigksza rowniez tempo syntezy TG de novo, tzn. od acylacji
glicerolo-3-fosforanu (Swanton i1 Saggerson 1997b).

Jezeli tempo hydrolizy TG wewnatrzmigsniowych przewyzsza znacznie tempo

estryfikacji KT to dochodzi do obnizenia zawarto$ci TG w pracujacym migsniu, co jest
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bardzo czgstym zjawiskiem podczas wysitku o umiarkowanej intensywnosci lub w
czasie elektrostymulacji  (Hopp 1 Palmer 1990, Hurley 1 wsp.1986, Dyck 1 Bonen
1998).

Dobrze znane jest antylipolityczne dziatanie insuliny na uwalnianie KT z tkanki
thuszczowej. Przybywa ponadto dowodow na to, ze insulina reguluje takze wychwyt 1
metabolizm KT w mig$niach szkieletowych. Stwierdzono, ze pod wplywem wysokich
dawek tego hormonu zwigksza si¢ wychwyt KT przez mig$nie (Dyck 1 wsp. 2001,
Turcotte 1 wsp. 2002), co najprawdopodobniej jest zwigzane ze wzrostem st¢zenia
biatek FABPpm (Turcotte i wsp. 2001) i FAT/CD36 (Dyck 1 wsp. 2001, Luiken 1 wsp.
2002). Jak wykazali Luiken 1 wsp. (2002) pod wplywem insuliny nastgpuje
przemieszczenie biatka FAT/CD36 z cytoplazmy do blony komoérkowe;.

Wchodzace do wilokien migsniowych KT sa pod wplywem insuliny przede
wszystkim estryfikowane do TG (Muoio i wsp. 1997, Muoio 1 wsp. 1999b, Dyck 1 wsp.
2001, Luiken 1 wsp.2002) 1 PL (Luiken 1 wsp. 2002). Tempo utleniania KT do CO, albo
pozostaje bez zmian (Turcotte 1 wsp. 2001), albo ulega obnizeniu (Turcotte 1 wsp.
2002, Dyck 1 wsp. 2001, Muoio 1 wsp. 1999b, Muoio 1 wsp. 1997, Sidossis i wsp. 1996).
Obnizone tempo utleniania KT pod wplywem tego hormonu zwiazane jest z
podwyzszeniem tempa utleniania glukozy w mitochondriach, ktére prowadzi do
wzrostu stgzenia cytrynianu a w nastgpnej kolejnosci do podwyzszenia stgzenia
malonyloCoA (Saha 1 wsp. 1999). O tym ostatnim zwigzku wiadomo, ze allosterycznie
hamuje aktywnos¢ CPT1 i1 uniemozliwia transport acyloCoA do mitochondrium.
Zwigkszone pod wplywem insuliny tempo estryfikacji KT do TG moze by¢
spowodowane zwigkszonym transportem KT do komorki lub wiaza¢ si¢ z lepsza
dostgpnoscia glicerolo-3-fosforanu pochodzacego z glukozy (Boggs 1 Buse 1995, Chen 1
wsp. 1994). Poza tym wykazano, ze insulina zwigksza aktywno$¢ mikrosomalne;j
GPAT w miocytach BC3H-1 (Vila 1 wsp. 1990).

Podwyzszonemu tempu wbudowywania KT do TG towarzyszy obnizone tempo
hydrolizy wewnatrzmig$§niowych TG (Dyck 1 wsp. 2001), prowadzace do znacznego
podwyzszenia tej puli KT w migsniach szkieletowych (Turcotte 1 wsp. 2002). Jest to
charakterystyczne dla cukrzycy insulino-niezaleznej (patrz: Goodpastre 1 Kelley 1998).

Wplyw hormondw tarczycy na metabolizm kwaséw ttuszczowych w mig§niach
szkieletowych jest prawie catkiem nieznany. Lepiej natomiast poznano udzial tych
hormonow w kontroli metabolizmu KT w watrobie, tkance tluszczowej 1 sercu (patrz:

Hoch 1988, Yen 2001). Badajac te tkanki wykazano, ze trijodotyronina (T3) — aktywny
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hormon tarczycy wplywa na tempo lipogenezy i ketogenezy (Castellani i wsp. 1991),
tempo lipolizy zapasowych TG (Oppenheimer 1 wsp. 1991), przemiang glicerolo-3-
fosforanu do TG 1 PL (Roncari i Murthy 1977, Baht 1 Saggerson 1988) oraz tempo
utleniania KT do CO, (Stakkestad i Bremer 1982, Heimberg 1 wsp.1985, Paradies 1 wsp.
1996, Sugden 1 wsp. 1999).

W tkance tluszczowe] szczura w stanie hipertyreozy obniza si¢ tempa
wbudowywania glicerolo3-fosforanu w TG, natomiast przy niedoborze hormonow
tarczycy stwierdzano zwigkszanie si¢ tempa tego procesu . Badajac wptyw hormonow
tarczycy na procesy estryfikacji 1 oksydacji KT w watrobie wykazano, ze ich nadmiar
we krwi obniza tempo wbudowywania KT w TG a zwigksza tempo utleniania KT do
CO,, podczas gdy hipotyroeza wywoluje efekt przeciwny. W sercu nadmiar hormonow
tarczycy stymuluje zaré6wno tempo syntezy TG jak 1 tempo utleniania KT w
mitochondriach. W stanie hipotyreozy obserwowano za§ znaczne zmniejszenie
zdolnosci oksydacyjnej migsnia sercowego. Wykazano, ze obserwowane zmiany tempa
estryfikacji 1 oksydacji KT w wyzej wymienionych tkankach wynikaja z wptywu T; na
aktywno$¢ enzymow zaangazowanych w tych procesa - migdzy innymi GPAT
(Stakkestad 1 Bremer 1982, Dang 1 wsp. 1985), CPT1 (Jensen 1 wsp. 2000, Sugden 1
wsp. 1999) 1 CACT (Paradies 1 wsp. 1996) oraz na biosyntezg fosfolipidow
wewngtrznej blony mitochondrialnej (Paradies 1 wsp. 1997a,b).

Trijodotyronina powoduje liczne zmiany czynnos$ciowe, biochemiczne 1
histochemiczne w mig$niach szkieletowych. Dobrze znany jest wplyw stanu
czynnosciowego tarczycy na kurczliwo$¢ migsni szkieletowych (Fitts 1 wsp. 1980,
Lomax 1 Robertson 1992, Jakubiec-Puka 1999), wewnatrzmig¢$niowy metabolizm
glukozy (Dubaniewicz 1 wsp. 1989, Dimitriadis 1 wsp. 1997) czy potencjal oksydacyjny
migs$nia (Baldwin 1 wsp, 1980, De Luise 1 Harker 1989).

Wrazliwo$¢ migsni szkieletowych na dziatanie T; jest rozna w zaleznosci od
typu wilokien migsniowych. Wykazano, ze migsien o przewadze wiokien
oksydacyjnych, np. migsien ptaszczkowaty jest bardziej wrazliwy na dziatanie T; niz
mig$nie o przewadze widkien oksydacyjno-glikolitycznych lub glikolitycznych (Winder
1 Holloszy 1977, Capo i Sillau 1983).

Od dawna wiadomo, ze hormony tarczycy, zwlaszcza Ts; wpltywaja na ilos¢
mitochomdriow oraz aktywno$¢ enzymow mitochondrialnych: syntetazy cytrynianowej,
oksydazy cytochromu ¢, dehydrogenazy a-glicerolofosforanowej, dehydrogenazy

bursztynianowej, czy poziom cytochromu c (Tata 1 wsp. 1963, Baldwin 1 wsp. 1980,
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Terjung i Koerner 1976, McAllister 1 wsp. 1995). Wzrost aktywnosci tych enzymoéw lub
biatek prowadzi do zwigkszonego pobierania tlenu przez migs$nie oraz zwigkszonej
produkcji ATP co jest charakterystyczne dla nadczynnosci tarczycy (Short i wsp. 2001).

Niewiele jest danych na temat wplywu stanu czynnos$ciowego tarczycy na
przemiany lipidow w migé$niach szkieletowych 1 mechanizmy biorace udziat w ich
kontroli. W stanie doswiadczalnie wywotanej niedoczynnosci tarczycy u szczurow
stwierdzano zwiekszona aktywno$é LPL w migsniach szkieletowych. (Zernicka 1999,
Kaciuba-Uscitko 1 wsp. 1980), natomiast przy nadmiarze hormondéw tarczycy we krwi
obnizona aktywno$¢ tego enzymu (Zernicka 1999, Kaciuba-Uscitko i wsp. 1980)
Wykazano takze, ze stan czynnosciowy tarczycy wplywa na zawarto$¢
wewnatrzmig$sniowych TG. Niedobor hormonow tarczycy obniza (Kaciuba-Uscitko
1980) badz nie zmienia (Zernicka 1999) zawartosci TG wewnatrzmig$niowych.
Natomiast pod wplywem nadmiaru T; stgzenie TG w migs$niach szkieletowych wzrasta
(Zernicka 1999, Kaciuba-Uscitko 1980). Poza tym wykazano, Ze stan czynnos$ciowy
tarczycy ma wplyw na tempo metabolizmu PL oraz sklad fosfolipidow w blonie
komorkowej, 1 mitochondrialnej oraz blonach retikilum endoplazmatycznego migsni

szkieletowych (Zendzian-Piotrowska 2000, Simonides i wsp. 1987).
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3. ZALOZENIA I CELE PRACY

Wychwyt, utlenianie 1 wbudowywanie KT w lipidy wewnatrzmig$niowe przez
migsnie szkieletowe mozna badac in vivo, in situ 1 in vitro. W modelu in vivo podaje
si¢ w iniekcji dozylnej znakowany kwas thluszczowy, a nastgpnie na podstawie pigtna
izotopowego w wydychanym CO, 1 w poszczegdlnych frakcjach lipidowych
wyekstrahowanych z migénia okresla si¢ tempo utleniania KT 1 syntezy lipidow.
Metoda in vivo wymaga stosowania duzych dawek znakowanego kwasu thuszczowego,
poniewaz znaczna jego 1los¢ jest wychwytywana przez watrobg. Ponadto ze wzgledu
na hydroliz¢ TG przez LPL w naczyniach kapilarnych widkien migsniowych trudno jest
okresli¢ faktyczne stgzenie KT dostgpnych bezposrednio dla miocytow. Dlatego do
badan nad wychwytem 1 metabolizmem KT w migéniu szkieletowym szczura w obecnej
pracy wybrano model in vitro, stosowany dotychczas w naszym Zaktadzie w badaniach
nad metabolizmem glukozy w migs$niach szkieletowych szczura (Budohoski 1 wsp.
1993, 1987, 1984; Dubaniewicz 1 wsp. 1989; Langfort i wsp. 1993, 1991).

Do badan wybrano migsien plaszczkowaty (soleus) z uwagi na to, ze jest to
migsien plaski o niewielkiej masie, co pozwala na uniknigcie problemoéw z prawidtowa
dyfuzja tlenu do jego wnetrza (Bonen 1 wsp. 1994). Migsien ptaszczkowaty sktada sig
przede wszystkim z wildkien oksydacyjnych (ok. 69%) oraz oksydacyjno-
glikolitycznych (ok. 31%) (Dyck 1 wsp. 1997) 1 wychwytuje znacznie wigcej KT niz
inne niewielkie mig§nie szczura wykorzystywane w modelach in vitro (Dyck 1 wsp.
1997).

W warunkach in vivo z uwagi na stale st¢zenie albuminy we krwi, wraz ze
wzrostem catkowitego stezenia KT w osoczu wzrasta jednocze$nie wielkos¢ kompleksu
KT-albumina oraz stezenie kwasow thuszczowych niezwiazanych z albumina (nKT). Ze
wzgledu na to, ze nie ma jak dotad pewnosci czy 1 w jakim stopniu frakcja nKT
odgrywa role w wychwycie KT przez migsnie szkieletowe, postanowiono
wykorzystujac model in vitro zbada¢ jak zmienia si¢ wychwyt oraz utlenianie kwasu
palmitynowego (KP) 1 tempem jego wbudowywania si¢ w TG 1 PL wraz ze wzrostem
catkowitego stgzenia KT przy zachowaniu statej puli nKT w medium inkubacyjnym.

Glownymi celami obecnej pracy bylo:
1. Sprawdzenie czy zastosowana metoda in vifro moze umozliwi¢ prawidlowa oceng
wychwytu kwasu palmitynowego (KP) przez migsien plaszczkowaty szczura oraz

przesledzenie losow tego kwasu w komorkach migsniowych poprzez okreslenie
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tempa utleniania KP do CO, oraz tempa wbudowywania tego kwasu w pule
acylogliceroli 1 fosfolipidow.

. Okre$lenie udziatu frakcji kwasow thuszczowych zwiazanych 1 niezwiazanych z
albuming na wychwyt KP przez migsien ptaszczkowaty, tempo jego utleniania do
CO; oraz wbudowywania w lipidy wewnatrzmig$niowe.

. Z uwagi na istotna, a stabo poznana rolg hormon6éw tarczycy w kontroli metabolizmu
lipidow w migsniach szkieletowych postanowiono takze zbada¢ czy u szczurdow z
doswiadczalnie wywotanym stanem niedoboru lub nadmiaru Ts tempo wychwytu KP
przez izolowany migsien ptaszczkowaty oraz tempo jego metabolizmu w komorce

ulegaja zmianom.
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4. MATERIAL I METODY

Zwierzeta

Doswiadczenia przeprowadzono na samcach szczuréw szczepu Wistar o masie
ciata 160-180 g. Zwierzgta trzymano w klatkach po 10 sztuk, w pomieszczeniu o
kontrolowanej temperaturze 20 + 2°C 1 12 godzinnym okresie Swiatla 1 ciemnosci.
Szczury karmiono standardowa, granulowana pasz¢ produkowana przez Zakilad
Wytwoérni Pasz w Motyczy przy Centralnym Laboratorium Paszowym w Lublinie oraz
podawano wodg do picia ad libitum.

Na 17-19 godzin przed rozpoczgciem doswiadczen wszystkie zwierzgta byly
pozbawiane pokarmu, mialy natomiast swobodny dostep do wody. W kazdej serii
doswiadczalnej zwierzgta usypiano pentobarbitalem sodu (preparat Vetbutal, Biowet,
Putawy) w dawce 60 mg/kg masy ciata 1 pobierano od nich migsien plaszczkowaty
(soleus) z obydwu konczyn, a w niektorych seriach doswiadczalnych zwierzegta
dekapitowano 1 pobierano krew.

Przebieg badan

Do okreslenia wychwytu 1 metabolizmu kwasow tluszczowych w inkubowanym
mig$niu plaszczkowatym wykorzystywano kwas palmitynowy (KP), poniewaz jest to
jeden z KT powszechnie wystepujacych we krwi szczura (ok. 32% caltkowitej puli KT
we krwi) (Gorski 1 wsp. 1998). Ponadto, zawartos¢ KP w lipidach jest w migéniu
plaszczkowatym u szczura takze wysoka, od 18 do 32% calkowitej zawartosci KT w
danej frakcji (Gorski 1 wsp. 1998).

Wykonano 3 glowne serie doswiadczalne.

A. Celem pierwszej serii badan bylo dopracowanie metody umozliwiajacej

pomiar tempa wychwytu kwasu palmitynowego (KP) przez inkubowany migsien

plaszczkowaty oraz przesledzenie przemian (losow) tego kwasu wewnatrz migsnia.

1) Oceniono zywotno$¢ inkubowanego mig$nia oznaczajac w nim stgzenie
nukleotydow adenylowych: ATP, ADP, AMP oraz fosfokreatyny (CrP) przed
rozpoczgciem 1 po 30 min inkubacji.

2) Sprawdzono metoda jako$Sciowa czy kwas palmitynowy zwiazany z czasteczka
albuminy dyfunduje do wngtrza inkubowanego migsnia.

3) Zbadano jak zmienia si¢ wychwyt KP znakowanego weglem C'* przez inkubowany
migsien plaszczkowaty wraz z czasem trwania inkubacji oraz okreslono wielkos¢

jego utleniania i wbudowywania do puli lipidéw wewnatrzmig¢sniowych.
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4) Oceniono zaleznosci pomigdzy catkowitym st¢zeniem kwasu palmitynowego w
mieszaninie inkubacyjnej a tempem wychwytu i wykorzystania tego kwasu przez
migsien plaszczkowaty.

B. W drugiej serii badan, stosujac opracowany model doswiadczalny, zbadano

czy 1 w jakim stopniu tempo wychwytu KP 1 jego metabolizm w migé$niu

plaszczkowatym zaleza od puli tego kwasu niezwiazanego z albuming (nKP). W tym

celu  migsnie plaszczkowate pobrane od szczurow inkubowano w roztworach o

wzrastajacym catkowitym stgzeniu KP przy jednocze$nie wzrastajacym, badz stalym

stezeniu frakcji nKP.

C. W trzeciej serii doSwiadczen podjeto probe oceny zaleznosci tempa wychwytu

1 wykorzystania KT przez migsien plaszczkowaty in vitro od stgzenia hormondéw

tarczycy we krwi.

Badaniami tej serii objeto trzy grupy zwierzat:

1) szczury kontrolne (K), o normalnej czynnosci tarczycy;

2) szczury z niedoborem hormondéw tarczycy (THY+PTU) wywolanym operacyjnym

usunigciem tarczycy a nastgpnie podawaniem w wodzie do picia 0,04% roztworu

propyltiouracylu (6-n-Propyl-2-Thiouracyl - PTU, Sigma) przez 5 tygodni;

3) szczury o podwyzszonym poziomie trijodotyroniny we krwi (T3) wywolanym

podawaniem tego hormonu w dawce 75 pg T3/100 g m.c. (s61 sodowa L-

trijodotyroniny, Glaxo Laboratories LTD, Anglia) przez 3 kolejne dni w iniekcjach

dootrzewnowych.

We wcezesniejszych badaniach prowadzonych w naszym Zaktadzie (Dubaniewicz i
wsp. 1989) stwierdzono, ze trzydniowe podawanie szczurom trijodotyroniny (T3) w
wyze] wymienionej dawce powoduje ok. 9 krotne podwyzszenie stgzenia tego hormonu
we krwi z jednoczesnym ok. 2 krotnym obnizeniem poziomu tyroksyny (T4) we krwi
(Tab. 1). W grupie szczurow z doswiadczalnie wywotana hypotyreoza wykazano
natomiast obnizenie st¢zenia zarowno Tz jak 1 T4 odpowiednio o okolo 3 1 2 razy
(Tab. 1)

Poza tym u szczuréw z grupy T3 stwierdzono obnizenie masy ciala o 10-15%,

co jest charakterystyczne dla krotkotrwatej suplementacji T; (Dimitriadis 1997;

Thompson i wsp. 1993; Zernicka 1999). U zwierzat z usunieta tarczyca obserwowano

rowniez zahamowanie wzrostu 1 wyrazne zmniejszenie masy ciafa. Jest to bardzo czeste

zjawisko u szczuréow z doswiadczalnie wywotanym niedoborem hormonéw tarczycy

(Moreno i wsp. 1997; Zernicka 1999).
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W celu scharakteryzowania profilu lipidowego wszystkich badanych grup
zwierzat oznaczano stezenie niezestryfikowanych kwasow tluszczowych (KT) i

triacylogliceroli (TG) w surowicy krwi oraz zawartos¢ TG w migs$niu plaszczkowatym.

TABELA 1

Stezenie trijodotyroniny (T3) i tyroksyny (T4) w surowicy krwi szczurow
kontrolnych (K), z doswiadczalnie wywolanym nadmiarem (T3) lub niedoborem
hormonow tarczycy (THY+PTU).

Stezenie hormonow (ng/ml)

Grupy T3 T4
K 1,48 £0,15 (n=40) 62.40 £ 2.41 (n=40)
THY+PTU 0,55+0,04 (n=29) 39,79 £2,50 (n=29)
T3 12,70 + 2,57 (n=27) 31,42+ 1,71 (n=31)

Wedlug Dubaniewicz i wsp. (1989).

Metodyka

Przygotowanie wodnego roztworu kwasu palmitynowego

Ze wzgledu na bardzo staba rozpuszczalno$¢ kwasoéw tluszczowych w
srodowisku wodnym, do doswiadczen przygotowywano kompleks kwasu
palmitynowego z albuming (Borgstrom 1 Olivecrona 1961). W tym celu 1 mmol kwasu
palmitynowego (B.D.H., Anglia) przeprowadzano w s61 sodowa poprzez zmydlenie 1 N
roztworem NaOH w stosunku molowym 1 : 1,5 w obecnosci 96% alkoholu etylowego
w temp. 37 °C. Nastgpnie roztwor ten odparowywano do sucha w strumieniu azotu w
temp. 50°C. Do powstatego osadu palmitynianu sodu dodawano 5% roztwoér albuminy
bydlgcej wolnej od kwasow thuszczowych  (Sigma A 7511) w roztworze soli
fizjologicznej o pH= 7,4 i rozpuszczano w temp. 60 °C, ciagle mieszajac. Otrzymany 5
mM roztwér kwasu palmitynowego przechowywano w temp. -20°C 1 przed kazdym
doswiadczeniem rozcienczano buforem Krebsa-Ringera do zadanego stezenia.

Izolacja miesnia plaszczkowatego

Migsien plaszczkowaty pobrany od szczurow w narkozie izolowano wraz ze
sciggnami zgodnie z opisem Crettaza 1 wsp (1980). Natychmiast po wypreparowaniu

migsien dzielono wzdhiz widkien na dwie potowy o masie ok. 25-35 mg. Kazda
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potdéwke migsnia podwiazywano za $ciggna do stalowych klamerek, aby nada¢ im
spoczynkowe naprezenie. Tak przygotowana probke migsnia przenoszono natychmiast
do roztworu inkubacyjnego.

Przebieg inkubaciji mie$nia

W celu zregenerowania migsnia kazda jego probke poddawano 15 min. pre-
inkubacji w 5 ml buforu Krebsa-Ringera o pH= 7,4 zmodyfikowanego przez Challiss’a 1
wsp. (1983) oraz Budohoskiego 1 wsp. (1984), a zawierajacego 0,221 mM albuminy z
krwi bydlgcej wolnej od kwasow thuszczowych 1 5,5 mM glukozy. Nastepnie probki
mig$ni przenoszono na 10, 20 lub 30 min. do 5 ml wiasciwego buforu inkubacyjnego.
Zawieral on dodatkowo “zimny” kwas palmitynowy (KP) w stezeniu 0,5; 1,0 lub
1,5 mM oraz [1-"*C]-kwas palmitynowy o aktywnosci 0,6 uCi/ ml (NEN, NEC-075,
Niemcy) Stosunek stgzen molarnych kwasu palmitynowego 1 albuminy (v =
[KP]/[Alb]) w przygotowywanych roztworach wzrastal wraz ze wzrostem st¢zenia KP 1
wynosit 2,3; 4,5 oraz 6,8 odpowiednio przy 0,5; 1,0 oraz 1,5 mM KP.

W doswiadczeniach majacych na celu zbadanie udzialu puli kwasow
thuszczowych niezwiazanych z albumina na wychwyt 1 wykorzystanie tego kwasu
przez migsien czg$¢ probek migsni (n = 28) inkubowano w roztworach o wzrastajacym
stezeniu zarowno KP (0,5 ; 1,0 ; 1,5 mM ) jak i albuminy (0,147 ; 0,294 ; 0,442 mM)
tak aby zachowac stala warto§¢ v réwna 3,4. Kontrolne mig$nie (n =24) inkubowano
natomiast w sposob opisany wyzej, czyli przy wzrastajacym v.

Zaréwno pre-inkubacje¢ jak 1 inkubacje wtasciwa prowadzono w tazni wodnej z
wytrzasaniem w temp. 37 °C, nasycajac roztwory inkubacyjne mieszanina O,/CO;
(95:5 v/v). Po zakonczeniu inkubacji probki migsni plukano w roztworze soli
fizjologicznej, osuszano 1 zamrazano w ciektym azocie.

Na podstawie pomiaru radioaktywnosci oznaczano w mig$niu wychwyt kwasu
palmitynowego, jego utlenianie do CO, 1 wbudowywanie w pule lipidow
wewnatrzmigsniowych. Radioaktywnos¢ mierzono zawsze w liczniku scyntylacyjnym
(LKB Wallac, Finlandia), stosujac roztwoér scyntylacyjny o skfadzie: toluen 1500 ml,
triton X -100 750 ml, PPO 6g, POPOP 0,15 g. Odczytywano ilo$§¢ impulsow
przypadajaca na minutg pomiaru (cpm).

Ze wzgledu na to, ze utlenianie KT z puli endogennej jest odwrotnie proporcjonalne
do stezenia KT dostarczanych do mig$nia plaszczkowatego z zewnatrz (Dyck 1 wsp.

1997), aby wykorzystanie KT z puli endogennej byto jak najmniejsze, do mieszaniny
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inkubacyjnej dodawano duze ilosci KT (0,5-1,5 mM), ale nie przekraczajace
warto$ci spotykanych w warunkach in vivo.

Pomiar utleniania kwasu palmitynowego przez miesien

Natychmiast po zakonczeniu inkubacji wytworzony CO, uwalniano
zakwaszajac roztwor inkubacyjny 0,3 ml 50 % roztworu HCIO,4 (Leighton 1 wsp.
1985). Dwutlenek wegla zbierano na bibule filtracyjna nasaczona 0,2 ml 10 %
roztworu NaOH przez 1 godz. w temp. 20-25 °C (Christiansen i wsp. 1976). Bibulg z
zaabsorbowanym '*CO, przenoszono nastepnie do fiolki scyntylacyjnej zawierajacej 10
ml scyntylatora 1 mierzono jej radioaktywnos¢. Tempo utleniania obliczano wg. wzoru

[1] 1 wyrazano w nmolach KP/min./g mokrej tkanki.

radioaktywnos$¢ CO, / A |
[1] Tempo utleniania KP = -—--—mmemeemeeeeeeeeeeeeeo
masa mig$nia X czas inkubacji

A | - Radioaktywnos¢ buforu inkubacyjnego = ilo$¢ impulséw ( cpm )/ nmol KP

Ekstrakcja lipidow wewnatrzmiesniowych 1 ich rozdzial na podstawowe frakcije

Lipidy calkowite ekstrahowano =z inkubowanego mig$nia mieszaning
chloroformu 1 metanolu w stosunku 2:1 (v/v) (Folch 1 wsp.1957). Skrawki mig§nia w
catosci przenoszono do 1 ml tej mieszaniny. Ekstrakcje prowadzono przez 24 godz.
w temp. 20-25 °C w szczelnie zamknigtych probowkach.

W doswiadczeniach wstepnych stwierdzono, ze z tak przeprowadzonej
ekstrakcji lipidow, z miesnia odzyskuje sie ok. 95% catkowitej radioaktywnosci '*C.
Wykazano ponadto, ze homogenizacja tkanki przed ekstrakcja nie wptywa istotnie na
uzyskane wyniki. Tempo wbudowywania KP w TG wewnatrzmig$niowe, w mig§niu
ekstrahowanym w catosci wynosilo $rednio 3,3 + 0,43 nmole /min./g mokrej tkanki
(n = 4) a z mig$nia zhomogenizowanego przed ekstrakcja 2,9 + 0,35 nmole/min./g
mokrej tkanki (n=4).

Z uzyskanego ekstraktu pobierano probke (0,3 ml) 1 rozdzielano na
podstawowe frakcje lipiddowe mono-, di- (MG/DG), triacylogliceroli (TG),
fosfolipidow (PL) 1 kwasow thuszczowych (KT), wykorzystujac technike¢ chromatografii

cienkowarstwowe;.
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W tym celu ekstrakt odparowywano do sucha w strumieniu azotu, rozpuszczano
w 50 ul mieszaniny Folcha 1 nanoszono na ptytke chromatograficzng (Silica Gel 60 F
254, Merck, art. 5554) o wymiarach 13 x 1,3 cm w odleglosci 1 cm od jednego z
koncow plytki. Tak przygotowana plytke rozwijano w komorze chromatograficznej
zawierajacej heptan - eter etylowy - kwas octowy ( 40:20:1 v/v/v) (Mangold 1969). Po
wysuszeniu ptytki w temp. 20-25 °C identyfikowano poszczegolne frakcje lipidowe w
oparach jodu, stosujac jako wzorzec oryginalne standardy (mono-, di- 1
triacylogliceroli). Wartosci wspolczynnika refrakcji (Rf) identyfikowanych frakeji
lipidowych byly nastepujace: triacyloglicerole 0,55; kwasy tluszczowe 0,26;
diacyloglicerole 0,14 - 0,15; fosfolipidy 0,01. Nastepnie fragment ptytki z dang frakcja
lipidowa wycinano 1 przenoszono do fiolki scyntylacyjnej zawierajacej 1 ml metanolu 1
pozostawiano na 2 godz. w temperaturze pokojowej, nastgpnie dodawano do fiolki
mieszaning scyntylacyjna 1 mierzono radioaktywnos¢ kazdej frakcji. Wyjatek stanowily
frakcje mono- 1 diacylogliceroli, ktérych radioaktywno$¢ mierzono w jednej fiolce.
Straty radioaktywnosci ekstraktu zwigzane z zastosowana technika jego rozdziatu
wynosily srednio 10 + 4% (n = 91), co zostalo uwzglednione w obliczeniach. Wielkos¢
tempa wbudowywania KP w pule mono-, diacylogliceroli 1 triacylogliceroli oraz

fosfolipidéw obliczano korzystajac ze wzoru [2].

[( R danej frakejix 1,11) x 3,33]/ A |
[2] Tempo wbudowywania KP = ------——-- e
w lipidy wewnatrzmig¢Sniowe masa mig$nia x czas inkubacji

A | - Radioaktywno$c¢ buforu inkubacyjnego = ilo§¢ impulsow ( cpm )/ nmol KP

W celu okreslenia jaka czg$s¢ wyekstrahowanego kwasu palmitynowego
pochodzi bezposrednio z komodrek migsnia plaszczkowatego, a jaka z przestrzeni
pozakomoérkowej, w dodatkowych doswiadczeniach dokonywano pomiaru objgtosci
przestrzeni pozakomorkowej (co zostanie opisane w dalszej czgsci tego rozdziatu).
Stwierdzono, ze prawie caly KP obecny w ekstrakcie lipidowym inkubowanego migsnia
pochodzi z przestrzeni pozakomorkowej a stezenie wewnatrzkomorkowego KP jest
bliskie zeru.

Okreslenie calkowitego wychwytu kwasu palmitynowego przez miesien

Porcj¢ ekstraktu (0,3 ml) przenoszono bezposrednio do fiolki scyntylacyjnej i
po odparowaniu do sucha w strumieniu azotu dodawano scyntylatora, mierzono

radioaktywnos¢, a nastgpnie obliczano calkowita radioaktywnos$¢ migsnia. Ze wzgledu
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na to, ze kwas tluszczowy obecny w ekstrakcie lipidowym pochodzit z przestrzeni
pozakomodrkowej migsnia od radioaktywnos$ci catkowitej migsnia odejmowano warto$¢
radioaktywnosci frakcji kwasow thuszczowych 1 obliczano tempo wychwytu KP

stosujac wzor [3].

[(Rem+R CO;)—-RcKT /A,
[3] Tempo wychwytu KP =

masa mig$nia x czas inkubacji

Rcem - Radioaktywno$¢ catkowita ekstraktu z migénia

R CO, - Radioaktywnos¢ CO,

Rc KT - Radioaktywnos$¢ catkowita frakcji kwasow tluszczowych

A |- Radioaktywno$¢ buforu inkubacyjnego = ilo$¢ impulsow ( cpm )/ nmol KP

Pomiar objeto$ci przestrzeni pozakomdrkoweij inkubowanego miesnia.

Do roztworu inkubacyjnego zamiast znakowanego kwasu palmitynowego
dodawano znakowany wielocukier, nie przenikajacy do wnetrza komorek - [*H]-
inuling (Amersham, TRA324, Anglia) o aktywnosci 0,1 uCi/ml (Sjogaard 1979). Po 20
min. inkubacji probki migéni plukano w soli fizjologicznej, osuszano 1 zamrazano w
cieklym azocie a nastgpnie rozpuszczano w 0,5 ml I N roztworu KOH w temp. 70°C.
Po zobojetnieniu hydrolizatu 1 N roztworem HCI 1 odwirowaniu mierzono
radioaktywnos$¢ *H w nadsaczu i obliczano objeto$¢ przestrzeni pozakomoérkowej (V

pk) inkubowanego migsnia wg. wzoru [4].

radioaktywno$¢ migsnia / A ,
[4] VPK = e (ul/ g $.m.)
masa miesnia

A , - Radioaktywnos¢ buforu inkubacyjnego = ilo$¢ impulséw (cpm)/ul

Okreslenie puli kwasu palmitynowego niezwiazanego z albuming (nKT)

Nie wiadomo doktadnie jakie jest stezenie frakcji nKT w osoczu. Jak dotad nie
ma bowiem wlasciwej metody na okreslenie statej dysocjacji dla albuminy (McArthur
1 wsp. 1999). Wydaje si¢ jednak, ze najwlasciwsze wyniki uzyskali Richieri 1 wsp.
(1993), stosujac fluorescencyjne akrylodanowe pochodne jelitowych biatek wiazacych
kwasy tluszczowe (ADIFAB). Wykazali oni, ze stezenie nKT w surowicy ludzkiej w
spoczynku wynosi ok. 7,5 nM (Richieri i wsp. 1995). Stezenie nKT w surowicy
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szczurzej nie zostalo jeszcze oznaczone, ale prawdopodobnie jest ono przynajmniej dwa

razy wyzsze gdyz powinowactwo albuminy mysiej do KT jest dwukrotnie mniejsze od

powinowactwa albuminy ludzkiej lub bydlecej (Richieri 1 wsp. 1993).

U myszy glodzonych stosunek stezeh molarnych KT do albuminy (v) w

surowicy krwi wynosi 2,6-4,3 (Coburn 1 wsp. 2000).

Dlatego tez pule niezwiazanego z albumina bydleca kwasu palmitynowego

(nKP) w przygotowywanych mieszaninach inkubacyjnych wyznaczono teoretycznie na

podstawie wzoru [5] opracowanego przez Richieri 1 wsp. (1993) 1 tak dobierano

stgzenie KT 1 albuminy aby warto$¢ v 1 stgzenie nKP byly zblizone do wartosci

wystepujacych in vivo (Tab. 2).

[5] [nKP]=mv+b+ce"

TABELA 2

v - stosunek [KP]/[Albuminy]
m,b,c,k — wartosci doswiadczalnie wyznaczone przez Richieri 1 wsp. (1993).

Stezenie frakcji nKP w mieszaninie inkubacyjnej zawierajacej od 0,5 do 1,5 mM
kwasu palmitynowego (KP) zwigzanego z albuming we wzrastajacym (W) lub
stalym (S) stosunku stezen molarnych (v).

Stezenie KP Stezenie albuminy [KP]/[Alb.] Stezenie nKP
(mM ) (mM ) v) (nM)
Grupa W
0,5 0,221 2,3 13,40
1,0 0,221 4,5 62,28
1,5 0,221 6,8 642,36
Grupa S
0,5 0,147 3.4 26,80
1,0 0,295 3.4 26,80
1,5 0,442 3.4 26,80
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Ocena dvfuzji kompleksu kwasu palmitynowego z albumina do wnetrza inkubowanego

mig$nia

Dyfuzje kompleksu kwasu palmitynowego z albuming do mig$nia oceniano na
podstawie identyfikacji albuminy bydlecej w preparacie z migénia wykorzystujac
metody immunohistochemiczne. W tym celu probki migsnia (n = 5) po 20 min.
inkubacji w obecnosci 0,221 mM albuminy, 1,0 mM “zimnego” kwasu palmitynowego
15,5 mM glukozy utrwalano przez 24 godz. w 4% wodnym roztworze formaldehydu,
zawierajacym 2% siarczan cynku (Tome 1 wsp. 1990; Dapson 1993). Nastepnie
pobierano s$rodkowa czgs¢ migsnia 1 po przeplukaniu w wodzie destylowanej,
odwadniano kolejno w 70, 80 1 96% roztworze alkoholu etylowego odpowiednio przez
3, 113 godz., a na kohcu w n- butanolu przez jedna noc. Tak przygotowana probke
migs$nia zatapiano w plastycznej parafinie (MEDIM-Plast 52; Medizinische Diagnostic -
Methoden GmbH, W- 6300 Giessen, Niemcy) i cigto prostopadle do dtugiej osi migsnia
na skrawki o grubosci 5 um. Wykorzystujac metod¢ Romeisa 1 wsp. (1968) uzyskane
skrawki rozciagano i1 usuwano z nich parafing. Nastgpnie dezaktywowano endogenna
peroksydaze inkubujac skrawki przez 5 min w 3% wodzie utlenionej. W celu wykrycia
obecnosci albuminy skrawki inkubowano przez 20 min w fosforanowym roztworze
monoklonalnych przeciwciat przeciwko albuminie z krwi bydlece; (Sigma)
rozpuszczonych w stosunku 1:100. Nastgpnie po przeptukaniu, skrawki przenoszono do
buforu zawierajacego kozie przeciwciata IgG przeciwko mysiej peroksydazie (Sigma)
rozpuszczone w stosunku 1:100 1 zaadsorbowane ze szczurzymi biatkami krwi.
Aktywno$¢ peroksydazy oceniano metoda Grahama i1 Karnovsky’ego (1966) stosujac
jako substrat dwuaminobenzydyne¢ (tetra HCI)  (Sigma). Kontrolg stanowity albo
skrawki inkubowane w buforze Krebsa-Ringera nie zawierajacym albuminy, albo
skrawki inkubowane w/g pozniejszej procedury bez przeciwciat przeciwko albuminie.

Czg$¢ immunohistochemiczna badan wykonano w Zakladzie Histologii 1
Embriologii Akademii Medycznej w Warszawie pod kierunkiem p. Prof. dr hab.
S. Moskalweskiego.

Oznaczenie stezenia nukleotyddéw adenvlowych w miesniu

Migsnie kontrolne (n = 5), nie poddane inkubacji zamrazano natychmiast po
wyizolowaniu, natomiast pozostate (n = 25) inkubowano w roztworze zawierajacym
5,5 mM glukozy, 1,0 mM “zimnego” kwasu palmitynowego 1 0,221 mM albuminy w
sposOb opisany w podrozdziale “przebieg inkubacji mig$nia”. Nastgpnie zamrozone

probki migéni liofilizowano, po czym proszkowano w porcelanowym mozdzierzu w



38

temp. pokojowej, usuwajac tkanke tluszczowa 1 §lady krwi. Sproszkowane probki
przenoszono do probowek 1 zalewano 0,5 M HCIO4 zawierajacym 1 mM EDTA-Na, w
stosunku 1 ml HCIO4 : 12,5 mg proszku. W dalszym etapie prowadzono ekstrakcje w
tazni lodowej 0°C przez 10 min. ciagle wstrzasajac. Po odwirowaniu (1 min. ; 6000
obr. / min.) nadsacz zlewano do nowych probdéwek 1 zobojetniano 2,1 mM KHCO; (1
obj. KHCO:s : 4 obj. HCIO4). W ekstrakcie oznaczano stgzenie ATP, ADP, AMP i1 CrP
stosujac enzymatyczna mikrometode opisang przez Harris'a 1 wsp. (1974). Ekstynkcje
mierzono na spektrofotometrze EPOLL przy dlugosci fali 340 nm.

Dodatkowo obliczono potencjat energetyczny komorki, wykorzystujac wzor
opisany przez Aktinsona (1968).

Oznaczenie stezenia triacylogliceroli (TG) w miesniu 1 w surowicy krwi

Probke migsnia o masie ok. 50 mg, oczyszczona z tkanki thuszczowej 1 tacznej
oraz krwi zalewano mieszaning Folcha w stosunku 1 : 20 (w/v) 1 ekstrahowano przez
24 godz. w szczelnie zamknigtej probowce w temperaturze pokojowej. Nastgpnie
ekstrakt przemywano dwiema porcjami soli fizjologicznej po 0,5 ml i odwirowywano
(15 min. ; 2500 obr./min.). Dolng chloroformowa warstwe ekstraktu, zawierajaca TG,
zachowywano 1 na koncu odparowywano do sucha w strumieniu azotu.
Wyekstrahowane w ten sposoéb TG hydrolizowano do glicerolu 1 kwaséw thuszczowych
0,5 M etanolowym roztworem KOH w temp. 70 °C przez 20 min. Po ostudzeniu
roztwor zobojetniano 0,15 M MgSQO4 1 odwirowywano (3000 obr. / min. ; 10 min.). W
nadsaczu w kilku reakcjach enzymatycznych z udzialem kinazy glicerolowej, kinazy
pirogronianowej 1 dehydrogenazy mleczanowe] okreslano stgzenie glicerolu wedlug
metody opisanej przez Eggstein 1 Kulhmanna (1973). Ekstynkcje odczytywano w
spektrofotometrze EPOLL przy dtugosci fali 340 nm.

Stezenie TG w osoczu krwi oznaczano rowniez metoda Eggsteina i Kuhlmanna
po uprzednim zhydrolizowaniu TG do glicerolu 1 kwaséw thuszczowych za pomoca 0,5
M etanolowego roztworu KOH w temp. 70°C przez 20 min.

Oznaczanie stezenia niezestryfikowanych kwasoéw tluszczowych (KT) w surowicy krwi

Stezenie KT we krwi oznaczano spektrofotometrycznie, stosujac mikrometode
opisana przez Shimizu i1 wsp. (1979), ktorej zasada oparta jest na aktywacji WKT w
cyklu sprzgzonych reakcji enzymatycznych zapoczatkowywanych przez bakteryjna
syntetazg acyloCoA w obecnosci ATP 1 CoA. Ekstynkcje¢ odczytywano w
spektrofotometrze EPOLL (Polska) przy dtugosci fali 340 nm.



39

Analiza statystyczna wynikow

Uzyskane wyniki poddano obliczeniom statystycznym. Wyliczano wartos$ci
srednie (x) 1 blad standardowy (SE). Dla oceny ro6znic istotnych statystycznie stosowano
test t- Studenta dla prob niezaleznych, uznajac za istotna roéznicg przy p<0,05. W
niektorych seriach doswiadczalnych zastosowano ponadto analiz¢ regresji 1 obliczano

wspolczynniki korelacji pomiedzy wybranymi wskaznikami.
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5. WYNIKI
Ocena zastosowanej metody

W Tabeli 3 przedstawiono zawarto$¢ zwiazkow wysokoenergetycznych (ATP,
CrP) oraz wartosci potencjatu energetycznego (ECP) oznaczone w mig$niu
plaszczkowatym kontrolnym, w r6znym czasie inkubacji poprzedzonej pre-inkubacja.
Jak z niej wynika oceniane wskazniki nie roznity si¢ istotnie od uzyskanych w
migsniach kontrolnych, nie poddanych inkubacji. Po 20 min inkubacji stgzenie ATP
bylo najbardziej zblizone do wartosci kontrolnych 1 wynosito 24,93 £ 1,59 umol/g
suchej masy, podczas gdy po 30 min inkubacji mialo tendencj¢ do obnizenia. ECP byt

rowniez najwyzszy po 20 min inkubacji 1 wynosit 0,905 £ 0,009.

TABELA 3

Zawartos¢ zwigzkow wysokoenergetycznych (ATP, CrP) oraz potencjal
energetyczny komorki (ECP) w migsniu plaszczkowatym przed i po 15 min pre-
inkubacji oraz po 10, 20 i 30 min inkubacji w buforze Krebsa-Ringera
zawierajacym 1,0 mM kwasu palmitynowego, 0,221 mM albuminy i 5,5 mM
glukozy.

Czas (min)
0 15 10 20 30
pre-inkubcji  inkubacji inkubacji inkubacji

ATP 25,57 +1,09 22,61 1,09 22,59 +0,91 24,93 +1,59 21,90 +1,36
(n=15) (n=15) (n=15) (n=9) (n=15)

CrP 56,52 +1,51 54,06 £3,29 56,65 +0,85 51,16 £1,47 58,42 £1,01

(n=35) (n=35) (n=35) (n=35) (n=13)
ECP 0,872+ 0,019 0,822 +0,006 0,905 + 0,009 0,866 + 0,006
(n=35) (n=35) (n=35) (n=35)

Podano $rednia arytmetyczna, btad standardowy oraz ilo$¢ probek migsni (n).

Stezenie ATP 1 CrP wyrazono w pumolach/g suchej tkanki.

Nie stwierdzono statystycznie istotnych rdznic pomigdzy wartoSciami uzyskanymi w czasie
inkubacji.

Za pomoca techniki immunohistochemicznej, z wykorzystaniem przeciwcial
przeciwko albuminie bydlecej wykazano, ze KP w kompleksie z albuming penetruje do
wnetrza inkubowanego migsnia. Obecnos$¢ albuminy, widoczna jako brazowawe
wybarwienie tkanki wykrywano zaro6wno na obrzezach jak 1 w $rodkowej czgsci

skrawkow migsnia (Ryc.1A.).
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Rye. 1

Penetracja albuminy zwigzanej z kwasem palmitynowym do wnetrza
inkubowanego migsnia plaszczkowatego [A.]. Kontrolg stanowily skrawki migsnia,
ktore inkubowano w buforze Krebsa-Ringera bez albuminy lub w/g po6zniejszej
procedury bez przeciwcial przeciwko albuminie [B.].

Nalezy jednak zaznaczy¢, ze nieco lepiej wybarwialy si¢ brzegi preparatow,

zwlaszcza w miejscu  przecigcia migsnia, gdzie zostata uszkodzona sarkolemma

wlokien migsniowych.

http://rcin.org.pl
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Sporadycznie widoczne na obwodzie $wiatla naczyn krwiono$nych nie byly silniej
wybarwione niz pozostate fragmenty skrawka.
Kontrolne skrawki mig$ni, ktére inkubowano w buforze nie zwierajacym albuminy lub
w roztworze bez przeciwciala przeciwko albuminie, albo nie wybarwiaty si¢ wcale, albo
miaty bardzo stabo wybarwione zewngtrzne widokna migsniowe (Ryc.1B.).

Wartosci charakteryzujace

wychwyt KP, do COy 1

w lipidy wewnatrzmig$niowe przez migsien plaszczkowaty w

jego utlenianie
wbudowywania
zaleznoS$ci od czasu inkubacji przy 1,0 mM stgzeniu KP w mieszaninie inkubacyjnej

podsumowano w Tabeli 4.

TABELA 4

Wychwyt kwasu palmitynowego (Wkp), jego utlenianie do dwutlenku wegla (CO;)
i wbudowywanie do triacylogliceroli (TG), mono- i diacylogliceroli (MG/DG) oraz
fosfolipidow (PL) przez migsien plaszczkowaty inkubowany przez 10, 20 lub 30
minut w buforze Krebsa-Ringera zawierajacym 0,221 mM albuminy, 1,0 mM
kwasu palmitynowego i 5,5 mM glukozy.

Czas inkubacji ( min.)

10 20 30
+++ +++ aaa

Wi 114,0+ 6,9 (n=13) 218,6 £ 7.8 (n=15) 303,5+ 7,4 (n=14)
+++ +++ a

CO, 5,05+0,40 (n=21) 10,44 +0,92 (n=23) 16,43+ 1,14 (n=25)
+++ +++ aaa

TG 39,7 +2,1 (n=28) 96,2 +5,2 (n=234) 135,0+ 6,9 (n=32)

++ 4 a

MG/DG  12,3+0,7 (n=13) 17,1+ 0,6 (n=15) 26,9 1,7 (n=16)
+4+ +++ 4 aa

PL 292+ 1,6 (n=13) 478 £2,0 (n=15) 81,0 £5,7 (n=12)

Podano $rednia arytmetyczna, btad standardowy oraz ilos¢ probek migsni (n).

Warto$ci badanych wskaznikow wyrazono w nmolach KP/g mokrej tkanki.

Statystycznie istotne réznice pomigdzy wartoSciami uzyskanymi w réznym czasie inkubacji w
stosunku do 10 min. oznaczono krzyzykami (+), natomiast réznice w warto$ci pomiedzy 20
1 30 min. inkubacji trojkatami () (++ p<0,01; +++ p<0,001; a p<0,05; a ap<0,01;

a a ap<0,001).

Wychwyt KP zmierzony w 20 minucie inkubacji byt wyzszy o 92% (p<0,001)
od wartosci stwierdzonych po 10 min. Natomiast w ciaggu nastgpnych 10 min inkubacji

nastapito wprawdzie dalsze istotne (p<0,001) zwigkszenie wychwytu KP przez migsien
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plaszczkowaty, ale tempo przyrostu pomig¢dzy 20 a 30 min. bylo nieco nizsze i1 wynosito
srednio 39%.

Stwierdzono, ze 1ilo§¢  CO, uwolnionego przez inkubowany migsien
plaszczkowaty zwigkszata si¢ w miare wydtuzania czasu inkubacji a kolejne przyrosty
przekraczaly wartosci uzyskane po 10 min. o 106% w 20 min. (p<0,001) 10 57%
migdzy 20 a 30 min. (p<0,05).

Wraz z przedluzaniem si¢ czasu inkubacji zwigkszata si¢ ilos¢  KP
estryfikowanego do TG. Po 20 min. nastapit znaczny (p<0,001) wzrost tej wartosci,
srednio o 142%. Pomigdzy 20 a 30 min. inkubacji przyrost wyniost ok. 40% (p<0,001).

W miarg wydtuzania si¢ czasu inkubacji zwigkszala si¢ roGwniez istotnie ilos¢ KP
wbudowywanego w pule MG/DG. Réznice pomigdzy wartosciami stwierdzonymi w 10
130 min. oraz 20 1 30 min. byly istotne statystycznie (p<0,01).

Sredni przyrost KP wbudowywanego w pule fosfolipiddow (PL) wynosit po
20 min. inkubacji 64% (p<0,01) a po kolejnych 10 min $rednio o 69% wigcej (p<0,001).
Analiza regresji uzyskanych wynikow wykazala istnienie istotnych liniowych
wspotzaleznosci pomigdzy zmianami badanych wskaznikdw a czasem trwania inkubacji
(Ryc. 2).

Tempo wychwytu KP, jego utleniania do CO, oraz wbudowywania w PL
mierzone w 10, 20 1 30 min inkubacji utrzymywalo si¢ na statym poziomie i wynosito
dla wychwytu 10,1-11,4; dla utleniania 0,51-0,55; dla syntezy PL 2,4-2,9 nmoli
KP/min./g mokrej tkanki. Tempo syntezy TG w ciaggu 20 min inkubacji wynosito
natomiast 4,8 + 0,3 nmole KP/min./g mokrej tkanki 1 bylo istotnie wyzsze (p< 0,05) od
stwierdzonego w 10 min (3,97 + 0,2) oraz niewiele wyzsze od wartosci uzyskanej po 30
min. (4,5 £ 0,2). Tempo wbudowywania KP w pule MG/DG w ciagu pierwszych
10 min inkubacji wynosito 1,2 =+ 0,07 nmole KP/min./g mokrej tkanki, nastgpnie
obnizalo si¢ w 20 min do 0,9 nmola KP/min./g m.tkanki (p<<0,001) 1 na tym poziomie

utrzymato si¢ do konca inkubacji.
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MG/DG
PL
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Czas inkubacji (min.)

y=9,46 x + 23,05; r=0,941"" (n = 42)
y=0,57x-0,76; r=0,733" (n=69)
y=474x-4,26; r=0,809" (n=94)
y=0,74x+3,99; r=0,797" (n=44)
y=2,58x+0,41; r=0,845" (n=40)

Wspolzaleznosci pomiedzy wychwytem kwasu palmitynowego (Wgp) przez migsien
plaszczkowaty, jego utlenianiem do dwutlenku wegla (CO,) i wbudowywaniem w
triacyloglicerole (TG), mono- i diacyloglicerole (MG/DG) oraz fosfolipidy (PL) a
czasem trwania inkubacji.
Podano rownania regresji, wspotczynniki korelacji (r) oraz ilo§¢ probek migsni (n).
Gwiazdkami (**) oznaczono statystycznie istotne wartosci wspolczynnika r przy

p<0,01.

Dodanie do mieszaniny inkubacyjnej glukozy w stgzeniu fizjologicznym

(5,5 mM) nie zmniejszyto istotnie tempa utleniania KP do CO, (o ok. 7%), natomiast o

69% (p<0,001) podwyzszylo tempo wbudowywania kwasu palmitynowego w pule TG.
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Po analizie wyzej przedstawionych wynikow postanowiono we wszystkich nastepnych
doswiadczeniach inkubowa¢ migsnie przez 20 min w mieszaninie zawierajacej oprocz
buforu Krebsa-Ringera i kwasu palmitynowego glukozeg w st¢zeniu 5,5 mM.

Dane dotyczace tempa wychwytu KP przez migsien plaszczkowaty, utleniania
do CO; 1 wbudowywania si¢ w acyloglicerole w zaleznosci od catkowitego st¢zenia

kwasu w mieszaninie inkubacyjnej zebrano w Tabeli 5.

TABELA 5

Tempo wychwytu kwasu palmitynowego (Wgkp ), tempo jego utleniania do
dwutlenku wegla (CO;) oraz wbudowywania do triacylogliceroli (TG), mono- i
diacylogliceroli (MG/DG) i fosfolipidow (PL) przez migsien plaszczkowaty
inkubowany przez 20 min. w buforze Krebsa-Ringera zawierajacym rozne stezenia
KP (0,5; 1,0 lub 1,5 mM) oraz 0,221 mM albuminy i 5,5 mM glukozy.

Stezenie KP (mM)
095 1,0 1,5

+++ +++ aaa

Wkpe 4,59 £ 0,36 (n=12) 8,86 £ 0,62 (n=12) 14,11 £ 0,74 (n=12)

+++ aaa

CO; 0,316 £ 0,053 (n=12) 0,504 £ 0,068 (n=15) 1,187 £0,102 (n=15)
+++ +++ aa

TG 2,29+£0,18 (n=17) 4,75+£0,29 (n=22) 6,37 £ 0,38 (n=17)
+++ +++

MG/DG 0,530 £ 0,035 (n=20) 0,858 £ 0,052 (n=19) 1,030 £ 0,087 (n=17)

+++ +++ aaa
PL 1,19 +£0,11 (n=16) 1,94 £0,14 (n=15) 2,63+0,30 (n=12)

Podano $rednia arytmetyczna, btad standardowy oraz ilo$¢ probek migsni (n).

Warto$ci badanych wskaznikow wyrazono w nmolach KP/min/g mokrej tkanki.

Statystycznie istotne rdznice pomigdzy warto$ciami uzyskanymi przy roznych stezeniach KP w
roztworze w stosunku do 0,5 mM oznaczono krzyzykami (+), natomiast roznice w wartosci
pomigdzy 1,0 i 1,5 mM KP trojkatami (a ) (+++ p <0,001; « ap<0,01; « « a p<0,001).

Inkubujac mig$nie w roztworze zawierajacym wzrastajace stezenie kwasu
palmitynowego (0,5; 1,0; 1,5 mM) przy stalym stgzeniu albuminy (0,221%)
stwierdzono, ze tempo wychwytu tego kwasu przez migsien plaszczkowaty istotnie
wzrasta (p<0,001). Zwigkszalo si¢ réwniez wysoce istotnie tempo utlenianie KP
(o okoto 275% przy 1,5 mM w stosunku do 0,5 mM KP).

Tempo wbudowywania KP w pule TG, MG/DG 1 PL w obecnosci 1,5 mM KP w
mieszaninie inkubacyjnej bylo istotnie wyzsze (p<0,001) od stwierdzonego przy

0,5 mM, odpowiednio o okoto 178%, 94% 1 121%.
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Analiza regresji uzyskanych wynikdéw wykazata istnienie Scislej liniowej
wspoltzaleznosci pomigdzy stezeniem KP w mieszaninie inkubacyjnej a tempem jego

wychwytu, utleniania do CO; oraz estryfikacji w pule TG, MG/DG i PL (Ryc.3).

20 gnmole KP/min./g m.tkanki) Wip
16 |
12 1
g
I %
4 7 S
L /_I/‘ CO;
0 ) MG/DG

Stezenie KP (mM)

Wkp y=9,520 x - 0,34; r=0,890"" (n = 36)
CO, y=0,891 x-0,23; r=0,752" (n=42)

TG y=4,081 x+0,41;r=0,784" (n= 56)
MG/DG y=0,504x+0,30;r=10,630" (n=56)
PL y=1,446 x + 0,47; r=0,663" (n= 43)

Rye. 3

Wspolzaleznos¢ pomigdzy wychwytem kwasu palmitynowego (Wkp) przez migsien
plaszczkowaty, jego utlenianiem do CO,; (CO;) i wbudowywaniem w
triacyloglicerole (TG), mono- i diacyloglicerole (MG/DG) oraz fosfolipidy (PL) a
calkowitym stezeniem KP w mieszaninie inkubacyjne;j.

Podano rownania regresji, wspotczynniki korelacji (r) oraz ilo§¢ probek migsni (n).
Gwiazdkami (**) oznaczono statystycznie istotne wartosci wspolczynnika r przy
p<0,01.

Wykorzystujac technike chromatografii cienkowarstwowej stwierdzono, ze wraz
z przedhuzaniem si¢ czasu inkubacji z 10 do 20-30 min zwigkszyla si¢ radioaktywnos¢

we frakcji TG z 49% do 57-60% (p<0,05) a obnizyta si¢ radioaktywnos$¢ we frakcji
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DG/MG z 17% do 11% (p<0,001). Udziat procentowy KP we frakcji PL byt
natomiast w miarg¢ staly 1 wynosit 30-34%.

Wbudowywanie KP w wewnatrzkomorkowe frakcje lipidowe nie zalezalo
rowniez od stezenia KP w mieszaninie inkubacyjnej 1 wynosilo 58-63% dla TG, 10-
13% dla MG/DG oraz 27-29% dla PL.

Poczatkowo wydawato si¢ ze znaczna radioaktywnos$¢ (30-60% catkowitej)
wystepuje réwniez we frakcji kwaséw tluszczowych. Po uwzglednieniu przestrzeni
pozakomodrkowej, ktora wynosita srednio 214,9 + 9,0 ul/g mokrej tkanki (n= 23),
okazalo si¢ jednak ze kwas palmitynowy znajdowal si¢ glownie w przestrzeni
pozakomoérkowej, natomiast wewnatrzkomorkowe stezenie KP w tych warunkach

doswiadczalnych bylo niemierzalne.

Wplyw puli kwasu palmitynowego niezwigzanego z albuming (nKP) na wychwyt i
metabolizm kwasu palmitynowego w inkubowanym mig¢$niu plaszczkowatym

Poro6wnanie wynikow badan uzyskanych przy wzrastajacym (grupa W) lub
statym (grupa S) stosunku molarnym [KP]/[Alb] (v), czyli przy wzrastajacym i statym
stgzeniu frakcji KP niezwigzanej z albuming KP (nKP) zebrano w Tabeli 6
(patrz str. 53).

Wykazano, ze niezaleznie od tego czy warto$¢ v wzrastata (grupa W) czy
pozostawala na niezmienionym poziomie (grupa S) wychwyt KP przez inkubowany
migsien plaszczkowaty zwigkszal si¢ wraz ze wzrostem catkowitego stezenia KP w
mieszaninie inkubacyjnej. W obydwu grupach kolejne warto$ci uzyskane przy
catkowitym stgzeniu KP 1,0 1 1,5 mM okazaly sig istotnie wyzsze niz przy stgzeniu
0,5 mM (p<0,01) (Tab. 6).

Analiza regresji wykazala istnienie liniowej wspotzaleznosci pomigdzy
stezeniem kwasu palmitynowego w roztworze a tempem jego wychwytu zarOwno w
grupie W jak i S (Ryc. 4). Uzyskano nastgpujace rownania regresji:
grupa W y=7,866 x +2,784; (r =0,911; n = 24; p<0,01);
grupa S y=4,886 x + 3,634; (r = 0,875; n = 24; p<0,01).

Kiedy jednak poroéwnano wspoéiczynniki a, charakteryzujace nachylenie prostej regresji
do osi X (y = a x + b) obliczone dla poszczegdlnych zwierzat z kazdej grupy
stwierdzono, ze byly one istotnie nizsze (p<0,001) u szczurow z grupy S niz

z grupy W.
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Wke

(nmole KP/min./g m.tkanki)

20

16

12

0.5 1.0 1.5

Stezenie KP (mM)

Ryec. 4

Wspolzaleznos¢ pomiedzy tempem wychwytu kwasu palmitynowego przez migsien
plaszczkowaty (Wgkp) a calkowitym stezeniem KP w mieszaninie inkubacyjnej
przy wzrastajacym (W) i stalym (S) stosunku molarnym [KP]/[Alb].

Kotkami pustymi (o) oznaczono grupe W, a pelnymi (@) grupe S.

W grupie W wraz ze wzrostem catkowitego stezenia KP w roztworze
inkubacyjnym tempo jego utleniania wzrastalo liniowo od 0,188 + 0,021 przy 0,5 mM
do 1,016 + 0,068 nmoli KP/min./g mokrej tkanki przy 1,5 mM (p<0,001), natomiast w
grupie S tempo produkcji CO; przez ten migsien wzrastalo tylko nieznacznie cho¢
istotnie statystycznie (od 0,235 + 0,034 nmoli KP/min./g mokrej tkanki do 0,435 +
0,042 przy 1,5 mM; p<0,01) (Tab. 6).
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Analiza regresji wykazata istnienie w obydwu grupach liniowej wspoizaleznosci
pomigdzy tempem utleniania kwasu palmitynowego a jego calkowitym stezeniem
(Ryc. 5)

Z poréwnania wspotczynnikdw a rownan regresji wynika natomiast, ze byty
one istotnie nizsze (p<0,01) w przypadku migsni inkubowanych w warunkach stalego

stosunku stgzen molarnych KP 1 albuminy -v niz przy wzrastajacym v.

CO,

(nmole KP/min./g m.tkanki)
20

1.6 B

1.2

0.8

0.4

0.5 1.0 1.5

Stezenie KP (mM)

Wy=0,827x-0,252; r=0,929" (n =24)
S y=0,196x+0,123; r=0,633"" (n =24)
Ryc. §

Wspolzaleznos¢ pomiedzy tempem utleniania kwasu palmitynowego do CO,
a calkowitym stezeniem KP w mieszaninie inkubacyjnej przy wzrastajacym (W) i
stalym (S) stosunku molarnym [KP]/[Alb].

Podano réwnania regresji, wspotczynnik korelacji (r) oraz ilo§¢ probek migsni (n).
Kotkami pustymi (o) oznaczono grupe W, a pelnymi ( ®) grupe S. Gwiazdkami (**)
oznaczono statystycznie istotne wartosci wspotczynnika r przy p<0,01.
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W mig$niu plaszczkowatym inkubowanym w medium o wzrastajacym stosunku
molarnym KP 1 albuminy (grupa W) tempo wbudowywania tego kwasu w pule TG
wzrastalo liniowo (p<0,05). Podobnie bylo w grupie S, pomimo utrzymywania stalej
wartosciv (Tab. 6).

Istnienie wspodltzaleznosci pomigdzy catkowitym stgzeniem kwasu palmitynowego w
roztworze a tempem jego wbudowywania w TG w warunkach statego v (grupa S)
potwierdzito wykazanie istotnego wspotczynnika korelacji r = 0,756 (p<0,01)
obliczonego przy rownaniu regresji: y = 3,272 x + 1,725 (n = 24). W grupie W byt on
tylko nieco wyzszy 1 wynosit  r = 0,890 (p<0,01) przy rOwnaniu regresji: y = 5,999 x
+ 0,604 (n=24) (Ryc. 6).

Wspodiczynniki a omawianych wyzej rOwnan regresji, Swiadczace o tempie przyrostu

ocenianego wskaznika byly jednak istotnie nizsze (p<0,05) w grupie S niz w grupie W.

TG

(nmole KP/min./g m.tkanki)
15 1

12

0.5 1.0 1.5

Stezenie KP (mM)

Ryec. 6

Wspolzaleznos¢ pomiedzy tempem wbudowywania kwasu palmitynowego w
triacyloglicerole (TG) a calkowitym stezeniem KP w mieszaninie inkubacyjnej
przy wzrastajacym (W) i stalym (S) stosunku molarnym [KP]/[Alb].

Kotkami pustymi (o) oznaczono grupe W, a pelnymi (@) grupg S.
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Wbudowywania KP we frakcje MG/DG w grupie W zwigkszalo si¢ wraz ze
wzrostem catkowitego stezenia KP w roztworze od 0,498 + 0,017 przy 0,5 mM KP do
0,997 + 0,065 nmoli KP/min./g mokrej tkanki przy 1,5 mM (p<0,001), natomiast w
grupie S przyrost ocenianego tempa byt nieznaczny i1 nieistotny. Analiza regresji
wykazala istnienie liniowej wspdizaleznosci pomigdzy tempem syntezy MG/DG a
catlkowitym stgzeniem KP w roztworze w obydwu badanych grupach (Ryc.7),
przyczym wspotczynnik korelacji w grupie W wynosit r = 0,845 (p<0,01) natomiast w
grupie S tylko r =0,359 (p<0,05).

Poza tym wykazano, ze wspolczynniki a nachylenia prostej regresji do osi X w grupie

S byly istotnie nizsze od obliczonych dla grupy W (p<0,01).

MG/DG

(nmole KP/min./g m.tkanki)

1.5
1.2
0.9
0.6
0.3
0.5 1.0 1.5
Stezenie KP (mM)
W y=0,499 x + 0,252 (n=24)
S y=0,160 x + 0,482 (n=26)
Ryec. 7
Wspolzaleznos¢ pomiedzy tempem wbudowywaniem KP w mono- i

diacyloglicerole (MG/DG) a calkowitym stezeniem KP w mieszaninie inkubacyjnej
przy wzrastajacym (W) i stalym (S) stosunku molarnym [KP]/[Alb].

Podano rownania regresji oraz ilo$¢ probek migsni (n). Kotkami pustymi (o) oznaczono
grupe W, a petnymi ( ® ) grupg S.
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Liniowa zalezno$¢ pomigdzy tempem syntezy PL a catkowitym stgzeniem KP w
roztworze inkubacyjnym stwierdzono w obydwu grupach (Tab. 6 1 Ryc. 8). Znacznie
wyzszy wspotczynnik korelacji uzyskano jednak w grupie W r = 0,844 (p<0,01) niz w
grupie S (r = 0,499; p<0,05) a $rednie wartosci wspotczynnika a pomigdzy grupami

rowniez roznity sig istotnie (p<0,05).

PL

(nmole KP/ min./g m.tkanki)

0.5 1.0 1.5

Stezenie KP (mM)

Wy=1,696x+ 0,230 (n=24)
S y=0,618x+0,310 (n=18)

Ryec. 8

Wspolzaleznos¢ pomiedzy tempem wbudowywaniem kwasu palmitynowego w
fosfolipidy (PL) przez migsien plaszczkowaty a calkowitym stezeniem KP w
mieszaninie inkubacyjnej przy wzrastajacym (W) i stalym (S) stosunku molarnym
[KP]/[Alb].

Podano rownania regresji oraz ilo$¢ probek migsni (n). Kotkami pustymi (o) oznaczono
grupe W, a pelnymi ( ® ) grupe S.
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TABELA 6

Tempo wychwytu kwasu kwasu palmitynowego (Wkp), tempo jego utleniania do
dwutlenku wegla (CO;) oraz tempo wbudowywania KP w triacyloglicerole (TG),
mono- i diacyloglicerole (MG/DG) i fosfolipidy (PL) przez migsien plaszczkowaty
inkubowany w buforze Krebsa-Ringera zawierajacym 0,5-1,5 mM KP zwigzanego

z albumina we wzrastajacym (W) lub stalym (S) stosunku molarnym [KP]/[Alb.].

(nmole KP/min/g m.tkanki)
Grupa W

[KP] (mM) 0,5 1,0 1,5

[KP]/[Alb.] 2,3 4,5 6,8

[nKP] (nM) 13,40 62,28 642,36

W +++ t++aa

KP 6,26 + 0,35 (n=8) 11,57 £ 0,49 (n= 8) 14,12 £ 0,60 (n= 8)

+++ t++ aaa

CO;, 0,188 £ 0,021 (n= 8) 0,522 + 0,046 (n=8) 1,016 + 0,068 (n= 8)
+++ +++ -

TG 3,31 £ 0,35 (n=8) 7,28 £0,59 (n= 8) 9,27 + 0,34 (n=8)
+++ +++ -

MG/DG 0,498 £ 0,017 (n=8) 0,758 £ 0,050 (n= 8) 0,997 £ 0,065 (n= 8)
+++ +++ -

PL 1,05 £ 0,12 (n=7) 1,99 £ 0,18 (n=7) 2,74 £ 0,22(n="7)

Grupa S

[KP] (mM) 0,5 1,0 1,5

[KP]/[Alb.] 3.4 3,4 3,4

#[nKP]

(nM) 26,80 26,80 26,80
++ +++ a

Wke 5,94 + 0,35 (n=9) 8,83 £ 0,49 (n=18) 10,79 £ 0,38 (n=7)

++ a

CO;, 0,235 £ 0,034 (n=9) 0,288 £ 0,032 (n=8) 0,435 £ 0,042 (n=17)
+ +++

TG 3,11 10,33 (n=9) 5,56 £ 0,51 (n=8) 6,42 £ 0,44 (n="7)

MG/DG 0,513 £ 0,053 (n=8) 0,675 £ 0,063 (n=9) 0,705 £ 0,065 (n=9)

+
PL 1,19 £ 0,19 (n=6) 1,36 + 0,23 (n=6) 1,81 £ 0,14 (n=6)

Podano $rednia arytmetyczna, btad standardowy oraz liczbg probek migsni (n).

Krzyzykami (+) oznaczono statystycznie istotne roznice pomigdzy wartosciami uzyskanymi dla réznych
stegzen kwasu palmitynowego w roztworze inkubacyjnym w poréwnaniu do st¢zenia 0,5 mM oraz
trojkatami (4 ) dla réznic pomigdzy stezeniami 1,01 1,5 mM (+ p < 0,05 ;+ + p <0,001; a p<0,05).

# [nKP] - stezenie niezwiazanego z albuming kwasu palmitynowego obliczone wg. wzoru Richieri i wsp.
(1993) (patrz Tab. 2 w rozdziale Material i metody).
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Niezaleznie od tego czy stgzenie frakcji nKT utrzymywalo si¢ na stalym
poziomie czy tez wzrastato procentowy udzial KP w lipidach wewnatrzkomérkowych
nie roéznit si¢ pomigdzy badanymi grupami 1 wynosit 63-72% dla TG, 7-12% dla
MG/DG i 19-26% dla PL.

Wplyw doswiadczalnie wywolanego niedoboru lub nadmiaru hormonoéw tarczycy
na profil lipidowy szczurow

1. Stezenie KT 1 TG w surowicy krwi oraz zawarto$¢ TG w miesniu plaszczkowatym u

szczurOw w stanie niedoboru lub nadmiaru hormondw tarczycy

Srednie warto$ci stezenia niezestryfikowanych KT w surowicy krwi szczuréw
kontrolnych eutyroidalnych (K) oraz u szczuréw z niedoborem hormonow tarczycy
(THY+PTU) lub nadmiarem trijodotyroniny (T3) przedstawiono w Tabeli 7. Zaréwno
u zwierzat z grupy THY+PTU, jak 1 z grupy T3 stezenie WKT w surowicy krwi bylo
podwyzszone (p<0,001) w poroéwnaniu do wartosci stwierdzonych u grupy kontrolnej,
natomiast st¢zenie krazacych we krwi TG bylo nieznacznie lecz statystycznie istotnie
obnizone zarowno w grupie THY+PTU jak i w grupie T3 (p<0,05) (Tab. 7).

Zawarto$¢ TG w migsniu plaszczkowatym szczurdw z grupy THY+PTU byla zblizona
do wartosci kontrolnych a u szczuréw z nadmiarem T3 wewnatrzmig§niowe stezenie

TG bylo nieznacznie lecz istotnie wyzsze (p < 0,05) od wartosci kontrolnych (Tab. 7).

TABELA 7

Stezenie wolnych kwasow tluszczowych (WKT) i triacylogliceroli (TG) w surowicy
krwi oraz zawarto$¢ triacylogliceroli (TGn) w migSniu plaszczkowatym u
szczuréow: kontrolnych (K), z niedoborem hormonow tarczycy (THY+PTU) oraz
z nadmiarem trijodotyroniny we krwi (T3).

K THY+PTU 3

skokok skokok

KT 0,505 + 0,020 (n= 16) 0,678 + 0,020 (n=15) 0,663 £ 0,022 (n=18)

skkk kk
TG 1,20 +0,04 (n=37) 0,96 + 0,04 (n= 18) 1,03 + 0,06 (n=17)
skkk
TGm 9,46 0,27 (n=21) 9,77 + 0,38 (n= 11) 10,94 + 0,34 (n= 18)

Podano $rednia arytmetyczna, btad standardowy oraz liczbe zwierzat (n).

Stezenie WKT i TG wyrazono w mmolach/l, natomiast TGm w pmolach/g mokre;j tkanki.
Gwiazdkami (*) oznaczono statystycznie istotne roznice pomigdzy wartosciami uzyskanymi dla
badanych grup zwierzat w porownaniu do grupy kontrolnej (** p<0,01; #** p<0,001).
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2. Wplyw niedoboru lub nadmiaru hormondéw tarczycy na wychwyt i metabolizm

kwasu palmitynowego w inkubowanym mie$niu plaszczkowatym

U zwierzat z grupy THY+PTU wartosci tempa wychwytu KP przez inkubowany

migsien plaszczkowaty w zaleznosci od stgzenia KP w medium inkubacyjnym byly
zblizone do stwierdzanych w grupie kontrolnej (Tab. 8).
Trzydniowa iniekcja T3 spowodowata natomiast znaczne zwigkszenie tempa wychwytu
KP przy wszystkich stosowanych jego stezeniach o ok. 40 % przy 0,5 mM (p<0,001), o
20% przy 1,0 mM (p<0,05) 1 0 30% przy 1,5 mM (p<0,001) w poroéwnaniu z kontrola
(Tab. 8).

TABELA 8

Tempo wychwytu kwasu palmitynowego (Wkp) przez migsien plaszczkowaty
inkubowany w obecnosci 0,221 mM albuminy oraz réznych stezen KP
(0,5-1,5 mM) u szczuréow z niedoborem hormonéw tarczycy (THY+PTU) lub z
nadmiarem trijodotyroniny we krwi (T3).

Stezenie KP (mM)
Grupa 0,5 1,0 1,5
Wgp (nmole KP/min./g m. tkanki)
+++ +++aaa
K 5,09 £ 0,25 9,29 + 0,38 13,95 + 0,53
(n=29) (n=27) (n=24)
+++ +++ aaa
THY+PTU 5,51 +0,16 9,66 + 0,40 14,02 + 0,85
(n=17) (n=15) (n=14)
Hokok * 4+ + *%k%k ++ + 4 A A
T3 7,12 £ 0,34 11,17 £ 0,61 18,01 + 0,65
(n=20) (n=16) (n=18)

Podano $rednia arytmetyczna, btad standardowy oraz liczbe probek migsni (n).

Statystycznie istotne roznice pomigdzy wartosciami uzyskanym dla roéznych stezen KP w
roztworze inkubacyjnym w danej grupie zwierzat oznaczono: krzyzykami (+) dla réznic w
poréwnaniu do stezenia 0,5 mM oraz trojkatami (4 ) dla réznic pomigdzy stezeniami 1,0
11,5 mM. (++ p< 0,001; « a ap<0,001). Gwiazdkami (*) oznaczono statystycznie istotne
réznice pomig¢dzy wartosciami uzyskanymi dla badanych grup zwierzat w porownaniu do
grupy kontrolnej. (*p<0,05; ***p<0,001).
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Analiza regresji wykazata istnienie liniowej wspotzalezno$¢ pomigdzy tempem
wychwytu kwasu palmitynowego przez migsien plaszczkowaty a stgzeniem tego kwasu
we wszystkich badanych grupach, uzyskano przy tym podobnie wysokie wspdtczynniki
korelacji (Ryc. 9).

Wartos$¢ srednia wspdtczynnika a, §wiadczacego o tempie przyrostu danego procesu w
grupie THY+PTU byla podobna do wartosci kontrolnej (NS), natomiast u szczuréw z
grupy T3 byta istotnie wyzsza niz w grupach K 1 THY+PTU (p<0,05) (Ryc.9).

Wke

(nmole KP/min./g m.tkanki)

25 T3
g =7
20 T //// THY+PTU

15

10

0.5 1.0 1.5

Stezenie KP (mM)

0 K V. THY+PTU o T3
K y=8,845x+0,598; r=0,878" (n=80)
THY+PTU y=8,504 x + 1,223; r=0,875" (n=46)
T3 y=10,846 x + 1,304; r=10,892"" (n= 54)

Ryc. 9

Wspolzaleznos¢ pomiedzy tempem wychwytu KP przez migsien plaszczkowaty a
calkowitym ste¢zeniem KP w mieszaninie inkubacyjnej u szczuréow kontrolnych
(K), z niedoborem hormonow tarczycy (THY+PTU) Ilub nadmiarem
trijodotyroniny we krwi (T3).

Podano réwnania regresji, wspotczynnik korelacji (r) oraz ilo$¢ probek migsni (n).
Gwiazdkami (**) oznaczono statystycznie istotne wartosci wspolczynnika r przy
p<0,01.
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U zwierzat z doswiadczalnie wywotana niedoczynnoscia tarczycy (THY+PTU)
tempo utleniania KP przez inkubowany migsien plaszczkowaty nie réznito sig istotnie

od wartos$ci stwierdzanych u zwierzat kontrolnych (Tab. 9).

TABELA 9

Tempo utleniania kwasu palmitynowego do dwutlenku wegla (CO,) przez migsien
plaszczkowaty inkubowany w obecnosci 0,221 mM albuminy oraz réznych stezen
KP (0,5-1,5 mM) u szczuréw z niedoborem hormonow tarczycy (THY+PTU) lub
nadmiarem trijodotyroniny we krwi (T3).

Stezenie KP (mM)
Grupa 0,5 1,0 1,5
CO; (nmole KP/min./g m. tkanki)
+++ +++ aaa
K 0,310 £ 0,028 0,618 = 0,037 1,086 £+ 0,055
(n=31) (n=47) (n=37)
+++ +++ aa
THY+PTU 0,333 £ 0,050 0,713 £ 0,068 1,191 £0,110
(n=16) (n=15) (n=14)
* +4 +++ aaa
T3 0,426 £ 0,044 0,756 £ 0,074 1,232 +£ 0,082
(n=19) (n=18) (n=19)

Podano $rednia arytmetyczna, btad standardowy oraz liczbg¢ probek migsni (n).

Statystycznie istotne roznice pomigdzy wartosciami uzyskanym dla roéznych stezen KP w
roztworze inkubacyjnym w danej grupie zwierzat oznaczono: krzyzykami (+) dla réznic w
poréwnaniu do stezenia 0,5 mM oraz trojkatami (4 ) dla réznic pomigdzy stezeniami 1,0
11,5 mM. (+ + + p< 0,001; « ap<0,001; « a ap<0,001). Gwiazdkami (*) oznaczono
statystycznie istotne roznice pomigdzy wartosciami uzyskanymi dla badanych grup zwierzat w
porownaniu do grupy kontrolnej. (*p<0,05).

W grupie szczurow z nadmiarem trijodotyroniny we krwi (T3) tempo utleniania
KP przy 0,5 mM KP bylo o okoto 37% wyzsze (p<0,05) w stosunku do wartosci
kontrolnych. Przy wyzszych stezeniach tego kwasu w mieszaninie inkubacyjnej (1,0 1
1,5 mM) tempo produkcji CO, przez migsien plaszczkowaty bylo wprawdzie nieco
wyzsze od wartosci kontrolnych, ale r6znice nie byly istotne statystycznie (Tab. 9).

Analiza regresji uzyskanych wynikéw wykazala istnienie liniowej
wspolzaleznosci pomiedzy tempem utleniania kwasu palmitynowego a jego stgzeniem

w medium inkubacyjnym we wszystkich badanych grupach szczurow (Ryc. 10).
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Tempo przyrostu badanego wskaznika, ocenione na podstawie wspdtczynnikow

a bylo podobne we wszystkich grupach zwierzat (Ryc. 10).

CO2

(nmole KP/min./g m.tkanki)

2.0
v T3
TH¥+PTU
1.5 D o ~»*"”H K
0
1.0 r
05 |
0.5 1.0 1.5
Stezenie KP (mM)
0 K V. THY+PTU o T3
K y=0,782x-0,117; r=0,753"" (n=115)
THY+PTU y=0,856x-0,111; r=0,768" (n=45)
T3 y=0,807 x - 0,002; r=0,753" (n=56)
Ryec. 10

Wspolzaleznos¢ pomiedzy tempem utleniania KP a jego calkowitym stezeniem w
mieszaninie inkubacyjnej u szczurow kontrolnych (K), z niedoborem hormonéw
tarczycy ( THY+PTU) lub nadmiarem trijodotyroniny we krwi (T3).

Podano réwnania regresji, wspotczynnik korelacji (r) oraz ilo§s¢ probek migsni (n).
Gwiazdkami (**) oznaczono statystycznie istotne wartosci wspolczynnika r przy
p<0,01.

Tempo syntezy wewnatrzmig¢sniowych TG przy stezeniach KP 0,5 1 1,0 mM
bylto u szczuréw z grupy THY+PTU istotnie (p<0,01) podwyzszone (odpowiednio o ok.
24% 1 17%) w poréwnaniu do wartosci kontrolnych. Przy maksymalnym zastosowanym

stezeniu KP (1,5 mM) nastgpowato jakoby wysycenie procesu o czym $§wiadczy to, ze
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tempo syntezy TG bylo w tych warunkach zblizone do stwierdzonego przy stezeniu
1,0 mM (Tab. 10).

U zwierzat z grupy T3 tempo wbudowywania KP w pule TG
wewnatrzmig§niowych bylo podwyzszone juz w obecnosci 0,5 mM tego kwasu w
medium inkubacyjnym, poczym wzrastato liniowo do 9,14 £ 0,40 przy 1,5 mM (Tab.
10). Wszystkie wartosci byly w tych warunkach istotnie wyzsze od stwierdzonych u
zwierzat kontrolnych o ok. 49 % (p<0,001) przy 0,5 mM, o 25 % (p<0,001) przy
1,0 mM io0 30 % (p<0,01) przy 1,5 mM (Tab. 10).

TABELA 10

Tempo wbudowywania KP do triacylogliceroli (TG) przez migsien plaszczkowaty
inkubowany w obecnosci 0,221 mM albuminy oraz réznych stezen KP (0,5-1,5
mM) u szczuréw z niedoborem hormonéw tarczycy (THY+PTU) lub nadmiarem
trijodotyroniny we krwi (T3).

Stezenie KP (mM)
Grupa 0,5 1,0 1,5
TG (nmole KP/min./g m. tkanki)
+++ +++ aaa

K 2,47+0,13 4,90 £ 0,19 6,98 £ 0,23

(n=45) (n=53) (n=49)

*ox #¥ 4+ + * +++
THY+PTU 3,06 +0,14 5,75£0,23 5,97 £0,40

(n=29) (n=28) (n=26)

Hokok % 4+ + k%K ++ + 4 A 4
T3 3,67£0,16 6,11 £0,31 9,14 £0,40

(n=20) (n=18) (n=19)

Podano $rednia arytmetyczna, btad standardowy oraz liczbe probek migsni (n).

Statystycznie istotne roznice pomigdzy wartosciami uzyskanym dla réznych stezen KP w
roztworze inkubacyjnym w danej grupie zwierzat oznaczono: krzyzykami (+) dla réznic w
poréwnaniu do stezenia 0,5 mM oraz trojkatami (4 ) dla réznic pomigdzy stezeniami 1,0
11,5 mM. (++ p< 0,001; « a ap<0,001). Gwiazdkami (*) oznaczono statystycznie istotne
réznice pomig¢dzy wartosciami uzyskanymi dla badanych grup zwierzat w porownaniu do
grupy kontrolnej. (*p<0,05; **p<0,01; ***p<0,001).
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U szczuréow z grupy THY+PTU tempo wbudowywania kwasu palmitynowego
w pul¢ MG/DG w obecnosci 0,5 11,5 mM KP mialo tendencje do osiagania wartosci
nizszych od kontrolnych (NS) a przy 1,0 mM bylo zblizone do kontroli. Co wigcej, w
tej grupie zwierzat nie stwierdzono ro6znicy we wbudowywaniu si¢ kwasu
palmitynowego w pule¢ MG/DG pomigdzy stgzeniem KP 1,0 1 1,5 mM (Tab. 11), co
moze $wiadczy¢ o tendencji do wysycania si¢ tego systemu.

Nadmiar T; we krwi spowodowal znaczace podwyzszenie tempa
wbudowywania KP w pule MG/DG (od okoto 38-45%) przy wszystkich stosowanych
stezeniach tego kwasu w roztworze (0,5 mM, p<0,001; 1,0 i 1,5 mM, p<0,05) w

porownaniu do wartosci uzyskanych w grupie K (Tab. 11).

TABELA 11

Tempo wbudowywania KP do mono- i diacylogliceroli (MG/DG) przez migsien
plaszczkowaty inkubowany w obecnosci 0,221 mM albuminy oraz réznych stezen
KP (0,5-1,5 mM) u szczuréw z niedoborem hormonow tarczycy (THY+PTU) lub
nadmiarem trijodotyroniny we krwi (T3).

Stezenie KP (mM)
Grupa 0,5 1,0 1,5
MG/DG (nmole KP/min./g m. tkanki)
+++ +++ a
K 0,546 £ 0,031 0,895 £ 0,053 1,106 £ 0,074
(n=125) (n=24) (n=23)
++ ++
THY+PTU 0,495 + 0,045 0,843 £0,076 0,814 £ 0,100
(n=12) (n=10) (n=11)
ok * 44+ * 4+ 4
T3 0,793 £ 0,054 1,253 £ 0,161 1,521 £ 0,150
(n=17) (n=17) (n=7)

Podano $rednia arytmetyczna, btad standardowy oraz liczbg zwierzat (n).

Statystycznie istotne roznice pomigdzy wartoSciami uzyskanym dla roéznych stezen KP w
roztworze inkubacyjnym w danej grupie zwierzat oznaczono: krzyzykami (+) dla réznic w
poréwnaniu do stezenia 0,5 mM oraz trojkatami (4 ) dla réznic pomigdzy stezeniami 1,0
i 1,5 mM. (++ p<0,01; +++ p< 0,001; ~ p<0,05). Gwiazdkami (*) oznaczono statystycznie
istotne roéznice pomigdzy wartosciami uzyskanymi dla badanych grup zwierzat w poréwnaniu
do grupy kontrolnej. (* p<0,05; *** p<0,001).
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Tempo wbudowywania kwasu palmitynowego w fosfolipidy (PL) w zalezno$ci

od stgzenia KP w mieszaninie inkubacyjnej u szczuréw z niedoborem hormonow
tarczycy (THY+PTU) bylo zblizone do wartosci kontrolnych 1 wzrastalo rowniez
podobnie wraz ze wzrostem stgzenia KP w medium (Tab. 12). W tej grupie
statystycznie istotne przyrosty (p<0,001) uzyskano pomigdzy stezeniami 0,5 1 1,0 mM
(0 84 %) oraz 0,51 1,5 mM (0 126 %) (Tab. 12).
Trzydniowa iniekcja T; spowodowala podwyzszenie tempa syntezy PL w
inkubowanym mig$niu plaszczkowatym w pordwnaniu z wartosciami kontrolnymi przy
wszystkich stosowanych stezeniach KP, lecz istotne statystycznie (p<0,01) okazaly si¢
tylko ro6znice przy stgzeniach KP 0,5 1 1,5 mM. Wynosily one odpowiednio ok. 53% 1
64 % (Tab. 12).

TABELA 12

Tempo wbudowywania KP w fosfolipidy (PL) przez migsien plaszczkowaty
inkubowany w obecnosci 0,221 mM albuminy oraz réznych stezen KP (0,5-1,5
mM) u szczurow z niedoborem hormonoéw tarczycy (THY+PTU) oraz z
nadmiarem trijodotyroniny we krwi (T3).

Stezenie KP (mM)
Grupa 0,5 1,0 1,5
PL (nmole KP/min./g m. tkanki)
+++ +++ -
K 1,21 £ 0,09 1,89+ 0,12 2,46 £ 0,25
(n=20) (n=18) (n=15)
+++ +++
THY+PTU 1,02 +0,08 1,88 £0,16 2,31 +£0,22
(n=12) (n=13) (n=12)
*k *k+++ A aa
T3 1,85+0,18 2,18 £ 0,19 4,04 £ 0,25
(n=6) (n=6) (n=6)

Podano $rednia arytmetyczna, btad standardowy oraz liczbg zwierzat (n).

Statystycznie istotne réznice pomigdzy wartosciami uzyskanymi dla réznych stezen KP w
roztworze inkubacyjnym w danej grupie zwierzat oznaczono: krzyzykami (+) dla réznic w
poréwnaniu do stezenia 0,5 mM oraz trojkatami (4 ) dla réznic pomigdzy stezeniami 1,0
11,5 mM. (+++ p<0,001; ap<0,05; « a ap<0,001). Gwiazdkami (*) oznaczono statystycznie
istotne roznice pomigdzy wartosciami uzyskanymi dla badanych grup zwierzat w poréwnaniu
do grupy kontrolnej. ( ** p<0,001).
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W kazdej z grup zwierzat uzyskano istotne wspolczynniki korelacji dla
wspolzaleznosci pomigdzy stgzeniem kwasu palmitynowego w buforze a tempem jego
wbudowywania w fosfolipidy, przy czym wspdtzaleznos¢ ta byta najsilniej wyrazona u
szczuréw z grupy T3 (Ryc.11).

W grupie THY+PTU tempo przyrostu badanego wskaznika bylo podobne do
stwierdzonego w grupie kontrolnej. U zwierzat z nadmiarem T3 $redni wspoiczynnik a
rownan regresji byl natomiast istotnie wyzszy w poréwnaniu do wartosci kontrolnej

(p<0,05).

PL

(nmole KP/min./g m.tkanki)

6
T3
5 1 | //‘
g
4 | -
=

3 | D /%// ] fb AAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAA

¢} /// X ,@ AAAAAA THY+PTU
2 | T \V
1 AAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAA TT

0.5 1.0 1.5

Stezenie KP (mM)

0 K v THY+PTU o T3

K y=1,259x+0,595; r=0,629" (n=53)
THY+PTU y=1294x+0,448; r=0,687" (n=237)
T3 y=2,189x +0,501; r=0,837 (n=18)

Rye. 11

Wspolzaleznos¢ pomiedzy tempem wbudowywania KP w PL a jego calkowitym
stezeniem w mieszaninie inkubacyjnej u szczuréw kontrolnych (K), z niedoborem
hormonow tarczycy ( THY+PTU) lub nadmiarem trijodotyroniny we krwi (T3).
Podano rownania regresji, wspoOlczynnik korelacji (r) oraz ilo§¢ probek (n).
Gwiazdkami (**) oznaczono statystycznie istotne wartosci wspolczynnika r przy
p<0,01.
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Pomimo r6znic w tempie wbudowywania KP w pule triacylogliceroli, mono- i
diacylogliceroli oraz fosfolipidow pomigdzy grupami o ré6Zznym stanie czynno$ciowym
tarczycy udziat procentowy KP w tych frakcjach byt podobny u wszystkich badanych
zwierzat 1 wynosit 56-66% dla TG, 9-14% dla MG/DG oraz 24-32% dla PL. Poza tym
we wszystkich badanych grupach udziat procentowy KP w poszczegdlnych frakcjach
lipidowych nie zalezat od stgzenia KP w mieszaninie inkubacyjne;.

Objetos¢ przestrzeni pozakomorkowej inkubowanego migsnia plaszczkowatego
w grupie THY+PTU nie rdznila si¢ istotnie od wartosci kontrolnej (214,9 + 9,0 ul/g m.
tkanki; n = 23) 1 wynosita 236,4 + 9,8 ul/g m.tkanki (n = 16). U szczur6w z nadmiarem
T3 obserwowano natomiast tendencje do wzrostu badanego wskaznika (245,3 = 11,6

pul/g m.tkanki; n = 12).
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6. DYSKUSJA
Ocena zastosowanej techniki

Inkubacje¢ migsnia plaszczkowatego w buforze Krebsa-Ringera zawierajacym
albuming 1 glukoz¢ stosowano dotychczas w naszym Zaktadzie do badan in vitro nad
tempem metabolizmu glukozy w migsniach szkieletowych oraz ich wrazliwos$cia na
insuling (Budohoski i wsp. 1993, 1987, 1984; Dubaniewicz 1 wsp. 1989; Langfort i wsp.
1993, 1991). W celu przystosowania tego modelu do badan nad wychwytem 1
metabolizmem kwasow tluszczowych w migéniach szkieletowych szczura, do
mieszaniny inkubacyjnej oprécz glukozy, dodano kwas palmitynowy zwiazany z
albuming bydlgca. Ze wzgledu na to, ze kompleks kwas palmitynowy-albumina jest
znacznie wigksza czasteczka niz glukoza, pojawity si¢ watpliwos$ci czy, a jesli tak to w
jakim stopniu moze ona dyfundowa¢ z medium inkubacyjnego do wngtrza skrawka
migsnia plaszczkowatego. W celu wyjasnienia tych watpliwosci identyfikowano
kompleks albumina-KP w preparacie z inkubowanego mig$nia, uzywajac
monoklonalnych przeciwcial przeciw albuminie z krwi bydlecej 1 peroksydazie
przeciwko mysim IgG. Wykazano, ze pomimo swojej wielkosci czasteczka albuminy
penetruje do wngtrza inkubowanego migsnia. Polega to prawdopodobnie na dyfuzji
poprzez przestrzen pozakomorkowa przyleglych tkanek, poniewaz §wiatlo naczyn
krwionosnych nie bylo silniej wybarwione niz pozostate fragmenty skrawka mig$nia.
W dodatkowych doswiadczeniach  stwierdzono ponadto, ze niezaleznie od wielkosci
fragmentu mig$nia wbudowywanie KP do TG wewnatrzmigsniowych oraz jego
utlenianie do CO;, w przeliczeniu na gram tkanki bylo stale, co rowniez posrednio
potwierdza, ze KP dociera do wngtrza skrawka migsnia plaszczkowatego.

Stwierdzono takze, ze w ciagu 30 minut inkubacji (poprzedzonej 15 min. pre-
inkubacja) zywotno$¢ migsnia pozostaje niezmieniona, poniewaz jego potencjat
energetyczny (ECP) 1 zawarto$¢ wysokoenergetycznych fosforanow w migéniu nie
roznifa si¢ istotnie od wartosci kontrolnych. Dyck 1 wsp. (1997), ktérzy oceniali
metabolizm KP w izolowanym migéniu plaszczkowatym prowadzili doswiadczenia az
do 3 godzin, lecz aby utrzymac stale stgzenie zwiazkOw wysokoenergetycznych
obnizali temperatur¢ inkubacji z 37°C do 30°C. Inni badacze, ktorzy inkubowali rozne
migsnie szkieletowe (m. plaszczkowaty, m.zginacz palcow krotki, m. czworoglowy
uda) 1 mig$nie przepony w 37°C przez 90 min (Glatz 1 Veerkamp 1982) i 120 min
(Okano 1 Shimojo 1982), nie oznaczali jednak zawartoSci w  nich

wysokoenergetycznych fosforanow w tym okresie.



65

W badaniach wtasnych dotyczacych metodycznych aspektéw badan wykazano,
ze dodanie do mieszaniny inkubacyjnej glukozy w stezeniu fizjologicznym (5,5 mM)
zwigkszalo o ok. 68% tempo wbudowywania KP w pulge triacylogliceroli
wewnatrzmigsniowych. Wynik ten, zgodny z danymi uzyskanymi przez innych autorow
(Eaton 1 Steinberg 1961, Glatz 1 Veerkamp 1982), potwierdza wigc, ze egzogenna
glukoza jest waznym prekursorem do syntezy glicerolo-3-fosforanu w mig$niach
szkieletowych, zwiazku niezbgdnego do syntezy acylogliceroli i1 fosfolipidéw de novo.

Podobnie do wynikéw opisanych we wczes$niejszych pracach (Eaton 1 Steinberg
1961, Glatz 1 Veerkamp 1982) rowniez w doswiadczeniach wlasnych stwierdzono, ze
pod wplywem fizjologicznego stezenia glukozy nie zmienia si¢ tempo utleniania KP do
CO,.

W dalszej czesci badan zmierzajacych do oceny zastosowanej metody in vitro
wykazano podobnie do wynikow Dyck’a 1 wsp. (1997) liniowa zalezno$¢ pomigdzy
czasem trwania inkubacji a wychwytem KP z mieszaniny inkubacyjnej oraz jego
utlenianiem do CO, 1 wbudowywaniem w lipidy wewnatrzmigsniowe (TG, PL,
MG/DG).

Stwierdzono ponadto, ze tempo wychwytu KP, tempo jego utleniania do CO,
oraz tempo wbudowywania do TG, PL 1 DG/MG przez izolowany migsien
plaszczkowaty wzrasta wraz ze zwigkszaniem calkowitego st¢zenia tego kwasu w
mieszaninie inkubacyjnej (od 0,5 do 1,5 mM). Jest to zgodne z wynikami kilku
zaledwie prac innych autorow, ktorzy badali wychwyt 1 metabolizm kwasow
thuszczowych w tym migéniu in vitro ( Dyck 1 wsp. 1997, Dyck 1 Bonen 1998, Alm i
Saggerson 1998).

W badaniach wlasnych utlenianie KP przez migsien plaszczkowaty in vitro,
oceniane na podstawie tempa produkcji CO, stanowito 3-8,5% catkowitego wychwytu
KP przez ten migsien. W pracy Dyck’a 1 wsp. z roku 1997 podano, ze izolowany
migsien plaszczkowaty w spoczynku utlenia az ok. 60% wychwyconego kwasu
palmitynowego. W innych doswiadczeniach tej samej grupy badaczy utlenianie KP
przez migsien plaszczkowaty w spoczynku stanowito jedynie ok. 25% (Dyck 1 Bonen
1998) a nawet tylko ok. 17% (Dyck 1 wsp. 2001) catkowitego wychwytu. Nie
wyjasniono jednak przyczyn tych rozbieznosci. W przytoczonych badaniach utlenianie
KP mierzono podobnie jak w obecnej pracy na podstawie pomiaru produkcji '*CO,,
lecz uwzgledniano takze pigtno izotopowe w produktach posrednich procesu -

oksydacji 1 cyklu Krebsa rozpuszczalnych w wodzie takich jak acetyloCoA, o-
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ketoglutaran czy szczawiooctan (Sidossis 1 wsp. 1995). Poprzednio wykazano, ze
radioaktywnos$¢ produktow posrednich zalezy od miejsca znakowania atomu wegla w
lancuchu weglowym (Glatz i Veerkampl1982). Przy wykorzystywaniu 1-'*C-KP
stgzenie produktow posrednich w inkubowanym migsniu stanowilo ok. 50%
catkowitego utleniania KP tzn. sumy CO, 1 produktéw posrednich (Glatz 1 Veerkamp
1982, Dyck 1 wsp. 2001). Podobne podejscie zaprezentowali rowniez Sidossis 1 wsp.
(1995), oceniajac utlenianie KP do CO, w warunkach in vivo. W przypadku
uwzglednienia st¢zenia produktow posrednich w badaniach wtasnych okazaloby sig, ze
utlenianie KP do CO; osiagng¢loby do ok.17% calkowitego wychwytu KP przez migsien
plaszczkowaty, byloby wigc zblizone do wynikow ostatnio opublikowanych prac
Dyck’a i wsp. (2001).

Oceniajac w obecnej pracy udzial KP w poszczegdlnych frakcjach lipidowych
wyekstrahowanych z  migsnia 1  rozdzielanych  technika  chromatografii
cienkowarstwowej stwierdzono, ze najwigcej tego kwasu wbudowuje sie¢ w TG,
nastepnie w PL, najmniej za§ we frakcje MG/DG. Jest to zgodne z wynikami
uzyskanymi w inkubowanym mig$niu plaszczkowatym przez Petersa 1 wsp. (1998),
Dyck’a 1 Bonena (1998) oraz Dyck’a i wsp. (2000),. Wyniki badan in vitro pokrywaja
si¢ takze z uzyskanymi in vivo po dozylnej iniekcji znakowanego KP (Gorski 1 Bonen
1997). W modelu tym 50% KP wbudowywato si¢ w TG, 32 % w PL a 13 % w MG/DG.

W badaniach prezentowanej pracy wykazano, ze wraz z przedtuzaniem si¢ czasu
inkubacji powyzej 10 min zmniejsza si¢ procentowy udziat KP we frakcji MG/DG,
natomiast wzrasta we frakcji TG, pozostajac w miarg staty we frakcji PL. Podobne
obserwacje poczynili Chen 1 wsp. (1994), badajac wbudowywanie glukozy we frakcje
lipidowe w mig$niu ptaszczkowatym w czasie 10, 20 1 30 min inkubacji.

Na uwage zasluguje stwierdzenie w obecnej pracy podobnego procentowego
udzialu KP w poszczegdlnych frakcjach lipidow pomimo zréznicowania stezenia KP w
mieszaninie inkubacyjne;.

W  inkubowanym = migsniu  plaszczkowatym  oznaczono  przestrzen
pozakomorkowa wykazujac, ze niezestryfikowany KP z tego mig$nia pochodzi raczej z
tej przestrzeni nie za§ z wngtrza wilokien mig$niowych. Z tego wzgledu stgzenie
wewnatrzmig§niowych KT przynajmniej w tych warunkach do$wiadczalnych okazato
si¢ niemierzalne.

Przestrzen pozakomorkowa w inkubowanym migéniu mierzono stosujac

podobnie jak inni autorzy (Cieslar i wsp. 1998) znakowana inuling. Jest ona
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wielocukrem powszechnie stosowanym do tego celu, gdyz ze wzgledu na duza masg
czasteczkowa nie wnika do komorki. Jak wykazano w obecnej pracy przestrzen
pozakomérkowa migsénia plaszczkowatego wynosi srednio 214,9 £ 9,0 pl/g mokrej
tkanki, stanowi zatem ok.20% catkowitej masy migsnia. Wedlug Kandarian’a 1 wsp.
(1991) przestrzen pozakomoérkowa mig$nia plaszczkowatego in vitro stanowi ok. 17%
catkowitej masy mig$nia.

Wychwyt i metabolizm KP w migsniu plaszczkowatym w zaleznosci od stezenia
tego kwasu w puli zwigzanej i niezwigzanej z albumina.

Jak omowiono szerzej we Wstgpie we krwi obecne sa dwie pule kwasow
thuszczowych: zwiazana 1 nie zwiazana z albuming (Richieri 1 wsp.1993). Wielko$c¢ tej
drugiej puli zalezy od stosunku stezen kwaséw tluszczowych do albuminy (v) (Richieri
1 wsp. 1993). Pomimo, ze Glatz i Veerkamp juz w 1982 r. sugerowali, ze wychwyt 1
utlenianie KT wzrastaja wraz ze wzrostem zarowno calkowitego stgzenia KT we krwi
jak 1 stosunku stgzen KT do albuminy, od kilku lat przedmiotem ozywionej dyskusji stat
si¢ ponownie problem, ktora z tych frakcji odgrywa bardziej istotna rolg w
wewnatrzkomorkowym metabolizmie KT. W piSmiennictwie spotka¢ mozna na ten
temat dwie przeciwstawne koncepcje i tak wg jednej grupy badaczy (Rose i wsp. 1990;
Kvilekval 1 wsp. 1994) tempo wychwytu KT przez izolowane kardiomiocyty i
hepatocyty wzrasta wraz ze wzrostem st¢zenia niezwiazanych z albuming KT (nKT),
natomiast nie zmienia si¢ gdy stezenie nKT jest stale a wzrasta calkowite stgzenie
kwasow ttluszczowych. Oznaczatoby to, ze w wychwycie KT bierze udziat jedynie pula
nKT, natomiast kwasy tluszczowe zwiazane z albuming petnig tylko funkcje rezerwy
uzupetniajacej pulg nKT.

Przeciwny poglad reprezentuje inna grupa uczonych (Weisiger 1 wsp. 1981;
Hutter 1 wsp. 1984; Rauch 1 wsp. 1987; Trigatti 1 Gerber 1995). Na podstawie badan
hepatocytow, adipocytow 1 kardiomiocytéw stwierdzili oni, ze pomimo zachowania
stalego stosunku stezenia kwasow tluszczowych do albuminy (v), tempo wychwytu KT
przez tkanki wzrasta wraz ze wzrostem catkowitego stezenia tych kwasow. Te wyniki
moga sugerowac, ze to pula KT zwigzana z albuming odgrywa decydujaca rolg w
wychwycie KT. Zaproponowano takze, ze uwolnienie KT od kompleksu albumina-KT
moga ulatwia¢ biatka wiazace albuming (ABP) (Schnitzner i Oh 1994, Burczynski i
Cai 1994), ktore odkryto w blonie komorkowej srodbtonka naczyn kapilarnych (Antohe
1 wsp. 1993) oraz w blonie komdrkowej miocytow, adipocytow 1 hepatocytow

(Schnitzer 1 Oh 1992).
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W badaniach wlasnych wychwyt 1 wewnatrzmig§niowy metabolizm KP
oceniono zarOwno przy wzrastajacym jak i statym stgzeniu nKP, zmieniajac stosunek
stezenia KP do albuminy.

Wykazano (Ryc. 12), ze tempo wszystkich ocenianych procesOw w migsniu
plaszczkowatym inkubowanym w obecnos$ci wzrastajacego stosunku stezen molarnych
KP 1 albuminy (grupa W) wykazuje liniowa zaleznos¢ od catkowitego stgzenia KP,
natomiast gdy odniesiono te same wyniki do wyliczonego st¢zenia nKP kinetyka tych
procesOw miata przebieg wysycajacy si¢ (Gorecka i wsp. 2001). Wynik ten jest wigc
zgodny z tym co przedstawili w swoich pracach Turcotte 1 wsp. (1991), badajac
wychwyt kwasow tluszczowych przez migénie szkieletowe perfundowanej konczyny
tylnej szczura oraz Bonen i1 wsp. (1998a), ktorzy podobnie jak w obecnej pracy
stosowali model in vitro.

W przypadku, gdy stezenie frakcji nKP utrzymywano na statym poziomie tempo
badanych proceséw wykazywalo takze liniowa zalezno$¢ od calkowitego stgzenia
kwasu palmitynowego w mieszaninie inkubacyjnej. Nalezy jednak podkreslié, ze
tempo zmian tych proceséw byto w tych warunkach znacznie wolniejsze niz wtedy gdy
jednoczesnie wzrastalo stezenie nKP w medium inkubacyjnym. Uzyskane wyniki
$wiadcza wigc, ze przynajmniej w warunkach in vitro, wychwyt 1 metabolizm KP w
komorce migsniowej zaleza zardéwno od wielkosci kompleksu KP-albumina jak 1 od

stezenia nKP.
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Ryec. 12

Wspolzaleznos¢ pomigdzy wychwytem kwasu palmitynowego (Wkp) przez migsien
plaszczkowaty, jego utlenianiem do CO; oraz wbudowywaniem w triacyloglicerole
(TG), mono- i diacyloglicerole (MG/DG) i fosfolipidy (PL) a stezeniem kwasu
palmitynowego zwigzanego [A.] i niezwiazanego z albuming [B.]
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Wplyw doswiadczalnie wywolanego niedoboru lub nadmiaru hormonoéw tarczycy
na profil lipidowy szczurow.

Hormony tarczycy, zwlaszcza trijodotyronina (T3) odgrywaja kluczowa rolg w
procesach wzrostu, rozwoju oraz kontroli przemiany materii. Sa wigc one niezbgdne dla
normalnego funkcjonowania prawie wszystkich tkanek, przy czym w dorostych
organizmach najlepiej poznano ich modyfikujacy wplyw na podstawowa przemiang
materii, metabolizm weglowodanow, wielkos¢ zasobow lipidowych w ustroju oraz
procesy lipogenezy 1 lipolizy (patrz: Yen 2001, Gong 1 wsp. 1997, Jekabsons 1 wsp.
1999, Oppenheimer 1 wsp. 1991, Dimitriadis 1 wsp.1997, Dubaniewicz 1 wsp. 1989).

W prezentowane] pracy podjeto probg sprawdzenia czy i1 w jaki sposob
doswiadczalnie wywotany niedobor hormonow tarczycy lub ich krotkotrwaty nadmiar u
szczuréw wpltywaja na “losy” kwasoéw thuiszczowych w migéniu plaszczkowatym in
vitro 1 czy zachodzace tam procesy zaleza od st¢zenia kwasu palmitynowego w medium
inkubacyjnym. Nalezy podkresli¢, ze w dostgpnym pisSmiennictwie znaleziono
pojedyncze tylko doniesienia na ten temat.

Jak opisano w rozdziale Material 1 Metody przewlekly stan niedoboru
hormonow tarczycy wywotywano u szczurdw, usuwajac tarczyce i podajac im nastgpnie
PTU w wodzie do picia przez kilka tygodni. Model ten pozwolit uzyska¢ znaczne
obnizenie trijodotyroniny i tyroksyny we krwi 1 byt uprzednio stosowany nie tylko w
naszym Zaktadzie (Jakubiec-Puka 1 wsp. 1999). Krotkotrwate podwyzszenie krazacych
we krwi hormonoéw tarczycy uzyskano podajac szczurom w iniekcji trijodotyroning (T5)
przez trzy dni, w wyniku czego zaréwno stezenie T; jak 1 Ty istotnie si¢ zwigksza
(patrz: Tab. 1 w rozdziale Materiat 1 Metody). Podobny model doswiadczalny
zastosowali takze Zendzian-Piotrowska i wsp. (2000).

Zmiany stezenia hormonoéw tarczycy we krwi znajduja swoje odzwierciedlenie
w poziomie lipidow osoczowych 1 zawartosci TG w mig$niu plaszczkowatym.

U szczurow z doswiadczalnie wywotanym niedoborem hormonow tarczycy
stwierdzono podwyzszone st¢zenia KT w osoczu o ok. 34% w porOwnaniu z grupa
kontrolng oraz obnizenie poziomu TG we krwi (o ok. 20%). Sa to wyniki zblizone do
uzyskanych przez Zernicka (1999), ktéra stosujac taki sam model doéwiadczalny,
wykazala wzrost stgzenia KT w osoczu o ok. 45% 1 obnizenie stezenia TG we krwi do
50%. Podobne zmiany stgzenia TG we krwi stwierdzono takze w innych badaniach
przeprowadzonych na szczurach z hipotyreoza (Kaciuba-Uscitko 1 wsp. 1981; Popovic

1wsp. 1998; Dory 1 Roheim 1981).
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Niski poziom TG osocza u szczurOw z niedoborem hormonoéw tarczycy mozna by
przypisywa¢ podwyzszonej w tym stanie aktywnosci lipazy lipoproteinowej (LPL)
zardwno w tkance tluszczowej (Saffari 1 wsp. 1992) jak 1 w migsniach szkieletowych
(Zernicka 1999; Ong i wsp. 1994; Kaciuba-Uscilko i wsp. 1980), sugeruje si¢ bowiem
istnienie ujemnej korelacji pomigdzy aktywnos$cia LPL a stezeniem TG we krwi
(Popovic 1 wsp. 1998). Stwierdzono, ze pomimo podwyzszonej aktywnosci LPL w
migsniach szkieletowych wychwyt przez nie KT z TG chylomikronéw in vivo nie
odbiega od wartosci kontrolnych (Kaciuba-Uscitko i wsp. 1980, Zernicka 1999).
Ponadto w stanie hipotyreozy w tkance ttuszczowej obniza si¢ tempo lipolizy a wzrasta
tempo syntezy TG (Bath 1 Saggerson 1988), co moze zmniejsza¢ uwalnianie KT z
adipocytow do krwi. Mozna zatem przypuszczaé, ze podwyzszone stezenie KT we krwi
u szczurOw z niedoborem hormondéw tarczycy moglo wynika¢ ze zwigkszonego tempa
hydrolizy TG osocza przy niezmienionym tempie ich wychwytu przez migsnie
szkieletowe.

U szczurow z krotkotrwala hipertyreoza rowniez obserwowano wzrost st¢zenia
KT w surowicy krwi (o ok. 31%) 1 obnizenie poziom TG osocza (o ok. 14%). Obnizenie
stezenie TG osocza raczej trudno wiazaé z aktywnoscia LPL, gdyz z badan Zernickiej
(1999) wynika, ze u szczuréw z krotkotrwale podwyzszonym stgzeniem hormonoéw
tarczycy we krwi aktywno$¢ LPL w migsniach szkieletowych ulega obnizeniu. Jest
natomiast dobrze udokumentowane, ze w hipertyreozie u szczuro6w obniza si¢ tempo
syntezy TG w hepatocytach (Wilcox 1 Heimberg 1991; Keyes 1 wsp. 1981) 1 zmniejsza
si¢ uwalnianie VLDL przez watrobe (Keyes 1 wsp. 1981). Wydaje si¢ wigc, ze
podwyzszone stezenie KT we krwi u tych zwierzat jest zwiazane ze zwigkszonym
uwalnianiem KT z tkanki tluszczowej (Oppenheimer 1 wsp. 1991), wiadomo bowiem,
ze pod wplywem hormondéw tarczycy zwigksza si¢ wrazliwos¢ adipocytéw na
lipolityczne dziatanie amin katecholowych (Bilezikian 1 wsp. 1983).

Po usunigciu tarczycy zawartos¢ TG w migs$niu plaszczkowatym nie ulegata
zmianie w stosunku do wartosci kontrolnych, natomiast podwyzszenie krazacych we
krwi hormonow tarczycy istotnie zwigkszylo ich zawartos¢, co jest zgodne z wynikami
uzyskanymi przez Zernicka (1999). Poza tym badajac w obecnej pracy wbudowywanie
KP w pule TG w mig$niu plaszczkowatym in vitro stwierdzono, ze tempo tego procesu

istotnie wzrosto po podaniu Ts.
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Wplyw niedoboru i nadmiaru hormondw tarczycy na tempo wychwytu KP przez

miesien plaszczkowaty in vitro oraz tempo utleniania 1 wbudowywania tego kwasu w

lipidy wewnatrzmiesniowe.

W doswiadczalnie wywotanym niedoborze hormonoéw tarczycy nie zanotowano
istotnych r6znic ani w tempie wychwytu, ani w tempie utleniania KP w stosunku do
warto$ci kontrolnych. Synteza TG byla istotnie zwigkszona tylko w  nizszych
stezeniach tego kwasu w medium (0,5 1 1,0 mM), natomiast wbudowywanie KP w
MG/DG oraz PL nie réznilo si¢ od wartosci kontrolnych. Wraz ze wzrostem st¢zenia
KP w medium inkubacyjnym tempo wychwytu KP, jego utleniania i wbudowywania w
PL mialo przebieg liniowy, podobnie jak w migsniach pobranych od zwierzat
kontrolnych. W przypadku wbudowywania KP we frakcje TG oraz MG/DG

3

obserwowano natomiast pewne “splaszczenie” przebiegu zmian charakteryzujacych
zalezno$ci pomigdzy st¢zeniem KP w medium a tempem wbudowywania si¢ kwasu
palmitynowego w te frakcje lipidow wewnatrzmiesniowych. Swiadczyé to moze o
tendencji do wysycenia procesu przy wysokich stgzeniach kwasu palmitynowego,
podobnie do opisanego wczesniej w obecnej pracy gdy wbudowywanie KP do
wewnatrzmig$niowych TG odnoszono do wyliczonej wolnej puli tego kwasu.

Obserwowane u zwierzat z niedoborem hormondéw tarczycy zwigkszone
wbudowywanie KP w TG przy niezmienionym wychwycie KP oraz jego
wbudowywaniu w pule MG/DG 1 PL mogtyby sugerowa¢ wplyw hormonow tarczycy
na ostatni etap syntezy TG, czyli przytaczenie acyloCoA do DG katalizowane przez
acylotransferazg diacyloglicerolowa (DGAT). Mozna by takze postulowac, ze to raczej
zwigkszenie aktywnosci DGAT a nie podwyzszone stezenie acyloCoA w miocytach sa
przyczyna zwigkszonego tempa syntezy TG. Bath 1 Saggerson (1988) na przykladzie
adipocytow wykazali, ze doswiadczalnie wywotana niedoczynnos$¢ tarczycy powoduje
wzrost aktywnosci tego enzymu. Brak jest jednak danych na temat wptywu hormonéw
tarczycy na aktywno$¢ DGAT w mig$niach szkieletowych.

Ze wzgledu na to, ze frakcj¢ TG ekstrahowano z calego migs$nia, w ktorym
pomigdzy wloknami moze wystgpowac takze tkanka tluszczowa nie mozna wykluczyc,
ze obserwowane zwigkszone wbudowywanie KP w TG bylo wynikiem zwigkszonej
aktywnosci DGAT w adipocytach. U czterotygodniowych samcow szczepu Wistar o
masie 65-75 g nie obserwowano wprawdzie obecnosci tkanki tluszczowej pomigdzy
widknami mig$niowymi w migs$niu plaszczkowatym (Langfort i wsp. 1999), jednak

szczury uzyte w obecnej pracy byty nieco starsze.
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Hormony tarczycy naleza do gléwnych czynnikow regulujacych spoczynkowa
przemian¢ materii w organizmie. Przy ich niedoborze zmniejsza si¢ tempo pobieranie
tlenu przez organizm (Sillau 1984), zmniejsza si¢ 1los¢ mitochondriow w mig$niach
szkieletowych (Tata 1 wsp. 1963), obniza si¢ aktywno$¢ enzymow mitochondrialnych:
syntetazy cytrynianowej (Baldwin 1 wsp. 1980), oksydazy cytochromu c (Sillau 1984),
stezenie cytochromu c¢ (Terjung i Koerner 1976). Zmniejsza si¢ rowniez zdolnosé
oksydacyjna mig$nia plaszczkowatego (Baldwin i wsp. 1980, McAllister 1 wsp. 1995).
Stwierdzono réwniez, ze przy niedoborze hormondéw tarczycy zmniejsza si¢ w mig$niu
plaszczkowatym tempo glikolizy, mierzone tempem produkcji mleczanu (Dimitriadis 1
wsp. 1997, Dubaniewicz 1 wsp. 1989). Potwierdzaja to rowniez uzyskane przeze mnie
wyniki (Gérecka 1 wsp. 1999). Na ich podstawie stwierdzitam, ze tempo syntezy
mleczanu w mig$niu plaszczkowatym szczuré6w w stanie hipotyreozy bylo wprawdzie
nizsze od wartosci kontrolnych przy wszystkich zastosowanych stezeniach KP w
medium inkubacyjnym, lecz istotne réznice stwierdzono tylko przy stezeniach 1,01 1,5
mM. Analiza regresji wykazata istnienie ujemnej wspodlzaleznosci pomigdzy stezeniem
kwasu palmitynowego w medium inkubacyjnym a tempem produkcji mleczanu w
migs$niu plaszczkowatym tych szczurow (y = 4,298- 0,761 x; r=-0,414; p<0,01;n=
38). U zwierzat kontrolnych stgzenie KP nie wptywalo natomiast na tempo produkcji
mleczanu. Mogloby to sugerowac, ze przy wysokim stezeniu KP w medium, znacznie
zmniejszone tempo glikolizy obnizajac dostepnos¢ glicerolo-3-fosforanu  wpltywa
hamujaco na proces wbudowywania KP we frakcie TG 1 MG/DG w mig$niach
szkieletowych. Potwierdzenie tej hipotezy wymaga jednak dalszych badan.

W warunkach podwyzszonego ste¢zenia hormondw tarczycy we krwi szczurow,
ktoére prowadzi do wzrostu pobierania tlenu 1 przemian oksydacyjnych w organizmie
stwierdzono, ze tempo utleniania KP do CO, przez migsien plaszczkowaty bylo
podwyzszone przy 0,5 mM stezeniu KP w medium. Wart podkreslenia jest fakt, ze
nawet krotkotrwale podwyzszenie krazacych we krwi hormonoéw tarczycy w istotny
sposob zwigkszato wychwyt KP 1 jego wbudowywanie si¢ we frakcje TG, MG/DG i PL,
zwlaszcza ze stwierdzano je juz przy najnizszym z zastosowanych stgzen tego kwasu w
medium.

Stymulujace dziatanie hormonow tarczycy na wychwyt kwaséw tluszczowych przez
mig$nie szkieletowe, tempo ich utleniania oraz wbudowywania w poszczeg6lne frakcje
lipidow wewnatrzmigséniowych okres§lane in vitro opisano wg mojej wiedzy po raz

pierwszy.
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Wzrost wychwytu KT przez migsien ptaszczkowaty w stanie doswiadczalnego
nadmiaru hormonow tarczycy stwierdzano jednak uprzednio w warunkach in vivo
badajac wychwyt znakowanych KT z chylomikronow przez migsien plaszczkowaty
(Kaciuba-Uscitko i wsp. 1980; Zernicka 1999). Wykazano ponadto zwiekszone
utlenianie KT przez ten migsien w tych warunkach doswiadczalnych (Kaciuba-Uscitko 1
wsp. 1980). W niedawno opublikowanej pracy Zendzian-Piotrowska i wsp. (2000),
ktorzy podawali szczurom T3 przez 6 dni w dawce 10 pug/100 g m.c. stwierdzili in vivo
ponad dwukrotny w porownaniu z kontrola wzrost wbudowywania znakowanego kwasu
palmitynowego w fosfolipidy migénia plaszczkowatego, zwlaszcza za§ we frakcje
sfingomieliny, fosfatydyloseryny i fosfatydyloinozytolu. Ponadto Sugden i wsp. (1999),
podajac szczurom przez 3 dni 100 pug T3/100 g m.c. wykazali zwigkszone utlenianie KP
do CO; w izolowanych kardiomiocytach.

W obecnej pracy stwierdzono, ze niezaleznie od st¢zenia KP w medium tempo
wychwytu tego kwasu u szczurOw z nadmiarem hormonéw tarczycy bylo o 20-30%
wyzsze niz u zwierzat kontrolnych. W dostgpnym piSmiennictwie nie znaleziono
danych $wiadczacych o wpltywie trijodotyroniny na tempo transportu KT przez blong
komorkowa, czy stezenie biatek wiazacych KT w blonie komorkowej. W mojej pracy
nie zajmowalam si¢ wptywem Tz na mechanizmy blonowego transportu KT, lecz co
wydaje si¢ interesujace 1 wazne, okreslalam wielko$¢ przestrzeni pozakomorkowej w
mig$niu. Okazalo si¢, ze po 3-dniowym podawaniu T; wielko$¢ przestrzen
pozakomérkowa mig$nia plaszczkowatego miala tendencje do zwigkszania sig, co
sprzyja¢ moglo zwigkszeniu dostgpnosci KT dla miocytow. Wydaje si¢ wige, ze
zwigkszony wychwyt KP przez migsien plaszczkowaty pobrany od szczuréw z
nadmiarem T3 moégl wynika¢ ze zwigkszonej dostepnosci  tego kwasu oraz
podwyzszonego tempa jego metabolizmu w komorce.

Jak juz wspomniano, tempo utleniania KP przez migsien ptaszczkowaty in vitro
u szczurow, ktorym podawano Ts bylo o 37% wyzsze niz w kontroli przy 0,5 mM KP
w roztworze inkubacyjnym.

Zwigkszone pobieranie tlenu przez organizm stwierdzono juz po 24 godz. od
iniekcji T3 (Oppenheimer 1 wsp. 1991).  Van Hardeveld 1 Kassenaar (1977), podajac
przez 7-10 dni T4 w dawkach 20-80 pug/100g m.c. wykazali ponadto w tej sytuacji, ze
wzrasta o 21-33% pobieranie tlenu przez konczyng tylna. Zwigkszone pobieranie tlenu
bezposrednio przez miesien plaszczkowaty obserwowano takze w wielu innych

badaniach, w ktorych wywotywano doswiadczalnie nadmiar hormonoéw tarczycy (Capo
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1 Sillau 1983, De Luise 1 Harker 1989, Short i wsp. 2001). Wraz ze wzrostem pobierania
tlenu podwyzszata si¢ takze aktywno$¢ enzymdéw zaangazowanych w przemianach
tlenowych: np. syntetazy cytrynianowej (Short i wsp. 2001, McAllister 1 wsp. 1995,
Winder i1 Holloszy 1977, Capo 1 Sillau 1983), oksydazy cytochromu c (Short 1 wsp.
2001, Winder 1 Holloszy 1977, Courtright 1 Fitts 1979, Capo 1 Sillau 1983), wzrastato
stezenie cytochromu ¢ (Winder 1 Holloszy 1977) oraz tempo syntezy ATP (Short 1 wsp.
2001). Zmiany te notowano jednak dopiero przy dluzszym, co najmniej 2-6
tygodniowym podawaniu trijodotyroniny. Istnieja natomiast prace (Kubista i wsp. 1971;
Winder i wsp. 1975; Winder 1979), w ktérych zmian takich nie stwierdzano przy
krétkotrwatej hipertyreozie (5-8 dni).

W  odroznieniu od stanu niedoboru hormondéw tarczycy, kiedy w mig$niu
plaszczkowatym stwierdzono obnizone tempo glikolizy, po krotkotrwatym podawaniu
T; stwierdzono wzrost tempa syntezy mleczanu (Dubaniewicz 1 wsp. 1989; Dimitriadis
1 wsp. 1997). Sugden 1 wsp. (2000) wykazali, ze zwigkszone beztlenowe utlenianie
glukozy w krotkotrwalej hipertyreozie zwiazane jest ze zwigkszona ekspresja izoformy
4 kinazy dehydrogenazy pirogronianowej (PDK4). Autorzy ci sugeruja, ze zmniejszona
synteza acetyloCoA z pirogronianu zwigksza wykorzystanie acetyloCoA pochodzacego
z kwasow tluszczowych. Zatem zwigkszone utlenianie kwasu palmitynowego przez
migsien plaszczkowaty u zwierzat z nadmiarem hormonéw tarczycy moglo by¢
spowodowane zmniejszona zdolnoscia migsnia do utleniania glukozy w
mitochondriach.

W latach 50-tych XX wieku sugerowano, ze jednym z mechanizméw
odpowiedzialnych za wzrost tempa przemian metabolicznych pod wplywem T; jest
rozprzgzenie transportu elektronow w tancuchu oddechowym od syntezy ATP (Martius
1 Hess 1951). Ostatnio, po odkryciu catej rodziny bialek rozprzegajacych (UCPs) w
wielu innych tkankach niz brunatna tkanka thuszczowa powr6cono do tej koncepcji.
Zaobserwowano bowiem, ze pod wplywem T; wzrasta, a przy braku T; obniza si¢
stezenie biatek UCP2 1 UCP3 w takich tkankach jak mig$nie szkieletowe 1 serce (Gong 1
wsp. 1997, Lanni 1 wsp. 1999, Jekabsons 1 wsp. 1999. Short i wsp. 2001, De Lange 1
wsp. 2001). Wprawdzie dotychczas nie wyjasniono jaka role peinia te biatka, a
zwlaszcza UCP3 w metabolizmie mig$ni, lecz jest coraz wigcej przestanek, ze moze by¢
ono zaangazowane w regulacje tempa utleniania KT w mitochondriach. Wydaje sig, ze

jedna z r6l UCP3 moze by¢ przenoszenie aniondw  kwasow thuszczowych z
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mitochondrium do cytoplazmy, w sytuacji kiedy kwasy tluszczowe sa dominujacym
substratem w mitochondriach (Hims-Hagen 1 Harper 2001; Moore 1 wsp. 2001).

Zatem brak istotnie podwyzszonego tempa utleniania KP przez migsien
plaszczkowaty u szczuréw, ktorym podano Ts przy wysokim stgzeniu tego kwasu w
mieszaninie inkubacyjnej mogtby wynika¢ ze zwigkszonego stgzenia biatka UCP3 u
tych zwierzat.

Zwigkszone wbudowywanie KP w TG, PL 1 DG/MG u szczuréw z nadmiarem
trijodotyroniny wynikato prawdopodobnie ze zwigkszonego wychwytu KP przez
wiokna migsniowe. Poza tym podwyzszone tempo tych procesdw moglo by¢ zwiazane
ze zwigkszona dostgpnoscia glicerolo-3-fosforanu w komorce mig$niowej czy z
podwyzszona aktywnoscia enzymOw zaangazowanych w procesie syntezy
glicerolipidow.

Nalezy podkresli¢, ze stan czynnosciowy tarczycy nie mial wplywu na
procentowy udziat KP we frakcjach: TG, MD/DG i1 PL w inkubowanym mig$niu

plaszczkowatym.
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7. PODSUMOWANIE I WNIOSKI

1.

Zastosowany w pracy model in vitro okazat si¢ wlasciwy do badan wychwytu
kwasow thuszczowych przez migsnie szkieletowe szczura, umozliwiajac takze
przesledzenie ich loséw w migs$niu ptaszczkowatym.

e Stosujac metode immunohistochemiczng sprawdzono, ze kwas palmitynowy
w kompleksie z albuming dyfunduje z medium inkubacyjnego do wngtrza
migsnia.

e Sprawdzono, ze w zastosowanych warunkach preinkubacji/inkubacji
zawarto$¢ wysokoenergetycznych fosforanow (ATP 1 CrP) oraz potencjat
energetyczny migsnia plaszczkowatego nie ulegaja istotnym zmianom, co
wskazuje na zachowanie zywotnosci migsnia w tych warunkach.

e Wykazano liniowa zalezno$¢ pomiedzy czasem trwania inkubacji a tempem
wychwytu ["*C]- kwasu palmitynowego z medium, jego utlenianiem do CO,
oraz wbudowywaniem si¢ w triacyloglicerole (TG), mono-/diacyloglicerole
(MG/DG) oraz fosfolipidy (PL).

e Zalezno$¢ migdzy catkowitym stgzeniem KP w medium 1 tempem
ocenianych proceséw miala rowniez przebieg liniowy.

e Okreslony metoda chromatografii cienkowarstwowej procentowy udziat KP
w poszczegdlnych frakcjach lipidowych nie ulegal zmianie pomimo
zréznicowanego stgzenia tego kwasu w medium (TG>PL>MG/DG).

e Wyznaczenie objgtosci przestrzeni migdzykomorkowej wskazuje, ze
wigkszo$¢ oznaczanych kwasow tluszczowych jest w niej zlokalizowana,
totez stezenie wewnatrzkomorkowych KT bylo niewykrywalne.

Stwierdzono, ze tempo utleniania kwasu palmitynowego 1 jego wbudowywania

w TG wzrasta wraz ze wzrostem [KP] 1 [nKP] w medium inkubacyjnym. Tempo

badanych procesow wykazuje liniowa zalezno$¢ od catkowitego stezenia KP,

natomiast gdy odniesie si¢ te wyniki do st¢zenia niezwigzanego z albuming KP

(nKP) kinetyka tych procesoOw przybiera charakter wskazujacy na wysycenie.

Przy zwigkszaniu puli KP z rOwnoczesnym utrzymywaniem na statym poziomie

puli nKP tempo wychwytu KP, jego utleniania do CO, 1 wbudowywania si¢ w

TG, MG/DG oraz PL wykazywalo takze liniowa zalezno$¢ od calkowitego

stgzenia KP w mieszaninie inkubacyjnej, jednak tempo przyrostu ocenianych

procesow bylo znacznie wolniejsze.



78

4. U szczurow z doswiadczalnie wywotanym niedoborem hormondéw tarczycy
stwierdzono wzrost tempa syntezy TG w migs$niu plaszczkowatym z tendencja
do spowolnienia tego procesu przy najwyzszym stezeniu KP w medium, nie
zaobserwowano natomiast zmian w tempie wychwytu 1 utleniania tego kwasu
oraz jego wbudowywania w MG/DG 1 PL w poroéwnaniu do wartosci
uzyskanych u szczurow w eutyreozie.

5. U szczurow z krétkotrwale (3 dni) podwyzszonym stgzeniem T; we krwi
stwierdzono zwigkszone tempo wychwytu KP juz przy najnizszym stezeniu tego
kwasu w medium czemu towarzyszyto podwyzszone tempo wbudowywania KP
we frakcje TG, MG/DG 1 PL oraz tendencja do wzrostu tempa utleniania KP do
COs,.

Uzyskane wyniki sugeruja, ze u szczura metabolizm kwaséw thuszczowych w
migs$niu plaszczkowatym in vitro zalezy zaro6wno od puli kwasow thuszczowych
niezwigzanych z albuming jak 1 od catkowitego stezenia kwasow thuszczowych.
Nawet krotkotrwate podwyzszenie stgzenia Tz we krwi powoduje przyspieszenie
tempa  przemian metabolicznych KT ~w  mig$niach  oksydacyjnych

(m. plaszczkowaty).
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8. STRESZCZENIE

Dhugotancuchowe kwasy tluszczowe (KT) sa waznym substratem
energetycznym dla migéni szkieletowych, sa réwniez niezbedne do odbudowy puli
wewnatrzmig$éniowych triacylogliceroli (TG) 1 biosyntezy fosfolipidow (PL), ktore sa
istotnym sktadnikiem blon endoplazmatycznych. KT wykorzystywane przez widkna
migsniowe sa dostarczane do migéni przez przeptywajaca przez nie krew 1 pochodza z
rozpadu TG zmagazynowanych w tkance tluszczowej, jak réwniez z lipolizy TG
osocza zawartych w chylomikronach 1 lipoproteinach o bardzo matej ggstosci (VLDL).
Ze wzgledu na bardzo staba rozpuszczalno$¢ w roztworach wodnych, KT zaro6wno we
krwi jak 1 w przestrzeni pozakomérkowej tkanek sa transportowane w kompleksie z
albuming. Powinowactwo albuminy do KT jest bardzo duze co powoduje, ze prawie
wszystkie kwasy tluszczowe sa z nig zwiazane, a tylko niewielka ich czg$¢ (mniej niz
0,01% catkowitej puli) jest rozpuszczona w S$rodowisku wodnym 1 stanowi pule
kwasow tluszczowych niezwiazanych z albuming (nKT). Wraz ze wzrostem stosunku
catkowitego stezenia KT do stgzenia albuminy podwyzsza si¢ pula nKT, przy czym
zalezno$¢ ta ma charakter funkcji eksponencjalnej (Richieri i wsp. 1993).

Wychwyt 1 wykorzystanie KT przez migsnie szkieletowe zaleza od wielu
czynnikow migdzy innymi od: rodzaju wiokien migSniowych, aktywnosci skurczowej
migsnia czy stgzenia kwasow thuszczowych we krwi, na ktore z kolei wplywa stan
nasycenia organizmu (gtdd vs. nakarmienie), rodzaj stosowanej diety, tempo uwalniania
KT z tkanki tluszczowej czy nasilenia lipolizy TG osocza. Dostgpnos$¢ KT z krwi oraz
ich wewnatrzmigsniowy metabolizm regulowany jest migdzy innymi przez adrenaling 1
insuling, a pewna rolg odgrywa¢ moga takze hormony tarczycy. O ile stosunkowo
wiele jest danych na temat wplywu hormondéw tarczycy na tempo utleniania i
estryfikacji KT w takich tkankach jak: watroba, tkanka tluszczowa 1 serce, to wplyw
stanu czynno$ciowego tarczycy na metabolizm lipidow w mig$niach szkieletowych oraz
mechanizmy jego kontroli w tej tkance sa dotychczas bardzo stabo poznane.

Wychwyt, utlenianie 1 wbudowywanie KT w lipidy wewnatrzmig¢$niowe przez
migsnie szkieletowe mozna badac in vivo, in situ 1 in vitro. W modelu in vivo podaje
si¢ w iniekcji dozylnej znakowany kwas tluszczowy, a nastgpnie na podstawie pigtna
izotopowego w wydychanym CO, 1 w poszczegdlnych frakcjach lipidowych
wyekstrahowanych z migénia okresla si¢ tempo utleniania KT 1 syntezy lipidow.
Metoda in vivo wymaga stosowania duzych dawek znakowanego kwasu thuszczowego,

poniewaz znaczna jego ilos¢ jest wychwytywana przez watrobg. Ponadto ze wzgledu



80

na hydroliz¢ TG przez lipazg lipoproteinowa w naczyniach kapilarnych wlokien
migsniowych trudno jest okresli¢ stgzenie KT dostgpnych bezposrednio dla miocytow.
Z tego wzgledu, w obecnej pracy do okreslenia wychwytu 1 metabolizmu KT w mig$niu
szkieletowym szczura wybrano model in vitro, stosowany dotychczas w naszym
Zaktadzie w badaniach nad metabolizmem glukozy i wrazliwoscia na insuling mig$ni
szkieletowych szczura.

Do badan wybrano migsien plaszczkowaty (m. soleus) z uwagi na to, ze jest to
migsien plaski o niewielkiej masie, co pozwala na uniknigcie probleméw z prawidlowa
dyfuzja tlenu do jego wnetrza. Poza tym migsien ten sktada si¢ przede wszystkim z
wlokien oksydacyjnych (ok. 69%) oraz oksydacyjno-glikolitycznych (ok. 31%)
1 wychwytuje znacznie wigcej KT niz inne niewielkie mig$nie szczura wykorzystywane
w modelach in vitro.

W warunkach in vivo z uwagi na stale st¢zenie albuminy we krwi, wraz ze
wzrostem catkowitego stezenia KT w osoczu wzrasta jednocze$nie wielko$¢ kompleksu
KT-albumina oraz st¢zenie kwasow tluszczowych niezwiazanych z albuming (nKT). Ze
wzgledu na to, ze nie ma jak dotad pewnosci czy 1 w jakim stopniu frakcja nKT
odgrywa role w wychwycie KT przez migsnie szkieletowe postanowiono,
wykorzystujac model in vitro zbada¢ jak zmienia si¢ wychwyt, utlenianie kwasu
thuszczowego oraz tempo jego wbudowywania si¢ w TG 1 PL wraz ze wzrostem
catkowitego stgzenia KT przy zachowaniu statej puli nKT w medium inkubacyjnym.
Glownymi celami obecnej pracy bylo:
1.Sprawdzenie czy zastosowana metoda in vitro pozwala na prawidlowa oceng
wychwytu kwasu tluszczowego przez migsien plaszczkowaty szczura oraz
przesledzenie losow tego kwasu w komorkach migsniowych poprzez okreslenie tempa
utleniania KT do CO, oraz wbudowywania si¢ tego kwasu w pule acylogliceroli 1
fosfolipidow.

2. Okreslenie udziatu frakcji kwasow tluszczowych zwigzanych 1 niezwigzanych z
albuming na wychwyt KT przez migsien ptaszczkowaty, tempo jego utleniania do CO,
oraz wbudowywania w lipidy wewnatrzmigsniowe.

3. Z uwagi na stabo poznana rol¢ hormondw tarczycy w kontroli metabolizmu lipidow
w migs$niach szkieletowych postanowiono takze zbada¢ czy u szczurow z
doswiadczalnie wywotanym stanem niedoboru lub nadmiaru T3 tempo wychwytu KT
przez izolowany migsien plaszczkowaty oraz tempo jego metabolizmu w miocytach

ulegaja zmianom.
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Doswiadczenia przeprowadzono na szczurach, samcach szczepu Wistar.

Do okreslenia wychwytu i metabolizmu kwasow tluszczowych w inkubowanym
migs$niu plaszczkowatym uzyto kwasu palmitynowego (KP), poniewaz jest to jeden z
kwasow ttuszczowych powszechnie wystepujacych we krwi szczura 1 jego zawartos¢ w
lipidach wewnatrzmig$niowych mig$nia plaszczkowatego jest takze duza.

Wykonano 3 glowne serie do§wiadczalne.

A. Celem pierwszej serii badan bylo dopracowanie metody umozliwiajacej pomiar
tempa wychwytu kwasu palmitynowego (KP) przez inkubowany migsien
plaszczkowaty oraz przesledzenie przemian (losow) tego kwasu wewnatrz migsnia.
Oceniono zywotnos$¢ inkubowanego mig$nia oznaczajac w nim stezenie nukleotydow
adenylowych: ATP, ADP, AMP oraz fosfokreatyny (CrP) przed rozpoczgciem i po 30
min inkubacji poprzedzonej 15 min preinkubacja..

Sprawdzono jakosciowa metoda immunohistochemiczna czy kwas palmitynowy w
kompleksie z albumina dyfunduje do wnetrza inkubowanego migs$nia.

Zbadano jak zmienia si¢ wychwyt KP znakowanego weglem C'* przez migsien
plaszczkowaty wraz z czasem trwania inkubacji oraz okreslono tempo jego utleniania 1
wbudowywania si¢ do puli lipidow wewnatrzmig$niowych.

Oceniono zalezno$ci pomigdzy calkowitym stezeniem kwasu palmitynowego w
mieszaninie inkubacyjnej a tempem wychwytu 1 wykorzystania tego kwasu przez
migsien plaszczkowaty.

W celu okres$lenia jaka czg¢$¢ wyekstrahowanych KT stanowia KT wewnatrzmig§niowe,
oznaczono wielko§¢ przestrzeni pozakomérkowej migsnia  plaszczkowatego
wykorzystujac [*H]-inuling.

B. W drugiej serii badan, stosujac opracowany model do§wiadczalny, zbadano czy
1 w jakim stopniu tempo wychwytu KP 1 jego metabolizm w migé$niu plaszczkowatym
zaleza od puli tego kwasu niezwiazanego z albuming (nKP). W tym celu mig$nie
plaszczkowate pobrane od szczurOw inkubowano w roztworach o wzrastajacym
catkowitym stezeniu KP przy jednocze$nie wzrastajacym, badz statym stezeniu puli
nKP.

C. W trzeciej serii do§wiadczen podjgto probg oceny zaleznosci tempa wychwytu 1
wykorzystania KT przez migsien plaszczkowaty in vitro od stgzenia hormonow
tarczycy we krwi.

Badaniami tej serii objeto trzy grupy zwierzat:

1) szczury kontrolne, w stanie eutyreozy;
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2) szczury z niedoborem hormonéw tarczycy, wywolanym operacyjnym usunigciem
tarczycy a nastgpnie podawaniem w wodzie do picia 0,04% roztworu propyltiouracylu
przez 5 tygodni;

3) szczury o podwyzszonym poziomie trijodotyroniny we krwi (T3) wywotanym
podawaniem tego hormonu w dawce 75 pg T3/100 g m.c przez 3 kolejne dni w
iniekcjach dootrzewnowych.

W celu scharakteryzowania profilu lipidowego zwierzat wszystkich badanych
grup oznaczano st¢zenie niezestryfikowanych kwasow thuszczowych (KT) 1
triacylogliceroli (TG) w surowicy krwi oraz zawartos¢ TG w migs$niu ptaszczkowatym.

Migsien plaszczkowaty izolowano wraz ze $ciggnami, dzielono go wzdluz
wiokien na dwie czgsci 1 podwiazywano za $ciggna do stalowych klamerek. Tak
przygotowang probke migsnia poddawano 15 min preinkubacji w buforze Krebsa-
Ringera zawierajacym 1,5 % albuming bydleca wolna od kwasow thuszczowych oraz
5,5 mM glukozg. Nastgpnie probke migsnia przenoszono do $wiezego buforu
inkubacyjnego zawierajacego dodatkowo palmitynian sodu o stezeniu 0,5; 1,0 lub
1,5 mM oraz $ladowe ilosci 1-[C'*]-palmitynianu i inkubowano przez 20 minut.
Stosunek stezen molarnych kwasu palmitynowego 1 albuminy (v = [KP]/[Alb])
w przygotowywanych roztworach wzrastal wraz ze wzrostem stgzenia KP.
W doswiadczeniach majacych na celu zbadanie udziatu puli kwasow tluszczowych
niezwiazanych z albuming na wychwyt 1 wykorzystanie tego kwasu przez migsien
skrawki mig$nia inkubowano w roztworach o wzrastajacym stezeniu zarowno KP (0,5 ;
1,0 ; 1,5 mM ) jak i albuminy (0,147 ; 0,294 ; 0,442 mM) tak aby zachowac stala
wartos¢ v.

Po zakonczeniu inkubacji, w celu uwolnienia wytworzonego podczas
inkubacji CO; do roztworu inkubacyjnego dodawano kwas nadchlorowy.

Lipidy z inkubowanego migs$nia ptaszczkowatego ekstrahowano mieszaning
Folcha (chloroform : metanol, 2 :1 v/v ). Uzyskany ekstrakt lipidowy rozdzielano na
frakcje: triacylogliceroli (TG), monoacylogliceroli (MG) diacylogliceroli (DG),
fosfolipidow (PL) 1 kwasow tluszczowych (KT) stosujac chromatografie
cienkowarstwowa, a nastgpnie mierzono radioaktywnos¢ kazdej frakeji.
Podsumowanie wynikow i wnioski
1. Stwierdzono, ze zastosowany w pracy model in vitro jest wlasciwy do badan
wychwytu kwaséw thuszczowych przez migénie szkieletowe szczura, umozliwiajac

takze przesledzenie ich losow w mig$niu.
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e Stosujac metode immunohistochemiczna sprawdzono, ze kwas palmitynowy w
kompleksie z albuming dyfunduje z medium inkubacyjnego do wngtrza migsnia.

e Sprawdzono, ze w zastosowanych warunkach preinkubacji/inkubacji zawarto$¢
wysokoenergetycznych fosforanow (ATP 1 CrP) oraz potencjal energetyczny
migs$nia plaszczkowatego nie ulegaja istotnym zmianom, co wskazuje na
zachowanie zywotnosci mig¢$nia w tych warunkach.

e Wykazano liniowa zalezno$¢ pomigdzy czasem trwania inkubacji a tempem
wychwytu ['*C]- kwasu palmitynowego z medium, jego utlenianiem do CO, oraz
wbudowywaniem si¢ w triacyloglicerole (TG), mono-/diacyloglicerole (MG/DG)
oraz fosfolipidy (PL).

e Zalezno$¢ migdzy catkowitym stezeniem KP w medium 1 tempem ocenianych
procesOw miata roOwniez przebieg liniowy.

e Wykazano, ze okreslony metoda chromatografii cienkowarstwowej procentowy
udzial KP w poszczegdlnych frakcjach lipidowych nie ulegal zmianie pomimo
zréznicowanego stgzenia tego kwasu w medium (TG>PL>MG/DG).

e Wyznaczenie objgtosci przestrzeni migdzykomorkowe] wskazuje, ze wigkszos¢
oznaczanych kwasow tluszczowych jest w niej zlokalizowana, totez stgzenie
wewnatrzkomorkowych KT bylo niewykrywalne.

2. Stwierdzono, ze tempo utleniania kwasu palmitynowego i jego wbudowywania

w TG wzrasta wraz ze wzrostem [KP] 1 [nKP] w medium inkubacyjnym. Tempo

badanych procesow wykazuje liniowa zalezno$¢ od catkowitego stgzenia KP, natomiast

gdy odniesie si¢ te wyniki do st¢zenia niezwigzanego z albuming KP (nKP) kinetyka
tych procesOw przybiera charakter wskazujacy na wysycenie.

3. Przy zwigkszaniu puli KP z rownoczesnym utrzymywaniem na statym poziomie

puli nKP tempo wychwytu KP, jego utleniania do CO, i wbudowywania si¢ w TG,

MG/DG oraz PL wykazywalo takze liniowa zalezno$¢ od catkowitego stgzenia KP w

mieszaninie inkubacyjnej, jednak tempo przyrostu ocenianych procesow bylo znacznie

wolniejsze.

4. U szczuréw z doswiadczalnie wywotanym niedoborem hormondw tarczycy

stwierdzono wzrost tempa syntezy TG w mig$niu plaszczkowatym z tendencja do

spowolnienia tego procesu przy najwyzszym stgzeniu KP w medium, nie
zaobserwowano natomiast zmian w tempie wychwytu i utleniania tego kwasu oraz jego

wbudowywania w MG/DG 1 PL w porownaniu do wartosci uzyskanych u szczuréw w

eutyreozie.
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5. U szczurow z krotkotrwale (3 dni) podwyzszonym stgzeniem Ti; we krwi
wykazano zwigkszone tempo wychwytu KP juz przy najnizszym st¢zeniu tego kwasu w
medium czemu towarzyszylo podwyzszone tempo wbudowywania KP we frakcje TG,

MG/DG 1 PL oraz tendencja do wzrostu tempa utleniania KP do CO,.

Podsumowujac, uzyskane wyniki sugeruja, ze u szczura metabolizm kwasow
thuszczowych w migsniu plaszczkowatym in vitro zalezy zaro6wno od puli kwasow
thuszczowych niezwiazanych z albumina jak 1 od calkowitego stezenia kwasow
thuszczowych. Nawet krotkotrwale podwyzszenie stgzenia Ts; we krwi powoduje
przyspieszenie tempa przemian metabolicznych KP w mig$niach oksydacyjnych

(m. plaszczkowaty).
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