Streszczenie pracy doktorskiej mgr Kamili Stepanow, pt. ,,Wplyw diety o
zroznicowanej zawartosci wielonienasyconych kwasow tluszczowych
omega-6/omega-3 na profil proteomiczny i metabolizm watroby myszy”.

Streszczenie

W wielu krajach wystepuje wzrost spozywania produktow bogatych w nasycone kwasy
tluszczowe (NKT) oraz wielonienasycone kwasy tluszczowe n—6, przy jednoczes$nie niskim
spozyciu wielonienasyconych kwasow thuszczowych n-3. W konsekwencji stosunek kwasow
thuszczowych n—6 do n-3 w tej diecie moze osiggac¢ 10:1 — 20:1. Stosunek tych dwoch grup
WNKT odgrywa istotng rol¢ ze wzgledu na odmienne dziatanie ich pochodnych - metabolity
kwasoéw n—6 wykazuja wicksze wtasciwosci prozapalne, natomiast kwasow n—3 wilasciwosci
wygaszajace proces zapalny.

Celem projektu byto okreslenie wptywu wielonienasyconych kwasow thuszczowych n—3 i
n—6 w diecie na zmiany w profilu bialtkowym watroby myszy w zaleznosci od czasu trwania
diety - 3 i 6 miesi¢cy, jak rowniez identyfikacja kluczowych biatek funkcjonalnych na
podstawie kompleksowej charakterystyki zmian w profilach biatkowych watroby.

W doswiadczeniu wykorzystano 64 samcow Swiss Webster. Zwierzeta w wieku okoto 2
miesigcy zostaty podzielone na 8 grup zywieniowych(n=8). Grup¢ STD karmiono mieszanka
paszowg petnoporcjowa dla zwierzat laboratoryjnych hodowlanych - Labofeed H o niskiej
zawartosci thuszczu (2%). Pozostale grupy karmione byly pasza o wysokiej zawartosci
thuszczu, okoto 22%. Grupe kontrolng NKT stanowita pasza Labofeed H z dodatkiem oleju
kokosowego otrzymujac w ten sposob diete o wysokiej zawarto$ci nasyconych kwasow
thuszczowych (NKT) 1 niskiej zawartosci wielonienasyconych kwasow tluszczowych
(WNKT). Grupy doswiadczalne byty karmione mieszanka paszy Labofeed H z dodatkiem
olejow roslinnych o wysokim poziomie WNKT, roznigce si¢ stosunkiem kwasu
linolowego18:2n-6  do a-linolenowegol18:3n—3 (LA/ALA)wynoszacymi. 13,76:1 (grupa
14:1) oraz 5,00:1 (grupa 5:1). Wszystkie grupy otrzymywaty pasze ab libitum, ze stalym
dostgpem do $wiezej] wody. Doswiadczenie bylo prowadzone w dwodch przedziatach
czasowych: 3 1 6 miesigcy, po ktorych nastgpnie pobrano watrobe i krew.

Ekstrakty biatkowe watrob 64 myszy podzielonych na 8 grup zywieniowych (n==8)
rozdzielono technika elektroforezy dwukierunkowej (2DE) w dwoch powtdrzeniach

technicznych. Pierwszy kierunek wykonano w nieliniowym zakresie pH 3-10 (17 cm), a drugi



kierunek na 12% zelu SDS-PAGE (18 cm x 20 cm x 1,00 mm). Analiz¢ 128 obrazow zeli
2DE wykonano w programie PDQuest 8.0.1 (Bio-Rad Laboratories, Inc.). Ilo§¢ spotow na
128 zelach miescita si¢ w zakresie od 861 do 1071 spotow, ze $rednig iloscig okoto 965
spotéw na jednym zelu. Ilos¢ spotow dopasowanych we wszystkich zelach wynosita 510.
Wspodtezynnik zmiennosci dla poszczegdlnych grup miescit sie¢ w zakresie od 42,04% do
48,33%. Sposrod 510 spotow biatkowych wykorzystanych w modelu regresji wielorakie;j,
istotnie statystycznie rdéznice relatywnej koncentracji w obrebie czasu diety pomiedzy
grupami zywieniowymi wykazaty 183 spoty. Z uzyciem spektrometru mas MALDI TOF/TOF
(ultrafleXtreme™, Bruker Daltonik GmbH) i metody identyfikacji biatka na postawie masy
fragmentow peptydow (peptide mass fingerprinting, PMF) uzyskano wiarygodna
identyfikacj¢ biatek dotyczaca 76 spotow 2DE, w tym 63 spoty zostaly zidentyfikowane jako
pojedyncze biatka, natomiast 13 spotow bylo mieszaning kilku biatek. Uzyskane warto$ci
dopasowania - score miescily si¢ w zakresie od 61 do 346, ze $rednig wartoscig 156. 75%
spotow zostato zidentyfikowanych z pokryciem sekwencji powyzej 32,75% 1 na podstawie
dopasowania wiecej niz 11 peptydow.

Po przeprowadzeniu analiz densytometrycznych analizowanych obrazéw rozdziatlu biatek
w oparciu o elektroforez¢ 2D, poréwnan statystycznych oraz identyfikacji w oparciu o
spektrometri¢ mass twierdzono, ze po trzech miesigcach diety w grupie STD nastapita zmiana
relatywnej koncentracji 12 biatek w porownaniu do grupy NKT. Zmiany te dotyczyly wzrostu
relatywnej ekspresji 6 biatek zwigzanych z m.in. przemianami HDL(ALB, APOAI)i
metabolizmem aminokwasow (OAT,IVD), oraz spadku relatywnej ekspresji 6 bialek
zwigzanych z m.in. metabolizmem fruktozy(KHK,TKFC). Pomiedzy grupg 14:1 a grupg NKT
zaobserwowano zmiany w ekspresji 10 biatek. W tym wzrost relatywnej ekspresji 5 biatek
zwigzanych z m.in. procesami katabolicznymi i reakcjami utleniania i redukcji (APOAL,
GLOI1, IVD, PRDX6)oraz spadek 5 biatek zwigzanych z m.in. metabolizmem lipidoéw(GPD1,
HMGCS?2). Natomiast pomiedzy grupami 5:1 a NKT zmianom ulegla ekspresja 14 biatek.
Zmiany dotyczyty w tym wypadku wzrostu relatywnej ekspresji 6 biatek zwigzanych z m.in.
procesami odpowiedzi na stres oksydacyjny i reakcjami utlenienia i redukcji(ACAT2, CA3,
PRDX6)oraz spadku ekspresji 8 bialek zwigzanych z m.in. procesami biosyntezy
ATP(ATP5F1B,GALKI1,TKFC). Trzymiesigczna suplementacja paszy wielonienasyconymi
kwasami thuszczowymi w stosunku LA/ALA zaré6wno 14:1 jak i 5:1 w porownaniu do diety o
wysokiej zawartosci nasyconych kwasow tluszczowych zwiekszyt poziom peroksyredoksyny
6 (PRDX6) petniacej funkcje ochronng przed stresem oksydacyjnym, ktdra jest jednoczesnie
wskaznikiem wystgpienia tego rodzaju stresu. Wyzszy stosunek LA/ALA (14:1) w



poréwnaniu do nizszego stosunku (5:1) zwigkszyt relatywng koncentracj¢ apolipoproteiny 1
(APOALI) zwigzanej m.in. ze zwrotnym transportem cholesterolu.

Wyniki uzyskane po 6 miesigcach diety wykazaly, ze w stosunku do grupy NKT
suplementacja diety LA/ALA 14:1 spowodowata zmian¢ ekspresji 16 biatek. W tym
zestawieniu stwierdzono obnizenie relatywnej ekspresji 12 biatek zwigzanych m.in. z
metabolizmem aminokwasow(HGD, FTCD, OAT). W poréwnaniu pomig¢dzy grupami
LA/ALA 5:1 a NKT stwierdzono zmian¢ ekspresji 10 biatek. W szczegolnosci wzrost
relatywnej ekspresji 2 bialek zwigzanych z m.in. metabolizmem reaktywnych form
tlenu(PRDX4 1 PRDX6)oraz obnizenie relatywnej ekspresji 9 biatek zwigzanych z m.in.
metabolizmem weglowodanow(FBP1, ENO1, GALK1). Najwigksze réznice odnotowano
pomiedzy grupa NKT a STD i dotyczyly one zmiany ekspresji 21 biatek. W grupie NKT
wystapil istotny wzrost ekspresji 13 bialek zwigzanych m.in. z glikolizg i glukoneogeneza
(ENOI1, FBP1, KHK, TKFC)oraz spadek 9 bialek zwigzanych m.in. z przemianami HDL i
metabolizmem metioniny(ALB, APOA1, BHMT).Nizszy stosunek LA/ALA w diecie w
porownaniu do LA/ALA 14:1 obnizyt relatywna koncentracj¢ 10 biatek majacych udziat m.in.
w  glukoneogenezie 1 glikolizie (ALDH2, FBP1) oraz niealkoholowym stluszczeniu
watroby(COX6A1, EIF2S1).

W ostatnim zadaniu zbadano poziom ekspresji na poziomie transkryptomu 4 genow
metabolizmu lipidow (Srebfl, Fasn, Fadsl, Fads2) oraz 4 genéw kodujacych biatka
wykazujace zmiang relatywnej koncentracji w profilach biatkowych (Cesld, Fbpl, Prdx6,
Oat). W grupach NKT, 14:1 i 5:1 zaréwno po 3 jak i po 6 miesigcach suplementacji
wykazano na poziomie transkryptomu wzrost ekspresji czynnika transkrypcyjnego SREBP-1c
1 genu podlegajacego jego aktywacji - Fasn, kodujacego syntazg kwasow ttuszczowych. Co
moze by¢ to dowodem na stymulacje de novo lipogenezy pod wplywem diety
wysokottuszczowe] w poréwnaniu do grupy niskottuszczowej STD. Dieta o wysokiej
zawartosci WNKT zwickszata rowniez relatywng ekspresje desaturaz AS (Fadsl) i A6
(Fads2) (enzymoéw odpowiedzialnych za endogenng synteze dlugotancuchowych WNKT) w
poréwnaniu do grupy STD.

Podjecie badan modelowych pozwolito na okreslenie zmian w proteomie watroby, w
odpowiedzi na diete o zréZznicowanej zawartos$ci nasyconych i wielonienasyconych kwasoéw
tluszczowych, ktore tez roznig si¢ w zalezno$ci od czasu trwania diety. Suplementacja diety
wielonienasyconymi kwasami tluszczowymi spowodowala istotne zmiany w relatywnej
ekspresji biatek watroby zaangazowanych w metabolizm lipidow, weglowodanow, biosynteze

i degradacje aminokwasow oraz utrzymanie homeostazy redoks. Sktad diety zwlaszcza



zawarto$¢ 1 rodzaj kwasow ttuszczowych jest czynnikiem ktory moze istotnie oddziatywaé na
funkcjonowanie organizmu na co wskazuja zmiany w ekspresji biatek funkcjonalnych

watroby.






