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1. Cel prowadzonych badan/hipoteza badawcza
Hipoteza badawcza zaktada, ze biatka z rodziny ALKBH, ktére oprocz naprawy uszkodzen
alkilacyjnych w DNA i RNA petnig rozne funkcje biologiczne tacznie z rola w metabolizmie
komorek nowotworowych, biorg réwniez udziat w rozwoju otytosci 1 cukrzycy typu 2 (T2D).
Nadrzednym celem Projektu jest okreslenie udziatu bialek ALKBH w rozwoju wspomnianych
chorob cywilizacyjnych oraz wskazanie mechanizmow regulacji tych proceséw na modelu $wini,
ktory jest znacznie blizszy cztowiekowi w poréwnaniu z modelem mysim, najczesciej stosowanym
w badaniach nad dioksygenazami ALKBH.

2. Zastosowana metoda badawcza/metodyka
Obiekt badan:
Do badan nad rolg biatek z rodziny ALKBH w rozwoju otytosci i T2D zastosujemy model §winski,
najbardziej zblizony w aspekcie metabolizmu do cztowieka. Wczesniej opracowaliSmy i oceniliSmy
kilka modeli przydatnych w realizacji projektu: 1) model predyspozycji do otytosci IUGR-
noworodki z wewnatrzmacicznym zahamowaniem wzrostu; 2) model rozwijajacej si¢ otylosci w
czasie spozywania nadwyzki energetycznej bez objawdéw T2D; 3) model rozwinigtej otytosci z
objawami cukrzycy; 4) model ustgpowania objawoéw T2D i otytosci po operacji bariatrycznej, oraz
5) model otytosci i cukrzycy typu 2 o podtozu genetycznym - doroste osobniki [IUGR. Zastosowanie
kilku modeli badawczych pozwoli odpowiedzie¢ na pytanie o uniwersalne mechanizmy zwigzane z
otytoscig 1 cukrzyca typu 2, w ktérych biatka ALKBH mogg bra¢ udziat.
Metodyka badawcza
Na uzyskanym materiale biologicznym zostanie przeprowadzony szereg analiz. Projekt obejmuje
porownanie ekspresji biatek ALKBH1-8 i FTO w narzadach i tkankach kluczowych dla rozwoju
otytosci 1 T2D jak mig$nie, watroba, trzustka, tkanka tluszczowa, nadnercza, tarczyca w wyzej
wymienionych modelach przy zastosowaniu metody Western blot i cytometrii tkankowej. Ponadto,
na wybranych tkankach bedzie przeprowadzona analiza catego proteomu przy uzyciu spektrometrii
mas, a analiza bioinformatyczna pozwoli na wytypowanie potencjalnych zmian w przypadkach
otytoscii T2D, z mozliwa rolg biatka/bialek z rodziny ALKBH. Przypuszczalne mechanizmy zostang
potwierdzone metodami western blot, wizualizacji koekspresji przy uzyciu mikroskopii skaningowej
i konfokalnej a takze metodami biologii molekularnej takimi jak koimmunoprecypitacja,
termoforeza, przeszukiwania biblioteki w drozdzowym systemie dwuhybrydowym czy réznicowe
skanowanie fluorymetrii (DSF) na biatkach oczyszczonych w prokariotycznym i/lub eukariotycznym
systemie bakulowirusowym.

3. Wplyw spodziewanych rezultatow na rozwdj nauki
Rola biatka AlkB E.coli (EcAlkB) zostata rozpoznana na poczatku XXI w prowadzac do odkrycia
homologéw tego biatka w prawie wszystkich organizmach, w tym dziewigciu homologow u
cztowieka (ALKBH1-8 i FTO). U E.coli AIkB tworzy jedno-biatkowy system naprawy uszkodzen
alkilacyjnych w DNA 1 RNA. Odkryto, Zze homologi EcAlkB oprdocz funkcji naprawczych petnia
roznorodne funkcje biologiczne, rowniez w metabolizmie nowotworéw (badania wlasne). Wielkie
zainteresowanie wzbudzito odkrycie, ze biatko FTO moze by¢ powigzane z otytoscia. Najnowsze
badania wskazuja raczej na okreslone polimorfizmy w genie Fto jako przyczyne zwigkszenia masy
ciata, ale nasze badania wstepne silnie sugeruja udzial samego biatka FTO w rozwoju otytosci i
powiazanie tego zjawiska z T2D. Wydaje si¢, ze rowniez inne biatka ALKBH (homologi 1, 5, 7)
biorg udzial w funkcjonowaniu okreslonych S$ciezek metabolicznych. Zastosowanie modelu
swinskiego jest wartoscig samg w sobie, gdyz w poréwnaniu z powszechnie stosowanym,
niedoskonatym modelem mysim, model §winski w petni mozna ekstrapolowaé¢ na cztowieka.
Uzyskane wyniki przyczynig si¢ do rozwoju wiedzy na temat ksztaltowania si¢ mechanizmow
insulinooporno$ci w otytosci zaro6wno wywolanych czynnikami $rodowiskowymi jak i
genetycznymi. Ponadto uzyskamy wiedzg na temat dystrybucji tkankowej biatek ALKBH, poznane
zostang nowe funkcje tych biatek, co znacznie poszerzy obszar dotychczasowej wiedzy.




