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Przemiany cywilizacyjne, ktore zaszly w ostatnich kilku dekadach zwigzane sg ze wzrostem
zachorowalnosci na réznego rodzaju zaburzenia metaboliczne skorelowane z patologiczng otyloscig oraz
insulinoopornoscia (10), prowadzac do coraz czgstszego wystgpowania syndromu metabolicznego (MetS), a
w konsekwencji cukrzycy typu Il. Insulinoopornosé, czyli niezdolnos¢ tkanek do reakcji na insuling, stata si¢
powaznym problemem w skali globalnej nie tylko u ludzi, ale takze w medycynie weterynaryjnej. Podobna
dolegliwo$¢ wystepujaca u koni (ang. equine metabolic syndrome, EMS) charakteryzuje si¢ specyficznym
otluszczeniem, insulinoopornos$cia, hiperleptynemia i hiperinsulinemia, lokalnym i ogolnoustrojowym
stanem zapalnym oraz zachorowalno$cig na ochwat. Ochwat to bardzo bolesna i skrajnie wyniszczajaca
choroba tworzywa kopytowego, ktora nieleczona moze doprowadzi¢ do perforacji powierzchni kosci, i W
konsekwencji do eutanazji. Niestety z powodu zlozonego charakteru choroby, patogeneza EMS nadal
pozostaje niejasna, co znacznie ogranicza mozliwosci opracowania skutecznej terapii.

Nasz zespot posiada duze doswiadczenie w badaniu zaburzen metabolicznych w obrebie tkanki
thuszczowej, a takze komoérek macierzystych pochodzenia tlhuszczowego (ang. adipose tissue-derived
mesenchymal stem cells, ASCs) u koni cierpigcych na EMS. Jako pierwsi na §wiecie chcieliby$my zbadaé
wplyw dysfunkcji watroby na rozwoj tej choroby. Wiadomo, ze u ludzi cukrzyca typu II rozwija si¢
wylacznie wowczas, gdy zostanie zaburzona autoregulacja w watrobie, co oznacza nadprodukcje glukozy.
Ponadto, MetS jest $ciSle zwigzany z podwyzszonym poziomem enzymow watrobowych, takich jak
transferaza y-glutamylowa (GGT) oraz obnizonym poziomem globuliny wigzacej hormony plciowe (ang. sex
hormone binding globulin, SHBG) we krwi. Zmiany te sg $cisle skorelowane ze wzmozong lipogeneza oraz
progresja niecalkoholowej sttuszczeniowej choroby watroby (ang. non-alcoholic fatty liver disease, NAFLD).
W badaniach wstepnych wykazalismy, ze podobnie do ludzi watroba koni z EMS charakteryzuje si¢ 10,
lipotoksycznoscia (akumulacja lipidow w tkankach wrazliwych na insuling, jak watroba oraz mig$nie
szkieletowe), stresem retikulum endoplazmatycznego (RE) oraz podwyzszona ekspresja PPARy (ang.
peroxisome proliferator-activated receptor gamma), natomiast obnizonym poziomem SHBG oraz
adiponektyny. Niski poziom SHBG i adiponektyny oraz wysoki PPARy prawdopodobnie zwigksza
aktywno$¢ enzymow lipogenetycznych w watrobie. Ponadto, zaobserwowaliSmy podwyzszony poziom
aministransferazy asparaginianowej (AST) i GGT we krwi koni z EMS. Podwyzszona ekspresja interleukiny
6 (IL-6) oraz infiltracja komoérek uktadu immunologicznego sugerujg nasilenie stanu zapalnego. Stres RE
prowadzi do aktywacji mechanizmu odpowiedzialnego za obron¢ komorki przed szkodliwg akumulacja
niesfatdowanych biatek (ang. unfolded protein response, UPR). ZaobserwowaliSmy podwyzszona ekspresje
genow zaangazowanych w UPR, w tym IRE-1a (ang. inositol requiring 1a) oraz XBP1 (ang. X-box binding
protein), co oznacza podwyzszony stres RE. IRE-1la jest najlepiej poznanym i jednoczes$nie najbardziej
konserwatywnym szlakiem UPR, pelnigcym istotng funkcj¢ w ochronie przed letalnymi skutkami
podwyzszonego stresu RE, jednak jego nadmierna aktywnos$¢ prowadzi do $mierci komorki.

Wptyw stanu fizjologicznego watroby na rozwoj EMS nie zostal jeszcze poznany, jednak z powodu
jego ogromnego udziatu w rozwoju MetS u ludzi, uwazamy, iz poprawienie funkcjonowania hepatocytow u
koni z EMS poprzez wyciszenie aktywnosci IRE-1a moze zredukowac 10 i jednoczesnie nasili¢ biosynteze
SHBG. W tym celu, wramach proponowanego projektu postanowiliSmy zbada¢ regulacj¢ procesu
lipogenezy w watrobie oraz sprawdzi¢, jak wyciszenie szlaku IRE-la wptynie na biosynteze SHBG,
wrazliwo$¢ komoérek watroby na insuling oraz ich zywotno$¢. Projekt ztozony jest z kilku glownych etapow
skupionych zmianach na poziomie molekularnym, ktére pomogg odpowiedzie¢ na pytanie, czy IRE-1a jest
odpowiednim celem w leczeniu syndromu metabolicznego. Zaczniemy od szczegdtowej charakterystyki
tkanki watrobowej koni z EMS. W tym celu zbadamy lipotoksycznos¢, morfologi¢c RE, UPR, poziom
apoptozy, lipogenezy, stanu zapalnego i ekspresj¢ markerow IO oraz genéw odpowiedzialnych za regulacje
biosyntezy SHBG. Do tego celu wykorzystamy nastepujace techniki: gRT-PCR, western blot, elektronowsg
mikroskopi¢ transmisyjng (TEM) oraz immunofluorescencj¢ (IF). Nastgpnym krokiem bedzie wyciszenie
(knockout) genu IRE-1a w hepatocytach wyizolowanych od koni z EMS lub linii hepatocytarnej HepG2
(Hep"RE2™ metoda CRISPR/Cas9. Aby sprawdzi¢, jak wyciszenie IRE-1a wplynie na biosynteze SHBG,
ekspresje enzymoéw zaangazowanych w lipogenezg i zywotnos¢ komorek zostanie zainicjowana 10 poprzez
lipotoksyczno$¢ z uzyciem palmitynianu sodu. Szczegétowe badania zostang wykonane z uzyciem qRT-
PCR, IF, TEM, western blot oraz systemu opartego na cytometrii przeplywowej. Kolejnym etapem bedzie
indukcja polaryzacji makrofagéw (RAW 264.7) za pomoca palmitynianu. Nast¢pnie, aktywowane makrofagi
zostang wykorzystane do ko-hodowli z Hep'"®*“™" po czym przeanalizujemy typ polaryzacji makrofagow
na podstawie ich fenotypu oraz profilu wydzielanych cytokin, a takze ich wptyw na biosyntez¢ SHBG, IO,
stres RE, apoptoze oraz lipogeneze w komorkach Hep'RE1e/™!,

Realizacja projektu pozwoli na znaczne poszerzenie wiedzy w zakresie endokrynologii u ludzi oraz
zwierzat. Ponadto, umozliwi dostarczenie niezwykle cennych informacji pozwalajacych na glebsze
zrozumienie zmian molekularnych zachodzacych w watrobie podczas rozwoju syndromu metabolicznego.



