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Wykaz skrotow

2D PAGE - elektroforeza dwukierunkowa w zelu poliakrylamidowym (ang.
twodimensional poliacrylamide gel electrophoresis)

2DE - elektroforeza dwukierunkowa (ang. two dimensional electrophoresis)

AAT - alfa-1 antytrypsyna (ang. alpha-1 antitrypsin)

ACTA?2 - alfa aktyna 2 (ang. actin alpha 2)

ACTB - aktyna cytoplazmatyczna 1 (ang. actin cytoplasmic 1)

ACTR3 - biatko 3 zwigzane z aktyng (ang. actin-related protein 3)

AHSG - alfa-2-HS-glikoproteina, fetuina A, (alpha-2HS-glycoprotein, fetuin A)

Aktl — kinaza biatkowa B (ang. protein kinase B)

ALDH?2 — mitochondrialna dehydrogenaza aldehydowa (ang. aldehyde dehydrogenase,
mitochondrial)

Angpt2 — angiopoetyna 2 (ang. angiopoethin 2)

ANXAT — aneksyna Al (ang. annexin Al)

ANXA?2 — aneksyna A2 (ang. annexin A2)

APOAT1 — apolipoproteina A1 (ang. apolipoprotein A1)

APOA?2 — apolipoproteina A2 (ang. apolipoprotein A2)

ApoE — Apolipoproteina E (ang. apoplipoprotein E)

ASMC:s — tetnicze komorki miesni gladkich (ang. arterial smooth muscle cells)

BPM - uderzenia na minut¢ (ang. beats per minute)

CALR - kalretikulina (ang. carlreticulin)

CALU - kalumenina (ang. calumenin)

CAVINI - biatko zwigzane z kaweolami 1 lub polimeraza I i czynnik uwalniania
transkryptu (PTFR) (caveolae-associated protein 1, polymerase I and transcript release
factor)

CES-1 — karboksyloesteraza watrobowa (ang. carboxylesterase 1)

CLU - klasteryna (ang. clusterin)

CNN - kalponina (ang. calponin)

COL18A1 - tancuch kolagenu alfa-1 (XVIII) (ang. collagen alpha-1(XVIII) chain)
COL1A1 - tancuch kolagenu alfa-1 (I) (ang. collagen alpha-1(1) chain)

COL1A2 - tancuch kolagenu alfa-2 (I) (ang. collagen alpha-2(1) chain)

COLG6A1 — tancuch kolagenu alfa-1 (VI) (ang. collagen alpha-1(VI) chain)

COLG6A?2 - tancuch kolagenu alfa-2 (VI) (ang. collagen alpha-2(VI) chain)



COST - Europejski Program Wspétpracy w Dziedzinie Badan Naukowo-Technicznych
(ang. European Cooperation in Science and Technology)

CRP - biatko C-reaktywne (ang. C-reactive protein)

CSRP2 - cysteina i bogate w glicyn¢ biatko 2 (ang. cysteine and glycine-rich protein 2)
CV — wspétczynnik zmiennosci (ang. coefficient of variation)

DP - stopien polimeryzacji (ang. degree of polymerization)

ECGFI1 — czynnik wzrostu §rédbtonka komérkowego pochodzenia ptytkowego (ang.
platelet-derived EC growth factorl)

ECM - macierz zewnatrzkomoérkowa (ang. extracellular matrix)

EFEMP1 - fibulina 3 (ang. fibulin-3)

ELR - receptor dla elastyny i lamininy (ang. elastin-laminin receptor)

eNOS - srodbtonkowa syntaza tlenku azotu (ang. endothelial nitric oxide synthase)
FFAR?2 — receptor wolnych kwaséw ttuszczowych (ang. free fatty acid receptor 2)
FFAR3 — receptor wolnych kwaséw ttuszczowych (ang. free fatty acid receptor 3)
FIGF - czynnik wzrostu indukowany c-fos (ang. c-fos-induced growth factor)

GRP41 - receptor 41 wigzacy krétkotancuchowe kwasy ttuszczowe (ang. G protein
coupled receptor 41)

GRP43 - receptor 43 wigzacy krotkotancuchowe kwasy tluszczowe (ang. G protein
coupled receptor 43)

GSTO1 — omega 1 S-transferaza glutationowa (ang. glutathione S-transferase omega-1)
GTN - triazotan glicerolu, nitrogliceryna (ang. glyceryl trinitrate, nitroglycerin)

H202 — nadtlenek wodoru (ang. hydrogen peroxide)

Hb-NO - hemoglobina nitrozylowana (ang. haem-nitrosylated haemoglobin)

HDL - lipoproteina o wysokiej gestosci (ang. high density lipoprotein)

HSP27 — biatko szoku cieplnego 27 (ang. heat shock protein 27)

HSP40 — biatko szoku cieplnego 40 (ang. heat shock protein 40)

HSP47 — biatko szoku cieplnego o masie 47kDa (ang. Heat shock protein 47kDa)
HSP60 — biatko szoku cieplnego o masie 60 kDa (ang. 60 kDa heat shock protein)
HSP90 - biatko szoku cieplnego 90 (ang. heat shock protein 90)

HSPI90B1 - endoplazmina (ang. endoplasmin)

HSPAA4 — biatko szoku cieplnego o masie 70 kDa (ang. heat shock 70 kDa protein 4)
HTRAI1 — proteaza serynowa HTRA1 (ang. serine protease HTRAI)

IF — filamenty posrednie (ang. intermediate filament)



IGFBP-7 — biatko wigzace insulinopodobny czynnik wzrostu 7 (ang. insulin-like growth
factor-binding protein 7)

Ip — punkt izoelektryczny (ang. isoelectric point)

IPG — immobilizowany gradient pH (ang. immobilized pH gradient)

KKT - krétkotancuchowe kwasy ttuszczowe

LCAT - acetylotransferaza lecytyno-cholesterolowa (ang. [lecithin-cholesterol
acetylotransferase)

LDL - lipoproteina o niskiej gestosci (ang. low density lipoprotein)

LMNA - prelamina A/C (ang. prelamin A/C)

MALDI TOF - desorpcja/jonizacja laserowa z udzialem matrycy i analizatorem czasu
przelotu (ang. Matrix-Assisted Laser Desorption/lonization Time-of-Flight)

MALDI TOF MS/MS - desorpcja/jonizacja laserowa z udziatem matrycy i analizatorem
czasu przelotu sprzgzona z tandemowg spektrometria mas (ang. Matrix-Assisted Laser
Desorption/lonisation coupled with Time-of-Flight tandem mass spectrometer)

MALDI TOF/TOF - desorpcja/jonizacja laserowa z udzialem matrycy i podwdjnym
analizatorem czasu przelotu (ang. Matrix-Assisted Laser Desorption/lonization Time-of-
Flight/Time of Flight)

MMP - metaloproteinaza macierzy  zewnatrzkomorkowej (ang. matrix
metalloproteinase)

MW — masa molekularna (ang. molecular weight)

NADPH - fosforan dinukleotydu nikotynamidoadeninowego (ang. nicotinamide adenine
dinucleotide phosphate)

NO - tlenek azotu (ang. nitric oxide)

ONOO- - nadtlenoazotyn (ang. peroxinitrate)

ORMI1 - alfa-1 kwasna glikoproteina (ang. alpha-1-acid glycoprotein)

PAI-1 — inhibitor aktywatora plazminogenu 1 (ang. plasminogen activator inhibitor-1)
PDI — disulfidoizomeraza biatkowa (ang. protein disulfide isomerase)

PF4 — czynnik ptytkowy 4 (ang. platelet factor 4)

PMF — metoda ,,masowego odcisku palca” (ang. peptide mass fingerprinting)

PRDX1 — peroksyredoksyna 1 (ang. peroxiredoxin 1)

PTM - modyfikacja posttranslacyjna (ang. post-translational modyfication)

QTOF - kwadrupol sprzezony z analizatorem czasu przelotu (ang. Quadrupole Time of
Flight)

RAA - renina-angiotensyna-aldosteron



RCNI1 — retikulokalbina 1 (ang. reticulocalbin 1)

RCN?2 — retikulokalbina 2 (ang. reticulocalbin 2)

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

SCA-1 — antygen komdrek macierzystych-1 (ang. steam cell antygen 1)

SDS - siarczan dodecylu sody (ang. sodium dodecyl sulphate)

SDS PAGE - elektroforeza w zelu poliakrylamidowym w warunkach denturujacych (ang.
sodium dodecyl sulphate poliakrylamide gel elctrophoresis)

SEPTS — septyna 8 (ang. septin 8)

SMCs — komorki migsni gtadkich (ang. smooth muscle cells)

SM-MHC - tancuch cigzki miozyny migsni gltadkich (ang. smooth muscle myosin haevy
chain)

TC — cholesterol catkowity (ang. fotal cholesterol)

TCP1 — podjednostka alfa biatka kompleksu T1 (ang. T-complex protein 1 subunit alpha)
TF — transferryna (ang. transferrin)

TG — tréjglicerydy (ang. triglycerides)

TIMP2 - tkankowy inhibitor metaloproteinazy 2 (ang. tissue inhibitor of
metalloproteinases 2)

TSP-1 — trombospondyna 1 (ang. thrombospondin 1)

TUBAIB - tancuch tubuliny alfa-1B (ang. tubulin alpha-1B chain)

TXNDCS5 - biatko zawierajace domeng tioredoksyny 5 (ang. thioredoixin domain-
containing protein 5)

VCL — winkulina (ang. vinculin)

VCP - przejsciowa ATPaza retikulum endoplazmatycznego (ang. transitional
endoplasmic reticulum ATPase)

VIM - wimentyna (ang. vimentin)

VSMCs — naczyniowe komorki migsni gtadkich (ang. vascular smooth muscle cells)

a- SMA - alfa aktyna mig¢sni gtadkich (ang. alpha smooth muscle actin)



Streszczenie

Wstep: Dieta ma ogromny wplyw na czynno$¢ organizmu. Prawidlowo zestawione
sktadniki pokarmowe wykazuja korzystne oddziatywanie na procesy fizjologiczne.
W ostatnich latach coraz wigksze zainteresowanie, w Kkonteks$cie ich dziatania
prozdrowotnego wzbudzaja suplementy. Ich przyktadem sg prebiotyki, w tym nalezaca
do fruktanéw inulina. Do tej pory badania nad wptywem fruktanéw typu inulinowego
skupialy si¢ gtéwnie na jej cechach prebiotycznych, modyfikujacych mikrobiote jelitowa,
organizmu gospodarza. W przypadku zwierzat hodowlanych prace skupialy si¢ na
poprawie efektow produkcyjnych (np. poprawa wykorzystania paszy, zwigkszenie
przyrostow masy ciata).

Zagadnienie to jednak nie zostato szerzej zbadane w odniesieniu do aorty. Brak jest
doniesien zwigzanych z posrednim wptywem fruktanéw typu inulinowego na fizjologie
aorty. Markerami §wiadczacymi o zmianach czynnosciowych aorty mogg $wiadczy¢
zmiany ekspresji biatek, ktére zaangazowane s3 w rdézne procesy komodrkowe,
biologiczne czy metaboliczne. Analiza zmian ekspresji bialek w aorcie pod wpltywem
inuliny umozliwia wyodrgbnienie bialek kluczowych dla istotnych proceséw
biologicznych i1 zrozumienie tych proceséw w odpowiedzi na czynnik doswiadczalny na
poziomie molekularnym.

Cel: Celem niniejszej pracy byto okreslenie wptywu suplementacji diety fruktanami typu
inulinowego w postaci natywnej inuliny oraz suszu z korzenia cykorii na zmiany
proteomu aorty u rosngcych prosigt oraz wygenerowanie/utworzenie powtarzalnych,
reprezentatywnych map biatkkowych analizowanej tkanki.

Material i metody: Badania zostaly przeprowadzone na materiale biologicznym (aorta
wstepujaca), pobranym od dwudziestu czterech prosigt, 50 — dniowych mieszancow
komercyjnych linii §win PIC x Penarlan P76 (samce). Zwierzeta zostaty podzielone na 3
grupy zywieniowe (n=8), ktére otrzymywaly: diet¢ kontrolng (grupa K), diete
eksperymentalng z 2% dodatkiem wodnego wyciggu inuliny (grupa D1), oraz diete
eksperymentalng z 4% dodatkiem suszu z korzenia cykorii (grupa D2). Biatka tkanki
aorty rozstaly rozdzielone z wykorzystaniem elektroforezy dwukierunkowej (2DE).
Natomiast identyfikacji bialek dokonano za pomoca spektrometrii mas typu MALDI-
ToF. W celu okreslenia lokalizacji komdrkowej oraz powigzania ich z procesami
biologicznymi wykorzystano baz¢ danych UniProt oraz narzedzia bioinformatyczne Euk-

mPlock 2.0 1 STRING v10.



Wyniki: Dieta z 4% dodatkiem suszu z korzenia cykorii spowodowata zmiany
w ekspresji 32 biatek, z ktérych zidentyfikowano 19, reprezentujacych 15 réznych
produktéw genowych. Natomiast dodatek do diety 2% wodnego roztworu inuliny
wptynal na zmiany w ekspresji 23 bialek aorty. Sposrdd tych biatek zidentyfikowano 13,
ktére reprezentujg 12 odrebnych produktéw genowych. Wsréd zidentyfikowanych
biatek, ktére wykazuj¢ zmiany w ekspresji pod wptywem diet do§wiadczalnych znalazty
si¢: biatka zaangazowane w komoérkowa odpowiedz na stres, bialka cytoszkieletarne
odpowiedzialne za funkcje¢ i utrzymanie komorki, sktadanie, organizacj¢ i ruch, biatka
uczestniczace w mechanizmach regulujacych ci$nienie krwi, wspomaganie napigcia
naczyniowego i w rozwdj srédbtonka naczyniowego, w tym kluczowa role w sygnalizacji
komérkowej. Ponadto, uzyskano powtarzalne profile biatkowe aorty rosngcych prosiat
oraz dokonano globalnej charakterystyki zidentyfikowanych biatek.

Whioski: Dodatek do diety wodnego wyciggu inuliny oraz suszu z korzenia cykorii
spowodowat zmiany proteomu aorty u rosnacych prosigt. Natomiast suplementacja diety
fruktanami typu inulinowego nie spowodowala zmian w stezeniu cholesterolu
catkowitego 1 trdjgliceryddw w aorcie rosngcych §win. Wygenerowane powtarzalne
mapy biatkowe 2D reprezentujace charakterystyczny wzor biatek aorty dla Sus scrofa,
moga stanowi¢ bardzo istotne odniesienie w badaniach skierowanych na charakterystyke
zmian w profilach biatkowych pod wptywem zmiennych warunkéw fizjologicznych czy
wybranego czynnika doswiadczalnego. Wyniki badan mogg tez stanowi¢ wsparcie
diagnostyczne 1 prognostyczne w profilaktyce i/lub prewencji zootechniczno-

weterynaryjne;j.



Abstract

Introduction: Diet can significantly impact the function of an organism. Undoubtedly,
a well-balanced diet may positively affect a multiple physiological mechanisms. In recent
years there has been an increased interest in the role of dietary supplements in health
maintaining and enhancing animal performance. These "nutrition boosters" also include
prebiotics, especially inulin. Data so far available have focused mainly on their prebiotic
propertis in modulating the microbiota composition in the gastrointestinal tract. In case
of farm animals research have focused on improving production results (e.g. improve
feed efficiency, increase weight gain). However, this issue is not widely investigated in
terms of aortic functions. There are no reports on indirect effects of inulin-type fructans
on the physiology of aorta. Changes in protein expression patterns which are involved in
various cellular, biological or metabolic processes may serve as a potential markers
reflecting functional changes in the aorta. Analysis of changes in protein expression in
the aorta will allow for further assessment of the dietary inulin impact on aorta function,
as well as finding explanation for the observed protein interaction.

Aim: The aim of the study was to evaluate the effect of dietary inulin or dried chicory
root supplementation on changes in protein expression profile of aorta in growing piglets
and creation of representative protein maps of this tissue.

Material and methods: The study was carried out on biological material (ascending
aorta), collected from twenty four 50-day-old piglets, PIC x Penarlan P76 crossbred males
(castrated). Animals were divided into 3 groups (n=8), and fed with: control diet
(K group), experimental diet consisting of 2% of water solution of chicory inulin-type
fructans (D1 group) and experimental diet with 4% dried chicory root (D2 group). Aortic
proteins were separated using two-dimensional electrophoresis (2DE). Protein
identification was performed with the aid of MALDI-ToF mass spectrometry. The
UniProt databases, Euk-mPlock 2.0 and STRING v10 bioinformatics tools were used to
determine the cellular localization of proteins and to connect them to specific biological
processes.

Results: Diet supplemented with 4% of chicory root triggered changes in expression of
32 protein spots in aorta, representing 15 different gene products. Of these 19 proteins
were identified. A diet supplemented with 2% water extract of inulin induced expression
changes of 23 protein spots, representing 12 different gene products. Of these 13 proteins

were identified. Identified proteins were found to be involved in the cellular stress
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response, cytoskeletal organization (maintenance, assembly and movement of cells),
blood pressure regulating, supporting vascular tone and development of vascular
endothelium. Moreover, reproducible protein profiles of aorta were obtained and global
characteristics of the identified proteins was made.

Conclusions: Diet supplemented with water extract of inulin and dried chicory root
triggered changes in aorta proteome of growing piglets. Moreover, dietary
supplementation with inulin-type fructans did not affect total cholesterol and triglycerides
values in the aorta of growing pigs. Obtained reproducible two-dimensional protein maps
representing the characteristic pattern of the aorta for Sus scrofa, may be used to compare
protein expression patterns in response to physiological conditions or/and experimental
factors. Moreover, obtained results may be useful for diagnosis and prevention in

zootechnics and veterinary science.
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1. Wstep

Wszystkie organizmy zywe posiadajg zdolno$¢ do utrzymania réwnowagi
srodowiska wewnetrznego — homeostazy. Homeostaza organizmu zalezy od czynnos$ci
wielu narzagdéw i1 uktadow w tym ukladu krazenia. Zapewnienie utrzymania
odpowiedniego przeptywu krwi, umozliwiajacego optymalne zaopatrzenie tkanek w tlen,
sktadniki odzywcze i substancje biologiczne czynne uwarunkowane jest stala praca
uktadu krazenia. Uklad krazenia to przede wszystkim serce i naczynia tworzace
czynnosciowg catos¢ niezbedng dla prawidtowego krazenia krwi. Prawidlowa czynno$¢
serca jak 1 naczyn wptywa na sprawnos¢ dziatania uktadu krazenia. Do najwazniejszych
czynnosci naczyn w tym aorty nalezy utrzymanie odpowiedniego napigcia ich §cian co
umozliwia zapewnienie ci$nienia krwi umozliwiajacego jej krazenie. Ze wzgledu na duzg
zawarto$¢ widkien sprezystych aorta posiada zdolno$¢ do zamiany fazowego charakteru
przeptywu krwi w ciagly jej przeptyw do dalszych odcinkéw drzewa
tetniczego/naczyniowego. Odzwierciedleniem zmian zachodzacych w aorcie
spowodowanych dietg, mogg by¢ zmiany poziomu ekspresji okreslonych grup bialek tej
tkanki zwigzanych z jej funkcja czynno$ciowg. Analiza zmian ekspresji biatek tkanki
aorty pelnigcych okreslone role, umozliwi zrozumienie mechanizméw molekularnych
w odpowiedzi na czynnik zywieniowy.

W ostatnim czasie uwaga badaczy skupia si¢ na wprowadzaniu do diety
suplementéw o charakterze prebiotycznym. Jednym z takich dodatkéw sg fruktany typu
inulinowego, ktére wystepuja jako materiat zapasowy w wielu roslinach. Ich wlasciwosci
prebiotyczne sg dobrze udokumentowane w wielu pracach naukowych. Do tej pory
badania nad wplywem fruktanéw typu inulinowego skupiaty si¢ gtéwnie na wptywie
1 modulacji mikrobiomu przewodu pokarmowego organizmu gospodarza. Wiadomo
jednak, ze suplementacja btonnika pokarmowego, ktéra moduluje sktad mikroflory
jelitowej, moze jednoczesnie oddziatywac z fizjologia gospodarza i odgrywa¢ wazna role
w funkcjonowaniu i strukturze tkanek w tym uktadu sercowo-naczyniowego. Analiza
pismiennictwa wskazuje na niewielkg ilos¢ prac zwigzanych z wptywem fruktanéw typu
inulinowego na profil biatkowy aorty u rosnacych zwierzat.

Dlatego tez uzasadnione wydaje si¢ podjecie badan nad wyjasnieniem wptywu dodatku
fruktanéw typu inulinowego na zmiany ekspresji bialek (proteomu) aorty u rosnacych

Swin.
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Szybki rozwdj wysokosprawnych narzedzi ,,omicznych” (m.in. proteomiki)
biologii molekularnej, zapewniaja powigzanie mi¢dzy proteomem a fizjologig danego
uktadu, umozliwiajac profilowanie molekularne wybranych tkanek czy narzadéw.
Istotnym znaczeniem w badaniach proteomicznych poszczegélnych tkanek sg
w pierwszej kolejnosci analizy zwigzane z utworzeniem kompletnej i powtarzalnej mapy
reprezentujacej charakterystyczny wzor bialek. Referencyjne mapy biatkowe stanowig
istotne odniesienie w badaniach skierowanych na charakterystyke zmian w profilach
biatkowych pod wpltywem zmiennych warunkéw fizjologicznych czy wybranego
czynnika do$wiadczalnego. Narzgdzia proteomiczne znajduja réwniez zastosowanie
w badaniach zwigzanych ze zdrowiem 1 dobrostanem zwierzat gospodarskich, jak
rowniez jakoscig produktéw pochodzenia zwierzecego. Zastosowanie proteomiki
w badaniach r6znych tkanek i narzagdow $wini ma szersze zastosowanie niz przypadku
pozostatych zwierzat hodowlanych. Anatomiczne 1 fizjologiczne podobienstwa tego
gatunku do organizmu cztowieka sprawia, ze Swinia jest doskonalym organizmem
modelowym w badaniach biomedycznych.

W prezentowanej pracy zastosowano elektroforeze dwukierunkowa, ktéra
umozliwia jednoczesny rozdzial mieszaniny bialek i okreslenie zmian w ekspresji
pojedynczych spotéw biatkowych. Ponadto wykorzystanie spektrometrii mas typu
MALDI-ToF pozwolito na identyfikacj¢ bialek analizowanych profili biatkowych.
Zastosowanie narzgdzi proteomicznych umozliwia wyjasnienie i petniejsze zrozumienie
zmian (na poziomie proteomu) zachodzacych w aparacie molekularnym w odpowiedzi

na suplementacje¢ fruktanami typu inulinowego w diecie rosngcych prosiat.
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2. Przeglad piSmiennictwa

2.1 Budowa i funkcje uktadu tetniczego

Kazdy zywy organizm do prawidlowego funkcjonowania potrzebuje tlenu
1 sktadnikéw odzywczych oraz eliminowania produktéw przemiany materii w celu
utrzymania homeostazy organizmu. Uktad krazenia jest to zamknigty system naczyn
krwiono$nych, w ktérym sitg napedowa stanowi serce. Odpowiedzialny jest za
rozprowadzanie krwi do wszystkich tkanek i komoérek organizmu. Wraz z krwig
dostarczany jest tlen, sktadniki odzywcze, elektrolity, hormony do komoérek
poszczegdlnych tkanek oraz odbieranie z nich dwutlenku wegla i zbednych produktéw
przemiany materii, ktére transportowane sg do narzagdéw wydalniczych. Ponadto uktad
krazenia odpowiedzialny jest réwniez za rozprowadzanie energii i utrzymanie
odpowiedniej temperatury w catym organizmie (Gérniacka, 2013; Jarvis, 2018).

W anatomii naczyn wyréznia si¢ trzy rodzaje uktadéw naczyniowych: uktad
tetniczy, ,;rozgaleziajacy si¢” (tetnice, tetniczki), uklad zylny, ,,zbiegajacy si¢” (zyly
i zylki) oraz sie¢ naczyn wtosowatych (Marieb i Hoehn, 2015). Wszystkie naczynia
krwiono$ne z wyjatkiem kapilar zbudowane sg z trzech warstw:

Blona wewnetrzna (funica interna): sktada si¢ ze srédbtonka, ktory wysciela wewnetrzng

warstwe naczynia. Jego rolg jest zapewnienie odpowiedniej homeostazy naczynia
krwiono$nego poprzez wydzielanie czynnikdw zapobiegajacych nadmiernej
krzepliwosci, dzigki ktérym utrzymuje prawidtowy przeptyw ptynéw. Ponadto stanowi
rowniez barier¢ pomi¢dzy biochemicznymi i biomechanicznymi oddziatywaniami jakie
wystepuja miedzy sktadnikami morfotycznymi krwi a $ciang naczynia. Funkcjonalna
integralno$¢ komorek srédbtonka jest istotnym czynnikiem homeostazy naczyniowe;j

(Trojan i wsp., 2014; Jarvis i Saman, 2018; Sheng i Zhu, 2018).

Btona srodkowa (tunica media), zbudowana gtéwnie z okreznie ulozonych warstw
komérek migsni gtadkich, pomiedzy ktérymi wystepuja rézne ilosci widkien sprezystych
oraz kolagenowych, w zaleznos$ci od rodzaju naczynia. Warstwa ta jest odpowiedzialna
za regulacje wewnetrznej srednicy naczynia (Trucker i wsp., 2020)

Btona zewnetrzna, przydanka (tunica externa): zawiera giéwnie widkna kolagenowe

1 sprezyste. Zapewnia strukturalne podparcie i ksztatt naczynia (Kaga i wsp., 2013).
W kazdej warstwie ilos¢ wtdkien migsniowych i kolagenowych jest rézna w zaleznosci

od wielkosci i umiejscowienia naczynia.
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Tetnice petnig wazng rolg w transporcie krwi pod wysokim ci$nieniem z serca do tkanek

1 narzadow w calym organizmie. Aby wytrzyma¢ opor wysokiego cisnienia krwi

w

$cianach tetnic znajduje si¢ duza ilos¢ widkien elastynowych. Obecnos¢ elastyny

w duzych naczyniach krwiono$nych umozliwia regulacj¢ rozmiaru i $rednicy naczynia

w zaleznos$ci od panujacego cisnienia krwi. Szacuje sig¢, ze okoto 10% do 15% catkowite;j

objetosci krwi znajduje si¢ w uktadzie tetniczym (Trucker 1 wsp., 2020). W uktadzie

tetniczym wyrdznia si¢:

a)

tetnice typu sprezystego (duze): do tego rodzaju naczyn zalicza si¢ m.in. aort¢ i gléwne
jej odgalezienia oraz pien ptucny. Warstwa srodkowa $ciany jest silnie rozbudowana,
w ktorej warstwa blaszek sprezystych 1 komodrek miesni gladkich utozone sa w sposéb
naprzemienny i koncentryczny. Ze wzgledu na wysoka elastycznos$¢ $ciany, naczynia
tego typu odgrywaja duzg role w amortyzowaniu réznicy ci$nienia krwi podczas
skurczu komor oraz zamianie przeptywu krwi o charakterze fazowym w ciagly.
Wiasciwosci sprezyste tego rodzaju tetnic pozwalajg na utrzymanie wzglednie statego
gradientu ci$nien pomimo statego pompowania krwi przez serce (Trucker i wsp.,

2020).

b) tetnice typu migsniowego (Srednie): do tego rodzaju zalicza si¢ np. tetnice wiencowe,

c)

tetnice krezkowe. W warstwie srodkowej komoérki migsni gtadkich sg $cisle utozone,
a od warstwy wewnetrznej i przydanki jest wyraznie oddzielona za pomocg warstwy
widkien sprezystych. Tetnice tego typu pelnig funkcje dystrybucyjng, poniewaz
reguluja one ilo$¢ krwi, ktora jest doprowadzana do narzadéw poprzez zmiany
napr¢zenia mig¢sniowki w warstwie $srodkowej. Zmniejszenie $rednicy naczynia
poprzez skurcz migsniowki powoduje spowolnienie przeplywu krwi, natomiast
poszerzenie S$wiatta naczynia podczas rozluznienia migsniowki skutkuje jego

zwigkszeniem (Trucker 1 wsp., 2020).

arteriole (male): najmniejsze naczynia w uktadzie tetniczym, charakteryzujg si¢ silng
warstwa migsniowa, ktore stawiajg znaczny opor dla przeptywu krwi przez naczynia
wlosowate. Odpowiadaja na zapotrzebowanie tkanki na wigcej skladnikow
odzywczych/tlenu. Arteriole odgrywaja istotng role w ukladowym oporze
naczyniowym ze wzgledu na mata zawarto§¢ widkien elastynowych w S$cianie

naczynia (Trucker i wsp., 2020).
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2.1.1. Budowa i rola aorty

Aorta (tetnica gléwna) jest najwiekszym a zarazem najwazniejszym naczyniem
krwiono$nym w krazeniu systemowym, ktérego rolg jest zmiana fazowego charakteru
przeptywu krwi w ciagly jej przeptyw do zbiornika tetniczego (funkcja amortyzujaca).
Budowa $ciany aorty dostosowana jest do czynnos$ci jakie speilnia w uktadzie
naczyniowym 1 tak samo jak pozostate tetnice, sciana sklada si¢ z trzech nalozonych na
siebie warstw (tfunica interna, tunica media 1 tunica adventitia), ale najbardziej znaczaca
jest warstwa srodkowa (Sartore i wsp., 2001). Sktada si¢ gtéwnie z komdrek migsni
gtadkich (SMC, ang. smooth muscle cells) otoczonych macierza zewnatrzkomérkowg
(ECM, ang. extracellular matrix) zlozong z kolagenu typu I, III, IV, lamininy i elastyny
(Ichii 1 wsp., 2001). Te skiladniki ECM odgrywaja wazne funkcje w naczyniach
krwionos$nych, w ktérych kolagen typu I i III sg odpowiedzialne za wytrzymato$¢ na
rozcigganie, a wraz z elastyng przyczyniaja si¢ do wlasciwosci elastycznych/sprezystych
aorty (Dobrin i wsp., 1984; Dobrin i Mrkvicka, 1994). Natomiast laminina i kolagen typu
IV sa gtéwnymi sktadnikami bton podstawnych srédbtonka i SMC (Shekhonin i1 wsp.,
1985; Timpl, 1996). Laminina i elastyna wigzg si¢ z komdrkami za posrednictwem
receptora elastyny i lamininy (E/LR), receptora odmiennego od integryn (Spofford
1 Chilian, 2001), ktéry znajduje si¢ zaréwno na komorkach S$rédbtonka, jak
1 naczyniowych komérkach migsni gtadkich (VSMC, ang. vascular smooth muscle cells)
przez co moze indukowa¢ rézne szlaki przekazywania sygnatow (Hinek, 1996; Labat-
Robert i Robert, 2000), a tym samym kontrolowa¢ napigcie naczyniowe (Faury i wsp.,
1998).

Tetnica gtéwna sklada si¢ z trzech gtéwnych segmentéw: czeSci wstepujacej,
ktora zaczyna si¢ w przedtuzeniu stozka tetniczego lewej komory, tworzac tzw. opuszke
aorty sktadajacej si¢ z trzech zatok. Na wysokosci opuszki aorty odchodzg tgtnice
wiencowe, ktére zaopatrujg migsien sercowy w tlen i sktadniki odzywcze (Freeman
1 wsp., 2013). Kolejnym odcinkiem jest tuk aorty, od ktérego odchodzg trzy gtéwne
galezie: pien ramienno-glowowy, tetnica szyjna wspdOlna lewa oraz tetnica
podobojczykowa lewa (Trucker i wsp., 2020). Luk aorty spetnia wazng role w utrzymaniu
homeostazy ci$nienia tetniczego w organizmie. Baroreceptory zlokalizowane
w przydance tuku tworza jeden z elementéw uktadu sprze¢zenia zwrotnego pomig¢dzy
uktadem nerwowym a sercowo-naczyniowym. Receptory te wrazliwe sg na rozcigganie

$ciany aorty pod wptywem naporu krwi. Wzrost cisnienia powoduje pobudzenie uktadu
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przywspoiczulnego powodujac zmniejszenie czgstosci rytmu serca. Natomiast spadek
ci$nienia powoduje aktywacje uktadu wspétczulnego, ktéry skutkuje zwickszeniem rzutu
serca (Sopolinska i wsp., 2012; Batczewska i wsp., 2015). Jest to jeden z gtéwnych
mechanizmoéw, ktéry pomaga zapobiega¢ szybkim, drastycznym zmianom ci$nienia
krwi. W $cianie tuku aorty znajduja si¢ réwniez chemoreceptory, ktére wrazliwe sg na
zmiany zawartosci tlenu i1 dwutlenku wegla we krwi. Dziataja podobnie jak
baroreceptory, gdzie obnizony poziom O powoduje pobudzenie uktadu wspéiczulnego,
a takze osrodka oddechowego (wzrost ilo$ci oddechéw) (Lau i wsp., 2016). Ostatnim

segmentem aorty jest cze$¢ zstepujaca skladajaca si¢ z odcinka piersiowego oraz

brzusznego. Od odcinka piersiowego odchodza m. in. tgtnice oskrzelowe, srodpiersia,
przetyku, osierdzia oraz mi¢dzyzebrowe (Gupta i wsp., 2017), natomiast aorta brzuszna
zaczyna si¢ na wysokosci przepony i tworzy duzy pien trzewny, od ktérego odchodzg
m. in. tetnice nerkowe, krezkowe oraz biodrowe. Nastepnie cze¢$¢ brzuszna przediuza si¢
w tetnice krzyzowa posrodkowa (u czlowieka) lub tetnice ogonowa (u zwierzat
ogoniastych) az do koncowego odcinka kregostupa (Lech i Swaminathan, 2017).
Podsumowujac, naczynia krwiono$ne wspétpracuja w zamknietym obiegu
z sercem, dostarczajgc organizmowi tlen 1 sktadniki odzywcze oraz eliminujac produkty
przemiany materii. R6zne cechy anatomiczne i fizjologiczne tetnic, tetniczek, zyl, zytek
i naczyn wlosowatych pozwalaja kazdemu z nich prawidlowo wykonywaé swoje
funkcje. Cis$nienie tetnicze i perfuzja zyciowa narzadéw sg utrzymywane przez szereg
mechanizméw implikujacych baroreceptory, chemoreceptory, uklad RAA 1 0§
podwzgorze-przysadka. Zrozumienie tych mechanizméw fizjologicznych pomaga
zrozumie¢ jakim zmianom adaptacyjnym ulegaja poszczegdlne odcinki uktadu
naczyniowego pod wptywem réznych czynnikow zewnetrznych (np. dieta) jak

i wewnetrznych.

2.2. Proteomika

Przez ostatnie dwie dekady bardzo duzo uwagi poswi¢cono na poznaniu przede
wszystkim genomu cztowieka, a takze innych gatunkow zwierzat (w tym gospodarskich).
Analizy te nie dawaly jednak pelnej odpowiedzi na pytania dotyczace funkcjonowania
organizmu, poniewaz wiele informacji trudno jest uzyska¢ na poziomie genomu lub
transkryptomu komorki. Jest to spowodowane tym, ze jeden gen moze kodowac wiele

biatek, ktére sg wynikiem modyfikacji potranskrypcyjnych, potranslacyjnych czy
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altarnatywnego splicingu. (Wilkins 1 wsp., 1996; Bendixen 2005). Dlatego tez zaczgto
poszukiwac¢ innych technik, ktére pomoga wypelni¢ luke miedzy sekwencja genomu
a zachowaniem komérkowym w celu lepszego zrozumienia funkcjonowania organizmu.
W tym celu podjeto badania w kierunku okreslenia biatkowych produktéw genomu —
PROTEOMU (PROTein complement to genOME), ktére pojawiaja si¢ w organizmie
przez cate jego zycie (Marianowski i wsp., 2013). Proteom okres$lany jest jako mieszanina
biatek znajdujacych si¢ w komorce, tkance czy organizmie w danym czasie, ktory
charakteryzuje si¢ dynamiczng strukturg pomimo tego, ze jest on determinowany
w duzym stopniu przez statyczny genom (Tarkowski i Girstrun, 2005; Lopez, 2007).
Dziedzing nauki, ktéra zajmuje si¢ analizg 1 funkcjg bialek oraz ich wzajemnych relacji
jest proteomika (Marianowski i wsp. 2013). Dzi¢ki narzedziom molekularnym, ktére
wykorzystywane sg w badaniach proteomicznych mozliwa jest analiza setek lub tysiecy
biatek, ktére wystepuja w badanym organizmie w danym czasie (Ozgo i wsp., 2007;
Lopez, 2007; Marianowski i1 wsp., 2013). Najczesciej stosowang technikg jest
elektroforeza dwuwymiarowa w zelu poliakrylamidowym (2D PAGE), ktéra pozwala na
jednoczesny rozdzial mieszaniny biatek, w zaleznosci od wartosci punku
izoelektrycznego 1 masy molekularnej, jak rowniez umozliwia detekcje biatek przy
zachowaniu wysokiej rozdzielczosci (Herosimczyk 1 wsp., 2006). Ponadto wykorzystanie
spektrometrii mas typu MALDI-TOF (ang. matrix-assisted laser desorption/ionization,
time of flight) umozliwia identyfikacje¢ biatek, ktéra oparta jest na jonizacji i desorpcji
laserowej wspomaganej matrycg badanych prob oraz doktadnym pomiarze stosunku
masy do tadunku elektrycznego. Metoda ta wykorzystywana jest ponadto do analizy
modyfikacji potranslacyjnych biatek, okreslania wspoétzaleznosci miedzy biatkami, jak
rowniez do opisywania kierunku zmian ich ekspresji pod wptywem szerokiego spektrum
czynnikéw (Ozgo 1 wsp., 2007; Yates i wsp., 2009; Hale, 2013). Duzg zaleta laserowe;j
desorpcji/jonizacji wspomaganej matryca jest wysoka czutos$¢, ktéra w polaczeniu
z elektroforezg dwukierunkowa w zelu poliakrylamidowym umozliwia analiz¢ ztozonych
mieszanin biologicznych np. peptydéw i biatek (Pomastowski i Buszewski, 2014). W celu
poszukiwania zmian oraz/lub walidacji otrzymanych wynikéw badan wykorzystuje si¢
elektroforeze¢ SDS - PAGE z technikg western-blot. Najczesciej wykorzystywane
strategie analityczne wykorzystywane w badaniach proteomicznych przedstawiono na

rysunkul.
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Rysunek 1. Najczg$ciej stosowane strategie analityczne wykorzystywane w badaniach

proteomicznych (Marynowska i wsp., 2017).
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2.2.1. Strategie proteomiczne w badaniu czynnosci uktadu sercowo — naczyniowego

Biatka sg gtéwnymi no$nikami aktywnosci biologicznej, dlatego poznanie jakim
ulegaja zmianom pod wpltywem szerokiego spektrum czynnikéw, moze wnies¢ wiele
informacji o molekularnych mechanizmach jakie zachodzg w komérkach, tkankach czy
organach (Tarkowski i Girstrun, 2005). Techniki stosowane w analizach proteomicznych
maja ogromny potencjal poznawczy w celu lepszego zrozumienia czynnosci uktadu
sercowo — naczyniowego. Proteomika jest jedng z dziedzin, ktéra pozwala na analizg,
identyfikacje i1 okreSlenie funkcji szerokiej gamy komponentéw biatkowych, ktoére
bezposrednio lub posrednio maja wplyw na funkcjonowanie serca i naczyn
krwionos$nych. Ponadto proteomika umozliwia pozyskanie nowych informacji, ktérych
nie dostarczaja konwencjonalne/tradycyjne metody stosowane w badaniu funkcji czy
patofizjologii uktadu sercowo — naczyniowego.

Przez ostatnie kilkanascie lat zostalo przeprowadzonych wiele badan
wykorzystujacych narzedzia proteomiczne do oceny materialéw biologicznych mig$nia
sercowego u cztowieka i wielu gatunkéw zwierzat (Corbett i wsp., 1994; Li i wsp., 1999;
Weekes 1 wsp., 1999; Herosimczyk 1 wsp., 2015). Niemniej jednak narzedzia
proteomiczne stosowane w badaniach migsnia sercowego wykorzystywane sg giéwnie
w celu poznania mechanizméw patofizjologicznych. Do tej pory opublikowano prace
dotyczace zamian w ekspresji bialek w takich stanach jak: kardiomiopatia rozstrzeniowa,
przerost migsnia sercowego, itp. (Farmakis 1 wsp., 2018). Analizy profilu biatkowego
serca u czlowieka przeprowadzili Jungblunt i wsp. (1994). Autorzy wykorzystujac
elektroforez¢ dwukierunkowa (2DE) uzyskali 3229 spotéw biatkowych na zZelach
poliakrylamidowych, spos$réd ktérych zidentyfikowali 33 biatka wykorzystujac metode
mikrosekwencjonowania, natomiast 20 bialek poprzez poréwnanie ich sekwencji
w biatkowej bazie danych (Martinsried Institute Protein Sequence Database). Pleissner
1 wsp. (1995) przeprowadzili badania profili biatkowych fragmentéw lewej komory serca
oraz prawego przedsionka pobranych od pacjentéow, u ktérych stwierdzono
kardiomiopati¢ rozstrzeniowa. Autorzy wykazali réznice w ekspresji biatek migdzy tymi
regionami. Z zastosowaniem elektroforezy 2D otrzymali 197 spotéw biatkowych w tym
40 spotéw wykazywalo réznice miedzy komorg a przedsionkiem. Ponadto autorzy
podaja, ze 3 spoty biatkowe (izoformy tancucha lekkiego miozyny 1 i 2) byly
charakterystyczne tylko dla przedsionka i nie byty obecne w prébach pobranych z lewe;j
komory. Natomiast 2 spoty biatkowe wystgpowaly tylko w przypadku lewej komory
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(mutaza fosfoglicerynianowa, tancuch alfa syntazy ATP). Podobne wyniki otrzymali Li
1 wsp. (2012) w swoich badaniach, w ktérych zaobserwowali zmiang¢ ekspresji 25 bialek,
bioracych udzial w wigzaniu bialek, jonéw oraz biatek odpowiedzialnych za utrzymanie
prawidlowej struktury cytoszkieletu. Natomiast De Aguero i wsp. (2017) w swoich
badaniach wykorzystujac  technike wysokosprawnej chromatografii cieczowe]
zaobserwowali 26 biatek, ktorych zmiana ekspresji byla spowodowana zmianami
patologicznymi. Autorzy podaja, ze 14 bialek macierzy zewnatrzkomdrkowej
wykazywalo obnizong ekspresje, 4 biatka aparatu kurczliwego charakteryzowalo si¢
zwigkszong ekspresjg. Ponadto De Aguero 1 wsp. (2017) zidentyfikowali 6 biatek
cytoszkieletarnych (wzrost ekspresji 4 biatek, obnizenie 2 biatek). Knecht 1 wsp. (1994)
rowniez dokonali analizy tkanki serca oséb chorych na kardiomiopati¢. Materiat zostat
pobrany z lewej komory od 5 pacjentow, u ktérych stwierdzono kardiomiopatie (grupa
do$wiadczalna) oraz od 5 pacjentéw, u ktérych podejrzewano to schorzenie (grupa
kontrolna). Autorzy w swoich analizach wykorzystali elektroforez¢ dwukierunkowa,
w wyniku ktérej otrzymali 374 spoty biatkowe, a sposrdd nich zaobserwowali, ze 7 bialek
wykazywalo zwigkszong ekspresje, natomiast 6 charakteryzowato si¢ obnizong ekspresja
w grupie doswiadczalnej w poréwnaniu z kontrolna.

Zastosowanie narzedzi proteomicznych ma ogromne znaczenie w poznaniu
i lepszym zrozumieniu czynnosci naczyn krwiono$nych. Komdrki migsni gtadkich
naczyn krwiono$nych (VSMC) odgrywaja kluczowag role w schorzeniach uktadu
krwionos$nego. Zmiana ekspresji biatek lub ich produktéw (sekretom) moze postuzyc
jako swego rodzaju marker w przypadku powstawania lub trwania zmian
patofizjologicznych uktadu naczyniowego. Tetnicze komdrki miesni gtadkich (ASMC,
ang. arterial smooth muscle cell) stanowig dobry model do badan proteomicznych
w poszukiwaniu mechanizméw, ktére kontrolujg zmiany tych komérek w czasie stanu
chorobowego, poprzez ocen¢ ich zmiennej aktywnos$ci biologicznej w stosunku do
rozwoju uszkodzenia naczynia. Dlatego tez gtéwnym celem autoréw (Dupont i wsp.,
2005) bylo utworzenie referencyjnych map biatkowych komoérek migsni gladkich
pobranych z tetnicy piersiowej od pacjentéw, u ktérych przeprowadzono zabieg
wstawienia by-paséw. Autorzy pobrany material podzielili na dwie grupy tak, aby
otrzyma¢ proteom (biatka wewnatrzkomorkowe) oraz sekretom (biatka wydzielone do
medium hodowlanego po 24 godzinnej inkubacji). Autorzy szczeg6lng uwage poswiecili
biatkom wydzielonym do medium, poniewaz w odpowiedzi na rézne sygnaly

fizjologiczne jak 1 patologiczne, komorki te (ASMC) wytwarzaja szeroka game
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produktéw biologicznych. Dupont 1 wsp. (2005) za pomoca elektroforezy
dwuwymiarowej dokonali rozdziatu biatek obu grup doswiadczalnych, w wyniku ktérego
otrzymali 1760 spotéw biatkowych dla pierwszej grupy i 1100 biatek dla drugiej grupy.
Sposréd wszystkich spotow biatkowych pierwszej grupy doswiadczalnej wybrano 121
spotow biatkowych, natomiast z drugiej grupy wybrano 40 spotéw, ktére nastepnie
autorzy poddali identyfikacji za pomoca spektrometrii masowej typu MALDI — TOF. Dla
pierwszej grupy autorzy zidentyfikowali 83 biatka, a dla drugiej 18. Zidentyfikowane
biatka zostaly sklasyfikowane w odniesieniu do ich funkcji fizjologicznych,
z wykorzystaniem baz danych (Swissprot i Pubmed). Najwieksza grupe biatek, stanowity
biatka wchodzace w skfad cytoszkieletu (m.in. wimentyna, gelsolina, tancuch f
tropomiozyny, caldesmon, kalponina H2). Bialka te regulujg polimeryzacj¢ aktyny, co
jest wazne w prawidlowym utrzymaniu ksztattu naczyn krwiono$nych, a takze ich
wilasciwosci kurczliwych. Ponadto kalponina H2 jest biatkiem, ktére odgrywa wazna role
w regulacji oddziatywan miedzy aktyng a miozyng, gelsolina ponadto zaangazowana jest
roéwniez w proces indukcji apoptozy w przypadku wystepowania zmian miazdzycowych.
Dupont i wsp. (2005) zidentyfikowali réwniez biatka regulatorowe, nalezace gtéwnie do
rodziny biatek szoku cieplnego. Jednym z tych biatek jest HSP 27, ktére odgrywa
kluczowa role w przebudowie filamentéw aktynowych, co jest wazne w procesie migracji
i kurczenia si¢ komoérek mieg$ni gladkich naczyn krwionos$nych. Biatka macierzy
zewnatrzkomérkowej m.in. biatko 2 wigzace kolagen (SERPINHI, bierze udziat
w procesie wewnatrzkomorkowego przetwarzania 1 wydzielania prokolagenu),
metaloproteinaza 1 macierzy zewnatrzkomérkowej (MMT-1, posiada zdolnosci do
degradacji jednego z gtéwnych sktadnikéw macierzy zewnatrzkomérkowej — kolagenu,
ktéry odpowiedzialny jest za utrzymanie mechanicznej integralnos$ci $cian naczyn
krwiono$nych), autorzy sugeruja, ze nadekspresja MMT-1 moze prowadzi¢ do zbyt duzej
aktywnosci kolagenolitycznej. Dupont i wsp. (2005) zidentyfikowali rowniez bialka,
ktore biora udzial w obronie organizmu przed stresem oksydacyjnym. Wsrod nich
znalazty si¢ glutationowa S-transferaza omega 1 (GSTOI1) oraz peroksyredoksyna 1
(PRDX1). Enzymy te odpowiadaja za utrzymanie odpowiedniego statusu redukcyjno —
oksydacyjnego w komoérce. Podwyzszone poziomy tych biatek spotyka si¢ w przypadku
wystepowania w naczyniach zmian spowodowanych powstawaniem m.in. blaszek
miazdzycowych.

Inni autorzy Donners i wsp. (2005) przeprowadzili analiz¢ proteomiczng

materiatu pobranego od pacjentéw z tetnicy piersiowej. W celu rozdzielenia préb autorzy
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wykorzystali technike elektroforezy dwukierunkowej (2DE), w wyniku ktorej otrzymali
800 spotéw biatkowych na zelu poliakrylamidowym, ktére miescily si¢ w zakresie pH od
4 do 7 1 masie molekularnej od 900 do 3000 Da. Otrzymane spoty Donners i wsp. (2004)
poddali dalszej analizie wykorzystujac spektrometri¢ masowg typu MALDI TOF/TOF
w celu identyfikacji biatek. Autorzy zidentyfikowali migdzy innymi biatka takie jak: B —
wineksyna (SORBS3, biatko strukturalne wigzace winkuling oraz odpowiedzialne za
wigzanie witokien aktyny do podstruktur komoérki, prawdopodobnie wzrost ekspresji tego
biatka moze powodowa¢ zwickszong adhezje plytek do S$ciany naczynia), o-1-
antytrypsyna (AAT, biatko ostrej fazy, ktére wydzielane jest przez watrobg¢ w przypadku
wystepowania stanu zapalnego w organizmie. Autorzy podaja, ze w przypadku
podwyzszonej ekspresji tego biatka mozliwe jest zwigkszenie procesu witdknienia
naczynia krwiono$nego, poniewaz AAT dziata jako inhibitor kolagenazy), lipokalina 2
(LCN2, bierze udziat w ostrych i1 przewleklych procesach zapalnych, a takze
prawdopodobnie w przebudowie naczyn krwiono$nych w przebiegu miazdzycy) (Radosz
i Obuchowicz, 2013). Natomiast Molacek i wsp. (2013) przeprowadzili rozdzial biatek
fragmentu aorty brzusznej pobranej od grupy pacjentéw. Wykorzystujac elektroforeze
dwukierunkowa (2DE) otrzymali 417 spotéw biatkowych, ktére nastepnie poddali
identyfikacji za pomoca spektrometru masowego. Autorzy zidentyfikowali 25 bialek,
m.in. o-1-antytrypsyna (AAT), aneksyne A2 i A5 (ANXA2, ANXAS), biatko szoku
cieplnego o masie 70 kDa (HSP71), wimentyna (VIM), transgelina (TAGL), a-aktyna
sercowa (ACTC), transferryna (TRFE), dehydrogenaza 1B alkoholowa (ADHIB).
Autorzy podaja, ze zmiany ekspresji tych biatek sg charakterystyczne dla t¢tniakéw aorty
brzusznej.

Matsumoto i wsp. (2012) dokonali rozdziatu biatek fragmentéw aorty brzusznej
oraz tetnicy piersiowej pobranych od 12 osobowej grupy pacjentow. W swoim
doswiadczeniu uzyli techniki nanochromatografii cieczowej oraz spektrometri¢ masowa
typu MALDI TOF/TOF. Autorzy otrzymali 505 biatek pochodzacych z aorty brzusznej
oraz 507 dla tetnicy piersiowej. Podaja réwniez, ze w wyniku przeprowadzonych analiz
poréwnawczych 341 biatek wystepowato w obu grupach badawczych. Natomiast 144
biatka wystgpowaty tylko w prébach aorty brzusznej, a 146 byto charakterystycznych dla
tetnicy piersiowej. Wsrdd zidentyfikowanych biatek wspdlnych dla obu grup autorzy
odnotowali  wystepowanie bialek zaangazowanych w metabolizm lipidéw
apolipoproteina Al (ApoA-I), apolipoproteina CIII (ApoC-III), apolipoproteina E (ApoE)

(zaburzona przemiana tych bialek przyczynia si¢ do rozwoju miazdzycy), biatka
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odpowiedzialne za elastyczno$¢ $cian naczyn krwionosnych: kolagen a-1 typ I, III 1 XIV
(COL1AI, COL1AII, COLIAXIV) (odpowiednia zawarto$¢ jest niezbedna dla
integralno$ci tetnic, aby znosity sity wywierane przez cisnienie krwi), fibulina 5
(FBLNS), biatko macierzy zewnatrzkomoérkowej, biorgce wudziat w procesie
elastogenezy). Matsumoto 1 wsp. (2012) zidentyfikowali réwniez biatka: glikoproteina a-
2-HS (AHSG), osteprotegeryna (OPG), osteopontyna (OPN) oraz enzymy zwigzane ze
stresem oksydacyjnym - dysmutaze ponadtlenkowg (SOD) oraz glutationowag
S-transferaze (GST).

Natomiast Stastny i wsp. (1986) dokonali separacji biatek aorty cztowieka, za
pomoca elektroforezy (2DE) otrzymujac 150 spotéw biatkowych, sposréd ktérych
zidentyfikowali m.in. al-antytrypsyne (AAT), fetuing A (AHSG), transferryne (TRFE)
oraz apolipoproteing A2 (ApoA-II). Autorzy sugeruja, ze szczegdlne znaczenie moze
mie¢ zmiana ekspresji AAT oraz AHSG w skladzie bialek wewngetrznej blony aorty,
szczegllnie w przypadku zmian spowodowanych miazdzyca. Podobne doswiadczenie
przeprowadzili Sung i wsp. (2006) na grupie pacjentéw, od ktérych pobrano fragment
aorty. W swoich badaniach autorzy za pomoca spektrometrii mas zidentyfikowali 27
biatek zaangazowanych w liczne procesy biologiczne, m.in.: aktywacje metaloproteinazy
macierzy, procesy migracji komoérek miesni gtadkich naczyn krwionosnych.

Troche¢ inne podejscie w analizie biatek aorty cztowieka zastosowali Martin-Rojas
i wsp. (2012). Autorzy w swoich badania jako materiat badawczy wykorzystali zastawki
aortalne pobrane od zmartych pacjentéw. Wykorzystujac technike elektroforezy 2D
otrzymali 2156 spotéw na zelu poliakrylamidowym, natomiast za pomoca spektrometru
masowego typu MALDI TOF/TOF zidentyfikowali biatka transportowe, ktdére sg
zaangazowane w ochrong tkanek zastawek aortalnych przed uszkodzeniem, ktére moze
by¢ spowodowane np. podniesionym poziomem frakcji LDL cholesterolu, lipoprotein,
triglicerydow (transtyretyna, apolipoproteina Al, biatko wigzace kwasy ttuszczowe).
Autorzy zidentyfikowali réwniez biatka strukturalne lumikan, wimentyn¢ (zmiana
ekspresji tych bialek moze by¢ wynikiem tego, ze komoérki poddawane sg remodelingowi
posrednik witdkien cytoszkieletu i macierzy pozakomoérkowej), transgeling. Wsrdd
zidentyfikowanych biatek znalazly si¢ réwniez biatka takie jak: o-1-antytrypsyna,
sktadnik amyloidu P, ktére zaangazowane s3 w procesy stanu zapalnego i odpowiedzi
immunologicznej szczegdlnie w przypadku zmian zwigzanych z dysfunkcjg tego narzadu.
Ponadto stwierdzili obecno$¢ biatek zaangazowanych procesy redoks (dysmutaza

ponadtlenkowa, glutationowa peroksydaza 3, glutationowa S-transferaza).
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Narzedzia proteomiczne umozliwiajg réwniez analizg¢, identyfikacje i okres§lenie
szerokiej gamy biatek wchodzacych w sklad naczyn krwionosnych. Wazng rolg
w funkcjonowaniu naczyn krwiono$nych odgrywaja naczyniowe komorki migsni
gtadkich (VSMC), ktére odpowiadajg za ich plastycznos¢. Cecha ta jest podstawa do
migracji 1 proliferacji tych komérek w przypadku uszkodzenia naczynia krwionosnego
(Verma 1 wsp., 2011). Owens 1 wsp. (2004) przeprowadzili badania na 3-miesigcznych
swiniach, od ktérych pobrano fragmenty tkanek pochodzacych z ujscia tetnicy
wiencowej, w celu wyizolowania VSMC. Badania miaty na celu wykazac r6znice miedzy
komérkami w stanie spoczynku oraz zaktywowane poprzez 48-godzinng inkubacje
komoérek w osoczu. Wykorzystujac elektroforeze dwukierunkowa autorzy stwierdzili, ze
najwiecej biatek bylo zaangazowanych w regulacj¢ proceséw redukcyjno-utleniajgcych,
metabolizm glukozy, a takze biatka odpowiedzialne za organizacj¢ cytoszkieletu.
Najwigksza jednak zmiang¢ ekspresji zaobserwowali w przypadku biatka szoku cieplnego
o masie 60 kDa (HSP60) i biatkowej izomerazy dwusiarczkowej (PDI). Autorzy sugeruja,
ze modyfikacja potranslacyjna HSP 60 pobudza czynniki wzrostu, co moze by¢
kluczowym czynnikiem w migracji oraz proliferacji VSMC. Natomiast w przypadku PDI
wzrost ekspresji tego biala moze stanowi¢ bodziec do rozrostu tkanki. Zidentyfikowane
biatka stanowig cele do dalszych badan we wczesnym etapie remodelingu VSMC, a takze
do projektowania nowych strategii terapeutycznych w profilaktyce i leczeniu choréb
uktadu naczyniowego.

Techniki proteomiczne dajg mozliwo$¢ réwniez analizy skiadu biatkowego,
materialu pobranego z aorty. Mayr 1 wsp. (2005), dokonali rozdzialu biatek aorty
pobranych od 10 tygodniowych mysz. Autorzy wykorzystali w swoich badaniach
elektroforeze dwukierunkowg, za pomocg ktérej otrzymali 1500 spotéw biatkowych na
zelu poliakrylamidowym. Nastepnie biatka poddali identyfikacji za pomocg spektrometrii
masowej, w wyniku ktérej zidentyfikowali biatka zaangazowane w procesy
antyoksydacyjne (peroksyredoksyna-1, wiaze nadtlenek wodoru, ktory przyczynia si¢ do
zwickszonego ryzyka pekania $ciany naczyn), a takze biatka biorgce udziat
w metabolizmie energii (ApoE, ktéra bierze udziat w metabolizmie NADPH, co moze
sugerowac, ze komorki naczyn krwionosnych moga by¢ odpowiedzialne za metabolizm
lipidéw zamiast glukozy w przypadki hiperlipidemii), albuming i fibrynogen. Réwniez
Yu i wsp. (2012) dokonali analizy biatek aorty myszy, wykorzystujac w swoich
badaniach chromatografi¢ cieczowa oraz spektrometri¢ masowg otrzymali 557 biatek.

Autorzy podaja, ze bialka te naleza do bialek regulatorowych (Hsp 40, Hsp 90),
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strukturalnych, ktére odpowiadaja za organizacj¢ aktyny w cytoszkielecie (izoforma 1
filaminy A, biatko 1 bogate w cysteing i glicyn¢ 1, tancuch B-tropomiozyny, biorgcych
udziat w transdukcji sygnatéw wewnatrzkomorkowych (miozyna IXa) oraz
w metabolizmie i transporcie lipidéw (biatko wigzace oksysterol, siarczan sterylowy).
Husi 1 wsp. (2014) wykorzystujac technike spektrometrii masowej podaja, ze w swoich
badaniach otrzymali okoto 600 biatek, ktére zaangazowane sa w procesy miogenezy
(miomezyna-2), waskularyzacji (transgelina, tancuch lekki regulujagcy miozyng 2),
metabolizmie kwaséw tluszczowych (syntaza kwasu tluszczowego, karboksyloesteraza
watroby N), syntezie lipidow (syntaza cytrynianu ATP) oraz w procesach glikolizy
(karboksylaza pirogronianowa, transketolaza).

Lin i wsp. (2010) dokonali rozdziatu oraz identyfikacji biatek aorty pobranej od
grupy szczuréw rasy Spargue-Dawley, wykorzystujac elektroforeze dwukierunkowg na
zelu poliakrylamidowym, a takze spektrometri¢ masowa typu QTOF. Autorzy
zidentyfikowali 82 biatka sposréd 540 spotéw biatkowych, ktére zaangazowane sg
w utrzymywanie prawidlowej struktury cytoszkieletu, a takze funkcjonowanie aparatu
kurczliwego (aktyna F i G, transferaza glutationowa, tropomiozyna 3 i 4, Hsp 70, Hsp 90,
transgelina). Biatka biorgce udzial w procesach antyoksydacyjnych m.in. peroksydaza
glutationowa (usuwa nadtlenek wodoru, a takze bierze udzial w detoksykacji
wodoronadtlenkéw lipidow, prawdopodobnie jej niedobdr sprzyja szybszemu
powstawaniu blaszki miazdzycowej), dehydrogenaza aldehydowa, transferaza
S glutationu (katalizuje redukcje nadtlenkéw substancji aterogennych tworzac tioestry),
dehydrogenaza glukozo-6-fosforanowa (aktywnos$¢ tego enzymu jest korzystna dla aorty
z uwagi na zmniejszenie produkcji nadtlenkéw, a tym samym moze zmniejszac
prawdopodobienstwo  do  powstawania  zmian  miazdzycowych).  Wsréd
zidentyfikowanych biatek macierzy zewnatrzkomoérkowej znalazty si¢ biatka takie jak:
kolagen, ktory odpowiedzialny jest za mechaniczne wilasciwosci aorty (elastycznosc,
sprezystosc). Autorzy podaja, ze zwigkszona synteza kolagenu ma kluczowe znaczenie
w utrzymaniu migracji komorek, przebudowie tetnic, a takze formacji wewnetrznej btony
w adaptacji do uszkodzenia naczyn. Innymi zidentyfikowanymi biatkami sg osteoglicyna
(hamuje ona syntez¢ kolagenu typu I w procesie fibrylinogenezy, a takze utrzymuje
organizacj¢ przestrzenng widkien kolagenowych), dermatopontyna (biatko to reguluje
proces fibrylinogenezy kolagenu), biatko szoku cieplnego o masie czasteczkowej 47 kDa
(Hsp 47, jest to bialko retikulim endoplazmatycznego, ktére utatwia wydzielanie

kolagenu, a takze odpowiada za jego prawidlowe faldowanie). Ponadto autorzy
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zidentyfikowali réwniez fetuing A, ktéra jest silnym inhibitorem kalcyfikacji $cian
naczynh krwionos$nych. Jej niedobdr prowadzi do zwigkszenia ryzyka wapnienia
w obrebie komérek migsni gladkich §cian naczyn krwiono$nych — jeden z gtéwnych
czynnikéw sztywnienia naczyn.

Aby zrozumie¢ przebieg proceséw fizjologicznych wazna jest znajomos¢
poziomu ekspresji, struktury jak i funkcji bialek. Dlatego wydaje si¢, ze zastosowanie
proteomiki w badaniach modelowych zwierzat znajduje duze uzasadnienie. Dotychczas
stosowane metody badawcze w ocenie zmian procesOw fizjologicznych jak
1 patologicznych byly oparte jedynie na analizie biochemicznej ptynéw ustrojowych.
Natomiast metody proteomiczne wykorzystywane w badaniach prowadzonych na
ludziach, zwierzgtach laboratoryjnych oraz  gospodarskich wypetnia lukeg
w doktadniejszym poznaniu przebiegu wielu proceséw fizjologicznych, mechanizméw
ekspresji bialek na poziomie translacji (Ozgo i1 wsp., 2014). Ponadto strategie
proteomiczne wykorzystywane sg w diagnostyce schorzen uktadu naczyniowego, a tym
samym przyczyniaja si¢ do wskazania kierunkéw dzialan prewencyjnych

i profilaktycznych (Arab i wsp., 2006; Vivanco i wsp., 2003).

2.2.2. Swinia jako organizm modelowy w badaniach proteomicznych

Zwierzeta modelowe odgrywaja nieoceniong role w badaniach biomedycznych.
Podobienstwa anatomiczne i fizjologiczne miedzy ludzmi a zwierz¢tami, zwlaszcza
ssakami, sktonity naukowcéw do zbadania szerokiego zakresu mechanizméw i oceny
nowych terapii w modelach zwierzecych (Barre — Sinoussi i1 Montagutelli, 2015).
Aktualnie dostepna wiedza z zakresu inzynierii genetycznej na temat sekwencji genomow
zwierzat i ekspresji gendéw, umozliwia poznawanie mechanizméw powstawania choréb
1 opracowywanie skutecznych metod ich leczenia (Gun 1 Kues, 2014; Dziggiel 1 wsp.,
2018). Ponadto badania in vivo sg szczegdlnie wazne w eksperymentach, poniewaz
powalaja dostarczy¢ cennych informacji zwigzanych z bezpieczenstwem i skutecznoscig
dziatania np. $rodkéw farmakologicznych czy suplementéw diety. Dlatego tez
w badaniach biomedycznych waznym elementem jest nie tylko sam ukfad do§wiadczenia
ale odpowiedni wybdr modeli zwierzecych, ktore stanowilyby jak najlepsze
odwzorowanie mechanizméw zachodzacych w ludzkim organizmie (Dziggiel i wsp.,

2018).
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Ludzie oraz inne ssaki to bardzo ztozone organizmy, w ktorych narzady petnia
rozne funkcje fizjologiczne w wysoce zintegrowany i regulowany sposéb. Relacje
obejmujg ztozong sie¢ hormondéw, krazacych czynnikéw i komorek, a takze wzajemng
komunikacj¢ miedzy komoérkami. Aby uzyska¢ pelny opis i zrozumienie mechanizméw,
wymagane s3 badania na poziomie czasteczek, komorek, narzadéw oraz funkcji
fizjologicznych w warunkach zdrowych 1 patologicznych (Barre — Sinoussi
i Montagutelli, 2015)

W ostatnich latach znacznie wzrosto wykorzystanie duzych zwierzat jako modeli
w badaniach biomedycznych. Na szczegdlng uwage zastuguje Swinia domowa
(Sus scrofa domestica) ze wzgledu na genetyczne, fizjologiczne i1 zywieniowe
podobienstwa do cztowieka. Anatomia, wielko$¢ i fizjologia narzagdéw wewnetrznych
$wini jest niemal identyczna. Dlatego tez gatunek ten jest potencjalnie lepszym modelem
dla niektdérych procedur i badan w poréwnaniu z innymi duzymi gatunkami zwierzat czy
gryzoniami. (Kuzmuk i Schook, 2011; Swindle i wsp., 2012; Bendixen, 2014).

Swinie i ludzie maja wiele podobiefistw, co sprawia, ze gatunek ten jest dobrze
dopasowanym modelem do badania fizjologii i patologii uktadu krazenia. Po pierwsze
srednie tgtno $wini wynosi 90-107 uderzen na minut¢ (bpm), co sprawia, ze jest ono
bardzo zblizone do tetna cztowieka (70-100 bpm). Ogdlny uktad sercowo - naczyniowy,
parametry krwi, rozmiar naczyn, naczynia wiencowe, rozmiar ciata, tempo metabolizmu,
profile lipidowe, a nawet dieta sg podobne do ludzi. W poréwnaniu z ludzmi 60%
krazacego cholesterolu u §wini jest prezentowane jako lipoproteiny o niskiej gestosci,
a 38% jako lipoproteiny o duzej ge¢stosci, odpowiednio 63% 128% (Tsang i wsp., 2016).

Ponadto gatunek ten wykorzystywany jest rowniez w badaniach etiologii choréb
neurologicznych (zaburzenia i dysfunkcja biatek wywotujacych chorobe Alzcheimera
czy Parkinsona jest identyczny jak u czlowieka) uktadu pokarmowego,
odpornosciowego, wydalniczego §winie sg dobrymi zwierzgtami modelowymi do badan
nad przebiegiem analogicznych choréb tych uktadéw u cztowieka (Walters i wsp., 2011;
Bassols i wsp., 2014; Dziegiel i wsp., 2018). Swinie ze wzgledu na podobny do cztowieka
metabolizm oraz szlaki przemian na poziomie komérkowym pozwala na wykorzystanie
tego zwierzecia jako modelu w badaniu choréb metabolicznych czy otylosci. Modele
swinskie wykorzystywane sg réwniez w okulistyce, a takze w leczeniu ran i oparzen
(Kuzmuk i Schook, 2011). Dodatkowym atutem przemawiajagcym za wykorzystaniem

swini jako zwierzgcia modelowego jest fakt, ze gatunek ten jest tatwy w hodowli,
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wykazuje wysokg ptodno$¢ i plennos¢, a takze wystepuje w wielu wariantach
fenotypowych i genotypowych (Vodicka i wsp., 2005; Swindle i wsp., 2012).

Analizy proteomiczne réznych tkanek i uktadéow u §win obejmuja zaréwno
badania fizjologiczne i biomedyczne w znacznie wigkszym stopniu niz u innych zwierzat
gospodarskich. Biologiczne podobienstwo tego gatunku zwierzat do organizmu
cztowieka, spowodowato wykorzystanie $win w wielu procedurach badawczych
poczynajac od badan uktadu sercowo-naczyniowego, badan dotyczacych biochemii
organizmu, badan zywieniowych jak i réwniez w medycynie transplantacyjnej. Biorac
pod uwage fakt biologicznego podobiefnstwa, swinia jako w gtdwnej mierze zwierze
produkcyjne jest réwniez bardzo waznym gatunkiem doswiadczalnym, modelem
wykorzystywanym do analiz biologicznych oraz przedmiotem badan i szkolen
medycznych oraz farmaceutycznych.

Nowoczesne technologie wykorzystywane w analizach genetycznych,
genomicznych, oraz transkryptomicznych umozliwity selekcje okreslonych cech (jako$¢
mig¢sa, otluszczenie) ukierunkowang na potrzeby konsumenta. Ponadto technologie daty
mozliwos¢ wielu odpowiedzi dotyczacych biologii systemowej. Przeprowadzono wiele
badan dotyczacych genetyki 1 genomiki gatunku jakim jest §winia czego konsekwencja
jest wiele prac przegladowych oraz oryginalnych. (Prather i wsp., 2013; Perleberg i wsp.,
2018). Natomiast badania proteomiczne czy metabolomiczne w obecnej chwili nie majg
jeszcze w pelni zastosowania w celu charakterystyki cech biologicznych, bardzo
istotnych dla produkcji trzody chlewnej. Niewiele jest rowniez prac dotyczacych
wykorzystania narz¢dzi proteomicznych w celu scharakteryzowania $winskich modeli
biomedycznych na poziomie molekularnym. Proteomika moze przyblizy¢ zatem cechy
biologiczne $§win i zrozumienie probleméw zdrowotnych jakie pojawiaja si¢ w produkcji
trzody chlewnej (Carpintero i wsp., 2007; Gutierrez i wsp., 2013; Olumee-Szabon i wsp.,
2020; Gondek 1 wsp., 2020).

Wykorzystanie swin jako zwierzat modelowych jest rOwniez niezmiernie wazne
w poszukiwaniu markeréw diagnostycznych i opracowywaniu nowych s$rodkow
terapeutycznych z mozliwoscig zastosowania w medycynie cztowieka (de Almeida
i Bendixen, 2012).

Jedne z pierwszych badan dotyczacych analiz proteomicznych z wykorzystaniem
$wini jako gatunku modelowego dotyczyly biologii reprodukcyjnej tych zwierzat (Huang
i wsp., 2005). Dokonano charakterystyki proteomicznej jadra §wini z wykorzystaniem

elektroforezy dwuwymiarowej oraz spektrometrii masowej typu MALDI-TOF. Autorzy
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zmapowali 330 spotow biatkowych co ma istotne znaczenie w odniesieniu do przysztych
badan proteomicznych, zwigzanych z biologiag rozwoju jak i patologia jader. Wsrdd
zidentyfikowanych biatek stwierdzono: biatka strukturalne, biatka stresu cieplnego,
biatka metabolizmu energetycznego oraz biatka zwigzane z regulacja translacji
1 transkrypcji. Powell i wsp. (2010) dokonali identyfikacji biatek oocytéw u loch. Autorzy
zidentyfikowali markery jakosci oocytéw oraz potencjalu rozwojowego poprzez
poréwnanie ich wysokiej i niskiej jakosci.

Badania proteomiczne przeprowadzone na S$winiach jako zwierzgtach
modelowych dokonano réwniez w kierunku poprawy produkcji jakoSci wieprzowiny.
Kim i wsp. (2004) zidentyfikowali réznice w profilach biatkowych pomiedzy
proteomami biatych i czerwonych migsni szkieletowych u $wini rasy Landrace i Duroc.
W migsniach czerwonych obserwowali nadekspresj¢ tancucha lekkiego miozyny, biatka
mioglobiny oraz biatka szoku cieplnego o masie 20 kDa, natomiast w mig¢sniach bialych
stwierdzili nadekspresj¢ biatka szoku cieplnego o masie 70 kDa.

Analiza pisSmiennictwa wskazuje na duza ilos¢ prac dotyczacych proteomiki
tkanki mig$niowej oraz ptyndw ustrojowych $win. Natomiast niewiele jest analiz
proteomicznych dotyczacych funkcjonowania poszczegélnych uktadéw, w tym uktadu
sercowo — naczyniowego oraz wplywu réznych warunkéw srodowiska na fizjologie
organizmu. Dotyczy to réwniez wpltywu zywienia zwierzat gospodarskich na proteom
poszczegdlnych tkanek i narzadéw. Dlatego tez §winia moze by¢ ciekawg alternatywa
m. in. w badaniach nutriproteomicznych.

Metody badawcze stosowane dotychczas w ocenie zmian procesOw
fizjologicznych i ich zaburzen pod wplywem réznych diet opieraty si¢ na analizie
biochemicznej krwi i moczu. Wykorzystanie metod proteomicznych w badaniach
prowadzonych na zwierzgtach hodowlanych umozliwi doktadniejsze poznanie przebiegu
wielu proceséw fizjologicznych, mechanizméw regulacji ekspresji biatek na poziomie
translacji. Metody proteomiczne mogg réwniez znalez¢ zastosowanie np. w diagnostyce
zaburzen funkcji uktadu sercowo-naczyniowego oraz przyczyni¢ si¢ do wskazania

kierunkéw dziatan prewencyjnych i profilaktycznych podczas chowu zwierzat.

2.3. Inulina

Wprowadzenie w 2006 roku przez Uni¢ Europejska zakazu stosowania

antybiotykéw (Dz.U. L 268, rozporzadzenie nr 1831/2003 Parlamentu Europejskiego
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1 Rady Unii Europejskiej z dnia 22 sierpnia 2003 r. w sprawie dodatkow stosowanych
w zywieniu zwierzat), spowodowato poszukiwanie nowych strategii zywieniowych
w przemysle paszowym, ktére moglyby pozytywnie wplyna¢ na sktad mikrobiomu
przewodu pokarmowego zwierzat. Prowadzone sg liczne badania dotyczace dodatkéw
paszowych jako alternatywy dla antybiotykowych stymulatoréw wzrostu (Pejsak
i Truszczynski, 2006; Swiatkiewicz i Swigtkiewicz, 2008). Badania dotyczace
rownowagi mikrobioty jelitowej tych zwierzat realizowane sg w ramach ,,Europejskiej
sieci ds. czynnikdw wplywajacych na réwnowage mikrobiomu zotadkowo-jelitowego
1 jego wptywu na zdrowie swin (PiGutNet)” Programu Wspétpracy w Dziedzinie Badan
Naukowo-Technicznych (ang. COST) poddziatanie FA1401, grupa robocza 3 (Trevisi
i wsp., 2015).

Szczegbdlng uwage poswieca si¢ prebiotykom, ktére okreslane sg jako skiadnik
pozywienia odporny na dziatanie enzyméw endogennych w przewodzie pokarmowym
zwierzat monogastrycznych, ktory dociera do jelita grubego w niezmienionej formie
(Slizewska i wsp., 2013). Ponadto zwraca uwage réwniez korzystne oddziatywanie
prebiotykéw na organizm gospodarza poprzez modulacje zespotu mikrobioty jelitowe;j
(Pineiro i wsp., 2008; Slizewska i wsp. 2013). Wazng grupe zwigzkéw w peni
wypelniajacych zatozenia, ktére powinny spelnia¢ prebiotyki s3a fruktany typu
inulinowego (Roberfroid, 2007). Zalicza si¢ do nich inuling, oligofruktoze
i fruktooligosacharydy. Polisacharydy te charakteryzuja si¢ podobng budowg chemiczna,
poniewaz zbudowane sg z czasteczek B-fruktofuranozy i czasteczki glukopiranozy.
Natomiast r6znig si¢ stopniem polimeryzacji (DP) oraz brakiem glukozy na poczatku
tancucha fruktozowego w przypadku oligofruktozy (Gatazka i wsp., 2004; Jedrzejczak-
Krzepkowska i Bielecki, 2011). Fruktany dzielg si¢ na krétko- i dtugotancuchowe
zwiazki. Fruktooligosacharydy i oligofruktoza zaliczane sg do krétkotancuchowych
fruktanéw. Oligofruktoza otrzymywana jest w wyniku czg¢sciowej hydrolizy inuliny,
a stopien polimeryzacji waha si¢ od 2 do 10 czasteczek fruktozy, srednio wynosi 4
jednostki. Z kolei fruktooligosacharydy sa krétkotancuchowymi oligosacharydami,
syntetyzowanymi z sacharozy przy uzyciu enzyméw o aktywnosci fruktozylotransferaz
lub otrzymywane w wyniku hydrolizy inuliny (Roberfroid, 2007; Swiatkiewicz
i Swigtkiewicz, 2008). Inulina zaliczana jest do dtugotancuchowych fruktanéw, jest
liniowym polimerem zbudowanym z jednostek B-D-fruktozy i czgsteczki D-glukozy,
potaczonych ze sobg za pomoca wigzania B-(1,2)-glikozydowego. Stopien polimeryzacji

inuliny waha si¢ w przedziale od 2 do 60 jednostek fruktozy w zaleznos$ci od pochodzenia,
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ale najczesciej wynosi Srednio 12 (Roberfroid, 2007). W zaleznosci od stopnia
polimeryzacji fruktandw moga wywiera¢ odmienne efekty biologiczne.

Fruktany typu inulinowego wystepuja jako naturalny wielocukier roslin jedno-
i dwulisciennych jako materiat zapasowy, ktéry gromadzony jest najczesciej w bulwach,
ktgczach czy korzeniach. Najpopularniejszym zrédlem wystgpowania fruktanéw
sa: cykoria (13-20%), topinambur (14-19%), karczochy (15-20%), szparagi (10-15%),
czosnek (9-16%), cebula (2-6%) (Van Loo i wsp., 1995; Sobolewska i wsp., 2012).
Natomiast Kowalski i Wiercinski (2004) podaja, ze zawartos¢ fruktanéw moze si¢ r16zni¢
w przypadku réznego terminu zbioru roslin, poniewaz w okresie jesiennym procentowa
zawartos$¢ tych polisacharydéw moze by¢ znacznie wigksza niz wiosna.

Gléwnym naturalnym zrédtem fruktanéw typu inulinowego pozyskiwanych na
skale przemystowa s3: cykoria odmiany korzeniowej (tac. Cichorium intybus)
1 topinambur (tac. Helianthus tuberosus) (Alexiou i1 Franck, 2008). Maczka otrzymywana
z korzeni odmian cykorii hodowanych w Polsce srednio zawiera okoto 63% inuliny oraz
okoto 2% oligofruktanéw (Gatazka, 2002). Susz z korzenia cykorii charakteryzuje si¢
wysoka zawarto$cig zwigzkéw prebiotycznych, dlatego prowadzone sg badania
w kierunku wykorzystania tego dodatku jako potencjalnego suplementu w diecie Swin.
W swoim skladzie, poza fruktanami typu inulinowego, zawiera réwniez zwiazki
o charakterze antyoksydacyjnym m.in. polifenole (JudZentiene i Budiene, 2008). Ponadto
fruktany moga by¢ réwniez syntetyzowane przez bakterie Streptococcus mutans oraz
grzyby Aureobasidium pullulans 1 Aspergillus niger (Ritsema i1 Smeekens 2003;
Skowronek 1 wsp., 2003).

2.3.1 Wplyw fruktanéw typu inulinowego na fizjologi¢ réznych tkanek u zwierzat
i ludzi

Wiasciwosci  prebiotyczne fruktanéw zwigzane sa przede wszystkim
z wystepowaniem w ich strukturze chemicznej wigzan B-(1-2)-glikozydowych, ktére
powoduja, ze zwigzki te sg odporne na dziatanie endogennych enzyméw znajdujacych
si¢ w przewodzie pokarmowym zwierzat monogastrycznych (Gramza-Michatowska
1 Gorecka, 2009). W konsekwencji zwigzki te docieraja do jelita grubego w niezmienionej
formie, gdzie zostaja poddane selektywnej i szybkiej fermentacji bakteryjnej. Wykazano,
ze fermentacja fruktanéw typu inulinowego jest zalezna od stopnia polimeryzacji oraz

poziomu suplementacji i jest zapoczatkowana w jelicie cienkim $swin (Yasuda i wsp.,
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2009). Gtéwnym jednak miejscem fermentacji fruktanéw typu inulinowego tych zwierzat
jest jelito slepe oraz okreznica (Barszcz i wsp., 2018). W wyniku tego procesu nastgpuje
wzrost korzystnej flory bakteryjnej, giéwnie z rodzaju Bifidobacterium oraz w mniejszym
stopniu pateczek kwasu mlekowego (Lactobacillus). Skutkiem fermentacji bakteryjne;j
fruktanéw jest wzrost populacji bakterii probiotycznych w przewodzie pokarmowym
(Patterson i wsp., 2010; PaBlack i wsp., 2015; Barszcz i wsp., 2018). Efekty fermentacji
w jelicie cienkim sg stosunkowo stabo poznane, natomiast dobrze poznane sg jej skutki
w jelicie grubym. Dzieki wzrostowi liczby tych drobnoustrojéw, zostaje zahamowany
rozw0j bakterii potencjalnie chorobotwoérczych, poprzez obnizenie pH tresci jelitowej,
ponadto jest wieksza konkurencja o substraty i miejsce adhezji na nabtonku jelitowym
(Roberfroid, 2007; Cieslik i Ggbusia, 2011). Produktami koncowymi fermentacji
fruktanéw sg krétkotancuchowe kwasy ttuszczowe (KKT), takie jak kwas propionowy,
octowy, mastowy. KKT obnizajag pH tresci pokarmowej, przez co zahamowany jest
rozw6] mikroorganizméw patogennych z rodzaju Clostridium oraz rodziny
Enterobacteriaecae, téwniez bakteriocyny produkowane przez bifidobakterie
przyczyniaja si¢ do ograniczenia bakterii chorobotwérczych (Swiatkiewicz
i Swigtkiewicz, 2008). Ponadto KKT powoduja zwigkszenie wysoko$ci kosmkow
jelitowych, a tym samym zwigkszenie powierzchni wchianiania substancji odzywczych
oraz stanowig zrodlo substratow energetycznych dla kolonocytéw (Sobolewska i wsp.,
2012). Gtéwnym sktadnikiem odzywczym jest kwas mastowy, ktéry pobudza wzrost
1 proliferacje komoérek, ktére wysScielaja nablonek jelitowy (Kulczynski i Gramza-
Michatowska, 2016). Kotunia i wsp., 2010 podaja, ze kwas mastowy przyczynia si¢
rowniez do zwigkszenia glebokosci krypt jelitowych.

Wynikiem dziatania produktéw fermentacji bakteryjnej sg efekty jelitowe oraz
ogdllnoustrojowe. Do efektéw jelitowych nalezy wzrost bakterii symbiotycznych,
ograniczenie wzrostu bakterii patogennych oraz zmiany architektury blony $luzowe;j
jelita zwigzane z wydluzeniem kosmkow jelitowych oraz sptyceniem krypt jelitowych
(Pierce i wsp., 2006; Lu i wsp., 2008; Wen i wsp., 2012). Do innych efektow jelitowych
wedtug Diao i wsp. (2017, 2019) zaliczy¢ mozna uszczelnienie bariery jelitowej. Jest to
wynikiem zwigkszonej sekrecji mucyn 1 oraz 2 stymulowanej przez KKT, a takze
indukcji ekspresji gtéwnych biatek tworzacych polaczenia zamykajace: zonuliny-1,
okludyny i klaudyny-1 oraz 4 w jelicie cienkim, jak i okreznicy u §win (Diao i wsp., 2019;
Zhang i wsp., 2019). KKT absorbowane sg przez kolonocyty z czego wigkszos¢ kwasu

mastowego wykorzystywana jest przez te komorki jako substrat energetyczny. Pozostata
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cze$¢ KKT transportowana jest do krwi, zyla wrotng do watroby (Canfora i wsp., 2015).
KKT maja wptyw na komérki jelit oraz na komérki narzagdéw peryferycznych (watroby,
nerek oraz migsni szkieletowych) przez swoiste receptory GRP41 oraz GRP43 (obecnie
nazywane FFAR3 oraz FFAR2 — ang. Free Fatty Acid Receptors). Konsekwencja tego
dziatania jest szereg efektow o charakterze metabolicznym. Demigné i wsp. (1995) oraz
Jiao 1 wsp. (2018) wykazali, ze KKT moga hamowac aktywno$¢ syntazy kwaséw
tluszczowych w watrobie. Hara i wsp. (1999) wskazujg na inhibicyjny wptyw KKT na
gltéwne enzymy szlaku syntezy cholesterolu.

Wydaje si¢, ze uzyskane do tej pory wyniki badah sg w dalszym ciggu nie
wystarczajace do petnego poznania wpltywu prebiotykéw, a w szczegdlnosci roslin
bogatych w inuling, na funkcjonowanie organizmu zwierzat na poziomie tkanek
i narzadéw. Wyniki wielu badan wskazuja, ze suplementacja btonnika pokarmowego
w diecie moze modulowa¢ sktad mikroflory jelitowej, a tym samym oddziatywac
z fizjologia wielu tkanek i narzagdéw organizmu gospodarza. Dotyczy to w szczegdlnosci
fruktanéw typu inulinowego, ktére sg sklasyfikowane jako prebiotyki.

W badaniach Lepczynskiego i wsp. (2015) suplementacja diety rosngcych prosiat
4% dodatkiem suszu z korzenia cykorii istotnie wptyneta na ilosciowy sktad proteomu
surowicy krwi badanych zwierzat. Uzyskane réznice w profilach biatkowych pomiedzy
grupa kontrolng a doswiadczalng dotyczyly trzech grup biatek zaangazowanych
w procesy: immunologiczne; metabolizm cholesterolu, a takze proces krzepnigcia krwi.
W doswiadczeniu wykazano obnizenie ekspresji bialek zwigzanych z odpowiedzig ostrej
fazy: biatka C-reaktywnego (CRP); biatka wiazacego komponent dopelniacza C4
(C4BP); komponent dopetniacza C6 (C6) oraz rozpuszczalnej formy biatka
antygenowego CD14 (sCD14). Zdaniem autoréw obnizenie koncentracji biatek CRP oraz
sCD14 moze $wiadczy¢ o szybszym osiggni¢ciu funkcjonalnej dojrzatosci przewodu
pokarmowego w grupie suplementowanych zwierzat. Wykazano bowiem, zZe
koncentracja sCD14 silnie koreluje ze zmianami szczelno$ci bariery jelitowej
spowodowanej podaza diety wysokotluszczowej ubogiej we witdékno pokarmowe
(Tabung i wsp., 2017). W badaniach Lepczynskiego i wsp. (2015) wykazano rowniez
nizsza koncentracj¢ fibrynogenu w surowicy krwi zwierzat suplementowanych inuling,
w poréwnaniu do zwierzat grupy kontrolnej. Ponadto, u suplementowanych zwierzat
obserwowano istotny wzrost ekspresji bialek $cisle zwigzanych z uktadem krzepnigcia

tj.: antytrombiny III (ATIII) oraz witronektyny (VT).
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Analiza proteomu watroby rosnacych $win, wykazata ze, pod wpltywem
suplementacji diety inuling o polimeryzacji wynoszacej S$rednio 10-12 reszt
fruktozowych, (z uwzglednieniem zréznicowanego poziom suplementacji na poziomie
1 oraz 3%), doszto do stymulacji ekspresji biatek (CES-1, ALDH2, GPDH-C)
zaangazowanych w kontrole watrobowego poziomu tréjglicerydéw oraz cholesterolu.
Zmiany ekspresji tych biatek znajduja odzwierciedlenie w wyzszych koncentracjach
zaréwno cholesterolu catkowitego, jak i tréjglicerydéw w watrobach prosigt zywionych
suplementowanymi dietami. Stwierdzono jednocze$nie obnizenie koncentracji
cholesterolu catkowitego oraz jego frakcji zwigzanej z HDL w osoczu krwi tych zwierzat,
a roznice w koncentracji tych wskaznikéw byly zalezne od poziomu suplementacji
(Herosimczyk i wsp., 2017). Natomiast Lepczynski i wsp. (2017) dokonali analizy
wpltywu suplementacji diety suszem z korzenia cykorii na poziom ekspresji bialek
wchodzacych w sktad proteomu watroby. Analiza proteomu watroby z wykorzystaniem
elektroforezy 2DE oraz spektrometrii masowej MALDI TOF wykazata istotny wptyw
suplementacji diety suszem z korzenia cykorii na zmiany ekspresji biatek
w szczegllnosci zwigzanych z metabolizmem energetycznym. Ponadto stwierdzono
aktywacje mechanizméw zwigzanych z zapobieganiem uszkodzenia funkcji watroby
m.in. w wyniku stresu oksydacyjnego, czy tez innych czynnikéw stymulujacych stan
zapalny.

Analiza profili biatkowych btony §luzowej jelita kretego wykazata istotne réznice
wynikajace z suplementacji diety swin fruktanami typu inulinowego zaréwno w formie
natywnej inuliny, jak i1 suszu z korzenia cykorii. Giéwne rdznice obserwowano
w przypadku biatek zaangazowanych w metabolizm energetyczny, proces proliferacji,
a takze organizacji cytoszkieletu komoérkowego. Ponadto, obserwowano rdéznice
w relatywnej koncentracji biatka zwigzanego ze statusem zelaza w organizmie $win
(Herosimczyk i wsp., 2018; Lepczynski i wsp., 2019).

Lamers i wsp. (2003) wykazali, ze pod wptywem natywnej inuliny, w komérkach
jelita cienkiego wzrastala koncentracja glukozy, glutaminianu oraz alaniny. Na uwage
zasluguje stwierdzony wzrost syntezy glutaminianu, majacy wplyw na utrzymanie
integralnos$ci bariery jelitowej. Ma to szczegdlne znaczenie w przypadku reorganizacji
nabtonka jelitowego w wyniku stresu m.in. odsadzeniowego, a takze ze wzrostem
wchtaniania jonéw z przewodu pokarmowego (Wang i wsp., 2015). Stwierdzono ponadto
wzrost ekspresji bialek zwigzanych z cytoszkieletem aktynowym, zaangazowanych

w utrzymanie integralnosci i szczelnosci bariery jelitowej w grupie zwierzat zywionych
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suszem z korzenia cykorii. Nalezy podkresli¢, iz w wielu badaniach potwierdzono
pozytywny wpltyw suplementacji diety fruktanami typu inulinowego na uszczelnianie
bariery jelitowej poprzez wzrost ekspresji biatek formujacych potaczenia zwierajace
(Diao i wsp., 2017; Wu i wsp., 2017). Obserwowano zmiany ekspresji biatek
zaangazowanych w utrzymanie stabilnosci i formowania tych potaczen. Naleza do nich
biatko spokrewnione z aktyng 3 (ACTR3) oraz aneksyna 2 (ANXA2). ACTR3 jest
biatkiem kluczowym do utrzymania i formowania polaczen zwierajacych nabtonek
jelitowy (Bernadskaya i wsp., 2011).

W badaniach Robak 1 wsp. (2019) stwierdzono wptyw diety z wodnym wyciggiem
inuliny oraz suszu z korzenia cykorii na zmiany profilu biatkowego kory i rdzenia nerek
rosngcych $win. Suplementacja diety z dodatkiem inuliny spowodowala zmiany
w ekspresji bialek kory i rdzenia nerek zaangazowanych w metabolizm energetyczny,
biatek szoku cieplnego i innych bialek opiekunczych. Ponadto stwierdzono zmiany
w ekspresji bialek cytoszkieletarnych i zwigzanych z organizacjg cytoszkieletu.

Wiadomo, ze mikrobiota jelitowa odgrywa kluczowa role w kontrolowaniu
funkcji jelit gospodarza, poprzez uwalnianie i/lub transformacj¢ metabolitéw (np.
kwasow zoétciowych 1 krétkotancuchowych kwasoéw tluszczowych), ktére reguluja
funkcje hormonalne jelit.

Dtlugoletnie badania wielu autoréw wskazuja, ze suplementacja btonnika
pokarmowego moze modulowac sktad mikroflory jelitowej, a tym samym oddziatywac
na fizjologia gospodarza. Dotyczy to w szczegdlnosci fruktanéw typu inulinowego, ktére
sg sklasyfikowane jako prebiotyki.

Analiza przegladu piSmiennictwa wskazuje na niewielka ilos¢ prac w kontekscie
wptywu mikrobioty jelitowej na uklad sercowo-naczyniowy. Jak podaje Catry i wsp.
(2018) mikrobiota jelitowa moze by¢ uwazana za organ ,,zewng¢trzny” odgrywajacy
wazng role w funkcjonowaniu i strukturze tkanek i narzadéw gospodarza. Autorzy po
raz pierwszy wykazali, ze fruktany typu inulinowego reguluja funkcje i poprawiaja
dysfunkcje Srédblonka naczyn krwiono$nych u myszy. Zdaniem autoréw jesli
zostanie to potwierdzone u ludzi, prebiotyki mozna zaproponowaé¢ jako nowe
podejscie w zapobieganiu chorobom sercowo-naczyniowym zwigzanym
z zaburzeniami metabolicznymi.

Zaktada si¢, ze naczynia krwionos$ne reaguja na rézne warunki i wymagania
funkcjonalne poprzez ciggle adaptacyjne zmiany strukturalne. Jak wskazuja badania

Catry i wsp. (2018) po zastosowaniu fruktanéw typu inulinowego u myszy w celu
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zapewnienia stabilnej adaptacji naczyniowej obserwowano wzrost Srednicy tetnicy
krezkowej 1 grubos$ci §cian zwigzany ze wzrostem reaktywnosci skurczowej. Zmiany
funkcjonalnosci naczyn krwiono$nych nie ograniczaty si¢ do jelitowego drzewa
naczyniowego. Efekty diety inulinowej obserwowano réwniez w pewnej odlegtosci od
tozyska krezkowego, na co wskazywalo odzyskanie kragzacego poziomu hemoglobiny
nitrozylowanej (Hb-NO) we krwi obwodowej i poprawa relaksacji w tgtnicach szyjnych.
Autorzy podaja réwniez iz, obserwowane lokalnie korzystne przemodelowanie
zewngtrzne naczyn krwionos$nych charakteryzowato si¢ poprawg relaksacji srodbtonka
zaleznej od tlenku azotu (NO). Zwiazane to jest ze wzrostem bakterii wytwarzajacych
NO po podaniu fruktanéw typu inulinowego. Wszystkie zebrane dane autorow
pozwolily wysuna¢ koncepcje stwierdzajaca, ze zmiana mikrobioty jelitowej ma
ogromny wplyw na kluczowe funkcje jelit, co w konsekwencji zwiazane jest
z prawidlowa gospodarka kardiometabolicznga gospodarza.

Fruktany wywieraja pozytywny efekt na funkcjonowanie uktadu sercowo-
naczyniowego poprzez regulowanie gospodarki lipidowej, powodujac obnizenie ,,zlego
cholesterolu” (frakcji LDL) oraz triglicerydéw w surowicy u ludzi i zwierzat (Delzenne
1 wsp., 1993; Fiordaliso i wsp., 1995; Nowak i wsp., 2012). Fruktany mogg w rézny
sposOb regulowa¢ réwnowage lipidowa, np. poprzez hamowanie ekspresji enzymow
watrobowych (karboksylaza acetylo-CoA, dehydrogenaza-6-fosforanowa i syntaza
kwaséw tluszczowych), ktére zaangazowane sg w synteze lipidow de novo (Delzenne
1 Kok, 2001). Ponadto zwigzki te moga wptywaé na zwigkszenie aktywnosci lipazy
lipoproteinowej w tkance migsniowej (Kulczynski i Gramza-Michatowska, 2016). Innym
mechanizmem dziatania fruktanéw na poziom cholesterolu we krwi jest wigzanie
kwaséw zoétciowych w jelicie, co powoduje zwigkszenie ich wydalania. W wyniku tego
zmniejszona jest ilo$¢ soli zétciowych oraz ograniczone jest wchtanianie lipidow, co
moze przyczynia¢ si¢ do zmniejszenia powstawania blaszki miazdzycowej (Anderson
1 Hanna, 1999; Kaur i Gupta, 2002). Davidson i wsp. (1998) badali wptyw spozycia diety
niskottuszczowej z dodatkiem inuliny (18g/dzien przez 6 tyg.) na poziom cholesterolu
we krwi w grupie mezczyzn i kobiet. Badania wykazaty, ze spozywanie diety
spowodowato obnizenie poziomu frakcji LDL cholesterolu w obu grupach (u m¢zczyzn
0 7,4%, u kobiet o 12,3%). Natomiast Letexier i wsp. (2003) przeprowadzili badania na
grupie ochotnikéw, ktérzy otrzymywali diete wysokoweglowodanowa i niskottuszczowg
z dodatkiem inuliny (10g/dzien) przez okres 3 tygodni. Autorzy zaobserwowali, ze

spozywanie tej diety spowodowato zmniejszenie stezenia tréjglicerydow we krwi oraz
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zmniejszenie syntezy triglicerydow w watrobie. Ciekawe doswiadczenie przeprowadzili
Correia-Sa 1 wsp. (2013) na grupie mezczyzn, u ktérych stwierdzono podwyzszony
poziom cholesterolu we krwi, ktéorym przez 3 tygodnie podawano lody z dodatkiem 20g
inuliny. Badania wykazaly znaczne obnizenie poziomu triglicerydéw we krwi o 40
mg/dL. Natomiast Kim 1 Shim (1999) badali wptyw dodatku wodnego wyciagu z cykorii
lub dodatku 5% inuliny na zmiany poziomu cholesterolu u szczuréw. Autorzy
zaobserwowali, ze zastosowanie preparatOw znaczgco wplyneto na obnizenie poziomu
frakcji LDL i istotny wzrost poziomu ,,dobrego cholesterolu” (frakcji HDL). W kolejnych
badaniach na szczurach Kim (2000) zastosowatl perfuzje wodnym wyciggiem z cykorii
(10g/L)(preparat A) lub inuling (10g/L)(preparat B), ponadto preparaty te zawieraty
2mmol/L cholesterolu. Autor zaobserwowal, ze zastosowanie preparatu A spowodowato
zmniejszone wchtanianie cholesterolu w odcinku czczym jelita o 30%, a w odcinku jelita
kretego 0 41%. Podobnie zastosowanie preparatu B wptyneto hamujaco na wchianianie
cholesterolu w obu odcinkach jelita (czcze o 39%, kret o 51%). Natomiast Mortensen
i wsp. (2002) w swoich badaniach na myszach sprawdzali wptyw diety wzbogacone;j
0 10% dodatek inuliny na zmiany profilu lipidowego osocza krwi. Suplementacja diety
prebiotykiem spowodowata obnizenie cholesterolu catkowitego we krwi, a takze frakcji
LDL, natomiast w przypadku tréjglicerydéw oraz frakcji HDL inulina nie spowodowata
zmian w ich stezeniu. Badania dotyczace zmian profilu lipidowego pod wplywem
zastosowania inuliny zostaty przeprowadzone przez Hana i wsp. (2013). Autorzy
eksperyment przeprowadzili na trzech grupach szczuréw, ktére otrzymywaty dietg
wysokotluszczowg z dodatkiem inuliny o r6znym stopniu polimeryzacji (grupa A inulina
o DP=10; grupa B inulina o DP=15; grupa C inulina o DP=24). Han i wsp. (2013)
zaobserwowali, ze dieta grup B i C spowodowata zmniejszenie si¢ poziomu cholesterolu
catkowitego i tréjglicerydéw, natomiast efektu takiego nie zaobserwowano w przypadku
grupy A.

W dostgpnym piSmiennictwie mozna znalez¢ réwniez informacje na temat
wptywu diety fruktanowej na zmiany profilu lipidowego u $win, ktére moga budzic¢
niewielkie kontrowersje. Herosimczyk i wsp. (2015) oraz Lepczynski i wsp. (2015)
podaja, ze dodatek wodnego ekstraktu inuliny do paszy prosigt nie spowodowat
statystycznie istotnych zmian w poziomie st¢zenia cholesterolu catkowitego, a takze jego
poszczegdlnych frakcji (LDL, HDL). Natomiast w do$§wiadczeniu Greli i wsp. (2014)
wzbogacenie diety $win wodno-alkoholowym wyciggiem inuliny i suszu z korzenia roslin

bogatych w inuling przyczynito si¢ do zmniejszenia zawartosci cholesterolu catkowitego
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1 frakcji LDL, co wigcej autorzy zaobserwowali wzrost stezenia frakcji HDL cholesterolu
we krwi. Natomiast Lepczynski i wsp. (2015) przeprowadzili badania dotyczace wptywu
suplementacji diety suszem z korzenia cykorii dla prosiat, w ktérych wyniki wskazuja, ze
spozycie paszy eksperymentalnej spowodowato obnizenie poziomu triglicerydow w
0S0CZU.

Od kilkudziesieciu lat stosowanie fruktandw typu inulinowego budzi ogromne
zainteresowanie wsréd naukowcéw. Jeszcze do niedawna badania skupione byly na
wptywie tych niestrawnych polisacharydéw przede wszystkim na poprawie wskaznikow
mikrobiologicznych i morfologicznych jelit (Swigtkiewicz i Swiatkiewicz, 2008).
Badania przeprowadzone przez Nemcova i wsp. (1999) na prosigtach pokazaty, ze
dodatek do paszy zwierzat fruktooligosacharydéw spowodowat zwigkszenie liczby
bakterii Lactobacillus i Bifodobacterium, a takze obnizenie mikroorganizméw
niepozadanych takich jak Clostridium oraz Enterobacteriaceae. Podobnie w badaniach
Pattersona i wsp. (2010) oraz Sabater-Molina i wsp. (2011) stwierdzono korzystny wptyw
stosowania fruktooligosacharydéw u prosigt i dorostych $win. W doswiadczeniu na
swiniach od 6 do 12 tygodnia zycia, ktérym podano diet¢ z dodatkiem 3% inuliny takze
zaobserwowano wzrost bifidobakterii (od 13 do 40%) (Loh i wsp., 2006). Natomiast
dodatek 1,5% inuliny do paszy dla warchlakéw przyczynit si¢ do zwigkszenia wysokosci
kosmkéw jelitowych w odcinku czczym oraz wptynagl na podwyzszenie stosunku
kosmkéw jelitowych do gltebokosci krypt w czesci dwunastniczej (Pierce i wsp., 2006).
Hensen i wsp. (2011) sprawdzali wptyw dodatku inuliny (0; 20; 40; 80 g/kg) na
wystepowanie objawdw swinskiej dyzenterii. Autorzy stwierdzili, Ze suplementacja diety
80g/kg inuliny w paszy redukuje ryzyko wystapienia i §win dyzenterii, prawdopodobnie
poprzez modyfikacje fermentacji przez drobnoustroje w jelicie grubym.

Analiza piSmiennictwa wskazuje na niewielka ilos¢ prac dotyczacych wplywu
fruktanéw typu inulinowego na funkcjonowanie ukladu naczyniowego. Niemniej
jednak istnieja doniesienia o wplywie fruktanéw typu inulinowego na zmiane
mikroflory bakteryjnej stymulujac jednocze$nie fizjologi¢ gospodarza poprzez
prawidlowa modulacje funkcji naczyn krwionosnych (Fava i Touhy, 2017; Catry
1 wsp., 2018).
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3. Cel pracy

Celem niniejszej pracy jest okreslenie wplywu suplementacji diety fruktanami
typu inulinowego na zmiany proteomu aorty u rosngcych prosigt w trzech grupach
doswiadczalnych.

Zatozenia zasadniczego celu pracy zostang osiggnigte poprzez realizacj¢ celow

szczegblowych w tym:

1. Utworzenie reprezentatywnych map biatkowych aorty rosngcych prosiat.

2. Identyfikacja r6znic w profilach biatkowych aorty w trzech grupach doswiadczalnych.
3. Odniesienie réznic w ekspresji bialek do proceséw fizjologicznych, w ktére sg
zaangazowane.

4. Zbadanie wplywu diety wzbogaconej o fruktany typu inulinowego na wybrane
wskazniki biochemiczne tkanki (cholesterol catkowity, tréjglicerydy) oraz okreslenie
zalezno$ci pomiedzy tymi wskaznikami, a biatkami wykazujacymi zmiany w ekspresji

w analizowanych tkankach.

3.1. Hipoteza badawcza

Hipoteza badawcza zaktada, ze suplementacja diety inuling w formie natywne;j
oraz w postaci suszu z korzenia cykorii istotnie moduluje sktad biatkowy aorty

u rosngcych prosiat.
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4. Material i metody

4.1. Material badawczy

Badania zostaly przeprowadzone na materiale biologicznym (aorta wstepujaca),
pobranym od dwudziestu czterech prosiat, 50 — dniowych mieszancéw komercyjnych
linii §win PIC x Penarlan P76 (samce). Zgoda na pobranie materiatu do badan zostata
wydana przez III Lokalng Komisje Etyczng do spraw badan na zwierzetach w Szczecinie
(Nr 13/2012 z dnia 23.05. 2012). Zwierz¢ta w trakcie trwania doswiadczenia
utrzymywane byly w ujednoliconych, kontrolowanych warunkach srodowiskowych
w zwierzetarni Zaktadu Podstaw Zywienia Zwierzat Monogastrycznych, Instytutu
Fizjologii i Zywienia Zwierzat im. Jana Kielanowskiego PAN w Jabtonnie. Prosieta
zostaly podzielone losowo na trzy grupy doswiadczalne liczagce po 8 osobnikdw.
Zwierzeta od momentu urodzenia do odsadzenia (28 dzien zycia) utrzymywane byty przy

lochach.

4.2. Dieta eksperymentalna

Zywienie paszami do$wiadczalnymi rozpoczeto przy losze od 14 dnia zycia
prosiat. Zwierzeta miaty wolny dostep do paszy statej, przewidzianej dla poszczegdlnych
grup eksperymentalnych. Grupa kontrolna (K) otrzymywata diet¢ standardows, grupa
pierwsza doswiadczalna (D1) otrzymywata diet¢ standardowa z 2% dodatkiem wodnego
roztworu inuliny (Orafti®GR, BENEO GmbH, Mannheim, Niemcy), grupa druga
do$wiadczalna (D2) otrzymywata 4% dodatek suszu z korzenia cykorii do diety
standardowej (tabela 1). Suplementacji dokonano na koszt udziatu skrobi kukurydziane;j
(grupa D1 i D2) oraz czg$ciowo kosztem pszenicy (grupa D2), odpowiednio w stosunku
do dodatku fruktanéw i suszu. W do§wiadczeniu zastosowano inuling o §rednim stopniu

polimeryzacji > 10. Pelny skiad pasz doswiadczalnych podano w tabeli 1.
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Tabela 1. Sktad diety w trzech grupach zywieniowych; grupa K — kontrola, grupa D1 —
eksperymentalna z 2% dodatkiem wodnego wyciagu inuliny, grupa D2 -

eksperymentalna z 4% dodatkiem suszu z korzenia cykorii.

Sklad diety (%) Grupa K Grupa D1 Grupa D2
Pszenica 46,84 46,84 45,84
Jeczmien 20 20 20
Skrobia kukurydziana 3,0 1,0 -
Soja petnotlusta ekstrudowana 5,9 5,9 59
Serwatka suszona stodka 9,7 9,7 9,7
Maczka rybna 4,0 4,0 4,0
Suszona plazma krwi 4,0 4,0 4,0
Olej sojowy 3,4 3,4 3,4
Mréwczan wapnia 0,3 0,3 0,3
Kreda pastewna 0,5 0,5 0,5
Monofosforan wapnia 0,6 0,6 0,6
Chlorek sodu 0,07 0,07 0,07
L-lizyna 0,61 0,61 0,61
D,L-metionina 0,23 0,23 0,23
L-treonina 0,26 0,26 0,26
L-tryptofan 0,09 0,09 0,09
Premix dla tucznikéw! 0,4 0,4 0,4
Aromat LUCTA 44279-1 0,1 0,1 0,1
Inulina - 2 -
Susz z korzenia cykorii - - 4

! Sktad premixu na kg: wit. A 600 000 IU, wit. D360 000 IU, wit. E 3000 mg, wit. K3 120 mg, wit. B1 120 mg, wit. B2 240 mg, wit.
B6 240 mg, niacyna 1600 mg, kwas pantotenowy 800 mg, kwas foliowy 160 mg, biotyna 10 mg, wit. B12 1.6 mg, chlorek choliny 12
g, Mg0.8g,Fe6g,Zn5.6g Mn24g, Cub64 g, 140 mg, Se 16 mg, Co 16 mg.

W 50 dniu zycia, zwierzgta zostaly poddane ubojowi zgodnie z procedurg
zaakceptowang przez Lokalng Komisj¢ Etyczng ds. Do§wiadczen na zwierzg¢tach. Po
uboju od zwierzat wypreparowano aort¢. Tkanki aorty zostalty dwukrotnie oplukane
w schtodzonym (4°C) 0,9% roztworze NaCl, a nast¢pnie optukane w buforze Krebs-
HEPES (20mM, pH 7,4) w celu oczyszczenia i1 usunigcia pozostatosci krwi rezydualne;.
Oczyszczone tkanki osuszono i umieszczono w ciektym azocie w celu zabezpieczenia
przed proteoliza, a nastepnie umieszczono w temperaturze -80°C do momentu wykonania

dalszych analiz.
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4.3. Rozdzial biatek z uzyciem elektroforezy dwukierunkowej

4.3.1. Homogenizacja tkanki aorty

W pierwszym etapie tkanki aorty zostaly poddane homogenizacji za pomocg
ceramicznego mozdzierza w obecnosci ciektego azotu. Nastepnie uzyskany homogenat
umieszczono w probéwkach, do ktérych dodano po 2 stalowe kulki i 1 ml buforu
lizujacego (7M mocznik, 2M tiomocznik, 4% CHAPS), w celu rozpuszczenia
homogenatu. Probéwki umieszczono w homogenizatorze mechanicznym (Qiagen Tissue
Lyser) na okres 50 min przy czestotliwosci 20 Hz. W kolejnym etapie proby
zabezpieczono przed proteolizg poprzez dodanie inhibitor6w endogennych proteaz (10
ul/1 ml buforu), a nastepnie wirowano przez 20 min w temperaturze 0°C przy predkosci
22000g. Uzyskany supernatant przeniesiono do nowych probéwek i umieszczono
w temperaturze -80°C do czasu dalszych analiz. W kolejnym etapie w probach zostata
okreslona koncentracja biatka z uzyciem komercyjnego zestawu Protein Assay Dye

Reagent Concentrate (Bio Rad).

4.3.2. Ogniskowanie izoelektryczne (IEF — ang. isoelectric focusing)

W pierwszym etapie przeprowadzono rehydratacje paskow poliakrylamidowych
(IPG) o dilugosci 24 cm i liniowym gradiencie pH 3-10. W tym celu na kazdy pasek
zostato naniesiono 650 pul préby wraz z buforem, w ktérej ilo§¢ biatka wynosita 1100ug.
Proces rehydratacji zostat przeprowadzony w dwdch etapach. W pierwszym etapie paski
zostaly poddane rehydratacji pasywnej (7h, temp. 20°C, OV), a nast¢pnie rehydratacji
aktywnej przez 12 h, w temperaturze 20°C przy napigciu 50V. Po zakonczonym procesie
rehydratacji biatka zostaly rozdzielone wedlug ich punktu izoelektrycznego (Ip)
w procesie ogniskowania izoelektrycznego. Proces ten zostat przeprowadzony wedlug
procedury dla okreslonej tkanki: 150V przez 150Vh, 250V przez 150Vh, 500V przez
500Vh, 1000V przez 1000Vh, 2,5h — przy liniowym wzroscie napigcia od 1000V do
5000V, a nastepnie 90000Vh przy napieciu 5S000V. Kazdy etap rozdzialu prowadzony
byl w temperaturze 20°C oraz stalym natezeniu pradu wynoszacym S0u A na kazdy pasek.
Po zakohczonym procesie ogniskowania paski IPG zostaly poddane procesowi
rownowazenia. W tym etapie wykorzystano dwa bufory (tabela 2) w celu zredukowania
(DTT) i alkilacji biatek (jodoacetamid), a takze nadania biatkom jednakowego, ujemnego

fadunku elektrycznego (SDS) aby zapewni¢ rOwnomierng migracj¢ w polu elektrycznym,
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niezaleznie od ich wlasciwosci. Paski r6wnowazono przez 15 min w buforze nr 1,

a nastgpnie w buforze nr 2 przez 20 min.

Tabela 2. Sktad buforéw do rownowazenia paskéw IPG.

Bufor nr 1 Bufor nr 2

6M mocznik 6M mocznik

30% glicerol 30% glicerol

10% SDS 10% SDS

0,5M TRIS, pH 6,8 0,5M TRIS, pH 6,8
1% DTT 2,5% jodoacetamid

4.3.3. Rozdzial biatek wedlug masy molekularnej (SDS - PAGE)

W drugim etapie elektroforezy dwukierunkowej biatka zostaly rozdzielone
wedtug ich mas czasteczkowych. W tym celu zrébwnowazone paski IPG umieszczono na
szczytach 12% zeli poliakrylamidowych, a nast¢pnie przytwierdzono je 0,5% zelem
agarozowym. Na zele zostal rowniez nalozony marker masy molekularnej (Precision Plus
Protein Standard Plugs, Bio-Rad). Tak przygotowane zele zostaly umieszczone w buforze
migracyjnym (25 mM TRIS, 192 mM glicyna, 0,1 % SDS). Proces rozdziatu biatek
przebiegat dwuetapowo: w pierwszym etapie wykorzystano napigcie 40V przez 3,5h tak,
aby biatka zmigrowaly z paska do zelu poliakrylamidowego. Nastepnie przylozono
napiecie 100V przez 17,5 h w celu wlasciwego rozdzielenia biatek wedtug ich masy
molekularnej. Proces rozdzialu odbywal w statej temperaturze 15°C w komorze

PROTEAN plus dodeca-cell (Bio-Rad).

4.4. Detekcja bialtek na zelach 2-D oraz archiwizacja zeli

Po zakonczonym rozdziale elektroforetycznym, zele zostaty poddane procesowi
barwienia za pomocg btekitu Coomassie G-250 (Coomassie Brilliant Blue G-250).
W pierwszym etapie zele trzykrotnie plukano w wodzie destylowanej przez 5 min,
a nastepnie umieszczono w buforze utrwalajacym (50% alkohol etylowy, 3% kwas
ortofosforowy, woda destylowana) na okres 3 godzin. W kolejnym kroku zele

umieszczono na okres 3 godzin we wilasciwym buforze barwigcym, ktéry zawierat 1%
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(w/v) btekit Coomassie G-250. W ostatnim etapie zele umieszczono na 45 min. w buforze
odbarwiajacym (10% alkohol etylowy, 2,5% kwas ortofosforowy, woda destylowana).
Wybarwione zele umieszczono w wodzie destylowanej na calg noc, a nastgpnie

zeskanowano za pomoca kalibrowanego densytometru optycznego GS 800™ (Bio-Rad).

4.5. Analiza bioinformatyczna zeli 2-D

Obrazy cyfrowe zeli 2-D zostaly poddane analizie bioinformatycznej za pomoca
oprogramowania komputerowego PDQuest Advanced 8.0.1. Za pomocg tego programu
zostal okre$lony wspdtczynnik zmiennosci (CV) wewnatrz grup, a takze oceniono
roznice w ekspresji spotow biatkowych pomigdzy zelami 2-D grup replikacyjnych.
Istotnos¢ réznic w ekspresji spotdw oceniono za pomoca testu t-Studenta zintegrowanego
z programem PDQuest Advanced 8.0.1, co umozliwito wskazanie biatek o statystycznie

istotnych réznicach w ekspresji (p < 0,05).

4.6. Identyfikacja spotéw biatkowych za pomoca spektrometrii masowej MALDI —
TOF

Wybarwione spoty biatkowe biekitem Commassie zostaty poddane identyfikacji
za pomoca spektrometru masowego typu MALDI — TOF. W pierwszym etapie spoty
wycieto z zelu, a nastgpnie inkubowano w buforze (25 mM dwuweglan amonu, 50%
acetonitryl, woda destylowana) przez 20 minut, w celu pozbycia si¢ barwnika. Czynno$¢
te powtorzono dwukrotnie. W kolejnym etapie odbarwione spoty inkubowano 10 min
w obecnosci acetonitrylu (100%) w celu eliminacji wody ze spotéw. Nastepnie bufor
usuni¢to, a pozostatosci acetonitrylu odparowano za pomocg koncentratora (Concentrator
5301 Eppendorf).

Przygotowane w ten sposob spoty w kolejnym etapie inkubowano z trypsyna
(Promega), ktéra hydrolizuje wigzania peptydowe na koncu -C reszt L-argininy i lizyny.
Uzyskana w ten sposob mieszanina peptydéw posiada co najmniej jedng reszte zasadowa,
dzigki ktérej duzo tatwiej ulega jonizacji. Do kazdej probéwki ze spotem dodano po 8ul
roztworu trypsyny, a nastgpnie umieszczono w cieplarce w temperaturze 37°C przez
minimum 6 godzin. Roztwér trypsyny przygotowano poprzez rozpuszczenie

zliofilizowanego enzymu w 40 mM buforze dwuweglanu amonu.
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W kolejnym etapie do spotéw dodano 10 pl acetonitrylu (100%), a nastgpnie
umieszczono w tazni ultradzwigkowej na 10 min. w celu ekstrakcji peptydéw. Przed
nalozeniem préb na stalowg pltytke (MSP AnchorChip 600/96, Bruker Daltonics)
przygotowano roztwor matrycy a-CHCA (kwas o-cyjano-4- hydroksycynamonowy).
Matryce (5 mg) rozpuszczono w 1 ml buforu (0,1 % kwas trifluorooctowy, 50%
acetonitryl), a nastgpnie wirowano przez 2 min. z predkoscig 3000 rpm. W kolejnym
etapie na ptytce zmieszano 1 ul préby i 1ul matrycy, a takze natozono kalibrant (Peptide
Calibration Standard II), ktéry stanowit mieszanine peptydéw w zakresie mas 700 — 3200
Da. Plytk¢ pozostawiono w temperaturze pokojowej do czasu catkowitego
skrystalizowania prob. Nast¢pnie ptytke umieszczono w spektrometrze masowym, gdzie
préby zostaty zjonizowane za pomocg lasera (20 Hz) i poddane detekcji. Jony poruszajg
si¢ z r6zng predkoscig do detektora, poniewaz majg zréznicowany stosunek masy do
fadunku (m/z). Spektrometr mierzy czas przelotu i podaje charakterystyczng dla danego
jonu (fragmentu biatka) liczbe, ktéra odzwierciedla stosunek masy do tadunku (m/z).
Uzyskane na tej podstawie widma masowe zostaly poréwnane z sekwencjami

biatkowymi, ktére dostgpne sg w bazach danych NCBI (https://www.ncbi.nlm.nih.gov/),

SWISSProt (http://us.expasy.org/uniprot/) poprzez zastosowanie przegladarki MASCOT

(http://www.matrixscience.com). Uzyskane wyniki identyfikacji spotéw biatkowych

weryfikowano uwzgledniajac wynik SCORE (wiarygodno$¢ identyfikacji), procent
pokrycia sekwencji aminokwasowej (min. 20 %), a takze poréwnanie teoretycznych
wartoSci mas czasteczkowych (MW) 1 punktow izoelektrycznych (pl) biatek

z uzyskanymi warto$ciami eksperymentalnymi.

4.7. Analiza bioinformatyczna zidentyfikowanych biatek

Zidentyfikowane biatka zostaty poddane analizie z wykorzystaniem bazy danych

STRING v.11 (https://string-db.org/), w celu okres§lenia udziatlu biatlek w procesach

biologicznych, petlionych funkcji molekularnych oraz okreslenie szlakéw
metabolicznych, w ktére zaangazowane sg biatka. Ponadto za pomocg wyszukiwarki

Euk-mPlock 2.0 (http://www.csbio.sjtu.edu.cn/bioinf/euk-multi/) oraz bazy danych

UniProt (http://www.uniprot.org/) okreslono lokalizacje komdérkowa zidentyfikowanych

biatek aorty.
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4.8. Oznaczenia cholesterolu i trojglicerydéw tkanki aorty

Do oznaczenia poziomu cholesterolu i tréjglicerydéw wykorzystano 0,5 g tkanki,
ktoérg poddano homogenizacji w schtodzonym buforze PIPES (0,05 mmol/l) o pH 7.0,
a nastgpnie wirowano przez 30 min. w 4°C 1 predkosci 12.850g. Koncentracje
cholesterolu i tréjglicerydéw oznaczono metodg kolorymetryczng wykorzystujac

komercyjny zestaw (ELITech Group France).

4.9. Analiza statystyczna wynikow

Uzyskane wyniki poddano analizie statystycznej. Wyniki ekspresji biatek grup
do$wiadczalnych poréwnano z grupg kontrolng przy uzyciu testu t — Studenta,
zintegrowanego z oprogramowaniem PDQuest Advanced 8.0.1. Wyniki oznaczen
wskaznikéw biochemicznych (cholesterol, trgjglicerydy) analizowano z wykorzystaniem
oprogramowania Statgraphics Centurion XVI ver. 16.1.03 (StatPoint Technologies, Inc.,
Warrenton, Virginia, USA) metoda jednoczynnikowej analizy wariancji. Réznice
pomiedzy zastosowanymi czynnikami dietetycznymi zostaly przeanalizowane z uzyciem

testu post-hoc Tukeya.
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5. Wyniki
5.1. Profil bialkowy aorty rosnacych prosiat

W doswiadczeniu dokonano elektroforetycznego rozdzialu bialek aorty 24
prosigt, ktére zostaty podzielone na trzy grupy do$wiadczalne (n=8). Zele 2-D
przedstawialy profile biatkowe aorty w grupie kontrolnej, grupie suplementowanej 2%
dodatkiem inuliny, grupie suplementowanej 4% suszem z korzenia cykorii. W wyniku
rozdziatu na zelach uzyskano 407-426 spotéw biatkowych, z ktérych wycieto 333 w celu
identyfikacji. Przyktadowy Zel reprezentujacy profil biatkowy aorty rosnagcych prosiat

zamieszczono na rys. 2.

Rysunek 2. Przyktadowy zel 2-D reprezentujacy profil biatkowy aorty rosngcych prosiat
(Bialka zostaty rozdzielone w zakresie pH 3-10 oraz zakresie masy molekularnej 10-250

kDa). Mapa zostata podzielona na 4 cze¢sci.
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Rysunek 3. Fragment A zelu 2-D reprezentujacy profil biatkowy aorty przedstawiony na

rysunku 2. Zidentyfikowane spoty biatkowe oznaczone sa numerami, ktére odpowiadaja

numerom biatek zamieszczonym w tabeli A.

Rysunek 4. Fragment B Zelu 2-D reprezentujacy profil biatkowy aorty przedstawiony na
rysunku 2. Zidentyfikowane spoty biatkowe oznaczone sg numerami, ktére odpowiadaja

numerom biatek zamieszczonym w tabeli A.




Rysunek 5. Fragment C zelu 2-D reprezentujacy profil biatkowy aorty przedstawiony na
rysunku 2. Zidentyfikowane spoty biatkowe oznaczone sg numerami, ktére odpowiadaja

numerom biatek zamieszczonym w tabeli A.

Rysunek 6. Fragment D zelu 2-D reprezentujacy profil biatkowy aorty przedstawiony na
rysunku 2. Zidentyfikowane spoty biatkowe oznaczone sg numerami, ktére odpowiadaja

numerom biatek zamieszczonym w tabeli A.
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Sposrod wszystkich wycietych spotéw, ktére zostaty poddane identyfikacji za
pomoca spektrometru masowego, zidentyfikowano 179 biatek (54%), ktore reprezentuja
97 réznych produktow genowych. Wszystkie zidentyfikowane biatka aorty zostaly
przedstawione na rys. 3-6. Informacje dotyczace zidentyfikowanych biatek (numer
akcesyjny, liczba SCORE, stopien pokrycia sekwencji aminokwasowej, ilos¢
dopasowanych peptydéw, punkt izoelektryczny — pl oraz masa molekularna — MW),
uzyskane w oparciu o baz¢ danych NCBI oraz SWISS-PROT, umieszczono w tabeli A.
Wigkszos¢ bialek (ok. 90%) zostata zidentyfikowana na podstawie wynikéw dla Sus
scrofa oraz na podstawie wartosci SCORE powyzej 61, a takze w oparciu o procent
pokrycia sekwencji aminokwasowe] powyzej 20%. Weryfikacji dokonano réwniez na
podstawie liczby dopasowanych fragmentéw peptydowych, ktéra miescita sie
w przedziale od 4 do 46 peptydéw. Okoto 89% weryfikacji byta oparta na co najmniej 8
dopasowanych fragmentach peptydowych.

Dla kazdego zidentyfikowanego biatka zostaly okreSlone wartosci
eksperymentalne mas czgsteczkowych i punktéw izoelektrycznych za pomocg programu
PDQuest Advanced 8.0.1. Wyznaczone masy czasteczkowe biatek miescity sie
w przedziale od 15,9 do 122,6 kDa, a ponad 94% bialek charakteryzowalo si¢ masa
czasteczkowg powyzej 30 kDa, natomiast wartosci punktow izoelektrycznych miescity
si¢ w zakresie od 4,2 do 9. Eksperymentalne masy molekularne i punkty izoelektryczne
poréwnano z warto$ciami dostepnymi w bazach danych NCBI i SwissProt (tabela A).
Rysunki 7 1 8 przedstawiajg wartosci eksperymentalne i teoretyczne mas czasteczkowych
1 punktéw izoelektrycznych. W przypadku mas czasteczkowych (MW) zaobserwowano,
ze dla 7 biatek poréwnywane wartosci sg istotnie odstajace, natomiast w przypadku
punktéw izoelektrycznych (pI) dla 17 bialek uznano za istotnie odstajace. Dla
pozostatych biatek wartosci eksperymentalne i teoretyczne MW/pl wykazywaty jedynie
niewielkie odchylenia. W tabeli A zostaly umieszczone informacj¢ dotyczace
zidentyfikowanych bialek, informacje dotyczace rozdziatu elektroforetycznego (2DE)
oraz dane uzyskane w oparciu o bioinformatyczne bazy danych (NCBI, SwissProt).

Numery zidentyfikowanych spotéw biatkowych odpowiadajag numerom na rys. 71 8.
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Rysunek 7. Zestawienie poréwnawcze eksperymentalnych i teoretycznych mas

molekularnych biatek zidentyfikowanych w aorcie rosnacych prosiat.
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Sposréd wszystkich zidentyfikowanych biatek 31 wystepowato w wigcej niz
jednym spocie, co moze $wiadczy¢ o wystepowaniu i osobnym rozdziale izoform tych
biatek, ktére minimalnie réznig si¢ warto§ciami mas molekularnych oraz punktéw
izoelektrycznych. 18 biatek zostato zidentyfikowanych w dwéch spotach np.: biatkowa
izomeraza dwusiarczkowa A3 (spot nr 171, 172), biatko szoku cieplnego o masie 71 kDa
(spot nr 73, 78), izoforma 1 alfa enolazy (spot nr 74, 75), izoforma 1 czynnika
elongacyjnego 2 (spot nr 132, 133), kalretikulina (spotnr 9, 10), peroksyredoksyna (spot
nr 70, 164), winkulina (spot nr 116, 134), izoforma 2 biatka o masie 78 kDa regulowanego
poziomem glukozy (100, 101), izoforma 1 fibuliny 5 (spot nr 11,12). Pozostate biatka
wystepowaty w trzech spotach jak np.: kwasna alfa-1 glikoproteina (nr spotéw 21-23),
alfa aktynina 1 (spot nr 107, 109, 110), alfa-2HS-glikoproteina (spot nr 13, 15, 16),
fancuch alfa kolagenu-2 typ VI (spot nr 111-113), izoforma 3 winkuliny (117, 118, 179).
Natomiast alfa aktynina mig$nia szkieletowego (spot nr 105, 166, 168, 169) i prelamina
A/C (spot nr 142, 143, 146, 157) wystgpowaly w 4 spotach, pozostate biatka
zaobserwowano w 5 spotach (izoforma 2 wimentyny, spot nr 26, 35, 47, 50, 90), tancuch

alfa kolagenu 1 typ VI (spot nr 1-6) i serotransferyna (spot nr 135-139, 145) wystepowaty
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w 6 spotach, izoform¢ 1 wimentyny obserwowano w 7 spotach biatkowych. Najlicznie]
wystepujacymi biatkami byty albumina surowicza (spot nr 87, 148-152, 159, 175),
gelsolina (119-126) oraz wimentyna wystgpujaca w 9 spotach (spot nr 34,39, 42, 44-46,
48, 49, 98).

Rysunek 8. Zestawienie poréwnawcze eksperymentalnych i teoretycznych wartosci

punktéw izoelektrycznych biatek zidentyfikowanych w aorcie rosngcych prosiat.
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Rysunek 9. Lokalizacja komdérkowa zidentyfikowanych bialek aorty prosiat na podstawie

analizy bioinformatycznej z zastosowaniem programu Euk-mPlock 2.0.

Podzial biatek ze wzgledu na lokalizacje komorkowa

m Cytoplazma m Retikulum endoplazmatyczne = Lizosomy

® Macierz zewnatrzkomérkowa ® Mikrosomy Jadro komérkowe
B Aparat golgiego m Cytoszkielet B Synapsy

® Mitochondria m Btona komérkowa

Zidentyfikowane biatka zostaly podzielone ze wzgledu na lokalizacje
komoérkowa, z wykorzystaniem programu bioinformatycznego Euk-mPlock 2.0. Analiza
programem wykazata, Ze najwigksza grup¢ stanowig bialka cytoplazmatyczne (29%),
cytoszkieletarne (18%) oraz biatka wystepujace w jadrze komérkowym (18%). Pozostate
biatka zlokalizowane sa w macierzy zewnatrzkomorkowej (12%), synapsach (7%),
retikulum endoplazmatycznym (7%) oraz mitochondriach (5%). Najmniejszg grupe
biatek stanowily bialka zlokalizowane w btonie komérkowej (2%), lizosomach (1%)

1 aparacie Golgiego (1%).

Za pomocg programu String v.10 (https://string-db.org) sklasyfikowano biatka na

podstawie udziatu w procesach biologicznych (rys. 10) i funkcji molekularnych (rys. 11).
W procesy biologiczne zaangazowanych byto 24 biatka (p= 1.35e-10), a w szczegdlnosci
udziat w procesach komérkowych (n=19, p=3.46e-08), regulacji proceséw biologicznych
(n=15, p=2.22e-06) i metabolicznych (n=15, p=3.41e-06) oraz odpowiedZ na stres
komérkowy (n=10, p=3.00e-06). Ponadto cz¢s¢ bialek jest zaangazowana w organizacje

cytoszkieletu (n=6, p=4.30 e-06) oraz agregacj¢ (n=3, p=1.72e-05) i aktywacje¢ plytek
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(n=3, p=0,000704). W przypadku funkcji molekularnych 29 biatek bierze udzial
w wigzaniu jonow (n=18, p=5.15e-12), wiazaniu zwigzkéw heterocyklicznych (n=12,
p=4.93e-07), aktywnosci katalitycznej (n=12, p=4.4e-06), wigzaniu jonéw metali (n=10,
p=4.19e-06). Ponadto analiza szlakéw metabolicznych (rys. 12) wykazata, Ze najwiece;j
biatek zaangazowanych jest w sciezke¢ sygnalowg kinazy fosfatydyloinozytolu 3 (n=10,
p=1.54e-05), procesy przetwarzania bialek w retikulum endoplazmatycznym (n=9,

p=1.42¢-06)
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Rysunek 10. Klasyfikacja zidentyfikowanych biatek aorty wg uczestnictwa w procesach biologicznych z zastosowaniem programu

bioinformatycznego STRING v10.
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Rysunek 11. Klasyfikacja zidentyfikowanych biatek aorty ze wzgledu na petniong funkcje molekularng z zastosowaniem programu

bioinformatycznego STRING v10.
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Rysunek 12. Klasyfikacja zidentyfikowanych biatek aorty wg uczestnictwa w szlakach metabolicznych z zastosowaniem programu

bioinformatycznego STRING v10.
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5.2. Analiza zmian ekspresji bialek aorty rosngcych prosiat

Wszystkie spoty biatkowe otrzymane na zelach poliakrylamidowych zostaty
poddane analizie za pomocg programu bioinformatycznego PDQuest Advanced 8.0.1,
majacego na celu okreslenie istotnosci réznic ekspresji biatek miedzy grupa kontrolna,
a grupami doswiadczalnymi. Ponadto dla wszystkich grup zostata oznaczona wartos¢
wspotczynnika zmienno$ci (CV), gdzie dla grupy kontrolnej wyniosta 62,17, dla grupy
suplementowanej 2% dodatkiem wodnego roztworu inuliny CV wynosit 61,28 oraz 65,85
dla grupy, ktéra otrzymywata 4% dodatek suszu z korzenia cykorii.

W wyniku analizy bioinformatycznej zeli 2-D aorty prosiat, stwierdzono 23 biatka
roznigce si¢ ekspresja pomiedzy grupa kontrolng, a grupg suplementowana 2% dodatkiem
wodnego roztworu inuliny na poziomie istotnosci p<0,05. Za pomoca spektrometru
masowego typu MALDI-TOF zidentyfikowano 13 bialek sposréd, ktérych 11 byto
regulowanych w dol, a pozostate 2 biatka wykazywaty wzrost ekspresji. W przypadku
grupy, ktoéra otrzymywata 4% dodatek suszu z korzenia cykorii analiza wykazata zmiang
ekspresji 31 biatek na poziomie istotnosci p<0,05. Wsréd nich zidentyfikowano 18 biatek,
sposréd ktorych 16 obnizyto swoja ekspresje, natomiast 2 biatka wykazywaty zwiekszong
ekspresje.

Rysunek 13 przedstawia biatka, ktére zostaty podzielone na podstawie lokalizacji
komérkowej za pomocg programu Euk-mPlock 2.0. Na podstawie otrzymanych wynikéw
stwierdzono, ze najliczniejszg grupe bialek stanowity biatka cytoplazmatyczne (28%),
biatka wchodzace w sktad jadra komodrkowego (22%), biatka retikulum
endoplazmatycznego (29%) Pozostale biatka wchodza w sktad cytoszkieletu (13%),
macierzy zewnatrzkomoérkowej (6%) synaps (6%), natomiast po 3% stanowig biatka

zlokalizowane btonie komdrkowej oraz aparacie Golgiego.
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Rysunek 13. Lokalizacja komérkowa zidentyfikowanych biatek aorty prosiat, ktore
charakteryzuje si¢ zmieniong ekspresja na podstawie analizy bioinformatycznej

z zastosowaniem programu Euk-mPlock 2.0.

Podzial bialtek ze wzgledu na lokalizacj¢ komérkowa

E Cytoplazma = Retikulum endoplazmatyczne
= Cytoszkielet Jadro komédrkowe
= Synapsy = Biona komérkowa
B Aparat Golgiego B Macierz zewnatrzkomérkowa

Ponad 74% bialek zostata zidentyfikowana na podstawie wynikéw dla Sus scrofa
oraz na podstawie warto$ci score wigkszej niz 61, a takze w oparciu o procent pokrycia

sekwencji powyzej 20%.
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TABELA 3 Lista bialek aorty rosnacych prosigt wykazujacych réznice w ekspresji pod wptywem suplementacji diety inuling i/lub suszem

z korzenia cykorii. Numery spotéw odpowiadaja numerom na mapie z rys. 3-6. Dla kazdego biatka, na podstawie bazy danych (UniProt/NCBI),

podano jego nazwe, nazwe genu, stopien pokrycia sekwencji aminokwasowej oraz teoretyczng mas¢ (MW) i punkt izoelektryczny (pI). W tabeli

zawarto réwniez wartosci eksperymentalne MW 1 pl. Kolumny gr D1/K i gr D2/K- poréwnanie ekspresji wskazanych biatek w grupie D1 (2%

dodatku wodnego wyciggu inuliny) i grupie D2 (4% dodatku suszu z korzenia cykorii) w stosunku do grupy kontrolnej. Wartosci <1 oznaczajg

obnizenie ekspresji (kolor zielony) natomiast wartosci >1 wskazuja na wzrost ekspresji (kolor czerwony) danego biatka. Wyniki istotne

statystycznie, na poziomie p < 0,05 zostaty wytluszczone.

Krotno$é zmian Stopien
pokrycia
Nr Numer . Nazwa sekwencji Teoretyczne Eksperymentalne
t akcesyjn Nazwa biaika enu D1/K D2/K aminokwasowe p/MW p/MW
spotu yjny g i (pPH/kDa) (pH/kDa)
(%)/MASCOT
REGULACJA CISNIENIA KRWI
20 XP_020953684 Izoforma 3 retikulokalbiny 2 RCN2 0.61 0.52 35/87 4.18/36.21 4.2/52.7
22 AAA30983 Kwasna alfa-1 glikoproteina (czgsciowa) ORMI1 0.35 0.36 36/81 5.83/21.11 4.3/48.5
23 AAA30983 Kwasna alfa-1 glikoproteina (czgsciowa) ORMI1 0.45 0.50 36/94 5.83/21.11 4.4/47.7
CHAPERONY/ODPOWIEDZ NA STRES
177 NP_001167604 Prekursor kalretikuliny CALR 0.51 0.71 29/83 4.32/48.43 4.7/63.6
93 NP_001230356 Podjednostka alfa biatka 1 kompleksu T TCP1 0.45 0.52 28/98 5.71/60.83 6.1/67.4
174 P19378 Biatko szoku cieplnego A8 HSPAS 0.70 0.70 25/71 5.24/70.99 5.9/70.1
76 NP_001182041 | Frekursorbiatkowe] e dwusiarczkowej | pryag 0.70 0.63 34/108 5.93/57.28 6.4/61.6
171 Q4VIT4 Biatkowa izomeraza dwusiarczkowa A3 PDIA3 0.55 0.48 23/64 6.23/57.14 6.9/64.4
172 Q4VIT4 Biatkowa izomeraza dwusiarczkowa A3 PDIA3 1.29 20/62 6.23/57.14 6.7/60.5
CYTOSZKIELET/SYGNALIZACJA KOMORKOWA/PRZYCZEPY OGNISKOWE
39 P02543 Wimentyna VIM 0.93 0.57 28/89 5.06/53.69 5.4/70.6
98 P02543 Wimentyna VIM 0.30 28/62 5.06/53.69 5.6/74.8
179 XP_005671131 Izoforma 3 winkuliny VCL 0.65 0.72 31/121 5.83/117.25 6.4/104.4
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81 NP_001127815 Biatko 3 zwiazane z aktyna ACTR3 0.52 0.67 35/85 5.61/47.85 6.1/54.1
143 Q3ZD69 Prelamina A/C LMNA 0.64 0.78 56/333 6.73/74.40 7.1/80.3
86 ANH21174 Septyna 8 SEPTS 0.63 0.57 35/100 5.67/56.22 6.2/59.8
160 P19620 Aneksyna A2 ANXA2 1.27 57/200 6.49/38.76 7.2/38.0
55 Q6NZI2 Biatko 1 zwigzane z kaweolami CAVINI 0.60 0.57 17/62 5.51/43.45 4.8/34.8
MACIERZ ZEWNATRZKOMORKOWA
1 XP_020926753 Lancuch alfa kolagenu — 1 (VI) COL6A1 204 134 12/79 5.23/109.69 5.4/122.2
Lancuch alfa kolagenu — 1 (VI
2 XP_OZ;) 92675 ¢ VD COL6A1 0.73 0.59 25/178 5.23/109.69 5.4/121.8
113 XP_020938158 Eancuch alfa kolagenu — 2 (VI) COL6A2 0.46 1.06 24/123 6.13/110.44 6.0/120.6
176 | XP_013851600 Biatko macierzy zewngtrzkomorkowej EFEMPI | 0.8 0.34 29/81 5.16/52.30 5.2/68.1
zawierajacej EGF, podobne do fibuliny 1
INNE
74 XP_020950937 Izoforma 1 alfa enolazy ENO1 1.05 0.71 36/87 6.44/47.60 6.6/55.8
170 P31943 Heterogenna jadrowa rybonukleproteina H HNRlNPH 0.39 0.59 27/66 5.89/49.48 6.9/60.3
173 Q6Q712 Inhibitorbeta dysocjacyi BDP specyficzny dia GDI2 0.54 0.49 37/84 6.31/50.75 6.2/57.6
175 P08835 Albumina surowicza ALB 1.32 0.60 25/72 6.08/71.64 5.2/68.9
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5.3. Wskazniki biochemiczne aorty

W  doswiadczeniu  oznaczono koncentracj¢ = wybranych  wskaznikéw
biochemicznych aorty (cholesterol catkowity, tréjglicerydy) w grupie kontrolnej, grupie
suplementowanej 2% wodnym roztworem inuliny i grupie, ktéra otrzymywata 4%

dodatek suszu z korzenia cykorii.

Rysunek 14. Srednie stezenie cholesterolu w aorcie prosiat w trzech grupach
zywieniowych. Na rysunku oznaczono S$rednie wartosci oraz odchylenie standardowe

w kazdej z grup zywieniowych.

Cholesterol catkowity

0,00
Kontrola Inulina (2%) Susz (4%)

Koncentracja cholesterolu catkowitego w aorcie prosiat miescita si¢ w zakresie
od 0,20-0,37 umol/g. Najwigksze stezenie cholesterolu w aorcie stwierdzono po podaniu
diety z dodatkiem 2% wodnego wyciggu inuliny. Natomiast po podaniu 4% suszu
z korzenia cykorii st¢zenie cholesterolu w tej grupie byto zbiezne z wartoscig w grupie
kontrolne;j.

Nie wykazano statystycznie istotnych réznic $redniego stezenia cholesterolu

w aorcie prosigt pomiedzy grupami do§wiadczalnymi.
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Rysunek 15. Srednie stezenie tréjglicerydéw w aorcie prosigt w trzech grupach
zywieniowych. Na rysunku oznaczono srednie wartosci oraz odchylenie standardowe

w kazdej z grup zywieniowych.

Trojglicerydy

0.9
0.8
0,7
0,6
0,5
0,4
03
0,2
0,1

o0

pmol/

Kontrola Inulina (2%) Susz (4%)

Stezenie tréjglicerydéw w aorcie prosigt wahato si¢ w zakresie od 0,58 pmol/g
(w grupie kontrolnej) do 0,45 umol/g w grupie doswiadczalnej, ktéra otrzymywata

dodatek 4% suszu z korzenia cykorii.

Obserwowane rdznice obnizania si¢ stezenia tréjglicerydéw w aorcie prosigt po

podaniu diet eksperymentalnych nie uzyskaly jednak potwierdzenia statystycznego.
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6. Dyskusja

W prezentowanej rozprawie doktorskiej podjeto probe, wyjasnienia wptywu diety
wzbogaconej wodnym ekstraktem z inuliny oraz suszem z korzenia cykorii, na zmiany
profilu biatkowego aorty u rosnacych prosiagt. Wykorzystanie narzgdzi proteomicznych
takich jak: elektroforeza dwukierunkowa 1 spektrometria mas pozwolilo na
scharakteryzowanie proteomu aorty oraz wskazanie réznic w profilach biatkowych,
spowodowanych dziataniem diety inulinowej na badane tkanki. Dodatkowo wymiernym
i bardzo istotnym efektem prezentowanej pracy bylo uzyskanie powtarzalnych map
biatkowych aorty rosnacych prosiat, a takze charakterystyka zidentyfikowanych biatek.

Istotnym znaczeniem w badaniach proteomicznych poszczegdlnych tkanek,
narzadéw oraz ptynéw ustrojowych sg analizy zwigzane ze stworzeniem w pierwszej
kolejnosci kompletnej i powtarzalnej mapy reprezentujgcej charakterystyczny wzor
biatek. Powtarzalna mapa biatkowa stanowi bardzo istotne odniesienie w badaniach
skierowanych na charakterystyke zmian w profilach biatkowych pod wptywem
zmiennych warunkéw fizjologicznych czy wybranego czynnika do$wiadczalnego
(w przypadku prezentowanych badan — wptyw diety).

Znajomos¢ sktadu biatkowego tkanek u S$winh moze pozwoli¢ uzupetnic¢

informacje¢ dotyczace rdznic 1 podobienstw funkcjonowania mechanizméw na poziomie
molekularnym. Istotnym ograniczeniem badan proteomicznych u tego gatunku zwierzat
gospodarskich jest nadal jeszcze niekompletna baza zwigzania z masg peptydow
poszczegblnych bialek. Utrudnia to poszukiwanie w bazach danych rzeczywiste]
sekwencji biatka $winskiego, a homologiczne sekwencje biatek innych gatunkéw
zwierzat, ktére nie sg wystarczajagco identyczne nie zawsze przynosza odpowiednio
wysoki rezultat wlasciwego ich dopasowania.
Dlatego prezentowane wyniki mogg by¢ uzupetnieniem dostepnych obecnie profili
biatkowych u mtodych rosnacych prosiat na zelach po elektroforezie dwukierunkowe;j
i odniesieniem do monitorowania zmian w odpowiedzi na czynniki fizjologiczne
i patologiczne. Analiza piSmiennictwa wskazuje na brak doniesien zwigzanych z aortg
mtodych rosnacych zwierzat.

Jedne z pierwszych badan zwigzanych z utworzeniem map biatkowych
wybranych tkanek i ptynéw ustrojowych u zwierzat gospodarskich przeprowadzit

D’ Ambrosio i wsp. (2005). Wykorzystujac elektroforeze¢ dwukierunkowa i spektrometrie
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masowg autorzy scharakteryzowali mapy biatkowe nerek, watroby, migsni poprzecznie
prazkowanych osocza oraz erytrocytéw u bydta.

Pierwszej analizy proteomicznej tkanek u Sus scrofa dokonali Lametsch
i Bendixen (2001) z wykorzystaniem elektroforezy 2D oraz spektrometrii mas. Autorzy
na zelu 2D otrzymali 1000 pojedynczych spotéw biatkowych z migsni pobranych
bezposrednio po uboju oraz 4,8,24,48 godzin po $Smierci. Nast¢pnie dokonali identyfikacji
biatek i ich zmian ekspresji w mig¢s$niu najdtuzszym grzbietu post mortem w trakcie
przechowywania tuszy. Analiza zmian w poszczegdlnych godzinach przechowywania
wykazata zmiane ekspresji 15 bialek jako konsekwencje post mortem. Wsrod tych biatek
zidentyfikowano m.in. aktyng¢, troponin¢ T, miozyne, fosforylaze glikogenu, kinazg
keratynowg oraz miokinaze. Wedlug autoréw zmiana ekspresji biatek zwigzana byta
z ich zaangazowaniem w po$miertng konwersje miesni do migsa. Ponadto wskazali te
biatka jako istotne markery jako$ci migsa.

Analiza piSmiennictwa wskazuje na wciaz niewielka ilos¢ doniesien zwigzanych
z badaniem profili biatkowych tkanek oraz ptynéw ustrojowych u $§wini. Brakuje réwniez
doniesien zwigzanych z identyfikacja kompletnej mapy proteomu aorty u rosngcych
zwierzat.

W prezentowanym doswiadczeniu uzyskano 407-426 spotéw biatkowych tkanki
aortalnej w grupie kontrolnej (przed podaniem inuliny). Sposréd wszystkich 333
wycigtych spotéw biatkowych z zelu 2D, zidentyfikowano 179 bialek reprezentujacych
profil biatkowy tkanki aorty Sus scrofa. Wszystkie zidentyfikowane biatka reprezentuja
97 odrebnych produktéw genowych.

W prezentowanej pracy wiekszos$¢ zidentyfikowanych biatek wchodzi w skiad
cytoplazmy, cytoszkieletu, jadra komdérkowego oraz macierzy zewngtrzkomoérkowej.
Na podstawie informacji uzyskanych za pomocg programu bioinformatycznego STRING
v10 stwierdzono, ze zidentyfikowane biatka pod wzgledem proceséw biologicznych
biorg udzial m. in. w procesach komérkowych, organizacji cytoszkieletu, odpowiedzi na
stres komorkowy, a takze aktywacji oraz agregacji ptytek. Réwniez czg¢s¢ tych biatek pod
wzgledem funkcji molekularnych zaangazowanych jest m.in. w wigzanie jondw,
organizacje bialek i struktury cytoszieletu. Ponadto z analizy bioinformatycznej wynika,
ze zidentyfikowane biatka pod wzgledem uczestnictwa w szlakach metabolicznych biorg
udzial m.in. w procesach przetwarzania biatek w retikulum endoplazmatycznym oraz

w regulacji cytoszkieletu aktynowego.
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Na ilo$¢ zidentyfikowanych bialek moze mie¢ wptyw ilos¢ biatka w badanych
prébach oraz ograniczenia wynikajace z zastosowania metody ,,0dcisku palca”
(Kaminska i Podbielska, 2011). W przeprowadzonym do$wiadczeniu ilo$¢ biatek zawarta
w probie wynosita 1100ug. Byta to ilo$¢ graniczna mozliwa do zastosowania wtasciwego
rozdzialu elektroforetycznego oraz wystarczajaca do detekcji 1 identyfikacji
z wykorzystaniem spektrometru masowego typu MALDI-TOF. Nalezy zwréci¢ uwage,
ze na brak calkowitej identyfikacji mapy aorty moze wptywac ilo$¢ proliny oraz
hydroksyproliny we widknach sprezystych takich jak kolagen i elastyna, ktére
odpowiadajg za wilasciwosci sprezyste aorty. Enzymem uzywanym do trawienia biatek
jest trypsyna, ktéra hydrolizuje wigzania peptydowe od C-terminalnej strony argininy
(Arg) lub lizyny (Lys), natomiast w przypadku gdy po reszcie Arg lub Lys wystepuje
prolina wéwczas wigzanie takie jest odporne na dziatanie tego enzymu (Dubin i Wiadyka,
2003). Ponadto niska masa czgsteczkowa peptydéw (ponizej 700 Da) oraz brak
dostepnych w bazach danych sekwencji aminokwasowych réwniez moga wptywac¢ na
niskg jako$¢ spektrum masowego, stanowigcg mape peptydowa danego biatka. Wybrane
do badan metody badawcze, a takze trudna do analizy tkanka niosa ze sobg pewne
ograniczenia. Dlatego tez wielokrotne analizy tej tkanki z zastosowaniem réznych metod
rozdzialu biatek 1 ich identyfikacji pozwalaja na uzyskanie petniejszego profilu
biatkowego aorty, ktére uzupetnia zasoby istniejagcych baz danych.

W doswiadczeniu dokonano mapowania aorty oraz zestawienia wartosci
eksperymentalnych mas  czgsteczkowych  oraz  punktéw izoelektrycznych
zidentyfikowanych biatek. Otrzymane wartosci wykazywatly niewielkie odchylenia od
wartosci teoretycznych znajdujacych si¢ w bazach danych. Jedynie w przypadku 24
biatek, zaobserwowano ze wartos$ci eksperymentalne punktéw izoelektrycznych (17
biatek) oraz mas molekularnych (7 bialek), zostaly uznane za istotnie odstajace.
Prawdopodobnie =~ przyczyng  wystgpowania  réznic  miedzy ~ wartosciami
eksperymentalnymi a teoretycznymi MW i/lub pl mogg by¢ r6znego rodzaju modyfikacje
potranslacyjne (acetylacja, glikozylacja, fosforylacja), proteoliza biatek, obecnos¢ lub
brak peptydéw sygnatowych (Rogowska-Wrzesinska i wsp., 2013). Jak podaje Miller
1 wsp. (2009) biatka, ktére sg zidentyfikowane na podstawie sekwencji aminokwasowych
innych gatunkow, przyczyniaja si¢ rowniez do wykazywania roznic w wartosciach MW
i pl, poniewaz wtasciwosci fizykochemiczne sg r6zne dla biatek w zaleznos$ci od gatunku.

W prezentowanym doswiadczeniu zaobserwowano, ze sposréd wszystkich

zidentyfikowanych biatek mapy aorty 31 wystgpowalo w wiecej niz jednym spocie
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biatkowym na Zelu. Prawdopodobnie jest to spowodowane wystgpowaniem izoform tych
biatek, a takze ich osobny rozdzial elektroforetyczny, poniewaz moga wykazywac
minimalne r6znice w masie molekularnej oraz punkcie izoelektrycznym (Bouley i wsp.,
2004).

Charakterystyka oraz analiza proteomu aorty u $wini ma kluczowe znaczenie dla
zrozumienia biologii naczyniowej. Aorta, ktora sktada si¢ z tkanki tacznej, a takze
widkien elastycznych jest trudnym materialem do badan proteomicznych.
Nierozpuszczalno$¢ tkanki tacznej utrudnia ekstrakcje biatek z aorty (Fu i wsp., 2013).
Wykorzystanie odpowiednich strategii proteomicznych jak np. elektroforeza 2D
polaczona ze spektrometria mas pozwolilty na przezwycigezenie tych trudnosci
metodycznych (poza wyZej wskazanymi ograniczeniami zZwigzanymi
z detekcja/identyfikacjg biatek).

Zanim dokonano pierwszych prob mapowania naczyn krwiono$nych u $wif,
jedna z pierwszych analiz zwigzanych z ustaleniem proteomu komérek migsni gtadkich
aorty przeprowadzono u cztowieka i myszy. Song i wsp. (1985) dokonali poréwnania
mtodych oraz starszych ludzkich tkanek aorty z wykorzystaniem elektroforezy
dwuwymiarowej 1 spektrometrii mas. Autorzy zaobserwowali 17 bialek, ktore ulegly
wysokiej ekspresji w przypadku starszych tkanek aorty. Mayr 1 wsp. (2005)
scharakteryzowali proteom komoérek progenitorowych SCA-1, ktére moga funkcjonowac
jako prekursory komérek miesni gladkich naczyn. Autorzy stosujac elektroforeze
dwukierunkowg oraz spektrometri¢ mas typu MALDI-TOF MS/MS zwizualizowali 2400
biatek, sposréd ktorych zidentyfikowali 235. Byla to jedna z pierwszych
i najobszerniejszych analiz profilu biatkowego aorty. Uzyskana powtarzalna mapa
biatkowa stanowila bardzo wazne odniesienie do kolejnych badan zwigzanych ze
zmianami 1 identyfikacja réznic w profilach biatkkowych w réznych warunkach
fizjologicznych u genetycznie modyfikowanych myszy oraz badaniu patologii
naczyniowej. Fu 1 wsp. (2013) przeprowadzili badania w ktorych poréwnano ekstrakty
biatkowe aorty z mtodych (8 miesigcy) i starych (30 miesiecy) szczuréw krzyzowych
Fisher 334. W badaniach tych wykazano ze 50% biatek wykazuje istotng réznice
pomiedzy dwoma grupami doswiadczalnymi. Wiele z tych bialek to biatka naczyniowe;j
przestrzeni pozakomorkowej. Autorzy sugeruja, ze to wlasnie bialka przestrzeni
pozakomoérkowej odzwierciedlajg efekty starzenia si¢ aorty niz inne czesci tej tkanki.
Bardzo intersujacym jest fakt, ze 26 bialek (z 50%) jest bezposrednio zwigzanych

z kaskadg sygnalizacyjna angiotensyny II. Autorzy w badaniach stwierdzili obecnos¢
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typowych biatek sekrecyjnych w tym proteazy serynowej HTRA1 (HTRA1), cysteiny
1 bogatego w glicyne bialtka 2 (CSRP2), czynnika wzrostu plytek 4 (PF4), biatka
wigzacego insulinopodobny czynnik wzrostu 7 (IGFBP-7) oraz klasteryne (CLU).
W prezentowanej pracy nie stwierdzono obecnosci tych biatek w aorcie rosngcych
prosiat. Natomiast podobnie jak Fu i wsp. (2013) stwierdzono obecno$¢ biatek takich jak:
alfa-2HS-glikoproteina (fetuina A, AHSG), apolipoproteina Al (APOA1). Fetuina A jest
krazaca glikoproteing, wystepujaca w wysokich stezeniach we krwi i uwaza sie, ze biatko
to jest inhibitorem procesu wapnienia t¢tnic (Ix i wsp., 2012). Natomiast apolipoproteina
Al sama lub jako sktadnik czastek lipoprotein o duzej gestosci ma réwniez wlasciwosci
przeciwmiazdzycowe. Zalezny od wieku spadek poziomu tego biatka moze powodowac
zwiekszone ryzyko rozwoju okluzyjnej choroby wiencowej u starszych osobnikéw
(Nakamura i wsp., 1999). Ponadto w niniejszej pracy zidentyfikowano réwniez biatka
macierzy zewnatrzkomorkowej: tancuch alfa 1 kolagenu VI (COL6A1) i tancuch alfa 2
kolagenu VI (COL6A2), podczas gdy Fu 1 wsp. (2013) wykazali obecnos¢ tancucha alfa
112 kolagenu typ I (COL1A1, COL1A2).

Mapy referencyjne jako nowoczesne narz¢dzia stanowig istotne odniesienie
w badaniach skierowanych na charakterystyke zmian w profilach biatkowych
zachodzacych pod wptywem zmienionych warunkéw fizjologicznych, proceséw
patologicznych czy pod wptywem dzialania wybranego czynnika dos$wiadczalnego.
W pisSmiennictwie naukowym niewiele jest prac z zakresu proteomu aorty i innych
naczyn uktadu krgzenia u $wini. Przedstawiona w niniejszej pracy mapa biatkowa aorty
jest jedng z pierwszych map proteomicznych tej tkanki u $wini. Daje to mozliwos¢
dalszych badan aorty u Sus scrofa, a takze u innych gatunkéw zwierzat. Zmapowana
tkanka aorty tego gatunku z wykorzystaniem strategii ,,omicznych” moze stanowic
wsparcie diagnostyczne i prognostyczne, w profilaktyce i/lub prewencji zootechniczno-
weterynaryjnej. Nalezy rowniez podkreslic iz w celu upowszechniania badan
protemicznych poszczegdlnych narzadéw (tkanek) oraz poprawy uzyteczno$ci tego
gatunku jako modelu badawczego w badaniach klinicznych czlowieka, niezbedne staje
si¢ systematyczne tworzenie katalogéw proteomicznych ulokowanych we wspdlnym
repozytorium. Znajomos$¢ sktadu biatkowego tkanek u §win pozwoli réwniez uzupetnic¢
szczegbtowe informacje dotyczace réznic 1 podobienstw funkcjonowania organizmu na
poziomie molekularnym. Uzyskana mapa biatkowa aorty w przedstawionym
do$wiadczeniu moze by¢ istotnym dopetnieniem badan proteomicznych u tego gatunku

zwierzat gospodarskich, ze wzgledu na niekompletng jeszcze baz¢ zwigzang z masa
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peptydow poszczegdlnych biatek. Niekompletna bowiem baza utrudnia poszukiwanie
rzeczywistej sekwencji biatka $winskiego, a homologiczne sekwencje bialek innych
gatunkéw zwierzat, ktére nie sg wystarczajaco identyczne, nie przynoszg odpowiednio
wysokiego rezultatu wlasciwego ich dopasowania w trakcie analizy spektrometrii mas.
Mapa bialkowa uzyskana w  prezentowanej pracy poza uzupetnieniem obecnie
dostepnych profili biatkowych u mtodych rosnacych prosiat na zelach po elektroforezie
dwukierunkowej moze by¢ odniesieniem do monitorowania zmian w odpowiedzi na
czynniki fizjologiczne i patologiczne.

Ponadto nalezy podkresli¢, ze swinia stanowi bardzo wazny model badawczy
w biomedycynie czltowieka. Jak podaje Bendixen 1 wsp. (2011) ze wzgledu na duze
podobienstwo tego gatunku do cztowieka zaréwno pod wzglgdem zywienia, metabolizmu
oraz wielkosci i fizjologii narzadéw staj¢ si¢ bardzo dobrym modelem zwierzecym
w poréwnaniu do zwierzat laboratoryjnych. Ostatnie badania wskazuja, ze §winia stata
si¢ waznym modelem badawczym wykorzystywanym w badaniach uktadu krazenia,
uktadu pokarmowego, cukrzycy, nowotworéw, a takze w okulistyce i leczeniu ran oraz
oparzen. Dotychczasowe badania proteomiczne zwigzane z tym gatunkiem zwierzat
dotycza préby poznania molekularnego podioza patogenezy choréb czitowieka oraz
poszukiwania biomarkeréw wczesnego rozpoznania ré6znych schorzen oraz testuje si¢
i rozwija nowe terapie. (Bendixen i wsp., 2010).

Prather i wsp. (2008) podaja, ze ten gatunek zwierzat gospodarskich spetnia
roOwniez kryteria przydatnosci tkanek i1 organéw do ksenotransplantacji. Autorzy
przeprowadzili badania genetyczne zwigzane z mi¢dzygatunkowa homologia DNA,
w ktérych wykazali, ze genom $winski w poréwnaniu do gryzoni jest trzy razy blizszy
genomowi czlowieka.

Poniewaz analiza genomu okazuje si¢ jednak by¢ niewystarczajgca do okreslenia
przyczyn powstawania réznych zmian w zawartosci komorki, stad niezbednym
uzupelnieniem genomu jest proteom. Aby zrozumie¢ przebieg procesow fizjologicznych,
wazna jest znajomo$¢ poziomu ekspresji, struktury i funkcji biatek.

Jakos$¢ i warto$¢ informacji otrzymanej w wyniku analizy jest bardzo uzalezniona
od metody przygotowania probki 1 wymaga wykorzystania niezwykle precyzyjnych
1 niezawodnych metod pozwalajacych na wiarygodng ocen¢ aktualnego stanu tkanki.
Zastosowanie roznych technik proteomicznych (elektroforeza 2DE, spektrometria mas

typu MALDI-TOF) pozwolilo na okreslenie szerokiej gamy biatek reprezentujacych
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proteom tkanki aorty u $wini, co potwierdzaja wyniki opisanych badan profili biatkowych
przez naukowcOw oraz rezultaty prezentowanej pracy.

Analiza bioinformatyczna zidentyfikowanych biatek tkanki aorty u rosngcych
$win za pomocg programu bioinfirmatycznego STRING v.10 wykazata, ze pod wzgledem
udzialu w procesach biologicznych duza cze$¢ bialek bierze udzial w procesach
komoérkowych. Wedtug Uhlen’a 1 wsp. (2015) bialka te petnig wazna rolg w utrzymaniu
podstawowych funkcji oraz struktury wszystkich typéw komorek. Wsréd tych bialek
znajdujg si¢ biatka rybosomalne regulujace procesy syntezy, enzymy odpowiedzialne za
kontrolg metabolizmu komoérkowego oraz biatka, ktére zaangazowane s3
w utrzymywanie strukturalnej integralnosci komérek. Ponadto jak podaje Uhlen i wsp.
(2015) znaczna cze$¢ tych produktow genowych ulega ekspresji na podobnym poziomie
w pozostatych tkankach organizmu.

W prezentowanej pracy w procesy komdrkowe zaangazowanych byto 19 biatek.
Wykazano m. in. obecno$¢ mitochondrialnej dehydrogenzy alkoholowej, ktéra
w posredni sposéb odgrywa wazng role w regulowaniu napigcia S$ciany naczyn
krwionos$nych poprzez biokonwersje np. triazotanu glicerolu (GTN) do tlenku azotu,
ktéry powoduje wazorelaksacj¢ mies$ni gltadkich naczyh krwiono$nych. Kolejnym
charakterystycznym bialkiem zaangazowanym w procesy komorkowe jest
peroksyredoksyna 6. Jest to enzym biorgcy udzial w procesach antyoksydacyjnych, ktory
posiada zdolno$¢ utleniania nadtlenku wodoru (H»0»), wodoronadtlenkéw lipidowych
oraz neutralizowania nadtlenoazotynéw (ONOO") w komoérkach migsni gtadkich naczyn
krwiono$nych (Lee i wsp., 2007). Jak podaj¢ Urbanski i wsp. (2013) utrzymanie
odpowiedniej homeostazy naczyn krwiono$nych ma S$cisty zwigzek z produkcija
reaktywnych form tlenu i azotu w $cianie naczyn krwiono$nych. Stres oksydacyjny
przyczynia si¢ do powstawania dysfunkcji srédbtonka naczyn, medii i przydanki, poprzez
nasilong proliferacj¢ i migracj¢ komorek migsnidwki gladkiej, powodujac stany zapalne,
a takze wplywa na procesy apoptozy (Urbanski i wsp., 2013).

Sposréd zidentyfikowanych biatek nalezacych do grupy biatek zaangazowanych
w procesy komérkowe szczegdlng role zwracajg rowniez wimentyna (VIM), biatko szoku
cieplnego 70 kDa (HSPA4), apolipoproteina A-1 (APOA1), kalretikulina (CALR).
W biologii naczyn krwiono$nych sa to biatka biorgce udziat w transporcie cholesterolu,
apoptozie i adhezji komorek. Jak podaje Yao i wsp. (2013) APOAI jest giéwnag
apolipoproteing dziatajacg przeciwmiazdzycowo. Dziata réwniez jako kofaktor

acylotransferazy lecytyno-cholesterolowej (LCAT). Ma to ogromne znaczenie dla
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fizjologii naczyn krwionos$nych, poniewaz zwigzane jest to z usuwaniem nadmiaru
cholesterolu z tkanek i wtaczaniem go do HDL w celu zwrotnego transportu do watroby.
O’Brien i wsp. (1995) stwierdzili, ze zmniejszona ilo§¢ APOA1 zwigksza akumulacje
cholesterolu w $cianach tetnic, co moze powodowa¢ wczesne tworzenie blaszek
miazdzycowych.

W mechanizmach komérkowych szczegdlng rol¢ peini rowniez zidentyfikowane
biatko HSPA4, nalezace do rodziny biatek chronigcych komoérki przed szkodliwymi
czynnikami oraz uczestniczacych w faldowaniu biatek i ich zmian konformacyjnych.
Shamaei-Tousi 1 wsp. (2007) twierdza, iz egzogenny stres jest przyczyna
nieprawidlowego faldowania biatek komérkowych. Wedlug autor6w gromadzenie si¢ w
komérce nieprawidtowo sfatdowanych bialek, moze prowadzi¢ do uszkodzenia naczyn
krwiono$nych. HSPA4 stojagc na strazy wtasciwej funkcji naczyn krwionos$nych
przyczynia si¢ rowniez do prawidlowego funkcjonowania srodblonka oraz bierze udziat
w  mechanizmach antyapoptotycznych chronigcych migsien sercowy przed
niedotlenieniem.

Zidentyfikowana w komoérkach $cian aorty prosigt wimentyna nalezaca rowniez

do biatek biorgcych udziat w procesach komérkowych jest biatkiem cytoszkieletowym.
Qin i wsp. (2000) donosza iz wimentyna jest biatkiem bioracych udziat w proliferacji
i migracji komoérek migsni gtadkich naczyn krwiono$nych (VSMC). Nalezy zwrocic¢
uwage, ze komoérki migsni gtadkich naczyn sg wysoko wyspecjalizowanymi komérkami
regulujagcym napigcie naczyn i biorgcymi udziat w przebudowie naczyn w warunkach
fizjologicznych (Regent i wsp., 2016). Ponadto funkcja tych komérek zwigzana jest
rowniez z proliferacjg oraz syntezg sktadnikdw macierzy pozakomdrkowej. Jak podaja
Regent i wsp. (2016) kurczliwos¢ VSMC wyraza wysoki poziom biatek kurczliwych
takich jak: tancuch cigzki miozyny mieéni gtadkich (SM-MHC), a-aktyna mig$ni
gtadkich (aSMA) oraz kalponina (CNN).
Ponadto wimentyna reguluje adhezj¢ i migracj¢ leukocytéw przez srédbtonek naczyn
krwiono$nych. Pomaga réwniez stabilizowa¢ potaczenia migdzykomodrkowe
w $rédblonku naczyn. Loufrani i Henrion (2008) podaja, ze ilo$¢ wimentyny
w filamentach posrednich wzrasta po ekspozycji na wysokie ci$nienie krwi, wzmacniajac
w ten sposob architekturg komérkowa.

Wsréd zidentyfikowanych biatek zaangazowanych réwniez w  procesy
komérkowe na uwage zastuguje kalretikulina. Jest to molekularne biatko opiekuncze

wigzace waph majace kluczowe znaczenie dla prawidlowego faldowania i transportu
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biatek przez retikulum endoplazmatyczne (Gold i wsp., 2006). Autorzy ponadto
stwierdzili, ze kalretikulina jest réwniez receptorem dla trombospondyny 1 (TSP-1,
bierze udziat w procesie angiogenezy) w tetniczych komoérkach srédbtonka u bydta.

Analiza bioinformatyczna zidentyfikowanych biatek tkanki aorty za pomoca

oprogramowania STRING v.10 wykazata, ze pod wzgledem udzialu w procesach
biologicznych cze$¢ bialek jest zaangazowana w organizacje cytoszkieletu. Cytoszkielet
jest waznym sktadnikiem $cian naczyn krwiono$nych, poniewaz jest odpowiedzialny za
utrzymanie integralnosci naczyniowej. Ponadto biatka cytoszkieletu odgrywajg bardzo
wazng role w regulacji skurczu oraz relaksacji migsni gtadkich naczyn krwionosnych.
Wsréd biatek cytoszkieletarnych tkanki aorty wykazano obecnos¢ aneksyny Al
(ANXAT). Biatko to powoduj¢e zmniejszong ekspresje czasteczek adhezyjnych na
powierzchni komoérek $réodblonka naczyn krwiono$nych, a tym samym ogranicza
przyleganie 1 przenikanie leukocytow w kierunku procesu zapalnego (de Jong 1 wsp.,
2017). Badania przeprowadzone przez Hayhoe i wsp. (2006) i Knusters’a 1 wsp. (2015)
potwierdzaja hipotezg, ze podanie ANXA1 hamuje przyleganie neutrofili do
aktywowanych komérek §rédbtonka w warunkach in vitro.
Aneksyna Al nalezy do bialek odgrywajaca kluczowa rol¢ w fizjologicznej réwnowadze
angiogennej. Jak podaja Yi i1 Schnitzer, (2009) zwigkszona ekspresja ANXAI
w komorkach $cian naczyn krwiono$nych prawdopodobnie petni bardzo wazng funkcje
w rozwoju naczyn krwiono$nych. Ponadto autorzy stwierdzili istotng role ekspresji
aneksyny A1 w procesie gojenia si¢ ran i angiogenezy w powszechnie wykorzystywanym
tescie badania poszczegdlnych odcinkéw aorty. Bardzo waznym aspektem jest wskazanie
przez autoréw (Yi i Schnitzer, 2009) nowych szlakéw dziatania aneksyny A1l w regulacji
angiogenezy. Autorzy postuluja iz zwigkszona ekspresja czynnikdw antyangiogennych
(TIMP2, Col18al) wydaje si¢ by¢ rownowazona przez zwigkszong ekspresje czynnikow
proangiogennych ( MMP2, FIGF, ECGF1, Aktl 1 Angpt2). Celem wzajemnego dziatania
tych czynnikéw jest utrzymanie rownowagi fizjologicznej umozliwiajacej prawidiowa
funkcj¢ naczyn krwiono$nych. Prawdopodobnie sama obecno$¢ aneksyny Al w aorcie
rosngcych prosiagt wskazuj¢ na intensywny rozwdéj naczyn krwionosnych.

Cytoszkielet petni bardzo wazng funkcje mechaniczna, organizacji i sygnalizacji
wewnatrzkomoérkowej. R6znorodnos¢ funkcji cytoszkieletu sprawia, iz pelni on istotne
znaczenie w utrzymaniu prawidlowej fizjologii naczyn krwionos$nych. Do biatek
cytoszkieletu nalezy zidentyfikowana w aorcie prosigt cytoplazmatyczna aktyna 1

(ACTB) majaca kluczowe znaczenie w utrzymaniu formy i funkcji komorek naczyn
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krwiono$nych. Aktyna wchodzi w sktad duzej rodziny biatek cytoszkieletowych
znajdujacych si¢ prawie we wszystkich komoérkach eukariotycznych i petni funkcje
rusztowania utrzymujgcego ksztaltt komoérki oraz  wptywa na organizacje
wewnatrzkomorkowg. Jak podaje Whitesell i wsp. (2014) alfa aktyna migsni gtadkich
(ACTA2) komoérek miesni gladkich nalezy do jednych z pierwszych markeréw rozwoju
uktadu naczyniowego. Autorzy obserwowali w trakcie rozwoju danio prggowanego,
morfogenez¢ naczyn krwiono$nych, w tym tuku aorty wraz ze wzrostem aktywnos$ci
aktyny w komodrkach. Ponadto autorzy postulujg iz ACTA2 odgrywa centralng rolg
w regulacji kurczliwosci naczyn 1 homeostazy ci$nienia krwi. Przeciwny kierunek zmian
1 roli ACTA2 obserwowali Zhao 1 wsp. (2004). W przeprowadzonych badaniach na
rosngcych i dorostych owcach metodg Western immunoblotingu stwierdzili, wzglednie
staly poziom ekspresji alfa aktyny podczas rozwoju naczyn krwiono$nych. Autorzy ci
jednak odrzucaja hipoteze, ze alfa aktyna stanowi istotny czynnik wplywajacy na zmiany
kurczliwosci naczyh zwiazane z wiekiem. Ponadto uwazajg iz stabilny poziom ekspresji
alfa aktyny w trakcie wzrostu i rozwoju zwierzat moze stanowi¢ wewnetrzny kalibrant
(kontrola) w badaniach ekspresji innych bialek. W przeciwienstwie do stalego poziomu
alfa aktyny autorzy wykazali znaczace obnizenie ekspresji alfa tubuliny i niewielka jej
role w kurczliwosci naczyn krwionosnych. Tym samym alfa tubulina nie moze stanowi¢
wewnetrznej kontroli ekspresji  biatka. Lancuch tubuliny alfa-1B (TUBAIB)
zidentyfikowana réwniez w prezentowanej pracy bedgca sktadowa mikrotubul wzmacnia
wlasciwosci mechaniczne naczyn krwiono$nych, a przede wszystkim odgrywa kluczowa
rol¢ w modulowaniu wewnatrzkomérkowej transdukcji sygnatu wapnia (Paul i wsp.,
2000)

Biatka cytoszkieletowe okreslajg ksztalt i integralno$¢ komorek, a struktury
zwigzane z btong komorkowa, ktére potaczone sg za pomocg komponentéw
zewnatrzkomorkowych umozliwiaja integralnos¢ tkanki. Te elementy strukturalne
odgrywajg aktywna role w interakcji naczyn krwiono$nych z ich srodowiskiem.

Wiadomo, ze na $ciany naczyn krwiono$nych dziatajg dwie sity biomechaniczne.
Jedna z nich jest bardzo istotna z punktu widzenia patomechanizmu miazdzycy i stanowi
srodblonkowe tzw. naprezenie scinajace. Dzialanie tej sity ogranicza si¢ do komorek
wyscielajagcych naczyn i1 zwigzane jest z lepkoscig krwi. Sita jaka jest naprezenie
scinajgce wywotane przeplywem krwi jest bardzo waznym czynnikiem stymulujagcym

srodbtonek naczyn krwiono$nych (Wasilewski i wsp., 2012).
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W srédbtonku naczyn krwionosnych biatka cytoszkieletu do ktérych nalezy
wczesnie] wspomniana wimentyna, (zidentyfikowana w niniejszym doswiadczeniu),
wykazuja odpowiednig reaktywno$¢ uzalezniong od wielkosci sity naprezenia
scinajgcego przeptywajacej krwi przez naczynia krwionosne. Wimentyna jako biatko
cytoszkieletu komérkowego ma wigc duze znaczenie w utrzymaniu integralnosci
komorek jak 1 caltej struktury tkanki aortalnej w organizmie zwierzat i ludzi. Siec
wimentynowa odgrywa wazng role w stabilizacji komérki. Warto réwniez dodaé, ze
biatka cytoszkieletu odgrywaja réwniez kluczowa role w aktywnosci komorek
W angiogenezie zwigzanej Z rozwojem naczyn.

Analiza bioinformatyczna wykazata rOwniez biatka zaangazowane w procesy
agregacji 1 aktywacji ptytek. Proces agregacji ptytek mozna podzieli¢ na dwa rodzaje
hemostatyczng (w momencie uszkodzenia naczynia) i patologiczng (gdy dochodzi do
dysfunkcji uktadu antykoagulacyjnego). Zaktywowane ptytki krwi maja zdolno$¢ do
modulowania wilasciwosci komorek srodblonka, przez wzmozong ekspresje czynnika
tkankowego, co prowadzi do zwigkszenia w naczyniach aktywnosci prokoagulacyjnej
(Maslanka, 2014). W prezentowanej pracy wykazano obecno$¢ m.in. winkuliny (VCL),
cytoplazmatycznej aktyny 1 (ACTB) oraz regulowanego lekkiego polipeptydu 9 miozyny
(MYL9). Obecnos¢ winkuliny jest niezbedna dla integralnosci komoérek Sciany aorty
i zachowania prawidlowej funkcji naczyn krwiono$nych.

W dostgpnym pismiennictwie nie wiele jest prac zwigzanych z proteomikg aorty
u Sus scrofa. Dinardo 1 wsp. (2014) dokonali analizy proteomicznej komdérek migsni
gladkich naczyn krwionosnych (VSMCs, ang. vascular smooth muscle cells)
wyizolowanych z aorty piersiowej swin. W swoim do§wiadczeniu autorzy wykorzystali
technike dwukierunkowej wysokosprawnej chromatografii cieczowej, w wyniku ktorej
otrzymali 1628 biatek, sposréd ktérych 232 zostaly zidentyfikowane za pomocg
kwadrupolowej spektrometrii mas. Autorzy wykazali obecno$¢ biatek zaangazowanych
w organizacj¢ widkien aktynowych (izoforma 2 winkuliny, alfa aktynina 2 oraz 4).
Obecnos¢ bialek izoformy 2 winkuliny oraz alfa aktyning 1 podobnie obserwowano
w niniejszej pracy. Biatka te odgrywaja wazng role w okreslaniu mechaniki komorek
poprzez reorganizacj¢ widkien aktyny, ktére spowodowane sg cyklicznym rozcigganiem
sciany naczyn krwionosnych. Natomiast w badaniach przeprowadzonych przez Boccardi
i wsp. (2007) na 3 miesiecznych $winiach od ktérych pobrano fragmenty tetnicy
wiencowej w celu wyizolowania VSMCs, za pomocg elektroforezy dwukierunkowe;j

autorzy otrzymali 259 spotéw biatkowych. Sposréd wszystkich spotéw, autorzy
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zidentyfikowali biatka, nalezace do grupy bialek zaangazowanych w system
antyoksydacyjny. Do tych biatek naleza peroksyredoksyna 3 1 4, natomiast w niniejszej
pracy zidentyfikowano peroksyredoksyng 6. Boccardi i wsp. (2007) podaja, ze
nadekspresja tego bialka moze by¢ konsekwencja wtérnego mechanizmu
zaangazowanego w odpowiedz na wzrost poziomu reaktywnych form tlenu. Reaktywne
formy tlenu przyczyniajg si¢ do zmian funkcjonalnych i strukturalnych $ciany naczynia
krwionos$nego (np. wystepowanie tetniakéw u ludzi). Podobnie jak autorzy cytowanej
pracy w prezentowanym doswiadczeniu wykazano obecno$¢ biatek opiekunczych
z rodziny bialek szoku cieplnego o masie 70 (HSPA4) i 71 kDa (HSPAS). Biatka te
w warunkach stresu oksydacyjnego biorg udzial w stabilizacji mikrofilamentéw
aktynowych, a takze zapobiegaja agregacji ptytek krwi do $ciany naczynia krwiono$nego
(Marszat, 2010). Ponadto w tkance aorty badanych prosigt w naszym do$§wiadczeniu jak
rowniez w badaniach 3 miesigcznych prosiat przez Boccardi i wsp. (2007), wykazano
obecnos¢ chaperonéw retikulum endoplazmatycznego takich jak: prekursor biatkowe;]
izomerazy dwusiarczkowej A3 (PDIA3 — enzym odpowiadajacy za tworzenie mostkow
dwusiarczkowych podczas dojrzewania bialek w retikulum endoplazmatycznym) oraz
prekursor retikulokalbiny 1 (RCN1), izoforma 1 i 3 retikulokalbiny 2 (RCN2). Wartoscig
dodang przeprowadzonych badan niniejszej pracy jest zidentyfikowanie réwniez 6 innych
biatek retikulum endoplazmatycznego, nie wykazanych przez cytowanych autoréw.
Wsréd nich mozna wymieni¢ biatka zaangazowane w wigzanie jondw wapniowych, takie
jak: Kkalretikulina (CALR), izoforma 1 kalumeniny (CALU) oraz endoplazmina
(HSP90B1). Ponadto zidentyfikowano réwniez izoforme¢ 2 biatka o masie 78 kDa
regulowanego poziomem glikozy (HSPAS, uczestniczy w fatldowaniu i przemieszczaniu
biatek sekrecyjnych w retikulum endoplazmatycznym) oraz przejsciowa ATPaze
retikulum endoplazmatycznego (VCP).

W niniejszym badaniu, aby wzbogaci¢ wiedze z zakresu biologii 1 fizjologii aorty
rosngcych prosigt, wygenerowano pierwsza szczegétowa i powtarzalng mape¢ biatkowa
poprzez separacje bialek z wykorzystaniem elektroforezy 2DE oraz dokonano
identyfikacji umozliwiajacej zbadanie zmian ekspresji biatek zwigzanymi z r6znymi
stanami ukladu biologicznego. Mapa biatkowa prezentuj¢ spora liczb¢ 1 réznorodno$¢
zidentyfikowanych biatek zwigzanych w szczegé6lnosci z funkcja 1 rozwojem naczyhn

krwiono$nych u rosngcych prosiat.
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Podejscie proteomiczne, w badaniach czynnosci uktadu sercowo - naczyniowego,
wydaje si¢ by¢ bardzo zachgcajace w mapowaniu profili ekspresji bialek po stosowaniu
réznych czynnikéw do§wiadczalnych w tym zmiany diety u rosnacych zwierzat.

W tym kontekscie wydaje si¢, ze wyniki sg bardzo obiecujace i otwieraja nowe
mozliwosci dla przysztych badan skupionych na wyjasnieniu fizjologii 1 patofizjologii
rozwijajacego si¢ organizmu. Wykorzystanie narzedzi proteomicznych w badaniach
czynnosci aorty zaczyna nabiera¢ coraz wigkszego znaczenia, szczegdlnie w wyjasnieniu

mechanizméw funkcjonowania tej tkanki.

6.1. Analiza zmian ekspresji bialek po zastosowaniu diety suplementowanej
fruktanami typu inulinowego

Charakterystyka fizjologicznej homeostazy bialek w zdrowych tkankach
umozliwia identyfikacj¢ molekularnych podstaw proceséw biologicznych pod wpltywem
réznych czynnikow doswiadczalnych. W prezentowanym do$wiadczeniu dokonano
analizy wptywu diety z r6znym udziatem fruktanéw typu inulinowego, na profil biatkowy
aorty rosnacych prosiat. Nalezy podkresli¢, ze pozyskane zostaty biatka z probek aorty,
w ktérych widoczne sg skutki lokalnego dziatania inuliny na tkanke aortalng i naturalng
zmienno$¢ biologiczna.

Zastosowanie elektroforezy dwukierunkowej pozwolito okresli¢ réznice
w ekspresji biatek tkanki aorty, migdzy grupa kontrolng i grupami eksperymentalnymi.
W prezentowanej pracy zaobserwowano, ze dieta suplementowana dodatkiem suszu
z korzenia cykorii spowodowata wigksze zmiany ilo$ciowe ekspresji biatek tej tkanki.
Jak podaje Liu i wsp. (2011) korzenie cykorii zawierajg fruktany typu inulinowego oraz
bioaktywne sktadniki tj. polifenole (kwasy dikawoilochinowe oraz kwas chlorogenowy).
Ponadto susz z korzenia cykorii zawiera fruktany o r6znym stopniu polimeryzacji co
wigze si¢ z odmienng fermentacjg i zwigzanym z tym dziataniem. Dieta z 4% dodatkiem
suszu z korzenia cykorii spowodowata zmiany w ekspresji 32 biatek, z ktoérych
zidentyfikowano 19, reprezentujacych 15 réznych produktéw genowych. Natomiast
dodatek do diety 2% wodnego roztworu inuliny wptynat na zmiany w ekspresji 23 biatek
aorty. Sposrdéd tych biatek zidentyfikowano 13, ktére reprezentuja 12 odrebnych
produktéw genowych.

Suplementacja diety fruktanami typu inulinowego wywotata zmiany w ekspresji
biatek zaréwno w grupie otrzymujacej 2% 1 4% dodatek fruktanéw typu inulinowego.

Zaréwno dodatek suszu z korzenia cykorii jak i 2% roztworu inuliny skutkowat

77



obnizeniem ekspresji tych samych biatek: izoformy 3 retikulokalbiny 2 (RCN2), biatka
szoku cieplnego A8 (HSPAS), podjednostki alfa biatka 1 kompleksu T (TCP1), alfa 1
kwasnej glikoproteiny (ORM1) oraz prelaminy A/C (LMNA).

W przeprowadzonych badaniach wykazano, ze zastosowanie w diecie $win
dodatku 2% natywnej inuliny oraz 4% suszu z korzenia cykorii istotnie wptyneto na
poziom ekspresji biatek zaangazowanych w mechanizmy regulujgce ci$nienie krwi
w aorcie. Do biatek tych naleza izoforma 3 retikulokalbiny 2 (RCN2), alfa 1 kwasna
glikoproteina (ORM1) oraz biatko zawierajace domene tioredoksyny 5 (TXNDCS).
W przypadku ORM1 coraz RCN2 obserwowano istotne obnizenie ekspresji wynikajace
z zastosowania diet eksperymentalnych, natomiast ekspresja TXNDCS5 wzrastata
w  wyniku suplementacji zwierzagt. ORMI1 jest glikoproteing o funkcji
naczynioprotekcyjnej (McCurdy i wsp., 2012). Analiza piSmiennictwa wskazuje, ze
stwierdzono wysoka osoczowa koncentracje tego biatka, ktéra istotnie wzrasta
w odpowiedzi ostrej fazy (Tothova i wsp., 2013). Zwigzane jest to z dzialaniem
przeciwkrzepliwym ORMI1 poprzez regulacj¢ aktywnosci inhibitora aktywatora
plasminogenu typu 1 (PAI-1) (Smolarczyk i wsp., 2005). W doswiadczeniach
przeprowadzonych na skrawkach mysiej aorty wykazano, ze ORMI1 ma réwniez
dziatanie wazodylatacyjne, najprawdopodobniej poprzez blokowanie naptywu jonéw
Ca’* do komoérek miesniowki gladkiej tych naczyn (Tokutomi i wsp., 2003). Nalezy
nadmieni¢, ze w badaniach Lepczynskiego i wsp. (2015) oraz Herosimczyk i wsp. (2016)
przeprowadzonych na tej samej stawce zwierzat wykazano obnizenie ekspresji biatek
ostrej fazy w surowicy krwi prosigt suplementowanych suszem z korzenia cykorii oraz
inuling. Dlatego tez, wydaje si¢, ze zmiany relatywnej koncentracji alfa 1 kwasne;j
glikoproteiny w aortach suplementowanych zwierzat, moga by¢ wynikiem jej obnizone;j
ekspresji w osoczu krwi, jako efektu dzialania przeciwzapalnego fruktanéw typu
inulinowego. Wyniki te ilustrujg potencjalng uzyteczno$¢ stosowania proteomiki
tkankowej (w tym przypadku aorty) do identyfikacji biomarkeréw osocza 1 dostarczaja
dowoddéw na uzytecznos$¢ kliniczno — weterynaryjng.

W  badaniach zaobserwowano réwniez nizszg ekspresje izoformy 3
retikulokalbiny 2 (RCN2) w aortach suplementowanych zwierzat. Z analizy
piSmiennictwa wynika, ze RCN2 odgrywa bardzo istotng role w prawidtowej funkcji
i czynnosci komoérek w normalnej fizjologii organizmu. Wiadomym jest bowiem, ze
obecnos¢ RCN2 stwierdzono w wielu narzadach i tkankach ustroju. Jednak jak podaje

Fukuda 1 wsp. (2007) ilos¢ RCN utrzymuje si¢ na bardzo niskim poziomie, poniewaz
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wigkszos¢ biatek z rodziny RCN zostalo zidentyfikowanych w matych ilosciach
w réznych narzagdach. Wykazano, ze niska ekspresja tego biatka wigzana jest rwniez
z ograniczeniem dziatania presyjnego angiotensyny II (Li i wsp., 2019). Wysoka
ekspresja RCN2 stwierdzona byta w trakcie remodelingu naczyn tetniczych, wywotanego
wysokim cisnieniem te¢tniczym (Chang i wsp., 2019). Mozna wiec przypuszczaé, ze

spadek ekspresji tego biatka bedzie wigzat si¢ z ograniczaniem wzrostu ci$nienia krwi.

W doswiadczeniu wykazano réwniez wzrost ekspresji biatka zawierajacego
domeng tioredoksyny 5 (TXNDCS5). Wiadomym jest, ze funkcja fizjologiczng srédbtonka
naczyniowego, a tym samym naczyh jest utrzymanie prawidlowej réwnowagi miedzy
uktadem wytwarzajagcym utleniacz a uktadem wytwarzajacym przeciwutleniacze.
Zaktécenie tej rownowagi prowadzi do stresu oksydacyjnego. Stres oksydacyjny petni
gtéwng rol¢ w zaburzeniach naczyn krwiono$nych. Nadprodukcja reaktywnych form
tlenu w naczyniach krwionosnych jest wynikiem zwigkszonej ekspresji oksydazy
NADPH i obnizonej aktywnos$ci czynnikow przeciwutleniajacych, do ktérych mozemy
zaliczy¢ m.in. TXNDCS5. Wiadomym jest rowniez, ze w prawidtowej fizjologii naczyn
krwionosnych tioredoksyny s3a zaangazowane w homeostaz¢ komorek srodbionka.
Dlatego wzrost ekspresji tego biatka w aorcie rosnacych prosiat pod wptywem dodatku
fruktanéw typu inulinowego moze stanowi¢ mechanizm ochronny w funkcjonowaniu
srodbtonka naczyniowego (Bedarida i wsp., 2018; Domingues i wsp., 2020).
W niniejszych badaniach wykazano roéwniez obnizenie ekspresji molekularnych
chaperondéw (prekursor kalreticuliny (CALR), podjednostka alfa biatka 1 kompleksu T
(TCP1), biatko szoku cieplnego A8 (HSPAS)). Te biatka opiekuncze zwigzane sg przede
wszystkim z procesem prawidtowego formowania biatek w siateczce srodplazmatyczne;j
gtadkiej (Biwer i wsp., 2020; Chang i wsp., 2020). Ze wzgledu na fakt, ze ekspresja tych
biatek indukowana jest stresem komérkowym, duzym prawdopodobienstwem jest, ze
zastosowanie w diecie dodatku suszu z korzenia cykorii oraz natywnej inuliny powoduja
ograniczenie dzialania czynnikow stresogennych na komoérki $rédbtonka oraz
migsniowki gtadkiej formujacych aort¢. Nalezy dodatkowo zwrdci¢ uwage na fakt iz,
biatka te moga posiada¢ dodatkowa rol¢ zwigzang z funkcjonowaniem tego naczynia.
Wykazano, ze pula CALR nie zwigzana z siateczka $rdédplazmatyczng gtadka, moze
poprzez wigzanie jonéw wapnia regulowaé wazoreaktywnos$¢ tetnic. Wywotujg to
zmiany  aktywnosci  potaczen  mig$niowo-srodbtonkowych  uczestniczacych

w fizjologicznym mechanizmie regulacji cisnienia krwi (Biwer 1 wsp., 2014; Biwer
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1 wsp., 2018). Profil ekspresji bialek zaangazowanych w komoérkowa odpowiedz
stresowg, takich jak HSPAS zostaty obnizone w odpowiedzi na dodatek zaréwno 2%
inuliny i 4% dodatek suszu do diety, natomiast CALR tylko w przypadku suplementacji
diety 2% inuliny. Zrozumienie doktadnego mechanizmu obnizania ekspresji HSPAS8
1 CALR pod wptywem diety inulinowej pomogloby w lepszym zrozumieniu
funkcjonowania duzych naczyh krwionosnych pod wptywem zastosowanych warunkéw
zywieniowych. Biatka szoku cieplnego odpowiedzialne sg za procesy zwijania
i faldowania nowo syntetyzowanych bialek, az takze za resyntez¢ wczesniej zle
sfatldowanych bialek. Ponadto odpowiadaja réwniez za translokacje bialek btonowych
otaczajacych organella oraz kontrole aktywnosci bialek regulatorowych. Wtasciwosci
biatek szoku cieplnego i ich dziatanie jest SciSle zwigzane z oddzialywaniem na
hydrofobowe segmenty biatek w sposéb kontrolowany przez ATP. Biatka z rodziny
szoku cieplnego (HSP) poprzez oddziatywanie z r6znymi biatkami regulatorowymi wielu
szlakow transdukcji sygnatéw, kontroluja homeostaze komorek, proliferacje,
réznicowanie i $mier¢ komoérek. Innym biatkiem zaangazowanym w kontrole proceséw
redoks (redukcyjno-oksydacyjnych) jest izomeraza dwusiarczkowa (PDIA3).
W niniejszym doswiadczeniu PDIA3 reprezentowana byla przez trzy spoty biatkowe,
ktérych trend w ekspresji nie jest jednoznaczny (jeden ze spotéw wykazywal wzrost
ekspresji natomiast pozostate obnizaty swoja ekspresj¢). Prawdopodobnie obserwowany
odmienny trend ekspresji dla spotéw reprezentujagcych PDIA3 moze wynikac z obecnos$ci
w zelu biatek o okreslonych modyfikacjach potranslacyjnych (PTM). W wyniku
okreslonych modyfikacji m.in. fosforylacji dochodzi do przesunigcia punktow
izoelektrycznych  bialek (Rogowska-Wrzesinska 1 wsp., 2013), stad tez
w doswiadczeniu mozna zaobserwowal zmiany ekspresji spotéw biatkowych
o okreslonych funkcjonalnych modyfikacjach, przy stabilnej lub odmiennej ekspresji
pozostatych spotéw reprezentujacych na zelu okreslone biatko. Niestety ze wzgledu na
ograniczenia stosowanego w przeprowadzonej analizie spektrometru masowego typu
MALDI-ToF, nie mozliwe byto okreslenie modyfikacji potranslacyjnych dla tego biatka.
Z danych dostepnych w bazie danych uniprot wynika, ze PDIA3 moze ulega¢ szeregowi
potranslacyjnych modyfikacji m.in. fosforylacji. Jak podaja Turano i wsp. (2011)
nadekspresja tego biatka moze §wiadczy¢ o przeciwdzialaniu niektérym wywotanym
skutkom stresu oksydacyjnego, zwigzanego z nieprawidlowym faldowaniem biatka,
uszkodzenia spowodowanego przez reaktywne formy tlenu (ROS). W badaniach

Lepczynskiego i wsp. (2017) przeprowadzonych na tych samych grupach prosiat dodatek
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do diety suszu z korzenia cykorii, zwigkszyt ekspresje bialek ktére sg posrednio lub
bezpos$rednio zaangazowane w aktywnos$¢ antyoksydacyjng, np. dysmutaza
ponadlenkowa i preksyredoksyna 5 i 6, S-transferaza glutationu. Gourineni i wsp. (2011)
podaja, ze koncowy produkt prebiotykéw m.in. inuliny moze zwigkszy¢ aktywnos$¢
réznych enzymow antyoksydacyjnych. Jak podaje Lepczynski 1 wsp. (2017) suszone
korzenie cykorii maja wysokie wtasciwosci przeciwutleniajgce zwigzane z cechami
zwigzkéw polifenolowych, ktére powszechnie wystepuja w cykorii odmiany
korzeniowe;j.

Wzrost ekspresji tych bialek pod wplywem diety inulinowej moze mie¢ duze
znaczenie w prawidlowym rozwoju ukiadu naczyniowego oraz wzmocnieniu
mechanizméw obronnych przed nadmiarem wolnych rodnikéw w organizmie zwierzat
i ludzi.

W przeprowadzonym doswiadczeniu wykazano, ze dodatek suszu z korzenia

cykorii do diety swih powodowal zmiany ekspresji biatek zwigzanych z przyczepami
ogniskowymi w aortach $win (wimentyna (VIM), izoforma 3 winkuliny (VCL), biatko
zalezne od aktyny 3 ACTR3). Wymienione wyzej bialka nalezg do rodziny bialek
zwiagzanych z organizacjg cytoszkieletu wewnatrzkomoérkowego.
Dieta z 4% dodatkiem suszu z korzenia cykorii spowodowata zmiany w ekspresji biatka
cytoszkieletu, nalezacego do biatek strukturalnych — wimentyny (VIM). W niniejszym
do$wiadczeniu stwierdzono obecno$s¢ VIM w dwoéch osobnych spotach na zelu,
w ktorych obserwowana byla asymetria w ekspresji tego biatka. Roéznice te
prawdopodobnie moga by¢ wynikiem wystgpowania réznych modyfikacji
potranslacyjnych.

Wimentyna jest biatkiem filamentéw posrednich (IF) komérek srédbtonka, ktére
tworzg warstwe w S$wietle naczyn krwionos$nych i stanowig pierwszg barier¢ przed
naprezeniem S$cinajacym przeptywu krwi w uktadzie naczyniowym. Wiadomo, ze
filamenty posrednie zapewniaja komodrkom stabilno$§¢ mechaniczng. Jednakze wyniki
wielu badan wskazuja, ze IF zaangazowane sg w szereg proceséw metabolicznych,
sygnalizacyjnych i regulacyjnych, ktére nie sg zwigzane z funkcjami mechanicznymi
(Schiffers 1 wsp., 2000; Ivaska i wsp., 2005; Nieminen i wsp., 2006; Ivaska i wsp., 2007;
Kwak 1 wsp., 2012). Wykazano, ze wimentyna dziala jako rusztowanie dla biatek
sygnatowych, ktore regulujg nabtonkowa przemiang¢ mezenchymalng, rozwéj komoérek
rakowych, gojenie ran, naprawe tkanek, starzenie si¢ tkanek, jak réwniez w sygnalizacje

zapalng (Ivaska i wsp., 2005; Nieminen i wsp., 2006; Ivaska i wsp., 2007; Hyder 1 wsp.,
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2011, Virtakoivu i wsp., 2015). W celu regulacji, adhezji i migracji komoérek, wimentyna
bierze udziat w organizacji czgsteczek adhezyjnych, jak réwniez komplekséw
aktomiozyny ( Jiu i wsp., 2015). Wimentyna reguluje réwniez transport biatek i bierze
udzial w regulacji ekspresji genéw (Ivaska i wsp., 2007; Vuoriluoto i wsp., 2011; Dave
1 Bayless, 2014; dos Santos i wsp., 2015; Virtakoivu 1 wsp., 2015). Na podstawie
wynikow badan mozna stwierdzi¢, ze wimentyna pelni funkcje regulacyjna
w dynamicznych procesach komoérkowych. W ostatnich badaniach wimentyne
powigzano z angiogeneza i homeostazg naczyniowa. Stwierdzono, ze brak wimentyny
jest zwigzany z defektami rozwoju naczyn, migracja srédbtonka, adhezja jak réwniez
z przebudowa tetnic zwigzang z indukowanym przeptywem krwi ( Schiffers i wsp., 2000;
Kwak i wsp., 2012).

Istnieje coraz wigcej dowoddéw, ze filamenty wimentynowe tworzg dynamiczne
rusztowanie biatkowe, ktére ingeruje w procesy komérkowe podczas etapéw rozwoju
tkanek lub przebudowy. Autorzy (Antfolk i wsp., 2017) wykazali wazna role¢ wimentyny
w rownowazeniu sygnalizacji NOTCH, w procesie angiogenezy. Stwierdzili réwniez, ze
wimentyna petni wazne funkcje na réznych etapach rozwoju naczyn i wykazali
oddziatywanie wimentyny z JAGGET. Zdolno$¢ wysytania sygnatu przez JAGGET jest
ostabiona w przypadku braku wimentyny. Ma to szczegélne znaczenie w trakcie wzrostu
i rozwoju naczyn krwionos$nych (réwniez w trakcie wzrostu i rozwoju mtodych zwierzat),
gdzie wimentyna zwigzana z aktyng umozliwia koordynacje¢ sygnatu cytoszkieletu
z receptorami JAGGET i1 NOTCH w btonie komérkowej (Antfolk i wsp., 2017).
Doswiadczalnie wykazano, ze wimentyna zaangazowana jest w funkcjonalng regulacje
sztywnosci naczyn tetniczych. U myszy z nokautem genu wimentyny obserwowano
wzrost ekspresji szeregu biatek laminin, witronektyny, fibronektyny, perlecanu, kolagenu
typu IV, VE-kadheryn oraz czynnika von Willebranda w blonie podstawnej aorty, co
skutkowalo sztywnieniem tego naczynia (Langlois 1 wsp., 2017).

W przeprowadzonym dos$wiadczeniu obserwowano réwniez obnizenie ekspresji
lamin jagdrowych u suplementowanych zwierzat. W wyniku suplementacji diety zaréwno
2% inuliny, jak réwniez 4% suszem z korzenia cykorii obserwowano obnizenie ekspresji
prelaminy A/C (LMNA). Te charakterystyczne dla ostonki jadrowej filamenty posrednie
sg biatkami, ktérych ekspresja w komoérkach wzrasta w wyniku zmian naprezenia
(Lammerding i wsp., 2004). Wykazano zaangazowanie lamin A/C w proces odpowiedzi
na stres, spowodowany zmianami ci$nienia krwi w komdrkach mie$ni gtadkich aorty

(Malkawi i1 wsp., 2015). W wyniku indukcji, ekspresja tych biatek wzrasta powodujac
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sztywnienie jadra komdrkowego, przyspieszajac procesy starzenia si¢ komorek migsni
gtadkich (Ragnouth 1 wsp., 2010). Odwrotna tendencja ekspresji tego biatka w aortach
suplementowanych zwierzat moze by¢ zatem odbierana jako efekt korzystnego dziatania
produktéw fermentacji inuliny.

W prezentowanym doswiadczeniu ponadto, obserwowano obnizenie ekspresji
izoformy 3 winkuliny u zwierzat suplementowanych suszem z korzenia cykorii.
Winkulina (VCL) jest biatkiem, ktére czuwa nad spdjnoscig potaczen komoérkowych
(kadheryn). W trakcie rozwoju naczyn krwionosnych pofaczenia komérkowe ulegaja
przeksztalceniom morfologicznym zaréwno in vivo 1 in vitro. Morfogeneza interakcji
miedzy komoérkami zwigzana jest prawdopodobnie z obnizeniem ekspresji winkuliny.
Wyniki w prezentowanej pracy identyfikujag VCL jako wazny czynnik rozwoju naczyn
krwiono$nych. Maddugoda i wsp. (2007) podaja, ze prawdopodobnie winkulina
kontroluje proces, w ktérym wczesne polaczenia miedzy komérkami miaty charakter nie
ciggly, a wraz z rozwojem organizuja si¢ jako spdjny liniowy kontakt jako dojrzate
potaczenia komérkowe. Mozna identyfikowa¢ winkuling jako cze$¢ poteznego aparatu
molekularnego odpowiedzialnego za powstawanie i generowanie spdjnych potaczen
komérkowych. Maddugoda i wsp. (2007) postuluja ze winkulina wspétpracuje z miozyng
IV w celu reorganizacji cytoszkieletu aktynowego, co umozliwia powstanie spdjnych
i liniowych potaczen komérkowych (kadherynowych). Analiza piSmiennictwa wskazuje,
iz to w jaki sposéb winkulina uczestniczy w tym procesie nie zostato jeszcze do konca
zdefiniowane na poziomie molekularnym. Jak podaja Wang 1 wsp. (2020) nadekspresja
biatka winkuliny w stanach patologicznych moze przyczynia¢ si¢ do nieprawidtowe]
migracji, adhezji i proliferacji komoérek miesni gtadkich naczyn zmieniajgc je z fenotypu
kurczliwego na syntetyczny. Wiadomym jest, ze syntetyczne komoérki migsni gtadkich
naczyn moga  wydziela¢  zwigkszong ilos¢  metaloproteinaz = macierzy
zewnatrzkomérkowej (MMP) co prowadzi do proteolizy elastyny w $cianie aorty. Biatka
zwigzane z macierzg komorkowa pelnig istotng funkcje w utrzymaniu homeostazy
naczyniowej zaleznej od fizjologicznej funkcji skurczowej komoérek migsni gtadkich
naczyn krwiono$nych. Funkcja ta jest $cisle zwigzana z adhezjg komérek do macierzy.
Zewnatrzkomoérkowe sygnaly mechaniczne powodowane naporem krwi przeksztalcane
sa w wewnatrzkomoérkowe sygnaty chemiczne, ktére stabilizujg cytoszkielet komérkowy
i utrzymuja plastycznos$¢ naczynia krwiono$nego (Kurihara i wsp., 2012; Hu i wsp., 2018)

W prezentowanym doswiadczeniu zaobserwowano obnizong ekspresje biatka

septyny 8 (SEPT8) w grupie zwierzat, ktére otrzymywaly 4% dodatek suszy z korzenia
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cykorii do paszy. Septyny sa rowniez obserwowane jako wtékna, ktére taczg si¢ z aktyna,
mikrotubulami lub btonami, a zatem s3 uwazane za czwarty sktadnik cytoszkieletu
(Mostowy i Cossart, 2012). Septyny dziatajg jako rusztowania dla oddzialywan biatko-
biatko oraz kontrolujg przebudowe aktyny stabilizujagc to biatko podczas migracji
komorek wptywajac na lamellipodia migrujacych komoérek (Dolat 1 wsp., 2014)

Wyniki wskazuja na pozytywny wptyw dodatkéw paszowych zawierajacych
inuling na architekturg¢ aorty, poprzez regulacje biatek zwigzanych z przyczepami
ogniskowymi btony podstawnej aorty i stabilizacje aktyny za posrednictwem septyny 8
u rosngcych prosiat.

Kolejnym biatkiem zwigzanym =z rozwojem naczyn krwionosnych
zidentyfikowanym w grupie doswiadczalnej (2% dodatek inuliny do diety)
w prezentowanym doswiadczeniu jest aneksyna 2 (ANXAZ2). Jest to wielofunkcyjne
biatko stanowigce rusztowanie blonowe w trakcie tworzenia i rozwoju nowych naczyn
krwionosnych (Ling 1 wsp., 2004). Aneksyna 2 wiaze F-aktyn¢ i1 spektryne (Gerke
i Weber, 1984) i uwaza si¢, ze posredniczy w sygnalizacji miedzy cytoplazmg a btong
plazmatyczng poprzez oddziatywanie z fosfolipidami btonowymi i filamentami
aktynowymi (Gerke i Moss, 2002; Rescher 1 Gerke, 2004). Wykazano, ze ANXA2
wptywa na rozwdj S$rodblonka naczyniowego, a takze tworzy kompleksy
z E-kadheryng (Lee i wsp., 1999). Obnizone stezenie ANXA2 zmniejsza integralno$¢
bariery $rédblonkowej, bowiem wiadomo, ze biatko to kontroluje morfogeneze
srodbtonka (Su 1 wsp., 2010). W prezentowanym doswiadczeniu wzrost ekspresji
aneksyny 2 u rosngcych prosigt pod wptywem dodatku 2% inuliny do diety
prawdopodobnie wplywa na prawidtowy rozwdj naczyn krwiono$nych u prosigt
w okresie intensywnego wzrostu.

Suplementacja diety 2% wodnym roztworem inuliny spowodowata obnizenie
ekspresji biatka 1 zwigzanego z kaweolami (CAVIN-1). Biatka kaweoli pelnia kluczowa
role w sygnalizacji komdrkowej, regulacji homeostazy lipidéw, wspomagania napigcia
naczyniowego oraz regulacji cisnienia krwi. Wiadomym jest, ze biatka kaweoli wystepuja
licznie w komorkach s$rédbtonka i uczestnicza w mechanizmie relaksacji naczyn
krwionosnych poprzez stymulacje wytwarzania tlenku azotu (Chidlow 1 Sessa, 2010).
W szczegblnosci regulacja syntazy tlenku azotu (eNOS) przez kaweoling-1 (CAV-1) jest
waznym fizjologicznym mechanizmem kontroli reaktywnos$ci naczyn. Ponadto wiadomo,
ze biatka te wystgpuja we wszystkich innych typach komérek uktadu sercowo-

naczyniowego, w tym naczyniowych komorkach migsni gtadkich (VSMC), makrofagach,
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miocytach serca i fibroblastach (Sowa, 2012). Jak podajg Fang i wsp. (2007) nadekspresja
tych biatek powoduje starzenie si¢ komodrek poprzez indukcje¢ biatka p53. Autorzy
wskazuja jednocze$nie, ze nadekspresja tych bialek powoduje specyficzny wzrost
czynnikéw przeciwzapalnych. Mechanizm tego kompensacyjnego dziatania jak wskazuja
autorzy z wyjatkowa cecha nadekspresji kaweoli pozostaje wcigz nie jasny.
Interesujagcym jest réwniez fakt, ze ekspresja CAVIN-1 jest regulowana poprzez
zawarto$¢ wolnego cholesterolu w komorkach oraz gtéwnej lipoproteiny osocza bogate;j
w cholesterol.

Obnizona ekspresja biatka CAVINI po zastosowaniu diety z 2% dodatkiem
inuliny moze sugerowa¢ o prawidlowosci fizjologicznych zmian zachodzacych
w naczyniach krwiono$nych rozwijajacego si¢ organizmu. Dodatkowo wskazuje na to
fakt stalego stezenia cholesterolu i tréjglicerydéw stwierdzonego w prezentowanym
doswiadczeniu.

Zastosowanie diet eksperymentalnych spowodowalo réwniez zmiany ekspresji
biatek macierzy zewnatrzkomoérkowej aorty §win. Przyktadem tych zmian moze by¢
obnizenie ekspresji fancucha alfa-1 kolagenu typ VI (COL6A1) w wyniku zastosowania
dodatku suszu z korzenia cykorii do diety §win. Z literatury wynika, ze aby utrzymac
wlasciwosci mechaniczne aorty koniecznym jest zachowanie odpowiedniego stosunku
pomiedzy widknami elastynowymi a kolagenowymi (Tsamis i wsp., 2013). Wraz
z wiekiem depozycja kolagenu w aorcie wzrasta, co wplywa na obnizenie jej
elastycznosci. Mozna wigc stwierdzi¢, ze obnizajaca si¢ ekspresja kolagenu typu VI
w aorcie $win suplementowanych suszem z korzenia cykorii moze wptyng¢ na wzrost
elastycznosci tego naczynia wptywajac korzystnie na jego wilasciwosci mechaniczne.
W przypadku zwierzat suplementowanych 2% wodnym wyciggiem fruktanéw typu
inulinowego, zmiany ekspresji kolagenu nie sg tak jednoznaczne, gdyz w tej grupie
zwierzat obserwowano wzrost ekspresji fancucha alfa-1 kolagenu typu VI (COL6A1)
oraz obnizenie lancucha alfa-2 kolagenu typu VI (COL6A2). Trudno jest jednak
stwierdzi¢ jaki jest powdd wystepowania przeciwstawnych zmian tych biatek w grupie
zwierzat otrzymujacej 2% dodatek inuliny do diety. Obnizenie ekspresji COL6A1
stwierdzono réwniez po podaniu 4% dodatku suszu z korzenia cykorii do diety
eksperymentalnej. W dostepnym piSmiennictwie brak jest informacji zwigzanych
z ekspresja tego biatka pod wplywem suplementacji inuliny u zwierzat w okresie

wzrastania.
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Wiadomo, ze kolagen wraz z elastyng s3 bardzo waznymi determinantami
integralno$ci naczyn krwiono$nych. Przypuszcza si¢ ze kolagen jest gidéwnym
czynnikiem wptywajacym na wytrzymatosc¢ i elastyczno$¢ aorty. W okresie zarodkowym
i rozwojowym kolagen typu VI jest widknistym skladnikiem macierzy
zewnatrzkomoérkowej. W tym okresie odgrywa on bardzo wazna rol¢ w organizacji
struktury macierzy oraz posredniczy w interakcjach pomiedzy komoérka a macierzg jako
czynnik biologiczny (Dziadek i wsp., 1996). Ponadto wykazano, ze kolagen typu VI
odgrywa kluczowg role w proliferacji i funkcjonowaniu komérek $rédbtonka (Madri,
1997). Dodatek do diety 2% inuliny, ktéry spowodowat wzrost ekspres;ji taficucha alfa 1
kolagenu (typ VI), prawdopodobnie zwigzany jest z rozwojem naczyh krwionosnych
bowiem sprzyja temu wlasciwa synteza biatek kolagenu.

W doswiadczeniu wykazano réwniez wplyw suplementacji diety suszem
z korzenia cykorii na obnizenie ekspres;ji fibuliny-3 (EFEMP1) glikoproteiny zwiazane;j
z macierzg zewnatrzkomérkowa. Wykazano, ze wzrost ekspresji tego biatka indukowany
jest w wyniku nadci$nienia t¢tniczego u szczuréw (Chen i wsp., 2019). Sugeruje si¢, ze
wzrost ekspresji tego biatka zwigzany jest z remodellingiem macierzy
zewnatrzkomorkowej poprzez inhibicyjny wptyw na metaloproteinazy MMP-2/9, a takze
poprzez wyciszanie stymulowanego wysokim ci$nieniem stresu oksydacyjnego (Lin
i wsp., 2016). Niska ekspresja tego biatka wydaje si¢ §wiadczy¢ o braku niepozadanych
zmian w aorcie suplementowanych zwierzat. Jak sugeruja wyzej wymienieni autorzy,
zmiany ekspresji EFEMP1 moga indukowa¢ naczyniowg zmiang strukturalng Sciany
aorty, co w konsekwencji prowadzi do przebudowy naczyn ale tylko w przypadku
wystepowania nadcis$nienia tg¢tniczego. Poniewaz obnizenie poziomu fibuliny 3 jest
waznym aspektem w leczeniu patogenezy nadcis$nienia tetniczego, mozna dyskutowac
nad rolg fruktanéw typy inulinowego jako naturalnie wystepujacych statyn
wspomagajacych w utrzymaniu prawidtowych wartosci cisnienia krwi na obwodzie. Fakt
ten staje si¢ otwartym polem do dyskusji w dalszych badaniach nad wptywem fruktanéw
typu inulinowego na fizjologi¢ naczyn krwionosnych rosngcego organizmu.

W  przeprowadzonym do$wiadczeniu nie wykazano istotnego wplywu
zastosowania w diecie fruktanéw typu inulinowego oraz bogatego w nie suszu z korzenia
cykorii na koncentracj¢ cholesterolu catkowitego (TC) oraz tréjglicerydéw (TG) w tkance
aortalnej prosigt. W przeprowadzonych na tej samej stawce zwierzat badaniach
wykazano, wzrost syntezy cholesterolu i tréjglicerydéw w watrobie prosiat zywionych

obiema dietami eksperymentalnymi, jednak wartosci dla tych wskaznikow pozostawaty

86



w zakresie wartosci referencyjnych dla swin (Lepczynski 1 wsp., 2021). Ten efekt
suplementacji diety $win inuling oraz suszem z korzenia cykorii nie znalazt
odzwierciedlenia zar6wno w stezeniu TC oraz TG w osoczu krwi prosigt w ktérym
stezenie cholesterolu catkowitego oraz jego frakcji byto zblizone u zwierzat zywionych
dieta kontrolng oraz obiema dietami eksperymentalnymi, w przypadku stezenia
tréjglicerydow wykazano za$ ich istotne obnizenie w grupie zwierzat zywionych suszem
z korzenia cykorii (Lepczynski i wsp., 2015; Herosimczyk i wsp., 2015). Zastosowanie
suplementacji 2% inuling oraz 4% suszu z korzenia cykorii nie wplyn¢to rowniez na
stezenie zarowno cholesterolu, jak 1 trdjglicerydow w niezwykle aktywnych
metabolicznie narzadach jakim sg nerki prosigt (Lepczynski i wsp., 2021). Mozna wigc
zatozy¢, ze zblizone wartosci stezen TC oraz TG w aorcie rosngcych prosiat, sg
odzwierciedleniem ich st¢zenia w osoczu krwi tych zwierzat. Co moga potwierdzac
badania Stender i Hjelms (1984) wskazujace na to, iz wzrost osoczowego stezenia

cholesterolu ma wplyw na jego depozycje w aorcie cztowieka.
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7. Podsumowanie

Podsumowujac, wyniki badah przedstawiaja kompleksowy przeglad
proteomiczny aorty u rosngcych prosigt (mapa aorty 407-426 spotoéw biatkowych w tym
179 bialek zidentyfikowanych z wykorzystaniem spektrometrii masowej typu MALDI-
ToF), oraz identyfikacje r6znic w profilach biatlkowych w zaleznosci o podanej diety.
Proteomiczne profilowanie aorty u rosngcych prosiat jest pierwszym do§wiadczeniem,
w ktérym badany byt wplyw diety inulinowej poprzez wykorzystanie elektroforezy
dwukierunkowej (2DE) oraz spektrometrii masowej typu MALDI - ToF
1 zidentyfikowanie 26 biatek. W szczegdlnosci wyniki badan wskazuja, ze suplementacja
fruktanami typu inulinowego moze zmienia¢ ekspresje wielu bialek w tej tkance
u rosngcych prosigt. Ciekawym jest, ze zastosowane warunki Zzywieniowe
w do$wiadczeniu (2% wodny wyciag inuliny i 4% susz z korzenia cykorii) miaty wptyw
na zmiany ekspresji tych samych bialek (alfa 1 kwasna glikoproteina, izoforma 3
retikulokalbiny 2, biatko szoku cieplnego o masie 71 kDa, prelamina A/C, podjednostka
alfa biatka 1 kompleksu T) co sugeruje rol¢ inuliny w modulowaniu ich ekspresji.
W aorcie dwoma waznymi skutkami podazy inuliny wydaja by¢ si¢ zmiany w procesach
zwigzanych z cytoszkieletem takich jak: funkcja 1 utrzymanie komorki, sktadanie,
organizacja 1 ruch. Wplyw tych zmian na funkcje naczyniowe nie jest jeszcze do konca
poznany. Ale wiadomym jest jednak Zze petnig wazne istotnie role na r6znych etapach
wZrostu oraz rozwoju naczyn i wigzane s3 z angiogenezg i homeostazg naczyniowa.
Drugim istotnym skutkiem dziatania inuliny wydajg si¢ by¢ biatka zaangazowane
w komorkowa odpowiedz na stres (biatko szoku cieplnego A8, prekursor kalretikuliny,
biatkowa izomeraza dwusiarczkowa A3) oraz biatka stanowigce rusztowanie btonowe
w trakcie tworzenia i rozwoju naczyn krwionos$nych. Ciekawym jest réwniez fakt, ze
suplementacja diety fruktanami typu inulinowego wywotata zmiany w ekspres;ji biatek
zaangazowanych w mechanizmy regulujace ci$nienie krwi oraz wspomagania napigcia
naczyniowego w aorcie u mtodych rosngcych prosiat, jak réwniez na rozw6j srédbtonka

naczyniowego w tym kluczowa role w sygnalizacji komdrkowej rys. 16.
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Rysunek 16. Wplyw suplementacji diety inuling i/lub suszem z korzenia cykorii na zmiany proteomu aorty rosnacych prosiat. Skréty: KKT —
krétkotancuchowe kwasy tluszczowe.
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8. Whnioski

l.

Uzyskane z wykorzystaniem elektroforezy 2DE i spektrometrii masowej typu
MALDI-ToF powtarzalne profile proteomiczne (mapy biatkowe) aorty rosnacych
prosiat moga stanowic istotne tlo dla réznicowania zmian ekspresji i identyfikacji
biatek pod wplywem dziatania czynnika doswiadczalnego w fizjologii
i patofizjologii tego naczynia.

Suplementacja diety fruktanami typu inulinowego nie wptyneta na depozycje
cholesterolu i tréjglicerydow w tetnicy gtdwnej u rosnacych prosiat.
Suplementacja diety wodnym wyciggiem inuliny oraz suszem z korzenia cykorii
powoduja istotne zmiany sygnatury ekspresji biatek w aorcie u rosngcych §win.
Suplementacja diety fruktanami typu inulinowego wptywa na zmiany ekspresji
biatek zaangazowanych w komérkowa odpowiedz na stres (TXNDCS5, CALR,
TCP1, PDIA3, HSPAS), co wskazuje na mozliwos$¢ ochrony antyoksydacyjnej
aorty poprzez zastosowanie tego dodatku w zywieniu rosnacych prosiat.
Suplementacja diety wodnym wyciggiem inuliny oraz suszem z korzenia cykorii
spowodowata zmiany ekspresji bialek zaangazowanych w organizacje
cytoszkieletu komorek aorty (VIM, VCL, ACTR3).

Suplementacja diety rosngcych prosiat, frukatanami typu inulinowego wywotata
pozytywne zmiany w ekspresji biatek w aorcie, zaangazowanych w mechanizmy
regulujace cisnienie krwi (RCN2, ORMI1, TXNDCS5), wspomaganie napigcia
naczyniowego (EFEMP1) oraz rozwdj srodbtonka naczyniowego (ANXA2),
w tym kluczowg role w sygnalizacji komoérkowej (VIM, CAVINI).
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Tabela A. Charakterystyka zidentyfikowanych biatek aorty rosngcych prosigt. Numery spotéw odpowiadaja numerom na mapie z rys 3-6.
Dla kazdego bialka, na podstawie bazy danych (UniProt/NCBI), podano jego nazwe¢ genu, numer akcesyjny, ilos¢ dopasowanych peptydow,
stopien pokrycia sekwencji aminokwasowej, teoretyczna mas¢ (MW) i punkt izoelektryczny, lokalizacje komoérkowa oraz organizm, ktéremu
zostato przypisane zidentyfikowane biatko. W tabeli zamieszczono réwniez wartosci eksperymentalne MW i pl. Biatka opisane nazwa
w jezyku angielskim nie posiadaja odpowiednika polskiej nazwy. Skréty: LK — lokalizacja komdrkowa; CP — cytoplazma, ER — retikulum
endoplazmatyczne; L — lizosomy; EX — macierz zewnatrzkomérkowa; MT — mitochondrium; N — jadro komodrkowe; CS — cytoszkielet;

AG — aparat Golgiego; S — synapsy; CM - btona komérkowa.

Tlos¢ Stopien pokrycia Eksperymentalne
Nr Nazwa biatka Nazwa genu Nr akcesyjny dopasowanych s ekwencji . Teoretyczne pI/MW pI/MW LK Organiz
spotu eptvdéw aminokwasowej (pH/kDa) (pH/kDa) m
pepty (%)/MASCOT P
1 Lancuch alfa kolagenu — 1 (VI) COL6AI XP_020926753 9 12/79 5.23/109.69 5.4/122.2 CP sf:;jca
2 Lancuch alfa kolagenu — 1 (VI) COL6A1 XP_020926753 20 25/178 5.23/109.69 5.4/121.8 CP scibtl)sfa
3 Lancuch alfa kolagenu — 1 (VI) COL6A1 XP_020926753 18 24/144 5.23/109.69 5.4/121.9 CP scibtl)sfa
4 Lancuch alfa kolagenu — 1 (VI) COL6A1 XP_020926753 18 25/166 5.23/109.69 5.5/121.9 CP scibtl)sfa
5 Lancuch alfa kolagenu — 1 (VI) COL6A1 XP_020926753 18 21/145 5.23/109.69 5.5/122.6 CP scibtl)sfa
6 Lancuch alfa kolagenu — 1 (VI) COL6A1 XP_020926753 19 25/187 5.23/109.69 5.5/122.2 CP scibtl)sfa
7 Endoplazmina HSP90B1 Q29092 23 29/142 4.75/92.69 5.2/97.0 ER sf:;}a
8 Kompleks biatek GATOR MIOS MIOS Q8VEI19 12 19/62 6.27/99.93 5.0/80.2 L muﬂib;slus
9 Kalretikulina CALR P28491 21 54/251 4.32/48.43 4.5/73.5 ER sf:;jca
10 Kalretikulina CALR P28491 18 471201 4.32/48.43 4.5/71.1 ER sf:;jca
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11

Izoforma 1 fibuliny 5

FBLNS

XP_020955282

16

30/132

4.49/54.24

4.8/71.7

EX

Sus

scrofa
12 | Izoforma 1 fibuliny 5 FBLNS XP_001929062 14 29/137 4.53/52.45 4.8/72.3 EX | fr”;sfa

. . AHSG Sus
13 Alfa-2-HS-glikoproteina (Fragment) FETUA P29700 6 29/64 5.50/39.20 4.9/66.5 EX scrofa
14 | Keratyna 10 cytoszkieletu typu I KRT10 P13645 11 20/84 5.13/59.02 4.9/66.6 EX SZ;Z}ZS
15 | Alfa-2-HS-glikoproteina AHSG XP_005652426 8 36/109 5.50/39.56 5.0/66.1 EX | fr”;sfa
16 | Alfa-2-HS-glikoproteina AHSG XP_005652426 8 36/90 5.50/39.56 5.1/66.2 EX | fr”;sfa

17 Bialkowa izomeraza dwusiarczkowa P4HB XP_020922086 24 57/253 4.78/56.73 5.1/60.7 ER Sus
EX scrofa
18 | Biatko wigzace histony RBBP4 RBBP4 Q3MHL3 8 20/78 4.74/4791 5.1/58.1 N ) ai(;i S
19 | Inhibitor rybonukleazy RNHI P10775 19 65/223 4.76/50.70 5.0/52.7 CPN | ff;}a
20 | Izoforma 3 retikulokalbiny 2 RCN2 XP_020953684 8 35/87 4.18/36.21 4.2/52.7 ER | | ff;}a

o1 | Kwasnaalfa-1 glikoproteina ORMI AAA30983 6 36/83 5.83121.11 4.2/50.6 cp Sus
(czesciowa) EX scrofa

2 | Kwasnaalfa-1 glikoproteina ORMI AAA30983 6 36/81 5.83121.11 4.3/48.5 cp Sus
(czesciowa) EX scrofa

23 | Kwasnaalfa-1 glikoproteina ORMI AAA30983 6 36/94 5.83121.11 4.4/47.7 cp Sus
(czeSciowa) EX scrofa

24 Izoforma 1 kalumeniny CALU XP_003484071 10 48/86 4.49/37.17 4.6/49.0 ER Sus
AP scrofa

25 | Retikulokalbina 1 RCNI XP_003353965 14 34/135 5.08/46.74 4.9/49.5 ER Sus
AG scrofa

CP p
26 | Izoforma 2 wimentyny VIM XP_005668164 15 34/85 5.09/49.25 4.9/483 CSN, scr”;;a
S
CP p
27 | Izoforma 1 wimentyny VIM XP_005668163 35 61/315 5.06/53.69 5.1/48.4 CSN, scr”;}a
S
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CP

28 | Izoforma 1 wimentyny VIM XP_005668163 34 59/335 5.06/53.69 5.2/50.4 CSN, SCSrL;;a
S
cp Su
29 Izoforma 1 wimentyny VIM XP_005668163 31 58/306 5.06/53.69 5.3/52.8 CS N, scrosfa
S
30 | Mitochondrialna podjednostka beta ATPSB XP_001929445 21 51/173 5.40/59.94 5.3/54.4 MT Sus
syntazy ATP scrofa
, . CPCS Sus
31 Lancuch beta tubuliny TUBB Q767L7 28 70/291 4.78/50.06 5.3/57.3
MT scrofa
CpP S
32 Lancuch beta tubuliny TUBB Q767L7 26 59/250 4.78/50.06 5.2/58.4 CSM scrb;j‘a
T
Mitochondrialna syntaza ATP Sus
33 kompleksowej podjednostki beta F1 ATP5B ABD77251 31 72/260 4.99/47.06 5.4/54.8 MT scrofa
transportujacej H*
Cp S
34 | Wimentyna VIM P02543 20 42/138 5.06/53.69 5.5/54.8 CSN, us
S scrofa
Cp S
35 | Izoforma 2 wimentyny VIM XP_005668164 34 66/313 5.09/49.25 5.5/57.4 CSN, scr”;;a
S
, . MT Sus
36 Lancuch alfa 1B tubuliny TUBAI1B Q2XVP4 11 42/97 4.94/50.80 5.5/58.5 N scrofa
37 | Serpina A3-8 FOCIOVINIEI | xp 020055331 8 27184 5.96/46.47 5.3/67.2 ce | "
38 | Podjednostka PROS fosfatazy PPP2R1A P54612 12 20/99 5.00/66.08 5.3/71.2 MT | Sus
biatkowej 2A N scrofa
cp Su
39 | Wimentyna VIM P02543 13 28/89 5.06/53.69 5.4/70.6 CSN, y
S scrofa
Cp S
40 | Izoforma 1 wimentyny VIM XP_005668163 34 65/262 5.06/53.69 5.4/71.6 CSN, scrbé;a
S
cp Sus
41 | Izoforma 1 wimentyny VIM XP_005668163 37 69/317 5.06/53.69 5.4/62.4 CSN, scrofa
S
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CP

42 | Wimentyna VIM XP_005668163 42 74/348 5.06/53.69 5.4/62.6 CSN, Sus
S scrofa
CP p
43 | Izoforma 1 wimentyny VIM XP_005668163 37 68/176 5.06/53.69 5.5/62.9 CSN, scr”;;a
S
CP p
44 | Wimentyna VIM P02543 27 53/214 5.06/53.69 5.6/63.5 CSN, us
S scrofa
CP p
45 | Wimentyna VIM P02543 31 51/269 5.06/53.69 5.2/50.4 CSN, us
S scrofa
46 | Wimentyna VIM P02543 14 34/100 5.06/53.69 5.1/49.3 CPCS Sus
N, S scrofa
. CPCS Sus
47 | Izoforma 2 wimentyny VIM XP_005668164 19 41/96 5.09/49.25 5.1/48.4
N, S scrofa
CP Sus
48 | Wimentyna VIM P02543 10 22/71 5.06/53.69 5.0/45.8 CSN,
S scrofa
CP ¢
49 | Wimentyna VIM P02543 13 28/86 5.06/53.69 5.1/45.3 CSN, us
S scrofa
CP p
50 Izoforma 2 wimentyny VIM XP_005668164 22 42/183 5.09/49.25 5.0/44.6 CSN, scrbésfa
S
51 Lancuch beta tropominozyny TPM2 NP_001123419 21 51/184 4.62/33.38 4.9/40.1 CS sci’bésfa
5p | lzoforma I fancucha alfa-4 TPM4 XP_005661255 18 48/179 471/32.89 5.0/38.5 Cs Sus
tropomiozyny scrofa
53 | lzoforma 14 tancucha alfa-1 TPM1 XP_005659583 21 44/162 471/32.53 5.0/37.5 Cs Sus
tropomiozyny scrofa
54 | 1zoforma 8 fancucha alfa-1 TPMI XP_005659578 12 35/108 4.69/32.81 5.0/36.5 s Sus
tropomiozyny scrofa
55 | Biatko 1 zwigzane z kaweolami CAVINI Q6NZI2 8 17/62 5.51/43.45 4.8/34.8 N SIZZ;ZZS
56 | Czynnik elongacyjny 1-beta EEF1B2 NP_001230453 9 42/105 4.51/24.96 4.8/32.9 CP S fr”;;a
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Sus

57 | Bialko 14-3-3 epsilion YWHAE P62261 22 68/201 4.63/29.33 4.9/32.5 N serofi
S.
58 | Bialko 14-3-3 theta YWHAQ | XP_010336279 7 47/82 4.79/17.93 5.0/31.1 CPN | bolivensi
N
Biatko aktywujace zeta 3- MT s
59 monooksygenaze tyrozynowa/5- YWHAZ ABI29193 10 48/112 4.53/20.07 5.0/30.6 N usf
monooksygenazg tryptofanowa seraja
60 | Bialko 14-3-3 gamma YWHAG P68252 6 39/66 4.80/28.41 5.1/31.2 N ] fr”;sfa
61 | Bialko 14-3-3 beta/alfa YWHAB P31946 7 33/74 4.76/28.18 5.1/30.4 N S’:;Zf’fs
62 | Bialko 14-3-3 zeta/delta YWHAZ P63103 6 32/66 4.73/27.90 5.0/31.6 N ) CZ‘:; S
Inhibitor 1 dysocjacji GDP CP Sus
63 | specyfiezny dla biaiek Rho ARHGDIA | NP_001188313 11 54/132 5.12/23.44 5.5/29.0 s | serofu
64 | Apolipoproteina A-I APOAI AAA30992 11 37/94 5.38/30.31 5.4/27.5 EX | CSr ”;}a
65 | Dermatopontyna DPT P45846 6 43/62 4.86/22.55 4.8/23.7 EX | fr”;;a
66 | Antygen B4 zwigzany z czerniakiem MAGEB4 015481 6 27/62 9.28/39.01 4.6/23.6 CP SIZZ;ZZS
67 | Polipeptyd 6 miozyny lekkie] MYL6 P60662 7 33/62 4.56/17.09 4.5/15.9 CMN | CSr ”;sfa
63 | Regulatorowy polipeptyd 9 miozyny MYL9 P29269 7 49/74 4.80/19.87 5.1/19.7 CMC | Sus
lekkiej P scrofa
69 | Keratyna 10 cytoszkieletu typu I KRT10 P13645 8 20/72 5.13/59.02 6.4/26.9 EX SIZ;Z’ZS
70 | Peroksyredoksyna 6 PRDX6 QYTSX9 10 62/90 5.73/25.08 6.2/30.0 CPL | CSr Zsfa
71 | Podiednostka alfa-1 biatka wigzacego | rpya A4FUAS 7 34/61 5.53/33.08 5.9/38.5 cs Bos
F-aktyne taurus
72 | Aneksyna Al ANXAI1 P19619 9 28/68 6.43/39.02 6.6/40.4 CMC - Sus
P scrofa
73 Czynnik elongacyjny 1-gamma EEF1G Q29387 9 38/94 6.16/49.94 6.5/52.2 CP sci’b;j‘a
74 | Izoforma 1 alfa enolazy ENOI XP_020950937 13 36/87 6.44/47.60 6.6/55.8 CPN | | CSr ”;}a
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Sus

75 | Izoforma 1 alfa enolazy ENO1 XP_020950937 11 35/86 6.44/47.60 6.8/55.4 CPN scrofa
76 | Prekursor bialkowej izomerazy PDIA3 NP_001182041 16 34/108 5.93/57.28 6.4/61.6 CS Sus
dwusiarczkowej A3 scrofa
77 Aneksyna A4 ANXA4 NP_001161111 10 37/106 5.71/36.03 6.4/49.4 CP sci’btl);a
78 | Czynnik I-gamma elongacyjny EEFIG Q29387 9 36/67 6.16/49.94 6.4/52.6 CP Sus
(fragment) scrofa
79 | Mitochondrialna izoforma 2 OAT XP_005671603 8 32181 6.44/48.85 6.4/51.4 Ch | Sus
aminotransferazy ornityny MT scrofa
Inhibitor beta dysocjacji GDP CPA Sus
80 specyficzny dla biatek Rho GDI2 Q6Q7J2 11 26/74 6.31/50.75 6.2/52.6 G scrofa
81 Biatko zwigzane z aktyna 3 ACTR3 NP_001127815 11 35/85 5.61/47.85 6.1/54.1 CS sci’bésfa
Mitochondrialna izoforma 4, Sus
82 podjednostki kompleksu cytochromu UQCRC1 XP_001926664 11 38/89 5.76/53.35 5.9/52.2 MT scrofa
b-cl
g3 | Bialko zawierajace domeng TXNDC5 | XP_020955819 13 33/135 5.94/48.70 5.9/54.4 ER Sus
tioredoksyny 5 scrofa
g4 | Heterogenna jadrowa HNRNPHI P31943 15 40/138 5.89/49.48 6.3/59.1 N Sus
rybonukleproteina H scrofa
Mitochondrialna dehydrogenaza CP Sus
85 aldehydowa ALDH2 Q2XQV4 17 43/208 6.43/57.34 6.2/60.7 MT scrofa
86 | Septyna 8 SEPT8 ANH21174 11 35/100 5.67/56.22 6.2/59.8 N sff;sfa
. . Cp Sus
87 Albumina surowicza ALB P08835 9 18/63 6.08/71.64 6.3/63.6
EX scrofa
gy | Prekursor biaikowej izomerazy PDIA3 NP_001182041 19 37/150 5.93/57.28 6.1/63.5 ER Sus
dwusiarczkowej A3 scrofa
89 Lancuch alfa 1B tubuliny TUBAI1B Q2XVP4 10 32/81 4.94/50.80 5.9/55.8 MT Sus
N scrofa
CP S
90 Izoforma 2 wimentyny VIM XP_005668164 19 49/121 5.09/49.25 5.9/57.2 CSN, scrbtl)sfa
S
cp Sus
91 | Izoforma 1 wimentyny VIM XP_005668163 25 55/198 5.06/53.69 6.0/56.8 CSN, scrofa
S
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gp | Prekursor 3 zwiazany z biatkowa PDIA3 ACA57910 12 41/88 6.92/34.59 6.1/67.2 ER Sus
izomerazg dwusiarczkowa scrofa
93 ?"djedn"“ka alfa biatka I kompleksu TCPI NP_001230356 14 28/98 5.71/60.83 6.1/67.4 e | fr”;;a

g4 | Izoforma 2 heterogennej jadrowej Hnmpk | XP_006981741 12 31/88 5.39/51.13 5.8/73.3 N Sus
rybonukleoproteiny K scrofa
95 | Biatko szoku cieplnego A8 HSPAS NP_001230836 26 501236 5.37/71.05 5.8/77.1 N | fr”;;a
96 | Biatko szoku cieplnego A8 HSPAS NP_001230836 21 51/191 5.37/71.05 5.8/777 N | fr”;;a
97 | Lamina B1 LMNBI XP_003123930 16 31/99 5.08/66.67 5.7/77.0 N ] CSr Zsfa

Cp S

98 | Wimentyna VIM P02543 11 28/62 5.06/53.69 5.6/74.8 CSN, us
S scrofa

g9 | Precjsciowa ATPaza retikulum VCP P03974 10 20/64 5.13/39.91 5.6/81.6 CcP Sus
endoplazmatycznego ER N scrofa

joo | fzoforma 2 biatka o masie 78 kDa HSPAS XP_001927830 27 45/176 5.06/72.34 5.5/81.1 ERN | 5%
regulowanego poziomem glukozy scrofa

jo1 | fzoforma 2 bialka o masie 78 kDa HSPAS XP_001927830 36 50/313 5.06/72.34 5.4/31.0 ERN | 5%
regulowanego poziomem glukozy scrofa
102 | Creéciowa aktyna ACTA ACDI3863 1 60/83 4.98/27.59 5.6/86.7 cs | fr”;;a

103 | Biatko szoku cieplnego HSP 90 - alfa | HSPIOAAI NP_999138 12 24/87 4.93/85.12 5.4/90.1 cp Sus
MT scrofa

jo4 | Gammaglutamylotransferaza TGM2 XP_003360037 15 34/116 5.19/78.19 5.6/89.6 cp Sus
biatkowo-glutaminowa 2 scrofa
105 | Aktyna alfa migsnia szkieletowego ACTAL1 P68137 10 37774 5.23/42.37 5.6/92.6 CS sibésfa

- . Cp

106 | Precisciowa ATPaza retikulum VCP NP_999445 21 36/167 5.13/89.92 5.6/96.0 ER Sus
endoplazmatycznego MIN scrofa

107 | Alfa aktynina 1 ACTNI NP_001229990 35 45/245 5.33/103.11 5.4/92.0 cp Sus
CSN scrofa
108 | Biatko 4 szoku cieplnego 70 kDa HSPA4 XP_005661711 16 25/124 5.13/95.29 5.6/104.1 PN | f:;}a

109 | Alfa aktynina 1 ACTNI NP_001229990 39 47260 5.33/103.11 5.7/99.0 cp Sus
CSN scrofa
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CPCS

M.

110 | Alfa aktynina 1 ACTN1 NP_001229990 24 31/206 5.33/103.11 5.7/99.7 N | fascicula
ris
111 | Eancuch alfa kolagenu — 2 (VI) COLG6A2 XP_020938158 13 18/129 6.13/110.44 6.2/120.4 CP ] CSr ”;sfa
112 | Eancuch alfa kolagenu — 2 (VI) COLG6A2 XP_020938158 19 25/131 6.13/110.44 6.1/120.3 CP ; CSr ”;sfa
113 | Lancuch alfa kolagenu — 2 (VI) COLG6A2 XP_020938158 18 24/123 6.13/110.44 6.0/120.6 CP ; CSr ”;sfa
114 | Neutralny prekursor alfa — GANAB NP_999069 24 30/206 5.64/107.11 6.1/103.9 ER Sus
glukozydazy AB scrofa
115 | Izoforma 2 winkuliny VCL XP_005671130 38 34/240 5.58/124.31 6.2/108.8 CS ; CSr ”;sfa
116 | Winkulina VCL P26234 20 22/141 5.62/124.44 6.3/108.3 CS S CSr ”;}a
117 | Izoforma 3 winkuliny VCL XP_005671131 43 43/295 5.83/117.25 6.4/107.7 CS S ff;}a
118 | Izoforma 3 winkuliny VCL XP_005671131 28 33/170 5.83/117.25 6.5/108.7 CS S ff;}a
CP Sus
119 | Gelsolina (fragment) GSN P20305 10 19/83 5.93/85.07 6.0/93.6 CS
EX scrofa
CP Sus
120 | Gelsolina (fragment) GSN P20305 18 34/169 5.93/85.07 6.0/93.1 CS
EX scrofa
CP ¢
121 | Gelsolina (fragment) GSN P20305 18 36/183 5.93/85.07 6.1/92.7 CS us
EX scrofa
CP ¢
122 | Gelsolina (fragment) GSN P20305 15 28/132 5.93/85.07 6.2/93.4 CS us
EX scrofa
CP Sus
123 | Gelsolina (fragment) GSN P20305 10 20/84 5.93/85.07 6.3/94.2 CS
EX scrofa
CP Sus
124 | Gelsolina (fragment) GSN P20305 13 25/100 5.93/85.07 6.4/95.0 CS
EX scrofa
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CP

125 | Gelsolina (fragment) GSN P20305 24 37/183 5.93/85.07 6.4/94.9 cs Sus
EX scrofa
CP <
126 | Gelsolina (fragment) GSN P20305 14 26/133 5.93/85.07 6.5/95.1 CS y
EX scrofa
127 | Caldesmon isoform X10 CALDI XP_020934831 16 27/116 6.04/62.29 6.2/87.3 CS ] CSr ”;sfa
128 | Caldesmon isoform X10 CALDI XP_020934831 22 35/147 6.04/62.29 6.3/86.5 CS ] CSr ”;sfa
129 | Ezryna EZR XP_013847913 28 35/185 5.79/69.50 6.3/87.4 CMC Sus
S CP scrofa
130 | Caldesmon isoform X10 CALDI XP_020934831 14 25/137 6.04/62.29 6.4/36.5 cs S CSr ”;}a
131 | Czynnik B dopehiacza CFB ABX82825 11 21/96 7.45/87.24 6.7/101.9 EX | fr”;;a
132 | Izoforma 1 czynnika elongacyjnego 2 EEF2 XP_003354050 15 20/109 6.41/96.26 7.0/99.1 CP SCSZ;}a
133 | Izoforma 1 czynnika elongacyjnego 2 EEF2 XP_003354050 14 25/99 6.41/96.26 7.2/99.1 CP SCSZ;}a
134 | Winkulina VCL P26234 32 31217 5.62/124.44 7.7/107.7 cs S fr”;;a
135 | Serotransferyna TF P09571 23 35/169 6.93/78.97 6.7/85.0 EX | | CSr ”;;a
136 | Serotransferyna TF P09571 43 66/431 6.93/78.97 6.8/85.3 EX | | CSr Zsfa
137 | Serotransferyna TF P09571 40 62/425 6.93/78.97 6.9/83.9 EX | | f:;;a
138 | Serotransferyna TF P09571 46 69/475 6.93/78.97 7.0/84.3 EX | | f:;;a
139 | Serotransferyna TF P09571 39 61/328 6.93/78.97 7.2/84.7 EX | | CSr Zsfa
CM p
140 | Izoforma 1 moezyny MSN XP_013841673 24 35/157 6.18/68.02 6.7/82.1 CP, us
cs scrofa
cM Sus
141 | Izoforma 1 moezyny MSN XP_013841673 42 48/268 6.18/68.02 6.8/81.8 CP,
cs scrofa
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Sus

142 | Prelamina A/C LMNA Q3ZD69 38 53/320 6.73/74.40 6.9/80.8 N sorof
143 | Prelamina A/C LMNA Q3ZD69 37 56/333 6.73/74.40 7.1/80.3 N . fr”;;a
144 | Mitochondrialny precursor hydratazy ACO2 NP_999119 23 33/178 8.24/86.45 7.7/89.5 mr | U
akonitanowej scrofa
145 | Serotransferyna TF P09571 42 62/424 6.93/78.97 7.7/84.2 EX | fr”;;a
146 | Prelamina A/C LMNA Q3ZD69 25 41/216 6.73/74.40 7.6/81.0 N ; CSr ”;sfa
CP,
147 | Biatko 1B szoku cieplnego 70 kDa HSPAIB Q6S4N2 33 62/307 5.60/70.34 6.0/76.1 ER, Sus
MT, scrofa
N
. . CP, Sus
148 | Albumina surowicza ALB P08835 16 29/96 6.08/71.64 6.1/74.9
EX scrofa
149 | Albumina surowicza ALB P08835 27 517215 6.08/71.64 6.1/73.5 CP, Sus
EX scrofa
150 | Albumina surowicza ALB P08835 30 55/326 6.08/71.64 6.2/72.4 CP, Sus
EX scrofa
151 | Albumina surowicza ALB P08835 36 63/351 6.08/71.64 6.3/72.3 CP, Sus
EX scrofa
152 | Albumina surowicza ALB P08835 31 54/306 6.08/71.64 6.4/72.7 CP, Sus
EX scrofa
153 ?"djedn"“a theta biaika 1 kompleksu CCT8 XP_003358947 21 41/186 5.40/60.16 5.9/70.2 cP | CSr ”;sfa
154 | Ctype lectin domain family 10 Clec10a P49300 6 14/66 5.36/35.03 6.0/72.8 gx | Mus
member A musculus
155 | Syntaza 1 fosforanu-3-inozytolu ISYNA1 Q2NL29 8 13/66 5.68/61.29 6.0/70.0 CP tcizsus
156 ?laﬂ“’ podobne do fosfoglukomutazy PGMS XP_003121981 13 23/106 6.77/62.66 6.8/67.3 cP | CSr Zsfa
157 | Prelamina A/C LMNA Q3ZD69 13 18/82 6.73/74.44 6.8/68.5 N ; CSr ”;sfa
158 | Izoforma 1 B-2 glikoproteiny 1 APOH XP_003131314 9 34/88 8.43/39.56 7.3/62.0 EX | | fr”;}a
159 | Albumina surowicza ALB P02769 8 13/76 5.82/71.24 7.3/57.7 CP, | Sus
EX scrofa
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160 | Aneksyna A2 ANXA2 P19620 17 57/200 6.49/38.76 7.2/38.0 CMC Sus
P scrofa
161 | Mutaza fosfoglicerynianowa 1 PGAMI P18669 8 45/116 6.67/28.90 7.1/30.5 CP SIZZZZS
162 | Izomeraza triozofosforanowa 1 TPI1 BAI48105 9 54/121 6.54/26.88 7.2/29.1 CP sibésfa
Dehydrogenaza s
163 | rybosyldihydronikotynamidu NQO2 XP_020955773 7 46/80 6.12/26.33 6.4/29.3 CP,N us
. scrofa
[chinon]
164 | Peroksyredoksyna 6 PRDX6 NP_999573 7 34/97 5.73/25.08 6.2/30.1 L sibésfa
165 | lzoforma 8 kinazy pirogronianowe] PKM XP_001929104 13 29/101 7.96/58.41 9.0/64.2 CP, Sus
PKM MT scrofa
166 | Aktyna alfa mig$nia szkieletowego ACTA1 P68137 11 46/81 5.23/42.37 5.5/47.3 CS sci’b;j‘a
167 | Czg$ciowa beta aktyna ACTB ACJ53775 7 40/82 5.26/33.93 5.6/46.4 CS A, .
ansorgej
168 | Aktyna alfa mig$nia szkieletowego ACTA1 P68137 9 42/69 5.23/42.37 5.8/47.8 CS sc‘s;f;}a
169 | Aktyna alfa mig$nia szkieletowego ACTA1 P68137 11 42/77 5.23/42.37 6.0/48.5 CS sc‘s;f;}a
170 | Heterogenna jadrowa HNRNPHI P31943 6 27/66 5.80/49.48 6.9/60.3 N | Homo
rybonukleproteina H sapiens
171 | Biatkowaizomeraza dwusiarczkowa PDIA3 Q4VIT4 g 23/64 6.23/57.14 6.9/64.4 ER C.
A3 aethiops
172 | Biatkowaizomeraza dwusiarczkowa PDIA3 Q4VIT4 8 20/62 6.23/57.14 6.7/60.5 ER Sus
A3 scrofa
Inhibitor beta dysocjacji GDP CP, Sus
173 specyficzny dla biatek Rho GDI2 Q6Q7I12 13 37/84 6.31/50.75 6.2/57.6 AG scrofa
174 | Biatko szoku cieplnego A8 HSPAS P19378 7 25/71 5.24/70.99 5.9/70.1 N grlg-eus
175 | Albumina surowicza ALB P08835 10 2572 6.08/71.64 5.2/68.9 CPE | Sus
X scrofa
Biatko macierzy s
176 | zewnatrzkomdrkowej zawierajace;j EFEMP1 XP_013851600 12 29/81 5.16/52.30 5.2/68.1 EX scrbéj‘a
EGF, podobne do fibuliny 1
177 | Prekursor kalretikuliny CALR NP_001167604 10 29/83 4.32/48.43 4.7/63.6 ER SCSrL;}a
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Sus

178 | Izoforma 1 retikulokalbiny 2 RCN2 XP_005656339 10 34/96 4.22/36.70 4.2/52.7 ER scrofa
179 | Izoforma 3 winkuliny VCL XP_005671131 22 31/121 5.83/117.25 6.4/104.4 CS sciL:Jsfa
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Wykaz tabel

Tabela 1. Sktad diety w trzech grupach zywieniowych; grupa K — kontrola, grupa D1 —
eksperymentalna z 2% dodatkiem wodnego wyciagu inuliny, grupa D2 -
eksperymentalna z 4% dodatkiem suszu z korzenia cyKorii. ............cooveiiiiiiinnnnn 42

Tabela 2. Sktad buforéw do rownowazenia paskow IPG. .....................oooeel. 44

Tabela 3. Lista biatek aorty rosngcych prosiat wykazujacych réznice w ekspresji pod
wplywem suplementacji diety inuling i/lub suszem z korzenia cykorii. Numery spotéw
odpowiadajag numerom na mapie z rys. 3-6. Dla kazdego biatka, na podstawie bazy danych
(UniProt/NCBI), podano jego nazwe, nazwe¢ genu, stopien pokrycia sekwencji
aminokwasowej oraz teoretyczng mas¢ (MW) i punkt izoelektryczny (pl). W tabeli zawarto
réwniez wartosci eksperymentalne MW i pl. Kolumny gr D1/K i gr D2/K- poréwnanie
ekspresji wskazanych biatek w grupie D1 (2% dodatku wodnego wyciggu inuliny) i grupie
D2 (4% dodatku suszu z korzenia cykorii) w stosunku do grupy kontrolnej. Wartosci <1
oznaczaja obnizenie ekspresji (kolor zielony) natomiast wartosci >1 wskazujg na wzrost
ekspresji (kolor czerwony) danego biatka. Wyniki istotne statystycznie, na poziomie p < 0,05
z0ostaly WYHHUSZCZONE. .....o.ei i 61
Tabela A Charakterystyka zidentyfikowanych biatek aorty rosngcych prosigt. Numery
spotéw odpowiadaja numerom na mapie z rys 3-6. Dla kazdego bialka, na podstawie bazy
danych (UniProt/NCBI), podano jego nazwe genu, numer akcesyjny, ilo§¢ dopasowanych
peptydow, stopien pokrycia sekwencji aminokwasowej, teoretyczna mas¢ (MW) i punkt
izoelektryczny, lokalizacj¢ komdrkowa oraz organizm, ktéremu zostato przypisane
zidentyfikowane biatko. W tabeli zamieszczono rowniez wartosci eksperymentalne MW
1 pl. Biatka opisane nazwa w jezyku angielskim nie posiadaja odpowiednika polskiej
nazwy. Skréty: LK - lokalizacja komérkowa; CP — cytoplazma, ER — retikulum
endoplazmatyczne; L — lizosomy; EX - macierz zewnatrzkomérkowa; MT -
mitochondrium; N — jadro komérkowe; CS — cytoszkielet; AG — aparat Golgiego;

S — synapsy; CM - btona komoOrkowa. ...........cooiiiiiiiiiiiii i 118
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