Abstract in Polish

Obecnie otytos¢ staje sie narastajagcym problemem zdrowotnym, ktéry dotyka zaréwno dorostych, jak
1 dzieci. Zwigkszona objetos¢ tkanki thuszczowej prowadzi do nasilonego wyrzutu wolnych kwasow
thuszczowych oraz glicerolu do osocza, co z kolei skutkuje akumulacja aktywnych biologicznie
lipidow w watrobie oraz mig$niach szkieletowych. Nagromadzone w tkankach krople ttuszczu
koreluja z rozwojem insulinoopornosci oraz cukrzycy typu drugiego. Akwaporyny (AQP) sa biatkami
o charakterze transporteréw czasteczek wody oraz innych matych, obojetnych zwigzkéw. Posrod nich
na uwage zastuguje obecna w watrobie AQP9, ktora jest transporterem nadtlenku wodoru oraz
glicerolu. Wstepne badaniach proteomiczne tkanki watrobowej pobranej od otylych donoréw bez
cukrzycy, z nietolerancja glukozy (IGT) oraz z cukrzyca typu drugiego (T2D) wykazaty zwigkszong
ekspresje biatek powigzanych z akumulacja kropel tluszczu m. in. FABP4 i FABPS5. Ponadto
zaobserwowano nadekspresje biatek zaangazowanych w odpowiedz antyoksydacyjna, co wskazuje na
obecno$¢ zwickszonego stresu oksydacyjnego w tkankach donoréw z IGT oraz T2D. Dodatkowo, u
pacjentow z IGT oraz T2D wykryto zwigkszong ekspresje AQP9, co moze sugerowac istotng rolg tego
biatka w patogenezie T2D. Aby zbada¢ rol¢ modulacji ekspresji AQP9 w akumulacji lipidow
watrobowych, opracowano model badawczy z wykorzystaniem stymulowanych kwasami
thuszczowymi, glicerolem i insuling komorek watrobowych linii HepG2. Wspomniany powyzej model
wykazal, iz wyciszenie AQP9 zapobiega akumulacji kropel ttuszczu w komodrkach HepG2, co
podkresla kluczowa role tego biatka w tym procesie. Z drugiej strony, nie wykazaliSmy wptywu
AQP11 na wewnatrzkomorkowa akumulacje kropli thuszczu. Ponadto, nadekspresja AQP9 prowadzita
do apoptozy komodrek spowodowanej zwiekszong akumulacja lipidow. Nagromadzenie lipidow
ogranicza zdolnos¢ komorki do transportu nadtlenku wodoru poprzez kanaty akwaporynowe oraz
prowadzi do nagromadzenia si¢ tego zwigzku w siateczce $rodplazmatycznej (ER) i rozwoju stresu
oksydacyjnego. Co wigcej, poprzez obserwacj¢ redukcji HyPer zlokalizowanego w ER, wykazano
obecno$¢ mechanizméw redukcyjnych. W celu analiz probek eksperymentalnych oraz klinicznych
stworzono dwie strategie niecelowanych analiz DIA. Pierwsza bazuje na bibliotece jonowej
stworzonej w oparciu o frakcjonowanie peptydow w Srodowisku zasadowym (high pH fractionation;
HpH-DDA) oraz analizie probek badanych z wykorzystaniem zmiennej szerokosci okien akwizycji
(variable window width; VWW-DIA). Metoda ta b¢daca obecnie ztotym standardem w oznaczeniach
DIA, jest czaso- i pracochtonna dlugotrwaty proces opracowania biblioteki jonowej. Drugie podejscie
opiera si¢ gtownie na analizie bioinformatycznej, z wykorzystaniem biblioteki jonowej opartej o
frakcjonowanie w fazie gazowej (gas-phase fractionation; GPF-Hybrid) oraz analizie probek z
wykorzystaniem naktadajacych si¢ okien akwizycji (stagerred windows; STW DIA). Obie strategie
pozwalajg uzyskac zblizone wyniki, jednakze to GPF-Hybrid + 40STW jest bardziej efektywna z
punktu widzenia wymaganych zasobow. Analizy DIA przeprowadzone na komorkach HepG2 z
zmieniong ekspresja AQP9 potwierdzity zasadnicza role tego biatka w akumulacji lipidow, sugerujac,
iz AQP9 moze zostaé wykorzystana jako potencjalny cel molekularny zabiegajacy rozwojowi
indukowanej lipidami insulinoopornosci w watrobie. Podsumowujac, w niniejszym badaniu
zrealizowano kilka celow. Po pierwsze, okreslono wplyw AQP9 na akumulacje¢ lipidow oraz
homeostaze stresu oksydacyjnego w komoérkach HepG2. Po drugie opracowano nowatorskie podejscie
proteomiczne LC/MS do analizy probek eksperymentalnych oraz klinicznych w aspekcie
przecigzonych lipidami hepatocytow.



