
        
            
                
            
        

    
		
			
				Transgeniczne myszy jako model w badaniach wpływu wielonienasyconych kwasów tłuszczowych na organizm


				



			

	




			
				STRESZCZENIE

				Mysz jest popularnym modelem zwierzęcym wykorzystywanym w badaniach przemian metabolicznych. Dla badań metabolizmu kwasów tłuszczowych istotnym krokiem było stworzenie przez profesora Jing X. Kang transgenicznych myszy tzw. myszy fat-1 zdolnych do konwersji kwasów omega-6 do kwasów omega-3 dzięki wprowadzeniu genu desaturazy omega-3 z Caenorhabditis elegans. Zastosowanie takiego modelu, endogennie syntetyzującego kwasy omega-3 umożliwia prowadzenie badań bezpośredniego wpływu kwasów omega-3 na organizm z pominięciem konieczności precyzyjnego dawkowania kwasów omega-3 i omega-6 w diecie oraz bilansowania paszy pod kątem innych jej składników. Z wykorzystaniem myszy fat-1 wytworzono transgeniczne myszy ,,Omega” wykazujące ekspresje genów kodujących desaturazy fat-1 i fat-2, w efekcie czego zwierzęta te posiadają zdolność syntezy kwasów omega-6 i omega-3 z węglowodanów i nasyconych kwasów tłuszczowych dostępnych w diecie. Oba modele zwierzęce znajdują szczególne zastosowanie w badaniach dotyczących wpływu dostępności kwasów omega-3 w tkankach na procesy nowotworzenia, profilaktykę zaburzeń homeostazy glukozy i otyłości oraz przebieg i modulację procesów zapalnych.

				KWASY OMEGA-3

				Wielonienasycone kwasy tłuszczowe (WNKT) (PUFA, ang. polyunsaturated fatty acids) z grupy omega-3 zbudowane są z łańcucha węglowego złożonego z 18 lub więcej atomów węgla zawierającego od 3 do 6 wiązań podwójnych. Nazwa ,,omega-3’’ lub ,,n-3’’ pochodzi od miejsca występowania pierwszego wiązania podwójnego, licząc od końca metylowego (-CH3), które pojawia się w tej klasie między trzecim a czwartym atomem węgla [1]. Do krótkołańcuchowych kwasów omega-3 należy kwas α-linolenowy (ALA, 18:3n-3), który wraz z kwasem linolowym z grupy omega-6 (LA, 18:2n-6), należy do niezbędnych nienasyconych kwasów tłuszczowych (EFA, ang. essential fatty acids). ALA i LA nie są syntetyzowane przez kręgowce, w tym ssaki, z powodu braku odpowiednich enzymów, desaturazy Δ12 (ω6) i Δ15 (ω3), odpowiedzialnych za produkcję WNKT z kwasu oleinowego (18:1n-9) [2]. W konsekwencji ALA i LA muszą być dostarczane do organizmu wraz z pożywieniem m.in. z olejami roślinnymi. Do długołańcuchowych WNKT (LC-PUFA) z serii omega-3 należą kwas eikosapentaenowy (EPA, 20:5n-3), dokosapentaenowy (DPA, 22:5n-3) i dokosaheksaenowy (DHA, 22:6n-3). Bogatym źródłem WNKT są ryby morskie. Kwasy z serii omega-3 są źródłem energii, wpływają na płynność błony komórkowej i transkrypcję genów. Bioaktywne mediatory lipidowe pochodzące z kwasów omega-3, tzw. eikozanoidy, powstające z udziałem cyklooksygenaz (COX), lipoksygenaz (LOX) i monooksygenaz cytochromu P450 (CYP450), odgrywają kluczowe role w regulacji procesu zapalnego [3]. W ostatnich 30 latach przeprowadzono wiele badań in vitro i in vivo, które wskazały korzystny wpływ kwasów omega-3 w przeciwdziałaniu i leczeniu wielu zaburzeń zdrowotnych. Kwasy omega-3 są istotne dla utrzymania prawidłowej funkcji serca, układu krążenia i mózgu. Z powodu ważnych funkcji jakie pełnią, kwasy omega-3 są obiektem wnikliwych badań [4].

				TRANSGENICZNE MYSZY FAT-1

				Tradycyjne podejście w badaniach wpływu WNKT na organizm zwierząt polega na wzbogacaniu diety poprzez dodawanie olejów roślinnych, rybich lub pojedynczych kwasów tłuszczowych (LA, ALA, EPA, AA, DHA). Niejednokrotnie możemy natknąć się na sprzeczne wyniki badań opartych na stosowaniu zróżnicowanej diety, gdzie główną trudność stanowi odpowiednie zbilansowanie główną trudność stanowi odpowiednie zbilansowanie  wszystkich jej mikro- i makroskładników oraz energii i jej źródła. Przykładem są prace Salem i wsp. [5] oraz Mannini i wsp. [6], gdzie odpowiednio pierwsza grupa badaczy dowiodła, że suplementacja olejem rybim komórek mysiego czerniaka linii B16 zwiększa rozrost komórek nowotworowych, przyspiesza metastazę oraz obniża wskaźnik przeżycia zwierząt, natomiast druga grupa wykazała antymetastatyczną funkcję kwasów omega-3 zawartych w oleju rybim na komórki mysiego czerniaka linii B16-F10. Te sprzeczne rezultaty mogą wynikać nie tylko z różnic między komórkami nowotworowymi i ich potencjałem do przerzutowania, ale też z różnic w suplementacji oraz odmiennego zbilansowania diety pod względem energetycznym. Dużą trudnością jest wyrównanie zawartości wszystkich składników pod względem jakościowym i ilościowym. Pojawiające się różnice między grupami żywieniowymi są czynnikiem zakłócającym eksperyment istotnie wpływającym na końcowe jego wyniki. Szczególna trudność występuje w badaniach nad wpływem wielonienasyconych kwasów tłuszczowych omega-3 i omega-6, ponieważ dostępne oleje roślinne i rybie oprócz różnej zawartości WNKT posiadają różny poziom kwasów jednonienasyconych (MUFA), nasyconych (SFA), cholesterolu, antyoksydantów, witamin rozpuszczalnych w tłuszczach i innych składników bioaktywnych. Trudność stanowi również ujednolicenie biodostępności kwasów tłuszczowych.
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				W wyniku serii elongacji i desaturacji kwasów tłuszczowych w tkankach ssaków ustala się wzajemny stosunek kwasów omega-6/omega-3. Jest on silnie zależny od ilości i jakości przyjmowanych wraz z dietą kwasów omega-3 i omega-6, ponieważ ssaki nie są w stanie syntetyzować niezbędnych kwasów tłuszczowych ALA i LA. Z kolei nicienie Caenorhabditis elegans posiadają zdolność do przekształcania 18-węglowych i 20-węglowych WNKT omega-6 w kwasy omega-3. Przemiany te zachodzą dzięki ekspresji w ich organizmie desaturazy omega-3 (FAT-1, Desaturaza Δ15), która nie występuje u kręgowców. Gen fat-1 koduje enzym konwertujący LA (18:2n-6) i AA (20:4n-6) w odpowiednio ALA (18:3n-3) i EPA (C20:5n-3). Kolejne etapy przekształcania kwasów nie występują u C. elegans z powodu braku dalszej aktywności elongacyjnej. EPA jest zatem kwasem występującym w największej ilości u nicieni [7].

				Dokładna charakterystyka genu fat-1 (ang. Fatty acid metabolism 1) z C. elegans została opisana w badaniach Spychalla i wsp. w 1997 roku, kiedy to po raz pierwszy gen ten został wprowadzony do rzodkiewnika pospolitego (Arabidopsis thaliana) [8]. Wyniki badań wykazały, że białko kodowane przez gen fat-1 pochodzący z C. elegans charakteryzuje 32-35% homologia z desaturazą 2 i 3 rzodkiewnika. W wyniku ekspresji fat-1 w roślinach transgenicznych, zaobserwowano 90% wzrost udziału ALA w profilu kwasów tłuszczowych korzenia rzodkiewnika. Podczas gdy roślina typu dzikiego inkorporowała kwasy tłuszczowe omega-6 do struktur błonowych, bez desaturacji ich do kwasów omega-3, to rośliny transgeniczne desaturowały kwasy tłuszczowe omega-6 do odpowiednich kwasów omega-3. Odkrycia te potwierdziły, że gen fat-1 C. elegans koduje enzym desaturazę, który wcześniej scharakteryzowano w roślinach i cyjanobakteriach. Białko FAT-1 jest tłuszczową acylo-desaturazą omega-3, która rozpoznaje jako substraty 18- i 20-węglowe kwasy omega-6.

				Poszukując odpowiedniego modelu przemian kwasów tłuszczowych wykorzystano różnicę w szlaku biosyntezy WNKT między ssakami, a niższymi eukariotami (Caenorhabditis elegans). Pierwszym krokiem w celu stworzenia odpowiedniego modelu do badań nad kwasami omega było wprowadzenie genu fat-1 do komórek ssaczych (szczurzych kardiomiocytów) przy użyciu wektora adenowirusowego. Ekspresja tego transgenu znacząco zwiększyła zawartość kwasów omega-3 w komórkach [9]. Następnym krokiem było stworzenie przez zespół Jing X. Kanga z Harvard Medical School modelu in vivo - linii myszy fat-1 z transgenem powiązanym z kurzym promotorem beta aktyny, umożliwiającym szeroką ekspresję kodowanego przez wprowadzony transgen białka we wszystkich tkankach organizmu. Odmiennie do nicieni, u transgenicznych myszy z genem fat-1 dochodzi do dalszej elongacji łańcucha, czyli przekształcania EPA do DHA, co skutkuje wyższą zawartością DHA niż EPA w organizmach tych zwierząt (Ryc. 1).

			

			
				Transgeniczne myszy fat-1 charakteryzują się zwiększoną tkankową zawartością kwasów omega-3, przy jednoczesnym obniżeniu stężenia kwasów omega-6. Wywołuje to obniżenie proporcji kwasów omega-6/omega-3 w tkankach i organach z poziomu wyjściowego 50:1, w przypadku osobników dzikich do ok. 1:1, u myszy transgenicznych [7,10,11]. W odniesieniu do konwencjonalnych badań żywieniowych, zastosowanie myszy fat-1 pozwala na określanie wpływu obniżonego stosunku kwasów omega-6/3 na organizm bez konieczności dostarczenia kwasów omega-3 w pokarmie. Badania prowadzone są przy użyciu tej samej diety, zarówno dla myszy dzikiego typu jak i fat-1, która pozwala na precyzyjne określanie oddziaływania WNKT na procesy biologiczne zachodzące w różnych tkankach i organach zwierzęcia. Zazwyczaj, w trakcie badań zarówno myszom dzikiego typu jak i fat-1 podawana jest identyczna dieta z dużym udziałem kwasów omega-6 (głównie LA) przy jednoczesnym niskim udziale kwasów omega-3 (ok. 0,1% tłuszczu całkowitego). Zastosowanie takiej diety u myszy typu dzikiego powoduje bardzo niskie, na granicy wykrywalności, zawartość kwasów omega-3, przy jednoczesnej wysokiej zawartości kwasów omega-6. Natomiast w tkankach myszy transgenicznych obserwuje się znaczne stężenie kwasów omega-3 (ALA, EPA, DHA) oraz obniżone stężenie kwasów omega-6. W rezultacie, w tkankach myszy fat-1 proporcja kwasów omega-6 do omega-3 jest bliska 1 (Ryc. 2). Ten niski stosunek kwasów omega6/3 utrzymuje się w kolejnych pokoleniach myszy fat-1 wskazując, że transgen jest przekazywany potomstwu.

			

			
				[image: 2189R-Rycina 1 Szlak konwersji.psd]
			

			
				Rycina 1. Szlak konwersji kwasów omega-6 na omega-3 w myszach fat-1, fat-2 i Omega oraz przykładowe wzory strukturalne ALA i LA. Liczba atomów węgla przedstawiona kolorem niebieskim, a liczba wiązań podwójnych kolorem czerwonym. Schemat opracowano na podstawie informacji zawartych w pracach [3,15] oraz struktur LA (CID: 5280450) i ALA (CID: 5280934) [PubChem, https://pubchem.ncbi.nlm.nih.gov].

			

			
				Aby zapobiec zimbredowaniu linii, jej utrzymywanie opiera się na łączeniu heterozygotycznych samców fat-1 z samicami typu dzikiego. Wśród uzyskanego potomstwa wyróżnia się dwa genotypy, połowa z nich to transgeniczne fat-1, a druga to zwierzęta typu dzikiego (Ryc. 3A) [10]. Potomstwo jest identyfikowane przez (1) genotypowanie, przy użyciu reakcji PCR lub (2) fenotypowanie, poprzez analizę profilu kwasów tłuszczowych z wykorzystaniem chromatografii gazowej (Ryc. 3B) [12].

				Myszy fat-1 są bardzo użytecznym modelem zwierzęcym, pozwalającym zaoszczędzić czas i koszty związane z utrzymaniem zwierząt podczas długotrwałej diety. W klasycznych badaniach wymagana jest zazwyczaj 2-3 miesięczna suplementacja, natomiast u myszy fat-1 zmiany w tkankowym profilu kwasów tłuszczowych pojawiają się już w na etapie rozwoju embrionalnego, co wynika z endogennej konwersji kwasów omega-6 do omega-3 zachodzącej w ciągu całego życia myszy [10]. Dzięki temu wyeliminowane zostają inne czynniki środowiskowe związane z długotrwałą suplementacją oraz zmienianiem nawyków żywieniowych zwierząt. Co więcej, badania wskazują, że jest możliwe wprowadzenie transgenu fat-1 do genomu zwierząt gospodarskich na szerszą skalę i uzyskiwanie produktów zwierzęcych (mleka, mięsa, jaj) o podwyższonej zawartości kwasów omega-3 [11]. Tak ukierunkowana produkcja mogłaby skutecznie przyczynić się do ograniczenia nadmiernego połowu ryb. Do tej pory udało się stworzyć na skalę laboratoryjną transgeniczne osobniki z insercją genu fat-1 należące do różnych gatunków zwierząt (Tab. 1). Dalszy rozwój badań w tej dziedzinie może przyczynić się do zmiany źródła pozyskiwania kwasów omega-3 w żywieniu człowieka. Niesie to za sobą korzystny wymiar ekonomiczny i środowiskowy.

			

			
				MYSZY FAT-1/FAT-2 („OMEGA MICE”)

				Wykorzystując analogiczną procedurę z użyciem plazmidu i zoptymalizowanych transgenów uzyskano drugi model badawczy: myszy fat-2, wykazujący ekspresję genu desaturazy Δ12, enzymu katalizującego konwersję jednonienasyconego kwasu oleinowego (18:1n-9) w LA (18:2n-6). Umożliwia to syntezę kwasów omega-6 de novo bez konieczności zmiany diety [12-14]. Następnie, poprzez skrzyżowanie ze sobą dwóch heterozygotycznych myszy: fat-1 i fat-2 otrzymano myszy fat-1/fat-2 zwane myszami „Omega”. Dzięki temu możliwym stała się synteza kwasów omega-6 i omega-3 przez ssaki z innych niż WNKT składników diety tzn. nasyconych kwasów tłuszczowych lub węglowodanów (Ryc. 1) [12,15]. Rycina 4 przedstawia proporcje kwasów omega-6/omega-3 w tkankach myszy o czterech różnych genotypach po zastosowaniu diety o wysokiej zawartości kwasów nasyconych i węglowodanów niskiej zawartości WNKT.
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				Rycina 3. (A) Otrzymywanie myszy fat-1; (B) Przykładowe wyniki genotypowania osobników za pomocą reakcji PCR. Opracowano na podstawie [10,12].

			

			
				Rycina 2. Proporcja kwasów omega-6 do omega-3 w poszczególnych tkankach myszy fat-1 i myszy dzikiego typu (WT) [52,53].

			

			
				Tabela 1. Przykłady transgenicznych zwierząt z wprowadzonym genem fat-1.
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				MYSZY fat-1 JAKO OBIEKT BADAń WPŁYWU KWASÓW OMEGA-3

				W większości przypadków endogennie syntetyzowane kwasy omega-3 wykazują terapeutyczny potencjał w procesach nowotworowych i stanach zapalnych (Ryc. 5). Zaletą myszy fat-1 jest możliwość krzyżowania ich z innymi mysimi modelami chorób (Tab. 2). To czyni je najlepszym obiektem do szybkich i wiarygodnych badań nad terapeutycznym wpływem kwasów omega-3 w przeciwdziałaniu, patogenezie i leczeniu chorób [10]. Przykładem jest wykorzystanie modelu fat-1 skrzyżowanego z bezwłosym szczepem SKH-1 w celu zbadania wpływu kwasów omega-3 podczas długotrwałej ekspozycji skóry na promieniowanie UVB. We wspomnianych badaniach wykazano, że zwiększona zawartość kwasów omega-3 w tkankach wywiera ochronny wpływ poprzez indukcję ekspresji genów cytoprotekcyjnych przez czynnik Nrf2. U bezwłosych myszy fat-1 obserwowano obniżenie stopnia oksydacyjnego uszkodzenia skóry oraz zmniejszenie ekspresji cyklooksygenazy 2 (COX-2), enzymu indukującego złośliwe transformacje nowotworowe w keratynocytach naskórka [16].

			

			
				KWASY OMEGA-3 A PROCESY KANCEROGENEZY

				Myszy fat-1 są wykorzystywane do tworzenia wielu modeli syngenicznych i ksenograficznych. Po iniekcji komórek czerniaka linii B16-F10 i B16-F0 do myszy fat-1 wykazano redukcję powstawania i tempa wzrostu guza oraz ograniczenie jego przerzutów do płuc w porównaniu ze zwierzętami typu dzikiego [17-19]. W podobny sposób udokumentowano, że endogennie produkowane kwasy omega-3 skutecznie przeciwdziałają wzrostowi i migracji komórek raka endometrium, a nawet promują apoptozę komórek nowotworowych [20]. W innych badaniach, po iniekcji komórek glejaka linii GL261 myszom fat-1 doszło do zwiększonej śmierci komórek nowotworowych poprzez indukcję apoptozy i autofagii [21]. Badania wykazały hamujący wpływ endogennie produkowanych kwasów omega-3 na rozwój nowotworu żołądka indukowanego zakażeniem Helicobacter pylori [22]. Wykorzystując myszy fat-1 wykazano również, że endogenne kwasy omega-3 przeciwdziałają rozwojowi raka wątrobowokomórkowego (HCC, ang. hepatocellular carcinoma) [23]. Wykazano także ograniczenie procesu nowotworzenia w wątrobie u myszy fat-1, po próbie jego indukcji z użyciem dietylonitrozoaminy (DEN, ang. diethylnitrosamine).
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				Rycina 5. Wykorzystanie modelu fat-1 w badaniach nad rozwojem chorób nowotworowych i stanów zapalnych.

			

			
				Tabela 2. Przykłady badań z wykorzystaniem modeli krzyżowanych z myszami fat-1.
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								myszy z ciężkimi złożonymi niedoborami odporności (ang. severe combined immune deficiency)

							
								
								[20,46]

							
						

						
								
								SKH-1

							
								
								myszy bezwłose

							
								
								[16]

							
						

						
								
								TGFα/c-myc

							
								
								podwójne mutanty w genach c-myc i TGF-α prowadzące do neoplazji wątroby
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				Rycina 4. Proporcja kwasów omega-6/omega-3 w tkankach transgenicznych myszy żywionych dietą bogatą w tłuszcze nasycone i węglowodany a niską zawartością WNKT, średnie wartości ± odchylenie standardowe (n=3). Opracowano na podstawie [12].

			

			
				MYSZY fat-1 WYKAZUJĄ OCHRONĘ PRZED CHOROBAMI ZAPALNYMI

				Omawiany model fat-1 jest również wykorzystywany w badaniach wpływu niskiego stosunku kwasów omega-6/3 na procesy zapalne. We wrzodziejącym zapaleniu jelita (colitis) indukowanym chemicznie kwasem trójnitrobenzenosulfonowym (TNBS, ang. 2,4,6-trinitrobenzene sulfonic acid) zniszczenie tkanki okrężnicy u myszy fat-1 było znacznie ograniczone w porównaniu do myszy typu dzikiego [25]. Podobnie po serii aplikacji kremu zawierającego imikwimod (IMQ, ang. imiquimod), powodującego zmiany skórne podobne do łuszczycy, u myszy fat-1 koncentracja prozapalnych i zapalnych cytokin (interleukiny: IL-17, IL-22, IL-23) była niższa niż u myszy typu dzikiego, jak również niższy był stopień zaczerwienienia i zrogowacenia naskórka [26].

				W wielu badaniach wykazano hepatoprotekcyjne działanie kwasów omega-3, m.in. w badaniach Guo i wsp. po traktowaniu zwierząt dietą wysokotłuszczową i wysokowęglowodanową (HFS, ang. high-fat and high-sugar) myszy transgeniczne wykazały zahamowaną syntezę trójglicerydów i szlaków sygnałowych receptora TLR-4 co zapobiegło powstaniu niealkoholowej stłuszczeniowej choroby wątroby (NAFLD, ang. nonalcoholic fatty liver disease) [27]. Z drugiej jednak strony, Shefer-Weinberg i wsp. zaobserwowali odmienne skutki wysokiej koncentracji kwasów omega-3, – u myszy fat-1 szybciej i o bardziej ostrym przebiegu rozwinęło się niealkoholowe stłuszczeniowe zapalenie wątroby (NASH, ang. nonalcoholic steatohepatitis). Było to wynikiem zwiększenia peroksydacji WNKT w wątrobie. Jest to bardzo istotny wynik, który zwraca uwagę na ostrożne zalecanie tego rodzaju kwasów w schorzeniach związanych ze stłuszczeniem wątroby [28]

				KWASY OMEGA-3 CHRONIĄ PRZED CZYNNIKAMI RYZYKA ZESPOŁU METABOLICZNEGO

				Powszechnie uznaje się, że dieta bogata w nasycone kwasy tłuszczowe i węglowodany, siedzący tryb życia oraz predyspozycje genetyczne są powodem szeregu zaburzeń w funkcjonowaniu organizmu na poziomie komórkowym, tkankowym i całych organów. Schorzenie to definiuje się określeniem zespołu metabolicznego (MetS, ang. Metabolic syndrome). Stworzono wiele systemów klasyfikacji MetS w których wymienianymi objawami są m.in.: hiperglikemia, insulinooporność, dyslipidemia, w tym niski poziom frakcji cholesterolu HDL i wysoki poziom trójglicerydów, nadciśnienie tętnicze, otyłość brzuszna. Występowanie u pacjenta kilku z tych kryteriów zwiększa ryzyko rozwoju chorób sercowo-naczyniowych oraz cukrzycy typu 2 [29,30].

			

			
				Wykorzystując transgeniczne myszy fat-1 zbadano wpływ kwasów omega-3 na rozwój i przeciwdziałanie otyłości. Stwierdzono, że myszy fat-1 pomimo przyjmowania niezdrowej, wysokotłuszczowej diety nie rozwijały stanu zapalnego, a stężenia chemokin CCL2/MCP-1 (białko chemotaktyczne monocytów, ang. macrophage-chemoattractant protein) i CCL5/RANTES (ang. regulated on activation normal T cell expressed and secreted) oraz cytokin: IL-1β, IL-2, IL-6 nie były tak znacznie podwyższone jak u myszy typu dzikiego. Prawdopodobnie produkty utlenienia kwasów omega-3 przyczyniły się do zredukowania stanu zapalnego powstającego w zgromadzonej tkance tłuszczowej z okolic najądrzy [31]. Badania nad rozwojem otyłości przeprowadzone na myszach fat-1 i typu dzikiego wykazały, że myszy fat-1 były chudsze, a poziom trójglicerydów, cholesterolu, frakcji HDL i LDL w surowicy oraz poziom glukozy we krwi były niższe w porównaniu do zwierząt typu dzikiego. Zbadano również poziom ekspresji neuropeptydów podwzgórza mających pobudzający i hamujący wpływ na łaknienie. U myszy fat-1 była podwyższona akumulacjia mRNA: greliny, proopiomelanokortyny (POMC) i transkryptu regulowanego kokainą i amfetaminą (CART). Natomiast relatywne ekspresje mRNA neuropeptydu Y, AgRP i Nesfatyny-1 były obniżone [32]. W przypadku przyjmowania wysokotłuszczowej diety, wrażliwość tkanek na insulinę i tolerancję glukozy u myszy fat-1, w porównaniu do myszy typu dzikiego, pozostały niezaburzona, co może wskazywać, że naturalnie zwiększona zawartość kwasów omega-3 u myszy fat-1 przeciwdziałała otyłości [33].

				Wykazano, że zwiększony udział kwasów omega-3 u myszy fat-1 przeciwdziała związanemu z wiekem zburzeniu homeostazy glukozy. W grupie myszy fat-1 nie doszło do tak znacznego podwyższenia stężeń glukozy i insuliny we krwi, trójglicerydów w osoczu i wątrobie oraz masy ciała wraz z wiekiem i długością przyjmowania diety, jak w przypadku myszy dzikiego typu [34]. W przypadku zastosowania streptozotocyny (STZ) niszczącej komórki trzustki produkujące insulinę, u myszy fat-1 nie doszło do indukcji hiperglikemii. U myszy fat-1 nie doszło do obniżenia sekrecji insuliny, a w obrazie histologicznym nie zauważono zniszczenia komórek β tworzących miąższ wysepek Langerhansa, co wskazuje, że wysoka zawartość kwasów omega-3 ma protekcyjny wpływ na komórki trzustki. Przeciwdziałanie przed zniszczeniem komórek β związane było m.in. z obniżeniem ekspresji cytokin prozapalnych (TNF-α, IL-1β, iNOS) i zablokowaniem NF-κB p65 [35].

				W celu zbadania wpływu niskiej proporcji kwasów omega-6/omega-3 na rozwój zmian miażdżycowych skrzyżowano myszy fat-1 z modelem apoE-/-, w którym dochodzi do spontanicznego rozwoju miażdżycy. Dzięki temu bez konieczności zastosowania diety o wysokiej zawartości cholesterolu, tylko z wykorzystaniem diety typu zachodniego (ang. Western-type diet) możliwa była ocena protekcyjnego działania kwasów omega-3. Wyniki wskazały na znaczne zredukowanie zmian miażdżycowych w łuku aorty i w aorcie piersiowej poprzez ograniczenie procesu zapalnego zarówno ogólnoustrojowego, jak i miejscowego w ścianie naczynia [36].

			

			
			

			
				PODSUMOWANIE

				Liczne wyniki badań z wykorzystaniem transgenicznych myszy posiadających wprowadzony gen fat-1 dowodzą korzystnego wpływu niższego stosunku omega-6/3 w tkankach na zahamowanie rozwoju zmian nowotworowych, procesów zapalnych i innych zaburzeń metabolicznych. Wykorzystanie myszy fat-1 jako modelu zwierzęcego daje szansę przeprowadzenia badań bez konieczności stosowania skomplikowanych diet. Dzięki wykorzystaniu myszy fat-1 udowodniono korzystny wpływ kwasów omega-3 na stan zdrowia (Tab. 3). Zastosowanie modeli mysich fat-1 i Omega wraz z wykonaniem globalnych analiz transkryptomu, proteomu i metabolomu może ułatwiać i poszerzać wnioskowanie, co do molekularnego podłoża wpływu kwasów omega-3 na zdrowie. Jest to szczególnie ważne, ponieważ we współczesnej diecie tzw. diecie zachodniej cywilizacji ,,Western diet’’, charakterystycznej szczególnie dla krajów wysokorozwiniętych, występuje nadmierne spożycie nasyconych kwasów tłuszczowych i węglowodanów oraz zwiększona konsumpcja produktów bogatych w kwasy omega-6, co prowadzi do wysokiej, niekorzystnej proporcji kwasów omega-6/3 w granicach 10:1-20:1.
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				Tabela 3. Różnice między modelem fat-1 a jego dzikim typem.

				
					
						
								
								Cechy i wskaźniki

							
								
								Myszy fat-1

							
								
								Piśmiennictwo

							
						

						
								
								Masa ciała/długość ciała

							
								
								↓

							
								
								[32]

							
						

						
								
								EPA w szpiku kostnym

							
								
								↑

							
								
								[47]

							
						

						
								
								DHA w mózgu i komórkach serca

							
								
								↑

							
								
								[47,48]

							
						

						
								
								TNF-α, IL-1β, iNOS

							
								
								↓

							
								
								[35]

							
						

						
								
								12-HEPE, 15-HEPE, 18-HEPE uwalniane przez makrofagi

							
								
								↑

							
								
								[47]

							
						

						
								
								Miażdżyca

							
								
								

							
								
								[36]

							
						

						
								
								Cholesterol całkowity

							
								
								↓

							
								
								[32,33]

							
						

						
								
								Cholesterol HDL
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								Cholesterol LDL
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								Trójglicerydy
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								Tolerancja glukozy
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								[33]

							
						

						
								
								Insulinooporność
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								Nowotwory jelita

							
								
								
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								

							
								
								[50]
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				↑ podwyższony poziom; ↓ obniżony poziom;  większa predyspozycja;  mniejsza predyspozycja
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					Abstract

					The mouse is a popular animal model employed for studying metabolic alterations. The generation of fat-1 transgenic mice by Professor Jing X. Kang and collaborators has revolutionised the omega-3 research. Fat-1 mice are able to convert omega-6 fatty acids to omega-3 fatty acids due to gene fat-1 from Caenorhabditis elegans that encodes an omega-3 fatty acids desaturase. This mice model can endogenously synthesize omega-3 PUFA without ALA intake and the balancing quantity and quality of various confounding factors of different diets. Next, novel transgenic mice – “Omega mice” with the expression of the fat-1 and fat-2 transgenes were created to produce both omega-6 and omega-3 PUFA from a diet containing saturated fat or carbohydrates with essential fatty acids deficiency. Both transgenic mice are utilities for studying molecular mechanisms of omega-3 fatty acids and their metabolites in tumorigenesis and inflammatory disorders.
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