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Wykaz stosowanych skrotow

ACC —(z ang. acetyl-CoA carboxylase) karboksylaza acetylo-koenzymu A
ACO —(z ang. acetyl-CoA oxidase) oksydaza acetylo-koenzymu A

ADRP - (z ang. adipose differentiation-related protein) biatko adipofiliny
AGO - (z ang. argonaute) biatka AGO

AgRP —(z ang. agouti-related peptide) peptyd agouti

Akt — kinaza Akt

AMPK - (z ang. 5’AMP-activated protein kinase) kinaza aktywowana 5'AMP
ASP  —(z ang. acylation-stimulating protein) biatko stymulujace acylacje

ATGL - (z ang. adipose trigliceryde lipase) lipaza tréjglicerydu

ATP  —(z ang. adenosine triphosphate) trdjfosforan adenozyny
BAT —(z ang. brown adipose tissue) bragzowa tkanka thuszczowa

BMR - (z ang. basic metabolic rate) wspotczynnik metabolizmu podstawowego

BOH - (z ang. beta hydroxybutyrate) beta hydroksymaslan

C/EBP — (z ang. CCAAT enhancer binding proteins) biatka wigzace si¢ z sekwencja CCAAT
cAMP - (z ang. cyclic adenosine monophosphate) cykliczny adenozynomonofosforan
CCR4-NOT - (z ang. carbon catabolite repression 4-negative on TATA-less complex)

CoA - (z ang. coenzyme A) koenzym A

CPT1 - (z ang. carnitine palmitoyltransferase I) palmitoilotransferaza karnitynowa I

CRH - (z ang. corticotropin-releasing hormone) Kortykoliberyna

DCP2 - (z ang. mRNA-decapping enzyme 2) enzym usuwajacy strukture czapeczki w mRNA
DGCR8 - (z ang. DiGeorge Syndrome Critical Region 8) krytyczny region sundromu

DiGeorge’a

EGP - (z ang. endogenous glucose production) endogenna produkcja glukozy

ER - (z ang. endoplasmic reticulum) reticulum endoplazmatyczne / siateczka
srédplazmatyczna

ERK - (z ang. extracellular signal-regulated kinase) kinaza regulowana sygnalem
zewnatrzkomorkowym

FADH: - (z ang. flavin adenine dinucleotide) dinukleotyd flawinoadeninowy
FAS  —(z ang. fatty acid synthase) syntaza kwasow ttuszczowych

FFA  —(z ang. free fatty acids) wolne kwasy ttuszczowe

FGF21 - (z ang. fibroblast growth factor 21) czynnik wzrostu firbroblastu 21

FIAF - (z ang. fasting-induced adipose factor) czynnik tkankowy indukowany gtodzeniem
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FXR1 - (z ang. Fragile-x-mental retardation related protein 1) biatko zwigzane z
uposledzeniem w zespole tamliwego chromosomu X

GDP - (z ang. guanosine diphosphate) dwufosforan guanozyny

GLU - glukoza

GLUT - (z ang. glucose transporter) transporter glukozy

GMP - (z ang. guanosine monophosphate) monofosforan guanozyny

GNG - (z ang. gluconeogenesis) glukoneogeneza

GSK - (z ang. glycogen synthase) syntaza glikogenu

GTP - (z ang. guanosine triphosphate) tréjfosforan guanozyny

HMG - (z ang. hydroxymethylglutarate) - hydroksymetyloglutaran

HSL - (z ang. hormone sensitive lipase) lipaza zalezna od hormonéw

IL6  —(z ang. interleukine 6) interleukina 6
INS —insulina
ITT - (z ang. insulin tolerance test) test tolerancji insuliny

JAK —(z ang. Janus-activated kinase) kinaza Janusa

KB - (z ang. ketone bodies) ciata ketonowe

KLF - (z ang. Kruppel-like factor) czynnik podobny do Kruppela

LEP - leptyna

LEPR - (z ang. leptin receptor) receptor leptynowy

MAGL - (z ang. manoacylgliceryde lipase) lipaza monoacyloglicerydowa

MAPK - (z ang. mitogen-activated protein kinase) kinaza biatkowa aktywowana mitogenami
MCAD - (z ang. medium-chain acyl-CoA dehydrogenase) dehydrogenaza acylokoenzymu A
sredniotancuchowych kwaséw tluszczowych

MCP1 - (z ang. monocyte chemoattractant protein 1) biatko chemotaktyczne monocytu 1
miRISC — (z ang. miRNA induced silencing complex) indukowany przez mikroRNA kompleks
wyciszajacy

MRE - (z ang. miRNA response elements) rejon odpowiedzi na (przytaczania) mikroRNA
mTOR - (z ang. mammalian target of rapamicin) ssaczy cel rapamycyny

NADH - (z ang. nicotinamide adenine dinucleotide) dinukleotyd nikotynoamidoadeninowy
NPY - (z ang. neuropeptide Y) neuropeptyd Y

OGTT - (z ang. oral glucose tolerance test) doustny test obcigzenia glukoza

PAI-1 - (z ang. plasminogen activator inhibitor 1) inhibitor aktywatora plasminogenu 1
PDE3B - (z ang. phosphodiesterase 3) fostodiesteraza 3

PET - (z ang. positron emission tomography) pozytronowa tomografia emisyjna
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PG — (z ang. perigonadal) okotogonadalny

PI3K —(z ang. phosphoinositide 3-kinase) kinaza fosfatydyloinozytolu

PLIN - (z ang. perilipin) biatko perilipiny

POMC - (z ang. proopiomelanocortin) proopiomelanokortyna

PPAR - (z ang. peroxisome proliferatoractivated receptor) receptor aktywowany przez
proliferatory peroksysomalne

PTP1B - (z ang. protein-tyrosine phosphatase 1B) biatkowa fosfataza tyrozyny 1B

PUMP - (z ang. plant uncoupling mitochondrial protein) roslinne biatko rozprzegania w
mitochondrium

Raf  — biatko protoonogenu Raf

Ras  —biatko GTPazy Ras

RMR - (z ang. resting metabolic rate) wspéiczynnik metabolizmu spoczynkowego

ROS  —(z ang. reactive oxygen species) reaktywne formy tlenu

SC — (z ang. subcutaneous) podskorny

SOCS - (z ang. suppressor of cytokine signaling) supresor sygnalizacji cytokin

SREBP-1 — (z ang. sterol regulatory element-binding transcription factor 1) biatko wigzace
sekwencje odpowiedzi na sterole

STAT - (z ang. signal transducer and activator of transcription) przekaznik sygnalu i
aktywator transkrypcji

TAG - (z ang. triacylgliceryde) tréjglicerydy

TCA  —(z ang. tricarboxylic acid cycle) cykl kwaséw trojkarboksylowych

TG — (z ang. trigliceryde) trojglicerydy

TGFB - (z ang. tumor growth factor f) czynnik wzrostu nowotworu 3

TIP47 - (z ang. tip-interacting protein) biatko oddziatujgce z ogonem

TNFa - (z ang. tumor necrosis factor o) czynnik martwicy nowotworu o

TNRC6 — (z ang. trinucleotide repeat-containing gene 6) biatko genu 6 zawierajace
powtdrzenie trojnukleotydowe

UCP - (z ang. uncoupling protein) biatko rozprzegajace

UTR - (z ang. untranslated region) region nieulegajacy translacji

v — (z ang. visceral) trzewny

WAT - (z ang. white adipose tissue) bialta tkanka ttuszczowa

XPO - (z ang. exportin) biatko eksportyny

XRN1 - (z ang. exoribonuclease 1) egzorybonukleaza



ABSTRACT

This dissertation demonstrates the role of microRNAs present in white and brown
adipose tissue in the regulation of the body's metabolism of transgenic mouse model and wild
type mice. miRNAs are small, non-coding RNA molecules which are known to play a
posttranskryptional regulatory role in the organism. They exert their function by homology
binding to mRNAs and blocking the process of translation. MicroRNAs, together with several
proteins, form a miRNA-induced silencing complex (miRISC) to target specific mRNA. A
necessary endoribonuclease to obtain mature, functional miRNAs forming miRISC is Dicer.
Therefore, to achieve a deletion of miRNA molecules, we used transgenic mouse line

Dic eI.AdlpoqueERT2 . This

line allows us to tackle Dicer protein selectively in the adipose tissue of
adult animals. Parallel to experiments in transgenic mice, we introduced challenges to both
types of adipose tissue in wild-type animals, to explain the overall effect of miRNA action. As
a challenge for white adipose tissue we apllied food restrictions, since the main role of this tisse
is storing energy substrates in the form of lipids and using them in times of hunger. Applied
types of food restrictions were short-term fasting (24-hour food suspension) and caloric
restriction (CR). Since the main role of brown adipose tissue is to produce heat in times of
hypothermic condition, as a challenge for BAT we employed [3-adrenergic receptor activator
CL-316,243 as thermogenic process is initiated through these receptors.

After introduction of food restrictions in transgenic animals, we observed a very subtle
phenotype change in white adipose tissue, mostly regarding glucose regulation. Moreover, the
transgenic animals showed a reduced energy expenditure in fasting during the light (inactive)
phase, but still sufficient enough for survival. However, the overall profile of miRNA molecules
in white adipose tissue of wild-type animals changed significantly upon food restrictions. These
results indicate an important role of such miRNAs as miR-29c, let-7i, miR-21, miR-196b, miR-
199a-3p, miR-188-5p, miR-126-5p, miR-142-3p, miR-322 in the response to food restriction.
Some of these miRNAs were also predicted using bioinformatic tools as potentially targeting
these mRNAs that yield proteins associated with fasting response. The observed weak fasting
response in transgenic animals may be a result of short period of food restriction and could be
more severe after its longer periods. In turn, in transgenic mice, in brown adipose tissue after
thermogenic activator administration, we observed a clear phenotypic change. These animals
were less capable of heat production as revealed by measurements of body temperature. Mean

difference in temperature was almost 2°C. Moreover, statistically significant differences were

found in microRNA profile in brown adipose tissue after administration of adrenergic [3-
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receptor agonist in wild-type animals. In line with this result, using bioinformatic tools I
demonstrated that upon CL-316,243 agonist action the most significantly alterd miRNA
molecules: miR-150, miR-676, miR-203, miR-146a, miR-106b, miR-124, miR-182 are indeed

associated with the process of thermogenesis.
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STRESZCZENIE

W niniejszej rozprawie wykazano wptyw czasteczek mikroRNA obecnych w biatej oraz
brazowej tkance ttuszczowej na metabolizm organizmu u myszy typu dzikiego oraz w modelu
myszy transgenicznych. MikroRNA sg niewielkimi, niekodujacymi czgsteczkami RNA,
znanymi ze swojej funkcji regulacyjnej w organizmie. MikroRNA blokuja proces translacji w
komorkach poprzez kompleks miRISC (z ang. miRNA-induced silencing complex) tworzony
wraz z szeregiem bialek i1 dziatajacy na docelowe mRNA. Usuni¢cie mikroRNA bylo mozliwe
dzieki wykorzystaniu linii transgenicznych myszy - DicerdP4CeERT2 ' inia ta pozwala na
indukowalne usunigcie fragmentu genu Dicerl, niezbednego dla powstawania dojrzatych form
mikroRNA, specyficznie w tkance ttuszczowej. Rownolegle do doswiadczen z wykorzystaniem
zwierzat transgenicznych, prowadzono badania na zwierzetach typu dzikiego, u ktérych
wprowadzono czynniki indukujace zmiany metaboliczne, wymierzone w obydwa typy tkanki
tluszczowej i pelnione przez nie funkcje. W przypadku bialej tkanki ttuszczowej zwierzeta
poddano restrykcjom pokarmowym, z uwagi na wiodgcg role tej tkanki, jaka jest gromadzenie
materialu zapasowego w postaci trojglicerydow 1 mozliwego wykorzystania ich w czasach
deficytu energetycznego. Zastosowanymi restrykcjami pokarmowymi byla glodéwka
krétkookresowa (24-godzinna) oraz restrykcja kaloryczna, w ktérej zwierz¢ otrzymywato
niewielka porcje pokarmu raz dziennie. W przypadku brazowe;j tkanki tluszczowej zwierzeta
poddano dziataniu aktywatora termogenezy, z uwagi na proces generowania ciepta w
warunkach obnizonej temperatury, charakterystyczny dla tej tkanki. Wykorzystanym
aktywatorem termogenezy byl agonista receptoréw B3-adrenergicznych - CL-316,243 — jako ze
proces termogenezy jest zalezny od tej klasy receptorow.

W wyniku prowadzonych badan w przypadku biatej tkanki ttuszczowej u zwierzat
transgenicznych, zaobserwowano niewielkie odst¢pstwa od normy po wprowadzeniu restrykcji
pokarmowej, w poréwnaniu do grupy kontrolnej, dotyczace regulacji metabolizmu glukozy.
Ponadto zwierzeta transgeniczne charakteryzowaly si¢ obnizonym wydatkiem energetycznym
w glodéwce podczas fazy jasnej (nieaktywnej). Ogolny profil ekspresji mikroRNA u zwierzat
typu dzikiego ulegt jednak znaczacej zmianie podczas odstepstwa od pokarmu, co wskazuje na
istotno$¢ czasteczek mikroRNA dla metabolicznej odpowiedzi organizmu na gtodzenie. Czg$¢
zmienionych mikroRNA (w szczegdlnosci miR-29c oraz let-71) zostata potwierdzona przez
zastosowanie narz¢dzi bioinformatycznych jako czasteczki celujagce w mRNA dla biatek

zaangazowanych w utrzymanie homeostazy energetycznej. W przypadku brazowej tkanki
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tluszczowej u zwierzat transgenicznych, zaobserwowano obnizong odpowiedz na dziatanie
aktywatora termogenezy. Pomiar cieptoty ciata u tych zwierzat wykazat ich mniejsza zdolnos¢
do generowania ciepta, si¢gajacg ok. 2°C w poréwnaniu do grupy kontrolnej. Profil ekspresji
mikroRNA w tej tkance u zwierzat typu dzikiego rowniez ulegt zmianie na skutek dziatania
agonisty receptora adrenergicznego. Ponownie korzystajac z narzedzi bioinformatycznych
powtwierdzono, iz istotnie zmienione mikroRNA (miR-150, miR-676, miR-203, miR-146a,
miR-106b, miR-124, miR-182) w brazowej tkance ttuszczowej zaangazowane s3 w proces

termogenezy.

12



1. WPROWADZENIE

Pozyskiwanie energii to kluczowy element funkcjonowania kazdego organizmu,
niezbedny dla przetrwania w S$rodowisku. Do wykonania nawet najprostszych czynno$ci
organizm potrzebuje energii dostarczanej z przemian metabolicznych z udzialem
weglowodanéw, lipidow 1 biatek, oraz mikroelementéw (Bjorntorp, 1991; Jéquier, 1994;
Lonnie et al., 2018). Rosliny 1 zwierzgta réznig si¢ pod wzgledem zapewniania sobie
odpowiedniej puli tych surowcow. O ile rosliny po czgsci sg samowystarczalne, tzn. same
potrafia wytwarza¢ substraty energetyczne w procesie fotosyntezy (Nevins, 1995), o tyle
zwierzeta zmuszone sg do aktywnego poszukiwania tych substratéw, a ich zrédltem sg inne
organizmy. Dawniej, zanim nasi przodkowie nauczyli si¢ wykorzystywac¢ potencjat
srodowiska, standard zycia ludzi nie odbiegal zasadniczo od standardu zycia zwierzat.
Zdobywanie pozywienia, ktére jest podstawg piramidy potrzeb, uwarunkowane byto nie tylko
czynnikami srodowiskowymi czy geograficznymi, ale tez umiejetnosciami danej jednostki lub
grupy, pozwalajagcymi zdoby¢ pozywienie. Skutkowato to czgsto ograniczonym dostgpem do
pokarmu i tym samym narzucato restrykcje pokarmowa danej grupie (Bogin, 1998; Luca, Perry,
& Di Rienzo, 2010; Terragni, Garnweidner, Pettersen, & Mosdgl, 2014). Aby przetrwac,
organizm musiat adaptowac si¢ do niestatego naptywu substratoéw energetycznych i modulowacé
procesy metaboliczne w sposob, ktéry zapewnia optymalne wykorzystanie tych substratéw

(Luca et al., 2010).

1.1 Biala tkanka tluszczowa (z ang. White Adipose Tissue, WATT)

Wspomniana modulacja metabolizmu jest mozliwa m.in. dzigki obecnosci biatej tkanki
tluszczowej, ktéra spetnia rolg bufora w organizmie, gromadzac czasteczki tréjglicerydéw jako
zapasowy material energetyczny. W wyniku restrykcji pokarmowej, z lipiddw zaczynaja
uwalnia¢ si¢ kwasy tluszczowe bedace jednym z substratéw energetycznych. Odwrotne
zjawisko wystepuje w sytuacji nadwyzki dostarczanego pozywienia. Nadmiar energii zostaje
zamknigty w formie lipidéw 1 przechowywany na wypadek koniecznoS$ci jego uzycia w mniej
lub bardziej odlegtym czasie (Frayn, 2002). To wlasnie ten ostatni mechanizm sprzyja zjawisku
otytosci. Wsrdd rzedu naczelnych jest on charakterystyczny przede wszystkim dla homo
sapiens. Przecietny cztowiek gromadzi tkanke thuszczowa w ilosci 20-30% swojej masy ciata,

podczas gdy najblizszej spokrewniony z cztowiekiem szympans juz tylko ok 4% (Zihlman &

13



Bolter, 2015). Nierzadko w przypadku tych ostatnich warto$¢ ta spada ponizej 1%, co w
przypadku cztowieka najczesciej oznacza stan patologiczny. U kobiet, u ktérych magazyn
lipidéow w tkance tluszczowej osiggnie zbyt niskie wartosci, wystgpuje zahamowanie funkcji
reprodukcyjnych, poniewaz wydawanie potomstwa w warunkach krytycznie ujemnego bilansu
energetycznego, jest niekorzystne ewolucyjnie (Huss-Ashmore, 1980).

Ze wzgledu narozmieszczenie bialej tkanki thuszczowej w organizmie, mozna rozrézni¢
podskérng tkanke ttuszczowq (z ang. subcutaneous, SC) oraz tkanke zlokalizowang wokét
narzadow (z ang. visceral, V) (Bjgrndal, Burri, Staalesen, Skorve, & Berge, 2011). U zwierzat
czesto odréznia si¢ dodatkowo gonadalng tkanke tluszczowa, ze wzgledu na jej duze ilosci
gromadzgce si¢ wokot narzagdéw rodnych (z ang. perigonadal, PG). Ponadto mozna wyrdznié
takze srodkskorng warstwe komorek tej tkanki, niezaleznie od wystepowania skupisk
podskérnych (Festa et al., 2011).

Biatg tkanke tluszczowa tworzy heterogeniczna populacja komorek, sktadajaca si¢ z
fibroblastow, komorek $rédblonka, komoérek ukladu odpornosciowego, komoérek
prekursorowych dla adipocytéw oraz wilasciwych, dojrzatych adipocytéw, z wyraznie
zaznaczong frakcja magazynujacg tréjglicerydy (Cinti, 2005). Komoérki prekursorowe
(preadipocyty) stanowig istotng subpopulacj¢ komorek dla utrzymania wiasciwej homeostazy
energetycznej (Ali, Hochfeld, Myburgh, & Pepper, 2013). Pod dzialaniem czynnikéw
transkrypcyjnych takich jak C/EBPs oraz KLFs (z ang. Kruppel-like factors), a takze z
wykorzystaniem receptora jagdrowego PPARYy (z ang. peroxisome proliferator-activated
receptor y) jako gtéwnego regulatora adipogenezy, r6znicuja one bowiem w dojrzate formy
adipocytéw (Farmer, 2006; Tontonoz, Hu, & Spiegelman, 1994) (Hegele, Cao, Frankowski,
Mathews, & Leff, 2002). Komorki te dostarczaja w ten sposob nowa pule, w ktérych dochodzi
do syntezy lub rozpadu tréjglicerydéw.

Zdolno$¢ magazynowania tréjglicerydow w komorce jest zachowana w ewolucji i
obserwuje si¢ ja u roslin, drozdzy oraz u zwierzat, zaré6wno bezkregowych jak 1 kregowych.
Rosliny sktadujg krople lipidowe w nasionach, korzeniu oraz w lisciach (Denis J. Murphy,
Hernandez-Pinz6én, & Patel, 2001). Ssaki natomiast we wspomnianych, dojrzatych
adipocytach, w ktérych rozmiar magazynu lipidowego (kropli lipidowej) moze sigga¢ 200um
w pojedynczej komorce i zawiera¢ oprocz trojglicerydéow takze estry steroli (D. J. Murphy,
2001). W warunkach osiggni¢cia maksymalnej pojemnosci tkanki tluszczowej lub w szeregu
stanow patologicznych, czastki lipidowe moga gromadzi¢ si¢ réwniez w komoérkach innych
tkanek: hepatocytach, kardiomiocytach, komoérkach mig$ni szkieletowych, trzustki, grasicy, w

enterocytach oraz makrofagach (Hill, Metcalfe, & McTernan, 2009). Kazdy z wymienionych
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typéw komorek jest w stanie magazynowaé duze ilosci czasteczek lipidowych. Jednak w
odréznieniu od adipocytow, charakteryzujacych si¢ pojedyncza, duzg kropla lipidowa, komorki
pozostatych typéw posiadajg wiele mniejszych, réwno rozmieszczonych kropel w cytoplazmie
(Walther & Farese, 2009). Biosynteza tréjglicerydéw mozliwa jest dzigki obecnosci enzymoéw
siateczki §rédplazmatycznej (ER), mitochondriéw i pokrewnych organelli (Coleman & Lee,
2004; Stone et al., 2009). Postuluje si¢, ze miejscem formowania si¢ kropel lipidowych jest
hydrofobowe Srodowisko dwuwarstwy siateczki srodplazmatycznej, jednak wystepuje wiele
sprzecznych ze sobg teorii opisujacych to zagadnienie (Walther & Farese, 2009). Ostatecznie,
powstajaca kropla lipidowa sktada si¢ z pojedynczej warstwy fosfolipidow, zamykajacej w
sobie zapas TAG i angazujacej po stronie cytozolowej zespot biatek, spetniajagcych m.in.
funkcje stabilizujagcag nowopowstatej kropli wewnatrz komorki (Blanchette-Mackie et al.,
1995). W miar¢ zwigkszania si¢ magazynu lipidowego, biatka te staja si¢ niezbedne dla
skutecznej ochrony przed degradacja przez lipazy obecne w cytoplazmie. Bialek
stabilizujgcych krople lipidowe jest wiele 1 nalezg do nich m.in. kaweolina oraz biatka perilipin
(Kimmel, Brasaemle, McAndrews-Hill, Sztalryd, & Londos, 2010). Obecnie wyrdznia si¢ pigc
r6znych perilipin. Pierwsze trzy, czyli PLIN1, PLIN2 (biatko ADRP) oraz PLIN3 (biatko
TIP47) wspdlnie tworzg rodzing biatek PAT i sg zachowane w ewolucji u wszystkich zwierzat
(Bickel, Tansey, & Welte, 2009; Londos, Sztalryd, Tansey, & Kimmel, 2005; Miura et al.,
2002). Pozostate - PLIN4 (biatko S3-12) oraz PLINS — wyst¢puja dodatkowo u ssakow. W
stabilizacji duzych kropel lipidowych (wystepujacych w komérkach biatej tkanki thuszczowe;j)
biorg udziat biatka PLIN1 oraz PLIN2, natomiast przy formowaniu si¢ mniejszych kropel
(charakterystycznych dla innych typéw komorek) niezbedne sg biatka PLIN3 oraz PLIN4
(Wolins et al., 2005).

1.1.1 Metaboliczna odpowiedz organizmu na restrykcje pokarmowa

Zapotrzebowanie organizmu zwierzgcego na energi¢ zaspokajane jest przede
wszystkim na drodze trzech gléwnych, wspoétdziatajacych proceséw komorkowych: glikolizy
(dostarczajacej dwoéch czasteczek kwasu pirogronowego do syntezy czgsteczek acetylo-CoA
oraz NADH), cyklu kwaséw tréjkarboksylowych (pozwalajacego poprzez wykorzystanie
acetylo-CoA uzyska¢ elektrony i protony uwi¢zione w no$nikach NADH i FADH») oraz
tancucha transportu elektronéw (wykorzystujacego przenosniki elektrondw do uzyskiwania

czasteczki ATP, bedacej podstawowym wymiennikiem energii). Istnieje réwniez proces
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pozyskiwania energii zwigzany z przeksztalceniem pirogronianu do mleczanu, odbywajacy si¢
w warunkach deficytu tlenowego. Udzial tego procesu dla dostarczania ogdlnej puli ATP u
zwierzat jest jednak niewielki i dotyczy tylko szczeg6lnych sytuacji dla organizmu, takich jak
intensywny wysilek fizyczny, czy niektére stany patologiczne.

Przyjmuje si¢, ze nadrzednym substratem energetycznym dla organizmu jest cukier
prosty - glukoza. Substrat ten zapoczatkowuje proces glikolizy i tym samym powstawanie ATP
na pozniejszych etapach. W sytuacji, w ktorej stezenie glukozy we krwi spada ponizej wartosci
krytycznej, nastgpuje zmiana w wykorzystaniu dostepnych substratow. Organizm zaczyna
uruchamia¢ zapasy lipidowe, zgromadzone w biatej tkance tluszczowej oraz watrobie i w
procesie B-oksydacji kwasow tluszczowych dostarczaé czasteczek ATP, poprzez wiaczanie
tych kwaséw do cyklu Krebsa. Catkowita B-oksydacja jednej czasteczki kwasu palmitynowego
(C15sH31COOH) dostarcza 8 jednostek dwuweglowych, ktére ostatecznie po utlenieniu
pozwalajg uzyska¢ 129 czasteczek ATP. Kataboliczne reakcje glukozy dostarczajg natomiast
38 czasteczek ATP, czyli ponad 3 razy mniej niz w przypadku utleniania kwasow
tluszczowych. Mozna si¢ zastanawia¢ zatem, dlaczego to weglowodany s3 wiodacym
substratem energetycznym. Wskazéwek dostarcza szereg obserwacji. Glukoza jest jednym z
monosacharydéw, powstajacych z formaldehydu w reakcji formozowej, w warunkach, ktére
zblizone byty do tych, panujacych na Ziemi zanim powstato zycie (Aleksandr Butlerov, 1861).
Mozliwe jest zatem, ze pierwotne organizmy, sposrod tatwo dostepnych surowcéw, wybraty
glukozg jako paliwo energetyczne, za§ cecha ta utrwalila si¢ w drodze ewolucji do dnia
dzisiejszego. Glukoza odznacza si¢ réwniez slabg tendencja do nieenzymatycznego
przytaczania biatek. W formie otwartej, tak jak inne monosacharydy, moze wigza¢ biatka
poprzez ich grupy aminowe, tworzac zasady Schiffa. Jednak tak niespecyficznie
zmodyfikowane bialka czgsto nie funkcjonujg efektywnie (Yamamoto & Kawasaki, 2010).
Ponadto glukoza ma znacznie wigkszg tendencj¢ do wystgpowania w formie pierscieniowej, co
z kolei uniemozliwia jej taczenie si¢ z biatkami. Istotny jest rowniez fakt, iz glukoza to jedyny
przyswajalny substrat energetyczny dla czerwonych krwinek ("Glucose Metabolism in the Red
Blood Cell," 1960), oraz dla mézgu w warunkach optymalnych, w ktérych organizm nie jest
poddany restrykcji pokarmowej (Mergenthaler, Lindauer, Dienel, & Meisel, 2013).
Zaadaptowanie glukozy jako uniwersalnego paliwa energetycznego dla kazdego typu komoérek
przez organizmy zwierzat wydaje si¢ by¢ zatem uzasadnione.

W warunkach ad libitum glukoza w najwiekszych ilosciach dostarczana jest do wnetrza
komorki i wykorzystywana w procesach energetycznych w mig$niach. Transport glukozy do

komoérki mig$niowej jest mozliwy dzigki translokacji przenosnika GLUT4 do btony
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komoérkowej (DeFronzo RA, 1981). Translokacja zachodzi ostatecznie dzigki aktywacji
substratu Akt o masie czasteczkowej 160 kDa (AS160) przez kinaz¢ Akt. Réwnoczes$nie
zachodzi aktywacja kinazy syntazy glikogenu (GSK) zaangazowanej w regulacje glikogenu
(Kramer HF, 2006). Ogdlny pobdr glukozy w trakcie restrykcji pokarmowej maleje znaczaco,
co zostato potwierdzone przez liczne badania z wykorzystaniem testu tolerancji insuliny ITT (z
ang. insulin tolerance test) (Cahill GF Jr, 1966; Norton L, 2007), OGTT (Anderson JW, 1972;
Fery F, 1999; Horton TJ, 2001) oraz technik¢ klamry metabolicznej (Bergman BC, 2007; S. H.
Soeters MR, Dubbelhuis PF, Groener JE, Ackermans MT, Fliers E, Aerts JM, Serlie MJ., 2008;
van der Crabben SN, 2008; Vendelbo MH, 2012). Badania te pokazuja spadek poboru glukozy
w stosunku do warunkéw ad libitum, siggajacy ok. 40%. Spadek ten wymaga ok. 48 godzin
regularnego odzywiania aby przywréci€¢ pobdr glukozy do poziomu sprzed restrykcji.
Informacje na temat GLUT4 sg jednak niejednoznaczne. Wedlug jednego z doniesien,
transporter ten ulega zmniejszonej ekspresji zar6wno na poziomie transkryptu, jak i biatka po
48 godzinach glodzenia, by wzrosna¢ ponownie po 24 godzinach w warunkach ad libitum
(Norton L, 2007), jednak informacja ta nie zostala potwierdzona w innych badaniach.
(Pilegaard H, 2003); (Vendelbo MH, 2012).

Przejécie od metabolizmu opartego na weglowodanach do metabolizmu opartego na
kwasach ttuszczowych, poprzedzone jest lipolizg tréjglicerydéow. W tkance ttuszczowe]
znajduja si¢ trzy lipazy uczestniczace w hydrolizie kwaséw tluszczowych - lipaza
trojglicerolowa (ATGL), lipaza monoacyloglicerolowa (MAGL) oraz lipaza hormonowrazliwa
(HSL), hydrolizujaca diacyloglicerole. HSL moze by¢ aktywowana (fosforylowana) przez
kinazy biatkowe, ktére przekierowuja ja w okolice skupisk lipidow. Rownolegle zachodzi
fosforylacja biatka pirilipiny (PLIN), ktéra odstaniajac powierzchnig lipidu, utatwia dostep do
niego lipazie hormonowrazliwej (Lafontan & Langin, 2009). U ludzi procesy lipolityczne
nasilajg si¢ szczegdlnie po kilkunastu godzinach od wprowadzenia restrykcji pokarmowej, za$
zawarto$¢ kwasow ttuszczowych we krwi rosnie dwu-, trzykrotnie po 3 dniach restrykcji
(Klein, Sakurai, Romijn, & Carroll, 1993). Zapasy lipidowe zgromadzone w tkance tluszczowej
w duzym stopniu okreslajg maksymalny, mozliwy czas trwania glodéwki - wigkszy zapas
triacyloglicoroli pozwala dtuzej przetrwac bez dostepu do pozywienia (Drenick, Swendseid,

Blahd, & Tuttle, 1964; Stewart & Fleming, 1973).

Insulina jako hormon zaangazowany w regulacje metabolizmu lipidow
Procesy lipolityczne sg regulowane hormonalnie. Najwazniejszym hormonem

zaangazowanym Ww te procesy jest insulina. Obecnie wiadomo, ze insulina dziata
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antylipolitycznie przez wigzanie si¢ do receptora insulinowego i aktywowania S$ciezki
PI3K—Akt—PDE3B. Fosfodiesteraza-3B katalizujac reakcje degradacji cyklicznego AMP
(cAMP) odpowiedzialnego za aktywacj¢ kinazy A (PKA) obniza jej aktywnos¢ 1 w nastepstwie
aktywno$¢ lipazy hormonowrazliwej i perilipiny (Lafontan & Langin, 2009). Uwaza si¢
rOwniez, ze dziatanie insuliny wptywa dodatkowo na aktywnos$¢ lipazy ATGL poprzez
aktywacje mTORCI1 1 nastgpnie czynnika Egrl, hamujacego ATGL. Aktywacja kinazy
mTORCI1 odbywa si¢ przez kompleks PI3K/Akt (Chakrabarti et al., 2013).

Zwigkszone tempo lipolizy jest nie tylko wynikiem spadku zawartosci insuliny podczas
restrykcji pokarmowej, ale takze wynikiem wzrastajacej insulinooporno$ci komérek. Testy
tolerancji insuliny (ITT) pokazuja, Ze stosujac okreslone i state st¢zenie tego hormonu, wraz z
wydluzaniem czasu przegtodzenia organizmu, trudniej jest przywrdci¢ stezenie kwasOw
tluszczowych we krwi do ich poziomu sprzed restrykcji (Johnson et al., 2006). Podobne wyniki
otrzymuje si¢ z zastosowaniem testow tolerancji glukozy (OGTT, z ang. oral glucose tolerance
test). llos¢ tego cukru prostego, niezbednego do obnizenia ilosci kwasoéw ttuszczowych we krwi
w trakcie krétszej restrykcji pokarmowej, ro$nie wraz z wydluzaniem czasu jej trwania
(Goschke, 1977). Stymulacja produkcji insuliny poprzez przyjmowanie positku, tuz po
zakonczeniu restrykcji pokarmowej, nie normalizuje st¢zenia kwaséw tluszczowych
odpowiednio szybko do poziomu obserwowanego w warunkach sprzed gtodéwki (Horton &
Hill, 2001). Obserwacje te dowodza, ze proces lipolizy nie jest zahamowany natychmiast po
zakonczeniu restrykcji pokarmowej. Potrzeba czasu, aby organizm wrécit do stanu, w ktérym
poszczegbdlne metabolity energetyczne osiggaja swdj poziom wyjsciowy.

Badania nad insulinooporno$cig wylonity kwasy ttuszczowe i ich pochodne jako
gléwne czynniki obnizajace przekaznictwo w szlaku insulinowym (Holland WL, 2007; Samuel
VT, 2012; van Herpen NA, 2008). Wiadomo réwniez, ze triacyloglicerole, ktérych rozpad
przyczynia do zwigkszenia poziomu kwasow tluszczowych, sg gromadzone w duzych ilo$ciach
w tkankach odpowiadajacych na insuling (np. mi¢snie, tkanka tluszczowa, watroba).

Obecnie, aby zakwalifikowa¢ dany zwigzek jako czynnik powodujacy insulinooprnos¢,
musi on spetni¢ kilka warunkéw. Po pierwsze ilos¢ tego czynnika musi by¢ podwyzszona we
krwi 0s6b otytych (otytos¢ jest cisle zwigzana z wystepowaniem insulinoopornosci). Po drugie
zwickszenie stezenia czynnika powinno nasila¢ insulinooporno$¢. Po trzecie zmniejszenie
stezenia czynnika powinno dawa¢ odwrotny efekt. Jak dotad tylko kwasy tluszczowe spetniajg
wszystkie te kryteria, za$ ich negatywny wptyw na szlak insulinowy okreslany jest mianem

lipotoksycznosci (Boden, 2008).
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Metabolizm kwasow ttuszczowych podczas restrykcji pokarmowej

Wzmozona lipoliza w bialej tkance tluszczowej w trakcie glodéwki dostarcza tak
duzych ilosci kwaséw ttuszczowych, ze organizm nie nadgza nad wtaczaniem ich w reakcje -
oksydacji (Carlson, Snead, & Campbell, 1994; Elia, Zed, Neale, & Livesey, 1987; Wolfe et al.,
1987). Ogromna podaz FFA prowadzi w znacznym stopniu do reestryfikacji tréjglicerydéw,
czyli ich ponownego formowania si¢ z glicerolu i kwaséw ttuszczowych. Proces reestryfikacji
zachodzi gtéwnie w tkance ttuszczowej, natomiast ma ono miejsce rowniez w migsniach oraz
w mniejszym stopniu w watrobie (Jensen, Ekberg, & Landau, 2001; Johnson et al., 2006;
Landau, Wahren, Previs, et al., 1996; Wolfe et al., 1987). Wzrastajacy poziom tréjglicerydow
nie jest efektem lipogenezy de novo, w trakcie ktérej dochodzi do powstawania ,,Swiezych”
kwasow ttuszczowych poprzez wydtuzanie ich tancucha weglowego. W trakcie restrykcji
pokarmowej, na skutek zmniejszajagcego si¢ wydzielania insuliny, nast¢puje bowiem
zahamowanie lipogenezy. Ponadto niektére czynniki transkrypcyjne, jak na przyktad SREBP-
Ic, stymulujacy lipogeneze, ulegaja zmniejszeniu ekspresji, co tylko potwierdza dominujaca
role reestryfikacji w formowaniu si¢ TG (Tsintzas et al., 2006). Nalezy tez pamig¢tac, ze proces
reestryfikacji tréjglicerydéw jest kosztowny energetycznie. Wykorzystanie nadwyzki kwaséw
tluszczowych oraz energii w formie ATP napedza proces lipolizy oraz (-oksydacji, tworzac
cykl przemian tréjglicerydéw, ktory jest wyraznie nasilony w trakcie restrykcji pokarmowe;j
(Elia et al., 1987).

Wolne kwasy ttuszczowe mogg poddawac si¢ tez innym przemianom metabolicznym
w trakcie glodowki. Reabsorbcja FFA przez mig¢énie moze prowadzi do formowania si¢
ceramidéw (M. R. Soeters et al., 2008), cze$¢ z kwasOw przylacza reszty karnitynowe, tworzac
krétkie acylokarnityny (np. acetylokarnityng, ketokarnityng¢) (M. Soeters et al., 2011; M. R.
Soeters et al., 2009). W watrobie zachodzi proces utleniania kwaséw tluszczowych, efektem
ktérego moze by¢ powstawanie ciat ketonowych, ktére stuzg jako alternatywne zrédto energii

dla wybranych tkanek (Fukao, Lopaschuk, & Mitchell, 2004).

Glukoneogeneza podczas restrykcji pokarmowej

Wykorzystanie kwaséw tluszczowych jako wiodacego substratu energetycznego nie
oznacza catkowitego wylaczenia weglowodanéw z proceséw utleniania komérkowego czyli
uzyskiwania energii. Zaangazowanie glukozy w wytwarzanie czasteczek ATP zachodzi dalej,
ale na duzo nizszym poziomie. Jest to mozliwe dzigki produkcji glukozy, bedacej nastepstwem
zmian w gospodarce hormonalnej, jakie zachodzg podczas restrykcji pokarmowej (Hojlund et

al., 2001). Spadkowi wydzielania insuliny towarzyszy wzrost wydzielania glukagonu przez
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komérki a w trzustce. Hormon ten taczac si¢ ze swoim receptorem zwigksza stezenie
wewnatrzkomorkowego cAMPa, uruchamiajac procesy glikogenolizy oraz glukoneogenezy
(GNQG), ktore wspdlnie okreslaja endogenng produkcje glukozy (EGP) (Hojlund et al., 2001;
G. Jiang & Zhang, 2003). Produkcja ta zachodzi przede wszystkim w watrobie. Nie moze ona
jednak trwac nieustannie i obserwuje si¢ jej spadek siggajacy ok 30% po okresie 60-godzinnego
glodzenia (M. R. Soeters et al., 2007). Przyczyng malejacego EGP jest zmniejszenie udziatu
glikogenolizy w tym procesie. Spadek glikogenu w watrobie jest najbardziej widoczny podczas
pierwszych 24 godzin glodzenia, po ktérych zawarto$¢ tego materialu zapasowego wynosi ok.
15% ilosci poczatkowej (Nilsson & Hultman, 1973). Z biegiem czasu spadek ten jest mniej
widoczny. Ustalono, ze watroba traci mniej wigcej 40% swojej poczatkowej objetosci, na
skutek ubytku glikogenu oraz czasteczek wody, niezbednych w reakcji hydrolizy. W miarg jak
udzial glikogenolizy na og6lng produkcje glukozy w trakcie restrykcji pokarmowej maleje,
udzial glukoneogenezy ros$nie. Wzrost moze wynie§¢ ok. 70% po 22 godzinach od
zapoczatkowania restrykcji pokarmowej 1 osiggna¢ wartos¢ 90% po 42 godzinach (Landau,
Wahren, Chandramouli, et al., 1996). Warto tez wspomnie¢, ze miejscem, w ktérym zachodzi
glukoneogeneza jest nie tylko watroba, ale réwniez nerki, gdzie proces ten przyczynia si¢ do
produkcji 20-25% catkowitej glukozy (Ekberg et al., 1999).

Pirogronian, mleczan oraz niektére aminokwasy takie jak alanina czy glutamina to
fundamentalne jednostki dla glukoneogenezy (Cahill, 1970; Felig, Owen, Wahren, & Cahill,
1969; Hankard, Haymond, & Darmaun, 1997). Réwniez cz¢$¢ glicerolu powstajgcego w
warunkach przegltodzenia jest wigczana do tego procesu (M. D. Jensen et al., 2001). Badania
pokazuja, ze po 60 godzinach glodzenia, zamiana glicerolu w glukoze dostarcza 15% catkowitej

ilosci tego substratu podczas EGP (Landau, Wahren, Previs, et al., 1996).

Ciata ketonowe — alternatywne Zrédto energii dla mozgu

Osrodkowy uktad nerwowy korzysta giéwnie z glukozy jako substratu energetycznego
w warunkach normalnych. Natomiast jako alternatywne zrdodio energii stuzg mu takze ciata
ketonowe (KB) (Owen OE, 1967). Podczas dlugookresowego przegtodzenia ostateczne
wykorzystanie glukozy w cyklu Krebsa i tancuchu oddechowym szacuje si¢ na ok. 24 g/dobe,
czyli znacznie mniej niz w warunkach ad libitum, w ktérych szacunkowa warto$¢ to ok. 80
g/dobe (Owen OE, 1967). Utlenianie glukozy spada zauwazalnie podczas pierwszych 24
godzinach glodzenia, przy jednoczesnym wzros$cie lipolizy i oksydacji kwaséw ttuszczowych

(Klein S, 1993; Romijn JA, 1990).
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Ciata ketonowe, jako drugie paliwo dla o§rodkowego uktadu nerwowego, sg wynikiem
utleniania kwaséw tluszczowych, za$ znaczenie ketogenezy ro$nie w miar¢ jak maleja zapasy
glikogenu w watrobie (Cahill GF Jr, 1966; Fukao T, 2004; Jr., 1976). Do cial ketonowych
naleza kwas beta-hydroksymastowy (ok. 80% wszystkich KB), kwas acetylooctowy (ok. 20%
wszystkich KB) oraz aceton (mniej niz 2% wszystkich KB). Powstawanie KB jest uzaleznione
od dostepnosci FFA (tym samym od procesu lipolizy zachodzacy w tkance ttuszczowej), od
wejscia FFA do watrobowego mitochondrium, w ktérym proces ketogenezy zachodzi oraz od
aktywnosci enzymu - syntazy 3-hydroksy-3-metyloglutarylo-CoA (HMG-CoA), ktéry
odpowiedzialny jest za poczatkowy i nieodwracalny krok w formowaniu ciat ketonowych
(Fukao T, 2004). Obecnos¢ glukozy, jak i stosunek insuliny do glukagonu wydaje si¢ mie¢ tutaj
istotne znaczenie. Sam glukagon zwigksza ekspresje HMG-CoA, co nasila powstawanie KB.
Insulina za$ wywoluje efekt odwrotny. Poprzez defosforylacj¢ fosfodiesterazy-3B hamuje
lipolize w tkance ttuszczowej i tym samym zmniejsza dostepnos¢ kwaséw ttuszczowych do
syntezy KB (Lafontan M, 2009). W watrobie insulina zwigksza wychwyt glukozy, podnoszac
poziom obecnego tam malonylo-CoA i hamujac utlenianie FA (Fukao T, 2004).

Ciata ketonowe to nie tylko alternatywne paliwo energetyczne. Ich obecno$¢ wpltywa
takze na inne procesy biologiczne. Wystepujac w duzych ilosciach (podobnie jak nadmiar
kwaséw ttuszczowych) 1 podlegajac rozpadowi przyczyniaja si¢ do powstawania dodatkowych
ilosci acetylo-CoA, ktéry hamuje utlenianie glukozy, przez dzialanie na dehydrogenaze
pirogronianowg (Sugden MC, 2006). Podwyzszona ilos¢ KB zmniejsza rowniez wchianianie
glukozy podczas stymulacji insuling, co moze wskazywa¢ na rozregulowanie szlaku
insulinowego przez ciata ketonowe lub nizsze produkty ketolizy (Webber J, 1994). Wytwarzane
w watrobie KB przedostaja si¢ w duzych ilosciach do mie¢s$ni, gdzie moga by¢ utleniane i
magazynowane w postaci estrow karnitynowych. Tak zwane ,,ketokarnityny” wytwarzane sg
dzigki syntazie acylo-CoA oraz transferazom acylokarnitynowym 1 ich stezenie
(,,ketokarnityn™) silnie koreluje z catkowita produkcja KB przez organizm (Hack A, 2006; S.
M. Soeters MR, Sauerwein HP, Duran M, Ruiter JP, Kulik W, Ackermans MT, Minkler PE,
Hoppel CL, Wanders RJ, Houten SM., 2012). Ketokarnityny sa wskazywane jako jedne z
mozliwych czynnikéw wywotujacych insulinooporno$¢ (An J, 2004). Podobnie jak w
przypadku acetylokarnityny, ich st¢zenie wzrasta w trakcie glodzenia i moze osiggnac¢ stezenie
ok. 30-krotnie wigksze po 62 godzinach braku positku. Aczkolwiek zmianie tej nie towarzysza
zaburzenia w poborze glukozy, przy jednoczesnym podawaniu insuliny (S. M. Soeters MR,
Sauerwein HP, Duran M, Ruiter JP, Kulik W, Ackermans MT, Minkler PE, Hoppel CL,
Wanders RJ, Houten SM., 2012).
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Rycina 1. Uproszczony schemat przedstawiajacy pordwnanie gospodarowania substratami energetycznymi w
stanie wolnego dostepu do pozywienia (ad libitum) i w warunkach restrykcji pokarmowej; FFA — wolne kwasy
thuszczowe, FAox — utlenione kwasy tluszczowe, TG — tréjglicerydy, Glu — glukoza, Gly — glikogen, KB — ciata
ketonowe

1.1.2 Sekrecyjna rola biatej tkanki tluszczowej

Przez dlugi czas panowat poglad na temat pasywnej roli bialej tkanki tluszczowe;j
(WAT), zwiagzane] z oméwionym zagadnieniem gromadzenia zapasu tréjglicerydow w
adipocytach. Dopiero w roku 1994 nastgpita zmiana w postrzeganiu funkcjonowania WAT za
sprawg odkrycia leptyny, jako hormonu produkowanego i wydzielanego przez komorki tej
tkanki (Friedman, 1997; Yiying Zhang et al., 1994). Kolejne lata w potgczeniu z odkrywaniem
kolejnych, nowych, czynnych biologicznie czasteczek wydzielanych przez WAT ugruntowaty
rowniez aktywna, endokrynng role biatej tkanki tluszczowej, wedle ktérej oddziatuje ona na
komorki innych tkanek w organizmie (Trayhurn & Beattie, 2001).

Czasteczki aktywne biologicznie, wydzielane przez WAT nazywane sg adipokinami.
Do chwili obecnej odkryto kilkaset takich czgsteczek (Fasshauer & Bliiher, 2015). Maja one
wplyw na wiele procesow komodrkowych (ryc. 2) 1 poza najlepiej poznang leptyng zalicza si¢
do nich m.in.: adiponektyne (Scherer, Williams, Fogliano, Baldini, & Lodish, 1995), czynniki

prozapalne TNFa (ang. tumor necrosis factor a), TGFB (ang. tumor growth factor p),
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interleuking 6 (Coppack, 2001) oraz MCP1 (ang. monocyte chemoattractant protein 1)
(Weisberg et al., 2003), czynnik FGF21 (ang. fibroblast growth factor 21) (Fisher et al., 2012),
PAI-1 (ang. plasminogen activator inhibitor 1) (Lundgren, Brown, Nordt, Sobel, & Fujii,
1996), chemeryn¢ (Goralski et al., 2007), wisfatyne (Hug & Lodish, 2005), rezystyne (Steppan
et al., 2001), asprozyne (Romere et al., 2016), angiotensynogen (Safonova, Aubert, Negrel, &
Ailhaud, 1997), biatko ASP (ang. acylation-stimulating protein) (Cianflone, Maslowska, &
Sniderman, 1999), a takze czynnik FIAF (ang. fasting-induced adipose factor) (Kersten et al.,
2000)

+ insulinoopornogé
+ wydatek energetyczny
+ stan zapalny

+ insulinoopornoéé T * insulinoopornosgé
» stan zapalny » lipoliza
‘\ adiponektyna /' = stan zapalny
» adipogeneza
rezystyna T TNFa

N e

MCP1 . . .
« stan zapalny «—— wisfatyna +—— — IL-6 —» insulinoopornosé
*+ stan zapalny
chemeryna
FGF21 ~.
PAT-1
/ asprozyna T fibrynoliza
» adhezja komorek
* bezowienie tkanki l » przemodelowanie
tluszezowe;j naczyn
» metabolizm krwionosnych

glukozy

Rycina 2. Schemat przedstawiajacy wptyw wybranych adipokin na procesy komdérkowe w organizmie
(bez uwzglednienia leptyny).

Leptyna jako hormon kluczowy w homeostazie energetycznej
Leptyna zostata odkryta w 1994 roku przez Jeffreya Friedmana i opisana przez niego
jako hormon odpowiedzialny za utrzymanie homeostazy energetycznej (Friedman, 1997;

Yiying Zhang et al., 1994) . Gen leptyny ob(Lep) znajduje si¢ na chromosomie 7 u ludzi, zas u
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myszy na chromosomie 6. Zmiany w sekwencji tego genu doprowadzajag do powstawania
nieaktywnej formy tego hormonu, skutkujacej wystepowaniem otylosci (np. mysie modele
otylosci ob/ob) (Drel et al., 2006).

Mimo, ze komérkami produkujacymi i wydzielajacymi leptyne sg przede wszystkim

dojrzate adipocyty, hormon ten moze powstawa¢ takze w innych narzadach, ale w znacznie
mniejszych ilosciach (Kochan Z. , 2004). Synteza leptyny i1 wzrost jej st¢zenia we krwi sg
dodatnio skorelowane z masg zgromadzone;j tkanki ttuszczowej (Y. Zhang, Guo, Diaz, Heo, &
Leibel, 2002). Osoby otyte maja stale podwyzszony poziom tego hormonu, ktéry moze by¢
obnizony poprzez zmniejszenie wagi (Friedman, 1997).
Leptyna dziala za posrednictwem receptorow LEPR 1 obecnie znanych jest 5 izoform tego
receptora — oznaczanych LEPRa-e. Ostatni z nich (LEPRe) jest jedynym, pozbawionym
sekwencji kotwiczacej w btonie komdrkowej 1 dzigki temu wystepuje w formie niezwigzanej
(Fei et al., 1997). Z calej grupy najistotniejszg izoforma, poprzez ktérg leptyna wywotuje
dziatanie biologiczne jest dluga postac¢ receptora LEPRD (L. Jiang, Li, & Rui, 2008). Mutacja
wlasnie w tym receptorze pozwala uzyska¢ jego nieaktywng forme, co skutkuje brakiem
odpowiedzi na leptyne i rozwijaniem otytosci (np. mysie modele otytosci db/db) (Chen et al.,
1996; Cohen et al., 2001).

Analiza rozmieszczenia receptorow leptynowych w organizmie pozwala stwierdzi¢ na
jakie tkanki hormon ten wywiera wptyw. Uwaza si¢, ze najistotniejszym celem leptyny jest
podwzgorze, uznawane za osrodek gtodu i sytosci, integrujacy sygnaty obwodowe informujace
o statusie energetycznym organizmu (Fei et al., 1997; X. F. Huang, Koutcherov, Lin, Wang, &
Storlien, 1996; J. G. Mercer et al., 1996). Neurony tworzace podwzgorze s3 zréznicowane pod
wzgledem wytwarzanych neuropeptydéw i1 neurotransmiteréw. Jedng grupe stanowig neurony
oreksygeniczne, stymulujace poczucie gtodu. Stymulacja glodu mozliwa jest m.in. dzieki
ekspresji neuropeptydu Y (NPY) oraz peptydu agouti (AgRP) (Beck et al., 1990; Broberger,
Johansen, Johansson, Schalling, & Hokfelt, 1998). Inng grupe neuronéw podwzgoérza tworza
neurony anoreksygeniczne, hamujace poczucie glodu. Hamowanie jest mozliwe z kolei dzieki
ekspresji proopiomelanokortyny (POMC) oraz kortykoliberyny (CRH) (A. J. Mercer, Hentges,
Meshul, & Low, 2013; Richard & Baraboi, 2004). Kazda z czgsteczek obydwu grup neuronéw
wykazuje swoiste dzialanie i przekazuje sygnatl dalej (takze do innych struktur mézgowych).
W zaleznos$ci od wtasciwosci fizykochemicznych tych czasteczek oraz sposobu transdukcji
sygnatu, informacja moze by¢ przekazywana szybko lub wolno. Wypadkowa dziatania sygnatu

oreksy- oraz anoreksygennego informuje czy organizm ma do czynienia z dodatnim badz
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yjemnym bilansem energetycznym i czy powinien zaczaé przyjmowac kalorie czy je
wydatkowac (Schneeberger, Gomis, & Claret, 2014).

Leptyna jest czasteczka, bedaca jednym z sygnaléw obwodowych. Trafiajac do
podwzgorza przylacza si¢ do receptora blonowego w neuronach tej struktury, i prowadzi do
zahamowania ekspresji biatek oreksygennych oraz indukcji ekspresji biatek anoreksygennych.
Ostatecznie wigc hamuje poczucie taknienia 1 ogranicza przyjmowanie dodatkowych kalorii
(Coppari et al., 2005; Donato, Cravo, Frazdo, & Elias, 2011). Hormon ten powoduje takze
zwickszenie wydatku energetycznego, m.in. przez nasilenie motywacji i1 aktywnos$ci
lokomotorycznej. Moze to by¢ zwigzane z bezposrednim dziataniem na osrodki
lokomotoryczne w mézgu, lub posrednim (np. przez informacje¢ biegnaca od podwzgérza do
osrodkéw ruchu) (Coppari et al., 2005; Fernandes et al., 2015; Sakkou et al., 2007).

Obwodowo leptyna pelni funkcje antylipogeniczna i lipolityczna, dziatajac na ekspresj¢
gendw zaangazowanych w te procesy. Mozliwe jest, ze z pomocg widkien uktadu
wspotczulnego hormon ten przesyla informacj¢ z podwzgérza do tkanki tluszczowej i
wywotuje represj¢ gendw kodujacych czynniki transkrypcyjne SREBP-1 oraz PPARYy (Buettner
et al., 2008). Oba te czynniki wykazujg dziatanie lipogenne, angazujac w proces biosyntezy
kwaséw tluszczowych m.in. syntaz¢ kwasow tluszczowych (FAS) oraz karboksylaze acetylo-
CoA (ACC) (Park et al., 2006). Dziatanie lipolityczne hormonu leptyny jest z kolei zwigzane z
aktywacjg lipazy zaleznej od hormonéw (HSL), ktérej zadaniem jest uwalnianie kwasow
tluszczowych, na skutek hydrolizy diacylogliceroli (Buettner et al., 2008). Indukowanie
lipolizy moze by¢ skutkiem bezposredniego, auto- lub parakrynnego dziatania leptyny na
adipocyty (Frithbeck, Aguado, & Martinez, 1997).

Zjawisko insulinoopornosci jest powszechnie znane 1 obserwowane w tkankach, w
ktérych wzrost stezenia insuliny nie wykazuje spodziewanego efektu spadku stezenia glukozy
we krwi. W przypadku hormonu leptyny méwi si¢ o podobnym zjawisku i jest ono réwniez
charakterystyczne dla oséb otylych. Terapie z zastosowaniem leptyny wsrdd tych oséb, ktore
juz wyjsciowo odznaczaja si¢ wysokim stezeniem prawidtowo funkcjonujacego hormonu, nie
przynosza rezultatéw w regulowaniu homeostazy energetycznej. Leptynoopornos¢ jest wiec
zjawiskiem ogolnie akceptowanym w Srodowisku naukowym, natomiast w dalszym ciggu nie
wyjasnionym na poziomie molekularnym. Jedna z teorii thumaczy brak efektu dziatania leptyny
stopniem maksymalnego wysycenia receptoréw leptynowych, powyzej ktérego coraz wigksze
dawki hormonu nie dajg juz zauwazalnych rezultatow (Gruzdeva, Borodkina, Uchasova,

Dyleva, & Barbarash, 2019).
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1.2 Brazowa tkanka tluszczowa (z ang. Brown Adipose Tissue, BAT)

Organizm moduluje procesy metaboliczne nie tylko w celu optymalnego wykorzystania
substratow do produkcji energii w postaci ATP, ale rowniez energii cieplnej (Donhoffer,
SARdy, & SzegvARi, 1964; Sheldon, 1924). Do tego celu takze wykorzystuje lipidy tkanki
tluszczowej jako paliwo energetyczne (Townsend & Tseng, 2014).

Brazowa tkanka tluszczowa jest drugim rodzajem tkanki tluszczowej, ktérego
podstawowa funkcja jest generowanie ciepta. Morfologicznie brazowa tkanka thuszczowa rézni
si¢ od biatej tkanki ttuszczowej pod kilkoma wzgledami. W przeciwienstwie do posiadania
jednego, duzego skupiska lipidow, spychajacego na peryferia komoérki pozostale jej elementy,
BAT charakteryzuje si¢ komérkami z wieloma mniejszymi skupiskami lipidéw 1 centralnie
rozmieszczonym jadrem komoérkowym. BAT zawiera liczne mitochondria w komorce,
wypelniajagce wigkszo$¢ cytoplazmy, a ich liczba poréwnywalna jest z iloscig mitochondriéw
w kardiomiocytach. Charakterystyczne, ciemnobrazowe zabarwienie tkanki jest wynikiem
wystepowania w niej znaczacych ilosci jondéw zelaza, bedacych kofaktorem dla cytochroméw
obecnych w mitochondriach oraz silng waskularyzacja tkanki (Cinti, 2005; Frankl, Sherwood,

Clegg, Scherer, & Oz, 2019).

Rycina 3. Poréwnanie komoérek biatej tkanki thuszczowej (z lewej) oraz brazowej tkanki ttuszczowej (z prawej);
komorki brazowej tkanki, w przeciwienstwie do komoérek biatej tkanki, charakteryzujg si¢ licznymi, matym
kroplami lipidowymi réwnomiernie rozmieszczonymi wewnatrz komoérki, licznymi mitochondriami oraz silng
podatnoscia na stymulacj¢ receptora beta-adrenergicznego (Frankl et al, 2019); brazowa tkanka ttuszczowa
wyrdznia si¢ silng waskularyzacja ; G — glukoza, FFA — wolne kwasy tluszczowe, L — lipidy, M — mitochondrium,
GLUT - transporter glukozy, CD36 — translokaza kwaséw ttuszczowych, -AR — receptor beta-adrenergiczny
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Rycina 4. Lokalizacja brazowej tkanki tluszczowej w ciele myszy (na podstawie Thien Toan Tran, C. Ronald
Kahn, 2010) i czlowieka (Crandall et al, 2018); wizualizacja tkanki czlowieka uzyskana z pomocg pozytronowe;j
tomografii emisyjnej z wykorzystaniem fluorodeoksyglukozy (FDG) jako kontrastu.

Wigkszos¢ ssakéw posiada bragzowag tkanke tluszczowa (BAT). BAT jest
charakterystyczny przede wszystkim dla zwierzat hibernujacych oraz bardzo mtodych. Wraz z
wiekiem niektore skupiska tkanki zanikaja, co napgdza przekonanie, ze u dorostych osobnikéw
(np. u ludzi) brazowa tkanka nie wystepuje w ogoéle (Cinti, 2005; R. E. Smith & Hock, 1963).
Badania histologiczne oraz pozytonowa tomografia emisyjna (PET) dostarczaja jasnych
dowodéw na btednos¢ tego przekonania. BAT wystepuje przez cate zycie u ludzi, jej niewielkie
skupiska rozmieszczone sg w wielu miejscach w organizmie, za$ funkcjonowanie w dalszym
ciggu podtrzymane i nasilone w sytuacjach, w ktérych generowanie ciepta jest pozadane

(Crandall et al., 2018; Tran & Kahn, 2010).

1.2.1 Termogeniny - bialtka rozprzegajace

Wytwarzanie energii cieplnej przez bragzowa tkanke ttuszczowa jest sktadowa procesu
termoregulacji, uruchamianego przez organizm w sytuacji, w ktérej warunki otoczenia
odbiegaja od warunkéw termoneutralnych. Termoneutralno$¢ okresla temperature w

srodowisku, przy ktérej ogdlny wydatek energetyczny w stanie spoczynku (z ang. resting
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metabolic rate, RMR) jest najnizszy (Cannon & Nedergaard, 2011). Termoregulacja z udziatem
brazowej tkanki jest mozliwa dzigki obecnosci biatka termogeniny (z ang. uncoupling protein
1, UCPI1) w wewnetrznej btonie mitochondrialnej. Termogenina jest biatkiem rozprzegajacym,
tzn. wykorzystuje elektrony w tancuchu oddechowym oraz gradient protonéw wodoru po obu
stronach blony mitchondrialnej do przeptywu tych protonéw do wng¢trza mitochondrium
(Brondani et al., 2012). Transport protonéw przez UCP1 najprawdopodobniej odbywa si¢
z wykorzystaniem grup karboksylowych kwasoéw ttuszczowych zlokalizowanych w btonie, w
bliskim sgsiedztwie termogeniny. Na proces ten sklada si¢ szereg reakcji egzoergicznych,
zatem powoduje uwalnianie energii cieplnej (Klingenberg & Echtay, 2001).

Oprécz UCPI znane sg obecnie jeszcze cztery formy tego biatka - UCP2-5. UCP2 oraz
UCP4-5 wystepuja w mitochondriach komoérek osrodkowego uktadu nerwowego (Fleury et al.,
1997; Mao et al., 1999; Sanchis et al., 1998), zas§ UCP3 w komoérkach miegsni szkieletowych
oraz mig¢s$nia sercowego (Boss et al., 1997). Udowodniono, ze biatka rozprzggajace obecne w
neuronach, poprzez zmniejszanie potencjalu btonowego w mitochondriach, obnizaja
powstawanie reaktywnych form tlenu (ROS — z ang. reactive oxygen species) (Diano et al.,
2003; Sullivan, Dubé, Dorenbos, Steward, & Baram, 2003) oraz zmniejszajg naplyw jonéw
wapnia do wn¢trza mitochondriéw (Teshima, Akao, Jones Steven, & Marban, 2003). UCP
petnig wiec rolg neuroprotekcyjna, z uwagi na niekorzystny efekt dziatania ROS oraz nadmiar

jonéw Ca2+ (Stout, Raphael, Kanterewicz, Klann, & Reynolds, 1998).

COUPLING UNCOUPLING
Oxidative phosphorylation Proton leak
H* H e Heat
FE L H+ H+ H+ : :_
Intermembrane H* H* -
space T
Mitochondrial I m
inner M v ATP thase
membrans
Matrix Electron transport chain -
ADP+PiZZF . ATP
He 15

ATP synthesis

Rycina 5. Schemat transportu elektronéw na wewng¢trznej btonie mitochondrialnej i ich ostatecznej utylizacji na
skutek sprzegania, z wykorzystaniem syntazy-ATP (wytwarzania ATP) lub rozprzegania, z wykorzystaniem
biatka UCP1 (wytwarzania ciepta), (Brondani et al, 2012); coupling — sprzeganie, uncoupling — rozprzgganie,
oxidative phosphorylation — fosforylacja oksydacyjna, proton leak — przeptyw protonéw, heat — ciepto,
intermembrane space — przestrzen mi¢dzybtonowa, mitochondrial inner membrane — wewngtrzna blona
mitochondrialna, matrix — macierz mitochondrialna, ATP-synthase — syntaza ATP, ATP synthesis — synteza ATP,
electron transport chain — transport elektronéw w tancuchu mitochondrialnym
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Wystepowanie biatek rozprzegajacych nie ogranicza si¢ tylko do organizméw
zwierzecych. U roslin odpowiednikiem termogeniny jest biatko PUMP (z ang. plant uncoupling
mitochondrial protein) o bardzo zblizonej budowie i funkcjonowaniu (Vercesi et al., 1995).
Jednakze ze wzgledu na znacznie mniejszg zawartos¢, ich gtléwnym przeznaczeniem nie jest
termogeneza sama w sobie (podobnie jak w przypadku zwierzecych UCP2-5). Ich funkcja dale;j
zwigzana jest Scisle z rozprzeganiem tancucha mitochondrialnego. Elektrony nie moga zostac
wykorzystane do wytwarzania znacznych ilosci reaktywnych form tlenu (Moller, 2001).
Dodatkowo ,,wymiatanie” elektronéw napedza regeneracje ich przeno$nikéw i w ten sposdb
napedza cykl kwaséw karboksylowych, w ktérych te przeno$niki s niezbedne, dostarczajac
zwigzkow posredniczacych cyklu TCA do reakcji anabolicznych (A. M. Smith, Ratcliffe, &
Sweetlove, 2004).

Biatka rozprzggajace pochodzenia zaréwno roslinnego jak i zwierzecego regulowane sg
w komérce w podobny sposéb. Indukcja transportu jondw wodorowych jest silnie zalezna od
obecnosci kwasow ttuszczowych, ktére uwaza si¢ za aktywatory biatek rozprzggajacych. Obok
aktywatorow, w mitochondrium znajdujg si¢ takze inhibitory tych bialek w postaci
nukleotydéw. UCP1 wykazuje duze powinowactwo do kwaséw di- oraz trifosfonukleinowych
zawierajacych w swojej strukturze zasady purynowe (GDP, GTP, ATP). Adenozynotrifosforan
jako produkt syntazy ATP znajdujacej si¢ na wewngtrznej btonie mitochondrialnej, moze wigc
hamowa¢ reakcj¢ rozprzggania w  sytuacjach  intensywnej  produkcji  ATP.
Monofosfonukleotydy (GMP, AMP) réwniez s3 w stanie wigza¢ si¢ z UCPI1, ale ich
powinowactwo do bialka jest 50-krotnie stabsze niz dwu- i trifosforanéw (Klingenberg &

Echtay, 2001).

Rycina 6. Proponowany mechanizm transportu protonéw wodorowych z udzialem biatka UCP1. Kationy
wodorowe przenoszone sg mi¢dzy sasiadujacymi grupami karboksylowymi kwaséw thuszczowych, wnikajacych
do wnetrza kanatu bezposrednio z blony mitochondrialnej. Kanal, ktéra jony wodorowe wedruja w zaznaczonym
kierunku moze ulega¢ zwezeniu na skutek wigzania nukleotydu (Klingenberg and Echtay, 2000); cytosol — strona
cytozolowa mitochondrium, matrix — macierz mitochondrialna
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Dziatanie bragzowej tkanki tluszczowej utrzymane jest pod kontrolg uktadu
wspotczulnego, zas efektorem jest noradrenalina (Florez-Duquet, Horwitz, & McDonald, 1998;
Herron et al., 1990). Hormon ten dziala poprzez receptory a- oraz f-adrenergiczne danej tkanki,
natomiast dla funkcjonowania BAT istotna jest tylko ostatnia z tych grup receptoréw (P. Lee,
Swarbrick, & Ho, 2013). Termogeneza uruchamiana jest w wyniku aktywacji receptorow f3
przez noradrenaling, uwalniang w warunkach temperatury otoczenia ponizej warunkéw
termoneutralnych (Klingenberg & Echtay, 2001). System B-adrenergiczny sktada si¢ z trzech
klas receptorow: PBi, B2 i B3. Ich udziat dla funkcjonowania brazowej tkanki zostat okreslony
podczas intensywnych badan na mysich modelach, z ktérych wnioskuje si¢, ze obecnos¢ klasy
B1 oraz B2 jest wystarczajaca dla prawidlowego funkcjonowania BAT. Nokaut receptora tylko
klasy B3 nie powoduje dysfunkcji brazowej tkanki thuszczowej (Bachman et al., 2002; Susulic
et al., 1995). Natomiast klasa §3 wykorzystywana jest szeroko w badaniach laboratoryjnych, w
ktérych aktywacje osiagga si¢ przez zastosowanie selektywnych agonistow tej konkretnej klasy
receptoréw. Nalezy pamig¢tac, ze wykorzystanie noradrenaliny w badaniach (badz umieszczenie
zwierzecia w niskiej temperaturze) skutkuje aktywacja receptordw zar6wno o- oraz -

adrenergicznych, i uruchamianiem proces6w zwigzanych nie tylko z funkcjonowaniem BAT.
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1.3 Rola czasteczek mikroRNA w regulacji proceséw biologicznych

Czasteczki mikroRNA (miRNA) nalezg do grupy niekodujach RNA, ktéra zyskata na
popularno$ci wpoczatku lat 90 XX w., kiedy opisanopierwsze mikroRNA [lin-4, odkryte u
Caenorhabditis elegans. Udowodniono, ze czasteczka lin-4 jest regulatorem genu lin-14,
niezbednym dla rozwoju C.elegans (R. C. Lee, Feinbaum, & Ambros, 1993; Wightman, Ha, &
Ruvkun, 1993). Odkrycie to zapoczatkowato seri¢ poszukiwan nowych mikroRNA,
wykazujacych podobny mechanizm regulacji ekspresji genéw. Badania te potwierdzily
rowniez, ze RNA niekodujace zadnych bialek czesto odgrywa role istotng dla funkcjonowania
organizmu (Almeida, Reis, & Calin, 2011; R. Lee, Feinbaum, & Ambros, 2004).

MikroRNA s3a niewielkimi czasteczkami RNA, najczesciejzawierajagcymi 21-22
nukleotydy (O'Brien, Hayder, Zayed, & Peng, 2018). Czasteczki te sg kluczowe na wczesnych
etapach rozwoju organizmu, ale petnig funkcje regulatorowg takze u dorostych osobnikéw w
szeregu procesOw biologicznych, takich jak apoptoza, kontrola cyklu komérkowego, czy
procesy plastyczno$ci neuronalnej i formowania pamigci (Bueno & Malumbres, 2011; Fiorenza
& Barco, 2016; Ivey & Srivastava, 2015; W. Konopka et al., 2010; Witold Konopka, Schiitz,
& Kaczmarek, 2011; Su, Yang, Xu, Chen, & Yu, 2015; Subramanian & Steer, 2010).
Poczatkowo przyjmowano, ze czasteczki mikroRNA pelnia swoja role w obrebie komorki, w
ktérej powstajag. W ostatnich latach jednak wykazano obecno$¢ rowniez pozakomérkowych
mikroRNA, ktére poprzez zwigzanie z odpowiednimi no$nikami sg w stanie przetrwaé¢ w
srodowisku zewnatrzkomérkowym 1 oddziatywa¢ na inne tkanki poza miejscem powstania
(Boon & Vickers, 2013; Cortez et al., 2011). Zmieniony, odbiegajacy od normy profil ekspresji
mikroRNA w danej tkance obserwuje si¢ w wielu stanach chorobowych (Ardekani & Naeini,
2010; Paul et al., 2017). Dzigki temu istnieje mozliwos¢ wykorzystywania ich jako
potencjalnych biomarkeréw dla tych choréb (Hayes, Peruzzi, & Lawler, 2014; W. Huang, 2017;
Nagaraj et al., 2017; Wang, Chen, & Sen, 2016).

1.3.1 Biogeneza mikroRNA

Szacuje si¢, ze okoto potowa zidentyfikowanych obecnie mikroRNA bierze swoj
poczatek z sekwencji intronowych genéw kodujacych biatka. W ten sposéb rownoczes$nie w
komérce moze powstawac biatko spelniajace okreslong funkcj¢ i element regulatorowy.
Pozostata cz¢$¢ mikroRNA powstaje z wlasnych, oddzielnych genéw, z wlasnym promotorem
(de Rie et al., 2017; Kim & Kim, 2007). Niektére mikroRNA wystepuja w genomie w tzw.

klastrach, skupione i powstajagce razem z jednego, dluzszego transkryptu. O rodzinie
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mikroRNA méwimy wtedy, gdy kazde mikroRNA zawiera identyczny region sekwencji
komplementarnej do sekwencji w 3’UTR regulowanego mRNA (z ang. seed region) (Tanzer
& Stadler, 2004) (ryc. 7). Transkrypty dla mikroRNA powstaja w wyniku dziatania polimeraz
RNA II lub III, za$ kolejne etapy procesowania transkryptéw do form dojrzatych mikroRNA
mozna podzieli¢ na $ciezki kanoniczne lub niekanoniczne, w zalezno$ci od struktury
pierwotnego transkryptu i miejsca jego powstawania (Ha & Kim, 2014; O'Brien et al., 2018).

Sciezka kanoniczna rozpoczyna si¢ transkrypcja genéw dla mikroRNA, prowadzaca do
wytworzenia pri-miRNA (z. ang. primary miRNA) o charakterystycznej strukturze szpilki.
Nastepnie system ztozony z biatka DGCRS (z ang. DiGeorge Syndrome Critical Region 8) oraz
enzymu Drosha (rybonukleazy III) procesuje pri-miRNA do postaci prekursorowej pre-miRNA
(z ang. precursor miRNA). DGCRS8 rozpoznaje sekwencje w motywie szpilki do wloséw, zas
enzym Drosha jest odpowiedzialny za wycigcie sekwencji nukleotydowej przy podstawie
szpilki. Powstate pre-miRNA zostaje przetransportowane z jadra do cytoplazmy komérki przez
kompleks eksportyny 5 (XPOS5) oraz RanGTP. W cytoplazmie biatko Dicer usuwa petle w
strukturze szpilki pre-mRNA 1 ostatecznie endorybonukleaza ta przyczynia si¢ do powstania
dojrzatej formy duplexu mikroRNA. Duplex mikroRNA sktada si¢ z nici Sp oraz nici 3p,
okreslanych przez ich kierunkowos$¢. Ni¢ Sp posiada swéj koniec 5’ przy strukturze szpilki w
pre-miRNA 1 analogicznie ni¢ 3p swdj koniec 3’ przy strukturze szpilki. Kazda z nici moze
potencjalnie zosta¢ wiaczona do kompleksu biatek z rodziny AGO, ale dla kazdego mikroRNA
selektywno$¢ nici Sp lub 3p jest rézna i zalezna od specyficznych warunkéw, takich jak typ
komorek, w ktérych si¢ znajduja, czy stabilno$¢ termodynamiczna wariantéw Sp oraz 3p. Ni¢,
ktéra nie zostanie wtgczona do kompleksu AGO ulega degradacji (Ha & Kim, 2014; Khvorova,
Reynolds, & Jayasena, 2003; Meijer, Smith, & Bushell, 2014; O'Brien et al., 2018).

Sciezek niekanonicznych do dnia dzisiejszego odkryto kilka i ogdlnie mozna je
podzieli¢ na $ciezki niezalezne od kompleksu Drosha/DGCRS oraz niezalezne od biatka Dicer.
Przyklad stanowig pre-miRNA zwane mirtronami, ktére powstajg z sekwencji intronowych w
mRNA (Ruby, Jan, & Bartel, 2007) oraz pre-miRNA opatrzone czapeczka 7-metyloguanozyny
(Xieetal., 2013). W obydwu przypadkach dojrzewanie tych mikroRNA odbywa si¢ bez udziatu
rybonukleazy Drosha. Ponadto pre-miRNA z czapeczka transportowane sg do cytoplazmy z

udziatlem innego biatka transportujacego, anizeli w $ciezce kanonicznej - eksportyny 1.

32



let-7a 3’-UUGAUAUGUUGGAUGAUGGAGU-5’
let-7b 3’-UUGGUGUGUUGGAUGAUGGAGU-5’
let-7¢ 3’-UUGGUAUGUUGGAUGAUGGAGU-5’
let-7d 3’-UUGAUACGUUGGAUGAUGGAGA-5’
let-7e 3’-UUGAUAUGUUGGAGGAUGGAGU-5’

Rycina 7. Identyczny seed region dla réznych mikroRNA z rodziny let-7 (Y. Wang et al., 2015)
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Rycina 8. Schemat $ciezek powstawania dojrzatych form mikroRNA oraz ich dziatanie represyjne, w ktdre
zaangazowany jest szereg biatek i komplekséw biatkowych (O'Brien, Hayder, Zayed, & Peng, 2018).
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Obecnos¢ 7-metyloguanozyny na koncu 5° pre-miRNA powoduje, ze do kompleksu AGO
"zatadowana” zostaje tylko ni¢ 3p (Xie et al., 2013). Przyktadem pre-miRNA powstajacego
niezaleznie od biatka Dicer jest np. miR-451, ktére do powstania dojrzatej formy wymaga
procesowania przez kompleks AGO2 rozcinajacy strukture tych czasteczek na koncach 5’ oraz
3’. Czasteczka ta jest bowiem zbyt krétka, aby stanowi¢ substrat dla biatka Dicer. (Cheloufi,
Dos Santos, Chong, & Hannon, 2010; Yang et al., 2010).

W niniejszej pracy istotne znaczenie mialy mikroRNA zalezne od funkcjonowania
biatka Dicer, z uwagi na zastosowanie okreslonego modelu zwierzat transgenicznych. Model
ten pozwalal na selektywng inaktywacje genu Dicerl i uniemozliwienie powstawania

dojrzatych form mikroRNA.

1.3.2 Funkcja regulatorowa mikroRNA

MikroRNA petnig swojg funkcj¢ regulatorowg w powigzaniu z wieloma kompleksami
biatkowymi. Podstawowym funkcjonalnym kompleksem jest tzw. miRISC (z ang. miRNA
induced silencing complex), sktadajacy si¢ z mikroRNA 1 bialek z grupy AGO (Kawamata &
Tomari, 2010). Udzial mikroRNA polega na tworzeniu potgczenia z mRNA, do ktérego
dochodzi w $cisle okreslonym rejonie zaréwno w czasteczce mikroRNA, jaki i mRNA. W
obrebie mikroRNA rejonem tym jest wspomniany juz ,,seed region”, obejmujacy nukleotydy
2-8, aczkolwiek czesto wspomagany dodatkowo sekwencja nukleotydow 12-18 (Ryc. 9),
(Bartel, 2018). W mRNA natomiast rejon polgczenia zwany jest MRE (z ang. miRNA response
elements) 1 zawiera sekwencje komplementarne do wspomnianych sekwencji w mikroRNA.
MRE wystepuja najczesciej w rejonie 3’UTR matrycy mRNA. Stopien komplementarnosci
miedzy regionem seed danego mikroRNA a regionem MRE w mRNA decyduje, czy nastapi
degradacja matrycy, czy zahamowanie translacji (Jo et al., 2015). Petna komplementarnos¢
indukuje endonukleolityczng aktywnos$¢ bialek AGO, chociaz trzeba zaznaczy¢, ze w §wiecie
zwierzat znaczna wigkszos¢ mikroRNA taczy si¢ z matrycg nie w petni komplementarnie i jak
dotad odnotowano tylko kilkadziesiat przypadkéw, w ktérych dziatanie mikroRNA prowadzi
do przecigcia i degradacji matrycowego RNA (Shin et al., 2010). W przypadku braku petne;j
komplementarnosci sekwencji mRNA i mikroRNA, biatkaAGO rekrutujg rodzin¢ bialek
zwanych GW182 (do ktérych nalezy m.in. biatko TNRC®6), ktére z kolei tworzg rusztowanie
dla kolejnych bialek efektorowych. Naleza do nich kompleks PAN1-PAN2 oraz CCR4-NOT

odpowiedzialne wspdlnie za deadenylacje ogona poli(A) na koficu 3> mRNA. Nastepnie biatko
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DCP2 usuwa czapeczke zlokalizowang na koncu 5° mRNA (Behm-Ansmant et al., 2006).
Matrycowe RNA, po usuni¢ciu modyfikacji z obydwu koncéw, ulega ostatecznie degradacji
przez egzorybonukleaz¢ XRN1 (Braun et al., 2012).

Dziatanie mikroRNA chociaz gtéwnie kojarzone z efektem hamowania translacji, moze
prowadzi¢ réwniez do aktywacji ekspresji biatka. Nieliczne prace pokazuja, ze w tym
mechanizmie kompleks miRISC moze angazowac raczej biatko FXR1 (z ang. Fragile-x-mental
retardation related protein 1), anizeli wspomniane juz biatka GW182/TNRC6 (Vasudevan &
Steitz, 2007). Inne badania wskazuja na komplementarne przytaczanie si¢ mikroRNA w rejonie
5’UTR matrycowego RNA podczas aktywacji ekspresji genu (@rom, Nielsen, & Lund, 2008).
Doniesien wskazujacych na indukujace wilasciwosci mikroRNA jest niestety niewiele i
potrzeba wigkszej liczby badan, zeby okres§li¢ mechanizmy omawianego efektu. Jest to istotne
rowniez w kontek$cie prezentowania niniejszej pracy, ze wzgledu na wyniki §wiadczace o

indukujacych wtasciwosciach badanych mikroRNA.
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Rycina 9. Kanoniczne, atypowe oraz niekanoniczne rejony wigzania miRNA z mRNA, wraz z
zaznaczong komplementarno$cig nukletydéw (Bartel, 2018); canonical sites — rejony kanoniczne;
atypical sites — rejony atypowe; noncanonical sites — rejony niekanoniczne, seed region — region
komplementarno$ci, seed match — zgodno$¢ komplementarnosci, supplementary pairing —
parowanie uzupetniajace, relative efficacy — wzgledna skuteczno$¢, site type — typ regionu, short
loop — krétka petla, marginal — marginalny (rzadki)



2. ZALOZENIA I CELE PRACY

Badania nad plastyczno$cia neuronalng i1 formowaniem pamigci prowadzone w
Pracowni Modeli Zwierzgcych Instytutu Nenckiego, w ktérych wykorzystano transgeniczng
lini¢ myszy, umozliwiajacg selektywne usunigcie mikroRNA w moézgu, wykazaly
podwyzszong zdolnos$¢ uczenia si¢ zwierzat (W. Konopka et al., 2010). Co ciekawe, fenotyp
ten nie byt jedynym, zaobserwowanym podczas do$wiadczeh. Zwierzgta transgeniczne
wykazywaly réwniez silng tendencj¢ do przybierania na wadze, wynoszagcg w swoim
maksimum ok. 70-100% wagi poczatkowej. Zjawisko to jest S$ciSle powigzane z
zaangazowaniem mikroRNA w $ciezke przekazywania sygnaléw zwigzanych z mTOR w
podwzgérzu (Vinnikov et al., 2014). Struktura podwzgdrza stanowi istotne centrum dla osrodka
glodu i sytosci, ktére odgrywa kluczowg role w homeostazie energetycznej organizmu i ktére
integruje sygnaty obwodowe pochodzace m.in. od tkanki tluszczowej. Ze wzgledu na dowody
$wiadczace o wptywie mikroRNA na ogdlny status energetyczny zwierzgcia oraz fakt, iz tkanka
ttuszczowa stanowi nieodzowny element tego statusu, celem niniejszej pracy bylo zbadanie

wplywu usuniecia mikroRNA w tkance ttuszczowej na metabolizm organizmu myszy.

Cele szczegbtowe:
» Okreslenie wptywu restrykcji pokarmowej na profil metaboliczny myszy

typu dzikiego, szczepu C57BI6.

« Metaboliczna charakteryzacja procesu termogenezy aktywowanego

agonistg receptoréw Ps-adrenergicznych u myszy szczepu C57B16.

« Okreslenie fenotypu myszy linii transgenicznej DicerAdiPodCreERT2

w
warunkach podstawowych oraz po wprowadzeniu restrykcji pokarmowe;]
lub aktywacji procesu termogenezy z uzyciem agonisty receptorow [s-

adrenergicznych.

» Okreslenie wplywu usuniecia czgsteczek mikroRNA na funkcjonowanie

biatej oraz bragzowej tkanki thuszczowe;.
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3. MATERIALY I METODY

3.1 Zwierzeta doswiadczalne

Wszystkie doswiadczenia opisane w niniejszej rozprawie doktorskiej wykonano
zgodnie z procedurami zatwierdzonymi przez I Lokalng Komisj¢ Etyczng ds. do§wiadczen na
zwierzetach w Warszawie, we wnioskach:

,Rola miRNA w metabolicznej odpowiedzi na glodzenie u myszy” o numerze 100/2016

e ,Wplyw tkankowo specyficznych miRNA na termogenez¢ w brazowej tkance

ttuszczowej u myszy” o numerze 870/2019.

3.1.1 Myszy typu dzikiego - szczep C57B1/6]

W doswiadczeniach wykorzystano myszy laboratoryjne nalezace do szczepu C57Bl/6J,
ktére pozyskano ze zwierze¢tarni Instytutu Biologii Do§wiadczalnej im. Marcelego Nenckiego
PAN w Warszawie lub z Centrum Medycyny Doswiadczalnej w Biatymstoku. W badaniach

wykorzystano samce w przedziale wiekowym 2-5 miesi¢ecy, o wadze 25-30 graméw.

3.1.2 Myszy transgeniczne DicerAdiPodCreERT2 zqwierajace tkankowo specyficzny system
indukcji mutacji genu Dicerl

Myszy transgeniczne hodowano na podiozu genetycznym szczepu CS57B1/6]. Linig

myszy Dic eI.AdlpoqueERT2

uzyskano poprzez kojarzenie myszy z dwoch linii transgenicznych:
linii Dicer™™f1°% ktéra zostata wytworzong w grupie Matthiasa Merkenschlagera w Imperial
College London w Wielkiej Brytanii (Cobb et al., 2005) oraz linii AdipoqCreERT?2, ktéra
zostala wytworzona w grupie kierowanej przez Stefana Offermann oraz Nin¢ Wettschureck z
Max Planck Institute, Bad Neuheim w Niemczech (Sassmann, Offermanns, & Wettschureck,

2010). Otrzymane zwierzeta transgeniczne DicerAdiPodCreERT2

zawierajg elementy systemu
indukowalnej ekspresji genéw Cre-loxP w swoim genomie. Usunigcie genu Dicerl umozliwia
zablokowanie syntezy dojrzatych czasteczek mikroRNA w komoérkach tkanki ttuszczowe;.
System Cre-loxP sktada si¢ z dwoch elementow. Pierwszy stanowi rekombinaza Cre znajdujaca
siec  w genomie pod tkankowo-specyficznym promotorem biatka adiponektyny,
charakterystycznego dla tkanki ttuszczowej. Rekombinaza Cre wystgpuje tutaj w zmienionej
formie tzn. jako biatko fuzyjne ze zmodyfikowanym fragmentem receptora estrogenowego
(ER™) podatnego na dziatanie analogu estrogenu — Tamoxifenu. Wigzanie Tamoxifenu do
fragmentu ER™ powoduje translokacje rekombinazy CreERT2 do jadra komdrkowego i

dziatanie na drugi element systemu Cre-loxP. Elementem tym jest wybrana sekwencja DNA w
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genomie, zawarta pomi¢dzy dwoma krotkimi (42 nukleotydy) sekwencjami loxP (gen
oflankowany, ang. floxed gene), ktére sa rozpoznawalne przez rekombinaz¢ Cre. Biatko Cre
po przylaczeniu do fragmentoéw loxP umozliwia rekombinacje sekwencji DNA pomig¢dzy nimi.
Odpowiednie utozenie fragmentéw loxP (5°-3’) wzgledem siebie pozwala na usuni¢cie
oflankowanej sekwencji. W moich badaniach ta sekwencja jest fragment DNA obejmujacy
eksony 20-21 genu Dicerl, ktéry koduje domen¢ RNazy III, kluczowej w dojrzewaniu
mikroRNA. Zatem usunigcie tych eksondéw prowadzi do wytworzenia niefunkcjonalnego
biatka Dicer w komdrkach tkanki ttuszczowej i tym samym zahamowanie powstawania w nich
nowych czgsteczek mikroRNA.

Myszy DicerAdiPedCreERT2 phyhy  hodowane i dostarczone przez Instytut Biologii
Doswiadczalnej im. Marcelego Nenckiego w Warszawie. W badaniach wykorzystano samce w
przedziale wiekowym 2-5 miesigcy, o wadze 25-30 graméw. Preferencja wykorzystania
samcOw w badaniach wynika z obecnos$ci znacznie wigkszej liczby natywnych receptoréw
estrogenowych u samic, podatnych na dzialanie Tamoxifenu, ktéry wykorzystywany byl w
systemie Cre-loxP. Modulacja aktywnosci receptorow estrogenowych u samic mogtaby

powodowa¢ wystepowanie niepozadanych efektéw w wigkszym stopniu niz u samcéw.

X
Promotor dla
Adiponektyny
_}6;1'4’ Tamoxifen
ala
° 0

Rycina 10. Schemat uzyskania mysiego modelu indukowalnej mutacji genu Dicerl w systemie Cre-loxP
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3.1.3 Myszy transgeniczne tdTomatoAdPedCreERT2 zawierajace tkankowo specyficzny

system indukcji ekspresji znacznika fluorescencyjnego

Linie myszy dTomato”diPodCreERT2

uzyskano poprzez kojarzenie myszy z dwoch linii
transgenicznych: linii AdipoqCreERT?2 oraz lini¢ Rosa26-tdTomato, ktéra zostata wytworzona
w Allen Institute for Brain Science (Madisen et al., 2010) jako Cre-zalezna linia reporterowa
dla zwierzat transgenicznych z obecnym systemem Cre-loxP. Otrzymane zwierzeta
transgeniczne tdTomato”dPOdCTeERT2 q7ieki obecnoéci biatka fluorescencyjnego umozliwia
weryfikacje skutecznos$ci systemu Cre-loxP i okreslenie wzoru komoérek, w ktérych nastgpita
rekombinacja. Sekwencja kodujaca biatko fluorescencyjne tdTomato poprzedzona jest
kodonem ,,stop”, otoczonym fragmentami loxP, rozpoznawanymi przez rekombinaze¢ Cre
(analogicznie do genu Dicer). Indukcja mutacji przez podanie Tamoxifenu zwierzetom tej linii

trangenicznej umozliwia pozbycie si¢ kasety ,,stop” i transkrypcje biatka tdTomato w tkance

tluszczowej, determinowane specyficzno$cig promotora Adipog.

3.2 Warunki hodowli zwierzat doswiadczalnych

Zwierzeta umieszczano w klatkach hodowlanych o wymiarach [dl. 37 cm x szer. 56 cm
x wys. 30 cm] z nieograniczonym dostgpem do wody i pozywienia, chyba ze procedura
doswiadczalna przewidywata inny sposéb. W zaleznos$ci od specyfikacji doswiadczenia myszy
byly przetrzymywane w grupach lub pojedynczo. Badania z udziatem klatek metabolicznych,
powigzane z wprowadzaniem restrykcji pokarmowej lub badania termogenezy wymagaja
trzymania zwierzat pojedynczo na poszczegdlnych etapach. Wéwczas klatki zaopatrzone byty
w elementy wzbogacajace srodowisko, takie jak klocki do $cierania zebow, bawetniane kokony
do budowy gniazda, tunele z celulozy. Zwierzeta utrzymywane byty na $cidtce Lignocel Select
- wiékna drewna z topoli 3,5 mm, w temperaturze 21-23°C, o wilgotnosci powietrza 50-60%.
Wprowadzony zostat takze cykl dobowy, o odwrdconej dobie, z fazg aktywng (ciemng)

trwajacg od godziny 9:00 do 21:00.

3.3 Pobieranie tkanek zwierze¢cych do analiz

W celu pobrania tkanek do analizy myszy u$miercano przez przerwanie rdzenia
kregowego lub poprzez dootrzewnowe podanie pentobarbitalu sodu (morbitalu — Biowet

Putawy) w dawce 200 mg/kg masy ciata.
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3.3.1 Tkanka tluszczowa

Biatg tkanke ttuszczowg pobierano z dwdch miejsc w organizmie zwierzgcia: z okolicy
pasa biodrowego (SC, z ang. subcutaneous) oraz z okolicy narzadéw rodnych (PG, z ang.
perigonadal). Brazowa tkanke¢ ttuszczowa pobierano z rejonu mi¢dzy topatkami, blizej karku,
unikajac pomieszania z fragmentami bialej tkanki thuszczowe;.

Probki tkanek umieszczano w roztworze odczynnika RNAlater (ThermoFischer
Scientific) i przechowywano w temp. -20°C wg. zalecen producenta do momentu ich

wykorzystania.

3.3.2 Tkanka watrobowa

Pobierano niewielki fragment watroby (ok. 1cm?), zawsze z tego samego plata tkanki,
a nastgpnie umieszczano w roztworze odczynnika RNAlater (ThermoFischer Scientific) i

przechowywano w temp. -20°C wg. zalecen producenta do momentu ich wykorzystania.

3.3.3 Fragment ogona

Pobierano niewielki fragment konca ogona (ok. 5 mm) i przechowywano w temp. -20°C

do momentu jego wykorzystania.

3.3.4 Krew (osocze)

Krew pobierano posmiertnie, bezposrednio z serca, po otwarciu klatki piersiowe;.
Korzystano ze strzykawki insulinowej o pojemnosci 1 ml po uprzednim przeplukaniu
strzykawki wraz z igla heparyng (Heparinum WZF — Warszawskie Zaktady Farmaceutyczne
Polfa S.A.). Pobrang krew przenoszono do probéwki typu eppendorf (1,5 ml) i wirowano przez
5 min. przy predkosci 5000 x g w 4°C. Do nowej probéwki eppendorfa przenoszono samo
osocze (gérng warstwe) i tak przygotowang probke umieszczano w temp. -80 °C do chwili

wykonania oznaczen.

3.4 Podstawowe techniki pracy z kwasami nukleinowymi

3.4.1 I1zolowanie DNA z tkanek

Do wyizolowania probek zawierajacych DNA zwierzecia wykorzystywano zestaw
Genomic Mini (A&A Biotechnology) i postgpowano zgodnie z opisanym protokotem. Metoda

izolacji oparta jest na dziataniu roztworéw lizujacych tkanke i proteinaz usuwajacych biatka
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przez ich strawienie, wraz z oczyszczaniem docelowego materialu na kolumnach
chromatograficznych. DNA zawieszano w wybranej objetosci buforu Tris o pH réwnym 8.0

zatgczonego w zestawie lub wody dejonizowanej (100ul) i przechowywano w temp. -20 °C.

3.4.2 Izolowanie RNA z tkanek

Do wyizolowania probek zawierajacych RNA zwierzecia wykorzystywano zestaw
mirVana Paris (Invitrogen/ThermoFischer Scientific) 1 postgpowano zgodnie z opisanym
protokotem. Metoda izolacji zaktada homogenizacje¢ wybranej tkanki (~100mg) i oparta jest na
ekstrakcji mieszaning fenol:chloroform wraz z oczyszczaniem docelowego materialu na
kolumnach chromatograficznych. RNA zawieszano w wybranej objetosci buforu elucyjnego

zatgczonego do zestawu (100ul) i przechowywano w temp. -80 °C.

3.4.3 Oznaczenie stezenia kwasu nukleinowego w prébce

Stezenie DNA badz RNA oznaczane bylo spektrofotometrycznie z wykorzystaniem
systemu NanoDrop (ThermoFischer Scientific) oraz dla potwierdzenia wyniku
fluorometrycznie z wykorzystaniem systemu Q-bit (ThermoFischer Scientific) wedlug

protokotu zataczonego przez producenta.

3.4.4 Analiza genotypu zwierzat transgenicznych

AdipoqCreERT2 AdipoqCreERT2

Genotyp zwierzat z linii Dicer oraz tdTomato okreslany byt
standardowg metodg PCR, z zastosowaniem par starteréw specyficznych dla kazdego z genéw.
Mieszanina reakcyjna przygotowywana byta wedlug protokotu z zestawu Syngen Gold Hot
Start DNA Polymerase, dostarczajacego odczynnikéw do reakcji PCR. Produkt reakcji
rozdzielany byl na 2% zelu agarozowym, przygotowanym na bazie roztworu TBE, z dodatkiem
bromku etydyny. Obserwacje otrzymanego produktu na zelu agarozowym prowadzono z

uzyciem lampy UV w systemie BioDock-It firmy UVP.

Stosowane startery:

Dicer_Forward: 5’ - CCATTTGCTGGAGTGACTCTG
Dicer_Reverse: 5’ - TAAATCTGGCAAGCGAGACG
CreER™_Forward: 5" - GGCTGGTGTGTCCATCCCTGAA
CreER™_Reverse: 5" - GGTCAAATCCACAAAGCCTGGCA
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Tomato_wt_Forward: 5’ - AAG GGA GCT GCA GTG GAG TA

Tomato_wt Reverse: 5’ - CCG AAA ATC TGT GGG AAG TC
Tomato_mut_Forward: 5’ - GGC ATT AAA GCA GCG TAT CC
Tomato_mut _Reverse: 5’ -CTG TTC CTG TAC GGC ATG G
Warunki reakcji PCR:

95°C 5 min

95°C 30s

60°C 60s 30 cykli

72°C 90

72°C 10 min

4°C  forever

Roztwér TBE (5 x stezony): 54g Trisu, 27g kwasu borowego, 3,72g kwasu wersenowego
(EDTA) na 11 wody dejonizowane;.
Roztwor obcigzajacy dla zamplifikowanych probek DNA po reakcji PCR do naktadania na zel

agarozowy: 1:1 glicerol:woda, barwny zwigzek fenolowy.

3.4.5 Reakcje odwrotnej transkrypcji

W celu pozyskania materialu ¢cDNA, odwrotng transkrypcje przeprowadzono z
wykorzystaniem zestawu transkryptazy SuperScript III (ThermoFischer Scientific) lub z
wykorzystaniem zestawu High Capacity Reverse Transcription Kit (ThermoFischer Scientific).
W zaleznosci od przeznaczenia probek cDNA na kolejnych etapach, ilos¢ RNA uzytego do
odwrotnej transkrypcji wynosita 100 ng (w przypadku oznaczania ekspresji genu Dicerl) lub 2
ug (w przypadku oznaczania mikroRNA). Wode wolng od RNAz niezb¢dng w reakcji,
przygotowywano przez dodanie dietylopirowgglanu (DEPC) do wody, w celu otrzymania
roztworu 0,1% (v/v). Roztwér mieszano na wytrzgsarce przez 2 godziny w temp. 37 °C,

a nastepnie autoklawowano w celu usuni¢cia pozostatosci dietylopiroweglanu.

Sktadniki reakcji odwrotnej transkrypcji (na 1 prébke):

SuperScript I11 kit High Capacity kit
6,9ul woda DEPC 3,2ul  woda DEPC
4ul  bufor 2ul  bufor
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lul DTT 2ul  odpowiednie startery

Iul  inhibitor RNaz Iul  inhibitor RNaz
lul  dNTPs 0,8ul  dNTPs
0,1ul startery (ang. Random Primers) Iul  odwrotna transkryptaza
MultiScribe
Iul odwrotna transkryptaza 10ul RNA (2ug)
SuperScript III

Sul  RNA (100ng)

Warunki reakcji odwrotnej transkrypcji:

SuperScript 111 kit High Capacity kit
65°C 5 min 25°C 10 min
25°C 5 min 37°C  2h

50°C 60 min 85°C 5 min
70°C 15 4°C  forever

4°C  forever

3.4.6 Metoda ilosciowa PCR w czasie rzeczywistym (ang. real time quantitative PCR, RT-
qPCR)

W metodzie wykorzystano dziatanie sond molekularnych, komplementarnych do
pozadanej sekwencji w genomie zwierzecia. W moim przypadku jest to sekwencja w obrebie
exonu 20-21 genu Dicerl, tego samego exonu, ktéry moze ulec wycigciu na skutek dziatania
systemu Cre-loxP. Sonda opatrzona jest na swoim jednym koncu czasteczkg emitujgcg sygnat
fluorescencyjny, za$ na drugim koncu tzw. niwelatorem sygnatu (z ang. quencher). W trakcie
reakcji polimeryzacji nast¢puje uwolnienie fluorochromu wraz z emisjg sygnatu, ktérego
niwelator nie jest juz w stanie wyciszy¢. Sygnat rejestrowany jest przez maszyng, w ktorej
przeprowadzana jest reakcja qPCR. Analizie poddano probki tkanki tluszczowej (bialej
podskdrnej, biatej gonadalnej i brazowej tkanki ttuszczowej) oraz prébki tkanki watrobowe;j

jako dodatkowej kontroli negatywnej w linii AdipoqCreERT2 dla systemu Cre-loxP.

Sktadniki reakcji qPCR (na 1 probke):
10ul  TagMan Fast Advanced Master Mix (ThermoFischer Scientific)
Tul sonda molekularna (Mm00521730_ml ThermoFischer Scientific)
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sonda molekularna (Mm03024075_ml ThermoFischer Scientific)
9ul  material cDNA zwierzecia (~100ng) uzyskany z reakcji odwrotnej transkrypcji

wykonanej przy uzyciu zestawu SuperScript I11.

Warunki reakcji gPCR:
95°C 5 min
95°C 30s
60°C 60s 40 cykli

(odczyt sygnatu w cyklu) 72°C 90 s

Wyniki ekspresji genu Dicerl (sonda Mm00521730_m1l) zostaly znormalizowane do
wynikéw ekspresji genu Hprt (sonda Mm03024075_m1) z tych samych probek danej tkanki.

3.4.7 Profilowanie mikroRNA - metoda ilosciowa RT-qPCR

Profilowanie mikroRNA zostalo wykonane z wykorzystaniem zestawu TagMan Low
Density Array (ThermoFischer Scientific), w ktérym analiza prébki opiera si¢ o technike qPCR.
Zestaw zawiera plytki 384-dotkowe wypetnione sondami molekularnymi (analogicznymi do
sond opisywanych wczesniej dlatechniki qPCR), komplementarnymi do sekwencji
poszczegllnych mikroRNA wraz ze specyficznymi starterami dla tych mikroRNA. Kazda z
ptytek zawiera rowniez sondy i startery dla gendéw stanowiagcych kontrole endogenne,
niezbednych dla pdzniejszej analizy ekspresji mikroRNA. Jeden zestaw (2 plytki A i B)
pozwala na przeanalizowanie ponad 700 najistotniejszych mikroRNA, ustalanych przez
producenta w odniesienu do bazy danych Sanger miRBase.

Profilowanie wykonane zostato na probkach biatej (podskodrnej) tkanki ttuszczowej oraz
bragzowej tkanki ttuszczowej zwierzat, poddanych okreslonym warunkom eksperymentalnym.
Badajac zmiany mikroRNA potencjalnie zaangazowanych w proces termogenezy, probki
bragzowej tkanki ttuszczowej pobrano od zwierzat po 2 godz. od podania agonisty receptoréw
Bs-adrenergicznych. Sprawdzajac zmiany mikroRNA potencjalnie istotnych dla proceséw
modulujacych wykorzystanie poszczegdlnych substratow energetycznych, probki biatej tkanki
tluszczowej pobrano od zwierzat po 6 godz. od wprowadzenia gltodzenia krétkoterminowego

oraz od zwierzat z wprowadzong restrykcja kaloryczna, po 4 tygodniach, w porze karmienia.
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Sktadniki reakcji qPCR (na 1 ptytke TLDA):
400ul  woda DEPC
400ul  TagMan Universal Master Mix II, no UNG (ThermoFischer Scientific)
20ul  materiat cDNA zwierzgcia (~2ug) uzyskany z reakcji odwrotnej transkrypcji

wykonanej przy uzyciu zestawu High Capacity Reverse Transcription Kit.

Kazda z ptytek TLDA wypetniona zostata objetosciag powyzszej mieszaniny w ilosci 800ul

zgodnie z zaleceniami producenta.

Warunki reakcji gPCR:
95°C 5 min
95°C 30s
60°C 605 40 cykli

(odczyt sygnatu w cyklu) 72°C 90 s

Wyniki ekspresji poszczegélnych mikroRNA z danej probki (1 ptytka TLDA) zostaly
znormalizowane do wyniku ekspresji sno202 oraz U6 z tej samej probki (tej samej ptytki
TLDA), badz do $redniej ekspresji dla wszystkich mikroRNA uzyskanej z tej prébki

(normalizacja globalna).

3.5 Indukowanie systemu Cre-loxP

Indukcja rekombinacji genu Dicerl lub indukcji ekspresji bialka fluorescencyjnego
dTomato w komorkach tkanki tluszczowej aktywowana byta przez dootrzewnowe podanie
Tamoxifenu. Roztwor Tamoxifenu przygotowywany byt poprzez rozpuszczenie Tamoxifenu w
etanolu i oleju roslinnym w ilo$ciach:

100 mg Tamoxifenu (Sigma — Aldrich)

1 ml etanolu 99,8% Pure PA (Polskie Odczynniki Chemiczne)

9 ml oleju stonecznikowego (Sigma — Aldrich)

Roztwoér chroniony przed $wiattem przechowywano w 4 °C.
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Roztwér Tamoxifenu podawano zwierzetom z uzyciem strzykawki insulinowej 2x dziennie, w
odstepach co najmniej 6-godzinnych (rano 1 wieczorem), przez 5 kolejnych dni. Pojedynczy

zastrzyk zawieral 1 mg Tamoxifenu (100 pl roztworu).

3.6 Obrazowanie makroskopowe do obserwacji sygnatu fluoroscencyjnego

Zwierzeta transgeniczne tdTomato/diPedCreERT2

poddane zostaty perfuzji 4% roztworem
paraformaldehydu w celu utrwalenia tkanek. Nast¢pnie zwierz¢ta zostaty pozbawione skory i
poddane ponownej perfuzji, z wykorzystaniem koktajlu zwigzkéw (zawierajacych m.in.
aminoalkohole) przez 5 kolejnych dni. Procedur¢ wykonano w oparciu o zoptymalizowang
metod¢ CUBIC (z ang. clear, unobstructed brain imaging cocktails and computational
analysis) (Matryba et al., 2018; Susaki et al., 2014) Zastosowanie wspomnianej mieszaniny
zwigzkéw powoduje zmniejszenie wspdiczynnika zatamania $wiatla w tkance i umozliwa
obserwacje¢ tkanek potozonych rowniez gteboko wewnatrz organizmu. Dzigki temu mozliwe
jest wychwycenie sygnatu fluorescencyjnego z wnetrza tkanki, pochodzacego np. od biatka
fluorescencyjnego. W przypadku myszy tdTomatoA4iPOdCTeERT2 hiatkiem fluorescencyjnym byto
biatko tdTomato, dajace sygnat w miejscu indukcji systemu Cre-loxP, czyli miejscu dziatania
rekombinazy Cre. Do zarejestrowania sygnalu pochodzacego od zwierzecia wykorzystano

technike mikroskopii arkusza obrazu LSFM (za ang. light-sheet fluorescence microscopy)

(Matryba et al., 2018)

3.7 Indukowanie termogenezy z wykorzystaniem agonisty receptora [s-

adrenergicznego

Przygotowano roztwoér agonisty receptora Bs-adrenergicznego - CL 316,243 (Sigma-
Aldrich) o stezeniu 10 mg/ml w wodzie dejonizowanej. Zwigzek ten podawano zwierzgtom w
iniekcji dootrzewnowej w dawce 1 mg/kg masy ciata. Obserwacje prowadzono przez 4 godziny

od momentu podania agonisty.
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3.8 Procedury restrykcji pokarmowej

3.8.1 Glodzenie krétkoterminowe (ang. short-term fasting)

Gtodzenie krétkoterminowe to wariant restrykcji pokarmowej, polegajacy na czasowym
usuni¢ciu pokarmu. W doswiadczeniu zwierzeta pozbawiono jedzenia z poczatkiem fazy
aktywnej (ciemnej) o godz. 9:00, na okres maksymalnie 24 godzin, w trakcie ktérych
dokonywano obserwacji. Dostep do wody nie byt ograniczony. Po okresie glodzenia

zwierzetom przywracano ponownie dostep do pozywienia.

3.8.2 Restrykcja kaloryczna (ang. caloric restriction, CR)

Restrykcja kaloryczna to wariant restrykcji pokarmowej, polegajacy na ograniczeniu
dziennej podazy pokarmu, w celu uzyskania wagi zwierzg¢cia stanowigcej ~70% wagi
poczatkowej. Ilo§¢ karmy dostarczanej jednej myszy w ciggu dnia wynosita 2-2,5g. Schemat
badania przewidywatl trzy warianty restrykcji kalorycznej réznigce si¢ pora dnia, w ktorej
zwierzeta otrzymywaly karme. W pierwszym wariancie pozywienie dostarczone bylo
codziennie z poczatkiem fazy aktywnej (godz. 9:00). W drugim wariancie pozywienie
dostarczone bylo w §rodku fazy aktywnej (godz. 15:00). W trzecim wariancie, wraz z koncem
fazy aktywnej (godz. 21:00). Powyzszy schemat restrykcji pokarmowej utrzymywany byt
minimum przez 4 tygodnie w celu uzyskania i1 utrzymania zadanej wagi zwierzecia (70% wagi
poczatkowej) oraz w celu uzyskania petnej adaptacji metabolicznej organizmu do zmienionych

warunkéw zywienia.

3.10 Badanie parametréw metabolicznych myszy z wykorzystaniem

systemu Phenomaster TSE Systems

Phenomaster (TSE-systems) umozliwia przeprowadzenie dlugotrwalej, przezyciowej
charakterystyki metabolicznej pojedynczego zwierzecia wewnatrz klatki, w warunkach o
ograniczonym stresie. Jest to system modularny, ktéry w zaleznosci od potrzeb

eksperymentatora lub dostepnosci modutéw, umozliwia analize poszczegdlnych parametrow.
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3.10.1 Pomiary poboru pokarmu, wody oraz wagi zwierzat
Pomiar poboru pokarmu, wody i wagi zwierze¢cia wykonywano przy uzyciu sensorow
wagowych. W celu prawidlowego rejestrowania danych sensory kalibrowano z

wykorzystaniem wzorcéw wagowych dostarczonych przez producenta.

3.10.2 Pomiary aktywnoS$ci fizycznej zwierzat

Pomiar aktywnos$ci zwierzat mierzono stosujagc kotowrotek (o Srednicy 10cm) z
elektronicznymi czujnikami ruchu. Parametry takie jak przebyty dystans, predkos¢, czy czas
spedzony na aktywnosci fizycznej okre§lany byt automatycznie na podstawie wymiaréw

kotowrotka.

3.10.3 Pomiary skladu powietrza

Pomiar sktadu powietrza mozliwy byt dzigki obecnosci sensoréw gazowych czasteczek
tlenu 1 dwutlenku wegla. Szczelna konstrukcja klatek metabolicznych 1 oprogramowanie
sterujagce umozliwiaja kontrolowang wymian¢ powietrza wewnatrz klatki. Dzigki temu
mozliwe jest przeprowadzenie wiarygodnego pomiaru gazéw, bedacych wynikiem
metabolizmu zwierzecia, przy jednoczesnym zachowaniu komfortu oddechowego tego
zwierzecia. W celu prawidlowego rejestrowania danych sensory kalibrowano z
wykorzystaniem dwoch butli wzorcowych o Scisle okreSlonej zawartosci O2 1 CO2
dostarczonych przez producenta.

Zmiany sktadu powietrza w czasie hodowli zwierzat mogg dostarcza¢ informacji na
temat podstawowych parametréw metabolicznych zwierzat, jak pobdr tlenu, wydalanie
dwutlenku wegla, wspétczynnik oddechowy (RER z ang. Respiratory Exchange Ratio), czy
wydatek energetyczny (EE z ang. Energy Expenditure).

Wspoétczynnik oddechowy RER dostarcza informacji na temat tego, jaki substrat
energetyczny jest wiodacym substratem dostarczajagcym wymiennika energii ATP. Jego
warto$¢ otrzymuje si¢ porownujac ilos¢ CO> wydychanego przez organizm do ilosci
wdychanego O». Zalezno$¢ tag mozna tatwo przedstawi¢ za pomocg rownan stechiometrycznych

reakcji spalania weglowodanu (glukozy) i kwasu ttuszczowego (palmitynowego):

CeH1206 + 602 — 6COs + 6H,0 RER = g -1
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C16H30: + 230, — 16CO; + 16H20 RER = % ~ 0,7

Stechiometria reakcji pokazuje zatem, ze wartos¢ wspotczynnika RER wynoszaca ok.1
swiadczy o wykorzystaniu weglowodanow jako gtéwnego zrddta energii, za§ wartos¢ ok. 0,7

wskazuje na kwasy tluszczowe jako gtéwne Zrédto powstawania ATP.

3.10.4 Czasowo-zalezna dystrybucja pokarmu

Zestaw klatek metabolicznych zostal wzbogacony o dodatkowy, prosty uklad
pozwalajacy na czasowo-zalezne dostarczanie porcji pozywienia do wnetrza klatki. Utatwito to
przeprowadzenie analizy metabolicznej w doswiadczeniach z wprowadzong restrykcja
kaloryczng, w ktorej porcje pozywienia nalezato dostarczy¢ zwierzgciu w Scisle okreslonych
punktach czasowych (godz.9:00, 15:00 oraz 21:00). Do kontroli dziatania uktadu sterujacego

wykorzystano elektroniczng platforme Arduino.

3.11 Badania motywacji zwierzat z wykorzystaniem systemu Med Associates
Inc. Operant Behavior Chamber

System Operant Behavior zwany klatkag Skinnera (od pomystodawcy i pierwszego
konstruktora projektu Burrhusa Frederica Skinnera) jest zautomatyzowanym urzadzeniem
pozwalajacym na  przeprowadzanie doswiadczen przezyciowych, zwigzanych z
warunkowaniem zwierzecia na okreslone bodzce. W zaleznosci od modelu, system umozliwia
dostarczenie m.in. bodzca $wietlnego, dzwigkowego, elektrycznego lub mechanicznego w
formie dzwigni zamontowanej wewnatrz klatki i dostepnej dla zwierzgcia. W zaleznos$ci od
wymogow eksperymentatora, bodzce moga zosta¢ sprz¢zone ze soba, lub z nagroda
otrzymywang w formie niewielkiej porcji pokarmu (peletu), w obecnym wewnatrz klatki
podajniku. Na potrzeby niniejszego badania zwierzeta uwarunkowano w sposéb, w ktérym
nacisnigcie dzwigni przez zwierz¢ doprowadza do otrzymania pastylki karmy (z ang. pellet).

W doswiadczeniu okre§lano stopien motywacji zwierzat do pozyskania pokarmu,
poddanym procedurom restrykcji pokarmowych. Badano zwierzeta po 6-godzinnej glodéwce,
po 24-godzinnej glodéwce oraz w rezimie restrykcji kalorycznej (CR). Zwierzeta z grupy CR
poddano badaniu w srodku fazy aktywnej, tuz przed podaniem ich dziennej porcji pokarmu.
Grupe kontrolng stanowily zwierz¢ta z wolnym dostepem do pozywienia (ad libitum). Ponadto,

aby okresli¢ wptyw hormonu leptyny na stopien motywacji, wykorzystano zwierzgta objete
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restrykcja kaloryczng, po uprzednim, dootrzewnowym podaniu hormonu leptyny o st¢zeniu
1,25 mg/kg masy ciala w formie zastrzyku (300 pl). Leptyne podano na 30 minut przed
badaniem w klatce Skinnera, tak aby czas testu przypadat na $rodek fazy aktywnej zwierzat,
tuz przed podaniem ich dziennej porcji pokarmu. Grupe kontrolng dla tych zwierzat stanowity
rowniez zwierzeta CR, po uprzednim, analogicznym do leptyny, dootrzewnowemu podaniu
roztworu soli fizjologicznej.

Schemat do$wiadczenia obejmowat 7-dniowy okres warunkowania, w ktérym kazde
zwierze poddano sesji treningowej raz dziennie, przez 20 minut, w trakcie ich fazy aktywne;.
8-ego dnia, o tej samej porze jak w sesjach treningowych, odbywatl si¢ ostateczny test
zwierzecia, podczas ktérego zliczano catkowitg liczbe naci$nie¢ dzwigni. Dootrzewnowe
podanie leptyny lub roztworu soli fizjologicznej zwierzetom CR miato miejsce tylko w dniu

wlasciwego testu.

3.12 Monitorowanie temperatury ciala zwierzat z wykorzystaniem kamery

termowizyjnej

Monitorowanie temparatury ciala zwierzat prowadzono z uzyciem kamery
termowizyjnej Pi 640 firmy Optris. Pomiar prowadzono na otwartej klatce, przez umieszczenie
kamery bezposrednio nad klatka, w odlegtosci ok. 30 centymetréw i skierowang w d6t. Pomiar
trwal przez 1 minute 1 prowadzony byt z wykorzystaniem oprogramowania dotaczonego do
kamery Optris PIX Connect. Z 1-minutowego nagrania wybrano moment, w ktérym zwierze

optymalnie (wyraznie) eksponowato stron¢ grzbietowg i zanotowano warto$¢ temperatury.

3.13 Analiza biochemiczna krwi zwierzat

Analiza biochemiczna opierata si¢ na badaniach wykonanych po$miertnie, z krwi
pobranej od zwierzat w istotnych dla do$wiadczenia punktach czasowych i przy S$cisle

zachowanych warunkach do§wiadczalnych.

50



3.13.1 Pomiary stezenia glukozy
Pomiar glukozy przeprowadzony zostat przy uzyciu glukometru Accu-Check Performa

Nano (Roche Diabetes Care) oraz paskoéw glukometrycznych o tej samej nazwie i
pochodzacych od tego samego producenta. Zaleta metody jest tatwos¢ i szybkos¢ wykonania
analizy. Dziatanie glukometru opiera si¢ na metodzie elektrochemicznej. Kazdy z paskéw
glukometrycznych zawiera elektrody umieszczone w niewielkiej komorze reakcyjnej, w ktorej
dochodzi do utlenienia czasteczek glukozy pod wptywem obecnego enzymu dehydrogenazy.
Uwolnione w wyniku reakcji elektrony powoduja powstanie réznicy potencjaléw migdzy
elektrodami, proporcjonalnej do stezenia mierzonej glukozy, analizowanej przez glukometr.
[los¢ probki potrzebnej do wykonania pomiaru jest niewielka i wynosi <lul. Poniewaz w moich
doswiadczeniach prébka badang bylo osocze, chcac podaé¢ wynik stezenia glukozy dla krwi,
nalezy uwzgledni¢ fakt, ze glukoza znajduje si¢ w fazie wodnej krwi, ktéra zawiera takze wiele
innych komponentéw. Stezenie glukozy we krwi bedzie zatem nizsze niz w wyizolowanym
osoczu (doswiadczalnie ustalone na okoto 13% nizsze). Ostateczny wynik otrzymano stosujac
ponizszy wzor:

y =0,87*x

y = wynik dla krwi (mg/dL)

x = wynik dla osocza (mg/dL, odczytany z glukometru)

3.13.2 Pomiary stezenia kwaséw tluszczowych

Pomiar wolnych kwaséw ttuszczowych przeprowadzony zostat przy uzyciu zestawu
NEFA-HR RI-R2 (Wako Chemicals GmbH) wedlug protokotu producenta. Dziatanie zestawu
opiera si¢ na 2-etapowej reakcji enzymatycznej, wykorzystujacej syntetaze acylo-CoA oraz
oksydaze acylo-CoA do przeksztalcania obecnych w probce kwasow tluszczowych, z
wytworzeniem barwnego produktu. Pomiaru absorbancji dokonano przy dlugosci fali gléwne;j
546nm (charakterystycznej dla powstajagcego produktu barwnego) oraz bocznej 660nm i
zanotowano rdznice w wartosciach absorbancji. Ostatecznie wynik stezenia kwasow
ttuszczowych odczytano z krzywej wzorcowej, przygotowanej z pieciu, 10-cio krotnych
rozcienczen standardu kwasu oleinowego o stezeniu réwnym 1 mmol/L, poddanych tej same;j

reakcji barwne;j.

3.13.3 Pomiary stezenia cial ketonowych
Przeprowadzony zostat przy uzyciu zestawu Ketone Body Assay (Sigma-Aldrich).

Zestaw zawiera odczynniki wykrywajace kwas acetooctowy (AcAc) oraz kwas f3-
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hydroksymastowy (BOH), jednak ze wzgledu na relatywnie niski przyrost AcAc w stosunku
do BOH w badanych reakcjach ketogenezy, w analizie wykorzystano jedynie pomiar ostatniego
ze zwigzkow. Drzialanie zestawu opiera si¢ na reakcji ciala ketonowego ze sktadnikami
odczynnikow zestawu, prowadzacej do zmiany stosunku NAD*/NADH. Zmiang t¢ wykrywano
przez pomiar absorbancji przy dtugosci fali 340 nm (charakterystycznej dla NADH).
Ostatecznie wynik stezenia kwasu B-hydroksymastowego odczytano z krzywej wzorcowej,
przygotowanej z pigciu, 10-cio krotnych rozcienczen standardu tego kwasu o stezeniu 80 mM,

poddanych tej samej reakcji chemiczne;j.

3.13.4 Pomiary stezenia hormonéw

Pomiar hormonéw insuliny i leptyny przeprowadzono przy uzyciu zestawow Rat/Mouse
Insulin ELISA oraz Mouse Leptin ELISA (Merck-Millipore). Dzialanie zestawu opiera si¢ na
reakcji hormonéw ze skierowanym przeciw nim przeciwcialem biotynylowanym, oraz
streptawidyny wykazujacej powinowactwo do biotyny, sprzezonej z enzymem peroksydazy
chrzanowej (HRP). Enzym HRP przeprowadza reakcje z wykorzystaniem substratu
tetrametylobenzydyny (TMB), dajacej barwny produkt. Nast¢pnie zmierzono w prébkach
absorbancje¢ przy dtugosci fali 450 nm (charakterystycznej dla produktu barwnego). Ostatecznie
wynik stezenia hormonéw odczytano z krzywej wzorcowej, przygotowanej z pieciu, 10-cio
krotnych rozcienczen standardu danego hormonu dostarczonego z zestawem, poddanych tej

samej reakcji chemiczne;.

3.14 Analiza statystyczna

Przedstawione wyniki wraz z analizg statystyczng wykonane zostaty z wykorzystaniem
oprogramowania R studio. Wyniki przedstawiono w formie wykreséw typu boxplot oraz
wykreséw liniowych. Na wykresach typu boxplot wyniki z btedem grubym (z ang. ,,outlier”)
zaznaczono jako punkty nie mieszczace si¢ w ,,minimum” oraz ,,maximum’” wykresu. W
analizie wykorzystano test jednoczynnikowy ANOVA oraz test t-Studenta. Wartos$ci istotnosci

statystycznej oznaczono wg. zapisu *p <0,05 **p<0,01 ***p<0,001.
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4. WYNIKI

4.1 Wplyw pentobarbitalu na zawartos¢ kwasow tluszczowych w osoczu

myszy

EEE

10-
*kHE
E *kHE
E — morbital-
IE‘ moarbital+
0.5-
0.0-
0 3 6 9 12 15 18 21 24

kolejne godziny w ciagu doby

Rycina 11. Wplyw morbitalu na zawarto$¢ wolnych kwaséw ttuszczowych (FFA) w osoczu myszy typu dzikiego.
Kazdy punkt czasowy przedstawia warto$¢ Srednig dla jednej z dwéch grup zwierzat; liczba zwierzat w grupie
wynosita 3; w analizie statystycznej wykorzystano test t-Studenta dla préb niezaleznych; stupki btedéw
przedstawiaja btad standardowy $redniej (SEM); ***p<0,001

Wstepne proby analizy zawartosci wolnych kwasoéw tluszczowych w  osoczu
dostarczyly watpliwych danych. Uzyskiwano bowiem st¢zenia FFA na bardzo niskim
poziomie, nawet u zwierzat, u ktérych wprowadzano restrykcj¢ pokarmowa, co jest sprzeczne
z ogélnie przyjeta wiedza. Zrédta literaturowe podaja, iz jedna z mozliwych przyczyn tych
obserwacji moze by¢ wykorzystanie pentobarbitalu (substancji czynnej w preparacie morbital)
do eutanazji zwierzat. W celu sprawdzenia wplywu pentobarbitalu na ostateczne wyniki w
moich badaniach, zmierzono st¢zenie wolnych kwaséw ttuszczowych w cyklu okotodobowym
u zwierzat w dwoch wariantach. W pierwszym wariancie zwierz¢ta zostalty poddane eutanazji
poprzez podanie morbitalu, w drugim zas$ poprzez szybka dyslokacje kregéw szyjnych (bez
uzycia jakichkolwiek s$rodkéw farmakologicznych). Wyniki potwierdzity wcze$niejsze

doniesienia. Widoczny wzrost zawartosci FFA zaobserwowany zostal w fazie nieaktywne;j
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zwierzat (metabolizujacych wowczas przede wszystkim tréjglicerydy), tylko w wariancie nie
wykorzystujagcym pentobarbitalu w celu uSmiercenia zwierzat (ryc. 11). Dalsze do§wiadczenia,
zwigzane z analizg metabolitéw i1 hormondéw, wykonane zostaly wigc tylko na osoczu

pochodzacym od zwierzat poddanych eutanazji przez dyslokacje kregéw szyjnych.

4.2 Zawartos¢ substratow energetycznych oraz wybranych hormonéw w

osoczu myszy typu dzikiego, w warunkach restrykcji pokarmowych

54



Stezenie glukozy (gltodowka krotkookresowa)

300-
—200- » é
g =
)] ad libitum
‘E' i * — gtoddwka

100- « =

=5
O_

Oh 3h 6h 12h 24n

Stezenie FFA (glodowka krotkookresowa)
20-

1.9-
210- Bl adiibitum
é atoddwka
0.5_ -
=
O-O_ 1 1 1 1 1
Oh 3h 6h 12h 24h
Stezenie BOH (gltoddwka krotkookresowa)
*EE
3- L]
*hE -h
52 ii N
= — ad libitum
.E. TR — gtoddwka

o
_t*—"'—u—‘.—

Oh 3h 6h 12h 24h

Stezenie glukozy (wariant poranny CR)

300-
200~
2 '
o L BTG
100- e .c®
= l:__.g@

O_

Oh 3h Oh 12h 24n

Stezenie FFA (wariant poranny CR)

2.5°

05 T -
g
Lo, o = =
Oh 3h Sh 12h 24h
Stezenie BOH (wariant poranny CR)
25-

20- .

15# #

1.0- . BS cr
”*x*$¥

Oh 3h Oh 12h 24h

BE adiibitum
Ed cr

BE adlibium

BE adiibium

Stezenie glukozy (wariant popotudniowy CR)

300-
200~
5
=) B adiibitum
E . ; ; B cr
0_

Oh 6h Oh 12h 24n

Stezenie FFA (wariant popotudniowy CR)
25-

20-
=15-
g B adiibitum
E10- CR
0.57 + =
0.0. e e B2 T 2
Oh 6h Oh 12h 24n

Stezenie BOH (wariant popotudniowy CR)
25-

2.0-
=15-
g P BE adiivium
E1.0- BE cr

] .

0.5 - -
e b e

0.0-

Oh 6h Oh 12h 24h

Stezenie glukozy (wariant wieczorny CR)

300-

20

[mg/dl]

100-

0_

2.5

Oh

BY,.
-:.h@;gﬁ

6h 12h 15h 24h

BE adiibitum
Ed cr

Stezenie FFA (wariant wieczormy CR)

0.5-

0.0

2.5-

Oh

>

e =

6h 12h 15h 24n

BE adlibium

CR

Stezenie BOH (wariant wieczorny CR)

J..#

0.5';1_"__**;

0.0-

Oh

6h 12h 15h 24h

BE adiibium
BH cr

Rycina 12. Zawarto$¢ glukozy, wolnych kwaséw tluszczowych i ciat ketonowych w osoczu podczas 24h glodéwki oraz w warunkach réznych wariantéw restrykcji kalorycznej (CR) u
myszy typu dzikiego, w cyklu okotodobowym. Grup¢ kontrolng stanowity zwierzeta ad libitum (z wolnym dostepem do pokarmu). W wariancie porannym CR pokarm dostarczano wraz z
rozpoczgciem fazy aktywnej (Oh), w wariancie popotudniowym CR pokarm dostarczano w $rodku fazy aktywnej (6h), w wariancie wieczornym CR pokarm dostarczano wraz z koncem
fazy aktywnej (12h); liczba zwierzat wgrupie wynosita od 3 do 6; w analizie statystycznej wykorzystano test ANOVA jednoczynnikowy; *p <0,05 **p<0,01 ***p<0,001. FFA — wolne

kwasy ttuszczowe, BOH - ciato ketonowe



W celu wybrania odpowiedniej strategii doswiadczalnej do okreslenia wptywu
mikroRNA na funkcjonowanie biatej tkanki ttuszczowej wykonano wstepne badania r6znych
wariantow restykcji pokarmowych. Stanowity one czynnik wywotujacy zmiany w gospodarce
energetycznej i pozwolity wyodrebni¢ punkty czasowe dla tych zmian, istotne z perspektywy
dalszych doswiadczen.

Zgodnie z przewidywaniami, w przypadku kazdego wariantu restrykcji pokarmowej
(porannej, popotudniowej oraz wieczornej) rosta zawartos¢ wolnych kwasoéw ttuszczowych w
osoczu, w odpowiedzi na zapotrzebowanie energetyczne organizmu. Utrzymanie malejgcego
stezenia glukozy, ktdra dla czesci tkanek stanowi jedyne zrédio energii np. mézgu, wigzata si¢
rOwniez ze wzrostem stezenia cial ketonowych, ktére w warunkach deficytu pokarmowego
stanowig dla nich dodatkowe zrodto ATP. Kazdy z wariantow restrykcji kalorycznej (CR)
wykazal podobng kinetyk¢ zmian metabolitéw energetycznych w cyklu okotodobowym.
Wzrost FFA i KB nastgpowat w danym cyklu do chwili podania zwierz¢tom porcji pokarmu.
Po 3 godz. od podania jedzenia odnotowano ich znaczny spadek, a nast¢pnie w kolejnych
godzinach zawartos¢ kwasow i cial ketonowych rosta ponownie, osiggajac swoje maksimum o
statej porze karmienia (ryc. 12).

Znajac dynamike¢ zmian wybranych substratow energetycznych w poszczegdlnych
wariantach restrykcji pokarmowych, mozliwe byto oszacowanie potencjalnego ich udzialu w

wytwarzaniu ATP (ryc. 13).
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Rycina 13. Réznice w wykorzystaniu metabolitoéw energetycznych do produkcji ATP w trakcie 24-godzinne;j
glodéwki oraz restrykcji kalorycznej (wariant wieczorny) u myszy typu dzikiego; liczba zwierzat w grupie w
danym punkcie czasowym wynosita od 3 do 6; stupki btedéw reprezentuja btad standardowy $redniej (SEM); na
wykresach kotowych wartosci stgzen ATP sg warto$ciami $rednimi dla danych punktéw czasowych.



Opierajgc si¢ na stechiometrii reakcji utleniania czgsteczek glukozy, kwaséw
ttuszczowych 1 ciat ketonowych, mozna odczyta¢ ilo§¢ moli czasteczek ATP dostarczanych z
utleniania 1 mola substratu energetycznego. Wynoszg one odpowiednia = 38 (GLU), = 129
(FFA) i = 22 (KB). Korzystajac z tej informacji wyliczono nastgpnie $rednia, potencjalng ilo$¢
ATP produkowang w kluczowych punktach glodéwki krétkookresowej oraz restrykcji
kalorycznej 1 poréwnano z iloScia ATP w grupach kontrolnych zwierzat. W przypadku
glodéwki byty to 24 godz. od momentu wprowadzenia restrykcji, w przypadku CR byta to pora
karmienia zwierzat (w przedstawionym wariancie wieczornym; 12-sta godz. w cyklu
restrykcji). Oszacowana liczba czasteczek ATP w kazdej z grup byta zblizona i zawierala si¢ w
granicach od 330 do 360. Otrzymane wyniki wskazuja na to, ze organizm stara si¢ utrzymac
mozliwie stala podaz wymiennika energii, prawdopodobnie w celu zapewnienia jak
najdtuzszego, optymalnego funkcjonowania i dzigki temu zwigksza szanse na przetrwanie.
Utrzymanie ustalonej podazy jest kosztowne i w okresach deficytu pokarmowego zalezne od
wyjsciowej zawartosci trdjgliceryddw w tkance ttuszczowej. Jak juz wspomniano, sg one
zrodtem wysokoenergetycznych kwasow tluszczowych a przez to takze cial ketonowych,
powstajacych z tych kwaséw. Organizm jest w stanie zapewni¢ doptyw nowych czasteczek
ATP tak dtugo, jak dostgpne sg zasoby zgromadzone w tkance ttuszczowej. Ponadto czasteczki
weglowodanéw 1 kwaséw tluszczowych pelnig takze funkcje strukturalne. Zaangazowanie ich
w inne procesy anizeli dostarczanie ATP, ma rowniez wklad w ustalaniu ogdélnego bilansu
energetycznego.

Obserwowane zmieniajagce si¢ wykorzystanie substratow energetycznych w
restrykcjach pokarmowych zalezy w duzej mierze od regulacji hormonalnej. Dlatego tez w
dalszej czeSci badan postanowiono oznaczy¢ dwa hormony w gtdwnej mierze zaangazowane
w regulacj¢ poziomu glukozy we krwi czyli insuling oraz w regulacje wykorzystania kwasow
tluszczowych — leptyne (ryc. 14). Funkcjonowanie tkanki tluszczowej wigze si¢ z dzialaniem
ré6znych bialek hormonalnych, natomiast leptyna jest gléwnym =z nich, bezposrednio
zaangazowanym w homeostaz¢ energetyczng.

Brak pokarmu powodowat spadek obydwu hormonéw i utrzymanie niskiego poziomu
bez znaczacych fluktuacji. W kazdym cyklu restrykcji kalorycznej, po 3 godzinach od podania
porcji pokarmu zawarto$¢ hormonéw zwigkszata si¢, w reakcji na wzrastajace stezenie
weglowodanéw we krwi w przypadku insuliny oraz informacje o mozliwosci odbudowania
tkanki ttuszczowej w przypadku leptyny. Wyjsciowa jak i aktualna objetos¢ tkanki ttuszczowe;j
zwierzecia wydaje si¢ istotna dla otrzymywanych wartosci st¢zen kwaséw tluszczowych i

hormonu leptyny w doswiadczeniu.
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Rycina 14. Zawarto§¢ hormondw insuliny i leptyny w osoczu, podczas 24h glodéwki oraz w warunkach réznych wariantéw restrykcji kalorycznej (CR) u myszy typu dzikiego, w cyklu
okotodobowym. Grupe kontrolng stanowity zwierzeta ad libitum (z wolnym dostgpem do pokarmu). W wariancie porannym CR pokarm dostarczano wraz z rozpoczeciem fazy aktywnej
(Oh), w wariancie popotudniowym CR pokarm dostarczano w $rodku fazy aktywnej (6h), w wariancie wieczornym CR pokarm dostarczano wraz z koncem fazy aktywnej (12h); liczba
zwierzat w grupie wynosita od 3 do 6; w analizie statystycznej wykorzystano test ANOVA jednoczynnikowy; *p <0,05 **p<0,01 ***p<0,001. INS — insulina, LEP — leptyna



4.3 Wplyw restrykcji pokarmowych na metabolizm myszy typu dzikiego

Korzystajac z systemu Phenomaster zmierzono szereg parametréw metabolicznych, z
ktérych najistotniejsze byly wskazniki wydatku energetycznego, aktywnosci oraz
wspotczynnika oddechowego (RER). Pomiary wagi, cho¢ istotne i pozadane, zostaly
wykluczone ze wzgledu na wysokie obarczenie btgdem, ktéry wynikat z konstrukcji i aplikacji
sensoréw wagowych, dokonujacych pomiar ci¢zaru zwierzgcia. Problematyczne réwniez byty
proby mierzenia ci¢zaru zwierzat (umiejscowionych w klatkach metabolicznych) za pomoca
zwyklej wagi. Jakakolwiek ingerencja w system Phenomaster, zwigzana z otwarciem klatek
metabolicznych, powodowata wymiang powietrza miedzy wnetrzem klatki a §rodowiskiem
zewngetrznym 1 zaburzenia w pomiarach parametréw, co uniemozliwiato prawidlowe dziatanie
systemu. Wszelkie pomiary parametréw, ktérych warto$ci powinny by¢ normalizowane do
wagi zwierzgcia, zostaly zestawione z wartosciami bazowymi (z ang. baseline) dla tych

parametréw, z okresu przed wprowadzeniem restrykcji pokarmowych (ryc. 15).
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Zmiany wydatku energetycznego w trakcie gtodowki krotkookresoweji CR Suma wydatku energetycznego
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Rycina 15. Poréwnanie zmian parametréw metabolicznych w trakcie 24-godzinnej gtodéwki oraz restrykcji
kalorycznej (wariant popotudniowy), wykonane na tych samych grupach zwierzat; pierwsze 24 godziny stanowity
dobe z wolnym dostepem do pokarmu (baseline), w kolejnych 24 godzinach prowadzono restrykcj¢ pokarmowa;
liczba zwierzat w grupie wynosita 7 lub 8; w analizie statystycznej wykorzystano test t-Studenta dla préb
niezaleznych; stupki btedéw na wykresach liniowych przedstawiaja btad standardowy $redniej (SEM); poziom
istotnoéci dla préb badanych przedstawiony jest w odniesieniu do grupy kontrolnej (ad libitum); *p<0,05
**p<0,005 ***p<0,001

Wiyniki z klatek metabolicznych pokazaty zmiany w rytmie okotodobowym zwierzat,
poddanym réznym restrykcjom pokarmowym. Wprowadzenie restrykcji kalorycznej znaczaco
wzmagato aktywnos$¢ zwierzat do czasu otrzymania porcji pokarmu w kazdym wariancie CR.
Najprawdopodobniej wprowadzenie ograniczen pokarmowych odzwierciedlone jest w
zachowaniu myszy czyli aktywnym poszukiwaniu jedzenia (z ang. food-seeking behavior),
ktére ustgpuje niemal natychmiast po jego otrzymaniu. Rozpoczecie gtodéwki
krétkoterminowej (24-godzinnej) miato natomiast nieznaczny wptyw na zmiany aktywnosci.
Niewielki wzrost zaobserwowano w pierwszej potowie fazy nocnej i pod koniec fazy dzienne;j
zwierzat. Trzeba zaznaczyC jednak, ze w obydwu przypadkach restrykcji pokarmowych,
pomimo zaobserwowanych fluktuacji w ciggu doby (w obydwu fazach aktywnosci), catkowity
dystans pokonany przez zwierzeta nie ulegt zmianie (ryc. 15).

Kazdy z cykléw dobowych CR charakteryzowat si¢ okresowg, bardzo niska wartoscig
wspotczynnika wymiany oddechowej, nizsza niz w przypadku 24-godzinnej gtodéwki. Moze
to Swiadczy¢ o znacznie lepszej wydajnosci w wykorzystaniu wolnych kwaséw tluszczowych
do produkcji ATP i by¢ moze wiaczenia do procesu uzyskania energii takze cial ketonowych.
Konfrontujgc wyniki z systemu Phenomaster z wynikami dla substratéw energetycznych z
osocza, zaskakujacy jest mniejszy spadek wspétczynnika RER w glodéwce krétkookresowe;,
przy jednoczesnej wysokiej zawartosci cial ketonowych. Jest jednak prawdopodobne, ze przy
duzej podazy kwasow tluszczowych ciata ketonowe nie byly wykorzystywane w procesach

utleniania i wytwarzania energii. Innego wyjasnienia mozna doszukiwac si¢ tez w odrebnych
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grupach zwierzat wykorzystanych do obydwu doswiadczen i przez to w przesuni¢ciach w
czasach inicjacji poszczegllnych procesdéw metabolicznych. Prawdopodobny (a nawet
spodziewany) jest spadek wspoétczynnika wymiany oddechowej w miar¢ przedtuzania czasu
glodowki badz wprowadzania cyklicznej restrykcji pokarmowej, jak w przypadku CR. U
zwierzat z wprowadzong restrykcja kaloryczng, od chwili konsumpcji karmy wskaznik RER
rost bardzo szybko, osiggajac poziom, charakteryzujacy spalanie przede wszystkim
weglowodanow. Poziom ten spodziewanie obnizal si¢ w miare jak porcja pokarmu zostata
zjedzona, a pula uwolnionych weglowodanéw wyczerpana. Ze wzgledu na cykliczne fluktuacje
wspotczynnika oddechowego u zwierzat CR, $rednia warto§¢ RER w kazdej fazie dobowy byta
ostatecznie zblizona do warto$ci RER u zwierzat poddanych glodéwce.

Ogdlny wydatek energetyczny na skutek ograniczen kalorycznych ulegt obnizeniu.
Wydawac¢ by si¢ mogto, ze zwtaszcza poczatkowe etapy wprowadzenia restrykcji pokarmowe;j
nie bedg wptywaty na calkowitg ilo$¢ spalanych kalorii, a utrzymanie stalego poziomu ich
wydatku odbywac¢ by si¢ miato kosztem utylizacji zapaséw lipidowych i tym samym spadku
wagi zwierzecia. Tymczasem wydatek energetyczny w glodéwce 24-godzinnej byl nawet
nizszy anizeli w cyklach restrykcji kalorycznej (CR), przy zachowaniu tego samego
(ilosciowego) poziomu aktywnosci w ciggu doby. Obserwacja ta pozostaje w zgodzie z teza,
wedtug ktdrej organizm stara si¢ broni¢ pewnego poziomu energetycznego w postaci magazynu
tkanki tluszczowej (z ang. defended adiposity), zarzadzajac m.in. wydatkiem energetycznym,
zaleznie od podazy substratéw. Juz w latach 90 XX w. Jeffrey Friedman potwierdzit, ze
hormon leptyny jest jednym z biatek, posrednio odpowiedzialnym za taka regulacje¢ (Friedman,

1997).

4.4 Wplyw restrykcji pokramowych i hormonu leptyny na motywacje¢e myszy
typu dzikiego do zdobywania pokarmu

Aktywne poszukiwanie pokarmu w okresie deficytu energetycznego jest niezbedne
zwierzeciu do przetrwania. W odpowiedzi na niskg podaz substratow energetycznych organizm
obniza wydatkowanie kalorii, jednak taki stan ma swoje oczywiste ograniczenia.
Przedstawiony w poprzednim do§wiadczeniu wzrost aktywnos$ci zwierzecia glodzonego mozna
rozumie¢ jako jego ch¢é¢/motywacje do uzupetnienia brakujacych kalorii. Aby zestawi¢ pomiar
aktywnosci zwierzat w restrykcjach pokarmowych z pomiarem ich motywacji, wykorzystano

w do$wiadczeniu klatke Skinnera (ryc. 16). Analogicznie do wynikéw otrzymanych przy
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uzyciu systemu Phenomaster, najwyzsza motywacja odznaczaty si¢ zwierzeta utrzymywane w
restrykcji kalorycznej, w czasie sprzed pory karmienia. Zgodnie z przewidywaniami motywacja
ta spadata do poziomu grupy kontrolnej zaraz po zaspokojeniu deficytu kalorycznego. Nizszy
stopien motywacji reprezentowaly zwierzgta po jednorazowym, 24-godzinnym gtodzeniu.
Mimo wyzszych warto$ci od zwierzat kontrolnych, utrzymywaty si¢ one na granicy istotnosci
statystycznej, co rowniez pokrywalo si¢ z wynikami aktywnosci z klatek metabolicznych
(ryc.15).

W doswiadczeniu zbadano wptyw biatka leptyny na stopien motywacji. Efekt dziatania
tego hormonu na podwzgoérzowy osrodek gtodu i sytosci oraz posredni wptyw na osrodki
lokomotoryczne/motywacyjne byt jasno zaznaczony w moim badaniu. Podanie hormonu
leptyny zwierzgtom wykazujagcym najwiekszg motywacje do zdobycia pokarmu, skutkowato
zauwazalnie zmniejszong liczba naci$ni¢¢ dzwigni. Liczba ta statystycznie nie roznita si¢ od
liczby nacis$ni¢¢ przez zwierzeta z grupy kontrolnej. Wyjatek stanowito jedno zwierze, u
ktérego stopien motywacji byl nieoczekiwanie bardzo wysoki. Mozliwe byto jednak, ze ze
wzgledu na réznice osobnicze, tempo usuwania biatka bylo szybsze u tego osobnika niz
wskazywatby na to przyjety czas potowicznego rozktadu leptyny w organizmie. Przyjeto zatem,
ze szczytowy moment dziatania hormonu leptynowego rozmingt si¢ w czasie z momentem

testowania tego zwierzgcia w klatce Skinnera (ryc. 16).
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Rycina 16. Stopien motywacji zwierzat mierzony liczbg naci$ni¢¢ dZwigni w klatce Skinnera; testowano wpltyw
restrykcji pokarmowych oraz hormonu leptyny na zmiany stopnia motywacji; liczba zwierzat w grupie wynosita
5 lub 6; w analizie statystycznej wykorzystano test t-Studenta dla préb niezaleznych; poziom istotnosci dla préb
badanych przedstawiony jest w odniesieniu do grupy kontrolnej (ad libitum); **p<0,005
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4.5 Profil mikroRNA w bialej tkance tluszczowej myszy typu dzikiego, w

warunkach restrykcji pokarmowych.

Cechg wspdlna glodowki kréotkookresowej 1 restrykcji kalorycznej (CR) w moim
badaniu jest 24-godzinny okres odstgpienia od pokarmu. W przypadku glodéwki jest to
usuni¢cie jednorazowe, za$ w przypadku CR wielokrotne, powtarzajace si¢ cyklicznie. Przyjeto
zatem, ze glodowka krotkookresowa pozwoli przesledzi¢ poczatek ewentualnych zmian w
profilu mikroRNA tkanki tluszczowej, za$ restrykcja kaloryczna okresli¢ juz ustabilizowany
poziom tych czasteczek, uczestniczacych w podtrzymaniu zmiany metabolicznej.

Do przeprowadzenia profilowania mikroRNA istotne bylo dobranie kluczowych
punktow czasowych w trakcie trwania restrykcji pokarmowych. Postuzyly temu wyniki z
wczesniejszych doswiadczen. Czas przypadajacy na Srodek fazy aktywnej zwierzat objetych
24-godzinng gtodéwka odznaczat si¢ poczatkiem prostoliniowego przyrostu wolnych kwaséw
tluszczowych i ciat ketonowych oraz istotnym spadkiem zawarto$ci glukozy w osoczu. Byta to
6 godzina od rozpoczecia gtodéwki, w ktérej nastgpito uruchomienie proceséw adaptacyjnych
do nowych warunkéw pokarmowych. W tej samej porze dnia (w tej samej godzinie) odbywato
si¢ karmienie zwierzat objetych CR w wariancie popotudniowym. U zwierzat tych procesy
adaptacyjne zostaty zakonczone i obserwowano identycznie powtarzajace si¢ cykle szybkich
przemian metabolicznych w odpowiedzi na warunki pokarmowe. Ze wzgledu na fakt, ze
wszystkie warianty restrykcji pokarmowych przebiegaly analogicznie, wybrany przez nas
wariant popotudniowy pozwolit przeprowadzi¢ analiz¢ mikroRNA z jednego punktu
czasowego — wspomnianej 6 godziny fazy nocnej — dla obydwu wariantéw restrykcji
pokarmowych.

Uzyskane wartosci ekspresji pozwolily przesledzi¢ grupe najliczniej wystepujacych
mikroRNA (ryc. 17). Do grupy tej zaliczaty si¢ miR-191, miR-126-3p, miR-193b oraz miR-
150, miR-16. Ich wysoka zawarto$§¢ potwierdzita aktualne doniesienia literaturowe,
wykazujace szereg mikroRNA charakterystycznych dla biatej tkanki ttuszczowej (Brandao,
Guerra, & Mori, 2017). Zawartos¢ tych czasteczek odznaczata si¢ wysokim poziomem

ekspresji w kazdej z grup do§wiadczalnych.
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ekspresja najliczniejszych miRNA u zwierzat ad libitum (normalizacja globalna)

4000-

3000+
2000-
1000-

I[saidsya psoueM

o)

& &
& o
6\(@@

el @

0B
i\ ?\qje (&Q"
&

ekspresja najliczniejszych miRNA u zwierzat ad libitum (normalizacja sno202)

4000-
3000-
2000-
1000-

I[saudsye osolem

s
& &

R > o
o s
&

4¢P R
& W
&

AR o
¢
&

ekspresja najliczniejszych miRNA u zwierzat ad libitum (normalizacja UG)

4000-
3000-
2000-
1000

I[saudsye osonEmM

64



ekspresja najliczniejszych miRNA u zwierzat objetych glodowka krdtkoterminowa (normalizacja globalna)
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ekspresja najliczniejszych miRNA u zwierzat objetych restrykcja kaloryczna (CR) (normalizacja globalna)
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ekspresja najliczniejszych miRNA u zwierzat objetych restrykcja kaloryczna (CR) (normalizacja UG)
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Rycina 17. Ekspresja mikroRNA o najwyzszym poziomie w biatej tkance thuszczowej u zwierzat kontrolnych (ad libitum) oraz zwierzat objetych restrykcjami pokarmowymi; warto$ci

ekspresji zostaty znormalizowane do zaznaczonych kontroli endogennych lub znormalizowane globalnie; liczba zwierzat w grupie wynosita od 3 do 5.



Wyselekcjonowano nastgpnie grupy wszystkich mikroRNA istotnie statystycznie

zmienionych w restrykcjach pokarmowych, w stosunku do grupy kontrolnej (ryc. 18-22).

miRNA  istotnosc statystyczna (p) krotnos¢ zmiany s$rednia wartosc ekspresji

miR-223 0.00527 1.691782 27.493821
miR-30a 0.00554* 1.670175 13.800226

let-7i 0.00604™ 1.667831 13.506323
miR-30d 0.02479" 1.850291 6.819445
miR-182 0.02625" 2.032559 0.849239
miR-322 0.02915* -2.157640 1.130256

Rycina 18. Lista istotnie zmienionych mikroRNA w bialej tkance ttuszczowej u myszy typu dzikiego, poddanych
glodowce krotkookresowej (6-ta godzina fazy nocnej); wartosci ekspresji zostaty znormalizowane globalnie
i odniesione do grupy kontrolnej (ad libitum)

miRNA istotnosc statystyczna (p) krotnosc zmiany srednia wartosc ekspresji
miR-99b 0.00759* 1.936598 3.3280393
miR-223 0.01045* 2195410 27 0966753
let-Ti 0.01067* 2169138 13.3141557
miR-30a 0.01156* 2174047 13.6072129
miR-376a 0.01600" 1.905738 0.2079867
miR-1582 0.01795* 2 574640 0.8375865
miR-30d 0.01814* 2304861 6.7276953
miR-744 0.02544* 2521721 0.6765438
miR-20b 0.03293" 2076432 0.2126238
miR-125a-5p 0.03711* 1.627052 13.6767569
miR-16 0.04665* 1.584118 428 7325863
miR-145 0.04676* 1.597720 26.7080922
miR-218 0.04925* 1.672564 3.3716864

Rycina 19. Lista istotnie zmienionych mikroRNA w biatej tkance ttuszczowej u myszy typu dzikiego, poddanych
glodowce krotkookresowej (6-ta godzina fazy nocnej); wartosci ekspresji zostaty znormalizowane wzgledem
genu U6 i1 odniesione do grupy kontrolnej (ad libitum)
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miRNA
miR-29¢c
miR-199a-3p
miR-196b
miR-218
miR-21
miR-144
miR-27a
miR-125a-5p
miR-15b
miR-188-5p
miR-146b
let-7i
let-Te
miR-210
miR-142-3p
miR-30b
miR-322
miR-15a
miR-27h
miR-146a
miR-93
miR-680
miR-23a
miR-223
miR-365
miR-99b
miR-25
miR-451
miR-125b-5p
miR-126-5p
miR-142-5p
miR-140
miR-342-3p

0.00043™
0.000G7**
0.000B9™*
0.00101™
0.00189™
0.00214™
0.00244™
0.00254™
0.00257
0.00309™
0.00368™
0.00376™
0.00403™
D.00487
0.00521™
0.00620""
0.00621™
0.00830™
0.00B841™
0.00739™
0.00761™
0.00852™
0.01103"
0.01253"
0.01409"
0.01561"
0.01627"
0.01664"
0.02098"
0.02234"
0.03066™
0.03208"
0.03478*
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istotnosc statystyczna (p) krotnosc zmiany

29.181022
-5 265568
7134101
-6.188361
-26.942335
-2.860157
-5.014438
-2 505577
-6.593054
12.446211
-2 690726
h6.831524
-4 302578
-6.571087
16.021953
-3.275552

16.552835
11.343322
-3.917429
-4.810520
-3.655000

4205460
-7.662067
-3.132272

-2.819746
-2.492841
-3.617520
-3.688582
-6.372164
9.315598
-20.975272
-1.962207
-3.665972

srednia wartosc ekspresji

21.92258231
1.31832503
22 45255594
0.47342865
0.21327036
8.02794926
0.41378874
4 55807684
0.19490530
2.19133366
5.13808170
0.14249372
2.34102807
0.37447107
1.12825562
9.99097006
014732738
0.21438535
0.26087938
8.27271266
0.67317329
0.81665011
0.13282626
518837340
0.87838243
0.97045317
0.10769133
0.21021427
2.24761726
3225334892
0.103159440
0.52994080
11.07321618



let-7b 0.03510" -3.560649 0.49439314
miR-148a 0.03677" -1.920281 0.53022729
miR-19b 0.03860" -3.976852 1.8551242()
miF-29a 0.04043* -1.783367 37.49280385
miR-30a 0.04233" -1.742924 474072483

miR-340-5p 0.04634" -5.151238 0.06920109
miR-139-5p 0.04758" 1.593475 2219548115
miR-30e 0.04825" 2.552969 38.13810888

Rycina 20. Lista istotnie zmienionych mikroRNA w bialej tkance ttuszczowej u myszy typu dzikiego, poddanych
glodowce krotkookresowej (6-ta godzina fazy nocnej); warto$ci ekspresji zostaly znormalizowane globalnie
i odniesione do grupy kontrolnej (ad libitum)

miRNA istotnosc statystyczna (p) krotnosc zmiany s$rednia wartosc ekspresji
miR-29¢c 0.005874™ 83.793194 702356724
miR-196b 0.00592% 23175212 71.6810163
miR-21 0.0a7oo0= -5.799182 0.6079704
miR-411 0.0a710™ 4.006934 101013125
miR-191 0.00873™ 3678695 4355 1722856
miR-139-5p 0.00984* 5 254512 71.2279299
miR-19a 0.00997+ 3.2004562 1.2386903
miR-320 0.01133* 4150215 139.6778756
miR-376a 0.01248* 3.853862 0.5553321
miR-130a 0.01423* 9279759 6.9035334
miR-194 0.01664* 3.462644 172770777
let-7i 0.01822* -15.435188 0.4920948
miR-30e 0.02004* 8.293323 116.2902836
miR-322 0.02095* -4 405677 0.5180299
miR-103 0.02170" 9.092872 31.56532538
miR-188-5p 0.02322* 44 310260 79133671
miR-15a 0.02596* -3.711855 0.6107083
miR-328 0.02773" 4796683 2.0660624
miR-106a 0.02775" 4. 855259 16.7801399
miR-126-5p 0.02852* 27 629439 101.7257414
miR-494 0.02930* 5163918 4. 4375973
miR-142-3p 0.03304* -4 BATT39 3.5106116

—_—
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miR-744 0.03501" 2774567 1.1850574
miR-542-5p 0.03584" 3.928102 0.5181271
miR-484 0.03671* 3.576969 132.2318579
miR-16 0.03915" 1.894240 653.5178271
miR-222 0.04100" 3.398577 8.514B6524
miR-680 0.04258" 14.441409 2.8039857
miR-708 0.04803" 3.120681 8.4034660
miR-410 0.04921* 2.607407 0.2441580

Rycina 21. Lista istotnie zmienionych mikroRNA w bialej tkance tluszczowej u myszy typu dzikiego poddanych
restrykcji kalorycznej (CR) (6-ta godzina fazy nocnej); wartosci ekspresji zostaly znormalizowane wzgledem

genu sno202 i odniesione do grupy kontrolnej (ad libitum)

miRNA istotnosc statystyczna (p) krotnosc zmiany srednia wartosc ekspresji
miR-199a-3p 0.00307* -6.348852 0.98578169
miR-322 0.00725* -15.083451 0.14343093
miR-210 0.00736* -7.450955 0.29280700
miR-214 0.00737* -4.510959 0.69358638
miR-29¢ 0.00828** 24135958 20.65569144
miR-23a 0.00837* -5.768465 0.124282335
miR-126-5p 0.00887** 6.552550 2518057736
miR-196b 0.00955* 7.123106 21.30303908
miR-21 0.01008* -27.498750 0.19073323
miR-218 0.01356* -7.73399 0.34653335
miR-93 0.01482* -3.624414 0.57193933
let-Te 0.01657* -4 535232 230844248
miR-99b 0.01921* -3.144450 0.68314717
miR-146b 0.02037* -2.754744 4 54174167
miR-451 0.02147* -4 553476 0.16098515
miR-145 0.02318* -3.348942 6.23942317
let-Ti 0.02452* -55.513644 0.13820912
miR-130a 0.02490* 2867735 220200615
miR-142-3p 0.03365% -14.864650 1.08864332
miR-15a 0.03416% -12.251444 0.19161716
miR-142-5p 0.03951* -14 589965 0.11028058
miR-27a 0.04338% -5.366421 0.36692838
miR-340-5p 0.04908* -5.754209 0.05743991

Rycina 22. Lista istotnie zmienionych mikroRNA w bialej tkance ttuszczowej u myszy typu dzikiego, poddanych
restrykcji kalorycznej (CR) (6-ta godzina fazy nocnej); wartosci ekspresji zostaly znormalizowane wzgledem
genu U6 i odniesione do grupy kontrolnej (ad libitum)



Stosujac 3 rézne metody normalizacji wynikow ekspresji w kazdej z restrykcji
pokarmowych, tylko normalizacja do genu sno202 w przypadku gtodéwki krétkookresowej nie
wykazata zadnych istotnych statystycznie zmian w poziomach mikroRNA W przypadku
zastosowania pozostatych metodach normalizacji zmiana w profilu mikroRNA byta
zauwazalna. Jednoczesnie w grupie zwierzat poddanym gtodéwce krétkookresowej liczba
wyselekcjonowanych czasteczek byla nizsza. Majagc na uwadze, ze ta forma restrykcji
pokarmowej miata w tym doswiadczeniu reprezentowa¢ poczatek zmian metabolicznych
zwigzanych z utylizacjg substratéw energetycznych, mniejsza liczba zmienionych istotnie
mikroRNA nie byla zaskoczeniem. Wzrost ich liczby natomiast byl spodziewany w miarg
postepowania zmian metabolicznych i rzeczywiscie, zgodnie z oczekiwaniem wykazaty to
wyniki w grupie zwierzat objetych restrykcja kaloryczng (CR).

Nadrzednym wnioskiem ptyngcym z wynikéw profilowania mkroRNA jest udziat wielu
czasteczek mikroRNA biatej tkanki tluszczowej, a nie jednej lub kilku, w zmianach
metabolicznych zwigzanych z wprowadzeniem restrykcji pokarmowych. Niestety, ten fakt
komplikuje probe wyjasnienia wptywu pojedynczych mikroRNA na zmiany metaboliczne. Aby
zaproponowac grupe tych czasteczek, ktére moga by¢ kluczowe dla badanego problemu,
pokierowano si¢ przede wszystkim wskaznikiem istotno$ci statystycznej zmian w poziomach
mikroRNA w pordwnywanych grupach zwierzat oraz krotnoscig zmiany. Wyodrebnione w ten
sposob mikroRNA i dane charakteryzujace zmiany ich poziomu zebrano na wykresach ponizej

(ryc. 23-25).
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Rycina 23. Zmiany poziomu ekspresji wyréznionych mikroRNA w bialej tkance tluszczowej we
wprowadzonych restrykcjach pokarmowych u myszy typu dzikiego; wartos$ci ekspresji zostaty znormalizowane
globalnie oraz wzglgdem gendéw sno202 i U6; liczba zwierzat w grupie wynosita od 3 do 5; w analizie
statystycznej wykorzystano test t-Studenta dla préb niezaleznych; poziom istotnosci dla préb badanych
przedstawiony jest w odniesieniu do grupy kontrolnej (ad libitum); *p <0,05 **p<0,01 ***p<0,001
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Rycina 24. Zmiany poziomu ekspresji wyréznionych mikroRNA w bialej tkance tluszczowej we
wprowadzonych restrykcjach pokarmowych u myszy typu dzikiego, cd.; warto$ci ekspresji zostaly
znormalizowane globalnie oraz wzgledem genéw sno202 i U6; liczba zwierzat w grupie wynosita od 3 do 5; w
analizie statystycznej wykorzystano test t-Studenta dla préb niezaleznych; poziom istotnosci dla préb badanych
przedstawiony jest w odniesieniu do grupy kontrolnej (ad libitum); *p <0,05 **p<0,01 ***p<0,001

73



miR-126-5p (globalna)

-
wn
'

o
=
'

wartosé ekspres;i

miR-142-3p (globalna)
40-

(%]
[==]
'

wartosé ekspres;i
%]
(=]

10-
Tk
O L 1 1 1
@6\ _‘x\"-"{} C?L
® &
I

miR-322 (globalna)
5 ..

[} =
1 '

M
'

wartoscé ekspres;i

Rycina 25. Zmiany poziomu ekspresji wyrdéznionych mikroRNA w bialej tkance tluszczowej we
wprowadzonych restrykcjach pokarmowych u myszy typu dzikiego, cd.; warto$ci ekspresji zostaly
znormalizowane globalnie oraz wzgledem genéw sno202 i U6; liczba zwierzat w grupie wynosita od 3 do 5; w
analizie statystycznej wykorzystano test t-Studenta dla préb niezaleznych; poziom istotnosci dla préb badanych
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przedstawiony jest w odniesieniu do grupy kontrolnej (ad libitum); *p <0,05 **p<0,01 ***p<0,001
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AdipoqCreERT2

4.6 Wynik genotypu zwierzat transgenicznych Dicer oraz

tdTomatoDicerAdiPeqCreERT2

W oparciu o wiedz¢ o powigzaniu mikroRNA ze zmianami w stosowanych restrykcjach
pokarmowych, zostat zbadany wplywu usuni¢cia globalnego mikroRNA w bialej tkance
tluszczowej na funkcjonowanie organizmu. W tym celu wykorzystano transgeniczng lini¢

myszy Dic eI.AdlpoqueERTZ

, u ktdrej istnieje mozliwos¢ indukcji wycigcia fragmentu genu Dicerl,
niezbednego dla powstawania w petni funkcjonalnych czasteczek mikroRNA. Dla skutecznego
pozbawienia zwierzecia czgsteczek mikroRNA, niezbedne bylo dobranie zwierzat
transgenicznych zawierajacych obydwa zmutowane allelle genu Dicerl z obecnym allelem
genu rekombinazy Cre. Gen tdTomato postuzyt w badaniu jedynie do sprawdzenia skutecznosci

mutacji, zaindukowanej przez podanie Tamoxifenu.

I} | 264 265 6l 267 262 8l FM |27y 22, 273

allel transgenu Dicerl f= 30002 allel dzikiego genu Qicerl (= 300pe)

2od 265 2006 267 268 209 270 271 272 273

L
|
|
|
|

allel transgenu rekambinazy CreER™ = (405 pz)

141 142 143 144 145 146 147 148 149 150

-=——
—-——-—-—-—— —

allel transgenu Tormatao (~200) allel dzikiego genu Tamato (~300)

Rycina 26. Wyniki elektroforezy na zelu agarozowym pozwalajacym dobra¢ do badania zwierzeta o
odpowiednim genotypie.
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4.7 Weryfikacja skuteczno$ci dzialania systemu Cre-loxP u zwierzat

AdipoqCreERT2 AdipoqCreERT2

transgenicznych Dicer oraz tdTomato

Do weryfikacji skutecznosci systemu Cre-loxP w moich badaniach zastosowano
metode qPCR w celu okreslenia ekspresji genu Dicerl, niezbednego dla powstawania
dojrzaltych form mikroRNA. Drugg metodg byto makroskopowe obrazowanie zwierzgcia,
wykorzystujace technike CLARITY, umozliwiajaca obserwacj¢ sygnatu pochodzacego od
fluorescencyjnego biatka tdTomato bez koniecznosci przygotowywania skrawkéw z danej

tkanki (ryc. 27).

Biata, podskdrma Biata, gonadalna Brazowa, miedzytopatkowa Watroba
tkanka tuszczowa (SC) tkanka tuszczowa (PG) tkanka tluszczowa (iIBAT) 50-
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Rycina 27. Wyniki badania ekspresji genu Dicerl uzyskane metoda qPCR (wykresy boxplot) oraz
intensywno$ci $wiecenia biatka tdTomato (zdjecie na dole ryciny); liczba zwierzat w grupie przy okreslaniu
ekspresji Dicerl wynosila od 6 do 15; w analizie statystycznej wykorzystano test t-Studenta dla préb
niezaleznych; **p<0,005 ***p<0,001



Metodg qPCR sprawdzono ekspresje genu Dicerl w 3 podtypach tkanki ttuszczowe;j:
biatej podskornej (SC — z ang. subcutaneous), biatej okotogonadalnej (PG — z ang. perigonadal)
oraz mi¢dzylopatkowej, brazowej tkance ttuszczowej (iIBAT — z ang. interscapular brown
adipose tissue). Dodatkowo do potwierdzenia specyficznosci tkankowej systemu Cre-loxP w
oznaczeniu uwzgledniono tkanke watrobowg jako kontrole negatywng. Obnizong zawartos¢
mRNA dla genu Dicerl zaobserwowano w podtypach SC i iBAT tkanki ttuszczowej. Nie
zaobserwowano jej natomiast w podtypie PG. Natomiast nie wykazano zmian w ekspresji genu
Dicerl w watrobie pomiedzy myszami kontrolnymi i mutantami, co $wiadczy o lokalnym,
tkankowo specyficznym dziataniu rekombinazy Cre. Obrazowanie makroskopowe zwierzat

AdipogCreERT2 1yo7wolito na obserwacje sygnatu fluorescencyjneo pochodzacego od

dTomato
biatka tdTomato. Wyniki tych obserwacji potwierdzily te uzyskane metoda qPCR.
Fluorescencj¢ zaobserwowano tylko w przypadku biatej podskérnej tkanki tluszczowej oraz
bragzowej, migdzylopatkowej tkanki ttuszczowej. Przy czym fluorescencja (a w konsekwencji
rekombinacja) w bragzowej tkance tluszczowej byta najsilniejsza, co wydaje si¢ by¢ sprzeczne

w obserwacjami tworcow linii AdipoqCreERT2 (Sassmann et al., 2010).

77



4.8 Wpltyw Tamoxifenu oraz jego rozpuszczalnikow na zawartosé¢ wolnych

kwasow tluszczowych w osoczu
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Rycina 28. Wptyw Tamoxifenu oraz jego potencjalnych rozpuszczalnikéw - solutolu oraz oleju stonecznikowego -
na zawarto$¢ wolnych kwaséw tuszczowych (FFA) w osoczu myszy typu dzikiego; kazdy z roztworéw podawany
byt zwierzgtom wedtug przyjetego wezesniej protokotu indukcji mutacji Tamoxifenem; osocze do oznaczenia FFA
pobrano w trzeciej godzinie fazy nocnej zwierzat; liczba zwierzat w grupie wynosita od 3 do 8;

W obawie przed ewentualnym wptywem roztworu Tamoxifenu i/lub jego
rozpuszczalnikéw na wyniki pdzniejszych badan z wykorzystaniem zwierzat z linii

Dic erAdipoqueERTZ

, zwierzgeta typu dzikiego poddane zostaty dziataniu tych rozpuszczalnikéw i
samego czynnika aktywujacego system Cre-loxP (ryc. 28). Istnieja bowiem doniesienia na
temat efektow ubocznych stosowania Tamoxifenu, jako modulatora receptora estrogenowego,
mogacego wplywac na funkcjonowanie m.in. tkanki ttuszczowej (L. Liu et al., 2015; Z. Liu et
al., 2018; Ye et al., 2015). Testowanie mieszanin odbywato si¢ zgodnie z przyjetym wczesniej
protokotem podawania Tamoxifenu - poprzez zastrzyki dootrzewnowe 2 x dziennie w dawce 1
mg (100 pl roztworu), przez 5 kolejnych dni. Nastgpnie po uptywie tygodnia zwierzeta

usmiercono, a pobrane osocze wykorzystano do pomiaru zawartosci wolnych kwaséw

tluszczowych. Badanymi rozpuszczalnikami dla Tamoxifenu byly olej stonecznikowy oraz
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zwiazek o konsystencji podobnej do oleju — solutol (BASF). Wedtug danych producenta solutol
odznacza si¢ mniejsza toksycznoscia komorkowa niz inne, szeroko stosowane w tych celach
srodki, takie jak olej.

Wyniki do§wiadczenia nie wykazaty wplywu zadnego z testowanych mieszanin na
zmiany w zawartosci wolnych kwaséw tluszczowych, w danym punkcie czasowym. Nie
dostrzezono réwniez u zwierzat zadnych zewnetrznych objawéw toksycznosci. Bazujac na tej
informacji oraz ze wzgledu na zauwazalnie lepszg rozpuszczalno$¢ Tamoxifenu w oleju
stonecznikowym, ostatecznie do przeprowadzenia kolejnych do$wiadczen na zwierzetach z
AdipogCreERT2

linii Dicer wykorzystywano roztwor tego wlasnie rozpuszczalnika.

4.9 Zawartos¢ substratow energetycznych w osoczu zwierzat

AdipoqCreERT2

transgenicznych Dicer w warunkach glodowki krotkookresowej

Aby okresli¢ ewentualny skutek mutacji u zwierzat DicerAdiPodCreERT2

, W pierwszej
kolejnosci zmierzono zawarto$¢ substratow energetycznych w osoczu, przed i1 po
wprowadzeniu restrykcji pokarmowej. Jako forme restrykcji wybrano glodéwke 24-godzinna.
Restrykcja kaloryczna nie zostala uwzgledniona w doswiadczeniu ze wzgledu na duze
podobienstwo do gtodéwki i zaangazowanie tych samych proceséw metabolicznych. Osocze
do pomiaru metabolitéw zostalo pobrane od zwierzat w dwoch punktach czasowych - z chwilg
rozpoczecia glodowki krétkookresowej oraz po kolejnych 24 godzinach.

Wyniki co prawda pokazaly odstgpstwa od prawidtowej odpowiedzi organizmu na
deficyt pokarmowy u zwierzat transgenicznych (Cre+), aczkolwiek odniesienie ich do wynikow
z grupy kontrolnej nie dato zadowalajacego rezultatu. Po 24 godzinach restrykcji pokarmowe;]
zawarto$¢ glukozy nie zmienila si¢ istotnie w stosunku do czasu sprzed restrykcji. Organizm
tych zwierzat produkowat jednak w dalszym ciggu duzg ilo§¢ kwasu B-hydroksymastowego
(ryc. 29). Wynik zawartosci BOH jest zastanawiajacy biorac pod uwage fakt, Zze proces
ketogenezy jest Scisle powigzany z metabolizmem kwaséw tluszczowych. U zwierzat
kontrolnych (lub zwierzat typu dzikiego z wczesniejszych doSwiadczen) wzrastajaca zawartose
kwaséw tluszczowych w odpowiedzi na deficyt pokarmowy napedza powstawanie ciat
ketonowych. U zwierzat pozbawionych mikroRNA w tkance tluszczowe;j ta zalezno$¢ nie byta
jasno zaznaczona. Wydaje si¢ malo wiarygodnym, aby proces ketogenezy zachodzit

niezmiennie przy jednoczesnym zahamowaniu procesow lipolitycznych.
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Rycina 29. Zawarto$¢ substratéw energetycznych w osoczu zwierzat DicerAdiPodCreERT2 przed i po wprowadzeniu
glodéwki 24-godzinnej; liczba zwierzat w grupie wynosita od 3 do 6; w analizie statystycznej wykorzystano test
t-Studenta dla préb niezaleznych; poziom istotnoéci dla préb badanych przedstawiony jest w odniesieniu do grupy
z tego samego punktu czasowego; **p<0,01

Kolejnym etapem bylo skonfrontowanie powyzszych wynikOw z monitorowaniem
odpowiedzi metabolicznej zwierzat w czasie rzeczywistym (za pomocg wspolczynnika RER),

ktére umozliwitoby przesledzenie zmian w trakcie 24 godzin trwania restrykcji pokarmowe;j.

410 Wplyw glodowki Kkrotkookresowej na metabolizm zwierzat

transgenicznych DicerAdipodCreERT2

Analize w klatkach metabolicznych wykonano w dwéch wariantach — z kotowrotkiem
mierzacym aktywnos¢ zwierzat, oraz bez kotowrotka. Planowano w ten sposéb dodatkowo
okresli¢ zmian¢ wydatku energetycznego, spowodowanego ewentualng zwigkszong
aktywnoscig zwierzgcia. W kazdym wariancie 24-godzinny okres glodéwki poprzedzony zostat

24-godzinnym okresem z wolnym dostepem do pokarmu (stan bazowy) (ryc. 30).
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AdipoqCreERT2, nyierwsze 24 godziny
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Rycina 30. Poréwnanie zmian parametréw metabolicznych u zwierzat Dicer
stanowily dobe¢ z wolnym dostgpem do pokarmu (stan bazowy), kolejne 24 godziny z wprowadzong gltodéwka;

liczba zwierzat w grupie wynosila 4; w analizie statystycznej wykorzystano test t-Studenta dla préb niezaleznych;
stupki btedéw na wykresach liniowych przedstawiaja btad standardowy $redniej (SEM); poziom istotnosci dla
préb badanych przedstawiony jest w odniesieniu do grupy kontrolnej; *p<0,05 **p<0,005
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Uzyskane dane pozwolity potwierdzi¢ spodziewang zalezno$¢ miedzy dostgpem
zwierzat do kotowrotka a wydatkiem energetycznym. Zwigkszona dzigki niemu aktywnos¢ w
ciggu fazy aktywnej (nocnej) zwierzat skutkowata wigksza iloscig spalanych kalorii, natomiast
mniejszg w trakcie fazy dziennej, podczas ktérej zwierze odpoczywa. Dostep do kotowrotka
powodowat zatem wigksze fluktuacje migdzy fazami aktywnos$ci w wydatku energetycznym,
anizeli bez dostgpu do niego. Nie odnotowano jednak istotnych réznic w przebytym dystansie
mig¢dzy zwierzetami z grupy kontrolnej 1 badanej (mutantami). Zaréwno w fazie aktywnej, jak
i fazie nieaktywnej zwierzeta z obu grup pokonywaty podobna, $rednig odlegtos¢. Dzigki tej
informacji mozna zatem wnioskowaé, ze ewentualne réznice wydatkowania kalorii migdzy
badanymi grupami mutantow 1 zwierzat kontrolnych (Cre+ i1 Cre-) wynikalyby bezposrednio z
réznic w podstawowej przemianie materii (BMR) (z ang. basic metabolic rate). Data ona
rowniez podstawy do zestawienia zwierzat z obydwu wariantow doswiadczenia w celu dalszej,

wspdlnej analizy.

Masa ciata zwierzat w stanie bazowym
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llos¢ spoZyteqgo pokarmu w ciagu doby
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Rycina 31. Por6wnanie zmian poboru pokarmu (wykres dolny) oraz zmian wagi w trakcie stanu bazowego u
zwierzat DicerAdiPoaCreERT2: Jiczha zwierzat w grupie wynosita od 6 do 8; w analizie statystycznej wykorzystano
test t-Studenta dla préb niezaleznych; stupki btedéw na wykresach liniowych przedstawiaja btad standardowy
$redniej (SEM)
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Zestawione zmiany wydatku energetycznego Suma wydatku Suma wydatku
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Rycina 32. Poréwnanie zmian parametréw metabolicznych u zwierzat DicerA4iPeaCreERT2, wyniki zestawiono z 2 wariantéw doswiadczalnych (z i bez kétka biegowego); pierwsze
24 godziny stanowity dobe z wolnym dostgpem do pokarmu (stan bazowy), kolejne 24 godziny z wprowadzong glodéwka; liczba zwierzat w grupie wynosita 8; w analizie
statystycznej wykorzystano test t-Studenta dla préb niezaleznych; stupki btedéw na wykresach liniowych przedstawiaja btad standardowy $redniej (SEM); poziom istotnosci
dla préb badanych przedstawiony jest w odniesieniu do grupy kontrolnej; *p<0,05
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Znormalizowane zmiany wydatku energetycznego Suma wydatku energetycznego
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Rycina 33. Poréwnanie zmian znormalizowanych parametréw metabolicznych u zwierzat DicerAdiPoaCreERT2 7

wprowadzong glodéwka krétkookresows; liczba zwierzat w grupie wynosita 8; w analizie statystycznej
wykorzystano test t-Studenta dla préb niezaleznych; stupki btedéw na wykresach liniowych przedstawiaja btad
standardowy $redniej (SEM); poziom istotnosci dla préb badanych przedstawiony jest w odniesieniu do grupy
kontrolnej; *p<0,05
Sledzac wartosci wydatku energetycznego nie zaobserwowano réznic miedzy grupa
badang (Dicer4iPedCreERT2) § kontrolng w warunkach swobodnego dostepu do pozywienia (stan
bazowy). Pobdr pokarmu w tym okresie rowniez nie wykazal istotnie statystycznych réznic.
Dlugoterminowe monitorowanie wagi zwierzat z grupy badanej i kontrolnej, w nastepujacych
po sobie tygodniach od momentu zaindukowania mutacji nie ujawnilo réznic w przyroscie
masy ciala, co moze $wiadczy¢ o tym, ze mutacja genu Dicer]l w bialej tkance tluszczowej nie

zmienia znaczgco gospodarki energetycznej organizmu (ryc. 31). Wartosci wspoélczynnika

oddechowego RER réwniez nie réznity si¢ istotnie migdzy obydwoma grupami.
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W trakcie gtodowki krétkookresowej réznice wystepowaty w wariancie bez dostepu do
kotka biegowego. Grupa zwierzat badanych odznaczata si¢ wowczas nizszg iloscig spalanych
kalorii niz grupa kontrolna. Wartos$ci te utrzymywane byly na nizszym poziomie w ciggu calej
doby. Aby unikng¢ biednej interpretacji wynikéw wskutek réznic osobniczych, wartosci
parametréw z restrykcji pokarmowej dla wszystkich zwierzat zostaly znormalizowane do
wartosci z ich stanu bazowego (ryc. 33).

Ostatecznie réznice pomiedzy grupa badang i kontrolng po normalizacji daly si¢
zauwazy¢ podczas gtodéwki 24-godzinnej, w fazie nieaktywnej zwierzat. Zwierzg¢ta Cre+
charakteryzowaly si¢ woOwczas nizszymi warto$ciami wydatku energetycznego i
wspotczynnika RER. Taki obraz sugerowalby zwigkszone metabolizowanie kwaséw
ttuszczowych przez organizm, ale tez ich mniejsze, catkowite zuzycie podczas okresu z
deficytem pokarmowym. Obraz ten pokazywatby takze, ze zwierzeta pozbawione genu Dicer
za pomocg systemu Cre-loxP wykazuja zmiany tylko po wystawieniu ich na pewien czynnik

»mobilizujacy” tkanke, w ktorej zachodzi indukcja mutacji.

4.11 Zawartos¢ substratow energetycznych oraz wybranych hormonéow w
osoczu myszy typu dzikiego poddanych dzialaniu agonisty receptorow [-

adrenergicznych.

Wspomniany czynnik ,,mobilizujacy” w przypadku biatej tkanki tluszczowej stanowity
warianty restrykcji pokarmowej. Aby zbada¢ natomiast wptyw mikroRNA na funkcjonowanie
bragzowej tkanki tluszczowej (przede wszystkim na jej zdolno$¢ do generowania ciepta), w
badaniach wykorzystano agoniste receptora [33-adrenergicznego - CL-316,243. Zwigzek ten byt
czynnikiem aktywujacym termogenez¢ u zwierzat i pozwolit wyodrebni¢ punkt czasowy dla
zmian tego procesu, istotny z perspektywy dalszych do§wiadczen. Na podstawie informacji
dostepnych w literaturze (Heine et al., 2018) stwierdzono efekt dzialania agonisty trwajacy
okoto 4 godzin, ze szczytem przypadajagcym pomiedzy 30 a 120 minuta od chwili jego podania.
W moim doswiadczeniu osocze do analiz zawartosci metabolitéw i hormonéw pobrano zatem
od zwierzat w podobnych punktach czasowych, tj. po 30min oraz po 2 godz. od podania
agonisty.

Odpowiedz organizmu na aktywator termogenezy obserwowano juz po 30 minutach,
kiedy to odnotowano znaczny spadek zawartosci glukozy oraz przyrost wolnych kwaséw
tluszczowych. Zmiana ta utrzymywata si¢ przez kolejne 1,5 godziny. Poczatkowy wzrost
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poziomu ciat ketonowych (po 30 min.) byt nieznaczny i zanikal po 2 godzinach od indukcji
(ryc. 34). Zaaobserwowano réwniez stopniowy wzrost stezenia insuliny po podaniu zwigzku
CL-316,243, ktéry wzrdst 10-krotnie po 2 godzinach. Natomiast st¢zenie leptyny pozostato bez

zmian przez caty czas trwania doswiadczenia. (ryc. 34).
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Rycina 34. Zawarto$¢ substratéw energetycznych oraz wybranych hormonéw w osoczu zwierzat typu dzikiego,
poddanych dziataniu agonisty (CL-316,243) receptoréw p-adrenergicznych; eksperyment rozpocze¢to w 3
godzinie fazy aktywnej zwierzat; po podaniu agonisty zwierzgta zostaly pozbawione pokarmu na czas trwania
eksperymentu; liczba zwierzat w grupie wynosita od 4 do 9; w analizie statystycznej wykorzystano test t-Studenta
dla préb niezaleznych; poziom istotno$ci dla préb badanych przedstawiony jest w odniesieniu do grupy ‘O min.’;
*p<0,05 **p<0,01 ***p<0,001
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4.12 Zawartos¢ substratow energetycznych oraz wybranych hormonéw w
osoczu zwierzat transgenicznych DicerAdPedCreERT2 hoddanych dziataniu

agonisty receptorow p-adrenergicznych.

Po 2 godzinach od podania agonisty nie zaobserwowano réznic w zawartosci glukozy,
wolnych kwaséw tluszczowych oraz hormondéw insuliny i leptyny w osoczu zwierzat,

pomiedzy grupg badang a kontrolng (ryc. 35).
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Rycina 35. Zawarto$¢ substratéw energetycznych oraz wybranych hormonéw w osoczu zwierzat
DicerAdiPoaCreERT2 - hoddanym  dzialaniu agonisty (CL-316,243) receptoréw PB-adrenergicznych; eksperyment
rozpoczgto w 3 godzinie fazy aktywnej zwierzat; po podaniu agonisty zwierzgta zostaly pozbawione pokarmu na

czas trwania eksperymentu; liczba zwierzat w grupie wynosila 6; w analizie statystycznej wykorzystano test t-
Studenta dla préb niezaleznych;

4.13 Wyniki badania metabolizmu myszy typu dzikiego po aktywacji procesu

termogenezy z wykorzystaniem systemu Phenomaster
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Zmiany wspétczynnika RER
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Rycina 36. Por6wnanie zmian parametréw metabolicznych u zwierzat typu dzikiego, po aktywacji procesu termogenezy; pierwsze 120 minut stanowito stan bazowy zwierzat
przed aktywacja, kolejne 120 minut stanowilo czas po podaniu agonisty; zwierzgta kontrolne (CL-) traktowano roztworem soli fizjologicznej; liczba zwierzat w grupie wynosita
5; w analizie statystycznej wykorzystano test t-Studenta dla préb niezaleznych; stupki btedéw na wykresach liniowych przedstawiaja btad standardowy $redniej (SEM); poziom
istotnosci dla préb badanych przedstawiony jest w odniesieniu do grupy kontrolnej; *p<0,05

88



Ze wzgledu na charakter badania obejmujacego proces termogenezy, najistotniejsze
bylo zwrdcenie uwagi na parametry wydatku energetycznego i wspétczynnika oddechowego.
Wartosci tych parametréw zostaly znormalizowane do wartos$ci ze stanu bazowego tych
zwierzat, z tego samego przedzialu czasowego. W do§wiadczeniu zwierzeta nie miaty dostepu
do koétka biegowego, ktére mogto wptywaé na zmiany mierzonych parametréw i utrudniac
interpretacje wynikow. Z tego samego wzgledu obie grupy zwierzat pozbawione zostaty takze
pokarmu od chwili podania agonisty, na czas trwania badania.

Generowanie energii cieplnej przez zwierzeta indukowane aktywatorem termogenezy
byto dobrze widoczne w ilo$ci spalanych kalorii (ryc. 36). Poziom wydatku energetycznego byt
u tych zwierzat (CL+) wyzszy, anizeli u zwierzat kontrolnych (CL-). (Heine et al., 2018) oraz
wczesniejsze wyniki pokazaly, ze uwalniane z tkanki tluszczowej wolne kwasy tluszczowe sa
zrédtem napedzania procesu termogenezy. Wiadome jest, ze metabolizowanie tego substratu
energetycznego obniza wartosci parametru wspotczynnika oddechowego. W moim
doswiadczeniu srednia warto$¢ wspolczynnika RER byta wprawdzie nieco nizsza dla grupy
badanej w ciggu catych 2 godzin dziatania agonisty, natomiast wynik ten odbiegat od istotnosci

statystycznej.

4.14 Wyniki badania metabolizmu zwierzat transgenicznych

AdipoqCreERT2

Dicer po aktywacji procesu termogenezy z wykorzystaniem

systemu Phenomaster

Doswiadczenie zostato przeprowadzone analogicznie do do$§wiadczenia z uzyciem
zwierzat typu dzikiego. Jednak tutaj obydwie grupy badanych zwierzat zostaly poddane
dziataniu agonisty CL-316,243. Réwniez i w tym przypadku monitorowano parametry
wspotczynnika oddechowego i wydatku energetycznego.

Liczba spalanych kalorii przez zwierzeta kontrolne byla zauwazalnie wyzsza w

poréwnaniu do zwierzat badanych Dicer/dipodCreERT2

1 utrzymana na wysokim poziomie juz od
momentu podania aktywatora termogenezy, przez kolejne 2 godziny trwania do$wiadczenia.
Wartosci dla wspétczynnika oddechowego byly natomiast zblizone, z odnotowang $rednig
nieznacznie wyzszg dla zwierzat Cre+, co wskazywaloby na nizszg utylizacje kwasow
tluszczowych. Jednak podobnie jak w doswiadczeniu z wykorzystaniem zwierzat typu

dzikiego, réznica ta nie byla istotna statystycznie.
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Rycina 37. Poréwnanie zmian parametréw metabolicznych u zwierzat DicerAdiPdCreERT2 g aktywacji procesu termogenezy; pierwsze 120 minut stanowilo stan bazowy

zwierzat przed aktywacja, kolejne 120 minut stanowito czas po podaniu agonisty; zaréwno zwierzeta badane (Cre+) jaki i kontrolne (Cre-) zostaly poddane dziataniu
aktywatora; liczba zwierzat w grupie wynosita 4; w analizie statystycznej wykorzystano test t-Studenta dla préb niezaleznych; stupki btedéw na wykresach liniowych
przedstawiaja blad standardowy $redniej (SEM); poziom istotnosci dla préb badanych przedstawiony jest w odniesieniu do grupy kontrolnej; **p<0,01
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AdipoqCreERT2

4.15 Zmiany temperatury ciala zwierzat transgenicznych Dicer po

aktywacji procesu termogenezy monitorowane z wykorzystaniem kamery

termowizyjnej

Zastosowanie kamery termowizyjnej miato na celu potwierdzenie wnioskéw ptynacych
z badan w klatkach metabolicznych, w ktérych zwierzgta transgeniczne, pozbawione
mikroRNA w tkance tluszczowej wykazuja zaburzong zdolno$¢ do indukcji wydatku
energetycznego w procesie generowania ciepta (ryc. 37).

Poczatkowo rejestrowanie cieploty ciata prowadzone bylo z okolic bragzowej tkanki
ttuszczowej, miedzy lopatkami zwierzecia. Kazdemu z nich usunig¢to fragment futra w tej
okolicy dla skutecznej obserwacji. Podanie agonisty CL-316,243 podnosito wprawdzie
temperature ciala w tym rejonie, natomiast bez spodziewanych réznic migdzy grupa kontrolng
a badang. Rejestrowana temperatura osiggata wowczas wysokie wartosci tj. powyzej 38°C.
Poniewaz sg to wartosci zblizajace si¢ do niebezpiecznej granicy, w ktérej dochodzi do
denaturacji biatek, spodziewano si¢ dyssypacji energii cieplnej w inne rejony ciata. Konczyny
i ogon zwierzgcia intuicyjnie stanowig odpowiedni punkt do obserwacji badanych zmian, nie
tylko ze wzgledu na potozenie wzgledem brazowej tkanki tluszczowej, ale takze ze wzgledu na
brak siersci. Ostatecznie zdecydowano si¢ na monitorowanie temperatury z ogona, ktory byt
zawsze dobrze widoczny na kamerze termowizyjnej.

Majac na uwadze powyzsze wnioski i dokonujagc ponownej analizy temperatur,
uzyskano wynik potwierdzajacy rezultaty otrzymane systemem Phenomaster. Zwierzeta z
grupy badanej (mutanty), po 2 godz. od momentu zaindukowania procesu termogenezy,
charakteryzowaly si¢ mniejsza cieptota monitorowanego ogona niz zwierzgta z grupy
kontrolnej. Réznica byta wyraznie zaznaczona, ze $rednig miedzy grupami wynoszacg blisko
2°C. Majac na wzgledzie zakres temperatur, w jakich organizm funkcjonuje optymalnie,

réznica 2°C jest zasadnicza (ryc. 38).
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Rycina 38. Obrazowe (zdjecia w gornej czesci ryciny) i warto$ciowe (wykres w dolenj czeSci) przedstawienie
cieploty ogona zwierzat DicerAdircdCreERT2 - noddanych dziataniu agonisty (CL-316,243); po podaniu agonisty
zwierzeta zostaty pozbawione pokarmu na czas trwania do§wiadczenia; wartosci temperatur odczytano z nasady
ogona; liczba zwierzat w grupie wynosita 7 lub 8; w analizie statystycznej wykorzystano test t-Studenta dla préb
niezaleznych; poziom istotnosci dla préb badanych przedstawiony jest w odniesieniu do grup kontrolnych, z tych
samych punktéw czasowych; **p<0,01
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4.16 Profil mikroRNA w mie¢dzylopatkowej, brazowej tkance tluszczowej

myszy typu dzikiego, po indukcji procesu termogenezy.

Badania zwierzat transgenicznych DicerAdiPodCreERT2

w klatkach metabolicznych oraz
przy uzyciu kamery termowizyjnej pokazaly zaburzenia tych zwierzat w zdolnosci do
wytwarzania energii cieplnej w procesie termogenezy. Ze wzgledu na wystepujaca u nich
mutacj¢, prowadzacg ostatecznie do zaniku dojrzatych form mikroRNA w tkance ttuszczowej,
mozna wnioskowac, ze fenotyp obnizonej termogenezy jest w tym przypadku scisle zwigzany
z funkcjonowaniem mikroRNA. W celu okreSlenia poszczegélnych mikroRNA
zaangazowanych w ten proces, wykonano profilowanie tych czasteczek w sposéb analogiczny
do profilowania z udzialem restrykcji pokarmowych.

Kluczowym punktem czasowym do badania profilu byl punkt 2 godzin od podania
zwierzetom aktywatora termogenezy. W serii poprzednich doswiadczen, obejmujacych badania
metabolitow, hormonéw, parametréw metabolicznych i cieptoty ciata, efekty dziatania agonisty
byly wyraznie widoczny w tym punkcie czasowym.

Uzyskane wartosci ekspresji pozwolity przesledzi¢ grupe mikroRNA o najwyzszej
ekspresji (ryc. 39-40). Podobnie jak w przypadku biatej tkanki ttuszczowej, zaliczaly si¢ do niej
przede wszystkim miR-191, miR-133a, miR-126-3p, miR-193b, oraz miR-150 i miR-16. Ich
wysoka zawarto$§¢ potwierdzita aktualne doniesienia literaturowe, wykazujace szereg
mikroRNA charakterystycznych dla brazowej tkanki tluszczowej (Giiller et al., 2015).
Zawartos¢ tych czasteczek odznaczata si¢ wysokim profilem ekspresji w obydwu grupach
doswiadczalnych.

Wyselekcjonowano nastgpnie grupy wszystkich mikroRNA istotnie statystycznie
zmienionych podczas aktywacji termogenezy, w stosunku do grupy kontrolnej (ryc. 41-42).
Stosujac 3 r6zne metody normalizacji wynikow ekspresji, tylko normalizacja do genu U6 nie
wykazata zadnych istotnie zmienionych mikroRNA. W pozostatych metodach normalizacji
zmiana w profilu mikroRNA byla zauwazalna. Aby ostatecznie przedstawi¢ grupe tych
mikroRNA, ktére moim zdaniem mogtyby by¢ kluczowe dla badanego problemu, kierowano
si¢ przede wszystkim wskaznikiem istotno$ci statystycznej w pordwnywanych grupach oraz

krotnos$cig zmiany (ryc. 43-45).
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ekspresja najliczniejszych miRNA u zwierzat kontrolnych (normalizacja globalna)
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Rycina 39. Ekspresja mikroRNA o najwyzszym poziomie w mi¢dzylopatkowej, brazowej tkance ttuszczowej myszy kontrolnych typu dzikiego; wartosci ekspresji zostaty znormalizowane

do zaznaczonych genéw endogennych lub znormalizowane globalnie; liczba zwierzat w grupie wynosita 4.



ekspresja najliczniejszych miRNA u zwierzat zaindukowanych agonista CL-316,243 (normalizacja globalna)
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ekspresja najliczniejszych miRNA u zwierzat zaindukowanych agonista CL-316,243 (normalizacja sno202)
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ekspresja najliczniejszych miRNA u zwierzat zaindukowanych agonistg CL-316,243 (normalizacja UB)
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Rycina 40. Ekspresja mikroRNA o najwyzszym poziomie w mi¢dzylopatkowej, brazowej tkance ttuszczowej myszy typu dzikiego, zaindukowanych agonista receptoréw P3-

adrenergicznych; wartosci ekspresji zostaty znormalizowane do zaznaczonych genéw endogennych lub znormalizowane globalnie; liczba zwierzat w grupie wynosita 3.



miRNA istotnosc statystyczna (p) krotnosc zmiany srednia wartosc ekspresji

miR-425 0.00540™ 3.680664 3.464963
miF-411 0.01250" 3167607 5552742
miR-339-3p 0.01417* 3.060807 5.593642
miR-146b 0.01613* 2.840209 11.175365
miR-146a 0.01794* 3.001855 13.791389
miR-106b 0.02g14* 2.362673 1.398106
miR-139-5p 0.02989* 3.903194 35.736703
miR-676 0.03121* 6.096548 8.864858
miR-342-3p 0.03461" B.447597 35.667286
miF-328 0.03488" 3.937555 22666710
miF-150 0.03600" 3.502653 289.801482
miR-182 0.03941* 4587399 17. 785856
miR-484 0.04055* 3.949760 144 678526
miF-143 0.04704* 2821237 5.968868
miR-486 0.047086" 2.839051 141.916203

Rycina 41. Lista istotnie zmienionych mikroRNA w mi¢dzylopatkowej, brazowej tkance ttuszczowej myszy typu
dzikiego, zaindukowanych agonista receptoréw Ps-adrenergicznych; wartosci ekspresji zostaty znormalizowane
globalnie i odniesione do grupy kontrolne;j

miRNA istotnosc statystyczna (p) krotnosc zmiany srednia wartosc ekspresji
miR-139-5p 0.00000% 4.033198 199.93540
miR-676 0.00000+ 7.977186 49 57692
miR-145 0.00268™ 2272778 49.60984
miR-320 0.00271* 2275667 401.29653
miR-150 0.00286™ 2.684884 162035671
miR-126-3p 0.00321* 2.660225 6364 63337
miR-203 0.00333 2.634943 198.40605
miR-342-3p 0.00335* 3.997406 199.61569
miR-182 0.00580™ 2.899025 99.42332
miR-143 0.01483" 2.989986 50.21310
miR-328 0.01942* 3.513823 1275311

Rycina 42. Lista istotnie zmienionych mikroRNA w mig¢dzytopatkowej, brazowej tkance tluszczowej myszy typu
dzikiego, zaindukowanych agonista receptoréw fs-adrenergicznych; wartosci ekspresji zostaly znormalizowane
do genu 570202 i odniesione do grupy kontrolne;j
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Rycina 43. Zmiany poziomu ekspresji wyréznionych mikroRNA w miedzylopatkowej, brazowej tkance
tluszczowej u myszy typu dzikiego, po aktywacji procesu termogenezy; wartosci ekspresji zostaly
znormalizowane globalnie oraz wzglegdem genu sno202 i U6; liczba zwierzat w grupie wynosita 3 lub 4; w
analizie statystycznej wykorzystano test t-Studenta dla préb niezaleznych; poziom istotnosci dla préb badanych
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przedstawiony jest w odniesieniu do grupy kontrolnej; *p <0,05 **p<0,01 ***p<0,001
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Rycina 44. Zmiany poziomu ekspresji wyréznionych mikroRNA w miedzylopatkowej, brazowej tkance
thuszczowej u myszy typu dzikiego, po aktywacji procesu termogenezy, cd.; warto$ci ekspresji zostaty
znormalizowane globalnie oraz wzgledem genu sno202 i U6; liczba zwierzat w grupie wynosita 3 lub 4; w
analizie statystycznej wykorzystano test t-Studenta dla préb niezaleznych; poziom istotno$ci dla préb badanych
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przedstawiony jest w odniesieniu do grupy kontrolnej; *p <0,05 **p<0,01 ***p<0,001
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miR-182 (globalna) miR-182 (sn0202) miR-182 (U6)
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Rycina 45. Zmiany poziomu ekspresji wyréznionych mikroRNA w miedzytopatkowej, bragzowej tkance
tluszczowej u myszy typu dzikiego, po aktywacji procesu termogenezy, cd.; wartosci ekspresji zostaty
znormalizowane globalnie oraz wzglgdem genu sno202 i U6; liczba zwierzat w grupie wynosita 3 lub 4; w
analizie statystycznej wykorzystano test t-Studenta dla préb niezaleznych; poziom istotnos$ci dla préb badanych
przedstawiony jest w odniesieniu do grupy kontrolnej; *p <0,05 **p<0,01 ***p<0,001
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5. DYSKUSJA

W  niniejszej pracy wykazano regulacyjng funkcje czasteczek mikroRNA w
metabolizmie biatej oraz bragzowej tkanki ttuszczowej poprzez zablokowanie biosyntezy
mikroRNA ograniczonej do tych tkanek w mysim modelu Dicer/AdiPodCreERT2 76 w7 0ledu na
odmienne role jakie spetniaja obydwa typy tkanki, do ich badania wykorzystano r6zne strategie
doswiadczalne. W przypadku bialej tkanki tluszczowej zastosowanie restrykcji pokarmowe;j
pozwolito na uruchomienie proceséw katabolicznych lipidow, stanowigcych zapasowy materiat
energetyczny dla reakcji oddychania komérkowego. Aktywacja receptoréw B-adrenergicznych
z wykorzystaniem odpowiedniego agonisty pozwolila natomiast na zainicjowanie procesu

termogenezy, uwalniajagcego w komodrkach BAT energie w postaci ciepla.

5.1 W restrykcjach pokarmowych czas miedzy kolejnymi positkami dyktuje

intensywnos¢ przemian metabolicznych

Kazdy wariant restrykcji pokarmowej prowadzi do swoistej zmiany metabolicznej,
ktérej rdzen stanowig te same procesy biochemiczne. Jesli organizm po raz pierwszy zetknie
si¢ z catkowitg utratg dostgpu do pozywienia, uruchomienie zapaséw lipidowych w tkance
tluszczowej nie jest natychmiastowe, za$ przyrost wolnych kwaséw ttuszczowych we krwi
nastepuje na przestrzeni kilkunastu godzin (ryc. 12) (M. R. Soeters, Soeters, Schooneman,
Houten, & Romijn, 2012). Maksymalne stezenie FFA w osoczu podyktowane jest tempem ich
przyrostu na skutek lipolizy, wykorzystaniem w procesie oddychania komoérkowego oraz
procesami przemian tych kwaséw, takich jak reestryfikacja czy ketogeneza. Spadek zawartosci
glukozy réwniez nie jest natychmiastowy w takich warunkach i osigga swoje minimalne
wartosci po kilkunastu godzinach. Stezenie glukozy we krwi w stosowanych w moich
badaniach restrykcjach pokarmowych nigdy nie spadto do wartosci bliskich zeru. Ze wzgledu
na Scistg zalezno$¢ mozgu od glukozy stan hypoglikemi (czyli wartosci st¢zenia glukozy we
krwi ponizej 60 mg/dl u czltowieka) stanowi bezposrednie zagrozenie zycia. Przelaczenie
metabolizmu na wykorzystanie kwaséw tluszczowych w dalszym ciggu nie zapewnia puli
czasteczek ATP dla komérek mézgu, dlatego ze FFA nie mogg przedostac si¢ z krwioobiegu
do tych komoérek. Komérki te polegaja w dalszym ciggu na metabolizmie glukozy, a substratu

tego dostarczajg procesy glikogenolizy oraz glukoneogenezy oraz ciatach ketonowych.
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W niniejszej pracy oprocz standardowej, jednorazowej gtodéwki, zastosowano réwniez
dodatkowy rezim restrykcji pokarmowej jaka jest restrykcja kaloryczna (CR). Istotg tej
restrykcji bylo ograniczenie dziennej liczby spozywanych kalorii, dostarczanych w postaci
porcji pokarmu tylko raz w ciggu doby. Konsekwentne utrzymanie tego schematu przez okres
kilku tygodni pozwolito na zaobserwowanie prawidlowosci w kinetyce reakcji
odpowiedzialnych za utylizacj¢ kwasoéw tluszczowych, stanowigcych nadrzedny substrat
energetyczny w restrykcjach pokarmowych (ryc. 12, 15). Utrzymanie rezimu CR u zwierzat nie
wydaje si¢ zmienia¢ znaczgco tempa przyrostu FFA w stosunku do glodéwki krétkookresowe;.
Zaobserwowano natomiast mniejszy przyrost ciat ketonowych. Jest jednak mozliwe, ze efekt
ten spowodowany jest krétszym czasem odstepu od pokarmu w trakcie restrykcji kaloryczne;.
Zgodnie z obserwacjg zwierz¢ potrzebowalo ok. 3 godzin na spozycie calej porcji pokarmu od
chwili jego podania, co ostatecznie przektada si¢ na ok. 20-godzinny czas odstepstwa od
pozywienia. W glodéwce czas ten wynosit natomiast 24 godziny. Niespdjne sg jednak dane na
temat pomiaru zawartosci glukozy. W zaleznosci od pory dnia, w ktérej zwierz¢ otrzymywato
porcje pokarmu, st¢zenie glukozy we krwi charakteryzowato si¢ albo podobng kinetyka zmian
tego metabolitu, jak w przypadku gtodéwki, albo statym poziomem, utrzymujacym si¢ przez
okres 24 godzin. Pewnym jest jednak, ze wykorzystanie glukozy w restrykcji kalorycznej byto
najbardziej intensywne w przeciggu pierwszych godzin od podania jedzenia, czego dowodza
wyniki z pomiaréw wspotczynnika RER uzyskanych z wykorzystaniem systemu Phenomaster,
w ktérych warto$¢ tego wspdiczynnika jest bliska 1, $wiadczagca o wykorzystaniu
weglowodanéw jako wiodacego metabolitu dostarczajacego energii w postaci ATP (ryc. 15).
Na uwage zasluguje rowniez zdecydowanie najwigkszy wyrzut insuliny po positku w rezimie
CR wieczornym. Moze to swiadczy¢ o tym, ze o tej porze dnia zagospodarowanie takiej samej
dawki glukozy wymaga wigkszego stezenia insuliny.

Nadrzegdnym wnioskiem ptyngcym z doswiadczen z wykorzystaniem restrykcji
kalorycznej jest przekonanie, ze tempo zmian st¢zen poszczegdlnych metabolitéw nie byto
uzaleznione od kalorycznosci (wielkosci porcji) pokarmu, ale raczej od czasu pomig¢dzy
kolejnymi positkami. Zawarto$¢ kwasoéw ttuszczowych w osoczu osiggala najwyzsze wartosci
w chwili podania jedzenia, nast¢pnie spadata gwattownie po konsumpcji i w ciggu nastepnych
godzin rosta ponownie aby osiggna¢ swoje maksimum pod koniec cyklu restrykcji kaloryczne;.
Prawidlowos¢ ta mozna wykorzysta¢ przy planowaniu badan, zwiazanych z oznaczaniem
profilu metabolicznego zwierzat. W warunkach ad libitum, stezenie metabolitow 1 hormonéw
jest podyktowane w duzej mierze samodzielnym dawkowaniem jedzenia przez zwierze, co jest

zalezne migdzy innymi od jego aktualnej wagi (zawartosci tkanki tluszczowej), czy tez
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funkcjonowania osrodkéw gtodu i sytosci w mézgu. Moment konsumpcji jedzenia w ciggu
doby moze r6zni¢ si¢ migdzy poszczegdlnymi osobnikami w danej grupie eksperymentalnej i
przez to przeklada¢ si¢ na mniejsze lub wigksze réznice w otrzymywanych wynikach.
Wykorzystanie czasowej restrykcji pokarmowej pozwala na zniwelowanie tych réznic. W
takim przypadku eksperymentator ma wigkszg kontrole nad kinetyka reakcji metabolicznych i
mozliwos¢ dobrania odpowiednich punktéw czasowych dla przeprowadzanych pomiaréw.
Nalezy pamigtac, ze nie jest konieczne ograniczenie dostarczanych kalorii zwierzeciu, ale
raczej rozdzielenie porcji pokarmowych w czasie trwania cyklu okotodobowego. Ten rodzaj
restrykcji okresla si¢ mianem czasowej restrykcji pokarmowej i skupia ona na sobie uwage
badaczy w ostatnich latach (Acosta-Rodriguez, de Groot, Rijo-Ferreira, Green, & Takahashi,
2017; Chaix, Zarrinpar, Miu, & Panda, 2014; Pellegrini et al., 2020; Rynders et al., 2019).

5.2 W restrykcjach pokarmowych zmiany hormonalne wspéitworza

przemiany metaboliczne i warunkuja motywacje¢ do poszukiwania jedzenia

W moich badaniu zmianom stezen substratdéw energetycznych w restrykcjach
pokarmowych towarzyszyta zmiana w zawarto$ci hormonéw — insuliny oraz leptyny. W 24-
godzinnej gtodowce obnizajacy si¢ poziom glukozy we krwi skorelowany byt ze spadkiem
hormonu insuliny, za$ przybywajaca ilos¢ wolnych kwasow tluszczowych zwigzana byla z
rownoczesnym spadkiem leptyny. Spadek poziomu tego hormonu byt najprawdopodobnie;j
uwarunkowany wyczerpywaniem si¢ zapaséw tréjglicerydow magazynowanych w biatej
tkance tluszczowej (zmniejszaniem pojemnosci tkanki), bedacym sygnatem regulujacym
sekrecj¢ leptyny. W wariantach restrykcji kalorycznej podanie pokarmu powodowato
zauwazalny wzrost insuliny na skutek dostarczenia puli wgglowodandéw. Nie miato to jednak
wyraznego wptywu na ogdlne stezenie glukozy we krwi, najprawdopodobniej ze wzgledu na
bardzo szybkg asymilacje tego metabolitu do wne¢trza komoérki. Gwattowny wzrost
wspolczynnika RER réwniez wskazuje na intensywne wykorzystanie glukozy w procesach
energetycznych. Tylko w przypadku porannego wariantu CR poziom glukozy wzrastal, po
czym malal ponownie tak jak to miato miejsce w glodéwce. Mozna przypuszczaé, ze
zainicjowanie restrykcji pokarmowej po raz pierwszy, powoduje spadek glukozy w
poczatkowej fazie trwania restrykcji, za§ pdzniej jest on utrzymywany na wzglednie statym

poziomie, wskutek endogennej produkcji glukozy.
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Réwnolegle do wzrostu zawarto$ci insuliny popositkowej we krwi, obserwowano
przejsciowy wzrost hormonu leptyny, przypuszczalnie wskutek asymilacji FFA do biatej tkanki
ttuszczowej (zwigkszenie pojemnosci tkanki). Dostarczenie porcji pokarmu zwierzeciu
skorelowane bylo takze z istotnym spadkiem jego aktywnosci w ciggu nastepnych godzin.
Trzeba zaznaczy¢, ze efekt ten nie byt spowodowany tylko i wytacznie konsumpcja
pozywienia, albowiem niska aktywno$¢ utrzymywana byla takze po catkowitym spozyciu
pokarmu. Obnizenie aktywnosci zwierzgcia zwiazane jest przypuszczalnie z dzialaniem
leptyny, wplywajacej na homeostaz¢ energetyczng m.in. poprzez regulacje posrednig lub
bezposrednig mézgowych osrodkéw zwigzanych z glodem i sytoscig, motywacja oraz ogdlnie
pojeta lokomotoryka. Kluczowa rola leptyny w aktywnym poszukiwaniu pozywienia (z ang.
food-seeking behavior) zostata potwierdzone takze w moich badaniach poprzez zastosowanie
klatek Skinnera. Do$wiadczenia te dowiodty, ze przegtodzone zwierze (tuz przed kolejng porcja
pozywienia), pozostajace w rezimie CR oraz potraktowane leptyng, odznaczato si¢ wyraznie
mniejszym stopniem motywacji w kierunku pozyskania pokarmu w poréwnaniu do zwierzat

kontrolnych (ryc. 16).

5.3 Podobienstwa i roéznice miedzy restrykcja pokarmowa a procesem

termogenezy

Aktywacja termogenezy jest Scisle zwigzana z rozprz¢ganiem elektronéw w blonie
mitochondrialnej dzieki obecnosci biatka UCP1. Aby proces ten mégt zachodzi wydajnie
niezbedny jest staly naptyw elektronéw, ktérych zrédtem sg bezposrednio nosniki NADH oraz
FADH. Obydwa przekazniki pozyskiwane sa w tej formie w cyklu Krebsa, napedzanego m.in.
przez wolne kwasy tluszczowe, tak jak ma to miejsce w restrykcji pokarmowej. Stymulacja
procesu termogenezy przez aktywacj¢ receptoroOw [sz-adrenergicznych w moim badaniu
powodowata gwattowny wzrost zawartosci FFA we krwi przy jednoczesnym spadku glukozy.
Zaleznos¢ ta byta analogiczna do sytuacji jaka wystgpowata w gtodéwce krétkookresowej lub
przy przediuzajacym si¢ stanie popositkowym w wariantach restrykcji kalorycznej. Wnioskuje
si¢ zatem, ze to kwasy tluszczowe sg kluczowym substratem energetycznym dla procesu
termogenezy.

Restrykcja pokarmowa i wytwarzanie ciepta réznity si¢ jednak miedzy sobg na
poziomie hormonalnym. Mowa tu przede wszystkim o insulinie, ktdrej stezenie wzrosto

gwaltownie po 2 godzinach od zainicjowania termogenezy. Wydaje si¢ malo intuicyjne, aby
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wzroscie zawartosci insuliny we krwi towarzyszyt réwnoczesny wzrost zawarto$ci kwasow
tluszczowych, przede wszystkim ze wzgledu na dobrze poznane wtasciwosci antylipolityczne
tego hormonu. Istnieje jednak prawdopodobienstwo, ze w warunkach po aktywacji receptoréw
B-adrenergicznych zadaniem insuliny jest nasilenie transportu FFA w postaci lipoprotein TRL
(z ang. Triglyceride-Rich Lipoproteins) do wnetrza komoérek brazowej tkanki tluszczowej
celem zwigkszenia podazy tego substratu dla procesu termogenezy (Heine et al., 2018). Autorzy
tej pracy wykazali, ze zahamowanie dzialania insuliny lub zaburzenie przekaznictwa

insulinowego w BAT zaburza pobdr tego substratu energetycznego i efektywng termogeneze.

5.4 Skutecznos¢ systemu Cre-loxP warunkuje obserwacje fenotypu zwierzat
transgenicznych DicerAdipodCreERT2

Wykorzystanie transgenicznych linii zwierzat z obnizong zdolnos$cig do wytwarzania
czasteczek mikroRNA w moim badaniu miato za zadanie uwidoczni¢ fenotyp, dzieki ktéremu
mozliwe byloby rozpoczecie prac na okreSleniem roli jaka spelniajg te czgsteczki w
funkcjonowaniu tkanki tluszczowej. Wprowadzenie czynnikéw uruchamiajgcych procesy
$cisle zwigzane z rolg kazdej z typéw tkanki u tych zwierzat przyniosto odrebne rezultaty.
Zainicjowanie procesu termogenezy w brazowej tkance ttuszczowej pozwolilo zaobserwowac
istotnie obnizong zdolnos$¢ do generowania ciepta. Tym samym nakierowato na poszukiwanie
powigzan miedzy mikroRNA a elementami, niezbednymi dla przeprowadzania tego procesu.
Wprowadzenie restrykcji pokarmowej nie przyniosto natomiast wyraznie zaznaczonego efektu.
Zwierzeta te co prawda odznaczaly si¢ zwigkszong zawartoscig glukozy we krwi po 24
godzinach glodzenia w stosunku do zwierzat kontrolnych, jednak ogdlna charakterystyka
parametréw metabolicznych pozostawata u nich zblizona. Warto zaznaczy¢ réwniez, ze
wartosci tych parametrow pozostawatly statystycznie niezmienione w fazie aktywnej zwierzat,
podczas ktorej procesy metaboliczne w danych warunkach doswiadczalnych powinny byc¢
teoretycznie najbardziej nasilone. Rowniez w warunkach ad libitum grupa zwierzat badanych
nie wykazata zadnych zmian w poréwnaniu do grupy kontrolne;j.

Szukajac przyczyn dla obserwowanej charakterystyki zwierzat DicerAdiPodCreERT2,

w
kontekscie funkcjonowania biatej tkanki tluszczowej, wyjasnienia moze dostarczy¢
skuteczno$¢ samego modelu do§wiadczalnego, umozliwiajacego globalne usunig¢cie czgsteczek
mikroRNA. Weryfikacja wydajnosci systemu Cre-loxP pokazata, ze byt on mniej specyficzny

w stosunku do biatej, anizeli do bragzowej tkanki tluszczowej. Ponadto w podtypie
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okotogonadalnej bialej tkanki (PG) nie wykazano zadnego efektu usunigcia mikroRNA i w
zwigzku z tym tkanka ta mogta spetnia¢ swojg wilasciwg funkcj¢. Takze w innych podtypach
WAT cze$¢ komérek mogla pozostawa¢ niezmieniona na skutek mozaikowej rekombinacji.
Wskazuje to na mozliwo$¢ kompensacji uktadu, w ktérym niezmienione komorki byty w stanie
zapewni¢ poprawne funkcjonowanie catej tkanki. Nalezy podkresli¢, ze wzér rekombinacji
uzyskany w moich doswiadczeniach odbiega od wzoru, ktéry wykazali twoércy linii
AdipoqCreERT2 w oryginalnej publikacji (Sassmann et al., 2010). Badacze ci za pomoca
zastosowania Cre-zaleznej linii reporterowej Rosa26-LacZ stwierdzili bardzo wydajng
rekombinacj¢ w biatej tkance tluszczowej. Natomiast rekombinacja w brazowej tkance
ttuszczowej siggata tylko kilkunastu procent komoérek. R6znice we wzorze rekombinacji w tej
samej linii  AdipoqCreERT2 w rdéznych laboratoriach moze wynika¢ z faktu
wielogeneracyjnego krzyzowania zwierzat i wprowadzania zmienionego tla genetycznego,
majacego wpltyw na ekspresje transgenu. Réznica ta jest obserwowana mimo, ze w linii
AdipoqCreERT2 rekombinaza CreERT2 jast umieszczona na sztucznym chromosomie
bakteryjnym (BAC) o wielkosci kilkudziesigciu tysigcy par zasad, co powinno uniezalezniac jg

od wptywu sekwencji otaczajacych.

AdipoqCreERT2

5.5 Zwierzeta transgeniczne Dicer charakteryzujq si¢ obnizona

termogeneza

AdipoqCreERT2 zostala

Zmniejszona skuteczno$¢ wytwarzania ciepla przez zwierzeta Dicer
potwierdzona w moim badaniu dzieki wykorzystaniu systemu klatek metabolicznych oraz
zastosowaniu kamery termowizyjnej. Zwierzeta te po 2 godz. od podania agonisty receptorow
Bs-adrenergicznych charakteryzowaly si¢ mniejszym, ogélnym wydatkiem energetycznym niz
zwierzeta z grupy kontrolnej. Takze monitorowanie temperatury na powierzchni ogona
wskazywato na nizszg zdolno$¢ do wytwarzania ciepla u tych zwierzat. Poniewaz linia

Dic eI.AdipoqueERT2

umozliwia usunigcie sekwencji genu Dicerl w komoérkach tkanki
tluszczowej, wiemy, ze obserwowany fenotyp jest $cisle zwigzany z brakiem funkcjonalnych
czasteczek mikroRNA w tej tkance. Odpowiedzi na pytanie w jaki sposdb proces termogenezy
utrzymywany jest pod kontrolg mikroRNA miaty dostarczy¢ m.in. informacje o zmianie w
stezeniach substratéw energetycznych w osoczu (przede wszystkim FFA), zaangazowanych w
funkcjonowanie tego procesu. Przemiany tych substratow sa bowiem S$cisle kontrolowane

dzialaniem enzymoéw wewnatrzkomorkowych, ktére stanowia cel dla wielu mikroRNA.
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Jednakze myszy linii Dicer/diPodCreERT2

nie wykazaty istotnych réznic w gospodarowaniu
substratami energetycznymi w poréwnaniu do zwierzat kontrolnych oraz do zwierzat typu
dzikiego. Jako ze wynik ten dostarczal informacji na temat braku zmian w osoczu,
prawdopodobnie przyczyn rozregulowania procesu termogenezy nalezy szuka¢ bezposrednio
wewnatrz komodrek BAT. Komdrki brazowej tkanki tluszczowej moglyby woéwczas
charakteryzowa¢ si¢ zmienionym profilem substratow energetycznych przy jednoczesnym,

niezmienionym profilu tych substratéw w osoczu.

5.6 Zmieniony profil ekspresji mikroRNA w brazowej tkance tluszczowej

myszy typu dzikiego dostarcza wskazowek dla wyjasnienia fenotypu

obnizonej termogenezy u zwierzat transgenicznych DicerAdiPedCreERT2

Doswiadczenia zwigzane z aktywacja procesu termogenezy u zwierzat typu dzikiego
wylonity szereg mikroRNA, zmienionych na skutek dziatania agonisty CL-316,243.
Korzystajac z ogélnodostepnych narzedzi bioinformatycznych takich jak TargetScan, sposrod
listy otrzymanych przez nas mikroRNA wyselekcjonowano te, ktére wykazujg sekwencje
komplementarng (w obrebie sekwencji ,,seed””) do sekwencji w 3’UTR czasteczek mRNA,
kodujacych biatka powigzane z omawianym procesem generowania ciepla. Pig¢ czasteczek
mikroRNA okazata si¢ by¢ komplementarna do mRNA dla samego biatka termogeniny
(UCP1). Do tego grona zaliczono miR-150, miR-676, miR-203, miR-146a oraz miR-106b.
Dodatkowo zmiana miR-193b, ktérego zwigzek z funkcja biatka UCP1 jest postulowany
(Feuermann et al., 2013; Sun et al., 2011), w mojej analizie byta bliska uzyskania istotnosci
statystycznej na poziomie p < 0,05. Ponadto dwa mikroRNA - miR-124 oraz miR-182 - okazaty
si¢ komplementarne do mRNA dla lipazy triacyloglicerolowej (ATGL). MiR-124 odznaczato
si¢ rowniez wigzaniem do mRNA lipazy zaleznej od hormonéw (HSL), za§ wspomniane
wczesniej miR-106b takze do lipazy monoacyloglicerolowej (MAGL). Komoérki BAT
charakteryzowane sg jako te, gromadzace zapasy lipidowe dla wtasnego uzytku (Frankl et al.,
2019). Wszystkie wymienione lipazy katalizujg reakcje hydrolizy glicerydéw, dostarczajac w
ten sposob kwaséw tluszczowych, ktére napedzaja proces termogenezy. Jedynie miR-139-5p,
ktére uzyskalo w mojej analizie wysokg istotno$¢ statystyczng w normalizacji sno202, nie
ujawnito komplementarnosci do czasteczek mRNA, powigzanych z termogenezg.

Wszystkie wyszczegdlnione przez nas mikroRNA wykazaty podwyzszong ekspresje w

odpowiedzi na traktowanie agonistg CL-316,243 u zwierzat typu dzikiego. Ze wzgledu na to,
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ze gléwng funkcjg mikroRNA jest represja translacji docelowych mRNA, taki wzrost ekspresji
mikroRNA po indukcji agonistag moze by¢ zwigzanych z préba przywrdcenia prawidtowego
poziomu np. wyzej opisanych lipaz. Usuni¢cie mikroRNA w komérkach BAT w modelu

Dic erAdipoqueERTZ

moze powodowac rozregulowanie ekspresji bialek zaangazowanych w
termogenez¢ i brak mozliwosci ich kontroli w drodze translacji a w konsekwencji réwniez
kontroli poprzez modyfikacje potranslacyjne np. fosforylacje. Warto dodaé, ze wzrost
zawartosci miR-203 w komorkach brazowej tkanki tluszczowej po aktyAwacji procesu
termogenezy zostat zaobserwowany réwniez przez innych badaczy (Xiaolong et al., 2019).
Ponadto pierwsze proby zahamowania ekspresji pojedynczych mikroRNA wykazaty w
przypadku miR-32 jego kluczowa role w tolerancji na chiéd oraz zalezng od BAT termogeneze
(Ng et al., 2017). Aby catkowicie wyjasni¢ rolg¢ mikroRNA w tkance ttuszczowej pozadane
byloby posiadanie informacji o zmianach w profilu mikroRNA réwniez w komérkach WAT po

aktywacji termogenezy, aby okresli¢ ich ewentualny wplyw na stan funkcjonowania lokalnych

lipaz.

5.7 Zmieniony profil ekspresji mikroRNA w bialej tkance tluszczowej jest
powiazany z fenotypem metabolicznej odpowiedzi organizmu na restrykcje

pokarmowa

Okreslenie wplywu czasteczek mikroRNA na fenotyp metabolicznej odpowiedzi
organizmu na restrykcje pokarmowg okazato si¢ ktopotliwe z kilku powodéw. Po pierwsze w
odréznieniu od badan skupionych na brazowej tkance tluszczowej 1 generowaniu przez nig
ciepta, ktére odbywa si¢ na drodze dobrze zdefiniowanego procesu, wprowadzenie restrykcji
pokarmowej uruchamia szereg proceséw w bialej tkance ttuszczowej, prowadzacych wspdlnie
do obserwowanego fenotypu. Spodziewac si¢ nalezalo zatem regulacji tego fenotypu nie na
poziomie jednego lub kilku mikroRNA, ale raczej wielu czgsteczek z tej grupy, kontrolujacych
te procesy. Badania z wykorzystaniem zwierzat typu dzikiego potwierdzilty te zalozenia, gdyz
wprowadzenie restrykcji kalorycznej pozwolito zaobserwowa¢ istotng zmian¢ ponad 40
mikroRNA w obrebie WAT. Niestety wykorzystanie zwierzat linii transgenicznej

AdipoqCreERT2

Dicer w doswiadczeniach, w ktérych zwierzeta te poddano restrykcji pokarmowej,

nie pokazato oczekiwanych, wyraznie widocznych zaburzen w gospodarowaniu substratami
energetycznymi, ani w monitorowanych parametrach metabolicznych. Jedynie zmiany w

AdipoqCreERT2

zawartosci glukozy u myszy Dicer wskazujg, ze potencjalnie kluczowych
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mikroRNA nalezy szuka¢ w grupie kontrolujacej ekspresj¢ biatek/enzymoéw powigzanych z
wewnatrzkomorkowa gospodarkg weglowodanowa. Sposrdd wszystkich zmienionych
mikroRNA wykrytych w profilowaniu bialej tkanki tluszczowej, na uwage zastuguja dwa
mikroRNA: miR-29c oraz let-7i. Wedtug obecnego stanu wiedzy miR-29c zaangazowane jest
w gospodarke weglowodanowa, celujac w geny dla substratu receptora insulinowego IRS-1
(Nigi et al., 2018) oraz transportera dla glukozy GLUT4 (Esteves, Enguita, & Machado, 2017),
co potwierdza powigzanie tych mikroRNA ze zmianami obserwowanymi w przeprowadzonych

doswiadczeniach.
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6. PODSUMOWANIE I WNIOSKI

W niniejszej pracy przeprowadzono badania, z ktérych mozna wyciagna¢ nastepujace wnioski:

AdipoqCreERT2

*  Mysi model Dicer stanowi skuteczne narzgdzie do badania globalnej funkcji

mikroRNA w tkance tluszczowej, w szczegdlnosci w brazowej tkance ttuszczowe;j.

* W metabolicznej odpowiedzi organizmu na restrykcje pokarmowe oraz na indukcj¢

termogenezy wystepuja podobienstwa.

* MikroRNA brazowej tkanki ttuszczowej sg niezbedne do prawidlowego przebiegu

procesu termogenezy w tej tkance.

e Zidentyfikowany zestaw mikroRNA (m.in. miR-29c, let-7i, miR-21, miR-196b, miR-
199a-3p, miR-188-5p, miR-126-5p, miR-142-3p, miR-322, miR-150, miR-676, miR-
203, miR-146a, miR-106b, miR-124, miR-182) wydaje si¢ petnic istotng rolg¢ w procesie
przemian metabolicznych zwigzanych z restrykcjami pokarmowymi oraz indukcja

termogenezy.

Powyzsze wnioski wskazujg na kluczowa rol¢ mikroRNA w kontroli wewnatrzkomérkowych
przemian metabolicznych w tkance tluszczowej, zwigzanych z odpowiedzig komérki na

czynniki zewngtrzne.
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