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WYKAZ STOSOWANYCH SKROTOW

o-MSH (ang. a-melanocyte stimulating hormone) - melanotropina

3V (ang. Third ventricle) - trzecia komora

5-HTac (ang. 5-hydroxytryptamine receptor) - receptor dla serotoniny

AAV (ang. Adeno-associated viruses) - wirusy zwigzane z Adenowirusami

ACTH (ang. Adenocorticotropic hormone) - hormon adrenokortykotropowy

AgRP (ang. Agouti-related protein) - biatko zwigzane z agouti

AMPK (ang. 5°’AMP-activated kinase) - kinaza aktywowana 5’ AMP

ANOVA (ang. Analysis of variance) - analiza wariancji

ARC (ang. Arcuate nucleus) - jadro tukowate podwzgorza

BAC (ang. Bacterial artificial chromosome) - sztuczny chromosom bakteryjny
BAT (ang. Brown adipose tissue) - brazowa tkanka thuszczowa

BNST (ang. Bed nucleus of stria terminalis) - jadro tozyskowe prazka krancowego
CaMKIlla (ang. Ca’*/calmodulin dependent protein kinase II) - kinaza biatkowa zalezna od
wapnia 1 kalmoduliny

cAMP (ang. Cyclic adenosine monophosphate) - cykliczny adenozynomonofosforan
CART (ang. Cocaine and amphetamine regulated transcript) - uktad regulowany kokaing 1
amfetaming

Cas (ang. CRISPR-associated system) - biatko zwigzane z CRISPR

CBP (ang. CREB-binding protein) - biatko wigzagce CREB

CCK (ang. Cholecystokinin) - cholecystokinina

CCR4 (ang. Carbon Catabolite Repressor 4) — repressor katabolitowy wegla 4
NOT (ang. Negative Regulator of Transcription) — negatywny regulator transkrypcji
c¢DNA (ang. Complementary DNA) - komplementarne DNA

CEA (ang. Central amygdala) - jadro centralne ciala migdatlowatego

ChR2 (ang. Channelrodopsine 2) - rodopsyna kanalowa 2

ChT (ang. Choline transporter) - transporter choliny

CKO (ang. Conditional knock-out) - warunkowe usuniecie genu

CLIP (ang. Corticotropin-like intermediate peptide) - peptyd kortykrotropinopodobny
przedniego ptata przysadki

CRISPR/Cas9 (ang. Clustered Regularly Interspaced Short Palindromic Repeats) -
grupowane regularnie rozmieszczone krotkie powtorzenia palindromiczne

crRNA (ang. CRISPR-RNA)



DAB (ang. 3’3 diaminobenzidine) - 3°3- diaminobenzydyna

DAPI (ang. 4 ', 6-diamidino-2-phenylindole) - 4',6-diamidyno-2-fenyloindol

DGCRS (ang. DiGeorge Critical region 8) - krytyczny region syndromu DiGeorge’a
dH»O (ang. distilled water) - woda destylowana

DMEM (ang. Dulbecco’s modified Eagle’s medium) — modyfikacja Dulbecco pozywki
hodowlanej Eagle’a

DMH (ang. Dorsomedial hypothalamus) - jadro grzbietowo-przysrodkowe podwzgorza
DREADD (ang. Designer Receptors Exclusively Activated by Designer Drugs) - receptor
aktywowany wylacznie przez syntetyczny ligand

dsDNA (ang. double strand DNA) - podwojnoniciowe DNA

EDTA (ang. Ethylenediaminetetraacetic acid) - kwas etylenodwuaminoczterooctowy
eNpHR (ang. Natronomonas halorhodopsin) — halorodopsyna Natromonas

ER (ang. Estrogen receptor) - receptor estrogenowy

ER-LBD (ang. Estrogen receptor ligand binding domain) - domena wigzaca ligand receptora
estrogenowego

ERT?2 (ang. Estrogen ligand-binding domain) - domena wigzaca ligand estrogenowy
EYFP (ang. Enhanced yellow fluorescent protein) - wzmocnione biatko z6ltej fluorescencji
FBS (ang. Fetal bovine serum) - ptodowa surowica bydleca

GABA (ang. Gamma-aminobutyric acid) - kwas gamma-aminomastowy

Gad (ang. Glutamate decarboxylate) - dekarboksylaza glutaminianu

GCaMP (ang. GFP Calmodulin peptide) - biatko zielonej fluorescencji i biatko kalmoduliny
GFP (ang. Green fluorescent protein) - biatko zielonej fluorescencji

GHSR (ang. Growth hormone secretagogue receptor) - receptor wydzielania hormonu
wzrostu

GLP-1 (ang. Glucagon-like peptide 1) - glukagonopodobny peptyd 1

GLP-1R (ang. Glucagon-like peptide receptor) - receptor dla glukagonopodobnego peptydu 1
GW182 (ang. Glycine-Tryptophan-Repeat Containing Protein of 182 kDa) - bialko z
powtdrzeniami glicyny i tryptofanu o masie 182 kDa

HEK?293 (ang. Human Embryonic Kidney 293 Cells) - ludzkie embrionalne komoérki nerki
293

hGH PolyA (ang. Human growth hormone polyadenylation signal) — sygnat poliadenylacji
ludzkiego hormonu wzrostu

Hprt (ang. Hypoxanthine Phosphoribosyltransferase 1) - Fosforybozylotransferaza
hipoksantyny 1



hSyn (ang. Human Synapsin) - ludzka synapsyna

IHC (ang. Immunohistochemistry) - immuohistochemia

INSR (ang. Insulin receptor) - receptor dla insuliny

ITR (ang. Inverted terminal repeats) - odwrdcone powtorzenia koncowe

KO (ang. Knock-out) - usunigcie genu

LepR (ang. Leptin receptor) - receptor dla leptyny

LH (ang. Lateral hypothalamus) - jadro boczne podwzgorza

MC3R/MCA4R (ang. Melanocortin receptor 3/4) - receptor melanokortynowy 3/4
MGB-NFQ (ang. Minor groove binder — nonfluorescent quencher) — niefluorescencyjny
element wygaszajacy wigzacy si¢ do matego rowka

miRISC (ang. miRNA induced silencing complex) - kompleks wyciszajacy indukowany
obecnoscig mikroRNA

miRNA (ang. microRNA) - mikroRNA

MPO (ang. Medial preoptic nucleus) - przysrodkowe jadro przedwzrokowe
MRE (ang. miRNA response elements) - element odpowiedzi na miRNA

mTOR (ang. Mechanistic target of rapamycin) - mechanistyczny cel rapamycyny
NHEJ (ang. Non-homologous end joining) - niechomologiczne taczenie koncow
NLPZ - niesteroideowe leki przeciwzapalne

NPY (ang. Neuropeptide Y) - neuropeptyd Y

NSS (ang. Normal swine serum) - normalna §winska surowica

NTS (ang. Nucleus of solitary tract) - jadro pasma samotnego

PABPs (ang. Poly-A-Binding Proteins) — biatka wigzace si¢ z ogonem Poly A
PAM (ang. Protospacer adjacent motif) - motyw sasiadujacy do protospacer
PAN2-PAN3 (ang. Poly-A-specific Ribonuclease) - rybonukleazy specyficzne dla
ogonaPolyA

PBN (ang. Parabrachial nucleus) - jadro pararaszkowe

PBS (ang. Phosphate buffered saline) - sl fizjologiczna buforowana fosforanami
PBS-T (ang. Phosphate buffered saline TritonX-100) - sol fizjologiczna buforowana
fosforanami z dodatkiem Triton-X

PC (ang. Prohormone convertase) - konwertazy prohormonéw

PCR (ang. Polymerase chain reaction) - tancuchowa reakcja polimeryzacji

PEI (ang. Polyethylenimine) - polietylenoimina

PFA (ang. Paraformaldehyde) - paraformaldehyd

PM (ang. Premamillary nucleus) - jadro przedstrzatkowe



POMC (ang. Proopiomelanocortin) - proopiomelanokortyna

PVH (ang. Paraventricular nucleus) - jadro przykomorowe podwzgorza

PVT (ang. Paraventricular thalamus) - jadro przykomorowe wzgorza

PWS (ang. Prader-Willi Syndrome) - zespot Prader-Willi

qPCR (ang. Quantitative polymerase chain reaction) — ilo§ciowa reakcja fancuchowa
polimerazy

RFP (ang. Red fluorescent protein) - biatko czerwonej fluorescencji

RISC (ang. RNA-induced silencing complex) — indukowany obecnoscig RNA kompleks
wyciszajacy

RT-PCR (ang. Real-time polymerase chain reaction) - reakcja tanhcuchowa polimerazy w
czasie rzeczywistym

SD (ang. Standard deviation) - odchylenie standardowe

SEM (ang. Standard error of the mean) - standardowy biad $rednie;j

sgRNA (ang. single guide RNA) — pojedyncze wiodace RNA

Sim1 (ang. Single-minded homolog 1) - jednokierunkowy czynnik transkrypcyjny 1

SO (ang. Supraoptic nucleus) - jadro nadwzrokowe

ssDNA (ang. single strand DNA) - pojedynczoniciowe DNA

Sst (ang. Somatostatin) - somatostatyna

TALEN (ang. Transcription activator-like effector nucleases) - nukleazy efektorowe podobne
do aktywatora transkrypcji

TDP-43 (ang. TAR DNA binding protein, 43kDa) - biatko wigzace si¢ do sekwencji DNA
TAR

tdTomato (ang. Tandem dimer Tomato) - tandemowe podwojne Tomato

TIDA/THDA (ang. Tuberoinfundibular /tuberohypophyseal dopaminergic) -
dopaminergiczne neurony tuberolejkowate/tuberoprzysadkowe

tracrRNA (ang. trans-activating RNA) — trans-aktywujace RNA

TRH (ang. Tyreotropine releasing hormone) - hormon uwalniajacy tyreotroping

tSNE (ang. t-Distributed Stochastic Neighbor Embedding) — stochastyczna metoda
porzadkowania elementow sgsiadujacych w oparciu o rozktad t

VACAT (ang. Vesicular acetylocholine transporter) - naczyniowy transporter acetylocholiny
VGAT (ang. Vesicular GABA transporter) - pgecherzykowy transprter GABA

Vglut2 (ang. Vesicular glutamate transporter 2) - pecherzykowy transporter dla glutaminianu
VIPAG (ang. Ventrolateral periaqueductal grey matter) - brzuszno-boczna istota szara

okotowodociggowa
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VMH (ang. Ventro-medial hypothalamus) - jadro brzuszno-przysrodkowe podwzgorza
VP (ang. Viral proteins) - (kapsydowe) biatka wirusa

WPRE (ang. Woodchuck hepatitis virus posttransriptional regulatory element)-
potranslacyjny elemet regulatorowy wirusa zapalenia watroby §wistaka

ZFN (ang. Zinc finger nucleases) — nukleazy zawierajace motyw palca cynkowego
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ABSTRACT

Food is the foundation of the survival pyramid while hunger is the primary drive that motivates
the search for and acquisition of nourishment. The brain is the locus of the superior centers
involved in the regulation of hunger and satiety. The arcuate nucleus, located in the immediate
vicinity of the median eminence in the hypothalamus, is the primary first-order center
processing information about the body's energy status. Its composition includes two populations
of opposing neurons: AgRP/NPY - stimulating food intake and POMC/CART - responsible for
promoting satiety and appetite suppression. Any disturbances within this center and in the
communication of the arcuate nucleus with second-order neurons in other centers may lead to
changes in eating behavior and the development of metabolic diseases such as obesity.

This dissertation chiefly aims to investigate the involvement of AgRP/NPY neurons in the
development of obesity in animals with the neurospecific deletion of the Dicer! gene. In
addition, an important aspect of the work was an attempt to draw a broader picture of the
miRNA-dependent regulation of hunger and satiety in GABAergic and glutamatergic neurons.
Dicer is an enzyme the endonucleolytic action of which leads to the production of mature forms
of microRNA (miRNA) molecules regulating the translation process. Cells deprived of the
Dicerl gene lack functional, canonical microRNAs. The research problem required the use of
several transgenic mice models. All models were based on the Cre-loxP system, where
recombination was induced by Tamoxifen in some and administration of the AAV viral vector
regulating the inserted transgene with the AgRP promoter or by using CRISPR/Cas9
technology in others. Analysis and modification of successive transgenic models resulted in
high specificity of the introduced change, selectively in AgRP/NPY neurons.

Models with Dicerl removal in the GABAergic and glutamatergic neurons of the
arcuate nucleus revealed no weight gain while maintaining increased appetite (GadCreCas9) or
a different weight gain kinetics unrelated to increased consumption (Vglut2CreCs9). Analysis
of the obtained research models with the modification aimed at AgRP neurons evidenced that
the system with the induced Dicer! deletion in adult AgRP neurons (AgRPCreERT2Dicerfl/l)
does not allow for conclusions about the involvement of these neurons, due to the insufficient
level of recombination in this lineage. The remaining models provided significant information.
The model with the inducible loss of microRNA in mature CaMKIla neurons and the
simultaneous loss of both Npy alleles (NPY-KO/DicerCKO) excluded the involvement of NPY
as a key stimulant of food intake. Meanwhile, experiments on Dicerfl/fl mice subjected to

intracerebral injections of the AAV-AgRPCre vector into the arcuate nucleus, showed the
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significant involvement of AgRP neurons in the development of microRNA-dependent obesity.
Moreover, they revealed a quantitative relationship between the number of AAV-vector
particles introduced determining the number of modified neurons and the increased nutritional
requirements leading to increased body weight. Mice expressing Cre and Cas9 in AgRP neurons
(AgRPCreCas9) proved to be the model generating the highest degree of specificity in the
targeted modification of Dicerl in AgRP neurons. These animals, following intracerebral
administration of the AAV-guide2Dicer vector, developed massive obesity associated with
severe appetite while also revealing a sex-dependent effect, where only females lacking
microRNA in AgRP neurons showed a significant increase in appetite and body weight.

The above observations imply the important role of microRNA in regulating the
functions of AgRP/NPY neurons. Selective loss of microRNA in hunger neurons leads to
impairment of their functioning, which is manifested by increased appetite and development of
obesity. The number of modified hunger neurons determines the magnitude of the effect,
indicating there is a subtle balance between the signals of hunger and satiety. Sexual differences
in the observed phenotype suggest microRNA plays a role in modulating hormone-dependent

pathways.
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STRESZCZENIE

Jedzenie jest fundamentem piramidy potrzeb warunkujacych przezycie, a gtod-
pierwotnym popedem, ktory motywuje do poszukiwania 1 zdobywania zasobow pokarmowych.
Nadrzedne os$rodki zaangazowane w proces regulacji gtodu i sytosci zlokalizowane sg w
mozgu. Podstawowy osrodek 1 rzgdu, przetwarzajacy informacje o statusie energetycznym
organizmu, znajduje si¢ w podwzgorzu, w bezposrednim sgsiedztwie wyniostosci posrodkowe;j
1 zwany jest jadrem lukowatym. Sktadajg si¢ na niego m.in. dwie populacje przeciwstawnie
dziatajacych neuronow: AgRP/NPY- stymulujace pobdr pokarmu oraz POMC/CART-
odpowiedzialne za promocj¢ sytosci i hamowanie apetytu. Wszelkie zaburzenia w obrebie tego
osrodka oraz w komunikacji jadra tukowatego z neuronami II rzedu w innych osrodkach
prowadzi¢ moga do zmiany zachowan zywieniowych i1 rozwinig¢cia choréb o podtozu
metabolicznym, takich jak otylos¢.

Glownym celem niniejszej rozprawy bylo sformulowanie odpowiedzi na pytanie o
udziat neuronow AgRP/NPY w rozwinigciu otytosci u zwierzat z neurospecyficzng delecja
genu Dicerl. Ponadto, istotnym aspektem pracy byla proba nakreslenia szerszego obrazu
miRNA-zaleznej regulacji glodu 1 sytosci w neuronach GABAergicznych 1
glutaminianergicznych. Dicer jest enzymem, ktorego endonukleolityczne dzialanie prowadzi
do uzyskania dojrzatych form czasteczek mikroRNA (miRNA), regulujacych proces translacji.
Komoérki pozbawione genu Dicerl charakteryzuje jednoczesny brak funkcjonalnych,
kanonicznych mikroRNA. Proba odpowiedzi na postawione zagadnienie badawcze wymagata
uzycia kilku modeli myszy transgenicznych. Wszystkie modele bazowaly na systemie Cre-
loxP, u czesci rekombinacja indukowana byta Tamoksyfenem, u innych podaniem wektora
wirusowego AAV regulujgcego wprowadzany transgen promotorem AgRP lub zastosowaniem
technologii CRISPR/Cas9. Poprzez analize¢ 1 modyfikacje kolejnych modeli transgenicznych
mozliwe stalo si¢ osiggniecie wysokiej specyficznosci wprowadzanej zmiany, selektywnie w
neuronach AgRP/NPY.

Modele z usuni¢ciem Dicer! w neuronach GABAergicznych 1 glutaminianergiczncych
jadra tukowatego odstonity brak przyrostu masy ciata przy zachowaniu zwigkszonego apetytu
(GadCreCas9) lub odmienng kinetyke tycia niepowigzang ze zwigkszong konsumpcja
(Vglut2CreCs9). Analiza adekwatnosci uzyskanych modeli z modyfikacja wycelowang w
neurony AgRP wykazata, ze system z indukowanym usuni¢ciem Dicer! w neuronach AgRP
(AgRPCreERT2Dicerfl/fl) nie pozwala na wnioskowanie na temat udzialu tych neuronéw ze

wzgledu na niewystarczajacy poziom rekombinacji w tej linii. Pozostate modele dostarczyty
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istotnych informacji. Model z indukowalng utrata mikroRNA w dojrzalych neuronach
CaMKIla oraz jednoczesng utratg obu alleli Npy (NPY-KO/DicerCKO) wykluczyt udziat NPY
jako kluczowego czynnika stymulujacego poboér pokarmu. Z kolei doswiadczenia
przeprowadzone na myszach Dicerfl/fl, poddanych dom6zgowym iniekcjom z wektorem AAV-
AgRPCre do jadra lukowatego pokazaty istotne zaangazowanie neurondw AgRP w rozwoj
otytosci zaleznej od mikroRNA. Ponadto, odstonity ilosciowa zalezno$¢ miedzy liczbg
wprowadzanych czgstek wektora AAV, determinujacg liczbe zmodyfikowanych neuronow, a
zwiekszonym zapotrzebowaniem pokarmowym i rosngcg masg ciata. Modelem, ktéry pozwolit
uzyska¢ najwyzszy stopien specyficznosci w celowanej modyfikacji Dicerl! w neuronach
AgRP okazaly si¢ myszy z ekspresjg Cre oraz Cas9 w neuronach AgRP (AgRPCreCas9).
Zwierzeta te, po domozgowych podaniach wektora AAV-guide2Dicer, rozwingty masywna
otylo§¢ powigzang z niepohamowanym apetytem, uwidaczniajac efekt zalezny od pici.
Znaczacy wzrost apetytu i masy ciata charakteryzowat jedynie samice pozbawione mikroRNA
w neuronach AgRP.

Powyzsze obserwacje implikujg istotng role mikroRNA w regulowaniu funkcji
neuronow AgRP/NPY. Selektywna utrata mikroRNA w neuronach glodu prowadzi bowiem do
uposledzenia ich funkcji, objawiajacej si¢ zwigkszonym apetytem 1 rozwini¢ciem otytosci.
Liczba zmodyfikowanych neuronow gtodu determinuje wielko$¢ efektu, wskazujac na istnienie
subtelnej rownowagi pomiedzy sygnatami gltodu i sytosci. R6znice ptciowe w obserwowanym

fenotypie sugerujg role mikroRNA w modulowaniu $ciezek hormonozaleznych.
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1. Wstep

1.1 Zaburzenia odzywiania

Neuronalna regulacja apetytu oraz utrzymania rOwnowagi metabolicznej organizmu jest
warunkiem koniecznym przetrwania zarowno jednostki jak i catych gatunkéw. Wszelkie
zaburzenia w obrebie dziatania o$rodkow w mozgu, kontrolujagcych poboér pokarmu i
gospodarke energetyczng, prowadzi¢ moga do stanow patologicznych. Ze wzgledu na
nieograniczong dostepnos¢ wysokoenergetycznego pozywienia oraz statg obecnos¢ czynnikow
stresowych, zmieniajagcych nawyki zywieniowe, problem rozregulowania poboru pokarmu
dotyczy w szczegdlnosci ludzi zyjacych w wysoko rozwinigtych spoteczenstwach. Skala tych
zaburzen jest bardzo szeroka, wielopoziomowa, a manifestacja fizjologiczna w potaczeniu ze
zréznicowanym obrazem klinicznym zwigkszajg poziom ztozonoS$ci i ograniczajg wachlarz
skutecznych rozwigzan diagnostyczno-terapeutycznych. Tym samym, wszelkie proby
zrozumienia zrodet tych podstawowych, w swojej naturze, funkcjonalnych zagadnien
zwigzanych z jedzeniem, sa niezb¢dne do stworzenia rozwigzan terapeutycznych, bedacych
odpowiedzig na $§wiatowy rosngcy trend otylosci i schorzen psychicznych, zwigzanych z
zaburzeniami taknienia i masy ciala.

Sposrdd jednostek chorobowych, zwigzanych z zaburzeniami laknienia, mozna
wyszczegolni¢ takie, o zdefiniowanym podlozu genetycznym, jak i te, ktorych rozwoj jest
wypadkowa wielu naktadajacych sie czynnikéw, niekoniecznie warunkowanych genetycznie.
Przyktadem tej pierwszej grupy jest zespol Prader-Willi (PWS, ang. Prader-Willi Syndrome).
Osoby z zaburzeniem PWS cierpig na otyto$¢ 1 niepohamowany apetyt. Jest to choroba
polegajaca na nieprawidlowym rozwoju podwzgorza, zawierajacego osrodki kluczowe w
neuronalnej regulacji faknienia. U jej podstaw lezy delecja fragmentu chromosomu 15q11.2-
ql3, dziedziczonego w linii ojcowskiej. Efektem tej nieprawidtowosci jest brak produktow co
najmniej kilku genow (Cassidy 1 in. 2012) z ktorych jeden- Magel? ulega ekspresji prawie
wylacznie we wspomnianym juz podwzgorzu. Opisana w modelach zwierzecych delecja genu
Magel 2, prowadzila do zmniejszenia zard6wno pobudliwosci, jak 1 gestosci zmodyfikowanych
neurondw, a takze uposledzenia funkcji hamujacej pobdr pokarmu (Maillard 1 in. 2016; Oncul
iin. 2018).

Innym przykladem zaburzen w obrebie osrodka glodu i sytosci sg choroby takie jak
jadtowstret psychiczny - anoreksja (ang. anorexia nervosa), czy kompulsywne objadanie si¢

(ang. binge eating disorder). Ich genetyczna tozsamos¢ zostala tylko czgsciowo potwierdzona
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(Thaker 2018; Anorexia Nervosa Genetics Initiative 1 in. 2019), a powszechnie znany jest ich
wieloczynnikowy charakter. Manifestujg si¢ one w przeciwstawny sposob. W przypadku
anoreksji jest to obnizona ilo$¢ spozywanego pokarmu, skutkujaca zmniejszeniem masy ciata i
wyniszczeniem organizmu. Z kolei, kompulsywne objadanie si¢ prowadzi do otytosci poprzez
akumulacje nadwyzki energii w postaci tkanki thuszczowe;.

Wspolnym mianownikiem kazdej z tych jednostek chorobowych jest nieprawidlowa
odpowiedz organizmu w obrgbie $Sciezek lezacych u podstaw neurobiologii apetytu (Zigman i

Elmquist 2003; Schwartz i in. 2000).

1.2 Osrodki w mozgu kluczowe dla regulacji odzywiania

Mozg jest nie tylko miejscem, ktore integruje czynniki srodowiskowe, fizjologiczne i
genetyczne, ale nadrzednym osrodkiem kontrolujacym zachowania, zwigzane m.in. z
pozyskiwaniem 1 spozywaniem pokarmu. Odzwierciedleniem tej roli sg liczne populacje
komorek 1 obwoddw neuronalnych, zaangazowanych w regulacje apetytu. Ich wieloogniskowa
lokalizacja jest odbiciem niezwykle skomplikowanej 1 wyrafinowanej sieci wzajemnych
powigzan, a wilasciwa organizacja jest warunkiem zachowania réwnowagi metaboliczne]
organizmu (Sternson 1 Eiselt 2017; Sternson 1 Atasoy 2014; Andermann 1 Lowell 2017). Te
zlozone sieci przetwarzajg 1 integruja peryferyjne sygnaly stanu metabolicznego, takie jak
krazace w krwioobiegu sktadniki odzywcze oraz hormony np. leptyna, insulina, grelina,
glukagonopodobny peptyd 1 (GLP-1, ang. glucagon-like peptide 1), cholecystokinina (CCK,
ang. cholecystokinin), a takze neuroprzekazniki takie jak serotonina. W odpowiedzi na te
sygnaty, inicjowane badz tlumione sg zachowania zwigzane z poszukiwaniem 1 spozywaniem
jedzenia. Kluczowe w tym kontekscie osrodki znajdujg si¢ w podwzgorzu: jadro tukowate
(ARC, ang. arcuate nucleus); jadro przykomorowe (PVH, ang. paraventricular nucleus); jadro
boczne (LH, ang. lateral hypothalamus); jadro brzuszno-przysrodkowe (VMH, ang. ventro-
medial  hypothalamus); jadro grzbietowo-przysrodkowe (DMH, ang. dorsomedial
hypothalamus), pniu mozgu: jadro pararaszkowe (PBN, ang. parabrachial nucleus) oraz

rdzeniu przedtuzonym: jadro pasma samotnego (NTS, ang. nucleus of solitary tract).

Poczatkowe badania w kierunku identyfikacji funkcji poszczegdlnych osrodkéw czy
grup neuronéw polegaty na wykonaniu ,lezji” (fac. laesio — uszkodzenie) okreslonych
obszaro6w mozgu, poprzez mechaniczne lub elektrolityczne, srédoperacyjne zniszczenie. Ze

wzgledu na szeroki zakres uszkodzen, obejmujacy wszystkie typy komorek oraz potaczen
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przechodzacych przez niszczong strukturg, doswiadczenia te nie dawaly mozliwosci
precyzyjnego wnioskowania na temat wysoce wyspecjalizowanych komorek nerwowych,
zlokalizowanych w miejscu uszkodzenia, oraz ich funkcjonalnych potaczen. Zatem
obserwowany efekt mogt by¢ wynikiem wielu naktadajacych si¢ zmian, wychodzacych, swoim
zakresem, poza waski zakres pytania badawczego. Niemniej jednak, wytaniajacy si¢ obraz
zarysowatl przyblizone zrozumienie roli poszczegdlnych osrodkéw podwzgodrza, istotnych dla
regulacji taknienia 1 sytosci (Hetherington 1 Ranson 1940; Brobeck 1946). W ten wlasnie
sposob PVN czy VMH zostaty zaklasyfikowane jako osrodki sytosci, bowiem ich uszkodzenie
prowadzito do nadmiernej konsumpcji i rozwijajacej si¢ otytosci. Nalezy jednak zaznaczy¢, ze
w przypadku kazdego z osrodkéw obserwowany fenotyp mial nieco odmienng metaboliczng
oraz behawioralng charakterystyke (Hetherington i Ranson 1940; Anand 1 Brobeck 1951;
Bernardis’ 1 Bellinger, b.d.; Bernardis 1 Bellinger 1996). Z kolei jadra podwzgorza LH 1 DMH
opisane zostaty jako osrodki glodu. Zwierzgta z obustronnym uposledzeniem funkcji tych jader
wykazywaty obnizong masg¢ ciala oraz wystepujacy, w okreslonych warunkach, obnizony
pobor pokarmu (Milam 1 in. 1980; Hetherington 1 Ranson 1940). Natomiast historyczne prace
zwigzane z utratg funkcji komoérek jadra tukowatego dostarczyly nieoczywistych obserwacii,
zwigzanych m.in. z faktem, Zze neurony te sg zaangazowane w inne, poza regulacja glodu i
sytosci, funkcje takie jak regulacje wydzielania hormonoéw przysadki czy zaangazowanie w
Sciezki zwigzane z uktadem nagrody. Co prawda, Hamilton i in. robigc badania na matpach,
usunigcie jadra tukowatego powigzat jedynie z brakiem wzmozonego apetytu (Hamilton,
Ciaccia, 1 Lewis 1976), jednak pozniejsze odkrycia doprowadzily do zdefiniowania dwoch
przeciwstawnie dziatajgcych grup neuronow w obrebie tej struktury. Identyfikacja komorek
stymulujgcych 1 hamujacych pobor pokarmu, zlokalizowanych w ARC, uzasadniata dwoistg

role tego obszaru w regulacji gtodu 1 sytosci.

1.3 Jadro tukowate jako nadrzedny osrodek regulujacy procesy gtodu 1 sytosci

Wytlaniajacy si¢ obraz stawia neurony jadra tukowatego w centrum uktadu sterujacego
przyjmowaniem pokarmu. Jedng z oczywistych przestanek jest umiejscowienie neuronow ARC
w bezposredniej bliskosci wyniostosci posrodkowej (ME, ang. median eminence). Ta z kolei,
dzigki wysokiemu wyspecjalizowaniu komorek i bezposredniemu kontaktowi z naczyniami
krwiono$nymi, jest miejscem, przez ktore przedostajg si¢ z jednej strony (do krwioobiegu)
peptydy 1 monoaminy, z drugiej zas (do moézgu) kragzace w krwioobiegu sygnaly stanu

metabolicznego takie jak hormony czy skladniki odzywcze (Rodriguez, Blazquez, 1 Guerra
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2010). Podwzgoérze jest jednym z obszar6w mozgu o najwyzszym stopniu zrdznicowania
komorek nerwowych. Analiza transkrypcyjna na poziomie pojedynczych komorek (Drop-seq,
single cell RNA-seq) pozwolila wydzieli¢ kilkadziesigt frakcji komorek jadra tukowatego 1
wyniostosci posrodkowej (Campbell 1 in. 2017; R. Chen 1 in. 2017; Romanov 1 in. 2017).
Klasyfikacja ta, oprocz podstawowego podziatu na neurony GABAergiczne, glutaminergiczne,
dopaminergiczne oraz komorki nie bedace neuronami (oligodendrocyty, ependymocyty,
tanycyty, makrofagi, komorki endotelialne), uwzglednia mnogos¢ specyficznych, dla danych
komorek, transkryptoéw, tworzacych kolejne kategorie 1 podkategorie. Wsrdd kilku gtownych
klas neurondéw jadra tukowatego i1 wyniostosci przysrodkowej wyrdézniono m.in. neurony
wydzielajace somatokryning zwang rdéwniez somatoliberyng, kontrolujgce wydzielanie
przysadkowego hormonu wzrostu. Druga grupa sa dopaminergiczne neurony
tuberolejkowate/tuberoprzysadkowe (TIDA/THDA, ang. tuberoinfundibular
/tuberohypophyseal dopaminergic), regulujace uwalnianie prolaktyny. Kolejng duza grupg sg
te, produkujace kisspeptyn¢/neurokining B/dynorfing wptywajace na ptodno$¢ oraz neurony
wydzielajace somatostatyng (Sst), dzialajgcg przeciwstawnie do somatoliberyny. Dwie kolejne
populacje neurondéw to wiasnie tzw. komoérki gltodu 1 sytosci, o kluczowej, dla regulacji
metabolizmu 1 przyjmownia pokarmu, roli. Neurony stymulujace apetyt charakteryzuja si¢
ekspresjg biatka AgRP (ang. Agouti-Related Protein), a te hamujace go, wykazuja ekspresje
proopiomelanokortny POMC (ang. Proopiomelanocortin). Wsrod dwoch ostatnich grup
odnotowano wysoki poziom heterogennosci, wynikajacy ze zmiennego wzoru ekspresji
poszczegbdlnych transkryptow w obrgbie opisanych klas neurondw w zaleznosci od stanu
fizjologicznego badanych zwierzat (gtodéwka badz jedzenie ad libitum, rozna dieta)(Campbell
11n. 2017), a takze cyklu dobowego (Cedernaes i in. 2020). Udokumentowana zostata ponadto
obecnos¢ komorek, ktore wykazuja podwdjng (jednoczesna ekspresja gadl/gad?, th), a nawet
potrdjng (jednoczesna ekspresja gadl/gad?, th, slc17a6) charakterystyke fenotypowa w obrebie
szybkiego neuroprzekaznictwa. To sugeruje, Zze opisane neurony mogg uwalnia¢ rézne typy
neuroprzekaznikdéw jednoczesnie, badz przetaczacé sie¢ miedzy trybami neuroprzekaznictwa w
odpowiedzi na docierajace sygnaty (Romanov i in. 2017). Potwierdzeniem tej hipotezy jest
doswiadczalna obserwacja Hentges 1 in., ze pewne frakcje neuronow POMC zdolne sg do
uwalniania neuroprzekaznika GABA, pomimo, ze generalnie klasyfikowane sa one jako
neurony glutaminianergiczne (Hentges 2004; Hentges 1 in. 2009). Ponadto, opisano frakcje
neuronéw POMC zlokalizowanych w wybranym fragmencie jadra tukowatego- ARCPOMC |
ktora (w przeciwiefistwie do neuronéow POMC zlokalizowanych w NTS- NTSPOMC)

wykazywata ekspresj¢ znacznikéw przekaznictwa cholinergicznego (VACHT oraz ChT), tylko
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czesciowo pokrywajaca si¢ z ekspresja anorektycznego czynnika a-MSH, bedacego markerem
dla neuronéw POMC (Meister i in. 2006). Innym przyktadem omawianej réznorodnos$ci
komorkowej jest zidentyfikowana grupa neuronow AgRP, ktora wykazywata jednoczesng
ekspresje Sst, cho¢ do tej pory uwazano je za catkowicie oddzielne populacje komdrkowe

(Campbell 1 in. 2017).

Rycina 1.1 Zroznicowanie komorek jadra tukowatego (ARC) i wyniostosci posrodkowej (ME) (lewa strona) oraz
szczegotowa analiza transkryptomiczna typow neuronéw w tym rejonie (prawa strona); tSNE plot (ang. ¢
Distributed ~ Stochastic  Neighbor Embedding) oznacza metodg statystycznej wizualizacji danych
wielowymiarowych (na podstawie Campbell i in. 2017).

Glod 1 jego tlumienie, sa glownymi czynnikami napedzajacymi 1 hamujacymi
przyjmowanie pokarmu. Regulacja zwigzanego z tym zachowania odbywa si¢ na kilku
poziomach. Pierwszy zwigzany jest z poszukiwaniem jedzenia, kolejny dotyczy same;j
konsumpcji 1 zwigzanego z tym pozytywnego wzmocnienia, a trzeci jest odpowiedzig na
zaspokojenie deficytu energetycznego (Sternson i Eiselt 2017). Kanoniczna $ciezka regulujaca
ten proces zaklada zaangazowanie neuronow gtodu AgRP, ktore sg zlokalizowane w jadrze
tukowatym (opisanych szczegotowo w podrozdziale 1.4.2), ktore sg aktywowane w odpowiedzi
na hormonalne sygnaty deficytu energetycznego oraz odpowiedzialne za inicjowanie
poszukiwania 1 poboru jedzenia. Ponadto, w konsekwencji dziatania tych oreksygenicznych
(stymylujacych jedzenie) neurondw nastepuje bezposrednie hamowanie neurondéw
anoreksygenicznych (hamujacych jedzenie) zlokalizowanych w jadrze tukowatym (Rau i
Hentges 2017) oraz w odleglych osrodkach sytosci takich jak PVN oraz PBN (Deniz Atasoy i
in. 2012; Essner 1 in. 2017; M. M. Li i in. 2019). Jednoczesnie neurony z NTS w rdzeniu

przedluzonym, wysytajace projekcje do PBN, obnizaja swoja aktywno$¢. Zmniejszaja w ten
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sposob site oddziatywania na, zlokalizowane w PBN, neurony hamujace pobdr pokarmu (Date
11n. 2002). Opisane zjawiska sg skutkiem podwyzszonego poziomu greliny, bedacej hormonem
glodu, wydzielanym przez komorki trzonu 1 dna zotadka, oraz obnizonej aktywnos$ci zakonczen
nerwu btednego z uktadu pokarmowego. Ponadto oreksygeniczne neurony ARC komunikuja
si¢ z jadrem bocznym podwzgorza (LH), odpowiedzialnym za zachowania zwigzane z
napedzaniem konsumpcji (zwlaszcza smacznej, odzywczej zywnosci) (Wiepkema 1971),
satysfakcja 1 pozytywnym wzmocnieniem. Obwody te zaangazowane sg w podtrzymanie
konsumpcji do momentu uzupetnienia deficytu sktadnikow odzywczych. Dodatkowo projekcije
oreksygenicznych neuronow ARC do innych, niz osrodki sytosci, miejsc w mdzgu, ograniczajg
konkurujace, z poszukiwaniem 1 konsumpcja pozywienia, rOwnolegte potrzeby 1 zachowania

(Burnett i in. 2016; Alhadeff i in. 2018; Goldstein i in. 2018; X.-Y. Liiin. 2019).

{ VIPAG/{
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Rycina 1.2 Udzial neuronow AgRP w regulacji jedzenia. Czerwonym kolorem zaznaczone sa os$rodki sytosci, ich
projekcje (neurony POMC w ARC oraz neurony Mc4r i Siml w PVH projektujace do vIPAG/DR i PBN) oraz
hormony obnizajace apetyt (leptyna, glukoza, insulina). Niebieski kolorem wyszczegolniono osrodki glodu
(neurony AgRP w ARC oraz neurony TRH w PVH), a takze ich projekcje. Grelina stymuluje neurony AgRP. Po
aktywacji neuronéw AgRP, ich hamujace projekcje dziataja na osrodki takie jak: PVH, BNST, LH i PVT
(znaczniki zakonczone kreska). Skroty: AGRP, biatko zwigzane z Agouti; ARC, jadro lukowate; BNST, jadro
tozyskowe prazka krancowego; DR — grzbietowe jadro szwu, LH- boczne podwzgoérze, Mc4r- receptor
melanokortyny 4, PBN- jadro pararaszkowe, POMC- proopiomelanokortyna, PVH — przykomorowe jadro
podwzgorza, PVT- wzgorze przykomorowe, Sim1- jednokierunkowy czynnik transkrypcyjny 1, TRH- hormon
uwalniajacy tyreotroping, VIPAG- brzuszno-boczna istota szara okolowodociggowa (na podstawie Sternson i in.
2017).
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Odwrotne dzialanie ma miejsce w przypadku dostepnosci pozywienia i konsumpcji,
ktéra natychmiast obniza aktywnos$¢ neurondéw gtodu w ARC (Beutler 1 in. 2017; Zhenwei Su,
Alhadeft, i Betley 2017; Alhadeff'i in. 2019; Bai i in. 2019). To z kolei ostabia ich hamujace
dziatanie na neurony w PVN oraz PBN. Dodatkowo komorki unerwiajace zotadek 1 jelito, w
odpowiedzi na proces trawienia, stymulujg neurony w NTS, ktore z kolei aktywuja osrodek
sytosci w PBN 1 PVH. Ich projekcje do neurondéw w jadrze tukowatym wyciszaja aktywnos$¢

neurondéw glodu.

Nowoczesna analiza transkryptomiczna wylania szczegdétowy obraz komoérek
podwzgorza, identyfikujac nowe grupy i1 porzadkujac typy komorek jadra tukowatego.
Unaocznia istnienie wysoko wyspecjalizowanych, subtelnych frakcji neuronalnych, co w wielu
przypadkach znajduje potwierdzenie w doswiadczeniach funkcjonalnych. Jednak mimo
zlozonej tozsamosci transkryptomicznej, w przypadku neuronow regulujacych procesy
faknienia 1 sytosci, podzial funkcjonalny opiera si¢ o podstawowg, binarng zdolno$¢ tych

populacji- do zwigkszenia, badz zmniejszenia apetytu.
1.4 System melanokortynowy

Identyfikacja dwoch glownych populacji neurondéw jadra tukowatego, produkujacych
POMC oraz peptyd AgRP, a takze wykorzystanie modeli genetycznych z nadekspresja biatka
AgRP (Dubé i in. 1978; Ollmann 1 in. 1997; Graham 1 in. 1997) oraz domdzgowe podanie
peptydow stymulujacych (AgRP, NPY) badz hamujacych pobdr pokarmu (a-MSH- produktu
propeptydu POMC) (Bertolini, b.d.), pomogty zrozumie¢ ich przeciwstawng role w regulacji
sytosci 1 taknienia. Obie populacje neuronalne (neurony AgRP zlokalizowane w ARC, oraz
POMC umiejscowione w ARC 1 NTS) sg elementem rozbudowanego systemu
melanokortynowego (Cone 2005). Opisywany jest on jako uklad zdolny do zbierania i
przetwarzania informacji niesionej przez wachlarz hormondéw, sktadnikow odzywczych oraz
neuroprzekaznikéw. Owe sygnaly mogg mie¢ charakter szybki, pochodzacy z zakonczen
wstepujacych, biegnacych z pnia mézgu, zasilanego zakonczeniami nerwu btednego. Moga to
by¢ réwniez wolne sygnaly stanu metabolicznego (takie jak leptyna), rozpoznawane i

przetwarzane gidwnie (ale nie jedynie) w podwzgorzu.
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Rycina 1.3 Komunikacja ARC z PVH jako element systemu melanokortynowego. Zlokalizowane w ARC neurony
glodu wydzielaja neuropeptydy takie jak NPY (kolor niebieski), AgRP (kolor czerwony) oraz neuroprzekaznik
GABA (kolor fioletowy), dziatajace na receptory zlokalizowane w PVH. Populacja neuronéow POMC,
zlokalizowana réwniez w ARC (kolor pomaranczowy) wydziela aMSH, ktory wiazac si¢ z receptorami MC4R w
PVH, aktywuje je, hamujac przyjmowanie pokarmu. NPY wigze si¢ z receptorami Y1 oraz Y5 w PVH, AgRP
konkuruje o receptory MC4R, antagonizujgc dziatanie tMSH. GABA hamuje aktywnos$¢ neuronow w PVH, ale
dziata réwniez lokalnie, w obrebie ARC, obnizajac aktywno$¢ neuronéw POMC. Na neuronach AgRP/NPY oraz
POMC zlokalizowane sg receptory dla greliny (GHSR), leptyny (ObR) oraz insuliny (INSR), 3V- trzecia komora
(na podstawie Reichenbach i in. 2012).

W neuronach budujacych uktad melanokortynowy wystepuja dwa, sposrod pigciu,
receptory melanokortynowe (MC3R, MC4R), zwigzane z biatkiem G. Ekspresja MC3R oraz
MC4R obecna jest w komorkach PVN, VMH oraz ARC, a takze w odlegtych osrodkach takich
jak PBN czy NTS (K. Wang 1 in. 2020). Do neuronéw wykazujacych ekspresj¢ receptorow
MC3R oraz MC4R docieraja zakonczenia z obu przeciwstawnie dzialajacych populacji
komorek- AgRP oraz POMC. Funkcja melanokortyn, takich jak a-MSH oraz ACTH
(produktow transkryptu pierwotnego POMC), polega na aktywacji docelowych neuronéow z
ekspresja receptorow MC3R/MC4R (Aponte, Atasoy, 1 Sternson 2011). Neuropeptyd AgRP
blokuje oba receptory wyciszajac tym samym dziatanie docelowych neurondéw systemu
melanokortynowego. U myszy catkowite usunigcie genu (ang. Knock-out) MC4R powoduje
otylo$¢ (Huszar 1 in. 1997), natomiast u myszy pozbawionych genu MC3R rozwija si¢ syndrom

metaboliczny (Butler i Cone 2002).
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1.4.1 Charakterystyka neuronow POMC

Ciata komoérkowe neuronow POMC zlokalizowane sa w ARC oraz NTS, a ich projekcje
zidentyfikowano w wielu obszarach moézgu. Mapowanie calego mézgu z wykorzystaniem
zmodyfikowanego wirusa wscieklizny (ang. Rabies virus), podlegajacego transportowi
wstecznemu (ang. retrograde transport) tzn. z zakonczen aksonu do ciata komorki, odstonity
bogata sie¢ potaczen neurondw POMC (D. Wang i in. 2015). Do neuronéw ARCPOMC docieraja
gléwnie zakonczenia z innych jader podwzgorza oraz o$rodkow przodomozgowia 1 tam tez
ARCPOMC wysylajg swoje zakonczenia. Z kolei neurony NTSPOMC g3 miejscem, unerwionym
przez zakonczenia biegngce z pnia mozgu i mozdzku, a same komunikujg si¢ zwrotnie z
neuronami w pniu mozgu. Analiza porownawcza wypustek neuronéw ARCASRP oraz ARCPOMC
pokazala, ze sie¢ zakonczen wysylanych przez anoreksygeniczne neurony ARCPOMC jest
znacznie szersza i obejmuje wiecej osrodkOw niz ma to miejsce w przypadku ARCAeRP (D,

Wang i in. 2015).

W rozwoju zarodkowym linia neuronow POMC ma charakter prekursorowy 1 okoto
potowa z nich daje poczatek grupie neuronow, ktore w zyciu dorostym nie wykazuja ekspresji
propeptydu  POMC. Blisko Y dorostych neuronow AgRP wywodzi si¢ wlasnie z
progenitorowych komoérek POMC 1 tak jak pozostale neurony AgRP o innym pochodzeniu,
wykazuje GABAergiczny fenotyp (Padilla, Carmody, 1 Zeltser 2010). Zatem czes¢,
kluczowych dla regulacji sytosci 1 taknienia, komorek o przeciwstawnym dziataniu, posiada ten

sam filogenetyczny korzen.

Neurony POMC jako populacja komoérek o dziataniu hamujgcym pobdr pokarmu,
stanowig przeciwwage do oreksygenicznych neuronow AgRP. Swoja nazwe zawdzigczajg
obecnosci, wspomnianego juz, neuropeptydu proopiomelanokortyny (POMC). Jest to peptyd
prekursorowy, ktory w efekcie specyficznej tkankowo obrobki potranslacyjnej (z udziatem
konwertaz PC1/3 oraz PC2, ang. prohormone convertase), daje neuropeptydy takie jak
adrenokortykotropina (ACTH, ang. adrenocorticotropic hormone), melanotropiny o, B, y
(MSH, ang. melanocyte-stimulating hormone), peptyd kortykrotropinopodobny przedniego
ptata przysadki (CLIP ang. corticotropin-like intermediate peptide), lipotropiny [, y oraz [3-
endorfing (Millington 2007). Myszy z usuni¢tg sekwencja kodujacg genu Pomc manifestujg
zwiekszong masg ciata, ktéra spada o ok. 40% po domdzgowych podaniach a-MSH (Yaswen
11n. 1999). Neurony POMC zlokalizowane w jadrze tukowatym, wykazuja rowniez ekspresje

transkryptu regulowanego kokaing 1 amfetaming (CART, ang. cocaine amphetamine—related
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transcript). Jest to neuropeptyd, ktorego funkcja zwigzana jest z regulacjg metabolizmu, jak i
uktadem nagrody oraz odpowiedzig na stres czy bol (M. Zhang, Han, 1 Xu 2012). W przypadku
delecji genu CART zwierz¢ta wykazywaly zaburzenia w obrebie sekrecji insuliny 1 eliminacji

glukozy, bez wplywu na pobdr pokarmu, jedynie z tendencjg do tycia (Wierup i in. 2005).

Obecno$¢ na neuronach POMC receptorow dla leptyny (LepR, ang. leptin receptor),
insuliny (InsR, ang. insulin receptor), peptydu glukagonopodobnego 1 (GLP-1R, ang.
glucagon-like peptide receptor), serotoniny (5-HTac, ang. 5-hydroxytryptamine receptor) czy
dopaminy (DIR/D2R, z ang. dopamine receptor) jest kluczowa w integracji i przetwarzaniu
informacji o stanie energetycznym organizmu (Sohn 1 Williams 2012; Romanova 1 in. 2018;
Biglari 1 in. 2021). Po aktywacji wymienione receptory uruchamiaja kaskady sygnatowe
prowadzace do stymulacji neuronéw POMC i1 w konsekwencji zahamowania jedzenia i1
zwickszenia wydatku energetycznego. Transgeniczne modele zwierzece z utratag w neuronach
POMC genu lepr, czy tez insr, w czgsci przypadkow charakteryzowaly sie, niezalezng od
jedzenia, otytoscig (Hill i in. 2010; Balthasar i in. 2004). Wsrdd cech charakteryzujacych
powyzsze modele pojawito si¢ rowniez uposledzenie funkcji lipolitycznej w tkance thuszczowe;

(Shin 11in. 2017; Konner 1 in. 2007) czy watrobowego metabolizmu glukozy (Caron i in. 2018).

Proby klasyfikacji neuronow POMC rzucaja §wiatlo na tg wielce zroznicowang grupe
komorek. Wiekszos¢ podwzgdérzowych neuronéw POMC jest opisywana jako neurony
glutaminianergiczne, niemniej ok. 1/3 wykazuje ekspresj¢ dekarboksylazy kwasu
glutaminowego (enzymu biorgcego udzial w syntezie GABA) w ciele komdérkowym oraz
pecherzykowatego transportera GABA (VGAT, ang. vesicular GABA transporter),
zlokalizowanego w odlegtych zakonczeniach aksonalnych (Hentges 2004). Potwierdzily to
badania elektrofizjologiczne na skrawkach, w ktérych stymulacja zakonczeh POMC
prowadzita do uwolnienia zardwno glutaminianu jak 1t GABA (Dicken, Tooker, 1 Hentges 2012;
Pennock, Dicken, 1 Hentges, b.d.). Pomimo to, w do§wiadczeniach polegajacych na ich opto-
czy chemogenetycznej stymulacji, efekt ich dzialania byl powolny i rozciagniety na przestrzeni
godzin, a nie minut (Jak ma to miejsce w przypadku neuronow AgRP). Przyktadem sg badania
Zhan’a 1 in., ktorzy pokazali, ze efekt zahamowania jedzenia byt natychmiastowy jedynie w
tracie stymulacji neuronow POMC zlokalizowanych w NTS (NTSPOMC). W przypadku
komorek POMC ulokowanych w ARC (ARCPOMC) yzyskanie podobnego efektu wymagato
stymulacji w trybie ciaggtym, kilkugodzinnym. Z kolei ablacja tych podwzgorzowych neuronow

POMC podaniem toksyny btoniczej zaowocowata rozwinigciem otytosci zwigzanej ze
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zwiekszonym przyjmowaniem pokarmu i ograniczeniem wydatku energetycznego (Zhan 1 in.
2013). Ten fakt, oprocz powolnej natury odpowiedzi ptynacej z ARCPOMC pokazuje
rozdzielnos¢ funkcji neuronow POMC w zaleznosci od ich lokalizacji, jednocze$nie
podkreslajac ich zaangazowanie w przetwarzanie sygnatow dlugofalowych mowigcych o
statusie energetycznym organizmu, jak i tych natychmiastowych, pochodzacych z pnia mézgu.
Istnienie oddzielnych frakcji neurondow POMC, wysylajacych swoje zakonczenia w rozne
obszary mézgu czy wykazujacych ekspresje odmiennych biatek receptorowych i tym samym
peligcych nienaktadajgce si¢ funkcje, potwierdza réwniez praca Biglari 1 in. (2021). W
pierwszej kolejnosci okreslili oni oddzielne subpopulacje neuronow POMC (z ekspresja

CLEPR

receptora leptyny- POM oraz peptydu glukagonopodobnego-1- POMCY/PI")  a nastepnie

wykazali, ze aktywacja POMCOYP!"| w przeciwienstwie do POMCLEPR

, redukuje apetyt i jest to
proces znacznie wydajniejszy niz ma to miejsce w opisywanych w literaturze przypadkach

aktywacji catej grupy neurondow ARCPOMC (Biglari i in. 2021).

Doswiadczenia mapowania potaczen z udziatem rodopsyny kanatowej, pokazaly, ze
anoreksygeniczne neurony ARCPOMC  znajduja  sie pod wplywem hamujacych
oreksygenicznych projekcji ARCA2RP, uwalniajgcych GABA (Deniz Atasoy i in. 2012).
Punktem wyjscia byl tu obraz z mikroskopu elektronowego, wykazujacy wspolng ekspresje
NPY oraz GABA na zakofczeniach ARCA2RP, tworzgcych funkcjonalne synapsy z
sgsiadujagcymi, hamujacymi pobor pokarmu, neuronami ARCPOMC (Cowley i in. 2001). Mimo
to, efekt wywierany przez ARCA2RP na ARCPOMC nie nosit znamion naglych, szybkich reakcji
zwigzanych z modulacjg apetytu. Dodatkowo, wyciszenie aktywnosci neuronow ARCPOMC
byto niewystarczajace, zeby w przeciggu minut przyczynic si¢ do zwigkszenia poboru pokarmu.
Takie dziatanie obserwowane bylo dopiero, gdy zahamowanie ARCPOMC trwalo 24 godziny.
Co wiecej, wylaczenie funkcjonalnych potgczen neuronow ARCASRP do ARCPOMC| przy
jednoczesnej optogenetycznej stymulacji obu grup neurondéw, nie zaowocowato obnizonym
apetytem (Deniz Atasoy i in. 2012). Zatem neurony POMC identyfikujemy jako heterogenng
grupe komorek, wsrod ktorej, te umiejscowione w jadrze tukowatym, sg komorkami ,,wolnej
odpowiedzi”, regulujagcymi metabolizm poprzez rozciaggni¢te w czasie zahamowanie apetytu

oraz zwigkszenie wydatku energetycznego.
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1.4.2 Charakterystyka neuronow AgRP

Neurony AgRP to niewielka populacja komorek, zidentyfikowana i opisana pod koniec
ubieglego wieku (Shutter 1 in. 1997; Ollmann i in. 1997), zlokalizowana w ARC. Mapowanie
moézgu z wykorzystaniem linii transgenicznych oraz wektorow wirusowych, znakujacych
fluorescencyjnie wybrane grupy neurondw, odstonity rozbudowang sie¢ potaczen miedzy
zlokalizowanymi w jadrze tukowatym neuronami AgRP, a innymi obszarami m6zgu. Pomimo
og6lnych podobiefistw we wzorze polaczen neuronéw ARCASRP biegnacych z roznych rejondw
mozgu do neurondéw ARCPOMC gestodé tych komunikujagcych sie z neuronami ARCASRP jest
mniejsza. Neurony ARCA2RP 53 miejscem, w ktorym spotykajg si¢ projekcje biegngce przede
wszystkim z jader podwzgorza, m.in. PVN, DMH, LH, VMH, jadra nadwzrokowego (SO, ang.
supraoptic nucleus), jadra przedstrzalkowego (PM, ang. premamillary nucleus),
przysrodkowego jadra przedwzrokowego (MPO, ang. medial preoptic nucleus), jak 1 z
odlegtych obszarow moézgu, takich jak jadro tozyskowe prazka krancowego (BNST, ang. bed
nucleus of stria terminalis) (D. Wang 1 in. 2015). Z kolei najwieksze zageszczenie zakonczen
neuronéw ARCA2RP zarejestrowano w PVN oraz BNST (Betley i in. 2013), ale sg one obecne
rowniez m.in. w MPO, LH, SO, VMH, PM, PBN, istocie szarej okotowodociggowej (PAG,
ang. periaqueductal grey), ciele migdatlowatym (CEA, ang. central amygdala) oraz jadrze
przykomorowym wzgorza (PVT, ang. paraventricular thalamus) (D. Wang 1 in. 2015; Betley i
in. 2013). Podobnie, jak w przypadku ARCPOMC  projekcje neuronow ARCASRP
zidentyfikowane w innych mézgowych osrodkach wskazuja na wystepowanie oddzielnych
frakcji komorkowych, z odmiennym potencjatem do wywotania jedzenia, co zostalo zbadane
w do$wiadczeniach funkcjonalnych (Betley 1 in. 2013). Mnogo$¢ osrodkow w moézgu, z
ktorymi komunikujg sie¢ neurony ARCASRP| rzuca $wiatto na wielopoziomowy charakter
regulacji zachowania, zwigzanego z jedzeniem i gospodarka metaboliczng organizmu, cho¢

cze$¢ z tych zwigzkdw wcigz wymaga jeszceze szczegdtowego poznania.

Neurony ARCASRP charakteryzuja sic wspoOlng ekspresja peptydu AgRP oraz
neuropeptydu Y - NPY (Hahn 1 in. 1998; Horvath i in. 1997). Ekspresja AgRP jest ograniczona
do komorek ARC, natomiast ekspresja NPY wykracza znacznie poza obszar jadra tukowatego
1 rozsiana jest w roznych strukturach moézgu. Niemniej, ARC jest obszarem, w ktoérym
wystepowanie obu peptyddw pokrywa sie¢ w znacznym stopniu. Neurony ARCA$RP stanowig
95% neuronow ARCNPY, Oba peptydy majg udokumentowane dzialanie stymulujgce apetyt,

cho¢ wigza si¢ z odmiennymi biatkami receptorowymi. Dla AgRP, sktadajacego si¢ (u myszy)
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ze 111 aminokwasow, kodowanego przez gen Agrp, miejscem docelowego dziatania sa,
wspomniane juz, receptory MC3R, MC4R (Fong 1 in., b.d.). Neuropeptyd AgRP jest
odwrotnym agonistg obu tych receptoréw, blokujacym dziatanie cyklazy adenylowej. Wptyw
na poziom cyklicznego adenozyno-3’,5’- monofosforanu- cAMP przektada si¢ na transdukcje
sygnatu w komorce (Ollmann 1 in. 1997). Wiazac si¢ z docelowymi receptorami na neuronach
ARCPOMC - AoRP posrednio obniza poziom syntetyzowanego przez nie o-MSH. Dodatkowo
konkuruje z a-MSH o miejsce wigzania na receptorach MC3R/MC4R, zlokalizowanych w
PVH. W ten sposdb posredniczy w mechanizmie hamujacym dziatanie neurondw o charakterze
anoreksygenicznym, prowadzac do zwigkszania apetytu 1 obnizenia wydatku energetycznego.
Badania poziomu mRNA dla AgRP w znanych modelach otylosci (myszy bez receptora LepR,
db/db; myszy pozbawione genu leptyny ob/ob), ujawnily jego znacznie podwyzszony poziom
(Shutter 1 in. 1997). W jednym z pierwszych modeli transgenicznych myszy z nadekspresja
AgRP opisano otylo$¢ jako kluczowa ceche fenotypowg (Graham 1 in. 1997). Ponadto,
domoézgowe podanie AgRP powigzano ze zwigkszong konsumpcja (Tang-Christensen 1 in.
2004; Small 1 in. 2003), zmniejszonym zuzyciem tlenu i uposledzong funkcja bragzowej tkanki
tluszczowej (BAT, ang. brown adipose-tissue), co przektadato si¢ na zwigkszenie masy ciata
(Small 1 in. 2003). Czesciowe (dotyczace pojedynczego allelu) usunigcie genu Agrp (u myszy
dorostych) manifestowato si¢ umiarkowanym spadkiem masy ciala 1 popytu na pokarm
(Bewick 1 1n. 2005). Z kolei, catkowita eliminacja genu Agrp skutkowata skapym fenotypem u
myszy mtodych, nabierajgc wyraznych cech zwigzanych ze spadkiem masy ciala i1 redukcja
tkanki thuszczowej, a takze podwyzszonym poziomem hormonow tarczycy T3 i T4, u zwierzat
starszych (Wortley 1 in. 2005). Ciekawych obserwacji dostarczyty badania, w ktérych usunigto
geny kodujace peptydy o przeciwstawnym lub synergistycznym (w konteks$cie stymulacji
jedzenia) dziataniu. Podwdjny ,.knock-out” genu Pomec, jak 1 Agrp, przypominal model z utrata
jedynie genu Pomc i charakteryzowal si¢ znaczagcym wzrostem masy ciala i zapotrzebowania
na pokarm. Centralne podanie a-MSH prowadzito do obnizenia apetytu u tych zwierzat, a
jednoczesne podanie AgRP znosito ten efekt (Corander 1 in. 2011). Z kolei podwdjny ,.knock-
out” genu Agrp oraz Npy (AgRP'NPY”") nie objawil si¢ fenotypem $wiadczacym o
upo$ledzonym metabolizmie. Zwierzeta AgRP'"NPY~" nie wykazywaty cech zwigzanych ze
spadkiem masy ciata czy zmniejszonym apetytem (Qian 1 in. 2002). Te nieoczywiste
obserwacje mogg by¢ wyjasnione wyksztalceniem si¢ mechanizméw kompensacyjnych juz na
etapie rozwoju zarodkowego, tak aby przeciwdziata¢ ubytkowi kluczowych biatek dla regulacji

apetytu.
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Wspomniany wyzej neuropeptyd NPY, bedacy druga sktadowa charakterystyczng dla
neuronéw ARCAERP jest 36-aminokwasowym, bardzo silnie konserwowanym ewolucyjnie,
peptydem. W osrodkowym uktadzie nerwowym wystepuje w wielu strukturach, petnigc tym
samym wielorakie funkcje fizjologiczne zwigzane m.in. z aktywno$cig lokomotoryczng czy
regulacjg cyklu okotodobowego (Marchant, Watson, 1 Mistlberger 1997; Singh, Rihel, 1 Prober
2017; Gribkoff 1 in. 1998; Blasiak 1 in. 2017). W stanach patologicznych zaburzenia w
funkcjonowaniu NPY kojarzono z napadami padaczkowymi, depresja czy natogiem
alkoholowym. W neuronach ARC kluczowag funkcja tego neuropeptydu jest stymulacja
jedzenia w obliczu deficytu energetycznego (Glenn Stanley 1 in. 1986). NPY dziala na grupe
transbtonowych receptorow Y. Sposrod 6 sklasyfikowanych typoéw receptorow Y (u myszy i
szczura), w mozgu najobficiej wystepuje Y2 (gléwnie na blonie presynaptycznej) oraz Y1, Y5
oraz Y6 (na btonie postsynaptycznej). Sg to receptory zwigzane z biatkiem G. Wigzanie NPY
prowadzi do zahamowania aktywnosci cyklazy adenylowej i/lub fosfolipazy, prowadzac do
wewnatrzkomdrkowego zmniejszenia poziomu cAMP, co moduluje transdukcj¢ sygnatu.
Dziatanie presynaptycznego receptora Y2 polega gltownie na hamowaniu wydzielania
neuroprzekaznikdéw z komorki presynaptycznej. NPY wykazuje powinowactwo do wszystkich
wyzej wymienionych typow receptoréw (Pedragosa-Badia, Stichel, 1 Beck-Sickinger 2013; Yi
iin. 2018).

Pierwsze badania, bazujace na domozgowej iniekcji NPY, odstonily jego role w
regulacji metabolizmu i rozwoju otytosci (Glenn Stanley i in. 1986; Zarjevskiiin. 1993). Wsrod
transgenicznych modeli zwierzecych z nadekspresja NPY pojawiajacy si¢ fenotyp otytosci w
niektorych przypadkach byl warunkowany lub wzmagany dietg (Kaga i in. 2001; Bi, Kim, i
Zheng 2012), w innych zwierzgta tyly niezaleznie od sktadu pokarmu (Long i in. 2015).
Zwigkszeniu masy ciata towarzyszyta postgpujaca hiperglikemia (Kaga 1 in. 2001) oraz
hiperinsulinemia (Kaga 1 in. 2001; Long 1 in. 2015), a takZze zaburzenia termogenezy w obrebie
BAT, potaczone z odktadaniem biatej tkanki ttuszczowej (WAT, ang. white adipose tissue)
(Billington 1 in. 1991). Zaangazowanie NPY w metabolizm tluszczy i regulacje termogenezy
potwierdzity rdwniez badania z wykorzystaniem modeli z utratg funkcji NPY (S. Park 1 in.
2017; N. J. Lee i in. 2019). Co prawda modele zwierzece z usunigtym genem Npy (NPY™),
pokazaly brak zaburzen w obrgbie masy ciata czy zachowan zywieniowych (J. C. Erickson,
Clegg, 1 Palmiter 1996a), zachowujac jednak leptynowrazliwos¢, warunkujacg dtugoterminowa
sygnalizacje statusu metabolicznego organizmu (zwierzeta reagowaty spadkiem masy ciala i
ilosci zjedzonego pokarmu w odpowiedzi na podanie leptyny). Ponadto, zwierzeta NPY~" byly

bardziej podatne na drgawki, co zarysowalto role NPY jako modulatora hamujacego transmisje
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pobudzajaca. Natomiast w powszechnie znanym modelu ob/ob z deficytem leptyny, utrata NPY
pomagata zmniejszy¢ skale otylo$ci poprzez ograniczenie apetytu i zwigkszenie wydatku
energetycznego (Jay C. Erickson, Hollopeter, 1 Palmiter 1996).

Wspotczesnym rozwinigciem tych badan jest stosowanie modeli z wylaczeniem
ekspresji danego genu, przy jednoczesnej opto- lub chemogentycznej manipulacji
zmodyfikowanej populacji komorek. W ten sposdb mozna wnioskowaé na temat kluczowej,
charakterystycznej dla danego typu komorek, funkcji neuropeptydu. Przykladem sag
doswiadczenia, polegajace na opto- i chemogenetycznej stylulacji neuronow AgRP u zwierzat
NPY"-. W przeciwiefistwie do modelu z brakiem AgRP czy VGAT, taka stymulacja
uposledzata proces jedzenia na przestrzeni pierwszych kilkudziesieciu minut, ktory jest
przywracany po domézgowym dostarczeniu NPY. Na tej podstawie postulowano role NPY w
podtrzymywaniu, trwajacej kilkadziesiat minut po stymulacji ARCA2R? ich oreksygenicznej
aktywnosci (Z. Chen 2019).

Samo usunigcie genu Agrp, czy Npy nie wigze si¢ z rozwojem U myszy wyraznego,
spodziewanego fenotypu. Znacznie bogatsze obserwacje towarzyszg eliminacji neurondow
AgRP oraz towarzyszacych im, istotnych w regulacji apetytu czynnikéw (m.in. NPY, GABA).
Modele transgeniczne z catkowitg badz cze$ciowa utratg neuronéw AgRP manifestujg si¢ w
diametralnie rézny sposéb w zaleznosci od stadium rozwojowym, w ktorym zachodzi
opisywana zmiana. Jesli modyfikacja miata miejsce w mozgach zwierzat dorostych, wowczas
rozwijajacy si¢ fenotyp mial powazny przebieg, prowadzacy do zaniechania przyjmowania
pokarmu, skrajnego wychudzenia i ostatecznie $§mierci (Gropp i in. 2005; Luquet 1 in. 2005). Z
kolei oseski, ktore utracily, przynajmniej czgsciowo, neurony AgRP w efekcie dzialania
toksyny btoniczej (ang. diphteria toxin), w wigkszo$ci przezywaly, cho¢ w poczatkowym etapie
zycia miaty uposledzong funkcje zwigzang z apetytem nawet w obliczu restrykeji dietetyczne;.
U zwierzat, ktore przezywaly ten krytyczny etap (ok. 70%), w zyciu dorostym zar6wno masa
ciata jak 1 pobdr pokarmu nie wykazywaty odchylen od normy (Tan, Knight, i Friedman 2014).
Uzasadnieniem tych rozbieznych cech fenotypowych miedzy mtodymi 1 dorostymi
zwierzetami  pozbawionymi neuronéw AgRP, moze by¢ czesciowa kompensacja
wprowadzonej zmiany, dokonujaca si¢ w plastycznych mozgach intensywnie rozwijajacych si¢
mtodych zwierzat. Mozna to rowniez uzasadni¢ odmienng funkcja, jaka petnig neurony AgRP
u miodych rozwijajacych si¢ osobnikow, czy tez ksztattujaca si¢ w czasie, docelowa funkcjg
oreksygeniczng, jak to zostalo pokazane w badaniu Zimmer’a 1 in. Wzrost aktywnosci
neurondéw AgRP u oseskéw obserwowano w trakcie separacji od matki, a bliskos¢ 1 ciepto

matki (w przeciwienstwie do dostepnosci mleka) obnizaly tg aktywnos¢. Dopiero 15-dniowe
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oseski rozwijaly zwigkszony pobdr mleka wobec chemogenetycznej stymulacji neuronéw
AgRP (Zimmer 1 in. 2019).

Szeroko opisana w literaturze jest zdolno$¢ neuronow AgRP do odbierania i
przetwarzania informacji niesionej z tkanek obwodowych przez hormony takie jak leptyna,
insulina czy grelina (Morton 1 Schwartz, b.d.; Zigman i1 Elmquist 2003; Rodriguez, Blazquez, i
Guerra 2010; Varela 1 Horvath 2012; Sohn 1 Williams 2012; Q. Wang 1 in. 2014; Steculorum i
in. 2016; Flak i Myers 2016; Andermann 1 Lowell 2017). Leptyna jest ,,hormonem sytosci”,
uwalnianym proporcjonalnie do ilosci zasobow energetycznych zgromadzonych w tkance
tluszczowej. Jej wysoki poziom odzwierciedla stan ,,nadwyzki energetycznej”, natomiast brak
leptyny jest wyraznym sygnatem dla organizmu do uruchomienia dziatan nakierowanych na
uzupelnienie deficytu kalorycznego. Komunikacja leptyny z efektorowymi neuronami
podwzgorza odbywa si¢ za pomocg receptorow dla leptyny LepR, ktore znajdujg si¢ zar6wno
na powierzchni neuronéw AgRP jak 1 POMC, a takze na neuronach w innych jadrach
podwzgodrza 1 poza nim. Do$wiadczenia z wykorzystaniem transgenicznych linii zwierzat,
polegajace na usunigciu /lepr w neuronach AgRP zaowocowaly spadkiem aktywnos$ci
lokomotorycznej oraz umiarkowanym wzrostem masy ciata. Natomiast brak LepR zar6wno na
neuronach AgRP jak i POMC poszerzyt spektrum dysfunkcji o masywna otyto$¢ spowodowang
hiperfagia, ktora stabilizowata si¢ do pewnego stopnia u dorostych zwierzat po podaniu
leptyny. Sugeruje to, ze leptyno-zalezna regulacja glodu odbywa si¢ réwniez z udziatem
sciezek, ktoére omijajg neurony ARC (van de Wall i in. 2008). Z kolei obserwacje Xu i in.,
bazujace na selektywnym usunigciu /epr w dojrzatych neuronach AgRP oraz POMC przy
wykorzystaniu technologii CRISPR, pokazaty, ze to brak tych receptoréw na neuronach AgRP
prowadzil do rozwinigcia powaznej otytosci oraz cukrzycy, ktora imitowata tg obserwowang u
myszy db/db. Niedobor leptyny ,,odhamowywal” aktywno$¢ neuronéw AgRP, a
chemogenetyczne wyciszenie ich aktywnosci odwracato cukrzycowy fenotyp 1 wzrost apetytu
(J. Xuiin. 2018).

Badania sprzed blisko 20 lat pokazaty, ze leptyna ma wtasciwosci hiperpolaryzujace
neurony AgRP (Spanswick i in. 1997; van den Top 1 in. 2004) oraz depolaryzujace neurony
POMC (Cowley 1 in. 2001). Dieta prowadzaca do otytosci, réwniez moze wplywac na zalezng
od leptyny pobudliwos¢ neurondw AgRP, zmniejszajac zdolnos¢ odpowiedzi wolno
inaktywujacych si¢ kanaléw potasowych K,, zakotwiczonych w ich btonie, w reakcji na
dzialanie leptyny (Baver 1 in. 2014). Ciekawym rozwini¢ciem mechanizmu dzialania leptyny
na neurony ARC sg doniesienia, ktore podkreslaja, ze w obliczu braku leptyny czy

hipoglikemii, aktywowana jest w pierwszej kolejnosci 0§ podwzgorzowo-przysadkowo-
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nadnerczowa (HPA, ang. hypothalamic-pituitary-adrenocrtical axis) (Perry 1 in. 2019).
Zdaniem Perry 1 in. brak leptyny prowadzi do wzrostu poziomu kortykosteronu (hormonu
stresu), ktory jest warunkiem koniecznym 1 wystarczajacym do aktywacji neuronow AgRP w
obliczu deficytu kalorycznego.

Insulina dziata na neurony AgRP, podobnie jak leptyna, hiperpolaryzujac ich btong.
Modele zwierzgce pozbawione InsR na neuronach AgRP wskazujag na kluczowe
zaangazowanie tych neurondw w watrobowym metabolizmie glukozy (Koénner i in. 2007).
Ponadto opto- i chemogenetyczna stymulacja zakonczen ARCASRP w PVN powodowala
insulinooporno$¢ 1 zwiekszony pobor pokarmu, a w BNST uposledzata, zalezng od miostatyny,
ekspresje genow w BAT, wplywajac, tym samym, na poziom glukozy w organizmie
(Steculorum i in. 2016).

Funkcjonalng przeciwwage dla leptyny stanowi grelina (hormon glodu), ktéra jest
wydzielana gtownie przez komorki enteroendokrynne trzonu i1 dna zotadka, w odpowiedzi na
obnizony poziom glukozy we krwi, spowodowany okresami fizjologicznej gtodowki. W mézgu
grelina wigze si¢ z receptorami wydzielania hormonu wzrostu (GhsR, ang. growth hormone
secretagogue receptor), ktore zlokalizowane sg w réznych osrodkach regulujacych glod 1
sytos¢ np. NTS. W jadrze tukowatym receptory te obecne sg m.in. na oreksygenicznych
neuronach ARC#2RP (Zigman i in. 2006). Grelina wykazuje dzialanie stymulujgce apetyt i
wspomagajace wydzielanie hormonu wzrostu (Tschop, Smiley, 1 Heiman 2000; Nakazato 1 in.
2001). Role w regulacji apetytu potwierdzila elektrofizjologiczna aktywacja neuronow
ARCASRP wywotania greling (Cowley i in. 2003; van den Top i in. 2004; Kohno i in. 2003). Z
kolei ablacja receptorow dla greliny GhsR w neuronach ARCAERP zaburzata stymulujacy efekt
greliny (S.-R. Chen i in. 2017). Badania przeprowadzone na transgenicznych zwierzetach z
globalng utratg greliny czy GhsR wykazaty jej role w regulacji poziomu glukozy i odpowiedzi
na insuling (Y. Sun i in. 2008; McFarlane 1 in. 2014; Shankar 1 in. 2020).

Wiasciwosci neuronéw AgRP mozna badaé takze poprzez wylaczenie okreslonych
sciezek przekaznictwa. Tu rowniez, w zalezno$ci od stosowanego modelu badawczego,
rozwijajacy si¢ fenotyp mial rézny przebieg. Meng 1 in., stosujagc indukowalny model,
aktywowane] pod wpltywem aminoglikozydow, rekombinazy Cre, uposledzili wybidrczo
przekaznictwo GABAergiczne w neuronach AgRP (F. Meng i in. 2016). W tym przypadku,
zmiana okazala si¢ znacznie bardziej dotkliwa dla zwierzat miodych niz tych w petni
rozwini¢tych, dojrzatych osobnikow. Te pierwsze charakteryzowal znaczacy spadek masy
ciala, spowodowany obnizeniem ilosci spozywanego pokarmu, a towarzyszyly temu

zaburzenia zwigzane z gospodarkg glukozy w organizmie. U zwierzat dorostych efekt byt
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jedynie przejsciowy. Kluczowg role tych hamujacych polaczen, tworzonych przez neurony
AgRP, podkresla rowniez badanie Wu 1 in. (2009), skupiajagce si¢ na GABAergicznych
projekcjach ARCA#R? do PBN - o$rodka silnie powigzanego z obnizeniem jedzenia w
odpowiedzi na sygnalizacj¢ trzewng oraz w przebiegu mdtosci. W obliczu ablacji neuronéw
ARCASRP myszy rozwijaty anoreksje, ktora byta odwracalna w momencie podania agonisty
receptora GABAa- bretazinilu do PBN. W przypadku takich docelowych obszaréw mozgu jak
PVH, NTS czy PAG terapia bretazinilem okazata si¢ niewystarczajgca. Dodatkowo,
selektywne uposledzenie biosyntezy GABA w neuronach AgRP prowadzito do obnizenia
poboru pokarmu poprzez zniesienie hamujacego dziatania GABA na neurony PBN (Q. Wu,
Boyle, 1 Palmiter 2009). Z kolei myszy, u ktoérych neurony AgRP pozbawiono
pecherzykowatego transportera GABA (VGAT, ang. vesicular GABA transporter) na etapie
rozwojowym, byly jedynie szczuple (a nie wychudzone) i nie rozwijaty otytosci po ekspozycji
na diet¢ wysokottuszczowg (Tong 1 in. 2008).

Suma tych do§wiadczen méwi po pierwsze o istotnym zaangazowaniu neuronow AgRP
w mechanizmy zwigzane z regulacjg apetytu i sytosci, ktore odbywaja sie nie tylko za
posrednictwem uktadu melanokortynowego, ale rowniez za pomoca GABAergicznego
przekaznictwa (Zhu 1 in. 2020). Po drugie podkresla istotne roznice fenotypowe modeli w
zaleznosci od stosowanej strategii, ktora wprowadza modyfikacj¢ u dorostych osobnikéw badz
tez na etapie rozwijajacego si¢ zarodka.

Warty podkreslenia jest rowniez fakt, Zze usuniecie genu Agrp czy uposledzenie
wybranych sktadowych neuronéw AgRP (np. przekaznictwa GABAergicznego, receptorow dla
leptyny, greliny czy insuliny) nie jest rtOwnoznaczne z ich ablacja, w ktorej wszystkie funkcje
tych neurondw zostaja wylaczone jednoczesnie. Nie nalezy ich traktowa¢ jako modele
roOwnoznaczne, tylko uzupehiajace si¢, zwracajgc przy tym szczegdlng uwage na zagadnienia
zwigzane z r0zng penetracja zmiany (odmienny poziom rekombinacji w poszczegolnych liniach
transgenicznych), a takze mozliwoscig rozwinigcia si¢ mechanizmow kompensacyjnych, jesli
wprowadzana modyfikacja rozwija si¢ juz na etapie zycia ptodowego.

Identyfikacja anatomicznych pofgczen neuronow ARCAeRP 7z odrodkami II rzedu
zarysowata obraz ich funkcjonalnych powigzan. Wraz z rozwinigciem nowoczesnych opto- i
chemogenetycznych technologii modulujacych dziatanie komoérek oraz mozliwosci badania
przyzyciowej aktywnos$ci neuronow (GCaMP, ang. GFP Calmodulin peptide) mozliwa stata
si¢ szczegotowa analiza funkcjonalna.

Jedna z pierwszych prac nakreslajagcych synaptyczne potaczenia molekularnie

zdefiniowanych typow komorek w obwodach neuronalnych, sterujacych zachowaniami
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zywieniowymi, opisywata wlasnie potaczenia neuronow AgRP. W oparciu o wykorzystanie
wektorow wirusowych AAV o wilasciwosciach anterogradowych, z Cre zalezng ekspresja
wyznakowanych fluorescencyjnie swiatloczulych biatek btonowych oraz ich optogenetyczng
stymulacjg na skrawkach (ang. ChR2-assisted circuit mapping CRACM), pokazano miejsca
docelowego dziatania ARCA2RP| takie jak PVH czy PVT (D. Atasoy i in. 2008). Kolejne lata
zaowocowaly rozwinigciem przyzyciowej, wybiorczej, optogenetycznej (Aponte, Atasoy, i
Sternson 2011; Deniz Atasoy 1 in. 2012; Betley 1 in. 2013) 1 chemogenetycznej (Krashes 1 in.,
b.d.; Deniz Atasoy 1 in. 2012; Krashes 1 in. 2013; Garfield i1 in. 2015) stymulacji badz
inaktywacji neuronéw AgRP, prowadzac do wniosku, ze ta grupa komorek jest konieczna i
wystarczajaca do zainicjowania jedzenia. Zwierzeta najedzone, u ktorych aktywowane zostaly
neurony AgRP wykazywaly zwiekszong motywacje do poszukiwania jedzenia i zwigkszony
apetyt (Krashes 1 in., b.d.; 2013; Deniz Atasoy 1 in. 2012). Co wiecej, doswiadczenia te
unaocznily, ze pierwszych kilkadziesigt minut po stymulacji neuronéw ARCAERP nagly wzrost
jedzenia jest regulowany inaczej niz poprzez zahamowanie systemu melanokortynowego
(Aponte, Atasoy, i Sternson 2011), z ktérym zwigzana jest opdzniona, dtugotrwajaca i
neuromodulujgca rola peptydu AgRP w poborze pokarmu (Krashes 1 in. 2013). Natomiast
zarbwno GABA, jak 1 NPY s3 neuromediatorami uruchamianymi w krotkim czasie tuz po
stymulacji ARCAeRP (Krashes 1 in. 2013). Atasoy i in. pokazali dodatkowo, ze aktywacja
ARCAR? komunikujgcych sie z ARCPOMC bardzo wyraznie hamuje aktywno$¢ tych drugich.
Jednak jednoczesna stymulacja obu typéw neurondéw, zaowocowala wzrostem jedzenia, co
wspiera doniesienia opisujace powolng kinetyke dziatania neuronéw POMC 1 moze $swiadczy¢
o tym, ze zahamowanie neuronéw ARCPOMC nie jest warunkiem koniecznym do zainicjowania
jedzenia. Ponadto, blokada receptoréw dla NPY (Y1) oraz GABA (GABAA) na neuronach
PVH, zahamowata stymulowany optogenetycznie pobor pokarmu, wskazujgc przynajmniej
jeden z tych neuromodulatoréow jako kluczowy dla natychmiastowego wywolania jedzenia
(Deniz Atasoy 1 in. 2012).

Rozwinigciem tych obserwacji jest doswiadczenie, ktore opisuje, ze zwierzeta
pozbawione genu Npy (NPY”") w neuronach AgRP nie wykazywaly zwickszonego poboru
pokarmu w obliczu optogenetycznej stymulacji, jak miato to miejsce w przypadku pobudzenia
ARCASR? w modelu AY czy VGAT”, czyli zwierzat z zahamowanym (poprzez ektopowe
wydzielanie biatka Agouti) systemem melanokortynowym lub bez sygnalizacji GABA w
neuronach AgRP (Y. Chen i in. 2019). Rowniez ten watek podkresla rolg neuropeptydu NPY,

a tym samym neuronow AgRP, w natychmiastowej indukcji poboru pokarmu.
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Rycina 1.4 Aktywacja neuronéw AgRP jest konieczna i wystarczajaca do indukcji jedzenia; A) zdjecie i schemat
pogladowy umiejscowienia $wiattowodu do optogenetycznej stymulacji neuronow AgRP, B) schemat
doswiadczenia przedstawiajacy ilos¢ zjedzonych peletow u zwierzat przed, w trakcie i po fotostymulacji (o
czestotliwosci 20Hz z 10 milisekundowymi pulsami $wiatta, w rezimie: 1sek stymulacji, 3 sek przerwy) (na
podstawie Aponte i in. 2011).

Aktywno$¢ neuronow AgRP jest zwigzana ze statusem kalorycznym. U zwierzat
najedzonych jest obnizona do minimum w poréwnaniu do zwierzat gtodnych (Krashes 1 in.
2013; Takahashi i Cone 2005; Betley i in. 2015; Y. Chen i in. 2015; Mandelblat-Cerfi in. 2015;
Yang 1 in. 2011). Udokumentowano to rosngca iloScig pobudzajacych pradow
postsynaptycznych (EPSC, ang. excitatory postsynaptic currents) na neuronach ARCAERP
wywotanych stanem glodu (T. Liu 1 in. 2012). Analogiczny obraz EPSC zarejestrowano w
przypadku zwierzat najedzonych, po optogenetycznej stymulacji glutaminergicznych
zakonczen, docierajagcych do ARCASRP (Krashes i in. 2014). Jeden ze scenariuszy ttumaczy to
fizjologiczne pobudzenie w stanie gltodu dziataniem greliny, ktora wywotuje na blonie
presynaptycznej zakonczen docierajagcych do ARCARP pozytywng petle zwrotng, zalezng od
kinazy aktywowanej 5°’AMP (AMPK, ang. 5 ’AMP-activated kinase), utrzymujaca aktywnos¢
neuron6w AgRP na wysokim poziomie, rozumiang jako histereza (Yang i in. 2011).

Co ciekawe, aktywno$¢ neuronéw AgRP ulega obnizeniu na sam widok jedzenia
(Sternson 1 Eiselt 2017; Y. Chen 1 in. 2015). Udokumentowano, ze u osobnikow ze swobodnym
dostepem do jedzenia aktywno$¢ tych neurondéw rosta gradacyjnie w miar¢ uptywu godzin i
wzmagajacego sie glodu. Natomiast u zwierzat poddanych restrykcji pokarmowej sam widok
jedzenia obnizat te aktywnos$¢, cho¢ nie wygaszat jej do momentu konsumpcji (Mandelblat-
Cerf 1 in. 2015). Na poziomie $ciezek neuronalnych, mechanizm, lezagcy u podstaw tej
obserwacji miatby opiera¢ si¢ na tym, ze aktywowane gtodem neurony AgRP sg no$nikiem
awersyjnej informacji, zaangazowanej w $ciezke powigzang z neuronami LHVE"? (Vglut2, ang.
vesicular glutamate transporter isoform 2) i DMHYPR, Modulowane przez te o$rodki uczenie
si¢, zwigzane z sensorycznym rozpoznawaniem wskazowek jedzeniowych, prowadzilo do
przejSciowego obnizenia aktywnosci neuronéw AgRP, bedacego informacjg o pozytywnym

wydzwieku (Berrios 11in. 2021). Zatem naturalnym, docelowym kierunkiem wydaje si¢ dazenie
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organizmu do obnizenia aktywno$ci neuronow AgRP. Ich chemogenetyczna stymulacja, w
obliczu braku dostgpnego jedzenia, odstonita zaangazownie tej waskiej grupy neuronow w
powtarzalne stereotypowe zachowania zwigzane z zerowaniem i1 przemieszczaniem si¢, a takze
obnizeniem poziomu leku, ktore byty wyciszane wraz z dostepnos$cia pozywienia (Dietrich 1 in.
2015). Potwierdza to wielomodalng role neuronow AgRP, ktora z jednej strony kieruje
zachowaniami zwigzanymi z poszukiwaniem jedzenia, z drugiej za§ z samg konsumpcja.
Naktada si¢ na to element zwigzany z uczeniem si¢ 1 pozytywnym wzmocnieniem, jakim
niewatpliwie jest positek, w ktéry réwniez neurony AgRP mogg by¢ bezposrednio lub
posrednio zaangazowane. Andermann 1 Lowell sugeruja, ze sama wielko$¢ porcji 1
czestotliwos$¢ positkOw ma znaczenie dla kinetyki wyciszania aktywnos$ci neuronalnej AgRP.
Wazna jest réwniez kaloryczno$¢ positku, ktora jest czegsto korelowana z atrakcyjnoscia
pozywienia. Aktywno$¢ AgRP ustaje wraz z konsumpcja, aczkolwiek mniejsze porcje jedzenia

wyciszaja ja znacznie stabiej niz duzy, kaloryczny positek (Andermann i Lowell 2017).

1.5 Czasteczki mikroRNA w regulacji procesow biologicznych.

Czasteczki mikroRNA (miRNA) to krétkie (~ 18 — 24 nt), jednoniciowe, niekodujace
fragmenty RNA, ktére dzigki swoim wihasciwosciom wigzania si¢ do matrycowego RNA
(mRNA), regulujg ekspresj¢ genéw na poziomie potranskrypcyjnym. Zakres procesOw
biologicznych, w ktorych uczestniczg, obejmuje kluczowe dla przezycia i funkcjonowania
obszary zaréwno zycia plodowego jak 1 dorostego organizmu. Dotycza one rozwoju i
roznicowania, regulacji cyklu komorkowego (zwigzanego m.in. z proliferacja, apoptoza i
autofagig), szlakéw sygnatowych, angiogenezy, odpowiedzi uktadu odpornosciowego,
metabolizmu lekéw oraz procesOw plastycznych m.in. zwigzanych z uczeniem si¢ (Tiifekei,
Meuwissen, i Geng 2014; Nakano 1 Nakajima 2018; Fiorenza 1in. 2016; W. Konopka i in. 2010;
Witold Konopka, Schiitz, i Kaczmarek 2011; Zhenyi Su 1 in. 2015). Nieprawidlowosci w
obrebie miRNA-zaleznej regulacji tych procesow zaobserwowano w wielu stanach
patologicznych, a niektore miRNA, ulegajace sekrecji do ptyndéw ustrojowych, zyskaty miano
molekularnych biomarkeréw stanéw chorobowych (Almeida, Reis, 1 Calin 2011; Nagaraj 1 in.
2019; Wojda 2016).

Pierwsze doniesienia opisujgce istnienie miRNA pojawilty si¢ w 1993 roku, kiedy to
dwie niezalezne grupy badawcze zidentyfikowaly niekodujaca czasteczke lin-4. Okazala si¢
ona negatywnie regulowac ekspresje genu /in-14 u nicienia Caenorhabditis elegans (R. C. Lee,

Feinbaum, 1 Ambros 1993; Wightman, Ha, 1 Ruvkun 1993). Niedtugo potem odkryto kolejng
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czasteczke regulatorowg let-7 (Reinhart 1 in. 2000; Pasquinelli i in. 2000). Te wydarzenia
zapoczatkowaly badania skupiajagce si¢ na klasyfikacji coraz to nowych endogennych
czasteczek miRNA w genomach szeregu modelowych organizmow (S.-C. Li i1 in. 2010;
Friedldander 1 in. 2014), a ponadto zwrécity uwage na znaczenie biologiczne tych czasteczek,

ktore nie kodujg bialek.

1.5.1 Biogeneza czgsteczek mikroRNA.

Powstawanie funkcjonalnych czasteczek miRNA odbywa¢ si¢ moze na drodze
kanonicznej, charakteryzujacej wiekszos¢ opisanych dotad miRNA, oraz niekanonicznej,
skupiajacej wybrane ich przypadki. Réznice miedzy obiema $ciezkami wigzg si¢ m.in. z
odmiennym umiejscowieniem i konfiguracja sekwencji kodujacej miRNA w genomie oraz
procesem ich dojrzewania, polegajacym na szeregu potranskrypcyjnych modyfikacji z

udziatem lub bez udziatu okreslonych enzymow.

Genomowa lokalizacja sekwencji kodujacych miRNA jest zroznicowana. Wigkszo$¢
stanowi oddzielne jednostki transkrypcyjne, umiejscowione w znacznej odlegtosci do gendéw,
posiadajace wlasne sekwencje regulatorowe (Lagos-Quintana i in. 2001; Lau i in. 2001;
Rosalind C. Lee 1 Ambros 2001; Zhou 1 in. 2007). Natomiast jest pewna frakcja miRNA, ktora
zakodowana jest w intronach i regulowana aktywnos$cig sekwencji promotorowych gendéw, w
obrebie ktorych si¢ znajduje (Lagos-Quintana 1 in. 2001; Aravin 1 in. 2003; Lai 1 in. 2003).
Opisano rowniez miRNA, ktore zlokaliowane sg w egzonach gendéw (Maselli, Di Bernardo, i
Banfi 2008). Transkrypcja miRNA (w formie pojedynczych cistronow lub dlugich,
policistronowych fragmentow) (Y. Lee 2002; Tanzer 1 Stadler 2004) ma miejsce w jadrze i
uczestniczy w niej polimeraza RNA typu II (w wybranych przypadkach polimeraza typu III)
(Yoontae Lee 1 in. 2004). Te pierwotne transkrypty, zwane pri-miRNA, maja rozbudowang
drugorzedowa strukture, ztozong z jednego lub wiecej motywu typu ,,szpilka do wlosow”,
czapeczke 7-metyloguanozyny na koncu 5’ 1 ogon polyA na koncu 3’ (Cai 2004; Yoontae Lee

i in. 2004).

W przypadku $ciezki kanonicznej pri-miRNA jest rozpoznawane 1 cigte przez kompleks
enzymoOw, zwany mikroprocesorem. Identyfikacja, przez wspomniany kompleks,
drugorzedowej struktury pri-miRNA jest etapem krytycznym w procesie kierowania
wybranych szpilek RNA na droge biogenezy miRNA (Shomron, Golan, i Hornstein 2009;
Roden i in. 2017; Creugny, Fender, 1 Pfeffer 2018). W sktad mikroprocesora wchodzi biatko
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DGCRS (ang. DiGeorge syndrome critical region 8), identyfikujace sekwencje w strukturze
»rdzenia” (zwanego ,,seed”) pri-miRNA, a takze RNaza typu III - Drosha, ktora odcina ramiona
nukleotydowe przy podstawie szpilki. W ten sposob czasteczka osigga status pre-miRNA i
transportowana jest przez Eksportyne 5, w kompleksie z kofaktorem Ran-GTP, poza obszar
jadra. W cytoplazmie, okoto 70-nukleotydowe pre-miRNA, z charakterystycznym
dwunkleotydowym wolnym fragmentem na koncu 3’ (Han 2004), ulega kolejnej modyfikacji,
polegajacej na odcigciu petli w strukturze szpilki, osiggajac forme ok. 22 nukleotydowego
dupleksu miRNA. Dzieje si¢ to za posrednictwem endonukleazy Dicer, ktéra jest RNAzg typu
III (Bernstein 1 in. 2001; Grishok 1 in. 2001; Hutvagner 1 in. 2001; Ketting 2001; Knight i Bass
2001; Denli 1 in. 2004; C. Okada i in. 2009) 1 dziala w kompleksie m.in. z biatkiem TRBP (ang.
Transactivating rsponse RNA-binding protein), stabilizujacym wigzanie enzymu Dicer z pre-
miRNA (Chendrimada 1 in. 2005; Forstemann 1 in. 2005; Haase 1 in. 2005; Jiang 2005; Saito i
in. 2005). Dupleks miRNA sktada si¢ z nici sensownej 5p (niegdy$ zwanej wiodgcg) oraz nici
antysensownej 3p (pasazerskiej, oznaczanej rowniez znakiem *). Taki dwuniciowy kompleks
miRNA-miRNA wchodzi w interakcj¢ z grupg bialek biorgcych udziat w podzZniejszym
wyciszaniu ekspresji genow w procesie interferencji RNA (RISC, ang. RNA-induced silencing
complex). Jednym z gtownych bialek kompleksu RISC jest biatko Argonaute (Ago), ale w jego
sktad wchodzi réwniez Dicer oraz DGCRS8 (Schwarz 1 in. 2003). W znaczacej liczbie
przypadkéw ramig 5p dupleksu wigze si¢ z Ago, a ni¢ 3p ulega degradacji. Selekcja 1 wigzanie
odpowiedniej nici dupleksu przez Ago odbywa si¢ na podstawie rozpoznawania zasady
nukleotydowej na koncu 5° kazdego ramienia miRNA (z preferencjg dla uracylu) oraz
okreslania stabilno$ci termodynamicznej kazdego z koncow dupleksu (Frank, Sonenberg, i
Nagar 2010). Kompleks RISC w potaczeniu z dojrzalym jednoniciowym, wyselekcjonowanym
przez biatko Ago, miRNA, ma zdolno$¢ wigzania docelowej czasteczki mRNA na jej koncu
3’UTR celem wyciszenia translacji (znacznie cze¢sciej) lub degradacji nici mRNA (Hutvagner

1 Zamore 2002).
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Rycina 1.5 Biogeneza kanonicznych miRNA: 1) transkrybowane w jadrze miRNA tworza strukture szpilki do
wlosow, ktora 2) ulega modyfikacji przez jadrowy kompleks Drosha/DGCRS, zwany mikroprocesorem, 3)
transport niedojrzalego miRNA z jadra do cytoplazmy odbywa si¢ z udzialem Eksportyny-5 (XPOS), 4)
prekursorowe miRNA ulega modyfikacji przez Dicer, a powstaty dupleks miRNA kotwiczy si¢ w biatku
Argonaute, 5) ni¢ wiodaca dupleksu pozostaje zwigzana z Argonaute tworzac indukowany miRNA kompleks
wyciszajacy (miRISC), druga ni¢ ulega degradacji, 6) sekwencja rdzenia ,,seed” miRNA determinuje wigzanie si¢
komleksu miRISC do konkretnej czasteczki mRNA celem wyciszenia translacji. Skroty: DGCRS8- region
krytyczny DiGeorge Syndrome 8, GW182- biatko z powtorzeniami glicyny i tryptofanu o masie 182 kDa, CCR4-
NOT- repressor katabolitowy wegla 4; regulator negatywny transkrypcji, PABP- biatka wigzace Poly-A, elFs-
eukariotyczne czynniki inicjacji (na podstawie Medley i in. 2021).

W przypadku obrobki miRNA na drodze niekanonicznej, mozna wyszczeg6lni¢ §ciezke
niezalezng od Drosha/DGCRS lub biatka Dicer. Ta druga dotyczy bardzo ograniczonej liczby
przypadkéw. Wiekszos$¢ niekanonicznych miRNA wystepuje w genomie w postaci mirtronow,
czyli sekwencji zakodowanych w intronach genow kodujacych biatka. Wraz z procesem
obrobki potranskrypcyjnej genu, formowane sg i uwalniane z intronow czgsteczki pre-miRNA.
Omijajg tym samym konieczno$¢ udziatu mikroprocesora, w ich dojrzewaniu. Ulegajac
drobnym modyfikacjom, trafiaja bezposrednio do cytoplazmy (za pomocg Eksportyny 5),
poddawane sg enzymatycznemu cigciu przez biatko Dicer. Innym przykladem miRNA nie
wymagajacych obecnosci mikroprocesora, ale zaleznych od nukleazy Dicer, sg te, ktoére
wywodzg si¢ z matych jaderkowych RNA (snoRNA, ang. small nucleolar RNA) lub tRNA,
albo zlokalizowane sg na koncu 5’ genow regulowanych aktywnos$cig Polimerazy I1. Te ostatnie
zaopatrzone s3 w czapeczke 7-metyloguanozyny na koncu 5°, ktora nie jest odcinana (jak ma
to miejsce w przypadku $ciezki kanonicznej) 1 stanowi punkt rozpoznawczy dla Eksportyny 1,

przenoszacej takie pre-miRNA do cytoplazmy. Po cigciu przez Dicer, wcigz obecna na koncu
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5’ czapeczka uniemozliwia ,,zaladowanie” kompleksu RISC ramieniem 5p miRNA. Wptywa
to na selektywne procesowanie przez Ago jedynie nici 3p danego pre-miRNA (Xie 1 in. 2013).
Opisano rowniez biogenezg, specyficznej dla erytrocytow, czasteczki miRNA-451, ktora
catkowicie omija udzial biatka Dicer (ze wzgledu na niewystarczajaca dtugos¢ prekursora), ale
ulega modyfikacji przez Ago2, ktory przycina jedno z ramion pre-miRNA w miejscu ,,seed”, a
nastepnie czgsteczka, zeby mogla sta¢ si¢ w pelni funkcjonalna, jest procesowana przez PARN
(ang. Poly(A)-specific ribonuclease) (Herrera-Carrillo 1 Berkhout 2017). Niekanoniczne
miRNA, cho¢ powstajag na drodze zmodyfikowane] sekwencji wydarzen i angazuja nieco
zmieniony zestaw enzymow, na koncowym etapie wspottworza (tak jak kanoniczne miRNA)

funkcjonalny kompleks regulujacy aktywnos$¢ translacyjng czasteczek mRNA.
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Rycina 1.6 Biogeneza niekanonicznych mikroRNA. Czasteczki miRNA niezalezne od mikroprocesora obejmuja
klasyczne mirtrony oraz te, z wystajagcym ramieniem 5’ lub 3°. Oba typy mirtronéw powstaja na skutek splicingu.
Dodatkowo, wybrane czasteczki tRNA przyjmujac strukture szpilki do wloséw, przypominajg prekursorowe
miRNA. Podobnie dzieje si¢ z matymi jaderkowymi RNA (snoRNA). W obu przypadkch rozpoznawane sg jako
substrat dla enzymu Dicer. Rowniez produkty Polimerazy RNA II, w ksztalcie spinek do wlosow, moga
klasyfikowa¢ si¢ do enzymatycznego dziatania biatka Dicer. Transport wszystkich wymienionych
prekursorowych czasteczek miRNA z jadra do cytoplazmy odbywa si¢ z udziatem Eksportyny-1. Szlak biogenezy
miRNA niezalezny od Dicer obejmuje niezwykle krotkg czasteczke typu spinka do wlosow- miR-451. Jest ona
przecieta przez Argonaute 2 i procesowana przez rybonukleaze poli(A)-specyficzng (PARN); DGCRS8- region
krytyczny DiGeorge 8, RISC- kompleks wyciszajacy indukowany RNA (na podstawie Treiber i in. 2019).

1.5.2 Funkcja mikroRNA.

Wedhug informacji z bazy danych miRBase (v.22), bedacej kolekcja wszystkich

opisanych dotad czasteczek miRNA, u cztowieka zidentyfikowano 1917 prekursowrowych
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czastek miRNA, natomiast u myszy odpowiednio 1234 (Kozomara, Birgaoanu, i Griffiths-
Jones 2019). Te liczby nie odzwierciedlajg zakresu ich dzialania, poniewaz pojedyncza
czasteczka miRNA jest zdolna do regulowania wielu docelowych sekwencji informacyjnego
RNA. Ponadto, jedno mRNA moze by¢ wigzane przez rdézne czasteczki miRNA. Wedlug
informacji z bazy danych, bedacej kolekcja interakcji miRNA-mRNA (miRTarBase),
opisanych zostalo ponad 13 tysiecy potwierdzonych oddzialywan migdzy miRNA, a
docelowym mRNA (H.-Y. Huang 1 in. 2019). To wigzanie wykorzystuje zasade
komplementarnosci, badz czesciowej komplementarnosci 1 dopasowania wspomnianego juz
fragmentu seed czasteczki miRNA (obejmujacego nukleotydy 2-8) (Grimson 1 in. 2007), z
miejscem na docelowym mRNA, zwanym MRE (ang. miRNA response elements),
zlokalizowanym najczesciej w regionie 3°’UTR (ang. 3 untranslated region). Duzo rzadziej
wigzanie miRNA-mRNA odbywa si¢ w obrebie 5’UTR 1 sekwencji kodujacych mRNA (W.
Xu 1 in. 2014). Gdy potaczenie miRNA z docelowym mRNA, w obrebie fragmentu seed, jest
catkowite, prowadzi to do wyciszenia translacji (scenariusz wystepujacy znacznie czesciej).
Dzieje si¢ to poprzez uformowanie podstawowej, funkcjonalnej, jednostki, zwanej miRISC
(ang. miRNA-induced silencing complex). W jej skfad, poza miRNA, wchodzg przede
wszystkim biatka rodziny Ago oraz GW182 (ang. Glycine-Tryptophan-Repeat Containing
Protein of 182 kDa). Poznanie doktadnej sekwencji wydarzen w mechanizmie zaleznej od
miRNA interferencji jest wcigz przedmiotem badan. Niemniej, wiadomo, ze GW182 wptywa
na lokalne zwigkszenie stezenia deadenylaz takich jak PAN2-PAN3 (ang. Poly-A-specific
Ribonuclease) oraz CCR4-NOT (ang. Carbon Catabolite Repressor 4, Negative Regulator of
Transcription), a takze szeregu dodatkowych czynnikéw (Dexheimer i Cochella 2020;
Kuzuoglu-Oztiirk i in. 2016). Ni¢ mRNA, aby mogla petni¢ funkcje matrycy gotowej do
produkcji biatka, wymaga zachowania w swojej strukturze czapeczki na koncu 5’ oraz ogonu
poly(A) na koncu 3’°. Kazdy z tych elementdéw jest ,,oslaniany” przez charakterystyczne grupy
initiation factors), a na koncu 3’ - PABPs (ang. Poly-A-Binding Proteins). Wspolnie z mRNA
tworza one, chroniony przed degradacja, kolisty kompleks. Udokumentowana zostata rola
miRISC w promowaniu oddysocjowywania czynnikoéw elF od mRNA, prowadzacego do
zaburzenia kolistej struktury kompleksu 1 destabilizacji nici (Fukao 1 in. 2014; Fukaya,
Iwakawa, 1 Tomari 2014; Meijer 1 in. 2013). Nastepnie, w efekcie zaleznej od PAN2-PAN3
oraz CCR4-NOT deadenylacji, odcigcia czepeczki przez enzym DCP2 (ang. mRNA Decapping
Enzyme) nastepuje represja translacji (bez koniecznosci degradacji mRNA) (Fabian,

Sundermeier, i Sonenberg 2010; Iwasaki, Kawamata, 1 Tomari 2009; Wakiyama 1 in. 2007;
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Zdanowicz 1 in. 2009). W przypadku catkowitej komplementarno$ci pomigdzy rejonem seed
miRNA, a mRNA nastepuje degradacja mRNA, a dzieje si¢ to za posrednictwem biatka Ago2
(Jo 2015).

Rycina 1.7 Mechanizm wyciszania translacji w organizmach zwierzgcych. Zazwyczaj jest kombinacja dziatan
polegajacych na represji translacji i promocji rozpadu mRNA. Czasteczka miRNA w kompleksie z Argonaute
wigze si¢ z docelowa nicig mRNA, a po dotgczeniu GW182 tworza rdzen kompleksu miRISC. GW182 oddziatuje
z PABP i rekrutujac kompleksy deadenylaz CCR4-NOT Iub Pan2-Pan3 (nie pokazano) prowadzac do
deadenylacji, odciecia czapeczki i ostatecznego egzonukleolitycznego rozpadu mRNA. Hamowanie translacji ma
miejsce najczesciej w poczatkowym etapie interferencji poprzez wptyw na czynniki elF4F, eIF4E-T oraz DDX6
(ang. probable ATP-dependent RNA helicase) (na podstawie Dexheimer i in. 2020).

Ciekawej, uzupetniajacej informacji na temat miRNA dostarcza coraz wigksza ilos¢
publikacji, ktore opisuja wiasciwos¢ miRNA do transportu miedzy komoérkami. Ta
komunikacja moze si¢ odbywa¢ na drodze bezposrednich, szczelinowych polaczen migdzy
sasiadujgcymi komorkami lub poprzez zamykanie czastek miRNA w pecherzykach réznego
pochodzenia. Takie pecherzyki mogg mie¢ charakter lizosomalny lub by¢ fragmentem
uwypuklonej btony komorkowej (np. w postaci cialek apoptotycznych), zabezpieczajac
miRNA przed degradacja przez RNazy 1 transortujac je lokalnie, ale takze na duze odlegtosci.
W ten sposob uwalniane np. przez komorki neuroendokrynne microRNA, niejednkrotnie w
kompleksie z biatkami hormonalnymi, moze petni¢ funkcje regulacyjne poza komorka, z ktorej
si¢ wywodzi (Mussbacher 1 in. 2021; O’Brien i in. 2020; S. Park 1 in. 2017; Saliminejad 1 in.
2019).

1.5.3 Neurospecyficzna utrata czgsteczek mikroRNA, a fenotyp otylosci.

Pierwsze proby stworzenia modeli zwierzecych z delecja genow regulujacych
formowanie dojrzatych czgsteczek miRNA, okazaly si¢ letalne (Bernstein 1 in. 2003; Y. Wang
11n. 2007; Morita 1 in. 2007). Pokazano tym samym krytyczng, dla prawidtowego rozwoju, role
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miRNA. Naturalnym krokiem bylo dziatanie polegajace na wytaczeniu funkcji enzymow
procesujacych miRNA, ale w $cisle okreslonym czasie 1 miejscu. W ten sposob stworzono
indukowalne, dziatajace w systemie Cre-loxP (opisanym szczegétowo w podrozdziale 1.6.3)
modele zwierzegce, bez wplywu na okres ksztaltowania si¢ zarodka, ale z selektywna mutacja
w wybranych populacjach komorek osobnikdéw dorostych. Masywna, neurospecyficzna utrata
dojrzatych czasteczek miRNA, w odpowiedzi na uposledzenie funkcji genu Dicerl, zostata w
literaturze szeroko opisana. Zawezajac obszar zainteresowania do wptywu tej modyfikacji na
fenotyp otylosci, nalezy odnies¢ si¢ do kilku opisanych, do tej pory, prac. Jednego z pierwszych
opisow fenotypu otytosci u myszy pozbawionych miRNA w moézgu, dokonat Konopka 1 inni.
W doswiadczeniach skupiajacych si¢ na pamigci i uczeniu si¢, zanotowat jednoczesny wzrost
masy ciala w grupie mutantow pozbawionych miRNA w neuronach z aktywnym promotorem
CaMKlIla (Konopka i in. 2010; Vinnikov 1 in. 2014). Kolejne grupy badawcze rozwingly ten
model, podkreslajac powtarzalny charakter wprowadzanej zmiany oraz rozwijajaca si¢ otytosc¢
zwigzang ze zwiekszonym poborem pokarmu (Mang i in. 2015; Fiorenza 1 in. 2016; Vinnikov
1 in. 2014). Ponadto, profile trankryptomiczne potwierdzity nadekspresje gendéw
zaangazowanych w $ciezki zwigzane z metabolizmem (Mang 1 in. 2015) oraz zmianami
plastycznymi (Fiorenza 1 in. 2016). Fiorenza 1 in., zwigkszong podatno$¢ na drgawki, szybsze
uczenie si¢ oraz rozwijajacg si¢ otytos¢ u zwierzat pozbawionych miRNA w neuronach
przodomdézgowia, uzasadnita obnizonym progiem pobudliwosci zmienionych neurondow
(Fiorenza 1 in. 2016). W migdzyczasie pojawily si¢ doniesienia na temat selektywnej utraty
funkcjonalnych czasteczek miRNA (poprzez usunigcie genu Dicerl) w neuronach POMC.
Dwie niezalezne grupy badawcze powigzaly t¢ zmiang z rozwinigciem fenotypu otytosci, ktora
w jednym przypadku zostala skorelowana ze zwigkszonym apetytem (Schneeberger 1 in. 2013),
a w drugim, przeciwnie ze zmniejszong iloscig zjedzonego pokarmu w grupie mutantoéw
(Greenman 1 in. 2013). Oba doniesienia udokumentowaly postepujaca w czasie degeneracje
neuronéw POMC, upatrujac to za przyczyne rozwijajacego si¢ fenotypu otytosci. W kazdym
opisywanym przypadku zauwazono ponadto obnizony poziom transkryptow Agrp oraz Npy w
badanym wycinku jadra lukowatego mutantow, co implikuje, ze utrata genu Dicer! w badanym
modelu, dotkneta nie tylko neurony POMC. Uzasadnieniem tego zatozenia jest wykorzystany
w powyzszych dwoch badaniach nieindukowalny model cre-zaleznych myszy transgenicznych.
Postepujacy w nich proces utraty miRNA rozpoczyna si¢ juz w zyciu ptodowym i dotyka m.in.
komorki progenitorowe, ktore odroznicowu;jg si¢ nastgpnie w oddzielne populacje neuronalne.

Brak jest publikacji naukowych opisujacych wybiorcze usunigcie genu Dicerl, w

populacji neuronéw AgRP. Wiadomo, ze czgsteczki miRNA sg kluczowe dla prawidtowego
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rozwoju 1 wlasciwej morfogenezy w moézgu (Q. Li 1 in. 2011). By¢ moze proby stworzenia
transgenicznego zwierzecia (w nieindukowalnym modelu Cre-zaleznym), z masywng utrata
miRNA w tej waskiej 1 kluczowej dla przezycia, populacji neuronéw, okazato si¢ technicznie
niemozliwe ze wzgledu na letalny charakter modyfikacji. Tym samym powstata przestrzen do
udoskonalenia narzedzi i metod badawczych, ktore pozwalajg rozwina¢ powyzsze zagadnienie,

czyli celowang do komoérek AgRP mutacj¢ genu Dicerl u osobnikow dorostych.

1.6 Metody celowanej modyfikacji genetycznej neuronow

1.6.1 Zwierzeta transgeniczne

Warunkiem prowadzenia genetycznych badan funkcjonalnych w organizmach zywych,
jest istnienie narzedzi i metod modyfikacji gendw, dzigki ktorym mozliwe jest wprowadzanie
pozadanych zmian. Rozwo0j inzynierii genetycznej oraz embriologii doswiadczalnej umozliwit
stworzenie zwierzat transgenicznych. Jako organizmy modelowe sg one nos$nikiem okreslonych
zmian. Jednoczes$nie ich stworzenie wymaga zastosowania innych nos$nikow, ktorych zadaniem
jest samo wprowadzenie modyfikacji do genomu. Zwierzeta transgeniczne sg jednym z
podstawowych modeli badania funkcji gendéw i ich produktow, w procesach fizjologicznych,
w rozwoju i przebiegu chordb, a takze w testowaniu potencjalnych rozwigzan terapeutycznych.
Dzieje si¢ to poprzez utrate (catkowita badz czesciowa) funkcji danego genu i jego produktu
biatkowego (ang. loss of function), jak 1 poprzez modyfikacje czy aktywacje genu (ang. gain of
function). Ten drugi przypadek dotyczy zaro6wno powstawania zmutowango biatka o
alternatywnej funkcji, jak 1 nadekspresji niezmienionego genu, prowadzacego do syntezy
wlasciwego biatka w 1iloSci niefizjologicznej. Jednym z najszerzej wykorzystywanych
gatunkéw do tworzenia modeli zwierzat transgenicznych jest mysz domowa Mus musculus.
Decyduje o tym m.in. fakt relatywnie duzego filogenetycznego podobienstwa migdzy mysza a
cztowiekiem. Pozwala to na odtworzenie 1 badanie skomplikowanych zalezno$ci, z
mozliwoscig translacji uzyskanych wynikéw na organizm ludzki. Ponadto, koszt wytworzenia
1 utrzymania transgenicznych myszy jest stosunkowo niski, ich cykl rozrodczy jest krotki, a
potomstwo w miocie stosunkowo liczne. Dodatkowo, dostepny jest dobrze rozwiniety wachlarz
technologii, ktory pozwala na wzglednie proste wprowadzanie modyfikacji genetycznych
(Huijbers, b.d.; Gama Sosa, De Gasperi, 1 Elder 2010; Picciotto 1 Wickman 1998; Shrock i
Gtiell 2017; Ahmad 1 in. 2018; Bouabe 1 Okkenhaug 2013; Watson, Paxinos, 1 Puelles 2012).
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Istnieje kilka wyj$ciowych metod tworzenia transgenicznych myszy oraz wiele ich
odmian. Do tych podstawowych metod naleza m.in. mikroiniekcja obcego DNA do przedjadrzy
zaptodnionej komorki (PI, ang. pronuclear injection) lub celowana modyfikacja zarodkowych
komorek macierzystych (ESC, ang. embryonic stem cells), ktore nastepnie wprowadzane sg do
blastocysty, implantowanej u samicy biorczyni. W uproszczeniu, wybdr odpowiedniej metody
zalezy od tego, czy badany ma by¢ efekt utraty (KO, ang. knock-out) czy nadekspresji danego
genu. PI wykorzystywana jest przede wszystkim w tworzeniu modeli z nadekspresjg genu.
Wprowadzany w ten sposob obcy materiat integruje do genomu r6zng ilo$¢ kopii, najczgsciej
w losowe miejsca. Z kolei modyfikacje ESC stosuje si¢ tam, gdzie wprowadzana zmiana
(usunigcie genu lub jego modyfikacja) dedykowana jest $cisle okreslonemu miejscu w
genomie. Dzieje si¢ to przy zastosowaniu wektorow o duzej pojemnosci, zawierajacych
sekwencje niezbedne do zajscia rekombinacji homologicznej. W ten sposob tworzone sg
modele typu KO czy KI (ang. knock-in). Dodatkowe znaczenie, dla obu metod, ma etap rozwoju
zarodkowego, na ktorym nastepuje integracja obcego DNA. Im wczesniej w rozwoju nastapi,
tym wigksza szansa, ze modyfikacja znajdzie si¢ w linii komorek zarodkowych, z mozliwos$cia
przekazania jej potomstwu. Z kolei integracja na etapie wielokomorkowego zarodka moze
skutkowa¢ powstaniem genetycznej chimery.

Krokiem milowym w rozwoju metod transgenezy celowanej bylo odkrycie i1
zastosowanie technologii CRISPR/Cas9 (opisana szczegoétowo w podrozdziale 1.6.4). Dzieki
niej, mozliwa stata si¢ szybka i1 precyzyjna edycja genomu, zarowno w kierunku tworzenia
myszy typu KO, jak i KI. Technologia ta znalazta zastosowanie na roznych etapach
transgenizacji, poczynajac od wprowadzania modyfikacji w zaptodnionej komorce, poprzez
zarodkowe komorki macierzyste wstrzykiwane do blastocysty, czy wreszcie interwencje
lokalng w dojrzatym organizmie (Shrock 1 Giiell 2017).

Wprowadzane zmiany genetyczne mogg mie¢ charakter stabilny, moga by¢
uruchamiane warunkowo (w obecnosci konkretnych bialek enzymatycznych) lub indukowane
w okreslonym czasie i1 przestrzeni (Huijbers, b.d.). Modyfikacja stabilna nie podlega zmianie,
raz wprowadzona pozostaje aktywna. Przyktadem moze by¢ usunigcie genu w linii zarodkowe;.
Z kolei zmiany warunkowe (ang. conditional), cho¢ wprowadzane sg na stale, to uruchamiane
sg jedynie w obecnosci miejscowo-specyficznych rekombinaz. Usunigcie wybranego genu
nastepuje wtedy jedynie w obecnos$ci rekombinazy Cre. W tym przypadku wzoér ekspresji Cre
dyktuje typ komorek, w ktorych zachodzi pozadana modyfikacja. Zmiana indukowalna
oznacza, natomiast, ze mozna ja w okreslonych warunkach czasu i1 przestrzeni wiaczy¢ i1

niekiedy wytaczy¢. Tak dziata system tetracyklinowy oraz ten, ze zmodyfikowang rekombinaza
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CreERT2 (opisany szczegdlowo w podrozdziale 1.6.3). Jego dzialanie bazuje na obecnosci
liganda, ktory aktywuje translokacje CreERT2 z cytoplazmy do jadra komodrkowego, gdzie
wprowadzone sg cigcia w genomie. Rowniez w tym przypadku wzor ekspresji rekombinazy
determinuje pule zmodyfikowanych komorek, ale dodatkowa funkcjonalnoscia jest regulacja

w czasie. O uruchomieniu mutacji decyduje moment dostarczenia do uktadu liganda.

Rycina 1.8 Porownanie na osi czasu dwoch roéznych metod tworzenia zwierzat transgenicznych. A) klasyczna
rekombinacja homologiczna (HR) w embrionalnych komoérkach macierzystych (ESC). Wymaga zaprojektowania
i klonowania docelowego wektora (1), transdukcji ESC (2), selekcji klonow (3) potwierdzenia tozsamosci
genetycznej (4) generowania 1 weryfikacji chimer (5-8), kojarzenia/kojarzenia wstecznego w celu uzyskania
pozadanego tla genetycznego, B) metodologia CRISPR/Cas9 w zarodkach jednokomoérkowych. Wymaga
projektowania i klonowania sgRNA (single guide RNA) (1), weryfikacji wydajnosci celowania sgRNA (2),
mikroiniekcji Cas9/sgRNA do zygoty (3), potwierdzenia modyfikacji genetycznej u zatozycieli i kojarzenia ich
bez koniecznosci dlugotrwatego kojarzenia wstecznego (4) (na podstawie Heidenreich i in. 2016)

Zastosowanie tak zaprojektowanych modeli zwierzecych, pozwala na wprowadzenie
pozadanej zmiany, w zdefiniowanym locus genomu, w okreslonych typach komorek i tkanek

(lub ich czgsci) oraz w $cisle okreslonym czasie.
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1.6.2 Rekombinowane wektory wirusowe AAV

Sposrod wielu dostepnych wektorow wirusowych, wykorzystywanych jako narzedzie
do wprowadzania modyfikacji genetycznych w mozgu, jednym z najbardziej
rozpowszechnionych s3a dependowirusy (AAVs, ang. Adeno-associated viruses). S3 to
niewielkie wektory nie posiadajgce otoczki, ktorych matryce stanowi jednoniciowe DNA
(ssDNA, ang. single-strand DNA). Na obu jego koncach znajdujg si¢ 145-nukleotydowe
sekwencje ITR (ang. inverted terminal repeat), ktore formutuja Il-rzgdowa strukture w
ksztalcie litery ,,T”. W §rodowisku naturalnym, genom wiruséw AAV koduje informacje o
biatkach niezb¢dnych do budowy kapsydu (gen cap) oraz bialek replikacyjnych (gen rep).
Mimo to, zarowno wirusy AAV, jak i1 rekombinowane wektory AAV, do namnoZenia sig,
potrzebuja dodatkowych biatek dostarczanych in trans. Sa to produkty genow pochodzacych z
adenowirusow. Narzedzia biologii molekularnej pozwolily na modyfikacje genomu AAV w
taki sposob, by zastapi¢ geny rep i cap, sekwencja kodujaca pozadany gen wraz z elementem
promotorowym, o sumarycznej dtugosci nie przekraczajacej 4,4 tysigcy par zasad. Usunigcie
genow rep 1 cap uposledza funkcje replikacyjng rekombinowanych wirusow. Cho¢ pojemnos¢
AAYV jest pewnym ograniczeniem (Dong, Fan, 1 Frizzell 1996), to ta grupa wektorow jest
powszechnie wykorzystywana ze wzgledu na niski stopien immunogenno$ci w poréwnaniu z
innymi stosowanymi wektorami wirusowymi. Wyjatek stanowig prace opisujace stany zapalne
czy toksyczne dziatanie wektorow AAV przy bardzo duzym, lokalnie stosowanym, mianie
wektoréow (Rezai Amin iin. 2019; Hordeaux 1 in. 2020). Kolejng ich korzystng cecha jest to, ze
w warunkach laboratoryjnych 1 modelach zwierzecych funkcjonujg gtownie w formie
episomalnej, uruchamiajgc, trwajaca wiele tygodni, a nawet miesiecy, ekspresje docelowego
genu. Odsetek tych, ktore integrujg (zazwyczaj w losowe miejsca genomu) to zaledwie 0,1%.
W srodowisku naturalnym z kolei, wirusy AAV infekujace komorki ludzkie, mogg integrowac
w okreslone miejsce na chromosomie 19 (zwane AAVSI), funkcjonujac w formie latentne;
(McCarty, Young, i Samulski 2004; Deyle 1 Russell 2010).

Szeroki tropizm (powinowactwo) wektorow AAV do roznych typoéw komorek,
determinowany jest ich serotypem, czyli unikatowym skladem, proporcja i modyfikacjami na
N-koncu 60 czasteczek biatkowych budujacych kapsyd AAV (VP, ang. viral proteins). Jest to
mieszanina 3 biatek VPs (VP1, VP2, VP3), ktorych zr6znicowane stechiometryczne stosunki
wplywaja na heterogennos¢ kapsydu (Worner i in. 2021). VP1 oraz VP2 oprdcz wspomnianych
modyfikacji na N-koncu, zawierajg w swojej strukturze sekwencje lokalizacji jadrowej (NLS,

ang. nuclear localization signal), ktoéra pomaga czasteczkom wirusowym wnikng¢ do jadra. Jak
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dotad zidentyfikowano 11 naturalnie wystepujacych serotypow AAV. Receptorami pierwszego
wyboru s3g dla nich ugrupowania glikanu na powierzchni komorek, takie jak proteoglikany
siarczanu heparanu, N-koncowa galaktoza, ugrupowania N- o O-kwasu sialowego
(Summerford 1 Samulski 1998; Shen 1 in. 2011; L.-Y. Huang, Halder, 1 Agbandje-McKenna
2014; Z. Wu 1 in. 2006; Kaludov 1 in. 2001; Seiler i in., b.d.).

Rycina 1.9 Cykl infekcji komorki przez rekombinowane wektory AAV. Po zwigzaniu wektorow AAV z
glikozylowanymi receptorami na powierzchni komoérki nastgpuje ich internalizacja na drodze endocytozy.
Weczesny endosom optaszczony klatryng przemieszcza si¢ w cytozolu za posrednictwiem cytoszkieletu. Niskie pH
endosomu powoduje zmiany konformacyjne biatek kapsydu VP1/VP2. Po uwolnieniu z endosomu AAV moze
ulec proteolizie przez proteasom lub zosta¢ przetransportowany do jadra, w ktorym nastepuje rozpad bialek
kapsydu. Stosowane sa dwie klasy rekombinowanych AAV: jednoniciowy (ssAAV ang. single-strand AAV) oraz
samokomplementarny (scAAV, ang. self-complementary AAV). ssAAV do zajécia transkrypcji wymagaja
uzyskania formy dwuniciowej poprzez synteze brakujacej nici przez polimeraze DNA komorki gospodarza lub
potaczenie nici sensownych i antysensownych, pochodzacych od innych wspotobecnych w jadrze rAAV. scAAV
jest dwuniciowg formg gotowa do transkrypcji. Wirusowe sekwencje ITR moga prowadzi¢ do rekombinacji
wewnatrzczasteczkowych oraz miedzy czasteczkowych, prowadzac do wytworzenia form episomalnych.
Niekiedy genom wektorowy moze ulegac integracji z genomem gospodarza (na podstawie Wang i in. 2019).

Pilley 1 in., zidentyfikowali ponadto receptor AAV (AAVR), znany jako KIAA0319L,
ktory rozpoznawany jest przez wigkszos¢ serotypow AAV 1 pehni kluczowg role w procesie
internalizacji wektora do wnetrza komorki, wptywajac na wydajnos¢ transdukeji (Pillay 1 in.

2016).
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W badaniach mozgu wykorzystywane sg wiasciwosci poszczegdlnych serotypow AAV
zarowno do infekowania wybranych typow komorek (neurondéw, astrocytow,
oligodendrocytow, komorek macierzystych etc.), jak 1 do dwukierunkowego transportu.
Szeroko udokumentowane s3 wilasciwosci anterogradywne 1 retrogradywne wigkszos$ci
serotypow (Tervo iin. 2016), a w przypadku AAV1 1 AAVO réwniez transsynaptyczne (Castle,
Perlson, 1 in. 2014; Castle, Gershenson, 1 in. 2014; Hutson, Kathe, i Moon 2016; Zingg i in.
2017; Haery 1 in. 2019). Warta uwagi jest obserwacja, ze kierunek transportu danego serotypu
zaleze¢ moze od stosowanego miana (Zingg 1 in. 2017) lub czasu, ktory uptynat od iniekcji

wektora (Kaspar 1 in. 2002; Sondhi 1 in. 2007).

Transport Direction Expression by Brain Region Cell-Type Expression

Serotype Anterograde Retrograde Striatum Hippocampus Cortex Neurons Astrocytes Microglia

rAAV1 +

rAAV2 +

rAAV5

rAAV6 +

rAAV7 +

+ |+ |++ |+

rAAV9 +

Tab 1.1 Porownanie wtasciwosci serotypow AAV. Gwiazdka * oznaczono relatywny poziom ekspresji transgenu
wprowadzanego na poszczegdlnych wektorach AAV: * niski, ** posredni, *** wysoki; znakiem + oznaczono
zdolno$¢ do transportu we wskazanym kierunku (na podstawie Haggerty i in. 2020).

Stosujac odpowiedni serotyp lub jego modyfikacje (mozaika co najmniej dwoch lub
wiecej serotypow), uwzgledniajac dodatkowo promotor sterujgcy ekspresja transgenu oraz
sekwencje regulujace stabilno$¢ RNA 1 pdzniejszg translacje, mozna modulowac specyficznos¢
dziatania wektorow (Haery 1 in. 2019; Haggerty 1 in. 2020).

Wektory AAV w polaczeniu z system Cre-loxP (opis w podrozdziale 1.6.3) (Sengupta
1 in. 2017) oraz transgenicznymi liniami reporterowymi (z Cre-zalezng ekspresja
fluorescencyjnych biatek reporterowych), umozliwiajag manipulacje wyselekcjonowang grupa
komorek. W ten sposob badano zarowno funkcje wybranej populacji neurondéw, jak i
mapowano potaczenia rozbudowanej sieci neuronalnej (Winnubst 1 in. 2019; Tervo 1 in. 2016;
M. He i in. 2016; Wickersham i in. 2007; Gradinaru i in. 2010; K. T. Beieriin. 2011; Kevin T.
Beier 2019; Nassi 1 in. 2015; Luo, Callaway, 1 Svoboda 2018). W powyzszej kombinacji
wektory AAV moga dostarcza¢ Cre-zalezne (otoczone fragmentami loxP) sekwencje
reporterowe lub efektorowe, a obecna w transgenicznym zwierz¢ciu rekombinaza Cre,
warunkuje uruchomienie ekspresji danego genu w wybranej grupie komorek (Lu 1 in. 2013).
Innym stosowanym uktadem jest domdzgowa iniekcja wektoréw AAV, niosacych sekwencje
Cre, ktora modyfikuje in vivo fragment genomu, pomiedzy odcinkami loxP (Ahmed i in. 2004;

Abdallah i in. 2018).
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Rycina 1.10 Przyktad wykorzystania rAAV w celowanej modyfikacji neurondow. A) wykorzystujac wektory AAV
z promotorem specyficznym dla typu komorki, mozna uzyskac ekspresje transgenu ograniczona do specyficznej
populacji neuronow; w przyktadzie pokazano wektor AAV kodujacy GFP pod kontrola promotora zaleznej od
Ca?'/kalmoduliny kinazy biatkowej II a (CaMKIla); B) ekspresja wektora AAV moze byé¢ ograniczona do
okreslonych populacji neuronéw przy uzyciu zwierzat transgenicznych z ekspresja Cre w okreslonych typach
komorek (w powyzszym przyktadzie Cre ulega ekspresji w komorkach z aktywnos$cig acetylotransferazy
cholinowej ChAT). W tym przypadku wprowadzany wektor AAV ma sekwencje kodujaca GFP w podwojnie
floksownej orientacji odwrotnej (DIO, ang. double-floxed inverse orientation). Dzigki temu obecna w neuronach
ChAT rekombinaza wycina i odwraca orientacje sekwencji DIO uruchomiajac ekspresje GFP (strategia ,,Cre-on”).
Alternatywnie, w strategii ,,Cre-off”, Cre moze odwracaé orientacj¢ sensowng transgenu powodujgc brak jego
ekspresji (na podstawie Haggerty i in. 2020).

Literatura bogata jest w przyktady bedace rozwinigciem opisywanego uktadu, ktore
nadaja dodatkowg funkcjonalno$s¢ w postaci aktywacji badz zahamowania aktywnoS$ci
neuronalnej. Dzieje si¢ to za sprawg opto- (Tye 1 Deisseroth 2012; Yizhar 1 in. 2011; Boyden i
in. 2005; Boyden 2011; Deisseroth 2015) 1 chemogenetycznych narzedzi (Armbruster 1 in.
2007; Roth 2016). Wektory AAV w obu przypadkach sg najczesciej nosnikami Cre-zaleznych
genow kodujacych zmodyfikowane receptory DREADD czy $§wiattoczute kanaty jonowe takie
jak ChR2 lub eNpHR.
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Rycina 1.11 Wybrane aspekty projektu eksperymentalnego przy wykorzystaniu modeli zwierzat transgenicznych
oraz wektorow AAV jako nos$nikow A) sposob dostarczenia wektora, B) kompozycja biatek kaspydu, C)
promotory i/lub wzmacniacze kierujace ekspresja genu D) elementy IRES lub 2A do ekspresji wielocistronowej z
biatkami fluorescencyjnymi (FP) lub epitopami biatkowymi, E) potranslacyjne elementy regulatorowe, takie jak
WPRE lub 3°’UTR F) ekspresja rekombinazy (Cre, CreERT2, Flp, FIpER) pochodzaca z transgenicznych linii,
regulowana aktywnoscia okreslonego promotora (wbudowana na drodze ukierunkowanej lub losowej integracji)
oraz elementy ekspresji zalezne od niej (lox) lub liganda (TRE); skroty: TRE- element odpowiedzi na tetracykling,
lox- sekwenja loxP, IRES- wewnetrzne miejsce wigzania rybosomu, 2A- sekwencja do samorozszczepienia, FP-
biatko fluorescencyjne, WPRE- posttranskrypcyjny element regulacyjny wirusa zapalenia watroby $wistaka (na
podstawie Haery i in. 2019).

1.6.3 System Cre-loxP

Pierwsza udokumentowana obserwacja modyfikacji genetycznej z udzialem
rekombinazy Cre oraz sekwencji loxP, dotyczyta bakteriofaga P1 (Yarmolinsky i Hoess 2015;
Sauer 1 Henderson 1988; N. Sternberg i Hamilton 1981). Kolejne lata przyniosly iteracje
systemu w komorkach ssaczych oraz zaowocowaly stworzeniem zwierzat transgenicznych,
wykorzystywanych przede wszystkim do badania funkcji gendw poprzez ich delecj¢ (Zheng 1
in. 2000; Arakil, Araki, 1 Yamamura, b.d.; Tsien i in. 1996; Orban, Chui, i Marth 1992; Sauer 1
Henderson 1988; Lakso 1 in. 1992).

Funkcjonalno$¢ opisywanego systemu opiera si¢ na dwoch elementach: obecnosci w
DNA 34-nukleotydowych sekwencji loxP (locus of x-over, P1) oraz rekombinazy Cre
(cyclization recombinase). Fragmenty loxP sktadaja si¢ z 8 nukleotydowego ,,rdzenia”, ktéry z
kazdej strony otoczony jest 13-nukleotydowa odwrdcong, palindromiczng sekwencja.
Rozpoznawane s3 one przez rekombinaze Cre, ktora nalezy do rodziny tyrozynowych
rekombinaz miejscowo-specyficznych (podobnie jak flipaza Flp oraz rekombinaza D6 Dre).
Cre, identyfikujac charakterystyczne odcinki loxP, wycina (lub odwraca- w zalezno$ci od

orientacji fragmentow loxP) sekwencje znajdujaca si¢ pomiedzy nimi, generujac dwa
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fragmenty DNA (kolisty, z wycietym fragmentem oraz docelowy, z pozostatg po rekombinacji
fuzyjnag sekwencja loxP).

Rycina 1.12 System Cre-loxP. A) Rekombinaza Cre rozpoznaje miejsca loxP i wycina sekwencje znajdujaca sie
pomiedzy nimi, B) strategia hodowlana dla warunkowej mutacji polegajaca na skojarzeniu zwierzat z tkankowo
specyficzng ekspresja Cre z osobnikami, ktorych docelowy fragment otoczony jest sekwencjami loxP. U
potomstwa ekspresja Cre bedzie ograniczona do okreslonego typu komorek i wytnie odcinek pomiedy sekwencjmi
loxP tylko w wybranych neuronach (na podstawie Kim i in. 2018).

Aby mowi¢ o regulacji systemu Cre-loxP w dedykowanym czasie 1 przestrzeni,
powyzszy uktad nalezy uzupehic o specyficzny tkankowo lub komoérkowo promotor. W takim
przypadku ekspresja Cre jest warunkowana aktywnoscig okreslonego promotora, wobec czego
rekombinacja ograniczona jest do wybranej grupy komorek. W modelach zwierzgcych taki
uktad uzyskuje si¢ dwuetapowo, poprzez faczenie zwierzat ze specyficzng tkankowo ekspresja
Cre z osobnikami, u ktorych fragment do wycigcia otoczony jest sekwencjami loxP. Potomstwo
zawiera wowczas wszystkie skladowe systemu, niezbgdne do ograniczonej w przestrzeni
rekombinacji. To na co nalezy zwrdci¢ uwage, to fakt, ze u potomnych osobnikow Cre
uruchamiana jest juz w zyciu plodowym, zatem modyfikacja, cho¢ zawezona do wybranej
populacji komorek, nie ma wyznaczonych ram czasowych i dotyczy kazdego etapu
rozwojowego, na ktorym aktywny jest promotor regulujgcy Cre. Wzoér rekombinacji u
osobnikow dorostych odzwierciedla wowczas aktywno$¢ promotora kierujagcego Cre rowniez
Z etapu rozwojowego.

Rozwinigciem powyzszego systemu jest uzupetnienie go o komponente precyzyjnie

regulowang w czasie. Dzieje si¢ to poprzez modyfikacje rekombinazy Cre w taki sposéb, zeby
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uruchamiana tylko poprzez aktywacje ligandem. Mozna w ten sposob uzyska¢ rekombinacje w
wybranych komdrkach dopiero postnatalnie, u rozwinigtych osobnikow, pozostawiajac badang
sekwencj¢ nienaruszong podczas catego rozwoju zarodkowego. Modyfikacja Cre polega na
stworzeniu fuzyjnego wariantu rekombinazy z receptorem estrogenowym (CreERT2)(Feil 1 in.
1996; Brocard 1 in. 1997), zawierajacym zmutowanga, udoskonalong domen¢ wigzaca ligand
ER-LBD (ang. estrogen receptor ligand binding domain). To udoskonalenie domeny receptora
estrogenowego polega na wlasciwosci selektywnego wigzania syntetycznego liganda -
tamoksyfenu, a nie endogennych hormonéw (Feil 1 in. 1996; Brocard i in. 1997). CreERT2
przebywa w cytoplazmie, w formie zwigzanej z biatkiem szoku cieplnego 90 HSP90 (ang. heat
shock protein 90) do czasu pojawienia si¢ syntetycznego steroidowego liganda dla ER-LBD
(jak tamoksyfen czy 4-hydroksytamoksyfen). Wigzanie tamoksyfenu, a doktadnie jego
aktywnej metabolicznie formy, z domeng receptora estrogenowego w biatku fuzyjnym,
powoduje translokacje CreERT2 do jadra, a nastepnie jej interakcje z sekwencjami loxP. W
tym uktadzie warunkiem zaj$cia rekombinacji jest uzyskanie odpowiedniej ilosci funkcjonalne;j
rekombinazy w jadrze komorkowym poprzez kilkudniowg ekspozycj¢ zwierzat na tamoksyfen
podawany dootrzewnowo. Ten indukowalny system pozwala na badanie wptywu utraty genow

w selektywnej grupie komorek u osobnikéw dorostych.

Rycina 1.13 Indukowany Tamoksyfenem system CreER. Rekombinaza Cre transkrybowana jest jako biatko
fuzyjne ze zmodyfikowana domeng receptora estrogenowego (ER) wigzaca ligand- Tamoksyfen. Pod nieobecnosé
Tamoksyfenu ekspresjonowane biatko CreER oddzialuje z biatkiem szoku cieplnego 90 (HSP90) i wystepuje w
cytoplazmie (1), podawanie Tamoksyfenu zaktdca interakcje CreER-HSP90 (2) 1 w postaci zwigzanej z domena
ER indukuje translokacje CreER do jadra (3). W jadrze CreER rozpoznaje miejsca loxP i dezaktywuje docelowa
sekwencje ,,Y” w tkance ,, X" (na podstawie Kim i in. 2018).

Warto wspomnie¢, ze poza oczywistym zastosowaniem przy tworzeniu linii z utratg
danego genu, system Cre-loxP jest rowniez wykorzystywany w modelach z nadekspresja. W
tym wypadku przed genem, ktérego ekspresja ma zosta¢ uruchomiona, znajduje si¢, otoczona

sekwencjami loxP, kaseta STOP (zawierajaca miejsce terminacji transkrypcji). Po zadzialaniu
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rekombinazy 1 wycieciu kasety STOP, odblokowana zostaje ekspresja badanego genu. W ten
sposoOb dzialajg transgeniczne linie z ekspresjg biatek reporterowych, ktore stuzg do mapowania

aktywnosci Cre.

1.6.4 System CRISPR/Cas9

Wsrod technik miejscowo-specyficznej edycji genomu, wykorzystujacych nukleazy
takie jak ZFN (ang. zinc finger nucleases) czy TALEN (transcription activator-like effector
nucleases), jedng z najszerzej stosowanych metod modyfikacji jest technologia CRISPR/Cas9
(ang. Clustered Regularly Interspaced Short Palindromic Repeats). Bazuje ona na, zaleznej od
RNA, endonukleolitycznej aktywnos$ci biatka Cas9. Historia odkrycia nawigzuje do grup
badawczych, ktore zidentyfikowaty nietypowe, powtarzajace si¢ sekwencje w genomie bakterii
1 archeonow, oddzielone krotkimi, prawie idealnie palindromicznymi, segmentami DNA
(Ishino 1 in. 1987; F. J. M. Mojica, Juez, 1 Rodriguez-Valera 1993; van Soolingen 1 in. 1993;
Francisco J. M. Mojica i in. 2000; Francisco J.M. Mojica i in. 2005). Obserwacja ta okreslita
skomplikowang nazwe¢ zjawiska 1 powszechnie uzywany jej akronim - CRISPR. Kolejne
doswiadczenia poglebity zrozumienie struktury locus CRISPR, opisujac geny do niego
przylegajace, oznaczone jako Cas (CRISPR-associated system) (Jansen 1 in. 2002). Nastepne
doniesienia, ujawnity wirusowe pochodzenie sekwencji (ang. spacers), zlokalizowanych w
locus CRISPR (Francisco J.M. Mojica i in. 2005; Pourcel, Salvignol, i Vergnaud 2005; Bolotin
1 in. 2005). Dodatkowo, bakterie, bedace nosicielami tych obcych fragmentow DNA,
wykazywatly odporno$¢ na infekcje konkretnymi fagami. To pozwolito nakresli¢ funkcje
systemu w rozwijaniu adaptacyjnego uktadu odpornosciowego organizmow prokariotycznych
(Barrangou 1 in. 2007; Lander 2016). Mechanizm polega na wbudowywaniu do wtasnego
genomu, wczesniej rozpoznanych 1 pocigtych fragmentow wiruséw, dziatajacych jako forma
pamigci immunologicznej. Przy powtornym kontakcie z danym wirusem, powstajacy dlugi
transkrypt, z wbudowanymi fragmentami obcego pochodzenia (pre-crRNA, ang. pre-CRIPSR
RNA), jest cigty przez RNaze I11 na krétsze odcinki zawierajgce pojedynczy wirusowy fragment
»spacer”, tzw. crRNA (ang. CRISPR-RNA). Ten z kolei stuzy jako matryca dla biatka Cas9, do
rozpoznania, zwigzania i pociecia ,,nacierajgcego” materialu genetycznego bakteriofaga. Za
kazda z tych funkcji odpowiada inna wyspecjalizowana w tym domena biatka Cas9 (Makarova
11n. 2011; S. H. Sternberg 1 in. 2015). Do prawidlowego dziatania endonukleaza ta potrzebuje
jednak krotkiego, aktywujacego fragmentu RNA (tracrRNA, trans-activating RNA), ktorego
sekwencja rowniez zakodowana jest w locus CRISPR (Chylinski 1 in. 2014). Powstajacy
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kompleks crRNA:tracrRNA:Cas9 wiaze si¢, a nastgpnie rozplata podwdjng ni¢ DNA obcego
pochodzenia w rejonie ,,seed”, tuz za charakterystycznym motywem PAM (ang. proto-spacer
adjacent motif) 5’-NGG-3’ (Szczelkun 1 in. 2014). Jesli obca sekwencja jest identyczna lub
prawie identyczna z sekwencja ctrRNA, wowczas Cas9 dokonuje cigcia obu docelowych nici

(Chylinski, Le Rhun, i Charpentier 2013).

Rycina 1.14 System CRISPR/Cas9: A) genomowa reprezentacja system CRISPR/Cas9 wraz z jego produktami;
w locus CRISPR (tam, gdzie wbudowany zostal pofragmentowany material genetyczny faga), w procesie
transkrypcji powstaje aktywujacy fragmentu RNA (tracRNA), Cas9 oraz pre-ctRNA (pierwotny transkrypt
CRISPR-RNA); kompleksy tracRNA:Cas9 wigza si¢ z pre-ctRNA, a RNAza III rozcina dtugi transkrypt na
krotsze fragmenty (zaznaczone szarg strzatka) prowadzac do powstania kompleksow crRNA:tracRNA:Cas9. W
obrebie pojedynczego kompleksu nastepuje rozplecenie nici DNA i dochodzi do przecigcia obydwadch nici (DSB,
ang. double strand breaks) (szara strzatka), B) zaprojektowane narzedzia CRISPR/Cas9 (sgRNA:Cas9) do
wprowadzenia miejscowo-specyficznej mutacji w docelowym miejscu DNA; pojedyncze naprowadzajace RNA
(sgRNA) jest zmodyfikowang jednoniciowa czasteczka o wlasciwosciach kompleksu crRNA:tracRNA: PAM
(ang. protospacer adjacent motif) - specyficzna sekwencja DNA, znajdujaca si¢ tuz za miejscem ciecia Cas9 i
wymagana do endonukleolitycznej aktywnosci Cas9 (na podstawie Lino i in. 2018).

Pionierskie proby wykorzystania systemu CRISPR/Cas9 do edycji genomu zostaly
opisane blisko 10 lat temu (Jinek 1 in. 2012; Francisco J. M. Mojica 1 in. 2000; Cong i in. 2013;
Mali 1 in. 2013). Zaprojektowano skrocong, fuzyjng czasteczke tracrRNA:crRNA, zwang
pojedynczym, wiodacym RNA (sgRNA ang. single guide RNA). Fragment crRNA petni w niej

role matrycy, a tractrRNA rusztowania. Tym samym, caly system zostat uproszczony do postaci
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dwuelementowej, a do przeprowadzenia modyfikacji docelowego fragmentu DNA niezbedny
stal si¢ jedynie kompleks sgRNA:Cas9. Po powstaniu dwuniciowych nacig¢ w docelowych
miejscach genomu, uruchamiany jest jeden z dwoch procesOw taczenia przecietych koncow
DNA. W obecnosci, dostarczanej egzogennie, matrycy naprawczej, mozliwa jest naprawa
homologiczna (HDR, ang. homology-directed repair). Matryca naprawcza zawiera bowiem
sekwencj¢ komplementarng do miejsca, w ktorym doszto do pekniecia nici DNA. Ten
mechanizm umozliwia wprowadzenie zdefiniowanej sekwencji w okreslone miejsce genomu.
Funkcjonuje przede wszystkim w okre§lonych typach komoérek aktywnie dzielagcych sig.
Wykorzystywany jest do tworzenia modeli typu ,,knock-in” oraz zastgpujacych wadliwy gen
jego poprawnym wariantem. W przypadku braku matrycy naprawczej, wolne konce DNA sg
ze sobg taczone za pomoca odpowiednich biatek. Ten niehomologiczny typ naprawy (NHEJ,
ang. non-homologous end joining) prowadzi do losowych zmian typu insercja/delecja
(zwanych ,,indel”). Jezeli miejsce cigcia zostato zaprojektowane w egzonie, wowczas zmiany
te powodowa¢ moga zaburzenia ramki odczytu, powstanie przedwczesnego kodonu STOP i
formowanie dysfunkcyjnego biatka. Ten scenariusz jest pozadany w przypadku tworzenia

modeli typu ,.knock-out” (Ran 1 in. 2013).

W literaturze obecne sg przyktady, ktore taczg technologie CRIPSR/Cas9, system Cre-
loxP oraz rekombinowane wektory wirusowe w najnowszych metodach transgenezy zwierzecej
(Quadros 1 in. 2017; Ohtsuka i in. 2018; Heidenreich i Zhang 2016) i modelowaniu chordb
(Boddu 11in. 2021; H. Li 1 in. 2020). Cze$¢ z nich znajduje zastosowanie w obszarze badan nad
moézgiem (Kumar 1 in. 2018; H. Sun i in. 2020; Béck 1 in. 2019; Carullo 1 in. 2021). Celowane
modyfikacje neuronow sg przedmiotem intensywnych badan. Jest to wyzwanie ze wzglgdu na
mnogos¢ réznych typow komorek w mdzgu, post-mitotyczny charakter neurondéw, ich ztozone
powigzania oraz ograniczong dostepnos¢. Narzedzia wspolczesnej inzynierii genetycznej
wychodza naprzeciw temu zagadnieniu (Sandoval, Elahi, 1 Ploski 2020). Oprocz miejscowo-
specyficznej, regulowanej w czasie 1 przestrzeni, edycji genomu w wybranych komorkach,
mozliwe stato si¢ przyzyciowe §ledzenie powstajacych w genomie zmian (Gendron i in. 2021;
Fang i in. 2021). Sun 1 in., dzigki zastosowaniu kombinacji CRISPR/Cas9 i1 Cre-loxP z
dwukierunkowymi wektorami AAV, nie tylko wyciszyt aktywnos¢ genu cbp (CREB-binding
protein), ale zdotal zmodyfikowa¢ 1 wyznakowac, zalezne od aktywnosci 1 funkcji, projekcje,
uzyskujac efekt behawioralny (H. Sun 1 in. 2020). Z kolei Carullo 1 inni, stworzyl system Cre-
zaleznej aktywacji (CRIPSRa) badz wyciszenia (CRISPR1) transkrypcji za posrednictwem
systemu CRISPR (Carullo 1 in. 2021).
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Rycina 1.15 Strategie edycji genomu in vivo, z wykorzystaniem wirusowego dostarczenia elementow systemu
CRISPR/Cas9. Kolejne etapy strategii zaktadaja 1) projektowanie i klonowanie sgRNA, walidacje in vitro sgRNA
(2), przygotowanie wektorow AAV kodujacych wybrane sgRNA Iub kompleks sgRNA/Cas9 (3), iniekcje
stereotaktyczng AAV (4), oceng skutecznos$ci i specyficznosci dziatania sgRNA/Cas9 in vivo (5), obserwacje
fenotypu (6) (na podstawie Heidenriech i in. 2016).
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2. Cele pracy

Punktem wyj$cia do rozwinigcia opisanego w niniejszej pracy projektu, byta obserwacja
towarzyszaca indukcji mutacji u zwierzat z warunkowym usuni¢ciem genu Dicer! w neuronach
przodomoézgowia. Zwierzeta te, pozbawione miRNA w komoérkach z aktywnym promotorem
CaMKlla, charakteryzowal przyrost masy ciata, ktéremu towarzyszyl zwiekszony apetyt.
Wzo6r rekombinacji objal m.in. neurony podwzgorza, ktérego integralng czes¢ stanowig jadra
regulujace procesy glodu 1 sytosci oraz towarzyszace im zachowania zywieniowe. Nadrzedng
role w tej regulacji odgrywa jadro tukowate, skladajace si¢ z dwoch typow przeciwstawnie
dziatajacych komorek - AgRP stymulujacych apetyt oraz POMC wykazujacych dziatanie
hamujace. Oba typy neurondéw umiejscowione sg szerzej w dwoch nadrzednych systemach
determinujacych dzialanie sieci neurondéw: pobudzajagcym (neurony glutaminianergiczne) i
hamujacym (neurony GABAergiczne).

Gléwnym celem pracy bylo okreslenie roli oreksygenicznych neuronow AgRP/NPY w

rozwoju miRNA-zaleznej otytos$ci. Realizacja nadrzednego celu wymagata uzyskania modelu
o wysokiej specyficznos$ci wprowadzanej zmiany, polegajacej na utracie dojrzatych miRNA w
dedykowanych neuronach jadra tukowatego. Wykorzystano do tego zestaw narzgdzi opartych
na systemie Cre-loxP, CRISPR/Cas9 oraz wektorach AAV bedacych nosnikami gendw.

W przedstawionej rozprawie doktorskiej wyznaczono nastepujace cele szczegotowe:

e okreslenie znaczenia neuronow AgRP w rozwoju miRNA-zaleznej otytosci u myszy w

oparciu o dobor najbardziej selektywnego systemu usunigcia genu Dicerl

e wykazanie roli genu oreksygenicznego neuropeptydu Npy w rozwoju otytosci u myszy

pozbawionych genu Dicer! w neuronach jadra tukowatego

e okreSlenie ogdlnej funkcji neuronow GABAergicznych 1 glutaminianergicznych w
systemie kontroli glodu i sytosci w modzgu, w kontekscie regulacji aktywnosci

neuronoéw przez miRNA
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3. Materialy 1 Metody

3.1 Mysie modele badawcze

Wszystkie wykorzystane w pracy zwierzgta doswiadczalne hodowane byly w
pomieszczeniach zwierzetarni Instytutu Biologii Doswiadczalnej im. M. Nenckiego PAN.
Zwierzeta zapewnione mialy podstawowe warunki bytowania, speiniajace zgodne z
odpowiednimi przepisami normy, takie jak utrzymanie temperatury na poziomie 21-23°C,
wilgotnosci w zakresie 50-60%, 10-15 wymian powietrza na godzing, 12-godzinny cykl
dobowy oraz wzbogacone srodowisko. Zarowno zwierzeta bedace w trakcie eksperymentu, jak
1 te w warunkach hodowli, miaty staly dostep do pokarmu i wody. Dos§wiadczenia wykonane
byly zgodnie z procedurami opisanymi w dwoch wnioskach (147/2016, 713/2018)
zatwierdzonych przez 1 Lokalng Komisje Etyczng ds. do$wiadczen na zwierzetach w

Warszawie.

3.1.1 Linie myszy doswiadczalnych stosowane w badaniach wstepnych (bez wywotania

mutacji w genie Dicerl)

Linia C57Bl/6J

Do realizacji wstepnych doswiadczen, sprawdzajacych charakterystyke wektorow wirusowych
AAV (podrozdziat 4.5.1., 4.5.3.) oraz usprawniajagcych warunki ich domoézgowej iniekc;ji
(podrozdziat 4.6.1., 4.6.2.) wykorzystano myszy typu dzikiego, szczep C57Bl/6J. Badania

prowadzono na osobnikach w przedziale wiekowym 3-5 miesigcy.

Linia NPY-GFP

Jest to linia myszy transgenicznych, ktoéra wykazuje stalg ekspresje¢ biatka zielonej fluorescencji
(GFP) w neuronach z aktywnym promotorem dla genu Neuropeptydu Y (NPY) (Jax #006417;
Tg(Npy-hrGFP)1Lowl). Myszy tej linii wykorzystano w doswiadczeniu sprawdzajacym
specyficznos¢ wektora wirusowego AAV-AgRPmCherry (podrozdziat 4.5.2.) oraz jako lini¢
wyjsciowg do przygotowania zwierzat wielokrotnie transgenicznych, niezbednych do badania

przezywalno$ci neuronow AgRP/NPY po wywotaniu mutacji (podrozdziat 4.7.4.).
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Linia STOPtdTomato

Linia transgeniczna szczegdtowo opisana w pracy Madisen i in. (Madisen 1 in. 2010). Posiada
Cre-zalezng kasete STOP tuz przed sekwencjg tdTomato. Po wycieciu przez rekombinaze Cre
kasety STOP uruchamiana jest ekspresja tdTomato z promotora CAG. Sekwencja CAG-
STOPtdTomato wprowadzona zostata w genomowe miejsce Rosa26 locus (Gt(ROSA)26Sor).

Linie wykorzystano w pracy do $ledzenia wzoru rekombinacji (podrozdziat 4.3, 4.6.3).

3.1.2 Linie myszy do$wiadczalnych poddanych warunkowemu wywotaniu mutacji za pomoca

Tamoksyfenu

Linia DicerCKO

Jest to indukowalna, Cre-zalezna linia transgeniczna, ktorg otrzymano z Niemieckiego Centrum
badan nad Rakiem - German Cancer Research Center (DKFZ) w Heidelbergu. Linia zostata
szczegdtowo opisana w pracy (Cobb 1 in. 2005; Erdmann, Schiitz, i Berger 2007). Egzony 20-
21 genu Dicerl otoczone s3, rozpoznawanymi przez rekombinaze CreERT2, sekwencjami
loxP. Ekspresja CreERT2 (posta¢ cytoplazmatyczna) ma miejsce w neuronach z aktywnym
promotorem CaMKIla. Po indukcji mutacji Tamoksyfenem nastepuje translokacja CreERT2
do jadra, gdzie wycigciu ulega fragment miedzy sekwencjami loxP. Byta to linia wyj$ciowa do
kojarzen z liniami NPY-GFP oraz NPY-KO. Ponadto, zostata uzyta jako kontrola pozytywna

do$wiadczenia badajacego zaangazowanie NPY w fenotyp otytosci (podrozdziat 4.1, 4.7.4).

Linia NPY-KO/DicerCKO

Linia transgeniczna powstala z kojarzenia linii DicerCKO (opis wyzej) z linig NPY-KO (Jax
#004545; 129S-Npy'™Rea/]) Zwierzeta NPY-KO majg usunicte oba allele genu NPY.
Potomstwo wykazuje globalny ,.knock-out” genu NPY, a po indukcji mutacji usuwany jest

rowniez fragment genu Dicerl w neuronach CaMKlla (podrozdziat 4.1).

Linia NPY-GFP/STOPtdTomato/AgRPCreERT2Dicer

Linia transgeniczna z neuronami NPY, wyznakowanymi biatkiem zielonej fluorescencji GFP
oraz Cre-zalezng ekspresja tdTomato. Ekspresja CreERT2 zachodzi w neuronach AgRP.
Dootrzewnowe iniekcje Tamoksyfenem aktywuja CreERT2, ktora usuwa gen Dicerl oraz
kasete STOP uruchamiajac ekspresja tdTomato. Neurony, ktére ulegly rekombinacji majg kolor
czerwony (tdTomato), a neurony NPY, ktore ulegly modyfikacji - kolor zotty, wynikajacy z
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natozenia si¢ sygnatu GFP oraz tdTomato. Linia postuzyta do okreslenia zakresu rekombinacji

(podrozdziat 4.3).

Linia AgRPCreERT2Dicer

Linia transgeniczna bedaca wynikiem kojarzenia linii AgGRPCreERT?2 z linig Dicer fl/fl. Linig¢
AgRPCreERT2, stworzong w =zespole Jeffrey’a Zigman’a (The University of Texas
Southwestern Medical Center, Dallas, TX, USA) (Q. Wang 1 in. 2014) otrzymano
grzecznosciowo na potrzeby realizowanego projektu. Charakteryzuje ja ekspresja CreERT2
ograniczona do neuronow AgRP. Po aktywacji CreERT2 wycina gen Dicer! w neuronach
AgRP. Linia byta podstawa do weryfikacji hipotezy o udziale neuronéw AgRP w fenotypie
otylosci (podrozdziat 4.2).

3.1.3 Linie myszy do$wiadczalnych poddanych wywotaniu mutacji za pomocg iniekcji

wektorow AAV

Linia Dicer fI/fl
Cre-zalezna linia transgeniczna charakteryzujaca si¢ umiejscowieniem sekwencji loxP wokot
egzonow 20-21 genu Dicerl, ktore to ulegajg wycigciu w obecno$ci Cre. Linia wykorzystana

zostala w kombinacji z wektorem AAV-AgRPCre (podrozdziat 4.6.3,4.7.1,4.7.2,4.7.3,4.7.5).

Linia Cas9

Linia transgeniczna typu ,knock-in”, ktéra posiada Cre-zalezng kaset¢ STOP-Cas9-GFP
wbudowang w Rosa26 locus (Gt(ROSA)26Sor) (Jax #024857; B6;129-Gt(ROSA)26Sorm! (CAG-
cas9*-EGFP)Fezh/ ) "W obecno$ci rekombinazy Cre wycieciu ulega kaseta STOP i uruchamiana jest
(z promotora CAG) ekspresja biatka fuzyjnego Cas9-GFP (ulega rozcigciu po translacji dzigki
sekwencji 2A). Linia jest sktadowg systemu CRIPSR/Cas9 do wprowadzania celowanych
modyfikacji genomu. Postuzyla jako linia wyjsciowa do kojarzenia z liniami Gad2Cre,
Vglut2Cre oraz AgRPCre. Z jej udzialem badano poziom wyciszenia Dicerl in vitro
(podrozdziat 4.8.1) oraz dokonano sprawdzenia systemu CRISPR/Cas9 in vivo (podrozdziat

4.82).

Linia Gad2CreCas9
Linia transgeniczna ze stabilng ekspresja Cre w komoérkach z ekspresja dekarboksylazy

glutaminianowej 2 (Gad2), bedacej znacznikiem neuronéw GABAergicznych (Jax #028867;
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B6J.Cg-Gad2™2(re)Zih/Mwar]). Ekspresja Cre uruchamia ekspresje Cas9 w neuronach Gad2.
Linie wykorzystano do badania wplywu utraty Dicer!/ w neuronach GABAergicznych na
fenotyp otytosci (podrozdziat 4.8.3, 4.8.6).

Linia Vglut2CreCas9

Linia transgeniczna ze stabilng ekspresja Cre w komorkach z ekspresja pecherzykowatego
transportera glutaminianu (Vglu2), bedacej znacznikiem neuronéw glutaminianergicznych (Jax
#016963; Slcl17a6™m2Crelowl/Ty Ekspresja Cre uruchamia ekspresje Cas9 w neuronach Vglut2.
Lini¢ wykorzystano do badania wptywu utraty Dicer! w neuronach glutaminianergicznych na

fenotyp otytosci (podrozdziat 4.8.4, 4.8.4).

Linia AgRPCreCas9

Linia transgeniczna ze stabilng ekspresjg Cre w neuronach AgRP, regulowana aktywnos$cia
endogennego promotora AgRP (Jax #012899; Agrp™!(crolowl/1) Ekspresja Cre uruchamia
ekspresje Cas9 w neuronach AgRP. Lini¢ wykorzystano do badania wptywu utraty Dicerl w

neuronach AgRP na fenotyp otytosci (podrozdziat 4.8.5, 4.8.6).

3.1.4 Warunki genotypowania poszczeg6lnych linii myszy

Wszystkie wykorzystane w pracy linie transgeniczne weryfikowano w reakcji PCR (ang.
Polimerase chain reaction) celem wyselekcjonowania osobnikoOw o pozadanym genotypie.

Etap ten poprzedzony byl wyizolowaniem materialu DNA z pobranego fragmentu ogona.
Wykorzystano do tego komercyjny zestaw Genomic Mini (A&A Biotechnology, nr kat. 116-
250) dziatajac zgodnie z protokotem producenta. W pierwszej kolejnosci tkanka zawieszana
byta w mieszaninie roztworu TRIS (100 pl), roztworu lizujagcego (50 pl) 1 Proteinazy K (20 pl)
1 trawiono j3 przez noc w temperaturze 50°C. Kolejne etapy polegaly na wykorzystaniu
kolumienek ze ztozem wigzacym DNA 1 naprzemiennej sekwencji przeptukiwania i wirowania
kolumienek z kolejnymi roztworami ptuczacymi. Koncowym etapem izolacji byta elucja DNA
w roztworze TRIS. Tak wyizolowane DNA stanowito matryce do reakcji PCR.

Do amplifikacji docelowych fragmentow w reakcji PCR wykorzystano zestaw Gold Taq
DNA Polymerase PLUS (Syngen, nr kat. SY550111P) wedtug zestawienia w Tabeli 3.1. W
kolejnych ~ Tabelach  umieszczono informacje  dotyczace  sekwencji  starterow

wykorzystywanych dla kazdej z linii, wielkosci produktéw PCR (Tabela 3.2), liczby reakcji
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niezbednych do zgenotypowania kazdej z linii (Tabela 3.3), a takze warunkéw reakcji PCR dla

poszczegolnych linii transgenicznych (Tabela 3.4).

Tabela 3.1 Sktad mieszaniny do reakcji PCR; * w przypadku wykorzystania do reakcji PCR wigcej niz dwoch
starterow, ich ilosci byly odpowiednio redukowane, tak by utrzymac wilasciwe stgzenie koncowe.

Po amplifikacji produktu przeprowadzano rozdzial mieszaniny poreakcyjnej z
roztworem bromku etydyny EtBr (Sigma-Aldrich), na 2% zelu agarozowym (100V, 30 min).
Kontrolg pozytywna reakcji byt materiat genetyczny zatozyciela, kontrola negatywng - probka
zZ mieszaning reakcyjng, pozbawiona matrycy DNA. Stosowany marker wielkosci
(O’GeneRuler 1KB DNA Ladder, Thermo Scientific, nr kat. SM0311) pozwalal na ocen¢

wszystkich amplifikowanych prazkow.
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Tabela 3.2 Zestawienie sekwencji starterow wykorzystanych do genotypowania poszczegdlnych linii myszy.
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Tabela 3.3 Zestawienie niezbgdnych reakcji do zgenotypowania kazdej z linii myszy.
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Temperatura  Czas trwania etapu

Etap [°C] [mm:ss] Liczba cykli
1. wstepna denaturacja 94 03:00 1
2. denaturacja 94 00:30

NPY GFP 3. przytgczenie starterow 55 00:30 35
4. elongacja 72 01:00
5. koncowa elongacja 72 02:00 1
6. schtodzenie 10 © 1
1. wstepna denaturacja 95 07:00 1

tdTomato 2. denaturacja 95 00:30

Dicer 3. przytgczenie starterow 60 01:00 35

Cre 4. elongacja 72 01:30

AgRPCre 5. koncowa elongacja 72 10:00 1
6. schtodzenie 4 0 1
1. wstepna denaturacja 95 05:00 1
2. denaturacja 95 00:30

Velut2Cre 3. przytgczenie starterow 49 00:30 30
4. elongacja 72 00:40
5. koncowa elongacja 72 02:00 1
6. schtodzenie 10 0 1
1. wstepna denaturacja 95 02:00 1
2. denaturacja 95 00:45

GadCre 3. przytgczenie starterow 52,2 00:30 30
4. elongacja 72 01:00
5. koncowa elongacja 72 10:00 1
6. schtodzenie 4 0 1
1. wstepna denaturacja 94 05:00 1
2. denaturacja 94 02:00

Cas9 3. przytgczenie starterow 57 00:45 30
4. elongacja 72 00:40
5. koficowa elongacja 72 10:00 1
6. schtodzenie 4 0 1
1. wstepna denaturacja 94 03:00 1
2. denaturacja 94 00:30

AgRPCreERT2 3. przytgczenie starterow 62 01:00 29
4. elongacja 72 02:00
5. koncowa elongacja 72 10:00 1
6. schtodzenie 10 © 1
1. wstepna denaturacja 94 03:00 1
2. denaturacja 94 00:30

NPY KO 3. przytgczenie starterow 67 01:00 30
4. elongacja 72 00:45
5. koncowa elongacja 72 10:00 1
6. schtodzenie 4 o0 1

Tabela 3.4 Warunki reakcji PCR dla poszczegdlnych reakceji.
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3.2 Przygotowanie plazmidowych wektorow ekspresyjnych z promotorem

specyficznym dla neuronow AgRP

Na potrzeby realizacji niniejszego projektu przygotowano trzy wektory plazmidowe,
z ktorych kazdy kierowat ekspresje transgenu promotorem AgRP. Postepujac zgodnie z
ponizszym schematem uzyskano dwa kontrolne wektory z ekspresja biatek fluorescencyjnych

(EYFP oraz mCherry) oraz jeden o znaczeniu funkcjonalnym z ekspresja rekombinazy Cre.

3.2.1 Dobor odpowiedniej sekwencji promotorowej in silico

Punktem wyjscia do wyboru odpowiedniej sekwencji mysiego promotora AgRP, byta
praca opisujaca szczegotowo ludzki promotor AgRP (Brown i in. 2001). Na jej podstawie oraz
z uwzglednieniem informacji dostepnych w bazach danych (NCBI nucleotide, Ensemble) i
narzedziach bioinformatycznych (Mouse Blat Search Genome), ustalono poziom
zakonserwowania w sekwencji ludzkiej 1 mysiej. Zidentyfikowano lokalizacje sekwencji
promotorowej w obrebie genu, ktory sktada si¢ z 5 egzonéw. Egzon 1 1 2 nie koduja bialka, a
wraz z rozdzielajacym je intronem stanowig element minimalnego promotora, posiadajacego
charakterystyczne sekwencje promotorowe 1 potencjalne miejsca wigzania czynnikéw
transkrypcyjnych w genomie mysim. Ustalono, Zze fragment, ktory wyselekcjonowano do
amplifikacji na matrycy genomowego mysiego DNA, ze starterami wprowadzajacymi miejsca

restrykcyjne, sktada si¢ z 645 pz.

3.2.2 Klonowanie molekularne

Caly proces sktadatl si¢ z dwodch rund klonowania. Pierwsza zaktadata wklonowanie
powielonej wstawki do plazmidu pCONST-Cre, jako etap posredni. Druga, polegala na
przeniesieniu wstawki do plazmidoéw docelowych (pAAV), bedacych czesciami sktadowymi
systemu do produkcji rekombinowanych wektorow AAV.

Wyjsciowym etapem przygotowania pozadanych wektorow plazmidowych byla
amplifikacja sekwencji mysiego promotora AgRP. Wykorzystano do tego startery
(mAgRPprom F, mAgRPprom R) wprowadzajace miejsca restrykcyjne dla enzyméow Nrul i
Sacl, celem pdzniejszego wklonowania tego fragmentu do plazmidu biorcy pCONST-Cre.
mAgRPprom F: 5’-CATCAGTCGCGATGGAAATAGGTGTAGGGGGG-3’
mAgRPprom R: 5>~ ACGTCAGAGCTCAGATGCTCCCAGAAAGTCCC-3’
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Reakcje PCR przeprowadzono z wykorzystaniem zestawu Phusion High-Fidelity PCR Kit
(Thermo Scientific, nr kat. F553L). W Tabeli 3.5 opisany jest sktad mieszaniny, a w Tabeli 3.6

warunki reakcji PCR.

Tabela 3.5 Sktad mieszaniny reakcyjnej w reakcji PCR.

Temperatura  Czas trwania etapu

Etap Liczba cykli
[°C] [mm:ss]

1. wstepna denaturacja 98 00:30 1

2. denaturacja 98 00:10

3. przylaczenie starteréw 60 00:20 30

4. elongacja 72 00:40

5. koncowa elongacja 72 05:00 1

6. schtodzenie 16 € 1

Tabela 3.6 Warunki reakcji PCR.

Po reakcji PCR kolejnym etapem byto przygotowanie koncow wstawki (promotora
AgRP) i1 plazmidu biorcy (pCONST-Cre) poprzez trawienie restrykcyjne enzymami Nrul 1 Sacl
(Thermo Scientific, nr kat. ERO111, ER1131) zgodnie z protokotem producenta. Do trawienia
uzyto 1 pg DNA wstawki oraz 5 pug DNA plazmidu biorcy (1U enzymu/1 pg DNA, inkubacja
w 37°C przez 1 godz., inaktywacja- w 65°C przez 5 min.). W nastepstwie rozdzialu
elektroforetycznego na 1% zelu agarozowym (100V, 1 godz.) w roztworze TBE (90 mM Tris
Base, 90 mM kwas borowy, 2mM EDTA pH 8,0) z dodatkiem bromku etydyny (EtBr, Sigma-
Aldrich) uwidoczniony zostat prazek o wielkosci 645 pz (promotor AgRP) oraz prazki bedace

68



produktami trawienia plazmidu pCONST-Cre o wielkosci 610 pz (wyciety promotor CMV)
oraz 4058 pz (zlinearyzowany szkielet pCONST-Cre z usunigtym promotorem CMYV).
Zaréwno prazek bedacy wstawka (645 pz), jak 1 plazmidem biorcg (4058 pz) wycigto z zelu, a
nastepnie oczyszczono za pomocg zestawu QIAquick Gel Extraction Kit (Qiagen, nr kat.
28706X4) zgodnie ze wskazaniami producenta. Po pomiarze st¢zenia DNA oczyszczonego z
zelu, przystgpiono do etapu ligacji, czyli enzymatycznego potaczenia wstawki z wektorem
biorcg. W tym celu przygotowano mieszaning reakcyjng, ktora zawierata roztwor reakcyjny,
wstawke (w stosunku molowym 3:1 wzgledem wektora), wektor oraz ligaze (T4 DNA Ligase,
NewEangland BioLabs, nr kat. M0202S). Materiat inkubowano przez godzing w temperaturze
pokojowej (w objetosci koncowej 10 pl). Po tym czasie probki z mieszaning ligacyjng
umieszczono w lodzie 1 rozpoczeto etap transformacji bakterii kompetentnych TOP10 (One
Shot TOP10 chemically competent E.coli, Invitrogen, nr kat. C4040-06) mieszaning ligacyjna
z uwzglednieniem wszystkich niezbednych kontroli (kontrola negatywna: mieszanina
strawionego pCONST-Cre bez wstawki oraz mieszanina ligacyjna bez materialu DNA,
kontrola pozytywna: kolisty pCONST-Cre). Wszystkie etapy pracy z bakteriami odbywaly si¢
w warunkach sterylnego powietrza, w bliskosci palnika. Transformowano kazdorazowo 50 ul
bakterii kompetentnych (2 pl mieszaniny ligacyjnej, 1/5 catosci). Po bardzo delikatnym
dodaniu mieszaniny ligacyjnej (strawionego/niestrawionego plazmidu pCONST-Cre, dH>O -
w zaleznosci od typu kontroli) bakterie kompetentne inkubowano przez kolejnych 30 minut na
lodzie. Po tym czasie probki umieszczono na 30 sekund w temperaturze 42°C po czym dodano
do kazdej z nich 200 pl medium S.O.C. (Invitrogen, nr kat. 15544034) 1 wytrzasano przez
kolejng godzing w 37 °C. Nastepnie calo§¢ mieszaniny wysiano na uprzednio przygotowane
szalki Petriego z agarem LB (BioShop, nr kat. LBL.406-1) 1 ampicyling w stezeniu koncowym
100 pg/ml (Sigma-Aldrich, nr kat. AO166) jako antybiotykiem selekcyjnym. Szalki inkubowaty
sie¢ w 37 °C przez noc, a kolejnego dnia wyselekcjonowane klony bakterii weryfikowane bytly
metodag PCR (z wykorzystaniem starterow mAgRPprom F, mAgRPprom R oraz Taqg DNA
Polymerase, Qiagen, nr kat. 201203) w mieszaninie o zredukowanej objetosci (12,5 ul) 1 bez
uprzedniej izolacji plazmidowego DNA (zanurzano w mieszaninie reakcyjnej koncowke tipsa,
ktorym wczesniej pobrano fragment pojedynczej kolonii). Warunki reakcji przedstawiono w

Tabeli 3.7.
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Temperatura  Czas trwania etapu

Etap Liczba cykli
[°C] [mm:ss]

1. wstepna denaturacja 95 10:00 1

2. denaturacja 95 00:30

3. przylaczenie starteréw 60 00:30 39

4. elongacja 72 01:30

5. koncowa elongacja 72 05:00 1

6. schtodzenie 4 € 1

Tabela 3.7 Warunki reakcji PCR.

Po weryfikacji ponad 20 klonéw, do dalszego procedowania wybrano te, ktore w reakcji
PCR 1 po rozdziale elektroforetycznym daly docelowy prazek o wielkosci 645 pz, bedacy
wstawka (minimalnym promotorem AgRP). Kolejne kroki obejmowaty namnozenie klonow
bakterii w trakcie hodowli nocnej w ilo$ci Sml pozywki ptynnej LB Luria-Bertani (Sigma-
Aldrich, nr kat. L3022-6X1KG) z dodatkiem ampicyliny w stezeniu koncowym 100 pg/ml
(Sigma-Aldrich). Tak przygotowane hodowle wybranych klonéw wytrzasano przez noc w
temperaturze 37 °C (wytrzasarka KS 4000, IKA). Cze¢$¢ namnozonych przez noc bakterii z
plazmidem pCONST-AgRPCre postuzyta do przygotowania zawiesiny bakterii w glicerolu
(150 pl 100% glicerolu, 850 ul hodowli bakteryjnej). Z pozostatej ilosci wyizolowano
plazmidowe DNA wykorzystujac do tego zestaw QIAprep Spin Miniprep Kit (Qiagen, nr kat.
27106X4). Okoto potowa wyizolowanego materiatu (15 pl, ~100ng/ul) zostata przeznaczona
do sekwencjonowania. Z pozostate] czgSci przygotowano mieszaning do trawienia
enzymatycznego, weryfikujacego tozsamos¢ uzyskanego plazmidu. Materiat DNA z kazdego
z klonéw sprawdzano stosujagc dwa podejscia. Jedno zaktadato wykorzystanie pary enzymow
Nrul oraz Sacl, drugie enzymu Fast Digest Ncol (Thermo Scientific, nr kat. FD0573). Przy
zalozeniu o wyizolowaniu wilasciwie zredagowanego plazmidu cigcie restrykcyjne parg
enzymoOw Nrul/Sacl powinno da¢ 2 prazki (o wielkosci 645 pz oraz 4058 pz). Trawienie
pCONST-AgRPCre enzymem Ncol zaktadato uzyskanie 3 prazkow (296 pz, 1008 pz, 3364
pz). Otrzymane wyniki potwierdzity wilasciwg tozsamos¢ uzyskanego plazmidu pCONST-

AgRPCre, dodatkowo zwerytikowang w reakcji sekwencjonowania.

Powyzszy etap konczyl pierwsza cze$¢ klonowania promotora AgRP do wektora

posredniego pCONST-Cre. Kolejne podjete czynnosci byly analogiczne do wymienionych
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dotychczas krokoéw 1 mialy na celu przeniesienie samego promotora AgRP do docelowych
plazmidow pAAV z ekspresjg biatek fluorescencyjnych (EYFP, mCherry) badz promotora
AgRP z sekwencjg Cre do wektora biorcy pAAV bez ekspres;ji biatek reporterowych.

Plasmid pCONST-AgRPCre postuzyt jako matryca do amplifikacji fragmentu AgRPCre z
jednoczesnym wprowadzeniem dodatkowych miejsc restrykcyjnych tuz przed promotorem
AgRP ( ) oraz tuz za sekwencjg kodujacg Cre ( ), umozliwiajgc wycigcie 1

przeklonowanie catej wstawki AgRPCre do plazmidu biorcy.

Sekwencje starterow:
AgRP MIul F: 5>-TCAGAT CTTAGGGTTAGGCGTTTGC-3’
Cre EcoRIR: 5’-ACTACT AACAGATGGCTGGCAACTAG-3’

Réwnolegle na matrycy pCONST-AgRPCre amplifikowano sam promotor AgRP

wprowadzajac miejsca restrykcyjne tuz przed sekwencjg promotora ( ) oraz tuz za nig

( )-

Sekwencje starterow:
AgRP MIul F: 5°>-TCAGAT CTTAGGGTTAGGCGTTTGC-3’
AgRP BamHI R: 5’-ACTACT CCAGTAAGCAGTGGGTTCTC-3’

Reakcje przeprowadzono z wykorzystaniem QS5 High-Fidelity DNA Polymerase (New England
BioLabs, nr kat. M0491S) wedtug schematu umieszczonego w Tabeli 3.9 1 warunkami reakcji

opisanymi w Tabeli 3.8.

Temperatura  Czas trwania etapu

Etap Liczba cykli
[°C] [mm:ss]

1. wstepna denaturacja 98 00:30 1

2. denaturacja 98 00:10

3. przylaczenie starteréw 65 00:20 35

4. elongacja 72 00:35

5. koncowa elongacja 72 02:00 1

6. schtodzenie 4 € 1

Tabela 3.8 Warunki reakcji PCR.
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Tabela 3.9 Sktad mieszaniny reakcyjnej w reakcji PCR.

Powielone wstawki z nowymi miejscami restrykcyjnymi zostaty zweryfikowane
rozdziatem w 1% zelu agarozowym. Dla starteréw AgRPMIul F oraz CreEcoRI R wielkos¢
prazka wynosita 1973 pz, a dla pary AgRPMIul F i AgRPBamHI R — 706 pz.

W ramach przygotowania wstawek oraz docelowych plazmidow biorcow przeprowadzono
trawienie restrykcyjne enzymami typu Fast Digest (Thermo Sicentific, nr kat. FD0564,
FDO0054, FD0274) (1U enzymu/1 pg DNA, inkubacja w 37°C przez 1 godz., inaktywacja- w

65°C przez 5 min.) wg ponizszego schematu:

1) Wstawka AgRPCre: Mlul, EcoRI
Plazmid pAAV-CaMKIloa-EYFP: Mlul, EcoRI (wyciecie fragmentu CaMKIla-EYFP)

2) Wstawka AgRP: Mlul, BamHI
Plazmid pAAV-CaMKIlo-EYFP: Mlul, BamHI (wycigcie fragmentu CaMKlla)

3) Wstawka AgRP: Mlul, BamHI
Plazmid pAAV-EF1a-mCherry: Mlul, BamHI (wycigcie fragmentu EF1a)

Rozdzielone w zelu agarozowym wlasciwe prazki wycigto 1 oczyszczono jak poprzednio. Po
przeprowadzeniu etapu ligacji (T4 DNA Ligase, NewEangland BioLabs, nr kat. M0202S)
stransformowano bakterie kompetentne TOP10, a nastgpnie wysiano je na plytki z podtozem
stalym oraz antybiotykiem selekcyjnym, ktérym w tym przypadku byta rowniez ampicylina w
stezentu 100 pg/ml. Sposrod widocznych na drugi dzien kolonii bakterii wybrano

przedstawicieli dla kazdego z trzech wariantow, przeprowadzono szybki, przesiewowy PCR,
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zatozono dla nich hodowle ptynng LB, a po osiggni¢ciu przez bakterie odpowiedniej gestosci
optycznej (ODeoo ~0,8), wyizolowano z nich plazmidowe DNA. Wszystkie te etapy dziaty si¢
w sposOb analogiczny do opisanego wyzej procesu klonowania. Analiza restrykcyjna z
wykorzystaniem enzymoéw Mlul, BamHI, EcoRI w uktadzie przewidzianym dla kazdego z

warunkow, potwierdzita wlasciwg tozsamos¢ docelowych plazmidow.

1) pAAV-AgRPCre (Mlul, EcoRI): 1973 pz + 4109 pz
2) pAAV-AgRPYFP (Mlul, BamHI): 706 pz + 4782 pz
3) pAAV-AgRPmCherry (Mlul, BamHI): 706 pz + 4767 pz

Ostateczna werytikacja kazdego z uzyskanych plazmidow potwierdzona zostata rowniez w
reakcji sekwencjonowania.

Tym samym, przystagpiono do etapu namnozenia hodowli bakteryjnej na duzg skale, tak by
otrzymana ilo$¢ wyizolowanego plazmidowego DNA byta wystarczajaca do przeprowadzenia

potrdjnej transfekcji komorek pakujacych rekombinowane wektory AAV.

3.2.3 Izolowanie plazmidowego DNA jako etap wstepny przygotowania wektorow wirusowych

AAV

Izolacj¢ plazmidowego DNA poprzedzal etap hodowli bakteryjnej. Do 250 ml sterylnej
ptynnej pozywki LB z dodatkiem ampicyliny (100 pg/ml) dodano bakterie z zamrozonej,
przygotowanej na wczesniejszym etapie, zawiesiny bakterii w glicerolu (zeskrobujac ich
niewielkg i1los¢ koncowka tipsa). Kolby z pozywka zaszczepiong bakteriami wytrzgsano przez
noc w temperaturze 37°C. Kolejnego dnia odwirowywano hodowle bakteryjne, zatrzymujac
osad, ktory byt materiatem wyjsciowym do izolacji plazmidowego DNA na duza skalg.
Wykorzystano do tego zestaw Syngen Endofree Plasmid MAXI (Syngen, nr kat. SY101032),
ktory jest dedykowany do izolacji plazmidow o wysokim standardzie czystosci (wolnych od
endotoksyn). Metoda izolacji opiera si¢ na lizie alkalicznej, prowadzacej do odwracalnej
zmiany konformacji plazmidowego DNA. Produktem koncowym procedury byto uzyskanie
300 pl zawiesiny o stezeniu DNA plazmidowego mieszczacym si¢ w przedziale 1- 5 pg/ul. W
ten sposob powielono 1 oczyszczono plazmidy kodujace transgen, jak i te bedgce nieodzownymi
elementami procesu pakowania funkcjonalnych czasteczek rekombinowanych wektoréw

AAV:
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PAAV-AgRPCre (6082 pz)

plazmid posiadajacy sekwencje ITR (ang. inverted terminal repeats), migdzy ktorymi znajduje
si¢ wklonowany fragment AgRPCre oraz sekwencja regulatorowa WPRE (ang. woodchuck
hepatitis virus posttransriptional regulatory element). Elementy nieujete miedzy sekwencjami

ITR, stanowig podstawe do namnozenia plazmidu w komorkach bakteryjnych.

PAAV-AgRPEYFP (5488 pz)

plazmid posiadajacy sekwencje ITR miedzy ktorymi znajduje si¢ wklonowany promotor AgRP
oraz znajdujacy si¢ tuz za nig fragment kodujacy EYFP, a takze sekwencja regulatorowa WPRE
oraz hGH PolyA

PAAV-AgRPmCherry (5473 pz)
plazmid posiadajacy sekwencje ITR miedzy ktorymi znajduje si¢ wklonowany promotor AgRP
oraz znajdujacy si¢ tuz za nig fragment kodujacy mCherry, a takze sekwencja regulatorowa

WPRE oraz hGH PolyA

pAAV-CaMKlla (6533 pz)
plazmid posiadajacy sekwencje ITR miedzy ktérymi znajduje si¢ promotor CaMKlla,
kierujacy ekspresjg Cre. Za genem rekombinazy znajdujg si¢ sekwencje regulatorowe WPRE

oraz hGH PolyA

pAAV-guidelDicer (5736 pz)

plazmid pAAV-px552Tom, posiadajacy sekwencje ITR miedzy ktérymi znajduje si¢ wiodacy
RNA komplementarny do fragmentu sekwencji Dicerl (guidelDicer), kierowany promotorem
U6. Ponadto, tuz za nim znajduje si¢ promotor Synapsynyl (hSyn) oraz sekwencja
reporterowego biatka czerwonej fluorescencji tdTomato. Analogicznie do powyzszych
wektorow plazmidowych miedzy fragmentami ITR znalazly si¢ rowniez sekwencje

regulatorowe WPRE oraz hGH PolyA.

pPAAV-guide2Dicer (5736 pz)

plazmid pAAV-px552Tom, posiadajacy sekwencje ITR miedzy ktérymi znajduje si¢ wiodacy
RNA komplementarny do alternatywnego fragmentu sekwencji Dicerl (guide2Dicer),
kierowany promotorem U6. Ponadto, tuz za nim znajduje si¢ promotor Synapsynyl (hSyn) oraz

sekwencja reporterowego biatka czerwonej fluorescencji tdTomato. Analogicznie do
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powyzszych wektorow plazmidowych miedzy fragmentami ITR znalazty si¢ rowniez

sekwencje regulatorowe WPRE oraz hGH PolyA.

PAAV-guideScramble (5736 pz)

plazmid pAAV-px552Tom, posiadajacy sekwencje ITR miedzy ktorymi znajduje si¢ promotor
U6 oraz wiodacy RNA, bedacy losowo zestawiong sekwencjg nukleotydow (scramble),
stanowigcym kontrole dla guidelDicer oraz guide2Dicer. Ponadto, tuz za nim znajduje si¢
promotor ludzkiej Synapsynyl (hSyn) oraz sekwencja reporterowego biatka czerwonej
fluorescencji tdTomato. Analogicznie do powyzszych wektorow plazmidowych miedzy

fragmentami ITR znalazly si¢ réwniez sekwencje regulatorowe WPRE oraz hGH PolyA.

pRC (7300 pz)

plasmid kodujacy biatka funkcjonalne Rep oraz biatka strukturalne Cap, budujace kapsyd
AAV. Oba geny pochodzg od wirusowego serotypu 2. Kazdy z nich ulega ekspresji z oddzielnej
sekwencji promotorowej, a ich wlasciwa ekspresja warunkuje proces sktadania si¢ wektora

wirusowego.

pDP1rs (23 700 pz)
plazmid bedacy nosnikiem genow kodujacych biatka kapsydu serotypu AAV1 oraz zawierajacy
biatka funkcjonalne, pochodzenia adenowirusowego (VA, E2A, E4), a takze gen kodujacy

biatko czerwonej fluorescencji RFP (ang. red fluorescent protein).

3.3 Przygotowanie wektorow wirusowych AAV

Sktadowe do produkcji rekombinowanych wektoréw AAV (komorki pakujace oraz
plazmidy pAAV) sg elementami zestawu AAV Helper-free System (Agilent, nr kat. 240071).
Przygotowanie rekombinowanych wektorow AAV jest procesem kilkuetapowym, ktory opiera
si¢ na wykorzystaniu komorek pakujacych AAV293. Jest to linia wywodzaca si¢ z
embrionalnych ludzkich komérek nerki HEK293 (ang. Human Embryonic Kidney 293 Cells),
ktora zostala zmodyfikowana w taki sposob by zapewnia¢ stabilng ekspresje genow
adenowirusowych E1A, EIB, niezbednych do procesu skladania wektorow AAV. Po
transfekcji komorek pakujacych nastepuje proces aktywnego formowania si¢ czgstek wektorow
AAV. W kapsydzie zamykane s3 czasteczki ssDNA (ang. single strand DNA) zawierajace na

kazdym z koncéw sekwencje ITR oraz zakodowane migdzy nimi geny. Kolejne etapy
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uwzgledniaja wyizolowanie wektorow AAV z komorek pakujacych, ich oczyszczanie oraz
okreslenie miana czasteczek wirusowych. Szczegdlowe kroki omowiono w kolejnych

podrozdziatach.

3.3.1 Hodowla komoérek AAV293

Komoérki liniit AAV293, bedace elementem zestawu AAV Helper-free System (Agilent)
zostaly rozpropagowane zgodnie z protokotem producenta. Cze$¢ komorek postuzyta do
przygotowania zbankowanego materiatu, utrzymywanego w oparach cieklego azotu,
zabezpieczajac lini¢ komorkowa na bardzo wezesnych pasazach. Hodowle tych adherentnych
komorek utrzymywano w inkubatorze (Binder) w temperaturze 37 °C, atmosferze 5% CO, oraz
wilgotno$ci powietrza na poziomie 95%. Komoérki hodowano w pozywce DMEM (ang.
Dulbecco’s modified Eagle’s medium; Sigma-Aldrich, nr kat. 6429), charakteryzujacej si¢
podwyzszong zawartoscig glukozy (4500 mg/L) i uzupetionej 10% (v/v) ptodowa surowicg
bydleca FBS (ang. fetal bovine serum, Biowest, nr kat. S1810-500) oraz 2% (v/v) roztworem
200mM L-glutaminy (Gibco, nr kat. A29168-01). Krytyczne dla utrzymania ,,pakujacych”
wlasciwosci komoérek AAV293 jest utrzymywanie ich w hodowli w konfluencji nie
przekraczajacej 50% powierzchni plytki. Dlatego tez schemat pasazowania komorek (na butelki
o powierzchni 175 cm?) i przesiewania ich na ptytki do transfekcji (Srednica 15 cm) zostat

podporzadkowany temu wymogowi.

3.3.2 Transfekcja komorek AAV293

Do wyprodukowania jednej porcji wektora AAV (50-70 ul o mianie >10"8 gc/pl)
niezbedna byla transfekcja 10 plytek o $rednicy 15 cm (Falcon, nr kat. 353025). Komorki
przesiewano z butelek o powierzchni 175 cm? (Cell Star, nr kat. 660175) na wspomniane ptytki
w standardowej pozywce, po ich uprzedniej trypsynizacji (Tripsin-EDTA, Biowest, 1.0940)
oraz odwirowaniu (5 min, 1000rmp). Wysiane komorki po ok. 48 godzinach i osiggnieciu
konfluencji 70-80% poddawano potrdjnej transfekcji z wykorzystaniem polietylenoiminy PEI
(1mg/ml, Sigma-Aldrich, nr kat 919012), jako no$nika plazmidowego DNA. Wspolczynnik R,
oznaczajacy stosunek pl PEI/pg DNA wynosit 3. Do produkcji AAV o serotypie mozaikowym
2/1 niezbedne byto uzycie plazmidu pRC (koduje biatka Cap AAV2) oraz pDPIrs (koduje
biatka Cap AAV1). Trzecim kluczowym plazmidem byt ten z wprowadzanym transgenem 1

sekwencjami ITR. Mieszanka plazmidéw komponowana byta w rownomolowych stosunkach
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(1:1:1), a podstawa do wyliczenia odpowiedniej ilosci DNA (ug) poszczegolnych plazmidoéw
byta ich wielkos$¢ 1 zalozenie, ze 1 plytka moze by¢ transfekowana 50 pug DNA. Wszystkie
ilosci przeskalowano na 10 plytek uwzgledniajac 10% nadmiar. Mieszaning 3 plazmidéw
zawieszano w pozywce DMEM bez dodatku surowicy i L-glutaminy, a nastgpnie bardzo
delikatnie nakropiono zawiesing PEI spokojnie mieszajagc probowke. W czasie 20 minutowej
inkubacji w 37 °C, pozywke na plytkach z komoérkami wymieniono na takg ze zredukowang
iloscig FBS (DMEM, 2% (v/v) FBS, 2% (v/v) 200mM L-glutamina). Po zakonczeniu inkubacji
mieszaning DNA z PEI nanoszono na ptytki, pozostawiajac je na kolejnych 8 godzin w
inkubatorze. Nastepnie uzupelniano pozywke na plytkach celem wyrownania ilo$ci surowicy
w medium do 10%. Sktad pozywki ksztaltowat si¢ nastepujaco: DMEM, 18% (v/v) FBS, 2%
(v/v) 200mM L-glutamina. Po uptywie 72 godzin komorki weryfikowano w obrazie
mikroskopowym oceniajagc wydajno$¢ transfekcji na podstawie intensywnosci fluorescencii,
pochodzacej od biatka RFP (zakodowanego na plazmidzie pDPlrs). Ponadto istotnym
wskaznikiem wydajnej produkcji wektoréw AAYV jest zmiana morfologii komoérek pakujacych

- pojawiajace si¢ na nich koliste uwypuklenia btony widoczne jako drobne ,,kuleczki”.

3.3.3 Izolowanie 1 oczyszczenie wektorow AAV

Pierwszym etapem izolacji wektorow AAV jest liza komorek. Po uwaznym
odciggnigciu pozywki znad komorek, zeskrobywano komorki zawieszone w 1 x PBSie
(BioShop, nr kat. L0615) przeznaczong do tego celu jednorazowa szpatutka, a nastgpnie
odwirowano tak zebrane osady komoérkowe (8 min, 1000 rpm). Po zlaniu supernatantu znad
komorek osad zawieszano w roztworze do lizy (25 ml/osad z 5 ptytek), ktorego sktad
przedstawiono w Tabeli 3.10.

Do komoérek zawieszonych w roztworze do lizy dodano 10% roztwor deoksycholanu sodu
(0,5% (v/v), Sigma-Aldrich, nr kat. D6750) oraz Benzonaz¢ (Sigma-Aldrich, E1014-25KU)
(50U/ml). Po godzinnej inkubacji w tazni wodnej, w temperaturze 37 °C, proby wirowano przez
25 min. z predkoscig 3000xg. Supernatant zawierat wyizolowane czastki wirusowe.

Tak przygotowany lizat wirusowy byl wstepnie oczyszczany z wigkszych zanieczyszczen z
uzyciem filtr6w o zmniejszajacej si¢ Srednicy porow (0,8 um, 0,45 pm, 0,22 um, Roth, nr kat.
P820.1, KH55.1, KH54.1). Przefiltrowany lizat wirusowy przepuszczano nast¢pnie przez,
zrownowazong roztworem nr 1 (sktad w Tabeli 10), kolumne chromatograficzng ze ztozem
heparynowym (HiTrap Heparin HP 1ml, GE Healtcare, nr kat. 17-0406-01). Kolumna

podiaczona byta systemem wezykow do strzykawki z lizatem wirusowym, a ruch ptynu
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napedzany byt pompg perystaltyczng. Przesaczenie si¢ lizatu wirusowego przez kolumne byto
réwnoznaczne ze zwigzaniem si¢ czgsteczek wirusowych do zloza na zasadzie powinowactwa
miedzy biatkami kapsydu, a heparyng oplaszczajaca agaroze, bedaca sktadnikiem ztoza.
Nastepujace pdzniej etapy polegaty na sekwencyjnym przeptukiwaniu kolumny roztworami o
zwigkszajacym si¢ stezeniu soli (roztwory 2-7, sktad w Tabeli 3.10), przy czym trzy ostatnie
stuzyty do elucji czasteczek AAV w koncowej objetosci 6 ml. Eluat nastepnie zaggszczano w
trakcie kolejnych rund wirowania (2 min., 3000 x g) na kolumnach Amicon Ultra-4 z
regenerowang celuloza (Ultracel 50K NMWL, Millipore, nr kat. UFC805024) przeznaczonych
do filtracji membranowej. Koncowa objetos¢ zageszczonego roztworu z wektorami AAV
rozpipetowywano na mate porcje, wykorzystywane do pdzniejszych  operacji
stereotaktycznych. Cho¢ wektory AAV nalezg do tych o wysokiej stabilnosci w kazdych
warunkach temperaturowych, to przy cyklach zamrazania i rozmrazania mogg traci¢ swoje

wlasciwosci do wydajnej transdukcji docelowych komorek.

Numer .
Przeznaczenie
roztworu

| roztwor lizujacy
150 mM NaCL, 20 mM TRIS

> roztwor pluczacy
100 mM NaCL, 20 mM TRIS

3 roztwor pluczacy
200 mM NaCL, 20 mM TRIS

4 roztwor pluczacy
300 mM NaCL, 20 mM TRIS

5 roztwor do elucji
400 mM NaCL, 20 mM TRIS

6 roztwor do elucji
450 mM NaCL, 20 mM TRIS

7 roztwor do elucji
500 mM NaCL, 20 mM TRIS

Tabela 3.10 Sktad roztworéw do izolacji AAV.
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Tabela 3.11 przedstawia zestawienie wektorow AAV przygotowanych na cele niniejszego

projektu.

Tabela 3.11 Wektory AAV oraz ich miana.

3.3.4 Oznaczanie miana wektorow AAV w reakcji PCR w czasie rzeczywistym

Kazdy wykorzystany w do§wiadczeniu roztwor AAV poddany byt ocenie ilo§ciowej za
pomoca techniki PCR w czasie rzeczywistym (ang. real-time PCR/quantitative PCR) na
przeznaczonym do tego aparacie StepOne Plus Real Time PCR System (Applied Biosystems).
Oznaczanie liczby czastek AAV odbywato si¢ w oparciu o krzywa standardowa, sporzadzona
z dziesieciokrotnych rozcienczen plazmidu uzytego do produkcji okreslonego wektora. Kazdy
z punktow krzywej reprezentowat Scisle okreslong liczbe czastek, ktora przeliczana byta w
oparciu o wielkos¢ 1 stezenie plazmidowego DNA, z wykorzystaniem dostepnego kalkulatora

on-line (http://cels.uri.edu/gsc/cndna.html). W obliczeniach nalezalo uwzgledni¢, ze czasteczki

krzywej sg reprezentacjag dsDNA, a czastki wektora to ssDNA. Odczynniki wykorzystane do
pomiaru qPCR (SYBR Green PCR Master Mix, Applied Biosystems, nr kat. 4309155) oparte
byly na technologii emisji sygnatu fluorescencyjnego w trakcie interkalowania mig¢dzy
syntetyzowang dwuniciowg strukture DNA. Skfad mieszaniny reakcyjnej przedstawiono w
Tabeli 3.12, wykorzystane pary starterow w Tabeli 3.13, a warunki reakcji w Tabeli 3.14.
Miano byto wynikiem usrednienia warto$ci przeliczonych z trzech przygotowanych
rozcienczen wektora (1:100, 1:1000, 1:10000), z ktérych kazde powtorzone zostato trzykrotnie.
Reakcje kazdorazowo przygotowywano na ptytce 96-dotkowej (Applied Biosystems), ktorg

wirowano (2 min., 2000 rpm) tuz przed rozpocz¢ciem reakcji.
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Tabela 3.12 Sktad mieszaniny reakcyjne;.

Tabela 3.13 Sekwencje starterow do reakcji qPCR.

Temperatura  Czas trwania etapu

Etap Liczba cykli
[°C] [mm:ss]

1. wstepna denaturacja 50 02:00

2. wstepna denaturacja 95 05:00 1

3. denaturacja 95 00:20

4. przylaczenie starterow 60 00:40 40

5. elongacja 72 01:00

6. generowanie krzywej topnienia 95 00:15 1

6. generowanie krzywej topnienia 60 01:00 1

6. generowanie krzywej topnienia 95 00:15 1

Tabela 3.14 Warunki reakcji qPCR. Kolorem niebieskim zaznaczono etap zbierania danych
iloSciowych.

80



3.4 Metody wprowadzenia mutacji w obrgbie genu Dicer ]

Wykorzystane w projekcie metody wprowadzania mutacji w obrgbie genu Dicerl opieraty
si¢ na technologii Cre-loxP. Polega ona na wiasciwos$ciach rekombinazy Cre do rozpoznawania
w genomie krotkich sekwencji loxP oraz wycinania, znajdujacego si¢ miedzy nimi, fragmentu
DNA. Nukleolityczna aktywno$¢ Cre byla regulowana poprzez zastosowanie wariantu
CreERT2, uruchamianego przez iniekcje Tamoksyfenu (opis w podrozdziale 3.4.2) lub poprzez
dostarczenie Cre na nosniku (wirusowym) (opis w podrozdziale 3.4.1 oraz 3.4.3). Kolejna
stosowang strategig byla stabilna ekspresja Cre w zwierzeciu transgenicznym (opis w
podrozdziale 3.4.3) przy jednoczesnym dostarczaniu na nosnikach wirusowych elementow
systemu CRISPR/Cas9 do precyzyjnej edycji genomu w obrgbie genu Dicerl.

Zroéznicowanie wymienionych strategii opieralo si¢ rowniez na prostym podziale,
zwigzanym z metodg dostarczania elementow systemu Cre-loxP 1 CRIPSR/Cas9 do
docelowych komorek. Uwzglednial on podania wektorow wirusowych in vitro do pierwotnych
hodowli komoérek hipokampalnych oraz in vivo do moézgu. Ponadto, zakladat dodatkowo

indukcje mutacji in vivo poprzez dootrzewnowe zastrzyki z Tamoksyfenu.

3.4.1 Infekcja neuronalnej hodowli in vitro zawiesing wektorow AAV

Wykorzystanie w pracy technologii CRISPR/Cas9 do doswiadczen funkcjonalnych
poprzedzone byto sprawdzeniem wydajnosci dziatania zaprojektowanych wariantow
wiodacego RNA (AAV-guidelDicer, AAV-guide2Dicer). W tym celu pierwotng hodowle
komorek hipokampalnych (wysianych na ptytkach 24-dotkowych), wyprowadzong z oseskow
linii Cas9, infekowano mieszankami odpowiednio rozcienczonych w wodzie dH,O miliQ
wektorow wirusowych. Kazde warunki eksperymentalne oraz cate doswiadczenie powtdrzono
3-krotnie. Zainfekowane komoérki inkubowano przez okoto tydzien do czasu zebrania materiatu
do dalszej analizy (procedura opisana w podrozdziale 3.5).

Przygotowana mieszanka wektorow zaktadata jednakowe ilosci czasteczek AAV dla kazdego

uzytych wektorow, ktore ksztaltowaty si¢ jak ponize;j:
1) AAV-CaMKlIlaCre (1,6%¥10"10 gc/dotek) + AAV-guidelDicer (1,6%10710 gc/dotek)

2) AAV-CaMKlIloCre (1,6*¥10"10 gc/dotek) + AAV-guide2Dicer (1,6%10710 gc/dotek)
3) AAV-CaMKlIIoCre (1,6%10"10 gc/dotek) + AAV-guideScramble (1,6%10"10 gc/dotek)
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4) AAV-CaMKlloCre (1,6*10"10 gc/dotek)
5) AAV-guidelDicer (1,6%10"10 gc/dotek)
6) AAV-guide2Dicer (1,6%10"10 gc/dotek)
7) AAV-guideScramble (1,6%10"10 gc/dotek)

Liczba kopii czasteczek wektora (gc, ang. genome copies) ustalana byta na podstawie ilosci
wysianych na kazdy dotek komorek. Przyjete MOI (ang. multiplicity of infection), czyli ilos¢
czasteczek AAV przypadajaca na jedng komorke w hodowli, wynosito 100 000.

3.4.2 Dootrzewnowe podawanie Tamoksyfenu

Zwierzeta z indukowalng aktywnoscig CreERT2 (linia opisana w podrozdziale 3.1.2)
poddawane byty dootrzewnowym iniekcjom Tamoksyfenu (Sigma-Aldrich, nr kat. T5648),
ktory przygotowywany byl (w ilosci na jedno zwierzg) wedtug ponizszego zestawienia:

¢ 10 mg Tamoksyfenu
e 100 pl etanolu 99,8% Pure PA (Polskie Odczynniki Chemiczne)
e 900 pl oleju stonecznikowego (Sigma-Aldrich)

Protokot zaktadat 5-dniowy cykl iniekcji dootrzewnowych, dwa razy w ciggu dnia, w odstgpie
8-12 godzin. Roztwér Tamoksyfenu przetrzymywano w lodowce, a przed podaniem

kazdorazowo ogrzewano go do temperatury pokojowe;.

3.4.3 Domozgowe podania wektorow AAV

Wigkszos¢ przeprowadzonych doswiadczen opierata si¢ na domozgowych,
precyzyjnych iniekcjach wektorow AAV, z wykorzystaniem aparatu do podan
stereotaktycznych (Stoelting). Wszystkie zwierzeta poddane operacjom byly starannie
przygotowywane do zabiegu. W stan glebokiej narkozy wprowadzane byly dootrzewnowym
zastrzykiem z mieszaning ketaminy (Ketamidor, 50-75 mg/kg) 1 wodorotlenku medetomidyny
(Cepetor, 0,5-1 mg/kg). Spiace i znieczulone zwierze poddawane bylo serii podskérnych
zastrzykow o silnym dzialaniu analgetycznym, zabezpieczajacym mysz w trakcie zabiegu
(opioid: butorfanol winianu, Butomior, 3.3 mg/kg), jak i na wiele godzin po jego zakonczeniu

(lek z grupy NLPZ: kwas tolfenamowy, Tolfedine, 2.0 mg/kg). Dodatkowo zwierzeta
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otrzymaty ostonowo antybiotyk (enrofloksacyna, Baytril, 2,5 mg.kg). Sier$¢ na skoérze gtowy
usuwano, a po upewnieniu si¢, ze zwierze jest gleboko znieczulone (brak odruchow po
sci$nieciu lap czy ogona, brak odruchu rogowkowego, réwnomierny, spokojny oddech),
umieszczano je w aparacie stereotaktycznym unieruchamiajac glowe. Skore gtowy traktowano
jodyng 1 zelem znieczulajacym miejscowo (Lidokaina, Polfa). Oczy zwierzat zabezpieczano
przed wysychaniem mascig Vita-Pos (Ursapharm). Po przecigciu skéry gtowy, usunigciu z pola
operacyjnego opony twardej, wypoziomowaniu gtowy, ustalano na podstawie wspotrzednych
z atlasu mozgu (Allen Brain Atlas) oraz punktow przecigcia szwoOw na czaszce (Bregmy i
Lambdy) punkty do nawiercenia otworow. W kolejnym kroku, wczesniej przygotowang na
wyciggarce do minipipet (Sutter P-87), szklang kapilarg (Blaubrand intraMark, nr kat. 7087-
07) wprowadzano do mdzgu na odpowiednig glebokos¢. Jej zawarto$¢, stanowigcg roztwor
wektorow AAV, powoli wypuszczano do docelowej struktury (w objetosci ok. 125 nl/strong),
odczekujac kazdorazowo 15 min. przed wysunigciem kapilary. Wyznaczone dla jadra
tukowatego koordynaty nieznacznie ro6znity si¢ miedzy kohortami zwierzat lub szczepami (-
1,46 w plaszczyznie przod/tyt (A/P), +/- 0,20 w plaszczyznie lewo/prawo (L), -5,6 w
plaszczyznie brzusznej/grzbietowej (D/V)). Zwierzetom w trakcie zabiegu podawano
podskodrnie roztwor glukozy i/lub soli fizjologicznej ogrzane do temperatury ciata, co miato
chroni¢ je przed wychtodzeniem 1 odwodnieniem. Koncowym etapem zabiegu byto zatozenie
rozpuszczalnych szwéw Vicryl 4,0 (B.Braun Novosyn, nr kat. C0068029) na skorze glowy,
ponowne zabezpieczenie skory gtowy zelem z lidokaing 1 podanie dootrzewnowe zastrzyku z
chlorowodorku atypamezolu (Revertor, 0,5-1 mg/kg). Jest to substancja, ktora znosi dziatanie
wodorotlenku medetomidyny. Zwierzeta wybudzaty si¢ w pojedynczych klatkach, ustawionych
na ptytce grzewczej. Dodatkowo do $rodka klatki wktadano namoczong karme 1 zapewniano

zwierzetom wzbogacone srodowisko, dbajac o ich dobrostan.

Wszystkie wykorzystywane w trakcie zabiegdow narzedzia (F.S.T oraz B.Braun CHIFA) byty

sterylizowane w temperaturze 120°C.

Podania domdézgowe wektorow AAV obejmowaty:

1) Iniekcje AAV-AgRPCre, AAV-AgRPYFP, AAV-AgRPmCherry do zwierzat Dicer
fl/fl oraz Dicer fI/fl STOP-tdTomato

2) Iniekcje AAV-AgRPCre, AAV-guidelDicer, AAV-guide2Dicer, AAV-guideScramble
do zwierzat Cas9 (system CRISPR/Cas9)
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3) Iniekcje AAV-guide2Dicer, AAV-guideScramble do zwierzat GadCreCas9,
Vglut2CreCas9, AgRPCreCas9 (system CRISPR/Cas9)

3.5 Badanie poziomu ekspresji genu Dicer! w hodowli neuronalnej in vitro

Opisana w podrozdziale 3.4.1 metoda infekcji pierwotnej hodowli hipokampalnej
sktadowymi systemu CRISPR/Cas9 miata na celu weryfikacje skutecznos$ci wyciszania
ekspresji Dicerl. Oparta zostala o pomiar wzglednego poziomu ekspresji genu Dicerl (fold-
change) w reakcji gPCR. Wymagata wyizolowania materiatu RNA z zainfekowanych komorek,
zsyntetyzowania cDNA na matrycy RNA, czyli reakcji odwrotnej transkrypcji, a nastgpnie
oceny wspomnianego poziomu ekspresji w reakcji qPCR, z wykorzystaniem komercyjnie

dostgpnych sond.

3.5.1 Izolowanie RNA

Etap zbierania zainfekowanych komorek odbywal si¢ na lodzie, a wszystkie kolejne
kroki pod laminarem oczyszczonym z RNaz (RNaseZAP, Sigma-Aldrich, nr kat. R2020), z
wykorzystaniem zestawu do izolacji RNA (Rneasy Mini Kit, Qiagen, nr kat. 74004), zgodnie
ze wskazaniami producenta. Metoda ta jest zmodyfikowang wersjg izolacji RNA metoda
Chomczynskiego, ktora opiera si¢ na rozdziale frakcji poprzez ekstrakcje fenolowo-
chloroformowa, a nastepnie filtrowanie lizatu na kolumnach ze zlozem z wtdkna szklanego.
Produktem koncowym byto 30 ul RNA zawieszonego w wodzie wolnej od RNaz (DEPC H>0).
RNA przechowywano w -80°C.
Do pomiar stezenia probek RNA, a takze wszystkich innych prob z kwasami nukleinowymi
wykorzystywanymi w niniejszej pracy (cDNA, DNA), uzyto spektrofotometru NanoDrop
(Thermo Scientific).

3.5.2 Reakcja odwrotnej transkrypcji
Do syntezy cDNA na matrycy RNA uzyto 100 ng RNA dla kazdej probki oraz zestawu
High-Capacity cDNA Reverse Transcription Kit (Applied Biosystems, nr kat. 4368814). W

Tabeli 3.15 zestawiono sktad mieszaniny reakcyjnej (w przeliczeniu na 1 dotek), w Tabeli 3.16

warunki reakcji.
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Tabela 3.15 Sktad mieszaniny reakcyjne;j.

Temperatura Czas trwania etapu ) )
Etap Liczba cykli
[°C] [mm:ss]
1 25 10:00 1
2 37 02:00:00 1
3 85 05:00 1
4 4 0 1

Tabela 3.16 Warunki reakcji odwrotnej transkrypcji.

3.5.3 Reakcja PCR w czasie rzeczywistym z uzyciem cDNA jako matrycy

Pomiar poziomu ekspresji genu Dicerl odbywat si¢ z wykorzystaniem komercyjnych sond
molekularnych (Applied Biosystems) oraz odczynnika TagMan Gene Expression Master Mix
(Applied Biosystems, nr kat. 4369542). Sondy wykorzystane do pomiaru wigzaty si¢ z
sekwencja genu Hprt (Mm03024075 ml), bedacego genem referencyjnym oraz w obrebie
egzonow 14-15 genu Dicerl (Mm00521722 m1). Sondy molekularne dziatajg odmiennie niz
wspomniany odczynnik SYBRGreen. Specyfika ich budowy (znacznik fluorescencyjny na
koncu 5’ oraz niwelator sygnalu MGB-NFQ na koficu 3’) uniemozliwia §wiecenie w momencie
zwigzania si¢ sondy z docelowg sekwencja. Dopiero w trakcie polimeryzacji nici fluorochrom
z konca 5’ uwalnia si¢ emitujac sygnal rejestrowany przez aparat (OneStepPlus, Applied
Biosystems).

Badania wzglednego poziomu ekspresji miedzy probkami badanymi (guidelDicer,

guide2Dicer), a probka zwang kalibratorem (guideScramble) dokonano w oparciu o metod¢
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AACt. Wyniki ekspresji dla genu Dicerl dla kazdej z badanych prob byly normalizowane
wzgledem genu Hprt. Kazda proba miata 3 techniczne powtoérzenia. Do kazdej z reakceji uzyto

250 ng matrycy cDNA.

3.6 Badanie przyrostu masy ciata oraz poboru pokarmu u myszy

Wszystkie funkcjonalne doswiadczenia uwzglednione w niniejszej pracy zaktadaly pomiar
masy ciata zwierzat, a takze ilo$ci zjedzonego przez nie pokarmu. Pomiary odbywaly si¢ w
cyklu cotygodniowym, zawsze na tej samej wadze, poczawszy od pierwszego dnia badania. W
przypadku do$wiadczen z indukcjg mutacji za pomocg Tamoksyfenu, pierwszy pomiar masy
ciata wyznaczony byt na trzeci dzien (sposrod pigciu) w tygodniu dootrzewnowych iniekcji. U
zwierzat poddawanych zabiegom operacyjnym moment wazenia przy doborze dawki lekow
anestetycznych byt pierwszym pomiarem masy ciala. W obu przypadkach traktowano to jako
»pomiar 0” (oznaczony na wykresach pomiaru masy ciata jako T0). Pomiar ilosci zjedzonej
karmy odbywatl si¢ z tygodniowym opdznieniem. W punkcie czasowym TO odwazano 100g
karmy, a liczbg zjedzonych graméw mierzono w kolejnym tygodniu (T1), jednocze$nie
uzupetniajac ilos¢ karmy ponownie do 100g. Cotygodniowych pomiaréw dokonywano do

konca trwania doswiadczenia.

3.7 Utrwalanie 1 przygotowanie tkanek do dalszych analiz

3.7.1 Utrwalanie perfuzyjne

W  celu przygotowania tkanek do pdzniejszych analiz mikroskopowych,
przeprowadzano perfuzje, bedaca metoda utrwalajacg. Polega ona na wymianie pltynow
ustrojowych zwierzecia na roztwor 4% paraformaldehydu (PFA).

Zwierzeta wprowadzano w stan glebokiej narkozy poprzez dootrzewnowa iniekcj¢ mieszaniny
ketaminy z wodorotlenkiem medetomidyny (opis w podrozdziale 3.4.3), a nastgpnie podawano
im Morbital (Pentobarbital sodowy 133,3 mg/ml, Pentobarbital 26,7 mg/ml, 1-2 ml/kg). Po
sprawdzeniu braku reakcji odruchowych zwierzat na bodzce oraz ustaniu oddechu,
przystepowano do dalszej procedury. Klatke piersiowa nacinano tak, aby uwidoczni¢ serce, a
nastepnie do lewej komory serca wbijano igle, podtaczong do systemu wezykow, napedzanych

pompa perystaltyczng. Jednoczesnie, poprzez nacigcie prawego przedsionka serca, przerywano
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ciggtos¢ naczyn krwionosnych. W pierwszej kolejnosci do krwioobiegu wtlaczano 1 x PBS
(tabletki PBS, BioShop, nr kat. PBS404.100), wyptukujac tym samym ptyny ustrojowe.
Nastepnie roztwor 1 x PBS zastegpowano 4% roztworem formaliny buforowanej pH 7,4
(Chempur, 114321729). Po osiggni¢ciu pozadanego efektu utrwalenia izolowano mozg, ktory
przez kolejne 24 godziny zanurzony byl w roztworze 4% paraformaldehydu, po czym
zastegpowano go 1 x PBS z dodatkiem azydku sodu (0,001%) i1 tak przechowywano w

temperaturze 4°C.

3.7.2 Przygotowanie skrawkoéw tkankowych przy uzyciu vibratomu

Analiz¢ immuhistochemiczng poprzedzalo pociecie utrwalonych mézgéw na skrawki
grubosci 50 um. Wykorzystano do tego vibratom (Leica). Procedura odbywata si¢ w
temperaturze pokojowej. Preparatyka polegata na odcigciu mozdzku, przyklejeniu mézgu (za
pomoca kleju typu SuperGlue) do ruchomej platformy, ktorg nastepnie mocowano w wanience
wypetionej roztworem 1 x PBSu. Naczynie to kotwiczono na zautomatyzowanym elemencie
zapewniajagcym ruchomos$¢ wanienki w ptaszczyznie gora/dot. Mozgi krojono z czgstotliwoscia
pracy ostrza na poziomie 85 w skali 100 Hz, oraz z predkosciag cigcia ok. 1,23 mm/s (na
podzialce jest to wartos¢ 5 w skali 10). Skrawki cieto w przekroju czotowym. Zbierano
wszystkie skrawki bedace reprezentacja jadra tukowatego. Przechowywano je w 1 x PBSie z
dodatkiem azydku sodu (0,001%, Sigma-Aldrich, nr kat. 71289), w temperaturze 4°C.

3.8 Analiza biochemiczna skrawkow tkanki mozgowej z wykorzystaniem technik

immunohistochemicznych (IHC)

Do oceny poziomu ekspresji biatek funkcjonalnych (Cre, Cas9) oraz wzmocnienia sygnatu
niektorych biatek reporterowych (GFP) z zastosowaniem skrawkow tkanki mozgowej
wykorzystano techniki immunohistochemiczne, bazujace na reakcji specyficznego

rozpoznawania przez przeciwciato konkretnego antygenu i wigzania si¢ z nim.

3.8.1 Znakowanie immunohistochemiczne z uzyciem 3’3- diaminobenzydyny (DAB)

Obecnos¢ rekombinazy Cre w do§wiadczeniach opartych na domézgowych podaniach
AAV-AgRPCre do jadra tukowatego, w modelach myszy C57Bl/6 oraz Dicer fl/fl oceniano na

podstawie barwienia immunohistochemicznego, wykorzystujacego 3°3- diaminobenzydyne
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DAB (Sigma-Aldrich, nr kat. D4293-50SET). Protoko6t obejmowat czynnos$ci podzielone na
dwa dni. Wszystkie etapy (poza calonocng inkubacja z przeciwciatem I-rzegdowym) miaty
miejsce w temperaturze pokojowej.

Pierwszego dnia blokowano endogenng aktywnos¢ peroksydazy poprzez inkubacje
skrawkow w mieszaninie 1 x PBS/Metanol/30%H>0> w stosunku 1:1:0,01 (15 min.), po czym
skrawki ptukano (2 x 5 min.) roztworem 1 x PBSu z dodatkiem Triton-X-100 0,1% (v/v).
Blokowanie niespecyficznych miejsc wigzania przeciwciat miato miejsce w trakcie inkubacji
(30 min.) skrawkéw w 5% roztworze §winskiego osocza NSS (ang. normal swine serum)
(Vector Laboratories, nr kat. S4000). Pierwszorzedowe krolicze przeciwciato rozpoznajace Cre
(wyprodukowane w Zakladzie Biologii Molekularnej Komorki I, DKFZ), rozcienczono
(1:3000) w roztworze 1 x PBST z dodatkiem 5% NSS 1 inkubowano w jego obecnosci skrawki
umieszczone w przeznaczonej do tego celu kotysce, na noc w 4°C.

Kolejnego dnia plytke ze skrawkami ptukano 1 x PBST (3 x 5min.), po czym
inkubowano ja z II-rzgdowym biotynylowanym przeciwciatem, skierowanym odpowiednio
przeciwko antygenom kroliczym (Vector Laboratories, nr kat. BA-1000), ktore rozciefczono
w stosunku 1:400. Po etapie ptukania w 1 x PBST (3 x 5min.), skrawki inkubowano (30 min.)
z roztworem ABC przygotowanym wedlug zalecen producenta (Vector Laboratories, nr kat.
PK-4000). Potem nastgpowato kolejne ptukanie z 1 x PBST (1 x 5min.) oraz 1 x PBS (2 x
Smin.). Ostatnim etapem byta ekspozycja skrawkow na roztwor DAB. Czas inkubacji ustalany
byt indywidualnie w zaleznos$ci od szybkosci wysycania si¢ skrawkow intensywnym kolorem.
Reakcje blokowano dodatkiem wody z kranu, bogatej w mineraly.

Skrawki naktadano na szkietka podstawowe (SuperFrost Plus, Thermo Scientific, nr kat.
631-0848) 1 pozostawiano na kilka godzin do wyschnigcia, a nastgpnie zatapiano je w
preparacie Entellan (Sigma-Aldrich, nr kat. 107960), przykrywajac szkietkami nakrywkowymi
(Menzel Glaser, Thermo Scientific, nr kat. B-1220). Skrawki po barwieniu DAB

przechowywano w temperaturze pokojowe;.

3.8.2 Znakowanie immunofluorescencyjne

Barwienia immunofluorescencyjne wykonano na potrzeby wzmocnienia sygnatu
pochodzacego od biatka GFP, bedacego markerem Cas9, celem oceny poziomu rekombinacji
linii transgenicznych GadCreCas9, Vglut2CreCas9 oraz AgRPCreCas9.

Ponadto, zwizualizowano poziom ekspresji Cre, Cas9 oraz tdTomato w tych samych liniach,

po domdzgowej iniekcji AAV-guide2Dicer/AAV-guideScramble.
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Analogicznie do barwienia opisanego w podrozdziale 3.8.1, wszystkie kroki (poza
catonocng inkubacja z przeciwciatem I-rzedowym) mialy miejsce w temperaturze pokojowe;.
Etap wstepnego ptukania skrawkéw w roztworze 1 x PBST (2 x 5Smin.) poprzedzat blokowanie
niespecyficznych wigzan (5% NSS/PBST, 30 min.). Kolejng czynnoscig byta catonocna
inkubacja skrawkow z I-rzedowym przeciwciatem (w roztworze 5% NSS/PBST), delikatnie
kotyszacych sie¢ w temperaturze 4°C.

Nastepnego dnia ptytke ze skrawkami ptukano 1 x PBST (3 x Smin.), po czym inkubowano
ja (przez 1 godzing) z Il-rzgdowym przeciwcialem fluorescencyjnym, odpowiednio
rozcienczonym (zestawienie wykorzystanych przeciwcial i ich rozcienczen znajduje si¢ w
Tabeli 3.17).

W przypadku pojedynczego barwienia, po czasie inkubacji z [I-rzedowym przeciwciatem,
skrawki ptukano jednokrotnie w 1 x PBST, dwukrotnie w 1 x PBS, po czym naktadano je na
szkietka (SuperFrost Plus, Thermo Scientific). Nie pozwalajagc im catkowicie wyschnac,
zatapiano je w medium Vectashield Vibrance with DAPI (VectorLabs, nr kat. 1800-10).

W momencie, gdy kontynuowano barwienie podwojne, po etapie jednokrotnego ptukania
skrawkow w 1 x PBST, nanoszono na skrawki roztwor z kolejnym rozcienczeniem I-rzedowego
przeciwciala, pozostawiajac je do inkubacji na kolejng noc. Wszystkie etapy nastepujace
kolejnego dnia powtarzaly si¢, az do momentu przygotowania preparatOw mikroskopowych.
Brzegi szkielek nakrywkowych zabezpieczano lakierem do paznokci, a skrawki

przechowywano w zaciemnieniu, w 4°C.

Tabela 3.17 Zestawienie przeciwciat uzytych do barwien.

3.9 Analiza mikroskopowa wyznakowanych skrawkow tkanek mozgu
Przedstawione w pracy zdjecia mikroskopowe zostalty wykonane z uzyciem mikroskopu

konfokalnego Zeiss800 LSM oraz mikroskopu fluorescencyjnego Olympus Fluoview FV3000.

Do analizy obrazu zastosowano program FIJI Imagel (wersja 2.1.0/1.53c).
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3.10 Analiza statystyczna

Analiza statystyczna zostata wykonana z zastosowaniem programu GraphPad Prism 9
(wersja 9.3.1). Do badan przyrostu masy ciala i oraz iloSci zjedzonego pokarmu
przedstawionego na wykresie kumulatywnym zastosowano test 2-czynnikowej analizy
wariancji ANOVA z powtarzalnymi pomiarami i odpowiednimi testami post-hoc do poréwnan
wielokrotnych (zastosowane testy opisano szczegdtowo w opisach rycin). Z kolei znamiennos$¢
statystyczna dla ilosci zjedzonego pokarmu, przedstawionego na wykresie jako $rednia z trzech

tygodni, sprawdzana byta testem t-studenta lub 1-czynnikowg analizg wariancji ANOVA.
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4. Wyniki

4.1 Analiza znaczenia genu NPY dla rozwinigcia fenotypu otytosci u myszy

DicerCKO

Opisane w niniejszej pracy doswiadczenia, sg rozwinigciem badan prowadzonych na
modelu Dicer fl/fl CaMKIIaCreERT2, zwanego w skrocie DicerCKO (CKO, ang. conditional
knock-out) (W. Konopka 1 in. 2010; Vinnikov 1 in. 2014). W modelu tym rekombinacja
indukowana jest podaniem Tamoksyfenu, ktory aktywuje CreERT2 w neuronach
przodomoézgowia, z aktywnym promotorem kinazy II zaleznej od jonow wapnia i kalmoduliny
(CaMKlIla). Egzony 20-21 genu Dicerl otoczone s3, rozpoznawanymi przez rekombinaze
CreERT2, sekwencjami loxP (Cobb i in. 2005), dzigki temu mozliwe jest ich wycigcie.
Fragment ten koduje domen¢ z aktywnos$cia kluczowa dla dojrzewania czasteczek miRNA.
Zatem usuni¢cie tych egzonéw rownoznaczne jest z utratg dojrzatych miRNA w neuronach, w
ktorych aktywowana zostata CreERT2.

Obserwowany wzrost masy ciata 1 konsumpcji jedzenia, charakterystyczny dla myszy
DicerCKO, opisany zostat w doniesieniach niezaleznych grup badawczych (Vinnikov i in.
2014; Fiorenza 1 in. 2016; Mang 1 in. 2015). Ponadto, Vinnikov i in. udokumentowali w tym
modelu wzrost poziomu zarowno mRNA jak i biatka dla oreksygenicznych neuropeptydow
AgRP oraz Npy. To stalo si¢ punktem wyjscia do stworzenia modelu, ktory odpowiadatby na
pytanie o udziat NPY w rozwinigciu fenotypu otytosci u myszy z dysfunkcyjnym genem Dicer !
w neuronach CaMKlIlIa. Tym samym, wykonujac seri¢ krzyzowek myszy, uzyskano zwierzeta
pozbawione zar6wno obydwu alleli genu Npy, jak 1 z sekwencjami loxP, otaczajagcymi wybrany
fragment genu Dicerl oraz z ekspresja rekombinazy CreERT2 w neuronach CaMKIla (NPY-
KO/DicerCKO).

Ocena zaangazowania genu Npy i jego biatkowego produktu w fenotyp otytosci wymagata
w pierwszej kolejnosci indukcji mutacji. Myszy DicerCKO, z catkowitg utratg genu Npy (NPY-
KO) poddane zostaty, dootrzewnowej iniekcji Tamoksyfenem (w rezimie: 2 iniekcje dziennie
przez 5 kolejnych dni). W jego obecnosci zmodyfikowana rekombinaza CreERT2, ulegajac
translokacji do jadra, wycinata sekwencje loxP, otaczajace fragment genu Dicerl. W ten sposob
otrzymano myszy pozbawione Npy oraz genu Dicerl a w konsekwencji wigkszos$ci czgsteczek
dojrzatych miRNA w neuronach CaMKIla (grupa badana NPY-KO/DicerCKO, N=10). Grupe

kontrolng stanowily osobniki heterozygotyczne badz niezmienione pod wzgledem mutacji w
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genie Npy oraz Dicerl oraz te bez obecnosci CreERT2 (kontrola negatywna (-), N=9). Ponadto,
w badaniu wykorzystano scharakteryzowana wczesniej lini¢ DicerCKO, ktora stanowita
kontrole pozytywna doswiadczenia (N=6). Przez kolejnych osiem tygodni od momentu
indukcji mutacji (TO) dokonywano pomiaru masy ciala zwierzat oraz ilosci zjedzonego
pokarmu z czestotliwoscia raz na tydzien. Na Rycinie 4.1, w ramce, przedstawiony jest schemat
doswiadczenia. Ponizej znajdujg si¢ dwa wykresy. Jeden obrazuje $redni przyrost masy ciala
dla kazdej z badanych grup (wyrazony w procentach), w kolejnych punktach czasowych (+SD).
Kolejny, to usredniona warto$¢ dla sumy poboru pokarmu (wyrazona w gramach) z tygodnia
czwartego, pigtego 1 szostego. Wybor tygodni do pomiaru pokarmu podyktowany zostal
wczesniejszymi obserwacjami, prowadzonymi na linii DicerCKO, ktore pokazaty, Ze jest to
okres, w ktorym rozwija si¢ u mutantéw hiperfagia.

Na wykresie opisujgcym przyrost masy ciata, uwidaczniajg si¢ istotne statystycznie rdznice
(p<0,0001) miedzy grupa badang NPY-KO/DicerCKO, a grupa kontrolng, poczawszy od
piatego tygodnia po indukcji mutacji. W pigtym tygodniu $rednia warto§¢ procentowa masy
ciata dla grupy badanej wynosita 123,9 + 6,7 % oraz 107,8 £ 5,7 % dla kontroli negatywne;.
Srednia masa ciata mutantéw NPY-KO/DicerCKO wykazywala staly przyrost, by w ostatnim
tygodniu badania osiggna¢ warto$¢ 146,3+ 7,6 %. Poczynajac od siodmego tygodnia roznicuje
si¢ w sposob istotny rOwniez przyrost masy ciata miedzy grupg badang NPY-KO/DicerCKO, a
kontrolg pozytywna DicerCKO (p<0,05 dla 7 tygodnia, p<0,01 dla 8 tygodnia). Cho¢ brak
istotnych statystycznie réznic w przyroscie masy ciata miedzy kontrolg pozytywna DicerCKO,
a kontrolg negatywna, to wyraznie zaznacza si¢ tendencja wzrostowa dla grupy DicerCKO, z
obserwowang wczesnie] kinetyka przyrostu masy ciala. Charakteryzuje si¢ ona naglym
wzrostem masy ciala miedzy czwartym, a szostym tygodniem po indukcji mutacji 1
umiarkowanym jej spadkiem po szdstym tygodniu. Nieoczekiwang obserwacja w tej grupie byt
delikatny spadek masy ciata w pierwszych 3 tygodniach po indukcji mutacji.

Wykres odnoszacy si¢ do ilosci zjedzonego pokarmu pokazuje, ze najwieksza ilos¢
pokarmu w zaktadanym przedziale czasowym zjadty osobniki z grupy DicerCKO, a warto$¢ ta
wynosita §rednio 35,5 £ 4,2 grama. Dla grupy badanej byto to srednio 32,5 + 3,3 grama, a
osobniki kontrolne zjadly Srednio 28,0 + 3,7 grama. Tym samym uwidocznily si¢ istotne
statystycznie roznice pomigdzy grupa DicerCKO, a kontrolg negatywna (p<0,01) oraz grupa
NPY-KO/DicerCKO, a kontrolg negatywng (p<0,05). Podsumowujac powyzsze obserwacje
mozna stwierdzi¢ po pierwsze, ze myszy w grupie DicerCKO zachowuja si¢ w sposob
oczekiwany tj. zwigkszaja mas¢ ciata, co ma bezposredni zwigzek ze zwigkszona iloScig

spozywanego pokarmu. Po drugie, brak genu Npy nie wygasza fenotypu otytosci u zwierzat
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pozbawianych miRNA w neuronach CaMKlla. Wrecz przeciwnie, myszy z grupy NPY-
KO/DicerCKO znaczaco zwigkszaja swoja masg, rozwijajac fenotyp otylosci. Zwierzeta te
zjadly istotnie wigcej niz myszy kontrolne, cho¢ bez znaczacej roznicy z grupg DicerCKO. Ich
masywna otyto$¢ pozostata bez liniowego zwigzku z iloscig spozytego pokarmu. Cho¢ zjadty
poréwnywalne, do grupy DicerCKO, ilosci karmy, to osiagnely znacznie wyzszg §rednig mase
ciata. Wyniki tego doswiadczenia sg podstawa do wniosku, ze ani gen Npy, ani jego biatkowy
produkt nie sg kluczowe w rozwini¢ciu otyto$ci u myszy z neurospecyficzng delecja Dicerl w

neuronach przodomdzgowia.

Rycina 4.1 (opis na kolejnej stronie)
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Rycina 4.1 Analiza przyrostu masy ciala oraz ilo$ci spozytego pokarmu migdzy 4 a 6 tygodniem u myszy NPY-
KO/DicerCKO (N=10), DicerCKO (N=6) oraz w grupie kontrolnej (N=9). Ramka zaznaczony jest schemat
doswiadczenia. Indukcja mutacji nastgpita poprzez dootrzewnowe podanie Tamoksyfenu w tygodniu
poprzedzajacym pierwszy pomiar (TO). Wyniki masy ciata przedstawiono jako $rednig dla grup w kolejnych
punktach czasowych + SD; ilos¢ zjedzonego pokarmu to usredniony wynik dla tygodnia 4, 5 oraz 6 + SD; Analiza
statystyczna: pomiar masy- dwuczynnikowa analiza wariancji ANOVA z powtarzanymi pomiarami, z testem
post-hoc Tukey’a dla porownan wielokrotnych.pobor jedzenia- jednoczynnikowa analiza wiariancji ANOVA
z testem post-hoc Tukey’a dla porownan wielokrotnych.

4.2 Analiza przyrostu masy ciata oraz poboru pokarmu u myszy AgRPCreERT2Dicer

Rekombinacja w wyjSciowym modelu otytosci w linii myszy DicerCKO, ma miejsce
m.in. w jadrach podwzgorza, z ktorych jadro tukowate jest kluczowym osrodkiem regulujgcym
pobor pokarmu (Vinnikov 1 in. 2014). Obserwowana u zwierzat DicerCKO rozwijajaca si¢
hiperfagia (podparta podwyzszonym poziomem czynnikéw oreksygenicznych), wskazuje na
aktywnos$¢ neurondw oreksygenicznych podwgorza, z ktorych gtowng grupe stanowig neurony
AgRP. Usunigcie miRNA w tych neuronach, u osobnikéw dorostych, pozwolitoby z duza
precyzja oceni¢ ich zaangazowanie w obserwowany fenotyp. Po serii kojarzen zwierzat Dicer
fl/fl z indukowalng linig, w ktorej ekspresja CreERT2 uruchamiana jest jedynie w obecnosci
Tamoksyfenu, w neuronach AgRP, otrzymano ostateczng grupe eksperymentalng
AgRPCreERT2Dicer. Zwierzeta podzielono na dwie grupy, z ktérych jedna otrzymata
dootrzewnowe iniekcje z Tamoksyfenu (grupa badana: Nsamice=11, Nsamee=7), a druga- z oleju,
w ktorym Tamoksyfen jest rozpuszczany (grupa kontrolna: Nsamice=11, Nsamee=8). Od momentu
indukcji mutacji (T0) zwierzeta byly poddawane cotygodniowym pomiarom masy ciata oraz
ilosci zjedzonego pokarmu przez kolejnych jedenascie tygodni. Na Rycinie 4.2, pierwszy
wykres przedstawia §redni przyrostu masy ciala dla kazdej z badanych grup (z podziatem na
pte¢), wyrazony w procentach. Dwa kolejne to usredniona, kumulatywna ilos¢ zjedzonego
pokarmu (oddzielnie dla kazdej z ptci), wyrazona w gramach.

W Zadnej z badanych grup nie zaobserwowano istotnie statystycznych réznic w
przyro$cie masy ciata. Zadna z pci w grupie badanej nie rozwineta fenotypu otylosci, a $rednia
wzgledna masa nie przekroczyta 120% masy poczatkowej w jedenastym tygodniu badania.
Kumulatywny wykres zjedzonego pokarmu w grupie samcoéw odstonit brak jakichkolwiek
roznic miedzy grupa badang, a kontrolng. Z kolei samice z grupy badanej, poczawszy od
siodmego tygodnia po indukcji mutacji, jadly istotnie mniej niz grupa kontrolna (p<0,05).
Powyzsze niespodziewane obserwacje uzasadnily podjecie dziatan majacych na celu

sprawdzenie wzoru 1 wydajnosci rekombinacji w linii AgGRPCreERT2Dicer.
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Rycina 4.2 (opis na kolejnej stronie)
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Rycina 4.2 Analiza przyrostu masy ciata oraz iloci spozytego pokarmu w linii AGRPCreERT2Dicer, po indukcji
mutacji poprzez dootrzewnowe podanie Tamoksyfenu (grupa badana: Nsamice=11, Nsamee=7) Iub oleju (grupa
kontrolna: Nsamice=11, Nsamee=8). Ramka zaznaczony jest schemat do$wiadczenia. Wyniki masy ciata
przedstawiono jako $rednig dla grup w kolejnych punktach czasowych + SD; ilo$¢ zjedzonego pokarmu
przedstawiona jest na wykresie kumulatywnym, sumujacym gramy zjedzonego pokarmu zkazdego
poprzedzajacego tygodnia £ SD; Analiza statystyczna: pomiar masy ciata- dwuczynnikowa analiza wariancji
ANOVA z powtarzanymi pomiarami, z testem post-hoc Tukey’a dla poréwnan wielokrotnych, pobor pokarmu-
dwuczynnikowa analiza wariancji ANOVA z powtarzanymi pomiarami, z testem post-hoc Sidak’s dla poréwnan
wielokrotnych.

Dopiero weryfikacja zakresu 1 liczby komorek, w ktorych rekombinaza CreERT2 dokonuje
modyfikacji daje mozliwo$¢ wyciaggnigcia wnioskdw na temat udzialu neuronow AgRP w

fenotypie miRNA-zaleznej otytosci.

4.3 Analiza wzoru rekombinacji u myszy NPY-GFP/STOPtdTomato
AgRPCreERT2Dicer

Weryfikacja poziomu rekombinacji w linii AgRPCreERT2Dicer, pozbawionej Cre-
zaleznego fluorescencyjnego znacznika, wymagata dodatkowych kojarzen. Ich celem byto
stworzenie zwierzgcia, ktore oprocz dotychczasowych modyfikacji, wykazywatoby
jednoczesnie statg ekspresje znacznika fluorescencyjnego (biatko zielonej fluorescencji GFP)
w interesujagcych nas neuronach AgRP/NPY oraz Cre-zalezng ekspresje innego
fluorescencyjnego znacznika (biatko czerwonej fluorescencji tdTomato). Dzigki temu mozliwe
stalo si¢ oszacowanie, ile neuronow AgRP/NPY ulegto modyfikacji przez rekombinaze
CreERT2 (naktadajace si¢ sygnaty fluorescencji). Ostateczng grupe stanowily zwierzeta NPY -
GFP/STOPtdTomato/AgRPCreERT2Dicer (N=4), ktore poddano iniekcjom z Tamoksyfenem,
a po jedenastu tygodniach u$miercono 1 poddano analizie mikroskopowej. Na Rycinie 4.3 w
ramce zaznaczony jest schemat eksperymentalny, a ponizej uwidoczniono zdj¢cia bedace
wizualizacja mikroskopowa przekrojow poprzecznych mozgu jednego z omawianych zwierzat.
Sygnal zielonej fluorescencji pochodzi od neuronéw NPY, a sygnal czerwonej fluorescencji
(po wycieciu przez CreERT2 kasety STOP znajdujacej si¢ przed sekwencja tdTomato) ukazuje
liczbe zrekombinowanych neurondéw. Uzyskany obraz mikroskopowy pozwala wnioskowac na
temat bardzo niskiego poziomu rekombinacji w linii AgRPCreERT2Dicer. Zaledwie okoto 20
neurondéw (co stanowi niecate 10 % widocznych na skrawkach neuronow NPY-GFP) po kazde;j
ze stron jadra tukowatego, charakteryzuje si¢ ekspresja tdTomato. To z kolei prowadzi do
konkluzji, ze obserwowany poziom rekombinacji moze by¢ niewystarczajacy dla wywotania

funkcjonalnego efektu w tej linii.
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Rycina 4.3 Mikroskopowy obraz rekombinacji w linii NPY-GFP/STOPtdTomato/AgRPCreERT2Dicer; ramka
zaznaczony jest schemat doswiadczenia; sygnat zielonej fluorescencji (GFP) wyznakowuje neurony NPY, sygnat
czerwonej fluorescencji (tdTomato) jest markerem komorek, w ktorych zaszta rekombinacja; zdjecie z prawej
strony panelu jest natozeniem obu koloréw i wskazuje na neurony NPY, w ktorych zaszta rekombinacja (pokrywa
si¢ ze wzorem ekspresji tdTomato); sygnat niewzmocniony barwieniem IHC; skala 100 pm.

4.4 Przygotowanie plazmidowych wektoréw ekspresyjnych z promotorem

specyficznym dla neuronow AgRP/NPY

W alternatywnym podejsciu do systemu Cre/lox, w celu uzyskania, specyficznego dla
neurondow AgRP, wyciszenia ekspresji Dicerl, zaprojektowana zostala seria wektorow
plazmidowych, a na ich podstawie wirusowych, regulujacych ekspresje wprowadzanych
transgendw aktywnos$cig promotora AgRP. Po ich wprowadzeniu do moézgow zwierzat
transgenicznych mozliwe jest wycigcie fragmentu Dicerl. Jego usunigcie pozwala uzyskac

funkcjonalny efekt utraty dojrzalych miRNA w neuronach AgRP.
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4.4.1 Dobor odpowiedniej sekwencji promotorowej in silico

Brak w literaturze szczegdétowych informacji na temat mysiej sekwencji promotora
AgRP. Jak dotad niedostepne sg réwniez komercyjne wektory kodujace transgeny pod tym
promotorem. Do$¢ dobrze, natomiast opisana jest sekwencja ludzkiego promotora AgRP
(Ilnytska 1 in. 2011; Brown 2001). Jej analiza byla punktem wyjscia do syntezy mysiego
odpowiednika. Mysi gen Agrp regulowany aktywnos$cig promotorowa znajduje si¢ na nici
komplementarnej do wiodacej, na chromosomie 8. Posiada 5 egzonow, z czego dwa pierwsze
nie koduja sekwencji bialka AgRP. W sekwencji intronowej, miedzy egzonem 1 1 2
zidentyfikowano cze$¢ elementéw minimalnego promotora, takich jak TATA-box, czy
CACCC-box, bedacego miejscem wigzania aktywatora Kif4 (ang. Kriippel-like factor 4) w
przypadku ludzkiego odpowiednika genu AGRP (Ilnytska iin. 2011). Na matrycy genomowego
mysiego DNA, namnozono fragment sekwencji zawierajacy intron miedzy egzonem 1 1 2 oraz
egzon 2. Zsyntetyzowany fragment (645 par zasad) miat wprowadzone miejsca restrykcyjne
(Nrul oraz Sacl), tak, aby mozliwe bylo wklonowanie go do plazmidu biorcy (pCONST),
z ktorego wezesniej wycieto promotor CaMKlla, pozostawiajgc sekwencje kodujacg Cre. Tym
samym uzyskano wektor pCONST-AgRPCre, ktory wkorzystano na dalszych etapach

klonowania molekularnego.

Rycina 4.4 Produkt reakcji PCR z uzyciem starteréw do amplifikacji sekwencji promotorowej AgRP na matrycy
pCONST (wielkos¢ produktu- 706 pz, powickszona o fragmenty wprowadzajace miejsca restrykcyjne dla Mlul
oraz BamHI, zob.podrozdziat 4.4.2); r6zowa ramka zaznaczone sg docelowe prazki uwidocznione na 1,5% zelu
agarozowym.
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4.4.2 Wektory plazmidowe z fluorescencyjnym genem reporterowym: pAAV-AgRPEYFP,
PAAV-AgRPmCherry

Oba wektory reporterowe regulowane aktywnos$cia mysiego promotora AgRP
przygotowano w analogiczny sposob. Na matrycy wektora pCONST-AgRPCre
zamplifikowano promotor AgRP (wielkos¢ produktu 706 pz) wprowadzajagc nowe miejsca
restrykcyjne (MIul oraz BamHI). Po trawieniu enzymatycznym (Mlul oraz BamHI) wstawki
AgRP oraz wektorow biorcow 1 kolejnych krokach procesu klonowania, otrzymano docelowe
produkty (pAAV-AgRPYFP oraz pAAV-AgRPmCherry), bedace sktadowa do systemu
produkcji wektorow wirusowych AAV. Weryfikacja obecnos$ci wstawki polegata na
przeprowadzeniu trawienia restrykcyjnego wyizolowanych plazmidow 1 analizie wzoru

rozdzielonych na zelu agarozowym prazkow.

Rycina 4.5 Mapa wektora plazmidowego pAAV-AgRPYFP oraz pAAV-AgRPmCherry; zaznaczone elementy:
wirusowe sekwencje inverted terminal repeats pochodzace z serotypu 2 wirusa AAV (AAV2 ITR), promotor
AgRP, biatko zo6ltej fluorescencji (EYFP), biatko czerwonej fluorescencji mCherry, sekwencje pomocnicze i
stabilizujace (WPRE, hGH polyA), miejsca inicjacji replikacji (f1 Ori oraz pUC Ori), a takze gen odpornosci na
amplicyling (AmpR).

4.4.3 Przygotowanie wektora plazmidowego z rekombinazg Cre: pAAV-AgRPCre

Wektor plazmidowy pAAV-AgRP-Cre otrzymano w przebiegu ponizszych krokow. W
pierwszej kolejnosci, na matrycy pCONST-AgRPCre zamplifikowano fragment AgRPCre,
przy jednoczesnym wprowadzeniu miejsc restrykcyjnych dla enzymow MIlul oraz EcoRI

(wielko$¢ produktu 1973 pz). Nastepnie, w efekcie trawienia enzymatycznego (Mlul oraz
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EcoRI) wektora pAAV-CaMKlIla-YFP wycigto z niego wstawke CaMKlla-YFP
wprowadzajagc w to miejsce, uprzednio wyciety, fragment AgRPCre. Poprawno$¢ nowo
powstalego wektora plazmidowego pAAV-AgRPCre potwierdzono przeprowadzajac jego
analize restrykcyjna.

Rycina 4.6 Mapa wektora plazmidowego pAAV-AgRPCre; zaznaczone elementy: wirusowe sekwencje inverted
terminal repeats pochodzace z serotypu 2 wirusa AAV (AAV2 ITR), promotor AgRP, sekwencja kodujaca
rekombinazy Cre, sekwencje pomocnicze i stabilizujace (WPRE, hGH polyA), miejsca inicjacji replikacji (f1 Ori
oraz pUC Ori), a takze gen odpornosci na amplicyling (AmpR).

4.5 Neuronalna charakterystyka wektorow AgRP-specyficznych w modelu in vivo

Pierwszym krokiem po uzyskaniu wektoréw plazmidowych, w ktérych ekspresja transgenu
warunkowana jest aktywnos$cig promotora AgRP, bylo przygotowanie wektoréw wirusowych
AAV metodg potrojnej transfekcji komoérek pakujgcych AAV293 (szczegdlowo opisane] w
podrozdziale 3.3.2). Wyprodukowano w warunkach in vitro wektory AAV o serotypie
mozaikowym 2/2/1. Oznacza to, ze charakterystyczne dla wirusow AAV fragmenty ITR
pochodzg od wirusa AAV o serotypie 2, a jego kapsyd jest kompozycja bialek
charakterystycznych dla serotypow 1 12 (w stosunku 1:1). Dane literaturowe potwierdzaja, ze
taka kompozycja biatek kapsydu wektora AAV wykazuje tropizm tkankowy do neuronow

(Haery 11n. 2019). Kolejnym etapem bylto sprawdzenie ich dziatania w modelu in vivo.
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4.5.1 Analiza wzoru ekspresji AAV-AgRPYFP oraz AAV-AgRPmCherry u myszy C57Bl/6

Wektory wirusowe, kodujace biatka zottej (YFP) oraz czerwonej (mCherry) fluorescencji
przetestowano w warunkach in vivo, w myszach typu dzikiego C57B1/6 (N=4/grupg). Po trzech
tygodniach od momentu stereotaktycznej iniekcji wektorow AAV-AgRP-YFP (3,8x10’
gc/strong) oraz AAV-AgRP-mCherry (3,9x107 ge/strong), myszy poddano perfuzji, a ich mézgi
analizie mikroskopowej. W kazdym z dwodch wariantow zaobserwowana zostala obecno$¢
fluorescencyjnych bialek reporterowych w komorkach jadra tukowatego (Rycina 4.7) -
struktury, w ktorej jedng z dwoch gtownych populacji stanowig neurony AgRP, bedace

przedmiotem tej rozprawy.

4.5.2 Analiza wzoru ekspresji AAV-AgRP-mCherry u myszy transgenicznej NPY-GFP

Celem potwierdzenia specyficznej, dla neuronéw AgRP, obecnosci biatek czerwonej
fluorescencji, myszy ze statg ekspresja GFP w neuronach NPY (opis linii transgenicznej w
podrozdziale 3.1.1) zainfekowano wektorem AAV-AgRP-mCherry (3,9x107 gc/strong). Po
trzech tygodniach od zabiegu stereotaktycznego przeanalizowano obraz mikroskopowy. Na
Rycinie 4.8 uwidoczniony jest czgsciowo naktadajacy si¢ sygnat zielonej, pochodzacej od
neurondéw NPY, jak i czerwonej, wprowadzanej na no$niku wirusowym, fluorescencji. Jest to
informacja, ze rekombinowany wektor AAV-AgRP-mCherry infekuje m.in. neurony AgRP
(z61ty sygnal obserwowany na zdj¢ciu mikroskopowym). Ta jako§ciowa obserwacja uzasadnia
kolejny krok- weryfikacje wektora, ktory mialby by¢ wykorzystany do zniesienia funkcji genu

Dicerl oraz eliminacji czasteczek miRNA w tych neuronach.
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Rycina 4.7 Mikroskopowy obraz ekspresji transgenow zottej (YFP) oraz czerwonej (mCherry) fluorescencji, w
jadrze tukowatym myszy C57Bl/6 (N=4/grupe), po uptywie 3 tygodni od jednostronnej iniekcji wektorow AAV-
AgRPYFP (3,8x10"7 gc/str gc/strong) oraz AAV-AgRPmCherry (3,9x10"7 gc/str ge/strone). Kolor zielony-
ekspresja transgenu YFP, kolor czerwony- ekspresja transgenu mCherry, sygnat niewzmocniony barwieniem IHC,
skala 100 pum.
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Rycina 4.8 Wzor ekspresji genu czerwonej fluorescencji, pochodzacy z konstruktu AAV-AgRP-mCherry. Ramka
zaznaczony jest schemat do$wiadczenia. Na zdjeciu mikroskopowym widoczny jest jednostronny obraz jadra
hukowatego myszy transgenicznej NPY-GFP, po iniekcji konstruktem AAV-AgRP-mCherry (3,3x10"7 gc/str).
Kolor zielony- ekspresja transgenu GFP w neuronach NPY myszy transgenicznej, kolor czerwony- ekspresja
transgenu mCherry wprowadzanego na no$niku AAV; kolor zo6tty jest efektem nalozenia obu obrazow i jest miara
liczby zainfekowanych wektorem AAV-AgRPmCherry, neuronow NPY; obraz niewzmocniony barwieniem IHC;
skala 100 pum, obrazowanie z wykorzystaniem mikroskopu konfokalnego Zeiss 800 LSM (fot. dr Marzena
Stefaniuk).

4.5.3 Analiza wzoru ekspresji AAV-AgRP-Cre u myszy C57BL/6

Przygotowany wektor wirusowy AAYV, bedacy narzedziem do wywotania zmian
fenotypowych u myszy transgenicznych, miedzy odcinkami ITR zawiera sekwencje kodujaca
rekombinaze Cre, regulowang promotorem AgRP. W celu sprawdzenia funkcjonalnosci
wektora na poziomie ekspresji rekombinazy Cre, myszy typu dzikiego C57Bl/6 (N=4) poddano
jednostronnej, stereotaktycznej iniekcji wspomnianym wektorem AAV-AgRP-Cre (5,6x107
gc/strong). Po uplywie trzech tygodni przeanalizowana zostala ekspresja transgenu,

uwidoczniona w reakcji immunohistochemicznej (IHC) z uzyciem 3,3’diaminobenzydyny
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(DAB). Na rycinie 4.9, widoczny obraz mikroskopowy pokazuje ekspresj¢ transgenu Cre
typowa dla neuronow AgRP, umiejscowiong w jadrze tukowatym oraz nieoczekiwana,
zlokalizowang poza obszarem jadra lukowatego. Ta obserwacja poddana zostata dalszej

weryfikacji, na kolejnych etapach projektu.

Rycina 4.9 Mikroskopowy obraz ekspresji rekombinazy Cre, w jadrze tukowatym myszy C57B1/6, 3 tygodnie po
jednostronnej domozgowej iniekcji wektora AAV-AgRPCre (5,6x107 gc/strong); ramkg zaznaczony jest schemat
doswiadczenia; ekspresja zostata uwidoczniona barwieniem IHC DAB z wykorzystaniem przeciwciata przeciwko
Cre, skala 100um (lewa str.) oraz 250um (prawa str.).

4.6 Optymalizacja warunkéw domozgowej iniekcji wektorow AgRP-specyficznych

Trzonem powyzsze] rozprawy sa badania skupiajgce si¢ wokot fenotypowego obrazu
myszy pozbawionych miRNA w neuronach jadra lukowatego. Przygotowaniem do

przeprowadzenia tych badan byly kroki majace na celu usprawnienie technicznych aspektow
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operacji stereotaktycznych z udziatem wspomnianych wektorow wirusowych, tak aby uzyskac
wysoce specyficzng rekombinacje w neuronach AgRP. W ramach podjetych dziatan
sprébowano w sposob empiryczny odpowiedzie¢ kolejno na ponizsze pytania:
- jakie miano wektora wirusowego stosowa¢ do uzyskania ekspresji transgenu na
odpowiednim (obserwowanym w docelowej grupie neurond6w) poziomie?
- Jak ksztattuje si¢ profil ekspresji transgenu w czasie?
- Czy dla wywotania efektu biologicznego ma znaczenie typ podania wektora
(jednostronny/dwustronny/do trzeciej komory)?
Na dwa pierwsze pytania odpowiedziano wykorzystujac do tego myszy typu dzikiego C57Bl/6.
Z kolei zdefiniowanie odpowiedzi na trzecie postawione pytanie wymagato uzycia modelu

myszy transgenicznych Dicer fl/fl.

4.6.1 Analiza ekspresji rekombinazy Cre u myszy C57Bl/6, po iniekcji r6zng liczbg czastek
wektora AAV-AgRPCre.

Badanie wzoru ekspresji rekombinazy Cre, pochodzacej z wektora AAV-AgRPCre,
przeprowadzone na myszach C57Bl/6 (podrozdziat 4.5.3.) pokazato, ze Cre jest obecna w
neuronach jadra tukowatego. Dodatkowo jej obecnos¢ zostata uwidoczniona poza wskazanym
obszarem, w sgsiednich jadrach podwzgodrza. Chcac sprawdzi¢ czy stosowanie nizszego miana
wektora AAV wplynie na ograniczenie ekspresji rekombinazy Cre do kluczowego obszaru
(jadra tukowatego), myszy C57Bl/6 (N=3/grup¢) poddano jednostronnej iniekcji wektora
wirusowego AAV-AgRPCre w trzech roznych stezeniach (odpowiednio: 3,36x107, 1,68 x107
oraz 1,11 x107 gc/strone). Po uptywie trzech tygodni od momentu domézgowej iniekcji,
przeprowadzono analiz¢ mikroskopowa (Rycina 4.10). Na jej podstawie stwierdzono, ze
osobniki, poddane iniekcji wigksza liczbg kopii wektora AAV-AgRPCre, mieszczacg si¢ w
zakresie 3,36-1,68x107 gc/strong, wykazujg silniejsza ekspresje rekombinazy Cre w neuronach
jadra tukowatego. W kazdej z trzech badanych grup obserwowana jest jednoczes$nie ekspresja
transgenu poza obszarem jadra tukowatego. Wizualna ocena stosunku liczby zainfekowanych
neurondéw jadra lukowatego wzgledem neurondow znajdujacych sie, poza tym obszarem,
prowadzi do konkluzji, ze nawet przy malejacej ilosci podawanego wektora AAV-AgRPCre

nie uzyskuje si¢ efektu wigkszej specyficznosci.
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Rycina 4.10 Mikroskopowy obraz ekspresji rekombinazy Cre, w jadrze tukowatym myszy C57B1/6, 3 tygodnie
po jednostronnej domoézgowej iniekcji réznych ilosci wektora AAV-AgRPCre (grupa I: 3,36*¥10"7 gc/strone,
grupa II: 1,68*10"7 gc/strong, grupa III: 1,1¥10"7 ge/strong); ekspresja zostala uwidoczniona barwieniem [HC
DAB z wykorzystaniem przeciwciata przeciwko Cre, ramkag zaznaczony jest schemat doswiadczenia; skala
100pm.

4.6.2 Analiza zmiennego w czasie profilu ekspresji rekombinazy Cre u myszy C57Bl1/6 po

iniekcji wektorem AAV-AgRPCre.

Proba odpowiedzenia na pytanie dotyczace zaangazowania neuronow AgRP w zalezng
od utraty miRNA otylo$¢ wymaga przyjecia zatozenia o wielotygodniowym czasie trwania
doswiadczenia. Wynika to z faktu, Ze obserwowany fenotyp jest sumg ztozonych,
wieloetapowych zmian na poziomie neuronalnym i metabolicznym. Zgodnie z danymi
literaturowymi, opisujagcymi pierwotny model otytosci u myszy DicerCKO (Vinnikov et al.
2014) mozna przyjac, ze do zaobserwowania dynamiki zmian fenotypowych, wymagany jest
co najmniej siedmiotygodniowy czas trwania do$wiadczenia. Zatem naturalnym kolejnym
krokiem wydaje si¢ sprawdzenie jak i1 czy zmienia si¢ wzor ekspresji rekombinazy Cre po
czasie dluzszym niz stosowany do tej pory - trzytygodniowy. W tym celu myszy C57Bl1/6
(N=4/grupe) poddano obustronnej iniekcji wektorem AAV-AgRPCre (1,68x107 gc/strone).
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Pierwsza grupa zostala poddana perfuzji po trzech tygodniach od czasu operacji
stereotaktycznych, kolejna po jedenastu. W obrazie mikroskopowym (Rycina 4.11) cecha
charakterystyczng jest obecno$¢ transgenu w neuronach jadra tukowatego w obu badanych
grupach. Jednak u myszy, u ktérych poziom ekspresji transgenu badany byl po jedenastu
tygodniach, wida¢ znaczny wzrost liczby neurondw z ekspresjg rekombinazy Cre, obecny
roOwniez poza obszarem jadra tukowatego. W §wietle doniesien na temat sity 1 dtugosci trwania
ekspresji transgendw, wprowadzanych do organizmu na no$nikach wirusowych AAV, ta
obserwacja wydaje si¢ by¢ uzasadniona (Sumner-Jones 1 in. 2006; H. Okada 1 in. 2013; Duan i

in. 1998).

Rycina 4.11 (opis na kolejne;j stronie)
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Rycina 4.11 Mikroskopowy obraz ekspresji rekombinazy Cre, w jadrze tukowatym myszy C57Bl/6, 3 oraz 11
tygodni po jednostronnej domozgowej iniekcji wektora AAV-AgRPCre (1,68x107 gc/strong); ekspresja zostata
uwidoczniona barwieniem IHC DAB z wykorzystaniem przeciwciata przeciwko Cre; ramka zaznaczony jest
schemat doswiadczenia; skala 100pum.

4.6.3 Analiza ekspresji rekombinazy Cre oraz przyrostu masy ciala u myszy Dicer fl/fl, w
zaleznosci od rodzaju iniekcji wektora AAV-AgRPCre (podanie jednostronne, obustronne, do

trzeciej komory)

Wprowadzeniem do doswiadczen funkcjonalnych, opierajacych si¢ na obserwacji
zmian w przyro$cie masy ciala oraz ilosci spozywanego pokarmu u myszy z wywotang
mutacja, byly badania weryfikujace optymalny typ podania wektora wirusowego. Jadro
tlukowate w mozgu gryzoni ma szczego6lng lokalizacje- jego prawa i1 lewa czg$¢ oddzielone sg
trzecig komorg (3V), a u podstawy potaczone sg wyniostoscig posrodkowg. Tym samym
zasadne byto sprawdzenie czy podanie jednostronne pozwoli na infekcje obu czgsci ARC oraz
czy pojedyncza iniekcja wektora do 3V da podobny efekt. Wiasciwy typ podania moze miec
kluczowe znaczenie w ocenie minimalnej, niezbednej do wywotania oczekiwanego efektu,
ekspresji rekombinazy Cre. Kazdy wariant, ktory ogranicza ilos¢ domoézgowych iniekcji
wplywa korzystnie na stan zwierzecia, zwigkszajac szans¢ powodzenia doswiadczenia.
Sprawdzono czy jednostronna iniekcja wektora AAV-AgRPCre do myszy Dicer fl/fl pozwoli
zaobserwowac ekspresje transgenu po obu stronach jadra tukowatego. Dodatkowg weryfikacja
byta mozliwo$¢ zaobserwowania zmian fenotypowych, poprzez cotygodniowy pomiar masy
ciata badanych osobnikéw. Cztery tygodnie po przeprowadzeniu operacji stereotaktycznych
z jednostronnym lub dwustronnym podaniem wektora AAV-AgRPCre (5,6x107 gc/strong),
myszy Dicer fl/fl uSmiercono i poddano perfuzji. Nast¢pnie, celem uwidocznienia ekspresji
rekombinazy Cre, mozgi wybarwiono wykorzystujac technike IHC z uzyciem DAB. W obrazie
mikroskopowym [Rycina 4.12, @] wida¢, ze jednostronna iniekcja wektora skutkuje obszerng
infekcja, w obrgbie jadra tukowatego, po stronie podania wektora oraz infekcja pojedynczych
komorek po drugiej stronie omawianej czesci podwzgorza. W przypadku podania obustronnego
[Rycina 4.12, M ] ekspresja transgenu obecna jest zardwno w prawej jak i lewej czeSci jadra
tukowatego. Ponadto w obu opisywanych przypadkach wyznakowane komorki uwidocznione
zostaly réwniez w innych, sgsiadujacych jadrach podwzgorza (brzuszno-przysrodkowym-
(VMH) oraz grzbietowo-przySrodkowym- (DM) jadrze podwzgorza). Potwierdzeniem
obserwacji mikroskopowych jest informacja na temat przyrostu masy ciata u badanych

osobnikéw. Wida¢ korelacje miedzy typem podania wektora, ekspresja rekombinazy Cre oraz
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przyrostem masy ciata. Iniekcja obustronna zaowocowata najwiekszym przyrostem masy ciata-
powyzej 136,3 % masy wyjsciowej w ciggu czterech tygodni od zabiegu. Mysz po iniekcji
jednostronnej osiggneta 120,9 % masy wyjsciowe] w tym samym czasie. Uzupetnieniem tych
obserwacji jest obraz mikroskopowy mdzgu myszy, u ktorej iniekcja nie powiodta sie. W tym
przypadku, ekspresja rekombinazy Cre obecna jest poza obszarem jadra lukowatego (DM) 1 nie
skutkowata przyrostem masy ciata [Rycina 4.12, A].

Kontynuacja tego do$wiadczenia, bylo sprawdzenie czy iniekcja wektora AAV-
AgRPCre do 3V pozwoli na uzyskanie rekombinacji w neuronach jadra tukowatego, na
poziomie zblizonym do tego po iniekcji obustronnej. Tym samym technika ta mogtaby stac si¢
alternatywag dla tego wariantu, redukujac jednoczesnie liczb¢ niezbednych iniekc;ji
domoézgowych. Uwidocznienie na Rycinie 4.13 3V, jest efektem iniekcji wektora AAV-
AgRPCre (2,2x107 ge/podanie) do zwierzecia z Cre-zalezng ekspresjg tdTomato (linia
transgeniczna opisania w podrozdziale 3.1.1). Pozwala to na zobrazowanie miejsc aktywnego
dziatania rekombinazy Cre, ktora wycinajac kasete STOP, umiejscowiong przed transgenem
tdTomato, umozliwia jego ekspresj¢. Przedstawiona fotografia mikroskopowa pokazuje
rekombinacje¢, ktora zaszla nie tyle w neuronach jadra tukowatego, co w tanycytach, czyli
komorkach glejowych, pochodzacych z nabtonka cewy nerwowej, wyScietajacych uktad
komorowy mézgowia, w tym 3V.

Powyzsze doswiadczenie pozwolito na wyciggniecie wnioskoOw o zasadnos$ci przeprowadzenia

badan funkcjonalnych w systemie iniekcji obustronnych wektora AAV-AgRP-Cre.
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Rycina 4.12 Mikroskopowy obraz ekspresji rekombinazy Cre, w jadrze lukowatym myszy Dicer fl/fl, 4 tygodnie
po jednostronnej badz obustronnej domédzgowej iniekcji wektora AAV-AgRPCre (5,6%1077 gc/strong); ekspresja
zostata uwidoczniona barwieniem IHC DAB z wykorzystaniem przeciwciata przeciwko Cre; ramkg zaznaczony

jest schemat do$wiadczenia; skala 250pum.
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Rycina 4.13 Wz6r rekombinacji po iniekcji wektora AAV-AgRPCre (2,2*¥10"7 gc/podanie) do trzeciej komory
myszy transgenicznej STOPtdTomato; kolor czerwony pochodzi od ekspresji tdTomato w komorkach, w ktorych
doszto do wyciecia przez rekombinazg Cre kasety STOP znajdujacej si¢ tuz za promotorem CAG, ktory kieruje
ekspresja tdTomato. Rekombinaza obecna byta w tanycytach (na schemacie zaznaczone kolorem niebieskim)-
komorkach ependymalnych wyscietajacych trzecig komore, skala 100um (schemat 3V na podstawie Langlet
2019).
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4.7 Funkcjonalny efekt usunigcia w neuronach jadra lukowatego czasteczek miRNA

z wykorzystaniem wektora AAV-AgRPCre

4.7.1 Analiza przyrostu masy ciata u myszy Dicer fl/fl po domoézgowej iniekcji wektora

AAV-AgRPCre

Przejscie kolejnych opisanych wyzej krokéw, majacych na celu usprawnienie procesu
doswiadczalnego, zapoczatkowato cykl badan funkcjonalnych. Ich przedmiotem byta proba
odpowiedzi na pytanie czy to neurony AgRP odpowiedzialne sg za fenotyp otytosci u myszy
pozbawionych enzymu Dicer i1 czasteczek miRNA w mozgu. Pierwsza proba odpowiedzi na to
pytanie polegata na iniekcji wektora AAV-AgRPCre (5,6x107 gc/strong, N=5) oraz wektora
kontrolnego AAV-AgRPYFP (1,9x107 gc/strong, N=5) do jadra tukowatego myszy Dicer fI/fl.
W trakcie dziesigciu kolejnych tygodni po zabiegu, zwierzeta byly regularnie wazone.
Przedstawione na Rycinie 4.14 wyniki sg funkcja, wyrazonego w procentach, przyrostu masy
ciata w czasie. Kazdy z punktéw czasowych jest usredniong reprezentacjg wartosci dla danej
grupy (£ SD). Obserwowana roznica w przyro$cie masy ciata pomigdzy grupa badang i
kontrolng jest znamienna statystycznie od czwartego tygodnia badania. Dynamika wzrostu
masy ciata ksztaltuje si¢ tak, ze w czwartym tygodniu po zabiegu, u myszy z wprowadzong
mutacja, warto$ci przyrostu masy ciala zaczynaja w sposob wyrazny odbiegac od tych w grupie
kontrolnej. Poczynajac od pigtego pomiaru, odnotowywana masa ciata miedzy grupami roznita
si¢ 0 ponad potowe. U mutantow usrednione warto$ci masy ciata osiggnety w tym punkcie
wartosci 170,0 £ 16,4 %, a u myszy kontrolnych 109,8 £+ 4,6 %, przy poziomie istotnosci
p<0,001. Ta obserwacja pozwala sformutowa¢ wniosek na temat zaangazowania neuronow

jadra tukowatego w fenotyp zaleznej, od utraty miRNA w mdzgu, otytosci.
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Rycina 4.14 Analiza przyrostu masy ciata u myszy linii Dicer fl/fl, po obustronnej iniekcji wektora wirusowego
AAV-AgRPCre (5,6%10"7 gc/strong; N=5) do jadra tukowatego; grupe kontrolng stanowity myszy linii Dicer fI/fl
po iniekcji AAV-AgRPYFP (1,9%10"7 gc/stroneg; N=5). Wyniki przedstawiono jako srednig dla grup w kolejnych
punktach czasowych = SD; Analiza statystyczna: dwuczynnikowa analiza wariancji ANOVA z powtarzanymi
pomiarami, z testem post-hoc Sidak’s dla poréwnan wielokrotnych.
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4.7.2 Analiza przyrostu masy ciata, poboru pokarmu oraz ekspresji rekombinazy Cre, u

myszy Dicer fl/fl po iniekcji r6zng liczbg czasteczek wektora AAV-AgRPCre

Naturalng konsekwencja powyzszej obserwacji, jest proba odpowiedzi na pytanie o
mozliwos¢ regulowania przyrostu masy ciata u mutantéw jako efekt wprowadzenia mutacji w
mniejszej lub wigkszej liczbie neurondw jadra lukowatego, stanowigcych element osrodka
glodu 1 sytosci. Miatoby to zosta¢ osiggniete poprzez iniekcje roznych ilosci wektora AAV-
AgRPCre i tym samym ro6zny zakres neurondéw jadra lukowatego ulegtby infekcji 1 modyfikacji.
W nastepstwie obserwowaliby$Smy proporcjonalny do ilosci wprowadzonego wektora
wirusowego oraz zainfekowanych przez niego neuronow AgRP, przyrost masy ciata. Celem
sprawdzenia tego zalozenia, myszy Dicer fl/fl podzielono na trzy grupy i poddano obustronnej
iniekcji wektorem AAV-AgRPCre w ilo$ciach 3,36x107 gc/strone (grupa I), 1,11-1,68x10’
gc/strone (grupa II) oraz 3,36x10° gc/strone (grupa III). Na Rycinie 4.15, jeden z wykresow
przedstawia §redni przyrostu masy ciata dla kazdej z badanych grup (wyrazony w procentach)
w kolejnych punktach czasowych (+ SEM). W czasie trwania doswiadczenia uwidocznily si¢
spodziewane rdznice w przyroscie masy ciala. Osobniki, ktére w trakcie obustronnej iniekcji
otrzymaly najwieksza ilos¢ wektora AAV-AgRPCre (Rycina 4.15, grupa I, © ), wykazaty
przyrost masy ciala na poziomie 153,0 £ 9,2 % masy poczatkowej, poczynajac od piatego
tygodnia badania. Z kolei te myszy, u ktorych ilos¢ wprowadzonego wektora wirusowego
miescita si¢ w srodkowym zakresie wartosci (Rycina 4.15, grupa I1, [7), charakteryzowaly si¢
przyrostem masy, mieszczacym si¢, pomiedzy dwiema skrajnymi grupami i osiggaty Srednie
warto$ci na poziomie oscylujagcym wokot 126,3 £ 3,5 % masy poczatkowej w 6 tygodniu od
momentu wywotania mutacji. Grupa po iniekcji AAV-AgRPCre w ilo$ci najmniejszej (Rycina
4.15, grupa III, A), praktycznie nie wykazata przyrostu masy ciata w trakcie prowadzonego
doswiadczenia. Pojawiajace si¢ na wykresie istotnosci statystyczne na poziomie p<0,05,
przedstawione sg jako znamienno$¢ wzgledem grupy, ktéra nie wykazata przyrostu masy ciata.
Na wykresie obrazujacym ilos¢ spozytego pokarmu, wyniki przedstawiono jako usredniong
warto$¢ dla sumy poboru pokarmu z tygodnia czwartego, pigtego oraz szdstego w
poszczegbdlnych grupach (£ SD). W grupie I, zainfekowanej najwigkszg iloscig wektora AAV-
AgRPCre, odnotowany poziom poboru karmy wyniost 38,4 + 4,2 grama. Byl on istotnie
wigkszy (p<0,05) niz w grupie zwierzat zainfekowanych najnizsza iloscig tegoz wektora (grupa
III), u ktoérej osiggnal wartos¢ 30,7 + 2,0 grama. Natomiast zwierzeta ze Srodkowym

przedziatem wartos$ci wektora (grupa II), podanego w trakcie domédzgowej iniekcji, zjadly
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srednio 35,3 £ 5,2 grama karmy miedzy czwartym, a szostym tygodniem eksperymentu. Wida¢
zatem korelacje miedzy iloscig zjedzonego pokarmu, a przyrostem masy ciata. Pobor pokarmu
oslgga najwyzsze wartosci w momencie najbardziej intensywnego wzrostu masy ciata u myszy
z mutacja, czyli migdzy czwartym, a szostym tygodniem badania. To powigzanie miedzy
fenotypem otylosci u myszy pozbawionych miRNA w moézgu, a zwickszonym
zapotrzebowaniem pokarmowym, jest zgodne z wczes$niejszymi doniesieniami, prowadzonymi
na modelu myszy DicerCKO (Vinnikov 1 in. 2014).

Niespodziewanym efektem omawianego do$wiadczenia byt obraz mikroskopowy
mozgow myszy, po uwidocznieniu ekspresji transgenu rekombinazy Cre. W grupie I, poziom
ekspresji obecny byt w pojedynczych neuronach jadra tukowatego. W pozostatych dwoch
grupach zwierzat nie bylo go wcale w tym obszarze. Dodatkowo zarowno w grupie I jak i II
rekombinaza Cre zostata uwidoczniona poza obszarem ARC, w VMH, z tym, ze w
odpowiednio mniejszej ilosci u osobnikéw z grupy I1. Cho¢ ekspresja transgenu obserwowana
jest w obszarze innym niz ARC, to jednak jej intensywno$¢ koreluje dodatnio z krzywa
przyrostu masy ciata. Brak jakiegokolwiek sygnatu w grupie III, w uzupehlieniu o brak
przyrostu masy ciata, dowodzi, ze istnieje minimalna krytyczna ilo§¢ wektora wirusowego,
ktora jest niezbedna to wywotania odpowiedzi na poziomie molekularnym i biochemicznym, a
nastepnie metabolicznym. Brak ekspresji rekombinazy Cre w jadrze tukowatym, po uptywie
dziewieciu tygodni od indukcji mutacji w kazdej z grup, wymagat weryfikacji czy jest to efekt

charakterystyczny dla myszy pozbawionych miRNA w médzgu w badanym modelu.
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Rycina 4.15 (opis na kolejnej stronie)
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Rycina 4.15 Analiza przyrostu masy ciata zaleznie od dawki wprowadzanego wektora AAV-AgRPCre oraz ilosci
zjedzonego pokarmu (jako efekt skumulowany w tygodniu 4,5,6), u myszy linii Dicer fl/fl, po obustronne;j iniekcji
do jadra tukowatego; grupa 1) 3,36x10"7 gc/strone N=5, grupa 2) 1,11-1,68x10"7 gc/strong N=12, grupa 3)
3,36x10"6 gc/strong N=4. W ramce znajduje si¢ schemat do§wiadczenia. Wyniki przedstawiono jako $rednig dla
grup w kolejnych punktach czasowych +SEM; Analiza statystyczna: dla przyrostu masy ciata- dwuczynnikowa
analiza wariancji ANOVA z powtarzanymi pomiarami, z testem post-hoc Tukey’a dla poréwnan wielokrotnych,
dla poboru pokarmu- jednoczynnikowa analiza wariancji ANOVA z testem post-hoc Tukey’a dla poréwnan
wielokrotnych; gwiazdkami oznaczono poziom istotnos¢i * p< 0,05, **p<0,01, kolor gwiazdek méwi o tym,
wzgledem ktdrej grupy istotnie statystyczne roznice majg miejsce. Obraz mikroskopowy przedstawia fragment
skrawka po barwieniu IHC DAB z wykorzystaniem przeciwciala przeciwko rekombinazie Cre z zaznaczeniem
jadra tukowatego; skala 100pm.

Rycina 4.16 Zdjeciowa reprezentacja wybranych osobnikéw Dicer fI/fl, po indukeji mutacji r6zng ilo$cig wektora
AAV-AgRPCre; kolumny obrazuja to samo zwierze, reprezentujace jedna z trzech grup (I: 3,36*10"7 gc/strong;
II: 1,11*1077 ge/strong; I11: 3,36*%1076 gc/strong); gory panel to zwierzeta w pierwszym tygodniu doswiadczenia,
dolny panel- te same zwierzeta w szostym tygodniu doswiadczenia; kolorowe prostokaty na zdjeciach wskazuja
procentowe warto$ci masy ciata w danym tygodniu pomiarowym.
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4.7.3 Analiza porownawcza zmiennego w czasie profilu ekspresji rekombinazy Cre u myszy

C57Bl/6 oraz Dicer fI/fl po iniekcji wektorem AAV-AgRPCre

Brak obecnosci transgenu Cre na skrawkach, w obszarze jadra tukowatego myszy Dicer
fl/fl, dziewig¢ tygodni po indukcji mutacji, miat charakter niespodziewany. Gléwnie ze
wzgledu na wynik wczes$niejszego doswiadczenia (podrozdzial 4.6.2), bedacego analizg
poréwnawcza, opisujacg poziom ekspresji transgenu u myszy typu dzikiego C57Bl/6, po
uptywie trzech oraz jedenastu tygodni od momentu operacji. Jego celem bylo sprawdzenie
dlugofalowego dziatania rekombinazy Cre, poprzez utrzymujacy si¢ przez kilka tygodni
ekspresje transgenu, a jego wynik to potwierdzit. Byl to warunek konieczny do
zaobserwowania, w poOzniejszych badaniach z udzialem modeli transgenicznych, zmian
fenotypowych rozwijajacych si¢ na przestrzeni tygodni.

W odpowiedzi na obserwacje opisang w poprzednim podrozdziale (4.7.2), przeprowadzono
do$wiadczenie, w ktérym ocenie poddano poziom ekspresji transgenu rekombinazy Cre
zarOwno u myszy C57Bl/6 (N=4), jak 1 Dicer fl/fl (N=4). W kazdej z grup miato to miejsce po
uptywie trzech oraz jedenastu tygodni od momentu przeprowadzenia obustronnej iniekcji
wektora AAV-AgRPCre (1,68x107 gc/strong) do jadra tukowatego. Po wskazanym czasie
zwierzeta usmiercono, a skrawki mozgow wybarwiono metoda THC z uzyciem DAB i
przeciwciala skierowanego przeciwko rekombinazie Cre. Przedstawione na Rycinie 4.17, w
czesci 11, wyniki sg wizualng reprezentacjg poziomu ekspresji transgenu w kazdej z badanych
grup. Dodatkowo uzupeinione sg o analizg przyrostu masy ciata w grupie myszy, bedacych
przedmiotem badan przez jedenascie tygodni. Wynik na wykresie przedstawiony jest jako
srednia (+ SD) w kazdej z grup, mierzona w kolejnych punktach czasowych oraz wyrazona w
procentach. Dynamika przyrostu masy ciata pokrywa si¢ ze spodziewanym efektem. Myszy
Dicer fl/fl w czwartym tygodniu po indukcji mutacji zaczynajg wyraznie zwigksza¢ mase ciata,
aby w szdstym tygodniu osiggna¢ warto$¢ srednig 130,3 + 1,7 % swojej masy poczatkowe;.
Wynik w szostym i siddmym tygodniu pomiaru jest znamienny statystycznie na poziomie
p<0,05. Z kolei u osobnikéw C57Bl/6 dopiero po uplywie dziewigciu tygodni odnotowano
nieznaczny przyrost masy ciata do poziomu 111,2 £ 4,1 %, co jest w zgodzie z naturalng

tendencjg myszy do zwiekszania masy ciala w okresie dojrzato$ci 1 starzenia sig.
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Rycina 4.17, cz¢$¢ I- schemat doswiadczenia

Obraz mikroskopowy ujawnil wyrazne roznice w poziomie ekspresji rekombinazy Cre,
zarOwno miedzy myszami C57BI1/6 i Dicer flI/fl, jak 1 w obrebie kazdej z tych grup w zaleznosci
od czasu trwania eksperymentu. Trzy tygodnie po iniekcji wektora AAV-AgRPCre, ekspresja
rekombinazy Cre w kazdej z grup byta najsilniejsza w neuronach jadra tukowatego. Po uptywie
jedenastu tygodni, u mutantéw zaobserwowano pojedyncze neurony z ekspresja Cre w ARC
oraz znacznie ich wiekszg liczbe w VMH. W przypadku myszy C57Bl1/6 ekspresja transgenu
rozwijata si¢ w trakcie eksperymentu i po uptywie jedenastu tygodni byta znacznie silniejsza
niz w tej grupie myszy po trzech tygodniach, zaréwno w ARC, jak i w pozostatych jadrach
podwzgorza. Czynnikiem roznicujgcym opisane grupy byt genotyp zwierzat, przektadajacy si¢
na mozliwo$¢ usuni¢cia w neuronach podwzgorza/jadra tukowatego czasteczek miRNA.
Myszy Dicer fl/fl z wyindukowang mutacja, pozbawione miRNA w neuronach ARC, wraz z
rozwijajacym si¢ fenotypem otytosci, utracity ekspresje rekombinazy Cre w tym obszarze.
Jednym z rodzacych si¢ wobec powyzszej obserwacji pytan jest to, co dzieje si¢ u badanych
mutantow, z zainfekowanymi neuronami, w kluczowym, z punktu widzenia regulacji gtodu 1
sytosci, obszarze mozgu. Ponadto, znamienna wydaje si¢, obserwowana u wigkszosci badanych
mutantow, ekspresja rekombinazy Cre w VMH oraz DMH. Rodzi to pytanie o zaangazowanie

tej populacji neuronéw w obserwowany, u myszy pozbawionych miRNA, fenotyp otytosci.
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Rycina 4.17, cze$¢ 11. Zalezna od genotypu (myszy typu dzikiego C57B1/6 vs linia Dicer fl/fl) analiza obrazu
mikroskopowego mozgoéw, po obustronnej iniekcji AAV-AgRPCre do jadra tukowatego (ilo§¢ gc/strong); na
zdjeciach uwidoczniono ekspresje rekombinazy Cre po barwieniu IHC DAB. Przedstawiciele kazdej z linii
podzieleni zostali na dwie grupy tak, zeby uwidoczni¢ zmiany w kazdej z grup na przestrzeni czasu (po 3
tygodniach oraz po uptywie 11 tygodni), N=4/grupe. Obszary zaznaczone na zdje¢ciach skrawkdéw obejmuja obszar
jadra lukowatego. Dodatkowa analiza zawiera informacje na temat przyrostu masy ciala (wyrazona w %) w
grupach myszy bedacych w eksperymencie 11 tygodni. Wyniki przedstawiono jako $rednig dla grup w kolejnych
punktach czasowych = SD; Analiza statystyczna: dwuczynnikowa analiza wariancji ANOVA z powtarzanymi
pomiarami, z testem post-hoc Fisher’a LSD; gwiazdkami oznaczono poziom istotnos¢i * p <0,05; skala 100um.
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4.7.4 Analiza liczebno$ci neuronow AgRP u myszy DicerCKO po indukcji mutacji

Jednym z kluczowych zjawisk do wyjasnienia jest opisany brak ekspresji rekombinazy
Cre w jadrze tukowatym mutantow, po czasie potrzebnym do rozwinigcia petnego fenotypu.
Intuicyjne wydaje si¢ pytanie o losy zainfekowanych neuronow. Fundamentalne zalozenie tej
rozprawy opiera si¢ na zaangazowaniu neuronow AgRP/NPY w fenotyp otytosci. Naturalnym
zatem krokiem jest che¢ sprawdzenia jak te neurony jadra tukowatego reaguja na utrate
miRNA, a doktadnie czy w odpowiedzi na znaczace zmiany na poziomie molekularnym, ich
liczebno$¢ ulega zmianie.

W tym celu scharakteryzowane wcze$niej (Vinnikov 1 in. 2014) myszy DicerCKO
skojarzono ze zwierzetami, ktorych neurony NPY sa wyznakowane biatkiem zielonej
fluorescencji GFP (linia NPY-GFP). Zwierzeta linii NPY-GFP/DicerCKO, poddano
pieciodniowej iniekcji Tamoksyfenem (grupa badana, N=5) lub olejem (grupa kontrolna, N=6).
Przez kolejnych dziewig¢ tygodni po indukcji mutacji, zwierzeta byly wazone oraz szacowano
tygodniowg ilo$¢ zjedzonej przez nie karmy. W dziesigtym tygodniu obie grupy poddano
eutanazji i przeprowadzono analize¢ ilosciowg komorek NPY-GFP w obrazie mikroskopowym.

Wykres przyrostu masy ciata (Rycina 4.18, czg$¢ 1), wyrazajacy w procentach
usrednione warto§ci masy w danym tygodniu, ujawnil charakterystyczne roznice, z
intensywnym jej wzrostem u mutantow DicerCKO, miedzy czwartym, a szostym tygodniem.
W czwartym tygodniu masa w grupie mutantéw wyniosta 121,0 £ 5,9 % (p<0,05) w
poréwnaniu do osobnikdéw z grupy kontrolnej, z masg ciata na poziomie 105,1 + 2,7 % masy
poczatkowej. Pigty tydzien dat juz przyrost masy ciata u mutantoéw do wartosci 143,7 + 14,5 %
(p<0,05), a szosty 153,2 + 21,8 %. Ponadto, mutanty DicerCKO zjadly istotnie wigcej jedzenia
(p<0,01) migdzy czwartym, a szostym tygodniem badania (34,8 £+ 3,9 g), w poréwaniu do
zwierzat z grupy kontrolnej (25,4 + 2,6 g).

W celu dokonania doktadnych obliczen ilosciowych, obszar ARC podzielono na trzy czgsci
wyznaczone rdéznymi zakresami pozycji w stosunku do Bregmy: I- przednig (-1,33 do -1,34),
[I-srodkowa (-1,46 do -1,94), Ill-tylng (-2,18 do -2,7). Kazda z nich charakteryzuje si¢
odmienng liczbg neuronow AgRP. Poszczegdlne wykresy w czesci I Ryciny 4.18, sa
reprezentacjg usrednionej liczby neuronéw NPY-GFP w badanych grupach, dla wyznaczonych
czgsci jadra tukowatego. W kazdym z wyznaczonych przedzialow liczba wyznakowanych
biatkiem zielonej fluorescencji neuronéw NPY byla okoto dwukrotnie nizsza w grupie
mutantoOw niz u myszy z grupy kontrolnej. W przedniej czgsci ARC wyniosta 134,3 + 41,4 u

myszy kontrolnych 1 54,3 + 43,3 w grupie mutantow (p<0,01), w srodkowej- odpowiednio
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192,0 +£ 29,91 93,0 £ 39,1 (p<0,001), a w tylnej czgsci jadra lukowatego- 181,5 £+ 65,2 oraz
104,0 + 52,6 (p<0,05).

Rycina 4.18, czgs$¢ I- Analiza przyrostu masy ciata oraz ilosci zjedzonego pokarmu u myszy NPY-GFP/DicerCKO
po dootrzewnowej iniekcji Tamoksyfenu (N=5) lub oleju (N=6); ramka zaznaczony jest schemat doswiadczenia;
procentowy przyrost masy ciala wyrazony zostat jako $rednia dla grup w kolejnych punktach czasowych + SD,
pomiar iloéci zjedzonego pokarmu to usredniona wartos¢ dla kazdej z grup z tygodnia 4,5 i 6 + SD; Analiza
statystyczna: dla przyrostu masy- dwuczynnikowa analiza wariancji ANOVA z powtarzalnymi pomiarami, z
testem post-hoc Sidak’a dla poréwnan wielokrotnych, dla poboru pokarmu- test T-studenta dla prob niezaleznych;
* p<0,05, ** p<0,01
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Rycina 4.18, czes¢ 11- analiza ilosciowa komodrek NPY-GFP u zwierzat NPY-GFP/DicerCKO po indukcji mutacji
(Tamoksyfenem); gorny panel to schematyczne przedstawienie przyjetego podzialu jadra tukowatego na trzy
czesci, w obrebie ktorych analizowana byta liczebno$¢ komorek NPY-GFP; wykresy w dolnym panelu sa
graficznym przedstawieniem u$rednionej liczby neuronéw NPY-GFP + SD, dla kazdej z trzech czgsci jadra
hukowatego; Analiza statystyczna: test T-studenta dla grup niezaleznych; *p<0,05, **p<0,01, ***p<0,001
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Rycina 4.18, czgs¢ I11- mikroskopowy obraz wycinka jadra tukowatego dla wybranych osobnikéw (2 kontrole, 2
mutanty) NPY-GFP/DicerCKO dziesie¢ tygodni po indukcji mutacji; kolor niebieski- znakowanie jader przy
uzyciu barwnika DAPI, kolor zielony- neurony NPY wyznakowane bialkiem GFP; w ramkach po prawej stronie
zdje¢ mikroskopowych znajduja si¢ procentowe wartosci masy ciala w szostym tygodniu badania, odpowiadajace
danemu osobnikowi; skala 25um, obrazowanie z wykorzystaniem mikroskopu konfokalnego Zeiss 800 LSM.

Omawiane roznice iloSciowe przedstawiono na zdjeciach mikroskopowych skrawkow
(Rycina 4.18, cze¢s¢ III), bedacych reprezentacja grupy mutantow (N=2) oraz zwierzat
kontrolnych (N=2). Na Rycinie 4.18 cze$¢ 11l wida¢ obnizong fluorescencj¢ komorek NPY na
skrawkach mutantow. Efekt ten koreluje ze zwigkszajacym si¢ przyrostem masy ciala.
Natomiast nie obserwuje si¢ roznic mi¢dzy grupami w obrazie DAPI. Na zadnym ze skrawkow
nie uwidoczniono zmian w morfologii jader komorkowych, ktore wskazywatyby na

zachodzacy proces apoptozy.
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4.7.5 Analiza przyrostu masy ciala oraz poboru pokarmu u myszy Dicer fl/fl po iniekcji

wektora AAV-AgRPCre do brzuszno-przysrodkowego jadra w podwzgorzu (VMH)

W odpowiedzi na obserwowang, u myszy Dicer fl/fl z wyindukowana mutacja, ekspresja
rekombinazy Cre w VMH, przy jednoczesnym jej braku w neuronach ARC, przeprowadzano
kolejne badanie. Jego celem byto sprawdzenie czy neurony VMH, klasyfikowane w znacznej
wigkszosci jako glutaminianergiczne, biorg udziat w rozwinigciu otyloSci w opisywanym
modelu. Myszy Dicer fl/fl podzielono na dwie grupy. Grupe badang stanowity osobniki, ktore
w trakcie operacji stereotaktycznej poddane byly iniekcji wektorem AAV-AgRPCre
(1,13*10~7 gc/strong, N=5) za§ grupa kontrolna otrzymala wektor AAV-AgRPEYFP
(1,9*10"7 gc/strong, N=5). Odmienne niz w poprzednich badaniach, bylo miejsce iniekc;i,
bowiem w tym przypadku wektor wprowadzany byly do VMH (koordynaty: AP:-
1,46/LM:£0,25/DV:-5,29). Przez kolejnych jedenascie tygodni, od momentu iniekc;ji
wspomnianych wektoréw AAV, zwierzeta poddane byly cotygodniowym pomiarom masy ciata
oraz ilosci zjedzonego pokarmu. Wyniki dos§wiadczenia przedstawiono na dwdch oddzielnych
wykresach (Rycina 4.19). Pomiar masy zobrazowano jako sredni przyrost masy ciata w danej
grupie (£ SD), w kolejnych punktach czasowych. Z kolei wykres poboru pokarmu jest
usrednieniem wyniku zbiorczego z czwartego, pigtego i szostego tygodnia pomiardéw (+ SD)
dla kazdej z grup oddzielnie. Zadna z grup nie wykazata znaczacego przyrostu masy ciata
zZwigzanego ze wzrostem zapotrzebowania na pobor pokarmu. Brak obserwowanych roznic
migdzy grupami pozwala na sformulowanie wniosku o braku zaangazowania neuronow

znajdujacych si¢ w VMH w rozwoj otytosci u myszy Dicer fl/fl.
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Rycina 4.19 Analiza przyrostu masy ciata oraz ilosci zjedzonego pokarmu (jako efekt skumulowany w tygodniu
4,5 1 6) u myszy linii Dicer fl/fl, po obustronnej iniekcji wektora wirusowego AAV-AgRPCre (1,13*%10"7
ge/strong, N=5) do VMH; grupe kontrolna stanowity myszy linii Dicer fl/fl po iniekcji AAV-AgRPYFP (1,9*10"7
gc/strong, N=5). Ramka zaznaczony jest schemat do§wiadczenia. Wyniki przedstawiono jako $rednig dla grup w
kolejnych punktach czasowych + SD; Analiza statystyczna: dla pomiaru masy ciata- dwuczynnikowa analiza
wariancji ANOVA z powtarzanymi pomiarami, z testem post-hoc Sidak‘a dla poréwnan wielokrotnych, dla
zjedzonego pokarmu- test T-studenta dla prob niezaleznych.
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4.8 Funkcjonalny efekt usunigcia w neuronach ARC czasteczek miRNA

z wykorzystaniem narzedzi systemu CRISPR-Cas9

Badania z wykorzystaniem myszy Dicer fl/fl oraz podaniami wektora AAV-AgRP Cre do
jadra tukowatego pozwolity zaobserwowac rozwijajacy si¢ w obliczu mutacji fenotyp otytosci
zwigzane] z hiperfagia. Niemniej, z powodu braku catkowitej specyficzno$ci ograniczonej
wylacznie do neuronéw AgRP, zastosowano alternatywny model. Do§wiadczenia opisane w
kolejnych podrozdziatlach wykorzystuja technologie CRISPR/Cas9, jako narzedzie do
celowanej modyfikacji genu Dicer! w neuronach ARC. Dzigki swoim wtasciwosciom do
wysoce precyzyjnej edycji genomu, zastosowanie jej pozwala na osiggnig¢cie celowanej
modyfikacji w obrgbie neuronéw AgRP.

Ponizsze uktady do$wiadczalne bazuja na zwierzetach transgenicznych z komorkowo-
specyficzng ekspresja Cre 1 jednoczesng Cre-zalezng ekspresjg Cas9. Sekwencje guideRNA
dostarczane s3 z wykorzystaniem rekombinowanych wektorow wirusowych AAV. W
przypadku dos$wiadczenia przeprowadzanego na hodowli hipokampalnej in vitro, Cre
dostarczana byta rowniez na nosniku AAV. Celem efektywnego wyciszenia ekspresji Dicerl
zaprojektowane zostaly dwa warianty guideRNA, nazwane- guidelDicer oraz guide2Dicer.
Sekwencje kontrolng stanowil guideScramble, ktéry podobnie jak wymienione wyzej
sekwencje o znaczeniu funkcjonalnym, znakowany byl biatkiem czerwonej fluorescencji
tdTomato, znajdujagcym si¢ pod promotorem ludzkiej synapsyny I hSyn. Nie zawierat jednak
zadnego fragmentu komplementarnego do genu Dicerl. Obydwie funkcjonalne czasteczki
guideRNA- guidelDicer 1 guide2Dicer wykazuja komplementarnos¢ w egzonie dziesigtym
genu Dicerl, z tym, ze guide1Dicer na nici wiodacej, a guide2Dicer na nici komplementarne;.

Ich dziatanie zostato nastgpnie zweryfikowane in vitro oraz in vivo.
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4.8.1 Analiza poziomu ekspresji genu Dicerl in vitro w dysocjowanej hodowli neuronéw
hipokampalnych myszy Cas9, po infekcji mieszankg wektoréw AAV kodujacych sktadowe
systemu CRISPRCas9.

Wykorzystanie systemu CRISPR/Cas9 w modelu zwierzgcym wymagato sprawdzenia
jego komponentow w warunkach in vitro. W tym celu, zatozona zostata hodowla z komoérek
hipokampa, wyizolowanych od transgenicznych oseskow z Cre-zalezng ekspresja
endonukleazy Cas9. Wizualizacja Cas9 jest mozliwa dzigki jednoczesnej ekspresji z biatkiem
zielonej fluorescencji GFP. Cas9 syntetyzowane jest jako biatko fuzyjne z GFP (z jednego
wspolnego transkryptu), a nast¢pnie rozdzielajaca je sekwencja P2A jest rozpoznawana i
rozcinana przez endogenne peptydazy, pozostawiajac biatka w rownomolowym stosunku.
Zatem sygnat fluorescencyjny pochodzacy od GFP jest miarg ekspresji Cas9. Z kolei w
przypadku sekwencji guideRNA, ich ekspresja (regulowana aktywnoscig promotora U6)
obrazowana jest sygnatem czerwonej fluorescencji tdTomato, biatka pochodzacego z wektora
AAV. Aby zweryfikowa¢ skutecznos$¢ dziatania zaprojektowanych wariantéw guideRNA,
hodowle zainfekowano trzema mieszaninami wektoréw wirusowych (I. AAV-CaMKlIlaCre +
AAV-guide2Dicer, II. AAV-CaMKlIlaCre + AAV-guidel, III. AAV-CaMKIlaCre + AAV-
guideScramble). W kazdym z przypadkéw Cre dostarczana byla na wektorze wirusowym i
regulowana sekwencjg promotora CaMKlla, ktory jest aktywny w neuronach hipokampa.
Uzyskane, w reakcji qPCR (ang. quantitative PCR), relatywne poziomy ekspresji Dicerl w
poszczegodlnych wariantach wskazuja, ze jedynie sekwencja guide2Dicer okazata si¢ skuteczna
W jego obnizeniu, osiggajac wartos¢ 0,60 = 0,05 w poréwnaniu do guidelDicer 1,01 + 0,13

(p<0,001) (Rycina 4.20).
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Rycina 4.20 Poziom ekspresji Dicerl w dysocjowanej hodowli hipokampalnej in vitro. Ramkg zaznaczony jest
schemat dos$wiadczenia. Zdjecia mikroskopowe obrazuja zainfekowang hodowle hipokampalng neuronow z
myszy Cas9; kolor zielony- biatko fluorescencyjne GFP jako marker Cas9, kolor czerwony- znacznik tdTomato
jako marker AAV-guidelDicer/guide2Dicer/guideScramble; wykres przedstawia relatywny poziom ekspres;ji
genu Dicerl + SD, znormalizowany wzgledem poziomu ekspresji genu Hprt, zarowno dla probek badanych
(guidelDicer, guide2Dicer), jak i dla kalibratora (guideSramble). Analiza statystyczna: jednoczynnikowa analiza
wariancji ANOVA z testem post-hoc Dunnett’a; ***p<0,001;

4.8.2 Analiza przyrostu masy ciata oraz poboru pokarmu u myszy Cas9, po domozgowe;j

iniekcji wektorow AAV-AgRPCre/AAV-guide.

Wynik badania poszczegélnych sktadowych systemu CRISPR-Cas9 w warunkach in
vitro, uzasadnit podjecie analogicznej proby na modelu mysim in vivo. Celem sprawdzenia

dziatania poszczeg6lnych wektoréw wirusowych, potencjalnie wyciszajacych ekspresje genu
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Dicerl, myszy Cas9GFP poddano obustronnej iniekcji wektorami AAV. Grupa I otrzymata
mieszaning AAV-AgRPCre+AAV-guide2Dicer (4,0%107+4,15%10'° gc/strone), grupa II-
AAV-AgRPCre+AAV-guidelDicer (4,0%107+1,06¥10'" gc/strong), grupe III natomiast
stanowity myszy kontrolne, ktore poddane byly iniekcji AAV-AgRPCre+AAV-guideScamble
(4,0%107+1,95*10'°  gc/strong). Przez kolejnych dziesi¢¢ tygodni od momentu
przeprowadzonego zabiegu, dokonywano cotygodniowych pomiaré6w masy ciala 1 ilosci
zjedzonego pokarmu. Wyniki opisujgce przyrost masy ciala w czasie, przedstawiono jako
srednia dla kazdej z grup (= SD) w kolejnych tygodniach trwania badania. Z kolei pobor
pokarmu jest usredniong wartoscig dla kazdej z grup (+ SD), zsumowang z tygodnia czwartego,
piatego 1 szostego. Wyniki z obu wykresow, przedstawione na Rycinie 4.21, uzupetniajg si¢
wzajemnie, opisujac efekt dziatania poszczegolnych mieszanin konstruktéw typu guide z
wektorem dostarczajagcym rekombinaze Cre do neuronow AgRP. Zwierzeta z grupy I (N=4),
poddane iniekcji AAV-AgRPCre+guidy2Dicer, wykazaly istotny statystycznie przyrost masy
ciata poczawszy od szostego pomiaru, cho¢ tendencja wzrostowa masy ciata utrzymywatla si¢
juz od tygodnia czwartego. We wspomnianym szostym tygodniu warto$¢ Srednia masy ciata
wyniosta 117,3 £ 7,5 %, osiagajac wartosci maksymalne w tygodniu dziewigtym 139,0 £ 11,0
%. Jest to odmienna niz w poprzednich badaniach, opisujacych te ceche u mutantéw
pozbawionych miRNA, kinetyka przyrostu masy ciala. Obserwacja dotyczaca masy ciata
uzupelniala si¢ z obserwacja opisujaca ilos¢ zjedzonego pokarmu, ktora dla wskazanej grupy
myszy byla znaczaco (p<0,001) wyzsza niz dla tych z grupy 1I (AAV-
AgRPCre+AAVguidelDicer) (N=7) oraz z grupy kontrolnej (AgRPCre+AAVguideScramble)
(p<0,05). Dla myszy z dwoch pozostatych grup nie odnotowano znaczacego wzrostu masy
ciala.

Powyzsze doswiadczenie jest kolejnym dowodem na dziatanie tylko jednego, z dwodch
weryfikowanych, wariantow guideRNA. Jedynie AAV-guide2Dicer, lokalizujacy sekwencje
Dicerl na nici odwrocenej, ,,naprowadza” biatko Cas9 wskazujac miejsce modyfikacji,
odpowiadajagc za wyciszenie ekspresji genu Dicerl. Kolejne doswiadczenia zostaty

przeprowadzone w oparciu o ten wlasciwy konstrukt.
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Rycina 4.21 Analiza przyrostu masy ciata oraz ilosci zjedzonego pokarmu (jako efekt skumulowany w tygodniu
4,5 1 6 trwania eksperymentu) u myszy linii Cas9, po obustronnej iniekcji mieszanki wektorow wirusowych do
jadra tukowatego; Ramka zaznaczony jest schemat dos§wiadczenia; grupa 1) AAV-AgRPCre/AAV-guidelDicer
(4*¥1077/1,06¥10"10 gc/strong), grupa 2) AAV-AgRPCre/AAV-guide2Dicer (4%1077/4,15%10"10 gc/strong),
grupa 3) (kontrolna) AAV-AgRPCre/guide Scramble (4*1077/1,95%10"10 gc/strong). Wyniki masy ciata
przedstawiono jako $rednig dla grup w kolejnych punktach czasowych + SD, wyniki poboru pokarmu sa
usrednieniem dla kazdej z grup ztygodnia 4, 5 i 6 £ SD; Analiza statystyczna: dla pomiaru masy ciata-
dwuczynnikowa analiza wariancji ANOVA z powtarzanymi pomiarami, z testem post-hoc Tukey‘a dla poréwnan
wielokrotnych, dla zjedzonego pokarmu- jednoczynnikowa ANOVA z testem post-hoc Tukey‘a dla poréwnan
wielokrotnych; *** p< 0,001,* p< 0,05, kolor gwiazdek méwi o tym, wzgledem ktorej grupy istotnie statystyczne
roéznice maja miejsce.
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4.8.3 Analiza przyrostu masy ciala oraz poboru pokarmu u myszy GadCreCas9, po

domozgowej iniekcji wektora AAV-guide2Dicer.

Przestankg do przeprowadzenia doswiadczen na kolejnej linii transgenicznej byta che¢
porownania fenotypu z dotychczas omawianymi, poznanymi modelami. Identyfikacja wzorca
fenotypowego, bedacego czescig wspdlng w badanych modelach, wspartaby dodatkowo
hipotez¢ o zaangazowaniu GABAergicznych neuronéw AgRP w rozwd; miRNA-zaleznej
otylosci. W efekcie szeregu kojarzen uzyskano lini¢ transgeniczng GadCreCas9.
Charakterystyka tej linii opiera si¢ o Cre-zalezng ekspresja Cas9, w neuronach z aktywnos$cig
promotora dekarboksylazy 2 kwasu glutaminowego (GAD2 lub GAD6S5, ang. glutamic acid
decarboxylase 2). Zatem wyciszenie genu Dicerl ograniczone zostalo do neuronow GAD2, w
ktorych mozliwa byta aktywno$¢ sekwencji guide2Dicer. Jedng z kluczowych, w ARC,
populacji komoérek s3 wiasnie neurony o charakterze GABAergicznym. Naleza do nich
oreksygeniczne neurony AgRP/NPY, jak 1 pewna frakcja anoreksygenicznych neuronow
POMC, a takze dodatkowe populacje o odmiennej peptydergicznej charakterystyce (Marshall i
in. 2017). Z kolei wyj$ciowy model utraty miRNA (DicerCKO), zaktada, ze utrata miRNA ma
miejsce  w neuronach CaMKIla, ktére obejmujg przede wszystkim neurony
glutaminianergiczne, ale rowniez frakcje neuronow GABAergicznych. Wykorzystujac system
CRISPR/Cas9, selektywnie w neuronach z ekspresja GAD2, wyciszono dojrzewanie
czasteczek miRNA, poszukujac wzorca, ktory nawigzywalby fenotypem do ktoregos ze
zbadanych modeli. Zwierzeta linii GadCreCas9, obu pfci, poddane zostaly stereotaktycznym
iniekcjom do jadra tukowatego, wektora AAV-guide2Dicer (1*10"10 gc/strong, N=8) oraz
AAV-guideScramble (1,11*10"10 gc/strone, N=7). W trakcie dziesigciu tygodniu trwania
doswiadczenia przeprowadzano cotygodniowe pomiary masy ciata 1 iloSci zjedzonego
pokarmu. Po zakonczeniu doswiadczenia przeprowadzona zostata analiza mikroskopowa
skrawkow mozgow.

Na wykresie obrazujacym usredniony dla danego punktu czasowego, przyrost masy
ciata (wyrazony w procentach £ SD) (Rycina 4.22, czes¢ I), brak istotnych r6znic miedzy
badanymi grupami. Zarysowuje si¢ natomiast tendencja wzrostowa w grupie mutantow, ktéra
koreluje ze zwigkszong ilo$cig zjedzonego pokarmu (wyrazonego w gramach + SD) migdzy
czwartym, a szostym tygodniem badania. Usredniona z trzech tygodni konsumpcja w grupie

mutantéw wyniosta 27,0 £ 2.4 g, a w grupie kontrolnej- 24,5 + 0,4 g (p<0,05).
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W obrazie z mikroskopu konfokalnego (Rycina 4.22, cze$¢ II), natomiast, widoczna jest
niewielka liczba komoérek z aktywnoscig endonukleazy Cas9 (mierzona sila sygnatu
fluorescencji pochodzacego od GFP) w obszarze ARC, zar6wno w grupie myszy kontrolnych,
jak 1 u mutantow. Niski wyjsciowy poziom Cas9-GFP w obserwowanym fragmencie
podwzgorza jest dodatkowo zredukowany w grupie mutantéw, pozbawionych miRNA w tych
komorkach. Bezposrednim odwzorowaniem obecnos$ci Cas9-GFP w mozgu, jest wzorzec
ekspresji rekombinazy Cre (kolor magenta). Ekspresja Cas9 oraz Cre naktadajg si¢. Sygnat
czerwone] fluorescencji pochodzacy od tdTomato i1 znakujacy aktywnos$¢ czasteczek
guide2Dicer oraz guideSramble jest podobny w obu grupach. Barwienie DAPI nie wykazato
cech charakterystycznych dla procesu apoptozy. W obrazie naktadajacych si¢ sygnatéw dla
wszystkich czterech kanatéw (Rycina 4.22, czes¢ 11 ,,natozenie”), pojawia si¢ roznica w liczbie
komorek. Na przyktadowym skrawku myszy z grupy kontrolnej byto ich 5cio krotnie wiecej
niz na skrawku pochodzacym z mdzgu mutanta. Jednym z mozliwych uzasadnien jest efekt
zanikajacej, w neuronach z rekombinacja, fluorescencji, jak miato to miejsce w modelu NPY-
GFP/DicerCKO. Ponadto, wyjsciowy poziom intensywnosci §wiecenia GFP jest do$¢ niski w
wyznakowanych neuronach GAD2. Innym mozliwym uzasadnieniem jest to, ze ekspresja
GAD?2 i AgRP u myszy dorostych nie pokrywa si¢ 1 z tego powodu brak jest obserwowanego
pelnego fenotypu otylosci u tych myszy.
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Rycina 4.22, czes$¢ 1. Analiza przyrostu masy ciata oraz ilosci zjedzonego pokarmu (jako efekt skumulowany w
tygodniu 4,5 i 6) u myszy linii GadCreCas9, po obustronnej iniekcji wektorow AAV-guide2Dicer (1*10710
gc/strong, N=8) oraz AAV-guideScramble (1,11*10710 gc/strone, N=7) do jadra tukowatego; Wyniki masy ciata
przedstawiono jako $rednig dla grup w kolejnych punktach czasowych + SD, wyniki poboru pokarmu sa
usrednieniem dla kazdej z grup z tygodnia 4, 5 1 6 + SD; Analiza statystyczna: dla masy ciata- dwuczynnikowa
analiza wariancji ANOVA z powtarzanymi pomiarami, z testem post-hoc Sidak’a dla poréwnan wielokrotnych,
dla poboru pokarmu- test T-studenta dla prob niezaleznych; *p<0,05
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Rycina 4.22, czg$¢ 1I. Mikroskopowy obraz jadra tukowatego wybranych przedstawicieli linii GadCreCas9 po
iniekcji AAV-g2Dicer oraz AAV-guideScramble; wykonano barwienie immunofluorescencyjne z uzyciem
przeciwciata przeciwko biatku GFP (marker Cas9) - kolor zielony, przeciwko Cre- kolor magenta, wyznakowano
jadra barwnikiem DAPI- kolor niebieski, sygnat tdTomato nie byt wzmocniony barwieniem (marker AAV-
guide2Dicer/guide Scramble); skala 25 pm.

4.8.4 Analiza przyrostu masy ciala oraz poboru pokarmu u myszy Vglut2CreCas9, po

domozgowej iniekcji wektora AAV-guide2Dicer

Kontynuujac doswiadczenie porownawcze, naturalnym wyborem byto wykorzystanie
linii, u ktorej usunigcie miRNA miatloby miejsce w neuronach glutaminianergicznych. Przy
zalozeniu, ze zasadniczg role w rozwoju otytosci zwigzanej z niepohamowanym apetytem,
odgrywajg neurony AgRP, linia z dysfunkcjg Dicerl w neuronach glutaminianergicznych
postuzytaby jako kontrola negatywna. Kojarzenie linii z Cre-zalezng ekspresja Cas9
(wyznakowang biatkiem GFP) z osobnikami, u ktérych obecnos¢ Cre warunkowana jest
aktywnoscig promotora dla pecherzykowego transportera glutaminianu (Vglut2, ang. vesicular
glutamate transporter), pozwolilo na wuzyskanie grupy doswiadczalne] zwierzat
Vglut2CreCas9. Myszy podzielono na dwie grupy, z ktérych jedna poddana zostata
stereotaktycznym iniekcjom do jadra tukowatego, z wektorem indukujagcym mutacje- AAV-
guide2Dicer (Nsamice=8, Nsamee=7), a druga otrzymata wektor kontrolny- AAV-guide Scramble
(Nsamice=10, Nsamee=7). Zwierzeta pozostawiono w eksperymencie przez kolejnych osiemnascie
tygodni, poniewaz w okresie przewidzianym do jego zakonczenia, fenotyp zaczat si¢ rozwijac,
ujawniajac istotne statystycznie roznice. Dokonano dziewigtnastu pomiaréw masy ciata

zwierzat oraz ilosci zjedzonego pokarmu z czestotliwoscia raz na tydzien. Po eutanazji zwierzat
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1 przeprowadzeniu szeregu barwien immunofluorescencyjnych, dokonano analizy skrawkéw
przy pomocy mikroskopii konfokalne;j.

Usredniona dla grupy (wyrazona w procentach = SD) masa ciata, ujawnita rozwijajacy
si¢ powoli umiarkowany fenotyp otyto$ci u myszy mutantéw obu pici (Rycina 4.23, czg¢s¢ I-
samice, Rycina 4.23, cze$¢ I1- samce). Niemniej, kinetyka przyrostu masy ciata nie nasladowata
zadnej wczesniej opisanej linii transgenicznej. W grupie samcoéw dopiero siodmy tydzien po
indukcji mutacji przyniost istotnie statystycznie roznice (p<0,01) w masie ciala miedzy
mutantami (118,4 £ 6,7 %), a osobnikami kontrolnymi (102,0 £ 4,6 %). W grupie samic ten
efekt op6zniony byl o tydzien (115,4 + 4,5 % vs 105,3 £ 3,9 %), ale za to w kolejnych
tygodniach w grupie samic odnotowano wyzszg znamienno$¢. Warty podkreslenia jest fakt, ze
procentowe wartosci masy ciala w grupie mutantéw nawet po uzyskaniu istotnych réznic w
porownaniu do kontroli, nadal oscylowaty na relatywnie niskim poziomie, ktory w dziesigtym
tygodniu nie przekroczyt wartosci 127%.

Kolejnym czynnikiem réznicujagcym, rozwijajacy si¢ u mutantow Vglut2creCas9
fenotyp, od tych opisanych wczesniej, jest brak jakichkolwiek réznic w ilosci spozytego
pokarmu na przestrzeni trwania doswiadczenia. Pobor pokarmu przedstawiony na Rycinie 4.23,
czes¢ 1 (dla samic) 1 czgse 11 (dla samcow) jest obrazem kumulatywnym, czyli usredniong dla
grupy sumg spozytego pozywienia z kazdego poprzedzajacego tygodnia, wyrazong w gramach
(£ SD).

Powyzsze obserwacje implikuja, ze przyrost masy ciata u mutantow nie byt
warunkowany zwiekszonym apetytem i charakteryzowat si¢ odmiennym, od wczesniejszych,
tempem wzrostu.

Obraz mikroskopowy (Rycina 4.23, czes¢ 111) pokazuje porownywalng liczbe komorek
Cas9-GFP (kolor zielony) oraz Cre (kolor magenta) w grupie mutantéw i kontroli, cho¢
intensywno$¢ fluorescencji w grupie mutantéw jest nieco nizsza. Liczba, komorek z
poczwoOrnym sygnatem (kolor zielony, magenta, czerwony, niebieski) na skrawku ,,nalozenie”
jest porownywalna w obu grupach. Zatem mutacja Dicer! w neuronach Vglut2 nie przektada

si¢ bezposrednio na ich liczbe, jak miato to miejsce w modeli NPY-GFP/DicerCKO.
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Rycina 4.23, czgs¢ I (opis na kolejnej stronie)
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Rycina 4.23, czeg$¢ 1. Analiza przyrostu masy ciala oraz ilosci zjedzonego pokarmu (wykres kumulatywny z 18
tygodni) u samic linii Vglut2CreCas9, po obustronne;j iniekcji wektorow AAV-guide2Dicer (1*10"10 gc/strone,
N=8) oraz AAV-guideScramble (1,11*10"10 gc/strong, N=10) do jadra tukowatego; Wyniki masy ciata
przedstawiono jako $rednig dla grup w kolejnych punktach czasowych + SD, wyniki poboru przedstawiono na
wykresie kumulatywnym, sumujacym (usrednione dla grupy) gramy zjedzonego pokarmu zkazdego
poprzedzajacego tygodnia = SD; Analiza statystyczna: dla masy ciata oraz zjedzonego pokarmu- dwuczynnikowa
analiza wariancji ANOVA z powtarzanymi pomiarami, z testem post-hoc Sidak’a dla poréwnan wielokrotnych;
*p<0,05, **p<0,01, ***p<0,001, ****p<0,0001.

Rycina 4.23, czes$¢ 11. Analiza przyrostu masy ciata oraz ilosci zjedzonego pokarmu (wykres kumulatywny z 18
tygodni) u samcdow linii Vglut2CreCas9, po obustronnej iniekcji wektoroéw AAV-guide2Dicer (1*10710 gc/strone,
N=7) oraz AAV-guideScramble (1,11*¥*10"10 gc/strong, N=7) do jadra tukowatego; Wyniki masy ciata
przedstawiono jako $rednig dla grup w kolejnych punktach czasowych = SD, wyniki poboru przedstawiono na
wykresie kumulatywnym, sumujacym (usrednione dla grupy) gramy zjedzonego pokarmu zkazdego
poprzedzajacego tygodnia = SD; Analiza statystyczna: dla masy ciata oraz zjedzonego pokarmu- dwuczynnikowa
analiza wariancji ANOVA z powtarzanymi pomiarami, z testem post-hoc Sidak’a dla poréwnan wielokrotnych;
*p<0,05, **p<0,01, ***p<0,001, ****p<0,0001.
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Rycina 4.23, czes¢ 111. Mikroskopowy obraz jadra tukowatego wybranych przedstawicieli linii Vglut2CreCas9 po
iniekcji AAV-g2Dicer oraz AAV-guideScramble; wykonano barwienie immunofluorescencyjne z uzyciem
przeciwciata przeciwko biatku GFP (marker Cas9) - kolor zielony, przeciwko Cre- kolor magenta, wyznakowano
jadra barwnikiem DAPI- kolor niebieski, sygnat tdTomato nie byt wzmocniony barwieniem (marker AAV-
guide2Dicer/guide Scramble); skala 25 pm.

4.8.5 Analiza przyrostu masy ciata oraz poboru pokarmu u myszy AgRPCreCas9, po

domozgowej iniekcji wektorow AAV-guide2Dicer oraz AAV-guideScramble

Sprawdzenie dzialania poszczegdlnych elementéw systemu CRISPR-Cas9, zar6wno w
dysocjowanej hodowli hipokampalnej, jak 1 na modelu mysim, bylo wprowadzeniem do
doswiadczenia z wykorzystaniem bardziej precyzyjnych narzedzi molekularnych.
Fundamentem dla tego dzialania, byta obserwacja niepeinej specyficznosci w przypadku
stosowania wektora AAV-AgRPCre. W zalozeniu mial on infekowac jedynie neurony AgRP
w ARC. Natomiast powtarzajacy si¢ wzor ekspresji rekombinazy Cre poza obszarem ARC,
przekierowal dziatania w strone¢ poszukiwania modelu, ktory opisywalby udzial wytacznie
neurondw AgRP w fenotypie otytosci.

W  doswiadczeniu uzyto myszy AgRPCreCas9, ktore otrzymano analogicznie do
wczesniejszych modeli, z tg rdznica, ze stabilna ekspresja Cre w tym przypadku, miata miejsce
w neuronach AgRP. Zatem u potomstwa, w obecnosci Cas9 i po dostarczeniu do obszaru ARC
sekwencji guideRNA, wskazujacej konkretne miejsce modyfikacji genu Dicerl, mozliwe bylo
masowe usuniecie miRNA w populacji neuronéw AgRP.

Zwierzeta podzielono na 2 grupy. Pierwsza stanowila grupa badana, poddana iniekcji wektorem
AAV-guide2Dicer (1x10' ge/strong, Nsamice=6, Nsamee=4). Grupa druga to myszy kontrolne,

ktore w domoézgowej obustronnej iniekcji otrzymaly wektor AAV-guideScamble (1x10'°
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gc/strong, Nsamice=4, Nsamee=6). Analogicznie do wczesniejszych do§wiadczen funkcjonalnych,
zwierzeta poddane byly cotygodniowym pomiarom masy ciala oraz poboru pokarmu. Krzywa
przyrostu masy ciala jest wynikiem usrednionym (wyrazonym w procentach) dla kazdej z grup
(£ SD), w kolejnych tygodniach badania. Pobor pokarmu przedstawiono jako usredniong
(wyrazong w gramach) dla kazdej z grup (+ SD), warto$¢ zjedzonego pozywienia miedzy
czwartym, a szostym tygodniem trwania eksperymentu.

Wigkszos¢ dotychczasowych doswiadczen przeprowadzana byta na grupach zwierzat o
mieszanej ptci. W przypadku tego doswiadczenia zalozenie byto podobne. Niemniej, w trakcie
doswiadczenia uwidocznity si¢ tak znaczace roznice w obrebie plci, ze zwierzgta podzielono
na grupy réwniez pod wzgledem tej cechy (Rycina 4.24, cz¢$¢ I). Analizujgc przyrost masy
ciata w grupie myszy badanych (po iniekcji AAV-guide2Dicer), w grupie samic, poczawszy od
czwartego punktu pomiarowego, odnotowany istotny statystycznie (p<<0,001) wptyw mutacji
na rozwinigcie otytosci. W punkcie szostym uzyskal warto$¢ szczytowa na poziomie 166,5 +
8,3 % poczatkowej masy ciata, utrzymujac poziom plateau do konca trwania do§wiadczenia.
Obserwowany wzrost masy ciata mial bezposrednie przetozenie na zwigkszony pobdr pokarmu
w tej grupie myszy (40,5 £ 2.0 grama w grupie badanej, 27,6 + 1,5 grama w grupie kontrolnej).
Odpowiednio, w grupie badanej u samcoéw nie odnotowano, zadnego istotnego statystycznie
wzrostu masy ciala, co bylo bezposrednio powigzane z brakiem zwigkszonego popytu na
jedzenie. Zatem powyzsza obserwacja pozwala na sformulowanie dwoch wnioskow. Po
pierwsze neurony AgRP, ktore ulegly modyfikacji, s3 zaangazowane w rozwiniecie otytosci
zwigzane] ze zwigkszonym popytem na jedzenie. Po drugie ten efekt jest silnie zwigzany z
plcia, bowiem jedynie samice pozbawione miRNA w neuronach AgRP, rozwijaja
charakterystyczny fenotyp.

W obrazie spod mikroskopu konfokalnego (Rycina 4.24, czes¢ I1), wida¢ obnizong
intensywno$¢ fluorescencji dla Cas9-GFP (kolor zielony) oraz Cre (kolor magenta) w grupie
samic mutantéw w poroéwnaniu z samicami kontrolnymi. Cho¢ barwienie DAPI nie ujawnito
obecnosci ciatek apoptotycznych na skrawkach pochodzacych od mutantow, to zauwazalny jest
zredukowany poziom intensywnosci $wiecenia DAPI, ktory udato si¢ zwizualizowac, kosztem
utrzymania odpowiedniego kontrastu. Ponadto, po nalozeniu na siebie sygnalow
fluorescenyjcych, pochodzacych ze wszystkich czterech kanalow (zielony-Cas9, magenta-Cre,
czerwony-guidy2Dicer/guide Scramble, niebieski-DAPI), liczba pozytywnych komorek u

mutantow byla ponad dwukrotnie nizsza, niz na skrawku pochodzacym od kontroli.
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Rycina 4.24, czgs¢ 1 (opis na kolejnej stronie)
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Rycina 4.24, cze$¢ 1. Analiza przyrostu masy ciata (wyrazona w %) oraz ilosci zjedzonego pokarmu (jako efekt
skumulowany w tygodniu 4,5 i 6 trwania eksperymentu) u myszy linii AgRPCreCas9, po obustronnej iniekcji
wektora AAV-guide2Dicer do jadra tukowatego (N samice=6, N samce=4); grupe kontrolng stanowily myszy
AgRPCreCas9 po iniekcji guideSramble (N samice=4, N samce= 6). Wyniki przedstawiono jako $rednig dla grup
w kolejnych punktach czasowych + odchylenie standardowe; Analiza statystyczna: dla pomiaru masy ciala-
dwuczynnikowa ANOVA z powtarzanymi pomiarami, z testem post-hoc Sidak‘a dla porownan wielokrotnych,
dla zjedzonego pokarmu- test t-studenta dla grup niezaleznych; gwiazdkami oznaczono poziom istotnoscéi ****p<
0,0001.

Mozna zatem wyciggna¢ wniosek, ze wraz ze zmianami fenotypowymi samic AgRPCreCas9
zachodza zmiany obserwowane na poziomie komodrkowym. Polegaja one na znaczacym
obnizeniu poziomu intensywnos$ci/ekspresji bialek fluorescencyjnych oraz funkcjonalnych

(takich jak Cre), nie majac jednoznacznego zwigzku ze §miercig neuronow.

Rycina 4.24, czes¢ 1. Mikroskopowy obraz jadra tukowatego wybranych przedstawicieli linii AgRPCreCas9 po
iniekcji AAV-g2Dicer oraz AAV-guideScramble; wykonano barwienie immunofluorescencyjne z uzyciem
przeciwciata przeciwko biatku GFP (marker Cas9) - kolor zielony, przeciwko Cre- kolor magenta, wyznakowano
jadra barwnikiem DAPI- kolor niebieski, sygnat tdTomato nie byt wzmocniony barwieniem (marker AAV-
guide2Dicer/guide Scramble); skala 25um.

4.8.6 Wzor rekombinacji w mysich liniach GadCreCas9, Vglut2CreCas9 oraz AgRPCreCas9.

Uzupethieniem charakterystyki wykorzystanych linii zwierzgcych, bedacych sktadowa
systemu CRISPR/Cas9, byto sprawdzenie 1 poréwnanie ich poziomu i wzoru rekombinacji. W
tym celu wybranych przedstawicieli linii GadCreCas9 (N=4), Vglut2CreCas9 (N=4) oraz
AgRPCreCas9 (N=4) poddano perfuzji, a po uprzedniej preparatyce, dokonano barwienia
immunofluorescencyjnego z uzyciem przeciwciata przeciwko biatku GFP, jednoczesnie

wskazujacego na obecnos$¢ Cas9. Oceny intensywnosci fluorescencji 1 tym samym poziomu
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rekombinacji dokonano z wykorzystaniem mikroskopii konfokalnej, przy wizualizacji jadra
tukowatego (obiektyw 10x, 40x) oraz hipokampa (obiektyw 10x).

W kazdej z trzech linii transgenicznych rekombinacji ulegaja neurony w ARC, z zaznaczeniem
wyraznych roznic we wzorze rekombinacji. Na zdjeciach ARC w powiekszeniu
dziesigciokrotnym (Rycina 4.25, lewa kolumna) wida¢ wyraznie, ze linia AgRPCreCas9
wykazuje najwieksza liczbe neurondw Cas9-GFP w obrebie ARC. W przypadku dwoch
pozostatych linii transgenicznych zaréwno intensywnos$¢, jak 1 lokalizacja zrekombinowanych
neurondw w ARC s3g odmienne od linii AgRPCreCas9. W przypadku linii GadCreCas9
dystrybucja wyznakowanych neuronow w ARC jest dos¢ rOwnomierna, a ich najwigksza
koncentracja lokalizuje si¢ wysoko, przysrodkowo, w bezposredniej bliskosci 3V. Z kolei
zrekombinowane neurony w linii Vglut2CreCas9 charakteryzuje bardziej boczne usytuowanie
w ARC. Wszystkie trzy linie rekombinujg w obrebie hipokampa (na Rycinie 4.25, prawa
kolumna, powigkszenie 10X), z tym, ze w linii Vglut2CreCas9 uwidocznione zostaty neurony
glutaminianergiczne warstwy molekularnej zakretu zebatego, a w linii GadCreCas9 pojedyncze
neurony we wnece zakretu zebatego (hilus). Co ciekawe, linia AgRPCreCas9 rowniez
rekombinowata w hipokampie, cho¢ ekspresja Cre kierowana jest promotorem AgRP i powinna
by¢ ograniczona do obszaru ARC. Ponadto, hipokampalny wzor rekombinacji w tej linii
pokrywa si¢ ze wzorem glutaminianergicznych neuronow Vglut2, cho¢ sg to neurony o
charakterze GABAergicznym. Dodatkowo, liczba wyznakowanych na zielono komorek jest

blizsza tej obecnej w hilusie, wsrod przedstawicieli linii GadCreCas9.

Tabela 4.1 Zestawienie linii transgenicznych wraz z ich fenotypami, apetyt oceniano w skali 3-stopniowej, gdzie
+ oznacza najnizszy wzrost, a +++ najwyzszy, wzrost masy ciata oceniono analogicznie, tylko w skali 4-
stopniowej, - oznacza brak wzrostu.
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Rycina 4.25 Mikroskopowy obraz rekombinacji w linii GadCreCas9, Vglut2CreCas9 oraz AgRPCreCas9; sygnat
zielonej fluorescencji (GFP) wyznakowuje neurony, w ktdrych uruchomiona zostata ekspresja Cas9- jest miarg
rekombinacji, sygnal wzmocniony barwieniem IF; skala na fotografiach: z obiektywem 10x- 100 um,
z obiektywem 40X- 25 um.
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5. Dyskusja

Podstawowym zalozeniem niniejszej rozprawy bylo okreslenie roli neurondow
AgRP/NPY w fenotypie otylosci zaleznym od utraty czasteczek miRNA w mozgu.
Podstawowa przestanka do przyjecia zalozenia o zaangazowaniu neuronéw AgRP/NPY w
miRNA-zalezny fenotyp otyloSci oparta zostata o obserwacje wyjsciowego modelu. Zaktadat
on, ze utrata miRNA nast¢puje poprzez usunigcie fragmentu genu Dicer! w neuronach z
aktywnym promotorem dla genu CaMKlIla, u osobnikow dorostych (model indukowalny
DicerCKO). Zwierzeta te charakteryzowal czasowy przyrost masy ciala i ilosci zjedzonego
pokarmu, a na poziomie molekularnym podwyzszony poziom mRNA oraz biatka dla
neuropeptydow oreksygenicznych, takich jak AgRP czy NPY (Vinnikov i in. 2014).

Proba odpowiedzi na postawione pytanie badawcze wymagata uzycia transgenicznych
modeli zwierzecych oraz narzedzi biologii molekularnej, ktére pozwolityby na selektywna
modyfikacje tej niewielkiej populacji komorek jadra tukowatego, ktorg stanowig neurony
AgRP/NPY. Jeden z pierwszych zastosowanych uktadéw polegal na aktywacji CreERT2 i
wycieciu genu Dicerl w neuronach AgRP jedynie u osobnikow dorostych, po indukcji
Tamoksyfenem. Z powodu niewystarczajacego poziomu rekombinacji w tej linii niemozliwe
byto wnioskowanie na temat udziatu badanych neuronéw w fenotypie otylosci. Stworzony
alternatywny model wektora wirusowego AAV, kodujacy rekombinaze Cre, regulowang
promotorem AgRP, wprowadzal modyfikacje w docelowych neuronach AgRP i prowadzit do
rozwinigcia fenotypu otytosci powigzanego z hiperfagia. Natomiast dzialanie tego wektora nie
byto ograniczone wytacznie do neurondw AgRP. Ekspresja Cre pochodzaca z wektora AAV-
AgRPCre obecna byla rowniez w osrodkach podwzgdrza sagsiadujacych z ARC (takich jak
VMH czy DMH). Dopiero poprzez zastosowanie technologii CRISPR/Cas9 mozliwe stato si¢
wybiorcze usunigcie czasteczek miRNA w neuronach AgRP, co zaowocowato masywng
otylo$cig 1 znaczacym wzrostem apetytu u samic mutantow. Podsumowujac, otrzymane wyniki
wskazuja na istotne zaangazowanie neuronéw AgRP/NPY w rozw6j miRNA-zaleznej otytosci,

zwigzanej z plcia.

5.1 Znaczenie genu NPY w fenotypie otytosci u myszy DicerCKO

Wsrod neuropeptydéw o dziataniu stymulujagcym pobor pokarmu, AgRP oraz NPY
odgrywajag kluczowa role. Wspomniany juz, pierwotny model myszy DicerCKO,

charakteryzowat si¢ naglym przyrostem masy ciata w okoto czwartym tygodniu po indukc;ji
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mutacji. Przyrost ten zostal skorelowany ze zwiekszonym zapotrzebowaniem kalorycznym, a
na poziomie molekularnym odstonit pewng prawidlowos¢. Zwierzeta pozbawione miRNA w
neuronach CaMKIla, tuz przed rozwinigciem fenotypu otytosci, mniej wigcej trzy tygodnie po
indukcji mutacji, wykazywaly istotnie podwyzszony poziom mRNA oraz biatka dla NPY.
Jeden z mozliwych scenariuszy zakltadat udziat tego neuropeptydu w ksztaltowaniu sie
niepohamowanego apetytu i tym samym w rozwoju fenotypu. Sprawdzenie tego zatozenia u
zwierzat DicerCKO, ktore jednoczesnie pozbawione byly obydwoch alleli genu Npy (NPY-
KO/DicerCKO) pokazato, ze gen Npy 1 jego biatkowy produkt nie sg kluczowe dla rozwini¢cia
fenotypu otytosci. Zwierzgta te znaczaco zwickszyly swojg masg, cho¢ kinetyka tego przyrostu
byta odmienna od tej charakteryzujacej grupe DicerCKO.

W literaturze jednoznacznie opisane sg modele zwierzece zardwno z iniekcjg NPY, jak
1 z nadekspresjg jego genu. Zgodnie z oczekiwaniami, 1 analogicznie do modelu DicerCKO ze
zwigkszonym poziomem NPY, sg to przyklady, w ktorych zwierzeta rozwingly otylos$¢ i
zaburzenia metaboliczne (Kaga i in. 2001; Bi, Kim, i Zheng 2012; Long i in. 2015; Sousa-
Ferreiraiin. 2011). Z kolei, utrata NPY objawiata si¢ generalnym brakiem zaburzen w obrgbie
masy ciata 1 zachowan zywieniowych u zwierzat karmionych standardowag dieta (Jay C.
Erickson, Hollopeter, i Palmiter 1996; Sousa-Ferreira 1 in. 2011). Jednym z mozliwych
uzasadnien obserwowanego u myszy NPY-KO/DicerCKO zjawiska jest efekt kompensacji,
ktory wyksztatcit si¢ w trakcie rozwoju zarodkowego, w odpowiedzi na brak istotnego, cho¢
nie krytycznego dla rozwoju, czynnika. Tym samym dotyczy on linii transgenicznych, w
ktorych gen Npy usuwany czy nieobecny jest juz w trakcie embriogenezy, a nie selektywnie u
dorostych osobnikow w petni zroznicowanych komoérkach.

Kolejnym waznym aspektem omawianego zjawiska jest udziat leptyny, ktora uwalniana
jest z tkanki thuszczowej proporcjonalnie do rosngcego poziomu zasobdw energetycznych.
Leptyna, zwana hormonem sytosci, sygnalizuje brak zapotrzebowania energetycznego,
dzialajac antagonizujaco na system NPY. Receptory dla leptyny obecne sag m.in. na neuronach
syntetyzujacych 1 wydzielajacych ten neuropeptyd, a wigzanie si¢ leptyny prowadzi do
obnizenia ekspresji Npy. Dzieje si¢ to najprawdopodobniej poprzez aktywacje kinazy Janus
(JAK) 1 w konsekwencji aktywacje czynnika STAT3, ktorego ufosforylowana forma reguluje
ekspresje Npy (Mesaros 11in. 2008; Ernst i in. 2009; Y. Huang, Lin, i Lin 2021). Ponadto leptyna
hamuje wrazliwo$¢ neurondw na dziatanie NPY. Znany model otylosci ob/ob (z globalnym
brakiem leptyny), charakteryzuje si¢ nadaktywnoscig systemu NPY (Schwartz i in. 1996).
Natomiast dos§wiadczenie przeprowadzone na myszach ob/ob, z jednoczesng utrata Npy,

zaowocowalo zmniejszeniem otylosci u zwierzat, dzigki ograniczeniom apetytu i
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zwickszonemu wydatkowi energetycznemu (Jay C. Erickson, Hollopeter, i Palmiter 1996).
Kluczowe w tym przypadku okazato si¢ obnizenie aktywnos$ci systemu NPY poprzez
wylaczenie go. W modelu eksperymentalnym NPY-KO/DicerCKO, zwierzeta pozbawione
NPY 1 miRNA m.in. w neuronach jadra lukowatego, ktorych znaczng cze$¢ stanowig neurony
syntetyzujace AgRP oraz NPY, rozwinety otytos¢, mimo wytaczenia $ciezki NPY. Odmiennie
od zwierzat NPY~", ktore zachowaly leptynowrazliwo$¢ i reagowaty gwattownym spadkiem
masy ciata po iniekcji leptyny (J. C. Erickson, Clegg, 1 Palmiter 1996b), mutanty NPY-
KO/DicerCKO nie reagowaty na rosngcy poziom leptyny w organizmie (odzwierciedlanego
rosnagcym poziomem tkanki thuszczowej). Mozna zatem przypuszczac, ze brak funkcjonalnego
systemu NPY u badanych osobnikéw uniemozliwia leptynie dziatanie w ramach dedykowanej
Sciezki. Ponadto utrata miRNA mogta zaburza¢ alternatywne dla NPY drogi komunikacji
leptyny, ktore to moglyby wyksztalci¢ si¢ jako rozwojowy efekt kompensacyjny. W takim
scenariuszu dysfunkcja systemu NPY oraz leptynoopornos¢ prowadziltyby wlasnie do rosnacej

masy ciala.

5.2 Wplyw profilu molekularnego neuronéw jadra tukowatego na fenotyp otytosci z

uwzglednieniem neuronow AgRP jako wiodacych kandydatow

Pomimo, iz utrata miRNA zaleznych od enzymu Dicer w neuronach z aktywnym
promotorem CaMKIlIa (DicerCKO) powodowata otyto$¢, to nie mozna bylo na jej podstawie
wnioskowa¢ na temat zaangazowania konkretnej grupy neurondéw. Ekspresje CaMKlIla
przypisuje si¢ prawie wylacznie neuronom glutaminianergicznym ze wzgledu na udziat
CaMKlIlo w modulowaniu transmisji pobudzajacej 1 zaangazowanie w procesy plastyczne.
Opisane zostaty jednak wyjatki od tej reguty. W komorkach jadra spoidiowego prazkowia oraz
w mozdzkowych neuronach Purkinjego odnotowano wyrazng wspdlng ekspresje znacznikow
GABAergicznych oraz CaMKlIla (Benson 1 in. 1992). Opisane sg roéwniez przypadki interakceji
CaMKlIla z podjednostkami receptora GABAa w neuronach hamujacych (Marsden i in. 2010).
Wang 1 in. wykorzystujac mysia lini¢ z ekspresja GFP regulowang promotorem CaMKlIla
stwierdzili intensywny, rozproszony sygnat GFP w roznych cz¢sciach jadra tukowatego, bez
korelacji z typem przekaznictwa (X. Wang 1 in. 2013). Literatura dostarcza informacji na temat
zaangazowania CaMKlIla w procesy plastycznos$ci, ktorej modulatorem jest leptyna dziatajaca
na podwzgorzowe neurony AgRP jak 1 POMC (Morishita 1 in. 1998). Znany jest efekt zaleznej
od leptyny zmiany liczby synaps jak i aktywno$ci neuronow AgRP oraz POMC (Pinto 1 in.
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2004). Zatem mozna przyjac, ze wsrdd zmodyfikowanych w linii DicerCKO neuronéw o
charakterze glutaminianergicznym znalazty si¢ réwniez neurony GABAergiczne. Badany
model wymagat jednak rozwinigcia 1 uszczegOtowienia, polegajacego na celowanej
modyfikacji genu Dicerl w waskiej grupie wybranych neuronéw. Podparciem hipotezy o
zaangazowaniu neuronéw AgRP w obserwowany fenotyp otytosci, byl wspomniany juz wzrost
apetytu 1 masy ciata u mutantow DicerCKO. Skoro zwierzeta pozbawione miRNA m.in. w
neuronach jadra tukowatego jadly wiecej (przy poczatkowo podwyzszonym poziomie
neuropeptydow oreksygenicznych) 1 zwigkszaly swoja mase, to istnieje duze
prawdopodobienstwo, ze byt to efekt pobudzenia neurondéw stymulujacych pobor pokarmu. Jak
wiadomo z literatury, opto- i chemogenetyczna stymulacja neuronow AgRP powodowata
wzrost jedzenia, a wyciszenie ich aktwnosci przynosito odwrotny efekt (Aponte, Atasoy, 1
Sternson 2011; Krashes 1 in., b.d.).

Nalezy przy tym pamig¢taé, ze neurony podwzgoérza, w tym jadra tlukowatego,
charakteryzuje niezwykte zréznicowane komorkowe (Romanov i1 in. 2017; Campbell 1 in.
2017). Posroéd dobrze scharakteryzowanych GABAergicznych neuronéw AgRP oraz
glutaminianergicznych neuronéw POMC zidentyfikowano kolejne subpopulacje, ktore
wymykaja si¢ temu binarnemu podziatlowi zwigzanemu z ich przeciwstawnie zdefiniowang
rolg. Przykladem mogg by¢ glutaminianergiczne neurony ARC, z ekspresja receptora
oksytocynowego, ale bez ekspresji POMC, ktorych inaktywacja zwigksza pobdr pokarmu
(Fenselau 1 in. 2017). Innym przykladem sa3 GABAergiczne neurony ARC z ekspresja
Somatostatyny, ale bez ekspresji AgRP, ktore po stymulacji prowokowaty zwiekszenie apetytu
(Campbell 1 in. 2017). Z kolei pula GABAergicznych neuronéw ARC, bez ekspresji AgRP, ale
z obecnos$cig receptorow leptyny bierze czynny udziat w regulacji apetytu. Selektywne
usunigcie tych receptorow w GABAergicznych neuronach ARC powodowato wzrost apetytu i
masy ciata (Vong 1 in. 2011). Opisano takze hamujace neurony GABAergiczne, nie bedace ani
NPY+, ani POMC+ ktére biorg udzial w regulacji jedzenia u oseskow (Kim 1 in. 2015). W
populacji GABAergicznych neuronéw ARC znalazty si¢ rowniez takie z ekspresja POMC
(Hentges 2004; Hentges 1 in. 2009; Dicken, Tooker, 1 Hentges 2012), ktore utrzymujg apetyt na
odpowiednim poziomie poprzez dziatanie na neurony w DMH (Trotta i in. 2020). Co ciekawe,
do$wiadczenia przeprowadzone na zwierzetach z uposledzong ekspresja Pomc, po jej
wybiorczym przywroceniu w neuronach glutaminianergicznych, pokazaty, ze zapobiega to
otylosci (Jones 1 in. 2019). Te rozbieznosci sg dodatkowo podkreslone obserwacja, ze pewne
grupy komoérek (np. POMC) charakteryzuje wspotekspresja znacznikéw zardwno

glutaminianergiczej jak 1 GABAergicznej transmisji. To z kolei moze §wiadczy¢ o niezwyktej
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rozwojowej plastycznosci tych neuronow 1 ich potencjale do modulowania typu odpowiedzi w
zaleznosci od panujacych warunkéw (Romanov i in. 2017, Campbell 1 in. 2017, Jones 1 in.
2019).

Dodatkowy poziom ztozonosci wynika ze wspolnego filogenetycznego pochodzenia
neuronéw AgRP oraz POMC. Ot6z, okoto 25% neurondw z ekspresja oreksygenicznego NPY,
tozsamego z neuronami AgRP, odrdznicowuje si¢ z progenitorowych neuronéw POMC
(Padilla, Carmody, 1 Zeltser 2010). Zaproponowano nawet udziat miR-103/107 w regulacji
odrdznicowywania progenitorowych neurondow POMC w populacje¢ z ekspresja NPY. Zgodnie
z tym postulatem brak mir-103/107 w progenitorach POMC miatby prowadzi¢ do
wyksztatcenia wigkszej liczby odroznicowanych neurondéw z ekspresja NPY (Croizier 1 in.
2018).

Mnogos¢ 1 odmienno$¢ obserwowanych fenotypow, nawet w obrebie jednego typu
komorek, moze by¢ bezposrednio zwigzana z tym, jaki model zwierzat transgenicznych zostat
wykorzystany do badania. Wymownym przyktadem jest praca, ktora opisuje zalezno$¢ migdzy
aktywacjg dojrzatych, odroznicowanych neuronow POMC lub wszystkich wywodzacych si¢ z
progenitorow POMC, a obserwowanym zachowaniem zywieniowym. Optogenetyczna
stymulacja tych pierwszych prowadzila do zahamowania jedzenia, podczas gdy stymulacja
neuronéw POMC w linii ze stabilng ekspresjg Cre w neuronach POMC i Cre-zalezng ekspresja
kanatu swiattoczutego (ChR2) prowadzita do wzrostu apetytu poprzez jednoczesng stymulacje
wyksztatconych neuronow POMC oraz frakcji komorek AgRP, wywodzacej si¢ z POMC (Wei
1 in. 2018). To podkresla zalezno$ci miedzy tymi dwoma populacjami komoérek o
przeciwstawnym dziataniu. Unaocznia rowniez konieczno$¢ wnikliwej analizy stosowanego
modelu 1 rozwazenia niespecyficznych efektow, ktore moga by¢ wynikiem naktadajacych si¢
cech zarowno dojrzatych, jak i bedacych ,,$ladem” po rozwoju embrionalnym, komoérek.

Przytoczone przyklady zarysowuja niezwykle zloZzony charakter regulacji apetytu i
metabolizmu, ktory wynika bezposrednio z istnienia 1 wspOlpracy subtelnych, waskich
populacji neuronalnych jadra tukowatego. Ksztaltujacy si¢ obraz sugeruje, ze wzrost apetytu i
zwigzany z tym wzrost masy ciata, moze by¢ efektem zarowno aktywacji oreksygenicznych
grup komorek, jak i inaktywacji tych o przeciwstawnym dziataniu. Zachowania zywieniowe sg
efektem ustalajgcej si¢ rownowagi pomiedzy tymi przeciwstawnymi strategiami. Zaburzenia
te] rownowagi prowadza do zachowania, ktore badz to promuja, badZ przeciwnie - hamuja
konsumpcj¢. Rozne strategie z kolei wynikajag bezposrednio z profilu molekularnego

zaangazowanych w nie grup neurondéw. Sumujgc jednak wyjsciowe obserwacje emipryczne
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oraz dane literaturowe, wybor neuronow AgRP jako kandydatow kierujacych fenotypem

miRNA-zaleznej otytosci wydawat sie wlasciwy.

5.3 Wplyw czynnikow metodycznych na skuteczno$¢ tworzenia neurospecyficznego
modelu

Dazenie do uzyskania specyficznego dla wyselekcjonowanej grupy komorek modelu
transgenicznego wymaga uwaznej analizy wszystkich wykorzystywanych sktadowych. Oprocz
podstawowych witasciwosci docelowych komorek (promotor, obecnos$¢ charakterystycznych
receptorow), specyficznie transdukujacych je wektoréw (tropizm serotypdéw), znajomosci
systemu Cre-loxP (indukowalny/nieindukowalny) nalezy uwzgledni¢ game¢ poczatkowo
nieprzewidzianych czynnikéw, ktére pojawiajg si¢ w trakcie trwania do$wiadczenia i moga
wplywac na ostateczny ksztalt obserwowanego fenotypu. Nalezg do nich np. transsynaptyczny
ruch nos$nikéw wirusowych, mato wydajna rekombinacja linii transgenicznej spowodowana
zbyt niskim poziomem rekombinazy badz ektopowa ekspresja Cre na etapie embrionalnym,
poszerzajaca pule komodrek ulegajacych rekombinacji. Sformutowanie, ze nie ma idealnego
modelu wydaje si¢ truizmem, niemniej kazdy model wigze si¢ pewnymi ograniczeniami. Ich
znajomo$¢ pozwala szuka¢ mozliwie najlepszego wariantu, pozwalajacego odpowiedzie¢ na

postawione pytanie badawcze.

5.3.1 Model AgRP-CreERT2

Globalne usuniecie genu Dicerl na etapie embriogenezy jest letalne, stad jedynie
rozwigzania wprowadzajace indukowalne modyfikacje badZz mutacje ograniczone do wybrane;j
grupy komorek, pozwalajg na badanie jego udzialu w procesach biologicznych. Modyfikacja
genu Dicerl w modelu DicerCKO byta indukowalna 1 miata miejsce dopiero po uruchomieniu
CreERT2 w odpowiedzi na podanie Tamoksyfenu. To jest rownoznaczne z tym, Ze zmiang
wprowadzano u osobnikow w pelni rozwinigtych. Nie bylo zatem ryzyka, ze rozwijajacy si¢
fenotyp jest wypadkowa efektow kompensacyjnych, majacych miejsce w trakcie
embriogenezy.

W niniejszej pracy postanowiono uzyska¢ analogiczny, indukowalny Tamoksyfenem
model, w ktorym usunigecie Dicer] 1 zaleznych od niego miRNA nastgpi w zrdéznicowanych
neuronach AgRP u osobnikow dorostych. W literaturze udokumentowano przyktad linii
AgRPCreERT2, ktorej podstawg byta ekspresja CreERT2 kierowana sekwencjg regulatorowa

AgRP, wprowadzong na sztucznym chromosomie bakteryjnym (BAC, ang. bacterial artificial
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chromosome) (Q. Wang 1 in. 2014). Lini¢ stworzono w zespole Jeffrey’a Zigman’a (The
University of Texas Southwestern Medical Center, Dallas, TX, USA) i charakteryzowatl ja
specyficzny dla neuronow AgRP, ale do$¢ ograniczony, zakres rekombinacji. Dzigki
uprzejmosci tworcow linii AgRPCreERT2, otrzymano t¢ lini¢, jednak pochodzaca od innego
zalozyciela, z deklarowanym wyzszym poziomem rekombinacji w neuronach AgRP.

Sprawdzenie hipotezy o udziale neurondow AgRP w miRNA-zaleznej otylosci, z
wykorzystaniem docelowej linii AgRPCreERT2Dicer, wykazato brak istotnych roéznic w
przyroscie masy ciata u obu ptci w grupie badanej. Ponadto, zwierzeta z grupy badanej nie jadly
istotnie wigcej pokarmu niz te z grupy kontrolnej. Co ciekawe, uwidocznita si¢ roznica w
zakresie jedzenia pomiedzy mutantami, a kontrolami w grupie samic, ale obrazowata ona,
przeciwnie do oczekiwanego efektu, istotnie mniejsza ilos¢ spozytej karmy w grupie samic
mutantéw. Bez wyraznej korelacji zmian apetytu ze zmianami w obrebie masy ciata u tych
osobnikéw, ciezko jest uargumentowacé obserwowany efekt.

Uzasadnieniem do powyzszych obserwacji na temat braku rozwijajacego si¢ fenotypu
otylosci u myszy AgRPCreERT2Dicer, bylo okreslenie zakresu rekombinacji w omawianej
linii. Badanie osobnikow AgRPCreERT2Dicer z neuronami NPY dodatkowo wyznakowanymi
biatkiem zielonej fluorescencji (GFP) oraz Cre-zalezng ekspresjq biatka tdTomato uwidocznito
niski poziom rekombinacji w tej linii. Sposrdd kilkuset neuronéw NPY-GFP widocznych na
skrawku, jednoczesng ekspresje biatka tdTomato wykazato okolo dwudziestu komorek po
kazdej ze stron jadra tukowatego, co stanowi mniej niz 10% neuronéw NPY-GFP. Tym samym,
najbardziej prawdopodobnym wytlumaczeniem braku oczekiwanego fenotypu jest
niewystarczajaca liczba komorek, ktore ulegly modyfikacji genetycznej pod wpltywem
zaindukowanej CreERT2. Nalezy przy tym uwzgledni¢ aspekt, ktory zarysowuje w swojej
pracy Dause i Kirby (Dause i Kirby 2020), weryfikujacy, na ile trafnie rekombinacja mierzona
poziomem Cre-zaleznego biatka fluorescencyjnego odwzorowuje poziom zmian, ktorych
rekombinaza Cre dokonuje w tej samej komorce, ale w innym Cre-zaleznym genie. Przytaczany
przyktad dotyczy hipokampalnych komoérek progenitorowych, w ktorych indukowana
ekspresja CreERT2 regulowana byta sekwencja promotora dla Nestyny, a poréwnywano ze
sobg poziom ekspresji bialek zielonej 1 czerwonej fluorescencji. Intensywnos$¢ $wiecenia
obydwoch biatek na poziomie jednej komorki byta na tyle niejednorodna, ze zasugerowano, iz
wnioskowanie na temat wydajnosci rekombinacji dla jednego genu nie przewiduje w
jednoznaczny sposob zdarzen rekombinacji dla innego genu (Dause i1 Kirby 2020). Sytuacja
dodatkowo komplikuje si¢ w przypadku, kiedy produkt tylko jednego z badanych gendéw

posiada reprezentacje w postaci Swiecgcego biatka. Niemniej, nawet jesli w linii
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AgRPCreERT2Dicer wiecej niz 10% AgRP ulegatoby rekombinacji, to wcigz zakres
rekombinacji pozostaje niewystarczajacy do wywotania efektu. Zasadne wydaje si¢ tez pytanie
o to, czy brak obserwowanego efektu jest wynikiem zbyt matego poziomu aktywnej

rekombinazy CreERT2, czy tez jej niewydajnym cieciem docelowej nici DNA.

5.3.2 Model z wykorzystaniem wektorow wirusowych AAV

Brak fenotypu otylosci u zwierzat AgRPCreERT2Dicer byt bezposrednig przyczyna
poszukiwania alternatywnych rozwigzan, ktore gwarantowatyby usunigcie genu Dicerl w
neuronach AgRP. Jedng z najbardziej powszechnych strategii osiggania specyficznos$ci jest
stosowanie charakterystycznych dla okreslonego typu komorek sekwencji promotorowych,
kierujacych ekspresja transgenu. Zatem poszukiwanie odpowiedzi na pytanie o udziat
neuronéw AgRP w fenotypie miRNA-zaleznej otytosci wymagato opracowania wektora z
mysig sekwencjg promotorowg AgRP, warunkujacg ekspresj¢ rekombinazy Cre oraz sekwencji
reporterowych. Brak w literaturze jednoznacznych i1 szczegotowych informacji opisujacych
mysi promotor AgRP. Kaelin 1 in. (Kaelin 1 in. 2004) zidentyfikowali natomiast w jego obrebie
3 regiony o wysokim poziomie konserwacji ewolucyjnej (ang. conserved region) miedzy mysza
1 cztlowiekiem. Dwa sposrod nich to odlegle, oddalone o kilkadziesiat tysiecy par zasad od
miejsca startu transkrypcji regiony. Trzeci obszar o wysokim poziomie zakonserwowania
zlozony jest z kilkuset par zasad 1 zlokalizowany w okolicy egzonu 1 genu AgRP. Zawiera on
potencjalne miejsca regulatorowe wigzace czynniki transkrypcyjne oraz sekwencje
charakterystyczne dla promotoréw, takie jak TATA-box. Mysi gen AgRP sklada si¢ z 5
egzonow, z czego dwa pierwsze nie kodujg sekwencji biatka. Wspodlnie z intronem znajdujagcym
si¢ miedzy nimi, egzony te sg elementem sekwencji minimalnego promotora zawiadujacego
transkrypcja genu. Zaprojektowany mysi promotor AgRP (706 pz) objal swoim zakresem
wlasnie ten fragment. Selekcja tego fragmentu oparta zostala, w duzej mierze, na szczegdtowo
opisanym ludzkim odpowiedniku promotora AgRP (Brown 1 in. 2001).

Uzyskane w ten sposéb wektory plazmidowe, a nastgpnie wirusowe (AAV-AgRPYFP,
AAV-AgRPmCherry, AAV-AgRPCre) oceniono poczatkowo pod katem specyficznosci i
poziomu ekspresji. Wzorzec $wiecenia dla obu wektorow kodujacych sekwencje bialek
fluorescencyjnych byt charakterystyczny dla dystrybucji neuronéw AgRP w mozgu. Natomiast
dopiero mysi model z neuronami NPY wyznakowanymi biatkiem GFP pozwolit na oceng
kolokalizacji z biatkiem mCherry kierowanym promotorem AgRP, potwierdzajac, ze

zsyntetyzowany promotor AgRP kieruje ekspresj¢ we wtasciwych komorkach.
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Krytyczne do przeprowadzenia doswiadczen funkcjonalnych, polegajacych na indukcji
fenotypu otytosci, bylo wlasciwe dzialanie wektora kodujagcego rekombinaze Cre (AAV-
AgRPCre), mierzone poziomem i zakresem ekspresji transgenu.

Barwienie immunochostochemiczne wykrywajace Cre trzy tygodnie po stereotaktycznej
operacji ujawnito, ze oproécz wzorca ekspresji charakterystycznego dla neuronéw AgRP, Cre
obecna byta rowniez w komodrkach sgsiadujacego jadra VMH. Przeprowadzony cykl
doswiadczen optymalizujacych dawke podawanego wektora AAV-AgRPCre oraz sposob
podania (jednostronny, dwustronny, do trzeciej komory), pokazat, ze podania z mniejszg liczbg
czasteczek wektora ograniczato liczbe zainfekowanych neuronow jadra tukowatego, bez
jednoczesnego zminimalizowania infekcji komorek w sasiadujacych jadrach podwzgorza.
Zatem w tym przypadku nie prowadzilo do podniesienia poziomu specyficznosci poprzez
modulowanie liczby czasteczek wektora. Efekt ten moglby si¢ ujawni¢ przy stosowaniu
wigkszych zakresow miana AAV. Cho¢ wektory AAV zaliczane sa do bezpiecznych, najmniej
immunogennych wektoréw wirusowych, to wybrane doniesienia literaturowe pokazuja, ze zbyt
duza liczba czasteczek wektora moze skutkowaé toksyczno$cig zwtaszcza w odpowiedzi na
iniekcje systemowe (Gernoux, Wilson, i Mueller 2017). Jednak przy podaniach domo6zgowych
rowniez odnotowano efekt neurotoksyczny zalezny od dawki (Lavin 1 in. 2020; Khabou 1 in.
2018). Ponadto, zbyt wysokie miano wektora podawanego domo6zgowo moze takze skutkowac
nabyciem przez niego wlasciwosci transportu antero-, retro- badz transynaptycznego, ktory w
warunkach niskiego miana wirusa prawdopodobnie nie zachodzi (Haery 1 in. 2019).

Kierunek transportu czasteczek AAV determinowany jest, podobnie jak ich tropizm,
serotypem, czyli specyficznym skladem biatek kapsydu. Rozny stosunek molowy bialek
kapsydu (ang. viral proteins) VP1, VP3 oraz VP3 oraz odmienne modyfikacje ich reszt
aminokwasowych odpowiadajg za to, czy wektor jest preferencyjnie pobierany przez dendryty,
czy tez wigze si¢ z receptorami w obrgbie aksonow 1 transportowany jest do ciata komorki,
gdzie po degradacji kapsydu, material genetyczny przenika do jadra komoérkowego. Niektore
neurospecyficzne serotypy AAV sa w stanie pokona¢ bariere synaptyczng infekujac nie tylko
komorki w miejscu iniekceji, ale rowniez te odlegle, bedace w bezposredniej komunikacji z
zainfekowanymi neuronami I rzedu (Zingg 1 in. 2020). W ten wlasnie sposéb AAV1, ktéry
transportowany jest dwukierunkowo, przy wysokich stosowanych mianach oraz dluzszej
czasowe] ekspozycji, moze infekowa¢ neurony poza miejscem iniekcji w mechanizmie
anterogradowego transsynaptycznego transportu, charakteryzujacego zaréwno polaczenia
glutaminianergiczne jak 1 GABAergiczne (Zingg 1 in. 2017). Z kolei AAV2, wigzacy si¢ z
receptorami na btonie dendrytow (Salegio 1 in. 2013), dopiero po uptywie okoto 2 miesigcy od
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iniekcji wykazywal wilasciwosci retrogradowe (Haery 1 in. 2019). Wykorzystywane w
powyzszej pracy wektory AAV byly réwnomolowa mozaika serotypu AAV1 oraz AAV?2,
zatem posiadaty wlasciwosci obydwoch tych serotypow.

Zwierzeta typu dzikiego, poddane stereotaktycznej iniekcji AAV-AgRPCre, po
jedenastu tygodniach od zabiegu, charakteryzowal znaczny wzrost intensywnosci sygnatu
jadrowego pochodzacego od Cre, jak i rozlegtos¢ ekspresji, wykraczajaca poza obszar jadra
tukowatego w poréwnaniu do zwierzat bedacych trzy tygodnie po iniekcji. Obserwacje te
mozna uzasadni¢ m.in. wlasnie transportem dwukierunkowym oraz transsynaptycznym, ktory
jest funkcjg czasu.

Proba okreslenia. czy jednostronna iniekcja wektora AAV-AgRPCre do jadra
tukowatego lub do 3V bedzie wystarczajaca do wywotania efektu biologicznego, wymagata
uzycia zwierzat Dicer fl/fl w celu monitorowania przyrostu masy ich ciata. W krétkim czasie
od indukcji mutacji uwidocznit si¢ efekt zwigkszonej masy ciata, proporcjonalny do liczby
zrekombinowanych komorek. Byl on wiekszy u zwierzat, ktorych mutacja obejmowata
obydwie strony jadra tukowatego, niz u osobnikdéw po jednostronnej iniekcji. Iniekcja do 3V
objawiata si¢ infekcjg tanycytow, ktore sg osobliwymi komorkami wys$cidtki pochodzenia
glejowego 1 dzigki swoim wlasciwos$ciom zaangazowane si¢ w kontrole funkcji metabolicznych
(Bolborea 1 Langlet 2021; Prevot i in. 2018). Ten typ iniekcji wykluczat selektywne w
neuronach AgRP usunigcie genu Dicerl oraz nie skutkowat otytos$cig badanych zwierzat.

Sumujac obserwacje z doswiadczen przygotowujacych zestaw narzedzi do
przeprowadzenia badan funkcjonalnych, mozna stwierdzi¢, ze wszystkie przygotowane
wektory AAV z promotorem AgRP wykazywaty ekspresje transgendw w neuronach AgRP.
Efekt ten byl proporcjonalny do podawanej liczby czasteczek wektora po kazdej ze stron jadra
tukowatego w funkcji czasu. Pozostawal jeszcze aspekt obecnosci Cre w sgsiednich do ARC
jadrach podwzgorza.

Badanie efektu biologicznego w neuronach AgRP u myszy Dicer fl/fl po iniekcji AAV-
AgRPCre odstonito skale zjawiska, wyrazajacg si¢ znaczacym przyrostem masy ciata. Pierwsza
jego zapowiedzig byla opisana wyzej proba oceny skuteczno$ci iniekcji unilateralnych i
bilateralnych u tych zwierzat. Zaledwie cztery tygodnie po obustronnej iniekcji AAV-AgRPCre
do jadra tukowatego, obserwowany byt wzrost masy ciata. Rozwinigciem tej obserwacji byto
doswiadczenie, w ktorym zwierzeta Dicer fl/fl po indukeji mutacji, obserwowane byly przez
kolejnych dziewieé tygodni. Analogicznie do pierwotnej obserwacji, wyrazne rdéznice w masie

ciata miedzy grupg mutantéw i myszy kontrolnych ujawnity si¢ juz w czwartym tygodniu. Stale
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rosngcy trend zaowocowal masywna otytoScia w grupie mutantow utrzymujaca si¢ do
ostatniego, dziewigtego tygodnia badania.

W literaturze obecne sg doniesienia, ktore opisujg efekty ,,zalezne od dawki”, zaré6wno
w konteks$cie wspomnianej wyzej liczby stosowanych czasteczek wektora AAV 1nabycia przez
nie np. wlasciwosci do transportu w alternatywnym niz dedykowany kierunku (Haery 1 in.
2019), albo ich toksycznego dziatania (Lavin 1 in. 2020; Khabou 1 in. 2018). Efekt zalezny od
dawki moze by¢ tez zwigzany z penetracja zmiany, wyrazajaca si¢ liczbg zmodyfikowanych
alleli czy komorek, a takze zmienng dynamikg w czasie, jak zostato to opisane na przykladzie
zmutowanego biatka TDP-43 w procesie degeneracji motoneurondéw (Ebstein, Yagudayeva, i
Shneider 2019). Aponte 1 in. (Aponte 1 in. 2011) pokazali rdwniez, ze liczba stymulowanych
optogenetycznie neuronéw AgRP ma bezposrednie przetozenie na ilo$¢ zjedzonego w trakcie
stymulacji pokarmu.

Obserwacje w modelu myszy Dicer fl/fl po infekcji r6znymi mianami wektora AAV-
AgRPCre dobrze obrazujg opisane zjawisko. Istotnie, dla trzech zakreso6w zastosowanych mian
wektora AAV-AgRPCre zaobserwowano efekt zalezny od dawki. Osobniki zainfekowane
najwiekszg liczbg czasteczek wektora rozwinely najwyzszy poziom otylosci, zaleznej od ilosci
zjedzonego pokarmu w okresie rozwijajacej si¢ hiperfagii (migdzy czwartym, a szostym
tygodniem). Natomiast zwierzeta traktowane wektorem w kolejnych rozcienczeniach zjadly
odpowiednio mniej pokarmu, a skala ich otytosci byta proporcjonalnie mniejsza. Ta iloSciowa
korelacja moze zatem nakresla¢ obraz, w ktorym wigksza liczba wprowadzanych czasteczek
AAV-AgRPCre infekuje wigcej neurondw AgRP. To z kolei przeklada si¢ na wigksza liczbe
neuronow pozbawionych funkcjonalnego biatka Dicer, co na poziomie fenotypowym prowadzi
do wzrostu apetytu 1 wigkszego przyrostu masy ciala. Proba zobrazowania tego zjawiska na
poziomie mikroskopowym zakonczyla si¢ jednak niepowodzeniem, wskazujac kolejne pytania.
Zadna z badanych grup nie wykazywata bowiem ekspresji Cre w jadrze lukowatym po
dziewieciu tygodniach trwania doswiadczenia. O ile brak Cre w grupie myszy z najnizszym
mianem wektora jest uzasadniony, to w przypadku zwierzat z rozwini¢tym fenotypem otylosci
rodzi to rozwazanie na temat losow zmodyfikowanych neuronow AgRP (opis w podrozdziale
5.5).

Do neuronéw AgRP docierajg projekcje z innych jader podwzgorza, takich jak VMH,
DMH, LH czy PVN, bedacych osrodkami II rzedu w modulowaniu zachowan zywieniowych.
Neurony AgRP komunikujg si¢ zwrotnie z osrodkami II rzedu, z najwiekszym zaggszczeniem
swoich projekcji w obrebie PVN, LH oraz VMH (Wang i in. 2015, Betley 1 in. 2013). Ekspresja

Cre w wigkszosci przeprowadzonych doswiadczen z udziatem AAV-AgRPCre obecna byla
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wlasnie w sasiadujagcym z ARC jadrze VMH. Oprécz rozwijajacego si¢ w czasie trwania
doswiadczenia dwukierunkowego oraz transsynaptycznego transportu wektorow, ktory
thumaczytby obecno$¢ transgenu w innych niz ARC jadrach podwzgorza, rownolegly
scenariusz zaktadat udziat neuronow zlokalizowanych w VMH w rozwoju fenotypu otytosci.
Brak zmian fenotypowych przy probie modyfikacji, za pomoca AAV-AgRPCre, neuronow
VMH, bedacych w przewazajacej cze¢sci neuronami glutaminianergicznymi, wskazal na
nieistotng role tego osrodka w rozwoju miRNA-zaleznej otylosci.

Niemniej jednak, obserwowany brak selektywnej, ograniczonej wytacznie do neuronéw AgRP

specyficznosci, sprowokowat poszukiwanie doskonalszego modelu.

5.3.3 Model CRIPR/Cas9

Kontynuacja badan nad udziatem neuronéw AgRP w rozwoju miRNA-zaleznej otytosci
odbywata si¢ w oparciu o kombinacje¢ narzedzi CRISPR/Cas9, systemu Cre-loxP oraz
wektorow AAV. Osiggniecie ostatecznego modelu transgenicznego wymagato przejscia przez
etapy posrednie, sprawdzajace funkcjonalnos$¢ poszczegdlnych elementéw ztozonego uktadu.
Wstepna weryfikacja in vitro, na hodowli hipokampalnej z Cre-zalezng ekspresja biatka
fuzyjnego Cas9-GFP, pozwolila na wyselekcjonowanie jednego z dwdoch wiodacych RNA
(guide2Dicer), jako skutecznie (prawie dwukrotnie) wyciszajacego ekspresje genu Dicerl.
Zaroéwno rekombinaza Cre, jak 1 oba warianty gRNA, rozpoznajace gen Dicerl w rdéznych
miejscach, dostarczone zostaly na nosnikach AAV. Analogiczny uklad eksperymentalny
zastosowano in vivo, w zwierzetach Cas9-GFP. Obserwowany efekt potwierdzal skuteczno$¢
tylko jednego z wiodagcych RNA (guide2Dicer), ktéra manifestowata si¢ rozwinigciem
fenotypu otytosci, z poczatkowym wzrostem masy ciala w czwartym tygodniu po indukcji
mutacji, 1 osiggnieciem wartosci maksymalnych w dziewigtym tygodniu badania. Powyzsze
obserwacje sankcjonowaty wykorzystanie czasteczki guide2Dicer, w potaczeniu z ekspresja
Cre oraz Cre-zaleznej Cas9, do selektywnej modyfikacji wybranych populacji komorek.

Opisana (w podrozdziale 1.2) molekularna ztozono§¢ komorek jadra tukowatego
pokazuje, ze podziat na oreksygeniczne neurony AgRP o charakterze GABAergicznym oraz
anoreksygeniczne neurony POMC charakteryzujace si¢ transmisjg glutaminianergiczng jest
niezbednym, ale sporym uproszczeniem. Chcac uwzgledni¢ szersza perspektywe w badaniu
miRNA-zaleznej otylosci, w ktorej zawiera si¢ bogata reprezentacja neuronow pobudzajacych
1 hamujacych jadra tukowatego, wykorzystano modele myszy transgenicznych ze stabilng

ekspresja Cre w neuronach GABAergicznych (GadCre) badZz glutaminianergicznych
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(Vglut2Cre). Usunigcie genu Dicerl w obszarze ARC, w obu tych liniach miato na celu
sprawdzenie, ktory typ transmisji jest decydujacy dla rozwoju otylosci oraz czy kinetyka zmian
masy ciata nawigzuje do dotychczas badanych modeli.

Pierwsza badang grupg byty zwierze¢ta ze stabilng ekspresjg Cre oraz Cre-zalezng Cas9
w neuronach z aktywnym promotorem dekarboksylazy kwasu glutaminowego (Gad2),
bedacego znacznikiem neurondéw GABAergicznych. Po iniekcji AAV-guide2Dicer do jadra
tukowatego zwierzat GadCreCas9, delecja Dicer! miata mie¢ miejsce jedynie w tej grupie
komorek. Obnizenie poziomu miRNA w ARC myszy GadCreCas9 nie przyniosto znaczacego
wzrostu masy ciala, a jedynie pewna delikatnie zarysowang tendencj¢. Byla ona natomiast
podparta istotnie zwigkszong iloscig zjedzonego pokarmu w grupie mutantéw w okresie migdzy
czwartym, a szostym tygodniem badania. Jednym z mozliwych uzasadnien jest to, ze
pozbawione miRNA oreksygeniczne neurony hamujgce ARC ulegly aktywacji prowadzac do
stymulacji jedzenia w poczatkowych tygodniach badania, dopoki ich dziatanie nie ostabto badz
nie zostalo zréwnowazone dzialaniem kompetencyjnych anoreksygenicznych neuronow
GABAergicznych, dzigki czemu nie rozwingta si¢ masywna otylo$¢ u tych zwierzat. Obraz
mikroskopowy mozgoéow badanych myszy odstonit charakterystyke, ktéra obserwowana byta
we wczesniejszych modelach z utratg Dicerl. W grupie mutantow intensywnos$¢ fluorescencji
w zrekombinowanych komorkach, ktorej miarg byt m.in. poziom $wiecenia Cas9-GFP oraz
Cre, byla nizsza niz w grupie kontrolnej ( rozwinigcie w podrozdziale 5.5). Nalezy przy tym
doda¢, ze generalny poziom ekspresji Cas9-GFP byt nizszy w ARC osobnikow GadCreCas9
niz w innych liniach transgenicznych, co moze poddawa¢ w watpliwos$¢ czy rekombinacja
zaszta wydajnie we wszystkich neuronach GABAergicznych ARC, obejmujac kluczowe
neurony AgRP. Okoto pigciokrotnie mniejsza liczba uwidocznionych komoérek Gad2+ z
naktadajacym si¢ sygnatem Cas9, Cre, guideRNA (wyznakowanego tdTomato) oraz DAPI w
grupie mutantéw, implikuje, ze moze byc¢ to efekt zajscia wydajnej rekombinacji w komorkach,
ktore w nastepstwie nieokreslonego procesu, obnizajg poziom ekspresji biatek, w tym
fluorescencyjnych. Nie jest to jednak rownoznaczne ze wspomniang wydajng rekombinacjg
neuronow AgRP.

Z kolei usunigcie miRNA w linii Vglut2CreCas9 ujawnito rozwijajacy si¢ fenotyp
otytosci, ktory jednak diametralnie roznil si¢ swoim przebiegiem od dotychczas
obserwowanych modeli. Fenotyp ten podobny dla obu badanych ptci. Ze wzgledu na odmienng
kinetyke wzrostu masy ciata w stosunku do dotychczas badanych modeli, obserwacja myszy
Vglut2CreCas9 po indukcji mutacji trwata osiemnascie tygodni. Pierwsze istotne statystycznie

réznice w przyroscie masy ciata pojawity si¢ bowiem w siddmym (dla samcow) 1 6smym (dla
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samic) tygodniu do§wiadczenia, czyli w okresie, w ktorym w innych modelach z utratg miRNA
fenotyp otytosci byt juz w petni rozwiniety. Krzywa przyrostu masy przypominata kinetyke
rozwoju otytosci u myszy z delecjg indywidualnego miRNA w neuronach POMC w systemie
CRISPR, w linii POMCCreCas9 po domoézgowych iniekcjach AAV-gRNA-miRNA
(wspotpraca z 1. Vinnikov, dane niepublikowane). Szczegdlnie istotng i odmienng cecha
analizowanego fenotypu myszy Vglut2CreCas9 byl fakt, ze przyrost masy ciala nie byt
powigzany ze zwigkszonym apetytem na zadnym etapie badania. Zatem u podstaw
obserwowanego przyrostu masy ciata lezal mechanizm inny niz bezposredni zwigzek
zwiekszonego apetytu z przyrostem masy ciata. Wskazuje to réwniez na udziat innych grup
neurondéw niz te regulujagce miRNA-zalezng otytos¢ w poprzednich badanych modelach, w
ktorych zawsze wzrost masy ciala poprzedzony byl wzrostem apetytu. Dotyczy to zaréwno
myszy DicerCKO po indukcji mutacji Tamoksyfenem, myszy Dicer fl/fl po iniekcji do jadra
tukowatego AAV-AgRPCre, zwierzat Cas9-GFP po iniekcji domozgowej mieszanki AAV-
AgRPCre/guide2Dicer, jak 1 linii GadCreCas9 po iniekcji AAV-guide2Dicer, ktora
uwidocznita jedynie tendencj¢ wzrostowa masy ciata, niemniej poprzedzona zwigkszong
konsumpcjag w grupie mutantow. W obrazie mikroskopowym natomiast, cho¢ komorki w
grupie mutantdow wydawaty si¢ mniejsze, to liczba tych ze wspotekspresja sygnatu
pochodzacego z Cas9, Cre, guideRNA oraz DAPI nie rdznila si¢ znaczaco miedzy grupa
badang, a kontrolng. Utrata miRNA w neuronach Vglut2+ nie prowadzila do wyciszenia
ekspresji biatek do poziomu, kiedy stajg si¢ niewykrywalne, tak jak zaobserwowano to w
poprzednich doswiadczeniach. Zatem modyfikacja Dicer! w tych neuronach prawdopodobnie
reguluje zachowania zywieniowe 1 metabolizm na drodze innego mechanizmu, niz ta sama
modyfikacja celowana w okre§lone populacje neuronow GABAergicznych.

Zarowno w przypadku linii GadCreCas9, jak 1 Vglut2CreCas9 trzeba uwzglednic¢, ze
obserwowany fenotyp moze by¢ efektem niespecyficznego dziatania Cre 1 Cas9 w neuronach
innych niz zlokalizowane w jadrze tukowatym. Zaréwno komorki GABAergiczne, jak i
glutaminianergiczne majg silng, wyrazng i uzupetniajaca si¢ reprezentacje w catym mozgu, w
tym w sasiednich do ARC jadrach podwzgoérza. Zatem nie mozna wykluczy¢, ze w obu
przypadkach pewna frakcja sasiadujacych komorek jadra tukowatego ulegta modyfikacji
wplywajac na ostateczny ksztalt obserwowanego fenotypu. Jest to tym bardziej
prawdopodobne po uwzglednieniu mozliwosci dwukierunkowego 1 transsynaptycznego
transportu wektorow AAV, jak miato to miejsce w przypadku myszy Dicer fl/fl 1 wektora AAV-
AgRPCre.
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Badanie roli poszczegdlnych populacji neuronalnych wymaga wysoce specyficznego
dzialania. Technologia CRISPR/Cas9 moze je zapewni¢ o ile modyfikowane z jej udziatem
linie transgeniczne wykazujg witasciwy profil rekombinacji. Badanie wzorca rekombinacji
mozna monitorowaé poprzez skojarzenie linii ze stabilng ekspresja Cre z taka, ktora wykazuje
Cre-zalezng ekspresje biatka, najczesciej fluorescencyjnego. W wykorzystanych w niniejszej
pracy liniach transgenicznych (GadCreCas9, Vglut2CreCas9, AgRPCreCas9) aktywnos¢ Cre
oraz zalezna od niej ekspresja Cas9 wyznakowane byly biatkiem zielonej fluorescencji, ktore
syntetyzowane jest jako biatko fuzyjne Cas9-GFP. W kazdej z trzech linii stwierdzono
rekombinacje, ktora ma miejsce w neuronach ARC. Niemniej, jej wzor okazat si¢ odmienny
dla kazdej z nich. Jest to kluczowa obserwacja, zwtaszcza dla poréwnania linii GadCreCas9 z
linia AgRPCreCas9, $wiadczaca o tym, ze obserwowane fenotypy wynikaja z modyfikacji
naktadajacych sie, ale nieidentycznych grup komoérek. Ponadto rekombinacja w ARC zwierzat
AgRPCreCas9 charakteryzuje si¢ najwyzszym poziomem intensywnos$ci §wiecenia, wskazujac
na potencjalnie najwydajniejszy mechanizm modyfikacji. Niespodziewanym obrazem w linii
AgRPCreCas9 byta czesciowa rekombinacja w hipokampie, cho¢ ekspresja Cre kierowana jest
promotorem AgRP 1 powinna by¢ ograniczona do obszaru ARC. Przy wykorzystaniu
nieindukowalnego systemu Cre-loxP w linii zarodkowej moze wystapi¢ nieoczekiwana,
przejsciowa ekspresja rekombinazy Cre, determinowana aktywnos$cig okreslonego promotora,
ktory ja uruchamia (np. AgRP). Tym samym, uruchomiona zostanie ekspresja Cas9-GFP,
pozostawiajac $§lad w postaci wzoru $wiecacych komorek, ktéry niejednokrotnie moze
odbiega¢ od wzorca aktywnos$ci danego promotora u dorostych zwierzat (Song 1 Palmiter
2018). Obserwowany w linii AgRPCreCas9 efekt w hipokampie pozostaje jednak bez wptywu
na specyficzno$¢ modyfikacji, poniewaz AAV-guide2Dicer wprowadzany byt jedynie do jadra
tukowatego.

Koncowe doswiadczenie przeprowadzono na linii AgRPCreCas9, w ktorej usunigcie
miRNA osiggni¢to poprzez stereotaktyczne iniekcje AAV-guide2Dicer do jadra tukowatego.
W tym modelu ekspresja Cre 1 Cas9 warunkowana byta aktywno$cig promotora AgRP
pochodzacego od transgenicznego zwierzecia. Zatem modyfikacja byta ograniczona wybiorczo
do neuronéw AgRP w ARC, nawet jeSli wprowadzane wektory wirusowe miatyby
przemieszczaé si¢ z uptywem czasu do osrodkow II rzedu, w ktorych nie zachodzi aktywna
ekspresja Cas9 1 Cre. W trakcie tego doswiadczenia zaobserwowano masywny rozwoj otytosci
powigzany ze wzrostem apetytu jedynie w grupie samic z neurospecyficzng utratg genu Dicer|.
Najwigkszy przyrost masy ciata w tej grupie mial miejsce bardzo wczesnie - miedzy trzecim, a

piatym tygodniem po indukcji mutacji. Kolejne tygodnie przyniosty ustabilizowanie si¢
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otylo$ci na bardzo wysokim poziomie 1 osiggni¢cie plateau utrzymujacego si¢ do konca
badania. Okres gwattownego wzrostu masy ciata korelowat z intensywnym wzrostem apetytu.
Z kolei brak roéznic w ilosci zjedzonego pokarmu w grupie samcoOw odzwierciedlony zostat
nieistotnym wzrostem masy ciata w grupie mutantow tej ptci. Podsumowujac obserwowany
efekt, mozna wyciagna¢ dwa wnioski. Po pierwsze, ze to neurony AgRP w odpowiedzi na utrate
miRNA, zaangazowane s3 w rozwiniecie otyloSci zwigzanej ze zwigkszonym popytem na
jedzenie. Po drugie, ze ten efekt jest silnie zwigzany z plcig, bowiem jedynie samice
pozbawione miRNA w neuronach AgRP, rozwijajg charakterystyczny fenotyp. Ta obserwacja
jest potwierdzeniem 1 rozwini¢ciem réznic ptciowych, ktore obserwowane byly (na mniejsza

skale) u osobnikow DicerCKO (Vinnikov 1 in. 2014).

5.4 Wplyw plci zwierzat na obserwowany fenotyp otytosci

Kolejny istotny watek niniejszych badan dotyczy obserwowanej roznicy migdzy
samicami 1 samcami w rozwoju otylosci spowodowanej hiperfagia. U podtoza tego zjawiska
najprawdopodobniej lezg odmienne dla ptci wzory ekspresji miriad réznych bialek. Jednym z
najbardziej oczywistych przykladow sa biatka zaangazowane w regulacj¢ hormonalng.
Estrogeny reguluja kluczowe aspekty metabolizmu, do ktorych zalicza si¢ masa ciata, wydatek
energetyczny, wrazliwos$¢ na insuling czy leptyng, wykazujac zasadniczo efekt anorektyczny.
Jednak wewnatrzkomorkowe receptory dla estrogenow ERa (ang. estrogen receptor) w
podwzgorzu najliczniej wystepuja w VMH, a te wystepujace w ARC zlokalizowano przede
wszystkim na neuronach POMC (Kelly i Reonnekleiv 2015). Analiza réznic piciowych w
poziomie ekspresji ER w ARC potwierdza istniejgcy dymorfizm (Cao i Patisaul 2011).
Olofsson 1 in. pokazali, ze poziom ekspresji Npy oraz AgRP (ale nie Pomc) 1 powigzany z tym
apetyt ma zmienny profil w trakcie cyklu menstruacyjnego u samic oraz ze estrogen moduluje
ekspresje tych genow. Wykazali rowniez, ze zwierzeta z degeneracjg neuronéw AgRP nie
odpowiadajg na redukujace apetyt dzialanie estrogenu jedzac wigcej niz myszy kontrolne
(Olofsson, Pierce, 1 Xu 2009). Zatem, wplyw estrogenu na neurony AgRP jest
najprawdopodobniej posredni 1 ma miejsce w mechanizmie presynaptycznym pochodzacym od
innych komoérek z ekspresja ER, albo odbywa si¢ poprzez alternatywne receptory
zlokalizowane na neuronach AgRP (Stincic, Rennekleiv, i Kelly 2018; Marraudino i in. 2021).
Mozliwe jest, ze ubytek miRNA w neuronch AgRP prowadzi do zmiany odpowiedzi na sygnaty
anoreksygenicznie (takie jak estrogen czy leptyna), warunkowane ptcig. Nie mozna wykluczy¢,

ze dzieje si¢ to w odpowiedzi na wyciszenie aktywnos$ci neuronow AgRP np. w obliczu
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starzenia si¢ komorkowego (,,senescence”) 1 towarzyszace] mu autofagii (rozwinigcie w
podrozdziale 5.5).

Model z delecja Dicerl zaktada masywng utrate tych miRNA, ktore ulegaja obrobce
przez ten enzym. Dotyczy to prawie wszystkich czasteczek miRNA. Brak doniesien jakoby
miR-451, niezalezny od biatka Dicer, regulowat procesy sytosci i apetytu. Nalezy przy tym
uwzgledni¢, ze wyciszenie genu Dicerl moze by¢ niecatkowite, albo wykazywac
miedzykomoérkowe réznice wsrdod zmodyfikowanych neurondw, co wynika ze stochastycznego
charakteru mutacji za sprawg CRISPR/Cas9. Ponadto, proponowane sa mechanizmy
migdzykomorkowej komunikacji szczelinowej, dzigki ktorym miRNA moglyby si¢
przemieszcza¢ lokalnie do sgsiadujacych komorek. Dodatkowo, miRNA zamknigte w
pecherzykach lipidowych pokonywalyby takze duze odleglosci (Saliminejad 1 in. 2019;
Mussbacher 1 in. 2021; O’Brien 1 in. 2020; Y. Park 2017). Zatem moze istnie¢ pewna frakcja
miRNA, ktore nie ulegly wyciszeniu lub dostarczane sa do komorek z delecja Dicerl z innych,
nawet odlegtych komoérek zachowujacych ekspresje Dicerl.

Cho¢ brak doniesien na temat potencjalnych réznic migdzyplciowych w procesie dojrzewania
miRNA, to profilowanie miRNA m.in. w m6zgu odstonito réznice ptciowe w ekspresji miRNA
(Cuiiin. 2018; Pak 1 in. 2013), réwniez tych miRNA, ktore zwigzane sg z rozwojem otylosci
(Mentzel 1 in. 2015). Ponadto, zidentyfikowano 162 miRNA z istotnie r6zng ekspresjg w
podwzgorzu u samic i samcow, sposrod ktorych az 92 byty regulowane przez estrogen (Morgan
1 Bale 2017). Mozna sobie wyobrazi¢, ze postulowana zaburzona u samic odpowiedz neuronéw
AgRP na estrogen wynika nie tylko z braku miRNA kontrolujacych hormono-zalezne $ciezki
sygnatowe, ale tez braku miRNA efektorowych, podlegajacych kontroli hormonalne;.
Hormony reguluja poziom wybranych miRNA, a te ostatnie kontrolujg translacje bialek
zaangazowanych w regulacje hormonalng. Wytaniajacy si¢ obraz zaleznosci nie podsumowuje
prawdopodobnie wszystkich aspektoéw obserwowanego zjawiska, a jedynie nakresla waski

wycinek mozliwych powigzan.

5.5 Zjawisko zaniku ekspresji (transkrypcji/translacji) w neuronach pozbawionych

genu Dicerl

Poréwnanie wzoru ekspresji Cre miedzy osobnikami Dicer fl/fl, a myszami typu
dzikiego C57BI1/6 po uplywie trzech oraz jedenastu tygodni od indukcji mutacji pokazato, ze
efekt utraty ekspresji Cre jest charakterystyczny dla mutantow pozbawionych miRNA w

neuronach jadra tukowatego. Jednak do oceny poziomu ilo$ciowych zmian w obrgbie
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neurondéw AgRP wykorzystano model myszy transgenicznych z ekspresja GFP zalezng od
aktywnos$ci promotora NPY. Wspotekspresja biatka AgRP oraz NPY w obszarze jadra
tlukowatego pokrywa si¢ w okoto 95%. Zatem wykorzystanie tej linii daje mozliwo$¢
miarodajnego wskazania zmieniajgcej si¢ w czasie liczby neuronéw AgRP, pozbawionych
miRNA. Lini¢ NPY-GFP skojarzono z indukowalnym modelem Dicer CKO. Zastosowanie
modelu z Tamoksyfenem pozwolito unikna¢ sytuacji, w ktérej mozna bytoby dokona¢ btedne;j
korelacji w szacowaniu ilosci neuronow GFP+, podyktowanej nieidentyczng iloscig
stosowanego wektora wirusowego. Efekt tego badania potwierdzil, ze wraz ze wzrostem masy
ciata u mutantéw sygnat zielonej fluorescencji zanika. Ma to przetozenie na wartosci liczbowe.
Liczba neurondw GFP+ dla kazdego z trzech obszaréw jadra tukowatego, charakteryzujacego
si¢ odmienng wyjsciowg liczbg neuronéw AgRP, byla okoto dwukrotnie mniejsza niz na
skrawkach mo6zgow myszy kontrolnych. Co ciekawe, w obrazie DAPI, ktory uwidacznia
zmiany w obszarze jadra komorkowego, ktore moglyby $wiadczy¢ o zachodzacym procesie
apoptotycznym, brak jest roznic migdzy grupa mutantéw, a zwierzetami kontrolnymi. Zatem
obnizona czy zanikajaca intensywnos¢ immunofluorescencji neuronéw NPY-GFP nie jest
rOwnoznaczna z aktywnym procesem apoptozy. Ten wynik jest tozsamy z obserwacja
Vinnikov’a 1 in. (2014), ktory wykonujac test specyficznie znakujacy ciatka apoptotyczne
(TUNEL) w linii DicerCKO po indukcji mutacji, nie obserwowat $mierci komorek w obszarze
jadra tukowatego. Cho¢ zwierzeta z usunietym genem Dicer! w wybranych neuronach jadra
tukowatego traktowano jako narzedzie do uzyskania modelu degeneracji, ktorej towarzyszyt
rozwoj otytosci (Greenman i in. 2013), to ablacja neurondw AgRP/NPY u zwierzat dorostych
ujawnita jednokierunkowos$¢ zmian prowadzaca do wyglodzenia, wyniszczenia 1 $mierci
zwierzat w obliczu braku tych kluczowych komorek (Gropp 1 in. 2005; Luquet i in. 2005). W
opisywanym w niniejszej pracy modelu mutanty z usunigtym genem Dicer!/ w neuronach
AgRP oraz obnizonym poziomem ekspresji Cre czy GFP wykazujg efekt zwigkszonej masy
ciata. Uzasadnienie tego zjawiska moze polegac z jednej strony na zachowaniu przez neurony
AgRP, przynajmniej w pewnym zmodyfikowanym zakresie, funkcji oreksygenicznej 1
katabolicznej. Moze tez by¢ tlumaczone przemodelowaniem sieci neuronalnej regulujacej
apetyt 1 metabolizm wobec intensywnych zmian plastycznych, w odpowiedzi na zmieniajace
si¢ wraz ze zmianami statusu energetycznego 1 rozwijajacym si¢ fenotypem otylosci, poziomy
neuromodulatoréw takich jak grelina czy leptyna. Oba hormony wykazujg udokumentowane
dziatanie modulujace odpowiedz neuronéow AgRP, aktywnie uczestniczac w procesach
plastycznych (Serrenho, Santos, 1 Carvalho 2019; Baver i in. 2014; Varela 1 Horvath 2012).

Warte uwagi sg niepublikowane dane elektrofizjologiczne (wspodipraca z A.Beroun), ktore
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pokazaly, ze neurony AgRP w okresie czterech tygodni po indukcji mutacji Dicerl, zachowatly
cechy komorek pobudliwych.

Powtarzajacy si¢ wzorzec obnizenia ekspresji bialek w pozbawionych miRNA
neuronach jadra tukowatego (z wyjatkiem linii Vglut2CreCas9) pozostaje niezbadany.
Barwienie DAPI na skrawkach mozgéw mutantéw nie uwidacznia oczywistych,
charakteryzujacych $mier¢ komorkowa, znamion w postaci cialek apoptotycznych. Méwi o
tym, ze w momencie analizy immunohistochemicznej nie odnotowano aktywnych zmian
apoptotycznych. Proponowanym, mozliwym uzasadnieniem zjawiska ,,gasnacej” ekspres;ji
biatek fluorescencyjnych (GFP, tdTomato), jak 1 funkcjonalnych (Cre, NPY, AgRP) jest
mechanizm alternatywny do apoptozy. Usunigcie miRNA w komoérce oznacza masowe
odblokowanie translacji, bowiem czasteczki te odgrywaja kluczowa role w jej hamowaniu
wigzac si¢ z docelowymi niémi mRNA. Rownolegle, na poziomie fenotypowym, wraz ze
wzrostem apetytu, zwierze dostarcza wigksza ilo$¢ sktadnikow odzywczych, ktore sg budulcem
do syntezy makromolekut takich jak biatka czy lipidy. Zatem mozna zalozy¢, ze z jednej strony
nastepuje odhamowanie translacji (za sprawag ubytku miRNA), z drugiej za$ jest znacznie
zwiekszona podaz sktadnikow do syntez makromolekut. Obie sytuacje moge prowadzi¢ do
namiaru biatek w komorce. Kluczowe do rozwazenia scenariusze powinny uwzgledniac to, jak
komorka radzi sobie z nadmiarem biatek. Jedng z mozliwych strategii jest autofagia, czyli
odpowiedz komorki na stres 1 forma ochrony przed degradacja z nim zwigzana.
Rozregulowanie procesu autofagii - aktywacje¢ lub niefizjologiczne zahamowanie w zaleznos$ci
od typu komorek, przypisano rowniez zaburzeniom masy ciata (Y. Zhang, Sowers, 1 Ren 2018;
Namkoong 1 in., b.d.; Hotamisligil 2010; H.-Y. Liu 1 in. 2009; Ebato 1 in. 2008). Co ciekawe,
Meng i in. (Q. Meng i1 Cai 2011) postuluje, ze otytos¢ wywolana dieta wysoko-ttuszczowa
przyczynita si¢ do obnizenia poziomu autofagii w (niezdefiniowanych) komorkach jadra
tlukowatego, przyczyniajac si¢ do rozwinigcia otylo$ci, powigzanego ze zwigkszonym
apetytem. Zdecydowana wigkszo$¢ opracowan opisuje autofagie komoérek w odpowiedzi na
stres zwigzany z deficytem sktadnikow odzywczych (L. He 1 in. 2018). Jednak masowa
nadprodukcja biatek rowniez moze by¢ dla komoérki sygnatem stresowym, ktory przekierowuje
ja na aktywno$¢ zwigzang z recyklingiem nadmiarowych substancji w celu utrzymania
proteostazy (Bustamante i in. 2014). Zjawiskiem powigzanym z autofagia jest pojecie starzenia
si¢ komorki, zwanego ,,sensescence” (Carroll i Korolchuk 2018). Jest to stan w ktérym
komorka zatrzymuje funkcje zwigzane z podziatami czy wzrostem, zachowujac jednoczesnie
pewng niezbedng funkcjonalno$¢. Udokumentowano, ze komodrki bedace w stanie takiego

,wyciszenia” charakteryzuje obecno$¢ autofagosoméw i lizosomow, ponadto charakteryzuje je
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wzmozona aktywnos$¢ biatka mTOR (Narita 1 in. 2011; Young i in. 2009). Podsumowujac, w
jednym z mozliwych scenariuszy, neurony pozbawione miRNA przezywaja, uzyskujac status

komorek starzejacych si¢, czego znacznikiem moze by¢ obecno$¢ autofagii.
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6. Podsumowanie 1 Wnioski

1. W przypadku zastosowania systemu CRISPR/Cas9 uzyskano najbardziej selektywny

model utraty genu Dicerl.

2. Stwierdzono zjawisko wyciszania ekspresji (transkrypcji/translacji) genéw w

neuronach po usunigciu genu Dicerl.

3. Usunigcie genu Dicerl w neuronach AgRP skutkujace utratg miRNA prowadzi do

otylosci.

4. miRNA w neuronach AgRP pehig kluczowg role w kontroli zachowan zywieniowych

myszy.

5. Otylo$¢ zwigzana z hiperfagig jest zalezna od liczby zmodyfikowanych neurondéw

AgRP oraz od plci zwierzat.

6. Produkt genu Npy nie jest kluczowy dla rozwoju otylosci zwigzanej z utrata miRNA.

7. Uwidoczniono odmienng role neurondow GABAergicznych i glutaminianergicznych w

kontroli spozywania pokarmu w kontekscie kinetyki rozwoju miRNA zaleznej otytosci.
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