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Wykaz stosowanych skrétow

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

3’UTR (ang. 3' untranslated region) - region 3' nieulegajacy translacji

3V (ang. third ventricle) - trzecia komora

5-HT2C (ang. 5-hydroxytryptamine receptor) - receptor dla serotoniny

ACC (ang. acetyl-CoA carboxylase) - karboksylaza acetylo-CoA

ACTH - adrenokortykotropina

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

AMPA - kwas a-amino-3-hydroksy-5-metylo-4-izoksazolopropionowy

AMPK - kinaza biatkowa aktywowana 5’-adenozynomonofosforanem

ANOVA (ang. analysis of variance) - analiza wariancji

AP (ang. area postrema) - pole najdalsze

AP-1 (ang. activator protein-1) - aktywator biatkowy-1

apoAlYV - apolipoproteina AIV

AR (ang. androgen receptor) - receptor androgenowy

ARC (ang. arcuate nucleus) - jadro lukowate

ASP (ang. acetylation-stimulating protein) - bialko stmulujace acetylacje

BAT (ang. brown adipose tissue) -brunatna tkanka thuszczowa

BDNF (ang. brain derived neurotrophic factor) - czynnik neurotroficzny pochodzenia mézgowego

BF (ang. bright field) — jasne pole

BNST (ang. bed nucleus of the stria terminalis) - jadro tozyskowe prazka krancowego

CamKIla (ang. calcium/calmodulin-dependent protein kinase II alpha) - kinaza biatkowa zalezna od wapnia
i kalmoduliny

cAMP (ang. cyclic adenosine monophosphate) - cykliczny adenozynomonofosforan

CART (ang. cocaine-amphetamine regulated transcript) - transkrypt regulowany kokaing - amfetaming

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

CCK (ang. cholecistokinin) - cholecystokinina

c¢DNA (ang. complementary DNA) - komplementarne DNA

CeA, MeA (ang. central and medial nuclei of the amygdala) - jadra centralne i przysrodkowe ciata migdatowatego
ChR2 (ang. channelrhodopsin 2) - rodopsyna kanatowa

c¢KO (ang. conditional knock-out) - warunkowe usunigcie genu

CLIP (ang. corticotropin-like intermediate peptide) - peptyd posredni kortykotropinopodobny

CPT1 (ang. carnitine palmitoyltransferase 1) - palmitoilotransferaza karnitynowa 1

CRE (ang. Ca2+ response element) - element odpowiedzi na Ca2+

CREB (ang. cAMP response element binding protein) - czynnik transkrypcyjny wiazacy element odpowiedzi na
cAMP

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

crRNA (ang. CRISPR-RNA)

CSF (ang. cerebrospinal fluid) - z ptyn mézgowo-rdzeniowy
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DAB - 3°3- diaminobenzydyna

DAPI - 4',6-diamidyno-2-fenyloindol

DIO (ang. diet-induced obese) - otytos¢ indukowana dieta

DMEM (ang. Dulbecco’s modified Eagle’s medium) — zmodyfikowana pozywka hodowlana
DMH (ang. dorsomedial hypothalamus) - jadro grzbietowo-przysrodkowe

DMV (ang. dorsal motor nucleus of vagus) - grzbietowe jadro ruchowe nerwu btednego

DR (ang. dietary resistant) - osobnik oporny na diete

DREADD (ang. designer receptors exclusively activated by designer drugs) - sztuczny receptor aktywowany
przez syntetyczny ligand

DSB (ang. double-strand breaks) - rozpad obu nici

DT (ang diphteria toxin) - toksyna btoniczna

DVC (ang. dorsal vagal complex) - zesp6t grzbietowy nerwu biednego

EE (ang. energy expenditure) - wydatek energetyczny

EGFP (ang. enhanced green fluorescent protein) - wzmocnione biatko zielonej fluorescencji
ELISA (ang. enzyme-linked immunosorbent assay) - test immunoenzymatyczny

ER (ang. endoplasmic reticulum) -retikulum endoplazmatyczne

ER (ang. estrogen receptor) - receptor estrogenowy

ERK (ang. extracellular signal-regulated kinase) - kinaza regulowana przez sygnaly zewnatrzkomoérkowe
FAS (ang. fatty acids synthase) - syntaza kwasow ttuszczowych

FBS (ang. fetal bovine serum) - bydlgca surowica ptodowa

FFA (ang. free fatty acids) - wolne kwasy tluszczowe

FGF-19 (ang. fibroblast growth factor-19) - czynnik wzrostu fibroblastow 19

FRET (ang. Férster Resonance Energy Transfer) - transfer energii Forstera

fT3 (ang. free triiodothyronine) - wolna frakcja tréjjodotyroniny

fT4 (ang. free thyroxine) - wolna frakcja tyroksyny (tetrajodotyronina)

GABA (ang. y- aminobutyric acid) - kwas y-aminomastowy

Gad (ang. glutamate decarboxylate) - dekarboksylaza glutaminianu

GFP (ang. green fluorescent protein) - bialko zielonej fluorescencji

GHS-R (ang. growth hormone secretagogue receptor) - receptor wydzielania hormonu wzrostu
GIP (ang. glucose-dependent insulinotropic enzyme) - peptyd insulinotropowy zalezny od glukozy
GLP-1 (ang. glucagon-like peptide 1) - glukagonopodobny peptyd 1

GnRH - hormon uwalniajacy gonadotroping

GPCR (ang. G protein coupled receptors) - receptory zwiazane z biatkiem G

gRNA (ang. guide RNA) - wiodacy RNA

GTT (ang. glucose tolerance test) - test tolerancji glukozy

HDR (ang. homology-directed repair) - mechanizm rekombinacji homologicznej

HEK?293 (ang. human embryonic kidney 293) - ludzkie embrionalne komorki nerki

HFD (ang. high-fat diet) - dieta wysokotluszczowa

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

Hprt (ang. hypoxanthine phosphoribosyltransferase 1) — fosforybozylotransferaza hipoksantyny 1
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HRP (ang. horseradish peroxidase) - peroksydaza chrzanowa
HSL (ang. hormone-sensitive lipase) - lipaza zalezna od hormonow
IEG (ang. immediate early genes) - geny wczesnej odpowiedzi komoérkowej
IF - immunofluorescencja
IHC - immunohistochemia
IRS-1 (ang. insulin receptor substrate 1) - substrat receptora insuliny 1
ITR (ang. inverted terminal repeats) - sekwencje odwroconych powtorzen koncowych
ITT (ang. insulin tolerance test) - test tolerancji insuliny
JNK (ang. c-Jun N-terminal kinase) - N-koficowa kinaza c-Jun
KO (ang. knock-out) — usunigcie genu
KI (ang. knock-in) — wprowadzenie genu
LEPR (ang. leptin receptor) - receptor dla leptyny
LH (ang. lateral hypothalamus) - jadro boczne
LTD (ang. long term depression) - dlugotrwate ostabienie synaptyczne
LTP (ang. long term potentiation) - dlugotrwale wzmocnienie synaptyczne
MAPK (ang. mitogen-activated protein kinase) - kinaza aktywowana przez mitogeny
MC3R/MCA4R (ang. melanocortin receptor 3/4) - receptor 3 i 4 dla melanokortyny
ME (ang. median eminence) - wyniostos¢ przysrodkowa
mEPSCs (ang. miniature excitatory postsynaptic currents) - miniaturowe pobudzajace prady postsynaptyczne
miRNA - mikroRNA
mTOR (ang. mammalian target of rapamycin) - ssaczy cel rapamycyny
NE (ang. norepinephrine) - noradrenalina
NHEJ (ang. non-homologus end joining) - rekombinacja nichomologiczna
NMDA - kwas N-metylo-D-asparaginowy
NPY (ang. neuropeptide Y) - neuropeptyd Y
NSS (ang. normal swine serum) - surowica $winska
NTS (ang. nucleus of solitary tract) - jadro pasma samotnego
ORF (ang. open reading frame) - otwarta ramka odczytu
OXM - oksyntomodulina
PAG (ang. periaqueductal grey) - istota szara okotowodociaggowa
PBN (ang. parabrachial nucleus) — jadro okotoramieniowe
PBS (ang. phosphate-buffered saline) - sol fizjologiczna buforowana fosforanami
PBST (ang. phosphate buffered saline TritonX-100) - sl fizjologiczna buforowana fosforanami z Triton-X
PC1 i PC2 - konwertazy propeptydowe 112
PEI - polietylenoimina
PFA - paraformaldehyd
PI3K (ang. phosphoinsitide 3 kinase) - kinaza 3-fosfatydyloinozytolu
PIP2 (ang. phosphatidylinositol 4,5-bisphosphate) - bifosforan fosfatydyloinozytolu
PIP3 (ang. phosphatidylinositol 3,4,5-bisphosphate) - trifosforan fosfatydyloinozytolu
POMC (ang. pro-opiomelanocortin) - proopiomelanokortyna
PP (ang. pancreatic polypeptide) - polipeptyd trzustkowy
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PSD (ang. postsynaptic density) - zaggszczenie postsynaptyczne

PTP1B (ang. protein tyrosine phosphatase 1B) - fosfataza tyrozynowa 1B

PTZ - pentetrazol / metrazol

PVN (ang. paraventricular nucleus) - jadro przykomorowe

PYY - peptyd YY

qPCR (ang. quantitative PCR) - ilo§ciowa reakcja PCR

rAAV (ang. recombinant adeno-associated virus) - rekombinowane wektory zwigzane z adenowirusami
RER (ang. respiratory exchange ratio) - wspotczynnik wymiany oddechowe;j

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

RISC (ang. RNA-induced silencing complex) - kompleks wyciszajacy indukowany RNA
RMR (ang. resting metabolic rate) - spoczynkowe tempo metabolizmu

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

SCN (ang. suprachiasmatic nucleus) - jadro nadskrzyzowaniowe

SEM (ang. standard error of the mean) - btad standardowy $redniej

SIE (ang. c-sis-inducible element) — element indukowany c-sis

SMR (ang. standard metabolic rate) - standardowe tempo metabolizmu

SOCS3 (ang. suppressor of cytokine signalling 3) - supresor sygnalizacji cytokin 3

SRE (ang. serum response element) - element odpowiedzi na surowicg

SRF (ang. serum response factor) - czynnik odpowiedzi na surowicg

STAT3 (ang. signal transducer and activator of transcription) - cytozolowy przekaznik sygnalu i aktywator
transkrypcji

TAG - triacyloglicerol

TEE (ang. total energy expenditure) - catkowity wydatek energetyczny

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

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

TxRED - czerwien teksanska

UPC1 (ang. uncoupling protein 1) - biatko rozprzggajace 1

UPR (ang. unfolded protein response) - odpowiedz na niezwinigte biatko

vGAT (ang. vesicular GABA transporter) - pecherzykowy transporter GABA

vGLUT (ang. vesicular glutamate transporter) - pecherzykowy transporter dla glutaminianu
VMH (ang. ventromedial hypothalamus) - jadro brzuszno-boczne

VP (ang. viral proteins) - bialka wirusa

WAT (ang. white adipode tissue) - biata tkanka thuszczowa
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STRESZCZENIE

Homeostaza energetyczna jest fundamentem utrzymania prawidlowej masy ciata 1 jest
koordynowana za posrednictwem podwzgorza, w szczegdlnosci jadra tukowatego (ARC)
zbudowanego z neuronow odpowiedzialnych za kontrole apetytu i poboru pokarmu
o0 antagonistycznym dziataniu: oreksygenicznych AgRP/NPY, aktywowanych podczas gltodu
oraz anoreksygenicznych POMC/CART, aktywnych w stanie syto$ci. Ich aktywacja zalezna
jest od detekcji obwodowych sygnalow sytosci, a takze wewnatrzkomérkowo od elementow
regulujacych ekspresje genow, takich jak m.in. czgsteczki miRNA. Mysia linia Dicer cKO
z neurospecyficznym i indukowalnym za pomoca tamoksyfenu usunieciem genu Dicerl,
kluczowego enzymu w procesie biogenezy czasteczek miRNA, charakteryzuje si¢ rozwojem
hiperfagicznej otytosci. Za rozwoj fenotypu otytosci odpowiedzialna jest mutacja w ARC.

Pierwszym celem pracy byto okreslenie gtéwnych parametrow metabolicznych myszy
Dicer cKO. Przeprowadzono szereg doswiadczen oceniajacych stopien zmian metabolicznych
badanej linii, w tym metabolizm glukozy, wplyw wysitku fizycznego na rozwdj otytosci,
wykorzystano system klatek metabolicznych do oceny istotnych parametrow, a takze okreslono
wpltyw infuzji leptyny na pobdr pokarmu i wzrost masy ciata z uzyciem pomp osmotycznych.
Wyniki wskazuja na zalezne od plci przejsSciowe zmiany w metabolizmie glukozy w okresie
maksymalnego tycia. Badania przeprowadzone w klatkach metabolicznych pokazaly, ze myszy
Dicer cKO w okresie hiperfagicznym konsumujg wigcej pokarmu i wody zarowno w fazie
aktywnej, jak 1 nieaktywnej cyklu okotodobowego, co przektada si¢ na zmiany w parametrach,
takich jak wspdtczynnik wymiany oddechowej. Myszy Dicer cKO ponadto cechuje obnizony
wydatek energetyczny. Pokazano rowniez, ze modyfikacja w sygnalizacji leptynowej
nieznacznie przyczynia si¢ do rozwoju otytos$ci w badanym modelu.

Usunigcie miRNA moze rowniez wptywaé¢ na zmiany plastyczne w ARC, dlatego
drugim celem pracy bylo okreslenie wptywu genu c-fos — markera neuroplastycznosci,
nalezacego do genéw wcezesnej odpowiedzi komorkowej (IEG), w rozwoju fenotypu otytosci
umyszy Dicer cKO. Gen c-fos odgrywa istotng role w indukowaniu zmian plastycznych
podczas glodoéwki. Wykonano analiz¢ ekspresji genu c-fos u myszy C57Bl/6] podczas
okresowego pozbawienia pokarmu w ARC. Pokazano, ze c-fos podczas glodowki nie
zachowuje si¢ jak IEG, poniewaz jego ekspresja jest stale wzmozona nawet 24 godziny po
usuni¢ciu pokarmu, a komoérki c-Fos—pozytywne podczas deficytu energetycznego wykazuja
ko-lokalizacj¢ z neuronami AgRP/NPY. Wysunigto zatem hipoteze, ze stale naptywajace

peryferyjne sygnaty glodu wzmacniajg pobudliwo$¢ neuronalng w ARC, co uniemozliwia
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wyciszenie c-Fos—zaleznej odpowiedzi. W celu zbadania tego zjawiska wykorzystano
narzedzie optogenetyczne, umozliwiajace aktywacje neuronow AgRP z ekspresja §wiattoczutej
rodopsyny kanalowej (ChR2) u zwierzat z dostepem ad libitum do pokarmu. Pokazano, ze
fotostymulacja neuronéw oreksygenicznych prowadzi do natychmiastowego poboru pokarmu
oraz aktywuje ekspresje genu c-fos. Jednakze, bez obwodowych sygnalow swiadczacych
o negatywnym bilansie energetycznym, sygnat ulega wyciszeniu w sposob charakterystyczny
dla IEG. Wykazano réwniez podwyzszony poziom ekspresji genu c-fos u myszy Dicer cKO
w okresie hiperfagicznym, co sugeruje jego wplyw na fenotyp otytosci. Aby te role okresli¢
zastosowano strategie wyciszenia jego ekspresji z uzyciem systemu CRISPR/Cas9.
Zaprojektowane sekwencje guideRNA wprowadzono do wektorow wirusowych AAV,
a nastgpnie do ARC myszy DicerCas9. Nie stwierdzono jednak znaczacych réznic w masie
ciala 1 poborze pokarmu u myszy Dicer cKO po podaniu wektoréw wyciszajacych ekspresje
genu c-fos. Zaobserwowano natomiast, ze w wyniku mutacji u myszy Dicer cKO neurony
oreksygeniczne tracg responsywnos$¢ w odpowiedzi na ujemny bilans energetyczny.
Przedstawione wyniki §wiadczg o istotnej roli miRNA w neuronach ARC w kontroli
metabolicznej 1 utrzymaniu homeostazy energetycznej. Obnizenie poziomu miRNA powoduje
szereg zaburzen prowadzacych do hiperfagii i otylosci, a takze zmian w funkcjonowaniu

obwoddw neuronalnych zaangazowanych w kontrole taknienia.
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ABSTRACT

Energy homeostasis is crucial for maintenance of body weight and is coordinated
through the hypothalamus, in particular the arcuate nucleus (ARC) containing the antagonistic
neurons responsible for the food intake and appetite control: orexigenic AgRP/NPY, activated
during fasting, and anorexigenic POMC/CART, active during satiety. Their activation depends
on detection of peripheral satiety signals, as well as intracellularly on gene expression regulated
molecules, such as miRNA. The Dicer cKO mice with a neurospecific and tamoxifen-inducible
deletion of Dicerl gene, the key enzyme in the miRNA biogenesis, is characterized by the
development of hyperphagic obesity. A mutation in ARC is responsible for the development of
the obesity phenotype.

The first aim of the study was to determine the metabolic parameters of Dicer cKO mice.
A series of experiments were performed to assess the metabolic changes in Dicer cKO mice
including the glucose metabolism assessment, as well as the effect of physical activity on the
development of obesity and changes in metabolic parameters analysed using metabolic cages.
The effect of leptin infusion on food intake and body weight gain was also determined using
osmotic pumps. The results indicate sex-dependent transient changes in glucose metabolism
during the weight gaining phase. Studies conducted in metabolic cages showed that Dicer cKO
mice consume more food and water during the hyperphagic period in both the active and
inactive phases of the circadian rhythm, which is in a line with the changes in respiratory
exchange ratio. Dicer cKO mice also exhibit reduced energy expenditure. It was also shown
that modifications in leptin signaling slightly contribute to the development of obesity in Dicer
cKO mice.

Deletion of miRNAs may also affect plastic changes in ARC, thus the second aim of the
study was to determine the role of the neuroplasticity marker an immediatly early gene c-fos in
the development of the obesity phenomenon in Dicer cKO mice. The c-fos plays an important
role in the induction of plastic changes during fasting. We performed analysis of c-fos
expression in C57B1/6] mice during fasting in ARC. It was shown that c-fos does not behave
like classical IEG, as its expression is chronically elevated after 24 hours of food removal, and
c-FosIR cells show co-localization with AgRP/NPY neurons. Thus, the hypothesis was

advanced that constant action of peripheral hunger signals exert neuronal excitability in the
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ARC, preventing the silencing of the c-Fos response. To investigate this phenomenon, an
optogenetic tool was used to activate AgRP neurons with the photosensitive channelrhodopsin-
2 (ChR2) expression in animals with ad libitum food access. It has been shown that
photostimulation of orexigenic neurons leads to immediate food intake and stimulates c-fos
expression. However, without peripheral negative energy signals, the c-fos expression is
silenced like canonical IEG. The c-fos expression pattern analysed in ARC of Dicer cKO mice
showed the elevated levels of c-Fos protein during the hyperphagic period, implying its role in
the development of obesity. To determine the role of c-fos in obesity phenotype, the
CRISPR/Cas9 system was used to silence its expression. The designed guideRNA sequences
were inserted into AAV viral vectors and then injected into ARC of DicerCas9 mice. However,
there were no significant differences in body weight and food intake in Dicer cKO mice after
administration of viral vectors carring anty-Fos guideRNAs. Instead, it was observed that
mutation in orexigenic neurons in Dicer cKO mice led to lack of responsiveness to negative
energy status.

The obtained results demonstrate the important role of miRNAs in ARC neurons in
metabolic control and maintenance of energy homeostasis. Downregulation of miRNAs lead to
hyperphagia and obesity, as well as changes in the functioning of neuronal circuits involved in

appetite control.
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I WSTEP
1.1 Epidemiologia otylosci

Przetrwanie organizmu oraz podstawowe procesy fizjologiczne zapewniajace ciaglosé
trwania gatunku, uzaleznione sg od dostepnosci pozywienia. Regulacja apetytu i wydatku
energetycznego stanowi niezwykle zlozony proces, w ktorym pod S$cista kontrolg uktadu
nerwowego bierze udziat wiele tkanek i narzadow (Lancha i in., 2012). Zachwianie rownowagi
pomigdzy przyjmowaniem energii i jej uzytkowaniem prowadzi do powaznych konsekwencji
fizjologicznych 1 zdrowotnych. Zaburzenia mechanizméw kontroli taknienia prowadzg do
rozwoju jednostek chorobowych zwigzanych z nadmiernym poborem pokarmu, jak nadwaga
czy otytos¢ lub niewystarczajacag iloscig przyjmowanego pokarmu, lezaca u podstaw rozwoju
np. anoreksji, ktéra prowadzi do wyniszczenia organizmu przez niedozywienie (Sternson i
Eiselt, 2017). Fundamentem rozwoju nadwagi i otyloSci jest zaburzona réwnowaga
energetyczna pomiedzy iloscig przyjetych kalorii a wydatkiem energetycznym, co prowadzi do
akumulacji tkanki tluszczowej (Gonzédlez-Muniesa i in., 2017; Martinez, 2000). Problem
otytosci dotyka gtéwnie wysoko rozwinigte spoteczenstwa z uwagi na ilo$¢ spozywanych
wysokokalorycznych produktow bogatych w thuszcze 1 cukry, stres oraz brak aktywnos$ci
fizycznej, spowodowanych siedzagcym trybem zycia, rozwojem $rodkow komunikacyjnych
i szeroko pojetej urbanizacji (Piché i in., b.d.). Alarmujace dane Swiatowej Organizacji
Zdrowia (WHO, ang. Word Health Organization) ukazuja skale rozwoju otytosci na $wiecie.
Szacuje si¢, ze u ponad 603,7 milionéw 0s6b zdiagnozowano otytos¢, z czego 2/3 przypadkow
powigzano z chorobami uktadu sercowo-naczyniowego (CVD, ang. cardiovascular disease)
(Piché 1 in., b.d.). Otylo$¢ sprzyja rozwojowi insulinooporno$ci, nietolerancji glukozy,
cukrzycy 2 typu, dyslipidemii, niektorych typow raka, ottuszczeniu watroby oraz wielu innych
stanow patologicznych, ktore tacznie okresla si¢ mianem zespotu metabolicznego (Eckel 1 in.,
2005; Rui, 2013; Sherling 1in., 2017). Rozprzestrzenianie si¢ epidemii otytosci wymusito
potrzebe doglebnego zrozumienia molekularnych mechanizmoéw kontrolujacych rownowage

energetyczng organizmu.

1.2 Rola tkanki tluszczowej w regulacji energetycznej

Tkanka tluszczowa peilni wazng rol¢ w utrzymaniu homeostazy energetycznej.
W obrebie tkanki thuszczowej wyrdzniamy subpopulacje komodrek réznigcych si¢ pod
wzgledem pelionych funkcji. Biata tkanka tluszczowa (WAT, ang. white adipose tissue)

stanowi gldwny rezerwuar zapasow energetycznych w postaci triacylogliceroli (TAG). Oprécz
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funkcji magazynujacej] WAT pelni wazng role sekrecyjna, wydzielajac adipokiny i mediatory
lipidowe, ktore uczestniczag w procesach odpornosciowych, zapalnych, zaburzeniach
metabolicznych zwigzanych z rozwojem zespolu metabolicznego (TNF-a, IL-6, wisfatyna,
serpiny pochodzace z trzewnej tkanki tluszczowej) oraz odzwierciedlajg stan energetyczny
organizmu 1 stopien otluszczenia organizmu: leptyna, adiponektyna, rezystyna, biatko
stmulujace acetylacje (ASP, ang. acetylation-stimulating protein) (Kuda i in., 2018; Lancha i
in., 2012). Biata tkanka thuszczowa charakteryzuje si¢ niezwykla plastycznoscia, nie tylko
z uwagi na wysoki potencjat magazynujacy, gwarantujacy dynamiczny rozrost, ale z uwagi na
liczbe, rodzaj 1 funkcje komorek w jej obrebie (Kuda 1 in., 2018). W jej sktad wchodza
adipocyty (magazynujace TAG), preadipocyty (komorki prekursorowe), fibroblasty, komorki
podscieliska i praktycznie cate spektrum komorek uktadu odpornosciowego (Algire i in., 2013;
Kuda 1 in., 2018). Nadmierne nagromadzenie thuszczow w postaci TAG, powoduje rozrost
komorki, zmniejszajac jej potencjal magazynujacy, powodujac uwolnienie wolnych kwasow
thuszczowych i glicerolu do obiegu. Patologiczny rozrost tkanki thuszczowej powoduje zmiang
w wielkosci (hipertrofii) i funkcji adipocytow. Hiperplazja (wzrost liczby komorek
thuszczowych) towarzyszaca otylo$ci wynika z przeksztatcenia preadipocytéw w dojrzate
komorki thuszczowe. Komorki prekursorowe, ze wzgledu na potencjat przeksztatcenia
w rdéznego typu komorki, w tym w dojrzale adipocyty, stanowiag wazng subpopulacje komorek
w utrzymaniu wlasciwej homeostazy energetycznej (Algire i in., 2013).

Przyczyng narastajagcych problemow metabolicznych zwigzanych z otylos$cig jest
akumulacja trzewnej tkanki ttuszczowej (VAT, ang. visceral adipose tissue), ktorej towarzyszy
otluszczenie narzadow, takich jak serce, watroba, nerki, trzustka, w ktérych fizjologicznie
tkanka tluszczowa nie wystepuje, tzw. ektopowe rozmieszczenie tkanki ttuszczowej (Stefan i
in., 2019). Cechg WAT jest brak termogeniny / biatka rozprzegajacego 1 (UPCI1, ang.
uncoupling protein 1), kluczowego skladnika uczestniczacego w produkeji ciepta, ktorego
obecnos$¢ jest charakterystyczna dla brunatnej (BAT, ang. brown adipose tissue) i bezowej
tkanki tluszczowej. Brunatna i bezowa tkanka tluszczowa generuja ciepto w odpowiedzi na
stymulacj¢ B-adrenergiczng. Proces termogenezy zachodzi w licznych mitochondriach, od
ktorych obie tkanki zawdzigeczaja charakterystyczng barwe (Ikeda i Yamada, 2020).
Termogeneza w BAT jest aktywowana przez ekspozycje na niskg temperature (termogeneza
indukowana zimnem), by zapewni¢ homeostaz¢ termiczng w odpowiedzi na
wysokoenergetyczny positek (termogeneza indukowana dieta), jako czg§¢ zlozonego

mechanizmu zapewniajacego utrzymanie stalej temperatury ciata (Kuda i in., 2018).

17



1.2 Homeostaza energetyczna organizmu

W procesie ewolucji wyksztalcity si¢ mechanizmy kontrolujace status energetyczny
organizmu w odpowiedzi na niedostateczny pobor substancji odzywczych, ale rowniez ich
nadmiar. Juz sam widok, zapach, smak pokarmu, uruchamiajg $ciezki aktywujace uklad
nagrody w mozgu, ktory moduluje zachowanie organizmu promujace poszukiwanie
1 konsumpcje pokarmu. Po spozyciu pokarmu, sygnaty z tkanek i organdow peryferyjnych,
wywoluja uczucie sytosci 1 zaprzestanie jedzenia (Rui, 2013). W warunkach fizjologicznych
masa ciata organizmu jest ustanowiona na relatywnie stalym poziomie, w ktorym poboér energii
jest dopasowany do istniejacego zapotrzebowania energetycznego. W literaturze istnieja
hipotezy dotyczace nadrzgdnego czynnika regulujacego taknienie. Jedng z nich jest hipoteza
glukostatyczna, ktéra opiera si¢ na zmianach st¢zenia glukozy we krwi, jako gléwnego
czynnika regulujacego pobor pokarmu. Hipoteza lipostatyczna, natomiast — na zmianie st¢zenia
kwasow tluszczowych w obiegu (Chaput i Tremblay, b.d.; Levitsky 1 in., 2022). W toku
ewolucji organizm wytworzyl mechanizmy regulujace stala dostgpnos¢ glukozy, bedaca
glownym substratem energetycznym dla pracy moézgu. Utrzymanie homeostazy glukozy na
stalym poziomie jest mozliwe dzigki zintegrowanemu dziataniu wielu narzadow,
wydzielajgcych hormony takie jak glukagon, insulina, wydzielane przez komorki a i B trzustki,
ktorych sekrecja jest z kolei modulowana poprzez hormony nabtonka jelit, takie jak
glukagonopodobny peptyd 1 (GLP-1, ang. glucagon-like peptide 1), peptyd insulinotropowy
zalezny od glukozy (GIP, ang. glucose-dependent insulinotropic enzyme) oraz hormony
wydzielane przez kor¢ nadnerczy 1 przysadke mézgowa (epinefryna, kortyzol, hormon wzrostu)
(Aronoff i in., 2004; Han i in., 2016). Wykorzystanie TAG jako Zrédla energii wymaga
aktywacji przez lipazy, kontrolowane hormonalnie przez glukagon i adrenaling. Dobowe
zapotrzebowanie energetyczne czlowieka waha si¢ w granicach 1600 - 6000 kcal, w zaleznosci
od poziomu aktywnosci fizycznej (Berg i in., 2018). Pobrana energia wykorzystywana jest do
zapewniania podstawowych przemian metabolicznych, utrzymania stalej temperatury ciata
(termogenezy) i wysitku fizycznego (Rui, 2013). Nadwyzka energetyczna uruchamia synteze
glikogenu w watrobie 1 mi¢$niach oraz kwasow tluszczowych w postaci TAG w cytoplazmie
komorek thuszczowych. Zapasy energetyczne sg uruchamiane podczas spoczynku i w okresie
gtodu. W warunkach dtugotrwatej glodowki, skutkujacej deficytem glukozy w krwiobiegu, do
zapewnienia potrzeb metabolicznych mézg wykorzystuje ciata ketonowe (acetooctan i D-3-
hydroksymaslan), syntetyzowane w watrobie w procesie oksydacji kwasow thuszczowych (B-

oksydacji) (Berg 1 in., 2018). Przezycie organizmu podczas gtodowki zalezy wiec od rezerw
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triacylogliceroli. Po ich wyczerpaniu jedyny substrat energetyczny stanowia biatka, ktérych
rozpad prowadzi do zaniku pracy narzadow i §mierci organizmu (Martinez i Ortiz, 2017).
Organizm dazy do zachowania statej masy ciata i reguluje ja m.in. poprzez wzrost lub
spadek wydatku energetycznego (Keesey 1 Powley, 2008). Wydatek energetyczny (EE, ang.
energy expenditure) jest kontrolowany przez podwzgorze. Na wydatek energetyczny sktada si¢

kilka elementow:

o Spoczynkowe tempo metabolizmu (RMR, ang. resting metabolic rate) jest to
minimalny wydatek niezbedny do podtrzymania funkcji zyciowych i trawienia positku
w spoczynku, w warunkach termoneutralnych i stanowi 70% catkowitego EE (Tran
iin., 2022). RMR jest pozytywnie skorelowane z masg beztluszczowa. Kompozycja
organizmu, masa tluszczowa, wiek, pte¢ wzrost i czynniki hormonalne wywierajg
wplyw na RMR (Zurlo 1 in., 1990). RMR stanowi sume¢ standardowego tempa
metabolizmu (SMR, ang. standard metabolic rate; mierzony po 12h glodéwcee
1 pokazuje minimalne energetyczne koszty utrzymania zycia) oraz efektu termicznego
positku, wynikajacego z trawienia, wchtaniania 1 magazynowania przyj¢tych
sktadnikow odzywczych po pojedynczym positku.

o Wydatek energetyczny zwigzany z aktywnoscia fizyczng (~20% catkowitego EE),
w ktorego sktad wchodzi termogeneza niezwigzana z aktywnoscig fizyczng (cieplo
generowane przez spontaniczng aktywnos¢) oraz termogeneza w wyniku aktywnosci
fizycznej w mig$niach szkieletowych.

o Adaptacyjna termogeneza (10% EE) zachodzaca w brunatnej tkance ttuszczowej jest
uruchamiana w odpowiedzi na czynniki $rodowiskowe. Podzielona zostala na:
termogeneze indukowang dietg (ang. diet-induced thermogenesis), w wyniku nadwyzki
kalorycznej positku 1 termogeneze indukowang zimnem (ang. cold-induced
thermogenesis), ztozong z termogenezy zwigzanej z dreszczami (ST, ang. shivering
thermogenesis) 1 termogenezy bez dreszczy (NST, ang. nonshivering thermogenesis)

(Tran i in., 2022).

Badania przeprowadzone zarowno na ludziach, jak iz wykorzystaniem zwierzat
laboratoryjnych pokazaty, ze restrykcje kaloryczne i redukcja masy ciata skutkuja spadkiem
wydatku energetycznego o 15-20%. Przyczyna tego zjawiska jest obnizenie st¢zenia hormonow
tarczycy w krwiobiegu, co powoduje spowolnienie tempa metabolizmu 1 wzrost wydajnosci
pracy mig$ni szkieletowych. W ten sposob organizm kompensuje utratg¢ wagi i promuje powrot

do wyjsciowej masy ciata (E. Ravussin i in., 1988; Y. Ravussin i in., 2014; Rosenbaum i in.,
19



2005). W odpowiedzi na nadwyzke energetyczng, organizm redukuje zapotrzebowanie
kaloryczne poprzez obnizenie apetytu, wzrost wydatku energetycznego, atakze wzrost
termogenezy (Y. Ravussin i in., 2014; Rui, 2013). Otyte gryzonie nadmiernie karmione przez
sonde dozotadkowa, po zaprzestaniu doswiadczenia, wykazywaty zmniejszony pobor pokarmu,
potaczony ze wzrostem wydatku energetycznego do momentu powrotu do wagi wyjsciowej (Y.

Ravussin i in., 2014).
1.3 Sygnalizacja obwodowa regulujaca bilans energetyczny

Kontrola masy ciala jest determinowana poprzez wspdtoddziatywanie czynnikow
genetycznych, srodowiskowych i psychospotecznych, ktére podlegaja integralnej regulacji na
poziomie uktadu nerwowego i endokrynnego, poprzez wydzielanie odpowiednich hormonow
1 neuropeptydow, kontrolujacych pobor energii, wydatek energetyczny i dystrybucje thuszczu
(Gonzalez-Muniesa 1 in., 2017). Osrodkowy uktad nerwowy (OUN) stale modyfikuje
parametry metaboliczne (takie jak glikemia, poziom wolnych kwasow thuszczowych)
i wydzielanie hormonéw (insulina, leptyna, grelina, cholecystokinina, PYY, GLP-1),
wywotujac odpowiedz adaptacyjng organizmu w postaci regulacji poboru pokarmu lub
modulowaniu  homeostazy glukozy 1wydatku energetycznego =za posrednictwem
autonomicznego uktadu nerwowego (Derghal i in., 2017). Moézg, a w szczegolnosci
podwzgorze, odgrywa kluczowa role w regulacji homeostazy energetycznej poprzez
oddzialywanie zsygnalami peryferyjnymi, zaréwno krotko-, jak 1 dlugotrwatymi,
umozliwiajgcymi oceng statusu energetycznego organizmu. Konsumpcja pokarmoéw potaczona
z mechanicznym rozszerzeniem $cian zotadka powoduje sekrecje krotkoterminowych
sygnatéw wywotujacych poczucie sytosci. Peptydy te redukuja pobdr pokarmu poprzez
zahamowanie sygnalizacji oreksygenicznej (wzmacniajacej poczucie glodu) w podwzgorzu,

wzmacniajgc sygnalizacje anoreksygeniczng (hamujacg gtdéd) (Sam i in., 2012).
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Rycina 1.1 Regulacja homeostazy energetycznej. OUN integruje sygnaly dlugoterminowe (insulina,
leptyna) i krétkoterminowe (substancje odzywcze i sygnaly z ukladu pokarmowego) i reguluje pobor
pokarmu i wydatek energetyczny w sposob, ktory zapewnia stabilne rezerwy tluszczu. Pozytywny bilans
energetyczny wytworzony przez nadmierne jedzenie hamuje uktad nagrody, zwigkszajac poczucie sytosci
po positku i redukujac pobdér pokarmu. W odpowiedzi na deprywacje pokarmowa, OUN angazuje
odpowiedzi adaptacyjne, ktorych zadaniem jest zwigkszenie aktywnosci uktadu nagrody wynikajacej ze
spozycia pokarmu i obnizenie odpowiedzi na sygnaly peryferyjne, w celu zwigkszenia konsumpcji
pokarmu do momentu uzupehienia rezerw energetycznych (FFA, ang. free fatty acids; CCK, ang.
cholecistokinin; GLP1, ang. glukagon-like peptide I) (na podstawie Morton i in., 2015).

1.3.1 Krotkoterminowe sygnaly peryferyjne

Znanych jest ok. 20 polipeptydow, wydzielanych przez komorki nablonka jelit, ktore
pelnig funkcje hormonow sytosci, do ktorych m.in. nalezg cholecystokinina (CCK, ang.
cholecystokinin), GLP-1 (ang. glucagon-like peptide 1) 1 GIP (ang. glucose-dependent
insulinotropic polypeptide), oksyntomodulina (OXM), peptyd YY (PYY), czynnik wzrostu
fibroblastow 19 (FGF-19, ang. fibroblast growth factor-19), czy sktadnik chylomikronow
apolipoproteina AIV (apoAlV) (Lo i in., 2012). Hormony sytosci dodatkowo zwickszaja
wydatek energetyczny (Scott i in., 2013). Wyspecjalizowane komorki I jelita cienkiego
w odpowiedzi na positek uwalniaja cholecystokining, wywolujaca poczucie sytosci (Lancha
1in.,2012; Rui, 2013). Receptory CCK sg sprz¢zone z biatkiem G i zlokalizowane w neuronach
obwodowych, gdzie za posrednictwem transmisji glutamatergicznej przekazujg informacje do
mozgu. Hormony modulujgce homeostazg glukozy, GLP-1 1 GIP sg uwalniane przez komorki
L jelita (Aronoffiin., 2004). GLP-1 aktywuje osrodki odpowiedzialne za syto$¢ oraz wzmacnia
indukowane przez wysokie st¢zenie glukozy uwolnienie insuliny z komorek P trzustki, a takze
hamuje wydzielanie glukagonu (Berg i in., 2018). Oksyntomodulina (OXM) jest roéwniez
wydzielana przez komorki L czesci dystalnej jelit (Rui, 2013), dzialajac przez receptor dla
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GLP-1. OXM redukuje taknienie i ilos¢ spozywanych pokarméw, a takze wplywa na
zmniejszenie masy ciala u osob otylych oraz zwigksza wydatek energetyczny. Badania
pokazuja, ze zmniejszenie apetytu czesciowo uwarunkowane jest hamowaniem sekrecji greliny
oraz zmniejszeniem spozycia pokarmu przez osoby otyle po infuzji dwoch peptydéw OXM
1 PYY, co wskazuje na addytywny efekt dziatania obu hormondéw (Cohen 1 in., 2003). Peptyd
YY (PYY) jest syntetyzowany 1 uwalniany zwyspecjalizowanych komorek L,
zlokalizowanych w dwunastnicy, w dystalnej czesci jelita cienkiego i w jelicie grubym.
Budowg przypomina NPY (ang. neuropeptide Y), peptyd bioracy udziat w sygnalizacji
oreksygenicznej w podwzgorzu 1 polipeptyd trzustkowy. Jego wydzielanie jest proporcjonalne
do kaloryczno$ci spozytego pokarmu. PYY hamuje apetyt po spozyciu pokarmu poprzez
hamowanie perystaltyki jelit. Uwalnianie PYY jest kontrolowane przez osrodki pokarmowe
w podwzgorzu, ktore odbierajg sygnaty indukowane przez zakonczenia wstepujace (aferentne)
wldkien nerwu blednego, pod wptywem bodzcoéw pokarmowych. Zwigkszone uwalnianie PYY
powoduje obnizenie st¢zenia greliny. Nizsze st¢zenie PY'Y obserwuje si¢ rowniez w surowicy
u 0s0b z otyloscig. Dozylne podanie PYY powoduje zahamowanie apetytu oraz zmniejszenie
wartosci kalorycznej spozytego pokarmu przez 24 godziny zaré6wno u osob otylych, jak
1 z prawidtowa masg ciata (Batterham 1 in., 2003).

Kroétkoterminowym hormonem o dziataniu przeciwstawnym do hormonow opisanych
powyzej, czyli stymulujagcym pobdér pokarmu jest grelina, wydzielana przez komorki
okladzinowe (oksyntyczne) znajdujace si¢ w trzonie 1 dnie zotadka. Grelina wigze si¢
z receptorem wydzielania hormonu wzrostu (GHS-R, ang. growth hormone secretagogue
receptor), bedacym receptorem o siedmiu domenach transblonowych (7TM, ang.
7 transmembrane), zwigzanym z biatkiem G zlokalizowanym w wielu miejscach w ukladzie
nerwowym z najwyzsza ekspresja w przednim ptacie przysadki, jadrze tukowatym
podwzgorza, hipokampie, istocie czarnej zbitej (SNpc, ang. substantia nigra pars compacta),
brzusznej czg¢sci nakrywki srodmoézgowia (VTA, ang. ventral tegmental area), ale rOwniez
w narzadach peryferyjnych: wyspach trzustkowych, nadnerczach, sercu i tarczycy. Grelina
stymuluje lipogenezg, co zwigksza poziom tluszczu, reguluje metabolizm glukozy i cykl
okotodobowy oraz zwigksza perystaltyke jelit (Poher 1 in., 2018). Systemowe podanie greliny
powoduje wzrost poboru pokarmu, spadek wydatku energetycznego i wzrost masy ciala

(Nakazato 1 in., 2001; Tschop i in., 2000).
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1.3.2 Dlugoterminowe sygnaly sytosci

Dhugoterminowe sygnaly sytoSci w odroznieniu od krétkotrwatej sygnalizacji,
informuja o zasobach energetycznych organizmu. Sygnaty te pochodza gtownie z trzustki oraz

z tkanki thuszczowej (Morton 1 in., 2015).

Czynniki sygnatowe pochodzqce 7 trzustki

Gtowng funkcja fizjologiczng trzustki jest wydzielanie hormondéw utrzymujacych
homeostaze glukozy. W zalezno$ci od stezenia glukozy we krwi, poprzez uwalnianie insuliny
1 glukagonu, reguluje wychwyt glukozy przez tkanki. Trzustka wydziela takze polipeptyd
trzustkowy (PP, ang. pancreatic polypeptide) oraz amyling, ktore rowniez biorg udziat
w regulacji bilansu energetycznego (Lancha i in., 2012).

Insulina jest wydzielana przez komorki P trzustki 1 jej bazowy poziom jest
plejotropowym sygnalem o dziataniu dlugoterminowym, informujacym o dostgpnosci
weglowodanéw (Schwartz 1 Porte, 2005). Insulina hamuje pobor pokarmu poprzez
bezposrednie oddzialywanie na rézne populacje neuronéow w jadrze tukowatym. Zwierzgta
pozbawione receptoréw insulinowych w mézgu wykazuja wzmozong konsumpcje pokarmu
1 otylo§¢ (Briining i in., 2000). Insulina hamuje sekrecje glukagonu z komorek o trzustki.
Niektore komorki, takie jak adipocyty, kardiomiocyty, komoérki migsni szkieletowych,
charakteryzuja si¢ obecnos$cig transportera glukozy typu 4 (GLUT-4), ktory jest catkowicie
zalezny od obecnosci insuliny (Yaribeygi i in., 2019a).

Dziatanie wewnatrzkomoérkowe insuliny inicjowane jest poprzez przytaczenie insuliny
do receptora w blonie komoérek docelowych powoduja aktywacje receptora (fosforylacje)
i przylaczenie substratow receptora insuliny 1 (IRS-1, ang. insulin receptor substrate 1).
Nastepnie kinaza 3-fosfatydyloinozytolu (PI13K, ang. phosphoinsitide 3 kinase) wigze si¢ z IRS-
1 1 przeksztatca bifosforan inozytolu (PIP2, ang. phosphatidylinositol 4,5-bisphosphate) obecny
w blonie w trifosforan fosfatydyloinozytolu (PIP3, ang. phosphatidylinositol 3,4,5-
bisphosphate). PIP3 aktywuje kinaze¢ biatkowg PDK 1, ktéra fosforyluje kinaze Akt. Biatko Akt,
niezwigzane z blong, przemieszczajac si¢ w obrgbie komorki fosforyluje biatka kontrolujace
przemieszczanie GLUT4 na powierzchni¢ komorki, a takze aktywuje enzymy stymulujace
synteze glikogenu (Thorn 1 in., 2013). Niedostateczne wydzielanie insuliny lub zaburzenie
wychwytu glukozy przez komorki zalezne od insuliny, powoduje niemozno$¢ wykorzystania

glukozy jako zrdédta energii i hiperglikemi¢. Towarzyszace otytosci obnizenie wrazliwosci
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tkanek na insuling (insulinoopornos$¢), jest zaburzeniem metabolicznym prowadzacym do
rozwoju cukrzycy 2 typu (Yaribeygi i in., 2019a).

Insulina syntetyzowana jest w postaci proinsuliny w komodrkach f trzustki, a nastepnie
jest poddana obrébce w retikulum endoplazmatycznym (ER, ang. endoplasmic reticulum)
1 pakowana do pecherzykow wydzielniczych. Wzrost stezenia glukozy we krwi powoduje
transport glukozy za posrednictwem GLUT2 do komorek B, w wyniku czego dochodzi do
syntezy ATP, naptywu jonéw Ca’*" do wnetrza komorki, co powoduje fuzje pecherzykow
wydzielniczych z btong 1sekrecje¢ insuliny do kwioobiegu. Dlugotrwala nadwyzka
energetyczna moze przyczynic si¢ do powstania insulinooporno$ci w komorkach zaleznych od
insuliny, wzmozonej syntezy proinsuliny w ER w komodrkach B, co powoduje sytuacje
okreslang jako stres ER i uruchomienie $ciezki ratunkowej zwanej odpowiedzig na niezwinigte
biatka (UPR, ang. unfolded protein response). Szlak UPR hamuje synteze biatka, blednie
zwinigte biatka zostajg usuwane z ER 1 degradowane w proteasomach. Jesli stres ER nie
zostanie wyciszony, komorki B uruchamiajg $ciezke programowanej $mierci, doprowadzajac
do pelnoobjawowej cukrzycy 2 typu (Berg i in., 2018; Yaribeygi i in., 2019b). Insulina petni
wazng funkcj¢ w adipocytach w szczegolnosci u 0sob otytych. Jej rola polega na stymulacji
aktywnosci lipazy lipoproteinowej w komorkach tluszczowych, co prowadzi do wychwytu
kwasow tluszczowych z lipoprotein obecnych w krwiobiegu. Insulina indukuje
magazynowanie TAG poprzez kilka mechanizméw, z ktorych mozna wyr6zni¢: réznicowanie
preadpiocytow w dojrzate komoérki thuszczowe, stymulacje lipogenezy poprzez regulacje
genow promujacych synteze kwasow thuszczowych w komorkach thuszczowych 1 watrobie,
uruchomienie transportu glukozy w kierunku magazynowania tluszczé6w 1 syntezy

triglicerydow oraz zahamowanie lipolizy (Kahn i Flier, 2000).

Czynniki sygnalowe pochodzgce 7 tkanki ttuszczowej

Juz ponad 50 lat temu zaproponowano hipotez¢ regulacji poboru pokarmu w zalezno$ci
od krazacych czynnikow sygnatowych wydzielanych przez tkanke ttuszczowa, proporcjonalnie
do jej masy (Kennedy, 1953). Do najistotniejszych adipokin nalezg leptyna, adiponektyna czy
rezystyna (Lancha i in., 2012).

Leptyna jest nazywana ,,hormonem sytosci” i petni role w dlugoterminowej sygnalizacji
(Friedman, 2014). Syntetyzowana jest glownie w WAT oraz w mniejszych ilo$ciach przez inne
narzady (moézg, zoladek, tozysko). Synteza leptyny jest regulowana migdzy innymi przez stan
odzywienia, insuling, glukokortykoidy, katecholaminy, ekspozycj¢ na zimno 1 hormon wzrostu

(Ahima 1 Flier, 2000). Sekrecja leptyny jest zalezna od cyklu okolodobowego. Najwieksze
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stezenie w obiegu osigga w godzinach nocnych (00:00 — 04:00), co stanowi 30-40% wyzsza
warto$¢ niz stezenie mierzone w godzinach porannych (08:00-12:00) (Sinha iin., 1996).
Stezenie leptyny w obiegu zalezy od zmagazynowanych rezerw energetycznych w postaci TAG
w adipocytach (Schwartz i Porte, 2005). Stezenie leptyny wzrasta po spozyciu positku i stanowi
sygnal o pozytywnym bilansie energetycznym, odbieranym przez receptory w podwzgorzu.
Krazace sygnaly, takie jak insulina, reguluja leptyne posttranskrypcyjnie (M.-J. Lee i in., 2007).
Leptyna stymuluje neurony odpowiedzialne za poczucie sytosci i1 wzmacnia ich
anoreksygeniczne dziatanie, natomiast hamuje aktywnos$¢ neurondéw oreksygenicznych (Flak i
Myers, 2016). Za posrednictwem uktadu wspotczulnego, leptyna bierze udziat w regulacji
metabolizmu energetycznego, poprzez obnizenie poboru pokarmu, wzrost wydatku
energetycznego, regulacje termogenezy i reprodukcji (Pico i in., 2011). Zaburzenie funkcji
leptyny np. w wyniku uszkodzenia jej genu, niesie ze sobg powazne fizjologiczne
konsekwencje: wzrost konsumpcji pokarmu, zmniejszenie poczucia sytosci, zmiany w uktadzie
autonomicznym i endokrynnym powodujace zmniejszenie wykorzystania energii. Niski
poziom leptyny, wynikajacy np. ze skrajnego wychudzenia jak w przypadku jadtowstretu
psychicznego (Anorexia nervosa), przyczynia si¢ do zahamowania wzrostu, reprodukcji
1 obnizenia tempa metabolizmu, poprzez ostabienie dziatania uktadu wspotczulnego 1 funkcji
tarczycy. Obnizenie stezenia leptyny w obiegu powoduje wzrost syntezy glukozy w watrobie
oraz spadek wychwytu glukozy przez tkanki obwodowe, ze wzgledu na oszczedzanie ,,paliwa
energetycznego” dla mozgu. Niedobor leptyny prowadzi rowniez do zmian behawioralnych —
wzroscie motywacji do poszukiwania pokarmu, czy zwigkszeniu zachowan ryzykownych (Flak
1 Myers, 2016). W niektorych przypadkach otyto$¢ moze by¢ wynikiem zaburzen w Sciezce
leptynowej (nieprawidtowym wydzielaniu leptyny lub niemozno$ci wychwytu przez jej
receptory), co potwierdzono w mysich modelach otylosci z recesywng autosomalng mutacja
w genie kodujacym leptyne ob/ob (ang. obese) oraz genie kodujacym receptor leptynowy
w mysim modelu db/db (ang. diabetes) 1 w modelu szczurzym fa/fa (ang. fatty) (de Luca i in.,
2005; Frithbeck i Gémez-Ambrosi, 2001). U o0sob otylych, ze wzgledu na wysoka zawartos¢
tkanki tluszczowej, a tym samym nadmiar leptyny w obiegu, obserwuje si¢ obnizenie
wrazliwos$ci na leptyne, okreslane jako leptynoopornos¢ (Flak i Myers, 2016). Sygnalizacja
leptynowa zostata ewolucyjnie ,,zaprojektowana”, aby wykrywa¢ deficyt leptyny w obiegu,
raczej niz jej nadmiar, co sugeruje istnienie pewnego progu, powyzej ktorego efekt leptyny nie
jest obserwowany lub jest minimalny (Y. Ravussin i in., 2014). Leptyna, oprécz
bezposredniego odzialywania z neuronami podwzgodrza, dziala na tkanki obwodowe

(Triantafyllou 1 in., 2016). Mechanizm regulacji ekspresji genu kodujacego leptyn¢ nie zostat
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doktadnie poznany, ale uwaza si¢, ze wzrost stezenia leptyny jest kontrolowany m. in przez
insuling, poprzez wspolne $ciezki sygnatowe, a takze przez glukoze oraz glikokortykosteroidy.
Glukagon 1 katecholaminy z kolei, wykazuja dziatanie przeciwstawne, zmniejszajac ilo$¢
mRNA leptyny poprzez wzrost stezenia cAMP. Regulacja procesu termogenezy w BAT jest
rowniez kontrolowana przez leptyng za posrednictwem wspodiczulnego uktadu nerwowego.
Badania na modelach zwierzgcych pokazaty obnizenie biosyntezy leptyny po aktywacji
wspoétczulnego uktadu nerwowego za pomoca niskiej temperatury. Myszy ob/ob wykazuja
nizsza temperatur¢ ciata o 1-2°C w porownaniu z myszami kontrolnymi i nie przezywajg
ekspozycji na mroz (Rezai-Zadeh 1 Miinzberg, 2013; Trayhurn i in., 1976).
Wewnatrzkomorkowo leptyna wywiera swoj efekt poprzez oddziatywanie z receptorem
leptynowym w btonie komorkowej komorki docelowej. Receptor leptyny (LEPR) jest zaliczany
do rodziny cytokin klasy 1. Znanych jest 5 izoform tego receptora (LEPRa-e), z ktorego
najistotniejsza role peini dtuga posta¢ receptora LEPRD, aktywujaca $ciezke JAK—STATS3.
Modele zwierzgce, w ktorych brak jest tej formy receptora (myszy db/db, szczury fa/fa)
charakteryzuje otylo$¢, hiperfagia i obnizony wydatek energetyczny (de Luca iin., 2005).
Sciezka sygnatowa JAK—STATS3 bierze udziat w utrzymaniu homeostazy energetycznej. Po
przylaczeniu leptyny do receptora, nastgpuje autofosforylacja kinazy tyrozynowej Janus 2
(JAK?2), ktora fosforyluje reszty tyrozynowe receptora od strony cytozolowej oraz biatko
STAT3 (ang. signal transducer and activator of transcription) - cytozolowy przekaznik
sygnalu 1 aktywator transkrypcji (Roman 1 in., 2010). Ufosforylowana domena
wewnatrzkomorkowa receptora przytacza biatko SH2B1, ktorego delecja powoduje opornosé
na leptyne, hiperfagi¢ i1 otylo$¢. Fosforylacji mogg ulec rowniez inne biatka z rodziny STAT
np. STATI lub STAT 5, ktore po dimeryzacji, przemieszczajg si¢ do jadra komérkowego, gdzie
po przylaczeniu do rejonu promotorowego, biorg udzial w regulacji transkrypcji gendw.
Delecja STAT3 w podwzgérzu skutkuje otyloScig oraz rozwojem objawow zespotu
metabolicznego (H. Liu i in., 2021). Leptyna aktywuje takze kilka innych waznych §ciezek
sygnatowych. Jedng z nich jest $ciezka PI3K (kinaza 3-fosfatydyloinozytolowa) — PKB/Akt
(kinaza biatkowa B/Akt) — PDE3B (fosfodiesteraza 3B), ktora odgrywa wazng role w regulacji
poboru pokarmu i homeostazy glukozy (Niswender i in., 2001) w podwzgoérzu. Pokazano, ze
otylo§¢ wywotana dieta u myszy, powoduje spadek wrazliwo$ci neurondéw na leptyng,
wynikajacy z zablokowania $ciezki z udzialem PI3K (Metlakunta i in., 2008). Natomiast
badania przeprowadzone na szczurach wykazaty, ze zahamowanie w podwzgdrzu aktywnosci
PDE3B powoduje obnizenie stezenia cAMP, niwelujgc anoreksygeniczne wlasciwosci leptyny,

co w efekcie prowadzi do wzmozonego poboru pokarmu (Zhao i in., 2002). Leptyna aktywuje

26



rowniez szlak sygnatowy Ras—Raf—MAPK, w sktad ktérego wchodza kinazy regulowane
przez sygnaly zewnatrzkomérkowe (ERK, ang. extracellular signal-regulated kinase), nalezace
do rodziny kinaz aktywowanych przez mitogeny (MAPK, ang. mitogen-activated protein
kinase) (H. Liu 1 in., 2021). Polaczenie czasteczki leptyny z receptorem wplywa rowniez na
fosforylacje kinazy p38 MAPK, co prowadzi do nasilenia B-oksydacji, a takze N-koncowe;j
kinazy c-Jun (JNK, ang. c-Jun N-terminal kinase) (Shen 1 in., 2005). Dodatkowe $ciezki
sygnatowe leptyny dziatajace obwodowo wykorzystuja kinaze biatkowa aktywowang 5°-
adenozynomonofosforanem (AMPK), ktéra stanowi potencjalng $ciezke regulujaca funkcje
komorek B trzustki i1 sekrecje insuliny (P.-C. Chen i in., 2013) oraz $ciezka kinazy mTOR (ang.
mammalian target of rapamycin) - szlak, ktory aktywuje proliferacj¢ komorek jelitowych
(Fazolini i in., 2015). Do negatywnych regulatorow $ciezki sygnatowej leptyny zaliczamy
supresor sygnalizacji cytokin 3 (SOCS3, ang. suppressor of cytokine signalling 3), ktéry
hamuje fosforylacje wewnatrzkomorkowej czasteczki receptora leptynowego na zasadzie
sprzgzenia zwrotnego oraz fosfataz¢ tyrozynowa 1B (PTP1B, ang. protein tyrosine
phosphatase 1B), ktéra obniza poziom fosforylacji JAK2 oraz blokuje transkrypcje genu
kodujacego SOCS2 indukowang przez leptyne (H. Liu 1 in., 2021).
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Rycina 1.3 Sciezki sygnatowe leptyny uczestniczace w regulacji metabolizmu lipidéw i weglowodanéw
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Za posrednictwem opisanych powyzej $ciezek sygnatowych, leptyna odgrywa wazna
role jako czynnik anoreksygeniczny w dlugoterminowej regulacji poboru pokarmu oraz
kontroluje ekspresj¢ biatek kluczowych w przemianach lipidow i weglowodanow (Gogga i in.,
2011). Leptyna zwigksza wrazliwosci tkanek na insuling 1 wptywa na poprawe tolerancji
glukozy (wzrost intensywnosci glikolizy) (Berti 1 in., 1997). Mechanizm zwigkszonego poboru
glukozy przez migsnie szkieletowe pod wplywem leptyny, mozna wytlumaczy¢ za
posrednictwem aktywacji wewnatrzkomorkowej $ciezki sygnatowej poprzez fosforylacje
kinazy Akt oraz PI3K, co prowadzi do przemieszczenia transportera glukozy GLUT4 do btony
komorkowej (Thorn i in., 2013).

Obwodowo, leptyna hamuje syntez¢ TAG w watrobie, tkance ttuszczowej 1 migsniach
szkieletowych, co obniza ilo§¢ zmagazynowanych w nich lipidow. Stymulacja odpowiednich
neurondw podwzgdrza za pomoca leptyny powoduje wzrost uwalniania katecholamin,
adrenaliny 1 noradrenaliny, ktére poprzez receptory -adrenergiczne w adipocytach, zwickszaja
fosforylacje¢ CREB (ang. cAMP-response element binding protein) - czynnika transkrypcyjnego
wiazacego si¢ z elementem odpowiedzi na cAMP, ktory reguluje ekspresje gendow
zaangazowanych w hydroliz¢ TAG 1 utlenianie kwasow ttuszczowych (Park i in., 2006).
Leptyna stymuluje hydrolize¢ TAG w tkance tluszczowej poprzez zwigkszenie ekspresji genu
kodujacego lipaze zalezng od hormonéw (HSL, ang. hormone- sensitive lipase), a takze
powoduje wzrost oksydacji kwasow ttuszczowych zardwno w adipocytach, jak i migé$niach
szkieletowych 1 mig$niu sercowym, poprzez wzrost ekspresji genéow m. in.
palmitoilotransferazy karnitynowej 1 (CPT1, ang. carnitine palmitoyltransferase 1) (Akasaka i
in., 2009). W adipocytach, leptyna zmniejsza ekspresje gldwnych enzymow szlaku biosyntezy
lipidow: syntazy kwasow thuszczowych (FAS, ang. fatty acids synthase) ikarboksylazy
acetylo-CoA (ACC, ang. acetyl-CoA carboxylase) (Park i in., 2006).

1.4 Osrodkowa regulacja mechanizmu glodu i sytosci

Konsumpcja pokarmu powoduje stymulacje widkien wstgpujacych nerwu biednego
poprzez mechanoreceptory wrazliwe na rozszerzanie $cian zoladka oraz receptory odbierajace
sygnaty krotkoterminowe (CCK, PYY, GLP1, PP). Informacja jest przekazywana za
posrednictwem potaczenia monosynaptycznego poprzez transmisje glutamatergiczng z jagdrem
pasma samotnego (NTS, ang. nucleus of solitary tract) w tylomozgowiu. Tylomozgowie
stanowi anatomiczng drog¢ laczaca przodomodzgowie z reszta ciala. Krotkotrwate sygnaty
syto$ci sg przetwarzane w tym obszarze, w szczegdlno$ci w zespole grzbietowym nerwu
btednego (DVC, ang. dorsal vagal complex), w ktorego sktad wchodzi wspomniane jadro
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pasma samotnego, pole najdalsze (AP, ang. area postrema) i grzbietowe jadro ruchowe nerwu
btednego (DMYV, ang. dorsal motor nucleus of vagus. Nieszczelna bariera krew-mozg w tym
rejonie, powoduje bezposrednig ekspozycje neurondw na sygnaty peryferyjne takie jak st¢zenie
glukozy, poziom kwasow tluszczowych, hormondéw sytosci 1 cytokin, pochodzacych
z przewodu pokarmowego, komorek o i B trzustki, komoérek ttuszczowych, migsni 1 nerek
(Lancha et al., 2012; Rui, 2013). Ponadto NTS odbiera zstepujace projekcje z podwzgorza oraz
struktur uktadu korowo-limbicznego. Lokalizacja anatomiczna pozwala NTS petni¢ funkcje
tacznikowg pomiedzy przodo- i tytomdzgowiem oraz peti¢ funkcje w kontroli stanow gltodu
1 sytosci.

Gléwnym rejonem moézgu odpowiedzialnym za homeostaze energetyczng jest
podwzgoérze (Jais 1 Briining, 2022), zbudowane z wielu wzajemnie ze soba potaczonych jader.
W jego sktad wchodzi jadro tukowate (ARC, ang. arcuate nucleus), ktore odgrywa szczegdlnie
istotng role w regulacji energetycznej, jadro brzuszno-boczne (VMH, ang. ventromedial
hypothalamus), jadro grzbietowo-przysrodkowe (DMH, ang. dorsomedial hypothalamus),
jadro przykomorowe (PVN, ang. paraventricular nucleus), jadro boczne (LH, ang. lateral
hypothalamus). Jadra podwzgodrza posiadajg wzajemne polaczenia synaptyczne, ktére reguluja
autonomiczng i1 behawioralng odpowiedz w zaleznosci od statusu energetycznego (Rui, 2013).
Obwody podwzgodrza regulujace bilans energetyczny sa niezwykle plastyczne i rozwijaja si¢
w odpowiedzi na sygnaty odzywcze i hormonalne (Padilla i in., 2010). Wczesne kierunki badan
dazace do scharakteryzowania sposobu w jaki podwzgdrze kontroluje bilans energetyczny,
opieraly si¢ na badaniach unikatowej roli poszczegolnych jader podwzgorza w regulacji
taknienia (Klockars i in., 2019). W latach 60-tych XX wieku pokazano, ze ablacja VMH
prowadzi do nadmiernego poboru pokarmu i wzrostu masy ciata, natomiast przeciwnie,
zniszczenie jadra LH powoduje hipofagie i utrate masy ciata u gryzoni (Mayer i Thomas, 1967).
W kolejnych badaniach pokazano, ze uszkodzenie PVN oraz szlakow taczacych podwzgorze
z pniem moézgu, powoduje nadmierny apetyt i wzrost wagi u zwierzat laboratoryjnych
(Kirchgessner i Sclafani, 1988). W konsekwencji poszczegolne jadra czgsto okreslane byty jako
»centra” sytosci lub glodu. Jednakze, wraz z rozwojem metod umozliwiajacych identyfikacje
cytoarchiektury molekularnej mézgu, mozliwo$¢ pomiaru i modyfikacji ekspresji genow
miejscowo-specyficznych oraz metod umozliwiajacych selektywng manipulacj¢ okreslonych
podtypow receptorow, stato sie jasne, ze podziat na ,,centra sytosci i glodu” stanowi zbyt duze
uproszczenie. Zaproponowano zatem okreslenie, ze regulacja poboru pokarmu ksztattuje si¢

poprzez kombinacje sygnatow nerwowych i chemicznych zintegrowanych za pomoca
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wzajemnie skomunikowanej sieci regiondéw podwzgodrza, rejonami poza jego obrgbem oraz

(bezposrednio lub posrednio) z tkankami peryferyjnymi (Klockars i in., 2019).

1.4.1 Jadro lukowate i system melanokortynowy w regulacji poboru pokarmu

Jadro tukowate (ARC) pelni nadrzedng rol¢ w kontroli metabolicznej, m.in. dzieki
dogodnej lokalizacji anatomicznej, ktora umozliwia bezposredni odbior sygnatow
peryferyjnych. ARC lezy w sasiedztwie wyniostosci przysrodkowej (ME, ang. median
eminence) 1 trzeciej komory moézgu (3V, ang. third ventricle) (Campbell i in., 2017). ME
charakteryzuje si¢ specyficzng waskularyzacjg, za posrednictwem ktorej dochodzi do
rozszczelnienia bariery krew-mozg 1 bezposredniego kontaktu z sygnalami obwodowymi.
Tanacyty, komorki wyS$cielajace jame trzeciej komory, kontaktuja si¢ z ptynem mozgowo-
rdzeniowym (CSF, ang. cerebrospinal fluid) 1 przekazuja informacje dotyczaca stanu
energetycznego do ARC (Lieu i in., 2020). Analiza transkryptomiczna z wykorzystaniem
techniki Drop-seq wykazata 50 typéw komorek zlokalizowanych w obrebie ARC i ME
zawartych w klastrach i podklastrach, ktorych klastyfikacje oparto na ekspresji odpowiednich
markeréw charakterystycznych dla neurondéw, ependymocytéow i tanacytow, komorek linii
oligodendrocytow, komorek prekursorowych oligodendrocytow/komoérek NG2, makrofagow,
komorek srodbtonka, komoérek $ciennych 1 astrocytow. Ta niezwykta heterogennos¢ znajduje
odzwierciedlenie w funkcjach pelionych przez poszczegdlne typy i podtypy komorek.
W obrgbie ARC/ME mozna wyr6zni¢ przynajmniej kilka typéw neuronéw o odmiennych
funkcjach, w tym dwie populacje neuroendokrynne. Pierwsza kontroluje uwalnianie
przysadkowego hormonu wzrostu (GHRH, ang. growth hormone releasing hormone),
natomiast druga przez dopaminergiczne neurony TIDA/THDA (ang.
tuberoinfundibular/tuberohypophyseal dopaminergic), uwalnia prolaktyne. Kolejne populacje
neurondéw w ARC/ME to neurony KND, wykazujace ekspresje kisseptyny/ neurokininy B/
dynorfiny, kontrolujace ptodnos$¢ oraz neurony SST (ang. somatostatin), ktorych funkcja jest
stosunkowo stabo poznana (Campbell i in., 2017). W ARC/ME istnieja rOwniez inne
funkcjonalne typy neurondéw, do ktorych mozna zaliczy¢ GABAergiczng populacje
zaangazowang w termogeneze, wykrytg u transgenicznych myszy RIP-Cre z ekspresjg Cre
kierowang przez szczurzy promotor insuliny Il (ang. rat insulin-2 promoter) (Kong i in., 2012)
oraz GABAergiczng populacj¢ zalezng od leptyny (odrebng od AgRP) (Garfield i in., 2016).
Szczegoblnie istotng role w regulacji bilansu energetycznego, koordynacji apetytu i poboru
pokarmu, pelnig dwie populacje neuronéw, wykazujace przeciwstawne funkcje. Wsrod nich

wyr6zni¢ mozna neurony oreksygeniczne syntetyzujace peptyd agouti—-podobny (AgRP, ang.
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agouti-related peptide) 1 neuropeptyd Y (NPY, ang. neuropeptide Y) oraz neurony
anoreksygeniczne syntetyzujace POMC (ang. pro-opiomelanocortin) i CART (ang. cocaine-
amphetamine related transcript) (Campbell 1 in., 2017). Pomimo, iz obie populacje neuronéw
w dorostym zyciu wykazujg antagonistyczne wlasciwosci, w rozwoju ontogenetycznym 25%
neurondéw wykazujacych ekspresje NPY wywodzi si¢ z linii prekursorowej neurondow POMC,
co moze mie¢ wplyw na witasciwosci tych neuronéw w regulacji masy ciala i homeostazy
energetycznej (Padillaiin., 2010). Obie populacje neurondéw (AgRP/NPY oraz POMC/CART)
modulujg aktywno$¢ postsynaptyczng neurondw wykazujacych ekspresje receptora
melanokortyny 4 (MC4R, ang. melanocortin 4 receptor), znajdujacych si¢ w szczegolnosci
w PVN (Balthasar i in., 2005; Jais i Briining, 2022), ale obecne sg réwniez w innych obszarach
centralnego oraz obwodowego ukladu nerwowego i w komorkach L jelita. MC4R jest
receptorem zwigzanym z biatkiem G o 7 domenach transbtonowych (Balthasar et al., 2005).
Prohormon POMC rozpada si¢ m.in. do hormonu stymulujacego melanocyty a (a-MSH, ang.
a-melanocyte-stimulating hormone), ktory nastepnie aczy si¢ z receptorami MC3R i MC4R
obecnymi na neuronach podwzgoérza (PVN) czy DVC. Aktywacja receptora MC4R za
posrednictwem a-MSH powoduje obnizenie poboru pokarmu, wzrost wydatku energetycznego
oraz regulacje homeostazy glukozy (Rossi i in., 2011). Mutacje w POMC, MC3R lub MC4R
powoduja wczesny rozwdj masywnej otytosci u ludzi, co potwierdza rol¢ uktadu
melanokortynowego w regulacji homeostazy energetycznej (Krude i in., 1998). Receptor
MCA4R pelni kluczowa role w zapobieganiu otylosci, co zostato potwierdzone zarowno u ludzi,
u ktorych doszto do spontanicznej mutacji oraz w modelach zwierzecych typu knock-out
(MC4R KO). Brak tego receptora powoduje wzrost poboru pokarmu i spadek wydatku
energetycznego, co skutkuje otytoscig (Balthasar et al., 2005; Huszar et al., 1997).
Przywrécenie MC4R w PVN oraz subpopulacji neurondw w obrebie ciata migdatowatego
u zwierzat z usunigtym receptorem MC4R, blokuje przejadanie si¢, natomiast nie ma wpltywu
na wydatek energetyczny (Balthasar i in., 2005). Pokazano réwniez, ze chemogenetyczna
aktywacja neuronow MC4R w PVN redukuje poboér pokarmu po glodowce, tym samym
potwierdzajac rolg neuronow MC4R w regulacji sytosci (Campbell 1 in., 2017). Tak wiec, PVN
jest strukturg II-rzedu kontrolujaca taknienie, podczas gdy wydatek energetyczny jest
regulowany przez MC4R w innych obszarach mozgu, co §wiadczy o istnieniu odmiennych
funkcji sieci neuronalnej POMC w kontroli metabolizmu energetycznego (Zhan, 2018).
Neurony ARC ponadto wysylaja projekcje w obrgbie podwzgorza (PVN, DMV, VMH,
LH) oraz do innych osrodkow mézgowia, m.in. do NTS, jadra tozyskowego prazka krancowego

(BNST, ang. bed nucleus of the stria terminalis), jadra centralnego 1 przysrodkowego ciala
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migdatowatego (CeA, MeA, ang. central and medial nuclei of the amygdala), jadra
okotoramieniowego bocznego (LPBN, ang. lateral parabrachial nucleus), istoty szarej
okotowodociagowej (PAG, ang. periaqueductal grey), strukturach, bioracych udziat
w modyfikacji zachowania 1 motywacji w zaleznos$ci od potrzeb energetycznych organizmu

(Lieu i in., 2020).
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Rycina 1.5 Uproszczony schemat centralnej kontroli taknienia poprzez integracj¢ sygnalow peryferyjnych.
Dlugoterminowe sygnaly sytosci takie jak leptyna czy insulina sa odbierane przez receptory w neuronach
ARC, ktore nastgpnie angazuja neurony II-rzedu prowadzac do zmian w zachowaniach zywieniowych,
natomiast krotkoterminowe sygnaty sytosci z przewodu pokarmowego poprzez wtokna wstgpujace nerwu
btednego sg integrowane w rdzeniu przedluzonym (na podstawie Morton i in., 2015).

1.4.2 Neurony oreksygeniczne

Neurony oreksygeniczne (AgRP/NPY) sa neuronami GABAergicznymi, czyli oprocz
neuropeptydoéw, od ktorych pochodzi ich nazwa wydzielaja rowniez hamujacy neuroprzekaznik
kwas y-aminomastowy (GABA, ang. y- aminobutyric acid), ktory dodatkowo wycisza
aktywno$¢ neuronow POMC i struktur odpowiedzialnych za odczuwanie sytosci (Padilla i in.,
2016). AgRP jest opisywany jako endogenny antagonista lub odwrotny agonista receptora
melanokortynowego 3 14 (Atasoy iin., 2012; Derghal i in., 2017; Ollmann 1 in., 1997). Neurony
AgRP/NPY sa aktywowane przez krazace sygnaty wykrywajace deficyt energetyczny, w tym
greling (Atasoy i in., 2012). Grelina aktywuje swdj receptor na neuronach oreksygenicznych

1 uruchamia szlak zalezny od kinazy biatkowej aktywowanej przez AMP (AMPK, ang. 5'AMP-
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activated protein kinase) na presynaptycznych neuronach glutamatergicznych (Y. Yang i in.,
2011). Deficyt energetyczny powoduje wzrost pobudliwosci neuronalnej w neuronach
AgRP/NPY, natomiast sam widok pokarmu (inicjacja konsumpcji) natychmiast wycisza t¢
pobudliwos¢ (Aponte et al., 2011). Badania z wykorzystaniem optogenetyki, wykorzystujacej
aktywowany $wiatlem niebieskim kanal wapniowy — rodopsyne kanatowa (ChR2, ang.
channelrhodopsin 2), pokazaly, ze stymulacja neuronow AgRP w ARC, powoduje
natychmiastowy pobdr pokarmu u najedzonych myszy, tym wigkszy, im wigcej neuronow
zostanie pobudzonych podczas stymulacji (Aponte i in., 2011). Neurony AgRP/NPY wystepuja
w czesci przysrodkowej ARC w bezposrednim sgsiedztwie ME oraz trzeciej komory (3V).
Ekspresja AgRP w mdzgu jest §cisle ograniczona do ARC i ME (Ollmann i in., 1997; Wortley
i1in., 2005), natomiast NPY jest obecny w wielu miejscach w OUN: podwzgdrzu, hipokampie,
korze, pniu mézgu, mézdzku oraz w neuronach zazwojowych uktadu wspodtczulnego, gdzie jest
magazynowany 1 wydzielany wraz z noradrenaling (NE, ang. norepinephrine) (W. Chen 1 in.,
2020). NPY jest silnym czynnikiem stymulujacym jedzenie, dzialajacym na receptory Y1R
1 Y5R, zwigzane z biatkiem G w podwzgorzu i blokujacym neurony CART w ARC (Klockars
11n., 2019). W podwzgoérzu otytych i glodzonych szczuréw, poziom NPY jest podwyzszony
1 skorelowany z poborem pokarmu. Co wigcej, pobdr pokarmu zwigzany z intensywnym
wysiltkiem fizycznym wymaga aktywacji neuronéow NPY w ARC (ARCN'Y) (W. Chen i in.,
2020). Ablacja neurondw AgRP u dorostych osobnikow przy uzyciu toksyny blonicznej (DT,
ang diphteria toxin), powoduje zahamowanie konsumpcji pokarmu i gltodzenie, podczas gdy
usuni¢cie neurondw AgRP u mtodych osobnikéw, powoduje zaledwie niewielkg zmiang
w poborze pokarmu. Wynik tego eksperymentu wskazuje na szerokie okno plastycznosci,
w ktorym jest mozliwa kompensacja uzupetniajaca skutki braku danego typu neuronéw i ich
neuropeptydu. Kompensacja jest zatem mozliwa, jesli do usunigcia dochodzi na wczesnym
etapie rozwoju, gdzie tworzg si¢ polaczenia, a mézg wykazuje najwicksza plastycznos¢ (Luquet
i1in., 2005). Glodzenie wywolane ablacja neuronow AgRP w dorostym zyciu wynika z zaniku
sygnalizacji GABAergicznej do jadra okotoramieniowego (PBN, parabrachial nucleus) (Q.
Wu 1 in., 2009). Glodzenie jest rowniez wywolane hiperaktywnoscig PBN. Jest to bowiem
kluczowe jadro odbierajace sygnal z nerwu blednego z NTS, by zahamowa¢ pobdr pokarmu
(Q. Wu iin., 2012). Wiele jader mdzgu rozdystrybuowanych w roznych obszarach, wysyla
projekcje do neurondw AgRP/NPY, lecz nie tak licznie jak to ma miejsce w przypadku
neurondow POMC. Neurony POMC otrzymuja polaczenia presynaptyczne z ponad 50 obszarow
moézgu, z czego 35 unerwia réwniez neurony AgRP/NPY. Szacunkowo ~70% neurondéw

oreksygenicznych w ARC otrzymuje sygnaly z jader w obrebie podwzgorza (D. Wang i in.,
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2015). Mapowanie funkcjonalnych potgczen neuronalnych z wykorzystaniem ChR2 oraz
wektorow wirusowych rAAV (ang. recombinant adeno-associated virus), wykazaly istnienie
polaczen monosynaptycznych pomiedzy neuronami AgRP i POMC w ARC. Selektywna
fotostymulacja neuronéw ARCARP powoduje silne zahamowanie aktywnos$ci neurondow
ARCPOMC " Potgczenie to, jest blokowane za pomoca pikrotoksyny (PTX) — antagonisty
receptora GABAA, pokazujac Ze transmisja synaptyczna i zahamowanie POMC wymaga

obecnosci GABA (Aponte i in., 2011).

1.4.3 Neurony anoreksygeniczne

Neurony anoreksygeniczne (POMC/CART) sg stymulowane przez sygnaty hormonalne
oraz peryferyjne informujace o dostgpnosci substancji odzywczych, takie jak leptyna, glukoza,
GLP1 czy insulina, co prowadzi do spadku poboru pokarmu oraz zahamowania aktywnosci
sasiadujacych neurondw oreksygenicznych. Pokazano, ze delecja SOCS-3, negatywnego
regulatora dzialania leptyny w neuronach POMC, wplywa na poprawe homeostazy glukozy
1 wrazliwo$¢ na insuling oraz opornos$¢ na diete wysokotluszczowa (HFD, ang. high-fat diet)
(Kievit 1 in., 2006). Ponadto leptyna jest niezbedna do prawidiowego rozwoju neurondéw
POMC. Jednoczesne zaburzenie receptoréw insuliny i leptyny w neuronach POMC u myszy,
powoduje oporno$¢ na insuling (J. W. Hill i in., 2010), co wskazuje na gléwna rol¢ neuronow
POMC w integracji dlugoterminowych sygnatow obwodowych odzwierciedlajacych stan
energetyczny organizmu. Neurony POMC wydzielaja wspomniany a-MSH, ktory aktywuje
receptor melanokortynowy 3 (MC3R) i 4 (MC4R) redukujac pobor pokarmu i stymulujac
metabolizm. Gen Pomc koduje miejscowo specyficzny prekursor peptydowy, ktory oprocz o-
MSH daje poczatek réwniez innym peptydom, w tym f-, y-MSH, ACTH
(adrenokortykotropinie), CLIP (ang. corticotropin-like intermediate peptide), a takze
endogennemu opioidowi B-endorfinie, y-lipotropinie i met-enkefalinie. Wymienione peptydy
s3 upakowywane w pecherzyki i uwalniane, by kontrolowa¢ szereg proceséw biologicznych,
wlaczajac metabolizm energetyczny, pigmentacj¢, funkcje kory nadnerczy, zachowania
seksualne, uktad nagrody i odpornos¢. Warto nadmienié, iz gen Pomc ulega ekspresji zard6wno
w mozgu, jak 1 narzadach peryferyjnych (Zhan, 2018). W kontroli metabolicznej biorg udziat
glownie dwa produkty genu Pomc: o-MSH 1 ACTH (Luquet i in., 2005). Podanie dokomorowe
zarowno o-MSH, jak i ACTH powoduje zahamowanie poboru pokarmu i wzrost wydatku
energetycznego u gryzoni laboratoryjnych (Poggioli 1 in., 1986). Pomimo, ze ekspresja Pomc

w trakcie rozwoju jest tymczasowo wigczana w wielu rejonach moézgu, w dorostym zyciu jest
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scisle ograniczona do ARC w podwzgorzu i NTS w tylomozgowiu (Aponte i in., 2011). Myszy
z globalng ablacja neuronéw POMC wykazuja progresywna otyto$¢ w dorostym zyciu,
przejawiajaca si¢ poprzez przejadanie si¢ i zwigkszony przyrost masy ciata, podobnie do
mutantéow POMC typu knock-out (A. W. Xu 1 in., 2005). Ablacja neuronow POMC
w podwzgorzu zwigksza pobdr pokarmu, obniza wydatek energetyczny 1 powoduje szerokie
spektrum metabolicznych i endokrynnych zaburzen zwigzanych z otytoscia (Zhan i in., 2013).
Neurony POMC moga by¢ aktywowane w ciggu sekund po detekcji sensorycznej pokarmu.
Aktywno$¢ ta utrzymuje si¢ takze podczas konsumpcji (Zhan, 2018). Rozwdj optogenetyki oraz
technologii DREADD (ang. designer receptors exclusively activated by designer drugs)
umozliwil selektywna manipulacj¢ neuronéw POMC i poznanie roli neuronéw POMC
zlokalizowanych w ARC (ARCPOMC) w zachowaniach zywieniowych. Nagle zahamowanie
aktywnosci neuronalnej neuronéw POMC nie wplywa istotnie na pobor pokarmu, podczas gdy
chroniczna supresja redukuje przyjmowanie pokarmu i powoduje spadek wagi. Stymulacja
neuronow POMC z wykorzystaniem optogenetyki wykazala obnizony poboér pokarmu,
jednakze uzyskany efekt zaobserwowano po 24h ciaglej stymulacji, ukazujac inng niz
w przypadku  stymulacji  neuronéw  AgRP/NPY, kinetyke aktywacji  neuronow
zaangazowanych w poczucie sytosci (Aponte i in., 2011). Podobne wyniki otrzymano przy
uzyciu DREADD, gdzie pokazano, ze chroniczne, a nie krotkotrwate zablokowanie ARCPOMC
wywotuje hiperfagie (Krude i in., 1998). Populacja neuronéw POMC w NTS (NTSPOMC)
poprzez wtokna aferentne nerwu biednego przekazuje informacje z tkanek trzewnych do
moézgu. Neurony NTSPOMC 53 aktywowane przez CCK oraz inne krotkotrwate sygnaly sytoéci
po spozyciu positku. W dzialaniu aktywacyjnym CCK na neurony NTSPOMC pogdredniczy
wzrost pobudzenia nerwu btednego. Bezposrednia aktywacja NTSPOMC obniza liczbe positkow
i ich wielkos¢, i ostatecznie zahamowuje jedzenie. Jednakze w odréznieniu do ARCPOMC,
ablacja NTSPOMC pnie wptywa na pobor pokarmu, mase i sktad ciata, ani metabolizm lipidow i
cukréw (Zhan i in., 2013). Zatem podwzgorzowa populacja bierze udzialt w dtugoterminowe;j
regulacji poboru pokarmu i bilansu energetycznego poprzez integracje dtugoterminowych

sygnatow sytosci, natomiast populacja NTSPOMC

otrzymuje 1 przetwarza krotkoterminowe
sygnaty sytosci (Zhan, 2018). Neurony POMC stanowig heterogenenng populacje. Podzial na
subpopulacje sklasyfikowano na podstawie wydzielanych neuroprzekaznikéw z uzyciem
hybrydyzacji in situ. Stwierdzono obecno$¢ mRNA zaréwno dla enzymow odpowiedzialnych
za syntez¢ pobudzajacego neurotransmitera glutaminianu (VGLUT ang. vesicular glutamate

transporters), jak 1 dla hamujacego neuroprzekaznika GABA (Gad65 1 Gad67, ang. glutamic

acid decarboxylase) oraz na bardzo niewielkim poziomie (<1% neuronéw POMC) dla
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transportera GABA (VGAT, ang. vesicular GABA transporter). Pokazano, ze ~40% neuronow
POMC wykazuje fenotyp GABAergiczny (ekspresja GABA, Gad65 i Gad67), 7% populacji
neuronow POMC wykazuje fenotyp glutamatergiczny (ekspresja vGLUT2) w szczegdlnosci
w rostralnej czgsci ARC, natomiast potowa neuronéw z ekspresja vGLUT?2, wykazuje réwniez
ekspresje Gad65, sugerujac podwojng nature tej niewielkiej subpopulacji neuronéw POMC
1 wydzielanie zarowno hamujacych, jak i pobudzajacych neuroprzekaznikow (Jarvie i Hentges,
2012). Heterogenny charakter neuron6w POMC moze by¢ réwniez definiowany na podstawie
ekspresji receptorow na ich powierzchni. Neurony POMC posiadajg liczne receptory, wiaczajac
receptory dla leptyny, insuliny, serotoniny 2C (5-HT2cR), GLP1 (GLP1R), czy NPY. Neurony
POMC wykazujace ekspresj¢ receptora 5-HT2cR rdznig si¢ od tych z ekspresja receptorow
leptyny (Sohn i in., 2011). Natomiast neurony POMC z receptorami dla leptyny sa rézne od
tych z receptorami dla insuliny (Williams et al., 2010). Zaledwie 12% neuronow POMC
wykazuje ekspresje receptora dla leptyny, a mniej niz 10% dla receptora dla GLP1 (Campbell
1 in., 2017). Przytoczone przyktady pokazuja, ze podwzgérzowe neurony POMC mozna
podzieli¢ na liczne podgrupy na podstawie profilu ekspresji poszczegolnych receptorow GPCR
(ang. G protein coupled receptor), co odzwierciedla ich funkcje 1 odmienng odpowiedz na
zmiang stanu odzywienia. Przyktadem moze by¢ stan gtodowki, gdzie dziesigtki genow ulega
znaczacej zmianie ekspresji, lecz zmiana dotyka wytacznie okreslonych podtypow neuronow
POMC (Campbell i in., 2017). Aktywno$¢ i pobudliwo$¢ neurondéw POMC jest nie tylko
regulowana przez liczne peptydy obwodowe, lecz rowniez poprzez unerwienie presynaptyczne
wiokien aferentnych. Neurony POMC zlokalizowane w ARC (ARCPOMC) s3 liczniej unerwiane
niz neurony AgRP/NPY iotrzymuja sygnaly z 52 obszarow moézgu rozmieszczonych
w roznych rejonach w tym korze, przegrodzie, prazkowiu, ciele migdatowatym, wzgorzu,
podwzgorzu, hipokampie, sSrodmdzgowiu, moscie 1 rdzeniu. W przeciwienstwie do neurondw
ARCPOME neurony NTSPOMC odbieraja sygnaly gloéwnie z mostu i rdzenia (~80%) (D. Wang i
in., 2015).

Neurony vGLUT2 (ang. vesicular glutamate transporter 2) stanowig odrebng populacje
pobudzajacych glutamatergicznych neuronow w ARC, ktére aktywujg neurony POMC. Ta
populacja neuronow charakteryzuje si¢ unikalng dystrybucja (w dystalnej czesci ARC),
fizjologia komoérkowa 1 odpowiedzig na dziatanie neuropeptydow zaangazowanych w regulacje
homeostazy energetycznej. W obecnosci leptyny wykazujg wzrost ufosforylowanej czasteczki
STAT3. Ponadto, wykazuja pobudzenie elektrofizjologiczne w odpowiedzi na obecno$¢

anorektycznego neuromodulatora — CCK, natomiast oreksygeniczne neuropeptydy, takie jak
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NPY, met-enkefalina, dynorfina i1 dopamina, powoduja zahamowanie ich aktywnosci

neuronalnej (vanden Poliin., 2019).

1.4.4 Rola mikroRNA w regulacji metabolicznej

Mechanizmy epigenetyczne, takie jak metylacja DNA, modyfikacja histonow czy
czasteczki mikroRNA (miRNA), zostaly zaproponowane jako regulatory systemu
melanokortynowego, ktore modulujg ekspresje genéw poprzez oddzialtywanie ze srodowiskiem
zewnetrznyem (dieta, aktywno$¢ fizyczna) oraz z czynnikami wewne¢trznymi (hormony,
czynniki genetyczne). Zmiany w ekspresji genOw poprzez mechanizmy epigenetyczne sa
odwracalnie, lecz moga by¢ takze dziedziczone (Derghal i in., 2017; Gonzéalez-Muniesa i in.,
2017). Ekspresja gendw moze by¢ kontrolowana na etapie transkrypcji lub potranskrypcyjnie
za pomocg miRNA. Czasteczki miRNA biorg udziat wregulacji wielu procesow
fizjologicznych wlaczajac proliferacje, apoptoze, rozwdj uktadu nerwowego, rdéznicowanie
tkankowe, a takze w wielu patologicznych procesach zwigzanych m.in. z rozwojem raka
(Bartel, 2004).

Czasteczki mikroRNA s3 to mate niekodujace czasteczki RNA o $redniej dtugosci ~22
nukleotydow, ktore odgrywaja wazng rolg regulacyjng, obnizajaca ekspresje gendw poprzez
wiazanie z rejonem 3’UTR (ang. 3' untranslated region) docelowych transkryptéw (Ha 1 Kim,
2014). Wiazanie to nastgpuje w rejonie rdzeniowym czasteczki miRNA (ang. seed), w ktorego
sktad wchodzi 8 nukleotydow czg¢sciowo lub catkowicie komplementarnych z docelowym
transkryptem. Pojedyncza czasteczka miRNA moze potencjalnie wigza¢ si¢ z ponad 100
docelowych mRNA, a takze wiele czasteczek miRNA moze dziata¢ synergistycznie w regulacji
ekspresji tego samego transkryptu (Selbach i in., 2008). Dodatkowo, czasteczki miRNA
roznych rodzin o podobnym rejonie seed (ang. ,,seed family”’) moga ze sobg ,,wspOtpracowac”
W wyciszaniu tego samego genu lub zestawow genow petigcych podobne funkcje. Opisano
wiele badan nad rolg poszczegodlnych czasteczek miRNA, ktoérych usunigcie nie dawato
oczekiwanego fenotypu lub efekt byt nieznaczny. Mozna to uzasadni¢ powstaniem efektu
kompensacyjnego wynikajacego z eliminacji konkretnej czasteczki miRNA na wczesnym
etapie rozwoju. Czasteczki miRNA wydajg si¢ peni¢ zatem funkcje molekularnego systemu
buforowego, ktorego rolg jest zapobieganie niepozadanym fluktuacjom w poziomach biatek
(Ebert i Sharp, 2012).

Wigkszos¢ czagsteczek miRNA powstaje na tzw. Sciezce kanonicznej 1 jest procesowana

do prekursorowego miRNA (pre-miRNA) w jadrze komorkowym przez kompleks
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mikroprocesora, w sktad ktérego wchodzi m.in. rybonukleaza III Drosha (Denli i in., 2004),
a nastgpnie w cytoplazmie ulega dalszej obrobce za pomocg RNazy III — Dicer, do dojrzatego
dupleksu miRNA. Dupleks miRNA sktada si¢ z nici sensownej Sp oraz nici antysensownej 3p.
Jedna z nici wchodzi w interakcje z bialkiem Argonaute, ktére jest gldéwnym biatkiem
kompleksu RISC (ang. RNA-induced silencing complex) (Khvorova i in., 2003). Kompleks
RISC z wyselekcjonowanym miRNA — miRISC (ang. miRNA-induced silencing complex) na
zasadzie komplementarnosci, przytacza si¢ najczesciej do rejonu 3’UTR docelowego mRNA
w miejscu MRE (ang. miRNA response elements), za posrednictwem 8-nukleotydowego rejonu
,seed” w czasteczce mikroRNA. (Jo 1 in., 2015) 1 bierze udziat w procesie interferencji RNA,
ktorej celem jest wyciszenie translacji lub wrzadkich przypadkach catkowitej

komplementarno$ci, degradacji nici matrycowej (Kawamata i Tomari, 2010).
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Rycina 1.6. Schemat biosyntezy mikroRNA. W §ciezce kanonicznej, pierwotny transkrypt (pri-miRNA)
ulega obrébce w jadrze za pomoca mikroprocesora Drosha/DGCRS (ang. DiGeorge syndrome critical region
8) do prekursorowego miRNA (pre-miRNA). W $ciezce niekanonicznej, mirtrony, czyli miRNA powstale z
introné6w danego genu, sa generowane na drodze splicingu do pre-miRNA. Nastgpnie prekursorowe miRNA
transportowane jest do cytoplazmy (przez kompleks EksportynyV/RanGTP, gdzie ulega dalszemu
procesowaniu przy udziale kompleksu, w ktérego sktad wchodzi endorybonukleaza III Dicer wraz z TRBP
(ang. transactivation response RNA-binding protein) do dojrzalego dupleksu o dtugosci ok. 22 nukleotydow.
Jedna z nici jest nastgpnie rekrutowana przez biatko Agronaute (Ago, Agro), ktore wchodzi w sklad
kompleksu RISC wyciszajacego translacj¢ poprzez mechanizm interferencji RNA (Diaz i in., 2014).

Defekt w procesach biogenezy i1 funkcji miRNA wplywa na rozwdj zaburzen

metabolicznych. Przyktadowo, miR-14, miR-278 i let-7 sg zaangazowane w metabolizm
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lipidow 1 glukozy (Kriitzfeldt i Stoffel, 2006). Role w kontroli metabolizmu lipidéw przypisuje
si¢ czasteczkom miR-122, miR-33, miR-106, miR-758, miR-26, miR-370, miR-378/378*, let-
7, miR-27, miR-143, miR34a i miR-335. Przykladowo czasteczka miR-122 bierze udziat
w regulacji syntezy cholesterolu 1 sekrecji lipoprotein w watrobie (Fernandez-Hernando 1 in.,
2013). Czasteczka miR-33 jest zaangazowana w homeostaze cholesterolu 1 oksydacj¢ kwasow
thuszczowych. Czasteczki miR-33a 1 miR-33b kontroluja ekspresje¢ SREBPI i 2 (ang. sterol
response binding protein), Ampka 1 Sirtuiny 6 (Sirt6) zaangazowanych w regulacj¢ lipidow
1 metabolizmu glukozy. Substrat receptora insulinowego 2 (IRS2), biatko adaptorowe
kontrolujace sygnalizacje insulinowa w watrobie, réwniez jest regulowane przez miR-33, co
wywiera efekt na kaskad¢ kontrolowang przez IRS2, wlaczajac fosforylacj¢ PKB (ang. protein
kinase B) (zwang takze kinaza AKT) i lokalizacj¢ cytoplazmatyczng FoxO1 (Dévalos i in.,
2011), co wplywa na ekspresje genow kodujacych neuropeptydy zaangazowane w kontrole
faknienia. Ponadto, czasteczka miR-33 odgrywa kluczowg rolg¢ w regulacji neurondow
oreksygenicznych i jej selektywne usunigcie z neuronéw AgRP powoduje wzrost poziomu
transkryptow Agrp, zwigkszenie poboru pokarmu, otyto$¢ i zaburzenia metaboliczne (w tym
metabolizmu glukozy), zaburzenia biogenezy mitochondriow 1 oksydacji kwasow
thuszczowych (Price 1 in., 2024).

Ponadto, czasteczki miRNA petnig wazne funkcje w rozwoju uktadu nerwowego oraz
plastycznos$ci synaptycznej (Diaz i in., 2014). Podczas wczesnego rozwoju postnatalnego
w podwzgorzu mozna zaobserwowaé liczne zmiany na poziomie transkryptow wielu
czasteczek miRNA, zwlaszcza w obrebie ARC 1 ME (Doubi-Kadmiri i in., 2016). Zmiany te
mogg z kolei przektada¢ si¢ na detekcje krazacych sygnalow peryferyjnych oraz hormonéw za
posrednictwem systemu melanokortynowego, co w nastgpstwie, poprzez $ciezki zstepujace
(eferentne), moze modulowac funkcje fizjologiczne watroby, trzustki czy tkanki thuszczowej

(Rycina 1.7).
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Rycina 1.7. MikroRNA w neuronach POMC i AgRP/NPY i centralna regulacja bilansu energetycznego.
Neurony systemu melanokortynowego integruja sygnaly peryferyjne (leptyna, grelina), ktére moduluja
ekspresje genéw Pomc, Agrp/Npy oraz mikroRNA. System melanokortynowy wywoluje odpowiedz
adaptacyjna organizmu w wyniku czego dochodzi do regulacji poboru pokarmu, homeostazy glukozy czy
wydatku energetycznego. AgRP (ang. agouti related peptide); ARC (ang. arcuate nucleus); BAT (ang. brown
adipose tissue); DMH (ang. dorsomedial hypothalamus; LepRb (ang. leptin receptor type b); LHA (ang.
lateral hypothalamus area); ME (ang. median eminence) miRNA (mikroRNA); NPY (ang. neuropeptide Y);
GHSR (ang. ghrelin receptor); POMC (ang. pro-opiomelanocortin); PVN (ang. paraventricular nucleus);
VMH (ang. ventromedial hypothalamus); WAT (ang. white adipose tissue); 3V (ang. third ventricle) (na
podstawie Derghal i in., 2017)

1.5 Plastyczno$¢ neuronalna w podwzgorzu

Plastyczno$¢ neuronalna stanowi jedna z podstawowych cech uktadu nerwowego
okreslajaca zdolnos$¢ tkanki nerwowej do przebudowy (rearanzacji) sieci neuronalnych, co
umozliwia adaptacj¢, zmienno$¢, naprawe, a takze procesy uczenia si¢ i formowania engramow
pamieciowych (Kossut, 2019). Neuroplastyczno$¢ okresla wigc zdolnos¢ do funkcjonalnych
i strukturalnych zmian w potaczeniach neuronalnych pod wplywem docierajacych bodzcow
oraz odnosi si¢ do wlasciwosci neuronéw wykazujacych krotko- oraz diugotrwate zmiany
fenotypowe w odpowiedzi na zmienne warunki. Stres, neurodegeneracja, czy tez zmiany
behawioralne wywotane przyjmowaniem lekow, przyczyniajg si¢ do dlugoterminowych zmian
w chemii neurondéw, co prowadzi do zmian w produkcji neuropeptydow i biatek receptorowych.
Procesy te wymagaja przeprogramowania ekspresji genow i syntezy bialek de novo (Pérez-
Cadahia i in., 2011). Zmiany strukturalne, okreslane jako plastyczno$¢ synaptyczna, odnosza

si¢ do zmian w przewodnictwie synaptycznym neurondw, spowodowane przeksztatceniami
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samych synaps lub reorganizacji ich liczby (Nikolaev, 1997). Plastyczno$¢ synaptyczna odnosi
si¢ od zaleznej od aktywno$ci modyfikacji sity lub skuteczno$ci transmisji synaptycznej
w istniejacych wczesniej synapsach (Citri i Malenka, 2008). Zmiana sily synapsy okresla
plastycznos$¢ na poziomie funkcjonalnym, ktorej celem jest selektywna stabilizacja istniejgcych
aktywnych potaczen synaptycznych (Bernardinelli i in., 2014). Prowadzi to do zmian struktury
synaps, kolcow dendrytycznych (Bosch i Hayashi, 2012), synaptogenezy i modyfikacji
aksonow (Kossut, 2019). Poza zmianami strukturalnymi synaps, dlugotrwata plastycznosc
synaptyczna obejmuje rowniez zmian¢ ekspresji genéw zachodzaca pod wplywem aktywacji
pewnych $ciezek sygnalowych 1 powigzanych z nimi czynnikow transkrypcyjnych. Kontrola
ekspresji gend6w umozliwia czasowa 1 przestrzenng regulacje syntezy bialek koniecznych do
modyfikacji struktury synaps i/lub utrzymania tych zmian (Kaczmarek, 2000).

Mechanizmami lezacymi u podstaw plastycznos$ci synaptycznej, udokumentowanym po
raz pierwszy w polu CAl neuronow piramidalnych formacji hipokampa, sg zjawiska
dlugotrwatego wzmocnienia synaptycznego (LTP, ang. long term potentiation) i dlugotrwatego
ostabienia synaptycznego (LTD, and long term depression). Zarowno LTP jak i LTD sg zalezne
od obecnosci receptorow dla neuroprzekaznika glutaminianu NMDA i AMPA na neuronach
postsynaptycznych (Bear 1 Malenka, 1994; Lohmann 1 Kessels, 2014). Receptory NMDA
1 AMPA stanowig wigc wazny element molekularnej maszynerii transmisji synaptycznej,
bowiem przeksztalcaja sygnaly chemiczne na zmiany polaryzacji blony. Ich liczba
1 funkcjonalno$¢ moga zwigkszac si¢ lub zmniejsza¢, wzmacniajgc lub ostabiajgc tym samym
funkcje synaptyczne (Citri 1 Malenka, 2008).

Zmienne i nieprzewidywalne warunki $rodowiskowe wymuszaja szybka adaptacje
w obwodach neuronalnych zaangazowanych w regulacj¢ metabolizmu energetycznego.
Podwzgorze wykazuje wysoki stopien plastycznosci, co umozliwia przystosowanie si¢ do
zmian $rodowiskowych poprzez reakcje na odpowiednie sygnatly peryferyjne, ktore indukuja
zmiany organizacyjne w tychze obwodach. (Horvath i Gao, 2005). Za przyktad moga postuzy¢
silne modulatory systemu melanokortynowego leptyna, insulina czy grelina. Leptyna w sposob
zarbwno pre- jak 1 postsynaptyczny wzmacnia wytadowania neuronow POMC. Obniza
natomiast czgstotliwo$¢  wyladowan neuronéw  AgRP/NPY. Leptyna powoduje
hiperpolaryzacje neuronow AgRP/NPY, co w konsekwencji prowadzi do redukcji wyptywu
GABA i jego hamujacego wptywu na neurony POMC (van den Top i in., 2004). Hamujacy
mechanizm dziatania leptyny na neurony AgRP/NPY opiera si¢ na aktywacji kanatow
potasowych wrazliwych na ATP (Spanswick i in., 1997). Insulina, podobnie jak leptyna,

hiperpolaryzuje neurony podwzgorza poprzez aktywacj¢ kanatéw potasowych wrazliwych na
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ATP. Odwrotne dziatanie wykazuje grelina, ktéra wzmacnia aktywno$¢ neuronéw AgRP/NPY,
obniza natomiast czestotliwo$¢ wyladowan na neuronach POMC (Cowley i in., 2003). Grelina
niebezposrednio obniza aktywno$¢ neuronow POMC, lecz dziata poprzez aktywacje neurondw
AgRP/NPY, ktore nastgpnie uwalniaja hamujacy neuroprzekaznik GABA, wyciszajacy
aktywnos$¢ sasiadujacych neuronéw POMC (Tong 1 in., 2008).

Aktywnos$¢ neuronéw podwzgorza, a zwlaszcza neurondow zlokalizowanych w ARC,
jest ponadto modulowana w odpowiedzi na fluktuacje w poziomach ,,paliwa energetycznego”
glukozy 1 wolnych kwasow tluszczowych (Lam 1 in., 2005; Oomura i Yoshimatsu, 1984).
Neurony POMC sg aktywowane w odpowiedzi na wzrost stezenia glukozy, natomiast neurony
AgRP/NPY wykazuja zwickszong aktywnos¢, gdy poziom glukozy maleje (Fioramonti i in.,
2007). ,,Paliwem energetycznym” dla neuronéw AgRP/NPY sa wolne kwasy tluszczowe.
Wykorzystanie dwoch réznych substratow energetycznych, glukozy dla neuronow POMC
1 wolnych kwasow tluszczowych dla neuronow AgRP/NPY, pokazuje jak istotne dla
aktywnosci neurondw podwzgorza sg procesy glikolizy i utleniania kwaséw thuszczowych
(Andrews i in., 2008; Horvath i in., 2009).

Istniejg specjalne mechanizmy umozliwiajagce komorkom monitorowanie dostepnosci
substratow energetycznych w przestrzeni zewnatrzkomorkowej. Jednym z nich jest wzrost
aktywnosci kinazy adenozynomonofosforanu, AMP (AMPK) w odpowiedzi na spadek
stosunku AMP do ATP. Aktywacja kinazy AMP generuje odpowiedzi komérkowe majace na
celu wzrost poziomu ATP, wiaczajac wzrost syntezy 1 wychwytu glukozy oraz kwasow
thuszczowych przez komorki. Niedostateczna ilo§¢ substratéw energetycznych podczas
glodoéwki powoduje wiec wzrost aktywnosci AMPK (K. Lee i in., 2005). Myszy, ktorym
usuni¢to podjednostke AMPKa2 w neuronach POMC rozwijaja otyto$¢, podczas gdy taka
mutacja wywotana w neuronach AgRP/NPY powoduje zalezny od wieku szczuply fenotyp
(Claret 1 in., 2007).

Wrazliwos¢ komoérek podwzgorza na obecno$¢ wolnych kwasow ttuszczowych jest
réwniez oparta o mechanizm zalezny od kinazy AMP (Lam i in., 2005). Wolne kwasy
thuszczowe dyfunduja do neuronéw podwzgorza, gdzie sg nastgpnie estryfikowane
1 przenoszone do mitochondriow w celu utlenienia, co ostatecznie skutkuje zwigkszonym
faknieniem. Transfer zestryfikowanych kwasow ttuszczowych do mitochondridéw jest zalezny
od palmitoilotransferazy karnitynowej-112 (CPT1 i CPT2, ang. carnitine palmitoyltransferase)
(Lam 1 in., 2005). Zahamowanie aktywnos$ci podwzgdérzowego CPT1 obniza pobdr pokarmu
1 wytwarzanie endogennej glukozy (Obici i in., 2003). Ponadto, malonylo-CoA, ktorego

aktywno$¢ wzrasta w wyniku spalania glukozy, obniza aktywno$¢ CPT1, a co za tym idzie,
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utlenianie kwasow ttuszczowych (Lam 1 in., 2005). Dodatkowo, badania na myszach CPTlc-
KO karmionych dietg zwykla (ang. chow) pokazuja, ze myszy CTP1c-KO wykazuja obnizony
pobdr pokarmu i nizszg mas¢ ciata. Myszy te karmione dieta wysokotluszczowa, sg bardziej
podatne na otylo$¢, pomimo ze nie wykazuja zmian w poborze pokarmu, maja obnizony
wydatek energetyczny. Moze to wskazywaé na istotng role CPT1 w regulacji wydatku
energetycznego (Wolfgang i in., 2006).

Sygnaly peryferyjne rowniez moduluja aktywnos¢ AMPK. Leptyna i grelina
odpowiednio obniza i zwigksza aktywno$¢ kinazy AMP (Andrews i in., 2008). Grelina indukuje
wzrost wytadowan neuronéw AgRP/NPY poprzez receptor GHSR, ktéry z kolei aktywuje
kinaz¢ AMP, powodujac supresj¢ karboksylazy acetylo-CoA (ACC) i eliminacj¢ hamujacego
efektu malonylo-CoA na aktywnos$¢ CPT1. Aktywacja CPT1 zwigksza wejscie dtugich kwasoéw
thuszczowych do macierzy mitochondrialnej, ktore nastepnie zostaja utleniane w procesie 3-
oksydacji (Andrews 1 in., 2008). Rowniez mitochondrialne biatko rozprzggajace UCP2 (ang.
uncoupling protein 2) obecne na zakonczeniach aksonow w komorkach zaangazowanych w
homeostaze¢ energetyczng, wptywa na efektywno$¢ proceséw metabolicznych, autonomicznych
1 endokrynnych zachodzacych w komorkach podwzgérza. UCP2 jest zaangazowane w lokalng
produkcje ciepta, wplywajac tym samym na wydatek energetyczny, a takze wzmaga
neurotransmisj¢ i przebudowe synaptyczng (Andrews i in., 2005; Horvath, Warden, i in., 1999).
Neurony c-Fos—pozytywne po manipulacjach takich jak gtodéwka lub ekspozycja na zimno,
wykazuja masywne unerwienie przez zakonczenia aksonow zawierajagce UCP2 (Horvath,
Warden, i in., 1999). Wzmozona aktywno$s¢ UCP2 w mitochondriach zlokalizowanych na
zakonczeniach aksondw neurondéw wykorzystuje gradient protonowy do produkcji ciepta, przez
co powoduje czasowe obnizenie poziomu ATP i stanowi sygnat do proliferacji mitochondriow,
co ostatecznie prowadzi do zwigkszonej lokalnej produkcji ATP. UPC2 wykazuje rowniez
dziatanie neuroprotekcyjne, bowiem obniza powstawanie reaktywnych form tlenu (ROS, ang.
reactive oxigen species) 1 wspomaga wyptyw jonow Ca2+. Mitochondria stanowig wazny bufor
dla wtornego przekaznika jakim sg jony Ca2+, ktore pehnig istotng funkcje w transporcie
pecherzykow, fuzji, uwalnianiu 1 recyklingu, stad regulacja presynaptycznego stezenia wapnia
przez UCP2 bedzie bezposrednio wptywac na neurotransmisje. Zdolnos¢ UCP2 do regulowania
potencjatu blony mitochondrialnej lezy zatem u podstaw zdolnosci do regulowania neuronalne;
homeostazy wapnia (Andrews i in., 2005). UPC2 jest zaangazowany w plastycznos¢
synaptyczng w systemie malanokortynowym, a szczegoélnie w zmianach komorkowych
zachodzacych w neuronach AgRP/NPY w odpowiedzi na greling i/lub deprywacje pokarmowa.

Poziom greliny oraz kwaséw tluszczowych w obiegu wzrasta podczas gtodowki (w stanie
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negatywnego bilansu energetycznego) (Andrews 1 in., 2008) oraz indukujac zmiany plastyczne
w systemie melanokortynowym (Diano i in., 2006). Pokazano, ze krotkotrwata deprywacja
pokarmowa indukuje zmiany plastyczne w neuronach podwzgorza, promuje powstanie nowych
synaps pobudzajacych 1 pragdow synaptycznych na neuronach hypokretynowych
(oreksynowych) w LH. Zmiany te ulegaja cofnieciu po podaniu pokarmu lub leptyny (Horvath
1 Gao, 2005). Grelina silnie indukuje zmiany plastyczne nie tylko w podwzgorzu, ale réwniez
w innych rejonach moézgu, w tym w hipokampie, gdzie wywiera silny efekt na powstanie
nowych synaps, powstanie 1 propagacj¢ LTP, wzmacnia proces uczenia si¢, konsolidacje

pamigci oraz reguluje zalezny od hipokampa behawior (Abizaid i in., 2006; Diano i in., 2006).

Grelina

/X
Acetylo-CoA| .I Mllon)lo-CoA
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NPY/AgRP/GABA POMC/CART

Przyklady czynnikéw molekularnych
w aktywacji neurondw AgRP/NPY
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Rycina 1.8 Czynniki molekularne i biochemiczne zaangazowane w aktywno$¢ neuronéw AgRP/NPY
i plastyczno$¢ synaptyczna. Aktywacja neuronow AgRP/ NPY w ARC jest odpowiedzialna za pobor
pokarmu. Negatywny bilans energetyczny (np. w stanie glodu) prowadzi do wzrostu poziomu greliny
w obiegu, ktora przez receptory GHSR na neuronach AgRP/NPY indukuje taknienie. Sygnalizacja grelinowa
prowadzi do fosforylacji AMPK, ktéra fosforyluje ACC obnizajac jej enzymatyczng aktywno$¢. Skutkuje to
spadkiem malonylo-CoA, co prowadzi do uwolnienia CPT1 i transportu kwaséw ttuszczowych do macierzy
mitochondrialnej. Utlenianie kwasow tluszczowych powoduje synteze ATP i ROS. Energia z ATP
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wykorzystywana jest na pokrycie zapotrzebowania energetycznego neuronéw na podtrzymanie ich
aktywnos$c¢ podczas negatywnego statusu energetycznego. ROS zwigksza aktywnos¢ UCP2, ktore na zasadzie
negatywnego sprz¢zenia zwrotnego redukuje poziom ROS w komorce. Petla ta umozliwia wlasciwa i ciagla
aktywacje neuronéw AgRP/NPY w okresach niedoboru pozywienia. Podczas gtodowki aktywno$¢ neuronow
AgRP/NPY wplywa na zmiany w ekspresji czynnikow odpowiedzialnych za zmiany pobudliwosci
i plastycznosci synaptycznej w neuronach ARC. Skroty: ACC (ang. acetyl-CoA carboxylase); AMPK (ang.
AMP kinase); CART (ang. cocaine- and amphetamine-regulated transcript); CoA (ang. co-enzyme A);
GHSR (ang. growth hormone secretagog receptor); CPT1 (ang. carnitine-dependent acyltransferase 1);
MCA4R (ang. melanocortin receptor 4); NPY (ang. neuropeptide Y); ROS (ang. reactive oxygen species);
Sirtl (ang. sirtuin 1); UCP2 (ang. uncoupling protein 2) (na podstawie Dietrich i Horvath, 2013).

Badania pobudzajacej transmisji glutamatergicznej w neuronach ARC AgRP oraz
POMC z uzyciem transgenicznych modeli, gdzie usuni¢to Grinl, gen kodujacy podjednostke
NR1 receptora NMDA pokazuja, ze plastycznos¢ kontrolowana poprzez receptory NMDA,
odgrywa kluczowa role w regulacji aktywno$ci neuronéw AgRP/NPY, lecz nie wptywa na
neurony POMC. Myszy pozbawione tego receptora na neuronach AgRP/NPY wykazujg
redukcje masy ciata, obnizenie ilo$ci tkanki thuszczowej, zmniejszenie konsumpcji pokarmu
oraz zmniejszenie poboru pokarmu podczas dokarmienia po okresowej glodéwce (ang.
refeeding). Pokazano, ze usunigcie receptorow NMDA w neuronach AgRP/NPY, ktoére sa
bogate w kolce dendrytyczne, powoduje redukcje liczby kolcow o ~50% 1 zmiang ich
morfologii. Neurony POMC natomiast, sg praktycznie pozbawione kolcow dendrytycznych.
24-godzinna gloddéwka zwigksza liczbe kolcoOw dendrytycznych na neuronach AgRP/NPY
0 67%, lecz u zwierzat z usuni¢tym receptorem NMDA w neuronach AgRP tego wzrostu nie
zaobserwowano. Odkrycie to, sugeruje, ze proces tworzenia kolcow dendrytycznych, wymaga
obecnosci receptorow NMDA 1 odgrywa wazng role w aktywacji neuronéw AgRP/NPY
podczas gltodoéwki. Sprawdzono rowniez efekt gtodéwki na parametry elektrofizjologiczne
neuronow AgRP/NPY w celu okreslenia czy wzrost liczby kolcow dendrytycznych przekltada
si¢ na zwigkszenie transmisji synaptycznej 1 pobudliwos$¢ neuronalng (wlasciwosci zalezne od
receptorow NMDA). Pokazano, ze glodowka podwaja czestotliwos¢ spontanicznych
i miniaturowych pobudzajacych pradow postsynaptycznych (SEPSCs, ang. spontanous
excitatory postsynaptic currents; mEPSCs, ang. miniature EPSCs) izolowanych z receptorow
AMPA, bez wptywu na amplitudg (T. Liu i in., 2012) oraz depolaryzuje i zwigksza pobudliwos¢
neurondw AgRP/NPY. Aktywacja neuronow AgRP/NPY podczas gltodu jest wigc zwigzana ze
zwiekszong czestotliwoscia postsynaptycznych pradow pobudzajacych. Aktywowane
glodowka mEPSC jest zalezne od presynaptycznego uwalniania wapnia ze Zzrdédel
wewnetrznych za posrednictwem rianodyny, a nie z kanatéw wapniowych bramkowanych
napi¢ciem (Y. Yang i in., 2011). Glodowka zwigksza takze ilo$¢ transkryptow mRNA genow
kodujacych Agrp 1 Npy 1 zmniejsza ekspresje genu Pomc. Jednakze u zwierzat z usuni¢tym
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receptorem NMDA w neuronach AgRP/NPY wzrost transkryptéw AgRP i NPY po gtodowce
jest istotnie obnizony, a u myszy bez receptorow NMDA w neuronach POMC tego efektu nie
stwierdzono. Reasumujac, aktywacja neuronow AgRP/NPY poprzez glodowke (ale nie
zahamowanie neuronow POMC aktywowane glodowka), jest zalezne od obecnosci receptorow
NMDA (T. Liuiin., 2012). Ponadto stwierdzono, ze gtodéwka indukuje wzrost poziomu biatka
c-Fos w neuronach AgRP/NPY, lecz u zwierzat pozbawionych NMDA jest on rOwniez istotnie
mniejszy. Dokarmienie zwierzat po okresie gtodowki powoduje powrét do parametréw
wyjsciowych po uptywie 3 dni (T. Liu i in., 2012). Podobne zmiany synaptyczne obserwowane
podczas gtodowki indukuje grelina. Zwigkszona czestotliwos¢ mEPSC jest w tym przypadku
zalezna od sygnalizacji AMPK doprowadzajac do uwolnienia glutaminianu. W badaniach in
vitro pokazano, ze grelina aktywuje AMPK za posrednictwem zaleznej od wapnia/kalmoduliny
kinazy biatkowej (CaMK) co wptywa na utrzymujaca si¢ godzinami plastyczno$¢ synaptyczng
(Y. Yangiin., 2011). Zwigkszona transmisja synaptyczna jest wyciszana przez leptyne poprzez
mechanizm zalezny od opiodéw. Opioidy pochodzace z POMC (prawdopodobne f-endorfina),
odwracaja zalezny od AMPK wzmozony wplyw transmisji pobudzajacej na neurony
AgRP/NPY. Mechanizm presynaptycznej aktywacji neuronow AgRP/NPY poprzez
gltodowke/greling zalezny od AMPK jest kluczowy w indukcji zmian adaptacyjnych podczas
negatywnego bilansu energetycznego (Y. Yang i in., 2011).

Zmiany plastyczne w neuronach podwzgdérza moga by¢ réwniez indukowane
w odpowiedzi na pozytywny bilans energetyczny. U zwierzat karmionych dietg
wysokottuszczowg HFD (ang. high-fat diet), zauwazono wzmozone przyjmowanie pokarmu
1 przejadanie si¢ przez pierwszy tydzien po wprowadzeniu karmy HFD w poréwnaniu do myszy
karmionych standardowa dieta chow. Nastgpnie zwierz¢ta HFD ustanawialy sobie ilo$¢
pokarmu, ktora odpowiadata ilosci przyjetych kalorii przez grupe kontrolng (Horvath i in.,
2010). Pomimo, ze w obu grupach kaloryczno$¢ pokarmu byta podobna, zwierzeta HFD
rozwinely otyto$¢ spowodowang akumulacja ttuszczu zawartego w pozywieniu (DIO, ang. diet
induced obese). Jednakze, wirdd zwierzat mozna wyr6zni¢ pewng populacj¢ osobnikow, ktore
otylo$ci nie rozwijaja lub rozwijaja ja w niewielkim stopniu bez wzgledu na diete. Zwierzgta te
okreslane sg jako oporne na diet¢ (DR, ang. dietary resistant). Obie grupy zwierzat wykazuja
roznice w organizacji synaptycznej neuronow POMC. Przyjmuje si¢, ze wzmozony naplyw
pradéow hamujacych na ciata komoérek neuronéw POMC jest czynnikiem predykcyjnym
w podatnosci na otyto§¢ indukowang dieta. Badania nad dlugofalowym spozyciem HFD
(powyzej 3 miesigcy) ujawnity zmiany w przebudowie synaptycznej zaroOwno neurondow

POMC jak i AgRP/NPY. Ekspozycja na HFD powoduje wzrost liczby synaps na neuronach
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POMC, zaréwno u zwierzat DR 1 DIO oraz prowadzi do spadku naptywu pradow

synaptycznych docierajacych do ciat komorek neuronow POMC. Jednocze$nie zaobserwowano

wzrost wypustek astrocytarnych otaczajacych neurony POMC (Horvath i in., 2010). Spadek

naptywu pradow synaptycznych prawdopodobnie jest wynikiem obnizenia przekaznictwa

hamujacego w neuronach POMC, a nie zmian w transmisji pobudzajacej. Sgsiadujgce neurony

AgRP/NPY myszy karmionych dieta wysokotluszczowa wykazuja obnizone przekaznictwo

pobudzajace bez zmian w transmisji hamujacej. Efektem zywienia wysokotluszczowego sa

zmiany ustawienia wartosci uktadu melanokortyny w ARC w stron¢ aktywacji neuronow

POMC, przy jednoczesnym zmniejszeniu pobudliwo$ci neuronéw AgRP/NPY (Horvath i in.,
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Rycina 1.9 Zmiany synaptyczne zachodzace w systemie melanokortynowym w ARC w odpowiedzi na
bodzce hormonalne i metaboliczne. (A) Wzrost aktywnos$ci neurondow oreksygenicznych AgRP/NPY
w stanie negatywnego bilansu energetycznego uwalniajacego greling powoduje formowanie synaps
pobudzajacych na neuronach AgRP/NPY, a jednoczes$nie obniza liczbe synaps pobudzajacych na neuronach
POMC. Jednoczesnie glodowka/grelina powoduje wzrost liczby kolcow dendrytycznych na neuronach
AgRP/NPY poprzez mechanizm zalezny od receptorow NMDA (T. Liu i in., 2012); (B) Aktywacja neuron6w
POMC w stanie pozytywnego bilansu energetycznego lub w wyniku przyjmowania diety wysokottuszczowej
(HFD) i wzrostu st¢zenia leptyny i insuliny w obiegu powoduje obnizenie transmisji pobudzajacej na
neuronach AgRP/NPY oraz transmisji hamujacej na neuronach POMC. Dieta wysokotluszczowa dodatkowo
sprzyja powstawaniu synaps pobudzajacych na ciatach komorek neuronow POMC. Leptyna wykazuje
podobne dziatanie do HFD to znaczy wzmacnia transmisj¢ pobudzajaca na neuronach POMC, a takze
wzmacnia transmisj¢ hamujaca na neuronach AgRP/NPY (na podstawie Dietrich i Horvath, 2013).
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1.6 Geny wczesnej odpowiedzi komorkowej

Docierajace ze srodowiska informacje sensoryczne w sposob ciagly przyczyniajg si¢ do
rozwoju uktadu nerwowego na poziomie synaptycznym i poszczegdlnych obwodow
neuronalnych. Odpowiedz neuronalna na bodziec moze by¢ zakwalifikowana jako wczesna
1 pézna (Citri 1 Malenka, 2008). Wczesna odpowiedz wystepuje natychmiast po zadzialaniu
bodzca i trwa od milisekund do minut. Wymaga ona interakcji pomig¢dzy czynnikiem
(bodzcem) a powierzchnig komorki, co aktywuje wtorny system przekaznictwa, aktywujacy
kinazy i/lub fosfatazy biatkowe, ktorych zadaniem jest fosforylacja i/lub defosforylacja
odpowiednich bialek niezbednych do wyegzekwowania stosownej odpowiedzi neuronalne;.
Pozna odpowiedz generowana jest w przedziale czasowym od kilku godzin do wielu dni od
zadzialania bodzca, a moze mie¢ rowniez charakter staty. Istotng cecha pdznej odpowiedzi jest
zmiana ekspresji genow, co lezy u podstaw wielu procesow w tym uczenia si¢, formowania
engramow pami¢ciowych, tolerancji na leki czy sensytyzacji (Hughes i Dragunow, 1995).
W efekcie sensorycznej aktywacji neuronalnej, dochodzi do uwolnienia neuroprzekaznikow
z zakonczen presynaptycznych, depolaryzacji blony postsynaptycznej i wzroscie st¢zenia
jondéw wapnia w cytoplazmie, co stanowi potezny sygnat aktywujacy program ekspresji genow
w jadrze komérkowym (West 1 Greenberg, 2011). Ekspresja genéw efektorowych moze by¢
zwigkszona (ang. upregulation) lub obnizona (ang. downregulation), przy czym istniejg geny
indukowane natychmiast, okreslane jako geny wczesnej odpowiedzi komorkowej (IEG, ang.
immediate early genes) oraz geny z opozniong ekspresjg (Pérez-Cadahia i in., 2011). Geny
wczesne] odpowiedzi stanowig klase genow, ktore ulegaja naglej 1 tymczasowej indukcji
w odpowiedzi na szereg roznych czynnikow. Indukcja zachodzi w przeciaggu minut i nie
wymaga syntezy biatka de novo. Jedng z cech charakterystycznych IEG jest wigc to, ze ich
ekspresja nie moze by¢ zahamowana za pomocg inhibitoréw syntezy biatka. Okres pottrwania
mRNA tych IEG jest rowniez bardzo krotki (w przypadku genu c-fos to ok. 10-15 minut)
(Sheng i Greenberg, 1990). Regulowana ekspresja IEG wydaje si¢ spetnia¢ kluczowa role dla
komorki, poniewaz produkty IEG reguluja aktywno$¢ genow docelowych. Mutacja niektorych
IEG, podobnie jak ich wirusowych krewnych, moze natomiast powodowac transformacj¢
komorkowg (Lanahan 1 Worley, 1998). IEG s3 zaangazowane w przeksztatcenie
krotkotrwatych bodzcow na dhlugoterminowe zmiany w fenotypie komodrkowym poprzez
regulacje¢ ekspresji genéw (Lerea, 1997). IEG zazwyczaj funkcjonuja jako czg$¢ sieci bialek
ulegajacych konstytutywnej ekspresji. Stanowig cz¢$¢ hierarchicznego programu regulujacego

dtugoterminowe odpowiedzi komoérkowe (Lanahan 1 Worley, 1998). IEG koduja szerokg game
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funkcjonalnie r6znych produktow, do ktorych mozna zaliczy¢ biatka sekrecyjne (np. cytokiny
1 chemoatraktanty), enzymy  cytoplazmatyczne  (fosfataza = 3CH134/MKP-1/Erp
1 cyklooksygenaza COX-2), zalezne od ligandu czynniki transkrypcyjne (NGFIB/Nur77/N10,
Z7if268, Egr3) oraz indukowalne czynniki transkrypcyjne (Jun, Fos, Myc, NGFI-C, SRF).
Sklonowano biblioteke gendéw szybkiej odpowiedzi neuronalnej, sktadajaca si¢ z ponad 500
genow, w tym niektdrych juz scharakteryzowanych IEG i genéw kodujacych indukowalne
czynniki transkrypcyjne (Nedivi i in., 1993). Czynniki transkrypcyjne stanowia biatka, ktore
regulujg ekspresje genow poprzez wigzanie ze specyficzng sekwencja regulatorowg (X. He i
Rosenfeld, 1991).

BodZce zewnatrzkomérkowe wywotuja natychmiastowg transkrypcje szeregu IEG
takich jak c-fos, Egri/Zif268, Arc/Arg3.1 1 Homerla (Herdegen i Leah, 1998). Sposrod wielu
znanych 1 dobrze scharakteryzowanych IEG, c-fos odgrywa szczegdlng role w badaniach
zwigzanych z neuroplastycznos$cig (opisang doktadnej w nastepnym rozdziale). Egrl jest
podobny do genu c-fos jako czynnik transkrypcyjny, jednakze jego podstawowy poziom
ekspresji jest znaczaco wyzszy (Veyrac i in., 2014). Arc (ang. activity regulated cytoskeletal-
associated protein) natomiast nie jest czynnikiem transkrypcyjnym. Jego mRNA
transportowane jest do dendrytéw, gdzie dochodzi do lokalnej syntezy biatka 1 jego
umiejscowienia w zageszczeniu postsynaptycznych (PSD, ang. postsynaptic density), gdzie
aktywnie uczestniczy w plastycznosci synaptycznej (,,efektorowe” IEG) (Shepherd i Bear,
2011). Ekspresja genu Arc jest ponadto ograniczona do rejonow telencefalicznych i nie jest
obecna w neuronach neurosekrecyjnych podwzgérza w warunkach podstawowych, ani
w odpowiedzi na bodzZce stresowe (Ons i in., 2004). Homerla wykazuje podobienstwo do Arc
w lokalizacji i funkcji, natomiast wykazuje wolniejsza ekspresj¢ w pordwnaniu do Arc

(Vazdarjanova i in., 2002).

1.7 Rola genu c-fos w plastyczno$ci neuronalnej

Gen c-fos jest indukowalnym genem wczesnej odpowiedzi komorkowej, kodujacym
jadrowe biatko protoonkogennego czynnika transkrypcyjnego lub trzeciego przekaznika
zaangazowanego W sprzgganie sygnalow zewnatrzkomérkowych 1 posrednictwo
w dlugoterminowych zmianach fenotypu komorki (Kaczmarek, 1993, 1994; Kovéacs, 1998;
Sagar i in., 1987; Van Beveren i in., 1983). Stanowi on bezposredni tacznik pomiedzy
pobudzeniem neuronalnym a zmiang ekspresji genow docelowych w procesach zarowno
fizjologicznych, jak plastyczno$¢ neuronalna, jak i patologicznych np. w przebiegu padaczki,

czy innych chorobach neurodegeneracyjnych (Herrera i Robertson, 1996; Lu i in., 1998;
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Morgan i1 Curran, 1991). Protoonkogen c-fos zostal po raz pierwszy opisany jako gen
odpowiedzialny za wywotywanie nowotworu kos$ci przez mysi wirus mi¢saka Finkela-Biskisa-
Jinkinsa (Curran i in., 1982). Gen c-fos jest wigc komdérkowym homologiem (c-fos, ang.
cellular) wirusowego genu osteosarkomy (v-Fos, ang. viral) (Distel 1 Spiegelman, 1990). Jest
obecny w roznych organizmach m.in. cztowieka, szczura czy myszy, gdzie jest zaangazowany
w wielu procesach, w tym proliferacji, roznicowaniu, przezywalnos$ci, apoptozie, kontroli cyklu
komorkowego, regulacji wzrostu, osteoklastogenezy, hematopoezy, aktywacji i pobudliwosci
neuronalnej, a takze podczas uszkodzen i1 proceséw naprawczych, natomiast rozregulowanie
jego ekspresji moze prowadzi¢ do transformacji nowotworowej (Brown 1 in., 1998; Kaczmarek
1 Kaminska, 1989; Preston i in., 1996; Raivich i Behrens, 2006; Velazquez i in., 2015; J. Zhang
i in., 2002). Myszy pozbawione genu c-fos wykazuja obnizong przezywalno$¢ (~40%),
a u osobnikow, ktére przezywaja dochodzi do licznych zaburzen rozwojowych, w tym
opoznienia wzrostu, cigzkiej osteopetrozy, opdznionej gametogenezy lub jej braku oraz
zmienionej hematopoezy. Ponadto zwierzeta maja obnizong mase¢ ciata o ~40-60% oraz
mniejsze mozgi. Zmiany obserwowalne sg réwniez w zachowaniu zwierzat i dotycza zaburzen
uczenia si¢, hiperaktywnos$ci czy nieprawidlowych zachowan seksualnych (Velazquez i in.,
2015). Gen c-fos ma w przyblizeniu ok. 4 kb dlugosci 1 jest zorganizowany w 4 egzonach
kodujacych unikalne mRNA przekladajace si¢ na biatko o wielkosci 55 kDa. Biatko c-Fos
funkcjonuje jako czynnik o dziataniu transaktywacyjnym badz transrepresyjnym. c-Fos nalezy
do rodziny bialek Fos, ktora zawierajg jeszcze kilku innych cztonkow: FosB, AFosB, Fral
1 Fra2 (ang. Fos related antygen) (Van Beveren 1 in., 1983). Biatka z rodziny Fos dzigki
domenie suwaka leucynowego tworzg heterodimer z biatkami z rodziny Jun, do ktérych nalezy
cJun, JunB, JunD, tworzac czynnik transkrypcyjny AP-1 (aktywator biatkowy-1, ang. activator
protein-1) (Hughes 1 Dragunow, 1995). AP-1 moze zawiera¢ rozne warianty biatek
z wymienionych rodzin, np. JunB/c-Fos. AP-1 moze tworzy¢ homodimer z biatkami z rodziny
Jun, natomiast biatka z rodziny Fos nie tworza ze soba dimerdéw i dimeryzuja jedynie z biatkami
z rodziny Jun. AP-1, w zalezno$ci od sktadu, moze indukowaé¢ lub hamowac¢ ekspresje genu
docelowego, np. c-Fos/c-Jun wywieraja stymulujacy efekt na ekspresje genu docelowego,
podczas gdy kompleks c-Fos/JunB wykazuje dzialanie hamujace. Kompleksy c-Fos/JunD
1 FosB/JunD maja natomiast najwyzsza aktywno$¢ transaktywacyjng i wigzacg DNA in vitro.
Budowa kompleksu AP-1 wptywa na fenotyp komorki i zmiany programu genetycznego, gdzie
moze dojs$¢ albo do pobudzenia, albo do ostabienia transmisji neuronalnej (Sheng i Greenberg,
1990). Kompleksy AP-1 typu Jun/Fos wigza si¢ glownie do swoistej sekwencji
TGA(C/G)TCA, nazywang miejscem wigzania AP-1 lub TRE (element odpowiedzi 12-
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Otetradekanoiloforbolu 13-octan [TPA]), w wielu promotorach genow i enhancerach, by
regulowa¢ transkrypcje genow. Na wigzanie majg wpltyw sekwencje flankujace TRE i moze
by¢ regulowane przez specyficzne tkankowo elementy represyjne (Kovacs, 1998; Moratalla i
in., 1996; Morgan i Curran, 1991; Rylski, 2004). Cztonkowie rodzin Fos i Jun sg dodatkowo
modyfikowani posttranskrypcyjnie przez fosforylacje poprzez kinaze regulujaca Fos (ang. Fos-
regulatory kinase) oraz N-koncowa kinaze c-Jun (JNK, ang. c-Jun N-terminal kinase) zwang
rowniez kinazg biatkowa aktywowang stresem (SAPK, ang. stress-activated protein kinase), co
wptywa na ich zdolno$¢ wigzania DNA (X. Xu i in., 1997). Oprécz fostorylacji c-Fos ulega
innym modyfikacjom posttranskrypcyjnym w tym acetylacji, gliokozylacji, (poli)ADP-
rybozylacji i ubikwitynacji (Cruz-Mendoza 1 in., 2022; Lara Aparicio i in., 2022; Miiller i in.,
1987; Reason i in., 1992).

Powszechnie przyjmuje si¢, ze indukcja genu c-fos odzwierciedla aktywnos$¢
funkcjonalng neurondéw, a czynnik transkrypcyjny AP-1 jest zaangazowany w regulacje
ekspresji genéw docelowych (Kovécs, 2008). Stwierdzono, ze zaburzenia w ekspresji c-fos
powoduje rozregulowanie licznych genéw zwigzanych =z plastycznoscia, w tym
postsynaptycznych biatek rusztowania, sktadnikow kanaléw jonowych, receptorow
1 czasteczek sygnalizacyjnych (Jaworski 1 in., 2018). Gen c-fos wykazuje kilka specyficznych
cech, ktore czynig go dogodnym narzedziem do badan nad plastycznoscig neuronalng. Po
pierwsze wykazuje niski, staly poziom podstawowej ekspresji. Jednakze, w niektorych
strukturach mézgu c-Fos wykazuje podwyzszong podstawowa aktywno$¢, np. w niektorych
jadrach ciata migdatowatego, jadrze nadskrzyzowaniowym (ang. suprachiasmatic nucleus) czy
rejonie §rodkowym wzgérza (Duncan i in., 1996; Hoffman i Murphy, 2000). Druga wazna
cechg jest indukeyjno$¢ w odpowiedzi na stymulacj¢ réznymi czynnikami. Ostre bodzce
stresowe, takie jak unieruchomienie czy drgawki indukuja ekspresje genu c-fos w réznych
rejonach mézgu (Kovacs, 1998; Morgan i Curran, 1991). Kinetyka odpowiedzi c-Fos—zalezne;j
na ostry bodziec jest tymczasowa, przy czym transkrypt mRNA pojawia si¢ juz po 15 minutach
z maksymalnym poziomem po 30 minutach, a produkt biatkowy po uptywie 90-120 minut od
zadziatania bodzca (Chaudhuri 1 in., 2000; Kaczmarek i in., 1988). Warto doda¢, ze istnieja
przyktady dlugotrwatej aktywacji plastycznosci neuronalnej (powyzej kilku godzin),
powigzanej z wzmozong ekspresja genu c-fos 1 innych komponentéw czynnika
transkrypcyjnego AP, np. podczas wywolywania drgawek rozniecanych (kindling)
(Dragunow i Robertson, 1987). Aktywnos$¢ neuronalna zainicjowana kwasem glutaminowym,
powoduje szybka 1 tymczasowg ekspresje genu c-fos (Kaczmarek i in., 1988; Szekely 1 in.,

1987). Badania in vivo pokazuja, ze zwickszona aktywacja neuronalna, np. podczas
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wywotywania drgawek (LTP), stymulacji sensorycznej lub podczas treningu behawioralnego,
powoduje wzrost ekspresji genu c-fos w mozgu (Kaczmarek, 2000). Tak wigc, uczenie si¢
1 LTP — zjawisko powigzane z tworzeniem engramu pami¢ciowego, indukuja ekspresje¢ genu c-
fos (Nikolaev 1 in., 1991; Tonegawa 1 in., 2015). Co wazne, wzrost ekspresji c-fos nast¢puje
w trakcie nabywania nowych umiejetnosci, ale nie kiedy zwierze wykonuje juz wyuczone
zadanie, lub gdy podczas wykonywania znanych czynno$ci pojawia si¢ element nowosci (ang.
novelty). Biatko c-Fos syntetyzowane jest w neuronach tylko, gdy dany neuron jest
stymulowany w warunkach podatnych na plastyczno$¢ synaptyczng (Bertaina-Anglade 1 in.,
2000; Nikolaev 1 in., 1992). Za przyktad moze postuzy¢ eksperyment behawioralny, w ktorym
pokazano, ze mysz, ktora miala nauczy¢ si¢ rozrozniania dzwigkow o roéznych
czestotliwosciach, nie potrafita wykona¢ zadania, gdy zablokowano syntezg¢ biatka c-Fos
w badanych strukturach mozgu przy uzyciu siRNA (de Hoz i in., 2018).

Gen c-fos jest wigc indukowalnym genem wczesne] odpowiedzi komodrkowej,
kodujacym czynnik transkrypcyjny lub trzeci przekaznik — zaangazowany w sprzgganie
transkrypcji  genow pod wplywem danego bodzca 1 posrednictwo sygnalow
zewnatrzkomorkowych w  dlugoterminowych zmianach w fenotypie komoérkowym
(Kaczmarek, 1993, 1994; Kovacs, 1998; Sagar i in., 1987; Van Beveren i in., 1983). Wptyw na
fenotyp komorki polega na zmianie programu genetycznego komorki poprzez zmiang ekspresji
genéw w odpowiedzi na zadany bodziec. Celem tej aktywacji jest zmiana sity polaczen
pomigdzy neuronami, ktore moze mie¢ dzialanie dwukierunkowe. Potgczenie moze ulec
wzmocnieniu badz ostabieniu (Citri i Malenka, 2008). Za zmiang¢ sity potaczen, rearanzacje
sieci neuronalnej maja wptyw rézne geny, m.in. enzymy macierzy zewnatrzkomorkowej, takie
jak MMP9 (ang. matrix metalloproteinase 9), ktéore umozliwiaja modyfikacj¢ strukturalng
danego obwodu, poprzez cigcie biatek stabilizujacych synapseg, dzieki czemu dochodzi do
zmiany morfologii kolcow dendrytycznych 1 wprowadzenie dodatkowych receptorow na
powierzchni¢ blony, co wzmacnia przewodnictwo synaptyczne (Konopacki i in., 2007;
Konopka i in., 2011; Michaluk i Kaczmarek, 2007). MMP9 jest aktywowana przez czynnik
neurotroficzny pochodzenia mozgowego (BDNF, ang. brain derived neurotrophic factor)
W sposob zalezny od genu c-fos (Kuzniewska 11in., 2013). c-fos jest zatem dogodnym markerem
neuroplastycznos$ci, ktory jest uwazany za jeden z najbardziej uzytecznych funkcjonalnych
narzedzi do mapowania anatomicznego poszczegolnych neurondéw i obwoddéw neuronalnych
aktywowanych w odpowiedzi na szeroka game¢ bodzcoéw zewngtrznych (Greenberg i Ziff,

1984).
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1.7.1 Aktywacja genu c-fos

Transkrypcja genu c-fos jest indukowana m. in. poprzez depolaryzacj¢ btony, czynniki
neurotroficzne, neuroprzekazniki oraz w odpowiedzi na naplyw i wzrost st¢zenia jonow Ca2+
w komorce (Curran i Morgan, 1995; Karin 1 in., 1997; Sheng i Greenberg, 1990). Naptyw
zewnatrzkomorkowych jonéw Ca2+ indukujacy ekspresje genu c-fos jest wynikiem aktywacji
receptorow NMDA, AMPA i receptoréw metabotropowych dla glutaminianu, jak rowniez
aktywacji bramkowanych napigciem kanalow Ca2+ typu L i niespecyficznych kanatéw
jonowych typu TRP (ang. transient receptor potential channels), przepuszczalnych dla jonow
Ca2+, Na+, K+, Mg2+ (Chung, 2015; Lerea, 1997; Rajadhyaksha i in., 1999; Rubil 1 in., 2016;
Vaccarino i in., 1992; L. Yang i in., 2004). Udziat poszczego6lnych receptoréw w indukcji
transkrypcji c-fos badano poprzez podawanie swoistych agonistow i/lub antagonistow zar6wno
in vitro, jak 1 in vivo. 1 tak, ekspresja genu c-fos zalezna od receptoréw dla pobudzajacego
neuroprzekaznika glutaminianu — receptoréw NMDA jest catkowicie blokowana poprzez
podanie ich antagonistow APV (kwasu amino-5-fosfonowalerianowego), CPP 1 PCP.
Roéwnoczesnie zauwazono, ze zahamowaniu ulega ekspresja genéw wchodzacych w sktad AP-
1 c-jun, junB czy zif268 (Szekely i in., 1987). Dodatkowo, w badaniach in vitro pokazano, ze
podanie antagonisty pozostalych receptorow dla glutaminianu nie-NMDA — CNQX, nie
wplywa znaczaco na ekspresje gendw c-fos i c-Jun (Bading i in., 1995). Badania in vivo z kolei
pokazuja, ze podanie szczurom agonisty receptoréw dla glutaminianu — kainianu, powoduje
masywne drgawki i neurodegeneracje, ktorym towarzyszy wzrost ekspresji genu c-fos
(Sonnenberg 1 in., 1989). W modelach doswiadczalnych padaczek w tym modelu po podaniu
pentetrazolu (PTZ, metrazol), bedacego antagonista receptorow GABAa, dochodzi do wzrostu
mRNA i biatka c-Fos (Morgan i Curran, 1991). Rowniez stymulacja receptoréw [3-
adrenergicznych (Barka 1 Gubits, 1986) oraz liczne zewnatrzkomodrkowe czasteczki
sygnalizacyjne, np. cytokiny, czynniki wzrostu, ligandy dla receptorow sprzezonych z biatkiem
G 1 receptorowych kinaz tyrozynowych, uruchamiajg transkrypcje genu c-fos (C. S. Hill 1
Treisman, 1995). Zwigzki te aktywuja wspodlzalezne $ciezki transdukcji sygnalu
(wewnatrzkomodrkowe szlaki przekazywania sygnalow) z udziatem kinaz: kinazy biatkowej A
(PKA), kinazy biatkowej C (PKC), kinazy II zaleznej od wapnia i kalmoduliny (CaMKII) czy
kaskady kinaz aktywowanych mitogenami (MAP) (Dalhdusser, 2022). Stymulacja komorek
zewnatrzkomoérkowymi czasteczkami sygnalizacyjnymi aktywuje kinazy, ktére w odpowiedzi
na dany bodziec fosforyluja czynniki transkrypcyjne, ktore nastepnie wigza si¢ z odpowiednimi

miejscami regulatowowymi w proksymalnym promotorze genu c-fos 1 wpltywaja na jego
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ekspresje. Region regulatorowy genu c-fos zawiera kilka waznych elementéw: Ca2+/CRE,
SRE, SIE i AP1, ktére moduluja jego ekspresje w odpowiedzi na r6ézne bodzce (Rycina 1.10)
(Ghosh i in., 1994). Wzrost cAMP w neuronach indukuje ekspresj¢ genu c-fos przez miejsce
CRE (ang. Ca2+ response element) w pozycji -60 promotora. Aktywacja transkrypcji jest
zainicjowana fosforylacja czynnika transkrypcyjnego CREB (ang. cAMP response element
binding protein) przez kinaz¢ PKA. Kinaza CaMK I i II rowniez fosforyluje czynnik CREB
(Ser133) w ten sposOb przekazuje sygnal zmian w wewnatrzkomérkowym poziomie Ca2+
przez to samo miejsce na promotorze (Sheng i in., 1991; Sheng 1 Greenberg, 1990). Gen c-fos
posiada dwa odregbne miejsca wykrywajace wapn pochodzacy z réznych zrddet. Naptyw
wapnia przez kanaly wapniowe typu L lub zalezne od napigcia kanaly wapniowe VSCC
indukuje fosforylacje czynnika CREB przez kinazg CaM 1 jego ekspresje przez miejsce CRE,
natomiast Ca2+ pochodzacy z naplywu przez receptory NMDA aktywuje transdukcj¢ sygnatu
przez kaskade kinaz MAP i reguluje ekspresje przez miejsce SRE. CRE i SRE mogg reagowac
na rozdzielone przestrzennie zrodla wapnia: wzrost stezenia wapnia w jadrze reguluje ekspresje
przez CRE, a cytoplazmatyczny wzrost st¢zenia wapnia aktywuje ekspresje¢ przez SRE. Tak
wiec bodziec synaptyczny, ktory zwieksza pule wapnia w cytozolu lub w jadrze, moze
regulowac rézne programy ekspresji gendéw (Ghosh 1 in., 1994; Ginty i Greenbergt, 1993).
CREB/CRE ponadto posredniczy w odpowiedziach neurotrofin poprzez mechanizm zalezny od
CaMK. Surowica, czynniki wzrostu, UV, oksydanty i antyoksydanty, a takze wiele innych
czynnikéw indukujg ekspresje genu c-fos przez miejsce SRE (ang. serum response element)
zlokalizowane w pozycji -299 od startu transkrypcji. SRE wiaze czynnik SRF (ang. serum
response factor) i kompleks TCF (ang. ternary complex factor) zawierajacy Elk1 lub SAP1 lub
MLK 1 /2, fosforylowane przez kaskad¢ kinaz Ras/MAPK (ERK1/2) Iub kinaz¢ PKC (C. S.
Hill i Treisman, 1995; Janknecht, 1995). Kinazy biatkowe reagujace na bodziec dziatajg jako
przekazniki sygnatu, ktore taczg stymulacje komorek ze wzrostem transkrypcji genu c-fos.
W szczegolnoscei kinazy biatkowe aktywowane mitogenami (kinazy MAP) sa aktywowane
przez liczne czasteczki sygnatowe. Kinaza MAP, ERK1/2 (ang. extracellular signal-regulated
protein kinases), INK (ang. c-Jun N-terminal protein kinase), p38 stanowig grupe strukturalnie
pokrewnych kinaz biatkowych, ktore sg czescig kaskady kinaz MAP, z ktorych kazda jest
aktywowana przez rozne sygnaly, co wskazuje, ze szeroki zakres bodzcoOw jest zintegrowany
ze szlakami sygnatowymi kinazy MAP. Biatka STAT (ang, signal transducer and activator of
transcription) reguluja ekspresje genu c-fos wiazac si¢ z elementem SIE (ang. c-sis-inducible)
(Dalhdusser, 2022). Istnieje roéwniez miejsce wigzania czynnika transkrypcyjnego AP-1

w proksymalnym promotorze c-fos odpowiedzialny za autoregulacje, czyli wzrost poziomu
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produktu biatkowego obniza ekspresje wtasnego genu na poziomie transkrypcji (Tsurumi i in.,

1995).
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K\ ( @’ cAMP
PKC kinazy MAP kmazy CaM
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Rycina 1.10 Gtéwne miejsca regulatorowe flankujace gen c-fos w kierunku 5’ od startu transkrypcji: element
odpowiedzi na wapn-cAMP (Ca/CRE, ang. calcium/cAMP response element) w pozycji -60, miejsce
wigzania AP-1 (ang. AP-1 response element), element odpowiedzi na surowic¢ (SRE, ang. serum response
element) w pozycji -300, element indukowany sis (SIE, ang. sis inducible element) w pozycji -350. Biatko
CREB (ang. cAMP - response element binding protein), czynnik odpowiedzi na surowice (SRF, ang. serum
response factor), trojsktadniokowy czynnik ztozony (TCF/Elk-1, ang. the ternary complex factor /Elkl)
stanowig cele roznych systemow transdukcji sygnadw takich jak kinaza biatkkowa A i C (PK, ang. protein
kinase), kinazy zalezne od wapnia i kalmoduliny (CaM, ang. calcium/calmodulin dependent kinases), kinazy
aktywowane mitogenami (MAP, ang. mitogen activated kinases). Pozostate skroty: plytkowy czynnik
wzrostu (PDGF, ang. platelet-derived growth factor), interferony (IF), czynniki wzrostu (GF, ang. growth
factors), napieciozalezne kanaty wapniowe (VSCC, ang. voltage-sensitive calcium channel), STAT (ang.
signal transducer and activator of transcription) (na podstawie Cruz-Mendoza et al., 2022; Kovacs, 1998).

1.8 Wybrane metody inzynierii genetycznej stosowane do badan funkcji genow i ich

produktow bialkowych

Nowoczesne metody inzynierii genetycznej umozliwiajg okreslenie funkcji wybranych
gendéw/bialek w komoérce. W niniejszej rozprawie wykorzystano szereg narz¢dzi z zakresu
transgenezy 1 inzynierii genetycznej do selektywnej modyfikacji aktywnos$ci poszczegdlnych
neurondéw, ze szczegdlnym uwzglednieniem populacji neurondow obecnych w jadrze
lukowatym podwzgorza. Prace wykonano w oparciu o unikatowe modyfikacje genetyczne
obecne w mysich liniach transgenicznych opisanych w rozdziale ,,Materialty i metody”,

polaczone z lokalng transgeneza z wykorzystaniem techniki CRISPR-Cas9 oraz wektorow
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wirusowych jako no$nikéw, umozliwiajacych dodatkowe manipulacje genetyczne w badanych

strukturach.

1.8.1 System Cre-loxP

System Cre-loxP jest przyktadem celowanej transgenezy, umozliwiajacym tkankowo-
specyficzng rekombinacje genetyczng. System wymaga obecno$ci dwoch komponentéw, genu
Cre dla rekombinzy cyklizacyjnej (ang. cyclization recombinase) z bakteriofaga P1, ktory
koduje biatko o masie 38 kDa odpowiedzialne za rekombinacje wewnatrzczasteczkowsg
(wyciecie lub odwrécenie) lub miedzyczasteczkowsg (integracyjng) fragmentu genu
znajdujacego si¢ pomiedzy miejscami loxP, ktore stanowig drugi element systemu (Sauer,
1993). Miejsca loxP (ang. locus of X-over PI), rozpoznawane przez rekombinaze Cre, tworza
34-nukleotydowe sekwencje, zbudowane z dwoch 13-nukleotydowych odwroconych
powtorzen oddzielonych przez 8-nukleotydowy asymetryczny region rdzeniowy. Jedna
czasteczka Cre wigze si¢ w miejscu odwroconego powtdrzenia lub dwie czasteczki Cre
ustawiaja si¢ w jednym miejscu loxP. Rekombinacja nastgpuje w 8-nukleotydowym
asymetrycznym rejonie rdzeniowym, i to on odpowiada za kierunkowo$¢ miejsca loxP. Dwa
miejsca loxP w odwrotnej orientacji odwracaja oflankowany fragment genu, natomiast oba
miejsca w tej samej orientacji powodujg wycigcie fragmentu, pozostawiajac jedno miejsce
loxP. Cre-loxP jako dwuskladnikowy system wymaga obecnos$ci dwoch osobnych linii
transgenicznych. Pierwsza, jest nosnikiem rekombinazy Cre (ang. Cre-driver) pod promotorem
0 znanym wzorcu czasowej 1 przestrzennej ekspresji. Druga linia, zwana reporterowa, moze
by¢ zaprojektowana np. w ten sposob, ze ekspresja Cre-zaleznego transgenu jest kierowana
przez silny, powszechny promotor i zawiera kaset¢ STOP oflankowang miejscami loxP o tej
samej orientacji, zwanych jako floxed stop lub LSL (lox-stop-lox). Kaset¢ STOP stanowi
krotka sekwencja zawierajaca kilka kodonow stop, zapobiegajacych transkrypcji, a tym samym
syntezie biatka. Jesli w danych komorkach jest obecne Cre, dochodzi do rekombinacji
pomiedzy miejscami loxP 1 wyciecia kasety STOP, umozliwiajac ekspresje danego genu. Jesli
Cre jest produkowane wylacznie w neuronach, to modyfikacja bedzie ograniczona do tkanki
nerwowej (Urban i Rossier, 2012). System Cre-loxP moze mie¢ zard6wno charakter staty, tj.
rekombinacja zachodzi od poczatku w trakcie rozwoju, w zaleznosci od aktywnosci uzytego
promotora, badZz warunkowy, zalezny od podania okreslonego zwigzku, aktywujacego mutacje.
Mutacja warunkowa (ang. conditional) stanowi dodatkowe udoskonalenie systemu 1 posiada

bezsprzeczng zalete jaka jest indukowalnos$¢ czasowo-przestrzenna (Feil 1in., 2009). Wiaczanie
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mutacji w zyciu dorostym umozliwia prawidtowy rozwoj, nie zaburza naturalnych procesow
kontrowanych przez dany gen i redukuje powstawanie mechanizméw kompensacyjnych, ktore
moga pojawic si¢ by zniwelowa¢ skutki utraty genu, zwlaszcza w wysoce plastycznym moézgu
rozwijajacego si¢ organizmu. Za przyklad moze postuzy¢ system indukowany syntetycznym
steroidem — tamoksyfenem (lub jego metabolitem 4-hydroksytamoksyfenem, 4-OHT), ktory
opiera si¢ na modyfikacji rekombinazy Cre poprzez fuzj¢ z receptorem estrogenowym
zawierajacym zmutowana domen¢ wiazaca ligand (ER-LBD, ang. estrogen receptor ligand
binding domain), ale nie endogenny hormon. Tak zmodyfikowana rekombinaza zwana CreER,
w nieaktywne] formie zwigzanej z bialkiem szoku cieplnego 90 (HSP90, ang. heat shock
protein 90), jest obecna w cytoplazmie. Po podaniu tamoksyfenu nastepuje oddysocjowanie
HSP90 1 translokacja CreER do jadra, gdzie moze wejs¢ w interakcje z miejscami loxP
1 aktywowa¢ mutacje. Modyfikacja systemu CreER zwana CreERT2 jest 10-krotnie bardziej
wrazliwa na 4-OHT in vivo (Feil 1 in., 2009; Kim i in., 2018).
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Rycina 1.11 Schemat dzialania miejscowo specyficznej rekombinacji genetycznej za posrednictwem
systemu Cre-loxP, powstaly z pofaczenia linii transgenicznej z rekombinaza CreER kierowang przez
tkankowo/komorkowo—specyficzny promotor i linii zawierajacej oflankowany miejscami loxP (Flox) gen
ulegajacy mutacji (GOI, ang. gene of interest). Podanie tamoksyfenu (Tam) powoduje fuzjg¢ zwiazku
z receptorem estrogenowym (ER) i oddysocjowanie biatka HSP, co prowadzi do translokacji CreER do jadra
komorkowego i aktywacji mutacji. W zaleznosci od specyfiki linii transgenicznej, Cre moze prowadzi¢ do
aktywacji ekspresji genu (poprzez wyciecie kasety STOP) lub warunkowego usunigcia/odwrdcenia
fragmentu genu. System mozna wykorzysta¢ roéwniez do $ledzenia losoéw komorek poprzez wycigeie LSL i
wyznakowanie komorek biatkiem fluorescencyjnym (na podstawie T. Wang i in., 2023).
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1.8.2 Technika CRISPR-Cas9

System CRISPR-Cas9 to nowoczesna i obecnie najbardziej wykorzystywana metoda
edycji genomu (Heidenreich 1 Zhang, 2016). Metoda CRISPR (ang. clustered regularly
interspaced short palindromic repeats) wykorzystuje biatka Cas9 (ang. CRISPR associated
proteins 9) o aktywnosci helikazy oraz nukleazy, ktorych zadaniem jest ciecie DNA. Technika
ta zostata odkryta u bakterii, gdzie jest formg pamigci immunologicznej po przebytej infekcji
fagami lub wirusami (Ishino i in., 2018). Pocigte fragmenty kwasow nukleinowych, zwane jako
rejony lacznikowe (ang. spacers) sa wprowadzane do bakteryjnego DNA pomigdzy
powtorzenia CRISPR. Rejony tacznikowe sg wykorzystywane do rozpoznawania i wyciszania
egzogennych elementdw genetycznych w sposob analogiczny do mechanizmu interferencji
RNA (RNAi) w komorkach eukariotycznych. W sktad locus CRISPR wchodzi 14 powtdrzen
(DRS, ang. direct repeats), zbudowanych z 29 nukleotydéw oddzielonych sekwencjami
tacznikowymi (ang. spacers) (Barrangou i Marraffini, 2014; Ishino i in., 2018). W sktad biatka
Cas9 wchodza min. dwie domeny nukleazowe: HNH 1 RuvC. Kazda domena odpowiada za
trawienie jednej nici DNA (Ran 1 in., 2013). Wprowadzenie celowanych zmian
w zdefiniowanym miejscu genomu wymaga dostarczenia komorce genow kodujacych biatko
Cas9 oraz krotkie, wiodace czasteczki RNA tzw. sgRNA (ang. single guideRNA) skierowane
przeciwko konkretnej sekwencji. Za syntez¢ guideRNA w komorkach eukariotycznych
odpowiada endogenna polimeraza RNA III. Czasteczka guideRNA powstaje na skutek
potaczenia tractRNA (ang. trans-activating CRISPR RNA) oraz ctRNA (ang. CRISPR RNA)
(Cong i in., 2013). Kompleks powstaly z potaczenia biatka Cas9 oraz guideRNA, petni funkcje
nozyczek molekularnych. Kompleks Cas9-sgRNA przeszukuje genom w celu odnalezienia
sekwencji komplementarnej do crRNA. Gdy kompleks natrafi na komplementarny fragment,
dochodzi do precyzyjnego cigcia DNA. Miejsce cigcia zalezne jest od obecnosci sekwencji
PAM (ang. protospacer adjacent motif) 5’-NGG-3’, ktora powinna znajdowac si¢ bezposrednio
za poszukiwanym fragmentem (Cong i in., 2013). Powstate cigcia, tzw. DSB (ang. double-
strand breaks), uruchamiaja dwa mozliwe mechanizmy naprawcze. Pierwszym z nich jest
mechanizm rekombinacji homologicznej (HDR, ang. homology-directed repair), ktory
umozliwia wprowadzenie zmodyfikowanego fragmentu genu zawierajgcego ramiona
homologiczne do miejsca DSB (KI, ang. knock-in). Drugim mechanizmem jest proces
rekombinacji niechomologicznej (NHEJ, ang. non-homologus end joining), ktéry polega na
naprawie powstalego peknigcia poprzez potaczenie koncow DSB przez enzym

o wlasciwosciach ligazy. Wskutek naprawy NHEJ powstajag mutacje typu indel: insercja lub
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delecja, powodujgca zmian¢ ramki odczytu, w rezultacie dochodzi do wyciszenia genu (KO,

ang. knock-out) (Czarnek i Bereta, 2016; Xue i Greene, 2021).

1.8.3 Wektory wirusowe rAAV

Wektory wirusowe stanowig dogodny no$nik umozliwiajacy wprowadzenie materiatu
genetycznego do wybranej tkanki, np. mozgowej. Polaczenie strategii wykorzystujacej wektory
wirusowe z odpowiednimi liniami zwierzat transgenicznych umozliwia bardzo precyzyjne
manipulacje genetyczne. Wykorzystanie wektorow wirusowych jako no$nikow posiada kilka
waznych zalet: 1) zapewnia stosunkowo szybka i tatwg implementacje, 2) wysoka ekspresje
transgenu w zainfekowanych komorkach oraz 3) modyfikacje genetyczne w gatunkach, gdzie
transgeneza jest trudna do przeprowadzenia. Strategie wirusowe bazuja na kilku rodzajach
wirusOw w tym retrowirusOw (np. wektory lentiwirusowe), adenowirusOw, wirusow
zwigzanych z adenowirusami (AAV, ang. adeno-associated viruses) czy herpeswirusow
(Urban i Rossier, 2012).

AAV nalezg do matych ($rednica 25nm), bezotoczkowych, jednoniciowych DNA
parwowiruséw. AAV naleza do dependowirusow, ktore wymagaja obecnosci adenowirusa lub
HSV, jako wirusa pomocniczego do wejscia w faze lityczng. Bez wirusa pomocniczego, AAV
typu dzikiego, wchodzg w faze latencji poprzez integracj¢ z chromosomem 19 (Urban i1 Rossier,
2012). Genom AAYV posiada ~ 4.7kb i1 zawiera dwie otwarte ramki odczytu (ORF, ang. open
reading frame): region rep 1region cap. Region rep koduje biatka zwigzane z replikacja wirusa,
natomiast cap koduje trzy biatka (VP1, VP2 i VP3), ktore lacznie tworza kapsyd wirusa.
Sekwencje odwroconych powtdrzen koncowych - ITR (ang. inverted terminal repeats) otaczaja
genom wirusowy i s3 wymagane do prawidlowego pakowania DNA w kapsydy (McLaughlin i
in., 1988). Rekombinowane wektory wirusowe AAV (rAAV) sg zaprojektowane w ten sposob,
ze rejony kodujace zostajg zamienione przez transgen wielkosci ~ Skb, oflankowany
sekwencjami ITR (Schultz i Chamberlain, 2008). Wektory rAAV sa sktadane poprzez ko-
transfekcje dwoch plazmidow do komorek HEK293 (ang. Human Embrynic Kidney 293) -
ludzkiej linii uzyskanej z komoérek embrionalnych nerki, w ktorych dochodzi do sktadania
czasteczek wirusowych, dzigki stabilnej ekspresji genow E1A, E1B. Pierwszy plazmid koduje
transgen oflankowany sekwencjami ITR. Drugi jest no$nikiem genow rep i cap. Odpowiedni
serotyp TAAV definiuje tropizm tkankowy (Davidson i in., 2000; Taymans i in., 2007).
Serotypy roznig si¢ sekwencja aminokwasowa kodujaca kapsyd. Réznice w sekwencji
poszczegblnych serotypow wplywaja na proces endocytozy czastek AAV, oparty o interakcje

biatek kapsydu z receptorami na powierzchni komoérek. Opisano 12 serotypow rAAV, jednakze
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wiekszos$¢ badan przeprowadzono w oparciu o serotyp AAV2. W badaniach OUN serotypy 1,
2,4,5,6, 718 wykazuja efektywna transdukcj¢ neurondw w réznych regionach mozgu
(Davidson i in., 2000; Salegio i in., 2013; Taymans i in., 2007). Dzi¢ki wysokiej homologii
pomiedzy sekwencjami aminokwasowymi réznych serotypéw i wiedzy na temat struktury
krystalicznej AAV2, stalo si¢ mozliwe stworzenie ostonki wirionu z podjednostek kapsydu
pochodzacych z roéznych serotypow. Tak wiec modyfikacja biatek kapsydu umozliwia
ograniczenie albo rozszerzenie powinowactwa tkankowego poprzez zastosowanie kombinacji
serotypow np. rAAV1/2 (Taymans 1 in., 2007; Urban i Rossier, 2012). Serotyp rAAV
dodatkowo determinuje kierunek transportu czgsteczek wirusowych. Pokazano, ze w typie 2
(AAV2) dominuje anterogradny kierunek, podczas gdy uzycie serotypu AAV6 posiada niemal
wylacznie retogradny charakter (Salegio i in., 2013). Zatem wykorzystanie mieszanego
fenotypu moze wptywac na proces rozchodzenia si¢ czagsteczek wirusowych w strukturach
mozgu. Wykorzystanie wektorow AAV jest bezpieczne, pozbawione immunogennych bialek
wirusowych i1 zapewnia efektywna ekspresj¢ w komorkach dzielacych i1 niedzielacych si¢
(Samulski 1 in., 1989). Wektory AAV zapewniaja nietoksyczng transdukcje komorek, nie
powodujg zmian patologicznych 1 glejozy w miejscu iniekcji (Chamberlin 1 in., 1998; Klein i
in., 1998). Podanie wektorow rAAV umozliwia komérkowo-zalezng ekspresje¢ transgenu oraz
wprowadzenie narzedzi molekularnych pozwalajagcych na mapowanie, monitorowanie

1 manipulacj¢ obwodow neuronalnych (Betley i Sternson, 2011).
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II. CELE PRACY

Pierwotnie linia transgeniczna Dicer®mKHoCreERT2

, na ktorej oparto badania zawarte
W niniejszej rozprawie, zostata stworzona do badan nad rola miRNA w neuroplastycznos$ci. Ze
wzgledu na to, ze czasteczki miRNA peiig istotne funkcje rozwojowe, utworzono
indukowalny model usunigcia dojrzalych czasteczek miRNA w neuronach z ekspresja
CaMKlIla — kluczowego sktadnika plastycznosci neuronalnej (Fiorenza i Barco, 2016).
Niespodziewanie odkryto, ze mutacja wplywa rowniez na metabolizm zwierzat, gdyz zwierzgta
rozwijaja hiperfagi¢ i otytos¢. Do tej pory wykonano wiele badan, ktére pozwolity ustali¢
strukture — jadro tlukowate (ARC) oraz poszczegolne czasteczki miRNA odpowiedzialne za
fenotyp otytoéci w modelu Dicer®@mKHeCeERT2 (Vinnikov i in., 2014). Wykonano réwniez
analiz¢ transkryptomiczng niezbedng do ustalenia proceséw 1 $ciezek sygnalizacyjnych
dotknigtych mutacjg oraz pokazano, ze metabolizm zwierzat ulega rozregulowaniu (Mang i in.,
2015). Dotychczasowe badania poczynity znaczacy krok w kierunku okreslenia mechanizmu
odpowiedzialnego za obserwowany fenotyp, lecz w dalszym ciggu nie zostat on w pehi
wyjasniony. Aby okresli¢ wptyw usunigcia miRNA w moézgu na zaburzenia homeostazy
energetycznej 1 rozwdj chorob zwigzanych z otylo$cig, w niniejszej pracy doktorskiej
postawiono dwa gtowne cele.

Pierwszym celem byla charakterystyka zmian metabolicznych zachodzacych

podczas mutacji w linii Dicer cKO, w ktorej zawarto kilka celow szczegdtowych:

a) Okreslenie zmian w metabolizmie glukozy 1 insuliny w fazie tycia oraz po okresie
przej$ciowej otytosci, a takze ocena stopnia tych zmian z rozrdéznieniem na ple¢

zwierzat.

b) Sprawdzenie prewencyjnego efektu wysitku fizycznego na rozwoj otytosci oraz ocena

wplywu aktywnosci fizycznej na metabolizm glukozy w badanej linii.

¢) Analiza r6znic w wybranych parametrach metabolicznych u myszy Dicer cKO

w okresie maksymalnego tycia z wykorzystaniem klatek metabolicznych.

d) Okreslenie, czy wzrost konsumpcji pokarmu i masy ciata u myszy Dicer cKO wynika

z zaburzen w $ciezce leptynowej.

W kolejnym etapie pracy poddano ocenie wplyw mutacji na zmiany plastyczne

w podwzgorzu u myszy Dicer cKO. Badania wykonano w oparciu o doniesienia dotyczace
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wzrostu ekspresji genu c-fos — markera neuroplastycznosci w ARC podczas glodowki. Drugim
celem pracy bylo okreslenie wplywu usuni¢cia miRNA w neuronach podwzgorza na c-Fos—
zalezna plastyczno$¢ neuronalna, regulujaca mechanizm taknienia w ARC. Aby oceni¢
wpltyw genu c-fos w rozwoju fenotypu otytosci u myszy Dicer cKO, wyznaczono nastepujace

cele szczegotowe:

a) Analiza indukcji genu c-fos podczas glodowki i1 okreslenie populacji neuronalnej,
w ktorej dochodzi do zmian w jego ekspresji zar6wno u zwierzat kontrolnych, jak
1 w badanej linii.

b) Optogenetyczna aktywacja neuronow oreksygenicznych w ARC u najedzonych
zwierzat 1 ocena poziomu biatka c-Fos po stymulacji.

¢) Okreslenie wpltywu wyciszenia genu c-fos z wykorzystaniem techniki CRISPR/Cas9

na rozwoj hiperfagii i otytosci u myszy Dicer cKO.
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III. MATERIALY I METODY

3.1 Transgeniczne linie zwierzat stosowane w badaniach

Czeg$¢ doswiadczalna zostata zatwierdzona przez 1 Lokalng Komisje Etyczng
w Warszawie 1 procedowana we wnioskach o numerach: 232/2016 ,,Analiza sieci neuronalnych
zaangazowanych w kontrole taknienia — optogenetyczna stymulacja jadra tukowatego oraz
analiza wptywu ograniczenia pozywienia na poziom biatka c-Fos” z p6zniejszym aneksem
540/2018,  245/2017  ,Rola  czasteczek miRNA w  regulacji  pobierania
pokarmu”, 751/2018 ,,Analiza zmian metabolicznych zwigzanych z otylo$cig w mysim
modelu DicerCamKIoCreERT2:

Badania przeprowadzono na zwierzetach szczepu C57Bl/6J, ktére sa jednym
z najczesciej stosowanych szczepow mysich do badan in vivo, ze wzgledu na dobrze
udokumentowane opisy parametréw behawioralnych 1 metabolicznych. Linie zwierzat
transgenicznych opisane w niniejszej pracy, zostaly odpowiednio scharakteryzowane
1 zapewniajg stabilng ekspresj¢ wprowadzonych genéw w badanych strukturach, umozliwiajac
lepsza standaryzacj¢ badan, co skutkuje otrzymaniem bardziej wiarygodnych i powtarzalnych
wynikow.

Badania przeprowadzono na nast¢gpujacych mysich liniach transgenicznych:

Linia DicerCaMKIIaCreERTZ

Myszy transgeniczne Dicer®®MKIMCeERT2 (Dyjcer ¢KO) uzyskano poprzez kojarzenie myszy
z dwéch linii transgenicznych: linii Dicerfe¥fox (Dicer™™), wytworzonej w pracowni Matthiasa
Merkenschlagera w Imperial College London (Wielka Brytania) (Cobb et al., 2005) oraz linii
CaMKIIaCTERT2 stworzonej metodg celowanej transgenezy w komoérkach macierzystych w
laboratorium Gunthera Schutza w German Cancer Research Center (DKFZ) w Heidelbergu
(Niemcy) (Erdmann i in., 2007). W pierwszej linii fragment genu Dicerl obejmujacy ekson 20-
21, zostal oflankowany krotkimi sekwencjami loxP rozpoznawanymi i wycinanymi przez
rekombinaz¢ Cre. Wycinany fragment genu koduje domen¢ endorybonukleazy 111, ktéra petni
kluczowg role w biosyntezie mikroRNA. Druga linia transgeniczna opiera si¢ na indukowalne;,
tkankowo-specyficznej ekspresji rekombinazy Cre pod mysim promotorem CamKlla (ang.
calcium/calmodulin-dependent protein kinase Il alpha), charakterystycznym dla neuronow
przodomozgowia. Indukowalny system polega na fuzji rekombinazy Cre ze zmodyfikowang

forma ludzkiego receptora estrogenowego (ERT2), wykazujacego wysokie powinowactwo do
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analogu estrogenu - tamoksyfenu. Podanie tego zwigzku aktywuje receptor i powoduje
translokacje rekombinazy Cre do jadra komoérkowego 1 wyciecie fragmentu oflankowanego
przez sekwencje loxP. Opisywana, podwojnie transgeniczna linia stanowi indukowalny, oparty
na systemie Cre-loxP model usunig¢cia genu Dicer! w neuronach przodomoézgowia. Zwierzeta
bez indukcji mutacji nie wykazujg zmienionego fenotypu. Linia Dicer ¢KO zostata
wykorzystana w celu okreslenia parametrow metabolicznych w fazie okresowej otytosci

zwigzanej z hiperfagia.

Linia CRISPR-Cas9-EGFPCamKIoCreERT2

Mysia linia CRISPR-Cas9-EGFP (B6;129-Gt(ROSA)26Sor™m!(CAG-Casd-EGEP)Fezh 1y 76tata
wytworzona w laboratorium Fenga Zhang w Massachusetts Institute of Technology (USA)
1 udostepniona The Jackson Laboratory. Mutacja zlokalizowana jest w locus Rosa26 i polega
na insercji zmodyfikowanego fragmentu genu w zdefiniowane miejsce (mutacja typu ,,knock-
in”). Wprowadzony fragment zawiera oflankowang sekwencjami loxP kasete STOP oraz gen
kodujacy biatko Cas9 i biatko fluorescencyjne EGFP pod promotorem CAG (ang. chicken beta-
actin/rabbit beta-globin hybrid promoter) (Rosa26-LSL-Cas9-EGFP). Kaseta STOP zapobiega
ekspresji Cas9 1 EGFP. Ekspresja Cas9-EGFP jest Cre-zalezna, tzn. aby doszto do jej aktywacji,
nalezy usunaé kasete STOP poprzez krzyzowanie z linig niosgca tkankowo-specyficzng
rekombinaze¢ Cre. Ekspresja Cas9-EGFP jest wigc ograniczona do tkanek, w ktorych dochodzi
do ekspresji Cre. W niniejszej pracy homozygotyczne osobniki wzgledem Cas9 skrzyzowano
z indukowalng linia CaMKIIaCreERT2, otrzymujac ekspresje Cas9-EGFP w neuronach
przodomozgowia po podaniu tamoksyfenu. T¢ podwdjnie transgeniczng lini¢ zastosowano do
sprawdzenia roli genu c-fos w kontroli pobierania pokarmu. W tym celu zaprojektowano
specyficzne sgRNA (ang. single guide RNA) do wyciszenia genu c-fos 1 wprowadzono
konstrukt do wektora wirusowego, ktéry miejscowo podano zwierzeciu. Linia CRISPR-Cas9-
EGFP dostata réwniez skrzyzowana z podwojnie transgeniczng linig Dicer®®MKINCreERT2
skutkujgc otrzymaniem myszy Dicer::Cas9-EGFPCaMKIeCreERT2 (v gkrocie  DicerCas9),
u ktorej po podaniu tamoksyfenu w neuronach przodomézgowia pod promotorem CaMKIla
dochodzi do jednoczesnego usunignia genu Dicerl oraz syntezy biatka Cas9-EGFP. Linia
DicerCas9 zostata uzyskana, w celu okreslenia roli genu c-fos w rozwoju otylosci u myszy

Dicer cKO.

Linia NPY-GFP
Myszy NPY-GFP stworzono w pracowni Bradforda B. Lowella w Beth Isracl Deaconess

Medical Center (Harvard, USA) i zakupiona z The Jackson Laboratory (Jax #006417;Tg(Npy-
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hrGFP)1Lowl). Mutacja opiera si¢ na wprowadzeniu genu biatka zielonej fluorescencji (GFP)
pod promotor NPY znajdujacy si¢ w neuronach oreksygenicznych. Opisana modyfikacja
umozliwia wizualizacj¢ neurondw oreksygenicznych z ekspresja NPY (van den Pol i in., 2009).
Wykorzystanie tej linii  zwierzat postuzylo do okreslenia populacji neurondow,
w ktorych dochodzi do wzmozonej ekspresji genu c-fos 1 jego biatkowego produktu podczas

glodowki.

Linia AgRPCre::Ai32

Transgeniczna linia AgRPC™e:A132

powstala poprzez skrzyzowanie dwoch mysich linii AgRP-
Cre oraz linii Ai32. Obie linie zostaty zakupione w The Jackson Laboratory. Linia AgRP-Cre
(Agrpm!(croLowl: A oRP_JRES-Cre) powstata w pracowni Bradforda B. Lowella w Beth Israel
Deaconess Medical Center (Harvard, USA) przy uzyciu celowanej transgenezy. Kaseta IRES-
Cre-FRT-Kan/Neo-FRT zostata wstawiona za kodonem STOP genu AgRP przy uzyciu
homologicznej rekombinacji. Nastepnie kaseta Kan/Neo zostata usunigta poprzez rekombinaze
Flp. Ekspresja rekombinazy Cre jest wigc kierowana przez endogenny promotor i regiony
wzmacniajace (ang. enhancers) w neuronach wydzielajacych neuropeptyd AgRP. Linia zostata
utworzona do badan fizjologicznych funkcji neurotransmisji GABAergicznej w neuronach
AgRP podwzgorza przy uzyciu systemu Cre-loxP. Po skrzyzowaniu z transgeniczng linig
niosaca sekwencje loxP otaczajace fragment badanego genu, Cre rekombinaza wycina
oflankowany gen, tworzac tzw. warunkowy knock-out genu. Linia AgRP-Cre zostata
skrzyzowana z linig Ai32 (Ai32(RCL-ChR2(H134R) / EYFP) stworzong metoda celowanej
transgenezy w komorkach macierzystych w laboratorium Hongui Zeng w Allen Institute for
Brain Science (USA). Do locus Rosa26 wprowadzono wektor Rosa-CAG-LSL-ChR2(H134R)-
EYFP-WPRE zawierajacy promotor CAG (ang. chicken beta-actin/rabbit beta-globin hybrid
promoter), kasete STOP otoczong sekwencjami loxP, gen rodopsyny kanatowej 2 (ChR2, ang.
Channelrhodopsin-2) ChR2(H134R)-EYFP bedacy w fuzji z biatkiem fluorescencyjnym
EYFP, element regulatorowy WPRE (ang. woodchuck hepatitis virus post-transcriptional
regulatory element) by wzmocni¢ stabilno$¢ transkryptu mRNA oraz sygnat poliadenylacji
bGH polyA (ang. bovine growth hormone polyadenylation signal). Sekwencja cDNA genu
ChR2(H134R)-EYFP kodujagca 315 aminokwasow ChR2 zostala wyizolowana z algi
Chlamydomonas reinhardtii 1 zmodyfikowana poprzez zamiang CAC na CGC aby wzmocnié
aktywno$¢ receptora ChR2(H134R). Biatko ChR2(H134R) jest opsyna funkcjonujaca jako
kanal wapniowy aktywowany $wiatlem niebieskim o dtugosci fali 450-490 nm, ktéry po

ekspozycji na $wiatto ulega natychmiastowej 1 odwracalnej aktywacji, powodujac
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depolaryzacj¢ blony komodrkowej i aktywacje potencjaldéw czynnosciowych. Do N-konca
ChR2(H134R) wprowadzono do ramki odczytu wzmocniong sekwencj¢ biatka zottej
fluorescencji (ang. enhanced yellow fluorescent protein, EYFP), tworzac kompletng sekwencje
biatka fuzyjnego ChR2(H134R)-EYFP. Caly konstrukt zostat wprowadzony pomiedzy 1. 1 2.
egzon locus Rosa26. Oflankowana sekwencjami loxP kaseta STOP zapobiega ekspresji genu
ChR2-EYFP. Po skrzyzowaniu z linia z ekspresja rekombinazy Cre pod tkankowo-
specyficznym promotorem dochodzi do wycigcia kasety STOP i ekspresji ChR2-EYFP.
Obecnos¢ biatka fuzyjnego ChR2-EYFP mozna obserwowaé przy uzyciu mikroskopu
fluorescencyjnego. Podwdjnie transgeniczna linia AgRP-Cre::Ai32 eksprymuje ChR2-EYFP
pod promotorem AgRP i zostata wykorzystana do badan aktywnos$ci neuronalnej za pomoca

stymulacji optogenetycznej przy uzyciu $wiatta niebieskiego.

3.1.1 Genotypowanie zwierzat

W celu okreslenia genotypu zwierzat z pobranego fragmentu tkanki pochodzacej z ucha
lub ogona, wyizolowano genomowe DNA przy uzyciu zestawu Genomic Mini (AiA
Biotechnology, nr kat. 116-250), wedtug protokotu zalaczonego przez producenta. Zgodnie
z protokotem tkanka zastata poddana trawieniu przez noc w buforze lizujacym zawierajacym
Proteinaze¢ K, a uwolnione DNA zostato oczyszczone na kolumienkach i zawieszane w 100 pl
buforu TRIS. Wyizolowane genomowe DNA wykorzystano jako matryce do tancuchowej
reakcji polimerazy (PCR, ang. polimerase chain reaction) w celu amplifikacji okreslonego
fragmentu genu. PCR wykonano z uzyciem zestawu Hot Start (Syngen nr kat. SY550211)
w dH>0, zawierajacego koncowe st¢zenia odczynnikow w probie: 1x bufor 10x Gold Hot, 0,2
mM wolne nukleotydy (ANTP), 2,5 mM bufor zawierajacy jony magnezu, startery (Genomed)
dla okreslonego genu o stezeniu koncowym 0,5 uM, 0,05 IU polimerazy Hot Start.
Przygotowana mieszanina reakcyjna zostata przeniesiona do probowek 0,2 ml (VWR, nr kat.
732-0548), do ktorych dodano po 2 pl wyizolowanego genomowego DNA (w koncowe;j
objetosci mieszaniny w probce 20 pl). Kazda reakcja zostala przeprowadzana z kontrola
pozytywng pochodzacg od osobnika o znanym genotypie i kontrolg negatywng stanowigca
mieszaning reakcyjng niezawierajagca DNA. Reakcje przeprowadzono w termocyklerze
(Eppendorf lub BioRad) przy uzyciu odpowiedniego programu opracowanego dla kazdego
genu. Po zakonczeniu programu do mieszaniny reakcyjnej dodano 6X bufor obcigzajacy
1 naniesiono na 1-2% zel agarozowy z dodatkiem bromku etydyny w buforze TBE. Bromek

etydyny jako sktadnik interkalujagcy DNA umozliwia detekcje koncowego produktu PCR przy
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uzyciu $wiatta UV. Rozdziat elektroforetyczny przeprowadzono w aparacie BioRad przez 30

minut i przy napigciu 100V. Zdjecia Zelu wykonano za pomocg transiluminatora sprz¢zonego

z aparatem do dokumentacji zeli (UVP).

Linia Nazwa i sekwencja starteréw Rodzaj i wielko§é Program PCR
(gen) produktu (pz)

Dicer_F:

Dicer 5’-CCATTTGCTGGAGTGACTCTG-3’ mutant 500pz 95°C 500
Dicer_R: WT 400 pz 95°C 0:30
5" TAAATCTGGCAAGCGAGACG-3’ 60°C 030 30x
CreERT2 _F: 72°C 0:30

CreERTa | 3 “GGCTGGTGTGTCCATCCCTGAA-3' utant 500 pz 72°C 1:00
CreERT2_R: 4°C o
5-GGTCAAATCCACAAAGCCTGGCA-3’
Cas9_F (wspdlny): 94°C 5:00

CRISPR. | 5 -AAGGGAGCTGCAGTGGAGTA-3’ utant 300 pz 94°C 2:00

Cas9 Cas9-B_Mut_R: 57°C 0:45 :|— 30x
5’-CGGGCCATTTACCGTAAGTTAT-3’ 72°C 0:40
Cas9-E_WT _R: WT 300 pz 72°C 10:00
5’-CCGAAAATCTGTGGGAAGTC-3’ 4°C oo
AgRPCre_F (wspolny): 95°C 5:00
5’-GCTTCTTCAATGCCTTTTGC-3’ mutant 280 p2 95°C 0:30
IntPosContr_R: 49°C 0:30 :|— 30x

AgRP- 5°.GTGTGTGGTTCCAGCATGAC-3’ 72°C 0:30

Cre Mutant_R: kontrola pozytywna 720C 1:00
5°-AGGAACTGCTTCCTTCACGA-3’ 199 pz 4C w
oIMR9102:
5’-ACATGGTCCTGCTGGAGTTC-3’ mutant 212 pz
0IMR9103: 95°C 5:00
5-GGCATTAAAGCAGCGTATCC-3’ 95°C 0:15
SIMRO020: 51°C 0:15 } 30x

s 5" AAGGGAGCTGCAGTGGAGTA-3’ WT 297 pz 72°C 0:30
oIMR9021: 72°C 2:00
5-CCGAAAATCTGTGGGAAGTC-3’ 4C o
oIMR1850NPYMut_F:
5’-GCAACTGTTGGGAAGGGCG-3’ mutant 400 pz
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NPY-GFP | oIMR7096NPYMut_R: 95°C 2:00

5’-GAGCGGCAGTGGCTCCAG-3; 95°C 0:15
oIMR1898NPYWT_F: 60°C 0:15 ]— 30x
72°C 0:30

5’-TGCTAGGTAACAAGCGAATGG-3’
oIMR189INPYWT_R:
5’-TAGTGTCGCAGAGCGGAGTA-3’

Kontrola pozytywna 72°C 1:00
500pZ 4°C oo

Tabela 3.1 Genotypowanie linii transgenicznych — warunki PCR.

3.1.2 Przygotowanie zwierzat do wejScia w procedury doswiadczalne

Zwierzeta przed wejsciem w procedury eksperymentalne zostaly poddane procesowi
oswajania (ang. handling), redukujacemu poziom stresu, ktory mogiby negatywnie wptyna¢ na

wynik do$wiadczen.

3.1.3 Oswajanie

Oswajanie jest standardowg procedura, stuzaca do habituacji (przyzwyczajenia)
zwierzat zarowno do osoby wykonujacej doswiadczenia, jaki 1 pomieszczenia

eksperymentalnego, co w znacznym stopniu redukuje poziom stresu wynikajacego
z obecnosci cztowieka 1 wykonywanych procedur w dalszych etapach badawczych. Proces

oswajania przeprowadzono wedtug wystandaryzowanego schematu, trwajacego 6 dni:

(Dzien 1) Przyzwyczajenie do obecnosci eksperymentatora poprzez otwarcie klatki na

2 minuty;

(Dzien 2) Przeniesienie myszy za chwyt u nasady ogona na wewng¢trzng stron¢ dtoni

eksperymentatora z mozliwoscig swobodnej eksploracji dtoni przez 2 minuty;

(Dzien 3 1 4) Powtoérzenie czynnos$ci z dnia 2.;
(Dzien 5 1 6) Umieszczenie myszy na przedramieniu eksperymentatora i spokojny spacer po

pokoju przez 2 minuty.

3.1.4 Indukcja mutacji za pomocg tamoksyfenu

Indukowalny system Cre-Lox polega na aktywacji rekombinazy Cre bedacej w fuzji
z receptorem estrogenowym (Cre®?T2) poprzez podanie analogu tego receptora — tamoksyfenu
(Sigma Aldrich, nr kat. T5648-5G), co powoduje translokacje¢ Cre do jadra komodrkowego,
rozpoznanie przez Cre konfiguracji krotkich sekwencji LoxP otaczajacych fragment genu

1 rekombinacji, polegajacej na wycieciu lub odwroceniu oflankowanego odcinka. Tamoksyfen
68



rozpuszczono w oleju stonecznikowym (Sigma Aldrich nr kat S5007) z etanolem 99,8% (10:1)
w stezeniu 10 mg/ml. Mutacj¢ indukowano wg standardowego protokotu polegajacego na
dootrzewnowym podaniu 1 mg zwigzku (100 pl) 2 razy dziennie w odst¢pach 8-12-godzinnych
przez 5 kolejnych dni. W niniejszym projekcie nie wykorzystano podania samego no$nika
(oleju stonecznikowego z etanolem) jako kontroli, poniewaz z badan poprzednich grup wynika,
7e nie ma réznic fenotypowych pomiedzy grupami kontrolnymi Dicer™ po podaniu

tamoksyfenu oraz grupy Dicer!V/1camKilaCreERT2

po podaniu oleju stonecznikowego (Mang i in.,
2015). Ze wzgledu na etyczny aspekt ograniczenia zwierzat wykorzystanych do doswiadczen,
zdecydowano si¢ na grupe kontrolna Dicer™ poddana inickcjom tamoksyfenem, aby

wykluczy¢ efekt podania leku na badane parametry.

3.2 Testy oceniajgce parametry metaboliczne linii DicerC2mK!oCreERT2

Doswiadczenia opisane w tej sekcji zostaly przeprowadzone w celu okreslenia
podstawowych parametréw metabolicznych u transgenicznych myszy Dicer®®MKIoCreERT2
(Dicer cKO) po indukcji mutacji przy uzyciu tamoksyfenu. Aktywowanie mutacji w tej linii
juz po kilku tygodniach prowadzi do wzrostu wagi 1 ilo$ci spozywanego pokarmu, co
swiadczy o zaburzonej gospodarce energetycznej, regulujacej bilans pomiedzy przyjmowanym
pokarmem a wydatkiem energetycznym. Uzywajac testu tolerancji glukozy (GTT, ang. Glucose
Tolerance Test) 1 testu tolerancji insuliny (ITT, ang. Insulin Tolerance Test), sprawdzono tempo
wchtaniania glukozy przez tkanki, rozw0j insulinoopornosci oraz okreslono czas trwania tych

zmian. Sprawdzono rowniez czy efekt mutacji mozna zniwelowaé poprzez zwigckszong

aktywnos¢ fizyczna i przeprowadzono oceng wpltywu aktywnosci na metabolizm glukozy.

3.2.1 Wplyw wysilku fizycznego na mase ciala i pob6r pokarmu u myszy Dicer ¢cKO —

test kolowrotka

W modelu Dicer®®KCeERT2 ochodzi do akumulacji tkanki thuszczowej spowodowane;
zwigkszonym poborem pokarmu obserwowanym w 5. i 6. tygodniu od indukcji mutacji. Test
kotowrotka zostat przeprowadzony w celu sprawdzenia, czy wzmozona aktywnos¢ fizyczna

wptynie na fenotyp otytosci u myszy Dicer cKO 1 metabolizm glukozy.

3.2.2 Test tolerancji glukozy

W dniu poprzedzajagcym doswiadczenie, zwierzeta przeniesiono do nowych klatek do

pokoju eksperymentalnego 1 pozbawiono pokarmu (w fazie nieaktywnej) przez ok. 12 godzin.
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W dniu eksperymentu rano, dokonano pomiar6w masy ciala i na tej podstawie zostata obliczona
objetos¢ do wstrzyknigcia 20% roztworu D(+) - glukozy (Sigma Aldrich, nr kat. G7021):
objetosé (nl) =10 x masa ciala, a nast¢pnie okreslono poziom glukozy we krwi na czczo. Krew
pobrano z zyly ogonowej po nacigciu koncoéwki ogona, po uprzednim miejscowym
znieczuleniu za pomocg lidokainy. Po dootrzewnowej iniekcji roztworu glukozy, wykonano
szereg pomiarow poziomu glukozy we krwi przy uzyciu glukometru paskowego Accu-Check:
15, 30, 60 i 120 min od podania glukozy, bez potrzeby ponownego nacinania ogona. Test
przeprowadzono w 6. 1 9. tygodniu po indukcji mutacji. GTT przeprowadzono réwniez na
zwierzetach z dostgpem do kotowrotka, w celu okreslenia wptywu wzmozonej aktywnos$ci
fizycznej na tempo wchlaniania glukozy przez tkanki u myszy Dicer cKO. W warunkach
fizjologicznych zwigkszona aktywnos$¢ fizyczna uwrazliwia tkanki na insuling, powodujac

szybszy wychwyt glukozy.

3.2.3 Test tolerancji insuliny

W dniu eksperymentu rano dokonano pomiaréw masy ciala i na tej podstawie obliczono
dawke insuliny (0.75 IU/g masy ciata, Sanofi Aventis). Zwierz¢ta przeniesiono do nowych
klatek indywidualnych 1 pozbawiono pokarmu na 6 godzin (w fazie ciemnej/aktywnej). Przed
podaniem insuliny, za pomoca glukometru paskowego, zostata okreslona zawarto$¢ glukozy
we krwi na czczo. Krew pobrano z zyly ogonowej po uprzednim naci¢ciu koncéwki ogona
sterylnym ostrzem. Przygotowany roztwor insuliny w sterylnej soli fizjologicznej (0.25 IU/ml)
zostal wstrzyknigty dootrzewnowo w nastepujacej objetosci: 0.25 IU/ml (ul) /mysz: 3 x masa
ciala, np. mysz wazaca 20g, 3 x 20= 60 pl. Pomiar stezenia glukozy we krwi powtorzono 15,
30, 45, 60 1 90 minut po podaniu insuliny (bez ponownego nacinania ogona). Po zakonczeniu
pomiarow zwierzgta zostaly przeniesione do klatek domowych. Procedurg przeprowadzono

w 6.19. tygodniu po indukcji mutacji na tych samych osobnikach.

3.2.4 Analiza parametrow metabolicznych z uzyciem klatek metabolicznych

Klatki metaboliczne Phenomaster TSE System stanowig w pelni zautomatyzowany
1 catkowicie nieinwazyjny system do pomiarow funkcji metabolicznych badanych zwierzat.
Dzigki szczelnie zamknigtym klatkom ze zdefiniowanymi mieszaninami gazéw, modut
posredniej kalorymetrii gazowej Phenomastera dostarcza precyzyjnych pomiarow
metabolicznych, poprzez okreslenie poziomu konsumpcji tlenu (VO2) i produkcji dwutlenku

wegla (VCO2) przez zwierz¢ w odniesieniu do klatki referencyjnej o znanym sktadzie

70



gazowym. Analiza stezenia gazdéw oddechowych pozwala na okreslenie wspotczynnika
oddechowego (RER, ang. Respiratory Exchange Ratio) i wydatku energetycznego (EE, ang.
Energy Expenditure). Wspotczynnik oddechowy RER jest wykorzystywany do oceny substratu

wykorzystywanego do produkcji energii zgodnie z rownaniem:

RER=VCO2/VO2

Spalanie 1 czasteczki glukozy:
C6H1206 +6 02 - 6 CO2 + 6 H20 (RER =1)

Spalanie 1 czasteczki kwasu palmitynowego:

C16H3206 + 230 02 - 160 CO2 + 16 H20 (RER =0,71)

Dzigki mozliwosci stalego monitorowania parametréw metabolicznych bez konieczno$ci
kontaktu zwierzgcia z eksperymentatorem, system jest dogodnym rozwigzaniem roéwniez do
badan rytmu dobowego. System wyposazono w sensory poboru pokarmu i wody z odczytem
konsumpcji co 15 minut przez okres do 10 dni. Dzigki modutowej budowie klatek
metabolicznych, istnieje mozliwo$¢ zamocowania kolowrotka i czujnikéw na podczerwien
pozwalajacych na bardzo dokladng analiz¢ aktywnosci zwierzecia 1 zapewniajacych
niezaktécone pomiary fizyczne z wysoka rozdzielczoscig czasowa (powyzej 40 sekund na
zwierzg/klatke). Ze wzgledu na cel do$wiadczenia, wykorzystano sensory umozliwiajace
okreslenie wyj$ciowych parametréw badanej linii, w tym pobdr pokarmu i wody, RER i EE,
natomiast nie wprowadzono elementdw umozliwiajacych ingerencj¢ w parametry
metaboliczne.

Ze wzgledu na liczbe dostgpnych klatek, nie bylo mozliwosci analizy obu plci.
Doséwiadczenie zostalo przeprowadzone na dorostych samicach linii Dicer®®MKIoCreERT2
w podobnym wieku i masie ciata. Zwierzeta przed przystapieniem do procedury przeniesiono
do klatek metabolicznych na 7-10 dni w celu habituacji do srodowiska panujacego w klatkach
i okreslenia podstawowych parametrow metabolicznych przed indukcja mutacji. W 5. tygodniu
po podaniu tamoksyfenu, samice zostaly przeniesione do klatek metabolicznych na 4 tygodnie
(od 5. do 8. tygodnia od podania zwigzku). Co tydzien zatrzymywano program, wymieniano
sciotke 1 dokonywano pomiaru masy ciala 1 ilosci spozytego pokarmu przy uzyciu wagi
manualnej OHAUST Scout o zakresie 0,01g. Sensory wagowe w klatkach metabolicznych ze

wzgledu na techniczne ograniczenia wynikajace z koniecznos$ci braku ruchu zwierzgcia
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w trakcie pomiaru, generowaly znaczng liczbe btedow, co wptywato na jakos¢ otrzymanych
danych i nie zostaty uwzglednione w analizie.
3.2.5 Infuzjaleptyny przy uzyciu pomp osmotycznych

W celu ustalenia czy otylos¢ i hiperfagia obserwowane u myszy Dicer©?MKIeCreERT2
moga wynikac z zaburzen $ciezki leptynowej, wykorzystano pompy osmotyczne firmy ALZET
2006 o pojemnosci 200 pl, umozliwiajace statg infuzje badanego roztworu przez 42 dni.
Leptyne (Sigma, nr kat. L3772) rozpuszczono w sterylnym roztworze 20 mM Tris-HCI,
pH=8.0, nastgpnie dodano sterylny PBS, aby otrzyma¢ koncowo st¢zenie 0,83 mg/ml.
Nastepnie roztwor wprowadzono do pomp osmotycznych zgodnie z instrukcja zalaczong od
producenta i aktywowano pompy poprzez catonocng inkubacje w 37°C w sterylnym roztworze
soli fizjologicznej. Gotowe pompy wprowadzono podskornie do myszy, by zapewni¢ stalg
infuzje leptyny (3ug/dobe, 15 ul/h) w czasie 6 tygodni. Do§wiadczenie przeprowadzono na

samicach w wieku 8 tygodni. Do grupy badanej wykorzystano myszy Dicer©®MKIeCreERT2

» BrUpe
kontrolng stanowily zwierzeta bez rekombinazy Cre (Dicer™). Zwierzetom podano
tamoksyfen 1 przed okresem wzrostu masy ciala tj. w 3. tygodniu mutacji, zaimplantowano
podskdérnie pompy osmotyczne zawierajace roztwor leptyny lub nosnik (PBS). Zabieg
przeprowadzono z znieczuleniu ogdlnym, poprzez wziewng inhalacje roztworu izofluranu (Iso-
Vet). Do indukcji zastosowano 3-5% roztwor izofluranu o przeptywie 0.4 I/min przez ok. 5 min
nastepnie 1-2% w masce. Podano leki przeciwbdlowe, przeciwzapalne i antybiotyk zgodnie
z tabelg 3. Pompy osmotyczne wprowadzono podskornie poprzez niewielkie nacigcie po
grzbietowej stronie ciata. Ran¢ zespolono ni¢mi chirurgicznymi (Safil 4/0 igta 26mm 1/2c;
szew catkowicie absorbowany wykonany z kwasu poliglikolowego). Po zabiegu zwierzeta
umieszczono w indywidualnych klatkach, ze wzgledu na cotygodniowy monitoring przyrostu
masy ciata oraz poboru pokarmu przez kolejne 6 tygodni. Wybrane losowo osobniki z grupy
Dicer cKO (LEP) i Dicer cKO (PBS) przeniesiono do klatek metabolicznych, aby dodatkowo
oprdcz masy ciala i poboru pokarmu, okresli¢ wptyw leptyny na parametry metaboliczne, takie
jak wspolczynnik oddechowy RER i wydatek energetyczny. Badanie miato na celu okre$lenie

roli leptyny w rozwoju otytosci u myszy Dicer cKO.

3.2.6 Pobranie materialu biologicznego do badan

Osocze do dalszych analiz pobrano z korpusu poprzez dekapitacj¢ poprzedzona

uspieniem w wziewnym roztworze izofluranu lub z lewej komory serca po uspieniu ketaming
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1 medetomidyng przez perfuzja (opisang w rozdziale 3.6.1). Krew z korpusu po dekapitacji
zebrano do probowek 1.5 ml z EDTA. Krew pobrang z serca przed perfuzja pobrano za pomoca
strzykawki o objetosci 1ml (dicoSULIN), przeplukanej 2% roztworem EDTA (Bioshop, nr kat.
6381-92-6). Krew przeniesiono do probowki 1.5 ml (rowniez przeptukanej roztworem EDTA)
1 wirowano przez 15 minut, 3000 x g, w temperaturze 4°C. Osocze przeniesiono do czystych

proboéwek i przechowywano w temperaturze -80°C do czasu analizy.

3.2.7 Analiza poziomu leptyny i hormono6w tarczycowych

W celu okreslenia czy zmiany metaboliczne u myszy Dicer cKO moga by¢ przyczyna
zaburzen w funkcjonowaniu gruczotu tarczycowego, ktory wptywa na tempo metabolizmu,
przeprowadzono analiz¢ hormondéw oceniajacych jego pracg. Do ilosciowego okreslenia
hormondw tarczycy z mysiego osocza, wykorzystano komercyjnie dostepne zestawy testow
ELISA (ang. Enzyme-Linked Immunosorbent Assay) —testOw immunoenzymatycznych,
wykrywajacych TSH (MyBioSource nr kat. MBS269190), fT3 (MyBioSource nr kat.
MBS705057), fT4 (MyBioSource nr kat. MBS262602). Kazdy zestaw zawieral plytke 96-
dotkowe optaszczong odpowiednim przeciwciatem I-rzgdowym. Dla TSH i fT4 wykonano test
podwdjnego wigzania tzw. test kanapkowy (ang. sandwich ELISA), z wykorzystaniem dwoch
przeciwcial wykrywajacych wigcej niz dwa epitopy: optaszczonego na ptytce monoklonalnego
przeciwciala skierowanego przeciwko okreslonemu antygenowi oraz wykrywajacego
biotynylowane przeciwciata poliklonalne. Po odptukaniu, dodano peroksydaze chrzanowg
1 awidyne oraz barwny substrat dla peroksydazy. Do okreslenia poziomu fT3 wykorzystano
immunoenzymatyczny test kompetencyjnego hamownia. W tym tescie do ptytki optaszczonej
pierwszorzedowym przeciwciatem wykrywajacym T3, dodano biotynylowane T3. Reakcja
kompetycyjnej inhibicji zachodzi pomiedzy optaszczonym przeciwcialem z antygenem
zawartym w standardzie lub probce lub z dodanym T3 skoniungowanym z biotyng. Im wigksza
ilo$¢ endogennej T3 w prébee, tym mniejsze wigzanie z biotynylowanym T3 i mniejszy barwny
sygnal po inkubacji z substratem dla peroksydazy chrzanowej. Po dodaniu buforu Stop
obserwowano zmiang koloru z niebieskiego na z6ttg i mierzono absorbancje w ciggu 10 minut
od zatrzymania reakcji przy dlugosci fali 450 nm 1 referencyjnej 630 nm, z uzyciem czytnika
ptytek Tecan Infinite M1000Pro z zastosowaniem oprogramowania i-Control (wersja 1.11.1.0).
Testy przeprowadzono zgodnie z protokotem od producenta. Dla kazdego zestawu wykonano
wstepny test optymalizujacy rozcienczenie osocza i dla TSH wykonano test przy rozcienczeniu

10-krotnym, fT3 — 2-krotnym, fT4 — 4-krotnym.
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Do ilo$ciowego pomiaru stezenia leptyny w osoczu po infuzji z uzyciem pomp
osmotycznych, wykorzystano zestaw z ptytka 96-dotkowa optaszczong przeciwcialem
specyficznym dla mysiej leptyny (Sigma Aldrich, nr kat. RAB0034). Dodano standardy
1 probki osocza rozcienczone 10-krotnie w roztworze dotgczonym do kitu. Probki krwi pobrano
tydzien, 2, 3 i 4 tygodnie od podskdrnej implantacji pomp osmotycznych z leptyng lub
no$nikiem (PBS). Test przeprowadzono zgodnie z zaleceniami od dostawcy. Po odptukaniu,
dodano biotynylowane przeciwcialo skierowane przeciwko mysiej leptynie. Inkubowano ze
streptawidyng skoniungowang z peroksydazg chrzanowa, a nast¢pnie dodano barwny produkt
TMB (tetrametylobenzydyn¢) i po dodaniu buforu Stop mierzono absorbancje przy dtugosci
fali 450 nm.

3.3 Czasowe pozbawienie pokarmu w celu indukcji genu c-fos w jadrze lukowatym

podwzgorza

W celu okreslenia ekspresji genu c-fos w jadrze tukowatym podwzgorza podczas glodowki,
wykorzystano myszy szczepu dzikiego C57Bl1/6], ktdre pozbawiono jedzenia na poczatku fazy
aktywnej. Analiza zostala przeprowadzona w kilku punktach czasowych: 1.5, 3, 6, 12 1 24
godziny od wyjecia pokarmu. W celu okreslenia populacji neuronéw zaangazowanych
w mechanizm glodu wykorzystano transgeniczny mysi model z neuronami NPY
wyznakowanymi fluorescencyjnie za pomocg biatka GFP (ang. Green Fluorescent Protein).
Zwierzgta NPY-GFP podzielono na 3 grupy: kontrola z pokarmem ad libitum, grupa z
pozbawieniem jedzenia przez 12 godzin oraz grupa z 12-godzinng gtodowka, po ktorej dodano
pokarm 1 zmierzono ilo$¢ spozytej karmy przez godzing (ang. refeeding). Nastepnie zwierzeta
usmiercono w celu pobrania tkanek do dalszych analiz. Sprawdzono réwniez poziom biatka c-
Fos u myszy Dicer cKO z dostepem ad libitum do pokarmu w 4, 6 1 10 tygodni od podania
tamoksyfenu w fazie aktywnej oraz nieaktywnej oraz po 24—godzinnej gtodowce w 6. 1 10.
tygodniu mutacji. U myszy Dicer cKO monitorowano mase¢ ciala zwierzat i tygodniowy pobor

pokarmu.

3.4 Przygotowanie preparatéw mikroskopowych

3.4.1 Perfuzyjne utrwalanie tkanek

Zwierzeta uspiono przez dootrzewnowe podanie mieszaniny ketaminy z medetomidyng 15
minut przez perfuzja. Po stwierdzeniu braku odruchéw, $wiadczacych o wprowadzeniu w stan

glebokiej narkozy, zwierzeta usSmiercono farmakologicznie przez podanie morbitalu
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(pentobarbital sodowy 133,3 mg/ml, pentobarbital 26,7 mg/ml; Biowet, Pulawy) w dawce 50
ul/mysz. Po rozcigciu klatki piersiowej, przecigciu przepony i osierdzia, do lewej komory serca
wprowadzono igle perfuzyjna podpigta do pompy perystaltycznej i przecigto prawy
przedsionek. Krew wyplukano z organizmu roztworem PBS, ktory nastepnie zastgpiono 4%
roztworem paraformaldehydu (PFA, Sigma Aldrich, nr kat. 158127) utrwalajagcym tkanki. Po
zakonczeniu perfuzji wyizolowano moézgi, ktore przeniesiono do 4% roztworu PFA na 24

godziny, a nastgpnie do 30% roztworu sacharozy (Sigma Aldrich, nr kat. 50389).

3.4.2 Zamrazanie i uzyskanie skrawkow mozgow

Wyizolowane i odwodnione w 30% roztworze sacharozy moézgi, optukano w wodzie,
osuszono i przycieto odpowiednio za pomocg ostrza z obu stron, by zachowaé wybrane
struktury moézgu. Nastgpnie tkanke przytwierdzono do szkietka podstawowego na suchym
lodzie za pomocg medium FSC 22 Blue (ang. Frozen Section Compound, Leica, nr kat.
3801481) i po zamrozeniu zatopiono w warstwie FSC, 1 przeniesiono do -20°C. Aby pozyskaé
skrawki mézgu, uprzednio zamrozong tkank¢ przeniesiono do komory kriostatu (Leica, CM
1850 UV), przytwierdzono do ruchomego bloczka za pomoca FSC na plytce Peltiera. Po
zamrozeniu, mozg przeniesiono na gltowice kriostatu i za pomocg zamontowanego ostrza,
pocigto materiat w plaszczyznie czotowej na skrawki o grubosci 50 um. Skrawki nastgpnie
przeniesiono do uprzednio przygotowanego medium Anti-Freeze (300 ml glicerol, 300 ml
glikol etylenowy, 300 dH20, 100 ml buforu [0,2M] NaOH; [0,3M] NaH2PO4) na ptytce 24-
dotkowej (VWR, nr kat. 732-3217) i1 przechowywano w temperaturze -20°C lub do roztworu
buforowanej fosforanami soli fizjologicznej (PBS, ang. Phosphate Buffered Saline) (BioShop

nr kat PBS404.100) i przechowywano w 4 °C przed wykonaniem barwienia.

3.4.3 Detekcja bialek metoda barwienia immunohistochemicznego (IHC)

W celu detekcji bialek (c-Fos i rekombinazy Cre) w badanych strukturach moézgu
wykorzystano kolorymetryczny system oparty na barwnej reakcji enzymu peroksydazy
chrzanowej (HRP, ang. horseradish peroxidase) z substratem 3,3’- diaminobenzydyna (DAB,
Sigma Aldrich, nr kat. D4293) (Tsang et al. 1895). Barwienie przeprowadzono metoda
polegajaca na wytrzasaniu skrawkéw na kotysce laboratoryjnej (VWR) w temperaturze
pokojowej. Skrawki moézgu o grubosci 50 pm umieszczono na szalce 24-dotkowej
1 przeptukano roztworem PBS (dwa razy po 5 minut), w celu usunigcia pozostatosci medium

do przechowywania. Aby zablokowa¢ dziatanie endogennej peroksydazy, materiat
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przeptukano w roztworze PBS z metanolem (Poch) (1:1) zawierajacym 0,3% nadtlenek
wodoru (30% H20», Sigma Aldrich, nr kat. H1009) przez 15 minut. Nastepnie, aby utatwié
dostep przeciwcial do wnetrza komoérek i ich wigzanie zantygenem zastosowano
permeabilizacj¢ bton komorkowych poprzez trzykrotne ptukanie przez 15 minut roztworem
zawierajagcym detergent Triton X100 (Sigma Aldrich, nr kat. X100-500ml) w PBS (0,1%
PBST). Do zablokowania niespecyficznych wigzan biatek uzyto 5% roztworu nieaktywnej
immunologicznie surowicy $winskiej (NSS, ang. Normal Swine Serum) (Vector, nr kat. S-
4000) w 0,1% PBST. Blokowanie przeprowadzono przez godzing w temperaturze pokojowe;.
Po usunigciu roztworu blokujgcego, skrawki zanurzono w roztworze poliklonalnego,
kroliczego przeciwciata pierwszorzedowego skierowanego przeciwko biatku c-Fos (Synaptic
System), rozcienczonego 1:1000 lub rekombinazie Cre, w rozcienczeniu 1:3000 w 5%
roztworze NSS w 0,1% PBST (Tabela 3.2). Material inkubowano na kotysce laboratoryjne;j
przez noc w temperaturze 4°C. Nastepnie usunig¢to przeciwciato pierwszorzedowe, i aby
doktadnie pozby¢ si¢ nadmiaru przeciwciala niezwigzanego z antygenem, material
przeplukano trzykrotnie przez 5 minut w roztworze 0,1% PBST. Skrawki inkubowano przez
godzing w roztworze biotynylowanego, oslego przeciwciala drugorzedowego
(rozcienczonego 1:500 w 5% roztworze NSS w 0,1% PBST), skierowanego przeciwko
kroliczym IgG, nastgpnie przeptukano roztworem 0,1% PBST i dwukrotnie roztworem PBS
przez 5 minut, po czym inkubowano w temperaturze pokojowej przez godzing w roztworze
VECTASTAIN ABC (Vector Laboratories, PK-4000). Zastosowano system ABC oparty na
wigzaniu glikoproteiny awidyny (biatka z jaja kurzego) z niskoczasteczkowa witaming
biotyna. Jedna czasteczka awidyny przyltacza 4 czasteczki biotyny i stanowi tgcznik pomiedzy
biotynylowanym przeciwcialem drugorzgdowym a znacznikiem — biotynylowana
peroksydazg. Po kolejnym ptukaniu w roztworze 0,1% PBST i PBS (przez 5 minut), dodano
substrat dla peroksydazy — DAB (3’°3- diaminobenzydyna) (Sigma Aldrich, nr kat. D4293),
dzigki ktoremu zostat utworzony charakterystyczny zabarwiony na bragzowo produkt reakc;ji.
Po inkubacji przez 1- 2 minuty, skrawki przeptukano dwukrotnie w wodzie i natozono na
szkietka Superfrost (Thermo Scientific, nr kat. 631-0848). Po wyschnigciu preparaty
zamknigto szkietkiem nakrywkowym (Menzel Glaser, Thermo Scientific, nr kat. B-1220)
przy uzyciu entellanu ksylenowego (Merck, nr kat 107961) i1 analizowano w mikroskopie

swietlnym (Olympus).
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3.4.4 Detekcja bialek metoda barwienia fluorescencyjnego (IF)

Skrawki moézgu przeptukano roztworem PBS, dwa razy po 5 minut, w celu usunigcia
pozostatosci medium do przechowywania. Do zablokowania niespecyficznych wigzan biatek
zastosowano 5% roztworu nieaktywnej immunologicznie surowicy $§winskiej w 0,1% PBST.
Nastepnie skrawki inkubowano przez noc w temperaturze 4°C w roztworze przeciwciata
pierwszorzedowego — poliklonalnego, kréliczego skierowanego przeciwko biatku c-Fos,
rozcienczonego 1:1000 w 5% roztworze NSS w 0,1% PBST (Tabela 3.2). Po odsaczeniu
1 trzykrotnym przeplukaniu materialu w 0,1% PBST przez 5 minut, material inkubowano
w roztworze drugorzedowego przeciwciata — VectaFluor DyLight 594, skierowanego
przeciwko kréliczym IgG. Fluorochrom sprzezony z przeciwcialem drugorzgdowym
charakteryzuje si¢ emisja dalekiej czerwieni po wzbudzeniu $§wiattem o dtugosci fali 594 nm.
Po przeptukaniu roztworem PBS, skrawki nalozono na szkietka Superfrost i zamknigto
szkietkiem nakrywkowym za pomocg Vectashield (Vector Laboratories, nr kat H-1800),
zawierajacego DAPI.

Wybarwione preparaty analizowano przy uzyciu mikroskopu fluorescencyjnego

(Olympus Fluoview FV3000) a do analizy obrazu zastosowano program FI1JI Imagel.
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Zastosowanie

Przeciwciala

Rozcienczenie

Przeciwciata pierwszorzedowe

krolicze, poliklonalne skierowane
przeciwko biatku c-Fos (Synaptic
System, nr kat 226 003)

1:1000 w 5% NSS/ 0,1% PBST

krélicze, poliklonalne skierowane
przeciwko rekombinazie Cre

(uzyczono z DKFZ, Niemcy)

1:3000 w 5% NSS/ 0,1% PBST

krolicze, monoklonalne
skierowane przeciwko
pSTAT3(Ser727) (Invitrogen, nr
kat. MA5-32089,)

1:1000 w 5% NSS/ 0,1% PBST

Przeciwciata drugorzedowe

osle, biotynylowane, skierowane

przeciwko kroliczym IgG (H+L)

(Vector Laboratories, nr kat. BA-
1000)

1:500 w 5% NSS/ 0,1% PBST

Alexa Fluor 488, oS$le, skierowane
przeciwko mysim IgG (H+L)
(Invitrogen, nr kat. A32723)

1:100 w 5% NSS/ 0,1% PBST

Alexa Fluor 405, osle, skierowane
przeciwko kroliczym IgG (H+L)
(Thermo Fisher Scientific, nr kat.

A31556,)

1:100 w 5% NSS/ 0,1% PBST

VectaFluor DyLight 594,
skierowane przeciwko kréliczym

IgG (Vector, nr kat. DI-1794)

Gotowe do uzycia

Tabela 3.2 Przeciwciata stosowane do barwienia immunohistochemicznego i fluorescencyjnego.

3.5 Optogenetyczna stymulacja jadra lukowatego

Optogenetyka wykorzystuje $wiatloczule biatka — opsyny do aktywacji lub zahamowania
aktywnos$ci komorkowej. W projekcie wykorzystano ChR2 (ang. channelrhodopsin-2) - opsyng
aktywujaca potencjaty czynnosciowe po stymulacji §wiattem. W celu wprowadzenia ChR2 do
neurondéw oreksygenicznych neurondow podwzgoérza odpowiedzialnych za pobdr pokarmu
(AgRP), wykorzystano zwierzeta transgeniczne oparte na systemie Cre-loxP. Po skrzyZzowaniu
dwoch linii transgenicznych Ai32(RCL-ChR2(H134R)/EYFP) z linia AgRP-Cre, otrzymano
linig, gdzie dochodzi do ekspresji ChR2 w neuronach AgRP zlokalizowanych w jadrze
lukowatym podwzgorza. Do grupy badanej wykorzystano zwierzeta z aktywng rekombinazg

Cre (Cret) z ekspresja ChR2 w neuronach AgRP. Do grupy kontrolnej uzyto zwierzat bez
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rekombinazy Cre (Cre-), u ktérych nie doszto do wycigcia kasety STOP 1 ekspresji CAR2. ChR2
jest $wiatloczutym kanatem wapniowym, ktorego aktywacja nastgpuje po ekspozycji na Swiatto
o dhugosci fali w zakresie $wiatta niebieskiego (450-490 nm). Swiatlo niebieskie zostalo
wygenerowane przez laser i dostarczone do ARC za pomocg zaimplantowanego §wiattowodu
wedhug protokotu zaprogramowanego przy uzyciu Arduino. Do$§wiadczenie przeprowadzono
w celu aktywacji glodu poprzez stymulacje neuronéw oreksygenicznych u najedzonych
zwierzat oraz w celu okres§lenia poziomu biatka c-Fos w badanej strukturze w punktach

czasowych: 1.5, 3 1 6 godzin po stymulacji optogenetyczne;.
3.5.1 Przygotowanie implantu optogenetycznego

Implant optogenetyczny przygotowano poprzez przycigcie wtokna szklanego (0.39 NA,
3200 um) zespolonego z ceramiczng skuwka (LC, 1.25 mm, 0230 um) (Stecker/Connector —
LSH/APC 1252 pum+0.5v-C0.5 pum sb, RiM), za pomocg nozyka diamentowego
(THORLABS) na papierze milimetrowym na dtugos¢ 5,5 mm. Widkno wprowadzono do

metalowego gwintu (http://www.specialtech.pl/) o dlugosci 1 cm komplementarnego do

koncoéwki swiattowodu (FC). Widkno przyklejono dwusktadnikowym klejem epoksydowym
(Chemtronics). Moc implantu sprawdzono miernikiem mocy (THORLABS) 1 do
doswiadczenia wykorzystano implanty, ktérych moc wynosita nie mniej niz 70% mocy zadanej
na laserze. Gotowe implanty pozostawiono na 24 godziny do wyschnigcia. Koncoéwke implantu

oczyszczono izopropanolem, a caly implant poddano sterylizacji $wiattem UV.

Rycina 3.1 Przygotowanie implantu optogenetycznego.
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3.5.2 Implantacja Swiattlowodu

Do doswiadczenia wykorzystano podwojnie transgeniczng lini¢ zwierzat AgRP-Ai32,
dzigki ktorej otrzymano stabilng ekspresj¢ ChR2 w neuronach oreksygenicznych AgRP. Zabieg
przeprowadzono w znieczuleniu ogdlnym po dootrzewnowym podaniu mieszaniny ketaminy
z medetomidyng. Po wejsciu w narkoze, myszy zaaplikowano mieszaning lekéw o charakterze
przeciwbolowym, przeciwzapalnym i antybiotyku (Butomidor, Tolfedine, Baytril) zgodnie
z tabelg 3.4. Sier$¢ z glowy usunigto za pomoca maszynki elektrycznej. Po sprawdzeniu braku
odruchow $§wiadczacych o glebokiej anestezji, zwierze unieruchomiono w aparacie
stereotaktycznym. Skore na czaszce zdezynfekowano jodyng. W miejscu nacigcia podskorne
podano dodatkowy S$rodek przeciwbolowy o przedluzonym dziataniu — bupiwakaine.
Wykonano okoto 1-cm nacigcie skory by wyeksponowaé punkty orientacyjne na czaszce:
bregme 1 lambdg. Nastepnie przy uzyciu igly sprawdzono ustawienie czaszki w ptaszczyznie
przednio-tylnej i w odlegtosci 1 cm od szwu na wysokosci ARC z prawej i lewej strony. Za
prawidlowe uznano, gdy réznica w wysokosci nie przekraczala £ 0,05 mm. Nastepnie
wykonano 3 otwory w czaszce uzywajac wiertta (JOTA AG, nr kat. C1.RA.006): jeden nad
ARC do wprowadzenia implantu i dwa otwory z przodu i z tytu od implantu na srubki mocujace
(1x2mm) (AGNTHO'S AB). Implant wprowadzono do trzeciej komory nad jadrem tukowatym
zgodnie z koordynatami wg atlasu Paxinosa: AP: -1,46 mm; ML: 0,00 mm; DV: -5,50 mm.
Catos$¢ pokryto cementem dentystycznym (Duracryl Plus, SpofaDental) i pozostawiono do
utwardzenia na 10 minut. Nast¢pnie nacigcie w skorze zespolono ni¢mi chirurgicznymi Safil
(4/0 igta 26mm 1/2c; szew catkowicie absorbowany wykonany z kwasu poliglikolowego).
Zwierze przeniesiono do czystej klatki i pozostawiono na plytce grzejnej do catkowitego
wybudzenia. Po okresie rekonwalescencji trwajacej 2 tygodnie, mysz poddano procedurze

oswajania przed przystgpieniem do wlasciwego doswiadczenia.

myszy z ekspresja ChR2.
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Srodek Sposob podania Dawka
Ketamina 100 mg/ml (Biowet Dootrzewnowo 0.5ml/kg 50-75 mg/kg
Putawy)
Cepetor (chlorowodorek Dootrzewnowo 0.5ml/’kg 0.5-1 mg/kg
medetomidyny) 1mg/ml (CP
Pharma)
Bupivacainum hydrochloridum | Podskornie (miejscowo) 0.25% 100ul

WZF 0,5% (Polfa Warszawa)

Iso-Vet (Izofluran) 1000 mg/g
(Channele Pharma)

Wziewnie

3-5% przeptyw 0.5
L/min,
indukcja 4% w
tlenie,
podtrzymanie ~2% w

tlenie

Atipam (chlorowodorek

atipamezolu) Smg/ml (Eurovet)

Dootrzewnowo 0.5ml/’kg

0,5-1 mg/kg

Srodki o dzialaniu przeciwbélowym, przeciwzapalnym i bakteriob6jczym

Srodek Sposéb podania Dawka
Butomidor (butorfanol winianu) Podskornie 3.3 mg/kg
10mg/ml (Orion) (3x rozcienczony w 0,9% NaCl)
Baytril (enrofloksacyna) Podskornie 1.25 mg/kg
25mg/ml (Bayer) (20x rozcienczony w 0,9%
NaCl)
Tolfedine (kwas tolfenamowy) Podskornie 2 mg/kg

40mg/ml (Vetoqginol Polska)

(20x rozcienczony w 0,9%

NaCl)

Tabela 3.3 Produkty lecznicze stosowane podczas zabiegéw operacyjnych.
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3.5.3 Fotostymulacja

Przed wiasciwym do§wiadczeniem przyzwyczajano zwierzgta do klatki doswiadczalnej
przez 10 minut dziennie oraz zaktadania $wiattowodu. W dniu do$wiadczenia zwierzg
przeniesiono do klatki eksperymentalnej z dostepem ad libitum do pokarmu. Nast¢pnie jeden
koniec $wiattowodu (200/220/900-0.37 1.5m_FC-CM3 Mono Fiberoptic Patchcord, Doric
Lences Inc) podpieto do implantu zamocowanego w czaszce, drugi podtaczono do lasera (PSU-
H-LED, Changchun New Industries Optoelectronics Tech. Co., Ltd) ustawionego na moc 10
mW. Eksperyment przeprowadzono w trzech sesjach: sesja #1: 30 min bez stymulacji; sesja #2:
30 min stymulacji optogenetycznej; sesja #3: 30 min bez stymulacji. Rejestrowano pobor
pokarmu po kazdej sesji. Stymulacje optogenetyczng przeprowadzono za pomoca lasera,
generujacego $wiatlo niebieskie na podstawie protokolu zaprogramowanego przez Arduino
Uno: czestotliwos¢ 10 Hz, puls 15 ms, stymulacja 30 s, przerwa 30 s zapetlone przez 30 min.
Po 3. sesji zwierze przeniesiono do klatki domowej. Nastepnie w odpowiednim punkcie
czasowym: 1,5 godziny, 3 lub 6 godzin po stymulacji, zwierz¢ uspiono przy uzyciu mieszanki
ketaminy z medetomidyng i u$miercono przez podanie morbitalu przed przystapieniem do

perfuzji w celu analizy obecnosci biatka c-Fos w jadrze tukowatym podwzgorza.

3.6 Technika CRISPR-Cas9 wykorzystana do wyciszenia genu c-fos

W projekcie wykorzystano transgeniczne zwierzeta z indukowalng ekspresja Cas9-
EGFP zlokalizowang w locus Rosa26 1 zaprojektowano guideRNA komplementarne do
sekwencji w pierwszym egzonie genu c-fos. Za pomocg PCR wklonowano zaprojektowane
guideRNA do plazmidu, ktéry nastgpnie wykorzystano do produkcji wektoréw wirusowych
AAV. Wektory wirusowe po sprawdzeniu in vitro, wprowadzono miejscowo do badanej
struktury moézgu myszy z ekspresja Cas9-EGFP, w celu precyzyjnego ciecia DNA
w zaprojektowane miejsca 1 uruchomieniu mechanizmow naprawczych NHEJ powodujacych

miejscowe wyciszenie genu c-fos.

3.6.1 Projektowanie guideRNA

W celu wyciszenia genu c-fos przy uzyciu technologii CRISPR-Cas9 zaprojektowano
czasteczki guideRNA, ktore zgodnie z zasada komplementarnos$ci tacza si¢ z DNA genu c-fos
1 wskazuja miejsce cigcia PAM o sekwencji NGG. Do zaprojektowania guideRNA

wykorzystano narzedzie komercyjnie dostepne na stronie www.benchling.com/ 1 zaznaczono
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sekwencj¢ nukleotydowa znajdujaca si¢ w pierwszym egzonie genu c-fos:
ATGATGTTCTCGGGTTTCAACGCCGACTACGAGGCGTCATCCTCCCGCTGCAGTA
GCGCCTCCCCGGCCGGGGACAGCCTTTCCTACTACCATTCCCCAGCCGACTCCTTC
TCCAGCATGGGCTCTCCTGTCAACACACAGG.

Dla zadanej sekwencji, otrzymano list¢ wiodacych czasteczek RNA oraz ocen¢ kazdej
czasteczki pod katem efektywno$ci wyciszania genu c-fos oraz tworzenia niespecyficznych

mutacji (z ang. off-target). Do kolejnych etapéw wybrano 4 sekwencje sgRNA:

guideRNA Sekwencja PAM off-target
#1 GGGTTTCAACGCCGACTACG AGG 98.7
#2 GGAGGATGACGCCTCGTAGT CGG 95.3
#3 GCGCGGTCACTGCTCGTTCG CGG 96
#4 TTGCTCGCTGCAGTCGCGGT TGG 95

Zaprojektowane sekwencje guideRNA wprowadzono do plazmidu px552-Tom, ktory
nastgpnie wykorzystano do produkcji rekombinowanych wektorow wirusowych AAV
o serotypie mozaikowym 1/2, wykazujacym tropizm do komoérek nerwowych. Plasmid pX552-
Tom zawiera sekwencje ITR stuzace do integracji fragmentu genu do wektora wirusowego,
biatko czerwonej fluorescencji (tdTomato), ktore umozliwia lokalizacj¢ komoérek niosacych
sgRNA pod neurospecyficznym promotorem ludzkiej Synapsyny 1. Ekspresja guideRNA

regulowana jest przez promotor U6.
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(5729) Pcil Mlul (150)

Ndel (334)
Lgul - Sapl (401)
Eco53KI (415)
Sacl (417)
Loul - Sapl (422)
Xbal (s0s)
PspOMI (518)
Apal (522)

— Sacll (710)

Mrel - SgraAl (911)
Acc651 (987)
Kpnl (991)

(4694) NmeAIIl BamHI (993)

(4472) Pvul

(4360) Scal
pX552-Tom

5734 bp
(4241) XmnI

(3802) Pfol

(3570) Aanl - Psil

(3445) Dralll
(3437) BtgZl

BsrGI (2422)
EcoRI (2432)
EcoRV (2440)
HindIII (2444)
BspDI - Clal (2451)
PaeR7I - Xhol (2467)
BglII (2473)

Bsgl (2722)
(2977) Pmll Sphl (2797)

(2808) BlpI Nsil (2799)

Rycina 3.3 Mapa plazmidu pX552-Tom do produkcji wektorow wirusowych AAV (SnapGene),
wykorzystanego do wprowadzenia zaprojektowanego guideRNA; sekwencje ITR stluzace do
wprowadzenia fragmentu genu do wektora wirusowego, hU6 — ludzki promotor U6; hSyn ludzki
neurospecyficzny promotor; tdTomato- biatko czerwonej fluorescencji; hGH_PA _terminator translacji.

3.6.2 Klonowanie CRISPR-Cas9 guideRNA do wektora pX552-Tom

W celu wprowadzenia guideRNA do konstruku genetycznego, wykorzystano
zmodyfikowang forme¢ oryginalnego protokotu z laboratorium Zhenga. Poczatkowo wykonano
trawienie restrykcyjne wyjSciowego plazmidu pX552-Tom (Addgene, nr kat. 60958) za
pomoca enzymu restrykcyjnego Sapl (Thermo Scientific, nr kat. 10705081) w celu powstania

tzw. ,,lepkich koncow”:

Skladniki mieszaniny reakcyjnej Objetos¢ (ul)

Plasmid pX552-Tom (1360 ng/ul): 5
10x Bufor FastDigest: 2
Enzym FastDigest Sapl: 1
Sterylna woda 12
Objetos¢ koncowa 20

Mieszaning inkubowano w 37°C przez 1 godzing, a nast¢pnie wykonano elektroforeze

na zelu agarozowym 0.7%. Prazek wycigto 1 oczyszczono za pomocg komercyjnie dostgpnego
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zestawu do oczyszczenia z zelu agarozowego QIAquick GelExtraction Kit (Qiagen), zgodnie

z instrukcjg od producenta. Elucji dokonano w 30 ul buforze elucyjnym.

sgRNA BB

ITR U6 hSyn tdTomato hGHpA ITR

-;-» =
|

5' . .GTGGAAAGGACGAAACACCGGAAGAGCGAGCTCTTCTGTTTTAGAGCTA. . 3!

S LT
3' ..CACCTTTCCTGCTTTGTG(ECTTCTCGCTCGAGAAGACAAAAATCTCGAT.. 5!

5" ACCNNNNNNNNNNNNNNNNNNNN 3

sgRNA
insert AN RERARERERR RN

3 NNNNNNNNNNNNNNNNNNNNCAA 5'
guideRNA #1:

cfos gl F 5’-ACCGGGTTTCAACGCCGACTACG-3’
cfos gl R 5’-AACCGTAGTCGGCGTTGAAACCC-3’

guideRNA #2:
cfos g2 F 5’-ACCACTACGAGGCGTCATCCTCC-3’
cfos g2 R 5’-AACGGAGGATGACGCCTCGTAGT-3’

guideRNA #3:
cfos g3 F 5’-ACCGCGCGGTCACTGCTCGTTCG-3’
cfos g3 R 5’AACCGAACGAGCAGTGACCGCGC-3°

guideRNA #4:
cfos g4 F 5’-ACCGTTGCTCGCTGCAGTCGCGGT-3’
cfos g4 R 5’-AACACCGCGACTGCAGCGAGCAAC-3’

guideRNA_scramble
scr F 5’-ACCGCACTACCAGAGCTAACTCA-3’
scr R 5’-AACTGAGTTAGCTCTGGTAGTGC-3’

Rycina 3.4 Miejsce wprowadzenia wstawki pod promotorem U6 na plazmidzie pXS552-Tom
z uwzglednieniem miejsca cigeia restrykcyjnego za pomocg enzymu Sapl. Ponizej schemat projektowania
20-nukleotydowych sekwencji starterow kodujacych guideRNA wykorzystane do wyciszenia genu c-fos.
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Zaprojektowano 1 zsyntetyzowano krotkie sekwencje oligonukleotydowe (Genomed)
niosgce sekwencje kodujace guideRNA celujace w pierwszy egzon genu c-fos. Jako kontrole
wykorzystano sekwencj¢ scramble zaprojektowang przez Andrija Domanskyi z Uniwersytetu
Helsinskiego 1 wprowadzong do wektora wirusowego przez dr Gabriele Olech-Kochanczyk
w Instytucie Nenckiego. Startery zawieszono w stezeniu 100 uM w buforze zawierajagcym 10
mM TRIS, pH=8,5. Reakcja przylaczenia oligonukleotydéw dla par starteréw zostata

wykonana w koncowej objetosci 10 pl:

Skladniki mieszaniny reakcyjnej Objetos¢ (ul)

Starter c-fos F (100 uM) 1
Starter c-fos R (100 uM) 1
10x T4 Bufor do ligacji 1
Sterylna H,O 7
Objetos¢ koncowa 10

Reakcje wykonano w termocyklerze Eppendorf w nastepujacych warunkach:

95°C 5 min
Spadek temperatury do 25°C w tempie 0,1°C/s
4°C o0

Przed ligacja, dupleksy oligonukleotyddéw rozcieniczono 1:50 w buforze do elucji (5 mM TRIS,
pH=8,5). Z uzyciem zestawu T4 DNA Ligase Master Mix (Thermo Scientific, nr kat
IVGN2104), przygotowano mieszaning ligacyjng w tacznej objetosci 10 ul:

Skladniki mieszaniny reakcyjnej Objetos¢ (nl)

Plasmid pX552-Tom_Sapl (~50-100 ng) 3
Dupleksy oligonukleotydéw 1
10x T4 Bufor do ligacji 1
T4 Ligaza DNA: 1
Sterylna woda 4
Objetos¢ koncowa 10
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Mieszaning ligacyjng inkubowano w temperaturze pokojowej przez 60 minut, a nastgpnie
plazmid wprowadzono do bakterii kompetentnych Stbl3 (Invitrogen, nr kat. C737303) poprzez
dodanie 3 pl mieszaniny ligacyjnej do 30 pul bakterii. Bakterie inkubowano na lodzie przez 30
minut, a nastgpnie transformowano przy uzyciu szoku termicznego przez 30 s w 42°C
(Thermomixer Eppendorf). Po dodaniu 1 ml pozywki SOC (Thermo Scientific, nr kat.
15544034), bakterie wytrzasano przez godzing w temperaturze 37°C i wysiano 10% hodowli
bakterii na 10 cm szalki Petriego (VWR, nr kat. 391-0561) z 10% podlozem agarozowym
(BioShop, nr kat AGA001.500), z dodatkiem antybiotyku selekcyjnego — ampicyliny (BioShop,
nr kat. AMP201.25) w stezeniu 100 pg/ml. Szalki inkubowano przez noc w cieplarce w 37°C.

3.6.3 1zolacja plazmidowego DNA

Po nocnej inkubacji na statym podlozu z antybiotykiem selekcyjnym z kazdej szalki
wybrano po 3-5 kolonii bakterii do izolacji plazmidu na mata skalg¢. Bakterie inkubowano
z wytrzasaniem (~10h; 37°C; 200 rpm) w matlej objetosci LB (5 ml) z ampicyling
w proboéwkach typu Falkon o objetosci 15 ml (Genoplast, nr kat. G66010522). Nastgpnie
izolowano plazmid przy uzyciu zestawu QIAprep Spin Mini Prep Kit (Qiagen, nr kat. 27104)
na kolumienkach zgodnie z zalaczonym protokotem. Wyizolowane DNA z hodowli
bakteryjnych poddano sekwencjonowaniu w firmie Genomed 2z uzyciem startera

przytaczajacego si¢ do promotora U6 o nastepujacej sekwencji:

U6 F: 5’-GAGGGCCTATTTCCCATGATTC-3’

Po sprawdzeniu zgodno$ci wprowadzonych sekwencji, wykonano izolacj¢ plazmidow
na duzg skale w objetosci 500 ml hodowli LB z ampicyling z uzyciem zestawu EndoFree Maxi
Prep (Qiagen, nr kat. 12362) zgodnie z instrukcja od producenta. Plazmidy zawierajace
guideRNA: pX552-gRNA1-Tom, pX552-gRNA2-Tom, pX552-gRNA3-Tom, pX-552-
gRNA4-Tom oraz plazmidy pomocnicze do produkcji wektorow wirusowych zawieszono

w 100 pl buforu do elucji.

3.6.4 Produkcja wektorow wirusowych rAAV

Zestaw plazmidow do produkcji wektorow wirusowych AAV Helper-free System
(Agilent, nr kat. 240071) umozliwia produkcje wiriondéw AAV, ktéry nie wymaga obecnosci
wirusa pomocniczego. W tym systemie wigkszo$¢ genéw adenowirusowych niezbgdnych do

wytworzenia czasteczek infekcyjnych (geny E2A, E4 oraz VA RNA), genéw kodujacych biatka
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kapsydu serotypu AAV1 oraz gen kodujacy biatko czerwonej fluorescencji RFP (ang. red
fluorescent protein) pochodzi od plazmidu pomocniczego pDP1(23700 pz). Drugi plazmid
sktadowy pRC (7300 pz) zawiera geny rep i cap kodujace odpowiednio geny niezbedne do
replikacji oraz biatka kapsydu, ktore ulegaja ekspresji z oddzielnej sekwencji promotorowe;j
1pochodzg od serotypu AAV2. Oba plazmidy pomocniczne sg wprowadzane podczas
transfekcji do komoérek HEK 293. Linia komorkowa HEK 293 (ang. Human Embrynic Kidney)
jest to ludzka linia uzyskana z komoérek embrionalnych nerki, zapewniajacg stabilng ekspresje
genow E1A, E1B, zapewniajaca sktadanie czasteczek wirusowych. Dzigki wyeliminowaniu
koniecznosci ko-transfekcji z zywym wirusem pomocniczym, system stat si¢ lepsza
1 bezpieczniejsza alternatywa (w pordéwnaniu z adenowirusami lub retrowirusami) do
wprowadzania genow. AAV-2 typu dzikiego zawiera geny rep i cap, oflankowane sekwencjami
ITR w konfiguracji cis. W zrekombinowanym systemie geny rep i cap zostaty usunicte
z wektora wirusowego zawierajacego ITR 1 wprowadzone do plazmidu pRC w konfiguracji
trans. Usunigcie gendw rep 1 cap umozliwitlo wprowadzenie dowolnej wstawki genowe;j
o wielkosci do 3 tysiecy par zasad pomiedzy sekwencje ITR konstruktu do rekombinacji rAAV.
Wektory wirusowe AAV infekuja komorki zaréwno dzielgce, jak 1niedzielace sie,
jednoczes$nie minimalizujac odpowiedz ze stronu uktadu odpornosciowego. System umozliwia
produkcje rekombinowanych wektorow w zakresie miana 107- 10'? czastek wirusa w ml.
Wektory wirusowe AAV zapewniajg dlugoterminowa ekspresj¢ wprowadzonego genu, dzieki
naturalnym mechanizmom AAV do replikacji epichromosomalnej. Komorki niedzielace si¢ lub
charakteryzujace si¢ wolnymi podziatami wykazuja stabilng ekspresje, z kolei komorki
o szybkich podziatach z uwagi na dziatanie epichromosomalne i rzadka integracj¢ z genomem
moga z czasem straci¢ ekspresj¢ transgenu.

W niniejszej pracy do wprowadzenia wstawki wykorzystano plasmid pX552-Tom,
gdzie pomiedzy sekwencje ITR wklonowano zaprojektowane guideRNA (gRNAT, gRNA2,
gRNA3, gRNA4), stuzace do wyciszenia genu c-fos.

3.6.5 Izolacja wektoréw wirusowych AAYV z hodowli komoérkowej HEK 293

Wszystkie etapy produkcji czastek wirusowych wykonano pod komorg laminarng
W pomieszczeniu przystosowanym do pracy z wektorami wirusowymi. Komoérki HEK 293
rozmrozono w tazni wodnej (Julabo, TW8) nastawionej na temperature 37°C 1 zawarto$¢ fiolki
przeniesiono do pozywki hodowlanej DMEM (ang. Dulbecco's Modified Eagle Medium)
(Merck Life Science, nr kat. 6429) o podwyzszonej zawartosci glukozy (4500 mg/L),
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zawierajace] 10% bydlecej surowicy ptodowej (FBS, ang. Fetal Bovine Serum) (Biowest, nr
kat. 5181H-500) i 2% L-glutaminy (Gibco, nr kat. A29168-01). Komorki zwirowano przez 5
minut, 1000 rpm, w temperaturze pokojowej (wirdwka Sigma 2-16K PolyGen;), a osad
komoérkowy zawieszono w 20 ml pozywki hodowlanej. Calo$¢ wysiano na butelke 175 cm?
(Greiner, nr kat. 660175) 1 umieszczono w inkubatorze (Binder) w temperaturze 37°C 1 5%
stezeniu CO2 na 3 dni. Po osiggnieciu 50% konfluencji, komorki przeptukano PBS (Biowest,
nr kat. L0615-500) i dodano 3 ml trypsyny (Biowest, nr kat. L0940-500). Nast¢pnie
inaktywowano trypsyne poprzez dodanie pozywki z FBS i zwirowano przez 5 min, 1000 rpm,
w temperaturze pokojowej. Osad komorkowy zawieszono w pozywce do hodowli
i przeniesiono do 5 butelek 175 cm?. Po osiagnieciu 50% konfluencji (okoto 3 dni) komérki
pasazowano na 10 duzych szalek hodowlanych 150 x 25 mm (Falcon, nr kat 734-0013) w 15
ml pozywki. Po osiaggnigciu konfluencji (~70%) wykonano transfekcje. Przed transfekcja
komoérkom wymieniono pozywke zawierajaca nizsze stezenie FBS (2% FBS, 2 % L-
glutaminy). Sporzadzono mieszaning transfekcyjng zawierajaca plazmidy sktadowe pDPI1,
pRC oraz plazmid niosacy sgRNA pX-552-Tom_guide#1-4 w pozywce DMEM w stosunku
molowym 1:1:1, zawierajacej tacznie 50 pg DNA na plytke. Do mieszaniny dodano
polietylenoiminy, PEI (1mg/ml) (Sigma-Aldrich, nr kat. 919012) przy wspdtczynniku R=3
(stosunek pl PEI przez pg DNA), zaklejono probdéwke parafilmem i inkubowano w tazni
wodnej przez 20 minut w temperaturze 37°C, a nast¢pnie nakropiono na komorki. Po 5
godzinach inkubacji dodano rownowazng objetos¢ pozywki o wyzszej zawartosci FBS (18 %

FBS, 2 % L-glutaminy) i pozostawiono na kolejne 3 dni w inkubatorze.
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Rycina 3.4 (A) Schemat transfekcji komérek HEK 293 przy uzyciu sktadowych plazmidéw do produkcji
wektorow wirusowych AAV. Plazmid pX552-Tom wykorzystany do rekombinacji fragmentu genu GOI
(ang. gene of interest) zlokalizowanym pomigdzy sekwencjami ITR; pAAV-DP1 — plazmid pomocniczy
zawierajacy geny adenowirusa E4 1 E2A; pAAV-RC- plazmid niosgcy geny rep i cap zawierajace
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informacje¢ dotyczaca replikacji wirusa i geny kapsydu. (B) Zdjgcia przedstawiaja obraz mikroskopowy po
transfekcji HEK 293 sktadowymi do produkcji wektorow wirusowych AAV. Na powierzchni komoérek
widoczne charakterystyczne pgcherzyki (po lewej stronie), po prawej biatko czerwonej fluorescencji RFP
pochodzace z plazmidu pDP1. Oba obrazy $wiadcza o prawidlowym sktadaniu wirusa. BF (ang. bright
field) — jasne pole, TxRed (ang. texas red) — czerwien teksanska.

Po sprawdzeniu wydajnosci transfekcji w mikroskopie fluorescencyjnym, wykonano
lize komérkowa w obecnosci 10% deoksycholanu sodu (Sigma Aldrich, nr kat. D6750-100g).
W tym celu do prébowki typu Falcon o objetosci 50 ml, zebrano komorki z 5 szalek przy uzyciu
skrobaczki do kultur komoérkowych (Corning, nr kat. 3008). Po zwirowaniu komorki (8 min;
1000 rpm; temperatura pokojowa), do osadu dodano bufor do lizy (5 ml/szalke, tacznie 25 ml),
a nastepnie dodano deoksycholan sodu (0,25 ml/szalke, tacznie 1,25 ml). Nastepnie dodano
benzonaze (1 pl/szalke; tacznie 5 pl) (Sigma Aldrich, nr kat. E1014-25KU). Probowke
uszczelniono parafilmem 1 inkubowano w tazni wodnej w 37°C przez godzineg. Po inkubacji
osad wirowano (15 min/3000 x g; w temperaturze pokojowej), a supernatant przelano do
czystych préboéwek typu Falcon i przechowano do momentu izolacji. W dniu izolacji
rozmrozono supernatant w tazni wodnej w 37°C do calkowitego rozpuszczenia i zwirowano
przez 25 minut 3000 x g w temperaturze pokojowej. Nastgpnie supernatant przefiltrowano
przez 3 rodzaje filtrow zaczynajac od filtra 0,8 um (Rotilabo, nr kat. P820.1), 0,45 pum
(Rotilabo, nr kat. KH55.1) i 0,22 um (Rotilabo, nr kat. KH54.1). Do pompy perystaltyczne;j
(Leadfluid, YZ15) zamontowano silikonowe wezyki i podlaczono kolumne heparynowa
(HiTrap Heparin HP, Cytiva, nr kat 17-0406-01). Nastepnie aktywowano ztoze poprzez
przeptukanie 10 ml buforu #1 (Tabela 3.4). Przefiltrowany supernatant przepuszczono przez
kolumng¢ heparynows, po czym przesaczono 20 ml buforu pluczacego #2. Nastepnie kolumne
odtaczono od pompy i kolejne etapy przeprowadzono przez przepuszczanie przez kolumng przy
uzyciu strzykawki (o objetosci 5 ml) 1 ml buforu #3 1 1 ml buforu #4. Elucji wirusa z kolumny
dokonano do czystej probowki typu Falcon poprzez przepuszczenie, za pomocg strzykawki 1,5
ml buforu #5, 3 ml buforu #6 i 1,5 ml buforu #7. Eluat zaggszczono przy uzyciu probowki
wirowkowej Amicon Ultra-4 (Merck Millipore, nr kat. C7719) zawierajaca membrang
celulozowa 50,000 NMWL. Wirowano do momentu uzyskania 50-100 ul wirusa AAV, ktory
rozpipetowano po 5 ul do probéwek 0,2 ml i przechowywano w temperaturze -80°C do

momentu uzycia.
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Nazwa Sklad buforu

Bufor #1 do lizy i zrownowazenia 20 mM TRIS
kolumny; pH=8.0; 1L 150 mM NacCl
Bufor ptuczacy #2; 20 mM TRIS
pH=8.0, 200 ml 100 mM NaCl
Bufor ptuczacy #3; 20 mM TRIS
pH=8.0; 50 ml 200 mM NaCl
Bufor ptuczacy #4 20 mM TRIS
pH=8.0; 50 ml 300 mM NaCl
Bufor elucyjny #5; 20 mM TRIS
pH=8.0; 50 ml 400 mM NaCl
Bufor elucyjny #6; 20 mM TRIS
pH=8.0; 50 ml 450 mM NaCl
Bufor elucyjny #7; 20 mM TRIS
pH=8.0; 50 ml 500 mM NacCl

Tabela 3.4 Bufory stosowane do produkcji wektorow wirusowych AAV.

3.6.6 Oznaczanie miana wirusa metoda qPCR

Oznaczenie miana wektoréw wirusowych AAV wykonano za pomoca qPCR (ang.
quantitative PCR), polegajagcym na amplifikacji fragmentu genu o dtugosci 90 pz, okreslonego
przez zaprojektowane startery zlokalizowane w rejonie polyA:

PolyA F: 5’-AGTTGTTGGGATTCCAGGCATGC-3’

PolyA R:5’-ACCAGCCTGGCCAATATGGTGAA-3’

Do krzywej standardowej wykorzystano wyjsciowy plazmid pX555-Tom (5750 pz), gdzie na
podstawie jego wielkosci (dla jednoniciowego wirusa AAV wielko$¢ plazmidu podzielono
przez 2 otrzymujac 2875 pz) 1 stezenia, obliczono liczbe kopii materiatu korzystajac

z kalkulatora (http://cels.uri.edu/gsc/cndna.html): 2,32 x 10''. Do wykonania krzywej

standardowej wykonano szereg rozcienczen 10-krotnych plazmidu wykorzystanego do

produkeji wirusow: 1:100, 1:1000, 1:10 000, 1: 100 000, 1:1 000 000, 1:10 000 000. Do
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okreslenia miana, wykonano seri¢ rozcienczen kazdego wirusa i do analizy wykorzystano:
1:1000, 1:10 000, 1:100 000, 1:000 000. Reakcje przeprowadzono z uzyciem odczynnika
SYBR Green (Thermo Fisher Scientific, nr kat. 4367659) w koncowej objetosci 20 ul/ dotek:

Skladniki mieszaniny reakcyjnej Objetos¢

SYBR Green 10 pl
Starter polyA F (10 uM) 1l
Starter polyA R (10 uM) I
Matryca DNA 1w
Sterylna woda 7 ul
Objetos¢ koncowa 20 ul

Na plytke 96-dotkowa (Applied Biosystems) naktadano po 2 powtoérzenia wzorca i po 3
powtorzenia kazdego rozcienczenia wirusa. Reakcje przeprowadzano w termocyklerze

StepOnePlus (Applied Biosystems) w warunkach:

Etap Temperatura i czas trwania
Wstepna denaturacja 95°C, 5:00 min

Denaturacja 95°C, 0:20 min

Przytaczanie starterow 60°C, 0:40 min x 40 cykli
Elongacja 72°C, 1:00 min

Etap krzywej topnienia 95°C, 0:15 min
60°C, 1:00 min
95°C, 0:15 min

Wyniki zostaty opracowane przy uzyciu oprogramowania StepOne. Miano wiruséw wyliczono
na podstawie krzywej standardowej. Do obliczen uzyto Srednich wartosci z 3 powtdrzen

rozcienczen wiruséw. Miano wirusa podano w gc/ul (gc, ang. genome copies):
AAV-sgRNA1-Tom 4,82*10° gc/ul

AAV-sgRNA2-Tom 7,77*10° gc/ul
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AAV-sgRNA3-Tom 7,56*10° gc/ul
AAV-sgRNA4-Tom 8,48%10° gc/ul
AAV-AgRPCre 1,34%10'% gc/ul
AAV-CaMKlIlaCre 1,50*%10° gc/ul

3.6.7 Transdukcja hodowli neuronalnej wektorami wirusowymi rAAYV oraz indukcja

ekspresji genu c-fos

Do sprawdzenia wyciszajacego efektu systemu CRISPR-Cas9 in vitro wykorzystano
pierwotne hodowle hipokampalne pozyskane z oseskow myszy transgenicznych z Cre-zalezng
ekspresja genu Cas9-EGFP. Hodowla zostala zatozona na szklanych szkietkach
umieszczonych na dnie szalki 12-dotkowej. W kazdym dotku wysiano 120 000 komorek.
Hodowle neuronalng pozyskang z oseskow myszy Cas9-EGFP zainfekowano wektorami
wirusowymi AAV tydzien po zatozeniu hodowli. Mieszaning wektoréw wirusowych
przygotowano w 100 pl pozywki Neurobasal-A (Thermo Scientific, nr kat. 10888022) przy
MOI = 1000 (ang. multiplicity of infection), co oznacza, ze na jedng komoérke nerwowa
przypada 1000 czastek wirusowych. Do transdukcji wykorzystano wektory wirusowe AAV
niosgce rekombinaze Cre pod neurospecyficznym promotorem CaMKlIla (AAV-CaMKlIla-
Cre) w polaczeniu z wektorami rAAV kodujacymi zaprojektowane sekwencje guideRNA
wyciszajace gen c-fos: AAV-gRNAI-Tom (w skrécie gl), AAV-gRNA2-Tom (g2), AAV-
gRNA3-Tom (g3), AAV-gRNA4-Tom (g4) pojedynczo i w wybranych mieszaninach AAV-
gRNA1/2-Tom (g1/2) 1 AAV-3/4-Tom (g3/4) oraz wektor kontrolny AAV-scr-Tom (scr), ktory
nie jest komplementarny do genomowego DNA. Po 3 dniach oceniano poziom ekspresji Cas9-
EGFP oraz skuteczno$¢ transdukcji wektorami wirusowymi, przy uzyciu mikroskopu
fluorescencyjnego. Po tygodniu pierwotng hodowle neuronalng stymulowano za pomocg 30
mM KCIl w celu indukcji ekspresji genu c-fos 1 okre$lenia wyciszajacego efektu systemu
CRISPR-Cas9. Po godzinnej inkubacji (37°C, 5% COz), izolowano RNA z hodowli w celu

sprawdzenia poziomu transkryptu genu c-fos poprzez sondy TaqgMan.

3.6.8 Izolacja RNA

RNA izolowano przy uzyciu zestawu do izolacji RNEasy Mini Kit (Qiagen, nr kat.

74104) na kolumienkach, zgodnie z instrukcja od producenta. Izolacj¢ RNA przeprowadzono
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pod komorg laminarng oczyszczong z RNaz za pomocg RNaseZAP (Sigma Aldrich, nr kat.
R2020). RNA izolowano w wodzie wolnej od RNaz w objetosci 30 pl. Stezenie RNA
zmierzono uzywajac spektrofotometru NanoDrop (Thermo Scientific) i przechowywano

w temperaturze -80°C.

3.6.9 Odwrotna transkrypcja

Wyizolowane RNA zostalo wykorzystane jako matryca do reakcji odwrotnej
transkrypcji (RT-PCR, ang. reverse transcription polimerase chain reaction), polegajacej na
przepisaniu informacji zawarte] w RNA na cDNA (ang. complementary DNA) z uzyciem
zestawu TaqMan Reverse Transcription Reagent (Thermo Fisher Scientific, nr kat. N8080234).
Odczynniki po rozmrozeniu trzymano na lodzie. Mieszaning reakcyjng przygotowano w

koncowej objetosci 20 pl:

Skladniki mieszaniny reakcyjnej Objetos¢ Koncowe stezenie
Bufor RT 10x 2 ul 1X

25 mM MgCl, 1,4 pl 1,75 mM

10 mM mix dNTP (po 2,5 mM) 4 ul 2 mM

Inhibitor RNaz (20 U/ul) 1 pul 1 U/ul
MulitScribe RT (50 U/ pl) 1l 2,5 U/ul

50 uM Random Hexamers 1 ul 2,5 uM

Matryca RNA 0,5-1pg

Woda z 0,1 % dietylopiroweglanem (DEPC) do 20 pl

Reakcje odwrotnej transkrypcji przeprowadzono w 37°C przez 30 minut w termocyklerze
Eppendorf, inaktywowano w temperaturze 95°C przez 5 minut i schtodzono do 4°C. Materiat

wykorzystano jako matryce do przeprowadzenia qPCR z wykorzystaniem sond TagMan.

3.6.10 Sondy TagMan

Otrzymane cDNA wykorzystano do analizy ekspresji genu c-fos przy uzyciu sond
TagMan (Applied Biosystem) w mieszaninie reakcyjnej TagMan Gene Expression Master Mix

(Applied Biosystems, nr kat. 4369016). Sondy TagMan zaprojektowano, zeby specyficznie
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przylaczaty si¢ do komplementarnej sekwencji znajdujacej si¢ w badanym genie. Sonda
zawiera na koncu 5’ fluorofor oraz na koncu 3’ wygaszacz sygnatu tzw. quencher. Fluorofor
wzbudzony przez $wiatto w urzadzeniu cyklera emituje fluorescencje. Dziatanie wygaszacza
polega na wygaszeniu tej emisji poprzez transfer energii Forstera (FRET, ang. Forster
Resonance Energy Transfer), gdy obie czasteczki znajdujg si¢ blisko siebie. Po hybrydyzacji
sondy z DNA, polimeraza Taq zaczyna amplifikowa¢ fragment genu, co powoduje degradacje
sondy, uwolnienie fluoroforu od wygaszacza i emisj¢ fluorescencji. Sondy TagMan stanowia
ilosciowg metode PCR (qPCR, ang. quantivative polymerase chain reaction), umozliwiajaca
pomiar emisji fluorescencji podczas wyktadniczych etapow reakcji. Wykryty sygnat jest wiec
miarg matrycy (produktu) obecnego w probce.

Do pomiaru transkryptu wykorzystano komercyjnie dostepne sondy TagMan
wykrywajace RNA genu c-fos: TagMan Gene Expression Assay Mm00487425 ml Fos (20x)
oraz kontrolng sond¢ wykrywajaco fosforybozylotransferaze hipoksantynowo-guaninowa
(Hprt) - enzym uczestniczacy w metabolizmie puryn: Mm00446986 ml Hprt (20x).
Mieszaning reakcyjng przygotowano na lodzie w dwoch powtorzeniach dla kazdej probki,

zawierajacej w dotku:
1 ul 20x sondy Mn00487425 ml Fos lub Mm00446986 m1 Hprt,
10 ul 2x TagMan Gene Expression Master Mix,
4 ul wody wolnej od RNaz.

Mieszaning rozpipetowano na ptytke 96-dotkowa MicroAmp Fast 96-well Reaction
Plate (Applied Biosystem, nr kat. HAE6.1), nastepnie do odpowiednich dotkow dodano po 100
ng cDNA (5 ul), w koncowej objetosci probki 20 pl. Reakcje przeprowadzono w aparacie
StepOne (Applied Biosystem) w warunkach:

Etap Temperatura i czas trwania
Wstepna denaturacja 50°C 02:00

Denaturacja 95°C 10:00

Denaturacja 95°C 00:15 }
Przytaczanie sondy 60°C 01:00 _| x 40 cykli

Wyniki ekspresji genu c-fos znormalizowano do ekspresji genu Hprt. Poziom ekspresji badano

w odniesieniu do kalibratora (AAV-Scramble-Tom) w oparciu o metode AACt.
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3.6.11 Wyciszenie genu c-fos in vivo z uzyciem techniki CRISPR/Cas9

W celu weryfikacji roli genu c-fos w rozwoju otytosci u myszy Dicer cKO wykonano
iniekcje wektorow AAV niosacych zaprojektowane warianty sekwencji guideRNA do jadra
tukowatego in vivo. Pomimo, iz w badaniach in vitro nie zaobserwowano istotnego wyciszenia
genu c-fos, lecz jedynie trend w kierunku obnizenia jego ekspresji, podjeto decyzje o
sprawdzeniu efektywnosci systemu in vivo. Wstepnie w celu okreslenia potencjatu
wyciszajacego systemu CRISPR/Cas9, wykonano probne iniekcje wektorow wirusowych
zawierajacych gRNA pojedynczo (gRNAT1, gRNA2) oraz w zestawie gRNA1/2 do ARC myszy
Cas9-EGFP 1 walidacje systemu oparto na ocenie liczby komorek c-FosIR po 24h gtodowce.
Zdecydowano, ze do doswiadczenia wilasciwego zostanie wykorzystany zestaw wektorow
zawierajacych mieszaning wirusow gRNA1/2. Do do$wiadczenia wykorzystano podwdjnie
transgeniczng linie powstala przez skojarzenie myszy Dicer™ z Cre-zalezna linia Cas9-EGFP.
Rekombinaze Cre wprowadzono do ARC przy uzyciu wektora wirusowego AAV pod
promotorem AgRP (AAV-AgRP-Cre). Model oparto na obserwacji rozwoju fenotypu otytosci
po iniekcji wektorami AAV-AgRP-Cre umyszy Dicer (praca doktorska, K. Hajdukiewicz,
Instytut Biologii Doswiadczalnej im. M. Nenckiego PAN). Z zalozenia wykorzystanie tego
modelu miato umozliwi¢ lokalng, ograniczong do ARC, modyfikacje genetyczng w neuronach
oreksygenicznych. Tak wigc, zarowno usuni¢cie genu Dicerl, jak i aktywacja Cas9-EGFP
powinna zachodzi¢ tylko w miejscu iniekcji, co umozliwia bardziej specyficzng obserwacj¢
fenotypu wynikajacg ze zmian zachodzacych w populacji neuronéw z ekspresja AgRP-Cre
w ARC. Jako pozytywna kontrole rozwoju fenotypu otylosci wykorzystano zwierzeta
DicerCas9, ktorym podano wirus AAV-AgRP-Cre. Zwierzgta kontrolne stanowity myszy linii
Cas9-EGFP (bez genu Dicer?™), ktorym podano takie same zestawy wektorow wirusowych
(AAV-AgRP-Cre i AAV-AgRP-Cre/gRNA1/2-Tom). Zaobserwowany brak specyficznos$ci
wirusa kierujgcego Cre-rekombinazag do neuronow ARC, skionit do ponownego
zaprojektowania sekwencji guideRNA (gRNA3 i gRNA4) i powrotu do wyjsciowej linii Dicer
cKO, ktorg skrzyzowano z linig Cas9-EGFP, by wprowadzi¢ Cas9 do komoérek (wariant 2)
otrzymujac linie DicerCas9-EGFPCmKIeCreERT2 (v skrocie DicerCas9). Wariant 2. zaktadat
indukcje mutacji poprzez dootrzewnowe podanie tamoksyfenu, aktywujgc rekombinaze Cre w
neuronach z ekspresja CaMKlIla, co prowadzi do obnizenia poziomu genu Dicerl, jak rOwniez
wyciecia ,,ofloksowanej” kasety STOP blokujacej ekspresje Cas9-EGFP w tej samej populacji
neuronéw. Tydzien po indukcji mutacji przeprowadzono iniekcje domodzgowa mieszaning

wektoréw wirusowych AAV-gRNA3/4-Tom oraz wirusa kontrolnego AAV-scr-Tom.
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Kontrolnym zwierzetom bez ekspresji rekombinazy Cre — DicerCas9(-) rowniez podano oba

zestawy wirusow AAV-gRNA3/4-Tom oraz AAV-scr-Tom.

7. NT 2
WARIANT 1 WARIANT 2

Etap 1.

&2 T2

P {_ pice ’// CAG P! stop P Caso-EGFP CaMKita | creerr2 P Dicer }// cac Pplistor Pcas-EGE
L asy-c

N AAV-AgRPCre S
Etap2. Z §) AAV-gRNA-Tom Etap2.

‘jAgRP Cre b// CAG }W-EGFP CaMKlla |CrcERT2 ’// CAG }?&9-&;?‘!’

Etap 3.
AAV-gRNA-Tom

Etap 1.

I CaMKlla | CreERT2 }// CAG }{i:u%ow
- A¢

Rycina 3.6 Dwa warianty eksperymentalne inickcji do ARC wektorow z wiodagcym RNA wyciszajagcym
gen c-fos. Pierwszy etap opisuje wykorzystanie odpowiedniej linii transgenicznej. Etap drugi przedstawia
sposob indukcji mutacji i otrzymang modyfikacje genetyczng kierowang przez promotor aktywujacy Cre
w neuronach. Wariant 1. zaktada lokalna, ograniczong do miejsca iniekcji, modyfikacje gendw (usunigcie
genu Dicerloraz aktywacj¢ Cas9-EGFP) zachodzaca pod specyficznym dla neurondéw oreksygenicznych
promotorem AgRP. Wariant 2. zaklada indukcj¢ mutacji poprzez iniekcj¢ dootrzewnowa tamoksyfenu,
powodujac usunigcie genu Dicerl z neurondw przodomoéozgowia z ekspresja CamKlIla. Wektory wirusowe
do wyciszenia genu c-fos AAV-gRNA-Tom nastgpnie s3 wprowadzane do ARC. Czerwone trojkaty
oznaczaja miejsca loxP.

Zabiegi przeprowadzono w aparacie stereotaktycznym zgodnie z procedurg opisang
w rozdziale 3.5.2. Do wprowadzenia wektorow wirusowych do ARC wykorzystano szklang
kapilare¢ (Blaubrand, nr kat 7087 70) wyciagnietg przy uzyciu wyciagarki Sutter P-97. Wirusy
rozcienczono tak, aby do struktury wprowadzi¢ podobna liczbe czastek wirusa (~2-5 x 107
gc/strong). Dla wariantu 1. w kontroli wykorzystano wirus AAV-AgRPCre, natomiast w grupie
badanej sporzadzono mieszaning wirusow AAV-AgRPCre, AAV-gRNAI1-Tom i AAV-

gRNA2-Tom w stosunku 1:1:1. Dla wariantu 2. dla kontroli przygotowano wirusa AAV-scr-
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Tom oraz dla grupy badanej mieszaning wektoréw AAV-gRNA3/4-Tom w stosunku 1:1.
Nastepnie wykonano obustronng iniekcje mieszaniny wektorow AAV w objetosci 125 pl do
ARC z uzyciem nastgpujacych koordynatow: AP -1.46 mm; ML + 0.30 mm; DV -5.75 mm. Po
wybudzeniu myszy przeniesiono do nowych klatek domowych ze zdefiniowang ilo$cig karmy
1 dokonywano pomiaru masy ciala 1 poboru pokarmu raz w tygodniu przez 10 kolejnych
tygodni. Aby okresli¢ efekt wyciszenia genu c-fos in vivo, myszy pozbawiono pokarmu przez

24h, co fizjologicznie prowadzi do wzrostu jego ekspresji w ARC.
3.7 Analiza statystyczna

Analize statystyczng przeprowadzono w programie GraphPad Prism 9.4.1. Do analizy
wykorzystano jedno-, dwuczynnikowa analiz¢ wariancji (ANOVA) lub model mieszany dla
poréwnan wielokrotnych z odpowiednimi testami post hoc opisanymi pod rycinami. Dla
danych, ktore nie spetniajg kryterium normalnosci rozktadu zastosowano test nieparametryczny
Mann-Whitney U dla poréwnan wielokrotnych. Przyjeto poziom istotnosci p=0,05 (przedziat
ufnosci 95%) 1 wartos¢ p skorygowano o wielokrotno$¢ dla kazdego porownania, co na
wykresach przedstawiono jako gwiazdki poziomu istotno$ci przyjmujace wartosci p<0,0332
(*), p<0,0021 (**), p<0,0002 (***), p<0,0001 (****). Dane przedstawiono w formie wykresow
liniowych, stupkowych lub typu ramka-wasy + btad standardowy $redniej (SEM, ang. standard

error of the mean).
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IV WYNIKI
4.1 Charakterystyka metaboliczna linii Dicer¢2MKIleCreERT2

Warunkowe i indukowalne usuniecie genu Dicerl z neurondw przodomdzgowia pod
promotorem genu podjednostki o kinazy CaMKII, a tym samym usuni¢cie funkcji
regulatorowej miRNA, prowadzi do zaburzenia homeostazy energetycznej organizmu,
skutkujacej okresowym wzrostem poboru pokarmu i akumulacja tkanki tluszczowe;.
Maksymalny poziom hiperfagii i masy ciala u zwierzat przypada na 5. i 6. tydzien po podaniu
tamoksyfenu, po czym stopniowo wraca do normy. Dane literaturowe pokazuja, ze wzrost masy
ciala u myszy Dicer cKO wynika gtownie z akumulacji ttuszczu (10% zawartosci tluszczu
umyszy kontrolnych vs 40% u myszy Dicer cKO). Usunigcie miRNA w neuronach
zlokalizowanych w jadrze tukowatym, a w szczego6lnosci w neuronach AgRP (praca doktorska,
K. Hajdukiewicz), a nie w innych strukturach podwzgorza, jest odpowiedzialne za ten fenotyp
(Fiorenza 1 Barco, 2016; Mang 1 in., 2015; Vinnikov i in., 2014). W niniejszej rozprawie
doktorskiej, w celu okreslenia stopnia zmian metabolicznych zachodzacych umyszy
DicerCamKIeCreERT2 56 indukcji  mutacji, przeprowadzone zostaty odpowiednie testy
metaboliczne, umozliwiajagce ocene¢ rozwoju choréb zwigzanych z otyloscig. W grupie
do$wiadczalnej wykorzystano zwierzeta transgeniczne o genotypie Dicer@mKIOCERT2 (yjcer
cKO), w grupie kontrolnej - myszy Dicer bez ekspresji rekombinazy Cre. Testy
przeprowadzono na zwierzgtach obu plci w przedziale wiekowym od 8 tygodni do 4 miesiecy.
Zwierzeta po wejsciu w procedury doswiadczalne, przez caly okres trwania eksperymentu, byty

przetrzymywane w klatkach indywidualnych. Raz w tygodniu dokonywano pomiaréw masy

ciata i poboru pokarmu.

4.1.1 Wplyw wysilku fizycznego na mase ciala i pobor pokarmu

Test kotowrotka przeprowadzono w celu okreslenia wptywu wzmozonego wysitku
fizycznego na przyrost masy ciala i pobor pokarmu u myszy Dicer®®KUeCreERT2 W warunkach
fizjologicznych wysilek fizyczny wspomaga redukcje masy ciata i przyspiesza metabolizm.
Badanie przeprowadzono przez okres 9 tygodni od indukcji mutacji za pomocg tamoksyfenu.
Grupy doswiadczalne podzielono ze wzgledu na pte¢ 1 dostgp do kotowrotka. Do testu
wykorzystano zwierzgta o genotypach: Dicer™ (grupa kontrolna) i Dicer ¢KO (grupa

badana), podzielonych na grupy:
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1) bez dostepu do kolowrotka:
a) samice: kontrola (n=15), Dicer cKO (n=19);
b) samce: kontrola (n=16), Dicer cKO (n=11);
2) z dostepem do kolowrotka:
a) samice: kontrola (n=9), Dicer cKO (n=11);

b) samce: kontrola (n=10), Dicer cKO (n=7).

Test wykazal, ze efekt wzmozonego wysitku fizycznego na mase ciata i spozycie pokarmu
umyszy Dicer cKO jest zalezny od ptci. W grupach z dostepem do kolowrotka wykazano
wzrost konsumpcji pokarmu wynikajagcy ze wzmozonej aktywno$ci i zwigkszonego
zapotrzebowania energetycznego. Nie stwierdzono jednak réznic w masie ciata w grupach
kontrolnych. Zgodnie ze specyfika linii myszy Dicer cKO, u obu pitci po indukcji mutacji (4-6
tydzien) zaobserwowano czasowg hiperfagie i towarzyszacy jej przyrost masy ciala (Rycina
4.1, gérny panel). W 7. tygodniu od podania tamoksyfenu, dochodzi do naglego spadku
spozycia pokarmu. U samic Dicer cKO dostep do kotowrotka nie wptywa na redukcj¢ masy
ciafa. Interesujagcym zjawiskiem obserwowanym u samic Dicer cKO w obu grupach w 7.
tygodniu jest spadek poboru pokarmu (Rycina 4.1, dolny panel po lewej) 1 nastgpcza hipofagia
w kolejnych tygodniach, ktore stopniowo prowadza do spadku masy ciala. W badanej grupie
bez kolowrotka w ostatnim tygodniu testu, masa ciata pozostaje istotnie podwyzszona.

U samcow Dicer cKO z dostepem do kotowrotka zaobserwowano niewielkg redukcje
masy ciata w okresie maksymalnego tycia (w 6. tygodniu mutacji) i szybszy powrot do wagi
zblizonej do grupy kontrolnej. Dostgp do kotowrotka prowadzi do wzrostu konsumpcji
pokarmu, ktéra u samcéw Dicer cKO nie ulega drastycznemu obnizeniu, co $wiadczy
o zwigkszonym zapotrzebowaniu kalorycznym. Spadek poboru pokarmu u samcoéw Dicer cKO
w 7. tygodniu mutacji zaobserwowano jedynie w grupie samcoéOw Dicer cKO bez dostepu do
kotowrotka. Konsumpcja pokarmu w tej grupie ustanawia si¢ na poziomie zblizonym do myszy
kontrolnych.

Wynik do$wiadczenia pokazuje, ze aktywno$¢ fizyczna moze niwelowac skutki
mutacji, w sposob zalezny od ptci. Mozna zatem stwierdzi¢, iz u samcoOw Dicer cKO wzmozona
aktywnos$¢ fizyczna wplywa na fenotyp otylosci 1 przynosi efekt terapeutyczny.
Prawdopodobnie w efekcie mutacji u myszy Dicer cKO dochodzi do zaburzenia regulacji
wydatku energetycznego 1 zmianach w obwodach odpowiedzialnych za regulacje taknienia.
Mozliwe jest, ze u samic dochodzi rowniez do ograniczenia aktywnosci fizycznej, o czym

$wiadczy spadek konsumpcji pokarmu obserwowany po 7. tygodniu od podania tamoksyfenu.
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Rycina 4.1 Wptyw wysitku fizycznego (test kotowrotka) na mase¢ ciata i pobor pokarmu u samic (lewa
strona) i samcoéw (prawa strona) podzielonych na grupy z dostgpem lub bez dostgpu do kotowrotka. Test
przeprowadzono przez 9 tygodni od indukcji mutacji. Do analizy statystycznej zastosowano model mieszany
dla poréwnan wielokrotnych z testem post hoc Dunnetta w odniesieniu do grupy kontrolnej; Na wykresie
umieszczono gwiazdki poziomu istotnosci p<0,0332 (*), p<0,0021 (**), p<0,0002 (***), p<0,0001 (****).
Kolory gwiazdek przedstawiaja poziom istotnosci pomigdzy: (*) grupg kontrolng (bez kolowrotka), a
kontrolg z dostgpem do kotowrotka; (*/*) kontrolg vs Dicer cKO; (*/*) kontrolg vs Dicer cKO z dostepem
do kotowrotka; shupki btedéw przedstawiajg + SEM.

4.1.2 Test tolerancji glukozy

U myszy Dicer cKO, w zwigzku w zaburzonym taknieniem i naglym przyrostem masy
ciala, moze dochodzi¢ do wzrostu ryzyka pojawienia si¢ zmian metabolicznych
towarzyszacych otylosci. Test tolerancji glukozy (GTT) jest testem pierwszego wyboru
w diagnostyce rozwoju cukrzycy 2 typu i rozwoju insulinoopornos$ci. Test wykonuje si¢ w celu
okreslenia tempa wychwytu glukozy przez tkanki w trakcie 2 godzin od podania bolusa glukozy
(Pedro 1 in., 2020). Wrazliwo$¢ na insuling jest zalezna od pftci 1 wieku, dlatego test zostat
przeprowadzony u  zwierzat w  zblizonym  wieku u obu plci.  Test
przeprowadzono w trzech punktach czasowych: w 4. tygodniu — samice: kontrola (n=5), Dicer

cKO (n=6); samce: kontrola (n=6), Dicer cKO (n=5), 6. tygodniu 1 9. tygodniu — samice:
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kontrola (n=10), Dicer cKO (n=14); samce: kontrola (n=14), Dicer cKO (n=8). W 4. tygodniu

mutacji nie zaobserwowano statystycznie istotnych réznic pomigdzy grupami. W badaniu
wykazano przejSciowa nietolerancj¢ glukozy u samic Dicer cKO obserwowang, w okresie
maksymalnego tycia, tj. w 6. tygodniu od indukcji mutacji, gdzie zauwazono zwigkszone
stezenie glukozy we krwi zarowno na czczo (samice kontrolne 114,8 £ 14,6 mg/dl; samice
Dicer cKO 142,4 + 21,6 mg/dl), jak i po 2 godzinach od podania glukozy (samice kontrolne
138,7 £ 16,1 mg/dl; samice Dicer cKO 203,8 + 61,4 mg/dl;). U samcow natomiast ze wzgledu
na duze odchylenia w grupach, nie wykazano istotnosci statystycznej w 6. tygodniu mutacji,
chociaz zaobserwowano trend podobny do wynikow u samic. Otrzymane wyniki wskazujg na
przejSciowe zmiany w metabolizmie glukozy u myszy Dicer cKO, gdy masa ciata jest
najwyzsza, natomiast w 4. 1 9. tygodniu mutacji, gdy waga jest zblizona do myszy kontrolnych,

metabolizm glukozy nie obiega od normy.
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Rycina 4.2 Test tolerancji glukozy (GTT) przeprowadzony u samic (gérny panel) i samcoéw (dolny panel) w
4, 6,19 tygodniu od indukcji mutacji. Na osi x przedstawiono czas od podania glukozy. Pierwszy punkt
czasowy 0’ przedstawia poziom glukozy na czczo, przed podaniem glukozy, nast¢pnie pomiar tempa
wchlaniania glukozy przez tkanki w ciagu 15, 30, 60, 90 i 120 minut. Po uplywie 2 godzin w warunkach
fizjologicznych, poziom glukozy powinien wroci¢ do normy (pozioma przerywana linia). Do analizy
statystycznej zastosowano analiz¢ wariancji (ANOVA) dla poréwnan wielokrotnych z testem post hoc
Tukey’a. Na wykresie umieszczono gwiazdki poziomu istotnosci p<0,0332(*), p<0,0021 (**); shupki btedow
przedstawiajg + SEM.
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4.1.3. Test tolerancji glukozy w tescie kolowrotka u myszy DicerC2MKIoCreERT2

Wysitek fizyczny uwrazliwia tkanki na insuling, co prowadzi do szybszego wychwytu
glukozy z krwiobiegu. Test przeprowadzono w celu oceny wplywu wysitku fizycznego na
metabolizm glukozy u samic 1 samcow w 6. 1 9. tygodniu od indukcji mutacji na tej same;j

kohorcie zwierzat:

Grupy bez kolowrotka:

samice: kontrolne (n=10), Dicer cKO (n=14);
samce: kontrolne (n=14), Dicer cKO (n =8).
Grupy z kolowrotkiem:

samice: kontrolne (n=5), Dicer cKO (n=5);

samce: kontrolne (n=4), Dicer cKO (n=4).

U zwierzat kontrolnych z dostgpem do kotowrotka, zgodnie z zalozeniem,
zaobserwowano szybszy powro6t poziomu glukozy do normy (~150 mg/dl) po uptywie 60 minut
od podania roztworu glukozy. W 6. tygodniu umyszy Dicer cKO wykazano rdznice
w wynikach testu w zaleznos$ci od ptci. U samic Dicer cKO z dostepem do kotowrotka nie
wykazano korzystnego wptywu aktywnos$ci fizycznej na metabolizm glukozy, podczas gdy
u samcoéw ten efekt zostal zaobserwowany. W grupie samcow Dicer cKO z kolowrotkiem
stezenie glukozy po 15 minutach od jej podania, przyjmuje najnizsze wartosci ze wszystkich
grup 1 wynosi 244 £+ 79,1 mg/dl vs samce kontrolne z wartoscig 377 + 98,9 mg/dl (p=0,07)
1 Dicer cKO bez kolowrotka 422 + 82,3 mg/dl (p=0,03, nie pokazano na rycinie 4.3). Kinetyka
wychwytu glukozy w tej grupie jest podobna do myszy kontrolnych. W tescie
przeprowadzonym w 9. tygodniu u samcow jedyng istotng rdznice zauwazono po 2 godzinach
u myszy kontrolnych z kotowrotkiem, gdzie warto$ci glukozy sg najnizsze ze wszystkich grup
i $wiadcza o pozytywnym wplywie wysitku fizycznego na uwrazliwienie tkanek na insuling
1 wydatniejszy wychwyt glukozy z krwiobiegu. Natomiast u samic Dicer cKO z dostepem do
kotowrotka w 9. tygodniu zaobserwowano wolniejszy wychwyt glukozy przez tkanki po 30
minutach. Jest to o tyle cieckawa obserwacja, gdyz z analizy masy ciata i spozycia pokarmu
w tescie kotowrotka wynika, iz w 9. tygodniu mutacji, samice Dicer z dostepem do kotowrotka
nie spozywaja wigcej pokarmu, co mogloby czgsciowo thumaczy¢ jej spowolnione wchianianie.
U samic Dicer cKO dostep do kotowrotka poglebia zaburzenia metabolizmu glukozy. Zatem

nasuwa si¢ pytanie czy nie dochodzi u nich do rozwoju insulinoopornosci? Aby wyjasnic¢
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opisywany fenomen, nalezy przeprowadzi¢ doktadniejsze badania zwigzane z aktywnos$cia
1 wydatkiem energetycznym u samic Dicer cKO. Wyniki przedstawione w tym tescie pokazuja,
ze w badanym modelu efekt aktywnosci fizycznej na metabolizm glukozy jest zalezny od plci
1 u samic Dicer cKO prowadzi do nietolerancji glukozy w 6. tygodniu i pogorszenia wychwytu
glukozy w 9. tygodniu. U samcow Dicer cKO natomiast aktywnos¢ fizyczna przyczynia si¢ do
obnizenia stezenia glukozy we krwi w fazie maksymalnego tycia i pozostaje bez wigkszego

wplywu w pozniejszym okresie.
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Rycina 4.3 Test tolerancji glukozy (GTT) w tescie kotowrotka przeprowadzony u samic i samcoéw w 6.1 9.
tygodniu od indukcji mutacji w celu okreslenia wptywu aktywnosci fizycznej na metabolizm glukozy. Przed
przystapieniem do testu zwierzgtom zmierzono st¢zenie glukozy na czczo, nastgpnie podano roztwor glukozy
w zaleznosci od masy ciata i mierzono tempo wchilaniania glukozy przez tkanki w pigciu punktach czasowych
(15,30, 60, 90 1 120 minut) od podania. Aktywnos¢ fizyczna powinna przyspieszy¢ powr6t glukozy do normy
(150 mg/dl; pozioma przerywana linia). Do analizy statystycznej zastosowano model mieszany dla poréwnan
wielokrotnych z testem post hoc Dunnetta w odniesieniu do grupy kontrolnej; stupki btgdéw przedstawiaja
btad standardowy $redniej (SEM). Na wykresie umieszczono gwiazdki poziomu istotnosci p<0,0332(*),
p<0,0021 (**), p<0,0002 (***), p<0,0001 (****). Kolory gwiazdek przedstawiaja poziom istotnosci
pomiedzy: (*) kontrolg bez kotowrotka a kontrolg z dostgpem do kotowrotka; (*/*) kontrolg bez kotowrotka
vs Dicer cKO; (*/*) kontrolg bez kotowrotka vs Dicer cKO z dostgpem do kotowrotka.

4.1.4 Test tolerancji insuliny

Opornos$¢ na insuling stanowi sygnat o rozwijajacych si¢ zaburzeniach metabolicznych

prowadzacych do rozwoju cukrzycy 2 typu. Test oceny wrazliwosci na insuling
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przeprowadzono w 6. 1 9. tygodniu od indukcji mutacji na tej samej kohorcie zwierzat: samice
kontrolne (n=5), samice Dicer cKO (n=6); samce kontrolne (n=6), samce Dicer cKO (n=5).
Zwierzeta po aktywacji mutacji rozwinely charakterystyczny dla linii fenotyp. Po podaniu
insuliny u osobnikéw z insulinoopornoscig spadek stezenia glukozy powinien by¢ nieznaczny.
U samic Dicer cKO w 6. tygodniu ze wzgledu nieprawidtowg glikemi¢ (pomiar na czczo
w punkcie 0°), spadek stezenia nie jest az tak znamienny jak u myszy kontrolnych, jednak
w zadnym punkcie czasowym po podaniu insuliny, nie wykazuje istotnos$ci statystycznej. W 9.
tygodniu wyniki przedstawiajg si¢ podobnie w obu grupach samic. U samcow w 6.1 9. tygodniu

nie stwierdzono réznic pomiedzy grupami.
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Rycina 4.4 Test tolerancji insuliny przeprowadzony dla obu ptci w 6. 1 9. tygodniu od indukcji mutacji. Przed
przystapieniem do testu zwierzeta pozbawiono pokarmu na 6 godzin, po czym zmierzono stezenie glukozy
na czczo. Nastepnie zwierzetom podano roztwor insuliny w zaleznosci od masy ciata i mierzono tempo
wchlaniania glukozy przez tkanki w sze$ciu punktach czasowych (15, 30, 45, 60, 90 i 120 minut). Do analizy
statystycznej zastosowano analiz¢ wariancji (ANOVA) dla poréwnan wielokrotnych z testem post hoc

Tukey’a. Na wykresie umieszczono gwiazdki poziomu istotnosci p<0,0021 (**); shupki bledoéw
przedstawiaja £ SEM.
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4.1.5 Analiza parametrow metabolicznych z wykorzystaniem klatek metabolicznych

Testy metaboliczne wykonane dotychczas pokazaty zalezne od plci roznice fenotypowe.
Ze wzgledu na niewielka liczbg klatek w momencie wykonywania doswiadczenia (4 sztuki)
oraz dlugi okres obserwacji zwierzat, zdecydowano, ze badanie z wykorzystaniem klatek
metabolicznych (TSE Phenomaster) zostanie przeprowadzone wylacznie na samicach: kontrola
(n=6) 1 Dicer cKO (n=6). System Phemomaster umozliwia catkowicie nieinwazyjny
i bezstresowy pomiar kilku parametrow jednoczesnie (z odczytem co 15 minut). Mierzono
pobdr pokarmu zaréwno przy uzyciu sensorow wagowych w klatkach, jak 1 z uzyciem wagi
manualnej przy cotygodniowej wymianie $ciotki, konsumpcje wody, wspotczynnik wymiany
oddechowej oraz wydatek energetyczny. Badanie przeprowadzono wedtug schematu (Rycina
4.5 A). Zwierzetom przyzwyczajonym do bytowania w klatkach metabolicznych (habituacja
10-12 dni) podano tamoksyfen, a nastgpnie przeniesiono do indywidualnych klatek domowych
na 4 tygodnie. Po 4. tygodniu od indukcji mutacji zwierzg¢ta umieszczono ponownie w klatkach
metabolicznych, gdzie przez kolejne 4 tygodnie dokonywano pomiaréw badanych parametrow.
Myszy Dicer cKO rozwingly fenotyp charakterystyczny dla badanej linii — wzrost masy ciata
1 okresowg hiperfagi¢ w 4-6. tygodniu mutacji (Rycina 4.5 B).

Analiza poboru pokarmu

Analiza poboru pokarmu w klatkach metabolicznych umozliwita staty monitoring
konsumpcji pokarmu w ciggu kilku tygodni z uwzglednieniem cyklu okotodobowego. Myszy
charakteryzuja si¢ nocnym trybem zycia i w fazie aktywnej (ciemnej) spozywaja wigcej
pokarmu. W fazie nieaktywnej pobdr pokarmu jest znikomy, o czym $wiadczy wyplaszczona
linia konsumpcji pokarmu (Rycina 4.5 C, biate pola). Myszy Dicer cKO poczawszy od 4.
tygodnia, zaczynajg spozywac wiecej pokarmu, a do wzmozonej konsumpcji dochodzi roéwniez
w fazie nieaktywnej. Tygodnie 5. i 6. to czas intensywnej hiperfagii i przyrostu masy ciata
umyszy Dicer cKO (Rycina 4.5 B). W 7. tygodniu dochodzi do naglego spadku spozycia
pokarmu 1 hipofagii 8. w tygodniu mutacji w porownaniu do myszy kontrolnych (Rycina 4.5

B, C).
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Rycina 4.5 (A) Schemat eksperymentu w klatkach metabolicznych. (B) Cotygodniowy pomiar masy ciata
i poboru pokarmu przy uzyciu wagi manualnej z doktadnoscia do 0,01 g. (C) Kumulatywny pomiar poboru
pokarmu w trakcie habituacji i w 5, 6, 7 1 8. tygodniu od indukcji mutacji mierzony z uzyciem sensorow
wagowych na podajnikach pokarmu w klatkach metabolicznych (odczyt co 15 minut) przez 5 dni,
z rozrdznieniem na fazy aktywnosci zwierzat. Badanie przeprowadzono w pomieszczeniu z odwrocong doba:
faza ciemna (aktywna, szare pole) 09:00-21:00; faza jasna (nieaktywna, biale pole) 21:00-09:00. Do analizy

statystycznej zastosowano dwuczynnikowg analize

wariancji (ANOVA) dla poréwnan wielokrotnych

z testem post hoc Sidaka; stupki bledow przedstawiaja btad standardowy (SEM). Na wykresach umieszczono
gwiazdki poziomu istotnosci p<0,0332 (¥), p<0,0021 (**), p<0,0002 (¥**), p<0,0001 (****).

Analiza spozycia wody

Czujniki wagowe na podajnikach wody w klatkach Phenomaster pozwalaja na

precyzyjny pomiar konsumpcji wody. Na Rycinie 4.6 przedstawiono ilo$¢ spozytej wody
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w czasie 12-godzinnej fazy aktywnej i nieaktywnej. Pokazano, ze ilo$¢ spozytej wody jest
wigcksza w fazie aktywnej. Analiza w klatkach metabolicznych wykazala, ze w okresie
hiperfagicznym (5-6 tydzien), dochodzi réwniez do wzrostu poboru wody w obu fazach cyklu
okotodobowego. Maksymalny pobér wody zaobserwowano w 5. tygodniu mutacji, gdzie ilos¢
spozycia przez samice Dicer cKO byta prawie dwukrotnie wyzsza w poréwnaniu do grupy
kontrolnej (~3 ml u samic Dicer cKO vs ~1.5 ml dla zwierzat kontrolnych). Zaobserwowano
rowniez stopniowy spadek poboru wody u myszy Dicer w 6. tygodniu, a w 7. powrdt do

spozycia porownywalnego do kontroli.
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Rycina 4.6 Konsumpcja wody monitorowana przy uzyciu klatek metabolicznych u samic Dicer cKO (n=6)
w poréwnaniu do grupy kontrolnej (n=6) przez 5 dni w obu fazach cyklu okotodobowego: faza ciemna
(aktywna) — szare pole (09:00-21:00); faza jasna (nieaktywna) — biate pole (21:00-09:00) podczas habituacji
iw 5, 6,718. tygodniu mutacji. Wykres przedstawia sume spozycia wody w ciagu 12 godzin dla kazdej z
faz. Do analizy statystycznej zastosowano dwuczynnikowg analiz¢ wariancji (ANOVA) dla poréwnan
wielokrotnych z testem post hoc Sidaka; stupki bledow przedstawiaja btad standardowy éredniej (SEM). Na
wykresie umieszczono gwiazdki poziomu istotnosci p<0,0332 (*), p<0,0021 (**), p<0,0002 (***), p<0,0001

Wspolezynnik wymiany oddechowej (RER)
Wspotczynnik RER okresla, ktory produkt jest wykorzystywany do produkcji energii.

Myszy kontrolne w fazie nieaktywnej (Rycina 4.7) redukuja pobor pokarmu, a energia
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potrzebna do zapewnienia proceséw zyciowych pochodzi z utlenienia kwasow thluszczowych
(RER=0.7). W fazie aktywnej, gdy zwierzgta spozywaja pokarm, to weglowodany z karmy
stanowig gtowne zrodto energii i wspotczynnik RER oscyluje wokot wartosci 1. U myszy Dicer
cKO, parametr RER znaczaco rézni si¢ od myszy kontrolnych. W 5. tygodniu mutacji
zaobserwowano jego podwyzszong warto$¢ w obu fazach, a w szczegdlnosci w fazie
nieaktywnej. Otrzymane wyniki sg zgodne z wynikami opisujacymi pobor pokarmu, poniewaz
pokazuja, ze myszy Dicer cKO konsumuja wigcej pokarmu w fazie aktywnej i1 nieaktywne;j.
Zwiekszony pobor pokarmu w fazie nieaktywnej, w ktorej fizjologicznie jes¢ nie powinny,
moze $wiadczy¢ o zaburzeniach w odczuwaniu sygnaléw sytosci lub/i zaburzonym cyklu

okotodobowym.
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Rycina 4.7 Analiza $rednich wartosci wspotczynnika wymiany oddechowej RER z 12-godzinnej fazy
aktywnej (odwrocona doba_szare pole, 09:00-21:00) i nieaktywnej (biate pole, 21:00-09:00) mierzony
w klatkach metabolicznych u samic Dicer cKO (n=6) w poréwnaniu do grupy kontrolnej (n=6) przez 5 dni w
trakcie habituacji oraz w 5, 6, 7 1 8. tygodniu mutacji. Do analizy statystycznej ze wzgledu na brak spelienia
kryterium normalnosci rozktadu, zastosowano test nieparametryczny Mann-Whitney U dla poréwnan
wielokrotnych z testem post-hoc Benjamini, Krieger i Yekutieli; stupki bledéw przedstawiaja blad
standardowy $redniej (SEM). Na wykresie umieszczono gwiazdki poziomu istotnosci p<0,0332
(*), p<0,0021 (**).

Wydatek energetyczny

Na catkowity wydatek energetyczny (TEE, ang. total energy expenditure) sktadaja si¢

nastgpujace elementy: podstawowe tempo przemiany materii (BMR, ang. basal metabolic
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rate), aktywnos$¢ fizyczna 1 termogeneza (Bonet i1 in., 2005). Analiza w klatkach
metabolicznych pokazata réznice w wydatku energetycznym u myszy Dicer cKO. W badanym
modelu zaobserwowano spadek parametru EE poczynajac od 6. tygodnia mutacji do konca
trwania testu. Obnizenie wydatku energetycznego jest istotnie nizsze w obu fazach dnia. Nie
wiadomo jednak czy jest to zmiana tymczasowa, czy ma charakter staly, czyli utrzymuje si¢ po
8. tygodniu od indukcji mutacji. Fizjologicznie spadek wydatku energetycznego jest
obserwowany w odpowiedzi na deficyt energetyczny w celu ochrony przed nadmiernym
wykorzystaniem energii podczas restrykcji pokarmowych/gtodoéwki. Obnizenie EE u myszy
Dicer cKO moze $wiadczy¢ o stanie, w ktorym dochodzi do zaburzenia w prawidiowym
wykrywaniu peryferyjnych sygnatow sytosci. Sytuacja, w ktorej obnizenie EE jest potaczone
znadmierng konsumpcja, prowadzi do akumulacji tkanki tluszczowej i w konsekwencji
otylosci. Otrzymane wyniki potwierdzaja wczesniejsze przypuszczenia, iz mutacja moze

zmienia¢ funkcjonowanie neuronéw kontrolujacych EE w podwzgorzu.
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Rycina 4.8 Srednie wartosci wydatku energetycznego z 12-godzinnej fazy cyklu okotodobowego
(odwrocona doba: szare pole — faza aktywna 09:00-21:00; biate pole — faza nieaktywna 21:00-09:00),
mierzone przez 5 dni w klatkach metabolicznych u samic Dicer cKO (n=6) w poréwnaniu do grupy kontrolne;j
(n=6). Do analizy statystycznej zastosowano dwuczynnikowa analiz¢ wariancji (ANOVA) dla poréwnan
wielokrotnych z testem post hoc Sidaka; stupki bledow przedstawiaja + SEM. Na wykresie umieszczono
gwiazdki poziomu istotnosci p<0,0332(*), p<0,0021 (**), p<0,0002 (***), p<0,0001 (****).
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Z badan przy uzyciu klatek metabolicznych jasno wynika, Zze usunigcie genu Dicerl,
a tym samym dojrzatych czasteczek miRNA z neuronéw przodomozgowia, prowadzi do zmian
w badanych parametrach metabolicznych obserwowanych juz w 4. tygodniu mutacji, co
skutkuje rozregulowaniem mechanizmu taknienia. Nie wiadomo jednak czy wzrost konsumpcji
pokarmu i wody zwlaszcza w fazie nieaktywnej, wynika ze stanu, w ktérym zwierzeta nie moga
zaspokoi¢ glodu/ nie odczuwaja sytosci, czy by¢ moze réwniez mutacja powoduje zmiany
w strukturach odpowiedzialnych za regulacje cyklu okotodobowego i dlatego konsumujg
wiecej w tej fazie cyklu. Szosty tydzien mutacji wydaje si¢ najbardziej krytyczny w kontekscie
zmian metabolicznych, poniewaz wszystkie parametry s3 tutaj istotnie zmienione. Uwage
nalezy zwrdci¢ zwlaszcza na obnizenie wydatku energetycznego, co w potaczeniu z hiperfagia

prowadzi do akumulacji tkanki thuszczowej 1 otytosci.

4.1.6 Wplyw infuzji leptyny na rozwoj otylosci u myszy Dicerc2MKIlaCreERT2

Leptyna, zwana roéwniez ,,hormonem sytosci”, wptywa na ilo$¢ spozywanego pokarmu,
poprzez aktywacj¢ neuronow POMC, a poziom leptyny jest wprost proporcjonalny do ilosci
tkanki thuszczowej. Dane literaturowe pokazuja, ze u myszy kontrolnych poziom leptyny jest
niski (~5 ng/ml), podczas gdy u myszy Dicer cKO poczawszy od 4. tygodnia mutacji poziom
leptyny wzrasta, osiggajac nawet 60 ng/ml w 6. i 7. tygodniu, gdy poziom otluszczenia jest
najwiekszy (Vinnikov 1 in., 2014). Kolejnym celem postawionym w pracy doktorskiej byto
stwierdzenie czy ograniczenie przyjmowania pokarmu w 7. tygodniu u myszy Dicer cKO,
moze by¢ efektem zaleznym od akumulacji leptyny, co z opdznieniem (wynikajagcym z mutacji)
prowadzi do masowej aktywacji neuronow anoreksygenicznych. Do sprawdzenia ,hipotezy
leptynowej” wykorzystano pompy osmotyczne, ktére umozliwiajg zwickszenie poziomu
leptyny w krwioobiegu we wczesniejszej fazie mutacji (przed przyrostem masy ciata)
i okreslenie jej wplywu na taknienie i1 rozwdj fenotypu otylosci. W doswiadczeniu
wykorzystano zaimplantowane podskornie pompy osmotyczne ALZET 2006, ktore
umozliwiajg stalg infuzje leptyny od 3. tygodnia mutacji przez kolejne 42 dni. Do
do$wiadczenia wykorzystano myszy kontrolne, ktérym wprowadzono pompy z leptyng (n=10)
lub z no$nikiem (PBS) (n=9) oraz myszy Dicer cKO z pompami z leptyng (n=13) lub no$nikiem
(n=13). Raz w tygodniu dokonywano pomiaru masy ciala i spozycia pokarmu w badanych
grupach. Analize statystyczng przedstawiono w odniesieniu do grupy Dicer cKO LEP.
W badaniu pokazano, Ze podanie leptyny redukuje mase ciata myszy Dicer cKO LEP (143,1%
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+7,9) w 6. tygodniu mutacji w porownaniu do grupy Dicer cKO PBS (161% =+ 8,7) (Ryc. 4.9),
lecz wartosci te nie osiggaja istotnosci statystycznej. Podobna sytuacja wystepuje w badaniu
poboru pokarmu, gdzie w 6. tygodniu u myszy Dicer cKO LEP konsumpcja wynosi 122,85%
+ 14,73, au myszy Dicer cKO PBS 149,15% + 12,8. Tutaj réwniez z uwagi na duze odchylenia
nie uchwycono istotnosci statystycznej. W 8. tygodniu natomiast ilo$¢ spozytego pokarmu
w obu grupach myszy Dicer cKO znaczaco maleje (Dicer cKO LEP 81,38% + 7,72, Dicer
cKO PBS 84,38% =+ 5,81) w porownaniu do grup kontrolnych CTR PBS 108,33% + 7,35
(p=0,053) 1 CTR_LEP 107,2% + 5,33 (p=0,033). W badaniu wykazano, ze stala infuzja
egzogennej leptyny (3ug/dobe) podana we wczesnej fazie mutacji nieznacznie wplywa na
fenotyp myszy Dicer cKO, redukujac mase ciata i pobdér pokarmu w 6. tygodniu, skracajac tym

samym epizod hiperfagii i otylosci w badanym modelu.
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Rycina 4.9 Wptyw infuzji leptyny (3ug/dobe) przez 6 tygodni na masg ciata i pobor pokarmu u myszy Dicer
cKO. W doswiadczeniu wykorzystano pompy osmotyczne ALZET 2006. Do analizy statystycznej
zastosowano mieszany model analizy wariancji (ANOVA) dla porownan wielokrotnych z testem post hoc
Dunnett’a. Gwiazdki poziomu istotno$ci pokazano w odniesieniu do grupy badanej z leptyna (Dicer
cKO_LEP). Na wykresie umieszczono poréwnanie grupy badanej w odniesieniu do pozostatych grup, ktore
oznaczono roznymi kolorami gwiazdek: szare (*) — Dicer ¢cKO LEP vs CTR PBS; zotte () — Dicer
cKO LEP vs CTR _LEP; niebieskie (*) — Dicer cKO_LEP vs Dicer cKO PBS. Stupki btedow przedstawiaja
+ SEM; p<0,0332 (*), p<0,0021 (**), p<0,0002 (***).

Majac na uwadze, ze krazaca leptyna krdotko utrzymuje si¢ w obiegu (~70 minut),
a egzogenna leptyna po pojedynczej iniekcji (IP) w dawce 3 mg/kg masy ciata jest catkowicie
niewykrywalna po 6 godzinach od podania (Burnett i in., 2017), kluczowe wydaje si¢
sprawdzenie czy egzogenna leptyna w pompach nie ulega rozpadowi 1 czy wykazuje
odpowiedni efekt biologiczny. W tym celu do pomp (ALZET 2004) wprowadzono leptyn¢
(n=8) lub nosnik (PBS, n=7) i zaimplantowano podskornie zwierzgtom kontrolnym C57Bl1/6]
(CTR). Test przeprowadzono w czasie 4 tygodni od implantacji. Pobrano réwniez probki krwi

z zyly ogonowej do testu ELISA wykrywajacego leptyng¢ w osoczu. Nie wykazano istotnie
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statystycznych rdznic w masie ciata i poborze pokarmu pomiedzy grupami, chociaz linia trendu
zaznacza si¢ w kierunku subtelnego dziatania leptyny. Nie pokazano réwniez istotnych rdznic
w stezeniu leptyny przy uzyciu testu ELISA, co z jednej strony moze $wiadczy¢ o jej degradacji
po wprowadzeniu do pomp lub stabego efektu terapeutycznego po podaniu 3ug leptyny na dobe

1 nalezatoby rozwazy¢ uzycie wyzszej dawki.
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Rycina 4.10 Walidacja efektu dziatania pomp osmotycznych ALZET 2004 z leptyna (n=8) lub nos$nikiem
(PBS, n=7) zaimplantowanych podskoérnie do myszy kontrolnych C57B1/6J na okres 4 tygodni. Gorny panel
przedstawia maseg ciala zwierzat, srodkowy — pomiar spozytego pokarmu w danym tygodniu, dolny panel —
pomiar stgzenia leptyny w osoczu myszy po implantacji. Do analizy statystycznej zastosowano
dwuczynnikowg analiz¢ wariancji (ANOVA) dla porownan wielokrotnych z testem post hoc Sidaka; stupki
btedow przedstawiajg + SEM.

4.1.7 Analiza wplywu leptyny na wybrane parametry metaboliczne u myszy
DicerCaMKIIaCreERTZ

Czes$¢ myszy Dicer cKO po wprowadzeniu podskornie pomp osmotycznych z leptyna
(n=3) lub nosnikiem PBS (n=3), zamiast w standardowych klatkach domowych, umieszczono
w klatkach metabolicznych, gdzie rejestrowano wybrane parametry metaboliczne: pobor

pokarmu, pobdér wody, wspotczynnik wymiany oddechowej (RER) i wydatek energetyczny
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(EE) w celu uchwycenia roznic wynikajacych z dziatania egzogennej leptyny na rozwdj
fenotypu otylosci. Wyniki wskazuja na réznic¢ w poborze pokarmu i wody, natomiast nie
wykazano réznic w parametrach RER 1 EE. Analiza konsumpcji pokarmu, oceniana jako pobor
kumulatywny, pokazata zaznaczajaca si¢ tendencje w kierunku obnizenia poboru pokarmu
w grupie z leptynag, lecz w zadnym punkcie czasowym nie osiggnela istotnosci statystycznej
(Rycina 4.11 A). Natomiast analiza §rednich warto$ci konsumpcji pokarmu dla fazy aktywne;j
i nieaktywnej dla danego tygodnia wykazata odstepstwa pomiedzy grupami w poborze
pokarmu w 5. 1 7. tygodniu mutacji (Rycina 4.11 B, gorny wykres). Réznice zaobserwowano
rowniez w poborze wody. W tym przypadku réwniez wyniki otrzymane po analizie Srednich
wartos$ci (Rycina 4.11 B, dolny wykres) wykazaty mniejszy pobor wody w grupie myszy Dicer
cKO z leptyna, zwlaszcza w fazie nieaktywnej. Podanie leptyny ograniczyto picie w tygodniach
5-8, natomiast w 9. tygodniu w fazie nieaktywnej w tej grupie zaobserwowano efekt odwrotny
tj. istotnie zwigkszong konsumpcje wody (p=0.002). W ostatnim, 9. tygodniu badania,
zaobserwowano zaskakujace zjawisko odwracania aktywnosci dobowej, polegajacym na
zwigkszonej konsumpcji pokarmu i wody w fazie nieaktywnej w poréwnaniu do fazy aktywnej
w obu grupach myszy Dicer cKO, aczkolwiek wyniki RER zdajg si¢ przeczy¢ tej obserwacji,
gdyz wykres dobowy wyglada prawidlowo. Zapis RER pokazuje, ze w fazie aktywnej jego
warto$¢ oscyluje wokot 1, natomiast podczas fazy nieaktywnej przyjmuje wartosci ~0,7.
Mozliwe jest, ze dlugo$¢ pojedynczego positku ulega zmianie i jednorazowo myszy pobieraja
wiecej pokarmu 1 wody, albo spozywajg wigcej pokarmu na granicy faz aktywnosci. Wynik
moze sugerowac rowniez zaburzenia cyklu okotodobowego. Nalezy jednak mie¢ na uwadze, iz
sensory wagowe w klatkach metabolicznych nie s3 idealnie zaprojektowane i moga w pewnych
okolicznos$ciach generowa¢ wadliwe pomiary, stad zebrane wyniki moga by¢ obarczone
pewnym biedem technicznym. Ponadto, badanie jest wykonane na matej grupie z uwagi na
liczbe dostepnych klatek 1 dlugi czas obserwacji, co réwniez przektada si¢ na uzyskane wyniki,
gdyz wystarczy jeden osobnik, ktory bedzie generowal btedy, np. nie do konca nauczy si¢ jak
prawidtowo korzysta¢ z podajnikoéw na pokarm lub wejdzie na podajnik pokarmu w trakcie

odczytu, a wynik zostanie zaburzony.
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Rycina 4.11 Analiza poboru pokarmu i wody u myszy Dicer cKO z zaimplantowanymi pompami
osmotycznymi z leptyna lub roztworem PBS z uzyciem klatek metabolicznych. Wykresy przedstawiaja (A)
kumulatywny poboér pokarmu z 5 dni podczas habituacji oraz od 3. do 9. tygodnia mutacji; (B) wykres typu
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ramka-wasy przedstawiajacy srednig konsumpcj¢ pokarmu (gérny wykres) i wody (dolny wykres) dla 12-
godzinnej fazy jasnej i ciemnej cyklu okotodobowego w badanych tygodniach (dla wigkszej przejrzystosci
na wykresie pokazano wytacznie roznice pomigdzy grupami LEP vs PBS w fazie jasnej lub ciemnej z danego
tygodnia). Do analizy (A) zastosowano dwuczynnikowa analiz¢ wariancji (ANOVA) dla (B)
jednoczynnikowsa analize wariancji z powtorzonymi pomiarami z testem post hoc Sidéka; stupki bledow
przedstawiaja + SEM, p<0,0332(*), p<0,0021 (**), p<0,0002 (***).

Parametr RER w obu grupach, zgodnie z wynikami z poprzedniej analizy myszy

DicercKO klatkach metabolicznych, wykazywat charakterystyczna dla badanej linii zmiang

ujawniajaca sie juz pod koniec 3. tygodnia i trwajaca do polowy 6. tygodnia (Rycina 4.12), co

$wiadczy o nadmiernej konsumpcji pokarmu, zarowno w fazie aktywnej i nieaktywnej. Po tym

okresie wykres przyjmuje klasyczng sinusoidalng forme, $wiadczacg o spadku konsumpcji
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Rycina 4.12 Analiza wspotczynnika wymiany oddechowej (RER) u myszy Dicer cKO z infuzja leptyny lub
nosnika (PBS) z wykorzystaniem klatek metabolicznych. Pomiary przeprowadzono przez 5 kolejnych dni
z kazdego analizowanego tygodnia, poczynajac od fazy adaptacyjnej (habituacja) oraz od 3. do 9. tygodnia
od indukcji mutacji. Analizowano $rednie wartosci RER z 12-godzinnej fazy nieaktywnej (odwrdcona doba,
dzien: 21:00-09:00) i 12-godzinnej fazy aktywnej (noc: 09:00-21:00). Do analizy statystycznej zastosowano
dwuczynnikowg analize wariancji (ANOVA) z powtorzonymi pomiarami z testem post hoc Sidaka; stupki
btedow przedstawiajg + SEM.
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Do analizy wydatku energetycznego (EE) (Rycina 4.13) wykorzystano dane
Phenomastera w odniesieniu do masy beztluszczowej (ang. lean mass), ktora przyjmuje wartos¢
wagi wyktadniczej 0,75. W badanym parametrze nie uwidoczniono réznic pomi¢dzy grupami.
W obu grupach, podobnie jak w poprzednich badaniach, mozna zaobserwowac¢ podobne niskie
wartosci wydatku energetycznego, co moze $wiadczy¢ o obnizonej aktywnosci fizycznej,
jednakze tego parametru nie uwzgledniono w eksperymencie z uwagi na ingerencje we

wskazniki metaboliczne.
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Rycina 4.13 Analiza wydatku energetycznego myszy Dicer cKO z infuzjg leptyny lub nosnika
z wykorzystaniem klatek metabolicznych, przeprowadzona przez 5 kolejnych dni z kazdego analizowanego
tygodnia. Analizowano $rednie wartosci EE z 12-godzinnej fazy nieaktywnej (odwrdécona doba). Do analizy
statystycznej zastosowano dwuczynnikowa analiz¢ wariancji (ANOVA) z powtdérzonymi pomiarami,
z testem post hoc Sidaka; stupki bledow przedstawiaja + SEM.
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4.1.8 Analiza hormonéw tarczycowych

Przysadka mozgowa jest ,,gruczotem nadrzednym”, gdyz kontroluje prace pozostatych
gruczotow dokrewnych, poprzez wydzielanie hormondéw, ktore pelnig kluczowa role
w regulacji metabolizmu, wzrostu i1 reprodukcji. Przysadka jest odpowiedzialna miedzy innymi
za stymulacj¢ nadnerczy poprzez wydzielanie ACTH, tarczycy - TSH, jajnikoéw 1 jader - FSH,
LH i produkcj¢ mleka — prolaktyna, oraz pelni istotng role w utrzymaniu ci$nienia krwi
1 wydalania wody przez nerki. Przysadka moézgowa jest polaczona i kontrolowana przez
podwzgorze, ktére wykrywa poziom wydzielania danego gruczotu i okresla poziom stymulacji.
Zmiana masy ciata moze by¢ spowodowana zaburzeniami funkcji tarczycy, ktorej rolg jest
regulacja tempa metabolizmu. Niedoczynno$¢ tarczycy spowalnia spoczynkowe tempo
metabolizmu 1 przyczynia si¢ do wzrostu masy ciata (Pearce, 2012). Poziom produkowanego
przez przysadke moézgowa TSH jest kontrolowany na zasadzie odwrotnego sprzezenia
zwrotnego w odpowiedzi na st¢zenie hormondéw tarczycowych w obiegu. Zbyt mate
wydzielanie TSH jest zwigzane z nadmierng produkcja hormondéw tarczycy powodujaca
nadczynno$¢ tarczycy, stan, ktory oprocz wielu roznych dolegliwosci, powoduje wzrost tempa
metabolizmu 1 spadek wagi, pomimo zwi¢kszonego apetytu. Jednakze, badanie w kierunku
zmian w poziomie TSH oraz hormonoéw wydzielanych przez tarczyce: wolnej frakcji tyroksyny
(tetrajodotyroniny, f{T4, ang. free thyroxine) 1itrdjjodotyroniny T3 (fT3, ang. free
triiodothyronine) w tescie ELISA nie wykazalo zmian w pracy gruczolu tarczycowego,
regulujgcego tempo metabolizmu. Do testu wykorzystano zwierz¢ta w trzech punktach

czasowych od indukcji mutacji zarowno w fazie aktywnej, jak 1 nieaktywne;:

> 4. tygodniu:
Kontrola: faza ciemna (n=5), faza jasna (n=4);
Dicer cKO: faza ciemna (n=5), faza jasna (n=4);
» 6. tygodniu:
Kontrola: faza ciemna (n=8), faza jasna (n=4);
Dicer cKO: faza ciemna (n=11), faza jasna (n=4);
» 9. tygodniu:
Kontrola: faza ciemna (n=5), faza jasna (n=4);

Dicer cKO: faza ciemna (n=5), faza jasna (n=4).
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Nie zaobserwowano znaczacych roznic w poziomie badanych hormonéw pomiedzy
grupami. Wynik poziomu fT3 w fazie aktywnej w 4. tygodniu mutacji wykazuje istotno$¢
statystyczna, ale wynika to prawdopodobnie z odchylen w grupie kontrolnej (Rycina 4.14).
W innych punktach czasowych poziom fT3 w obu fazach cyklu okotodobowego przybiera
podobne warto$ci. Wnioskowa¢ mozna zatem, ze obnizenie poziomu miRNA w neuronach
przodomoézgowia nie powoduje istotnych zmian w funkcjonowaniu tarczycy, ktére mogltyby

thumaczy¢ wptyw na tempo metabolizmu.
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Rycina 4.14 Analiza hormonéw tarczycowych przy uzyciu testu ELISA z osocza samic Dicer cKO oraz samic
kontrolnych pobranych w 4, 6 i 10 tygodni od indukcji mutacji w fazie aktywnej (szare pole) i nieaktywnej
(biate pole) cyklu okotodobowego. Poziom TSH analizowany z wykorzystaniem testu Kruscal-Wallis z testem
post hoc Dunna. Poziom fT3 i fT4 analizowany z wykorzystaniem dwuczynnikowej analizy wariancji
(ANOVA) z testem post hoc Tukey’a; gwiazdki poziomu istotnosci p<0,0332(*); stupki bledow przedstawiaja
+ SEM.
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4.2 Okreslenie roli genu c-fos w rozwoju otylo$ci u myszy Dicer 2MKIaCreERT2

Wyniki uzyskane do tej pory pokazuja istotng role genu Dicerl/ w utrzymaniu
homeostazy energetycznej organizmu. MikroRNA petni wazne funkcje w plastycznosci
neuronalnej, a podwzgorze jest rejonem médzgu wykazujacym wysoki stopien plastycznosci,
gdyz kontroluje procesy wymagajace szybkiej adaptacji do okreslonych warunkow
srodowiskowych. Dane literaturowe pokazuja, ze podczas glodowki, a wiec w stanie
negatywnego statusu energetycznego, dochodzi do wzmozonej ekspresji genu c-fos - markera
neuroplastycznosci (T. Liu 1 in., 2012). W przedstawianej pracy doktorskiej postawiono
hipoteze, ze u myszy Dicer cKO w wyniku mutacji dochodzi do zaburzenia programu ekspresji
gendw regulujacych taknienie kontrolowanych przez IEG, i Ze c-fos odgrywa rolg w rearanzacji
sieci neuronalnych kontrolujgcych bilans energetyczny w odpowiedzi na deficyt kaloryczny,

a zaburzenie jego ekspresji przyczynia si¢ do fenotypu obserwowanego u myszy Dicer cKO.

4.2.1 Analiza ekspresji genu c-fos podczas glodowki u myszy C57B1/6J

Gtodéwka powoduje wzrost ekspresji genu c-fos w jadrze tukowatym podwzgorza —
rejonie mozgu kontrolujgcym mechanizmy glodu i sytosci. Jednakze, kinetyka tego wzrostu nie
zostata do tej pory okreslona. Przeprowadzono zatem eksperyment z okresowym pozbawieniem
pokarmu myszy C57BIl/6J (przez 1.5, 3, 6, 12 1 24 godziny) i dokonano analizy poziomu biatka
c-Fos za pomocg barwienia IHC. Wyniki pokazujg, ze usunigcie pokarmu stanowi silny bodziec
stymulujacy aktywno$¢ neuronalng w ARC, w szczegdlnosci w rejonie przykomorowym jadra
tukowatego, gdzie zlokalizowane sg neurony AgRP oraz w ME (Rycina 4.15 A). U myszy
kontrolnych z dostgpem do pokarmu, immunoreaktywno$¢ biatka c-Fos jest niewielka
1 wystepuje gtownie w rejonie lateralnym ARC, gdzie usytuowane sg neurony POMC. Jednakze
c-fos w ARC podczas glodowki nie zachowuje si¢ jak klasyczny gen wczesnej odpowiedzi
komorkowej, poniewaz jego ekspresja nie zanika po kanonicznych 6 godzinach. Podwyzszony
poziom biatka c-Fos zaobserwowano juz po 1.5 godziny, natomiast warto$ci istotne
statystycznie wykryto w 3, 6, 12 1 24. godzinie od usunig¢cia pokarmu (Rycina 4.15 A, B).
Przedstawiony wynik pokazuje, ze glodowka stanowi silny bodziec aktywujacy ekspresje genu
c-fos, ktora nie ulega wyciszeniu w ARC. Otrzymane wyniki wskazuja, iz podczas glodowki
stale naptywajace peryferyjne sygnaly, informujace o negatywnym bilansie energetycznym, nie

pozwalaja na wyciszenie genu c-fos w jadrze tukowatym.
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Rycina 4.15 Analiza ekspresji genu c-fos u myszy C57B1/6J podczas okresowego pozbawienia pokarmu
w jadrze lukowatym. (A) Barwienie IHC DAB wykrywajace biatko c-Fos w ARC 1.5, 3, 6, 12 i 24 godziny
od wyjecia pokarmu; gorny panel — grupa kontrolna z obecnym jedzeniem; dolny panel — grupa badana; skala
100 pm. (B) Analiza statystyczna biatka c-Fos w jadrze tukowatym podczas gtodéwki z wykorzystaniem
analizy wariancji (ANOVA), ztestem post hoc Sidaka. Na wykresie umieszczono gwiazdki poziomu
istotnos$ci, p<0,0021 (**), p<0,0002 (***), p<0,0001 (****); shupki bledow przedstawiajg + SEM.

4.2.2 Okreslenie populacji neuronow wykazujacych ekspresje genu c-fos podczas

glodowki z wykorzystaniem myszy NPY-GFP

Transgeniczna linia myszy NPY-GFP charakteryzuje si¢ specyficzng ekspresja biatka
fluorescencyjnego GFP w oreksygenicznych neuronach NPY. Wykorzystanie tego modelu
umozliwito okreslenie, ktora populacja neuronow wykazuje ekspresje genu c-fos podczas
gltodowki. Przeprowadzono do$wiadczenie oceniajgce poziom biatka c-Fos na roznych

poziomach energetycznych: u zwierzat z pokarmem ad libitum (kontrola) (n=6), u zwierzat po
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12—godzinnej glodowce (n=5) i u zwierzat, u ktérych po okresie glodowki ponownie dodano
pokarm (n=6) (ang. refeeding). W ostatniej grupie zmierzono ilo$¢ spozytego pokarmu w ciagu
godziny 1 oceniono poziom biatka c-Fos. Pokazano, iz ekspresja genu c-fos w ARC jest $cisle
zalezna od statusu energetycznego organizmu. Wyniki z analizy biatka c-Fos po 12—godzinnym
okresie pozbawienia pozywienia pokrywaja si¢ z wynikami u myszy C57BI1/6J, gdzie wykazano
intensywng c-Fos—zalezng aktywno$¢ neuronalna w ARC, w szczegdlnosci w czesci
przysrodkowej, gdzie zlokalizowane sa neurony AgRP/NPY. Natomiast u zwierzat, u ktérych
po okresie gtodowki ponownie dodano pokarm na 60 minut, wykazano obnizenie poziomu
biatka c-Fos w ARC w neuronach oreksygenicznych i aktywacje w czgsci bocznej, gdzie
zlokalizowane sa neurony POMC. Dodatkowo zmierzono ilo$¢ spozytego pokarmu przez
godzing od ponownego dostarczenia karmy i pokazano, ze myszy po okresie glodowki

spozywaja ~1/3 dobowego zapotrzebowania na pokarm (Rycina 4.16 C).
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Rycina 4.16 Porownanie poziomu biatka c-Fos i NPY-GFP w jadrze lukowatym u myszy kontrolnych (bez
glodowki; lewa strona), podczas 12—godzinnej gtodowki (Srodkowy panel) oraz z dokarmieniem po okresie
glodowki (1 godzina; prawa strona). (A) Barwienie fluorescencyjne przeciwko biatku c-Fos w ARC
(czerwony sygnat); w gornym rze¢dzie sygnal GFP pochodzi od myszy transgenicznych NPY-GFP; skala 100
pm (B) Wykres przedstawiajacy liczbe aktywnych komorek w ARC na réznym poziomie energetycznym.
Do analizy wykorzystano dwuczynnikowsg analiz¢ wariancji (ANOVA) dla poréwnan wielokrotnych do
myszy kontrolnych ztestem post hoc Sidaka. Na wykresie umieszczono gwiazdki poziomu
istotnos$ci, p<0,0332(*), p<0,0021 (**), p<0,0002 (***), p<0,0001 (****); stupki btedéw przedstawiajg +
SEM. (C) Pomiar poboru pokarmu przez godzing po okresie glodowki.
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4.2.3 Optogenetyczna stymulacja jadra lukowatego

W kolejnym kroku, aby okresli¢ czy sama aktywacja neuronéw oreksygenicznych (bez
modulujacego wptywu czynnikow obwodowych) jest wystarczajgca, by wywota¢ ekspresje
genu c-fos w ARC, wykorzystano selektywng stymulacje optogenetyczng neuronow AgRP.
Aktywacja neurondéw oreksygenicznych przy uzyciu $wiatla wywotuje natychmiastowa
indukcje jedzenia u najedzonych zwierzat oraz umozliwia okreslenie kinetyki ekspresji genu c-
fos w ARC. Stymulacja optogenetyczna ARC stanowila kilkuetapowe wyzwanie. Po pierwsze,
nalezato opracowac efektywny 1 powtarzalny sposéb wprowadzenia ChR2 do ARC,
umozliwiajacy uzyskanie podobnego poziomu opsyny u wszystkich badanych zwierzat.
W pierwszej kolejnosci wykorzystano wektory wirusowe AAV-CamKIlo-ChR2-EGFP. W tym
systemie poprawne podanie wirusa niosgcego ChR2 oceniano na podstawie fluorescencji biatka
reporterowego EGFP. Wstepne doswiadczenia pokazaty jednak, ze uzycie wirusa AAV nie
przynosito optymalnych rezultatow. Zaobserwowano rdéznice w poziomie fluorescencji
u poszczegolnych osobnikow, co moglto przektadaé si¢ na ilo§¢ ChR2 w ARC. Dodatkowo
uzycie promotora CamKIla, kierujacego ekspresja ChR2, skutkowato wprowadzeniem ChR2
zaréwno do neuronow oreksygenicznych, jak 1 anoreksygenicznych. Ponadto zaobserwowano,
ze wykorzystanie wektorow AAV ze wzgledu na retro- i anterogradny charakter, powodowato
przemieszczanie si¢ ChR2 do sasiadujacych jader podwzgorza, ktére réwniez biorg udziat
w regulacji taknienia, co dodatkowo utrudniato interpretacje wynikéw. Ostatecznie w celu
wprowadzenia ChR2 do ARC, wykorzystano podwojnie transgeniczng lini¢ myszy AgRP-Ai32
(potaczenie linii AgRP-Cre oraz Cre-zaleznej linii ChR2-EYFP), co umozliwito stabilng
ekspresje genu $§wiattoczutego biatka ChR2-EYFP w neuronach AgRP ograniczong do jadra
lukowatego (Rycina 4.17 A). Kolejny etap stanowito utworzenie odpowiedniego implantu
optogenetycznego, ktory dostarcza $wiatlo niebieskie do ARC. Zaprojektowano
i przetestowano zar6wno implanty bezprzewodowe, jak 1 przewodowe. System
bezprzewodowy pomimo licznych zalet, takich jak brak widocznych elementow na glowie,
brak potrzeby mocowania $wiatlowodu podczas stymulacji 1 ograniczony kontakt
z eksperymentatorem, okazat si¢ niewydajny. Cz¢$¢ implantdéw po wprowadzeniu do mozgu
przestawata §wieci¢, a Swiecenie uzaleznione byto od pozycji zwierzecia, gdyz indukcja pradu
mozliwa byta wylacznie w pozycji rownolegtej do podtoza. Podczas eksploracji klatki, gdy
zwierz¢ wstawato na tylne tapy, powodujac ustawienie si¢ implantu w pozycji pionowej,

dochodzito do przerw w stymulacji. Biorgc pod uwage wszystkie zalety 1 wady obu systemow,
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ostatecznie wykorzystano system przewodowy, gdzie swiatto niebieskie pochodzace z lasera,
przewodzone bylo z wysoka wydajno$cia przez widkna $wiattowodowe do badanego regionu
moézgu. Stymulacja optogenetyczna umozliwila zatem aktywacj¢ neuronalng w wybranym
momencie, a wykorzystanie zwierzat z dostepem ad libitum do pokarmu, sprawdzenie jak dtugo
po samej aktywacji bez dodatkowych sygnatow gtodu z peryferii, sygnat c-Fos utrzymuje si¢
w ARC. Fotostymulacje podzielono na trzy 30-minutowe sesje, po kazdej wazono pokarm:
sesja 1. oraz 3. bez stymulacji, sesja 2. ze stymulacja optogenetyczng kontrolowana przez
Arduino Uno o zapetlonych parametrach: czestotliwos¢ 10 Hz; puls 15 milisekund; stymulacja
30 sekund; przerwa 30 sekund. Pokazano, ze aktywacja neurondéw oreksygenicznych jest
w stanie wywota¢ natychmiastowy pobdr pokarmu, ktory przez 30 min stymulacji jest zblizony
do okresu dokarmienia po gtodéwce (Rycina 4.17 C). W ostatniej sesji pobor jedzenia byt
nieznacznie wickszy w porownaniu do sesji sprzed stymulacji, prawdopodobnie ze wzgledu na
stopniowe wyciszenie aktywno$ci neuronalnej. Zwierzeta usmiercono w 3 punktach
czasowych: 1.5, 3 i 6 godzin po stymulacji, w celu okreslenia liczby komorek c-Fos—
pozytywnych po aktywacji neuronéw AgRP w ARC u najedzonych zwierzat. Pokazano, ze
sama aktywacja neuronalna jest wystarczajagca by wywota¢ wzmozong ekspresj¢ genu c-fos,
natomiast bez wzmocnienia ze strony sygnatéw peryferyjnych informujacych o negatywnym
statusie energetycznym organizmu, sygnat ulega stopniowemu wyciszeniu (po 3h wykazuje
wcigz podwyzszony poziom) i po 6 godzinach powraca do poziomu podstawowego (Rycina

4.17 B, D).
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Rycina 4.17 Indukcja jedzenia i ekspresji genu c-fos za pomocg stymulacji optogenetycznej jadra tukowatego
(A) Transgeniczna linia mysia z selektywna ekspresja ChR2-EGFP w neuronach AgRP jadra tukowatego
otrzymana poprzez polaczenie linii AgRP-Cre z linia ChR2-EYFP. Wykorzystanie linii AgRP-Cre
determinuje ekspresj¢ rekombinazy Cre i powoduje wyciecie kasety STOP i ekspresjc ChR2-EYFP
w neuronach oreksygenicznych; po prawej stronie zdjecia mikroskopowe obrazujace ChR2-EYFP
w mikroskopie fluorescencyjnym oraz barwienie IHC przeciwko rekombinazie Cre obrazowane
w mikroskopie $wietlnym; skala 100 um (B) Poziom bialka c-Fos w jadrze lukowatym mierzony za pomoca
barwienia IHC w trzech punktach czasowych od fotostymulacji (1.5, 3 i 6 godzin) u zwierzat kontrolnych
oraz z aktywng ChR2 w neuronach AgRP; skala 100 um. (C) Stymulacja poboru pokarmu. Eksperyment
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przeprowadzono w 3 sesjach po 30 min, po ktorych mierzono pobdr pokarmu; sesja 1,3 — bez stymulacji,
sesja 2- fotostymulacja (czgstotliwos¢ 10 Hz, puls 15 ms, stymulacja 30 s, przerwa 30 s). (D) Analiza
poziomu biatka c-Fos 1.5, 3 i 6 godzin po stymulacji optogenetycznej za pomocg barwienia IHC. Do analizy
wykorzystano analiz¢ wariancji (ANOVA) z testem post hoc Tukey’a. Na wykresie umieszczono gwiazdki
poziomu istotno$ci, p<0,0332(*), p<0,0021 (**), p<0,0002 (***), p<0,0001 (****); shipki biedow
przedstawiajg = SEM.

4.2.4 Analiza ekspresji genu c-fos u myszy DicerC3MKIIaCreERT2

Poprzednie do$wiadczenia pokazaly, ze ekspresja genu c-fos w ARC jest $cisle
skorelowana ze statusem energetycznym 1 wzrasta podczas glodu w neuronach
oreksygenicznych. Dodatkowo, c-Fos podczas glodowki nie wulega wyciszeniu,
prawdopodobnie z uwagi na stale naptywajace sygnaty glodu. Myszy Dicer cKO
charakteryzuja si¢ hiperfagia iotyloscia, co oznacza, ze obnizenie poziomu mikroRNA
w neuronach wptywa na metabolizm 1 zaburza mechanizmy kontroli taknienia. By zbada¢, czy
w wyniku mutacji u myszy Dicer cKO dochodzi do zmian w ekspresji genu c-fos w ARC,
wykonano analize¢ poziomu biatka c-Fos dla zwierzat obu ptci, w 3 punktach czasowych: 4, 6
110. tygodniu od aktywacji mutacji, w obu fazach cyklu okotodobowego. Doswiadczenie
przeprowadzono na myszach z dostgpem ad [libitum do pokarmu, wigc z zatozenia
w warunkach, gdzie nie powinno dochodzi¢ do jego aktywacji. Pokazano, ze bazowy poziom
ekspresji genu c-fos, zarowno u myszy kontrolnych, jak i Dicer cKO jest niski. Niemniej,
w fazie jasnej (nieaktywnej), u myszy Dicer cKO, osiaga wyzsze wartosci (zblizone do
poziomu w fazie aktywnej) w 4. 1 6. tygodniu w poréwnaniu do myszy kontrolnych. Analiza
w 10. tygodniu wykazata podobne wartosci w liczbie komorek c-Fos—reaktywnych we
wszystkich grupach. Ze wzgledu na brak r6znic wynikajacych z ptci w liczbie komoérek c-Fos—
pozytywnych, na wykresach umieszczono dane z obu pici (Rycina 4.18 B). Jednakze, na uwage
zwraca lokalizacja komorek c-Fos—pozytywnych w ARC u myszy Dicer cKO, gdzie
zaobserwowano istotne roznice. Nie pokrywajg si¢ one bowiem z miejscem wystepowania
neurondéw oreksygenicznych, co mogtoby ttumaczy¢ wzmozong aktywacje 1 hiperfagie, lecz sg
rozsiane po ARC i cz¢$ciowo umiejscowione lateralnie, gdzie usytuowane sa neurony POMC.
Oznaczaé to moze, ze by¢ moze neurony anoreksygeniczne sg aktywowane przez obwodowe
sygnaty sytosci, jednakze nie reaguja na nie prawidlowo. Sprawdzono roéwniez ekspresje genu
c-fos po 24-godzinnej gtodowce w 6. 1 10. tygodniu od indukcji mutacji u samcéw Dicer cKO
(Rycina 4.16 C, D). Nie wykazano roznic statystycznych, aczkolwiek w 10. tygodniu w grupie

samcoéw Dicer cKO mozna zauwazy¢ tendencje w kierunku spadku liczby komorek c-Fos—
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pozytywnych (p=0.115), $wiadczaca o ostabionej reakcji komoérek na obwodowe sygnaty
glodu.

A.

Kontrola Dicer cKO

4 tydzien
faza ciemna

faza jasna

faza ciemna

6 tydzien

faza jasna

faza ciemna

10 tydzien

faza jasna
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Rycina 4.18 Ekspresja genu c-fos u myszy Dicer cKO. (A) Barwienie THC przeciwko bialku c-Fos w jadrze
lukowatym w 4, 6 i 9. tygodniu od podania tamoksyfenu w fazie aktywnej i nieaktywnej cyklu
okotodobowego oraz (C) u samcéw Dicer cKO po 24h glodowce w 6. 1 10. tygodniu; skala 100 pm. (B)
Analiza komorek c-Fos — pozytywnych w ARC w 4, 6 1 9. tygodniu od indukcji mutacji u myszy Dicer cKO
obu pici z dostgpem ad libitum do pokarmu oraz (D) u samcow Dicer cKO po 24h glodowece,
z wykorzystaniem analizy wariancji (ANOVA) dla poréwnan wielokrotnych z testem post hoc Sidaka. Na
wykresie umieszczono gwiazdki poziomu istotnosci, p<0,0332(*), p<0,0021 (**), p<0,0002 (***), p<0,0001
(*¥***); stupki btedow przedstawiaja + SEM.

4.2.5 Walidacja systemu CRISPR-Cas9 in vitro w pierwotnej hodowli hipokampalnej

W celu okreslenia wplywu genu c-fos na rozwoj fenotypu otytosci u myszy Dicer cKO,
wykorzystano technike¢ CRISPR/Cas9. Zaprojektowano sekwencje guideRNAT1, guideRNA2,
guideRNA3, guideRNA4 (w skrocie gl, g2, g3, g4), ktore po wprowadzeniu do wektorow
wirusowych AAV, wstepnie sprawdzono pod katem wydajnosci wyciszenia w pierwotnej
hodowli hipokamplanej, izolowanej z myszy Cas9-EGFP. Ekspresje genu c-fos analizowano

przy uzyciu sond TagMan, przytaczajacych si¢ do transkryptu badanego genu. Przetestowano
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2 protokoty aktywacji genu c-fos — po podaniu 30 mM roztworu KCl (Konopka i in., 2005)
1 przy uzyciu BDNF (10 ng/ml; 0,1% BSA w PBS) (Kuzniewska i in., 2013) po uplywie 30, 60
i 90 minut po podaniu zwigzku. Zdecydowano, ze do aktywacji genu c-fos zostanie
wykorzystany 30 mM roztwor KCI (Rycina 4.19 B). Po godzinnej inkubacji w 37°C, w 5%
COa», izolowano RNA i przeprowadzono reakcje odwrotnej transkrypcji. Nastepnie okreslono
wyciszajacy efekt konstruktow za pomoca sond TagMan. Sprawdzono kazdy guideRNA
indywidualnie oraz w wybranych na podstawie ich lokalizacji parach — gRNA1/2 oraz
gRNA3/4. Indywidualne traktowanie komorek wirusami z wiodagcym RNA, miato na celu
wyciszenie genu poprzez zmiang ramki odczytu (naprawa NHEJ), natomiast podanie wirusow
w parach, powinno zwigkszy¢ prawdopodobienstwo wyciecia fragmentu badanego genu.
Wyniki pokazuja, Ze mieszanina gRNA3/4 posiada najwyzszy potencjal wyciszajacy

w porownaniu do kontrolnego konstruktu (AAV-scr-Tom).

A.

rAAV1/2 CAAV-gRNA-Tom AAV-gRNA-Tom

Q ’ N s . Cas9-EGFP
3 i . P .
- )

CRISPR/Cas9-EGFP 1, AAV-CaMKCre
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"
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Rycina 4.19 Analiza wydajnos$ci wyciszenia genu c-fos w pierwotnej hodowli hipokampalnej izolowanej
z myszy Cas9-EGFP przy uzyciu sond TagMan. (A) Schemat transdukcji hodowli hipokampalnej pozyskanej
z myszy Cas9-EGFP. Wektory wirusowe z rekombinazg Cre (AAV-CaMKCre) aktywuja ekspresje Cas9-
EGFP (zielony sygnat fluorescencyjny) w neuronach, a wektory z odpowiednim sekwencjami guideRNA
(AAV-gRNA-Tom) (czerwony sygnat) wprowadzaja elementy genetyczne do wyciszenia genu c-fos. Po 3
dniach od transdukcji oceniano poziom fluorescencji biatek reporterowych w mikroskopie
fluorescencyjnym. (B) Optymalizacja protokolu aktywacji genu c-fos za pomoca 30mM KCI oraz przy
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uzyciu BDNF (10 ng/ml) (po lewej) oraz (po prawej) weryfikacja wyciszajacego efektu poszczegodlnych
guideRNA pojedynczo i w wybranych parach na indukcj¢ genu c-fos przy uzyciu 30mM roztworu KCI. Do
analizy wykorzystano dwuczynnikowa analize¢ wariancji ztestem post hoc Dunnett’a. Na wykresie
umieszczono gwiazdki poziomu istotnosci, p<0,0332(*), p<0,0002 (***), p<0,0001 (****); stupki bledow
przedstawiajg = SEM.

4.2.6 Wyciszenie genu c-fos in vivo

Weryfikacj¢ roli genu c-fos w rozwoju otytosci u myszy Dicer cKO in vivo dokonano
poprzez wprowadzenie do jadra tukowatego rAAV, niosace zaprojektowane warianty
sekwencji guideRNA do wyciszenia genu c-fos. Aby wprowadzi¢ biatko Cas9 do ARC,
wykorzystano Cre—zalezng lini¢ transgeniczng z wyznakowanym fluorescencyjnie biatkiem
Cas9-EGFP, ulatwiajacym wizualizacje lokalizacji po rekombinacji 1 skrzyzowano ja z linig
Dicer? (DicerCas9). Poczatkowo zaprojektowano dwa gRNA (gRNA1 i gRNA2). Pomimo,
iz dane uzyskane z badan in vitro nie wykazywaly znaczacej efektywnos$ci wyciszania ekspresji
genu c-fos, lecz ukazywaly trend w kierunku obnizenia poziomu biatka c-Fos, wykonano
wstepne doswiadczenie walidujgce skuteczno$¢ wyciszania systemu CRISPR/Cas9 in vivo
umyszy Cas9-EGFP. Wykonano pilotazowe iniekcje wektorami wirusowymi zawierajagcymi
gRNA1, gRNA2 oraz zestaw wirusow gRNA1/2 i zdecydowano, ze do wlasciwego
doswiadczenia zostang wykorzystane wektory zawierajace obie sekwencje gRNA (gRNA1/2).
Ostatecznie doswiadczenie przeprowadzono w dwoch wariantach eksperymentalnych.

W pierwszym wariancie, bazujac na obserwacji, ze do fenotypu otylosci dochodzi
poprzez utrat¢ czasteczek miRNA w neuronach oreksygenicznych (praca doktorska, K.
Hajdukiewicz), wykonano doswiadczenie, w ktorym selektywnie usunig¢to gen Dicerl
w neuronach AgRP. Mutacje indukowano w neuronach oreksygenicznych u myszy DicerCas9
za pomocg wirusa AAV niosgcego rekombinaze Cre, kontrolowang przez promotor AgRP
(AAV-AgRPCre). Grupie stanowigcej kontrolg pozytywng rozwoju fenotypu otylosci, podano
wirusa AAV-AgRPCre (DicerCas9 AAV-AgRPCre, n=7). Grupie badanej podano mieszaning
wektoréw wirusowych zawierajacych oprocz wirusa aktywujacego Cre (AAV-AgRPCre),
wektory niosace guideRNA stuzace do wyciszenia genu c-fos w parze gRNA1/2
(DicerCas9 AAV-AgRPCre/gRNA1/2-Tom, n=5). Grupy kontrolne stanowily zwierzeta
Cas9-EGFP bez ,,ofloksowanego” genu Dicerl, ktorym podano wektor wirusowy niosgcy
rekombinaze Cre (Cas9 AAV-AgRPCre, n=5) oraz analogiczng mieszaning wirusow
aktywujacych Cre i1 wyciszajacych ekspresje genu c-fos (Cas9 AAV-AgRPCre/gRNA1/2-

Tom, n=5). Zgodnie z zalozeniem, u zwierzat DicerCas9 podanie wirusa aktywujacego
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rekombinaze Cre, spowodowato wyciecie genu Dicer! w neuronach AgRP, co doprowadzito
do rozwoju hiperfagii i otylosci (Rycina 4.22 A), jednakze z odmienng kinetyka niz
u mutantéw, gdzie rekombinacja zachodzi w neuronach kierowanych przez promotor
CaMKIla. Dostrzec mozna bowiem, szybszy przyrost masy ciata oraz wydluzenie czasu
trwania okresu otylo$ci. Doswiadczenie pokazalo, iz podanie mieszaniny guideRNA do
wyciszenia genu c-fos nie wplywa na masg ciata myszy DicerCas9 AAV-AgRPCre/gRNA1/2-
Tom w poréwnaniu do grupy DicerCas9 AAVCre (Rycina 4.22 A, lewy wykres). Roznice
natomiast zaznaczajg si¢ w poborze pokarmu. Analiza spozycia pokarmu wykazata tendencje
w kierunku obnizenia konsumpcji u myszy DicerCas9 po podaniu wirusow obnizajgcych
ekspresje genu c-fos (Rycina 4.22 A, prawy wykres), jednakze ze wzgledu na duze odchylenia,
wynik nie osigga istotnosci statystycznej. Nalezy réwniez wziag¢ pod uwage mozliwosé, iz
obnizenie poboru pokarmu wynika z podania mniejszej ilosci wirusa niosgcego Cre (co moze
przektada¢ si¢ na mniejsza liczbe zrekombinowanych komorek), a nie z efektu podania
wektorow gRNA1/2. W grupie tej rowniez pobor pokarmu utrzymuje si¢ na wzglednie statym,
lekko podwyzszonym poziomie, poczawszy od 4. tygodnia i nie ulega nagtemu spadkowi, co
jest widoczne w grupie kontrolnej DicerCas9 AAV-AgRPCre w 6. tygodniu. Tutaj rowniez
zaznacza si¢ rdznica wynikajgca z promotora kierujgcego mutacja, poniewaz u myszy
DicerCas9-AAV-AgRPCre okres hiperfagiczny przypada na 3-5 tydzien mutacji, a spadek
spozycia pokarmu zachodzi wcze$niej 1 przypada na 6. tydzien mutacji. U myszy Dicer cKO
(promotor CamKlla, indukcja tamoksyfenem) hipofagii obserwowanej w 7. tygodniu
towarzyszy spadek masy ciala, czego nie zaobserwowano u myszy DicerCas9-AAV-AgRPCre,
gdzie zwigkszona masa ciala si¢ utrzymuje. Duze odchylenia wewnatrzgrupowe
prawdopodobnie wynikaja ze sposobu aktywacji mutacji. Iniekcja wirusa z rekombinazg Cre
(AAV-AgRPCre), moze prowadzi¢ do réznic pomiedzy zwierzetami pod katem liczby
zrekombinowanych komorek. O ile w klasycznym modelu Dicer cKO wykorzystuje si¢
wystandaryzowany protokot aktywacji mutacji poprzez podanie tamoksyfenu, w ktorym mozna
zatozy¢, ze mutacja zachodzi w podobny sposob, o tyle indukcja mutacji poprzez podanie
wirusa niosgcego Cre (zwlaszcza w takiej strukturze jak ARC), generuje wigkszg zmiennosc.
Poréwnanie  grupy myszy kontrolnych Cas9 AAV-AgRPCre vs Cas9 AAV-
AgRPCre/gRNA1/2-Tom pokazuje zaledwie niewielkg réznice w masie ciata (tylko w 6.
tygodniu roznica jest istotna statystycznie, p=0,0448, czego nie uwzgledniono na wykresie —
Rycina 4.22 A). Zaznacza si¢ natomiast tendencja w kierunku obnizenia liczby komorek c-
FosIR w ARC po glodowce, cho¢ wynik nie osigga istotnos$ci statystycznej (p=0,0692) (Rycina
4.22 B). Liczba komorek c-Fos—pozytywnych w obu grupach myszy DicerCas9 jest podobna

132



1 ustanowiona na poziomie poréwnywalnym do podstawowego poziomu ekspresji c-fos, co
$wiadczy o tym, Ze podanie mniejszej ilosci wirusa AAV-AgRPCre w grupie badanej jest
wystarczajace, by wywota¢ efekt podobny do kontroli i zahamowaé poprawng odpowiedz
neuronéw AgRP na negatywny status energetyczny. Doswiadczenie wykazalo, ze usunigcie
miRNA z neurondow oreksygenicznych, jest wystarczajace by wyciszy¢ odpowiedz c-Fos—
zalezng indukowang glodowka i1 nieznacznie zredukowad spozycie pokarmu w okresie
hiperfagicznym. Jednakze, ze wzgledu na zaobserwowany brak specyficznosci wirusa do
neuronéw ARC 1 jego rozejscie si¢ do sagsiadujacych struktur (VMH) i komorek (obecnos¢
w tanacytach), zdecydowano, ze zostang zaprojektowane nowe guideRNA (gRNA3 i gRNA4),

a iniekcje zostang przeprowadzone w linii wyjsciowej Dicer cKO (wariant 2).

A. - B. AAV-gRNA1/2-Tom | "/ AAV-gRNA3-Tom [ F 5 0 5 AAV-scr-Tom
7 ¢ oA P ’ 3 ' :
R &

Rycina 4.20 Wstepne iniekcje w celu walidacji systemu CRISPR/Cas9 in vivo (A) Schemat iniekcji
wektorow AAV-gRNA-Tom do ARC myszy DicerCas9. Wektor wirusowy zawiera biatko czerwonej
fluorescencji — Tomato, umozliwiajace oceng prawidtowej iniekcji. (B) Przyktadowe zdjgcia reprezentujace
efektywno$¢ wyciszenia systemu CRISPR/Cas9 in vivo u myszy Cas9-EGFP po wprowadzeniu guideRNA
do ARC, w celu wyciszenia genu c-fos in vivo oraz wektora kontrolnego AAV-scr-Tom, oceniane po 24h
glodowce (powigkszenie 10x; skala 100 um)
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Rycina 4.21 (A) Zdjgcia reprezentujace indukcj¢ mutacji poprzez wprowadzenie rekombinazy Cre
kierowanej przez promotor AgRP do ARC myszy Cas9 (kontroli) i DicerCas9 (grupie badanej). W efekcie
dochodzi do selektywnego wyciecia kasety STOP i ekspresji Cas9-EGFP w neuronach AgRP w docelowym
miejscu (lewy panel). W grupie badanej jednoczes$nie podano mieszaning wektoréw wyciszajaca gen c-fos
AAV-gRNA1/2-Tom zawierajaca biatko fluorescencyjne Tomato (Srodkowy panel). Po prawej natozenie
obrazéw. (B) Barwienie IHC anty c-Fos obrazujace poziom immunoreaktywnosci biatka c-Fos w ARC w 10.
tygodniu od podania wektorow wirusowych (AAV-AgRP-Cre oraz AAV-AgRP-Cre/gRNA1/2-Tom) u
zwierzat poddanych 24h gtoddéwce: myszy Cas9 (lewy panel) i DicerCas9 (prawy panel); skala 100 pm.
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Rycina 4.22 Wyciszenie genu c-fos z uzyciem systemu CRISPR/Cas in vivo wariant 1. (A) Analiza
procentowego pomiaru masy ciata i poboru pokarmu mierzonego przez 10 tygodni od indukcji mutacji
z wykorzystaniem dwuczynnikowej analizy wariancji (ANOVA) dla por6wnan wielokrotnych z testem post
hoc Dunnett’a, w odniesieniu do grupy badanej DicerCas9 AAV-AgRPCre/gRNA1/2-Tom. (B) Analiza
liczby komoérek c-Fos—pozytywnych w ARC przy uzyciu jednoczynnikowej analizy wariancji (ANOVA) dla
poréwnan wielokrotnych z testem post hoc Sidaka; stupki btedow + SEM.

Aby sprawdzi¢ efekt nowych guideRNA, w kolejnym kroku nalezato wprowadzi¢
biatko Cas9 do ARC myszy Dicer cKO, poprzez skrzyzowanie linii Dicer©®mKIeCreERT2 7 Cre
zalezng linig Cas9-EGFP DicerCas9CamKIoCreERT2  (DyjcerCas9) (wariant 2). Mutacje
indukowano w sposob standardowy przez podanie tamoksyfenu, umozliwiajac usunigcie
mikroRNA i ekspresje Cas9 w tych samych neuronach kierowanych przez promotor CaMKIla.
Tydzien po indukcji mutacji przeprowadzono iniekcje domédzgowa wektoréw wirusowych
AAV. Jako kontrole wprowadzono wektor wirusowy niosagcy wstawke z przemieszang
sekwencja (scr, ang. scrambled), zaprojektowang by nie wykazywata homologii do genomu
mysiego. Zwierzetom podano mieszaning wirusOow AAV-gRNA3/4-Tom (n=10) oraz wirusa
kontrolnego AAV-scr-Tom (n=5). Kontrolnym zwierz¢tom bez rekombinazy Cre,
DicerCas9(-) réwniez podano oba zestawy wirusoOw AAV-gRNA3/4-Tom (n=5) oraz AAV-
scr-Tom (n=5). Zgodnie z zalozeniem, zwierz¢ta kontrolne nie rozwingty fenotypu otytosci

masa ciata zwierzat Srednio nie wicksza niz o wyjsciowej wagi). Zwierzeta DicerCas9(+
ot . trednio nie wick 5 120% wWyidciowe: N Zwi DicerCas9
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zarbwno po iniekcji wirusem kontrolnym, jak i mieszaning wyciszajaca gen c-fos AAV-
gRNA3/4-Tom, wykazywaly charakterystyczny dla linii przyrost masy ciala oraz wzrost
poboru pokarmu (Rycina 4.25 A). Analize statystyczng wykonano poprzez poréwnanie grupy
badanej DicerCas9(+) AAV-gRNA3/4-Tom do wszystkich innych grup, w celu okreslenia
skutecznos$ci wyciszenia genu c-fos na rozwoj fenotypu otylosci przy uzyciu systemu
CRISPR/Cas9. Nie wykazano jednak statystycznie istotnych réznic w masie ciala i spozyciu
pokarmu migdzy grupa z podang mieszankg wektoréw wyciszajacych gen c-fos
(DicerCas9(+) AAV-gRNA3/4-Tom), a grupg z wektorem kontrolnym (DicerCas9(+) AAV-
scr-Tom). Niezaleznie od rodzaju podanego wirusa u zwierzat DicerCas9(+) w 10. tygodniu
mutacji, zaobserwowano brak indukcji genu c-fos w odpowiedzi na 24h gtodowke (Rycina 4.24
B, 4.25 B). Przypominajagca poziom podstawowy, niewielka liczba komodrek c-Fos—
reaktywnych w ARC po glodowce, moze wynika¢ z braku prawidtowej odpowiedzi neuronow
ARC na ujemny bilans energetyczny. Brak reaktywnos$ci neuronow ARC w odpowiedzi na gtod
prawdopodobnie wplywa na zahamowanie zmian plastycznych w neuronach AgRP/NPY, ale
bez wpltywu na rozwdj fenotypu otytosci w badanym modelu. Otrzymane wyniki utrudniaja
jednoznaczng ocen¢ zaangazowania genu c-fos w ksztattowaniu si¢ fenotypu otytosci u myszy

Dicer cKO, jednak sktaniajg do stwierdzenia, ze takiego wptywu nie ma.

Hipokamp

Dicercas‘)Ca.\‘lKlluCrcER I2(-)

DicerCasoCaMKIIaCreERT2(+)

Rycina 4.23 Zalezna od genotypu rekombinacja zachodzgca u myszy DicerCas9C*mKIMCreERT2 16 indukeji
mutacji za pomocg tamoksyfenu. Rekombinaza Cre wycina oflankowany sekwencjami loxP fragment genu
Dicerl oraz kasete STOP zapobiegajaca ekspresji EGFP. Ekspresja EGFP uwidacznia zatem neurony,
w ktorych dochodzi do rekombinacji (dolny panel). Po lewej stronie widoczna formacja hipokampa
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(powigkszenie 4x, skala 200pum), po prawej jadro tukowate (ARC) (powigkszenie 10x, skala 100um). Sygnat
na zdjg¢ciach nie jest wzmacniany metodami immunofluorescencyjnymi.

A.

Cas9-EGFP | ™ AAV-guideRNA-Tom| /™ nafozenie

DicerCas9(+)

DicerCas9(-) DicerCas9(+)

AAV-scr-Tom

AAV-gRNA3/4-Tom

Rycina 4.24 Wyciszenie genu c-fos in vivo wariant 2. (A) Przykladowy obraz mikroskopowy jadra
lukowatego myszy DicerCas9(+) przedstawiajacy ekspresje Cas9-EGFP, transdukcje neuronow przy uzyciu
wektorow wirusowych AAV-guideRNA-Tom oraz natozenie uwidaczniajace liczbg zrekombinowanych
komorek w ARC. (B) Zdjgcia reprezentujace barwienie DAB IHC wykrywajace biatko c-Fos w ARC po 24h
gltodowce w 10. tygodniu mutacji. Myszy DicerCas9(+) w obu grupach nie reaguja prawidlowo na krazace
obwodowe sygnaly glodu, poniewaz nie wida¢ wzmozonej ekspresji genu c-fos (powickszenie 10x; skala
100 um).
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Rycina 4.25 Walidacja wyciszajacego efektu systemu CRISPR/Cas9 na rozwdj fenotypu otylosci in vivo
u myszy DicerCas9 w wariancie 2. (A) Analiza cotygodniowego pomiaru masy ciata i poboru pokarmu
w odniesieniu do grupy badanej DicerCas9(+) AAV-gRNA3/4-Tom z wykorzystaniem dwuczynnikowej
analizy wariancji (ANOVA) dla poréwnan wielokrotnych z testem post hoc Dunnett’a. (B) Analiza komorek
c-Fos—pozytywnych w ARC przy uzyciu jednoczynnikowej analizy wariancji (ANOVA) z testem post hoc
Sidaka; stupki btedow przedstawiaja = SEM.
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V DYSKUSJA

5.1 Specyfika promotora kierujacego ekspresja rekombinazy Cre w rozwoju fenotypu

otylosci u myszy Dicer cKO

Linie transgeniczng Dicer©®MKIIaCreERT2

cechuje mocny 1 nieoczywisty fenotyp. Mutacja
prowadzi do indukowalnego usunigcia genu Dicerl — kluczowego enzymu w procesie
dojrzewania mikroRNA, prowadzac do stopniowego obnizenia poziomu aktywnych czasteczek
miRNA peiacych funkcje buforowa w regulacji puli dostgpnych biatek. Brak miRNA
uczestniczacych w maszynerii hamujacej translacj¢, prowadzi do zaburzenia funkcjonowania
sieci neuronalnych zaangazowanych w procesy plastycznosci synaptycznej 1 regulacji
metabolicznej. Ekspresja CamKlla, charakteryzuje gldwnie neurony glutamatergiczne, jako
jeden z gltownych sktadnikow biorgcych udzial w transmisji pobudzajacej 1 procesach
zaangazowanych w neuroplastyczno$¢. CaMKII jest dominujacym bialkiem zageszczenia
postsynaptycznego 1 kluczowym elementem do wywotania LTP. Katalizuje fosforylacje
receptorow AMPA, zwickszajac ich wlasciwosci przewodzace oraz inicjuje proces
eksternalizacji 1 insercji receptoréw AMPA w btong postsynaptyczng (Bear i Malenka, 1994).
Waznym procesem przy powstawaniu LTP jest autofosforylacja CaMKII. Fosforylowana
forma znaczaco wydluza jej czas aktywnosci nawet, gdy przestajg dziata¢ bodzce pobudzajace
neuron, stanowigc posrednik od otwarcia receptoréw jonotropowych dla glutaminianu do
dalszych etapow zjawisk molekularnych prowadzacych do zmiany sity synapsy (Lisman i in.,
2012). Umyszy Dicer cKO, usunigcie miRNA w neuronach, kierowane przez promotor
CamKlIlo, prowadzi do zmian zwigzanych z plastyczno$cig synaptyczng, co potwierdzono,
badajac funkcje kognitywne myszy Dicer cKO i obserwujac poézniejsze zmiany degeneracyjne
w  hipokampie (Konopka i in., 2010, 2011). Mozliwe jest zatem, Zze mutacja zmienia
wlasciwosci podstawowych receptorow zaangazowanych w neuroplastyczno$s¢ — AMPA i/lub
NMDA. Literatura dostarcza dowodéw, ze mutacja u myszy Dicer cKO wptywa na Sciezki
zwigzane z receptorami AMPA, w tym zalezne od aktywno$ci usuwanie receptoréw AMPA
iich wprowadzanie do synapsy (Mang i in., 2015). Ponadto, analiza transkryptomiczna
zmbézgébw myszy Dicer cKO wykazata, ze w wyniku mutacji (4 tydzien) dochodzi do
zwigkszenia (40%) albo obnizenia (60%) poziomoéw transkryptéw, oraz do zmian w wielu
sciezkach sygnalizacyjnych, zaangazowanych m. in. w organizacj¢ cytoszkieletu, prowadzac
do zjawiska obkurczania si¢ neurondw, obserwowanych zwtaszcza w korze mézgowej (Dorval

iin., 2012).
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Analiza ekspresji CaMKlIla w mozgu in vivo przy uzyciu transgenicznej linii zawierajacej
GFP pod endogennym promotorem CaMKIlo, pokazata, ze w podwzgérzu jest on réwniez
aktywny, lecz wykazuje zmienng ekspresj¢ w zaleznosci od struktur. W jadrze tukowatym
zaobserwowano silny, rozproszony sygnat GFP z cial komorek nerwowych, jednak nie
zdefiniowano tych komorek pod wzgledem rodzaju przekaznictwa (X. Wang 1 in., 2013).
Podobny rozproszony sygnat w ARC zaobserwowano w niniejszej pracy u myszy DicerCas9-
EGFpCamKllaCreERT2 (Rycina 4.23) i ze wzgledu na lokalizacje sygnatu stwierdzono, ze mutacja
wpltywa zaro6wno na neurony glutamatergiczne, jak 1 GABAergiczne. Uzasadnienie takiego
zatozenia wynika z heterogennosci ARC pod wzgledem wystepowania wielu réznych populacji
neuronow wykazujacych w tym zakresie niejednokrotnie mieszany fenotyp. Dla neuronow
AgRP/NPY dla uproszczenia przypisuje si¢ fenotyp GABAergiczny, z kolei dla neuronow
POMC - glutamatergiczny, jednak doktadna analiza Drop-seq ujawnila szereg klastrow
1 podklastrow, ktore cechuje ogromna rdéznorodnos¢ (Campbell 1 in., 2017) iczesciowo
wspolne pochodzenie (25% neurondw AgRP/NPY wywodzi si¢ z populacji POMC) (Padilla i
in., 2016). CaMKlIla w podwzgoérzu bierze udzial w waznych procesach, m.in. w ARC
uczestniczy w zmianach plastycznych indukowanych leptyng (Morishita i in., 1998), a w jadrze
nadwzrokowym (SCN, ang. suprachiasmatic nucleus) jest niezbgdna w regulacji cyklu
okotodobowego (Golombek i in., 2004). Analiza rekombinacji zachodzacej] w mozgu myszy
z ekspresja CamKIIaCreERT?2 za pomocg barwienia X-gal u myszy Rosa36-LacZaMKICreERT2
po podaniu tamoksyfenu, wykazala silny sygnat, §wiadczacy o intensywnym procesie
rekombinacji w jadrach podwzgérza, w tym ARC, DMH 1 PVH. Pokazano réwniez, ze za
rozw0j fenotypu otytosci w linii Dicer cKO jest odpowiedzialne usuni¢cie miRNA w neuronach
ARC. Stwierdzono takze, ze mutacja zachodzi zar6wno w neuronach AgRP/NPY, jak i POMC
(Vinnikov 1 in., 2014). Ze wzgledu na bardzo duzy obszar mdzgu objety mutacja, nie mozna
wykluczy¢ jednak mozliwosci, iz za zmiany metaboliczne w badanej linii odpowiadajg nie
tylko modyfikacje w neuronach ARC, lecz rowniez zmiany w neuronach I-, II-, lub/i Ill-rzgdu,
ktére odpowiadaja bezposrednio lub posrednio za regulacj¢ metaboliczng (m.in. mutacja
w SCN moze prowadzi¢ do rozregulowania cyklu okolodobowego, a w ciele migdatowatym —
zaburza¢ behawior wptywajac na motywacje, czy zachowania zalezne od stresu). Aby w peini
zrozumie¢ rolg ARC w regulacji metabolicznej, bioragc pod uwage heterogennos¢ populacji
neuronalnych w nim wystepujacych, w kolejnych krokach nalezaloby zawezi¢ mutacje
wylacznie do badanej struktury. W niniejszej pracy, jak i w poprzednich badaniach
prowadzonych w Pracowni Modeli Zwierzecych Instytutu Nenckiego (rozprawa doktorska

2022, K. Hajdukiewicz) udato si¢ wywota¢ otytos¢ u myszy poprzez lokalng modyfikacje
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neuronéw ARCASRP przy uzyciu rAAV-AgRPCre, co rowniez pokazuje, ze mutacja w tej
populacji neuronalnej jest wystarczajaca do rozwoju fenotypu otytosci. Jednakze nie wykonano

CaMKHaCreERT2, co

analizy metabolicznej tych zwierzat i nie poréwnano ich do mutantéw Dicer
mogloby dostarczy¢ cennych informacji odnosnie funkcji neuronéw AgRP/NPY po usuni¢ciu

miRNA.

5.2 Zalezne od plci mechanizmy regulujace metabolizm

Istnieje bledne przeswiadczenie, ze badania wykonywane na samicach sg obarczone
wiekszg zmienno$cig w wyniku dziatania hormonéw plciowych i zmian cyklicznych, a okazuje
si¢, ze w niektorych dziedzinach, w tym badaniach z zakresu metabolizmu, usamcéw
obserwowana jest wicksza wariancja (Prendergast i in., 2014), co rowniez zostalo
zaobserwowane w przedstawianej rozprawie doktorskiej. Wyniki otrzymane w pracy pokazuja
znaczgce roznice fenotypowe w zaleznosci od ptci myszy Dicer cKO, ktore moga by¢ efektem
kilku czynnikéw. Jednym z nich jest roznica w wydatku energetycznym wynikajaca z réznic
w masie bezttuszczowej pomigdzy samicami a samcami. Masa bezttuszczowa (ang. lean mass)
W tym masa mig¢sniowa, jest wiodgcym determinantem podstawowego metabolizmu u ludzi
(Zurlo 1 in., 1990). Stosunek masy beztluszczowej do catkowitej masy ciata wynosi 60-70%
u kobiet i 70-80% u mezczyzn, co wyjasnia, dlaczego ciepto generowane w migsniach
szkieletowych stanowi najwigkszg cze$¢ calkowitego wydatku energetycznego. Metabolizm
w mig$niach szkieletowych determinuje nie tylko podstawowg przemian¢ materii (BMR), lecz
rowniez termogenez¢ indukowang zimnem (Tran 1 in., 2022). Pokazano, ze nawet u myszy
karmionych dieta wysokotluszczowa, BMR jest bardziej zalezny od masy bezttuszczowej, niz
od masy tluszczowej (Abreu-Vieiraiin., 2015). Masa ttuszczowa jest kolejnym wyznacznikiem
tempa metabolizmu u myszy. Otyte osobniki majg wyzsze spoczynkowe tempo metabolizmu
w poréwnaniu do myszy o szczuptym fenotypie. W badaniach przeprowadzonych na otytych
myszach ob/ob, u ktérych nie dochodzi do ekspresji leptyny, wykazano brak wptywu tkanki
thuszczowej na wydatek energetyczny. Podanie leptyny odwraca ten efekt, co pokazuje, ze
wpltyw masy tluszczowej na wydatek energetyczny jest zalezny od leptyny (Kaiyala iin., 2010).
Ze wzgledu na réznice w stosunku masy tluszczowej do bezttuszczowej, rowniez poziom
leptyny jest zmienny w zalezno$ci od plci. U kobiet stezenie leptyny jest trzykrotnie wyzsze
niz u m¢zcezyzn, za co odpowiedzialny jest testosteron, ktory wzrasta u mezczyzn po wejsciu
w okres dorostosci (Saad i in., 1997).

Oproécz roznic w stosunku masy thuszczowej do beztluszczowej, zmiany metaboliczne

zalezne od pici wynikaja z dymorfizmu zwigzanego z obecno$cig hormondéw piciowych.
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Réznice miedzyptciowe sg widoczne w badaniach sygnalizacji estrogenowej w podwzgorzu
oraz w wielu szlakach transdukcji sygnalow (Malyala i in., 2008). Sygnalizacja za
posrednictwem receptora estrogenowego alfa (ERa) w VMH bierze udzial w homeostazie
energetycznej poprzez regulacje termogenezy (Martinez de Morentin i in., 2014). ERa ulega
ekspresji w populacjach neuronow VMH, ktére majg zalezng od pici ekspresje genu Rprm.
Ekspresja Rprm moze regulowaé temperature w sposob specyficzny dla plci. Kinaza 3-
fosfatydyloinozytolu (PI3K) posredniczy w sygnalizacji ERa (Malyala i in., 2008). Usunigcie
podjednostki katalitycznej w PI3K w neuronach z ekspresja czynnika steroidogennego (SF-1,
ang. steroidogenic factor 1) wywoluje otylo$¢ u samic, ale nie u samcoOw. Samice w wyniku tej
mutacji wykazuja obnizony wydatek energetyczny w fazie jasnej, bez wpltywu na zmiany
w poborze pokarmu lub aktywnosci lokomotorycznej (Saito i in., 2016). Badania roli
sygnalizacji PI3K w zmianach pobudliwos$ci neuronow POMC w ARC za posrednictwem
estrogenow, pokazaly, ze estrogen zwigksza pobudliwos¢ neuronow POMC (Malyala 1 in.,
2008). Aktywacja PI3K reguluje homeostaze energetyczng i jest niezbedna w sygnalizacji
insulinowej i leptynowej w ARC. Jednym z mechanizméw, za pomoca ktorych estrogen

zwieksza pobudliwo$é¢ neuronalng ARCPOMC

jest desensytyzacja (odwrazliwienie) receptoréw
GABABg, zwigzanych z zaleznymi od biatka G kanalami potasowymi. Otrzymane dane
sugeruja, ze wzajemne oddziatywania pomigdzy estrogenem, a PI3K wystepuja na wielu
poziomach komorkowych, wlaczajac wydarzenia inicjowane na powierzchni blony
komorkowej, po transkrypcje, co ostatecznie wplywa na wilasciwosci homeostatyczne
neuronéw POMC (Plum, 2006; Vinnikov 1 in., 2014).

Masa mie$ni szkieletowych jest rowniez regulowana przez androgeny, poprzez o$
podwzgoérze — przysadka — gonady. Podwzgérzowy hormon uwalniajacy gonadotroping
(GnRH) stymuluje wydzielanie hormonu luteinizujacego przez przedni ptat przysadki
mozgowej, ktory stymuluje syntez¢ 1 wydzielanie testosteronu w jadrach. Receptory
androgenowe (AR, ang. androgen receptor) w podwzgdrzu sa pozytywnymi modulatorami
masy beztluszczowej u samcow, a myszy pozbawione tych receptorow obnizaja EE, co skutkuje
otyloscig (Abreu-Vieira i in., 2015). Mozliwe jest zatem, ze u samcoOw Dicer cKO ze wzgledu
na wyzszy poziom testosteronu, efekt mutacji jest mniejszy niz u samic. Testosteron i obecnos¢
AR bowiem wplywa na metabolizm i bilans energetyczny. Mtode samce, u ktorych
zahamowano krazacy testosteron zwigkszaja procent masy thuszczowej i obnizaja oksydacje
kwasow tluszczowych i spoczynkowy wydatek energetyczny (Mauras i in., 1998).

W innych $ciezkach sygnalizacyjnych regulujacych wydatek energetyczny, rowniez

mozna doszukac si¢ r6zni¢ zwigzanych z ptcig. Za przyktad moze postuzy¢ obecnos¢ receptora
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5-HT2CR (ang. 5-hydroxytryptamine 2c receptor) w neuronach ARCPOMC Przywrocenie
aktywnosci tego receptora po delecji neurondéw POMC w podwzgdérzu przywraca wydatek
energetyczny do poziomu sprzed mutacji u samcow. U samic obserwowano w dalszym ciggu
zaburzony wydatek energetyczny i spoczynkowe tempo metabolizmu podobne do zwierzat
z delecja POMC w podwzgorzu (Burke i in., 2016).

W badanej linii Dicer cKO usunigcie miRNA w neuronach podwzgoérza moze wptywaé
na $ciezki sygnalizacyjne za posrednictwem hormonoéw pitciowych i w ten sposdb zaburzac¢
metabolizm zwierzat. Zostato juz stwierdzone, ze w linii Dicer ¢KO dochodzi do zmian
w sygnalizacji PI3K (Vinnikov i in., 2014), co jak opisano powyzej moze ttumaczy¢ réznice

w rozwoju fenotypu otylosci pomiedzy samicami a samcami w badanej linii.

5.3 Wplyw mutacji na funkcjonowanie neuronéw systemu melanokortynowego u myszy

Dicer cKO

Gen Dicerl ulega ekspresji w 94% neuronow POMC 1 AgRP/ NPY, co $§wiadczy o jego
roli w regulacji ekspresji gendw Pomc, AgRP i NPY (Schneeberger i in., 2012). Neurony
oreksygeniczne w ARC wykazujg ekspresje AgRP, NPY, GABA 1 wywierajg antagonistyczny
wpltyw na receptory MC3R/MC4R w PVN oraz hamuja neurony POMC/CART, stymulujac
w ten sposob konsumpcje pokarmu (Cowley i in., 2001). Neurony POMC wykazuja odmienne
dziatanie. Polipeptyd POMC rozpada si¢ na peptydy, w tym o-MSH, ACTH, ktore s3
agonistami receptorOw systemu melanokortynowego (MC3R/MC4R), prowadzac do
zahamowania spozycia pokarmu i wzrost wydatku energetycznego (Deem 1 in., 2022).
Aktywacja receptora MC4R za posrednictwem a-MSH powoduje obniZzenie poboru pokarmu,
wzrost wydatku energetycznego oraz regulacje homeostazy glukozy (Rossi i in., 2011).
Mutacje w POMC, MC3R lub MC4R powoduja wczesny rozwdj masywnej otytosci u ludzi, co
potwierdza istotng role uktadu melanokortynowego w regulacji homeostazy energetycznej
(Krude i in., 1998). Receptor MC4R pekni kluczowa role w zapobieganiu otylosci, co
potwierdzono zaréwno u ludzi ze spontaniczng mutacja, jak i w modelach zwierzgcych typu
KO. Delecja tego receptora powoduje wzrost poboru pokarmu 1 spadek wydatku
energetycznego, co skutkuje otytoscig (Balthasar et al., 2005; Huszar et al., 1997). Oprocz
odmiennego wplywu na bilans energetyczny, kontrolujacy pobor pokarmu i wydatek
energetyczny neurony POMC i1 AgRP sa wzajemnie regulowane przez krazace sygnaty

dotyczace stanu odzywienia, w tym hormony otytos$ci, leptyne i insuling.
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Rycina 5.1 Modulowanie aktywnosci neuronéw w ARC poprzez specyficzne receptory wykrywajace
peryferyjne sygnaly dotyczace odzywienia i mechanizmy odpowiedzialne za kontrolg poboru pokarmu,
wydatku energetycznego i homeostazy glukozy (na podstawie Z.-Y. Zhang i in., 2015).

Myszy pozbawione genu Dicerl, w neuronach regulujacych taknienie w ARC wykazuja
wzrost transkryptow dla kluczowych neuropeptydéw regulujacych pobor pokarmu, co
prowadzi do zaburzenia homeostazy energetycznej. Mutacja dotyka zarowno neurony POMC,
jak 1 AgRP (Vinnikov i in., 2014), takze obserwowany fenotyp hiperfagicznej otytosci, wynika
z mutacji w obu populacjach neuronalnych w ARC zaangazowanych w homeostaze
energetyczng. Nie mozna wykluczy¢ jednak, iz w wyniku mutacji dochodzi do zaburzen
szlakow odpowiedzialnych za prawidlowg detekcje peryferyjnych sygnatow sytosci, w efekcie
czego dochodzi do wzrostu konsumpcji pokarmu 1 uruchomienia adaptacyjnych zmian (spadku)
wydatku energetycznego. W nastepstwie dochodzi do akumulacji thuszczu i otylosci. Jedna
z hipotez stawianych w niniejszej pracy, ze jednym z czynnikow wywotujacych otytosé
umyszy Dicer cKO, jest wplyw mutacji na ostabienie sygnalizacji leptynowej, hamujacej
pobdr pokarmu (poprzez stymulacje neuronéw POMC lub/i zahamowanie aktywnosci
neuronow AgRP-NPY). Akumulacja ttuszczu u myszy Dicer cKO, zwigksza poziom leptyny
w obiegu, co pomimo jej nadmiaru nie wptywa na obnizenie taknienia. Mozliwe jest zatem, iz
dopiero w wyniku nagromadzenia rezerw thuszczowych, skomasowane dzialanie

dhugoterminowych sygnalow sytosci (insulina i leptyna) wywiera skuteczny efekt na neurony
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podwzgorza, co ostatecznie wyhamowuje pobor pokarmu (Tremblay i Bellisle, 2015). Mozliwe
jest rowniez, ze czasteczki miRNA produkowane w innych tkankach, a transportowane
w lipoproteinach (gléwnie w HDL) w wyniku ich nagromadzenia i zwigkszonej dostgpnos$ci
przenikaja przez nieszczelng bariere krew—modzg w ARC 1 przywracajg ich utracone funkcje

(Dandare i in., 2023; Michell i Vickers, 2016, Rossi-Herring 1 in., 2023).

5.3.1 Rola neuronéw AgRP/NPY w regulacji homeostazy energetycznej

Neurony AgRP/NPY pehig wazng funkcje w regulacji homeostazy energetyczne;,
poprzez wptyw na pobdr pokarmu, wydatek energetyczny i behawior (Deem 1 in., 2022).
Mutacja u myszy Dicer cKO moze znaczaco wplywaé na funkcjonowanie neurondw
oreksygenicznych. Stymulacja poboru pokarmu jest mozliwa poprzez wydzielanie synaptyczne
trzech neuromodulatorow: AgRP, ktéry dziata hamujagco na receptory MC3R/MC4R
w neuronach Il-rzedu systemu melanokortynowego (gtéwnie w PVN); NPY, agoniste rodziny
receptorow Y 1-5 zwigzanych z biatkiem G, oraz hamujacego neuroprzekaznika GABA,
dziatajacego na receptory jonotropowe GABAA i metabotropowe GABAg (Horvath i in., 1997).
W odréznieniu od neuronéw POMC, ktore bezposrednio ulegaja depolaryzacji w odpowiedzi
na leptyne, neurony AgRP/NPY sg hamowane przez sygnalizacj¢ zalezng od insuliny i leptyny.
Pokazano, ze GABAergiczna sygnalizacja leptynowa z brzusznej cze¢sci jadra grzbietowo-
przysrodkowego podwzgoérza (DMH) hamuje aktywno$¢ neuronow AgRP/NPY w ARC
(VDMHLPR ARCA2RP) § spozycie pokarmu (Garfield i in., 2016). Z kolei neuromodulatorem
aktywujacym neurony AgRP/NPY jest wydzielana przez zotadek grelina. W warunkach
negatywnego statusu energetycznego, tak jak to ma miejsce podczas glodowki lub
w odpowiedzi na restrykcje kaloryczne, dochodzi do obnizenia stezenia krazacej leptyny,
wzrostu stezenia greliny, co aktywuje neurony AgRP/NPY, a hamuje neurony POMC.
Stymulacja AgRP/NPY przez transmisj¢ GABAergiczng dodatkowo hamuje neurony POMC
(Cowley iin., 2001). Ablacja neuronéw AgRP w dorostym zyciu wywotuje gtodéwke, poprzez
zanik sygnalizacji GABAergicznej do PBN (Q. Wu i in., 2009). Glodzenie jest réwniez
wywotane hiperaktywnos$cig PBN. Jest to wazne jadro odbierajace sygnat z nerwu btednego
z NTS, by zahamowa¢ pobor pokarmu (Q. Wu i in., 2012). Neurony AgRP modulujg swoja
aktywno$¢ rowniez w odpowiedzi na cykl okotodobowy i wykazuja zmniejszong aktywnos¢
w fazie jasnej, natomiast zaobserwowano zwigkszong aktywno$¢ neuronow AgRP w fazie
ciemnej, w ktorej zwierzeta normalnie konsumuja pokarm. Odwrotng aktywnos$¢ wykazuja

neurony POMC (Mandelblat-Cerf'i in., 2015).
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Ponadto podczas positku, aktywacja neuronow AgRP/NPY stymuluje rowniez pobor
wody, ulatwiajac polykanie tresci pokarmowej i trawienie, tzw. posilkowe pragnienie.
Zwigkszony pobor wody zauwazono w obecnosci pokarmu, natomiast bez jedzenia, aktywacja
AgRP, nie jest w stanie wywota¢ zwigkszonej konsumpcji wody. Za pobor wody podczas
positku odpowiedzialna jest glutamatergiczna populacja zlokalizowana w narzadzie
podsklepieniowym SFOS™ (ang. subfornical organ). Jedzenie pobudza wydzielanie
wazopresyny w celu zwigkszenia retencji wody przez nerki w odpowiedzi na zmiang
osmolarnosci osocza (stezenie angiotensyny II) po positku (Zimmerman i in., 2016, 2017).
Konsumpcja wody jest dodatkowo modulowana przez NPY. Iniekcja NPY do PVN wplywa na
behawior zwigkszajacy zarowno pobor pokarmu, jak i wody, a w przypadku braku dostepnos$ci
jedzenia, w dalszym ciggu wplywa na wzrost konsumpcji wody (Stanley i Leibowitz, 1984).
Wydaje si¢ zatem, ze obserwowane w klatkach metabolicznych zwigekszone spozycie wody
umyszy Dicer cKO, moze wynika¢ z nadaktywacji neurondw oreksygenicznych,
a w szczego6lnosci ze wzrostem sygnalizacji NPY. Zwigkszone spozycie wody u myszy Dicer
cKO towarzyszy okresowi hiperfagii, po czym wraca do normy. W niniejszej pracy pokazano
rowniez, ze podanie leptyny obniza pobdr wody u myszy Dicer ¢cKO (Rycina 4.11 B),
zwlaszcza w fazie jasnej cyklu okolodobowego, co prawdopodobnie wynika z obnizenia
aktywnosci neuronow AgRP/NPY.

Sygnalizacja NPY i GABA w PVN uczestniczy we wzro$cie poboru pokarmu po
chemogenetycznej stymulacji neuronow AgRP. Badania przy uzyciu transgenicznych linii
selektywnie usuwajacych odpowiednie geny Mc4r, Npy 1 Vgat pokazujg zahamowanie ostrej,
ale nie chronicznej nadmiernej konsumpcji po aktywacji neuronéw AgRP, co sugeruje, ze
sygnalizacja AgRP w systemie melanokortynowym bierze udziat w dlugoterminowaych
zmianach we wzroscie poboru pokarmu (Krashes i in., 2013). Aktywnos$¢ neuronalna neuronow
AgRP/NPY zwigzana z glodowka lub restrykcjami kalorycznymi jest hamowana w odpowiedzi
na sam widok pokarmu lub wyuczonych wskazowek skojarzonych z konsumpcja pokarmu,
nawet w warunkach braku dostgpu do jedzenia (Betley i in., 2015). Stymulacja chemo-
1 optogenetyczna neuronow AgRP/NPY sztucznie wywotuje wzmozony poboér pokarmu,
poniewaz zwierzeta sg w stanie sytosci, co oznacza, ze fizjologicznie ta populacja neuronalna
jest zahamowana zanim dochodzi do indukcji konsumpcji. Sama aktywacja neuronow
AgRP/NPY jest wystarczajaca by zainicjowa¢ natychmiastowa konsumpcj¢ pokarmoéw i nie
wymaga wyciszenia systemu melanokortynowego, co pokazuje literatura (Aponte i in., 2011;
Krashes 1 in., 2013) oraz potwierdza do$§wiadczenie z uzyciem stymulacji optogenetycznej

wykonane w przedstawianej pracy doktorskiej. Optogenetyczna aktywacja neuronow
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AgRP/NPY u najedzonych zwierzat, pokazuje, ze nawet po wylaczeniu lasera, wzmozona
konsumpcja pozostaje podtrzymana (Rycina 4.17 C). Za obserwowany efekt odpowiedzialna
jest sygnalizacja NPY, poniewaz dowiedziono, ze usunigcie NPY, anie AgRP lub GABA, znosi
stymulowane optycznie wzmozone spozycie pokarmu (Y. Chen i in., 2019). NPY jest jednym
z najsilniej dziatajacych zwigzkoéw oreksygennych (Levine i1 Morley, 1984). NPY jest
zaangazowany we wzrost poboru pokarmu oraz w reakcji adaptacyjnej majacej na celu
oszczedzanie energii. NPY podawany albo dokomorowo (icv) albo miejscowo do PVN,
prowadzi do zmniejszenia wydatku energetycznego, co czgSciowo wynika z jego wplywu na
redukcje transmisji zstgpujace] w uktadzie wspotczulnym, unerwiajacym peryferyjne tkanki
termogeniczne, takie jak brunatna tkanka ttuszczowa (BAT) (Egawa i in., 1990). Istnieja
dowody na udziat AMPK w VMH w regulacji wspotczulnej transmisji do BAT poprzez szlak
AMPK/karboksylaza acetylo-CoA (ACC)/palmitoilotransferaza karnitynowa 1C (CPT1C). Po
pierwsze, delecji AMPK al towarzyszy spadek fosforylacji ACCa w podwzgoérzu. Po drugie,
nokaut CPTIC ostabia skutki termogeniczne spozywania diety wysokottuszczowej lub
podawania leptyny (Seoane-Collazo i in., 2018).

Dodatkowo, chemo- 1 optogenetyczna stymulacja neuronéw AgRP indukuje
insulinooporno$¢ poprzez uposledzenie stymulowanego insuling wychwytu glukozy przez
BAT, bez wptywu na produkcje glukozy w watrobie (Steculorum i in., 2016). Efekt ten nie jest
obserwowany u myszy z delecja NPY (Engstrém Ruud i in., 2020). U myszy Dicer cKO
w zwigzku z nadmierng transkrypcja genu NPY, obserwujemy zarOwno wzmozony pobor
pokarmu, jak i spadek EE, ktory moze wynika¢ czgsciowo z wptywu NPY na funkcjonowanie
wspoltczulnego systemu nerwowego kontrolujacego adaptacyjne zmiany termiczne w tkance
thuszczowej (WAT i BAT).

Receptory PVNMR  odbierajace sygnaly z AgRP s3 zaangazowane w kontrole
faknienia, ale nie kontrolujg wydatku energetycznego (Garfield i in., 2015). Jednakze, neurony
AgRP/NPY sa wrazliwe na wahania temperatury i cykl okotodobowy. Temperatura otoczenia
moze modulowaé aktywno$¢ neuronéw AgRP, przy czym niskie temperatury zwigkszaja
aktywno$¢ neuronéw AgRP, a wyzsze temperatury zmniejszajg ich aktywno$¢. Neurony
AgRP/NPY s3 szybko aktywowane w odpowiedzi na ekspozycj¢ na zimno i ta aktywacja jest
wymagana do zwigzanego z tym zwigkszenia spozycia pokarmu (ale nie do zwigkszenia
wydatku energetycznego) (Deem 1 in., 2020). Warunki termoneutralne dla myszy to 30°C.
Ekspozycja na nizsze temperatury indukuje ekspresj¢ genu c-fos w ARC. W temperaturze 22°C,
mozna zauwazy¢ neurony c-Fos-reaktywne rozsiane po ARC z nieliczng ko-lokalizacjg

sygnatu z neuronami AgRP. Natomiast w nizszej temperaturze otoczenia w 14 °C, mozna
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zauwazy¢ silny sygnatl c-Fos—pozytywny w ARC, szczegdlnie w neuronach AgRP (Deem i in.,
2020). Doswiadczenie to wskazuje na zaangazowanie neuronéw AgRP/NPY w kontrole
wydatku energetycznego, gdyz zmieniaja one swoja aktywno§¢ w warunkach zwigkszonego
zapotrzebowania na energi¢ (termogeneza indukowana zimnem) powodujgc kompensacyjng
hiperfagic w odpowiedzi na zimno. By¢ moze jest to efekt, za ktoéry odpowiedzialna jest
sygnalizacja NPY. Neurony NPY w ARC uczestnicza w produkcji ciepta indukowanego przez
diete poprzez mechanizm angazujacy $ciezke sygnalizacyjng poprzez receptor 2 neuropeptydu
FF (NPFFR2, ang. neuropeptide FF receptor 2). Ubytek tego receptora NPFFR2 prowadzi do
obnizenia UCP-1 1 PGC-la (ang. peroxisome proliferator-activaytyed receptor gamma
coactivator 1 alpha) w brunatnej tkance ttuszczowej 1 obnizenia termogenezy w BAT. Jest to
dowdd na zaangazowanie obwodow zaleznych od NPY w ARC w kontrolg¢ termogenezy
w BAT (L. Zhang i in., 2018). Istnieje zatem przypuszczenie, ze myszy Dicer cKO moge mie¢

zaburzong termogenez¢ wynikajaca z zaburzonej sygnalizacji NPY.

5.3.2 Neurony POMC/CART w zachowaniu bilansu energetycznego

Neurony POMC dzialajg antagonistycznie do neuronow AgRP/NPY 1 stanowig
integralng cz¢$¢ uktadu melanokortynowego regulujagcego mechanizm poboru pokarmu
1 wydatek energetyczny. Selektywna ablacja neuron6w POMC w podwzgorzu zwigksza pobor
pokarmu, obniza wydatek energetyczny i powoduje szerokie spektrum metabolicznych
1 endokrynnych zaburzen zwigzanych z otytoscig. Efekty behawioralne wynikajace z ablacji
neurondw POMC w ARC przypominajg zespdl metaboliczny wywotany przez usunigcie
neuronow POMC w calym mozgu (Zhan i in., 2013). POMC jest biatkowym prekursorem,
ktéry poprzez konwertazy propeptydowe PC1 i PC2 rozpada si¢ na wiele peptyddéw petniacych
rozne funkcje. Pacjenci z zespotem Pradera-Williego, chorobg genetyczng zwigzang
z otyloscia, wykazuja obnizony poziom PC2. Do najwazniejszych z punktu widzenia kontroli
metabolicznej peptydow powstalych z POMC naleza MSH, ACTH i B-endorfiny (Gabreels i
in., 1998), ktére wywieraja efekt biologiczny na neurony II-rzgdu, hamujac pobor pokarmu
1 modulujac wydatek energetyczny. Neurony POMC sg aktywowane w odpowiedzi na krazace

CPOMC pieznacznie

sygnaty sytosci w tym insuling i1 leptyne. Ostre zahamowanie aktywnosci AR
zmienia poboér pokarmu, podczas gdy chroniczna supresja redukuje spozycie pokarmu, co
$wiadczy o ich funkcji w dtugoterminowej regulacji konsumpcji pokarmu. Interesujace jest
natomiast zjawisko natychmiastowej aktywacji neuronow POMC poprzez detekcje pokarmu,

ktora nieprzerwanie trwa podczas konsumpcji (Zhan i in., 2013). Neurony POMC stanowig
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heterogenng populacj¢ wykazujaca zarowno glutamatergicza, jak i GABAergiczng transmisje
oraz podzial na liczne subpopulacje z ekspresja leptyny (~12% neuronow POMC), insuliny,
GLP1 (<10%), SHT2CR (Campbell i in., 2017).

Zaburzenia w funkcjonowaniu neuronow POMC u myszy Dicer cKO mogg przyczyniaé
si¢ do szeregu dysfunkcji regulujacych homeostaze energetyczng 1 metaboliczng. Ze wzgledu
na duza réznorodno$¢ tej populacji neuronalnej mozliwe jest, ze zmiana dotyczy pewnych
podtypow neuronow POMC. Zmiany w aktywnosci POMC na rozwoj fenotypu otylosci
u myszy Dicer cKO moze wynika¢ z dwdch przyczyn. Jedng jest oczywista zmiana wynikajgca
z zaburzonej translacji biatek po usunigciu miRNA. Druga dotyczy samej fizjologii neuronow
POMC, ktéora mozna wytlumaczy¢ czg§ciowo poprzez zrozumienie kinetyki aktywacji
poszczeg6lnych populacji neuronalnych zaangazowanych w mechanizm taknienia w ARC.
Wydaje si¢, ze stymulacja neuronéw AgRP/NPY jest silniejsza w modulowaniu zachowania
pokarmowego, anizeli stymulacja neuronow POMC. Potwierdzajg to badania zarowno chemo-
jak 1 optogenetycznej aktywacji obu populacji neuronalnych. Aby doszto do zahamowania
konsumpcji pokarmu w wyniku aktywacji POMC, musi doj$¢ do chronicznej stymulacji
(~24h), dla poréwnania stymulacja neuronow AgRP/NPY powoduje natychmiastowg

konsumpcj¢ pokarmu (Aponte i in., 2011).

5.3.3 Wplyw leptyny na rozwoj fenotypu otylosci u myszy Dicer cKO

Leptyna, wydzielana przez komorki ttuszczowe, oddziatuje z neuronami podwzgorza
poprzez swoisty receptor LEPRD, informujac o zasobach energetycznych organizmu, hamujac
jedzenie i zwickszajac EE. Myszy pozbawione leptyny (ob/ob) lub diugiej formy receptora
leptynowego LEPRD (db/db) rozwijaja otytos¢ z powodu zwigkszenia przyjmowania pokarmu
1 obnizenia wydatku energetycznego (H. Chen 1 in., 1996). Analiza transkryptomiczna u myszy
Dicer cKO wykazata zmiany w $ciezkach zwigzanych z otyto$cig, m.in. w $ciezce leptynowe;j
(Mang i in., 2015), co moze odpowiada¢ za obserwowany fenotyp. Leptyna koordynuje bilans
energetyczny poprzez oddziatywanie na obwody neuronalne w podwzgoérzu kontrolujace pobor
pokarmu, aktywnos$¢ fizyczng, termogeneze 1 homeostaze glukozy (Balthasar 1 in., 2005;
Coppari 1 in., 2005; Dodd i in., 2014). Leptyna hiperpolaryzuje neurony wydzielajace
NPY/GABA, ktore bezposrednio unerwiajg neurony POMC, redukujac w ten sposdb hamujacy
wplyw GABA na neurony POMC (Cowley i in., 2001). Aktywuje nerwy uktadu
wspotczulnego, wplywajac na tkanki peryferyjne, w tym tkanke tluszczowa czy nerki.

Usuni¢gcie LEPRb w neuronach PrRP (ang. RFamide prolactin-releasing peptide neurons)
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w DMH blokuje reakcje termogeniczne indukowane leptyna, co prowadzi do otytosci (Dodd i
in., 2014). Wydatek energetyczny jest rowniez obnizony u zwierzat pozbawionych receptora
LEPRbD.

Leptyna wywiera swoj efekt biologiczny poprzez rozne wewnatrzkomorkowe kaskady
sygnalizacyjne, ktore biorg udzial w regulacji bilansu energetycznego i homeostazy glukozy
(Z.-Y. Zhang i in., 2015). Kinaza AMP (AMPK) jest niezb¢dna w wewnatrzkomorkowych
sciezkach transdukcji sygnatu po aktywacji receptora leptynowego (Tanida i in., 2013). AMPK
w podwzgorzu odgrywa kluczowg role nie tylko w regulacji homeostazy energetycznej, ale
rowniez w regulacji metabolizmu glukozy (C. S. Yang i in., 2010), snu (Chikahisa i in., 2009),
czy kontroli ukfadu sercowo-naczyniowego (S. Wang 1 in., 2011). Myszy z usunigty
podjednostka katalityczng (2a) kinazy AMP w neuronach POMC rozwijaja otylo$¢ poprzez
redukcje wydatku energetycznego i rozregulowanie poboru pokarmu, lecz z zachowang
wrazliwos$cig na leptyne. Podobna mutacja w neuronach AgRP powoduje zalezny od wieku
»szcezupty” fenotyp polaczony ze zwigkszong wrazliwoscia na agoniste receptora
melanokortynowego. Badania elektrofizjologiczne w neuronach POMC Iub AgRP
z niedoborem AMPKoa2 wykazaty normalne dziatanie leptyny lub insuliny, ale brak reakcji na
zmiany w poziomach zewnatrzkomorkowej glukozy, co pokazuje, ze mechanizmy
sygnalizacyjne wykrywajace glukoz¢ w tych neuronach rdéznig si¢ od szlakéw
wykorzystywanych przez leptyne lub insuling (Claret i in., 2007). Polaczenie leptyny z jego
receptorem, prowadzi do aktywacji kinazy Janus 2 (JAK2). JAK2 wiaze si¢ i fosforyluje
LEPRD, aktywujac STAT3. Ufosforylowane STAT3 po dimeryzacji i1 translokacji do jadra
zwigkszaja ekspresje Pomc 1 obnizaja Agrp (Allison i Martin G Myers, 2014). Delecja STAT3
w podwzgbrzu skutkuje otylo$cig oraz rozwojem objawow zespolu metabolicznego (H. Liu i
in., 2021). Leptyna/LEPRb poprzez $ciezki sygnalizacyjne JAK2 1 PI3K/AKT reguluje
pobudliwos¢ komorkowa 1 aktywacje kinazy AMP oraz fosforylacj¢ FoxO1 (ang. forkhead box
protein OI), wplywajac na ekspresj¢ neuropeptydow i metabolizm glukozy (Dagon i in., 2012;
J. W. Hill i in., 2008).
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Rycina 5.2 Sciezki sygnalizacyjne leptyny i insuliny w ARC. Zwigzanie leptyny do receptora LEPRb powoduje
aktywacje i fosforylacje STAT3; pSTAT3 po translokacji do jadra laczy si¢ z promotorami Pomc i Agrp,
stymulujac ekspresje Pomc i hamujac Agrp. Sygnalizacja insulinowa i leptynowa zbiega si¢ na szlaku PI3K.
Aktywacja PI3K prowadzi do fosforylacji i inaktywacji FoxOl, represora ekspresji Pomc. Fosforylacja FoxOl
powoduje jego eksport z jadra do cytoplazmy, umozliwiajac pSTAT3 przylaczenie si¢ do promotorow Pomc
i Agrp. Leptyna posredniczy w hamowaniu AMPK przez mTOR. AKT (kinaza biatkowa B); AMPK (ang.
AMP-dependent kinase); FoxO1 (ang. Forkhead box protein Ol1); HIF (ang. hypoxia-inducible factor); InsR (ang.
insulin receptor); IRS (ang. insulin receptor substrate); JAK (ang. Janus kinase); mTOR (ang. mammalian target
of rapamycin); PDKI1 (ang. 3-phosphoinositide-dependent  protein  kinase 1); PI3K (ang.
phosphatidylinositol-3-kinase); SO6K (ang. p70 S6 kinase); STAT3 (ang. signal transducer and activator of
transcription 3) (na podstawie Varela i Horvath, 2012).

Otytos¢ wywotana dieta u myszy, powoduje spadek wrazliwosci neuronéw na leptyne,
wynikajacy z zablokowania §ciezki z udzialem PI3K (Metlakunta i in., 2008). Leptyna
iinsulina poprzez receptory w podwzgoérzu, hamuja przyjmowanie pokarmu i stymuluja
wydatek energetyczny. U myszy Dicer cKO wykryto zwigkszone stezenie zarowno leptyny, jak
1 insuliny (Vinnikov i in., 2014). Poniewaz ich sygnalizacja wewnatrzkomdrkowa zbiega si¢ na
szlaku PI3K, zablokowano sygnalizacje, w ktorej posredniczy 3,4,5-trifosforan
fosfatydyloinozytolu (PIP3) w neuronach POMC poprzez inaktywacje genu fosfatazy PIP3 -
PTEN. Pokazano, ze specyficzne zaburzenie PTEN w neuronach POMC powoduje hiperfagi¢
1 dymorficzng ptciowo otylo§¢ wrazliwg na diete. Neurony POMC z delecja PTEN wykazuja
wyrazng hiperpolaryzacje i zmniejszenie podstawowego tempa wytadowan, co wynika ze
zwigkszonej aktywnosci kanatu potasowego (Katp) wrazliwego na ATP (Plum, 2006). Ponadto
usuni¢cie PTEN w neuronach CaMKIla prowadzi do rozwoju fenotypu otytosci podobnej do
fenotypu obserwowanego u myszy Dicer cKO, w sposéb zalezny od pici (Vinnikov i in., 2014).

Aktywnos$¢ sygnalizacji leptynowej jest rowniez modulowana poprzez kilka biatkowych
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fosfataz tyrozynowych (PTP, ang. Protein Tyrosine Phosphatase), ktére réwniez moga
uczestniczy¢ w rozregulowaniu opisywanych $ciezek i potencjalnie wptywac na fenotyp myszy
Dicer cKO, co pokazano na Rycinie 5.3. Nalezg do nich SHP2 (ang. SH2-containing PTP 2),
faczaca LEPRbD ze $ciezkg Ras/MAPK (ang. Ras/mitogen-activated protein kinase); PTP1B
(ang. Protein Tyrosine Phosphatase 1B) 1 PTPg, ktora defosforyluje JAK2; TCPTP (ang. T cell
protein tyrosine phosphatase), ktéra defosforyluje STAT3 i PTEN (ang. phosphatase and
tensin homolog), ktéra hamuje sygnalizacje PI3K (Banno i in., 2010; Loh i in., 2011; Plum,
2006; Rousso-Noori 1 in., 2011).
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Rycina 5.3 Biatkowe fosfatazy tyrozynowe (PTPs) ostabiaja sygnalizacje leptynowg i insulinowa w OUN
poprzez szlaki JAK2/STAT3, JAK2/IRS2/PI3K i IR/IRS2/PI3K, promujac ekspresj¢ Pomc i hamujac
ekspresj¢ neuropeptyddéw oreksygenicznych Agrp i Npy. Sciezka sygnalizacyjna IRS2/PI3K pobudza
zalezne od ATP kanaty K+ (KATP) zmieniajac aktywnos¢ elektryczng neuronéw POMC i AgRP/NPY oraz
aktywuje kinaze bialkowa AKT regulujacg metabolizm glukozy. Sciezki te s3 hamowane przez PTP1B,
PTPe i TCPTP oraz wykazujaca podwojne dziatanie fosfataz¢ PTEN, ktora defosforyluje lipidowy produkt
PI3K oraz SOCS3. PTP1B i TCPTP wspolnie dziataja, by obnizy¢ indukowana leptyna sygnalizacje
JAK2/STAT3 poprzez defosforylacj¢ miejsc tyrozynowych na receptorze leptynowym zwigzanych
z kinaza JAK2 i w przypadku TCPTP miejsce fosforylacji STAT3, niezbedne do dimeryzacji i translokacji
do jadra komoérkowego, gdzie wywiera swdj wptyw na ckspresje genéw. PTPIB i TCPTP réwniez
defosforyluja miejsca na receptorze insulinowym obnizajac sygnalizacje insulinowa. Skroty: MSH (ang.
melanocyte-stimulating hormone); JAK2 (ang. Janus kinase 2); PI3K (ang. phosphoinositide 3-kinase);
PIP2/3 (ang. phosphatidylinositol (4,5)-bisphosphate/ phosphatidylinositol (3,4,5) triphosphate); PTEN
(ang. phosphatase and tensin homolog); SOCS3 (ang. suppressor of cytokine signaling 3); TCPTP (ang. T
cell protein tyrosine phosphatase) (na podstawie Z.-Y. Zhang i in., 2015).

152



Zaburzenia w $ciezce leptynowej u myszy Dicer cKO, moga wywiera¢ efekt na opisane
powyzej $ciezki sygnalizacyjnie. Zostato stwierdzone, ze mutacja wptywa na $Sciezke zwigzang
z PI3K, ktora ulega chronicznej nadaktywacji na szlaku PI3K-Akt-mTOR u myszy Dicer cKO,
co prowadzi do hiperfagicznej otytosci (Vinnikov 1 in., 2014). Mozna réwniez zaktadac, ze
nadaktywacja $ciezki PI3K powoduje chroniczng hiperpolaryzacje neuronow POMC, przez co
wplyw leptyny na aktywacj¢ tej populacji neurondéw bedzie ostabiony. Mutacja moze réwniez
wplywac na Sciezk¢ JAK>STAT3, prowadzac do zmian w ekspresji neuropeptydow, obnizajac
ilos¢ transkryptow Pomc. W ramach niniejszej rozprawy wykonano roéwniez barwienie IF
przeciwko ufosforylowanej formie STAT3 (pSTAT3), jednego z glownych elementow
sygnalizacji leptynowej (Rycina 5.4), ktérego zaburzenie prowadzi do otylosci. Barwienie
przeciwko pSTAT3 jest powszechnie stosowane jako odczyt aktywnosci receptora LEPRb
(Vaisse i in., 1996). Wykazano, ze w ARC u samic Dicer cKO w 6. tygodniu mutacji, sygnat
fluorescencyjny jest stabszy w poréwnaniu do kontroli, co wskazuje na obnizony poziom
pSTAT3 i ostabienie sygnalizacji leptynowe;j. Stad pomimo nadwyzki w krwiobiegu, leptyna
nie wywiera swojej funkcji aktywujacej neurony POMC i hamujacej AgRP/NPY. Uzyskany
wynik jest jednak sprzeczny z wynikami otrzymanymi w pracy Vinnikov i in., 2014, w ktorej
otrzymano wzrost pSTAT3 u myszy Dicer cKO w 6. tygodniu mutacji. Badania w przytaczanej
pracy wykonano jednak na samcach i samicach, co moze ttumaczy¢ rozbieznosci w uzyskanych

wynikach.

natozenie

DicerCaMKIIaCreERT2(-)

DicerCaMKIIoCreERT2(+)

Rycina 5.4 Barwienie immunofluorescencyjne przeciwko pSTAT3 w ARC wykonane w 6. tygodniu
mutacji u samic Dicer cKO; skala 100 um.
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Mozliwe jest rowniez, ze w wyniku mutacji u myszy Dicer cKO dochodzi do zmiany
w samym receptorze leptynowym (LEPRDb), ktory moze wykazywaé obnizong wrazliwo$¢ na
krazaca w krwioobiegu leptyng. Aby wykluczy¢ t¢ mozliwos¢ 1 oceni¢ czy podanie egzogennej
leptyny na wczesnym etapie mutacji (przez ujawnieniem si¢ fenotypu), wptynie na rozwoj
hiperfagicznej otylosci u myszy Dicer cKO, wykorzystano pompy osmotyczne stale
uwalniajace okreslong ilo$¢ leptyny (3 pg/dobe). Zwigkszone stezenie leptyny, przy zatozeniu,
ze to $ciezki sygnatowe sa dotkniete mutacja, a nie sam receptor, moze zwigkszy¢ aktywnos¢
neurondw POMC, ale tez wpltyna¢ na zmniejszenie transmisji wynikajacej z aktywacji
neuronéw AgRP/NPY, np. poprzez transmisje GABAergiczng z neurondéw DMH wrazliwych
na leptyne, hamujaca aktywno$¢ neuronéw AgRP w ARC (DMHMEPR 5 ARCARP) (Garfield i
in., 2016). Otrzymane wyniki pokazuja, ze infuzja egzogennej leptyny czeSciowo przyczynia
si¢ do obnizenia efektu mutacji na rozwoj fenotypu otytosci. Pokazano, ze jej podanie tagodzi,
lecz nie niweluje efektu mutacji, m.in. przyspiesza spadek poboru pokarmu charakterystyczny
dla 7. tygodnia mutacji, co implikuje rol¢ leptyny w tym zjawisku, oraz obniza o ok. 20% wzrost
masy ciala w okresie maksymalnego tycia u myszy Dicer cKO. Dokladniejsza analiza
w klatkach metabolicznych, wykazata dodatkowe réznice wynikajace z podania leptyny.
Bezsprzeczng zaleta tej metody, jest ciagly pomiar badanych parametréw, generujac wyniki
kilka razy w ciggu godziny, zarowno w fazie aktywnej, jak i nieaktywnej, co pozwala rowniez
na ocen¢ aktywnosci w cyklu okotodobowym badanych zwierzat. Efekt podania leptyny jest
najbardziej] widoczny w fazie nieaktywnej, gdzie zauwazono istotne obnizenie spozycia
pokarmu w porownaniu do grupy z podanym nos$nikiem (PBS). Prawdopodobnie w 7. tygodniu
mutacji, gdzie spozycie pokarmu ulega wyhamowaniu, dochodzi do zmian w obwodach
neuronalnych kontrolujacych taknienie (i by¢ moze aktywno$¢ okotodobows), w efekcie czego
dochodzi do zmiany w schemacie poboru pokarmu 1 wzro$cie konsumpcji w fazie nieaktywne;j
(9. tydzien mutacji), lecz bez zmian widocznych w RER. Nie odnotowano réwniez roznic
w wydatku energetycznym.

Dos$wiadczenie przeprowadzone w klatkach metabolicznych umozliwito réwniez oceng
poboru wody po indukcji mutacji w badanej linii. Wcze$niejsza analiza z wykorzystaniem tego
systemu, porownujaca myszy Dicer cKO do myszy kontrolnych wykazata, ze w badanej grupie
zwierzeta pijg istotnie wiecej. Jednakze mozna wytlumaczy¢ to zjawisko zwigkszonym
positkowym pragnieniem, wynikajacym ze zwigkszonej konsumpcji pokarmu. U myszy Dicer
cKO z podang leptyng dochodzi do spadku konsumpcji wody w fazie nieaktywnej (5 - 8 tydzien
mutacji), co wskazuje na rolg leptyny w okotodobowej kontroli spozycia wody. Roznicy

w poborze wody pomiedzy grupa z leptyng a nos$nikiem, nie mozna do konca wyjasni¢
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positkowym pragnieniem, gdyz wystepuje réwniez w czasie, gdy pobor pokarmu jest
ograniczony. Raczej réznica wynika z wyciszenia aktywnos$ci neurondw AgRP/NPY i spadku
wydzielania NPY za posrednictwem leptyny. W ostatnim tygodniu badania réwniez w tym
parametrze mozna dostrzec zjawisko ,,odwrécenia doby”, gdyz myszy Dicer cKO z podang
leptyng wykazuja wzrost poboru wody w fazie nieaktywne;j.

Wyniki tego do§wiadczenia pokazuja, ze rozwdj fenotypu otytosci i wzmozony pobor
pokarmu i wody u myszy Dicer cKO, przynajmniej czesciowo, sg zalezne od leptyny. Podanie
leptyny nie zahamowato rozwoju fenotypu otylosci, jednak wptyneto na ostabienie skutkow
mutacji. By¢ moze wynika to ze zbyt niskiego stezenia podawanego zwigzku lub
z ,przytepienia” aktywnosci leptyny, wynikajacym z rozwoju tzw. leptynoopornosci, czego
przyktadem sa wyniki stwierdzajace duze stezenia leptyny u osob otytych, u ktorych jej nadmiar
nie obniza taknienia. Najpewniej, podanie leptyny przed ujawnieniem si¢ fenotypu u myszy
Dicer cKO, rowniez nie byto w stanie wyciszy¢ aktywnosci neuronow AgRP/NPY, ktore
ulegaja hiperaktywacji, stymulujac nadmierne wydzielanie NPY, co moze wptywaé na wzrost
poboru pokarmu i wody oraz spadek wydatku energetycznego u myszy Dicer cKO. Teori¢ t¢
potwierdzajg badania ekspresji kluczowych neuropeptydéw kontrolujgcych taknienie u myszy
Dicer cKO, ktore pokazuja, ze do 5. tygodnia mutacji wzrasta poziom NPY i AgRP, a w 6.
tygodniu obserwuje si¢ ich spadek, co tlumaczy nagle zahamowanie jedzenia (co ciekawe,
poziom mRNA AgRP spada znacznie wczesniej, bo juz w 4. tygodniu, co podkresla rolg¢ NPY
w obserwowanym zjawisku). Jednoczesnie w 4. 1 6. tygodniu mutacji poziom transkryptow
Pomc jest obnizony, co dodatkowo poglebia efekt oreksygenny AgRP i NPY w tej fazie mutacji
(Vinnikov i in., 2014).

5.4 Analiza metaboliczna myszy Dicer cKO

Efekt usunigcia dojrzatych czgsteczek miRNA w przodomodzgowiu niesie ze sobg powazne
zdrowotne implikacje, ktére oproécz zmian w neuronach, powoduja rozregulowanie
funkcjonowania tkanek peryferyjnych, co manifestuje si¢ poprzez wzmozong akumulacje
tkanki tluszczowej 1 hiperfagie. Testy metaboliczne wykonane w przedstawianej rozprawie
doktorskiej, pozwalajg wstepnie okresli¢ stopien i czas trwania tych zmian u samic i samcow
myszy Dicer cKO, co umozliwia ocen¢ czy mutacja prowadzi do rozwoju chorob
towarzyszacych otytosci, w tym cukrzycy 2 typu i/lub insulinoopornosci. Przeprowadzono
roOwniez testy oceniajagce hormony tarczycowe, ktorych rozregulowanie moze wywierac¢ efekt

na tempo metabolizmu. Nie wykazano jednak zmian w funkcjonowaniu tarczycy.
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5.4.1 Ocena metabolizmu glukozy

Zaburzenia metabolizmu glukozy wptywaja na rozwoj chordb zwigzanych z otytoscia,
ktére mozna wykry¢ poprzez wykonanie testu tolerancji glukozy (GTT) i testu tolerancji
insuliny (ITT). W tescie ITT przeprowadzonym u myszy Dicer cKO nie stwierdzono rdznic,
natomiast w GTT wykryto zalezne od ptci roznice w metabolizmie glukozy. Pokazano, ze w 6.
tygodniu od indukcji mutacji, dochodzi do przejsciowej nietolerancji glukozy u samic Dicer
cKO. U samcoéw Dicer cKO rowniez zaobserwowano tendencj¢ w kierunku zwickszenia
poziomu glukozy w tym okresie. Badania na zwierzetach transgenicznych modelujacych
cukrzyce, w tym myszy bez receptora insuliny ob/ob, pokazuja, ze wzrost aktywacji neuronow
AgRP przyczynia si¢ do hiperglikemii cukrzycowej, a obnizenie ich aktywnos$ci, podanie
leptyny lub FGF1 (ang. fibroblast growth factor 1), obnizajace poziom mRNA AgRP, ten efekt
niweluje (Bentsen 1 in., 2020). Usunigcie receptora leptynowego za pomocg CRISPR/Cas9
z neurondow AgRP jest wystarczajace, by wywotaé otytos¢ i cukrzyce (J. Xu 1 in., 2018), co
Swiadczy o tym, ze niewlasciwa aktywacja neuronéw AgRP lub zaburzona sygnalizacja
leptynowa, moze wywota¢ hiperglikemi¢. Leptyna zwicksza wrazliwo$ci tkanek na insuling
1 wptywa na zwigkszenie intensywnosci glikolizy (poprawa tolerancji glukozy) (Berti i in.,
1997). Mechanizm zwigkszonego poboru glukozy przez migsnie szkieletowe pod wptywem
leptyny, opiera si¢ na aktywacji wewnatrzkomorkowej $ciezki sygnatowej poprzez fosforylacje
kinazy Akt oraz PI3K, co prowadzi do przemieszczenia transportera glukozy GLUT4 do blony
komorkowej (Thorn i in., 2013).

Procesy autofagii réwniez odgrywaja role w regulacji homeostazy energetycznej
1 metabolizmu glukozy w neuronach AgRP/NPY i POMC podwzgoérza, co pokazano u myszy
z brakiem genu zwigzanego z autofagia Atg7 (ang. autophagy-related gene 7). Autofagia
stanowi proces uruchamiany podczas glodu, w ktorym organelle cytoplazmatyczne sg
sekwestrowane 1 degradowane w lizosomach, aby zapewni¢ komorce sktadniki odzywcze.
W neuronach AgRP/NPY zablokowanie autofagii przyczynia si¢ do spadku masy ciata
1 zwigkszania aktywnos$ci lokomotorycznej. Ponadto, u tych myszy zaobserwowano obnizony
efekt zwiekszenia apetytu po glodowce, co sugeruje zwickszenie wrazliwosci na leptyng
(Kaushik i in., 2011). Natomiast usunigcie Azg7 w neuronach POMC obniza poziom a-MSH,
powoduje otytos$¢ oraz zmiany w poborze pokarmu i wydatku energetycznym (Kaushik 1 in.,
2012). Co wigcej, zahamowanie autofagii w neuronach POMC silnie wplywa na homeostaze
glukozy i powoduje zmiany strukturalne w tych neuronach. Myszy te wykazuja oporno$¢ na

leptyne i niezdolno$¢ leptyny do aktywacji 1 fosforylacji STAT3. Dodatkowo, brak Azg7
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w neuronach POMC przyczynia si¢ do wzrostu poziom glukozy we krwi pomimo wysokiego
stezenia insuliny, co wskazuje na rozwoj insulinoopornosci u tych myszy (Coupé i in., 2012;
Kaushik i in., 2012; Quan i in., 2012).

W ramach niniejszej rozprawy, sprawdzono efekt wzmozonej aktywnosci fizycznej na
metabolizm glukozy u myszy Dicer cKO z dostgpem do kotowrotka, co fizjologicznie
uwrazliwia tkanki na insuling i poprawia wychwyt glukozy przez migsnie szkieletowe.
Aktywnos¢ fizyczna powoduje szybszy powr6t glukozy do normy (po uplywie ~60 minut) od
podania glukozy w tescie GTT (Rycina 4.3). W tym do$§wiadczeniu rowniez uwidoczniono
roznice wynikajace z ptci, poniewaz u samcoéw Dicer cKO, zauwazono terapeutyczny wptyw
wysitku fizycznego na redukcje poziomu glukozy do warto$ci obserwowanej w grupie
kontrolnej, czego nie wykazano u samic Dicer cKO. Samice Dicer ¢cKO z dostgpem do
kotowrotka zwigkszaty poboér pokarmu, co $wiadczy o zwigkszonym zapotrzebowaniu
energetycznym, jednakze bez korzystnego wplywu na wychwyt glukozy z krwiobiegu. Test
GTT przeprowadzony w czasie maksymalnego tycia wykazat zaburzenia w tolerancji glukozy
w obu grupach samic Dicer cKO, a po spadku masy ciala u samic Dicer cKO z kotowrotkiem
(w 9. tygodniu) wcigz obserwowano niewielkie odstepstwa w wychwycie glukozy. Mozna
zatem przypuszczac, ze obserwowany fenotyp moze wynika¢ z zaburzonej $ciezki leptynowe;,
kontrolujacej glikemie poprzez opisang w poprzednim rozdziale sygnalizacj¢ zalezng od PI3K

lub rozwijajacych si¢ zaburzen w procesach autofagii zachodzacych w neuronach POMC.

5.4.2 Ocena wydatku energetycznego

Rézne komponenty wydatku energetycznego (EE) sa regulowane w odrebnych jadrach
podwzgdrza. Spoczynkowe tempo metabolizmu (RMR), stanowiace 70% EE, jest pod kontrola
PVN, ARC 1 VMH. EE zwigzany z aktywnoscig fizyczna (20%), w ktorego sktad wchodzi
termogeneza generowana przez spontaniczng aktywno$¢ oraz termogeneza w wyniku
aktywnosci fizycznej w mig$niach szkieletowych, jest kierowana przez LH, PVN, ARC, VMH.
Adaptacyjna termogeneza indukowana dieta (10%) jest kontrolowana przez ARC, VMH,
DMH, POA (ang. preoptic area), natomiast termogeneza indukowana zimnem, ztozona
z termogenezy zwigzanej z dreszczami 1 termogenezy bez dreszczy, jest pod kontrolg POA,

DMH, VMH i PVN (Tran i in., 2022).
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Rycina 5.5 Schemat przedstawiajacy zaangazowanie poszczeg6lnych jader podwzgorza w aktywnoscé
fizyczng w formie spontanicznej aktywnosci fizycznej lub ¢wiczen, wplywajac na wzrost wydatku
energetycznego. Przerywane linie oznaczaja przypuszczalne lub niejasne §ciezki regulujace aktywnosc¢
Skroty: BDNF (ang. brain-derived neurotrophic factor); SF-1 (ang. steroidogenic factor 1); TrkB (ang.
tropomyosin receptor kinase B) (na podstawie Tran i in., 2022).

Spontaniczna aktywnos¢ fizyczna odgrywa znaczacg role¢ w modulowaniu homeostazy
energetycznej 1 wagi ciala zarowno u gryzoni, jak i1 u ludzi (Kotz 1 in., 2017). Podobnie do
poboru pokarmu, spontaniczna aktywno$¢ fizyczna jest regulowana przez neuropeptydy
wydzielane w roznych regionach mézgu. Jednym z nich jest oreksyna wydzielana przez
neurony oreksynowe w LH. Ostra aktywacja neuronéw oreksynowych, zwieksza ruchliwos¢
bez wptywu na pobor pokarmu u samcow, zwlaszcza w fazie jasnej. Zahamowanie neuronow
oreksynowych u samic obniza aktywno$¢ 1 wydatek energetyczny zwlaszcza w fazie ciemne;j
(Zink 1 in., 2018). Co ciekawe, podanie prepro-oreksyny (oreksyny A), zwicksza pobor
pokarmu w fazie nieaktywnej, w ktorej zwierzgta powinny odpoczywac (Kotz 1 in., 2002).
Chemogenetyczne wyciszenie neuronow oreksynowych w LH wykazujacych ekspresje
GADG65, obniza aktywno$¢ lokomotoryczng, natomiast ich aktywacja prowadzi do
hiperaktywnosci (Kosse i in., 2017). Co wigcej, ich dtugoterminowa aktywacja, chroni przed
otylos$cig wywotang dieta, poprzez wzrost spontanicznej aktywnosci 1 wydatku energetycznego
(Zink 11n., 2018). Kolejnym oreksygennym neuropeptydem wywierajacym efekt na aktywnos¢
fizyczng poprzez PVN jest opisany wczesniej NPY. NPY jest zaangazowany we wzrost poboru
pokarmu oraz w reakcji adaptacyjnej majacej na celu oszczgdzanie energii. NPY, podawany
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albo dokomorowo (icv) albo miejscowo do PVN, prowadzi do zmniejszenia wydatku
energetycznego, co czgsciowo wynika z jego wplywu na redukcje transmisji zstgpujacej
w uktadzie wspotczulnym, unerwiajacym peryferyjne tkanki termogeniczne, takie jak brunatna
tkanka tluszczowa (BAT) (Egawa 1 in., 1990). Powoduje on wzrost stezenia
wewnatrzkomorkowego Ca®" i spadek transmisji synaptycznej w neuronach PVN. Modulacja
wydatku energetycznego przez NPY w PVN jest spowodowana réwniez przez zahamowanie
sygnalizacji endokanabinoidowej (Péterfi i in., 2018). Wazng role w kontroli homeostazy
energetycznej w PVN odgrywa takze BDNF (ang. brain-derived neurotrophic factor),
oddziatujac poprzez swoisty receptor TrkB. Jego usunig¢cie powoduje hiperfagie, obnizenie
aktywnosci fizycznej, zaburzenia termogenezy i otytos¢ (An i in., 2015). Wptyw BDNF na
homeostaze¢ energetyczng jest zalezny od leptyny, co jednoczes$nie wskazuje na synteze biatek
dendrytycznych w tym procesie (Liao 1 in., 2012).

Jadro tukowate rowniez bierze udziat w kontroli aktywnosci fizycznej. Zardéwno
neurony AgRP/NPY jak i POMC reaguja dynamicznie na aktywno$¢ fizyczng poprzez szybki
wzrost pobudzenia neuronéw POMC i zahamowanie neuronéw AgRP/NPY (Z. He i in., 2018).
Aktywacja STAT3 poprzez leptyng w neuronach AgRP zwigksza aktywno$¢ lokomotoryczng,
podczas gdy nokaut FoxO1 obniza t¢ aktywno$¢ (Heinrich 1 in., 2014; Mesaros 1 in., 2008).

W przedstawianej pracy doktorskiej oceniano wydatek energetyczny u myszy Dicer
cKO w stanie podstawowym z uzyciem klatek metabolicznych oraz podczas wysitku
fizycznego u zwierzat z dostgpem do kolowrotka. Wptyw wysitku fizycznego na fenotyp
otylosci oceniano na podstawie masy ciata 1 iloSci spozytego pokarmu. Zgodnie
z przewidywaniami, osobniki z dostgpem do kotowrotka w wyniku zwigkszonej aktywnosci
fizycznej (wzrostu wydatku energetycznego) wykazywaty zwigkszona konsumpcje karmy.
Zaobserwowano jednak réznice pomiedzy plcig zwierzat w poborze pokarmu w 7. tygodniu
mutacji. Samice Dicer cKO ograniczyly w tym czasie pobdr pokarmu, co sugeruje obnizenie
ogo6lnej aktywnos$ci fizycznej. Eksperyment przeprowadzony w klatkach metabolicznych
pokazuje, ze ten fenomen zbiega si¢ w czasie, gdzie przynajmniej u samic Dicer, dochodzi do
obnizenia wydatku energetycznego. PrzejScie w stan ograniczenia uzytkowania energii
zachodzi w obu fazach cyklu okolodobowego 1 jest widoczny od 6. tygodnia mutacji do konca
trwania eksperymentu. Niestety nie przeprowadzono podobnej analizy na samcach Dicer cKO,
przez co brak jest danych na temat wptywu mutacji na EE u samcow. Prawdopodobnie rowniez
w tym parametrze b¢da widoczne roznice, co sugeruje doswiadczenie z uzyciem kotowrotka.
U samcéw Dicer cKO bez kotowrotka rowniez dochodzi do spadku w poborze pokarmu po 7.

tygodniu, co §wiadczy o obnizeniu wydatku energetycznego, natomiast nie zaobserwowano
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takiego zjawiska u samcoéw z dostepem do kolowrotka w badanej linii, gdzie pobor pokarmu
pozostawat zwickszony. Ponadto u samcoé6w Dicer cKO, zaobserwowano redukcje masy ciala
u osobnikéw z dostepem do kolowrotka, co $wiadczy o prawidtowej reakcji organizmu na
wzmozong aktywnos¢ fizyczng. Redukcja masy ciata u samcoéw moze wigc wynikaé z efektu
termicznego aktywnosci fizycznej, co prowadzi do wzrostu tempa metabolizmu o ~10-20%.
W pismiennictwie roéwniez mozna wyszuka¢ informacje o obnizonej aktywnos$ci, a takze
zmniejszonej produkcji ciepta u myszy Dicer cKO (bez rozroéznienia na pte¢ wykorzystanych
zwierzat) w porownaniu do myszy kontrolnych (Mang i in., 2015), co potwierdza wptyw
mutacji na zaburzenie wydatku energetycznego w badanej linii. Efekt ten moze rowniez
wynika¢ z zaburzonej sygnalizacji oreksygenicznej w podwzgorzu, glownie za posrednictwem
NPY. Poboér pokarmu zwigzany z intensywnym wysitkiem fizycznym wymaga bowiem
aktywacji neuroné6w NPY w ARC (ARCNY) (W. Chen i in., 2020), stad mozna zaktadaé, ze
zmiany w sygnalizacji NPY moga mie¢ kluczowe znaczenie dla fenotypu myszy Dicer cKO.
Pokazano réwniez, ze neurony NPY w ARC otrzymujg potaczenia synaptyczne z neurondw
oreksynowych z ekspresja receptorow leptynowych z LH (Horvath, Diano, i in., 1999). Co
oznacza, ze leptyna moze dodatkowo modulowac ekspresje NPY w neuronach ARC i wptywac
na wydatek energetyczny. Zahamowanie sygnalizacji oreksynowej w LH, zwlaszcza u samic
prowadzi do obnizenia wydatku energetycznego (Zink i in., 2018). Ponadto neurony z ekspresja
NPY w ARC, wykazuja ko-ekspresj¢ mitochondrialnego UCP2, zaangazowanego w lokalng
produkcje ciepla, wptywajac tym samym na wydatek energetyczny. Populacje wytwarzajace
UCP2 w ARC wykazuja ekspresje receptoréw leptynowych oraz receptoréw estrogenowych
(ER) lub androgenowych (AR) (Horvath, Warden, i in., 1999), co stanowi dodatkowa
przestanke $wiadczaca o mozliwych roznicach wynikajacych z ptci na wydatek energetyczny,

w tym proces termogenezy u myszy Dicer cKO.

5.5 MikroRNA w regulacji metabolicznej i plastycznosci synaptycznej w podwzgorzu

Wiele czasteczek miRNA ulega ekspresji w mozgu, a usuniecie genu Dicerl, jednego
z gléwnych enzyméw w procesie dojrzewania miRNA, w okreslonych strukturach mozgu lub
typach komorek, prowadzi do zaburzen behawioralnych i neurodegeneracji (Hébert 1 in., 2010;
Schaefer i in., 2007). RNaza III Dicer jest réwniez niezbedna w centralnej kontroli
metabolicznej. Pokazano, ze mozna wywota¢ otylo$¢ i hiperfagi¢ poprzez usuniecie genu
Dicerl w specyficznych populacjach neuronalnych w moézgu (Mang i in., 2015; Vinnikov i in.,
2014), co pokazano réwniez w niniejszej pracy. Ekspresja genu Dicerl jest ponadto

modulowana poprzez dostepno$¢ substancji odzywczych oraz gtodowke (Schneeberger i in.,
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2012). Gen Dicer ulega ekspresji w 94% neuronow POMC 1 AgRP/ NPY, co moze swiadczy¢
o0 jego istotnej roli w regulacji ekspresji gendw Pomc, AgRP i NPY (Schneeberger i in., 2012).

Dojrzate czasteczki miRNA sg wzglednie stabilne w obiegu, dlatego efekt usuniecia genu
Dicerl, ktory odpowiada za dojrzewanie czasteczek miRNA, jest obserwowany, gdy pula
krazacych czasteczek zostanie wykorzystana. Wowczas brak nowo zsyntetyzowanych
dojrzatych czastek miRNA regulujacych poziom biatek docelowych wykazuje efekt
biologiczny i prowadzi do rozregulowania procesOw kontrolowanych przez te biatka.
Przyktadowo, czasteczka miR-33 odgrywa kluczowa role w regulacji neuronow
oreksygenicznych i jej selektywne usunigcie z neuronéw AgRP powoduje wzrost transkryptow
Agrp, zwigkszenie poboru pokarmu, otylos$¢, zaburzenia metaboliczne (w tym metabolizmu
glukozy), zaburzenia biogenezy mitochondriow i oksydacji kwasow thuszczowych (Price i in.,
2024). Usuniecie genu Dicerl w neuronach POMC z uzyciem klasycznego systemu Cre-loxP
powoduje ich degeneracje u myszy w wieku 12 tygodni. Mutacja powoduje otylo$¢ oraz
zaburzenia homeostazy energetycznej manifestujace si¢ poprzez hiperglikemi¢ obserwowang
zarowno w stanie sytosci, jak i podczas negatywnego statusu energetycznego, nietolerancje
glukozy badang w tescie GTT, a takze hiperinsulinemi¢ (Schneeberger i in., 2012).

Analiza transkryptomiczna w indukowalnym modelu usunigcia genu Dicerl (Dicer cKO)
z neurondow przodomodzgowia, czyli w modelu badanym w przedstawionej pracy, wykazata
zmiany w $ciezkach zwigzanych z otytoscig, m.in. w $ciezce leptynowej (Mang i in., 2015).
Badania profilu ekspresji podwzgérzowych czasteczek miRNA u myszy ob/ob pokazaty
zmiany w 11 z 524 badanych czasteczek (m.in. nadekspresji ulegaty czasteczki miR-200a, miR-
200b, miR-429, ktére normalizowaty si¢ po podaniu leptyny). Jednoczesnie pokazano, ze
nadekspresja miR-200a powoduje obnizenie ekspresji zarowno IRS2 (ang. insulin receptor
substrate 2), jak 1 podwzgdrzowego receptora leptynowego (Rycina 5.6), co wptywa na

funkcjonowanie $ciezki sygnalowej insuliny i leptyny (Crépin i in., 2014).
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Rycina 5.6. Funkcja mikroRNA w kontroli systemu melanokortynowego za posrednictwem leptyny. Akt
(ang. serine-threonine protein kinase), IRS-2 (ang. insulin receptor substrate 2), JAK2 (ang. janus kinase
2), LepRb (ang. leptin receptor type b), mTOR (ang. mammalian target of rapamycin), PI3K (ang.
phosphatidylinositol 3-kinase), POMC (ang. pro-opiomelanocortin), SH2B1 (ang. Src homology 2 B
adaptor protein 1), STAT3 (ang. signal transducer and activator of transcription 3),? niezbadane $ciezki.

Literatura dostarcza réwniez danych dotyczacych zaangazowania czasteczek miRNA
w regulacji lokalnej translacji biatek na zakonczeniach synaptycznych, prowadzac do zmian
strukturalnych kolcow dendrytycznych, drzewa dendrytycznego i zmian w potaczeniach
synaptycznych (G. M. Schratt 1 in., 2006). Catkowity poziom ekspresji czasteczek miRNA
moze wywiera¢ wplyw na utrzymanie dhlugotrwatej plastycznosci. Co ciekawe, badania
wigzania czynnikow transkrypcyjnych obejmujace catly genom wykazaly, ze CREB moze
regulowac ekspresj¢ poszczegdlnych miRNA specyficznych dla mozgu (zidentyfikowano 33
czasteczki zawierajagce sekwencje regulatorowe CRE), a czasteczka miR-132, ulegajaca
ekspresji gtownie w hipokampie, bezposrednio reguluje CREB (J. Wu i Xie, 2006). Przyktadem
miRNA, ktory blokuje translacje kilku mRNA waznych dla plastycznosci synaptycznej
1 strukturalnej jest czasteczka miR-134, ktéra zapobiega translacji kinazy domeny LIMI,
zaangazowanej w regulacje morfogenezy kolcow dendrytycznych po stymulacji czynnikiem

BDNF (G. M. Schratt 1 in., 2006). Czasteczka miR-181a z kolei zapobiega translacji receptora
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glutaminianu 2 (GluA2), miR-125b odpowiada za represj¢ translacji jonotropowego receptora
glutaminianu NMDA 2A (NR2A), a miR-223 hamuje syntez¢ jonotropowego receptora
glutaminianu NMDA 2B (NR2B) (Edbauer i in., 2010; Harraz i in., 2012; Saba i in., 2012; G.
Schratt, 2009). MikroRNA potranskrypcyjnie moga kontrolowa¢ pule biatek modyfikujacych
liczbe, ksztalt i funkcje kolcow dendrytycznych, a wigc biatek zaangazowanych w plastyczno$¢
synaptyczng, do ktérych nalezy BDNF i MMP-9. Jednakze nalezy mie¢ na uwadze, Ze
pojedyncza czasteczka mikroRNA celuje w dziesigtki mRNA, dlatego wklad miRNA
w kontrolg plastycznosci neuronalnej wykracza poza kontrole translacji pojedynczego
docelowego mRNA. Wpltyw usuni¢cia miRNA na plastyczno$¢ neuronalng pokazano u myszy
Dicer cKO, ktére wykazywaly znaczng poprawe funkcji kognitywnych w testach
behawioralnych oceniajacych procesy uczenia si¢ i pamigci, ostatecznie jednak prowadzac do
degeneracji neuronéw hipokampa (Konopka i in. 2010). Smieré neuronéw w wyniku ich
wzmozone] aktywnosci 1 zmian plastycznych, §wiadczy o neuroprotekcyjnej roli miRNA,
poprzez zapobieganie nadmiernej aktywnosci neurondw, ktéra moze wywota¢ negatywne
skutki tj. ekscytotoksycznos¢. Czasteczki miRNA modulujg rowniez dziatanie genow wczesnej
odpowiedzi, zaangazowanych w neuroplastyczno$¢, czego przykladem jest miR-7b, ktorej
interakcje wykazano z regionem 3’UTR mRNA genu c-fos, wyciszajac jego translacje (H.-J.
Lee i in., 2006). Analiza czasteczek miRNA zaangazowanych w regulacj¢ genu c-fos przy
uzyciu techniki TagMan MicroRNA Array u myszy Dicer cKO w 9. tygodniu nie wykazala
istotnych réznic w poziomie czgsteczek (Rycina 5.7) (Vinnikov 1 in., 2014). Nalezy jednak
mie¢ na uwadze, ze gen Dicerl nie jest usuniety we wszystkich komodrkach i pozostata
niezmodyfikowana cz¢§¢ oraz otaczajacy glej i tanacyty lokalnie dalej syntetyzuja aktywne
czasteczki miRNA (Fiorenza i in., 2016) lub nawet moze dochodzi¢ do wzrostu ich ekspresji
w pozostatych komorkach, by zrekompensowa¢ skutki utraty miRNA u zmutowanych

neurondéw, co rdowniez moze przywraca¢ homeostaze energetyczng w badanej linii.
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Rycina 5.7 Analiza poziomu ekspresji czasteczek miRNA zaangazowanych w regulacje genu c-fos u myszy Dicer
cKO w 9. tygodniu mutacji z wykorzystaniem techniki TagMan MicroRNA Array i bazy danych Target Scan nie
wykazata istotnych réznic w ekspresji wybranych czasteczek miRNA.

5.6 Wzorzec ekspresji genu c-fos jako markera neuroplastycznosci

Analiza ekspresji genu c-fos stanowi jedno z najczes$ciej uzywanych narzedzi do
mapowania aktywnosci neuronalnej w mozgu. Ekspresja genu c-fos w warunkach
podstawowych jest ustanowiona na niewielkim poziomie, jednakze moze by¢ bardzo szybko
uruchamiana w odpowiedzi na szeroka game¢ bodzcéw zewnetrznych. Analiza ekspresji c-fos
jest uzywana wylacznie do pomiaréw aktywacji komorkowej, nie jest mozliwe wykorzystanie
jej do okreslania procesow hamujacych aktywnos$¢ (Lara Aparicio 1 in., 2022). Badania
z udzialem zwierzat laboratoryjnych, u ktoérych analizowana jest jego ekspresja wymagaja
szczegolnego przygotowania. Ekspresja genu c-fos moze by¢ modulowana poprzez $rodki
stosowane do anestezji takie jak, zakazany obecnie, pentobarbital sodowy czy ketamina, ktére

hamuja jego ekspresj¢, natomiast uretan czy metoksyfluran dziatajg przeciwstawnie powodujac
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stymulacj¢ ekspresji c-fos (Marota 1 in., 1992). Czynniki wywotujace stres u zwierzat w toku
dos$wiadczenia na przyklad chwytanie lub unieruchomienie (Melia i in., 1994), a takze
ekspozycja na nowe otoczenie (Handa i in., 1993) stanowig silny bodziec indukujacy ekspresje
genu c-fos. Efekt ten moze by¢ znaczaco zredukowany poprzez trwajaca przez okres okoto
tygodnia, powtarzang ekspozycj¢ na dany bodziec (handling), powodujaca habituacje
zwierzecia do okreslonych warunkéw, w efekcie czego dochodzi do ostabienia odpowiedzi c-
Fos—zaleznej niezwigzanej z doswiadczeniem. Doniesienia literaturowe wykazuja, ze
ekspozycja na nowe bodzce (ang. novelty) stymulujace uczenie si¢, aktywuja ekspresje genu c-
fos, natomiast bodzce o charakterze chronicznym, powoduja obnizenie/zahamowanie jego
ekspresji. Ogoélnie przyjmuje si¢ tzw. kanoniczny wzorzec ekspresji genu c-fos, polegajacy na
jego tymczasowej aktywacji po zadziataniu bodzca, gdzie czas pottrwania transkryptu mRNA
wynosi ok. 15-30 minut, natomiast biatko utrzymuje si¢ dtuzej i mozna je wykry¢ nawet po
kilku godzinach od zadziatania bodzca (~6h), po czym wraca do poziomu podstawowego
(Hoffman i Murphy, 2000; Krukoff, 1998). Jednakze, opisano rowniez eksperyment, w ktérym
dochodzi do dlugotrwatej ekspresji c-fos po chronicznej stymulacji osmotycznej w jadrze
nadwzrokowym (SON, ang. supraoptic nucleus) (Miyata 1 in., 2001). We wspomnianej pracy
porownano ekspresj¢ cztonkdéw rodziny Fos po stymulacji zarowno bodZcem ostrym (3% NaCl,
po iniekcji dootrzewnowej, i.p.), jak i chronicznym (2% NaCl, przez 2 i 5 dni doustnie zamiast
wody). W pierwszym wariancie zauwazono istotnie zwigkszong liczbe komorek c-Fos—, FosB—
1 FRA—pozytywnych w SON po 2 godzinach od iniekcji 3% roztworem NaCl i powr6t do
poziomu podstawowego komorek c-FosIR po 4 godzinach, natomiast po 8 godzinach nadal
obserwowano podniesiong liczb¢ komodrek FosB— i FRA—pozytywnych. W przypadku
chronicznej stymulacji zauwazono podwyzszong liczb¢ komoérek c-Fos—reaktywnych przez
caly okres trwania eksperymentu (2 i1 5 dni), natomiast 2 godziny po zaprzestaniu picia 2%
roztworu NaCl 1 zamianie na zwykla wode pitng, zauwazono spadek komorek c-Fos—
pozytywnych. Przez caly czas trwania chronicznej stymulacji obserwowano réwniez
podniesiony poziom komorek FosB— i FRA—pozytywnych w SON i spadek ich liczby po
zamianie na zwykla wode po 2-8 godzinach po zakonczeniu stymulacji. Warto nadmieni¢, iz
w wymienionym doswiadczeniu wykorzystano przeciwcialo specyficzne dla biatka c-Fos,
wykrywajace epitop zlokalizowany na N-koncu, ktore nie wykazuje reakcji krzyzowej z innymi
biatkami z rodziny Fos (Miyata i in., 2001). Wynik tego eksperymentu pokazuje, ze ekspresja
genu c-fos moze r6zni¢ si¢ w zaleznosci od stymulowanej struktury i nie w kazdym przypadku

zachowuje si¢ w sposob kanoniczny, atakze chroniczna stymulacja niektoérych regionow

165



mozgu w podwzgorzu (SON) moze wywotac dtugofalowg ekspresje genu c-fos, co pokrywa si¢

z wynikiem opisanym w niniejszej rozprawie.

5.7 Rola genu c-fos w regulacji homeostazy energetycznej

W niniejszej rozprawie badano ekspresj¢ genu c-fos w jadrze tukowatym (ARC)
w odpowiedzi na glodowke. Pokazano, ze neurony ARC wykazuja silny c-Fos—pozytywny
sygnal, utrzymujacy si¢ nawet po 24h od usunigcia jedzenia. Glodowka stanowi bodziec
o charakterze chronicznym i wymaga pozbawienia pokarmu na przynajmniej kilka godzin,
zeby organizm mogl na niego odpowiednio zareagowaé. Glodowka stanowi silny,
wieloczynnikowy bodziec, powodujacy okreslone zmiany fizjologiczne, regulujace status
energetyczny poprzez aktywacje neuronéw zaangazowanych w kontrole taknienia. Aktywacja
neuronalna zachodzi w odpowiedzi na bodzce zewnetrzne (stymulacja sensoryczna wzrokowa
1 wechowa w odpowiedzi na brak pokarmu) i wewngtrzne, polegajace m.in. na zmianie
krazacych sygnatéw obwodowych regulujacych status energetyczny (spadek glukozy
w krwiobiegu, spadek st¢zenia insuliny 1 leptyny, wzrost stezenia wolnych kwasow
thuszczowych, wydzielanie greliny). Wymienione czynniki powoduja aktywacje okreslonych
populacji neuronalnych w podwzgorzu dziatajac poprzez odpowiednie receptory zlokalizowane
na neuronach AgRP/NPY i POMC, ktore z kolei indukuja kaskade reakcji w odpowiedzi na
negatywny status energetyczny, wlaczajac ekspresj¢ odpowiednich genow. Aktywno$¢
neuronalna indukuje ekspresje genow modulujacych funkcje 1 plastycznos¢ uktadu nerwowego
(Su 1 in., 2017). Glodowka wywoluje masywne zmiany w ekspresji gend6w w neuronach
AgRP/NPY i POMC. Analiza Drop-seq wykazata zmiany w setkach genéw w neuronach AgRP
(w jednym podtypie zmianie ulegato 647 gendéw) 1 42 genach w jednym lub dwodch podtypach
neuronéw POMC (Campbell i in., 2017). Glodowka zwicksza sekrecje NPY w PVN (Kalra i
in., 1991), powodujac szereg reakcji prowadzacych do wzrostu poboru pokarmu i wody
(Stanley 1 Leibowitz, 1984), utylizacji weglowodanow, obnizenia wydatku energetycznego
i ekspresji UCP1 w BAT, co przyczynia si¢ do wzrostu masy ciata. Glodéwka indukuje rowniez
zmiany plastyczne w systemie melanokortynowym (Diano i in., 2006). Promuje powstanie
nowych synaps pobudzajacych 1 wzrost transmisji synaptycznej na neuronach oreksynowych
w LH. Zmiany te ulegaja cofnig¢ciu po podaniu pokarmu lub leptyny (Horvath & Gao, 2005).
Stymulowane glodowka wydzielanie greliny silnie indukuje zmiany plastyczne w podwzgorzu
1 w hipokampie, wplywajac na synaptogeneze¢, powstanie ipropagacje¢ LTP, wzmacniajac
procesy uczenia si¢, konsolidacje pamigci oraz regulujac zalezny od hipokampa behawior

(Abizaid i in., 2006; Diano i in., 2006). Z ewolucyjnego punktu widzenia, wzrost funkcji
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poznawczych po stymulacji greling/gtodowka moze przyczyni¢ si¢ do sprawniejszego sposobu
na znalezienie pokarmu i przetrwanie. W badaniach in vitro pokazano, ze grelina aktywuje
AMPK za posrednictwem kinazy biatkowej CaMK, co wptywa na utrzymujaca si¢ godzinami
plastycznos$¢ synaptyczng (Y. Yang 1 in., 2011). Zar6wno tworzenie engramu pamigciowego,
jak 1 utrzymujaca si¢ plastyczno$¢ synaptyczna, wymagaja aktywacji IEG 1 syntezy bialek.
Glodéwka powoduje wzrost poziomu biatka c-Fos w neuronach AgRP/NPY poprzez
mechanizm zalezny od receptoréw NMDA (T. Liu i in., 2012). Wydaje si¢ zatem zasadne
stwierdzenie, ze c-Fos podczas gtodowki aktywuje programy ekspresji genow, majace na celu
synteze¢ bialek zaangazowanych w plastyczno$¢ synaptyczng. Biatko UCP2 w mozgu rowniez
wzmaga neurotransmisj¢ i przebudowe synaptyczng (Andrews i in., 2005; Horvath, Warden, i
in., 1999), a neurony c-Fos—pozytywne po manipulacjach takich jak glodowka lub ekspozycja
na zimno, otrzymuja polaczenia z zakonczen aksonow zawierajacych UCP2 (Horvath, Warden,
1 1in., 1999). Funkcja genu c-fos w kontroli metabolicznej nie zostata dokladnie okreslona,
natomiast istniejg przestanki $wiadczace o jego istotnej roli w tym aspekcie. Spadek
temperatury otoczenia indukuje ekspresj¢ genu c-fos w neuronach AgRP/NPY (Deem i in.,
2020). Te same neurony s3 unerwiane przez neurony z ekspresja UCP2, bialka
odpowiedzialnego za lokalng produkcje ciepta (Horvath, Warden, 1 in., 1999), co $wiadczy
o wptywie na procesy termoregulacyjne i zdolno$¢ adaptacyjng do zmian w temperaturze
otoczenia. Zmiany w ekspresji podwzgorzowych czasteczek miRNA po chronicznej stymulacji
hiperosmotycznej reguluja ekspresje genu c-fos (H.-J. Lee i in., 2006). Jego ekspresja spada
w czesci przysrodkowej 1 grzbietowej czesci podwzgorza w odpowiedzi na hipoglikemig, co
moze by¢ wykorzystane jako indykator niewydolno$ci autonomicznej zwigzanej
z hipoglikemia (HAAF, ang. hypoglycemia- associated autonomoic failure). Zmiany
w ekspresji genu c-fos wynikajace z neuropatii cukrzycowej, niedotlenienia czy niedokrwienia,
ukazujg jego neuroprotekcyjng funkcje (Mussa i in., 2019).

W niniejszej pracy pokazano, ze ekspresja c-fos w ARC jest $cisle zalezna od statusu
energetycznego organizmu i utrzymuje si¢ w trakcie trwania 24—godzinnej gtodowki, natomiast
spada po ponownym dostarczeniu pokarmu (analizowanym po godzinie), co jest spojne
z informacjami podanymi w literaturze (Q. Wu 1 in., 2014). Utrzymujacy si¢ sygnat c-Fos—
pozytywny podczas negatywnego statusu energetycznego, jest zlokalizowany w przysrodkowe;
czgsci ARC, gdzie usytuowane sg neurony AgRP/NPY, co wyraznie wida¢ podczas glodéwki
u transgenicznych myszy NPY-GFP, gdzie oba sygnaly w wigkszoS$ci si¢ naktadajg. Godzinne
dokarmianie zwierzat po 12-godzinnej glodowce u myszy NPY-GFP ukazuje wzorzec ekspresji

genu c-fos w warunkach fizjologicznej gtodéwki, z catym spektrum obwodowych sygnatow
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wywierajagcych wptyw na neurony ARC. Liczba komoérek c-Fos—pozytywnych w ARC ulega
obnizeniu, ale zmienia si¢ réwniez miejsce wystgpowania komorek c-FosIR. Po dokarmianiu
neurony AgRP/NPY wygaszaja odpowiedz c-Fos—zalezng, natomiast sygnat pojawia si¢
w czesci lateralnej ARC, gdzie zlokalizowane sa neurony POMC, aktywowane po detekcji
sygnatow sytosci. Aby oceni¢ kinetyke ekspresji c-fos w ARC po aktywacji neurondéw
AgRP/NPY, ale bez wplywu obwodowych sygnatow glodu na aktywnos$¢ neuronalna,
wykorzystano stymulacj¢ optogenetyczng u najedzonych myszy transgenicznych AgRP-ChR2-
EGFP, gdzie wprowadzono §wiatloczute biatko ChR2, aktywujace neurony AgRP. Wiaczenie
lasera skutkowalo natychmiastowym poborem pokarmu, poréwnywalnym do spozycia
pokarmu po glodowce. Wyniki barwienia IHC z tego do§wiadczenia pokazuja, ze ekspresja
genu c-fos jest masywnie uruchamiana po samej stymulacji neuronow AgRP, jednak bez
obwodowych sygnalow gltodu, jego wzmozona ekspresja ulega stopniowemu wyciszeniu
1 wygasa po uplywie ~6h, a wigc zachowuje si¢ w sposéb klasyczny dla IEG. Wynik tego
dos$wiadczenia $wiadczy o wplywie obwodowych sygnatéw glodu na utrzymujaca sig
aktywnos$¢ neuronalng neurondéw oreksygenicznych. Brak wyciszenia odpowiedzi c-Fos—
zaleznej moze powodowac dtugofalowe zmiany w ekspresji gendw, co prowadzi do rearanzacji
sieci neuronalnych zaangazowanych w taknienie 1 homeostaz¢ energetyczng oraz wywiera
wplyw na behawior, promujac zachowania dazace do zlokalizowania pokarmu i uzupetnienia
zasobow energetycznych. Aktywacja genu c-fos w podwzgdérzu moze zatem modulowac
ekspresje genow docelowych, ktore odpowiadajg za zmiang zachowania poprzez obnizenie
stresu zwigzanego z podejmowaniem dzialan ryzykownych, takich jak eksploracja nowych
terytoriow w celu poszukiwania pokarmu, zwigkszaja motywacj¢ (zachowania leptyno-
zalezne) 1 faworyzuja aktywacje¢ uktadu nagrody (zdobycie pokarmu). Podwzgorze jest rowniez
bezposrednio polaczone z hipokampem przez podpore (ang. subiculum) i prawdopodobnie to
potaczenie odpowiada za kodowanie kontekstu/srodowiska zagrazajacego zyciu, jakim jest
brak pokarmu. Doszuka¢ si¢ mozna informacji o zaangazowaniu genu c-fos w regulacji
taknienia i motoryki zotadka (Olson, 1993), a takze indukcji jego ekspresji w PVN rowniez
w wyniku odwodnienia (Sagar 1 in., 1987). Pokazano zmiany w ilo$ci zarowno mRNA, jak
1 biatka c-Fos oraz biatka zwigzanego z masa thuszczowa 1 otytoscig (FTO, ang. fat mass and
obesity-associated protein) w embrionalnych neuronach podwzgoérza w odpowiedzi na
obnizenie st¢zenia glukozy w hodowli. W zadanych warunkach ekspresja genu c-fos ulega
podwyzszeniu, natomiast FTO drastycznemu obnizeniu (Mussa i in., 2019). Mozna zatem
wnioskowac, ze c-Fos pelni istotng role w procesach adaptacyjnych w odpowiedzi na

niesprzyjajace warunki sSrodowiskowe zagrazajace zyciu.
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5.7.1 Ocena wplywu genu c-fos w kontroli homeostazy energetycznej u myszy Dicer cKO

Cechg charakterystyczng myszy Dicer c¢KO, opréocz rozwoju fenotypu otylosci
1 obserwowanych zmian metabolicznych badanych w przedstawianej pracy, jest wzrost funkcji
poznawczych ocenianych na podstawie szeregu testow behawioralnych przeprowadzonych
w 12 tygodniu od podania tamoksyfenu, co §wiadczy o wplywie miRNA na procesy uczenia
si¢ 1 pamigci (Konopka i in., 2010). Po indukcji mutacji u myszy Dicer cKO zauwazono zmiany
w ksztalcie kolcow dendrytycznych 1 wzrost liczby kolcow filopodialnych, $wiadczacych
o przebudowie synaptycznej oraz zmianie ekspresji genow zaangazowanych w plastyczno$¢
synaptyczng, takich jak proBDNF i BDNF, MMP9 oraz podjednostek receptorow AMPA
(GIluR1 i GluR2) (Konopka i in., 2010). Program ekspresji gendw jest kontrolowany przez IEG.
Wzmozona aktywacja ekspresji genu c-fos podczas gltodowki jest przypisana neuronom
AgRP/NPY. Fenotyp hiperfagicznej otytosci sktania do stwierdzenia, ze w badanym modelu
dochodzi do hiperaaktywacji neurondow oreksygenicznych lub/i spadku transmisji w neuronach
aktywujacych uczucie sytos$ci. W pierwszym przypadku, hiperaktywno$¢ neurondéw
AgRP/NPY moze prowadzi¢ do wzrostu ekspresji genu c-fos, tak jak to ma miejsce podczas
gltodowki w neuronach AgRP/NPY, co pokazano poprzez sztuczne wlaczenie ich aktywacji
z uzyciem narz¢dzi optogenetycznych. Analiza ekspresji genu c-fos w ARC u myszy Dicer cKO
w warunkach podstawowych, w obu fazach cyklu okotodobowego, z dostepem ad libitum do
pokarmu, tj. w sytuacji, w ktorej w warunkach fizjologicznych nie dochodzi do uruchomienia
ekspresji c-fos, ujawnita zmiany w liczbie komorek c-Fos—pozytywnych. Podwyzszony poziom
biatka zaobserwowano w fazie nieaktywnej cyklu okotodobowego w tygodniach mutacji, gdzie
dochodzi do przyrostu masy ciata, co jest spojne z wynikami z czg¢éci metabolicznej, w ktorej
pokazano, ze myszy w tym czasie konsumujg wigcej pokarmu. Co ciekawe, zwigkszona liczba
komorek c-Fos—pozytywnych jest rozsiana po ARC, co sugeruje zmiany w ekspresji genow
zachodzacych w obu populacjach neuronalnych, jednak z przewaga komoérek w bocznej czesci
ARC, czyli w miejscu ulokowania neuronéw POMC, co §wiadczy o ich aktywacji, lecz
prawdopodobnie zaniku responsywnosci w odpowiedzi na liczne krazace sygnaty sytosci, ktore
powinny wyhamowywac¢ jedzenie. W konwencjonalnym modelu mysim, gdzie usuni¢to gen
Dicerl w neuronach POMC dochodzi do rozwoju otytosci 1 zaburzen metabolicznych, ktore
prowadza do degeneracji neuronow POMC (Schneeberger i in., 2012). U myszy Dicer cKO nie
zaobserwowano zmian neurodegeneracyjnych w neuronach ARC po indukcji mutacji,
natomiast mozna je zaobserwowac po 14 tygodniu w neuronach hipokampa (Konopka i in.,

2010). Neurodegeneracja po usuni¢ciu miRNA w obu modelach ukazuje neuroprotekcyjng
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funkcje miRNA. Indukcja ekspresji genu c-fos, moze by¢ zainicjowana w sytuacjach, gdzie
dochodzi do aktywacji procesoOw wymagajacych syntezy bialek, a wigc rdwniez procesow
naprawczych. Dane literaturowe wskazujg na zaangazowanie bialek Jun i1 Fos w inicjowaniu
programu regeneracji w neuronach (Leah 1 in., 1991). Przypuszczalnie mutacja moze zachodzi¢
w niektorych podtypach neuronéw POMC, ktore jak opisano wczesniej, wykazujg ogromng
réznorodno$¢ fenotypowa. Mozna sobie wyobrazi¢, ze subpopulacja, ktéra ulega mutacji to
»typowe” neurony glutamatergiczne i w jej nastepstwie dochodzi do ostabienia ich funkcji, co
prowadzi m. in. do spadku ekspresji Pomc (Vinnikov i in., 2014), zaburzenia odczuwania
sytosci 1 hiperfagii. W takim przypadku neurony wykazujace mieszany fenotyp, moga
odgrywac bardzo istotng rolg w przywracaniu funkcji neuronow POMC, a wzmozona ekspresja
c-fos moze wskazywac na intensywne procesy przebudowy w tej nielicznej subpopulacji, by
wzmocni¢ ich transmisj¢ 1 ,,przeja¢” funkcje zaburzonych neuronow. W takim scenariuszu,
aktywacja tych neurondéw poprzez detekcje peryferyjnych sygnatow sytosci, ktore sg dostepne
w nadmiarze, powoduje ich wzmocnione przekaznictwo, ktére jest w stanie aktywowac
receptory MC3R/MC4R w systemie melanokortynowym izahamowaé¢ taknienie (efekt
obserwowany w 7. tygodniu mutacji). Teori¢ t¢ moze poprze¢ wynik zwigkszonej ekspresji

Lepr badanej w 4. tygodniu mutacji i jej zanik w 8. tygodniu (Mang i in., 2015).

5.8 Wykorzystanie techniki CRISPR/Cas9 do wyciszenia genu c-fos

Weryfikacja roli poszczegdlnych genéw w badanych procesach najczgsciej polega na
nadekspresji danego genu lub jego wyltaczeniu. Wzmozong ekspresje genu c-fos u myszy Dicer
cKO zaobserwowano w tygodniach, gdzie dochodzi do rozwoju fenotypu otytosci w fazie
nieaktywnej cyklu okotodobowego, co sugeruje, ze odgrywa on nieokreslong dotad role w tym
zjawisku. Aby t¢ role okresli¢ wykorzystano technikg CRISPR/Cas9 oraz wektory wirusowe
jako nosniki sekwencji guideRNA w celu wyciszenia badanego genu, a biatko Cas9 zostato

wprowadzone do genomu zwierzat poprzez skrzyzowanie myszy DicerCamKIeCreERT2

z linig
Cas9-EGFP. Do oceny wptywu genu c-fos w rozwoju fenotypu wykorzystano dwa warianty
eksperymentalne. W pierwszym poprzez iniekcje wektorow wirusowych niosgcych Cre-
rekombinaze kierowang przez promotor AgRP, w drugim mutacji dokonano w klasyczny
sposob, a wiec poprzez podanie tamoksyfenu. W systemie drugim indukcja mutacji powoduje
wyciecie genu Dicerl oraz ekspresje Cas9-EGFP kierowane przez promotor CamKlIla
w roznych strukturach mozgu w tym w ARC, natomiast pierwszy system jest ograniczony do

neuronéw w ARC. W obu przypadkach dochodzi do rozwoju fenotypu otytosci, jednak na

uwage zwracaja pewne roznice. W wariancie 1. zauwazono szybszy przyrost masy ciata
170



1 krotszy epizod hiperfagii, lecz spadkowi spozycia pokarmu nie towarzyszy redukcja masy
ciata. Efektem podania wektorow wirusowych wyciszajacych gen c-fos w 1. wariancie jest
tendencja w kierunku obnizenia poboru pokarmu w okresie hiperfagicznym w poréwnaniu do
kontroli, bez typowego spadku konsumpcji pokarmu po osiggni¢ciu maksymalnej wagi ciata,
co z jednej strony moze wynika¢ z podania wektorow wyciszajacych lub z podania mniejszej
ilosci wirusa niosacego rekombinaze Cre. Jednakze, po glodéwce w grupach myszy DicerCas9
wykazano poréwnywalnie niskg liczb¢ komorek c-Fos—pozytywnych, co $wiadczy
o podobnym efekcie mutacji 1 wptywie na reaktywnos$¢ neuronow AgRP po glodowce. Mozna
zatem wnioskowac¢, ze uzycie wektorow wirusowych gRNA1/2 moze wptywac na obnizenie
ekspresji genu c-fos w neuronach oreksygenicznych u myszy Dicer in vivo w okresie
hiperfagicznym, co przyczynia si¢ do obnizenia konsumpcji pokarmu. W wariancie 2. mutacja
przebiega w sposob charakterystyczny dla badanej linii, a wykorzystanie wektorow
wyciszajacych gen c-fos nie wywiera wptywu na fenotyp otytosci, co badano poprzez wplyw
podania rAAV na masg¢ ciata i pobor pokarmu. Uzyskane wyniki sktaniajg do stwierdzenia, ze
gen c-fos per se nie wpltywa na rozwoj fenotypu otytosci w badanym modelu. Istotng informacja
uzyskang w przebiegu calego eksperymentu jest zaskakujaca obserwacja, ukazujgca
zahamowanie odpowiedzi c-Fos—zaleznej po gtodéwce u myszy DicerCas9 po 10. tygodniu
mutacji. Nasuwa si¢ wiec wniosek, ze usunigcie genu Dicer! w neuronach oreksygenicznych
jest wystarczajace do zaburzenia prawidlowej odpowiedzi neuronalnej na stan negatywnego
bilansu energetycznego, ktéry w warunkach fizjologicznych powoduje wzrost ekspresji genu
c-fos. Ekspresja genu c-fos odzwierciedla procesy plastyczne w odpowiedzi na negatywny
status energetyczny, co w badanej linii moze ulega¢ zaburzeniu. Mozliwe, iz cata maszyneria
aktywujaca program ekspresji genow, w tym genu c-fos, zostaje zaburzona z powodu braku
odpowiednich czgsteczek mikroRNA modulujacych funkcjonowanie synapsy poprzez wptyw
na prawidlowe dzialanie odpowiednich receptorow, kinaz lub fosfataz odpowiedzialnych za
»przetwarzanie danych”. Wyciszenie genu c-fos upo$ledza indukowane aktywnos$cig
neuronalng otwarcie chromatyny w miejscach wigzania c-Fos, co powoduje utrate reaktywnos$ci
neurondéw (Su i in., 2017). Nalezy rozwazy¢ rOwniez scenariusz, iz do wyciszenia genu c-fos
nie dochodzi bezposrednio w wyniku mutacji, ale jest nast¢pstwem zmian w waznych
elementach inicjujagcych pobudzenie komorkowe, np. zaburzen w receptorach dla
pobudzajacego neuroprzekaznika glutaminianu. Receptory AMPA, ztozone z podjednostek
przepuszczalnych dla jonow Ca2+, odgrywaja istotng rol¢ w neuroplastycznos$ci. Przedtuzone
pobudzenie tych receptorow aktywuje Sciezke z udziatem JNK, powodujac uszkodzenie

komorek w wyniku toksycznosci pobudzeniowej (ang. excitotoxicity) (H.-N. Liu 1 in., 2002).
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U myszy Dicer cKO dochodzi do wzmozonej ekspresji podjednostek GIluR1 i GluR2
receptorow AMPA, a takze zmianie ulegaja procesy wprowadzania receptorow AMPA na
bton¢ komoérkowa oraz ich internalizacji (Konopka i in., 2010; Mang i in., 2015), co moze
stanowi¢ nadrzedng modyfikacje wnikajgca z mutacji, ktdra zaburza responsywno$¢ neuronéw
w odpowiedzi na docierajgce bodzce, co moze manifestowac si¢ m.in. w spadku ekspres;ji genu
c-fos. Mozliwy jest rOwniez inny scenariusz, w ktorym u myszy Dicer cKO, ze wzgledu na
mniejszg aktywno$¢ promotora CaMKIla w podwzgdérzu w poréwnaniu do hipokampa, nie
dochodzi do $mierci neurondw, lecz uruchamiane zostajg procesy zwigzane ze starzeniem
komoérkowym (ang. senescence), ktore polegaja na stopniowej utracie funkcjonalnosci przez
komorki z zachowang przezywalnos$ciag (McHugh i Gil, 2018). Obnizenie transkrypcji genu c-
fos moze przyczyni¢ si¢ do ucieczki przed c-Fos—zalezng apoptoza (Tulchinsky, 2000).
Usunigcie miRNA 1 rozwo6j fenotypu otylo$ci moze zaburza¢ funkcjonowanie mitochondridow,
zwiekszac procesy zapalne, prowadzi do zaburzen w sygnalizacji substancji odzywczych, ktore

sg czynnikami indukujagcymi wej$cie w procesy starzenia komorkowego (McHugh i Gil, 2018).

172



VI PODSUMOWANIE I WNIOSKI

1. Usunigcie dojrzatych czasteczek miRNA wpltywa na rozregulowanie homeostazy
energetycznej i rozwdj hiperfagicznej otytosci u myszy Dicer cKO. Zwierzeta
konsumuja pokarm w obu fazach cyklu okolodobowego i wykazuja przejsciowy,
zalezny od plci rozwo6j zaburzen metabolicznych (m.in. nietolerancje¢ glukozy w fazie
maksymalnego tycia oraz obnizony wydatek energetyczny).

2. Zaburzenia sygnalizacji leptynowej moga czg¢sSciowo przyczynia¢ si¢ do rozwoju
fenotypu otylosci u myszy Dicer cKO.

3. Glodéwka indukuje ekspresje genu c-fos, ktéra nie wygasa nawet po 24—godzinnym
poscie, za co prawdopodobnie odpowiadajg stale napltywajace sygnaty gtodu z tkanek
peryferyjnych. Wzmozona ekspresja genu c-fos moze by¢ zwigzana ze wzmocnieniem
przekaznictwa w neuronach oreksygenicznych 1 indukcji zmian plastycznych
w neuronach AgRP/NPY.

4. Aktywacja neuronow AgRP przy uzyciu stymulacji optogenetycznej u najedzonych
myszy jest wystarczajaca do indukcji poboru pokarmu i ekspresji genu c-fos, ktora ulega
wyciszeniu w sposob klasyczny dla IEG.

5. Umyszy Dicer cKO dochodzi do wzrostu ekspresji genu c-fos w ARC w okresie
hiperfagicznym, w fazie nieaktywnej cyklu okotodobowego.

6. Wyciszenie ekspresji genu c-fos w ARC z wykorzystaniem systemu CRISPR/Cas9 in
vivo nie wptywa na rozwdj fenotypu otytosci u myszy Dicer cKO, ale u myszy z mutacja
w neuronach oreksygenicznych zaobserwowano tendencje w kierunku obnizenia
poboru pokarmu.

7. Usunigcie genu Dicerl prowadzi do utraty reaktywnosci neuronéw oreksygenicznych
w odpowiedzi na negatywny status energetyczny, co manifestuje si¢ poprzez

wyciszenie ekspresji genu c-fos w jadrze tukowatym.
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