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Zespdl metaboliczny (MetS), a wraz z nim wszystkie choroby wchodzace
w skiad tego schorzenia m.in. otylos¢, zaburzona gospodarka cukrowa czy lipidowa,
wystepowanie T2DM oraz podwyzszone cis$nienie tetnicze, to powazny problem
dotykajacy milion6w oséb na catym $wiecie. Pomimo postgpu w diagnostyce, leczeniu
oraz prewencji, zaburzenia metaboliczne sg nadal gtéwng przyczyna $mierci w krajach
wysoko rozwinigtych. W dobie epidemii otylosci, badacze na calym $wiecie od lat
starajg si¢ jak najlepiej pozna¢ mechanizm powstawania, funkcjonowania 1 regulacji
tkanki thuszczowej u czlowieka. U ssakow tkanke thuszczowa mozna podzieli¢ na: biatg
(WAT) oraz brunatng (BAT). WAT odpowiedzialna jest gldwnie za magazynowanie
thuszczu, natomiast funkcjg BAT jest akumulacja energii oraz jej dystrybucja w postaci
ciepta w procesie termogenezy bezdrzeniowej. Bialkiem odpowiedzialnym za
rozpraszenie energii w mitochondriach jest biatko termogenina 1 — UCP1.

Istnieje wiele czynnikéw modulujacych aktywnos¢ termogeniczng BAT, tym
samym wplywajacych na powstawanie biatka UCPL1, np. ekspozycja na zimno czy styl
zycia. Stymulacja receptoréw B3-adrenergicznych (np. przez norepinefryne) powoduje
aktywacje cyklazy adenylanowej oraz wzrost stezenia cAMP, co zapoczatkowuje
lipolize i uwolnienie wysoce specyficznych regulatoréw ekspres;ji i funkcji biatka UCP1
w organizmie. Obecno$¢ wariantow genetycznych w obrebie genu UCP1 moze
wplywac¢ na poziom transkrypcji, translacji lub na zmienione wtasciwosci biatka i w ich
nastepstwie zmiane funkcji biatka, a w konsekwencji moze roéznicowaé podatnosé
poszczegbdlnych 0sdb na wystepowanie otylosci i MetS.

Celem niniejszej pracy bylo zbadanie zwigzku wybranych polimorfizméw
wystepujacych w genie UCP1 z ryzykiem wystapienia otylosci 1 MetS w populacji
polskiej oraz zbadanie funkcjonalnego znaczenia wybranych SNP. W tym celu
przeprowadzono genotypowanie pigciu SNP UCP1 wsrdd grupy kontrolnej oraz osob
ze zdiagnozowanym MetS. Test lucyferazowy z wykorzystaniem podwodjnych genow
reporterowcyh pozwolit na ocen¢ funkcjonalnego znaczenia wybranych SNP regionu 5’
UCP1. Sprawdzono réwniez poziom mRNA UCP1l i UCP2 w jednojadrzastych
komorkach krwi obwodowej (PBMC) w grupie osob zdrowych oraz z zaburzeniami
metabolicznymi (otytych lub z cukrzycg typu 2 (T2DM)). Dodatkowo przeprowadzono

sekwencjonowanie NGS regionu kodujacego oraz regionéw 5’ oraz 3’ genu UCP1
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wybranej liczby prob, w celu poszukiwania nowych, nicopisanych dotad w literaturze
wariantow genetycznych UCP1.

Przedstawione w niniejszej pracy wyniki wskazuja, iz obecnos¢ allelu G
w miejscu polimorficznym A-3826G genu UCP1 jest z zwigzana z mniejszym ryzykiem
wystapienia zespolu metabolicznego, dla pozostatych SNP: -1766 A/G, -112 A/C,
Ala64Thr, Met229Leu nie wykazano zwigzku z ryzykiem wystgpienia MetS
w populacji polskiej. Badania funckjonalne z wykorzystaniem linii komorkowych
ekspresjonujacych UCP1: HepG2 oraz PAZ6 wykazaly, iz norepinefryna (NE) ma
kluczowe znaczenie w mechanizmie aktywacji UCP1 w komoérkach BAT, a obecnos¢
allelu zmutowanego (G) w polimorfizmie -3826, znajdujacego si¢ w bliskiej odleglosci
wigzania czynnikow transkrypcyjnych, obniza aktywno$¢ tego biatka w warunkach
stymulujagcych komorki PAZ6 NE. W niniejszej pracy wykazano, iz PBMC nie
ekspresjonujag UCP1 na mierzalnym poziomie, natomiast poziom mRNA UCP2
w komoérkach PBMC u 0s6b z zaburzeniami metabolicznymi jest istotnie nizszy niz
u 0sob zdrowych. Sekwencjonowanie NGS pozwolito na potwierdzenie wczesniejszych
wynikow genotypowania oraz na identyfikacje 39 nowych, potencjalnie najbardziej
istotnych polimorfizméw w kontekscie MetS lub T2DM.

Podsumowujgc, wyniki niniejszej pracy wskazujg na istotne znaczenie
polimorfizméw genu UCP1 na ryzyko wystgpienia otyloSci oraz zespotu

metabolicznego.

11



SUMMARY

SUMMARY

Metabolic syndrome (MetS) refers to the co-occurrence of several known
metabolic risk factors, including obesity, impaired sugar or lipid metabolism, the
presence of type 2 diabetes mellitus (T2DM), and high blood pressure. MetS is a serious
problem which affects millions of people around the world. Despite advances that have
been made in diagnosis, treatment and prevention, MetS is still the leading cause of
death in developed countries. In the era of obesity epidemic, researchers have been
trying for years to understand the mechanism of functioning and regulation of adipose
tissue. In mammals, adipose tissue can be divided into white (WAT) and brown adipose
tissue (BAT). The main role of WAT is fat storage, while BAT accumulates energy and
dissipates it in a process called non-shivering thermogenesis. The best-characterized
marker of BAT is uncoupling protein 1 (UCP1) which plays a key role in regulating

thermogenesis, energy expenditure and oxidative stress protection.

There are many factors that modulate the thermogenic activity of BAT (e.g. cold
exposure or lifestyle), subsequently affecting UCP1 expression. Stimulation of B3-
adrenergic receptors (e.g. by norepinephrine) activates adenylate cyclase, causing an
increase in CAMP levels that initiates lipolysis and the release of regulators of UCP1
expression. It is postulated that the UCP1 gene polymorphisms might be associated with
altered transcription, translation and function of the UCP1 protein, leading to

disturbances in fat metabolism, followed by increased risk of obesity and MetS.

The aim of this study was to investigate whether there is correlation between
selected UCP1 polymorphisms with the risk of obesity and MetS in the Polish
population. Moreover, the functional significance of selected SNPs in terms of promoter
activity was verified. A luciferase assay facilitated assessment of the functional
significance of selected SNPs in the 5' UCP1 region. Levels of UCP1 and UCP2 mRNA
were also analysed in peripheral blood mononuclear cells (PBMC) from a group of
healthy donors, as well as those with metabolic disorders (obesity or T2DM). In
addition, NGS sequencing of the coding region and the 5' and 3' regions of the UCP1

gene was performed to search for new, previously unknown genetic variants of UCPL.

The results presented in this study indicate that presence of the G allele at
position A-3826G of the UCPL1 gene is associated with a lower risk of MetS. The

12
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remaining SNPs: A-1766G, A-112/C, Ala64Thr, and Met229Leu have not been
associated with a risk of developing MetS nor obesity in the Polish population.
Functional studies using UCP1 expressing cell lines: HepG2 and PAZ6, have shown
that norepinephrine (NE) plays a key role in the mechanism of UCPL1 activation in BAT.
Presence of a mutant allele (G) in the -3826 polymorphism, located in close proximity
to transcription factor binding sites, reduces the activity of UCP1 (PAZ6 cell line
stimulated with NE). In this study, it was shown that PBMC do not express UCP1
at a measurable level, while the level of UCP2 mRNA in PBMC in the group of people
with metabolic disorders is significantly lower than in the healthy control group. NGS
sequencing confirmed earlier genotyped SNPs and allowed for identification of 39 new,
possibly significant polymorphisms in term of susceptibility to MetS or T2DM.

Summarizing, the results of this study indicate a significant importance of the
UCP1 gene polymorphisms in the risk of obesity and metabolic syndrome.

13
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9-cis RA (ang. 9-cis retinoic acid) - kwas 9-cis retinowy

A (ang. adenine) - adenina

Ala (ang. alanine) - alanina

ATF2 (ang. activating transcription factor 2) - aktywujacy czynnik transkrypcyjny 2

ATP (ang. adenosine triphosphate) - adenozynotrifosforan

BAT (ang. brown adipose tissue) - brazowa tkanka tluszczowa

BMI (ang. body mass index) - wskaznik masy ciata

C (ang. cytosine) - cytozyna

C/EBP (ang. CCAAT/enhancer binding proteins) - biatka wigzace si¢ z sekwencjag CCAAT
cAMP (ang. 3',5'-cyclic adenosine monophosphate) - cykliczny adenozyno-3',5'-monofosforan
C195 (ang. confidence interval) - przedziat ufnosci 95%

CRE (ang. cCAMP response element) - element odpowiedzi na CAMP

CREB (ang. CRE-binding protein) - biatko faczace si¢ do CRE

Ct (ang. threshold cycle) - cykl progowy

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

dbSNP (ang. Single Nucleotide Polymorphism Database) - baza danych polimorfizmu
pojedynczego nukleotydu

DMEM/F12 (ang. Dulbecco's Modified Eagle Medium/Nutrient Mixture F-12) - medium
hodowlane

DMSO (ang. dimethyl sulfoxide) - dimetylosulfotlenek
DNA (ang. deoxyribonucleic acid) - kwas deoksyrybonukleinowy
dNTP (ang. deoxynucleotide) - deoksyrybonukleotydy
EDTA (ang. ethylenediaminetetraacetic acid) - kwas wersenowy
FCS (ang. fetal calf serum) - ptodowa surowica cieleca
FDG (ang. fluorodeoxyglucose) - fluorodeoksyglukoza

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

EMEM (ang. Eagle's Minimum Essential Medium) - minimalne, podstawowe medium
hodowlane Eagle

G (ang. guanine) - guanina

GAPDH (ang. glyceraldehyde 3-phosphate dehydrogenase) - gen kodujacy dehydrogenazg
aldehydu 3-fosfoglicerynowego

14
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Glutl (ang. glucose transporter 1) - transporter glukozy 1
Glut4 (ang. glucose transporter 4) - transporter glukozy 4
HepG2 (ang. hepatocellular carcinoma) - linia komorkowa ludzkiego nowotworu watroby

HOMA (ang. homeostasis model assessment) - wskaznik insulinoopornosci, stosunek
stezenia glukozy i insuliny we krwi na czczo

HPRT (ang. hypoxanthine-guanine phosphoribosyltransferase) - gen kodujacy
fosforybozylotransferazg hipoksantynowa

hRIuc - gen lucyferazy pochodzacy z Renilla reniformis

HWE (ang. Hardy —Weinberg equlibrium) - prawo Hardy’ego Weinberga
IBMX (ang. 3-isobutyl-1-methylxanthine) - 3-izobutylo-1-metyloksantyna
ICC (ang. immunocytochemistry) - immunocytochemia

IDF - AHA/NHLBI (ang. International Diabetes Federation - American Heart Association/
National Heart, Lung and Blood Institute) — Miedzynarodowa Federacja Diabetologiczna
- Amerykanskie Towarzystwo Kardiologiczne/ Amerykanski Narodowy Instytut Serca, Ptuc
i Krwi

IF (ang. immunofluorescence) - immunofluorescencja

ITD - Instytut Immunologii i Terapii Do$§wiadczalnej

IL-6 (ang. interleukin 6) - interleukina 6

indel (ang. insertion, deletion) - insercja delecja

IRS (and. insulin response sequence) - element odpowiedzi insuliny

LCFA (ang. long-chain fatty acids) - dlugotancuchowe wolne kwasy tluszczowe
LD (ang. linkage disequilibrium) - nierownowaga sprzezen

Leu (ang. leucine) - leucyna

luc™ - gen lucyferazy pochodzacej z Photinus pyralis

m.in. - miedzy innymi

MCP -1 (ang. monocyte chemoattractant protein 1) - biatko chemotaksji monocytow 1
Met (ang. methionine) - metionina

MetS (ang. metabolic syndrome) - syndrome metaboliczny

MRNA ( ang. messenger RNA) - matrycowy RNA

NaOH (ang. sodium hydroxide) - wodorotlenek sodu

NGS (ang. next generation sequencing) - sekwencjonowanie nowej generacji

np. - na przyktad

15
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OR (ang. odds ratio) - iloraz szans
ori (ang. origin of replikation) - miejsce inicjacji replikacji

p38 MAPK (ang. p38 mitogen-activated protein kinases) - kinaza biatkowa aktywowana
mitogenami p38

PAN - Polska Akademia Nauk

PBS (ang. phosphate buffered saline) - buforowany roztwor soli fizjologicznej
PCho - pracownia chemii ogdlnej

PCR (ang. polymerase chain reaction) - fancuchowa reakcja polimerazy

PET/CT (ang. positron emission tomography/computed tomography) - pozytonowa tomografia
emisyjna z tomografig komputerowa

PGC-1a (ang. coactivator 1 alpha) - koaktywator 1o PPAR
PBMC (ang. peripheral mononuclear blood cell) - jednojadrzaste komorki krwi obwodowej

PPAR (ang. peroxisome proliferator-activated receptor) - receptory aktywowane przez
proliferatory peroksysomow

PPRE (ang. PPAR response element) - element odpowiedzi PPAR

PRDM16 (ang. PR domain containing protein 16) - domena PR zawierajaca biatko 16
pz - para zasad

r. - rok

RA (ang. retinoic acid) - kwas retinowy

RAR (ang. retinoic acid receptor) - receptor kwasu retinowego

RARE (ang. retinoic acid response element) - elementu odpowiedzi kwasu retinowego

RFLP (ang. restriction fragment length polymorphism) - polimorfizm dtugosci fragmentow
restrykcyjnych

RLU (ang. relative luminescence unit) - wzgledna jednostka luminescencji
RNA (ang. ribonucleic acid) - kwas rybonukleinowy

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

rpm (ang. revolutions per minute) - obroty na minutg

RT (ang. reverse transcription) - odwrotna transkrypcja

RXR (ang. retinoid X receptor) - receptor retinoidowy X

SD (ang. standard deviation) - odchylenie standardowe

SLR (ang. red blood lysis solution) - bufor lizujacy czerwone krwinki

SNP (ang. single nucleotide polymorphism) - polimorfizm pojedynczego genu

SV40 (ang. simian virus 40) - malpi wirus 40
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T (ang. tymine) — tymina

T2DM (ang. type 2 diabetes mellitus) - cukrzyca typu 2

T3 (ang. triiodothyronine) - trojjodotyronina

T4 (ang. thyroxine) - tyroksyna

TBE - (ang. Tris/borate/EDTA) - bufor boranowy do elektroforezy (Tris-boran-EDTA)
TG (ang. triglyceride, triacylglycerol) - tréjglicerydy, triacyloglicerole
Thr (ang. threonine) - treonina

TNF-a (ang. tumor necrosis factor alpha) - czynnik martwicy nowotworu
TR (ang. thyroid receptor) - receptor jadrowy hormonu tarczycy

Tris (ang. tris (hydroxymethyl) aminomethane) - zasada Tris (hydroksymetylo) aminometan
TRE (ang. thyroid response element) - element odpowiedzi TR

UCP1 (ang. uncoupling protein 1) - termogenina 1

UCP2 (ang. uncoupling protein 2) - termogenina 2

UCPs (ang. uncoupling proteins) — biatka rozprzegajace

UTR (ang. untranslated region) - rejon mRNA niepodlegajacy translancji
vs. (fac. versus) - w stosunku do

WBC (ang. white blood cells) - biate krwinki krwi

wg - wedhug

WHO (ang. World Health Organisation) - Swiatowa Organizacja Zdrowia
WHR (ang. waist to hip ratio) - stosunek obwodu talii do bioder

Wsp. - wspolpracownicy

WW. - wyzej wymieniony

zicl (ang. zic family member 1) - biatko z rodziny palca cynkowego 1
Zfp516 (ang. zinc finger protein 516) - biatko palca cynkowego 516

ZM - zespo6t metaboliczny

B2M (ang. £ microglubulin) - B2 mikroglobulina

B3AR (ang. Bs adrenergic receptor) - receptor 3 adrenergiczny
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.  WSTEP
1.1 Zespol metaboliczny

Terminem zespotu metabolicznego (ZM, ang. metabolic syndrome — MetS)
definiuje si¢ wspolwystepowanie powigzanych ze sobg zaburzen pochodzenia
metabolicznego, sprzyjajacych rozwojowi chordb sercowo-naczyniowych o podtozu
miazdzycowym (udaru moézgu, choroby wiencowej i zawalu serca) oraz cukrzycy
typu 2 12. Do grupy tych zaburzen zalicza si¢ m.in.: podwyzszone stezenie glukozy we
krwi, nadcisnienie tetnicze, zaburzenia lipidowe, otylo$¢, insulinoopornos¢. Pomimo
postepu w diagnostyce, leczeniu oraz prewencji, choroby sercowo-naczyniowe nadal sg
gldwng przyczyng $mierci w krajach wysoko rozwinigtych, a czgsto$¢ wystgpowania tej

jednostki chorobowej z roku na rok roénie na calym $wiecie °.

1.1.1 Definicja i kryteria diagnostyczne

Na przestrzeni lat definicja zespolu metabolicznego ulegata wielu zmianom,
poczawszy od samej nazwy, konczac na kryteriach diagnostycznych. Pierwszg probe
zdefiniowania zespotu metabolicznego, podjat w 1988 r. amerykanski endokrynolog
Gerald M. Reaven. W swojej pracy zwraca uwage na zwigzek wystgpowania
insulinoopornosci (ang. insulin resistance, IR) oraz hiperinsulinemii z podwyzszonym
ryzykiem rozwoju choréb sercowo-naczyniowych u pacjentow z zaburzeniami
tolerancji glukozy oraz cukrzyca typu 2 (ang. type 2 diabetes mellitus, T2DM). W ten
sposob sformutowat hipoteze, iz IR jest powszechnym czynnikiem etiologicznym dla
grupy choroéb, nazwanej przez autora pracy zespotem X, ktora sklada sie
Z: hiperinsulinemii, wysokiego poziomu lipoprotein o bardzo matej gestosci (ang. very
low density lipoprotein, VLDL), trojglicerydow (ang. trigclicerides, TG), niskiego
poziomu lipoprotein o duzej gestosci (ang. high density lipoprotein, HDL) oraz
nadci$nienia tetniczego. W roku 1989 Norman Kaplan dodal do grupy zaburzen
opisanych przez Reaven’a bardzo wazny czynnik — otylo§¢ brzuszna. Grupe¢ tych
zaburzen nazwat ,S$miertelnym kwartetem”, do ktéorych =zaliczyl dodatkowo
nadci$nienie tetnicze, podwyzszone stezenie TG we krwi oraz zaburzong tolerancje
glukozy *. Kolejne lata badan dostarczyly nowych prac dotyczacych zwigzku IR
Z rozwojem zaburzen zespolu. Od tej pory nazwa ,zespot X zostala zastgpiona
terminem ,,zespotu opornoéci na insuling” >6. Dopiero w 1998 r. Swiatowa Organizacja

Zdrowia (ang. World Health Organisation, WHO) przyjeta obowigzujaca do tej pory
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nazw¢ — zespOl metaboliczny oraz zaproponowata kryteria diagnostyczne dla tej
choroby ‘. Wieloprzyczynowy i skomplikowany do ustalenia mechanizm powstawania
MetS spowodowal pewna trudno$¢ w sformulowaniu ujednoliconej definicji oraz
kryteridow rozpoznawania zespohu metabolicznego. W pierwszej dekadzie XXI powstalo
az 6 rozniacych si¢ miedzy soba kryteriow diagnostycznych 8. Aktualnie obowiazuje
i funkcjonuje ujednolicona definicja zespolu metabolicznego zatwierdzona przez
Migdzynarodowa Federacje Diabetologiczng (ang. International Diabetes Federation,
IDF) z 2005 r.° zuwzglednieniem poprawek Amerykanskiego Towarzystwa
Kardiologicznego (ang. American Heart Association, AHA) i Amerykanskiego
Narodowego Instytutu Serca, Ptuc i Krwi (ang. National Heart, Lung and Blood Institute,
NHLBI) z 2009 r. 1. Stwierdzenie trzech z pigciu ponizej zaprezentowanych zaburzen

stanowi podstawe diagnozy w kierunku MetS:

e otylos¢ brzuszna (dla Europejczykéw: obwdd talii u mezczyzn > 94 cm,
natomiast u kobiet > 80 cm);

e podwyzszony poziom trojglicerydow > 150 mg/dl (1,7 mmol/L) lub leczenie
Z powodu zaburzenia metabolizmu tréjglicerydows;

e obnizony poziom HDL cholesterol HDL < 40 mg/dl (1,0 mmol/L)
u mezczyzn lub < 50 mg/dl (1,3 mmol/L) u kobiet lub leczenie z powodu
zaburzenia metabolizmu HDL;

e ciSnienie tetnicze skurczowe > 130 lub rozkurczowe > 85 mm Hg lub

leczenie nadci$nienia tetniczego;

e glikemia na czczo > 100 mg/dl lub leczenie cukrzycy typu 2.

1.1.2 Epidemiologia

Badania wskazuja, ze czgsto$¢ wystepowania zespotu metabolicznego jest
wysoka i stale rosnie, niezaleznie od kryteriow diagnostycznych przyjetych w réznych
definicjach tej jednostki chorobowej. Szacuje si¢, ze na $wiecie problem ten moze
dotyczy¢ $rednio okoto 34% mieszkancoéw Standw Zjednoczonych, 22% populacji Chin
oraz od 15% do 34% populacji europejskiej 2. Uwzgledniajac kryteria IDF, w Polsce
zespot metaboliczny rozpoznano u 20% osob, co oznacza, ze Wystgpuje on u blisko 5,8
milionéw  dorostych Polakéw '*.  Wyniki jednego z najwiekszych badan
epidemiologicznych NATPOL 2011 (Nadcisnienie Tetnicze oraz inne czynniki ryzyka

chorob serca i naczyn w Polsce) przeprowadzonego w Polsce, pozwolity na wykonanie
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analiz oceniajacych trendy zmian w rozpowszechnianiu i kontroli czynnikéw ryzyka
zwigzanych z MetS oraz pozwolily na stworzenie prognozy dotyczacej otylosci,
nadci$nienia tetniczego i dyslipidemii **. Badacze alarmuja, ze do 2035 r. wystepowanie
cukrzycy wzrosnie z 6% do 12%, nadci$nienia tgtniczego z 32% do ponad 50%,
a otytosci z 22% do 33% . Warto nadmieni¢, ze czynnikiem zwiekszajacym czestoéé
wystgpowania MetS jest wiek oraz pte¢. Badanie MORGAN (ang. MONICA Risk,
Genetics, Archiving and Monograph) obejmujace prawie 70 000 oséb w wieku 19-78
lat z 10 krajow Unii Europejskiej wykazato, ze MetS wystepuje czesciej w grupie 0sob
starszych. Uwzgledniajac kryteria diagnostyczne IDF zaobserwowano pigciokrotny
wzrost czesto$ci wystepowania MetS u kobiet w przedziale wiekowym 60 - 78 lat
w porownaniu do kobiet pomiedzy 19 a 39 rokiem zycia. U m¢zczyzn, w analogicznych
przedziatach ~ wiekowych,  wzrost  wystgpowania  MetS byl  dwukrotny
(5,3% vs 10,5%) °.

1.1.3 Przyczyny powstawania

Patogeneza zespotlu metabolicznego jest zlozona - obejmuje zaburzenia
gospodarki zaréwno lipidowe;j jak 1 weglowodanowej, jednak do tej pory mechanizm
powstawania tych zaburzen nie zostat w pelni poznany. Sposréd wielu proponowanych
czynnikow etiologicznych lezgcych u podstaw MetS, otylos¢ brzuszna oraz
insulinooporno$¢ uznawane sa za kluczowe 6. Otylos¢ brzuszna, zwana trzewna badz
wisceralng, to nadmierne odkladanie si¢ tkanki thuszczowej w obrgbie jamy brzusznej
17 Wedlug WHO liczba osob otylych od 1975 roku potroita si¢. Szacuje sie, ze w 2016
roku ponad 650 milionéw ludzi (13%) byto otylych 8. Te niepokojace dane utwierdzaja
naukowcow oraz lekarzy z calego $wiata w przekonaniu, iz otylo$¢ stata si¢ epidemia
XXI wieku *°. Otylos¢ wpltywa na zaburzony metabolizm thiszczow, zmienia
homeostaze energetyczng organizmu %) przyczynia sie do rozwoju kolejnych
dysfunkcji MetS, takich jak: hiperglikemia, dyslipidemia, nadciénienie tetnicze 2°.
Zwigkszenie masy tkanki thuszczowej trzewnej powoduje réwniez nasilong lipolizg,
a takze oporno$¢ komorek tkanki thuszczowej na dziatanie insuliny 2°.

Insulinooporno$¢ (IR) w przebiegu otylosci postrzegana jest jako
najwczesniejszy etap zespolu metabolicznego i w konsekwencji T2DM. U o0sob
zdrowych prawidlowy poziom glukozy we krwi zachowany jest dzigki prawidlowemu
wydzielaniu insuliny przez komorki f wysp trzustkowych oraz dzigki odpowiednie;]

wrazliwosci tkanek obwodowych na jej dzialanie %°. Insulinooporno$é jest to obnizona
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wrazliwo$¢ narzadéw i tkanek, takich jak watroba, serce, migsnie szkieletowe oraz
tkanka tluszczowa na fizjologiczne stezenie insuliny we krwi. W wyniku IR dochodzi
do zaburzenia metabolizmu weglowodanow (zmniejszenie wychwytu i zuzycia glukozy
w procesie oksydacji oraz zaburzenia w magazynowania glukozy w postaci glikogenu),
biatek i thuszczoéw (nasilona aktywno$¢ lipolityczna, hamowana lipogeneza) 2.

Zasadniczym czynnikiem w procesie powstawania, rozwoju oraz przebiegu
MetS, taczacym otylos¢ z IR, jest tagodny, przewlekly stan zapalny spowodowany m.in.
stresem oksydacyjnym 7. Stres oksydacyjny definiowany jest jako stan zaburzonej
rownowagi miedzy dzialaniem reaktywnych form tlenu a przeciwutleniaczami
(antyoksydantami) w komorkach itkankach. Dochodzi woéwczas do nadprodukcji
reaktywnych form tlenu (ang. reactive oxygen species, ROS) ?2. ROS generowane s3
glownie w mitochondriach jako produkty posrednie *tancucha oddechowego
I w warunkach homeostazy pehig istotng role w wielu procesach komérkowych, takich
jak: wzrost komorki, proliferacja, apoptoza, roznicowanie, fosforylacja biatek, regulacja
ekspresji genow 2. W przypadku zaburzonej gospodarki weglowodanowo - lipidowej
(niezaleznie czy wskutek wystepowania otylosci, IR, czy obu dysfunkcji) dochodzi do
gromadzenia nadmiaru substratow energetycznych naptywajacych do komorek tkanki
thuszczowej w postaci wolnych kwasow thuszczowych (ang. free fatty acids, FFA)
i glukozy. Powoduje to powstawanie zwiekszonej iloSci fosforanu dinukleotydu
nikotynoamidoadeninowego - NADPH, w konsekwencji czego wzrasta biosynteza ROS
w mitochondriach 2. Wysoki poziom ROS jest kompensowany przez enzymy
przeciwutleniajace (katalaza, dysmutaza ponadtlenkowa, peroksydaza glutationowa) 2°.
Dane literaturowe sugeruja, ze wzrost aktywnos$ci enzymoéw odpowiedzialnych za
produkcje ROS oraz obnizona aktywno$¢ enzymow antyoksydacyjnych prowadza do
stresu oksydacyjnego w komorkach tkanki thuszczowej u 0séb otytych 28, co prowadzi
do uszkodzenia bialek, lipidow, fosfolipidow blon komorkowych i DNA, przyczyniajac
si¢ do dysfunkcji i destrukcji tych komoérek. Ponadto, podwyzszony poziom ROS
w tkance tluszczowej hamuje sekrecje i ekspresje mRNA adiponektyny, zwigkszajac
ekspresjc mRNA cytokin prozapalnych produkowanych przez tkanke thiszczows
(adipocytokin) takich jak: interleukina 6 (ang. interleukin 6, 1L-6), biatko chemotaksji
monocytow 1 (ang. monocyte chemoattractant protein 1, MCP-1), czynnik martwicy
nowotworu (ang. tumor necrosis factor alpha, TNFa). Podsumowujac, stres
oksydacyjny zaburza regulacje¢ ekspresji adipocytokin powodujac stan zapalny tkanki
(Ryc. 1) .
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Ryc. 1 Czynniki wplywajace na zwigkszony poziom reaktywnych form tlenu (ROS) w komorkach tkanki
thuszczowej oraz skutki stresu oksydacyjnego. Rycina powstata przy uzyciu BioRender.com.

Inng przyczyng powstania stanu zapalnego w otylosci jest infiltracja
makrofagow do tkanki tluszczowej. Naukowcy zaobserwowali, ze obecnosé
makrofagdw u 0sob z nadwagg lub u 0s6b otytych jest wigksza niz u 0séb o prawidlowe;j
masie ciata 2%, Makrofagi wptywaja na ekspresje cytokin prozapalnych w komérkach
tkanki tluszczowej. W konsekwencji zwigksza si¢ poziom cytokin w srodowisku tkanki
thuszczowej, zaostrzajac tym samym proces zapalny 8

Pozostatymi czynnikami predestynujagcymi do wystepowania zespotu
metabolicznego sa predyspozycje genetyczne (obecno$¢ polimorfizméw lub mutacji
okreslonych gendéw zwigzanych z rozwojem otytosci, IR i zaburzen gospodarki
energetycznej) oraz uwarunkowania S$rodowiskowe (wysokokaloryczna, dieta
aterogenna, czyli bogata w tluszcze nasycone oraz cholesterol, niski poziom aktywnosci

fizycznej, stres, palenie tytoniu) 192024,

1.2 Tkanka tluszczowa (WAT i BAT)

W dobie epidemii otylosci, badacze na calym $wiecie od lat starajg si¢ jak

najlepiej pozna¢ mechanizm powstawania, funkcjonowania i regulacji tkanki
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thuszczowej (ang. adipose tissue, AT) u czlowieka. Ta niesamowicie plastyczna 27,
rozproszona w postaci depozytow tluszczowych tkanka, ktora gldwnie kojarzona jest
jako miejsce magazynowania i przeksztalcania energii dostarczanej z pozywienia,

28 29

obecnie uznawana jest jako organ tluszczowy , pemigcy funkcje endokrynna,

detoksykacyijna %° oraz immunomodulujaca 3.

1.2.1 Budowa

Jeszcze do niedawna rozrézniano u czlowicka dwa rodzaje tkanki thuszczowe;j:
bialg (ang. white adipose tissue, WAT) oraz brgzowa, zwang inaczej brunatng
(ang. brown adipose tissue, BAT) *2. Oba typy tkanki thuszczowej r6znig si¢ zasadniczo
funkcja, morfologia iumiejscowieniem w organizmie. W ostatnich latach
wyodrebniono ré6zowa tkanke tluszczowg pojawiajacg sie¢ u kobiet w czasie cigzy
i okresie laktacji >’. Pomimo rézniej funkcji fizjologicznej kazdej z trzech rodzajow AT,
wszystkie cechuja si¢ zdolnoscig endokrynna, r6znigC si¢ proporcjami i rodzajem
wydzielanych hormonow. Ciekawym zjawiskiem jest odwracalny proces roznicowania
si¢ pod wplywem odpowiednich bodzcow WAT w kierunku BAT, zwany
transdyferencjacjg. Komorki biatej tkanki thuszczowej z funkcja bragzowych komorek
thuszczowych okresla sie mianem bezowych (ang. beige) 3. Nalezy pamietaé, iz duza
specjalizacja fizjologiczna tkanki thuszczowej oraz jej plastycznos¢ zalezy gtownie od
lokalizacji anatomicznej .

Tkanka thuszczowa jest tkanka laczng sktadajaca sie z wyspecjalizowanych
komorek parenchymalnych (migzszowych) zwanych adipocytami, rozproszonych
W obrebie cienkiej sieci widkien kolagenowych tworzacych macierz pozakomérkowa
(ang. extracellular matrix, ECM). Poza adipocytami, w tkance tluszczowej wystepuja
rowniez: multipotencjalne komoérki macierzyste, preadipocyty, fibroblasty, makrofagi
oraz komorki $rodblonka naczyn wlosowatych 3%, Komérki te tworzg frakcje zrebowo
— naczyniows, a ich gldéwna funkcja jest wspieranie i ochrona tkanki thuszczowe;j °.

Cechy ewolucyjne i rozwojowe BAT 1 WAT sugeruja, iz sa to odrgbne tkanki,
pochodzace z roéznych linii komorek progenitorowych. Wigkszo$¢ brazowych
adipocytow ma wspodlne pochodzenie z komorkami tkanki mig$niowej 1 powstaja
z prekursorowych, mezenchymalnych komoérek macierzystych podczas rozwoju
embrionalnego. O pochodzeniu miogennym BAT $wiadczy ekspresja czynnika

transkrypcyjnego Myf5 (ang. miogenic factor 5, Myf5) 3. Mechanizm adipogenezy
obejmuje cala kaskade aktywacji i represji roznych czynnikéw transkrypcyjnych
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(koaktywatorow, korepresorow, czasteczek regulatorowych), wplywajacych na

powstawanie tkanki tluszczowej %,

Glownymi czynnikami transkrypcyjnymi
regulujacymi funkcje oraz powstawanie BAT z preadipocytow sa: receptory vy
aktywowane przez proliferatory peroksysomoéw (ang. peroxisome proliferator-activated
receptor y, PPARY), biatka wigzace si¢ z sekwencja CCAAT - C/EBPa, C/EBPJ,
C/EBPo (ang. CCAAT/enhancer binding proteins, C/EBP), koaktywator 1o PPARy
(ang. coactivator 1 alpha, PGC-1a) oraz domen¢ homologiczng PR zawierajaca
biatko 16 (ang. PR domain containing protein 16, PRDM16) *.

Morfologia BAT 1 WAT ro6zni si¢ miedzy sobg gtéwnie ze wzgledu na petione
funkcje fizjologiczne, a zawarto§¢ zalezna jest od czynnikdw genetycznych,
metabolicznych i srodowiskowych *°. W Tabela 1 przedstawiono gléwne roznice
wystepujace miedzy adipocytami biatej i brazowej tkanki tluszczowej. Biate adipocyty
sg to duze, sferyczne komorki o $rednicy 20 - 200 pum *°, zawierajace przewaznie
pojedynczg krople tluszczu, ktora zajmuje nawet 90% objetosci catej komorki. Jadro
komorkowe ulozone jest peryferycznie, acytoplazma tworzy cienkg warstwe,
zawierajacg stabo rozwinigte, zepchnigte na obrzeza komorki, organelle komoérkowe,
w tym niewielka liczbe mitochondriow *!. Brazowe adipocyty zawdzigczaja swoja
nazwe barwie, jakg mozna zaobserwowac pod mikroskopem, wynikajacej z duzej liczby
mitochondriéw oraz z bogatego unaczynienia i unerwienia tkanki 3°. Dodatkowo,
W przeciwienstwie do WAT, mitochondria sg dobrze wyksztalcone - posiadaja duze,
liczne grzebienie i wypelniajg wiekszo$¢ cytoplazmy. Posiadaja cytochromy tancucha
oddechowego, zawierajace atom zelaza w kofaktorze hemowym #?. Komérki te sa duzo
mniejsze od komérek WAT, ich wielko$é waha sie miedzy 15 a 60 um “°. Posiadaja
liczne wakuole, zawierajgce tluszcze w postaci triacylogliceroli, a jadro komoérkowe

umiejscowione jest centralnie w komérce 3°.
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Tabela 1 Charakterystyka komérek thuszczowych biatej i brazowej tkanki thuszczowej *°.

WAT

BAT

funkcja

morfologia komorki

bialko markerowe

komorki
progenitorowe

wplyw na
wystepowanie MetS

wplyw wieku
czlowieka na rozwoj
tkanki

gromadzenie energii

pojedyncze krople lipidowe
mata ilos¢ mitochondriow
tkanka ubogo naczyniona

leptyna

komorki bez ekspresji Myf5
(Myf5/)
duza liczba zwigzana ze
zwiekszonym ryzykiem
otylosci

ilo$¢ ro$nie wraz z wiekiem

50puM

produkcja ciepta
(funkcja termogeniczna)
wiele matych wakuoli
duza ilo§¢ mitochondriow
tkanka bogato unaczyniona

termogenina 1 (UCP1)

komorki z ekspresjg Myf5
(Myf5/)
duza liczba zwigzana ze
zmniejszonym ryzykiem
otylosci

ilo$¢ maleje wraz z wiekiem

Ryc. 2 Skrawki histologiczne pokazujace r6zng morfologie adipocytow WAT (A) i BAT (B) *.

1.2.2 Funkcja

Triacyloglicerole,

zwane rowniez trojglicerydami (ang.

triacyloglicerol,

trigliceride, TG), sa to proste organiczne zwigzki lipidowe, sktadajace si¢ z trzech
dhlugotancuchowych kwasow tluszczowych (ang. long chain fatty acids, LCFA)

. Wiekszoé¢ energii

potaczonych wigzaniem estrowym z czasteczka glicerolu
w postaci TG dostarczana jest ze spozywanego pokarmu. W adipocytach tkanki

thuszczowej dochodzi do dwoch gldownych procesdéw metabolicznych: lipogenezy -
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akumulacji TG oraz lipolizy - hydrolizy TG do kwasow tluszczowych i glicerolu .
W przypadku nadmiernej podazy energii do organizmu i/lub zmniejszenia wydatku
energetycznego, nadwyzka TG magazynowana jest w WAT. Z drugiej strony, gdy
spozycie energii jest niewystarczajace i/lub zwickszony jest wydatek energetyczny,
dochodzi do lipolizy magazynowanych TG w WAT i do uwolnienia kwasow
thuszczowych i glicerolu do krwioobiegu. W ten sposob wolne kwasy tluszczowe staja
sie dostepnym zrédlem energii dla innych tkanek “°. Kolejng bardzo wazng funkcja
biatej tkanki tluszczowej jest utrzymanie w statej lokalizacji 1 ochrona organow
wewnetrznych. Depozyty WAT wypelniajace przestrzenie miedzy narzgdami
I organami wewngtrznymi nazywane sg tluszczem wisceralnym. Dodatkowo komorki
WAT zlokalizowane podskérnie maja wlasciwoscit izolacyjne 1 ulatwiajg
termoregulacje 4.

Funkcjg brgzowej tkanki thuszczowej jest metabolizowanie TG do produkcji
ciepta w procesie zwanym termogenezg bezdrzeniowa (ang. non-shivering
thermogenesis, NST). NST jest jednym ze sposobow regulacji temperatury ciala
U zwierzat statocieplnych “®. Oprocz termogenezy bezdrzeniowej istnieja inne
mechanizmy termoregulacji (termogeneza adaptacyjna), jednak wynikajag one
z aktywnos$ci mie$ni (termogeneza drzeniowa) *° lub ze zwickszonego zuzycia energii
potrzebnej do strawienia pokarméw (termogeneza popositkowa) #°. Charakterystyczna
cechg adipocytow BAT jest wystgpowanie biatka termogeniny 1 (ang. uncoupling
protein 1, UCP1) w wewnetrznej blonie mitochondrialnej. UCP1 jest Kluczowym
biatkiem biorgcym udziat w NST, ktérego zadaniem jest rozpraszanie energii w formie

ciepta >°.

1.2.3 Regulacja aktywnosci BAT

Dla lepszego zrozumienia funkcji bragzowej tkanki tluszczowej, nalezy poznaé
mechanizmy regulujace aktywno$¢ BAT oraz czynniki wplywajace na aktywnosc¢
brazowych adipocytow. Na powierzchni dojrzatych brunatnych komoérek ttuszczowych
mozna wyrdzni¢ wszystkie rodzaje receptoréw adrenergicznych a i  oraz ich podtypy
(izoformy), jednak to stymulacja receptorow [-adrenergicznych jest najbardziej
znaczacym 1 najlepiej zbadanym szlakiem stymulacji termogenezy. Receptor
B3 adrenergiczny (ang. f3 adrenergic receptor, B3AR) jest dominujacag izoforma na
powierzchni mysich adipocytow BAT 1 odpowiada za aktywacj¢ calej kaskady
sygnatowej skutkujacej zwigkszong ekspresja UCP1. Ostatnie badania wskazuja, ze
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u ludzi za aktywacje procesu NST oraz regulacje ekspresji UCP1 oprocz P3AR °! moze
odpowiada¢ réowniez izoforma Pi receptora adrenergicznego (B1AR) 24 Do
naturalnych agonistow receptoréw [-adrenergicznych (ang. S adrenergic receptor,
BAR) nalezy norepinefryna, inaczej zwana noradrenaling (ang. norepinephrine,
noradrenaline, NE) — najlepiej zbadana inajwazniejsza czasteczka efektorowa
w kontekscie aktywacji adipocytow BAT %7 Stymulacja wspolczulnego uktadu
nerwowego, glownie przez ekspozycje na zimno, powoduje uwalnianie si¢ tego
neuroprzekaznika oraz jego przytaczanie sie do B3AR 8. Ekspresja UCP1 znajduje sie
pod kontrolg adrenergiczng. Aktywacja B3AR przez NE aktywuje kaskade sygnatowa
w adipocytach BAT, ktora obejmuje szereg enzymdéw 1 czynnikdw transkrypcyjnych,
bezposrednio lub posrednio wptywajacych na powstawanie termogeniny 1 %°.
Kompleks NE-B3AR aktywuje biatko G, ktore nastepnie pobudza enzym blonowy -
cyklaze adenylowa, katalizujacg reakcje powstawania cyklicznego adenozyno 3°, 5° -
monofosforanu (ang. cyclic adenosine 3°, 5°-monophosphate, CAMP) z ATP. Wzrost
stezenia cAMP w cytoplazmie komorek BAT jest niezbedny do aktywacji kinazy
bialkowej A (ang. protein kinase A, PKA). PKA fosforyluje lipaz¢ hormonowrazliwg
(ang. hormone sensitive lipase, HSL). Aktywna lipaza hydrolizuje wigzanie estrowe
W TG, rozszczepiajac je na wolne kwasy thuszczowe (FFA Iub LCFA) 1 glicerol.
Nastepniec LCFA transportowane sg przez L-karnityne do mitochondriow, gdzie
bezposrednio aktywujg ekspresje UCP1 lub sg utleniane w procesie B-oksydacji (Ryc.
3) 5255,
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Ryc. 3 Mechanizm aktywacji adipocytow brazowej tkanki thuszczowej. Opracowanie wilasne na
podstawie °2, Rycina powstata przy uzyciu BioRender.com.

Do innych czynnikow wplywajacych na pobudzenie NST w BAT nalezg
hormony tarczycy (tréjjodotyronina — T3 oraz tyroksyna — T4) 5% 50, Wzrost poziomu
NE prowadzi do wzmozonej aktywnosci enzymu dejodynazy typu 11, zlokalizowanego
w komorkach efektorowych BAT, ktory odpowiada za konwersje prohormonu T4 do
aktywnej formy — T3. Skutkiem powyzszego zjawiska jest lokalny wzrost stezenia T3,
w Dbliskim sgsiedztwie receptoréw jadrowych, zlokalizowanych w komorkach
adipocytow BAT. W ten sposob stezenie T3 wplywa na ekspresj¢ szeregu czynnikow
transkrypcyjnych regulujgcych aktywnos¢ UCP1 5262,

Juz w latach 60-tych XX wieku zwrécono uwage na wlasciwosci
termoregulacyjne brazowej tkanki thuszczowej. Poczatkowo badania ograniczaty si¢
tylko do modeli zwierzecych (w szczegdlnosci zwierzat zapadajacych w sen zimowy,
nastepnie matych ssakéw) %3 Wyrézniono wtedy warunki, w ktérych ta tkanka jest
aktywna - podczas wybudzenia z hibernacji oraz w odpowiedzi na ekspozycje na zimno
niektorych dorostych ssakow ®. W tym czasie przyjeto rowniez teze, ze u ludzi,
aktywna BAT wystepuje tylko u noworodkow chronigc je przed hipotermig i zanika
w kolejnych latach zycia %4 Doniesienia dokumentujace istnienie BAT

u dorostych 871 zostaty przez $rodowisko naukowe wowczas zignorowane. Istnienie
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funkcjonalnej BAT u o0séb dorostych udowodniono na poczatku XXI wieku, wraz
z rozwojem nowych technik obrazowania — wychwytu 18-fluorodeoksyglukozy (FDG)
ocenianianego metoda pozytonowej tomografii emisyjnej sprz¢zonej z tomografia
komputerowa (PET/CT) "2 Metoda ta pozwolita na lokalizacje aktywnych depozytow
BAT gtownie w okolicy karku i okolicy nadobojczykowej oraz w dole pachowym,

$rodpiersiu (zwlaszcza w okolicy przyaortalnej) oraz miedzy fopatkami (Ryc. 4) 74,

Ryc. 4 Obrazowanie BAT przy uzyciu FDG PET/CT. Kolorem zéttym i czerwonym zobrazowano
aktywne depozyty brazowego tluszczu - obszar szyjny i nadobojczykowy (biata strzatka), obszar
pachowy i przykregowy (czarna strzatka) .

Kolejne badania wykazaty, iz wielko$¢ 1aktywno$¢ termogeniczna tkanki
zalezna jest od wieku "°, pici "8, pory roku ""7"8, zawartosci WAT (BMI) ”® oraz
poziomu aktywnoéci fizycznej 881, Zaobserwowano rowniez, ze BAT ulega aktywacji
pod wplywem réznych bodzcow np. ekspozycji na zimno (podobnie jak u gryzoni) 82,

podawania insuliny & lub mirabregonu — agonisty receptora B3AR 5.

Rownolegle z odkryciem BAT u oso6b dorostych zauwazono (za pomoca
FDG - PET/CT), ze odpowiednia stymulacja umozliwia nabranie cech morfologicznych
i funkcjonalnych bragzowych adipocytow przez komérki WAT 84, Jest to proces zwany
transdyferencjacja lub ,,brazowieniem” tkanki i byt on obserwowany w badaniach na
modelu zwierzecym juz w potowie lat 80-tych ubieglego wieku 387, Zréznicowane
komorki WAT o funkcjach BAT nazwano dopiero w 2010 roku komérkami bezowymi
(ang. beige/brite) . Brazowe oraz bezowe komérki thuszczowe posiadaja wiele cech
wspolnych, w tym: liczne mitochondria, obecno$¢ wielu kropel lipidowych, ekspresje

UCPI1, jednak pochodzg z odrebnych linii prekursorowych — komoérki progenitorowe

29



WSTEP

bezowych adipocytéw nie ekspresjonuja czynnika transkrypcyjnego Myf5 43, Obecnie
poznano ponad 50 czynnikow regulujacych transkrypcje oraz kontrolujacych
r6znicowanie WAT w kierunku BAT. Transdyferencjacja jest procesem odwracalnym
i jest indukowana przez: bodzce termiczne (takie jak zimno), wysokokaloryczng diete,
srodki farmakologiczne (agonistow receptorow BAR, agonistéw receptora

PPAR'Y) 57,87,89.

1.2.4 BAT a otylos¢

W poczatkowych badaniach na myszach zaobserwowano, iz aktywno$¢ BAT
zwigksza si¢ nie tylko pod wplywem bodzcow termicznych, ale indukowana jest
roOwniez przez przyjmowanie wysokotluszczowych positkow. Silny zwigzek migdzy
termogenezg indukowang przez zimno a termogeneza popositkowa doprowadzit do
wniosku, ze brazowa tkanka thiszczowa gra kluczowa role w obu tych procesach %.
W kolejnych badaniach zaobserwowano zmniejszong aktywnos$¢ BAT u zwierzat
otylych, co stanowito podstawg do stwierdzenia, ze zaburzona aktywnos$¢ BAT wplywa
na ryzyko wystgpienia otylosci %'. Przyjeta teza zrodzita wiele trwajacych do dzi$
dyskusji, dotyczacych stopnia, w jakim wyniki badan nad gryzoniami koreluja
Z gospodarkg energetyczng oraz otyloscig u ludzi. Udziat aktywnej BAT w catkowitym
wydatku energetycznym organizmu ludzkiego nie zostat do tej pory dokfadnie poznany
6792 7 pewnoscig termogeneza (zaréwno NST jak i popositkowa) nie jest gtowna
sktadowg catkowitego wydatku energetycznego. Istniejg badania, z ktoérych wynika, ze
wkiad brazowej tkanki tluszczowej w catkowity wydatek energetyczny wynosi tylko
1 - 5% spoczynkowego tempa metabolizmu (ang. resting metabolic rate, RMR), a przy
odpowiedniej stymulacji wartoéé ta wzrasta do 16% RMR ©’. Od niedawna wiadomo,
ze brazowa tkanka thiszczowa jest mniej aktywna u oséb starszych ® i co wazne,
aktywno$¢ BAT jest nizsza u osob otylych, niz u osdéb szczuptych (odwrotnie
proporcjonalna do BMI) 829394 Dlatego tez zainteresowanie ta tkanka znacznie wzrosto
w ostatniej dekadzie ze wzgledu na mozliwos¢ wykorzystania jej potencjatu w leczeniu

otytosci oraz chordb z nig zwigzanych.

1.3 Termogenina 1 - UCP1

Odkrycie BAT, a w szczegdlnosci jej wlasciwosci termogenicznych 63

doprowadzilo do obserwacji, ze mitochondria tej tkanki posiadaja niespotykany

mechanizm oddzielania (rozprzg¢gania, ang. uncoupling) fosforylacji oksydacyjnej od
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syntezy ATP %. W polowie lat 70-tych zidentyfikowano biatko - termogenine 1 (UCP1),
odpowiedzialne za to zjawisko %9, Identyfikacja UCP1 wptyneta znacznie na

zrozumienie, w jaki sposob komorki BAT biorg udziat w NST.

1.3.1 Budowa i funkcja biatka

UCP1 jest 33kDa (forma monomeryczna), transmembranowym biatkiem
znajdujacym sie¢ w wewnetrznej blonie mitochondrialnej brazowych adipocytow .
Poznanie genu oraz sekwencji aminokwasowej pozwolito zakwalifikowac¢ termogening
1 oraz jej izoformy (ang. uncoupling proteins, UCPs) do rodziny mitochondrialnych
bialek przenosnikowych (ang. mitochondrial carrier family, MCF) °°. Lancuch
polipeptydowy UCPs sklada si¢ z trzech homologicznych domen, zawierajacych kazda
po okoto 100 aminokwasow. Pojedyncza domena zawiera dwa a helikalne,
hydrofobowe regiony transblonowe, kotwiczace biatko w blonie mitochondrialnej. Od
strony macierzy mitochondrialnej regiony te pofaczone sa hydrofilowa petla, ktora
posiada konserwatywng ewolucyjnie sekwencjg, charakterystyczng dla wszystkich
biatek MCF 7,

Aby lepiej zrozumie¢ funkcje UCP1 w termogenezie adaptacyjnej, niezb¢dne
jest poznanie zalezno$ci mig¢dzy szlakiem fosforylacji oksydacyjnej, a procesem
wytwarzania energii w postaci ciepta. Dominujagcym szlakiem metabolicznym
eukariontow, w wyniku ktorego dochodzi do powstania ATP, jest fosforylacja
oksydacyjna %. Proces syntezy ATP zachodzi w wyniku przeniesienia elektronéw ze
zredukowanych dinukleotydow (nikotynoamidoadeninowego — NADH,
flawinoademinowego - FADH2>) na akceptor w postaci tlenu czgsteczkowego — Oz przez
szereg przenos$nikow elektronowych. Przepltyw elektronow z NADH i/lub FADH> na
O, poprzez tancuch oddechowy (pompy protonowe, kompleksy I, 11, 1V)
umiejscowiony w wewnetrznej blonie mitochondriow powoduje wypompowanie
protonéw z macierzy mitochondrialnej. Wytworzona sita protonomotoryczna skfada si¢
z gradientu pH i transblonowego potencjatu elektrycznego. Zgromadzona w tej formie
energia (AuH") wykorzystywana jest nastepnie przez kompleks enzymatyczny syntazy
ATP, umozliwiajacy protonom (H") przejécie przez blong z powrotem do macierzy
mitochondrialnej zgodnie z gradientem stezen. Syntaza ATP, bgdaca kompleksem
dwoch domen Fo i F1, zamienia AuH™ na energie wigzan chemicznych ATP, wytwarzang
przez przylaczenie adenozyno 5’ - fosforanu (ang. adenosine diphosphate, ADP) do

reszty kwasu ortofosforowego (Pi) - reakcja fosforylacji 9190191 Wytworzona energia
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ApH? sprzega transport elektrondw w fancuchu oddechowym z syntezg ATP, jednak
obecno$¢ biatka UCP1 w mitochondriach adipocytéw BAT umozliwia przeksztalcenie
tej energii w cieplo. Biatko to wykorzystuje przejscie protondw w poprzek blony do
rozproszenia (dyssypacji) energii w formie ciepfa z pominigciem etapu syntezy
czasteczki ATP — jest to tzw. proces rozprzegania (Ryc. 5) 101,

przestrzen miedzybtonowa

AuH*

1 \ N

Firt ll b

\\I)H NAD* FADH, H,0 o, ADP

++++

ATP
H' H'

macierz mitochondrialna

Ryc. 5 Uproszczony schemat fosforylacji oksydacyjnej eukariontow. Elektrony transportowane sg w dot
tancucha oddechowego. Wytworzona w ten sposob sita protonomotoryczna (ApH*) napedza kompleks
syntazy ATP (FoF1), ktora katalizuje reakcje fosforylacji ADP z wytworzeniem ATP. UCP1 wykorzystuje
AuH* do produkgiji ciepta. Q - koenzym Q, ¢ - cytochrom ¢ 10,

Mechanizm transportu protondw H® przez UCP1 do macierzy
mitochondrialnej do tej pory nie zostal jednoznacznie potwierdzony. Na przestrzeni lat
zaproponowano kilka r6znych modeli opisujgcych przebieg tego procesu, zgodnych co
do tego, iz jest to reakcja aktywowana przez LCFA, a hamowana przez nukleotydy

purynowe (adeninowe i guaninowe) 1%,
1.3.2 Regulacja ekspresji genu UCP1

Mechanizm regulacji transkrypcji termogeniny 1 na poziomie molekularnym
jest mechanizmem dokfadnie zbadanym, nie tylko na modelu mysim i szczurzym, ale
réwniez uludzi. Niekodujacy region 5’ flankujagcy gen UCP1 sklada sig
Z: proksymalnego regionu regulatorowego, znajdujacego si¢ blisko miejsca inicjacji
transkrypcji oraz z silnie konserwatywnego dystalnego regionu wzmacniajacego

(enhancerowego), lezacego okoto 3900 pz (u ludzi) powyzej miejsca inicjacji

32



WSTEP

transkrypcji %1%, Proksymalny region promotorowy (promotor podstawowy) - lezacy
w obrebie 250 pz powyzej miejsca inicjacji transkrypcji, zawiera element regulatorowy
typu CCAAT box, wiagzacy czynnik transkrypcyjny C/EBP (doktadniej form¢ C/EBPa
i C/EBPp). Kolejng wazng sekwencja znajdujgca si¢ w tym regionie jest element
odpowiedzi na cCAMP (cCAMP response element, CRE) oddziatujacy z biatlkiem CREB
(ang. CRE-binding protein). Czynnik transkrypcyjny CREB jest regulowany przez
CAMP 193, W 2015 roku znaleziono nowy czynnik transkrypcyjny, indukowany zimnem
- biatko palca cynkowego 516 (ang. zinc finger protein 516, Zfp516) wiazacy si¢
z sekwencja znajdujaca sie w bliskim odcinku promotorowym %4, Region dystalny 5’
genu UCP1 posiada dwa miejsca CRE oraz miejsca wigzania czynnikow
transkrypcyjnych nalezacych do nadrodziny receptoréw jadrowych, ktore aktywowane
sg przez agonistow PPAR, retinoidy i hormony tarczycy. Jednym z takich miejsc jest
element odpowiedzi na proliferatory peroksysoméw (ang. PPAR response element,
PPRE) rozpoznajacy izoform¢ PPARa, PPARY lub oba, jako heterodimery z receptorem
retinoidowym X (ang. retinoid X receptor, RXR). Przylaczenie endogennych ligandow,
do ktorych nalezg kwasy thuszczowe oraz ich pochodne, aktywuje obie izoformy
proliferatorow peroksysoméw (o, y) indukujac ekspresje UCP1 w BAT. PPARY pehni
wazng funkcje w regulacji roznicowania preadipocytow w dojrzate komorki tkanki
thuszczowej, a PPARa kontroluje ekspresje UCP1 w dojrzatych juz adipocytach BAT.
Kolejnym kluczowym receptorem jadrowym taczacym si¢ z sekwencjga elementu
odpowiedzi kwasu retinowego (ang. retinoic acid response element, RARE) jest RXR
i receptor kwasu retinowego (ang. retinoic acid receptor, RAR) tworzace heterodimer
RXR/RAR. Aktywowany jest przez wigzanie kwasu retinowego all-trans lub 9-cis
(ang. retinoic acid, RA) z czasteczkg RAR lub z PPAR w kompleksie z RXR. Tak jak
wspomniano w rozdziale 1.2.3, stymulacja BAT przez NE powoduje wzrost stezenia
hormonu T3, ktory jest ligandem dla receptora jadrowego hormonu tarczycy
(ang. thyroid receptor, TR). Heterodimer TR/RXR rozpoznaje i faczy si¢ z odpowiednia
sekwencja DNA, zwang elementem odpowiedzi TR (ang. thyroid response element,
TRE), znajdujaca si¢ w dystalnym odcinku regulatorowym UCP1. Oprocz ww.
receptoréw jadrowych oddziatujacych z regionem dystalnym UCP1, nalezy wspomnie¢
o aktywujacym czynniku transkrypcyjnym 2 (ang. activating transcription factor 2,
ATF2), ktory jest zalezny od cAMP (Ryc. 6). Koaktywatorem transkrypcji UCP1 jest
PRDM16. Czasteczka ta rozpoznaje itaczy si¢ z czynnikami transkrypcyjnymi C/EBP,
PPARa, PPARy, Z{p516 oraz koregulatorem PGC-la, ktorego za$§ ekspresja jest
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aktywowana PPARa, PPARy, cAMP oraz retinoidy %. Uznaje sie, ze PRDM16
odgrywa kluczowa rolg w regulacji aktywnosci tkanki tluszczowej oraz regulacji
transdyferencjacji WAT w BAT 106,

NE

B3AR

[teamp

adipocyt BAT PKA

'

p38 MAPK

CCAAT CRE
proksymalny region
promotorowy

regulatorowy region dystalny

Ryc. 6 Mechanizm aktywacji transkrypcji UCP1 jest procesem wieloczynnikowym. Wzrost stezenia
cAMP poprzez stymulacje wspotczulnego uktadu nerwowego prowadzi do aktywacji PKA, ktdra oprocz
uruchomienia szlaku lipolizy, fosforyluje czynnik transkrypcyjny CREB oraz aktywuje kinaze biatkowa
aktywowana mitogenami p38 (ang. p38 mitogen-activated protein kinases, p38 - MAPK). Kinaza ta z
kolei uruchamia dwa niezalezne szlaki: fosforyluje ATF-2, aktywujac ekspresje PGC-1a (nie pokazano
na rycinie) oraz fosforyluje PGC-1la ireceptory jadrowe RAR. Po przytaczeniu si¢ odpowiednich
ligandéw do dimeréw receptorow jadrowych: PPARo/ PPARy, PPAR/RXR, RAR/RXR, TR/RXR,
utworzone kompleksy rozpoznaja i tacza si¢ do im wtasciwym sekwencji DNA (elementoéw odpowiedzi)
w dystalnym regionie regulatorowym. Aktywacja w proksymalnym regionie promotorowym zachodzi
poprzez przytaczenie biatek C/EBP oraz ufosforylowanego CREB do elementéw odpowiedzi indukujac
transkrypcje UCP1. Opracowanie wiasne na podstawie °°'% Rycina powstata przy uzyciu
BioRender.com.

1.3.3 Polimorfizmy genu UCP1

Jak wspomniano w rozdziale 1.1.3, otylo$¢ oraz MetS uwarunkowane sa
wieloczynnikowo, w glownej mierze przez czynniki srodowiskowe. Istnieja jednak

liczne badania wykazujace zwigzek ww. dysfunkcji z predyspozycjami genetycznymi.
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Uwaga badaczy zostata zwrocona na obecno$¢ wariantow genetycznych w obrebie genu
UCP1 oraz na ich wptyw na poziom transkrypcji i translacji. Istnieje wiele doniesien
naukowych opisujacych, ze obecnos¢ polimorfizmu pojedynczego nukleotydu
(ang. single nucleotide polymorphism, SNP) moze mie¢ wplyw na budowe oraz na
zmian¢ aktywnosci tego biatka, a w konsekwencji moze rdznicowaé podatnosé
poszczegdlnych 0sdb na wystepowanie otylosci i zespotu metabolicznego %1°7,

Gen kodujacy biatko UCP1 znajduje si¢ na dlugim ramieniu chromosomu 4
(region 4g28-931). Skiada si¢ z 6 eksonow i 5 intronéw i obejmuje okoto 13 000 pz,
z czego 9 000 pz to czeé¢ kodujaca genu 1. Liczne badania opisuja zwiazek wariantow
genetycznych znajdujacych si¢ w niekodujagcym regionie 5’ genu UCPL z ryzykiem
wystapienia otylosci, T2DM 1innymi chorobami zwigzanymi z niewlasciwg gospodarka
lipidows, a nalezg do nich: A-3826G (rs1800592), A-1766G (rs3811791), A-112C
(rs10011540). Innymi polimorfizmami genu UCP1 omawianymi w literaturze sa:
Alab4Thr (rs45539933) i Met229Leu (rs2270565) znajdujace si¢ odpowiednio

w eksonie drugim i pigtym 27,

A-112C
Alab4Thr Met229Leu
A-3826G A-1766G |— Z
Ex1 Ex2 Ex3 Ex4  Ex5 Ex6
| Il J
region flankujacy 5' region kodujacy

Ryc. 7 Uproszczony schemat genu UCPLl z zaznaczonymi omawianymi polimorfizmami (skrotem
Ex oznaczono kolejne eksony w genie). Opracowanie wlasne na podstawie bazy Ensembl.

A-3826G (rs1800592)

Pierwszym i najlepiej opisanym polimorfizmem jest A-3826G, rs1800592.
Wariant ten znajduje si¢ w dystalnym niekodujacym regionie regulatorowym 5°, 3826
pz od pozycji startu transkrypcji genu UCP1. Dochodzi tutaj do substytucji adeniny
(ang. adenine, A) na guanine (ang. guanine, G). Udowodniono, iz nosiciele allelu G
W grupie osob otytych wykazuja zmniejszong ekspresj¢ mRNA biatka UCP1, sugerujac
znaczenie funkcjonalne dla tego SNP 1%, Wykazano, iz polimorfizm ten znajduje sie
W rejonie enhancerowym, w bliskiej odleglo$ci miejsc wigzania jadrowych czynnikow
transkrypcyjnych: RARa, RARP, RXR, PPARy 1% Teza ta znalazla potwierdzenie

W kolejnych badaniach, gdzie zaobserwowano, iz zmutowany wariant G omawianego
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polimorfizmu znacznie obnizat aktywno$¢ promotorowa genu UCP1 mierzong testem
lucyferazowym 0, Polimorfizm ten zostat po raz pierwszy opisany w 1994 roku przez
Oppert i wspotpracownikow, ktorzy zaobserwowali w grupie o0so6b populacji
kanadyjskiej, ze czestos¢ wystgpowania allelu G byla wyzsza u oséb z duzym
przyrostem wagi na przestrzeni 12 lat, niz u osob, ktore niewiele przybraty na wadze

w tym czasie 11,

A-1766G (rs3811791)

Kolejnym polimorfizmem genu UCPL1 jest wariant znajdujacy si¢ powyzej 1766
pz od miejsca startu transkrypcji oraz oddalony o okoto 2000 pz od A-3826G. Dochodzi
tutaj do punktowej substytucji adeniny na guaning. Po raz pierwszy zostal on opisany
w 2005 roku przez zesp6t koreanskich badaczy, ktorzy wykazali, iz allel G jest istotnie
zwigzany z wyzszym wskaznikiem WHR 1 BMI, zwigkszona masa tkanki tluszczowej

i procentows zawarto$cig tkanki thuszczowej 2

. W badaniu tym analizowano rowniez
wzajemne oddziatywanie polimorfizmow A-3826G oraz A-1766G. Wykazano, iz osoby
z haplotypem [GG] posiadaja najwyzszy procent tkanki thuszczowej, podczas gdy
haplotyp [GA] zwigzany byl z nizszg zawartos$cig tkanki thuszczowej wérod koreanskich

kobiet.

A-112C (rs10011540)

Polimorfizm A-112C (mutacja punktowa adeniny na cytozyng) znajduje si¢
W proksymalnym regionie regulatorowym 5’ genu UCP1, 112 pz od miejsca startu
transkrypcji. Uznaje sig, ze A-112C wplywa na motyw elementu odpowiedzi insuliny
(ang. insulin response sequence, IRS). W badaniach in vitro, wariant C polimorfizmu
A-112C zmniejszyt aktywno$¢ promotorowg genu UCPl badang w tescie
lucyferazowym w porownaniu do wariantu dzikiego (A), potwierdzajac tym samym
udziat IRS w regulacji transkrypcji UCP1 %, Mori i wsp. wykazali rowniez, Ze czesto$é
wystgpowania allelu C jest wigksza u Japonczykoéw ze zdiagnozowana cukrzyca typu 2,
niz u os6b zdrowych. Dodatkowo polimorfizm ten wystepowat w silnej nierownowadze

sprzezen (ang. linkage disequilibrium, LD) z innym SNP genu UCP1: Met229L eu 13,

AlaB4Thr (rs45539933)

Zamiana G na A w pozycji 1068 pz ponizej miejsca rozpoczgcia startu

transkrypcji (ekson 2) powoduje zmian¢g aminokwasu alaniny (ang. alanine, Ala)
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W pozycji 64 na treoning (ang. threonine, Thr). Polimorfizm ten zwrdcit uwagg badaczy
w 1998 r., kiedy to zaobserwowano, ze zmutowany allel wystgpuje dwa razy czgsciej

W grupie osob otytych niz w grupie kontrolnej 114,

Met229Leu (rs2270565)

Jednym z najmniej poznanych polimorfizméw genu UCPL jest polimorfizm
pojedynczej mutacji (A — T) w piatym eksonie, zmieniajacy aminokwas metioning
(ang. methionine, Met) w pozycji 229 na leucyne (ang. leucine, Leu). Wczesnie]
wspomniana praca Hamann’a 1 wsp. dotyczyta rowniez polimorfizmu Met229Leu,
jednak nie wykazano zwiazku tego SNP z wystepowaniem otylosci 4. Przytoczone
badanie Mori’ego pokazalo, iz chorzy na T2DM czgsciej posiadaja genotyp Met/Leu
oraz Leu/Leu w poréwnaniu do osob zdrowych, co sugeruje zwigzek tego SNP

z ryzykiem zachorowania na cukrzyce typu 2 13,
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1. ZALOZENIA I CELE PRACY

Aktywnos¢ termogeniczna brazowej tkanki thuszczowej moze przyczyniac si¢
do spalania tluszczu na drodze termogenezy i w ten sposob przyczynia¢ si¢ do
nadmiernego gromadzenia tluszczu prowadzacego do otylosci. Wiele czynnikow
moduluje te¢ aktywnos$¢, tym samym wplywajacych na powstawanie biatka UCPI.
Nalezg do nich m.in.: ekspozycja na zimno, styl Zycia, w tym uprawianie sportow,
palenie papierosdéw, stosowanie diety, zanieczyszczenie srodowiska, a takze czynniki
genetyczne. Dane literaturowe wskazujg, ze obecno$¢ wariantow genetycznych
w obrgbie genu UCP1l moze wplywaé na poziom transkrypcji, translacji lub na
zmienione wlasciwosci biatka - w ich nastgpstwie moze dochodzi¢ do zmiany funkcji
biatka, a w konsekwencji moze rdéznicowaé¢ podatnos¢ poszczegdlnych osob na

wystepowanie otylosci i zespotu metabolicznego.

Celem niniejszej pracy jest zbadanie zwigzku polimorfizméw wystepujacych
w genie UCP1 z ryzykiem wystgpienia otylosci i zespotu metabolicznego w populacji
polskiej oraz zbadanie funkcjonalnego znaczenia wybranych SNP. Realizowane

badania zostaty podzielone na gléwne zadania:

e Analiza zwigzku wybranych na podstawie danych literaturowych
polimorfizméw genu UCP1 z ryzykiem wystgpienia otylosci i zespohu
metabolicznego.

e Poszukiwanie nowych, nieopisanych w literaturze wariantow genu UCP1
zwigzanych z ryzykiem wystgpienia zespolu metabolicznego przy
zastosowaniu metody sekwencjonowania nowej generacji (NGS).

e Badanie ekspresji UCP1 w komoérkach mononuklearnych krwi obwodowe;.

e Badanie funkcjonalnego znaczenia wybranych polimorfizmoéw regionu 5’

genu UCP1 z wykorzystaniem linii komoérkowej HepG2 oraz PAZ6.

38



MATERIALY

I1l. MATERIALY
3.1 Charakterystyka badanych grup

Wszyscy uczestnicy wyrazili pisemng zgode na udzial w projekcie, a komisja
bioetyczna wyrazila zgod¢ na prowadzenie badan (UMED w Poznaniu KB 215/13
aneksowana uchwalg nr 85/16 na projekt ,, Miedzynarodowa sie¢ doskonatosci dla
badan nad predyspozycig do rozwoju chorob ukiadu krgzenia i zaburzen
metabolicznych uwarunkowang polimorfizmami genu UCPI1”, akronim: U-GENE,
w ramach 7. PR UE PEOPLE Marie Curie International Research Staff Exchange
Scheme (IRSES) na podstawie kontraktu zawartego z Research Executive Agency o nr
3190107, nr decyzji MNISZW, nr 3564/7.PR/2016/2). Kryteria wylaczenia z projektu
to: wiek ponizej 18 lat, palenie tytoniu, cigza, karmienie piersig, stany zapalne lub

aktualne infekcje.

3.1.1 Grupa badana

W ramach wspolpracy z Klinika Chorob Wewnetrznych Uniwersytetu
Medycznego w Poznaniu, w latach 2014-2017 zrekrutowano grupg¢ pacjentOw ze
zdiagnozowanym zespolem metabolicznym, ktorg stanowily 252 osoby bez
stwierdzonej cukrzycy typu 2 oraz 29 osob z T2DM (kryteria rozpoznania IDF -
AHA/NHLBI). Od pacjentow pobrano 3 ml krwi obwodowej, a z otrzymanego
materiatu wyizolowano DNA. Zebrano pelny opis kliniczny pacjentow obejmujacy:
dane antropometryczne (pte¢, wiek w dniu pobrania materiatu, wzrost, waga, obwadd
talii, obwdd bioder, ci$nienie skurczowe/rozkurczowe krwi), pomiary biochemiczne
krwi w tym morfologie krwi (erytrocyty, leukocyty, hematokryt), profil lipidowy
(cholesterol ogdlny, LDL, HLD, trojglicerydy), poziom glukozy na czczo.

3.1.2 Grupa kontrolna

Grupg kontrolng stanowilo 365 os6b zdrowych, od ktérych materiat do badan
pobrano w ramach wspolpracy z Regionalnym Centrum Krwiodawstwa
i Krwiolecznictwa we Wroctawiu. 5 ml krwi obwodowej pobrano wg. S$cistych
kryteriow wiaczenia do projektu. Od uczestnikow badania zebrano dokladny wywiad
medyczny, wykonano pomiary antropometryczne (pte¢, wiek w dniu pobrania
materialu, wzrost, waga, obwdd talii, obwod bioder, ci$nienie skurczowe/rozkurczowe
krwi). Dodatkowo, przy uzyciu analizatora tkanki tluszczowej OMRON BF-306,

zmierzono procentowg zawartos¢ tkanki tluszczowe.
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3.1.3 Grupy do badania ekspresji UCP1 i UCP2

Wykonano badania ekspresji genow UCP1 i UCP2 w komorkach
jednojadrzastych krwi obwodowej (ang. peripheral blood mononuclear cells, PBMC)
pacjentéw z zaburzeniami metabolicznymi (cukrzyca typu 2 oraz osob otylych) oraz
grupy os6b zdrowych (grupa kontrolna). Prébki krwi obwodowej pobrano od 20 osob
z T2DM ($redni wiek 54,5 + 4.,8), 19 o0sob z otyloscig (49,8 + 5,2) i 22 zdrowych
ochotnikoéw (44 + 6,3). Pacjenci zostali zdiagnozowani w ,,Surb Astvatsamayr” Medical
Center w Erywaniu, Armenii. Kryteria rozpoznania T2DM: poziom glukozy w osoczu
krwi na czczo > 7mmol/l, ogdlny poziom glukozy w osoczu krwi> 11,1 mmol/l, poziom
hemoglobiny glikowanej HbA:ic > 48 mmol/mol (6,5%). Wszyscy pacjenci stosowali
doustne s$rodki hipoglikemizujace, jednak Zaden nie byl leczony insuling. Grupe
pacjentdow otylych stanowily osoby o BMI > 30 kg/m?, bez zdiagnozowanej T2DM.
Osoby zdrowe nie zglosity zdiagnozowanej T2DM, otylosci lub innych choréb
metabolicznych. Badanie zostalo zatwierdzone przez Komisje Etyki Instytutu Biologii
Molekularnej NAS RA (IRB IORG0003427), a materiat do badan zostat dostarczony
w ramach wspotpracy z Laboratorium Immunologii Molekularnej i Komorkowej,

Instytutu Biologii Molekularnej, Narodowej Akademii Nauk w Erywaniu, Armenii.

3.2 Linie komorkowe

Badania funkcjonalnego znaczenia wybranych wariantow genetycznych
zlokalizowanych w rejonie 5° genu UCP1 w odniesieniu do aktywno$ci promotorowej
wykonano na dwodch liniach komoérkowych: HepG2 oraz PAZ6. HepG2
(ang. hepatocellular carcinoma) to linia komoérkowa nowotworu watrobowo-
komorkowego, pozyskana z banku komorek Instytutu Immunologii i Terapii

Doswiadczalnej imienia Ludwika Hirszfelda PAN we Wroctawiu.

Lini¢ komérkowa PAZ6 otrzymano dzigki uprzejmosci profesora Tarika Issad
z Instytutu Cochin w Paryzu. Lini¢ t¢ wyprowadzono z BAT z frakcji naczyniowej
podscieliska ludzkiego noworodka i1 unie$miertelniono przez transfekcje genami
kodujacymi duzy i maty antygen SV40 pod kontrolg promotora wimentyny 1°. Jest to
linia, ktora w odpowiednim medium réznicujacym ma zdolno$¢ do rdéznicowania si¢

W kierunku dojrzatych bragzowych adipocytow.
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3.3 Odczynniki

3.3.1 Startery PCR i sondy TagMan

Tabela 2 Sekwencje stosowanych starterow i sond TagMan do oznaczen wybranych miejsc
polimorficznych.

Sonda TagMan

SNP Sekwencja startera 5> - 3 (Appplied Biosystems)

A-3826G forward CTGTGGTAGTGACAAAGTAT
(rs1800592) | reverse CCAAAGGGTCAGATTTCTAC
A-1766G forward  ATGTTGACCTGACGGGTAGC
(rs3811791) | reverse AGCTTGCAACCCATGTTCTT
A-112C forward AAGTCCCAGCGGAAGACCGG
(rs10011540) @ reverse ~ GGCAGCAAACCCGATTCCTG
Ala64Thr forward GCCCACCCATATTCTCCAGA
(rs45539933) | reverse  GAGGGAGGTGGATGGAAGAG
Met229Leu @ forward GCTGGATTTTGCGCAAAAGCT
(rs2270565) | reverse  GTCCCAAAGCACACAGACAG

C__ 8866368_20
C__ 2052379 _10
C__ 25761748_10
C__ 25619416_30

C__ 15957896 20

Tabela 3 Sondy TagMan wykorzystane do badania ekspresji mRNA wybranych genow.

badany gen Sonda Tagman
(Appplied Biosystems)
UCP1 Hs00222453 m1
UCP2 Hs01075227_m1
zicl Hs00602749_m1
leptin Hs00174877_m1l
B3AR Hs00609046_m1
B2M Hs00699198 m1
GAPDH Hs02786624 g1
HPRT Hs99999909 m1
3.3.2 Enzymy

e Bcll (New England BioLabs)

o BsiHKAI (New England BioLabs)

e BstNI (Mval) (Thermo Fisher Scientific)

e MspALll (New England BioLabs)

e Hindlll (EURX)

e polimeraza KAPA Taqg (Kapa Biosystems)
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3.3.3 Plyny hodowlane

Tabela 4 Sktad mediow hodowlanych dla wybranych linii komérkowych wykorzystywanych w
badaniach.
linia sklad medium hodowlanego

EMEM (PCho 1ITD PAN)
10% FCS (Gibco)
DMEM/F12 + Glutamax-1 (Gibco)
niezréznicowana | 8% FCS (Gibco)

linia PAZ6 15mM HEPES (Gibco)
1% penicylina/streptomycyna (Gibco, 10,000U/ml)
DMEM/F12 + Glutamax (Gibco)
5% FCS (Gibco)
15mM HEPES (Gibco)
1% penicylina/streptomycyna (Gibco, 10,000U/ml)
33 uM biotyna (Sigma Aldrich)
17 uM kwas pantotenowy (Sigma Aldrich)
1 nM trdjjodotyronina (Sigma Aldrich)
100 nM deksametazon (Sigma Aldrich)
1 uM pioglitazon (Sigma Aldrich)
500 nM insulina (Sigma Aldrich)
0,25 mM IBMX (Sigma Aldrich)

HEPG2

Zroznicowana
linia PAZ6

Do przygotowania mieszaniny transfekcyjnej uzywano medium Opti — MEM (Gibco).

3.3.4 Bufory

o PBS z jonami Ca?*, Mg?* - zbuforowany roztwor soli fizjologicznej z jonami
wapnia i magnezu (PChO IITD PAN)

e PBS bez jondow - zbuforowany roztwor soli fizjologicznej bez jonow wapnia i
magnezu (PChO 1ITD PAN)

e TBE - bufor boranowy (Tris-boran-EDTA) do elektroforezy agarozowej (PChO
[ITD PAN)

e SLR - bufor lizujacy czerwone krwinki (PChO 1ITD PAN)
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3.3.5 Wektory

Synthetic poly(A)
signal / transcriptional

— pause site a Synthetic poly(A)
(for background signal/transcriptional
Amp' reduction) Amp' pause site (for
background reduction)
Kpnl 5
1 ori Sacl 1
Miul 15
Nhel |21
Smal |28
ori pGL3-Basic Xhol |32
o 15 BELATALHRI T
(48180p) Hindlll 53 (4257bp)
2021 (Sall
Ncol 86
2010[all wes co 2015 -Bam HI
2004 [BamHI Narl 121
HSV-TK
SV40 late
SV40 late ./ poly(A) signal promoter
poly(A) signal
(for luc+ reporter)
Hpal 1902 Xbal 1742
Ryc. 8 Mapa wektora pGL3-Basic (Promega). Ryc. 9 Mapa wektora pGL4.74 (Promega).

Objasnienie:

e polilinker — miejsce wielokrotnego klonowania dla wektora pGL3-Basic

e SVA40 late poly(A) signal — sygnat pdznej poliadenylacji pochodzacy z wirusa SV40
e Amp" — gen opornosci na ampicyling (gen B-laktamazy)

e synthetic poly(A) signal/transcriptional pause site — sygnat terminacji transkrypcji
e ori —miejsce inicjacji replikacji

o f1 ori — miejsce inicjacji replikacji (sekwencja pochodzaca z faga filamentowego)

e luc® — gen kodujacy lucyferaze pochodzaca ze swietlika

e hRIuc — gen lucyferazy pochodzacy z Renilla reniformis

e HSV-TK — promotor wektora pGL.4.74

Do do$wiadczenia optymalizacji transfekcji PAZ6 uzyto wektora zawierajgcego
sekwencje kodujacg biatko zielonej fluorescencji (ang. green fluorescent protein, GFP)

— pmaxGFP vector (Lonza).

3.3.6 Zestawy komercyjne

e AmpliSeq for Hlumina Custom DNA Panel (Illumina, Inc.)

o Ampliseq CD Indexes (lllumina, Inc.)

e Dual-Glo Luciferase Assay System (Promega) - substrat dla lucyferazy ze
Swietlika, sktadajacy sie z lucyferyny ze $wietlika, jonow Mg?*, ATP i tlenu
czasteczkowego

e Genomic DNA ScreenTape Assay (Agilent Technologies)

e High Sensitivity D1000 ScreenTape Assay (Agilent Technologies)
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High-Capacity cDNA Reverse Transcription Kit (Applied Biosystems)
Invisorb Spin Blood Midi Kit (Stratec)

iScript cDNA Synthesis Kit (Bio-Rad)

Kapa Pure Beads (KapaBiosystems)

MiSeq Reagent Kit v2 (lllumina, Inc.)

Qiagen RNeasy Mini Kit (Qiagen)

Qubit dsDNA HS Assay Kit (Invitrogen)

TagMan Gene Expression Assay (Applied Biosystems)
TagMan Genotyping Assay (Applied Biosystems)
Truseq Custom Amplicon Low Input Kit (Illumina, Inc.)
TruSeq Dual Index Sequencing Primers (Illumina, Inc.)

3.3.7 Inne

1N NaOH

aceton (Chempur)

agaroza w proszku (PronaAgarose)

B - merkaptoetanol (Sigma Aldrich)

biekit trypanu 0,4% (Sigma Aldrich)

DAPI Staining Solution (Abcam)

etanol 99,8% cz.d.a. (Chempur)

FuGENE® HD Transfection Reagent (Promega)

kwas 9 - cis retinowy (Sigma Aldrich)

norepinefryna (Levonor)

GeneRuler 1 kb Plus Dna Ladder (Thermo Fisher Scientific) — marker
molekularny do elektroforezy agarozowej - Ryc. 10

GeneRuler Low Range DNA lader, ready-to-use (Thermo Fisher Scientific) -
marker molekularny do elektroforezy agarozowej - Ryc. 10

Oil Red O - roztwor 0,5% w izopropanolu (Sigma Aldrich)

Orange DNA Loading Dye 6X (Thermo Fisher Scientific) - obcigznik DNA
RNAlIater Stabilization Solution (Invitrogen)

paraformaldehyd 16% w amputkach (Thermo Fisher Scientific)

odczynnik do rozcieniczania przeciwcial — Dako Antibody Diluent (Agilent
Dako)

SimplySafe (EURX) — barwnik do barwienia DNA w zelu agarozowym
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e poliklonalne krélicze przeciwciato anty-UCP1 (Abcam)

e poliklonalne kozie przeciwciato anty — krolik IgG skoniugowane z AlexaFluor

647 (Abcam)
o TagMan Gene Expression Master Mix (Applied Biosystems)
o TagMan Genotyping Master Mix (Applied Biosystems)
« trypsyna z jonami Ca2* i Mg?* (PChO IITD)

GeneRuler Low Range DNA Ladder,
ready-to-use ready-to-use

bp ng/0.5pg %

3% agarose
1% agarose

0.5 pg/lane, 8 cm length gel,
1XTBE, 5V/em, 1 h

20000 20

700 30 6 / 10000 20
500 325 6.5 / 7000 20
400 35 7 / 5000 75
30 9% 18 4000 20
200 35 7 — 3000 20
150 35 / — 2000 20
100 90 18 — 1500 80
75 3/ 75 —1000 25
50 40 8 —700 25
. - i — 500 75
29 fo 10 —400 25
—300 25

— 200 25

— 75 25

—
OV OO0 On

GeneRuler 1 kb Plus DNA Ladder,

bp ng/0.5 g %

(&)

0.5 pg/lane, 8 cm length gel,
1XTAE, 7 V/cm, 45 min

Ryc. 10 Uktad prazkow i odpowiadajace im masy markera. Po lewej - GeneRuler Low Range DNA ladder

(ThermoFisher Scientific), po prawej — GeneRuler 1 kb Plus DNA Ladder (ThermoFisher Scientific).

3.4 Aparatura

e aparat do automatycznej elektroforezy zelowej (Agilent Technologies,

TapeStation 4200)
e aparat do elektroforezy poziomej (Wealtec, Elite 300)
e chlodziarko - zamrazarka (Polar)

e fluorymetr (ThermoFisher Scientific, Qubit 3)
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inkubator do hodowli komérkowych, 37 °C, 5% CO, (Forma Scientific, CO,
Water Jacketed Incubator)

komora Biirkera (Fein-Optik, Biirker chamber depth 0,1 mm)

komora laminarna (Faster, SafeFast Premium)

komora z transluminatorem do wizualizacji i dokumentacji zeli (Uvitec
Cambridge, FireReader MAX)

kuchenka mikrofalowa (Alaska, typ MW 1000)

luminometr (Promega, GloMax®-Multi Microplate Multimode Reader)
mikroskop fluorescencyjny (Olympus, BX51)

mikroskop $wietlny (Nikon, Eclipse E200)

mikroskop $wietlny odwrdoconego pola (Nikon, TMS)

mikrowiréwka (BIOSAN, FVL 2400N Combi-Spin)

pipety automatyczne (0,5-10, 2-20, 10-100, 20-200, 100-1000 pl, 1-5 ml,
wielokanatowa 20-200) (Eppendorf)

sekwanator NGS (Illumina, MiSeq)

spektrofotometr (DeNovix, DS-11 Spectrophotometer)

termoblok (Biometra, TB1 Thermoblock)

termocykler (BioRad, T100 ThermoCycler)

termocykler do Real Time PCR (Applied Biosystems, Viia 7)

vortex (IKA, MS1 Minishaker)

waga (Mettler, AT261 DeltaRange)

wiréwka (Sigma, 1-15)

wiréwka (Sigma, 3K15)

wiréwka do cytospinu (Thermo Fisher Scientific, Shandon Cytospin)
zamrazarka -20°C (Liebherr)

zamrazarka o ultraniskiej temperaturze zamrazania -80°C (Telstar, Igloo
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IV. METODY
4.1 Oznaczanie wybranych polimorfizméw genu UCP1
4.1.1 Izolacja DNA z krwi pelnej mrozone]

Uzyskanie peletu WBC

Przed przystagpieniem do izolacji wlasciwej na kolumnach ze zlozem
krzemionkowym, przeprowadzono lize¢ erytrocytow w celu uzyskania osadu
sktadajgcego si¢ z leukocytow (biatych krwinek) (ang. white blood cells, WBC). Krok
ten oraz zastosowanie zestawu MIDI pozwala na otrzymanie wysokojakosciowego
DNA o wysokim stgzeniu, z duzych objetosci krwi petnej. Rozmrozono probke krwi
I przeniesiono zawarto$¢ do nowej 13 ml okraggtodennej probowki. Dodano 3 objetosci
buforu lizujacego erytrocyty SLR, a nastgpnie calo$¢ dokladnie wymieszano przez
kilkukrotne odwracanie, nastepnie krotko zworteksowano. Zwirowano probke 1000 X ¢
przez 10 minut w temperaturze pokojowej. Supernatant delikatnie usunieto, zostawiajac
pelet komoérkowy na dnie probowki. Plukanie buforem SLR (3 ml) powtdérzono
dwukrotnie, pamigtajac o dokladnym rozbiciu peletu leukocytarnego. Po ostatnim
phukaniu, ostroznie zebrano pipetg resztke supernatantu. Otrzymany pelet WBC uzyto

w kolejnych krokach izolacji DNA.

Izolacja DNA na kolumnach ze zlozem krzemionkowym

Do izolacji DNA wykorzystano zestaw Invisorb Spin Blood Midi Kit. W tej
metodzie izolacji wykorzystuje si¢ wigzanie DNA do zloza krzemionkowego
W wysokim stezeniu soli chaotropowych. Ujemnie naladowane czasteczki DNA 1acza
si¢ do dodatnio natadowanej krzemionki. Zanieczyszczenia sg odptukiwane, a nastepnie

DNA wymywany jest roztworem o niskim stezeniu soli.

Do osadu z krwi dodano 600 pl buforu lizujacego (Lysis Solution) i doktadnie
wymieszano przez pipetowanie. Calo$¢ roztworu przeniesiono do czystej 1,5 ml
probowki Eppendorf zawierajacej 40 pl proteinazy K 1 krotko zworteksowano.
Nastepnie probowke umieszczono w termobloku, w temperaturze 70°C na 20 minut.
W trakcie inkubacji w wysokiej temperaturze kilkukrotnie mieszano probke. Po
inkubacji jeszcze raz dokladnie zworteksowano i krotko zwirowano probowke. Do
lizatu dodano 300 pl buforu wigzacego (Binding Buffer), a nastepnie cato$¢ roztworu

przeniesiono na kolumne¢ z membrang krzemionkowa umieszczong w proboéwce
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zbiorczej. Zwirowano kolumng (3 minuty, 11 000 x g, temperatura pokojowa).
Usunigto filtrat z probowki zbiorczej. Dodano 500 ul buforu pluczacego (Washing
Buffer I) na kolumng, zwirowano (11 000 x g, 1 minuta). Usunicto filtrat z probowki
zbiorczej. Nastgpnie dwukrotnie przeptukano kolumng 500 pl buforu ptuczacego Il -
Washing Buffer 1l (za kazdym razem wirowano 1 min w 11 000 x g, filtrat usuwano).
Zwirowano probke na maksymalnych obrotach przez 3 min w celu usunigcia
pozostatosci buforu ptuczacego - Washing Buffer Il zawierajacego etanol. Przeniesiono
kolumne do czystej 1,5 ml probowki Eppendorf. Dodano 150 pul dejonizowanej wody
MiliQ i inkubowano 10 min w temperaturze pokojowej. Nastepnie zwirowano kolumne
(11000 x g, 1lminuta), a eluat zachowano. Przygotowano nowg probowke
I przeniesiono do niej kolumng, z ktdrej ponownie eluowano DNA dodajac 100 pl wody
dejonizowanej MiliQ (inkubacja 10 minut w temperaturze pokojowej) i wirujgc 11 000
X g przez 1 min.). Otrzymane eluaty zostaly sprawdzone spektrofotometrycznie pod

wzgledem iloSciowym i jakosciowym przy dlugosci fali Azeo i Azso.

4.1.2 Oznaczanie SNP metoda PCR-RFLP

Polimorfizm dlugosci fragmentow restrykcyjnych (RFLP) polega na
przeprowadzeniu reakcji fancuchowej polimerazy (ang. polymerase chain reaction,
PCR) wybranej sekwencji DNA, a nastgpnie trawieniu odpowiednim enzymem
restrykcyjnym zamplifikowanego fragmentu DNA. W zalezno$ci od liczby miejsc
restrykcyjnych i odleglosci miedzy nimi uzyskuje si¢ fragmenty o rdznej dlugosci.
Metoda ta pozwala na identyfikacje polimorfizmu, jesli w efekcie mutacji powstaje
nowe miejsce restrykcyjne lub dochodzi do utraty poprzednio istniejgcego miejsca.
Allele danego polimorfizmu rozréznia si¢ na podstawie wielkosci fragmentéw DNA

widocznych po rozdziale elektroforetycznym.

Projektowanie starteréw

Na podstawie sekwencji nukleotydowych fragmentow genu UCP1 okalajacych
badane polimorfizmy zaprojektowano pary starterow: forward i reverse (Tabela 2,

Tabela 7). Startery projektowano przy uzyciu programu Primer 3.

PCR
Przygotowano mieszaning do PCR w probowkach o pojemnosci 200 pl,

mieszajac w odpowiednich iloSciach nastepujace reagenty (koncowa objetosée
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mieszaniny reakcyjnej wynosita 10 pl). Sktad mieszaniny PCR zostat przedstawiony

w Tabela 5.

Tabela 5 Sktad mieszaniny PCR.

reagent objetos¢

starter forward (2um) 0,5 ul
starter reverse (2um) 0,5 ul
dNTP (10 mm) 0,1 ul

matryca (DNA, stezenie = 100 ng/ul) 1 ul

bufor (10 x stezony z MgCl»):
10x Kapa bufor a: A-1766G, Ala64Thr 1 ul
10x Kapa bufor b: A-3826G, a-112c, Met229Leu

woda dejonizowana MiliQ 6,8 ul
polimeraza Kapa Taq [Su/ul] 0,1 wl

Tabela 6 Etapy oraz czas trwania reakcji PCR

etap czas temperatura ilos¢ cykli
denaturacja wstepna 5 minut 95 °C x1
denaturacja wlasciwa 35 sekund 95 °C
hybrydyzacja starterow 55 sekund * % 30
reakcja polimeryzacji 1 minuta 72 °C
wydluzenie koncowe 10 minut 72 °C x1
przechowywanie 0 4 °C -

* temperatury hybrydyzacji starterow z komplementarnymi sekwencjami zostaty zoptymalizowane dla
kazdej pary starterow odpowiadajacej badanemu miejscu polimorficznemu (Tabela 7).

Sekwencje starterow forward i reverse do reakcji PCR przedstawiono
w podrozdziale 3.3.1. Temperatury hybrydyzacji (Tm) dla kazdej pary starterow zostaty
wyznaczone w procesie optymalizacji reakcji PCR i wynosity: 52,2°C dla A-3826G;
61,1°C dla A-1766G; 56,9 °C dla A-112C; 61,1°C dla Ala64Thr; 54,2°C dla
Met229L eu.

Elektroforeza w zelu agarozowym po reakciji PCR

Czg$¢ namnozonego produktu PCR (4 pl) sprawdzono na 2% zelu agarozowym
z 3% dodatkiem barwnika SimplySafe w 1 x stgzonym buforze TBE — kontrola reakcji

amplifikacji. Przed natozeniem probki na zel mieszano ja z 2 pl barwnika obcigzajacego.
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Do pierwszej studzienki w zelu dodawano 2 pl markera (O’GeneRuler Low Range DNA
ladder), a do pozostatych - badane préby. Elektroforezg prowadzono 20 minut przy
statym napigciu elektrycznym 120 V.

Ciecie restrykcyjne

Pozostate 6 pul mieszaniny po reakcji PCR poddano trawieniu odpowiednimi
enzymami restrykcyjnymi (podrozdziat 3.3.2). Do mieszaniny dodano 1 pl
odpowiedniego buforu 10x st¢zonego; dla mieszaniny z restryktaza Bcll (A-3826G),
BsiHKAI (A-1766G), Mval, MspAl (Ala64Thr), HindIIl (Met229Leu) byly to
odpowiednio NeBuffer 3.1, CutSmart, 1xbuffer R, CutSmart i 10xONE Buffer bez
BSA. Mieszanina z enzymem HindIIl wymagata dodania 0,1 pl BSA. Calo$¢
uzupelniono wodg dejonizowang miliQ do objetosci koncowej 10 ul. Na koncu
dodawano 0,2 ul odpowiedniej restryktazy: Bcll, BsiHKAI, Mval, MspAl, HindlIl.

W Tabela 7 przedstawiono warunki cigcia restrykcyjnego dla uzywanych enzymow.

Elektroforeza w zelu agarozowym po trawieniu restrykcyjnym

Produkty cigcia enzymami restrykcyjnymi (10 pl) byty rozdzielane na 2% zelu
agarozowym z 3% dodatkiem barwnika SimplySafe w 1x st¢zonym buforze TBE. Przed
nalozeniem probki na zel mieszano jg z 2 pl barwnika obcigzajacego. Do pierwszej
studzienki w zelu dodawano 2 ul markera (O’GeneRuler Low Range DNA lader), a do
pozostatych - badane proby. Elektroforeze prowadzono 30 minut przy stalym napieciu
elektrycznym 120 V. Dla produktow ciecia enzymem Hindlll oraz Mval analize
przeprowadzono w 3% zelu, obnizono napiecie do 100V oraz wydluzono czas
elektroforezy do 60 minut. W Tabela 7 przedstawiono zbiorczo warunki
przeprowadzenia PCR-RFLP dla badanych SNP.
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Tabela 7 Zoptymalizowane warunki PCR-RFLP dla badanych polimorfizmow.

T amolicon enzym warunki Dhugosci produktéw na zelu
SNP dbSNP [° (’\jﬂ] [p 7] sekwencja starterow restrykcyjny trawienia po cieciu restrykcyjnym
P (bufor) [pZ]
5’CTGTGGTAGTGACAAAGTAT3’ Bcell AALTY, 291
A-3826G | rs1800592 52,2 470 S CCAAAGGGTCAGATTTCTACS’ (NeBuffer 3.1) 50°C - 20 minut ég 2.1;8, 291, 470
. AA: 103, 340
5’ATGTTGACCTGACGGGTAGC3’ BsiHKAI o ; . '
A-1766G | rs3811791 61,1 443 5 AGCTTGCAACCCATGTTCTTS’ (Cutsmart) 65°C - 90 minut ég ‘1122, 340, 443
5 AAGTCCCAGCGGAAGACCGG 3’ Mval (BstNI) AALES
A-112C | rs10011540 56,9 165 5 GGCAGCAAACCCGATTCCTG 3° (10xBuffer R) 37°C- 1h 15minut  AC:18, 147, 165,
CC: 18, 147
GG: 12, 228, 345
5’GCCCACCCATATTCTCCAGAY’ MspAll 37°C - 1h, . '
Ala64Thr | rs45539933 61,1 585 ! GA: 12, 47, 190, 228, 345
! 5’GAGGGAGGTGGATGGAAGAG3’ °C - D ’ ’
(CutSmart) 65°C — 20 minut AA: 12, 47, 190, 345
. AA: 17, 186
5’GCTGGATTTTGCGCAAAAGCT3’ Hindl11 37°C- 1h 15minut, 17
SEZzelel | ey ot 2 208 S’GTCCCAAAGCACACAGACAG3’  (10xONE Buffer)  65°C- 20min E‘ 122’3186'203



4.1.3 Oznaczanie SNP metoda Real-Time PCR

Aby zweryfikowa¢ wiarygodno$¢ wynikoéw PCR-RFLP zdecydowano si¢ na
powtorne genotypowanie wybranych losowo probek, z wykorzystaniem metody Real
Time PCR.

Reakcja tancuchowa polimerazy w czasie rzeczywistym (Real Time PCR) jest
to metoda umozliwiajgca monitorowanie przyrostu produktu w kazdym kolejnym cyklu
trwania reakcji. Jest to mozliwe dzigki znakowaniu starterow, sond
oligonukleotydowych lub produktoéw amplifikacji odpowiednimi fluoroforami. Do
reakcji Real Time PCR wykorzystano sondy TagMan, nazywane inaczej ,,sondami
degradacyjnymi”. Sg to krotkie (20-30 par zasad) oligonukleotydy komplementarne do
powielanej sekwencji DNA. Barwnik fluorescencyjny (fluorochrom - reporter) znajduje
si¢ na koncu 5’ sondy, natomiast na koncu 3’ przytaczony jest wygaszacz (quencher).
Genotypowanie metoda Real-Time PCR wykorzystuje dwie sondy, rdznigce si¢
sekwencja tylko w miejscu SNP oraz posiadajace inny fluorochrom dla kazdego allelu.
Jesli sondy sa niezhybrydyzowane z fragmentem DNA, to bliskos¢ barwnika
I wygaszacza blokuje fluorescencje. Termostabilne polimerazy Taq majace aktywnos¢
egzonukleazowg 5°-3°, rozszczepiaja podwodjnie znakowane sondy podczas
hybrydyzacji do komplementarnej sekwencji. Degradacja sond w zaleznosci od
wystepujacego allelu powoduje przestrzenne rozdzielenie fluorochromu i wygaszacza,
co powoduje uwolnienie sygnatu fluorescencji. Pomiar akumulujgcego si¢ produktu
nastepuje po zakonczeniu etapu wydtuzania (elongacji). W kazdym cyklu PCR wraz ze
wzrostem stezenia produktu hybrydyzuje z nim wigcej sondy. Podczas jej degradacji
dochodzi do uwalniania fluorochromu, a w zwigzku z tym w kazdym kolejnym cyklu

zwieksza sie intensywnosé fluorescencji 116,

Wybrane polimorfizmy genu UCP1 oznaczano z wykorzystaniem
komercyjnego zestawu sond i starterow TagMan SNP Genotyping Assay. Do okre$lenia
genotypu badanej probki wykorzystano 20 ng DNA na jedng reakcje (1 pl). Koncowa
objetos$¢ mieszaniny reakcyjnej wynosita 10 pl, oprocz matrycy zawierata rowniez: 5 pl
TagMan Genotyping Master Mix, 0,2 pl odpowiedniej dla badanego SNP sondy oraz
wode dejonizowang MiliQ - 3,8 pl. Sondy te znakowane byly barwnikami
fluorescencyjnymi: VIC —allel 1, FAM — allel 2, umozliwiajac tym samym rozrdznienie

alleli w badanej probce. Wykorzystane sondy przestawiono w Tabela 2.
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Reakcje przeprowadzono w nastepujacych warunkach: 1) 95°C przez 10 minut;
2) 40 cykli sktadajacych si¢ z: denaturacji 95°C przez 15 sekund oraz annealingu
(przylaczanie starterow) w 60°C przez 1 minut¢ w aparacie do reakcji Real Time PCR
Viia 7 z wykorzystaniem oprogramowania QuantStudio™ Software V1.2.4.

4.1.4 Analiza statystyczna

Dokonano analizy asocjacji wybranych SNP z ryzykiem zachorowania na zesp6t
metaboliczny przy pomocy platformy SHEsis . Sprawdzono, czy czesto$é¢ genotypow
badanych SNP jest zgodna z czgstoSciami przewidzianymi przez rozktad Hardy’ego
Weinberga (ang. Hardy Weinberg equilibrium, HWE). Nastepnie sprawdzono za
pomocy testu statystycznego chi-kwadrat (%), czy nie ma istotnych réznic miedzy
obserwowanymi liczno$ciami poszczegdlnych genotypéw oraz czestosci alleli
pomiedzy porownywanymi grupami (chorzy — zdrowi, ect). Sprawdzono rowniez czy
badane SNP sa w nierdwnowadze sprzezen (ang. linkage disequilibrium, LD) migdzy
poszczegdlnymi loci. Przeprowadzono analize haplotypow 1 poréwnywano ich
przewidywane czestosci pomiedzy badanymi grupami. Wyniki przedstawiono
w postaci ilorazu szans (ang. odds ratio, OR) z 95% przedzialem ufnosci

(ang. confidence interval, CI195) przyjmujac wartos¢ p < 0,05 za statystycznie istotna.

4.2 Sekwencjonowanie NGS regionu kodujacego oraz regionow 5’ i 3> genu

UCP1

Sekwencjonowanie nowej generacji (Next Generation Sequencing, NGS) zwane
sekwencjonowaniem masowo rownoleglym jest wysokoprzepustowg technika, znang
od 2005 roku i szeroko stosowang m.in. do sekwencjonowania catych genomow,
transkryptomow, badania interakcji biatko-DNA/RNA, sprawdzanie stopnia metylacji,
a takze do badan metagenomowych. W niniejszej pracy wykorzystano platforme
[llumina, ktoéra oparta jest o technologi¢ sekwencjonowania przez syntez¢ (ang.
sequencing by synthesis, SBS) do sekwencjonowania regionu kodujacego UCP1 oraz
rejonow regulatorowych 5° oraz 3’ UTR w trzech grupach: 36 osob zdrowych, 30 osob
ze zdiagnozowanym MetS oraz u 29 osob zcukrzyca typu 2. W tym celu

zaprojektowano i wykorzystano dwa panele:

e Truseq Custom Amplicon Low Input Kit - sekwencjonowanie regionu
kodujacego UCP1,
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e AmpliSeq for lllumina Custom DNA Panel - sekwencjonowanie regionow: 5’
(5000 pz powyzej migjsca startu transkrypcji UCP1) oraz 3> UTR (2000 pz

ponizej ostatniego egzonu).

Panele zostaly zaprojektowane oraz przygotowane przez firme¢ Illumina na podstawie

koordynatow referencji genomu Hgl9 dla regionu kodujacego genu oraz regiondw 5’

i3> genu UCP1.

4.2.1 Wybdr prob

Material do przygotowania bibliotek a nastepnie sekwencjonowania stanowito
wysokiej jakosci, niezdegradowane genomowe DNA wyizolowane do genotypowania
(procedura izolacji DNA opisana w rozdziale 4.1.1). Oceng jakosci genomowego DNA
przeprowadzono dwiema metodami. Pierwsza z nich stanowita tradycyjny rozdziat
DNA w 1.5% zelu agarozowym z dodatkiem barwnika SimplySafe w 1 x stezonym
buforze TBE i wizualizacj¢ w $wietle UV. Drugg metode stanowila automatyczna
elektroforeza zelowa z wykorzystaniem systemu TapeStation 4200 i odczynnikow
Genomic DNA ScreenTape Assay, umozliwiajgca samodzielne pobieranie, naktadanie,
rozdzial, obrazowanie 1 analizowanie badanej probki. Sposrod trzech badanych grup
(3.1.1, 3.1.2) wybrano 36 o0so6b z grupy kontrolnej, 30 0s6b z grupy osob ze
zdiagnozowanym MetS oraz 29 oséb z T2DM. Warto nadmieni¢, iz osoby z grupy
kontrolnej i z MetS posiadaty taki sam genotyp dla wcze$niej zbadanych
polimorfizméw genu UCP1. Kolejnym etapem przygotowania wybranych prob do
sekwencjonowania bylo dokladne okreslenie stezenia DNA w tych probkach. Oprocz
typowego spektrofotometrycznego (DeNovix) sprawdzenia ilosci i jakosci DNA,
wykorzystano wysokoczulg, fluorymetryczng analiz¢ ilosciows. Fluorymetr Qubit 3
pozwala na bardziej precyzyjny pomiar stezenia, eliminujagc potencjalne
zanieczyszczenia, takie jak sole, rozpuszczalniki, detergenty lub bialka
w wyizolowanym materiale. Do oznaczen zastosowano zestaw Qubit dSDNA HS Assay
Kit: 2 pl badanych prob zawieszono w 198 ul buforu zawierajacego odczynnik
fluoroforowy, ktory wigze si¢ specyficznie do dwuniciowego kwasu nukleinowego. Po
doktadnym wymieszaniu i 2 minutowej inkubacji w temperaturze pokojowej dokonano
pomiaréw kazdej probki na fluorymetrze. Pomiary przeprowadzono w odniesieniu do
dwoch prob wzorcowych zalaczonych do zestawu, przygotowanych i zmierzonych

w analogiczny sposob jak proby badane. Przed rozpoczgciem procedury przygotowania
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bibliotek do sekwencjonowania NGS, préby badane zostaly bardzo dokiadnie
rozcienczone do okreslonego stezenia; dla zestawu TruSeq wynosito ono 2,5 ng/pl,

natomiast dla zestawu AmpliSeq — 4 ng/ul dla kazdej z prob.

4.2.2  Przygotowanie bibliotek

Biblioteki DNA, bedace zbiorem krotkich fragmentow DNA otrzymanych
poprzez fragmentacje materiatu pochodzacego od pojedynczej osoby, przygotowywano
na matrycy genomowego DNA z uzyciem zestawow: Truseq Custom Amplicon Low
Input Kit oraz AmpliSeq for Illumina Custom DNA Panel zgodnie z protokotem
i zaleceniami producenta (lllumina). W obu panelach wykorzystano podwdjne
indeksowanie: TruSeq Dual Index Sequencing Primers oraz Ampliseq CD Indexes. Na
potrzeby niniejszej pracy, procedure przygotowania bibliotek dla obu paneli

przedstawiono w sposdb uproszczony.

Otrzymywanie krotkich amplikondéw pokrywajacych sekwencje badanag

Pierwszym etapem tworzenia bibliotek przy uzyciu panelu TruSeq byta
hybrydyzacja zestawu odpowiednio zaprojektowanych, dtugich oligonukleotydow (ang.
custom amplicon tube, CAT) do sekwencji rejonu kodujacego UCPL. Ponadto, CAT
zawieraly w swojej budowie sekwencje adaptorowe, umozliwiajgce sekwencjonowanie
wicelu fragmentéw i bibliotek DNA podczas jednej reakcji sekwencjonowania.
Nastepnie usuni¢to sondy CAT z mieszaniny, aby w kolejnym etapie przeprowadzi¢
reakcje wydhuzania i ligacji nici konsensusowej powstalej dzieki hybrydyzacji CAT do
nici matrycowej. Do tak powstatych krotkich fragmentow (150-200 pz) pokrywajacych
sekwencje rejonu kodujacego UCP1, dolagczono z obu stron unikatowg dla kazdej
badanej probki parg indekséw (i5 oraz 17) z wbudowanymi starterami niezbednymi do
amplifikacji biblioteki. Ostatnim etapem bylo namnozenie przygotowanych bibliotek
oraz ich oczyszczenie na kulkach magnetycznych dotaczonych do zestawu.

W procedurze tworzenia bibliotek uzywajac zestawu AmpliSeq nie dochodzito
do hybrydyzacji specjalnie zaprojektowanych sond do matrycowego DNA, a od razu do
amplifikacji krotkich fragmentow DNA dzigki starterom, specyficznym do sekwencji
niekodujacej UCP1 5’ oraz 3’. Proces ten nazywa si¢ multipleksowym PCR. Nastepnie
przeprowadzono reakcje trawienia dimerdw primerdw, aby nastepnie zligowac¢ unikalng
dla danej probki parg indeksow (i5 oraz i7) z sekwencja adaptorows. Po oczyszczeniu

bibliotek na kulkach magnetycznych (Kapa Pure Beads, KapaBiosystems)
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przeprowadzono druga reakcje PCR, aby otrzymaé wystarczajaca ilos¢ krotkich
fragmentow niezbednych do sekwencjonowania NGS. Podobnie jak w zestawie TruSeq,
wzbogacone i oznakowane biblioteki oczyszczano z mieszaniny reakcyjnej z uzyciem
kulek magnetycznych Kapa Pure Beads (KapaBiosystems). W trakcie przygotowywania
bibliotek (zarowno zestawem TruSeq jak i AmpliSeq) za kazdym razem uwgledniano

proébe slepa — uzywano wody MiliQ zamiast matrycy w postaci genomowego DNA.

Sprawdzenie jako$ci przygotowanych bibliotek

Analize jakosci otrzymanych bibliotek przeprowadzono poprzez rozktad
wielkosci fragmentow otrzymanych w wyniku przeprowadzenia procedur obu
zaprojektownanych na potrzeby tego badania paneli. Rozktad ten sprawdzano poprzez
automatyczny rozdzial elektroforetyczny przy uzyciu systemu TapeStation 4200 oraz
High Sensitivity D1000 ScreenTape Assay (biblioteki przygotowane zestawem TruSeq)
oraz tradycyjng elektroforez¢ w 1.5% zelu agarozowym z dodatkiem barwnika
SimplySafe w buforze TBE 1 wizualizacj¢ w §wietle UV (biblioteki przygotowane
zestawem AmpliSeq). Biblioteki DNA przygotowywane przy uzyciu obu zestawow
wykazywaty gléwny prazek na wysokosci okoto 300 - 400 pz odpowiadajacej dlugosci
amplifikowanych fragmentow z przylagczonymi sekwencjami adapterowymi
i indeksami. Ponadto, sprawdzono fluorymetrycznie (Qubit 3) stezenie dla kazdej
przygotowanej biblioteki wedtug procedury opisanej w podrozdziale 4.2.1. Biblioteki

0 stabej jakos$ci odrzucono przed normalizacja.

Normalizacja, faczenie oraz denaturacja bibliotek

Doktadne okreslenie stezenia pozwolilo na wykonanie obliczen niezbednych do
przeprowadzenia normalizacji (rozcienczen w buforze RSB, ang. resuspension buffer),
czyli doprowadzenia kazdej z bibliotek do okreSlonego stezenia - 4 nM. Dzigki
normalizacji zapewniona zostala roéwnomierna reprezentacja kazdej z bibliotek po
pofaczeniu wszystkich sekwencjonowanych prob. Laczono po Sul znormalizowanych
bibliotek do jednej proboéwki zbiorczej, a nastepnie rozcienczano odpowiednig
objetosciag buforu do hybrydyzacji do zalecanego stezenia oraz denaturowano 0.2N

NaOH tuz przed samym sekwencjonowaniem.
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4.2.3 Sekwencjonowanie

Polaczone, rozcienczone 1 zdenaturowane biblioteki naniesiono do
odpowiedniego otworu znajdujacego si¢ w kasecie (tzw. kartridzu) dotaczonej do
zestawu MiSeq Reagent Kit v2 wykorzystujac technologic SBS, jaka zapewnia
sekwanator MiSeq, przeprowadzono reakcje sekwencjonowania
wysokoprzepustowego. Dlugos¢ odczytow i jednoczesnie liczba cykli wynosita 250 pz,
fragmenty byly sekwencjonowanie w dwoch kierunkach, z obu koncéw (odczyty
sparowane, and. pair-end read, PE). Informacje o ilosci sekwencjonowanych prob,
indeksach 15/i7 odpowiadajacym danej probee, zestawie uzytym do przygotowania
bibliotek, konfiguracji urzagdzenia wprowadzono do arkusza probek (ang. sample sheet)
we wbudowanym w maszyng MiSeq programie Illumina Experiment Manager.
Oprogramowanie dostepne w sekwanatorze MiSeq umozliwia przycinanie sekwencji
adaptorowych (tzw. trimming) oraz przypisanie odczytow uzyskanych w wyniku reakcji
sekwencjonowania do odpowiednich probek, na podstawie informacji o sekwencjach

indeksujacych zawartych w arkuszu probek.

4.2.4 Bioinformatyczna analiza danych

Po zakonczonej reakcji sekwencjonowania NGS, aparat MiSeq wygenerowat
sekwencje w formie plikow fastq dla kazdej proby. Sekwencje te byly wstepnie
»przycigte”, tzn. pozbawione sekwencji adaptorowych. Nastepnie wykonano analize
bioinformatyczna, sktadajacg si¢ z czterech, gldownych etapow. Pierwszym z nich byto
przetworzenie odczytu, polegajace na przycigciu fragmentéw o niskiej jakosci zasad
(zazwyczaj w okolicy konca 3”) oraz sekwencji egzogenicznych takich jak adaptery do
sekwencjonowania. Kolejnym etapem byta ocena, jakosSci ,,przycietych” odczytow.
Odczyty, ktore przeszly kontrole jakosci, nastepnie mapowane zostaly zasada po
zasadzie do miejsc im odpowiadajacym w genomie referencyjnym. Ostatnim krokiem
byta detekcja wariantow genetycznych. W tym celu wykorzystano skrypt

bioinformatyczny zawierajacy takie narzg¢dzia jak:

e Trimmomatic — przycinanie pozostatych sekwencji adaptorowych w kazdym z
odczytow,

e FastQC — narzedzie do analizy jakosci odczytow,

e Bowtie2 — przyrownanie otrzymanych, przycigtych odczytow do sekwencji

referencyjnej (Hg38)
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e Variant calling — identyfikacja polimorfizméw SNP oraz matych insercji lub
delecji na podsatwie otrzymanych danych.

Skrypt ten umozliwit wygenerowanie pliku Excel zawierajagcego liste
zidentyfikowanych variantow genetycznych w danym koordynacie, dla danej probki.
Na podstawie otrzymanej listy koordynatow mozliwe bylo zidentyfikowanie
polimorfizméw poprzez poréwnanie danej pozycji (koordynatu) z koordynatami
w sekwencji referencyjnej (Hg38), korzystajac ze strony UCSC Genome Browser
(https://genome-euro.ucsc.edu) oraz z bazy Varsome (https://varsome.com/gene/ucpl).

Nastepnie obliczono czesto$¢ wystepowania genotypow dla kazdej z trzech badanych
grup iprzeprowadzono analiz¢ statystyczng analogicznie jak to opisano w punkcie
4.1.4. Informacje na temat zidentyfikowanych polimorfizméw zaczerpnigto z baz

danych:

e Ensembl (www.ensembl.org/index.html),

e dbSNP NCBI (www.ncbi.nlm.nih.gov/snp).

4.3 Badanie poziomu ekspresji UCP1 i UCP2 w PBMC

Technika Real Time PCR jest réwniez skuteczng metoda analizy ilosci
powstawania transkryptow mRNA. Przed wlasciwym oznaczeniem poziomu ekspresji
genoOw nalezy wyizolowa¢ RNA, przeprowadzi¢ reakcje odwrotnej transkrypcji (ang.
reverse transcription, RT) oraz amplifikacj¢ otrzymanego cDNA. Do oznaczenia iloSci
produktu powstajacego podczas qPCR uzyto detektorow specyficznych (sond), ktore
polaczone z barwnikami uwalniajg sygnal fluorescencyjny, ktorego ilo§¢ wzrasta
proporcjonalnie do ilosci produktu. Cykl reakcji, przy ktorym fluorescencja proby
przekracza lini¢ graniczng (threshold) definiowany jest, jako Ct (cycle threshold). Ct
mierzone jest w fazie logarytmicznego wzrostu ilosci DNA 1 im jego wartos¢ jest
mniejsza tym wicksze bylo stezenie matrycy na poczatku reakcji 8. Analiza ilosciowa
poziomu ekspresji genu oparta jest na wykorzystaniu kontroli endogennych. Kontrola
endogenna zwana inaczej genem referencyjnym w zatozeniu ulega transkrypcji w danej
tkance na stalym iniezmiennym poziomie. Dzielagc poziom ekspresji transkryptu,
uzyskany dla badanego genu, przez poziom RNA kontroli endogennej otrzymujemy
znormalizowang warto$¢ (ACt), niezalezna od wyjSciowej ilosci dodanej do analizy

matrycy 119,
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4.3.1 lzolacja RNA z PBMC

Przed przystapieniem do izolacji policzono w komorze Biirkera komorki PBMC
zawieszone w RNAlater Stabilization Solution (roztwor zapewniajacy stabilno$c¢
MRNA), barwigc komorki roztworem Tiirka. Nastepnie komorki zwirowano 5 min w
300 x g i delikatnie usunigto pipeta supernatant znad osadu komoérek. W zaleznosci od
policzonej ilosci komorek dodano odpowiednia objetos¢ buforu RLT (350 ul < 5 - 10°
kom. > 600) z dodatkiem 1% p-merkaptoetanolu i dokladniec wymieszano przez
pipetowanie. Lizat komorkowy dodatkowo wymieszano uzywajac strzykawki
tuberkulinowej z igla iniekcyjng o s$rednicy 0,4 mm. Do mieszaniny dodano jedng
objeto$¢ 70% etanolu i wymieszano przez pipetowanie. Przeniesiono 700 ul probki na
kolumne RNease, umieszczong w probowce zbiorczej 2 ml. Wirowano przez 15 sekund
w 8000 x g; jesli cata objeto$¢ mieszaniny nie zmiescita si¢ na kolumne czynnos$é
powtorzono, usuwajgc uprzednio filtrat z probowki zbiorczej. Dodano 350 pl buforu
RW1 na kolumng, zwirowano przez 15 sekund, 8000 x g, filtrat usunigto. Na membrane
kolumny dodano 80 ul roztworu DNAzy I (10 pul DNAse + 70 ul buforu RDD).
Kolumng z roztworem DNAzy inkubowano przez 15 minut w temperaturze pokojowej.
Ponownie dodano 350 ul buforu RW1 na kolumne, zwirowano przez 15 sekund w 8000
x g, filtrat usuni¢to. Nast¢pnie dwukrotnie przeptukano kolumng 500 pl buforem RPE
(za kazdym razem wirowano 15 sekund w 8000 x g, filtrat usuwano). Zwirowano probke
na maksymalnych obrotach przez 1 minute w celu usunigcia pozostatosci buforu RPE
zawierajacego etanol. Przeniesiono kolumng¢ do czystej probowki Eppendorf. Dodano
20-30 pl dejonizowanej wody MiliQ i inkubowano 10 minut w temperaturze pokojowej.
Nastepnie zwirowano kolumne (8 000 x g, 1 minuta), a eluat zachowano. Dokonano
pomiaru stezenia przy uzyciu spektrofotometru. Ocen¢ jakoSciowa wykonano przez
wizualizacj¢ 18S:23S rybosomalnego RNA w 2% zelu agarozowym z 3% dodatkiem
barwnika SimplySafe w 1x stezonym buforze TBE. Wyizolowane probki umieszczano

na lodzie i przystepowano bezposrednio do kolejnego etapu tj. odwrotnej transkrypcji.
4.3.2 Odwrotna transkrypcja

Odwrotna transkrypcija przy uzyciu zestawu iScript cDNA Synthesis Kit

Do 15 pul wyizolowanego RNA dodano 4 pl 5x stg¢zonego buforu dla odwrotnej
transkryptazy (5x iScript reaction mix) oraz Iul enzymu odwrotnej transkryptazy

z zestawu iScript cDNA Synthesis Kit. Reakcje RT prowadzono w termocyklerze
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W nastepujacych warunkach: 25°C - 5 min, 42°C - 30 min, 85°C - 5 min. Prébki cDNA

przechowywano w temperaturze -20°C.

Odwrotna transkrypcia przy uzyciu zestawu High-Capacity cDNA
Reverse Transcription Kit

Przygotowano 2x st¢zony master mix (na jedng reakcje) sktadajacy sie z: 2 ul
10x RT Buffer, 25x 0,8 ul ANTP Mix (100 mM), 2 pul 10x RT Random Primers, 1 pl
MultiScribe Reverse Transcriptase, 4,2 ul wody wolnej od nukleaz. Do 10 pl
wyizolowanego RNA dodano 10 pl master mixu. Reakcj¢ RT prowadzono
w termocyklerze w nast¢pujacych warunkach: 25°C - 10 min, 37°C - 120 min, 85°C -
5 min. Probki cDNA przechowywano w temperaturze -20°C.

4.3.3 Real-Time PCR — mRNA

Do zbadania ekspresji genéw UCP1 oraz UCP2 wykorzystano 1 pul cDNA, 9 ul
TagMan Gene Expression Master Mix, 9 pl wody dejonizowanej MiliQ oraz 1 pl
odpowiedniej sondy TagMan na jedng reakcje (Tabela 3). Koncowa objetosé
mieszaniny reakcyjnej wynosita 20 pl. Reakcj¢ przeprowadzono w nastepujacych
warunkach: 95°C przez 10 min, 40 cykli sktadajacych si¢ z: denaturacji 95°C przez 15
sekund oraz annealingu (przytaczanie starterow) w 60°C przez 1 minut¢ w aparacie do
reakcji Real Time PCR Viia 7 z wykorzystaniem oprogramowania QuantStudio™
Software V1.2.4.

4.3.4 Obliczenia i analiza statystyczna

Ekspresja badanych genow byta oszacowana przy uzyciu metody porownawczej
ACt, czyli roznicy wartosci Ct 2%, Proby byty analizowane w duplikacie. Amplifikacja
produktow reakcji PCR byla normalizowana przy uzyciu kontroli endogenne;]
B - 2- mikroglobuliny (52M). Obliczenia oraz analize statystyczng przeprowadzono
przy uzyciu programu Microsoft Excel (Microsoft Office) oraz GraphPad Prism 8.4.3
(GraphPad Software). Grupy byly pordéwnywane przy uzyciu nieparametrycznego testu
Manna-Whitney’a. Podsumowanie statystyki zostalo przedstawione, jako mediana

+ SD. Warto$¢ p < 0,05 przyjeto za istotng statystycznie.
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4.4 Badanie funkcjonalnego znaczenia wybranych SNP zlokalizowanych

w rejonie 5’ genu UCP1 w odniesieniu do aktywnosci promotorowej
4.4.1 Hodowle linii komorkowych

Komoérki linii HepG2, przechowywane w ciektym azocie w banku komorek
Instytutu Immunologii i Terapii Do$wiadczalnej im. Ludwika Hirszfelda PAN we
Wroctawiu, rozmrozono w temperaturze pokojowej, delikatnie przeptlukano PBS
(w celu usuniecia toksycznego DMSO — skladnika ptynu do zamrazania hodowli),
zwirowano (300 x g, 5 min) a nast¢pnie pelet komorkowy zawieszono w odpowiednim
medium hodowlanym (Tabela 4) iprzeniesiono do butelki hodowlanej (25cm?,
Sarstedt) W ten sam sposdb rozmrozono | przeniesiono do butelki hodowlanej komoérki
PAZ6. Komorki hodowano w inkubatorze CO: z plaszczem powietrznym, ciagly
filtracja HEPA oraz systemem dekontaminacji gorgcym powietrzem w temperaturze
37°C w wilgotnej] atmosferze z obecnoscia 5% COz. Po uplywie 24 godzin
i przyklejeniu si¢ komoérek do dna naczynia, usuwano medium znad hodowli
i dodawano s$wiezy ptyn hodowlany. Naczynia z hodowla ponownie umieszczano
w inkubatorze ihodowano do czasu wytworzenia pojedynczej, jednolitej warstwy

komorek na calej powierzchni butelki (ang. monolayer).

W celu otrzymania odpowiedniej liczby komorek do przeprowadzenia testow,
wykonywano pasazowanie hodowli do wickszych butelek hodowlanych (75cm?,
Sarstedt). Ptyn znad hodowli zlewano, komérki plukano najpierw PBS z jonami Ca?*
i Mg?, a nastepnie dodawano roztwor trypsyny w EDTA, aby zakryl cata powierzchnie
butelki. Po okoto 5 minutach usuwano roztwor trypsyny, dolewano medium
hodowlanego 1 odklejano komorki od dna naczynia hodowlanego. Nastepnie
zawieszano je w odpowiednim dla danej linii medium wzrostowym. Komorki liczono
w komorze Biirkera barwigc je 0,4% roztworem biekitu trypanu, aby oceni¢ ich
zywotno$¢. Nastepnie hodowlg doprowadzano do odpowiedniej gestosci i rozlewano,
w zaleznosci od eksperymentu, do dotkow w odpowiednich ptytkach plastikowych lub
do butelek. W trakcie hodowli czgs$¢ komorek HepG2 oraz PAZ6 zebrano, zawieszono
w 100ul RNAlater (Invitrogen) i zamrozono w -20°C do czasu wykonania dalszych

analiz.
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4.4.2 Roznicowanie PAZ6 w kierunku dojrzatych adipocytow BAT

Komoérki linii PAZ (preadipocyty) hodowano, az do uzyskania okoto 80%
konfluencji w naczyniu hodowlanym. Nastepnie medium usuni¢to i komorki ptukano
PBS z jonami Ca?* i Mg?*. Do butelki hodowlanej dodano medium réznicujacego (sktad
medium w Tabela 4). Medium réznicujace zmieniano co 2 dni, przeptukujac komorki
PBS z jonami Ca?* i Mg?* po zlaniu starego medium. W pierwszych 4 dniach medium
réznicujace zawieratlo dodatkowo 0,25 mM IBMX, ktéra jest jednoczes$nie
kompetycyjnym inhibitorem fosfodiesterazy, podnoszacym wewnatrzkomorkowe
stezenie cCAMP, oraz antagonistg receptora adenozyny. Roznicowanie linii komorkowej
PAZ6 prowadzono 28 dni. W trakcie 28 dni réznicowania dokonano dokumentacji
fotograficznej komoérek. Dodatkowo wykonano barwienie Oil Red O w pierwszych
siedmiu dniach roznicowania (procedur¢ barwienia opisano w podrozdziale 4.4.3).
Komorki pasazowano w momencie, kiedy komorki pokrywaty powierzchnig butelki.
W dniach 0, 4, 7, 14, 28 r6znicowania zbierano komorki do dalszych analiz, najpierw
odrywajac je od podloza przez trypsynizacje, nastepnie dwukrotne pluczac PBS
z jonami Ca?* i Mg?*, zawieszajac w 100 ul RNAlater. Zabezpieczone komorki

w RNAIlater przechowywano w temperaturze -20°C.

Przygotowanie cytospinow

wW celu wykonania barwienia immunofluorescencyjnego
(ang. immunofluorescent, IF) linii komoérkowej PAZ6 w kolejnych dniach
réznicowania, komorki zebrano, policzono iwykonano odpowiednie rozcienczenia
zawiesiny komorek tak, aby otrzymac¢ 20 000 lub 40 000 komorek w 100 pl PBS.
Zawiesing komorek umieszczono w rynienkach do cytospinu i naniesiono na szkietka
podstawowe wirujac przez 7 minut, 700 x g w temperaturze pokojowej w wirdwce do
cytospinu. Po odwirowaniu, szkietka pozostawiono w temperaturze pokojowej przez
24 godziny do catkowitego wyschnigcia. Cytospiny przechowywano w -20°C az do

wykonania barwien.

4.4.3 Barwienia IF, DAPI oraz Oil Red O

Barwienie immunofluorescencyijne (IF) oraz DAPI

Po wyjeciu przygotowanych cytospindow z -20°C (zebranych w 0, 4, 7, 14, 28

dniu réznicowania PAZ6) i doprowadzeniu preparatow do temperatury pokojowe;j,
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utrwalono komorki wkladajac cytospiny do acetonu na 10 minut. Po uptywie tego czasu,
wyjeto preparaty z rozpuszczalnika i pozostawiono na powietrzu az do calkowitego
odparowania rozpuszczalnika. Przy pomocy pisaka firmy Dako obrysowano dookota
obszar na slajdzie, na ktérym znajdowaly si¢ komorki, tworzac hydrofobowa bariere
wokol komorek. Przygotowano odpowiednie rozcienczenie (wg. zalecen producenta
1:500) pierwszorzedowego przeciwciata anty - UCP1 w odczynniku Dako Antibody
Diluent. Nastepnie nakropiono 100 pl roztworu anty - UCP1 na zaznaczony na szkietku
obszar z komérkami i pozostawiono na 30 minut w ciemnosci, w komorze utrzymujace;j
staly poziom wilgotnosci. Po tym czasie, przeptukano trzykrotnie szkietko 1x stezonym
PBS bez jondéw. Po ostatnim plukaniu doktadnie usuni¢to bufor znad obszaru, gdzie
znajdowaly si¢ komorki. Przygotowano rozcienczenie 1:20 drugorzedowego
przeciwciala (kozie anty-krolik IgG skoniugowane z AlexaFluor 647) w PBS bez jonow
i nakropiono 100 pl tak przygotowanego roztworu na komorki. Cytospiny inkubowano
Z drugorzedowym przeciwcialem 30 minut w ciemnos$ci, w komorze utrzymujacej staly
poziom wilgotnosci. Nastepnie, przeplukano trzykrotnie szkietko PBS bez jonow.

Dokladnie 1 delikatnie usunigto bufor znad obszaru, gdzie znajdowaty si¢ komorki.

Przystgpiono do barwienia jader komérkowych odczynnikiem 4',6-diamidyno-
2-fenyloindolem (ang. 4 6-diamidino-2-phenylindole, DAPI), ktoéry ma zdolno$¢ do
penetracji blony 1 potgczenia si¢ bezposrednio z DNA w komorce. Nakropiono jedng
krople roztworu DAPI na zaznaczony obszar komorek na cytospinie i inkubowano
W ciemnos$ci 15 minut. Szkietko przeptukano PBS bez jonow. Na cytospiny natozono
szkietka nakrywkowe. Zabarwione komoérki obserwowano pod mikroskopem
fluorescencyjnym. Do analizy barwienia uzyto zdje¢ z kanatu niebieskiego (DAPI)
i czerwonego (UCP1). Obrazy z obu kanaldéw nalozono na siebie uzyskujac

jednoczes$nie obraz jadra komoérkowego i biatka UCP1.

Barwienie Oil Red O

Oil Red O jest diazowym barwnikiem stosowanym do barwienia oboj¢tnych TG
lub lipidow znajdujacych si¢ w komorce. Podczas hodowli linii komorkowej PAZ6,
przeprowadzono barwienie barwnikiem Oil Red O. Komoérki hodowano na 96-dotkowej
przezroczyste] plytce przeznaczonej do hodowli linii adherentnych (20 000
komorek/dotek). Przed przystapieniem do barwienia, zebrano medium hodowlane znad

komorek 1 utrwalono komorki 4% paraformaldehydem przez 20 minut w temperaturze
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pokojowej. Po usunieciu $rodka utrwalajacego, dwukrotnie przeptukano komorki
buforem PBS. Nastepnie usuni¢to PBS i pozostawiono puste dotki z komorkami do
wyschnigcia. W tym czasie przygotowano roztwor Oil Red O poprzez jego
rozcienczenie w wodzie destylowanej w stosunku 1:1 i pozostawiono na 10 minut. Tak
przygotowany roztwér barwnika dodano do komorek (100 pl/dotek) i inkubowano
20 minut w temperaturze pokojowej. Nastepnie usunicto roztwédr znad komorek
I przeplukano dotki dwukrotniec wodg destylowang. Po ostatnim plukaniu w dotkach
pozostawiono 100 ul wody destylowanej. Plytk¢ z zabarwionymi komodrkami

obserwowano pod mikroskopem swietlnym odwrdoconego pola.

4.4.4 Badanie poziomu ekspresji genow UCPL, zicl, f34R, leptin w BAT

w trakcie 28-dniowego roznicowania

Zebrane w kolejnych dniach réznicowania komorki PAZ6 oraz komorki HepG2
zawieszone w RNAlater (Invitrogen) rozmrozono i zwirowano 5 min, 400 x g.
Supernatant delikatnie usunig¢to 1 niezwlocznie przystapiono do izolacji RNA przy
uzyciu zestawu RNeasy Mini Kit (Qiagen). Proces izolacji RNA przeprowadzono
W sposob analogiczny jak w rozdziale 4.3.1. Nastepnie przeprowadzono reakcje
odwrotnej transkrypcji wg. procedury opisanej w rozdziale 4.3.2 przy uzyciu zestawu

High-Capacity cDNA Reverse Transcription Kit (Applied Biosystems).

Do zbadania ekspresji genow UCP1, zicl, f3A4R, leptin wykorzystano metode
Real time PCR z uzyciem sond TagMan (odczynniki). Mieszanina reakcyjna zawierata:
0,7 ul cDNA; 7,1 ul TagMan Gene Expression Master Mix; 6,5 pul wody dejonizowanej
MiliQ oraz 0,7 ul odpowiedniej sondy TagMan na jedng reakcj¢. Koficowa objgtosé
mieszaniny reakcyjnej wynosita 15 pl. Reakcje przeprowadzono w taki sam sposob, jak
opisano w podrozdziale 4.3.3. Proby byty analizowane w triplikacie. Amplifikacja
produktow reakcji PCR byla normalizowana przy uzyciu kontroli endogennej GAPDH
oraz HPRT. Ekspresja badanych gendéw byla oszacowana przy uzyciu metody
pordéwnawczej AACt, czyli réznicy réznic wartosci Ct 2%, Obliczenia oraz analiza
statystyczna zostata przeprowadzona w analogiczny sposob jak to opisano W punkcie

4.3.4. Obliczenia i analiza statystyczna
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4.45 Badanie aktywnosci promotorowej genu UCP1 w wybranych liniach

komorkowych — test lucyferazowy

Geny reporterowe, pozwalajace na analize¢ ekspresji genéw oraz $ledzenie zmian
komoérkowych zwigzanych z ekspresja gendéw, sa szeroko stosowane w badaniach
farmaceutycznych i biomedycznych, a takze biologii molekularnej i biochemii.
Zazwyczaj gen reporterowy z interesujacg sekwencjag DNA jest klonowany do wektora
ekspresyjnego, ktory nastepnie jest transfekowany do komorek. W dalszej kolejnosci
komorki analizuje si¢ pod katem obecnosci reportera poprzez bezposredni pomiar
samego biatka reporterowego lub aktywnos$ci enzymatycznej biatka reporterowego.
W niniejszej pracy wykorzystano wektory ekspresyjne posiadajagce zmodyfikowany
region kodujgcy genu reporterowego - lucyferazy luc*, pochodzacy ze $wietlika
(fac. Photinus pyralis), wykazujace naturalng zdolno$¢ do bioluminescencji 2.
Transfekcja wektora z pojedynczym reporterem moze by¢ niewystarczajaca do
osiggniecia wiarygodnych wynikow, dlatego tez wykorzystano system podwojnych
gendw reporterowych. Obok wektora zawierajacego luc™, kotransfekowano wektor
kontrolny zawierajacy gen lucyferazy hRluc pochodzacy z parzydetkowcow z gatunku
Renilla reniformis. Zastosowanie kontroli wewnetrznej pozwolilo na normalizacje
wynikow, minimalizujagc tym samym roznice wynikajgce z wydajnosci transfekcji,
niespecyficznych odpowiedzi komorkowych oraz réznicy w ilosci komorek.
Zastosowany test pozwala dodatkowo na odrzucenie wynikow fatszywie pozytywnych

lub fatszywie negatywnych 122,

4.4.5.1 Przygotowanie wektorow do transfekcji

W ramach wspotpracy z Laboratorium Rozwoju Regulacji Ekspresji Genow
w Instytucie Biologii Genu RAS w Moskwie otrzymano konstrukty zawierajace
fragment regulatorowy (enhancerowy) oraz/lub fragment promotorowy genu UCPL.
Zaprojektowano oraz przygotowano w sumie 10 konstruktow, opartych na wektorze
dedykowanym do testow lucyferazowych - pGL3-Basic. pGL3-Basic jest wektorem,
ktéry nie posiada promotora eukariotycznego oraz sekwencji wzmacniajacych
(enhancerowych). Ekspresja lucyferazy w komoérkach transfekowanych tym wektorem
zalezy od insercji oraz wilasciwej orientacji regionu promotorowego wklonowanego
powyzej genu luc+. Dodatkowo, aktywnos$¢ lucyferazy mozna bada¢ w zaleznosci od

wklonowanych regioné6w enhancerowych ponizej genu luc+. Przygotowane plazmidy
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zawieraly inserty z sekwencja regionu promotorowego o dtugosci 1077 pz, zawierajaca
wariant A lub C w pozycji -112 powyzej genu lucyferazy. Konstrukty te nazwano
kolejno: 112A oraz 112C. Do otrzymanych konstruktow wklonowano fragment
regulatorowy 5’ (enhancerowy) genu UCPl =z sekwencja okalajagcg miejsce
polimorficzne A-3826G (523 pz) lub A-1766G (496 pz), 270 pz ponizej genu
lucyferazy. W ten sposob otrzymano konstrukty z dwoma wariantami regionu
promotorowego (A lub C) oraz czterema wariantami regionu enhancerowego A-3826G
lub A-1766G (Ryc. 11), nazwanych: 112A/3826A, 112A/3826G, 112C/3826A,
112C/3826G, 112A/1766A, 112A/1766G, 112C/1766A, 112C/1766G.

pause site B
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poly(A) signal

BmpR promoten \\u‘\ A%% AmpR promot: ey i p'b'”% AmpR promoter & %”'%»
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Ryc. 11 Mapy konstruktow przygotowanych do transfekcji. Po lewej — pGL3-Basic z wklonowanym
rejonem promotorowym zawierajacym wariant A lub C polimorfizmu -112A/C. W $rodku konstrukt
zawierajacy fragment promotorowy z allelem A lub C oraz fragment regulatorowy 5’ z miejscem
polimorficznym -3826A lub -3826G. Po prawej konstrukt z fragmentem promotorowym -112A lub C
oraz z fragmentem -1766A lub -1766G.

Oprécz konstruktow zawierajacych funkcjonalne fragmenty genu UCP1
przygotowano konstrukt kontrolny posiadajacy przypadkows sekwencje W miejscu

insercji sekwencji regulatorowej 5* (ponizej genu luc+).

4.4.5.2 Transfekcja

Transfekcja

Dzien przed planowang transfekcja komoérki HepG2 odklejono od butelki
hodowlanej, wirowano 5 min w 400 x g, zlano medium znad osadu komorek,
zawieszono w 1Iml medium hodowlanego i policzono komorki przy uzyciu komory
Biirkera. Komorki HepG2 zawieszono w odpowiedniej objetosci medium hodowlanego
i przeniesiono na biala, 96-dotkowa, ptytke do hodowli komorkowych. W kazdym dotku
znajdowato si¢ 20 000 komorek zawieszonych w 100ul medium hodowlanego. Byta to

wystarczajaca ilos¢ komoérek, aby po 24h hodowla osiggneta ok. 80% konfluenc;i.
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Dodatkowo, komorki przeniesiono w takiej samej ilosci i objg¢tosci medium na kilka
dotkéw bezbarwnej 96-dotkowej ptytki w celu obserwacji konfluencji i zywotnosci
komorek w obecnosci transfektanta (obserwacja mikroskopowa). Komorki hodowano
w warunkach opisanych w rozdziale 4.4. Po 24h sprawdzono konfluencj¢ komoérek
I przystgpiono do transfekcji przy uzyciu odczynnika FUGENE® HD Transfection
Reagent.

W przypadku linii komérkowej PAZ6, przed planowang transfekcja wykonano
4-dniowe roznicowanie w medium roznicujacym (sktad medium w Tabela 4)
z dodatkiem 0,25 mM IBMX. Dzien przed planowang transfekcja (4 dzien
réznicowania) przesiano PAZ6 w ten sam sposob jak wyzej opisane komérki HepG2 na
biata, 96-dotkowa, ptytke do hodowli komérkowych w ilosci 15 000 komoérek na dotek

w 100 pl medium réznicujacego.

Przygotowano roztwory odpowiednich wektorow razem 2z wektorem
kontrolnym pGL4.74 w medium ze zredukowana iloscig serum Opti-MEM w taki
sposob, aby na jeden dotek 96-dotkowej ptytki przypadato 100 ng badanego wektora
oraz 10 ng wektora kontrolnego pGL4.74. Do mieszaniny wektorow w Opti-MEM
dodano odczynnik transfekcyjny w stosunku 4,5:1 do ilosci wektora dla komorek
HepG?2 oraz 4:1 dla komorek PAZ6. Catos$¢ delikatnie wymieszano przez pipetowanie.
Objetos¢ calkowita kompleksu DNA-trasnfektant przypadajaca na jeden dofek ptytki
wynosita 5 ul. Mieszaning t¢ inkubowano 15 minut, a nastgpnie dodano do komorek,
delikatnic mieszano ptytke. Komoérki hodowano w warunkach opisanych

W rozdziale 4.4.

4.4.5.3 Stymulacja komorek transfekowanych

Po 10 h od transfekcji dodawano do odpowiednich dotkoéw na ptytce 5 pl kwasu
9-cis retinowego (ang. 9-cis retinoic acid, 9-cis RA) lub norepinefryny i kontynuowano

hodowle. Stezenie koncowe stymulantéw w hodowli wynosito 1 pM.

4.4.5.4 Test lucyferazowy

Po 48h od transfekcji przeprowadzono test lucyferazowy przy uzyciu zestawu
Dual-Glo Luciferase Assay, Z kazdego dotka odciggnigto delikatnie pipeta 35 ul
medium tak, aby uzyska¢ 75 pl medium w jednym dotku. Nast¢pnie do kazdego dotka

dodano 75 pl Dual-Glo Luciferase Reagent. Mieszaning inkubowano 15 min. Nast¢pnie

67



METODY

delikatnie wymieszano, kilkukrotnie pipetujac i uwazajac, aby nie spieni¢ mieszaniny,
gdyz moglo to zaburzy¢ odczyt. Nastepnie zmierzono luminescencje na czytniku
GloMax®-Multi Microplate Multimode Reader (Promega). Po dokonaniu pierwszego
odczytu luminescencji dla lucyferazy ze $wietlika dodano substrat dla lucyferazy
z Renilla reniformis (Dual-Glo Stop&Glo, Promega) skiadajacy si¢ z koelenterazyny
i tlenu czasteczkowego, w objetosci 75 pl/dotek. Mieszaning inkubowano 15 minut
i podobnie jak przed pierwszym odczytem delikatnie wymieszano przez pipetowanie.
Wykonano drugi odczyt luminescencji dla lucyferazy z Renilla reniformis. Testy
lucyferazowe z wykorzystaniem linii komorkowej HepG2 oraz PAZ6 transfekowanej
W 4 dniu réznicowania wykonano trzykrotnie, w trzech powtorzeniach technicznych
(tryplikacie). Odczyt luminescencji otrzymano we wzglednej jednostce luminescencji
(ang. Relative Luminescence Unit, RLU). Otrzymane wyniki RLU dla lucyferazy ze
swietlika (RLUIuc) dla kazdego z transfekowanych plazmidow usredniano a nastepnie
dzielono przez usredniony odpowiadajgcy im wynik RLU dla lucyferazy z Renilli
(RLURenilla). Nastgpnie, normalizowano stosunek RLUIluc/RLURenilla do
RLUluc/RLURenilla wektora pGL3-Basic w przypadku komérek HepG2, w przypadku
PAZ6 normalizacj¢ przeprowadzono w stosunku do wektora kontrolnego. Kazde
niezalezne dos$wiadczenie uwzglednialo proby kontrolne: komoérki transfekowane
wektorem pGL3-Basic, komoérki nietransfekowane (C-), komoérki traktowane tylko
transfektantem (blank) oraz w przypadku transfekcji komorek PAZ6, komorki
transfekowane wektorem kontrolnym (kontrola) zawierajgcym niefunkcjonalng

sekwencje w miejscu insercji sekwencji zawierajagcych wariant 3826A/G lub 1766A/G.

4.4.5.5 Analiza statystyczna

Analize statystyczng uzyskanych wynikéw wykonano przy uzyciu programu
GraphPad Prism 8.4.3 (GraphPad Software) oraz Mirosoft Excel (Microsoft Office).
Normalno$¢ rozktadu sprawdzano testem Shapiro-Wilk’a. Dane wykazujace rozktad
normalny analizowano przy uzyciu testu jednoczynnikowego ANOVA. Dane
nieparametryczne analizowano testem U Manna-Whitneya (poréwnanie dwoch grup) lub
testem Kruskala-Wallisa (por6wnanie >2 grup). Istotno$¢ statystyczna uwzgledniano przy
zatozeniu p < 0,05. Wykresy przygotowano przy uzyciu programu Excel 2013 (Microsoft
Office) lub GraphPad Prism 8.4.3.
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V. WYNIKI

5.1 Analiza zmienno$ci genetycznej w genie UCP1

5.1.1 Charakterystyka grupy badanej i grupy kontrolnej - analiza danych

antropometrycznych i biochemicznych badanych grup

Grupe¢ badang stanowili pacjenci Kliniki Choréb Wewnetrznych Uniwersytetu
Medycznego w Poznaniu ze zdiagnozowanym zespotem metabolicznym. Grupa badana
liczyta 281 osbb, z czego u 252 os6b nie stwierdzono cukrzycy typu 2, natomiast 29
0sob bylo poddanych leczeniu T2DM (kryteria rozpoznania IDF - AHA/NHLBI).
Przeprowadzono analize danych biochemicznych oraz antropometrycznych grupy,
w tym: profilu lipidowego (cholesterol catkowity, stezenie LDL, HDL, TG), glikemii
na czczo, BMI, WHR. Wyniki analizy przedstawiono, jako $rednig wynikow dla
wszystkich pacjentoéw + SD (Tabela 8).

Tabela 8 Parametry biochemiczne oraz antropometryczne grupy badanej z podziatem na osoby bez oraz
z T2DM.

Grupa badana z MetS

FEIEIE bez T2DM z T2DM WSzyscy
(n=252) (n=29) (n=281)
profil lipidowy:

cholesterol catkowity [mg/dl] 202,19 +39,82 186,94 + 55,45 200,60 + 42,06
LDL [mg/dl] 111,30 + 44,81 101,16 + 40,18 110,18 + 44,52
HDL [mg/dl]: 58,49+ 14,13 48,38+ 19,16 57,44 + 15,08
HDL u kobiet [mg/dl] 62,61 +13,72 51,72 +21,58 61,51 + 14,91
HDL u mgzczyzn [mg/dl] 50,95+11,68 43,65 + 15,75 50, 08 £ 12,37

TG [mg/dl]
glukoza na czczo [mg/dl]

BMI (kg/m?)

obwad talii [cm]
kobiety [cm]
mezczyzni [cm]
WHR
kobiety
mezczyzni
ciSnienie tetnicze
skurczowe (mm Hg)
ciSnienie tetnicze
rozkurczowe (mm Hg)

192,53 + 01,83

102,55 + 30,99

32,05+ 3,92

105,68 + 13,34

102,28 + 12,74

109,08 + 9,22
0,97 £ 0,15
0,94 + 0,14
1,01 £0,12

142,26 + 19,21

84,61 + 12,12

194,12 +£ 101,69

151, 80 £ 56,14

33,96 + 9,61

109,02 + 19,44

111,82 + 23,49

105,04 + 12,81
1,00 £ 0,11
0,97 £ 0,13
1,06 + 0,05

134,86 + 18,57

77,34 £11,52

176,86 + 99,68

107, 50 + 37,48

32,34 £4,85

105,13 + 13,308
103,18 + 12,68
108,60 + 9,76

0.97+0,14
0,94 +0,14
1,01 0,94

141,50 £ 19,31

83,85 +£12,29
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Wszystkie osoby z grupy badanej byly osobami otylymi, o czym $swiadczy
wysoki wskaznik BMI (> 30) oraz otylos¢ brzuszna (normy wg. IDF dla Europejczykow
obwod talii: < 94 cm, u kobiet < 80 cm). Ponadto, pacjenci ze zdiagnozowanym
zespotem MetS mieli zaburzone wartosci lipidogramu, a w szczegolnoséci parametry
$wiadczace 0 zespole metabolicznym, czyli poziom HDL oraz TG (norma wg. IDF:
HDL dla kobiet > 50, dla mezczyzn > 40, poziom TG < 150). Osoby z MetS oraz ze
zdiagnozowang T2DM posiadali rowniez wysoki poziom glukozy mierzonej na czczo
(norma ponizej 100 mg/dl). Innym parametrem $wiadczacym o MetS byl stosunek
ci$nienia tetniczego skurczowego do cisnienia rozkurczowego, ktorego norma wg. IDF
wynosi 130/85. Zdecydowana wigkszo$¢ osob zakwalifikowanych do grupy badanej

miata ci$nienie tetnicze wyzsze niz zaklada to norma (141,50/83,85).

Przeprowadzono analize grupy kontrolnej pod katem wartosci pomiarow
antropometrycznych. Sposrod 365 oséb, odrzucono osoby, ktorych BMI wynosito
powyzej 30, oraz osoby, U ktorych zawartos¢ tkanki thuszczowej stanowita powyzej
35% u kobiet oraz powyzej 30% u me¢zczyzn. Do analizy ostatecznie zakwalifikowano
316 os6b z grupy kontrolnej. Ponizej przedstawiono pordwnanie parametrow
antropometrycznych obu grup (Tabela 9).

Tabela 9 Poréwnanie danych ($rednia + SD) grupy kontrolnej i grupy pacjentéw ze zdiagnozowanym
zespotem metabolicznym.

parametry _ pacjenci z MetS
antropometryczne AR KOS A (1 =G ) (n=281)
wiek (lata) 34,84 + 12,56 60,05+ 11,71

kobieta/ mezczyzna, n (%)

108 (34) / 208 (66)

180 (64) / 101 (36)

BMI (kg/m?) 23,76 % 2,50 32,34+ 4,85
obwéd talii [cm] 84,25 + 9,69 108,69 % 61,36

WHR 0,84 + 0,07 0.9940,58

7o zawartosc tkanki 2273 + 6,25 brak danych

tluszczowej
ciSnienie tetnicze
skurczowe (mmhg)
ciSnienie tetnicze
rozkurczowe (mmhg)
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Nalezy podkresli¢, iz grupa pacjentéw stanowila grupe osdb ze zdiagnozowanym
syndromem metabolicznym oraz otyloscig. W dalszej czeSci pracy grupa z MetS

jednoczes$nie oznacza grupe osob otytych.

5.1.2 Dystrybucja genotypow SNPs genu UCP1 w badanych grupach

Metoda PCR-RFLP oznaczono migjsca polimorficzne w grupie osob ze
zdiagnozowanym MetS (281 o0s6b) oraz w grupie oséb zdrowych (316 o0sob).
Elektroforeza w zelu agarozowym pozwolita na wizualizacj¢ otrzymanych genotypow.
Ponizej przedstawiono obraz prazkow w zelu agarozowym dla kazdego genotypu,
otrzymanego dla wybranych polimorfizméw genu UCP1 (Ryc. 12, Ryc. 13, Ryc. 14,
Ryc. 15, Ryc. 16).

Uzyskane produkty na drodze analizy restrykcyjnej Bcll dla polimorfizmu A-
3826G to prazki o dhugosci: 470, 291, 179 pz (Ryc. 12). Prazek o dlugosci 470 pz
odpowiada fragmentowi okalajagcemu A-3826G, zawierajagcemu allel niezmutowany
(allel A) w badanym miejscu polimorficznym. W przypadku obecnosci allelu G
w badanym miejscu polimorficznym, enzym Bcll tnie amplikon, dajac dwa produkty
0 dlugosci: 291 oraz 179 pz. Obraz trzech prazkow uzyskano dla heterozygoty AG,
kiedy to allel A pochodzi z jednego chromosomu, natomiast allel zmutowany G
pochodzi z drugiego chromosomu homologicznego.

W przypadku SNP A-1766G (Ryc. 13), homozygota drugiego rodzaju (GG) daje
obraz niecigtego przez enzym restrykcyjny BSIHKAI prazka o dlugosci 443 pz. Co
ciekawe, zadna z badanych prob (zarowno w grupie kontrolnej jak i1 grupie badanej) nie
posiadata genotypu GG. Enzym BsiHKALI ciagt amplikon w przypadku obecnosci allelu
A dajac dwa produkty (340 1 103 pz) dla homozygoty pierwszego rodzaju (AA) oraz
trzy produkty (443, 340 i 103 pz) w przypadku heterozygoty (AG). Heterozygotami
byty tylko dwie probki posrod 543 genotypowanych osob.

Kolejnym polimorfizmem lezacym w rejonie 5’ promotorowym jest A-112C
(Ryc. 14). W trakcie reakcji PCR uzyskano amplikon o dlugos$ci 165 pz, ktory nast¢pnie
poddawano cieciu restrykcyjnemu enzymem Mval. W przypadku obecnos$ci
niezmutowanego allelu (A) w badanym miejscu polimorficznym produkt PCR nie
ulegat trawieniu, natomiast wystepowanie allelu C powodowato w trakcie travienie
Mval powstanie dwoch produktow o dlugosci 18 1 147 pz. Na zelu agarozowym

widoczny jest tylko jeden prazek o dhugosci 147 pz dla genotypu CC, gdyz produkt
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0 dhugosci 18 pz nie jest widoczny na zelu. Heterozygota AC daje trzy produkty, z czego

na zelu widoczne sg tylko dwa: 147 oraz 165 pz.

Do oznaczenia polimorfizmu Ala64Thr, lezacego w eksonie 2 genu UCPI,
namnozono w pierwszym etapiec amplikon o dhugosci 585 pz. W amplikonie
zawierajgcym niezmutowany allel G w badany miejscu polimorficznym enzym
rozpoznaje trzy miejsca restrykcyjne. W wyniku cigcia MspAl powstajg produkty: 12
pz (prazek niewidoczny na zelu), 237 pz oraz 345 pz. Na zamieszonym zdjgciu zelu
(Ryc. 15) w przypadku homozygoty GG widnieje dodatkowy prazek o dlugosci 594 pz
1jest to produkt pochodzacy od niedotrawionego amplikonu. W przypadku homozygoty
AA (zamiana aminokwasu Ala na Thr), w amplikonie powstaje dodatkowe miejsce
cigcia restrykcyjnego i w ten sposob powstajg produkty: 12, 47, 190, 345 pz. Dla
heterozygoty powstaja nastgpujace produkty: 12, 47, 190, 237, 345 pz.

- 22 3 4 =18 @25 % e
] e «——470pz
-t ————e
——
Bl — i i «— 443 pz
—— <«—179pz —— . < 340 pz
K
— . s «— 103 pz

Ryc. 12 Analiza genotypow dla SNP A-3826G po
cieciu restrykcyjnym enzymem Bcll. 1-marker
O’GeneRuler Low Range DNA ladder,
2-homozygota AA, 3-heterozygota AG, 4-
homozygota GG.
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Ryc. 13 Analiza genotypoéw dla SNP A-1766G po
cieciu restrykcyjnym enzymem BsiHKAI 1-marker
O’GeneRuler Low  Range DNA  ladder,
2-heterozygota AG, 3-blank, 4-homozygota AA.
Wsrod badanych probek nie znaleziono homozygoty
drugiego rodzaju (GG).



WYNIKI

s

- a

Sy

e

R 4

Rgsiden 3

e
Ryc. 14 Analiza genotypoéw dla SNP A-112C po Ryc. 15 Analiza genotypow dla SNP Ala64Thr po
cigeiu restrykcyjnym enzymem Mval (BstNI). cieciu restrykcyjnym enzymem MspAlIl. 1-marker
1-marker O’GeneRuler Low Range DNA ladder, O’GeneRuler Low Range DNA ladder, 2 - blank,
2-blank, 3-homozygota CC, 4-homozygota AA, 3- homozygota AA (Thr/Thr), 4-heterozygota GA
5-heterozygota AC. (Ala/Thr), 5- homozygota GG (Ala/Ala),

594 pz — niestrawiony produkt po PCR.

W przypadku Met229Leu (Ryc. 16) miejsce cigcia znajduje si¢ w wariancie
niezmutowanej homozygoty, czyli AA — powstaja dwa produkty o dlugosci: 17 pz
(niewidoczny na zelu) oraz 186 pz. Sekwencja posiadajagca zmutowany allel T nie jest
rozpoznawana przez HindlIII 1 nie dochodzi do cigcia restrykcyjnego (produkt o dlugosci

203 pz). Trzy produkty otrzymano dla heterozygoty AT: 17, 186 i 203 pz.

Ryc. 16 Analiza genotypow dla SNP Met229Leu po cigciu restrykcyjnym enzymem HindIII. 1-marker
O’GeneRuler Low Range DNA ladder, 2-blank, 3- homozygota TT (Met/Met), 4-homozygota AA
(Met/Met), 5,6-heterozygota AT (Met/Leu).
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5.1.3 Analiza zwigzku badanych SNP z ryzykiem zachorowania na MetS

Pierwszym etapem analizy byla ocena zgodnosci dystrybucji genotypow
zprawem Hardy’ego — Weinberga (HWE) w obu badanych grupach. W przypadku
polimorfizmu A-1766G rozklad czestosci wystepowania poszczegdlnych genotypow
nie spelnial zalozen HWE, a ponadto ze wzglgdu na bardzo niskg czestosé allelu

rzadkiego (0,3%), ten SNP zostat odrzucony w dalszej analizie.

W kolejnym etapie sprawdzono, czy czgstos¢ wystgpowania poszczegdlnych
alleli oraz genotypow dla czterech wybranych polimorfizméw u pacjentow ze
stwierdzonym MetS oraz otyloscig r6zni si¢ 0d czgstosci w grupie kontrolnej. W tym
celu przeprowadzono test y?. Nie stwierdzono istotnych statystycznie réznic
W czestosciach genotypow 1 alleli dla A-112C, Ala64Thr oraz Met229Leu poréwnujac
genotypy pacjentéw z MetS 1 osoby zdrowe (dla genotypow p odpowiednio 0,99; 0,84;
0,46, dla alleli p odpowiednio 0,99; 0,83; 0,21), co $wiadczy o braku zwigzku tych SNP
z ryzykiem zachorowania na MetS. Wyniki analiz dla badanych SNP przedstawiono

odpowiednio w Tabela 11, Tabela 12 oraz w Tabela 13.

Istotnie statystyczng rdznice zaobserwowano dla allelu G w polimorfizmie A-
3826G (p = 0,034). Zmutowany allel wystepowatl istotnie statystycznie czgsciej
w grupie kontrolnej (29,3%) niz w grupie pacjentow z MetS (23,8%) (p = 0,034).
Ponadto, wykazano ze osoby posiadajace allel G (tj. genotypy AG + GG) znaczaco
czesciej wystepuja u osob zdrowych (p=0,035). Obecnos¢ allelu G zmniejsza ryzyko
zachorowania o okoto 30% (OR =0,71; C195% 0,51-0,98).

Tabela 10 Czestos¢ wystepowania genotypow i alleli polimorfizmu A-3826G genu UCP1 w grupie
badanej i kontrolnej.

A-3826G rs1800592

pacjenci MetS kontrola
OR Cl195% p

n % n %
allel
A 428 76,2 447 70,7 1,32 1,02-1,71 0,034
G 134 23,8 185 29,3 0,76  0,58-0,98
genotyp
AA 163 58 156 49,4 12 2 4r=2=4,45
AG+GG 118 42 160 50,6 0,71  0,51-0,98 p=0,035
> 281 100,0 316 100,0

HWE XZZO,OOOJ_; p:0,99 XZ:O,32; p:0157

a grupa referencyjna, HWE — prawo Hardy’ego Weinberga, df — stopnie swobody
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Tabela 11 Czgstos¢ wystepowania genotypow i alleli polimorfizmu A-112C genu UCP1 w grupie
badanej i kontrolnej.

A-112C rs10011540

pacjenci MetS kontrola OR C195% .

n % n %
allel
A 514 91,5 576 91,4 1,004 0,67-1,51 0,99
C 48 8,5 54 8,6 1,12 0,22-5,59
genotyp
AA 236 84,0 264 838 17 ,
AC 42 14,9 48 152 098 0,63-153 é:dfszg_g’os
oo 3 11 3 10 112 0,25-4,97 ’
Y 281 100,0 315 100,0
HWE ¥?=0,53; p=0,47 v?=0,24; p=0,62

2 grupa referencyjna, HWE — prawo Hardy’ego Weinberga, df — stopnie swobody

Tabela 12 Czestos¢ wystepowania genotypow i alleli polimorfizmu Ala64Thr genu UCP1 w grupie
badanej i kontrolnej.

Ala64Thr rs45539933

pacjenci MetS kontrola OR C195% 5

n % n %
allel
G 513 91,3 579 91,6 0,96 0,64-1,44 0,83
A 49 8,7 53 8,4 1,69 0.28-10.21
genotyp
GG 235 83,6 265 83,9 1 .
GA 43 15,3 49 155 099 0,64-154 X;fagf“
AA 3 1,1 2 06 1,58 0,31-8,08 ’
> 281 100,0 316 100,0
HWE v?=0,42; p=0,52 ¥*=0,03; p=0,87

2 grupa referencyjna, HWE — prawo Hardy’ego Weinberga, df — stopnie swobody
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Tabela 13 Czestos¢ wystepowania genotypow i alleli polimorfizmu Met229Leu genu UCP1 w grupie
badanej i kontrolnej.

Met229L eu rs2270565

pacjenci MetS kontrola
OR Cl195%

n % n %
allel
A 455 90,3 457 92,5 1,33  0,85-2,08
T 49 9,7 37 75 0,65 0,11-3,92
genotyp
AA 206 81,7 212 85,8 1 ,
AT 43 17,1 33 134 134 082-2.18 Xg‘:%‘ié‘r’f’
1T 3 1,2 2 0.8 144  0,28-7,38 ’
> 252 100,0 247 100,0
HWE ¥?=0,20; p=0,66 v*=0,32; p=0,57

5.1.4 Pordéwnanie czestosci haplotypéw badanych SNP

Na podstawie otrzymanych wynikow czestoSci wystepowania genotypow
polimorfizméw genu UCPLl obliczono czgstos¢ wystgpowania poszczegdlnych
haplotypow przy uzyciu narzedzia SHEsis. W analizie nie uwzgledniono polimorfizmu

A-1766G, gdyz wyniki genotypowania grupy z MetS nie spetiaty zatozen HWE.

Tabela 14 Wyniki analizy haplotypéw. Do analizy uwgledniono kolejno loci: A-3826G, Ala64Thr,
Al112C oraz Met229Leu. Haplotypy o czestosci wystepowania <0,3 zostaly pominigte w analizie. Miejsce

A-1766G zostalo odrzucone, poniewaz nie spelnia prawa HWE. Analize wykonano dzigki narzgdziu
SHEsis.

Grupa MetS Zdrowi
haplotyp czgstosé czgstosé 1 P OR [C195%]
wystgpowania ~ Wystepowania
AGAT 3765 (0,75) 349,9 (0,71) 2,69 0,10 1,3 [0,95-1,70]
GGAT 75,5 (0,15) 100,0 (0,20) 453 0,03 0,7 [0,50-0,97]
GACA 37,7 (0,08) 33,9 (0,07) 0,16 = 0,69 1,1[0,68-1,79]

W analizie zaobserwowano obecno$¢ 10 haplotypow (AGAA, AGAT, AAAT,
GGAA, GGAT, GGCT, GACA, GACT, AGCT, AACA) wystepujacych w obu
badanych grupach. Dla haplotypéw o czestosci wystgpowania nizszej niz 3% nie
wykonano analizy statystycznej. Czgstos¢ powyzej 3% mialy tylko trzy haplotypy,
wymienione w Tabela 14. W pierwszej kolumnie ,haplotyp” litery oznaczaja
odpowiednio: pierwsza litera polimorfizm A-3826G, druga Ala64Thr, trzecia A- 112C
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I czwarta Met229Leu. Najczesciej wystepujacym haplotypem jest AGAT (obecnos¢
wszystkich alleli dzikich) w obu porownywanych grupach.

Zaobserwowano istotng statystycznie rdznic¢ W czgstosci wystgpowania
haplotypu GGAT mig¢dzy grupg oséb zdrowych a grupg z MetS oraz otyloscig. Haplotyp
ten zawiera zmutowany allel G polimorfizmu A-3826G oraz zmutowany allel T
w Met229Leu. Swiadczy to o zwiazku tego haplotypu z okolo 30% zmniejszeniem

ryzyka zachorowania na MetS (OR=0,700; C195% 0,503 - 0,973).

5.1.5 Analiza nierbwnowagi sprzezen (LD)

W kolejnym etapie przeprowadzono analiz¢ nierownowagi sprzezen badanych
SNPs. Podobnie jak we wczesniejszych etapach, w obliczeniach nie uwzgledniono
polimorfizmu A- 1766G. LD okre§la roznicg migdzy rzeczywista (obserwowang)
a oczekiwang czgstoscig wystepowania alleli w réznych loci w danej populacji. Analiza
LD pozwala na ustalenie, czy potozone w pobliskich loci polimorfizmy sa ze soba
sprzezone, czyli czy tworza wspolnie dziedziczony haplotyp. LD opisywane jest przez
dwa parametry: D’, ktory przyjmuje wartos¢ 1 dla catkowicie sprzezonych alleli, oraz
parametr r?, ktory jest miarg statystycznej korelacji i wyraza sie wartosciami od 0 do 1,
gdzie r2 = 1 wskazuje, ze dwa analizowane SNP niosa taka sama informacije (allel

pierwszego SNP jest obserwowany z allelem drugiego SNP).

Tabela 15 Wyniki parametrow (D’ oraz r?) LD dla badanych SNP genu UCP1.

D’ Ala6AThr | A-112C | Met229Leu r’ Ala64Thr | A-112C | Met229Leu
A-3826G 0,95 0,91 0,94 A3826G 0,23 0,21 0,23
Alab4Thr - 0,95 0,95 Alab4Thr - 0,89 0,86

A-112C - 0,90 All2C - 0,76

W silnej nieréwnowadze sprz¢zen sg polimorfizmy A-112C i Ala64Th4
(D =0,95, r2=0,89) oraz Ala64Thr oraz Met229Leu (D’=0,96, r?=0,86) - wyniKi
przedstawiono w Tabela 15 oraz na Ryc. 17. Oznacza to, iz allele dla tych

polimorfizméw dziedziczone sg bardzo podobnie.
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23

Ryc. 17 Schemat graficzny nieréwnowagi sprzezen (LD) pomiedzy analizowanymi polimorfizmami
SNP genu UCP1 w badanej grupie pacjentéw z MetS oraz grupie kontrolnej. Po lewej LD wyrazone
wartoscig parametru D’ w procentach, po prawej wartoscig wspotczynnika korelacji r?> w procentach.
(kolor biaty = 0, kolor czerwony 100%).

Podsumowujgc,  wykonano  genotypowanie 5  wybranych  miejsc
polimorficznych, z czego w przypadku SNP (A-1766G) stwierdzono, iz nie spelnia on
zatlozeh HWE 1 zostal wylaczony z dalszych analiz. Tylko dla jednego SNP
zaobserwowano istotnie statystycznie roznice w czestosci wystepowania alleli. Jest to
A-3826G, gdzie allel G wystepowal czesciej w grupie kontrolnej niz w grupie osob ze
zdiagnozowanym MetS. Analiza haplotypow wykazata, iz sposrod 10
zidentyfikowanych haplotypow, trzy wystepowaly z czgstoscia powyzej 3 %, a haplotyp
(GGAT) wystepuje istotnie statystycznie cze$ciej W grupie kontrolnej niz w grupie
pacjentow. Haplotyp ten zawiera zmutowany allel G polimorfizmu A-3826G oraz allel
T polimorfizmu Met229Leu i jego obecno$¢ wigze si¢ z obnizonym ryzykiem
wystgpienia MetS. Ostatnim etapem analizy byla analiza nierownowagi sprzgzen, ktora
wykazata, iz w silnym niezrownowazeniu sprz¢zen sa dwie pary polimorfizmow: A-

112C i Ala64Th4 oraz Ala64Thr i Met229Leu.

5.2 Poszukiwanie nowych nieopisanych w literaturze wariantéw genu UCP1
zwigzanych z ryzykiem wystapienia zespolu metabolicznego przy

zastosowaniu metody sekwencjonowania nowej generacji (NGS)

Znajac funkcje oraz mechanizm dziatania termogeniny 1 mozna zalozy¢, iz
poznanie zmiennosci genu UCPl w obrebie jego czeSci kodujacej i regionow
regulatorowych-(5’ oraz 3’UTR) moze stanowi¢ cickawg podstawe do dalszych badan
nad zwigzkiem zmienno$ci genetycznej z ryzykiem wystapienia chordob o podiozu

metabolicznym. W celu poszukiwania nowych polimorfizméw genu UCP1
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przeprowadzono sekwencjonowanie nowej generacji regionu kodujacego oraz
regionéw 5’ (5000 pz powyzej miejsca startu transkrypcji) i 3’ (2000 pz ponizej konca
eksonu 6) w grupie 36 osob zdrowych, 30 osob chorych na MetS (bez stwierdzonej
cukrzycy typu 2 oraz w grupie 29 osob z MetS oraz T2DM.

5.2.1 Ocena jakosci matrycowego DNA uzytego do wygenerowania
bibliotek

Sposrod  wyizolowanych préb  genomowego DNA  uzywanych do
wczesniejszego genotypowania, wybrano proby 0 najlepszej jakosci, tzn. 0
niezdegradowanym DNA. Ponizej (Ryc. 18) przestawiono przykltadowe wyniki
otrzymane podczas automatycznej elektroforezy zelowej. Cechg charakterystyczng
probki o wysokiej jakosci (np. probka F1, DIN = 8.8) jest ostry prazek na wysokosci
okoto 45 500 pz. Wida¢ to rowniez na wykresie przedstawiajacym zaleznos$¢ dlugosci
DNA od intensywnosci, ktory posiada jeden glowny peak na wysokosci 31 477 pz.
Cechg charakterystyczng zdegradowanego DNA jest obecno$¢ ciggnacego sig,
rozmytego prazka (smiru), ktory odpowiada wielu fragmentom DNA o r6znej dtugosci

(np. probka C1 na Ryc. 18). Probki o takim obrazie nie byly brane do dalszej analizy.

AlL(l) B1 a D1 E1 F1 G1 H1 A2 B2 2 D2 E2 F2 G2 H2

DIN |DIN [DIN DIN |[DIN [DIN DIN DIN DIN DIN DIN DN DIN DIN DIN
66 |38 |52 57 |88 |77 71 60 70 57 75 80 72 77 61

I -
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Ryc. 18 Na gorze - przyktadowy obraz automatycznej elektroforezy zelowej dla 15 probek
genomowego DNA (B1-H2). A1(L) - marker wielkosci. DIN (DNA Integrity Number) — ocena
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integralnosci DNA. Na dole - przyktadowy rozktad wielkosci dla dwoch prob: o niskim DIN (3.8) - po
lewej oraz wysokim DIN (8.8) — po prawej.

5.2.2 Ocena jakosci wygenerowanych bibliotek

Przeprowadzono analize¢ jakosci otrzymanych bibliotek poprzez automatyczny
rozdziat elektroforetyczny przy uzyciu systemu TapeStation 4200 oraz High Sensitivity
D1000 ScreenTape Assay (biblioteki przygotowane zestawem TruSeq) oraz tradycyjng
elektroforeze w 1.5% zelu agarozowym z dodatkiem barwnika SimplySafe w buforze
TBE i wizualizacje w $wietle UV (biblioteki przygotowane zestawem AmpliSeq).
Przyktadowe wyniki elektroforezy automatycznej przedstawiono na Ryc. 19. Prazek na
wysokosci okoto 400 pz pochodzi od poprawnie przygotowanej biblioteki
zamplifikowanego fragmentu DNA z przylaczonymi adapterami (np. probka G1 na
Ryc. 19).

EL1(L) B1 a D1 E1 F1 G1 H1 A2 B2 o] D2 E2 F2 G2 H2

[bp] ‘
1500 I S — N — — — — — | — — — N — —
1000

700  j— ’ L ’ ‘ . p ’ "

500 I

400  — -l -l ' | " « I« B
300 -

200

100 —

5o .

AN

8 s 8 8 8 g 88 " . & 8 8 8 8 8 g 88

Ryc. 19 Na gorze — przyktadowy obraz automatycznej elektroforezy zelowej dla 15 probek bibliotek
przygotowanych zestawem Truseq Custom Amplicon Low Input Kit (A2-H2). EL1(L) - marker wielkosci.
Na dole - przyktadowy rozktad wielko$ci dla dwoch wybranych bibliotek. Zielonym prostokatem
zaznaczono obraz elektroforezy dla poprawnie przygotowanej biblioteki — widoczny produkt na
wysokos$ci 383 pz. Czerwonym prostokatem zaznaczono obraz elektroforezy dla biblioteki, gdzie nie
powstal oczekiwany produkt. Taka biblioteka, byta odrzucana do dalszych krokéw sekwencjonowania
NGS.
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W przypadku tradycyjnej elektroforezy w 1,5% zelu agarozowym réwniez
zaobserwowano prazek na wysokosci 400 pz odpowiadajacy bibliotece (Ryc. 20).
Analiza jakosci bibliotek pozwolita na odrzucenie bibliotek o ztej jakosci. Do kolejnych

etapow sekwencjonowania NGS zakwalifikowano:

e Dbiblioteki przygotowane zestawem TruSeq (dla czgsci kodujacej genu
UCP1) - 35 probek z grupy kontrolnej, 29 probek z grupy oséb ze
zdiagnozowanym zespofem metabolicznym oraz 14 probek o0sob
z T2DM,

e Diblioteki przygotowane zestawem AmpliSeq (dla regionéw 5’ i 3° genu
UCP1) - 31 probek z grupy kontrolnej, 30 0so6b z grupy osob ze
zdiagnozowanym MetS oraz 29 probek oséb z T2DM.

Ryc. 20 Obraz rozdziatu elektroforetycznego w 1.5% zelu agarozowym. 1 — marker wielko$ci GeneRuler
1 kb Plus Dna Ladder (ThermoFisher Scientific), 2-10 analizowane biblioteki przygotowane zestawem

AmpliSeq (przyktadowe probki).

5.2.3 Analiza nowo zidentyfikowanych polimorfizmow genu UCP1

5.2.3.1 Ocena jakosci otrzymanych odczytow

Po zastosowaniu narzgdzia Trimmomatic i usunigciu sekwencji adaptorowych,
przeanalizowano otrzymane odczyty pod katem ich jakosci, przy wykorzystaniu
narzgdzia FastQC dla kazdej z sekwencjonowanych probek. Raport FastQC pozwala
na graficzng ocene jakosci pozbawionych sekwencji adaptorowych odczytow. Jednym
z parametrow jest ocena jakosci kazdej sekwencjonowanej zasady we wszystkich
odczytach dla danej probki (Ryc. 21). Wykres typu ,,ramka-wasy” stanowi prosta
graficzna prezentacje rozkladu badanej cechy statystycznej, w tym przypadku jakosci

odczytu. Na osi x znajduje si¢ pozycja W odczycie wyrazona w pz, natomiast na osi y
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wynik jakosci Phred, ktory reprezentuje prawdopodobienstwo blednego odczytu
nukleotydu, wyrazone jako -10log10 (p), gdzie p to procent szans. O$ x nie jest jednolita,
w miar¢ postepu odczytu wyniki jako$ci sg przedstawiane dla kilku pozycji na raz
(pozycji bazowej). Niebieska linig oznaczono usrednione wyniki jakosci dla danej
pozycji bazowej w odczycie, natomiast czerwona linia w zottym polu stanowi mediang
wyniku jakosci odczytu dla danej pozycji bazowej. Dlugo$¢ zoéttego prostokata
reprezentuje rozstep migdzykwartylowy, czyli ré6znice miedzy trzecim a pierwszym
kwartylem, pomiedzy ktorymi znajduje si¢ 50% obserwacji (wynikéw Phred). Wasy
gorne 1 dolne reprezentujg 10 i 90 percentyl Phred. Przedstawiony na Ryc. 21 wynik
jakosci sekwencjonowania stanowi przyktad bardzo dobrego rozktadu Phred na zasade

bazowa w odczycie.

Innym waznym wskaznikiem jest rozktad/dystrybucja jakosci wsrod wszystkich
odczytow (sekwencjach) dla analizowanej probki (Ryc. 22). Na osi x znajduje si¢
warto$¢ Phred, natomiast o§ y odzwierciedla catkowitg liczbe odczytow dla danej

probki.

Wyniki jakosci we wszystkich zasadach (Sanger/kodowanie Illumina 1.9)

32
30
28
26
24
22
20
18
16
14
12

o N OB O o

1234567891519 30-34 45-49 60-64 75-79 90-64 110-114 135-139 160-164 185-18¢ 210-214 235-239

pozycja w odezycie (pz)

Ryc. 21 Jakos¢ sekwencji na zasade w probce od pacjenta nr 1 ze zdiagnozowang T2DM po uzyciu
narzedzia Trimmomatic — biblioteke przygotowano zestawem AmpliSeq.
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Rozklad oceny jakosci wérod wszystkich odezytow
5000

Average Quality per read
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Srednia jakos¢ sekwencji (wskaznik Phred)

Ryc. 22 Ocena jakosci wszystkich odczytow probki od pacjenta 1 w grupie T2DM. Biblioteke
przygotowano zestawem AmpliSeq. Wskaznik Phred okresla prawdopodobienstwo blednego odczytu
zasady i wyrazony jest, jako -10logio (p), gdzie p to procent szans. Tutaj $redni wskaznik Phred wynosi
38, co oznacza, ze prawdopodobienstwo btednego odczytu zasady wynosi 1 na 6309 zasad, co stanowi
bardzo dobry wynik i $§wiadczy o dobrej jakosci odczytow.

Wszystkie sekwencjonowane probki spelnity wymagania kontroli jakosSci

I zostaly uwzglednione w dalszej analizie.
5.2.1.1 Detekcja wariantow

Ostatnim etapem analizy bylo wytypowanie potencjalnie najbardziej istotnych
polimorfizméw w kontekscie rozwoju zespotu metabolicznego lub cukrzycy typu 2.
Analiza bioinformatyczna pozwolita na zidentyfikowanie 85 pozycji w obrebie
sekwencjonowanych regionéw genu UCP1, a dokladnie: 49 pozycji w regionie
kodujacym, 3 pozycji w regionie 3’UTR oraz 35 pozycji w regionie 5’UTR. Trzy
pozycje zostaly zidentyfikowanie dwa razy, poniewaz zestaw AmpliSeq nachodzit
kilkaset pz na region kodujacy genu UCP1l. Z puli rozpoznanych wariantow,
wystepujacych w genie UCP1 wérdd grupy kontrolnej, 0sob ze zdiagnozowanym MetS
oraz T2DM, zidentyfikowano te, ktore moga mie¢ potencjalny zwiazek z choroba.

Kryteria wiaczenia otrzymanych wynikow to:
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e roéwny rozktad SNP na obu odczytach (forward i reverse), odrzucano SNP
ponizej wartosci 0,2 — analiza w programie IGV;

e istotnie statystyczna rdznica (p < 0,05) migdzy liczno$ciami poszczegdlnych
genotypow oraz czgstosci alleli pomiedzy poréwnywanymi grupami (zdrowi vs
pacjenci MetS oraz zdrowi vs pacjenci T2DM)

e rozktad zgodny z HWE

W Tabela 16 oraz w Tabela 17 przedstawiono podsumowanie zidentyfikowanych
wariantow genu UCP1. Znaleziono 25 wariantow, ktore wydaja sie by¢ interesujace pod
wzgledem wptywu danego polimorfizmu na ryzyko wystgpienia T2DM, w odniesieniu
do réznic licznosci genotypow czy tez alleli migdzy grupg kontrolng a grupg T2DM.
Jeden z polimorfizmow znajduje si¢ w regionie 3’UTR, kolejne 18 w regionie
kodujacym oraz sze$¢ w regionie 5°. 12 sposrod 25 polimorfizméw posiada swoj rs oraz
jest dostepna w bazach danych (np. Ensembl). Pozostate 13 polimorfizméw nie zostato
do tej pory zidentyfikowane i nie posiada swojego numeru rs. Dodatkowo rozpoznano
dwie insercje — jedng w regionie kodujacym (rs3138733) oraz drugg w regionie 5’
(rs1434525671).

Poréwnujac grupe kontrolng z grupa osob ze zdiagnozowanym zespotem
metabolicznym wybrano 14 polimorfizmow, ktoére wydajg si¢ by¢ zwigzane z ryzykiem
wystgpienia MetS (p < 0,1): jeden w regionie 3’ UTR, trzy w regionie kodujagcym oraz
10 w regionie 5°. Dwa warianty nie zostaly do tej pory badane i nie istniejg dane na ich
temat w bazie danych Ensembl.

Wsrod zidentyfikowanych pozycji znalazty si¢ miejsca polimorficzne, ktore
zostalty wczesniej genotypowane. Sekwencjonowanie NGS potwierdzito wczesniej
otrzymane wyniki dla genotypowanych SNP: A-3826G, A-1766G, Ala64Thr, A-112C,
Met229L eu.
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Tabela 16 Wybrane warianty genu UCP1 dla grupy kontrolnej oraz grupy pacjentow T2DM, zidentyfikowane dzigki analizie wynikéw sekwencjonowania NGS. Istotno$é¢
statystyczng obliczono testem x2 dla poszczeg6lnych alleli oraz genotypow. W tabeli umieszczono polimorfizmy, ktorych istotno$é statystyczna (poréwnanie genotypow
w modelu dominujacym oraz alleli) wynosita p < 0,1. Pogrubiong czcionkg zaznaczono istotnosc statystyczng p < 0,05.

Pozycja na
Region chr. 4 rs allel zdrowi T2DM OR Cl195% p genotyp zdrowi T2DM OR Cl195% p
(GRCh38)
A | 55(89%) | 53(98%) | 1 AA | 25(81%) | 26(96%) 1
Sl 1/0°°8 375 | 1577149926 B | 7(11%) | 1(2%) | 021 | 003125 | 005 | AB+BB | 6(19%) 1(4%) | 022 | 003142 | 007
nie A | 68(97%) | 21 (75%) AA | 33(94%) | 7 (50%) 1
140560 701 | o yhaleziono B | 2(3%) | 7(25%) | 956 | 2,11-4332 | 00006 | AB+BB | 2 (6%) 7(50%) | 13.40 | 2,61-68.79 | 0,0003
140561 033 | A | 65(93%) | 23(82%) | 1 AA | 30(86%) | 9 (65%) 1
odnaleziono | B | 5(7%) | 5(18%) | 2,79 | 0,789.95 | 012 | AB+BB | 5(14%) | 5(35%) | 3.21 | 0,80-1287 | 0,09
120561 203 | M€ A | 64(91%) | 20 (71%) | 1 AA | 29(83%) | 6 (43%) 1
odnaleziono | B | 6(9%) | 8(29%) | 411 | 1,32-1281 | 00L | AB+BB | 6(17%) | 8(57%) | 593 | 157224 | 0006
120561 340 | M€ A | 58(83%) | 16(57%) | 1 AA | 23(66%) | 2 (15%) 1
odnaleziono | B | 12(17%) | 12(43%) | 355 | 1,36:9.22 | 0,008 | AB+BB | 12(34%) | 12(85%) | 9,40 | 2,05-43,04 | 0,0013
A | 69(99%) | 25(89%) | 1 AA | 34(97%) | 11(79%) 1
140561713 | rs183105785 511105 | 3(11%) | 6,39 | 0894541 | 004 | AB+BB | 1(3%) | 3(21%) | 7,00 | 0,925308 | 0,04
120561 965 | "€ A | 56(80%) | 16(57%) | 1 AA | 21(60%) | 2 (14%) 1
_ odnaleziono | B | 14 (20%) | 12(43%) | 2,95 | L16750 | 002 | AB+BB | 14(40%) | 12(86%) | 741 | 1,63-33.64 | 0,004
£ | 140562566 | € A_| 68(97%) | 25(89%) | 1 AA | 33(94%) | 11(19%) | 1
2 odnaleziono | B | 2(3%) | 3(11%) | 3,76 | 0702029 | 0411 | AB+BB | 2(6%) | 3(21%) | 4,08 | 0702361 | 0,10
g nie A | 65(93%) | 23(82%) | 1 AA | 30(85%) | 9 (65%) 1
§ | 14056285 | gynaleziono [ B | 5(1%) | 5(18%) | 279 | 078995 | 012 | AB+BB | 5(15%) | 5(35%) | 321 | 0,80-1287 | 0,09
& A | 66(94%) | 23(82%) | 1 AA | 31(89%) | 9 (65%) 1
& | 140563271 | rs1241007909 5T 60y 5 (18%) | 3.46 | 0,91-13,10 | 0,06 | AB+BB | 4(11%) | 5(35%) | 4,05 | 0,96:17.13 | 0,05
120563 477 | € A | 69(99%) | 23(82%) | 1 AA | 34(97%) | 9 (65%) 1
odnaleziono | B | 1(1%) | 5(18%) | 10,8 | 1,68700L | 0,002 | AB+BB | 1(3%) | 5(35%) | 13,32 | 1,91-92,94 | 0,002
120564 690 | M A | 55(79%) | 15(54%) | 1 AA | 2057%) | L(%) 1
odnaleziono | B | 15(21%) | 13(46%) | 3,12 | 124784 | 001 | AB+BB | 15(43%) | 13(93%) | 18,90 | 1,95:72,83 | 0,002
A | 59(84%) | 20(71%) | 1 AA | 25(71%) | 6 (43%) 1
140566 246 | rs13128910 B | 11(16%) | 8(29%) | 3,18 | 0,01-1,07 | 0,06 | AB+BB | 10(29%) | 8(57%) | 2,15 | 0,77-594 | 0,14
A | 59(84%) | 19(68%) | 1 AA | 24(69%) | 5 (36%) 1
140566 820 | rs1270966988 5111 (1606) | 9 (32%) | 2,52 | 093685 | 007 | AB+BB | 11(31%) | 9(64%) | 3.68 | 104130 | 0,03
nie A | 63(90%) | 21(75%) | 1 AA | 28(80%) | 7 (50%) 1
140567294 | sinaleziono [ B | 7(10%) | 7(25%) | 2,95 | 0,96:9,09 | 0,06 | AB+BB | 7(20%) | 7(50%) | 3,80 | L,041384 | 0,04




140567 310 | € A | 67(96%) | 24 (86%) | 1 AA [ 32(92%) | 10(71%) | 1
odnaleziono | B | 3(4%) | 4(14%) | 354 | 081-1543 | 008 | AB+BB | 3(8%) | 4(29%) | 398 | 084-1895 | 0,07
A | 68(97%) | 25(89%) | 1 AA | 33(94%) | 11 (79%) 1
140567641 | rs7688743 B | 2(3%) | 3(11%) | 376 | 0702029 | 011 | AB+BB | 2 (6%) 3(21%) | 408 | 0702361 | 04
153138733 44 (63%) | 23 (82%) | 1 14.(40%) |10 (71%) 1
140568 108 | (insercja 26(37%) | 5(18%) | 039 | 014112 | 007 21(60%) | 4(29%) | 029 | 008105 | 005
GTGTGTGT)
140568 337 | € A | 52(74%) | 15(54%) | 1 AA | 19G2%) | 1(%)
odnaleziono | B | 18(26%) | 13(46%) | 2,47 | 10609 | 005 | AB+BB | 16(46%) | 13(93%) | 10,656 | 1,74-6498 | 0,002
A | 57(92%) | 42(8%) | 1 AA | 26(84%) | 17 (63%)
140569265 | rs3811787 B | 5(8%) | 12(22%) | 3,07 | 105904 | 003 | AB+BB | 5(16%) | 10(37%) | 2,89 | 087-955 | 007
A | 55(89%) | 53(98%) | 1 AA | 25(81%) | 26 (96%)
140569304 | 1536207410 B | 7(11%) | 1(2%) | 021 | 003125 | 005 | AB+BB | 6 (9%) 1(4%) | 022 | 003142 | 007
A | 55(89%) | 39(72%) | 1 AA | 25(81%) | 16 (59%) 1
140573 371 | rs6536992 B | 7(11%) | 15(28%) | 2,00 | 111760 | 002 | AB+BB | 6(19%) | 11(41%) | 2,73 | 087-858 | 008
5'UTR A | 55(89%) | 39(72%) | 1 AA | 25(81%) | 16 (59%) 1
140573392 | 56536993 B | 7(11%) | 15(28%) | 2,00 | 1,11-7.60 | 0,02 | AB+BB | 6(19%) | 11(A1%) | 2,73 | 087-858 | 008
151434525671 57 (92%) | 43(80%) | 1 27 (87%) | 20 (74%)
140573402 | (delecja 4(13%) | 7(26%) | 224 | 061821 | 021
ACCT) 5(8%) | 11(20%) | 276 | 093-822 | 0,06
A | 55(89%) | 39(72%) | 1 AA | 25(81%) | 16 (59%) 1
140573493 | 16536994 B | 7(11%) | 15(28%) | 2,00 | 111-7.60 | 002 | AB+BB | 6(19%) | 11(41%) | 2,73 | 087-858 | 0,08

A —allel referencyjny, B — allel zmutowany, potencjalny allel ryzyka

Tabela 17 Wybrane warianty genu UCP1 dla grupy kontrolnej oraz grupy pacjentéw ze zdiagnozowanym MetS, zidentyfikowane dzigki analizie wynikéw sekwencjonowania
NGS. Istotnos¢ statystyczng obliczono testem y2 dla poszczegdlnych alleli oraz genotypow. W tabeli umieszczono te polimorfizmy, ktorych istotnos$c¢ statystyczna (porownanie
genotypow w modelu dominujgcym oraz alleli) wynosita p <0,11. Pogrubiong czcionkg zaznaczono istotno$¢ statystyczng p < 0,05.

Pozycja na
Region | chromosomie rs allel | zdrowi MetS OR | CI95% p genotyp | zdrowi MetS OR Cl195% p
4 (GRCh38)
, A | 55 (89%) | 47 (98%) | 1 AA | 25(81%) | 23 (96%) | 1
R 140558375 | 1577143926 B | 7(11%) | 1(2%) |0.23 | 004141 | 007 | AB+BB | 6(19%) | 1(4%) | 0.25 | 0,04-1.61| 0.1
- : A | 67(96%) | 58(100%) | 1 AA | 32(92%) | 29 (100%) | 1
g g | 140567149 | nieznaleziono B gen 0 (0%) | 0,16 | 0,01-3.26 | 0,11 | AB+BB | 3(8%) | 0(0%) | 0.6 | 0,01-3.18 | 041
25 . . A | 63 (90%) | 57 (98%) | 1 AA | 28 (80%) | 28 (97%) | 1
¢ | 140567294 | nieznaleziono 5o 00 | 1(2%) | 0,22 | 0,04-1,32 | 0,06 | AB+BB | 7(20%) | 1(3%) | 0,00 | 0,08-124 | 0,05
140568 108 | 153138733 A | 44 (63%) | 28 (48%) | 1 AA | 14 (40%) | 7 (24%) | 1




B 26 30 [ 1801089362 01 | AB+BB | 21 22 | 202 | 0,70585] 0,18
37%) | (52%) (60%) | (76%)
140569 304 | rs36207410 g 575((181%) 41 8%)) 0,123 0,04-1,41 | 0,07 Aéﬁas 265((1891‘;3) Zi 8%)) 0,125 0,04-1.61| 01
140569 942 | rs191838863 g 62 807/2/)0) 462((183%j$) 3,%3 0,67-16,5 | 0,12 AI?'JA:-AI;;B 22 832?) 159((271?;3) 3,170 0,82-16,8 | 0,06
140570776 | rs36207408 g 575((181%) 41 832?) 0,123 0,04-1,41 | 0,07 Aéﬁas 265((18910;3) 2:13 8%)) 0,125 0,04-1.61| 01
140571476 | rs76129861 g 575((181%) 41 832?) 0,123 0,04-1,41 | 0,07 Aéﬁas 265((18910;3) 2:13 8%)) 0,125 0,04-1.61| 01
0, 0, 0 0
 UTR 140572036 | 56724370 g 575((181%/3) 41 8(%0) 0,123 0,04-1,41 | 0,07 AE':ABB 265((189%/3) Zi 8%) 0,125 0,04-1.61| 01
140572 113 | erriraeey | A | 55 (89%) | 47(98%) | 1 AA | 25 (81%) | 23 (96%) | 1
B | 7(11%) | 1(2%) | 0723 004141 | 0,07 | AB+BB | 6(19%) | 1(4%) | 0,25 | 0,041.61| 01
140573371 | 156536992 g 575((181%23) 41 8?/:?) 0,123 0,04-1,41 | 0,07 AQJ:;B 265((189%) Zi 8(%)) 0,125 0,04-161| 01
140573392 | 156536993 g 575((181%23) 41 8?/2?) 0,123 0,04-1,41 | 0,07 AI'BA\-I'-AI:%B 265((1891;3) Zi’ 8%0) 0,125 0,04-1,61| 01
140573493 | 156536994 g 575((181%23) 41 8?/2?) 0,123 0,04-1,41 | 0,07 AI'BA\-I'-AI:%B 265((1891;3) Zi’ 8%0) 0,125 0,04-1,61| 01
140573614 | 1579430751 @ 566((190%) 41 8%)) 0,127 0,04-1,69 | 0,11 AQ&B 256((186%) 2? 8?/;?) 0,21 0,05-2,03 | 0.16

A —allel referencyjny, B — allel zmutowany, potencjalny allel ryzyka
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Ryc. 23 Przyktadowy obraz mutacji genu UCP1 w programie IGV_2.8.0 (genotyp AA, pozycja na
chromosomie 4: 140 571 632; pacjent z T2DM nr 26). Sekwencja referencyjna przestawiona jest na
dole ryciny.

Podsumowujac, zidentyfikowano 25 wariantow, ktore moga mie¢ potencjalny
wplyw na ryzyko zachorowania na T2DM (jeden w 3°’UTR, 18 w regionie kodujacym
UCPI1, sze$¢ w regionie 5°) oraz 14 wariantow o potencjalnym wptywie na ryzyko
zachorowania na MetS i tym samym otylosci (jeden w 3’UTR, trzy w regionie
kodujacym oraz 10 w regionie 5’). Cztery warianty zidentyfikowano podczas
porobwnywania grupy kontrolnej z MetS jak i T2DM - mogg one stanowi¢ czynniki

ryzyka dla obu jednostek chorobowych.

5.3 Ocena poziomu mMRNA UCP1 i UCP2 w grupie oséb z T2DM,
otylych i zdrowych

5.3.1 Analiza jakosciowa wyizolowanego RNA

Wyizolowano RNA z probek PBMC pochodzacych od grupy oséb ze
zdiagnozowang T2DM (n = 20), osob otytych bez T2DM (n = 19) i od o0sob
zakwalifikowanych do grupy kontrolnej (n = 22). Oceng jakosciowa wyizolowanego
RNA przeprowadzono przez wizualizacje 18:23S rybosomalnego RNA w 2% zelu
agarozowym (Ryc. 24). Wykazano, ze wyizolowane RNA spetnia kryteria ilo§ciowe
i jakosciowe (Azeor2g0 = 1,87 - 2,12) do dalszych badan zwigzanych z ekspresja genow.
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P— B «— 188
[ Ryc. 24 Frakcje matej podjednostki
rRNA: 23S i 18S. Rozdziat
!“'-“-“4 . elektroforetyczny RNA w 2% zelu

agarozowym. 1 - marker, 2 - blank, 3,4,5
— analizowane RNA.

5.3.2 Analiza poziomu ekspresji UCP1 i UCP2

Za pomocg metody Real Time - PCR zbadano poziom ekspresji UCP1 i UCP2
w trzech badanych grupach w odniesieniu do ekspresji f2M. Wykazano brak ekspresji
UCP1 w PBMC o0s6b zdrowych i z cukrzyca typu 2. Co ciekawe, wykrywalng
aczkolwiek na bardzo niskim poziomie, ekspresj¢ UCPL stwierdzono u trzech osob
W grupie 0s6b otytych (mediana: 2,88 - 10®, SD = 3,15 - 10%).

Zaobserwowano ekspresje UCP2 w PBMC we wszystkich badanych grupach.
Wiynik Ct zostat znormalizowany wzgledem ekspresji f2M (ACt) i wyrazony jako 22,
Wyniki poziomu mRNA UCP2 dla poszczegdlnych grup zostaly zaprezentowane
w Tabela 18. Poziom ekspresji UCP2 nie rozni si¢ istotnie statystycznie miedzy trzema

badanymi grupami.

Tabela 18 Statystyka opisowa poszczegolnych grup: mediana, warto$¢ minimalna (min), maksymalna
(max), kwartyle Q1, Q3 dla poziomu mRNA UCP2 w badanych grupach: oséb z T2DM i otytych oraz
w grupie kontrolnej wyrazona w 2, W analizie odrzucono dwa najbardziej odstajace wyniki.

grupa n  mediana  min max Q: Qs SD
0s6b zdrowych 21 0,020 0,004 0,056 0,007 0,028 0,014
0sob z T2DM 19 0,009 0,003 0,038 0,007 0,022 0,010
osob otylych 19 0,013 0,004 0,038 0,006 0,019 0,009

T2DM + osoby otyle

(zaburzenia metaboliczne)

38 0,010 0,003 0,038 0,007 0,019 0,009

Jednakze, poréwnujac wyniki grupy osob zdrowych z zsumowanymi wynikami
0s0b otytych i z T2DM (0s6b z zaburzeniami metabolicznymi) zaobserwowano istotnie
statystyczna (p < 0,05) roéznice w ekspresji UCP2 migedzy badanymi grupami (mediana
0,020 vs. 0,010) - WyKkres 1.
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Wykres 1 Wzgledny poziom mRNA UCP2 (24 dla grupy osob zdrowych i oséb z zaburzeniami
metabolicznymi (T2DM i otyloscia). Linig poziomg zaznaczono mediang w obu grupach.

Reasumujgc, wykazano, iz w grupie osdb z zaburzeniami metabolicznymi
(T2DM oraz otyloscig) ekspresja mRNA UCP2 z PBMC jest na nizszym poziomie niz
w grupie osob zdrowych. Nie zaobserwowano ekspresji UCP1 w PBMC w badanych

grupach (oprocz trzech oséb w grupie 0sob otytych).

5.4 Ocena funkcjonalnego znaczenia wybranych SNP genu UCP1

Do badan funkcjonalnych wytypowano dwie linie komorkowe, wykazujace
ekspresj¢ UCPL: HepG2 oraz PAZ6. W pierwszym etapie badan scharakteryzowano
linic PAZ6 w trakcie jej 28-dniowego rdznicowania z preadipocytow w kierunku
dojrzatych komérek BAT. Zbadano poziom ekspresji genow markerowych dla komorek
thuszczowych (S3AR, leptin, zicl) oraz markera brazowej tkanki ttuszczowej - UCPL.
Zebrano komorki w formie cytospindw w kolejnych dniach réznicowania linii PAZ6,
w celu wykonania barwienia immunofluorescencyjnego biatka UCP1 (procedura
opisana w podrozdziale 4.4.3). Roznicowanie PAZ6 pozwolito sprawdzi¢, w ktérym
dniu ekspresja mMRNA UCP1 jest na najwyzszym poziomie, a to z kolei umozliwito
wybranie dnia, w ktérym przeprowadzona byla transfekcja, a nastgpnie test
lucyferazowy. Poziom mRNA genu UCP1 oznaczono réwniez w linii komérkowe;j
HepG2.
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54.1 Ocena poziomu biatka UCPl w trakcie r6znicowania linii
komoérkowej PAZ6

W trakcie 28-dniowego rdznicowania komorki PAZ6 hodowane byly
w specjalnym medium, zawierajgcym suplementy niezbedne do dyferencjacji
preadipocytow w Kierunku BAT. Na podstawie barwienia IF oraz obserwacji
mikroskopowej zauwazono wzrost poziomu biatka UCP1 w kolejnych dniach
réznicowania w poréwnaniu z komoérkami nieréznicowanymi (dzien 0). Najwyzszy
poziom termogeniny 1 wykazaly zrdéznicowane komorki PAZ6 w ostatnim dniu
réznicowania (Ryc. 25). Dodatkowo przeprowadzono barwienie Oil Red O obu linii
komoérkowych — PAZ6 oraz HepG2. Barwnik ten charakteryzuje si¢ mozliwoscia
barwienia triacylogliceroli oraz lipidow. Na podstawie obserwacji mikroskopowej

potwierdzono obecnos¢ kropli thuszczu w obu modelach badawczych (Ryc. 27).
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Ryc. 25 Zmiana ilosci biatka UCP1 w kolejnych dniach réznicowania linii komérkowej PAZ6 —
barwienie immunofluorescencyjne (po prawej). Na czerwono — UCP1, na niebiesko — jadro komorkowe
(DAPI). Zdjecia mikroskopowe cytospindw (powickszenie 10x) zebranych w dniu: 0, 4, 7, 14, 28. Po
lewej - zdjecia komorek niebarwionych.
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BF DAPI UCP1 DAPI + UCP1

Ryc. 26 Lokalizacja biatka UCP1 (na czerwono) oraz jadra komérkowego (na niebiesko) w komorkach
PAZ6 w 28 dniu r6znicowania. Na gorze — powigkszenie 40x, na dole — powigkszenie 10x. BF —
ang. bright field (jasne pole).

"y

Ryc. 27 Barwienie komorek Oil Red O. A, B — linia komérkowa HepG2. C — linia PAZ6 nier6znicowana,
D —linia PAZ6 w czwartym dniu r6znicowania.
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5.4.2 Analiza poziomu ekspresji genéw markerowych BAT i WAT
w trakcie roéznicowania linii komorkowej PAZ6 oraz genu UCP1

w linii HepG2

Analizg¢ ekspresji wybranych genow markerowych tkanki thiszczowe;]
rozpoczg¢to od obliczenia stabilno$ci gendéw referencyjnych (genéw metabolizmu
podstawowego) — HPRT oraz GAPDH. W tym celu uzyto narzedzia RefFinder %, ktore
faczy w sobie wyniki programéw do analizy Ct genow referencyjnych, takich jak:
geNorm, NormFinder, BestKeeper. Na podstawie wykonanych obliczen do dalszej
analizy wybrano wyniki Ct dla genu referencyjnego HPRT.

Tabela 19 Wybrane geny markerowe

nazwa kodowanego

skrét bialka funkcja biatka marker

UCP1 termogenina 1 wydzielanie ciepta BAT
receptor 33 . . .
P3AR adrenergiczny aktywacja cyklazy adenylowej WAT i BAT
regulacja gospodarki
leptin leptyna energetycznej WAT i BAT
(regulacja apetytu)
sicl biatko z rodziny palca udziat w transdyferencjacji BAT
cynkowego 1 WAT w BAT

Wyniki 2"24¢t (§rednia + odchylenie standardowe) przedstawiono na Wykres 2.
Wzgledng zmiang ekspresji mRNA UCP1 oraz innych genéw markerowych BAT

i WAT obliczano w stosunku do dnia 0, dla ktorego warto§¢ 244Ct

wyniosta 1.
Wykazano, ze w czwartym dniu réznicowania ekspresja MRNA genu UCP1 jest na
najwyzszym poziomie, dlatego zdecydowano, iz transfekcja zostanie przeprowadzona
w tym dniu réznicowania. Dodatkowo oznaczono ekspresje genow B3A4R, leptin oraz
zicl (Wykres 3). Wykazano, ze najwyzsza ekspresja genu receptora 33 adrenergicznego
zachodzi migdzy 4 a 7 dniem roznicowania. Wzrost ten byl ponad 18-krotny
w porownaniu do ekspresji f34R w dniu 0. W przypadku genu leptyny (leptin),
najwyzszy poziom mRNA zaobserwowano w potowie 28-dniowego rdéznicowania,
czyli w 14 dniu. Wzrost ten byl ponad 900-krotny w stosunku do Kkomorek
niezréznicowanych (dzien 0). Najwyzszy poziom ekspresji zicl rowniez
zaobserwowano w 14 dni roznicowania - byl on o polowe wyzszy niz przed

réznicowaniem.
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Dodatkowo sprawdzono ekspresje mRNA UCP1 (2"24") w komérkach HepG2
W odniesieniu do wynikow otrzymanych w dniu O linii komoérkowej PAZ6.
W komorkach HepG2 zaobserwowano 3-krotnie wigksza ekspresje mRNA genu UCP1
w porownaniu do komorek PAZ6 niezréznicowanych. W ten sposob ekspresja UCP1

w HepQG2 zostata potwierdzona.

UCPI

-AACt
2
b2
1

T
0 4 14 28 HepG2

dzien roznicowania

Wykres 2 Ekspresja mMRNA UCP1 w kolejnych dniach réznicowania linii komérkowej PAZ6.

zicl ﬁ 3AR leptin
2.0 25— 1000 =
i
L 20+ 800+

154 1
= = 15— - 600
Z z 2
Ll 1.0+ < (T
Il‘l (o} 10— ) 400

037 |l| 5 200 .

=
0.0- T T T 0"* T ﬂ_ﬂ 0 T T T T
0 4 7 14 28 0 4 7 14 28 0 4 7 14 28
dzien réznicowania dzien roznicowania dzien roznicowania

Wykres 3 Ekspresja mRNA markeréw tkanki thuszczowej w kolejnych dniach réznicowania linii
komorkowej PAZ6.
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5.4.3 Analiza aktywno$ci promotorowej genu UCP1 mierzonej testem

lucyferazowym dla linii komérkowej HepG2

Lini¢ komoérkowa HepG2 transfekowano wektorami reporterowymi pGL3-
Basic zawierajacymi odpowiedni wariant genetyczny (4.4.5.1) odczynnikiem FUGENE
HD w stosunku zalecanym przez producenta, ktory wynosit 4,5:1 (transfektant:
plazmidowe DNA). Po 10h od transfekcji hodowle komorkows dodatkowo
stymulowano 9-cis RA oraz NE. Poziom luminescencji lucyferazy ze $wietlika (luc)
oraz Renilla reniformis (Renilla) mierzono po 48 h. Przy wykonywaniu doswiadczenia
uwzgledniono proby kontrolne: komorki transfekowane wektorem pGL3-Basic oraz
komorki nietransfekowane (C-). Dodatkowo przeprowadzono odczyty dla dotkéw na
biatej 96-dotkowej ptytce z samym medium hodowlanym (blank). Odczyt luminescencji
otrzymano we wzglednej jednostce luminescencji (ang. Relative Luminescence Unit,
RLU). Przedstawione wyniki prezentuja znormalizowany stosunek RLUluc do
RLURenilla badanych konstruktow do RLUluc/ RLURenilla wektora pGL3-Basic.
Wyniki stanowig $rednig + SD z eksperymentéw przeprowadzonych trzykrotnie
w tryplikacie. Analiz¢ statystyczng (test Kruskalla Wallisa, post test Dunn’a)
przeprowadzono poréwnujagc znormalizowane wyniki RLU wektorow badanych
z wynikami wektora pGL3-Basic. W analizie nie uwzgledniono wynikéw dla grupy

prob kontrolnych C- i blank.

Intensywno$¢  luminescencji  komoérek transfekowanych  konstruktami
zawierajgcymi fragment promotorowy genu UCP1 jest na wyzszym poziomie
w stosunku do wektora pGL3-basic, w kazdym z badanych warunkow hodowlanych:
w warunkach podstawowych (tj. w danym medium hodowlanym), podczas stymulacji
1uM 9-cis RA oraz podczas stymulacji 1uM norepinefryng (Wykres 4). Dla
konstruktow zawierajacych wariant 112A jest to wzrost odpowiednio o 17,5
(SD +0,82); 11,3 (SD + 1,59); 17,9 (SD =+ 1,85) w stosunku do wektora pGL3-Basic.
W przypadku komorek transfekowanych plazmidami posiadajacymi wariant 112C
wartosci te sg nastgpujace: 17,7 (SD + 2,49); 13,5 (SD =+ 1,33) oraz 24,6 (SD + 2,82),
odpowiednio dla warunkéw hodowli podstawowych, stymulujacych 9-cis RA oraz
stymulujacych NE.
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warunki niezmienione 1uM 9-cis RA 1uM norepinefryna
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Wykres 4 Wptyw wariantow 112A i 112C na poziom aktywnosci lucyferazy w komoérkach HepG2
hodowanych w warunkach podstawowych, z dodatkiem kwasu 9-cis retinowego oraz norepinefryny o
koncowym stezeniu 1uM. Réznica statystycznie istotna w porownaniu z pGL3-Basic przy p <0,05 (*); p
<0,01 (**); p <0,001 (***). Brak roznic istotnie statystycznych mi¢dzy badanymi konstruktami.

Nie zaobserwowano istotnie statystycznie roznicy miedzy wynikami RLU
otrzymanymi dla linii HepG2 z konstruktami zawierajgcymi region promotorowy UCP1
z wariantem 112A a wariantem zmutowanym C w zadnym z warunkéw hodowlanych.
Z tego wzgledu do dalszej analizy wyniki RLU odpowiadajace konstruktom
zawierajgcym wariant 112A lub 112C potgczono ze sobg, a nastepnie przeprowadzono

analize¢ statystyczng dla pozostalych konstruktow.
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warunki podstawowe 1pM 9-cis RA 1uM norepinefryna
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Wykres 5 Wptyw wariantow 112A/3826A lub 112C/3826A, oraz 112A/3826G lub 112C/3826G na
poziom aktywnosci lucyferazy w komorkach HepG2 hodowanych w warunkach podstawowych,
z dodatkiem kwasu 9-cis retinowego i norepinefryny o koncowym stezeniu 1pM. Réznica statystycznie
istotna w poréwnaniu z pGL3-Basic przy p <0,05 (*); p <0,01 (**); p <0,001 (***). Brak réznic istotnie
statystycznych miedzy badanymi grupami konstruktow.

Na Wykres 5 przedstawiono wyniki RLU normalizowane do wektora pGL3-
Basic dla komoérek transfekowanych dwoma grupami konstruktow. Pierwsza grupe
stanowily plazmidy zawierajagce wariant A w dystalnym regionie regulatorowym 5’
(-3826) oraz allel A lub C w proksymalnym regionie promotorowym (-112):
112A/3826A lub 112C/3826A. Druga grupe stanowiag plazmidy z allelem G w miejscu
-3826 w regionie regulatorowym oraz wariant A lub C w regionie promotorowym
(-112): 112A/3826G lub 112C/3826G. Podobnie jak w przypadku plazmidow
zawierajacych tylko fragment promotorowy (112A Iub 112C), zauwazono istotny
wzrost intensywno$ci luminescencji komorek posiadajacych badane konstrukty
w poréwnaniu do wektora pGL3-Basic (p > 0,001) — najwyzsza aktywnos¢
promotorowa wykazano dla komoérek hodowanych medium stymulujacym
zawierajagcym 1 uM norepinefryny (dla grupy 112A/3826A Ilub 112C/3826A
RLU =21,0; SD + 4,96, dla grupy 112A/3826G lub 112C/3826G RLU = 18,9;
SD £6,22). Nie zaobserwowano natomiast istotnie statystycznie rdznicy miedzy
wynikami RLU otrzymanymi dla HepG2 z konstruktami zawierajagcymi region
enhancerowy UCP1 z wariantem 3826A a wariantem zmutowanym 3826G w zadnym

z warunkéw hodowlanych.
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W analogiczny sposob analizowano RLU komorek transfekowanych
konstruktami zawierajacymi fragment regionu promotorowego genu UCP1 z wariantem
A i C oraz konstrukty z wariantem 1766A lub 1766G w regionie regulatorowym 5°.
Wyniki przedstawiono na wykresie ponizej (WyKres 6).
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Wykres 6 Wplyw wariantow 112A/1766A lub 112C/1766A oraz 112A/1766G lub 112C+1766G na
poziom aktywnosci lucyferazy w komorkach HepG2 hodowanych w warunkach podstawowych,
z dodatkiem kwasu 9-cis retinowego i norepinefryny o koncowym stezeniu 1pM. Réznica statystycznie
istotna w poréwnaniu z pGL3-Basic przy p <0,05 (*); p <0,01 (¥*); p <0,001 (***). Brak roznic istotnie
statystycznych migdzy badanymi grupami konstruktow zawierajacymi warianty alleliczne -1766 A/G.

Obecnos¢ insertu w postaci fragmentu promotorowego i/lub fragmentu
regulatorowego okalajacego miejsce polimorficzne 1766A/G wplywa na wzrost
aktywnosci lucyferazy w stosunku do pGL3-Basic w komoérkach HepG2. Wartos¢ RLU
komorek transfekowanych obiema grupami konstruktow jest ponad dwukrotnie nizsza
(5,9; SD £ 1,99 dla grupy z 1766A oraz 7,0; SD + 2,17 dla grupy z 1766G) niz ta,
obserwowana dla komorek transfekowanych konstruktami zawierajagcymi insert
z miejscem regulatorowym 3826 A/G (14,0; SD £ 5,00 dla grupy z 3826 A oraz 13,3; SD
+ 6,25 dla grupy z 3826G) oraz ponad 3-krotnie nizsza od RLU konstruktow 112A
(17,5; SD + 0,82) oraz 112C (17,7; SD + 2,49) w warunkach podstawowych. W
przypadku komoérek HepG2 hodowanych w warunkach stymulujacych (9-cis RA lub
NE) transfekowanych plazmidami zawierajacymi region promotorowy 112A/C oraz
region regulatorowy 5’ 1766A/G rowniez zaobserwowano nizsza aktywno$¢

lucyferazowa w stosunku do plazmidow zawierajacych 112A/C lub 3826A/G lub
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plazmidow zawierajacych tylko insert regionu promotorowego 112A/C. Nie
zaobserwowano natomiast istotnie statystycznie roznicy miedzy wynikami RLU
otrzymanymi dla HepG2 z konstruktami zawierajacymi region enhancerowy UCP1
z wariantem 1766A a wariantem zmutowanym 1766G w zadnym z warunkow

hodowlanych.

5.4.4 Analiza aktywno$ci promotorowej genu UCP1 mierzonej testem

lucyferazowym dla linii komorkowej PAZ6

Przed przeprowadzeniem wiasciwych testow lucyferazowych, wykonano
optymalizacj¢ procesu transfekcji niezroznicowanej linii komorkowej PAZ6, w celu
okreslenia optymalnej proporcji FUGENE HD do ilo$ci plazmidowego DNA. Komoérki
transfekowano mieszaning o ré6znym stosunku transfektanta do wektora (testowane
stosunki - 3:1, 4:1, 5:1, 6:1), zawierajacego gen kodujacy GFP. Obserwacja
mikroskopowa pozwolita na okre$lenie optymalnych warunkow, dla ktérych wydajno$¢
transfekcji byta najwigksza. Dodatkowo sprawdzano, w ktérym dniu po transfekcji
(24h, 48h, 72h) poziom fluorescencji GFP jest najwyzszy. Dla komoérek PAZ6 stosunek
ten wynosit 4:1, natomiast najwyzszy wynik fluorescencji zaobserwowano po 48h

(wynikow dotyczgcych optymalizacji nie przedstawiono w pracy).

Doswiadczenie z wykorzystaniem roznicujacych sie komorek PAZ6 zostato
zaprojektowane i przeprowadzone w analogiczny sposob jak testy na komorkach
HepG2. Doswiadczenie uwzglednialo proby kontrolne: komoérki transfekowane
wektorem pGL3-Basic, komoérki nietransfekowane (C-), komoérki traktowane tylko
transfektantem (FUGENE HD). W testach lucyferazowych przeprowadzanych na
roznicujacych si¢ komorkach PAZ6 uwzgledniono dodatkowa kontrole - komorki
transfekowane wektorem kontrolnym (kontrola) zawierajacym niefunkcjonalng
sekwencje w miejscu insercji sekwencji regionu regulatorowego 5°, ponizej genu luc.
Przedstawione wyniki prezentuja znormalizowany stosunek RLUIluc do RLURenilla
badanych konstruktow do RLUIluc/ RLURenilla wektora kontrolnego (kontrola).
Wyniki stanowig $rednig £ SD z trzech niezaleznych eksperymentow w tryplikacie.
Wyniki dla prob stymulowanych norepinefryng ($rednia + SD) otrzymano w dwoch
niezaleznych doswiadczeniach w tryplikacie. Analiz¢ statystyczna (test Kruskalla

Wallisa, post test Dunn’a) przeprowadzono poréwnujac znormalizowane wyniki
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RLUIluc/ RLURenilla wektorow badanych z wynikami wektora kontrolnego. W analizie
nie uwzgledniono wynikow dla grupy C-, blank i pGL3-Basic.
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Wykres 7 Wptyw wariantow 112A i 112C na poziom aktywnosci lucyferazy w komorkach PAZ6
hodowanych w warunkach podstawowych, z dodatkiem kwasu 9-cis retinowego oraz norepinefryny
0 koncowym st¢zeniu luM. C-, blank i pGL3-Basic nie poréwnywano do probki kontrola i nie
analizowano pod katem statystycznym.

We wszystkich badanych warunkach hodowlanych nie zaobserwowano roznic
W intensywnos$ci luminescencji, wynikajacych z obecnos$ci fragmentu promotorowego
112A lub 112C w wektorze pGL3-Basic w stosunku do wektora kontrolnego
z niefunkcjonalng sekwencja w rejonie wzmacniajgcym (enhancerowym) - Wykres 7.
W przypadku hodowli PAZ6 w medium réznicujacym, bez dodatkowej stymulacji oraz
ze stymulacjg 9-cis RA, znormalizowane RLU dla komoérek transfekowanych
konstruktami posiadajagcymi insert 112A lub 112C sg na poziomie RLU komorek
transfekowanych wektorem kontrolnym (warunki podstawowe: 112A RLU = 1,1;
SD +0,16, 112C RLU = 1,2. SD + 0,26, stymulacja 9-cis RA: 112A RLU = 1,0;
SD + 0,15, 112C RLU = 1,0; SD =+ 0,16). Aktywno$¢ lucyferazy w komorkach PAZ6

transfekowanych plazmidami z wklonowanym fragmentem promotorowym 112A lub

112C w warunkach stymulujacych norepinefryna jest zauwazalnie wyzsza od
aktywnosci promotorowej wektora kontrolnego (112A RLU = 1,4; SD + 0,05, 112C
RLU =1,4; SD + 0,16), jednak r6znica ta nie jest istotna statystycznie.

Podobnie jak w przypadku komorek HepG2, poziom aktywnosci lucyferazy nie
rézni si¢ w komorkach PAZ6 transfekowanych konstruktami z insercjg 112A,

azinsercja 112C w zadnym z badanych warunkéw hodowlanych w stosunku do RLU
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otrzymanego dla komoérek transfekowanych wektorem kontrolnym. Z tego wzgledu do
dalszej analizy wyniki RLU konstruktow zawierajacych wariant 112A lub 112C

potaczono ze soba, a nastgpnie przeprowadzono analizg statystyczng.
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Wykres 8 Wplyw wariantow 112A/3826A lub 112C/3826A, 112A/3826G lub 112C/3826G na poziom
aktywnosci lucyferazy w komorkach PAZ6 hodowanych w warunkach podstawowych, z dodatkiem
kwasu 9-cis retinowego i norepinefryny o koncowym stezeniu 1pM. Rdznica statystycznie istotna w
poréwnaniu z wektorem kontrolnym przy p <0,05 (*); p <0,01 (**); p <0,001 (***) — test Kruskala
Wallisa, post test Dunn’a.

W analizie porownano dwie grupy: komorki PAZ6 transfekowane plazmidami
112A/3826A lub 112C/3826A z PAZ6 transfekowanymi 112A/3826G lub 112C/3826G
w trzech warunkach hodowlanych. Wyniki przedstawiono na Wykres 8. W kazdym
przypadku zaobserwowano wzrost aktywnosci promotorowej w badanych grupach
w stosunku do kontroli, tzn. wprowadzane fragmenty niezaleznie od ich specyficznosci
allelicznych zwigkszaty aktywno$¢ promotorowg w stosunku do wektora kontrolnego.
Zauwazono rowniez, iz wyniki RLU dla grupy posiadajacej zmutowany wariant G we
fragmencie regulatorowym w wektorze pGL3-Basic sg nizsze od grupy z wariantem
dzikim — A (warunki podstawowe: 112A/3826G lub 112C/3826A RLU = 1,5 (SD +
0,33) vs. 112A/3826G lub 112C/3826G RLU = 1,3 (SD + 0,24), stymulacja 9-cis RA:
19 (SD + 0,45) vs. 1,6 (SD + 0,44), odpowiednio. Istotnie statystycznie rdznice
(p = 0,03) w aktywnosci luc zaobserwowano w warunkach stymulujacych NE. W grupie
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112A/3826A lub 112C/3826A RLU wynosi 1,85 (SD + 0,51) w stosunku do grupy
112A/3826G lub 112C/3826G, gdzie RLU = 1,2 (SD + 0,21).
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Wykres 9 Wplyw wariantow 112A/1766A+112C/1766A, 112A/1766G+112C/1766A na poziom
aktywnosci lucyferazy w komorkach PAZ6 hodowanych w warunkach podstawowych, z dodatkiem
kwasu 9-cis retinowego i norepinefryny o koncowym st¢zeniu 1uM.

Wyniki testow lucyferazowych z wykorzystaniem grup plazmidéw z insertem
fragmentu promotorowego 112A/C oraz insertem fragmentu regulatorowego 5°,
zawierajgcego miejsce polimorficzne 1766A/G nie wskazuja, aby badane konstrukty
mialy wptyw na aktywno$¢ luc w komorkach PAZ6 w stosunku do kontroli, w zadnym
z badanych warunkow. Dla warunkéw podstawowych RLU 112A/1766A lub
112C/1766A wynosi 0,9 (SD + 0,24) a dla 112A/1766G lub 112C/1766G RLU = 0,9
(SD =+ 0,29), dla warunkow stymulujacych 9-cis RA: 112A/1766A lub 112C/1766A
RLU = 0,8 (SD + 0,24), 112A/1766G lub 112C/1766G RLU = 0,85 (SD + 0,22), dla
warunkow stymulujacych NE: 112A/1766A lub 112C/1766A RLU = 0,9 (SD + 0,25),
112A/1766G lub 112C/1766G RLU = 0,9 (SD + 0,25). W kazdym z badanych
warunkow zaobserwowano obnizenie aktywnosci luc w komorkach z plazmidem
posiadajagcym insercj¢ fragmentu regulatorowego 1766 w stosunku do plazmidu

kontrolnego, jednak rdznica ta nie jest ufna statystycznie (Wykres 9).

Podsumowujgc, wykonano barwienie IF UCP1 w trakcie 28-dniowego

réznicowania linii komorkowej PAZ6, w ktorym wykazano, iz najwigksza ilo$¢ tego
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biatka jest w ostatnim dniu rdéznicowania. Poziom ekspresji mRNA genoéw
markerowych dla BAT i WAT zmienia si¢ w trakcie dyferencjacji. Dla glownego
markera BAT, czyli termogeniny 1, wykazano, iz najwyzszy poziom ekspresji
wystepuje W 4 dniu. Dodatkowo potwierdzono ekspresje UCP1 w komorkach HepG2.
Dokonano oceny funkcjonalnego znaczenia wybranych SNP genu UCP1: A-112C, A-
3826G oraz A-1766G, przy uzyciu testu lucyferazowego z wykorzystaniem
podwojnych genow reporterowych w dwdch modelach badawczych: linii komérkowe;]
HepG2 oraz roznicujacej si¢ linii PAZ6. W przypadku linii HepG2 nie zaobserwowano
statystycznie istotnego wptywu konstruktow zawierajacych rozne kombinacje alleliczne
w pozycjach -112, -1776, -3826 na aktywnos$¢ lucyferazy. Stwierdzono, ze obecnos¢
wprowadzonych insertow (w postaci fragmentu regionu promotorowego czy fragmentu
regulatorowego 5’) do wektora pGL3-Basic powoduje wzrost luminescencji
w komorkach HepG2. Podobne wyniki otrzymano dla linii komorkowej PAZ6.

Komoérki transfekowane plazmidami z insercjg fragmentu promotorowego
(z SNP A-112AC) oraz fragmentu enhancerowego, okalajacego miejsce polimorficzne
3826 w warunkach stymulujacych norepinefryng w linii komorkowej PAZ6, pozwolity
wykaza¢ funkcjonalne roznice dla wariantow A i G w miejscu polimorficznym
zlokalizowanym w pozycji 3826. Stymulacja agonistg receptora B3AR spowodowala
istotng roéznice w aktywnosci luc dla badanych grup konstruktow: 112A/3826A lub
112C/3826A oraz 112A/3826G lub 112C/3826G, p = 0,03, co wskazuje na obnizong
zdolno$¢ do wzmacniania aktywnos$ci promotorowej fragmentu dystalnego okalajacego

pozycje -3826G w warunkach stymulacji norepinefryna.
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Zespol metaboliczny, a wraz z nim wszystkie choroby wchodzace w sklad tego
schorzenia m.in. otylo$¢, zaburzona gospodarka cukrowa, lipidowa (podwyzszony
poziom trojglicerydow, zaburzona gospodarka HDL i LDL), wystepowanie T2DM czy
podwyzszone ci$nienie tetnicze, to powazny problem dotykajacy miliondw osdb na
calym $wiecie. Ryzyko wystgpienia tego zaburzenia metabolicznego wzrasta wraz
z wiekiem i jest szczegoélnie wysokie u osob prowadzacych niezdrowy styl zycia.
Prognozy epidemiologiczne dotyczace rozpowszechnienia MetS nie sg optymistyczne
— czestos¢ wystepowania tego schorzenia bedzie ciggle wzrastac, jesli sSwiadomos¢ ludzi
na temat niebezpieczenstw wynikajacych z MetS nie wzrosnie. W raporcie
Miedzynarodowej Federacji Diabetologicznej (IDF) z 2021 12° przedstawiono prognozy
czestosci wystepowania T2DM, ktora jest wynikiem zaburzen metabolicznych w tym
MetS czy otytosci, do 2045 roku. Dostepne dane wyraznie wskazuja, iz liczba 0sob
Z cukrzyca bedzie caty czas rosta. Widoczne to bedzie glownie w panstwach o srednich
i niskich dochodach, w ktorych wedlug szacunkow liczba ludnosci bedzie sig
zwieksza¢. Dodatkowo przewiduje si¢, iz ryzyko zachorowania na cukrzyce bedzie

cze$ciej obserwowane U mezczyzn oraz u 0séb mieszkajacych w miastach.

W szczegbdlnosci w ostatnich dwoch latach, w dobie pandemii SARS-COV-2,
przyktada si¢ ogromng wage do badan nad zaburzeniami metabolicznymi oraz ich
wplywem na zachorowanie na COVID-19. Wszystkie dostepne dane wskazuja, iz osoby
ze schorzeniami metabolicznymi czy T2DM sa predysponowane do wigkszej
podatnosci na ciezki przebieg zakazenia koronawirusem z Wuhan 2412, Dodatkowo
zwalczenie wirusa przez organizm nie pozostaje bez wpltywu na uktad sercowo-
naczyniowy. Dotyczy to zarOwno stosowanego w trakcie infekcji leczenia, jak
i bezposredniego czy posredniego wpltywu samego wirusa 1%, Szacuje sig, iz prawie
50% o0sob hospitalizowanych ze wzgledu na cigzki przebieg COVID-19 to osoby otyte
lub/i cierpigce na nadcisnienie tetnicze, prawie 35% to osoby chore na cukrzyce 2. Jako
wspolny mianownik dla choréb wspotistniejacych w ciezkim przebiegu SARS-COV-2
wymienia si¢ zespol metaboliczny. To wszechobecne schorzenie, ktore z roku na rok
przybiera na sile, stato si¢ epidemia XXI wieku. W kontekscie przedstawionych danych
oraz z uwagi na fakt, iz MetS stanowi bardzo wazny czynnik ryzyka zakazenia
i cigzkiego przebiegu COVID-19 badacze staraja si¢ opracowac¢ nowe, nieinwazyjne

metody leczenia zaburzen metabolicznych, jako jednostkowych chor6b oraz MetS, jako
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grupy schorzen o podlozu metabolicznym i jak najlepiej poznaé mechanizmy

odpowiedzialne za powstawanie wymienionych zaburzen.

W dobie otylosci uwaga badaczy na calym $wiecie skupiona jest na jak
najlepszym poznaniu tkanki tluszczowej oraz jej réznych odmian, w tym brazowe]
tkanki thuszczowej. O tym zainteresowaniu moze swiadczy¢ fakt, iz ilo§¢ prac dotyczaca
tkanki thuszczowej w konteks$cie wystepowania otylosci oraz cukrzycy typu 2, podwoita
si¢ W przeciggu ostatnich 10 lat w porownaniu z pierwsza dekada XXI wieku (dane
pochodza z bazy https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov). Oprocz oczywistej funkcji tkanki
thuszczowej (a doktadnie; WAT), jaka jest akumulacja energii, skoncentrowano si¢ na
poznaniu roli brgzowej tkanki tluszczowej (BAT) w patogenezie chordb o podiozu
metabolicznym. Biatko termogenina 1 (UCP1) jest przedmiotem zainteresowania wielu
badaczy w aspekcie zaburzonej pracy BAT, a wynika to z faktu, iz jest ona bezposrednio

zwigzana 1 odpowiedzialna za przeksztalcenie TG w energi¢ w postaci ciepta.

UCP1 nalezy do rodziny biatek rozprzggajacych (UCPs, ang. uncoupling
proteins),  bedacych  transporterami  mitochondrialnymi,  zlokalizowanymi
W wewnetrznej blonie mitochondrialnej. Ssaki ekspresjonujg pigc¢ biatek UCPs (UCP1-
UCP5). U ludzi, trzy z nich (UCP1 - UCP3) wykazujg wysoki stopien homologii w
stosunku do UCP1 (dla UCP2 jest to 59%, dla UCP3 57%) %, jednak réznia sic one
pod wzgledem charakteru oraz wielkoéci przenoszonych przez nie substratow 1%,
Wszystkie z nich uczestniczg w transporcie protonow w poprzek btony do macierzy
mitochondrialnej, jednak w przeciwienstwie do UCP1, UCP2 oraz UCP3 nie maja
funkcji termogenicznej. W niniejszej pracy skupiono si¢ na UCP1 iUCP2, gdyz
odgrywaja one role w patogenezie chorob metabolicznych takich jak otylo$¢ czy
cukrzyca typu 2 9132 Najlepiej poznanym biatkiem jest termogenina 1, ktorej gtowna
funkcja jest produkcja ciepta w brazowej tkance tluszczowej (UCP1 jest markerem
BAT), w procesie zwanym termogenezg bezdrzeniowa. Inng funkcjg UCP1, wynikajaca
z obnizenia potencjatu blonowego, jest zmniejszenie produkcji ROS, a w konsekwencji
ochrona przed stresem oksydacyjnym 2°126_ Obecnie istnieja dowody, ze u ludzi UCP1
ulega ekspresji na poziomie mRNA w: tkankach endokrynnych (nadnerczach),
gruczotach §linowych, jelicie cienkim, pecherzyku zotciowym, jadrach, komoérkach
gruczotu piersiowego, fozysku, komorkach migéni gtadkich w migéniu sercowym (dane

na podstawie https://www.proteinatlas.org). UCP2 rowniez zaangazowane jest
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w kontrolg produkcji ROS, dodatkowo reguluje sekrecj¢ insuliny oraz reguluje
oksydacje kwasow tluszczowych w mitochondrium 3!, UCP2 jest ekspresjonowane na
poziomie mRNA 1i/lub biatka w wielu tkankach m.in.. w komoérkach P trzustki,

komorkach uktadu odpornosciowego, miesniach szkieletowych, $ledzionie, watrobie,

plucach, mézgu czy skorze (dane na podstawie https://www.proteinatlas.org).

Jednojadrzaste komorki krwi obwodowej (PBMC), skladajace si¢ glownie
Z limfocytow i monocytow, stanowia tatwo dostepng frakcje komoérek krwi (mniej niz
0,1% catosci krwinek) 33, Badania z wykorzystaniem PBMC wykazaly, iz
w komorkach tych dochodzi do ekspresji nawet 80% gendéw zakodowanych w ludzkim
genomie **. Dodatkowo ekspresja w krazacych w ukladzie krwionosnym PBMC
modulowana jest przez r6zne bodzce metaboliczne i immunologiczne, takie jak glukoza,
wolne kwasy tluszczowe, aminokwasy iwitaminy, odzwierciedlajac tym samym
adaptacje metaboliczne i fizjologiczne organizmu 135 PBMC stanowia cieckawy
model badawczy w badaniach okreslajacych fenotyp metaboliczny, poniewaz moga
odzwierciedla¢c wplyw okreslonej diety, warunkdéw zywienia Czy czynnikow
srodowiskowych (np. ekspozycje na zimno) na ekspresj¢ genéw zwigzanych
z metabolizmem w okreslonych tkankach (WAT czy BAT) **. Komorki jednojadrzaste
krwi obwodowej sg rowniez interesujace w celach diagnostycznych - mogg stanowi¢

zrédlo wezesnych biomarkerow otylosci 37 czy cukrzycy typu 2 1%,

W $wietle powyzszych informacji, zasadnym byto sprawdzenie czy w PBMC
poziom ekspresji MRNA UCP1 oraz UCP2, ktoére zaangazowane sg w regulacje
homeostazy energetycznej, rdzni si¢ w grupie 0s6b zdrowych oraz 0sob z zaburzeniami
metabolicznymi (otytymi oraz z T2DM). W niniejszej pracy zbadano ekspresje mRNA
UCP1 w ludzkich PBMC pobranych i wyizolowanych od 60 osob, wykorzystujac
metode Real Time PCR. Sposrod wszystkich analizowanych probek, wykryto ekspresje
UCPL1 tylko w trzech probkach — bardzo niski poziom ekspresji stwierdzono w PBMC
pobranych od os6b z otyloscig. Ta =zaskakujaca obserwacja powinna zostac

potwierdzona na wigkszej grupie osob otylych.

Brak ekspresji mMRNA UCP1 w PBMC zostat potwierdzony w badaniach na
modelach zwierzecych ¢! Istnieje jednak ograniczona liczba badan dotyczacych
ekspresji UCP1 w ludzkich PBMC. W pracy Pinhel i wsp. *° badano ekspresje genow

odpowiadajacych za adipogeneze oraz za metabolizm energetyczny, w tym UCP1 oraz
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UCP2, w komorkach jednojadrzastych krwi obwodowej oraz adipocytow WAT
pobranych od grupy oséb otytych. Wykazano, iz UCP1 jest ekspresjonowane na bardzo
niskim poziomie w PBMC w stosunku do komérek WAT. Zaobserwowano jednak
podwyzszong ekspresjgc mRNA UCP2 w PBMC w poréwnaniu do adipocytow bialej
tkanki thluszczowej, dzigki czemu udowodniono, iz PBMC mogg stanowi¢ fatwo
dostgpny materiat biologiczny, odzwierciedlajacy zmiany ekspresji wybranych
markero6w metabolizmu energetycznego, wynikajace z wplywu czynnikow
zewnetrznych np. diety. W eksperymentach francuskich naukowcow *° badano
ekspresje MRNA, wyizolowanego z PBMC, dla 182 genow (w tym UCP1), bedacych
potencjalnymi markerami genetycznymi istotnymi w patogenezie choréb ukladu
krazenia. Material pobrano od os6b zdrowych, od oséb otytych oraz z nadci$nieniem
tetniczym. Niskg ekspresje UCP1 w PBMC zaobserwowano tylko w 20% wszystkich
analizowanych probek, co stanowi kolejny dowdd na to, iz UCP1 nie jest
ekspresjonowane w PBMC w taki sposob, aby mozna byto dokona¢ rzetelnej analizy

otrzymanych wynikow.

Biatko UCP2, bedace kluczowym biatkiem regulujgcym produkcje ROS
w mitochondriach, poprzez obnizenie potencjatu blonowego **!, ekspresjonowane jest
w wielu tkankach. Zaburzona gospodarka reaktywnych form tlenu przyczynia si¢ do
powstawania stresu oksydacyjnego, ktory z kolei prowadzi do stanu zapalnego danej
tkanki. Mechanizm ten zostal szczegdlowo opisany w Rozdziale 1.1.3. W niniejszej
pracy wykazano ekspresg mRNA UCP2 w jednojadrzastych komorkach krwi
obwodowej, potwierdzajac tym samym doniesienia literaturowe *#1%. Istnieje
niewielka liczba doniesien dotyczacych ekspresji UCP2 w PBMC w grupie 0sob
z zaburzeniami metabolicznymi. Obnizong ekspresje UCP2 wykazano w badaniach
Telle-Hansen i wsp. 2 w grupie o0séb otytych, majacych zaburzone parametry
biochemiczne (np. podwyzszony poziom cholesterolu catkowitego, LDL, TG, obnizony
poziom HDL) w stosunku do osdb zdrowych lub osob otylych niewykazujacych
zaburzen metabolicznych. Co ciekawe, nie zaobserwowano istotnej statystycznie
réznicy w ekspresji mRNA UCP2 w grupie kontrolnej i w grupie osob otylych, bez
zaburzen metabolicznych. W niniejszej pracy wykazano obnizong ekspresjc mRNA
UCP2 w grupie pacjentoéw z zaburzeniami metabolicznymi w poréwnaniu do grupy
kontrolnej. Analizujac trzy grupy oddzielnie (otyli vs T2DM vs kontrola) rdéznica ta nie

osiggneta istotnos$ci statystycznej. Na podstawie otrzymanych wynikéw oraz analizy
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literaturowej mozna wysnu¢ wniosek, i1z obnizona aktywnos¢ UCP2 u os6b
z zaburzeniami metabolicznymi, wptywa na zaburzong regulacj¢ ROS i tym samym
aktywuje mechanizm powstawania przewleklego stanu zapalnego, charakterystycznego

w patogenezie otylosci i T2DM prowadzacych do zespotu metabolicznego.

Bardzo czestym modelem do badania fizjologii adipocytéw sg linie komorkowe.
W niniejszej pracy wykorzystano ludzka lini¢ komoérkowa PAZ6, ktorej komorki
W odpowiednich warunkach réznicuja si¢ z preadipocytow do dojrzatych komorek
BAT. Pozwolilo to na poszerzenie wiedzy na temat funkcji markera BAT - UCP1. Linia
PAZ6 zostala scharakteryzowana przez kilka grup badawczych na catym $wiecie
115,143,144 'Wyniki otrzymane przy wykorzystaniu linii PAZ6 moga stanowi¢ odpowiedz
na istotne pytania dotyczace procesOw zachodzacych w BAT i tym samym dostarczy¢
informacji o potencjale terapeutycznym tej tkanki. Pierwsze doniesienie dotyczace linii
komoérkowej PAZ6 pochodzi juz 1997 roku !*°. Zilberfarb i wsp. otrzymali
uniesmiertelniong lini¢ komorkowa PAZ6, wyprowadzong z BAT z frakcji naczyniowe;j
podscieliska ludzkiego noworodka iuniesmiertelniong przez transfekcje genami
kodujagcymi duzy 1 maty antygen SV40 pod kontrola promotora wimentyny.
Molekularnymi markerami dla tej niezr6znicowanej linii byly receptory z rodziny 3
adrenergicznych (B1-, B2-AR), lipaza hormonozalezna, adipsyna, ktora odpowiedzialna
jest za utrzymanie homeostazy tkanki tluszczowej poprzez zwigkszenie wydzielania
insuliny w odpowiedzi na glukoze *° oraz transportery glukozy Glutl i Glut4.
Roznicowanie PAZ6 indukowane bylo poprzez dodanie do medium hodowlanego
insuliny, deksametasonu i pioglitazonu. Zroznicowane adipocyty BAT, oprocz
zwigkszonej ekspresji ww. biatek, dodatkowo produkowaty B3 AR oraz leptyng, czego
nie obserwowano u niezroznicowanych komorek. Ekspresja UCP1 byla na staltym
poziomie zaro6wno w niezroznicowanych jak i zréznicowanych komorkach. Inkubacja
zroznicowanych komoérek z NE powodowata wzrost ekspresji UCP1. W innej pracy
tego samego autora 46 badano wptyw czynnika roznicujacego PAZ6 — deksametasonu,
na ekspresj¢ roznych markerow BAT, w tym: HSL, leptyny czynnikow
transkrypcyjnych: PPARy, C/EBPo, C/EBPB, C/EBPS. Zaobserwowano znaczny
wzrost ekspresji ww. biatek w komoérkach hodowanych z dodatkiem deksametasonu, co
dowodzi ich kluczowej roli w procesie roznicowania. W moich badaniach dotyczacych
znaczenia funkcjonalnego regionu enhancerowego UCP1 z wykorzystaniem linii

komorkowej PAZ6 wykazatam, iz kwas retinowy (zar6wno forma trans jak i cis)
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odgrywa istotng role w réznicowaniu adipocytow. Stymulacja komorek RA wywotata
silniejsza odpowiedz transkrypcyjng UCP1 przez PGC-lo, mierzong testem

lucyferazowym w pordéwnaniu do komoérek niestymulowanych 47,

Na podstawie danych literaturowych wiadomo réwniez, ze dystalny region 5’
genu UCP1 posiada kilka sekwencji rozpoznawanych przez czynniki transkrypcyjne
nalezace do nadrodziny receptorow jadrowych. Do tych sekwencji naleza: PPRE,
RARE, CREB oraz TRE *. Dodatkowo, w pracy Rose i wsp. % wskazano, iz
sekwencja RARE, znajdujaca si¢ migdzy -3842 a -3826 powyzej miejsca startu
transkrypcji UCP1 zawiera miejsce polimorficzne A-3826G.

W niniejszej pracy podjeto probe oceny, czy polimorfizmy genu UCP1
znajdujace si¢ w czesci regulatorowej 5’ majg istotny wplyw na funkcje tego biatka
wykorzystujac lini¢ PAZ6, jako model badawczy do testu lucyferazowego. Badania
rozpoczeto od charakterystyki linii komoérkowej PAZ6 1 jej roznicowania
z preadipocytow do dojrzatych komorek BAT wedlug protokotu dyferencjacji
opisanego w pracy Zilberfarb z 1997 1. W trakcie 28-dniowego réznicowania
zaobserwowano, iz poziom biatka UCP1 wzrastat w komoérkach wraz z ich kolejnymi
dniami réznicowania. Najwigkszg ilo$¢ tego biatka wykazano w ostatnim dniu
roznicowania. Co ciekawe, analiza ekspresji mRNA UCP1 nie pokrywa si¢ z wynikami
otrzymanymi dla ekspresji tego biatka. W trakcie rdznicowania, najwyzszy poziom
ekspresji MRNA UCP1 zaobserwowano juz w 4 dniu roznicowania, w kolejnych dniach
nastepowat spadek ekspresji. Przyczyng braku korelacji migdzy poziomami ekspresji na
poziomie mRNA oraz biatka mogg by¢ r6zne mechanizmy regulacyjne obu czgsteczek.
Na powstawaniec mRNA moga wplywa¢ czynniki wewnetrzne samej sekwencji
kodujacej oraz zewnetrzne, takie jak mikroRNA. W przypadku powstawania biatka
nalezy uwzgledni¢ wydajno$¢ translacji oraz mechanizmy potranslacyjne %8, Drugim
modelem badawczym w tej pracy byla linia komoérkowa HepG2, w ktorej rowniez
zostala potwierdzona ekspresja mMRNA UCPL. Oprocz analizy ekspresji UCP1 w PAZ6,
zbadano poziom ekspresji takich markerow BAT i WAT jak: gen bialka palca
cynkowego zicl, f34R oraz leptyny. W przypadku tych biatek, najwyzsza ekspresje
MRNA zaobserwowano w 14 dniu dla zicl oraz leptyny i migdzy 4 a 7 dniem dla f3AR.
Przeprowadzono barwienie obu linii odczynnikiem Oil Red O, ktory jest barwnikiem
azowym barwigcym krople lipidowe oraz TG. Potwierdzono obecno$¢ czasteczek

lipidowych, ktore stanowig niezbedny substrat dla biatka 4°,
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Otrzymane wyniki sg zgodne z danymi zawartymi w dostepnych zrdédlach
literaturowych 11143146\ badaniach Guennon i wspolpracownikow 144
przeprowadzono 14-dniowe roznicowanie linii PAZ6, w trakcie ktdrego rowniez
sprawdzano ekspresjc UCP1 na poziomie mRNA oraz bialka. Barwienie
fluorescencyjne UCP1 w niezrdznicowanych oraz zroznicowanych komoérkach PAZ6 w
dniu 7 oraz 14 potwierdzilo wzrost ekspresji biatka w kolejnych dniach réznicowania.
Dodatkowo, okreslono poziom ekspresji mRNA leptyny, i B3AR w 14 dniu
réznicowania, w stosunku do niezroznicowanych preadipocytow. W przypadku
wszystkich markerow BAT czy WAT zaobserwowano wzrost ekspresji mRNA w
ostatnim dniu dyferencjacji. Waznym markerem potwierdzajacym zmiang
preadipocytow w dojrzale komorki BAT jest zicl. W badaniach in vivo *3 oraz in
vitro'#91%0 zaobserwowano ekspresic mRNA zicl w dojrzalych adipocytach brazowej
tkanki tluszczowej, czego nie mozna bylo zaobserwowac¢ w przypadku komorek WAT
oraz bezowych komorek tkanki tluszczowej. W niniejszej pracy wykazano wzrost
ekspresji tego markera, potwierdzajac tym samym, ze zréznicowane komorki PAZ6

posiadaja klasyczne cechy BAT.

Badania z zakresu biologii molekularnej wskazuja, ze zmiany w sekwencjach
Kluczowych genéw, a w przypadku BAT jest to UCP1, mogg zwigeksza¢ podatnos¢ na
rozwo6j wielu chorob oraz prowadzi¢ do ujawnienia zmienionego fenotypu. W jednym
z etapow badan, przeprowadzonych w ramach niniejszej pracy, podjeto probe oceny
zwigzku wybranych zmian w sekwencji genu UCP1, zwanych polimorfizmami
aryzykiem zachorowania na zesp6t metaboliczny w populacji polskiej. Dane
literaturowe wskazujg, ze polimorfizmy: A-3826G, A-1766G, A-112C, Ala64Tgr oraz
Met229Leu moga odgrywac role w ksztaltowaniu si¢ predyspozycji do zaburzen
metabolicznych (np. podwyzszone BMI, zaburzona gospodarka weglowodanowo-
lipidowa) oraz w samym zachorowaniu na MetS 1. Na przestrzeni ostatnich 25 lat
powstata duza liczba prac (case - control studies) dotyczacych zwigzku A-3826G
(rs1800592) zryzykiem wystgpienia zaburzen metabolicznych, glownie otylosci
i T2DM, mogacych prowadzi¢ do MetS. W wielu badaniach zaobserwowano istotna
statystycznie korelacj¢ migdzy wariantem G w A-3826G a zaburzonymi parametrami,
takimi jak: wskaznik BMI %2154 zawartos¢ tkanki thuszczowej 1%, profil lipidowy
195 ¢zy podwyzszone cisnienie tetnicze **3°4, Pomimo wielu doniesien wykazujacych

zwigzek tego SNP z zaburzeniami prowadzacymi do zespotu metabolicznego, istniejg
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réwniez dane niepotwierdzajace tej tezy. Badania na populacji polskiej nie wykazaty

156

zwigzku A-3926G z podwyzszonym BMI *°°, podobnie jak wczesniej przeprowadzone

157 159

badania na populacji dunskiej 7, szwedzkiej *8, finskiej czy niemieckiej 1°°.
W niniejszej pracy przeprowadzono genotypowanie polimorfizmu A-3826G w grupie
281 0sob z MetS oraz 316 0sob zdrowych populacji polskiej. Co ciekawe, wykazano,
ze wariant G w badanym SNP wystepuje istotnie statystycznie czesciej (p = 0,034)
w grupie kontrolnej, niz w grupie badanej. Porownujac genotypy (AA vs. AG + GG)
roOwniez zaobserwowano istotng statystycznie rdznice pomiedzy analizowanymi
grupami. Otrzymany wynik stoi w sprzecznos$ci z analizowang dotychczas literaturg.
Najnowsze badanie, ktore ukazalo si¢ w Plos One, bedace wynikiem wspdtpracy
osrodkéw badawczych pieciu panstw: Polski (IITD PAN), Armenii, Rosji, Wielkiej
Brytanii oraz Grecji potwierdzilo, iz polimorfizm A-3826G jest najbardziej
rozpowszechniony sposrod 4 analizowanych SNP. Wykonano genotypowanie probek
pobranych od 2283 o0s6b. Zaobserwowano, ze czesto$¢ wystepowania A-3826G u 0sob
z MetS waha si¢ od 34% (w Wielkiej Brytanii) do 43% (w Armenii i Rosji). Analiza
case — control nie wykazata, aby ten SNP zwigzany byl ze zwigkszonym ryzykiem
wystepowania MetS, jednak stwierdzono, iz prowadzi do wzrostu BMI w grupie 0sob
zdrowych. Otrzymane wyniki pozwalaja wnioskowaé, ze polimorfizm ten sprzyja

rozwojowi otylosci, a w konsekwencji MetS, w obecnos$ci czynnikow srodowiskowych

lub innych uwarunkowan genetycznych 1.

Przeprowadzone w niniejszej pracy badania z wykorzystaniem testu
lucyferazowego pozwolity okresli¢ funkcjonalne réznice dla wariantéw A 1 G w miejscu
polimorficznym zlokalizowanym w pozycji 3826 powyzej miejsca startu transkrypcji
genu UCPL. Przeprowadzono transfekcje komorek HepG2 oraz PAZ6 konstruktami,
zawierajacymi rézne kombinacje alleliczne -112, -3826. Komorki hodowano w r6znych
warunkach: warunkach podstawowych, stymulujacych kwasem 9-cis retinowym oraz
przy stymulacji norepinefryng. W przypadku linii HepG2 (we wszystkich
analizowanych warunkach hodowlanych) nie zaobserwowano istotnej statystycznie
réznicy w intensywnos$ci luminescencji dla konstruktow zawierajacych badane miejsce
alleliczne. Pewnym ograniczeniem tej czesci badan jest brak zastosowania kontroli
w postaci wektora, zawierajacego niefunkcjonalng sekwencje w miejscu insercji
sekwencji regionu regulatorowego 5’ ponizej genu luc. Przez to nie mozna stwierdzic,

czy podwyzszona aktywno$¢ lucyferazy dla komorek, zawierajacych badane konstrukty
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w stosunku do wektora pGL3-Basic, wynika z konkretnej sekwencji insertu, czy
z samego faktu insercji przypadkowej sekwencji w wektorze pGL3-Basic. Odpowiedzia
na to pytanie bylo przeprowadzenie doswiadczen z wykorzystaniem roznicujacej si¢
linii komorkowej PAZ6 wraz z odpowiednimi kontrolami. Zaobserwowano, iz komorki
hodowane w warunkach stymulujagcych (9-cis RA oraz NE), transfekowane
konstruktami zawierajacymi zarowno proksymalny region promotorowy (-112) oraz
dystalny fragment 5° (-3826), maja podwyzszong aktywnos$¢ promotorowsg
w porownaniu do wektora kontrolnego, posiadajacego niefunkcjonalng sekwencje
W miejscu enhancerowym 5°. Warto wspomnie¢, ze polimorfizm A-3826G znajduje si¢
w rejonie enhancerowym, w miejscu RARE, rozpoznawanym przez jadrowe czynniki
transkrypcyjne RARa, RARB, RXR, ktére do swojej aktywacji potrzebuja retinoidow
(all-trans lub kwasu 9-cis retinowego) %% Przeprowadzone badania $wiadcza
0 kluczowej roli czynnikow stymulujacych (9-cis RA oraz NE) w mechanizmie
aktywacji UCPL1.

Oprécz wzrostu aktywnosci promotorowej komoérek PAZ6, zawierajacych
badane konstrukty zaobserwowano istotne obnizenie aktywnosci luc dla konstruktow
zawierajacych dystalny fragment 5° z allelem zmutowanym G w miejscu -3826
W obecnos$ci stymulanta — norepinefryny. Na podstawie otrzymanych wynikow mozna
wnioskowaé, iz obecno$¢ allelu G w opisywanym miejscu allelicznym obniza
aktywno$¢ UCP1, skutkujac nizsza aktywnoscig brazowej tkanki thuszczowej i moze
przyczynia¢ si¢ do zwigekszonego ryzyka wystgpienia otylosci czy MetS. Teza ta

110 gdzie wykazano wyrazny spadek

znajduje potwierdzenie w wynikach badan Rose
aktywnosci luc dla konstruktu zawierajacego allel zmutowany wariantu A-3826G w
stosunku do allelu dzikiego. W badaniach Esterbauer i wsp. 1% zaobserwowano, iz allel
G zwigzany jest ze zmniejszong ekspreja mRNA UCP1 w $rédtrzewnej tkance
thuiszczowej osob otylych, wskazujac tym samym, iz polimorfizm ten ma znaczenie

funcjonalne.

Norepinefryna, bedaca naturalnym agonistg receptora B3AR, pobudza kaskade
sygnalowa w adipocytach BAT, ktora wplywa na aktywacje UCP1 (mechanizm
aktywacji przedstawiony w Rozdziale 1.2.3). Juz dzi§ wiadomo, Ze miejsce
polimorficzne A-3826G znajduje si¢ w bliskiej odleglosci od miejsca wigzania
jadrowych czynnikow transkrypcyjnych (wtym miejsce PPRE). W badaniach na

modelu zwierzgcym Puigserver i wspolpracownicy udowodnili, ze ekspresja mRNA
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PGC-1la - koaktywatora PPARy (rozpoznajace miejsce PPRE) znaczaco wzrasta
w warunkach stymulacji zimnem, powodujac uwolnienie norepinefryny z SNS, co
w konsekwencji prowadzi do wzrostu aktywnoséci samego UCP1 %2, W innej pracy tego
samego autora wykazano, iz PGC-lo, za posrednictwem kinazy p38-MAPK
modulowanej stezeniem cAMP, oddzialuje z PPRE w dystalnym odcinku
enhancerowym 5’ 1 tym samym stanowi niezbedny czynnik indukujacy ekspresje genu
UCP1 !, Badania filogenetyczne wykazaty, iz sekwencja PPRE, rozpoznawana przez
jadrowe czynniki transkrypcyjne aktywowane norepinefryng, jest jest wysoce
konserwatywna, czyli nieréznigca sic wérdd ssakow (m.in. u ludzi i u myszy) 164165,
W s$wietle przytoczonych badan mozna stwierdzi¢, iz norepinefryna ma kluczowe
znaczenie w mechanizmie aktywacji UCP1 w komoérkach bragzowej tkanki tluszczowej,
a obecnos¢ allelu zmutowanego w polimorfizmie -3826, znajdujacego sie w bliskie;j

odleglosci wigzania czynnikow transkrypcyjnych, obniza aktywno$¢ tego biatka.

Innym polimorfizmem znajdujagcym si¢ w regionie 5’ genu UCP1 jest
polimorfizm A- 177G. W jednym z pierwszych badan nad polimorfizmem A-1766G
zaobserwowano, iz allel G zwigzany jest z wyzszym WHR oraz BMI, zwigkszong masa
tkanki tluszczowej oraz procentowa zawartoécia tkanki thuszczowej 2. Wyniki te
zostaly potwierdzone przez Shin i wspdtpracownikow w grupie koreanskich kobiet —
osoby z allelem G mialy podwyzszone parametry zwigzane z otyloscig, m.in.. WHR,
BMI, zawarto$é tkanki thiszczowej, procent tkanki tluszczowej 1. W badaniu na
populacji Potudniowo Arabskiej, grupie osob umiarkowanie otytych zaobserwowano
istotny wplyw polimorfizmu A-1766G na wystepowanie otylosci. Zaleznosci takiej nie
zaobserwowano wérdd grupy osob skrajnie otylych %7, Ostatnie badanie
przeprowadzone w Chinach wykazalo zwigzek opisywanego polimorfizmu z ryzykiem
wystgpienia T2DM oraz podwyzszonego poziomu TG 8, Do tej pory nie pojawity sie
badania dotyczace analizy wplywu A-1766G na ryzyko wystapienia zaburzeh
metabolicznych w Europie. Wyniki genotypowania bgdace czg$cig niniejszej pracy
pokazaly, ze w populacji polskiej to loci nie jest miejscem polimorficznym, jesli
zdefiniujemy polimorfizm, jako wystgpowanie danej zmiany w populacji na poziomie
powyzej 1% %°. W grupie badanej oraz w grupie kontrolnej (n = 597) zmutowany allel
wystapit tylko u dwoch osob (0,3%). Stad, wyniki dla grupy osob z MetS nie spetniaty
zalozef prawa Hardy’ego Weinberga. Mozna przypuszczaé, iz wystepowanie tego SNP

jest uwarunkowane etnicznie i najprawdopodobniej nie ma znaczacego wpltywu na
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ryzyko wystapienia MetS w populacji europejskiej. Najnowsze badanie Dinas
I wspotpracownikéw rowniez potwierdzilo te tezg — otrzymane wyniki nie wykazaly

zwigzku tego SNP z ryzykiem pojawienia sie zaburzen metabolicznych 62,

W niniejszej pracy podjeto probe oceny funkcjonalnego znaczenia A-1776G na
aktywno$¢ promotorowa genu UCP1 mierzong testem lucyferazowym. W tym celu
transfekowano komorki HepG2 oraz PAZ6 zaprojektowanymi konstruktami
zawierajacymi  proksymalny fragment promotorowy (posiadajacy miejsce
polimorficzne -112) oraz fragment regionu 5° genu UCP1 okalajagcy miejsce
polimorficzne -1766. Zaobserwowany wzrost aktywnosci promotorowej luc dla
badanych konstruktow w komorkach HepG2 w stosunku do pGL3-Basic nie dat
odpowiedzi, czy podwyzszona luminescencja komorek wynika z faktu obecnosci
konkretnego insertu, czy wklonowania przypadkowej sekwencji w wektorze pGL3-
Basic. W wyniku kolejnych badan z wykorzystaniem r6znicujacych si¢ komorek PAZ6,
nie wykazano istotnej statystycznie réznicy w intensywnosci luminescencji miedzy
komorkami transfekowanymi badanymi konstruktami oraz tymi, zawierajagcymi wektor
kontrolny. Do tej pory nie stwierdzono, aby polimorfizm ten znajdowal sie¢
W kluczowym miejscu odpowiedzialnym za regulacje transkrypcji, dlatego otrzymane
wyniki pozwalajg wnioskowac¢, iz wystepowanie tego SNP nie wptywa na zaburzong

ekspresj¢ oraz aktywnos¢ UCPI.

Przeprowadzone w ramach niniejszej pracy genotypowanie miejsca A-112C
(region promotorowy genu UCP1), ktore jest w silnym LD z miejscem Ala64Thr,
znajdujacym si¢ regionie kodujgcym, nie wykazalo statystycznie istotnych roznic
migdzy grupg badang a grupa kontrolng. Warto podkresli¢, iz grupe badang stanowity
glownie osoby z zespotem metabolicznym, jednak bez stwierdzonej T2DM (252 osoby).
Cukrzyce typu 2 zdiagnozowano u 29 pacjentéw chorych na MetS. Analizujac dostepna
literatur¢ nalezy zwrdci¢é uwage, iz we wszystkich pracach grupami badanymi byli
pacjenci ze zdiagnozowang cukrzyca typu 2, a prace te dotyczyly zwigzku polimorfizmu
A-112C z ryzykiem wystepowania zaburzen gospodarki weglowodanowej, czy
zachorowania na T2DM. W pracy japonskich naukowcoéw zaobserwowano, iz wsrod
grupy pacjentow z T2DM nosiciele allelu C mieli wyzszy wskaznik insulinooporno$ci
na czczo, podwyzszony wskaznik HOMA (ang. homeostasis model assessment) oraz
wysoka zawarto$¢ lipidow w watrobie. Nie wykryto istotnego wplywu wariantu

zmutowanego na BMI czy zawartoéé thuszczu trzewnego 1'%, W badaniu na populacji
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indyjskiej nosiciele genotypu CC mieli wyzsze ci$nienie skurczowe niz osoby
posiadajace genotyp AA. Polimorfizm ten sam w sobie nie wplywat na ryzyko
wystapienia T2DM, jednak obecnos$¢ haplotypu A-C-Met trzech polimorfizmow: A-
3826G, A-112C i Met229Leu, istotnie zwickszala ryzyko wystapienia tej choroby ',
W populacji chinskiej allel C zostat zidentyfikowany, jako czynniki ryzyka retinopatii

cukrzycowej 172,

Badania nad polimorfizmem Ala64Thr, ktory zostat po raz pierwszy opisany
w 1988 roku 4, potwierdzity wcze$niejsze doniesienia — zamiana Ala na Thr w pozycji
64 w genie UCP1 powodowata zwigkszenie wskaznika WHR wsrod niemieckich kobiet
i tym samym przyczyniata si¢ do powstawania otytosci 1”3, Odwrotne wyniki otrzymali
badacze z Azji — Koreanki posiadajace mutacje punktowa w polimorfizmie Ala64Thr
miaty mniejsza zawartos¢ tkanki thuszczowej oraz nizszy wskaznik WHR od kobiet

posiadajacych niezmutowany allel 174,

W ostatnim badaniu case - control na populacji kaukaskiej (kraje: Polska,
Armenia, Wielka Brytania, Grecja, Rosja) nie wykazano zwigzku wystepowania
polimorfizmu Ala64Thr z ryzykiem zachorowania na MetS. Co ciekawe, analiza
wynikow genotypowania dla poszczegdlnych krajow pozwolita stwierdzié, iz u Ormian
osoby z genotypem GA stanowig 24,4% o0s6b ze zdiagnozowanym MetS oraz 13,5%
0sob zdrowych (p = 0,031), co $wiadczy o zwiekszonej podatnosci osob posiadajacych
allel A na MetS. Rozbiezne wyniki mogg sugerowac, iz wpltyw tego polimorfizmu na

ryzyko wystgpowania zaburzen metabolicznych zalezy od badanych grup etnicznych
161

Innym wytlumaczeniem tej rozbiezno$ci moze by¢ stosowaniec odmiennej diety
przez populacje kaukaska i azjatycka. Tak jak juz wspomniano, w przeprowadzonych
w ramach tej pracy badaniach nie udowodniono, aby wystepowanie polimorfizmu
Ala64Thr wptywalo istotnie na ryzyko wystapienia MetS w populacji polskiej.
Dodatkowo wykazano, ze w dos¢ silnym LD z A-112C jest polimorfizm Met229Leu,
co jest zgodne z wynikami badania Mori i wsp.1!3. W jego pracy grupa badang byty
osoby z cukrzyca typu 2, u ktorych wykazano, iz polimorfizmy w silnym LD, czyli A-
112C oraz Met229Leu moga mie¢ wptyw na ryzyko rozwoju T2DM. W badaniach
Hamanna i wsp. grupa badang byty osoby otyte narodowosci niemieckiej. Analizowano

trzy mutacje punktowe w regionie kodujacym UCP1: Arg40Trp (ekson 1), Lys257Arg
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(ekson 5) oraz Met229Leu (ekson 2), jednak zadna z nich nie wykazata istotnego

zwiazku z rozwojem otylosci.

Rozbiezne wyniki moga wynika¢ z r6znego pochodzenia etnicznego badanych
grup — w poszczegdlnych grupach etnicznych te same geny moga ulega¢ rdznej
ekspresji, dlatego tez ocena danego polimorfizmu w réznych populacjach moze da¢
odmienne wyniki. Nalezy rowniez wzig¢ pod uwagg zmiany epigenetyczne wynikajace
z wpltywu $rodowiska, stylu zycia, czy diety. Inng przyczyna rozbiezno$ci wynikow jest
stosowanie odmiennych kryteriow diagnostycznych w poszczegolnych grupach lub
analiza asocjacji polimorfizméw w odniesieniu do jednego zaburzenia metabolicznego.
Jak wynika z przegladu literatury, badania skupiaja si¢ gidéwnie na zaburzeniach
metabolicznych, jako osobnych jednostkach chorobowych, np. otylos¢, T2DM,

podwyzszone ci$nienie krwi.

Nalezy rowniez zwroci¢ uwage, 1z w niniejszej pracy dobor grup pod wzgledem
ich wieku nie zostatl przeprowadzony w sposéb precyzyjny. Wynikal on z trudnosci
zwigzanych ze znalezieniem osob w wieku okoto 60 lat, bez nastepujacych obcigzen
zdrowotnych: nadcis$nienie tetnicze, zaburzony lipidogram, podwyzszony poziom
glukozy a dodatkowo niepalacych, co moze stanowi¢ pewne ograniczenie w analizie

otrzymanych wynikoéw.

Oprécz tradycyjnego genotypowania wybranych miejsc polimorficznych
metodg PCR-RFLP oraz Real-Time PCR, wykorzystano takze metode
sekwencjonowania wysokoprzepustowego (NGS) do sekwencjonowania catego genu
UCPL1: od regionu 5’ regulatorowe oddalonego o 5000 pz od miejsca startu transkrypcji,
przez region kodujacy, az po region 3’UTR (300 pz) w celu identyfikacji nowych,
nieopisanych dotad w literaturze miejsc polimorficznych, potencjalnie zwiazanych
zryzykiem MetS lub T2DM. Przeprowadzono analize asocjacyjng nowo
zidentyfikowanych miejsc, w celu sprawdzenia czy wybrane loci koreluja z podatnoscia
zachorowania na MetS lub T2DM. Zidentyfikowano 25 miejsc o potencjalnie istotnym
wplywie na ryzyko wystapienia T2DM, z czego 23 miejsca byty polimorfizmami
pojedynczego nukleotydu natomiast dwa miejsca to zmiany typu indel
(ang. insertion/deletion, insercja delecja). Sposrod 25 wariantow, 13 nalezalo do
wczesniej juz wykrytych polimorfizméw, w zwigzku z czym znajdowaty si¢ w bazie

SNP NCBI (https://www.ncbi.nlm.nih.gov/snp/). Polimorfizmy znajdowaly sig¢
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zarbwno w regionie 5’ regulatorowym (5) jak i regionie kodujacym (19). Jeden
Z polimorfizméw o znanym rs znajdowal si¢ w regionie 3’UTR. Jak wiadomo
najwazniejsze pod wzgledem funkcjonalnym sg eksony w genie, ktore posiadajg
zapisang informacj¢ o strukturze biatka. Z tego powodu polimorfizmy znajdujace si¢
W eksonach s3 interesujace pod katem zmian w budowie i funkcji biatka. Dodatkowo
istotne jest poznanie czy badany wariant to mutacja typu zmiany sensu, czyli czy zmiana
nukleotydu powoduje kodowanie innego aminokwasu, niz ma to miejsce
w niezmutowanych regionach. Innym typem moze by¢ wariant nonsensowny, czyli
powodujacy powstawanie kodonu stop w transkrybowanym mRNA, co w efekcie
powoduje powstanie biatka krotszego i tym samym najprawdopodobniej o zaburzonej
funkcji. Mutacje typu indel moga prowadzi¢ do zmiany ramki odczytu, jesli doszloby
do insercji jednego lub wigkszej, niepodzielnej przez 3, liczby nukleotydéw. Skutkuje
to zupelie inng sekwencjg aminokwasowg a w rezultacie powstaje zmienione biatko.
Sposrod 19 polimorfizméw znalezionych w regionie kodujacym genu UCP1 tylko jeden
z nich znajdowat si¢ w eksonie 3, pozostate znajdowaly si¢ w intronach. Byta to zmiana
typu SNP w pozycji 140563477 w odniesieniu do sekwencji referencyjnej Hg38.
Polimorfizm ten nie zostat do tej pory opisany 1 nie posiada swojego numeru rs. Jest to
zamiana tyminy na cytozyng, jednak nie udato si¢ dotrze¢ do informacji, czy jest to
zmiana powodujgca zamian¢ aminokwasu (zmiana sensu). Dokonano przegladu
literatury opisujacej pozostate zidentyfikowane polimorfizmy (bazy danych Ensembl
oraz NCBI SNP). Spoérod wszystkich zidentyfikowanych metodg NGS polimorfizmow,
znajdujacych sie w bazie SNP NCBI, tylko dwa warianty (rs7688743 oraz rs3811787)
zostaty opisane w pracach badawczych. Oba warianty zostaly analizowane pod katem
wystgpowania retinoOpatii cukrzycowej w grupiec osob z T2DM, jednak w pracy
chinskich badaczy nie wykazano zwigzku wystepowania opisywanych polimorfizmoéw
z podwyzszonym ryzykiem zachorowania na wyzej wymienione zaburzenie 1’2, Miejsce
polimorficzne rs3811787, gdzie dochodzi do zamiany A na C, w miejscu -412 pz
powyzej miejsca startu transkrypcji genu UCP1, zostalo genotypowane wsrod 367
koreanskich, otytych kobiet. Dodatkowo analizowano miejsce polimorficzne A-3826G.
Wykazano, iz obecno$¢ obu zmutowanych alleli byla istotnie zwigzana
Z wystgpowaniem zwigkszonych obszarow podskornej tkanki tluszczowej brzucha
w modelu dominujacym, jednak nie wplywa na obszar tkanki thuszczowej wystepujacej
w okolicy udowej, obszarami tkanki tluszczowej trzewnej oraz profilem

biochemicznym krwi 167,
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Nalezy pamigtaé, iz liczba zsekwencjonowanych prob w grupie osob ze
zdiagnozowang cukrzycg typu 2 jest mniejsza w poroéwnaniu ze zsekwencjonowanymi
probami grupy kontrolnej (w szczegdlnosci dotyczy to ilosci prob, ktore zostaty
sekwencjonowane w regionie kodujagcym), co moglo wplynagé na obliczenia
statystyczne. Sg to wstepne wyniki, ktore stanowig bardzo ciekawa podstawe do
dalszych badan nad wptywem tych wariantow na ryzyko wystgpienia danej jednostki
chorobowej; w tym przypadku T2DM, jednak nalezy je potwierdzi¢ na wigkszej grupie

0s6b w badaniu case - control.
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Obecnos¢ allelu G w miejscu polimorficznym -3826 A/G genu UCP1 jest
Z zwigzana z mniejszym ryzykiem wystapienia zespolu metabolicznego
w populacji polskiej, dla pozostatych SNP: -A-1766G, A-112C, Ala64Thr,
Met229Leu nie wykazano zwiazku z ryzykiem wystapienia MetS czy otylosci.

. Wplyw badanych polimorfizméw zalezy od pochodzenia etniczego badanych

grup - w poszczegdlnych populacjach te same geny ulegaja réznej ekspresji,
dlatego tez ocena danego polimorfizmu w réznych grupach etnicznych daje
odmienne wyniki.

Obnizona aktywno$¢ UCP2 u 0s6b z zaburzeniami metabolicznymi wptywa na
zaburzong regulacj¢ ROS 1 tym samym aktywuje mechanizm powstawania
przewlektego stanu zapalnego, charakterystycznego w patogenezie otylosci
i T2DM prowadzacych do zespotu metabolicznego.

MRNA UCP1 nie jest ekspresjonowane w komoérkach PBMC u ludzi.
Norepinefryna ma kluczowe znaczenie w mechanizmie aktywacji UCP1
w komorkach brazowej tkanki tluszczowej, a obecnos¢ allelu zmutowanego G
w polimorfizmie -3826, znajdujacego si¢ w bliskiej odleglosci wigzania
czynnikow transkrypcyjnych, obniza aktywno$¢ promotorowsg tego biatka
w warunkach stymulujagcych PAZ6 NE - obnizona aktywnos$¢ UCP1 jest

zwigzana z wigkszym ryzykiem wystgpienia otylosci oraz MetS.

. Zidentyfikowano 39 nowych, w wigkszosci przypadkdw nieopisanych

w literaturze, wariantow genetycznych w rejonie niekodujgcych oraz kodujagcym
UCP1 potencjalnie zwigzanych z ryzykiem wystgpienia MetS (14 wariantow)
lub T2DM (25 wariantow). Otrzymane wyniki stanowig ciekawg podstawe do
dalszych badan nad wptywem tych wariantow na ryzyko wystapienia danej

jednostki chorobowe;.
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9.1 Spis rycin

Czynniki wplywajace na zwigkszony poziom reaktywnych form tlenu (ROS)
w komoérkach tkanki tluszczowej oraz skutki stresu oksydacyjnego. Rycina powstata
Przy uzyciu BIORENUEI.COM. .....iiiiiiiiiiiieiie et 22

Skrawki histologiczne pokazujgce r6zng morfologic adipocytow WAT (A) i BAT (B)
B e ettt ettt ettt ettt ettt ettt ettt ettt sttt 25

Mechanizm aktywacji adipocytéw brazowej tkanki tluszczowej. Opracowanie wlasne
na podstawie *2. Rycina powstala przy uzyciu BioORender.com. ...........c.ccccceevevevennne. 28

Obrazowanie BAT przy uzyciu FDG PET/CT. Kolorem zéttym i czerwonym
zobrazowano aktywne depozyty brazowego ttuszczu - obszar szyjny i nadobojczykowy
(biata strzatka), obszar pachowy i przykregowy (czarna strzatka) ™. .............c.ccoco... 29

Uproszczony  schemat  fosforylacji  oksydacyjnej  eukariontow.  Elektrony
transportowane sg w dot tancucha oddechowego. Wytworzona w ten sposob sita
protonomotoryczna (AuH") napedza kompleks syntazy ATP (FoF1), ktora katalizuje
reakcje fosforylacji ADP z wytworzeniem ATP. UCP1 wykorzystuje AuH® do
produkc;ji ciepta. Q - koenzym Q, ¢ - cytochrom ¢ %%......c.ovoviviiiiceeeeece e 32

Mechanizm aktywacji transkrypcji UCP1 jest procesem wieloczynnikowym. Wzrost
stezenia cCAMP poprzez stymulacje wspotczulnego uktadu nerwowego prowadzi do
aktywacji PKA, ktéra oprocz uruchomienia szlaku lipolizy, fosforyluje czynnik
transkrypcyjny CREB oraz aktywuje kinaze biatkowa aktywowang mitogenami p38
(ang. p38 mitogen-activated protein kinases, p38 - MAPK). Kinaza ta z kolei uruchamia
dwa niezalezne szlaki: fosforyluje ATF-2, aktywujac ekspresj¢ PGC-1a (nie pokazano
na rycinie) oraz fosforyluje PGC-1a ireceptory jadrowe RAR. Po przylaczeniu si¢
odpowiednich ligandow do dimeréw receptoréw jadrowych: PPARo/ PPARy,
PPAR/RXR, RAR/RXR, TR/RXR, utworzone kompleksy rozpoznaja i facza si¢ do im
wlasciwym sekwencji DNA (elementéw odpowiedzi) w dystalnym regionie
regulatorowym. Aktywacja w proksymalnym regionie promotorowym zachodzi
poprzez przylaczenie biatek C/EBP oraz ufosforylowanego CREB do elementow
odpowiedzi indukujac transkrypcje UCP1. Opracowanie wlasne na podstawie %3
Rycina powstata przy uzyciu BIORENDEr.COM. .....c.oovviiiiiiiiiiiie e 34

Uproszczony schemat genu UCP1 z zaznaczonymi omawianymi polimorfizmami
(skrotem EX oznaczono kolejne eksony w genie). Opracowanie wlasne na podstawie

DAZY ENSEMDL. ... 35
Mapa wektora pGL3-BasiC (Promega). ......ccuveeiveieiiee et 43
Mapa wektora PGL4.74 (PrOMEQA). ..ecoivveeiireeiieeeitieesir e sve e stre e etre e sare e sare e ane e 43
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Uktad prazkéw i odpowiadajace im masy markera. Po lewej - GeneRuler Low Range
DNA ladder (ThermoFisher Scientific), po prawej — GeneRuler 1 kb Plus Dna Ladder
(ThermoFiSher SCIENTITIC). .....cvveieeiiieee e 45

Mapy konstruktow przygotowanych do transfekcji. Po lewej — pGL3-Basic z
wklonowanym rejonem promotorowym zawierajgcym wariant A lub C polimorfizmu -
112A/C. W $rodku konstrukt zawierajacy fragment promotorowy z allelem A Iub C oraz
fragment regulatorowy 5’ z miejscem polimorficznym -3826A lub -3826G. Po prawej
konstrukt z fragmentem promotorowym -112A lub C oraz z fragmentem -1766A lub -
L7BBG. ..t bbbttt 66

Analiza genotypow dla SNP A-3826G po cigciu restrykcyjnym enzymem Bcll. 1-
marker O’GeneRuler Low Range DNA ladder, 2-homozygota AA, 3-heterozygota AG,
4-NOMOZYGOLA GG. ...ttt 72

Analiza genotypow dla SNP A-1766G po cigciu restrykcyjnym enzymem BsiHK AL 1-
marker O’GeneRuler Low Range DNA ladder, 2-heterozygota AG, 3-blank, 4-
homozygota AA. Wsrdd badanych prébek nie znaleziono homozygoty drugiego rodzaju

Analiza genotypow dla SNP A-112C po cieciu restrykcyjnym enzymem Mval (BstNI).
1-marker O’GeneRuler Low Range DNA ladder, 2-blank, 3-homozygota CC, 4-
homozygota AA, 5-heterozygota AC. ........cooieiiiiiiiieie e 73

Analiza genotypow dla SNP Ala64Thr po cieciu restrykcyjnym enzymem MspAlIL. 1-
marker O’GeneRuler Low Range DNA ladder, 2 - blank, 3- homozygota AA (Thr/Thr),
4-heterozygota GA (Ala/Thr), 5- homozygota GG (Ala/Ala), 594 pz — niestrawiony
Produkt PO PCR. ..o 73

Analiza genotypow dla SNP Met229L eu po cieciu restrykcyjnym enzymem HindIII. 1-
marker O’GeneRuler Low Range DNA ladder, 2-blank, 3- homozygota TT (Met/Met),
4-homozygota AA (Met/Met), 5,6-heterozygota AT (Met/Leu). .......c.cccvveeiveernnnne, 73

Schemat graficzny nierobwnowagi sprzezen (LD) pomigdzy analizowanymi
polimorfizmami SNP genu UCP1 w badanej grupie pacjentdéw z MetS oraz grupie
kontrolnej. Po lewej LD wyrazone warto$cig parametru D’ w procentach, po prawej
wartoscig wspotczynnika korelacji r* w procentach. (kolor bialy = 0, kolor czerwony
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Na gorze - przykladowy obraz automatycznej elektroforezy zelowej dla 15 probek
genomowego DNA (B1-H2). AL(L) - marker wielkosci. DIN (DNA Integrity Number)
— ocena integralnosci DNA. Na dole - przyktadowy rozktad wielkosci dla dwoch prob:
o0 niskim DIN (3.8) - po lewej oraz wysokim DIN (8.8) - po prawej..........ccccveeeuveene. 79

Na gorze — przyktadowy obraz automatycznej elektroforezy zelowej dla 15 probek
bibliotek przygotowanych zestawem Truseq Custom Amplicon Low Input Kit (A2-H2).
EL1(L) - marker wielkosci. Na dole - przyktadowy rozktad wielkosci dla dwoch
wybranych bibliotek. Zielonym prostokatem zaznaczono obraz elektroforezy dla
poprawnie przygotowanej biblioteki — widoczny produkt na wysokosci 383 pz.
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Czerwonym prostokatem zaznaczono obraz elektroforezy dla biblioteki, gdzie nie
powstat oczekiwany produkt. Taka biblioteka, byla odrzucana do dalszych krokow
SEKWENCJONOWANIA NGS.........oiiiiiiiiit e 80

Obraz rozdziatu elektroforetycznego w 1.5% zelu agarozowym. 1 — marker wielkos$ci
GeneRuler 1 kb Plus Dna Ladder (ThermoFisher Scientific), 2-10 analizowane
biblioteki przygotowane zestawem AmpliSeq (przyktadowe probki). ........cccceveeeeenn 81

Jako$¢ sekwencji na zasadg w probee od pacjenta nr 1 ze zdiagnozowang T2DM po
uzyciu narzedzia Trimmomatic — biblioteke przygotowano zestawem AmpliSeq....... 82

Ocena jakosci wszystkich odczytow probki od pacjenta 1 w grupie T2DM. Biblioteke
przygotowano zestawem AmpliSeq. Wskaznik Phred okresla prawdopodobienstwo
btednego odczytu zasady i wyrazony jest, jako -10logio (p), gdzie p to procent szans.
Tutaj $redni wskaznik Phred wynosi 38, co oznacza, ze prawdopodobienstwo btednego
odczytu zasady wynosi 1 na 6309 zasad, co stanowi bardzo dobry wynik i $wiadczy o
dobrej JaKOSCT OUCZYLOW. ...civvviieiiiiiie sttt e s eeaeee e 83

Przyktadowy obraz mutacji genu UCP1 w programie IGV_2.8.0 (genotyp AA; pozycja
na chromosomie 4: 140 571 632; pacjent z T2DM nr 26). Sekwencja referencyjna
przestawiona jest Na dOIe NYCINY. .......ooiiiiiiiiieie e 88

Frakcje matej podjednostki rRNA: 23S i 18S. Rozdzial elektroforetyczny RNA w 2%
zelu agarozowym. 1 - marker, 2 - blank, 3,4,5 —analizowane RNA. .............ccccceuve. 89

Zmiana ilo$ci biatka UCP1 w kolejnych dniach réznicowania linii komoérkowej PAZ6
— barwienie immunofluorescencyjne (po prawej). Na czerwono — UCP1, na niebiesko —
jadro komoérkowe (DAPI). Zdjecia mikroskopowe cytospinow (powigkszenie 10x)
zebranych w dniu: 0, 4, 7, 14, 28. Po lewej - zdjecia komorek niebarwionych........... 92

Lokalizacja biatka UCP1 (na czerwono) oraz jadra komorkowego (na niebiesko) w
komoérkach PAZ6 w 28 dniu réznicowania. Na gorze — powigkszenie 40x, na dole —
powiekszenie 10x. BF —ang. bright field (jasne pole). ... 93

Barwienie komorek Oil Red O. A, B — linia komérkowa HepG2. C — linia PAZ6
nier6znicowana, D — linia PAZ6 w czwartym dniu r6Znicowania. ............cceeeveeeruneenn 93
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