STRESZCZENIE
Wplyw szlaku sygnalowego leptyny na zmiany ekspresji genéw i bialek

inflamasomu NLRP3 w jajniku otylych myszy

Otytos¢ wynika z dysproporcji pomiedzy iloscig przyjmowanych kalorii
a wydatkiem energetycznym. Rozrost biatej tkanki tluszczowej podczas otylosci
prowadzi do zwigkszenia produkcji leptyny, ktéra reguluje funkcjonowanie jajnika
kontrolujac steroidogeneze, folikulogeneze lub rozwoj ciatka zoltego. Otylos¢ jest
zwigzana z wystapieniem zwigkszonego stanu zapalnego jajnikéw, brakiem owulacji
1 obnizeniem jako$ci oocytoéw. Ponadto matczyna otylo$¢ zwigzana jest takze
z nieprawidlowym rozwojem zarodka lub zwigkszonym ryzykiem $mierci plodu. Zatem
lepsze zrozumienie patogenezy stanu zapalnego w jajniku moze rozwikta¢ mechanizmy
lezace u podstaw niewydolnosci jajnikow 1 nieptodnosci podczas rozwoju otytosci.
Jednym z czynnikow, ktory bierze udzial w aktywacji cytokin prozapalnych takich jak
interleukina 1B (IL-1p) i IL-18 jest inflamasom NLRP3 (ang. NOD-like receptor protein
3), ktorego rola w jajniku jest stabo poznana. Ponadto ostatnie badania wykazaly
powstawanie leptynoopornosci w jajnikach otyltych myszy. W zwiazku z tym postawiono
nastepujaca hipotezg: szlak sygnalowy leptyny posredniczy w regulacji inflamasomu
NLRP3 w jajniku otylych myszy. Celem pracy byto scharakteryzowanie ekspresji
elementow szlaku inflamasomu NLRP3 na poziomie mRNA 1 biatka w jajnikach otylych

myszy, a w szczegolnosci oddziatywania ze szlakiem sygnalowym leptyny.

W doswiadczeniach wykorzystano nastgpujace modele: otylosci indukowane;j
dieta (ang. diet-induced obesity — DI10O): myszy szczepu C57BL/6J (B6) karmione przez
okres 4 tyg. dietg standardowa (ang. chow diet, CD, 4 tyg. CD) lub wysokotluszczowa
(ang. high fat diet, HFD, 4 tyg. HFD) oraz 16 tyg. CD lub 16 tyg. HFD; model otytosci
uwarunkowanej genetycznie: myszy pozbawione genu receptora leptyny (db/db) i grupa
myszy kontrolnych (db/+); myszy pozbawione genu leptyny (ob/ob) i grupa myszy
kontrolnych (ob/+); model farmakologicznej hiperleptynemii: myszy szczepu B6, ktorym
podawano dootrzewnowo 100 pg leptyny przez 16 dni (16L) lub sdl fizjologiczng (16K).
W celu scharakteryzowania profilu aktywacji inflamasomu NLRP3 w trakcie cyklu
plciowego, okreslono ekspresje¢ elementow szlaku inflamasomu NLRP3 w jajniku myszy
w fazach estrus i diestrus. Zaobserwowano zwickszong ekspresjc NLRP3 i IL-18

na poziomie biatka w jajnikach myszy w fazie diestrus. Ponadto potwierdzono



immunolokalizacje NLRP3 w komorkach ziarnistych (ang. granulosa cells — GCs),
komorkach ostonki (ang. theca cells - TCs) i oocytach. Nastepnie badano oddziatywanie
miedzy szlakiem sygnalowym leptyny a aktywacjg inflamasomu NLRP3 w jajnikach
otylych myszy z wykorzystaniem mysiego modelu DIO, otylosci uwarunkowanej
genetycznie i farmakologicznej hiperleptynemii. U myszy DIO ekspresja elementéw
szlaku inflammasomu NLRP3 (NLRP3, IL-18 p24) na poziomie biatka byta zwigkszona
w grupie 4 tyg. HFD, ale obnizona w grupie 16 tyg. HFD. U myszy db/db nie stwierdzono
roznic w ekspresji elementow szlaku inflamasomu NLRP3, z wyjatkiem zmniejszone;j
ekspresji 1l-15 na poziomie mRNA. Ponadto u myszy ob/ob ekspresja NLRP3 na
poziomie biatka i stezenie IL-1B byly znacznie obnizone. Ta obserwacja roznita si¢ od
wynikéw przeprowadzonych na myszy z hiperleptynemia, u ktorych stwierdzono
zwickszong ekspresje elementow szlaku inflammasomu NLRP3 na poziomie mRNA
i bialka oraz stezenie IL-1B w jajnikach myszy 16L. W kolejnym eksperymencie
przeprowadzono analiz¢ transkryptomiczng GCs pobranych z jajnikow myszy db/db
i myszy ob/ob. Pomimo podobienstw masy ciata U otytych myszy homozygotycznych
(Srednia masa ciata 40 graméw, podczas gdy myszy kontrolne db/+ i ob/+ wazyty okoto
20 gramow), globalny profil ekspresji genow roznit si¢ miedzy myszami db/db i ob/ob,
jak réwniez w obrebie konkretnych genow zaangazowanych w rozwo6j pecherzykow
i owulacje. W GC myszy db/db stwierdzono obnizong ekspresje genow regulujgcych
steroidogenezg i zwigzanych z dziataniem prostaglandyn, podczas gdy u myszy ob/ob
wykazano podwyzszong ekspresje gendw regulujacych steroidogeneze i1 metabolizm
lipidow. Ponadto w modelu wczesnej fazy otytosci (4 tyg. HFD) i 16L okreslono wptyw
leptyny na ekspresje gendow inflamasomu NLRP3 w komorkach wzgorka jajonosnego
(ang. cumulus cells - CCs). Analiza transkryptomiczna CCs myszy 4 tyg. HFD i 16L
wykazala wystgpowanie wspolnych gendow modulujacych aktywnos$¢ inflamasomu
NLRP3. Poza tym leptyna zwickszyta ekspresje genow inflamasomu NLRP3 w CCs
myszy 16L. W ostatnim eksperymencie wplyw leptyny na ekspresje inflammasomu
NLRP3 na poziomie mRNA 1 biatka w watrobie otytych myszy byl czg§ciowo odmienny
niz w jajnikach. Zaobserwowano zwigkszong ekspresje elementéw szlaku inflamasomu
NLRP3 na poziomie biatka w watrobie tylko u myszy 16 tyg. HFD, podczas gdy u myszy

ob/ob pozostata obnizona, co potwierdza zwigzek ze szlakiem sygnatlowym leptyny.

Podsumowujac, wykazano zwigkszong aktywno$¢ inflamasomu NLRP3 w jajniku

myszy podczas fazy diestrus. Potwierdzona lokalizacja NLRP3 w GCs, TCs i oocytach,



sugeruje potencjalng role inflamasomu NLRP3 w rozwoju pecherzykow
oraz funkcjonowaniu ciatka zo6ttego. Ponadto wykazano, ze aktywny szlak sygnalowy
leptyny reguluje aktywno$¢ inflamasomu NLRP3 w jajnikach myszy we wczesnej
otylo$ci. Natomiast po ustanowieniu leptynoopornosci w jajniku myszy w podznej
otytosci, aktywno$¢ inflamasomu NLRP3 ulega zmniejszeniu. To wskazuje, ze leptyna
reguluje inflammasom NLRP3 w jajnikach otytych myszy. Analiza transkryptomiczna
GCs myszy db/db i ob/ob wykazata, ze zaburzenia szlaku sygnalowego leptyny
przyczyniaja si¢ do zmiany ekspresji genow kluczowych dla rozwoju pecherzykow
jajnikowych myszy. Oba szczepy myszy db/db i ob/ob majg rézne wzorce dziatania
leptyny i r6zne odpowiedzi. Na przyktad niekanoniczne dziatanie leptyny u myszy db/db,
pozbawionych receptora leptyny, skutkuje uposledzeniem steroidogenezy i aktywnosci
prostaglandyn, co moze rowniez wptywaé na proces owulacji i prawdopodobny udziat
inflamasomu NLRP3, podczas gdy catkowity brak leptyny u myszy ob/ob dodatkowo
wplywa na metabolizm lipidow, ktéry jest kluczowy dla rozwoju oocytéw. To pokazuje,
ze dynamiczne zmiany w szlaku sygnalowym leptyny podczas otytosci moga w rdézny
sposob wplywac¢ na funkcjonowanie jajnikow. Analiza transkryptomiczna CCs myszy
4 tyg. HFD i 16L potwierdzita wystgpowanie wspolnych gendéw regulujacych aktywnosé
inflamasomu NLRP3. Co wigcej, aktywacja inflamasomu NLRP3 w jajnikach myszy
we wczesnej otytosci byta odmienna od jego aktywacji w watrobie myszy wylacznie
podczas poéznej otylosci. Uzyskane wyniki wskazuja nowe mozliwosci leczenia
nieptodnosci U otylych samic, szczegdlnie w zakresie technik wspomaganego rozrodu

u ludzi i zwierzat.



