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WYKAZ SKROTOW

3p-HSD - dehydrogenaza 3B-hydroksysteroidowa (ang. 3B-Hydroxysteroid
dehydrogenase),

acetyl-CoA - acetylokoenzym A (ang. acetyl coenzyme A),

ADAMTS9 - agrekan 9 (ang. A disintegrin-like and metallopeptidase (reprolysin type)
with thrombospondin type 1 motif, 9),

AEBP?2 - (ang. Adipocyte Enhancer-Binding Protein 2),

AgRP - bialko zwigzane z Agouti (ang. agouti-related peptide),

AKR1C13 - aldo-keto reduktaza 1C13 (ang. aldo-keto reductase family 1, member C13),
ALPK3 - (ang. Alpha-protein kinase 3),

ANGPTLZ2 - angiopoetyna 2 (ang. angio-poetin like protein 2),

ARF1 - (ang. ADP Ribosylation Factor 1),

ASC - (ang. apoptosis-associated speck-like protein),

ATP - adenozynotrifosforan,

AUTS?2 - (ang. autism susceptibility candidate 2),

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

BCA - kwas bicynchoninowy,

BMI - wskaznik masy ciala (ang. body mass index),

BP - proces biologiczny (ang. Biological Process),

BSA - albumina surowicy bydlecej (ang. Bovine Serum Albumin),

CARD - domena aktywacji i rekrutacji kaspaz (ang. Caspase Activation and Recruitment
Domain),

CART - ukfad regulowany kokaing i amfetaming (ang. cocaine and amphetamine-
regulated transcript),

CASP1 - kaspaza 1 (ang. caspase 1),

CC - lokalizacja komorkowa produktu genu (ang. Cellular Component - CC),

CCK - cholecystokinina (ang. cholecystokinin),

CCL15 - (ang. C-C Motif Chemokine Ligand 15),

CXCLS8 - (ang. C-X-C Motif Chemokine Ligand 8),

CCs - komorki wzgorka jajonosnego (ang. cumulus cells),

CD - dieta standardowa (ang. chow diet),

CD136 - receptor biatka stymulujacego makrofagi,

CD206 - receptor mannozowy,



cDNA - komplementarny kwas deoksyrybonukleinowy (ang. complementary DNA),
CL - cialko zotte (ang. corpus luteum),

CLIC - wewnatrzkomoérkowe kanaty chlorkowe (ang. chloride channel proteins),
COCs - komorki wzgorka jajonosnego (ang. cumulus-oocyte complex),

COL11A1 - kolagen typu 11 alfa 1 (ang. collagen, type XI, alpha 1),

CRP - biatko C-reaktywne (ang. C-reactive protein),

Cy3 — indokarbocyjanina,

CYB5R3 - reduktaza 3 cytochromu b5 (ang. cytochrome b5 reductase 3),

DAMPSs - wzorce molekularne zwigzane z uszkodzeniem tkanki (ang. damage-associated
molecular pattern molecules),

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

DEGs - geny ulegajace zroznicowanej ekspresji (ang. Differentially Expressed Genes),
DGAT?2 - acylotransferaza diacyloglicerolu 2 (ang. diacylglycerol O-acyltransferase 2),
DHEA — dihydroepiandrosteron,

DIO - otyto$¢ indukowana dietg (ang. diet-induced obesity),

dNTP - trifosforan dezoksyrybonukleotydu,

E2 - 17p-estradiol,

eCG - konska gonadotropina kosmowkowa (ang. equine chorionic gonadotropin),
ECM - macierz pozakomorkowa (ang. extracellular matrix),

EMCV - wirus grypy i wirus zapalenia moézgu i mig$nia sercowego (ang.
encephalomyocarditis virus),

ELISA - test immunoenzymatyczny (ang. Enzyme-Linked Immunosorbent Assay),
ERK - kinaz¢ regulowana zewngtrzkomorkowo (ang. extracellular signal-regulated
kinase),

FA - kwasy tluszczowe (ang. fatty acids),

FBPL1 - fruktozo-1,6-bisfosfataza (ang. fructose bisphosphatase 1),

FC - krotno$¢ zmiany (ang. fold change),

FM — masa tkanki thuszczowej (ang. fat mass),

FSH - hormon folikulotropowy (ang. follicle-stimulating hormone),

GAPDH - dehydrogenaza aldehydu 3-fosfoglicerynowego,

GCs - komorki ziarniste (ang. granulosa cells),

GDI1 - (ang. GDP Dissociation Inhibitor 1),

GLP-1 - peptyd glukagonopodobny-1 (ang. glucagon-like peptide 1),

GnRH - gonadoliberyna (ang. Gonadotropin-releasing hormone),



GO - kategorie GO (ang. Gene Ontology),

GSDMD - gazdermina D (ang. Gasdermin D),

hCG - ludzka gonadtropina kosméwkowa (ang. human chorionic gonadotropin),
HFD - dieta wysokottuszczowa (ang. high fat diet),

IF — immunofluorescencja (ang. Immunofluorescence),

IGF - insulinopodobny czynnik wzrostu (ang. insulin-like growth factor),

IHC — immunohistochemia (ang. Immunohistochemistry),

IL-18 — interleukina 18,

IL-18-BP - biatko rozpuszczalne IL-18BP (ang. IL-18 binding protein),

IL-1R - receptor interleukiny-1,

IL-1p - interleukina 1,

INOS - syntaza tlenku azotu (ang. inducible nitric oxide synthase),

IxkBa — inhibitor jadrowego czynnika kB,

JAK? - kinaza tyrozynowa Janus-2 (ang. tyrosine kinase janus kinase 2),
KDMBG6B - demetylaza lizynowa 6b (ang. Lysine demethylase 6B),

LAMPL - biatko blonowe typu I zwigzane z lizosomami (ang. lysosomal-associated
membrane protein 1),

LepR - receptor leptyny (ang. leptin receptor),

LH - hormon luteinizujacy (ang. luteinizing hormone),

LM — masa beztluszczowa (ang. lean mass),

LPS — lipopolisacharyd bakteryjny,

LRR - powtorzenia bogate w leucyne (ang. Leucine-Rich Repeat),

ML1 - klasycznie aktywowane makrofagi,

M2 - spolaryzowane alternatywnie makrofagi,

MAPK - kinaza aktywowana mitogenami (ang. mitogen-activated protein kinase),
MAVS - mitochondrialne przeciwwirusowe biatko sygnalowe (ang. mitochondrial
antiviral signaling protein),

MCA4R - receptor melanokortyny typu 4 (ang. Melanocortin 4 receptor),

MF - funkcja produktu genu (ang. Molecular Function),

NAFLD - niealkoholowa stluszczeniowa choroba watroby (ang. nonalcoholic fatty liver
disease),

NEK?7 - (ang. NIMA-related kinase 7),

NF-kB - jadrowy czynnik transkrypcyjny kB (ang. Nuclear Factor kB),

NLRP3 - (ang. Nod-like receptor protein 3),



NLRs - receptory NOD-podobne (ang. NOD-like receptors),

NMR - spektroskopia magnetycznego rezonansu jadrowego (ang. nuclear magnetic
rezonance),

NPY - neuropeptyd Y (ang. neuropeptide Y),

P4 — progesteron,

PAMPs - wzorce molekularne zwigzane z patogenami (ang. pathogen associated
molecular pattern),

Panx1 - paneksyna 1 (ang. pannexin 1),

PAT - r6zowa tkanka thuszczowa (ang. pink adipose tissue),

PBS — buforowany roztwor soli fizjologiczne;j,

PBST — PBS z dodatkiem 0.1% Tween 20,

PCA - analiza glownych sktadowych (ang. Principal Component Analysis),

PCOS - zespo6t policystycznych jajnikéw (ang. Polycystic Ovary Syndrome),

PDGFRB - receptor ptytkopochodnego czynnika wzrostu 3 (ang. platelet derived growth
factor receptor beta),

PGE - prostaglandyna E,

PGF2a — prostaglandyna F2a,

PI3K - 3-kinaza fosfatydyloinozytolowa (ang. phosphatidylinositol 3-kinase),

POMC - proopiomelanokortyna (ang. proopiomelanocortin),

PPARY, 98- receptory aktywowane proliferatorami peroksysomow v i d (ang. peroxisome
proliferator-activated receptor vy, ),

PRR - receptory rozpoznajace wzorce (ang. pattern recognition receptors),

PTEN - (ang. phosphatase and tensin homolog deleted on chromosome ten),

PTP - pory przejsciowej przepuszczalnosci (ang. permeability transition pore),

PTP1B - biatkowa fosfataza tyrozynowa 1B (ang. protein tyrosine phosphatase 1B),
PTPNL1 - fosfataza tyrozynowa N1 (ang. protein tyrosine phosphatase N1),

PVDF - fluorek poliwinylidenu (ang. polyvinylidene fluoride),

PYD - domena pyriny (ang. pyrin domain),

PYY - peptyd PYY (ang. peptide YY),

RBP4 - biatko wigzace retinol typu 4 (ang. retinol-binding protein 4),

RNA-seq - sekwencjonowanie RNA,

ROS - wolne rodniki tlenowe (ang. reactive oxygen species),

RPL37 - rybosomalne biatko 37 (ang. Ribosomal Protein L37),

SCAP - (ang. SREBP cleavage- activating protein),
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SEM - standardowy btad $redniej (ang. standard error of the mean),

SERP1 - Serpina 1 (ang. serpin family A member 1),

SH2 — domena wigzgca SH2 (ang. Src Homology 2 domain),

SHP2 - fosfataza tyrozynowa SH2 (ang. SH2-containing tyrosine phosphatase),
SLC22A15 - (ang. solute carrier family 22, member 15),

SOCSS3 - supresor cytokiny sygnalowej 3 (ang. suppressor of cytokine signalling 3),
SREBP2 - (ang. sterol regulatory element- binding protein 2),

StAR - (ang. steroidogenic acute regulatory protein),

STATS - biatko przenoszace sygnal i aktywujace transkrypcje 3 (ang. signal transducer
and activator of transcription),

TCs - komorki ostonki (ang. theca cells),

TG —triglicerydy (ang. triglycerides),

TGF-B - transformujacy czynnik wzrostu (ang. transforming growth factor p),

TLR - receptory Toll-podobne (ang. Toll-like receptors),

TMOISF2 - (ang. Transmembrane 9 superfamily member 2),

TMB - 3,3',5,5'-tetrametylbenzydyna,

TNF-a - czynnik martwicy nowotworu - a (ang. Tumor necrosis factor),
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VLDL - lipoproteiny niskiej gestosci (ang. very low-density lipoprotein),
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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-1B) 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
nastgpujaca 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 ekspresj¢ 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

immunolokalizacjc NLRP3 w komorkach ziarnistych (ang. granulosa cells — GCs),
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komorkach ostonki (ang. theca cells - TCs) i oocytach. Nastepnie badano oddziatywanie
miedzy szlakiem sygnalowym leptyny a aktywacja inflamasomu NLRP3 w jajnikach
otylych myszy z wykorzystaniem mysiego modelu DIO, otytlo$ci uwarunkowanej
genetycznie 1 farmakologicznej hiperleptynemii. U myszy DIO ekspresja elementow
szlaku inflammasomu NLRP3 (NLRP3, IL-18 p24) na poziomie biatka byta zwigkszona
w grupie 4 tyg. HFD, ale obnizona w grupie 16 tyg. HFD. U myszy db/db nie stwierdzono
roznic w ekspresji elementow szlaku inflamasomu NLRP3, z wyjatkiem zmniejszone;j
ekspresji 1l-15 na poziomie mRNA. Ponadto u myszy ob/ob ekspresja NLRP3 na
poziomie biatka i stezenie IL-1B byly znacznie obnizone. Ta obserwacja roznita si¢ od
wynikow przeprowadzonych na myszy z hiperleptynemia, u ktoérych stwierdzono
zwigkszong ekspresje elementow szlaku inflammasomu NLRP3 na poziomie mRNA
i biatka oraz stgzenie IL-1B w jajnikach myszy 16L. W kolejnym eksperymencie
przeprowadzono analiz¢ transkryptomiczng GCs pobranych z jajnikow myszy db/db
I myszy ob/ob. Pomimo podobienstw masy ciata U otylych myszy homozygotycznych
(Srednia masa ciata 40 graméw, podczas gdy myszy kontrolne db/+ i ob/+ wazyty okoto
20 gramow), globalny profil ekspresji gendow roznit si¢ miedzy myszami db/db i ob/ob,
jak réwniez w obrebie konkretnych genow zaangazowanych w rozwoj pecherzykow
i owulacje. W GC myszy db/db stwierdzono obnizong ekspresje genow regulujacych
steroidogeneze i zwigzanych z dziataniem prostaglandyn, podczas gdy u myszy ob/ob
wykazano podwyzszong ekspresj¢ gendéw regulujacych steroidogeneze i metabolizm
lipidow. Ponadto w modelu wczesnej fazy otytosci (4 tyg. HFD) i 16L okreslono wptyw
leptyny na ekspresje genéw inflamasomu NLRP3 w komorkach wzgorka jajonosnego
(ang. cumulus cells - CCs). Analiza transkryptomiczna CCs myszy 4 tyg. HFD i 16L
wykazala wystgpowanie wspoOlnych gendow modulujacych aktywnos$¢ inflamasomu
NLRP3. Poza tym leptyna zwigkszyta ekspresje genow inflamasomu NLRP3 w CCs
myszy 16L. W ostatnim eksperymencie wplyw leptyny na ekspresj¢ inflammasomu
NLRP3 na poziomie mRNA 1 biatka w watrobie otylych myszy byt czeSciowo odmienny
niz w jajnikach. Zaobserwowano zwigkszona ekspresj¢ 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
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oraz funkcjonowaniu ciatka zo6ttego. Ponadto wykazano, ze aktywny szlak sygnalowy
leptyny reguluje aktywnos¢ inflamasomu NLRP3 w jajnikach myszy we wczesnej
otylo$ci. Natomiast po ustanowieniu leptynoopornosci w jajniku myszy w podznej
otylosci, aktywno$¢ inflamasomu NLRP3 ulega zmniejszeniu. To wskazuje, ze leptyna
reguluje inflammasom NLRP3 w jajnikach otylych myszy. Analiza transkryptomiczna
GCs myszy db/db i ob/ob wykazata, ze zaburzenia szlaku sygnatowego leptyny
przyczyniaja si¢ do zmiany ekspresji genow kluczowych dla rozwoju pecherzykow
jajnikowych myszy. Oba szczepy myszy db/db i ob/ob majg ré6zne 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 wptywacé na proces owulacji i prawdopodobny udziat
inflamasomu NLRP3, podczas gdy catkowity brak leptyny u myszy ob/ob dodatkowo
wptywa na metabolizm lipidow, ktéry jest kluczowy dla rozwoju oocytéw. To pokazuje,
ze dynamiczne zmiany w szlaku sygnatlowym leptyny podczas otylo$ci moga w rozny
sposob wplywac¢ na funkcjonowanie jajnikow. Analiza transkryptomiczna CCs myszy
4 tyg. HFD i 16L potwierdzita wystepowanie wspolnych genow regulujacych aktywnosc¢
inflamasomu NLRP3. Co wigcej, aktywacja inflamasomu NLRP3 w jajnikach myszy
we wczesnej otytosci byta odmienna od jego aktywacji w watrobie myszy wytacznie
podczas poznej otylosci. Uzyskane wyniki wskazuja nowe mozliwosci leczenia
nieptodnosci U otylych samic, szczegdlnie w zakresie technik wspomaganego rozrodu

u ludzi i zwierzat.
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SUMMARY

The role of leptin signalling pathway on NLRP3 inflammasome genes

and proteins expression changes in the ovary of obese mice.

Obesity results from a disproportion between calorie intake and energy
expenditure. The growth of white adipose tissue during obesity leads to an increase
in leptin secretion, which regulates ovarian function controlling steroidogenesis,
folliculogenesis or corpus luteum development. Obesity is associated with increased
inflammation in the ovaries, anovulation, and decreased oocyte quality. Furthermore,
maternal obesity is also associated with impaired embryo development or increased risk
of fetal death. Thus, a better understanding of the pathogenesis of inflammation in the
ovary may unravel the mechanisms underlying ovarian failure and infertility during
the development of obesity. One of the factors involved in the maturation
of pro-inflammatory cytokines such as interleukin-1 f (IL-1B) and IL-18 is NLRP3
(NOD-like receptor protein 3) inflammasome, whose role in the ovary is poorly
understood. Moreover, recent studies showed the establishment of leptin resistance
in the ovaries of obese mice. Thus, the following hypothesis was set: leptin signalling
pathway mediates regulation of the NLRP3 inflammasome in the ovary of obese mice.
The aim of the present study was to characterise the expression of the NLRP3
inflammasome components at the mRNA and protein level in the ovaries of obese mice,

particularly instigating the crosstalk with leptin signalling.

The following models were used in the experiments: model DIO: C57BL/6J (B6)
mice fed for 4 weeks with a standard diet (CD, 4wkCD) or a high fat diet (HFD, 4wkHFD)
and 16wkCD or 16wkHFD; model of genetic obesity: leptin receptor knockout mice
(db/db) and a group of control mice (db/+); leptin knockout mice (ob/ob) and a group
of control mice (ob/+); model of pharmacological hiperleptinemia: B6 mice treated
intraperitoneally with 100 pg of leptin for 16 days (16L) or saline (16K). In order
to characterize the profile of NLRP3 inflammasome activation throughout cyclicity,
the expression of inflammasome NLRP3 components was determined in the ovaries
of mice in either the oestrus and diestrus stages. Increased protein expression of NLRP3
and IL-18 in the ovaries of mice in diestrus stage was observed. In addition, NLRP3
immunolocalization was confirmed in granulosa cells (GCs), theca cells (TCs)
and oocytes. Next, the crosstalk between leptin signaling pathway and the activation

of NLRP3 inflammasome in the ovaries of obese mice was instigated using mouse
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models of DIO, genetic obesity and pharmacological hyperleptinemia. In the DIO mice,
the protein expression of NLRP3 inflammasome components (NLRP3, IL-18 p24) was
increased in the 4wkHFD group, but decreased in the 16wkHFD group. In db/db mice,
no differences in the expression of NLRP3 inflammasome components were found,
except for the decreased mRNA of 1l-1/. Moreover, in ob/ob mice, the protein expression
of NLRP3 and IL-1B concentration was significantly reduced. This observation
contrasted with findings in the hyperleptinemic mouse, in which we found increased
mRNA and protein expression of NLRP3 inflammasome components and IL-1p
concentration in the ovaries of 16L mice. In the next experiment, transcriptomic analysis
of GCs collected from ovaries from db/db mice and ob/ob mice was performed. Despite
the similarities in body weight in the obese homozygous mice (average body weight
40 grams while control db/+ and ob/+ mice around 20 grams), global gene expression
profile was distinct between db/db and ob/ob, as well as, concerning specific genes
involved in follicular development and ovulation. In the GCs of db/db mice, there was
reduced expression of genes regulating steroidogenesis and related to prostaglandin
action, while in the ob/ob mice increased expression of genes regulating steroidogenesis
and lipid metabolism. Moreover, in the model of early phase of obesity (4wkHFD) and
16L the effect of leptin on the expression of NLRP3 inflammasome genes in cumulus
cells (CCs) was determined. Transcriptomic analysis of the CCs of 4wkHFD and 16L
mice showed common genes modulating the activity of the NLRP3 inflammasome.
In addition, leptin increases the expression of NLRP3 inflammasome genes in the CCs
of 16L mice. In the last experiment, the effect of leptin on the expression of genes and
proteins of the NLRP3 inflammasome in the liver of obese mice partially contrasted with
that in the ovary. Increased expression of NLRP3 inflammasome components at the
protein level in the liver only after 16wkHFD mice was observed, whereas remained

decreased in ob/ob mice corroborating the association with leptin signalling.

In conclusion, increased NLRP3 inflammasome activity was demonstrated in the
ovaries of mice during diestrus stage. Confirmed localization of NLRP3 in the GCs, TCs
and oocytes, suggests a potential role of NLRP3 inflammasome in follicles development
and corpus luteum function. In addition, active leptin signaling pathway was shown
to regulate the activity of the NLRP3 inflammasome in the ovaries of mice in early
obesity. Conversely, after leptin resistance establishment in the ovaries of mice in late

obesity, the activity of NLRP3 inflammasome was decreased. It shows that leptin
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regulates NLRP3 inflammasome in the ovaries of obese mice. Transcriptomic analysis
of the GCs of the db/db and ob/ob mice showed that disruption of the leptin signaling
pathway altered the expression of genes crucial for mouse follicle development. Both
strains of db/db and ob/ob mice have different pattern of leptin action and different
responses. For instance non-canonical leptin action in db/db mice, which lacks leptin
receptor, results in impaired steroidogenesis and prostaglandins activity, what may
also impact on ovulation process and possibly involvement of NLRP3 inflammasome,
while total lack of leptin in ob/ob mice additionally affect lipid metabolism that is crucial
for oocyte development. It shows that dynamic changes of leptin signaling throughout
obesity can differently affect ovarian function. Transcriptomic analysis of the CCs
of 4wkHFD and 16L mice confirmed the presence of common genes regulating the
activity of the NLRP3 inflammasome. Moreover, NLRP3 inflammasome activation
in the mice ovaries in early obesity contrasted with its activation exclusively during late
obesity in the liver. The obtained results suggest new avenues for treatment of infertility
in obese females, particularly concerning assisted reproduction techniques

in humans and animals.
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1. WSTEP

Najczestsza przyczynag otytosci jest diugotrwaly brak rownowagi pomiedzy
nadmiarem spozywanych kalorii a zbyt powolnym ich spalaniem. Na globalny wzrost
otytosci w spoteczenstwie maja wpltyw czynniki srodowiskowe takie jak nadmierne
spozywanie positkow, dostepno$¢ do sieci fast food, a takze siedzacy tryb zycia
i multimedia (Albuquerque i in. 2017; Swinburn i in. 2011). W latach 1975-2016
wskaznik masy ciata (ang. body mass index — BMI, masa-kg/wzrost-m?) zwickszyt sie

u 128,9 miliona dzieci, mtodziezy i dorostych, we wszystkich badanych krajach na calym

swiecie (NCD Risk Factor Collaboration (NCD-RisC) 2017).

Otylos¢ prowadzi do wystgpienia stanu zapalnego jajnikéw, czego efektem moze
by¢ brak owulacji, obnizenie jako$ci oocytéw, nieprawidlowy rozwdj zarodka, czy tez
wyzsze ryzyko $mierci ptodu (Aune i in. 2014; Brewer & Balen 2010; Sermondade
i in. 2019). W komorkach ziarnistych (ang. granulosa cells - GCs) otytych kobiet
wykazano m. in. uszkodzenie mitochondriow, stres retikulum endoplazmatycznego,
a takze zmiany w procesie steroidogenezy (Si i in. 2021). W oocytach otylych matek
wykazano m. in. stres oksydacyjny, apoptoze, zmiany epigenetyczne oraz skrocenie
telomeréw (Ge i in. 2021; Hou i in. 2016; Jungheim i in. 2010). Rozrost biatej tkanki
thuszczowej podczas rozwoju otytosci skutkuje zwiekszeniem produkcji leptyny, ktorej
glowng funkcja jest regulacja osrodka sytosci w podwzgorzu oraz metabolizmu
energetycznego (Considine i in. 1996; Maffei i in. 1995; Webber 2003). Natomiast
w jajniku leptyna wptywa na takie procesy jak steroidogeneza, folikulogeneza czy tez
funkcjonowanie ciatka zottego (ang. corpus luteum — CL) (Galvao i in. 2014; Lin
I in. 2009; Wotodko i in. 2021). Jednym z czynnikéw, ktory bierze udziat w aktywacji
cytokin prozapalnych takich jak interleukina 13 (IL-1B) i IL-18 jest inflamasom NLRP3
(ang. Nod-like receptor protein 3 — NLRP3), ktorego rola w jajniku jest stabo poznana.
Dlatego tez lepsze poznanie patogenezy powstania procesu zapalnego w jajniku
przyczyni si¢ do zrozumienia mechanizméw lezacych u podstaw niewydolnosci jajnikow

1 nieplodnosci w trakcie rozwoju otytosci.

1.1. Regulacja apetytu
Glownym osrodkiem w regulacji apetytu jest jadro tlukowate podwzgorza
zlokalizowane w pniu mézgu, w poblizu komory trzeciej. Sygnaty, ktore reguluja pobor

1 wydatkowanie energii mozna podzieli¢ na dwie kategorie. Pierwsza kategoria dotyczy
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powstajacych podczas spozywania positku sygnatow kréotkoterminowych, informujacych
o osiaggnigciu stanu sytosci. Jednym z pierwszych hormondéw sytosci jest
cholecystokinina, ktora jest wydzielana przez dwunastnice w odpowiedzi na czgsciowo
strawione tluszcze oraz nadtrawione biatka (Gibbs i in. 1973). Hormon ten aktywujgc
receptory lokalnie wystepujace na dwunastnicy, wysyla sygnal za posrednictwem nerwu
btednego do mozgu, czego efektem jest odczuwanie uczucia sytosci. Druga kategoria
dotyczy sygnatow diugoterminowych, do ktorych nalezg hormony takie jak insulina,
grelina 1 leptyna, ktére sg uwalniane proporcjonalnie do ilosci glukozy i thuszczu
w organizmie, a nastepnie wchlaniane do os$rodkowego ukladu nerwowego,
proporcjonalnie do ich st¢zenia w osoczu (Bagdade i in. 1967; Considine i in. 1995;
Schwartz i in. 2000; Woods & D’Alessio 2008). Bezposrednio przed zjedzeniem positku
(kiedy zotadek jest pusty) poziom greliny znacznie wzrasta, a nast¢pnie spada roOwnie
szybko po jedzeniu (Cummings i in. 2001). Jadro lukowate podwzgorza posiada w swojej
strukturze dwa typy neurondéw, dziatajacych antagonistycznie, ktére stymulujg (uktad
oreksygeniczny) badz hamuja (uklad anoreksygeniczny) taknienie (Rys. 1). Neurony
stymulujace przyjmowanie pokarmu i zmniejszajace wydatkowanie energii produkuja
neuropeptyd Y (ang. neuropeptide Y — NPY) oraz biatko zwigzane z Agouti (ang. agouti-
related peptide — AgRP) (Hahn i in. 1998; Stanley i in. 1986). Neurony hamujace
przyjmowanie pokarmu i zwigkszajace wydatkowanie energii wykazuja ekspresje
pochodnej proopiomelanokortyny (ang. proopiomelanocortin — POMC), ktore
wytwarzajg hormon o-melanotropowy (ang. a-melanocyte-stimulating hormone -
a-MSH) oraz uktad regulowany kokaing i amfetaming (ang. cocaine and amphetamine-
regulated transcript — CART) (Adam i in. 2002; Fan i in. 1997). Zazwyczaj, gdy jeden
typ neuronoéw jest aktywowany, drugi jest blokowany. Neurony NPY, dzigki produkcji
AgRP, blokuja receptor melanokortyny (Hahn i in. 1998). Aktywowane podczas
odchudzania neurony NPY/AgRP zwigkszaja pobdr energii w dwojaki sposob: przez
zwigkszenie uwalniania NPY oraz hamowanie apetytu przez blokowanie receptorow
a-MSH (Sahu i in. 1988; Schwartz i in. 1997). Leptyna i insulina zmniejszaja taknienie
przez hamowanie neuronéw NPY/AgRP oraz stymulujag w tym samym czasie neurony
POMC 1 uwalnianie a-MSH. Grelina uwalniana z zotadka stymuluje taknienie poprzez
aktywowanie neuronow NPY/AgRP, z kolei uwalniane w jelicie cienkim peptyd PYYs-
36 (ang. peptide YY — PYY) oraz peptyd glukagonopodobny-1 (ang. glucagon-like
peptide 1 — GLP-1) hamuje te neurony, powodujac zmniejszenie apetytu (Batterham

i in. 2002; Schwartz & Morton 2002; Seo i in. 2008). Zintegrowany sygnat o charakterze
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stymulujagcym badz hamujacym taknienie dociera do innych czgéci podwzgorza, ktory
nastgpnie trafia droga wstepujaca do kory moézgowej, hipokampu, wzgorza i dalej

kierowany jest drogg zst¢pujaca do rdzenia kregowego (Berthoud 2002).

Wiele znanych monogenicznych i niektorych poligenicznych przyczyn otylosci
jest zwigzanych ze zmianami w szlaku melanokortyny. Mutacja w genie kodujacym
receptor melanokortyny typu 4 (ang. Melanocortin 4 receptor - MC4R), odgrywajacym
znaczng rol¢ w regulacji pobierania pokarmu oraz homeostazy energetycznej, powoduje
otyto$¢ ekstremalng u okoto 5% dzieci (Farooqi i in. 2003). Z kolei mutacja POMC wigze
si¢ z ciezka postacig otylosci polaczong z charakterystyczng pigmentacja rudych wloséw
u 0sob dotknigtych ta chorobg (Krude i in. 1998). Co cieckawe, u 12% psoéw rasy Labrador
retriever wystgpuje mutacja genu POMC, powodujaca zaburzenia produkceji
B-melanotropiny i p-endorfin zaangazowanych w homeostaze energetyczng,
przyczyniajac si¢ do zwigkszonego taknienia oraz wzrostu masy ciala tych zwierzat
(Raffan i in. 2016). U ludzi otyto$¢ umiarkowana lub olbrzymia moze by¢ bezposrednio

zwigzana z mutacja w genie leptyny oraz receptora leptyny (Clément i in. 1998; Fischer-

Posovszky i in. 2010).
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Rys. 1. Schemat regulacji apetytu. Skroty: AgRP - biatko z rodziny agouti, CCK — cholecystokinina,
GLP-1 - peptyd glukagonopodobny-1, a-MSH — hormon a-melanotropowy, NPY — neuropeptyd Y, POMC
— proopiomelanokortyna, PYY — peptyd YY (wg Schwartz & Morton 2002 zmodyfikowany).
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1.2. Tkanka thuszczowa

Wyrézniamy trzy rodzaje tkanki tluszczowej — bialg tkanke tluszczowa
(ang. white adipose tissue — WAT), brunatng tkanke tluszczowa (ang. brown adipose
tissue — BAT) oraz r6zowg tkankg thuszczowa (ang. pink adipose tissue — PAT). Tkanka
tluszczowa biata jest rozmieszczona w rdéznych miejscach w organizmie i mozna
wyrézni¢ dwa glowne jej rodzaje: podskoérng oraz trzewna (Rys. 2). Tkanka tluszczowa
trzewna otacza wewngetrzne organy w jamie brzusznej oraz $rodpiersiu, podczas gdy
tkanka tluszczowa podskérna tworzy warstwe thuszczu pod skora. Brunatna tkanka

(Quail

& Dannenberg 2019). Rozmieszczenie biatej i brunatnej tkanki thuszczowej w organizmie

thuszczowa wystgpuje gléwnie w obszarze nadobojczykowym 1 szyi

ludzi i myszy przedstawiono na rys. 2.

B
A

lff‘Tkanka truszczowa‘l

/| nasierdziowa i

* lokofosercowa Brunatna

J) (F— tkanka

tluszczowa

Brunatna
tkanka
tluszczowa

Okotonaczyniowa Tkanka tluszczowa

tkanka tluszczowa

Tkanka tluszczowa
szpiku kostnego

Tkanka ttuszczowa
podskdrna

Sttuszczenie trzustki

Ektopowy ttuszcz
migdzymies$niowy

~
S~ Tiuszez trzewny

U

S L’ "l Tkanka thuszczowa|
§ < .7, | okotonerkowa

&

Xt
— ptadl
=5

N
NS

AN

- 4

I~ \

podskérna

\
N Tluszcz
sieciowy

Tkanka ttuszczowa

Thuszcz krezkowy

nasierdziowa i
okotosercowa

Stluszczenie
watroby

Tkanka ttuszczowa
podskdrna

2 :
3 3

w ht
)
[
1\
Thuszcz

trzewny

Tkanka tluszczowa
szpiku kostnego

Okotonaczyniowa _\
tkanka tluszczowa

Rys.2. Rozmieszczenie tkanki thuszczowej u ludzi i myszy. A) Rozmieszczenie tkanki ttuszczowej u ludzi
—widok z przodu; B) Rozmieszczenie tkanki ttuszczowej u ludzi — widok z boku; C) Rozmieszczenie tkanki
thuszczowej u myszy — widok od strony brzusznej (wg Quail & Dannenberg 2019, zmodyfikowany).

Biale adipocyty bedace dominujacymi komoérkami w WAT, sa magazynem
substancji zapasowych. Krople tluszczowe wewnatrz tych komorek wypetniaja okoto
90% ich objetosci, jadro komdrkowe znajduje si¢ na obrzezach komorki, cytoplazma
tworzy cienkg obwodke, a mitochondria sg stabo rozwinigte. Brunatne adipocyty BAT
odpowiadajg za wytwarzanie ciepta. Cechg charakterystyczng tych komorek jest
wystepowanie kilku kropli tluszczowych, liczne i1 duze mitochondria z dobrze
rozwinigtymi grzebieniami. Rozowe adipocyty powstajace z podskornej tkanki
thuszczowej u kobiet odpowiadajg za produkcj¢ mleka (Giordano i in. 2014). Poza wyzej
wymienionymi istniejg takze adipocyty bezowe, stanowigce forme posredniag miedzy

adipocytami biatymi i brunatnymi (Wu i in. 2012).

21



1.2.1. Komérki uktadu odpornosciowego w tkance tluszczowej

W zdrowej tkance tluszczowej mozemy znalez¢é wiele komorek uktadu
odpornos$ciowego: makrofagi, komoérki dendrytyczne, komorki tuczne, eozynofile,
neutrofile oraz limfocyty. Rozrost tkanki thuszczowej zapoczatkowuje przewlekly stan
zapalny, ktoremu towarzyszy infiltracja komoérek odpornosciowych. Makrofagi stanowig
najliczniejszg populacj¢ komoérek immunologicznych w tkance tluszczowej (Mraz
& Haluzik 2014). Druga najliczniejszg populacja komoérek tkanki tluszczowej
sg limfocyty T (Mraz & Haluzik 2014). Rozrost tkanki tluszczowej prowadzi
do infiltracji do tkanki m. in. komorek tucznych (Liu i in. 2009; Wu i in. 2007). Co wigcej
u myszy juz po 3 tygodniach (tyg.) od momentu rozpoczecia Stosowania diety
wysokotluszczowej (ang. high fat diet - HFD) liczba limfocytoéw B w tkance ttuszczowe;j
zwiekszyta si¢ (Duffaut i in. 2009). U myszy karmionych HFD zaobserwowano
zwigkoszny naptyw limfocytow T CDS8+ z krwi do tkanki ttuszczowej przed naptywem
makrofagéow (Nishimura i in. 2009). Analogicznie u myszy karmionych HFD
obserwowano naptyw komorek dendrytycznych do tkanki tluszczowej oraz watroby
przed naptywem makrofagow (Stefanovic-Racic i in. 2012). Powyzsze wyniki badan
wskazuja, ze rozrostowi tkanki thuszczowej towarzyszy naptyw z krwi obwodowej wielu
rodzajow komorek, w tym makrofagoéw bedacych najliczniejsza populacja komorek

immunologicznych.

Makrofagi mozna podzieli¢ na dwie odrgbne fenotypowo subpopulacje komorek.
Klasycznie aktywowane makrofagi (M1) wykazuja charakter prozapalny, natomiast
spolaryzowane alternatywnie makrofagi (M2) przeciwzapalny (Cai i in. 2022). Fenotyp
M1 charakteryzuje si¢ zwigkszong eckspresja biatek gtownego uktadu zgodnosci
tkankowej klasy Il (ang. major histocompatibility complex) i biatek powierzchniowych
CDB80 i CD86. Ponadto cechuje je zwigkszona aktywnos¢ indukowalnej syntazy tlenku
azotu (ang. inducible nitric oxide synthase - INOS) oraz uwalnianie cytokin prozapalnych
(IL-1B, IL-6, 1L-12 i IL-18), czynnika martwicy nowotworu - o (ang. Tumor necrosis
factor - TNF-a) oraz wielu chemokin np. CCL15 (ang. C-C Motif Chemokine Ligand 15),
CCL20, CXCLS8 (ang. C-X-C Motif Chemokine Ligand 8) (Brandys & Chadzinska 2021).
Fenotyp M2 charakteryzuje si¢ zwigkszong ekspresja arginazy 1 (ang. arginase 1),
receptora IL-4, biatka Fizzl (ang. found in inflammatory zone 1), receptoréow
aktywowanych proliferatorami peroksysoméw vy i & (ang. peroxisome proliferator-

activated receptor vy, 0 - PPARy, 0), biatek podobnych do chitynaz (Ym1, Ym2),

22



receptora mannozowego (CD206) i receptor biatka stymulujacego makrofagi (CD136).
Ponadto makrofagi M2 cechuje zwigkszone uwalnianie transformujacego czynnika
wzrostu (ang. transforming growth factor B - TGF-B) oraz IL-10. W obrebie tej grupy
komorek mozna wyrézni¢ kilka subpopulacji w zaleznos$ci od czynnika wywotujacego
polaryzacje: M2a (stymulacja: 1L-4, IL-13), M2b (stymulacja: IL-1p, lipopolisacharyd
(LPS) + kompleksy immunologiczne), M2c (stymulacja: IL-10, TGF-B, glikokortykoidy)
I M2d (mikrosrodowisko nowotworu) (Brandys & Chadzinska 2021). Co ciekawe
w tkance tluszczowej 0sob otytych obserwuje si¢ zwigkszong liczb¢ makrofagow M1
(Lumeng i in. 2007). Ze wzgledu na duzg plastycznos¢ fenotypowa makrofagow, moga
one roznicowaé si¢ w formy zblizone do fenotypu makrofagéw M1 i M2. Ostatnie
badania z wykorzystaniem technologii sekwencjonowania RNA umozliwity
identyfikacj¢ nowych populacji makrofagéw, w tym takich ktore sa zwigzane z otyloscia
(Hill i in. 2018; Jaitin i in. 2019). Poznanie fenotypu makrofagow obecnych w tkance
pozwala lepiej zrozumie¢ ich rolg, a takze mozliwe konsekwencje ich nadmierne;j

aktywno$ci.

1.2.2. Funkcja endokrynna tkanki tluszczowej

Otytosci towarzyszy rozrost tkanki tluszczowej, ktora nie tylko magazynuje
energie, ale rowniez pelni funkcje aktywnego organu endokrynnego magazynujacego
hormony steroidowe, a takze czynnie uwalniajacego wiele substancji bioaktywnych,
zwanych adipokinami. Do adipokin zaliczamy m.in. adiponektyne, rezystyne, biatko
wigzace retinol typu 4 (ang. retinol-binding protein 4 - RBP4), lipokaing 2, biatko
podobne do angiopoetyny 2 (ang. angio-poetin like protein 2 - ANGPTL2) czy wisfatyne
(Goralska i in. 2015). Jednym z pierwszych przetomowych odkry¢ wskazujacych
na wydzielniczg aktywno$¢ tkanki thuszczowej bylo wykazanie zwigkszonej ekspres;ji
TNF-a na poziomie mRNA i biatka w modelach otylosci 1 cukrzycy u gryzoni

(Hotamisligil i in. 1993).

Badania przeprowadzone przez grupe Friedmana zrewolucjonizowaly poglad
na temat otylosci poprzez odkrycie pierwszej adipokiny — leptyny (Zhang i in. 1994).
Hormon ten oprdcz tkanki thuszczowej jest uwalniany w takich narzadach jak serce,
watroba, jelita, prostata czy jajniki, a takze w mniejszym st¢zeniu w ptucach i nerkach
(Margetic i in. 2002; Zhang i in. 1994). Gtéwng funkcja leptyny, jest regulacja osrodka
sytosci w podwzgorzu oraz metabolizmu energetycznego (Considine i in. 1996; Maffei

I in. 1995; Webber 2003). Leptyna oprocz udzialu w regulacji osrodka sytosci
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w podwzgdérzu i metabolizmu energetycznego, pelni istotne funkcje wielu innych
procesach takich jak angiogeneza, hematopoeza, odpowiedzi zapalnej, a takze reguluje
funkcjonowanie uktadu rozrodczego poprzez oddziatywanie na o$ podwzgodrze-
przysadka-gonady (Fantuzzi & Faggioni 2000; Salem 2021). Powyzsze wskazuje
na istotng role tkanki thuszczowej jako organu endokrynnego, ktory syntetyzuje wiele

czynnikdw mogacych oddzialywaé na inne narzady.

1.3. Szlak sygnatowy leptyny

Leptyna wigze si¢ ze specyficznymi receptora zlokalizowanymi na blonie
komorkowej. Receptory leptyny (ang. leptin receptor — LepR) naleza do receptorow
cytokin klasy 1, ktore nie posiadajg aktywnosci enzymatycznej. Wyrdzniamy 6 izoform
receptorow  leptyny  (LepRa-LepRf), ktére rdéznig si¢ dlugoscia domeny
wewnatrzkomorkowej (Ahima & Flier 2000). Izoforma LepRa transportuje leptyng
z surowicy do mozgu (EImquist i in. 1998; Hileman i in. 2002). Najwazniejszg izoforma
jest dluga izoforma LepRb, ktora posiada wszystkie domeny wewnatrzkomorkowe
wymagane do pelnej aktywacji szlaku sygnatowego leptyny w komorce (Tartaglia i in.
1995). Wiazanie leptyny do LepRb aktywuje kinazg tyrozynowa Janus-2
(ang. tyrosine kinase janus kinase 2 — JAK2), ktéra potaczona z LepRb fosforyluje
wysoce konserwatywne reszty tyrozynowe Y985, Y1077 i Y1138 (rys. 3).
Ufosforylowane reszty tyrozynowe, stanowig miejsca taczenia dla czasteczek
sygnatowych, ktore posiadaja domen¢ SH2 (ang. Src Homology 2 — SH2), wyznaczajac
aktywacje specyficznych szlakow sygnatowych (Banks i in. 2000). Fosforylacji reszty
tyrozynowej Y1138 towarzyszy przylaczenie bialka przenoszacego sygnal
i aktywujacego transkrypcje 3 (ang. signal transducer and activator of transcription —
STAT3), czynnika transkrypcyjnego posredniczacego w gltdéwnym dzialaniu leptyny
(Bates i in. 2003; Gao i in. 2004). Fosforylacja biatka STAT3 prowadzi do utworzenia
dimeréw, ktore przemieszczaja si¢ do jadra komodrkowego inicjujac transkrypcje
docelowych genow. Poza tym ufosforylowanie reszty tyrozynowej Y985 oddziatuje
na fosfataz¢ tyrozynowa SH2 (ang. SH2-containing tyrosine phosphatase - SHP2), ktora
aktywuje kinazg aktywowana mitogenami (ang. mitogen-activated protein kinase —
MAPK) oraz kinaze regulowang zewnatrzkomérkowo (ang. extracellular signal-
regulated kinase — ERK) (Banks i in. 2000). Ufosforylowana reszta tyrozynowa Y985
wigze takze supresor cytokiny sygnatowej 3 (ang. suppressor of cytokine signalling 3 —

SOCS3), odpowiedzialnej za hamowanie szlaku sygnalowego leptyny na zasadzie
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sprzgzenia zwrotnego, ktorej transkrypcja zalezy od fosforylacji STAT3 (Bjerbaek i in.
1999). Ponadto biatkowa fosfataza tyrozynowa 1B (ang. protein tyrosine phosphatase 1B
— PTP1B) reguluje szlak sygnatowy leptyny poprzez blokowanie transkrypcji genu
kodujacego SOCS3 oraz zmniejszenie stopnia ufosforylowania JAK2 (Zabolotny i in.
2002). Z kolei ufosforylowane reszty tyrozynowe Y1077 przylaczaja STATS,
ktore posrednicza we wplywie leptyny na homeostaze energetyczng (Tups 2009).
Aktywowanie  JAK2 przez leptyne prowadzi do  aktywacji  3-kinazy
fosfatydyloinozytolowej (ang. phosphatidylinositol 3-kinase — PI3K), ktéra jest gtbwnym
szlakiem sygnalowym wykorzystywanym przez insuling i insulinopodobny czynnik
wzrostu (ang. insulin-like growth factor — IGF) (Hekerman i in. 2005). Szlak JAK2/STAT
reguluje gtéwnie ekspresj¢ genodw, podczas gdy szlak JAK2/PI3K reguluje nie tylko
ekspresje genéw, ale takze aktywnos¢ kanatéw jonowych (Donato i in. 2010; Gavello
1in. 2016). Leptynoopornos¢ obserwowana w trakcie zaawansowanej otytosci, uposledza
dziatanie szlaku sygnalowego leptyny i tym samym obniza skuteczno$¢ jej leczenia
(Izquierdo i in. 2019; Myers i in. 2012). Powodem tego jest niezdolnos$¢ leptyny
do dotarcia do komorek docelowych, ze wzgledu na zmniejszong ekspresje LepR lub
dysfunkcje¢ szlaku sygnatowego (lzquierdo i in. 2019; Myers i in. 2012). Prawdopodobnie
istnieje wiele mechanizmoéw molekularnych 1 genetycznych, ktére moga prowadzié¢
do leptynoopornosci. Sposob w jaki te czynniki sg ze sobg powigzane oraz jak zmiany
w szlakach sygnatowych prowadza do wystapienia leptynoopornosci w dalszym ciggu

jest niejasne.
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Rys. 3. Szlak sygnatowy leptyny. Skroty: ERK- kinaza regulowana zewnatrzkomérkowo, JAK?2 - kinaza
tyrozynowa Janusa 2, MAPK - kinaza aktywowana mitogenami, PI3K - 3-kinaza fosfatydyloinozytolowa,
SHP2 — fosfataza posiadajaca domen¢ SH2, SOCS3 — supresor cytokiny sygnatowej 3, STAT3 - biatka
przenoszace sygnal i aktywujace transkrypcje 3, STATS - biatka przenoszace sygnal i aktywujace
transkrypcje 5 (wg Andreoli i in. 2019, zmodyfikowany).

1.4. Inflamasom NLRP3

1.4.1. Budowa inflamasomu NLRP3

Inflamasomy s3a kompleksem biatek cytozolowych, posiadajacych receptory
rozpoznajace wzorce (ang. pattern recognition receptors - PRR). Wsrdd receptorow
NOD-podobnych (ang. NOD-like receptors - NLRs), inflamasom NLRP3 jest najlepiej
scharakteryzowany.  Wspottworzy on  kompleks  biatek  odpowiedzialnych
za przeksztalcenie dwoch cytokin prozapalnych do form aktywnych: IL-1p oraz I1L-18
(Davis i in. 2011; De Nardo & Latz 2011; Martinon i in. 2002). Inflamasom NLRP3
posredniczy w aktywowaniu mediatoréw zapalnych, szczegdlnie istotnych w chorobach
autoimmunizacyjnych, neurodegeneracyjnych, a takze metabolicznych, w tym
niealkoholowej sthuszczeniowej choroby watroby (ang. nonalcoholic fatty liver disease -
NAFLD), cukrzycy typu 2, miazdzycy, nadci$nieniu t¢tniczym, otytosci (Mangan
i in. 2018).

26



Inflamasom NLRP3 sktada si¢ z bialkka NLRP3, biatka adaptorowego ASC
(ang. apoptosis-associated speck-like protein - ASC) oraz biatka efektorowego kaspazy 1
(ang. caspase 1 — CASP1) (Rys. 4). Biatko NLRP3 sktada si¢ z 3 cze$ci, ktore zawieraja
N-koncowag domeng¢ pyriny (ang. pyrin domain — PYD), centralng domen¢ NACHT
oraz C-koncowa domen¢ LRR (ang. leucine-rich repeat - LRR). Domena NACHT
ma aktywno§¢ ATP-azy, ktora jest istotna dla samoregulacji i funkcjonowania NLRP3,
podczas gdy domena LRR zwigzana jest z indukowaniem autoinhibicji (Duncan
i in. 2007; Swanson i in. 2019). Biatko ASC posiada 2 domeny wigzace bialka,
N-koncowa PYD oraz C-koncowa domene aktywacji i rekrutacji kaspaz (ang. Caspase
Activation and Recruitment Domain - CARD). Pro-kaspaza 1 (CASP1 p45) zbudowana
jest z N-koncowej domeny CARD, srodkowej duzej podjednostki Katalitycznej
(CASP1 p20) oraz C-koncowej mniejszej podjednostki katalitycznej (CASP1 pl0).
Po stymulacji, dochodzi do oligomeryzacji NRLP3 poprzez homotypowe (podobnie
strukturalnie) wigzanie domen NACHT. Do zoligomeryzowanych czasteczek NLRP3
rekrutowane sa biatka ASC, ktore za posrednictwem domen PYD tworza helikalny
filament (Cai i in. 2014; Lu i in. 2014; Schmidt i in. 2016). Utworzona makroczasteczka
ASC poprzez interakcje CARD — CARD wigze CASP1 p45 umozliwiajac jej rozpad
i aktywacje. Ponadto w aktywacji inflamasomu NLRP3 kluczowym biatkiem jest NEK7
(ang. NIMA-related kinase 7 — NEK7) (He i in. 2016b; Schmid-Burgk i in. 2016; Shi
i in. 2014). Po aktywacji inflamasomu, NEK7 oligomeryzuje z NLRP3 w kompleks, ktory
jest niezbedny dla utworzenia filamentow ASC i aktywacji CASP1 (He i in. 2016b; Shi
i in. 2016).

1.4.2. Aktywacja inflamasomu NLRP3

Poza kilkoma wyjatkami, aktywacja inflamasomu odbywa si¢ dwuetapowo. Najpierw
dochodzi do uwrazliwienia komorki 1 pdzniejszej aktywacji inflamasomu. Pierwszym
sygnatem w aktywacji inflamasomu NLRP3 jest sygnat inicjujacy (ang. priming signal),
indukowany przez zwigzanie ligandow, takich jak lipopolisacharyd (LPS) przez receptory
Toll-podobne (ang. Toll-like receptors - TLR) oraz aktywacje szlaku jadrowego czynnika
transkrypcyjnego NF-kB (ang. Nuclear Factor kB - NF-kB), czego efektem jest
zwigkszenie ekspresji elementow szlaku inflamasomu NLRP3 (Rys. 4) (Bauernfeind
I in. 2009). Modyfikacje potranslacyjne takie jak fosforylacja czy ubikwitynacja moga
gra¢ kluczowg rolg¢ w aktywacji inflamasomu (Yang i in. 2019). Sygnat drugi obejmuje

aktywowanie i proces tworzenia inflamasomu NLRP3 poprzez zwigzanie ligandow
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z wzorcami molekularnymi zwigzanymi z patogenami (ang. pathogen associated
molecular pattern — PAMPS) lub wzorcami molekularnymi zwiazanymi z uszkodzeniem
tkanki (ang. damage-associated molecular pattern molecules — DAMPSs). Ponadto
glukoza, ceramidy, kwas moczowy czy LPS moga powodowa¢ aktywacje inflamasomu
NLRP3 (Stienstra i in. 2012; Traba & Sack 2017). Alternatywnym sposobem aktywacji
inflamasomu NLRP3 jest nieklasyczna $ciezka sygnatowa, wymagajaca sygnatu
trzeciego, w ktorym posredniczy kaspaza 4/5 u ludzi i kaspaza 11 u myszy (Shi i in. 2014).
Bezposrednie potgczenie LPS z kaspaza skutkuje jej rozpadem i aktywacjg. Kaspaza
4/5/11 indukuje pyroptoze przez przeksztalcenie gazderminy D (ang. Gasdermin D —
GSDMD) oraz paneksyny 1 (ang. pannexin 1 - Panxl) zaangazowanych w tworzenie
kanatoéw, poprzez ktore dochodzi do uwolnienia m.in. cytokin (Evavold i in. 2018;
Kayagaki i in. 2015; Pelegrin & Surprenant 2006; Yang i in. 2015). Istnieje kilka
mechanizméw molekularnych, dzigki ktérym dochodzi do utworzenia aktywnej formy
inflamasomu. Uwaza sie, ze aktywacja inflamasomu NLRP3 obejmuje wicle sygnatow,
takich jak wyptyw jonow potasu (K¥), jonow chlorkowych (CI°), przeptyw jondw wapnia
(Ca?"), rozpad lizosomu, dysfunkcje aparatu Golgiego lub mitochondriéw, zmiany
metaboliczne, z ktorych wiekszos¢ nie wyklucza si¢ wzajemnie (Swanson i in. 2019).
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Rys. 4. Przyktadowy schemat aktywacji inflamasomu NLRP3 (ang. NOD-like receptor protein 3). Skroty:
PAMP — wzorce molekularne zwigzane z patogenami, DAMP — wzorce molekularne zwigzane
z uszkodzeniem tkanki, TLR — receptor Toll-podobny, NFkB — jadrowy czynnik transkrypcyjny kB, IkBa
— inhibitor jadrowego czynnika kB, ATP - adenozynotrifosforan, ROS — wolne rodniki tlenowe,
P2X7 - receptor purynergiczny P2X7, NLRP3 — biatko NLRP3, ASC — biatko adaptorowe ASC, pro-IL-1B
— prekursor interleukiny-1B, pro-IL-18 — prekursor interleukiny-18 (wg Kenealy & Creagh 2018,
zmodyfikowany).
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Wyptyw jonow K* jest niezbedny do aktywacji inflamasomu NLRP3. Wykazano,
ze nigerycyna oraz adenozynotrifosforan (ATP) wigzacy si¢ z jonotropowym receptorem
purynergicznym P2X7 powoduje obnizenie wewnatrzkomorkowego poziomu K*
w mysich makrofagach, dzigki czemu dochodzi do przeksztalcenia IL-1B do formy
aktywnej (Pelegrin & Surprenant 2006; Perregaux & Gabel 1994). W ostatnim czasie
pojawity si¢ réwniez doniesienia, w ktéorych zaproponowano, ze do aktywacji
inflammasomu NLRP3 moze doj$¢ bez konieczno$ci wyptywu jondow K* (Gaidt
i in. 2016; GroB i in. 2016; Wolf i in. 2016). Podobnie jak w przypadku jonéw K,
niezbednym elementem do aktywacji NLRP3 jest naptyw jonow Ca®" (Lee i in. 2012,
Murakami i in. 2012). Adenozynotrifosforan mobilizuje jony Ca®* przez aktywowanie
powolnego naplywu jonow Ca®" przy udziale receptora P2X7, koordynujac wyptyw
jonow K* (Di i in. 2018). Wyplyw jonéw K* aktywuje uwolnienie magazynéw jonu Ca2*
z siateczki $roédplazmatycznej poprzez otwarcie kanatéow Ca?" (Murakami i in. 2012;
Yaron i in. 2015). Nalezy jednak podkresli¢, iz istniejg badania wskazujace,
ze w przypadku niektorych bodzcow, naptyw jonow Ca?* nie jest konieczny do aktywacji
inflamasomu NLRP3 (Katsnelson i in. 2015). Niskie stezenie jonow CI” w przestrzeni
zewnatrzkomorkowej zwigksza sekrecj¢ IL-1 przy udziale ATP. Nowsze dane wskazuja
na udziat jonow K* w procesie oligomeryzacji inflamasomu NLRP3, a naptyw jonow CI’
w aktywowaniu polimeryzacji ASC podczas formowania inflamasomu NLRP3 (Green
I in. 2018). Ponadto wykazano, ze wewnatrzkomérkowe kanaty chlorkowe 1 i 4
(ang. chloride intracellular channel — CLIC), indukuja transkrypcje Il-1f oraz aktywuja
inflamasom NLRP3 (Domingo-Fernandez i in. 2017). Cho¢ rola aparatu Golgiego
w aktywacji inflamasomu NLRP3 byta dtugo kwestionowana, badania wskazujg na jego
istotng role. Inflamasom NLRP3 przemieszcza si¢ z retikulum endoplasmatycznego
do aparatu Golgiego w kompleksie z SREBP2 (ang. sterol regulatory element- binding
protein 2 — SREBP2) oraz SCAP (ang. SREBP cleavage- activating protein — SCAP)
1 taczy aktywacje inflammasomu NLRP3 z dojrzewaniem czynnika transkrypcyjnego
SREBP2 i biosynteza cholesterolu (Guo i in. 2018). Inne badania wskazuja,
ze katepsyny obecne w lizosomach biorg udziat w aktywacji inflamasomu NLRP3
(Orlowski i in. 2015). Dysfunkcja mitochondriéw, uwalnianie do cytozolu wolnych
rodnikéw tlenowych (ang. reactive oxygen species — ROS) i mitochondrialnego DNA

sg dodatkowymi czynnikami, ktore sg zaangazowane w aktywacje¢ inflammasomu
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NLRP3. Podczas stresu oksydacyjnego, mitochondrialne ROS i jony Ca?* wspoldziataja
w otwarciu megakanalow mitochondrialnych zwanych porami przejSciowej
przepuszczalno$ci (ang. permeability transition pore — PTP) (Lemasters i in. 2009).
Wykazano, ze uwolnienie mitochondrialnego DNA do cytoplazmy bylo zalezne
od otwarcia megakanalow mitochondrialnych i ROS (Nakahira i in. 2011). Ponadto
stymulacja aktywatorami NLRP3 powodowata szybkie uwolnienie mitochondrialnego
DNA oraz jego utlenienie (Shimada i in. 2012). Niektore dane literaturowe wskazuja
mitochondrium jako miejsce przytagczenia inflamasomu. W procesie tym uczestniczg
przynajmniej 3 biatka. Jednym z nich jest kardiolipina, ktéra podczas stresu
mitochondrialnego przemieszcza si¢ z wewnetrznej na zewngtrzng czes¢ blony
mitochondrium i wigze si¢ Z NLRP3 oraz CASP1, dzigki czemu dochodzi do aktywacji
inflamasomu NLRP3 (Elliott i in. 2018; lyer i in. 2013). Drugim biatkiem jest
mitochondrialne przeciwwirusowe biatko sygnatowe (ang. mitochondrial antiviral
signaling protein — MAVYS), ktore posredniczy w przytaczeniu NLRP3 do mitochondrium
i uczestniczy w jego aktywacji (Park i in. 2013; Subramanian i in. 2013). Trzecim
biatkiem jest mitofuzyna 2, ktora zlokalizowana jest na zewngtrznej stronie blony
mitochondrium i bierze udziat w aktywacji inflamasomu NLRP3 poprzez formowanie
kompleksu z MAVS, co zaobserwowano po zainfekowaniu makrofagow wirusem grypy

1 wirusem zapalenia m6zgu 1 migsnia sercowego (ang. encephalomyocarditis virus —

EMCYV) (Ichinohe i in. 2013).

1.5. Uklad rozrodczy

1.5.1. CykKl plciowy u myszy

Cykl ptciowy myszy trwa zazwyczaj 4-5 dni i wyroznia si¢ w nim 4 fazy cyklu:
przedrujowg (proestrus), rui wlasciwej (estrus), porujowa (metestrus), miedzyrujowa
(diestrus) (Rys. 5). W trakcie kazdego cyklu pitciowego, w odpowiedzi na hormony
steroidowe takie jak 17B-estradiol (E2) i progesteron (P4), w endometrium zachodza
liczne zmiany obejmujace proliferacje komorek, apoptoze, angiogeneze czy infiltracje
leukocytow zaréwno u ludzi jak i u myszy (Evans i in. 1990). Faza proestrus cyklu
plciowego myszy odzwierciedla faze pecherzykowa cyklu menstruacyjnego u ludzi i jest
okreslana na podstawie przedowulacyjnego wzrostu poziomu E; oraz niewielkiego
wzrostu prolaktyny (Hawkins & Matzuk 2008; Parkening i in. 1982; Walmer i in. 1992).

Wozrost E» posrednio stymuluje neurony wykazujace ekspresje gonadoliberyny
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(ang. Gonadotropin-releasing hormone — GnRH) w podwzgorzu, ktore aktywuja komorki
przedniego ptata przysadki do uwalniania hormonu luteinizujacego (ang. luteinizing
hormone - LH) oraz hormonu folikulotropowego (ang. follicle-stimulating hormone —
FSH) do krwi (Rajendren & Gibson 2001; Sarkar i in. 1976). Szczyt poziomu FSH
u myszy oznacza owulacje i wejscie w faze estrus (Kumar i in. 1997; Montgomery
I in. 1988). W trakcie fazy estrus poziom E> obniza si¢ a prolaktyna osigga swodj szczyt
(Parkening i in. 1982; Walmer i in. 1992). Rozpocz¢cie fazy metestrus zbiega sie
ze stalym wzrostem poziomu Pa, odzwierciedlajgc rozpoczecie fazy lutealnej u ludzi
(Mihm i in. 2011; Walmer i in. 1992). Ponadto dochodzi do niewielkiego wzrostu E»
w odpowiedzi na aktywacj¢ CL (Appelgren 1969; Sander i in. 2009; Walmer i in. 1992).
Podczas fazy diestrus dochodzi do osiagnigcia szczytu uwalniania P4, co odzwierciedla
p6zng faze lutealng u ludzi (Mihm iin. 2011; Walmer i in. 1992). Regresja CL prowadzi
do ostrego spadku poziomu P4 (Rudolph i in. 2012; Stocco i in. 2007).

Rola leptyny podczas cyklu piciowego nie jest do konca znana. Wigkszos$¢ badan
wskazuje na znaczne réznice w poziomie leptyny w trakcie cyklu miesigczkowego
u ludzi. Najnizszy poziom leptyny obserwowano we wczesne] fazie pecherzykowej,
po ktorej nastgpowal wzrost osiggajac najwyzszy poziom w poznej fazie lutealnej. Czes¢
badan wykazato u kobiet szczytowy poziom leptyny w poblizu wyrzutu LH (Ahrens
i in. 2014; Cella i in. 2000; Salem 2021). Co istotne, w badaniach na myszach wykazano,
ze HFD powoduje wydtuzenie fazy diestrus i skrocenie fazy estrus (Hohos i in. 2018;
Nteeba i in. 2014). To pokazuje, ze leptyna moze odgrywaé wazna role w regulacji cyklu

plciowego u myszy.
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Rys. 5. Cykl pitciowy u myszy. Skroty: FSH — hormon folikulotropowy, LH — hormon luteinizujacy,
E» — 17p-estradiol (wg Bertolin & Murphy 2014 zmodyfikowany).

1.5.2. Regulacja hormonalna wzrostu pecherzykow jajnika

W procesie folikulogenezy (rozwoju pecherzykdéw) mozemy wyrdzni¢ kilka
etapow (Rys. 6). Pecherzyk pierwotny przeksztatca si¢ w pecherzyk pierwszorzedowy,
a nastgpnie W drugorzedowy. W kolejnym etapach tworzy si¢ pecherzyk antralny,
a nastepnie pecherzyk przedowulacyjny, ktory po uwolnieniu oocytu przeksztatca si¢

w CL (Rimon-Dahari i in. 2016).

Pecherzyk
. przedowulacyjny
Pierwotne
ees Pecherzyki Pecherzyk
komond i t drugorzedow
plelowe pierwotne gorze y

A0 O—» r —

Zgrupowanie

pierwotnych Pecherzyk
komérek pierwszorzedowy Pecherzyk Ciatko 36fte
ptciowych antralny

Rys. 6. Folikulogeneza. Kolorami zaznaczono nastgpujace rodzaje komorek: rézowy — OOCH,

niebieski — komorki ziarniste, zielony — komorki ostonki, zotty — komorki luteinowe (wg Rimon-Dahari
i in. 2016, zmodyfikowany ).

Pecherzyk pierwszorzedowy otoczony pojedynczg warstwg GCs powstaje
u cztowieka w zyciu ptodowym, z kolei u myszy 1-2 dni po urodzeniu (Edson i in. 2009;
van den Hurk & Zhao 2005). Proliferacja kolejnych warstw GCs otaczajacych oocyt
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doprowadza do utworzenia pecherzyka drugorzedowego. Podczas tej fazy oocyt zwigksza
swoja objetos¢ o czym s$wiadczy zwickszenie ilosci RNA, bialek, kropli lipidowych,
a takze liczby rybosomow i mitochondriow (van den Hurk & Zhao 2005). Gdy
rozwijajacy si¢ pecherzyk ma juz dwie warstwy GCs, na zewnatrz od nich tworzy si¢
dodatkowa odrgbna morfologicznie warstwa komorek somatycznych ostonki (Hirshfield
1991a). Komorki wewngtrznej warstwy ostonki (ang. theca cells — TCs), ktore tworzg si¢
zaraz za blong podstawng otaczajagcg GCs, posiadajg mitochondria o grzebieniach
rurkowatych, siateczke $rodplazmatyczng gtadka oraz liczne krople lipidowe (Magoffin
2005). Komorki zewnetrznej warstwy ostonki, tworza fibroblasty, komoérki migéni
gladkich oraz makrofagi pelnigce istotna role¢ podczas owulacji. Komoérki ostonki
roznicuja si¢ z komorek mezenchymalnych zrebu jajnika przylegajacych
do rozwijajacych si¢ pecherzykow (Hirshfield 1991b). Warstwa ostonki wewnetrznej
staje si¢ coraz bardziej unaczyniona wraz ze wzrastajacym pecherzykiem, natomiast
w warstwie GCs brak jest naczyn krwionosnych (Knight i in. 2012). Dalsze dojrzewanie
pecherzyka drugorzegdowego jest zalezne od gonadotropin. Gonadoliberyna jest
kluczowym dekapeptydem podwzgodrza, uwalnianym w sposéb pulsacyjny, o rdznej
czestotliwosci 1 amplitudzie, ktory reguluje uwalnianie FSH i LH z przedniej czeSci
przysadki (Savoy-Moore & Swartz 1987; Wildt i in. 1981) (Rys. 7). Po przytaczeniu si¢
FSH do receptorow FSH na powierzchni GCs, dochodzi do wzrostu pecherzyka
jajnikowego oraz tworzenia si¢ jamki (antrum). Po przylaczeniu si¢ LH do receptoréw
LH na powierzchni TCs, dochodzi do syntezy androgendéw z cholesterolu. Kluczowymi
enzymami biorgcymi udzial w tym procesie sg biatka StAR (ang. steroidogenic acute
regulatory protein — StAR), cytochrom P450scc (ang. cytochrome P450 family 11
subfamily A member 1 - CYP11A1), konwertujacy cholesterol do pregnenolonu,
CYP17A1, konwertujacy pregnenolon do dihydroepiandrosteronu (DHEA),
dehydrogenazy 3p-hydroksysteroidowej (ang. 3B-Hydroxysteroid dehydrogenase -
3B-HSD), konwertujaca DHEA do androstendionu (Magoffin 2005). Jednakze enzymy
potrzebne do przeksztalcenia androstendionu w Ep, takie jak cytochrom P450arom
(CYP19A1) oraz 3B-HSD, znajduja si¢ w GCs, ktore sa pod kontrola FSH (Magoffin
2005). Zwickszajace si¢ stezenie E2 wysyta sygnat do mézgu na zasadzie negatywnego
sprzgzenia zwrotnego, powodujac obnizenie uwalniania FSH. Duze pecherzyki jajnikowe
pozostaja wrazliwe na zmniejszajacy si¢ poziom FSH, a mniejsze ulegaja degeneracji.
Ponadto wysoki poziom E» produkowanego przez GCs, powoduje zwickszenie

czestotliwosci pulsow uwalniania GnRH, ktora stymuluje wyrzut LH (Richards & Pangas
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2010). Efektem tego jest wznowienie mejozy w oocycie, ekspansja komorek wzgorka
jajonos$nego (ang. cumulus cells - CCs), a takze peknigcie $ciany pecherzyka i uwolnienie
zdolnego do zaplodnienia oocytu. Pozostale GCs i TCs rdéznicujg si¢ w procesie
luteinizacji do komorek luteinowych tworzac CL (Edson i in. 2009). Utworzenie CL
wigze si¢ z obszerng przebudowg tkanki, a takze zmiany w macierzy pozakomorkowe;j
(ang. extracellular matrix — ECM), umozliwiajacej migracj¢ komorek
1 tworzenie nowych naczyn krwionos$nych. Ciatko zotte jest wyjatkowo silnie
unaczynionym gruczotem, dzigki czemu skutecznie dostarczane sktadniki odzywcze,
hormony i cholesterol do komoérek luteinowych utatwia wydajng produkcj¢ i uwalnianie
P4 (Ferrara i in. 1998; Wulff i in. 2000). Wysoki poziom P4 moze hamowa¢ wigzanie E>
do jego receptora poprzez blokowanie miejsca wigzacego, czego efektem
jest przeksztalcenie w mniej aktywng form¢ — estron (Erickson i in. 1985). Ponadto
krazacy we krwi P4 moze blokowac¢ receptory FSH i LH co zapobiega wzrostowi nowych
pecherzykow jajnikowych (Nippoldt i in. 1989). Komorki ziarniste produkujg dodatkowo
inhibing, ktéra hamuje uwalnianie FSH w pozostatych pecherzykach, ktére nie sa
dominujace. Z kolei aktywina, stymuluje uwalnianie FSH 1 zwigksza wrazliwo§¢ FSH
w jajniku (Kitaoka i in. 1988). Folistatyna jest dodatkowym hormonem, ktory hamuje
uwalnianie FSH z przedniego ptata przysadki (Robertson i in. 1987; Ueno i in. 1987).

Powyzsze doniesienia wskazuja, ze folikulogeneza i steroidogeneza sa bardzo

ztozonymi procesami, w ktore zaangazowanych jest wiele czynnikow.
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Rys. 7. Schematyczne przedstawienie gtownych hormonow biorgcych udziat w regulacji osi podwzgorze-
przysadka-jajnik. Skroéty: LH — hormon luteinizujacy, FSH — hormon folikulotropowy,
GnRH - gonadoliberyna (wg Antoniou-Tsigkos i in. 2018, zmodyfikowany).
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1.5.3. Rola interleukiny-1p i interleukiny-18 w jajniku

1.5.3.1. Rola interleukiny-1p w jajniku

Interleukina-1pB, nalezy do cytokin prozapalnych produkowanych gtownie przez
makrofagi, monocyty, ale takze limfocyty, neutrofile, fibroblasty i komorki $rodbtonka
(Gabay i in. 2010). Interleukina-1a, IL-1B i ich fizjologiczny antagonista IL-1Ra
(ang. IL-1R antagonist) stanowig ligandy dla receptorow IL-1 typu 1 (IL-1R1) i typu 2
(IL-1R2), ktéore moga by¢ zwigzane z membrang lub wystgpowa¢ w formie
rozpuszczalnej. Podczas gdy IL-1R1 przewodzi sygnal, IL-1R2 nie wykazuje takiej
zdolnosci (Popovic i in. 2019). Zarowno IL-1a i IL-1p sg syntetyzowane jako nieaktywne
biatka prekursorowe o masie 31 kDa (kilodaltonoéw), ktorych przeksztalcenie do form
aktywnych (o masie czasteczkowej 17 kDa) nastgpuje przy udziale proteaz (CASP1,
elastaza, proteinaza 3, katepsyna G, chymazy, granzym A) (Dinarello 2011, 2009).

Wiele badan dotyczacych ekspresji genow z rodziny IL-1 w jajniku
przeprowadzono na gryzoniach (Hurwitz i in. 1991; Kol i in. 1999; Simén i in. 1994;
Wang i in. 1997). Badania wykazatly ekspresje IL-1f na poziomie mMRNA w GCs, TCs
i oocytach u ludzi (Barak i in. 1992; Carlberg i in. 2000; José de los Santos i in. 1998;
Zolti i1 in. 1991) i myszy (Simoén i in. 1994). Barwienia immunohistochemiczne
(ang. Immunohistochemistry — IHC) potwierdzity lokalizacj¢ IL-1 w TCs wzrastajacych
pecherzykow jajnikowych u myszy (Simoén i in. 1994). Ponadto zaobserwowano
zwigkszong ekspresj¢ IL-1P oraz obecnos¢ makrofagow wewnatrz CL u myszy (Simén
I in. 1994). U ludzi ekspresja IL-/f na poziomie mRNA wzrasta w GCs w trakcie
peknigcia pecherzyka, co podkresla rolg IL-1 w owulacji (Machelon i in. 1995). Poza
tym wykryto zwigkszong ekspresj¢ IL-1B na poziomie mRNA 1 biatka w makrofagach
pochodzacych z ptynu pecherzykowego kobiet (Machelon i in. 1995).

U szczurow wykryto ekspresje Il-18 na poziomie mRNA w niedojrzatych
jajnikach, ktora znacznie zwigkszyta si¢ po stymulacji konska gonadotroping
kosmoéwkowa (ang. equine chorionic gonadotropin - eCG) (Hurwitz i in. 1991).
W niedojrzatych GCs szczuréw IL-1B powodowata hamowanie skumulowanego Ps
(Donesky i in. 1998). Badania przeprowadzone in vitro na GCs szczura wykazaly, ze ich
stymulacja IL-1B zmniejsza ekspresje receptorow LH (Gottschall i in. 1988), a takze
przyczynia si¢ do przejScia ze stanu proliferacji do roéznicowania GCs, co moze

sugerowac jej role w atrezji lub dalszym rozwoju pgcherzyka jajnikowego (Karakji
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& Tsang 1995). W hodowli pecherzykéw przedowulacyjnych szczura IL-1B,
w zaleznosci od podanej dawki, powodowata zwigkszong produkcje prostaglandyny (PG)
E, PGFy,, prostacyklin i P4 (Brannstrom i in. 1993). Co wigcej, IL-1p modulowata
produkcje PGE w GCs, uczestniczac tym samym w okresleniu miejsca peknigcia
pecherzyka jajnikowego (Field i in. 2014; Hurwitz i in. 1995). W hodowli komorek
luteinowych bydla w obecnosci IL-1p zaobserwowano zwickszenie produkcji 6-keto-

PGF1-a, PGE2, i PGFa, (Nothnick & Pate 1990).

Powyzsze informacje potwierdzaja zasadnicza rolg IL-18 w regulacji
folikulogenezy, owulacji i funkcjonowaniu CL, a takze jej wplyw na zmiany

funkcjonalne i strukturalne na wszystkich etapach cyklu jajnikowego.

1.5.3.2. Rola interleukiny-18 w jajniku

Interleukina-18 jest cytoking prozapalng, Syntetyzowana jako czasteczka
prekursorowa 0 masie 24 kDa. Przy udziale CASP1 przeksztalcana jest do formy
aktywnej o masie czasteczkowej 18 kDa i uwalniana m. in. z monocytow i makrofagow
(Dinarello 2018). Makrofagi i komorki dendrytyczne sg gtownym zréodtem uwalniania
aktywnej formy IL-18 (Dinarello 2018). Czasteczki prekursorowe IL-18 sg takze
uwalniane z umierajgcych komorek i przeksztatcane do formy aktywnej pozakomorkowo,
najczesciej przez neutrofile przy udziale proteinazy 3 (Sugawara i in. 2001). Receptor
IL-18 zbudowany jest z dwoch podjednostek: podjednostki wigzacej - 0znaczanej
symbolem IL-18Ro o niskim powinowactwie, oraz podjednostki sygnalizujgcej -
oznaczanej symbolem IL-18Rp, ktora po zwigzaniu z podjednostkg IL-18Ra przekazuje
sygnat do wnetrza komorki. Biatko rozpuszczalne IL-18BP (ang. IL-18 binding protein —
IL-18-BP) poprzez zwigzanie IL-18 reguluje jej aktywno$¢ zapobiegajac potaczeniu
z receptorami na komorkach uktadu immunologicznego (Sims & Smith 2010).
U zdrowych 0s6b poziom IL-18BP w surowicy jest 20-krotnie wickszy w porownaniu

do IL-18, jednak podczas stanu zapalnego stosunek ten ulega zmianie (Dinarello 2018).

Ekspresja IL-18 i jej receptora na poziomie mRNA i biatka jest bardzo niska
w jajnikach niedojrzatych ptciowo myszy (Tsuji i in. 2001). Poza tym stymulacja eCG
i ludzkg gonadtroping kosmowkowsa (ang. human chorionic gonadotropin — hCG)
powodowata znaczny wzrost ekspresji 1L-18 oraz jej receptora na poziomie mRNA
w fazie okotoowulacyjnej, a nastepnie nieznaczny jej spadek podczas fazy diestrus w CL

myszy (Tsuji i in. 2001). Ponadto wykazano obecnos¢ IL-18 w ptynie pecherzykowym
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oraz ekspresj¢ 1L-18 i jej receptora w GCs u kobiet (Salmassi i in. 2017). Dodatkowo
zaobserwowano zwigkszone st¢zenie IL-18 w surowicy w poroéwnaniu do st¢zenia
w plynie pecherzykowym (Salmassi i in. 2017). Wyzsze stezenie IL-18 w ptynie
pecherzykowym bylo pozytywnie skorelowane z szansg zajscia w cigze, podczas gdy
obnizony poziom IL-18 u kobiet skutkowal nieplodnoscia idiopatyczna (Sarapik
I in. 2012). Hodowla TCs bydta w obecnosci IL-18 zwigkszyta proliferacje komorek

oraz ekspresje genow zwigzanych ze steroidogenezg (Zhang i in. 2021).

Literatura dotyczaca roli IL-18 w jajniku jest zdecydowanie ubozsza w stosunku
do IL-1B, jednak powyzsze badania potwierdzajg udziat 1L-18 we wszystkich etapach

cyklu jajnikowego.

1.5.4. Wplyw otylosci na funkcjonowanie jajnika

Podczas przewleklego stanu zapalnego obserwuje si¢ nieregularng syntezg
i uwalnianie chemokin i cytokin (Snider & Wood 2019). W odpowiedzi na czynniki
patogenne, makrofagi, komoérki dendrytyczne, neutrofile, limfocyty T oraz GCs i TCs
wydzielaja chemokiny, ktére rekrutujag dodatkowe leukocyty do jajnikéw. Natomiast
ogromna ilo§¢ cytokin wytwarzana w ww. komorkach, reguluje funkcje komorek
somatycznych podczas wzrostu pecherzykow jajnikowych i owulacji (Snider & Wood
2019).

Otytos¢ jest Scisle powigzana z zaburzeniami funkcjonowania uktadu rozrodczego
oraz nieptodnoscia u kobiet (Chu i in. 2007). Badania ptynu pecherzykowego otytych
kobiet wykazaty zwickszone stgzenie biatka C-reaktywnego (ang. C-reactive protein —
CRP) (Gonzalez i in. 2018). Co wigcej stezenie I1L-18 w ptynie pgcherzykowym kobiet
z zespolem policystycznych jajnikéw (ang. Polycystic Ovary Syndrome - PCOS) byto
znacznie wyzsze w poréwnaniu do grupy osob z prawidlowa masg ciala, ale nizsze niz
u otylych kobiet z PCOS (Zhang i in. 2020). Ponadto u otylych matek
z niewydolno$cig jajnikow zaobserwowano lipotoksycznos¢, stres — siateczki
srédplazmatycznej, a takze dysfunkcj¢ mitochondriow (Wu i in. 2010).
W koncowym efekcie, dysfunkcja jajnikow u otylych matek skutkuje niska jakoscia
oocytow oraz nieprawidlowym rozwojem zarodkow (Minge i in. 2008), a takze

niepowodzeniem implantacji zarodka (Chu i in. 2007; Penzias 2012; Robker 2008).

W jajniku otytych myszy HFD prowadzi do zmniejszenia liczby pecherzykow
pierwotnych, a takze infiltracji makrofagow (Skaznik-Wikiel i in. 2016). Poza tym
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obserwuje si¢ zwickszong aktywno$¢ apoptotyczng, a takze zmniejszong liczbe
dojrzatych oocytow u myszy (Jungheim i in. 2010). U myszy karmionych HFD
oraz myszy ob/ob zaobserwowano zaburzenia w dojrzewaniu  oocCytOw,
a takze zwigkszong ekspresje enzymow zaangazowanych w indukcje stresu
oksydacyjnego (Hou i in. 2016; Wang i in. 2018). Badania przeprowadzone przez Nteeba
i1in. 2013 wykazaty zwigkszong ekspresje 11-17, 11-6, Tnf-a, p55, p75, Ccl2, Ikbkb, i Rela
na poziomie mRNA w jajnikach myszy karmionych HFD przez okres 7 miesiecy (Nteeba
i in. 2013). Inne badania przeprowadzone na myszach karmionych przez
12 tyg. HFD (o zawartos$ci thuszczu 45% 1 60%) i stymulowanych hormonami (hCG
I eCG), wykazaly zwigkszong ekspresje Tnf-a na poziomie mRNA w jajnikach, podczas
gdy ekspresja Il-18, 11-6 i Ccl2 nie zmienita si¢ w poréwnaniu do grupy kontrolnej
karmionej dieta standardowa (ang. chow diet — CD) (Xie i in. 2016). Dodatkowo
zaobserwowano zwigkszong fosforylacje STAT3 oraz NFkB p65, wskazujac
na translokacje tych czynnikoéw do jadra komoérkowego, gdzie laczac si¢ z promotorem
moga regulowac ekspresje gendw cytokin (Xie i in. 2016). W jajniku myszy agouti, ktore
charakteryzujg si¢ otyloscig, cukrzycg typu 2 i insulinoopornosciag, wWykazano
zmniejszong ekspresje dla Il-/ na poziomie mRNA w 12 i 24 tyg. zycia,
a takze zwigkszong ekspresje w 18 tyg. zycia w poréwnaniu do myszy kontrolnych
(Nteeba i in. 2014). U szczuréow karmionych HFD obserwowano zmniejszenie liczby
nie tylko pecherzykow pierwotnych, ale takze zwigkszenie liczby pegcherzykow

rozwijajacych si¢ oraz atrezj¢ pecherzykow (Wang i in. 2014).

Podczas gdy fizjologiczna ekspresja cytokin i chemokin jest konieczna dla
prawidlowego funkcjonowania jajnikow, powyzsze dane potwierdzaja, ze zwigkszona
lub nieprawidlowa ich ekspresja powyzej poziomu progowego podczas otytosci, moze

uposledza¢ funkcjonowanie jajnikow.

1.5.4.1. Rola leptyny w patogenezie dysfunkcji jajnikow podczas otylosci

Plejotropowe dziatanie leptyny obejmuje m.in. uktad rozrodczy (Childs i in.
2021). Leptyna moduluje dziatanie zenskiego uktadu rozrodczego przez mechanizmy
endo- i neuroendokrynne, ale takze dziata lokalnie w jajniku, w szczegdlnosci kontrolujac
steroidogeneze (Hausman i in. 2012), folikulogenez¢ (Brannian & Hansen 2002)
i funkcjonowanie CL (Galvao i in. 2012). Leptyna i jej receptory sa obecne w GCs,
oocytach u kobiet i gryzoni (Karlsson i in. 1997; Ryan i in. 2002). Co wazne,
podwyzszony lub obnizony poziom leptyny moze prowadzi¢ do zaburzen ptodnosci
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I funkcjonowania jajnikow (Childs i in. 2021). Na istotng rol¢ leptyny w ukladzie
rozrodczym wskazuje fakt, ze podanie jej myszom pozbawionych genu leptyny (myszy
ob/ob) prowadzi do przywrocenia im ptodnosci (Chehab i in. 1996). Dlatego
do badan wptywu otylosci na jajniki wykorzystuje si¢ rozne modele badawcze (Huang-
Doran & Franks 2016).

Stezenie leptyny w krwiobiegu osob otylych szybko rosnie ze wzgledu
na jej korelacje z masg tkanki thuszczowej (Considine i in. 1996; Maffei i in. 1995).
U otylych kobiet mozna zaobserwowa¢ wysoki poziom leptyny w osoczu
(hiperleptynemi¢) oraz rozwijajacg si¢ niewrazliwo$¢ na egzogenne podanie leptyny,
czyli stan okres§lany jako leptynoopornos$¢. Zatem hiperleptynemia i leptynoopornosé
to dwie glowne cechy towarzyszace otylosci, ktére moga negatywnie wplywac
na funkcjonowanie jajnikow. Co wiegcej, leptyna jest dobrze znanym regulatorem
funkcjonowania jajnikow (Karlssoniin. 1997; Ryan i in. 2002), tak wigc zmiany w szlaku
sygnatlowym leptyny w jajniku otylych matek potencjalnie moga wptywaé na wzrost
pecherzykow, dojrzewanie oocytow oraz owulacje (Wotodko i in. 2021). W badaniach
na myszach karmionych HFD, wykazano, ze leptynoopornos¢ przebiega w etapach.
Poczatkowo utrzymuje si¢ wrazliwos¢ tkanek na podanie leptyny, potem nastepuje
niewrazliwo$¢ tkanek obwodowych, ale pozostaje wiasciwa odpowiedz centralnego
uktadu nerwowego na podanie leptyny i wreszcie p6zna faza, w ktorej myszy rozwijaja
oporno$¢ na leptyng w centralnym uktadzie nerwowym (Enriori i in. 2006). We wczesnej
fazie otytosci stan hiperleptynemii oraz zwigkszona aktywacja szlaku sygnalowego
leptyny moze negatywnie wptywac na folikulogenezg, zmiany w syntezie 1 uwalnianiu
steroidow we wzrastajgcych pecherzykach, a takze dojrzewanie oocytow (Brannian
& Hansen 2002). Natomiast leptynoopornos$¢ obserwowana w poznej fazie otytosci, moze
wptywaé¢ na zaburzenia owulacji, a takze zwigkszong rekrutacje pecherzykow
pierwotnych, prowadzac do przedwczesnej niewydolnosci jajnikow (Moslehi i in. 2018;
Pérez-Pérez i in. 2015). W jajniku myszy karmionych HFD, wykazano rozwoj
leptynooporno$ci gtownie za posrednictwem SOCS3 (Wotodko i in. 2020). W grupie
myszy 4 tyg. HFD odnotowano hiperaktywacj¢ szlaku sygnatowego leptyny w jajniku
myszy oraz zwigkszong fosforylacje SOCS3, natomiast u myszy 16 tyg. HFD
zaobserwowano zahamowanie aktywacji LepRb i leptynoopornos¢ (Wotodko i in. 2020).
Co ciekawe, inne narzady takie jak serce czy nerki utrzymuja swoja wrazliwos¢

na leptyne przez caty okres trwania otytosci (Mark i in. 2002; Morgan i in. 2008). Zatem
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stan otylosci ma wptyw na aktywno$¢ szlaku sygnatowego leptyny, ktéra rozni si¢
w poszczegolnych narzadach. Ponadto obserwowana w trakcie rozwoju otylosci
leptynoopornos¢ jest stanem patologicznym, moggcym prowadzi¢ do zaburzen szlaku

sygnatowego leptyny 1 tym samym dysfunkcji jajnikow.

1.6. Wplyw zaburzen metabolizmu na aktywnos$¢ inflamasomu NLRP3

Przyktadem wyspecjalizowanego organu, ktory reguluje homeostaze lipidow
za pomocg skomplikowanych, ale precyzyjnie regulowanych szlakoéw biochemicznych
jest watroba. W warunkach fizjologicznych watroba przeksztalca duze ilosci kwasow
thuszczowych (ang. fatty acids — FA) i przechowuje tylko drobng ich ilos¢ w postaci
triglicerydow (TG) - okoto 5% (Browning i in. 2004). Wynika to z tego, ze szybkos¢
pozyskiwania FA przez pobieranic z osocza i syntez¢ de novo w watrobie
sg zrbwnowazone ze stosunkiem utleniania FA i uwalniania bogatych w TG lipoprotein
niskiej gestosci (ang. very low-density lipoprotein - VLDL). Wzglednie mate ilosci TG
sa magazynowane w cytoplazmatycznych kroplach lipidowych komoérek watroby
(Alves-Bezerra & Cohen 2017). Glukoza jest wykorzystywana w watrobie do lipogenezy
de novo i jest glownym zrédtem tworzenia acetylokoenzymu A (ang. acetyl coenzyme A
- acetyl-CoA), ktory to z kolei po przeksztatceniu do malonylo-CoA wykorzystywany
jest do produkcji kwasu palmitynowego. Powstaty kwas palmitynowy poddany procesom
elongacji tworzy FA, ktore moga by¢ wykorzystane do syntezy TG zamknietych
w kroplach lipidowych i upakowanych w VLDL uwalnianych do surowicy. Podczas
glodu, wewnatrzkomoérkowe zapasy TG sg mobilizowane z adipocytow 1 hapatocytow
w celu uwolnienia FA. W warunkach nadmiernego spozywania i insulinoopornosci,
poziom FA watroby jest zwiekszony ze wzgledu na wzmozong lipoliz¢ wewnatrz
adipocytow, co prowadzi do zwigkszenia poziomu FA we krwi obwodowej, a takze
zwigkszong synteze lipidow de novo w watrobie. Nadmiar FA nie moze
by¢ wykorzystany przez szlaki oksydacyjne, a zamiast tego metabolizm FA
jest ukierunkowany na syntez¢ TG (Alves-Bezerra & Cohen 2017). Efektem tego
jest magazynowanie TG w watrobie i nadprodukcja VLDL, czego skutkiem moze by¢
rozw6j NAFLD (Birkenfeld & Shulman 2014). Badania przeprowadzone na hepatocytach
wykazaly, ze kwas palmitynowy przyczynit si¢ do hamowania szlaku sygnatowego
insuliny poprzez aktywacje¢ szlaku JNK oraz zwigkszong produkcje ROS
w mitochondriach (Nakamura i in. 2009). Akumulacja dlugotancuchowych FA, takich
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jak kwas palmitynowy skutkuje lipotoksyczno$cia, a p6zniej $miercig komoérek w wielu

narzadach (van Herpen & Schrauwen-Hinderling 2008).

Dieta wysokotluszczowa znaczaco zwigksza aktywno$¢ inflamasomu NLRP3
u myszy w takich organach jak watroba, nerki czy tkanka thuszczowa (Boini i in. 2016;
Chiazza 1 in. 2016; Stienstra i in. 2011). Inflammasom NLRP3 jest kluczowym
czynnikiem przyczyniajacym si¢ do aktywacji komoérek odpornosciowych, uszkodzen
hepatocytow, a takze zapalenia watroby (Szabo & Petrasek 2015). Co wiecej kwas
palmitynowy powoduje aktywacj¢ inflamasomu NLRP3 poprzez aktywacje CASP1 oraz
produkcje IL-1p i IL-18 w makrofagach pochodzacych ze szpiku kostnego (ang. bone-
marrow-derived macrophage), czego nie zaobserwowano przy stosowaniu
nienasyconych FA (kwasu oleinowego) (Wen i in. 2011). Myszy transgeniczne
pozbawione gendéw inflamasomu (NIrp3 -/-, Asc -/- i Caspl -/-) karmione przez 16 tyg.
HFD nie przybieraly na wadze, wskazujac na istotng rol¢ inflamasomu w rozwoju

otytosci (Stienstra i in. 2011).

W ptynie pgcherzykowym otylych kobiet obserwowano zwigkszone stezenie TG
oraz FA, negatywnie wplywajacych na dojrzewanie oocytow (Yang i in. 2012).
Co wigcej wykazano negatywny wpltyw kwasu palmitynowego na metabolizm GCs
myszy (Xu i in. 2019). W badaniach przeprowadzonych przez Pantasri i in. 2015
wykazano zwigkszone stezenie kwasu palmitynowego 1 stearynowego w plynie
pecherzykowym u kobiet w porownaniu do stezenia tych kwasow w surowicy (Pantasri
i in. 2015). Ostatnie badania wykazaty obecnos$¢ inflamasomu NRLP3 podczas wzrostu
pecherzykow jajnikowych u myszy, sugerujac jego role w owulacji (Zhang i in. 2019).
Co wazne, zasugerowano roéwniez udziat inflamasomu NLRP3
w patofizjologii PCOS (Rostamtabar i in. 2020). Od 4 miesigca zycia zaobserwowano
zwigkszong ekspresj¢ NLRP3, CASP1 i IL-p na poziomie biatka w jajniku myszy
oraz udzial w utracie zdolno$ci do zaplodnienia w zwigzku z procesem starzenia si¢

organizmu (Navarro-Pando i in. 2021).

Powyzsze wskazuje, Ze watroba jest wyspecjalizowanym organem, ktéry petni
kluczowa rolg¢ w metabolizmie FA. Jajniki nie majace tak wyspecjalizowanych komorek
w metabolizmie FA jak watroba, mogg by¢ bardziej narazone na negatywne dziatanie
zwiekszonego poziomu FA, takich jak kwas palmitynowy, ktorego zwickszone stgzenie

wykazano w ptynie pecherzykowym otytych kobiet (Valckx i in. 2014).
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2. HIPOTEZA | CELE BADAWCZE

Bioragc pod uwage dotychczasowy stan wiedzy na temat dziatania leptyny,
istotnym jest poznanie mechanizmu za posrednictwem ktérego dochodzi do dysfunkcji
jajnikdw podczas rozwoju otylosci. Ostatnie badania wskazuja na wazng role
inflamasomu NLRP3 w funkcjonowaniu jajnikow. Brak jest danych w literaturze

na temat wplywu leptyny na aktywno$¢ inflamasomu NLRP3 w jajniku otylych myszy.
Hipoteza badawcza

Szlak sygnatowy leptyny posredniczy w regulacji inflamasomu NLRP3 w jajniku
otytych myszy.

Cel pracy

Gléwnym celem pracy bylo scharakteryzowanie ekspresji elementow szlaku
inflamasomu NLRP3 na poziomie mRNA i biatka w jajnikach otylych myszy,

a w szczegoOlnosci oddziatywania ze szlakiem sygnalowym leptyny.
Cele szczegolowe:

1. Okreslenie ekspresji elementow szlaku inflamasomu NLRP3 na poziomie mRNA

i biatka podczas fazy estrus i diestrus w jajniku myszy.

2. Okreslenie wplywu szlaku sygnatowego leptyny na regulacje¢ aktywnosci inflamasomu
NLRP3 w jajniku otytych myszy z wykorzystaniem modelu:

a) otylosci indukowanej dietg (ang. diet-induced obesity - D10),

b) otylosci uwarunkowanej genetycznie (myszy transgraniczne pozbawione genu
receptora leptyny (szczep db/db) oraz myszy transgraniczne pozbawione genu
leptyny (szczep ob/ob)),

c) farmakologicznej hiperleptynemii.
3. Analiza transkryptomiczna GCs myszy db/db oraz myszy ob/ob.

4. Okreslenie wptywu leptyny na ekspresj¢ elementow szlaku inflamasomu NLRP3

na poziomie MRNA w CCs we wczesnej fazie otylosci.

5. Okreslenie wptywu leptyny na ekspresj¢ elementow szlaku inflamasomu NLRP3
na poziomie mRNA i biatka W watrobie otytych myszy.
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3. MATERIALY | METODY

3.1 Zwierzeta

Do doswiadczen wykorzystano myszy szczepu C57BL/6J (B6), B6.Cg-Lepob/J
(ob/ob) oraz B6.BKS(D)-Leprdb/J (db/db). Doswiadczenia na zwierzetach
laboratoryjnych przeprowadzono w Zwierzgtarni Instytutu Rozrodu Zwierzat i Badan
Zywnosci Polskiej Akademii Nauk w Olsztynie. Podczas trwania eksperymentow myszy
przebywaty w stalych warunkach $rodowiskowych w wentylowanych mechanicznie
pomieszczeniach o wilgotno$ci wzglednej 50+10% 1 regulowanym o$wietleniu
(12 h cyklu dziefi/noc), w statej temperaturze (23°C), ze statym dostepem do wody
I paszy. Samice myszy w wieku 8 tyg. zostaty przydzielone do poszczegdlnych grup

doswiadczalnych.

Wszystkie procedury zostaty zatwierdzone przez Lokalng Komicj¢ Etyczng
do Spraw Dos$wiadczen na Zwierzgtach w Olsztynie, zgodnie z zatozeniami Dyrektywy
Parlamentu Europejskiego i Rady 2010/63/UE z dnia 22 wrze$nia 2010 r. w sprawie
ochrony zwierzat wykorzystywanych do celow naukowych (zgody nr 80/2015, 38/2018,
15/2018).

3.2. Schematy doswiadczen
Schematy przeprowadzonych doswiadczen wraz z zastosowanymi metodami

analitycznymi przedstawiono na rys. 8.
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Rys. 8. Schematy przeprowadzonych do$wiadczen w poszczegolnych zadaniach badawczych (A-E) wraz
z zastosowanymi metodami analitycznymi. Wszystkie doswiadczenia rozpoczynano na samicach myszy
w wieku 8 tygodni. Skroty: DIO — model otytosci indukowanej dieta; CD - dieta standardowa, HFD — dieta
wysokottuszczowa; db/db - myszy pozbawione genu receptora leptyny; db/+ - grupa myszy kontrolnych
dla grupy myszy db/db; ob/ob - myszy pozbawione genu leptyny; ob/+ - grupa myszy kontrolnych dla
grupy myszy ob/ob; 16L — myszy szczepu C57BL/6J, ktorym podawano dootrzewnowo 100 ug leptyny
przez 16 dni; 16K — grupa myszy kontrolnych, ktérym podawano sél fizjologiczng (kontrola dla grupy
16L); eCG - kofiska gonadotropina kosmowkowa; hCG - ludzka gonadtropina kosmowkowa;
IHC — immunohistochemia; IF — immunofluorescencja; NMR - spektroskopia magnetycznego rezonansu
jadrowego; tyg. — tygodnie; ELISA — metoda immunoenzymatyczna; GCs — komorki ziarniste;
COCs - kompleks oocyt-komoérki wzgorka jajonosnego, CCs — komorki wzgorka jajonosnego;
RNA-seq — sekwencjonowanie RNA.
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3.2.1. Zadanie badawcze 1. OKkreslenie ekspresji elementow szlaku inflamasomu

NLRP3 na poziomie mRNA i bialka podczas fazy estrus i diestrus w jajniku myszy

Celem doswiadczenia byto okreslenie ekspresji elementéw szlaku inflamasomu
NLRP3 na poziomie mRNA (NIrp3, Caspl, Il-1p, 11-18) oraz biatka (NLRP3, CASP1
p45, CASP1 p20, IL-18 p24, IL-18 pl8) w fazie estrus oraz diestrus,

a takze immunolokalizacja NLRP3 w jajniku myszy.

Do$wiadczenie przeprowadzono na o$miotygodniowych myszach szczepu B6,
karmionych CD (Rys. 8A). Fazy cyklu plciowego monitorowano poprzez
przeprowadzenie badania cytologicznego (opisanego w podrozdziale 3.4.6.).
W celu synchronizacji cyklu piciowego, myszom wstrzykni¢to dootrzewnowo eCG
lub hCG (Hasegawa i in. 2016). Grupie myszy bedacych w fazie estrus (n=7-8/grupg),
wstrzyknieto 100 pl (50IU/ml) eCG, a nastgpnie po 48 godz. 100 pul (50IU/ml) hCG.
Jajniki pobrano 18-20 godz. p6zniej (faza estrus). Drugiej grupie myszy (n=6-7/grupg),
wstrzyknieto 100 pl (50IU/ml) hCG, po czym pobrano jajniki 16-18 godz. pozniej (faza
diestrus). Pobrane jajniki mrozono w ciektym azocie i przechowywano w temperaturze -
80°C do czasu okre$lenia poziomu ekspresji elementow szlaku inflamasomu NLRP3
metodg Real-Time PCR (opisang w podrozdziatach 3.4.4.1. i 3.4.4.2.) oraz ekspresji
biatek metoda Western blotting (opisang w podrozdziale 3.4.4.4.). Czgs¢ jajnikow myszy
(n=2-3) utrwalano w 4% paraformaldehydzie w celu przygotowania bloczkow
parafinowych i preparatow histologicznych (procedura opisana w podrozdziale 3.4.5.1.),
a nastepnie przeprowadzenia barwienia IHC (opisanego w podrozdziale 3.4.5.2.)
oraz immunofluorescencyjnego (ang. Immunofluorescence - IF) (opisanego

w podrozdziale 3.4.5.3.).

3.2.2. Zadanie badawcze 2. Okreslenie wplywu szlaku sygnalowego leptyny

na regulacje aktywnosci inflamasomu NLRP3 w jajniku otylych myszy

Celem doswiadczenia byto okreslenie ekspresji elementéw szlaku inflamasomu
NLRP3 na poziomie mRNA (NIrp3, Caspl, Il-1p, 11-18) oraz biatka (NLRP3, CASP1
p45, CASP1 p20, IL-18 p24, IL-18 p18) w jajnikach myszy modelu DIO, otylosci
uwarunkowanej genetycznie (myszy db/db i ob/ob) oraz farmakologicznej
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hiperleptynemii, a takze st¢zenia IL-1B w jajnikach myszy modelu DIO, myszy ob/ob

oraz farmakologicznej hiperleptynemii.

Po przeprowadzeniu zadania badawczego nr 1 i analizie wynikéw, w celu
zmniejszenia zmienno$ci w obrebie grup doswiadczalnych, do dalszych eksperymentow

wykorzystano myszy bedace w fazie diestrus.

W modelu DIO, o$miotygodniowe myszy szczepu B6 (n=8-10/grup¢) karmiono
przez okres 4 i 16 tyg. dieta CD o niskiej zawartosci thuszczu (13% thuszczu, #5053,
Picolab Rodent diet 20,) lub dieta HFD (59% tluszczu, AIN-76A, LabDiet) (Rys. 8B).
W  modelu otylosci uwarunkowanej genetycznie, o$miotygodniowe myszy
homozygotyczne db/db (z delecja genu receptora leptyny) (n=6/grupe) i ob/ob (z delecja
genu leptyny) (n=8-10/grupg), oraz grup¢ kontrolng myszy heterozygotycznych
(szczuptych), karmiono przez okres 4 tyg. CD. W modelu farmakologicznej
hiperleptynemii, o$miotygodniowym myszom Szczepu B6 (n=8-10/grupg¢) podawano
dootrzewnowo leptyng (GFM26, Recombinant Mouse Leptin, Cell Guidance Systems)
przez okres 16 dni (100 pg leptyny/dzien, podawana w godz. 09:00 i 21:00), a grupie
kontrolnej sol fizjologiczng. Podczas trwania eksperymentu w 8, 10, 12, 18 i 24 tyg. zycia
monitorowano przyzyciowo parametry takie jak waga, masa tkanki ttuszczowej (ang. fat
mass) i beztluszczowej (ang. lean mass) przy uzyciu spektroskopii magnetycznego
rezonansu jadrowego (ang. nuclear magnetic rezonance - NMR) (opisanej w podrozdziale
3.4.7)).

Pobrane jajniki mrozono w cieklym azocie i przechowywano w temp. -80°C
do czasu okre$lenia poziomu ekspresji elementéw szlaku inflamasomu NLRP3 metoda
Real-time PCR (opisang w podrozdziatach 3.4.4.1. i 3.4.4.2.), ekspresji biatlek metoda
Western blotting (opisang w podrozdziale 3.4.4.4.). 1zolacj¢ biatka z jajnikow wykonano
zgodnie z opisem w podrozdziale 3.4.1. Stezenie IL-1p 0znaczono za pomocg metody

immunoenzymatycznej ELISA (opisanej w podrozdziale 3.4.3.).

3.2.3. Zadanie badawcze 3. Analiza transkryptomiczna komérek ziarnistych myszy

db/db oraz myszy ob/ob

Celem do$wiadczenia bylo poréwnanie profili ekspresji genow GCs pomigdzy
myszami db/db oraz myszami ob/ob.
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W  modelu otylosci uwarunkowanej genetycznie, o$miotygodniowe
homozygotyczne myszy db/db (n=8/grupe¢) i myszy ob/ob (n=6/grupg) oraz grupe
kontrolng myszy heterozygotycznych, karmiono dietg CD przez okres 4 tyg. (Rys. 8C).
Komoérki ziarniste izolowano z jajnikoéw zgodnie z procedurg opisang W podrozdziale
3.3., a nastepnie przechowywano w temp. -80°C do czasu przygotowania biblioteki
do sekwencjonowania RNA (RNA-seq), zgodnie z procedura opisang w podrozdziale
3.4.4.3., a takze przeprowadzenia analiz bioinformatycznych (opisanych w podrozdziale
3.5.).

3.2.4. Zadanie badawcze 4. Okreslenie wplywu leptyny na ekspresje elementéw
szlaku inflamasomu NLRP3 na poziomie mRNA w komérkach wzgorka

jajonosnego we wczesnej fazie otyloSci

Celem dos$wiadczenia bylo okreslenie czy oddziatywanie pomigdzy szlakiem
sygnatlowym leptyny a aktywacja inflamasomu NLRP3 w jajnikach myszy wystepuje

na poziomie komorkowym.

W realizacji powyzszego celu wykorzystano wyniki z RNA-seq CCs opisane
przez Wotodko i in. 2020. Komorki wzgoérka jajonosnego pobierano od myszy szczepu
B6 karmionych CD lub HFD przez okres 4 i 16 tyg. oraz myszy modelu farmakologicznej
hiperleptynemii (Rys. 8D). Celem pozyskania CCs, u myszy wywotano superowulacje
poprzez wstrzyknigcie dootrzewnowo eCG, a 48 godz. podzniej hCG. Nastepnie
po 18 godz. od podania hCG, z jajowodéw pobierano kompleks oocytu z GCs,
ktory trawiono hialuronidazg. Po usunigciu oocytéw pobierano po okoto 50 CCs
od kazdej z myszy karmionych 4 1 16 tyg. HFD (n=5/grupe) oraz farmakologicznej
hiperleptynemii (n= co najmniej 3/grupe¢) (Wotodko i in. 2020). Z pozyskanego materialu
przygotowano biblioteki i wykonano RNA-seq.

Na podstawie danych RNA-seq opublikowanych przez Wotodko i in. 2020
przeprowadzono ponowng analiz¢ danych celem okreslenia poziomu ekspresji genow
inflamasomu NLRP3 oraz szlaku sygnalowego leptyny w CCs w grupie myszy
4 tyg. HFD oraz modelu farmakologicznej hiperleptynemii. Dane z przeprowadzonej
analizy RNAseq dostepne s3 pod numerem GSE1803001 w bazie danych Gene
Expression Omnibus (GEO).
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3.2.5. Zadanie badawcze 5. Okreslenie wplywu leptyny na ekspresje elementow

szlaku inflamasomu NLRP3 na poziomie mRNA i bialka w watrobie otylych myszy

Celem doswiadczenia byto okreslenie ekspresji elementéw szlaku inflamasomu
NLRP3 na poziomie mRNA (NIrp3, Caspl, Il-1p, 11-18) oraz biatka (NLRP3, CASP1
p45, CASP1 p20, IL-18 p24, IL-18 pl1l8) w watrobie myszy modelu DIO, otytosci
uwarunkowanej genetycznie (myszy db/db i ob/ob) oraz farmakologicznej

hiperleptynemii, a takze stezenie IL-1p w watrobie myszy modelu DIO.

W celu okreslenia zmian zachodzacych w jajniku myszy podczas rozwoju otytosci
na tle innych organow, wybrano watrobe jako organ o duzej zdolno$ci regeneracyjne;j
i przeksztalcania duzych ilosci m. in. FA, ktorych zwigkszony poziom w jajniku
wykazano w plynie pgcherzykowym otylych kobiet (Browning i in. 2004; Pantasri
i in. 2015; Yang i in. 2012).

Tkanki watroby pobrano od myszy podczas realizacji zadania badawczego nr 2
(Rys. 8B, E). Watroby mrozono w ciektym azocie i przechowywano w temp. -80°C
do czasu okreslenia poziomu ekspresji genow inflamasomu NLRP3 metoda Real-Time
PCR (opisang w podrozdziatach 3.4.4.1. i 3.4.4.2.), ekspresji bialek metoda Western
blotting (opisang w podrozdziale 3.4.4.4.). Ekstrakcje biatka z watroby modelu DIO
wykonano zgodnie z opisem w podrozdziale 3.4.2. Stezenie IL-1p oznaczono za pomoca

metody immunoenzymatycznej ELISA (opisanej w podrozdziale 3.4.3.).

3.3. Izolacja komorek ziarnistych z jajnikow myszy

Jajniki myszy umieszczano w medium hodowlanym M2 (M7167, Sigma Aldrich)
nakluwano iglg insulinowa w celu uwolnienia kompleksu oocyt-komoérki wzgorka
jajonos$nego (ang. cumulus-oocyte complex — COCs) z pecherzykéw antralnych. Oocyty
pobierano i usuwano przy uzyciu szklanych igiet i pipet o odpowiedniej $rednicy.
Komoérki ziarniste przenoszono do probowek, wirowano przez 5 min., przy 600 x g
w 4°C, przeptukiwano buforem roztworu soli fizjologicznej (PBS), po czym ponownie

wirowano przez 5 min. przy 600 x g w 4°C i umieszczano w buforze RLT (1053393,
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Qiagen). Przygotowane proby natychmiast mrozono w ciektym azocie i przechowywano

w temp. -80°C do czasu przeprowadzenia dalszych analiz.
3.4. Metody analityczne

3.4.1. Izolacja bialka z jajnikéw do przeprowadzenia testu immunoenzymatycznego

Jajniki umieszczano w 500 pl zimnego PBS-u zawierajacego 10 ul inhibitorow
proteaz (ImM PMSF i Protease Inhibitor Cocktail, P8340; Sigma-Aldrich) i fosfataz
(Pierce Phosphatase Inhibitor Mini Tablets 88667; Thermo Fisher Scientific). Nastepnie
jajniki rozgniatano przy uzyciu lancety i homogenizowano z uzyciem sonikatora.
Po wymieszaniu prob przechowywano w -20°C przez calg noc. Nastepnego dnia
po rozmrozeniu 1 wymieszaniu prob, ponownie je zamrozono na 1 godz.
w temperaturze -20°C. Po ponownym rozmrozeniu i mieszaniu prob, wirowano przez
15 min., przy 15 000 obr./min., w temp. 4°C. Zebrany nadsacz przenoszono do nowych
probowek i przechowywano w temperaturze -20°C do czasu pomiaru st¢zenia biatka
(opisanego w podrozdziale 3.4.4.4.1.). Nastgpnie proby przechowywano w temperaturze
-20°C do czasu przeprowadzenia metody immunoenzymatycznej ELISA (opisanego

w podrozdziale 3.4.3.).

3.4.2. Izolacja bialka z watroby do przeprowadzenia testu immunoenzymatycznego

Fragmenty watroby o wadze 10 mg, wktadano do probowek z cyrkonowymi
kulkami (HPLM500; Blirt) z dodatkiem 500 pl zimnego PBS-u zawierajacego 10 ul
inhibitoréw proteaz i fosfataz. Homogenizowano w aparacie Fast Prep 24. Naste¢pnie
mieszano i przechowywano w temp. -20°C przez catg noc. Nastepnego dnia po
rozmrozeniu i wymieszaniu prob, ponownie je zamrozono w temp. -20°C na okres 1 godz.
Po ponownym rozmrozeniu mieszano i wirowano przez 10 sek., przy 10 000 obr./min.,
w temperaturze 4°C, po czym przenoszono homogenat do nowych proboéwek.
Po powtérnym wirowaniu przez 15 min., przy 15 000 obr./min., w temp. 4°C, nadsgcz
przenoszono do nowych probowek, po czym przeprowadzono pomiar stg¢zenia biatka
(opisanego w podrozdziale 3.4.4.4.1.). Nastepnie proby przechowywano w temperaturze
-20°C do czasu przeprowadzenia metody immunoenzymatycznej ELISA (opisanej
w podrozdziale 3.4.3.).
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3.4.3. Immunoenzymatyczna analiza stezenia IL-1p
Do okreslenia stgzenia biatka dla IL-1P w jajnikach i watrobie myszy uzyto testu
IL-1 beta Pro-form Mouse Uncoated ELISA (88-8014-22; Thermo Fisher Scientific)

wedhug $cistych zalecen producenta.

Pierwszego dnia, do 96-dotkowej plytki dodano 100 upl przeciwciat
optaszczajacych, specyficznych dla IL-1B (rozcienczenie 1:250 w roztworze
dostarczonym przez producenta). Plytke inkubowano przez calg noc w temp. 4°C.
Nastepnego dnia ptytke pokryta przeciwciatami plukano 3-krotnie z uzyciem buforu
phluczacego, po czym blokowano miejsca niespecyficznych wigzan dodajac 200 pl
roztworu blokujacego i inkubujac ptytke przez 1 godz. w temp. pokojowej. Po tym etapie,
dodano odpowiednio 100 pl poszczegdlnych punktow krzywej standardowej
lub badanych préb i inkubowano przez noc w temp. 4°C. Kolejnego dnia ptytke ptukano
5-krotnie buforem pluczacym. Nastepnie dodano do kazdej studzienki po 100 ul
przeciwcial drugorzedowych anty-IL-1p 1 inkubowano przez 1 godz. w temp. pokojowe;.
Ponownie ptukano ptytke 5-krotnie buforem ptuczacym, dodano 100 pl Awidyna-HRP
(awidyna skoniugowana z peroksydaza chrzanows) (rozcienczenie 1:250 w roztworze
dostarczonym przez producenta) i inkubowano przez 30 min. w temp. pokojowej.
Po inkubacji ptytke ptukano 7-krotnie buforem ptuczacym. W kolejnym etapie do kazde;j
ze studzienek dodano 100 pl substratu dla HRP — 3,3',5,5'-tetrametylbenzydyny - TMB
i inkubowano bez dostgpu do $wiatta przez 15 min. w temp. pokojowej. W celu
zatrzymania reakcji enzymatycznej, dodano 50 pl 2M kwasu siarkowego (H2SOa).
Do zmierzenia absorbancji przy dtugos$ci fali 450 nm wykorzystano czytnik mikroptytek
Synergy H1 Hybrid Reader. Krzywa standardowa osiggata wartosci w zakresie 25 pg/ml

do 3000 pg/ml. Wspotczynnik zmienno$ci wewnatrzseryjnej wynosit 7.27%.
3.4.4. Metody biologii molekularnej

3.4.4.1. 1zolacja mRNA i odwrotna transkrypcja

Procedura izolacji RNA zostata przeprowadzona z wykorzystaniem Trizolu (TRI
reagent, T9424; Sigma Aldrich), $cisle wedtug zalecen producenta. Jajnik rozgnieciono
w 250 pl Trizolu przy uzyciu lancety w 1.5 ml probowkach (Axygen). Fragmenty
watroby o wadze 10 mg, wktadano do probowek z kulkami cyrkonowymi (HPLM500;
Blirt) z dodatkiem 250 pl Trizolu. Homogenizowano z uzyciem homogenizatora Fast

Prep 24. Jeden cykl homogenizacji trwat 20 sek. z predkoscig 5 m/s, po czym proby
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inkubowano 5 minut w temperaturze 4°C. Etap ten powtorzono 3-krotnie, po czym
zawiesing przeniesiono do nowej probowki. Nastepnie zarowno do préb jajnika i watroby
dodano Trizol uzyskujac catkowita objetos¢ 1 ml. Proby pozostawiono na 5 min. w temp.
pokojowej, po czym wirowano przez 15 min., przy 10 000 obr./min. w temp. 4°C.
Do nowo przygotowanych probéwek przenoszono nadsacz, po czym dodano 100 ul BCP
(1-bromo-3-chloropropan, BP 151; Molecular Research Center). Zawiesing wymieszano
przez 15 sek., a nastepnie pozostawiono na 10 min. w temp. pokojowej. W kolejnym
etapie podczas wirowania przez 15 min., przy 12 000 obr./min. w temp. 4°C, doszto
do rozdziatu i przemieszczenia si¢ biatka oraz DNA do fazy dolnej i interfazy, natomiast
do fazy gornej RNA w postaci przezroczystego roztworu. Gorng frakcje przeniesiono
do nowo przygotowanych proboéwek i dodano 500 pl lodowatego izopropanolu.
Dodatkowo dodano 1.7 pl odczynnika do precypitacji RNA (GlycoBlue Coprecipitant,
AMO9516; ThermoFisher Scientific), dzigki czemu RNA w kolejnych etapach byto
widoczne w postaci niebieskiego osadu na dnie probowki. Po kilkukrotnym
przepipetowaniu zawiesiny, proby umieszczono na 1 godz. w temp. -80°C.
Po wyciagnigciu prob z zamrazarki, wirowano 15 min., przy 20 000 obr./min. w temp.
4°C. Kolejno, po pobraniu nadsgczu, dodano 1 ml lodowatego 70% etanolu
(rozcienczonego z wodag DEPC), po czym ponownie wirowano przez 15 min.,
przy 20 000 obr./min. w temp. 4°C. Ten etap powtdérzono dwukrotnie. Po usunigciu
nadsgczu ponownie dodano 1 ml lodowatego etanolu i przechowywano przez noc w temp.
-80°C. Nastepnego dnia proby wirowano przez 15 min., przy 20 000 obr./min. w temp.
4°C. Na tym etapie pobrano caty nadsgcz i suszono osad pod komorg laminarng przez
okoto 40 min., po czym dodano 20 pl (jajnik) lub 40 pl (watroba) wody wolnej od RNA-
z. Tak przygotowane proby umieszczono w lodowce na 1 godz., a nastgpnie
przechowywano w temp. -80°C. Kolejnego dnia dokonano oceny jakosci oraz pomiar
stezenia uzyskanego RNA przy uzyciu spektrofotometru NanoDrop 1000
(ThermoScientific). Stosunek absorbancji przy dlugosci fali 260 nm i 280 nm (A260/280)

wynosit 2.

Do odwrotnej transkrypcji, RNA (2 pg) zostalo przepisane na cDNA
(komplementarny kwas deoksyrybonukleinowy) wykorzystujac kit Maxima First Strand
cDNA (K1642; ThermoFisher Scientific) (Galvao i in. 2012). Na podstawie o0znaczonego
stezenia RNA, proby rozcienczono wolng od RNA-z wodg uzyskujac 8 pl roztworu.

Nastepnie dodano 2 pl mieszaniny Reaction Buffer oraz DNAzy (w stosunku 1:1)
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I inkubowano przez 15 min. w temp. pokojowej. Po okresie inkubacji dodano 1 pul STOP
solution. Proby umieszczano w termocyklerze MJ Mini (Bio-Rad) na 10 min. w temp.
70°C. Nastepnie proby schtodzono na lodzie i dodano 9 pl mieszaniny do odwrotnej
transkrypcji (Master Mix 2) przedstawionej w tabeli 1. W kolejnym etapie reakcje
odwrotnej transkrypcji kontynuowano w termocyklerze, gdzie proby inkubowano przez
10 min. w temp. 25°C, nastgpnie 15 min. w temp. 50°C oraz 5 min. w temp. 85°C w celu
inaktywowania enzymu. Przygotowane proby przechowywano w temp. -20°C do czasu

przeprowadzenia analizy Real-time PCR.

Tab. 1. Sktad mieszaniny reakcyjnej do odwrotnej transkrypcji.

Sktadniki mieszaniny Objetosc¢ (ul) Mieszanina roztworow

H20 + RNA 8

Reaction Buffer 1 MIX 1
DNAza 1

Stop Solution 1 -

5x Reaction Mix 4

Enzyme Mix 2 MIX 2
H20 3

3.4.4.2. Real-time PCR

W celu okre$lenia ekspresji badanych gendow metodg Real-time PCR,
wykorzystano  techniki  fluorescencyjne  umozliwiajagce obserwowanie  zmian
intensywnosci fluorescencji (przyrost produktu) podczas kazdego cyklu reakcji PCR
w czasie rzeczywistym. Jako barwnika wigzacego si¢ do dwuniciowego DNA, uzyto

SYBR Green | (K0223; Thermo Fisher Scientific).

Na podstawie sekwencji genow zawartych w GenBank (National Center
for Biotechnology Information) zaprojektowano startery z wykorzystaniem programu
Primer Express 3.0. Sekwencje starterow, dtugo$¢ produktu oraz numer dostepu w bazie
GenBank przedstawiono w tabeli 2. Startery zawieraty od 40 do 60% par nukleotydoéw
guanidyny oraz cytozyny, ich dlugo$¢ wynosita od 20 do 24 par zasad, natomiast
temperatura topnienia mie$cita si¢ w granicach 58-60°C. Maksymalna dtugo$¢ amplikonu
wynosita 190 nukleotydow. Sprawdzenie specyficznosci starterow, dokonano

w programie BLAST, gdzie wskaznik istotnosci statystycznej (E-warto$¢) byl minimum
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100-krotnie wigkszy w stosunku do wykrytego kolejnego genu. Odpowiednie stg¢zenia

starterow uzyskano po przeprowadzeniu doswiadczenia wstepnego.

Tab. 2. Charakterystyka starterdéw uzytych w analizie metodg Real-time PCR

Sekwencja startera (5°-3’ §¢
Nazwa Numer dostepu ] ( ) Dh:gl:) S¢
genu GenBank amplikonu
forward/reverse (bp)
F: TGGATGGGTTTGCTGGGATA
Nlrp3 NM_145827.4 190

R: TGCTTGGATGCTCCTTGACC

F: CATGCCGTGGAGAGAAACAA
Caspl NM_009807.2 151
R: GGTGTTGAAGAGCAGAAAGCAA

F: TTGACGGACCCCAAAAGATG
IL-18 NM_008361.4 144
R: GCTTCTCCACAGCCACAATGA

F: GAAGAAAATGGAGACCTGGAATCA
11-18 NM_008360.2 157
- R: TCTGGGGTTCACTGGCACTT

F:CTGGTCGGATGAGGCACCTA
Rpl37 NM_026069.3 108
R: AAGAACTGGATGCTGCGACA

Reakcje amplifikacji przeprowadzono na urzadzeniu 7900 Real-time System
(Applied Biosystems). Profil termiczny reakcji Real-time PCR obejmowatl nastepujace
etapy: 1) denaturacji wstepnej (10 min. w temp. 95°C), 2) 45 powtarzajacych sie cykli: a)
denaturacja (15 sek. w temp. 95°C), b) przylaczanie starterow i powielania (1 min.
w temp. 60°C), c¢) dysocjacja produktu (15 sek. w temp. 95°C, 15 sek. w temp. 60°C, 15
sek. w temp. 95°C). Uzyskane wyniki reakcji Real-time PCR standaryzowano w oparciu
0 gen referencyjny: gen rybosomalnego biatka 37 (ang. Ribosomal Protein L37 - Rpl37),
ktory zostal wybrany w publikacji Wolodko 1 in. 2020, przy uzyciu algorytmu

NormFinder.

Wszystkie reakcje Real-time PCR przeprowadzono w duplikatach w 384-
dotkowej plytce (4309849; Applied Biosystems), gdzie catkowita objetos¢ reakeji
wynosita 12 pl (Galvao i in. 2014). Wyniki analizowano przy uzyciu metody Minera
(Zhao & Fernald 2005), zgodnie z ktorg wyniki uzyskuje si¢ przy pomocy obliczen
w oparciu o kinetyke poszczegdlnych reakeji PCR, co umozliwia bezposrednie obliczanie

wydajnosci reakcji i1 cyklu progowego (CT).
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Tab. 3. Sktad mieszaniny reakcji Real-time PCR

Sktadnik mieszaniny Objetos¢ (ul) na 1 reakcje
cDNA+ddH20 4
SYBR Green | 6
Starter (forward) 1
Starter (reverse) 1

3.4.4.3. Przygotowanie biblioteki do RNA-seq

Sekwencjonowanie wysokoprzepustowe sktada si¢ z nastgpujacych etapow:
izolacji  materialu  genetycznego,  przygotowania  biblioteki, = wtasciwego
sekwencjonowania oraz bioinformatycznej analizy danych. Sekwencjonowanie
przeprowadzono w Babraham Institute Sequencing Facility. W pierwszym etapie
do wychwytywania mRNA zastosowano kulki magnetyczne ze wstgpnie sparowanymi
sekwencjami Smart-seq2 oligo-dT (MyOne C1, Invitrogen). Nastepnie kulki
rozcienczono w 10 pl mieszanki odwrotnej transkryptazy (100 U, SuperScript II,
Invitrogen; 10 U, RNAsin, Promega), 1 x Superscript Il First-Strand Buffer, 2,5 mM
ditiotreitol (DTT, Invitrogen), 1 M betaina (Sigma Aldrich), 9 mM chlorek magnezu
(MgCI12, Invitrogen), 1 uM Template-Switching Oligo (Exigon), 1 mM mix trifosforan
dezoksyrybonukleotydu (dNTP) (Roche) i inkubowano przez 60 min. w temp. 42°C,
a nastepnie przez 30 min. w temp. 50°C 1 10 min. w temp. 60°C (Picelli i in. 2014, 2013).
Amplifikacj¢ ¢cDNA przeprowadzono po dodaniu 11 pl 2 x KAPA HiFi HotStart
ReadyMix i 1 pl 2 uM startera ISPCR (insert - Smart 2013, Full-length RNA-seq 2014)
i inkubowano przez 3 min. w temp. 98°C, a nastepnie 9 cykli przez 15 sek. w temp. 98°C,
przez 20 sek. w temp. 67°C, przez 6 min.w temp. 72°C i na koniec przez 5 min. w temp.
72°C. Nastepnie cDNA oczyszczono za pomocg kulek AMPure (Beckman Coulter)
I rozcienczono w 20 pl wody wolnej od nukleaz (P1195; Promega). Wszystkie biblioteki
przygotowano ze 100-200 pg cDNA przy uzyciu zestawu Nextera XT Kit (Illumina),
zgodnie z instrukcjami producenta. Ostateczne biblioteki c¢DNA polgczono

i zsekwencjonowano na Illumina Nextseg500.
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3.4.4.4. Analiza Western blotting

3.4.4.4.1. Izolacja i pomiar stezenia bialek

Jajniki 1 fragmenty tkanki watroby (10 mg) homogenizowano w buforze RIPA
(RO278; Sigma Aldrich) z dodatkiem inhibitoréw proteaz i fosfataz. Nastepnie proby
trzymano przez 1 godz. na lodzie i mieszano co 15 min. W kolejnym etapie proby
wirowano przez 15 min., przy 20 000 x g w temp. 4°C, a nadsgcz przenoszono do nowych
probowek. Do pomiaru stezenia biatka uzyto metode Smitha z wykorzystaniem kwasu
bicynchoninowego (ang. Bicinchoninic Acid — BCA) oraz siarczanu miedzi (CuSOa)
(B9643; Sigma Aldrich, C2284; Sigma Aldrich) (Smith i in. 1985). W celu okreslenia
stezenia biatka, pobrano 2,5 pl proby i rozcienczono w wodzie destylowanej (proby
rozcienczono w stosunku 1:10 dla jajnika oraz 1:20 dla watroby). St¢zenie biatek
wyznaczono za pomoca krzywej standardowej wzgledem ustalonych rozcienczen
albuminy surowicy bydlecej (ang. Bovine Serum Albumin - BSA). Przyjeto nastepujaca
seri¢ rozcienczen dla krzywej standardowej: 1000, 800, 600, 200, 100, 50, 25 pg/ml.
Zarébwno krzywa standardowa jak i proby badane byly naktadane na ptytke 96-dotkowa
w dwoch powtdrzeniach w ilosci 10 pl na dotek. Nastepnie przygotowano mieszaning
CuSO4 oraz kwasu BCA w stosunku 1:50 i dodano po 300 ul roztworu do kazdego dotka.
Ptytke inkubowano przez 30 min. w temp. 37°C. Kwas bicynchoninowy tworzy z jonami
miedzi fioletowy kompleks o maksymalnej absorbancji przy dtugosci fali 562 nm,
a intensywno$¢ zabarwienia jest wprost proporcjonalna do stezenia biatka. Po 5 minutach
inkubacji w temp. pokojowej intensywno$¢ absorbancji odczytywano w czytniku
mikroptytek Synergy H1 Hybrid Reader.

3.4.4.4.2. Rozdzial elektroforetyczny

Badane proby biatek po dodaniu buforu Laemmli z dodatkiem 1%
B-merkaptoetanolu, umieszczano w termocyklerze na 5 min. w temp. 90°C w celu
denaturacji bialek, a nastgpnie umieszczano na lodzie. Na zele poliakrylamidowe (10-
18%) nanoszono 40 pg biatka, a nastepnie prowadzono elektroforez¢ pionowa
z wykorzystaniem zestawu Bio-Rad. Sposrod 10 studzienek, 9 bylo przeznaczonych
na badane proby oraz prob¢ kontrolng, a jako marker biatkowy uzyto PageRuler™
Prestained Protein Ladder (26617; Thermo Fisher Scientific). Elektroforeze prowadzono
wstepnie przy natezeniu 25 Amperow (A) na godz./zel, a nast¢pnie 30 A na godz./zel.
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3.4.4.4.3. Transfer bialek na membraneg

Po rozdziale elektroforetycznym biatka przenoszono na drodze mokrego
lub potsuchego transferu na membrang nitrocelulozowg (10600009; GE Healthcare Life
Science) lub membrang z fluorku poliwinylidenu (ang. polyvinylidene fluoride — PVDF)
(IPVHO00010; Merck Millipore). Transfer potsuchy prowadzono w zestawie do transferu
potsuchego, Trans-Blot SD (Bio-Rad), przy statym napieciu 15 wolt (V) przez 45 min.
Transfer mokry prowadzono w zestawie do transferu mokrego, Mini Trans-Blot
Electrophoretic Transfer Cell (Bio-Rad), przy statym napigciu 70V przez 120 min.
Skutecznos$¢ transferu potwierdzono zanurzajac membrang W roztworze Ponceau S przez
2 min., a nastepnic odbarwiajac w wodzie. W celu zablokowania miejsc
niespecyficznych, membrany po transferze bialek blokowano 3% odttuszczonym

mlekiem w proszku rozcienczonym w buforze PBST przez 1 godz. w temp. pokojowej.

3.4.4.4.4. Inkubacja z przeciwcialami i detekcja bialek

Membrany inkubowano przez calg noc w temp. 4°C w roztworze zawierajacym
przeciwciata pierwszorzedowe: mysie monoklonalne dla anty-NLRP3 (1:1000; AG-20B-
0014-C100; Adipogen), krolicze poliklonalne dla anty-CASP1 (1:1000; abl108362;
Abcam), krolicze poliklonalne anty-1L-18 (1:250; ab71495; Abcam), mysie
monoklonalne dla anty-B-aktyny (1:10000; A2228; Sigma Aldrich) oraz krodlicze
poliklonalne dla anty-dehydrogenazy aldehydu 3-fosfoglicerynowego — anty-GAPDH
(1:2500; ab9485; Abcam). Nast¢pnego dnia po 3-krotnym ptukaniu w buforze PBST,
membrany inkubowano w temp. pokojowej w roztworze zawierajagcym przeciwciata
drugorzgdowe: poliklonalne anty-mysie sprz¢zone z peroksydaza chrzanowa (1:1000,
31430; Thermo Fisher Scientific), poliklonalne anty-krélicze sprzgzone z peroksydaza
chrzanowa (1:20 000, 31460; Thermo Fisher Scientific), poliklonalne anty-mysie
sprzezone z fosfatazg alkaliczng (1:1000, 31321; Thermo Fisher Scientific), poliklonalne
anty-krolicze sprzezone z fosfataza alkaliczng (1:10 000, A3687, Sigma Aldrich), przez
1 godz. i 30 min. (detekcja chemiluminescencyjna) lub 2 godz. 30 min. (detekcja
kolorymetryczna).  Poszukiwane biatka  wizualizowano z  wykorzystaniem
chemiluminescencyjnych odczynnikow SuperSignal West Femto (kit, 34095; Thermo
Fisher Scientific) lub chromogennego substratu NBT/BCIP (11681451001; Roche).
Intensywno$¢ wykrytego prazka dla biatka NLRP3 i IL-18 normalizowano wzgledem
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biatka referencyjnego B-aktyny, natomiast dla CASP1 wzglgdem bialka referencyjnego
GAPDH. Zdj¢cia wykonano z wykorzystaniem systemu do obrazowania Chemi Doc
lub VersaDoc MP 4000 (Bio-Rad). Ilosciowg analiz¢ densytometryczng dla kazdego

badanego biatka przeprowadzono z wykorzystaniem programu ImageLab.

3.4.5. Metody histologiczne

3.4.5.1. Przygotowanie preparatow histologicznych

Jajniki myszy po pobraniu w fazie diestrus, utrwalono w 4 % paraformaldehydzie
i przechowywano przez noc w 4°C. Nastepnego dnia jajniki ptukano pod biezaca woda
celem usunigcia utrwalacza z tkanki, po czym odwodniono w 50% etanolu przez 1 godz.,
a nastgpnie w 70% etanolu. Skrawki przepojono ksylenem w celu catkowitego pozbycia
si¢ wody z tkanki. W kolejnym etapie tkanke¢ przepojono parafing w temp. 54°C,
nastepnie W temp. 58°C. Zatopione w parafinie jajniki cigto na skrawki o grubosci 5 pm
I umieszczono na szkietku podstawowym SuperFrost (JIJB0O0AMNZ; Thermo Scientific),
po czym pozostawiono je na 2 godz. w temp. pokojowe;j.

3.4.5.2. Barwienie immunohistochemiczne

Procedurg przygotowania skrawkoéw w kierunku immunolokalizacji NLRP3
w jajniku, rozpoczeto od 2 godz. inkubacji w temp. 59°C. W kolejnym etapie preparaty
odparafinowano przez umieszczenie w 2 zmianach ksylenu przez okres 15 min i 10 min.,
a nastepnie nawodniono w szeregu rozcienczen etanolu o malejgcym stgzeniu (98%, 90%,
70% - po 3 min. w dwoch powtodrzeniach). Nastepnie preparaty przeniesiono do wody
destylowanej na 5 min. Celem odstoni¢cia determinant antygenowych, preparaty
gotowano w buforze cytrynianowym (10 mM, pH = 6) przez 40 min. w temp. 90°C.
Nastepnie dodano roztworu blokujacego (2% BSA rozcienczony w PBS), inkubowano
przez 1 godz. w temp. pokojowej, a nastepnie preparaty inkubowano przez noc w 4°C
z przeciwciatami kroliczymi poliklonalnymi dla anty-NLRP3 (1:200, ab214185; Abcam).
Kontrole negatywne stanowity skrawki inkubowane z przeciwciatami kroliczymi
poliklonalnymi dla anty-immunoglobuliny typu G (1gG, ab37415; Abcam) lub bez
przeciwcial pierwszorzgdowych. Nastepnego dnia, skrawki ptlukano 6-krotnie
I inkubowano przez 1 godz. w temp. pokojowej z poliklonalnymi przeciwciatami

drugorzedowymi kozimi anty-kroliczymi IgG skoniugowanymi z peroksydaza (1:100,
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410972; Dako). Nastgpnie preparaty inkubowano przez 15 sekund za pomoca
3,3’-diaminobenzydyny, chromogenem dajacym brazowa reakcje barwng. Dodatkowo
preparaty barwiono hematoksyling przez 2 min. Wybarwione preparaty poddano
dehydratacji, po czym zamyknieto w DPX (mieszaninie toluenu, ksylenu i ftalanu
dibutylu).

Zdjecia preparatow wykonywano z wykorzystaniem mikroskopu Zeiss AXxio
Observer System (Carl Zeiss, Germany) i obiektywem o 20-krotnym powigkszeniu
oraz aperturze numerycznej 0.4. Do analizy zdj¢¢ uzyto oprogramowania Observer

Systems Z1 microscope (Carl Zeiss Microscopy GmbH, Germany).

3.4.5.3. Barwienie immunofluorescencyjne

Preparaty poddano deparafinizacji, a nast¢gpnie uwodnieniu w szeregu
alkoholowym o malejacym stgzeniu (jak opisano w podrozdziale 3.4.5.2.). Aby ulatwic¢
dostep przeciwciat do wnetrza komorek i ich wigzanie si¢ z antygenem, zastosowano
permeabilizacje bton komérkowych z uzyciem detergentu 0.3% Triton X-100 (T8787;
Sigma Aldrich) przez okres 5 min. w temp. pokojowej. Celem odstonigcia determinant
antygenowych, preparaty gotowano w buforze cytrynianowym (10 mM, pH = 6) przez
40 min. w temp. 90°C. Skrawki blokowano roztworem blokujgcym zawierajagcym
2% BSA, 0.3 M glicyny (G8898; Sigma Aldrich) w buforze PBST przez 2 godz. w temp.
pokojowej. Ze wzgledu na wysoka autofluorescencje tkanki jajnika myszy, konieczne
byto jej wyciszenie poprzez inkubacje z 0.3% roztworem Sudan Black (199664, Sigma
Aldrich) (w 70% etanolu) przez 10 min. w temp. pokojowej. Nastepnie preparaty ptukano
8 razy po 5 min. w buforze PBST. W Kkolejnym etapie preparaty inkubowano
z przeciwciatami kroliczymi poliklonalnymi dla anty-NLRP3 (1:100, NBP2-12446;
Novus Biologicals) przez catg noc w temp. 4°C. Kontrole negatywne stanowity skrawki
inkubowane z przeciwciatami kroliczymi poliklonalnymi dla anty-immunoglobuliny typu
G (IgG, ab37415; Abcam) lub bez przeciwcial pierwszorzgdowych. Nastepnego dnia,
preparaty ptukano 6 razy po 5 min. w buforze PBST w temp. pokojowej, po czym
inkubowano z przeciwcialtami drugorzegdowymi o$limi anty-kroliczymi IgG (H+L)
skoniugowanymi z indokarbocyjaning (Cy3) — AffiniPure (1:400, 711-165-152; Jackson
ImmunoResearch) przez 2 godz. w temp. pokojowej. Skrawki ptukano 6 razy po 5 min.
w buforze PBST w temp. pokojowej. Celem wybarwienia jader komérkowych, dodano
DAPI (4',6-diamidyno-2-fenyloindol) (D9542-10MG; Sigma Aldrich) (rozcienczony

1:100 w buforze PBS) i inkubowano przez okres 30 min. w temp. pokojowej. Preparaty
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zamknieto z wykorzystaniem medium Vectashield (H-1000; Vector Laboratories)

1 przechowywano w temp. —20°C.

Zdjecia preparatow wykonywano z wykorzystaniem mikroskopu konfokalnego
(Zeiss LSM 800) i obiektywem immersyjnym o 40-krotnym powigkszeniu oraz aperturze
numerycznej 1.2. Do analizy zdj¢¢ uzyto oprogramowania Zeiss ZEN 2.5 lite Microscope

Software (Carl Zeiss, Germany).

3.4.6. Okreslenie fazy cyklu plciowego myszy

Fazy cyklu plciowego myszy monitorowano za pomocg badania cytologicznego
z wypluczyn pochwy z zastosowaniem zestawu Diff Quik® (Medion Diagnostics AG,
Switzerland, DQ-ST). Przy uzyciu pipety, wprowadzono 10 pl sterylnego PBS, nastepnie
wyphuczyny natozono na szkietko podstawowe i dokonano rozmazu z uzyciem szkietka
nakrywkowego. Po wyschnieciu, preparaty zanurzano kolejno przez 2 min. w metanolu,
eozynie i bigkicie metylenowym. Wyrdznia si¢ trzy gtowne typy komoérek w wymazach
pochwowych: komorki nablonkowe z widocznym jadrem, zluszczone komorki
nablonkowe oraz leukocyty. Komorki nablonkowe z widocznym jadrem maja lekko
zabarwiong cytoplazme i owalne jadro. Zluszczajace si¢ komorki nabtonkowe o ksztatcie
wielokatow sg wybarwione jednolicie i1 nie posiadajg jadra w $Srodku. Wielojadrzaste
leukocyty moga by¢ odroznione od pozostatych komoérek ze wzgledu na mniejszy
rozmiar i intensywniejsze zabarwienie (Kyronlahti i in. 2011; McLean i in. 2012). Faza
proestrus charakteryzuje si¢ obecnoscig komoérek nabtonkowych z widocznym jadrem
(Rys. 9). Podczas fazy estrus obserwuje si¢ gesto upakowane skupiska ztuszczajacych sig
komorek nablonkowych. W kolejnej fazie metestrus dodatkowo pojawiaja si¢ silniej
zabarwione leukocyty, ktore dominujg w fazie diestrus (McLean i in. 2012). Analize
preparatow mikroskopowych przeprowadzono z wykorzystaniem mikroskopu swietlnego

(Olympus CX31).
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Rys. 9. Wybrane zdjecia badan cytologicznych wymazdéw pochwowych w rdznych fazach cyklu ptciowego
u myszy: A) prostrus; B) estrus; C) metestrus; D) diestrus.

3.4.7. Spektroskopia magnetycznego rezonansu jadrowego

Podczas trwania eksperymentow przyzyciowo monitorowano parametry takie jak
waga, a takze masa tkanki tluszczowej i beztluszczowej przy uzyciu magnetycznego
rezonansu jadrowego Minispec LF90 Il (Bruker, Niemcy). Za pomocg tej metody
mozliwe jest okre$lenie (przyzyciowo) zawarto$ci tkanki tluszczowej w organizmie.
W celu wykonania pomiaru myszy umieszczano w plastikowej tubie i unieruchamiano

plastikowym tlokiem. Czas trwania pomiaru wynosit okoto 3 minuty.

3.5. Analiza bioinformatyczna

3.5.1. Analiza gen6w ulegajacych zréznicowanej ekspresji

Jako$¢ surowych danych oszacowano za posrednictwem FASTQC

(https://www.bioinformatics.babraham.ac.uk/projects/fastqc/). Sekwencje o0 niskiej
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jako$ci oraz sekwencje adapterOw usunieto przy pomocy oprogramowania cutadapt
(wersja 1.18) (Martin 2011). Nastepnie oczyszczone sekwencje mapowano na mysi
genom referencyjny (GRCm39) przy uzyciu oprogramowania STAR (wersja 2.7.10a)
(Dobin i in. 2013). W kolejnym etapie ilos¢ sekwencji wigzacych sie do poszczegolnych
gendw (egzondw) obliczono za pomocg programu featureCounts (wersja 2.0.1)
(Liao 1 in. 2014). Analize genéow ulegajacych zroznicowanej ekspresji
(ang. Differentially Expressed Genes - DEGS) i skorygowang wartos$¢ p (ang. p-adjusted
values) okreSlono za pomocg oprogramowania statystycznego R (wersja 4.1.3)
przy uzyciu pakietu DESeq2 (wersja 1.34.0) (Love i in. 2014). Prog dla istotnie réznej
ekspresji ustalono na p-skorygowany < 0,05. Wizualna prezentacja wynikow zostata
przeprowadzona w oprogramowaniu R z wykorzystaniem ggplot2 (wersja 3.3.6)
(Wickham 2016), Venn Diagram (wersja 1.7.3) oraz pheatmap (wersja 3.1.1) (Gu 2022).

3.5.2. Analiza funkcjonalna

Analiza funkcjonalna pozwala na zbadanie przynaleznosci genow
do poszczegdlnych proceséw biologicznych. Geny podzielono na trzy gtéwne kategorie
GO (ang. Gene Ontology terms): wedtug funkcji produktu genu (ang. Molecular Function
- MF), procesu biologicznego w jakim moze bra¢ udziat (ang. Biological Process - BP),

czy tez lokalizacji komorkowej produktu genu (ang. Cellular Component - CC).

Analize funkcjonalng DEGS przeprowadzono w oparciu o baz¢ danych Gene
Ontology (GO) przy uzyciu pakietow clusterProfiler (wersja 4.2.2) (Yuiin. 2012), DOSE
(wersja 3.20.1) (Yu i in. 2015), biomaRt (wersja 2.50.3) (Durinck i in. 2009)
1 org.Mm.eg.db (wersja 3.14.0) za pomoca oprogramowania statystycznego R,
z ustalonym kryterium P-skorygowane <0,05. Wizualna prezentacja wynikow zostala

przygotowana przy uzyciu oprogramowania R z ggplot2.
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3.6. Analiza statystyczna wynikow

Do oceny istotnosci réznic otrzymanych wynikéw uzyto programu GraphPad
Prism Software (Version 9.01, GraphPad Software, Inc.; La Jolla, USA). Sprawdzenie
normalnosci rozktadu dokonywano z wykorzystaniem testu D'Agostino-Pearsona.
Dla wynikow o rozkladzie normalnym zastosowano test parametryczny T-studenta.
Do testowania istotnos$ci roznic w grupach z niska liczebnoscig i brakiem rozktadu
normalnego uzywano nieparametrycznego testu U Manna-Whitneya (przy poréwnaniu
dwoch grup niezaleznych) oraz test kolejnosci par Wilcoxona (przy pordéwnaniu
zmiennych zaleznych). Wartosci przedstawiono jako srednie+SEM. Za poziom istotnosci

przyjeto p<0,05.

W 1. zadaniu badawczym rdéznice statystyczne w ekspresji NIrp3, Caspl, Il-15,
11-18 na poziomie mRNA w jajnikach okreslono na podstawie nieparametrycznego testu
U Manna-Whitneya. Ponadto roznice statystyczne w ekspresji NLRP3, CASP1 p45,
CASP1 p20, IL-18 p24, I1L-18 p18 na poziomie biatka w jajniku potwierdzono testem
t-studenta lub nieparametrycznym testem Wilcoxona.

W 2. zadaniu badawczym réznice statystyczne w ekspresji NIrp3, Caspl, Il-14,
[1-18 na poziomie mRNA w jajniku okreslono na podstawie nieparametrycznego testu
U Manna-Whitneya. Ponadto roznice statystyczne w ekspresji NLRP3, CASP1 p45,
CASP1 p20, IL-18 p24, I1L-18 p18 na poziomie biatka w jajniku potwierdzono testem
t-studenta lub nieparametrycznym testem Wilcoxona. Poza tym roznice statystyczne
w stezeniu IL-1B wykazano nieparametrycznym testem U Manna-Whitneya. Roéznice
statystyczne pomigdzy warto$ciami uzyskanymi z pomiarow przy uzyciu spektroskopii
magnetycznego rezonansu jadrowego (masy ciata, masy tkanki tlhuszczowej
i beztluszczowej oraz wskaznika otluszczenia) myszy eksperymentalnych okreslono
na podstawie nieparametrycznego testu wielokrotnych poréwnan przy uzyciu metody

Bonferoniego-Sidaka.

W 3. zadaniu badawczym analiz¢ DEGSs oraz analize¢ funkcjonalng wykonano

w oprogramowaniu statystycznym R (szczegoty opisano w podrozdziale 3.5).

W 4. zadaniu badawczym zastosowano korelacj¢ czastkowa celem okreslenia
koekspresji genow (cor > 0.9) z wykorzystaniem pakietu corpcor (wersja: 1.6.10).

Statystyke sieci obliczono przy uzyciu pakietu igraph (wersja 1.4.3).
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W 5. zadaniu badawczym roznice statystyczne w ekspresji Nlrp3, Caspl, Il-1p,
11-18 na poziomie mRNA w watrobie okreslono na podstawie nieparametrycznego testu
U Manna-Whitneya. Ponadto réznice statystyczne w ekspresji NLRP3, CASP1 p45,
CASP1 p20, IL-18 p24, IL-18 p18 na poziomie biatka w watrobie potwierdzono testem
t-studenta lub nieparametrycznym testem Wilcoxona. Poza tym réznice statystyczne

w stezeniu IL-1p wykazano nieparametrycznym testem U Manna-Whitneya.
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4. WYNIKI

4.1. Zadanie badawcze 1. OKreslenie ekspresji elementow szlaku inflamasomu
NLRP3 na poziomie mRNA i bialka podczas fazy estrus i diestrus w jajniku myszy

Rysunek 10 przedstawia ekspresj¢ Nlpr3, Caspl, 1l-74 i 11-18 na poziomie mRNA
w jajnikach myszy w fazach estrus i diestrus.

W fazie diestrus wykazano wzrost ekspresji Caspl (Rys. 10B; p<0,01), Il-1p
i 11-18 (Rys. 10C, D; p<0,05) w jajniku myszy.
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Rys. 10. Ekspresja A) NOD-like receptor protein 3 (Nlrp3), B) kaspazy 1 (Caspl), C) interleukiny 1B
(I1-1p), D) interleukiny 18 (11-18) na poziomie mRNA w jajnikach myszy w fazach estrus i diestrus.
Wartoéci przedstawiono jako $rednie =SEM. Roéznice statystyczne pomiedzy grupami okre§lono
na podstawie nieparametrycznego testu U Manna-Whitneya. Liczba wykorzystanych prob do analizy
Real-time PCR: n=6-7. Gwiazdki wskazujg réznice istotne statystycznie (*p<0,05; **p<0,01).
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Rysunek 11 przedstawia ekspresje NLRP3, CASP1 p45, CASP1 p20, IL-18 p24,

IL-18 p18 na poziomie biatka w jajnikach myszy w fazach estrus i diestrus.

W fazie diestrus wykazano wzrost ekspresji NLRP3 (Rys. 11A; p<0,05), IL-18
p24, 1L-18 p18 (Rys. 11D, E; p<0,01) na poziomie biatka w jajniku myszy. Dodatkowo
wykazano obnizenie ekspresji CASP1 p45 (Rys. 11B; p<0,05) na poziomie biatka

w jajniku myszy w fazie diestrus.
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Rys. 11. Ekspresja A) NOD-like receptor protein 3 (NLRP3), B) pro-kaspazy 1 (CASP1 p45), C) kaspazy
1 podjednostki p20 (CASP1 p20), D) interleukiny-18 podjednostki p24 (IL-18 p24), E) interleukiny 18
podjednostki p18 (IL-18 p18) na poziomie biatka w jajnikach myszy w fazach estrus i diestrus. Wartosci
przedstawiono jako $rednie +SEM. Roéznice statystyczne pomiedzy grupami okre$lono na podstawie
nieparametrycznego testu U Manna-Whitneya. Liczba wykorzystanych prob do analizy Western blotting:
n=7-8/grupe. E — faza estrus, D — faza diestrus. Gwiazdki wskazujg roznice istotne statystycznie (*p<0,05;

**p<0,01).
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Rysunek 12 przedstawia immunolokalizacjc NLRP3 w jajniku myszy w fazie

diestrus.

Immunolokalizacj¢ NLRP3 potwierdzono metoda IHC w pecherzykach
jajnikowych, CL oraz zrebie jajnika (Rys. 12B). Stwierdzono wigksza ekspresje w GCs,
TCs oraz oocytach we wszystkich etapach rozwoju pecherzykow (Rys. 12D-F).
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Rys. 12. Wybrane zdjecia przedstawiajace immunolokalizacje NOD-like receptor protein 3 (NLRP3)
podczas wzrostu pecherzykow w jajniku myszy. Brazowe zabarwienie wskazuje na lokalizacj¢ NLRP3
w jajniku myszy. Jadra komorkowe wybarwiono hematoksyling (niebieskie zabarwienie). Barwienie
kontrolne przeprowadzono bez uzycia przeciwcial pierwszorzedowych (A, C). Lokalizacja NLRP3
w jajniku (B), pecherzyku pierwszorzgdowym (D), drugorzedowym (E) oraz przedantralnym (F) przy
uzyciu metody immunohistochemicznej. Strzatki - komorki ziarniste, koncowki strzatki — komorki ostonki,
gwiazdki — oocyty. Skala: 20 um i 100 um.
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Rysunek 13 przedstawia immunolokalizacje NLRP3 w jajniku myszy w fazie
diestrus.

Immunolokalizacj¢ NLRP3 potwierdzono metodg IF w pecherzykach
jajnikowych, CL oraz zr¢bie jajnika (Rys. 13B). Stwierdzono wigksza ekspresje w GCs,
TCs oraz oocytach (Rys. 13C-D).

Rys. 13. Wybrane zdjecia przedstawiajgce immunolokalizacje NOD-like receptor protein 3 (NLRP3)
w jajniku myszy. Pomaranczowe zabarwienie wskazuje na lokalizacje NLRP3 w jajniku myszy. Jadra
komoérkowe wybarwiono DAPI (niebieskie zabarwienie). Barwienie kontrolne przeprowadzono bez uzycia
przeciwcial pierwszorzedowych (A). Lokalizacja NLRP3 w jajniku jajniku (B), pecherzyku
drugorzedowym (C) oraz przedantralnym (D) przy uzyciu metody immunofluorescencyjnej. Zdjgcia
w lewym gornym rogu (A, C) — powigkszenie komorek ziarnistych. Strzatki - komorki ziarniste, koncowki
strzatki — komorki ostonki, gwiazdki — oocyty. Skala: 20 pm i 100 pm.

69



4.2 Zadanie badawcze 2. OkreSlenie wplywu szlaku sygnalowego leptyny

na regulacje aktywnosci inflamasomu NLRP3 w jajniku otylych myszy

Rysunek 14 przedstawia charakterystyke fenotypu myszy w modelu DIO, otytosci
uwarunkowanej genetycznie (myszy db/db i ob/ob) oraz farmakologicznej
hiperleptynemii. Zestawienie wszystkich dokonanych pomiaréw (masa ciata, masa tkanki
thuszczowej, masa tkanki beztluszczowej 1 wskaznik otluszczenia) przedstawiono

w tabelach S1A-D (Suplementy: Tabele S1A-D).

Masa ciata myszy db/db i ob/ob wynosita okoto 40 gram (g), natomiast myszy
kontrolnych okoto 20 g (Rys. 14A). Zaréwno myszy db/db i ob/ob byly znacznie grubsze
w wieku 12 tyg., ze $Srednig masg ciata 53 g u myszy db/db i 49 g u myszy ob/ob
(Rys. 14A; p<0,05), natomiast $rednia waga myszy karmionych HFD w 24 tyg. zycia
wynosita 33 g (Rys. 14A; p<0,05). Waga ciata myszy, ktorym podawano leptyng (L)
pomigdzy 8 a 10 tyg. zycia obnizyta si¢ z 20 g do 17 g (Rys. 14A; p<0,05). Masa tkanki
thuszczowej u obu szczepow myszy db/db i ob/ob zwigkszyta si¢ w okresie od 8 do 12
tyg. zycia o okoto 11 g i byta odpowiednio wicksza o 32 g u myszy db/db i 23 g u myszy
ob/ob w poréwnaniu do myszy kontrolnych (Rys. 14B; p<0,001). Masa tkanki
thuszczowej w grupie myszy karmionych HFD znaczaco zwigkszyla si¢ w 12 tyg.
i byla 0 9 g wigksza w 24 tyg. zycia (Rys. 14B; p < 0,01), natomiast u myszy L byla
nizsza w 10 tyg. zycia (Rys. 14B; p<0,05). Masa beztluszczowa u myszy db/db byta
mniejsza 0 2 g, natomiast u myszy ob/ob byta wigksza o 4 g od poczatku eksperymentu
1 utrzymywata si¢ az do 12 tyg. zycia (Rys. 14C; p<0,05). Masa beztluszczowa w grupie
myszy karmionych HFD zwigkszyla si¢ o 3 g w okresie od 8 tyg. do 24 tyg. zycia
w porownaniu do myszy kontrolnych (Rys. 14C; p<0,01). Wskaznik otylosci u obu
szczepow myszy db/db i ob/ob zwigkszyt si¢ w okresie od 8 do 12 tyg. zycia o okoto
0,5% i byla odpowiednio wigksza 0 0,94 % u myszy db/db i 0,16 g u myszy ob/ob
w porownaniu do myszy kontrolnych (Rys. 14D; p<0,05). Wskaznik otylosci w grupie
myszy karmionych HFD zwigkszyt si¢ o 1,17% (Rys. 14D; p<0,05), natomiast u myszy
L zmniejszyt si¢ 0 0,06% w poréwnaniu do grupy kontrolnej (Rys. 14D; p<0,05).
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Rys. 14. Charakterystyka fenotypu myszy modelu otyto$ci indukowanej dietg (ang. diet-induced obesity -
DIO), otyltosci uwarunkowanej genetycznie (myszy db/db i ob/ob) oraz farmakologicznej hiperleptynemii.
Mierzone parametry: A) masa ciata, B) masa tkanki tluszczowej, C) masa bezttuszczowa, D) wskaznik
otluszczenia przy uzyciu spektroskopii magnetycznego rezonansu jadrowego. Model DIO: myszy szczepu
B6 karmione dietg standardowa (ang. chow diet, CD) lub wysokottuszczowa (ang. high fat diet, HFD).
Otyto$¢ uwarunkowana 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, ktérym podawano dootrzewnowo 100 ug leptyny
(L) lub sol fizjologiczng (K). W modelu DIO pomiary przeprowadzono w 8, 12 i 24 tygodniu zycia.
W modelu otylosci uwarunkowanej genetycznie pomiary przeprowadzono w 8, 10 i 12 tygodniu zycia,
natomiast w modelu farmakologicznej hiperleptynemii w 8 i 10 tygodniu zycia. HFD — kropka czerwona,
myszy db/db — kropka brgzowa, myszy ob/ob — kropka pomaranczowa, L — kropka zotta. Kropki czarne
wskazuja grupy kontrolne. Roéznice statystyczne pomiedzy grupami okreSlono na podstawie
nieparametrycznego testu U Manna-Whitneya. Gwiazdki wskazuja roznice istotne statystycznie (* p<0,05;
** p<0,01; ***p<0,001; p<0,0001).
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Rysunek 15 przedstawia ekspresje Nlpr3, Caspl, 1l-74 1 11-18 na poziomie mRNA
w jajnikach myszy modelu DIO, otylosci uwarunkowanej genetycznie (myszy db/db

i ob/ob) oraz farmakologicznej hiperleptynemii.

W jajniku myszy 4 tyg. HFD wykazano wzrost ekspresji NIrp3 (Rys. 15A;
p=0,06), natomiast w grupie myszy 4 tyg. HFD oraz 16 tyg. HFD wykazano wzrost
ekspresji 1l-14 (Rys. 15C, odpowiednio p<0,05; p<0,01). Ponadto wykazano obnizenie
ekspresji 1I-18 w jajniku myszy db/db (Rys. 15C; p<0,01). Natomiast u myszy ob/ob
wykazano obnizenie ekspresji NIrp3 (Rys. 15A; p<0,05), Caspl (Rys. 15B; p<0,05),
11-18 (Rys. 15D; p<0,05). Co wiecej w jajniku myszy 16L wykazano zwigkszong
ekspresje NIrp3 (Rys. 15A; p<0,05), Caspl (Rys. 15B; p<0,01) oraz IlI-15 (Rys. 15C;
p<0,05).
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Rys. 15. Ekspresja A) NOD-like receptor protein 3 (Nlrp3), B) kaspazy 1 (Caspl), C) interleukiny 1B
(11-15), D) interleukiny 18 (11-18) na poziomie MRNA w jajniku myszy modelu otytosci indukowanej dieta
(ang. diet-induced obesity - DIO), otytosci uwarunkowanej genetycznie (myszy db/db i ob/ob) oraz
farmakologicznej hiperleptynemii. Model DIO: myszy szczepu B6 karmione przez okres 4 tygodni dieta
standardowg (ang. chow diet, CD, 4 tyg. CD) lub wysokotluszczows (ang. high fat diet, HFD, 4 tyg. HFD)
oraz 16 tygodni dieta standardowa (16 tyg. CD) lub wysokotluszczowa (16 tyg. HFD). Otytos¢
uwarunkowana 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, ktérym podawano dootrzewnowo 100 pg leptyny
przez 16 dni (16L) lub sdl fizjologiczna (16K). Wartosci przedstawiono jako $rednie +SEM. Roéznice
statystyczne pomiedzy grupami okreslono na podstawie nieparametrycznego testu U Manna-Whitneya.
Liczba wykorzystanych préb do analizy Real-time PCR: n=6-8. Gwiazdki wskazuja roznice istotne
statystycznie (*p<0,05; **p<0,01; +p=0,06).
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Rysunek 16 przedstawia ekspresj¢ NLRP3, CASP1 p45, CASP1 p20, IL-18 p24,
IL-18 p18 na poziomie biatka w jajnikach myszy modelu DIO, otyto$ci uwarunkowane;j
genetycznie (myszy db/db i ob/ob) oraz farmakologicznej hiperleptynemii, a takze
stezenie IL-1B na poziomie biatka w jajnikach myszy modelu DIO, myszy ob/ob oraz
farmakologicznej hiperleptynemii.

W jajniku myszy 4 tyg. HFD wykazano wzrost ekspresji NLRP3 (Rys. 16A;
p<0,05), CASP1 p45 (Rys. 16B; p<0,05), IL-18 p24 (Rys. 16D; p<0,01) w poréwnaniu
do grupy kontrolnej. Ponadto wykazano obnizenie ekspresji NLRP3 (Rys. 16A; p<0,05),
CASP1 p20 (Rys. 16C; p<0,05), IL-18 p24 (Rys. 16D; p<0,05) i IL-18 p18 (Rys. 16E;
p<0,05) w grupie myszy 16 tyg. HFD. Dodatkowo metodg immunoenzymatyczng
wykazano podwyzszone st¢zenie IL-1p (Rys. 16F; p=0,082) w jajniku myszy
16 tyg. HFD. Nie wykazano zmian w ekspresji badanych biatek w grupie myszy db/db.
Natomiast u myszy ob/ob wykazano obnizenie ekspresji NLRP3 (Rys. 16A; p<0,05) oraz
stezenia IL-1B (Rys. 16F; p<0,01). Dodatkowo w jajniku myszy 16L wykazano wzrost
ekspresji NLRP3 (Rys. 16A; p<0,05) i CASP1 p20 (Rys.6C; p<0,05) oraz podwyzszony
poziom ekspresji CASP1 p45 (Rys. 16B; p=0,07), IL-18 p 18 (Rys. 16E; p=0,06)
I stezenia IL-1PB (Rys. 16F; p=0,05).
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Rys. 16. Ekspresja A) NOD-like receptor protein 3 (NLRP3), B) pro-kaspazy 1 (CASP1 p45), C) kaspazy
1 podjednostki p20 (CASP1 p20), D) interleukiny-18 podjednostki p24 (IL-18 p24), E) interleukiny 18
podjednostki p18 (IL-18 p18) na poziomie biatka w jajniku myszy modelu otytosci indukowanej dieta (ang.
diet-induced obesity - DIO), otylosci uwarunkowanej genetycznie (myszy db/db i ob/ob) oraz
farmakologicznej hiperleptynemii. Stezenie F) interleukiny 1B (IL-1B) w jajniku myszy modelu DIO,
myszy ob/ob oraz farmakologicznej hiperleptynemii. Model DIO: myszy szczepu B6 karmione przez okres
4 tygodni dietg standardowsa (ang. chow diet, CD, 4 tyg. CD) lub wysokottuszczowg (ang. high fat diet,
HFD, 4 tyg. HFD) oraz 16 tygodni dietg standardowg (16 tyg. CD) lub wysokottuszczowg (16 tyg. HFD).
Otylos¢ uwarunkowana 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 sol fizjologiczna (16K). Wartosci przedstawiono jako $rednie =SEM. Roznice
statystyczne pomiedzy grupami okre$lono na podstawie testu t-studenta i nieparametrycznego testu
Wilcoxona dla analizy Western blotting oraz nieparametrycznego testu U Manna-Whitneya dla metody
immunoenzymatycznej. Liczba wykorzystanych prob do analizy Western blotting: n=6-8, metody
immunoenzymatycznej: n=4-6. Gwiazdki wskazuja rdznice istotne statystycznie (*p<0,05; **p<0,01;
+p=0,07; p=0,06; p=0,05).
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4.3. Zadanie badawcze 3. Analiza transkryptomiczna komérek ziarnistych myszy
db/db oraz myszy ob/ob
Rysunek 17 przedstawia liczbe odczytow oraz catkowitg liczbe genow

ulegajagcych ekspresji w GCs modelu otylosci uwarunkowanej genetycznie (myszy db/db
i ob/ob).

Na podstawie RNA-seq uzyskano 92,77 min surowych odczytoéw w zakresie
od 3,59 miIn do 12,98 miln na kazda probe. Po usunieciu sekwencji o niskiej jako$ci
oraz sekwencji adapterow pozostato 92,66 min wysokiej jakosci odczytow (w zakresie
3,58 mln do 12,96 mln na kazdg probe), a nastgpnie 0Czyszczone sekwencje mapowano
na mysi genom referencyjny (GRCm39) z przypisang liczbg odczytdow w zakresie
od 3,41 mln do 12,45 mIn na kazda probe (Rys. 17A). Srednio 87,5% odczytéw zostato
zmapowanych do genomu referencyjnego w unikatowych lokalizacjach. Catkowita liczba
genow ulegajacych ekspresji w GCs myszy db/db i ob/ob wahata si¢ w granicach
od 17 934 do 23 270 (Rys. 17B, Suplementy: Tabela S2).
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Rys. 17. Wykres skrzypcowy obrazujacy A) liczbg odczytéw oraz B) calkowita liczbe genéw w komoérkach
ziarnistych modelu otyto$ci uwarunkowanej genetycznie (myszy db/db i ob/ob) na podstawie analizy RNA-
seq. Otytos¢ uwarunkowana genetycznie: myszy pozbawione genu receptora leptyny (db/db) i grupa myszy
kontrolnych (db/+); myszy pozbawione genu leptyny (ob/ob) i grupa myszy kontrolnych (ob/+). Kazda
pojedyncza kropka na wykresie skrzypcowym wskazuje badana probe: myszy db/db n=8; myszy ob/ob
n=6. M - milion
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Rysunek 18 przedstawia analiz¢ glownych sktadowych (ang. Principal
Component Analysis - PCA) globalnej ekspresji genow GCs modelu otylosci

uwarunkowanej genetycznie (myszy db/db i ob/ob).

Przeprowadzona analiza nie wykazata wyraznych roznic w profilu globalnej
ekspresji gendéw GCs pomiedzy probami myszy szczepu db/db (Rys. 18A) oraz myszy
szczepu ob/ob (Rys. 18B) a probami kontrolnymi, bez tendencji do klasteryzacji

(tworzenia skupien).
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Rys. 18. Analiza gtéwnych sktadowych (ang. Principal Component Analysis - PCA) prezentujaca ekspresje
genow komorek ziarnistych modelu otylosci uwarunkowanej genetycznie (myszy db/db i ob/ob)
na podstawie analizy RNA-seq. Otyto$¢ uwarunkowana genetycznie: myszy pozbawione genu receptora
leptyny (db/db) i grupa myszy kontrolnych (db/+); myszy pozbawione genu leptyny (ob/ob) i grupa myszy
kontrolnych (ob/+). MUT — myszy homozygotyczne, WT — myszy heterozygotyczne.
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Rysunek 19 przedstawia wykres wulkaniczy (ang. Volcano plot) DEGs w GCs

modelu otylosci uwarunkowanej genetycznie (myszy db/db i ob/ob).

Przy uzyciu wykresu wulkanicznego uwidoczniono réznice w ekspresji genow

w GCs myszy db/db (Rys. 19A) oraz myszy ob/ob (Rys. 19B).
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Rys. 19. Wykres wulkaniczny przedstawiajacy geny ulegajace rdznicowej ekspresji w komorkach
ziarnistych modelu otyto$ci uwarunkowanej genetycznie: A) myszy db/db oraz B) myszy ob/ob. Otytos¢
uwarunkowana genetycznie: myszy pozbawione genu receptora leptyny (db/db) i grupa myszy kontrolnych
(db/+); myszy pozbawione genu leptyny (ob/ob) i grupa myszy kontrolnych (ob/+). Czerwone kropki
oznaczaja geny, ktorych poziom ekspresji wzrost. Zielone kropki oznaczajg geny, ktorych poziom ekspresji
obnizyt si¢. O$§ x przedstawia krotno$¢ zmiany ekspresji (logoFC — ang. log, fold change) pomiedzy
transkryptomami grupy badanej a grupy kontrolnej, natomiast 0§ y przedstawia skorygowana warto$¢ p.
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Rysunek 20 przedstawia DEGs w GCs modelu otytosci uwarunkowane;

genetycznie (myszy db/db i ob/ob).

U myszy db/db wykazano 44 DEGs, z czego 11 genéw wykazato wzrost poziomu
ekspresji a 33 geny obnizong ekspresj¢ (Rys. 20, Suplementy: Tabela S3). Natomiast
u myszy ob/ob wykazano 82 DEGs, z czego 46 gendéw wykazalo wzrost poziomu
ekspresji a 36 gendéw obnizong ckspresje (Rys. 20, Suplementy: Tabela S4). Wsrod
wszystkich DEGs dla obu modeli tylko dwa geny wykazaty obnizony profil ekspresji:
siarczan 3-O- sulfotransferazy heparanu (Hs3st3bl) oraz aldo-keto reduktaza 1C18
(Akrlc18) (Rys. 20).
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Rys. 20. Mapy cieplne przedstawiajace geny o statystycznie istotnej roznicy w ekspresji zidentyfikowanych
w komorkach ziarnistych modelu otylosci uwarunkowanej genetycznie (myszy db/db i ob/ob).
Mapa cieplna po lewej stronie rysunku przedstawia profil ekspresji genéw u myszy szczepu db/db.
Mapa cieplna po prawej stronie rysunku przestawia profil ekspresji genow u myszy szczepu ob/ob.
W gornej czgéei rysunku znajduje si¢ diagram Venna przestawiajacy liczbe gendw ulegajacych réznicowe;
ekspresji w badanych grupach. Warto$¢ ekspresji przeskalowano do wartosci skali Z (Z-score). Wysoka
warto$¢ ekspresji genu oznaczono kolorem czerwonym, a niska wartos¢ ekspresji genu oznaczono kolorem
niebieskim. MUT — myszy homozygotyczne, WT — myszy heterozygotyczne.
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Rysunek 21 przedstawia analiz¢ funkcjonalng DEGs w GCs myszy db/db.

W GCs myszy db/db obnizona ekspresja gendéw aldo-keto reduktazy 1C13
(ang. aldo-keto reductase family 1, member C13 - Akrlc13) i aldo-keto reduktazy 1C18
(Akrlcl8) zwigzana byla m.in. z: ,,procesem metabolicznym steroidow”, ,,procesem
metabolicznym progesteronu” (Rys. 21A; Suplementy: Tabela S5). W GCs myszy db/db
zwigkszona ekspresja gendéw receptora ptytkopochodnego czynnika wzrostu beta
(ang. platelet derived growth factor receptor beta - Pdgfrb), kolagenu typu 11 alfa 1
(ang. collagen, type XI, alpha 1 - Colllal), agrekanu 9 (ang. A disintegrin-like and
metallopeptidase (reprolysin type) with thrombospondin type 1 motif, 9 - Adamts9)
zwigzana byla m. in. z: ,,rozwojem tkanki migsnia sercowego” (Rys. 21B; Suplementy:

Tabela S6).
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Rys. 21. Analiza funkcjonalna gendéw ulegajacych réznicowej ekspresji zidentyfikowanych w komoérkach
ziarnistych myszy db/db. A) Geny wykazujace obnizong ekspresj¢ w komorkach ziarnistych myszy db/db.
B) Geny wykazujace zwigkszong ekspresje w komoérkach ziarnistych myszy db/db. Na rysunkach
przedstawiono tylko podkategorie z najnizsza wartoscia p. O$ x przedstawia ilo§¢ genow o statystycznie
istotnej roéznicy w ekspresji zaklasyfikowanych do poszczegdlnej podkategorii wzgledem wszystkich
genow nalezacej do danej kategorii. O$ y przedstawia nazwe procesu. Wielkos¢ kotka okresla liczbe
wzbogaconych genow ulegajacych roznicowej ekspresji dla poszczegdlnego procesu, a kolor przedstawia
wartoéci log10 (p-skorygowane).
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Rysunek 22 przedstawia analiz¢ funkcjonalng DEGs w GCs myszy ob/ob.

W GCs myszy ob/ob obnizona ekspresja genéw Col4a2 i Coll6al zwigzana byta
m.in. z: ,,macierzg pozakomérkowg zawierajaca kolagen” (Rys. 22A; Suplementy: Tabela
S7). W GCs myszy ob/ob zwickszona ekspresja genow acylotransferazy diacyloglicerolu
2 (ang. diacylglycerol O-acyltransferase 2 - Dgat2) i fruktozo-1,6-bisfosfatazy
(ang. fructose bisphosphatase 1 - Fbpl) zwigzana byta m. in. z: ,,negatywna regulacja
procesu metabolicznego matych czasteczek” (Rys. 22B; Suplementy: Tabela S8).
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Rys. 22. Analiza funkcjonalna gendéw ulegajacych réznicowej ekspresji zidentyfikowanych w komodrkach
ziarnistych myszy ob/ob. A) Geny wykazujace obnizong ekspresj¢ w komorkach ziarnistych myszy ob/ob.
B) Geny wykazujace zwigkszong ekspresje w komoérkach ziarnistych myszy ob/ob. Na rysunkach
przedstawiono tylko podkategorie z najnizszg warto$cig p. O$ x przedstawia ilo$¢ genow o statystycznie
istotnej roéznicy w ekspresji zaklasyfikowanych do poszczegdlnej podkategorii wzgledem wszystkich
gendéw nalezacej do danej kategorii. O§ y przedstawia nazwe procesu. Wielkos¢ kotka okresla liczbe
wzbogaconych genow ulegajacych roznicowej ekspresji dla poszczegdlnego procesu, a kolor przedstawia
wartoéci log10 (p-skorygowane).
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Rysunek 23 przedstawia ekspresje genow zaangazowanych w regulacje procesu
steroidogenezy w GCs modelu otylosci uwarunkowanej genetycznie (myszy db/db
i ob/ab).

W GCs myszy db/db wykazano obnizong ekspresj¢ Fshr (Rys. 23A; p<0,05)
oraz Cyplbl (Rys. 23F, p<0,01) na poziomie mRNA. Natomiast w GCs myszy ob/ob
wykazano wzrost ekspresji Fshr (Rys. 23A; p<0,001), Igflr (Rys. 23B; p<0,05), Cyp19al
(Rys. 23C; p<0,05), Insr (Rys. 23D; p<0,05) na poziomie MRNA. Ponadto wykazano,
ze ckspresja genow Fshr (Rys. 23A; p<0,01), Igflr (Rys. 23B; p<0,001), Cypl9al
(Rys. 23C; p<0,05), Hsd17b3 (Rys. 23E; p<0,01), Cyplbl (Rys. 23F; p<0,01)

na poziomie MRNA jest wyzsza w GCs myszy ob/ob w poréwnaniu do myszy db/db.
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Rys. 23. Ekspresja A) receptora hormonu folikulotropowego (Fshr), B) receptora insulino-podobnego
czynnika wzrostu typu 1 (lgflr), C) cytochromu P450 izoformy 19al - cytochrom P450a.m (Cypl9al),
D) receptora insuliny (Insr), E) dehydrogenazy 17-beta-hydroksysteroidowej typu 3 (Hsd17b3),
F) cytochromu P450 izoformy 1b1 (Cyp1b1) na poziomie mRNA w komoérkach ziarnistych modelu otyltosci
uwarunkowanej genetycznie (myszy db/db i ob/ob) na podstawie analizy RNA-seq. Wartosci
przedstawiono jako $rednie +SEM. Roznice statystyczne pomiedzy grupami okreslono na podstawie
nieparametrycznego testu U Manna-Whitneya. Liczba wykorzystanych prob do analizy: myszy db/db n=8;
myszy ob/ob n=6. Gwiazdki wskazujg roznice istotne statystycznie (* p<0,05; ** p<0,01; ***p<0,001;
p<0,0001). MUT — myszy homozygotyczne, WT — myszy heterozygotyczne.
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Rysunek 24 przedstawia ekspresj¢ genow szlaku sygnatowego leptyny w GCs

modelu otylosci uwarunkowanej genetycznie (myszy db/db i ob/ob).

W GCs myszy db/db oraz myszy ob/ob nie wykazano istotnych statystycznie
roznic w ekspresji genow szlaku sygnatowego leptyny pomiedzy grupa badang
a kontrolng (Rys. 24). Ponadto nie wykazano istotnie statystycznie réznic w ekspresji

gendw szlaku sygnatowego leptyny w GCs myszy db/db w poréwnaniu do myszy ob/ob.
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Rys. 24. Ekspresja A) kinazy tyrozynowej Janus-2 (Jak2), B) receptora leptyny (Lepr), C) Pten
(ang. phosphatase and tensin homolog deleted on chromosome ten - Pten), D) fosfatazy tyrozynowej N1
(ang. protein tyrosine phosphatase N1 — Ptpnl), E) fosfatazy tyrozynowej PTPN2 (Ptpn2), F) SH2B 2
(ang. SH2B adaptor protein 2 - Sh2b2), G) supresor cytokiny sygnatowej 3(Socs3), H) gen kodujacy biatka
przenoszace sygnal i aktywujace transkrypcje 3 (Stat3), 1) gen kodujacy biatka przenoszgce sygnat
i aktywujgce transkrypcje 5 podjednostka a (Stat5a), J) gen kodujacy biatka przenoszace sygnat
i aktywujace transkrypcje 5 podjednostka b (Stat5b) na poziomie mMRNA w komoérkach ziarnistych modelu
otyloéci uwarunkowanej genetycznie (myszy db/db i ob/ob) na podstawie analizy RNA-seq. Wartosci
przedstawiono jako $rednie +SEM. Roznice statystyczne pomiedzy grupami okreslono na podstawie
nieparametrycznego testu U Manna-Whitneya. Liczba wykorzystanych prob do analizy: myszy db/db n=8;
myszy ob/ob n=6. O§ X wskazuje badang grupe myszy. O$ Y wskazuje normalng ekspresj¢ genu.
MUT — myszy homozygotyczne, WT — myszy heterozygotyczne.
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Rysunek 25 przedstawia ekspresje genow inflamasomu NLRP3 w GCs modelu

otytos$ci uwarunkowanej genetycznie (myszy db/db i ob/ob).

W GCs myszy db/db oraz myszy ob/ob nie wykazano istotnych statystycznie
roéznic w ekspresji genow inflamasomu NLRP3 w GCs myszy db/db oraz ob/ob
(Rys. 25).
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Rys. 25. Ekspresja A) NOD-like receptor protein 3 (NIrp3), B) kaspazy 1 (Caspl), C) interleukiny 1P
(I-13), D) interleukiny 18 (11-18) na poziomie mRNA w komodrkach ziarnistych modelu otylosci
uwarunkowanej genetycznie (myszy db/db i ob/ob) na podstawie analizy RNA-seq. Warto$ci
przedstawiono jako $rednie +SEM. Roznice statystyczne pomiedzy grupami okreslono na podstawie
nieparametrycznego testu U Manna-Whitneya. Liczba wykorzystanych prob do analizy: myszy db/db n=8;
myszy ob/ob n=6. O§ X wskazuje badana grupe myszy. O§ Y wskazuje normalng ekspresje genu.
MUT — myszy homozygotyczne, WT — myszy heterozygotyczne.
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4.4. Zadanie badawcze 4. Okreslenie wplywu leptyny na ekspresje elementow szlaku
inflamasomu NLRP3 na poziomie mMRNA w komérkach wzgérka jajonosnego
we wczesnej fazie otyloSci

Rysunek 26 przedstawia ekspresj¢ genow inflamasomu NLRP3 oraz szlaku
sygnatowego leptyny w CCs w grupie myszy 4 tyg. HFD (wczesna otyto$¢) oraz modelu

farmakologicznej hiperleptynemii.

W CCs myszy 16L wykazano wzrost ekspresji Nlrp3, Caspl, Il-15 i 1I-18
na poziomie MRNA (Rys. 26A). Ponadto w CCs myszy 16L wykazano obnizenie
ekspresji Pten, StatSa (Rys. 26B) oraz podwyzszong ekspresje Jak2, Socs3, Ptpnl
na poziomie MRNA (Rys. 26B).
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Rys. 26. Mapy cieplne przedstawiajace geny o statystycznie istotnej rdznicy w ekspresji zidentyfikowanych
w komorkach wzgdrka jajonosnego myszy wezesnej otytosci modelu otytosci indukowanej dietg (ang. diet-
induced obesity - DIO) oraz farmakologicznej hiperleptynemii. Model DIO: myszy szczepu B6 karmione
przez okres 4 tygodni dietg standardowa (ang. chow diet, CD, 4 tyg. CD) lub wysokottuszczowsg (ang. high
fat diet, HFD, 4 tyg. HFD). Model farmakologicznej hiperleptynemii: myszy szczepu B6, ktéorym podawano
dootrzewnowo 100 ug leptyny przez 16 dni (16L) lub sél fizjologiczng (16K). Mapa cieplna przestawiajaca
profil ekspresji genow A) inflamasomu NLRP3 oraz B) szlaku sygnatowego leptyny w komoérkach wzgorka
jajonosnego myszy 4 tyg. HFD oraz myszy 16L. Wysoka warto$¢ ekspresji genu oznaczono kolorem
czerwonym (+3), a niska warto$¢ ekspresji genu oznaczono kolorem niebieskim (-3). FC — (ang. fold
change) warto$§¢ wskazujaca wielokrotno$¢ roznicy (log2) pomigdzy transkryptomami grupy badanej
a grupy kontrolne;j.
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Rysunek 27 przedstawia ekspresj¢ gendéw wykazujacych podobny poziom
ekspresji w CCs we wczesnej fazie otytosci z wykorzystaniem myszy karmionych

4 tyg. HFD oraz modelu farmakologicznej hiperleptynemii.

W CCs myszy 4 tyg. HFD oraz 16L zidentyfikowano nastepujace geny, ktorych
ekspresja na poziomie mMRNA byta podwyzszona: gen kodujacy biatko btonowe typu I
zwigzane z lizosomami (ang. lysosomal-associated membrane protein 1 — Lampl),
gen kodujacy biatko GDI1 (ang. GDP Dissociation Inhibitor 1 — Gdil), gen kodujacy
biatko ARF1 (ang. ADP Ribosylation Factor 1 — Arfl), gen kodujacy biatko TM9SF2
(ang. Transmembrane 9 superfamily member 2 - Tm9sf2), Serpina 1 (ang. serpin family
A member 1 — Serpl), reduktaza cytochromu b5 3 (ang. cytochrome b5 reductase 3 -
Cyb5r3), gen kodujacy biatko TRPC4AP (ang. Transient Receptor Potential Cation
Channel Subfamily C Member 4 Associated Protein - Trpc4ap) (Rys. 27). Ponadto w CCs
myszy 4 tyg. HFD oraz 16L zidentyfikowano nastgpujace geny, ktorych ekspresja
na poziomie MRNA byta obnizona: gen kodujacy biatko USP42 (ang. Ubiquitin specific
peptidase 42 - Usp42), demetylaza lizynowa 6b (ang. Lysine demethylase 6B - Kdméb),
gen kodujacy Activator Of Transcription And Developmental Regulator AUTS2
(ang. autism susceptibility candidate 2 - Auts2), gen kodujacy biatko AEBP2
(ang. Adipocyte Enhancer-Binding Protein 2 - Aebp2), gen kodujacy biatko SLC22A15
(ang. solute carrier family 22, member 15 - Slc22al5), gen kodujacy biatko ALPK3
(ang. Alpha-protein kinase 3 - Alpk3), gen kodujacy biatko ZC3H11A (ang. Zinc Finger
CCCH-Type Containing 11A - Zc3h11a) (Rys. 27).

89



Usp42 l 3
Kdm6b 2
Auts2 1
Aebp?2 0
Sic22a15 _
Alpk3
Zc3hi1a
Lamp1

Gdi2

Arf1

Tm9sf2

Serp1

Cybbr3

B e

log2 FC

Rys. 27. Mapa cieplna przedstawiajaca geny o statystycznie istotnej roznicy w ekspresji zidentyfikowanych
w komorkach wzgorka jajonosnego myszy modelu otytosci indukowanej dieta (ang. diet-induced obesity -
DIO) oraz farmakologicznej hiperleptynemii. Model DIO: myszy szczepu B6 karmione przez okres
4 tygodni dieta standardowa (ang. chow diet, CD, 4 tyg. CD) lub wysokottuszczowa (ang. high fat diet,
HFD, 4 tyg. HFD). Model farmakologicznej hiperleptynemii: myszy szczepu B6, ktorym podawano
dootrzewnowo 100 pg leptyny przez 16 dni (16L) lub sdl fizjologiczng (16K). Mapa cieplna
przedstawiajgca profil ekspresji genéw w grupie myszy 4 tyg. HFD i 16L, wykazujacych podobny poziom
ekspresji. Wysoka warto$¢ ekspresji genu oznaczono kolorem czerwonym (+3), a niskg warto$¢ ekspresji
genu oznaczono kolorem niebieskim (-3). FC — (ang. fold change) warto$§¢ wskazujaca wielokrotnoéé
réznicy (log2) pomiedzy transkryptomami grupy badanej a grupy kontrolnej.
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Rysunek 28 przedstawia sie¢ wzajemnych oddziatywan oraz analiz¢ funkcjonalng

gendw przedstawionych na Rys. 26 i Rys. 27.

Przy uzyciu programu Cytoscape przeprowadzono analize, za pomocg ktorej
wyr6zniono 5 gldwnych kategorii (klastroéw) wykazujacych silng interakcje pomigdzy
genami inflamasomu NLRP3, szlaku sygnalowego leptyny oraz genéw wykazujacych
podobny profil ekspresji w CCs myszy 4 tyg. HFD i 16L (Rys. 28A). Na podstawie
analizy funkcjonalnej wyszczegdlniono 3 kategorie GO, ktére obejmowaly: ,,negatywna
regulacje transportu glukozy”, ,,odpowiedz na ATP” oraz ,pozytywna regulacje
biosyntezy cytokin” (Rys. 28B).
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Rys. 28. A) Wizualizacja sieci interakcji pomigdzy genami inflamasomu NLRP3, szlaku sygnalowego
leptyny oraz genow wykazujacych podobny profil ekspresji w komorkach wzgorka jajonosnego myszy
karmionych 4 tygodnie HFD i modelu hiperleptynemii. B) Diagram kotowy przedstawiajacy 3 gtowne
kategorie GO (ang. Gene Ontology), ktore zostaly zidentyfikowane w obydwu badanych modelach.
Wizualizacje sieci dokonano przy uzyciu oprogramowania Cytoscape.
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4.5. Zadanie badawcze 5. Okreslenie wplywu leptyny na ekspresje¢ elementow szlaku

inflamasomu NLRP3 na poziomie mRNA i bialka w watrobie otylych myszy

Rysunek 29 przedstawia ekspresje Nlpr3, Caspl, 1l-74 1 11-18 na poziomie mRNA
w watrobie myszy modelu DIO, otylo$ci uwarunkowanej genetycznie (myszy db/db

i ob/ob) oraz farmakologicznej hiperleptynemii.

W watrobie myszy 16 tyg. HFD wykazano wzrost ekspresji Nlrp3 (Rys. 29A;
p<0,05) oraz Il-14 (Rys. 29B; p<0,05). W watrobie myszy ob/ob wykazano obnizenie
ekspresji Nlpr3 (Rys. 29A,; p<0,05). Ponadto nie wykazano zmian ekspresji w watrobie
myszy 4 tyg. HFD, db/db oraz 15L.
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Rys. 29. Ekspresja A) NOD-like receptor protein 3 (Nlrp3), B) kaspazy 1 (Caspl), C) interleukiny 1B
(I1-1p), D) interleukiny 18 (11-18) na poziomie mMRNA w watrobie myszy modelu otylosci indukowane;j
dietg (ang. diet-induced obesity - DIO), otylosci uwarunkowanej genetycznie (myszy db/db i ob/ob)
oraz farmakologicznej hiperleptynemii. Model DIO: myszy szczepu B6 karmione przez okres 4 tygodni
dietg standardowg (ang. chow diet, CD, 4 tyg. CD) lub wysokottuszczows (ang. high fat diet, HFD,
4 tyg. HFD) oraz 16 tygodni dieta standardowg (16 tyg. CD) lub wysokottuszczowsa (16 tyg. HFD). Otyto$¢
uwarunkowana 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, ktérym podawano dootrzewnowo 100 pg leptyny
przez 16 dni (16L) lub sol fizjologiczna (16K). Wartosci przedstawiono jako $rednie +SEM. Roznice
statystyczne pomigdzy grupami okreslono na podstawie nieparametrycznego testu U Manna-Whitneya.
Liczba wykorzystanych prob do analizy Real-time PCR: n=6-9. Gwiazdki wskazujg r6znice istotne
statystycznie (*p<0,05).
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Rysunek 30 przedstawia ekspresj¢ NLRP3, CASP1 p45, CASP1 p20, IL-18 p24,
IL-18 p18 na poziomie biatka w watrobie myszy modelu DIO, otylo$ci uwarunkowane;j
genetycznie (myszy db/db i ob/ob) oraz farmakologicznej hiperleptynemii, a takze

stezenie IL-1B w watrobie myszy modelu DIO.

W watrobie myszy 4 tyg. HFD wykazano wzrost st¢zenia IL-1B (Rys. 30F;
p<0,05) w poréwnaniu do grupy kontrolnej. Ponadto wykazano wzrost ekspresji NLRP3
(Rys. 30A; p<0,05), CASP1 p20 (Rys. 30C; p=0,07), I1L-18 p24 (Rys. 30D; p<0,05)
IL-18 p18 (Rys. 30E; p<0,05) i stezenia IL-1B (Rys. 30F; p<0,05) w watrobie myszy
16 tyg. HFD. W watrobie myszy db/db wykazano obnizenie ekspresji CASP1 p45
(Rys. 30B; p<0,05) oraz CASP1 p20 (Rys. 30C; p<0,05). Natomiast u myszy ob/ob
wykazano obnizenie ekspresji NLRP3 (Rys. 30A; p<0,05), CASP1 p45 (Rys. 30B;
p<0,01), CASP1 p20 (Rys. 30C; p<0,05) oraz IL-18 p18 (Rys. 30E; p=0,08). Dodatkowo
w watrobie myszy 16L wykazano wzrost ekspresji CASP1 p45 (Rys. 30B; p<0,05).
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Rys. 30. Ekspresja A) NOD-like receptor protein 3 (NLRP3), B) pro-kaspazy 1 (CASP1 p45), C) kaspazy
1 podjednostki p20 (CASP1 p20), D) interleukiny-18 podjednostki p24 (IL-18 p24), E) interleukiny 18
podjednostki p18 (IL-18 p18) na poziomie biatka w watrobie myszy modelu otytosci indukowanej dieta
(ang. diet-induced obesity - DIO), otylosci uwarunkowanej genetycznie (myszy db/db i ob/ob)
oraz farmakologicznej hiperleptynemii. Stezenie F) interleukiny 1 (IL-1B) w watrobie myszy modelu DIO.
Model DIO: myszy szczepu B6 karmione przez okres 4 tygodni dieta standardowa (ang. chow diet, CD,
4 tyg. CD) lub wysokottuszczows (ang. high fat diet, HFD, 4 tyg. HFD) oraz 16 tygodni dietg standardowa
(16 tyg. CD) lub wysokotluszczows (16 tyg. HFD). Otyto$¢ uwarunkowana genetycznie: myszy
pozbawione genu receptora leptyny (db/db) i grupa myszy kontrolnych (db/+); myszy pozbawione genu
leptyny (ob/ob) i grupa myszy kontrolnych (ob/+). Model farmakologicznej hiperleptynemii: myszy
szczepu B6, ktorym podawano dootrzewnowo 100 pg leptyny przez 16 dni (16L) lub sol fizjologiczna
(16K). Warto$ci przedstawiono jako $rednie 2SEM. Roznice statystyczne pomigdzy grupami okreslono
na podstawie testu t-studenta i nieparametrycznego testu Wilcoxona dla analizy Western blotting
oraz nieparametrycznego testu U Manna-Whitneya dla metody immunoenzymatycznej. Liczba
wykorzystanych prob do analizy Western blotting: n=4-8, metody immunoenzymatycznej: n=4. Gwiazdki
wskazuja roznice istotne statystycznie (*p<0,05; **p<0,01; +p=0,07; p=0,06; p=0,05).
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5. OMOWIENIE WYNIKOW I DYSKUSJA

Otylos¢ prowadzi do wystgpienia stanu zapalnego jajnikow, czego efektem moze
by¢ brak owulacji, obnizenie jako$ci oocytow, nieprawidlowy rozwoj zarodka,
czy tez wyzsze ryzyko $mierci ptodu. Dlatego lepsze poznanie patogenezy powstania
procesu zapalnego w jajniku przyczyni si¢ do zrozumienia mechanizmow lezacych
bialej tkanki tluszczowej podczas rozwoju otylosci skutkuje zwiekszeniem produkcji
leptyny, ktora w jajniku wptywa na takie procesy jak steroidogeneza, folikulogeneza
czy tez funkcjonowanie CL. Jednym z czynnikow, ktory bierze udzial w aktywacji
cytokin prozapalnych takich jak IL-1f i IL-18 jest inflamasom NLRP3, ktorego rola
w jajniku jest stabo poznana. W niniejszej pracy doktorskiej przedstawiono kompleksowe
podejscie prowadzace do wyjasnienia wptywu szlaku sygnatowego leptyny na zmiany
ekspresji gendw 1 bialek inflamasomu NLRP3 w jajniku otylych myszy

z wykorzystaniem r6znych modeli badawczych.

5.1. Okreslenie ekspresji elementow szlaku inflamasomu NLRP3 na poziomie
mRNA i bialka podczas fazy estrus i diestrus w jajniku myszy

Jednym z celow niniejszej rozprawy bylo okreslenie ekspresji inflamasomu
NLRP3 na poziomie mRNA i biatka podczas fazy estrus i diestrus w jajniku myszy.
Badania wykazaty zwigkszong aktywnos¢ inflamasomu NLRP3 w fazie diestrus, poprzez
zwigkszenie ekspresji NLRP3 oraz IL-18 na poziome biatka. Przeprowadzone badania
potwierdzity immunolokalizacj¢ NLRP3 w GCs, TCs i oocytach zaréwno metodg IHC
jaki IF. Wyniki dotyczace immunolokalizacji NLRP3 sa zgodne z wynikami uzyskanymi
przez Zhang i in. 2019, ktdrzy po raz pierwszy wykazali ekspresj¢ NLRP3 na poziomie
biatka w GCs, TCs i oocytach (Zhang i in. 2019). Powyzsze wyniki mogg sugerowac
udzial inflamasomu NLRP3 w procesach zapalnych podczas owulacji u myszy (Zhang
I in. 2019). Co wigcej, wyniki badan Navarro-Pando i in. 2021 potwierdzily udziat
inflamasomu NLRP3 jako czynnika istotnego w procesie starzenia si¢ jajnikOw oraz
ptodnosci (Navarro-Pando i in. 2021). Inne badania sugerujg kluczowa rolg inflamasomu
NLRP3 w patofizjologii PCOS (Guo i in. 2020; Rostamtabar i in. 2020; Wang i in. 2017).
Zatem inflamasom NLRP3 moze przyczyniac¢ si¢ do regulacji procesow fizjologicznych

w jajniku w trakcie cyklu piciowego.
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5.2. Okreslenie wplywu szlaku sygnalowego leptyny na regulacje aktywnosci
inflamasomu NLRP3 w jajniku otylych myszy

Badania przeprowadzone w niniejszej pracy doktorskiej wskazuja, ze w trakcie
rozwoju otytosci w jajniku profil ekspresji inflamasomu NLRP3 zmienia si¢. Po szybkim
wzroscie ekspresji inflamasomu NLRP3 we wczesnej fazie otylosci (4 tyg. HFD),
dochodzi do obnizenia ekspresji NLRP3, CASP1 oraz IL-18 w po6znej fazie otylosci
(16 tyg. HFD). Co wigcej, wykorzystujac model farmakologicznej hiperleptynemii
oraz model otylo$ci uwarunkowanej genetycznie, wykazano funkcjonalne potaczenie
pomigdzy szlakiem sygnatowym leptyny a aktywacja inflamasomu NLRP3 w jajnikach

myszy.

Inflamasom NLRP3 jest kluczowym czynnikiem wrodzonej odpornosci, czgsto
zwigzanym z chorobami u ludzi (He i in. 2016a). Uzyskane w niniejszej pracy doktorskiej
wyniki dowodzace aktywacji inflamasomu NLRP3 w jajniku we wczesnej fazie otylosci
(4 tyg. HFD), sa zgodne z wczesniejszymi doniesieniami wskazujacymi na akumulacje
czynnikow prozapalnych w jajniku myszy po krotkotrwalym stosowaniu HFD
(6 tyg. HFD) (Shen i in. 2021). Zwigkszona ekspresja IL-18 na poziome biatka u myszy
4 tyg. HFD wspomaga powstanie odpowiedzi zapalnej w jajniku myszy modelu DIO.
Niemniej jednak regulacja stanu zapalnego jajnikow w pédznej fazie otylosci
(16 tyg. HFD) wydaje si¢ by¢ niezalezna od aktywacji inflamasomu NLRP3, poniewaz
ekspresja aktywnych form CASP1 i IL-18 na poziomie biatka byta znacznie obnizona.
Nalezy podkresli¢, ze podwyzszony poziom IL-1B w jajnikach myszy 16 tyg. HFD
potwierdzity wystepowanie stanu zapalnego w jajnikach. Badania przeprowadzone przez
Nteeba i in. 2013 wykazaty zwigekszong ekspresje cytokin prozapalnych takich jak 1l-1p,
11-6 czy Tnf-a na poziomie mRNA w jajniku myszy 24 tyg. HFD (Nteeba i in. 2013).
Dlatego uzyskane wyniki sugeruja istnienie alternatywnych szlakow do inflamasomu
NLRP3, posredniczacych w zwigkszaniu ekspresji IL-1B w jajnikach myszy 16 tyg. HFD
(Donado i in. 2020; Jain i in. 2020; Pyrillou i in. 2020; Schmidt & Lenz 2012; Zhu
& Kanneganti 2017).

Wyniki uzyskane w modelu DIO wskazaly na istotne oddziatywanie pomig¢dzy
szlakiem sygnatowym leptyny a aktywacja inflamasomu NLRP3 w jajniku myszy. Wiele

czynnikow przyczynia si¢ do aktywacji inflamasomu NLRP3 podczas otylosci,
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do ktorych mozna zaliczy¢ metabolity komorkowe, weglowodany czy lipidy (Wani
I in. 2021). Co wigcej leptyna nalezaca do cytokin prozapalnych (likuni i in. 2008;
La Cava 2017), zwicksza aktywacje inflamasomu NLRP3 in vitro (Fu i in. 2017). Celem
zweryfikowania hipotezy czy obnizenie ekspresji inflamasomu NLRP3 w jajniku myszy
16 tyg. HFD jest zwigzane z lokalnym ustanowieniem leptynoopornosci (Wotodko
I in. 2020), zbadano aktywnos¢ inflamasomu NLRP3 w jajnikach myszy modelu otytosci
uwarunkowanej genetycznie (myszy db/db i myszy ob/ob) oraz modelu farmakologicznej
otyto$ci. Myszy ob/ob wykazuja catkowity brak produkcji leptyny (Wauman i in. 2017),
podczas gdy myszy db/db wykazuja ogodlnoustrojowa hiperleptynemi¢ w potaczeniu
z niedoborem LepRb (Suriano i in. 2021), co umozliwiajac domniemane dziatanie szlaku
sygnatlowego leptyny za posrednictwem innych niz LepRb receptorow (szlak
niekanoniczny) (Li i in. 2013). Co wazne, zastosowanie takich modeli moze pomodc
w wyjasnieniu, w jaki sposob réznice w dysfunkcji szlaku sygnatowego leptyny
w jajnikach otylych matek wplywa na folikulogeneze i1 jako$¢ oocytow (Sharma
& Galvao 2022; Wotodko i in. 2020). Model farmakologicznej hiperleptynemii,
charakteryzuje si¢ zwigkszonym poziomem leptyny w osoczu oraz aktywnosci szlaku
sygnatowego leptyny w jajnikach myszy, pomimo braku otytosci (Wotodko i in. 2020).
U myszy db/db nie zaobserwowano réznic w ekspresji elementéw szlaku inflamasomu
NLRP3 na poziomie mRNA i biatka, z wyjatkiem obnizonej ekspresji Il-14 na poziomie
mRNA. Natomiast w jajnikach myszy 16L zaobserwowano zwigkszong ekspresj¢
elementow szlaku inflamasomu NLRP3 oraz stezenie IL-1B. Co wigcej u myszy ob/ob
ekspresja NLRP3 na poziomie biatka oraz stezenie IL-1B byly znaczaco obnizone.
Wyniki badah przeprowadzonych przez Yang 1 in. 2021, wykazaty obnizong ekspresje
NLRP3 w makrofagach otrzewnowych myszy ob/ob stymulowanych LPS i nigerycyna
w poréwnaniu do myszy typu dzikiego (Yang i in. 2021). Powyzsze podkresla
dominujgca rolg leptyny w regulacji aktywnos$ci inflamasomu NLRP3. We wczesnej fazie
otytosci (4 tyg. HFD), leptyna aktywnie przenosi sygnal w jajniku za posrednictwem
LepRb (Wotodko i in. 2020), przyczyniajac si¢ do zwigkszonej ekspresji elementow
szlaku inflamasomu NLRP3. Niemniej jednak, w poznej fazie otytosci (16 tyg. HFD)
i po ustanowieniu leptynoopornosci w jajniku (Wotodko i in. 2020), ekspresja elementow
szlaku inflamasomu NLRP3 obniza si¢. Niepowodzenie aktywacji inflamasomu NLRP3
w pozniejszej fazie otytosci moze by¢ powodowane leptynoopornoscia w jajniku, co jest
zwigzane z zaburzeniem szlaku sygnatowego zaleznego od LepRb (szlak kanoniczny)

i niezaleznego od LepRb (szlak niekanoniczny). Niezmieniony poziom ekspresji NLRP3
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na poziomie biatka w jajniku myszy db/db moze sugerowaé, ze leptyna reguluje
aktywno$¢ inflamasomu NLRP3 przez receptory inne niz LepRb (szlak niekanoniczny).
W rezultacie zakldcenia szlaku sygnatowego leptyny w jajniku myszy modelu DIO moga
obejmowac nie tylko LepRb (szlak kanoniczny), ale takze inne receptory posredniczace
w transdukcji sygnatu (szlak niekanoniczny). Zatem kanoniczny i niekanoniczny szlak
sygnatlowy leptyny kontroluje aktywnos$¢ inflamasomu NLRP3 w trakcie rozwoju

otylosci w jajnikach myszy.

5.3. Analiza transkryptomiczna komorek ziarnistych myszy db/db oraz myszy ob/ob

W  niniejszej pracy doktorskiej potwierdzono, ze pomimo podobienstwa
morfologicznego istnieja glebokie roéznice w transkrypcji genéw homozygotycznych
myszy db/db i ob/ob. Analize trankryptomu GCs pobranych z pecherzykow antralnych
myszy db/db i ob/ob, przeprowadzono w celu doktadnego okreslenia skutkow dziatania
szlaku sygnalowego leptyny za posrednictwem LepRb (szlak kanoniczny) oraz bez
udzialu tego receptora (szlak niekanoniczny) na funkcjonowanie GCs podczas otytosci.
W obydwu modelach tylko Akrlc18 i Hs3st3bl wykazaty obnizona ekspresje¢
na poziomie mRNA. Nieptodno$¢ obydwu modeli moze wynika¢ m. in. z obniZonej
ekspresji Akrlcl8, ktory bierze udzial w metabolizmie hormondow steroidowych (Velica
I in. 2009). Co wigcej Hs3st3bl bierze udzial w procesach metabolicznych
weglowodanéw 1 biatek (Zhang i in. 2015). Dodatkowo obnizona ekspresja Akrlcl8
i Akrlc13 na poziomie mRNA u myszy db/db moze mie¢ wptyw na metabolizm P4
w pecherzykach jajnikowych (Luo i in. 2021; Miyado i in. 2015). Ponadto obnizenie
ekspresji Pdgfr na poziomie mRNA u myszy db/db zaburza rozwoj pecherzykow
jajnikowych, poniewaz jak wiadomo PG S$cisle kontroluja kofcowy etap rozwoju
pecherzykow (Cai i in. 2007) oraz owulacje (Niringiyumukiza i in. 2018). Co wazne
wykazano zwickszona ekspresje Pdgfrb, ktory posredniczy w dziataniu PDGF-BB,
specyficznego ligandu odpowiedzialnego za kontrole¢ rozwoju pecherzykow,
angiogenez¢ oraz przepuszczalnos$¢ naczyn (Battegay i in. 1994; Pinkas i in. 2008; Sleer
& Taylor 2007). U myszy db/db obnizona ekspresja genéw zwigzana z metabolizmem
steroidow 1 dzialaniem PG, wskazuje na wyrazne rozregulowanie kontroli wzrostu
pecherzykow jajnikowych. Co wiecej zwiekszona ekspresja Pdgfrb na poziomie mRNA
w GCs, moze wskazywac na odpowiedz kompensacyjng zwigzang z zaburzeniem procesu
rozwoju pecherzykow jajnikowych. Uwalniany przez oocyt PDGF-BB i receptor

znajdujacy si¢ na GCs opisywany jest jako gtdéwny mechanizm kontrolujacy wzrost
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pecherzykow jajnikowych (Pinkas i in. 2008; Sleer & Taylor 2007). Z kolei podwyzszona
ekspresja Colllal i Adamts9 na poziomie mMRNA u myszy db/db wskazuje na ich udziat
w przebudowie ECM podczas rozwoju pecherzyka jajnikowego. U myszy db/db i ob/ob
wzrost pecherzykow wydaje si¢ by¢ zatrzymany na etapie pecherzyka
przedowulacyjnego (Garris 2004). W przypadku myszy ob/ob wykazano obnizong
ekspresje Col4a2 i Coll6al na poziomie mRNA, ktére roéwniez biorg udziat
w przebudowie ECM, niezbednej podczas rozwoju pgcherzykow i owulacji (Woodruff
& Shea 2007). Dodatkowo wykazano obnizong ekspresje genu z rodziny Hox (Hoxc10
I Hoxd11), znanych z waznej roli w dojrzewaniu pecherzykow poprzez regulacje funkcji
GCs (Du & Taylor 2016). Poza tym zwigckszona ekspresja Dgat2 i Fbpl na poziomie
MRNA w GCs myszy ob/ob moze mie¢ wptyw na metabolizm lipidéw (He i in. 2020;
Hu i in. 2020; Liu i in. 2017).

Wyniki uzyskane w niniejszej pracy doktorskiej wskazujg na rozbiezny profil
ekspresji genéw regulujacych steroidogenez¢ w GCs myszy db/db i myszy ob/ob.
U myszy db/db wykazano obnizong ekspresje gendow, a u myszy ob/ob zwigkszong
ekspresje tych samych genow w stosunku do myszy db/db. Wyniki te potwierdzaja
wczesniejsze doniesienia o hamujgcej roli leptyny na steroidogeneze (Lin i in. 2009)
i potencjalng zdolno$¢ do hamowania owulacji (Bilbao i in. 2013), poniewaz myszy db/db
charakteryzuja si¢ hiperleptynemia (Suriano i in. 2021), podczas gdy myszy ob/ob nie
majg zdolnosci do jej syntezy (Wauman i in. 2017). Inne badania wykazaty zwigkszong
aktywno$¢ aromatazy (Cypl7al) w TCs myszy db/db i ob/ob, cecha obserwowana takze
w modelu DIO (Long i in. 2022). Wyniki uzyskane w niniejszej pracy doktorskiej
sugeruja, ze rozwdj pecherzykéw jajnikowych u obu modeli moze by¢ zaburzony
z powodu niewydolnosci metabolicznej myszy ob/ob (Garris 2004) oraz braku aktywacji
szlaku sygnatowego leptyny, podczas gdy u myszy db/db niekanoniczne dziatanie
leptyny prowadzi do zwigkszenia ekspresji genow kontrolujacych tworzenie naczyn,
ale ze znacznymi zmianami w ekspresji gendow zaangazowanych w steroidogenezg.
Pomimo rozbiezno$ci w ekspresji genéw, zmiany u obydwu modeli dotyczyty szlakow

kontrolujgcych wzrost pecherzykow jajnikowych oraz owulacji.

Co wigcej, nie wykazano zmian w ekspresji gendw zwigzanych ze szlakiem
sygnatowym leptyny oraz inflamasomem NLRP3 na poziomie mRNA w GCs myszy
db/db i myszy ob/ob. Badania przeprowadzone przez Poulsen i in. 2019 wykazaty

w ludzkich GCs podczas owulacji udziat wielu genow zwiazanych z reakcja zapalng
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(Poulsen i in. 2019). Uzyskane wyniki sugerujg ze brak zmian w ekspresji gendw szlaku
sygnatowego leptyny oraz inflamasomu NLRP3 w GCs myszy db/db i myszy ob/ob moze

skutkowac zaburzeniem po6znej folikulogenezy i skutecznej owulacji.

5.4. Okreslenie wplywu leptyny na ekspresje elementow szlaku inflamasomu NLRP3
na poziomie MRNA w komérkach wzgorka jajonosnego we wczesnej fazie otylosci
Komoérki wzgdrka jajonosnego sa wiarygodnym wskaznikiem $rodowiska
wewnatrzpecherzykowego (Wotodko i in. 2021), ktorych transkryptom wykorzystywano
do przewidywania jakosci oocytow i zarodkow (Uyar i in. 2013). Zatem ponownie
przeanalizowano globalng ekspresje genow w CCs pobranych od superowulowanych
myszy modelu DIO i farmakologicznej hiperleptynemii (Wotodko i in. 2020), celem
potwierdzenia oddzialywania szlaku sygnatowego leptyny i aktywacji inflamasomu
NLRP3. U myszy 16L potwierdzono zwigkszenie ekspresji elementow szlaku
inflamasomu NLRP3 na poziomie mRNA w CCs, czego nie zaobserwowano
u myszy 4 tyg. HFD. W zwiazku z tym zbadano czy DEGs wykazujace podobny poziom
ekspresji w obydwu grupach moga wchodzi¢ w interakcj¢ z genami inflamasomu NLRP3.
Analiza  funkcjonalna  umozliwita  wyszczegélnienie  kluczowych  kategorii
charakterystycznych dla dojrzewania oocytow, takich jak regulacja transportu glukozy,
odpowiedz na ATP i regulacj¢ biosyntezy cytokin. Wydaje sig, ze regulacja metaboliczna
w pecherzykach przedowulacyjnych kontroluje gltéwne etapy dojrzewania gamet
zenskich, takich jak wznowienie mejozy, kondensacj¢ chromatyny i dojrzewanie
cytoplazmy (Wotodko i in. 2021). Wykazano, ze metabolizm glukozy, ktory ma miejsce
glownie w CCs (Sanfins i in. 2018) jest kluczowy do nabycia kompetencji rozwojowej
przez oocyty (Wilding i in. 2009). Ponadto obnizona zawarto§¢ ATP w oocytach
jest przyczyna niepowodzenia zaptodnienia, zatrzymania podziatu oraz nieprawidtowego
rozwoju zarodka (Zhao & Li 2012). Co wigcej, badania wskazujg na udziat inflamasomu
NLRP3 w procesie owulacji (Zhang i in. 2019). Biorac pod uwage zaréwno bezposrednia
jak i posrednig rolg leptyny w procesie owulacji (Wotodko i in. 2021), zaburzenia szlaku
sygnatowego leptyny jak i brak aktywacji inflamasomu NLRP3 w poznej fazie otytosci,
moga odpowiada¢ za zwigkszony odsetek braku owulacji u otylych matek (Hou
i in. 2016; Wu i in. 2010). Brak zmian w ekspresji genow inflamasomu NLRP3 u myszy
4 tyg. HFD mozna przypisa¢ niskiemu poziomowi pokrycia bibliotek, a takze niskiej
ekspresji gendw na poziomie mRNA. W protokole sekwencjonowania RNA-seq

zastosowano zaledwie 50 komorek od kazdej z myszy, co ogranicza analiz¢ gendéw
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o niskiej ekspresji. Podsumowujac, uzyskane wyniki wskazuja, ze istniejace w CCs
oddziatywanie mi¢dzy leptyng a inflamasomem NLRP3 moze mie¢ negatywny wptyw

na dojrzewanie oocytow, owulacje 1 ostatecznie rozwoj zarodka.

5.5. Okreslenie wplywu leptyny na ekspresje elementow szlaku inflamasomu NLRP3
na poziomie mRNA i bialka w watrobie otylych myszy

Badania wykazaty zwigkszong ekspresje NLRP3, CASP1, IL-18 na poziomie
biatka i stezenie IL-1p w watrobie myszy 16 tyg. HFD i tym samym op6zniong aktywacje
inflamasomu NLRP3 w poréwnaniu do jajnikow. Oznacza to, Ze jajniki sg nie tylko
organem uwalniajagcym duze ilosci cytokin i czynnikoéw zapalnych (Piccinni i in. 2021),
ale takze bardziej podatnym na szybka odpowiedz prozapalng podczas otytosci. Zmiany
w regulacji odpowiedzi zapalnej prawdopodobnie zalezg takze od ekspozycji organow
na czynniki egzogenne. U zdrowych osob watroba jest nieustannie narazona na dzialanie
czynnikdw pochodzacych z diety oraz produktéw bakterii komensalnych 0 wysokim
potencjale prozapalnym (Robinson i in. 2016). Zatem komorki ukiadu
immunologicznego w watrobie sg poddawane dziataniu produktéw drobnoustrojow oraz
zmiennej aktywnos$ci metabolicznej, co skutkuje trwatlg 1 $cisle regulowang odpowiedzia
zapalng (Robinson i in. 2016). Przedstawione w niniejszej rozprawie doktorskiej wyniki
sg zblizone z wynikami badan przeprowadzonymi przez Csak 11in. 2011, gdzie w watrobie
myszy karmionych HFD przez okres 9 miesigcy wykazano zwigkszong ekspresje CASP1
na poziomie biatka i stezenie IL-1P oraz ekspresj¢ wszystkich badanych elementow
szlaku inflamasomu NLRP3 na poziomie mRNA, czego nie zaobserwowano u myszy
4 tyg. HFD (Csak i in. 2011). Inng wazna obserwacja byto obnizenie ekspresji wigkszosci
badanych elementow szlaku inflamasomu NLRP3 w watrobie myszy ob/ob, czego nie
zaobserwowano u myszy db/db, co sugeruje ze leptyna bezposrednio moduluje
aktywno$¢ inflamasomu NLRP3 w watrobie. Co wigcej, badania przeprowadzone
na myszach ob/ob nie wykazaly zmian w ekspresji elementow szlaku inflamasomu
NLRP3 na poziomie mRNA w watrobie, rowniez po stymulacji LPS (Csak i in. 2011),
co potwierdza istotny udziat leptyny w aktywacji inflamasomu NLRP3. Brak istotnych
zmian w ekspresji wigkszo$ci genow 1 biatek inflamasomu NLRP3 w watrobie myszy
16L, wskazuje, ze zastosowana dawka leptyny lub okres podawania, nie jest w stanie
skutecznie aktywowa¢ inflamasomu NLRP3. Uzyskane wyniki potwierdzajg zdolno$¢

watroby do regulacji mechanizmoéw immunologicznych oraz wyjasniaja zwigkszong
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wrazliwos¢ jajnikOw na matczyng otylo$¢, poprzez rozwdj wczesnej odpowiedzi

zapalnej, co moze mie¢ wptyw na jako$¢ oocytow oraz skuteczno$é zaptodnienia.
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6. PODSUMOWANIE | WNIOSKI

Problem otytosci jest wyzwaniem wspodiczesnego swiata. Otytos¢ przyczynia si¢
do powstania niewydolnosci jajnikéw, a w konsekwencji nieptodnosci. Niewydolnos¢
jajnikow  charakteryzuje si¢ wystegpowaniem stanu zapalnego, zaburzeniami
hormonalnymi, a takze lipotoksycznoscig. Istotnym zagadnieniem jest zbadanie
mechanizmow biorgcych udzial w powstawaniu dysfunkcji jajnikow podczas rozwoju
otyto$ci. W aktywacji cytokin prozapalnych takich jak IL-1p i IL-18 bierze udziat
inflamasom NLRP3, ktorego rola w jajniku jest stabo poznana. Obserwowany wzrost
produkcji leptyny u otylych osobnikéw wplywa takze na proces steroidogenezy,
folikulogenezy i funkcjonowania CL. W niniejszej pracy gldownym celem celem pracy
byto scharakteryzowanie ekspresji elementow szlaku inflamasomu NLRP3 na poziomie

mRNA i biatka w jajnikach otytych myszy, a w szczeg6lno$ci oddziatywania ze szlakiem

sygnatlowym leptyny.

W pierwszym etapie przeprowadzonych badan wykazano aktywacje inflamasomu
NLRP3 w fazie diestrus w jajnikach myszy, a takze potwierdzono immunolokalizacjg
NLRP3 w GCs, TCs i oocytach. W kolejnym etapie badan wykorzystano rézne modele
otytosci: model DIO, otytosci uwarunkowanej genetycznie (myszy db/db i ob/ob) oraz
farmakologicznej hiperleptynemii. Przeprowadzone badania wykazaly oddziatywanie
miedzy szlakiem sygnalowym leptyny a aktywacja inflamasomu NLRP3 w jajniku
otylych myszy. We wczesnej fazie otytosci szlak sygnalowy leptyny reguluje aktywnos¢
inflamasomu NLRP3 w jajniku myszy. Natomiast w poznej fazie otylosci,
po ustanowieniu leptynoopornosci u myszy 16 tyg. HFD, zaburzenia kanonicznego
i niekanonicznego szlaku sygnatowego leptyny prowadza do braku aktywacji
inflamasomu NLRP3 w jajniku. W kolejnym doswiadczeniu nie zaobserwowano wyzej
opisanego oddziatywania w GCs myszy db/db i myszy ob/ob, ze wzgledu na brak zmian
w ekspresji genow szlaku sygnatowego leptyny i inflamasomu NLRP3. Niemniej jednak,
analiza transkryptomiczna ujawnita zmiany ekspresji gendw uczestniczacych
w steroidogenezie, dziataniu PG 1 uczestniczacych w przebudowie ECM, ktore
sa kluczowe dla rozwoju pecherzykow jajnikowych. Wskazuje to na krytyczng role
szlaku sygnalowego leptyny w regulacji aktywnos$ci inflamasomu NLRP3, szczegolnie
w obrebie TCs 1 zrgbu jajnika otytych myszy. W dalszym etapie przeprowadzonych badan
wykazano, ze leptyna zwigksza ekspresje elementéw szlaku inflamasomu NLRP3

na poziomie MRNA w CCs myszy 16L. W ostatnim etapie badan wykazano, ze aktywacja
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inflamasomu NLRP3 podczas wczesnej fazy otylosci w jajniku myszy byta sprzeczna
z jego aktywacjg dopiero podczas poznej fazy otytosci w watrobie myszy. Uzyskane
wyniki sugerujg zatem wigkszg wrazliwos¢ jajnikow na HFD, w szczegdlno$ci podczas

nadwyzki energetycznej podczas matczynej otytosci.

Warto podkresli¢, ze otrzymane w niniejszej pracy doktorskiej wyniki badan
stanowig jedno z pierwszych doniesien na temat specyficznego oddziatywania pomiedzy
szlakiem sygnalowym leptyny a regulacja aktywnos$ci inflamasomu NLRP3 w jajniku
otytych myszy, ktora jest odmienna niz w watrobie. Uzyskane informacje moga pomoce
w zrozumieniu patofizjologii niewydolnosci jajnikéw u otylych matek, dajac szanseg
na opracowanie skutecznej i ukierunkowej terapii, a takze monitorowania postepu
choroby. Dodatkowo wyniki uzyskane w niniejszej pracy, moga wskaza¢ nowe kierunki
badan i mozliwos$ci wykorzystania uzyskanej wiedzy w technikach wspomaganego

rozrodu u ludzi i zwierzat.
Na podstawie uzyskanych wynikow mozna wyciagnaé nastepujace wnioski:

1. Inflamasom NLRP3 wykazuje zr6znicowang ekspresje w jajniku myszy w trakcie
cyklu ptciowego.

2. Szlak sygnalowy leptyny reguluje aktywnos$¢ inflamasomu NLRP3 w jajniku
myszy we wczesnej fazie otylosci.

3. Leptynoopornos¢ w pdznej fazie otylosci w jajniku myszy prowadzi do obnizenia
aktywnosci inflamasomu NLRP3 w jajniku myszy.

4. Zaburzenia szlaku sygnalowego leptyny przyczyniaja si¢ do zmiany ekspres;ji
genow kluczowych dla rozwoju pgcherzykow w jajniku myszy.

5. Leptyna zwigksza ekspresje genéw inflamasomu NLRP3 w komodrkach wzgorka
jajono$nego myszy 16L.

6. Inflamasom NLRP3 jest wczesniej aktywowany w jajnikach myszy

w porownaniu do watroby podczas rozwoju otytosci.
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8. SUPLEMENTY

Tab. S1A. Masa ciala myszy w modelach otylosci indukowanej dieta (ang. diet-induced obesity - DIO), otylosci uwarunkowanej genetycznie (myszy db/db i ob/ob)

oraz farmakologicznej hiperleptynemii.

wiek myszy Masa ciala [g]
(tygodnie)

CD

8 18,3 19,3 19,2 18,8 19,6 19,42 18,83 17,58 18,58

12 19,7 20,3 20,7 21,05 20,4 21,16 20,72 19,05 21,15 20,89 19,85 20,94 22,95 22,1

16 20,88 22,21 22,03 23,13 23,55 22,11 21,29 20,75 21,86 20,8 24,55 26,04 254 215 30,01
HFD

8 20,76 19 19,61 19,27 18,8 20,05 18,5

12 24,97 23,54 27,69 24,68 21,93 23,71 21,21 29,5 28,3 23,67 24,69 23,8

16 38,74 34,46 42,93 37,91 33,21 35,93 29,38 375 38,2 38,7 434 35,8 40,23 39,6
db/+

8 22,06 25,79 23,48 20,53 19,91 19,54

10 24,51 23,26 20 26,43 23,49 23,09 20,45 21,53 20,8 22,35 22,24

12 26,41 24,64 22,84 17,82 23,95 23,15
db/db

8 43,85 47,24 39,12 41,53 37,42 40,75 41,63 38,92

10 44,48 51,54 43,72 46,5 45,13 52,13 47,56 49,66 46,93 48,23

12 48,24 54,73 55,86 52,3 55,42 52,22 53,82
ob/+

8 23,77 20,79 19,73 20,8 23,15 21,23 21,45 19,7 19,14 19,45

10 25,23 22,92 21,35 21,96 20,32 24,28 21,71 21,43 20,7

12 26,13 23,35 21,49 215 21,05 26,43 23,49 21,49 21,25 20,88
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ob/ob

8 30,67 39,24 35,03 45,83 46,77 42,42 38,22 39,94
10 37,33 45,16 41,91 53,84 44,18 46,8 43,81 46,6
12 41,34 49,73 47,76 52,51 49,51 51,68
K
8 18,42 19,05 20,41 20,46 21,08 21,56 21,36 21,18 21,84 22,16 23,74 25,79
10 18,05 18,63 21,67 21,21 22,4 22,35 24,98
L
8 18,44 20,52 20,79 20,5 21,49 21,22 22,07 21,72 23,25 24,75 253 21,52
10 17,04 18,58 18,62 19,75 20,84 22,3 18,99

Tab. S1B. Masa tkanki tluszczowej myszy w modelach otylo$ci

(myszy db/db i ob/ob) oraz farmakologicznej hiperleptynemii.

V\(Itlsgorgzlsg)y Masa tkanki thuszczowej [g]
CD
8 3,16 3,32 3,14 2,96 3,31 2,96 2,88 2,83 3,26
12 3,23 2,88 3,35 3,53 33 3,33 31 3,02 3,28
16 381 3,66 3,65 4,2 4,31 3,38 3,49 3,55 35
HFD
8 4,19 3,69 3,95 3,4 3,53 3,15 3,36
12 5,97 5,26 7,68 6,19 3,82 4,3 3,85
16 15,22 12,44 18,77 15,19 11,06 12,91 9,34
db/+
8 4,53 4,2 0,84 1,65 0,93 0,53
10 5,41 511 4,44 6,47 5,48 3,23 2,65 3,52 1,66 1,45 1,14

indukowanej dieta (ang. diet-induced obesity - DIO), otylo$ci uwarunkowanej genetycznie
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12 6,99 3,66 2,58 1,57 3,08 1,82
db/db
8 22,12 23,93 22,07 24,65 24,58 24,64 22,57 25,03
10 22,23 26,51 20,67 22,91 28,05 36,43 34,55 34,07 32,02 33,21
12 24,91 27,67 42,9 40,07 39,35 37,33 38,18
ob/+
8 5,66 4,34 3,78 4,77 5,54 3,98 4,15 4,36 3,48 4,33
10 5,82 4,6 4,28 4,87 3,71 5,46 5,02 47 4,31
12 6,33 5,02 4,59 4,3 4,03 6,47 5,48 4,73 3,89 4,65
ob/ob
8 13,72 18,07 17,73 23,57 211 20,53 17,29 17,39
10 18,25 21,69 21,73 28,62 21,22 23,04 25,95 28,37
12 21,6 26,05 24,42 27,36 31,48 34,81
K
8 3,6 3,95 4,33 4,32 4,18 4,99 4,46 4,22 4,28 3,92 5,12 6,14
10 3,42 3,76 5,35 3,96 4,65 4,4 5,18
L
8 4,22 4,37 3,56 4,71 4,7 3,98 4,6 4,99 5,03 5,64 5,54 4,24
10 2,65 2,51 3,06 2,75 3,74 3,48 3,19
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Tab. S1C. Masa tkanki beztluszczowej myszy w modelach otylosci indukowanej dietg (ang. diet-induced obesity - DIO), otylosci uwarunkowanej genetycznie
(myszy db/db i ob/ob) oraz farmakologicznej hiperleptynemii.

Vgtlsgorgxfez)y Masa tkanki beztluszczowej [g]
CD
8 14,99 15,31 15,8 15,22 15,92 15,6 15,37 14,05 14,82
12 16,07 16,46 16,56 17,07 16,45 16,26 16,6 14,9 16,87
16 16,58 18,06 18,09 18,54 18,97 17,31 16,41 16,05 17,25
HFD
8 16,18 15,06 14,77 15,54 15,03 16,15 14,71
12 17,68 17,03 18,78 16,98 16,4 17,92 15,75
16 21,22 19,65 21,92 20,22 19,9 20,83 18,01
db/+
8 17,47 17,3 19,56 15,12 17,01 16,77
10 18,18 17,86 15,71 19,08 17,13 16,44 16,8 16,83 15,81 17,8 17,96
12 18,95 17,22 17,2 15,89 16,98 17,24
db/db
8 21,98 22,84 13,02 12,81 12,76 12,76 13,17 13,4
10 21,83 23,79 22,03 22,68 13,41 12,03 10,56 12,2 12,44 12,05
12 23,91 25,43 10,66 9,93 12,99 12,15 12,29
ob/+
8 17,68 15,97 15,73 16,25 17,71 16,54 16,92 15,58 15,51 15,69
10 18,51 16,87 16,45 16,44 15,91 18,47 16,62 17,43 16,39
12 19,6 17,73 16,27 17,12 17,07 19,08 17,13 15,87 16,56 15,67
ob/ob
8 16,34 19,94 17,46 22,35 24,51 21,22 20,52 21,65
10 18,11 21,7 19,65 24,14 22,15 23,2 14,05 14,49
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12 19,46 23,53 23,06 24,23 14,6 13,94
K
8 14,3 14,5 15,55 15,83 15,93 16,35 16,52 16,26 16,75 17,38 18,31 19,74
10 13,89 13,95 15,31 17,06 16,81 16,71 19,17
L
8 13,97 16,02 17,08 15,9 16,69 16,75 16,98 16,35 17,93 18,85 19,61 15,92
10 14,59 15,5 15,29 16,38 16,5 18,41 15,45

Tab. S1D. Wskaznik otluszczenia myszy w modelach otylosci indukowanej dieta (ang. diet-induced obesity - DIO), otylo$ci uwarunkowanej genetycznie (myszy db/db
i ob/ob) oraz farmakologicznej hiperleptynemii.

Vg;;omg)y Wskaznik otluszczenia (%)
CD
8 0,2108 0,2169 0,1987 0,1945 0,2079 0,1897 0,1874 0,2014 0,22
12 0,201 0,175 0,2023 0,2068 0,2006 0,2048 0,1867 0,2027 0,1944
16 0,2298 0,2027 0,2018 0,2265 0,2272 0,1953 0,2127 0,2212 0,2029
HFD
8 0,259 0,245 0,2674 0,2188 0,2349 0,195 0,2284
12 0,3377 0,3089 0,4089 0,3645 0,2329 0,24 0,2444
16 0,7172 0,6331 0,8563 0,7512 0,5558 0,6198 0,5186
db/+
8 0,26 0,24 0,04 0,11 0,05 0,03
10 0,29758 0,286114 | 0,282623 | 0,339099 | 0,319907 | 0,196472 | 0,157738 | 0,20915 0,104997 | 0,081461 | 0,063474
12 0,368865 0,212544 | 0,15 0,098804 | 0,18139 0,105568
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db/db

8 1,01 1,05 1,7 1,92 1,93 1,93 1,71 1,87
10 1,018323 1,114334 | 0,938266 | 1,010141 | 2,091723 | 3,028263 | 3,27178 2,792623 | 2,573955 | 2,756017
12 1,041824 1,088085 4,02439 4,035247 | 3,029253 | 3,072428 | 3,106591
ob/+
8 0,32 0,27 0,24 0,29 0,31 0,24 0,25 0,28 0,22 0,28
10 0,314425 0,272673 | 0,260182 | 0,296229 | 0,233187 | 0,295615 0,302046 | 0,26965 0,262965
12 0,322959 0,283136 | 0,282114 | 0,251168 | 0,236087 0,339099 | 0,319907 | 0,298047 | 0,234903 | 0,296745
ob/ob
8 0,84 0,91 1,02 1,054586 | 0,86 0,97 0,84 0,8
10 1,007731 0,999539 | 1,105852 | 1,185584 0,958014 | 0,993103 | 1,846975 | 1,957902
12 1,109969 1,107097 1,058977 | 1,129179 | 2,156164 | 2,497131
K
8 0,251748 0,272414 | 0,278457 | 0,2729 0,262398 | 0,305199 | 0,269976 | 0,259533 | 0,255522 | 0,225547 | 0,279629 | 0,311044
10 0,24622 0,269534 0,349445 0,232122 | 0,276621 0,263315 | 0,270214
L
8 0,302076 0,272784 | 0,208431 | 0,296226 | 0,281606 | 0,237612 | 0,270907 | 0,305199 | 0,280535 | 0,299204 | 0,282509 | 0,266332
10 0,181631 0,161935 | 0,200131 0,167888 | 0,226667 | 0,189028 | 0,206472
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Tab. S2. Calkowita liczba genéw ulegajacych ekspresji w komérkach ziarnistych myszy db/db i ob/ob.

db/db

db/+

ob/ob

ob/+

Liczba

HOM_24

HOM_53

HOM_68

HOM_81

het_37

het 51

het_69

het_75

obHOM_106

obHOM_41 | obHOM_50 obHet_60 obHet_65 | obHet_68

odczytow

jakosci

przed kontrolg | 3845985 | 3589840

3633762

4 845 675

5529703

7812580

5476 399

6084 373

8211155

10808094 | 12981 061 7140677 | 5835327 | 6978296

odczytow po
kontroli jakos$ci

3841593 | 3583983

3628 381

4 839 234

5523 334

7 804 266

5471247

6078578

8201 205

10789585 | 12965990 7132892 | 5829010 | 6967 367

zmapowanych
odczytow

3685421 | 3412094

3461133

4643 785

5301625

7530891

5276 233

5862 320

7908 511

10264 757 | 12447133 6866241 | 5609814 | 6311970

odczytow
wigzacych si¢
do unikatowej

lokalizacji

3203046 | 3035654

3094 281

4108 802

4637 125

6 604 891

4601872

5121822

6 955 557

9106 651 | 10829835 6065975 | 4972433 | 5383134

genow
(catkowita),

ekspresje
w probce

ktora wykazala | 18004

18 522

17934

18 557

18 094

20381

19333

19189

21500

21042 23270

20741 22 249

Tab. S3. Geny ulegajace zréznicowanej ekspresji w komorkach ziarnistych myszy db/db.

ENSEMBL Symbol Pelna nazwa genu Kro‘z:loogzé':zclgiany Skorygowana warto$¢ p
ENSMUSG00000021319 | Sfrp4 secreted frizzled-related protein 4 -4.20205948144076 8.25321246199928e-16
ENSMUSG00000054843 | Atrnll attractin like 1 1.00378032656027 8.74661006649093e-6
ENSMUSG00000028036 | Ptgfr prostaglandin F receptor -6.13060392391517 0.00122242937577882
ENSMUSG00000060126 | Tptl tumor protein, translationally-controlled 1 -0.863742342415908 0.00122242937577882

133




ENSMUSG00000024620 | Pdgfrb platelet derived growth factor receptor, beta polypeptide 1.92261197314742 0.0050504330875672104
ENSMUSG00000069755 | 3110053B16Rik | RIKEN cDNA 3110053B16 gene -0.998898805017649 0.0050504330875672104
ENSMUSG00000008575 | Nfib nuclear factor 1/B 2.42919805104558 0.00505447662777905
ENSMUSG00000027966 | Colllal collagen, type XI, alpha 1 1.5157159134052 0.00505447662777905
ENSMUSG00000021214 | Akrlcl8 aldo-keto reductase family 1, member C18 -4.15704240031944 0.0054577710649987
ENSMUSG00000030342 | Cd9 CD?9 antigen 0.935171137643978 0.0113676376189019
ENSMUSG00000027018 | Hatl histone aminotransferase 1 -0.54452267406245 0.0226671708429132
ENSMUSG00000064370 | CYTB cytochrome b -0.752443476282165 0.0226671708429132
ENSMUSG00000026914 | Psmd14 proteasome (prosome, macropain) 26S subunit, non-ATPase, 14 -0.50538022796181 0.0259251414990768
ENSMUSG00000021520 | Uqgcrb ubiquinol-cytochrome c reductase binding protein -0.747711704746089 0.0298606582067733
ENSMUSG00000026035 | Ppil3 peptidylprolyl isomerase (cyclophilin)-like 3 -0.787501443918108 0.0298606582067733
ENSMUSG00000031422 | Morf4l2 mortality factor 4 like 2 -0.637983712145669 0.0298606582067733
ENSMUSG00000032012 | Nectinl nectin cell adhesion molecule 1 1.13199803832116 0.0298606582067733
ENSMUSG00000040774 | Ceptl choline/ethanolaminephosphotransferase 1 -0.862096786744987 0.0298606582067733
ENSMUSG00000056383 | Al987944 expressed sequence Al987944 -1.21923855264901 0.0298606582067733
ENSMUSG00000069793 | SIfn9 schlafen 9 -0.917337121074133 0.0298606582067733
ENSMUSG00000070407 | Hs3st3bl heparan sulfate (glucosamine) 3-O-sulfotransferase 3B1 -1.38578497426076 0.0298606582067733
ENSMUSG00000028419 | Chmp5 charged multivesicular body protein 5 -0.716724882082005 0.0312633607057295
ENSMUSG00000029718 | Pcolce procollagen C-endopeptidase enhancer protein 1.56696273850767 0.0325042460549285
ENSMUSG00000066613 | Zfp932 zinc finger protein 932 -0.767298858169647 0.0326625074524128
ENSMUSG00000024146 | Cript cysteine-rich PDZ-binding protein -0.662018548626214 0.0336575316980535
ENSMUSG00000051159 | Citedl Chbp/p300-interacting transactivator with Glu/Asp-rich carboxy- -1.75476724171036 0.0336575316980535
terminal domain 1

ENSMUSG00000069727 | Zfp975 zinc finger protein 975 -1.08493573012268 0.0336575316980535
ENSMUSG00000028719 | Cmpkl cytidine monophosphate (UMP-CMP) kinase 1 -0.757693075218479 0.0360613368525675
ENSMUSG00000047466 | 8030462N17Rik | RIKEN cDNA 8030462N17 gene 0.833243885863234 0.0360613368525675
ENSMUSG00000074863 | Platr25 pluripotency associated transcript 25 -0.827091605371482 0.0384860698140813
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ENSMUSG00000071014 | Ndufb6 NADH:ubiquinone oxidoreductase subunit B6 -0.653324677148515 0.0404097169087222
ENSMUSG00000021714 | Cenpk centromere protein K -0.748344314634942 0.0410576541363939
ENSMUSG00000023919 | Cenpq centromere protein Q -0.738468307170815 0.0410576541363939
ENSMUSG00000044646 | Zbth7c zinc finger and BTB domain containing 7C 1.31429922871226 0.0410576541363939
ENSMUSG00000070493 | Chchd?2 coiled-coil-helix-coiled-coil-helix domain containing 2 -0.483148211441694 0.0410576541363939
ENSMUSG00000069733 | Ube2u ubiquitin-conjugating enzyme E2U (putative) -2.75354239595636 0.0426074779246064
ENSMUSG00000096696 | Zfp960 zinc finger protein 960 -1.30270871365499 0.0426074779246064
ENSMUSG00000034450 | Gulo gulonolactone (L-) oxidase 0.836993885648038 0.0445642475701208
ENSMUSG00000090553 | Snrpe small nuclear ribonucleoprotein E -0.672525994872106 0.0478488487231906
ENSMUSG00000028005 | Gucylbl guanylate cyclase 1, soluble, beta 1 -1.40850852006267 0.0487667927300237
ENSMUSG00000030022 | Adamts9 a disintegrin-like and metallopeptidase (reprolysin type) with 1.03307708353775 0.0487667927300237
thrombospondin type 1 motif, 9
ENSMUSG00000038156 | Sponl spondin 1, (f-spondin) extracellular matrix protein -1.24360029871069 0.0487667927300237
ENSMUSG00000027248 | Pdia3 protein disulfide isomerase associated 3 -0.608960215915886 0.0489868927336407
ENSMUSG00000021213 | Akrlcl3 aldo-keto reductase family 1, member C13 -3.14049615564954 0.0497956090971143

Tab. S4. Geny ulegajace zréznicowanej ekspresji w komorkach ziarnistych myszy ob/ob.

Krotno$é¢ zmiany

ENSEMBL Symbol Pelna nazwa genu (I0g2FC) Skorygowana warto$¢ p
ENSMUSG00000032224 | Fam8la family with sequence similarity 81, member A 1.76888285417868 4,53255138743934e-7
ENSMUSG00000009628 | Tex15 testis expressed gene 15 2.13784752353808 5.69322078579449¢e-6
ENSMUSG00000026640 | Plxna2 plexin A2 -1.89988379047171 2.51690751619449e-5
ENSMUSG00000021364 | Elovi2 elongation of very long chain fatty acids (FEN1/Elo2, SUR4/El03, -1.7351489241598 4.58763383946684e-5

east)-like 2
ENSMUSG00000032083 | Apoal Zpoli?)oprotein A-l -1.72562823376825 1.400741191193e-4
ENSMUSG00000025889 | Snca synuclein, alpha -3.14106501740975 3.5929601603628e-4
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ENSMUSG00000032380 | Dapk2 death-associated protein kinase 2 -2.99419571945575 5.57462013591177e-4
ENSMUSG00000038244 | Mical2 microtubule associated monooxygenase, calponin and LIM domain -2.16602409051929 0.0019061709026498
containing 2

ENSMUSG00000057457 | Phex phosphatg regulating endopeptidase homolog, X-linked 2.15297641450778 0.00195342917881186
ENSMUSG00000031503 | Col4a2 collagen, type 1V, alpha 2 -3.62564906829922 0.00220693574130171
ENSMUSG00000004633 | Chn2 chimerin 2 -1.19250512922898 0.00279313678824944
ENSMUSG00000028063 | Lmna lamin A -1.13800968434466 0.00279313678824944
ENSMUSG00000031529 | Tnks tankyrase, TRF1-interacting ankyrin-related ADP-ribose polymerase | 0.849231741641428 0.00279313678824944
ENSMUSG00000032649 | Colgalt2 collagen beta(1-O)galactosyltransferase 2 2.05981868587487 0.00279313678824944
ENSMUSG00000036856 | Wnt4 wingless-type MMTYV integration site family, member 4 -2.7187721516521 0.00280211291491156
ENSMUSG00000059248 | Septin9 septin 9 -1.55244075489951 0.00406520228300202
ENSMUSG00000042155 | KIhi23 kelch-like 23 1.43588007367128 0.00449692014853761
ENSMUSG00000042846 | Lrrtm3 leucine rich repeat transmembrane neuronal 3 2.60023427268167 0.00449692014853761
ENSMUSG00000060935 | Tmem263 transmembrane protein 263 1.23879701286781 0.00449692014853761
ENSMUSG00000072763 | 5430403G16Rik | RIKEN cDNA 5430403G16 gene 1.54349193977167 0.00449692014853761
ENSMUSG00000020099 | Uncbb unc-5 netrin receptor B -2.71902546560456 0.00522124013213997
ENSMUSG00000041408 | Wapl WAPL cohesin release factor 1.02802878020282 0.00581483886014016
ENSMUSG00000055430 | Nap1l5 nucleosome assembly protein 1-like 5 1.39377625656591 0.00585915473079491
ENSMUSG00000021214 | Akrlcl8 aldo-keto reductase family 1, member C18 -4.17954576817626 0.00933421322498486
ENSMUSG00000047547 | Cltb clathrin, light polypeptide (Lcb) -1.54394269245681 0.00933421322498486
ENSMUSG00000038576 | Susd4 sushi domain containing 4 -1.20922465531317 0.00976813283696206
ENSMUSG00000050953 | Gjal gap junction protein, alpha 1 0.857188164836525 0.00998070541187138
ENSMUSG00000057880 | Abat 4-aminobutyrate aminotransferase -1.37765368950629 0.00998070541187138
ENSMUSG00000032366 | Tpm1l tropomyosin 1, alpha -1.16253726235159 0.0105600912855497

ENSMUSG00000055917 | Zfp277 zinc finger protein 277 0.868775141195383 0.0114088913657587

ENSMUSG00000035133 | Arhgap5 Rho GTPase activating protein 5 1.36935447449299 0.0115850210705737

ENSMUSG00000030096 | Slc6a6 solute carrier family 6 (neurotransmitter transporter, taurine), 1.58438285221504 0.0117012617371034

member 6
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ENSMUSG00000029231 | Pdgfra platelet derived growth factor receptor, alpha polypeptide -1.82154156214946 0.012429319600221

ENSMUSG00000074733 | Zfp950 zinc finger protein 950 0.852632857679657 0.0140127115909917
ENSMUSG00000025608 | Podxl podocalyxin-like -3.74266563690963 0.0150817488578197
ENSMUSG00000027416 | Otor otoraplin 2.1240464426962 0.0154360588196069
ENSMUSG00000048388 | Fam171b family with sequence similarity 171, member B 2.04965177418974 0.0154726884186786
ENSMUSG00000022122 | Ednrb endothelin receptor type B 2.90689820627906 0.0155953744175838
ENSMUSG00000024480 | Ap3sl adaptor-related protein complex 3, sigma 1 subunit 0.862275006598739 0.0155953744175838
ENSMUSG00000070407 | Hs3st3bl heparan sulfate (glucosamine) 3-O-sulfotransferase 3B1 -2.78711917787641 0.0155953744175838
ENSMUSG00000040690 | Coll6al collagen, type XV1, alpha 1 -2.90023858897408 0.0164951895204665
ENSMUSG00000073821 | NA NA 0.935318826704843 0.0167960420630613
ENSMUSG00000027326 | Knll kinetochore scaffold 1 1.24599528099056 0.0188066051696202
ENSMUSG00000029335 | Bmp3 bone morphogenetic protein 3 1.78979305756128 0.0215242492418122
ENSMUSG00000032097 | Ddx6 DEAD (Asp-Glu-Ala-Asp) box polypeptide 6 1.51135931773226 0.0215297946285411
ENSMUSG00000038677 | Scube3 signal peptide, CUB domain, EGF-like 3 -1.18968168772895 0.0215297946285411
ENSMUSG00000049225 | Pdpl pyruvate dehydrogenase phosphatase catalytic subunit 1 -1.30618096386287 0.0215297946285411
ENSMUSG00000022484 | Hoxc10 homeobox C10 -5.84444053994039 0.021694277548843

ENSMUSG00000018593 | Sparc secreted acidic cysteine rich glycoprotein -1.78429138886398 0.0258943892186262
ENSMUSG00000035840 | Lysmd3 LysM, putative peptidoglycan-binding, domain containing 3 1.0060804399104 0.0284173708475012
ENSMUSG00000022378 | Cyrib CYFIP related Racl interactor B 0.770279298840529 0.0297332480870036
ENSMUSG00000033578 | Tmem35a transmembrane protein 35A -1.46058331826933 0.0297332480870036
ENSMUSG00000042035 | Igsf3 immunoglobulin superfamily, member 3 2.12691270911997 0.0297332480870036
ENSMUSG00000051079 | Rgs13 regulator of G-protein signaling 13 1.96427594968312 0.0297332480870036
ENSMUSG00000040212 | Emp3 epithelial membrane protein 3 -1.61433011893614 0.0335847749643426
ENSMUSG00000073411 | H2-D1 histocompatibility 2, D region locus 1 1.29044093888739 0.0335847749643426
ENSMUSG00000032221 | Mnsl meiosis-specific nuclear structural protein 1 -1.20645517980524 0.0342462237329259
ENSMUSG00000067336 | Bmpr2 bone morphogenetic protein receptor, type Il (serine/threonine 1.3727926689821 0.0354643839477505

kinase)
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ENSMUSG00000020154 | Ptprb protein tyrosine phosphatase, receptor type, B -2.88586282767633 0.0355690897314722
ENSMUSG00000021589 | Rhobtb3 Rho-related BTB domain containing 3 0.874328080450103 0.0355690897314722
ENSMUSG00000021614 | Vcan versican -0.846439291480286 0.0355690897314722
ENSMUSG00000033082 | Clecla C-type lectin domain family 1, member a 2.46892729600212 0.0355690897314722
ENSMUSG00000068122 | Agtr2 angiotensin Il receptor, type 2 -2.75619592498036 0.0355690897314722
ENSMUSG00000018217 | Pmp22 peripheral myelin protein 22 -1.93939847702488 0.0382341422443402
ENSMUSG00000033543 | Gtf2a2 general transcription factor 11 A, 2 0.828482478835745 0.0383247421355777
ENSMUSG00000036202 | Rifl replication timing regulatory factor 1 0.738252855209218 0.0383247421355777
ENSMUSG00000027698 | Ncehl neutral cholesterol ester hydrolase 1 0.928827609084914 0.0390277492372487
ENSMUSG00000048915 | Efna5 ephrin A5 1.8689650356631 0.0419808473630063
ENSMUSG00000058056 | Palld palladin, cytoskeletal associated protein -2.00700812417271 0.0419808473630063
ENSMUSG00000030772 | Dkk3 dickkopf WNT signaling pathway inhibitor 3 1.25587057837867 0.0452324539568834
ENSMUSG00000022871 | Fetub fetuin beta 1.49880509435851 0.0459831814736267
ENSMUSG00000117284 | Gm7072 predicted gene 7072 0.928349470711673 0.0473531812662753
ENSMUSG00000034610 | Tut4 terminal uridylyl transferase 4 0.835101352591769 0.0476588151355584
ENSMUSG00000042499 | Hoxd11 homeobox D11 -4.39053518227072 0.0476588151355584
ENSMUSG00000038732 | Mboatl membrane bound O-acyltransferase domain containing 1 1.04635675811731 0.0477149102899769
ENSMUSG00000014164 | KIhI3 kelch-like 3 -1.60396702096325 0.049766310164486

ENSMUSG00000025529 | Zfp711 zinc finger protein 711 1.16534175176124 0.049766310164486

ENSMUSG00000030747 | Dgat2 diacylglycerol O-acyltransferase 2 1.69059176784492 0.049766310164486

ENSMUSG00000031375 | Bgn biglycan -2.39123504887814 0.049766310164486

ENSMUSG00000033792 | Atp7a ATPase, Cu++ transporting, alpha polypeptide 0.793532941065467 0.049766310164486

ENSMUSG00000040118 | Cacnha2dl calcium channel, voltage-dependent, alpha2/delta subunit 1 0.912579206765957 0.049766310164486

ENSMUSG00000069805 | Fbpl fructose bisphosphatase 1 1.20130907792304 0.049766310164486
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Tab. S5. Analiza funkcjonalna gen6w o obnizonej ekspresji w komérkach ziarnistych myszy db/db.

Numer

Liczba genéw
0 zréznicowanej

Nr | identyfikacyjny KatGe%)ria Opis Skorygowana warto$¢ p ekspresji Lista genow
kategorii GO zaklasyfikowanych do
danego procesu
1 G0:0019748 BP secondary metabolic process 0.00354094560168153 2 Akrlcl8, Citedl
2 G0:0072088 BP nephron epithelium morphogenesis 0.00635738927295424 2 Citedl, Hs3st3b1
3 G0:0072028 BP nephron morphogenesis 0.00641229480142737 2 Citedl, Hs3st3bl
4 G0:0060993 BP kidney morphogenesis 0.00835302501451898 2 Citedl, Hs3st3bl
5 G0:0072009 BP nephron epithelium development 0.0103983942838485 2 Cited1, Hs3st3b1
6 G0:0072073 BP kidney epithelium development 0.0159408882614046 2 Citedl, Hs3st3bl
7 G0:0030856 BP regulation of epithelial cell differentiation 0.0159408882614046 2 Sfrp4, Cited1
8 G0:0072006 BP nephron development 0.0159408882614046 2 Citedl, Hs3st3bl
9 GO0:0071560 BP cellular response to transforming growth factor | 0.0295001586200273 2 Akrlcl8, Citedl
beta stimulus
10 G0:0071559 BP response to transforming growth factor beta 0.0295098177014112 2 Akrlcl8, Citedl
11 G0:0019932 BP second-messenger-mediated signaling 0.0363220762844822 2 Gucylbl, Ptgfr
12 | GO:0001822 BP kidney development 0.0363220762844822 2 Citedl, Hs3st3b1
13 G0:0008202 BP steroid metabolic process 0.0363220762844822 2 Akrlcl3, Akricl18
14 G0:0072001 BP renal system development 0.0363220762844822 2 Citedl, Hs3st3bl
15 G0:0032496 BP response to lipopolysaccharide 0.0363220762844822 2 Ptgfr, Cited1
16 G0:0001655 BP urogenital system development 0.0363220762844822 2 Cited1, Hs3st3b1
17 G0:0007178 BP transmembrane receptor protein serine/threonine | 0.0363220762844822 2 Sfrp4, Cited1

kinase signaling pathway
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18 G0:0002237 BP response to molecule of bacterial origin 0.0378673871231603 2 Ptgfr, Citedl

19 | GO:0007567 BP parturition 0.0310983474113685 1 Akricl8

20 G0:0003337 BP mesenchymal to epithelial transition involved in | 0.0312137524993497 1 Citedl
metanephros morphogenesis

21 G0:0006182 BP cGMP biosynthetic process 0.0312137524993497 1 Gucylbl

22 G0:0042447 BP hormone catabolic process 0.0312137524993497 1 Akricl8

23 G0:0042182 BP ketone catabolic process 0.0353848869495768 1 Akrlcl8

24 | GO:0071379 BP cellular response to prostaglandin stimulus 0.0353848869495768 1 Ptofr

25 G0:0072283 BP metanephric renal vesicle morphogenesis 0.0353848869495768 1 Citedl

26 G0:0099550 BP trans-synaptic signaling, modulating synaptic 0.0353848869495768 1 Gucylbl
transmission

27 G0:0046068 BP cGMP metabolic process 0.0363220762844822 1 Gucylbl

28 G0:2000696 BP regulation of epithelial cell differentiation 0.0363220762844822 1 Citedl
involved in kidney development

29 G0:0016137 BP glycoside metabolic process 0.0363220762844822 1 Akrlcl8

30 GO0:0072077 BP renal vesicle morphogenesis 0.0363220762844822 1 Citedl

31 G0:0042448 BP progesterone metabolic process 0.0363220762844822 1 Akrlcl8

32 G0:0055062 BP phosphate ion homeostasis 0.0363220762844822 1 Sfrp4

33 G0:0060231 BP mesenchymal to epithelial transition 0.0363220762844822 1 Citedl

34 G0:0060712 BP spongiotrophoblast layer development 0.0363220762844822 1 Citedl

35 | GO:0072506 BP trivalent inorganic anion homeostasis 0.0363220762844822 1 Sfrp4

36 G0:0072087 BP renal vesicle development 0.0363220762844822 1 Citedl

37 G0:1902430 BP negative regulation of amyloid-beta formation 0.0363220762844822 1 Sponl

38 G0:0035584 BP calcium-mediated signaling using intracellular 0.0363220762844822 1 Ptgfr
calcium source

39 G0:0045606 BP positive regulation of epidermal cell 0.0363220762844822 1 Sfrp4
differentiation

40 G0:1902644 BP tertiary alcohol metabolic process 0.0363220762844822 Akrlcl8

41 GO0:0034694 BP response to prostaglandin 0.0363220762844822 Ptgfr
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42 G0:0072273 BP metanephric nephron morphogenesis 0.0363220762844822 1 Citedl

43 G0:0072202 BP cell differentiation involved in metanephros 0.0363220762844822 1 Citedl
development

44 | G0O:1902992 BP negative regulation of amyloid precursor protein | 0.0363220762844822 1 Sponl
catabolic process

45 G0:0009190 BP cyclic nucleotide biosynthetic process 0.0363220762844822 1 Gucylbl

46 G0:0042438 BP melanin biosynthetic process 0.0363220762844822 1 Citedl

47 G0:0052652 BP cyclic purine nucleotide metabolic process 0.0363220762844822 1 Gucylbl

48 G0:0045684 BP positive regulation of epidermis development 0.0363220762844822 1 Sfrp4

49 G0:1902993 BP positive regulation of amyloid precursor protein | 0.0363220762844822 1 Sponl
catabolic process

50 G0:0006582 BP melanin metabolic process 0.0363220762844822 1 Citedl

51 G0:0006817 BP phosphate ion transport 0.0363220762844822 1 Sfrp4

52 G0:0044550 BP secondary metabolite biosynthetic process 0.0363220762844822 1 Citedl

53 G0:2000050 BP regulation of non-canonical Wnt signaling 0.0363220762844822 1 Sfrp4
pathway

54 G0:0003338 BP metanephros morphogenesis 0.0369011073886157 1 Citedl

55 G0:0006706 BP steroid catabolic process 0.0369011073886157 1 Akrlcl8

56 G0:0010954 BP positive regulation of protein processing 0.0379860909109293 1 Sponl

57 G0:0030318 BP melanocyte differentiation 0.0379860909109293 1 Citedl

58 | GO:0051923 BP sulfation 0.0393731174192711 1 Hs3st3b1

59 | GO:0070979 BP protein K11-linked ubiquitination 0.0393731174192711 1 Ube2u

60 G0:1903319 BP positive regulation of protein maturation 0.0393731174192711 1 Sponl

61 G0:0070670 BP response to interleukin-4 0.0402333876494823 1 Citedl

62 G0:0009187 BP cyclic nucleotide metabolic process 0.0402864027255204 1 Gucylbl

63 G0:0070741 BP response to interleukin-6 0.0402864027255204 1 Citedl

64 | GO:1903792 BP negative regulation of anion transport 0.0402864027255204 1 Sfrp4

65 G0:0002092 BP positive regulation of receptor internalization 0.0411043138112918 1 Sfrp4
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66 G0:1904037 BP positive regulation of epithelial cell apoptotic 0.0430957278680138 1 Sfrp4
process
67 G0:0019934 BP cGMP-mediated signaling 0.043424818824246 1 Gucylbl
68 G0:0046329 BP negative regulation of JNK cascade 0.043424818824246 1 Sfrp4
69 G0:0072210 BP metanephric nephron development 0.043424818824246 1 Citedl
70 G0:1901661 BP quinone metabolic process 0.043424818824246 1 Akrlcl8
71 G0:1902003 BP regulation of amyloid-beta formation 0.043424818824246 1 Sponl
72 G0:0050931 BP pigment cell differentiation 0.0437706979714841 1 Citedl
73 G0:0035850 BP epithelial cell differentiation involved in kidney | 0.0455948871819941 1 Citedl
development
74 G0:0008207 BP C21-steroid hormone metabolic process 0.0480608667152538 1 Akrlcl8
75 G0:1902991 BP regulation of amyloid precursor protein 0.0487240626879358 1 Sponl
catabolic process
76 G0:0000578 BP embryonic axis specification 0.049375624184649 Citedl
77 G0:0035410 MF dihydrotestosterone 17-beta-dehydrogenase 4.23757396158004e-4 Akrlcl3, Akricl8
activity
78 G0:0047020 MF 15-hydroxyprostaglandin-D dehydrogenase 4.23757396158004e-4 2 Akrlcl3, Akricl8
(NADP+) activity
79 G0:0047086 MF ketosteroid monooxygenase activity 4.23757396158004e-4 2 Akrlcl3, Akricl8
80 G0:0047115 MF trans-1,2-dihydrobenzene-1,2-diol 4.23757396158004e-4 2 Akrlcl3, Akricl18
dehydrogenase activity
81 GO:0047787 MF delta4-3-oxosteroid Sbeta-reductase activity 4.23757396158004e-4 2 Akrlcl3, Akricl18
82 G0:0045550 MF geranylgeranyl reductase activity 5.17693871550259¢-4 2 Akrlcl3, Akricl8
83 GO0:0035671 MF enone reductase activity 5.24299785652495e-4 2 Akrlcl3, Akricl18
84 | GO:0032052 MF bile acid binding 5.48700638478284¢-4 2 Akrlcl3, Akrlcl8
85 GO0:0047834 MF D-threo-aldose 1-dehydrogenase activity 5.48700638478284e-4 2 Akrlcl3, Akricl18
86 G0:0001758 MF retinal dehydrogenase activity 6.53726004857438e-4 2 Akrlcl3, Akricl8
87 G0:0047023 MF androsterone dehydrogenase activity 6.53726004857438e-4 2 Akrlcl3, Akrlcl18
88 G0:0004032 MF alditol:NADP+ 1-oxidoreductase activity 8.21946227575465e-4 2 Akrlcl3, Akricl8
89 G0:0004745 MF NAD-retinol dehydrogenase activity 0.00136355694703031 2 Akrlcl3, Akrlcl18
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90 G0:0008106 MF alcohol dehydrogenase (NADP+) activity 0.00164885101298622 Akrlcl3, Akricl18
91 G0:0016628 MF oxidoreductase activity, acting on the CH-CH 0.00164885101298622 Akrlcl3, Akricl8
group of donors, NAD or NADP as acceptor
92 | GO:0004033 MF aldo-keto reductase (NADP) activity 0.00184317967850148 Akrlcl3, Akrlcl8
93 G0:0016655 MF oxidoreductase activity, acting on NAD(P)H, 0.00214587258727855 Akrlcl3, Akricl18
quinone or similar compound as acceptor
94 | GO:0033764 MF steroid dehydrogenase activity, acting on the 0.00245577192536023 2 Akrlcl3, Akricl18
CH-OH group of donors, NAD or NADP as
acceptor
95 G0:0016229 MF steroid dehydrogenase activity 0.00277163508626416 Akrlcl3, Akricl18
96 G0:0016620 MF oxidoreductase activity, acting on the aldehyde | 0.00354094560168153 Akrlcl3, Akricl8
or oxo group of donors, NAD or NADP as
acceptor
97 G0:0016627 MF oxidoreductase activity, acting on the CH-CH 0.00428263529624581 2 Akrlcl3, Akricl8
group of donors
98 G0:0016709 MF oxidoreductase activity, acting on paired donors, | 0.00428263529624581 2 Akrlcl3, Akricl18
with incorporation or reduction of molecular
oxygen, NAD(P)H as one donor, and
incorporation of one atom of oxygen
99 G0:0016903 MF oxidoreductase activity, acting on the aldehyde | 0.00428263529624581 2 Akrlcl3, Akricl8
or oxo group of donors
100 | GO:0016651 MF oxidoreductase activity, acting on NAD(P)H 0.00528887865861497 2 Akrlcl3, Akricl18
101 | G0:0033293 MF monocarboxylic acid binding 0.00706137201877357 2 Akrlcl3, Akricl8
102 | GO:0004497 MF monooxygenase activity 0.0159408882614046 2 Akrlcl3, Akricl18
103 | G0:0016616 MF oxidoreductase activity, acting on the CH-OH 0.0159408882614046 2 Akrlcl3, Akricl8
group of donors, NAD or NADP as acceptor
104 | GO:0016614 MF oxidoreductase activity, acting on CH-OH 0.0168890423596606 2 Akrlcl3, Akricl8
group of donors
105 | GO:0031406 MF carboxylic acid binding 0.0206062902688491 Akrlcl3, Akrlcl8
106 | GO:0016705 MF oxidoreductase activity, acting on paired donors, | 0.0295001586200273 Akrlcl3, Akricl8
with incorporation or reduction of molecular
oxygen
107 | GO:0004383 MF guanylate cyclase activity 0.0312137524993497 1 Gucylbl
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108 | GO:0004955 MF prostaglandin receptor activity 0.0312137524993497 1 Ptofr
109 | GO:0070410 MF co-SMAD binding 0.0312137524993497 1 Citedl
110 | GO:0004016 MF adenylate cyclase activity 0.0312137524993497 1 Gucylbl
111 | GO:0004954 MF prostanoid receptor activity 0.0312137524993497 1 Ptofr
112 | G0:0034483 MF heparan sulfate sulfotransferase activity 0.0353848869495768 1 Hs3st3bl
113 | GO:0004953 MF icosanoid receptor activity 0.0363220762844822 1 Ptofr
114 | GO:0009975 MF cyclase activity 0.0363220762844822 1 Gucylbl
115 | G0:0016849 MF phosphorus-oxygen lyase activity 0.0363220762844822 1 Gucylbl
116 | GO:0017147 MF Whnt-protein binding 0.0379860909109293 1 Sfrp4
117 | G0:0061631 MF ubiquitin conjugating enzyme activity 0.0437706979714841 1 Ube2u
118 | GO:0061650 MF ubiquitin-like protein conjugating enzyme 0.0473857326225976 1 Ube2u

activity

Tab. S6. Analiza funkcjonalna genow o zwiekszonej ekspresji w komorkach ziarnistych myszy db/db.

Numer

Liczba genéw
0 zréznicowanej

Nr | identyfikacyjny Katce;%ma Opis Skorygowana warto$¢é p ekspresji Lista genéw
kategorii GO zaklasyfikowanych do
danego procesu
1 G0:0048738 BP cardiac muscle tissue development 0.00504840059860985 3 Pdgfrb, Colllal,
Adamts9
2 G0:0014706 BP striated muscle tissue development 0.00504840059860985 3 Pdgfrb, Colllal,
Adamts9
G0:0061448 BP connective tissue development 0.00504840059860985 Nfib, Pdgfrb, Col1lal
G0:0060537 BP muscle tissue development 0.0115364985300676 Pdgfrb, Colllal,

Adamts9
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5 G0:0035909 BP aorta morphogenesis 0.00504840059860985 2 Pdgfrb, Adamts9
6 G0:0003229 BP ventricular cardiac muscle tissue development 0.00979388983110615 2 Colllal, Adamts9
7 G0:0035904 BP aorta development 0.00979388983110615 2 Pdgfrb, Adamts9
8 G0:0048844 BP artery morphogenesis 0.0112459010906051 2 Pdgfrb, Adamts9
9 G0:0002062 BP chondrocyte differentiation 0.0161298332569326 2 Nfib, Colllal

10 G0:0060840 BP artery development 0.0161298332569326 2 Pdgfrb, Adamts9
11 | G0:0051101 BP regulation of DNA binding 0.0175635921760872 2 Nfib, Zbth7c

12 G0:0060041 BP retina development in camera-type eye 0.0300390098417984 2 Pdgfrb, Nectinl
13 G0:0051216 BP cartilage development 0.0310748279426986 2 Nfib, Col1lal

14 | GO:0030324 BP lung development 0.0310748279426986 2 Nfib, Pdgfrb

15 G0:0030323 BP respiratory tube development 0.0310748279426986 2 Nfib, Pdgfrb

16 | GO:0007411 BP axon guidance 0.0310748279426986 2 Nfib, Nectinl

17 G0:0097485 BP neuron projection guidance 0.0310748279426986 2 Nfib, Nectinl

18 G0:0048705 BP skeletal system morphogenesis 0.0310748279426986 2 Pdgfrb, Colllal
19 G0:0060541 BP respiratory system development 0.0310748279426986 2 Nfib, Pdgfrb

20 | GO:0030198 BP extracellular matrix organization 0.0310748279426986 2 Colllal, Adamts9
21 G0:0043062 BP extracellular structure organization 0.0310748279426986 2 Colllal, Adamts9
22 | GO:0045229 BP external encapsulating structure organization 0.0310748279426986 2 Colllal, Adamts9
23 G0:0090596 BP sensory organ morphogenesis 0.0310748279426986 2 Colllal, Nectinl
24 | GO:0031589 BP cell-substrate adhesion 0.0325840312788297 2 Adamts9, Atrnll
25 G0:0043010 BP camera-type eye development 0.0325840312788297 2 Pdgfrb, Nectinl
26 | GO:0051098 BP regulation of binding 0.0335756955259428 2 Nfib, Zbtb7c

27 G0:0001654 BP eye development 0.033628749027467 2 Pdgfrb, Nectinl
28 G0:0150063 BP visual system development 0.033628749027467 2 Pdgfrb, Nectinl
29 G0:0048880 BP sensory system development 0.0336329777026515 2 Pdgfrb, Nectinl
30 G0:0048732 BP gland development 0.0356807893830889 2 Nfib, Pdgfrb

31 G0:0007409 BP axonogenesis 0.0359527365380037 2 Nfib, Nectinl
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32 G0:0002934 BP desmosome organization 0.0310748279426986 1 Nectinl

33 G0:0071670 BP smooth muscle cell chemotaxis 0.0310748279426986 1 Pdgfrb

34 | GO:0072203 BP cell proliferation involved in metanephros 0.0310748279426986 1 Pdgfrb
development

35 G0:0072102 BP glomerulus morphogenesis 0.0310748279426986 1 Pdgfrb

36 | GO:0060502 BP epithelial cell proliferation involved in lung 0.0310748279426986 1 Nfib
morphogenesis

37 G0:1903025 BP regulation of RNA polymerase |1 regulatory 0.0310748279426986 1 Zhbtb7c
region sequence-specific DNA binding

38 G0:0048070 BP regulation of developmental pigmentation 0.0310748279426986 1 Adamts9

39 GO0:0071679 BP commissural neuron axon guidance 0.0310748279426986 1 Nfib

40 G0:0072110 BP glomerular mesangial cell proliferation 0.0310748279426986 1 Pdgfrb

41 G0:0120305 BP regulation of pigmentation 0.0310748279426986 1 Adamts9

42 G0:2000489 BP regulation of hepatic stellate cell activation 0.0310748279426986 1 Pdgfrb

43 G0:0035791 BP platelet-derived growth factor receptor-beta 0.0310748279426986 1 Pdgfrb
signaling pathway

44 G0:0061140 BP lung secretory cell differentiation 0.0310748279426986 1 Nfib

45 GO0:0072224 BP metanephric glomerulus development 0.0310748279426986 1 Pdgfrb

46 G0:1903671 BP negative regulation of sprouting angiogenesis 0.0310748279426986 1 Adamts9

47 | GO:0035733 BP hepatic stellate cell activation 0.0325840312788297 1 Pdgfrb

48 G0:0072109 BP glomerular mesangium development 0.0327209804510647 1 Pdgfrb

49 G0:0060947 BP cardiac vascular smooth muscle cell 0.0335756955259428 1 Pdgfrb
differentiation

50 G0:0044406 BP adhesion of symbiont to host 0.0335756955259428 1 Nectinl

51 G0:0055003 BP cardiac myofibril assembly 0.0335756955259428 1 Pdgfrb

52 | GO:0072537 BP fibroblast activation 0.0335756955259428 1 Pdgfrb

53 G0:0060973 BP cell migration involved in heart development 0.033628749027467 1 Pdgfrb

54 | GO:0001502 BP cartilage condensation 0.033676528942479 1 Coll1al

55 G0:0070166 BP enamel mineralization 0.033676528942479 1 Nectinl
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56 G0:0032516 BP positive regulation of phosphoprotein 0.0337197333181861 1 Pdgfrb
phosphatase activity

57 G0:0050910 BP detection of mechanical stimulus involved in 0.0337197333181861 1 Coll1al
sensory perception of sound

58 G0:0072111 BP cell proliferation involved in kidney 0.0337197333181861 1 Pdgfrb
development

59 G0:190289%4 BP negative regulation of miRNA transcription 0.0347374622863709 1 Nfib

60 G0:0030325 BP adrenal gland development 0.0356807893830889 1 Pdgfrb

61 G0:0048857 BP neural nucleus development 0.0356807893830889 1 Nfib

62 | GO:0098743 BP cell aggregation 0.0356807893830889 1 Colllal

63 G0:0072012 BP glomerulus vasculature development 0.0359527365380037 1 Pdgfrb

64 | GO:0002089 BP lens morphogenesis in camera-type eye 0.0359527365380037 1 Nectinl

65 G0:0061298 BP retina vasculature development in camera-type 0.0359527365380037 1 Pdgfrb
eye

66 G0:0061437 BP renal system vasculature development 0.0359527365380037 1 Pdgfrb

67 G0:0061440 BP kidney vasculature development 0.0359527365380037 1 Pdgfrb

68 | GO:0097186 BP amelogenesis 0.0359527365380037 1 Nectinl

69 G0:0030318 BP melanocyte differentiation 0.0359527365380037 1 Adamts9

70 G0:0090280 BP positive regulation of calcium ion import 0.0359527365380037 1 Pdgfrb

71 | GO:0048745 BP smooth muscle tissue development 0.0366766984662141 1 Pdgfrb

72 G0:0021952 BP central nervous system projection neuron 0.0366766984662141 1 Nfib
axonogenesis

73 G0:0032967 BP positive regulation of collagen biosynthetic 0.0366766984662141 1 Pdgfrb
process

74 G0:0043552 BP positive regulation of phosphatidylinositol 3- 0.0366766984662141 1 Pdgfrb
kinase activity

75 GO0:0060977 BP coronary vasculature morphogenesis 0.037430029759642 1 Pdgfrb

76 G0:0002063 BP chondrocyte development 0.0375494412481608 1 Coll1al

77 G0:0034505 BP tooth mineralization 0.0375494412481608 1 Nectinl

78 GO0:0010714 BP positive regulation of collagen metabolic 0.0375494412481608 1 Pdgfrb

process

147



79 G0:0010863 BP positive regulation of phospholipase C activity 0.0375494412481608 1 Pdgfrb

80 G0:0060487 BP lung epithelial cell differentiation 0.0375494412481608 1 Nfib

81 G0:0035025 BP positive regulation of Rho protein signal 0.0375494412481608 1 Pdgfrb
transduction

82 G0:0060479 BP lung cell differentiation 0.0375494412481608 1 Nfib

83 G0:0090218 BP positive regulation of lipid kinase activity 0.0375494412481608 1 Pdgfrb

84 | GO:0010922 BP positive regulation of phosphatase activity 0.0382236877775588 1 Pdgfrb

85 G0:0007435 BP salivary gland morphogenesis 0.0387558770532836 1 Nfib

86 G0:0072210 BP metanephric nephron development 0.0387558770532836 1 Pdgfrb

87 G0:1900274 BP regulation of phospholipase C activity 0.0387558770532836 1 Pdgfrb

88 G0:0050931 BP pigment cell differentiation 0.0393849701492733 1 Adamts9

89 G0:1903670 BP regulation of sprouting angiogenesis 0.0394785533007733 1 Adamts9

90 G0:0007431 BP salivary gland development 0.0394785533007733 1 Nfib

91 G0:0035886 BP vascular associated smooth muscle cell 0.0394785533007733 1 Pdgfrb
differentiation

92 G0:0043551 BP regulation of phosphatidylinositol 3-kinase 0.0394785533007733 1 Pdgfrb
activit

93 G0:0038084 BP vasculzr endothelial growth factor signaling 0.040065716802586 1 Pdgfrb

athwa

94 | GO:0010464 BP Eegulati{)n of mesenchymal cell proliferation 0.0404783081852716 1 Nfib

95 G0:0021955 BP central nervous system neuron axonogenesis 0.0404783081852716 1 Nfib

96 G0:0045840 BP positive regulation of mitotic nuclear division 0.0406735230714484 1 Pdgfrb

97 | GO:0097178 BP ruffle assembly 0.0406735230714484 1 Pdgfrb

98 G0:0006024 BP glycosaminoglycan biosynthetic process 0.0413914813342623 1 Pdgfrb

99 G0:0035307 BP positive regulation of protein dephosphorylation | 0.0413914813342623 1 Pdgfrb

100 | GO:0050974 BP detection of mechanical stimulus involved in 0.0413914813342623 1 Coll1al
sensory perception

101 | GO:0003179 BP heart valve morphogenesis 0.0415627343600716 1 Adamts9

102 | GO:0032965 BP regulation of collagen biosynthetic process 0.0415627343600716 1 Pdgfrb
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103 | GO:0007157 BP heterophilic cell-cell adhesion via plasma 0.0426132880334524 1 Nectinl
membrane cell adhesion molecules

104 | GO:0010518 BP positive regulation of phospholipase activity 0.0426132880334524 1 Pdgfrb

105 | G0:0048066 BP developmental pigmentation 0.0426132880334524 1 Adamts9

106 | GO:0060428 BP lung epithelium development 0.0426132880334524 1 Nfib

107 | GO:0090279 BP regulation of calcium ion import 0.0426132880334524 1 Pdgfrb

108 | G0:0043392 BP negative regulation of DNA binding 0.0426132880334524 1 Nfib

109 | GO:0043550 BP regulation of lipid kinase activity 0.0426132880334524 1 Pdgfrb

110 | GO:2000677 BP regulation of transcription regulatory region 0.0426132880334524 1 Zhbtb7c
DNA binding

111 | G0:0006023 BP aminoglycan biosynthetic process 0.0426132880334524 1 Pdgfrb

112 | G0:0035272 BP exocrine system development 0.0426132880334524 1 Nfib

113 | G0:0010596 BP negative regulation of endothelial cell migration | 0.0426132880334524 1 Adamts9

114 | GO:0010712 BP regulation of collagen metabolic process 0.0426132880334524 1 Pdgfrb

115 | G0:0055010 BP ventricular cardiac muscle tissue morphogenesis | 0.0426132880334524 1 Coll1al

116 | G0:0010463 BP mesenchymal cell proliferation 0.0431168336528807 1 Nfib

117 | G0:0031529 BP ruffle organization 0.0431168336528807 1 Pdgfrb

118 | G0O:0032964 BP collagen biosynthetic process 0.0431168336528807 1 Pdgfrb

119 | GO:0043666 BP regulation of phosphoprotein phosphatase 0.0431168336528807 1 Pdgfrb
activit

120 | GO:0003170 BP heart \Z’;\Ive development 0.0431168336528807 1 Adamts9

121 | G0:0006826 BP iron ion transport 0.0431168336528807 1 Nectinl

122 | GO:0030199 BP collagen fibril organization 0.0431168336528807 1 Colllal

123 | G0O:0035924 BP cellular response to vascular endothelial growth | 0.043535889062876 1 Pdgfrb
factor stimulus

124 | GO:0050982 BP detection of mechanical stimulus 0.0441527826646373 1 Coll1al

125 | G0O:0010517 BP regulation of phospholipase activity 0.0441527826646373 1 Pdgfrb

126 | GO:0035306 BP positive regulation of dephosphorylation 0.0441527826646373 1 Pdgfrb

127 | GO:0051785 BP positive regulation of nuclear division 0.0441527826646373 1 Pdgfrb
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128 | G0O:0014911 BP positive regulation of smooth muscle cell 0.0442503770599466 1 Pdgfrb
migration
129 | G0O:0060193 BP positive regulation of lipase activity 0.0442503770599466 1 Pdgfrb
130 | GO:0032835 BP glomerulus development 0.0443452436690453 1 Pdgfrb
131 | GO:0048008 BP platelet-derived growth factor receptor signaling | 0.0443452436690453 1 Pdgfrb
pathway
132 | GO:0045600 BP positive regulation of fat cell differentiation 0.0464410168257349 1 Zbtb7c
133 | GO:0060425 BP lung morphogenesis 0.0464410168257349 1 Nfib
134 | GO:0030239 BP myofibril assembly 0.0466265119615064 1 Pdgfrb
135 | G0:0048146 BP positive regulation of fibroblast proliferation 0.0466265119615064 1 Pdgfrb
136 | G0O:0010633 BP negative regulation of epithelial cell migration 0.0466265119615064 1 Adamts9
137 | GO:0046579 BP positive regulation of Ras protein signal 0.0466265119615064 1 Pdgfrb
transduction
138 | G0O:0055002 BP striated muscle cell development 0.0466265119615064 1 Pdgfrb
139 | G0:0055008 BP cardiac muscle tissue morphogenesis 0.0466265119615064 1 Colllal
140 | GO:0014068 BP positive regulation of phosphatidylinositol 3- 0.0479527739224193 Pdgfrb
kinase signaling
141 | GO:0006029 BP proteoglycan metabolic process 0.0483250507942868 1 Coll1al
142 | GO:0060976 BP coronary vasculature development 0.0483250507942868 1 Pdgfrb
143 | G0O:2000379 BP positive regulation of reactive oxygen species 0.0486520428186565 1 Pdgfrb
metabolic process
144 | GO:0051057 BP positive regulation of small GTPase mediated 0.0487139884355936 1 Pdgfrb
signal transduction
145 | GO:0051145 BP smooth muscle cell differentiation 0.0487139884355936 1 Pdgfrb
146 | G0O:2000573 BP positive regulation of DNA biosynthetic process | 0.0487139884355936 1 Pdgfrb
147 | G0:0003208 BP cardiac ventricle morphogenesis 0.0487436700182039 1 Coll1al
148 | G0:0062023 CcC collagen-containing extracellular matrix 0.0335756955259428 2 Colllal, Atrnll
149 | G0O:0005583 CcC fibrillar collagen trimer 0.0310748279426986 1 Coll1al
150 | G0:0098643 ccC banded collagen fibril 0.0310748279426986 1 Colllal
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151 | GO:0098945 cC intrinsic component of presynaptic active zone 0.0310748279426986 1 Nectinl
membrane

152 | GO:0098644 cC complex of collagen trimers 0.0335756955259428 1 Coll1al

153 | G0:0048787 cC presynaptic active zone membrane 0.0359527365380037 1 Nectinl

154 | GO:0098686 cC hippocampal mossy fiber to CA3 synapse 0.0359527365380037 1 Nectinl

155 | GO:0099056 cC integral component of presynaptic membrane 0.0404783081852716 1 Nectinl

156 | G0:0098889 cC intrinsic component of presynaptic membrane 0.0426132880334524 1 Nectinl

157 | G0O:0048786 cC presynaptic active zone 0.0476128638936351 1 Nectinl

158 | G0O:0005581 CcC collagen trimer 0.0487436700182039 1 Colllal

159 | G0:0008201 MF heparin binding 0.0287392106306939 2 Coll1lal, Pcolce

160 | GO:0005539 MF glycosaminoglycan binding 0.0310748279426986 2 Colllal, Pcolce

161 | G0O:0030246 MF carbohydrate binding 0.0310748279426986 2 Nectinl, Atrnll

162 | G0O:1901681 MF sulfur compound binding 0.0310748279426986 2 Coll1al, Pcolce

163 | G0:0048407 MF platelet-derived growth factor binding 0.0310748279426986 1 Pdgfrb

164 | GO:0005161 MF platelet-derived growth factor receptor binding 0.0310748279426986 1 Pdgfrb

165 | G0O:0140416 MF transcription regulator inhibitor activity 0.0335756955259428 1 Nfib

166 | G0O:0030020 MF extracellular matrix structural constituent 0.0387558770532836 1 Coll1al
conferring tensile strength

167 | G0O:0043548 MF phosphatidylinositol 3-kinase binding 0.0394785533007733 1 Pdgfrb

168 | GO:0016504 MF peptidase activator activity 0.0404783081852716 1 Pcolce

169 | GO:0004714 MF transmembrane receptor protein tyrosine kinase | 0.0431168336528807 Pdgfrb
activit

170 | GO:0140678 MF moIeCl)J/Iar function inhibitor activity 0.043948955748353 1 Nfib

171 | G0O:0019199 MF transmembrane receptor protein kinase activity | 0.0482883648580613 1 Pdgfrb

172 | GO:0005518 MF collagen binding 0.0487139884355936 1 Pcolce
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Tab. S7. Analiza funkcjonalna gen6w o obnizonej ekspresji w komérkach ziarnistych myszy ob/ob.

Liczba genéw

Numer Kategoria 0 zroéznicowanej
Nr | identyfikacyjny GO Opis Skorygowana warto$¢ p ekspresji Lista genow
kategorii GO zaklasyfikowanych do
danego procesu

1 G0:0072006 BP nephron development 2.33668101946561e-5 6 KIhI3, Pdgfra, Wnt4,
Hoxd11, Agtr2,
Hs3st3b1

2 G0:0001822 BP kidney development 2.84007837821596e-4 6 KIhI3, Pdgfra, Wnt4,
Hoxd11, Agtr2,
Hs3st3b1

3 G0:0072001 BP renal system development 3.32857114186746e-4 6 KIhi3, Pdgfra, Wnt4,
Hoxd11, Agtr2,
Hs3st3bl

4 G0:0001655 BP urogenital system development 5.28613007621632¢-4 6 Kl1hl3, Pdgfra, Wnt4,
Hoxd11, Agtr2,
Hs3st3b1

5 G0:0060562 BP epithelial tube morphogenesis 5.28613007621632¢-4 6 Kl1hl3, Pdgfra, Wnt4,
Hoxd11, Agtr2,
Hs3st3b1

6 G0:2001233 BP regulation of apoptotic signaling pathway 5.28613007621632¢-4 6 Pmp22, Unc5h, Lmna,
Dapk2, Wnt4, Agtr2

7 G0:0042692 BP muscle cell differentiation 6.80562113705951e-4 6 Pmp22, Lmna, Pdgfra,
Tpml, Wnt4, Agtr2

8 G0:0072078 BP nephron tubule morphogenesis 2.33668101946561e-5 5 KiIhl3, Wnt4, Hoxd11,
Agtr2, Hs3st3bl

9 G0:0072088 BP nephron epithelium morphogenesis 2.33668101946561e-5 5 KiIhl3, Wnt4, Hoxd11,
Agtr2, Hs3st3bl

10 G0:0072028 BP nephron morphogenesis 2.33668101946561e-5 5 KiIhl3, Wnt4, Hoxd11,

Agtr2, Hs3st3bl
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11 G0:0061333 BP renal tubule morphogenesis 2.33668101946561e-5 KIhl3, Wnt4, Hoxd11,
Agtr2, Hs3st3b1

12 G0:0072080 BP nephron tubule development 3.47894551065365e-5 KIhl3, Wnt4, Hoxd11,
Agtr2, Hs3st3b1

13 G0:0060993 BP kidney morphogenesis 3.47894551065365e-5 KIhl3, Wnt4, Hoxd11,
Agtr2, Hs3st3b1

14 | GO:0061326 BP renal tubule development 3.85987500655749¢-5 KIhl3, Wnt4, Hoxd11,
Agtr2, Hs3st3b1

15 G0:0072009 BP nephron epithelium development 5.11829665898621e-5 KIhl3, Wnt4, Hoxd11,
Agtr2, Hs3st3b1

16 G0:0072073 BP kidney epithelium development 1.68900010416876e-4 Kl1hI3, Wnt4, Hoxd11,
Agtr2, Hs3st3b1l

17 G0:0048754 BP branching morphogenesis of an epithelial tube | 3.32857114186746e-4 Pdgfra, Wnt4, Hoxd11,
Agtr2, Hs3st3b1l

18 G0:0055001 BP muscle cell development 5.28613007621632¢-4 Pmp22, Lmna, Pdgfra,
Tpm1l, Agtr2

19 G0:0061138 BP morphogenesis of a branching epithelium 5.28613007621632¢-4 Pdgfra, Wnt4, Hoxd11,
Agtr2, Hs3st3bl

20 G0:0001763 BP morphogenesis of a branching structure 6.73213174228403e-4 Pdgfra, Wnt4, Hoxd11,
Agtr2, Hs3st3bl

21 | GO:0051146 BP striated muscle cell differentiation 0.00201843526183863 Pmp22, Lmna, Pdgfra,
Tpm1l, Agtr2

22 | GO:0008202 BP steroid metabolic process 0.00214415893468787 Pmp22, Akrlc18,
Pdgfra, Apoal, Wnt4

23 G0:0006066 BP alcohol metabolic process 0.0023024731669096 Pmp22, Akrlcl18, Snca,
Apoal, Wnt4

24 | GO:0019216 BP regulation of lipid metabolic process 0.00317670399752016 Akrlc18, Snca, Pdgfra,
Apoal, Wnt4

25 G0:0032102 BP negative regulation of response to external 0.0036975728386617 Pdgfra, Apoal, Wnt4,

stimulus Susd4, Abat

26 | GO:0045785 BP positive regulation of cell adhesion 0.00596528175792244 Podxl, Apoal, Tpml,
Wnt4, Col16al

27 G0:0060537 BP muscle tissue development 0.00633328183856884 Pmp22, Lmna, Pdgfra,
Tpm1l, Agtr2

28 G0:0001658 BP branching involved in ureteric bud 1.91858946524759¢-4 Wnt4, Hoxd11, Agtr2,

morphogenesis

Hs3st3bl
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29 G0:0060675 BP ureteric bud morphogenesis 2.55725807994358¢e-4 Wnt4, Hoxd11, Agtr2,
Hs3st3bl

30 GO0:0072171 BP mesonephric tubule morphogenesis 2.55725807994358¢e-4 Wnt4, Hoxd11, Agtr2,
Hs3st3b1

31 G0:0001656 BP metanephros development 4.24318092447458e-4 Pdgfra, Wnt4, Hoxd11,
Agtr2

32 | GO:0001657 BP ureteric bud development 5.28613007621632e-4 Wnt4, Hoxd11, Agtr2,
Hs3st3bl

33 G0:0072163 BP mesonephric epithelium development 5.28613007621632¢-4 Wnt4, Hoxd11, Agtr2,
Hs3st3bl

34 G0:0072164 BP mesonephric tubule development 5.28613007621632¢e-4 Wnt4, Hoxd11, Agtr2,
Hs3st3b1

35 G0:0001823 BP mesonephros development 5.68037830895249¢-4 Wnt4, Hoxd11, Agtr2,
Hs3st3bl

36 G0:0031032 BP actomyosin structure organization 0.00390936408300391 Pdgfra, Apoal, Tpm1,
Wnt4

37 G0:1901617 BP organic hydroxy compound biosynthetic 0.0048130274067352 Snca, Apoal, Wnt4,

process Agtr2

38 G0:0042180 BP cellular ketone metabolic process 0.00486121642143567 Akrlcl8, Snca, Apoal,
Wnt4

39 G0:0015850 BP organic hydroxy compound transport 0.00579703997684516 Snca, Apoal, Abat,
Agtr2

40 | GO:0048738 BP cardiac muscle tissue development 0.00633328183856884 Lmna, Pdgfra, Tpm1,
Agtr2

41 | GO:0014706 BP striated muscle tissue development 0.00709864066297289 Lmna, Pdgfra, Tpm1,
Agtr2

42 G0:0007162 BP negative regulation of cell adhesion 0.00817848606104372 Podxl, PIxna2, Apoal,
Abat

43 | GO:0030198 BP extracellular matrix organization 0.00817848606104372 Pmp22, Pdgfra, Col4a2,
Coll6al

44 | GO:0043062 BP extracellular structure organization 0.00817848606104372 Pmp22, Pdgfra, Col4a2,
Coll6al

45 G0:0045229 BP external encapsulating structure organization 0.00817848606104372 Pmp22, Pdgfra, Col4a2,
Coll6al

46 G0:0006790 BP sulfur compound metabolic process 0.00889230460337466 Snca, Bgn, Mical2,

Hs3st3bl
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47 G0:0022604 BP regulation of cell morphogenesis 0.00962357670820752 4 Sparc, Plxna2, Apoal,
Tpml
48 | G0O:0042060 BP wound healing 0.0129629193636814 4 Pdgfra, Tpm1, Wnt4,
Abat
49 G0:0003002 BP regionalization 0.01390419853647 4 Hoxc10, PIxna2, Mns1,
Hoxd11
50 | G0O:1902903 BP regulation of supramolecular fiber 0.0139556992125675 4 Snca, Apoal, Tpm1,
organization Wnt4
51 G0:0003012 BP muscle system process 0.0172568337869221 4 Lmna, Tpm1, Abat,
Agtr2
52 G0:0034329 BP cell junction assembly 0.0184503634115796 4 Pmp22, Snca, Wnt4,
Coll6al
53 G0:0006631 BP fatty acid metabolic process 0.0184641922558862 4 Akrlcl8, Elovi2, Snca,
Apoal
54 G0:0007015 BP actin filament organization 0.0197780884248244 4 Apoal, Tpml, Wnt4,
Mical2
55 G0:0022407 BP regulation of cell-cell adhesion 0.0210438204805722 4 Podxl, Apoal, Wnt4,
Abat
56 G0:0007389 BP pattern specification process 0.0235715714686242 4 Hoxc10, PIxna2, Mns1,
Hoxd11
57 G0:0050808 BP synapse organization 0.0237846119862786 4 Pmp22, Sparc, Snca,
Palld
58 G0:0051953 BP negative regulation of amine transport 6.80562113705951e-4 3 Snca, Abat, Agtr2
59 G0:0072210 BP metanephric nephron development 7.1448495042003e-4 3 Pdgfra, Wnt4, Agtr2
60 G0:1905332 BP positive regulation of morphogenesis of an 8.0932994713414e-4 3 Pdgfra, Wnt4, Agtr2
epithelium
61 GO0:0042417 BP dopamine metabolic process 0.00119999107373315 3 Snca, Abat, Agtr2
62 G0:0051353 BP positive regulation of oxidoreductase activity | 0.00210157905080711 3 Snca, Pdp1, Agtr2
63 G0:0051496 BP positive regulation of stress fiber assembly 0.00214415893468787 3 Apoal, Tpml, Wnt4
64 | GO:0006584 BP catecholamine metabolic process 0.00237554717318606 3 Snca, Abat, Agtr2
65 G0:0009712 BP catechol-containing compound metabolic 0.00237554717318606 3 Snca, Abat, Agtr2
process
66 G0:0032233 BP positive regulation of actin filament bundle 0.00298701054346521 3 Apoal, Tpml, Wnt4

assembly
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67 | GO:0050433 BP regulation of catecholamine secretion 0.00298701054346521 3 Snca, Abat, Agtr2

68 G0:0050432 BP catecholamine secretion 0.00317670399752016 3 Snca, Abat, Agtr2

69 G0:0061045 BP negative regulation of wound healing 0.00330752127416161 3 Pdgfra, Wnt4, Abat

70 G0:1905330 BP regulation of morphogenesis of an epithelium | 0.00330752127416161 3 Pdgfra, Wnt4, Agtr2

71 G0:0045669 BP positive regulation of osteoblast 0.00351197210262429 3 Lmna, Wnt4, Scube3
differentiation

72 G0:0060191 BP regulation of lipase activity 0.00446441206058075 3 Snca, Pdgfra, Apoal

73 G0:0032890 BP regulation of organic acid transport 0.0047715764673915 3 Snca, Abat, Agtr2

74 G0:0051937 BP catecholamine transport 0.0047715764673915 3 Snca, Abat, Agtr2

75 G0:1903035 BP negative regulation of response to wounding 0.00501099012910947 3 Pdgfra, Wnt4, Abat

76 G0:0051341 BP regulation of oxidoreductase activity 0.00542374236172333 3 Snca, Pdp1, Agtr2

77 G0:0051492 BP regulation of stress fiber assembly 0.00579703997684516 3 Apoal, Tpml, Wnt4

78 | GO:0055013 BP cardiac muscle cell development 0.0062108319915846 3 Lmna, Pdgfra, Agtr2

79 G0:0015844 BP monoamine transport 0.00633328183856884 3 Snca, Abat, Agtr2

80 G0:0006576 BP cellular biogenic amine metabolic process 0.00633328183856884 3 Snca, Abat, Agtr2

81 G0:0055006 BP cardiac cell development 0.00660184209046205 3 Lmna, Pdgfra, Agtr2

82 | G0O:0110020 BP regulation of actomyosin structure 0.00668406747182205 3 Apoal, Tpml, Wnt4
organization

83 G0:2000181 BP negative regulation of blood vessel 0.00671217795284669 3 Sparc, Colda2, Wnt4
morphogenesis

84 | GO:1901343 BP negative regulation of vasculature 0.00680864232334473 3 Sparc, Cold4a2, Wnt4
development

85 | GO:0032231 BP regulation of actin filament bundle assembly 0.00694434119611316 3 Apoal, Tpml, Wnt4

86 G0:0030038 BP contractile actin filament bundle assembly 0.00694434119611316 3 Apoal, Tpml, Wnt4

87 | GO:0043149 BP stress fiber assembly 0.00694434119611316 3 Apoal, Tpml, Wnt4

88 G0:0051952 BP regulation of amine transport 0.00694434119611316 3 Snca, Abat, Agtr2

89 G0:0019218 BP regulation of steroid metabolic process 0.00696654943034632 3 Akrlc18, Apoal, Wnt4

90 G0:0044070 BP regulation of anion transport 0.00696654943034632 3 Snca, Abat, Agtr2

91 G0:0015837 BP amine transport 0.00724511618869767 3 Snca, Abat, Agtr2
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92 | GO:0044106 BP cellular amine metabolic process 0.00724511618869767 Snca, Abat, Agtr2
93 GO0:0034754 BP cellular hormone metabolic process 0.00724511618869767 Akrlc18, Pdgfra, Wnt4
94 | GO:0010927 BP cellular component assembly involved in 0.00734681131306791 Pmp22, Pdgfra, Tpml
morphogenesis
95 | GO:0009308 BP amine metabolic process 0.00773015400263163 3 Snca, Abat, Agtr2
96 G0:0018958 BP phenol-containing compound metabolic 0.00773015400263163 3 Snca, Abat, Agtr2
rocess
97 G0:0061041 BP Fegulation of wound healing 0.00817848606104372 3 Pdgfra, Wnt4, Abat
98 G0:2000027 BP regulation of animal organ morphogenesis 0.00817848606104372 3 Wnt4, Hoxd11, Agtr2
99 G0:0010811 BP positive regulation of cell-substrate adhesion 0.00902152273019207 3 Apoal, Wnt4, Coll6al
100 | G0:0035270 BP endocrine system development 0.00902152273019207 3 Pdgfra, Apoal, Wnt4
101 | GO:0046165 BP alcohol biosynthetic process 0.00913412544433908 3 Snca, Apoal, Wnt4
102 | GO:0055007 BP cardiac muscle cell differentiation 0.0103790078923451 3 Lmna, Pdgfra, Agtr2
103 | GO:0010565 BP regulation of cellular ketone metabolic process | 0.0111185274907943 3 Snca, Apoal, Wnt4
104 | GO:0045667 BP regulation of osteoblast differentiation 0.0120125192752048 3 Lmna, Wnt4, Scube3
105 | G0:0062013 BP positive regulation of small molecule 0.013699549790365 3 Snca, Apoal, Wnt4
metabolic process
106 | GO:0006694 BP steroid biosynthetic process 0.0138327156830736 3 Akrlcl8, Apoal, Wnt4
107 | GO:2001236 BP regulation of extrinsic apoptotic signaling 0.01390419853647 3 Unc5b, Lmna, Agtr2
athwa
108 | GO:0051017 BP gctin filitment bundle assembly 0.0139556992125675 Apoal, Tpml, Wnt4
109 | G0:1903531 BP negative regulation of secretion by cell 0.0139556992125675 Snca, Abat, Agtr2
110 | GO:0035107 BP appendage morphogenesis 0.0139556992125675 Hoxc10, PIxna2,
Hoxd11
111 | G0O:0035108 BP limb morphogenesis 0.0139556992125675 3 Hoxc10, PIxna2,
Hoxd11
112 | GO:1903034 BP regulation of response to wounding 0.0139556992125675 3 Pdgfra, Wnt4, Abat
113 | GO:0061572 BP actin filament bundle organization 0.0141413885594665 3 Apoal, Tpml, Wnt4
114 | GO:0043271 BP negative regulation of ion transport 0.0141413885594665 3 Snca, Abat, Agtr2
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115 | G0:1902905 BP positive regulation of supramolecular fiber 0.0151467803936729 3 Apoal, Tpml, Wnt4
organization
116 | GO:0035051 BP cardiocyte differentiation 0.0154274910286636 3 Lmna, Pdgfra, Agtr2
117 | G0:0045834 BP positive regulation of lipid metabolic process | 0.0154274910286636 3 Pdgfra, Apoal, Wnt4
118 | G0O:0044703 BP multi-organism reproductive process 0.0159296771111948 3 Pmp22, Akrlc18, Wnt4
119 | GO:0030534 BP adult behavior 0.0159954514358684 3 Pmp22, Snca, Abat
120 | G0:0051048 BP negative regulation of secretion 0.0184314110915359 3 Snca, Abat, Agtr2
121 | GO:0046890 BP regulation of lipid biosynthetic process 0.0184568424652629 3 Akrlc18, Apoal, Wnt4
122 | G0:0048736 BP appendage development 0.0184568424652629 3 Hoxc10, PIxna2,
Hoxd11
123 | GO:0060173 BP limb development 0.0184568424652629 3 Hoxc10, PIxna2,
Hoxd11
124 | G0O:0051495 BP positive regulation of cytoskeleton 0.0184568424652629 3 Apoal, Tpml, Wnt4
organization
125 | G0:0120032 BP regulation of plasma membrane bounded cell 0.0184568424652629 3 Podxl, Mns1, Septin9
projection assembly
126 | G0:0022408 BP negative regulation of cell-cell adhesion 0.0188093643279148 3 Podxl, Apoal, Abat
127 | GO:0060491 BP regulation of cell projection assembly 0.0188093643279148 3 Podxl, Mns1, Septin9
128 | G0:0008217 BP regulation of blood pressure 0.0212349489161426 3 Tpm1, Abat, Agtr2
129 | G0:1901888 BP regulation of cell junction assembly 0.0212349489161426 3 Snca, Wnt4, Col16al
130 | GO:0001649 BP osteoblast differentiation 0.0215565760244463 3 Lmna, Wnt4, Scube3
131 | GO:0042445 BP hormone metabolic process 0.0215565760244463 3 Akrlcl18, Pdgfra, Wnt4
132 | G0:0010810 BP regulation of cell-substrate adhesion 0.0224850387533955 3 Apoal, Wnt4, Coll6al
133 | G0:0009952 BP anterior/posterior pattern specification 0.0238403675129483 3 Hoxc10, PIxna2,
Hoxd11
134 | GO:0097191 BP extrinsic apoptotic signaling pathway 0.0249975525389061 3 Unc5b, Lmna, Agtr2
135 | GO:2001234 BP negative regulation of apoptotic signaling 0.0258068474591399 3 Unc5b, Lmna, Wnt4
athwa
136 | GO:0006470 BP Brotein{iephosphorylation 0.0263279852712992 3 Ptprb, Pdp1, Agtr2
137 | GO:0060348 BP bone development 0.0285556059730902 3 Sparc, Bgn, Hoxd11
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138 | GO:0007626 BP locomotory behavior 0.0305003906457381 3 Pmp22, Snca, Abat
139 | G0:0110053 BP regulation of actin filament organization 0.0332648015146612 3 Apoal, Tpml, Wnt4
140 | GO:0046942 BP carboxylic acid transport 0.0366777540898557 3 Snca, Abat, Agtr2
141 | GO:0046394 BP carboxylic acid biosynthetic process 0.0381201747243221 3 Elovl2, Apoal, Abat
142 | G0:0061448 BP connective tissue development 0.0381201747243221 3 Lmna, Bgn, Hoxd11
143 | G0O:0016053 BP organic acid biosynthetic process 0.0381201747243221 3 Elovl2, Apoal, Abat
144 | G0:0090287 BP regulation of cellular response to growth 0.0393332190649692 3 Wnt4, Scube3, Agtr2

factor stimulus
145 | G0:1901342 BP regulation of vasculature development 0.042396906784976 3 Sparc, Col4a2, Wnt4
146 | GO:0031647 BP regulation of protein stability 0.0429797910293905 3 Snca, Lmna, Apoal
147 | G0:0015849 BP organic acid transport 0.0455253679323608 3 Snca, Abat, Agtr2
148 | G0O:0090184 BP positive regulation of kidney development 0.00302652145479561 2 Wnt4, Agtr2
149 | G0O:0032060 BP bleb assembly 0.0036975728386617 2 Pmp22, Emp3
150 | GO:0072224 BP metanephric glomerulus development 0.00414798474251526 2 Pdgfra, Agtr2
151 | GO:0042416 BP dopamine biosynthetic process 0.0048130274067352 2 Snca, Agtr2
152 | GO:0010544 BP negative regulation of platelet activation 0.00579703997684516 2 Pdgfra, Abat
153 | GO:0033604 BP negative regulation of catecholamine secretion | 0.00579703997684516 2 Abat, Agtr2
154 | G0:0048148 BP behavioral response to cocaine 0.00633328183856884 2 Snca, Abat
155 | G0:1902644 BP tertiary alcohol metabolic process 0.00633328183856884 2 Akrlcl8, Wnt4
156 | G0O:0010039 BP response to iron ion 0.00668406747182205 2 Snca, Abat
157 | G0:0042053 BP regulation of dopamine metabolic process 0.00694434119611316 2 Snca, Abat
158 | G0:0008211 BP glucocorticoid metabolic process 0.00724511618869767 2 Apoal, Wnt4
159 | G0:0030325 BP adrenal gland development 0.00724511618869767 2 Pdgfra, Apoal
160 | G0O:0042069 BP regulation of catecholamine metabolic process | 0.00724511618869767 2 Snca, Abat
161 | GO:0003338 BP metanephros morphogenesis 0.00792329751237605 2 Wnt4, Agtr2
162 | GO:0009713 BP catechol-containing compound biosynthetic 0.00792329751237605 2 Snca, Agtr2

rocess

163 | GO:0042423 BP Eatecholamine biosynthetic process 0.00792329751237605 2 Snca, Agtr2
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164 | GO:0015874 BP norepinephrine transport 0.00817848606104372 2 Snca, Agtr2
165 | G0O:0051894 BP positive regulation of focal adhesion assembly | 0.00817848606104372 2 Wnt4, Coll6al
166 | G0:0032891 BP negative regulation of organic acid transport 0.00836242082483373 2 Abat, Agtr2
167 | G0O:1902932 BP positive regulation of alcohol biosynthetic 0.00836242082483373 2 Snca, Wnt4
rocess
168 | GO:0045724 BP Eositive regulation of cilium assembly 0.0088766078385038 Mns1, Septin9
169 | G0O:0150117 BP positive regulation of cell-substrate junction 0.0101436673292167 Wnt4, Coll6al
organization
170 | G0:1903792 BP negative regulation of anion transport 0.0101436673292167 2 Abat, Agtr2
171 | G0O:0090183 BP regulation of kidney development 0.0111443701615095 2 Wnt4, Agtr2
172 | GO:0009954 BP proximal/distal pattern formation 0.0121683802318828 2 Hoxc10, Hoxd11
173 | G0O:0035640 BP exploration behavior 0.0121683802318828 2 Abat, Agtr2
174 | G0O:0033238 BP regulation of cellular amine metabolic process | 0.0132138131203386 2 Snca, Abat
175 | G0O:0014046 BP dopamine secretion 0.0139556992125675 2 Snca, Abat
176 | GO:0014059 BP regulation of dopamine secretion 0.0139556992125675 2 Snca, Abat
177 | GO:0110110 BP positive regulation of animal organ 0.0139556992125675 2 Wnt4, Hoxd11
morphogenesis
178 | G0O:0009309 BP amine biosynthetic process 0.0141413885594665 2 Snca, Agtr2
179 | G0O:0042220 BP response to cocaine 0.0141413885594665 2 Snca, Abat
180 | G0:0042401 BP cellular biogenic amine biosynthetic process 0.0141413885594665 2 Snca, Agtr2
181 | G0:0008207 BP C21-steroid hormone metabolic process 0.0146103603481115 2 Akrlcl8, Wnt4
182 | GO:0031128 BP developmental induction 0.0146103603481115 2 Wnt4, Hoxd11
183 | G0:0045940 BP positive regulation of steroid metabolic 0.0151467803936729 2 Apoal, Wnt4
rocess
184 | GO:0032768 BP Eegulation of monooxygenase activity 0.0154562626550282 2 Snca, Agtr2
185 | G0:0010543 BP regulation of platelet activation 0.0159296771111948 2 Pdgfra, Abat
186 | G0O:0030195 BP negative regulation of blood coagulation 0.0164049686116784 2 Pdgfra, Abat
187 | G0:1900047 BP negative regulation of hemostasis 0.01688203791636 2 Pdgfra, Abat
188 | G0O:0050819 BP negative regulation of coagulation 0.0172568337869221 2 Pdgfra, Abat
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189 | G0:1902930 BP regulation of alcohol biosynthetic process 0.0172568337869221 Snca, Wnt4
190 | GO:0051955 BP regulation of amino acid transport 0.0184314110915359 Snca, Abat
191 | GO:0046189 BP phenol-containing compound biosynthetic 0.0184568424652629 Snca, Agtr2
process
192 | GO:0070527 BP platelet aggregation 0.0188093643279148 Pdgfra, Abat
193 | GO:0003044 BP regulation of systemic arterial blood pressure | 0.0192304838349291 Tpm1, Agtr2
mediated by a chemical signal
194 | G0:0015872 BP dopamine transport 0.0210105841358118 Snca, Abat
195 | G0:0030042 BP actin filament depolymerization 0.0216413134138899 Tpml, Mical2
196 | G0:2001238 BP positive regulation of extrinsic apoptotic 0.0216413134138899 Unc5b, Agtr2
signaling pathway
197 | GO:0010517 BP regulation of phospholipase activity 0.0234576943308347 2 Snca, Pdgfra
198 | G0:0051893 BP regulation of focal adhesion assembly 0.0237077618346334 2 Wnt4, Coll6al
199 | G0:0060193 BP positive regulation of lipase activity 0.0237077618346334 2 Pdgfra, Apoal
200 | GO:0090109 BP regulation of cell-substrate junction assembly | 0.0237077618346334 2 Wnt4, Coll6al
201 | GO:0001954 BP positive regulation of cell-matrix adhesion 0.0238403675129483 2 Wnt4, Col16al
202 | GO:0032835 BP glomerulus development 0.0238403675129483 2 Pdgfra, Agtr2
203 | GO:0048008 BP platelet-derived growth factor receptor 0.0238403675129483 2 Snca, Pdgfra
signaling pathway
204 | GO:0045776 BP negative regulation of blood pressure 0.0243276151704687 2 Abat, Agtr2
205 | GO:0060688 BP regulation of morphogenesis of a branching 0.0243276151704687 2 Pdgfra, Agtr2
structure
206 | GO:0030193 BP regulation of blood coagulation 0.0248156110620004 2 Pdgfra, Abat
207 | GO:0150116 BP regulation of cell-substrate junction 0.0258068474591399 2 Wnt4, Coll6al
organization
208 | GO:1900046 BP regulation of hemostasis 0.0258068474591399 2 Pdgfra, Abat
209 | GO:0015800 BP acidic amino acid transport 0.0262836493921288 2 Snca, Abat
210 | GO:1902017 BP regulation of cilium assembly 0.0262836493921288 2 Mns1, Septin9
211 | GO:0030239 BP myofibril assembly 0.0266502531528041 2 Pdgfra, Tpm1l
212 | GO:0050818 BP regulation of coagulation 0.0266502531528041 2 Pdgfra, Abat
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213 | GO:0055002 BP striated muscle cell development 0.027265307356615 2 Pdgfra, Tpm1

214 | GO:0034308 BP primary alcohol metabolic process 0.033112962492651 2 Akrlcl8, Wnt4

215 | GO:0043279 BP response to alkaloid 0.033112962492651 2 Snca, Abat

216 | GO:0050810 BP regulation of steroid biosynthetic process 0.0344217758690327 2 Akrlc18, Wnt4

217 | GO:0007568 BP aging 0.0347758359368066 2 Pmp22, Abat

218 | GO:0032272 BP negative regulation of protein polymerization | 0.0347758359368066 2 Snca, Tpml

219 | GO:0034109 BP homotypic cell-cell adhesion 0.0347758359368066 2 Pdgfra, Abat

220 | GO:1902117 BP positive regulation of organelle assembly 0.0354335887996523 2 Mns1, Septin9

221 | GO:0048041 BP focal adhesion assembly 0.0360943476100981 2 Wnt4, Col16al

222 | GO:0033627 BP cell adhesion mediated by integrin 0.0380940756968057 2 Podxl, Coll6al

223 | GO:0006835 BP dicarboxylic acid transport 0.0381201747243221 2 Snca, Abat

224 | GO:0030168 BP platelet activation 0.0401274162279288 2 Pdgfra, Abat

225 | GO:0061053 BP somite development 0.0414786141618403 2 PIxna2, Wnt4

226 | GO:0007044 BP cell-substrate junction assembly 0.0421579721195919 2 Wnt4, Coll6al

227 | GO:0019217 BP regulation of fatty acid metabolic process 0.0461007701318798 2 Snca, Apoal

228 | GO:0150115 BP cell-substrate junction organization 0.0461007701318798 2 Wnt4, Col16al

229 | GO:0099565 BP chemical synaptic transmission, postsynaptic 0.0467942089456737 2 Snca, Abat

230 | GO:0090288 BP negative regulation of cellular response to 0.0474897747803978 2 Wnt4, Agtr2

growth factor stimulus
231 | GO:2001237 BP negative regulation of extrinsic apoptotic 0.0479999251390278 2 Unc5b, Lmna
signaling pathway
232 | GO:0003300 BP cardiac muscle hypertrophy 0.0493973473921171 Lmna, Agtr2
233 | GO:0046889 BP positive regulation of lipid biosynthetic 0.0493973473921171 Apoal, Wnt4
rocess

234 | GO:0062023 CcC Eollagen-containing extracellular matrix 5.28613007621632¢-4 6 Pmp22, Sparc, PIxna2,
Bgn, Col4a2, Coll6al

235 | GO:0043235 cC receptor complex 0.0165237400121087 4 Pmp22, Ptprb, PIxna2,
Pdgfra

236 | GO:0001725 CC stress fiber 0.0047715764673915 3 Tpr%l, Palld, Septin9
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237 | GO:0097517 cC contractile actin filament bundle 0.0047715764673915 3 Tpm1, Palld, Septin9
238 | GO:0032432 cC actin filament bundle 0.00559330890477133 3 Tpml, Palld, Septin9
239 | GO:0042641 cC actomyosin 0.00559330890477133 3 Tpm1, Palld, Septin9
240 | GO:0005604 cc basement membrane 0.00716560435368035 3 Pmp22, Sparc, Col4a2
241 | GO:0099568 cC cytoplasmic region 0.0223213144008987 3 Mns1, Cltb, Septin9
242 | GO:0005938 cC cell cortex 0.0406685572256848 3 Snca, Cltb, Septin9
243 | GO:0030133 cC transport vesicle 0.0439484766047621 3 Snca, Bgn, Cltb
244 | GO:0031253 cC cell projection membrane 0.045316475139009 3 Podxl, Tpm1, Cltb
245 | GO:0098644 cC complex of collagen trimers 0.00579703997684516 2 Col4a2, Coll6al
246 | GO:0031091 cC platelet alpha granule 0.00633328183856884 2 Sparc, Snca
247 | GO:0005581 cC collagen trimer 0.033112962492651 2 Col4a2, Coll6al
248 | G0O:0030672 cC synaptic vesicle membrane 0.033112962492651 2 Snca, Cltb
249 | G0O:0099501 cC exocytic vesicle membrane 0.033112962492651 2 Snca, Cltb
250 | GO:0016363 CcC nuclear matrix 0.0380940756968057 2 Sparc, Lmna
251 | GO:0030667 CcC secretory granule membrane 0.0381201747243221 2 Sparc, Snca
252 | G0O:0005902 cC microvillus 0.0479999251390278 2 Podxl, Pdgfra
253 | GO:0003779 MF actin binding 0.0048130274067352 5 KIhI3, Snca, Tpml,
Mical2, Palld
254 | GO:0005201 MF extracellular matrix structural constituent 0.00153120394291953 4 Sparc, Bgn, Col4a2,
Coll6al
255 | G0:0030020 MF extracellular matrix structural constituent 0.012736959346602 2 Col4a2, Coll6al
conferring tensile strength
256 | GO:0050840 MF extracellular matrix binding 0.0210105841358118 Sparc, Bgn
257 | GO:0016709 MF oxidoreductase activity, acting on paired 0.0248156110620004 Akrlc18, Mical2
donors, with incorporation or reduction of
molecular oxygen, NAD(P)H as one donor,
and incorporation of one atom of oxygen
258 | GO:0016651 MF oxidoreductase activity, acting on NAD(P)H 0.0300353425562774 Akrlc18, Mical2
259 | GO:0033293 MF monocarboxylic acid binding 0.0401274162279288 Akrlcl18, Snca
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Tab. S8. Analiza funkcjonalna genéw o zwigkszonej ekspresji w komérkach ziarnistych myszy ob/ob.

Liczba genéw

Numer Kategoria 0 zrdznicowanej
Nr | identyfikacyjny G% Opis Skorygowana warto$¢ p ekspresji Lista genéw
kategorii GO zaklasyfikowanych do
danego procesu
1 G0:0061448 BP connective tissue development 0.0470917446089607 4 Otor, Bmp3, Dgat?2,
Bmpr2
G0:0034502 BP protein localization to chromosome 0.0355747327576111 Tex15, Knl1, Wapl
G0:0062014 BP negative regulation of small molecule 0.0355747327576111 Dgat2, Dkk3, Fbpl
metabolic process
4 G0:0032341 BP aldosterone metabolic process 0.0355747327576111 Ednrb, Dkk3
5 G0:0008212 BP mineralocorticoid metabolic process 0.0355747327576111 Ednrb, Dkk3
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