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1 Wykaz skrotow

ACTH: hormon adrenokortykotropowy (ang. adrenocorticotropic hormone)

AGEs: produkty koncowe zawansowanej glikacji (ang. advanced glycation end-
products)

ATGL: lipaza triacyloglicerolowa (ang. adipose triglyceride lipase)

ATP: adenozynotrifosforon (ang. adenosine-5'-triphosphate)

BADGE: eter diglicydylowy bisfenolu A (ang. bisphenol A diglycidyl ether)

BCL-2: biatko chloniaka biataczki B-komorkowej (ang. B-cell lymphoma 2)

BMI: indeks masy ciata (ang. body mas index)

BSA: surowicza albumina wotowa (ang. bovine serum albumin)

cAMP: cykliczny adenozynomonofosforan (ang. cyclic adenosine monophosphate)
ERK: kinaza regulowana przez sygnaty pozakomoérkowe (ang. extracellular signal-
regulated kinase)

FCS: ptodowa surowica bydlgca (ang. fetal calf serum)

GAPDH: dehydrogenaza glicraldehydo-3-fosforanowa (ang. glyceraldehydo-3-
phosphate dehydrogenasa)

GLUT: transporter glukozy (ang. glucose transporter)

GPCR: receptory sprzgzone z biatkami G (ang. G protein-coupled receptors)

HFD: dieta wysokotluszczowa (ang. high fat diet)

HIF-1a: czynnik 1 alfa indukowany przez hipoksje (ang. hypoxia-inducible factor 1a)
HPRT: fosforybozylo transferaza hypoksantynowa (ang. hypoxanthine phosphoribosyl
transferase)

HRP: peroksydaza chrzanowa (ang. horseradish peroxidase)

HSL: lipaza wrazliwa na hormony (ang. hormone-sensitive lipase)

IL6: interleukina 6 (ang. interleukin 6)

IL10: interleukina 10 (ang. interleukin 10)

KRBH: bufor Krebsa-Ringera uzupelniony w HEPES (ang. Krebs-Ringer HEPES
buffer)

LDH: dehydrogenaza mleczanowa (ang. lactate dehydrogenaze)

MAP: kinazy aktywowane mitogenami (ang. mitogen activated kinases)

MSCs: mezenchymalne komorki macierzyste (ang. mesenchymal stem cells)

NADH: dinukleotyd nikotynoamidoadeninowy (ang. nicotinamide adenine

dinucleotide)
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NF-«B: transkrypcyjny czynnik jadrowy kB (ang. nucleaar factor kappa-light-chain-
enhancer of activated B cells)

NPY: neuropeptyd Y (ang. neuropeptide Y)

nTZD: agonista receptora PPARy nienalezacy do grupy tiazolidinedionéw (ang. non-
thiazolidinedione peroxisome proliferator-activated receptor-y agonist).

OXA: oreksyna A (ang. orexin A)

OXB: oreksyna B (ang. orexin B)

OXR1: pierwszy typ receptora oreksyn (ang. orexin-1 receptor)

OXR2: drugi typ receptora oreksyn (ang. orexin-2 receptor)

PDK1: kinaza 1 zalezna od fosfatydyloinozytolu (ang. phosphoinositide-

dependent kinase 1)

PI3-K: kinaza 3-fosfatydyloinozytolu (ang. phosphatidylinositol 3-kinase)

PIP3: 3,4,5-trifosforan inozytolu (ang. phosphatidylinositol (3,4,5-triphosphate)
PKB: kinaza biatkowa B (ang. protein kinase B, AKT)

PKC: kinaza biatkowa C (ang. protein kinase C)

PLIN: perilipina (ang. perilipin)

POMC: propiomelanokortyna (ang. propiomelanocortin)

PPARYy: receptor aktywowany przez proliferatory peroksysoméw gamma (peroxisome
proliferator-activated receptor gamma)

REM: sen paradoksalny (ang. rapid eye movement)

siRNA: mate interferencyjne RNA (ang. small interfering RNA)

TCA: kwas trichlorooctowy (ang. trichloroacetic acid)

TLR4: receptor toll-like 4 (ang. toll-like receptor 4)

TNFa: czynnik nekrozy nowotworow alfa (ang. tumor necrosis factor-alpha)

UCP1: biatko rozprzggajace 1 (ang. uncoupling protein 1)

UCP2: biatko rozprzggajace 2 (ang. uncoupling protein 2)

WKT: wolne kwasy tluszczowe
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2 Wstep

2.1 Wprowadzenie

Tkanka tluszczowa jest narzadem o plejotropowym dziataniu. Magazynuje nadmiar
dostarczanej w skfadnikach pokarmowych energii oraz wydzielajac hormony i
metabolity reguluje funkcje wielu innych narzadéw. Zaburzenia w jej funkcjonowaniu
prowadza do licznych chorob oraz nieprawidtowosci w homeostazie organizmu. Do
najpowazniejszych zalicza si¢ cukrzyce typu 2, choroby uktadu krazenia oraz niektore
typy nowotworéw. Bezposrednia przyczyna dysfunkcji tkanki tluszczowej i
wynikajacych z niej chordb jest przede wszystkim otytos¢. Podtoze do powstawania
otylosci stanowia predyspozycje genetyczne. Ponadto bardzo wazna rol¢ odgrywaja
czynniki $rodowiskowe. Nadmiar przyjmowanych kalorii oraz brak aktywnosci
fizycznej sprzyjaja wystgpowaniu otyloSci szczeg6lnie w zachodnich spoleczenstwach
Europy czy USA, ale réwniez w tych, ktore sa na etapie intensywnego rozwoju
cywilizacyjnego, na przyklad na terenie Chin. Poniewaz choroby spowodowane
otyloscia nie tylko zagrazaja zdrowiu i1 zyciu, ale generuja réwniez wysokie straty
ekonomiczne, aktualnie poszukuje si¢ nowych celow, ktore mogloby by¢ skuteczne w
przeciwdziataniu otylo$ci oraz poprawie metabolizmu i funkcji endokrynnych tkanki
thuszczowej. Poszukiwania te obejmuja migdzy innymi hormony peptydowe oraz ich
receptory.

Rezultaty ostatnich badan ujawnily, ze neurohormon oreksyna A oraz jej receptory
reguluja funkcje zréznicowanych i niezréznicowanych adipocytéw. Dziatajac na mysie
preadipocyty oreksyna A stymuluje proliferacj¢ komorek oraz reguluje aktywnos$é
enzymoOw zaangazowanych w metabolizm tlenowy. W przypadku ludzkich komorek
thuszczowych oreksyna A zwigksza ekspresj¢ czynnika transkrypcyjnego PPARYy2, a
takze hamuje lipolizg. Nalezy odnotowad, ze zaréwno aktywacja PPARy2 oraz
wyhamowanie lipolizy to bardzo istotne cele w terapii cukrzycy typu 2. Poza opisanymi
efektami nie sa dostgpne zadne dane na temat dalszej charakterystyki roli oreksyny A w
zottej tkance tluszczowej. W niniejszej pracy wykorzystujac izolowane adipocyty
szczura, lini¢ komoérkowa adipocytéw 3T3-L1 oraz model in vivo postanowiono podjaé
probe okreslenia wptywu oreksyny A na metabolizm weglowodanowo-lipodowy oraz

funkcje endokrynne adipocytow.
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2.2 Charakterystyka i funkcje tkanki tluszczowej

Tkanka tluszczowa jest typem tkanki tacznej zbudowanej przede wszystkim z komorek
okreslanych jako adipocyty. Do tej pory scharakteryzowano dwa typy tkanki
thuszczowej: z6ita 1 brunatna. Gtowna rola zoéttej tkanki thuszczowej jest
magazynowanie energii, natomiast brunatna tkanka tluszczowa odpowiada przede
wszystkim za generowanie ciepta (1). Brunatna tkanka tluszczowa wystgpuje w
znacznych ilo$ciach u noworodkéw i zanika stopniowo w rozwoju osobniczym.
Brunatne adipocyty obserwowane sa jednak w ciagu catego zycia (1, 2). Adipocyty
zottej tkanki tluszczowej zawieraja jedna duza kroplg tluszczu (triacylogliceroli),
podczas gdy w adipocytach brunatnych obserwowana jest znaczna ilo§¢ matych kropel
thuszczu (3). Ponadto w poréwnaniu do zoltych adipocytéw, brunatne adipocyty
charakteryzuja si¢ wigksza liczba mitochondriéw oraz wysoka ekspresja biatka UCP1.
Biatko UCP1 (dawniej okreslane jako termogenina) w komorkach jest zlokalizowane w
wewngtrzne] btonie mitochondrium, gdzie wykorzystujac site protonomotoryczna
odpowiada za generowanie energii cieplnej (4).

Adipocyty powstaja na drodze réznicowania preadipocytéw. Preadipocyty pochodza z
mezenchymalnych komorek macierzystych (MSCs), ktére w rozwoju zarodkowym
rozwijaja si¢ z mezodermy. Roznicowanie preadipocytow w dojrzate adipocyty jest
procesem ztozonym. Wiadomo, ze w réznicowaniu dochodzi do aktywacji ekspresji
wielu genow, jednak kluczowa rolg przypisuje si¢ czynnikom transkrypcyjnym PPARYy i
C/EBP (5). W warunkach eksperymentalnych in vitro, proces ten moze by¢ indukowany
przez inkubacj¢ preadipocytow w obecnos$ci stymulatoréw syntezy cAMP (np. IBMX),
analogow glikokortykoidow lub aktywatorow szlaku PI3-K/PKB takich jak insulina czy
IGF-1 (6-8). In vivo proces ten jest regulowany kompleksowo. Kluczowa rolg
przypisuje si¢ hormonom, jednak istotna funkcj¢ odgrywaja roéwniez metabolity (9).
Dlatego tez petna natura procesu roznicowania nie jest w petni poznana. Do dzisiaj nie
ma przekonujacych danych na temat mechanizmoéw odpowiedzialnych za réznicowanie
brunatnych i z6ttych adipocytow (1).

Tkanka thuszczowa nie jest narzadem homogennym. W jej sklad oprécz adipocytow
wchodza rowniez inne komorki takie jak makrofagi, fibroblasty, preadipocyty 1 komorki
endotelialne (10). Ponadto jest ona jest narzadem bardzo plastycznym, ktérego sktad
komorkowy 1 morfologia zaleza od aktualnego stanu fizjologicznego organizmu. Co

wigcej, roznice dotycza nie tylko budowy, ale i funkcji. W zaleznos$ci od lokalizacji
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tkanki thuszczowej adipocyty wchodzace w jej sklad charakteryzuje odmienny profil
sekrecyjny, ekspresyjny 1 insulinowrazliwos¢ (11).

Podstawowa rola tkanki tluszczowej jest magazynowanie zawartej w substancjach
odzywczych energii, ktorej podaz przekracza aktualne zapotrzebowanie organizmu.
Energia akumulowana jest w postaci wysoce zredukowanych kwasow thuszczowych
potaczonych wiazaniem estrowym z glicerolem (triacyloglicerol). W sytuacji
zapotrzebowania energetycznego dzigki aktywnos$ci enzymoéw lipolitycznych,
triacyloglicerole podlegaja lipolizie do wolnych kwasow ttuszczowych i glicerolu, ktore
stanowia zrodto energii dla tkanek obwodowych (12, 13). Poglad na magazynujaca rolg
tkanki tluszczowej jako najistotniejsza utrzymywat si¢ przez wiele lat. Jednak ostatnie
dwie dekady badan udokumentowaly, ze tkanka tluszczowa jest narzadem o
plejotropowym dziataniu. W 1994 roku grupa Friedman’a zidentyfikowata pierwszy
hormon wydzielany przez adipocyty leptyng (14). Dzisiaj lista hormonéw wydzielanych
przez tkanke thuszczowa jest dluga. Adipocyty wydzielaja i syntetyzuja hormony
peptydowe, katecholaminy oraz hormony sterydowe (15, 16). Hormony syntetyzowane
1 wydzielane przez adipocyty dzialajac para- i endokrynnie sprawiaja, ze tkanka
thuszczowa partycypuje w homeostazie energetycznej calego organizmu. Wybrane
hormony oraz ich krétka charakterystyke podano w tabeli 1.

Majac na uwadze tak kompleksowa role tkanki tluszczowej nie jest zaskakujace, ze
wszelkie nieprawidlowosci w jej funkcjonowaniu powoduja istotne zmiany w
homeostazie organizmu. Czynnikiem, ktéry w szczegélnosci wpltywa na funkcje

metaboliczne i endokrynne adipocytéw jest otylosé.
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Tabela 1. Wybrane hormony tkanki thuszczowej oraz ich krotka charakterystyka.

Opracowano na podstawie (17-21).

Hormon Wplyw na
pobieranie pokarmu

Wplyw na homeostaze¢ glukozy

Leptyna

Adiponektyna

Rezystyna

Wisfatyna

Omentyna

Chemeryna

TNFa

IL-6

Hamuje

Brak

Hamuje

Stymuluje

Brak

Brak

Hamuje

Hamuje

Zwigksza insulinowrazliwo$¢ w
miesniach 1 watrobie, w komorkach
B obniza ekspresj¢ insuliny.

Zwigksza insulinowrazliwos¢ w
mig$niach 1 watrobie, stymuluje
sekrecje 1 ekspresjg¢ insuliny,
dziata ochronnie na komorki B.

Zmniejsza insulinowrazliwo$¢ w
watrobie 1 mig$niach, hamuje
sekrecje insuliny.

Zwigksza insulinowrazliwo$¢ w
tkankach ~ obwodowych,  dziata
ochronne na komorki B, stymuluje
sekrecjg insuliny.

Zwigksza insulinowrazliwo$¢ w
mig¢s$niach.

Zwigksza insulinowrazliwo$¢ w
tkance thuszczowe;j.

Obniza insulinowrazliwos$¢ w tkance
thuszczowej, watrobie 1 mig$niach.

Obniza insulinowrazliwos¢ w tkance
thuszczowej, watrobie 1 mig$niach.
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2.3 Rola tkanki thuszczowej w patogenezie otylo$ci oraz cukrzycy typu 2

Otylos¢ charakteryzuje si¢ jako zwigkszone nagromadzenie tkanki ttuszczowej, ktorej
ilo§¢ znacznie przekracza fizjologiczne i1 adaptacyjne potrzeby organizmu (22).
Uzytecznym markerem okreslajacym poziom otytosci jest wskaznik masy ciata (BMI).
Oblicza si¢ go dzielac mase¢ ciala wyrazona w kilogramach przez kwadrat wysokosci
wyrazony w metrach. W przypadku ludzi dorostych, za otyle uwaza si¢ osoby
posiadajace warto§¢ BMI powyzej 25 (23). Liczne dane literaturowe wskazuja, ze
otyto§¢ prowadzi do wielu zaburzen metabolicznych przejawiajacych si¢ w postaci
schorzen uktadu sercowo-naczyniowego oraz zwigkszona zapadalnos$cia na niektore
typy nowotwordw (24, 25). Jednym z najczgstszych schorzen wynikajacych z otytosci
jest cukrzyca typu 2. Pacjentow chorych na cukrzyce typu 2 charakteryzuje obnizona
insulinowrazliwo$¢ tkanek obwodowych (insulinooporno$¢). Stan ten dotyczy
szczegolnie migsni oraz tkanki thuszczowej, gdzie dochodzi do znacznego uposledzenia
funkcji insuliny w zakresie stymulacji transportu glukozy do komorek. W watrobie
insulinooporno$¢ powoduje wzrost glukoneogenzy 1 wyhamowanie syntezy glikogenu
(26). Ponadto we wszystkich fazach choroby obserwuje si¢ nieprawidlowosci w sekrecji
glukagonu i insuliny. W p6zniejszym etapie cukrzycy typu 2 w wyspach trzustkowych
dochodzi do bardzo wyraznego obnizenia stymulowanej przez glukoze sekrecji insuliny
1 spadku liczby komorek B, co przypomina sytuacje obserwowana podczas cukrzycy
typu 1 (27, 28). Podobnie do chorych na cukrzycg typu 1, cukrzycy typu 2 cierpia
przede wszystkim z powodu licznych komplikacji zwiazanych gltownie z
niefizjologicznie wysokim stezeniem glukozy we krwi. Pochodne jej metabolizmu czy
zawansowane koncowe produkty glikacji (AGEs) prowadza do retinopatii, nefropatii
czy uszkodzen w obrgbie uktadu sercowo-naczyniowego (29-31). Aktualnie jednym z
najintensywniej eksplorowanych tematow w naukach medycznych i biologicznych jest
poznanie pelnego mechanizmu odpowiedzialnego za rozwdj cukrzycy typu 2 u ludzi
otylych. Wiadomo, ze tkanke thuszczowa ludzi oraz zwierzat otytych charakteryzuje nie
tylko wigksza ilo$¢ adipocytéw (hiperplazja), ale rowniez ich przerost (hipertrofia) (32).
Poza morfologia, zmiany dotycza rowniez kompozycji, metabolizmu oraz funkcji
endokrynnych komorek thuszczowych. Jedna =z najlepiej poznanych cech
towarzyszacych tkance tluszczowej podczas otytosci jest obecno$¢ makrofagow
(glownie typu M1 1 M2) (33). Zaréwno makrofagi jak i adipocyty wydzielaja wowczas
cytokiny prozapalne takie jak TNFa czy interleukiny 6 1 10. Cytokiny te dziatajac

bezposrednio na adipocyty uposledzaja przekaznictwo receptora insuliny przyczyniajac
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si¢ do insulinoopornosci i posrednio do hiperglikemii (34). Charakterystyczne dla
otylosci jest rowniez zaburzenie metabolizmu lipidowego. Adipocyty wydzielaja duze
ilosci nasyconych kwasow tluszczowych, ktére poza bezposrednim dzialaniem na
transdukcje¢ sygnatu insuliny wiaza si¢ do receptora TLR4 na btonie komorkowe;j
makrofagéw 1 adipocytow, co prowadzi do aktywacji szlaku NF-kB powodujac
zwigkszong sekrecje TNFa (35, 36). Zwigkszone wydzielanie kwasow tluszczowych 1
cytokin prozapalnych powoduje powstawanie insulinoopornosci w tkance ttuszczowe;,
ale réwniez w innych tkankach takich jak watroba czy mig$nie (37). Ponadto to wtasnie
wolne nasycone kwasy tluszczowe i cytokiny prozapalne postrzega si¢ jako czynniki
proapoptotyczne przyczyniajace si¢ do spadku liczby komorek B w wyspach
trzustkowych u pacjentow z cukrzyca typu 2 (38). Jeden z podstawowych i
najistotniejszych mechanizméw powstawania insulinoopornosci powodowanej przez
WKT i cytokiny przedstawiono na rycinie 1.

Wyniki ostatnich badan ujawnity, ze oprocz opisanych powyzej mechanizméw istotna
role w rozwoju insulinoopornosci w komorkach thuszczowych podczas otytosci moze
odgrywac zaburzona cyrkulacja krwi. Nieprawidtowo$¢ ta wynika gtownie z hiperplazji
1 hipertrofii adipocytow. Ograniczona cyrkulacja krwi skutkuje obnizeniem dostgpnosci
tlenu i zwiazang z tym aktywacje¢ czynnika transkrypcyjnego HIF-1. Ponadto hipertrofia
adipocytow skutkuje nie tylko zmianami w unaczynieniu tkanki tluszczowej, ale
ogranicza réwniez dyfuzje tlenu bezposrednio do adipocytow, co dodatkowo sprzyja
powstawaniu hipoksji 1 aktywacji czynnika HIF-1. Zwigkszona aktywnos$¢ tego
czynnika transkrypcyjnego prowadzi do spadku ekspresji uwrazliwiajacych adipocyty
na dziatanie insuliny hormonu adiponektyny i czynnika transkrypcyjnego PPARY oraz
powoduje wzrost ekspresji markerow stresu komorkowego wplywajac hamujaco na
transdukcj¢ sygnalu receptora insuliny (39, 40). Kompleksowy udziat tkanki

thuszczowej w powstawaniu cukrzycy typu 2 przedstawiono na rycinie 2.
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insulinoopornos$ci obserwowanej podczas otylosci. Wydzielane przez adipocyty 1
makrofagi TNFa, interleukina 6 (IL-6) oraz wolne kwasy tluszczowe powoduja
fosforylacje serynowa substratow receptora insuliny (IRS1 i IRS2), co prowadzi do
obnizenia stymulowanej przez insuling fosforylacji (gléwnie treoninowej) tych bialek.
W wyniku tego dochodzi do zaburzen w dalszym przekaznictwie sygnalu receptora
insuliny (INS-R). Powoduje to obnizenie aktywno$ci kinazy biatkowej B, ktora
odgrywa kluczowa role w transporcie glukozy szczegdlnie w migséniach 1 tkance
thuszczowej. Ponadto zaburzenia w obrgbie IRS2 przektadaja si¢ rowniez na watrobe,
gdzie utrzymanie insulinowrazliwosci konieczne jest w hamowaniu glukoneogenezy
oraz stymulacji glikogenogenezy. W efektach WKT posredniczy najprawdopodobnie;j
kinaza biatkowa C (PKC), w przypadku TNFa i IL-6 w uposledzaniu sygnatu receptora
insuliny biora gléwnie udziat kinazy z grupy MAP. Opracowano na podstawie (17, 41,

42)
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Ryec. 2. Zaburzenia funkcji adipocytow prowadza do cukrzycy typu 2.

Charakterystyczne dla otytosci podwyzszone poziomy TNFa, IL-6 oraz WKT powoduja
insulinooporno$¢ w tkankach peryferyjnych, zwigkszaja synteze glukozy w watrobie
oraz hamuja jej transport do tkanki tluszczowej i migéniowej co prowadzi do
hiperglikemii. Podwyzszony poziom WKT prowadzi do obnizenia sekrecji insuliny.
WKT reguluja aktywno$¢ kanatléw potasowych oraz stymuluja ekspresj¢ biatka UCP2,
ktore obniza ilos¢ ATP i1 tym samym uposledza sekrecj¢ insuliny. Dodatkowo WKT
obnizajac ekspresj¢ antyapoptotycznego biatka Bcl-2 aktywuja apoptoz¢ w komorkach
B. Istotng role odgrywa rowniez oporno$¢ na leptyng. Leptyna, ktoéra obniza syntezg

tlenku azotu (NO) dziala ochronnie na komorki . Opracowano za (17).
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Majac na uwadze istotna rolg¢ tkanki tluszczowej w rozwoju insulinoopornosci i
cukrzycy typu 2, adipocyty oraz tkanka tluszczowa stanowia istotne cele w
zapobieganiu oraz leczeniu wymienionych nieprawidlowo$ci. Aktualnie za
najistotniejsze cele uwaza si¢ nie tylko ograniczenie ilo$ci tkanki ttuszczowej (gtownie
otrzewnowej), ale rowniez wyhamowanie stanéw zapalnych wystepujacych w jej
obrebie oraz zwigkszenie insulinowrazliwo$ci adipocytow (43). W celu zwigkszenia
odpowiedzi komorek thuszczowych na insuling stosuje si¢ terapi¢ oparta gtownie na
podawaniu agonistow czynnika transkrypcyjnego PPARy. Doktadny mechanizm
dziatania agonistow PPARY jest ciagle analizowany. Wiadomo, ze PPARy uwiktany jest
w regulacj¢ bardzo wielu gendw, wlaczajac geny kodujace biatka zaangazowane w
metabolizm lipidow 1 weglowodanow. Aktywacja PPARyY zwigksza ilo$¢ adipocytow
cechujacych si¢ wysoka insulinowrazliwo$cia oraz chroni komoérki B przed
lipotoksycznoscia (44).

Ponadto w celu poprawy funkcjonowania tkanki tluszczowej pozadane jest
wyhamowanie sekrecji kwasoéw ttuszczowych, a takze zwigkszenie ekspresji 1 sekrecji
hormonéw partycypujacych w regulacji insulinowrazliwosci (glownie adiponektyny)

(45).

2.4 Modele eksperymentalne wykorzystywane w badaniach nad adipocytami

Odkryciom sugerujacym istotng rol¢ tkanki tluszczowej w patogenezie wielu chordb
metabolicznych towarzyszyt rozwdj modeléw wykorzystywanych w badaniach nad
adipocytami. Jedna z najbardziej uzytecznych i1 stosowanych metod jest izolacja
adipocytow. Mimo tego, ze zrodla tej metody siegaja kilkadziesiat lat wstecz jest ona
nadal powszechnie wykorzystywana. Przemawia za tym fakt, Ze materiat badawczy
pochodzi bezposrednio od zwierzat, mozliwa jest izolacja z wielu miejsc w organizmie
oraz od réznych osobnikow, w tym otylych czy tez poddanych dziataniu konkretnego
czynnika eksperymentalnego. Dodatkowo zaréwno od zwierzat jak i ludzi mozliwa jest
izolacja preadipocytéw oraz ich réznicowanie w adipocyty (46, 47). Mimo tak wielu
zalet wynikajacych z izolacji adipocytow, szczegdlnie w przypadku eksperymentow
dotyczacych mechanizmoéw transdukcji sygnatu hormonalnego, przydatne narzedzie
stanowia linie komorkowe. Linie te dzieli si¢ na dwie grupy. Do jednej naleza linie
preadipocytow, ktore sa w stanie réznicowac tylko w adipocyty, do drugiej komorki
multipotentne, ktore moga réoznicowa¢ w adipocyty, ale rowniez w inne typy komorek,
jak np. komorki migsniowe. Najczgsciej stosowanymi komoérkami w badaniach nad

adipocytami sa dwie linie preadipocytow okre$lane jako 3T3-L1 oraz 3T3-F422A.
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Komorki te wywodza si¢ z linii komodrek Swiss 3T3-L1, ktora zostata wyprowadzona z
17-19 dniowych embrionow myszy Swiss. Sa one w stanie r6znicowac z wykazujacych
cechy fibroblastow preadipocytow w morfologicznie i funkcjonalnie zrdéznicowane
adipocyty. Podczas réznicowania obserwowane sa wzrastajaca akumulacja tluszczu,
zmiany morfologii oraz ekspresji genéw, wlaczajac geny charakterystyczne dla tkanki
thuszczowej takie jak FABP4 czy PPARy. Najwicksza zaleta komoérek 3T3-L1 jest
fatwos$¢ ich réznicowania. W tym celu wykorzystuje si¢ stymulacje hormonalna (48,

49). Zestawienie najcze¢sciej stosowanych linii komorkowych podano w tabeli 2.

Tabela 2. Linie komorkowe adipocytow, zmodyfikowano za (48).

Linia Typ Zrédto Charakterystyka
3T3-L1 Preadipocyty  18-19 dniowe embriony  Najpowszechniej stosowany
myszy Swiss model pre- i adipocytow.

3T3-F442A Preadipocyty 17-19 dniowe embriony =~ Podobne do 3T3-L1,

myszy Swiss intensywniej roznicuja.
Obl7 Preadipocyty Tluszcz okotajadrowy Niska synteza kwasow
myszy ob/ob thuszczowych.

C3H10T1/2 Komorki pnia 14-17 dniowe embriony ~ Uzyteczne jako model

myszy C3H réznicowania komorek stem
w adipocyty.
Komérki ES  Komorki pnia 3,5 dniowe mysie Jak powyzej.
blastocysty

2.5 Charakterystyka oreksyn i ich receptorow

Oreksyny zidentyfikowano w roku 1998 roku. Odkrycia niemal rownolegle dokonaty
dwa zespoty badawcze. Zespot De Lacea’y analizujac bibliotek¢ cDNA podwzgorza
szczura zidentyfikowat mRNA kodujace biatko prekursorowe, z ktorego syntetyzowane
sa dwa neuropeptydy. Poniewaz peptydy =zidentyfikowano w podwzgoérzu (ang.
hypothalamus) oraz odnotowano ich strukturalne podobiefistwo do hormonéw z rodziny
inkretyn (ang. incretin) nazwano je hipokretynami 1 i 2 (50). Sakurai i wsp. odkryli te
same neurohormony w wyniku poszukiwan naturalnych ligandow dla receptorow

sierocych zwiazanych z biatkami G (GPCR). Poniewaz zauwazono, ze peptydy te
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stymuluja apetyt (gr. orexis = apetyt) nazwano je oreksynami (51). Obie nazwy sa
poprawne 1 zamiennie uzywane.

Oreksyny A 1 B sa syntetyzowane w wyniku proteolitycznej obrobki tego samego 130
aminokwasowego biatka prekursorowego — preprooreksyny. U czlowieka oreksyna A i
B zbudowane sa odpowiednio z 33 i 28 aminokwasow, obydwa peptydy cechuje 46%
podobienstwa sekwencji aminokwasowej. W czasteczce oreksyny A na skutek
potranslacyjnej obrobki w rejonie konca-N tancucha polipeptydowego powstaje
cykliczny pyroglutamyl. Oba peptydy ulegaja amidacji na koncu C. Kolejna cecha
charakterystyczna oreksyny A jest obecnos¢ dwoch mostkow disiarczkowych, ktére
znajduja si¢ w tancuchu polipeptydowym pomigdzy resztami Cys6-Cysl2 oraz Cys7-
Cysl4 (50, 51). Oreksyna A jest peptydem bardziej lipofilnym, co pozwala na
pokonywanie bariery krew — moézg oraz sprawia, ze we krwi jest ona wolniej
degradowana niz czasteczka OXB (52). Opisane powyzej wlasciwosci sprawiaja, ze
oreksyna A jest peptydem ktory wywiera silniejsze dziatanie biologiczne w poréwnaniu
do mniej stabilnej czasteczki oreksyny B. Ekspresja genu preprooreksyny w
osrodkowym uktadzie nerwowym obserwowana jest w niewielkiej liczbie neuronow w
bocznym i tylnym podwzgoérzu. Neurony te tworza bardzo rozlegly system docierajacy

do kory mézgowej, hipokampa, wzgorza, pnia mézgu czy rdzenia kregowego (53).
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Oreksyna A Oreksyna B

Ryc. 3. Sekwencja aminokwasowa ludzkiej oreksyny A i B. Na koncu-N czasteczki
OXA znajduje si¢ cykliczny pyroglutamyl, a pomi¢dzy resztami cysteinami 6 i 2 oraz 7
1 14 zlokalizowane sa dwa mostki disiarczkowe. Czasteczka OXA wykazuje taka sama
sekwencje u cztowieka, myszy, szczura, owcy i $wini podczas gdy OXB rdézni si¢
dwiema resztami aminokwasowymi, ktdre na rycinie zaznaczono strzatkami. Kolorem
szarym zaznaczono reszty aminokwasowe, ktore sa identyczne dla OXA i OXB.

Opracowano za (54).

2.6 Receptory oreksyn

Oreksyny A i1 B dziataja na komorki docelowe na drodze aktywacji dwoch typow
receptorow: OXRI1 oraz OXR2. Znane sa one rowniez jako receptory hipokretyn:
HCRTRI1 i HCRTR2 (51). Receptory oreksyn naleza do nadrodziny receptorow
sprzgzonych z biatkami G. OXR1 i OXR2 zbudowane sa z siedmiu domen
transblonowych. OXR1 jest selektywnie sprz¢zony z biatkami z podklasy Ggui,
natomiast OXR2 moze wykorzystywa¢ biatka Gg11, Gs oraz Gy, (51, 55). Analizujac
podobienstwo w budowie aminokwasowej pomigdzy OXR1 i OXR2 zauwazono, ze u
cztowieka wynosi ono 64%. Zupekie jak w przypadku ligandow, tak 1 w przypadku
receptorow sekwencja aminokwasowa jest u ssakow wysoce konserwatywna. Dla
OXRI1 podobienstwo pomigdzy szczurem a cztowiekiem to 94%, a dla OXR2 wynosi
95% (51, 56).
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Oreksyna A wykazuje takie samo powinowactwo do obydwu typow receptora, z drugiej
strony oreksyna B wykazuje okoto dziesi¢¢ razy wyzsze powinowactwo do OXR2 (51).
Wynika stad, ze OXR1 jest receptorem selektywnie wiazacym oreksyng A, podczas gdy
OXR2 jest receptorem nieselektywnym, ktory z takim samym powinowactwem wiaze
obydwie oreksyny.

Mechanizm transdukcji sygnatu receptorow oreksyn zalezny jest miedzy innymi od
zmian wewnatrzkomorkowej dystrybucji jonéw wapnia (Ca®>"). Odnotowano, ze w
neuronach oraz w komorkach wykazujacych stabilng ekspresjg¢ OXR1, oreksyny A i B
zwiekszaja wewnatrzkomérkowe stezenie jonow Ca®’ (57, 58). Zmiany stezenia jonow
wapnia zalezne sa gtdwnie od jego uwalniania z magazynéw wewnatrzkomérkowych w
czym posredniczy fosfolipaza C (58).

Kolejnym wtoérnym przekaznikiem posredniczacym w egzekucji sygnatu hormonalnego
przez receptory oreksyn jest cykliczny AMP (59). Wplyw na aktywnos$¢ cyklazy
adenylowej moze mie¢ charakter stymulujacy lub hamujacy i jest regulowany przez co
najmniej trzy mechanizmy: rekrutacj¢ biatka Gy, (hamowanie syntezy cAMP), Gq
(stymulacja cAMP) lub PKC (stymuluje cAMP przez PLC 1 G, ) (60).

Ponadto receptory oreksyn pobudzaja kaskadg kinaz aktywowanych miogenami (41). W
wielu typach komorek stymulacja oreksyna A 1 B zwiazana jest z fosforylacja
nalezacych do tej grupy kinaz ERK1/2 oraz p38 (55, 61, 62).

W osrodkowym ukladzie nerwowym ekspresja OXR1 zachodzi przede wszystkim w
bocznym podwzgorzu, jadrze brzuszno-przysrodkowym, jadrze miejsca sinawego,
hipokampie, przysadce i szyszynce. Miejsca, w ktorych odnotowano ekspresj¢ OXR2 to
gltownie jadra: przykomorowe, brzuszno-przysrodkowe, grzbietowo-przysrodkowe,

tukowate oraz kora i pien mézgu (63).
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Ryec. 4. System oreksynowy. OXA i OXB powstaja w wyniku proteolitycznej obrobki
preprooreksyny. Do proteolitycznych cig¢ dochodzi w miejscach GKR i GRR gdzie
konwertaza preprohormonu rozpoznaje specyficzne reszty aminokwasowe. OXR1
wiaze OXA oraz w niewielkim stopniu OXB. OXR?2 jest receptorem niespecyficznym i

z takim samym powinowactwem wiaze OXA 1 OXB. Zmodyfikowano za (64).

2.7 Rola oreksyn w regulacji behawioru pokarmowego

Tak jak zaznaczono przy okazji omawiania genezy nazwy oreksyn, peptydy te
stymuluja pobieranie pokarmu. Ekspresja preprooreksyny zachodzi w stosunkowo mate;j
populacji neurondw w obszarze bocznego i tylnego podwzgorza, neurony te ulegaja
projekcji do innych osrodkéw kluczowych dla behawioru pokarmowego (50). U szczura
1 myszy dokomorowe podanie oreksyny A i w mniejszym stopniu oreksyny B w fazie
jasnej, kiedy zwierzeta sa nieaktywne w zaleznos$ci od dawki zwigksza ilos¢
pobieranego pokarmu (51, 65). Stymulujacy pobieranie pokarmu efekt oreksyn
utrzymuje si¢ tylko przez kilka pierwszych godzin, a przedtuzenie okresu podawania

tych peptydow do 24 godzin nie ma zadnego wptywu na behawior pokarmowy i masg
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ciata. Wptyw oreksyn na pobieranie pokarmu jest rowniez zalezny od wieku zwierzat. U
szczuréw starych (25 miesigcy) oreksyna nie wptywa na ilo$¢ pobieranego pokarmu.
Brak wptywu wynika najprawdopodobniej z malejacej z wiekiem ekspresji receptorow
oreksyn w podwzgorzu (53, 66). Aktywno$¢ neuronéw syntetyzujacych oreksyng jest
precyzyjnie regulowana przez status energetyczny organizmu, gltéwnie przez glukozeg.
Wzrost ekspresji preprooreksyny jest obserwowany na skutek glodzenia (48 h), jednak
chroniczne ograniczenie pozywienia nie wptywa znaczaco na ekspresj¢ oreksyny u
szczurdw (67). Aktywnos$¢ neuronéw wykazujacych ekspresj¢ oreksyn jest rowniez
stymulowana przez aminokwasy (68).

Neurony w ktérych zachodzi ekspresja oreksyn oraz ich receptorow wykazuja interakcje
z neuronami, w ktorych ekspresji ulggaja grelina, NPY, AgRP czy POMC. Co wigcej,
obserwuje si¢ rowniez koekspresj¢ receptorow oreksyn, leptyny czy NPY. Dla tego nie
zaskakuje to, ze w stymulowanym przez oreksyny taknieniu moga posredniczy¢ inne
peptydy oreksygenne jak grelina czy NPY (69, 70).

Ponadto zwigkszenie pobierania pokarmu przez oreksyny moze wynika¢ posrednio z
tego, ze peptydy te stymuluja aktywno$¢ motoryczng i wydtuzaja okres czuwania (71).
Stymulacja pobierania pokarmu przez oreksyny wynika glownie z aktywacji pierwszego
typu receptora. Odnotowano, ze jego farmakologiczna inhibicja powoduje spadek
apetytu spowodowanego podaniem oreksyny A, ale rowniez podstawowego pobierania
pokarmu (72).

Mimo tego, ze zdecydowana czg$¢ publikacji ukazuje oreksyny jako peptydy, ktoére
stymuluja pobieranie pokarmu, nalezy tez wspomnie¢ o danych, ktore ujawnity, ze
OXR2 moze posredniczy¢ w hamowaniu pobierania pokarmu. Podanie agonisty, ktory
selektywnie aktywuje OXR2 nie wplywa na behawior pokarmowy u zwierzat
utrzymywanych na diecie normalnej, podczas gdy ogranicza pobieranie pokarmu u
zwierzat utrzymywanych na diecie wysokottuszczowej (73). Dlatego do pelnej
charakterystyki receptorow oreksyn w regulacji pobierania pokarmu niezbedne sa

dalsze badania.

2.8 System oreksynowy w regulacji snu - powiazania z homeostazg energetyczng

Ekspresja receptoréw oreksyn nie jest ograniczona jedynie do regionow mozgu
zaangazowanych w regulacj¢ behawioru pokarmowego, ale ma miejsce rowniez w
obszarach odpowiedzialnych za regulacj¢ aktywno$ci motorycznej oraz cyklu sen —

czuwanie (74). Wiadomo, ze aktywnos$¢ neurondw, w ktorych zachodzi ekspresja
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oreksyn wzrasta w czasie czuwania i aktywnos$ci zwierzat, z drugiej strony jest
obnizona podczas wypoczynku czy snu (75). Dokomorowe podanie oreksyn wiaze si¢
ze zwigkszaniem aktywno$ci ruchowej, stymuluje aktywno$¢ uktadu sercowo-
naczyniowego, zwigksza temperatur¢ ciala oraz zuzycie tlenu (76-79). Ponadto
zwiazane jest to roOwniez z ograniczeniem fazy REM snu (80). U pséw wystgpowanie
mutacji w obrgbie genu kodujacego OXR2 powiazane jest z wystgpowaniem
narkolepsji (81). Podobnie genetyczny nokaut preprooreksyny u szczura réwniez
skutkuje narkolepsja (63). Choroba neurologiczna jaka jest narkolepsja zardwno u ludzi
jak 1 zwierzat manifestuje si¢ przede wszystkim napadowymi stanami sennosci,
katalepsja oraz porazeniem przysennym. Co ciekawe, szczegolnie z badan nad ludzmi
wiadomo, ze wystgpowanie narkolepsji bardzo czgsto zwiazane jest réwniez ze
zwigkszonym indeksem masy ciata (BMI), ograniczonym wydatkowaniem energii oraz
podatnoscia w kierunku rozwoju cukrzycy typu 2 (82). Aktualnie wydaje sig, ze
kluczowym elementem taczacym narkolepsje z otytoscia i zwigkszona zapadalno$cia na
cukrzyce typu 2 moga by¢ nieprawidtowosci w obrebie oreksyn oraz ich receptoréw.
Przypuszczenia te potwierdza fakt ukazujacy, ze narkoleptycy wykazuja nizszy poziom
oreksyny A w plynie moézgowo-rdzeniowym (83). Obnizony poziom oreksyny A
charakteryzuje rowniez zdrowych, ale otylych ludzi (84). Zwiazek pomigdzy niskim
poziomem oreksyny A a predyspozycjami w kierunku powstawania otytosci oraz
cukrzycy typu 2 ujawnit, ze oreksyna A moze odgrywac bardzo istotna rol¢ w regulacji
homeostazy energetycznej. Potwierdzaja to rezultaty badan uzyskanych przy uzyciu
genetycznie modyfikowanych myszy niezdolnych do ekspresji genu preprooreksyny.
Myszy te cierpia z powodu narkolepsji, ale réwniez sa mniej aktywne ruchowo i
charakteryzuje je umiarkowana otytos¢ (85).

Wydaje sig, ze jedna z mozliwych przyczyn zwiazku pomigdzy niskim poziomem
oreksyny A oraz zaburzeniami w obr¢bie jej receptorow a otyloscia wynika z tego, ze
system oreksynowy promuje wydatkowanie energii, przez co dziatla ochronnie na
wzrost masy ciala. Mechanizm, ktéry odpowiada za regulacje bilansu energetycznego
przez OXA jest aktualnie intensywnie badany. Z jednej strony istotna rol¢ moze
odgrywa¢ stymulujacy wplyw oreksyn na wspolczulny uktad nerwowy oraz
zwigkszenie aktywno$ci motorycznej (86). Jednak wzrost wydatkowania energii przez
oreksyny ma miejsce takze u szczurow podczas anestezji, dlatego efekty oreksyn
rozciagaja si¢ rowniez poza zwigkszanie aktywnos$ci motorycznej (87). Najnowsze

wyniki ujawnity, ze kolejnym celem oreksyn w regulacji metabolizmu i homeostazy
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energetycznej jest brunatna tkanka thuszczowa. U myszy nokaut preprooreksyny
przejawia si¢ otyloScia oraz zmniejszong zawarto$cia brunatnej tkanki tluszczowe;.
Potwierdzono, ze oreksyna jest niezbedna do réznicowania brunatnych preadipocytow
oraz reguluje funkcje dojrzatych brunatnych adipocytow (88). Zwiazek pomigdzy
otytoscig a niedoborem brunatnej tkanki tluszczowej wynika najprawdopodobniej ze
zdolnosci brunatnych adipocytéw do generowania energii cieplnej. W sytuacji
niedoboru brunatnej tkanki tluszczowej dochodzi do zachwiania bilansu
energetycznego. Nadmiar energii, ktora nie moze by¢ przeksztalcona w energig cieplna
akumulowany jest w postaci triacylogliceroli w zéttej tkance thuszczowej prowadzac do
wzrostu masy ciata (88). Rola oreksyn w funkcjach brunatnej tkanki thuszczowej jest
zagadnieniem wymagajacym dalszej weryfikacji.

Znaczna czes¢ wynikow dowodzi, ze regulujac homeostazg energetyczng oreksyny oraz
ich receptory sa zaangazowane bezposrednio w regulacj¢ insulinowrazliwo$ci oraz

metabolizm i homeostazg glukozy.

2.9 Rola oreksyn w regulacji insulinowrazliwosci

Myszy z nokautem genu preprooreksyny wraz z wiekiem wykazuja nietolerancjg
glukozy, insulinooporno$¢ i podwyzszona mase ciata (89). Poszukujac zrédla tych
nieprawidlowosci zaobserwowano, ze oreksyna reguluje insulinowrazliwo$¢ w
podwzgorzu. Egzekucja sygnatu receptora insuliny oraz jej funkcjonalne konsekwencje
nastgpuja glownie w wyniku aktywacji szlakow kinazy 3-fosfatydyloinozytolu/kinaza
biatkowa B (PI3-K/PKB) (90). Utrzymanie prawidtowej insulinowrazliwosci jest wazne
nie tylko w tkankach obwodowych, ale réwniez w podwzgorzu. Prawidtowa wrazliwos¢
na insuling w podwzgdrzu konieczna jest do hamowania watrobowej glukoneogenezy.
Obnizenie insulinowrazliwo$ci w podwzgorzu przeklada si¢ na umiarkowana
insulinooporno$¢ w catym organizmie oraz zwiazane jest z wystgpowaniem otylosci
(91). Myszy z nokautem preprooreksyny wykazuja w podwzgorzu podwyzszony
poziom serynowej fosforylacji kinazy biatkowej B (PKB) oraz spadek stymulowane;j
przez insuling fosforylacji treoninowej (89). Podwyzszona fosforylacja serynowa PKB
odgrywa prawdopodobnie wazna rol¢ w ujemnym sprz¢zeniu zwrotnym, ktore prowadzi
do wyhamowania aktywnosci receptora insuliny uniemozliwiajac fosforylacj¢ w obrgbie
treoniny powodujac insulinoopornos$¢ (89, 92). Warto réwniez odnotowac, ze receptory

oreksyn moga by¢ zaangazowane w regulacj¢ poziomu glukozy przez aktywacj¢ kinazy
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biatkowej C (PKC), ktéora wptywa na obnizanie syntezy glukozy w watrobie i tym
samym przeciwdziata hiperglikemii (92).

Molekularna interakcja pomigdzy receptorami oreksyn a receptorem insuliny na
poziomie podwzgoérza nie jest jeszcze scharakteryzowana. Doszukujac si¢ jednak
zwiazku pomigdzy systemem oreksynowym i obnizona insulinowrazliwoscia, wydaje
sig, ze moze on wynikac z postepujacego z wiekiem spadku ekspresji OXR1 i OXR2 w
podwzgorzu. Wedtug dostgpnej literatury gldéwna rolg w regulacji insulinowrazliwosci
oraz przeciwdzialaniu otylosci odgrywa OXR2. Mechanizm dziatania OXR2 w tym
zakresie pozostaje w znacznej mierze niepoznany, przypuszcza si¢ jednak, ze jego
aktywacja moze uwrazliwia¢ komoérki na leptyng (73). Ponadto istotne moga by¢

rowniez wplywy oreksyn na homeostazg glukozy.

2.10 Wplyw oreksyn na homeostaze¢ glukozy

Poziom glukozy we krwi jest precyzyjnie regulowany przez wiele czynnikow. Jednak
najistotniejsza rol¢ odgrywaja insulina i glukagon, ktére sa wydzielane odpowiednio z
komorek a i f wysp trzustkowych w odpowiedzi na zmiany w stgzeniu glukozy we krwi
(93, 94).

Dane na temat roli oreksyn oraz ich receptoréw w regulacji funkcji wydzielniczych
wysp trzustkowych pochodza glownie z badan prowadzonych nad gryzoniami. U
szczura w endokrynnej czg$ci trzustki obecno§¢ OXR1 i OXR2 odnotowano na
poziomie mRNA (95), natomiast jedynie w przypadku OXRI1 ekspresje potwierdzono
na poziomie biatka (96). Dlatego tez wydaje sig, ze to wlasnie pierwszy typ receptora
oreksyn reguluje funkcje endokrynne wysp trzustkowych. OXR1 wykazuje
kolokalizacj¢ z insuling i glukagonem (97, 98). W komoérkach endokrynnych wysp
trzustkowych dochodzi rowniez do ekspresji i wydzielania oreksyny A. OXA
wydzielana jest w odpowiedzi na niskie st¢zenie glukozy (2,8 mM), natomiast wysokie
stezenie glukozy (16,7 mM) hamuje wydzielanie oreksyny A z wysp trzustkowych (97).
Otrzymane rezultaty badan wskazaly rowniez na glukagon jako czynnik, ktory hamuje
sekrecje OXA z wysp trzustkowych'. Rola oreksyn w regulacji sekrecji insuliny jest
niejasna. Dowiedziono, ze u szczura podskdrna iniekcja oreksyny A i w mniejszym
stopniu oreksyny B powoduje wzrost stezenia insuliny we krwi (99, 100). Stymulujacy
wplyw OXA 1 OXB na sekrecj¢ insuliny potwierdzono réwniez w ukladzie in situ z

uzyciem metody perfuzji trzustek oraz in vitro podczas inkubacji izolowanych wysp

! Nieopublikowane wyniki zespoléw prof. M.Z. Strowskiego i prof. K.W. Nowaka
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(95). Jednak odmienne rezultaty dowiodty, ze OXA nie ma wptywu na sekrecj¢ insuliny
(101) lub hamuje jej wydzielanie z komorek B wysp trzustkowych (97). Wyniki
dotyczace roli OXA w regulacji glukagonu sa bardziej, ale nie do konca jednorodne.
Wykazano, ze OXA hamuje sekrecj¢ glukagonu z izolowanych wysp i linii komorek o
(96). Trzeba jednak odnotowac, ze sa rowniez dostgpne dane, ktore dowodza, ze OXA
stymuluje sekrecj¢ glukagonu z wysp trzustkowych (97). Okreslenie roli oreksyn oraz
OXRI1 w endokrynnej funkcji trzustki, szczegdlnie w komodrkach B jest zagadnieniem

otwartym i wymaga dalszych badan.

2.11 Oreksyny w regulacji funkcji tkanek obwodowych

Oreksyn nie nalezy postrzegac jedynie jako klasycznych neurohormonéw. Oreksyna A
w stezeniu od 10" do 107" mol/I obecna jest rowniez we krwi obwodowej, co dowodzi
endokrynnej drogi dziatania tego peptydu. Jednak stopien w jakim OXA wywiera
wplyw na tkanki obwodowe pozostaje w znacznej mierze niejasny. Z jednej strony
wykazano, ze OXA juz w stezeniach pikomolarnych aktywuje zaréwno OXR1 i OXR2,
co przektada si¢ na zwigkszenie stgzenia wewnatrzkomoérkowych jondow wapnia. Z
drugiej strony odmienne badania dowodza, ze minimalne st¢zenie ligandu aktywujace
OXR1 wynosi okoto 10 mol/l. Najwazniejsze zrédto OXA we krwi obwodowej nie
zostalo zidentyfikowane. Wiadomo jednak, ze oreksyna jest syntetyzowana w
komoérkach endokrynnych przewodu pokarmowego, uktadu rozrodczego i trzustki,
moze by¢ rowniez uwalniana z zakonczen nerwowych (92). Warto wspomnie¢, ze OXA
zdolna jest do pokonywania bariery krew-modzg (52). Tak jak juz zaznaczono OXRI i
OXR2 ulegaja ekspresji w wyspach trzustkowych, jednak tkanek peryferyjnych, w
ktorych zachodzi ekspresja receptorow oreksyn jest wigcej. OXRI 1 OXR2
zidentyfikowano migdzy innymi w nadnerczach, uktadzie rozrodczym, uktadzie
pokarmowym oraz zéltej i brunatnej tkance thuszczowej (88, 102). Duza cze$¢ danych
odnosnie roli oreksyn na obwodzie pochodzi z badah nad nadnerczami. Oreksyny sa
zaangazowane w regulacj¢ uwalniania hormonow kory nadnerczy na dwoch poziomach:
dziatajac na osi podwzgorze-przysadka oraz bezposrednio na obwodzie w korze
nadnerczy (103, 104). U szczura dokomorowe podanie oreksyny A i B powoduje wzrost
stezenia ACTH oraz kortykosterydow we krwi (105). Podobne efekty zaobserwowano
w ukladzie in vitro z wykorzystaniem ludzkich komorek kory nadnerczy, gdzie na

drodze aktywacji OXR1, oreksyna A stymuluje sekrecj¢ kortyzolu (106). Dostepne
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dane sugeruja, ze oreksyna A stymuluje sekrecje adrenaliny i noradrenaliny z rdzenia
nadnerczy (107).

W uktadzie pokarmowym ekspresj¢ preprooreksyny oraz OXR1 i OXR2 wykryto w
zakonczeniach nerwowych unerwiajacych migsniowke i §luzowke jelita, ale takze w
komoérkach endokrynnych zZotadka i jelita (108). W uktadzie pokarmowym system
oreksynowy zaangazowany jest gtownie w regulacje motoryki zotadka i jelit oraz w
transport glukozy z jelita cienkiego (109).

Ponadto w tkankach obwodowych receptory oreksyn moga odgrywa¢ pewna role w
regulacji proliferacji i apoptozie komorek. Z jednej strony silnie proapoptotyczne efekty
OXA opisano w komorkach nowotworowych (110), z drugiej strony dziatajac na
preadipocyty 3T3-L1 oreksyna A stymuluje ich proliferacj¢ (111). Majac na uwadze
problem cukrzycy, interesujace jest poznanie roli OXR1 w proliferacji komorek f wysp
trzustkowych. Wiadomo, ze u szczuréw z cukrzyca typu 1 i 2 ekspresja OXRI1 w
komorkach endokrynnych trzustki znaczaco wzrasta oraz wykazuje koekspresj¢ z
aktywna kaspaza 3 (98). Podtoze 1 znaczenie tego zjawiska sa jednak nieznane, nie
wiadomo zatem czy w komorkach B aktywacja OXRI1 ma dziatanie ochronne czy tez
zwiazana jest z indukcja apoptozy.

Receptory oreksyn wykryto réwniez w ludzkiej tkance tluszczowej. Do tej pory
wiadomo, ze dzialajac na ludzkie adipocyty OXA zwigksza ekspresje czynnika
transkrypcyjnego PPARY2 oraz hamuje lipolizg (112). Czynnik transkrypcyjny PPARy2
odgrywa bardzo istotng rolg w réoznicowaniu preadipocytow i metabolizmie dojrzatych
adipocytow, a jego aktywacja to istotny cel w terapii cukrzycy typu 2 (113). Dlatego tez
majac na uwadze te 1 pozostate rezultaty dotyczace wptywu oreksyny A na homeostazg
energetyczna 1 metabolizm, detaliczne okre$lenie roli OXA w funkcjonowaniu tkanki

thuszczowej jest istotnym i rozsadnym zadaniem.
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3 Hipoteza badawcza i cele pracy

Formujac hipotez¢ badawcza zatozono, ze oreksyna A wplywa na metabolizm
lipidowo-weglowodanowy oraz funkcje endokrynne tkanki ttuszczowej. Przestanka do
postawienia takiej hipotezy byty opublikowane wczesniej wyniki wykazujace, ze OXA
jest zaangazowana w regulacj¢ masy ciata oraz homeostazy energetycznej organizmu.
Zaburzenia w systemie oreksynowym zwiazane sa z wystgpowaniem narkolepsji, ktorej
bardzo czgsto towarzyszy otyto$¢ oraz predyspozycje w kierunku rozwoju cukrzycy
typu 2. Ponadto ludzi otytych charakteryzuje obnizony poziom oreksyny A. Z drugiej
strony nadekspresja oreksyny zwigzana jest z poprawa insulinowrazliwosci oraz
przeciwdziata wzrostowi masy ciata u myszy na diecie wysokottuszczowej. Poniewaz
zarowno regulacja masy ciata jak i insulinowrazliwos¢ w bardzo duzym stopniu
zwiazane s3 z regulacja ilosci oraz endokrynnych i metabolicznych funkcji tkanki
thuszczowej, w pracy postanowiono scharakteryzowaé w jaki sposob OXA wpltywa na
adipocyty. Wybor tematyki badawczej zwiazany byt rowniez z tym, ze cze$¢ danych
dowodzi bezposrednich wptywoéw oreksyny A na tkanke tluszczowa. W adipocytach
izolowanych z ludzkiej tkanki tluszczowej OXA hamuje lipoliz¢ oraz stymuluje
ekspresj¢ czynnika transkrypcyjnego PPARy, ktérego aktywacja zwiazana jest ze

zwigkszeniem insulnowrazliwosci.

W pracy postawiono nastgpujace cele:

i.  analiza ekspresji receptorow oreksyn w adipocytach 3T3-L1 oraz izolowanych
adipocytach szczura
ii.  okres$lenie wplywu oreksyny A na dokomodrkowy transport glukozy oraz jej
konwersji do kwasow tluszczowych
iii.  okreslenie wptywu oreksyny A na akumulacjg triacylogliceroli i lipolizg
iv.  okreslenie roli oreksyny A w ekspresji 1 sekrecji adiponektyny
v. proba poznania mechanizmoéw odpowiedzialnych za ewentualne wplywy
oreksyny A na metaboliczne i endokrynne funkcje adipocytow
vi.  poznanie wpltywu oreksyny A na mase¢ ciala oraz poziom adiponektyny u

szczuréw (model in vivo)



Materialy 1 metody 29

4 Materialy i metody

4.1 Bufory

KRBH: NaCl (136 mmol/l), KCI (4,7 mmol/l), CaCl, (1 mmol/l),
MgSO;4 (1,2 mmol/l), KH,PO4 (1,2 mmol/l), NaHCO; (2
mmol/l), Hepes (10 mmol/l), pH 7,4

RIPA : Tris-HCL (50 mmol/l, pH 8,0), NaCl (150 mmol/1), 1.0%
NP-40, 0,5% deoksycholat sodu, 0.1% SDS, NaF (10
mmol/l), Na3(VOy) (1 mmol/l)

TBST : Tris-HCl (15,37 mmol/l), NaCl (137 mmol/l), 0,2%
Tween 20, pH 7,6

PBS: NaCl (137 mmol/l), KCl (2,7 mmol/l), Na,HPO4 (10
mmol/l), KH,PO4 (2 mmol/l), pH 7,2

SDS-PAGE: Tris (25 mmol/l), glicyna (192 mmol/l), 0,1% SDS, pH 8,3

Bufor do elektrotransferu:  Tris (12 mmol/l), glicyna (96 mmol/l), 20% metanol,
pH 8,3

Bufor stripujacy: glicyna (200 mmol/1), 0,1% SDS, 1% Tween 20, pH 2,2

Bufor Laemmli (4x): 8% SDS, 20% 2-merkaptoetanol, 40% glicerol, 0.004%

btekit bromofenolu, Tris-HCI (0,3 mol/l)

4.2 Zwierzeta

W eksperymentach okreslajacych wptyw OXA na izolowane adipocyty oraz przy
przewleklym doswiadczeniu z pompami osmotycznymi wykorzystano samce szczuréw
szczepu Wistar. Zwierzg¢ta pochodzily z hodowli zwierzat laboratoryjnych w
Brwinowie. Po =zakupie zwierz¢ta umieszczono w klatkach 1 utrzymywano w
pomieszczeniu Katedry Fizjologii i Biochemii Zwierzat Uniwersytetu Przyrodniczego
w Poznaniu. Przed wykonaniem eksperymentow szczury poddano okresowi
adaptacyjnemu (minimum 2 tygodnie). W tym czasie, szczury miaty nieograniczony
dostep do wody oraz paszy bytowej Labofed B (A. Morawski, Kcynia). Wszystkie
eksperymenty przeprowadzono za zgoda Lokalnej Komisji Etycznej ds. Do$wiadczen

na Zwierzgtach z siedziba w Poznaniu.
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4.3 Kultury komoérkowe

Kultury komoérkowe prowadzono w inkubatorze do hodowli komorkowych (Labotect,
Labor-Technik-Gottingen, Gottingen, Niemcy) w monitorowanych warunkach
srodowiskowych (95% O, 5% CO,, 37°C, stala wilgotno$¢). W eksperymentach
wykorzystano lini¢ komérkowa mysich fibroblastow 3T3-L1 pozyskana z ATCC (LGC
Standards, Wesel, Niemcy). Standardowe medium stosowane podczas hodowli to
Dulbecco's Modified Eagle's Medium (DMEM) uzupetnione w 10% ptodowa surowice
bydleca (FCS), penicyling (100 kU/1) oraz streptomycyng (100 mg/l). Zmiany medium
oraz pasazowanie komorek przeprowadzano co 48 - 72 h. Pasaze wykonywano stosujac
0,05% roztwor trypsyny w PBS wuzupetnionym w 0,02% EDTA. Wszystkie

eksperymenty wykonano na komorkach pomiedzy 3 a 12 pasazem.

4.4 Roznicowanie preadipocytow 3T3-L1

Fibroblasty 3T3-L1 posiano i utrzymywano w hodowli stosujac standardowe medium
wzrostowe (DMEM, 10% FCS) do momentu uzyskania 100% konfluencji. Dwa dni od
momentu osiagniecia pelnej konfluencji fibroblasty indukowano w kierunku
réznicowania w adipocyty. Postgpowano zgodnie z powszechnie stosowanym
protokotem (114). W tym celu medium wzrostowe zostato dodatkowo uzupetnione w 1
mmol/l deksametazon, 0,5 mmol/l IBMX oraz 168 nmol/l insuling. Po uptywie
kolejnych 48 godzin medium zastapiono $wiezym medium zawierajacym insuling w
stezeniu 168 nmol/l. Po kolejnych 48 godzinach medium zastagpiono medium
wzrostowym. Powodzenie procesu roznicowania weryfikowano na podstawie poziomu
ekspresji mRNA kodujacego FABP4 oraz zmian morfologicznych. We wszystkich
przypadkach zaobserwowano wigcej niz 80% morfologicznie zrdéznicowanych
adipocytow. Wszystkie eksperymenty wykonano pomig¢dzy 6 a 10 dniem od momentu

indukcji adipogenezy.
4.5 Izolacja adipocytow

Adipocyty izolowano opierajac si¢ o protokot opublikowany przez Robbel’a (115) z
kilkoma modyfikacjami. Do izolacji wykorzystano tkanke¢ tluszczowa okotojadrowa
pobrana od szczuréw szczepu Wistar. Pobrana od zdekapitowanych wcze$niej 3
szczuroOw tkanke thuszczowa oczyszczono z naczyn krwiono$nych, osuszono,
rozdrobniono, po czym poddano ja procesowi trawienia kolagenu. W tym celu

pofragmentowana tkanke ttuszczowa umieszczono w buforze KRBH uzupetnionym w
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3% BSA, 5 mmol/l glukozg oraz typ II kolagenazy (3 mg/ml). Proces trawienia
prowadzono w temperaturze 37°C przez 45 min. Nastepnie adipocyty przefiltrowano
przez sitko nylonowe ($rednica oczka 250 pm) oraz trzykrotnie przeplukano w KRBH.

Komoérki liczono uzywajac komory Biirkera-Tiikera.

4.6 Stymulacja oreksyna A oraz innymi badanymi czynnikami

W przypadku adipocytéw 3T3-L1 zawsze przed podaniem oreksyny A badz innych
badanych czynnikéw komoérki inkubowano przez minimum 4 godziny w standardowym
medium pozbawionym FCS. Uwaga ta bgdzie pominigta w dalszej czgsci pracy. Celem
zabiegu byto wyeliminowanie wpltywu innych czynnikéw hormonalnych zawartych w
surowicy. W przypadku gdy komoérki inkubowano z odczynnikami, ktore rozpuszczono
w DMSO (LY 294002, BADGE) grupe kontrolna oraz grupy pozbawione tego czynnika
inkubowano w medium, ktore rowniez uzupetniono DMSO. Miato to na celu
wyrownanie ewentualnego efektu nosnika jakim byto DMSO. Dodatkowo medium
przeznaczone do stymulacji oreksyna A (lub innymi czynnikami) uzupetniono w 0,1%
pozbawiona kwaséw thuszczowych surowicza albuming wotowa (BSA). Celem zabiegu
bylo zwigkszenie stabilno$ci peptydéw oraz ograniczenie ich ewentualnego wiazania do
powierzchni naczyn hodowlanych. Jes§li pominigto w metodyce, czasy ekspozycji i

stezenia badanych czynnikéw podano w legendzie rycin w rozdziale wyniki.

4.7 Transport glukozy

4.7.1 Adipocyty 3T3-L1

We wszystkich eksperymentach dotyczacych roli oreksyny A w transporcie glukozy
wykorzystano adipocyty roznicowane na plytkach 24-dotkowych. Zréznicowane
adipocyty przeptukano dwukrotnie w PBS oraz inkubowano w buforze KRBH
uzupelionym w 0,1% BSA. Po 15 minutach KRBH usunigto i dodano 225 pl tego
samego buforu zawierajacego roézne st¢zenia oreksyny A, po czym inkubowano od 10
do 60 min. Kolejno do kazdego dotka dodano 25 ul KRBH zawierajacego 0,5 uCi 2-
deoksy-"H-glukozy (18,5 pBq) oraz 2-deoksy-glukoze (ostateczne stezenie wynosito
0,5 mmol/l). Po uptywie 5 min (czas ten wybrano jako punkt, w ktéorym transport
zachowuje charakter liniowy) transport przerywano przez odessanie buforu oraz
trzykrotne ptukanie lodowatym PBS. Nastepnie komorki poddano lizie w 400 pl 0,1%
SDS (10 min, delikatnie wytrzasajac). Zawarto$¢ kazdego dotka przeniesiono do 1,5 ml

probowki i przez okoto 10 s intensywnie worteksowano. 350 pl lizatu przeniesiono do
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naczynia scyntylacyjnego i zmieszano z 3,5 ml ptynu scyntylacyjnego. Poziom
transportu glukozy oznaczono mierzac poziom promieniowania 3 na podstawie liczby
cpm (ang. counts per minute). Do odczytu wykorzystano licznik Wallac 1409 (Perkin
Elmer, Waltham, Massachusetts, USA). Warto$ci cpm znormalizowano do zawarto$ci
biatka (cpm/pg biatka) oraz przedstawiono jako procent kontroli (grupy, ktérej nie

stymulowano oreksyna A).

4.7.2 1zolowane adipocyty

Wyizolowane adipocyty w ilosci 10° zawieszono i inkubowano w 1 ml buforu KRBH
uzupetnionego w oreksyng A (100 nmol/l) Iub insuling (10 nmol/l). Inkubacje
prowadzono przez 30 min w temperaturze 37°C w tazni wodnej delikatnie mieszajac.
Pomiar transportu przeprowadzono w oparciu o wczesniej opublikowana metodyke z
kilkoma modyfikacjami (116). Po zakonczonej stymulacji peptydami do kazdej
probowki dodano 0,5 pCi 2-deoksy-"H-glukozy (18,5 uBq). Po 4 min transport
zatrzymano dodajac lodowaty bufor KRBH zawierajacy cytochalazyne B (ostateczne
stgzenie wynosito 0,2 mmol/l). Zawarto$¢ przeniesiono do $wiezych probowek
zawierajacych 200 pl oleju silikonowego. Probowki nastgpnie wirowano przez 1 min,
(6000 x g). Pozwolilo to na odseparowanie adipocytéw od medium inkubacyjnego.
Nastepnie komorki znajdujace si¢ w gornej warstwie oleju silikonowego
przepipetowano do naczyn scyntylacyjnych zawierajacych 3 ml ptynu scyntylacyjnego.
Poziom transportu glukozy oznaczono mierzac poziom promieniowania . Do odczytu

wykorzystano licznik Wallac 1409 (Perkin Elmer).

4.8 Pomiar ATP

Przed stymulacja OXA 1 wykonaniem pomiaru ATP zréznicowane na 12-dotkowe;j
ptytce adipocyty 3T3-L1 inkubowano przez noc w medium DMEM pozbawionnym
surowicy oraz uzupelionym w 5 mmol/l glukozg. Inkubacj¢ w obecnosci OXA
prowadzono w tym samym medium przez 15, 30, 60 1 120 min. Zawartos¢ ATP w
komoérkach mierzono przy uzyciu zestawu odczynnikow ATP Determination Kit (Life
Technologies, Darmstadt, Niemcy). Detekcja ATP opiera si¢ o rekacj¢ dostarczonej
przez producenta lucyferyny z ATP i czasteczka O, Rekacja jest katalizowana przez
lucyferaze i towarzyszy jej luminescencja, ktorej intensywnos$¢ odpowiada zawartosci
ATP. Cato$¢ przeprowadzono zgodnie z zaleceniem producenta. Do pomiaru

luminescencji zastosowano Luminometer MicroLumat Plus LB 96V Berthold
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Technologies (Wildbad, Niemcy). Ilos¢ ATP szacowano z krzywej standardowe;j
wyznaczonej] W oparciu o wczesniej przygotowane znane stgzenia ATP i

znormalizowano do zawartosci biatka.

4.9 Lipogeneza (synteza kwasow tluszczowych)

Metoda polega na analizie inkorporacji atomow wegla czasteczek glukozy do wolnych
kwasow thiszczowych. W tym celu wykorzystuje si¢ wyznakowana izotopem wegla '*C
glukozg. Z wyjatkiem kilku modyfikacji postgpowano zgodnie z wczesniej
opublikowana metodyka (117). Pozyskane w wyniku izolacji adipocyty w ilosci 10°
inkubowano w objetosci 500 pl buforu KRBH. Bufor uzupeliono w 2,5 uCi
wyznakowanej izotopem wegla '*C glukozy. Inkubacje prowadzono w tazni wodnej w
temperaturze 37°C przez 120 min delikatnie mieszajac. Nastgpnie w celu ekstrakcji
frakcji lipidowej do kazdej z probowek dodano 2,4 ml lodowatej mieszaniny Dole’a
(izopropanol 40 cz. : heptan 10 cz. : 1 N HaSO4 1 cz.), proby intensywnie mieszano.
Kolejno do kazdej probowki napipetowano 1 ml wody i1 1,5 ml heptanu i ponownie
mieszano. Otrzymana w ten sposob gorna warstwg w objgtosci okoto 2 ml pobrano i
przeniesiono do naczyn scyntylacyjnych mieszajac z 8 ml ptynu scyntylacyjnego. Ilos¢
pochodzacego z glukozy izotopu wegla '*C wbudowanego w kwasy tluszczowe
mierzono za pomoca odczytu promieniowania beta. Zastosowano licznik Wallac 1409

(Perkin Elmer).

4.10 Wplyw oreksyny A na akumulacje¢ triacylogiceroli

4.10.1 Barwienie roztworem czerwieni olejowej

Metoda polega na zastosowaniu roztworu czerwieni olejowej, ktdra jest wiazana przez
triacyloglicerole. Zréznicowane w 12-dotkowej ptytce adipocyty 3T3-L1 przez 24 lub
48 h inkubowano w medium uzupetnionym w oreksyn¢ A (1-100 nmol/l), insuling (10
nmol/l) lub réwnoczesnie w oba peptydy (100 nmol/l OXA, 10 nmol/l insulina). Po
uplywie czasu inkubacji usuni¢to medium, komoérki ptukano w PBS, po czym poddano
je procesowi utrwalenia przez dodanie do kazdego dotka 1 ml 10% roztworu
paraformaldehydu w PBS. Po uplywie 1 h komorki przeptukano w 1 ml 60%
izopropanolu, ktéry nastgpnie doktadnie usunigto, a komorki pozostawiono do
catkowitego wyschnigcia. Kolejno do kazdego dotka dodano 400 pl roztworu czerwieni
olejowej (2,1 mg/ml w mieszaninie izopropanol:woda 6:4). Po 30 minutach roztwor

barwiacy usunigto, a komorki poddano ptlukaniu w wodzie destylowanej (krok
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powtdérzono czterokrotnie). Po catkowitym osuszeniu komoérek wybrane preparaty
sfotografowano (uzyto powigkszenie 400 x). W tym celu wykorzystano mikroskop
Axiophot (Zeiss Oberkochen, Niemcy), przy uzyciu kamery Digital AxioCam HRc
(Zeiss). Nastgpnie w celu elucji czerwieni olejowej z frakeji lipidowej komoérek do
kazdego z dotkow dodano 1,5 ml 100% izopropanolu i inkubowano 10 min.
Izopropanol przeniesiono do $wiezej 1,5 ml probowki 1 dokladnie worteksowano.
Nastgpnie z kazdej z probowek pobrano 100 pl izopropanolu i napipetowano go do
ptytki 96-dolkowej. Oceng ilosci zwigzanej czerwieni olejowej mierzono na podstawie
intensywno$ci zabarwienia, ktéra koresponduje do ilosci wewnatrzkomorkowych
triacylogliceroli. Pomiar wykonano wykorzystujac czytnik plytek SpectraMax
Plus®** microplate reader (Molecular Devices, Ismaning, Niemncy) przy dlugosci fali

500 nm.

4.10.2 Oznaczenie zawartosci triacylogliceroli

Adipocyty 3T3-L1 réznicowano na plytkach 24-dotkowych. Po zakonczonym
eksperymencie komorki przeptukano w lodowatym PBS. Nastgpnie do kazdego z
dotkéw napipetowano 200 pl buforu zawierajacego Tris-HCI (50 mmol/l, pH 7,4) oraz
EDTA (1 mmol/l). Po dodaniu buforu komorki zdrapano i przeniesiono do 1,5 ml
probowki oraz umieszczono na lodzie. Nastgpnie zawieszone w buforze komorki
poddano procesowi homogenizacji przez sonikacje. Tak przygotowane preparaty
przeznaczono do pomiaru triacylogliceroli. W tym celu wykorzystano zestaw
odczynnikow Colorimetric Triacylglycerol Kit (Cypress Diagnostics, Langdorp,
Belgia). Metoda polega na hydrolizie triacylogliceroli do glicerolu i wolnych kwasow
thuszczowych przez lipazg. Nastgpnie glicerol podlega fosforylacji do 3-
fosfoglicerynianu przez kinazg glicerolu. Zwiazek ten jest nastgpnie metabolizowany do
dihydroksyacetonu, czemu towarzyszy powstanie czasteczki H,O, (enzymem
katalizujacym jest oksydaza 3-fosfoglicerynianu). H,O, wykrywana jest w reakcji
chemicznej, ktorej towarzyszy powstawanie czerwonego zabarwienia, osiagajacego
maximum absorbcji przy 505 nm. Odczytu dokonano spektrofotometrycznie
wykorzystujac  czytnik plytek SpectraMax Plus®™ microplate reader (Molecular
Devices). Calo$¢ pomiaru wykonano zgodnie z zaleceniami producenta, modyfikujac
jednak pewne etapy pod katem wykorzystania plytki 96-dotkowej. W tym celu 10 pl
roztworu poddanych homogenizacji komoérek zmieszano z 90 pl mieszaniny reakcyjne;j.

Ilo$¢ triacylogliceroli szacowano na podstawie réwnania regresji liniowej z krzywej
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standardowej. Wykorzystano 4 punkty o znanej koncentracji triacylogliceroli.
Otrzymane warto$ci normalizowano do zawarto$ci biatka (oznaczonego w tych samych

probach przy pomocy metody BCA) i1 przedstawiono jako mg triacylogliceroli na mg

bialka.

4.11 Oznaczenie lipolizy

Eksperymenty okreslajace wptyw badanych czynnikdéw na lipoliz¢ mierzona jako ilo$§¢
uwolnionego glicerolu wykonano na adipocytach zréznicowanych na ptytkach 24-
dotkowych. Po 24 h stymulacji badanymi czynnikami (100 nmol/l OXA Iub 10 nmol/l
insuling), medium komorkowe w ilosci 800 ul pobrano 1 poddano wirowaniu (10 min,
800 x g). Celem zabiegu byto odseparowanie komorek, ktére mogly znajdowaé si¢ w
medium. 600 pl otrzymanego supenatantu pobrano i przeniesiono do nowej probowki.
Komorki pozostate na ptytce przeptukano lodowatym PBS oraz poddano lizie w 200 pl
0,1% SDS. Celem lizy komoérek bylo pozniejsze okreslenie zawartosci biatka i
znormalizowanie wobec niego ilosci uwolnionego glicerolu do pobranego wczesdniej
medium komorkowego. Ilo§¢ uwolnionego glicerolu mierzono przy pomocy Free
Glycerol Reagent (Sigma Aldrich, Deisenhofen Niemcy). Metoda polega na szeregu
reakcji enzymatycznych zachodzacych przy udziale zawartych w odczynnikach
enzymow. W pierwszym kroku wolny glicerol ulega fosforylacji z wytworzeniem
czasteczki 1-fospoglicerynainu (G-1-P) oraz ADP. Reakcje katalizuje kinaza glicerolu.
Nastgpnie G-1-P jest utleniany do fosfodihydroksacetonu. Reakcj¢ katalizuje oksydaza
fosfoglicerynianu, reakcji tej towarzyszy powstanie czasteczki H,O,. Ostatecznie z
udziatem powstatej H,O,. 1 peroksydazy oraz substratow dostarczonych przez
producenta dochodzi do reakcji, w wyniku ktérej powstaje charakterystyczne fioletowe
zabarwienie (maksimum absorbcji przy dlugosci fali 540 nm). Intensywnos¢
zabarwienia odpowiada iloSci zawartego w mieszaninie reakcyjnej glicerolu.
Oznaczenie wykonano zgodnie z zaleceniami producenta, adaptujac jednak protokét do
ptytki 96-dotkowej. W tym celu 20 ul pobranego medium zmieszano z 80 ul zawartej w
zestawie mieszaniny odczynnikoéw 1 inkubowano przez 15 minut w temperaturze
pokojowej. Odczyt spektrofotometryczny przeprowadzono przy uzyciu czytnika
SpectraMax Plus*®* microplate reader (Molecular Devices). Ilosé glicerolu szacowano z
wykonanej krzywej standardowej (jako standard uzyto 6 rdéznych koncentracji

glicerolu). Wyniki znormalizowano do zawartosci biatka (ng glicerolu/pg biatka).



Materialy 1 metody 36

4.12 Oznaczenie PIP3

Zréznicowane na 6-dotkowych plytkach adipocyty stymulowano przez 5 min medium
uzupetnionym w oreksyng A (100 nmol/l) lub insuling (10 nmol/l). Nastgpnie usunigto
medium inkubacyjne, ptytki z komorkami umieszczono na lodzie przeznaczajac do
pomiaru ilosci PIP3. W tym celu wykorzystano zestaw odczynnikéw PIP3 Mass ELISA
(Echelon Biosciences, Salt Lake City, UT, USA). Lipidy ekstrahowano opierajac si¢ o
zmodyfikowana metodyke Gray’a (118). Pierwszym krokiem byto pozyskanie frakcji
lipidowej zawierajacej PIP3. W tym celu do kazdego z dotkow napipetowano 350 pl
zimnego 0,5 M kwasu trichlorooctowego (TCA), po czym ptytke przez 5 min
inkubowano na lodzie. Nastgpnie komorki zdrapano i1 przeniesiono do S$wiezej
probéwki. W obregbie tych samych grup eksperymentalnych komoérki pochodzace z
trzech dotkéw pulowano w jednej probowce. Nastepnie probowki poddano wirowaniu
(3000 x g, 5 min, 4°C). Supernatant usunigto, a otrzymany osad rozpuszczono w 3 ml 1
mmol/l EDTA w 5% TCA 1 poddano kolejnemu wirowaniu (3000 x g, 5 min, 4°C). Po
zwirowaniu supernatant usuni¢to 1 powtdrzono ostatni krok. Nastgpnie otrzymany osad
rozpuszczono w 3 ml mieszaniny metanolu z chloroformem (w stosunku 2:1) i
inkubowano przez 10 min w temperaturze pokojowej okazjonalnie bardzo intensywnie
mieszajac. Nastgpnie probéwki wirowano (3000 x g, 5 min), supernatant usunigto. Krok
powtdrzono. W celu ekstrakcji kwasnych lipidow powstaly po zwirowaniu osad
rozpuszczono w 2,25 ml mieszaniny metanol:chloroform:kwas solny (80:40:1),
probowki inkubowano przez 15 minut w temperaturze pokojowej okazjonalnie
mieszajac. Kolejno probdéwki wirowano (3000 x g, 5 min, 4°C ). Powstaly supernatant
przeniesiono do $wiezych probowek, po czym do kazdej napipetowano 0,75 ml
chloroformu oraz 1,35 ml 0,1 mol/l HCI. Fazy organiczna i wodna rozdzielono wirujac
(1000 x g, 5 min). Dolna organiczna faz¢ pobrano i poddano suszeniu stosujac wirowke
prozniowa. Otrzymana frakcj¢ lipidowa rozpuszczono w 70 pul dostarczonego przez
producenta buforu, sonikowano i przechowywano w temperaturze -20°C.

Koncentracje PIP3 mierzono wykorzystujac test immunoenzymatyczny ELISA. W
tescie tym zawarty w przygotowanym ekstrakcie PIP3 oraz PIP3 znajdujacy si¢ w fazie
stalej optaszczonych nim dotkow stosowanej do pomiaru 96-dotkowej ptytki konkuruja
0 wigzanie ze specyficznym wiazacym je biatkiem. Ilo§¢ biatka zwiazanego przez PIP3
fazy stalej plytki spada wraz ze zwieszajaca si¢ koncentracja PIP3 w analizowanym
ekstrakcie. Nastepnie ilos¢ zwiazanego do plytki biatka polega detekcji kolometryczne;.

W tym celu dodaje si¢ drugorzedowe przeciwcialo sprz¢zone z peroksydaza chrzanowa
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oraz substrat reakcji dostarczony przez producenta. [los¢ zwiazanego do ptytki biatka
(tym samym intensywno$¢ sygnalu) odwrotnie koresponduje to stezenia PIP3 w
analizowanej probie. Cala procedur¢ wykonano zgodnie z zaleceniami producenta.
Absorbancj¢ odczytano przy dlugosci fali 450 nm stosujac czytnik plytek SpectraMax

Plus®® microplate reader (Molecular Devices).

4.13 Pomiar cAMP

W celu okreslenia wplywu OXA na poziom syntezy cAMP w adipocytach 3T3-L1,
komorki przez 10 min inkubowano z OXA (1-100 nmol/l) lub forskoling (10 pmol/l),
ktora w oparciu o dane literaturowe zastosowano jako kontrole pozytywna (119).
Pomiar wykonano wykorzystujac Cyclic AMP EIA Kit (Cayman Chemical Company,
Ann Arbor, Michigan, USA). Metoda polega na wspdtzawodnictwie wolnego cAMP
(pozyskanego z komorek) i cAMP sprzezonym z acetyloholinoesteraza o wiazanie do
przeciwciata. Nastepnie kompleks cAMP-przeciwcialo wiazany jest przez kolejne
przeciwciato, ktérym optaszczone sa dotki ptytki inkubacyjnej. llos¢ cAMP oznaczana
jest na podstawie reakcji barwnej z wykorzystaniem substratu do reakcji katalizowane;j
przez acetylochoinosterazg¢. Intensywnos$¢ zabarwienia jest odwrotnie proporcjonalna do
zwartosci cAMP w ekstrakcie komérkowym. Wszystkie kroki wykonano zgodnie z

zaleceniami producenta.

4.14 Analiza western blot

4.14.1 Izolacja bialka calkowitego oraz frakcji blonowe;j

Biatko catkowite izolowano stosujac bufor RIPA. Bufor uzupetniono w inhibitory
proteaz 1 fosfataz: Protease Inhibitor Cocktail oraz Phosphostop (Roche Diagnostics,
Penzberg, Niemcy). Po zakonczonym eksperymencie, 24-dotkowe ptytki z adipocytami
umieszczano na lodzie, a komorki ptukano w 1 ml lodowatego buforu PBS. Nastepnie
do kazdego z dotkow dodano 100 pl lodowatego buforu RIPA, komorki zdrapano oraz
przeniesiono do sterylnej 1,5 ml probowki pozostawiajac przez 10 minut na lodzie. Po
tym czasie proby wirowano (14 000 x g, 15 min). Supernatanty przeniesiono do
swiezych probowek oraz przechowywano w temperaturze —70°C do dalszych analiz
(pomiar biatka 1 western blot).

Frakcje blonowa wykorzystana podczas analizy ekspresji receptorow oreksyn oraz
translokacji GLUT4 przygotowano stosujac ProteoJET™ Membrane Protein Extraction

Kit (Fermentas Life scientes, Niemcy). W tym celu komorki ré6znicowano na ptytkach
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6-dotkowych. Po zakonczeniu eksperymentu medium komoérkowe usunigto, a do
kazdego z dotkdéw napipetowano 1,5 ml lodowatego PBS, po czym komorki zdrapano.
W obrgbie tych samych grup komorki pochodzace z 3 dotkéw pulowano przenoszac do
15 ml proboéwki i poddano wirowaniu przez 10 min (800 x g). Kolejno PBS usunigto a
pozostaly osad komoérkowy rozpuszczono w 3 ml dostarczonego przez producenta
buforu ptluczacego (Cell Wash Solution), wirowanie powtdrzono. Nastepnie bufor
usunigto, dodano 1,5 ml tego samego buforu, po czym probowki powtdrnie zwirowano.
Po wirowaniu bufor usunigto, a osad komérkowy rozpuszczono w 1,5 ml dostarczonego
przez producenta buforu lizujacego (Cell Permeabilization Buffer). Probowki
worteksowano 1 nastgpnie inkubowano przez 10 min jednoczes$nie wytrzasajac (1400
rpm) w temperaturze 4°C. Po zakonczonej inkubacji probowki poddano kolejnemu
wirowaniu (16000 x g, 15 min, 4°C). Nastgpnie supernatant zawierajacy frakcj¢ bialek
cytoplazmatycznych usunigto, osad rozpuszczono w 1 ml lodowatego buforu
przeznaczonego do ekstrakcji biatek blonowych (Membrane Protein Extraction Buffer).
Probowki przez 30 min inkubowano intensywnie wytrzasajac (4°C, 1400 rpm). Po tym
czasie proby poddano wirowaniu (1600 x g, 15 min, 4°C). Po zwirowaniu supernatant
zawierajacy biatka blonowe przeniesiono do $wiezych 1,5 ml probowek i
przechowywano w temperaturze —70°C. Producent nie podaje sktadnikow wchodzacych

w sktad buforéow, dlatego i w tej pracy nie zostaly one zawarte.

4.14.2 Pomiar koncentracji bialtka

Pomiar biatka wykonano przy zastosowaniu zmienionej metody biuretowej opartej o
wykorzystanie kwasu bis-cynchoninowego (BCA). W tym celu uzyto zestawu
odczynnikow BCA Protein Assay Kit (Thermo Scientific, Rockford, IL, USA). Na
ptytke 96-dotkowa napipetowano 5 pl otrzymanego lizatu biatkowego oraz dodano 95
ul mieszaniny odczynnikow A i B (zmieszanych w stosunku 1:50), nastgpnie ptytke
inkubowano przez ok 30 min w temperaturze 37°C. Po tym czasie ptytke doprowadzano
do temperatury pokojowej oraz wykorzystujac czytnik plytek SpectraMax
Plus®** microplate reader (Molecular Devices) poddano odczytowi
spektrofotometrycznemu (dlugos¢ fali 562 nm). Koncentracj¢ biatka szacowano w
oparciu o roOwnanie regresji liniowej na podstawie wykonanej w tym czasie krzywej

standardowej (jako standard uzyto 6 roznych koncentracji BSA).
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4.14.3 Rozdzial elektroforetyczny oraz transfer na membrang

Taka sama ilo$¢ biatka (5 ng w przypadku frakcji blonowej oraz 25 pg w przypadku
zastosowania buforu RIPA) rozdzielano elektroforetycznie na Zelu poliakrylamidowym.
Przed natozeniem na zel frakcj¢ biatkowa mieszano z buforem Laemmli oraz
denaturowano przez 5 min w temperaturze 95°C. Denaturacji nie prowadzono jedynie w
przypadku analizy biatka GLUT4 (zalecenie producenta przeciwciata). Rozdzial
przeprowadzono na nieciaglym zelu poliakrylamidowym (zel gorny 5%, dolny 12%) w
obecnosci buforu SDS-PAGE. Elektroforezg prowadzono przez okoto 70 min stosujac
prad elektryczny o napigciu 125 V. Nastgpnie rozdzielone elektroforetyczne biatka
poddano transferowi na membrang nitrocelulozowa. Wykorzystano transfer mokry w
aparacie Xcell SureLock Mini-Cell (Invitrogen, Karlsruhe, Niemcy). Transfer
prowadzono przez 60 min stosujac natezenie pradu wynoszace 80 mA. Nastepnie
membrang ptukano przez okoto 5 min w TBST. Skuteczno$¢ transferu sprawdzano
stosujac barwienie PonceauS. W tym celu membrang inkubowano przez 30 s w 10 ml
roztworu 0,1% PonceauS w 5% kwasie octowym. Nastgpnie zwigzany z biatkami
PonceauS usuwano przez ptukanie w buforze TBST (2 x, 5 min). Kolejno wolne od
biatek miejsca na membranie blokowano w 5% roztworze BSA w TBST. Blokowanie
prowadzono przez 60 min w temperaturze pokojowej. Kolejnym krokiem bylo ptukanie
membrany w buforze TBST (5 min). Nast¢pnie membrang inkubowano z przeciwciatem
pierwszorzgdowym rozcienczonym w 12 ml TBST uzupelionym w 1% BSA.
Inkubacje z przeciwciatem prowadzono od 16 do 24 h w temperaturze 4°C. W celu
rOwnomiernego rozmieszczenia przeciwciata inkubacja odbywala si¢ na kotysce.
Stgzenia, producentoéw oraz typy zastosowanych przeciwcial pierwszorzgdowych
podano w tabeli 3. Kolejnym krokiem byto ptukanie membrany w TBST przez 15 min.
Krok wykonano 3 x, kazdorazowo zmieniajac TBST. Nastgpnie membrang inkubowano
przez 60 min w temperaturze pokojowej z przeciwcialem drugorzgdowym sprz¢zonym
z peroksydaza chrzanowa (tabela 4). Po zakonczonej inkubacji membrang ptukano w
TBST (3 x po 15 min). Do wywotania sygnatu chemiluminescencyjnego wykorzystano
Enhanced Chemiluminescence Kit (GE Healthcare Europe, Freiburg, Niemcy). W celu
uniknigcia przeschnigcia membrany przykryto ja folia plastikowa, na ktérej nastgpnie
umieszczono klisz¢ S$wiatloczula (Agfa, Mortsel, Belgia). Ekspozycje kliszy w
zalezno$ci od intensywno$ci sygnatu prowadzono od 5 s do 10 min. Kliszg
wywolywano w aparacie Protec Processor Compact 2 (Protec GmbH & Co. KG,

Oberstenfeld, Niemcy). Intensywnos$¢ sygnatu badanych bialek analizowano przy
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pomocy oprogramowania Quantity One 1-D Analysis Software (Bio-Rad Laboratories,
Monachium, Niemcy). Intensywnos$¢ sygnatu normalizowano do [-aktyny lub w
przypadku biatek ufosforylowanych do catkowitego poziomu analizowanego biatka. W
tym celu membrany stripowano (usuwano zwigzane przeciwciata). Aby usunaé
kompleksy przeciwcial membrang inkubowano w 20 ml buforu stripujacego (2 x 10
min). Kolejno membrang plukano 2 x po 10 min w PBS oraz 2 x po 5 min w TBST.
Nastgpnie powtorzono blokowanie 5% BSA (60 min w temperaturze pokojowej) i
kontynuowano od momentu inkubacji z pierwszorzgdowym przeciwciatem identycznie

jak opisano wyzej.

Tabela 3. Zestawienie stosowanych przeciwcial pierwszorzedowych.

Przeciwcialo Zrédlo Producent Rozcienczenie
PPARYy2 K Abcam 1:1000
Adiponektyna K Abcam 1:1000
GLUT4 K Abcam 1:2500
AKT K Cell Signaling Technology 1:1000
pAKT (Thr-308) K Cell Signaling Technology 1:1000
pAKT (Ser-473) K Cell Signaling Technology 1:1000
pAS160 (Thr642) K Cell Signaling Technology 1:1000
PDK1 K Cell Signaling Technology 1:1000
pPDK1 (Ser241) K Cell Signaling Technology 1:1000
p85 K Cell Signaling Technology 1:1000
p85 (Tyrd58) K Cell Signaling Technology 1:1000
OXR1 Ko Santa Cruz Biotechnology 1:500
OXR2 Ko Santa Cruz Biotechnology 1:500
B-Actin M Sigma Aldrich 1:5000

* K — kroélik, Ko — koza, M - mysz

Tabela 4. Zestawienie stosowanych przeciwcial drugorzedowych.

Przeciwcialo Zrédlo* Firma Rozcienczenie
Anti-rabbit IgG, HRP-linked Ko  Cell Signaling Technology 1:5000
Anti-mouse IgG, HRP-linked Kn Cell Signaling Technology 1:5000
Anti-rabbit Cy3 Ko Dianova (Hamburg, Germany) 1:150
Anti-goat IgG, HRP-linked (0] Santa Cruz Biotechnology 1:5000

* Ko — koza, Kn — kon, O - osiol
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4.15 Immunofluorescencja biatka GLUT4

W celu okreslenia wptywu OXA na translokacj¢ GLUT4 do btony komoérkowej w
adipocytach 3T3-L1 postuzono si¢ metoda immunofluorescencji. Adipocyty 3T3-L1
poddano roznicowaniu na ptytkach 6-dotkowych, w ktorych przed posianiem komorek
umieszczono szkietka nakrywkowe o s$rednicy 10 mm. Zrdéznicowane adipocyty
przygotowano 1 inkubowano identycznie jak przy okreslaniu wptywu OXA na transport
glukozy. Po zakonczonej stymulacji komoérki na szkietkach nakrywkowych utrwalono
inkubujac przez 20 min w 4% roztworze paraformaldehydu, po czym ptukano przez 10
min w PBS. Nastepnie tak przygotowane preparaty przez 30 min blokowano w
roztworze 2% BSA w PBS. Po kolejnym ptukaniu (10 min w PBS) preparaty
inkubowano przez noc z pierwszorzgdowym przeciwcialem rozcienczonym 1:1000 w
1% BSA w PBS. Inkubacje prowadzono w temperaturze 4°C. Nastgpnie preparaty
poddano ptukaniu (10 min w PBS) i inkubowano przez 1 h z przeciwcialem
drugorzedowym (anti-rabbit cyanine dye 3) rozcienczonym 1:150 w 1% BSA w PBS.
Po zakonczonej inkubacji preparaty ptukano (10 min w PBS) i umieszczono na
szkietkach podstawowych wykorzystujac Fluoromount G (Electron Microscopy
Sciences, Fort Washington, PA, USA). Sygnal wizualizowano stosujac mikroskop
konfokalny FV-500 (Laser scanning confocal microscope, Olympus, Hamburg,

Germany). Zastosowano powigkszenie 400 x.

4.16 Analiza ekspresji genow

4.16.1 Izolacja RNA

Adipocyty réznicowano na ptytkach 6-dotkowych. Po zakonczonym eksperymencie
RNA izolowano przy pomocy zestawu RNeasy Mini Kit (Qiagen, Hilden, Niemcy).
Metoda ta opiera si¢ o izolacje na kolumienkach zaopatrzonych w specjalne
krzemionkowe membrany wiazace RNA. W pierwszym kroku adipocyty przemyto
lodowatym PBS. Nastgpnie do kazdego z dotkéw napipetowano 350 upl buforu
lizujacego (RLT), pozostawiajac ptytki na lodzie przez okoto 5 min. Uzyskane lizaty
przeniesiono do sterylnych 1,5 ml probowek i dokladnie wymieszano z 350 pl 75%
etanolu. Cato$¢ przepipetowano do dostarczonej przez producenta kolumienki
umieszczonej w 2 ml probowce 1 wirowano przez 15 s (8000 x g). Nastepnie zwigzany
na membranie RNA poddano procesowi oczyszczenia z ewentualnego zanieczyszczenia

genomowym DNA. W tym celu wykorzystano zestaw odczynnikow Rnase-Free Dnase
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Set (Qiagen) zawierajacy DNAzg oraz bufor RDD. Procesu eliminacji DNA dokonano
przez dodanie na membrang 80 pl roztworu DNAzy [ w dostarczonym przez producenta
buforze RDD. Trawienie prowadzono przez 15 min w temperaturze pokojowej. Po tym
czasie do kolumienek napipetowano 350 pl buforu RLT i poddano je wirowaniu (15 s,
8000 x g). Nastepnie do kolumienek dodano 500 ul buforu RPE i wirowano (15 s, 8000
x g). Krok powtérzono zwigkszajac czas wirowania do 2 min. W celu zupelnego
oczyszczenia membrany z ewentualnej pozostato$ci buforéw kolumienki dodatkowo
wirowano (1 min, 8000 x g). Po zwirowaniu kolumienki umieszczono w sterylnych 1,5
ml probowkach. W celu elucji calkowitego RNA zwigzanego na membranie do
kolumienek napipetowano 35 pl wody wolnej od nukleaz oraz kwasoéw nukleinowych
(dostarczonej przez producenta) i poddano wirowaniu (1 min, 8000 x g). Ilo$¢
otrzymanego w ten sposob RNA szacowano na podstawie odczytu absorbcji fali o
dhugosci 260 nm. Jako$s¢ RNA szacowano ze stosunku odczytéw przy dlugosciach 260 i
280 nm. Do odczytéow wykorzystano czytnik SpectraMax Plus®®* microplate reader
(Molecular Devices). Przed pomiarem RNA rozcienczono (20 x) w 100 pul uzytej do

elucji wody. Pomiar przeprowadzono w kwarcowej kuwecie.

4.16.2 Reakcja odwrotnej transkrypcji

cDNA generowano przez zastosowanie zestawu odczynnikow Enhanced Avian HS RT-
PCR Kit (Sigma Aldrich). Synteza przeprowadzana jest przez odwrotng transkryptaze
wirusa eAMYV (Avian Mieloblastosis Virus). Do syntezy cDNA uzyto 1 pg catkowitego
RNA. W pierwszym etapie przeprowadzono denaturacje RNA, w tym celu w sterylnej

200 pl probowce zmieszano sktadniki podane w tabeli 5.

Tabela 5. Skladniki reakcji odwrotnej transkrypcji.

Reagent Ilos¢

RNA l pug

dNTP 1 ul (200 pmol/l)
Oligo (dT)23 1 pl (0,4 ummol/l)
Woda do 10 pl

Tak przygotowane proboéwki umieszczono w termocyklerze Tgradient (Biometra,
Goettingen, Niemcy) w temperaturze 70°C na 10 min. Nastgpnie probowki
umieszczono na lodzie. Po schtodzeniu poddano wirowaniu (1000 x g, 10 s). Kolejno

mieszaning reakcyjng uzupetniono w sktadniki podane w tabeli 6.
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Tabela 6. Skladniki reakcji odwrotnej transkrypcji.

Reagent Ios¢

Bufor 10 x 2 ul

eAVM 1 pl (1 unit)
inhibitor RNaz I ul (1 unit)
woda do 20 ul

Syntez¢ prowadzono w temperaturze 50°C przez 50 min w termocyklerze. Po
zakonczeniu reakcji, probowki schlodzono do 4°C, wirowano (1000 x g, 10 s) i

przechowywano w temperaturze -20°C do dalszych analiz.

4.16.3 Startery reakcji PCR

Sekwencje nukleotydowe analizowanych gendw pobrano z bazy NCBI
(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/). Sekwencje starteréw reakcji PCR projektowano przy
uzyciu dostepnych narzedzi Primer-BLAST (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/tools/primer-
blast/). Dodatkowo specyficzno$¢ starterow weryfikowano z wykorzystaniem strony
UCSC Genome Bioinformatics (http://genome.ucsc.edu/).

W miar¢ mozliwosci startery projektowano w ten sposob aby amplifikowany fragment

zlokalizowany byt w 2 eksonach. Sekwencje starterow podano w tabeli 7.
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Tabela 7. Sekwencje startero6w oraz numery sond uzyte w reakcji PCR.

Gen Orientacja Sekwencja Nr sondy*
OXR1, Mus musculus sensowna 5’ cttcatcgtggctctggaa 3’ 109
(nm_198959.2) antysensowna 5’ atggaagggttccccactac 3’ 89
OXR2, Mus musculus sensowna 5’ tetggtctttgeaatttgetate 3° 113
(nm_198962.3) antysensowna 5’ tgtgtgtgaacatcccaaatact 3’ 112
OXRI1, Rattus norvegicus  sensowna 5’ tgctggtttttgcactctgt 3°
(nm_013064.1) antysensowna 5’ gcgaaacatcccaaacacte 3’

OXR2, Rattus norvegicus  sensowna 5’ ggcttatctccaaatattccgtaaa 3’
(nm_013074.1) antysensowna 5’ ctctgaaccacagaagaagttce 3’
GAPDH, Rattus norvegicus sensowna 5’ ctgcaccaccaactgcttag 3’
(ENSRNOT00000025351) antysensowna 5’ tgatggcatggactgtgg 3’

GAPDDH, Mus musculus ~ sensowna 5’ atggtgaaggtcggtgtga 3’
(ENSMUST00000073605) antysensowna 5’ aatctccactttgccactge 3’

PPARY2, Mus musculus sensowna 5’ tttatgctgttatgggtga 3°
(NM_011146) antysensowna 5’ ctgattccgaagttggtg 3’

PPARY2, Rattus norvegicus sensowna 5’ cgaggaggtcaagaaggg 3’
(NM_001145366.1) antysensowna 5’ aacttggtgggccagaat 3’

HAPRT, Rattus norvegicus sensowna 5’ cagtcaacgggggacataaaag 3’
(NM_012583) antysensowna 5’ attttggggctgtactgettga 3’
HAPRT, Mus musculus sensowna 5’ cgttgggcttacctcact 3’
(NM_013556.2) antysensowna 5’ ggtcataacctggttcatc 3’

FABP4, Mus musculus sensowna 5’ tggaagacagctcctecteg 3’
(NM_024406.2) antysensowna 5’ aatccccatttacgctgatgate 3’
ATGLI, Mus musculus sensowna 5’ geeecggggtggaacaagat 3’
(NM_001163689.1) antysensowna 5’ aaggtggtgggcaggagtaagg 3’
PLIN 1, Mus musculus sensowna 5’ tgetggatggagacctc 3’
(NM_001113471.1) antysensowna 5’ accggctccatgetcca 3’

HSL, Mus musculus sensowna 5’ ggagcactacaaacgcaacg 3’
(NM_010719.5) antysensowna 5’ gacgacagcacctcaatctcag 3’

* w przypadku analizy opartej o sondy

4.16.4 Analiza ekspresji w oparciu o SYBR green

Pomiar ekspresji mRNA analizowanych genow wykonano przy pomocy metody PCR w
czasie rzeczywistym. Reakcja PCR w czasie rzeczywistym polega na detekcji sygnatu
powstajacego produktu PCR w czasie fazy wzrostu wykladniczego i odpowiada liczbie
cykli, w ktorej stezenie produktu przekracza linig tta generowana przez sktadniki reakcji
tzw. punkt odcigcia (C,, ang. crossing point). Wykorzystano system Light Cycer 2.0
(Roche Diagnostics, Penzberg, Germany) przy uzyciu zestawu odczynnikow
LightCycler Fast Start DNA Master SYBR Green I kit (Roche Diagnostics). Pomiar
opiera si¢ o wlasciwos¢ barwnika SYBR Green, ktory taczac si¢ z dwuniciowym DNA
emituje sygnat o dlugosci fali 530 nm. Intensywnos$¢ sygnatu koresponduje do ilosci

powstajacego produktu reakcji PCR. Wydajno$¢ reakcji wyznaczano z krzywych
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sporzadzonych przez szereg rozcienczen znanej iloSci cDNA. Analizg ekspresji
wykonano w oparciu o program LightCycler 4.05 (Roche Diagnostics). Poziom
ekspresji badanego genu normalizowano do wewngtrznego standardu (genu ulegajacego
wzglednie statej ekspresji) jakim byla fosforybozylo transferaza hypoksantynowa
(HPRT).

Sktad mieszaniny reakcyjnej i program reakcji podano w tabeli 8.

Tabela 8. Skladniki reakcji PCR z zastosowaniem SYBR green.

Skladnik Stezenie
LightCycler FastStart DNA Master SYBR Green I* I x
MgCl, 2 mmol/l
Starter sensowny 0,5 pumol/l
Starter antysensowny 0,5 pumol/l
cDNA (10 x rozcienczony) Sul
Woda do 20 pl

* sklad zastrzezony przez producenta

4.16.5 Analiza ekspresji OXR1 i OXR2 z zastosowaniem sond

W przypadku detekcji i1 analizy ekspresji OXR1 i OXR2 wykorzystano uniwersalne
sondy hybrydyzujace TagMan (Roche Diagnostics). Sondy te zaréwno dla genow
OXR1, OXR2 oraz GAPDH zostaly dopasowane do zaprojektowanych wczesniej
starterow dzigki aplikacji dostepnej na stronie producenta (www.roche.applied-
science.com/sis/rtprc/upl.sde.ipg). Na koncu 5° sondy znakowane byly barwnikiem
fluorescencyjnym fluoresceing (FAM), na koncu 3’ wygaszaczem (dark quancher)
hamujacym generowanie sygnatu fluorescencyjnego. W trakcie powstawania produktu
PCR dzigki aktywno$ci 5° egzonukleazowej polimerazy sonda jest degenerowana.
Pozwala to na oddzielenie barwnika od wygaszacza i generowanie sygnatlu o dlugosci
fali 530 nm. Reakcje przeprowadzono przy uzyciu zestawu odczynnikow LightCycler
TagMan Master Kit (Roche Diagnostic). Sktad mieszaniny reakcyjnej i program reakcji
PCR podano w tabeli 9. Wyniki analizowano przy uzyciu programu LightCycler 4.05.
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Tabela 9. Sklad reakcji PCR z wykorzystaniem sond TagMan.

Skladnik Stezenie
LightCyler TagMan Master Mix* Ix
TagMan Sonde 50 pmol/l
Starter sensowny 50 pmol/l
Starter antysensowny 50 pmol/l
cDNA (10 x rozcienczone) Sul
Woda do 10 pul

* sktad zastrzezony przez producenta

Tabela 10. Program reakcji PCR w czasie rzeczywistym.

Krok Czas Temperatura [°C]
1. Denaturacja wstgpna 10 min 95
2" Przylaczanie starterow do matrycy 3s 62
Elongacja 6 72
Denaturacja 10s 95
3. Krzywa topnienia 5 min 65-95

* powtdrzono w 45 cyklach

4.17 Wyciszenie ekspresji PPARY przez siRNA

Wiele publikacji wskazuje, ze adipocyty sa bardzo trudnym materiatem do efektywne;j
transfekcji siRNA. Do niedawna transfekcja siRNA do adipocytéw byla ograniczona do
elektroporacji (120). W pracy zrezygnowano z tej metody poniewaz wymaga ona
trypsynizacji komorek i ich poézniejszej kultury w zawiesinie, ponadto obniza ich
przezywalno$¢. Wykorzystano zatem zestaw odczynnikow DeliverX Plus siRNA
Transfection Kit (Panomics, Fremont, Kanada). Metoda polega na skutecznej transfekcji
siRNA do komorek przez zastosowanie technologii MPG wykorzystujacej peptydy
pochodzenia wirusowego, ktore wchodza w interakcje z kwasami nukleinowymi 1 sa
zdolne do dyfuzji przez blon¢ komodrkowa, uwalniajac nastgpnie cargo wewnatrz
komorki (121). W celu wyciszenia ekspresji PPARy, komorki poddano 72 h transfekcji
z PPARY siRNA (200 nmol/l). Grupg kontrolng inkubowano z kontrolnym siRNA w
tym samym st¢zeniu molowym. Kontrolne siRNA ulega transfekcji do komorek,

pozostaje jednak bez wplywu na ekspresj¢ gendw. Wykorzystano ON-Target plus
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SMART pool siRNA pozyskane z Dharmacon Lafayette, CO, USA) Procedure
przeprowadzono zgodnie z zaleceniami producenta. Skuteczno$¢ wyciszenia

sprawdzono metoda western blot.

4.18 Sekrecja adiponektyny

Eksperymenty badajace wplyw oreksyny A na sekrecj¢ adiponektyny przeprowadzono
na ptytkach 24-dotkowych. W tym celu adipocyty 3T3-L1 inkubowano w obecnos$ci
oreksyny A (1, 10, 100 nmol/l), nTZD (10 pumol/l) oraz oreksyny A (10 nmol/l) w
kombinacji z nTZD (10 pmol/l). Inkubacj¢ prowadzono przez 24 h w objetosci 1 ml
medium na dotek. Po zakonczonym eksperymencie z kazdego z dotkéw pobrano 800 pl
medium dodajac aprotyning (5pg/ml). Nastgpnie probowki wirowano (800 x g, 10 min,
4°C). Po zwirowaniu pobrano 500 pl i przeniesiono do $wiezszych probowek, ktore
przechowywano w temperaturze -70°C w celu pdzniejszego oznaczenia poziomu
adiponektyny. Adiponektyng mierzono uzywajac testu radioimmunologicznego (RIA).
W metodzie tej znakowany radioaktywnie antygen (w tym przypadku znakowana '»J
adiponektyna) konkuruje z nieznakowanym antygenem (adiponektyna zawarta w
medium inkubacyjnym) o wigzanie ze specyficznym przeciwcialem. Pomiaru dokonuje
si¢ w oparciu o0 odczyt promieniowania gamma.

W przypadku adiponektyny wykorzystano zestaw odczynnikow Adiponektin RIA kit
(Linco Research, St. Charles, MO, USA). Cato$¢ wykonano zgodnie z protokotem
dotaczonym przez producenta. Przed pomiarem medium komoérkowe rozcienczono 25
x. Pomiar promieniowania gamma wykonano stosujac licznik Wallac 1470 Whizard

(Perkin Elmer, Waltham, Massachusetts, USA).

4.19 Eksperyment in vivo z wykorzystaniem pomp osmotycznych

Szczury szczepu Wistar o masie poczatkowej 200 + 30 g utrzymywano na standardowe;j
paszy bytowej Labofed B (A. Morawski, Kcynia, Polska). W celu wywotania otytosci
jedna grupa zywiona byla pasza wysokotluszczowa (60% energii zawarte] w paszy
pochodzita z tluszczy) wykorzystano pasz¢ No. 2127 (Provimi Kliba AG Kliba Nafag,
Kaiseraugst, Szwajcaria). Po uptywie 5 tygodni u wszystkich zwierzat umieszczono
pomy osmotyczne model 2ML4 (Durect, Cupertino, CA, USA). Pompy umieszczono
dootrzewnowo. W obrebie kazdej grupy polowa zwierzat otrzymata pompy zawierajace

1 uwalniajace 0,9% NaCl (grupa kontrolna) lub oreksyng¢ A (0,134 mg na pompg,
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uwalnianag 50 pmol/h). Po 4 tygodniach zwierzgta zabito i pobrano materiat

do$wiadczalny.

4.20 Analiza statystyczna

Kazdy z eksperymentdw in vitro przeprowadzono co najmniej dwukrotnie, liczebo$¢ w
grupch eksperymentalnych wynosita minimum 4. W doswiadczeniu in vivio
wykorzystano 6 szczurow. Roznice statystyczne pomigdzy grupami szacowano za
pomoca testu t-studenta dla grup niezaleznych. Roznice pomigdzy $rednimi sprawdzano
na poziomie istotnosci 5% (p < 0,05), 1% (p < 0,01), 0,1% (p < 0,001). Wyniki
przedstawiono jako S$rednie + btad standardowy (SEM). Wykresy oraz obliczenia
wykonano przy uzyciu pakietu statystycznego GraphPad Prism 5.0 (GraphPad
Software, Inc., La Jolla, CA , USA).
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5 Wyniki

5.1 Roznicowanie fibroblastow 3T3-L1 w adipocyty

W procesie roznicowania preadipocytow w adipocyty dochodzi do bardzo wyraznych
zmian zardwno w profilu ekspresji gendéw jak i morfologii komorek. Jednym z
najczesciej stosowanych markeréow okreslajacych powodzenie procesu réznicowania
jest poziom ekspresji biatka wiazacego kwasy tluszczowe 4 (FABP4). Z danych
literaturowych wiadomo, ze w preadipocytach ekspresja FABP4 zachodzi na bardzo
niskim poziomie i wzrasta bardzo intensywnie podczas roznicowania w adipocyty
(122). Weryfikujac réznicowanie fibroblastow w adipocyty zauwazono, ze komorki
réznicowane wg opisanego powyzej protokotu wykazaly bardzo intensywny wzrost

poziomu ekspresji mRNA kodujacego FABP4 (Ryc. 5).
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Ryc. 5. Ekspresja mRNA kodujacego FABP4 w niezréznicowanych i
zroznicowanych (dzien 6) adipocytach 3T3-L1. Wyniki analizy PCR w czasie

rzeczywistym przedstawiaja poziom ekspresji znormalizowany wobec HPRT. ~'p <

0,001 vs niezréznicowane 3T3-L1.

Drugim istotnym elementem charakterystycznym dla analizy procesu roznicowania jest
zmiana morfologii komodrek. W czasie rdznicowania obserwowana jest zmiana ksztattu
z charakterystycznej dla fibroblastow morfologii, w komoérki o ksztatcie okragtym z

widocznymi kroplami odktadanego tluszczu. Zauwazono, ze zréznicowane adipocyty
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cechowata odmienna wzglgdem fibroblastow morfologia. (ryc. 6). Oznacza to, ze

roznicowanie w adipocyty przebiegalo poprawnie.

Ryc. 6. Roznice morfologiczne pomiedzy fibroblastami i zréznicowanymi
adipocytami 3T3-L1. Fotografia po lewej stronie ukazuje fibroblasty
(charakterystyczny wydtuzony ksztatt), srodkowa adipocyty w pelni zroznicowane z
widoczng zmiana morfologii oraz powstalymi kroplami magazynowanych
triacylogliceroli. Zdjgcie po prawej stronie ukazuje adipocyty 3T3-L1 poddane
barwieniu czerwienia olejowa, ktdra na czerwono wybarwia triacyloglicerole. Zdjgcia

wykonano pod powigkszeniem 400 x.

5.2 Ekspresja OXR1 i OXR2 w adipocytach

Przed przeprowadzeniem wilasciwych eksperymentow okreslajacych wptywy OXA na
adipocyty przeprowadzono analiz¢ ekspresji obydwu typow receptorow oreksyn.
Analiza mRNA z wykorzystaniem metody PCR w czasie rzeczywistym ujawnita, ze
OXR1 i OXR2 ulegaja ekspresji zarowno w niezroznicowanych jak i w pehni
zroznicowanych adipocytach 3T3-L1. Wykazano, ze ekspresja OXR1 znaczaco wzrasta
podczas procesu roéznicowania, osiagajac maksymalny poziom w 7 dniu od momentu
indukcji adipogenezy (Ryc. 7). W przypadku OXR2 odnotowano stabilny poziom

ekspresji bez roznic pomigdzy komodrkami zréznicowanymi a fibroblastami (Ryec. 8).
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Ryec. 7. Ekspresja mRNA OXR1 i OXR2 w przebiegu réznicowania komorek 3T3-
L1. Komorki réznicowano wg standardowego protokotu, ekspresje szacowano w dniu 0
(przed rozpoczeciem roznicowania) w 4 oraz 7 dniu od momentu indukcji
roznicowania. Wyniki przedstawiaja ekspresj¢ OXR1 1 OXR2 znormalizowana wobec

GAPDH. "p < 0,05 vs ekspresja w dniu 0 odpowiednio dla OXR1 lub OXR2.

W izolowanych adipocytach szczura zaobserwowano, ze ekspresji ulegaja obydwa
receptory oreksyn. Nie odnotowano réznic w poziomie intensywnosci ekspresji mRNA

(Ryc. 4).
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Ryc. 8. Ekspresja OXR1 i OXR2 w izolowanych adipocytach szczura. Ekspresj¢
szacowano metoda PCR w czasie rzeczywistym. Wyniki przedstawiaja ekspresjg¢ OXR1

1 OXR2 znormalizowana do GAPDH.
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Technika western blot potwierdzila obecnos¢ receptorow na poziomie biatka. Zarowno
w zroznicowanych adipocytach 3T3-L1, jak 1 w izolowanych adipocytach szczura w
bialku pozyskanym z frakcji bton komorkowych wykazano obecnos¢ OXR1 1 OXR2
(Ryc. 9).

Izolowane 3T3-L1
adipocyty

Ryec. 9. Ekspresja OXR1 i OXR2 w zroznicowanych adipocytach 3T3-L1 oraz
izolowanych adipocytach szczura. Reprezentatywny western blot ukazuje

odpowiednio prazki odpowiadajace OXR1 (55 kDa) i OXR2 (37 kDa).
5.3 Oreksyna A stymuluje transport glukozy do adipocytow

Dane literaturowe wskazuja, ze OXA obniza poziom glukozy we krwi (109, 123).
Dlatego tez postanowiono sprawdzi¢ czy efekty te moga by¢ powiazane ze wzrostem
transportu glukozy do adipocytow.

W adipocytach 3T3-L1 oreksyna A w zaleznos$ci od dawki zwigkszyta dokomorkowy
transport glukozy. Istotny statystycznie wptyw zaobserwowano przy stezeniu 10 nmol/l,
a maksymalny efekt przy stezeniu 100 nmol/l. Odnotowano brak wplywu najnizszego z

przeanalizowanych stgzen 1 nmol/l (Ryc. 10).
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Ryc. 10. Wplyw roznych stezen oreksyny A na dokomorkowy transport glukozy w
adipocytach 3T3-L1. Komorki przez 30 min inkubowano w obecnosci 1, 10 i 100
nmol/l OXA, nastgpnie wykonano pomiar transportu 2-deoksy-"H-glukozy. ‘p < 0,05,

**p < 0,01 vs grupa nie poddana stymulacji oreksyna A.

Przeanalizowano rowniez wplyw czasu ekspozycji na badany peptyd. Po 30 i 60 min
inkubacji 100 nmol/l OXA zwigkszyta poziom transportu glukozy. Przedtuzenie czasu

inkubacji do 120 min nie wptynglo znaczaco na transport glukozy (Ryc. 11).
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Ryc. 11. Wplyw czasu stymulacji 100 nmol/l oreksyng A na transport glukozy w
adipocytach 3T3-L1. Wyniki znormalizowano do poziomu biatka i przedstawiono jako
% kontroli (grupy nie poddanej stymulacji oreksyna A). *p < 0,05, **p < 0,01 vs grupa
bez oreksyny A.

Wpltyw OXA na transport glukozy okreslono rowniez uzywajac izolowanych
adipocytow szczura. Odnotowano, ze po 30 min 100 nmol/l OXA zwigkszyla poziom

transportu glukozy, jednak efekt ten byl mniejszy niz insuliny w st¢zeniu 10 nmol/l
(Ryc. 12).
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Ryc. 12. Wplyw 100 nmol/l oreksyny A i 10 nmol/l insuliny (Ins.) na dokomérkowy
transport glukozy w izolowanych adipocytach szczura. Komorki przez 30 min
inkubowano w obecnosci badanych peptydow, po czym okre§lono transport 2-deoksy-
*H-glukozy. Wyniki przedstawiono jako % kontroli (grupy nie poddanej stymulacji
peptydami). "~ p < 0,01, ""p < 0,001 vs grupa bez oreksyny A i insuliny.

5.4 Oreksyna A stymuluje translokacj¢ GLUT4 do blony komérkowe;j

W tkankach insulinozaleznych takich jak migsnie czy tkanka tluszczowa, transport
glukozy regulowany jest gléwnie przez translokacje czwartego typu transportera
glukozy (GLUT4) z cytoplazmy do btony komorkowej (124). Stosujac metodg western
blot zauwazono, ze stymulacja adipocytow 100 nmol/l OXA (30 min) zwigkszyta
poziom biatka GLUT4 we frakcji blonowe;j. Efekt ten byl jednak stabszy w poréwnaniu
do insuliny (Ryc. 13).
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Ryc. 13. Wplyw 100 nmol/l oreksyny A oraz 10 nmol/l insuliny na translokacje¢
GLUT4 z cytoplazmy do blony komoérkowej w adipocytach 3T3-L1. Po 30 minutach
stymulacji badanymi hormonami z adipocytow pozyskano frakcje btonowa i wykonano
analiz¢ western blot. Gorna rycina przedstawia iloSciowe zmiany biatka GLUT4 po
inkubacji z OXA i insuling (intensywnos$¢ sygnalu szacowano na podstawie gestosci
optycznej prazkow). Wyniki przedstawiono jako % zmiany w stosunku do komorek,
ktérych nie poddano stymulacji oreksyna A 1 insuling. Dolny panel przedstawia
reprezentatywny western blot. Obserwowane prazki odpowiadaja biatku GLUT4 (55
kDa). **p <0,01, ***p < 0,001 vs grupa bez oreksyny A i insuliny.

Wyniki te potwierdzono réwniez przez immunofluorescencyjna detekcje GLUT4 w
btonie komorkowej. Po stymulacji 100 nmol/l OXA i1 10 nmol/l insulinag, w btonie
komoérkowej odnotowano wyrazny sygnat fluorescencyjny bedacy wynikiem wigzania
specyficznego dla GLUT4 przeciwciala. W grupie kontrolnej sygnat ten jest wyraznie

stabszy (Ryc. 14).
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Ryc. 14. Immunofluorescencyjna detekcja GLUT4 w adipocytach 3T3-L1.
Adipocyty inkubowano przez 30 min w obecno$ci 100 nmol/l oreksyny A i 10 nmol/l
insuliny. Intensywny czerwony sygnat na peryferiach komorek koresponduje do ilosci

biatka GLUT4 w btonie komoérkowe;j. Zdjecia wykonano pod powigkszeniem 400 x.

5.5 Oreksyna A aktywuje szlak PI13-kinazy/PKB

Weczesniejsze prace dowiodly, ze w adipocytach jednym z kluczowych momentow w
regulacji translokacji GLUT4 do btony komoérkowej jest aktywacja kinazy 3-
fosfatydyloinozytolu (PI3-K) (125). Kinaza ta jest rowniez aktywowana przez OXRI
(61). W celu sprawdzenia czy PI3-K posredniczy w stymulowanym przez OXA
dokomorkowym transporcie glukozy, w kolejnym eksperymencie adipocyty 3T3-L1
poddano stymulacji 100 nmol/l oreksyna A lub 10 nmol/l insuling (kontrola pozytywna)
w obecno$ci lub nie 10 pmol/l LY 294002 (farmakologicznego inhibitora PI3-K).
Otrzymane wyniki wykazaty, ze zahamowanie aktywnosci PI3-K znosi stymulujacy na

transport glukozy wptyw oreksyny A oraz insuliny (Ryc. 15).
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Ryc. 15. Wplyw LY 294002 na stymulowany przez oreksyne¢ A i insuling transport
glukozy. Adipocyty 3T3-L1 przez 30 min stymulowano 100 nmol/l OXA lub 10 nmol/l
insuling w obecnosci LY 294002 w stezeniu 10 umol/l (inhibitor dodano 10 minut przed
badanymi peptydami). Po zakonczonej inkubacji okreslono transport 2-deoksy-"H-
glukozy. Wyniki przedstawiono jako % zmiany w stosunku do grupy kontrolnej (nie

poddanej stymulacji hormonami). **p <0,01, ***p < 0,001 vs grupa kontrolna.

Co wigcej zgodnie z przypuszczeniami, w obecnosci LY 294002 OXA 1 insulina nie

zwigkszyty poziomu translokacji GLUT4 do btony komoérkowej (Ryc. 16).
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Ryc. 16. Wplyw inhibicji PI3-K na stymulowana przez oreksyn¢ A i insuling
translokacje GLUT4 z cytoplazmy do blony komérkowej. Komorki przez 30 min
stymulowano 100 nmol/l OXA i 10 nmol/l insuling w obecnosci lub nie 10 pmol/l LY
294002 (inhibitor dodano 10 minut przed OXA 1 insuling). Nastgpnie przy pomocy
techniki western blot dokonano detekcji biatka GLUT4 w blonie komorkowe;j.
Obserwowane prazki odpowiadaja 55 kDa. **p <0,01, ***p < 0,001 vs grupa kontrolna.

W celu potwierdzenia aktywacji PI3-K przez OXA komorki poddano inkubacji w
obecnosci oreksyny A po czym zmierzono poziom syntezy 1,4,5-trifosforanu inozytolu
(PIP3), ktory jest syntetyzowany w sytuacji gdy dochodzi do aktywacji PI3-K (126).
Wykazano, ze OXA istotnie zwigksza produkcje PIP3, efekt ten byt jednak stabszy w

poréwnaniu z 10 nmol/l insulina, ktora zastosowano jak kontrol¢ pozytywna (Ryc. 17).



Wyniki 60

e
w
]

*k%k

PIP;
[nmol/2x10° komérek]
o
()

S
-—
(]

e
o
1

- OXA Ins

Ryc. 17. Efekty oreksyny A i insuliny na syntez¢ PIP3 w adipocytach 3T3-L1.
Adipocyty przez 10 min stymulowano 100 nmol/l OXA lub 10 nmol/l insulina,
nastepnie zmierzano ilo$¢ wewnatrzkomérkowego PIP3. “p < 0,01, ~ p < 0,001 vs

grupa kontrolna.

Nastgpnie w celu weryfikacji wynikow wskazujacych na udziat PI3-K w
stymulowanym przez OXA transporcie glukozy, przenalizowano wptyw oreksyny A na
fosforylacj¢ podjednostki regulatorowej p85 tej kinazy oraz aktywowanych przez PI3-K
biatek: kinazy 1 zaleznej od fosfatydyloinozytolu (PDK1) i kinazy biatkowej B (PKB).
Ponadto okreslono réwniez poziom fosforylacji biatka AS160 (substrat kinazy
biatkowej B).

Analiza western blot wykazata, ze 100 nmol/l OXA w zaleznosci od czasu stymulacji
zwigkszyla fosforylacje podjednostki p85. Istotny statystycznie efekt zaobserwowano
po 5 oraz po 10 min inkubacji (Ryc. 18).
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Ryc. 18. Wplyw oreksyny A na fosforylacj¢ bialka p85 (jednostki regulatorowej
PI3-K). Komorki inkubowano w obecnosci 100 nmol/l OXA (czas ekspozycji
zaznaczono w legendzie). Gorna rycina przedstawia zmiany ilosSciowe ufosforylowane;j
podjednostki p85 oszacowane na podstawie ggstosci optycznej prazkéw,
znormalizowane do catkowitej zawartosci biatka p85. Dolny panel prezentuje
reprezentatywny western blot. Widoczne prazki odpowiadaja 87 kDa dla biatka

ufosforolywanego oraz catkowitego. ~ p < 0,01, ***p < 0,001 vs grupa kontrolna.

Podobne wyniki przyniosta analiza wptywu OXA na fosforylacjg PDK1. Oreksyna A
zwigkszyta poziom ufosforylowanego biatka PDK1 po 5 i 10 min inkubacji, wydtuzenie

okresu inkubacji nie miato wptywu na poziom ufosforylowanego biatka (Ryc. 19).
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Ryc. 19. Wplyw oreksyny A na fosforylacje PDKI1. Komorki inkubowano w
obecnosci 100 nmol/l OXA (czas ekspozycji zaznaczono w legendzie). Gorna rycina
przedstawia zmiany ilosciowe ufosforylowanej PDK1 oszacowane na podstawie
gestosci optyczne] prazkow, znormalizowane do catkowitej zawartosci PDK1. Dolny
panel prezentuje reprezentatywny western blot. Widoczne podwdjne prazki

odpowiadaja 68 (gorny) i 58 (dolny) kDa. “p < 0,01 vs grupa kontrolna.

W przypadku kinazy biatkowej B po 5 minutach ekspozycji na 100 nmol/l OXA
odnotowano zwigkszony poziom fosforylacji treoninowej (Ryc. 20) oraz serynowe;j

(Ryc. 21).
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Ryc. 20. Wplyw oreksyny A na treoninowg fosforylacj¢ kinazy bialkowej B (PKB).
Komoérki inkubowano w obecnosci 100 nmol/l OXA (czas ekspozycji zaznaczono w
legendzie). Gorna rycina przedstawia zmiany iloSciowe ufosforylowanej PKB
oszacowane na podstawie gestosci optycznej prazkow znormalizowane do catkowitej
zawarto$ci biatka PKB. Dolny panel prezentuje reprezentatywny western blot.
Widoczne prazki odpowiadaja 55 kDa dla biatka ufosforylowanego oraz catkowitego.

“p < 0,01 vs grupa kontrolna.
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Ryc. 21. Wplyw oreksyny A na serynowa fosforylacj¢ kinazy bialkowej B (PKB).
Komorki inkubowano w obecnosci 100 nmol/l OXA (czas ekspozycji zaznaczono w
legendzie). Goérna rycina przedstawia zmiany ilosciowe ufosforylowanej PKB
oszacowane na podstawie gestosci optycznej prazkow znormalizowane do catkowite]
zawarto$ci biatka PKB. Dolny panel prezentuje reprezentatywny western blot.
Widoczne prazki odpowiadaja 55 kDa dla biatka ufosforylowanego oraz catkowitego.
"p < 0,001 vs grupa kontrolna.

W przypadku AS160 zwigkszony poziom fosforylacji zaobserwowano po 5 1 10 min
inkubacji z 100 nmol/l OXA. Stymulacja 10 nmol/l insuling (kontrola pozytywna)

spowodowata bardziej wyrazny wzrost poziomu ufosforylowanego biatka (Ryc. 22).
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Ryc. 22. Wplyw oreksyny A na treoninowg fosforylacje biatka AS160. Komorki
inkubowano w obecnosci 100 nmol/l OXA (czas ekspozycji zaznaczono w legendzie).
Goérna rycina przedstawia zmiany iloSciowe w poziomie fosforylacji AS160
oszacowane na podstawie ggstosci optycznej prazkéw znormalizowane do [-aktyny.
Dolny panel prezentuje reprezentatywny western blot. Widoczne prazki odpowiadaja
160 kDa dla ufosforylowanego biatka AS160 oraz 37 kDa dla B-aktyny. ~p < 0,01, ***p

< 0,001 vs grupa kontrolna.
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5.6 Oreksyna A zwigksza syntez¢ ATP

Analizujac metaboliczne konsekwencje stymulacji oreksyna A przesledzono jej wptyw
na syntez¢ ATP. Wykazano, ze oreksyna A zwigkszyta poziom wewnatrzkomorkowego
ATP. Wynik ten zaobserwowano po 30, 60 oraz 120 min inkubacji w obecnosci 100

nmol/l OXA (Ryc. 23).
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Ryc. 23 Wplyw oreksyny A na poziom ATP w adipocytach 3T3-L1. Komorki
inkubowano w obecnosci 100 nmol/l oreksyny A, a po zakonczonym czasie inkubacji
dokonano pomiaru wewnatrzkomorkowego ATP. *p < 0,05, **p < 0,01 vs grupa

kontrolna.

5.7 Oreksyna A stymuluje synteze triacylogliceroli i kwasow thuszczowych

W komorkach tkanki tluszczowej glukoza moze podlega¢ konwersji do kwasow
thuszczowych, ktore nastgpnie moga by¢ magazynowane w postaci triacylogliceroli
(12). W celu okreslenia wplywu oreksyny A na syntez¢ kwasow thuszczowych
postuzono si¢ izolowanymi adipocytami szczura. Rezultaty badan wykazaty, ze OXA w
stezeniu 100 nmol/l istotnie statystycznie zwigkszyta poziom przemian glukozy do
kwasow ttuszczowych. Ponadto OXA zwigkszyla stymulujacy wplyw insuliny (Ryc.
24).
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Ryc. 24. Wplyw OXA i insuliny na syntez¢ kwasow tluszczowych w izolowanych
adipocytach szczura. Komorki przez 120 min stymulowano 100 nmol/l OXA, 10
nmol/l insuling (Ins.) oraz oreksyna A (100 nmol/l) w polaczeniu z insuling (10 nmol/I).
Po tym czasie oznaczono poziom kwasow thuszczowych w adipocytach. Wyniki
zaprezentowano jako % zmiany wobec grupy kontrolnej (nie poddanej stymulacji OXA
1 insuling). *p < 0,05, ***p < 0,001 vs grupa kontrolna (nie poddana dziataniu badanych

peptydow lub grupa stymulowana insulina, tak jak zaznaczono na wykresie).

W  kolejnym eksperymencie sprawdzono czy zwigkszonej syntezie kwasow
thuszczowych towarzyszy réwniez wptyw na akumulacje triacylogliceroli. Wykazano,
ze inkubacja (24 h) adipocytéw 3T3-L1 w medium uzupelionym w 10 i 100 nmol/l
OXA spowodowata wyzszy poziom wewnatrzkomorkowych triacylogliceroli w
poréwnaniu do grupy kontrolnej pozbawionej badanego peptydu. Oreksyna A w

stezeniu 1 nmol/l nie byla w tym zakresie efektywna (Ryc. 25).
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Ryc. 25. Wplyw oreksyny A na akumulacj¢ triacylogliceroli w adipocytach 3T3-L1.
Zréznicowane adipocyty 3T3-L1 przez 24 h inkubowano z 1, 10 i 100 nmol/l oreksyna
A. Nastepnie ilos¢ wewnatrzkomorkowych triacylogliceroli oszacowano za pomoca
metody barwienia czerwienia olejowa. Wyniki przedstawiono jako % zmian wobec
grupy kontrolnej (nie poddanej stymulacji oreksyna A). “p < 0,01, p < 0,001 vs

grupa kontrolna.

Przedtuzajac okres inkubacji do 48 h réwniez odnotowano stymulujacy wptyw OXA.
Ponadto po 48 h inkubacji OXA zwigkszyta rowniez wptyw 10 nmol/l insuliny (Ryc.
26).



Wyniki 69

*%k%
175- —
k%%

Q 150‘
S —
55 125-
-Tg,g 100-
% ¥4 75-
o' R
8= 50-
- 254

0-

- OXA Ins. Ins. + OXA

Ryc. 26. Wplyw OXA i insuliny na akumulacj¢ triacylogliceroli w adipocytach
3T3-L1. Zréznicowane adipocyty 3T3-L1 przez 48 h stymulowano 100 nmol/l oreksyna
A, 10 nmol/l insuling lub obydwoma peptydami (100 nmol/l OXA + 10 nmol/I Ins.)
Ilo§¢ wewnatrzkomoérkowych triacylogliceroli oszacowano za pomoca barwienia
czerwienig olejowa. Na dole ryciny znajduja si¢ reprezentatywne fotografie wykonane
po wybarwieniu komorek roztworem czerwieni olejowej (I — kontrola, I1 — OXA, III —
insulina, IV — OXA + insulina). Zdjecia wykonano pod powigkszeniem 400 x. Wyniki
przedstawiono jako % zmian wobec grupy kontrolnej (nie poddanej stymulacji
badanymi peptydami). p < 0,01, ~ p < 0,001 vs grupa kontrolna lub grupa

inkubowana z insulina.
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Poniewaz wykazano, ze do stymulacji transportu glukozy niezbgdna jest aktywacja PI3-
K przeanalizowano wplyw wyhamowania tej kinazy na syntez¢ kwasow ttuszczowych
oraz odktadanie triacylogliceroli w obecnosci OXA 1 insuliny.

Odnotowano, ze w izolowanych adipocytach szczura wyhamowanie aktywnosci PI3-
kinazy zapobieglo zupetnie symulowanej przez OXA oraz insuling konwersji glukozy

do wolnych kwasow thuszczowych (Ryc. 27).
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Ryec. 27. Efekt inhibicji PI-3 kinazy na stymulowang przez OXA i insuling¢ synteze
kwasoéw tluszczowych w izolowanych adipocytach szczura. Komorki przez 90 minut
inkubowano w obecnos$ci badanych peptydéw (100 nmol/l OXA, 10 nmol/l insulina lub
OXA + insulina) w obecnosci 10 uM LY 294002. Nastgpnie oznaczono poziom

konwersji glukozy do kwasow thuszczowych. p < 0,05, p < 0,001 vs grupa kontrolna.

W adipocytach 3T3-L1 w obecnosci LY 294002, inkubacja z OXA oraz insuling
rowniez nie zwigkszyta poziomu triacylogliceroli (Ryc. 28). Wyniki te pozwalaja
stwierdzi¢, ze PI-3 kinaza jest wymagana do sytnezy kwasoéw tluszczowych i

triaclogliceroli zard6wno w przypadku oreksyny A jak i insuliny.
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Ryc. 28. Wplyw inhibicji PI3-K na akumulacje¢ triacylogliceroli w adipocytach
3T3-L1. Zrdéznicowane adipocyty 3T3-L1 traktowano 100 nmol/l OXA lub 10 nmol/l
insuling w obecnosci lub nie 10 umol/l LY 294002. Po 24 h zmierzono poziom

triacylogliceroli. ~ p < 0,05, p < 0,001 vs grupa kontrolna.

Triacyloglicerole powstaja w wyniku estryfikacji glicerolu kwasami tluszczowymi. Ich
poziom jest precyzyjnie regulowany przez lipoegenezg 1 lipolizg¢ (127). Wiadomo, ze
dziatajac na ludzkie adipocyty OXA =zmniejsza lipoliz¢ (112). W kolejnym
eksperymencie sprawdzono czy efekt ten jest rowniez charakterystyczny dla
adipocytow 3T3-L1. W przypadku komoérek stymulowanych 100 nmol/l OXA
zauwazono nizszy poziom uwolnionego do medium komoérkowego glicerolu. Réwniez
w przypadku 10 nmol/l insuliny odnotowano znaczny spadek zwarto$ci glicerolu w

medium inkubacyjnym w poréwnaniu do grupy kontrolnej (Ryc. 29).
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Ryc. 29. Wplyw oreksyny A i insuliny na uwalnianie glicerolu z adipocytow 3T3-
L1. Zréznicowane adipocyty poddano inkubacji w obecnosci 100 nmol/l OXA lub 10
nmol/l insuliny. Po 24 h inkubacji w medium inkubacyjnym oznaczono ilos¢
uwolnionego glicerolu i znormalizowano do zawartosci biatka. *p < 0,05, **p < 0,01 vs

grupa kontrolna (nie poddana dziataniu badanych czynnikow).

W celu poznania mechanizméw stojacych za antylipolitycznymi wlasciwosciami OXA
dokonano pomiaru wplywu OXA na ekspresj¢ mRNA kodujacego dwie lipazy: lipazg
wrazliwa na hormony (HSL) i lipazg triacyloglicerolowa (ATGL). Dokonano rowniez
pomiaru ekspresji perilipiny (PLIN), ktora dziata ochronnie na proces lipolizy w
adipocytach (128).

Dowiedziono, ze inkubacja adipocytow 3T3-L1 w obecnosci oreksyny A (24 h),
spowodowata istotny spadek ekspresji HSL, bez zmian w ekspresji ATGL i perylipiny
(Ryc. 30).
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Ryc. 30. Wplyw oreksyny A na poziom ekspresji mRNA ATGL, PLIN i HSL.
Zroznicowane adipocyty 3T3-L1 przez 24 h inkubowano w obecnosci 100 nmol/l OXA.
Ekspresje wybranych genéw znormalizowano do HPRT jako genu referencyjnego. p <

0,05 vs grupa kontrolna.

Opublikowane wczesniej rezultaty wskazuja, ze OXA w pewnych typach komorek
obniza poziom cAMP (96). Poniewaz w adipocytach cAMP reguluje aktywnos¢ HSL 1
lipolizg¢ (129, 130), postanowiono przesledzi¢ czy rowniez w adipocytach 3T3-L1
oreksyna A reguluje poziom cAMP. Otrzymane wyniki wykazaty, ze stymulacja
oreksyna A nie wplyneta istotnie na poziom wewnatrzkomorkowego cAMP. Forskolina,
ktora uzyto jako pozywana kontrolg, bardzo wyraznie zwigkszyta poziom cAMP w tych

komorkach (Ryc. 31).
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Ryc. 31. Zalezny od dawki wplyw oreksyny A na syntez¢ cAMP w adipocytach
3T3-L1. Komérki przez 10 min inkubowano w obecnosci trzech stezen OXA (1, 10,

100 nmol/l) oraz 10 umol/I forskoliny. ***p < 0,001 vs grupa kontrolna.

5.8 Wplyw 4. tygodniowego podawania oreksyny A na masg ciala u szczurow

Opisane powyzej wyniki ukazuja, ze OXA zwigksza poziom syntezy kwasow
thuszczowych oraz akumulacji triacylogliceroli w adipocytach. Poniewaz regulacja
masy ciala opiera si¢ gldwnie na zmianach zawartosci triacylogliceroli w adipocytach
(131), postanowiono okresli¢ wplyw egzogennej oreksyny A na masg ciata u szczurow.

Zauwazono, ze szczury, ktore przez caly czas eksperymentu utrzymywano na diecie
wysokottuszczowej charakteryzowaty si¢ wyzsza masa ciata w porownaniu do zwierzat
utrzymywanych na standardowej zrownowazonej diecie. Wptywu egzogennej oreksyny

A uwalnianej z pomp osmotycznych nie zaobserwowano w zadnej z grup (Ryc. 32).
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Ryc. 32. Wplyw oreksyny A na mase ciala u szczuréw.

Szczury utrzymywane na standardowej paszy bytowej] oraz na diecie
wysokottuszczowej (HFD) przez 4 tygodnie przy pomocy pomp osmotycznych
otrzymywaty OXA (50 pmol/h). Po uptywie tego okresu we wszystkich grupach

okreslono masg ciata zwierzat do§wiadczalnych.

5.9 Oreksyna A zwig¢ksza poziom adiponektyny we krwi u szczurow

In vivo oreksyna zwigksza insulinowrazliwo$¢ (73). Jednym z hormonoéw tkanki
thuszczowej, ktory zwigksza wrazliwo$¢ tkanek obwodowych na insuling jest
adiponektyna (132, 133). Dlatego nastgpnym zadaniem badania in vivo byto okreslenie
wplywu oreksyny A na poziom adiponektyny we krwi. Wykazano, Zze u szczurow o
normalnej masie ciata oraz otylych podawanie OXA spowodowato wyzsze stgzenie
adiponektyny we krwi w poréwnaniu do szczurdéw, ktore otrzymywaly 0,9% NaCl

(Ryc. 33).
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Ryc. 33. Wplyw oreksyny A na poziom adiponektyny we Kkrwi u szczurow.
Szczury zdrowe o normalnej masie ciata oraz z indukowana otytoscia (HFD) przez 4
tygodnie otrzymywaly uwalniang z pomp osmotycznych OXA (50 pmol/h). Po 4
tygodniach dokonano pomiaru adiponektyny we krwi. p < 0,05 vs grupa, ktora

otrzymywata 0,9% NaCl.

5.10 Oreksyna A stymuluje ekspresj¢ czynnika transkrypcyjnego PPARY2

Kolejna czgé¢ eksperymentéw przeprowadzona zostala z mysla o identyfikacji
mechanizmow, ktore moga by¢ uwiktane w metaboliczne 1 endokrynne efekty oreksyny
A na poziomie adipocytow. Z danych literaturowych wiadomo, ze w adipocytach
ludzkiej tkanki thuszczowej oreksyna A zwigksza ekspresje czynnika transkrypcyjnego
PPARY2, ktory w komorce tluszczowej odgrywa jedna z kluczowych rél w regulacji
metabolizmu, ekspresji genéw oraz funkcji endokrynnych (112). W niniejszej pracy
potwierdzono, ze OXA ten sam wplyw wywiera na szczurze adipocyty oraz adipocyty
3T3-L1. W izolowanych adipocytach szczura po 8 h inkubacji w obecnosci 10 i 100
nmol/l OXA zaobserwowano wyzszy poziom ekspresji PPARy2 (Ryc. 34).
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Ryc. 34. Wplyw oreksyny A na ekspresj¢ mRNA PPARy2 w izolowanych
adipocytach szczura. Wyizolowane adipocyty przez 8 h inkubowano w obecnosci 1,
10 i 100 nmol/l OXA. Wyniki analizy PCR w czasie rzeczywistym przedstawiaja
poziom ekspresji PPARY2 znormalizowany wobec HPRT. “p < 0,05, ***p < 0,001 vs
grupa kontrolna.

W przypadku adipocytow 3T3-L1 24 h stymulacja oreksyna A w st¢zeniach 10 i 100
nmol/l spowodowata wyzszy poziom transkryptu PPARy2 (Ryc. 35).
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Ryc. 35. Wplyw oreksyny A na ekspresj¢ mRNA PPARy2 w zréznicowanych
adipocytach 3T3-L1. Adipocyty przez 24 h inkubowano w obecnosci 1, 10 i 100
nmol/l OXA. Wyniki analizy PCR w czasie rzeczywistym przedstawiaja poziom
ekspresji PPARy2 znormalizowany wobec HPRT. p < 0,05, "p < 0,01 vs grupa

kontrolna.
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5.11 Oreksyna A stymuluje magazynowanie triacylogliceroli aktywujac PPARy

Aktywacja czynnika transkrypcyjnego PPARy zwiazana jest z wzrostem ekspresji
gendéw kontrolujacych metabolizm 1 syntez¢ lipidow (134). Dlatego w kolejnych
eksperymentach zbadano wptyw zahamowania aktywnos$ci PPARy na stymulowana
przez OXA synteze triacylogliceroli. Wykazano, ze w przypadku farmakologicznego
wyhamowania aktywno$ci PPARy przez uzycie inhibitora BADGE oreksyna A nie

zwigkszyta poziomu triacylogliceroli w komodrkach (Ryc. 36).
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Ryc. 36. Wplyw inhibicji PPARy na stymulowane oreksyna A magazynowanie
triacylogliceroli. Adipocyty 3T3-L1 przez 24 h stymulowano 100 nmol/l OXA w
obecnosci lub nie 50 pumol/l BADGE (farmakologiczny inhibitor PPARy). Po
zakonczonej inkubacji dokonano pomiaru triacylogliceroli. Wyniki znormalizowano do

zawartoS$ci biatka . *p < 0,05 vs grupa kontrolna.

W sytuacji wyhamowania ekspresji PPARy przez zastosowanie techniki siRNA, OXA
réwniez nie wplyngla znaczaco na zawarto$¢ triacylogliceroli w poréwnaniu do
komorek nie poddanych dziataniu oreksyny A (Ryc. 37).

Efektywnos¢ wyciszenia PPARy mierzona na poziomie biatka wyniosta okolo 75%

(Ryc. 38).



Wyniki 79

1.5- Bl OXA

**

-
o
1

Triacyloglicerole
[mg/mg biatka]
(=]
3,

0.0 T T
- + - +

kontrolne Ppary
SiRNA

Ryc. 37. Wplyw wyciszenia ekspresji PPARy na stymulowane oreksyna A
magazynowanie triacylogliceroli. Po wyciszeniu ekspresji PPARy adipocyty 3T3-L1
przez 24 h stymulowano 100 nmol/l oreksyna A. Ilo$¢ triacylogliceroli

znormalizowano do poziomu biatka. **p <0,01.
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Ryc. 38. Efektywnos$¢ wyciszenia ekspresji PPARy. Ekspresje biatka PPARYy
zmierzono metoda western blot po 72 h transfekcji PPARy siRNA (200 nmol/l) lub
kontrolnego siRNA (200 nmol/l). Panel dolny prezentuje reprezentatywny western blot,
gdzie wielkos¢ biatek to odpowiednio 56 i1 37 kDa dla PPARy2 1 B-aktyny. Wykres
prezentuje poziom ekspresji PPARy2 znormalizowany wobec B-aktyny.  p < 0,001 vs

adipocyty transfekowane kontrolnym siRNA.
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Aby potwierdzi¢ udziat PPARy w syntezie triacylogliceroli, w kolejnym eksperymencie
komorki poddano dziataniu nTZD (agonista PPARYy). Wykazano, ze nTZD zwigkszyt
zawarto$¢ triacylogliceroli, a efekty te byly zniesione przez wyhamowanie ekspresji

PPARYy przez zastosowanie techniki siRNA (Ryc. 39).
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Ryc. 39. Wplyw wyciszenia ekspresji PPARy na stymulowana przez nTZD
akumulacje triacylogliceroli. Po wyciszeniu ekspresji PPARy adipocyty 3T3-L1 przez
24 h stymulowano 10 nmol/l nTZD. Ilo$¢ triacylogliceroli znormalizowano do poziomu

biatka. ""p < 0,001.

5.12 Oreksyna A stymuluje sekrecj¢ i ekspresj¢ adiponektyny. Powigzania z
czynnikiem transkrypcyjnym PPARY.

Weczedniejsze prace wskazaty, ze aktywacja czynnika PPARy zwigksza ekspresje i
sekrecje adiponektyny w komoérkach 3T3-L1 (133). Wyniki te potwierdzit eksperyment
in vitro wykorzystujacy adipocyty 3T3-L1. Wykazano, ze zastosowany agonista PPARy
— nTZD (10 pumol/l) istotnie zwigkszyl sekrecje adiponektyny. Ponadto
udokumentowno, ze OXA reguluje sekrecje adiponektyny bezposrednio z adipocytow.
Po 24 h inkubacji w zalezno$ci od dawki OXA zwigkszyta wydzielanie adiponektyny
do medium inkubacyjnego. Maksymalny stymulujacy efekt zaobserwowano przy
stezeniach 10 i 100 nmol/l. Dawka 1 nmol/l nie miala wplywu na wydzielanie
adiponektyny. Najwyzszy poziom sekrecji zaobserwowano w momencie, gdy medium
komorkowe zawierajace nTZD (10 umol/l) uzupelniono dodatkowo w 10 nmol/l OXA.

(Fig. 40).
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Ryc. 40. Wplyw oreksyny A i nTZD na sekrecje¢ adiponektyny z adipocytow 3T3-
L1. Zréznicowane adipocyty 3T3-L1 inkubowano przez 24 h w obecnosci OXA (1, 10,
100 nmol/1), 10 pmol/l nTZD lub w kombinacji 10 nmol/l OXA z 10 pmol/l nTZD. p <
0,05, **p <0,01, ***p < 0,001 vs grupa kontrolna.

Biorac pod uwage stymulacj¢ ekspresji PPARy2 przez OXA oraz pozytywna rolg tego
czynnika transkrypcyjnego w ekspresji adiponektyny, przeanalizowano czy OXA
reguluje ekspresje adiponektyny oraz w jaki sposob inhibicja PPARy wplynie na
ewentualne efekty OXA w tym zakresie. Wykazano, ze OXA zwigkszyta poziom
ekspresji adiponektyny, co wigcej dowiedziono, ze efekt ten nie wystepuje w obecnosci
BADGE (Ryc. 41).
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Ryc. 41. Wplyw wyhamowania aktywnosci PPARy na stymulowang przez oreksyne
A ekspresje¢ bialka adiponektyny. Komorki przez 24 h inkubowano w obecnosci 100
nmol/l OXA w potaczeniu z 50 umol/l BADGE. Ekspresj¢ adiponektyny (26 kDa)
znormalizowano do B-aktyny (37 kDa). p < 0,05 vs kontrola.

Wyciszenie ekspresji PPARy przez siRNA rowniez skutecznie wyhamowato

stymulujacy wptyw OXA (Ryc. 42).
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Ryc. 42. Wplyw wyciszenia ekspresji PPARy na indukowang przez oreksyne A
ekspresje¢ bialka adiponektyny. Po wyciszeniu ekspresji PPARY, adipocyty 3T3-L1
przez 24 h inkubowano w obecnosci 100 nmol/l OXA. Ekspresj¢ mierzono metoda
western blot. Ekspresje¢ adiponektyny (26 kDa) znormalizowano do B-aktyny (37 kDa).

*p < 0,05 vs kontrolna.
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6 Dyskusja

Mimo wiedzy o bardzo szerokim spektrum dziatania oreksyn, ktére zostalo omdéwione
we wstepie, aktualnie dostepne sa jedynie dwie publikacje poswigcone roli oreksyn w
z6ltej tkance tluszczowej. Jedna dowodzi promitogennych wptywow oreksyny A w linii
komoérkowej mysich preadipocytow 3T3-L1, druga wykazuje ekspresje receptorow
oreksyn w ludzkich adipocytach oraz demonstruje, ze oreksyna A w tych komoérkach
stymuluje ekspresj¢ czynnika transkrypcyjnego PPARy i hamuje lipolizg. W niniejszej
pracy wykorzystujac adipocyty 3T3-L1 oraz adipocyty izolowane z tkanki tluszczowe;j
szczura wykazano, ze OXA stymuluje translokacj¢ GLUT4 do btony komorkowej oraz
zwigksza dokomodrkowy transport glukozy. Udokumentowano réwniez, ze OXA
stymuluje konwersj¢ glukozy do kwaséw thuszczowych i1 ich akumulacje w postaci
triacylogliceroli. Zaro6wno transport glukozy jak i stymulacja lipogenezy zwiazane sa z
aktywacja szlaku PI3-K/PKB. Dowiedziono réwniez, ze oreksyna A zwigksza ekspresje
i sekrecje adiponektyny. Ponadto odnotowano, ze stymulacja ekspresji czynnika PPARy
przez OXA jest zjawiskiem charakterystycznym nie tylko dla ludzkich adipocytow, ale
dotyczy rowniez adipocytow 3T3-L1 oraz adipocytow pozyskanych z tkanki
thuszczowej szczura. Fenomen ten poszerzono o jego metaboliczne konsekwencje.
Zaréwno stymulowane przez oreksyne A odktadanie triacylogliceroli jak i1 ekspresja
adiponektyny zalezne byty od aktywacji PPARy. Eksperymenty z wykorzystaniem
szczurOw potwierdzity, ze znaczna czg$¢ rezultatow otrzymanych in vitro znajduje

odzwierciedlenie rowniez in vivo.

6.1 Receptory oreksyn w adipocytach

Pierwsze przestanki na temat obecno$ci receptoréw oreksyn w tkance tluszczowej
przyniosty rezultaty badan dotyczace roli oreksyn w osi adipoinsulinarnej u szczura.
Autorzy pracy wykazali, ze podskorne podanie oreksyny A i w mniejszym stopniu
oreksyny B powoduje wzrost poziomu leptyny we krwi (100). Poniewaz tkanka
thuszczowa jest gltownym zZroédtem leptyny w organizmie (14), rezultaty te
zasugerowaly, ze oreksyny moga stymulowac sekrecj¢ leptyny dziatajac bezposrednio
na adipocyty. Pierwsze dowody na takie wplywy oreksyn na tkanke tluszczowa
uzyskano jednak w pozniejszych badaniach nad preadipocytami 3T3-L1. Wykazano, ze
obydwa peptydy reguluja proliferacj¢ oraz aktywno$¢ enzymdéw zaangazowanych w

metabolizm tlenowy preadipocytow 3T3-L1 (111). Autorzy pracy nie badali jednak
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wptywu oreksyn na zréznicowane adipocyty 3T3-L1, nie wykonali oni réwniez detekcji
receptorow OXR1 i OXR2 w preadipocytach 1 zréznicowanych adipocytach 3T3-L1.
Ekspresj¢ receptorow oreksyn w tkance tluszczowej wykryto po raz pierwszy w
ludzkich adipocytach (112). Stosujac metody RT-PCR i1 western blot, autorzy
wymienionej publikacji wykryli obydwa receptory, rownoczesnie wykazujac, ze OXR1
ulega silniejszej ekspresji w porownaniu do OXR2. W niniejszej pracy, opierajac si¢ o
wczesniejsze rezultaty badan przystapiono do proby wykazania ekspresji receptorow
oreksyn podczas réznicowania preadipocytow 3T3-L1 oraz w adipocytach izolowanych
z okotojadrowej tkanki tluszczowej szczura. Analiza PCR w czasie rzeczywistym
wykazata, ze transkrypty OXR1 i OXR2 obecne sa w fibroblastach (preadipocytach)
oraz w zréznicowanych adipocytach 3T3-L1. Co wigcej odnotowano, ze ekspresja
OXR1 wzrasta podczas procesu réznicowania. W przypadku OXR2 wykryto wzglednie
staty poziom ekspresji bez rdéznic pomiedzy komorkami zréznicowanymi, a
niepoddanymi procesowi rdéznicowania. Wyniki te sugeruja, ze OXRI jest
prawdopodobnie bardziej istotniejszym typem receptora oreksyn w regulacji funkcji
zrdznicowanych adipocytow. Wyzsza ekspresja mRNA kodujacego OXR1, ktory jest
receptorem selektywnie wiagzacym OXA (51) sugeruje ponadto, ze to wlasnie oreksyna
A odgrywa bardziej znaczaca role w regulacji funkcji adipocytow. Potwierdzaja to
wyniki ukazujace, ze zar6wno w preadipocytach 3T3-L1 jak i ludzkich adipocytach
oreksyna A wywiera znacznie wyzsze efekty biologiczne w porownaniu do oreksyny B
(111, 112).

W przypadku adipocytéw pozyskanych z okolojadrowej tkanki tluszczowej szczura
wykryto ekspresje¢ obydwu receptorow oreksyn. Nie zauwazono réznic w poziomie
ekspresji. Zagadnienie dotyczace ekspresji receptoréw oreksyn w tkance tluszczowe;j
szczura zostalo juz podjete we wczesniejszej pracy (135). Co ciekawe, autorzy
wspomnianej publikacji stosujac technike PCR w czasie rzeczywistym nie odnotowali
znaczacych ilosci kopii transkryptow OXR1 1 OXR2. Roéznice te moga wynikaé z
czutosci reakcji PCR. Przemawia za tym fakt, Ze ta sama grupa nie wykryla rowniez
ekspresji receptorow oreksyn w trzustce, ktorych obecno$¢ zostala jednak pdzniej
dobrze udokumentowana (95). Ponadto, nie podali rowniez jakiego rodzaju tluszczu
dotyczyta analiza. Zgodnie z danymi literaturowymi tkanke thuszczowa w zaleznos$ci od
lokalizacji w organizmie charakteryzuja réznice w profilu sekrecyjnym i ekspresyjnym,
wlaczajac ekspresj¢ receptorow hormonéw peptydowych (136). Wiarygodnosé

wynikow PCR, funkcjonalna rol¢ receptoréw oreksyn oraz istotnos¢ dalszych badan
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poswigconych oreksynie A w adipocytach szczura i 3T3-L1 dowiodia analiza western
blot. Stosujac t¢ metodg, OXR1 i OXR2 wykryto zaréwno we frakcji biatek blonowych
pozyskanych z izolowanych adipocytéw szczura jak i1 z adipocytow 3T3-L1. Wraz z
rezultatami jakie dostarczyta analiza PCR, wyniki te byly podstawa do dalszych badan
nad rola oreksyny A w komorkach thuszczowych.

6.2 Oreksyna A w transporcie glukozy — potencjalny mechanizm w adipocytach

Normalizacja i kontrola poziomu glukozy we krwi to najistotniejsze cele w terapii
cukrzycy typu 1 i 2. Podwyzszony poziom glukozy, jej pdzniejsze przemiany oraz
synteza zaawansowanych produktéow glikacji stanowia najpowazniejsze zrddta
komplikacji towarzyszace cukrzycy (29, 137, 138). Co ciekawe, wiele z nowo
poznanych hormonow peptydowych takich jak FGF-21, grelina czy obestatyna zostaly
scharakteryzowane jako czynniki stymulujace transport glukozy do adipocytow.
Dlatego peptydy te oraz ich receptory bierze si¢ pod uwagg jako potencjalne i skuteczne
cele w normalizacji poziomu glukozy we krwi u pacjentow z cukrzyca typu 112 (139-
141). Badania nad oreksynami wykazaly, ze hormony te odgrywaja istotna rolg w
homeostazie glukozy catego organizmu (92). W niniejszej pracy po raz pierwszy
wykazano, ze OXA stymuluje transport glukozy do adipocytéw pozyskanych z tkanki
thuszczowej szczura oraz zréznicowanych adipocytow 3T3-L1. Z wcze$niej
opublikowanych prac wiadomo, ze u szczuréw podanie OXA obniza poziom glukozy
we krwi (109). Identyczny wpltyw zaobserwowano rowniez u myszy, co wigcej efekt ten
dotyczyt takze zwierzat z cukrzyca wywotana przez podanie streptozotocyny (123). U
myszy podanie oreksyny nie powoduje zmian w stgzeniu insuliny we krwi (123).
Dlatego sugeruje to, ze OXA obniza poziom glukozy we krwi niezaleznie od efektow
insuliny. Analiza danych literaturowych ukazuje kilka potencjalnych mechanizmow,
ktore moga by¢ wykorzystywane przez OXA w regulacji transportu glukozy do
komorek 1 jej poziomu we krwi. Dowiedziono, ze OXA hamuje absorbcje glukozy z
jelita, powodujac tym samym spadek jej stezenia we krwi (109). Inne z rezultatow
sugeruja, ze OXA stymuluje transport glukozy do komoérek migéniowych aktywujac
sympatyczny uktad nerwowy (86). Ponadto w linii komérkowej HEK293 ze stabilna
ekspresja OXR1 zaobserwowano, ze efekt ten moze by¢ wynikiem aktywacji
podjednostki a czynnika transkrypcyjnego HIF-1, ktorego ekspresja zwiazana jest z
pobudzeniem transportu glukozy do komorek oraz jej glikolitycznych przemian (142).

Wyniki ukazujace, ze OXA zwigksza transport glukozy do adipocytow sugeruja, ze
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ponad zaproponowane powyzej mechanizmy, réwniez tkanka tluszczowa moze by¢
istotnym elementem w regulacji poziomu glukozy we krwi przez ten hormon. Co
prawda nalezy zaznaczy¢, ze rezultaty dowodzace, ze OXA stymuluje transport glukozy
do komorek thuszczowych nie znajduja potwierdzenia we wczesniej opublikowanych
wynikach ukazujacych brak wptywu OXA na transport glukozy do adipocytow 3T3-L1
(123). Wyjasnieniem tych réznic moga by¢ inne uktady doswiadczalne. Autorzy
wspomnianej pracy inkubowali adipocyty jednoczes$nie z insuling i oreksyna A, ponadto
stezenie oreksyny A mogto by¢ zbyt niskie (30 nmol/l) by zwigkszy¢ efekty insuliny.
Dodatkowo czas ekspozycji komorek na badane peptydy mégt mie¢ istotne znaczenie
dla réznic pomiedzy rezultatami.

Kolejnym krokiem podjgtym w badaniu zagadnienia bylo poznanie potencjalnego
mechanizmu wykorzystywanego przez OXA w regulacji transportu glukozy do
adipocytow. Transport glukozy do komoérek regulowany jest przez biatka okreslane jako
transportery glukozy — GLUT. Do tej pory scharakteryzowano 14 izoform o tkanko-
specyficznej ekspresji, odmiennym mechanizmie dziatania i réznym powinowactwie do
glukozy (143, 144). W przypadku adipocytéw zidentyfikowano ekspresje kilku lizoform
transporterow glukozy: GLUTI1, GLUT3, GLUT4, GLUTS8, GLUTI12 (143). Dane
literaturowe wskazuja, ze najistotniejsza rolg odgrywa jego czwarta izoforma (GLUT4).
Wiadomo, ze w adipocytach obnizona ekspresja GLUT4 zwiazana jest z
wystgpowaniem nieprawidlowosci w homeostazie glukozy oraz rozwojem cukrzycy
typu 2 (145). Z drugiej strony, jego nadekspresja w tkance tluszczowej powoduje
zwigkszong tolerancj¢ na glukoze, podnosi insulinowrazliwo$¢ oraz redukuje poziom
insuliny 1 glukozy we krwi u otylych i1 diabetycznych myszy (146, 147). GLUT4 jest
biatkiem zbudowanym z dwunastu domen przezbtonowych, ktére odpowiada za zgodny
z gradientem stg¢zen transport glukozy do komoérki. W migéniach oraz adipocytach, jego
aktywno$¢ jest precyzyjnie regulowana przez insuling. Insulina, ktéora w sytuacji
wzrostu stezenia glukozy we krwi jest uwalniana z komoérek B wysp trzustkowych
stymuluje translokacje GLUT4 do btony komorkowej, przez co powoduje wzrost
transportu glukozy do komorek i tym samym spadek jej poziomu we krwi (148). W
przeprowadzonych eksperymentach stosujac dwie odmienne techniki (western blot i
immunofluorescencj¢) wykazano, ze oreksyna A zwigkszyta translokacje GLUT4 z
cytoplazmy do blony komorkowej. Efekt ten byt jednak stabszy w poréwnaniu z
insuling. Nalezy jednak wspomnie¢, ze insulina jest czynnikiem najsilniej wptywajacym

na transport glukozy i translokacj¢ GLUT4 do blony komorkowej (149). Wyniki te
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pozwalaja wnioskowac¢, ze w adipocytach OXA indukuje transport glukozy aktywujac
translokacje GLUT4 z cytoplazmy do btony komoérkowe;.

Mechanizm, ktéry odpowiada za translokacje biatka GLUT4 zostal i jest ciagle
charakteryzowany glownie w badaniach nad przekazywaniem sygnalu receptora
insuliny. Uwaza si¢, ze podstawowa rolg¢ w tym procesie odgrywa aktywacja kinazy 3-
fosfatydyloinozytolu (PI3-K). W przypadku receptora insuliny w aktywacji PI3-K
posredniczy substrat receptora insuliny 1 (IRS1) (149). Co ciekawe, kilka niezaleznych
zespotow wykazato, ze kinaza 3-fosfatydyloinozytolu jest rowniez aktywowana przez
OXR1. Wykorzystujac linie komérkowa CHO ze stabilng ekspresja OXRI
dowiedziono, ze do pelnej egzekucji sygnatu odreceptorowego niezbgdna jest aktywacja
PI3-K, a inhibicja tej kinazy skutkuje rowniez czg¢§ciowym wyhamowaniem efektow
biologicznych oreksyny A (61, 150). Bazujac na tych doniesieniach, w niniejszej pracy
postanowiono przesledzi¢ czy kinaza ta posredniczy réwniez w stymulowanych przez
OXA transporcie glukozy oraz translokacji GLUT4. W tym celu dokonano pomiaru
transportu glukozy w obecnosci LY 294002. Ten farmakologiczny inhibitor
specyficznie hamuje aktywnos$¢ PI3-K (151). Przeprowadzone eksperymenty ujawnity,
ze inhibicja PI3-K zniosta stymulujace efekty oreksyny A na transport glukozy, co
wigcej w obecnosci LY 294002 oreksyna A nie wplyngla istotnie na poziom
translokacji GLUT4 do btony komorkowej. Bardzo podobne, hamujace efekty LY
294002 na translokacje GLUT4 oraz transport glukozy zaobserwowano rowniez
podczas inkubacji adipocytéw 3T3-L1 z insuling. W przypadku insuliny rezultaty te sa
w pelni zgodne z wczesdniej opublikowanymi wynikami (152). Natomiast w przypadku
OXA po raz pierwszy dowiedziono tego, ze w komoérkach tluszczowych receptory
oreksyn wykorzystuja PI3-K.

Zgodnie z aktualnym stanem wiedzy, w funkcjonowaniu PI3-K kluczowa rolg
odgrywaja najprawdopodobniej dwie podjednostki okreslane jako p85 (podjednostka
regulatorowa) oraz pl110 (katalityczna) (153). Aktywnos$¢ obydwu podjednostek jest
odwracalnie regulowana przez fosforylacj¢ reszt aminokwasowych wchodzacych w ich
sktad. Wiadomo, ze stymulacja insuling zwigksza poziom fosforylacji tyrozynowej w
podjednostce p85 bez wpltywu na jednostke katalityczna p110 (154). W podjetych w
pracy badaniach nad udziatem PI3-K w egzekucji sygnatu hormonalnego oreksyny A w
adipocytach wykazano, ze peptyd ten podobnie do insuliny podnosi poziom fosforylacji
tyrozynowej w podjednostce p85. Nalezy jednak wspomnie¢, ze rola p85 w dalszej

aktywacji PI3-K nie jest do konca wyjasniona. Z jednej strony udokumentowano, ze
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fosforylacja w podjednostce p85 nie jest konieczna do aktywacji podjednostki
katalitycznej p110. Z drugiej strony wykazano, ze fosforylacja p85 zwiazana jest ze
zwigkszeniem transportu glukozy do adipocytow (155). Dlatego tez, wyniki te nie
wskazuja jednoznacznie czy fosforylacja p85 jest kluczowym momentem w aktywacji
PI3-K przez oreksyng¢ A. Bezposrednich dowodéw na to, ze OXA aktywuje PI3-K
dostarczyly wyniki ukazujace, ze w adipocytach 3T3-L1 stymulacja oreksyna A
zwigkszyla syntezg 1,4,5-trifosforanu inozytolu (PIP3). PIP3 jest wtornym
przekaznikiem syntetyzowanym i wykorzystywanym przez PI3-K na drodze dalszej
egzekucji sygnatu hormonalnego (156). Analizujac mechanizm odpowiedzialny za
regulacje translokacji GLUT4 wykazano, ze PIP3 jest konieczny do aktywacji dwoch
kolejnych kinaz: kinazy biatkowej B (PKB) oraz kinazy 1 zaleznej od
fosfatydyloinozytolu (PDK1). PIP3 jest wymagany podczas rekrutacji PKB do btony
komorkowej, gdzie na skutek réwnoczes$nie aktywowanej PDK1 (réwniez przez PIP3)
PKB podlega fosforylacji. Fosforylacja PKB jest krokiem koniecznym do dalszych
etapoOw rozpoczgcia translokacji cytoplazmatycznej puli GLUT4 do btony komorkowej 1
zwigkszenia transportu glukozy (157-159). Rezultaty przeprowadzonych podczas
realizacji tej pracy eksperymentéow ujawnity, ze w adipocytach 3T3-L1 oreksyna A
zwigkszyta poziom ufosforylowania kinaz PDKI1 oraz PKB. Wyniki dowodzace
aktywacji szlaku PI3-K/PKB w adipocytach znajduja potwierdzenie w pracy
poswigconej roli OXA w regulacji ekspresji glukagonu. W linii komoérek InR-G9
wykazano, Zze oreksyna A hamuje ekspresj¢ glukagonu, a efekt ten byly czgsciowo
wynikiem aktywacji kinaz PKB i PDKI1 (96). Poniewaz w opisywanych
do$wiadczeniach wykonano analiz¢ wptywu oreksyny A na poziom fosforylacji biatek,
a nie wyznaczono ich aktywnosci, dodatkowo funkcjonalne znaczenie otrzymanych
wynikow potwierdzono badajac wptyw OXA na fosforylacjg biatka AS160. AS160 jest
biatkiem zidentyfikowanym jako substrat PKB, ktory w momencie gdy PKB jest
aktywna jest przez nia fosforylowane, co jest wymgane do translokacji GLUT4 do
btony komorkowej (160). Przeprowadzona czgs$¢ eksperymentalna ujawnita, ze OXA
zwigkszyta poziom ufosforylowanego biatka AS160. Pozwala to wnioskowaé, ze efekty
OXA siggaja nie tylko zmian w poziomie ufosforylowania bialek (p85, PDK1 i PKB)
ale zwiazane sa réwniez z zwigkszeniem ich aktywnos$ci, co przektada si¢ na efekty
biologiczne takie jak aktywacja AS160 przez PKB. Proponowany mechanizm, ktory
moze odpowiada¢ za stymulowany przez OXA transport glukozy przedstawiono na

rycinie 43.
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Ryc. 43. Proponowany mechanizm odpowiadajacy za regulacje¢ transportu glukozy
przez oreksyn¢ A w adipocytach. Oreksyna A aktywuje PI3-K co prowadzi do
wzrostu syntezy PIP3 i aktywacji PDKI1. PDKI1 zwigksza poziom ufosforylowania
PKB, ktéra nastgpnie aktywuje jej substrat biatko AS160. Prowadzi to do translokacji
cytoplazmatycznej puli biatka GLUT4 do btony komoérkowej, ktora zaznaczono zotta
linia. OXR: receptor oreksyny.

Nalezy wspomnie¢, ze biatko AS160 fosforylowane jest roOwniez przez aktywatory
kinazy biatkowej C (161). Z wczes$niej opublikowanych danych wynika, ze receptory
oreksyn moga wykorzystywaé roéwniez ten typ kinazy (162, 163), dlatego moze to
sugerowaé, ze translokacja GLUT4 moze by¢ niezalezna lub tylko czg¢sciowo zalezna
od aktywacji szlaku PI3-K/PKB. W pracy nie przesledzono wplywu OXA na PKC,
nalezy jednak podkresli¢, ze w sytuacji specyficznego wyhamowania aktywnos$ci PI3-K
przez LY 294002 OXA nie wplyngta istotnie na transport glukozy. Dlatego mozna
stwierdzi¢, ze to wlasnie aktywacja szlaku PI-3K/PKB jest kluczowym momentem w

stymulacji transportu glukozy przez oreksyne A w komorkach ttuszczowych.
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6.3 Wplyw oreksyny A na metabolizm glukozy i lipidow

Poddane powyzej dyskusji wyniki demonstruja, ze OXA stymuluje transport glukozy do
adipocytow. W adipocytach, podobnie jak w innych komorkach, glukoza jest
fosforylowana i w kolejnych etapach szlaku glikolizy jest przeksztalcana do
pirogronianu. Pirogronian w wyniku oksydacyjnej dekarboksylacji podlega przemianie
do acetylowanego koenzymu A (Aceylo-CoA). Acetylo-CoA jest utleniany w cyklu
kwasow trikarboksylowych prowadzac do powstania rownowaznikow redukujacych:
NADH (do syntezy ATP) oraz stanowiacego donor potencjatu redukujacego NADPH
(164). W celu przesledzenia wptywu OXA na dalsze przemiany glukozy w adipocytach,
w pierwszym kroku okreslono jej bezposredni efekt na syntezg ATP. Otrzymane
rezultaty ujawnily, ze OXA nie tylko zwigksza transport glukozy do komorek
thuszczowych, ale towarzyszy temu réwniez wzrost syntezy ATP. Obserwacje te sa
zgodne z wczesniej opublikowanymi danymi, ktére otrzymano w wyniku
eksperymentow poswigconych roli oreksyny A w regulacji aktywnos$ci czynnikow
transkrypcyjnych odpowiedzialnych za dalsza egzekucj¢ sygnalu odreceptorowego
(142). Autorzy wspomnianej pracy odnotowali, ze w komérkach HEK293 ze stabilna
ekspresja OXR1, inkubacja w obecnosci oreksyny A znaczaco zwigkszyla poziom
wewnatrzkomorkowego ATP. Ponadto zauwazono, ze regulujac ekspresje enzymow
glikolitycznych (stymulacja dehydrogenzy pirgronianowej i hamowanie dehydrogenazy
mleczanowej) OXA promuje metabolizm tlenowy komorki. Co ciekawe, w tym
przypadku opisane efekty zalezne byly od aktywowanego przez OXA czynnika HIF-1a,
ktorego genetyczny nokaut zupetnie hamowat stymulowana przez oreksyne A syntezg
ATP. W niniejszej pracy nie przesledzono tego, czy w adipocytach wzrost zawartosci
ATP moze by¢ rowniez spowodowany aktywacja HIF-la. Opierajac si¢ jednak o
omoéwione w dalszej czgsci dyskusji inne efekty OXA w adipocytach, wydaje sig, ze
nie. Przede wszystkim nalezy wspomnie¢, ze aktywacja HIF-la jest zjawiskiem
niekorzystnym w tkance tluszczowej. Powoduje ona wzrost sekrecji adipokin
prozapalnych (np. rezystyny czy TNFa) oraz upo$ledza przekaznictwo sygnalu
receptora insuliny (37, 39). Natomiast tak jak zostanie to omowione w dalszej czgsci
pracy oraz zgodnie z danymi literaturowymi (73), OXA nie wptywa hamujaco na efekty
insuliny, a uwrazliwia komorki na jej dziatanie. Dodatkowo z dos$wiadczen in vivo

wiadomo, ze OXA redukuje poziom TNFa we krwi szczurdw otylych oraz z
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indukowana cukrzyca typu 2°. Dlatego wydaje sie, ze w przypadku adipocytow, HIF-1a
nie posredniczy w regulowanych przez OXA efektach metabolicznych, a zwigkszenie
syntezy ATP moze by¢ wynikiem wigkszej dostepnosci substratu wynikajacego z
nasilonego transportu glukozy do komorek.

Tak jak zaznaczono powyzej, powstajacy w wyniku przemian glukozy acetylo-CoA
stuzy jako substrat do syntezy ATP. Jednak szczegdlnie w adipocytach, intermediat ten
wykorzystywany jest rowniez jako substrat do syntezy kwasoéw tluszczowych w
procesie lipogenezy (164). Analizujac zagadnienie wplywu OXA na syntez¢ kwasow
thuszczowych postuzono si¢ izolowanymi adipocytami szczura. Wykazano, ze oreksyna
A istotnie zwigkszyta poziom syntezy kwaséw tluszczowych w adipocytach. Ponadto
spowodowata ona zwigkszenie efektow insuliny. W literaturze brak jest danych
poswigconych temu zagadnieniu. Prébujac wyjasni¢ potencjalny mechanizm tego
efektu, w przeprowadzonych w pracy badaniach dowiedziono, ze do stymulowanej
przez oreksyng A syntezy kwasow tluszczowych niezbgdna jest aktywacja PI3-K.
Podobnie, tak jak w przypadku transportu glukozy, farmakologiczna inhibicja PI3-K
zupelnie wyhamowata stymulujacy wpltyw oreksyny A na syntezg kwasow
thuszczowych. Mozliwym wyjasnieniem tego zjawiska moze by¢ to, ze w sytuacji gdy
PI3-K jest nieaktywna, oreksyna A nie wptywa rowniez na dokomoérkowy transport
glukozy 1 tym samym nie zwigksza ilosci wewnatrzkomorkowej glukozy
wykorzystywanej do syntezy reszt acetylowych, niezbednych podczas syntezy kwasow
thuszczowych. Dlatego nie jest zupehnie jasne czy kinaza ta posredniczy bezposrednio w
regulacji syntezy kwasow thuszczowych przez oreksyng A, czy tez jej aktywnosé
wymagana jest do zwigkszenia dostgpnosci substratu jakim jest glukoza. Na pewno
pomocne byloby tu przesSledzenie wplywu oreksyny A na aktywno$¢ enzymow
regulujacych syntezg kwasow thuszczowych.

W adipocytach kwasy tluszczowe podlegaja estryfikacji z glicerolem tworzac
triacyloglicerole, ktore sa nastgpnie magazynowane i wykorzystywane jako zrddto
energii w sytuacji ujemnego bilansu energetycznego (37). W celu okreslenia roli OXA
w akumulacji triacylogliceroli postuzono si¢ adipocytami 3T3-L1. Przeprowadzone
doswiadczenia wykazaty, ze inkubacja w obecnosci OXA spowodowala istotny wzrost
poziomu wewnatrzkomorkowych triacylogliceroli. Ponadto OXA zwigkszyta dzialanie
insuliny w tym zakresie. Poziom triacylogliceroli jest precyzyjnie regulowany przez

dwa procesy: lipoegenezg i lipolizg (165).

* Niepublikowane wyniki zespotow prof. K.W. Nowaka i prof. M.Z. Strowskiego
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Magazynowane w tkance thuszczowej triacyloglicerole powstaja w wyniku estryfikacji
glicerolu kwasami tluszczowymi. Z drugiej strony, na skutek lipolizy zmagazynowane
w ten sposob kwasy tluszczowe moga by¢ powtornie dostgpne dla innych tkanek i
stanowi¢ zrodto energii. Czg$¢ eksperymentalna ujawnita, ze dzialajac na adipocyty
3T3-L1, oreksyna A spowodowata znaczny spadek uwolnionego do medium
komorkowego glicerolu. Poniewaz obok ilosci wolnych kwasow ttuszczowych glicerol
jest powszechnie stosowanym markerem lipolizy (117), jego spadek oznacza, zZe
dziatajac na adipocyty OXA nie tylko stymuluje akumulacje¢ triacylogliceroli, ale
dodatkowo hamuje lipolizg.

Opisane antylipolityczne wilasciwosci OXA w adipocytach 3T3-L1 znajduja
potwierdzenie we wczesniej opisanych efektach oreksyny A na proces lipolizy w
adipocytach pozyskanych z ludzkiej tkanki tluszczowej (112). Co wigcej, autorzy
cytowanej pracy po czgsci zaproponowali potencjalny mechanizm hamujacego efektu
oreksyny A. Zauwazyli, ze OXA zmniejsza ekspresj¢ lipazy wrazliwej na hormony
(HSL). HSL jest enzymem, ktory prowadzi reakcj¢ hydrolizy triacyloglicerolu
prowadzac do powstania diacyloglicerolu 1 wolnej reszty kwasu tluszczowego. Jego
aktywnos¢ jest stymulowana przez katecholaminy i hamowana przez insuling (128). W
tej pracy w celu czesciowej charakterystyki mechanizmu stojacego za hamowana przez
oreksyne A lipoliza w 3T3-L1 przeanalizowano jej wptyw na ekspresj¢ mRNA dwoch
enzymoOw lipolitycznych: lipazy wrazliwej na hormony (HSL) oraz lipazy
triacyloglicerolowej (ATGL) (166). Ponadto okreslono wptyw OXA na ekspresje
perilipiny, ktora jest biatkiem zlokalizowanym na powierzchni odkladanych w
adipocytach kropel tluszczu, chroniac je przed dziataniem lipaz i ograniczajac tym
samym poziom lipolizy (167). Otrzymane wyniki wykazaly, Ze oreksyna A
wyhamowala jedynie ekspresj¢ HSL. Wiadomo, ze aktywno$¢ HSL stymulowana jest
przez wtérny przekaznik jakim jest cykliczny AMP (59, 128). Co ciekawe, mimo
rozbieznosci w zagadnieniu, pewna czg$¢ danych dowodzi, ze OXA hamuje syntezg
cAMP w niektorych typach komorek jak np. InR-G9 (96). Zasugerowalo to, ze hamujac
syntez¢ cCAMP oreksyna A moze regulowac nie tylko ekspresj¢ ale i aktywnos¢ HSL w
adipocytach. W celu weryfikacji tej hipotezy okreslono wpltyw OXA na syntezg cAMP
w adipocytach 3T3-L1. Wykazano jednak, ze OXA nie wplyneta istotnie na poziom
cAMP. Dlatego wydaje sig, ze udzial cAMP jako modulatora aktywnos$ci HSL mozna
wykluczy¢ z rozwazan nad antylipoltycznymi wlasciwosciami oreksyny A w

adipocytach 3T3-L1.
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Konkludujac, prezentowane wyniki pozwalaja twierdzi¢, ze in vitro oreksyna A
stymuluje konwersje glukozy do kwasow tluszczowych, zwigksza akumulacje
triacylogliceroli hamujac jednocze$nie liolizg. Antylipolityczne wlasciwosci OXA

przynajmniej po czgsci zwiazane sa z redukcja ekspres;ji lipazy wrazliwej na hormony.
6.4 Efekty oreksyny A w modelu in vivo

Nastgpnym podjetym zagadnieniem byta proba okreslenia efektow OXA in vivo.
Skoncentrowano si¢ na wplywie tego peptydu na mas¢ ciala oraz regulacje
syntetyzowanego przede wszystkim w tkance thuszczowej hormonu adiponektyny.

Majac na uwadze problem jakim jest otylo$¢, stymulacja syntezy triacylogliceroli w
adipocytach wydaje si¢ by¢ efektem niepozadanym. Sugeruje to, ze zwigkszajac
odktadnie triacylogliceroli oreksyna A powinna przyczynia¢ si¢ do powstawania
hipertroficznych, insulinoopornych adipocytéw oraz wzrostu masy ciala. Dodatkowo
przypuszczenia te znajduja poparcie w danych literaturowych ukazujacych, ze oreksyna
A stymuluje proliferacje preadipocytow 3T3-L1 (111). Zgodnie z aktualnym stanem
wiedzy wiadomo, ze obok zwigkszenia objgtosci adipocytow, to wiasnie wzrost liczby
adipocytéw (hiperplazja) jest najistotniejsza przyczyna powstawania otylosci i
nieprawidlowosci w metabolizmie komorek tluszczowych (37). W niniejszej pracy,
mimo wyraznej stymulacji syntezy kwasow tluszczowych i odktadania triacylogliceroli
zaobserwowanych in vitro, 4. tygodniowe podawanie OXA nie wywarlo Zadnego
wplywu na masg ciala u szczuréw zdrowych o normalnej masie ciata oraz otylych. Rola
oreksyny A w regulacji masy ciata jest zagadnieniem intensywnie analizowanym.
Wiadomo, ze w sytuacji kiedy system oreksynowy nie funkcjonuje prawidtowo jest to
bardzo czgsto zwiazane z otytoscia (168, 169). Myszy z nokautem preproorekyny
charakteryzuje obnizone pobieranie pokarmu, ale paradoksalnie te same myszy cechuje
tez zwigkszona masa ciata (85, 169). Z drugiej strony, podanie selektywnego agonisty
receptora OXR2 oraz nadekspresja preprooreksyny powoduja redukcje masy ciala u
myszy otytych (73). Zaobserwowany brak wpltywu 4. tygodniowego podawania
oreksyny A na masg¢ ciala moze wynika¢ ze zbyt krotkiego okresu eksperymentu oraz
innego uktadu doswiadczalnego. Niestety, z powodu braku dostgpu do
specjalistycznego sprz¢tu, u szczuréw wykorzystanych w przewlektym doswiadczeniu z
pompami osmotycznymi nie scharakteryzowano wplywu OXA na ilo$¢, kompozycje
komorkowa oraz morfologi¢ tkanki thuszczowej. W tym kontekscie szczeg6lnie

interesujace sa wyniki ukazujace promitogenne wptywy OXA w preadipocytach
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3T3-L1. Z jednej strony, jak juz zaznaczono, zwigkszona ilo§¢ adipocytow jest
pozytywnie skorelowana z otytoscia. Z drugiej strony, szczegoélnie w tluszczu
podskérnym  wigksza ilos¢ wcezesnych, matych adipocytow u ludzi otylych jest
zwigzana z lepszymi parametrami wgglowodanowo-lipidowymi we krwi (170). Wptyw
OXA na proliferacje¢ preadipocytow, ze szczegoélnym uwzglednieniem tkanki
thuszczowej z roznych miejsc w organizmie wymaga dalszego poznania in vivo.
Dodatkowo zglebiajac wptyw OXA na tkanke tluszczowa in vivo, interesujacym
zagadnieniem begdzie zbadanie wpltywu OXA na plastyczno$¢ tkanki thuszczowe;.
Pojecie to charakteryzuje zdolno$¢ adipocytéw do zwigkszania funkcji sekrecyjnej
adipokin oraz zwigkszonej wrazliwosci na insuling (171).

Poniewaz regulacja masy ciata opiera si¢ glownie na zmianach ilo$ci tkanki thuszczowe;j
(131), przy braku rdéznic w masie ciala mozna wnioskowaé, ze in vivo OXA nie
zwigkszyta ilo$ci triacylogliceroli w zoltej tkance tlhuszczowej 1 tym samym nie
wplyngla istotnie na mase ciata. Innym mozliwym wyjasnieniem dlaczego pomimo
stymulacji pobierania pokarmu in vivo i odktadnia triacylogliceroli in vitro oreksyna A
nie zwigksza masy ciala, a zgodnie z wigksza czg$cia danych wykazuje dziatanie
ochronne w tym kierunku, sa wyniki dowodzace, ze OXA promuje ujemny bilans
energetyczny. Zagadnienie to do$¢ szczegdétowo omdéwiono we wstepnie, wskazujac na
powiazania oreksyn i1 ich receptoréw z wydatkowaniem energii i brunatna tkanka
thuszczowa. Ponadto czg¢sciowym wyjasnieniem braku wplywu oreksyny A na mase
ciatla moga by¢ nieopublikowane badania wlasne (pominig¢te w rozdziale wyniki), ktore
wykazaty, ze mimo promitogennych wptywdw na preadipocyty, OXA w zaden sposdb
nie wptywa na roznicowanie preadipocytow 3T3-L1 w adipocyty. Zgodnie z tym,
ostatnio dowiedziono, ze myszy z nokautem genu preprooreksyny charakteryzuje
obnizone roéznicowanie brunatnych preadipocytow bez wpltywu na ilo$¢ zottej tkanki
thuszczowej (88). Aalizujac dlaczego mimo stymulacji odktadania triacylogliceroli in
vitro OXA nie wplyneta na mase¢ ciata, warto rowniez odnotowac, ze niektore dane
literaturowe dowodza, ze OXA stymuluje sekrecj¢ katecholamin z nadnerczy (172).
Katecholaminy zostaly opisane jako hormony, ktére promuja lipoliz¢ i1 obnizaja
zawarto$¢ thuszczu (173), a wigc dziatajac na adipocyty moga antagonizowac efekty
OXA. Na pewno pomocnym w odpowiedzi na to pytanie bylby eksperyment na
zwierzetach poddanych adrenalektomii.

Wreszcie, w kolejnych eksperymentach przystapiono réwniez do proby okreslenia

wplywu OXA na ekspresje i sekrecj¢ adiponektyny. Tak jak wspomniano przy okazji
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omawiania ekspresji receptorow oreksyn w tkance tluszczowej, wiadomo, ze podanie
oreksyny A powoduje zwigkszenie poziomu leptyny we krwi u szczuréw (100). W
niniejszej pracy jednak nie skupiono si¢ na leptynie, a zbadano wpltyw OXA na poziom
adiponektyny u szczuréw zdrowych oraz szczurow z wywolana otyloscia. Wybor
adiponektyny byt podyktowany tym, ze hormon ten obniza poziom glukozy we krwi
oraz zwigksza insulinowrazliwos$¢, a zwigkszenie st¢zenia adiponektyny we krwi jest
celem w terapii pacjentow cierpiacych z powodu cukrzycy typu 2 (174). W literaturze
brak jest danych na temat roli oreksyny A w sekrecji adiponektyny. Jak juz opisano w
rozdziale wyniki, u szczurow we wszystkich grupach doswiadczalnych, ktérym przy
pomocy pomp osmotycznych przez 4 tygodnie podawano oreksyn¢ A zaobserwowano
wyraznie wyzszy poziom adiponektyny we krwi. Wiadomo, Ze nadekspresja
preprooreksyny zwiazana jest z poprawa parametrow weglowodanowych u myszy z
wywolang otylo$cia oraz ze zwigkszeniem wrazliwosci na insuling (73). Cze$¢ badan
sugeruje, ze moze by¢ to efekt oddzialywan oreksyny w os$rodkowym uktadzie
nerwowym (89). Z drugiej strony moze by¢ on zalezny od wzrostu poziomu
adiponektyny we krwi, ktora normalizuje poziom glukozy i hamuje glukoneogeneze w
watrobie (175). Warto roéwniez zaznaczy¢, ze wyniki te sa interesujace w kontekscie
rozwazan na temat udzialu oreksyny A w terapii cukrzycy typu 2. Adiponektyna
wptywa na komoérki B wysp trzustki, ktére chroni przed cytotoksycznym dziataniem
niefizjologicznie wysokiej glukozy oraz hamuje apoptozg indukowana przez wolne
kwasy thuszczowe (176, 177). Dlatego normalizacja poziomu adiponektyny przez OXA
moze si¢ posrednio przyczynia¢ do ochrony komoérek B w pdzniejszej fazie cukrzycy
typu 2. Wyniki te wymagaja jednak dalszej weryfikacji, szczeg6lnie z wykorzystaniem

zwierzecych modelow cukrzycy typu 2.

6.5 Potencjalny mechanizm stymulacji adiponektyny i syntezy triacylogliceroli
przez OXA —rola PPARy

Ostatnia czgs¢ pracy dotyczyla rozpoznania mechanizméw, ktore moga by¢
odpowiedzialne za udziat oreksyny A w akumulacji triacylogliceroli i produkcji
adiponektyny. Nie bez powodu skoncentrowano si¢ na potencjalnej roli czynnika
transkrypcyjnego PPARY.

Wiadomo, ze oreksyna A dziatajac na adipocyty pozyskane z ludzkiej podskornej tkanki
thuszczowej zwigksza ekspresj¢ mRNA kodujacego czynnik transkrypcyjny PPARy2
(112). Z danych literaturowych wiadomo, ze czynnik transkrypcyjny PPARy odgrywa

kluczowa rolg nie tylko w procesie réznicowania preadipocytow (178), ale rbwniez w
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metabolizmie dojrzatych komorek tlhuszczowych. W adipocytach szczegdlnie istotnag
role odgrywa jego druga izoforma PPARy2 (179, 180). In vivo specyficzni agonisci
PPARy wykorzystywani sa w celu zwigkszenia insulinowrazliwo$ci komorek
thuszczowych (133), natomiast in vitro zwigkszaja akumulacje triacylogliceroli (181).
Wiadomo rowniez, ze PPARy zaangazowany jest w regulacje ekspresji genu
adiponektyny w adipocytach (133, 182).

W niniejszej pracy odnotowano, ze podobnie jak w przypadku ludzkich adipocytow,
oreksyna A dzialajac na adipocyty pozyskane z okotojadrowej tkanki tluszczowej
szczura oraz 3T3-L1 stymuluje ekspresj¢ PPARy. Mimo wczes$niejszej pracy
wykazujacej zalezny od oreksyny A wzrost poziomu ekspresji czynnika
transkrypcyjnego PPARYy2 w ludzkich adipocytach, konsekwencje tego zjawiska
pozostawaly nieznane. Powyzej zaznaczono, ze PPARy uwikfany jest w regulacje
akumulacji triacylogliceroli oraz ekspresjg 1 sekrecje adiponektyny. Majac na uwadze
fakt zwigkszania poziomu wewnatrzkomoérkowych triacylogliceroli przez oreksyng A
oraz jedoczesna stymulacje ekspresji PPARY2, okreslono czy efekty te sa ze soba
powiazane. W tym celu wykorzystano dwie odmienne techniki. Z jednej
przeprowadzono eksperyment z farmakologicznym inhibitorem BADGE, ktory
specyficznie hamuje aktywno$¢ PPARy (183). Z drugiej strony postuzono si¢ technika
siRNA, ktora pozwolita na skuteczne wyhamowanie ekspresji PPARy. W obydwu
przypadkach odnotowano, Zze inhibicja aktywnosci jak i znaczne obnizenie ekspresji
PPARy skutecznie wyhamowaty zdolno$¢ OXA do =zwigkszania odktadania
triacylogliceroli. Co wigcej rowniez w przypadku nTZD w sytuacji obnizenia ekspresji
PPARY, agonista ten nie wptywat istotnie na zawarto$¢ triacylogliceroli a adipocytach
3T3-L1.

Ponadto tak jak opisano to przy okazji omawiania wptywow OXA in vivo, u szczurow
zdrowych o normalnej masie ciala oraz otytych przewlekte 4. tygodniowe podawanie
OXA spowodowalo wyzsze stezenie adiponektyny we krwi. Co ciekawe, podawanie
specyficznych aktywatoréw PPARy powoduje wzrost poziomu adiponektyny we krwi u
szczurow 1 ludzi (133, 182). Doswiadczenie in vitro potwierdzito stymulujacy wptyw
agonisty PPARy (nTZD) na sekrecje adiponektyny i dowiodto, ze OXA bezposrednio
stymuluje ekspresj¢ 1 sekrecj¢ adiponektyny z adipocytow.

Aby wyjasni¢ czy efekty te sa rowniez zalezne od aktywowanego przez OXA czynnika
transkrypcyjnego PPARY2 postuzono si¢ BADGE oraz siRNA. Wyniki potwierdzity, ze
przypuszczenia dotyczace powiazan OXA 1 PPARy w regulacji ekspresji adiponektyny
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sa stuszne. Zardwno w sytuacji wyciszenia ekspresji PPARy przez siRNA oraz
zahamowania jego aktywnosci przez BADGE, stymulacja oreksyna A nie wplyneta
istotnie na poziom ekspresji biatka adiponektyny w adipocytach 3T3-L1. Dowiedziono
tym samym, ze mechanizm odpowiedzialny za wzrost ekspresji adiponektyny przez
OXA jest zalezny od PPARy. Kluczowym mechanizmem odpowiedzialnym za
zwigkszanie ekspresji adiponektyny przez PPARY jest jego aktywno$¢ jako czynnika
transkrypcyjnego regulujacego ekspresje genu adiponektyny. Poczatkowo wykazano, ze
specyficzni agoni§ci PPARy zwigkszaja aktywno$¢ promotora adiponektyny w
adipocytach 3T3-L1 (133). Wyniki te potwierdzity p6zniejsze rezultaty demonstrujace,
ze w obrgbie promotora adiponektyny zlokalizowana jest sekwencja specyficznie
wiazaca PPARy, a mutacje w jej obrgbie skutecznie blokuja zwigkszenie ekspresji
adiponektyny przez agonistow PPARy (184). Konkludujac, mozna stwierdzi¢, ze to
wlasnie zwigkszona ekspresja PPARy odpowiada za stymulowana przez OXA
zwigkszong ekspresje 1 wydzielanie adiponektyny.

Wyniki te dowodza, ze w adipocytach PPARy moze by¢ waznym mediatorem
posredniczacym w dlugotrwatych efektach oreksyny A, w tym w regulacji
insulinowrazliwosci.

Mechanizm odpowiedzialny za stymulacj¢ ekspresji PPARy przez OXA pozostaje
nieznany. Dodatkowo jego poznanie jest utrudnione, poniewaz procesy regulujace
ekspresj¢ PPARy w adipocytach sa stabo scharakteryzowane. Jednak pewna grupa
danych wskazuje na prawdopodobna role OXR1 i szlaku fosfolipaz. Wykazano, ze
aktywacja OXR1 zwiazana jest z aktywacja szlaku fosfolipaz wilaczajac fosfolipaze A2
(150, 185). Co ciekawe, stymulacja fosfolipazy A2 zwiazana jest z zwigkszona
aktywno$cia PPARY, co wptywa na wzrost ekspresji regulowanych przez niego genow
(186). Dodatkowo, fosfolipaza A2 zostata scharakteryzowana jako stymulator ekspresji
prostaglandyny15d-PGJ2, ktora z jednej strony jest ligandem PPARYy, ale z drugiej
strony moze roéwniez indukowac 1 zwigksza¢ jego ekspresj¢ (187, 188). Dlatego wydaje
sig, ze wyjasnienie roli szlaku fosfolipazy A2 w aktywacji i regulacji ekspresji PPARy

bedzie interesujacym zadaniem.
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OXR1 i OXR2 w izolowanych adipocytach szczura i adipocytach 3T3-L1
ulegaja ekspresji na poziomie mRNA 1 biatka.

Oreksyna A stymuluje transport glukozy do adipocytow na drodze aktywacji
szlaku PI3-K/PKB oraz translokacji GLUT4 do blony komoérkowe;.

Oreksyna A stymuluje konwersje glukozy do kwasow tluszczowych, zwigksza
odktadnie triacylogliceroli oraz hamuje lipolizg.

Oreksyna A stymuluje ekspresj¢ 1 sekrecj¢ adiponektyny w adipocytach.
Oreksyna A zwigksza ekspresj¢ PPARYy, czego efektem jest wzrost ekspresji
adiponektyny i akumulacji triacylogliceroli.

Chroniczne 4. tygodniowe podawanie oreksyny A zwigksza poziom

adiponektyny we krwi u szczuréw bez wlywu na masg ciata.
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8 Streszczenie

8.1 Cel

Neurohormon oreksyna A (OXA) reguluje pobieranie pokarmu, wydatkowanie energii
oraz cykl sen — czuwanie. Peptyd ten wywiera efekty biologiczne przez aktywacjg
dwoch typow receptorow: OXR1 1 OXR2. Zaobserwowano, ze ludzi otylych
charakteryzuje niski poziom oreksyny A we krwi, natomiast u myszy nadekspresja
oreksyny przeciwdziata otytosci i zwigksza insulinowrazliwos¢. Potencjalnym celem w
regulacji homeostazy energetycznej przez OXA moze by¢ tkanka thuszczowa. Dziatajac
na ludzkie adipocyty OXA stymuluje ekspresj¢ czynnika transkrypcyjnego PPARY oraz
obniza lipoliz¢. Inne efekty oreksyny A na poziomie tkanki tluszczowej pozostaja
nieznane.

W niniejszej] pracy postanowiono przesledzi¢ czy i w jaki sposob OXA reguluje

metabolizm weglowodanowo-lipidowy oraz funkcje endokrynne adipocytow.

8.2 Metody

Czg$¢ in vitro przeprowadzono na linii komoérkowej adipocytow 3T3-L1 oraz
adipocytach izolowanych z okotojadrowej tkanki tluszczowej szczuréw szczepu Wistar.
W eksperymentach in vivo wykorzystano szczury szczepu Wistar, ktorym przez 4
tygodnie podawano oreksyne A. Ekspresje receptorow oreksyn szacowano na podstawie
metody PCR w czasie rzeczywistym oraz techniki western blot. Wptyw na transport
glukozy okre$lano przy pomocy radioaktywnie wyznakowanej glukozy, a mechanizm
odpowiedzialny za transport glukozy scharakteryzowano przy pomocy technik western
blot oraz immunofluorescencji. Wptyw na synteze kwasoéw thuszczowych okreslono
przy pomocy radioaktywnie wyznakowanej glukozy, synteze triacylogliceroli
szacowano stosujac barwienie roztworem czerwieni olejowej oraz przeznaczonym do
tego celu testem enzymatycznym. Lipolizg okreslano na podstawie kolorymetrycznego
pomiaru uwolnionego glicerolu stosujac test enzymatyczny.

Eekspresje 1 sekrecj¢ adiponektyny okreslano uzywajac odpowiednio techniki western
blot i metody radioimmunologicznej. Wplyw OXA na ekspresj¢ PPARy szacowano
stosujac PCR w czasie rzeczywistym, natomiast rolg PPARy w regulacji ekspresji
adiponektyny 1 akumulacji triacylogliceroli okre$lono stosujac farmakologiczny
inhibitor aktywnos$ci PPARy oraz mate interferencyjne RNA, ktére hamuja jego
ekspres;jg.
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8.3 Wyniki

Wykazano, ze ekspresja mRNA OXR1 i OXR2 zachodzi w izolowanych adipocytach
szczura oraz w komorkach linii 3T3-L1. W szczurzych adipocytach nie zauwazono
réznic w poziomie ekspresji obydwu receptorow. W przypadku adipocytow 3T3-L1
odnotowano, ze ekspresja OXR1 wzrasta podczas procesu roznicowania. Analizujac
ekspresjg¢ OXR2 nie wykryto rdéznic pomigdzy ekspresja w preadipocytach w
poréwnaniu z catkowicie zréznicowanymi adipocytami. Ponadto odnotowano, ze w
zrdznicowanych adipocytach 3T3-L1 ekspresja OXR1 zachodzi na wyzszym poziomie
niz ekspresja OXR2.

Analizujac wptyw oreksyny A na adipocyty wykazano, ze peptyd ten zwigksza transport
glukozy do komodrek 3T3-L1 oraz adipocytow izolowanych z tkanki tluszczowej
szczura. Wpltyw na transport glukozy zalezny jest od stymulacji translokacji czwartej
formy transportera glukozy (GLUT4) oraz aktywacji szlaku PI3-K/PKB.

Wykazano rowniez, ze dziatajac na adipocyty 3T3-L1 OXA zwigksza natezenie syntezy
ATP oraz kwasow tluszczowych, hamuje lipoliz¢ oraz promuje akumulacje
triacylogliceroli.

In vitro stymulacja oreksyna zwiazana jest ze wzrostem sekrecji adiponektyny z
komorek 3T3-L1. W do$wiadczeniu in vivo wykazano, ze 4. tygodniowe podawanie
oreksyny A skutkuje wzrostem st¢zenia adiponektyny we krwi u szczuréw zdrowych o
normalnej masie ciata jak i u szczuréw otylych.

Ponadto wykazano, ze dzialajac na szczurze adipocyty oraz komoérki 3T3-L1 OXA
stymuluje ekspresje czynnika transkrypcyjnego PPARY2. Dowiedziono rowniez, ze
stymulowane przez oreksyne A akumulacja triacylogliceroli i ekspresja adiponektyny

regulowane sa przez mechanizm zalezny od PPARY.

8.4 Konkluzja

Oreksyna A dzialajac na adipocyty (i) stymuluje transport glukozy, (if) zwigksza jej
konwersje do kwasow thuszczowych, (iii) hamuje lipolize, (iv) promuje odktadanie
triacylogliceroli oraz (v) stymuluje ekspresj¢ i sekrecje adiponektyny. Anaboliczne
wptywy OXA zwiazane sa glownie z aktywacja szlaku PI3-K/PKB oraz czynnika
transkrypcyjnego PPARY2.

Opisane efekty, ukazuja oreksyng A oraz jej receptory jako potencjalne cele w terapii

cukrzycy tyu 2 i poprawie insulinowrazliwos$ci.
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9 Summary

Orexin A (OXA) is a neurohormone which modulates food intake, sleeping behavior
and energy expenditure. Orexin receptors (OXR1 and OXR2) are expressed in human
adipocytes. They confer the effects of OXA on PPARY expression and lipolysis. The
role of OXA in regulating lipogenesis is unknown.

In the present study the effects of OXA on lipid and glucose metabolism were evaluated
using isolated rat adipocytes, 3T3-L1 adipocytes and Wistar rats, chronically treated
with OXA for 4 weeks. Glucose uptake, lipid metabolism and adiponectin secretion
were detected biochemically and by molecular analyses.

3T3-L1 adipocytes and rat adipocytes express OXR1 and OXR2. OXA in time- and
dose-dependently enhanced glucose uptake by translocating the glucose transporter type
4 (GLUT4) from cytoplasm into the plasma membrane. OXA stimulated fatty acid
synthesis and triacylglycerol accumulation. Stimulation of glucose uptake and fatty
acids synthesis by OXA was blocked by phosphoinositide 3-kinase (PI3K) inhibitor.
Furthermore, OXA stimulated adiponectin production and secretion from 3T3-L1
adipocytes. Higher levels of adiponectin were also detected in normocaloric as well as
in high-fat diet-fed rats treated with OXA for 4 weeks.

Furthermore, OXA stimulated PPARy expression in 3T3-L1 and isolated primary rat
adipocytes. Inhibition of PPARy prevented OXA from stimulating triacylglycerol
accumulation and adiponectin production.

Overall, the study demonstrates that OXA stimulates glucose uptake, lipid
accumulation, and adiponectin production in adipocytes. These effects of OXA are
mediated by PI3K and PPARY2. In conclusion, these data allow claiming that OXA may
be considered as a potential therapeutic candidate to alleviate metabolic abnormalities

occurring in obese and type 2 diabetic patients.
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