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Wykaz skrotow

AMP adenozylomonofosforan

BLMH hydrolaza bleomycyny

BPHL hydrolaza bisfenolu

CBS Syntetaza B-cystationinowa

CSE y-liaza cystationinowa

GAPDH dehydrogenaza aldehydu 3-fosfoglicerynowego
Hcy homocysteina

HDL lipoproteina wysokiej gestosci

HHcy hiperhomocysteinemia

HTL tiolakton homocysteiny

MAT S-adenozylotransferaza metioninowa
Met metionina

MetRS syntetaza metionylo-tRNA

MHC gtéwny uktad zgodnosci tkankowej
MS syntaza metioninowa

MTHFR syntetaza metylenotetrahydrofolianu
N-Hcy N-zwigzana homocysteina

PON1 paraoksonaza 1

SAH S-adenozylo-homocysteina

SAM S-adenozylo-metionina

S-Hcy S-zwigzana homocysteina

tHcy ‘catkowita homocysteina’, ang. ‘Total Hey’
THF tetrahydrofolian



Streszczenie

Biatka MUP s3 produkowane w watrobie i wydzielane w moczu wielu ssakéw. Biorg one
udziat w sygnalizacji zapachowej poprzez wigzanie wysoce lotnych czasteczek feromondw.
Niektdre z biatek z tej rodziny rowniez samodzielnie moga wywofa¢ odpowiedz behawioralna.
Poziom tych biatek zostat ponadto powigzany z tempem metabolizmu, wydatkowaniem

energii oraz starzeniem sie.

Homocysteina (Hcy), bedaca niebiatkowym aminokwasem, produkowana jest w
organizmie z metioniny i moze by¢ metabolizowana do innych aminokwaséw siarkowych. Na
drodze modyfikacji potranslacyjnych moze byé rowniez wigczana do biatek. Dzieje sie to przez
modyfikacje reszt lizynowych przez wysoce reaktywny metabolit Hcy - tiolakton

homocysteiny, badz poprzez formowanie mostkéw disiarczkowych z cysteing.

Podwyzszony poziom Hcy w osoczu — hiperhomocysteinemia (HHcy) oraz w moczu
(homocystynuria), zostaly powigzane nie tylko z chorobami uktadu krazenia i
neurodegeneracyjnymi, ale takze z zaburzeniami przebiegu cigzy, rozwoju ptodowego u ludzi,

a nawet nieptodnoscig, obserwowang u samic myszy z ciezkg genetyczng HHcy.

W niniejszej dysertacji badano jak HHcy wptywa na ekspresje biatek MUP i sygnalizacje
ptciowg u myszy Cbs”-, powszechnie uzywanego modelu HHcy. W tym celu przeanalizowano
poziomy biatek MUP w moczu, watrobach i nerkach. Okreslono réwniez poziomy mRNA dla
tych biatek, a takie czynnikéw, ktére mogg regulowaé ich ekspresje. Zmiany w sktadzie
proteomu moczu potwierdzono za pomocy spektrometrii mas. Dodatkowo, wptyw
obserwowanych zmian jakosciowych oraz ilosciowych na funkcjonowanie systemu sygnalizacji

piciowej zbadano w testach behawioralnych.



Abstract

Major Urinary Proteins (MUPs), produced in the liver of many mammals, are excreted in
the urine. They participate in scent signaling trough binding of highly volatile pheromone
molecules. Also, some MUPs can trigger behavioral response themselves. MUP levels have

also been associated with metabolism rate, energy expenditure and senescence.

Non-protein amino acid Homocysteine (Hcy), is produced from dietary methionine and
can be metabolized to other sulfur amino acids. It can also be incorporated into proteins either
by post-translational modification of lysine residues through its highly reactive metabolite —

Hcy thiolactone (HTL) or by forming disulfide bonds with cysteine residues.

Elevated plasma Hcy (hyperhomocysteinemia, HHcy) as well as wurinary Hcy
(homocystinuria) are associated with pregnancy complications in humans and female

infertility in mice with severe genetic HHcy.

This study investigates, how HHcy affects MUPs expression and scent signaling in
Cbs”" mice, a widely used model of HHcy. To achieve this, MUP protein levels were analyzed
in urine, livers and kidneys. Also, their mRNA levels in livers was assessed, together with the
MRNA levels of potential factors that might regulate MUP levels. Changes in MUP composition
were confirmed with mass spectrometry. Additionally, impact of observed qualitative and

guantitative changes on sexual signaling was examined in behavioral analysis.



1. Wstep

1.1.Homocysteina

Homocysteina (Hcy) (Rys. 1) jest niebiatkowym aminokwasem siarkowym, ktéry powstaje
w metabolizmie metioniny (Met). Ta ostatnia ulega adenylacji do S-Adenozylo-metioniny
(SAM), ktdra wykorzystywana jest w organizmie jako donor grupy metylowej — po jej oddaniu
powstaje S-Adenozylo-Homocysteina (SAH). Po odtgczeniu adenozyny uwalniana jest
czasteczka Hcy. Proces przeksztatcania Hey z powrotem do Met jest katalizowany przez enzym
Syntaze  metioninowg (MS), przy udziale
5-metylenotetrahydrofolianu i witaminy B12. Hcy O
ulega roéwniez transsulfuracji do cysteiny, HS

katalizowanej przez dwa enzymy, syntaze JB- OH

NH,

Rysunek 1. Wzor strukturalny czgsteczki homocysteiny

cystationinowg (CBS) i y-liaze cystationinowa (CSE)
katalizuje przeksztatcenie cystationiny do cysteiny.
Obydwie reakcje szlaku transsulfuracji Hcy
zachodzg przy udziale witaminy B6. W normalnych warunkach Hcy nie gromadzi sie w
organizmie, jednak nadmiar Met w pozywieniu, czy tez uposledzenie funkcji enzymow
powigzanych z metabolizmem Hcy prowadzi do jej akumulacji. Zwiekszenie stosunku
iloSciowego Hcy/Met skutkuje zwiekszong czestoscia zachodzenia trzeciego szlaku
metabolizmu Hcy — wskutek dziatania syntetazy metionylo-tRNA dochodzi do powstania
tiolaktonu Hcy (HTL), ktoéry poprzez reakcje N-homocysteinylacji przytgcza sie do reszt
lizynowych w biatkach. Szlak ten zostat szerzej opisany w rozdziale 1.3. niniejszej rozprawy.
Innym mozliwym sposobem inkorporacji Hcy do biatek jest S-homocysteinylacja — Hcy moze
tworzy¢ mostki disiarczkowe z cysteing w biatkach. Metabolizm Hcy przedstawiony zostat na

Rys. 2, ponizej.
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Rysunek 2. Metabolizm Homocysteiny w organizmie cztowieka. Zaznaczono szlak remetylacji (i), transsulfuracji (ii)
oraz tiolaktonu Hcy (iii). Prostokqt symbolizuje komdrke, biate tto osocze, a owal uktad pokarmowy. AdoMet-
adenozylo-metionina, BPHL — enzym podobny do hydrolazy bisfenylu, CBS — B-syntaza cystationinowa, MAT-S-
adenozylotransferaza metioninowa, Met — metionina, MetRS — syntetaza Metionylo-tRNA, MS — syntaza
metioninowa, MTHFR- reduktaza metylenotetrahydrofolianu, THF- tetrahydrofolian, wg [1]

1.2. Hiperhomocysteinemia

Sumaryczne stezenie Hcy w postaci wolnej (zredukowanej) oraz zwigzanej mostkami
disiarczkowymi (utlenionej) okreslane jest jako catkowita Hcy (tHcy). Nalezy jednak zaznaczyg,
ze nazwa ta moze by¢ mylaca, poniewaz obejmuje tylko Hey, otrzymang poprzez traktowanie
préby czynnikiem redukujagcym — nie dotyczy za$ tiolaktonu Hcy, czy Hcy N-zwigzanej z

biatkami lub lizyna.

Fizjologiczne stezenie tHcy miesci sie w przedziale 5-15 umol/L. Stan, w ktérym dochodzi
do podwyiszenia stezenia Hcy w osoczu krwi powyzej tego poziomu nazywany jest
hiperhomocysteinemia (HHcy). Genetyczny wariant tej choroby, uwarunkowany mutacjami
gendw kodujgcych enzymy biorgce udziat posrednio lub bezposrednio w metabolizmie Hcy
nazywany jest homocystynurig. Nazwa tej choroby wywodzi sie od faktu obserwacji w moczu
chorych wysokiego stezenia homocysteiny. Ws$rdod enzyméw, ktorych brak lub

dysfuncja prowadzi do omawianego stanu, nalezy wymieni¢: CBS, reduktaze



N - (5,10) - metylenotetrahydrofolianu (MTHFR), MS oraz hydrolaze SAH. Niedobdr CBS jest
wadg stosunkowo rzadka — na swiecie wystepuje z czestoscig miedzy 1:200 000 a 1:335 000,
jednak czestosc ta jest znacznie wyzsza w krajach takich jak: Irlandia (1:65 000), Niemcy (1:17
800), Norwegia (1:6 400) czy Katar (1:1 800), wg danych NIH [2]. Objawy kliniczne
homocystynurii  obejmujg zwichniecie soczewki, uposledzenie umystowe, anomalia
szkieletowe podobne do obserwowanych w zespole Marfana, a takie zakrzepica [3].
Genetyczna HHcy, spowodowana mutacjami genu CBS nazywana jest hiperhomocysteinemia
ciezky, poniewaz dochodzi do znacznego przekroczenia normy tego aminokwasu. Lekka HHcy
rowniez moze sie jednak przyczynic sie do powstania patologicznego stanu w organizmie, a
obok mutacji w innych genach odpowiadajgcych posrednio za efektywnosé metabolizowania
Hcy (np. gen MTHFR, kodujacy enzym metylotransferaze tetrahydrofolianu, ktéra poprzez
metylacje tetrahydrofolianu do metylenotetrahydrofolianu — donora reszty metylowej w
reakcji remetylacji — umozliwia przeksztatcanie Hcy do Met), mogg jg powodowac réwniez
uwarunkowania srodowiskowe, takie jak np. nieodpowiednia dieta — bogata w czerwone
mieso lub z niedostateczng iloscig witamin z grupy B. Wykazano, ze podwyzszony poziom Hcy
w osoczu krwi powigzany jest z obnizong zdolnos$cig poznawczg, demencjg oraz chorobg
Alzheimera [4], zakrzepicg i chorobami uktadu krwionosnego [5], komplikacjami w przebiegu

cigzy oraz wadami wrodzonymi [6-9], czy tez spadkiem jakos$ci nasienia u mezczyzn [10].

Pomimo iz Hcy jest aminokwasem niebiatkowym, istniejg trzy potranslacyjne mechanizmy
warunkujgce obecnos¢ tego aminokwasu w biatkach [1]. Pierwszy z nich wynika z obecnosci w
czgsteczce grupy tiolowej, za pomoca ktérej dochodzi do tworzenia sie mostkdéw siarczkowych
z obecnymi w biatkach grupami tiolowymi. Proces ten nazywany jest S — Homocysteinylacja.
U zdrowych ludzi, przytagczona w ten sposdb do biatek Hcy jest gtéwng sktadowg catkowitej
Hcy w osoczu i przenoszona jest na biatkach takich jak albumina [11] czy y-globulina [12]. W
mniejszych ilosciach, S — zwigzana Hcy (S-Hcy) wystepuje tez na biatkach takich jak
transtyretyna [13], lipoproteina wysokiej gestosci (HDL) i kwasna ai-glikoproteina[14]. U

zdrowych ludzi, stezenie S-Hcy w osoczu ksztattuje sie na poziomie 10 uM [15].

Drugi mechanizm polega na demetylacji reszt Met w biatkach przez zredukowane jony
miedzi (Cu*) lub zelaza (Fe?*) [16]. Trzeci mechanizm wigczania Hcy do struktury biatek wigze
sie z jej enzymatyczng konwersjg do tiolaktonu Hcy i jest oméwiony w nastepnym rozdziale

niniejszej pracy.



1.3. Tiolakton homocysteiny

Wskutek dwuetapowej reakcji katalizowanej przez syntetaze metionylo-tRNA (MARS). W
pierwszym etapie Hcy jest aktywowana przez ATP tworzgc Hcy-AMP. W drugim etapie
zachodzi cyklizacja do tiolaktonu-Hcy poprzez powstanie wigzania tioestrowego pomiedzy
grupa tiolowa i karboksylowg zaktywowanej Hcy w Hcy-AMP, z jednoczesnym usunieciem
AMP z czagsteczki [17-21]. W przypadku nagromadzenia Hcy w organizmie zwieksza sie
rowniez stezenie HTL, mimo tego, iz znane s3 enzymy majgce zdolnos¢ hydrolizy HTL.
Pierwszym z nich jest hydrolaza bleomycyny (BLMH) — enzym opisany jako rozkfadajacy
chemioterapeutyk — bleomycyne, dziatajgcy wewnatrz komaorki. Drugi z nich, paraoksonaza 1
(PON1) — jest zewnatrzkomdrkowa hydrolaza paraoksonu, kolejny to enzym podobny do
ludzkiej hydrolazy bisfenylu (BPHL), ktéry posiada najwyiszg z poznanych aktywnosci
tiolaktonazowych [22]. HTL z racji swojej wysokiej reaktywnosci zdolny jest do przytaczania sie
do grup €-aminowych reszt lizynowych w biatkach. Proces ten zwany jest N-homcysteinylacjg
i prowadzi do zmian strukturalnych i czesto uposledzenia funkcji zmodyfikowanych w ten
sposéb biatek [23], moze to rdéwniez indukowa¢ stan zapalny[24,25], odpowiedz
autoimmunologiczng [26—29], czy $Smier¢ komodrek [30,31]. Szlak tiolaktonu Hcy zostat

przedstawiony na Rys 2.

1.4. Wptyw Hcy na zdrowie

Mutacje w genach powigzanych z metabolizmem Hcy, czy tez czynniki Srodowiskowe, takie
jak nieodpowiednia dieta (bogata w czerwone mieso), naduzywanie alkoholu lub palenie
tytoniu [32] — prowadzg do powstania hiperhomocysteinemii. Stan ten mozna podzielié¢ na trzy
stopnie: HHcy lekka, pomiedzy 12 a 20 umol/L, wywotana jest najczesciej przez niedobory
witamin z grupy B, istotnych w konwersji Hcy do innych aminokwaséw. U pacjentéw z
przewlektg niewydolnoscig nerek obserwuje sie wariant umiarkowany, w przedziale stezen
Hcy 20-100 umol/L. Ciezka HHcy natomiast jest obserwowana jedynie u 0séb z mutacjami
mocno uposledzajgcymi metabolizm Hcy, gtéwnie w genie Cbs, a stezenia Hcy obserwowane
w osoczu krwi siegajg wartosci powyzej 100 umol/L [33]. Spektrum opisanych schorzen

wywotanych HHcy skupia sie na chorobach uktadu krwionosnego, takich jak zakrzepica [34—
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36], choroba naczyniowo-sercowa [37—-39], czy udar niedokrwienny [5,40]. Wykazano rowniez
wptyw HHcy na ukfad nerwowy —tempo atrofii mézgu zwieksza sie wraz ze wzrostem poziomu
Hcy, a efekt ten mozna zmniejszy¢ poprzez suplementacje witaminami z grupy B [41]. Liczne
badania wykazujg zalezno$¢ pomiedzy poziomem tHcy, a wystepowaniem chordb
neurodegeneracyjnych oraz zmniejszong zdolnoscig poznawczg [42—-46]. Zaobserwowano tez
powstawanie ztogéw przypominajgcych B-amyloid, powstajacych wskutek dziatania HTL — N-
homocysteinylacji [31,47]. Autopsja pacjentéw z chorobg Alzheimera oraz demencjg ujawnita,

ze mieli oni zwiekszony poziom N-Homocysteinylacji biatek tau oraz MAP1 [48].

1.5.Homocysteina a rozréd

Wsrdod wielu negatywnych skutkdw nadmiaru Hcy na zdrowie — zaczynajg sie réwniez
wytania¢ negatywny wptyw HHcy na rozréd. Juz pierwsze opisane przypadki homocystynurii
[49,50] pozwalaty wnioskowaé, ze Hcy wptywa niekorzystnie na rozwdéj ptodowy cztowieka, a
chorzy na homocystynurie sg uposledzeni umystowo i wykazujg wiele wad wrodzonych, takich
jak arachnodaktylie, dolichostenomelie, wysoko wysklepione podniebienie, stope wydrazong,
oraz zwichniecie soczewki oka. Ponadto zaobserwowano u nich stan zapalny w nerkach oraz

rozwdj nadcisnienia w mtodym wieku.

Podwyzszony poziom Hcy u matki zostat natomiast powigzany ze zwiekszonym
wystepowaniem stanu przedrzucawkowego [51-53], poronien [54-56], przedwczesnych
poroddéw [57], a takze zmniejszong wagg noworodkow [58]. Trzeba réwniez zaznaczyé, iz mysi
model homocystynurii, homozygotyczne myszy z knock-outem genu Cbs s3 nieptodne, a

homozygotyczne potomstwo cechuje sie wysokg Smiertelnoscig po urodzeniu [59,60].

1.6. Mysie modele hiperhomocysteinemii

Z racji problematycznosci prowadzenia badan populacyjnych na ludziach, a takze
niepetnym przetozeniu doswiadczen in vitro na caty organizm w badaniach czesto uzywane sg
zwierzeta laboratoryjne. Wsréd nich, organizmem modelowym najczesciej wybieranym do
badan na ssakach jest mysz domowa, Mus musculus, ktéra od dawna wykorzystywana jest w
laboratoriach z uwagi na tatwos¢ hodowli, pokrewienstwo filogenetyczne oraz podobng

fizjologie do ludzkiej czy tez dostepnosé wielu réznorodnych szczepdw [61]. Wsrdd istotnych
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z punktu widzenia badan nad chorobami genetycznymi nie bez znaczenia jest réwniez
zsekwencjonowany genom i tatwos$¢ otrzymywania myszy o pozadanych cechach poprzez

modyfikacje genetyczne.

Najczesciej uzywanym mysim modelem ciezkiej hiperhomocysteinemii sg myszy z knock-
outem genu Cbs, u ktérych gen ten zostat catkowicie wytgczony, jednak wprowadzony zostat
dodatkowo konstrukt zawierajgcy gen ludzkiej B-syntazy cystationinowej z mutacjg, ktora
jedynie uposledza funkcje biatka — kontrolowany przez promotor mMT-I, aktywowany jonami
cynku. W ten sposdéb, podajac po urodzeniu mtodych roztwér ZnCl, w wodzie do picia — udaje
sie zwiekszy¢ przezywalnos¢ miotu, jednoczesnie jednak efekty knock-out’u ujawniajg sie dos¢
szybko, co utatwia prowadzenie badan z wykorzystaniem tych myszy [62,63]. Ich fenotyp jest
dos¢ charakterystyczny — oprécz hiperhomocysteinemii (Sredni poziom tHcy to 250uM)
wystepuje tysienie w obszarze twarzoczaszki, myszy majg wydtuzone palce, obserwowana jest
mniejsza masa ciata niz u myszy heterozygotycznych, a takze rozwija sie u nich sttuszczenie

watroby [60].

Innym wykorzystywanym modelem HHcy sg myszy z knock-outem genu reduktazy
metylenotetrahydrofolianu [64—66], co ciekawe, samce Mthfr’" sg nieptodne, ale efekt knock-
outu tego genu czesciowo niweluje suplementacja betaing [67]. U homozygot obserwuje sie
ponadto zmniejszong mase ciafa, krotszy ogon, czesto o nieprawidtowym ksztatcie, co czesto
obserwowane jest w mysim modelu defektéw cewy nerwowej (NTD), myszy ct [68]. Oprocz
zaburzen neuropatologicznych i zwiekszonego odktadania sie ttuszczu w aorcie, sporadycznie
wystepuje kifoza. Homozygoty cechuje tez wolniejszy rozwéj — futro pojawiato sie u nich 5 dni
pozniej niz u myszy typu dzikiego, opdznione byto rowniez dojrzewanie zewnetrznych

narzadéw ptciowych, co nie wptywato jednak na ich zdolnos$¢ rozrodczg [64].

Oprécz modeli genetycznych tej choroby — czesto stosowanymi w badaniach sg myszy
hodowane z uzyciem specjalnej diety. Poniewaz wiadomo, iz homocysteina produkowana jest
w organizmie z metioniny, w celu wywotania HHcy myszy prowadzone sg na dietach
wysokometioninowych. Inny model zaktada diete zawierajgcg homocysteine, czy tez jej
tiolakton. Mozna réwniez spotkac sie z badaniami, ktore zaktadajg dootrzewnowe podawanie

roztworu Hcy [69-71], czy HTL [72].
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1.7.Rozmnazanie u myszy

Oprdcz wystepowania podobienstwa anatomicznego — myszy posiadajg wazne z punktu
widzenia fizjologii cztowieka organy o zblizonej budowie, rowniez geny kodujgce biatka mysie
sg Srednio w 85% identyczne z ludzkimi. Dzieki temu badania prowadzone na tych zwierzetach
sg dobrym modelem do opisywania analogicznych probleméw u ludzi. Niniejsza praca skupia
sie wokot tematu rozrodu, totez zasadne wydaje sie opisanie mechanizmdéw zwigzanych z tym
zagadnieniem u myszy, a biatka MUP majg potencjat wykorzystania jako markery zaburzen

rozrodu.

1.7.1. Zachowania seksualne u myszy

Myszy sg zwierzetami spotecznymi. Oznacza to, ze tworzg hierarchie i sieci powigzan
spotecznych miedzy sobg. Jako zwierzeta nocne natomiast — majg stabo rozwiniety wzrok, a
wiec ich zachowania i interakcje polegaé muszg na innych zmystach, wsrdd ktérych jednym z
najistotniejszych jest zmyst powonienia. Nie sg jednak znane doktadne mechanizmy, ktére
rzadzg zachowaniem seksualnym u myszy. Wiadomo jednak, ze preferencje w doborze
partnera oraz kopulacja sg zalezne od feromondw i podlegaja synchronizacji z owulacja, co
zapewnia sukces reprodukcyjny. Na system sygnalizacji seksualnej u myszy sktada sie kilka
elementdéw — sg to miedzy innymi wydzielane z moczem lotne feromony, biatka MUP, a takze
szereg krotkich peptydéw pochodzacych od biatek gtdwnego ukfadu zgodnosci tkankowej
(MHC), prawdopodobnie niosgcy informacje charakterystyczne dla danego osobnika.
Funkcjonowanie systemu sygnalizacji seksualnej przedstawiono na rysunkach ponizej (Rys 3 i

4). Elementy sygnalne tego uktadu zawarto w tabeli (Rys. 5).
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Rysunek 3. Zaproponowany przez Asaba i in. [73] schemat reakcji na samcze sygnaty seksualne i wokalizowanie u samic.
Kolorem rézowym zaznaczono taricuch lemieszowo-nosowy, taricuch wechowy — kolorem niebieskim, taricuch stuchowy -
26ttym, a linia szara przerywana reprezentuje mozliwy taricuch zintegrowany. Skroty: opuszka wechowa (AOB), wewnetrzne
jgdro wechowe (AON), kora stuchowa (AuC), Jgdro toZyskowe prgzka kraricowego (BNST), jgdra slimakowe (CN), wzgdrek
dolny (IC), srodkowe ciato migdatowate (MeA), ciato kolankowate przysrodkowe (MGN), gtéwna opuszka wechowa (MOB),
gtowny nabtonek wechowy (MOE), srodkowa kora przedczotowa (mPFC), guzek wechowy (OT), kora gruszkowata (Pir), jgdro
oliwkowe gdrne przysrodkowe (SO), narzqd lemieszowo-nosowy (VNO).

zmiany w zachowaniu seksualnym Ecttanon zmiany w funkcjach reprodukcyjnych

Podchodzenie do sameow GnRgH 1 przyspieszenie dojrzewania plciowego
wybieranie niespokrewnionych partneréw synchronizacja owulacji

lordoza LH T

terminacja cigzy

Fer”(‘)An'\oVny
status spoteczny & poziom testosteronu
podioze genetyczne

Rysunek 4. Schematyczne przedstawienie elementéw sygnalizacji seksualnej u myszy [73]. Wokalizacja ultradzwiekowa (WU)
i regulowane przez testosteron feromony samcéw wptywajq na zachowania seksualne i funkcje reprodukcyjne u samic poprzez
zwiekszenie poziomu estrogenu, gonadoliberyny (GnRH) i hormonu luteinizujgcego (LH).
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ESP1 Ptyn tzowy samcow Lordoza
Nielotne
Darcyna Mocz NLN Uwaga seksualna samic
) , NLN Indukcja owulacji, przyspieszenie
a- i B- Farnezany Gruczof napletkowy samcow . . . ! .
B y P y NW dojrzewania ptciowego, atraktant samic
DHB Indukcja owulacji, przyspieszenie
2,3-dehydro-exo- Mocz NLN doi ]. i ), przy pk .
rewii ojrzewania piciowego, atraktant samic
SBT Indukcja owulacji, przyspieszenie
2-sec-butyl-4,5- Mocz NLN dojrzewania ptciowego, atraktant samic
Lotne dihydrotiazol
MTMT Mocz NW

Atraktant samic

(Metyltio)metanetiol

75-14:0H Gruczot napletkowy samcow NW

A .
(2)-5-tetradecen-1-ol Atraktant samic

przyspieszenie dojrzewania piciowego,

Estrogeny Mocz ? L
terminacja ciazy

Rysunek 5. Przeglgd feromondw, ich dziatania oraz miejsca wydzielania u myszy. Tabela wg [73]

1.7.2. Biatka MUP

Proteinuria u cztowieka jest stanem patologicznym i swiadczy o zaburzonej pracy nerek,
totez podczas pierwszych prob przeniesienia badan nad niewydolnoscig nerek na model mysi
[74] i szczurzy [75] doniesiono, iz biatko w moczu wystepuje u gryzoni w wysokich stezeniach.
Nie podjeto jednak préb wyjasnienia tego fenomenu az do lat 60-tych XX wieku, kiedy ukazaty
sie pierwsze publikacje na temat biatek w moczu u gryzoni [76,77]. Obecne w moczu myszy
biatka sg wysoce homologiczng grupg co najmniej 21 biatek z rodziny lipokalin i noszg nazwe
gtéwnych biatek moczu (ang. Major Urinary Proteins), czy tez a2u-globulin, opisywanych w
literaturze skrétem MUP. Oprdcz myszy i szczurdw, gdzie petng one wazng role w sygnalizacji

chemicznej, znaleziono je takze u wielu innych ssakow tozyskowych.
Budowa i Funkcja

Biatka nalezgce do rodziny MUP (Rys. 6) petnig kilka funkcji, wéréd ktdrych najwazniejszg
wydaje sie by¢ przenoszenie sygnatow ptciowych — odpowiadajg one za transport i
spowolnione uwalnianie do $rodowiska [78] wysoce lotnych czgsteczek feromondw, takich jak
specyficznie wydzielane wytacznie w moczu: 2-sec-butyl-4,5-dihydrotiazol (w skrécie SBT lub
DHT), 6-hydroksy-6-metylo-3-heptanon (HMH) oraz 2,3-dehydro-exo-brewikomina (DHB). Te
niewielkie (okoto 20kDa) biatka nalezg do rodziny lipokalin [79], zbudowane sg z 8 beta-

harmonijek utozonych w antyréwnolegta beta beczutke, otwartg z jednej strony, z alfa helisami
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na obu koncach, w ten sposdb tworzy sie wewnatrz struktury Ill-rzedowej swoista kieszen, do

ktorej wnetrza mogg sie wigzaé z wysokim powinowactwem wymienione wczesniej lotne

czasteczki feromonodw.

Rysunek 6. Struktura tréjwymiarowa biatka Mup-I (produkt genu Mup9) z widoczng czqsteczkq feromonu SBT wg [80].
Czgsteczka feromonu ulega wigzaniu wewngtrz srodowiska hydrofobowego na jednym z koricéw B-beczutki, uformowanym
przez boczne taricuchy reszt Phe56, Leu58, Leu60, lle63, Leu72, Phe 74, Met87, Val100, Tyr102, Phel08, Ala121, Leul23,
Leul34, and Tyr138. Z prekursorowego biatka MUP-I, o dfugosci 180aa odcieto 18 reszt aminokwasowych od N-korica.
Struktura zdeponowana w bazie Protein Data Bank: https.//www.ncbi.nlm.nih.gov/Structure/pdb/1106

Pomimo rdéznic w sktadzie aminokwasowym, wigzanie danej czasteczki feromonu nie jest
determinowane rodzajem biatka MUP — rdznice w sekwencji |-rzedowej dotyczg gtéwnie
aminokwasow, ktére w lll-rzedowej biatka znajdujg sie na powierzchni zewnetrznej i nie

wptywajg na powinowactwo do ligandu [81].
Genetyka

Biatka MUP kodowane sg u myszy przez geny Mup zlokalizowane na chromosomie 4, w

klastrze obejmujgcym 21 gendw oraz 20 pseudogendw, przedstawionym na rycinie ponizej

(Rys. 7).
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Rysunek 7. Schematycznie przedstawiony klaster gendw oraz pseudogenow Mup u myszy C57BL/6). Strzatkami przedstawiono
kierunek odczytu dla kazdego z gendw (strzatka czarna) oraz pseudogendw (strzatka biata). Klaster znajduje sie na
chromosomie 4, pomiedzy genami Slc46a2, a Zfp37, wg [82].

Réznorodnos¢ biatek MUP

Dane literaturowe na temat biatek MUP mdéwig o ich znacznym zréznicowaniu —juz w 1982
roku opublikowano doniesienie o rdéznicach w profilach tych biatek w moczu pomiedzy
szczepami laboratoryjnymi myszy — pomimo obecnosci takiej samej liczby genédw Mup [83]. W
literaturze opisywane sg jako grupa 14-20 rézinych biatek, co moze sugerowaé, iz sg one
wykorzystywane przez myszy do identyfikacji osobniczej — teze te popierajg publikacje [84,85]
— myszy uczg sie osobniczych informacji zapachowych, a wprowadzone przez badaczy zmiany
w indywidualnych profilach biatek MUP powodowaty zmiany w rozpoznawaniu informacji
osobniczych, co nie miato miejsca w przypadku modyfikacji elementéw gtéwnego uktadu
zgodnosci tkankowej. Hipoteze odwrotng natomiast prezentuje podejscie ThoP i wsp. [86] —
sugerujace iz wariacja w genach Mup pomiedzy dzikimi osobnikami myszy jest na tyle
niewielka, ze geny te raczej nie mogg stuzy¢ do rozrdzniania osobnikdw — po zbadaniu
zréznicowania sekwencji mikrosatelitarnych w obrebie klastra gendw Mup okazato sie, ze
cechujg sie one nadzwyczaj niskimi zréznicowaniem allelicznym w poréwnaniu do 18 innych

markeréw otaczajgcych klaster gendéw Mup.

Pomimo niskiego zréznicowania allelicznego gendw Mup, ilos¢ gendw kodujgcych biatka
MUP jest znaczna. Same sekwencje biatkowe, bedgce produktem translacji tych gendw sg do
siebie bardzo podobne, a réznice miedzy poszczegdlnymi biatkami sg czesto na poziomie
pojedynczych aminokwasdéw. Zrdznicowanie sekwencji aminokwasowych w rodzinie biatek

MUP przedstawiajg ryciny ponizej (Rys. 8).
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Rysunek 8. Zréznicowanie sekwencji aminokwasowych biatek MUP. A — utoZzone sekwencje aminokwasowe biatek MUP klasy
A, B- utozone sekwencje aminokwasowe biatek MUP klasy B, C — utozone sekwencje pseudogendw klasy B z zaznaczonymi
kodonami stop (*) oraz przerwami (-). Kolorami wyszczegdlniono trzy rézne sekwencje heksapeptydowe, ktére mogq byc
potencjalnymi produktami pseudogendw. Kolorem czarnym zaznaczono sekwencje o najmniejszej zmiennosci, kolorem szarym
o posredniej i kolorem biatym o najwiekszej zmiennosci. Ponizej sekwencji schematycznie przedstawiono odcinany peptyd
sygnalny w formie strzatki, prostokqt symbolizuje region 8-harmonijki, a owal — a- helisy , za [82].
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1.7.2.1. Kompleks zgodnosci tkankowej

Pomimo przenoszenia informacji o ptci czy dziatania jako feromony — biatka MUP mogg nie
by¢ nosnikiem informacji o stopniu pokrewienstwa miedzy osobnikami, chociaz ich wysoka
réoznorodnos¢ u myszy mogtaby to sugerowac. Prawdopodobnie funkcje takg petng inne
czasteczki, regulowane przez gtéwny kompleks zgodnosci tkankowej. Wyrdzniono dwie grupy
molekut, potencjalnie wptywajgcych na dobér partnera seksualnego u myszy. Pierwszg z nich
stanowig mate, niejonowe lotne czgsteczki o masie ponizej 300Da, jednak mechanizm ich
regulacji nie jest poznany. Na drugg grupe sktadajg sie krétkie, nielotne i jonowe ligandy
peptydowe, czesto pochodzgce z innych biatek, w tym MHC oraz MUP, mogacych stanowié
system rozpoznawania osobnikéw, ktére pozostawity swoéj slad zapachowy na dtugo po

wyparowaniu jego lotnych sktadowych [87,88].

Ciekawym eksperymentem badajgcym krétkie peptydy zawierajgce motywy wigzane przez
biatka MHC, byty badania Sturm i wsp. Grupa ta zidentyfikowata w moczu myszy 17 peptydéw
pasujgcych do motywéw H2-K°, -DP, -K¢ lub -L¢ co ciekawe jednak — peptydy te nie
korespondowaty z typem MHC badanych myszy, co sugeruje ich niezalezng produkcje, lub
obecno$é w moczu ponizej poziomu detekcji (101*M). Badacze odkryli obecno$¢ u myszy
wysoce wyspecjalizowanych neurondw w narzadzie lemieszowo-nosowym, ktore specyficznie
rozpoznajg wspomniane peptydy o stezeniach rzedu 10" M — mozliwe wiec, ze myszy w ten

sposdb rozpoznajg inne osobniki o duzym stopniu pokrewienstwa [89].

1.7.2.2. Feromony - substancje lotne

Wsrdd substancji znajdujgcych sie w sktadzie moczu mysiego nalezy réwniez wyrdznic
substancje lotne, sklasyfikowane jako feromony. Nalezy tu wymienié a- i B-farnezeny, ktére sg
atraktantami dla samic i mogg wywotywac¢ u nich owulacje oraz przyspiesza¢ dojrzewanie
ptciowe wraz z biatkami MUP, a u samcéw pozwalajg oznaczy¢ terytorialno$é [90,91]. Inne
dobrze poznane feromony to 2-sec-butyl-4,5-dihydrotiazol oraz 3,4-dehydro-exo-
brewikomina, ktérych poziom regulowany jest przez testosteron. Po dodaniu ich do moczu
wykastrowanych samcow zwiekszajg jego atrakcyjnos¢ dla samic oraz mogg indukowac

owulacje — co ciekawe jednak — by reakcja samic na te substancje miata miejsce — potrzebny

19



jest prawdopodobnie inny sktadnik obecny w moczu, ktéry petni role transportera do narzagdu
lemieszowo-nosowego [91-94]. W moczu samcow wykryto jeszcze metyltio-metanetiol
(MTMT) [95] oraz (Z)-5-tetradecen-1-ol (Z5-14:0H) [96], ktére rowniez sg potencjalnie

atrakcyjne dla samic i majg swoje receptory w opuszkach wechowych.
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2. Cel pracy

Celem niniejszej rozprawy jest zbadanie wptywu hiperhomocysteinemii na sygnalizacje

seksualng u myszy poprzez realizacje celdw posrednich. Na cele posrednie sktadajg sie:
1. Zbadanie zmian ilosciowych biatek MUP, wywotanych knock-outem genu Cbs
2. Zbadanie zmian jakosciowych w profilach biatkowych moczu myszy typu Chs”

3. Identyfikacja mechanizméw, ktére odpowiadajg za regulacje obserwowanych zmian

jakosciowych i ilosciowych

4. Analiza zaburzen w dziataniu sygnalizacji seksualnej poprzez eksperymenty

behawioralne.
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3. Materiaty i metody
3.1. Materiaty

3.1.1. Material badawczy

W badaniach zostaty wykorzystane homozygotyczne, transgeniczne myszy Tg-1278T Cbs™~
[60,97] z genetyczng inaktywacjg genu Cbs (oznaczane dalej jako Cbs”") oraz myszy
heterozygotyczne, pochodzace od rodzicielskich samcéw Cbs”- oraz samic Cbs*-. Myszy te
zostaty otrzymane dzieki uprzejmosci prof. Warrena Krugera z Fox Chase Cancer Center, PA,
USA, a ich hodowla byta prowadzona przez laboratorium prof. Hieronima Jakubowskiego w
New Jersey Medical School, Rutgers University, Newark, NJ, USA. U myszy Tg-1278T Chs™/~
oprécz wprowadzenia konstruktu inaktywujgcego ekspresje genu Cbs [59], wprowadzono
konstrukt (Rys. 9) zawierajgcy ludzki gen, kodujgcy dysfunkcyjng beta syntaze cystationiny —
noszacy najczesciej wystepujgcg mutacje 833T>C, uposledzajacg funkcje enzymu. Gen ten
regulowany jest za pomocg promotora mMT-I, a wiec jego ekspresja zachodzita pod wptywem
jondw cynku. Zabieg ten pozwala na znaczne zwiekszenie przezywalnosci myszy
homozygotycznych poprzez podawanie matkom w okresie cigzy i karmienia roztworu 25mM
chlorku cynku w wodzie do picia, jednoczesnie jednak nie tagodzac innych objawdéw

obserwowanych w homocystynurii, ktdre wystepowaty u homozygotycznego potomstwa.

promotor mMT-I region 3' hGH UTR

5’ -region kontrolny locus 3’ -region kontrolny locus

ORF hCBS
epitop Hemaglutyniny

Rysunek 9. Schematyczne przedstawienie wprowadzonego transgenu. Promotor metalotioneiny | (mMT-l) pozwala na
regulacje ekspresji hCBS poprzez dodatek cynku w wodzie do picia, ponadto ulega wysokiej ekspresji w nerkach | wqtrobie,
symulujgc endogennq ekspresje CBS. Epitop hemaglutyniny zostat wprowadzony na N-koricu CBS w celu fatwiejszej
identyfikacji biatka wprowadzonego przez transgen od biatka mysiego. Konstrukt zawiera réwniez 5’ oraz 3’ regiony kontrolne
genu mMT-I, w celu zminimalizowania réZnic w ekspresji w wyniku roznych miejsc integracji konstruktu, wg [60]

Myszy karmione byty karmg Rodent Diet 5053 (Purina). Wyglad tych myszy przedstawiono

na zdjeciach ponizej (Rys. 10). Do analiz wykorzystywano mocz oraz watroby i nerki pobrane
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od osobnikéw, ktére po osiggnieciu 8 tygodni zycia byty usmiercane z wykorzystaniem
dwutlenku wegla. Pobrane organy oraz mocz niezwtocznie zamrazano w suchym lodzie i

przechowywano w temperaturze -80°C.

Rysunek 10. Fotografie myszy Cbs-/- (z lewej) oraz kontrolnej Cbs+/- (z prawej). Widoczne typowe cechy fenotypowe —
wydtuzenie czesci twarzoczaszki, stabszy wzrost, tysienie w obrebie gtowy oraz wydtuzone palce (myszy w wieku 8 tygodni).
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3.1.2. Wazniejsze odczynniki

Akrylamid (Sigma Aldrich), Bis-akrylamid (Sigma Aldrich), Kwas pikrynowy (Sigma Aldrich),
Tris-base (Sigma Aldrich), Fenol (Sigma Aldrich), CAPS (Sigma Aldrich), SDS (Sigma Aldrich),
TEMED (Sigma Aldrich), APS (Sigma Aldrich), Glicyna (Sigma Aldrich), dNTP (DNA Gdansk),
Inhibitory proteaz (Sigma Aldrich), Tri-Zone (Novazym), Chloroform (Sigma Aldrich), Zestaw do

izolacji Total RNA purification KIT(Novazym)

3.1.3. Enzymy

Polimeraza iTag MasterMix (Bio-Rad), odwrotna transkryptaza RevertAid Reverse

Transcriptase (ThermoFisher Scientific), DNAza | RapidOut (ThermoFisher Scientific)

3.1.4. Materiaty do transferu Western Blot

Bibuta do blottingu 7,5 cm x 10 cm (Bio-rad), membrana PVDF 0,2 um (Sigma Aldrich)

3.1.5. Przeciwciata i testy ELISA

Anty GAPDH (Sigma Aldrich), Anty-Mup1 (Abcam), Testosterone ELISA Kit (Abcam)

3.1.6. Roztwory
Odczynnik Taninowy:
98 mL 1 M HCl
2 mL fenol
10 g tanina
Alkaliczny odczynnik pikrynowy:
20 mL 0,2 M NaOH
4 mL 0,025 M kwas pikrynowy
Bufor SB do elektroforezy SDS-PAGE:

3,55 mL H.0
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1,25 mL 0,5 M Tris-HCI, pH 6.8

2,5 mL glicerol

2 mL 10% SDS

0,2 mL 0.5% bromophenol blue

Bezposrednio przed uzyciem dodawano 5% B-merkaptoetanolu
40% Akrylamid/Bis (29%T, 1%C):

38,67 g Akrylamid

1,33 g Bis-akrylamid

Uzupetni¢ H20 do objetosci 100 ml

1.5 M Tris-HCl pH 8.8:

27,23 g Tris-base

80 mL H;0

Ustali¢ pH do wartosci 8.8, dopetni¢ H,0 do objetosci 150 ml
0.5 M Tris-HCl pH 6.8:

6 g Tris-base

60 mL H,0

Ustali¢ pH do wartosci 6.8, dopetni¢ H,O do objetosci 100 ml
Zel rozdzielajgcy SDS-PAGE 14%:

1,88 mL H,0

56 pL 50% glicerol

1,26 mL 1,5 M Tris-HCI pH 8.8

50 plL 10% SDS

1,74 mL 40% akrylamid/bis
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10 uL TEMED

20 puL 10% APS

Zel zageszczajacy SDS-PAGE:
1,46 mL H20

0,5mL 0,5 M Tris-HCl pH 6.8
50 plL 10% SDS

311,5 L 40% akrylamid/bis

6 uL TEMED

10 plL 10% APS

Bufor elektrodowy 10x:

30,3 g Tris-Base

144,1 g Glicyna

10 g SDS

Dopetni¢ do objetosci 1 L
Roztwor barwigcy Coomassie Brilliant Blue:
50% Metanol

10% kwas octowy

0,2% Coomassie Brilliant Blue R-250
Odbarwiacz do zeli SDS-PAGE:
50% Metanol

10% kwas octowy

Tris-CAPS 5x:

36,34 g Tris-Base
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44,26 g CAPS

Uzupetnic¢ H20 do objetosci 1 L
Bufor do transferu katodowy:
20 mL Tris-Caps 5x

1 mL 10% SDS

79 mL H20

Bufor do transferu anodowy:
20 mL Tris-CAPS 5x

15 mL Metanol

65 mL H,0

TBST:

0,9 g NaCl

2mL1IM TrispH 7.5

500 plL 20% Tween20

Bufor RIPA:

0,5 mL 1 M Tris-HCl pH 7.5
100 pL Triton X-100

20 uL 0,5M DTT

100 pL 10%SDS

3.1.7. Wazniejsza aparatura

Lustrzanka cyfrowa Canon 550D z obiektywem 18-55 mm, podreczna lampa UV, apparat do
elektroforezy zelowej Tetra IV cell (Bio-Rad), czytnik ptytek wielodotkowych BioTek, Czytnik
ptytek wielodotkowych TECAN, termocykler CFX96 (Bio-Rad), termocykler T-100 (Bio-rad),
Trans-Blot SD Semi-Dry Transfer Cell (Bio-Rad), Nanodrop 2000 (thermo Scientific),
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Homogenizator ultradZzwiekowy Sonoplus HD2070 MS72 z trzpieniem UW 2070 (Bandelin),
G:Box (Syngene)

3.2. Metody

3.2.1. Pomiar stezenia biatka catkowitego metodg taninowa

Biatko catkowite w prébach —zaréwno moczu, jak réwniez izolatach biatkowych z organdéw
mysich mierzone byto metodg taninowg. Metoda zostata zaadaptowana do wykonywania na
ptytkach 96-dotkowych. Odczynnik taninowy oraz roztwér 0,1% gumy arabskiej ogrzano przed
uzyciem do temperatury 30°C. Do 100 pL 50 — krotnie rozciericzonej probki dodawano 100 uL
odczynnika taninowego. Ptytka inkubowana byta przez 10 minut w 30°C, po czym dodawano
150 plL roztworu gumy arabskiej i mierzono absorbancje przy dtugosci fali A=595 nm. Do
sporzadzenia krzywej standardowej wykorzystywano roztwér albuminy bydlecej dla zakresu

stezen 20-100 pg/mL.

3.2.2. Pomiar stezenia kreatyniny w moczu

Zawartos$é kreatyniny w prébkach moczu mierzono z wykorzystaniem metody pikrynowej,
przystosowanej do pomiardw na ptytkach 96-dotkowych. Do 50 pL 25 — krotnie
rozcieiczonego moczu mysiego oraz roztworu standardu — kreatyniny w stezeniu 40 pg/mL —
dodawano 250 pL alkalicznego odczynnika pikrynowego za pomoca pipety wielokanatowej. Na
kazdy rzad analizowanych préb przypadat jeden dotek zawierajgcy roztwér standardu. Pomiar
absorbancji nastepowat przy dtugosci faliA=490 nm co 1 minute. Stezenie kreatyniny obliczane

byto ze wzoru:

AApr()bki _
A Cstd - Cpr()bki
std

Gdzie AA stanowito réznice wartosci absorbancji pomiedzy 8, a 3 minutg reakcji dla probki
oraz standardu (std), a C oznacza stezenie standardu (std) oraz prébki. Dla kazdego rzedu

obliczenia wykonywane byty oddzielnie.

3.2.3. Elektoroforeza w zelu poliakryloamidowym w warunkach
denaturujacych (SDS-PAGE)
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Préby moczu denaturowano poprzez wymieszanie z buforem SB w stosunku 1:1 i inkubacje
w termobloku przez 5 minut w 95°C. Zdenaturowane préby nanoszono na 14% zel SDS-PAGE

i prowadzono rozdziat przez okoto 40 minut, wykorzystujgc napiecie:
80 V do momentu wejscia prob w zel zageszczajacy
120 V do momentu wejscia préb w zel rozdzielajgcy
200 V do zakonczenia elektroforezy

Zel poddawano nastepnie wizualizacji - barwiono na gorgco z wykorzystaniem roztworu
barwnika Coomassie Brilliant Blue, po czym wykonywano zdjecie z uzyciem aparatury G:Box

(Syngene).

3.2.4. Przygotowanie prob biatek moczu mysiego do analizy
metodami spektrometrii mas

Objetos¢ moczu, zawierajgcg 25 lub 100 pg (w zaleznosci od ilosci pdzniejszych analiz)
biatka dopetniono do 500 puL za pomocg 20 mM roztworu dwuweglanu amonu. Catos¢
przeniesiono do filtra wirowniczego Millipore Amicon MWCO 3k, o wartosci odciecia 3 kDa i
wirowano 20 minut przy 14 000 g, w temperaturze 4°C. Po zakonczeniu wirowania filtrat
usunieto, a retentat uzupetniono do objetosci 500 uL 20 mM dwuweglanem amonu i
ponownie zwirowano w podanych wczesniej warunkach. Procedure powtdrzono trzykrotnie,
po czym wktady filtracyjne umieszczono w pozycji odwrdéconej w nowych probdwkach
wirowniczych i wirowano przez 5 minut przy 1 000 g, w temperaturze 4°C. Zebrany retentat
przeniesiono do probdéwek wirowniczych typu eppendorff o objetosci 1,5 mL i zamrozono, po
czym umieszczono w wyparce prdozniowej CentriVap, gdzie poddane zostaty procesowi
liofilizacji przez okoto 1 godzine — do catkowitego wysuszenia. Tak przygotowane proébki

zostaty wystane do analizy metodami spektrometrii mas.

3.2.5. Izolacja biatek

Catkowite biatko z tkanek izolowane byto poprzez trzykrotng sonikacje, kazdorazowo przez
10 sekund z 30 — sekundowymi przerwami na lodzie, w celu schtodzenia prébki. Sonikacja
prowadzona byta poprzez umieszczenie trzpienia homogenizatora ultradzwiekowego w
probdéwce z buforem i tkankg, przy ustawieniu 70% mocy urzadzenia, w 1,5 mL probdowkach

wirowniczych typu eppendorff, w buforze RIPA zawierajgcym 200-krotnie rozciericzone
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inhibitory proteaz (Sigma). Na 1 mg tkanki dodawano 10 pL buforu. Po zakonczeniu sonikacji
proby wirowano przez 20 minut w 4°C, 13 500 RPM, supernatant stanowigcy izolat biatkowy

rozporcjowano i zamrozono. Stezenie biatka mierzono metodg taninowa.

3.2.6. Western Blot

Przed przystgpieniem do transferu, arkusz bibuty do transferu oraz 14% zel
poliakryloamidowy z rozdzielonymi elektroforetycznie ekstraktami z tkanek (odpowiednio 10
ug oraz 15 pg biatka/sSciezke dla watrdb i nerek) po zakonczeniu elektroforezy inkubowano
przez 10 minut w buforze do transferu katodowym. Podobnie, arkusz bibuty oraz membrane
PVDF aktywowang przez zanurzenie w metanolu, inkubowano przez 10 minut w anodowym
buforze do transferu. Po wysyceniu buforami uktadano na anodzie aparatu do transferu
potsuchego kanapke w kolejnosci: 1) bibute nasgczong buforem anodowym, 2) membrane
PVDF, 3) zel poliakryloamidowy, 4) bibute nasgczong buforem katodowym. Po ztozeniu
kanapki przycisnieto jg katodg i zamknieto pokrywe. Transfer prowadzono przy statym
natezeniu pragdu 120 mA przez 30 minut. Po zakonczeniu transferu membrane inkubowano w
TBST przez 10 minut, po czym blokowano w 5% roztworze biatek mleka w TBST, w 4°C przez
noc, na kotysce laboratoryjnej. Zablokowang membrane inkubowano z przeciwciatami
I-rzedowymi przez 1 godzine w temperaturze pokojowej. Nadmiar przeciwciat usuwano
poprzez 3-krotng inkubacje przez 10 minut w buforze TBST. Nastepnie membrane inkubowano
w roztworze przeciwciat lI-rzedowych w TBST w temperaturze pokojowej przez 1 godzine, po
czym ponownie przeptukano 3-krotnie przez 10 minut w buforze TBST. Membrane nastepnie
inkubowano przez 1 minute z substratem do chemiluminescencji, po czym umieszczano w
przezroczystej koszulce na dokumenty, ktérg zamykano na gorgco. Tak przygotowang
membrane umieszczano w kasecie z kliszg fotograficzng, prowadzac naswietlanie w kilku
przedziatach czasowych — od 3 sekund do 30 sekund. Klisze fotograficzne wywotywano przez
umieszczenie na 30 sekund w roztworze wywotywacza, odptukanie, a nastepnie umieszczenie
na 30 sekund w roztworze utrwalacza, wyptukanie i osuszenie. Wywotane klisze
fotografowano z wykorzystaniem aparatury G-Box (Syngene) i analizowano za pomocg

programu GeneTools (Syngene).

Dla biatek watroby wykorzystywano zoptymalizowane rozcienczenia przeciwciat: I-

rzedowych anty-GAPDH 1:5 000/II-rzedowych 1:40 000 oraz dla anty-MUP 1:30 000/
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ll-rzedowych 1:40 000; dla biatek nerek wykorzystywano rozcieficzenia przeciwciat
I-rzedowych anty-GAPDH 1:5 000/ IlI-rzedowych 1:10 000 oraz dla anty-MUP 1:15 000/II-
rzedowych 1:15 000.

3.2.7. Izolacja RNA

Przed rozpoczeciem izolacji RNA tkanke rozcierano z wykorzystaniem mtyna kulkowego
w 2 mL probéwkach typu eppendorff z wykorzystaniem cyrkonowych kulek o srednicy 4 mm,
lub za pomocg mozdzierza i ttuczka — w ciektym azocie. Niezaleznie od uzytej metody, okoto
50 mg roztartej tkanki zalewano 1 mL odczynnika 3-zone i inkubowano przez 5 minut w
temperaturze pokojowej. Do probowek dodano nastepnie 200 uL chloroformu i przez 15
sekund energicznie wstrzgsano, po czym pozostawiono na 3 minuty w temperaturze
pokojowej. Po uptywie tego czasu, préby wirowano w 4°C przy 12 000 g przez 15 minut, faze
wodg zbierano do nowych probdéwek, do ktérych dodawano takg samg objetos¢ 70% etanolu
i mieszano. Nastepnie prowadzono oczyszczanie RNA z wykorzystaniem kulek magnetycznych
Novabeads, wg zalecen producenta — do kazdej probdwki dodano 25 pL zawiesiny kulek
magnetycznych i inkubowano 10 minut, po czym umieszczano je w statywie magnetycznym i
wylewano supernatant. Kulki dwukrotnie przeptukiwano 70% etanolem. Po usunieciu i
odparowaniu pozostatosci etanolu poprzez pozostawienie otwartych probdwek na statywie
magnetycznym — kulki zawieszono w 50 plL wody dejonizowanej, traktowanej DEPC i
inkubowano przez 5 minut na termowytrzgsarce w 65°C, przy 800 rpom. Po tym czasie otwarte
probéwki inkubowano przez dodatkowe 5 minut w 65°C. Tak przygotowane prébki
przenoszono do statywu magnetycznego i zbierano supernatant zawierajgcy RNA do $wiezych
probéwek. Stezenie oraz czystos¢ otrzymanego RNA oznaczano z wykorzystaniem
spektrometru NanoDrop 2000 (ThermoFischer Scientific). Prébki poddawano DNazowaniu z
wykorzystaniem zestawu RapidOUT DNA Removal KIT(ThermoFischer Scientific), zgodnie z

protokotem producenta — reakcje prowadzono przez 30 minut w 37°C.
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Po zakonczeniu trawienia DNaze usuwano poprzez dodanie odczynnika DRR i inkubacje przez
2-3 minuty, z kilkukrotnym mieszaniem proboéwek oraz wirowanie 1 minute przy 800g.
Supernatant wolny od DNA oraz DNaz przenoszono do nowych probdéwek, stezenia RNA

mierzono z wykorzystaniem spektrometru NanoDrop 2000 (ThermoFischer Scientific).

3.2.8. Real-Time RT-gPCR

Pierwszym etapem analizy jest synteza cDNA. Do tego celu niezbedne byto przygotowanie
mieszaniny matrycy RNA oraz starterow — w tym przypadku polinukleotydéw tyminowych
zakonczonych jednym z trzech pozostatych nukleotydéw, o catkowitej diugosci 18-20 nt

(Sigma-Aldrich). Mieszanine przygotowano zgodnie z tabelg ponizej:

Matryca RNA 1ug

Oligo dT (70uM) 1uL

H.0 Milli-Q Dopetni¢ do 12,5 pL

Do kazdej proboéwki zawierajgcej matryce RNA i oligo dT dodawano mieszanine reakcyjng:

Bufor 5x 4 uL
RiboLock (inhibitory RNAz) 0,5 uL
dNTP 2 ulL
Odwrotna transkryptaza RevertAid 1L

Reakcje odwrotnej transkrypcji prowadzono w termocyklerze przez 60 minut w 42°C, a

nastepnie 10 minut w 70°C.

Otrzymane cDNA po uprzednim 20-krotnym rozcienczeniu wykorzystywano jako matryce
w reakcji Real-Time gPCR. Mieszanina reakcyjna przygotowywana byta zgodnie z tabelg

ponizej:
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H.0 Milli-Q 1,8 uL
iTag Real-Time PCR MasterMix 5puL
Starter F 0,6 uL
Starter R 0,6 pL
Matryca cDNA (20x rozciericzona) 2 uL

Startery wykorzystywane w analizach zostaty zaprojektowane w programie Primer3plus
[98], za wyjatkiem starteréw obejmujacych grupy gendw kodujgcych biatka MUP — z racji

wysokiej homologii konieczne byto reczne projektowanie starterow (zamoéwionych w firmie

Sigma-Aldrich) Wszystkie zaprojektowane sekwencje, wykorzystywane w analizach

przedstawione sg w tabeli ponizej:

Nazwa Sekwencja Powielany produkt
MupallF TGTCTTGGAGAATTCCTTAG Specyficzny dla cDNA wiekszosci gendw
MupallR2 GTTCTCGGCCATAGAGC mup
MupdIF GGATGGGGAAACCTTCCAG Specyficzny dla cDNA gendéw mup
MupdIR ATGTTCAGGTACCAGGTCCA centralnych
darcynaF | ATTCTGTAACGTATGATGGATCG Specyficzny dla cDNA genu kodujgcego
darcynaR ATGGATAGGAAGGACTGATCC Darcyne
Mup3/21F | GGTATTGGTTTTCTATTGCTGAA .
Specyficzny dla cDNA genu mup3
Mup3R TCTGTTTGTTCACCAATCGC
AR_Fwd TTGCCTGGCTTCCGCAAC Specyficzny dla cDNA genu receptora
AR_Rev TGCAAAGTAGAGCATCCTGGA androgenowego
PgrAB_Fwd GGTGGGCCTTCCTAACGAG Specyficzny dla cDNA genu receptora
PgrAB_Rev GACCACATCAGGCTCAATGCT progesteronu
PgrB_Fwd GGTCCCCCTTGCTTGCA Specyficzny dla cDNA podjednostki B genu
PgrB_Rev CAGGACCGAGGAAAAAGCAG receptora progesteronu
GHR_Fwd | AAACTCCGAGGTCTCAGGTATG Specyficzny dla cDNA genu receptora
GHR_Rev TGGTGTAGCCTCACTTCCAG hormonu wzorstu
THRa_Fwd | GACAAGGCCACCGGTTATCACTAC| Specyficzny dla cDNA podjednostki o genu
THRa_Rev | CAGCAGCTGTCATACTTGCAGGA receptora tyroksyny
THRb_Fwd ACAAGCACCCATCGTGAATG Specyficzny dla cDNA podjednostki  genu
THRb_Rev TGGCAGCTCACAAAACATGG receptora tyroksyny
Esrl_Fwd TGCGCAAGTGTTACGAAGTG Specyficzny dla cDNA podjednostki a genu
Esrl_Rev TCTGACGCTTGTGCTTCAAC receptora estrogenu
Esr2_Fwd | AGGAATGGTCAAGTGTGGATCC | Specyficzny dla cDNA podjednostki B genu
Esr2_Rev TGGCTTTGTTCAGGCAATGC receptora estrogenu
Act_FW | GGCACCACACCTTCTACAATG i
Specyficzny dla cDNA B-aktyny
Act_Rev TGGATGGCTACGTACATGGCT
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Reakcje prowadzono zgodnie ze schematem, pomiar fluorescencji barwnika SybrGreen

nastepowat kazdorazowo po etapie elongacji:

Etap Czas (min:sek) Temperatura (°C)
Denaturacja wstepna 2:00 95
Denaturacja 00:15 95
58-64 (w zaleznosci od
Annealing 00:20 40x
starteréw)
Elongacja 00:20 68

Konicowym etapem po zakonczeniu reakcji powielania byto sporzgdzenie krzywej

topnienia, zgodnie z tabelg ponizej:

Etap Czas (min:sek) Temperatura(°C)
Denaturacja 00:15 95
Renaturacja 00:15 60

Gradient temperatur 20:00 60195

Wartosci C: dla poszczegélnych prob wyznaczone zostaly automatycznie przez

oprogramowanie CFX Manager firmy Bio-Rad.

Otrzymane wyniki analizowano z wykorzystaniem metody AAC:; ktéra pozwala na
wyznaczenie wzglednej ilosci transkryptu w badanych prébach poprzez wyznaczenie réznic (A)
pomiedzy C: genu badanego i genu referencyjnego (w tym przypadku genu kodujgcego
B-aktyne), a nastepnie rdznicy pomiedzy obliczonymi wartosciami dla grupy kontrolnej i
badwczej. Otrzymang warto$¢é podstawiano do wzoru pozwalajgcego obliczy¢ krotno$é zmiany

(Fc):
Fc = 2788C

3.2.9. Analiza poziomu testosteronu w moczu myszy

Zawarto$¢ testosteronu w moczu badanych myszy obu ptci mierzono za pomoca reakcji

immunoenzymatycznej — z wykorzystaniem zestawu testosterone ELISA Kit (Abcam). Analize
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prowadzono zgodnie z zaleceniami producenta —w skrdcie — po wczesniejszym przygotowaniu
niezbednych odczynnikéw natozono po 25 pL badanego moczu oraz roztworéw
standardowych do dotkdw na ptytce wielodotkowej, po czym do kazdego dotka dodano po 100
ML konjugatu Testosteron-HRP i inkubowano w temperaturze 37°C pod przykryciem. Po
uptywie godziny zawartos¢ dotkdw usunieto i trzykrotnie przemyto za pomocg 300 uL buforu
przemywajgcego, po czym usunieto ptyn z dotkdw. Do kazdego dotka natozono po 100 plL
substratu TMB i inkubowano w 37°C. Po uptywie 15 minut dodano 100 plL roztworu Stop,
delikatnie wymieszano i mierzono absorbancje przy dtugosci fali A=450 nm. Optymalna krzywa

standardowg i réwnanie regresji otrzymano w programie CurveExpert Basic.

3.2.10.  Analizy behawioralne

Testy behawioralne prowadzone byty na 12 samcach i 12 samicach szczepu C57BL/6J w
wieku 8 tygodni. Myszy testowe na 24 godziny przed eksperymentem byty umieszczenie w
klatce uprzednio zajmowanej przez osobniki pfci przeciwnej. Miato to na celu pobudzenie
zainteresowania badanym moczem oraz (u samic) wywotanie owulacji i zsynchronizowanie

cyklu menstruacyjnego pomiedzy osobnikami [99,100].
Przebieg testu (wg [101,102]):

Mysz testowa umieszczana byfa w klatce o wymiarach 27 cm x 42 cm x 18 cm wytozonej
grubym papierem GB003 (36,6 cm x 20,4 cm), przykrytej przezroczystg plexi. Klatka testowa
podzielona na 3 rejony: testowy, neutralny i kontrolny. W rejonie testowym nakrapiano 2
krople po 8 uL badanego moczu. W rejonie kontrolnym — 2 krople po 8 uL wody dejonizowanej
Milli-Q. Kazdorazowo mysz umieszczana byta w rejonie neutralnym. Czas trwania testu
wynosit 30 minut, z czego pierwsze 10 minut byto nagrywane z wykorzystaniem kamery
cyfrowej. ROwnoczesnie badane byly 4 myszy — klatki przedzielone byly barierg nie

pozwalajgcg myszom na widzenie sie. Uktad testowy widoczny jest na zdjeciu ponizej (Rys.11).
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Rysunek 11. Uktad testowy do wykonywania analiz behawioralnych. 4 klatki o wymiarach 27 cm x 42 cm x 18 cm z przegrodami
ograniczajgcymi widocznos¢ otoczenia. Region testowy i kontrolny klatki wybierany byt losowo. Pokrywy, zawierajqce otwory
wentylacyjne wykonano z poliweglanu.

Zebrane po zakoniczeniu kazdego testu bibuty byty fotografowane z wykorzystaniem lustrzanki
cyfrowej w $wietle UV i analizowane w programie graficznym. Czas spedzany przez mysz w
danym regionie byt mierzony z wykorzystaniem stworzonego na te potrzeby oprogramowania

analizujgcego 10-minutowe nagranie wideo.

Wykonano réwniez analizy, majgce na celu sprawdzenie odpowiedzi hormonalnej na
mocz myszy ptci przeciwnej o odmiennym genotypie. W tym celu myszy trzymane przez 14 dni
w swoich klatkach przenoszono do klatek ze Sciétkg pochodzgcy od myszy ptci przeciwnej o
genotypach Cbs”- oraz Cbs*/-. Po 24 godzinach myszy (n=20) uémiercono i pobrano ich watroby
w celu przeprowadzenia analiz Real-Time RT gPCR dla transktyptéw gendw wybranych

receptorow hormondw — Esrl, Ar, Ghr, Thra oraz Thré.

3.2.11. Spektrometria mas

Liofilizaty biatek moczu mysiego poddawane byty analizie z wykorzystaniem spektrometrii

mas (przeprowadzone w Srodowiskowym Laboratorium Spekrometrii Mas Insytutu Biochemii
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i Biofizyki w Warszawie). Cze$¢ materiatu przeznaczona byta na okreslenie sktadu biatkowego
badanego moczu poprzez analize na spektrometrze masowym ze Zrédtem jonowym typu
electrospray (ESI), bez poddawania prébek trawieniu oraz rozdziatowi chromatograficznemu,
lecz przez bezposredni nastrzyk do Zrddta. Dzieki temu mozliwe byto okreslenie mas

poszczegdlnych wystepujgcych w prébce moczu biatek MUP.

Kolejna czes¢ poddawana byta trawieniu trypsyng, redukowana DTT i alkilowana IAA.
Powstate peptydy analizowane byty na hybrydowym kwadrupolowym spektrometrze
masowym Q Exactive (ThermoFischer Scientific). Zastosowana w tym przypadku analityka
pozwala na tzw. Sekwencjonowanie de-novo powstatych w wyniku trawienia peptydéw, dzieki
uzyskaniu zjonizowanych fragmentéw rdznej dtugosci, ktére powstajg wskutek kolizji z
czgsteczkami gazu obojetnego obecnego w urzadzeniu. Analiza ta umozliwa réwniez
wykrywanie modyfikacji reszt lizynowych poprzez N-homocysteinylacje — w tym celu do
oprogramowania MASCOT wprowadzona zostata dodatkowa mudyfikacja opcjonalna o masie

174 Da, odpowiadajgca karbamidometylowanej N-zwigzanej homocysteinie.
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4. Wyniki
4.1. Stezenie biatka catkowitego w moczu myszy

Mierzone metodg taninowg stezenie biatka catkowitego w moczu myszy przedstawione
zostato na wykresie ponizej (Rys. 12). Stezenie biatka zostato znormalizowane wzgledem
poziomu kreatyniny w moczu. Mozna zaobserwowac znacznie obnizony poziom biatka w
moczu, a wiec biatek MUP u myszy Cbs”". Zaréwno u samcdw, jak i samic z knock-outem genu

Cbs stwierdzono obnizenie badanych wartosci o okoto 40% wzgledem grupy kontrolne;.

Srednie, znormalizowane wzgledem kreatyniny stezenie
biatka w moczu

16
14
12

10

0
Cbs +/- M Cbs +/- F Cbs -/- M Cbs -/- F
Rysunek 12. Stezenie catkowitego biatka w moczu myszy, znormalizowane wzgledem kreatniny (mg biatka/mg kreatyniny).
Stezenie biatka oznaczano metodq taninowq, a kreatyniny za pomocq zmodyfikowanej reakcji Jaffe’a. Stupki reprezentujg
$rednie wartosci stezenia biatka znormalizowane wzgledem stezenia kreatyniny u samcéw (n=9) i samic Cbs*- (n=10), oraz

samcéw (n=12) i samic (n=10) myszy Cbs”-. R6znice pomiedzy poszczegdlnymi grupami sq istotne statystycznie (p<0.05), myszy
w wieku 8 tygodni

4.2.Analiza jakosciowa biatek MUP

4.2.1. Rozdziat elektroforetyczny w zelu poliakrylamidowym w
warunkach denaturujacych
Biatka moczu poddano analizie elektroforetycznej w warunkach denaturujgcych.
Otrzymane elektroforegramy pozwolity oprdécz zaobserwowanych wcze$niej zmian
ilosciowych na identyfikacje zmian jakosciowych w badanych prébach moczu. Kluczowa
obserwacjg wydaje sie by¢ tutaj obecnosé prazka odpowiadajgcego biatku MUP20 znanym

rowniez pod nazwag darcyna. Biatko to zostato zaklasyfikowane w literaturze jako wystepujgce
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jedynie u samcow, gdzie petni ono funkcje feromonu. Wykazano, iz jego obecnos¢ w sladach
zapachowych powoduje u innych samcéw zwiekszenie agresywnosci, a u samic natomiast
pobudza pamieé¢, co zapewnia zwiekszenie czasu spedzanego w sasiedztwie S$ladu
zapachowego, a takze pozwala zwiekszy¢ szanse na rozréd [101]. Ponizej przedstawiono
elektroforegramy (Rys. 13-14), obrazujgce obserwowane zmiany ilosciowe i jakoSciowe w

biatkach moczu myszy wywotane brakiem funkcjonalnego enzymu CBS.

— Cbs” M == == Cbs"" F =

Rysunek 13. Elektroforegram proteomu moczu myszy kontrolnych w wieku 8 tygodni. Sciezka 1 — marker wielkosci, $ciezki 2-
5 — prébki moczu samcoéw myszy Cbs*/-, sciezki 6-9 — prébki moczu samic Cbs*/-. Widoczne sq réznice ilosciowe jak i jakosciowe
pomiedzy probkami pochodzgcymi od pfci przeciwnej tego samego genotypu.
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Rysunek 14. Elektroforegram proteomu moczu myszy Cbs7-w wieku 8 tygodni. Sciezka 1 — marker wielkosci, sciezki 2-5 probki
moczu samcéw Cbs”, sciezki 6-9 — probki moczu samic Cbs”-. Réznice jakosciowe i ilosciowe pomiedzy osobnikami ptci
przeciwnej sq stabo widoczne.

4.3. Spektrometria mas

W celu identyfikacji poszczegblnych biatek MUP przeprowadzono analizy z
wykorzystaniem spektrometrii mas. W celu identyfikacji biatek wchodzgcych w sktad prazka
biatkowego widocznego na elektroforegramie prazki wycieto z zelu, a biatka w nich zawarte
poddane zostaly trawieniu trypsyng. Peptydy nastepnie wymywano z zelu oraz
identyfikowano z zastosowaniem techniki MALDI-ToF. Zidentyfikowano w ten sposéb w
prazku obserwowanym na wysokosci okoto 20 kDa biatko Mup8, w prazku powyzej, na
wysokoéci okoto 23 kDa, widocznym w prébkach myszy Cbs*~ biatko Mup3, a w prazku na
wysokosci okoto 15 kDa darcyne (Rys. 15). Pomimo pokrycia sekwencji aminokwasowych
powyzej 70%, w zidentyfikowanych peptydach, przypisanych do biatek MUP, nie udato sie
znalez¢ modyfikacji lizyny ze zmiang masy +174 Da, co sugeruje iz metoda ta nie jest stosowna

do takich oznaczen [103].

Poniewaz biatka MUP sg wysoce homologiczne, a ponadto rozdzielczo$¢ elektroforezy

typu SDS-PAGE okazata sie zbyt niska, wykonano dodatkowe analizy ESI-MS bez uprzedniego
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trawienia biatek trypsyng. Umozliwito to okreslenie mas biatek MUP wystepujgcych
u poszczegdlnych badanych myszy. Dodatkowo pozwolito to potwierdzi¢, ze prazek
obserwowany na zelu SDS-PAGE na wysokosci ~15 kDa to nietypowo wystepujgca u samic

Cbs”-darcyna, o masie 18 891 Da. Wyniki przedstawiono na Rys. 18-21.

= 3

RSP
o O

L

by

!
M O

Cbs” F

7 A

Rysunek 15. Elektroforegram SDS-PAGE z zaznaczonymi prqzkami poddanymi analizie z wykorzystaniem spektrometrii mas.
Strzatkami zaznaczono: kolorem zéttym — biatko Mup3, kolorem niebieskim biatko Mup 8/11 lub Mupl14, a kolorem
pomarariczowym Mup20, czyli darcyne. Sciezka 1 — marker wielkosci, Sciezka 2 — samica kontrolna Cbs*, Sciezka 3 — samica
Cbs™, Sciezka 4 — samiec kontrolny Cbs*/, sciezka 5 — samiec Cbs”-, myszy w wieku 8 tygodni.

Aby znalez¢ miejsca modyfikacji reszt lizynowych obecnych w biatkach MUP poprzez
HTL, wykonano analize typu shotgun z uprzednim trawieniem biatek zawartych w moczu — bez
wczesniejszego rozdziatu elektroforetycznego. W wyniku tych analiz znaleziono peptydy z N-
homocysteinylowang lizyng, jednak ich widma fragmentacyjne nie pozwalajg na petne
potwierdzenie miejsc modyfikacji, co zostato przedstawione na rysunkach ponizej. Peptyd ze
zidentyfikowang przez program Mascot N-homocysteinylacjg lizyny K8 w peptydzie o
sekwencji NFNMAHLINEK*DGETFQLMGLYGR byt przypisywany do biatka MUP2, a modyfikacja
zostata znaleziona we wszystkich przeanalizowanych prébach, niezaleznie od genotypu czy

ptci myszy — do badania wykorzystano mocz pochodzacy od 4 samic oraz 4 samcéw Cbs”", a
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takze 2 samic i 2 samcéw Chs*-. We wszystkich przypadkach pokrycie sekwencji biatka MUP2
wynosito ponad 90%. Przyktadowe, reprezentatywne widmo fragmentacyjne oraz tabele mas

fragmentow peptydu ze zidentyfikowang N-Hcy-Lys, pochodzgce z programu Mascot

przedstawiono ponizej (Rys 16 i 17).
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Rysunek 16. Reprezentatywne dla analizowanych préb widmo fragmentacyjne peptydu, zawierajgcego N-Hcy-Lys. Na
podstawie mas poszczegdlnych fragmentéw peptydu mozliwe jest poznanie jego sekwencji oraz zidentyfikowanie miejsca
modyfikacji.

# a 2t b b b* b I:|l.'n bD-H- Seq. y }‘H v .‘_*H- yl} },l}H- #
1| 87.0553] 44.0313| 115.0502| 58.0287| 98.0237| 495155 N 24
2| 234.1237| 117.5655| 262.1186| 131.5629| 245.0921| 123.0457 F |2858.3423|1429.6748|2841.3157|1421.1615|2840.3317|1420.6695 |23
3| 348.1666| 174.5870| 376.1615| 188.5844| 339.1350( 180.0711 N |2711.2738|1356.1406(2694.2473|1347.6273(2693.2633|1347.1353 |22
4| 4792071 240.1072| 307.2020| 254.1047] 490.1755| 2455914 M |23567.2309(1295.1151|2580.2044|1250.6058|2579.2203|1290.1138 |21
5| 550.2442] 275.6258| 578.2351| 289.6232] 561.2126| 281.10%9 A [2466.1504)|1233.5985(2449.1639|1225.0856(2448.17599(1224.5836 |20
6| 687.3031| 344.1552| 715.2981| 358.1527| 698.2715| 349.63%4 H [2395.1533|1198.0803 (2378.1268|1189.5670(2377.1427[1189.0750|19
7| 800.3872| 400.6972| 828.3821| 414.6947| 811.3556| 406.1814 L [2258.0944)1129.5508(2241.0679|1121.0376(2240.0838{1120.5456|18
8| 913.4713] 457.2363| 941.4662| 471.2367| 924.4396| 462.7233 I |2145.0103[1073.0088)|2127.9838|1064.4955|2126.9958|1064.0035 (17
011027.5142] 514.2607(1055.5091| 528.2582|1038.4826| 519.7449 N |2031.5263]|1016.4668 [2014.8957|1007.5535(2013.9157{1007.4615|16
10]|1156.5568| 578.7820|1184.5517| 552.7795|1167.5252| 584.2662|1166.5411| 583.7742 E |1917.8833| 959.4453|1900.8568| 950.5320|1899.8728| 950.4400|15
11{1458.6980| 729.8527(1486.6930| 743.8501|1469.6664| 735.3368|1468.6824| 734.8448| K |1788.8408| 894.9240|1771.8142| 886.4107|1770.8302| 885.9187|14
12]1573.7250| 787.3661|1601.7199| 801.3636|1584.6934| 752.8503|1583.7083| 792.3583( D |I486.6995] 743.8534(1469.6729| 735.3401|1468.6889| 734.8481]13
13]|1630.7465| 815.8765|1658.7414| 829.8743|1641.7148] 821.3610(1640.7308| 820.8650( G |I371.6726| 686.3359(1354.6460| 677.8266|1353.6620( 677.3346)12
14|1759.78%0| 880.3982|1787.7840| 854.3956|1770.7574| 885.8823|1769.7734| 8853903 E |1314.6511| 657.8252(1257.6245| 649.3159(1296.6405| 648.8239|11
15|1860.8367| 930.9220|1888.8316| 944.9195|1871.8051| 936.4062|1870.8211| 935.9142( T |1185.6083] 593.3079(1168.5819| 584.7946(1167.5979| 584.3026|10
16|2007.9051|1004.4562|2035.5001|1018.4537|2018.8735]1009.5404|2017.88%5|1009.4484| F |1084.5608| 342.7840|1067.5343| 334.2708 0
17]|2135.9637|1068.4855|2163.9586|1082.4830|2146.5321|1073.5657 (214559481 |1073.4777| Q | 9374924 469.2458| 920.4659| 460.73606 8
18)|2245.0478|1125.0275|2277.0427|1139.0250|2260.0161|1130.5117|2259.0321|1130.0157| L | 809.4338| 405.2205| 792.4073| 396.7073 7
19)|2380.0883|1190.5478|2408.0832|1204.5452|2391.0566]1196.0320|2350.0726|1195.5399| M | 696.3498| 348.6785| 679.3232| 340.1652 6
20(2437.1097(1219.0585|2465.1046|1233.0560|2448.0781|1224.5427|2447.0941|1224.0507| G | 563.3093| 283.1583( 548.2827| 274.6450 5
21|2550.1938|1275.6005|2578.1887|1289.5980(2561.1622|1281.0847|2560.1781|1280.5927| L | 508.2878| 234.6475( 451.2613| 246.1343 4
22|2713.2571|1357.1322|2741.2520(1371.1297|2724.2255|1362.6164|2723 2415|1362.1244| Y | 39352037 198.1055( 378.1772| 189.5922 3
23|2770.2786(1385.6429|2798.2735|1399.6404|2781.2470|1351.1271|2780.2629|1390.6351| G | 232.1404| 116.5738( 215.1139| 108.0606 2
24 R | 175.11%0] 88.0631| 158.0924| 79.5498 1

Rysunek 17. Reprezentatywna dla analizowanych préb tabela mas fragmentow peptydu zawierajgcego N-Hcy-Lys. Na
podstawie mas poszczegdlnych fragmentdow peptydu moZliwe jest poznanie jego sekwencji oraz zidentyfikowanie miejsca
modyfikacji.
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Rysunek 18. Widma ESI-MS dla biatek moczu samcéw Cbs*/- (n=8). Pomarariczowymi strzatkami zaznaczono pozycje piku
darcyny o masie okoto 18 891 Da, zielonymi strzatkami zaznaczono natomiast pozycje piku o masie 18 705 Da, odpowiadajgcej
biatku Mup2. Myszy w wieku 8 tygodni.
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Rysunek 19.Widma ESI-MS dla biatek moczu samcéw Cbs”/-(n=8). Pomarariczowymi strzatkami zaznaczono pozycje piku
darcyny o masie okoto 18 891 Da, zielonymi strzatkami zaznaczono natomiast pozycje piku o masie 18 705 Da, odpowiadajgcej
biatku Mup2. Myszy w wieku 8 tygodni.
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Rysunek 20. Widma ESI-MS dla biatek moczu samic Cbs*-(n=8). Pomarariczowymi strzatkami zaznaczono teoretycznq pozycje
piku darcyny o masie okoto 18 891 Da, ktdry nie zostat wykryty w badanych prébach; zielonymi strzatkami zaznaczono
natomiast pozycje piku o masie 18 705 Da, odpowiadajqgcej biatku Mup2. Myszy w wieku 8 tygodni.
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Rysunek 21. Widma ESI-MS dla biatek moczu samic Cbs7-(n=7). Pomarariczowymi strzatkami zaznaczono pozycje piku darcyny

0 masie okoto 18 891 Da, niezaobserwowanego wczesniej w moczu innych samic. Zielonymi strzatkami zaznaczono natomiast
pozycje piku o masie 18 705 Da, odpowiadajqcej biatku Mup2. Myszy w wieku 8 tygodni.
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4.4 \Western blot — analiza ilosciowa bialek MUP w ekstraktach
tkankowych

W celu okreslenia mechanizmu zmniejszonej ekskrecji biatek MUP do moczu konieczne
byto zbadanie, czy zaobserwowane rdznice wynikajg ze zmienionego poziomu ekspresji tych
biatek w watrobie, czy tez wystepujg zaburzenia na pdzniejszym etapie — to jest wydzielaniu

biatek do moczu w nerkach.

4.4.1. Analiza wptywu genotypu na produkcje biatlek w watrobie

Ekspresja biatek MUP u myszy zachodzi w watrobie[77]. Dlatego tez zasadne byto
sprawdzenie réznic w poziomach tych biatek w ekstraktach z watréb pobranych od 8-
tygodniowych myszy. Ekstrakty biatkowe po rozdziale w 14% zelu poliakryloamidowym
przenoszono na mebrany z polifluorku winylidenu (PVDF) o $rednicy poréw 0,2 um. Po
inkubacji z przeciwciatami |- i ll-rzedowymi biatka MUP wizualizowano z wykorzystaniem kliszy
fotograficznej i fotografowano za pomoca aparatu G-box. Tak przygotowane cyfrowe wersje
poddawano analizie densytometrycznej. Nalezy jednak zaznaczy¢, ze biatka MUP nie stanowig
grupy obserwowanej jako jeden prazek. Stad analizie poddawano gtéwny prgzek MUP,
obserwowany na wysokosci okoto 20 kDa, traktowany jako centralne biatka MUP oraz prazek
odpowiadajacy darcynie na wysokosci ~15 kDa. Uzyskane wyniki przedstawiono ponizej (Rys.
22-25). Wyniki poréwnania dla samcéw i samic przeprowadzono dzieki wykonaniu
dodatkowych analiz poréwnawczych 5 samcéw oraz 5 samic kontrolnych. Jako biatko

odniesienia wykorzystano dehydrogenaze aldehydu 3-fosfoglicerynowego (GAPDH).

— CbSJf- F — — Cbs'ff' F — Cbs’fr' M

GAPDH = — — —— —

MUP e e i e em—— ——————

Darcyna - — e————

Rysunek 22. Wykonany w 4 powtdrzeniach Western blot przedstawiajgcy poréwnanie prqzkow MUP centralnych oraz darcyny
u samic Cbs*- | Cbs”- w wqtrobach. Sciezki 1-5 przedstawiajq prgzki dla samic Cbs*-, 6-10 dla samic Cbs7-, 11-12 dla samcéw
Cbs*- jako odniesienie. Myszy w wieku 8 tygodni.
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Rysunek 23. Wykonany w 4 powtdrzeniach Western blot przedstawiajqcy poréwnanie prgzkéw MUP centralnych oraz
darcyny u samcoéw Cbs*/- i Cbs7- w wqtrobach. Sciezki 1-5 przedstawiajg prgzki dla samcéw Cbs*-, 6-10 dla samcéw Cbs7-,
11-12 dla samic Cbs*- jako odniesienie. Myszy w wieku 8 tygodhni.
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Rysunek 24. Poréwnanie poziomu akumulacji biatek MUP centralnych w wgtrobach. Na wykresie stupkowym przedstawiono,
znormalizowane wzgledem grupy samcow kontrolnych (Cbs*-), wartosci luminescencji Western blot, otrzymane poprzez
analize w programie Syngene GeneSys. Roznice istotne statystycznie zaobserwowano pomiedzy samcami Cbs”- wzgledem
Cbs*/, krotnos¢ zmiany 0,302 (p=0,001) oraz pomiedzy samicami Cbs”- wzgledem Cbs*/, krotnos¢ zmiany 0,292 (p=0,002), a
takze pomiedzy kontrolnymi grupami samcéw i samic Cbs*/~, krotnos¢ zmiany 0,591 (p=0.001).
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Rysunek 25. Poréwnanie poziomu akumulacji darcyny w wgtrobach. Na wykresie stupkowym przedstawiono, znormalizowane
wzgledem grupy samcéw kontrolnych (Cbs*/"), wartosci luminescencji Western blot, otrzymane poprzez analize w programie
Syngene GeneSys. Przedstawione na wykresie stupki reprezentujq zblizone wartosci (brak réznic istotnych statystycznie)
luminescencji pomiedzy grupami samcéw Cbs”- wzgledem Cbs*, a takze samic Cbs”/- wzgledem samcéw Cbs*- oraz Cbs”-.
Sugeruje to, iz poziom darcyny u samic Cbs”- jest zblizony do poziomu akumulacji tego biatka u samcéw, podczas, gdy u samic
kontrolnych Cbs*- biatko nie zostato wykryte.

Badania te pozwalajg stwierdzi¢, ze u myszy typu Cbs”- poziom biatek MUP ulega znacznemu
obnizeniu juz w watrobie, co wskazuje na regulacje poziomu tych protein juz na etapie

transkrypcji, bgdz translacji.

4.4.2. Analiza poziomu biatek MUP w nerkach

W celu wykluczenia probleméw z sekrecjg biatek MUP do moczu u myszy Cbs”,
przeprowadzono rowniez analogiczne do powyiszych analizy dla ekstraktéw z nerek.
Zaleznosci pomiedzy poszczegélnymi grupami doswiadczalnymi prezentujg tendencje
podobng do zmian widocznych w watrobach. Ponadto, poniewaz na zel nanoszono réwniez
(jako kontrole) szesciokrotnie rozciericzony izolat biatek watroby, mozna stwierdzi¢, iz poziom
biatek MUP w nerkach jest resztkowy. Mozna wiec uznac, ze biatka te nie odktadajg sie nerkach
w innych proporcjach niz obserwowane jest to na etapie ich ekspresji w watrobie. Opisane

wyniki przedstawiono ponizej (Rys. 26-29).
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Rysunek 26. Western blot, wykonany w 3 powtdrzeniach, przedstawiajgcy poréwnanie prqzkéw MUP centralnych oraz darcyny
u samic Cbs*- i Cbs”- w nerkach. Sciezka 1 przedstawia prqzki dla 6 — krotnie rozciericzonej préby izolatu biatka z wgtroby

kontrolnej, sciezki 2-6 przedstawiajq prqzki dla samic Cbs*, 7-11 dla samic Cbs”-, 12-13 dla samcéw Cbs*- jako odniesienie.
Myszy w wieku 8 tygodni.
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Rysunek 27. Western blot, wykonany w 3 powtdrzeniach, przedstawiajgcy poréwnanie prqzkéw MUP centralnych oraz darcyny
u samcow Cbs+/- i Cbs-/- w nerkach. Sciezka 1 przedstawia prgzki dla 6 — krotnie rozciericzonej préby izolatu biatka z wgtroby
kontrolnej, $ciezki 2-6 przedstawiajq prqzki dla samcéw Cbs*-, 7-11 dla samcéw Cbs7, 12-13 dla samic Cbs*- jako odniesienie.
Myszy w wieku 8 tygodni.
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Rysunek 28. Porownanie poziomu akumulacji biatek MUP centralnych w nerkach. Na wykresie stupkowym przedstawiono
znormalizowane wzgledem grupy samcéw kontrolnych (Cbs+/-) wartosci luminescencji Western blot, otrzymane poprzez
analize w programie Syngene GeneSys. Réznice istotne statystycznie zaobserwowano pomiedzy samcami Cbs”- wzgledem
Cbs*, krotnos¢ zmiany 0,13 (p<0,001), a takze pomiedzy kontrolng grupg samic Cb*- i samcéw Cbs*/-, krotnos¢ zmiany 0,098
(p=0.02).
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Rysunek 29. Poréwnanie poziomu akumulacji darcyny w nerkach. Na wykresie stupkowym przedstawiono znormalizowane
wzgledem grupy samcéw kontrolnych (Cbs*) wartosci luminescencji Western blot, otrzymane poprzez analize w programie
Syngene GeneSys. Przedstawione na wykresie stupki reprezentujg zblizone wartosci (brak roznic istotnych statystycznie)
luminescencji pomiedzy grupami samcéw Cbs”- wzgledem Cbs*- a takze samic Cbs”- wzgledem samcéw Cbs*- oraz Cbs”".
Sugeruje to, iz poziom darcyny u samic Cbs”" jest zblizony do poziomu akumulacji tego biatka u samcéw — u samic kontrolnych
Cbs*/- natomiast, biatko nie zostato wykryte.

4.5.Real-Time RT qPCR

W celu dalszego wyjasnienia mechanizmu regulacji ekspresji biatek MUP wykonano szereg
analiz typu Real-Time RT gPCR, zaréwno dla produktéw transkrypcji gendw Mup, jak i czynnika
transkrypcyjnego Zhx2, regulujgcego transkrypcje gendéw Mup. Zbadano takze ilos¢ mRNA
receptorow hormonow, ktérych poziom wptywaé moze na poziom biatek MUP w moczu oraz
mRNA istotnego ze wzgledu na ptodnos$¢ genu Timpl. Odpowiednie analizy poprzedzita
izolacja catkowitego RNA, ktérego czystosé¢ potwierdzono z wykorzystaniem urzadzenia
NanoDrop2000, mierzgc absorbancje prdb przy dtugosciach fali 230 nm, 260 nm oraz 280 nm.
Zaktadano przy tym, ze prébka nadaje sie do dalszej analizy jesli wartosci wspdtczynnikéw
Az60/A280 oraz Azeo/A230 wynosity pomiedzy 1,8 a 2,1. Préby spetniajgce ten warunek po
traktowaniu DNAzg wykorzystywano do syntezy cDNA, stanowigcego matryce do analiz

ilosciowych metodg Real-Time gPCR.
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4.5.1. Poziom transkrypcji genéw mup

Istotne z punktu widzenia badanych zagadnien, jest okreslenie czy zmiany w ekspres;ji
biatek MUP obserwowane sg juz na poziomie transkrypcji. Stad tez wykonano analizy poziomu
transkryptu dla kodujacych je gendw. Z uwagi jednak na wysokie podobieistwo sekwencji
gendw mup, jedna z par starterow jest specyficzna wobec mRNA wiecej niz jednego genu. Stad
wyniki podzielono wedtug transkryptu na Mup centralne, Darcyne oraz Mup3. Analize
przeprowadzono dla 4 samic Chs”", 4 samic Cbs*-, 3 samcéw Cbs”" oraz 4 samcéw Chs*".
Obliczen dokonywano wzgledem genu B-aktyny z wykorzystaniem metody AACt. Jako grupy

kontrolne do analiz poréwnawczych przyjeto myszy Cbs*- o odpowiedniej pfci.
Mup centralne

W grupie tej znajduje sie wiekszo$¢ gendéw Mup, dla ktérych z uwagi na wysokie
podobiedstwo sekwencji transkryptow nie bylo mozliwe zaprojektowanie starteréw
specyficznych wobec produktu transkrypcji pojedynczego genu. Wynik tej analizy pozwala
wiec oszacowal zmiane ilosci transkryptu wszystkich gendw Mup, a co za tym idzie — ma
przetozenie na catkowitg ilos¢ biatek MUP wydzielanych w moczu, jesli regulacja zachodzi na
poziomie transkrypcji. Samce Cbs”" maja zdecydowanie obnizony poziom transkryptu genéw
Mup (0,07 wzgledem Cbs*~, p<0,05), podczas gdy u samic réznica nie jest istotna statystycznie.

Wyniki dla samic oraz samcéw przedstawiono na wykresach stupkowych ponizej (Rys. 30i 31).
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Rysunek 30. Wykres krotnosci zmiany poziomu transkryptu genow Mup centralnych u samic. Oznaczone metodq AACt
wzgledne ilosci transkryptu w postaci wartosci krotnosci zmiany (Fc) dla genéw Mup centralnych u samic Cbs”- (lewa strona,
n=4) oraz Cbs*/- (z prawej, n=4). Krotnos¢ zmiany dla transkryptu genéw Mup centralnych wzgledem grupy kontrolnej wyniosta
0,476 (p=0,146), zmiana nie jest istotna statystycznie.
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Rysunek 31. Wykres krotnosci zmiany poziomu transkryptu genéw Mup centralnych u samcéw. Oznaczone metodq AACt
wzgledne ilosci transkryptu w postaci wartosci krotnosci zmiany (Fc) dla genéw Mup centralnych u samcéw Cbs”- (lewa strona,
n=3) oraz Cbs*- (z prawej, n=4). Krotnos¢ zmiany dla transkryptu genéw Mup centralnych wzgledem grupy kontrolnej wyniosta
0,070 (p=0,001), zmiana jest istotna statystycznie, zaobserwowano 93% redukcje poziomu transkryptu gendw mup
centralnych.
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Mup3

Zbadano réwniez poziom transkryptu genu Mup3, ktérego produkt, biatko Mup3 udato sie
zidentyfikowaé w prébkach moczu metody spektrometrii mas i obserwowano jego
zmniejszong ilos¢ na elektroforegramach SDS-PAGE. Podobnie do wynikéw obserwowanych
dla transtkryptéw gendw Mup centralnych, réwniez zaobserwowano znacznie zmniejszony
poziom transkryptu genu Mup3, zardwno u samic, jak i u samcéw. Krotnos¢ zmiany poziomu
transkryptu wyniosta u osobnikéw z knock-outem genu Cbs odpowiednio 0,05 (p<0,01) i 0,043
(p<0,01). Wyniki przedstawiono na wykresach ponizej (Rys. 32 i 33). Powyzisze rezultaty
pozwalajg potwierdzi¢ wczesniejsze obserwacje dotyczace zmniejszenia ekspresji biatek MUP

wskutek knock-outu genu Cbs.
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Rysunek 32. Wykres krotnosci zmiany poziomu transkryptu genu Mup3 u samic. Oznaczone metodq AACt wzgledne ilosci
transkryptu w postaci wartosci krotnosci zmiany (Fc) dla genu Mup3 u samic Cbs”- (lewa strona, n=4) oraz Cbs*- (z prawej,
n=4). Krotnos¢ zmiany dla transkryptu genu mup3 wzgledem grupy kontrolnej wyniosta 0,050 (p=0,009), zmiana jest istotna
statystycznie, zaobserwowano 95% redukcje poziomu transkryptu genu Mup3.
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Rysunek 33. Wykres krotnosci zmiany poziomu transkryptu genu Mup3 u samcéw. Oznaczone metodq AACt wzgledne ilosci
transkryptu w postaci wartosci krotnosci zmiany (Fc) dla genu Mup3 u samcéw Chbs”- (lewa strona, n=3) oraz Cbs*/ (z prawej,
n=4). Krotnosc¢ zmiany dla transkryptu genu mup3 wzgledem grupy kontrolnej wyniosta 0,043 (p=0,004), zmiana jest istotna
statystycznie, zaobserwowano 96% redukcje poziomu transkryptu genu Mup3.

Darcyna

Istotnym z punktu widzenia obserwowanych wczesniej zmian jako$Sciowych w profilach
biatkowych moczu mysiego pomiedzy zwierzetami Cbs”-, a Cbs*/ byto zbadanie poziomu
tranksryptu dla genu Mup20, ktérego produktem jest darcyna, opisywana w literaturze jako
biatko specyficzne dla samcéw [101]. Poniewaz na elektroforegramach SDS-PAGE probek
moczu oraz podczas analiz z wykorzystaniem spektrometrii mas biatko to obserwowane byto
réwniez u samic Cbs”, kluczowe wydaje sie wyjasnienie czy gen Mup20 jest nieaktywny u
samic, czy tez ekspresja darcyny regulowana jest posttranskrypcyjnie. Zaobserwowane wyniki

przedstawiono na wykresach ponizej.

Krotnos¢ zmiany poziomu transkryptu genu Mup20 u samic wyniosta 44,874 (p<0,05),

zmiana ta jest istotna statystycznie (Rys. 34).
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Rysunek 34. Wykres krotnosci zmiany poziomu transkryptu genu Mup20 (darcyny) u samic. Oznaczone metodq AACt wzgledne
ilosci transkryptu w postaci wartosci krotnosci zmiany (Fc) dla genu Mup20 u samic Cbs”- (lewa strona, n=4) oraz Cbs*- (z
prawej, n=4). Krotnos¢ zmiany dla transkryptu genu Mup20 wzgledem grupy kontrolnej wyniosta 44,874 (p=0,00017), zmiana
istotna statystycznie, zaobserwowano 4400% wzrost poziomu transkryptu.

Krotnos$¢ zmiany poziomu transkryptu genu Mup20 u samcow wyniosta 0,886 (p>0,05) i

zmiana ta jest nieistotna statystycznie (Rys.35).
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Rysunek 35. Wykres krotnosci zmiany poziomu transkryptu genu Mup20 (darcyny) u samcow. Oznaczone metodq AACt
wzgledne ilosci transkryptu w postaci wartosci krotnosci zmiany (Fc) dla genu Mup20 u samcéw Cbs”- (lewa strona, n=3) oraz
Cbs*~ (z prawej, n=4). Krotnos¢ zmiany dla transkryptu genu Mup20 wzgledem grupy kontrolnej wyniosta 0,886 (p=0,391),
zZmiana nie jest istotna statystycznie.
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4.5.2. Poziom transkrypcji genu Zhx2

W zwigzku z zaobserwowanymi zmianami w profilach transkrypcji genéw Mup
zdecydowano, ze zasadne bedzie zbadanie réwniez poziomu transkrypcji genu czynnika
transkrypcyjnego Zhx2. Zostat on niedawno opisany w literaturze jako regulujacy poziom
ekspresji biatek MUP [104]. Analize przeprowadzono dla 4 samic Cbs”,, 4 samic Cbs*/, 3
samcéw Chbs”" oraz 4 samcéw Cbs*~. Obliczen dokonywano wzgledem genu B-aktyny z
wykorzystaniem metody AACt,. Jako grupy kontrolne do analiz poréwnawczych przyjeto
zwierzeta Cbs*/- o odpowiedniej ptci. Zaréwno u samic (Rys. 36), jak i samcéw (Rys. 37) Cbs”"
zaobserwowano zmniejszony poziom transkryptu genu Zhx2. U samic zaobserwowano okotfo
dwukrotnie zmniejszony poziom mRNA tego genu — krotnos¢ zmiany wynosi 0,516 (p<0,05).

U samcow natomiast krotnos¢ zmiany badanego produktu wyniosta 0,320 (p<0,05).
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Rysunek 36. Wykres krotnosci zmiany poziomu transkryptu genu Zhx2 u samic. Oznaczone metodq AACt wzgledne ilosci
transkryptu w postaci wartosci krotnosci zmiany (Fc) dla genu Zhx2 u samic Cbs”- (lewa strona, n=4) oraz Cbs*/ (z prawej,
n=4). Krotnos¢ zmiany dla transkryptu genu Zhx2 wzgledem grupy kontrolnej wyniosta 0,516 (p=0,0007), zmiana jest istotna
statystycznie, zaobserwowano 48,4% spadek poziomu transkryptu.
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Rysunek 37. Wykres krotnosci zmiany poziomu transkryptu genu Zhx2 u samcéw. Oznaczone metodq AACt wzgledne ilosci
transkryptu w postaci wartosci krotnosci zmiany (Fc) dla genu Zhx2 u samcéw Cbs”- (lewa strona, n=3) oraz Cbs*~ (z prawej,
n=4). Krotnosc¢ zmiany dla transkryptu genu Zhx2 wzgledem grupy kontrolnej wyniosta 0,320 (p=0,0237), zmiana jest istotna
statystycznie, zaobserwowano 68% spadek poziomu transkryptu.

4.5.3. Poziom transkrypcji genéw wybranych receptoréw hormonéw
u samic
Celem zbadania mozliwego innego, niezaleznego od Zhx2 mechanizmu regulacji ekspresji
darcyny u samic, wykonano réwniez szereg analiz poziomu transkryptu dla receptoréw
wybranych hormondw, ktére biorg udziat w regulacji ekspresji biatek MUP. Analizy wykonano

wstepnie na grupie 3 samic Cbs”" oraz 3 samic Chs*".
Receptory hormonoéw tarczycy — geny Thra i Thrb

Pierwsze dwa geny, ktérych poziom transkryptu zmierzono to geny Thra oraz Thrb,
kodujace receptory hormondw tarczycy. Zaobserwowano zmniejszony poziom mRNA dla obu
tych genéw u myszy Cbs”, z czego zdecydowanie wieksza zmiana obserwowana byfa w
przypadku drugiego z wymienionych transkryptow. Nalezy jednak zaznaczy¢, ze obserwowana
réznica dla genu Thra (p>0,05) nie jest istotna statystycznie (Rys. 38) — w przeciwienistwie do

Thrb (p<0,05), ktérego krotno$¢ zmiany wyniosta 0,17 (Rys. 39).
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Rysunek 38. Wykres krotnosci zmiany poziomu transkryptu genu Thra u samic. Oznaczone metodq AACt wzgledne ilosci
transkryptu w postaci wartosci krotnosci zmiany (Fc) dla genu Thra u samic Cbs”- (lewa strona, n=3) oraz Cbs*/ (z prawej,
n=3). Krotnos¢ zmiany dla transkryptu genu Thra wzgledem grupy kontrolnej wyniosta 0,401 (p=0,069), zmiana nie jest istotna
statystycznie.
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Rysunek 39. Wykres krotnosci zmiany poziomu transkryptu genu Thrb u samic. Oznaczone metodq AACt wzgledne ilosci
transkryptu w postaci wartosci krotnosci zmiany (Fc) dla genu Thrb u samic Cbs”- (lewa strona, n=3) oraz Cbs* (z prawej,
n=3). Krotnos¢ zmiany dla transkryptu genu Thrb wzgledem grupy kontrolnej wyniosta 0,174 (p=0,028), zmiana jest istotna
statystycznie, zaobserwowano 82,6% spadek poziomu transkryptu.
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Receptor estrogenu - gen Esr1

Kolejnym przeanalizowanym transkryptem byto mRNA genu Esrl, kodujgcego receptor
estrogenu. Z punktu widzenia obserwowanych zmian jakosciowych, swiadczacych o
maskulinizacji proteomu moczu samic Cbs”, istotne wydawalo sie zbadanie poziomu
receptora tego hormonu. Zaobserwowano spadek poziomu badanego transkryptu u myszy
transgenicznych, z krotnoscig zmiany na poziomie 0,12 (p<0,05). Wyniki przedstawiono na

wykresie ponizej (Rys. 40).
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Rysunek 40. Wykres krotnosci zmiany poziomu transkryptu genu Esrl u samic. Oznaczone metodq AACt wzgledne ilosci
transkryptu w postaci wartosci krotnosci zmiany (Fc) dla genu Esr1 u samic Cbs”- (lewa strona, n=3) oraz Cbs*/- (z prawej, n=3).
Krotnos¢ zmiany dla transkryptu genu Esrl wzgledem grupy kontrolnej wyniosta 0,121 (p=0,022), zmiana jest istotna
statystycznie, zaobserwowano 87,9% spadek poziomu transkryptu.

Receptor hormonu wzrostu — Ghr

Przedostatnim analizowanym transkryptem byto mRNA genu receptora hormonu wzrostu,
Ghr. Zaobserowano krotno$é zmiany poziomu transkryptu wynoszgcy 0,128 (p<0,05), a wiec

zmniejszony o 86,2% poziom transkryptu u myszy Cbs”" (Rys. 41).
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Rysunek 41. Wykres krotnosci zmiany poziomu transkryptu genu Ghr u samic. Oznaczone metodq AACt wzgledne ilosci
transkryptu w postaci wartosci krotnosci zmiany (Fc) dla genu Ghr u samic Cbs”- (lewa strona, n=3) oraz Cbs*/~ (z prawej, n=3).
Krotnos¢ zmiany dla transkryptu genu Ghr wzgledem grupy kontrolnej wyniosta 0,128 (p=0,01), zmiana jest istotna
statystycznie, zaobserwowano 86,2% spadek poziomu transkryptu.

Receptor androgenowy — gen Ar

Ostatnim z przebadanych mRNA gendéw receptorow hormondéw jest mRNA receptora
androgenu — Ar. W zwigzku z tym, iz testosteron jest typowo samczym hormonem -
spodziewano sie wzrostu jego poziomu u myszy Cbs”". Zaobserwowano tymczasem, wbhrew
oczekiwaniom, ze poziom mMRNA receptora androgenowego jest znacznie obnizony u
wspomnianych myszy. Krotnos¢ zmiany obserwowana dla translryptu genu Ar wyniosta 0,029

(p<0,05), co przedstawione zostato na rycinie ponizej (Rys. 42).
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Rysunek 42. Wykres krotnosci zmiany poziomu transkryptu genu Ar u samic. Oznaczone metodq AACt wzgledne ilosci
transkryptu w postaci wartosci krotnosci zmiany (Fc) dla genu Ar u samic Cbs”- (lewa strona, n=3) oraz Cbs*~ (z prawej, n=3).
Krotnos¢ zmiany dla transkryptu genu Ar wzgledem grupy kontrolnej wyniosta 0,029 (p=0,001), zmiana jest istotna
statystycznie, zaobserwowano 97,1% spadek poziomu transkryptu.

Celem weryfikacji obserwowanych zmian przeprowadzono dodatkowe analizy na grupie 4
samic Cbs”" i 4 samic Chs*/~, ktére wykorzystywane byty do analiz opisanych w rozdziale 4.5.1.
niniejszej pracy. Zbadano poziom transkryptu genéw Ar oraz Timp1. Ustalono, iz pierwszy z
wspomnianych transkryptéw u samic Cbs”- wystepuje z krotnoscig zmiany 0,059 (p<0,05), co

odpowiada 94,1% redukcji transkrypcji genu receptora androgenowego (Rys. 43).

62



Ar

14 @ Cbs +/-;

K
[

krotnos¢ zmiany

o
o)}

@2 Cbs -/-;
0,059

o
»~

o
N

T
|

@ cbs -/- @ Cbs +/-

o

Rysunek 43. Wykres krotnosci zmiany poziomu transkryptu genu Ar u samic. Oznaczone metodq AACt wzgledne ilosci
transkryptu w postaci wartosci krotnosci zmiany (Fc) dla genu Ar u samic Cbs”- (lewa strona, n=4) oraz Cbs*~ (z prawej, n=4).
Krotnos¢ zmiany dla transkryptu genu Ar wzgledem grupy kontrolnej wyniosta 0,059 (p=0,0002), zmiana jest istotna
statystycznie, zaobserwowano 94,1% spadek poziomu transkryptu.

Krotno$¢ zmiany poziomu mRNA genu Timpl obserwowana u myszy Chs”- wzgledem
myszy zdrowych przedstawiona zostata na wykresie ponizej (Rys. 44) i wyniosta 10,162

(p<0.05)
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Rysunek 44. Wykres krotnosci zmiany poziomu transkryptu genu Timpl u samic. Oznaczone metodq AACt wzgledne ilosci
transkryptu w postaci wartosci krotnosci zmiany (Fc) dla genu Timp1 u samic Cbs”- (lewa strona, n=4) oraz Cbs*/ (z prawej,
n=4). Krotnos¢ zmiany dla transkryptu genu Timp1 wzgledem grupy kontrolnej wyniosta 10,162 (p=0,0004), zmiana jest istotna
statystycznie, zaobserwowano 1000,16% wzrost poziomu transkryptu.
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4.6. Analiza poziomu testosteronu metoda ELISA

Oznaczanie poziomu testosteronu w moczu badanych myszy wykonywano na 3 prébach
moczu z kazdej grupy myszy. Otrzymane wyniki Swiadczg o obnizeniu poziomu testosteronu u
myszy z knock-outem Cbs obu ptci, wzgledem odpowiadajgcych im myszy kontrolnych Cbs*-,
jednak jedynie w przypadku samic rdznica ta jest istotna statystycznie. Wyniki przedstawiono

na wykresie ponizej (Rys. 45).
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Rysunek 45. Wyniki analizy stezenia testosteronu w moczu, analizowane metodq ELISA. Zaobserwowano 79,9% mniejsze
stezenie testosteronu u samic (F) Cbs”- (n=3) wzgledem samic kontrolnych Cbs*/(n=3), p=0,0426. Dla samcéw (M) réznica nie
jest istotna statystycznie.

4.7.Analizy behawioralne

4.7.1. Analiza zainteresowania sladem zapachowym

Przeprowadzone eksperymenty behawioralne pozwolity na oszacowanie, w jaki sposdb
myszy typu dzikiego (szczep C57BL/6J) beda reagowac na $lady zapachowe od badanych myszy
Cbs”". Eksperyment zaplanowany zostat tak, by zapachy nie mieszaty sie, a kazda z myszy
analizowana byta wzgledem kazdego z badanych sladéw zapachowych. Stad w pojedynczym
tescie wystepowat jeden $lad zapachowy po jednej stronie klatki testowej, po drugiej zas
nakrapiano wode jako kontrole. Mierzono czas spedzany w obu sektorach i obliczano stosunek
obu wartosci, co pozwolito na okreslenie, czy oraz w jakim stopniu dany slad zapachowy jest
atrakcyjny badz odstraszajgcy. Wyniki przedstawiono w tabelach ponizej, oddzielnie dla

samcow i samic. Ponadto zliczano réwniez powierzchnie wypréznien i kropli moczu.
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Badany mocz e e

12x3  1,12(0,06)  1,16(0,31) 0,78 (0,17)
12x3 0,77(0,000) 0,67 (0,12) 0,89 (0,35)
12x2  0,90(0,1)  0,61(0,09) 1,65 (0,05)
12x3  0,99(0,44)  1,5(0,16) 0,83 (0,28)
12x3  0,88(0,03)  0,44(0,01) 0,78 (0,17)
12x2  0,99(0,44)  1,56(0,11) 0,52 (0,02)
12 083(004)  15(032) 087(037)

Tabela 1.Zebrane wartosci zmiennych dla testow behawioralnych przeprowadzonych na samicach. Wartosci w kolumnach
przedstawiajq iloraz danej zmiennej (tj. czasu bqdZ powierzchni) dla badanego moczu oraz odpowiadajqgcej jej wartosci dla
wody. Odpowiednie wartosci-p dla testu t-studenta (jednostronnego) zamieszczono w nawiasach. Statystycznie istotne

réznice zaznaczono kolorem zottym.

ey
12x3 0,79 (0,000) 0,59 (0,049) 1,07 (0,38)
12x3  0,95(0,16)  2,29(0,03) 1,13 (0,34)
12x2  1,05(0,27)  1,12(0,38)  1,12(0,31)
12x3  0,99(0,45)  1,61(0,11)  1,35(0,11)
AL 123 1,01(04) 1,5(0,2)  1,32(0,22)
12x2  1,05(0,17)  0,78(0,29) 1,14 (0,33)
12 086(0,06) 143(0,28) 0,60(0,16)

Tabela 2. Zebrane wartosci zmiennych dla testéw behawioralnych przeprowadzonych na samcach. Wartosci w kolumnach
przedstawiajq iloraz danej zmiennej (tj. czasu bgdZ powierzchni) dla badanego moczu oraz odpowiadajgcej jej wartosci dla
wody. Odpowiednie wartosci-p dla testu t-studenta zamieszczono w nawiasach. Statystycznie istotne rdznice zaznaczono
kolorem Zottym.

Otrzymane wyniki pozwalajg wnioskowaé, ze samice unikaty moczu z dodatkiem Hcy,
zaréowno samczego, jak i od samic, jednak zachowywaty sie tak samo w stosunku do wody z
dodatkiem Hcy. Mozliwe wiec, ze 5mM homocysteina jest dla samic odstraszajaca, a takie
stezenie wystepuje u myszy Cbs”" [103]. W testach przeprowadzonych na samicach wida¢
tendencje w preferowaniu moczu pochodzacego od samcéw kontrolnych Cbs*~ w poréwnaniu

z moczem samcéw Chs”, jest ona jednak nieistotna statystycznie (Tab. 1).

Samce (Tab. 2) natomiast unikajg regionu z nakropionym moczem kontrolnym od samcéw
Cbs*/, nie wykazujg analogicznych zmian wobec moczu od samcéw Chs”~. Sugeruje to, iz mocz

samcow z knock-outem genu Cbs nie zawiera informacji odstraszajgcej innych samcéw i moze
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$wiadczy¢ o dysfunkcyjnoéci komunikacji zapachowej. Samce Chs”- moga nie by¢ uznawane za

zagrozenie przez samce dzikie.

4.7.2. Analiza odpowiedzi hormonalnej na podtoze od osobnikéw pici
przeciwnej

Ostatnim wykonanym eksperymentem, ktéry miat na celu sprawdzenie funkcjonalnosci
systemu sygnalizacji seksualnej u myszy Cbs”-, byto badanie reakcji hormonalnej w odpowiedzi
na wystawienie myszy na sciétke od osobnikdéw ptci przeciwnej. Sprawdzono w ten sposdb jak
samice oraz samce Chs” i Cbs*/~ reagujg na zapach myszy ptci przeciwnej, ze wzgledu na ich
genotyp. Z uwagi na charakter doswiadczenia, zostato ono przeprowadzone na niewielkiej
grupie 20 myszy (po 3 samce i 3 samice obu genotypéw wystawionych na podtoze osobnikéw
Cbs” ptci przeciwnej — tacznie 12 osobnikdw - oraz po 2 samce i 2 samice obu genotypdéw —
tacznie 8 osobnikdéw — wystawionych na bodzce osobnikéw Cbs* pici przeciwnej). Mimo to

udato sie osiggnac istotnosc¢ statystyczng.

Poniewaz zaréwno u samic kontrolnych Cbs*- (Rys. 46), jak i Cbs”- (Rys. 47) roznice w
reakcji na $cidtke od samcéw Chbs”-, wzgledem samcéw kontrolnych Cbs*~ sg niewielkie
(krotnos¢ zmiany pomiedzy 0,63 a 1,05) oraz ponizej progu istotnosci statystycznej (p>0,05)

uznano, iz dysfunkcyjny gen Cbs nie przesadza o sukcesie rozrodczym u samcow.

krotno$é zmiany u samic Cbs*"
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Rysunek 46. Zmiany w poziomie transkryptu wybranych receptoréw hormonéw w wgtrobie u samic kontrolnych Cbs*/~. Stupki
reprezentujq krotnos¢ zmiany ilosci transkryptu w reakcji samic na Sciétke od samcéw Cbs” (niebieski) oraz Cbs*/
(pomarariczowy). Obserwowane réznice nie sq istotne statystycznie, co moze sugerowac, iz u samcow obecnos¢ mutacji w
genie Cbs nie jest kluczowa dla wyboru partnera seksualnego przez samice kontrolne Cbs*/-. Myszy w wieku 8 tygodni.
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Rysunek 47. Zmiany w poziomie transkryptu wybranych receptoréw hormondéw w wqtrobie u samic Cbs-/-. Stupki reprezentujq
krotnos¢ zmiany ilosci transkryptu w reakcji samic na sciétke od samcéw Cbs”- (niebieski) oraz Cbs*- (pomarariczowy).
Obserwowane réznice nie sq istotne statystycznie, co moze sugerowac, iz u samcow obecnos¢ mutacji w genie Cbs nie jest
kluczowa dla wyboru partnera seksualnego przez samice Cbs”-. Myszy w wieku 8 tygodni.

Krotno$¢ zmiany u samcow Cbs*/~

3,5

2,5

ii 'i i i b

Esrl Ar Ghr Thra Thrb

N

1

[N

0

o

M podtoze samic Cbs-/- M podtoze samic Cbs+/-

Rysunek 48. Zmiany w poziomie transkryptu wybranych receptoréw hormonéw w watrobie u samcéw kontrolnych Cbs*.
Stupki reprezentujg krotnos¢ zmiany ilosci transkryptu w reakcji samic na sciétke od samic Cbs”- (niebieski) oraz Cbs*
(pomarariczowy). Obserwowane roznice dla gendw Esrl, Ar i Thra sq istotne statystsycznie, co sugeruje, iz u samic obecnos¢
mutacji w genie Cbs jest kluczowa dla wyboru partnera seksualnego przez samce Cbs*-. Myszy w wieku 8 tygodni.
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Rysunek 49. Zmiany w poziomie transkryptu wybranych receptoréw hormonéw w wagtrobie u samcéw Cbs”-. Stupki
reprezentujg krotnos¢ zmiany ilosci transkryptu w reakcji samic na Sciétke od samic Cbs”/- (niebieski) oraz Cbs*-
(pomarariczowy). Obserwowane roznice dla gendw Esrl, Ar, Thra oraz Thrb sq istotne statystsycznie, co sugeruje, iz u samic
obecnos¢ mutacji w genie Cbs jest kluczowa dla wyboru partnera seksualnego przez samce Cbs7-. Myszy w wieku 8 tygodni.

Odmiennie niz u samic prezentuje sie reakcja samcoéw na $ciétke samic Cbs”", wzgledem
samic kontrolnych Cbs*~. U samcéw kontrolnych Cbs*~ (Rys. 48) transkrypcja wszystkich, poza
Ghr oraz Thrb, badanych genéw receptoréw hormonoéw ulegta zwiekszeniu w reakcji na sciétke
samic Cbs”" wzgledem reakcji na $ciétke samic kontrolnych Chs*- (p<0,05). Obserwowany
wyzszy poziom transkrypcji genéw Ar i Esrl moze Swiadczyé o znacznie wyzszej produkcji
testosteronu wskutek ekspozycji na podtoze od samic Cbs”" niz samic kontrolnych. U samcéw
Cbs”~ (Rys. 49) odpowiedz obejmuje zwiekszenie poziomu transkrypcji dla wszystkich

badanych gendéw (p<0,05).
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5. Dyskusja

Wyniki analizy znormalizowanego wzgledem poziomu kreatyniny stezenia biatka w moczu
wskazujg, ze homocystynuria prowadzi do obnizenia ekspresji biatek MUP, stanowigcych
gtoéwnga frakcje biatek w moczu myszy. Podobny spadek stezenia biatek MUP obserwowany
jest u osobnikéw starszych, o obnizonej zdolno$ci rozrodczej [105]. Wigze sie to
prawdopodobnie z tym, ze sygnalizacja seksualna jest kosztowna energetycznie [106—108] —
mozliwe wiec, ze nalezy upatrywaé przyczyny spadku ekspresji biatek MUP, jako ligandéw
substancji lotnych obecnych w moczu. Ich ekspresja spada w zwigzku z ostabieniem organizmu
lub zdolnosci rozrodczej badanych myszy. Metoda zastosowana do oznaczen stezenia biatka
catkowitego w moczu, chociaz nie jest standardowo wykorzystywana w tego typu analizach —
jest metodg stosunkowo nieczutg na zanieczyszczenia. Ponadto cechuje jg wysoka
powtarzalno$¢ oznaczen oraz doktadnos$é pomiaru [109]. Oznaczone wartosci dla myszy
kontrolnych sg zblizone do danych literaturowych [105], siegajgc wartosci od kilku do

kilkunastu mg/ml.

Zaobserwowane na elektroforegramach zmiany jakosciowe oraz ilosciowe potwierdzaja, iz
knock-out genu Cbs skutkuje obnizeniem zawartosci biatek MUP w moczu. Ujawnia sie
ponadto odmienny rozktad prazkéw biatkowych u samic Cbs”". Prazek, obserwowany na
wysokosci okoto 15 kDa wydaje sie odpowiadaé darcynie. Biatko to, pomimo masy
czgsteczkowej zblizonej do innych biatek z rodziny MUP — migruje w denaturujgcym zelu
poliakryloamidowym w anomalny sposéb i rozdziela sie od gtdwnego prazka,
charakterystycznego dla tych biatek, co zostato szczegétowo opisane przez Roberts i wsp.

[101].

Zawarte w poszczegdlnych prazkach biatka identyfikowano z wykorzystaniem rutynowo
uzywanych w tym celu analiz metodami spektrometrii mas. Wycinki zelu, zawierajgce dany
prazek biatkowy poddawane sg trawieniu trypsyng, a masy wyekstrahowanych peptydéw oraz
ich fragmentéw poréwnywane s3 z bioinformatycznymi bazami danych. Analiza ta nosi nazwe
peptydowego odcisku palca (ang. peptide mass fingerprint) i pozwala na oznaczenie biatek
obecnych w danym prazku [110]. Dodatkowo stosowang, zwiekszajgcg doktadnos$é analizy
metoda jest sekwencjonowanie de novo — peptydy o danej masie poddawane sg fragmentacji

czgsteczkami gazu obojetnego, a powstate fragmenty pozwalajg okresli¢ sekwencje oraz

69



ewentualne modyfikacje poszczegbélnych aminokwaséw [111,112], w tym N-
homocysteinylacje reszt lizynowych [113]. Wysokie pokrycie sekwencji dla zidentyfikowanych
biatek pozwala na potwierdzenie, ze prazek widoczny na elektroforegramach biatek moczu

samic Cbs”", na wysokosci ~15 kDa odpowiada darcynie.

Dzieki temu, ze biatka MUP majg stosunkowo niewielkg mase czgsteczkowg, mozliwe byto
rowniez precyzyjne oznaczenie mas poszczegélnych biatek w moczu bez poddawania ich
trawieniu enzymem proteolitycznym — analogicznie do analiz zastosowanych przez innych
badaczy [85,101,114]. Oznaczenia jako$ciowe w niniejszej pracy wykonane zostaty wiec

zgodnie z aktualnie przyjetymi standardami i nie powinny budzi¢ watpliwosci.

Problematyczne okazato sie jednak precyzyjne okreslenie miejsc N-homocysteinylacji
biatek MUP, zaobserwowanej w znacznej ilosci przez prof. Jakubowskiego [103]. Szybko$é
reakcji przytgczania czgsteczek HTL do reszt e-aminowych lizyn w biatku jest odwrotnie
proporcjonalna do wartosci jego punktu izoelektrycznego [115]. Mogtoby to rdéwniez
sugerowac, ze MUP sg bardziej podatne na tg modyfikacje, z uwagi na lekko kwasne pH moczu.
Wykonane analizy MS/MS nie pozwalajg jednak z catkowita pewnoscig oznaczy¢ miejsc N-
homocysteinylacji. Mimo, ze zaobserwowano w trawionych trypsyng prébkach peptydy z
masg powiekszong o 174 Da, co odpowiada tej modyfikacji, to wykryte fragmenty tych
peptydéw juz modyfikacji nie zawieraty. W zwigzku z tym niemozliwe byto utozenie z nich
petnej sekwencji peptydu zawierajgcej N-Hcy-lizyne wewnatrz faficucha. Znaleziony zostat
jedynie jon odpowiadajgcy modyfikowanej lizynie oraz kilka fragmentéw oddalonych od
miejsca modyfikacji o 1 aminokwas. Prawdopodobnym wyjasnieniem tego fenomenu moze
by¢ rozpad analizowanego tancucha aminokwasowego wskutek zderzen z czgsteczkami gazu

obojetnego na zbyt mate fragmenty.

Analiza poziomu biatek MUP w watrobach i nerkach z wykorzystaniem techniki Western
blot potwierdzita opisane dotychczas obserwacje — zmniejszony poziom akumulacji
omawianych biatek u myszy Cbs”- oraz nietypowa obecno$¢ znacznych iloéci darcyny u samic
z homocystynurig. Wykorzystywane do analiz przeciwciato anty-Mupl, chociaz jest
specyficzne wzgledem catej grupy biatek MUP z uwagi na ich wysokie podobienstwo, byto

jednak wystarczajace do przeprowadzenia analiz.
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W przypadku detekcji omawianych biatek technika Western blot w nerkach, konieczne
byto znaczne wydtuzenie czasu naswietlania materiatu $wiattoczutego, pomimo zastosowania
wiekszych stezen biatka oraz przeciwciat, niz w przypadku analiz prowadzonych na watrobach.
Analiza ta byta przez to utrudniona, a przy wydtuzonym czasie ekspozycji uwidaczniaty sie
niespecyficzne prazki. Podczas badan obu tkanek, dla poszczegdlnych biatek stosowano
optymalne czasy ekspozycji. Stad przedstawione obrazy reprezentujgce wyniki analiz Western
blot podzielone sg na paski odpowiadajgce danym prazkom biatkowym, nie sg za$
zobrazowane jako jedna membrana. Jest to jednak sposdb prezentacji wystepujacy w
literaturze [116], podobnie jak poddawanie analizie ilosciowej jedynie gtéwnego prazka MUP,

pomimo obecnosci kilku prazkéw na elektroforegramach biatek moczu [104].

Ostateczng weryfikacjg obserwacji byty analizy typu Real-Time RT-qPCR. Zmiany, ktore
opisano sg analogiczne do wczesniej przedstawionych danych. Mimo, iz analiza transkryptu
obejmujgca Mup centralne u samic nie jest istotna statystycznie — widac tendencje w kierunku
obnizenia poziomu transkrypcji. U samcéw zas, zaleznos¢ ta jest ona zas istotna statystycznie.
Dopiero zbadanie poziomu transkryptu genu Mup3 pokazuje wyrazne rdéznice w poziomie
transkryptu u myszy Cbs”- wzgledem Cbs*~ dla obu ptci - prawdopodobnie wiec transkrypcja

nie zachodzi jednakowo dla wszystkich badanych genéw Mup.

Skala, z jakg zmieniona jest transkrypcja genu Mup20 wskutek knock-outu Cbs sugeruje, iz
darcyna nie ulega ekspresji u samic. Poniewaz jednak produkt reakcji PCR byt obserwowany
ponizej 35 cyklu, mozna wnioskowaé, ze przynajmniej u myszy Cbs*/", transkrypcja tego genu
zachodzi, jednak na bardzo niskim poziomie. Obserwacja wysokiego poziomu transkryptu u
myszy Cbs”" jest zgodna z wczeéniejszymi analizami — zaréwno proteomu moczu, jak i watroby.
Odmiennie przedstawia sie sytuacja w przypadku samcow. Zmiana jest niewielka i nieistotna
statystycznie. Pozwala to wnioskowad¢, ze darcyna ulega niezaleznej wzgledem pozostatych
biatek MUP regulacji ekspresji na poziomie transkrypcji. Moze to wigzaé sie z tym, ze biatko to
nie jest jedynie nosnikiem lotnych substancji zapachowych i petni funkcje samodzielnego
feromonu, ktérego zadaniem jest zwiekszy¢ szanse na napotkanie samicy i kopulacje [101].
Ponadto, jako iz jest to feromon biatkowy, jego obecnos$¢ w $ladach zapachowych jest znacznie
dtuzsza niz substancji lotnych. Niezalezny mechanizm regulacji ekspresji moze tez swiadczy¢ o

istnieniu innej, nie poznanej dotad funkcji darcyny.
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Dane dotyczgce poziomu transkryptu czynnika Zhx2, bedgcego znanym w literaturze
regulatorem ekspresji genéw Mup [104] pozwalajg wnioskowaé, ze zmiana w ilosci
transkryptu genu Zhx2 przektada sie na catkowitg zmiane w ilosci biatek MUP, a réznica ta jest
bardziej widoczna u samcéw niz samic Cbs”-, wzgledem Cbs*". W celu wyjasnienia
mechanizmu zmienionej regulacji darcyny u samic przebadano réwniez poziom transkryptu

dla szeregu receptoréw hormondw.

W przypadku receptorow hormondéw tarczycowych, istotne statystycznie zmiany
zaobserwano jedynie w przypadku genu Thrb. Prawdopodobnie fakt ten wigze sie z tym, ze
jest to wariant receptora, ktory ulega ekspresji gtdwnie w watrobie, podczas gdy gen Thra jest
aktywny w podobnym stopniu we wszystkich tkankach[117]. Gen wariantu o receptora
hormondw tarczycy posiada w regionie promotora obszar regulatorowy, ktéry moze wigzaé
NR3B1 (receptor powigzany z estrogenem a). Ekspresja genu Thra moze by¢ sprzezona z

poziomem estrogenu, aczkolwiek mechanizm regulacji pozostaje nieznany.

Pomimo znacznego obnizenia poziomu transkryptu receptora estrogenu Esrl, zmiany te
moga wynika¢ z zaburzonego cyklu menstruacyjnego, obserwowanego u myszy Cbhs”~ [118].
Prawdopodobnie nie odpowiadajg wiec one za ekspresje darcyny, a jedynie potwierdzaja

opisane juz w literaturze nieprawidtowosci.

Kolejnym przeanalizowanym genem, byt gen receptora hormonu wzrostu Ghr. Hormon
ten jest czynnikiem regulujgcym ekspresje biatek MUP, co wiecej, u myszy z mutacja
pozbawiajacg je ekspresji tego hormonu obserwowano znaczny spadek poziomu biatka w
moczu [119]. W potaczeniu z obserwowang u myszy Cbs”~ zmniejszong masa ciata [59]
sugeruje to, ze inaktywacja genu Cbs prowadzi do zaburzenia produkcji tego hormonu. Zmiana
w poziomie ekspresji genu receptora hormonu wzrostu i w domysle samego hormonu w
watrobach myszy Cbs”" wyjasnia¢ moze jednak jedynie ogdlny spadek poziomu ekspresji biatek
MUP. Hormon wzrostu nie jest jednak hormonem ptciowym, stad kwestia pojawienia sie w

moczu samic Cbs”- biatka MUP specyficznego dla samcéw nadal pozostaje niewyjasniona.

Receptor hormonu androgenowego Ar pefni istotng role w rozwijaniu sie zenskich
komorek rozrodczych i dojrzewaniu pecherzykéw jajnikowych, a jego poziom jest negatywnie
skorelowany z poziomem ekspresji genu Timp1 [120]. Obserwowany spadek poziomu mRNA

receptora androgenowego Ar mozie wiec, przynajmniej czesciowo ttumaczyé zaburzenia
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ptodnosci obserwowane u samic Cbs”, a zmiany te przektadajg sie ponadto na poziom

testosteronu w moczu samic.

Ciekawa obserwacjg wydaje sie by¢ wzrost poziomu transkrypcji genu Timp1 u badanych
myszy. Produkt tego genu — tkankowy inhibitor metalloproteinazy 1 — jest glikoproteing
istotng w wielu procesach biologicznych. Poprzez regulowanie metalloproteinaz wptywa na
sktad macierzy zewnatrzkomorkowej — co jest istotne w rozwoju embrionalnym, a takze
remodelowaniu i naprawie tkanek (np. gojenie ran) [121]. W literaturze opisano podwyzszony
poziom Timpl w uszkodzonych, czy objetych stanem zapalnym tkankach [122]. Powigzano go
rowniez z procesem nowotworzenia [123] oraz regulacjg procesu implantacji zarodka [124].
Co ciekawe, specyficzny knock-out receptora androgenowego w komodrkach ostonki
pecherzykowej u myszy powodowat wzrost ekspresji Timp1 [120]. Sam knock- out genu Ar we
wszystkich komadrkach nie prowadzit co prawda do zaburzen rozrodu, jednak przeprowadzony
specyficznie w komérkach ziarnistych skutkowat zmniejszeniem miotu oraz zaburzeniami

cyklu menstruacyjnego [125,126].

Przeprowadzone analizy behawioralne miaty na celu nakreslenie funkcjonalnych
konsekwencji zmian jakosciowych i ilosciowych w proteomie moczu myszy, powstatych
wskutek inaktywacji genu Cbs. Testy te zostaty jednak przeprowadzone w jasnej fazie cyklu
dobowego, co mogto mie¢ wptyw na ich informatywnosé¢. Mimo to, zgromadzone dane
pozwolity na identyfikacje tendencji w zachowaniach samic i samcéw w odpowiedzi na dane
Slady zapachowe. Ponadto, wykonane analizy transkryptéw w odpowiedzi na podtoze myszy
ptci przeciwnej pozwala na lepsze poznanie mechanizmdéw dziatania substancji zawartych w
moczu myszy. Wyniki wspomnianych analiz nie réznig sie znaczaco u samic obu genotypdw,
biorgc pod uwage genotyp samcow, na ktérych podtoze samice wystawiono. Moze to
sugerowaé, iz pomimo zmniejszone] catkowitej ekspresji biatek MUP, to darcyna jest
czynnikiem decydujgcym o reakcji organizmu samic na $lad zapachowy samcéw, poniewaz

poziom ekspresji tego biatka pod wptywem knock-outu genu Cbs u samcow nie ulega zmianie.

U samcéw natomiast, zwiekszony poziom receptoréw hormondéw tarczycy po 24h
ekspozycji na $ciétke samic Cbs”~ wzgledem samic Chs*, moze $wiadczy¢ o wiekszym stresie
wywotanym ekspozycjg na S$ciotke samic z knock-outem genu Cbs. Wedtug danych
literaturowych, u szczuréw narazonych na stres obserwowano wzrost poziomu hormonow
tarczycy 24 godziny po wystgpieniu czynnika stresujgcego, tj. uwiezieniu ogona w putapce bez
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mozliwosci oswobodzenia zwierzecia [127]. Mozna wiec podejrzewaé, ze mocz samic Chs”
rozpoznawany jest przez samce obu genotypdw za czynnik stresujacy w postaci wysokiego
stezenia darcyny w moczu tych samic — prawdopodobnie sg one postrzegane przez samce jako

osobniki ptci meskie;j.

Tematyka omawiana w niniejszej pracy nie zostata opisana wczesniej w literaturze.
Pomimo, iz biatka MUP odkryto stosunkowo dawno, dtugo pozostawaty poza obszarem
zainteresowan badaczy. Nowe informacje na ich temat pojawiac zaczety sie dopiero w XXl
wieku, jednak wiele zagadnien ich dotyczacych pozostaje niewyjasnionych. Niniejsza praca
poszerza stan wiedzy na ten temat, rozbudowujgc go o zmiany w ekspresji biatek MUP w
kontekscie zaburzern metabolizmu homocysteiny. Bezptodnos¢ samic oraz zaburzenia rozwoju
ptodowego w mysim modelu homocystynurii, wskazujg na istotng role regulacji metabolizmu

Hcy w kontekscie rozrodu.

Wyniki zawarte w niniejszej dysertacji mozna jednak skonfrontowa¢ z danymi
literaturowymi, ktore nie zostaty przytoczone we wstepie. Biatka MUP zostaty bowiem w
ostatnim czasie zidentyfikowane w wydzielinie pochwy myszy. Co wiecej, zaobserwowano ich
zmienny poziom w réznych fazach cyklu rozrodczego, co podkresla ich istotng role w
procesach rozrodczych. W omawianym doniesieniu [128] opisano réwniez, iz jedno z biatek
ulegajacych zmienionej ekspresji to, oprocz innych biatek z tej rodziny, Mup20 — darcyna. 4-
krotna zmiana poziomu tego biatka, zbadana za pomocg analizy peptydéw metodami
spektrometrii mas jest jednak dos¢ subtelng zmiang w poréwnaniu z wynikami opisanymi w
niniejszej dysertacji. Autorzy nie zastosowali ponadto metod, ktére nie opieratyby sie o analizy
inne niz spektrometria mas peptydéw po trawieniu trypsyng, w celu potwierdzenia
zaobserwowanych zmian. Nie zaprezentowali rdwniez danych, pozwalajgcych na okreslenie
poziomu ekspresji Mup20 wzgledem pozostatych biatek z tej rodziny, w kontrascie do
niniejszej pracy, gdzie jasno pokazano, ze u samic Cbs”" darcyna wystepuje na poziomie
zblizonym do obserwowanego u samcéw (przynajmniej w watrobie oraz moczu). Obserwacja
biatek MUP w wydzielinie pochwy jest jednak bardzo interesujgca i wydaje sie by¢ zasadne
zbadanie tego zagadnienia w kontekécie myszy Cbs”~ w przysztosci. Tym bardziej, ze inny
zespo6t zaobserwowat zmiany poziomu transkrypcji genu mup20 podczas réznych faz cyklu
rozrodczego u samic myszy CD-1, nie opisujgc jednak doktadniej tej obserwacji w swoim

doniesieniu [129].
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Interesujgce zmiany w poziomach biatek MUP w watrobach zostaty zaobserwowane
rowniez u myszy z knock-outem genu ApoE [130]. Autorzy sugeruja, ze zwiekszony poziom
biatka Mup2 u tych myszy moze by¢ ochronnym mechanizmem kompensacyjnym, majgcym
na celu ochrone organizmu przed postepujagcym w tym modelu sttuszczeniem watroby.
Powotujg sie przy tym na zwiekszenie wydatkowania energetycznego wskutek wzrostu
poziomu biatka Mupl u myszy z cukrzycg [131] oraz poprawe gospodarki lipidowej [132],
sugerujgc podobng funkcje biatka Mup2. Mozliwe, ze analogiczny mechanizm wystepuje
u myszy Cbs”-, u ktérych réwniez rozwija sie sttuszczenie watroby [59,133]. Pozbawienie
mysiego modelu apoE”~ dodatkowo genu eNOS (nabtonkowej syntazy tlenku azotu),
skutkowato zwiekszong ekspresjg biatek glukoneogenezy, syntezy kwaséw ttuszczowych
i cholesterolu, jak réwniez obnizonym poziomem biatek biorgcych udziat w rozktadzie
tréjgliceryddw, transporcie cholesterolu oraz transkrypcji, translacji i przetwarzaniu biatek
w retikulum endoplazmatycznym. Autorzy sugerujg, ze zmiany te mogg by¢, przynajmniej
czesciowo, regulowane przez biatka MUP, ktérych poziom ulegat najwiekszemu zmniejszeniu
u myszy apoE”-eNOS”-, w odniesieniu do myszy apoE”-. Zaobserwowano réwniez zmniejszony
poziom Apolipoproteiny A-l, co koreluje ze zmianami widocznymi
w HHcy, wywotanej dietg u myszy BImh”~ [134]. Autorzy wskazujg dodatkowo na zmniejszenie
poziomu PON1 w analizowanym modelu, wigzgc obnizony poziom HDL (ktérego PON1 jest
komponentem) ze zwiekszonym ryzykiem zakrzepicy i zdarzen naczyniowo-sercowych oraz
cukrzycg typu Il. Analogicznie, wysokometioninowa dieta, ktdra skutkowata HHcy rowniez
prowadzita do obnizenia poziomu HDL [135]. Na podstawie tych doniesien,, obserwacje
zawarte w niniejsze rozprawie pozwalajg powigzaé biatka MUP z metabolizmem Hcy i wskazujg
na ich istotng role w homeostazie watroby, jednoczesnie wprowadzajgc nowe zagadnienie w

kontekscie wptywu Hcy na organizm.

75



6. Wnioski

1. Knock-out genu Cbs prowadzi u myszy do zmian ilosciowych, jak i jakosciowych w

proteomie moczu myszy

2. U samic Cbs”" obserwowane jest charakterystyczne dla samcéw biatko MUP20 —

darcyna.

3. Wspomniane zmiany sg regulowane na etapie transkrypcji i spowodowane sg
zaburzeniami gospodarki hormonalnej oraz rdéinicami w poziomie ekspresji

czynnika transkrypcyjnego Zhx2

4. Obserwowane w mysim modelu homocystynurii zmiany w sygnalizacji seksualnej

u myszy majg wptyw na sukces reprodukcyjny, co potwierdzajg testy behawioralne.
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