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STRESZCZENIE

Tempo metabolizmu podstawowego (BMR) jest cechg iloSciowa, warunkowang przez
wiele genow. BMR to cecha zmienna zar6wno na poziomie miedzygatunkowym, jak i
wewnatrzgatunkowym. W 1999 roku Hulbert i Else, opierajac si¢ na licznych badaniach
porownawczych zmiennocieplnych i statocieplnych gatunkoéw zwierzat o roznej masie
ciata, zaproponowali mechanizm tlumaczacy w prosty sposob obserwowang zmienno$¢
BMR na poziomie mi¢dzygatunkowym. Tak powstata teoria metronomu btonowego (ang.
membrane pacemaker theory of metabolism, Hulbert i Else 1999), zgodnie z ktorg tempo
metabolizmu podstawowego (BMR) zalezy od sktadu lipidowego bton komorkowych.
Zaktada ona, ze zasadnicza rol¢ w ksztattowaniu BMR odgrywa tzw. ,,indeks saturacji”
(IS, ang. saturation index) membran biologicznych, wyrazany jako proporcja
jednonienasyconych (MUFA) do wielonienasyconych (PUFA) kwasow tluszczowych.
Blony komorkowe gatunkéw o relatywnie wyzszym BMR posiadaja wigcej kwasow
PUFA, przy rownoczes$nie niskim poziomie MUFA. Fizyczne wtasciwosci kwasow PUFA
zwigkszajg plastyczno$¢ membran biologicznych oraz wptywajg na aktywnos$¢ zwigzanych
z nimi bialek, co prowadzi do wzrostu BMR. Z drugiej strony, wysoka zawarto$¢ kwasow
PUFA zwigksza podatno$¢ blon komoérkowych na uszkodzenia wywotlane dziataniem
wolnych rodnikéw, co przyczynia si¢ do przyspieszenie procesOw starzenia si¢
organizmow 0 wysokim BMR (Hulbert, 2005). Jak do tej pory, zalezno$ci tych nie udato
si¢ stwierdzi¢ na poziomie wewnatrzgatunkowym. Mimo iz teoria metronomu btonowego
potwierdza si¢ na poziomie poroéwnan migdzy réznymi gatunkami, czy gromadami
kregowcoOw, to w obrebie gatunkdéw zwierzat statocieplnych jej przewidywania moga by¢
niespelnione ze wzgledu na mniejszy zakres obserwowanej zmiennosci, jak 1 negatywne
skutki zwigkszania warto$ci indeksu peroksydacji bton biologicznych.

Glownym celem niniejszych badan byto ustalenie, czy obserwowane na poziomie
wewnatrzgatunkowym réznice w profilu lipidowym bton komodrkowych 1 tempie
metabolizmu podstawowego (BMR) sg spowodowane wptywem polimorfizmu w genach,
kodujacych enzymy szlaku przemian kwasow tluszczowych oraz sprawdzenie, czy réznice
te zmniejszaja podatnos¢ membran na peroksydacje, przy jednoczesnym zachowaniu duzej
ptynnosci bton komoérkowych, niezbednej do utrzymania wysokiego tempa metabolizmu

podstawowego (BMR).



W ramach realizacji projektu badawczego wykorzystalam 120 samcow myszy
laboratoryjnych (Mus musculus), pochodzacych z eksperymentu selekcyjnego na niskie (L-
BMR) i wysokie (H-BMR) tempo metabolizmu podstawowego (BMR) prowadzonego w
Zaktadzie Ekologii Zwierzat Instytutu Biologii Uniwersytetu w Bialymstoku przez 32
pokolenia (F32). Do analiz wybratam losowo 61 samcow z linii L-BMR 1 59 samcow z
linii H-BMR. W celu kontroli sit dziatania dryfu genetycznego uzytam 36 myszy z trzech
niezaleznych linii, nie selekcjonowanych na zadng ceche (USI1, US2, US3) przez 16
pokolen (F16), a takze 78 myszy pochodzacych z tego samego eksperymentu
selekcyjnego, ale nalezacych do pokolenia F22.

Wszystkie, biorgce udzial w eksperymencie zwierzgta zostaly poddane pomiarom
tempa metabolizmu podstawowego (BMR). Kolejnym etapem badan byto
zsekwencjonowanie 1 identyfikacja miejsc polimorficznych w genach, kodujacych enzymy
szlaku przemian kwasoéw tluszczowych, tj. w sekwencjach genow trzech desaturaz: Scdl:
A9-desaturaza, Fadsl: A5-desaturaza, Fads2: A6-desaturaza oraz elongaz: Elovll, Elovl2,
Elovl3, Elovl5, Elovl6, a takze genu biatka regulatorowego SREBP-1c. Nastgpnie
sprawdzitam, czy obserwowane réznice w BMR pomigdzy liniami L-BMR i H-BMR nie
wynikajg z odmiennego stopnia ekspresji analizowanych genow. W celu wyznaczenia
poziomu dryfu genetycznego, ktory moze pojawi¢ si¢ w sztucznie prowadzonych
selekcjach 1 spowodowaé przypadkowe zmiany czestosci alleli, oszacowatam wskaznik
zrdznicowania genetycznego (Fst) pomigdzy wszystkimi analizowanymi liniami myszy
(L-BMR i H-BMR w F22 i w F32 oraz US: US1, US2 i US3) w 10 loci mikrosatelitarnego
DNA, ktére stanowity neutralne tlo genetyczne. Dokonatam rowniez jakosciowego i
iloSciowego oznaczenia kwasow tluszczowych w mysich hepatocytach we frakcji lipidow
catkowitych (TL) oraz fosfolipidow (PL). Pozwolito to na wyznaczenie indeksow
aktywnosci enzymow kodowanych przez geny, w ktorych wykrylam polimorfizmy, jak
roOwniez na sprawdzenie, czy myszy z roznych linii selekcyjnych posiadajg odmienny sktad
lipidowy blon komorkowych, skutkujacy innym stopniem ich nasycenia (indeksem
saturacji, IS) oraz nienasycenia (indeksem nienasycenia, IU), a co za tym idzie,
zroznicowang podatno$cig na peroksydacje (indeks peroksydacji, IP). Wykonatam takze
pomiary aktywnosci pompy sodowo-potasowej (Na'/K'-ATPazy) oparte o techniki
fluorymetryczne.

Myszy, pochodzace z linii selekcyjnych w pokoleniu F32 r6znity si¢ od siebie istotnie
statystycznie (jednoczynnikowa ANOVA, P < 0,05) pod wzgledem tempa metabolizmu

podstawowego (BMR). Samce z linii L-BMR posiadaly istotnie nizsze wartosci
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skorygowanego o mase ciata BMR rowniez w stosunku do myszy z kazdej z trzech linii
kontrolnych (US; jednoczynnikowa ANOVA, P < 0,05). Nie wykazatam natomiast
istotnych statystycznie roznic pomiedzy myszami z linii US oraz, co zaskakujace,
pomiedzy liniami US a samcami z linii H-BMR.

Uzyskane przeze mnie, kompletne sekwencje odcinkdéw egzonowych badanych genow
nie wykazaly zmiennosci w genie Fadsl, w genach wszystkich elongaz oraz w genie
Srebfl. Miejsca zmienne wykrytam natomiast w genach pozostaltych dwoch desaturaz:
Scdl oraz Fads2, kodujacych odpowiednio: A9-desaturaze (SCD-1¢) oraz A6-desaturaze
(D6D). W przypadku genu Fads2 zidentyfikowalam dwa miejsca zmienne, z czego
pierwsze bylo niesynonimiczne (V/I) i catkowicie sprzezone z drugim, synonimicznym
(F/F) SNP. Pozwolito to mi na wskazanie dwoch alleli w genie Fads2, odpowiadajacych
dwoém wariantom biatka D6D: allelu G (wariant z waling) oraz allelu A (wariant z
izoleucyng). W przypadku genu Scdl rowniez wykrytam dwa miejsca polimorficzne, z
€zego oba byly synonimiczne i caltkowicie ze soba sprzgzone. Na podstawie frekwencji
alleli i genotypow w genach Fads2 i Scdl pomi¢dzy myszami z linii L-BMR i H-BMR w
F32 oraz pomigdzy trzema nieselekcjonowanymi liniami myszy wyznaczytam
wspotczynnik zréznicowania genetycznego Fst (Fads2: F32 Fst = 0,140, P < 0,05; $r.US
Fst = 0,045, P > 0,05; Scdl: F32 Fsr = 0,426, P < 0,05; $r.US Fst = 0,458, P < 0,05).
Takie warto$ci wspotczynnika Fst wskazuja na umiarkowane 1 istotne zréznicowanie
genetyczne w genie Fads2 migdzy liniami selekcyjnymi przy jednoczesnym braku
zréznicowania pomiedzy liniami nieselekcjonowanymi oraz na bardzo wysokie 1 istotne
zroznicowanie w genie Scdl migdzy L-BMR a H-BMR, a takze pomigdzy liniami
nieselekcyjnymi, co z kolei sugeruje, iz obserwowana zmienno$¢ w genie Scdl moze by¢
spowodowana przede wszystkim dziataniem dryfu genetycznego, a nie wptywem selekc;ji.

Nie wykazatam réznic w ekspresji wszystkich badanych genow (Scdl, Fadsl, Fads2,
Elovll, Elovi2, Elovl3, Elovl5, Elovl6 oraz Srebfl) pomiedzy myszami z linii selekcyjnych
(L-BMR i H-BMR), a takze w poroéwnaniach tych linii z trzema liniami nieselekcyjnymi,
podobnie jak w poréwnaniach osobnikdéw posiadajacych rézne warianty alleli w genach
Scdl oraz Fads2.

Myszy z linii selekcyjnych, posiadajace rézne genotypy w genie Fads2, roznity sie
mig¢dzy sobg pod wzgledem tempa metabolizmu podstawowego (BMR). Homozygoty GG
posiadaty istotnie statystycznie wyzsze BMR w stosunku do homozygot AA
(jednoczynnikowa ANOVA, P < 0,05), jak i heterozygot AG (jednoczynnikowa ANOVA,

P < 0,01). Nie wykazatam natomiast istotnych statystycznie ré6znic w BMR pomiedzy
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zwierzgtami posiadajacymi allel A (o genotypie AA lub AG; P = 0,70). Podobnie, myszy
posiadajace rozne allele w genie Scdl charakteryzowaty si¢ odmiennym tempem
metabolizmu podstawowego (BMR). Homozygoty TT posiadaly istotnie statystycznie
nizsze BMR w porownaniu do homozygot AA i heterozygot AT (jednoczynnikowa
ANOVA, P <0,001).

Wartos¢ wspotczynnika Fst pomiedzy liniami selekcyjnymi L-BMR i H-BMR w
pokoleniu F22 wskazuje na umiarkowane i istotne statystycznie zréznicowanie genetyczne
(Fst = 0,086, P < 0,001) w 10 loci mikrosatelitarnego DNA, podczas gdy 10 generacji
pozniej (F32) warto$¢ wspotczynnika Fst wzrosta do 0,224 (P < 0,001). Srednia warto$é
Fst 0szacowana dla myszy z linii nieselekcjonowanych wyniosta 0,153 (P < 0,001).
Analiza warto$ci Fst w genie Fads2 oraz w 10 loci mikrosatelitarnego DNA pomiedzy
liniami L-BMR i H-BMR przy uzyciu programu LOSITAN pokazata, ze zréznicowanie
genetyczne pomiedzy liniami jest istotnie wigksze w locus Fads2 niz w przypadku
kazdego z 10 loci mikrosatelitarnych DNA, co sugeruje, ze locus to moze byé¢ pod
wplywem dziatania selekcji. Analogiczna analiza przeprowadzona dla genu Scdl takze
wskazata, ze gen ten moze by¢ kandydatem na selekcje. ROwnoczesnie jednak test na loci
poddane dziataniu selekcji w liniach nieselekcyjnych (US) ponownie wskazal gen Scdl,
jako locus, na ktore dziala dobor, co moze sugerowaé, ze pozytywny wynik testu
przeprowadzonego w liniach selekcyjnych moze by¢ w tym przypadku biedny.

Myszy z linii L-BMR posiadaty istotnie wyzsza warto$¢ indeksu aktywnosci D6D
(IXA D6D) w stosunku do myszy z linii H-BMR (P < 0,05). Istotnie wyzszymi
wartosciami IxA D6D charakteryzowaly si¢ rowniez heterozygoty AG w stosunku do
homozygot GG w genie Fads2. Myszy z linii L-BMR posiadaty rowniez istotnie wyzsza
warto$¢ indeksu aktywnosci A9-desaturazy (IXA SCD-1¢) w porownaniu do myszy z linii
H-BMR, podobnie jak homozygoty TT w poréwnaniu do homozygot AA oraz heterozygot
AT (P < 0,05). Natomiast pomiary aktywnosci pompy sodowo-potasowej (Na'/K'-
ATPazy) nie wykazaly istotnych statystycznie réznic zar6wno miedzy liniami L-BMR i H-
BMR, jak i pomiedzy myszami, posiadajacymi rozne genotypy w genach Scdl, jak i
Fads2.

Myszy z linii L-BMR posiadaty istotnie nizszg warto$¢ IS w stosunku do myszy z linii
H-BMR (P < 0,001), a jednoczesnie nie roznity si¢ wartosciami indeks6w nienasycenia
(IU) oraz peroksydacji (IP). Natomiast w poroéwnaniach pomiedzy myszami,

posiadajacymi rézne genotypy w genie Fads?2 nie udalo mi si¢ wskazac istotnych
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statystycznie r6zni¢ zarowno w IS, IU jak i w IP. Jedyne rdznice wykazatam w wartosci IS
pomiedzy heterozygotami AT a homozygotami TT w genie Scdl (P < 0,05).

Analiza regresji wykazata istotng statystycznie korelacje pomiedzy tempem
metabolizmu podstawowego (BMR) w liniach myszy selekcjonowanych na niskie (L-
BMR) i wysokie (H-BMR) tempo metabolizmu podstawowego przez 32 pokolenia (F32) a
indeksami  aktywnos$ci A9-desaturazy oraz A6-desaturazy. Tempo metabolizmu
podstawowego (BMR) dodatnio korelowato rowniez z indeksem saturacji (IS). Natomiast
brak byto takich zaleznosci pomiedzy BMR a indeksem nienasycenia (1U) i peroksydacji
(IP) bton komérkowych.

Zidentyfikowane przeze mnie polimorfizmy w genach Scdl oraz Fsad2 wydaja si¢
mie¢ wplyw na tempo metabolizmu podstawowego u myszy selekcjonowanych na niskie
(L-BMR) i wysokie (H-BMR) wartosci tej cechy. Mimo ze zr6znicowanie genetyczne w
genie Scdl jest najprawdopodobniej wynikiem dziatania dryfu genetycznego, a nie
skutkiem prowadzonej selekcji, to polimorfizm ten poprzez najprawdopodobniej zmiang
kinetyki procesu translacji, wynikajacej z odmiennych czestoSci wystepujacych w
komorkach czasteczek tRNA (Komar, 2007), wydaje si¢ wpltywa¢ na aktywno$¢
kodowanego enzymu, ktora jest wyzsza w liniach myszy L-BMR. Natomiast test na loci
poddane dzialaniu selekcji wskazal, ze dywergencja genetyczna migdzy selekcyjnymi
liniami myszy w genie Fads2 jest na tyle duza, Zze nie mozna jej tlumaczy¢ jedynie
dziataniem dryfu genetycznego. Polimorfizm ten jest o tyle istotny, Zze prowadzi do
powstawania odmiennych wariantow biatka, ktoére z kolei wykazujg zrdznicowanie w
wartos$ciach indeksu aktywnosci (IXA D6D) pomiedzy selekcyjnymi liniami myszy oraz
zwierzgtami posiadajagcymi rézne genotypy W genie Fads2. Nastepstwem opisanych
powyzej roznic w aktywnos$ciach obu enzymow jest re-aranzacja sktadu bton
komoérkowych mysich hepatocytow, ktora w konsekwencji moze wptywaé na tempo
metabolizmu podstawowego (BMR). Prowadzi ona do zr6znicowania w stopniu nasycenia
membran biologicznych, rozumianej jako warto$¢ indeksu saturacji (IS), ale odwrotnie niz
zaklada to teoria metronomu btonowego. Co wigcej, stopien ptynnosci i przepuszczalno$ci
bton (IU) si¢ nie zmienia, lecz pozostaje na wysokim poziomie, charakterystycznym dla
gatunku, co znajduje swoje odzwierciedlenie w braku zréznicowania w aktywnos$ci pompy
sodowo-potasowej (Na'/K-ATPazy). Z kolei, poréwnywalne wartosci indeksu
peroksydacji (IP) bton biologicznych u myszy z obu linii wskazuja, ze membrany zwierzat

z linii  wysokometabolicznej (H-BMR) sa w rownym stopniu chronione przed
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wzmozonymi procesami peroksydacji wywotanymi reaktywnym dziataniem wolnych
rodnikow co myszy z linii L-BMR, niz w sytuacji, gdy bylyby bardziej ptynne.
Podsumowujac, przeprowadzony w niniejszych badaniach test teorii metronomu
btonowego (Hulbert i Else 1999) z wykorzystaniem technik biologii molekularnej nie
zdotal jej potwierdzi¢ na poziomie wewnatrzgatunkowym. Wyniki eksperymentu
wskazuja, iz w porownaniach zwierzat nalezacych do jednego gatunku obserwowane
zroznicowanie tempa metabolizmu podstawowego (BMR) moga wynika¢ z
kompensowania przeciwstawnych mechanizméw. Kompensacja, poprzez utrzymywanie
blon o wigkszym stopniu saturacji, a jednoczes$nie tej samej ptynnosci, chroni przed
swoista putapka ewolucyjng w postaci podatnosci bton komdrkowych na peroksydacje.
Niniejsze badania podkreslaja takze role desaturacji w szlaku metabolicznych przemian
kwasow ttuszczowych 1 jej wplyw na tempo metabolizmu podstawowego (BMR) oraz

sugeruja, ze Szlak ten moze pozostawac pod kontrolg genow.
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SUMMARY

Basal metabolic rate (BMR) is a quantitative trait with variation potentially affected by
many genes. This trait is variable at the interspecific as well as at the intraspecific level. In
1999 Hulbert and Else, based on numerous experimental and comparative studies on
ectothermic and endothermic species that differ in body mass, proposed the mechanism
explaining in a simply way the observed variability in BMR at the interspecific level. They
have formulated the “membrane pacemaker theory of metabolism” (Hulbert and Else
1999), according to which basal metabolic rate is dependent on the lipids content in
biological bilayers. This theory assume that the main role in BMR formation plays
saturation index (SI) expressed as a monounsaturated (MUFA) to polyunsaturated (PUFA)
fatty acids ratio. Cell membranes of the species with relatively higher BMR possess more
PUFAs and less MUFAs at the same time. The biophysical properties of PUFAS increase
membrane fluidity and affect activity of the membrane-associated enzymes, which lead to
increase of BMR. On the other hand, high content(s) of the PUFAs increases the
susceptibility of the cell membranes to damages cause by activity of the free radicals,
which may accelerate the aging of organisms with high BMR (Hulbert, 2005). While the
link between BMR and membrane lipid composition is clear on an interspecific level, the
underlying mechanism linking them on an intraspecific level is not well understood.
Although the “membrane pacemaker theory of metabolism” has been confirmed at the
level of comparisons of different species, or even phyla of vertebrates, their predictions
within a single endothermic species could not be fulfilled because of the much narrower
range of the observed variation of a physiological trait like BMR, as well as the negative
results of the increasing of the biological membranes peroxidation index (PI) values.

The main goal of present study was to establish whether differences observed at the
intraspecific level in the lipid profile of cell membranes and basal metabolic rate (BMR)
are caused by polymorphism(s) in genes encoding enzymes of the fatty acids metabolic
pathway and verification if these differences decrease the biological bilayers susceptibility
to peroxidation with keeping the great cell membranes fluidity in the same time, which is
necessary in maintaining high level of basal metabolic rate (BMR).

For this purpose | used 120 males of laboratory mice (Mus musculus) selectively bred
for low (L-BMR) and high (H-BMR) basal metabolic rate, which has been carried on
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Department of Animals Ecology, Institute of Biology, University of Biatystok for 32
generations (F32). | have chosen by chance 61 males from L-BMR line and 59 males from
H-BMR line. For the evaluation of the force of genetic drift, I also used 36 mice from three
unselected lines of mice (US1, US2, US3) that were bred at random in generation 16 (F16),
as well as 78 mice, which were derived from the same stock of Swiss Webster mice used to
produce the BMR-selected lines, but in generation 22 (F22).

| measured BMR of all mice used in this experiment. The next steps of this study
were: DNA sequencing and polymorphic site identification for genes encoding enzymes of
fatty acids metabolic pathway, i.e. in the sequences genes of three desaturases: Scdl: A9-
desaturase, Fadsl: A5-desaturase, Fads2: A6-desaturase and elongases: Elovll, Elovl2,
Elovi3, Elovl5, Elovl6, as well as in the gene of the regulatory protein SREBP-1c. Next, |
checked, if the observed differences in BMR between L-BMR and H-BMR lines of mice
may by the result of differences in genes expression. | estimated the average Fst value for
10 microsatellites loci that, as a neutral markers, enable controlling the force of genetic
drift, which could occur in an artificial selection experiments and led to accidental
changing of allele’s frequencies, between the studied lines of mice (L-BMR and H-BMR in
F22 and F32 as well as US: US1, US2 and US3). | have also done the qualitative and
quantitative estimation of fatty acids in the mice hepatocytes total lipids (TL) and
phospholipids (PL) fraction. It allowed me to calculate the activity indexes of enzymes that
were encoded by the polymorphic genes, as well as to test, if mice from the two selective
lines differ with respect to lipids content of the cell membranes, which could led to
different level of their saturation (saturation index, SI) and unsaturation (unsaturation
index, Ul) and consequently to various susceptibility to peroxidation (peroxidation index,
PI). I also analyzed the sodium pump activity (Na'/K*-ATPase) base on the fluorometric
techniques.

Mice from the selected lines (F32) differed with respect to body-mass-corrected BMR
(one-way ANOVA, P < 0.05). Mice from L-BMR line had a significantly lower BMR than
individuals from H-BMR and unselected lines of mice (US; one-way ANOVA, P <0.05 in
both cases), whereas the latter two line did not differ (P > 0.05).

I successfully amplified the whole translated regions of all mouse genes encoding
enzymes involved in fatty acids metabolic pathway (Scdl, Fadsl, Fads2, Elovll, Elovi2,
Elovi3, Elovl5, Elovl6 and Srebfl). All but two were monomorphic. | detected the
polymorphic sites in two desaturases genes: Scdl and Fads2, for A9-desaturase (SCD-1c)

and A6-desaturase (D6D) respectively. In case of Fads2 gene, there were two polymorphic
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sites. The first substitution was non-synonymous (V/1) and tightly linked with the second,
synonymous (F/F) one. This revealed the presence of two alleles in the Fads2 gene which
code two variants of D6D enzymes: one with valine (allele G) and the other with
isoleucine (allele A). I also indicated two polymorphic sites in Scdl1 gene, but both of them
were synonymous and completely linked. Based on the alleles and genotypes frequencies
in Fads2 and Scdl genes between the selected (F32) and the three of unselected lines of
mice | estimated the Fsr values (Fads2: F32 Fst = 0.140, P < 0.05; US Fst = 0.045, P >
0.05; Scdl: F32 Fst = 0.426, P < 0.05; US Fst = 0.458, P < 0.05). These Fst values
suggest moderate and significant genetic differentiation in Fads2 gene between the
selected lines and low differentiation among three unselected lines. In case of Scdl gene
the genetic differentiation was very great and significant between the selected lines, as well
as among three unselected lines, which suggest that observed differentiation in this gene
could by caused by genetic drift and not by selection.

| did not find any significant differences in the all studied genes (Scdl, Fadsl, Fads2,
Elovll, Elovi2, Elovi3, Elovl5, Elovl6 and Srebfl) with respect to RNA expression between
mice from L-BMR and H-BMR lines as well as between these lines and three unselected
lines, as well as animals with different genetic variants in Scd1 and Fads2 genes (pairwise
comparison, t test, P > 0.05).

Fatty acid desaturase 2 (Fads2) genotypes had significant effect on BMR of the
selected mice from generation F32. Mice with genotype GG had significantly higher BMR
than individuals with AA (one-way ANOVA, P < 0.05) and AG genotypes (one-way
ANOVA, P < 0.01). BMR did not differ between mice possessing allele A (i.e., carrying
the AA or AG genotypes; P = 0.70). Similarly, the variant alleles in Scdl gene had
significant effect on BMR. Mice with genotype TT had significantly lower BMR than
homozygotes AA and heterozygotes AT (one-way ANOVA, P < 0.001).

The Fst value estimated for the 10 neutral microsatellite loci between H-BMR and L-
BMR line of mice of the F22 indicated moderate and significant level of genetic
differentiation (Fst = 0.086, P < 0.001), whereas 10 generations later (F32), the Fst value
rose up to 0.224 (P < 0,001). The average Fst value among the unselected lines was 0.152
(P < 0.001). Using the genotype data obtained from the 10 neutral microsatellite loci and
the corresponding Fst value in the Fads2 gene between H-BMR and L-BMR lines (F22), it
was possible to distinguish between the consequences of genetic drift and selection.
Analysis using the program LOSITAN showed that the genetic differentiation among lines

(as measured by Fsr) was significantly greater at the Fads2 locus than the value for any of
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the 10 microsatellite loci indicating that this locus may be under selection. The similar
analysis for Scdl gene also indicated that this gene could be a candidate for selection.
However, the test for loci under selection among unselected lines of mice (US) once again
showed the Scdl gene, as a locus under selection, which could suggest this is a false
positive result.

Mice from L-BMR line possessed significant higher value of D6D activity index (IXA
D6D) than mice from H-BMR line (P < 0.05). Fatty acid desaturase 2 (Fads2) genotypes
had also significant effect on the IxA D6D. Mice with AG genotype had significantly
higher IXA D6D than individuals with GG genotypes (P < 0.01). Mice from L-BMR line
possessed also significant higher value of A9-desaturase activity index (IXA SCD-1c) than
mice from H-BMR line, as well as homozygotes TT in comparison to homozygotes AA
and heterozygotes AT (P < 0.05) in Scdl gene. However, the measurements of sodium
pump activity (Na'/K*-ATPase) did not indicate significant differences between L-BMR
and H-BMR, as well as between mice with various genotypes in Scdl and Fads2 genes.

Mice from L-BMR line possessed significant lower value Sl than mice from H-BMR
line (P < 0.001) and, in the same time, did not differ in unsaturation (Ul) and peroxidation
(PI) indexes values. The comparisons between mice with various genotypes in Fads2 gene
did not show significant differences in Sl, as well as Ul and PI. The only differences I
indicated in Sl value was between heterozygotes AT and homozygotes TT in Scdl gene (P
< 0.05).

There was a significant relationship between basal metabolic rate (BMR) and A9-
desaturase and A6-desaturase activity indexes in lines of mice selectively bred for low (L-
BMR) and high (H-BMR) basal metabolic rate for 32 generations (F32). Basal metabolic
rate positively correlated with saturation index (SI; r = 0.45, P < 0.001). However, no
relationships were found between BMR and unsaturation (US) and peroxidation (PI)
indexes of biological bilayers.

Polymorphisms in Scdl and Fsad2 genes, that | identified, seem to have impact on
basal metabolic rate in mice selectively bred for low (L-BMR) and high (H-BMR) values
of this trait. Although, the genetic differentiation in Scdl gene is probably the effect of
genetic drift and not the result of the selection, this polymorphism may influence the
encoded enzyme activity, which is higher in L-BMR line. Silent mutations could affect the
activity of an enzyme due to changing the kinetics of translation process, which is result of
divers frequencies of tRNA (Komar, 2007) molecules in cells. The test for loci under

selection indicated, that genetic divergence between selected lines of mice in Fads2 gene is
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big enough that it could not be explain by genetic drift only. Moreover, this polymorphism
led to different variants of protein, which consequently have different values of their
activity indexes (IXA D6D) between selected lines of mice and between animals with
distinct Fads2 genotypes. The consequences of differences in above mentioned activity of
both enzymes is the re-organization of lipids content in cell membranes of mice
hepatocytes, which could influence on basal metabolic rate. This leads to differences in
level of biological membrane saturation (SI), but in opposite way than predictions of the
membrane pacemaker theory of metabolism. Moreover, the level of fluidity and
permeability does not change, but it is on the same, high level that is characteristic for the
species and consequently there are no differences in the sodium pump (Na'/K-ATPase)
activity. On the other hand, the similar values of the cell membranes peroxidation index
(IP) among mice from both selected lines indicate that membranes of animals from H-
BMR line are protected from the increased peroxidation to the same extent caused by
reactive oxygen species as mice form L-BMR line.

Taken together, the tests using technics of molecular biology did not confirm the
membrane pacemaker theory of metabolism (Hulbert and Else 1999) on intraspecific level.
The results of the experiment point out that in comparisons between animals that belong to
the same species the observed differences in basal metabolic rate (BMR) might be result of
the diverse mechanisms. The mechanisms could protect mice from a kind of evolutionary
trap, i.e. the susceptibility of biological membranes to peroxidation by the re-organization
of lipids content in cell membranes which lead to the maintenance of higher level of cells
membranes saturation and, at the same time, the similar level of their fluidity. The data
presented here support the role of desaturation in fatty acids metabolic pathway and their

impact on basal metabolic rate (BMR).
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WSTEP

Genetyczne uwarunkowanie cech

Niespetna 150 lat dzieli nas od opublikowania przez Grzegorza Mendla wynikow
badan nad dziedziczeniem cech grochu zwyczajnego (Pisum sativum), ktore daty
podwaliny rozwojowi nowej dziedziny biologii, jaka jest genetyka. Dalsze badania nad
podstawami dziedziczenia doprowadzily do sformutowania w 1941 roku przez George W.
Beadle i Edwarda L. Tatuma hipotezy ,,jeden gen — jeden enzym”. Obecnie wiadomo, ze
wszystkie obserwowane cechy organizméw zywych zapisane sa w genach, bedacych
podstawowymi jednostkami dziedziczenia. Cechy charakteryzujace organizmy zywe
mozna podzieli¢ na jako$ciowe oraz ilosciowe. Pierwsze z nich sa zdeterminowane
genetycznie w sposob bezposredni i niezmienny, a czynniki Srodowiskowe nie majg na nie
wptywu. Kodowane sa one przez pojedyncze geny, a wiec sg cechami monogenowymi,
wykazujacymi brak cech posrednich. Naleza do nich na przyktad liczba palcéw u rak,
liczba kregéw w kregostupie ssakow, czy tez niektore choroby, jak chociazby albinizm
(Lokody, 2014). Natomiast cechy ilo§ciowe, pozostajace pod wptywem dziatania
srodowiska, zdeterminowane sa przez wiele genow, ktorych addytywny charakter daje
obserwowang warto$¢ danej cechy. Do takich cech poligenowych o cigglym charakterze
naleza np. wysokos¢ ciata, kolor wtosow, oczu 1 skory, poziom inteligencji, jak rowniez
tempo metabolizmu podstawowego (BMR; Barton i Keightley 2002). Obecnie ogromny
nacisk kladzie si¢ na poznanie genéw odpowiedzialnych za powstanie konkretnych cech,
szczegolnie tych zwigzanych ze stanami chorobowymi czlowieka. Stad tez obserwowany
w ostatnich latach szybki rozw¢j takich dziedzin nauki, jak biologia molekularna, czy
genomika funkcjonalna.

Dzigki zastosowaniu technik biologii molekularnej mozliwe byto chociazby poznanie
sciezek ewolucyjnych wielu organizméw, a uzyskane na podstawie markerow
genetycznych wyniki pozwolity definitywnie rozstrzygnaé watpliwosci dotyczace ich
pokrewienstw filogenetycznych (Avise, 2008). Do aplikacyjnych osiagnig¢ ze $wiata
biologii molekularnej mozna zaliczy¢ chociazby transgeniczne gatunki roslin i zwierzat
hodowlanych, stworzone z zamiarem poprawy ich wilasnosci poprzez dodanie nowych

cech lub ulepszenie juz istniejagcych. Dalsze zaawansowanie technologiczne pozwolito na
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poznanie calych genomoéw wielu gatunkow, w tym takze cztowieka, co przyczynito si¢ do
pelniejszego zrozumienia procesow fizjologicznych, ale réwniez stanéw chorobowych
ludzi oraz rozwinigcie nowoczesnych metod leczenia, do ktéorych mozna zaliczy¢
chociazby terapi¢ genowa. W tym miejscu swoje pole dziatania ma rowniez genomika

funkcjonalna zajmujaca si¢ poszukiwaniem gendéw odpowiedzialnych za powstawanie

konkretnych cech (Chakravarti, 1999; Daniell, 2002; Allison, 2007; Yang i Rannala 2012).

Tempo metabolizmu podstawowego (BMR)

Tempo metabolizmu podstawowego (BMR, ang. basal metabolic rate) jest cecha
iloSciowa (ang. quantitative trait) zdeterminowang poligenowo, okreslajaca minimalne,
energetyczne koszty przezycia organizmu. Za tworcg koncepcji BMR uznaje si¢
francuskiego chemika i fizyka Antoine Lavoisiera, ktory odkryl rolg tlenu w procesie
spalania. Postulowal on, Zze podczas oddychania zwierzat gléwna role odgrywaja tlen,
pochodzacy z wdychanego powietrza oraz wegiel 1 wodor, ktérych zrodlem jest
pozywienie. Udowodnit, ze tempo konsumpcji tlenu jest uzaleznione od ilosci
spozywanego pokarmu, temperatury otoczenia oraz wykonywanej pracy migs$ni, a jego
badania uznaje si¢ za pierwszy pomiar BMR (Blaxter, 1989; Lutz, 2002). W XX wieku
pomiary tempa metabolizmu staty si¢ wazng czescig eksperymentow bioenergetycznych i
opieraly si¢ glownie na mierzeniu ilosci konsumpcji tlenu, produkcji wydychanego
dwutlenku wegla, czy ilosci generowanego ciepta. Po odkryciu w 1895 roku przez A.
Magnusa-Levy’ego zwiazku migdzy tempem metabolizmu czlowieka a wydzielaniem
hormonéw przez tarczyce, pomiary BMR staly si¢ waznym badaniem klinicznym
obrazujacym prace¢ tego organu. Koniecznym stato si¢ ujednolicenie warunkéw mierzenia
tempa metabolizmu podstawowego. Ustalono, ze prawidtowy pomiar powinien odbywac
si¢ na €zCzo, podczas spoczynku i w strefie temperatur termoneutralnych, czyli takich, w
ktérych organizm nie wydatkuje dodatkowej energii na dogrzewanie lub chlodzenie ciata.
Natomiast w przypadku zwierzat zmiennocieplnych wprowadzono pojecie standardowego
tempa metabolizmu (SMR, ang. standard metabolic rate), powigzanego z BMR,
uwzgledniajacego wyszczegdlnienie temperatury, w ktorej metabolizm jest mierzony.

Tempo metabolizmu podstawowego (BMR) jest cecha $cisle zwigzang z masa ciata.
Organizmy wigksze posiadaja nizsze BMR w przeliczeniu na gram masy ciala w

porownaniu do tych 1zejszych. Opisywana tu zalezno$¢ ma charakter allometryczny. Jedna
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z koncepcji tlumaczaca to zjawisko jest tzw. metaboliczna teoria ekologii (MTE),
opierajaca si¢ na zalozeniu, iz w przyrodzie istnieje uniwersalny wyktadnik allometrii,
wynoszacy 0,75, wynikajacy z fraktalnej struktury uktadow transportowych organizmow,
takich jak uktad krwionosny czy oddechowy (West i in. 1997; 2002). Alternatywna
koncepcja skalowania allometrii zaktada, ze zroznicowanie tempa metabolizmu zachodzi
poprzez ewolucyjne zréznicowanie masy ciala w  poszczegélnych  grupach
systematycznych, zwigzanych ze zmiang liczby i wielkosci komoérek. BMR zwierzat
zbudowanych z relatywnie matych komorek powinno skalowa¢ si¢ z wyktadnikiem
zblizonym do jedno$ci, podczas gdy jego wartos¢ u organizméw o duzych komorkach
wynosi 0,67 (Hemmingsen, 1960).

Zrdznicowanie w tempie metabolizmu podstawowego (BMR) jest rowniez
obserwowane w poréwnaniach zwierzat endotermicznych oraz egzotermicznych.
Statocieplny ssak ma siedmiokrotnie wyzsze tempo metabolizmu podstawowego niz
jaszczurka o podobnej masie ciata, co cze¢sciowo jest zwigzane z réznicami w wielkos$ci
organow wewngetrznych, ale co bardziej istotne, z odmiennym metabolizmem
komorkowym (Brand i in. 1991).

Do gléwnych komponentow sktadajacych si¢ na metabolizm podstawowy organizmu
(BMR) nalezy zaliczy¢ w 10% procesy niemitochondrialne, w 20% procesy
przeciwdziatajace przeptywowi protonéw w mitochondriach oraz, przede wszystkim, w
70% produkcje ATP (adenozynotrdjfosforanu) w mitochondriach, z czego 20%-25%
wykorzystywane jest przez pompe sodowo-potasowa (Na'/K*-ATPaze), kolejne 20%-25%
zwigzane jest z produkcja biatek, ~5% z aktywnos$cig pompy wapniowej (Ca2+-ATPazy),
~7% z glukoneogeneza, ~2% z produkcja mocznika, ~5% z aktywno$cia ATPazy
miozynowej oraz ~6% z pozostalymi procesami ATP-zaleznymi (Rolfe i in. 1997).
Aczkolwiek, nalezy w tym miejscu podkresli¢, ze powyzsze dane stanowia $rednig dla
calego organizmu, a poszczegdlne wartosci procentowe wahajg si¢ znacznie pomig¢dzy
roznymi tkankami. I tak np. aktywno$¢ pompy sodowo-potasowej (Na'/K'-ATPazy) w
watrobie pochtania ~10% przemian energetycznych, podczas gdy w mézgu i nerkach az
~60% (Clausen i in. 1991). Co zaskakujace, zwierzeta statocieplne i zmiennocieplne,
réznigc si¢ znacznie tempem metabolizmu podstawowego (BMR), posiadajg te same jego

komponenty, ktore wystepuja w podobnych proporcjach (Brand i in. 1991).
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Syndrom metaboliczny

BMR jest cechg ilosciowa, wptywajaca na szereg zjawisk warunkujacych prawidtowe
funkcjonowanie catego organizmu. Obecnie badane s3 mechanizmy, ktore odpowiadaja za
zrdznicowanie BMR. Rozwigzanie tego problemu moze okazaé si¢ rdwnoznaczne z
podjeciem skutecznej walki z tzw. zespotem metabolicznym (MS, ang. metabolic
syndrome), bedagcym okresleniem calej grupy chordb nekajacych wspotczesng cywilizacje.
Wystarczy wymieni¢ tu chociazby otylo$¢, insulinoopornosé, nadcis$nienie tetnicze
1 zwigzane z nim choroby serca oraz zwigkszone ryzyko zawalow.

Po raz pierwszy syndrom metaboliczny zostal opisany juz w 1923 roku przez Kylina
(Vitarius, 2005), ktéory w swoich badaniach klinicznych zauwazyt czgste
wspotwystepowanie nadci$nienia tgtniczego, hiperglikemii i dny moczanowej (Sieradzki,
1997; Isomaa, 2003). Natomiast w 1988 roku Reaven wprowadzit pojecie zespotu X, jako
okreslenie wspotwystepowania zaburzen gospodarki weglowodanowej, lipidowej i
nadcis$nienia tetniczego. Zauwazyl on rowniez, ze insulinooporno$¢ i towarzyszaca jej
hiperinsulinemia wraz z nietolerancja glukozy lub petnoobjawowa cukrzyca stanowia
niezalezne czynniki ryzyka choréb naczyniowo-sercowych (Reaven, 1988). Pdzniejsze
badania potwierdzily zwigzek zespotu metabolicznego z otyloscig (Kaplan, 1989) oraz
miazdzycg (Alexander, 2003), a dowoddw na to, iz to wtasnie insulinoopornosc¢ jest jego
podtozem przyniosty badania Reavena i Ferranniniego (Gundry i in. 2004), ktérzy okreslili
go ,,zespolem opornosci na insuling (ang. insuline resistance syndrome). W po6zniejszych
latach ustalono, iz wspdtistnienie metabolicznych czynnikoéw ryzyka okreslanych takimi
terminami jak ,,zespol X oraz ,,zespol opornosci na insuling” dotycza tej samej grupy
zaburzen metabolicznych nazwanych wspdlnie ,,zespotem metabolicznym” (Grundy i in.
2006). Obecnie do tego zespotu zalicza si¢ insulinoopornos¢, hiperinsulinemig, otyto$c¢
brzuszng, uposledzong tolerancje glukozy, cukrzyce typu 2, mikroalbuminurie,
hipertrojglicerydemie, obnizenie st¢zenia cholesterolu frakcji HDL, nadcis$nienie tg¢tnicze,
stan prozapalny i pozakrzepowy (Pacholczyk i in. 2008). Wszystkie powyzsze zaburzenia
metaboliczne zaliczane sa do tzw. chordb cywilizacyjnych 1 dlatego poznanie
mechanizmow warunkujacych zmienno$¢ tempa metabolizmu podstawowego (BMR)

moze stanowi¢ powazny krok naprzod w podjegciu z nimi skutecznej walki.
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Teoria metronomu blonowego

Jednym z centralnych probleméw badawczych ekologii fizjologicznej jest ustalenie
ewolucyjnych mechanizmow zroznicowania tempa metabolizmu podstawowego (BMR)
zwierzat. Nie ulega watpliwosci, iz jest to cecha wysoce zmienna na poziomie
migdzygatunkowym (Benett i Ruben 1979; Hulbert i Else 1989; Else i in. 2004). W 1999
roku Hulbert 1 Else, opierajac si¢ na licznych badaniach poréwnawczych
zmiennocieplnych i statocieplnych gatunkow zwierzat o roznej masie ciata, zaproponowali
mechanizm tlumaczacy w prosty sposéb obserwowang zmienno$¢ BMR. Tak powstata
teoria metronomu btonowego (ang. membrane pacemaker, Hulbert i Else 1999), zgodnie z
ktora tempo metabolizmu zalezy od sktadu lipidowego bton komoérkowych. Zasadnicza
rolg odgrywa tu tzw. ,indeks saturacji” (IS, ang. saturation index) membran
biologicznych, wyrazany jako stosunek jednonienasyconych (MUFA, ang.
monounsaturated fatty acid) do wielonienasyconych (PUFA, ang. polyunsaturated fatty
acid) kwasow tluszczowych. Btony komorkowe gatunkow o relatywnie wyzszym BMR
posiadaja wiecej kwasow PUFA, przy réwnocze$nie niskim poziomie kwaséw MUFA.
Fizyczne wlasciwosci kwasow PUFA zwigkszajg plastyczno$¢ membran biologicznych
oraz wplywajg na aktywnos$¢ zwigzanych z nimi biatek, co prowadzi do wzrostu BMR
(Else i Wu 1999; Turner i in. 2003; 2005; Wu i in. 2004).

Struktura, sktad oraz wlasciwosci fizykochemiczne bton komorkowych

Blony komoérkowe to polprzepuszczalne struktury, ktérych podstawowymi
sktadnikami sg lipidy, steroidy i biatka. Do pierwszej grupy zwiazkdw mozna zaliczy¢
fosfolipidy, glikolipidy i lipidy obojetne. Glowna strukture blony komodrkowej tworza
amfofilowe fosfolipidy zbudowane z hydrofilowych grup funkcyjnych na jednym biegunie
oraz hydrofobowych tancuchéw weglowodorowych na drugim koncu. Ulozenie
poszczego6lnych fosfolipidow w membranach biologicznych nie jest przypadkowe. Tworza
one dwie warstwy zwigzane ze soba wigzaniami niekowalencyjnymi, przy czym czgsci
polarne skierowane sa na zewnatrz blony, a hydrofobowe tancuchy kwaséw ttuszczowych
do wewnatrz. Mogg mie¢ one charakter nasycony, tj. posiada¢ tylko pojedyncze wigzania
migdzy atomami wegla w tancuchu (C—C), lub nienasycony, o jednym podwdjnym
wigzaniu mi¢dzy atomami wegla (C=C; jednonienasycone kwasy thuszczowe; MUFA) lub

od dwoch do szeSciu takich wigzan (wielonienasycone kwasy thuszczowe; PUFA).
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Wigkszo$¢ kwaséw thuszczowych w btonach biologicznych krggowcow zawiera od 16 do
22 atomoéw wegla w tancuchu, co obok liczby podwdjnych wigzan, zostato uwzglednione
w ogolnie przyjetej nomenklaturze. Natomiast pozycja wigzan C=C jest liczona od grupy
karboksylowej 1 oznaczana symbole ,,A”, lub alternatywnie, od grupy metylowej z
zastosowaniem symbolu ,,n”, co rowniez sugeruje przynalezno$¢ do calej rodziny kwasow
thuszczowych.

Odkad Singer i Nicholson (1972) zaproponowali swdj model budowy btony
komorkowej jako potptynnej mozaiki, poznano wiele nowych faktow, dotyczacych jej
struktury. Obecnie wiadomo, ze ma ona charakter dynamiczny. Czasteczki glownego jej
sktadnika, tj. fosfolipidow, moga obraca¢ si¢ wokol wlasnej osi lub przemieszczaé sie w
plaszczyznie podwojnej warstwy (Edidin, 2003). Wymiana sasiadujacych czasteczek
fosfolipidow w jednej warstwie, tzw. dyfuzja boczna, zachodzi niezwykle szybko, bo z
predkoscia ~1 ps. Znacznie powolniej dochodzi do przemieszczania si¢ fosfolipidow
pomiedzy warstwami, czyli tzw. ruchéw flip-flop, bo az w przeciagu ~28 godzin. Okazato
si¢ rowniez, ze jedng z kluczowych cech wplywajaca na wiasciwosci fizykochemiczne
bton komorkowych jest liczba wigzan podwojnych (C=C), ktora determinuje tzw. punkt
topnienia (ang. melting point), bedacy temperaturg przejscia ze stanu stalego do
cieklokrystalicznego. Lee (1991) w swoich badaniach wykazal, Zze zwigkszenie stopnia
nienasycenia kwasow tluszczowych znacznie obniza temperatur¢ punktu topnienia
membran biologicznych. Po6zZniejsze badania dowiodly, Ze przepuszczalnos¢ blon
komorkowych zalezy w gldwnej mierze od stopnia nienasycenia, jak 1 dlugos$ci tancuchow
kwasow tluszczowych. Obecno$¢ w membranach biologicznych duzej liczby
nienasyconych kwasoéw ttuszczowych, zawierajacych wiele podwojnych wigzan powoduje,
ze ich dhlugie lancuchy acylowe ulegaja wyginaniu, przez co nast¢puje ostabianie
oddziatywan van der Waalsa migdzy sasiadujacymi tancuchami (Cribier i in. 1993).
Ruchliwo$¢ hydrofobowych tancuchow zwigksza si¢ wraz ze wzrostem liczby wigzan

nienasyconych tancucha weglowodorowego oraz jego skracaniem.

ZaloZenia teorii metronomu blonowego

Zalozenia, na ktorych oparta jest teoria Hulbert’a 1 Else’a mozna sprowadzi¢ do trzech
punktow. Pierwszy z nich zaklada, ze dominujagcymi komponentami BMR s3a procesy
biologiczne zwigzane bezposrednio badz posrednio z metabolicznymi kosztami utrzymania

potencjatéw blonowych, tj. zapewnienia wiasciwego gradientu jonéw H® w blonach
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mitochondrialnych, odpowiedniego stosunku jonéw Na'/K* oraz jonéw Ca®* w blonach
komoérkowych, ktore w ~50% sktadaja si¢ na tempo metabolizmu podstawowego (BMR).
Poza tym tempo, z jakim zachodzg w komorkach wszystkie procesy syntezy, uzaleznione
jest od szybkosci dostarczania substratow, ktore rowniez odbywa si¢ przez membrany
biologiczne. Co wigcej, procentowy udziat tych komponentéw w tempie metabolizmu
podstawowego (BMR) jest podobny zaréwno u gatunkow zmiennocieplnych, jak i
statocieplnych (Brand i in. 1991).

Drugi argument uzyty w teorii metronomu btonowego opiera si¢ na badaniach
empirycznych nad skladem poszczegdlnych kwaséw thuszczowych w  blonach
komorkowych zwierzat roznigcych si¢ tempem metabolizmu podstawowego (BMR).
Gudbjarnason i in. (1978) odkryli, ze koncentracja wysoce wielonienasyconego (PUFA)
kwasu dokozaheksaenowego (DHA, C22:6n-3) w fosfolipidach migénia sercowego bardzo
scisle korelowata z tetnem ssakow, ktorego warto§¢ zmieniata si¢ wraz z rozmiarami ciala
od myszy po wieloryby. Powyzsze badania byly pierwszym impulsem do rozpoczgcia
wlasnych eksperymentéw przez Hulberta 1 Else. W p6zniejszych latach wykazali oni, ze
gatunki o wysokim BMR, tj. zwierzeta statocieplne w poréwnaniu do zmiennocieplnych
(Hulbert i Else 1989) oraz ssaki (Couture i Hulbert 1995; Hulbert i in. 2002b) i ptaki
(Hulber i in. 2002a) o matych rozmiarach ciala w stosunku do duzych, posiadaty w swoich
membranach wigkszg ilos¢ kwasow wielonienasyconych (PUFA), a w szczegdlnosci
kwasu dokozaheksaenowego (DHA, C22:6n-3) przy jednoczesnym matym udziale
kwasow jednonienasyconych (MUFA), gtéwnie kwasu oleinowego (OA, C18:1n-9). Z
kolei gatunki o niskim tempie metabolizmu podstawowego (BMR) wykazywaty doktadnie
odwrotne zaleznosci.

Trzecie zatozenie opiera si¢ na fizykochemicznych wilasciwosciach bton
komoérkowych. Te bowiem, ktore sa bogate w wielonienasycone kwasy tluszczowe
(PUFA) charakteryzujg si¢ zdecydowanie wigkszg przepuszczalno$cig (ang. leaky
membranes) w poréwnaniu do tych o przewazajacej iloSci kwasow jednonienasyconych
(MUFA). Takie lipidowe srodowisko ma wplyw na aktywno$¢ biatek btonowych, takich
jak bialka transportowe, kanaly jonowe, czy receptory, ktore sg posrednio lub bezposrednio
zwigzane z kosztownymi energetycznie procesami komorkowymi, skladajagcymi si¢ na
ponad potowe BMR, tj. utrzymanie transmembranowego gradientu janéw Na'/K*, Ca®*,
czy H® w mitochondriach. Postulat ten zostat w pelni potwierdzony przez pozniejsze
mi¢dzygatunkowe badania eksperymentalne nad aktywnosciag pompy sodowo-potasowej

(Na'/K*-ATPazy), ktora, co wielokrotnie udowodniono, zalezy od rodzaju otaczajacych ja
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lipidow, a nie wylacznie od wihasciwosci samego enzymu (Else i Wu 1999; Turner i in.
2003; 2005; Wu i in. 2004). Szczegolne znaczenie przypisuje si¢ udziatlowi wysoce
wielonienasyconego kwasu dokosaheksaenowego, DHA (C22:6n-3), ktérego podwyzszony
poziom w blonach komérkowych koreluje ze zwigkszong aktywno$cig pompy sodowo-

potasowej (Turner i in. 2003).

Teoria metronomu blonowego a wewngtrzgatunkowa zmiennos¢ BMR

Teoria metronomu btonowego opiera si¢ gtownie na migdzygatunkowych badaniach
poréwnawczych zwierzat zmiennocieplnych ze stalocieplnymi oraz ptakow lub ssakow
roznigcych sie masg ciata (Else i Wu 1999; Hulbert i in. 2002a; 2002b; Wu i in. 2001;
2004; Turner i in. 2005). Sytuacja znacznie komplikuje si¢ na poziomie
wewnatrzgatunkowym. Okazuje si¢, iz zdecydowanie we¢zsze spektrum zmiennosci,
obserwowane mi¢dzy osobnikami jednego gatunku, znacznie utrudnia zweryfikowanie
prawidtowos$ci opisanych teorig metronomu blonowego. Jak dotychczas, zaledwie jedna
praca badata zwigzek miedzy skladem chemicznym kwaséw thuszczowych w btonach
komoérkowych a zmiennos$cig BMR na poziomie wewnatrzgatunkowym. Porownujac sktad
membran biologicznych dwodch linii myszy laboratoryjnej selekcjonowanych na niskie (L-
BMR) i wysokie (H-BMR) tempo metabolizmu podstawowego, Brzgk i in. (2007)
wykazali, iz mimo braku réznic w calkowitej iloSci kwasow PUFA 1 MUFA oraz w
wartosci indeksu saturacji (IS), bedacego miarg stopnia nasycenia blon komdrkowych,
badane linie myszy istotnie roznity si¢ procentowg zawartoscig poszczegolnych kwasow
thuszczowych. Co zaskakujace, niektore kwasy ttuszczowe, wykazaty odwrotna zalezno$¢
w stosunku do testowanej teorii (np. wielonienasycony kwas dokozaheksaenowy, DHA;
C22:6n-3, wystepujacy obficiej w linii L-BMR). Innymi stowy, badane linie myszy
posiadaty blony komdrkowe o podobnej plastycznosci, ale rdznity si¢ profilem lipidowym,
tzn. inng zawartos$cig poszczegdlnych kwaséw thuszczowych.

Valencak i Ruf (2007) podjeli probe przetestowania teorii metronomu btonowego
Hulberta 1 Else (1999) na poziomie migdzygatunkowym. Zastosowali oni modele
statystyczne, uwzgledniajace kontrasty filogenetyczne, sprowadzajagce dane o zawartosci
poszczegbdlnych kwasow tluszczowych oraz dotyczace tempa metabolizmu podstawowego
na jeden poziom ewolucyjny. Wyniki tych analiz potwierdzity silng korelacj¢ miedzy
tempem metabolizmu podstawowego (BMR) a masa ciata. Nie wykazali oni jednak

istotnych statystycznie zalezno$ci pomigdzy zawarto$cig wielonienasyconych kwaséw
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thuszczowych (PUFA), w tym kwasu dokosaheksaenowego, DHA (C22:6n-3) a tempem
metabolizmu podstawowego (BMR).

Niewykluczone, ze rdznice w tempie metabolizmu na poziomie wewnatrzgatunkowym
wynikaja ze zdecydowanie bardziej subtelnych mechanizméw, w stosunku do tych,
opisanych teoria Hulbert’a i Else (1999). Dotychczasowe eksperymenty nie zdotaty
potwierdzi¢ teorii metronomu blonowego, co wigcej, nie wyjasnialty w zaden sposob
mechanizméw odpowiedzialnych za obserwowane roznice w profilu lipidowym bion

komoérkowych oraz w tempie metabolizmu podstawowego (BMR).

Ograniczenia ewolucyjne

Teoria metronomu btonowego (Hulbert 1 Else 1999) zaktada, ze podwyzszenie stopnia
nienasycenia blon komoérkowych rozumianego jako zwigkszenie ilosci kwasow
thuszczowych posiadajacych podwodjne wigzania migdzy atomami wegla (C=C) w
membranach biologicznych, szczegdlnie tych wysoce wielonienasyconych, takich jak kwas
dokozaheksaenowy, DHA (C22:6n-3) prowadzi do wzrostu ich ptynno$ci oraz zwigksza
aktywno$¢ zwiazanych z nimi biatek, co w konsekwencji powoduje podwyzszenie tempa
metabolizmu podstawowego (BMR). Posiadanie wysokiego BMR wiaze si¢ jednak z
wieloma negatywnymi nast¢gpstwami. Jest to bowiem rownoznaczne z intensyfikacja
procesow metabolicznych zachodzacych w zywych komodrkach. Kompleksy enzymatyczne
wytwarzajace energie, ktore zlokalizowane sg w mitochondriach nie sg jednak catkowicie
sprawne. Ponad 10% tlenu zuzywanego przez mitochondria 1 peroksysomy jest mianowicie
przeksztatcana w tzw. reaktywne formy tlenu (ROS, ang. reactive oxygen species), z czego
~5% to nadtlenek wodoru, a kolejne ~5% to czgsciowo zredukowana posta¢ tlenu, tj. anion
ponadtlenkowy (Floyd, 1996). W konsekwencji nie caly metabolizowany tlen dociera do
koncowego enzymu redukujgcego go do wody, czyli do oksydazy cytochromowej, lecz w
postaci reaktywnych form tlenu wycieka przez btony mitochondrialne (Chance 1 in. 1979).
Wiadomo réwniez, iz w miar¢ starzenia si¢ spada takze zdolno$¢ mitochondrialnej
oksydazy cytochromowej do czteroelektronowej redukcji tlenu do wody, a obserwacja ta
byla podstawg sformutowanej przez Harmana (1956) tzw. wolnorodnikowej teorii
starzenia si¢ (ang. the rate-of-living theory of aging). Co wiecej, wielokrotnie
udowodniono, ze wyzsze stezenie reaktywnych form tlenu (ROS) posiadaja organizmy
charakteryzujace si¢ wyzszym tempem metabolizmu (Sohal i Weindruch 1996; Beckman i
Ames 1998).
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Organizmy zyjace w atmosferze tlenowej musialy zatem wyksztatci¢ skuteczne
mechanizmy detoksykujace reaktywne formy tlenu (ROS). Jednym z enzymoéw, ktdrego
funkcja polega na przeksztatcaniu anionu ponadtlenkowego, ktory jako pierwszy powstaje
w tancuchu oddechowym, w nadtlenek wodoru jest dysmutaza ponadtlenkowa (Klotz 1 in.
2003). Nastepnie, szkodliwy dla komorek nadtlenek wodoru jest metabolizowany przez
katalaze 1 peroksydaze glutationowa do tlenu i wody (Bartosz, 1995). Reaktywne formy
tlenu, ktore nie zostang usuni¢te przez opisane powyzej systemy, uszkadzajg przede
wszystkim nici DNA oraz kwasy ttuszczowe zlokalizowane w btonach komorkowych.

Peroksydacja fosfolipidow membran biologicznych jest procesem wolnorodnikowym,
polegajacym na utlenieniu nienasyconych kwasow tluszczowych, z ktérych powstaja
nadtlenki lipidow. Rodniki lipidowe atakuja nastepnie lawinowo kolejne, prawidlowe
czasteczki, a taka tancuchowa reakcja w bardzo szybki sposob prowadzi do uszkodzenia
btony komorkowej i w konsekwencji do $mierci komoérki (Reimer i Jennings 1986;
Bartosz, 1995). Oczywistym jest, ze nie wszystkie blony komoérkowe sg w rownym stopniu
podatne na uszkodzenia. Holman (1954) wykazal, ze poszczegdlne kwasy tluszczowe,
wchodzace w sktad fosfolipidow membran biologicznych, r6znig si¢ od siebie w znacznym
stopniu podatnoscig na peroksydacje. W zwigzku z tym, ze wolne rodniki majg szczegdlne
powinowactwo do wigzan podwojnych pomiedzy atomami wegla (C=C), najbardziej
wrazliwe sg wielonienasycone kwasy thuszczowe (PUFA), a szczego6lnie te z rodziny n-3 w
poréwnaniu do kwaséw z rodziny n-6. Tym samym najbardziej podatny na peroksydacje
jest kwas dokozaheksaenowy, DHA (C22:6n-3), posiadajacy najwicksza liczbe wigzan
podwajnych, 6-krotnie bardziej niz dwunienasycony kwas linolowy, LA (C18:2n-6) i 320-
krotnie niz jednonienasycony (MUFA) kwas oleinowy, OA (C18:1n-9). Innymi stowy, im
bardziej wielonienasycony jest kwas tluszczowy tym bardziej jest on podatny na
reaktywne dzialanie wolnych rodnikow (Halliwell i Gutteridge 1999). Znajac zatem skiad
kwasow tluszczowych w blonach komoérkowych oraz wypadkowa ich wzglednej
wrazliwosci na peroksydacje, mozliwe jest wyznaczenie tzw. indeksu peroskydacji (IP,
ang. peroxidation index) kazdej btony komoérkowej (Hulbert i in. 2007).

Biorac pod uwage zalozenia, na ktoérych opiera si¢ teoria metronomu btonowego
(Hulbert i Else 1999), zwierz¢ta posiadajgce btony komérkowe bogate w wielonienasycone
kwasy tluszczowe (PUFA), takie jak niewielkich rozmiarow ssaki lub ptaki,
charakteryzujace si¢ wysokim tempem metabolizmu podstawowego (BMR) powinny mie¢
btony komoérkowe o zwigkszonej podatnosci na dziatanie reaktywnych form tlenu (ROS),

charakteryzujace si¢ wysokimi warto$ciami indeksu peroksydacji (IP), co z kolei moze
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prowadzi¢ do niszczenia komodrek oraz przyspieszania procesOw starzenia si¢ organizmow.
Opisane tu postulaty przyczynity si¢ do sformutowania teorii metronomu blonowego na
temat starzenia si¢ (ang. membrane pacemaker theory of aging; Hulbert, 2003; 2005; 2008;
Hulbert i in. 2006; 2007), bedaca uzupelnieniem wspomnianej wczeéniej wolnorodnikowej
teorii starzenia si¢ (Harman, 1956) oraz p6zniejszej jej modyfikacji w postaci teorii stresu
oksydacyjnego (Sohal i Weindruch 1996). Wynika z niej, ze zwierzgta podwyzszajac
tempo metabolizmu napotykajg na pewnego rodzaju ograniczenie ewolucyjne w postaci
podwyzszonego ryzyka uszkodzenia bton komoérkowych przez reaktywne formy tlenu
(ROS). Ewolucja bton komérkowych w kierunku zwigkszania ich ptynnosci, a co za tym
idzie przepuszczalnos$ci, moze wigc skutkowac ich wicksza podatnoscia na peroksydacje,

co spowodowatoby znaczace uposledzenie funkcjonowania, a nawet ich zniszczenie.

Metabolizm kwasow tluszczowych

Kwasy ttuszczowe, wchodzace w sktad lipidow stanowiag gtdéwne zrodlo energii, a jako
strukturalne komponenty bton komdrkowych sg niezbedne do zycia. Poza tym mozna je
znalez¢ rowniez w woskach, olejach, sterolach, glicerofosfolipidach, sfingolipidach czy
triacyloglicerolach. Uczestnicza one w wielu waznych procesach komorkowych, takich jak
regulacja kanalow jonowych, enzymow oraz odpowiedzi immunologicznej (Xiao 1 in.
2005; Takeuchi i in. 2010; Miles i Calder 2012). Jednonienasycone kwasy tluszczowe
(MUFA) odgrywaja wazng role m. in. w roznicowaniu si¢ komorek, w tym takze komorek
nerwowych (Bradley i in. 2008; Yonezawa i in. 2008), w kontroli pobierania pokarmu,
poprzez stymulacj¢ o$rodkoéw taknienia w médzgu (Obici i in. 2002), czy tez wplywaja na
procesy apoptozy i mutagenezy w niektérych odmianach nowotworéw (Hardy i in. 2000).
Natomiast wielonienasycone kwasy tluszczowe (PUFA) sa zaangazowane w tak istotne
procesy metaboliczne, jak chociazby rozwoj moézgu (Simopoulos, 2011), endocytoza i
egzocytoza (Grasso i Calderon 2013) oraz przesytanie sygnatow komorkowych (Kim i in.
2010). Niektore wielonienasycone kwasy tluszczowe (PUFA) sa prekursorami
eikozanoidéw, do ktorych zalicza si¢ prostaglandyny, tromboksany, prostacykliny i
leukotrieny (Calder, 2013), uczestniczace m. in. w odpowiedzi na zranienia czy odczyn
zapalny organizmu (Rangel-Huerta i in. 2012). Dodatkowo, jako komponenty
fosfolipidow, sa one zwigzane z wieloma chorobami czlowieka. Mozna tu zaliczy¢

chociazby zaburzenia peroksysomalne (McNamara i in. 2010), nadmiar hormonu wzrostu,
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prowadzacy do gigantyzmu lub akromegalii (Murray i in. 1994; Nakamura i in. 1996),
choroby immunologiczne, takie jak przewlekta obturacyjna choroba ptuc oraz choroba
zwyrodnieniowa stawow (Goldring i Berenbaum 2004), zaburzenia psychiczne (Lin i in.
2010), alkoholizm (Clugston i in. 2011), jak réwniez wspomniany wcze$niej zespot
metaboliczny (Jafari i in. 2013; Juarez-Lopez, 2013; Lorente-Cebrian, 2013; Spencer i in.
2013). W zwiazku z tym, iz kwasy ttuszczowe petnig tak wiele roznorodnych biologicznie
funkcji, od ich prawidtowego metabolizmu zalezy utrzymanie odpowiedniej rownowagi
lipidowej w organizmie, a tym samym jego prawidtowe funkcjonowanie.

Za powstawanie kwasow thuszczowych w organizmach zywych odpowiedzialny jest
przede wszystkim kompleks syntazy kwasow tlhuszczowych (FAS, ang. fatty acid
synthase), ktory jest praktycznie identyczny we wszystkich systemach biologicznych
(Smith, 1994). Nastepnie, kwasy ttuszczowe powstate w cytozolu na skutek aktywno$ci
tego enzymu lub dostarczone wraz z pokarmem, gtéwnie o 16 lub 18 atomach wegla (C16
lub C18), ulegaja dalszej desaturacji i elongacji w dlugotancuchowe kwasy thuszczowe. W
procesach tych kluczowsg role odgrywaja enzymatyczne biatka btonowe zlokalizowane w
retikulum endoplazmatycznym, tj. elongazy 1 desaturazy kwasow tluszczowych,
katalizujace reakcje odpowiednio wydluzania 1 wprowadzania podwojnych wigzan do
fancucha weglowodorowego, a wigc bezposrednio odpowiedzialne za profil lipidowy
komorek. Element spajajacy stanowi tu czynnik transkrypcyjny w postaci biatka
wigzacego sekwencje odpowiedzi na sterole SREBP-1 (ang. Sterol Regulatory Element-
Binding Proteins), ktorego aktywacja prowadzi do zwickszenia ekspresji genow
kodujacych zaréwno desaturazy, jak i syntaz¢ kwasow tluszczowych, FAS (Biddinger i in.
2006).

Desaturazy kwasow ttuszczowych

Desaturazy kwasow tluszczowych to grupa enzyméw odpowiedzialna za
wprowadzanie podwdjnych wigzan (C=C) do czasteczki kwasow ttuszczowych. Komorki
kregowcow posiadaja w swoich membranach A5, A6 oraz A9-desaturazy kwasow
thuszczowych, podczas gdy Al12 1 AlS5-desaturazy, obecne u mikroorganizméw, roslin i
niektorych bezkrggowcow, zostaty utracone w toku ewolucji. Z tego powodu nie sg one
zdolne do syntezy kwasow linolowego, LA (C18:2n-6) oraz a-linolowego, ALA (C18:3n-
3), ktore musza dostarczaé wraz z pokarmem. Dlatego tez kwasy te okre$la si¢ jako

niezb¢dne nienasycone kwasy ttuszczowe (NNKT, ang. essential fatty acids, EFA). Liczba
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po symbolu ,A” oznacza pozycj¢ podwdjnego wigzania (C=C) w tancuchu
weglowodorowym. Desaturazy mozna podzieli¢ na dwie rodziny, a mianowicie stearoilo-
CoA desaturazy (SCD; ang. stearoyl-Coenzyme A desaturases; Paton i Ntambi 2009) oraz
desaturazy kwasow tluszczowych (FADS; ang. fatty acid desaturases; Nakamura i Nara
2004).

Stearoilo-CoA desaturazy (SCD)

Stearoilo-CoA desaturaza (A9-desaturaza kwasow tluszczowych) jest 37-kDa
enzymem wprowadzajacym podwojne wigzanie w pozycje A9, liczac od grupy
karboksylowej fancucha weglowodorowego kwasow palmitynowego (C16:0) 1
stearynowego (C18:0), prowadzac do powstania jednonienasyconych kwasoéw
thuszczowych (MUFA), odpowiednio z rodziny kwasow omeg-7, tj. kwasu
palmitooleinowego (C16:1n-7) oraz z rodziny kwasow omeg-9, tj. kwasu oleinowego
(C18:1n-9, Rycina 1). Jako pierwsza zostala oczyszczona i scharakteryzowana A9-
desaturaza (SCD-1), pochodzaca z watroby szczura (Strittmatter i in. 1974). Zlokalizowana
jest ona w retikulum endoplazmatycznym (ER) i funkcjonuje razem z NADH, reduktaza
flawinowa cytochromu bs, cytochromem bs, bedagcym akceptorem elektronow, oraz z
tlenem (Enoch i in. 1976; Strittmatter i Enoch 1978; Heinemann i Ozols 2003; Paton i
Ntambi 2009). Enzym w swojej budowie strukturalnej posiada trzy miejsca bogate w
histydyne zlokalizowane w pozycjach 119, 156 oraz 296, niezbedne do jego katalitycznej
aktywnosci, ktérych zadaniem jest przylaczanie zelaza wewnatrz miejsca aktywnego
(Shanklin i in. 1994). Ponadto sktada si¢ on z czterech odcinkow transmembranowych z
koncami terminalnymi NH, oraz COOH skierowanymi do cytozolu (Man i in. 2006).

Obecnie, u myszy znane sg cztery izoformy A9-desaturazy kwasow tluszczowych, tj.
SCD-1, SCD-2, SCD-3 oraz SCD-4 (Kaestner i in. 1989; Zheng i in. 2001; Miyazaki i in.
2003), wykazujace odmienng specyficzno$¢ tkankowa. SCD-1 wystepuje w tkance
thuszczowej oraz w watrobie (Ntambi i in. 1988), SCD-2 w mdzgu oraz w tkance nerwowej
(Kaestner i in. 1989), SCD-3 w komorkach tojowych skory, a takze w gruczotach napletka
(Zheng i in. 2001), a SCD-4 w sercu (Guillou i in. 2010). Wykazuja one az 80-85%
homologii sekwencji aminokwasowej (Ntambi, 1999). Natomiast cztowiek posiada
zaledwie dwie izoformy tego enzymu, a mianowicie SCD-1, wykazujaca uniwersalng
obecno$¢ w tkankach oraz SCD-5, podlegajaca ekspresji jedynie w mozgu i trzustce

(Wang i in. 2005).
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Desaturazy kwasow ttuszczowych (FADS)

Druga grupe desaturaz stanowi rodzina FADS, do ktorej zalicza si¢ AS5-desaturaze
(D5D, FADSI, ang. fatty acids desaturase 1) oraz A6-desaturaze kwasoéw tluszczowych
(D6D, FADS2, ang. fatty acids desaturase 2). Enzymy te odpowiedzialne sg za syntezg
wielonienasyconych kwasow thuszczowych (PUFA) poprzez wstawianie podwoéjnych
wigzan (C=C) w pozycje odpowiednio A5 1 A6 tancucha weglowodorowego.

A5-Desaturaza to enzym sktadajacy sie z 444 aminokwasow, zlokalizowany w
retikulum endoplazmatycznym (ER). Jak udowodnili de Antueno i in. (2001) wykazuje on
powinowactwo do substratdow nalezacych zaréwno do rodziny kwaséw tluszczowych
omega-3, jak i omega-6, a mianowicie do kwasu dihomo-y-linolowego, DGLA (C20:3n-6)
metabolizowanego do kwasu arachidonowego (C20:4n-6) oraz do kwasu C20:4n-3
przeksztalcanego do kwasu eikozapentaenowego, EPA (C20:5n-3). Katalizuje on rowniez
jedna reakcje na szlaku przemian kwasoéw omega-9, gdzie wstawia podwojne wigzanie w
czasteczke kwasu C20:2n-9, na skutek czego powstaje kwas eikozatrienowy (C20:3n-9;
Rycina 1).

A6-Desaturaza myszy 1 cztlowieka to enzym o masie 52-kDa, sktadajacy sie, podobnie
jak D5SD, z 444 aminokwasow, zlokalizowany w retikulum endoplazmatycznym (ER).
Katalizuje on reakcje desaturacji kwasu linolowego, LA (C18:2n-6) do kwasu y-
linolenowego, GLA (C18:3n-6) oraz kwasu C24:4n-6 do kwasu C24:5n-6 w szlaku
przemian kwaséw omega-6, a takze kwasu a-linolenowego, ALA (C18:3n-3) do kwasu
C18:4n-3 oraz kwasu C24:5n-3 do kwasu C24:6n-3 w szlaku przemian kwaséw omega-3
(de Antueno i in. 2001). Ponadto wykazuje powinowactwo do kwasu oleinowego (C18:1n-
9), przeksztatcajac go w kwas C18:2n-9 (Rycina 1).

Podobnie, jak w przypadku A9-desaturazy (SCD), enzymy z rodziny FADS nalezg do
systemu enzymatycznego sktadajgcego sie¢ z NADH-cytochromu bs reduktazy oraz
cytochromu b (Strittmatter i in. 1974; Sprecher, 1981), jednakze odkryta niedawno domena
cytochromu b w budowie strukturalnej A6-desaturazy wskazuje na mozliwos¢

funkcjonowania tego enzymu niezaleznie od niego (Cho i in. 1999).

Elongazy

Za wydluzanie tancuchéw kwasow tluszczowych o dlugosci ‘tancuchow

weglowodorowych powyzej 16 atomow wegla odpowiada grupa enzymow zwana
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elongazami (ELOVL, ang. elongation of very long chain fatty acid). Wprowadzaja one
zawsze dwa atomy wegla, przez co w organizmach zywych wystepuja czasteczki kwasow
thuszczowych o parzystej ich liczbie. Sam proces elongacji mozna podzieli¢ na cztery
etapy. Pierwszy z nich to kondensacja acetylo-CoA i malonylo-CoA do B-ketoacylo-CoA
przeprowadzana przez odpowiednig elongazg (ELOVL). Nastepnie dochodzi do reakcji
redukcji, wymagajacej obecnosci NADPH, podczas ktorej 3-ketoacylo-CoA reduktaza
(KAR) przeksztatca B-ketoacylo-CoA w B-hydroksyacylo-CoA. Ten z kolei, w trzecim
etapie ulega dehydratacji przeprowadzanej przez 3-hydroksyacylo-CoA dehydrataze
(HADC) na skutek czego powstaje enoilo-CoA, ulegajacy w ostatnim etapie ponownej
redukcji z udzialem trans-2,3-enoilo-CoA reduktazy (TER) do acylo-CoA wydtuzonego o
dwa atomy wegla. Wszystkie enzymy uczestniczace w procesie elongacji zlokalizowane sa
w btonie retikulum endoplazmatycznego (ER) 1 sg ze sobg fizycznie powigzane (Nugteren,
1965; Cinti i in. 1992).

Obecnie u ssakow znanych jest siedem elongaz (ELOVL1-ELOVL7) réznigcych si¢
powinowactwem do substratow, a mianowicie elongazy ELOVLI, ELOVL3, ELOVLG6 i
ELOVL7 preferuja nasycone (SFA) oraz jednonienasycone (MUFA) kwasy tluszczowe,
podczas gdy elongazy ELOVL2, ELOVL4 1 ELOVLS5 selektywnie wybieraja
wielonienasycone kwasy thuszczowe, co zostato przedstawione na Rycinie 1 (Leonard i in.
2000b; Tvrdik i in. 2000; Moon i in. 2001; Wang i in. 2005; Agbaga i in. 2008; Kitazawa i
in. 2009; Tamura i in. 2009). Wszystkie elongazy myszy, szczura i czlowieka posiadajg w
swej budowie strukturalnej kilka miejsc konserwatywnych, niezbednych do ich
enzymatycznej aktywnosci, takich jak motywy HxXHH, KxXExxDT, HxxMYXYY, czy
TxxQxxQ (Tvrdik i in. 2000; Jakobsson i in. 2006; Denic i Weissman 2007), a w obrebie
danego gatunku wykazuja 30% podobienstwo sekwencji aminokwasowej (Leonard i in.
2004).

Biatko wigigce sekwencje odpowiedzi na sterole (SREBP-1)

SREBP-1 (ang. Sterol Regulatory Element-Binding Proteins) jest czynnikiem
transkrypcyjnym w postaci biatka wigzacego sekwencje odpowiedzi na sterole, ktory
poprzez aktywacje kaskady enzymatycznej reguluje syntez¢ cholesterolu, kwasoéw
thuszczowych, triglicerydow oraz fosfolipidow (Eberlé i in. 2004). W swojej budowie
strukturalnej zawiera motywy helisa-petla-helisa-zamek leucynowy (bHLH-LZ, ang. helix-

loop-helix-leucine zipper). Wyst¢puje w postaci nieaktywnego prekursora, sktadajgcego si¢
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z 1150 aminokwasow 1 przylaczajacego si¢ do membran retikulum endoplazmatycznego
(Hua i in. 1995a). Forma nieaktywna bialka jest zorganizowana w trzy domeny. Pierwsza z
nich, liczac od konca -NH;, ma diugos¢ okoto 480 aminokwaséw 1 zawiera czgs¢
aktywacyjnag, region bogaty w seryne i proling oraz motyw bHLH-LZ odpowiedzialny za
przytaczanie DNA i dimeryzacj¢. Kolejna domena to hydrofobowy, transmembranowy
segment o dlugosci okoto 30 aminokwasow, podczas gdy ostatnia, sktadajaca si¢ z okoto
590 aminokwaséw, zawiera odcinek regulatorowy z koncem -COOH. Podczas aktywacji
biatkka SREBP-1 uwalniana jest jedynie pierwsza, NH,-terminalna domena,
przeksztatcajaca si¢ w forme nuklearng (nSREBP), ktora w dalszym etapie transportowana
jest do jadra komorkowego, gdzie reguluje ekspresje wielu gendow (Nagoshi 1 in. 1999;
Nagoshi i Yoneda 2001; Lee i in. 2003) zwigzanych m. in. z metabolizmem kwasow
thuszczowych.

Obecnie znane sg trzy izoformy biatka SREBP, a mianowicie SREBP-1a, SREBP-1c
oraz SREBP-2, z czego pierwsze dwa kodowane sa przez pojedynczy gen (Hua i in.
1995b) i wykazuja 47% homologii w stosunku do trzeciego. Biatko SREBP-2 odpowiada
gléwnie za regulacje ekspresji gendw zwigzanych z synteza i metabolizmem cholesterolu,
podczas gdy izoformy SREBP-1 przylaczaja si¢ do genéw kodujacych enzymy przemian
kwasow thuszczowych (Brown i Goldstein 1997), przy czym SREBP-1c aktywuje te geny
gtownie w komorkach watroby (Horton i in. 2002). Do sekwencji, ktore sg celami
czynnika transkrybcyjnego SREBP-1c, nalezg geny kodujace nastepujace biatka
enzymatyczne: acetylo-CoA syntaza (Luong i in. 2000), acetylo-CoA karboksylaza
(Magana i in. 1997), syntaza kwasow tluszczowych (FAS; Magana i Osborne 1996), A9-
desaturaza kwasow tluszczowych (stearoilo-CoA desaturaza, SCD1; Tabor i in. 1999), jak
rowniez AS-desaturaza (FADS1, D5D) 1 A6-desaturaza kwaséw thuszczowych (FADS2,
D5D; Rimoldi i in. 2001; Matsuzaka i in. 2002a; Nara i in. 2002).

Eksperymenty selekcyjne w badaniach zmiennoS$ci organizmow

Badanie zmiennos$ci cech pomiedzy réznymi gatunkami, czy tez calymi grupami
systematycznymi zwierzat nie nastrecza obecnie wiekszych trudnosci. Spowodowane jest
to gtéwnie duzymi réznicami wartosci danej cechy, ktora jest wynikiem odmiennej drogi
ewolucyjnej. Problemy pojawiaja si¢ natomiast na poziomie wewnatrzgatunkowym, gdzie

spektrum zmienno$ci znacznie si¢ zawe¢za. Z pomocg przychodza wowczas badaczom
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eksperymenty selekcyjne z tzw. doborem sztucznym (sztuczng selekcja). Polegaja one na
pomiarze konkretnej cechy, a do kojarzen wybierane sa jedynie osobniki przeznaczone do
wyprowadzenia nastgpnego pokolenia o skrajnych jej wartosciach (Koteja, 2009). Oznacza
to, ze w relatywnie krotkim czasie mozna uzyska¢ linie, charakteryzujace si¢ pozadanag
cecha, ktorej zakres zmienno$ci bylby niemozliwy do zaobserwowania w naturze.
Eksperymenty selekcyjne maja t¢ przewage nad badaniami w warunkach naturalnych, ze
oprocz samej procedury eksperymentalnej, pod kontrolg badacza pozostaja wszystkie
pozostate czynniki, niemozliwe do przewidzenia w warunkach $srodowiska naturalnego.
Takie selekcyjne modele mozna nastepnie wykorzysta¢ w eksperymentach dotyczacych
mechanizméw ewolucyjnych (Konarzewski i in. 2005; Gebezynski i Konarzewski 2009),
czy w identyfikacji na poziomie molekularnym genéw odpowiedzialnych za obserwowane
réznice na poziomie organizmalnym, takze te, dotyczace cech ilo$ciowych (QTL, ang.
quantitative trait loci; Houle-Leroy i in. 2003; Nehrenberg i in. 2009). Eksperymenty te nie
sa niestety pozbawione pewnych wad utrudniajgcych interpretacje uzyskanych wynikow.
Podstawowym 1 czgsto niezwykle powaznym ograniczeniem jest niewielka liczba
osobnikéw w hodowli w kazdym pokoleniu, spowodowana ograniczeniami fizycznymi i
organizacyjnymi zwierzetarni. W efekcie, oprocz selekcji sztucznej, niebagatelng role w
takich eksperymentach odgrywa dryf genetyczny, ktorego dziatanie wzmaga si¢ z kazdym
kolejnym pokoleniem, mogac maskowac efekty selekcji lub je catkowicie zaburzaé. Inny
wazny aspekt, to konieczno$¢ replikacji, czyli przeprowadzenie eksperymentu
selekcyjnego w kilku powtdrzeniach, by wyeliminowa¢ btad stochastyczny oraz

utrzymywanie linii kontrolnych, gdzie zwierzeta kojarzone sa zupetnie losowo.

Wewnatrzgatunkowa weryfikacja teorii metronomu blonowego na poziomie

molekularnym

Jednym z centralnych probleméw badawczych ekologii fizjologicznej jest ustalenie
ewolucyjnych mechanizméw zrdéznicowania tempa metabolizmu podstawowego (BMR)
zwierzat. Nie ulega watpliwosci, 1z na poziomie miedzygatunkowym jest to cecha wysoce
zmienna (Benett i Ruben 1979; Hulbert i Else 1989; Else i in. 2004), jednak na poziomie
osobniczym w obrgbie jednego gatunku, spektrum tej zmiennosci zdecydowanie zawgza
si¢. Przyczyny zrdznicowania tempa metabolizmu na poziomie migdzygatunkowym

opisuje powszechnie przyjeta i uznawana teoria metronomu btonowego (ang. membrane
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pacemaker, Hulbert i Else 1999), zgodnie z ktérg tempo metabolizmu zalezy od sktadu
lipidowego bton komoérkowych.

Jako bardzo wazny komponent fosfolipidow budujacych btony komoérkowe, kwasy
thuszczowe wptywaja na metabolizm komoérek i w konsekwencji na BMR catego
organizmu poprzez regulacj¢ plynnosci membran biologicznych, modulujac przeptyw
jondéw przez kanaty jonowe (Chyb i in. 1999; Xiao i in. 2001) oraz aktywujac zwiagzane z
btonami enzymy, ktore sa wrazliwe na biofizyczne wiasciwosci lipidow (Goldberg i
Zidovetzki 1997). Mimo, iz w bardzo licznych eksperymentach poréwnywano sktad
lipidowy bton komoérkowych zwierzat réznigcych si¢ tempem metabolizmu podstawowego
na poziomie migdzygatunkowym (Hulber i Else 1989; Hulbert i in. 2002a; 2002b; Else i in.
2004), to rola kwasow tluszczowych, zwlaszcza tych wielonienasyconych (PUFA), w
kontroli BMR nie zostata nadal wyjasniona na poziomie wewnatrzgatunkowym. Jednym z
powodow zaistniatej sytuacji jest fakt, iz zakres zmienno$ci takiej cechy fizjologicznej jak
BMR jest znacznie wezszy pomigdzy osobnikami nalezacymi do tego samego gatunku w
porownaniu do réznic mi¢dzygatunkowych, a mechanizmy warunkujace obserwowang
zmienno$¢ moga by¢ znacznie subtelniejsze. W takich okolicznos$ciach najlepszym
rozwigzaniem jest zastosowanie jako obiektu badan zwierzat, pochodzacych ze sztucznych
eksperymentéw selekcyjnych, ktore manipulujg frekwencja genow bezposrednio
zwigzanych z badang cechg (Garland, 2002). Opisane wcze$niej badania nad zmiennoscig
tempa metabolizmu podstawowego (BMR) na poziomie wewnatrzgatunkowym (Brzek i in.
2007) wykazaty réznice w BMR, jak rowniez w skladzie lipidowym blon komorkowych
(kwasow tluszczowych we frakeji fosfolipidow) miedzy liniami myszy selekcjonowanymi
na niskie i wysokie tempo metabolizmu podstawowego, sugerujac, ze obserwowana
zmienno$¢ byta na tyle duza, iz mozna ja wythumaczy¢ dziataniem selekcji, a nie wptywem
dryfu genetycznego. Badania te przeprowadzono jednak na poziomie fenotypu, a nie
genotypu 1 dlatego tez nie wskazywaty bezposredniego zrodta obserwowanej zmiennosci.

Przyczyn obserwowanych powyzej roznic dopatrywaé si¢ mozna ponadto we
wrazliwosci bton komoérkowych na peroksydacje. Jak zauwazyli Valencak i Ruf (2007)
wysoki udzial kwasow PUFA w membranach biologicznych zwigksza podatno$¢ tych
struktur na dziatanie wolnych rodnikow, posiadajacych szczegdlne powinowactwo do
wigzan podwdjnych pomig¢dzy atomami wegla, co w konsekwencji moze prowadzi¢ do ich
degradacji.

A zatem, mimo iz teoria metronomu btonowego potwierdza si¢ na poziomie poréwnan

miedzy réznymi gatunkami, czy wrgcz gromadami krggowcow, to w obrgbie gatunku
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zwierzat statocieplnych jej przewidywania moga by¢ niespelnione ze wzgledu na
negatywne skutki wzmozonego dziatania wolnych rodnikéow. Co wigcej, mechanizmy
warunkujagce  zréznicowanie tempa metabolizmu podstawowego na poziomie
wewnatrzgatunkowym pozostaja ciggle niewyjasnione i, jak do tej pory, byly badane tylko
sporadycznie. W celu weryfikacji teorii metronomu blonowego (Hulbert i Else 1999) na
poziomie wewnatrzgatunkowym niezbednie jest zgromadzenie kompletnych danych,
dotyczacych profilu lipidowego bton komoérkowych, polimorfizmu i ekspresji genow,
kodujacych enzymy odpowiedzialne za ten profil (desaturazy i elongazy kwasow
thuszczowych), a takze ich aktywnosci oraz wyznaczenie indekséw peroksydacji (IP),
nienasycenia (IU) i saturacji (IS) membran biologicznych z jednoczesnym oznaczeniem
aktywnosci pompy sodowo-potasowej u 0sobnikow rdznigcych si¢ tempem metabolizmu

podstawowego (BMR).
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Hipotezy badawcze

Uwzgledniajac  dotychczasowa wiedz¢ na temat mechanizmow potencjalnie
odpowiedzialnych za zréznicowanie tempa metabolizmu podstawowego (BMR) miedzy
osobnikami selekcjonowanymi myszy laboratoryjnej, ktérych dotyczy niniejsza rozprawa

doktorska, postawitam nastepujace hipotezy badawcze:

HIPOTEZA 1: Prawidlowosci opisane w teorii metronomu btonowego (Hulbert i
Else 1999), ktére odnosza si¢ do porownan migdzygatunkowych,

moga rowniez wystepowac na poziomie osobniczym.

HIPOTEZA 2: Miegdzyosobnicze rdéznice w profilu lipidowym bton komorkowych
sg spowodowane polimorfizmem i/lub odmienng ekspresjag w genach
kodujacych enzymy szlaku przemian kwasow tluszczowych.
Skutkuje to odmiennymi warto$ciami indeksow saturacji (IS) 1
nienasycenia (IU) membran biologicznych, co prowadzi do

zrdznicowania tempa metabolizmu podstawowego (BMR).

HIPOTEZA 3: Re-aranzacja skladu kwasow tluszczowych w membranach
biologicznych moze jednoczesnie skutkowaé zrdznicowang

podatnoscig bton komorkowych na peroksydacje.
HIPOTEZA 4: W sztucznych selekcjach eksperymentalnych dziata dryf genetyczny,

ktoéry zmieniajac losowo frekwencje alleli moze maskowaé efekty

selekciji.
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Cele pracy

W niniejszej rozprawie doktorskiej sformulowalam nastepujace cele, ktore maja

stuzy¢ weryfikacji stawianych hipotez:

CEL 1: Weryfikacja teorii metronomu btonowego na poziomie
wewnatrzgatunkowym, przeprowadzona metodami biologii molekularnej:

v’ zidentyfikowanie polimorfizmoéw sekwencji genéw kodujacych enzymy
szlaku przemian kwasow thuszczowych u osobnikow pochodzacych z
selekcyjnych linii myszy laboratoryjnych (Mus musculus) rézniacych si¢
tempem metabolizmu podstawowego (BMR),

v" okre$lenie wptywu genotypu na profil lipidowy,

v" okredlenie wplywu genotypu na tempo metabolizmu podstawowego
(BMR),

v’ oznaczenie stopnia ekspresji gendéw zwigzanych z metabolizmem
kwasow tluszczowych 1 sprawdzenie, czy ma on wplyw na profil
lipidowy i tempo metabolizmu podstawowego (BMR),

v' oznaczenie aktywno$ci enzymow metabolizmu lipidow, kodowanych
przez rozne, zidentyfikowane warianty genow polimorficznych,

v’ przetestowanie, czy geny kodujace enzymy szlaku przemian kwasow
thuszczowych sg pod wptywem selekcji prowadzonej w kierunku
niskiego (L-BMR) i wysokiego (H-BMR) tempa metabolizmu
podstawowego,

v’ okreslenie réznic w aktywnoéci pompy sodowo-potasowej (Na'/K'-

ATPazy) pomiedzy badanymi liniami selekcyjnymi myszy.

CEL 2: Zbadanie ograniczen ewolucyjnych zwigzanych z plynno$cig bton
komoérkowych i wzmozonym stresem oksydacyjnym wystepujacym u
gatunku  charakteryzujacego si¢ wysokim tempem  metabolizmu
podstawowego (BMR):

v’ zweryfikowanie hipotezy, ze myszy posiadajgce wyzsze tempo
metabolizmu podstawowego (H-BMR) posiadaja nizsza warto$¢ indeksu
saturacji (IS) 1 wyzsza indeksu nienasycenia (IU) blon komoérkowych,

ktore w konsekwencji sg bardziej podatne na peroksydacje.
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CEL 3: Okres$lenie sit doboru naturalnego i dryfu genetycznego dziatajacych w
sztucznie prowadzonej selekcji w kierunku niskiego i wysokiego tempa
metabolizmu podstawowego (BMR) u myszy laboratoryjnej (Mus

musculus).
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MATERIAL I METODY

Obiekt badan

Mysz laboratoryjna (Mus musculus, Linn.) jest matym ssakiem, nalezagcym do rz¢du
gryzoni (Rodentia), hodowanym i wykorzystywanym w badaniach naukowych, gtownie z
dziedziny genetyki, psychologii, medycyny, czy fizjologii. Historia hodowli gatunku si¢ga
przetomu XIX i XX wieku, kiedy to zaczeto udomawia¢ myszy na terenie Azji 1 Japonii, a
pézniej takze w Europie i Ameryce Poinocnej. Pierwszy szczep myszy laboratoryjnej
powstat w Stanach Zjednoczonych w 1907 roku, kiedy to Clarence Cook Little
wyselekcjonowat inbredowy szczep DBA (ang. Dilute, Brown and non-Agouti). Liczne,
p6zniejsze krzyzoéwki doprowadzity do powstania wielu szczepéw myszy laboratoryjnych,
ktérych genom stanowi obecnie mieszanka czterech wyodrgbnionych podgatunkow, tj.
Mus musculus domesticus, Mus musculus musculus, Mus musculus castaneus oraz Mus
musculus molossinus (Wade i in. 2002).

Mysz laboratoryjna jest obiektem licznych badan i obok takich gatunkéw jak drozdze
piekarskie (Saccharomyces cerevisiae), nicienie (Caenorhabditis elegans), muszka
owocowa (Drosophila melanogaster), danio prggowany (Danio rerio), rzodkiewnik
pospolity (Arabidopsis thaliana), czy zaba szponiasta (Xenopus laevis), jest organizmem
modelowym. Do cech, ktorymi musi charakteryzowac si¢ taki obiekt badan nalezg m. in.
fatwos$¢ 1 niski koszt hodowli, stosunkowo wysoka ptodnos¢, prosty sposdb rozmnazania,
krotki cykl zyciowy, przy relatywnie wysokiej liczbie potomstwa, fatwo$¢ manipulacji w
warunkach laboratoryjnych oraz znajomo$¢ pelnego genomu. Mysz laboratoryjna spetnia
wszystkie powyzsze warunki. Zwierzeta te osiggaja dojrzato$¢ ptciows po 4 tygodniach, a
srednia dlugos$¢ zycia w warunkach hodowlanych to od 1,3 do 3 lat. Cigza trwa od 19 do
21 dni, a po tym czasie w miocie pojawia si¢ srednio od 1 do 10 mtodych. Petny genom
myszy laboratoryjnej zostal zsekwencjonowany w 2002 roku przy uzyciu Szczepu
C57BL/6 (Chinwalla i in. 2002). Na podkreslenie zastuguje to, ze mimo do$¢ dawnego
rozdzielenia si¢ myszy od ludzi w toku ewolucji od wspdlnego przodka, ktore szacuje sie
na okres od 75 do 100 milionéw lat temu, DNA myszy jest w okoto 85% identyczne z
genomem ludzkim, a zaledwie 1% mysich genéw nie ma swoich homologoéw u cztowieka,

co czyni je idealnym modelem w badaniach choréb ludzi.
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Eksperyment selekcyjny

Do weryfikacji postawionych w pracy hipotez wykorzystalam myszy laboratoryjne
pochodzace z eksperymentu selekcyjnego prowadzonego w Instytucie Biologii
Uniwersytetu w Biatymstoku przez Zaktad Ekologii Zwierzat. Selekcja ta jest dwustronna,
prowadzona zar6wno W kierunku niskiego (L-BMR) jak i wysokiego tempa metabolizmu
podstawowego (H-BMR), mierzonego w strefie termoneutralnej (31°C) u 3-miesiecznych
myszy, bedacych na czczo i w spoczynku. Osobniki 0 najwyzszym 1 najnizszym poziomie
BMR kojarzone s3 ze sobg w obrgbie linii w celu uzyskania nastgpnego pokolenia.
Kojarzenie odbywa si¢ na zasadzie unikania wsobnosci, tj. nie krzyzuje si¢ rodzenstwa, a
wsrdd 35 rodzin rodzice zawsze pochodza ze wszystkich rodzin poprzedniego pokolenia,
ktore dozyty do okresu reprodukcji, przy czym do rozrodu z kazdej rodziny wybiera si¢ nie
wiecej niz 3 osobniki obu pici.

Duzym utrudnieniem w prawidlowej interpretacji uzyskiwanych wynikéw badan,
wykorzystujacych zwierzeta pochodzace z powyzszego eksperymentu selekcyjnego jest
brak prowadzonych rownolegle linii kontrolnych. Problem ten zniwelowatam do pewnego
stopnia, przeprowadzajac wszystkie analizy, nie tylko u myszy z linii selekcjonowanych na
niskie (L-BMR) i wysokie (H-NMR) tempo metabolizmu podstawowego, lecz réwniez dla
trzech linii myszy szczepu Swiss-Webster nieselekcjonowanych na zadng ceche (USI,
US2 i US3), stanowiacych kontrolg dla odrebnego eksperymentu selekcyjnego. Zwierzeta
te byly rowniez kojarzone losowo, z unikaniem wsobnosci, tj. nie krzyzuje si¢ rodzenstwa,
a wsrdod nowych 15 rodzin rodzice muszg pochodzi¢ z co najmniej 10 poprzednich, w

obrebie 3 niezaleznych replikacji.

Materiat do badan i liczebnos¢ prob

Do badan wykorzystalam 61 samcow (N=61) myszy laboratoryjnej, pochodzacych z
linii selekcjonowanej na niskie tempo metabolizmu podstawowego (L-BMR) oraz 59
samcow (N=59) z linii wysokometabolicznej (H-BMR) w 32 pokoleniu (F32). Do analiz
porownawczych, jak wspomniatam powyzej, uzytam takze 36 samcow z trzech linii
nieselekcjonowanych na zadng cech¢ w przeciaggu 16 pokolen (F16): US1 (N=12), US2
(N=13) 1 US3 (N=11). Lacznie w eksperymencie wykorzystalam 156 myszy, z czego 120
pochodzito z eksperymentu selekcyjnego w pokoleniu F32, a 36 z linii nieselekcyjnych w
pokoleniu F16.
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Wszystkie procedury oraz analizy wykonane na wykorzystywanych w eksperymencie
zwierzetach zostaly przeprowadzone zgodnie z pozwoleniem Lokalnej Komisji Etycznej
do Spraw Doswiadczen na Zwierzetach w Biatymstoku (nr pozwolenia: 4/2009 oraz
5/2010).

Dodatkowo, w celu oszacowania poziomu dziatania dryfu genetycznego,
wykorzystatam tkanki 78 samcow, pochodzacych z linii selekcjonowanej na niskie (N=40)
i wysokie (N=38) tempo metabolizmu podstawowego z pokolenia 22 (F22).

Wykorzystanie w badaniach jedynie samcéw nie bylo przypadkowe. Przede
wszystkim  uniknetam  nieprawidlowej interpretacji  obserwowanych zaleznosci
wynikajacych z réznic pomigdzy ptciami. Z drugiej strony, analizowane zwierzeta nie byty
obcigzone duzymi kosztami zwigzanymi z okresem cigzy, laktacji i opieki nad
potomstwem, co mogloby roéwniez wplyna¢ na wyniki, szczegdlnie te zwigzane z

gospodarka thuszczowa organizmu oraz aktywnoscig biatek enzymatycznych.

Analizy fizjologiczne

Pomiar tempa metabolizmu podstawowego (BMR)

Pomiary tempa metabolizmu podstawowego (BMR) przeprowadzitam przy uzyciu
zestawu respirometrycznego firmy Sable Systems w ukladzie otwartym. Poprawnos$¢
wykonanych analiz gwarantowato spetnienie trzech podstawowych warunkow, tj.
zwierzeta nie wydatkowaly energii na dodatkowe procesy fizjologiczne, takie jak
termoregulacja, koszty energetyczne zwigzane z trawieniem i obrobka spozytego pokarmu
oraz poruszaniem si¢. Myszy podczas calej procedury pomiarowej pozostawaty wigc na
czczo, byly przetrzymywane w strefie temperatury termoneutralnej, a takze przebywaty w
spoczynku.

Samce w wieku od 12 do 16 tygodnia zycia, ktore na kilka godzin przed rozpocz¢ciem
pomiaréw byly pozbawiane pokarmu, pozostawiajac jedynie nieograniczany dostep do
wody, wazylam z doktadnoscig do 0,1 g., a nastgpnie umieszczalam pojedynczo w
szczelnej komorze metabolicznej o objetosct 350 ml. Komore zanurzalam w wodzie o
temperaturze 32°C, stabilizowanej z doktadnos$cia do 0,2°C przy pomocy tazni wodnej. W
trakcie 3-godzinnego pomiaru przez komorg przeptywato powietrze w ilosci 400 ml/min, a

jego probki kierowane byly poprzez multiplekser na analizator. Za poziom tempa
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metabolizmu odpowiadajagcemu BMR uznawatam odczyt koncentracji tlenu stabilny w
zakresie 0,01 %, utrzymujacy si¢ w czasie co najmniej 4 minut, co sugerowato, iz zwierze
w tym okresie pozostawato w spoczynku. Taki dobor warunkéw i kryteriow pomiarowych
gwarantowal ich wysoka powtarzalno$¢ i1 zostal wielokrotnie sprawdzony w trakcie

prowadzenia eksperymentoéw bazujacych na sztucznej selekcji (Ksigzek i in. 2004).

Pobieranie materialu do badan

Ze wzgledu na analizg genow jadrowych posiadajacych, jak u wszystkich Eucariota,
liczne introny oraz na zaplanowane badanie ekspresji tych gendéw, w eksperymencie
wykorzystalam sekwencje cDNA pozbawione introndw, uzyskane metoda RT-PCR. Do
przeprowadzenia reakcji PCR z zastosowaniem RT polimerazy niezbedna byla izolacja
RNA z tkanek, w ktorych badane geny ulegaja ekspresji (tj. z watroby). Dlatego tez
konieczne bylo usmiercenie badanych zwierzat poprzez dyslokacj¢ rdzenia krggowego.
Nastegpnie fragment §wiezej watroby o masie ok. 500 mg pobieratam do wolnej od RNaz
fiolki Eppendorfa za pomoca sterylnego skalpela 1 bezposrednio zanurzalam w ptynie
zabezpieczajacym przed degradacja RNA (RNAlater, Qiagen). Natychmiastowa
stabilizacja RNA w materiale biologicznym jest jednym z gtéwnych warunkéw udanej
izolacji RNA, ale takze jest niezbedna do uzyskania prawidlowych wynikow reakcji real-
time PCR. Usmiercenie zwierzgcia prowadzi bowiem do specyficznej lub niespecyficznej
degradacji RNA oraz do zmian w ekspresji genow. Uzycie RNAlater Stabilization Reagent
(Qiagen) gwarantuje prawidlowa stabilizacje i ochron¢ komorkowego RNA w tkankach
zwierzecych. Tak zabezpieczona proba byla przechowywana w temperaturze -20°C do
momentu izolacji RNA.

W celu analizy krotszych fragmentéw DNA, zawierajacych jedynie miejsca
polimorficzne zidentyfikowane przeze mnie w sekwencjach cDNA w toku
przeprowadzanych badan, pobratam rowniez materiat do izolacji DNA genomowego
(gDNA). Przy uzyciu sterylnego, jednorazowego skalpela pobralam konce ogonow,
odcinajac fragmenty o dlugosci od 0,5 do 1 cm, ktére nastepnie umiescitam w jatowych
fiolkach Eppendorfa przetrzymywanych w temperaturze -20°C do chwili dalszych analiz.

Do analiz biochemicznych od kazdej myszy pobieralam jeden z ptatdéw watroby.

Tkank¢ natychmiast przenositam do fiolek Eppendorfa, ktdrg nastgpnie zanurzatam w
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ciecktym azocie. Tak zamrozone proby przetrzymywalam w temperaturze -80°C do

momentu dalszych analiz.

Analizy genetyczne

I1zolacja RNA

Izolacje catkowitego RNA przeprowadzitam przy uzyciu zestawu RNeasy Mini Kit
firmy Qiagen (Hilden, Niemcy). Wchodzace w sklad kitu kolumny ze zlozem
krzemionkowym oraz specjalne bufory pozwalaja na zwigzanie z membrang az do 100 pug
RNA dluzszego niz 200 nukleotydéw. Ostatecznie skutkuje to izolacja catkowitego
mRNA, poniewaz nici RNA kroétsze niz 200 nukleotydow, do ktorych naleza 5.8S rRNA,
5S rRNA i tRNA, obejmujace razem 15 — 20% catkowitego RNA, nie przytaczaja si¢ do
membrany.

Probki watroby o masie 15 mg poddatam lizie i homogenizacji z wykorzystaniem
automatycznego homogenizatora BioGen PRO200 (PRO Scientific, USA) oraz zestawu
wymiennych, autoklawowalnych koncéwek homogenizujgcych Multi Gen-7 (PRO
Scientific, USA) w obecnosci wysoce denaturujacego buforu RLT, zawierajacego
izotiocyjanian guanidyny (GITC), ktory natychmiast unieruchamia RNazy, co zapobiega
degradacji RNA. Tak uzyskane homogenaty wirowalam 3 minuty przy 13200 obr./min.
(Eppendorf Centrifuge 5415D, rotor F45-24-11). Supernatant, tj. ptyn znad osadu,
odpipetowatam do nowych fiolek Eppendorfa, do ktérych nastgpnie dodawatam 600 pl
70% alkoholu etylowego. Calo$¢, po delikatnym wymieszaniu, przenositam na kolumny i
wirowatam 15 sekund przy 10000 obr./min. W dalszym etapie zwigzane ze zlozem
krzemionkowym kolumny RNA przeptukiwatam kolejno 700 pl buforu RW1, 500 pl
buforu RPE, za kazdym razem wirujgc 15 sekund przy 10000 obr./min. oraz 500 ul buforu
RPE wirujagc 2 minuty przy 10000 obr./min. Ostatnim etapem izolacji bylo wyplukanie
zwigzanego z membrang kolumny RNA. W tym celu umiescitam kolumny w nowych, 1,5
ml fiolkach Eppendorfa, dodatam 30 pul wody wolnej od RNaz i wirowalam minute przy

10000 obr./min.
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Reakcja odwrotnej transkrypcji (RT)

Bezposrednio po izolacji RNA przeprowadzitam reakcje odwrotnej transkrypcji przy
pomocy zestawu Omniscript Reverse Transcription firmy Qiagen (Hilden, Niemcy), w celu
uzyskania cDNA, znacznie stabilniejszego niz RNA. W sklad mieszaniny reakcyjnej o
koncowej objetosci 20 pl wchodzity 2 pl buforu RT (10x), 2 pl mieszaniny dNTP [5 mM],
1 ul enzymu RT, 1 pl inhibitora RNase [10 U/ul, Promega], 2 ul startera oligo(dT)s [0,5
ng/ul, Genomed], 11 ul wolnej od RNaz wody oraz 1 ul proby RNA. Wszystkie etapy
protokotu reakcji odwrotnej transkrypcji wykonywatam na lodzie, co znacznie zmniejszato
ryzyko degradacji RNA przez RNazy. Reakcje RT przeprowadzatam przez 60 minut w
termobloku  (DIGI-BLOCK®™JR, Laboratory Deviced INC, USA) nagrzanym do
temperatury 37°C. Otrzymane w ten sposdéb proby cDNA przechowywatam w
temperaturze -20°C do momentu dalszych analiz.

Izolacja DNA

Izolacje¢ genomowego DNA (gDNA) przeprowadzitam z wykorzystaniem
komercyjnego zestawu Genomic Mini (A&A Biotechnology), opartego o technike
kolumnowa, wykorzystujaca zjawisko wigzania si¢ DNA do zt6z krzemionkowych w
wysokich stezeniach soli chaotropowych. Wszystkie etapy wykonatam zgodnie z
protokotem dostarczonym przez producenta. Za material wyjSciowy postuzyly mi konce
ogondéw o dtugosci 0,5 cm, ktére po rozmrozeniu poddatam trawieniu 1 lizie w roztworze
zawierajagcym 100 pl buforu Tris, 50 pl niejonowego detergentu, w postaci uniwersalnego
buforu lizujacego LT oraz 20 pl roztworu Proteinazy K, trawigcego biatka komorkowe.
Proby wymieszane przez worteksowanie (tecnoKartell TK3S) inkubowatam w
temperaturze 50°C (Thermo Shaker Biosan TS-100) do momentu calkowitego strawienia
tkanki, tj. do uzyskania jednorodnego homogenatu, co trwato zwykle okoto 4 godzin. W
kolejnym etapie do prob dodawatam 150 pl buforu LT, intensywnie worteksowatam przez
20 sekund, po czym wirowatam przez 3 minuty przy 13200 obr./min. (Eppendorf
Centrifuge 5415D, rotor F45-24-11). Pobrany supernatant przenositam na mikrokolumny
ze zlozem krzemionkowym, a nastgpnie wirowatam minute przy 13200 obr./min. Na tym
etapie DNA wiazato si¢ ze ztozem kolumny, jednakze wymagato dalszego oczyszczenia.
W tym celu przemywatam dwukrotnie mikrokolumng roztworem ptuczacym A1l dodajac

kolejno 500 pl i 400 pl za kazdym razem odwirowujgc proby przez jedng i dwie minuty
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przy 13200 obr./min. Koncowym etapem bylo uwolnienie oczyszczonego DNA ze zloza
krzemionkowego poprzez dodanie na umieszczong w nowej fiolce Eppendrofa kolumng
150 ul roztworu Tris, ogrzanego uprzednio do temperatury 75°C i wirowanie przez minute
przy 13200 obr./min. Tak wyizolowane genomowe DNA przechowywatam w

temperaturze -20°C do momentu dalszych analiz.

Wybor genow do analiz

Do analiz wybratam geny kodujace enzymy metabolizmu kwaséw thuszczowych,
odpowiedzialne za synteze¢ jednonienasyconych (MUFA) oraz wielonienasyconych
(PUFA) kwasow tluszczowych, ulegajace ekspresji w watrobie myszy domowej, tj.
desaturazy (geny Scdl, Fadsl i Fads2, kodujace odpowiednio A9-desaturazg, AS5-
desaturaze oraz A6-desaturaze kwasoéw tluszczowych) i elongazy (geny Elovll, Elovi2,
Elovi3, Elovl5, Elovl6, kodujace odpowiednio elongazy ELOVL1, ELOVL2, ELOVLS3,
ELOVLS5, ELOVL6), a takze gen biatka regulatorowego SREBP-1c (Srebfl).

Charakterystyka wszystkich zsekwencjonowanych genéw zostata zebrana w Tabeli 1.

Geny kodujqce desaturazy kwasow ttuszczowych

Scdl

A9-Desaturaza kwasow  thuszczowych  (stearoilo-COA  desaturaza, SCD-1c),
odpowiedzialna za syntez¢ jednonienasyconych kwasow tlhuszczowych (MUFA),
kodowana jest przez gen Scdl (ang. stearoyl-Coenzyme A desaturase 1, SCD, Scd-1). Po
raz pierwszy zostat on sklonowany u szczura (Thiede i in. 1986), a nastepnie u myszy
(Ntambi 1 in. 1988). Poznano réwniez odpowiednik tego genu u cztowieka, ktory okazat
si¢ wysoce homologiczny w poroéwnaniu do mysiego (Zhang i in. 1999). Obecnie w bazie
GenBanku zdeponowane sa jego odpowiedniki dla czlowieka (Homo sapiens; nr
GenBanku: NM _005063), szczura (Rattus norvegicus; nr GenBanku: NM_139192),
szympansa zwyczajnego (Pan troglodytes; nr GenBanku: XP_001168563), makaka
(Macaca mulatta; nr GenBanku: XP_001107910), bydta (Bos taurus; nr GenBanku:
NM_173959), psa (Canis lupus familiaris; nr GenBanku: XP_543968), kury (Gallus
gallus; nr GenBanku: NM_204890) oraz danio prggowanego (Danio rerio; nr GenBanku:
NM_001020705). Gen Scdl znajduje si¢ na 19 chromosomic w genomie myszy, a
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doktadnie na 37,98 cM (44394451 — 44407709 par zasad). Jego dlugos¢ to 13259
nukleotydow, z czego jedynie sekwencje skladajace si¢ na sze$¢ egzondéw o lacznej
dtugosci 1068 nukleotydow przepisywane sg na mRNA. W wyniku procesu translacji
powstaje biatko liczace 355 aminokwasow. Ekspresja tego genu wykazuje najwyzszy
poziom w tkance tluszczowej i watrobie zwierzat bedacych na diecie bogatej w

weglowodany (Ntambi i in. 1988).

Fadsl

Gen kodujacy AS-desaturaze kwasow tluszczowych (D5D; FADS1), bioracg udzial w
syntezie wielonienasyconych kwasow ttuszczowych (PUFA) to Fadsl (ang. fatty acid
desaturase 1). Zostal on z powodzeniem sklonowany u cztowieka (Cho i in. 1999a,
Leonard i in. 2000a), szczura (Zolfaghari i in. 2001) i myszy (Matsuzaka i in. 2002a).
Obecnie w bazie GenBanku zdeponowane sg mysie homologi tego genu dla czlowieka (H.
sapiens; nr GenBanku: NM_013402), szczura (R. norvegicus; nr GenBanku: NM_053445),
szympansa zwyczajnego (P. troglodytes; nr GenBanku: XP_001150290), bydta (B. taurus;
nr GenBanku: XP_612398), psa (C. lupus familiaris; nr GenBanku: XP_005631706) oraz
kury (G. gallus; nr GenBanku: XP_421052). W genomie myszy domowej gen Fadsl
znajduje si¢ na 6,54 cM chromosomu 19 (10182888 — 10196870 par zasad), a jego dlugosé
to 13983 nukleotydow, przy czym niecate 10%, tj. 1344 nukleotydow stanowia egzony w
liczbie 12, kodujace enzym sktadajacy si¢ z 447 aminokwasoéw. Za ekspresje tego genu w
komorkach  eukariotycznych odpowiada biatko regulatorowe SREBP-1c oraz
peroksymalny receptor aktywujacy proliferacje (PPAR, ang. peroxisome proliferator-
activated receptors) (Cho i in. 1999a).

Fads?2

A6-Desaturaza kwasow tluszczowych (D6D; FADS2), podobnie jak D5D katalizujaca
reakcje prowadzace do syntezy wielonienasyconych kwaséw tluszczowych (PUFA),
kodowana jest przez gen Fads2 (ang. fatty acid desaturase 2). Po raz pierwszy zostal on
sklonowany u sinic z rodzaju Synechocystis (Reddy i in. 1993), a nastepnie U nicieni z
gatunku Caenorhabditis elegans (Napier i in. 1998) i ogorecznika lekarskiego (Borage
officinalis; Sayanova i in. 1997), co w dalszej kolejnosci pozwolito na poznanie jego

sekwencji u myszy i cztowieka (Cho i in. 1999b) oraz szczura (Aki i in. 1999). W bazie
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GenBanku zdeponowano dotychczas homologi genu Fads2 dla cztowieka (H. sapiens; nr
GenBanku: NM_004265), szczura (R. norvegicus; nr GenBanku: NM_031344), szympansa
zwyczajnego (P. troglodytes; nr GenBanku: XP_508482), makaka (M. mulatta; nr
GenBanku: NM_001194717), bydta (B. taurus; nr GenBanku: NM_001083444), psa (C.
lupus familiaris; nr GenBanku: XP_005631707), kury (G. gallus; nr GenBanku:
NM _001160428), czy danio prggowanego (D. rerio; nr GenBanku: NM_131645). Gen
Fads2 lezy w bliskim sasiedztwie z genem Fadsl, tj. na 6,36 cM (10138654 — 10175993
par zasad) chromosomu 19, tworzac z nim wspolny klaster. Rowniez identyczna liczba
oraz podobienstwo organizacji introndw i egzonéw obu gendéw wskazuja na ich
ewolucyjne pochodzenie od wspdlnej sekwencji ancestralnej (Marquardt i in. 2000).
Analogicznie zlokalizowane sg homologiczne geny czlowieka na chromosomie 11,
wykazujac 75% podobienstw sekwencji (Leonard i in. 2000). Mysi gen Fads2 sktada si¢ z
37340 par zasad, 12 egzondéw o tacznej dtugosci 1335 par zasad, kodujacych biatko, na
ktore sktadajg si¢ 444 aminokwasy. Podobnie, jak w przypadku genu Fadsl jego ekspresja
jest regulowana przez biatko regulatorowe SREBP-1c oraz peroksymalny receptor

aktywujacy proliferacje, PPAR (Cho 1 in. 1999a).

Geny kodujgce elongazy kwasow ttuszczowych

Elovil

Gen Elovll (ang. elongation of very long chain fatty acids 1; Sscl) znajduje si¢ na
54,61 cM (118428093 — 118432953 par zasad) na czwartym chromosomie w genomie
myszy, a jego dlugos¢ to 4821 par zasad, z czego odcinek kodujacy, na ktory sktada sig
sze$¢ egzondw, liczy sobie 609 nukleotydow. Tym samym, powstajace w procesie
translacji biatko zawiera 202 aminokwasy. Elovll zostal zidentyfikowany jako ssaczy
odpowiednik genu Elo3/sur4 u drozdzy (Oh i in. 1997; Tvrdik i in. 2000). Jak do tej pory
poznano homologiczne sekwencje tego genu u czlowieka (H. sapiens; nr GenBanku:
NM_022821.3), szczura (R. norvegicus; nr GenBanku: NM_001044275.1), szympansa
zwyczajnego (P. troglodytes; nr GenBanku: XP_001173591.1), makaka (M. mulatta; nr
GenBanku: NM_001261559.1), bydta (B. taurus; nr GenBanku: NM_001034703.2), psa
(C. lupus familiaris; nr GenBanku: XP_003639577.1), kury (G. gallus; nr GenBanku:
NM_001012598.1), czy danio prggowanego (D. rerio; nr GenBanku: NM_001005989.3).

Gen Elovl1 ulega ekspresji we wszystkich tkankach, przez co enzym ELOVL1 uznawany
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jest za ,elongaze metabolizmu podstawowego” (ang. housekeeping elongase), a jego
ekspresja nie zalezy od takich czynnikow jak PPARa, watrobowy receptor X (LXR, ang.
Liver X Receptor), biatko regulatorowe SREBP-1c, czy implementacja pokarmu (Wang i
in. 2006).

Elovl2

Na 20,38 cM (41182495 — 41220405 par zasad) chromosomu 13 w genomie myszy
zlokalizowany jest gen ElovI2 (ang. elongation of very long chain fatty acids 2; Ssc2) o
dhugosci 38021 par zasad, przy czym odcinek kodujacy, sktadajacy si¢ z 8 egzondéw to
facznie 879 nukleotydow, przepisywanych w procesie translacji na jezyk 282
aminokwasow. ElovI2 zostat zidentyfikowany jako Ssc2 (sekwencja podobna do cig30-2;
ang. sequence similarity to cig30-2) w oparciu o homologi¢ do genu ElovI3 (Tvrdik i in.
2000). W bazie GenBanku zdeponowano do tej pory homologi tego genu dla cztowieka
(H. sapiens; nr GenBanku: NM_017770.3), szczura (R. norvegicus, nr GenBanku:
NM_001109118), szympansa zwyczajnego (P. troglodytes; nr  GenBanku:
XP_001175069), makaka (M. mulatta; nr GenBanku: XP_001091337), bydta (B. taurus; nr
GenBanku: NM_001083517), psa (C. lupus familiaris; nr GenBanku: XP_005640091),
kury (G. gallus; nr GenBanku: NM_001197308), czy danio pr¢gowanego (D. rerio; nr
GenBanku: NM_001040362). Gen ElovI2 ulega ekspresji gtdwnie w watrobie i jadrach,
aczkolwiek odpowiadajace mu sekwencje mRNA s3 odnotowywane rowniez w nerkach,
mozgu, plucach oraz tkance thuszczowej (Tvrdik i in. 2000; Wang i in. 2005). W regulacji
ekspresji tego genu bierze udzial biatko SREBP-1c (Wang i in. 2006), podczas gdy
insulina czy glukoza nie zmieniaja poziomu mRNA, odpowiedzialnego za syntezg tego

biatka w tkankach.

Elovi3

Gen EloviI3 (ang. elongation of very long chain fatty acids 3; Cig30, CIN-2) znajduje
si¢ na 38,75 ¢cM (46131897 — 46135694 par zasad) na chromosomie 19 w genomie myszy,
a jego dhugos¢ to 3795 par zasad, z czego odcinek kodujacy, na ktory sktadaja si¢ cztery
egzony, liczy sobie 816 nukleotydow. Powstajace w procesie translacji biatko zawiera
zatem 271 aminokwasow. Ekspresja tego genu wykazuje specyficzno$¢ tkankowa

(Jakobsson i in. 2006; Kitazawa i in. 2009). Pierwotnie zostal on okreSlony jako enzym
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indukcyjny zimna (ang. cold-inducible), poniewaz wykazywal wzmozong ekspresje w
brunatnej tkance tluszczowej u myszy wystawionych na dziatanie niskiej temperatury
(Tvrdik 1 in. 1997). Pdzniejsze badania wykazaly rowniez wystepowanie odpowiadajacego
mu mRNA w biatej tkance tluszczowej, gruczotach tojowych skoéry oraz w watrobie
(Tvrdik i in. 1997; Westerberg i in. 2004). Znane homologi genu Elovl3, zdeponowane w
bazie GenBanku to elongazy cztowieka (H. sapiens; nr GenBanku: NM_152310), szczura
(R. norvegicus; nr GenBanku: NM_001107602), szympansa zwyczajnego (P. troglodytes;
nr GenBanku: XP_001171055), makaka (M. mulatta; nr GenBanku: NM_001194552),
bydta (B. taurus; nr GenBanku: NM_001192306) oraz psa (C. lupus familiaris; nr
GenBanku: XP_005637711).

Elovl5

43,36 cM (77917364 — 77984519 par zasad) chromosomu 9 to miejsce lokalizacji
genu Elovl 5 (ang. elongation of very long chain fatty acids 5; ELOVL family member 5) o
dlugosci 67154 par zasad, z czego 900 przypada na siedem egzonow, kodujacych biatko
sktadajace si¢ z 299 aminokwasow. Gen ten podlega ekspresji w pewnym stopniu we
wszystkich tkankach, wykazujac najwyzszy poziom w watrobie, jadrach oraz nadnerczach
(Leonard 1 in. 2000b), a za regulacj¢ tej ekspresji odpowiada gléwnie biatko regulatorowe
SREBP-1c (Qin i in. 2009). W bazie GenBanku zdeponowano homologi mysiego genu
Elovl5 dla cztowieka (H. sapiens; nr GenBanku: NM_021814), szczura (R. norvegicus; nr
GenBanku: NM_134382), szympansa zwyczajnego (P. troglodytes; nr GenBanku:
NM_001246625), bydta (B. taurus; nr GenBanku: NM_001046597), psa (C. lupus
familiaris; nr GenBanku: XP_852962), kury (G. gallus; nr GenBanku: NM_001199197),
czy danio prggowanego (D. rerio; nr GenBanku: NM_200453).

Elovl6

Gen Elovl6 (ang. elongation of very long chain fatty acids 6; ELOVL family member
6, FAE, LCE) znajduje si¢ na 58,05 cM (129 532 386 — 129 638 495 par zasad) na
chromosomie 3 w genomie myszy, a jego dlugos¢ to 106109 par zasad, z czego odcinek
kodujacy, na ktory sktadaja si¢ cztery egzony, liczy sobie 804 nukleotydéw. Tym samym,
powstajagce w procesie translacji biatko zawiera 267 aminokwaséw. Gen ten ulega

ekspresji gtoéwnie w watrobie i biatej tkance tluszczowej, a jego regulacja przez biatko
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SREBP-1c¢ zostata stwierdzona przez Matsuzaka i in. (2002b), ktérzy zidentyfikowali gen
Elovl6 na podstawie analiz mikromacierzy i okreélili go jako FACE (ang. fatty acyl-CoA
elongaze). W bazie GenBanku dostepne sg obecnie homologiczne sekwencje dla cztowieka
(H. sapiens; nr GenBanku: NM_024090), szczura (R. norvegicus; nr GenBanku:
NM_134383), szympansa zwyczajnego (P. troglodytes; nr GenBanku: XP_517396),
makaka (M. mulatta; nr GenBanku: NM 001266921), bydta (B. taurus; nr GenBanku:
NM_001102155), psa (C. lupus familiaris; nr GenBanku: XP_545023), kury (G. gallus; nr
GenBanku: NM 001031539), czy danio pregowanego (D. rerio; nr GenBanku:
NM_199532).

Gen kodujgcy biatko regulatorowe SREBP-1c

Srebfl

Gen Srebfl (ang. sterol regulatory element-binding transcription factor 1, ADD-1,
bHLHA1) koduje czynnik transkrypcyjny w postaci biatka wigzacego sekwencje¢
odpowiedzi na sterole SREBP-1. W tym pojedynczym genie zapisana jest informacja o
sekwencji aminokwaséw dwoch izoform biatka, a mianowicie SREBP-1a oraz SREBP-1c,
a to ktéra z nich powstanie zalezy od uzycia alternatywnych miejsc startu transkrypcji.
Dodatkowo rdznig si¢ one sekwencja pierwszego egzonu, tj. egzonu la lub 1c. SREBP-1c
wystepuje w komoérkach wielu réznych tkanek 1 narzagdow, ale szczegdlnie wysoki poziom
ekspresji osigga w watrobie, tkance tluszczowej, nadnerczach i mézgu (Shimano i in.
1997; Shimomura i in. 1997). U myszy gen ten zlokalizowany jest na 37,81 cM (60199089
—60222581) chromosomu 11 i sktada si¢ z 19 egzonow. Catkowita dtugos¢ genu to 23493
pary zasad, z czego 3405 jest przepisywanych na jezyk 1134 aminokwaséw. W bazie gen
banku dost¢pne sg obecnie homologiczne sekwencje dla czlowieka (H. sapiens; nr
GenBanku: NM_001005291), szczura (R. norvegicus; nr GenBanku: NM_001276707),
szympansa zwyczajnego (P. troglodytes; nr GenBanku: XP_003315641), makaka (M.
mulatta; nr GenBanku: XP 001095392), bydta (B. taurus; nr GenBanku:
NM_001113302), psa (C. lupus familiaris; nr GenBanku: NM_001197083), kury (G.
gallus; nr GenBanku: NM_204126), czy danio pregowanego (D. rerio; nr GenBanku:
NM_001105129).
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Projektowanie starterow do reakcji PCR

Do zaprojektowania starter6w uzytam programu Primer3 (Rozen i Skaletsky 2000), a
ich jako$¢ oszacowalam przy pomocy programu FastPCR (Kalendar i in. 2009). Dla
kazdego genu zaprojektowalam przynajmniej po jednej parze starterow, w taki sposob, by
powieli¢ caly kodujacy odcinek badanego genu. Do tego celu wykorzystatam sekwencje
genow referencyjnych zdeponowanych w bazie GenBanku, gdzie umieszczona jest
informacja o kompletnym genomie myszy laboratoryjnej. Po jednej parze starterow
wystarczylo do powielenia kompletnych, kodujacych sekwencji genow Scdl, Fads2,
Elovll, Elovl2, Elovl3, Elovl5 oraz Elovl6. W przypadku genu Fadsl zaprojektowatam
dwie pary starterow, przy czym primer forward drugiej pary byt komplementarny z
koncowym odcinkiem sekwencji genu odczytanym po sekwencjonowaniu za pomoca
pierwszej pary, co umozliwilo ztozenie zachodzacych czg¢$ciowo na siebie sekwencji genu
w cato$¢. Podobng zasade¢ przyjetam podczas projektowania starterow do amplifikacji genu
Srebfl, przy czym w tym przypadku, z powodu bardzo dlugiej sekwencji kodujacej tego
genu, bo sktadajacej si¢ z 3405 par zasad, do jego powielenia potrzebnych bylo az pig¢ par
starterow.

W przypadku gendéw polimorficznych zaprojektowatam dodatkowe pary starterow,
umozliwiajace amplifikacj¢ krotszych sekwencji, zawierajacych jedynie miejsca zmienne.
W zwigzku z tym, Ze byly one czgsto umiejscowione na poczatku lub koncu danego
egzonu konieczne bylo zlokalizowanie miejsc przylaczania si¢ starterow w intronach.
Dlatego tez, matrycg w reakcji PCR z wykorzystaniem tych primeréw bylo genomowe
DNA (gDNA). Wszystkie sekwencje zaprojektowanych przeze mnie i wykorzystanych w

reakcji PCR starterow wraz z ich parametrami zostaty przedstawione w Tabeli 2.

Amplifikacja analizowanych genow metodg PCR

Uzyskane w reakcji odwrotnej transkryptazy (RT) cDNA zostalo nast¢pnie
wykorzystane jako matryca do powielenia zaplanowanych w eksperymencie genéw w
fancuchowej reakcji polimerazy (PCR), ktora jest odtworzeniem replikacji DNA w
warunkach  laboratoryjnych.  Amplifikacje =~ wszystkich  fragmentow  gendéw
przeprowadzitam z zastosowaniem zestawu Qiagen Multiplex PCR oraz odpowiednich par
starterOw w postaci nieznakowanych oligonukleotydéw zsyntezowanych przez firme

Genomed.
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W celu powielenia kompletnych sekwencji wszystkich dziewigciu gendw
przeprowadzitam 14 roznych reakcji PCR, tj. po jednej dla genow Scdl, Fads2, Elovll,
Elovi2, Elovil3, Elovl5, Elovl6, dwie dla Fadsl oraz pi¢¢ dla Srebfl. Kazda mieszanina
reakcyjna, o koncowej objetosci 5 ul, zawierata 1,7 ul Qiagen Multiplex PCR Master Mix
(1x), w skfad ktorego wchodza polimeraza HotStarTaq, bufor z dodatkiem MgCl; |
mieszanina dANTP, 0,3 pl mieszaniny odpowiedniej pary starterow [2 uM], 1 pl wody
wolnej od RNaz oraz 2 ul cDNA. Tak przygotowane proby umieszczatam w termocyklerze
GeneAmp® PCR System 9700 (Applied Biosystems). Standardowy profil reakcji PCR
skladat sie z etapu wstepnej denaturacji przeprowadzanej w temperaturze 95°C przez 15
minut, co zapewnialo aktywacje termostabilnej polimerazy Taq, a nast¢pnie trzech
kolejnych etapoéw powtarzajacych si¢ w 30 cyklach, tj. denaturacji podwojnej helisy DNA,
zachodzacej w temperaturze 94°C przez 30 sekund, przylaczania starterow w temperaturze
57°C przez 90 sekund oraz elongacji tancucha DNA w temperaturze 72°C przez minute.
Ostatnim etapem byta koncowa elongacja, zachodzaca w temperaturze 60°C przez 30
minut. Dla poszczegdlnych genéw dokonalam optymalizacji warunkow reakcji PCR,
polegajacej na modyfikacji temperatury przylaczania starterow oraz liczby cykli, co
zostato zestawione w Tabeli 3.

Analogiczng procedure pod wzgledem rodzaju zastosowanych odczynnikow, sktadu
mieszanin reakcyjnych oraz profilu reakcji PCR przeprowadzitam w przypadku powielania
krotszych fragmentéw gendéw, zawierajacych zidentyfikowane w dalszym toku analiz
miejsca polimorficzne, z tg réznicg, ze matryce stanowito tu genomowe DNA (Tabela 3).

Obecnos¢ produktéw PCR sprawdzatam za pomocg elektroforezy na 1,5 % zelu
agarozowym (Reducta, Prona) w 10 x stezonym buforze TBE (Tris, kwas borowy, EDTA)
z dodatkiem 2 pl odczynnika GelRed (Biotium), ktory wigze si¢ z DNA oraz $wieci W
$wietle promieniowania UV, emitowanego przez transilluminator (Herolab UVT-20M).
Dhugos¢ uzyskanych fragmentow DNA w postaci $wiecacych prazkow, odczytywatam

poréwnujac je z markerem FastRuler™ DNA Ladder, Low Range (Fermentas).

Oczyszczanie produktow reakcji PCR przed sekwencjonowaniem

Produkty reakcji PCR, jeszcze przed przeprowadzeniem reakcji sekwencjonowania,
poddatam oczyszczeniu (ang. clean-up) z pozostatosci nieprzylaczonych wolnych
deoksynukleotydow (dNTP) oraz starterOw w enzymatycznym procesie z zastosowaniem

alkalicznej fosfatazy (Shrimp Alkaline Phosphatase, SAP, Fermentas), degradujacej dNTP
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I egzonukleazy | (Exol, E. coli, Fermentas), usuwajacej odcinki DNA o dtugosci krotsze;j
niz 100 par zasad. Ten etap analiz jest niezbedny do uzyskania czystych sekwencji DNA w
obrazie elektroforetycznego rozdziatu produktow reakcji sekwencjonowania. W sktad
mieszaniny reakcyjnej wchodzito 0,5 ul Exo-I (20u/ul), 1 wl SAP (lu/ul) oraz 5 ul
produktu reakcji PCR. Reakcje clean-up przeprowadzatam w termocyklerze GeneAmp®
PCR System 9700 (Applied Biosystems) w optymalnej temperaturze dzialania enzymow,
tj. w 37°C przez 15 minut, po czym nastepowata ich inaktywacja w temperaturze 85°C

przez kolejne 15 minut.

Reakcja sekwencjonowania DNA

W celu uzyskania sekwencji nukleotydowych badanych gendéw przeprowadzitam
reakcje sekwencjonowania DNA enzymatyczng metoda Sangera, opierajaca si¢ na
zjawisku terminacji syntezy tancucha DNA na skutek losowego wstawienia przez
polimeraz¢ DNA jednego z dideoksynukleotydow (ddNTP), nieposiadajacego grupy
hydroksylowej na kofcu 3’ deoksyrybozy, co uniemozliwia dalsze wydluzanie nici.
Dodatkowe wyznakowanie poszczegolnych rodzajéw ddNTP réznymi barwnikami
fluorescencyjnymi pozwala na przeprowadzenie reakcji w jednej fiolce.

Reakcje sekwencjonowania przeprowadzitam w termocyklerze GeneAmp® PCR
System 9700 (Life Technologies) z wykorzystaniem odczynnikow BigDye Terminator
v3.1 Cycle Sequencing Kit (Life Technologies). Mieszanina reakcyjna sktadata si¢ z 1 pl
buforu BDT (Life Technologies), 1 pl mieszaniny BDT v3.1, zawierajacej znakowane
nukleotydy i polimeraz¢ DNA (Life Technologies), 1 ul startera rozcienczonego do
stezenia 3,2 pmol, 5 pl wody destylowanej (Qiagen) oraz 2 pl oczyszczonego produktu
reakcji PCR. Ni¢ DNA zostata zsekwencjonowana w obu kierunkach, co oznacza, ze dla
kazdego produktu reakcji PCR przeprowadzitam dwie reakcje sekwencjonowania, jedng z
zastosowaniem startera forward, a drugg z primerem reverse, w celu weryfikacji
poprawnosci sekwencji. Zastosowany przeze mnie profil reakcji sekwencjonowania
sktadat si¢ z trzech etapow, powtarzajacych si¢ w 25 cyklach, tj. denaturacji przebiegajacej
w temperaturze 96°C przez 20 sekund, przytaczania startera w temperaturze 50°C przez 15

sekund oraz elongacji nici DNA w temperaturze 60°C przez 4 minuty.
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Usuwanie nieprzylgczonych dideoksynukleotydow (ddNTP)  po reakcji

sekwencjonowania

Produkty  reakcji sekwencjonowania  oczyScitam  z  nieprzylaczonych
dideoksynukleotydow (ddNTP), mogacych zaktoca¢ poprawny odczyt sekwencji DNA w
automatycznym sekwenatorze kapilarnym, za pomoca zestawu ExTerminator kit (A&A
Biotechnology). Wchodzace w sktad zestawu kolumny posiadaja specjalng membrane,
majgcg wlasciwo$¢ wigzania produktow reakcji sekwencjonowania, podczas gdy
nieprzytagczone ddNTP przechodza przez nig podczas wirowania.

W pierwszym etapie, zgodnie z protokolem postepowania dostarczonym przez
producenta, do mieszaniny po reakcji sekwencjonowania dodatam 5 pl roztworu Mix Blue,
ktory utatwia kontrole precypitacji DNA na membranie mikrokolumny oraz 100 pl
roztworu wigzaco-ptuczacego. Calos¢ zmieszalam przez pipetowanie, naniostam na
kolumne, a nastgpnie wirowatam przez 30 sekund przy 3600 obr./min. (Eppendorf
Centrifuge 5415D, rotor F45-24-11). Pozostatosci soli wraz z innymi zanieczyszczeniami
usunetam dodajac na mikrokolumng 400 pl roztworu wigzaco-ptuczacego i wirujac przez 2
minuty przy 13200 obr./min. Oczyszczone i osuszone kolumny przeniostam do nowych
probéwek Eppendorfa, po czym na membran¢ naniostam 28 pl wody destylowanej

(Qiagen), inkubowatam 5 minut w temperaturze pokojowej i wirowatam minut¢ przy

13200 obr./min.

Elektroforetyczny rozdzial produktow reakcji sekwencjonowania DNA

Produkty  reakcji  sekwencjonowania, oczyszczone z  nieprzytaczonych
dideoksynukleotydow (ddNTP) poddatam elektroforetycznemu rozdzialowi w 4-
kapilarnym automatycznym sekwenatorze ABI 3130 Avant (Applied Biosystems), z
wykorzystaniem polimera 3130 POP-7 Performance Optimized Polymer (Life
Technologies) oraz bufora Genetic Analyzer 10X Running Buffer with EDTA (Life

Technologies). Pojedynczy rozdzial zachodzit w temperaturze 60°C i trwal godzine.

Identyfikacja polimorfizmow w genach metabolizmu lipidow

Istniejace miejsca polimorficzne zidentyfikowatam korzystajac z programu BioEdit

Sequence Alignment Editor v.7.0.1. (Hall, 1999), uzywajac narzedzia umozliwiajgcego
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dopasowanie i wyréwnanie pordéwnywanych sekwencji DNA, a nast¢gpnie potwierdzitam
ich obecnos¢ manualnie w programie Chromas Lite v.2.01 (Technelysium Pty Ltd, 2005).
Charakter mutacji punktowej, tj. stwierdzenie czy jest ona synonimiczna badz
niesynonimiczna, okre§litam na podstawie internetowej bazy Consensus CDS (CCDS)
(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/CCDS/CcdsBrowse.cgi), umozliwiajacej lokalizacje danego
polimorfizmu nukleotydowego w kodonie wraz z jednoczesnym odnalezieniem

odpowiadajagcego mu aminokwasowu w biatku.

Analiza poziomu ekspresji badanych genow

Analiza ekspresji genéw zostata przeprowadzona z wykorzystaniem techniki real-time
PCR. Dzigki zjawisku fluorescencji metoda ta pozawala na $ledzenie procesu namnazania
DNA w czasie rzeczywistym i tym samym na dokonanie pomiaréw poczatkowej ilosci
DNA, wyznaczanej na podstawie cyklu, w ktorym sygnat fluorescencji osigga wartos$¢
graniczng, umozliwiajacg jego wykrycie (ang. threshold cycle, C;). Najczgsciej
stosowanym barwnikiem fluorescencyjnym jest SYBR Green I, ktory wigze si¢ do
dwuniciowego DNA, co powoduje 1000-krotny wzrost jego fluorescencji. Wada tego
fluorochromu jest nieswoisto$¢ wigzania, poniewaz poza wiasciwymi produktami reakcji
PCR, moze przylaczaé si¢ on takze do produktow niespecyficznych lub struktur typu
primer-dimer. Dlatego tez, oprocz krzywej wzrostu fluorescencji na koncu reakcji real-
time PCR przeprowadza si¢ dodatkowo krzywa topnienia DNA, pozwalajacg na okreslenie
czystosci badanej proby.

W pierwszym etapie badan zaprojektowatam cze$¢ starterow, tj. dla genow Scdl,
Fads2, Elovll, Elovl2, Elovl6 oraz Srebfl, do powielenia krotkich, nieprzekraczajacych
150 par zasad fragmentow cDNA, stosujac identyczng procedurg, jak w przypadku
projektowania starterow do reakcji PCR. Pozostale sekwencje starteréw pochodzity z
danych literaturowych, tj. dla genéw Fadsl, Elovi3, Elovl5 z Wang i in. (2006), a dla genu
B-aktyny z pracy Dobrzyn i in. (2010). Jakos¢ wszystkich par starterow oszacowatam
ponownie przy pomocy programu FastPCR (Kalendar i in. 2011). Sekwencje
zaprojektowanych przeze mnie i wykorzystanych w reakcji real-time PCR starterow wraz z
ich parametrami zostalty zebrane w Tabeli 4.

Reakcje real-time PCR przeprowadzitam dla wszystkich badanych gendéw oraz genu
metabolizmu podstawowego (ang. housekeeping gene), stanowigcego probg endogenna, a

ktorym w eksperymencie byt gen B-aktyny z wykorzystaniem aparatu Step One Plus Real-
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Time PCR System (Life Technologies). Wszystkie reakcje zachodzily w koncowej
objetosci 20 ul, a w sktad mieszaniny reakcyjnej wchodzito: 2 ul cDNA (~20 ng), 10 ul
Maxima™ SYBR Green qPCR Master Mix (2x) (Fermentas), 1 pl startera forward i 1 pl
startera reverse oraz 6 ul wody wolnej od RNaz. Profil reakcji real-time PCR sktadat si¢ z
etapu wstepnej denaturacji, zachodzacej w 95°C przez 10 minut oraz 40 cykli reakcji real-
time PCR, na ktore skladaty si¢ denaturacja w temperaturze 95°C przez 15 sekund,
przylaczanie starterow w temperaturze 60°C przez 60 sekund oraz elongacja w
temperaturze 72°C przez 30 sekund, po czym nastepowato sczytywanie krzywej topnienia,
na ktoérg sktadaly sie: denaturacja w temperaturze 95°C przez 15 sekund, przylaczanie
starterow w temperaturze 60°C przez minute oraz elongacja w temperaturze 95°C przez 15
sekund. Poziom fluorescencji odczytywany byt podczas elongacji, zar6wno w reakcji real-
time PCR, jak 1 podczas przeprowadzania krzywej topnienia. Reakcje dla wszystkich prob
przeprowadzono w dwoch powtorzeniach. Poziom mRNA uzyskany dla kazdego genu byt

normalizowany poprzez poréwnanie do uzyskanych ilo§ci mRNA genu B-aktyny.

Analiza loci mikrosatelitarnego DNA

W celu wyznaczenia wspoétczynnika inbredu (Fis), bedacego miarg kojarzen w
pokrewienstwie, oraz ustalenia sity dzialania dryfu genetycznego mogacego mie¢ wpltyw
na poziom zrdéznicowania genetycznego mig¢dzy selekcjonowanymi liniami myszy,
wszystkie biorgce w eksperymencie zwierzegta zgenotypowatam w loci mikrosatelitarnego
DNA. Uzyskane dane postuzyly mi rowniez do wyznaczenia locus/loci poddanych
dziataniu selekc;ji.

Lacznie przetestowatam 18 loci mikrosatelitarnego DNA, specyficznych dla myszy
domowej i dostgpnych w literaturze: MMGFAPD(D11), MUSMCK(D7) i MMCY03(D9)
(Hearne i1 in. 1991) oraz w bazie internetowej Mouse Genome Informatics
(www.informatics.jax.org): D1Mit150, D1Mit322, D2Mit295, D4Mitl7, D5Mit95,
D6Mit138, D8Mit215, D8Mit267, D10Mit20, D11Mit29, D11Mitl76, D12Mit4,
DI13Mit149, D15Mitl6, D17Mit51. Do dalszych analiz wybratam jedynie loci, ktore
okazatly si¢ polimorficzne. W badaniach zastosowatam tgcznie 11 markerow (D1Mit322,
D2Mit295, D5Mit95, D6Mitl38, D10Mit20, D12Mit4, D15Mitl6, D17Mit51,
MUSMCKA(D7), MMCYO03(D9), MMGFAPD(D11)), lezacych na ro6znych
chromosomach, a wigc niesprz¢zonych ze soba. Zostaly one zgrupowane w dwodch

panelach (Mml i Mmll), umozliwiajagcych jednoczesng amplifikacj¢ kilku loci w jednej
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reakcji multipleks PCR. Poszczegélne loci byly wyznakowane jednym z czterech
barwnikoéw fluorescencyjnych (zielony — VIC, niebieski — FAM, czerwony — PET oraz
zotty — NED), tak aby mozna byto odrézni¢ te, ktorych zakresy wielkosci nachodzity na
siebie (Tabela 5).

Wszystkie reakcje multiplex PCR przeprowadzitam w termocyklerze GeneAmp®
PCR System 9700 (Applied Biosystems) z zastosowaniem kitu Qiagen Multiplex PCR,
pozwalajgcego na jednoczesng amplifikacje kilku fragmentdéw DNA, oraz odpowiednich
par starterbw w postaci znakowanych fluorescencyjnie oligonukleotydow (Life
Technologies). W sktad mieszaniny reakcyjnej o koncowej objetosci 5 pul wehodzito: 2 ul
genomowego DNA (~20 ng), 1,7 ul Qiagen Multiplex PCR Master Mix (1x),
zawierajacego HotStarTaq polimeraze, bufor z dodatkiem MgCl; i mieszaning dNTP, 0,3
pl mieszaniny odpowiednich par starterow (koncowa koncentracja starteréw podana
zostala w Tabeli 5) oraz 1 ul wody wolnej od RNaz. Reakcja dla obu paneli przebiegata w
nastepujacym profilu temperaturowo-czasowym: wstepna denaturacja, zachodzaca w
temperaturze 95°C przez 15 minut, nastepnie 29 cykli, na ktére skladaty sie denaturacja,
majgca miejsce W temperaturze 94°C przez 30 sekund, przytaczanie starterow w 57°C
przez 90 sekund oraz elongacja w temperaturze 72°C przez minutg, po ktorych
nastepowata koncowa elongacja w 60°C przez 30 minut.

W kolejnym etapie analiz produkty reakcji multiplex PCR (znakowane
fluorescencyjnie fragmenty mikrosatelitarnego DNA) o objetosci 1 pl poddatam
denaturacji w obecno$ci 10 pl formamidu: Hi-Di Formamide (Life Technologies) oraz 0,2
ul standardu wielkosci: GeneScan 500-LIZ (Life Technologies), poprzez inkubacj¢ prob w
temperaturze 95°C przez 5 minut z wykorzystaniem termocyklera GeneAmp® PCR
System 9700 (Life Technologies) oraz szybkie schtodzenie, a nastepnie dokonatam ich
elektroforetycznego rozdzialu przy uzyciu 4-kapilarnego, automatycznego sekwenatora
ABI 3130 Avant Genetic Analyser (Applied Biosystems). Dlugos¢ powielonych
fragmentéw mikrosatelitarnego DNA zostata odczytana automatycznie z wykorzystaniem
narzgdzia Auto Bin w programie GeneMapper 4.0 software (Applied Biosystems), ktora
nastgpnie potwierdzilam manualnie. W ten sposob udato mi si¢ uzyska¢ kompletne
genotypy dla wszystkich analizowanych osobnikow we wszystkich badanych loci

mikrosatelitarnych.
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Analizy biochemiczne

Oznaczenie profilu lipidowego hepatocytow

Oznaczenia sktadu jakosciowego i ilosciowego kwasow tluszczowych w tkankach
watroby myszy laboratoryjnej selekcjonowanej na niskie i wysokie tempo metabolizmu
podstawowego (BMR) zostaly wykonane we frakcjach lipidow catkowitych (TL) oraz
fosfolipidow (PL) w oparciu o chromatografi¢ gazowa (GC).

Frakcja lipidow catkowitych (TL)

Lipidy catkowite wyekstrahowatam zgodnie z procedura opisang przez Bligh’a i1
Dyer’a (1959). W tym celu, uzywajac wagi AXIS AD 500 odwazytam 0,05 g fragmentow
watroby z doktadnoscig do 0,002 g, ktore nastgpnie zhomogenizowatam z wykorzystaniem
automatycznego homogenizatora BioGen PRO200 (PRO Scientific, USA) oraz zestawu
wymiennych, autoklawowalnych koncowek homogenizujacych Multi Gen-7 (PRO
Scientific, USA) w 2 ml mieszaniny chloroform/metanol (2:1) z dodatkiem 1mm BHT
(2,6-Di-tert-butyl-4-metylpentanol). Po dodaniu 500 ul wody destylowanej, proby
intensywnie worteksowatam (tecnoKartell TK3S) przez minutg, po czym wirowatam w
temperaturze 4°C przez 10 minut przy 3000 obr./min. (Hermle Labortechnik Z36 HK).
Podczas tego etapu ptyn w probowkach rozwarstwial si¢ na dwie fazy, tj. gorna,
zawierajacg wode 1 metanol oraz dolng fazg organiczng z chloroformem 1 rozpuszczonymi
w nim thuszczami. Kolejnym krokiem bylo wiec $ciggniecie fazy wodnej przy pomocy
pipet Pasteura, przeniesienie fazy organicznej do nowych, zakrgcanych probowek typu
Pyrex i odparowanie ich w strumieniu gazowego azotu. Nastepnie lipidy rozpuszczatlam w
1 ml 14% BF3-MeOH (14% roztwor trifluorku boru w metanolu) ze 100 pl standardu
wewnetrznego 15:0/R2 (C15 R2 — kwas pentaheksaenowy z chloroformem) i inkubowatam
w szczelnie zakreconych proboéwkach w temperaturze 100°C przez 30 min. Po
wystudzeniu prob do temperatury pokojowej dodawatam 1 ml heksanu, nastepnie
worteksowatam przez 30 sekund, dodawatam 500 pl wody destylowanej, ponownie
worteksowatam 30 sekund i wirowatam w temperaturze 4°C przez 10 minut przy 3000
obr./min. Podczas wirowania plyn rozwarstwil si¢ na dwie fazy, z czego gorna zawierala
heksan z rozpuszczonymi kwasami tluszczowymi i t¢ wlasnie warstwe przenositam za

pomocg pipet Pasteura do nowych, zakrgcanych probowek typu Pyrex, po czym ponownie
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proby odparowywatam w strumieniu gazowego azotu. Na koniec estry metylowe kwasow
thuszczowych (FAMEs; ang. Fatty Acid Methyl Esters) zawieszalam w 1 ml heksanu i
przenositam do fiolek do analiz chromatografii gazowej (GC), ktore zostaly wykonane w
Pracowni Sygnatow Komoérkowych i1 Zaburzen Metabolicznych Zakladu Biochemii w
Instytucie Biologii Doswiadczalnej im. M. Nenckiego PAN w Warszawie przy wspotpracy

z dr Pawtem Dobrzyniem.

Frakcja fosfolipidow (PL)

Kwasy tluszczowe we frakcji fosfolipidow (PL) wyekstrahowatam poprzez
zhomogenizowanie 0,05 g fragmentéw watroby odwazonych z doktadnoscig do 0,002 g
przy pomocy wagi AXIS AD 500, z wykorzystaniem automatycznego homogenizatora
BioGen PRO200 (PRO Scientific, USA) oraz zestawu wymiennych, autoklawowalnych
koncowek homogenizujacych Multi Gen-7 (PRO Scientific, USA) w 2 ml mieszaniny
chloroform/metanol (2:1) z dodatkiem 1mm BHT (2,6-Di-tert-butyl-4-metylpentanol). Po
dodaniu 500 pl wody destylowanej, proby intensywnie worteksowatam (tecnoKartell
TK3S) przez minute, po czym wirowalam w temperaturze 4°C przez 10 minut przy 3000
obr./min. (Hermle Labortechnik Z36 HK). Podczas tego etapu plyn w probowkach
rozwarstwial si¢ na dwie fazy, tj. gorna, zawierajaca wode 1 metanol oraz dolng faze
organiczng z chloroformem i rozpuszczonymi w nim thuszczami. Kolejnym krokiem byto
wiegc Sciaggniecie fazy wodnej przy pomocy pipet Pasteura, przeniesienie fazy organicznej
do nowych, zakrgcanych probowek typu Pyrex i odparowanie ich w strumieniu gazowego
azotu. Tak przygotowany ekstrakt rozpuscitam w 100 ul mieszaniny chloroform/metanol
(2:1). Nastepnie proby rozdzielitam metoda cienkowarstwowej chromatografii cieczowej;
TLC (ang. thin layer chromatography) w ukladzie rozwijajacym: heptan/eter
izopropylu/kwas octowy (60/40/3, v/v/v) przez 50 minut na ptytkach Silica Gel 60
(Merck). Prazki odpowiadajace poszczegdlnym frakcjom lipidow zwizualizowatam w
swietle UV emitowanym przez transilluminator (Herolab UVT-20M) w obecnosci 0,2%
roztworu fluoresceiny w metanolu. Frakcja fosfolipidow pozostawata zaraz na starcie, a
wiec odpowiadaly jej pierwsze prazki, za ktorymi kolejno widoczne byly frakcje
pozostatych lipidow, tj. monoglicerole (MG), diacyloglicerole (DAG), wolny cholesterol
(CHOL), wolne kwasy tluszczowe (FFA), trojglicerydy (TG) oraz estry cholesterolu (CE).
Frakcje¢ fosfolipidow zdrapatam przy pomocy skalpela, przeniostam do probowek typu

Pyrex, a nastepnie rozpuscitam w 1 ml 14% BF3-MeOH (14% roztwor trifluorku boru w
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metanolu) ze 100 pl standardu wewnetrznego 15:0/R2 (C15 R2 — kwas pentaheksaenowy z
chloroformem) i inkubowatam w szczelnie zakrgconych probdéwkach w temperaturze
100°C przez 30 min. Po wystudzeniu prob do temperatury pokojowej dodawatam 1 ml
heksanu, nastepnie worteksowatam (tecnoKartell TK3S) przez 30 sekund, dodawatam 500
ul wody destylowanej, ponownie worteksowatam 30 sekund i wirowalam w temperaturze
4°C przez 10 minut przy 3000 obr./min. (Hermle Labortechnik Z36 HK). Podczas
wirowania ptyn rozwarstwil si¢ na dwie fazy, z czego goérna zawierala heksan z
rozpuszczonymi kwasami thuszczowymi i t¢ wlasnie warstwe przenositam za pomocg pipet
Pasteura do nowych, zakrgcanych probowek typu Pyrex, po czym ponownie proby
odparowywalam pod azotem. Na koniec estry metylowe kwaséw ttuszczowych (FAME:)
zawieszalam w 1 ml heksanu i przenositam do fiolek do analiz chromatografii gazowej
(GC), ktora zostata przeprowadzona w Pracowni Sygnatow Komorkowych 1 Zaburzen
Metabolicznych Zakladu Biochemii w Instytucie Biologii Do$wiadczalnej im. M.

Nenckiego PAN w Warszawie przy wspolpracy z dr Pawtem Dobrzyniem.

Wyznaczenie aktywnosci pompy sodowo-potasowej (Na'/K*-ATPazy)

Aktywno$¢ pompy sodowo-potasowej (Na'/K'-ATPaza) wyznaczylam w
homogenatach watrobowych, pochodzacych od wszystkich badanych myszy zaréwno w
liniach selekcyjnych (L-BMR i H-BMR), jak i w liniach nieselekcjonowanych (US1, US2,
US3). Do tego celu wykorzystatam zestawy SensoLyte® FDP Protein Phosphatase Assay
Kit *Fluorimetric* (AnaSpec), ktorych dzialanie opiera si¢ na pomiarze sygnatu
fluorescencji fluoresceiny, bedacej koncowym produktem hydrolizy 3,6-difosforanu
fluoresceiny (FDP).

Probki watroby o masie 20 pg poddalam homogenizacji z wykorzystaniem
automatycznego homogenizatora BioGen PRO200 (PRO Scientific, USA) oraz zestawu
wymiennych, autoklawowalnych koncéwek homogenizujgcych Multi Gen-7 (PRO
Scientific, USA) w 100 pl 1X stezonego buforu lizujacego, w sklad ktérego wchodzito 1
ml 10X stezony bufor lizujacy (komponent C), 20 pul Tryton X-100 (komponent D), 9 ul
wody destylowanej oraz inhibitory proteaz: 0,1 g aprotyniny, 0,1 g leupeptyny, 0,1 g
pepstatyny A oraz 100 um fenylometylosulfonylu fluoru (PMSF). Tak przygotowane
proby wirowalam przy uzyciu wiréwki Eppendorf Centrifuge 5430 R w temperaturze 4°C
przez 10 minut przy 10000 obr./min., a nast¢pnie zebralam supernatant do nowych

probowek Eppendorfa. Kolejnym krokiem bylo przygotowanie mieszaniny reakcyjnej
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FDP. W tym celu zmieszalam 50 pl komponentu A (FDP z 250 pl dimetylsulfotlenku;
DMSO; komponent G) z 4,95 ml komponentu B (80 mM Tris-HCI o pH = 7,2; 4 mM
MgCl;; 0,5 mM EGTA; 5 mM fosforanu kreatyniny aktywowany przez 10 mM KCI) oraz
z 15 ul komponentu F (1 M ditiotreitol; DTT). Pomiaréw dokonatam na czarnych, 96-
dotkowych ptytkach, gdzie kazdy dotek zawierat 50 pl proby oraz 50 pl mieszaniny
reakcyjnej FDP. Plytki delikatnie wytrzasatam przy uzyciu worteksu IKA MS 3 basic
przez 30 sekund, a nastgpnie przeprowadzalam detekcje sity fluorescencji przy uzyciu
fluorymetru Perkin Elmer LS55 Fluorescence Spectrometer. Odczytu kinetyki reakcji
dokonatam przy dtugosci fali emisji wynoszacej 528 nm oraz fali wzbudzenia réwnej 485

nm (Ex/Em=485/528 nm) ze sczytywaniem danych co 5 minut przez godzing.

Analizy statystyczne

Analiza réznic w tempie metabolizmu podstawowego (BMR)

Dane dotyczace zréznicowania w tempie metabolizmu podstawowego (BMR)
pomiedzy myszami nalezacymi do linii selekcjonowanej na niskie (L-BMR) i wysokie (H-
BMR) tempo metabolizmu podstawowego w pokoleniu F32 oraz migdzy myszami nie
poddanymi selekcji na zadng z badanych cech (US1, US2, US3) zostaty przetestowane za
pomoca analizy wariancji i kowariancji. Zastosowano modele mieszane z przynaleznos$cia
do linii jako efektem gtdéwnym oraz przynalezno$cia do rodziny jako czynnikiem losowym,
zagniezdzonym w czynniku gltéwnym, wykorzystujac pakiet statystyczny SAS (SAS
Institute, Inc., Cary, North Carolina, USA).

Zroznicowanie genetyczne miedzy liniami W genach polimorficznych

W celu wyznaczenia frekwencji alleli w genach zawierajacych miejsca polimorficzne
(Scdl i Fads2) w liniach selekcyjnych w pokoleniach F22 i F32 oraz w liniach
nieselekcyjnych (US1, US2 i US3) uzytam programu Cervus v.3.0 (Kalinowski i in. 2007).
Istotno$¢ statystyczna roznic we frekwencjach alleli dla wszystkich linii i we wszystkich
generacjach zostata sprawdzona doktadnym testem Fishera (ang. Fisher’s exact test), ktory
jest dostepny w pakiecie statystycznym STATISTICA 6 (StatSoft, Tulsa, OK, USA). Dane

dotyczace frekwencji genotypdéw zostaly przetestowane statystycznie w kontekscie
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odchylen od réwnowagi Hardy-Weinberga z wykorzystaniem programu Genepop v4.0
(Rousset, 2008).

Wyznaczytam wskaznik zroznicowania genetycznego (Fst), mierzacy wariancje we
frekwencji alleli migdzy poréwnywanymi probami. Porownan dokonalam pomiedzy
wszystkimi analizowanymi liniami myszy (L-BMR i H-BMR w F32 oraz pomigdzy
parami linii nieselekcjonowanych na zadna ceche¢: US1 1 US2, USI i US3 oraz US2 i US3)
dla obserwowanych mutacji w genach polimorficznych (Scdl i Fads2), przy uzyciu
programu FSTAT 2.9.3 (Goudet, 1995). Istotno$¢ statystyczng wspotczynnika Fst
testowatam stosujagc 1000 permutacji z uwzglednieniem poprawki Bonferroniego dla
testow  wielokrotnych. Oceny stopnia  zréznicowania  genetycznego  miedzy

porownywanymi liniami myszy dokonatam na podstawie skali Wrighta (1978):

Fst < 0,05 niskie zrdznicowanie genetyczne miedzy liniami;
0,056<Fsr<0,15  umiarkowane zr6znicowanie genetyczne mi¢dzy liniami;
0,15 <Fsr<0,25 wysokie zréznicowanie genetyczne migdzy liniami;

Fsr> 0,25 bardzo wysokie zr6znicowanie genetyczne migdzy liniami.

Analiza roZnic w tempie metabolizmu podstawowego (BMR) miedzy myszami

posiadajgcymi odmienne genotypy

Warto$ci tempa metabolizmu podstawowego (BMR) poréwnatam dla wszystkich
myszy pochodzacych z obu linii selekcyjnych w pokoleniu F32, potaczonych w jedng
grupe, a posiadajacych rozne genotypy w genach Scdl (AA, AT, TT) oraz Fads2 (AA,
AG, GG). Istotnos¢ statystyczng okreslitam stosujac test jednoczynnikowej ANOVA w
programie STATISTICA 6 (StatSoft, Tulsa, OK, USA).

Analiza loci mikrosatelitarnego DNA

W celu zidentyfikowania potencjalnych btedow w genotypowaniu, takich jak allele
zerowe (ang. null alleles), powodujace nadmiar homozygot w badanej probie, wynikajacy
z mutacji w miejscu hybrydyzacji startera/starterow, tak zwane allele ,,jgkaly” (ang.
stuttering), czy brak amplifikacji duzych alleli (ang. large allele drop-out), uzytam
programu Micro-Checker v.2.2.3 (Van Oosterhout i in. 2004). Frekwencje alleli zerowych
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wyznaczytam dodatkowo korzystajac z programu Cervus v.3.0 (Kalinowski i in. 2007). Na
podstawie uzyskanych wynikow z dalszych analiz wykluczytam locus D2Mit295.

Na podstawie uzyskanych genotypow analizowanych zwierzat w 10 loci
mikrosatelitarnego DNA, korzystajgc z programu Cervus v.3.0 (Kalinowski i in. 2007)
wyznaczytam wskazniki zmienno$ci genetycznej takie, jak $rednia liczba alleli
przypadajagca na dany locus (Na), heterozygotycznos¢ obserwowana (H,), czyli
rzeczywisty udzial heterozygot wystepujacych w analizowanych prébach oraz
heterozygotycznos¢ oczekiwana (Hg), reprezentujgca frekwencje heterozygot, ktorej
nalezatoby oczekiwac, jesli populacja spetnia warunki rownowagi Hardy’ego-Weinberga.
Powyzsze parametry pordéwnywatam pomiedzy obiema liniami selekcyjnymi w pokoleniu
F32 oraz F22, a takze pomiedzy kazda linig selekcyjng w obu pokoleniach a trzema liniami
nieselekcyjnymi (US) oraz migdzy myszami z obu pokolen w obrgbie kazdej linii
selekcyjnej. Istotnos¢ testowatam za pomocg 1000 permutacji przy pomocy programu
FSTAT 2.9.3 (Goudet, 1995). Dodatkowo zidentyfikowatam réwniez allele prywatne (Np),
czyli allele unikalne tylko dla danej populacji, czy tez linii.

W dalszej kolejnosci dane uzyskane na podstawie analizy loci mikrosatelitarnego
DNA postuzyly mi do wyznaczenia wspotczynnika inbredu Fs (Wright, 1951) oraz

oszacowania poziomu dryfu genetycznego.

Wyznaczenia wspolczynnika inbredu (Fs)

Aby okresli¢ efekt nielosowego kojarzenia zwierzat w obrebie kazdej z analizowanych
linii zar6wno w pokoleniu F32, jak i w F22, wyznaczylam przy pomocy programu FSTAT
2.9.3 (Goudet, 1995) wspotczynnik inbredu Fs (Wright, 1951), bedacy miarg redukcji
heterozygotycznosci osobnikow. Istotno$¢ odchylen tego parametru od zera testowalam za
pomoca 1000 permutacji. W programie FSTAT wyznaczylam rowniez 95% przedziat

ufhosci (C.1.) tego parametru.

Oszacowanie poziomu dryfu genetycznego

W celu wyznaczenia poziomu dryfu genetycznego, ktory moze pojawié si¢ w
sztucznie prowadzonych selekcjach i spowodowaé przypadkowe zmiany czestosci alleli,
oszacowalam wskaznik zréznicowania genetycznego (Fst; Wright, 1951) pomiedzy

wszystkimi analizowanymi liniami myszy (L-BMR i H-BMR w F32 oraz pomiegdzy
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parami linii nieselekcjonowanych na zadna ceche¢: US1 1 US2, USI i US3 oraz US2 i US3)
dla obserwowanych mutacji, a nastgpnie poréwnatam jego warto$§¢ ze S$rednim
zroznicowaniem genetycznym w 10 loci mikrosatelitarnego DNA, ktore stanowito
neutralne tlo genetyczne.

Dodatkowo te same analizy przeprowadzitam dla préb z pokolenia F22, ktére byly
wykorzystane wczesniej w innym eksperymencie (Brzek i in. 2007). Takie podejscie
pozwolito sprawdzi¢, jak w przeciggu 10 pokolen zmienita si¢ frekwencja alleli w genach
polimorficznych oraz w neutralnych loci mikrosatelitarnego DNA.

Poziom dryfu genetycznego kontrolowany byt réwniez poprzez testowanie istotnosci
poziomu spadku zmienno$ci genetycznej w kazeje linii selekcyjnyj w przeciagu 10
pokolen, mierzonej $rednig liczbg alleli przypadajaca na dany locus (Na),
heterozygotyczno$ciag obserwowang (H,) oraz heterozygotycznoscig oczekiwang (He) za

pomocg testu 1000 permutacji przy pomocy programu FSTAT 2.9.3 (Goudet, 1995).

Identyfikacja loci poddanych dziataniu selekcji

W celu identyfikacji loci poddanych dzialaniu selekcji uzytam programu LOSITAN
(ang. LOoking for Selection In a TANgled dataset; Antao i in. 2008). Program LOSITAN
dziala w oparciu o metod¢ FDist (Beaumont i Nichols 1996), wykorzystywang dla
markeré6w molekularnych kodominujacych, takich jak mikrosatelitarny DNA, SNPs czy
allozymy. Wykorzystuje zalezno$¢ miedzy wspotczynnikiem Fst a heterozygotyczno$cig
oczekiwang (Hg) dla wszystkich analizowanych loci w modelu wyspowym (ang. island
model) do identyfikacji loci odbiegajacych (ang. outlier loci), czyli kandydatow na
dziatanie selekcji, posiadajacych zbyt wysokie lub niskie wartosci wspotczynnika Fst w
poréwnaniu do neutralnych oczekiwan.

Do przeprowadzenia testu na loci poddane dziataniu selekcji uzytam jedynie te geny,
w ktorych zidentyfikowatam polimorfizmy, tj. gen Scdl oraz Fads2, a jako neutralne tto
genetyczne wykorzystatam 10 loci mikrosatelitarnego DNA. Symulacja zostata wykonana
w 50000 powtdrzen z wyznaczeniem gornych i dolnych granic wartosci Fst przy 95%
poziomie ufnosci (95% C.1.). Loci wykraczajace poza gorny limit wartosci Fst uznawane
byly za te, na ktore dziala selekcja.

Analogiczng analiz¢ przeprowadzilam ws$réd myszy nalezacych do trzech linii
nieselekcjonowanych na zadng ceche (US) w przeciagu 16 pokolen (F16). Pozwolito mi to

zweryfikowac, czy pozytywny wynik testu na loci poddane dziataniu selekcji, uzyskane
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dla ktorego$s z genow polimorficznych, a mianowicie Scdl i/lub Fads2, nie jest

spowodowany dziataniem dryfu genetycznego.

Analiza poziomu ekspresji badanych genow

Wydajnos¢ reakeji (Eff) wyznaczytam na podstawie krzywych standardowych z serii
rozcienczen matrycy. Za poprawnie dobrane parametry reakcji uznatam te, przy ktorych
Eff = 100+£5%. W celu wyznaczenia wzglednego poziomi ekspresji badanych genow
zastosowatam metodg Pfaffla (Pfaffl, 2001). Uzyskane wartosci C; dla poréwnywanych
grup myszy przetestowatam statystycznie testem jednoczynnikowej ANOVA w programie
STATISTICA 6 (StatSoft, Tulsa, OK, USA).

Okreslenie roznic w profilu lipidowym

Poszczegolne kwasy thuszczowe we frakcjach lipidow catkowitych (TL) oraz
fosfolipidow (PL) wyrazone w nmol/g $wiezej tkanki przeliczytam na warto$ci
procentowe, ktore nastepnie wykorzystatam do obliczenia:

v’ frekwencji kwaséw nasyconych, SFA (ang. saturated fatty acid), bedacych sumg

procentowego udzialu wszystkich kwasow tlhuszczowych o pojedynczych

wigzaniach migdzy atomami wegla w tancuchu weglowodorowym:

SFA (TL) = C14:0 (%) + C16:0 (%) + C18:0 (%) + C20:0 (%)
SFA (PL) = C16:0 (%) + C18:0 (%)

v’ frekwencji kwaséw jednonienasyconych, MUFA, bedacych sumg procentowego
udzialu wszystkich kwasow ttuszczowych o jednym podwdjnym wigzaniu miedzy

atomami wegla w fancuchu weglowodorowym:

MUFA (TL) = C16:1n-7 (%) + C18:1n-7 (%) + C18:1n-9 (%) + C20:1n-9 (%)
MUFA (PL) = C16:1n-7 (%) + C18:1n-7 (%) + C18:1n-9 (%)

v’ frekwencji kwasow wielonienasyconych, PUFA, bedacych sumg procentowego
udzialu wszystkich kwasow tluszczowych o wiecej niz jednym (od 2 do 6)

podwdjnym wigzaniu mi¢dzy atomami wegla w tancuchu weglowodorowym:
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PUFA (TL) = C18:2n-6 (%) + C18:3n-3 (%) + C18:3n-6 (%) + C20:4n-6 (%) +
C20:5n-3 (%) + C22:6n-3 (%)
PUFA (PL) = C18:2n-6 (%) + C20:4n-6 (%) + C20:5n-3 (%) + C22:6n-3 (%)

Réznice w procentowym udziale poszczegélnych kwasow tluszczowych we frakcjach
lipidow catkowitych (TL) oraz fosfolipidow (PL), a takze w ilosci nasyconych (SFA),
jednonienasyconych (MUFA) i wielonienasyconych (PUFA) kwasow tluszczowych
przetestowatam statystycznie testem jednoczynnikowej ANOVA w programie
STATISTICA 6 (StatSoft, Tulsa, OK, USA) dla porownywanych linii myszy (L-BMR, H-
BMR w pokoleniu F32) oraz réznych genotypow w locus Scdl (AA, AT, AT) i Fads2
(AA, AG, GG).

Okreslenie aktywnosci enzymow

Dane, pochodzace z oznaczenia kwaséw tluszczowych we frakcji lipidow catkowitych
(TL) wykorzystatam do okreslenia aktywno$ci enzymatycznych jedynie tych enzymow,
ktore sg produktami réznych, zidentyfikowanych wariantéw (alleli) badanych genow. W
trakcie analiz okazalo si¢, ze jedynie geny Scdl, kodujacy A9-desaturaze (SCD-1c;
stearoilo-CoA desaturaza) oraz Fads2, kodujacy A6-desaturazg (D6D) zawieraly miejsca
polimorficzne. Do okreslenia aktywnosci enzymdéw zastosowatam metode posrednia,
dzigki ktorej mozna wyznaczy¢ tzw. indeks aktywnosci (IxA) badanego enzymu

(Martinelli 1 in. 2008; Warensjo 1 in. 2009).
Aktywnos¢ A9-desaturazy (SCD-1c)

Aktywnos$¢ enzymatyczng desaturazy SCD-1c¢ wyznaczylam z proporcji produktu
katalizowanej przez to biatko reakcji, tj. kwasu oleopalmitynowego; PO (C16:1n-7) do

substratu: kwasu palmitynowego (C16:0).

IxA SCD-1c¢ = PO (%) / C16:0 (%)
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gdzie:
IXA SCD-1c — indeks aktywno$ci A9-desaturazy (stearoilo-CoA desaturazy);
PO — kwas oleopalmitynowy (C16:1n-7);
C16:0 — kwas linolowy.

Uzyskane warto$ci indeksu aktywnosci A9-desaturazy (SCD-1c; stearoilo-CoA
desaturaza) dla porownywanych grup myszy, tj. linii selekcyjnych w pokoleniu F32 oraz
réznych genotypoéw w genie Scdl, przetestowatam statystycznie testem jednoczynnikowej
ANOVA w programie STATISTICA 6 (StatSoft, Tulsa, OK, USA).

Aktywnosé A6-desaturazy (D6D)

Aktywno$¢ enzymu D6D wyznaczylam na podstawie danych, dotyczacych
ilosciowego sktadu kwasow ttuszczowych we frakcji lipidow catkowitych (TL). Wyrazona
zostata ona jako stosunek produktu: kwasu y-linolenowego; GLA (C18:3n-6) do substratu:
kwasu linolowego; LA (C18:2n-6), bedacego egzogennym kwasem tluszczowym, a wigc

dostarczanym jedynie w pozywieniu.

IxA D6D = GLA (%) / LA (%)

gdzie:
IXA D6D — indeks aktywnosci A6-desaturazy;
GLA — kwas y-linolenowy (C18:3n-6);
LA — kwas linolowy (C18:2n-6).

Istotno$¢ statystyczng obserwowanych roznic w indeksie aktywnosci A6-desaturazy
(D6D) pomigdzy selekcyjnymi liniami myszy w pokoleniu F32 oraz pomiedzy
poszczegdlnymi genotypami w genie Fads2 przetestowatam testem jednoczynnikowej

ANOVA w pakiecie STATISTICA 6 (StatSoft, Tulsa, OK, USA).
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Wyznaczenie indeksu saturacji (IS) bton komorkowych

Na podstawie danych uzyskanych z jakosciowej i ilosciowej analizy kwasow
thuszczowych we frakcji fosfolipidow (PL) wyznaczylam indeks saturacji (IS), tj. indeks

nasycenia blon komoérkowych, zgodnie z Hulbert i in. (2007):

IS = MUFA (%) / PUFA (%)

gdzie:
IS — indeks saturacji;
MUFA — jednonienasycone kwasy tluszczowe;

PUFA — wielonienasycone kwasy ttuszczowe.

Uzyskane wartosci indeksu saturacji (IS) dla porownywanych grup myszy, tj. linii
selekcyjnych w pokoleniu F32 oraz roéznych genotypéw w genach Scdl oraz Fads2,
przetestowatam statystycznie testem jednoczynnikowej ANOVA w programie
STATISTICA 6 (StatSoft, Tulsa, OK, USA).

Wyznaczenie indeksu nienasycenia (1U) blon komorkowych

Analogicznie, jak przy okre§laniu indeksu saturacji (IS), na podstawie danych
uzyskanych z jakosciowej 1 ilosciowe] analizy kwasow thuszczowych we frakeji
fosfolipidow (PL) wyznaczytam indeks nienasycenia (IU) bton komorkowych, okreslany
rowniez jako ,,indeks podwdjnych wiagzan” (ang. double bond index), ktory jest miarg
zawartosci podwojnych wigzan w membranach biologicznych, zgodnie z Hulbert i in.
(2007):

IU =1 x (% mononienasyconych kw. tluszczowych) + 2 x (% dinienasyconych kw.
thuszczowych) + 3 x (% trinienasyconych kw. thuszczowych) + 4 x (% tetranienasyconych
kw. thuszczowych) + 5 X (% pentanienasyconych kw. thuszczowych) + 6 X (%

heksanienasyconych kw. ttuszczowych)

Uzyskane wartosci indeksu nienasycenia (IU) bton komoérkowych dla porownywanych

grup myszy, tj. linii selekcyjnych w pokoleniu F32 oraz réznych genotypéw w genach
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Scdl oraz Fads2, przetestowatam statystycznie testem jednoczynnikowej ANOVA w
programie STATISTICA 6 (StatSoft, Tulsa, OK, USA).

Wyznaczenie indeksu peroksydacji (IP) bton komorkowych

Podobnie, jak w przypadku wyznaczenia indeksu saturacji (IS) i nienasycenia (1U)
bton komoérkowych dane z oznaczen kwasow ttuszczowych we frakeji fosfolipidow (PL),
bedacych gléwnymi komponentami membran biologicznych, postuzyly réwniez do

okreslenia indeksu peroksydacji (IP) zgodnie z Hulbert i in. (2007):

IP = 0,025 x (% mononienasyconych kw. ttuszczowych) + 1 x (% dinienasyconych kw.
thuszczowych) + 2 x (% trinienasyconych kw. tluszczowych) + 4 x (% tetranienasyconych
kw. thuszczowych) + 6 x (% pentanienasyconych kw. thuszczowych) + 8 x (%

heksanienasyconych kw. thuszczowych)

Istotno$¢ statystyczna obserwowanych réznic w indeksie peroksydacji (IP) pomiedzy
selekcyjnymi liniami myszy w pokoleniu F32 oraz pomiedzy poszczegdlnymi genotypami
w genach Scdl oraz Fads2 przetestowatam testem jednoczynnikowej ANOVA w pakiecie
STATISTICA 6 (StatSoft, Tulsa, OK, USA).

Réznice w aktywnosci pompy sodowo-potasowej (Na'/K*-ATPazy)

Wyniki pomiaréw aktywnosci pompy sodowo-potasowej (Na'/K*-ATPazy)
przetestowatam  statystycznie testem jednoczynnikowej ANOVA w programie
STATISTICA 6 (StatSoft, Tulsa, OK, USA) porownujac w parach badane linie myszy (L-
BMR i H-BMR w pokoleniu F32 oraz trzy linie nieselekcyjne: US1, US2, US3), a takze
poszczegolne genotypy w genach Scdl (AA, AT, TT) i Fads2 (AA, AG, GG).

Analiza regresji

Posiadajac  kompletne dane dotyczace myszy selekcyjnych z pokolenia F32
wykonatam szereg analiz regresji w programie STATISTICA 6 (StatSoft, Tulsa, OK,
USA). W ten sposob oszacowalam zalezno$¢ pomiedzy skorygowanym o mas¢ ciata

tempem metabolizmu podstawowego (BMR) w liniach myszy selekcyjnych (L-BMR i H-
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BMR) a indeksem aktywnosci A9-desaturazy (IxA SCD-1c; PO (%) / C16:0 (%) we frakcji
TL), indeksem aktywnosci A6-desaturazy (IXA D6D; GLA (%) /LA (%) we frakcji TL),
procentowym udziatem nasyconych kwaséw thuszczowych (SFA), procentowym udziatem
jednonienasyconych  kwaséw  tluszczowych  (MUFA), procentowym udziatem
wielonienasyconych kwasow thuszczowych (PUFA) we frakcjach lipidow catkowitych
(TL) oraz fosfolipidow (PL), a takze indeksem saturacji (IS), nienasycenia (IU) i
peroksydacji (IP) bton komoérkowych we frakcjach fosfolipidow (PL) oraz aktywnosScia
pompy sodowo-potasowej (Na'/K*-ATPazy). Podobnie wyznaczytam zalezno$é migdzy
indeksem aktywnosci A9-desaturazy (IXA SCD-1c; PO (%) / C16:0 (%) we frakcji TL) a
procentowym udziatem jednonienasyconych kwaséw thuszczowych (MUFA) we frakcjach
TL i PL oraz indeksem aktywno$ci A6-desaturazy (IXA D6D; GLA (%) / LA (%) we
frakcji TL) a procentowym udzialem wielonienasyconych kwaséw ttuszczowych (PUFA)
we frakcjach TL i PL. Podobnie przeprowadzitam korelacje migdzy oboma indeksami
aktywnosci (IxA SCD-1c i IxA D6D) a indeksami saturacji (IS), nienasycenia (IU) i
peroksydacji (IP) blon komorkowych we frakcjach fosfolipidow (PL).
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WYNIKI

Analizy fizjologiczne

Analiza réznic w tempie metabolizmu podstawowego (BMR)

Pomiary tempa metabolizmu podstawowego (BMR) wykazaty roznice migdzy
myszami pochodzgcymi z linii selekcjonowanej na niskie (L-BMR) i wysokie (H-BMR)
tempo metabolizmu podstawowego przez 32 pokolenia. Samce myszy, pochodzace z linii
L-BMR posiadaty istotnie statystycznie nizsze warto$ci skorygowanego o mas¢ ciata BMR
(ml O, h™* g w stosunku do osobnikéw z linii H-BMR w pokoleniu F32 (P < 0,001).
Srednia warto$¢ BMR zwierzat z linii L-BMR wyniosta 44,90 + 0,618 SE ml O, ht g'1
(SE, blad standardowy), wahajac si¢ od 32,17 ml O, h* g* do 59,38 ml O, h* g™
Natomiast §rednia warto$¢ BMR myszy pochodzacych z linii H-BMR wyniosta 66,56 +
1,469 SE ml O, h™ g™, wahajac si¢ od 45,31 ml1 O, h™ g do 94,11 ml O, h™ g™.

Samce pochodzace z trzech linii nieselekcjonowanych na zadng ceche (US1, US2 i
US3) nie roznity si¢ istotnie statystycznie mi¢dzy sobg pod wzgledem wartosci BMR (P >
0,05 we wszystkich porownaniach). Najnizszg $rednig warto$cig BMR charakteryzowaty
si¢ myszy z linii US3, ktora wyniosta 63,52 + 2,545 SE ml O, h*g?, wahajac si¢ od 45,02
ml O; h™ g™ do 75,26 ml O, h™* g*. Nieco wicksze wartosci BMR wykazywaty zwierzeta z
linii US1, gdzie $rednia wyniosta 64,26 + 1,322 SE ml O, h* g z wartosciami
granicznymi od 55,98 ml O, h™ g do 72,12 ml O, h™* g, podczas gdy myszy z linii US2
posiadaty najwyzsze BMR o warto$ci $redniej 64,29 + 1,822 SE ml O, h* g, wahajac sie
od 53,91 ml O, h™ g* do 76,31 ml O, h™ g*. Wartos¢ $rednia BMR wyliczona dla
wszystkich zwierzat, pochodzacych z trzech linii nieselekcyjnych (US$r., N=36) wyniosta
64,05 £ 1,078 SE ml O, ht g'l. Wszystkie wartosci $rednie BMR zebratam w Tabeli 6, a
takze przedstawitam na Wykresie 1A.

Porownanie tempa metabolizmu podstawowego migdzy trzema liniami
nieselekcyjnymi (US1, US2 i US3), a liniami selekcjonowanymi (L-BMR i H-BMR) w
pokoleniu 32 (F32) w tescie jednoczynnikowej] ANOVA, wykazato istnienie statystycznie
istotnych roznic migdzy linia L-BMR, a kazda z linii US (P < 0,05 we wszystkich
poréwnaniach). Nie stwierdzilam natomiast statystycznie istotnych réznic w BMR

pomiedzy myszami z linii nieselekcyjnych (US) a samcami z linii H-BMR (P > 0,05 we
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wszystkich porownaniach). Wszystkie wartosci F 1 P w tescie jednoczynnikowej ANOVA
w pordwnaniach BMR (ml Oz h™* g™!) pomiedzy myszami pochodzacymi z analizowanych
linii zestawitam w Tabeli 7.

Nieco inny obraz daly wyniki uzyskane z analizy wartos$ci resztkowych BMR myszy
pochodzacych z linii selekcjonowanych na niskie (L-BMR) i wysokie (H-BMR) tempo
metabolizmu podstawowego przez 32 pokolenia (N=120) oraz myszy z trzech linii
nieselekcjonowanych na zadng ceche (US1, US2 i US3; N=36). Najnizsze warto$ci
resztkowe BMR posiadaty zwierzeta z linii L-BMR o $redniej wynoszacej -9,01 + 0,805
SE ml O, h* g, wahajac sie od -19,97 ml O, h* g do 3,64 ml O, h* g, a najwyzsze z
linii H-BMR ze $rednig warto$cia réwna 11,65 + 1,093 SE ml O, h* g i wartosciami
granicznymi od -14,47 ml O, h™* g* do 28,09 ml O, h™* g™. Natomiast zwierzeta z linii
nieselekcyjnych charakteryzowaty si¢ posrednimi wartosciami resztkowymi tempa
metabolizmu podstawowego. Myszy z linii US1 posiadaty $rednie wartosci resztkowe
BMR wynoszace -1,67 + 1,110 SE ml O, h* g%, wahajace si¢ od -7,91 ml O, h™* g* do
4,85 ml O, h™ g, Samce z linii US2 charakteryzowaty si¢ $redniag warto$cia resztkowa
BMR réwng 2,18 + 0,846 SE ml O, ht g'1 o wartosciach granicznych od -2,91 ml O, h‘lg'1
do 7,72 ml O, h?* g*. Natomiast zwierzeta z linii US3 wykazywaly $rednia warto$é
resztkowa BMR wynoszaca -1,64 + 2,535 SE ml O, h g%, wahajace si¢ od 16,82 ml Ozh™
g'l do 12,10 ml O, h' g'l. Usredniona warto$¢ resztkowa BMR dla myszy z linii
nieselekcyjnych zebranych w jedna grupe to -0,27 + 0,936 SE ml O, h™* g™. Wszystkie
$rednie wartosci resztkowe BMR zebratam w Tabeli 6, a takze przedstawitam na Wykresie
1B.

Test jednoczynnikowej ANOVA wykazat istotne statystycznie roznice (P < 0,001) w
porownaniach wartosci resztkowych BMR (mL O h* gh pomiedzy myszami
pochodzacymi z linii selekcjonowanych na niskie (L-BMR) i wysokie (H-BMR) tempo
metabolizmu podstawowego przez 32 pokolenia (F32) oraz migdzy samcami z obu linii
selekcyjnych a myszami pochodzacymi z kazdej z trzech linii nieselekcjonowanych na
zadng ceche (US1, US2 i US3). Natomiast zwierzeta z linii US3 nie rdoznily si¢ istotnie
statystycznie od myszy zaréwno z linii USI, jak 1 US2 (P > 0,05), podczas gdy pomi¢dzy
liniami US1 i US2 nie wykazatam réznic w warto$ciach resztkowych BMR (Tabela 8).
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Analizy genetyczne

Wyniki sekwencjonowania genow kodujgcych enzymy metabolizmu  kwasow

thuszczowych

Dokonatam pomyslnej amplifikacji, a nastgpnie zSekwencjonowatam wszystkie,
zaplanowane w eksperymencie geny kodujgce enzymy metabolizmu kwasow
thuszczowych, tj. trzy desaturazy: Scdl, Fadsl oraz Fads2, pie¢ elongaz: Elovll, Elovi2,
Elovl3, Elovl5 i Elovl6, a takze gen biatka regulatorowego SREBP-1c, czyli Srebfl.
Poniewaz matryca w poszczegdlnych reakcjach tancuchowej polimerazy (PCR) byto
cDNA, otrzymane sekwencje zawieraly informacje jedynie o odcinkach kodujacych
biatko, a wiec sktadaly si¢ z egzonow.

Sekwencja genu Scdl liczyta 1340 par zasad, podczas gdy caly odcineck mRNA tego
genu to 1068 nukleotydow. Oznacza to, iz uzyskana przeze mnie sekwencja obejmowata
kompletny odcinek kodujacy genu, jak réwniez fragmenty niepodlegajace translacji na obu
jego koncach. W przypadku powielonego w dwodch reakcjach PCR genu Fadsl, po
dopasowaniu obu sekwencji w programie BioEdit Sequence Alignment Editor v.7.0.1.
(Hall, 1999), uzyskatam odcinek o dtugosci 1799 par zasad, a sekwencja mRNA tego genu
to 1344 nukleotydow. Dla genu Fads2, ktorego mRNA liczy sobie 1335 par zasad,
otrzymalam sekwencje o dtugosci 1357 par zasad. W przypadku genoéw, kodujacych
elongazy kwasoéw thuszczowych, tj. Elovll, Elovl2, Elovl3, Elovl5 i Elovl6
zsekwencjonowalam odcinki o dlugosci odpowiednio 1043 par zasad, 1116 par zasad,
1150 par zasad, 1131 par zasad i 1030 par zasad, podczas gdy odpowiadajace im
sekwencje mRNA liczyly kolejno 609, 879, 816, 900 1 804 par zasad. Natomiast sekwencja
powielonego w pigciu niezaleznych reakcjach PCR genu Srebfl liczyta, po ztozeniu i
dopasowaniu wszystkich odcinkow 3605 par zasad, z czego odcinek kodujacy stanowito
3405 nukleotydow. Tym samym w przypadku wszystkich dziewieciu gendéw uzyskatam
kompletne sekwencje odcinkow kodujacych dla co najmniej 24 osobnikéw, pochodzacych
z kazdej linii (L-BMR, H-BMR w pokoleniu 32 oraz US1, US2 i US3 w pokoleniu 16).
Lacznie powielitam i zsekwencjonowatam 13571 par zasad u kazdego osobnika (Tabela 2).

W przypadku zidentyfikowania polimorfizméw w analizowanym genie, dokonywatam
dalszej amplifikacji krotszych fragmentow, ktore obejmowaty dany odcinek polimorficzny
sekwencji. Analizy takie przeprowadzitam dla wszystkich pozostalych myszy bioracych

udziat w eksperymencie. Tym razem matrycg w reakcji PCR bylo genomowe DNA
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(gDNA), a wiec uzyskane fragmenty zawieraly zar6wno egzony, jak i introny. Takie
krotsze sekwencje otrzymatam dla genow Scdl i Fads2, liczace 256 par zasad (Scdl) oraz
306 i 1006 par zasad (Fads2).

Analiza polimorfizmow sekwencji genow kodujgcych enzymy metabolizmu kwasow

tuszczowych

Uzyskane przeze mnie, kompletne sekwencje odcinkow egzonowych genow,
kodujacych enzymy szlaku metabolicznego kwasoéw thuszczowych, nie zawieraly
polimorfizméw w genach Fadsl, Elovll, Elovl2, Elovl3, Elovl5, Elovl6 oraz Srebfl,
kodujacych odpowiednio A5-desaturaz¢ kwasow tluszczowych (D5D), elongazy kwasow
thuszczowych (ELOVLI1, ELOVL2, ELOVL3, ELOVLS, ELOVL6) oraz biatko
regulatorowe SREBP-1c. Sekwencje te okazaty si¢ monomorficzne.

Miejsca zmienne zidentyfikowatam z kolei w genach pozostatych dwoch desaturaz:
Scdl i Fads2, kodujacych odpowiednio A9-desaturaze (stearoilo-CoA desaturaza, SCD-1c)
oraz A6-desaturaze (D6D) kwasow thuszczowych.

Wszystkie uzyskane przeze mnie sekwencje przedstawione zostalty w Suplemencie, a
dodatkowo sekewencje genow Fadsl, Fads2, Elovl2 oraz Elovl5 zdeponowatam w bazie
GenBanku (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/genbank) nr: HQ2264057 - HQ2264060 oraz
KF987079 - KF987081.

Polimorfizm w genie Scdl

Poprzez sekwencjonowanie produktow tancuchowej reakcji polimerazy (PCR)
wykonanej przy uzyciu starterow zaprojektowanych dla mysiego genu Scdl, uzyskatam
jego kompletny, kodujacy fragment sktadajacy si¢ z 6 egzonow. Zidentyfikowatam dwa
miejsca polimorficzne w calym, podlegajacym translacji i liczacym 1068 pary zasad
fragmencie, kodujacym biatko skladajace si¢ z 355 aminokwasow.

Pierwszy zidentyfikowany przeze mnie polimorfizm pojedynczego nukleotydu (SNP;
ang. Single Nucleotide Polymorphism) znajduje si¢ na 75 pozycji drugiego egzonu, na 259
pozycji w sekwencji mMRNA oraz na 859 pozycji w calym genie. Substytucja ta ma
charakter tranzycji, gdzie purynowa guanina zostaje zastgpiona rowniez purynowa adening
(G~ A), znajdujaca si¢ na trzecim miejscu w kodonie (ACG~ ACA). Tego typu mutacje

niemal zawsze majg charakter milczacy, co oznacza, ze nie prowadzg do zmiany
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aminokwasowej w biatku, a w obu przypadkach kodowany jest polarny i alifatyczny
hydroksyaminokwas: treonina (T« T), bedacy na 33 pozycji w biatku.

Drugi SNP w genie Scdl ma charakter transwersji, gdzie purynowa adenia zostaje
zastgpiona przez zasade pirymidynowg w postaci tyminy (A< T). Substytucja ta jest
zlokalizowana w pozycji 80 w egzonie trzecim, w pozycji 538 w sekwencji mRNA i w
pozycji 4329 w caltym genie. Podobnie jak w przypadku pierwszego SNP mutacja ta jest
synonimiczna i dotyczy trzeciego miejsca w kodonie (GCA«~ GCU), a w obu przypadkach
kodowana jest niepolarna i alifatyczna alanina (A~ A), znajdujaca si¢ na 126 pozycji w
biatku.

Oba zidentyfikowane w genie Scdl polimorfizmy SNP oddalone od siebie o 3470 par
zasad, okazaty si¢ by¢ catkowicie ze soba sprz¢zone. Guanina w egzonie drugim
powigzana jest z adening w egzonie trzecim, a adenina w egzonie drugim z tyming w
egzonie trzecim. Pozwolito to na wskazanie dwoch alleli w genie Scdl: allelu A i allelu T.
Rycina 2 przedstawia diagram opisywanej zmiennosci w genie Scdl.

Powyzszy polimorfizm zidentyfikowatam we wszystkich badanych liniach myszy
zarowno w ukladzie homozygotycznym (AA i TT), jak roéwniez w ukladzie
heterozygotycznym (AT). Homozygoty AA nie wystapity jedynie w linii selekcjonowane;j
na niskie tempo metabolizmu (L-BMR) w 32 pokoleniu.

Zroznicowanie genetyczne w genie Scdl

Myszy nalezace do dwoch linii selekcjonowanych na niskie (L-BMR) i wysokie (H-
BMR) tempo metabolizmu podstawowego przez 32 pokolenia (F32) roznity si¢ od siebie
pod wzgledem zaréwno frekwencji alleli, jak i genotypow w genie Scdl. Allel A byt
czesciej reprezentowany W linii H-BMR 1 wystepowat z frekwencja Fa = 0,53, podczas
gdy wsrod myszy z linii L-BMR pojawiat si¢ bardzo rzadko: Fa = 0,06 (test doktadny
Fishera, P < 0,001). Natomiast allel T dominowat w linii L-BMR: Fr = 0,94 i byl znacznie
czestszy niz u myszy z linii H-BMR: Fr = 0,47. Tym samym w linii niskometabolicznej
(L-BMR) dominowaty homozygoty TT: Fyr = 0,89, podczas gdy myszy bedace
heterozygotami w locus Scdl wystepowaty z frekwencja Far = 0,11, przy catkowitym
braku homozygot AA. Zupelnie odmiennie przedstawia si¢ rozktad frekwencji wsrod
zwierzat z linii H-BMR, gdzie najczgsciej reprezentowane byly heterozygoty AT: Fat =
0,46, a zaraz po nich homozygoty AA: Faa =0,30i TT: Fr1=0,24.
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W liniach myszy nieselekcjonowanych na zadna ceche (US1, US2, US3) $rednia
frekwencja allelu A wyniosta Fa = 0,72 i roznita si¢ istotnie od myszy z linii L-BMR w
pokoleniu F32 (test doktadny Fishera, P < 0,001), jak réwniez od myszy z linii H-BMR (P
< 0,01). Allel T byt reprezentowany zdecydowanie rzadziej: Fr = 0,28. Tym samym
najliczniej reprezentowane byly homozygoty AA: Faa = 0,67, a pozostate genotypy byty
mniej liczne z frekwencjami wynoszacymi odpowiednio: Far = 0,11 i Fy1 =0,22.

Analogiczne porownanie frekwencji alleli i genotypow w genie Scdl wykonatam dla
myszy pochodzacych z tego samego eksperymentu selekcyjnego, ale z pokolenia F22.
Zwierzgta z obu linii selekcyjnych nie r6znity si¢ do siebie pod wzgledem frekwencji alleli
(test doktadny Fishera, P > 0,05): Fa = 0,31 w linii L-BMR i Fa = 0,37 w linii H-BMR, F+
= 0,69 w linii L-BMR i Fr = 0,63 w linii H-BMR. Bardzo podobnie przedstawia si¢
rowniez rozktad genotypow w obu poréwnywanych liniach, a mianowicie najmniej licznie
reprezentowane byty homozygoty AA: Faa = 0,10 w linii L-BMR i Faa = 0,13 w linii H-
BMR, podczas gdy frekwencja heterozygot AT i homozygot TT byta porownywalna: Far
=0,43 i Frr=0,47 w linii L-BMR oraz Far = 0,47 i Fr7 = 0,40 w linii H-BMR.

W Tabeli 9 zestawitam frekwencje alleli i genotypow w genie Scd1l w liniach myszy
selekcjonowanych na niskie i wysokie tempo metabolizmu podstawowego (L-BMR i H-
BMR) z pokolenia F32 oraz F22 oraz w liniach nieselekcjonowanych na Zadng ceche
(USsr.) w pokoleniu F16.

Na podstawie wariancji frekwencji alleli i genotypow w genie Scdl pomiedzy liniami
myszy selekcjonowanymi na niskie i wysoko tempo metabolizmu podstawowego w 32
pokoleniu (F32) wyznaczytam wspotczynnik zroznicowania genetycznego Fst = 0,426.
Taka wartos¢ wspotczynnika Fst wedtug skali Wrighta (1978) wskazuje na bardzo
wysokie i istotne zréznicowanie genetyczne pomig¢dzy liniami L-BMR i H-BMR (test
permutacji, P < 0,05). Jednocze$nie $rednia warto§¢ wspotczynnika Fst pomiedzy trzema
nieselekcjonowanymi liniami myszy byla rowniez bardzo wysoka 1 istotnie roznita si¢ od
zera (Fst = 0,453; wahajac si¢ w granicach od 0,033 do 0,723; P < 0,05 dla wszystkich
poréwnan). Z kolei myszy z linii L-BMR i H-BMR z pokolenia 22 (F22) nie roznity si¢
istotnie w locus Scdl (Tabela 10).

Polimorfizm w genie Scdl a zroznicowanie w tempie metabolizmu podstawowego (BMR)

Myszy z linii selekcjonowanych na niskie i wysokie tempo metabolizmu

podstawowego (L-BMR i H-BMR) przez 32 pokolenia, posiadajace odmienne warianty
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genetyczne w genie Scdl, charakteryzowaly si¢ roznym tempem metabolizmu
podstawowego. Homozygoty TT posiadaty istotnie statystycznie nizsze BMR wynoszace
49,62 + 1,317 SE ml O, h™* g™* w stosunku do homozygot AA 0 BMR = 63,63 + 1,917 SE
ml O, h? g?, jak i heterozygot AT, u ktérych BMR = 63,15 + 2,719 SE ml O, h* g*
(jednoczynnikowa ANOVA, P < 0,001). Nie wykazatam natomiast istotnych statystycznie
r6znic w BMR pomigdzy zwierze¢tami posiadajacymi allel A (o genotypie AA lub AT; P =
0,91; Wykres 2A).

Identyczne zaleznosci uzyskatam analizujgc wartosci resztkowe BMR. Homozygoty
TT o najnizszej wartoéci resztkowej BMR, wynoszacej -4,74 + 1,242 SE ml O, h* g*
roznity sig¢ istotnie statystycznie (jednoczynnikowa ANOVA, P < 0,001) zaréwno od
homozygot AA o wartosci resztkowej BMR rownej 8,96 + 1,013 SE ml O, h™* g™, jak i od
heterozygot AT z wartoscig resztkows liczaca 8,78 + 2,403 SE ml O, h?* g, ktére z kolei
nie roznity si¢ od siebie nawzajem (P = 0,96; Wykres 2B).

Polimorfizm w genie Fads2

Powielitam, a nastepnie zsekwencjonowatam kompletny, kodujacy fragment mysiego
genu Fads2, sktadajacy si¢ z 12 egzondéw. Podobnie jak w przypadku genu Scdl
zidentyfikowalam dwa miejsca polimorficzne w catym, podlegajacym translacji i liczagcym
sobie 1335 par zasad fragmencie, kodujacym biatko sktadajace si¢ z 434 aminokwasow.

Pierwszy zidentyfikowany przeze mnie polimorfizm pojedynczego nukleotydu ma
charakter tranzycji, bedacej mutacja punktowa polegajaca na zamianie jednej zasady
purynowej lub pirymidynowej na druga o takim samym charakterze chemicznym. W tym
przypadku podstawieniu ulegaja zasady purynowe, tj. guanina zostaje zastapiona adening
(G~ A). Miejsce zmienne znajduje si¢ na 167 pozycji w egzonie trzecim, na 487 pozycji w
sekwencji MRNA oraz na 12555 w catym genie. Nukleotydy te potozone sa na pierwszym
miejscu w kodonie (GUC~ AUC), co czesto prowadzi do tzw. mutacji zmiany sensu, lub
inaczej substytucji niesynonimicznych. Opisywany tu polimorfizm ma taki charakter i
skutkuje zamiang aminokwasowa w biatku. Oznacza to, ze kazdy wariant genu daje w
konsekwencji odmienny produkt, réznigcy si¢ jednym aminokwasem, w ktorym walina,
bedaca niepolarnym 1 alifatycznym aminokwasem w pozycji 163 biala zostaje zastgpiona
réwniez niepolarng i alifatyczng izoleucyna (Ve I).

Drugi SNP w genie Fads2 ma rowniez charakter tranzycji i skutkuje zamiang jedne;j

pirymidyny na inng (Ce T). Jest on zlokalizowany na pozycji 88 w egzonie dziewigtym, na
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pozycji 1068 w sekwencji mRNA oraz na pozycji 34902 w calym genie. Ulegajace
zamianie nukleotydy potozone s na trzecim miejscu w kodonie (TTCe TTT), co zawsze
prowadzi do powstania tzw. mutacji milczacych lub inaczej synonimicznych. Oznacza to,
iz w obu przypadkach na skutek translacji w pozycji 256 biatka podstawiony zostaje ten
sam aminokwas, tj. fenyloalanina (F~ F).

Podobnie, jak miato to miejsce w genie Scdl, oba zidentyfikowane polimorfizmy
SNP, oddalone od siebie o 22347 praz zasad, okazaly si¢ by¢ catkowicie ze sobg
sprz¢zone. Oznacza to, iz guanina w pierwszym SNP zawsze wystepowala z cytozyng w
drugim SNP, podczas gdy adenina z pierwszego SNP z tyming w drugim SNP. Dlatego
wlasnie w dalszych analizach skupitam si¢ jedynie na mutacji niesynonimicznej (G= A).
Pozwolito to na wskazanie dwoch alleli w genie Fads2, odpowiadajacych dwom
wariantom biatka D6D, tj. allelu G (wariant z waling; V) oraz allelu A (wariant z
izoleucyng; 1). Rycina 3 przedstawia diagram oméwionej zmienno$ci w genie Fads?2.

Opisywany polimorfizm zaobserwowatam we wszystkich badanych liniach myszy
zarowno w uktadzie homozygotycznym (GG i AA), jak roéwniez w ukladzie

heterozygotycznym (AG).

Zroznicowanie genetyczne w genie Fads2

Myszy nalezace do dwoch linii selekcjonowanych na niskie (L-BMR) i wysokie (H-
BMR) tempo metabolizmu podstawowego przez 32 pokolenia (F32) roznity si¢ od siebie
pod wzgledem zarowno frekwencji alleli, jak i genotypow w genie Fads2. Allel A
odpowiadajacy za powstanie wariantu biatka A6-desaturazy kwasoéw thuszczowych (D6D)
z izoleucyna (I) w pozycji 163 biatka byt liczniejszy w linii L-BMR i wystepowat z
frekwencja Fa = 0,34, podczas gdy wsrdd myszy z linii H-BMR pojawial si¢ znacznie
rzadziej: Fa = 0,10 (test doktadny Fishera, P < 0,001). W obu poréwnywanych liniach
czesciej wystepowal allel G, ktory warunkuje powstanie izoformy enzymu D6D z waling
(V), aczkolwiek o wiele liczniej byt on reprezentowany w linii H-BMR, bo az w 90%,
podczas gdy w linii L-BMR osiagat on frekwencje 66% (test doktadny Fishera, P < 0,001).
Tym samym w linii wysokometabolicznej (H-BMR) dominowaty homozygoty GG: Fgg =
0,83, podczas gdy myszy posiadajace allel A, zard6wno w ukladzie homozygotycznym
(AA), jak 1 heterozygotycznym (AG) byly rzadziej reprezentowane: Faa = 0,03, Fac =
0,14. Natomiast w linii L-BMR podobnie najrzadsze okazaly si¢ homozygoty AA: Faa =
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0,10, podczas gdy heterozygoty AG i homozygoty GG wykazywaly podobne frekwencje:
Fac = 0,47, Fgs = 0,43.

W liniach myszy nieselekcjonowanych na zadng ceche (US1, US2, US3) $rednia
frekwencja allelu A wyniosta Fa = 0,28 i roznita si¢ istotnie od myszy z linii H-BMR (test
doktadny Fishera, P < 0,001), ale nie od myszy z linii L-BMR (P > 0,05) w pokoleniu F32.
Usredniona frekwencja genotypow dla zwierzat nieselekcyjnych wskazata na najnizsza
czesto$¢ wystepowania homozygot AA: Faa = 0,11, nieco wyzsza heterozygot AG: Fag =
0,33 1 najwyzszg homozygot GG: Fgg = 0,56.

Podobnie, jak w przypadku genu Scdl analogiczne poréwnanie frekwencji alleli i
genotypow w genie Fads2 wykonatam dla myszy pochodzacych z tego samego
eksperymentu selekcyjnego, ale 10 pokolen wczesniej (F22). Zwierzeta z obu linii
selekcyjnych roznity si¢ do siebie pod wzgledem frekwencji alleli (test doktadny Fishera,
P < 0,001). Allel A byt bardzo rzadki w linii H-BMR: Fa = 0,07, podczas gdy w linii L-
BMR wystepowal z frekwencja Fa = 0,41, co oczywiscie miato swoje przetozenie na
czestos¢ wystepowania genotypow. W linii H-BMR dominowaly myszy posiadajace
genotyp GG: Fgg = 0,87, ktory byt czgstszy od heterozygot AG: Fac = 0,13, przy braku
homozygot AA. Natomiast myszy niskometaboliczne (L-BMR) najczgéciej byly
heterozygotami w genie Fads2: Fac = 0,63, a rzadziej homozygotami obu typow: Fgg =
0,27 i Faa = 0,10.

W Tabeli 9 zestawitam frekwencje alleli i genotypow w genie Fads2 w liniach myszy
nieselekcjonowanych na zadng ceche (USsr.), a takze w selekcyjnych liniach myszy (L-
BMR i H-BMR) z pokolenia F32 oraz F22.

Na podstawie frekwencji alleli i genotypow w genie Fads2 pomiedzy liniami myszy
selekcjonowanymi na niskie (L-BMR) i wysokie (H-BMR) tempo metabolizmu
podstawowego w 32 pokoleniu (F32) wyznaczytam wspotczynnik zroéznicowania
genetycznego Fst = 0,140. Taka warto$¢ wspotczynnika Fst wedtug skali Wrighta (1978)
wskazuje na umiarkowane i istotne (test permutacji, P < 0,05) zréznicowanie genetyczne
pomiegdzy liniami L-BMR i H-BMR. Dla poréwnania, $rednia warto$¢ wspotczynnika Fsr
pomiedzy trzema nieselekcjonowanymi liniami myszy byta niska i nie réznifa si¢ istotnie
od zera (Fst = 0,045; wahajac si¢ w granicach od -0,044 do 0,117, P < 0,05 dla wszystkich
porownan). Natomiast zroznicowanie genetyczne pomiedzy liniami L-BMR i H-BMR
zwierzat z pokolenia 22 (F22) byto bardzo wysokie i istotnie statystycznie rdznito si¢ od

zera (test permutacji, P < 0,05) z wartoscig Fst = 0,273 (Tabela 10).
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Polimorfizm w genie Fads2 a zréznicowanie w tempie metabolizmu podstawowego (BMR)

Myszy z linii selekcyjnych (L-BMR i H-BMR) w pokoleniu 32, posiadajgce odmienne
genotypy w genie Fads2, rdéznily si¢ rowniez pod wzgledem tempa metabolizmu
podstawowego (BMR). Homozygoty GG posiadaty istotnie statystycznie wyzsze BMR,
wynoszgce 58,75 + 1,498 SE ml O, ht g'1 w stosunku do homozygot AA o BMR réwnym
48,51 + 4,417 SE ml O, h™* g™ (jednoczynnikowa ANOVA, P < 0,05), jak i heterozygot
AG, u ktérych BMR wynosit 50,60 + 2,329 SE ml O,h™ g™ (jednoczynnikowa ANOVA, P
< 0,01). Nie stwierdzitam istotnych statystycznie réznic w BMR pomiedzy zwierzetami
posiadajacymi allel A (o genotypie AA lub AG; P = 0,70; Wykres 3A).

Analiza wartodci resztkowych BMR data analogiczne wyniki. Homozygoty GG
wykazywaly istotnie wyzsze BMR = 4,65 + 1,332 SE ml O, h™ g niz homozygoty AA o
BMR = -4,45 + 4,845 (jednoczynnikowa ANOVA, P < 0,05), jak i heterozygoty AG o
BMR = -4,75 + 2,060 SE ml O, h™ g™ (P < 0,001). Natomiast zwierzeta posiadajace allel
A, tj. o genotypach AA i AG nie roznily si¢ od siebie (P = 0,953; Wykres 3B).

Zmiennos¢ genetyczna w 10 loci mikrosatelitarnego DNA

Uzyskatam kompletne genotypy w 11 loci mikrosatelitarnego DNA dla wszystkich
myszy, bioragcych udziat w eksperymencie, tj. 120 samcow z linii selekcjonowanych na
niskie i wysokie tempo metabolizmu podstawowego (L-BMR, H-BMR) w pokoleniu 32
(F32) oraz 78 zwierzat z pokolenia 22 (F22), a takze 36 myszy z trzech linii
nieselekcyjnych (US1, US2, US3) w pokoleniu 16. Genotypy te poddatam analizom pod
katem identyfikacji btgdow w genotypowaniu, takich jak allele zerowe, tak zwane allele
,jakaty”, czy brak amplifikacji duzych alleli w programie Micro-Checker v.2.2.3 (Van
Oosterhout i in. 2004). Jedynie locus D2Mit295 wykazywat obecnos¢ alleli zerowych, co
dodatkowo potwierdzity obliczenia wykonane w programie Cervus v.3.0 (Kalinowski i in.
2007), gdzie frekwencja Fngi w tym locus wyniosta 0,311. Pozostale markery,
charakteryzowaty sig¢ relatywnie niska frekwencja alleli zerowych (Fnui) W zakresie od -
0,002 w locus D15Mit16 do 0,144 w locus MMGFAPD(D11), co pozwolito na ich
wykorzystanie do dalszych analiz (Tabela 11).

Poziom zmienno$ci genetycznej u badanych myszy w potaczonej probie, na ktora
sktadaty si¢ wszystkie linie we wszystkich pokoleniach, tj. 234 osobniki, dla 10 loci

mikrosatelitarnego DNA byl niski. W sumie uzyskatam 35 alleli, co daje $rednig liczbe
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alleli na locus wynoszacg 3,5. Liczba alleli w poszczegdlnych loci (Na) byla mata i
wynosita od 2 (MUSMCKA(D7), MMGFAPD(D11)) do 6 (D10Mit20). Najmniejsza
heterozygotycznosciag obserwowang 1 oczekiwang (H, = 0,043; H. = 0,058)
charakteryzowal  si¢ marker MMGFAPD(DI11), podczas gdy najwigksza
heterozygotyczno$¢ obserwowang (H, = 0,568) stwierdzitam w locus D5Mit95, a
oczekiwang (He = 0,648) w locus D10Mit20 (Tabela 11).

Poréwnujgc miedzy soba poszczegélne linie myszy okazato si¢, ze najnizsza
zmienno$¢ genetyczng w loci mikrosatelitarengo DNA wykazywaty samce z linii L-BMR
w pokoleniu F32, u ktorych $rednia liczba alleli na locus wyniosta zaledwie 2,2, a
heterozygotyczno$¢ obserwowana (H, = 0,283) i oczekiwana (He = 0,292) roéwniez
osiggnety najnizsze wartosci. Nieco wyzszg zmienno$cig genetyczng charakteryzowaly sie
myszy z linii H-BMR w pokoleniu F32, aczkolwiek réznice te w porownaniu do myszy z
linii L-BMR nie byty istotne statystycznie (P > 0,05). Por6wnujgc natomiast oba pokolenia
linii selekcyjnych ze soba okazalo sig, iz r6znig si¢ one istotnie statystycznie (P < 0.05)
pod wzgledem $redniej liczby alleli na locus, ktora spadta z 2,4 w pokoleniu F22 do 2,0 w
pokoleniu F32. Samce z linii H-BMR z pokolenia F22 nie réznily si¢ pod wzgledem
poréwnywanych parametrow z myszami z tej linii z pokolenia F32 (P > 0,05). Natomiast
zwierzeta w obrebie linii L-BMR w przeciggu 10 pokolen wykazaty istotny spadek
zarowno w bogactwie allelicznym z 2,7 w pokoleniu F22 do 2,2 w pokoleniu F32 (P <
0,01), jak i heterozygotycznosci oczekiwanej z H. = 0,366 w pokoleniu F22 do He = 0,292
w pokoleniu F32 (P < 0,01). Najwyzszg zmienno$¢ wykazywaly natomiast myszy z linii
nieselekcjonowanych na zadng ceche (US), gdzie $rednia liczba alleli na locus byta istotnie
wigksza w stosunku do myszy z linii H-BMR w pokoleniu F32 oraz L-BMR w pokoleniu
F22 (P < 0,01), a wartosci $redniej heterozygotyczno$ci obserwowanej i oczekiwanej
wynoszace odpowiednio 0,405 i 0,431 byty wyzsze w porownaniu do myszy z linii L-
BMR w pokoleniu F32 (P < 0,05; Tabela 12).

Liczba alleli prywatnych (Np), tj. alleli unikalnych tylko dla danej linii wyniosta 7, z
czego po dwa stwierdzitam w linii H-BMR w pokoleniu F32 (locus D6Mit138: allel 138;
locus D10Mit20: allel 218) oraz w linii US2 (locus D15Mit16: allel 119; locus D17Mit51.:
allel 150), a po jednym w linii L-BMR w pokoleniu F32 (locus D5Mit95: allel 134), w linii
L-BMR w pokoleniu F22 (locus D15Mit16: allel 127) oraz w linii US3 (locus D1Mit322:
allel 332; Tabela 13).
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Wyznaczenie wspotczynnika inbredu (Fs)

Uzyskana na podstawie danych pochodzacych ze zgenotypowania analizowanych
zwierzat w 10 loci mikrosatelitarnego DNA warto$¢ wspoétczynnika inbredu (Fis) dla
myszy z linii H-BMR w pokoleniach F22 i F32 byla niska, ujemna i nieistotnie rézna od
zera (F22, Fis = -0,016; F32, Fis = -0,048), a dla myszy z linii L-BMR, niska i nieistotna
statystycznie (F22, Fis = 0,072; F32, Fis = 0,023). Uzyskane warto$ci wspotczynnika Fs
wskazuja na to, iz myszy w obrebie linii byly krzyzowane w danym pokoleniu losowo, z

minimalng wsobnoscig.

Oszacowanie poziomu dryfu genetycznego

Zrdznicowanie genetyczne, ktorego miarg jest wspoOlczynnik Fsy 0Szacowalam
pomiedzy liniami selekcyjnymi (L-BMR vs H-BMR) w obu pokoleniach (F22 i F32), a
takze pomigdzy liniami myszy nieselekcjonowanymi na zadng ceche (wartos¢ Fsr
usredniona dla wszystkich poréwnan mig¢dzy trzema liniami: US1, US2, US3) w genach
polimorficznych (Scdl i Fads2) oraz w 10 loci mikrosatelitarnego DNA, stanowigcego
neutralne tlo genetyczne. Warto$ci wspotczynnika Fst w genie Scdl pomigdzy liniami
selekcyjnymi wskazuja na brak zréznicowania genetycznego w pokoleniu F22 (Fst = 0,00;
ns) oraz bardzo wysokie zréznicowanie w pokoleniu F32 (Fst = 0,426; P < 0,001) i
podobnie wysokie, co jest dosy¢ zaskakujace, w liniach nieselekcjonowanych (Fsr =
0,458; P < 0,001).

Natomiast warto$ci wspotczynnika Fst w genie Fads2 pomiedzy liniami selekcyjnymi
wskazujg na bardzo wysokie i istotne zroznicowanie genetyczne w pokoleniu F22 (Fst =
0,273; P < 0,05), umiarkowane w pokoleniu F32 (Fst = 0,140; P < 0,05), przy
jednoczesnie niskim 1 nieistotnym zroznicowaniu w liniach nieselekcjonowanych (Fst =
0,045; P > 0,05).

Warto$¢ wspotczynnika Fst uzyskana na podstawie 10 loci mikrosatelitarnego DNA,
ktéra moze by¢ uznana za miar¢ dryfu genetycznego, pomig¢dzy liniami selekcyjnymi L-
BMR i H-BMR w pokoleniu F22 wskazuje na umiarkowane i istotne statystycznie
zroznicowanie genetyczne (Fst = 0,086; 95% CI: 0,029 - 0,171; P < 0,001), podczas gdy
10 pokolen pozniej (F32) wartos¢ wspotczynnika Fst wzrosta do 0,224; 95% CI: 0,111 —
0,314; P < 0,001. Natomiast $rednia warto$¢ Fst dla 10 loci mikrosatelitarnych
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oszacowana dla myszy z linii nieselekcjonowanych (US) wyniosta 0,153; 95% CI: 0,058 —
0,250; P < 0,001. Uzyskane wyniki zestawitam w Tabeli 10.

Identyfikacja loci poddanych dziataniu selekcji

W celu wykrycia loci poddanych dziataniu selekcji, a wigc potencjalnie zwigzanych z
tempem metabolizmu podstawowego (BMR), w przypadku genu Scdl wybratam myszy z
pokolenia F32, gdzie warto$¢ wspotczynnika Fst 0Szacowana na podstawie neutralnych
loci mikrosatelitarnego DNA byta nizsza niz w przypadku wartos¢ Fst w genie Scdl.
Analiza wartosci Fst w genie Scdl oraz w 10 loci mikrosatelitarnego DNA pomiedzy
liniami L-BMR i H-BMR w F32 przy uzyciu programu LOSITAN (Antao i in. 2008)
pokazata, ze genetyczne zrdznicowanie pomiedzy liniami jest istotnie wigksze w locus
Scdl niz w przypadku loci mikrosatelitarnego DNA, z wyjatkiem locus MUSMCK, co
sugeruje, ze locus to oraz Scdl mogg by¢ pod wptywem dziatania selekcji (Rycina 4). Co
wigcej, mimo dziatania dryfu genetycznego w pokoleniu F32, wartos¢ Fst w genie Scdl
jest prawie dwukrotnie wyzsza, niz uzyskana dla loci mikrosatelitarnego DNA.

Identyczne analizy wykonatam dla drugiego polimorficznego genu, tj. Fads2.
Jednakze w tym przypadku wybratam jedynie myszy z pokolenia F22, gdzie warto$¢ Fst
oszacowana na podstawie neutralnych loci mikrosatelitarnego DNA jest nizsza niz warto$¢
Fst w genie Fads2. Analiza warto$ci Fst w genie Fads2 oraz w 10 loci mikrosatelitarnego
DNA pomigdzy liniami L-BMR i H-BMR w F22 przy uzyciu programu LOSITAN (Antao
i in. 2008) pokazata, ze genetyczne zroznicowanie pomiedzy liniami jest istotnie wigksze
w locus Fads2 niz w przypadku kazdego z 10 loci mikrosatelitanego DNA, co sugeruje, ze
locus to podobnie jak gen Scd1 moze by¢ pod wptywem dziatania selekcji (Rycina 5).

Natomiast test na loci poddane dzialaniu selekcji przeprowadzone wsrdod myszy
nalezacych do trzech linii nieselekcjonowanych na zadng cech¢ (US) w przeciggu 16
pokolen (F16) wskazal, iz genetyczne zrdznicowanie pomie¢dzy liniami jest roOwniez
istotnie wigksze w locus Scdl niz w przypadku loci mikrosatelitarnego DNA, z wyjatkiem
locus D1Mit322 (Rycina 6).

Analiza roznic w ekspresji genow szlaku metabolicznego kwasow tluszczowych

W przypadku wszystkich badanych genow, kodujacych enzymy szlaku przemian
kwasow thuszczowych (Scdl, Fadsl, Fads2, Elovll, Elovi2, Elovl3, Elovl5, Elovl6) oraz
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genu, kodujacego biatko regulatorowe SREBP-1c (Srebfl), nie wykazatam r6znic w ich
ekspresji porownujac ze sobg myszy z linii selekcjonowanych na niskie i wysokie tempo
metabolizmu podstawowego (L-BMR i H-BMR) przez 32 pokolenia (F32), a takze w
poréwnaniach tych linii z trzema liniami nieselekcyjnymi (US1, US2, US3). Warto$ci
AAC; wyznaczone metodg Pfaffla (Pfaffl, 2001) wahaty si¢ w przedziale od 0,5 w genach
Elovll i Elovl3 (L-BMR vs USsr. oraz H-BMR vs USsr., w obu przypadkach) do 1,7 w
genie Elovl6 (L-BMR vs H-BMR) oraz w genie Srebfl (H-BMR vs USér.). Wszystkie
uzyskane wyniki nie byty rowniez istotne statystycznie (jednoczynnikowa ANOVA, P >
0,05 we wszystkich poréwnaniach).

Podobnie niskie i1 nicistotne wartosci AAC; uzyskalam dla roznych wariantow
genetycznych gendéw Scdl i Fads2, swiadczace o braku réznic w ekspresji. Wartosci AACy
wahaty si¢ od 1,0 (AA vs AT) do 1,4 (AA vs TT, AT vs TT) w genie Scdl oraz od 0,6 (AA
vs GG) do 1,5 (AA vs AG) w genie Fads2.

Analizy biochemiczne

Analiza réznic w profilu lipidowym

Podczas okres§lania profilu lipidowego hepatocytow myszy laboratoryjnych
selekcjonowanych na niskie (L-BMR) i wysokie (H-BMR) tempo metabolizmu
podstawowego przez 32 pokolenia (F32) udato si¢ ustali¢ jakosciowy 1 ilosciowy sktad 14
kwasow thuszczowych we frakeji lipidow catkowitych (TL), sposrod ktorych cztery to
kwasy nasycone (SFA), tj. kwasy mirystynowy (C14:0), palmitynowy (C16:0), stearynowy
(C18:0) i arachidowy (C20:0), cztery to kwasy jednonienasycone (MUFA) z rodziny
kwasow omeg-7, tj. kwasy palmitooleinowy (C16:1n-7) i C18:1n-7 oraz omega-9, tj.
kwasy oleinowy (C18:1n-9) i eikozanowy (C20:1n-9), a pozostale to kwasy
wielonienasycone (PUFA) z rodziny kwaséw omega-3, tj. kwasy a-linolenowy (C18:3n-3),
eikozapentaenowy (C20:5n-3) i dokozaheksaenowy (C22:6n-3) oraz omega-6, tj. kwasy
linolowy (C18:2n-6), y-linolenowy (C18:3n-6) i arachidonowy (C20:4n-6). Natomiast we
frakcji fosfolipidow (PL) nie udato si¢ oznaczy¢ kwaséw mirystynowego (C14:0),
arachidowego (C20:0), eikozanowego (C20:1n-9), a-linolenowego (C18:3n-3), a takze -
linolenowego (C18:3n-6) z powodu ich §ladowych ilosci (Tabela 14).
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Myszy nalezace do dwoch linii selekcjonowanych na niskie (L-BMR) i wysokie (H-
BMR) tempo metabolizmu podstawowego w pokoleniu F32 roznity si¢ pod wzgledem
procentowego udzialu poszczegdlnych kwasow thuszczowych zarowno we frakcji lipidow
catkowitych (TL), jak 1 we frakcji fosfolipidow (PL). Samce z linii niskometabolicznej (L-
BMR) posiadaty istotnie wigcej kwasow mirystynowego (C14:0), palmitooleinowego
(C16:1n-7), wakcenowego (C18:1n-7), a-linolenowego (C18:3n-3), y-linolenowego
(C18:3n-6) oraz dokozaheksaenowego (C22:6n-3) we frakcji lipidow catkowitych (TL) w
poréwnaniu do myszy z linii wysokometabolicznej (H-BMR). Natomiast zwierzeta z linii
H-BMR posiadalty w swoich hepatocytach istotnie statystycznie wigcej kwasow
palmitynowego (C16:0), stearynowego (C18:0), arachidowego (C20:0), oleinowego
(C18:1n-9) oraz arachidonowego (C20:4n-6). Z kolei procentowy udzial kwasow
eikozanowego (C20:1n-9), linolowego (C18:2n-6), a takze eikozapentaenowego (C20:5n-
3) we frakcji lipidow catkowitych (TL) nie roznit si¢ istotnie statystycznie pomiedzy
myszami z linii L-BMR i H-BMR. W przypadku frakcji fosfolipidéw (PL) myszy z linii L-
BMR charakteryzowaly si¢ wyzsza zawarto$ciag kwasow palmitooleinowego (C16:1n-7)
oraz linolowego (C18:2n-6), podczas gdy samce z linii H-BMR mialy w swych
hepatocytach wigcej kwaséw palmitynowego (C16:0) oraz oleinowego (C18:1n-9). Myszy
z linii L-BMR i H-BMR w pokoleniu F32 nie roznity si¢ natomiast pod wzgledem
procentowego udziatu pozostatych kwasow ttuszczowych we frakceji fosfolipidow (PL), tj.
kwasow stearynowego (C18:0), wakcenowego (C18:1n-7), arachidonowego (C20:4n-6),
eikozapentaenowego (C20:5n-3) i dokozaheksaenowego (C22:6n-3). Powyzsze wyniki
wraz z warto$ciami P i F uzyskanymi w tescie jednoczynnikowej ANOVA zestawitam w
Tabeli 14.

Nastgpnie okreslitam roznice w sktadzie nasyconych (SFA), jednonienasyconych
(MUFA) oraz wielonienasyconych (PUFA) kwaséw thuszczowych pomiedzy
analizowanymi liniami myszy. Samce z linii L-BMR posiadaty we frakcji lipidow
catkowitych (TL) mniej kwaséw SFA, a wiecej kwasow MUFA w stosunku do zwierzat z
linii H-BMR, podczas gdy kwasy PUFA nie roznity si¢ istotnie statystycznie. Natomiast
dane uzyskane z oznaczen kwasow thuszczowych we frakcji fosfolipidow (PL) wskazaty
na istotnie mniejszy udziat kwaséw SFA 1 MUFA, a wiecej PUFA u myszy z linii L-BMR
w porownaniu do samcoéw z linii H-BMR. Powyzsze wyniki wraz z wartosciami P i F
uzyskanymi w tescie jednoczynnikowej ANOVA zestawitam w Tabeli 14.

Podobne poréwnania przeprowadzilam dla myszy selekcjonowanych na niskie (L-

BMR) i wysokie (H-BMR) tempo metabolizmu podstawowego przez 32 pokolenia,
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posiadajacych odmienne genotypy w genie Scdl (AA, AT, TT). Test jednoczynnikowej
ANOVA przeprowadzony dla danych z oznaczen kwasow thuszczowych we frakceji lipidow
catkowitych (TL) wykazal, Zze samce bgdace homozygotami AA miaty istotnie
statystycznie mniej kwasow wakcenowego (C18:1n-7) i dokozaheksaenowego (C22:6n-3)
w stosunku do heterozygot AT oraz kwasow palmitooleinowego (C16:1n-7),
wakcenowego (C18:1n-7), a-linolenowego (C18:3n-3) i y-linolenowego (C18:3n-6) w
porownaniu do homozygot TT, ktéore z kolei posiadaly istotnie mniej kwasoéw
palmitynowego (C16:0), stearynowego (C18:0), arachidowego (C20:0) i oleinowego
(C18:1n-9). Heterozygoty AT charakteryzowaty si¢ natomiast wyzszg zawarto$cig kwasow
palmitynowego (C16:0), arachidowego (C20:0), oleinowego (C18:1n-9), arachidonowego
(C20:4n-6) i eikozapentaenowego (C20:5n-3), a nizszg kwasow palmitooleinowego
(C16:1n-7), wakcenowego (C18:1n-7) i o-linolenowego (C18:3n-3) w stosunku do
homozygot TT. Natomiast we frakcji fosfolipidow (PL) nie udato mi si¢ wykaza¢ istotnych
r6znic migdzy homozygotami AA 1 heterozygotami AT, ktore z kolei charakteryzowaty si¢
istotnie wyzszg zawarto$¢ kwasow palmitynowego (C16:0) i oleinowego (C18:1n-9), a
nizsza kwasu linolowego (C18:2n-6) w poréwnaniu do homozygot TT. Dodatkowo,
homozygoty AA wyrdzniat mniejszy procentowy udziat kwasu palmitooleinowego
(C16:1n-7), a heterozygoty AT wigkszy kwasow wakcenowego (C18:1n-7) i
eikozapentaenowego (C20:5n-3) w stosunku do homozygot TT (Tabela 15).

Na podstawie danych uzyskanych z oznaczania kwasow tluszczowych we frakcji
lipidow catkowitych (TL) wykazatam, iz myszy o genotypach AA i AT w genie Scdl
posiadaty istotnie statystycznie wiecej nasyconych (SFA), a mniej jednonienasyconych
kwasow ttuszczowych (MUFA), podczas gdy kwasy wielonienasycone (PUFA) osiagaly
podobne wartosci wsrod wszystkich trzech genotypow (Tabela 15). Natomiast wyniki
uzyskane na podstawie analizy iloSciowego sktadu kwasow tluszczowych we frakceji
fosfolipidow (PL) wskazujg, iz myszy bedace homozygotami TT charakteryzowaty sie
nizszym udzialem kwaséw SFA niz homozygoty AA, wyzszg zawartoscig kwasow MUFA
niz heterozygoty AT oraz kwasow PUFA w poréwnaniu do zwierzat o genotypach AA lub
AT. Powyzsze dane wraz z warto$ciami P 1 F uzyskanymi w teécie jednoczynnikowe;j
ANOVA zestawitam w Tabeli 15.

Analogiczne analizy przeprowadzitam dla drugiego polimorficznego genu, tj. Fads2.
Myszy posiadajace genotyp AA w genie Fads2 zawieraly w swoich hepatocytach we
frakcji lipidow catkowitych (TL) istotnie statystycznie mniej kwasu a-linolenowego
(C18:3n-3), a wigcej kwasu arachidonowego (C20:4n-6) w stosunku do heterozygot AG
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oraz wiecej kwasu dokozaheksaenowego (C22:6n-3) w poréwnaniu do homozygot GG. Te
z kolei charakteryzowaly si¢ wyzsza zawartoscia kwasow palmitynowego (C16:0),
arachidowego (C20:0), oleinowego (C18:1n-9) i arachidonowego (C20:4n-6), a nizszg
kwasow mirystynowego (C14:0), wakcenowego (C18:1n-7), a-linolenowego (C18:3n-3)
oraz y-linolenowego (C18:3n-6) w stosunku do heterozygot AG. Nie wykazatam natomiast
istotnych statystycznie roznic w ilosci kwasow thuszczowych we frakcji fosfolipidow (PL)
pomiedzy homozygotami AA a zwierzgtami o genotypach AG 1 GG. Jedynie heterozygoty
AG rbéznity sie¢ od homozygot GG, zawierajac istotnie mniej kwasu palmitynowego
(C16:0) oraz wigcej kwasu linolowego (C18:2n-6; Tabela 16).

Myszy posiadajace rozne warianty genetyczne w genie Fads2 nie roznity si¢ istotnie
statystycznie pod wzgledem iloSci nasyconych kwaséw ttuszczowych (SFA) we frakcji
lipidéw calkowitych (TL). Natomiast homozygoty GG charakteryzowaty si¢ mniejsza
zawarto$cig jednonienasyconych kwasow tluszczowych (MUFA) niz heterozygoty AG, a
homozygoty AA wigkszym procentowym udzialem wielonienasyconych kwasow
thuszczowych (PUFA) w poréwnaniu do samcéw o genotypach AG lub GG. W przypadku
frakcji fosfolipidow (PL) wykazatam, ze homozygoty GG posiadaty istotnie statystycznie
wiecej] kwasoOw SFA niz myszy o genotypach AA lub AG, oraz mniej kwaséw PUFA w
poréwnaniu do heterozygot AG. Powyzsze dane wraz z wartoSciami P i F uzyskanymi w
tescie jednoczynnikowej ANOVA zestawitam w Tabeli 16.

Wszystkie profile lipidowe hepatocytow, tj. myszy z linii L-BMR i H-BMR z
pokolenia F32 oraz z linii US, jak rowniez myszy posiadajacych odmienne warianty
genetyczne w genach Scdl i Fads2, wyznaczone z frakcji lipidow catkowitych (TL) i
fosfolipidow (PL) przedstawitam dodatkowo w Suplemencie (Ryciny S1 — S6) na
wykresach kotowych.

Analiza roZnic w aktywnosci enzymow

Aktywnos¢ A9-desaturazy (SCD-1c)

Indeks aktywnosci A9-desaturazy (SCD-1c) wyznaczytam na podstawie stosunku
procentowego udzialu produktu reakcji katalizowanej przez ten enzym do jego
bezposredniego substratu, a mianowicie kwasu palmitooleinowego, PO (C16:1n-7) do
kwasu palmitynowego (C16:0) we frakcji lipidow catkowitych (TL) wsréd zwierzat
nalezgcych do linii selekcjonowanej na niskie (L-BMR) i wysokie (H-BMR) tempo
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metabolizmu podstawowego przez 32 pokolenia oraz pochodzacych z trzech linii
nieselekcjonowanych na zadng cechg (US1, US2, US3). Myszy z linii niskometabolicznej
(L-BMR) posiadaty najwyzsza warto$¢ tego indeksu (IxA SCD-1c¢ = 0,07 + 0,002 SE), a
najnizsza zwierzeta z linii H-BMR (IXA SCD-1¢ = 0,05 + 0,002 SE) oraz myszy z linii
nieselekcyjnych (IXA SCD-1¢ = 0,05 + 0,001 SE; Wykres 4A, Tabela 14). Roznice
pomigdzy poszczegdlnymi liniami byly istotne statystycznie w poréwnaniach wartosci IXA
SCD-1c¢ pomigdzy liniami selekcyjnymi (L-BMR vs H-BMR), linig L-BMR 1 kazdg z linii
nieselekcyjnych osobno (US1, US2, US3) oraz z wartoscig usredniong dla trzech linii
nieselekcyjnych (US$r.). Natomiast myszy z linii H-BMR nie roznity si¢ istotnie
statystycznie od zwierzat z poszczegdlnych linii nieselekcyjnych (Tabela 17).

Indeks aktywnosci A9-desaturazy (IXA SCD-1c) zostal rowniez wyznaczony dla
myszy z linii selekcyjnych w pokoleniu F32 posiadajacych rozne warianty genetyczne w
genie Scdl (Wykres 4B, Tabela 15). Myszy posiadajace allel A w genie Scdl (homozygoty
AA 1 heterozygoty AT) nie réznily si¢ od siebie (P > 0,05), ale roznity si¢ istotnie
statystycznie od osobnikow bedacych homozygotami TT (AAv TT: P <0,001; AT v TT:
P <0,01; Tabela 15).

Aktywnosé A6-desaturazy (D6D)

Analogicznie, jak w przypadku genu Scdl, wyznaczytam rowniez indeks aktywnosci
A6-desaturazy (IxA D6D), wyrazony jako stosunek procentowego udzialu kwasu y-
linolenowego, GLA (C18:3n-6) do kwasu linolowego, LA (C18:2n-6) wsréd myszy
nalezagcych do linii selekcjonowanej na niskie (L-BMR) i wysokie (H-BMR) tempo
metabolizmu w przeciagu 32 pokolen (F32) oraz myszy z trzech linii nieselekcjonowanych
na zadng ceche (US1, US2 1 US3). Najwyzsza wartoscig tego indeksu charakteryzowaty si¢
myszy z linii L-BMR (IxA D6D = 0,0042 + 0,00021 SE), posrednig z linii H-BMR (IXA
D6D = 0,0036 + 0,00014 SE), a najnizszg samce z linii nieselekcyjnych (IXA D6D od
0,0015 + 0,00026 SE do 0,0026 + 0,00024 SE; Wykres 5A, Tabela 14). Roznice w
indeksie aktywno$ci pomigdzy poszczegolnymi liniami byly istotne statystycznie w
poroéwnaniach wartosci IxA D6D pomiedzy liniami selekcyjnymi (L-BMR vs H-BMR),
obiema liniami selekcyjnymi i kazda z linii nieselekcyjnych osobno (US1, US2, US3) 1 z
wartoscig usredniong dla trzech linii nieselekcyjnych (USsr.), a takze pomiedzy liniami
US1 i US3 (jednoczynnikowa ANOVA, Tabela 18).
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Indeks aktywnosci A6-desaturazy (IxA D6D) wyznaczytam dla myszy posiadajacych
roézne allele w genie Fads2 (Wykres 5B, Tabela 16). Homozygoty obu typow (AA i GG)
nie r6znily si¢ od siebie, podobnie jak homozygota AA 1 heterozygota AG
(jednoczynnikowa ANOVA, P > 0,05). Jedynie poréwnanie wartosci IxA D6D pomiedzy
homozygotami GG i heterozygotami AG dalo wynik istotny statystycznie (Tabela 16).

Analiza réznic w indeksie saturacji (IS), nienasycenia (1U) i peroksydacji (IP) blon

komorkowych

Uzyskane przeze mnie wyniki pozwolity na wyznaczenie indeksu saturacji (IS),
bedacego miarg stopnia nasycenia blon komorkowych, indeksu nienasycenia (IU)
stanowigcego wskaznik natgzenia podwdjnych wigzan w membranach biologicznych oraz
indeksu peroksydacji (IP), ktorego warto$¢ §wiadczy o podatnosci blon komoérkowych na
dziatanie reaktywnych form tlenu. Metodycznie poprawnie jest, aby parametry te ustalac
na podstawie danych pochodzacych z frakcji fosfolipidow (PL), poniewaz to ona
bezposrednio zwigzana jest z btonami komorkowymi (Hulbert i in. 2007), aczkolwiek dla
poréwnania podaje roOwniez warto$ci powyzszych parametrow uzyskanych z oznaczen

kwasow tluszczowych we frakcji lipidow catkowitych (TL).

Indeks saturacji (IS) blon komorkowych

Indeks saturacji (IS), bedacy stosunkiem procentowego udziatu jednonienasyconych
(MUFA) do wielonienasyconych (PUFA) kwasow ttuszczowych (Hulbert i in. 2007)
wyznaczytam dla myszy pochodzacych z linii selekcjonowanych na niskie (L-BMR) i
wysokie (H-BMR) tempo metabolizmu podstawowego w 32 pokoleniu (F32) oraz dla
roéznych wariantow genetycznych w genach polimorficznych, tj. w genie Scdl i Fads2.

Uzyskane wyniki wskazuja, iz myszy z linii L-BMR i H-BMR w pokoleniu F32
roznity sie statystycznie pod wzglgdem wartosci indeksu saturacji (IS). Samce z linii
niskometabolicznej (L-BMR) posiadaty istotnie nizsza wartos¢ tego indeksu w porownaniu
do myszy z linii H-BMR (jednoczynnikowa ANOVA, P < 0,001), podczas gdy IS
obliczony na podstawie frakcji lipidow calkowitych (TL) dawal doktadnie odwrotne
zalezno$ci, ktdre rowniez byly istotnie statystycznie (jednoczynnikowa ANOVA, P < 0,05;
Tabela 14).

91



Poréwnujac myszy o odmiennych genotypach w polimorficznych genach Scdl i Fads2
okazato sie, ze jedynie homozygoty TT w genie Scdl wykazywaty nizszg warto$¢ indeksu
saturacji (IS) dla danych =z frakcji fosfolipidow (PL) niz heterozygoty AT
(jednoczynnikowa ANOVA, P < 0,001), podczas gdy wszelkie pozostate wartosci dla obu
gené6w 1 w obu frakcjach lipidow (PL i TL) nie roznily si¢ istotnie od siebie

(jednoczynnikowa ANOVA, P > 0,05; Tabela 15 i Tabela 16).

Indeks nienasycenia (1U) blon komérkowych

Indeks nienasycenia (IU) blon komoérkowych, bedacy miarg natezenia iloSci
podwojnych wigzan w membranach biologicznych, wyznaczytam dla obu linii
selekcyjnych (L-BMR i H-BMR) w pokoleniu F32 oraz dla roznych alleli w genach Scdl i
Fads2.

Myszy we wszystkich porownaniach, nie wykazywaty réznic w wartosci indeksu
nienasycenia (IU) bton komodrkowych obliczonego na podstawie danych z frakcji
fosfolipidow (PL), co oznacza, ze posiadaly one podobne natezenie podwdjnych wigzan w
membranach biologicznych. Jedynie wyniki uzyskane na podstawie frakcji lipidow
catkowitych (TL) wskazaly na istotnie statystycznie wyzsza wartos¢ IU wsrod zwierzat
posiadajacych genotyp AT w genie Scdl w porownaniu do homozygot AA (Tabela 15)
oraz homozygot AA w genie Fads2 w stosunku do homozygot GG (Tabela 16).

Indeks peroksydacji (IP) bton komorkowych

Indeks peroksydacji (IP), bedacy miarg podatnosci bton komoérkowych na reaktywne
dziatanie tlenu, wyznaczytam podobnie, jak w przypadku indeksu saturacji (IS) 1
nienasycenia (IU) membran biologicznych, dla linii L-BMR i H-BMR w pokoleniu F32
oraz dla wszystkich wariantow genetycznych w genach Scdl i Fads2.

Test jednoczynnikowej ANOVA przeprowadzony dla danych z oznaczen frakcji
fosfolipidow (PL) wykazat brak réznic w indeksie peroksydacji we wszystkich
poréwnaniach (P > 0,05; Tabela 14, Tabela 15 i Tabela 16). Oznacza to, iz myszy
niezaleznie od przynaleznosci do linii (L-BMR lub H-BMR) oraz od posiadanego
genotypu zarowno w genie Scdl (AA/AT/TT), jak i w genie Fads2 (AA/AG/GG),
posiadaly blony komorkowe w rownym stopniu narazone na peroksydacj¢. Jedynie wyniki

uzyskane na podstawie frakcji lipidow catkowitych (TL) wskazaty na istotnie statystycznie

92



wyzszg wartos¢ IP wsrdd zwierzat posiadajacych genotyp AT w genie Scdl w poréwnaniu

do homozygot AA (Tabela 15).

Réznice w aktywnosci pompy sodowo-potasowej (Na'/K*-ATPazy)

Nie stwierdzitam istotnych statystycznie réznic w aktywno$ci pompy sodowo-
potasowej (Na'/K'-ATPazy) pomiedzy liniami myszy pochodzacymi z linii
selekcjonowanych na niskie (L-BMR) i wysokie (H-BMR) tempo metabolizmu
podstawowego przez 32 pokolenia (F32), podobnie jak miedzy trzema liniami
nieselekcjonowanymi na zadng ceche (US1, US2, US3; jednoczynnikowa ANOVA, P >
0,05). Roznice te wystapity natomiast pomiedzy myszami z kazdej z linii nieselekcyjnej, a
obiema liniami selekcyjnymi (jednoczynnikowa ANOVA, P < 0,001 we wszystkich
poréwnaniach). Co zaskakujace, myszy z linii selekcyjnych (L-BMR i H-BMR) miatly
istotnie statystycznie wyzsza aktywno$¢ pompy sodowo-potasowej (Na'/K*-ATPazy ) w
stosunku do linii nieselekcjonowanych (Wykres 6A).

Nie udato mi sie¢ wykaza¢ réznic w aktywnosci pompy sodowo-potasowej (Na'/K*-
ATPazy) pomigedzy myszami laboratoryjnymi selekcjonowanymi na niskie (L-BMR) i
wysokie (H-BMR) tempo metabolizmu, posiadajagcymi rdézne genotypy w genie Fads2
(AA, AG 1 GG). Mimo, iz homozygoty AA wykazywaly wyzsza aktywno$¢ pompy
sodowo-potasowej od homozygot GG i heterozygot AG, to rdznice te nie byty istotne
statystycznie (jednoczynnikowa ANOVA, P > 0,05 we wszystkich poréwnaniach; Wykres
6C).

Jedyne réznice w aktywnosci pompy sodowo-potasowej (Na'/K*-ATPazy)
stwierdzitam dla obu typéw homozygot w genie Scdl, tj. o genotypach AA i TT
(jednoczynnikowa ANOVA, P < 0,05). Homozygoty te nie réznily si¢ natomiast od
heterozygot AT (P > 0,05 w obu poréwnaniach; Wykres 6B).

Wyniki analiz regresji

Analiza regresji wykazata istotng statystycznie ujemng warto$¢ wspotczynnika
korelacji pomigdzy tempem metabolizmu podstawowego (BMR) w liniach myszy
selekcjonowanych na niskie (L-BMR) i wysokie (H-BMR) tempo metabolizmu
podstawowego przez 32 pokolenia (F32) a indeksem aktywnos$ci A9-desaturazy (IXA SCD-
1c; r = -0,305, P < 0,001; Wykres 7A) oraz indeksem aktywno$ci A6-desaturazy (IXA
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D6D; r = -0,197, P < 0,05; Wykres 8A) wyznaczonymi na podstawie oznaczen kwasow
thuszczowych we frakcji lipidow catkowitych (TL), a takze procentowym udzialem
nasyconych kwasow tluszczowych (SFA; r = 0,269, P < 0,01; Wykres 9A) i
jednonienasyconych kwasow tluszczowych (MUFA; r = -0,271, P < 0,01; Wykres 11A)
we frakcji lipidéw catkowitych (TL) oraz jednonienasyconych kwaséw tluszczowych
(MUFA; r = 0,378, P < 0,001; Wykres 12A) i wielonienasyconych kwaséw tluszczowych
(PUFA; r = -0,448, P < 0,001; Wykres 14A) we frakcji fosfolipidow (PL). Tempo
metabolizmu podstawowego (BMR) dodatnio korelowato réwniez z indeksem saturacji
(IS; r = 454, P < 0,001; Wykres 15A) wyznaczonym na podstawie oznaczen kwasow
thuszczowych we frakcji fosfolipidow (PL). Natomiast brak bylo takich zalezno$ci
pomiedzy BMR a procentowym udzialem nasyconych kwasoéw tluszczowych (SFA; r =
0,125, P > 0,05; Wykres 10A) we frakcji fosfolipidow (PL) oraz wielonienasyconych
kwasow thuszczowych (PUFA; r = 0,027, P > 0,05; Wykres 13A) we frakcji lipidow
catkowitych (TL), a takze pomiedzy BMR a indeksem nienasycenia (IU; r = -0,066, P >
0,05; Wykres 16A) i peroksydacji bton komorkowych (IP; r = -0,060, P > 0,05; Wykres
17A) obliczonych na podstawie danych z frakcji fosfolipidow (PL). Sprawdzitam réwniez,
czy tempo metabolizmu podstawowego koreluje z aktywno$cig pompy sodowo-potasowej
(Na'/K*-ATPazy). Analiza regresji pokazala brak takiej zaleznosci (r = 0,163; P > 0,05;
Wykres 18A). W przypadku przeprowadzonych korelacji dla warto$ci resztkowych BMR
uzyskalam podobne wyniki (Wykres 18B). Jedyne zaobserwowane roznice dotyczyly
wptywu nasyconych kwasoéw thuszczowych (SFA) we frakcji fosfolipidow (PL) na
wartosci resztkowe BMR, ktore byly nieistotne statystycznie dla skorygowanego o mase
tempa metabolizmu podstawowego (BMR), ale istotne dla wartosci resztkowych BMR
(Wykres 10).

Sprawdzitam réwniez, czy indeksy aktywnosci A9-desaturazy (IXA SCD-1c) oraz A6-
desaturazy (IXA D6D) kwasow thuszczowych majg zwigzek z indeksami saturacji (IS),
nienasycenia (IU) oraz peroksydacji (IP) blon komérkowych, a takze czy wptywaja one na
ilo$¢ odpowiednio jednonienasyconych (MUFA) i wielonienasyconych (PUFA) kwasow
thuszczowych. Analiza regresji wykazata dodatnig 1 istotng korelacj¢ pomigdzy IXA SCD-
Ic a procentowym udzialem jednonienasyconych kwasow ttuszczowych (MUFA) we
frakcji lipidow catkowitych, TL (r = 0,88, P < 0,001; Wykres 19A) i fosfolipidow, PL (r =
0,38, P < 0,001; Wykres 19B) oraz indeksem saturacji (IS; r = 0,303, P < 0,001; Wykres
20A) oraz brak takiej zalezno$ci w przypadku indeks6w nienasycenia (IU; r = 0,179, P >
0,05; Wykres 20B) i peroksydacji (IP; r = 0,058, P > 0,05; Wykres 20C). Natomiast myszy
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posiadajace wyzszg warto$¢ indeksu aktywnoSci A6-desaturazy (IXA  D6D)
charakteryzowaty si¢ mniejsza zawartoscig wielonienasyconych kwaséw ttuszczowych
(PUFA) we frakcji lipidow catkowitych, TL (r = -0,34, P < 0,001; Wykres 21A) oraz
obnizong saturacjg bton komoérkowych (IS; r = -0,219, P < 0,05; Wykres 22A) przy
jednoczes$nie wigkszej podatnosci membran biologicznych na peroksydacje¢ (IP; r = 0,185,
P < 0,05; Wykres 22C). Z kolei indeks aktywnosci A6-desaturazy (IXA D6D) nie wptywat
na ilo$¢ kwaséw PUFA we frakcji fosfolipidow, PL (r = 0,18, P = 0,05; Wykres 21B) oraz
na indeks nienasycenia bton komoérkowych (IU; r = 0,175, P > 0,05; Wykres 22B).
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DYSKUSJA

Rola i miejsce teorii metronomu blonowego w badaniach biologicznych

Jednym z centralnych problemoéw badawczych ekologii fizjologicznej jest ustalenie
przyczyn obserwowanej zmiennosci tempa metabolizmu podstawowego (BMR) zwierzat.
Nawet siedmiokrotne zréznicowanie tempa metabolizmu standardowego (SMR)
statocieplnego ssaka w poréwnaniu do zmiennocieplnej jaszczurki o tych samych
rozmiarach ciata wskazuje, ze zagadnienie to jest nieodzownie zwigzane z ewolucja jednej
z najistotniejszych adaptacji fizjologicznych, jaka jest zdolno$¢ do utrzymywania stalej
temperatury ciata (Brand i in. 1991). W przeciggu ostatnich kilkudziesi¢ciu lat powstato
wiele hipotez dotyczacych ewolucji statocieplnosci. Jedna z nich jest hipoteza autorstwa
Benetta i Rubena (1979), wedlug ktoérej silny nacisk ewolucyjny na podniesienie
maksymalnej wydolnosci metabolicznej, tj. maksymalnego, chwilowego tempa
metabolizmu (PMR, ang. peak metabolic rate) pociagal za sobg zwigkszenie tempa
metabolizmu podstawowego (BMR), co wigzato si¢ ze wzmozong produkcjg ciepta, a w
ostatecznos$ci, jako produktu ubocznego, z wyksztalceniem homotermii. PdzZniejsze
hipotezy Farmera (2000) 1 Kotei (2000) zakladaly, iz dobér faworyzowat zdolno$¢ do
dtugotrwatego podnoszenia maksymalnego tempa metabolizmu (PMR), np. w okresie
opieki nad potomstwem, co zwigkszato przezywalnos¢ mtodych, a wigc ich dostosowanie
(ang. fitness).

Powyzsze hipotezy, oparte na zalozeniach ewolucyjnych, dopetnia teoria metronomu
btonowego (Hulbert 1 Else 1999), ktéora w prosty sposéb tlumaczy przyczyny
obserwowanej zmiennos$ci tempa metabolizmu podstawowego (BMR) na poziomie
organizacji komorkowej 1 wynikajacej z niej modyfikacji proceséw fizjologicznych. Juz
wczesniej autorzy tej teorii wykazali, iz statocieplny szczur posiadal w swoich tkankach
wiekszy udziat wielonienasyconych kwasow tluszczowych (PUFA) w poréwnaniu do tych
samych rozmiaréw zmiennocieplnej agamy brodatej (Amphibolurus vitticeps) przy
jednoczesnie wigkszej aktywnosci oksydazy cytochromowej (Hulbert i Else 1989).
Mechanizm zaproponowany przez Hulberta i Else (1999) polega na modyfikacji ptynnosci
1 przepuszczalnosci bton komoérkowych poprzez zroznicowanie sktadu kwasow

thuszczowych. Wysoki udziat kwaséw wielonienasyconych (PUFA), zwigkszajacy
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plastyczno$¢ membran biologicznych, prowadzi do podniesienia aktywno$ci biatek
btonowych oraz kanatéw jonowych, co przyczynia si¢ do wzrostu tempa metabolizmu
komorki, a w konsekwencji tempa metabolizmu catego organizmu. Teoria Hulberta i Else
(1999) zostata potwierdzona w licznych badaniach porownawczych na poziomie
mig¢dzygatunkowym. Gatunki charakteryzujace si¢ wysokim tempem metabolizmu
podstawowego (BMR), tj. zwierzgta statocieplne w pordwnaniu do zmiennocieplnych
(Hulbert i Else 1989) oraz ptaki (Hulber i in. 2002a) i ssaki (Couture i Hulbert 1995;
Hulbert i in. 2002b) réznigce si¢ masa ciata posiadaly w swoich membranach wigkszg ilo$¢
kwasow wielonienasyconych (PUFA), a w szczeg6élnos$ci kwasu dokozaheksaenowego,
DHA (C22:6n-3) przy jednoczesnym malym udziale kwasow jednonienasyconych
(MUFA), gtéwnie kwasu oleinowego, OA (C18:1n-9). Zwierzeta te wykazywaly roéwniez
istotnie wyzsza aktywno$¢ pompy sodowo-potasowej (Na'/K'-ATPazy), ktora w duzej
mierze zalezy od rodzaju otaczajacych jag kwasow tluszczowych (Else i Wu 1999; Turner i
in. 2003; 2005; Wu i in. 2004).

Sformutowanie teorii metronomu btonowego (Hulbert i Else 1999) przyczynito si¢ w
kolejnych latach rowniez do lepszego poznania i zrozumienia mechanizmow zwigzanych z
procesami starzenia si¢. Wczesniejsze badania Harmana (1956) oraz Sohala i Weindrucha
(1996) dowiodty, iz za uszkodzenia komoérkowe, a w szczegdlnosci za degradacje kwasow
nukleinowych oraz kwasoéw tluszczowych w btonach biologicznych, odpowiedzialne sa
tzw. reaktywne formy tlenu (ROS). Na podstawie wilasnych badan poréwnawczych
Hulbert (2003) uzupetnit istniejaca juz wolnorodnikowa teori¢ starzenia si¢ (Harman,
1956) oraz teori¢ stresu oksydacyjnego (Sohal 1 Weindruch 1996) o wiasng teorie
metronomu blonowego na temat starzenia si¢. Badania dowiodly, iz gatunki zwierzat
posiadajace wyzsze tempo metabolizmu podstawowego (BMR) charakteryzowaty sie
krotsza maksymalng dtugoscig zycia (MLSP; ang. maximum life span) w poroéwnaniu do
gatunkow o nizszym BMR. Spowodowane bylo to tym, iz zwierzeta te posiadaty wiekszy
udziat wielonienasyconych kwaséw tluszczowych (PUFA) w swoich membranach
biologicznych, ktoére przez to byly bardziej narazone na negatywne skutki dziatania
wolnych rodnikéw (Hulbert, 2003; 2005; 2008; Hulbert i in. 2006; 2007). Reaktywne
formy tlenu (ROS), powodujac narastajaca akumulacje uszkodzen tkanek, prowadzity
ostatecznie do szybszego starzenia si¢ i Smierci organizmu (Brand, 2000; Hulbert, 2003;
Barja, 2004; Speakman, 2005a). Liczne eksperymenty potwierdzily takze ujemnag
zalezno$¢ migdzy iloscig najbardziej wielonienasyconego kwasu tluszczowego, tj. kwasu

dokosaheksaenowego, DHA (C22:6n-3), a wigc w najwyzszym stopniu narazonego na
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peroksydacje¢, a maksymalng dtugoscig zycia, MLSP (Pamplona i in. 1998; 1999; Portero-
Otin i in. 2001; Hulbert, 2003; 2005).

Kontrowersje wokol teorii metronomu blonowego

Teoria metronomu blonowego (Hulbert i Else 1999) miata bardzo duzy wktad w
rozw6j nauki, bedac waznym elementem spajajacym wiele teorii biologicznych i
ewolucyjnych, dotyczacych ewolucji statocieplnosci, roli kwasow tluszczowych,
szczegbdlnie tych wielonienasyconych (PUFA) w regulacji tempa metabolizmu
podstawowego (BMR) oraz procesOw zwigzanych ze starzeniem si¢ organizméw, co
wielokrotnie potwierdzity liczne badania poréwnawcze na poziomie mi¢dzygatunkowym
(Hulber i in. 2002a; 2002b; Turner i in. 2005; Hulbert i in. 2006; 2007).

Z drugiej strony, proby przeprowadzenia podobnych korelacji z zastosowaniem
modeli statystycznych uwzgledniajacych jednoczes$nie efekt masy ciata, jak i1 kontrasty
filogenetyczne daty wyniki bgdace w opozycji do tych opisanych zaréwno w teorii
metronomu blonowego oraz teorii metronomu blonowego na temat starzenia si¢
(Speakman, 2005b; Valencak 1 Ruf 2007). Speakman (2005b) analizujgc dane literaturowe,
dotyczace tempa metabolizmu podstawowego (BMR) oraz maksymalnej dtugosci zycia
(MLSP) 249 gatunkéw ssakoéw nie wykazal zalezno$ci migdzy tymi parametrami, a jedynie
stabg korelacj¢ migdzy MLSP a iloscig kwasu dokosaheksaenowego, DHA (C22:6n-3). Z
kolei Valencak 1 Ruf (2007), stosujac te same metody statystyczne, przeanalizowali
zalezno$¢ migdzy iloscig wielonienasyconych kwasow tluszczowych (PUFA) wsrod 42
gatunkow ssakow a danymi literaturowymi na temat maksymalnej dtugosci zycia (MLSP)
oraz tempa metabolizmu podstawowego (BMR). Zaobserwowali oni spadek maksymalnej
dhugosci zycia (MLSP) wraz ze wzrostem proporcji kwaséw thuszczowych z rodziny n-3
do kwasow z rodziny n-6 (n-3/n-6) w migsniach szkieletowych. Jednoczesnie nie uzyskali
oni zalezno$ci zaré6wno miedzy maksymalng dlugoscia zycia (MLSP) a stopniem
nasycenia membran biologicznych, rozumianej jako ilo$¢ wielonienasyconych kwasow
thuszczowych  (PUFA) 1lub liczba wigzan podwojnych oraz iloscig kwasu
dokosaheksaenowego, DHA (C22:6n-3). Co zaskakujace, stwierdzili oni réwniez brak
zalezno$ci miedzy ilo$cig wielonienasyconych kwasow ttuszczowych (PUFA) a tempem
metabolizmu podstawowego (BMR) oraz mi¢dzy maksymalng dlugoscia zycia (MLSP) a

tempem metabolizmu podstawowego (BMR), co przeczy zaréwno teorii metronomu
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btonowego (Hulbert i Else 1999), jak i teorii metronomu blonowego na temat starzenia si¢
(Hulbert, 2003). Co wigcej, w opozycji do wczesniejszych doniesien o pozytywnej
zaleznosci pomigdzy stopniem podatno$ci membran biologicznych na peroksydacje a
tempem metabolizmu podstawowego; BMR (Hulbert i Else 2004), zastosowany przez
Valencak i Ruf’a (2007) model regresji wskazat na spadek tempa metabolizmu
podstawowego (BMR) wraz ze wzrostem indeksu peroksydacji (IP).

Zatozeniom lezacym u podstaw teorii metronomu btonowego (Hulbert i Else 1999)
przeczg rowniez wyniki uzyskane przez Polymeropoulos’a i in. (2012). Else i Hulbert
(1985) w swoich badaniach poréwnawczych zwierzat statocieplnych i zmiennocieplnych
zaobserwowali pozytywna korelacje migdzy liczbg mitochondriow oraz catkowita suma
powierzchni btony mitochondrialnej wszystkich tkanek a tempem metabolizmu
podstawowego (BMR). Pozniejsze badania potwierdzity, ze skorygowane o masg¢ ciata
tempo metabolizmu podstawowego (BMR) pozytywnie koreluje z mitochondrialnym
przeptywem protonéw (Porter i Brand 1993; Rolfe i in. 1999). Natomiast Polymeropoulos i
in. (2012), poréwnujac podobnych rozmiarow ciata torbacza, tj. oposa krotkoogonowego
(Monodelphis domestica) z ssakiem tozyskowym, chomikiem syryjskim (Mesocricetus
auratus) odnotowali zmniejszony o 60% mitochondrialny przeptyw protondéw u oposa,
charakteryzujacego si¢ nizszym o 40% tempem metabolizmu podstawowego (BMR).

Dotychczasowe eksperymenty, ktdre potwierdzity teori¢ metronomu btonowego
(Hulbert i Else 1999) dotyczyly porownania réznych gatunkoéw zwierzat. Niestety w
momencie proby sprowadzenia opisanych w teorii zaleznosci na jeden poziom ewolucyjny,
czego dowodza wyzej wspomniane wyniki uzyskane przez Speakman’a (2005b) oraz
Valencak 1 Ruf’a (2007), interpretacja wynikéw przestaje by¢ tak klarowna 1
jednoznaczna. Sytuacja komplikuje si¢ roéwniez na poziomie wewnatrzgatunkowym.
Okazuje si¢, iz zdecydowanie wezsze spektrum zmienno$ci, obserwowane miedzy
osobnikami jednego gatunku, znacznie utrudnia zweryfikowanie prawidtowosci opisanych

teorig metronomu blonowego.

Znaczenie eksperymentow selekcyjnych w badaniach zmiennos$ci na poziomie

wewnatrzgatunkowym

Tempo metabolizmu podstawowego (BMR) jest cecha o znaczacej wartosci

selekcyjnej. Oznacza to, ze powinna by¢ ona obiektem selekcji stabilizujacej, ktora w
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krotkim czasie doprowadza do zminimalizowania wariancji genetycznej, efektem czego
moze by¢ mala zmienno$¢ BMR wystepujaca w populacjach naturalnych (Clarke, 1979).
Dlatego tez rdznice w wartosciach badanej cechy w naturze moga by¢ zbyt mate, by
mozna bylo je zaobserwowac przy zastosowaniu standardowych metod pomiarowych o
niewystarczajacej czutosci. Podobnie, analizy statystyczne wymagajg istnienia pewnej
minimalnej wariancji badanych zmiennych, by moc je zastosowa¢ do analizy
zroznicowania BMR, a ich moc byla wystarczajagca by zaobserwowacé przewidywane
zaleznos$ci (Falconer i Mackay 1996).

Efektywnym rozwigzaniem okazaty si¢ tu eksperymenty selekcyjne (Garland, 2002),
znacznie ostabiajace dziatanie doboru stabilizujacego i prowadzace do powstania i
poglebienia zdecydowanie wigkszej wariancji wielu cech, ktora nie utrzymala by sie w
warunkach srodowiska naturalnego. Powstata na skutek prowadzenia sztucznych selekcji
zmienno$¢ moze by¢ czasem porownywalna nawet do tej obserwowanej na poziomie
mi¢dzygatunkowym (Garland, 2002). Kolejng zaleta eksperymentow selekcyjnych jest to,
1z umozliwiaja one analiz¢ genotypu odpowiedzialnego za powstanie cech podlegajacych
selekcji, jak i testowanie hipotez dotyczacych cech bezposrednio nieselekcjonowanych. Co
wiecej, do uzyskania widocznych efektow doboru dziatajacego nawet na organizmy
wyzsze moze wystarczy¢ zaledwie kilka pokolen (Futuyma i Bennett 2009). Przyktadem
takiej selekcji jest eksperyment dotyczacy adaptacji do niskiej temperatury u myszy
domowej (Barnett i Dickson 1984a; 1984b), w ktorym osobniki odlowione z dzikiej
populacji wykorzystano do zatozenia dwoch linii, z czego pierwsza prowadzona byta w
temperaturze pokojowej, a druga w temperaturze okoto 3°C. Widoczne efekty selekcji
pojawily si¢ juz po uptywie 10 pokolen. Myszy ,,zimnolubne” charakteryzowaly sie¢
wieksza masg ciala, grubszg warstwa tkanki tluszczowej, krotszymi ogonami, wczesniej
osiggaty dojrzalo$¢ plciowa, a mtode osobniki szybciej rosty, co bylo wynikiem tego, iz
matki produkowaly mleko o wigkszej wartosci kalorycznej. Niewatpliwie stabym punktem
eksperymentu Barnett’a i Dickson’a byt brak replikacji, co prowadzito do trudno$ci we
wnioskowaniu. W takiej sytuacji nie mozna mie¢ pewnosci, Ze zaobserwowane zmiany s3
wynikiem doboru, a nie powstaty na skutek dziatania dryfu genetycznego (Konarzewski i
in. 2005).

Drugi przyktad eksperymentu z doborem sztucznym stanowi selekcja, w ktorej myszy
laboratoryjne selekcjonowane byly w kierunku wysokiej spontanicznej aktywnos$ci
lokomotorycznej mierzonej na biezniach kotowych (Swallow i in. 1998). Rownolegle

prowadzone byty linie kontrolne w czterech niezaleznych replikacjach, co umozliwiato

100



rygorystyczne, statystyczne testowanie hipotez dotyczacych efektow selekcji. Juz po 10
pokoleniach myszy selekcjonowane biegaty 1,7 razy wiecej niz kontrolne, a po 15
generacjach 2,7 razy wiecej (Swallow i in. 1998).

W niniejszej rozprawie wykorzystatam myszy laboratoryjne pochodzace z dwoéch linii
selekcjonowanych na skorygowane o mase ciata niskie (L-BMR) i wysokie (H-BMR)
tempo metabolizmu podstawowego w przeciggu 32 pokolen (F32) w Zaktadzie Ekologii
Zwierzat, Instytutu Biologii Uniwersytetu w Biatymstoku. Prowadzona od wielu lat
selekcja doprowadzita do powstania roznic w tempie metabolizmu podstawowego (BMR)
rzedu 40-50% (Ksiazek i in. 2004). Wspomniany eksperyment selekcyjny byt wielokrotnie
wykorzystany w wielu badaniach, ktéore pozwolily m.in. na stwierdzenie ujemnych
korelacji genetycznych migdzy tempem metabolizmu podstawowego (BMR) a (1)
spoczynkowym tempem metabolizmu mierzonym w niskiej temperaturze (Gebczynski,
2005), (2) tempem regulatorowej termogenezy bezdrzeniowej (Ggbczynski, 2008), (3)
chwilowym, maksymalnym tempem metabolizmu (PMR) wymuszonym plywaniem
(Ksigzek i in. 2004; Brzek i in. 2007), (4) masa bialej 1 brunatnej tkanki tluszczowej
(Ksigzek i in. 2004), (5) wielkoscig erytrocytow (Maciak i in. 2011; 2014), (6) masg
grasicy w warunkach ograniczonej ilosci pokarmu (Ksigzek i Konarzewski 2012), (7)
odpowiedziag immunologiczng w warunkach stresu wywolanego niska temperaturg
(Ksigzek i in. 2003), czy indeksem nienasycenia (IU) membran biologicznych (Brzek i in.
2007). Z drugiej strony, powyzsze linie selekcyjne myszy laboratoryjnej charakteryzujg si¢
pozytywna zalezno$cig mi¢dzy tempem metabolizmu podstawowego (BMR) a (1) masa
aktywnych metabolicznie organow wewnetrznych, takich jak serce, watroba, nerki 1 jelito
cienkie (Ksigzek i in. 2004; Brz¢k i in. 2007; Ksigzek i Konarzewski 2012; Sadowska i in.
2013; Maciak i in. 2014), (2) konsumpcjg pokarmu (Ksigzek i in. 2009), (3) spontaniczng
aktywnoscia (Ggbezynski i Konarzewski 2009), (4) wydajnos$cia enzymow oksydacyjnych
(Ksigzek i in. 2009), (5) odpowiedzig immunologiczng oraz masg $ledziony i weztow
chtonnych w warunkach ograniczonej ilosci pokarmu (Ksigzek 1 Konarzewski 2012), a
takze wktadem w opieke rodzicielska mierzong jako tempo wzrostu mtodych (Sadowska 1
in. 2013). Nie stwierdzono natomiast zaleznosci migdzy tempem metabolizmu
podstawowego (BMR) a (1) maksymalng wydolnoscig termiczng mierzong w heloxie, tj.
atmosferze zlozonej z helu 1 tlenu (Ksigzek 1 in. 2004), (2) catkowitg produkcja ciepta w
odpowiedzi na podanie noradrenaliny (Ggbczynski, 2008) oraz (3) chwilowym,
maksymalnym tempem metabolizmu (PMR) wymuszonym bieganiem na biezni

(Gebcezynski 1 Konarzewski 2009).
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Stabym punktem opisywanego eksperymentu selekcyjnego jest brak replikacji, co
znacznie utrudnia interpretacj¢ uzyskiwanych wynikow. Dlatego tez, do celow
porownawczych oraz kontroli sity dryfu genetycznego wykorzystatam trzy linie myszy
laboratoryjnej nie selekcjonowane na zadng ceche (USI, US2 i US3) w przeciagu 16
pokolen (F16), stanowigce kontrole dla innego eksperymentu selekcyjnego prowadzonego
na wysokie, chwilowe, maksymalne tempo metabolizmu (PMR) w Zaktadzie Ekologii
Zwierzat, Instytutu Biologii Uniwersytetu w Bialymstoku nalezace do tego samego
szczepu Swiss Webster, co myszy selekcyjne.

Opisany powyzej eksperyment selekcyjny zostat réwniez wykorzystany do
przetestowania teorii metronomu blonowego (Hulbert i Else 1999) na poziomie
wewnatrzgatunkowym. Poréwnujac sktad membran biologicznych myszy laboratoryjnych
selekcjonowanych na niskie (L-BMR) i wysokie (H-BMR) tempo metabolizmu
podstawowego w przeciggu 22 pokolen (F22), Brzgk i in. (2007) wykazali, iz mimo braku
réznic w  catkowitej ilosci zarowno jednonienasyconych (MUFA), jak i
wielonienasyconych kwasow thuszczowych (PUFA) oraz w wartosci indeksu saturacji (1S),
wyrazonego proporcja kwasow MUFA/PUFA i begdacego miarg stopnia nasycenia bton
komorkowych, badane linie myszy istotnie roznily si¢ procentowg zawartoscig
poszczegdlnych kwasow ttuszczowych. Co zaskakujace, w przypadku niektorych kwasow
thuszczowych, np. wysoce wielonienasyconego kwasu dokosaheksaenowego, DHA
(C22:6n-3) Brzgki i in. (2007), wykazali catkowicie odwrotng zalezno$¢ w stosunku do
testowanej teorii. Ponadto, myszy z linii niskometabolicznej (L-BMR) posiadatly istotnie
statystycznie wyzszg warto$¢ indeksu nienasycenia (IU) bton komérkowych w porownaniu
do myszy z linii wysokometabolicznej (H-BMR), co rowniez jest w opozycji do zatozen
teorii metronomu blonowego. Innymi stowy, badane linie myszy posiadaty btony
komoérkowe o podobnej sztywnosci, tj. o zblizonej warto$ci indeksu saturacji (IS), a
jednoczesnie o odmiennym stopniu nienasycenia (IU), przez co roznity si¢ profilem
lipidowym, tzn. zawartos$cig poszczegdlnych kwasoéw ttuszczowych. Wyniki w analizach
wewnatrzgatunkowych uzyskane przez Brzegka i in. (2007) nie zdotaty zatem potwierdzi¢
membranowej teorii metronomu (Hulbert i Else 1999), co wigcej, nie wyjasnity one
mechanizmow odpowiedzialnych za obserwowane roznice w profilu lipidowym blon
komorkowych, tlhumaczac zréznicowanie w tempie metabolizmu podstawowego (BMR)
odmienng wielkos$cig metabolicznie aktywnych organow, takich jak nerki czy watroba.

Dodatkowo, opisywany eksperyment nie uwzgledniat wplywu polimorfizmu
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genetycznego, ktory, ze wzgledu na réznice filogenetyczne, moze by¢ testowany jedynie

na poziomie wewnatrzgatunkowym.

Podejscia stosowane w genetyce cech ilosciowych

Dobrze zaplanowane eksperymenty selekcyjne sg niezwykle przydatnym narzedziem
badawczym. Po uplywie kilku pokolen prowadzenia takich selekcji, gdy bezposrednie
efekty sa juz wyraznie widoczne, mozna przystapi¢ do badania skorelowanych efektow
doboru, czyli zmian innych cech niepodlegajacych bezposredniej selekcji. W pierwszej
kolejno$ci badane sg cechy roznigce si¢ na poziomie organizmalnym (Koteja i in. 1999;
2003; Swallow i in. 2001; Rezende i in. 2005; Kane i in. 2008), a nast¢pnie poszukiwane
sg glebsze mechanizmy odpowiedzialne za te zréznicowanie (Rhodes i in. 2005). Dalsze
etapy badan przeprowadza si¢ na poziomie molekularnym, gdzie poszukiwane sa geny
odpowiedzialne za réznice na poziomie tkankowym i organizmalnym (Houle-Leroy i in.
2003), jak chociazby lokalizacja loci cech ilosciowych, QTL (Nehrenberg i in. 2009), czy
poszukiwanie genow kandydatow (ang. candidate gene approach) (Zhu i Zhao 2007).
Obie wspomniane metody majg swoje wady 1 zalety. Analiza loci cech ilosciowych (QTL)
pozwala wskaza¢ jedynie fragment na chromosomie, mierzony w centymorganach (cM),
gdzie zlokalizowane sa geny potencjalnie odpowiedzialne za badang ceche. Ilo$¢ tych
genow jest jednak czesto bardzo duza, dochodzac do kilkudziesieciu, a czesto setek 1
miesci si¢ w obszarze nawet do ~20 ¢cM. Ponadto, analizy loci cech ilosciowych (QTL) sa
szeroko krytykowane za brak powtarzalnosci eksperymentéw (Broman i Speed 1999).
Drugie podejscie do genetycznej identyfikacji cech ilosciowych, tj. lokalizacja gendéw
kandydatow, zaktada, ze gldowny komponent fenotypowej zmiennosci cechy ilosciowe;j jest
spowodowany funkcjonalng mutacjag w okreslonym genie. Natomiast geny ,,kandydaci” to
geny o znanej funkcji biologicznej, bezposrednio lub posrednio regulujace procesy
zwigzane z badang cecha. Podstawowym ograniczeniem w tym podej$ciu jest wigc
posiadanie wiedzy o fizjologii, biochemii, czy aspektach funkcjonalnosci
przypuszczalnych genéw kandydatow, na ktore mialby oddziatywaé dobor (Tabor i in.
2002).
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Kandydaci na geny tempa metabolizmu podstawowego (BMR)

W kontekscie przedstawionych powyzej probleméw zwigzanych z testowaniem teorii
metronomu btonowego (Hulbert i Else 1999) uznatam za zasadne zaklasyfikowanie jako
potencjalnych kandydatéw geny kodujace enzymy i biatka odpowiedzialne za profil
lipidowy, a tym samym za stopien nienasycenia bton komorkowych, a wigc wptywajace na
tempo metabolizmu podstawowego (BMR). W zwigzku z tym, iz szlaki metaboliczne
przemian kwaséw thuszczowych sg u ssakow, w tym u myszy domowej, obecnie dobrze
poznane (Rycina 1), a enzymy biorace w nich udziat oraz kodujace je geny zostaly juz
opisane i scharakteryzowane (Guillou i in. 2010), to zaproponowane geny spehniajg
wszystkie kryteria klasyfikujace do bycia odpowiednimi kandydatami (Tabor 1 in. 2002).
Za powstawanie kwasoéw tluszczowych w organizmie ssakéw odpowiedzialna jest cala
grupa bialek enzymatycznych. Nalezy tu wymieni¢ enzymy Katalizujace reakcje
wprowadzania podwdjnych wigzan do czasteczek kwasow thuszczowych, a wigc
bezposrednio odpowiedzialnych za profil lipidowy membran biologicznych, tj. AS, A6 1
A9-desaturazy kwasow thuszczowych, kodowane odpowiednio przez geny Fadsl, Fads2
oraz Scdl, a takze elongazy, wydtuzajace tancuchy kwasoéw thuszczowych, tj. ELOVLI-
ELOVLY7, kodowane przez geny o analogicznej nazwie (Elovl1-Elovl7). Element spajajacy
stanowi tu bialko regulatorowe SREBP-1c, ktorego aktywacja prowadzi do zwigkszenia
ekspresji genéw kodujacych zaré6wno desaturazy, jak i elongazy (Biddinger i in. 2006),
kodowane przez gen Srebfl. W momencie, gdy selekcjonowane linie myszy na niskie (L-
BMR) i wysokie (H-BMR) tempo metabolizmu podstawowego przetrzymywano w
jednakowych warunkach (temperatura, dieta) oraz, jak to zostato udowodnione wczesniej
przez Brzgka i in. (2007), gdy wykazywaty one ro6znice pod wzgledem tempa metabolizmu
podstawowego (BMR) oraz sktadu lipidowego bton komorkowych, zalozytam, iz
obserwowane zroéznicowanie migdzy liniami L-BMR i H-BMR moze wynika¢ z odmiennej
aktywnos$ci desaturaz(y) i/lub elongaz(y) i/ lub biatka regulatorowego SREBP-1c lub
réznic w poziomie ekspresji kodujacych je genow spowodowanych przez istniejace w nich
polimorfizmy w obrebie kodujacych je sekwencji DNA. Na szczegdlng uwage zastuguje
fakt, iz zaproponowane przeze mnie geny kandydaci kodujg enzymy, ktére bezposrednio
wplywajg na stopien nienasycenia bton komorkowych, co jest zgodne z teorig metronomu
blonowego (Hulbert i Else 1999) oraz ma swoje implikacje w zroéznicowaniu tempa

metabolizmu podstawowego (BMR).
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Rola kwasow tluszczowych w regulacji tempa metabolizmu podstawowego (BMR)

Ostatnie kilka dekad to okres wzmozonych badan nad rolg kwasow tluszczowych,
zwlaszcza tych jednonienasyconych (MUFA) i wielonienasyconych (PUFA) w regulacji
procesoOw biologicznych. Dzieje si¢ tak dlatego, ze sa one zaangazowane w szereg
réznorodnych procesow metabolicznych (Ariyama i in. 2010; Kim i in. 2010; Simopoulos,
2011; Moreno i in. 2012; Rangel-Huerta i in. 2012; Calder, 2013; Grasso i Calderon 2013),
a zaburzenie ich metabolizmu i1 prawidlowej rownowagi w organizmie moze prowadzi¢ do
wielu powaznych dysfunkcji i chordb cztowieka (Murray i in. 1994; Nakamura i in. 1996;
Goldring i Berenbaum 2004; Lin i in. 2010; McNamara i in. 2010; Clugston i in. 2011), w
tym takze do tzw. zespotu metabolicznego (Pacholczyk i in. 2008; Jafari i in. 2013; Juarez-
Lopez, 2013; Lorente-Cebrian, 2013; Spencer i in. 2013). Nie dziwi wigc fakt, iz obecnie
na calym $wiecie prowadzi si¢ intensywne badania nad mechanizmami, ktére
odpowiedzialne s3 za zroznicowanie BMR, w tym takze u ludzi. Jest to o tyle istotne, ze
rozwigzanie tego problemu moze okazac si¢ rownoznaczne z podjeciem skutecznej walki z
nekajacym wspolczesng cywilizacje syndromem metabolicznym. Rzeczywiscie, istnienie
zwigzku pomiedzy BMR a syndromem metabolicznym potwierdzily liczne badania
(Ntambi i in. 2002; Biddinger i in. 2006).

Wplyw pojedynczego genu na zmiennos$¢ tempa metabolizmu podstawowego (BMR)

Tempo metabolizmu podstawowego (BMR) jest cechg ilosciowa, wplywajaca na
szereg zjawisk warunkujacych prawidtowe funkcjonowanie catego organizmu. Z calg
pewno$cia BMR jest determinowany przez wiele gendw. Niekiedy jednak wpltyw nawet
pojedynczego genu moze by¢ na tyle istotny, ze jego usuniecie (ang. knockout), znaczgco
zmienia poziom tempa metabolizmu. Przyktadem mogg by¢ tu badania eksperymentalne
nad otylos$cig, prowadzone na myszach pozbawionych genu kodujacego A9-desaturaze
(SCD17), ktéra jest odpowiedzialna za synteze jednonienasyconych kwasow tluszczowych
(MUFA). Badania te wykazaly, iz myszy pozbawione genu Scdl (Scdl™)
charakteryzowaty si¢ mniejszym stluszczeniem ciala oraz, €O niezmiernie istotne,
wyzszym tempem metabolizmu podstawowego, BMR (Ntambi i in. 2002; Dobrzyn i in.
2004; Lee i in. 2004; Dobrzyn i Ntambi 2005). Eksperymenty genetyczne nad mysimi

mutantami z deficytem aktywnosci A9-desaturazy (SCD1) dostarczyly rowniez informacji
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o0 roli tych mutacji w licznych procesach komoérkowych i fizjologicznych, takich jak
choroby skory (Zheng i in. 1999), czy synteza cholesterolu (Miyazaki i in. 2000).
Natomiast myszy pozbawione genu Fads2, kodujacego A6-desaturaze (FADS2), bedacego
najwazniejszym enzymem w syntezie wielonienasyconych kwaséw thuszczowych (PUFA),
posiadaty zaburzong rownowage lipidowa nabtonka jelitowego, prowadzacego do jego

owrzodzenia (Stroud i in. 2009).

Zmienno$¢ tempa metabolizmu podstawowego (BMR) wywolana sztuczng selekcja

Wyniki pomiaréw tempa metabolizmu podstawowego (BMR) myszy z pokolenia 32
(F32) potwierdzity wptyw prowadzonej selekcji na BMR badanych zwierzat. Stwierdzitam
statystycznie istotne roéznice w tempie metabolizmu podstawowego (BMR) pomigdzy
samcami nalezgcymi do linii niskometabolicznej (L-BMR) i wysokometabolicznej (H-
BMR), jak rowniez pomigdzy zwierzgtami z linii L-BMR i kazda z trzech linii
nieselekcyjnych (US1, US2, US3). Roznic takich nie wykazalam natomiast pomig¢dzy
trzema liniami nieselekcyjnymi (US), oraz, co zaskakujace, miedzy nimi a zwierzetami z
linii H-BMR (Tabela 6, Tabela 7, Wykres 1A). Brakowi roéznic w warto$ciach BMR
pomiedzy liniami H-BMR oraz US towarzyszyty rowniez niskie i nieistotne statystycznie
warto$ci  wspotczynnika zroznicowania genetycznego (Fst) pomiedzy myszami
pochodzacymi z linii H-BMR z pokolenia 22 (F22) oraz z pokolenia 32 (F32), uzyskane na
podstawie 10 loci mikrosatelitarnego DNA oraz obu loci polimorficznych (Scdl i Fads2;
Tabela 10). Brak r6znic migdzy myszami z linii H-BMR i liniami nieselekcyjnymi (US)
moze wynika¢ z faktu, iz wykorzystywane w niniejszych badaniach linie nieselekcyjne
(US) nie stanowig faktycznej kontroli dla selekcji prowadzonej na niskie i wysokie tempo
metabolizmu podstawowego (BMR), gdyz zaplanowano je jako kontrol¢ w zupelnie innym
eksperymencie selekcyjnym, prowadzonym réwnolegle w Zaktadzie Ekologii Zwierzat,
Instytutu Biologii Uniwersytetu w Bialymstoku. Linie US wykorzystane byly przeze mnie
jedynie w celu kontroli dziatania dryfu genetycznego. Jednakze, zastosowanie warto$ci
resztkowych tempa metabolizmu podstawowego (BMR) skutkowalo spodziewanymi
roznicami badanej cechy. Mianowicie myszy z linii nieselekcyjnych (US) osiggalty
wartosci posrednie pomiedzy obiema liniami selekcyjnymi (Tabela 6, Tabela 8, Wykres
1B).
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Z drugiej strony Maciak i in. (2014) w swoich badaniach, w ktoérych wykorzystywali
te same selekcyjne linie myszy tylko dwa pokolenia pozniej (F34), uzyskali zblizone
warto$ci tempa metabolizmu podstawowego (BMR) w linii L-BMR (43,06 + 1,55 vs 44,90
+ 0,62 ml Ozh™ g™ oraz w liniach US (65,19 + 1,00 vs 64,05 + 1,08 ml O.h*g?) i znacznie
wyzsze od tych uzyskanych przeze mnie w linii H-BMR (75,52 + 1,56 vs 66,56 + 1,47 ml
0;hg ™). Nalezy tu jednak podkreslié, ze wykorzystane przeze mnie samce wybieralam
losowo, tj. po ok. 60 z kazdej linii, podczas gdy Maciak i in. (2014) dokonywali pomiarow
wielkosci  erytrocytow zwierzat o skrajnych wartosciach tempa metabolizmu
podstawowego (BMR). Z drugiej strony, tego typu pomiary s3a bardzo skomplikowane
technicznie i nieodtacznie obcigzone btgdami pomiarowymi rzedu 15-20% (Konarzewski i
in. 2005; Lighton, 2008). Moga pojawi¢ si¢ one zwlaszcza w przypadku aktywniejszych
zwierzat wysokometabolicznych, poniewaz wymagaja co najmniej czterominutowego
okresu spoczynku zwierzecia, niezwykle trudnego do uzyskania u gtodzonych gryzoni,

ktore instynktownie podejmuja aktywne proby zdobycia pokarmu.

Zmiennos¢ genetyczna myszy a selekcja prowadzona na niskie i wysokie tempo

metabolizmu podstawowego (BMR)

Zmiennos¢ genetyczna W neutralnych dla doboru loci mikrosatelitarnego DNA

Badane przeze mnie linie myszy laboratoryjnej selekcjonowane przez wiele pokolen
na niskie (L-BMR) i wysokie (H-BMR) tempo metabolizmu podstawowego
charakteryzowaty sie niskim poziomem zmiennosci genetycznej. Swiadcza o tym wyniki
uzyskane na podstawie analizy genotypow dziesigciu loci mikrosatelitarnego DNA, a
mianowicie mata $rednia liczba alleli na locus (Na) oraz niskie wartosci
heterozygotycznosci oczekiwanej (He) i obserwowanej (H,). Taka mata zmiennos¢
genetyczna jest czgstym zjawiskiem w sztucznych hodowlach o ograniczonej liczbie
osobnikdw, co w kolejnych latach prowadzenia eksperymentu selekcyjnego moze
prowadzi¢ do wzrostu wsobnoSci 1 utraty zmienno$ci w wyniku dziatania dryfu
genetycznego (Lomnicki, 2009; Konczal, 2013). Rzeczywiscie, w porownywanych przeze
mnie liniach myszy z pokolenia F22 i F32 doszlo do obnizenia poziomu zmiennosci
genetycznej, przejawiajacej si¢ spadkiem $redniej liczby alleli na locus (Na). Uzyskane

przeze mnie wyniki sugeruja, iz w przeciggu dziesi¢ciu pokolen prowadzonej selekcji
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okoto 14% zmienno$ci genetycznej zostalo utracone na skutek dziatania dryfu
genetycznego. Spadek ten nastgpowal szczegdlnie w linii L-BMR, w ktorej doszto do
utraty az 18,7% zmienno$ci w F32 wzgledem F22. Natomiast myszy z linii
nieselekcjonowanych na zadng cech¢ (US) w pokoleniu F16 charakteryzowaly si¢
najwickszg zmiennoscig genetyczng (Tabela 12), co jest wynikiem oczekiwanym ze
wzgledu na mniejsza liczbe pokolen, w trakcie ktorych dziata dryf genetyczny w
porownaniu z F22 czy F32.

Tak jak wspomniatam powyzej, czestym problemem w sztucznie prowadzonych
selekcjach moze by¢ pojawiajaca si¢ wsobno$¢, wynikajaca z malej liczby osobnikéw oraz
braku przeptywu genéw migdzy grupami. Aby ja oszacowac, ponownie wykorzystatam
dane uzyskane na podstawie genotypowania analizowanych zwierzat w 10 neutralnych i
niekodujacych loci mikrosatelitarnego DNA i wyznaczylam warto$¢ wspotczynnika
inbredu (Fs), ktory byt niski i ujemny dla myszy z linii H-BMR w pokoleniach F22 i F32,
a dla myszy z linii L-BMR, niski i nieistotny statystycznie. Uzyskane warto$ci
wspotczynnika Fis wskazuja na to, iz zastosowany system kojarzen w wykorzystanym
przeze mnie eksperymencie selekcyjnym jest dobrany prawidtowo, a myszy w obrebie linii
w danym pokoleniu byty krzyzowane z minimalng wsobno$cia.

Neutralne tlo genetyczne w postaci dziesigciu loci mikrosatelitarnego DNA
wykorzystalam rowniez do oszacowania sit dryfu genetycznego (Tabela 10). I tak, warto$¢
wspolczynnika Fsr, ktory jest miarg dywergencji genetycznej migdzy liniami L-BMR i H-
BMR, wynikajacg z faktu, ze nie wymieniajg one ze sobg genow, dla 10 neutralnych loci
mikrosatelitarnego DNA wzrosta w przeciggu 10 pokolen z 0,086 w pokoleniu F22 do
0,224 w pokoleniu F32. Jezeli przyjmie si¢ zalozenie, Ze loci mikrosatelitarne sa
catkowicie neutralne 1 nie leza w poblizu gendw, na ktore dziata dobdr rozrywajacy
migdzy liniami, to uzyskany wynik oznacza, iz selekcjonowane linie myszy zréznicowaty
si¢ wskutek dziatania dryfu genetycznego, ktory po 22 pokoleniach spowodowat okoto 9%
dywergencji miedzy liniami. Zréznicowanie po kolejnych 10 pokoleniach wyniosto 22,4%
(Srednio 0,7% na pokolenie), co oznacza, ze prawie co czwarta roznica obserwowana
pomiedzy liniami selekcyjnymi moze by¢ wylacznie efektem dryfu genetycznego.
Natomiast wsrod myszy z linii nieselekcyjnych (US) $rednie Fsr wyniosto 0,152, co
oznacza ze u zwierzat, na ktore nie dziata zadna presja selekcyjna, po 16 pokoleniach, w
trakcie ktorych nie byto wymiany genéw mig¢dzy liniami, dryf genetyczny doprowadzit do

dywergencji genetycznej migdzy nimi rzedu 15%, tj. Srednio niecate 1% na pokolenie.
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Powyzsze wyniki, wskazujace na role dryfu genetycznego w ksztalttowaniu
zmienno$ci genetycznej wsrod laboratoryjnych eksperymentdéw selekcyjnych, potwierdza
mi¢dzy innymi praca Kane i in. (2008). W swoich badaniach stwierdzili oni bowiem
fenotypowa dywergencje cech zwigzanych z tempem metabolizmu pomigdzy
replikacyjnymi liniami myszy domowej selekcjonowanymi na aktywnos$¢ lokomotoryczng.
Podobnie, Mathot i in. (2013) za przyczyng obserwowanych r6zni w korelacji mig¢dzy
BMR a masg ciala pomiedzy szescioma liniami selekcyjnymi zeberki timorskiej
(Taeniopygia guttata), podaja dobor naturalny. Niniejsze wyniki, jak i te uzyskane przez
Kane i in. (2008) oraz Mathot i in. (2013) dostarczaja dowoddéw na potencjalnie wazng role
dryfu genetycznego w populacjach laboratoryjnych. Nalezy rowniez pamigta¢, ze dryf
genetyczny moze mie¢ podobne znaczenie w matych, izolowanych populacji w

srodowisku naturalnym (Garland i Carter 1994).

Zmiennos¢ genetyczna — |0Ci poddane dziataniu selekcji

Z powodzeniem uzyskalam kompletne sekwencje wszystkich zaplanowanych w
eksperymencie genow, kodujacych enzymy szlaku metabolicznego kwasow ttuszczowych,
tj. desaturaz (SCD-1c, D5D, D6D), elongaz (ELOVL1, ELOVL2, ELOVL3, ELOVLS5,
ELOVLO6), jak rowniez biatka wigzacego sekwencje¢ odpowiedzi na sterole (SREBP-1c)
(Tabela 1, Tabela 2), co pozwolito mi na zweryfikowanie polimorfizméw i przetestowanie,
czy s3 one poddane dzialaniu selekcji sztucznej. Na uwage zastuguje fakt, iz wigkszos¢
analizowanych przeze mnie gendéw, w tym wszystkie elongazy byly monomorficzne.
Miejsca zmienne (SNPs) zostaly zidentyfikowane tylko w dwoch sposrod dziewieciu
badanych genow, tj. Scdl oraz Fads2, kodujacych odpowiednio A9-desaturaz¢ (SCD-1c) i
A6-desaturaze kwasow tluszczowych (D6D). W obu przypadkach stwierdzitam obecno$¢
dwoch polimorfizméw pojedynczego nukleotydu (SNP), lezacych w kodujacych
fragmentach genow. W genie Scdl polimorfizmy te byly synonimiczne i calkowicie ze
sobg sprzezone (Rycina 2). Natomiast w genie Fads2, sposrod zidentyfikowanych
polimorfizméw (SNPs), pierwszy okazal si¢ by¢ niesynonimiczny, a wigc skutkowat
zamiang aminokwaséw w biatku, tj. waliny na izoleucyng¢, podczas gdy drugi SNP byt
synonimiczny i ponownie, catkowicie sprz¢zony z pierwszym (Rycina 3).

Polimorfizm w genie Scdl wykrytam wsrod wszystkich analizowanych zwierzat
zarbwno w pokoleniu 32 (F32), jak i 22 (F22), a takze wsrdd trzech linii myszy
nieselekcjonowanych na zadng ceche (US1, US2, US3). Frekwencje alleli 1 genotypow
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roznity si¢ pomigdzy liniami L-BMR i H-BMR z pokolenia F32 (Tabela 9). Udato si¢ mi
réwniez wykaza¢ zwiazek pomigdzy polimorfizmem w genie Scdl a tempem metabolizmu
podstawowego (BMR). Myszy posiadajgce allel A, tj. o genotypach AA lub AT byly
czestsze w linii H-BMR, przez co charakteryzowaly sie¢ wyzszym tempem metabolizmu
podstawowego (BMR) w poréwnaniu do homozygot TT (Wykres 2). Ponadto, zwierzgta z
linii nieselekcjonowanych na zadng ceche roznily si¢ pod wzgledem frekwencji alleli od
obu linii selekcyjnych (L-BMR) i (H-BMR) w pokoleniu F32, cho¢ wartoSci te byly
bardziej zblizone do tych uzyskanych w linii wysokometabolicznej (H-BMR) 0 podobnym
tempie metabolizmu podstawowego, BMR (Tabela 6, Tabela 7, Wykres 1A).

Z drugiej strony, zwierzgta z obu linii selekcyjnych w pokoleniu F22 nie roznity si¢ od
siebie pod wzgledem frekwencji alleli w genie Scdl. Co wigcej, bardzo wysokie i istotne
statystycznie zréznicowane genetyczne pomig¢dzy liniami selekcyjnymi w pokoleniu F32,
brak takiego zréznicowania w pokoleniu F22 oraz podobnie, jak w pokoleniu F32 wysokie
warto$ci wspotczynnika Fst dla linii nieselekcyjnych (US) sugerujg, iz obserwowana
zmienno$¢ jest raczej wynikiem dziatania dryfu genetycznego, a nie skutkiem prowadzone;j
selekcji (Tabela 9).

Zatem, pozytywny wynik testu na selekcje w locus Scdl (Rycina 4) przeprowadzony
w programie LOSITAN z wykorzystaniem 10 loci mikrosatelitarnego DNA jako
neutralnego tla genetycznego okazal si¢ prawdopodobnie artefaktem, a wicksze
zroznicowanie genetyczne w locus Scdl pomigdzy myszami pochodzacymi z linii
selekcyjnych z pokolenia F32 w poréwnaniu do loci mikrosatelitarnego DNA jest raczej
wynikiem dziatania dryfu genetycznego niz prowadzonej selekcji na tempo metabolizmu
podstawowego (BMR). Dodatkowym argumentem potwierdzajagcym poprawnos¢ takiego
wnioskowania jest wynik analogicznie przeprowadzonego testu wérdd myszy nalezacych
do trzech linii nieselekcjonowanych na zadng ceche (US), ktory ponownie wskazat locus
Scdl, jako kandydata na dziatanie selekcji (Rycina 6), cho¢ myszy z linii US takiej selekcji
nie podlegaty. Tak wiec przypadkowy, bo wynikajacy z dziatania dryfu genetycznego,
wzrost czgstosci allelu A w genie Scdl, jednoczesnie pokryt si¢ z nieoczekiwanie
wysokimi warto§ciami BMR u zwierzat pochodzacych z linii nieselekcjonowanych na
zadng cechg (US).

Natomiast polimorfizm, ktory zidentyfikowalam w genie Fads2, rowniez wystepowat
wsrod wszystkich analizowanych zwierzat zarowno w pokoleniu F32, jak i F22, a takze
wsérod trzech linii myszy nieselekcjonowanych na zadng ceche (USI1, US2, US3).

Frekwencja alleli A i G w tym genie istotnie rdznita si¢ pomiedzy liniami L-BMR i H-
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BMR w obu pokoleniach myszy (F22 1 F32). Wariant A6-desaturazy kwasow
thuszczowych (D6D) z waling, a mianowicie allel G, byt czestszy w linii H-BMR (Tabela
9) zarowno w pokoleniu F32, jak i w pokoleniu F22. Wysokie i istotne statystycznie
zroznicowanie genetyczne pomig¢dzy liniami selekcyjnymi w pokoleniu F22 oraz
jednoczes$nie niskie i nieistotne zrdéznicowanie pomig¢dzy trzema liniami nieselekcyjnymi,
sugeruja, ze obserwowany polimorfizm w genie Fads2 jest wynikiem dzialania selekcji, a
nie dryfu genetycznego. Mimo, iz 10 pokolen pdzniej warto$¢ zréznicowania
genetycznego w genie Fads2 pomiedzy liniami L-BMR i H-BMR zmniejszyta si¢ z
wysokiej do umiarkowanej, to nadal byto wigksze w stosunku do tego obserwowanego u
myszy z linii nieselekcyjnych (Tabela 10). Obserwowany spadek wartosci wspotczynnika
zroznicowania genetycznego (Fst) W genie Fads2 w przeciggu 10 pokolen moze byé
bezposrednim efektem takiego, a nie innego doboru myszy do kolejnego pokolenia w
eksperymencie. Dodatkowo, maskujace dziatanie dryfu genetycznego, ktory poglebia si¢ z
kazdym kolejnym pokoleniem prowadzenia eksperymentu selekcyjnego, utrudnia, a
niekiedy uniemozliwia testowanie dziatania selekcji.

Majac na uwadze powyzsze wyniki, w celu wiarygodniejszej identyfikacji loci
poddanych dzialaniu selekcji wykorzystalam jedynie myszy z pokolenia F22, gdzie
poziom dryfu genetycznego byl mniejszy 1 nie maskowat efektu dziatania selekcji. Jako
neutralne tto genetyczne dla genu Fads2 ponownie postuzytam si¢ dziesigcioma loci
mikrosatelitarnego DNA, wykorzystujac program LOSITAN. Tylko w locus Fads2
obserwowane zroznicowanie genetyczne, wyrazone wartosciag wspotczynnika Fst
pomiedzy liniami L-BMR i H-BMR bylo na tyle duze, Ze nie mozna go ttumaczy¢ jedynie
dziataniem dryfu genetycznego, czyniac ten gen kandydatem na dziatanie selekcji (Rycina
5). Co wigcej, udato mi si¢ rowniez wykaza¢ zwigzek pomigdzy polimorfizmem w genie
Fads2 a tempem metabolizmu podstawowego (BMR). Myszy posiadajace allel A, tj. o
genotypach AA lub AG, charakteryzowaty si¢ nizszym BMR w poréwnaniu do homozygot
GG (Wykres 3). Natomiast analogicznie przeprowadzony test wsréd myszy nalezacych do
trzech linii nieselekcjonowanych na zadng ceche (US) zgodnie z oczekiwaniami nie
wskazat locus Fads2, jako kandydata na dziatanie selekcji (Rycina 6).

Co ciekawe, kiedy wykonatam dopasowanie (ang. alignment) wszystkich dostepnych
sekwencji genu Fads2 roznych ssakow zdeponowanych w internetowej bazie GenBanku
(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/genbank), tj. czlowieka (Homo sapiens; nr GenBanku:
AF084559.1), orangutana sumatrzanskiego (Pongo  abelii; nr  GenBanku:
NM_001135502.1), pawiana oliwkowego (Papio anubis; nr GenBanku: EU780003.1),
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bydla domowego (Bos taurus; nr GenBanku: NM_001083444.1), dzika (Sus scrofa; nr
GenBanku: GU250734.1), szczura wedrownego (Rattus norvegicus; nr GenBanku:
NM_031344.2) oraz myszy domowej (Mus musculus; nr GenBanku: AF084559.1),
okazalo sie, ze wariant A6-desaturazy kwasow ttuszczowych (D6D) z izoleucyng w
zidentyfikowanym przeze mnie miejscu polimorficznym jest charakterystyczny dla
wszystkich porownywanych gatunkéw oraz myszy z linii niskometabolicznej (L-BMR),
posiadajgcych genotyp AA lub AG. Jedynie sekwencje genu Fads2 myszy domowej z
GenBanku oraz myszy selekcjonowanej na wysokie tempo metabolizmu (H-BMR)
posiadaly genotyp GG. Jako duze zwierzgta statocieplne powyzsze gatunki ssakow, dla
ktorych sekwencje genu Fads2 zostaty zdeponowane w GenBanku, posiadajg nizsze tempo
metabolizmu podstawowego (BMR) w przeliczeniu na jednostk¢ masy ciata w poréwnaniu
do niewielkich rozmiaréw myszy domowej (Peters, 1983; Hayssen 1 Lacy 1985). Dlatego
tez nieprzypadkowym moze by¢ fakt, ze majg one w tym miejscu biatka ten sam wariant
aminokwasowy w enzymie D6D, co myszy z linii niskometabolicznej (L-BMR). Wynik
ten moze dodatkowo potwierdzaé, iz zidentyfikowany nowy polimorfizm w genie Fads2
jest zwigzany z tempem metabolizmu podstawowego (BMR).

Sposréd wszystkich badanych przeze mnie gendéw szlaku przemian kwasow
thuszczowych, jedynie w genie Fads2, kodujagcym A6-desaturaze (D6D), udato mi si¢
zidentyfikowa¢ nowy, funkcjonalny polimorfizm. Nie wykazatam roznic na poziomie
ekspresji tego, jak rowniez wszystkich pozostatych genow, tj. Scdl, Fadsl, Elovll, Elovi2,
Elovi3, Elovl5, Elovl6, Srebfl. Analiza sktadu lipidowego kwasow tluszczowych we
frakcji lipidow calkowitych (TL) oraz fosfolipidow (PL) wykazala natomiast
zroznicowanie w procentowym udziale niektorych kwasoéw, zard6wno pomigdzy liniami
selekcyjnymi L-BMR i H-BMR, jak i pomigdzy myszami, posiadajacymi roézne genotypy
w genie Fads2, gtéwnie migdzy heterozygotami AG a homozygotami GG. Oznacza to, iz
obserwowane zrdznicowanie w profilu lipidowym, przy jednoczesnym braku réznic w
ekspresji wszystkich badanych gendéw, moze wynikaé jedynie z odmiennej aktywnoS$ci
enzymow kodowanych przez polimorficzne geny.

Sposrod wszystkich znanych ssaczych desaturaz kwasow thluszczowych, a mianowicie
A9-desaturazy (SCD1), A5-desaturazy (D5D) i A6-desaturazy (D6D), jedynie D6D inicjuje
kaskade desaturacji i elongacji, podczas ktorej egzogenne, a wiec dostarczane tylko w
diecie prekursory wielonienasyconych kwasow tluszczowych (PUFA) sg przeksztatcane do
wysoce nienasyconych kwasow tluszczowych (Stoffel i in. 2008). W momencie, gdy

selekcjonowane linie myszy przetrzymywano w jednakowych warunkach, tj. w takiej
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samej temperaturze oraz karmiono je identycznym pokarmem oraz, jak to zostalo
udowodnione wczesniej przez Brzeka i in. (2007), a nast¢pnie potwierdzone w badaniach
wiasnych, gdy wykazywaty one roznice pod wzgledem BMR oraz sktadu lipidowego bton
komorkowych, to przy stwierdzonym przeze mnie braku réznic w ekspresji badanych
genow obserwowane zréznicowanie miedzy liniami L-BMR i H-BMR moze wynikaé z
odmiennej aktywnosci desaturaz(y), spowodowanej przez istniejace w niej/nich
polimorfizmy.

System selekcyjny, ktéory wykorzystalam w badaniach wilasnych umozliwit mi
okreslenie roli genetycznie uwarunkowanych wariantow A6-desaturazy (D6D) w kontroli
sktadu lipidowego hepatocytow, a przez to w regulacji tempa metabolizmu podstawowego
(BMR). Badania genetyczne nad mysimi mutantami z deficytem aktywnosci A6-
desaturazy (D6D), bedacej kluczowym enzymem w syntezie wielonienasyconych kwasow
thuszczowych (PUFA), juz wecze$niej dostarczyty wielu informacji na temat roli
nienasyconych kwasow thuszczowych w procesach komérkowych i fizjologicznych, takich
jak owrzodzenia jelit (Stroud i in. 2009), czy rozwo6j meskich komorek piciowych (Stoffel 1
in. 2008) oraz potwierdzily, ze D6D jest jedyna desaturaza, ktora katalizuje reakcje
przeksztalcenia kwasu linolowego; LA (C18:2n-6) do wielonienasyconych kwasow

thuszczowych (PUFA).

Weryfikacja teorii metronomu blonowego na poziomie wewnatrzgatunkowym

W celu przetestowania prawidtowosci opisanych w teorii metronomu btonowego
(Hulbert i Else 1999) na poziomie wewnatrzgatunkowym, zgromadzilam dane dotyczace
polimorfizmu sekwencji DNA oraz ekspresji wszystkich analizowanych genow,
aktywnos$ci enzymoéw, kodowanych przez polimorficzne sekwencje, a mianowicie A9-
desaturazy (SCD-1c) i A6-desaturazy (D6D) oraz aktywnoSci pompy sodowo-potasowej
(Na'/K*-ATPazy), a takze skladu lipidowego blon komérkowych, na podstawie ktorego
wyznaczytam indeksy saturacji (1S), nienasycenia (IU) oraz peroksydacji (IP) bton
biologicznych myszy selekcjonowanych na niskie (L-BMR) i wysokie (H-BMR) tempo
metabolizmu podstawowego.

Do ustalenia indekséw aktywnosci A9-desaturazy (IXA SCD-1c) oraz A6-desaturazy
(IxA D6D) wykorzystatam dane dotyczace procentowego udziatu kwasow thuszczowych

we frakcji lipidow catkowitych (TL), poniewaz enzymy maja wplyw na ilo$ci substratow 1

113



produktéw katalizowanych przez siebie reakcji w catej komorce, a nie tylko na ich udziat
w poszczegdlnych frakcjach (Martinelli i in. 2008; Warensj6 i in. 2009). Tym samym
wykazatam réznice pomiedzy myszami z linii L-BMR i H-BMR zaréwno w IxA SCD-1c
(Tabela 14, Tabela 17, Wykres 4A), jak i w IxA D6D (Tabela 14, Tabela 18, Wykres 5A)
oraz pomig¢dzy genotypami AA i TT oraz AT i TT w genie Scdl (Tabela 15, Wykres 4B), a
takze pomiedzy genotypami AG i GG w genie Fads2 (Tabela 16, Wykres 5B).

Zwierzeta z linii niskometabolicznej (L-BMR) charakteryzowaly si¢ wyzszym
indeksem aktywnos$ci A9-desaturazy kwasow ttuszczowych (IxA SCD-1¢) w porownaniu
do myszy z linii wysokometabolicznej (H-BMR) oraz z linii nieselekcyjnych (Wykres 4A).
Co wigcej, zwierzeta z linii H-BMR oraz z linii nieselekcyjnych (US) o podobnym tempie
metabolizmu podstawowego, BMR (Wykres 1A) nie roznily si¢ takze pod wzgledem IxA
SCD-1c (Tabela 17, Wykres 4A). W zwigzku z tym, ze enzym ten odpowiada za syntezg
jednonienasyconych kwasow tluszczowych (MUFA), to procentowa zawarto$¢ tych
kwasow we frakcji lipidow calkowitych (TL) u myszy z linii L-BMR byla réwniez
wigksza (Tabela 14). Wyniki te bardzo dobrze koresponduja z tymi uzyskanymi dla
genotypow w genie Scdl, a mianowicie zwierzeta posiadajgce niskie tempo metabolizmu,
a wiec bedgce homozygotami TT w genie Scdl (Wykres 2), posiadaly rowniez wyzsza
warto$¢ IxA SCD-1c (Tabela 15, Wykres 4B), co rowniez przektadalo si¢ na wigksza
zawarto$¢ jednonienasyconych kwasow tlhuszczowych (MUFA) we frakcji lipidow
catkowitych (TL) w poréwnaniu zarowno do homozygot AA, jak i1 heterozygot AT, ktore
nie roznity si¢ od siebie ani pod wzgledem tempa metabolizmu podstawowego, BMR
(Wykres 2), jak i IXA SCD-1c (Tabela 15, Wykres 4B) oraz procentowej zawartosci
kwasow MUFA we frakcji lipidow catkowitych, TL (Tabela 15). Co wigcej, wartos$¢ IxA
SCD-1c ujemnie korelowata z tempem metabolizmu podstawowego, BMR (Wykres 7)
oraz dodatnio z procentowg zawartoscig kwasow MUFA we frakcji lipidow catkowitych,
TL (Wykres 19A), oraz fosfolipidow, PL (Wykres 19B), co jest zgodne z teorig
metronomu btonowego (Hulbert 1 Else 1999). Jednakze teoria ta opiera si¢ na sktadzie bion
komorkowych, a wigc odnosi si¢ do ilosci kwasow thuszczowych we frakcji fosfolipidow
(PL). I tak, mimo wyzszej aktywnosci desaturazy SCD-1c u myszy z linii L-BMR, nie
mialo to przelozenia na wigksza ilos¢ kwasow MUFA we frakcji fosfolipidow (PL) w
porownaniu do myszy z linii H-BMR (Tabela 14), a myszy o genotypie TT posiadaty
najnizszy procentowy udziat tych kwasow (Tabela 15), co z kolei przeczy zalozeniom
teorii metronomu btonowego (Hulbert i Else 1999). Powyzsze wyniki sugeruja, iz w

porownaniach wewnatrzgatunkowych, mimo ze teoria metronomu btonowego sprawdza
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si¢ na poziomie komoérkowym, to na poziomie organizacji budowy membrany biologicznej
moze przyjmowac catkowicie odwrotne zalezno$ci.

W celu sprawdzenia, w jaki sposob obserwowany polimorfizm w genie Fads2,
kodujacym A6-desaturaze kwasdéw thuszczowych (D6D), wptywa na BMR wyznaczytam
indeks aktywnosci tego enzymu (IxA D6D) na podstawie danych z oznaczen
procentowego udziatu kwaséw thuszczowych we frakeji lipidow catkowitych (TL).
Wysoka warto$¢ IxA D6D charakteryzowata zwierzeta z linii niskometabolicznej, L-BMR
(Tabela 14, Wykres 5A), a wigc posiadajace allel A w uktadzie homozygotycznym i
heterozygotycznym (Wykres 3). Jednak poréwnanie wartosci tego indeksu pomigdzy
trzema genotypami w genie Fads2 wskazato na istnienie istotnych statystycznie roznic
jedynie miedzy heterozygotami AG a homozygotami GG (Tabela 16, Wykres 5B). To, ze
homozygoty AA wykazaty najnizsze wartosci IxA D6D mozna ttumaczy¢ jedynie bardzo
matg liczbg osobnikow, bo wynoszaca zaledwie sze$¢ sztuk. Niska wartos¢ IxA D6D
wsrod homozygot GG, czy osobnikéw z linii H-BMR, sugerowalaby ze enzym wolniej
katalizuje reakcje, a tym samym ilo§¢ syntezowanych wielonienasyconych kwasow
thuszczowych (PUFA), bedacych produktami tego enzymu, powinna by¢ mniejsza, CO po
raz kolejny jest w opozycji do teorii metronomu btonowego (Tabela 14, Tabela 16).
Stwierdzitam rowniez negatywng korelacje migedzy warto$ciami IxA D6D a procentowym
sktadem wielonienasyconych kwasow thuszczowych (PUFA) we frakeji lipidow
catkowitych, TL (Wykres 21A) 1 brak takiej zalezno$ci we frakcji fosfolipidow, PL
(Wykres 21B). Co wigcej, wartos¢ IxA D6D ujemnie korelowata z tempem metabolizmu
podstawowego, BMR (Wykres 8). Nie udato mi si¢ jednak ustali¢, jak aktywno$¢ tego
enzymu przekltada si¢ na ilo$¢ poszczegdlnych kwasoéw thuszczowych we frakeji
fosfolipidow (PL). Moze by¢ to zwiazane z tym, iz osobniki posiadajace okreslone
allozymy D6D, tj. heterozygoty AG: wariant z waling 1 izoleucyng oraz homozygoty GG:
wariant jedynie z waling, wykazuja odmienne powinowactwo do okreslonych substratow,
wptywajac na ich skltad w blonach komoérkowych. Aspekt ten wymaga jednak dalszych
analiz.

Aby lepiej zrozumie¢, w jaki sposob zidentyfikowany przeze mnie niesynonimiczny
polimorfizm w genie Fads2 moze wptywac¢ na aktywno$¢ kodowanego przez siebie biatka,
nalezatoby przyjrze¢ si¢ doktadnie blonowej topologii mysiej A6-desaturazy kwaséw
thuszczowych (D6D). Powyzszy SNP jest mianowicie zlokalizowany w pierwszej z dwoch
transbtonowej domenie, w odleglosci zaledwie 17 aminokwasoéw przed pierwsza z trzech

konserwatywng domeng bogata w histydyny, wigzaca nichemowe zelazo, co jest niezbedne
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do uzyskania aktywno$ci enzymatycznej (Shanklin i in. 1994). Ponadto, kazda mutacja
niesynonimowa, prowadzaca do zmiany aminokwasowej, skutkuje powstawaniem biatka o
czesciowo zmienionej konformacji. Takie zmiany moga by¢ subtelne, aczkolwiek kiedy sg
zlokalizowane w poblizu waznych funkcjonalnie regiondw, mogg znaczaco wptywac na
zmiany w aktywnosci enzymatycznej (Ng i Henikoff 2001).

Opisywany powyzej, niesynonimiczny polimorfizm w genie Fads2 prowadzi do
produkcji dwoch wariantow biatka D6D, roznigcych si¢ przez to aktywnoscia
enzymatyczng. O ile stosunkowo fatwo mozna wytlumaczy¢ taki mechanizm, o tyle trudno
zrozumie¢, skad biorg si¢ rdéznice w indeksie aktywnosci A9-desaturazy kwasow
thuszczowych (IxA SCD-1c) kodowanej przez gen Scdl, nie wykazujacy roznic w
poziomie ekspresji, a w ktorym zidentyfikowany przeze mnie polimorfizm ma charakter
mutacji ,,milczacej”. Odpowiedzi na to pytanie moga dostarczaé wyniki badah
przeprowadzone przez Kimchi-Sarfaty i in. (2007). Dowiedli oni, iz synonimiczna mutacja
w genie biatka opornosci wielolekowej (MDR1), kodujacej glikoproteing P z rodziny
transporterow blonowych ABC, prowadzi do zmiany kinetyki procesu translacji, a w
konsekwencji do odmiennej konformacji i funkcji powstajacego biatka. Natomiast Sauna i
in. (2007) wykazali, ze mutacja ta istotnie wplywa na skuteczno$¢ terapii chorob
nowotworowych. A zatem, mutacje synonimiczne nie zawsze s3 ,,milczace” (Komar,
2007). Okazuje sie, iz u wielu organizmOw istnieje nierdwnomierne wystgpowanie
poszczegbdlnych kodondéw (Sharp i in. 1986), a ilo§¢ odpowiadajacych im czasteczek tRNA
jest proporcjonalna do czestosci ich wykorzystywania w procesie translacji. Dlatego tez,
kodony rzadziej wystepujace w mRNA s3g wolniej przepisywane na jezyk aminokwasow.
To z kolei zmienia kinetyke procesu translacji, prowadzac do zmian w konformacji, a w
konsekwencji moze powodowaé roznice w aktywnosci powstajacego biatka (Komar,
2007). W przypadku zidentyfikowanej przeze mnie mutacji w genie Scdl, powstajace
czasteczki mRNA roznily si¢ wystepowaniem kodonow GCA 1 ACG w allelu A oraz GCU
i ACA w allelu T (Rycina 2). Zgodnie z danymi literaturowymi (Castro-Chavez, 2012)
czesto$¢ wystgpowania tych kodonéw w genomie cztowieka, ktéra jest proporcjonalna u
myszy, wynosi odpowiednio 1,58% i 0,61% w przypadku allelu A oraz 1,84% i 1,51% w
allelu T. Dane te potwierdzajg zatem uzyskane przeze mnie wyniki dotyczace indeksow
aktywno$ci A9-desaturazy kwasoéw tluszczowych (IxA SCD-1c) kodowanej przez oba
warianty genetyczne. Myszy, posiadajace allel T w genie Scdl, skladajacy si¢ z czgsciej
wystepujacych w genomie kodonéw, charakteryzowaty si¢ wyzszym IxA SCD-1c niz

myszy posiadajace w tym genie allel A, zawierajacy kodony rzadziej reprezentowane.
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Jako wyznacznik tempa metabolizmu podstawowego (BMR), czyli swoisty metronom
btonowy, czgsto traktowany jest procentowy udzial jego koncowego produktu, tj. kwasu
dokozaheksaenowego, DHA (C22:6n-3) we frakcji fosfolipidow, PL (Hulbert i Else 1989;
Couture i Hulbert 1995; Hulber i in. 2002a; 2002b). Nie udato mi si¢ jednak odnotowac
istotnych statystycznie rdznic w procentowym udziale kwasu DHA zaréwno pomiedzy
liniami selekcyjnymi myszy, tj. L-BMR i H-BMR (Tabela 14), jak réwniez pomiedzy
genotypami w genie Fads2 (Tabela 16). Roznice takie zaobserwowalam natomiast w
procentowym sktadzie kwasu DHA we frakcji lipidow catkowitych (TL) pomigdzy liniami
selekcyjnymi oraz homozygotami AA i GG, aczkolwiek ponownie odwrotnie, niz zaktada
to teoria metronomu btonowego (Hulbert i Else 1999). Nastepnie sprawdzitam, czy badane
linie myszy r6znig si¢ sktadem innych kwasow tluszczowych we frakeji fosfolipidow (PL),
budujacych ich btony komorkowe, szczegodlnie iloscig kwasu oleinowego, OA (C18:1n-9),
ktory wedlug teorii metronomu jest wyznacznikiem niskiego tempa metabolizmu
podstawowego (BMR). Udato mi si¢ ustali¢, ze takie zrdéznicowanie wystepuje zardwno
miedzy liniami (Tabela 14), jak i genotypami AA i AT a homozygotami TT w genie Scdl
(Tabela 15). Jednakze, zwierzeta z linii L-BMR posiadaly mniejszy udziat kwasow OA we
frakcji fosfolipidow (PL) niz samce z linii H-BMR, podczas gdy homozygoty TT, a wiec
charakteryzujace si¢ nizszym tempem metabolizmu podstawowego (BMR), posiadaty
réwniez mniejszy udzial tego kwasu w porownaniu do wysokometabolicznych homozygot
AA 1heterozygot AT, co po raz kolejny jest w opozycji do teorii metronomu blonowego.

Wedtug teorii metronomu blonowego (Hulbert 1 Else 1999) zwierzeta o nizszym
tempie metabolizmu podstawowego (BMR) charakteryzuja si¢ wysokim udzialem
jednonienasyconych (MUFA) 1 jednocze$nie niska zawartosciag wielonienasyconych
kwasow tluszczowych (PUFA) w membranach biologicznych, co z kolei przektada si¢ na
wyzszy indeks saturacji (IS), nizszy indeks nienasycenia (IU), a wigc mniejsza plynnos¢
bton komorkowych oraz nizsza wartoscig indeksu peroksydacji (IP), bedaca miarg
podatnosci bton na destrukcyjne dziatanie reaktywnych form tlenu (ROS), w poréwnaniu
do organizmdéw o wyzszym tempie metabolizmu. Wyniki niniejszych badan nie zdotaty
jednak w Zaden sposob potwierdzi¢ przytoczonych powyzej zatozen teorii. Co wigcej,
wykazatam dokladnie odwrotne zaleznosci, a mianowicie, porownujac myszy z linii
selekcjonowanej na niskie (L-BMR) i wysokie (H-BMR) tempo metabolizmu
podstawowego odnotowatam istotnie mniejszy udzial nasyconych (SFA) i
jednonienasyconych (MUFA) oraz wickszy wielonienasyconych (PUFA) kwasoéw

thuszczowych we frakcji fosfolipidow (PL) w linii L-BMR. Natomiast zwierzgta z linii H-
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BMR charakteryzowaly si¢ wyzsza warto$cig indeksu saturacji (IS) bton komérkowych,
podczas gdy indeksy nienasycenia (IU) oraz peroksydacji (IP) nie réznity si¢ istotnie
statystycznie pomi¢dzy dwiema liniami selekcyjnymi (Tabela 14).

Poszukujgc odpowiedzi na pytanie, w jaki sposob polimorfizmy w genach Fads2 i/lub
Scdl wptywaja na tempo metabolizmu podstawowego (BMR), poczatkowo zaktadatam, iz
moze mie¢ to zwigzek z re-aranzacja skladu kwasow tluszczowych w blonach
komoérkowych, wynikajgcg np. z odmiennej aktywnosci desaturaz SCD-1c (IXA SCD-1c)
i/lub D6D (IxA D6D), tym samym zmieniajgcg stopien ptynnosci bton (IS i/lub IU) oraz
ich podatno$¢ na peroksydacje (IP). Niniejsze badania nie zdolaly potwierdzi¢ tych
hipotez. Okazato si¢ bowiem, iz myszy nalezace do linii L-BMR i H-BMR miaty
odmienny profil lipidowy w btonach, co skutkowato ré6znicami w indeksie saturacji (IS),
ale nie w indeksie nienasycenia (IU) oraz peroksydacji (IP) blon komérkowych (Tabela
14). Nalezy w tym miejscu podkresli¢, iz mimo ze oba indeksy, tj. saturacji (IS), jak
réowniez nienasycenia (IU) blon komoérkowych odzwierciedlajg w pewien sposéb stopien
ich plastyczno$ci 1 pltynnosci, to nie sg to pojecia rownorzedne (Hulbert i in. 2007). Indeks
saturacji (IS), bedacy stosunkiem jednonienasyconych (MUFA) do wielonienasyconych
(PUFA) kwasow tluszczowych, wskazuje na stopien nasycenia, a wiec sztywnoS$ci
membran biologicznych. Natomiast indeks nienasycenia (IU) wskazuje na to, jaki wktad
maja poszczegdlne frakcje nienasyconych kwasow tluszczowych w finalng ptynnos¢
btony, co w konsekwencji przektada si¢ na warto$¢ indeksu peroksydacji (IP).
Odnotowane przeze mnie roznice w indeksie saturacji (IS) oraz brak réznic w indeksach
nienasycenia (IU) oraz peroksydacji (IP) sg wigc mozliwe. Co wiecej, roéznice W stopniu
nasycenia membran biologicznych (IS) byly odwrotne w stosunku do zatozen teorii
metronomu. Oznacza to, ze rzeczywiscie wynikajaca z odmiennej aktywnosci IxA SCD-1c
(Wykres 20) oraz IxA D6D (Wykres 22) re-aranzacja sktadu bton komorkowych,
doprowadzita do tego, iz zwierzeta z linii L-BMR posiadaty btony mniej nasycone (IS), ale
ciggle w podobnym stopniu przepuszczalne (IU) jak btony zwierzat z linii H-BMR, co z
kolei zabezpieczato blony komorkowe przed zwigkszeniem podatnosci na peroksydacje,
ktora u gatunku matego, statocieplnego ssaka i tak osigga gorne wartosci obserwowanej w
przyrodzie zmiennosci (Tabela 14). Podobne zaleznosci zaobserwowatam wsréd myszy
posiadajacych rdézne warianty w genie Scdl, a mianowicie homozygoty TT,
charakteryzujace si¢ niskim tempem metabolizmu podstawowego (BMR) posiadaty
mniejszg warto$¢ indeksu saturacji (IS) w porownaniu do wysokometabolicznych

heterozygot AT, przy jednoczesnie nieréznigcych si¢ warto$ciach indeksow nienasycenia
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(IU) i peroksydacji (IP) bton komorkowych (Tabela 15). Natomiast pordéwnania
genotypoOw w genie Fads2 nie wykazaly zadnych réznic zarbwno w indeksach saturacji
(IS), jak 1 nienasycenia (IU) 1 peroksydacji (IP) blon komorkowych. Jednakze,
wspomniane wczesniej roznice w procentowym udziale wielonienasyconych kwasow
thuszczowych (PUFA) miedzy roznymi wariantami genetycznymi genu Fads2 wskazuja, ze
brak roznic w wartosciach poszczegdlnych indeksow (IS, IU, IP) wynika z re-aranzacji
sktadu lipidowego bton komorkowych (Tabela 16).

Sytuacja komplikuje si¢ w momencie testowania, jak poszczegédlne klasy kwasow
thuszczowych oraz wyznaczone na ich podstawie indeksy saturacji (IS), nienasycenia (IU) i
peroksydacji (IP) koreluja z BMR. Jedynym zgodnym z teorig metronomu blonowego
(Hulbert i Else 1999) wynikiem jest ujemna zalezno$¢ pomig¢dzy procentowym udziatem
jednonienasyconych kwasow ttuszczowych (MUFA) we frakcji lipidow catkowitych (TL)
a tempem metabolizmu podstawowego, BMR (Wykres 11). Jednak przeprowadzajac
analogiczng korelacje dla kwasow MUFA we frakcji fosfolipidow (PL), a wiec odnoszacej
si¢ do skladu bton, zalezno$¢ ta okazala si¢ dodatnia, co przeczy teorii metronomu
(Wykres 12). Niezgodne z zatozeniami teorii metronomu btonowego wyniki uzyskatam
rowniez dla nasyconych (SFA) i wielonienasyconych kwaséw ttuszczowych (PUFA).
Okazato si¢ bowiem, ze kwasy SFA we frakcji lipidow catkowitych (TL) dodatnio
korelowaty z BMR (Wykres 9), podczas gdy we frakcji fosfolipidow (PL) brak bylo takiej
zalezno$ci (Wykres 10). Natomiast zalezno$¢ migdzy iloscig kwasow PUFA a BMR we
frakcji fosfolipidow (PL) byta ujemna (Wykres 14) i1 nieistotna we frakcji lipidow
catkowitych, TL (Wykres 13). Wynik ten jest w opozycji do uzyskanego przez Valencak i
Ruf’a (2007), ktérzy nie stwierdzili zalezno$ci miedzy kwasami n-3 PUFA a BMR. Moze
to wynika¢ z faktu, Ze w niniejszych badaniach zebralam wszystkie rodziny kwasow
PUFA, a nie ograniczytam si¢ jedynie do rodziny kwaséw n-3. Co wiecej, wykrytam
dodatniag zalezno$¢ pomiedzy indeksem saturacji (IS) a BMR (Wykres 15) oraz nieistotne
korelacje dla indeksow IU (Wykres 16) 1 IP (Wykres 17), co po raz kolejny nie potwierdza
zalezno$ci opisanych w teorii metronomu btonowego (Hulberta i Else 1999) na poziomie
wewnatrzgatunkowym.

Teoria metronomu btonowego (Hulbert i Else 1999) zaklada, iz wzrost wartosci
indeksu saturacji (IS) bton komérkowych wplywa ujemnie na aktywno$¢ zwigzanych z
nimi biatek blonowych, szczegdlnie pompy sodowo-potasowej (Na'/K-ATPazy), co z
kolei powinno prowadzi¢ do spadku BMR. Niniejsze badania wskazuja, iz myszy nalezace

do linii L-BMR i H-BMR (Wykres 6A) oraz posiadajgce rozne genotypy w genach Scdl
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(Wykres 6B) oraz Fasd2 (Wykres 6C) nie roznily sig¢ istotnie aktywno$cig pompy sodowo-
potasowej (Na'/K*-ATPazy). Taki wynik nie dziwi, poniewaz enzym znajdowat si¢ w tak
samo ptynnym S$rodowisku btonowym, rozumianym jako identyczna warto$¢ indeksu
nienasycenia blon biologicznych, IU (Tabela 14, Tabela 15, Tabela 16). Co wigcej,
przeprowadzona przeze mnie korelacja pomiedzy aktywnoscig pompy sodowo-potasowej
(Na'/K-ATPazy) a tempem metabolizmu podstawowego (BMR) okazala si¢ nieistotna
statystycznie (Wykres 18). Wyniki badan, dotyczgce aktywnosci pompy sodowo-
potasowej (Na'/K-ATPazy) nie moga wigc ani potwierdzi¢ ani podwazyé teorii

metronomu btonowego.

Podsumowanie

Teoria metronomu btonowego (Hulbert i Else 1999) stanowi wazny element spajajacy
wiele teorii biologicznych 1 ewolucyjnych, a przede wszystkim ttumaczy w prosty sposob
mechanizmy warunkujace zréznicowanie tempa metabolizmu podstawowego (BMR) na
poziomie migdzygatunkowym. Z jednej strony jej zalozenia doskonale sprawdzajg si¢ w
poréwnaniach réznych gatunkow, czy tez gromad zwierzat, a z drugiej, proby jej
testowania w obrgbie jednego gatunku przynosza czesto odmienne 1 nierzadko
przeciwstawne wnioski (Speakman, 2005b; Brzek i in. 2007; Valencak i Ruf 2007,
Polymeropoulos i in. 2012).

Jak do tej pory nikt nie probowat przetestowaé teorii metronomu btonowego na
najnizszym poziomie organizacji zZycia, a mianowicie na poziomie sekwencji gendw oraz
kodowanych przez nie biatek odpowiedzialnych za sktad lipidowy bton komérkowych z
zastosowaniem technik biologii molekularnej. Wykorzystany przeze mnie system
selekcyjny myszy prowadzony w Zakladzie Ekologii Zwierzat Instytutu Biologii
Uniwersytetu w Bialymstoku okazat si¢ trafnym narzedziem do testowania teorii
metronomu btonowego (Hulbert i Else 1999). Z drugiej jednak strony, dtugoletnia selekcja
doprowadzila do zmniejszenia puli zmienno$ci genetycznej, na ktdérag mogltyby
oddziatywa¢ sity doboru, a zjawisko to pogtebiato si¢ z kazdym, kolejnym pokoleniem.
Dodatkowo, duzg role w ksztalttowaniu zmiennosci genetycznej wsrod eksperymentow
selekcyjnych prowadzonych w laboratorium moze odgrywaé dryf genetyczny, ktorego

efekty w znacznej mierze utrudniajg prawidtowe, czy jednoznaczne wnioskowanie.
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Zidentyfikowane przeze mnie polimorfizmy w genach Scdl oraz Fsad2 wydaja si¢
mie¢ wplyw na tempo metabolizmu podstawowego u myszy selekcjonowanych na niskie
(L-BMR) i wysokie (H-BMR) wartosci tej cechy. Mimo ze zréznicowanie genetyczne w
genie Scdl jest najprawdopodobniej wynikiem dziatania dryfu genetycznego, a nie
skutkiem prowadzonej selekcji, to polimorfizm ten poprzez najprawdopodobniej zmiang
kinetyki procesu translacji, wynikajacej z odmiennych czestoSci wystepujacych w
komorkach czasteczek tRNA (Komar, 2007), wydaje si¢ wptywa¢ na aktywnos$¢
kodowanego enzymu, ktora jest wyzsza w liniach myszy L-BMR. Natomiast test na loci
poddane dzialaniu selekcji wskazat, ze dywergencja genetyczna migdzy selekcyjnymi
linlami myszy w genie Fads2 jest na tyle duza, ze nie mozna jej thumaczy¢ jedynie
dziataniem dryfu genetycznego, przynajmniej w pokoleniu F22. Polimorfizm ten jest o tyle
istotny, ze prowadzi do powstawania odmiennych pod wzgledem funkcjonalnym
wariantow bialtka. Warianty te wykazuja zroznicowanie w warto$ciach indeksu aktywnos$ci
(IxA D6D) pomigdzy selekcyjnymi liniami myszy oraz zwierzgtami posiadajacymi rozne
genotypy w genie Fads2. Nastgpstwem opisanych powyzej réoznic w aktywnos$ciach obu
enzymOw jest re-aranzacja sktadu blon komoérkowych mysich hepatocytow, ktora w
konsekwencji moze wptywac¢ na tempo metabolizmu podstawowego (BMR). Prowadzi ona
do zr6znicowania w stopniu nasycenia membran biologicznych, rozumianej jako warto$¢
indeksu saturacji (IS), ale odwrotnie niz zaktada to teoria metronomu btonowego. Co
wiecej, stopien ptynnosci i przepuszczalnosci bton (IU) nie zmienia sie, lecz pozostaje na
wysokim poziomie, charakterystycznym dla gatunku, co znajduje swoje odzwierciedlenie
w braku zréznicowania w aktywnosci pompy sodowo-potasowej (Na'/K-ATPazy). W
konsekwencji, porownywalne warto$ci indeksu peroksydacji (IP) bton biologicznych u
myszy z obu linii wskazuja, Ze membrany zwierzat z linii wysokometabolicznej (H-BMR)
s w takim samym stopniu chronione przed wzmozonymi procesami peroksydacji
wywotanymi reaktywnym dziataniem wolnych rodnikow co myszy z linii L-BMR.

Podsumowujac, przeprowadzony w niniejszych badaniach test teorii metronomu
btonowego (Hulbert i Else 1999) z wykorzystaniem technik biologii molekularnej nie
zdotal jej potwierdzi¢ na poziomie wewnatrzgatunkowym. Wyniki eksperymentu
wskazuja, iz w poréwnaniach zwierzat nalezacych do jednego gatunku obserwowane
zréznicowanie tempa metabolizmu podstawowego (BMR) moga wynika¢ z odmiennych
mechanizméw, ktore musza poradzi¢ sobie ze swoista putapka ewolucyjng w postaci
podatno$ci bton komérkowych na peroksydacje. Niemozliwe byloby podnoszenie stopnia

nienasycenia blon komorkowych poprzez zwickszanie ilosci wysoce wielonienasyconych
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kwasow thuszczowych (PUFA), takich jak np. kwas dokosaheksaenowy, DHA (C22:6n-3)
bez zwigkszania podatno$ci bton na destrukcyjne dzialanie reaktywnych form tlenu (ROS).
Ewolucja faworyzowalaby raczej re-aranzacje, tj. modyfikacj¢ ilosci poszczegdlnych
kwasow ttuszczowych w btonach komorkowych w taki sposob, aby pozostawi¢ je nadal
wysoce ptynnymi i przynajmniej w réwnym stopniu podatnymi na peroksydacje. Niniejsze
badania podkreslaja natomiast niewatpliwa role desaturacji w szlaku metabolicznych
przemian kwasow ttuszczowych i jej wplyw na tempo metabolizmu podstawowego (BMR)

oraz sugerujg, ze pozostaje ona pod kontrolg badanych genéw.
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