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1.  Imie i nazwisko

Marcin Trejter
mirejter@gmail.com
Skérzewo ul. Wiosenna 42
60- 185 Poznan

2. Wykaz posiadanych dyplomow i stopni naukowych.

I.1 Dyplom ukonczenia Akademii Medycznej w Poznaniu im. K. Marcinkowskiego

Wydziatl Lekarski I — 1999;

1.2 Rozprawa doktorska.
Stopien naukowy doktora nauk medycznych na podstawie rozprawy doktorskiej
pt.: ,,System neuromedyn U i S oraz ich receptoréw w osi podwzgorzowo-
przysadkowo-nadnerczowej szczura. Badania nad rolg tego systemu w regulacji
wzrostu kory nadnercza” uzyskany w dniu 11. kwietnia 2007
Promotor: Prof. dr hab. Ludwik K. Malendowicz
Recenzenci: Prof. dr hab. Krzysztof Nowak

Prof. dr hab. Wiestaw H. Trzeciak

2. Informacje o dotychczasowym zatrudnienie w jednostkach naukowych.

3.1 Stanowisko asystenta w Katedrze i Zaktadzie Histologii i Embriologii Akademii

Medycznej od 1999- do 2008

3.2 Stanowisko adiunkta w Katedrze 1 Zakladzie Histologii Embriologii Uniwersytetu
Medycznego w Poznaniu od X. 2008 — X. 2016
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4. Przebieg pracy zawodowe;j.

Jako student I1I roku wydziatu lekarskiego aktywnie uczestniczytem w pracach Kola
Naukowego w Katedrze i Zakladzie Histologii prowadzonego przez Prof. dr hab. Ludwika K.
Malendowicza. Tutaj pod okiem prowadzacego zdobywatem niezbedne umiejetnodei do
analizy preparatéw histologicznych, oceny indekséw mitotycznych oraz poznawatem nowe
techniki badawcze.

Pozytywne wzajemne relacje panujace w zespole mojego opiekuna motywowaty mnie do
aktywnego udziahu w pracach badawczych. Z checia zdobywaltem nowe umiejetnosci. Wiele
godzin spgdzalem na analizach obrazdw histologicznych, analizujac podzialy komdrkowe.
Poznatem statystyczne sposoby analizy uzyskanych wynikéw. Szeroki wachlarz mozliwoscei,
ktory zostal przede mng postawiony oraz zyczliwos$¢ wszystkich oséb w Zakladzie Histologii
pozwolily mi na aktywny udzial w prowadzonych doswiadczeniach. Zaczatem wykonywagé
analizy morfometryczne ogladanych przeze mnie preparatdw histologicznych, wykonywatem
barwienia immunohistochemiczne, przygotowywatem preparaty histologiczne oraz podjatem
prébe zatozenia hodowli komdrek nadnerczowych.

Prace przy hodowli komérek prowadzitem acznie z innymi studentami aktywnie dziatajacymi
w kole naukowym. Wiele godzin spedzalem na ocenach preparatdw histologicznych wyliczajac
indeksy mitotyczne w nadnerczach, w grasicach i w warstwach regenerujgcych nadnerczy.
Wykonywalem roznego rodzaju zabiegi na zwierzetach doswiadezalnych : enukleacie,
gonadektomie, usuwanie tarczycy. Dokonywatem wstrzyknie¢ podskérnych i dootrzewnowych
u szczurdw w doswiadczeniach. Bratem udziat w leznych sekcjach szczuréw pobierajac od
nich narzgdy np. nadnercza, przysadki, podwzgérza, jadra, jajniki. Juz jako student staratem sie
analizowa¢ dostgpne prace w zakresie dzialania i regulacji osi podwzgorzowo- przysadkowo-
nadnerczowej.

Z chwilg ukonczenia studidw bylem juz wspétautorem 6. publikacji ktérych Igczny IF = 8,034
Po ukoriczeniu studiéw zostatem zatrudniony w Katedrze Histologii jako asystent. Zaczatem
prowadzi€ zajecia ze studentami pierwszego i drugiego roku wydziatu lekarskiego i lekarsko-
dentystycznego z histologii i cytofizjologii. Jednoczesnie bralem udziat w prowadzonych
doswiadezeniach pod kierownictwem prof. dr hab. Ludwika K. Malendowicza stajac sie
czlonkiem zespohu.

Prowadzone badania umozliwity mi napisanie rozprawy doktorskiej w roku 2007.

Przed uzyskaniem stopnia doktora nauk medycznym bylem wspoélautorem 28. publikacji z
tacznym IF-41,83 a po 9. publikacji o IF-18,66
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5.1 Tytul i cykl prac :

»Analiza transkryptomu w komdérkach nadnerczy dojrzalych plciowo szczurow sameéw i samic.“

- praca na podstawie cyklu trzech publikacji.

1. Trejter, M., Hochdl, A., Tyczewska, M., Zidtkowska, A., Jopek, K., Szyszka, M.,
Malendowicz, L.K., Rucinski, M., (2015):

Sex-related gene expression profiles in the adrenal cortex in the mature rat: Microarray analysis
with emphasis on genes involved in steroidogenesis.

Int. J. Mol. Med. 35, 702-714
IF 2,088

Punktacja Min. Nauki: 20.000

2. Trejter, M., Jopek, K., Celichowski, P., Tyczewska, M., Malendowicz, L.K., Rucifiski, M.,
(2015):

Expression of estrogen, estrogen related and androgen receptors in adrenal cortex of intact adult
male and female rats

Folia Histochem Cytobiol. 53, 133-144
IF 1,364

Punktacja Min. Nauki: 15.000

3. Trejter, M., Hochol, A., Tyczewska, M., Zidtkowska, A., Jopek, K., Szyszka, M.,
Malendowicz, L.K., Rucinski, M., (2015):

Visinin-likepeptide 1 in adrenal gland of the rat. Gene expression and its hormonal control.
Peptides 63, 22-29
IF2,618

Punktacja Min. Nauki: 25.000

taczny [F (ww. publikacii): 6,07
Yaczna Punktacja Min. Nauki: 60
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5.2 Oméwienie prac bedacych podstawg osiagni¢cia naukowego

sAnaliza transkryptomu w komdérkach nadnerczy dojrzalych plciowo szezurow sameéw
isamie “

W 1913 r Hatai zauwazyl, Ze nadnercza u dorostych samic szczurdw sg wieksze niz
nadnercza u sameow. Z opublikowane]j pracy z wynika, ze te rdznice plciowe w wielkodci
nadnerczy wynikaja z hamujacego wplywu testosteronu na of HPA (podwzgdrzowo-
przysadkowo-nadnerczowg). W pozniejszych latach doniesienie to potwierdzili m.in
Hashimoto (1940), Mandl (1962) oraz Malendowicz (1974) Carlson i wsp. (1937) opisuje
roznice w wielkosci komorek kory nadnercza szezura, jednak nie podaje zadnych
konkretnych danych morfometrycznych w poszezegélnych warstwach. W 1954 r. Bachmann
publikuje dane, iz doroste samice szczurow majg cigzsze nadnercza niz samce w tym samym
wieku. Roznica ta wystepuje tylko po osiagnieciu dojrzatosci plciowej i jest zalezna od
hormondéw plciowych. Natomiast Pappritz i wsp. (1972) nie zauwaza roznic w proliferacii
komérek nadnerczy u samic 1 samcow od ostatnich dni cigzy do 12 tygodnia zycia. W 1961
Kitay publikuje pracg, w ktdrej zauwazona wieksze stezenie kortykosteronu w osoczu u samic
wzgledem samcéw, W analizach morfometrycznych warstwy klebkowej (ZG) wykonanych
przez Malendowicza i wsp. (1986) wykazano, ze srednie wielkosci komorek, jader,
mitochondriéw, SER 1 kropli lipidowych sg takie same u obu plci, natomiast w warstwie
pasmowate] (ZF) srednia objetos¢ komoérek wraz z jej parametrami sterologicznymi jest
wigksza u samic. Ponadto u samic szczurdw wyzszy jest poziom hormonu
adrenokortykotropowego (ACTH) i odpowiedzi kortykosteronu na stres, reakcje te sg
modyfikowane przez gonadektomig i hormony piciowe (Lesniewska i wsp. 1990).

Z powyzszego krotkiego przegladu pismiennictwa wynika. Zze u roéznych gatunkéw
ssakow struktura 1 czynnos$¢ kory nadnercza jest rozna u piciowo dojrzalych samcdw i samic,
przy czym uzalezniona jest ona zardwno od estrogendw jak i androgendéw. Wspomniane
hormony plciowe moga regulowaé aktywno$¢ biologiczng kory nadnercza na drodze
posrednie] - poprzez dzialanie na poziomie podwzgérza oraz przysadki mézgowej (0§ HPA -
podwzgdérzowo-przysadkowo-nadnerczowa), jak rowniez bezposrednio - na poziomie samych
komérek korowonadnerczowych. Dzialanie bezposrednie zardéwno estrogendw jak i
androgendéw moze by¢ wywierane za posrednictwem specyficznych receptoréw, jak rowniez
poprzez ich interferencje (w szczegdlnosci androgenéw lub ich pochodnych) w szlakach

steroidogenezy.




Autoreferat -Marcin Trejter

Do tej pory opublikowano niewiele informac)i na temat rézmic w ekspresji gendw w
nadnerczach w odniesieniu do plei. Dostepna literatura jest do$é skapa w informacje na temat
receptoréw androgendow i estrogendw w nadnerczach, jednoczeénie nie zawiera danych na
temat analizy ckspresji genéw w nadnerczach samcéw i samic szczurdw. Istnieja prace
skupiajace si¢ na badaniu pojedynczych gendéw w obrebie nadnerczy samcow i samic np.
Hertr2 (Johren 1 wsp. 2001, 2004). Molekularne podstawy tych réznic sg jednak mato
poznane.

Profilowanie globalnej ekspresji gendow pozwala na jednoczesng analize tysiecy genow
w jednej prébce. To potezne narzedzie biologii molekularnej jest powszechnie uzywane,
miedzy innymi do biologicznych badan podstawowych jak i do diagnostyki. Ta metoda
rowniez zostala uzyta do badan nad nadnerczem. W ostatnich latach wzrasta liczba
wygenerowanych danych laczacych ekspresje gendéw z biologig nadnercza. Pierwsze
doniesienia w tej dziedzinie byly skupione na profilach gendéw kodujacych enzymy biorace
udzial w steroidogenezie w gruczolakach produkujgcych aldosteron (APA) i innych rakach
kory nadnercza (Assie 1 wsp. 2005, Wilmot i wsp. 2013).

Metody profilowania genetycznego zastosowane w badaniach nad swiezo wyizolowanymi
komorkami kory nadnercza lub zdefiniowanymi liniami komérkowymi (Y1, H295R ludzka
linia komoérek kory nadnercza), pozwalajg na identyfikacje licznych gendéw zaangazowanych
we wazrost i funkcje kory nadnercza oraz dostarczajg nowe dane z wewnatrzkomorkowych
szlakow regulacji wydzielania aldosteronu 1 kortyzolu (Schimmer 1 wsp. 2006).

Analiza transkryptoméw zostaly rowniez przeprowadzone w doswiadczeniach in vivo. Dzigki
te] metodzie zbadano dobowe regulacje gendw zaangazowanych w proces biosyntezy
hormonow steroidowych w nadnerczach szezura.

U myszy z wyciszonym genem Star. liczne nadekspresje jak i obnizenie ekspresji gendow
renina-angiotensyna-aldosteron (RAA) w nadnerczach szczurow zidentyfikowaly transkrypty
odpowiedzialne za aktywacje ukladu RAA (Nnishimoto 1 wsp. 2014). Analize transkryptomu
przeprowadzono tez w modelu regenerujacego nadnercza (Tvezewska i wsp. 2014). Z
powyzszych danych wynika, ze w eksperymentach in vivo metody profilowania genetycznego
sg uzywane gldwnie do dowiedzenia funkcji nadnercza w eksperymentalnie zmienionych
warunkach, nie biorac pod uwage rytmu dobowego biosyntezy hormondw steroidowych.
Nishimoto i1 wsp. 2012 zbadali réznice w ekspresji transkryptow w ZG 1 ZF w nadnerczach

dorostych samcdéw szezura. Okazalo sie, ze w ZG ekspregja 235 transkryptéw byla
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podwyzszona 2-krotnie, podczas gdy w ZF podwyzszeniu ulegto 231 transkryptéw.- u samic
wzgledem dojrzatych plciowo samcow.
Dokonalismy podobnej analizy nadnerczy dojrzalych plciowo samcdw i samic szczura

W naszych badaniach, u obu plei liczba réznigeych sie ekspresjg transkryptéow w ZG 1 ZF/R
nadnerczy byla znaczaco wyzsza niz poprzednio stwierdzona w ZG i ZF. Badania wykonane
przez (Nishimoto 1 wsp. 2012) zidentyfikowaty 466 takich transkryptéw, natomiast uzyskane
pizez nas dane pokazaly 571 vs 702 (samiec/samica) zmienionych transkryptow.

Dlatego gléwnym celem zaprezentowanej pracy, bylo scharakteryzowanie analizy

transkryptomu w poszczegélnych strefach kory nadnerczy - dojrzatych plciowo samcéw i

samic szczura. Analiza ta umozliwila okreslenie réznic pleiowych transkryptomu nadnerczy

szczura, zarowno w obrebie strefy kiebkowatej (ZG). jak i pasmowatej/siatkowatej (ZF/R).

Przy wykorzystaniu mikromacierzy ekspresyjnych firmy Affymetrix (macierze - Affymetrix®

Rat Gene 1.1 ST Array), przeanalizowalismy ekspresje¢ 23586 genow.

Wyniki dokonanej analizy zostaly opublikowane w 3. publikacjach wchodzacych w zakres

glownego doniesienia naukowego.

Publikacja pierwsza:

Trejter, M., Hochél, A., Tyczewska, M., Ziotkowska, A., Jopek, K., Szyszka, M.,
Malendowicz, L.K., Rucinski, M., (2015):
Sex-related gene expression profiles in the adrenal cortex in the mature rat: Microarray

analysis with emphasis on genes involved in steroidogenesis.
Int. J. Mol. Med. 35, 702-714

Celem pracy bylo poréwnanie globalnego profilu ekspresji gendw w nadnerczach dojrzalych
plciowo szczurdw samic i sameow, w aspekceie réznic pteiowych. (rasa Wistar, samice w fazie
estrus)

Profil transkryptomu okreslono w odniesieniu do warstwy klebkowatej (ZG) i
pasmowatej/siatkowatej (ZF/ZR) u dojrzalych piciowo samcéw 1 samic szczurdw. Sposrod
gendw roznicujacych, szczegdlng uwage poswiecono genom uczestniczacym w procesie

syntezy hormonow steroidowych.

Wyniki ekspresji genéw poddano analizie na wykresie typu scatter plot - 17 gendw wykazato
zroéznicowanie rownoczesnie w ZG jak i w ZF/R. Natomiast 15 z nich zréznicowato sie tylko
1 wylgcznie w ZG w pordéwnaniu do 233 genéw w ZF/R. W warstwie klebkowatej (ZG), 8
gendow uleglo podwyzszone] minimum 2 krotnie ekspresji, a 24 minimum 2 krotnemu

obnizeniu. Natomiast w warstwach pasmowate] 1 siatkowatej (ZF/ZR) podwyzszeniu uleglo
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87 gendw vs 146 obniZzeniu. Lgcznie u samcodw zanotowano podwyzszong ekspresje dla 448
gendéw i obnizong dla 123, a u samic 519 gendéw z podwyzszona ekspresjg wzgledem 183 o
obnizonej ekspresji.

Nastepnie przeprowadzilidmy analize funkcjonalna SEA 2z wykorzystaniem pakietu
GeneAnswers z BioConductor, ktéra miedzy innymi pozwala na interpretacje listy gendw w
kontekscie ich udzialu w pewnym, konkretnym procesie biologicznym (GO.BP). Wyniki
analizy gendw, ktére ulegly zmianom ekspresji ujawnilty 17 grup gendéw z roznych profili
funkcjonalnych.

Poniewaz analiza ta dala raczej niezadowalajgce wyniki, postanowiliSmy przeanalizowad
nasze wyniki za pomocg systemu DAVID (Database for Annotation, Visualization and
Integrated Discovery).

Przeprowadzono odrebne analizy dla ZG i ZF/R. Dla ZG z wybrang wartosdcig odcigcia (p
<0,05), wyodrebniono 3 klastry, a w przypadku ZF/R otrzymano 5 klastréw. Wszystkie te
klastry (ZG 1 ZF/R) dotyczyly 516 gendéw. Wskazuje to, ze wiele gendw uczestniczylo w
wiecej niz jednym klastrze adnotacji. W ZG zliczono 90 gendéw regulowanych w gore lub w
dol a w ZF/R liczba ta byla znacznie wyzsza - 426. Dla ZG klaster 1 i 2 polaczyt geny biorace
udzial w regulacji transportu jondéw, natomiast klaster 3 zawieral geny ktore w opisie
zwigzane sg z odpowiedzig na hormony.

W przypadku ZF/R 1 klaster faczyt geny regulujace biosynteze i metabolizm steroidéw.
Klaster 2 zawieral geny zwiazane, przede wszystkim, z frakcjami komorkowymi, a klaster 3
(z 13 subklastrami) taczyt geny zwiazane przede wszystkim, z procesami utleniania/redukeii.
Klaster 4 skladal si¢ z gendw regulujgcych reakcje na sktadniki odzywceze i pozakomoérkowe
bodZce lub bodZce hormondw steroidowych. Klaster 5 zawierat réwniez geny zaangazowane
w odpowiedzi na bodzce, wsréd ktérych byly: "odpowiedZ na bodziec hormonalny"
(podklaster 2) i "reakcja na bodziec hormonow peptydowych" (podklaster 7).

Nastepnie przeanalizowano liste genéw, ktdrych ekspresja zostata wyraznie zmieniona w ZG
1 ZF/R, w nadnerczach dorostych samic szczuréw w poréwnaniu do samcow.

Sposréd tych gendéw poziomy ekspresji dioksygenazy cysteiny typu 1 (Cdol); biatko
Iaczenia, alfa 1 (Gjal); dehydrogenazy izocytrynianowej 1 (Idhl) i fosfolipazy A2, grupy
IVA (Pla2g4a) byly nizsze a syntazy tlenku 1 (Nosl) byta wyzsza w ZG u samic szczuréw w
pordwnaniu z samcami. Bardzie] wyrazne réznice zaobserwowano w strefach ZF/R. Wsrod
19 genodw, stanowigcych wyzej wymieniony podklaster, poziomy ekspresji 7 genoéw byly
wyzsze, a 10 nizsze w nadnerczach szczuréw samic wzgledem samcéw. Wyzsze poziomy

ekspresji obserwowano m.in dla: alfa-2-makroglobuliny (A2m); biatka morfogenetycznego
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kosci 7 (Bmp7); cytochromu P450, rodzina 11 podrodzina a, polipeptydl (Cypllal); insulino
podobnego czynnika wzrostu wigzacego biatko 2 (Igfbp 2); syntazy tlenku azotu (Nosl),
receptora jgdrowego (NrObl), tkankowego aktywatora plazminogenu (Plat). Nizsze poziomy
ekspresji u samic wzgledem samcoéw obserwowano m.in. dla: proto-onkogenu B (Cbl); E3
ligazy biatka ubikwityny (Cblb); dioksygenazy cysteiny (Cdol); dehydrogenazy
dihydropirydymidowej (Dpyd); Foxol; Gjal; Idhl; mucyny 4 (Muc 4); kinazy fosfoinozytolu
3, podjednostki regulacyjnej 1 alfa (Pik3rl); sulfotransferazycytozolowej (Sultlal) i
transformujgcego czynnika wzrostu beta, receptora III (Tgfbr3).

Ponadto, analizy genow z ZF/R reprezentowane w klastrze 1 - podklaster ,,metabolizm
procesoéw steroidowych™ pokazaly wiele genéw o plciowo zréznicowanej zmienionegj
ekspresji. Geny o nizszej ekspresji u samic w poréwnaniu do samcow to 4 geny: ATP-
binding cassette (Abcal); cytochrom p450 rodzina 27, podrodzina a, polipeptyd 1
(Cyp27al0); lipazy (Lipe) oraz sulfotransferazy (Sultlal). Pozostale geny wykazywaly
wyzszy poziom ekspresji u samic: cytochromu P450, rodzina 11 podrodzina B (Cypllal);
cytochrom P450, podrodzina 11b, polipeptyd 1 (Cypl1bi); cytochrom p450,podrodzina 51
(Cyp51); kwasu tluszczowego wigzacego biatko 6 (Fabp6 ); dehydrogenazy 7
hydroksysteroidowej 17-beta (Hsd17b7); izopentenyl-difosforan delta izomeraza 1 (Idil);
syntazy lanosterolu (Lss); receptor jgdrowy, podrodzina 0, grupa B (NrObl); skwalen
epoksydazy (Sqle) oraz biatko ostrej regulacji steroidogenezy - (Star).

Za pomocg RT-QPCR potwierdzilis$my zmiany pozioméw transkryptomow w zaleznosei od
plci, oznaczajac ich poziom w ZG i lub ZF/R nadnerczy dojrzalych plciowo samcdw i samic
szczura. We wszystkich przypadkach wyniki RT-QPCR potwierdzily wykazane réznice przy
pomocy mikromacierzy. Poziomy ekspresji Star, Cypllal i NrObl byly znacznie wyzsze w
ZF/R u samic szczurdw, jednak nie obserwowano réznic w ZG . W poziomach ekspresji
mRNA cytochromu P450 rodzina 11 podrodzina B polipeptyd 2 (Cypl1b2) w ZG nie
zauwazono zadnych roznic zwigzanych z picia, natomiast obserwowano wyraznie wyzszy
poziom ekspresji Cypl1bl u samic w ZF/R. Poziomy mRNA dla Lipe byly znacznie wyzsze
u samcow w ZF/R, podczas gdy w ZG jej ekspresja byta podobna u obu plci. Zardwno w ZG
jak 1 w ZF/R poziom ekspresji receptora dla hipokretyn typ 2 (Hertr2) byl znacznie mniejszy
u samic niz u samcow

Nasze analizy wykazaly, ze najbardziej wyraZne rdznice w ekspresji gendw w zaleznosci od
ptci zachodza w warstwach ZF/R kory nadnercza szczura. Wyniki te sugeruja wyzsza
aktywnos¢ steroidogenezy w ZI/R u samic niz u samcow 1 sg w zgodzie z wynikami

poprzednich badan wskazujgcych wyzsze wydzielanie kortykosteronu przez nadnercza samic
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szczura. Obserwacje te pokrywajg si¢ rowniez z badaniami dowodzacymi tego, ze stymulacja
wysoko  wyspecjalizowanych komorek kory nadnercza (wydzielanie hormonéw
steroidowych) taczy si¢ zawsze z inhibicjg lub spowolnieniem ich podstawowych procesow
biologicznych takich jak tempo proliferacji (Dallman 1984). Zgodnie z analiza DAVID,
réznice w ekspresji gendw byly znacznie zwiekszone w zestawach gendw zaangazowanych w
metabolizm hormonow steroidowych, natomiast ich poziom ekspresji w ZF/R dorostych
samic szczura byl znacznie wyzszy niz ten w nadnerczach samcdw. Z drugiej strony analiza
DAVID nie wykazala réznic w tej grupie transkryptow w ZG. Wynika to z tego, ze grupa
gendéw bezposrednio zaangazowana w synteze hormonow wykazuje dymorfizm plciowy u
szczurow w ZIF/R ale nie w ZG. W tym aspekcie, badania El Wakil'a i wsp. (2013) na temat
réznic plciowych w ekspresii genéw w mysich nadnerczach ujawnity, ze tylko 2 geny Nr5al i
NrObl roznia sie ekspresja, z wyzszym poziomem ekspresji u samic myszy, nie wykazaty
natomiast znaczacych réznic w ekspresji gendéw zaangazowanych w biosynteze steroidéw.
PotwierdziliSmy to na genach kodujacych znane czynniki transkrypcyjne i w przypadku
Nr0b1 wykazalisSmy, ze rdéznica ta wynika z jego wyzszej ekspresji w ZF/R ale nie w ZG. Co
wigeej, zaprezentowane dane wykazaly, ze w ZF/R samic szczura jest wyzsza ekspresja
Cypllal, Cypl1bl, Fabp6, Hsd17b7, Idil i Star. Te réznice mogg by¢ zalezne od gatunku
(mysz - badania El Wakil i wsp. i szczur - badania obecne) 1 metody pobierania prébek, np.
oddzielne] analizy ZG 1 ZF/R w naszych badaniach w poréwnaniu do analizy catego
nadnercza u myszy. W przeciwienstwie do ,,gendw steroidogenezy” w ZF/R samic, ekspresja
przewazajace] liczby gendw zwigzanych z podziatami komérkowymi, procesami utleniania i
redukeji oraz odpowiedzia na skfadniki odzywcze jak i pozakomodrkowej stymulacji lub
stymulacj¢ hormonami steroidowymi byla obnizona. Wyniki te wydajg sie by¢ raczej
niespodziewane. Uzasadnione sg negatywne wzajemne relacje pomiedzy wysoce
wyspecjalizowanymi a podstawowymi procesami metabolicznymi w  komorkach, W
opisywanych tu badaniach poziom ekspresji wybranych genéw zaangazowanych w regulacje
biosyntezy hormonow steroidowych byt potwierdzony za pomocg RT-QPCR.
Jak wiadomo cholesterol jest prekursorem steroidogenezy w nadnerczu.
Cholesterol moze pochodzié z réznych Zréodet:
a) neogenezy w retikulum endoplazmatycznym z Acetylo-CoA,
b) mobilizacja estré6w cholesterolu gromadzonych w postaci wewnatrzkomdrkowych
kropel tlhuszczu. Reakcja ta jest katalizowana przez hydroksylaze estru

cholesterolowego
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3) z estrow cholesterolu pochodzacych z  komplekséw biatkowo-lipidowych
wystgpujacych w osoczu krwi wywodzacych sie z: lipoprotein o niskiej gestosci
(LDL), receptorozaleznej endocytozy lub selektywnego wychwytu HDIL przez

receptor zmiatajgey klasy B1 —(SR-B1) Hu i wsp. (2010).
Wczesniejsze dane wykazuja, ze stezenie lipidow, cholesterolu, fosfolipidow i glicerydow jest
podobne w nadnerczach dojrzalych plciowo samic i samcdw szezura, aczkolwiek ich
zawartos¢, zwigzana z wielkoscig nadnercza, jest wyzsza u samic. Natomiast Lipe jest gléwna
hydrolazg cholestrolowg w nadnerczu (Kraemeri wsp. 2004). Specyficzna aktywnosé tych
enzymow w 105 000 g supernatantu z homogenatéw nadnerczowych jest wyzsza u samcow
niz u samic szczura . W opisywanych badaniach wykazali$my wyzszy poziom mRNA Lipe w
ZF/R samcow, podcezas gdy ekspresja w ZG byla poréwnywalna u obu pici. W zwigzku z
tym, wyzszej aktywnosci Lipe w ZF/R samcow towarzyszy wyzsza ekspresja genu Lipe.
Ponadto zademonstrowalismy, ze w ZG nastgpuje wyzszy niz w ZF/R poziom ekspresji Lipe.
Bardzo dobrze opisany zostal gen Star (StAR — biatko ostrej regulacji steroidogenezy),
kodujacy biatko zaangazowane w ostrej regulacji syntezy hormonoéw steroidowych. To biatko
jest odpowiedzialne za transport cholesterolu z zewnetrznej blony mitochondrialnej do
wewngtrznej  blony  mitochondrialnej  (Stocco  2001).  Wezesniejsze  badania
immunohistochemiczne 1 immunofluorescencyjne wykazaty obecnosé biatka Star zaréwno w
ZG jak i w ZF/R kory nadnercza szczura (Lo i wsp. 1998). W mysich nadnerczach
stwierdzono, ze poziom mMRNA Star (zmierzony za pomoca RT-QPCR) jest lekko
podwyzszony u samcow wzgledem samic ale roznice te nie sg statystycznie istotne (Bastida i
wsp. 2007). W opisywanym tu badaniu ekspresja mRNA Star byla znacznie wyzsza w ZF/R
samic szczura, podczas gdy zadnych réznic nie zaobserwowano w ZG. Zgodnie z nasza
wiedzg po raz pierwszy wykazano specyficzng i zwigzang z plcig roznice w ekspresji genu

Star w korze nadnerczy szezura.

Cypllal koduje enzym desmolaze 20-22 cholesterolu P450ssc, ktory katalizuje pierwszy etap
szlaku biosyntezy hormondéw steroidowych (Simpson i wsp. 1987). Ten enzym ulega
ekspresji we wszystkich strefach kory nadnercza (Ishimura i wsp. 1997). Zgodnie z
doniesieniami, poziom transformacji cholesterolu do pregnenoclonu (cleavage activity
bocznego tancucha) jest nizszy u samcdow niz u samic szezura (Kitay 1968). Ponadto, poziom
adrenodoksyny w zdekapsulowanych (tzn. pozbawionych komérek ZG) nadnerczach jest
nizszy u samcOw niz u samic szczura. W opisywanych tu badaniach wykazano wyzszy

poziom ekspresji genu Cypllal w ZF/R samic szczura (w pordwnaniu z samcami). Tak
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samo, w przypadku genu Star, poziom mRNA Cypllal byl poréwnywalny w ZG dorostych
samcOw 1 samic szczura. Zatem poprzednio stwierdzony wyZszy poziom syntezy
pregnenolonu w korze nadnerczy samic szczura zalezy od podwyzszonej ekspresji genu
Cypllal w ZF/R i jest odpowiedzialny za wszystkie wymienione réznice. OkresliliSmy
réwniez poziom ekspresji 2 gendéw kodujgcych enzymy $ciezki steroidogenezy u szczura tj.
Cypllb2 - syntaza aldosteronu odpowiedzialna za syntez¢ aldosteronu i Cypllbl - 11p-
hydroksylaza steroidowa, odpowiedzialna za syntez¢ kortykosteronu. Hybrydyzacja in situ
oraz immunohistochemia potwierdzily ekspresje syntazy aldosteronu tylko w ZG u szczura
{Ishimurai wsp. 1997). Te wyniki sg zgodne z poprzednimi (potwierdzonymi RT-QPCR),
ktdre potwierdzajg wysoka ekspresje Cypl1b2 w tej strefie (Oaks i Raff 1995). Nasze badania
potwierdzily te wczesniejsze obserwacje a ponadto zademonstrowali$my, ze poziom ekspresji
genu Cypl1b2 byl podobny w ZG samcdéw i samic szczura. Dane te stoja w zgodnosci z tymi
uzyskanymi z poprzednich badan nad brakiem réznic zwiazanych z plcia w syntezie
aldosteronu u szczura (Malendowicz 1994). Z drugiej strony, w mysich nadnerczach poziom
mRNA syntazy aldosteronu okazal sie¢ by¢ delikatnie wyzszy w nadnerczach samic, w
porownaniu do samcéw (Bastida 1 wsp. 2007). Gen Cyplibl koduje 11p-hydroksylaze
steroidows, ktdra katalizuje konwersje deoksykortykosteronu do kortykosteronu. W
nadnerczach szuroéw ten enzym zlokalizowany jest w komorkach ZF/R. (El Wakili wsp.
2013). Aktywnos¢ 11B-hydroksylazy steroidowej jest poréwnywalna u samcow jak i samic
szezura. Jednak poziom cytochromu P-450, podrodziny 11B ( Cyp 11b1), w mitochondriach
nadnerczy szczuré6w jest nizszy u samcoéw niz u samic (Brownie i wsp. 1988). W
opisywanych tu badaniach wykazaliSmy, Zze poziom ekspresji genu Cypllbl byt znaczaco
wyzszy w ZF/R samic, podczas gdy nie zaobserwowano réznic w ZG kory nadnerczy.

NrObl koduje biatko Dax1 (dosage-sensitive sex reversal, adrenalhypoplasiacritical region, on
chromosome X, gene 1), ktére jest odpowiedzialne za rozwdj i utrzymanie osi
steroidogeniczne]j (Beuschlein i wsp. 2002). Dane eksperymentalne sugeruja, ze biatko DAX1
jest negatywnym regulatorem steroidogenezy. Dymorfizm plciowy ekspresji Dax-1 (NrObl)
w nadnerczach myszy wykazano za pomoca RT-QPCR, western blotting i
immunohistochemie (Mukai i wsp. 2002). Nalezy wspomnieé, ze w mysich nadnerczach
poziom mRNA Dax1 byt tylko delikatnie wyzszy w nadnerczach samic niz samcéw (El Wakil
1 wsp. 2013). Zgodnie z nasza wiedzg, po raz pierwszy wykazaliSmy, ze poziom ekspresji
Nr0bl jest znaczaco wyzszy w ZF/R u samic szczura, podczas gdy nie obserwowano zadnych
roznic w ZG. W pracach Johren'a 1 wps. (2001, 2003, 2004) opisano ekspresje Hertr2 w korze

nadnerczy szczura zalezna od plei. Wykazano, ze ekspresja tego genu wystepuje w ZG i ZR,
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jednoczesnie zauwazono wyzszy poziom ekspresji w nadnerczach samcéw szczura. W naszej
pracy réwniez potwierdziliSmy fakt, ze, poziom ekspresji Hertr2 w ZG 1 ZF/R byl znaczaco
nizszy w nadnerczach u samic. Wyniki te potwierdzajg odpowiednie przygotowanie naszych
tkanek (ZG i ZF/R) do analizy w opisywanych tu badaniach. W rezultacie prezentowane
badania stanowia pierwszy opis zwiazanych z plcia profili ekspresji kory nadnercza u
szczurow. Wykazano duza liczbe réznic w ekspresji transkryptow w ZG i ZF/R
nadnercza (702 u samic vs 571 u samcéw). Roznice w ekspresji genéw zaangazowanych
w metabolizm hormonéw steroidowych i ich poziomy ekspresji w ZF/R u dorostych
samic szezura byly réwniez znaczaco wyisze niz te u samcéw.

Natomiast w ZF/R nadnerczy samic, w porownaniu z samcami, przewazajgca liczba ekspresji
genow ktdre posiadajg tzw. tatki okreslajace je jako :zwigzanych z podziatami komérkowymi,
procesami utleniania i redukcji, odpowiedzi na substancje odzywcze 1 stymulacje

pozakomorkowa oraz stymulacje hormonami steroidowymi byla obnizona.

Publikacja druga:

Trejter, M., Jopek, K., Celichowski, P., Tyczewska, M., Malendowicz, L.K., Rucinski,
M., (2015):
Expression of estrogen, estrogen related and androgen receptors in adrenal cortex of

intact adult male and female rats
Folia Histochem Cytobiol. Vol. 53 133-144

Ekspresja genu receptora dla androgenéw (AR) w nadnerczach szczura jest dobrze poznana.
Wczesdniejsze badania wykazaly, ze liczba miejsc wigzania androgenow jest wyraznie wyzsza
w nadnerczach samcéw niz samic (Calandra i wsp. 1978). Ponadto, za pomoca testu
immunoblot, wykryto stosunkowo wysokie poziomy AR w nadnerczach u szczuréw plci
meskiej 1 zenskiej (Bentvelsen 1 wsp. 1996). W barwieniach immunohistochemicznych AR-
dodatnig reakcje obserwowano w ZF 1 ZR.

Przedstawiana w pracy analiza mikromacierzy nie wykazala jednak réznic plciowych w
poziomie ekspresji badanych gendéw: AR, receptora dla estrogenow alfa (ER), receptora dla
estrogenow beta (ERP), receptora dla estrogendéw 1 zwigzanego z biatkiem G (GPR30;

GPERI), receptora alfa zwiazanego z estrogenem (ERRu), receptora beta zwigzanego z




Autoreferat -Marcin Trejter

estrogenem (ERR[), receptora gamma zwigzanego z estrogenem (ERRY), w korze nadnerczy
samcOw 1 samic SZezurow.

Uzyskane dane macierzowe potwierdzono metodg QPCR. Zgodnie z oczekiwaniami, metoda
ta wykazala wyzszy poziom ekspresji genu AR zaréwno w ZG, jak i ZF/R u samcow
wzgledem samic szczura (krotno$¢ zmian ekspresji ang. fold change 1,9 do 3,54). Ciekawe
jest to, ze zardwno w meskich, jak i zenskich nadnerczach, poziom ekspresji genu AR byt
podobny w ZG i ZF/R.

Nie biorac pod uwage GPR30, efekty biologiczne estrogendw sg zwigzane z wystepowaniem
licznych izoform receptora, ktore reguluja ekspresje genéw docelowych poprzez wigzanie z
ERE (ERE - estrogen response element - sekwencja DNA wigzgca estrogen i warunkujgca
odpowiedZ na estrogen). Pierwszy ER (estrogen receptor), obecnie znany jako ERa,
sklonowano w 1986/1987, podczas gdy drugt - ERB w 1996. Oba receptory zidentyfikowano
w korze nadnerczy roznych gatunkdw zwierzat, jednakze wzgledna ekspresja obydwu
rodzajoéw receptoréw roznila sie znacznie. W przeciwienstwie do ludzkiej kory nadnerczy, w
korze nadnerczy szczura mRNA ERa jest znacznie bardziej obfite niz ERJ (Kuiper i
wsp.1997). Podobnie, w nadnerczach kur wzgledna ekspresja mRNA ERuo jest wyzsza niz
mRNA ERJ (Blachuta i wsp. 2012).

W niniejszym badaniu potwierdzono ekspresje genéow ERo i ERP w korze nadnerczy szczura.
Potwierdzono takze, wyzszy poziom ekspresji mRNA ERo w poréwnaniu do mRINA ERB. Co
wigcej, wykazano, ze w obrebie te] samej plei poziomy mRNA ERo i ER[ sg podobne w ZG i
ZF/R. Ponadto, ujawniono, ze w ZF/R samic wzgledne poziomy ekspresji ERa i ERP sg
wyraznie wWyZsze niz u samcow.

Jak wspomniano wezesniej, nie-genomowy siedmio-transblonowy receptor GPR30 wigze sie
szybko z sygnalowsg estrogeno-zalezng proteing G (Revankar i wsp. 2005). Receptor ten
ulegal wysokiej ekspresji w rdzeniu i w ZG ludzkiego nadnercza, w hodowli bydlecych
rdzeniowych komoérek nadnercza oraz w mysim rdzeniu nadnerczy. W ZG 1 rdzeniu
nadnerczy samcéw i samic szczurdw obserwowano wysokie poziomy mRNA GPR30 oraz
wysoka immunoreaktywnodé¢ wzgledem GPR30. Najnowsze badania rozszerzyly
wczesniejsze obserwacje. Wykazano ekspresje genu GPR30 w obu warstwach ZG i ZF/R
kory nadnerczy szczura. Poziom ekspresji tego genu byl w obu poréwnaniach podobny i
prawie taki sam u samcow i samic. Warto wspomniec, ze ekspresja GPR30 zostata wykazana
w ludzkim ZG, w komérkach gruczolaka produkujacego aldosteron (APA) i w linii komdrek

nadnerczowych HAC15 (Caroccia 1 wsp. 2014).
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Obecnie znamy trzy receptory spokrewnione z receptorem estrogenowym (Estrogen Related
Receptor) ERRs: ERRa, ERRB i EERy. ERRa i ERRP wykazuja wysoki stopien homologi z
analogicznymi receptorami dla estrogenu ERw i ERB. ERR ulega ekspresji w wielu narzadach.
Jako czynnik transkrypcyjny aktywuje ekspresie wielu genow docelowych. Ostatnio
stwierdzono transkrypcje ERRa w ludzkich nadnerczach zaréwno u oséb dorostych, jaki i w
ptodach ludzkich. W nadnerczach dorostych ludzi wykrywa sie immunoreaktywnosé dla
ERRa we wszystkich strefach kory, jednak nie w rdzeniu. Sugeruje sie, ze ERRo odgrywa
wazna role w regulacji wytwarzania steroidow nadnerczy. Prezentowane badania rozszerzyly
te wezesniejsze obserwacje. Wykazano obecnoéé transkryptéw ERRo w ZG oraz ZF/R kory
nadnerczy szczura. W obu warstwach kory poziomy ekspresji badanych genéw byly podobne
1 nie wykazano roznic zwigzanych z picia.

Jesli chodzi o ERRP, jego ekspresje wykazano réwniez w mysich nadnerczach. Podobnie jak
w przypadku ERRa, w prezentowanych badaniach wykazano obecnosé transkryptéw ERRB w
ZG 1 ZF/R kory nadnercza szczura. 1 tak samo jak poprzednio, zaréwno w ZG 1 ZF/R nie
wykazano réznic w ekspresji EERB. Z funkcjonalnego punktu widzenia nalezy podkresli¢, ze
myszy heterozygotyczne dla ERRP maja zmniejszone wydzielanie kortykosteronu w
odpowiedzi na stres, natomiast te homozygotyczne dla ERRJ majg wyzsze podstawowe
poziomy kortykosteroidéw (Byerly i wsp. 2013).

Ekspresje trzeciego czlonka rodziny ERRs, tj. ERRy wykazano réwniez w nadnerczach
myszy (Luo 1 wsp. 2014). Ekspresje mRNA ERRy wykazano w ZG i w nizszym stopniu w ZF
kory myszy, potwierdzajgc te wyniki metoda immunohistochemiczng. W naszych badaniach
poziomy ekspresji genu ERRy byly podobne w ZG u obu piei, natomiast poziom mRNA
ERRy w ZF/R byl znacznie nizszy u doroslych samcow. W tej kwestii Luo i wsp. (2014)
zasugerowal, ze niedobdr ERRy zmniejsza produkcje aldosteronu przez zmniejszenie
ekspresji Cypl11B1 i Cyp11B2. Ponadto sugerowano, ze ERRy aktywuje promotor DAX-1, co
z kolei hamuje ERRy poprzez wspéizawodnictwo - koaktywator (petla auto-regulujaca). Co
wiegce], wykazano, ze ERRy stymuluje ekspresje genu ERRa, podczas gdy wzrost ekspresji
ERRy powoduje jego auto-represje (samoregulacja) (Zhang i wsp. 2007).

Analiza mikromacierzy (nie potwierdzona przez QPCR) nie wykazata réznic plciowych w
ekspresji trzech izoform nadnerczowej So-reduktazy steroidowej (Srd5al, Srd5a2 i Srd5a3) u
szczurdw intact. Z tych izoform, Srd5al i Srd5a2 biorg udzial w procesie redukcji steroidéw
do So-dihydrosteroidéw, podczas gdy Srd5a3 uczestniczy w glikozylacji biatek (Cantagrel i
wsp. 2010). U szczurdéw ten szlak enzymatyczny odgrywa wazna role w wewngtrz-

nadnerczowym procesie redukcji kortykosteronu do dihydrokortykosteronu. W korze
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nadnerczy szczura uklad ten regulowany jest przez hormony plciowe, jak réwniez przez
ACTH uwalniane z przysadki mézgowej. Jak wynika z badan immunohistochemicznych, 5 o-
reduktaza typu 1 ulega ekspresji w komdrkach ZF i ZR, ale nie w ZG (Yokoi i wsp. 1998).
Dane te roéznig si¢ od przedstawianych w prezentowanej pracy wynikéw, wskazujacych
ekspresje gendow S5 a-reduktazy w ZG i ZF/R zaréwno u dorostych samcow, jak i samic
SZCZUIrOW.

W danych macierzowych (nie potwierdzonych przez QPCR) analizowano takze profil
ekspresji aromatazy (Cypl9al), enzymu, ktéry katalizuje ostatni etap szlaku biosyntezy
estrogendéw z androgendéw. W nadnerczach dorostych szczuréw obu plci poziom ekspresji
tego genu byl podobny w ZG oraz ZF/R. Do tej pory pojawilo sie niewiele informacji na
temat ekspresji genu tego enzymu w nadnerczach zwierzat. Metoda Western blot i
Northernblot stwierdzono ekspresj¢ genu aromatazy w nadnerczach plodu $wini i u swiezo-
narodzonych prosigt (Conley i wsp. 1996). Natomiast, metoda immunohistochemii wykazano
obecnoéé aromatazy w komoérkach kory nadnerczy skoncentrowanych na produkcji
kortykosteronu oraz w samym rdzeniu gruczohn. Autorzy sugerowali, ze komorki te mogag
stanowi¢ warstwe siatkowatg, ktéra w badanym okresie ontogenezy byla stabo zdefiniowana.
W przeciwienstwie do zwierzat, istnieje wiele danych dotyczacych ekspresji aromatazy u
ludzi. Zaobserwowano ja np. w hudzkich nadnerczach ptodu i u oséb dorostych (Baquedano i
wsp. 2007). Jednoczesnie odnotowano bardzo wysokg ekspresje genu aromatazy w guzach
kory nadnerczy, zwlaszcza tych wydzielajgcych estrogeny (Barzon i wsp. 2008). Poza tym,
funkcjonalng aromataze zidentyfikowano takze w linii komérkowej H295R.

Jak wynika z prezentowanych badan 1 powyzszych danych, kora nadnerczy jest wyposazona
w rozne receptory: androgendéw (AR), estrogendéw (ER) i receptory wiazgce estrogeny
(ERR). Sposréd nich tylko GPR30 jest nie-genomowym receptorem, pozostajgc jednoczesnie
aktywnie oddzialywujacym na transkrypcje komorkowego DNA. Niedawno odnotowano
réwniez bliska interakcje pomiedzy Dax-1, ERRy ,ERP i GPER]1 w HACI1S5 nadnerczowe;j
linii komérkowej .

Dziatanie kory nadnerczy u réznych gatunkéw modulowane przez androgeny i estrogeny jest
dobrze udokumentowane. W badaniach in vivo, ich dzialanie jest giéwnie posrednie i
obejmuje modulacje osi podwzgérze — przysadka - nadnercza, na ktdre z kolei wplywa
gtéwnie synteza i1/lub sekrecja CRH i ACTH. Jednak bezposrednie skutki dzialania
hormondéw pleiowych w komorkach kory nadnerczy wymagaja starannej analizy. Zostato
udokumentowane w wielu wezesniejszych doniesieniach, ze zardwno androgeny 1 estrogeny

modyfikujg aktywnos¢ enzymdw w szlakach steroidogennych. Réwniez badania nad $wiezo
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izolowanymi komdrkami z nadnerczy pokazujg modelujgce dzialanie estro- i androgenéw na
produkcje kortykosteroidow. Czesciowo te efekty zaleza od interferencii badanych hormonéw
piciowych z ACTH, oddzialujgc na wewngtrzwydzielnicze szlaki metaboliczne, jednak te
wezesniejsze obserwacje nie wykluczaja mozliwosci dziatania estrogendw przez GPR30.
Obecnie, najnowsze narzedzia biologii molekularnej pozwalajg na badanie zaangazowania
estrogendw, receptorow wigzacych estrogen i androgendw, w dziataniu sterydow plciowych
w komorkach kory nadnerczy. W zwiazku z tym wyniki grupy (Rossi i wsp. praca Carocia i
wsp. 2014) sa fascynujagce. Wykazaly one, ze w linii komdrek kory nadnerczy HACIS
wyciszanie ERP znaczaco podniosto wydajnosé aldosteronu. Dane te wskazaly, ze w
warunkach fizjologicznych estrogeny hamuja synteze aldosteronu dzialajgc na ERP. Ponadto,
wyciszenie tego genu wykazuje silng stymulacje wydzielania aldosteronu poprzez nie-
genomowy receptor estrogenu GPER-1.

Tak wiec postgp w biologii molekularnej otwiera nowe mozliwosci w badaniach nad
mechanizmami zaangazowanymi w dzialania estrogendéw i androgenéw w komorkach kory
nadnerczy. Co wigcej, prezentowane badania potwierdzaja weczesniejsze doniesienia, ze
stosowanie tylko jednej metody oceny ekspresji gendéw (jak np. analiza mikromacierzy) moze

prowadzi¢ do falszywych wnioskow.
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Malendowicz, L.M. Rucinski, M., (2015):

Visinin-like peptide 1 in adrenal gland of the rat.Gene expression and its hormonal
control.

Peptides 63, 22-29

W 1992 roku Kuno i wsp. zidentyfikowali rodzine biatek wiazacych wapn, do ktorej
naleza: visinina 1 (Vsnll) wraz z Vsnl2, Vsnl3, biatke wiazace wapn (hypokalcyna, Hpca) i
biatko komorek nerwowych wigzace wapn (neurokalcyna, Nca). Vsnll nalezy do podgrupy
bialek visinino-podobnych, ktére naleza do podgrupy sensoréw wapnia (NCS), okreslanych

jako visinin/recoverin,
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Wspdlng cechg wszystkich bialek NCS sg regiony wigzace wapn, zwane rekami EF.
Visinino-podobne biatka majg 4 takie rejony EF, jednak tylko trzy potencjalne miejsca
wigzace Ca’" sg aktywne (2, 3 i 4). Rejon EF-1 jest nieaktywny we wszystkich visinino-
podobnych biatkach (Lin i wsp. 2002). Peptydy NCS te ulegaja mirystynizacji w sposéb
zalezny od wapnia i moga by¢ skojarzone z blonami biologicznymi (tzw. mirystolo-
wapniowy mechanizm translokacji bton komérkowych). Visinino-podobne peptydy wykazujg
miedzy soba wysoka homologie, miedzy Vsnll 1 Vsnl2 jest to 89 %, pomiedzy Vsnll i
neurokalcyna delta (Ncald) 91%. Vsnll, jak réwniez inne biatka z rodziny Vsnls, ulega silnej
ekspresji w komorkach nerwowych osrodkowego ukiadu nerwowego (OUN) roznych
gatunkéw zwierzat, na przyklad w mozdzku szczura i hipokampie. Za pomocg RT-PCR,
Northernblot i Western blot wykazano wystepowanie Vsnls réwniez w narzadach
obwodowych: sercu, watrobie, plucach, jadrach u ludzi i szczura oraz w skorze i zotadku
SZCZUTA.

Wapn, jak wiadomo, bedac wtédmym wewnatrzkomérkowym przekaznikiem, bierze
udzial m.in. w regulacji proceséw transportu komorkowego oraz ekspresji réznych gendw.
Zmiany jego stezenia wewnatrz komorki regulowane sg giéwnie przez mitochondria. Vsnll
uczestniczy w regulacji wewnatrzkomérkowych $ciezek sygnalowych zaleznych od Ca?*,
tacznie z cAMP, ¢cGMP, oraz sygnatowym MAPK. W mysich trzustkowych komoérkach
wysp Langerhansa nadekspresja Vsnll prowadzi do zwigkszenia pozioméw cAMP i
transkrypeji prekursora mRNA insuliny. Ponadto, Vsnll wplywa na ekspresje gendw
zaangazowanych w proliferacj¢ komorkowg (cykling D2, Ccnd2), jak rowniez na kinaze
syntazy glikogenu 3f (Gsk3b) i czynniki transkrypeyjne (cAMP biatko wiazgce element
reagujacy 1 - Crebl) (Dai i wsp. 2006).

Wytwarzanie aldosteronu jest modulowane przez wiele czynnikéw, m.in. takich jak
angiotensyna I (All), potas i hormon adrenokortykotropowy (ACTH). Duzo $ciezek
sygnalowej transdukcji (kinaza bialkowa C, cAMP, c¢cGMP) wplywa na wydzielanie
aldosteronu (Spét i Hunyady 2004). Wérdd tych modulatorow wapn odgrywa istotng role w
produkcji aldosteronu, gdyz wywohlije ostre 1 dlugo utrzymujace sie odpowiedzi.
Podwyzszone stezenie Ca ** w mitochondriach oraz zwiekszony poziom NADPH w
komorkach kory nadnerczy skorelowane jest z tempem syntezy aldosteronu. Rola wapnia w
komorkach kory nadnerczy w fizjologit i patologii nie jest do konca wyjasniona, jednak
interesujgey jest wzrost ekspresji Vsnll w gruczolakach wytwarzajgcych aldosteron (APA)
(Williams 1 wsp. 2012). W prezentowane] pracy z wykorzystaniem analizy mikromacierzy

zaobserwowano podwyzszong ekspresj¢ Vsnll gléwnie w warstwie klgbkowatej nadnerczy.
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W literaturze niewiele jest danych na temat roli genu Vsnll w odniesieniu do nadnerczy
oraz zmian jego ekspresji pod wplywem czynnikéw oddziatywujgeych na funkcje nadnerczy.
Pierwszy raport na temat lokalizacji mRNA Vsnll i biatka w calych gruczotach nadnerczy
dotyczy zarodkow myszy. Metoda hybrydyzacji in sifu i barwienia immunohistochemicznego
wykazano mRINA i biatka Vsnll w ZG nadnerczy myszy w 15,5 dniu rozwoju zarodkowego
(Ola i wsp. 2012). Takze Williams i wsp. (2012) zauwazyt podwyzszenie ekspresji Vsnll w
gruczolakach wytwarzajacych aldosteron.

Celem niniejszej pracy byla analiza ekspresji Vsnll w warstwach ZG i ZF/ZR oraz rola
tego genu w regulacji osi HPA. Za pomocg zestawu Affymetrix® Rat Gene 1.1 ST Array
badano ekspresje genéw Vsnll w nadnerczach dorostych szczurow plei zenskiej i meskiej. W
tym badaniu u obu plei poziomy mRNA Vsnll w ZG byly 30-40 razy wigksze niz w ZF/R
oraz w rdzeniu (M) gruczolu nadnerczy. Ten wzér eckspresji gendéw Vsnll zostal
potwierdzony przez QPCR. Jednakze, w QPCR réznice byly znacznie wyzsze, z wartosciami
krotnych rzedu 300-400. Nastgpnie za pomoca reakcji barwienia immunohistochemicznego
wykazano obecnod¢ Vsnll w korze nadnerczy. Substancje immunopozytywne widoczne byty
w cytoplazmie i komoérkach tylko strefy klebkowatej nadnerczy dorostych samic szczura.

W poszukiwaniu czynnikow regulujacych ekspresj¢ genéw Vsnll badano wplyw znanych
czynnikéw pobudzajacych wydzielanie aldosteronu w pierwotnej hodowli komérkowej ze
Swiezo izolowanych komérek warstwy ZG nadnerczy szczurow. Komdrki eksponowano
przez 120 minut na ATl (100 nM) lub K* (16 mM). Jednak, ani angiotensyna II, ani K* nie
wplynely na poziomy ckspresji Vsnll. Poniewaz wyniki te byly dosé zdumiewajace,
przeprowadzono meta-analizy podobnych danych doswiadczalnych zdeponowanych w bazie
GeneExpression  Omnibus  (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/geo). Meta-analiza  danych
zgromadzona przez Romero (2007) oraz przez Nogueira (2007) pozwolita wskazaé, ze
stymulacja komdrek ZG przez godzing z 10 nM All nie wplywa na poziom mRNA Vsnll .

Zbadano takze dzialanie ACTH na poziom ekspresji genu Vsnll w warunkach in vivo
oraz w pierwotne] hodowli komoérek kory nadnercza szczura. 24-godzinna ekspozycija z
ACTH (1 x 10"M) w 4-dniowej hodowli komérek nadnerczowych spowodowata znaczace
obnizenie ekspresji badanego genu. Efekt ten obserwowano zaréwno w obecnosci, jaki i
nieobecnosci BSA w pozywce do hodowli. W badaniach in vive przedtuzone podawanie
ACTH lub deksametazonu (DEX) nie zmienito poziomu ekspresji genu Vsnll, jednak 60 min.
po podaniu kortykotropiny nastapila ostra supresja ekspresji badanego genu.

W regeneracji kory nadnerczy wywolane] wyluszezeniem gruczolu z torebki

tacznotkankowej, ekspresja genu Vsnll ulegata stopniowemu obnizaniu w czasie trwania
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procesu odbudowy nadnercza (1-15 dmi). Barwienia immunohistochemiczne wykazaly, ze w
poczatkowej fazie regeneracji (1-3 dni), Vsnll byt obecny we wszystkich dzielgeych sie
komorkach kory nadnerczy. W kolejnych dniach (5-8) komoérki przylegajace do centralnego
skrzepu nie wykazaly juz reakcji, a w 15 dniu odbudowy reakcje barwna odnotowano tylko w
komorkach przylegajgeych do torebki lgcznotkankowej gruczotu. Jednak we wszystkich
badanych punktach czasowych (1-15 dni), poziom mRNA Vsnll byl nizszy niz w
analogicznej grupie kontrolnej.

Prezentowane badania wykazaly podobng lokalizacje Vsnll w nadnerczach dorostych
samcOw i samic szczurdw. Z wyzej przedstawionych danych wydaje si¢ by¢ uzasadnione, aby
zasugerowaé, ze wzor ekspresji genéw Vsnll ustala sie we wczesnych etapach rozwoju
gruczotu nadnerczy. Wzdr ekspresji Vsnll w regionie pod-torebkowym kory nadnerczy
szczura jest podobny do tego z sonichedgehong (Shh) (Guasti i wsp. 2011). U szczura w
korze nadnerczy ZG 1 ZF sg oddzielone przez niezrdéznicowang strefe (ZU), ktdra zawiera
komorki niesteroidogenne. Komoérki tej strefy biorg udzial w zachowaniu architektury kory
nadnerczy i rekrutacji komoérek progenitorowych zlokalizowanych pod torebka nadnercza,
celem szybkiego utworzenia komérek steroidogennych (Berthon i wsp. 2012). Molekularne
aspekty tych wydarzen przypominajg glowne szlaki sygnalowe zaangazowane w rozwoj
nadnerczy. Proces tworzenia i utrzymania homeostazy nadnerczy przez $ciezki sygnalne Shh i
Wnt-katenina jest juz dobrze udokumentowane (King i wsp. 2009).

Zaréwno Shh, jak i ostatnio zidentyfikowany regulator cykiu komdrkowego DIk1 (8-like
homologue 1) wykazujg ko-ekspresje w ZU nadnerczy szczura. Sugerowano, ze mogg one
dziata¢ razem w regulowaniu homeostazy 1 przebudowy nadnerczy (Guasti i wsp. 2011).
Wydaje sie, ze w prezentowanych badaniach, komdrki wykazujgce ekspresje Vsnll sg raczej
mieszane] populacji komorek ZG/ZU. Co wiecej, ecksperymenty z regenerujacymi
nadnerczami pozwolily zasugerowaé, ze modulacja ekspresji Vsnll réwnie dobrze moze
odgrywaé role w rekrutacji wiekszej liczby komoérek progenitorowych, a co za tym idzie,
szybko generowaé wiecej komoérek steroidogennych (gléwnie ZF). Twierdzenie to wymaga
jednak dalszych badan.

Specyficzna lokalizacja Vsnll w nadnerczach w ZG rodzi pytanie o hormonalng
regulacje tej ekspresji. Niespodziewanie, ani Al w warunkach » vitro, ani K © nie wplywaly
na poziomy ekspresji genu Vsnll (Nogueira 1 wsp. 2007). Réwniez w przedstawionych
badaniach, AIl bylo nieskuteczne, ale pokazano, ze w pierwotnej hodowli komodrek kory
nadnerczy szczura, stymulacja ACTH znacznie obniza ekspresje badanego genu. Podobny

efekt zaobserwowano in vivo 60 min po podaniu ACTH, a z drugiej strony przedhuzone
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dziatanie kortykotropiny lub deksametazonu nie wywotato efektu. Te odkrycia sa zagadkowe
1 sugerujg, ze Vsnll moze by¢ wigczona do grupy gendéw wezesnej odpowiedzi, o ile dotyczy
to dziatania ACTH.

Obserwacja ta wskazuje réwniez, ze bezposrednim skutkiem dzialania ACTH na hodowane
komorki kory nadnerczy jest obnizona ekspresja gendéw Vsnll.

Waznym pytaniem jest funkcja Vsnll w fizjologii i patologii nadnercza. Jak wczesdnie]
wspomniano, ekspresja Vsnll jest podwyzszona w gruczolakach produkujgcych aldosteron.
Nadekspresje Vsnll zauwazono w linii raka kory nadnerczy (NCI H295R) (Williams i wsp.
2012). Jednakze, jak podkredlili autorzy, Vsnll uczestniczy w patofizjologii APA z
mutacjami w kanatach potasowych (KCNIJS5), a nie w rozwoju innych tagodnych guzéw kory.
Ta grupa badawcza zasugerowala roéwniez, ze Vsnll peini funkcje anty-apoptotyczna w
odpowiedzi na cytotoksycznos¢ wapnia.

Jako ze Vsnll reguluje ekspresjg Cypllb2, analizowano takze ekspresje tego genu.
Podczas regeneracji poziom ekspresji Cypllb2 ulegal zmniejszeniun, wykazujgc silng
korelacje z genem Vsnll. Gen Cypl1b2 pelni funkcje markera ZG nadnerczy. Po enukleacii,
za pomocg metody hybrydyzacji in situ, analizy transkryptomu i QPCR, zaobserwowano
znaczne zmniejszenie poziomu ekspresji genu Cyplib2 pomiedzy 2. a 20. dniem
eksperymentu (Engeland i wsp. 1995). Jak wykazano w naszych badaniach, podobny wzor
ekspresji stwierdzono dla Vsnll i Cypl1b2, dla ktérych poziom ekspresji obu genéw byt
dodatnio skorelowany (dodatnia korelacja r = 0,68). Dane te sugerujg, ze poziom ekspresji dla
Vsnll moze takZze postuzyé jako marker dojrzatodci ZG u szezura. Co wigeej, uzyskano wzor
ekspresji gendw Vsnll nadnercza w regeneracji, ktéry sugeruje, ze w zastosowanym modelu
doswiadczalnym, gen ten nie jest zaangazowany w kontrole proliferacji komérek kory
nadnerczy. To zaloZzenie moze by¢ udowodnione przez fakt, ze podczas fazy proliferacji
regeneracji nadnerczy (3.-8. dzien eksperymentu), poziom ekspresji Vsnll jest znacznie
nizszy niz w nadnerczach szczuréw kontrolnych. Pomimo tych ustalen, fizjologiczne

znaczenie Vsnll w nadnerczach pozostaje niejasne i wymaga dalszych badan.

i
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Na podstawie wyze] wymienionego cyklu publikacji wysunieto nastepujace
whnioski:

¢ rbznice plciowe w ekspresji genow w warstwie pasmowatej/siatkowate]
(ZF/R) sy znacznie wyzsze niz roznice w ekspresji gendw w warstwie
ktebkowatej (ZG),

° z posrod 248. gendw roznicujacych, 216 rozni sie wytgcznie w ZF/R, a tylko
15 genow rézni sie w ZG,

° cekspresja gendéw bioracych udzial w steroidogenezie (Star, Cypllal,
Cypl1bl) jest nizsza w ZF u samcdw; wyniki te sg zgodne z faktem, ze
poziom w osoczu glikokortykoidow jest wyzszy u samic niz u samcow,

° ckspresja gendw zaangazowanych w metabolizm hormondéw steroidowych w
ZF/R jest wyzsza u samic,

* ekspresja genow ktore w bazie GO.BP maja tzw. tatki takie jak ,, zwigzanych z
podziatami komorkowymi”, ,, zwigzane z procesami utleniania i redukcji’
. odpowiedz na substancje odzywcze” 1 ,,stymulacje pozakomérkowqg” oraz
. stymulacje hormonami steroidowymi” w ZF/R samic jest nizsza,

e poziom mRNA Lipe w ZF/R jest wyzszy u samcow,

s poziom Lipe w ZG jest poréwnywalna u obu pici,

* brak rdéznic ptciowych w ekspresji gendw zaangazowanych w steroidogeneze
w warstwie ZQ,

* wystepuja réznice w ekspresji genéw zaleznych od pici (np. Hert2),

*  wystepuja roznice w ekspresji innych gendow, wczesniej nie opisywanych jako
zaleznych od pici (np. Cdknlc),

* ekspresja genu receptora androgendw jest wyzsza u samcOw w Korze
nadnerczy,

* poza ERRy, ekspresja wszystkich analizowanych izoform receptora estrogenu

(ER) lub (ERR) byta podobna u samic i samcow szczura,
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* dzigki korelacji z Cypl11b2, ekspresja Vsinl moze by¢ markerem dojrzatosci
nadnercza ? (hipoteza)

°* gen Vsnl nie jest zaangazowany w kontrole proliferacji komoérek kory
nadnerczy,

° Vsnll wchodzi w sklad grupy genow szybkiej odpowiedzi na dzialanie
ACTH,

* dlugotrwate dziatanie ACTH i DX nie wplywa na ekspresje Vsinl,

° Vsnl zlokalizowany jest glownie w strefie ZG - jest uzalezniona
najprawdopodobniej od regulacji hormonalnej (aldosteron),

° AGIIiK" nie wptywajg na ekspresje Vsinl,

° ekspresje genow Vsinl jest najsilniejsza podczas rozwoju nadnerczy.

Przedstawiony w/w cykl prac wnosi nowe informacje na temat profilu
ekspresji transkryptomu w nadnerczach szczuréw samcoéw i samic, dostarczajac
nowych informacji odnosnie molekularnych rézni¢ w ekspresji genow istotnych
dla funkcji nadnerczy zaleznych od plci. Publikacje stanowig catosé¢ i nawzajem

sie uzupelniaja.
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