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Streszczenie

Adipogeneza jest zlozonym i $ci$le regulowanym procesem biologicznym,
odgrywajacym kluczowa role w utrzymaniu homeostazy energetycznej oraz
rozwoju otylosci. Powstawanie adipocytow jest szczegolnie istotne dla swin,
poniewaz tkanka tluszczowa silnie wplywa na tempo wzrostu, bilans energetyczny,
przezywalnos¢ noworodkéw oraz cechy jakosci miesa, ktore sg bardzo wazne z
punktu widzenia produkcji zwierzecej. Chociaz zidentyfikowano wiele kluczowych
czynnikow transkrypcyjnych uczestniczgcych w adipogenezie, wspoétdziatanie
mechanizméw transkrypecyjnych i epigenetycznych regulujacych ten proces
pozostaje nadal niewystarczajaco poznane, szczegdlnie u gatunkoéw gospodarskich,
takich jak $winia.

Glownym celem niniejszej pracy byto poznanie molekularnych mechanizmow
regulujacych adipogeneze u $win, ze szczegdlnym uwzglednieniem roli kluczowych
czynnikéw transkrypcyjnych, ich wzajemnych interakcji oraz modyfikacji histonow
zwigzanych z réznicowaniem adipocytéw. Analizy transkrypeyjne i epigenetyczne
przeprowadzono z wykorzystaniem $winskich mezenchymalnych komorek
macierzystych (MSC) jako modelu in vitro. W celu poznania roli waznych genow
kodujacych czynniki transkrypcyjne adipogenezy - SREBFI i CEBPB zastosowano
edycje genomu za pomoca metody CRISPR/Cas9. Wplyw wprowadzonych delecji
gendéw na réznicowanie adipocytow oceniano poprzez analize ekspresji glownych
markerow adipogenezy, obejmujacych geny PPARG, GATA2, CEBPA, CEBPD i
FABP4. Dodatkowo, oceniono regulacje epigenetyczng poprzez analize wybranych
aktywujacych i represyjnych modyfikacji histonéw, tj. H4K20me3, H4K8ac oraz
H3K9ac, w obrebie loci genow PPARG, GATA2, CEBPA oraz CEBPB.

W badaniach zastosowano szereg metod eksperymentalnych, obejmujacych
hodowlg in vitro MSC, indukcje réznicowania w kierunku adipocytéw, edycje
genomu z wykorzystaniem techniki CRISPR/Cas9, generowanie komorek z

homozygotycznymi i heterozygotycznymi delecjami, PCR i sekwencjonowanie



DNA w celu potwierdzenia obecnosci mutacji, analize akumulacji kropli
lipidowych za pomocg immunobarwienia, izolacj¢ RNA, ilosciowa reakcje PCR po
odwrotnej  transkrypcji  (RT-qPCR) do  analizy  ekspresji  genow,
immunoprecypitacj¢ chromatyny potaczona z ilosciowym PCR (ChIP-qPCR) do
analizy modyfikacji histonow oraz analize korelacji pomiedzy aktywnoScig

transkrypcyjng a modyfikacjami chromatyny.

Uzyskane wyniki wykazaly, ze zaburzenie funkcji izoformy SREBFI¢ istotnie
zmienialo ekspresje kluczowych gendéw adipogennych, w tym prowadzilo do
obnizenia ekspresji genéw PPARG, CEBPA, CEBPD oraz FABP4, oraz wzrost
ekspresji genu CEBPB, co ostatecznie skutkowalo zahamowaniem adipogenezy i
ograniczeniem akumulacji kropli lipidowych. Po raz pierwszy wykazano kluczowa
role izoformy SREBF l¢ w réznicowaniu adipocytéw u $win oraz zidentyfikowano

potencjalng wspotzaleznos¢ regulacyjna pomiedzy SREBFIc 1 CEBPB.

W przypadku genu CEBPB edycja genomu metoda CRISPR/Cas9 doprowadzila
do powstania zarowno homozygotycznych, jak i heterozygotycznych delecji w
obrebie regionu promotorowego. Oba typy modyfikacji catkowicie blokowaly
roznicowanie adipocytow oraz wplywaly na zdolnos¢ proliferacyjna $winskich
mezenchymalnych komorek macierzystych, co potwierdzono zmienionymi
profilami ekspresji gendéw zwigzanych z proliferacja, takich jak CCND1, MCM2 i
PCNA. Wyniki te wykazaly kluczowa role CEBPB nie tylko w adipogenezie, lecz

takze w regulacji proliferacji komorkowe;.

Ponadto analizy epigenetyczne ujawnily dynamiczne i1 zalezne od etapu
roznicowania zmiany aktywujacych (H3K9ac i H4KS8ac) oraz represyjnych
(H4K20me3) modyfikacji histonéw w obrebie loci adipogennych genow PPARG,
GATA2, CEBPA i CEBPB. Analiza modyfikacji histonéw specyficznych dla
regionow promotorowych i eksonowych dostarczyla szczegétowych informaciji
dotyczgcych przebudowy chromatyny w réznych regionach genéw oraz zwigzku z
regulacjg transkrypcji podczas réznicowania adipocytéw. Zaobserwowane profile
modyfikacji histonow byly specyficzne zaréwno dla poszczegdlnych gendw, jak i
regionow genomowych, a ich zaleznos¢ z aktywnoscia transkrypcyjna pokrywata
si¢ jedynie czesciowo, co wskazuje na zlozong epigenetyczna kontrolg adipogenezy

u Swin.



Podsumowujac, niniejsza praca wykazala, ze adipogeneza u $win jest
regulowana przez zlozone interakcje pomiedzy kluczowymi czynnikami
transkrypcyjnymi a mechanizmami epigenetycznymi kontrolujgcymi organizacje
chromatyny i ekspresj¢ genow. Istotnym elementem badan bylo zastosowanie
nowoczesnej technologii  edycji genomu CRISPR/Cas9 w  $winskich
mezenchymalnych komérkach macierzystych, co stanowi skuteczne narzedzie do
badan funkcji genéw u gatunkéw gospodarskich. Uzyskane wyniki nie tylko
poszerzajg aktualng wiedze¢ na temat molekularnych mechanizméw rozwoju tkanki
thuszczowej $wini, lecz takze wskazuja na potencjal wykorzystania w przyszlosci
technologii edycji genomu w hodowli zwierzat w celu uzyskania zwierzat o
pozadanych cechach produkcyjnych, takich jak ulepszony skfad tuszy i lepsza

jakos¢ miesa.
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