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STRESZCZENIE

Rola chemeryny w jajniku §wini domowej (Sus scrofa domestica L.)

mgr Edyta Rytelewska

Praca doktorska wykonana pod kierunkiem prof. dr hab. Niny Smolinskiej oraz dr Marty
Kiezun w Katedrze Anatomii i Fizjologii Zwierzat Wydziatu Biologii i Biotechnologii
Uniwersytetu Warminsko-Mazurskiego w Olsztynie.

Jajniki sg jednymi z najbardziej aktywnych i morfologicznie zréznicowanych
narzagdow. Kluczowymi czynnikami regulujacymi funkcjonowanie jajnikéw sg
gonadotropiny, hormony steroidowe i insulina. Jednakze, na ich prawidlowe
funkcjonowanie mogg mie¢ takze wptyw czynniki, ktore moduluja procesy zachodzace
w jajnikach w zalezno$ci od zasobOw energetycznych organizmu lub wystepowania
lokalnej reakcji zapalnej. Dane literaturowe wskazujg, ze do takich czynnikow nalezy
chemeryna. Hormon ten znany jest przede wszystkim ze swojej roli w modulacji
odpowiedzi immunologicznej oraz regulacji homeostazy energetycznej organizmu.
Najnowsze badania wykazaly réwniez, ze chemeryna jest produkowana lokalnie
w jajnikach i moze by¢ zaangazowana w prawidlowe funkcjonowanie tych struktur.
Brak bylo jednak informacji na temat ekspresji i funkcji chemeryny w jajnikach
$wini domowej — jednego z najwazniejszych gatunkow zwierzat gospodarskich,
wykorzystywanego takze jako organizm modelowy w badaniach biomedycznych.
Ponadto, u zadnego gatunku nie przeprowadzono kompleksowych badan dotyczacych
wplywu chemeryny na regulacje funkcjonowania jajnikow. Na podstawie dostepnych
danych literaturowych postawiono hipotezg¢ zaktadajaca udziat chemeryny w regulacji
funkcjonowania jajnikow swini domowej (Sus scrofa domestica L.). Stad celem
niniejszej pracy doktorskiej bylo okreslenie ekspresji i lokalizacji chemeryny
oraz jej receptorow (CMKLR1, GPR1 i CCRL2) w jajnikach $wini domowej,
a takze zbadanie wplywu chemeryny na kluczowe procesy zachodzace w gonadach,

tj. na steroidogenez¢, angiogeneze i apoptoze.

Badania przeprowadzono na jajnikach zwierzat niedojrzalych piciowo
oraz zwierzat dojrzatych bedacych w cyklu rujowym i/lub wczesnej ciazy.
Do badan wykorzystano pecherzyki jajnikowe i ciatka zotte §win. W trakcie
realizacji niniejszej pracy doktorskiej zastosowano nastgpujace metody badawcze:

ilosciowg reakcje¢ tancuchowa polimerazy (QRT-PCR), Western Blot, fluorescencyjna
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immunohistochemi¢, hodowle komorkowe in vitro, test radioimmunologiczny (RIA),

test immunoenzymatyczny (ELISA) i analizg statystyczna.

Uzyskane wyniki wykazaty, ze chemeryna jest produkowana lokalnie w jajnikach
$win, a hormon ten bezposrednio wptywa na funkcjonowanie komorek jajnikow,
co takze potwierdza obecno$¢ receptorow chemeryny we wszystkich badanych
strukturach. Zmiany w koncentracji odpowiednich transkryptéw i bialek wskazuja,
ze ekspresja chemeryny i jej receptoréw zalezna jest od dojrzatosci plciowej $win
oraz fazy cyklu rujowego i/lub okresu wczesnej cigzy. Immunolokalizacje chemeryny
1 jej receptoréw stwierdzono w pecherzykach jajnikowych §win na réznych etapach
ich wzrostu/dojrzewania oraz w cialkach zoltych $§win w okresie ich formowania,
najwyzsze] aktywnosci 1 regresji. Wykazano rowniez, ze fizjologiczne stezenie
chemeryny w ptynie pgcherzykowym $swin wynosi od 104,64 + 5,28 ng/ml do 186,46
+ 5,66 ng/ml ($rednie + blad standardowy $redniej) oraz odnotowano, ze st¢zenie to
zmienia si¢ w zaleznosci od stanu fizjologicznego zwierzat. Ponadto stwierdzono,
ze chemeryna moduluje (pobudza lub hamuje, w zaleznosci od fazy cyklu rujowego
i/lub okresu wczesnej cigzy) podstawowa (niestymulowang) oraz stymulowang
hormonem luteotropowym/hormonem folikulotropowym i/lub insuling sekrecje
hormonéw steroidowych (progesteronu, androstendionu, testosteronu, estronu
i estradiolu) przez komorki jajnikow $win. Wykazano tez, ze chemeryna stymuluje
sekrecje  gtownych czynnikow angiogennych (czynnika wzrostu $rodbtonka
naczyniowego A — VEGF-A oraz zasadowego czynnika wzrostu fibroblastow — bFGF)
przez komorki lutealne $win oraz zwicksza koncentracje bialek receptorow
czynnikow angiogennych (VEGFR1, VEGFR2, VEGFR3, FGFR1, FGFR2) w tych
komdrkach. Co wiecej stwierdzono, ze chemeryna moduluje (zwigcksza lub zmniejsza,
w zalezno$ci od fazy cyklu rujowego) koncentracj¢ biatek czynnikow zewngtrznego
(czynnika zwigzanego z apoptoza — Fas i ligandu receptora Fas — FasL) i wewng¢trznego
(regulatora apoptozy Bcl-2) szlaku aktywacji apoptozy, a takze zmniejsza koncentracje
glownego czynnika fazy wykonawczej apoptozy (kaspazy-3) w komorkach lutealnych
swin. Wyniki uzyskane w ramach niniejszej pracy doktorskiej wykazaly,
Zze chemeryna jest waznym czynnikiem regulujacym funkcjonowanie jajnikow

swini domowej.

Badania finansowane ze srodkow Narodowego Centrum Nauki
w ramach projektow badawczych OPUS 9 (nr 2015/17/B/NZ9/03595)
oraz PRELUDIUM 14 (nr 2017/27/N/NZ9/00638).
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SUMMARY

The role of chemerin in the ovary of the domestic pig (Sus scrofa domestica L.)

mgr Edyta Rytelewska

Doctoral thesis was performed under the supervision of prof. dr hab. Nina Smolinska
and dr Marta Kiezun at the Department of Animal Anatomy and Physiology,
Faculty of Biology and Biotechnology, University of Warmia and Mazury in Olsztyn.

The ovaries are among the most active and morphologically diversified organs.
The crucial factors regulating the functioning of the ovaries are gonadotrophins, steroid
hormones and insulin. Nevertheless, their proper functioning may also be influenced
by factors that modulate the processes taking place in the ovaries depending on the energy
resources of the body or the occurrence of a local inflammatory reaction. Literature data
indicate that chemerin is one of these factors. This hormone was primarily known for
its role in the modulation of immune response and regulation of energy homeostasis
in the body. The latest research also demonstrated that chemerin is locally produced
in the ovaries and may be involved in the proper functioning of these structures.
However, there was a lack of information on the expression and function of chemerin
in the ovaries of the domestic pig — one of the most important livestock species
that is also used as a model organism in biomedical research. Moreover, comprehensive
studies of the effect of chemerin on the regulation of ovarian functioning have not
been conducted in any species. On the basis of the available literature data, it has been
hypothesized that chemerin is involved in the regulation of the functioning of pig
ovaries. Hence, the aim of this doctoral thesis was to determine the expression
and localization of chemerin and its receptors (CMKLR1, GPR1 and CCRL2)
in the ovaries of the domestic pig, as well as to investigate the influence of chemerin

on key processes in the gonads, i.e. steroidogenesis, angiogenesis and apoptosis.

The studies were performed on the ovaries of prepubertal animals and mature
pigs during the oestrous cycle and/or early pregnancy. The research material
consisted of porcine ovarian follicles and corpora lutea. During the realization of this
doctoral thesis, the following research methods were used: quantitative polymerase

chain reaction (QRT-PCR), Western Blot, fluorescent immunohistochemistry, in vitro cell
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cultures, radioimmunoassay (RIA), enzyme-linked immunosorbent assay (ELISA)
and statistical analysis.

The obtained results demonstrated that chemerin is produced locally in the ovaries
of pigs, and this hormone directly affects ovarian cells functioning, as it was also
confirmed by the presence of chemerin receptors in all the examined structures.
Changes in the abundance of the relevant transcripts and proteins indicated that
the expression of chemerin and its receptors is dependent on the sexual maturity
of pigs and the stage of the oestrous cycle or the period of early pregnancy.
The immunolocalization of chemerin and its receptors was found in the porcine
follicles at various stages of growth/maturation, and in the porcine corpora lutea
during the periods of formation, highest activity, and regression. It was also shown
that the physiological concentrations of chemerin in the porcine follicular fluid
ranged from 104.64 + 5.28 ng/ml to 186.46 + 5.66 ng/ml (mean + standard error
of the mean), and it was found that the concentrations of this hormone varied depending
on the physiological state of the animals. Moreover, chemerin was shown to modulate
(increase or decrease, depending on the phase of the oestrous cycle or stage of early
pregnancy) the basal (unstimulated) and luteinizing hormone/follicle-stimulating
hormone- and/or insulin-stimulated secretion of steroid hormones (progesterone,
androstenedione, testosterone, oestrone and oestradiol) by the porcine ovarian cells.
It was also found that chemerin stimulated the secretion of key angiogenic factors
(vascular endothelial growth factor A — VEGF-A and basic fibroblast growth
factor — bFGF) by the porcine luteal cells and increased the protein abundance
of angiogenic factors’ receptors (VEGFR1, VEGFR2, VEGFR3, FGFR1, FGFR2)
in these cells. Furthermore, it was reported that chemerin modulated (increased
or decreased, depending on the phase of the oestrous cycle) the protein abundance
of factors of the extrinsic death receptor pathway (apoptosis-related factor — Fas
and Fas receptor ligand — FasL) and the intrinsic mitochondrial pathway (apoptosis
regulator Bcl-2) of apoptosis, and it also decreased the protein abundance of crucial
factor of the execution pathway of apoptosis (caspase-3) in the porcine luteal cells.
The results obtained in this doctoral dissertation indicated that chemerin

is the important factor regulating the functioning of the porcine ovaries.

The research was financed from the resources of the National Science Center (Poland)
as a part of research projects OPUS 9 (no. 2015/17/B/NZ9/03595)
and PRELUDIUM 14 (no. 2017/27/N/NZ9/00638).
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WYKAZ PRAC NAUKOWYCH
BEDACYCH PODSTAWA ROZPRAWY DOKTORSKIEJ

Na rozprawe doktorska sktadajg si¢ trzy oryginalne prace badawcze
opublikowane w recenzowanych czasopismach naukowych w 2020 r. (jedna praca)
i 2021 r. (dwie prace). Prace te przedstawiaja wyniki badan dotyczace ekspresji
oraz lokalizacji chemeryny i jej receptorow w jajnikach $wini domowej (Sus scrofa
domestica L.), a takze wptywu chemeryny na procesy steroidogenezy, angiogenezy
1 apoptozy w tych narzadach. W sktad cyklu wchodza nastepujace publikacje:

PuBLIKACJA 1.: RYTELEWSKA E., KISIELEWSKA K., KIiEzuN M., DoOBrzyYN K.,
GUDELSKA M., RAK A., DUPONT J., KAMINSKA B., KAMINSKI T.,
SMOLINSKA N. 2020. Expression of chemerin and its receptors
in the ovaries of prepubertal and mature gilts. Mol Reprod Dev.
87: 739-762.

DOI: https://doi.org/10.1002/mrd.23391
(IF* = 2,609; piecioletni IF? = 3,47; pkt. MEiN®= 100)

PUBLIKACJA 2.: RYTELEWSKA E., KIEZUN M., KISIELEWSKA K., GUDELSKA M.,
DoBRzYN K., KAMINSKA B., KAMINSKI T., SMOLINSKA N. 2021.
Chemerin as a modulator of ovarian steroidogenesis in pigs: an in vitro
study. Theriogenology. 160: 95-101.

DOI: https://doi.org/10.1016/j.theriogenology.2020.10.040
(IF* = 2,74; piecioletni IF? = 2,93; pkt. MEiN?®= 140)

PUBLIKACJA 3. RYTELEWSKA E., KIEZUN M., ZAOBIDNA E., GUDELSKA M.,
KISIELEWSKA K., DOBRzZYN K., KAMINSKI T., SMOLINSKA N. 2021.
Chemerin as a modulator of angiogenesis and apoptosis processes
in the corpus luteum of pigs: an in vitro study. Biol Reprod.
105(4): 1002-1015.

DOI: https://doi.org/10.1093/biolre/ioab126
(IF* = 4,285; pigcioletni IF? = 4,307; pkt. MEiN®= 200)
Razem:
IF! = 9,364
pigcioletni IF? = 10,707
pkt. MEiN® = 440

IF* — wskaznik cytowan (ang. Impact Factor) czasopisma z roku wydania pracy wg bazy Web of Science
piecioletni IF> — wskaznik cytowani czasopisma z pieciu ostatnich lat wg bazy Web of Science

pkt. MEiN® — liczba punktow za publikacje wg Komunikatu Ministra Edukacji i Nauki w sprawie
wykazu czasopism naukowych i recenzowanych materialéw z konferencji migdzynarodowych z dnia
21 grudnia 2021 r.
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1. Wstep

Jajniki sg jednymi z najbardziej aktywnych i morfologicznie zréznicowanych
narzadow. Ich prawidtowe funkcjonowanie obejmuje procesy takie jak folikulogeneza,
owulacja, tworzenie si¢ i aktywnos¢ ciatka zoéttego, a nastgpnie podtrzymanie funkcji
ciatka zottego w przypadku zaptodnienia, lub luteoliza, gdy zaplodnienie nie nastapi
(PETERS 1 MCNATTY, 1980). Kluczowymi czynnikami regulujgcymi funkcjonowanie
jajnikow sa gonadotropiny, hormony steroidowe (MADEJ i in., 2005) i insulina
(DUPONT i ScARAMUZzI, 2016). Jednakze, na ich prawidlowe funkcjonowanie moga
mie¢ takze wptyw czynniki, ktore modulujg procesy zachodzace w jajnikach w zaleznosci
od zasoboéw energetycznych organizmu lub wystepowania lokalnej reakcji zapalnej
(GARCIA-GARCIA, 2012). Dane literaturowe wskazujg, ze do czynnikow takich nalezy

chemeryna.

Chemeryna, znana rowniez jako biatko 2 odpowiadajagce na receptor
kwasu retinowego (ang. retinoic acid receptor responder protein 2, RARRES?2)
lub produkt biatkowy genu 2 indukowanego tazarotenem (ang. tazarotene-induced
gene 2 protein, TIG2), jest hormonem zaliczanym zaréwno do cytokin (czyli
czasteczek, ktore oddziatujg na aktywnos¢ biologiczng komoérek i regulujg dziatanie
uktadu odpornosciowego), jak i adipokin (czyli aktywnych biologicznie czasteczek,
wytwarzanych i wydzielanych przez komorki tkanki thuszczowej; HELFER i WU, 2018).
Jako cytokina chemeryna ma dziatanie prozapalne lub przeciwzapalne. Poczatkowo
stwierdzono, ze chemeryna wykazuje dziatanie chemotaktyczne w stosunku
do komorek odporno$ciowych (leukocytow, makrofagéw i niedojrzatych komorek
dendrytycznych), pobudzajac migracje tych komorek do miejsc objetych stanem
zapalnym (HELFER i Wu, 2018). Pozniejsze badania wykazaly jednak, ze chemeryna
moze rowniez hamowac dzialanie cytokin prozapalnych, takich jak interleukina 6
lub czynnik martwicy nowotworu o (MATTERN i in., 2014). Ponadto zaobserwowano
wysoka koncentracj¢ chemeryny w tkankach i ptynach ustrojowych pacjentow
cierpigcych na przewlekte choroby immunologiczne takie jak tuszczyca, choroba
Lesniowskiego-Crohna, wrzodziejace zapalenie jelita grubego, reumatoidalne zapalenie
stawow, czy tez przewlekta obturacyjna choroba ptuc (Su i in., 2021). Jako adipokina
chemeryna stymuluje proces roéznicowania si¢ i rozwoju komorek tkanki thuszczowej

(adipogenezg), a takze wplywa na rozwdj stanu zapalnego w tkance tluszczowe;.
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Hormon ten reguluje tez metabolizm tluszczow i glukozy oraz moduluje wrazliwosé¢
komorek na insuling (GORALSKI i in., 2007; MATTERN i in., 2014). Wykazano rowniez
podwyzszony poziom chemeryny we krwi pacjentow z zespotem metabolicznym,

otyto$cig oraz cukrzyca typu 2 (BozAoGLU i in., 2007; HELFER i Wu, 2018).

Chemeryna syntetyzowana jest w formie nieaktywnej jako preprochemeryna,
ktora po odcieciu N-koncowej sekwencji sygnatowej wydzielana jest do przestrzeni
zewnatrzkomoérkowej jako prochemeryna o niskiej aktywnos$ci biologicznej. Nastepnie
aktywne formy chemeryny powstajg poprzez kolejne cigcia C-koncowego fragmentu
biatka przez karboksypeptydazy (gtownie proteazy serynowe i cysteinowe). Co ciekawe
wykazano, ze zrdéznicowana aktywnos$¢ i funkcje biologiczne chemeryny zalezne sa
od miejsca ciecia i rodzaju enzymu zaangazowanego w ten proces (DU i LEUNG, 2009).
Jak dotad odkryto i opisano trzy receptory chemeryny:

o receptor chemokinopodobny 1 (ang. chemokine-like receptor 1, CMKLRL1), znany
réwniez jako receptor chemeryny 23 (ang. chemerin receptor 23, ChemR23),
o receptor 1 sprzezony z biatkiem G (ang. G protein-coupled receptor 1, GPR1),
o receptor chemokinopodobny 2 z motywem C-C (ang. C-C motif chemokine
receptor-like 2, CCRL2).
Wszystkie trzy receptory skladaja si¢ z siedmiu domen transblonowych i naleza
do grupy receptoréw sprzezonych z biatkami G (MATTERN i in., 2014). Chemeryna
wigze si¢ z receptorami CMKLR1 i GPR1 z podobnie wysokim powinowactwem
przez N-koniec biatka, a mechanizm transdukcji sygnalu opiera si¢ na szlakach
sygnalowych MAPK/ERK1/2 1 PI3K/Akt (w przypadku receptora CMKLRI),
a takze szlaku sygnalowym AMPK (w przypadku obu receptoréw; MATTERN i in.,
2014). Z kolei, jezeli chodzi o receptor CCRL2, chemeryna wigze si¢ tym receptorem
przez C-koniec biatka, a powinowactwo hormonu do CCRL2 jest znacznie nizsze
niz w przypadku dwoéch wyzej wymienionych receptorow. W przeciwienstwie
do receptorow CMKLR1 i GPR1, receptor CCRL2 nie jest w stanie przekazywac
sygnatu, a jedynie wigze chemeryn¢ koncentrujac ja w okre$lonych miejscach
i/lub  prezentuje hormon sgsiadujgcym komoérkom, na powierzchni  ktérych

znajdujg si¢ receptory CMKLR1 (MATTERN i in., 2014).

W ciggu ostatnich lat pojawily si¢ nieliczne badania, Kktorych wyniki
jednoznacznie sugerowaly, ze poza udokumentowana rola chemeryny w modulacji

odpowiedzi immunologicznej oraz regulacji homeostazy energetycznej organizmu,
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hormon ten jest réwniez produkowany lokalnie w jajnikach i moze by¢

zaangazowany w prawidlowe funkcjonowanie tych narzadéw. Obecno$é

transkryptdéw i biatek systemu chemerynowego (chemeryny i jej trzech receptoréw:
CMKLR1, GPR1 i CCRL2) wykazano w pegcherzykach jajnikowych (a doktadnie

w komorkach ziarnistych, komorkach ostonki wewnetrznej 1 oocytach) oraz ciatkach
z6ttych bydta (REVERCHON i in., 2014). Obecno$¢ transkryptu i biatka chemeryny
oraz transkryptow receptorow CMKLR1 i GPRI1 stwierdzono réwniez w komdrkach
ziarnistych kobiet (REVERCHON i in., 2012). Dodatkowo, zaobserwowano, ze lokalna
synteza chemeryny w pecherzykach jajnikowych zwigksza 2- (REVERCHON i in.,
2012) lub nawet 8-krotnie (Kim i in., 2013) koncentracje tego hormonu w ptynie
pecherzykowym kobiet w stosunku do koncentracji chemeryny odnotowanej w 0Soczu.
U myszy zréznicowang koncentracje transkryptu chemeryny stwierdzono w jajnikach
zwierzat w czterech fazach cyklu rujowego, tj. proestrus, estrus, metestrus i anestrus.
W badaniu tym potwierdzono rowniez obecno$¢ transkryptu i biatka receptora
GPR1 w pecherzykach jajnikowych (a doktadnie w komorkach ziarnistych,
komorkach ostonki wewnetrznej i oocytach) oraz ciatkach zoéttych myszy (YANG i in.,
2016). Obecno$é transkryptu chemeryny odnotowano rowniez w jajnikach pawianow,
szympansOw (GONZALEZ-ALVAREZ i in., 2015) i kur (MELLOUK i in., 2018). Istnieja
takze przestanki, ktore wskazuja, ze chemeryna moze by¢ czynnikiem zaangazowanym
W etiopatogeneze zespotu policystycznych jajnikobw (ang. polycystic ovary syndrome,
PCOS). Obecnos¢ transkryptu chemeryny stwierdzono w komorkach ziarnistych
jajnikdw szczurow stanowigcych zwierzecy model PCOS, w ktérym hiperandrogenizm
zostat wywotany 5a-dihydrotestosteronem (WANG i in., 2013). Co wigcej, wykazano
wyzsza koncentracj¢ chemeryny w surowicy pacjentek chorych na PCOS niz u zdrowych
kobiet, a te z nich, u ktorych odnotowano wyraznie podwyzszony poziom chemeryny
we krwi, mialy tez znaczaco powigkszone jajniki (HUANG i in., 2015). Niemniej
jednak ekspresja elementow systemu chemerynowego w jajnikach ludzi i zwierzat
nie byla jak dotad w peini poznana, a dostgpne wyniki badan dostarczaly jedynie
fragmentarycznych informacji. Tylko jedno z przytoczonych badan dotyczyto zwierzat
gospodarskich (krow). Brakowato tez danych na temat ekspresji oraz tkankowej
lokalizacji elementéw systemu chemerynowego w jajnikach $wini domowej oraz
koncentracji chemeryny w ptynie pecherzykowym tego gatunku. Pomimo badania
ktore zasugerowato, ze poziom koncentracji transkryptu chemeryny moze by¢ zalezny

od fazy cyklu rujowego, jak dotad nie okreslono dokladnego wplywu statusu
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hormonalnego zwierzat (wynikajacego z cyklicznych zmian zachodzacych w jajnikach)
na ekspresj¢ elementéw systemu chemerynowego. Nieznany takze pozostawat wplyw
dojrzatosci plciowej zwierzat na ekspresje elementdw systemu chemerynowego
w jajnikach. Jest to szczegdlnie wazne ze wzgledu na fakt, ze poczatek dojrzewania
i dalsze prawidlowe funkcjonowanie jajnikow u osobnikéw dorostych wymaga
znacznego wydatkowania energii, a zaburzenia homeostazy energetycznej mogg ostabiaé
potencjat reprodukcyjny zwierzat (HUGHES, 1982; PRUNIER | QUESNEL, 2000).

Dostepne dane literaturowe potwierdzily, ze chemeryna moze modulowaé
proces steroidogenezy w jajnikach. Wykazano, ze hormon ten zmniejszat
podstawowg (niestymulowang) sekrecje progesteronu (P4) i estradiolu (E2) przez
komorki ziarniste ludzi i krow (REVERCHON i in., 2012; REVERCHON i in., 2014),
a takze obnizal podstawowa sekrecje Eo przez komorki ziarniste szczurow (WANG
i in., 2013). Stwierdzono takze, ze chemeryna zmniejszata stymulowang hormonem
folikulotropowym (FSH) i insulinopodobnym czynnikiem wzrostu 1 sekrecje P4 i E»
przez komorki ziarniste kobiet i krow (REVERCHON i in., 2012; REVERCHON i in.,
2014) oraz obnizata stymulowang FSH sekrecje Ps 1 E> przez komorki ziarniste
szczurow (WANG i in., 2013). Zaobserwowano rowniez, ze chemeryna zmniejszata
sekrecj¢ P4 przez komorki lutealne myszy (YANG i in., 2016) w modelu luteinizacji
wywotanej ludzka gonadotroping kosmoéwkowa oraz w modelu luteolizy wywotane;j
prostaglandyng F», (PGF,). Ponadto badania potwierdzily modulujacy wplyw
chemeryny na ekspresje kluczowych enzyméw steroidogenicznych w komorkach
jajnikow. Odnotowano, ze chemeryna zmniejszata koncentracje biatkowego regulatora
steroidogenezy StAR (ang. steroidogenic acute regulatory protein) w komorkach
ziarnistych krow (REVERCHON i in., 2014), obnizata koncentracje¢ biatka cytochromu
P450 odszczepiajacego boczny tancuch cholesterolu (ang. cholesterol side-chain
cleavage cytochrome P450 enzyme, P450scc) w komorkach ziarnistych szczurow
(WANG i in., 2013), a takze zmniejszata koncentracje transkryptu i biatka aromatazy
cytochromu P450 (ang. cytochrome P450 aromatase) w komorkach ziarnistych ludzi,
kréw i szczurobw (REVERCHON i in., 2012; WANG i in., 2013; REVERCHON i in.,
2014). Chemeryna zmniejszata tez ekspresj¢ genow StAR, CYP11Al (gen kodujacy
biatko P450scc) i HSD3B1 (gen kodujacy dehydrogenaze 3B-hydroksysteroidows)
w komorkach lutealnych myszy (YANG i in., 2016). Badania wskazujg takze,

ze chemeryna moze modulowaé¢ proces steroidogenezy w komdrkach jajnikow
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poprzez ograniczenie dostepnosci substratow do syntezy hormonoéw steroidowych.
W komérkach ziarnistych krow (REVERCHON i in., 2014) chemeryna zmniejszata
ilos¢ cholesterolu oraz koncentracje biatka reduktazy 3-hydroksy-3-metyloglutarylo-
-koenzymu A (ang. 3-hydroxy-3-methylglutaryl-coenzyme A reductase) — enzymu
regulujgcego tempo biosyntezy cholesterolu. Wykazano rowniez, ze chemeryna moze
modulowac¢ steroidogeneze w jajnikach poprzez zmniejszanie koncentracji kluczowych
czynnikéw transkrypcyjnych (NR5al/2) genéw enzymoOw steroidogenicznych (WANG
i in., 2013). Ponadto, w komorkach ziarnistych szczurow chemeryna zwigkszata
koncentracj¢ biatka prohibiny (ang. prohibitin), ktéra hamuje proces steroidogenezy
(WANG i in., 2013). Pomimo powyzszego, nieznany pozostawal wplyw chemeryny
na steroidogeneze w komorkach jajnikow swin. Dostepne badania wskazywaly jedynie
na wplyw chemeryny na sekrecje Ps i Ez, a jak wiadomo, u $§win, zarowno komorki
ziarniste i komorki ostonki wewnetrznej pecherzykOw, jak tez duze i mate komorki
lutealne zdolne sg do wytwarzania az pigciu réznych hormondw steroidowych — Py,
androstendionu (As), testosteronu (T), estronu (E1) i E2 (STOKLOSOWA i in., 1982;
GREGORASZCZUK, 1996; LEMON i LOIR, 1977; GRzESIAK i in., 2014). Co wiecej,
aby pozna¢ doktadng rol¢ chemeryny w regulacji procesu steroidogenezy w jajnikach
$win wazne bylo nie tylko okre$leniec wplywu samej chemeryny na sekrecje
hormonoéw steroidowych, ale takze zbadanie wplywu tego hormonu w warunkach,
ktore sg mozliwie najbardziej zblizone do warunkdéw fizjologicznych, czyli
w obecno$ci kluczowych czynnikOW regulujacych funkcjonowanie jajnikow, takich

jak FSH, hormon luteinizujacy (LH) oraz insulina.

Podstawowsa funkcja ciatek zottych jest wydzielanie Ps, ktory jest niezbgdny
do ustanowienia i utrzymania cigzy (BOWEN-SHAUVER i GIBORI, 2003). Dlatego
tez zaburzenia struktury i czynnosci cialek zottych moga ostabia¢ potencjat
reprodukcyjny zwierzat (RAO i GIBORI, 1987). Prawidlowe funkcjonowanie ciatek
zottych obejmuje etapy formowania i najwyzszej aktywnosci, a nastgpnie podtrzymania
funkcji w przypadku zaptodnienia, lub ich regresja, gdy zaptodnienie nie nastgpi
(PETERS i MCNATTY, 1980). Tym dynamicznym zmianom towarzysza intensywne
procesy angiogenezy i apoptozy. Dostepne dane literaturowe wskazuja,
ze chemeryna moze wplywaé na oba te procesy. Wykazano, ze chemeryna
stymulowala proliferacje, roznicowanie i migracje komorek sréodblonka naczyn,

a takze tworzenie si¢ struktur przypominajacych naczynia wltosowate w badaniach
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in vitro przeprowadzonych na ludzkich komorkach $rodblonka zyly pgpowinowej
(ang. human umbilical vein endothelial cells; NAKAMURA i in., 2018). W badaniu tym
odnotowano réwniez, ze chemeryna pobudzata tworzenie si¢ naczyn krwiono$nych
poprzez aktywacj¢ szlakow sygnatowych MAPK/ERK1/2 i PI3K/Akt. Stymulujacy
wplyw chemeryny na proces angiogenezy stwierdzono takze w badaniach na mysim
I szczurzym modelu ex vivo (NAKAMURA i in., 2018). Ponadto odnotowano,
ze zwigkszona ekspresja chemeryny jest dodatnio skorelowana z ekspresjg czynnika
wzrostu $rodbtonka naczyniowego A (VEGF-A), a dalsze badania wykazaly,
ze chemeryna posredniczy w tworzeniu naczyn krwiono$nych w podobnym stopniu
jak VEGF-A (BozAoGLU i in., 2010). Nieliczne badania potwierdzaja rowniez
wpltyw chemeryny na proces apoptozy. Wykazano, ze chemeryna stymulowata
ten proces poprzez zmniejszenie fosforylacji Akt oraz zwiekszenie aktywnosci
kaspazy-9 w komorkach mies$nia sercowego myszy (RODRIGUEZ-PENAS i in., 2015).
Z kolei, w komodrkach nablonkowych gruczotu mlekowego krow chemeryna
stymulowata apoptoz¢ poprzez zwickszenie koncentracji biatka X zwigzanego z Bcl-2
(BAX, czynnik proapoptotyczny) w stosunku do koncentracji biatka regulatora
apoptozy Bcl-2 (czynnik antyapoptotyczny), a takze zwigkszata aktywnos$¢ kaspazy-3
(Casp3; Hu i in., 2019). Stwierdzono réowniez, ze chemeryna stymulowata apoptoze
w komdrkach ziarnistych myszy poprzez zwiekszenie aktywno$ci Casp3, zwigkszenie
stosunku koncentracji biatka BAX do biatka Bcl-2, aktywacje¢ szlakéw sygnatowych
czynnika jadrowego (NF)-kB i AMPK oraz zahamowanie szlaku sygnatowego Akt
(YAao i in., 2019). W badaniu in vitro przeprowadzonym na mysim modelu luteolizy
wywotanej PGF2, (YANG i in., 2016), chemeryna stymulowata apoptoze¢ poprzez
zwigkszenie ekspresji genu CASP3 (gen kodujacy Casp3). Pomimo powyzszego,
nieznany jak dotad pozostawal wplyw chemeryny na procesy angiogenezy i apoptozy
w ciatkach zottych swin. Ponadto, tylko jedna z dotychczas opublikowanych prac
dotyczyta wptywu tego hormonu na komorki lutealne. Dlatego, aby pozna¢ doktadna
role chemeryny w regulacji procesu angiogenezy, wazne bylo okreSlenie wplywu
tego hormonu na sekrecje kluczowych czynnikéw angiogennych, takich jak VEGF-A
i zasadowy czynnik wzrostu fibroblastow (bFGF). Istotne byto takze poznanie
wpltywu tego hormonu na koncentracje biatek receptoréw czynnikdéw angiogennych,
tj. receptoréw 1, 2 i 3 czynnika wzrostu srodbtonka naczyniowego (VEGFR1, VEGFR2,
VEGFR3) oraz receptorow 1 i 2 czynnika wzrostu fibroblastéw (FGFR1, FGFR2).
Z kolei, aby okresli¢ rolg chemeryny w procesie apoptozy I pozna¢ sposob aktywacji
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tego procesu przez chemeryne, kluczowe bylo okreslenie wptywu tego hormonu
na koncentracj¢ gtownych czynnikoéw zewnetrznego (czynnika zwigzanego z apoptoza
Fas i ligandu receptora Fas — FasL) i wewnetrznego (czynnikdw Bcl-2 i BAX)
szlaku aktywacji apoptozy. Istotne rowniez bylo poznanie wpltywu tego hormonu

na koncentracje najwazniejszego czynnika fazy wykonawczej apoptozy — Casp3.

Podsumowujac, przestanka do przeprowadzenia niniejszych badan byla nieznana
jak dotgd rola chemeryny w regulacji funkcjonowania jajnikdw $wini domowe;j.
Dostepne dane literaturowe dostarczyly jedynie fragmentarycznych danych na temat
ekspresji i lokalizacji elementéw systemu chemerynowego w jajnikach ludzi i zwierzat,
a badania dotyczace wplywu chemeryny na proces steroidogenezy odnosily sie
gtownie do ludzi, bydta i gryzoni oraz skupialy si¢ przede wszystkim na komorkach
ziarnistych pecherzykow jajnikowych. Ponadto, brakowato informacji na temat roli
chemeryny w regulacji procesu angiogenezy w ciatkach zottych ludzi i zwierzat,
a informacje na temat wplywu chemeryny na proces apoptozy w ciatkach zottych
zwierzat ograniczaly si¢ do jednego badania, ktore zostalo przeprowadzone
na myszach. Co wiecej, u zadnego gatunku nie przeprowadzono kompleksowych
badan dotyczacych wptywu chemeryny a regulacje funkcjonowania jajnikOw.
Dlatego tez celem niniejszej pracy doktorskiej bylo okreslenie ekspresji i lokalizacji
chemeryny i jej receptorow w jajnikach $wini domowej, a takze zbadanie wplywu
chemeryny na kluczowe procesy zachodzace w jajnikach, tj. na steroidogeneze,

angiogeneze i apoptoze.
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2. Uzasadnienie wyboru modelu badawczego

Swinie sa jednym z najwazniejszych gatunkéw zwierzat gospodarskich,
z prawie 500 roznymi rasami wystepujagcymi na catym s$wiecie (PUKITE, 1999).
Trzoda chlewna to tez bez watpienia najwazniejszy kierunek produkcji zwierzecej
w Polsce?. Aby zoptymalizowaé rozréd $win konieczne jest lepsze zrozumienie
proceséw biologicznych zwigzanych z regulacja funkcjonowania uktadu rozrodczego
tego gatunku. Dlatego tez podjete badania mogg stanowi¢ podstawe do lepszego
zrozumienia fizjologii jednego z kluczowych elementéw tego uktadu — jajnikow,
a tym samym, w przysztosci, przyczyni¢ si¢ do wypracowania skuteczniejszych
sposobdw ingerencji w procesy rozrodcze $win, co moze przetozy¢ sie na zwigkszenie
efektywnosci w produkcji trzody chlewnej. Ponadto, chociaz $winia nie jest uwazana
za oczywisty model badawczy, gatunek ten zyskat rowniez duzg aprobate i uznanie
ze wzgledu na znaczace podobienstwo do cztowieka. Ze wzgledu na ograniczenia
etyczne dotyczace eksperymentow prowadzonych na ludziach, dostep do jajnikow
kobiet, zwlaszcza w podstawowych stanach fizjologicznych (bez obecnosci stanow
patologicznych), jest niezwykle ograniczony. Co prawda jest mozliwo$¢ pobierania
tkanek (gtownie pecherzykow) od kobiet, ktore poddaty si¢ procedurze zaptodnienia
in vitro, jednak badania wykorzystujace tkanki i komoérki pozyskane w ten sposob
sa kwestionowane ze wzgledu na ekspozycje jajnikOw na wysokie stezenia
hormondw steroidowych i gonadotropin, ktore powszechnie stosowane sg w procedurach
wspomaganego rozrodu (CAMPBELL i in., 2003). Dlatego tez modele zwierzece,
ktore dobrze odzwierciedlajg fizjologie czlowieka 1 ktore mozna wykorzystac
do pozyskania okreslonych komoérek lub tkanek, stanowig cenne i pozadane narzg¢dzie
do badan w wielu dziedzinach nauki. Do podobienstw cztowieka i $wini nalezg
rozmiar ciata, profil metaboliczny, anatomia i1 fizjologia wielu narzadéw lub nawet
catych uktadow narzadow, a takze zblizony przebieg wielu chorob (KuzmMUK i SCHOOK,
2011). Dobrym przyktadem wykorzystania §win jako modelu zwierzgcego moga byc¢
badania endokrynologiczne, dzigki ktorym wyjasniono budowe, funkcje i dzialanie
kilku hormonéw steroidowych 1 przysadkowych, a takze insuliny, ktdra rozni si¢
od insuliny ludzkiej tylko jednym aminokwasem i ktéra byta z powodzeniem

stosowana przez kilka dziesigcioleci w leczeniu cukrzycy u ludzi (ROHRER i in., 2003).

4 Poglowie $win wedtug stanu w grudniu 2021 r., Informacje sygnalne GUS 28.01.2022 r.
https://stat.gov.pl/files/gfx/portalinformacyjny/pl/defaultaktualnosci/5508/7/14/1/poglowie_swin_wedlug
_stanu_w_grudniu_2021_r.pdf; dostep: 01.02.2022 .
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Co wigcej, $winia jest modelem zwierzegcym wielu choréb ludzkich, a takze
stanowi sprawdzony model okreslonych mechanizméw i proceséw fizjologicznych
lub patofizjologicznych (KuzmuKk i SCHOOK, 2011). Swinki miniaturowe sa tez
powszechnie wykorzystywane jako model do testowania toksycznos$ci nowych lekow
(BENDIXEN 1 in., 2010). Dostepne sa takze wystandaryzowane narzedzia i bazy
danych do analizy transkryptomu i proteomu tego gatunku (BENDIXEN i in., 2010).
Swinie sa tez latwo dostepne do badan dzieki wielkoskalowej produkcji zwierzece;
na potrzeby przetworstwa migsnego. Z kolei wykorzystywanie tkanek od zwierzat
przeznaczonych do uboju komercyjnego pozwala na zachowanie réwnowagi pomi¢dzy
realizacjg badan a uniknigciem niepotrzebnego cierpienia zwierzat wykorzystywanych

do badan. Podejscie to zostato rowniez wykorzystane w niniejszej pracy doktorskiej.
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3. Hipoteza oraz zadania badawcze

Dostepne dane literaturowe staty si¢ podstawg hipotezy badawczej zakladajacej

udziat chemeryny w regulacji funkcjonowania jajnikéw $wini domowej (Sus

scrofa domestica L.). Dotychczasowe fragmentaryczne badania dotyczace ekspresji
I funkcji chemeryny w uktadzie rozrodczym ludzi i zwierzat pozwolily na postawienie
nastepujacych hipotez szczegolowych:
a) w komdrkach jajnikbw $win ma miejsce ekspresja elementéw systemu
chemerynowego (chemeryny i jej receptorow: CMKLR1, GPR1 i CCRL2),
a lokalna produkcja tego hormonu w jajnikach wptywa na koncentracje chemeryny
W ptynie pecherzykowym;
b) chemeryna wptywa na produkcje i sekrecje hormonow steroidowych przez komorki
jajnikow $win;
c) chemeryna wptywa na procesy angiogenezy i apoptozy zachodzace w komodrkach

lutealnych $win.

W celu weryfikacji postawionych hipotez zaplanowano nastepujace zadania

badawcze:

1. okreslenie koncentracji transkryptéw i biatek elementow systemu chemerynowego
W pecherzykach $win niedojrzatych piciowo oraz w komorkach ziarnistych,
komorkach ostonki wewnetrznej 1 ciatkach zottych $win bedacych w cyklu
rujowym (fazy wczesnolutealna, srodkowolutealna, poznolutealna i pecherzykowa)
lub we wczesnej cigzy (okres migracji zarodkdbw w macicy, okres matczynego

rozpoznania cigzy, poczatek implantacji, zakonczenie implantacji);

2. okreslenie tkankowej lokalizacji elementow systemu chemerynowego W jajnikach

$win niedojrzatych ptciowo oraz bedacych w cyklu rujowym;

3. oznaczenie koncentracji chemeryny w plynie pgcherzykowym s$win niedojrzatych

ptciowo oraz bedacych w cyklu rujowym;

4. zbadanie wplywu chemeryny na podstawowa oraz stymulowang LH/FSH
i/lub insuling sekrecje hormonow steroidowych (P4, A4, T, E1 i E2) przez komorki
ziarniste, komorki ostonki wewnetrznej pecherzyka lub komdrki lutealne $win
bedacych w cyklu rujowym lub w wybranych okresach wczesnej ciazy (tj. w okresie

matczynego rozpoznania cigzy oraz na poczatku implantacji);
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5. zbadanie wplywu chemeryny na sekrecje czynnikow angiogennych (VEGF-A,
bFGF) przez komorki lutealne $win oraz na koncentracje biatek receptorow
czynnikow angiogennych (VEGFR1, VEGFR2, VEGFR3, FGFR1, FGFR2) w tych

komérkach w fazach wczesnolutealnej, srodkowolutealnej i péznolutealnej;

6. zbadanie wptywu chemeryny na koncentracje¢ biatek czynnikow apoptotycznych
(Fas, FasL, Bcl-2, BAX, Casp3) w komdrkach lutealnych $win w fazach

wczesnolutealnej, sSrodkowolutealnej 1 pdznolutealne;.
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4. Material

Wszystkie procedury z udziatem zwierzqt zostaly przeprowadzone zgodnie
z Ustawq z dnia 15 stycznia 2015 r. o ochronie zwierzqt wykorzystywanych
do celow naukowych lub edukacyjnych oraz Dyrektywq Parlamentu
Europejskiego i Rady Unii Europejskiej 2010/63/UE z dnia 22 wrzesnia 2010 r.

w sprawie ochrony zwierzqt wykorzystywanych do celéw naukowych.

Material badawczy stanowily jajniki §win pobrane od zwierzat przeznaczonych
do uboju komercyjnego i przetworstwa migsnego. Grupe badawczg stanowity loszki,
mieszance towarowe (mieszance ras: wielka biala polska i polska biata zwistoucha),
pochodzace z prywatnych hodowli. Do badan wykorzystano pecherzyki jajnikowe
i cialka zolte wyizolowane z jajnikow $win w okreslonych etapach dojrzatosci
piciowej oraz wybranych fazach cyklu rujowego i/lub okresach wczesnej cigzy.
Dlatego tez w badaniach wykorzystano zwierzgta niedojrzate w wieku 4-6 miesiecy
0 éredniej wadze 100-110 kg (zadania nr 1-3) oraz zwierzg¢ta dojrzate w wieku
7-9 miesigcy, 0 $redniej wadze 120-140 kg i grubosci stoniny na grzbiecie wynoszacej

18-20 mm (zadania nr 1-6).

Pecherzyki jajnikowe o okreslonej srednicy pobierano od zwierzat niedojrzatych
piciowo (zadania nr 1-3) oraz dojrzaltych w wybranych fazach cyklu rujowego
(zadania nr 1-4). Od zwierzat niedojrzatych ptciowo pobierano mate ($rednica 3—4 mm)
oraz $rednie (Srednica 4-5 mm) pecherzyki. Natomiast od zwierzat w cyklu rujowym
pecherzyki jajnikowe pobierano w dniach:

o 4.-6.— faza wczesnolutealna (okres formowania si¢ cialek zottych), w ktorej
wystepuja liczne mate pecherzyki o srednicy 2—4 mm,

o 10.-12. —faza S$rodkowolutealna (okres, w ktorym wystgpuja w petni
rozwinigte ciatka zotte, a ich aktywno$¢ jest najwyzsza w cyklu i podobna
do tej odnotowywanej podczas ciazy), w ktorej widoczne sa liczne $rednie
pecherzyki 0 $rednicy 4-6 mm,

o 17.-19. —faza pecherzykowa, w ktorej wystepuja duze dojrzate pecherzyki
przedowulacyjne 0 S$rednicy 8-12 mm.

W badaniach wykorzystano pecherzyki bez widocznych oznak atrezji.
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Cialka zélte pobierano od zwierzat dojrzatych piciowo w okreslonych fazach
cyklu rujowego zwiagzanych z fizjologia cialek zottych (tj. w etapach formowania,
najwyzszej aktywnosci i regresji; zadania nr 1, 2, 4-6) oraz w wybranych okresach
wczesnej cigzy (zadanie nr 11 4).

W czasie cyklu rujowego ciatka zotte pobierano od zwierzat w dniach:

o 2.-3.— faza wczesnolutealna (okres luteinizacji, charakteryzujacy si¢ obecnoscia

ciatek krwotocznych),

o 10.-12. — faza Srodkowolutealna,

o 14.-16. — faza poznolutealna (okres lutelizy).
W czasie wczesnej cigzy ciatka zotte pobierano od zwierzat w dniach:

o 10.-11. — okres migracji zarodkéw w macicy,

o 12.-13. — okres matczynego rozpoznania ciazy,

o 15.-16. — poczatek implantacji,

o 27.—28. — zakonczenie implantacji.
W przypadku $win cigzarnych poczatek rui zostal okreSlony poprzez obserwacje
zachowania loszek w obecnos$ci knura, a dzien, w ktorym potwierdzono wystgpienie
rui, zostal oznaczony jako dzien ,0” cyklu rujowego. Inseminacje naturalng
przeprowadzono przez dwa kolejne dni, zaczynajagc od dnia potwierdzenia
pierwszych objawow rui. Pierwszy dzien po ostatniej inseminacji zostal oznaczony
jako pierwszy dzien cigzy. Uboju $win cig¢zarnych dokonywano w okreslonym

dniu cigzy, zaplanowanym w doswiadczeniu.

W ciggu kilku minut od uboju jajniki pobrano od $win niedojrzatych
plciowo oraz dojrzaltych bedacych w cyklu rujowym. Stopien dojrzatosci
piciowej lub faza cyklu rujowego zostaly potwierdzone na podstawie morfologii
jajnikow zgodnie z charakterystyka opisang przez AKINSA i MORRISSETTE'A
(1968). Dodatkowo klasyfikacji pegcherzykow dokonano zgodnie z charakterystyka
opisang przez GREGORASZCZUK i SKAEKE (1996). Od s$win ci¢zarnych pobrano
jajniki wraz z macicag. Odpowiednie okresy wczesnej ciazy zostaly potwierdzone
na podstawie obecnosci, wielkosci 1 morfologii zarodkdbw w obu rogach macicy
zgodnie z charakterystyka opisang przez ANDERSONA (1978), przeplukujac rogi
macicy sterylnym roztworem soli fizjologicznej buforowanej fosforanami (PBS;
0,1 M; pH=7,4).
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Jajniki przeznaczone do realizacji zadania nr 2 tuz po pobraniu zostaly zanurzone
w 4% buforowanym paraformaldehydzie (pH = 7,4). Natomiast tkanki przeznaczone
do pozostalych zadan (zadania nr 1, 3-6) zostaly umieszczone w sterylnym
schtodzonym buforze PBS (0,1 M; pH=7,4; 4°C) uzupelnionym mieszaning
antybiotykéw (Antibiotic-Antimycotic Solution; Sigma-Aldrich, USA) w taki sposdb,
aby koncowe stezenia antybiotykow w roztworze wynosity odpowiednio: 100 U/ml
penicyliny, 0,1 mg/ml streptomycyny i 0,025 mg/ml amfoterycyny B. Pobrany

material badawczy przetransportowano do laboratorium na lodzie w ciggu 1-1,5 h.
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5. Metody badawcze

W trakcie realizacji niniejszej pracy doktorskiej wykorzystano nastepujace metody:
o ilosciowg reakcje tancuchowsg polimerazy (QRT-PCR; zadanie nr 1),
o Western Blot (zadanianr 1i5),
o fluorescencyjng immunohistochemie (zadanie nr 2),
o hodowle komdrkowe in vitro (zadania nr 4-5),
o test radioimmunologiczny (RIA; zadanie nr 4),
o test immunoenzymatyczny (ELISA; zadanianr 3,51 6),

o analize statystyczng (zadania nr 1, 3-6).

Ponizej przedstawiono szczegdly wykorzystanych metod, wskazujgc na informacje,

ktore byly kluczowe dla prawidtowego wykonania odpowiednich zadan badawczych.

5.1. Przygotowanie materialu badawczego do zadan nr 1-3

Pecherzyki jajnikowe oraz ciatka zoétte przeznaczone do realizacji zadan nr 11 3
wycieto z jajnikow $win niedojrzatych piciowo oraz swin dojrzatych w wybranych
fazach cyklu rujowego i/lub okresach wczesnej cigzy. Plyn pecherzykowy zebrano
za pomocg igly i strzykawki, przeniesiono do probdwek typu Eppendorf, a nastepnie
przechowywano w temperaturze -20°C do dalszych analiz (zadanie nr 3). Cale
pecherzyki jajnikowe po usunigeciu ptynu pecherzykowego oraz wyciete cialka
70lte zamrozono w ciektym azocie, a nast¢pnie przechowywano w temperaturze -80°C
do dalszych analiz (zadanie nr 1). Dodatkowo duze dojrzate (przedowulacyjne)
pecherzyki jajnikowe o s$rednicy > 8 mm postuzyly do izolacji komorek
ziarnistych i komorek ostonki wewnetrznej. Procedure izolacji przeprowadzono
zgodnie z metoda opisang przez MALESZKE i in. (2014). Wyizolowane komorki
odwirowano (300 x g, 10 min, 4°C) i natychmiast zawieszono w odpowiednich
buforach (szczegéty w podrozdziale 4.2. Publikacji 1., s. 69) w celu izolacji RNA
i biatka (zadanie nr 1). Z kolei, cale jajniki, przeznaczone do realizacji zadania
nr 2, utrwalono przez zanurzenie tkanek w 4% roztworze paraformaldehydu w buforze
PBS (0,1 M; pH = 7,4; 4°C) na 24 h. Nastepnie, jajniki odwodniono i zabezpieczono
przed obkurczaniem oraz znieksztatcaniem si¢ badanych struktur poprzez wysycenie
tkanek sacharoza, ktora pehnita funkcje krioprotektanta. Janiki inkubowano najpierw
w 19%, a potem 30% roztworze sacharozy w buforze PBS (0,1 M; pH =7,4; 4°C)
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przez kilka dni (ok. 3—4 dni w kazdym z roztwordéw sacharozy), az do momentu petnego
wysycenia tkanek cukrem. Jajniki przeci¢to na dwie rowne czesci i zatopiono w medium
do zatapiania tkanek (Killik O.C.T. compound; Bio-Optica Milano Spa, Wlochy)
uzyskujac bloczki, ktére nastepnie przechowywano w temperaturze -80°C. Dzien przed
cieciem tkanek bloczki przeniesiono do temperatury -20°C, w ktorej przetrzymywano
tkanki przez 24 h, a nastgpnie bloczki cigto na skrawki o grubosci 10 um w temperaturze
-25°C w kriostacie Microm HM 525 (Thermo Fisher Scientific, USA). Bezposrednio
po cieciu skrawki przyklejano na szkietka podstawowe pokryte poli-L-lizyng (Menzel-
-Glaser, Braunschweig, Niemcy). Tak przygotowane preparaty przechowywano w -80°C
(szczegoty w podrozdziale 4.7. Publikacji 1., s. 71).

5.2. Zadanie nr 1

Zadanie to zostalo wykonane przy wspdlpracy trzech laboratoriow. Analize
ekspresji genow elementéw systemu chemerynowego Ww pecherzykach $win
niedojrzatych oraz dojrzatych piciowo metodg qRT-PCR wykonano w laboratorium
Unité Physiologie de la Reproduction et des Comportements de I'Institut National
de la Recherche Agronomique w Nouzilly (Francja), natomiast analize koncentracji
biatek w pecherzykach $win niedojrzatych oraz dojrzalych ptciowo metoda Western
Blot przeprowadzono w laboratorium Zaktadu Fizjologii i Toksykologii Rozrodu
Instytutu Zoologii i Badan Biomedycznych Uniwersytetu Jagiellonskiego w Krakowie.
Z kolei analizy ekspresji genow i bialek elementéw systemu chemerynowego
w komorkach ziarnistych i komodrkach ostonki wewnetrznej duzych pecherzykow
jajnikowych oraz w ciatkach zottych $win przeprowadzono w laboratorium
Katedry Anatomii 1 Fizjologii Zwierzat Wydzialu Biologii 1 Biotechnologii
Uniwersytetu Warminsko-Mazurskiego w Olsztynie. Doktadna metodyka zadania
nr 1 opisania jest w podrozdziatach 4.3.-4.6. Publikacji 1. (ss. 69—71). Ponizej opisano

najwazniejsze informacje dotyczace poszczegdlnych etapow metod.

5.2.1.dRT-PCR

Izolacje RNA przeprowadzono metoda fenolowo-chloroformowa opisang
przez CHOMCZYNSKIEGO 1 SACCHI (1987) z wykorzystaniem komercyjnie dostepnych

odczynnikow, a calg procedure izolacji wykonano zgodnie z wytycznymi producentow
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odczynnikdw (uzyte odczynniki podano w podrozdziale 4.3. Publikacji 1., s. 69). Tlos¢
oraz czysto$¢ uzyskanego RNA okreslono metoda spektrofotometryczng. Do badan
wykorzystano proby, ktorych warto$¢ wspotczynnika czystosci RNA (wyliczonego
na podstawie ilorazu warto$ci gestosci optycznej przy dhugosciach fal 260 i 280 nm)
miescila si¢ w zakresie 1,8-2,0. Dodatkowo, aby potwierdzi¢ integralno$¢ uzyskanego

RNA, wykonano elektroforeze losowo wybranych prob w 1% zelu agarozowym.

Uzyskane RNA stanowito matryce do reakcji odwrotnej transkrypcji (RT).
Do poszczeg6lnych reakcji uzyto 1 pg RNA z kazdej proby. Podobnie jak
w przypadku izolacji RNA, mieszaniny reakcyjne przygotowano z wykorzystaniem
komercyjnie dostepnych odczynnikow zgodnie z wytycznymi producentOw (doktadny
sktad mieszanin oraz uzyte odczynniki podano w podrozdziale 4.3. Publikacji 1.,
S. 69). Reakcje RT przeprowadzono poprzez inkubacje przygotowanych mieszanin
w temperaturze 37°C przez 1h, a nastepnie w temperaturze 93°C przez 5 min,
aby inaktywowa¢ odwrotng transkryptaz¢. Negatywne kontrole reakcji stanowity
proby, w ktorych RNA zastgpiono wodg wolng od nukleaz. Uzyskane podczas reakcji
c¢DNA rozcienczono woda wolng od nukleaz i przechowywano w temperaturze -20°C

do czasu dalszych analiz.

Zsyntetyzowane cDNA (w ilosci 10 ng) amplifikowano w obecnosci
starterow specyficznych dla genéw badanych (RARRES2, CMKLR1, GPR1, CCRL2)
oraz genow referencyjnych. Doktadny sklad mieszanin reakcyjnych, specyfikacje
uzytych starteréw, warunki reakcji oraz wykorzystany sprzet opisano w podrozdziale
4.4. Publikacji 1., s. 69). Jako geny referencyjne do analizy ekspresji badanych
genow w catych pecherzykach postuzyty geny cyklofiliny A (PPIA) i rybosomalnego
biatka L19 (RPL19). Natomiast do analizy ekspresji badanych genéw w komorkach
ziarnistych, komorkach ostonki wewnetrznej pecherzyka i ciatkach zottych,
jako geny referencyjne uzyto gen ubikwityny C (UBC) oraz sekwencje kodujaca
RNA matej podjednostki rybosomu — 18S rRNA (RNA18S). Startery dla genow
badanych oraz genéw PPIA i RPL19 zaprojektowano na podstawie znanych sekwencji
nukleotydowych genéw zdeponowanych w bazie GenBank (numery dostgpowe
wykorzystanych sekwencji podano w Tabeli 1. Publikacji 1., s. 70). Startery
dla genébw UBC i RNA18S zostaly wybrane na podstawie publikacji, odpowiednio,
MARTYNIAKA 1 in. (2018) oraz MARTYNIAKA i in. (2017). Na etapie walidacji
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metody potwierdzono konstytutywng ekspresje¢ wszystkich wskazanych genéw
referencyjnych w odpowiednich grupach badawczych (potwierdzone analizg
statystyczng — jednoczynnikowg analizg wariancji ANOVA oraz testem post hoc
Tukeya przy granicznym poziomie istotnosci p > 0,05). Reakcje amplifikacji
dla kazdej z prob wykonano w dwoch powtorzeniach. Kontrole negatywne reakcji
(ang. no template control, NTC) stanowily mieszaniny reakcyjne, w ktorych
matryce zastgpiono woda wolng od nukleaz. Wzgledne poziomy ekspresji badanych
gendw w catych pecherzykach obliczono metodg PFAFFLA (2001), a specyficzno$é
uzyskanych amplikonéw potwierdzono przez sekwencjonowanie uzyskanych
produktow. Z kolei wzgledne poziomy ekspresji badanych genéw w komorkach
ziarnistych, komorkach ostonki wewngtrznej pecherzyka i ciatkach zottych obliczono
metoda komparatywna (224¢Y) LIVAKA i SCHMITTGENA (2001), ktorej kalibratorem
w kazdym uktadzie poréwnawczym byla grupa o najnizszej ekspresji badanego genu.
Specyficznos¢ uzyskanych amplikonow potwierdzono przez wygenerowanie i oceng
krzywej topnienia dla poszczegdlnych gendw oraz elektroforeze losowo wybranych
préb w 1,5% zelu agarozowym z wykorzystaniem barwnika Midori Green DNA

Stain (ABO, Polska). Uzyskane wyniki poddano analizie statystycznej.

5.2.2. \Western Blot

Izolacje bialka przeprowadzono poprzez dwu- lub trzykrotng (trwajaca
kazdorazowo 15S) homogenizacje tkanek/komoérek w buforze litycznym (sktady
zastosowanych buforéw podano w podrozdziale 4.5. Publikacji 1., ss. 69-70). Calg
procedure homogenizacji przeprowadzono na lodzie, a po ostatniej homogenizacji
proby inkubowano na lodzie przez 30 min. Po tym czasie homogenaty odwirowywano
(warunki wirowan podano w podrozdziale 4.5. Publikacji 1., ss. 69-70), zebrano
supernatanty stanowigce izolaty biatkowe prdb, przeniesiono je do probowek typu
Eppendorf, a nastgpnie przechowywano w temperaturze -80°C do czasu dalszych
analiz. Koncentracje biatka w probach okreslono za pomoca metody Bradforda

na podstawie krzywej standardowej o zakresie od 0,156 mg/ml do 1 mg/ml.

Analize Western Blot przeprowadzono na podstawie metodyki opisanej
przez SMOLINSKA i in. (2019), wprowadzajac modyfikacje wynikajace z optymalizacji

metody. Do prob zawierajacych 30 pg biatka dodano bufor obcigzajacy, a nastepnie
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poddano je denaturacji w temperaturze 95°C przez 3 min. Tak przygotowane
proby naniesiono na odpowiednio przygotowane zele poliakrylamidowe i poddano
elektroforezie w warunkach denaturujagcych (SDS-PAGE, ang. SDS poliacrylamide
gel electrophoresis). Rozdziat elektroforetyczny w 4% zZelu zageszczajacym
prowadzono przez 30 min przy nat¢zeniu pradu elektrycznego 15 mA na jeden aparat
elektroforetyczny. Nastgpnie, gdy biatka przeszly z zelu zageszczajacego do zelu
rozdzielajagcego o stezeniu 10%, 12% lub 12,5% (w zaleznosci od wielko$ci
badanego biatka), elektroforeze prowadzono przez kolejne 2-3 h przy natezeniu
pradu elektrycznego 30 mA na jeden aparat elektroforetyczny. Frakcje biatkowe,
ktére zostaly rozdzielone podczas elektroforezy, przenoszono na membrang
nitrocelulozowg (Whatmann, UK) lub membran¢ wykonang z polifluorku winylidenu
0 porowatosci 0,22 um (PVDF 0,22 um; Merck Millipore, Niemcy) za pomoca
transferu potsuchego (ang. semi-dry). Transfer trwal 90 min przy natezeniu pradu
0,8 mA/cm? zelu lub 30 min przy natezeniu pradu 2,4 mA/cm? zelu. Aby potwierdzi¢
efektywnos¢ transferu biatek, zele po transferze barwiono biekitem brylantowym
Coomassie (Sigma-Aldrich, USA), a membrany barwiono za pomocg czerwieni
Ponceau S (Merck Millipore, USA). Blokowanie miejsc niespecyficznego wigzania
przeciwcial na membranach wykonano poprzez inkubacje membran przez 1h
w temperaturze pokojowej w 5% roztworze odtluszczonego mleka w proszku
(Sigma-Aldrich, USA) lub 5% roztworze surowiczej albuminy bydlecej (BSA,
ang. bovine serum albumin; Sigma-Aldrich, USA) w buforze TBST, czyli
soli fizjologicznej buforowanej tris(hydroksymetylo)aminometem i zawiecrajacej
0,1% Tween® 20. W dalszej kolejno$ci membrany inkubowano z odpowiednimi
przeciwciatami I-rzgdowymi (przez noc, w temperaturze 4°C) oraz Il-rzedowymi
sprzezonymi  z  peroksydazg chrzanowa lub fosfatazg alkaliczng (1,5 h,
w temperaturze pokojowej). Doktadna specyfikacja i koncentracje zastosowanych
przeciwcial znajduja si¢ w Tabelach 2. i 3. Publikacji 1. (s. 71). Powstale
immunokompleksy wizualizowano przy uzyciu komercyjnych zestawow odczynnikow
(zgodnie z wytycznymi producentdow) metoda chemiluminescencji — za pomoca
zestawOw bazujacych na luminolu (Western Blotting Luminol Reagent, Santa Cruz
Biotechnology, USA oraz Immobilon Western Chemiluminescent HRP Substrate,
Sigma-Aldrich, USA) lub metoda kolorymetryczng — wykorzystujac roztwor
bigkitu nitrotetrazoliowego i fosforanu 5-bromo-4-chloro-3-indolilu  (NBT/BCIP

27




1) Rola chemeryny w jajniku $wini domowej (Sus scrofa domestica L..)

Stock Solution; Roche, Niemcy). Immunokompleksy o odpowiedniej wielkosci
byly lokalizowane na membranie na podstawie oceny masy molekularnej widocznych
frakcji bialek wzgledem komercyjnego markera biatkowego (PageRuler™ Prestained
Protein Ladder; Thermo Fisher Scientific, USA). Efekt wizualizacji immunokompleksow
rejestrowano i archiwizowano za pomoca odpowiednich urzadzen i oprogramowan
do cyfrowego obrazowania, tj. G:Box EF Gel Documentation System (Syngene,
Wielka Brytania) lub ChemiDoc-It Imaging System (UVP, LLC; Wielka Brytania).
Zawarto$¢ odpowiednich biatek w probach badanych okreslano ilo§ciowo za pomoca
analizy densytometrycznej z wykorzystaniem oprogramowania Image Studio Lite v. 5.2
(LI-COR Biosciences, USA) oraz ImageJ (National Institutes of Health, USA). Aby
okresli¢ wzgledng koncentracje badanych bialek, jako biatko referencyjne zastosowano
B-aktyng. Na etapie walidacji metody potwierdzono, ze koncentracja [-aktyny
w badanych tkankach/komorkach w analizowanych grupach badawczych utrzymywata
si¢ na podobnym poziomie (potwierdzone analiza statystyczng — jednoczynnikowa
analizg wariancji ANOVA oraz testem post hoc Tukeya przy granicznym poziomie
istotnosci p >0,05). Wzgledna koncentracje¢ badanych bialek obliczono poprzez
dzielenie wynikdw analizy densytometrycznej bialek chemeryny i jej receptorow
przez wyniki analizy densytometrycznej biatka B-aktyny dla kazdej proby badane;.

Uzyskane wartosci poddano analizie statystycznej.

5.3. Fluorescencyjna immunohistochemia (zadanie nr 2)

Tkankowa lokalizacj¢ biatek chemeryny i jej receptorow w jajnikach $win
okreslono z wykorzystaniem metody fluorescencyjnej immunohistochemii. Doktadna
metodyka zadania nr 2 opisania jest w podrozdziale 4.8. Publikacji 1. (ss. 71-72). Ponizej

opisano najwazniejsze informacje dotyczace poszczegolnych etapow metody.

Preparaty tkankowe suszono na powietrzu w temperaturze pokojowej przez
30 min. Nastepnie, wszystkie kolejne etapy metody wykonywano w komorze
wilgotnej. W celu zablokowania miejsc niespecyficznego wigzania przeciwcial,
skrawki inkubowano z buforem blokujacym (sktad buforu podano w podrozdziale 4.8.
Publikacji 1., ss. 71-72) w temperaturze pokojowej przez 1 h. Tkankowa lokalizacje
biatek chemeryny i jej receptoréw okreslono z wykorzystaniem poS$redniej techniki

immunohistochemii fluorescencyjnej. Specyfikacj¢ i koncentracje zastosowanych
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przeciwciat I- i ll-rzedowych zawarto w Tabeli 4. Publikacji 1. (s. 72). Negatywne
kontrole barwien stanowily preparaty, w ktorych przeciwciala I-rzgdowe zastgpiono
buforem PBS (0,1 M; pH =7,4). Skrawki odwodniono przez suszenie preparatow
na powietrzu w temperaturze pokojowej przez 15 min. Preparaty zamykano z uzyciem
medium do mikroskopii fluorescencyjnej (Fluoroshield™ with DAPI; Sigma-Aldrich,
USA), ktore w swoim sktadzie zawiera dodatkowo DAPI do kontrastowego barwienia
jader komorkowych. Preparaty analizowano przy pomocy mikroskopu fluorescencyjnego
Olympus BX51 (Olympus, Japonia) wyposazonego w lampe EXFO x-Cite Series 120Q
(Excelitas Technologies Corp., USA). Wynik barwien wizualizowano przy uzyciu
odpowiedniego zestawu filtrow optycznych dla barwnikéw fluorescencyjnych
DAPI i Alexa Fluor® 488. Obrazy rejestrowano i archiwizowano z wykorzystaniem

$wiatloczutej kamery CCD Olympus DP72 i oprogramowania Cell™ (Olympus, Japonia).

5.4. ELISA (zadanie nr 3)

Koncentracj¢e chemeryny w plynie pecherzykowym $win okreslono przy
uzyciu komercyjnie dostepnego testu ELISA (nr kat. EP0169; FineTest, Chiny)
przeznaczonego do detekcji biatek $wini. Test wykonano zgodnie z wytycznymi
producenta. Przed wykonaniem wlasciwej analizy wykonano wstepny eksperyment,
w ktorym ustalono wlasciwe rozcienczenia préb do wykonania testu. Najwazniejsze
informacje dotyczace testu, przygotowania prob, zakres krzywej standardowe;,
czuto$¢ testu, sposoby wykonania pomiaréw absorbancji, wykreslenia krzywe;j
i wykonania przeliczen, a takze btad wewnatrzseryjny testu podano w podrozdziale

4.9. Publikacji 1. (s. 72). Uzyskane wyniki poddano analizie statystycznej.

5.5. Izolacja komdrek i hodowle komérkowe in vitro do zadan nr 4-6

Izolacje komorek przeprowadzono wykorzystujac pecherzyki przedowulacyjne,
bez oznak atrezji, o srednicy 8—12 mm (zadanie nr 4), a takze ciatka zotte pozyskane
od $win w roznych okresach fazy lutealnej (zadania nr 4-6) i/lub wybranych okresach
wczesne] ciazy (zadanie nr 4). Pecherzyki jajnikowe postuzyty do izolacji komdrek
ziarnistych i komoérek oslonki wewnetrznej. Z Kkolei ciatka zolte postuzyly
do izolacji mieszaniny komorek lutealnych, w sktad ktorej wchodzity mate i duze

komorki lutealne, komorki $rodblonka, fibroblasty i perycyty w takim stosunku
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iloSciowym, w jakim naturalnie wystepuja w ciatku zéttym. To podejscie miato
na celu uzyskanie hodowli komérkowych jak najbardziej zblizonych do warunkow
fizjologicznych. Procedurg izolacji komodrek przeprowadzono na podstawie metody
opisanej przez MALESZKE i in. (2014). Komorki izolowano poprzez trawienie
enzymatyczne tkanek 0,125% roztworem trypsyny w buforze PBS (Biomed Lublin,
Polska; zadanie nr 4) lub 0,1% roztworem kolagenazy typu V (Sigma-Aldrich, USA)
w buforze HBSS, czyli zrownowazonym roztworze soli Hanka (zadania nr 5 i 6)
w lazni wodne; w temperaturze 37°C. Roznica w zastosowanych enzymach jest
efektem optymalizacji metody hodowli w trakcie realizowanych badan.
Dodatkowo podczas izolacji komorek z cialek zoitych, w celu zminimalizowania
zanieczyszczenia komorek erytrocytami, zastosowano bufor do selektywnej lizy
krwinek czerwonych (pH = 7,4). Po zakonczeniu procedury izolacji komorki
zawieszono w odpowiednim medium (doktadny rodzaj; zastosowanego medium
oraz jego sktad podano w podrozdziatach 2.2. Publikacji 2. (ss. 79-80) oraz ,.Cell
isolation and in vitro cell cultures” Publikacji 3. (ss. 98, 100), a nastgpnie policzono
komorki pod mikroskopem za pomocg hemocytometru (komory Biirkera).
Zywotno$¢ komorek oszacowano stosujac metode barwienia 0,4% roztworem biekitu
trypanu w buforze PBS (Sigma-Aldrich, USA). Doktadne wartosci zywotnosci
komorek dla poszczegdlnych zadan podano w podrozdziatach odpowiednich
Publikacji 2.1 3. (ss. 79-80 oraz 98, 100). Komorki zawieszone w medium hodowlanym
nanoszono na plytki 24-dotkowe (Sigma-Aldrich, USA) w zageszczeniu 3 x 10°
zywych komoérek/1 ml/dotek (zadanie nr 4) lub na ptytki 6-dotkowe (Sigma-Aldrich,
USA) w zageszczeniu 2 x 10° Zzywych komorek/2 ml/dotek (zadania nr 5 i 6).
Komoérki inkubowano wstepnie przez 24 h (komorki ziarniste i komorki ostonki
wewnetrznej) lub 48 h (komorki lutealne). Po tym czasie medium zostalo zebrane,
komorki przeptukano buforem PBS (0,1 M; pH = 7,4) i dodano $wieze medium
(bez surowic, inne sktadniki medium bez zmian). Komorki inkubowane wytacznie
w medium hodowlanym bez dodatku czynnikow doswiadczalnych stanowity kontrole.
Z kolei, w grupach badawczych komoérki inkubowane byty w medium zawierajacym
odpowiednie czynniki w nastepujacym uktadzie:

o chemeryna w stezeniu 100 lub 200 ng/ml (zadania nr 4-6),

o LH/FSH i/lub insulina (zadanie nr 4),

o chemeryna w stezeniu 100 lub 200 ng/ml oraz LH/FSH i/lub insulina (zadanie

nr4).
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W hodowli stosowano chemeryng, ktora byta ludzkim biatkiem rekombinowanym
(nr kat. 268e10032; RayBiotech, USA), poniewaz w momencie przeprowadzania
hodowli biatko pochodzace od $wini, tym bardziej o potwierdzonej aktywnosci
w hodowlach komoérkowych, nie bylo dostepne w sprzedazy. Jednakze badania
wykazaty, ze sekwencja aminokwasowa chemeryny wystepujacej u ludzi wykazuje
84%-podobienstwo do jej homologu wystepujacego u $wini (DU i LEUNG, 2009).
Badania wykazaly ze C-koncowy fragment (YFPGQFAFS) dojrzatego biatka,
ktory pelni zasadniczg funkcje dla aktywnos$ci biologicznej chemeryny, jest wysoce
konserwatywny u wszystkich gatunkéw ssakow (LUANGSAY i in., 2009). Samodzielnie
przeprowadzona analiza sekwencji przy pomocy bazy danych Protein BLAST
wykazata, ze wskazana sekwencja aminokwasowa C-koncowego fragmentu dojrzatego
biatka wykazuje identyczno$¢ u wszystkich gatunkow ssakow na poziomie 89%
lub wigcej (identyczne 8 lub 9 z 9 aminokwasow). To z kolei oznacza, ze wigzanie
chemeryny z odpowiednimi receptorami 1 jej dziatanie przez te receptory jest
podobne u réznych gatunkéw ssakOw. Potwierdzeniem powyzszego moze by¢ fakt,
ze ludzkie biatko rekombinowane bylo juz z powodzeniem stosowane w podobnych
eksperymentach z uzyciem komorek izolowanych od krow (REVERCHON i in., 2014).
Zastosowane st¢zenia chemeryny wybrano na podstawie wynikow uzyskanych
w zadaniu nr 3, w ktérym wykazano ze fizjologiczne stezenie tego hormonu w ptynie
pecherzykowym $win wynosi od 104,64 + 5,28 ng/ml do 186,46 + 5,66 ng/ml
(Srednie + blad standardowy S$redniej). Wybrane stezenia chemeryny sg roéwniez
zblizone do fizjologicznych st¢zen tego hormonu w osoczu $win (SMOLINSKA
i in., 2019). Takie same stezenia hormonu zastosowano réwniez w podobnych
doswiadczeniach innych zespotéw badawczych (REVERCHON i in., 2012, 2014;
WANG i in., 2013). Z kolei st¢zenia LH i FSH wybrano na podstawie pracy autorstwa
GREGORASZCZUK i in. (2003), a st¢zenie insuliny na podstawie pracy autorstwa
MALESzKI i in. (2014). Po dodaniu czynnikbw badanych komorki inkubowano
przez kolejne 24 h. Hodowle prowadzono w inkubatorze z systemem nawilzania
atmosfery komory wewnetrznej (Binder CB160, DanLab, Polska) w nastepujacych
warunkach: 37°C, 95% powietrza i 5% CO». WSszystkie doswiadczenia wykonano
w pigciu powtdrzeniach biologicznych, a kazde z nich w dwoch powtdrzeniach
technicznych. Zywotno$¢ komorek w hodowli oraz toksyczno$¢ zastosowanych

czynnikow badawczych okreslono przy pomocy standardowego testu metabolicznego,
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z wykorzystaniem komercyjnego odczynnika Alamar Blue® (AB; Thermo Fisher
Scientific, USA), zgodnie z wytycznymi producenta. Wyniki uzyskane w tym
tescie potwierdzily, ze zastosowane stezenia czynnikéw badawczych nie wptynety
na zywotnos¢ hodowanych komorek (doktadne wartosci testu podano w podrozdziatach
2.2. Publikacji 2. (ss. 79-80) oraz ,,Cell isolation and in vitro cell cultures” Publikacji
3. (ss. 98, 100).

Po zakonczeniu hodowli media zebrano i odwirowano (1100 x g, 10 min,
4°C), supernatanty przeniesiono do probowek typu Eppendorf i przechowywano
w temperaturze -20°C do dalszych analiz (zadania nr 4 i 5). Z kolei komorki,
ktore byty hodowane na ptytkach 6-dotkowych, postuzyly do uzyskania ekstraktow
biatkowych do realizacji zadan nr 5 i 6.

5.6. RIA (zadanie nr 4)

Koncentracje hormonéw steroidowych (Ps, As, T, E1 i E2) okreslono w medium
hodowlanym za pomoca metody RIA. Przed wykonaniem wtasciwej analizy wykonano
eksperyment walidacyjny, w ktérym ustalono wtasciwe rozcienczenia prob do wykonania
analizy oraz koncentracje odpowiednich przeciwcial. Informacje dotyczace przebiegu
metody, w tym swoisto$¢ wykorzystanych przeciwcial, opisano w podrozdziale 2.3
Publikacji 2. (s. 80). Z kolei wydajnos¢ ekstrakcji, czutos¢ metody, zakresy krzywych
standardowych dla poszczegdlnych hormondw, a takze btedy wewnatrz- i migdzyseryjne
dla przeprowadzonych analiz przedstawiono w Tabeli 2. Publikacji 2. (s. 80). Uzyskane

wyniki poddano analizie statystycznej.

5.7. Przygotowanie prob do zadan nr 5i 6

Aby zminimalizowaé liczbe zwierzat wykorzystanych w doswiadczeniu oraz
zmniejszy¢ koszty hodowli komorkowych, do ekstrakcji biatka z komorek
wykorzystano komercyjny odczynnik T-PER™ Tissue Protein Extraction Reagent
(nr kat. 78510; Thermo Fisher Scientific, USA). Odczynnik ten pozwala na ekstrakcje
bialek cytoplazmatycznych i1 blonowych z réznych przedziatdw komorkowych,
uwalniajac takze biatka btonowe (do ktdrych naleza badane w niniejszym zadaniu
receptory czynnikow angiogennych), a lizaty komorkowe przygotowane za pomoca

tego odczynnika moga by¢ z powodzeniem wykorzystywane we wszystkich

32




1) Rola chemeryny w jajniku $wini domowej (Sus scrofa domestica L..)

metodach, w ktorych do detekcji bialek wykorzystywane sa przeciwciata, czyli
zarowno w tescie ELISA, jak i w metodzie Western Blot. Odczynnik ten pozwala
tez na okre$lenie st¢zenia biatka w probach badanych klasycznymi metodami, takimi

jak metoda Bradforda.

Ekstrakcje bialek z komérek przeprowadzono zgodnie z wytycznymi producenta.
Przed przystgpieniem do lizy komorek do odczynnika dodano inhibitory proteaz
(aprotyning, leupeptyng, pepstatyne 1 fluorek fenylometylosulfonylu w stezeniach
koncowych, odpowiednio, 2 pg/ml, 2 pg/ml, 1 pg/ml, 1 mM; Sigma-Aldrich,
USA). Calg procedure izolacji przeprowadzono na lodzie. Po zebraniu medium
hodowlanego komorki trzykrotnie przeptukano schtodzonym buforem PBS (0,1 M,
pH = 7,4; 4°C). Na kazdy dotek ptytki naniesiono roéwnomiernie przygotowany
bufor do ekstrakcji biatek w objetosci 200 ul. Nastepnie ptytke delikatnie wstrzgsano
przez 5 min. Kolejno, lizaty zebrano i zwirowano (10 000 x g, 5 min, 4°C).
Supernatanty, stanowigce wyizolowane ekstrakty biatkowe, przeniesiono do probowek
typu Eppendorf, a nastepnie przechowywano w temperaturze -80°C do dalszych analiz.
Koncentracje biatka w probach okreslono za pomocg metody Bradforda na podstawie
krzywej standardowej o zakresie od 0,156 mg/ml do 1 mg/ml. Do realizacji zadania
nr 5 wykorzystano dwie metody — test ELISA i Western Blot, z kolei zadanie nr 6
zrealizowano wykorzystujac tylko jedng metode — test ELISA.

5.8. ELISA (zadanianr 5i 6)

Koncentracje czynnikow angiogennych w medium hodowlanym oraz
koncentracje czynnikow apoptotycznych w ekstraktach bialkowych okreslono
przy uzyciu komercyjnie dostgpnych testow ELISA, przeznaczonych do detekcji
biatek $wini (specyfikacje kazdego z uzytych testow podano w Tabeli uzupelniajacej
S2 Publikacji 3.; s. 110). Wszystkie testy wykonano zgodnie z wytycznymi producentow.
Przed wykonaniem wlasciwych analiz wykonano wstgpne eksperymenty, w ktorych
ustalono wlasciwe rozcienczenia prob do wykonania testu. Najwazniejsze informacje
dotyczace testow, przygotowania prob, zakresu krzywych standardowych, czutosci
testow, sposobu wykonania pomiaréw absorbancji, wykreslenia krzywej i wykonania
przeliczen, a takze bledy wewnatrz- i miedzyseryjne dla poszczeg6lnych testow
podano w podrozdziale ,,ELISA” Publikacji 3. (s. 100) oraz w Tabeli uzupetniajacej S2
Publikacji 3. (s. 110). Uzyskane wyniki poddano analizie statystycznej.

33




1) Rola chemeryny w jajniku $wini domowej (Sus scrofa domestica L..)

5.9. Western Blot (zadanie nr 5)

Koncentracje bialek receptorow czynnikow angiogennych w ekstraktach
bialkowych okreslono metoda Western Blot. Analize przeprowadzono analogicznie
do metodyki przedstawionej w podrozdziale 5.2.2. niniejszego opracowania,
wprowadzajac modyfikacje wynikajace z optymalizacji metody na potrzeby realizacji
zadania nr 5. Doktadna metodyka opisana jest w podrozdziale ,,Western Blot analysis”
Publikacji 3. (ss. 101-102). Ponizej opisano najwazniejsze informacje dotyczace

poszczegblnych etapéw metody.

Do analizy wykorzystano proby zawierajace 40 pg biatka. Rozdziat
elektroforetyczny w zZelu zageszczajacym prowadzono przez 30 min przy napigciu
pradu elektrycznego 80 V na jeden aparat elektroforetyczny. Nast¢pnie, gdy biatka
przeszly z zelu zaggszczajacego do zelu rozdzielajacego o stezeniu 10% lub 12,5%
(w zaleznosci od wielkosci badanego biatka), elektroforeze prowadzono przez kolejne
2-3 h przy napigciu pradu elektrycznego 200 V na jeden aparat elektroforetyczny.
Frakcje biatkowe, ktore zostaly rozdzielone podczas -elektroforezy, przenoszono
na membran¢ PVDF 0,22 um (Merck Millipore, Niemcy) za pomoca transferu
pétsuchego przy napigciu pradu elektrycznego 12 V i natezeniu 5 A przez 12
lub 24 min. Blokowanie miejsc niespecyficznego wigzania przeciwcial
na membranach wykonano poprzez inkubacj¢ membran w 5% roztworze BSA
(Sigma-Aldrich, USA) w buforze TBST. W dalszej kolejnosci membrany inkubowano
z odpowiednimi przeciwciatami I-rzgdowymi oraz Il-rzegdowymi sprzezonymi
z peroksydazg chrzanowa. Doktadna specyfikacja i1 koncentracje zastosowanych
przeciwciatl znajduja si¢ w Tabeli uzupeniajacej S3 Publikacji 3. (s. 111). Powstale
immunokompleksy wizualizowano przy uzyciu komercyjnego zestawu Immobilon
Western Chemiluminescent HRP Substrate (Merck Millipore, USA). Efekt wizualizacji
immunokomplekséw rejestrowano i1 archiwizowano za pomoca systemu G:Box EF
Gel Documentation System (Syngene, Wielka Brytania). Zawarto$¢ odpowiednich
biatek w probach badanych okreslano ilosciowo za pomocg analizy densytometrycznej
z wykorzystaniem oprogramowania Image Studio Lite v. 5.2 (LI-COR Biosciences,
USA). Aby okresli¢ wzgledna koncentracj¢ badanych biatek, jako biatko referencyjne
zastosowano [-aktyne. Na etapie walidacji metody potwierdzono, Ze koncentracja

B-aktyny w badanych grupach utrzymywata si¢ na podobnym poziomie (potwierdzone
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analizg statystyczng — jednoczynnikowg analizag wariancji ANOVA oraz testem
post hoc Tukeya przy granicznym poziomie istotnosci p > 0.05). Uzyskane wyniki

poddano analizie statystycznej.

5.10. Analiza statystyczna

Uzyskane wyniki analizowano z wykorzystaniem programu Statistica v. 13.0
(StatSoft, USA). Za pomocg testow Shapiro-Wilka i1 Levene’a potwierdzono,
odpowiednio, ze rozktad wynikow w kazdej z analizowanych grup (n = 5) jest zblizony
do rozkladu normalnego, a wariancje w porownywanych grupach sa do siebie
podobne (potwierdzona homogennos$¢ grup). Nastgpnie, roznice pomiedzy grupami
w poszczegolnych uktadach doswiadczalnych okreslono za pomocag jednoczynnikowej
analizy wariancji (ANOVA) oraz testu post-hoc Tukeya (w przypadku zadan nr 1
i 3) lub Dunnetta (w przypadku zadan nr 4-6). Za istotne statystycznie réznice uznano
te, dla ktorych wartos¢ p < 0,05. Szczegoty analiz statystycznych dla poszczegolnych
uktadow doswiadczalnych opisano w podrozdziatach 4.10. Publikacji 1. (ss. 72-73;
zadnia nr 1 i 3), 2.4. Publikacji 2. (s. 80; zadanie nr 4) oraz ,Statistical analysis”
Publikacji 3. (s. 102; zadania nr 5 i 6).
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6. Wyniki

W niniejszym rozdziale zawarto jedynie najwazniejsze wyniki uzyskane w ramach

realizacji pracy doktorskiej.

6.1. Zadanie nr 1

Wyniki uzyskane w tym zadaniu potwierdzily obecnos¢ transkryptow oraz biatek
chemeryny i jej receptorow w pecherzykach $swin niedojrzatych oraz dojrzatych
piciowo, a takze w ciatkach zottych swin bedacych w cyklu rujowym lub wczesnej
cigzy. Ponadto wykazano, ze koncentracja transkryptéw i biatek elementéw systemu
chemerynowego zalezna jest od etapu wzrostu/dojrzewania pgcherzykOw jajnikowych

lub fazy cyklu rujowego/etapu wczesnej cigzy w przypadku ciatek zottych.

Stwierdzono, ze poziom koncentracji transkryptow oraz biatek chemeryny
i receptora CMKLR1 jest odwrotnie proporcjonalny do wiclkosci pecherzykow,
zarowno u $win niedojrzatych jak i dojrzatych piciowo. Stwierdzono réwniez,
ze koncentracja biatka chemeryny w matych i $rednich pecherzykach $win
dojrzatych jest wyzsza niz w odpowiadajacych im pecherzykach $§win niedojrzatych
piciowo. Zaobserwowano tez, ze u $win niedojrzalych piciowo koncentracja biatek
receptorow GPR1 i CCRL2 w matych pecherzykach jest wyzsza niz w pecherzykach
srednich. Z kolei u $win dojrzatych plciowo, poziom biatek receptorow
GPR1 i CCRL2 byt wprost proporcjonalny do wielkos$ci pecherzykow. Natomiast
koncentracja biatek receptorow GPR1 i CCRL2 w malych pegcherzykach $win
niedojrzalych byla wyzsza niz koncentracja tych biatek w odpowiadajacych

im pecherzykach $win dojrzatych piciowo.

Poréwnujac  koncentracje biatek elementow systemu chemerynowego
w komorkach ziarnistych, komorkach ostonki wewngtrznej oraz ciatkach zottych
izolowanych w poszczegolnych fazach cyklu rujowego odnotowano statystycznie
podwyzszony poziom biatka chemeryny w komorkach ostonki wewnetrznej,
a takze biatka receptora CCRL2 w komorkach ziarnistych i komoérkach ostonki
wewnetrznej pecherzykOw jajnikowych. Z kolei, istotnie nizsza ekspresje biatek
chemeryny i receptora CCRL2 oraz wyzszag Kkoncentracje biatek receptorow

CMKLR1 i GPR1 stwierdzono w ciatkach zoltych $win w fazie srodkowolutealnej
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w porownaniu z ciatkami zo6ltymi izolowanymi w fazach wczesnolutealnej
i poznolutealnej oraz komodrkami ziarnistymi i ostonki wewnetrznej izolowanymi

w fazie pecherzykowe;.

Poréwnujac koncentracje bialek elementéw systemu chemerynowego w ciatkach
z60ktych $swin w fazie Srodkowolutealnej cyklu rujowego oraz swin w roznych
etapach wczesnej cigzy wykazano, ze koncentracja bialek chemeryny i receptora
CCRL2 byla wyzsza w ciatkach zottych §win ci¢zarnych niz w ciatkach zoéttych
swin w fazie $rodkowolutealnej. Odwrotng zalezno$¢ zaobserwowano w przypadku
biatek receptorow CMKLR1 1 GPRI1, ktorych koncentracja w cialkach zottych swin
w fazie $rodkowolutealnej byta wyzsza niz w ciatkach zoltych §win cigzarnych.
Analizujac koncentracje biatek elementéw Systemu chemerynowego tylko w ciatkach
z6ttych $win ciezarnych wykazano wysoka koncentracje biatka chemeryny w ciatkach
z6Ottych swin w okresie migracji zarodkéw w macicy, a znacznie nizszg W ciatkach
z6ttych §win w OKresie matczynego rozpoznania cigzy 0raz na koncu implantacji.
Zaobserwowano tez wysokg koncentracje biatka receptora CMKLR1 w ciatkach zottych
swin w okresach migracji zarodkdbw w macicy oraz matczynego rozpoznania cigzy,
natomiast wysokg koncentracj¢ biatka receptora GPR1 odnotowano w ciatkach zottych
$win na poczatku implantacji. Ponadto, wysoki poziom biatka receptora CCRL2
wykazano w ciatkach zéttych $win w fazie migracji zarodkow w macicy oraz na koncu

implantacji.

Szczegotowy opis uzyskanych wynikdéw zawarto w podrozdziatach 2.1.1.-2.1.8.
Publikacji 1. (ss. 53, 54, 56, 58), natomiast Ryciny nr 1-8 Publikacji 1. (ss. 53, 55-61)
przedstawiaja wyniki w formie wykresow (metody gRT-PCR oraz Western Blot,
wyniki przedstawione jako $rednie + btad standardowy $redniej) oraz zdjec¢ (efekty

wizualizacji immunokomplekséw w metodzie Western Blot).

6.2. Zadanie nr 2

Lokalizacj¢ chemeryny i jej receptoréw (CMKLR1, GPR1, CCRL2) stwierdzono
w pecherzykach pierwotnych, pierwszorzedowych, drugorzgdowych 1 antralnych,
a takze w duzych pecherzykach przedowulacyjnych. W przypadku tych
ostatnich, lokalizacje elementow sytemu chemerynowego odnotowano w komorkach

ziarnistych, komorkach ostonek wewnetrznej i zewnetrznej pecherzyka, oocytach,
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a takze komorkach wzgodrka jajonosnego. Immunolokalizacj¢ elementow sytemu
chemerynowego zaobserwowano réwniez w komorkach pecherzykoéw atretycznych.
Lokalizacje chemeryny i jej receptorow wykazano réwniez w ciatkach zottych
w okresie ich formowania, najwyzszej aktywnosci i regresji. Wynik immunohistochemii

fluorescencyjnej przedstawiono na Rycinach nr 9-12 Publikacji 1. (ss. 62—65).

6.3. Zadanie nr 3

Wyniki badan uzyskane w niniejszym zadaniu wykazaty, ze fizjologiczne
stezenie chemeryny w ptynie pgcherzykowym swin wynosi od 104,64 + 5,28 ng/ml
do 186,46 £ 5,66 ng/ml ($rednie + btad standardowy sredniej). Najnizsza odnotowana
warto$¢ wynosita 92,84 ng/ml, natomiast najwyzsza — 199,12 ng/ml. Wykazano,
ze u S$winh niedojrzatych plciowo stezenie chemeryny w plynie pecherzykowym
wynosi od 104,64 + 5,28 ng/ml do 127,62 + 6,43 ng/ml (srednie + btad standardowy
sredniej), natomiast u $win dojrzalych piciowo, stezenie tego hormonu waha si¢
w zakresie od 148,58 £ 5,59 ng/ml do 186,46 * 5,66 ng/ml (Srednie + btad standardowy
sredniej). Szczegdtowy opis uzyskanych wynikow zawarto w podrozdziale 2.3.
Publikacji 1. (ss. 58, 60), natomiast Rycina nr 13 Publikacji 1. (s. 66) przedstawia wyniKi

w formie wykresow ($rednie = btad standardowy sredniej).

6.4. Zadanie nr 4

Wyniki uzyskane w niniejszym zadaniu wykazaly zmiany w koncentracji
hormondéw steroidowych w medium hodowlanym pochodzacym z hodowli in vitro
komorek jajnikow $win, w ktorych komorki ziarniste i komorki ostonki wewngtrznej
pecherzykOw jajnikowych oraz komorki lutealne $win inkubowane byly w obecnosci
chemeryny (w dwoch stezeniach) oraz czynnikéw stymulujacych (LH/FSH i/lub
insuliny). Biorac pod uwage fakt, ze hormony steroidowe wydzielane sa z komorek
niezwlocznie po ich syntezie, a magazynowanie hormondw steroidowych w komérkach
jest znikome, o ile w ogodle wystepuje (STRAUSS i FITZGERALD, 2019), uzyskane
wyniki wskazujag na wptyw chemeryny a podstawowa oraz stymulowang LH/FSH
i/lub insuling sekrecj¢ hormonow steroidowych i tym samym $wiadcza o wplywie

chemeryny na synteze de novo tych hormonéw w komorkach jajnikow s$win.
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Wykazano, ze chemeryna zwigkszata podstawowsa 1 stymulowang FSH i/lub
insuling sekrecj¢ P4 oraz zmniejszata podstawowa i1 stymulowang FSH i/lub insuling
sekrecje E2 przez komorki ziarniste pecherzykdw jajnikowych. Chemeryna modulowata
réwniez (pobudzata lub hamowata) podstawowg i stymulowang LH/FSH i/lub insuling
sekrecje T przez komorki ziarniste i komorki ostonki wewnetrznej pecherzyka.
W przypadku komorek lutealnych, chemeryna pobudzata podstawowsg i stymulowana
LH 1i/lub insuling sekrecj¢ P4 oraz hamowata podstawowa i stymulowang LH
i/lub insuling sekrecje E2 przez komorki izolowane w fazie lutealnej oraz w okresie
matczynego rozpoznania cigzy. Chemeryna powodowata réwniez wzrost podstawowej
i stymulowanej LH i/lub insuling sekrecji As, T i E1 przez komorki lutealne $win
w okresie matczynego rozpoznania cigzy. Zaobserwowano takze, ze chemeryna
pobudzata stymulowang LH i/lub insuling sekrecj¢ Ps przez komorki lutealne

na poczatku implantacji.

Szczegotowy opis uzyskanych wynikow zawarto w rozdziale 3. Publikacji 2.
(ss. 80—-82), natomiast Pliki Uzupetniajgce nr 1-7 Publikacji 2. (ss. 85-91) przedstawiaja
wyniki w formie wykresow ($rednie + bigd standardowy $redniej). Dodatkowo

podsumowanie uzyskanych wynikow przedstawiono w Tabeli 3. Publikacji 2. (s. 81).

6.5. Zadanie nr 5

Wyniki uzyskane w niniejszym zadaniu wykazaly zmiany w koncentracji
czynnikdw angiogennych w medium hodowlanym oraz zmiany w poziomie biatek
receptorow czynnikow angiogennych w ekstraktach biatlkowych pochodzacych
hodowli in vitro komorek lutealnych §win poddanych dziataniu chemeryny w dwadch
stezeniach. Dlatego tez uzyskane wyniki wskazujag na wpltyw chemeryny na proces
angiogenezy w ciatkach zottych $win, o czym $wiadczy modulujacy wpltyw tego

hormonu na koncentracje badanych biatek.

Wykazano, ze chemeryna (w obu badanych stezeniach) stymulowala sekrecje
VEGF-A przez komorki lutealne $winh w fazach $rodkowolutealnej 1 poznolutealne;.
Stwierdzono réwniez, ze chemeryna (w obu badanych stezeniach) zwigkszata
koncentracj¢ biatek receptorow VEGFR1 i VEGFR2 w komoérkach lutealnych $swin
we wszystkich badanych fazach cyklu rujowego. Zaobserwowano tez, ze chemeryna

(w obu badanych stezeniach) zwigkszata koncentracje biatka receptora VEGFR3
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w komorkach lutealnych $win w fazach wczesnolutealnej 1 $rodkowolutealne;j.
W przypadku rodziny bialek czynnika wzrostu fibroblastow wykazano, ze chemeryna
(w obu badanych stezeniach) stymulowata sekrecj¢ bFGF przez komorki lutealne swin
w fazach wczesnolutealnej i srodkowolutealnej. Stwierdzono réwniez, ze chemeryna
(w obu badanych stezeniach) zwigkszata koncentracj¢ biatka receptora FGFRI1
w komorkach lutealnych $win w fazie wczesnolutealnej oraz zwigkszata koncentracje

biatka FGFR2 w komorkach lutealnych §win w fazach wczesnolutealnej i poznolutealne;.

Szczegotowy opis uzyskanych wynikow zawarto w podrozdziale ,,The in vitro
effect of chemerin on the angiogenesis process in the porcine CL” Publikacji 3.
(ss. 102-103), natomiast wyniki przedstawiono w dwaéch formach: w formie wykreséw
prezentujacych dokladng koncentracje czynnikobw VEGF-A 1 bFGF oraz wzgledng
koncentracj¢ biatek receptorow VEGFRI1, VEGFR2, VEGFR3, FGFR1 i1 FGFR2
w poszczegdlnych grupach (Srednie + blagd standardowy $redniej) — jako Ryciny
nr 1-4 Publikacji 3. (ss. 98-101) oraz w formie tabeli, w ktorej podano krotno$¢
zmian koncentracji badanych biatek oraz doktadne wartosci p dla kazdego uktadu
eksperymentalnego — Tabela uzupelniajagca S4 Publikacji 3. (s. 112). Dodatkowo
podsumowanie uzyskanych wynikOw przedstawiono na Rycinie nr 8 Publikacji 3.
(s. 105).

6.6. Zadanie nr 6

Wyniki uzyskane w niniejszym zadaniu wykazaly zmiany w koncentracji
biatek czynnikdéw apoptotycznych w ekstraktach biatkowych pochodzacych z hodowli
in vitro komorek lutealnych $win inkubowanych w obecnosci chemeryny w dwoch
stezeniach. Dlatego tez uzyskane wyniki wskazujag na wpltyw chemeryny na proces
apoptozy w ciatkach zottych $win, o czym $wiadczy modulujacy wpltyw tego hormonu

na koncentracj¢ badanych biatek.

W komorkach lutealnych $win z fazy wczesnolutealnej chemeryna w wyzszym
stezeniu zwigkszata koncentracje czynnika Fas, podczas gdy w obu badanych
stezeniach zmniejszata koncentracj¢ czynnika FasL. W komdrkach lutealnych
swin z fazy s$rodkowolutealnej chemeryna (w obu badanych stgzeniach) zmniejszata
koncentracj¢ czynnikdw Fas i FasL oraz zwiekszata koncentracje czynnika Bcl-2.

Natomiast w komorkach lutealnych $win z fazy péznolutealnej chemeryna (w obu
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badanych stezeniach) zwigkszala koncentracj¢ czynnikow Fas 1 FasL oraz zmniejszata
koncentracj¢ czynnikéw Bcl-2 i Casp3. Wykazano réwniez, ze chemeryna (w obu
badanych stezeniach) nie wplywata na koncentracje czynnika BAX w komérkach
lutealnych $win we wszystkich badanych fazach cyklu rujowego.

Szczegdtowy opis uzyskanych wynikow zawarto w podrozdziale ,,The in vitro
effect of chemerin on the apoptosis process in the porcine CL” Publikacji 3. (s. 104),
natomiast wyniki przedstawiono w dwoch formach: w formie wykresow prezentujacych
doktadng koncentracje czynnikéw Fas, FasL, Bcl-2, BAX i Casp3 w poszczeg6lnych
grupach (Srednie + btad standardowy $redniej) — jako Rynicy nr 5-7 Publikacji 3. (ss.
102, 103) oraz w formie tabeli, w ktorej podano krotno$¢ zmian koncentracji badanych
biatek oraz doktadne wartosci p dla kazdego uktadu eksperymentalnego — Tabela
uzupetniajgca S4 Publikacji 3. (s. 112). Dodatkowo podsumowanie uzyskanych wynikow
przedstawiono na Rycinie nr 8 Publikacji 3. (s. 105).
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7. Podsumowanie uzyskanych wynikéw i wnioski

W niniejszej pracy doktorskiej, po raz pierwszy, w sposob kompleksowy
okreslono role chemeryny w jajnikach $wini domowej. Uzyskane wyniki
potwierdzity, ze chemeryna jest produkowana lokalnie i bezposrednio wplywa
na funkcjonowanie komdrek jajnikdw, co takze potwierdza obecno$¢ receptorow
chemeryny (CMKLR1, GPR1, CCRL2) we wszystkich badanych strukturach tych
narzadow. Ponadto wykazano, ze chemeryna wplywa (stymulujaco lub hamujaco,
w zalezno$ci od typu badanych komorek, fazy cyklu rujowego i/lub okresu wczesnej

cigzy) na procesy steroidogenezy, angiogenezy i apoptozy w jajnikach $wini domowe;.

Analizujgc obecno$¢ transkryptow i biatek elementéw systemu chemerynowego
w tkankach/komorkach jajnikow $win mozna zauwazy¢, ze ekspresja chemeryny
I jej receptorow jest zalezna od dojrzatosci plciowej $win oraz statusu hormonalnego
zwierzat wynikajacego z fazy cyklu rujowego lub okresu wczesnej cigzy. W przypadku
pecherzykow jajnikowych zaobserwowano pewien wzor ekspresji elementow systemu
chemerynowego w zaleznosci od etapu wzrostu/dojrzewania pecherzykOw. Dlatego
nie mozna wykluczy¢, ze obserwowane zmiany w ekspresji chemeryny 1 jej receptorow
w pecherzykach jajnikowych $win wynikajag ze zmian w poziomie hormondéw
steroidowych w ptynie pgcherzykowym lub stosunku stezen tych hormonow na réznych
etapach wzrostu/dojrzewania pecherzykOw. GRUPEN i in. (2003) wykazali, Ze stezenia Ps
i As w ptynie pecherzykowym $win dojrzatych jest wyzsze niz w ptynie pecherzykowym
zwierzat niedojrzatych ptciowo. Podobnie, BAGG i in. (2007) odnotowali, ze stezenie Pa
W ptynie pecherzykowym $win dojrzatych jest nawet 11-krotnie wyzsze niz w ptynie
pecherzykowym zwierzat niedojrzatych, a poziom P4 w plynie pecherzykowym swin
niedojrzalych jest wprost proporcjonalny do wielko$ci pecherzykow jajnikowych.
Z kolei w badaniach przeprowadzonych przez RAK-MARDYLE i GREGORASZCZUK (2012)
stwierdzono, ze zarowno u zwierzat niedojrzatych jak i dojrzatych piciowo, poziom E>
w plynie pgcherzykowym $win jest wprost proporcjonalny do wielko$ci pecherzykow
jajnikowych. Rowniez w przypadku ekspresji elementow systemu chemerynowego
w tkankach/komoérkach jajnikow §win bedacych w roznych fazach cyklu rujowego
oraz okreslonych etapach wczesnej cigzy, poziom ekspresji chemeryny i jej receptoréw
moze by¢ zalezny od koncentracji hormondw steroidowych we krwi samicy. W niniejszej

pracy doktorskiej, w fazie pecherzykowej, czyli w okresie charakteryzujagcym si¢
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wysokim stezeniem E2 we krwi loszek (KA i in., 2018), wykazano wysoka koncentracjg
biatka chemeryny w komorkach ostonki wewnetrznej pecherzykOw, a takze wysoka
koncentracj¢ biatka receptora CCRL2 zaréwno w komorkach ziarnistych, jak
i komorkach ostonki wewngtrznej pecherzykOw jajnikowych. Z kolei w fazie
srodkowolutealnej, czyli okresie charakteryzujacym si¢ wysokim stgzeniem P4 we krwi
loszek (KA i in., 2018), stwierdzono wyraznie niski poziom bialek chemeryny
i receptora CCRL2 oraz wysoka koncentracje biatek receptorow CMKLR1 i GPRL.
Jednakze, aby potwierdzi¢ te zaleznosci, konieczne sg dalsze badania, w ktdrych zostanie
okreslony doktadny wplyw poszczegdlnych hormonow na ekspresje elementow systemu

chemerynowego w jajniku $wini domowe;.

W niniejszej pracy doktorskiej wykazano obecnos¢ transkryptow 1 biatek
chemeryny 1 jej receptorow w pecherzykach zwierzat niedojrzatych plciowo,
wskazujac, ze hormon ten moze bra¢ udziat w regulacji procesOw zwigzanych
z wczesnym rozwojem gonad, wplywajac tym samym na wzrost 1 rozwoj
pecherzykoéw jajnikowych zwierzat jeszcze przed osiggnieciem dojrzatosci piciowe;.
Ponadto, u zwierzat dojrzatych, stwierdzono wysoka koncentracj¢ biatka chemeryny
w komorkach ostonki wewnetrznej pecherzykOwW oraz wysokg zawarto$¢ biatka
receptora CCRL2 (ktory nie jest w stanie przekazywac sygnalu, a jedynie wigze
chemeryne koncentrujagc ja w okreSlonych miejscach) w komorkach ziarnistych
i komorkach ostonki wewnetrznej pecherzykOw przedowulacyjnych. W fazie
pecherzykowej cyklu rujowego odnotowano tez, ze chemeryna pobudzata podstawowa
1 stymulowana FSH 1i/lub insuling sekrecj¢ P4 oraz hamowala podstawowa
i stymulowang FSH i/lub insuling sekrecje¢ E2 przez komorki ziarniste pgcherzykOw
jajnikowych, a takze modulowata (pobudzata lub hamowata) podstawowsg
i stymulowang LH/FSH i/lub insuling sekrecj¢ T przez komorki ziarniste i komorki
ostonki wewnetrznej pecherzykOw. Dostepne dane literaturowe wskazuja, ze chemeryna
wplywa na wzrost i rozwdj pecherzykow jajnikowych u ludzi, szczuréw i1 krow
(REVERCHON i in., 2012; WANG i in., 2013; REVERCHON i in., 2014), a takze hamuje
dojrzewanie oocytow u krow (REVERCHON i in., 2014). Dlatego nie mozna
wykluczy¢, ze takze u $win chemeryna reguluje wzrost i dojrzewanie pecherzykow
jajnikowych, jednakze potrzebne sa dalsze badania, aby okresli¢ jaka doktadnie

funkcj¢ petni chemeryna w tym procesie.
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Wyniki uzyskane w ramach niniejszej pracy doktorskiej wskazuja, ze podobnie
jak w przypadku jajnikéw kobiet (REVERCHON i in., 2012; Kim i in., 2013), lokalna
synteza chemeryny w pecherzykach jajnikowych zwieksza koncentracj¢ tego hormonu
w plynie pecherzykowym $win w stosunku do koncentracji chemeryny w osoczu.
W pracy doktorskiej wykazano, ze stezenie chemeryny w plynie pecherzykowym
swih w fazie Srodkowolutealnej (kiedy aktywnos¢ ciatek zottych jest najwyzsza
w cyklu rujowym) wynosi 186,46 + 5,66 ng/ml, natomiast w fazie pecherzykowe;j
(kiedy wystepuja duze pecherzyki przedowulacyjne) stezenie tego hormonu
w plynie pecherzykowym $§win wynosi 148,58 + 5,59 ng/ml. Z kolei w badaniach
przeprowadzonych przez SMOLINSKA i in. (2019) odnotowano, ze st¢zenie chemeryny
w osoczu $§win we wskazanych fazach cyklu rujowego wynosi odpowiednio 78,76
+ 15,10 ng/ml 1 96,43 + 17,13 ng/ml. To z kolei oznacza, Ze st¢zenie chemeryny
w plynie pgcherzykowym $win jest prawie 2,5-krotnie wyzsze w fazie srodkowolutealne;j
i ponad 1,5-krotniec wyzsze w fazie pecherzykowej w stosunku do koncentracji
chemeryny odnotowanej w tych fazach cyklu w osoczu $win. Zaobserwowano tez,
ze stgzenie chemeryny w ptynie pecherzykowym $win odpowiada koncentracji biatka
chemeryny w pecherzykach w okreslonych etapach wzrostu/dojrzewania. Co wigcej,
w badaniach przeprowadzonych przez SMOLINSKA i in. (2019) stwierdzono zupelnie
inny wzorzec zmian w koncentracji chemeryny w osoczu $win w cyklu rujowym,
niz ten odnotowany w plynie pegcherzykowym. To z kolei wskazuje, ze glownym
zrddtem chemeryny w ptynie pecherzykowym sg komorki ziarniste 1 komorki ostonki
wewngetrznej, a dziatanie chemeryny na komorki pecherzyka ma, co najmniej w czesci,

dziatanie autoktynne lub parakrynne.

Faza weczesnolutealna jest okresem intensywnych przemian, w ktorym
pecherzyki jajnikowe przeksztalcaja si¢ w ciatka zotte w procesie luteinizacji,
a faza ta charakteryzuje si¢ stopniowym wzrostem stezenia P4 1 gwaltownym
spadkiem stezenia E> we krwi samic. W badaniach przeprowadzonych przez
SMOLINSKA i in. (2019) w fazie wczesnolutealnej odnotowano najwyzsze st¢zenie
chemeryny w osoczu $win w cyklu rujowym, a stgzenie to bylo prawie 2-krotnie
wyzsze niz w pozostalych fazach cyklu rujowego. W niniejszej pracy doktorskiej
w fazie wczesnolutealnej wykazano, ze chemeryna pobudzata podstawowa sekrecje P4

i hamowata stymulowang LH i/lub insuling sekrecje E2 przez komorki lutealne $win.
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Stwierdzono tez, ze chemeryna znaczaco stymulowata sekrecje bFGF przez komorki
lutealne oraz zwigkszata koncentracj¢ biatek receptorow VEGFR1, VEGFR2,
VEGFR3, FGFR1 i FGFR2 w tych komorkach, wskazujac na stymulacj¢ procesu
angiogenezy w tej fazie. Ponadto odnotowano, ze chemeryna zmniejszata koncentracje
czynnika FasL w komorkach lutealnych §win oraz zwigkszata koncentracje
czynnika Fas, ktory jak wskazujg dane literaturowe, poza pelnieniem funkcji
receptora zewnetrznego szlaku aktywacji apoptozy, stanowi takze czynnik regulujacy
odpowiedz Immunologiczng oraz moze wykazywaé dzialanie nieapoptotyczne
lub nawet stymulowac proliferacje komorek (PETER i in., 2007). Dlatego tez
uzyskane wyniki wskazuja, ze chemeryna moze wzmacnia¢ sygnal luteotropowy
i przyczynia¢ si¢ do prawidlowego tworzenia ciatek zottych w fazie wczesnolutealnej
poprzez stymulacj¢ angiogenezy, promowanie funkcji endokrynnej ciatek zolttych,
a takze regulacj¢ odpowiedzi immunologicznej we wczesnym stadium formowania si¢

cialek zottych.

Faza $rodkowolutealna charakteryzuje si¢ wystepowaniem w pelni rozwinigtych
ciatek zottych, ktorych aktywnos$¢ sekrecyjna jest najwyzsza w cyklu rujowym
i podobna do tej odnotowywanej w czasie cigzy. W niniejszej pracy doktorskiej,
w ciatkach zoéttych izolowanych w fazie $rodkowolutealnej, wykazano najwyzszg
w cyklu rujowym koncentracje biatek receptoréw CMKLRI1 i GPR1 (czyli receptorow
zdolnych do przekazywania sygnatu), co wskazuje na zwigkszong wrazliwos¢ komorek
na dziatanie chemeryny w tej fazie cyklu. W fazie $rodkowolutealnej stwierdzono
roOwniez najwyzsze stezenie chemeryny w ptynie pecherzykowym s$swin w cyklu
rujowym. Odnotowano rowniez, ze W tej fazie chemeryna pobudzata podstawowg oraz
stymulowang LH i/lub insuling sekrecj¢ P4 przez komorki lutealne $win. W fazie
srodkowolutealnej, chemeryna stymulowata sekrecje czynnikow VEGF-A i bFGF
przez komorki lutealne oraz powodowata wzrost koncentracji biatek receptorow
VEGFR1, VEGFR2, VEGFR3 i FGFR2 w tych komdrkach, wskazujac na stymulacje
procesu angiogenezy w ciatkach zottych §win. Stwierdzono takze, ze w fazie
srodkowolutealnej chemeryna obnizata koncentracje biatek Fas i FasL (czynnikOw
zewngtrznego szlaku aktywacji apoptozy), a takze zwigkszala koncentracje biatka
Bcl-2 (czynnika antyapoptotycznego) bez wplywu na koncentracj¢ biatka BAX
(czynnik proapoptotyczny) w komorkach lutealnych. Przedstawione wyniki wyraznie

wskazuja, Zze chemeryna, dziatajac bezposrednio i/lub posrednio, moze wplywaé
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na utrzymanie produkcji i sekrecji Ps przez komorki lutealne $win w fazie
srodkowolutealnej. Ponadto, chemeryna promuje przepuszczalnos¢, stabilizacje
i integralno$¢ naczyn krwionosnych w ciatkach zottych, a takze wydaje si¢ chroni¢

komarki lutealne przed apoptoza w fazie najwyzszej aktywnosci ciatek zottych u §win.

Faza podznolutealna obejmuje przede wszystkim funkcjonalng i strukturalng
luteolizg cialek zottych oraz charakteryzuje si¢ spadkiem stgzenia P4 i Stopniowym
wzrostem stezenia E» we krwi samic. W niniejszej pracy doktorskiej wykazano,
ze koncentracja biatek chemeryny 1 receptora CCRL2 byta istotnie wyzsza w ciatkach
z6ltych swin w fazie poznolutealnej niz w fazie srodkowolutealnej. Stwierdzono takze,
ze w fazie poznolutealnej chemeryna pobudzata podstawowa 1 stymulowang LH
lub insuling sekrecje Ps, a takze hamowata stymulowang LH i/lub insuling sekrecje
E> przez komorki lutealne. Odnotowano tez, ze w fazie poznolutealnej chemeryna
stymulowata sekrecj¢ czynnika VEGF-A przez komorki lutealne oraz zwigkszata
koncentracj¢ biatek receptorow VEGFRI 1 VEGFR2 w tych komorkach, wskazujac
na stymulacje procesu angiogenezy. Wykazano rowniez, ze mimo iz chemeryna
zwigkszata koncentracj¢ biatka Casp3 (najwazniejszego czynnika fazy wykonawczej
apoptozy), to réwniez obnizala koncentracj¢ biatek Fas i1 FasL oraz zwigkszata
koncentracj¢ biatka Bcl-2. Dlatego tez uzyskane wyniki wskazujg, ze chemeryna
moze przedhuza¢ endokrynng funkcje cialek zottych w fazie poéznolutealnej, promujac
proces angiogenezy w ciatkach zottych oraz podtrzymujac produkcje i sekrecje Ps

przez komorki lutealne swin.

Uzyskane wyniki wskazuja réwniez, ze chemeryna moze regulowac
funkcjonowanie jajnikow $win w czasie wczesnej cigzy. W niniejszej pracy
doktorskiej wykazano wysoka koncentracje biatka chemeryny w ciatkach zottych swin
w okresie migracji zarodkow w macicy. Zaobserwowano tez wysoka koncentracje
bialka receptora CMKLR1 w ciatkach zottych $win w okresach migracji zarodkow
W macicy oraz matczynego rozpoznania cigzy, natomiast wysoka koncentracje
bialka receptora GPR1 odnotowano w ciatkach Zoltych §win na poczatku implantacji.
W badaniach przeprowadzonych przez SMOLINSKA i in. (2019) odnotowano bardzo
wysokie stezenie chemeryny w osoczu $win na poczatku implantacji. Z Kolei,
W niniejszej pracy doktorskiej stwierdzono wysoka koncentracj¢ biatka receptora
CCRL2 w ciatkach zottych swin w fazie migracji zarodkdw w macicy oraz na koncu

implantacji. Chemeryna pobudzata tez stymulowang LH i/lub insuling sekrecj¢ Pa, Aa,
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T i E1 oraz hamowata stymulowang LH i/lub insuling sekrecje E> przez komorki
lutealne $win w okresie matczynego rozpoznania cigzy. Zaobserwowano takze,
ze chemeryna pobudzata stymulowang LH i/lub insuling sekrecj¢ P4 i Ag przez komorki
jajnikow $win na poczatku implantacji. Uzyskane wyniki wskazujg wiec, ze chemeryna
stymuluje sekrecje P4 przez komorki lutealne $win, promujac funkcje endokrynne
ciatek zottych we wczesnej cigzy, co z kolei moze przyczynia¢ si¢ do ustanowienia
i utrzymania cigzy u $win. Nie wykluczone tez, ze chemeryna pobudzajac sekrecje
androgenéw przez komorki lutealne $win dostarcza substratdow do embrionalnej
syntezy estrogenow w macicy. Jednakze, potrzebne sg dalsze badania, aby potwierdzié

te spostrzezenia.

Wyniki uzyskane w ramach niniejszej pracy doktorskiej wskazuja, ze chemeryna
moze regulowa¢ wzrost i dojrzewanie pgcherzykéw jajnikowych, wzmacniaé sygnat
luteotropowy przyczyniajac si¢ do prawidtowego formowania i funkcjonowania ciatek
z6ttych, stymulowaé proces angiogenezy oraz chroni¢ przed apoptoza. Wobec tego
chemeryna — hormon znany przede wszystkim z roli w modulacji odpowiedzi
immunologicznej oraz regulacji homeostazy energetycznej organizmu, jest r6wniez

waznym czynnikiem regulujacym funkcjonowanie jajnikéw swin.

Szczegotowq dyskusje dotyczgceq uzyskanych wynikow
oraz ich interpretacje w kontekscie dostepnych danych literaturowych
opisano W rozdziatach ,, Dyskusja” Publikacji 1. (ss. 60, 62—68),
Publikacji 2. (ss. 82, 83) oraz Publikacji 3. (ss. 104, 106).
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