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STRESZCZENIE 

WPŁYW CHEMERYNY NA TRANSKRYPTOM KOMÓREK LUTEALNYCH JAJNIKA 

ŚWINI DOMOWEJ (SUS SCROFA DOMESTICA L.) 

 

mgr Karol G. Makowczenko 

Praca doktorska została wykonana w Katedrze Anatomii i Fizjologii Zwierząt Wydziału Biologii  

i Biotechnologii Uniwersytetu Warmińsko-Mazurskiego w Olsztynie pod kierunkiem prof. dr. hab. Tadeusza 

Kamińskiego (promotor) i dr. Jana Pawła Jastrzębskiego (promotor pomocniczy). 

 

Rozprawa doktorska składa się z dwóch prac opublikowanych w 2020 i 2022 roku  

(1 – Genes 2020; 11:651. doi: 10.3390/genes11060651; 2 – Cells 2022; 11:715. doi: 

10.3390/cells11040715), których tematyka obejmuje wpływ chemeryny na ekspresję genów 

i długich niekodujących RNA oraz modyfikacje procesów alternatywnego składania 

transkryptów, a także allelicznej specyficzności ekspresji w komórkach lutealnych jajnika 

świni domowej (Sus scrofa domestica L.) w fazie środkowolutealnej cyklu rujowego. 

Szereg badań wskazuje na istnienie w organizmach ssaków systemu endokrynnego, 

kontrolującego jednocześnie procesy metaboliczne oraz funkcjonowanie układu 

rozrodczego. Zgodnie z doniesieniami z ostatnich lat, jednym z kluczowych elementów tego 

systemu, wpływającym także na układ immunologiczny, wydaje się być niedawno odkryty 

hormon – chemeryna. Ze względu na funkcje pełnione przez ten peptyd, związane  

z inicjowaniem lub wyciszaniem lokalnej reakcji zapalnej oraz chemotaksją wybranych grup 

komórek odpornościowych, zaliczany jest on do chemokin. Ponadto, ze względu na 

produkcję chemeryny głównie przez adipocyty oraz jej udział w regulacji procesów 

metabolicznych, hormon ten zaliczany jest także do grupy adipokin. Dostępne dane wskazują 

również na udział chemeryny w kontroli układu rozrodczego ssaków, m.in. hamujący wpływ 

na steroidogenezę jajnikową. Stwierdzono także obecność transkryptów oraz białek 

chemeryny i jej receptorów w strukturach endokrynnej osi regulacyjnej podwzgórze–

przysadka–gonady (HPG) u ludzi, szczurów, świń, bydła i owiec. Chemeryna oddziałuje na 

komórki docelowe poprzez trzy receptory: CMKLR1, GPR1 oraz CCRL2. Dwa pierwsze, 

poprzez sprzężenie z białkami G, generują odpowiedź komórki, m.in. w postaci transkrypcji 

wybranych genów. Ostatni z receptorów nie powoduje transdukcji sygnału, lecz odpowiada 



3 

 

za lokalną agregację cząsteczek chemeryny i udostępnianie ich pozostałym receptorom. 

Fragmentaryczne informacje dotyczące aktywności chemeryny w organizmach ssaków oraz 

wspomniane wyżej obserwacje były przesłanką do przeprowadzenia badań opisanych  

w rozprawie doktorskiej. 

Postawiona w rozprawie hipoteza zakładała wpływ chemeryny na profile ekspresji 

genów, długich niekodujących RNA oraz przebieg procesów alternatywnego składania 

transkryptów i allelicznej specyficzności ekspresji w komórkach lutealnych jajnika świni 

domowej (S. scrofa domestica L.) w fazie środkowolutealnej cyklu rujowego (10–12 dzień 

cyklu, gdy aktywność wydzielnicza komórek jest najwyższa). Do realizacji badań 

zastosowano metodę wysokoprzepustowego sekwencjonowania transkryptomów (RNA-

Seq), która w połączeniu z zaawansowanymi analizami in silico pozyskanych danych 

umożliwiła wgląd w mechanizmy molekularne inicjowane przez badany hormon. 

Badania przeprowadzono z wykorzystaniem komórek lutelanych hodowanych  

w warunkach in vitro, pobranych od dojrzałych płciowo samic świni domowej. RNA, 

wyizolowane z komórek hodowanych w obecności chemeryny oraz z prób kontrolnych, 

poddano sekwencjonowaniu RNA-Seq, uzyskując zestaw danych, które analizowano przy 

użyciu narzędzi bioinformatycznych. W trakcie analiz zaobserwowano istotne zmiany 

ekspresji 509 genów oraz 24 transkryptów zakwalifikowanych jako długie niekodujące 

RNA, a także 137 przypadków modyfikacji procesu alternatywnego składania transkryptów 

i 18 przypadków zmienności allelicznej specyficzności ekspresji. Na podstawie uzyskanych 

wyników przeprowadzono szczegółowe analizy funkcjonalne, których efektem było 

przypisanie genów (powiązanych ze wspomnianymi procesami transkryptomicznymi) do 

takich procesów wewnątrzkomórkowych, jak: interakcje cytokin z receptorami cytokin, 

apoptoza, metabolizm kwasu arachidonowego oraz ścieżki transdukcji sygnałów chemokin, 

TNF, MAPK i in.. Bazując na pozyskanych danych funkcjonalnych sporządzono dokładne 

mapy prezentujące ujednolicony wpływ chemeryny na szlaki sygnałowe oraz metaboliczne 

w komórkach lutealnych świni domowej. Wyniki uzyskane metodami in silico walidowano 

na bazie materiału użytego do RNA-Seq, z zastosowaniem ilościowej reakcji łańcuchowej 

polimerazy w czasie rzeczywistym (qPCR). 

Uzyskane wyniki poszerzyły wiedzę dotyczącą wpływu chemeryny na proces 

transkrypcji oraz towarzyszące mechanizmy molekularne w komórkach lutealnych. 
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Zaobserwowane zmiany transkryptomiczne mogą prowadzić do aktywacji szlaków 

transdukcji sygnałów MAPK oraz JAK/STAT, indukcji zarówno mechanizmów  

pro-apoptycznych i pro-przeżyciowych w komórkach lutealnych. Ponadto chemeryna, 

poprzez modyfikację transkryptomu komórek lutealnych, może kontrolować 

funkcjonowanie ciałka żółtego za pośrednictwem regulacji procesów steroidogenezy  

i angiogenezy oraz produkcji i wydzielania czynników prozapalnych oraz prostaglandyn. 

Przeprowadzone badania sugerują, że chemeryna jest hormonem łączącym regulację 

homeostazy energetycznej i układu rozrodczego w organizmach ssaków. 

 

Praca finansowana przez Narodowe Centrum Nauki w ramach projektu badawczego: 2015/17/B/NZ9/03595  
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SUMMARY 

THE INFLUENCE OF CHEMERIN ON THE TRANSCRIPTOME OF OVARIAN 

LUTEAL CELLS OF THE DOMESTIC PIG (SUS SCROFA DOMESTICA L.)  

 

Karol G. Makowczenko, M.Sc. 

Doctoral thesis was carried out at the Department of Animal Anatomy and Physiology, Faculty of Biology and 

Biotechnology, University of Warmia and Mazury in Olsztyn under the guidance of prof. dr hab. Tadeusz 

Kaminski (supervisor) and Jan Pawel Jastrzebski, PhD (ancillary supervisor). 

 

The doctoral thesis comprises two papers published in 2020 and 2022 (1 – Genes 

2020; 11:651. doi: 10.3390/genes11060651; 2 – Cells 2022; 11:715. doi: 

10.3390/cells11040715), focused on the influence of chemerin on genes and long non-coding 

RNAs expression and modifications of alternative splicing and allel-specific expression 

processes in ovarian luteal cells of the domestic pig (Sus scrofa domestica L.) during the mid-

luteal phase of the estrous cycle. 

Many studies indicate the existence of an endocrine system that simultaneously 

controls metabolic processes and the functioning of the reproductive system in mammalian 

organisms. According to recently published reports, one of the key elements of this system, 

which also interacts with the immune system, seems to be a lately discovered hormone – 

chemerin. Due to the functions performed by this peptide, related to the initiation or silencing 

of the local inflammatory response and chemotaxis of selected immune cell groups, it is 

categorized as a chemokine. In addition, due to the chemerin's production mainly by 

adipocytes and its involvement in the regulation of metabolic processes, this hormone is also 

included in the adipokine group. Available data indicate that chemerin is also involved in the 

control of the mammalian reproductive system, including an inhibitory effect on the ovarian 

steroidogenesis. Transcripts and proteins of chemerin and its receptors have also been found 

in structures of the endocrine regulatory hypothalamic-pituitary-gonadal axis (HPG) in 

humans, rats, pigs, cattle and sheep. Chemerin interacts with target cells through three 

receptors: CMKLR1, GPR1 and CCRL2. The first two, by binding to G proteins, generate  

a cellular response, including transcription of selected genes. The last receptor does not cause 

signal transduction, but it is responsible for the local aggregation of chemerin molecules and 
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sharing them with other receptors. Fragmentary information on the activity of chemerin in 

mammalian organisms and the aforementioned observations were the premis for the research 

described in the doctoral thesis. 

The hypothesis formulated in this dissertation assumed, that chemerin influences 

expression profiles of genes and long non-coding RNAs, and modifies the alternative splicing 

and allel-specific expression processes in the ovarian luteal cells of the domestic pig  

(S. scrofa domestica L.) during the mid-luteal phase of the estrous cycle (days 10–12 of the 

cycle, when the secretory activity of the cells is the highest). High-throughput transcriptome 

sequencing (RNA-Seq) methods were used to conduct the study, which, combined with 

advanced in silico analyses of the acquired data, provided detailed insight into the molecular 

mechanisms initiated by the studied hormone. 

The research was conducted using in vitro cultured luteal cells obtained from 

sexually mature female domestic pigs. RNA, isolated from cells treated with chemerin and 

from control samples, was subjected to RNA-Seq sequencing, generating a bioinformatically 

processed data set. During the analyses, significant changes in the expression of 509 genes 

and 24 transcripts classified as long non-coding RNAs were observed, as well as 137 cases 

of modifications in the alternative splicing process and 18 cases of allel-specific expression 

variation. Based on the results, detailed functional analyses were performed, resulting in the 

assignment of genes (affected by the observed transcriptomic phenomena) to such 

intracellular processes as cytokine interactions with cytokine receptors, apoptosis, 

arachidonic acid metabolism and signal transduction pathways of chemokines, TNF, MAPK 

and others. Based on the acquired functional data, detailed maps showing the unified effects 

of chemokine on signaling and metabolic pathways in domestic pig luteal cells were 

prepared. The results obtained by in silico methods were validated on the basis of the material 

used for RNA-Seq, using quantitative real-time polymerase chain reaction (qPCR). 

The obtained results expanded the knowledge of the chemerin effect on the 

transcription process and accompanying molecular mechanisms in luteal cells. The observed 

transcriptomic changes may lead to activation of MAPK and JAK/STAT signal transduction 

pathways, and stimulation of both pro-apoptotic and pro-survival mechanisms in luteal cells.  

In addition, chemerin, by modifying the luteal cells' transcriptome, may control the corpus 

luteum functions through the regulation of steroidogenesis and angiogenesis, as well as the 
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production and secretion of pro-inflammatory factors and prostaglandins. The conducted 

studies suggest that chemerin is the hormone linking the regulation of energy homeostasis 

and the reproductive system in mammalian organisms. 

 

This research was supported by National Science Centre (Project no.: 2015/17/B/NZ9/03595)  



8 

 

1. SPIS PUBLIKACJI SKŁADAJĄCYCH SIĘ NA ROZPRAWĘ 

DOKTORSKĄ 

Rozprawa doktorska składa się z dwóch prac opublikowanych w 2020 i 2022 roku, 

których tematyka obejmuje wpływ chemeryny na profile ekspresji genów oraz na 

mechanizmy towarzyszące transkrypcji, tj. zmiany ekspresji długich niekodujących RNA  

i ich interakcje z genami o znacząco zmodyfikowanej ekspresji, a także zmienność procesów 

alternatywnego składania transkryptów oraz allelicznej specyficzności ekspresji związanej  

z frekwencją wariantów pojedynczych nukleotydów, w komórkach lutealnych jajnika świni 

domowej (Sus scrofa domestica L.) w fazie środkowolutealnej cyklu rujowego: 

 

Publikacja 1: MAKOWCZENKO K.G., JASTRZĘBSKI J.P., SZESZKO K., SMOLIŃSKA N., 

PAUKSZTO Ł., DOBRZYŃ K., KIEŻUN M., RYTELEWSKA E., KAMIŃSKA B., KAMIŃSKI T. 2020 

Transcription analysis of the chemerin impact on gene expression profile in the luteal cells 

of gilts. Genes, 11:651. doi: 10.3390/genes11060651 

(IF1 = 3,759; pięcioletni IF2 = 3,822; pkt.3 = 100) 

 

Publikacja 2: MAKOWCZENKO K.G., JASTRZĘBSKI J.P., PAUKSZTO Ł., DOBRZYŃ K., KIEŻUN 

M., SMOLIŃSKA N., KAMIŃSKI T. 2022 Chemerin impact on alternative mRNA transcription 

in the porcine luteal cells. Cells, 11:715. doi: 10.3390/cells11040715 

(IF1 = 7,666; pięcioletni IF2 = 7,677; pkt.3 = 140) 

 

Razem: 

Sumaryczny IF: 11,425 

Sumaryczny pięcioletni IF: 11,499 

Liczba punktów MNiSW: 240 pkt. 

 

1IF – wskaźnik Impact Factor czasopism z roku wydania wg bazy Web of Science 

2pięcioletni IF – pięcioletni wskaźnik Impact Factor czasopism wg bazy Web of Science 

3Liczba punktów wg Komunikatu Ministra Edukacji i Nauki w sprawie wykazu czasopism naukowych  

i recenzowanych materiałów z konferencji międzynarodowych z dnia 21 grudnia 2021 roku. 
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2. WSTĘP 

Chemerynę, jako substancję ulegającą zwiększonej produkcji pod wpływem 

syntetycznej pochodnej kwasu retinowego – tazarotenu, odkryto ćwierć wieku temu  

w trakcie badań nad patogenezą łuszczycy (NAGPAL i in. 1997). Hormon ten powiązano  

z ekspresją TIG2 (ang. tazarotene-induced gene 2), z czasem przemianowanego na RARRES2 

(ang. retinoic acid receptor responder protein 2). Sekwencję białkową produktu tego genu 

zidentyfikowały dwa niezależne zespoły badawcze w 2003 roku (MEDER i in. 2003; 

WITTAMER i in. 2003).  

Chemeryna, nazwana tak przez Valerie Wittamer, syntetyzowana jest przez 

komórki ssaków w formie nieaktywnych cząsteczek pre-prochemeryny o długości 163 

aminokwasów i masie molekularnej 18,62 kDa (KENNEDY i DAVENPORT 2018). Dwadzieścia 

aminokwasów od strony końca aminowego tworzy peptyd sygnalny. Ten hydrofobowy 

fragment wycinany jest w trakcie wydzielania makromolekuł do krwioobiegu,  

które w dalszym ciągu tworzą nieaktywną formę propeptydu (16,53 kDa). Skomplikowany  

i często wieloetapowy mechanizm aktywacji białka wymaga poddania końca 

karboksylowego reakcjom hydrolizy przez endogenne proteinazy serynowe i/lub cysteinowe 

(ERNST i SINAL 2010). W zależności od lokalnie przeważającej klasy enzymów, 

przeprowadzających selektywną proteolizę różnych wiązań między aminokwasami C-końca 

peptydu (wynikającej z mikrośrodowiska tkanki), generowane mogą być różne izoformy 

chemeryny o zróżnicowanej aktywności biologicznej (DU i LEUNG 2009). Izoforma powstała 

w wyniku oddzielenia 6 ostatnich aminokwasów – chemeryna-157 (15,88 kDa), 

charakteryzuje się największą obserwowaną bioaktywnością (około 100-krotnie wyższą od 

prochemeryny) (BONDUE i in. 2011; DU i in. 2009). Dalsze wieloetapowe procesy hydrolizy 

końca karboksylowego, powodujące skracanie łańcucha białkowego, prowadzą do 

inaktywacji hormonu – izoformy chemeryny-154 i -152 uznaje się za relatywnie nieaktywne 

(DU i LEUNG, 2009; ROURKE i in. 2013; ZABEL i in. 2005). Mimo braku dostępnych danych 

krystalograficznych dotyczących struktury przestrzennej cząsteczek omawianego hormonu, 

przewidywania in silico przeprowadzone metodą rozpoznawania zwojów (ang. fold 

recognition) wskazały na bliskie podobieństwo cząsteczek chemeryny do rodzin katelicydyn 
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(białek antybakteryjnych), kininogenów (kofaktorów procesów krzepnięcia i kaskady 

zapalnej) oraz cystatyn (inhibitrów peptydaz cystynowych) (LEI i in. 2019; ZABEL i in. 2014). 

Dotychczas w organizmach ssaków zidentyfikowano trzy transbłonowe receptory 

metabotropowe zdolne do wiązania cząsteczek chemeryny: CMKLR1 (ang. chemerin 

chemokine-like receptor 1), GPR1 (ang. G protein-coupled receptor 1) oraz CCRL2 (ang. 

C–C motif chemokine receptor like 2) (KENNEDY i DAVENPORT 2018). Dwa pierwsze z nich 

wiążą N-koniec cząsteczek chemeryny, a poprzez tworzenie wiązań z białkami G powodują 

transdukcję sygnału za pośrednictwem szlaków PI3K/Akt i MAPK-ERK1/2 (CMKLR1) lub 

AMPK (CMKLR1 i GPR1) (DE HENAU i in. 2016; KENNEDY i DAVENPORT 2018; MATTERN 

i in. 2014). Ostatni z wymienionych receptorów – CCRL2 nazywany jest „receptorem 

atypowym”, ze względu na wiązanie C-końca cząsteczek chemeryny ze znacznie niższym 

powinowactwem względem pozostałych białek receptorowych oraz brak indukcji 

wewnątrzkomórkowych kaskad sygnałowych. Zidentyfikowano natomiast udział cząsteczek 

CCRL2 w lokalnej agregacji chemeryny oraz ekspozycji tego białka dwóm pozostałym 

receptorom (MONNIER i in. 2012; ZABEL i in. 2008). 

W 2007 roku zaklasyfikowano chemerynę do grupy adipokin ze względu na 

wytwarzanie przez tkankę tłuszczową oraz udowodnione funkcje metaboliczne, tj. regulację 

adipogenezy oraz metabolizmu białej tkanki tłuszczowej i zwiększanie wychwytu glukozy 

(GÓRALSKI i in. 2007; MATTERN i in. 2014). Ponadto, z uwagi na przejawianie aktywności 

związanych z procesami odpornościowymi, takimi jak tkankowo-specyficzne właściwości 

pro- lub przeciwzapalne, właściwości bakteriostatyczne oraz wywoływanie chemotaksji 

makrofagów, komórek dendrytycznych i komórek NK (ang. natural killer), chemerynę 

przypisano również do grupy cytokin chemotaktycznych (in. chemokin) (MATTERN i in. 

2014; PAROLINI i in. 2007; WITTAMER i in. 2003). Szczególnie ciekawą i wartą podkreślenia 

obserwacją jest wzrost koncentracji chemeryny oraz jej aktywacji proteolitycznej  

w regionach tkanki objętych reakcją zapalną, w sposób niezwiązany ze stężeniem tej 

cytokiny w surowicy (PAROLINI i in. 2007; ROURKE i in. 2013; WITTAMER i in. 2003; ZABEL 

i in. 2005). 

W 2012 roku zauważono bezpośredni wpływ chemeryny na funkcjonowanie 

układów rozrodczych ssaków, szczególnie ludzi oraz czołowych laboratoryjnych 

organizmów modelowych – myszy i szczurów. Początkowo skupiono się na wpływie 
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omawianej adipokiny na steroidogenezę w komórkach ziarnistych budujących ściany 

pęcherzyków jajnikowych (REVERCHON i in. 2012; WANG i in. 2012, 2013b), a także na roli 

chemeryny w ciąży (BARKER i in. 2012; GARCES i in. 2012). Z czasem badania rozszerzono 

na pozostałe struktury osi regulacyjnej podwzgórze–przysadka–gonady (ang. hypothalamus–

pituitary–gonadal axis, HPG) oraz układy rozrodcze innych, istotnych dla gospodarki, 

zwierząt, tj. bydła, trzody chlewnej, kóz i owiec, w różnych fazach cyklu rujowego oraz na 

wczesnych etapach ciąży (KUROWSKA i in. 2018, 2021; REVERCHON i in. 2014a, 2014b).  

U dojrzałych płciowo loszek obecność elementów systemu chemerynowego (chemeryny i jej 

receptorów) wykryto w wybranych jądrach podwzgórza (SMOLIŃSKA i in. 2019), przednim  

i tylnym płacie przysadki (KISIELEWSKA i in. 2020a, 2020b), strukturach budujących jajnik, 

takich jak pęcherzyki jajnikowe oraz ciałka żółte (RYTELEWSKA i in. 2020) oraz w macicy 

(GUDELSKA i in. 2020). Niestety, mimo szeroko zakrojonych badań tłumaczących wpływ 

chemeryny na ekspresję pojedynczych genów lub produkcję wąskiej gamy metabolitów,  

w dalszym ciągu brakuje eksperymentów prezentujących pełny obraz efektów oddziaływania 

chemeryny na transkryptom, proteom i metabolom, umożliwiających szczegółowe 

wnioskowanie dotyczące uruchamianych i/lub wyłączanych mechanizmów molekularnych 

zachodzących w grupach komórek, tkankach oraz całych narządach ssaków. 

Uzupełniając wspomniane luki w wiedzy na temat wpływu chemeryny na 

funkcjonowanie układu rozrodczego ssaków, w przeprowadzonych badaniach składających 

się na niniejszą rozprawę doktorską posłużono się metodą wysokoprzepustowego 

sekwencjonowania transkryptomów następnej generacji (RNA-Seq). Metoda ta, dostarczając 

informacji jakościowych – dotyczących budowy poszczególnych cząsteczek RNA oraz 

ilościowych – związanych z liczbami wykrytych kopii konkretnych transkryptów, umożliwia 

dokładne zobrazowanie profili tanskryptomicznych badanych komórek/tkanek w postaci 

kolejnych bibliotek poddanych sekwencjonowaniu. Standardowym i najczęściej 

przeprowadzanym pomiarem porównawczym dla danych RNA-Seq jest analiza różnic 

ekspresji genów lub transkryptów. Polega ona na porównaniu uśrednionych wartości 

ekspresji (z powtórzeń biologicznych), oszacowanych dla genów lub pojedynczych 

transkryptów, między badanymi grupami. Na podstawie danych dotyczących genów  

o zróżnicowanej ekspresji (ang. differentially expressed genes, DEG), śledzi się zmiany 

zachodzące w transkryptomie. Następnie na podstawie zmian w kodujących sekwencjach 
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DNA (ang. coding DNA sequence, CDS) przewiduje się zmiany w proteomie badanych 

komórek lub tkanek, a w dalszej kolejności wysnuwa się prognozy dotyczące modyfikacji 

funkcjonowania wyższych struktur organizacyjnych organizmu (narządów, układów 

wielonarządowych). Należy odnotować, że na podstawie prac SCHWANHÄUSSERA i in. (2011) 

oraz DE SOUSA ABREU i in. (2009), obecnie często powtarzana jest informacja, iż różnice  

w poziomach ekspresji genów wpływają tylko w ok. 40 procentach na koncentrację białek 

wytwarzanych w komórkach ssaków (współczynnik determinacji R2 między zawartością 

matrycowego RNA – mRNA i białka wynosi 0,41). Jednakże, uwzględniając wprowadzone 

z czasem korekty przytoczonych badań, zmiany koncentracji mRNA wyjaśniają w 68–84% 

różnice w zawartości białek w komórkach, dając znacznie wyższy wskaźnik predykcyjny 

badań transkryptomowych (BATTLE i in. 2015; JOVANOVIC i in. 2015; LI i in. 2014b). Warto 

zaznaczyć, że oprócz analizy różnic ekspresji genów, równie istotne jest uwzględnienie 

zjawisk towarzyszących modyfikacjom transkrypcyjnym i posttranskrypcyjnym. Takie 

podejście skutkuje bardziej kompletnym obrazem złożonych procesów zachodzących  

w komórkach, a w szerszej perspektywie – pełniejszym opisem molekularnych procesów 

fizjologicznych zachodzących w tkankach i narządach. 

Długie niekodujące RNA (lncRNA) stanowią najliczniejszą grupę transkryptów  

w komórkach ssaków (KORNIENKO i in. 2013). Definiuje się je jako cząsteczki RNA 

pozbawione potencjału do kodowania białek, dłuższe niż 200 nukleotydów (nt) i posiadające 

strukturę egzonowo-intronową. Zgodnie z coraz większą liczbą doniesień, lncRNA są 

istotnymi regulatorami ekspresji genów, tzn. poprzez kontrolę procesu transkrypcji wpływają 

na stabilność mRNA oraz przebieg translacji i obróbki posttranslacyjnej białek (YAO i in. 

2019). Uogólniając, wpływ cząsteczek lncRNA na kontrolę transkrypcji może mieć charakter 

cis-interakcji, gdy regulacja zachodzi w obrębie jednego chromosomu w odległości 

umożliwiającej wpływ na ekspresję, lub trans-interakcji, gdy gen docelowy znajduje się na 

innym chromosomie lub w znacznym oddaleniu na tym samym chromosomie (ALESSIO i in. 

2020). Długie niekodujące RNA mogą wpływać na ekspresję genów docelowych zarówno 

bezpośrednio, poprzez wiązanie sekwencji położonej na komplementarnej nici DNA,  

jak i w sposób pośredni, m.in. poprzez oddziaływanie z drugim chromosomem z pary lub 

wpływając na ekspresję polimeraz RNA (KORNIENKO i in. 2013). Ponadto lncRNA mogą 

zmieniać aktywność białek poprzez wiązanie ich specyficznych domen (SUN i in. 2013) oraz 
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pełnią funkcje pomocnicze w organizacji kompleksów białkowych oraz nukleoproteinowych 

(RAO 2017). Długie niekodujące RNA często wykazują ekspresję specyficzną dla konkretnej 

tkanki lub komórki (FRASER i in. 2020). Zauważalny jest wzrost liczby doniesień 

dotyczących udziału lncRNA w regulacji funkcji rozrodczych ssaków (LIU i in. 2018; 

TAYLOR i in. 2015), w tym ich zaangażowanie w prawidłowe funkcjonowanie ciałka żółtego 

(NAKAGAWA i in. 2014). W opisanych poniżej badaniach wykorzystano analizy identyfikacji 

oraz selekcji lncRNA o zróżnicowanej ekspresji (ang. differentially expressed lncRNA, DEL) 

pod wpływem chemeryny. Wykonano także analizę cis-interakcji z DEG, na podstawie ko-

lokalizacji w genomie oraz trans-interakcji, uwzględniając korelację ekspresji  

i podobieństwo struktur przestrzennych między cząsteczkami lncRNA a mRNA/białkami. 

Alternatywne składanie transkryptów (in. alternatywny splicing) jest mechanizmem 

polegającym na wytwarzaniu wielu wariantów transkryptów na podstawie pojedynczego 

wzorca w postaci genu (EARLY i in. 1980; SALDI i in. 2016). Zjawisko to, wykorzystując 

proces wycinania intronów w trakcie dojrzewania prekursorowego mRNA, powoduje 

modyfikację struktury egzonowo-intronowej dojrzałych transkryptów, m.in. poprzez 

pomijanie wybranych egzonów, zmianę długości egzonów lub zatrzymanie sekwencji 

intronowych w mRNA – są to miejsca alternatywnego splicingu. Alternatywne składanie 

matryc, bezpośrednio kodujących białka, przyczynia się do zwiększenia różnorodności 

proteomu, bez zwiększania rozmiaru genomu organizmów eukariotycznych (NOBLE i in. 

2020). Warto zaznaczyć, że wynikiem opisanego procesu może być polimorfizm białek 

kodowanych przez jeden gen, które w konsekwencji posiadania zróżnicowanych domen, 

mogą pełnić różne funkcje biologiczne (THATCHER i in. 2014). Warianty mRNA powstałe  

w wyniku alternatywnego splicingu mogą zawierać kodony STOP przedwcześnie kończące 

transkrypcję białka. Produkty transkryptów zawierających taki nonsensowny kodon mogą 

być dysfunkcyjne, skutkując skierowaniem nieprawidłowych makromolekuł do degradacji. 

Mechanizm ten służy do kontrolowania ilości produktów białkowych danego genu bez 

zmiany jego ekspresji w komórkach ssaków (SCHWEINGRUBER i in. 2013). Niektóre powstałe 

w ten sposób białka o skróconym łańcuchu aminokwasowym mogą bezpośrednio blokować 

aktywność białek o pełnej długości, dzięki zachowaniu domen zdolnych do oddziaływania  

z kompleksami białkowymi lub substratami (STAUDT i WENKEL 2011). Co szczególnie 

istotne, ekspresja wariantów transkryptów ulegających alternatywnemu składaniu jest często 
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specyficzna dla konkretnych tkanek (WANG i in. 2008). W ciałkach żółtych zaobserwowano 

przypadki alternatywnego splicingu w obrębie genów, których produkty są zaangażowane  

w luteolizę, matczyne rozpoznawanie ciąży oraz wzrost i regresję naczyń krwionośnych 

(MADHRA i in. 2004; RIBEIRO i in. 2007). Poniżej opisane badania komórek lutealnych świni 

domowej objęły identyfikację przypadków alternatywnego składnia transkryptów, 

wykazujących różnice frekwencji (ang. differential alternative splicing events, DAS) pod 

wpływem chemeryny, z zamiarem wykrycia zmian w obrębie transkryptomu niewidocznych 

podczas eksperymentów bazujących na modyfikacji ekspresji genów/transkryptów. 

Zdecydowana większość genów wykazuje jednakową ekspresję obu alleli, jednak 

ekspresja niektórych genów może być modyfikowana w sposób zależny od macierzystych 

alleli. Pod wpływem czynników regulacyjnych, takich jak metylacja DNA, modyfikacje 

białek histonowych przyłączonych do DNA oraz aktywności niekodujących cząsteczek 

RNA, produkcja białka kodowanego przez jeden z alleli tego samego genu może być 

promowana u heterozygot (GAUR i in. 2013). Zjawisko to jest istotnym genetycznym 

procesem prowadzącym do zwiększonego zróżnicowania fenotypowego, wywołanego m.in. 

zmiennymi warunkami środowiskowymi (KHANSEFID i in. 2018). Przykładem może być 

wzrost angiogenezy w organizmach ludzi spowodowany występowaniem specyficznych 

polimorfizmów pojedynczych nukleotydów, bezpośrednio związanych ze stężeniem 

chemeryny w osoczu (BOZAOGLU i in. 2010). Obserwacja ta doprowadziła do wniosku,  

że chemeryna może być zdolna do promowania ekspresji jednego z dwóch alleli dostępnych 

w DNA komórek. W poniżej przedstawionym eksperymencie zastosowano procedurę 

umożliwiającą wykrycie przypadków allelicznej specyficzności ekspresji (ang. allele-

specific expression, ASE) pośród wariantów pojedynczych nukleotydów (ang. single 

nucleotide variants, SNV) wykazujących dysproporcje frekwencji w obrębie DEG. 
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3. CEL I ZAKRES BADAŃ 

Celem niniejszej pracy była szczegółowa analiza wpływu chemeryny na profil 

strukturalny oraz ekspresyjny transkryptomu komórek lutealnych świni domowej (Sus scrofa 

domestica L.) w trakcie fazy środkowolutealnej cyklu rujowego. Przesłanką do 

przeprowadzenia poniższych badań był jak dotąd niepoznany wpływ wspomnianego 

hormonu na ekspresję genów oraz towarzyszące mechanizmy molekularne w tych 

komórkach. Dotychczas przeprowadzone eksperymenty dostarczyły fragmentarycznych 

informacji dotyczących wpływu chemeryny na ekspresję jedynie pojedynczych genów lub 

wydzielanie wybranych substancji przez komórki lutealne świni. Do tej pory brakowało 

badań szczegółowo analizujących działanie chemeryny na procesy towarzyszące ekspresji  

i dojrzewaniu makromolekuł budujących transkryptom komórek lutealnych. Hipotezy 

badawcze pracy zakładały, że chemeryna w fizjologicznych stężeniach (1) wpływa na 

globalną ekspresję genów, (2) jest odpowiedzialna za modyfikacje ekspresji długich 

niekodujących RNA oraz ich interakcje z produktami genów kodujących białka, (3) reguluje 

proces allelicznej specyficzności ekspresji oraz (4) moduluje procesy posttranskrypcyjne, 

takie jak alternatywne składanie transkryptów. Postawione hipotezy zweryfikowano stosując 

metody wysokoprzepustowego sekwencjonowania transkryptomów hodowanych in vitro 

komórek lutealnych świni domowej, będących w środkowolutealnej fazie cyklu rujowego 

(dzień 10–12). Wyniki analiz in silico zweryfikowano poprzez pomiar przyrostu ilości 

produktu reakcji łańcuchowej polimerazy w czasie rzeczywistym, z wykorzystaniem RNA 

użytego do sekwencjonowania. 
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4. MATERIAŁY I METODY 

4.1. Zwierzęta doświadczalne i materiał badawczy 

Eksperyment przeprowadzono z wykorzystaniem materiału biologicznego 

pozyskanego z pięciu dojrzałych samic świni domowej (S. scrofa domestica L.), mieszańców 

towarowych. Zwierzęta w wieku 7–8 miesięcy i o wadze 120–130 kg pochodziły z prywatnej 

farmy hodowlanej. W doświadczeniu wykorzystano samice będące w okresie najwyższej 

aktywności sekrecyjnej ciałka żółtego w trakcie cyklu rujowego – fazie środkowolutealnej 

(10–12 dzień cyklu). Dzień, w którym wystąpiły pierwsze objawy rui, oznaczono jako „dzień 

0” cyklu rujowego. Dodatkowo sprawdzono morfologię jajników w celu potwierdzenia fazy 

cyklu (AKINS i MORRISSETTE 1968). 

Materiał badawczy został zebrany od zwierząt przeznaczonych do uboju 

gospodarczego i przetwórstwa mięsa. Jajniki pobrano natychmiast po uboju zwierząt,  

a następnie umieszczono w sterylnym i schłodzonym do 4 ºC roztworze PBS (buforowanej 

fosforanem soli fizjologicznej), uzupełnionym antybiotykami: 100 IU/ml penicyliny (Sigma-

Aldrich, St. Louis, Missouri, USA) i 100 µg/ml streptomycyny (Sigma-Aldrich, St. Louis, 

Missouri, USA). Materiał badawczy niezwłocznie przetransportowano do laboratorium  

w celu izolacji komórek oraz założenia hodowli in vitro. 

Pobór materiału zwierzęcego oraz kolejne eksperymenty badawcze 

przeprowadzono zgodnie z wytycznymi zaktualizowanej ustawy z dnia 15 stycznia 2015 

roku o ochronie zwierząt wykorzystywanych do celów naukowych lub edukacyjnych (Dz.U. 

z 2021 r., poz. 1331 oraz z 2022 r., poz. 1117), która wdraża dyrektywę Parlamentu 

Europejskiego i Rady 2010/63/UE z dnia 22 września 2010 r. w sprawie ochrony zwierząt 

wykorzystywanych do celów naukowych (Dz. Urz. UE L 276 z 20.10.2010, str. 33). 

4.2. Izolacja i hodowle in vitro komórek lutealnych jajnika 

Komórki lutealne wyizolowano z pobranych narządów z zastosowaniem procedury 

zaproponowanej przez KAMIŃSKIEGO i in. (1999). Wypreparowane z jajników ciałka żółte 

rozdrobniono na fragmenty wielkości 1–2 mm i przeniesiono do płynnej pożywki 

hodowlanej F-12 (Sigma-Aldrich, St. Louis, Missouri, USA), zawierającej 1 procentowy 



17 

 

dodatek albuminy surowicy bydlęcej (BSA; MP Biomedicals, Irvine, Kalifornia, USA), 50 

μg/ml gentamycyny (Sigma-Aldrich, St. Louis, Missouri, USA) oraz 240 U/ml nystatyny 

(Sigma-Aldrich, St. Louis, Missouri, USA). Fragmenty ciałka żółtego poddano 4–6-

krotnemu enzymatycznemu trawieniu w 0,125 procentowym roztworze trypsyny (Biomed 

Lublin, Polska), w temperaturze 38 ºC, do całkowitego strawienia tkanki. Zawiesinę 

wyizolowanych komórek przenoszono do sterylnych probówek, wirowano przez 10 minut 

przy 300 × g w temperaturze 21 ºC oraz trzykrotnie przemywano medium F-12. 

Wyizolowane komórki lutealne odfiltrowano od pozostałości trypsynizowanej tkanki  

z użyciem filtra nylonowego o średnicy porów 75 μm, a następnie ponownie zawieszono  

w świeżej pożywce F-12. Liczbę uzyskanych komórek oszacowano z pomocą komory 

Bürkera, a ich żywotność, na poziomie ≈90%, określono z wykorzystaniem 0,4 

procentowego roztworu błękitu trypanu (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA). Komórki 

lutealne zawieszono w ilości 2 × 106/2 ml pożywki F-12 wzbogaconej o 20% płodowej 

surowicy bydlęcej (FCS; Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA), 1% BSA oraz antybiotyki  

i następnie przez 48 godzin preinkubowano w 6-studzienkowych płytkach hodowlanych  

w inkubatorze, w atmosferze 95% powietrza i 5% CO2 oraz temperaturze 37 °C.  

Po zakończeniu tego etapu podłoże zawierające FCS zostało usunięte, a komórki lutealne 

przepłukano medium F-12 bez surowicy. Komórki inkubowano w tych samych warunkach 

przez kolejne 24 godziny w pożywce F-12 z 1% BSA, antybiotykami oraz z dodatkiem 

rekombinowanej ludzkiej chemeryny (RayBiotech, Peachtree Corners, Georgia, USA)  

w stężeniu 200 ng/ml (n = 5). Grupę kontrolną stanowiła hodowla bez dodatku chemeryny 

(n = 5). 

W trakcie badań zastosowano ludzką rekombinowaną chemerynę ze względu na 

niedostępność na rynku homologa pochodzącego od świni domowej. Zgodnie z badaniami 

DU i LEUNG (2009) cząsteczki chemeryny ludzi i świń wykazują identyczność sekwencji 

rzędu 84%. Ponadto LUANGSAY i in. (2009) wykazali, iż fragment C-końca dojrzałej 

chemeryny (YFPGQFAFS) jest wysoce konserwatywny u wszystkich gatunków ssaków i ma 

istotne znaczenie dla aktywności biologicznej tego białka. Zgodnie z doniesieniem 

RYTELEWSKIEJ i in. (2021) poziom identyczności wspomnianego fragmentu chemeryny 

wynosi 89%, a interakcja cząsteczek chemeryny pochodzących od różnych gatunków ssaków  

z jej receptorami pozostaje zachowana. Stężenie chemeryny w hodowlach in vitro dobrano 
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na podstawie jej koncentracji w osoczu krwi kobiet (BOZAOGLU i in. 2010) oraz loszek 

(SMOLIŃSKA i in. 2019). 

4.3. Izolacja RNA oraz wysokoprzepustowe sekwencjonowanie transkryptomu 

Całkowite RNA wyizolowano z hodowanych in vitro komórek lutealnych, 

poddanych działaniu chemeryny oraz tworzących grupę kontrolną, z użyciem zestawu 

RNeasy Mini Kit (Qiagen, Germantown, Maryland, USA), zgodnie z procedurą producenta. 

Pozostałości DNA usunięto stosując DNazę I zawartą w zestawie RNase-free DNase Set 

(Qiagen, Germantown, Maryland, USA). Metodą spektrofotometryczną zmierzono 

koncentrację (długość fali 260 nm, A260) i stopień czystości (A260/A280) wyizolowanego RNA 

przy użyciu czytnika Infinite M200 Pro (Tecan, Männedorf, Szwajcaria). Integralność RNA 

zbadano za pomocą aparatu Bioanalyzer 2100 (Agilent Technology, St. Clara, Kalifornia, 

USA). Współczynnik integralności RNA (RIN) w przedziale 8–10 kwalifikował 

wyizolowane RNA do dalszych etapów eksperymentu, czyli sekwencjonowania 

powiązanego z analizami bioinformatycznymi oraz walidacji uzyskanych in silico wyników 

za pomocą pomiaru przyrostu ilości produktu reakcji łańcuchowej polimerazy w czasie 

rzeczywistym (qPCR). 

Po wcześniejszym oczyszczeniu i fragmentacji cząsteczek, osobno dla każdej próby 

RNA, zsyntetyzowano biblioteki komplementarnego DNA (cDNA) z użyciem zestawu 

TruSeq RNA Sample Prep Kit (Illumina, San Diego, Kalifornia, USA). Utworzone biblioteki 

cDNA przechowywano w temperaturze –80 ºC. Na podstawie zamplifikowanych matryc 

cDNA przeprowadzono proces sekwencjonowania RNA-Seq z zastosowaniem platformy 

NovaSeq 6000 (Illumina, San Diego, Kalifornia, USA). Zakładana minimalna głębokość 

sekwencjonowania wyniosła 100 milionów odczytów na próbę. W efekcie uzyskano 

fragmenty sekwencji transkryptów – odczyty o sparowanych końcach (ang. paired-end 

reads) i długości 2 × 150 nt. 

4.4. Analizy in silico 

Analizy bioinformatyczne wymagające większej mocy obliczeniowej wykonywano 

na serwerze, posiadającym 40 rdzeni obliczeniowych, 120 GB pamięci RAM oraz macierz 

dyskową o pojemności 70 TB. Serwer został udostępniony przez Regionalne Centrum 
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Informatyczne (należące do Uniwersytetu Warmińsko-Mazurskiego w Olsztynie). Graficzne 

zestawienie kolejnych etapów przeprowadzonych analiz bioinformatycznych przedstawiono 

na Rycinach 1 zawartych w obu publikacjach.  

Pliki zawierające surowe odczyty uzyskane w wyniku sekwencjonowania 

zdeponowano w Europejskim Archiwum Nukleotydów (ang. European Nucleotide Archive, 

ENA) pod numerem akcesyjnym PRJEB35892 (https://www.ebi.ac.uk/ena/browser/view/ 

PRJEB35892; dostęp: 14 czerwca 2022 r.). Szczegółowe procedury eksperymentu oraz dane 

dotyczące różnic ekspresji genów i transkryptów, uzyskane dla wszystkich prób 

uwzględnionych w badaniu, udostępniono w bazie danych ArrayExpress pod numerem 

akcesyjnym E-MTAB-11434 (https://www.ebi.ac.uk/arrayexpress/experiments/E-MTAB-

11434/; dostęp: 14 czerwca 2022 r.). 

4.4.1. Kontrola jakości sekwencjonowania oraz wstępne przetwarzanie odczytów 

Jakość surowych odczytów, wygenerowanych w wyniku sekwencjonowania, 

sprawdzono z użyciem programu FastQC wer. 0.11.8 (ANDREWS 2010). Sekwencje 

adaptorowe oraz regiony surowych odczytów o niskiej jakości (współczynnik jakości 

sekwencji QPhred na końcach 5’ i/lub 3’ < 20 oraz średnia wartość QPhred < 30) wycięto za 

pomocą programu Trimmomatic wer. 0.38 (BOLGER i in. 2014). Odczyty przycięto do 

równych segmentów długości 90 nt. Przetworzone odczyty ponownie skontrolowano pod 

względem jakości i obecności sekwencji adaptorowych za pomocą FastQC. 

4.4.2. Proces mapowania odczytów oraz analiza różnic ekspresji genów 

Przetworzone odczyty przyrównano (zmapowano) do genomu referencyjnego świni 

domowej, w oparciu o program STAR wer. 2.6.1d (publikacja 1) i 2.7.3a (publikacja 2) 

(DOBIN i in. 2013). Genom referencyjny, w dwóch wersjach, pozyskano z ogólnodostępnej 

bazy danych Ensembl (YATES i in. 2020) – S. scrofa wer. 11.1.91, do analizy różnic ekspresji 

genów (publikacja 1), i S. scrofa wer. 11.1.99, na potrzeby analizy mechanizmów 

towarzyszących transkrypcji RNA (publikacja 2). Zmiana wersji genomu referencyjnego 

została uwarunkowana uzupełnieniem baz danych o informacje dotyczące sekwencji 

nowopoznanych cząsteczek lncRNA. Liczby odczytów przyrównanych, w trakcie procesu 

mapowania, do sekwencji CDS, intronów, regionów mRNA niepodlegających translacji 

https://www.ebi.ac.uk/ena/browser/view/PRJEB35892
https://www.ebi.ac.uk/ena/browser/view/PRJEB35892
https://www.ebi.ac.uk/arrayexpress/experiments/E-MTAB-11434/
https://www.ebi.ac.uk/arrayexpress/experiments/E-MTAB-11434/
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(ang. untranslated regions, UTR) oraz regionów międzygenowych oszacowano z użyciem 

programu CollectRnaSeqMetrics, będącego elementem pakietu Picard wer. 2.21.1 (BROAD 

INSTITUTE 2021). Wykorzystując oprogramowanie StringTie wer. 1.3.5 (PERTEA i in. 2015), 

wyznaczono sekwencje transkryptów oraz profile ekspresji poznanych genów i uprzednio 

nieopisanych regionów aktywnych transkrypcyjnie (ang. transcriptionally active regions, 

TAR). W celu oszacowania homogenności i powtarzalności danych wewnątrz grup badanej 

i kontrolnej przeprowadzono analizę składowych głównych (ang. principal component 

analysis, PCA) i analizę skupień (ang. cluster analysis), bazującą na pomiarze odległości 

euklidesowych, z użyciem biblioteki ggplot2 (WICKHAM 2021) w środowisku R wer. 3.5.2 

(R CORE TEAM 2021). Między grupą poddaną działaniu chemeryny oraz kontrolną 

przeprowadzono analizę różnic ekspresji genów, w środowisku R, z użyciem pakietu 

Ballgown wer. 2.18.0 (FRAZEE i in. 2015). W ocenie zmian ekspresji genów zastosowano 

test dwumianowy i przyjęto graniczne wartości istotności q < 0,05 oraz 

|log2(krotności zmian)| ≥ 0,5. Geny spełniające przytoczone kryteria zostały 

zakwalifikowane jako DEG. Graficzną wizualizację znormalizowanych poziomów ekspresji 

genów we wszystkich próbach wygenerowano z użyciem pakietu gplots (WARNES i in. 2021) 

w środowisku R. 

Analiza różnic ekspresji genów została powtórzona dla puli danych uzyskanych po 

ponowieniu procesu mapowania odczytów, względem nowszej wersji genomu 

referencyjnego (S. scrofa wer. 11.1.99), z zastosowaniem tych samych programów  

i identycznych parametrów konfiguracji. Uzyskana pula genów wykazujących statystycznie 

różnice ekspresji była identyczna względem pierwotnej puli z pierwszego mapowania  

(S. scrofa wer. 11.1.91). Powtórzoną analizę różnic ekspresji genów przeprowadzono  

w zaktualizowanej wersji środowiska statystycznego R wer. 4.0.3. 

4.4.3. Identyfikacja oraz analiza różnic ekspresji długich niekodujących RNA 

Identyfikację lncRNA w komórkach lutealnych świni domowej przeprowadzono 

przy użyciu wieloetapowej procedury. Na początku ze zbioru danych usunięto transkrypty  

o niskim poziomie ekspresji (wartość FPKM – ang. fragments per kilobase milion < 1) oraz 

kodujące białka. Następnie z puli transkryptów wykluczono sekwencje jednoegzonowe  

i o długości < 200 nt. Potencjał kodowania pozostałych transkryptów oszacowano za pomocą 
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czterech programów: CPAT (ang. coding potential assessment tool) wer. 1.2.4 (WANG i in. 

2013a), CPC2 (ang. coding potential calculator 2) wer. 2.0.1 (KANG i in. 2017), Feelnc (ang. 

flexible extraction of lncRNAs) (WUCHER i in. 2017), PLEK (ang. predictor of lncRNAs and 

mRNAs based on an improved k-mer scheme) wer. 0.2 (LI i in. 2014a). Równocześnie 

sekwencje transkryptów dopasowano do bazy danych rodzin białkowych Pfam (ang. protein 

families) wer. 33.1 (EL-GEBALI i in. 2019) przy użyciu programu HMMER wer. 3.3.2 (EDDY 

2011), opartego na algorytmach „ukrytych modeli Markowa” (ang. hidden Markov model). 

Na dalszych etapach analizy uwzględniono transkrypty pozbawione potencjału kodowania, 

zgodnie z wynikami trzech z wymienionych programów (wartości progowe potencjału 

kodowania CPAT < 0,364, CPC2 < 0, Feelnc < 0,558; oznaczenie PLEK = "noncoding"), 

oraz o niskim stopniu podobieństwa do rekordów Pfam (e-value > 10–3). Różnice ekspresji 

zidentyfikowanych lncRNA pomiędzy próbami badanymi i kontrolnymi obliczono za 

pomocą programu Ballgown, z parametrami odcięcia wartości q < 0,05  

i |log2(krotności zmian)| ≥ 0,5. W dalszej kolejności sekwencje uzyskanych DEL 

przyrównano do rekordów modeli małych RNA, w bazie danych Rfam (ang. RNA families) 

wer. 14.4 (KALVARI i in. 2021), z wykorzystaniem programu Infernal cmscan wer. 1.1.3 

(NAWROCKI i EDDY 2013).  

Kolejne etapy analizy przeprowadzono w środowisku R wer. 4.0.3 (R CORE TEAM 

2021) z wykorzystaniem zintegrowanego zestawu narzędzi do wysokoprzepustowej analizy 

danych genomowych Bioconductor wer. 3.12 (RAMOS i in. 2017). Celem dalszych 

postępowań było odkrycie i scharakteryzowanie zależności między uzyskanymi DEL oraz 

cząsteczkami mRNA kodowanymi przez zidentyfikowane DEG. Bliskie sąsiedztwo par 

DEL–DEG na tym samym chromosomie opisano jako cis-interakcje i podzielano na dwie 

podkategorie: pokrywające się (ang. overlapping) oraz odległe (ang. distant), w przypadkach 

gdy pary genów znajdowały się w odległości do 10.000 par zasad (pz). Pary DEL–DEG 

zlokalizowane na różnych chromosomach, lecz wykazujące podobieństwo profili 

transkrypcyjnych, w oparciu o współczynnik korelacji Pearsona scharakteryzowano jako 

trans-interakcje (wartość p < 0,05 i |r| > 0,9). Dodatkowo, w oparciu o obliczenia 

znormalizowanej energii swobodnej (ndG), oszacowano siłę wiązania między 

przewidywanymi parami cząsteczek lncRNA–mRNA przy użyciu programu LncTar wer. 1.0 

(LI i in. 2015). Ponadto, wykorzystując program lncPro wer. 1.0 (LU i in. 2013), obliczono 
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prawdopodobieństwo tworzenia wiązań wodorowych oraz oddziaływań van der Waalsa 

pomiędzy strukturami drugorzędowymi wykrytych lncRNA i białek kodowanych przez 

zidentyfikowane DEG. W analizach funkcjonalnych uwzględniono wyłącznie trans-

interakcje, dla których LncTar wskazał ndG < –0,1 lub lncPro wykazał 

prawdopodobieństwo > 0,9. Zidentyfikowane relacje pomiędzy parami DEL–DEG 

zwizualizowano przy użyciu oprogramowania Cytoscape v. 3.8.3 (SHANNON i in. 2003). 

4.4.4. Analiza zmienności miejsc alternatywnego składania transkryptów 

Identyfikację miejsc składania RNA, wykazujących zmienność pod wpływem 

chemeryny, przeprowadzono w oparciu o analizę tzw. wykorzystania egzonów (ang. exon 

usage), stosując oprogramowanie SUPPA2 (ang. super-fast pipeline for alternative splicing 

analysis 2) wer. 2.3 (TRINCADO i in. 2018). Odczyty, uprzednio przycięte do równej długości 

(90 nt) i zmapowane względem genomu referencyjnego (S. scrofa wer. 11.1.99) przy pomocy 

programu STAR, przyrównano względem referencyjnego transkryptomu S. scrofa przy 

użyciu programu Salmon wer. 1.1.0 (PATRO i in. 2017). Analizę przypadków DAS w próbach 

poddanych działaniu chemeryny i kontrolnych przeprowadzono poprzez badanie ekspresji 

miejsc splicingowych w regionach łączenia egzon–egzon oraz w egzonach flankujących.  

Na podstawie bezwzględnych poziomów ekspresji kolejnych egzonów wyliczono 

procentowy udział wtrąceń splicingowych (ang. the percentage of splicing inclusions, PSI). 

Za istotne statystycznie uznano przypadki DAS spełniające następujące progi odcięcia: 

wartość p < 0,05 i |∆PSI| > 0,1. Na podstawie programu SUPPA2 wszystkie wykryte 

przypadki DAS podzielono na siedem kategorii: alternatywne miejsce akceptorowe (A3), 

alternatywne miejsce donorowe (A5), wzajemnie wykluczające się egzony (MX), 

zachowanie intronu (RI), pominięcie egzonu (SE), splicing pierwszego egzonu (AF) oraz 

splicing ostatniego egzonu (AL). Przypadki DAS biorące udział w procesach 

fizjologicznych, istotnych dla funkcjonowania komórek lutealnych, zwizualizowano przy 

użyciu programu ggsashimi wer. 0.5.0 (GARRIDO-MARTÍN i in. 2018). 

4.4.5. Analiza allelicznej specyficzności ekspresji 

Badanie przypadków ASE oparto na ocenie zmienności alternatywnych wersji 

SNV, poprzez zmierzenie frekwencji alleli oraz ich zróżnicowania między komórkami 
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hodowanymi w obecności chemeryny, a grupą kontrolną. W procesie wywoływania SNV 

(ang. SNV calling) zastosowano oprogramowania Picard wer. 2.6.0 (BROAD INSTITUTE 2021) 

oraz rMATS-DVR (ang. replicate multivariate analysis of transcript splicing and discovery 

of differential variants in RNA) wer. 1.0.0 (WANG i in. 2017), wykorzystujące pakiet GATK 

(ang. genome analysis toolkit) wer. 3.6.0 (DEPRISTO i in. 2011). Wcześniej utworzone pliki, 

zawierające przyrównania przetworzonych odczytów do genomu referencyjnego  

wer. 11.1.99, zrekalibrowano za pomocą programu Picard. Następnie zidentyfikowano 

potencjalne przypadki SNV we wszystkich replikatach prób i wykryto różnice we 

frekwencjach alleli między grupami badaną i kontrolną. Przypadki SNV o niskiej jakości 

odfiltrowano stosując standardowe parametry GATK. W dalszych analizach uwzględniono 

wyłącznie alternatywne warianty wykazujące ekspresję, czyli posiadające niezerową wartość 

alternatywnej frakcji alleli (ang. alternative allele fraction, AAF), w co najmniej połowie 

prób. Istotny wpływ chemeryny na proces ASE stwierdzono w przypadku SNV, dla których 

|∆AAF| był większy od 0,1 oraz spodziewany odsetek wyników fałszywie dodatnich (ang. 

false discovery rate, FDR) był mniejszy od 0,05. Stosunek nierównowagi allelicznej 

kandydatów do ASE potwierdzono za pomocą testu zgodności dopasowania ꭕ2 (wartość 

p < 0,05). Lokalizację zidentyfikowanych przypadków ASE w obrębie elementów genów 

oraz dokładny wpływ SNV na proces transkrypcji kodowanych białek określono przy użyciu 

programu Ensembl VEP (ang. variant effect predictor) (MCLAREN i in. 2016). 

4.4.6. Analiza funkcjonalna zidentyfikowanych przypadków DEG, DEL, DAS i ASE 

Poszerzone metaanalizy genetyczne (ang. gene enrichment analyses) 

przeprowadzono oddzielnie dla wyników wchodzących w skład każdej z publikacji, 

tworzących niniejszą rozprawę doktorską. Podczas opracowywania wyników do publikacji 

1, analizę aktywności produktów DEG, ich występowania w przedziałach komórkowych 

oraz udziału w szlakach metabolicznych i sygnałowych przeprowadzono przy użyciu 

oprogramowania g:Profiler (REIMAND i in. 2016) oraz KOBAS (ang. ko-based annotation 

system) wer. 3.0 (WU i in. 2006), przeszukujących internetowe bazy danych Encyklopedii 

Kyoto Genów i Genomów (ang. Kyoto Encyclopedia of Genes and Genomes, KEGG) 

(KANEHISA i in. 2017; KANEHISA i Sato 2020), Konsorcjum Ontologii Genów (ang. Gene 

Ontology Consortium, GO) (ASHBURNER i in. 2000; Carbon i in. 2017) i the Reactome 
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Knowledgebase (FABREGAT i in. 2018). W trakcie analizy wyników uzyskanych podczas 

prac nad publikacją 2, w celu kompleksowego przeanalizowania biologicznych funkcji 

zidentyfikowanych przypadków DEL, DAS i ASE, wykorzystano dane dotyczące 

powiązanych z nimi DEG. Udział wyselekcjonowanych genów w procesach biologicznych 

(dla każdego ze zjawisk osobno) sprawdzono programem KOBAS przeszukując trzy 

wymienione bazy danych. Wszystkie analizy funkcjonalne przeprowadzono stosując test 

Fishera (wykorzystujący rozkład hipergeometryczny) z poprawką Benjaminiego i Hochberga 

(FDR < 0,05). Mapy sieci molekularnych z bazy KEGG wygenerowano przy pomocy 

pakietu R Pathview wer. 1.30.1 (LUO i BROUWER 2013). Podczas wizualizowania wyników 

analiz DEL, DAS i ASE, dane dotyczące genów docelowych połączono w klastry oraz 

ponownie obliczono wartości istotności statystycznej dla przegrupowanych danych 

(FDR < 0,05). 

4.5. Walidacja ekspresji wybranych genów oraz długich niekodujących RNA metodą 

qPCR 

W celu weryfikacji wyników uzyskanych w trakcie analiz in silico opisanych w obu 

publikacjach, przeprowadzono ilościowe reakcje qPCR w maksymalnie zbliżonych 

warunkach. Do syntezy matryc cDNA wykorzystano po 500 ng każdej z próbek użytej  

w RNA-Seq. Reakcje odwrotnej transkrypcji przeprowadzono z użyciem zestawu 

Omniscript RT Kit (Qiagen, Germantown, Maryland, USA), starterów Oligo(dT) (Roche, 

Penzberg, Niemcy) oraz inhibitora RNaz (Invitrogen, Waltham, Massachusetts, USA), 

uzyskując całkowitą objętość 10 µL każdej z mieszanin. Reakcje prowadzono  

w termocyklerze w temperaturze 37 °C przez 1 godzinę i kończono inkubacją w temperaturze 

93 °C przez 5 min. Uzyskane matryce cDNA poddano amplifikacji w obecności starterów 

specyficznych dla wybranych genów (publikacja 1): CASP3 (ang. caspase 3), HSD3B7  

(ang. hydroxy-δ-5-steroid dehydrogenase, 3 β- and steroid δ-isomerase 7), IL1B (ang. 

interleukin 1β) i PTGS2 (ang. prostaglandin-endoperoxide synthase 2); oraz transkryptów 

(publikacja 2): CL.9638.3, CL.12742.3, ENSSSCT00000075362 i ENSSSCT00000078829. 

Jako geny referencyjne o konstytutywnej ekspresji (tzn. stałej ekspresji niezależnie od 

zmiennych czynników działających na komórkę) zastosowano geny ACTB (ang. β-actin) 

oraz GADPH (ang. glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenase). Sekwencje starterów dla 
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badanych genów i transkryptów opracowano z użyciem programu Primer Express 3 (Applied 

Biosystems, Waltham, Massachusetts, USA) oraz zestawiono w Tabelach 1 w obu 

publikacjach. Reakcje qPCR każdej próby przeprowadzono w technicznych duplikatach przy 

użyciu termocyklerów: Applied Biosystems 7300 Real-Time PCR System (Applied 

Biosystems, Foster, California, USA) w przypadku walidacji w publikacji 1 oraz AriaMx 

Real-Time PCR (Agilent Technology, St. Clara, California, USA) dla walidacji w publikacji 

2. Do qPCR przygotowano mieszaniny o objętości 20 µL, składające się z 40 µg (publikacja 

1) lub 30 µg (publikacja 2) cDNA, 400 nM starterów, 12,5 µL Power SYBR Green PCR 

Master Mix (Applied Biosystems, Foster, California, USA) i wody wolnej od RNaz. Reakcje 

qPCR w publikacji 1 przeprowadzono zgodnie z następującą procedurą: wstępna denaturacja 

cDNA i aktywacja enzymów w temp. 95 °C przez 10 min, 40 cykli denaturacji w temp. 95 °C 

przez 15 s, hybrydyzacji w temp. 60 °C przez 1 min oraz elongacji w temp. 72 °C przez  

1 min. Dla starterów ACTB i HSD3B7 temperaturę hybrydyzacji zmieniono na 61 °C. 

Reakcje qPCR w publikacji 2 przeprowadzono w następujących warunkach: denaturacja 

cDNA i aktywacja enzymów w temp. 95 °C przez 3 min, 40 cykli denaturacji w temp. 95 °C 

przez 30 s, hybrydyzacji w temp. 66 °C przez 1 min i elongacji w temp. 72 °C przez 45 s. 

Dla starterów ENSSSCT00000075362 wstępną denaturację przedłużono do 10 min,  

z obniżeniem temp. hybrydyzacji do 60 °C. Kontrole negatywne przygotowano poprzez 

zastąpienie cząsteczek cDNA ekwiwalentem wody. Specyficzność procesu amplifikacji 

zbadano pod koniec qPCR za pomocą analizy krzywej topnienia. Względne poziomy 

ekspresji walidowanych genów i transkryptów obliczano metodą ∆∆CT (LIVAK  

i SCHMITTGEN 2001) i normalizowano za pomocą średnich geometrycznych ekspresji genów 

referencyjnych. Wyniki qPCR opracowano statystycznie w środowisku R przy użyciu testu 

t-Studenta z założonym progiem istotności statystycznej p < 0,05 i przedstawiono jako 

wartości średnie ± błąd standardowy średniej (SEM) w publikacji 1 oraz log2(krotności 

zmian) ± przedział ufności w publikacji 2.  
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5. WYNIKI 

5.1. Wyniki wysokoprzepustowego sekwencjonowania transkryptomów 

W efekcie przeprowadzonej procedury sekwencjonowania RNA-Seq uzyskano 

1.154.494.264 surowych i sparowanych odczytów. Po wstępnym przetworzeniu, 

polegającym na wycięciu z odczytów sekwencji adaptorowych, usunięciu regionów o niskiej 

jakości oraz wyrównaniu długości wszystkich sekwencji do 90 nt, uzyskano 1.024.385.352 

przetworzonych odczytów. W trakcie mapowania przetworzonych sekwencji względem 

genomu referencyjnego S. scrofa wer. 11.1.91 przyrównano 1.018.891.762 odczytów, w tym 

średnio 96,52% sekwencji przyrównano unikatowo, a 3,48% zmapowano do wielu loci 

(publikacja 1, Tabela 2). Podczas kolejnych badań i po zaktualizowaniu genomu 

referencyjnego S. scrofa do wer. 11.1.99 zmapowano 1.021.940.610 przetworzonych 

odczytów, z czego 96,24% unikatowo oraz 3,76% do wielu loci (publikacja 2, Tabela 2). 

Wśród wszystkich sekwencji uzyskanych z bibliotek RNA-Seq i dwukrotnie 

przyrównanych do dwóch wersji genomu referencyjnego świni domowej, średnio 56,63% 

(wer. 11.1.91) i 59,52% (wer. 11.1.99) nukleotydów dopasowano do regionów CDS, 22,08% 

i 23,32% do regionów UTR, 2,59% i 3,35% do sekwencji intronowych oraz 18,69% i 13,81% 

zlokalizowano poza genami (publikacja 1, Rycina 2; publikacja 2, Tabela 2). Analizy PCA 

oraz skupień wykazały dużą homogenność profili ekspresji wewnątrz grup badawczej  

i kontrolnej oraz wysoki stopień zróżnicowania pomiędzy grupami (publikacja 1, Rycina 3). 

Sumarycznie zidentyfikowano 16.612 regionów TAR w co najmniej połowie 

przeanalizowanych prób. 

5.2. Wpływ chemeryny na ekspresję genów kodujących białka 

Analiza ekspresji genów, ujawniła 509 DEG kodujących 721 transkryptów 

(publikacja 1, Tabela Suplementowa 1). Wśród wszystkich zidentyfikowanych DEG, 301 

wykazało wzrost ekspresji w próbach inkubowanych z chemeryną, natomiast 208 obniżenie 

ekspresji. Różnice pomiędzy pomiarami wykonanymi dla grup eksperymentalnej oraz 

kontrolnej zwizualizowano w postaci wykresu MA (ang. MA plot; implementacja wykresu 

Blanda–Altmana dla biologicznych analiz wysokoprzepustowych) oraz wykresu typu 
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wulkan (ang. volcano plot) w publikacji 1 na Rycinie 4. Zlogarytmowane wartości krotności 

zmiany ekspresji mieściły się w przedziale od –2,17 (PANK1, ang. pantothenate kinase 1) 

do 5,45 (IL1B). 98 DEG zaangażowanych w szlaki sygnałowe i metaboliczne, istotne dla 

funkcjonowania ciałka żółtego, przestawiono w postaci mapy ciepła (ang. heat map)  

w publikacji 1 na Rycinie 5. 

5.3. Wpływ chemeryny na ekspresję długich niekodujących RNA 

Identyfikację nowych cząsteczek lncRNA przeprowadzono na podstawie 

szczegółowej analizy wstępnie przetworzonych danych RNA-Seq. Początkowo, z puli 

analizowanych sekwencji transkryptów usunięto te, które oznaczono w bazie danych 

Ensembl jako „biotyp kodujący białko” (ang. protein-coding biotype), a także RNA 

jednoegzonowe i krótsze od 200 nt. W efekcie pierwszego etapu filtracji w puli pozostało 

25.252 potencjalnych kandydatów na lncRNA, w tym 9.340 cząsteczek oznaczonych w bazie 

Ensembl jako „biotyp lncRNA”. Nieopisane sekwencje przeanalizowano pod kątem 

potencjału kodowania przy pomocy czterech programów – CPAT, CPC2, Feelnc i PLEK,  

co umożliwiło zawężenie puli nowych lncRNA do 1.759 cząsteczek. Spośród nich,  

107 sekwencji pozostało po procesie przyrównania do rekordów rodzin białkowych w bazie 

danych Pfam, przy użyciu programu HMMER. Efekty działania wszystkich wspomnianych 

programów zestawiono w postaci diagramu Venna w publikacji 2 na Rycinie 2. Żaden  

z wykrytych transkryptów nie został dopasowany do modeli małych RNA w bazie danych 

Rfam przez program Infernal cmscan. 

Analiza różnic ekspresji przeprowadzona na łączonej puli nowopoznanych lncRNA 

oraz makromolekuł uprzednio opisanych w bazie Ensembl wykazała, iż ekspresja 24 

cząsteczek (kodowanych przez 12 genów) uległa modyfikacji pod wpływem chemeryny. 

Spośród nich, 20 lncRNA poznano wcześniej, a pozostałe 4 zidentyfikowano w niniejszym 

badaniu. Profile ekspresji czterech wybranych cząsteczek DEL (CL.9638.3, CL.12742.3, 

ENSSSCT00000028661 i ENSSSCT00000087136) zwizualizowano na tle ekspresji DEG  

w publikacji 2 na Rycinie 3. Pod wpływem badanej chemokiny ekspresja 16 DEL uległa 

obniżeniu, a 8 podwyższeniu. Parametry wykrytych DEL zestawiono w publikacji 2 w Tabeli 

3. 
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Analiza cis-interakcji ujawniła 11 przypadków DEL oddziaływujących z 6 DEG na 

podstawie ich ko-lokalizacji w genomie świni domowej. Wśród nich 3 interakcje 

zaklasyfikowano jako pokrywające się z DEG. W 5 interakcjach gen DEL wystąpił  

w regionie do 10.000 pz poprzedzającym (ang. downstream) DEG, a w 3 interakcjach  

w regionie następującym (ang. upstream) po DEG (publikacja 2, Tabela 4).  

Analiza trans-interakcji wykazała 9.295 przypadków ko-ekspresji DEL z 469 DEG 

(przy założeniu silnej zależności wynikającej z korelacji Pearsona |r| > 0,9). Dodatkowe 

analizy wiązań mRNA–lncRNA oraz dopasowania przestrzennego białko–lncRNA 

ujawniły, odpowiednio, 1.393 oraz 115 relacji, ograniczając liczbę wykrytych trans-

interakcji do 1.440 przypadków powiązanych z 300 DEG (publikacja 2; Tabela 

Suplementowa 1). Spośród nich, 676 przypadków wykazało pozytywną, natomiast 764 

negatywną korelację. Wszystkie opisane interakcje bazujące zarówno na ko-lokalizacji oraz 

ko-ekspresji par DEL–DEG, z uwzględnieniem zmian ekspresji pod wpływem chemeryny, 

zwizualizowano w publikacji 2 na Rycinie 4. 

5.4. Modyfikacje procesu alternatywnego składania transkryptów pod wpływem 

chemeryny 

Zastosowana procedura, wykorzystująca program SUPPA2, umożliwiła wykrycie 

43.918 zdarzeń splicingowych, w tym 137 przypadków DAS, zaobserwowanych na 

podstawie porównania frekwencji przypadków alternatywnego splicingu między grupą 

badaną oraz kontrolną. Wszystkie zidentyfikowane przypadki DAS zlokalizowano w obrębie 

92 DEG (publikacja 2, Tabela Suplementowa 2) oraz przypisano do 7 grup: 13 

sklasyfikowano jako A5, 12 jako A3, 2 jako MX, 13 jako RI, 21 jako SE, 60 jako AF,  

a 16 jako AL (publikacja 2, Rycina 5). Wybrane przypadki alternatywnego składania 

transkryptów, występujące w obrębie istotnych dla funkcjonowania ciałka żółtego świni 

domowej genów: CXCL12 (ang. C–X–C motif chemokine ligand 12), MCL1 (ang. MCL1 

apoptosis regulator, BCL2 family member), FHL1 (ang. four and a half LIM domains 1)  

i SLA-DQB1 (ang. porcine tissue compatibility antigen type DQB1), przedstawiono  

w publikacji 2 na Rycinie 6. 
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5.5. Oddziaływanie chemeryny na zmienność allelicznej specyficzności ekspresji 

Podczas analiz in silico dziesięciu bibliotek RNA-Seq stwierdzono 151.603 

przypadki SNV w transkryptomie komórek lutealnych świni domowej. W wyniku 

przeprowadzenia wieloetapowej procedury filtrowania, opartej na standardowych 

parametrach GATK oraz analizie wartości AAF w próbach, uzyskano 37 SNV będących 

kandydatami do ASE. Pośród zawężonej puli wariantów, 18 wykazało istotną statystycznie 

zmienność ASE pomiędzy grupą badaną oraz kontrolną. Zgodnie z adnotacjami programu 

VEP: 5 przypadków ASE opisano uprzednio w bazie Ensembl, tj. rs1110933145, 

rs322079801, rs332564681, rs346401196 i rs55619031, natomiast 13 przypadków było 

nowo wykrytych w trakcie niniejszych badań. Wszystkie zidentyfikowane ASE wystąpiły  

w regionach 16 genów, kodujących 38 transkryptów (publikacja 2, Tabela Suplementowa 3). 

Zgodnie z danymi wygenerowanymi przez program VEP, 11 przypadków ASE 

powiązano z niekodującymi regionami transkryptów kodowanych przez 11 genów,  

co powoduje trudne do przewidzenia konsekwencje biologiczne. Cztery ASE, powiązane  

z niskim prawdopodobieństwem modyfikacji kodowanego białka, wystąpiły w regionach 

CDS transkryptów kodowanych przez geny EIF3F (ang. eukaryotic translation initiation 

factor 3 subunit F), OSBP (ang. oxysterol binding protein), PIK3C2A (ang. 

phosphatidylinositol-4-phosphate 3-kinase catalytic subunit type 2α) i SLC25A24 (ang. 

solute carrier family 25 member 24). Cztery kolejne ASE zidentyfikowano w sekwencjach 

transkryptów kodowanych przez geny EIF3F, HPS5 (ang. HPS5 biogenesis of lysosomal 

organelles complex 2 subunit 2) oraz OSBP, jednocześnie przewidując ich wpływ na zmianę 

aktywności kodowanych białek. Wpływ jednego ASE na 3 transkrypty kodowane przez gen 

CXCL2 (ang. C–X–C motif chemokine ligand 2) opisano jako destrukcyjny i powodujący 

utratę funkcji przez kodowane białko, poprzez modyfikację miejsca akceptorowego drugiego 

intronu. Zgodnie z wynikami uzyskanymi w oparciu o jeden z modułów VEP – SIFT (NG  

i HENIKOFF 2003), spośród 4 mutacji nonsensownych mogących wpływać na konformację 

produktu białkowego, 2 mają działanie uszkadzające (geny HPS5 i OSBP), a 2 mogą być 

tolerowane przez komórki (geny EIF3F i OSBP). Konsekwencje molekularne wystąpienia 

poszczególnych ASE w strukturach genów i transkryptów podsumowano w publikacji 2 na 

Rycinie 7. 
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5.6. Analizy funkcjonalne uzyskanych wyników in silico 

5.6.1. Wpływ chemeryny na ekspresję genów kodujących funkcjonalne białka. 

Adnotacje funkcjonalne DEG 

Analizy funkcjonalne, przeprowadzone w oparciu o dane z bazy GO, wykazały,  

iż z puli wszystkich DEG, 457 powiązano z co najmniej jednym terminem (in. podkategorią) 

w obrębie trzech kategorii: proces biologiczny (ang. biological process, BP), funkcja 

molekularna (ang. molecular function, MF) oraz komponent komórkowy (ang. cellular 

component, CC). W obrębie kategorii BP, DEG przypisano do 407 podkategorii, takich jak: 

„odpowiedź komórkowa na bodziec” (ang. cellular response to stimulus), „regulacja 

transdukcji sygnału” (ang. regulation of signal transduction), „funkcjonowanie układu 

odpornościowego” (ang. immune system process), „programowana śmierć komórki” (ang. 

programmed cell death), „odpowiedź na cytokiny” (ang. response to cytokine), „produkcja 

cytokin” (ang. cytokine production) i „sygnalizacja kinazy I-kappaB/NF-kappa B” (ang.  

I-kappaB kinase/NF-kappa B signaling). W zakresie kategorii MF, największą ilość DEG 

przypisano następującym podkategoriom: „wiązanie receptora cytokinowego” (ang. cytokine 

receptor binding), „aktywność regulatora receptora” (ang. receptor regulator activity), 

„wiązanie receptora czynnika wzrostu” (ang. growth factor receptor binding) i „wiązanie 

receptora chemokinowego CCR” (ang. CCR chemokine receptor binding). W kategorii CC, 

spośród 15 podkategorii, do których przypisano DEG, istotnymi biologicznie wydają się być: 

„region zewnątrzkomórkowy” (ang. extracellular region), „powierzchnia komórki" (ang. 

cell surface), „cytoplazma” (ang. cytoplasm) i „połączenie komórka-komórka” (ang. cell-cell 

junction). Szczegółowe dane zestawiono w publikacji 1 na Rycinie 6. 

Analiza ścieżek metabolicznych i sygnałowych KEGG ujawniła, iż produkty 286 

DEG biorą udział w 51 ścieżkach biologicznych. Wśród nich, 32 szlaki były bezpośrednio 

związane z procesami patologicznymi, takimi jak kancerogeneza, choroby 

autoimmunologiczne, infekcje wywoływane przez różne patogeny (bakterie, wirusy, 

protisty, priony). Wspomniane szlaki nie były analizowane ze względu na brak związku  

z badaną tkanką oraz z celem przeprowadzanych badań, czyli zrozumieniem fizjologicznego 

wpływu chemeryny na komórki lutealne świni domowej. Skupiono się na sprawdzeniu 

następujących szlaków metabolicznych i sygnałowych spełniających założony próg 
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istotności statystycznej: „ścieżka sygnałowa TNF” (ang. TNF signaling pathway), 

„interakcje cytokina-receptor cytokinowy” (ang. cytokine-cytokine receptor interaction), 

„ścieżka sygnałowa NF-kappa B” (ang. NF-kappa B signaling pathway), „ścieżka sygnałowa 

chemokin” (ang. chemokine signaling pathway), „ścieżka sygnałowa MAPK” (ang. MAPK 

signaling pathway), „cząsteczki adhezji komórek” (ang. cell adhesion molecules – CAMs) 

oraz „apoptoza” (ang. apoptosis). Dodatkowo przeanalizowano szlaki KEGG ważne dla 

funkcjonowania ciałka żółtego, dla których analiza funkcjonalna nie osiągnęła zakładanego 

progu istotności: „biosynteza hormonów steroidowych” (ang. steroid hormone biosynthesis), 

„steroidogeneza jajnikowa” (ang. ovarian steroidogenesis), „metabolizm kwasu 

arachidonowego” (ang. arachidonic acid metabolism) i „szlak sygnałowy JAK-STAT” (ang. 

JAK-STAT signaling pathway). Uprzednio wspomnianą mapę ciepła, prezentującą profile 

ekspresji DEG (publikacja 1, Rycina 5), wzbogacono o wykres strumieniowy Sankeya 

przypisujący DEG do szlaków sygnałowych i metabolicznych KEGG, w których uczestniczą 

ich produkty. Wizualizacje udziału produktów DEG w wymienionych szlakach, 

uwzględniające zmiany ich ekspresji pod wpływem chemeryny, przedstawiono w publikacji 

1 na Rycinach Suplementowych 1–11. 

Analiza rekordów bazy Reactome wykazała znaczący udział 261 DEG w 19 

procesach molekularnych. Z tej puli warto wyróżnić: „sygnalizację cytokin w układzie 

odpornościowym” (ang. cytokine signaling in immune system), „programowaną śmierć 

komórki” (ang. programmed cell death), „TAK1 aktywuje NFkB przez fosforylację  

i aktywację kompleksu IKK” (ang. TAK1 activates NFkB by phosphorylation and activation 

of IKKs complex), „sygnalizację interleukiny 1” (ang. interleukin-1 signaling) i „receptory 

chemokin wiążą chemokiny” (ang. chemokine receptors bind chemokines). 

5.6.2. Wpływ chemeryny na ekspresję genów kodujących funkcjonalne białka. 

Adnotacje funkcjonalne DEL, DAS i ASE 

Przebieg analizy funkcjonalnej, przeprowadzonej w trakcie badań wykonanych  

w ramach publikacji 2, zmodyfikowano względem analogicznej procedury zastosowanej  

w ramach publikacji 1, w celu podsumowania i połączenia wyników uzyskanych dla trzech 

różnych zjawisk towarzyszących transkrypcji. Proces przypisania DEL, DAS i ASE do 

kategorii GO i Reactome oraz szlaków w bazie KEGG z użyciem programu KOBAS 
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przeprowadzono oddzielnie dla każdego ze zjawisk: cis-interakcji DEL z DEG, trans-

interakcji DEL z DEG, obecności DAS lub ASE w obrębie DEG. Analiza ontologii genów 

wykazała istotny udział 5, 273, 39 oraz 10 genów (w kolejności wymienionej powyżej),  

które weszły w skład 30, 159, 2 i 39 podkategorii w obrębie BP; 5, 34, 1 i 17 podkategorii 

MF oraz 4, 24, 3 i 12 podkategorii CC (publikacja 2, Tabela Suplementowa 4). 

Wykryte DEL, DAS i ASE zgrupowano w klastry odpowiadające przynależności 

do ścieżek KEGG oraz ponownie przeprowadzono analizę statystyczną przegrupowanych 

danych. Założony poziom istotności statystycznej spełniły 84 szlaki metaboliczne lub 

transdukcji sygnałów. Ponownie pominięto ścieżki związane z innymi tkankami lub 

procesami patologicznymi, skupiając się na przeanalizowaniu szlaków wpływających na 

funkcjonowanie jajnika, ciałka żółtego lub samych komórek lutealnych. Szczegółowe 

informacje dotyczące zawężonej puli 35 procesów metabolicznych lub transdukcji sygnałów 

wpływających na fizjologię ciałka żółtego zestawiono w publikacji 2 w Tabeli 5 oraz na 

Rycinach Suplementowych 1–18. Dodatkowo przestudiowano istotny dla funkcjonowania 

komórek lutealnych szlak „metabolizmu kwasu arachidonowego”, dla którego analiza 

funkcjonalna nie uzyskała zakładanego progu istotności statystycznej (publikacja 2, Rycina 

Suplementowa 19). 

Analiza z udziałem rekordów bazy Reactome wykazała istotny udział cis-interakcji 

DEL z DEG w 3 ścieżkach molekularnych, trans-interakcji DEL z DEG w 20 ścieżkach oraz 

ASE w obrębie DEG w 1 ścieżce (publikacja 2, Tabela Suplementowa 4). Udział produktów 

genów zawierających DAS nie wykazał istotnego wpływu na żadną ścieżkę w bazie 

Reactome. 

5.7. Walidacja wybranych wyników in silico metodą qPCR 

W celu weryfikacji danych uzyskanych w wyniku sekwencjonowania RNA-Seq, 

wybrano cztery DEG oraz cztery DEL. Zaobserwowane, pod wpływem chemeryny, zmiany 

ekspresji zostały w dużej mierze potwierdzone metodą qPCR. Wzorce ekspresji genów 

HSD3B7, IL1B i PTGS2 (publikacja 1, Rycina 7) oraz lncRNA CL.9638.3, CL.12742.3, 

ENSSSCT00000075362 i ENSSSCT00000078829 (publikacja 2, Rycina 8) były zgodne  

z wynikami RNA-Seq. Zmiany w poziomie ekspresji CASP3 pomiędzy grupami badaną  

i kontrolną nie osiągnęły progu istotności statystycznej (wartość p = 0,06), jednakże 
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potwierdziły trend, wcześniej ujawniony podczas analizy danych RNA-Seq. Wyniki qPCR 

potwierdziły dokładność oraz wiarygodność zastosowanej metody wysokoprzepustowego 

sekwencjonowania transkryptomów. 
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6. PODSUMOWANIE I WNIOSKI 

Cykl publikacji składających się na niniejszą rozprawę doktorską oparty jest na 

eksperymentach wykorzystujących wysokoprzepustowe sekwencjonowanie do 

przeanalizowania wpływu chemeryny na transkryptom komórek lutealnych świni domowej. 

Zastosowana technologia umożliwiła szczegółowe przeanalizowanie subtelnych modyfikacji 

genetycznych, wywołanych przez chemerynę. Wyniki otrzymane w trakcie szczegółowych 

analiz profili transkryptomicznych pozwoliły zobrazować efekt działania chemeryny na 

komórki lutealne świni domowej w środkowolutealnej fazie cyklu rujowego w warunkach  

in vitro. Dane dotyczące wpływu chemeryny na profile ekspresji genów i długich 

niekodujących RNA oraz ich interakcji z genami, jak również na zmienność procesów 

alternatywnego składania transkryptów i allelicznej specyficzności ekspresji, pozwoliły na 

sformułowanie następujących wniosków: 

− zmiany w transkryptomie wywołane działaniem chemeryny mogą prowadzić do 

aktywacji szlaków transdukcji sygnałów MAPK (w tym czynników transkrypcyjnych  

NF-κB) i JAK/STAT oraz pośrednio do wzrostu produkcji wielu cytokin i chemokin 

przez komórki lutealne,  

− zmiany ekspresji genów oraz procesów regulujących transkrypcję, pod wpływem 

chemeryny, mogą aktywować zarówno mechanizmy pro-apoptotyczne (lub nawet  

pro-nekroptyczne) oraz pro-przeżyciowe w komórkach lutealnych, 

− chemeryna, wpływając poprzez transkryptom na regulację steroidogenezy, lokalną 

produkcję czynników prozapalnych, angiogenezę oraz produkcję prostaglandyn, 

kontroluje funkcjonowanie ciałka żółtego, 

− chemeryna wydaje się być hormonem łączącym regulację procesów metabolicznych  

i rozrodczych. 
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