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STRESZCZENIE

ROLA CHEMERYNY W MACICY SWINI DOMOWEIJ (Sus scrofa domestica L.)
W CZASIE CYKLU RUIOWEGO I WCZESNEJ CIAZY

mgr Marlena Gudelska

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

Wystepujace powszechnie nadwaga i1 otylo§¢ oraz wiagzace si¢ z nimi
zaburzenia metaboliczne stanowig istotny problem, ktorego konsekwencja moze by,
miedzy innymi, coraz czgstsze wystepowanie problemu nieptodnosci. Tkanka
tluszczowa, poza swoja rola w magazynowaniu energii, jest rowniez najwigkszym
narzagdem wydzielania wewnetrznego. Stwierdzono, ze tkanka tluszczowa stanowi
zrodlo wielu bioaktywnych czynnikow, do ktorych zalicza si¢ takze adipokiny —
hormony odpowiedzialne za utrzymanie homeostazy energetycznej. Coraz wigcej badan
wskazuje na istotng rolg adipokin jako tacznikow migdzy statusem metabolicznym
zwierzat a ich zdolno$cig reprodukcyjng. Do adipokin nalezy szereg hormonow
biatkowych, w tym réwniez chemeryna — produkt genu RARRES2 (inaczej nazywanego
réwniez T1G2). Chemeryna oddzialuje na komorki docelowe wiazac si¢ ze swoistymi
receptorami nalezacymi do rodziny receptorow zwiazanych z biatkiem G, receptorem
1 chemokin (CMKLR1), receptorem 1 zwigzanym =z biatkkiem G (GPR1)
oraz receptorem 2 chemokin z motywem C-C (CCRL2). Adipokina ta wraz ze swoimi
receptorami  tworzy system chemerynowy. Chemeryna wykazuje dziatanie
plejotropowe, a obecnie coraz wigcej badan wskazuje na jej udziat w regulacji
funkcjonowania uktadu rozrodczego samic. Niemniej jednak niewiele wiadomo

na temat funkcji jaka chemeryna pelni w macicy, szczegodlnie §wini domowe;.

Celem niniejszej pracy byla weryfikacja hipotezy badawczej, zakladajacej
udzial chemeryny w regulacji funkcjonowania macicy $wini domowej
(Sus scrofa domestica L.) w czasie cyklu rujowego oraz wczesnej cigzy. W celu jej
weryfikacji wykonano nastepujace zadania badawcze:

1. okreslono, metodami real-time PCR i Western blot, ekspresje genow i biatek
chemeryny 1 jej receptorow (CMKLRI1, GPR1 i CCRL2) w blonie §luzowe;j

I blonie mig$niowej macicy $wini w réznych fazach cyklu rujowego (dni 2-3,



10-12, 14-16 i 17-19) i wczesnej cigzy (dni 10-11, 12-13, 15-16, 27-28
I 30-32), a takze w trofoblastach i zarodkach;

okre$lono, metodg immunoenzymatyczng (ELISA), koncentracj¢ chemeryny
w ptynie macicznym (ULF) $wini w r6znych fazach cyklu rujowego (dni 2-3,
10-12, 14-16 i 17-19) oraz w okresie wczesnej cigzy (dni 10-11, 12-13,
15-16 1 27-28);

zbadano wptyw estradiolu (E2) i progesteronu (Ps) na ekspresje genu RARRES?2
i sekrecje chemeryny (real-time PCR i ELISA), oraz ekspresj¢ genow i biatek
receptorow CMKLR1, GPR1 i CCRL2 (real-time PCR i Western blot) w btonie
sluzowej macicy $wini w wyzej wymienionych okresach wczesnej ciazy,
oraz w fazie srodkowolutealnej cyklu rujowego (10-11 dzien cyklu);

okreslono, metodg radioimmunologiczng (RIA), wptyw chemeryny na sekrecje¢
E> i P4 oraz ekspresj¢ biatek czynnikow I enzymow steroidogenicznych (StAR,
P450scc, 3BHSD, P450c17, P450arom; Western blot) w blonie sluzowej macicy
$wini w wyzej wymienionych okresach wczesnej cigzy oraz w fazie
srodkowolutealnej cyklu rujowego (1011 dzien cyklu);

zbadano, metoda Western blot, wplyw chemeryny na fosforylacj¢ $ciezek
sygnatowych ERK1/2 oraz Akt w blonie $luzowej macicy w 10-11 dniu cyklu

rujowego.

Wyniki uzyskane w trakcie badan pozwality stwierdzic¢, ze:

1.

obecno$¢ systemu chemerynowego w macicy, trofoblastach i zarodkach $§wini
sugeruje, ze chemeryna, rowniez ta lokalnie wytwarzana, moze wptywac
na regulacje funkcji rozrodczych macicy za posrednictwem swoich receptorow;
zmiany zawartosci transkryptow i biatek systemu chemerynowego w macicy
$wini oraz koncentracji hormonu w ULF w trakcie cyklu rujowego oraz
wczesnej cigzy sugeruja, ze ekspresja chemeryny 1 jej receptorow zalezy
od statusu hormonalnego zwierzat;

E> i P4 reguluja ekspresje¢ systemu chemerynowego w btonie Sluzowej macicy
w okresie wczesnej cigzy, co wskazuje, ze hormony steroidowe moga by¢
istotnym regulatorem ekspresji chemeryny i jej receptorow w macicy §wini
domowej;

chemeryna wptywa na sekrecj¢ E> i P4 w btonie Sluzowej macicy i reguluje

ekspresje biatek zaangazowanych w proces syntezy hormonéw steroidowych,



w czym najprawdopodobniej posrednicza $ciezki sygnalowe ERKI1/2
oraz Akt, co sugeruje, ze chemeryna moze regulowac procesy rozrodcze

poprzez wptyw na proces steroidogenezy w macicy §wini.

Chemeryna, poprzez wplyw na proces steroidogenezy w blonie Sluzowej
macicy, moze peli¢ istotng rolg w funkcjonowaniu ukfadu rozrodczego samicy
w czasie cyklu rujowego i w okresie okotoimplantacyjnym. Ponadto chemeryna moze

by¢ czynnikiem utrzymujacym prawidlowe srodowisko dla rozwijajacych si¢ zarodkdw.

Badania finansowane ze zrédet Narodowego Centrum Nauki w ramach projektu
OPUS-13 (2017/25/B/NZ9/00040)



ABSTRACT

THE ROLE OF CHEMERIN IN THE UTERUS OF DOMESTIC PIG (Sus scrofa
domestica L.) DURING THE OESTROUS CYCLE AND EARLY PREGNANCY

mgr Marlena Gudelska

The doctoral thesis was written under the supervision of prof. dr hab. Nina Smolinska and dr Kamil
Dobrzyn in the Department of Animal Anatomy and Physiology, Faculty of Biology and Biotechnology,
University of Warmia and Mazury in Olsztyn.

Ubiquitously occurring overweight and obesity are growing problems,
resulting in an increased incidence of infertility. In addition to energy storage,
the adipose tissue is also the largest organ of internal secretion. It has been found that
the adipose tissue is a source of many factors, including the adipokines — bioactive
peptides that affect many organs to maintain physiological homeostasis. More and more
reports indicate the role of adipokines as a link between the metabolic status of animals
and their reproductive capacity. Adipokines include several factors, among them
chemerin — product of RARRES2 (also known as TIG2) gene. Chemerin exhibits its
biological activity through binding to specific G protein-coupled receptors, which
include chemokine receptor 1 (CMKLR1), G protein-coupled receptor 1 (GPR1)
and C-C motif chemokine receptor 2 (CCRL2). Adipokine and its receptors form the
chemerin system. Chemerin has a pleiotropic effect, and numerous reports indicate its
participation in the functioning of the female reproductive system. Nevertheless, little is

known about the function of this adipokine in the uterus, particularly of the domestic
pig.

The aim of this study was to confirm the research hypothesis, which assumes
the participation of chemerin in the regulation of the functioning of the uterus
of the domestic pig (Sus scrofa domestica L.) during the oestrous cycle and early
pregnancy. In order to verify the hypothesis, the following research tasks were
performed:

1. determination of the expression of chemerin and its receptors’ (CMKLR1, GPR1
and CCRL2) genes and proteins by real-time PCR and Western blot,
respectively, in the endometrium and myometrium of the porcine uterus in the
different phases of the oestrous cycle (days 2 to 3, 10 to 12, 14 to 16
and 17 to 19) and during early pregnancy (days 10 to 11, 12 to 13,
15 to 16, 27 to 28 and 30 to 32) as well as in the trophoblasts and conceptuses;



determination of the concentrations of chemerin in the uterine luminal flushings
(ULF) of pigs by enzyme-linked immunosorbent assay (ELISA) in the different
phases of the oestrous cycle (days 2 to 3, 10 to 12, 14 to 16 and 17 to 19)
and during early pregnancy (days 10 to 11, 12 to 13, 15 to 16 and 27 to 28);
determination of the effect of oestradiol (E2) and progesterone (P4) on RARRES?2
gene expression and chemerin secretion (real-time PCR and ELISA) as well as
expression of CMKLR1, GPR1 and CCRL2 genes and proteins (real-time PCR
and Western blot) in the porcine endometrium during the above-mentioned
periods of early pregnancy and in the mid-luteal phase of the oestrous cycle
(days 10 to 11);

determination of the chemerin effect on the secretion of E> and P4 (RIA)
and the expression of steroidogenic factors/enzymes (StAR, P450scc, 3BHSD,
P450c17, P450arom; Western blot) in the endometrium of pigs during the above-
mentioned periods of early pregnancy and in the mid-luteal phase
of the oestrous cycle (days 10 to 11);

determination of the chemerin effect on the phosphorylation of ERK1/2
and Akt signalling pathways (Western blot) in the porcine endometrium on days
10 to 11 of the oestrous cycle.

The results obtained during the implementation of this work allow to conclude that:

1.

the presence of the chemerin system in the porcine uterus, trophoblasts and
conceptuses suggests that chemerin, also locally produced, may influence the
regulation of uterine reproductive functions through its receptors;

changes of the abundance of chemerin system transcripts and proteins in the
porcine uterus and concentration of the hormone in ULF during the oestrous
cycle and early pregnancy suggest that the expression of chemerin and its
receptors is dependent on the hormonal status of animals;

E> and Ps bhave the effect on the chemerin system expression
in the uterine endometrium during early pregnancy, which indicates that steroid
hormones may be an important regulator of the chemerin and its receptors’
expression in the uterus of domestic pig;

chemerin affects the secretion of E> and P4 in the endometrium and regulates
the expression of proteins involved in the formation of these two steroids, which

is most likely mediated by ERK1/2 and Akt signalling pathways. It suggests that



chemerin may regulate reproductive processes by affecting the process
of steroidogenesis in the uterus of pig.

Chemerin by influencing the process of steroidogenesis in the endometrium
may play an important role in the functioning of the female reproductive system during
the oestrous cycle and the peri-implantation period. In addition, chemerin

may be a factor maintaining a proper environment for developing embryos.

Research financed by the Polish National Science Center as part of the OPUS-13 project
(2017/25/B/NZ9/00040)
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WSTEP

Okres wczesnej cigzy jest krytycznym etapem rozwoju embrionalnego, ktory
sciSle zalezy od sygnalizacji molekularnej migdzy zarodkiem a organizmem matki.
Zaburzenia produkcji sktadnikow odzywczych i hormondéw moga wptywac na procesy
rozpoznania cigzy i implantacji oraz rozwoj zarodkow, a w konsekwencji moga
doprowadzi¢ do utraty cigzy. Powszechnie wiadomo, ze nawet 30% zarodkow $wini
domowej moze nie przetrwa¢ okresu wczesnej cigzy (SZEKERES-BARTHO i in., 1985;
GEISERT | YELICH 1997).

Obecnie na catym $wiecie nadwaga i otylo$¢ stanowia rosngce wyzwanie
dla zdrowia publicznego, a jedng z istotnych jej konsekwencji moze by¢ coraz czestsze
wystepowanie nieptodnosci (BROUGHTON | MOLEY 2017; CRAIG i in., 2017). Otytos¢
moze prowadzi¢ do rozwoju az 13 typow nowotworéw, w tym nowotworu piersi
(zwlaszcza w okresie postmenopauzalnym), jajnika i btony Sluzowej macicy. Otytos¢
matek zwigksza roéwniez ryzyko wystepowania cukrzycy cigzowej oraz stanu
przedrzucawkowego i chorob metabolicznych potomstwa (MA i in., 2016; LAUBY-
SECRETAN 1 in., 2016). Tkanka tluszczowa, poza magazynowaniem energii, gtdwnie
w postaci trojglicerydow, jest rowniez najwiekszym narzadem wydzielania
wewnetrznego. Stwierdzono, ze tkanka tluszczowa wydziela wiele bioaktywnych
czynnikoéw, takich jak lipidy, cytokiny, egzosomalne mikroRNA czy adipokiny —
peptydy wplywajace na szereg narzadow docelowych (FASSHAUER | BLUHER 2015).
Badania kliniczne 1 eksperymentalne wykazaty, ze adipokiny, poza ich istotna funkcja
w regulacji metabolizmu energetycznego, sa odpowiedzialne za regulacj¢
funkcjonowania uktadu rozrodczego i prawidtowego przebiegu ciagzy (MATHEW i in.,
2018; REVERCHON i in., 2014). Do grupy adipokin, poza takimi hormonami,
jak m.in. leptyna, adiponektyna, czy wisfatyna, zalicza si¢ rowniez chemeryng, biatko
kodowane przez gen RARRES2 (ang. retinoic acid receptor responder 2; TIGZ2;

ang. tazarotene-induced gene 2; WITTAMER i in., 2003; MEDER i in., 2003).

Chemeryna zostala po raz pierwszy odkryta w skorze pacjentdow chorych
na tuszczyce, poddanych leczeniu tazarotenem (NAGPAL i in., 1997). Biatko to jest
syntetyzowane jako preprohormon, a nastepnie wydzielane jako nieaktywna
prochemeryna, powstala po odcigciu N-koncowego 20-aminokwasowego peptydu.

Aktywacja adipokiny zalezy od miejsca odcigcia jej koncowego fragmentu przez



proteaze, ktora bierze udzial w procesach zapalnych, koagulacji lub fibrynolizie
(Du i in., 2009). Ze wzglgdu na strukturg pierwszorzgdowa, chemeryna uznawana

jest za katelicydyne/cystatyne (ROURKE i in., 2013).

Chemeryna jest ligandem trzech receptoréw nalezacych do rodziny receptorow
sprz¢zonych z biatkiem G: receptora 1 chemokin (CMKLRL1; ang. chemokine like
receptor 1), receptora 1 zwigzanego z biatkiem G (GPRI1; ang. G protein-coupled
receptor 1) oraz receptora 2 chemokin z motywem C-C (CCRLZ2; ang. C-C chemokine
receptor-like 2) (WITTAMER i in., 2003; MEDER i in., 2003; BARNEA i in., 2008).
Adipokina ta wraz ze swoimi receptorami (CMKLR1, GPR1 i CCRL2) znana jest
pod wspdlng nazwg systemu chemerynowego. Receptor CMKLR1 jest obecny
w komoérkach uktadu odpornosciowego, gtownie w makrofagach, komodrkach
dendrytycznych oraz komorkach NK, ktérych chemotaksja zalezy od tego receptora
(WITTAMER i in., 2003). Obecno$¢ receptora CMKLRI1 stwierdzono roéwniez
w komodrkach spoza uktadu odpornosciowego, migdzy innymi w adipocytach,
hepatocytach oraz komorkach srodbtonka naczyniowego (GORALSKI i in., 2007; DOCKE
I in., 2013; KENNEDY i in., 2016). Transkrypty genu kodujacego kolejny z receptorow
chemeryny — GPR1, zostaty pierwotnie zlokalizowane w ludzkim hipokampie. Obecnie
wiadomo, ze gen GPR1 ulega ekspresji rowniez w jajnikach, tkance mig¢$niowej, biatej
tkance tluszczowej oraz skorze (MARCHESE i in., 1994; ROURKE i in., 2014; YANG i in.,
2016; BANAS i in., 2015).

Wigzanie chemeryny z receptorami CMKLR1 oraz GPR1 wyzwala
sygnalizacje wewnatrzkomorkowa, co moze by¢ zwigzane ze zmianami w stezeniu
jonébw  wapnia, 3'5'-cyklicznego  monofosforanu  adenozynowego (CAMP;
ang. 3'5-cyclic adenosine monophosphate) oraz aktywno$cig réznych kinaz
biatkowych (BozAoOGLU i in., 2010). Transdukcja sygnalu wywolana przez chemeryne,
po potaczeniu z receptorem CMKLRI1, opiera si¢ na kinazie biatkowej regulowane;j
sygnatem zewnatrzkomorkowym (ERK1/2; ang. extracellular signal-regulated kinase)
I kinazie biatkowej B (Akt; ang. protein kinase B) (MATTERN i in., 2014). Dowiedziono,
ze poprzez wigzanie z CMKLR1 chemeryna wzmacnia chemotaksje leukocytow (PENG
I in., 2015). Obecnos¢ CMKLR1 w makrofagach i niedojrzatlych komorkach
dendrytycznych réwniez potwierdza udziat chemeryny w regulacji funkcji uktadu
immunologicznego (WITTAMER i in., 2003). Pomimo duzego podobienstwa

strukturalnego do CMKLR1, GPR1 peini odmienne funkcje w organizmie (MATTERN
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I in., 2014). Uwaza si¢, ze poprzez wigzanie z GPR1 chemeryna moze regulowac
homeostazg glukozy podczas rozwoju otytosci (ROURKE i in., 2014). W przypadku
uktadu rozrodczego chemeryna, za posrednictwem GPR1, reguluje wydzielanie
progesteronu (P4) indukowane prostaglandyng F2, (PGF2.) przez komorki jajnika myszy
podczas rozwoju pecherzyka jajnikowego, tworzenia si¢ ciatka zottego (CL) i luteolizy
(YANG i in., 2016). ROURKE i in. (2015) stwierdzili, ze chemeryna moze réwniez
aktywowa¢ szlak kinazy RhoA i kinazy biatkowej zwigzanej z rho (ROCK;
ang. rho-associated protein kinase) poprzez wigzanie z receptorem GPR1. Autorzy
doszli do wniosku, ze podobnie jak CMKLR1, GPR1 jest sprz¢zony z biatkiem Gaiso
I aktywuje kinazy biatkowe aktywowane mitogenem (MAPK; ang. mitogen-activated
protein kinase) (ROURKE i in., 2015). Trzeci z receptoréw, CCRL2, pelni zupelnie
odmienng funkcje. Wigze on N-koncowy region chemeryny nie indukujac transdukcji
sygnatu. Receptor ten jest odpowiedzialny za wychwyt chemeryny z otoczenia
I prezentacj¢ C-koncowego odcinka hormonu sgsiednim komoérkom posiadajgcym
CMKLR1 (TAKAHASHI i in., 2008).

Chemeryna jest hormonem o dziataniu plejotropowym. Pierwotna funkcja,
z jaka wigzana byla chemeryna, to stymulowanie chemotaksji komorek ukladu
odpornosciowego oraz uczestniczenie w rozwoju ostrego stanu zapalnego. Chemeryna
posiada chimeryczng nature, poniewaz moze rOwniez uczestniczy¢ w wyciszaniu reakcji
zapalnej (MAIANI 1| RoNcuccl 2015; WITTAMER i in., 2003). Stezenie adipokiny
w surowicy koreluje z koncentracja markerow stanu zapalnego, takich jak biatko
C-reaktywne (CRP; ang. C-reactive protein), czynnik martwicy nowotworu o (TNFa;
ang. tumor necrosis factor alpha) oraz interleukina 6 (IL-6; ang. interleukin 6)
(LEHRKE i in., 2009; WEIGERT i in., 2010). Wiadomo rowniez, ze chemeryna wptywa
na metabolizm lipidéw i weglowodanow w tkance thuszczowej (SLEDZINSKA i in.,

2017).

Sukces reprodukcyjny zwierzat jest $cis$le powigzany z mechanizmami
kontrolujacymi metabolizm energetyczny. Rosnaca liczba badan wskazuje na istotna
rolg chemeryny jako lacznika  integrujacego  metabolizm  energetyczny
I funkcjonowanie uktadu rozrodczego. Stwierdzono obecnos¢ chemeryny i CMKLR1
w ludzkich komorkach ziarnistych jajnika (REVERCHON i in., 2012), a chemeryny
i GPR1 w komorkach ziarnistych oraz CL myszy (YANG i in., 2016). Stwierdzono,

ze elementy systemu chemerynowego sg obecne w strukturach osi podwzgorze—
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przysadka—jajniki (HPG) swini w okresie cyklu rujowego i wezesnej cigzy (SMOLINSKA
I in., 2019; KISIELEWSKA i in., 20203, b; RYTELEWSKA i in., 2020). Dodatkowo badania
przeprowadzone przez SMOLINSKA i in. (2019) wykazaly, Zze poziom adipokiny
W 0S0CzZU $wini jest zalezny od statusu hormonalnego zwierzecia. Niewiele wiadomo
na temat roli jakg chemeryna pelni w macicy. Zaobserwowano obecnos¢ chemeryny
1 jej receptorow w blonie sluzowej macicy kobiet, zwtaszcza w komorkach podscieliska
(ST) podczas procesu decydualizacji (CARLINO i in., 2012; JIN i in., 2015)
oraz w ludzkim i szczurzym lozysku (GORALSKI i in., 2007; GARCES i in., 2012).
Badania CARLINO i in. (2012) wykazaly ponadto, ze P4 i estradiol (E2) stymulowaly
sekrecj¢ chemeryny przez komorki ST pochodzace od kobiet w cigzy, ptodnych, ale nie
bedacych w cigzy, oraz w trakcie menopauzy. GARCES i in. (2013) stwierdzili,
ze poziom chemeryny w surowicy kobiet we wczesnej cigzy (od 10 do 14 tygodnia)
byt istotnie nizszy niz u kobiet niebedacych w cigzy. Zaobserwowano jednak,
ze poziom hormonu wzrastal wraz z postepem cigzy, osiggajac W jej péoznym okresie
(od 34 do 37 tygodnia) poziom porownywalny z obserwowanym u kobiet nieci¢zarnych
(GARCES i in., 2013). Odwrotng zalezno$¢ zaobserwowano u szczurow,
u ktorych stezenie chemeryny w surowicy zmniejszato si¢ wraz z postepem cigzy
(GARCES i in., 2012). Jak dotad nieznana byta rola chemeryny w funkcjonowaniu

macicy $wini domowej W okresie cyklu rujowego oraz wczesnej ciazy.
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HIPOTEZA, CEL ORAZ ZADANIA BADAWCZE

Hipoteza badawcza prezentowanej rozprawy doktorskiej zaklada udzial

chemeryny w regulacji funkcjonowania macicy $wini domowej (Sus scrofa

domestica L.) w czasie cyklu rujowego oraz wczesnej ciazy. Jak dotad nie poznano

roli chemeryny w regulacji funkcjonowania uktadu rozrodczego $wini, szczegolnie

macicy. Ne stwierdzono takze, czy chemeryna moze wplywaé na proces steroidogenezy

w blonie $luzowej macicy. Nieznany byt rowniez potencjalny wplyw hormonow

steroidowych na ekspresj¢ systemu chemerynowego w blonie $luzowej macicy.

Wymienione luki w dotychczasowej wiedzy pozwolily na postawienie nastepujacych

hipotez szczegotowych:

a) w blonie $luzowej oraz blonie migSniowej macicy, a takze w trofoblastach

b)

i zarodkach $wini domowej ma miejsce ekspresja genow i biatek chemeryny
oraz jej receptorow (CMKLR1, GPR1 i CCRL2) a poziom ich ekspresji zalezy
od statusu hormonalnego zwierzgcia,

chemeryna jest obecna w ptynie macicznym (ULF) $wini, a jej koncentracja
zmienia si¢ W poszczegolnych fazach cyklu rujowego i/lub okresach wczesnej
ciazy;

hormony steroidowe (E2 i Ps) wptywaja na sekrecj¢ chemeryny oraz ekspresje
genu chemeryny oraz genoéw i bialek jej receptorow (CMKLR1, GPR1
i CCRL2) w btonie $§luzowej macicy swini;

chemeryna wptywa na sekrecje E2 i P4 przez komorki btony $luzowej macicy
$wini;

chemeryna wptywa na fosforylacje biatek S$ciezek sygnalowych ERKI1/2

oraz Akt w komorkach btony sluzowej macicy §wini.

W celu weryfikacji postawionych hipotez zaplanowano nastepujace zadania

badawcze:

1.

zbadanie ekspresji genéw i biatek systemu chemerynowego w btonie $luzowe;j
i migéniowej macicy $wini w czasie cyklu rujowego 1 wczesnej cigzy, a takze w
trofoblastach i zarodkach (Publikacja 1);

okreslenie koncentracji chemeryny w ULF $wini w czasie cyklu rujowego

I wezesnej cigzy (Publikacja 1);
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3. zbadanie wptywu E> 1 P4 na ekspresj¢ genu i sekrecje biatka chemeryny
oraz ekspresje genoéw 1 biatek receptorow CMKLR1, GPR1 i CCRL2 w btonie
Sluzowej macicy $wini podczas wczesnej cigzy oraz w fazie srodkowolutealnej
cyklu rujowego (10-11 dzien cyklu) (Publikacja 2);

4. zbadanie wplywu chemeryny na sekrecje E> 1 Ps oraz ekspresj¢ biatek
czynnikbw 1 enzymoéw  steroidogenicznych:  biatlkowego regulatora
steroidogenezy (StAR; ang. steroidogenic acute regulatory protein), cytochromu
P450 odszczepiajacego boczny tancuch cholesterolu (P450scc; ang. cholesterol
side-chain cleavage enzyme), dehydrogenzy 3p-hydroksysteroidowej (3BHSD;
ang. 3p-hydroxysteroid dehydrogenase), cytochromu P450c17 (P450c17;
ang. steroid 17-a-hydroxylase) i aromatazy cytochromu P450 (P450arom;
ang. aromatase) w blonie Sluzowej macicy $wini podczas wczesnej ciazy
oraz w fazie S$rodkowolutealnej cyklu rujowgo (10-11 dzien -cyklu)
(Publikacja 3);

5. zbadanie wplywu chemeryny na fosforylacje biatek S$ciezek sygnatowych
ERK1/2 oraz Akt w blonie §luzowej macicy $wini W fazie srodkowolutealnej

cyklu rujowego (10-11 dzien cyklu) (Publikacja 3).

Hipotezg, plan badawczy oraz podsumowanie uzyskanych wynikow

przedstawiono na Rycinie 1.
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HIPOTEZA BADAWCZA

Chemeryna bierze udzial w regulacji funkcjonowania macicy $wini domowej (Sus scrofa domesticaL.)
w czasie cyklu rujowego oraz wczesnej ciazy.

Dni cyklu rujowego:
¢ 2-3 (faza wezesnolutealna), -
10-11/12 (faza $rodkowolutealna),

14-16 (faza poznolutealna),
¢ 17-19 (faza pecherzykowa).

Dni wczesnej cigzy: Blona w._z\n.wﬁ» E»nmn.u..‘
¢ 1011 (migracja zarodkéw w macicy), Blona migsniowa macicy -
* 12-13 ﬂEmﬂomw:m._,omﬁoEmm:m ciazy), H..omo_:»m.nw Plyn maciczny ﬁ Blona w—.:N.:_q» u
* 15-16 (poczatek implantacji). Zarodki macicy
¢ 27-28 (zakoficzenie implantacji), ﬁ ﬁ
¢ 30-32 (powstawanie lozyska).
Ekspresja gendéw 1 bialek Koncentracja Ommg ERYNA
chemeryny 1 jej receptoréw chemeryny

(CMKLRI, GPR1, CCRL2)

WNIOSEK I (__Chemeryna wpiywa na: )

Chemeryna, poprzezwplyw na proces steroidogenezy w btonie g ekspresje genu i sekrecje N ( Ireci i p h
sluzowejmacicy, moze petnic istotna role w funkcjonowaniu chemeryny sekrecje B2 1Py
ukfadu rozrodczego samicy w czasie cyklu rujowego i w okresie N <> /
okoto-implantacyjnym. Ponadto chemeryna moze byc \ ekspresje genow i bialek / \ ekspresje bialek nNmnE.woi//
czynnikiem utrzymujgcym prawidiowe srodowisko dla receptoréw chemeryny m.m:NwEwi
rozwijajgcych sie zarodkéw (CMKLR1, GPRI steroidogenicznych
X ’ (StAR, P450¢cc, 3BHSD,

/ CCRL2) \ / P450c17, P4504z00p) \
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1 Hipoteza, plan badawczy oraz podsumowanie uzyskanych wynikow

z biatkiem G, ang. G protein-coupled receptor 1; CCRL2 — receptor 2 chemokin z motywem C-C,

(CMKLR1 — receptor 1 chemokin, ang. chemokine like receptor 1; GPR1 — receptor 1 zwigzany

ang. C-C chemokine receptor-like 2; E; — estradiol; P4 — progesteron)

Rycina



MATERIAL I METODY BADAWCZE

Wszystkie do$wiadczenia przeprowadzono zgodnie z polska Ustawa
o ochronie zwierzat wykorzystywanych do celéw naukowych lub edukacyjnych z dnia
15 stycznia 2015 r. oraz Dyrektywa Parlamentu Europejskiego i Rady Unii Europejskie;j
2010/63/UE w sprawie ochrony zwierzat wykorzystywanych do celéw naukowych

z dnia 22 wrze$nia 2010 r..

Zwierzeta doswiadczalne
Wykorzystane w do$wiadczeniach tkanki zostaly pobrane od dojrzatych
plciowo loszek (mieszance towarowe W wieku 7—8 miesigcy i 0 wadze 130-140 kg)
pochodzacych z prywatnych hodowli i przeznaczonych do uboju oraz przetworstwa
migsnego. Zwierzeta podzielono na grupy doswiadczalne (n = 5 w grupie)
W nastgpujacy sposob:
— 2-3 dzien cyklu rujowego (faza wczesnolutealna, okres formowania si¢ ciatek
z6ttych),
— 10-11/12 dzien cyklu rujowego (faza srodkowolutealna, okres, w ktorym
wystepuja w petni funkcjonalne ciatka zotte),
— 14-16 dzien cyklu rujowego (faza pdznolutealna, okres luteolizy),
— 17-19 dzien cyklu rujowego (faza pgcherzykowa),
— 10-11 dzien cigzy (migracja zarodkdw w macicy),
— 12-13 dzien cigzy (matczyne rozpoznanie ciazy),
— 15-16 dzien cigzy (poczatek implantacji),
— 27-28 dzien cigzy (zakonczenie implantacji),

— 30-32 dzien cigzy (powstawanie tozyska).

Schemat podziatu zwierzat na grupy do$wiadczalne zostal przedstawiony
na Rycinie 2. W zadaniu nr 1 wykorzystano blon¢ $§luzowg i btong migsniowa macicy
swin bedagcych w czasie cyklu rujowego (dni 2-3, 10-12, 14-16 i 17-19)
oraz we wczesnej cigzy (dni 10-11, 12-13, 15-16, 27-28 i 30-32) oraz trofoblasty
i zarodki pochodzace z 15-16, 27-28 i1 30-32 dnia cigzy. W zadaniu nr 2 wykorzystano
ULF pobrany od $win bedacych zarowno w trakcie cyklu rujowego (dni 2-3, 10-12,
14-16 i 17-19) jak 1 wczesnej cigzy (dni 10-11, 12-13, 15-16 i 27-28).
W zadaniach nr 3 1 4 wykorzystano btong¢ §luzowag macicy pobrang od §win bedacych
we wczesnej cigzy (dni 10-11, 12-13, 15-16 i 27-28) oraz w 10-11 dniu cyklu
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rujowego. Blona $luzowa macicy pobrana od $win bedacych w fazie srodkowolutealne;j

(1011 dzien cyklu rujowego) zostata wykorzystana do realizacji zadania nr 5.

[ zadanienr 1 ]

I

fZ—S dzien cyklu rujowego (faza wezesnolutealna) i

10-11/12 dzien cyklu rujowego (faza srodkowolutealna) zadanie nr 5

14-16 dzien cyklu rujowego (faza péznolutealna)

sadanianraia 17-19 dzien cyklu rujowego (faza pecherzykowa) [ {

zadanie nr 2
10-11 dzien cigzy (migracja zarodkéw w macicy)

12-13 dzien ciazy (matczyne rozpoznanie ciazy)

15-16 dzien ciazy (poczatek implantacji)

27-28 dzien cigzy (zakonczenie implantacji) /
&30—32 dzien ciazy (powstawanie lozyska) /

Rycina 2 Schemat podziatu zwierzat na grupy doswiadczalne

Metody badawcze
W trakcie realizacji niniejszej pracy doktorskiej wykorzystano nastgpujace metody:
e pobieranie materiatu i hodowle in vitro skrawkow btony $luzowej macicy
(zadania nr 3-5),
e real-time PCR (zadanianr 1i 3),
e Western blot (zadania nr 1 i 3-5),
e test immunoenzymatyczny (ELISA; zadania nr 2 i 3).
e test radioimmunologiczny (RIA; zadanie nr 4),
e analiza statystyczna (zadania nr 1-5)

W dalszej czg$ci przedstawiono szczegoty wykorzystanych metod.

Pobieranie materialu i hodowle in vitro skrawkoéw blony sluzowej

Fazg cyklu rujowego okre$lono na podstawie morfologii jajnikow (AKINS
I MORRISSETTE 1968). Dzien wystapienia drugiej rui zostal wyznaczony jako dzien
0 cyklu rujowego. W przypadku zwierzat ci¢zarnych, krycie nastepowato w 1-2 dniu
cyklu rujowego, a pierwszy dzien po zaplodnieniu uznano za pierwszy dzien ciazy.
Dzien cigzy zostal potwierdzony przez obecno$¢ i1 ocen¢ morfologiczng zarodkow
(ANDERSON 1978). Faza cyklu rujowego oraz okres wczesnej cigzy zostaly
potwierdzone dodatkowo przez okreslenie stezenia P4 w osoczu (NITKIEWICZ i in.,

2012; DoOBRzYN i in., 2017). Po uboju macice transportowano do laboratorium
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w sterylnym roztworze soli fizjologicznej buforowanej fosforanami (PBS; 0,1 M,
pH = 7,4) z dodatkiem antybiotykow. W 15-16 dniu cigzy pobrano zarodki potaczone
z trofoblastem. W 27-32 dniu cigzy zarodki oraz trofoblasty (chorioalantois) pobrano
0s0bno wycinajac je z miejsca implantacji. Wszystkie tkanki mrozono w cieklym azocie
I przechowywano w temperaturze -80°C do czasu dalszych analiz. Proby ULF pobrano
poprzez przeptukanie macicy sterylnym PBS (20 ml na r6ég macicy). Po odwirowaniu
(3000 x g, 10 min, 4°C) proby przechowywano w temperaturze -20°C do czasu

dalszych analiz.

Hodowle in vitro skrawkow btony Sluzowej macicy niezbedne do realizacji
zadan nr 3-5, przeprowadzono wedlug procedury opisanej przez SMOLINSKA i in.
(2016), w duplikatach, w pigciu niezaleznych powtoérzeniach biologicznych (n = 5
na grupe). Fragmenty blony §luzowej zostaly wycigte ze Srodkowej czgsci rogow
macicy (100 mg + 10%), wyplukane w medium MI199 (Sigma Aldrich, Stany
Zjednoczone) i preinkubowane (2 h, 37°C, 95% Oz i 5% CO2) w szklanych fiolkach
zawierajacych 2 ml medium M199 z dodatkiem 5% ptodowej surowicy bydlecej (FBS;
Sigma Aldrich, Stany Zjednoczone), 0,1% surowiczej albuminy bydlecej (BSA;
MP Biomedicals, Stany Zjednoczone) i 1% mieszaniny antybiotykow 1 antymykotykow
(Sigma Aldrich, Stany Zjednoczone) w tazni wodnej z wytrzgsaniem. Po preinkubacji,
skrawki inkubowano (0, 2, 5, 10 lub 30 min lub 24 h, 37°C, 95% O2 i 5% COy)
w obecnosci odpowiednich czynnikow przedstawionych w Tabeli 1. Po zakonczonej
inkubacji fragmenty tkanek przechowywano w temperaturze -80°C, a medium

pohodowlane w -20°C do czasu dalszych analiz.

Zywotno$é eksplantow tkankowych okre$lono przez pomiar aktywnosci
dehydrogenazy mleczanowej (LDH) w medium po zakonczeniu 24-godzinnej inkubacji
(Liquick Cor-LDH; Cormay, Polska). Jako kontrole pozytywna wskazujaca
na catkowitg $mier¢ komoérek i maksymalne uwalnianie LDH wykorzystano fragmenty
btony $luzowej poddane homogenizacji. Srednia aktywno$é LDH wynosita w zadaniu
nr 3: 55,1 £4,5 U/L (1,8% maksymalnego uwalniania LDH), natomiast w zadaniu nr 4:
128,7 + 35,6 U/L (0,67% maksymalnego uwalniania LDH).
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Tabela 1 Czynniki eksperymentalne uzyte w zadaniach nr 3, 4 oraz 5

Zadanie nr 3

Inkubacja: 24 h

KONTROLA bez czynnikow

E. (1, 10, 100 nM)

CZYNNIKI P, (10, 100, 1000 nM)
Zadanie nr 4
Inkubacja: 24 h
KONTROLA bez czynnikow
CZYNNIKI chemeryna (100, 200 ng/ml)
Zadanie nr 5
Inkubacja: 0, 2, 5, 10, 30 min
KONTROLA bez czynnikow
CZYNNIKI chemeryna (200 ng/ml)

E, — estradiol, P4 — progesteron.

Real-time PCR

Izolacja RNA i odwrotna transkrypcja

Z fragmentow blony $luzowej macicy, blony migsniowej macicy, trofoblastow
oraz zarodkéw wyizolowano catkowite RNA z wykorzystaniem odczynnika peqGOLD
TriFastTM (Peqlab, Niemcy). Izolacja przebiegata zgodnie z procedurg zalaczong przez
producenta. Ilo§¢ oraz czysto$¢ otrzymanego RNA okreslono poprzez pomiar
spektrofotometryczny przy dilugosci fali 260 oraz 280 nm. Do dalszych analiz
wykorzystano proby, ktorych stosunek absorbancji Azeo/Azgo miescit si¢ w przedziale

1,8-2,0.

Wyizolowane RNA zostalo wykorzystane do przeprowadzenia reakcji
odwrotnej transkrypcji z wykorzystaniem zestawu Omniscript RT Kit (Qiagen, Stany
Zjednoczone). Do przeprowadzenia pojedynczej reakcji wykorzystano 1 000 ng RNA,
do ktérego dodano 4 jednostki odwrotnej transkryptazy, 2 pl buforu RT, po 0,5 mM
deoksyrybotrifosfonukleotydow (dATP, dCTP, dGTP, dTTP), 0,5 pg starterow Oligo-
dT (Roche, Francja) oraz 10 jednostek inhibitora RNaz (Life Technologies, Stany
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Zjednoczone). Mieszanina bylta inkubowana w temperaturze 37°C przez 1 h, a nastepnie
w temperaturze 93°C przez 5 min. Proby przechowywano w temperaturze -20°C

do czasu dalszych analiz.
Real-time PCR

Ekspresje badanych gendéw okreslono opierajac si¢ na pomiarze przyrostu
ilosci produktu reakcji PCR w czasie rzeczywistym z uzyciem PCR System 7300
(Applied Biosystems, Stany Zjednoczone; zadanie nr 1) lub AriaMX (Applied
Biosystems, Stany Zjednoczone; zadanie nr 3). Mieszanina reakcyjna zawierata 10 ng
cDNA, 12,5 ul Power SYBR Green PCR Master Mix (Applied Biosystems, Stany
Zjednoczone), odpowiednie dla danego genu startery oraz wod¢ wolng od DNaz i RNaz
(Ambion, Stany Zjednoczone) do koncowej objetosci 20 ul. Startery (Sigma Aldrich,
Stany Zjednoczone) uzyte do amplifikacji genow RARRES2, CMKLR1, GPR1, CCRL2
oraz genow referencyjnych: cyklofiliny A (PPIA; ang. cyclophilin A) i aktyny (ACTB;
ang. actin) zostaly scharakteryzowane w Tabeli 2. Reakcja amplifikacji genow
RARRES2, CMKLR1, GPR1, CCRL2 i ACTB odbywata si¢ w nastgpujacych warunkach:
poczatkowa denaturacja 1 aktywacja enzymu przez 10 min (95°C), nastepnie 40 cykli
denaturacji przez 15 s (95°C), przylaczania starterow przez 1 min (60°C w przypadku
gené6w RARRES2, CMKLR1, GPR1 i CCRL2; 61°C w przypadku genu ACTB)
1 wydtuzania powstalych produktow przez 1 min (72°C). W przypadku genu PPIA
reakcja odbywalta si¢ w sposOb nastgpujacy: wstepna denaturacja (2 min, 50°C
oraz 10 min, 95°C), nastepnie 40 cykli denaturacji przez 15 s (95°C) 1 przylaczania
starterow przez 1 min (60°C). W kontroli negatywnej reakcji real-time PCR (NTC)
cDNA zostato zastgpione woda wolng od DNaz i RNaz (Ambion, Stany Zjednoczone).
Wszystkie reakcje zostaly przeprowadzone w duplikatach. W celu okreslenia
specyficznosci reakcji wygenerowano krzywe topnienia oraz przeprowadzono rozdziat
elektroforetyczny uzyskanych produktow. Wzgledna ekspresje gendw systemu
chemerynowego obliczono z uzyciem metody AACt (LIVAK | SCHMITTGEN 2001)
z wykorzystaniem $redniej geometrycznej wartosci Ct genow referencyjnych (PPIA
I ACTB). Jako kontrolg pozytywna dla ekspresji genow RARRES2, GPR1 i CCRL2
wykorzystano watrobe, natomiast dla genu CMKLR1 — §ledziong.
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Tabela 2 Charakterystyka starterow uzytych w zadaniach nr 1i 3

Numer Stezenie ]
Gen Sekwencja starteréw Literatura
dostepu (nM)
F: 5°-TGGAGGAGTTCCACAAGCAC-3’ 500 SMOLINSKA i in.,
RARRES2 EU660865
R: 5-GCTTTCTTCCAGTCCCTCTTC-3’ 500 (2019)
F: 5’-GGACTACCACTGGGTGTTCG-3’ 200 SMOLINSKA i in.,
CMKLR1 NM_001001617.1
R: 5°-GCCATGTAAGCCAGTCGGA-3’ 200 (2019)
F: 5°-ACCGACTTGGAGGAGAAAGC-3’ 200 SMOLINSKA i in.,
GPR1 EU660866
R: 5°-ATTGAGGAACCAGAGCGTGG-3’ 200 (2019)
F: 5°-GAGCAGCAGCTACTTACTTCC-3’ 200 SMOLINSKA i in.,
CCRL2 FJ234899.1
R: 5°-CTGCCCACTGACCGAGTTC-3 200 (2019)
F: 5-~ACATCAAGGAGAAGCTCTGCTACG-3’ 500 SPAGNUOLO-WEAVER
ACTB AY266299
R: 5°-GAGGGGCGATGATCTTGATCTTCA-3’ 500 i in., (1990)
F: 5’-GCACTGGTGGCAAGTCCAT-3’ 300 LorDi in.,
PPIA u07786
R: 5-~AGGACCCGTATGCTTCAGGA-3’ 300 (2005)

RARRES2 — chemeryna, ang. retinoic acid receptor responder 2; CMKLR1 — receptor 1 chemokin,
ang. chemokine like receptor 1; GPR1 — receptor 1 zwigzany z biatkiem G, ang. G protein-coupled
receptor 1; CCRL2 — receptor 2 chemokin z motywem C-C, ang. C-C chemokine receptor-like 2;
ACTB — aktyna, ang. actin; PPIA — cyklofilina A, ang. cyclophilin A; F — starter sensowny; R — starter
antysensowny

Western blot

Izolacja biatka

Fragmenty btony §luzowej macicy, btony migsniowej macicy oraz trofoblasty
I zarodki wykorzystano do izolacji biatka. Tkanki homogenizowano na lodzie w buforze
litycznym zawierajacym inhibitory proteaz. Po homogenizacji proby inkubowano
na lodzie przez 30 min, a nastgpnie oczyszczono poprzez trzykrotne odwirowanie
(10 000 x g, 10 min, 4°C). Koncentracj¢ bialck w probach zmierzono
spektrofotometrycznie przy dtugosci fali 595 nm, z wykorzystaniem metody Bradford.
Absorbancje prob porownano do absorbancji roztworéw BSA o roznej koncentracji,
wykorzystanych do wykonania krzywej standardowej. Proby przechowywano w -80°C

do momentu wykonania dalszych analiz.
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Analiza Western blot

Analiza Western blot zostata przeprowadzona zgodnie z opisem przedstawionym
przez SMOLINSKA 1 in. (2019). Izolaty biatkowe rozdzielono elektroforetycznie (SDS-
PAGE) wzgledem wzorca masy molekularnej w 12,5% zelu poliakrylamidowym,

a nastgpnie biatka przeniesiono na membrany metoda transferu potsuchego (SEMI-DRY).

Do detekcji chemeryny wykorzystano 30 upg biatka oraz membrane
nitrocelulozowa (Whatman, Wielka Brytania). Do detekcji CMKLR1, GPR1, CCRL2,
StAR, P450scc, 3BHSD, P450ci7 oraz P450arom wykorzystano 40 pg biatka oraz
membrany z polifluorku winylidenu (PVDF; Merck Millipore, Stany Zjednoczone).
Natomiast do detekcji ERK1/2, fosfo-ERK1/2, Akt i fosfo-Akt wykorzystano 10 pg biatka
oraz membrany PVDF. W celu zablokowania miejsc niespecyficznego wigzania
przeciwcial po transferze, membrany inkubowano przez 1 h (temp. pokojowa) w 5%
roztworze odtluszczonego mleka w proszku rozpuszczonego w buforze Tris z dodatkiem
Tween-20 (TBST). Nastgpnie membrany inkubowano w roztworze przeciwciat
pierwszorzedowych przez 12 h (4°C). Po zakonczonej inkubacji membrany ptukano
w buforze TBST, a nastgpnie inkubowano w roztworze przeciwcial drugorzedowych
sprzezonych z fosfatazg alkaliczng (AP) lub peroksydaza chrzanowa (HRP). Wykorzystane
przeciwciata w zadaniach nr 1, 3, 4 i 5 zostaty opisane odpowiednio w Tabelach 3, 4,51 6.
W przypadku chemeryny oraz aktyny do wizualizacji uzyskanych produktow wykorzystano
swiatloczule substraty AP (NBT/BCIP; Promega, Stany Zjednoczone), nastgpnie
membrany zostaly zeskanowane. W przypadku pozostatych analizowanych biatek
wykorzystano zjawisko chemiluminescencji (Immobilon HRP Substrate; Merck Millipore,
Stany Zjednoczone), ktora byla obserwowana, wizualizowana 1 archiwizowana z uzyciem
G:Box EF z systemem do obrazowania chemiluminescencyjnego (Syngene, Wielka
Brytania). Wyniki uzyskane podczas realizacji zadania nr 1, 3 i 4 okreslono ilosciowo
za pomocg analizy gestosci optycznej (OD) immunokompleksowz wykorzystaniem Image
Studio Lite v.5.2 (LI-COR, Stany Zjednoczone) i zaprezentowano jako wzgledna ekspresje
badanych bialek wzgledem ekspresji biatka aktyny. Jako kontrolg pozytywna dla ekspresji
biatek chemeryny, GPR1 i CCRL2 wykorzystano watrobg, natomiast dla CMKLR1 —
Sledzione. W  zadaniu nr 5  roéwniez  wykorzystano  analizg¢  OD
z wykorzystaniem Image Studio Lite v.5.2, a wyniki zaprezentowano jako stosunek
koncentracji bialek fosforylowanych wzgledem catkowitej koncentracji biatek

niefosforylowanych.
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Tabela 3 Charakterystyka przeciwcial uzytych w zadaniu nr 1

Przeciwciala pierwszorzedowe

Przeciwciala drugorzedowe

Bialko
. . ) Producentinr . . ) Metoda Producent i nr
Gatunek | Rozcienczenie Gatunek | Rozcienczenie ..
kat. detekcji kat.
Santa Cruz Santa Cruz
chemeryna mysz 1:100 Biotechnology, koza 1:2000 Biotechnology,
ry y ) Stany Zjednoczone; ’ Stany Zjednoczone;
Sc-373797 sc-2008
AP
Sigma-Aldrich, w_wwhmn:wﬁwv\
aktyna krolik 1:200 Stany MMMMMON%R koza 1:5000 Sy 2R TG
sc-2054
Santa Cruz Santa Cruz
. Biotechnology, . . Biotechnology,
GPR1 koza 1:150 Stany Zjednoczone; osio 1:2000 Stany Zjednoczone;
sc-48179 sc-2020
Santa Cruz
CMKLR1 1:150 Biotechnology,
Stany Zjednoczone;
Sc-66829
HRP
o
CCRL2 krolik 1:600 Wielka Brytania; koza 1:5000 hnotogy,
b85224 Stany Zjednoczone;
a sc-2054
Sigma-Aldrich,
aktyna 1:200 Stany Zjednoczone;
A2066

GPRL1 — receptor 1 zwigzany z biatkiem G (ang. chemokine like receptor 1); CMKLR1 — receptor 1
chemokin (ang. G protein-coupled receptor 1) ; CCRL2 — receptor 2 chemokin z motywem C-C (ang. C-

C chemokine receptor-like 2); AP — fosfataza alkaliczna; HRP — peroksydaza chrzanowa.
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Tabela 4 Charakterystyka przeciwciat uzytych w zadaniu nr 3

Przeciwciala pierwszorzedowe

Przeciwciala drugorzedowe

Bialko
Producent i nr Metoda | Producentinr
Gatunek | Rozcienczenie Gatunek | Rozcienczenie .
kat. detekc;ji kat.
Jackson
Abcam, ImmunoResearch
GPR1 mysz 1:500 Wielka Brytania; koza 1:2500 Laboratories,
ab169331 Stany Zjednoczone;
115-035-003
Abcam,
CMKLR1 1:1000 Wielka Brytania;
ab230442 HRP
Abca, siowechnolo
CCRL2 krolik 1:600 Wielka Brytania; koza 1:5000 cnnotogy,
Stany Zjednoczone;
ab85224
sc-2054
Sigma-Aldrich,
aktyna 1:200 Stany Zjednoczone;
A2066

GPRL1 — receptor 1 zwigzany z biatkiem G (ang. chemokine like receptor 1); CMKLR1 — receptor 1
chemokin (ang. G protein-coupled receptor 1) ; CCRL2 — receptor 2 chemokin z motywem C-C (ang. C-

C chemokine receptor-like 2); HRP — peroksydaza chrzanowa.
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Tabela 5 Charakterystyka przeciwcial uzytych w zadaniu nr 4

Bialko

Przeciwciala pierwszorzedowe

Przeciwciala drugorzedowe

Gatunek

Rozcienczenie

Producenti nr
kat.

Gatunek

Rozcienczenie

Metoda
detekcji

Producenti nr
kat.

StAR

P450scc

P450c¢17

P450ar0om

3BHSD

aktyna

krolik

1:250

Abcam,
Wielka Brytania;
ab96637

1:250

Abcam,
Wielka Brytania;
ab175408

1:250

Abcam,
Wielka Brytania;
ab125022

1:250

Abclonal,
Stany Zjednoczone;
A2161

1:200

Sigma-Adrich,
Stany Zjednoczone;
SAB2101086

1:200

Sigma-Aldrich,
Stany Zjednoczone;
A2066

koza

1:2000

1:2000

1:2000

1:2000

1:2000

1:5000

HRP

Merck Millipore,
Stany Zjednoczone;
AP156P

steroidogenic acute regulatory protein);

steroidogenezy (ang.

regulator

biatkowy

StAR

P450scc — cytochrom P450 odszczepiajacy boczny tancuch cholesterolu (ang. cholesterol side-chain
cleavage enzyme); P450c17 — cytochrom P450c¢y7 (ang. steroid 17-a-hydroxylase); P450arom — aromataza

cytochromu

3B-hydroksysteroidowa

aromatase); 3PHSD -  dehydrogenaza

(ang.

P450

(ang. 3p-hydroxysteroid dehydrogenase); HRP — peroksydaza chrzanowa.
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Tabela 6 Charakterystyka przeciwciat uzytych w zadaniu nr 5

Bialko

Przeciwciala pierwszorzedowe

Przeciwciala drugorzedowe

Gatunek

Rozcienczenie

Producenti nr
kat.

Gatunek

Rozcienczenie

Metoda
detekcji

Producenti nr
kat.

ERK 1/2

fosfo-ERK 1/2

Akt

fosfo-Akt

krolik

1:1000

Cell Signaling
Technology,
Stany Zjednoczone;
#9102

1:1000

Cell Signaling
Technology,
Stany Zjednoczone;
#9101

1:1000

Cell Signaling
Technology,
Stany Zjednoczone;
#9272

1:500

Cell Signaling
Technology,
Stany Zjednoczone;
#9271

koza

1:5000

HRP

Merck Millipore,
Stany Zjednoczone;
AP156P

extracellular

sygnatem zewnatrzkomoérkowym (ang.

kinaza biatkowa regulowana

ERK1/2

signal-regulated kinase); Akt — kinaza biatkowa B (ang. protein kinase B).
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Test immunoenzymatyczny (ELISA)

Koncentracje chemeryny w ULF (zadanie nr 2) oraz w mediach
pohodowlanych (zadanie nr 3) okreslono uzywajac komercyjnych zestawow ELISA
(EP0169; FineTest, Chiny) zgodnie z procedurg zalaczong przez producenta. Zakres
krzywej standardowej zestawow wynosit od 0,156 do 10 ng/ml. Absorbancj¢ mierzono
przy uzyciu czytnika Infinite M200 PRO przy dlugosci fali 450 nm,
z oprogramowaniem Tecan i-control (Tecan, Szwajcaria). Czutosci, zakresy krzywych
standardowych oraz bledy wewnatrz- oraz migdzyseryjne metody ELISA zostaly
przedstawione w rozdziale Enzyme-linked immunosorbent assay, Publikacja 1 (zadanie
nr 2) oraz w rozdziale 2.4. Enzyme-linked immunosorbent assay (ELISA), Publikacja 2

(zadanie nr 3).

Test radioimmunologiczny (RIA)

Koncentracje P4 i E2 w mediach po inkubacji z chemeryng oznaczono metoda
RIA zgodnie z procedurg opisang przez CIERESZKO i in. (1998) oraz GRZESIAK i in.
(2014). Reakcje krzyzowe wykorzystanych przeciwcial zostaly opisane przez
DzZIADKOWIEC i in. (1982) oraz SzZAFRANSKA i in. (2002). Podczas oznaczania
koncentracji E»> zastosowano dodatkowy etap ekstrakcji, ktorej wydajnos¢ wynosita
90,67% + 0,73. Czutos$ci, zakresy krzywych standardowych oraz btedy wewnatrz- oraz
miedzyseryjne metody RIA zostaly przedstawione w rozdziale 4.3. Radioimmunoassay
(RIA), Publikacja 3.

Analiza statystyczna

Analize  statystyczng  wszystkich  uzyskanych  wynikéw  wykonano
z wykorzystaniem programu Statistica (StatSoft, Stany Zjednoczone). Zgodno$é
rozktadu wynikéw w kazdej grupie (n = 5 w grupie) z rozktadem normalnym zostat
potwierdzony za pomocg testu Shapiro-Wilka. Za pomoca testu Levene’a potwierdzono,
ze wariancje w porownywanych grupach sa do siebie podobne (potwierdzona
homogenno$¢ grup). Istotne statystycznie rdznice pomigedzy grupami okreslono
za pomocg jednoczynnikowej analizy wariancji (ANOVA) uzupetionej o test post-hoc
Tukeya (zadania nr 1 i 2) lub Duncana (zadania nr 3-5). Jako istotne statystycznie

uznano réznice, dla ktorych wartos¢ p < 0,05.
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WYNIKI

Ze wzglgdu na bardzo duza ilo§¢ uzyskanych danych w niniejszym
opracowaniu opisano jedynie wybrang czes¢ wynikoéw. Wszystkie uzyskane wyniki
zostaly szczegotowo opisane 1 omowione w odpowiednich rozdziatach publikacji
sktadajacych si¢ na rozprawe doktorska:

e zadanie nr 1 2 —rozdzialy Results i Discussion — Publikacja 1;
e zadanie nr 3 —rozdzialy 3.Results i 4.Discussion — Publikacja 2;

e zadanie nr 415 — rozdziaty 2.Results i 3.Discussion — Publikacja 3.

Zadanie nr 1 — ekspresja genow i bialek systemu chemerynowego w macicy $wini
domowej

Ekspresja genow i biatek systemu chemerynowego w blonie Sluzowej macicy swini

domowej

W trakcie cyklu rujowego najwyzsza ekspresjc genu RARRES2
zaobserwowano w 17-19, a najnizsza w 14-16 dniu cyklu. Biatko chemeryny ulegato
najwyzszej ekspresji w 10-12, natomiast najnizszej w 17-19 dniu cyklu rujowego.
Najwyzszy poziom ekspresji CMKLR1 zanotowano w 17-19, a najnizszy w 14-16 dniu
cyklu. Najwyzszg koncentracje biatka CMKLR1 stwierdzono w 14-16 dniu cyklu
rujowego. Gen GPRL1 ulegal najwyzszej ekspresji w 14—-16 dniu, nizszej w 10-12
I najnizszej w 2-3 i 17-19 dniu cyklu. Najwyzsza koncentracj¢ biatka GPR1 w btonie
$luzowej macicy stwierdzono w 10-12, a najnizszg w 17-19 dniu cyklu rujowego.
Ekspresja genu CCRL2 byta najwyzsza w 14—-16, nizsza w 1719 i najnizsza w 10-12
dniu cyklu. Najwyzsza koncentracja biatka CCRL2 zostata stwierdzona w 17-19 dniu

cyklu w poréwnaniu z dniami 2-16 cyklu rujowego (Rycina 1a, Publikacja 1).

W czasie cigzy najwyzsza ekspresj¢ genu RARRES2 obserwowano w 12-13,
nizsza w 30-32, a najnizsza W 10-11 i 15-28 dniu cigzy. Koncentracja biatka adipokiny
byla wyzsza w 27-28 dniu cigzy w porownaniu z dniami 12-13. Ekspresja genu
CMKLR1 byta najwyzsza w 30—32, a najnizsza w 27-28 dniu cigzy. Najwyzsze st¢zenie
biatka CMKLR1 odnotowano w 30-32, a najnizsze w 10—13 dniu cigzy. Zawarto$¢
transkryptu GPR1 byta wyzsza w 15-16 dniu cigzy W poréwnaniu z dniami 12-13.
Najwyzszg zawarto$¢ bialka GPR1 zaobserwowano w 10-11, nizsza w 30-32,
a najnizsza W 12-13 dniu cigzy. Ekspresja genu CCRL2 byla najwyzsza w 15-16,
nizsza w 10-13 i 30-32, a najnizsza w 27-28 dniu cigzy. Wyzsze st¢zenia biatka
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CCRL2 zaobserwowano w 15-16 dniu cigzy w porownaniu z dniami 10-13 i 30-32
(Rycina 1b, Publikacja 1).

Ekspresja genow i bialek systemu chemerynowego w blonie migsniowej macicy swini

domowej

W blonie migsniowej macicy pobranej od $win bedacych w trakcie cyklu
rujowego, najwyzsza zawartos¢ MRNA RARRES2 odnotowano w 10-12, a najnizszg
w 2-3 i 17-19 dniu cyklu rujowego. Zwickszong ckspresje biatka chemeryny
stwierdzono w 2-3 dniu cyklu w poréwnaniu do pozostatych badanych faz. Najwyzsza
ekspresje genu CMKLR1 zaobserwowano w 17-19, a najnizszg w 2-3 i 14-16 dniu
cyklu rujowego. Zawarto$¢ biatka CMKLR1 bytla wyzsza w 17-19 dniu cyklu
w porownaniu do pozostatych badanych okresow. Zanotowano nizsza ekspresj¢ genu
GPR1 w 14-16 dniu cyklu rujowego w poréwnaniu do pozostatych badanych faz.
Ekspresja biatka GPR1 byla wyzsza w 17-19 dniu cyklu rujowego w poréwnaniu
z dniami 2-16. Istotnie wyzszy poziom transkryptu CCRL2 zaobserwowano w 10-12
dniu, w poréwnaniu do pozostalych badanych faz cyklu. Wyzsza zawarto$¢ biatka
CCRL2 zaobserwowano w blonie mig$niowej macicy pobranej w 17-19 dniu cyklu
w porownaniu do dnia 2-3 (Rycina 3a, Publikacja 1).

W btonie migéniowej macicy pobranej od $win bedacych we wezesnej ciazy,
najwyzszy poziom mRNA RARRES2 stwierdzono w 12—13, nizszy w 10-11 i 27-28,
a najnizszy w 30-32 dniu cigzy. Stwierdzono wigksza zawartos¢ biatka chemeryny
w blonie migéniowej macicy w 15-32 dniu cigzy w porownaniu z dniami 10-13.
Poziom ekspresji CMKLR1 byt najwyzszy w 27-28, natomiast najnizszy w 15-16
i 30-32 dniu cigzy. Najwyzsza zawarto$¢ biatka CMKLR1 odnotowano w 15-16,
natomiast najnizszg w 12—-13 i 27-28 dniu cigzy. Ekspresja genu GPR1 byta najwyzsza
w 10-11, nizsza w 15-16, a najnizsza w 30-32 dniu cigzy. Stwierdzono wyzsza
ekspresje biatka GPR1 w 27-28 dniu cigzy w poroéwnaniu z dniami 12-16 i 30-32.
Najwyzszg ekspresj¢ genu CCRL2 stwierdzono w dniach 10-11 i 15-16, nizsza
w 30-32, a najnizsza w 27-28 dniu cigzy. Zawarto$¢ biatka CCRL2 byta nizsza
w 10-13 dniu cigzy w poréwnaniu z dniami 15-32 (Rycina 3b, Publikacja 1).
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Ekspresja genow i bialek systemu chemerynowego w trofoblastach i zarodkach swini

domowej

W zarodkach wyzsza zawarto§¢ mRNA RARRES2 wykazano w 27-32 dniu
cigzy w poroéwnaniu z 15-16 dniem. Wigksza koncentracje biatka chemeryny
stwierdzono w zarodkach pochodzacych z 30-32 dnia cigzy w porownaniu do dnia
15-16. Wyzsza ekspresje genu CMKLR1 stwierdzono w zarodkach pochodzacych
z 27-28 dnia, natomiast nizsza ekspresj¢ biatka receptora w zarodkach z 15-16 dnia
w poréwnaniu z pozostalymi okresami wczesnej cigzy. Ekspresja genu GPR1 byta
wyzsza w 15-28 dniu cigzy w porownaniu do dnia 30-32. Wyzszg zawarto$¢ biatka
GPR1 w zarodkach zanotowano w 30-32 dniu cigzy w poréwnaniu z pozostatymi
badanymi okresami. Najwyzszg zawartos¢ transkryptow CCRL2 stwierdzono w 15-16,
nizsza w 27-28, a najnizsza W 30-32 dniu cigzy. Poziom ekspresji biatkka CCRL2
w zarodkach byt wyzszy w 30-32 dniu cigzy w porownaniu do 15-28 dnia ciazy
(Rycina 3a, Publikacja 1).

W trofoblastach swini ekspresja genow RARRES2, CMKLR1, GPR1 i CCRL2
byta wyzsza w 27-28 dniu cigzy w poréwnaniu do 3032 dnia. Z kolei zawartos¢ biatek
systemu chemerynowego, poza CCRL2, byla wyzsza w 30-32 dniu, w poréwnaniu
do dnia 27-28 (Rycina 4b, Publikacja 1).

Zadanie nr 2 — koncentracja chemeryny w plynie macicznym $§wini domowej

W czasie cyklu rujowego najwyzsza koncentracje chemeryny w ULF
stwierdzono w 10-12, nizsza w 14-16, a najnizsza w 17-19 dniu cyklu rujowego.
W czasie cigzy najwyzszy poziom adipokiny w ULF zaobserwowano w 12-13 dniu,
nizszy w 15-16 i najnizszy w dniach 10-11 i 27-28 (Rycina 5, Publikacja 1).

Zadanie nr 3 — wplyw estradiolu i progesteronu na ekspresj¢ genu i sekrecje¢

chemeryny oraz ekspresj¢ genow i bialek receptorow chemeryny w blonie sluzowej
macicy Swini domowej

Wplhyw E> na ekspresje genu i sekrecje chemeryny oraz ekspresje genow i biatek

receptorow chemeryny w bfonie sluzowej macicy swini domowej

W 10-11 dniu cigzy E, stymulowat ekspresje genéw RARRES2, CMKLR1
i GPR1, natomiast obnizat ekspresje genu CCRL2 oraz koncentracj¢ biatek wszystkich
receptorow. Nie zaobserwowano wptywu E2 na wydzielanie chemeryny przez komorki

btony §luzowej macicy w tym okresie. W 12—13 dniu cigzy E> wptywat stymulujaco
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na ekspresj¢ genu RARRES2 i CMKLR1 oraz obnizat ekspresje gendow pozostatych
receptorow chemeryny. W tym okresie sekrecja chemeryny oraz koncentracja biatek
GPR1 i CCRL2 ulegata zwigkszeniu, natomiast ekspresja biatka CMKLR1 ulegata
obnizeniu pod wplywem dziatania E>. W 15-16 dniu cigzy E> regulowal ekspresje
genow receptoréw chemeryny zwickszajac ekspresje GPR1, zmniejszajac ekspresje
CCRL2 oraz zwigkszajac lub zmieniajac ekspresj¢ CMKLR1 w zalezno$ci
od zastosowanej koncentracji. Nie zaobserwowano wptywu E na ekspresje genu
RARRES2 w blonie Sluzowej macicy w tym okresie. W przypadku biatka, hormon ten
powodowatl obnizenie sekrecji chemeryny i ekspresji CMKLR1 oraz podwyzszenie
ekspresji GPR1 i CCRL2 w tkance. W 27-28 dniu cigzy zaobserwowano obnizenie
ekspresji genow calego systemu chemerynowego pod wplywem E». Estradiol
stymulowat ekspresje¢ biatek CMKLR1 i CCRLI1, obnizat zawartos¢ biatka GPR1 i nie
wplywat na wydzielanie chemeryny przez btone §luzowa macicy. W $rodkowolutealne;j
fazie cyklu rujowego E> pobudzat ckspresje gendéw i obnizal ekspresje biatek
receptorow CMKLR1 i CCRL2. W tym okresie E; stymulowat ekspresje biatka GPR1
w blonie §luzowej macicy, nie wplywajac na ekspresj¢ genu GPR1 i RARRES2
oraz sekrecje chemeryny (Ryciny 1-4, Publikacja 2).

Wpltyw Pas na ekspresje genu i sekrecje chemeryny oraz ekspresje genow i bialek

receptorow chemeryny w btonie sluzowej macicy swini domowej

W 10-11 dniu cigzy P4 powodowat wzrost ekspresji genéw RARRES2, GPR1
oraz CCRL2 i hamowat ekspresjc genu CMKLR1. W tym samym okresie
P4 spowodowat zwigkszenie koncentracji biatek GPR1 i CCRL2 oraz, w zaleznosci
od zastosowanego stezenia, zwigkszenie lub zmniejszenie koncentracji biatka
CMKLR1. Nie stwierdzono wptywu P4 na sekrecje chemeryny przez komorki btony
Sluzowej w 10-11 dniu cigzy. W 12-13 dniu ciazy Ps zwigkszat zawartos¢ mRNA
RARRES2 i CMKLR1, obnizal natomiast ekspresje genow GPR1 i CCRL2.
W 12-13 dniu cigzy P4 obnizal koncentracje biateck CMKLR1 i CCRL2, nie wplywat
natomiast na ekspresj¢ GPR1 oraz sekrecje chemeryny. W 15-16 dniu cigzy P4
spowodowal wzrost ekspresji gendw systemu chemerynowego, z wyjatkiem CCRL2,
na ktorego ekspresje wplywal hamujaco. Ps nie mial wplywu na wydzielanie
chemeryny, natomiast zwigkszat koncentracj¢ biatek GPR1 i CCRL2 a obnizat ilos¢
biatka CMKLR1. W 27-28 dniu cigzy, odwrotnie niz w przypadku poczatku
implantacji, P4 zmniejszat ekspresj¢ gendéw RARRES2, CMKLR1 i GPR1 oraz zwigkszat
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ekspresje CCRL2. W tym czasie P4 zwigkszal koncentracj¢ biatek CMKLR1 i CCRL2
I zmniejszat zawartos¢ GPR1 bez wplywu na sekrecj¢ chemeryny przez komorki btony
Sluzowej macicy. W 10-11 dniu cyklu rujowego Ps obnizal ekspresje RARRES2,
powodowat wzrost ilosci transkryptow CMKLR1 i GPR1 i nie wptywal na ekspresje
CCRL2. W tym samym okresie Ps wplywal jedynie na poziom CCRL2, obnizajac
zawarto$¢ biatka tego receptora (Ryciny 5-8, Publikacja 2).

Zadanie nr 4 — wplyw chemeryny na sekrecje¢ estradiolu i progesteronu oraz
ekspresje bialek czynnikow i enzyméw steroidogenicznych w blonie $luzowej
macicy $wini domowej

Wplyw chemeryny na sekrecje Ez 1 Pa przez komorki blony sluzowej macicy Swini

domowej

W 10-11 dniu cigzy chemeryna obnizata sekrecje¢ Ps 1 podwyzszata
wydzielanie E> przez komoérki blony §luzowej macicy. W 12—13 dniu cigzy adipokina
zmniejszata wydzielanie zarowno P4 jak 1 E;. W 10-11 dniu cyklu rujowego
zaobserwowano obnizenie sekrecji P4 pod wplywem chemeryny oraz brak wplywu
chemeryny na wydzielanie E>. W pozostatych badanych okresach wczesnej cigzy

chemeryna nie wplywata na sekrecje P4 i E2 (Rycina 1, Publikacja 3).

Wphw chemeryny na ekspresje biatek czynnikow i enzymoéw steroidogenicznych

w blonie sluzowej macicy swini domowej

W 10-11 dniu cigzy chemeryna stymulowata ekspresj¢ bialek StAR, P450scc,
3BHSD, P450c17 oraz P450arom w blonie Sluzowej macicy. W 12—13 dniu cigzy
chemeryna powodowata zmniejszenie koncentracji wszystkich bialek biorgcych udziat
w powstawaniu Ps i Ez, z wyjatkiem P450c17, ktorego ekspresje stymulowata.
W 15-16 dniu cigzy ekspresja wszystkich badanych biatek ulegta zwigkszeniu
pod wplywem dziatania chemeryny. W 27-28 dniu cigzy chemeryna powodowata
wzrost koncentracji bialek StAR i P450ci7 oraz zmniejszenie ilosci biatka 3BHSD.
Nie stwierdzono wptywu chemeryny na ekspresj¢ biatka P450scc oraz P450arom W tym
okresie cigzy. W fazie $rodkowolutealnej cyklu rujowego, chemeryna powodowata
wzrost koncentracji biatek StAR, P450scc, 3pHSD, P450c17 oraz P450arom W blonie
sluzowej macicy (Ryciny 2—4, Publikacja 3).
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Zadanie nr 5 — wplyw chemeryny na fosforylacje bialek ERK1/2 oraz Akt
w komorkach blony §luzowej macicy swini domowej

Chemeryna powodowata obnizenie fosforylacji biatka ERK1/2 po 2, 5, 10 i 30
min inkubacji w poréwnaniu do kontroli (0 min). Zaobserwowano fosforylacje $ciezki
sygnatowe] Akt w btonie §luzowej macicy po 2, 5 i 30 min inkubacji z chemeryng

w porownaniu do kontroli (0 min; Rycina 5, Publikacja 3).
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PODSUMOWANIE | WNIOSKI

Przeprowadzone badania umozliwily realizacje postawionych celéw pracy oraz

potwierdzenie zatozonych hipotez. Uzyskane dane pozwolily na poszerzenie wiedzy

na temat roli chemeryny w funkcjonowaniu macicy $wini domowej. Wyniki uzyskane

w trakcie badan pozwalaja stwierdzi¢, ze:

1)

2)

3)

4)

ekspresja gendw 1 biatek chemeryny oraz jej receptorow (systemu
chemerynowego) w btonie $luzowej 1 mig$niowej macicy, trofoblastach
i zarodkach sugeruje, ze adipokina jest w nich lokalnie wytwarzana i moze
wptywa¢ na regulacj¢ funkcji rozrodczych macicy $wini domowej
za posrednictwem swoich receptorow;

zmiany zawartosci transkryptow i biatek systemu chemerynowego w macicy
$wini oraz koncentracji hormonu w ULF w trakcie cyklu rujowego
oraz wczesnej cigzy sugeruja, ze ekspresja chemeryny i jej receptoréw zalezy
od statusu hormonalnego zwierzat;

E> 1 P4 reguluja ekspresje systemu chemerynowego w btonie $luzowej macicy
w okresie wczesnej cigzy, co wskazuje, ze hormony steroidowe moga byc¢
istotnym regulatorem ekspresji chemeryny i jej receptoréw w macicy $wini;
chemeryna wptywa na sekrecje E> i P4 w btonie $luzowej macicy i reguluje
ekspresje biatek zaangazowanych w proces syntezy hormondéw steroidowych,
w czym najprawdopodobniej posredniczg $ciezki sygnalowe ERK1/2 oraz Akt,
CO sugeruje, ze chemeryna moze regulowac procesy rozrodcze poprzez wpltyw

na proces steroidogenezy w macicy $wini.

Chemeryna, poprzez wplyw na proces steroidogenezy w blonie $luzowej

macicy, moze pelni¢ istotna role¢ w funkcjonowaniu ukladu rozrodczego samicy

w czasie cyklu rujowego i w okresie okoloimplantacyjnym. Ponadto chemeryna

moze

by¢ czynnikiem utrzymujacym prawidlowe srodowisko dla rozwijajacych sie

zarodkow.
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