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WYKAZ SKROTOW

18sRINA: 18s rybosomalne RNA

ACTH: hormon adrenokortykotropowy
AKT/PI3K: kinaza 3-fosfatydyloinozytolu
AMPK: kinaza biatkowa aktywowana 5'AMP
AP: przedni ptat przysadki

BSA: albumina surowicy bydlecej

CCRS: receptor C-C chemokin typu 5
DMPH: dorsomorfina, bloker szlaku AMPK
E2: estradiol

F: starter sensowny

FSH: hormon folikulotropowy

GH: hormon wzrostu

GnRH: gonadoliberyna

hCG: ludzka gonadoliberyna kosmowkowa
HPG: 0§ podwzgodrze-przysadka-gonady
INS: insulina

INSR: receptor insuliny

LH: hormon luteinizujacy
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LY294002: bloker szlaku AKT/PI3K

MAPK/ERK1/2: kinazy aktywowane mitogenami

NAMPT: wisfatyna, fosforybozylotransferaza nikotynamidoadeninowa

NP: tylny ptat przysadki

P4: progesteron

PBS: 56l fizjologiczna buforowana fosforanami
PGE:: prostaglandyna E>

PGF2q: prostaglandyna Fa,

PRL: prolaktyna

R: starter antysensowny

S961: antagonista INSR
TSH: hormon tyreotropowy
U0126: bloker szlaku MAPK/ERK1/2

UBC: ubikwityna C
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STRESZCZENIE

ROLA WISFATYNY W REGULACJI FUNKCII PRZEDNIEGO PLATA
PRZYSADKI SWINI DOMOWEIJ (SUS SCROFA DOMESTICA L.)

mgr inz. Karolina Szymanska

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

Rozprawa doktorska sktada si¢ z dwoch prac opublikowanych w 2023 roku
(1 — Scientific Reports, DOI: 10.1038/s41598-023-45255-4; 2 — Cells, DOI:
10.3390/cells12242835), ktorych tematyka obejmuje ekspresje wisfatyny w przysadce §wini
domowej (Sus scrofa domestica L.) w cyklu rujowym 1 wczesnej cigzy oraz wptyw wybranych
hormonéw na koncentracj¢ 1 sekrecj¢ wisfatyny. Ponadto, omowiono wptyw wisfatyny na
sekrecj¢ gonadotropin, apoptoze, proliferacje i aktywacje szlakow sygnatowych INSR,
AKT/PI3K, MAPK/ERK1/2 i AMPK w tym gruczole.

Przysadka odgrywa istotna role¢ w kontrolowaniu podstawowych proceséw biologicznych.
Aktywnos$¢ tego gruczolu jest regulowana przez liczne hormony oraz inne czynniki
biologicznie aktywne, do ktorych zaliczane sg adipokiny. Do tej szerokiej grupy zwigzkéw
nalezy réwniez wisfatyna, wystepujaca w dwoch postaciach: zewnatrzkomorkowe
1 wewnatrzkomorkowej. Receptor wisfatyny nie zostat zidentyfikowany, jednak sugeruje sie,
ze wisfatyna moze wigza¢ 1 aktywowac receptor insuliny (INSR), receptor chemokin CCRS
1 toll-podobny receptor 4. Wisfatyna ulega ekspresji we wszystkich strukturach osi
podwzgorze-przysadka-gonady (HPG): w podwzgoérzu $wini 1 myszy, w przysadce myszy,
jak réwniez w komorkach pecherzykowych jajnikow kobiet 1 $wini. Wisfatyna bierze udziat
w regulacji stanow zapalnych, r6znicowania komorek i kontroli homeostazy energetycznej oraz
wydaje si¢ uczestniczy¢ w regulacji ptodnosci u kobiet. Nie zbadano dotychczas wptywu
wisfatyny na funkcje sekrecyjne przysadki.

Celem niniejszej pracy byla weryfikacja hipotezy badawczej, zakladajacej, Zze ekspresja
genu 1 koncentracja bialka wisfatyny w komorkach przysadki $wini zalezy od statusu
hormonalnego zwierzat zwigzanego z fazg cyklu rujowego i okresem wczesnej cigzy. Ponadto
postawiono hipoteze zaktadajaca, ze wisfatyna uczestniczy kontroli proliferacji i apoptozy

komorek przysadki, a poprzez aktywacj¢/inhibicje szlakoéw INSR, AKT/PI3K, MAPK/ERK1/2



WARMINSKO-MAZURSKI
||| wolszrynie

|U| UNIWERSYTET % )

1 AMPK wplywa na regulacje funkcji sekrecyjnych komorek przysadki §wini. Postawione

hipotezy zweryfikowano poprzez:

1)

2)

3)

4)

5)

6)

7)

ocen¢ poziomu ekspresji genu oraz koncentracji biatka wisfatyny w komorkach
przedniego (AP) i tylnego (NP) ptata przysadki $wini domowej w czterech fazach cyklu
rujowego (2.-3., 10.-12., 14.-16., 17.-19. dzien cyklu) oraz czterech okresach wczesnej
cigzy (10.-11.,12.-13., 15.-16., 27.-28. dzien cigzy) metodami real-time PCR 1 Western
Blot;

okreslenie kolokalizacji wisfatyny z LH, FSH, ACTH, TSH, PRL, GH w 10.-12. dniu
cyklu rujowego metoda immunohistochemii fluorescencyjnej;

ocen¢ wplywu GnRH, LH, FSH i INS na koncentracj¢ biatka wisfatyny metoda Western
Blot oraz na sekrecje adipokiny metoda ELISA;

ocen¢ wplywu wisfatyny w roznych stezeniach i/lub blokera wisfatyny FK866
na podstawowg i indukowang GnRH i/lub INS sekrecje LH i FSH przez komoérki AP
w czasie cyklu rujowego metodg ELISA;

okreslenie wptywu wisfatyny i jej blokera FK866 na proliferacje i apoptoze komodrek
AP podczas fazach cyklu rujowego;

ocen¢ wplywu wisfatyny na aktywacje/inhibicje szlakéw sygnatowych INSR,
AKT/PI3K, MAPK/ERK1/2 i AMPK w komorkach AP w 10.-12. dniu cyklu rujowego
metoda Western Blot;

okreslenie wptywu wisfatyny, antagonisty INSR 1 inhibitoréow szlakéw sygnatowych
INSR, AKT/PI3K, MAPK/ERK1/2 i AMPK na sekrecj¢ LH 1 FSH przez komorki AP
metodg ELISA.

W efekcie przeprowadzonych badan:

o

wykazano, Ze ekspresja genu wisfatyny i koncentracja biatka wisfatyny w AP 1 NP
zalezy od fazy cyklu rujowego i okresu wczesnej cigzy, co sugeruje zwiazek ze statusem
hormonalnym samic $win;

stwierdzono kolokalizacje wisfatyny z LH, FSH, ACTH, TSH, PRL i GH w AP $wini;
potwierdzono wplyw GnRH, FSH, LH i1 INS na koncentracj¢ i sekrecj¢ biatka
wisfatyny;

stwierdzono wptyw wisfatyny na podstawowa oraz indukowang GnRH i/lub INS
sekrecje gonadotropin przez komorki AP;

wykazano stymulujacy wptyw wisfatyny na proliferacjg¢ komorek AP;

10
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o wykazano wpltyw wisfatyny na aktywnos$¢ $ciezek sygnatowych INSR, AKT/PI3K,
MAPK/ERK1/2 i AMPK w przysadce $win.

Otrzymane wyniki badan wskazuja, ze wisfatyna, poprzez wpltyw na sekrecje¢ gonadotropin,

bierze udzial w regulacji proceséw rozrodczych loszek.

stowa kluczowe: wisfatyna, cykl rujowy, proliferacja, apoptoza, §winia

11
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SUMMARY

THE EFFECT OF VISFATIN ON THE FUNCTION OF PORCINE PITUITARY
GLAND (SUS SCROFA DOMESTICA L.)

Karolina Szymanska, M.Sc.

Doctoral thesis was carried out in 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 and dr Marta Kiezun.

The doctoral thesis comprises two papers published in 2023 (1 — Scientific Reports,
DOI: 10.1038/s41598-023-45255-4; 2 — Cells, DOI: 10.3390/cells12242835), focused on the
expression of visfatin in the pituitary gland of domestic pigs (Sus scrofa domestica L.) during
the oestrous cycle and early pregnancy, the influence of selected hormones on the concentration
and secretion of visfatin. Moreover, the effect of visfatin on gonadotropin secretion, apoptosis,
proliferation and phosphorylation of INSR, AKT/PI3K, MAPK/ERK1/2 and AMPK in this
gland is discussed.

The pituitary gland plays an important role in controlling basic biological processes.
The activity of this gland is regulated by numerous hormones and other biologically active
factors, including adipokines. This broad group of compounds also includes visfatin, which
exists in two forms: extracellular and intracellular. The visfatin receptor has not been identified,
however, it has been suggested that visfatin may bind and activate the insulin receptor (INSR),
chemokine receptor CCRS and toll-like receptor 4. Visfatin is expressed in all structures
of the hypothalamus-pituitary-gonadal axis (HPG): in the pig and mouse hypothalamus,
in the mouse pituitary and the follicular cells of women and pig ovaries. Visfatin is involved
in the regulation of inflammation, cell differentiation and control of energy homeostasis as well
as appears to be involved in the regulation of female fertility. The effect of visfatin
on the secretory functions of the pituitary gland has not yet been investigated.

The aim of this study was to verify the research hypothesis assuming that the gene
expression and concentration of visfatin protein in pig pituitary depend on the hormonal status
of the animals related to the phase of the estrous cycle and the period of early pregnancy.
Moreover, a hypothesis was put forward that visfatin participates in the control of proliferation
and apoptosis of pituitary cells, and by activating/inhibiting the INSR, AKT/PI3K,
MAPK/ERK1/2 and AMPK signaling pathways, it influences the regulation of the secretory
functions of pig pituitary cells. The hypotheses were verified by:

12
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assessment of the level of gene expression and concentration of visfatin protein in the
anterior (AP) and posterior (NP) pituitary of domestic pigs in four phases of the oestrous
cycle (days 2-3, 10-12, 14-16, 17-19 of the cycle) and four periods of early pregnancy
(days 10-11, 12-13, 15-16, 27-28 of pregnancy) using real-time PCR and Western Blot
methods;

determination of visfatin colocalization with LH, FSH, ACTH, TSH, PRL and GH
on days 10-12 of the oestrous cycle by fluorescence immunohistochemistry;
assessment of the influence of GnRH, LH, FSH and INS on the concentration of visfatin
protein by Western Blot and on the secretion of the adipokine by ELISA;

assessment of the visfatin effect in various concentrations and/or the visfatin blocker
FK866 on basal and GnRH and/or INS-induced LH and FSH secretion by AP cells
during the oestrous cycle using ELISA method;

determination of the effect of visfatin and its blocker FK866 on the proliferation
and apoptosis of AP cells during the oestrous cycle;

assessment of the visfatin effect on the activation/inhibition of INSR, AKT/PI3K,
MAPK/ERK1/2 and AMPK signaling pathways in AP cells on days 10-12
of the oestrous cycle by Western Blot;

determination of the visfatin effect, an INSR antagonist and inhibitors of the INSR,
AKT/PI3K, MAPK/ERK1/2 and AMPK signaling pathways on the secretion of LH
and FSH by AP cells by ELISA.

As a result of the research conducted:

it was shown that the expression of the visfatin gene and the concentration of visfatin
protein in AP and NP depend on the phase of the oestrous cycle and the period of early
pregnancy, which suggests a relationship with the hormonal status of female pigs;
visfatin was found to colocalize with LH, FSH, ACTH, TSH, PRL and GH in AP;

the influence of GnRH, FSH, LH and INS on the concentration and secretion of visfatin
protein was confirmed;

the effect of visfatin on the basal and GnRH and/or INS-induced secretion
of gonadotrophins by AP cells was found;

visfatin has been shown to have a stimulating effect on the proliferation of AP cells;
the effect of visfatin on the activity of INSR, AKT/PI3K, MAPK/ERK1/2 and AMPK

signaling pathways in the porcine pituitary was found.

13
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The obtained research results indicate that visfatin, by influencing the secretion

of gonadotrophins, is involved in the regulation of reproductive processes in gilts.

keywords: visfatin, oestrous cycle, proliferation, apoptosis, pig
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1. WSTEP

Przysadka odgrywa kluczowa rol¢ w kontrolowaniu podstawowych procesow
biologicznych u ludzi i zwierzat, w tym wzrostu, metabolizmu i reprodukcji (AMAR i in., 2003).
W rezultacie zaktécenia w funkcjonowaniu tego gruczotu moga prowadzi¢ do zaburzen
hormonalnych i metabolicznych (HONG i in., 2016). Aktywno$¢ przysadki jest regulowana
gléwnie przez sprzezenia zwrotne w obrgbie osi endokrynnych, takich jak podwzgorze-
przysadka-gonady (HPG), wykorzystujacych wydzielane przez te struktury hormony (AMAR
iin., 2003). Jednakze wplyw na funkcje tego gruczolu mogg mie¢ takze inne czynniki aktywne
biologicznie. Coraz wigksza liczba badan sugeruje, ze nalezg do nich adipokiny — grupa
zwigzkow wytwarzanych gltownie przez tkanke thuszczowa (ESTIENNE 1 in., 2019). Jedna
z takich adipokin jest wisfatyna, znana roéwniez jako fosforybozylotransferaza
nikotynamidoadeninowa (NAMPT) (WANG i in., 2021). Wisfatyna zostata zidentyfikowana
w 2005 roku przez FUKUHARE i in. Jest wielofunkcyjnym biatkiem o masie 56 kDa,
ktére wystepuje w dwoch postaciach: zewnatrzkomorkowej (eNAMPT), petniacej funkcje
hormonu i wewnatrzkomérkowej (iNAMPT) — enzymu, ktéry bierze udziat w syntezie
dinukleotydu nikotynamidoadeniny. Receptor wisfatyny nie zostal jak dotad zidentyfikowany,
jednak sugeruje si¢, ze wisfatyna moze wigza¢ 1 aktywowaé¢ INSR (GROLLA i in., 2016).
Ponadto receptor chemokin CCRS (VAN DEN BERGH i in., 2012) i toll-podobny receptor
4 (ROMACHO 1 in., 2020) sa uwazane za potencjalne receptory tej adipokiny.

Wisfatyna, poza tkanka tluszczowa, jest wytwarzana réwniez w uktadzie rozrodczym,
w tym w jajnikach kobiet (REVERCHON i in., 2013; SHEN 1 in., 2010), bawotow (THAKRE i in.,
2021) 1 $win (MLYCZYNSKA 1 1n., 2023A; MLYCZYNSKA 1 in., 2023B). Jej synteza poddana jest
kontroli hormonalnej. W komorkach ziarnistych kobiet ekspresja NAMPT byta stymulowana
hCG 1 PGE:z (SHEN i1in., 2010). Podobnie w naszych badaniach odnotowali$my, zalezny od fazy
cyklu rujowego, wptyw gonadotropin, prostaglandyn PGF»,, INS, P4 1 E> na synteze wisfatyny
przez komorki lutealne, ziarniste 1 ostonki wewnetrznej Swin (MLYCZYNSKA 1 in., 2023A;
MLYCZYNSKA i in., 2023B).

Wisfatyna odgrywa wazng role w regulacji stanéw zapalnych, réznicowania komorek
(PAVLOVA 1 in., 2015) 1 angiogenezy (ADYA 1 in., 2008; LOVREN 1 in., 2009). Biorac udziat
w kontroli homeostazy energetycznej, wydaje si¢ uczestniczy¢ rowniez w regulacji ptodnosci.
Stwierdzono dodatnig korelacj¢ pomiedzy st¢zeniem wisfatyny w ptynie pecherzykowym
jajnikow kobiet i liczba pobranych oocytéw (SHEN i in., 2010). Podobnie u myszy, wisfatyna

zwigkszala potencjat rozrodczy 1 kompetencje rozwojowe oocytow (CHOI 1 in., 2012).
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Prawdopodobnym jest, ze efekt ten zostat w pewnym stopniu osiggniety poprzez udziat
wisfatyny w regulacji steroidogenezy jajnikowej (REVERCHON 1i in., 2013; REVERCHON i in.,
2016; THAKRE i in., 2021). W naszych badaniach wykazaliSmy wptyw wisfatyny na sekrecje
hormonow steroidowych przez komorki lutealne §win. Dziatanie wisfatyny bylo zalezne
od fazy cyklu, w ktorej izolowano komorki oraz obecnosci w hodowli gonadotropin i INS.

Wydaje sig, ze wisfatyna poza bezposrednim wplywem na uklad rozrodczy moze
dodatkowo oddziatywa¢ na wyzsze struktury osi HPG. Jej ekspresj¢ stwierdzono
w podwzgdrzu §win (KAMINSKI i in., 2021) 1 myszy (GUIA 1 in., 2020), w przysadce myszy,
jak rowniez w mysiej linii komoérek gonadotropowych LET2 (MAILLARD i in., 2017). Ekspresje
genu wisfatyny stwierdzono réwniez u owiec w czgsci guzowatej przysadki, ktora odpowiada
za hormonalng regulacj¢ sezonowos$ci u tych zwierzat (DUPRE i in., 2008). Wydaje sie,
ze rowniez stan hormonalny zwigzany z cigza moze wpltywaé na produkcje wisfatyny —
zaawansowaniu cigzy u kobiet towarzyszyl wzrost st¢zenia wisfatyny w osoczu (MASTORAKOS
iin., 2007).

Znajomos¢ roli wisfatyny w kontroli funkcji przysadki jest znikoma. Jedyne publikacje
z tym zwigzane wskazuja na hamujacy wpltyw adipokiny na wydzielanie LH przez komorki
linii LPT2 (MAILLARD 1 in., 2017). Brakuje publikacji opartych na obserwacji wplywu

wisfatyny na komorki przysadki zarowno ludzi, jak i zwierzat gospodarskich.
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2. CEL 1 ZAKRES BADAN

Dostepne dane na temat roli wisfatyny u ssakéw, a zwtaszcza jej zaangazowania w regulacje
rozrodu samic, nie s3 kompletne 1 wymagaja glebszych badan. Ponadto wiedza na temat
wptywu wisfatyny na funkcje wydzielnicze komorek przysadki jest bardzo ograniczona.
Wspomniane luki w wiedzy byly inspiracja do przeprowadzenia kompleksowych badan nad
wplywem wisfatyny na funkcjonowanie przysadki §wini domowej, w tym wydzielanie przez
nig gonadotropin majacych kluczowe znaczenie w kontroli uktadu rozrodczego. Celem
niniejszej pracy byla weryfikacja hipotezy badawczej, zaktadajacej, ze ekspresja genu
1 koncentracja biatka wisfatyny w komodrkach przysadki $wini zalezy od statusu hormonalnego
zwierzat zwigzanego z fazg cyklu rujowego i okresem wczesnej cigzy. Ponadto postawiono
hipotez¢ zakltadajaca, ze wisfatyna uczestniczy w kontroli proliferacji i apoptozy komorek
przysadki, a poprzez aktywacj¢/inhibicj¢ szlakéw INSR, AKT/PI3K, MAPK/ERK1/2 i AMPK
wplywa na regulacje funkcji sekrecyjnych komorek przysadki $wini. Postawione hipotezy

zweryfikowano poprzez:

1) ocene poziomu ekspresji genu oraz koncentracji biatka wisfatyny w komoérkach AP
i NP $wini domowej w czterech fazach cyklu rujowego (w 2.-3., 10.-12., 14.-16., 17.-
19. dniu cyklu) oraz czterech okresach wczesnej cigzy (w 10.-11., 12.-13., 15.-16., 27.-
28. dniu ciazy) metodami real-time PCR 1 Western Blot;

2) okreslenie kolokalizacji wisfatyny z LH, FSH, ACTH, TSH, PRL, GH w 10.-12. dniu
cyklu rujowego metodg immunohistochemii fluorescencyjne;j;

3) ocen¢ wptywu GnRH, LH, FSH 1 INS na koncentracj¢ biatka wisfatyny metoda Western
Blot oraz na sekrecj¢ adipokiny metoda ELISA;

4) ocen¢ wplywu wisfatyny w roznych stezeniach i/lub blokera wisfatyny FK866
na podstawowaq 1 indukowang GnRH i/lub INS sekrecje LH 1 FSH przez komorki AP
w czasie cyklu rujowego metodg ELISA;

5) okreslenie wplywu wisfatyny 1 jej blokera FK866 na proliferacje¢ i apoptoze komorek
AP w czasie cyklu rujowego;

6) ocen¢ wplywu wisfatyny na aktywacje¢/inhibicje szlakow sygnatowych INSR,
AKT/PI3K, MAPK/ERK1/2 i AMPK w komdrkach AP w 10.-12. dniu cyklu rujowego
metodg Western Blot;

7) okreslenie wptywu wisfatyny, antagonisty INSR i inhibitorow szlakow sygnatowych
AKT/PI3K, MAPK/ERK1/2 i AMPK na sekrecj¢ LH 1 FSH przez komorki AP metoda
ELISA.
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3. MATERIALY I METODY

3.1. ZWIERZETA DOSWIADCZALNE

Do przeprowadzenia zaplanowanych doswiadczen wykorzystano przysadki pochodzace
od dojrzatych plciowo loszek $wini domowej w wieku 7-8 miesiecy i masie ciata 130-150 kg,
przeznaczonych do uboju komercyjnego i przetworstwa migsnego.

Przysadki pobrano od loszek (n = 5 na grupe¢) w okreslonych fazach cyklu rujowego:

e 2.-3. dzien cyklu rujowego (faza wczesnolutealna, okres formowania si¢ ciatek
zottych);

e 10.-12. dzien cyklu rujowego (faza srodkowolutealna, okres, w ktorym wystepuja
w pelni funkcjonalne ciatka zolte);

e 14.-16. dzien cyklu rujowego (faza péznolutealna, okres luteolizy);

e 17.-19. dzien cyklu rujowego (faza pecherzykowa);

e 10.-11. dzien ciazy (migracja zarodkOw w macicy);

e 12.-13. dzien cigzy (matczyne rozpoznanie cigzy);

e 15.-16. dzien ciazy (poczatek implantacji);

e 27.-28. dzien cigzy (zakonczenie implantacji).

Przysadki przeznaczone do zbadania poziomu ekspresji genu i koncentracji biatka
wisfatyny po pobraniu natychmiast zamrozono w cieklym azocie i1 przechowywano w -80°C
do czasu izolacji RNA i biatka w celu przeprowadzenia dalszych analiz.

Tkanki pobrane w 10.-12. dniu cyklu rujowego, przeznaczone do barwienia
immunofluorescencyjnego, umieszczono w 4% paraformaldehydzie (pH = 7,4, 4°C).

Przysadki przeznaczone do hodowli in vitro pobrano 1 umieszczono w zimnym buforze soli
fizjologicznej buforowanej fosforanami Dulbecco (DPBS), zawierajacym antybiotyki,
a nastgpnie przetransportowano do laboratorium.

Ruje (dzien zerowy cyklu) wykrywano obserwujac zachowanie loszek w obecnosci knura.
Faze cyklu rujowego potwierdzono na podstawie morfologii jajnikow wedlug AKINSA
i MORRISSETTE’A (1968). W przypadku loszek cigzarnych naturalng inseminacje
przeprowadzano w 1.-2. dniu cyklu rujowego, a pierwszy dzien po kopulacji zostat oznaczony
jako pierwszy dzien cigzy. Cigza byla potwierdzana obecnoscig zarodkéw w obu rogach

macicy.
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3.2. BADANIE EKSPRESJI GENU WISFATYNY W PRZEDNIM
I TYLNYM PLACIE PRZYSADKI METODA REAL-TIME PCR

3.2.1. Izolacja RNA

Calkowite RNA wyizolowano przy uzyciu odczynnika TRI Reagent (Merck, Niemcy)
zgodnie z instrukcjami producenta. Ilos¢ 1 jako$¢ wyizolowanego RNA okreslono
spektrofotometrycznie (Infinite M200 Pro, Tecan, Szwajcaria). Czysto§¢ RNA zmierzono
na podstawie stosunku warto$ci pomiarow A260/A280 oraz 260/230, a otrzymane wartosci

miescity si¢ w przedziale, odpowiednio, 1,8-2,0 1 1,8 lub wigce;.
3.2.2. Reakcja odwrotnej transkrypcji (RT)

Wyizolowane RNA poddano reakcji odwrotnej transkrypcji przy uzyciu zestawu
Omniscript RT Kit (Qiagen, Niemcy). Mieszanina reakcyjna zawierala: odwrotng transkryptaze
(4 jednostki/reakcje), bufor RT (2 pl), mieszaning deoksyrybotrifosfonukleotydéow (dNTP;
po 0,5 mM dATP, dCTP, dGTP, dTTP), startery Oligo-dT (0,5 pg/reakcje; Roche, Niemcy),
inhibitor RNAz (10 jednostek/reakcje; Life Technologies, USA) oraz RNA (1 pg) w calkowitej
objetosci 20 pl. Reakcje przeprowadzono w termocyklerze przez 1 godzing w temperaturze

37°C, a nastegpnie przez 5 minut w 93°C.

3.2.3. Analiza real-time PCR

Analiza PCR w czasie rzeczywistym zostata przeprowadzona przy uzyciu systemu
AriaMx Real-Time PCR System (Agilent Technologies, USA). Mieszanina reakcyjna sktadata
si¢ z: cDNA (20 ng), Power SYBR Green Master Mix (12,5 ul; Applied Biosystems Inc., USA),
specyficznych par starterow, ktore opisano szczegoétowo w Tabeli 1. oraz wody wolnej
od nukleaz (Ambion, USA) w catkowitej objetosci 20 pul. UBC 1 18sRNA zastosowano jako geny
referencyjne. Kontrole negatywne zamiast cDNA zawieraly wode wolng od nukleaz. Wszystkie
reakcje amplifikowano w dwoch powtorzeniach. Warunki reakeji przedstawiono w Tabeli 1. Do
potwierdzenia specyficznosci amplifikacji wykorzystano analiz¢ krzywej topnienia. Wzgledny
poziom ekspresji gendow obliczono przy uzyciu metody komparatywnej (2724
1 znormalizowano przy uzyciu S$rednich geometrycznych poziomdéw ekspresji gendw

referencyjnych.
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Tabela 1. Charakterystyka starterow uzytych w badaniach

, NUMER STEZENIE .,
GEN SEKWENCJE STARTEROW WARUNKI REAKCJI ZRODLO
DOSTEPU (nM)
wstepna denaturacja
i aktywacja enzymu:
e 95°C, 10 min.
F: 5'-CCAGTTGCTGATCCCAACAAA-3' (Szeszko
NAMPT XM_003132281.5 300 -
R: 5'-AAATTCCCTCCTGGTGTCCTATG-3' ) i in., 2016)
40 cykli:
e denaturacji: 95°C, 15 s
e przylaczania: 60°C, 1 min.
F: 5'-GGAGGAATCTACTGGGGCGG-3’
UBC XM_003483411.3 400
R: 5'-CAGAAGAAACGCAGGCAAACT-3’ wstepna denaturacja
i aktywacja enzymu:
e 95°C, 10 min.
(SMOLINSKA
F: 5"-TCCAATGGATCCTCGCGGAA-3' 40 cykKli: iin., 2019)
18sRNA AY265350.1 400

R: 5'-GGCTACCACATCCAAGGAAG-3'

e denaturacji: 95°C, 15 s
e denaturacji: 95°C, 15 s

e wydhuzania: 72°C, 1 min.

NAMPT: gen wisfatyny; UBC: gen ubikwityny C; /8sRNA: gen 18s rybosomalnego RNA; F: starter sensowny; R: starter antysensowny
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3.3. BADANIE KONCENTRACJI BIALKA WISFATYNY
W PRZEDNIM 1 TYLNYM PLACIE PRZYSADKI METODA
WESTERN BLOT

3.3.1. Izolacja bialka

Izolacje biatka z przednich i tylnych ptatow przysadki przeprowadzono przy uzyciu
odczynnika do ekstrakcji biatek tkankowych (T-PER; Thermo Fisher Scientific, USA) zgodnie
z zaleceniami producenta. Koncentracj¢ biatka oznaczono metoda Bradforda. Absorbancj¢ prob
zmierzono przy dhlugosci fali A=595 nm, a catkowita zawarto$¢ bialka odczytano z krzywej
wzorcowej powstatej w oparciu o wartosci absorbancji znanych rozcienczen standardu BSA. Proby

przechowywano w -80°C do czasu wykonania dalszych analiz.

3.3.2. Rozdzial elektroforetyczny bialek w Zelu poliakrylamidowym

Rozdzial elektroforetyczny bialek (SDS-PAGE) w ilosci 30 png w kazdej probie
przeprowadzono w 12,5% zelu poliakrylamidowym przy natezeniu pradu 30 mA/zel (200 V, 1-3
W) przez okoto 2 godziny.

3.3.3. Analiza Western Blot

Transfer biatek rozdzielonych podczas elektroforezy przeprowadzono metoda poétsucha
(SEMI-DRY) na membrany PVDF (Merck, Niemcy) o $rednicy porow 0,45 pum. Miejsca
niespecyficznego wigzania przeciwciat zablokowano w 5% BSA w buforowanej Trisem soli
fizjologicznej z dodatkiem 0,1% TWEEN® 20 (TBST; Merck, Niemcy) przez 1 godzing
w temperaturze pokojowej. Kolejnym etapem byto plukanie membran 3x5 min w buforze
TBST w celu pozbycia si¢ nadmiaru czynnika blokujacego. Nastgpnie membrany inkubowano
w roztworze przeciwcial pierwszorzedowych przez cata noc w 4°C (specyfikacj¢ przeciwcial
zastosowanych w badaniu przedstawiono szczegdtowo w Tabeli 2.). Aktyna postuzyta jako
biatko referencyjne. Po catonocnej inkubacji membrany ponownie ptukano tak, jak opisano
wyzej w celu usunigcia niezwigzanych przeciwcial. Nastgpnie membrany inkubowano
w roztworze przeciwcial drugorzedowych skoniugowanych z peroksydaza chrzanowa (HRP)
przez 1,5 godziny w temperaturze pokojowej (RT). Po tym czasie membrany wyptukano
znadmiaru niezwigzanych przeciwcial. Kompleksy immunoenzymatyczne wizualizowano
przy uzyciu Immobilon Western Chemiluminescent HRP Western blot Luminol Reagent
(Advansta Inc., USA) 1 archiwizowano przy uzyciu systemu ChemidocTM XRS + (BioRad

Laboratories Inc., USA). Membrany poddano analizie densytometrycznej przy uzyciu
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oprogramowania ImageJ (Narodowe Instytuty Zdrowia USA, USA). Dane wyrazono jako

stosunek biatka wisfatyny do biatka aktyny w umownych jednostkach gestosci optyczne;.
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Tabela 2. Specyfikacja przeciwcial pierwszorzedowych i drugorzedowych stosowanych podczas analizy Western Blot

PRZECIWCIALA

POCHODZENIE

PRODUCENT,
KRAJ I NUMER
KATALOGOWY

ROZCIENCZENIE

I-RZEDOWE

anty-wisfatynowe

krolik

Abcam, UK,
ab233294

1:700

anty-aktynowe

mysz

Merck, Niemcy,
A5316

1:5000

PRZECIWCIALA

ZNACZNIK

PRODUCENT,
KRAJ I NUMER
KATALOGOWY

ROZCIENCZENIE

II-RZEDOWE

kozie anty-krélicze

HRP

Cell Signaling
Technology, USA,
7074

1:1000

konskie anty-mysie

HRP

Cell Signaling
Technology, USA,
7076

1:1000
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3.4. OKRESLENIE KOLOKALIZACJI WISFATYNY Z LH, FSH,
ACTH, TSH, PRL I GH W PRZEDNIM PLACIE PRZYSADKI
METODA IMMUNOHISTOCHEMII FLUORESCENCYJNEJ

3.4.1. Przygotowanie preparatow tkankowych i barwienie skrawkow

Utrwalone w paraformaldehydzie przysadki (n = 3) zatopiono w parafinie, a nast¢pnie
pocigto na skrawki o grubosci 5 um 1 naniesiono na szkietka podstawowe. W celu odstonigcia
miejsc antygenowych, skrawki gotowano w roztworze Antigen Retrieval Solution
(Thermofisher Scientific, USA). Ograniczenie nieswoistego barwienia tta osiagnigto przez
inkubacj¢ skrawkow z 50 mM NH4Cl w soli fizjologicznej buforowanej fosforanami (PBS).
Nastepnie skrawki permeabilizowano przy uzyciu 0,1% Triton™ X-100 (Merck, Niemcy)
i nieswoiste miejsca wigzania przeciwcial blokowano poprzez 1,5-godzinng inkubacje
z buforem blokujacym surowicy rybiej (Thermo Fisher Scientific, USA). Nastepnie preparaty
ptukano 0,1 M PBS 1 inkubowano z odpowiednimi kombinacjami przeciwciat
pierwszorzegdowych, a nastgpnie z przeciwcialami drugorzedowymi skoniugowanymi
z barwnikami fluorescencyjnymi Alexa Fluor® 488 lub Alexa Fluor® 594 (specyfikacja
przeciwcial zastosowanych w badaniu zostata szczegdétowo przedstawiona w Tabeli 3.).
W przypadku kontroli negatywnej pomini¢to przeciwciala pierwszorzgdowe 1 szkietka
inkubowano z 0,1 M PBS. Niespecyficzne wybarwienie tta zostalo zmniejszone przez
inkubacje szkielek w 0,5% roztworze Sudan Black w 70% alkoholu etylowym. Otrzymane
preparaty wysuszono na powietrzu i pokryto histologicznym medium do zatapiania preparatow
Fluoroshield™ (Merck, Niemcy) zawierajacym 4’,6-diamidyno-2-fenyloindol (DAPI)

do barwienia kontrastujagcego jader komorkowych.
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Tabela 3. Specyfikacja przeciwcial pierwszorzedowych i drugorzedowych stosowanych podczas immunofluorescencji

PRODUCENT, KRAJ I NUMER

UK, 115-585-003

PRZECIWCIALA GATUNEK ROZCIENCZENIE
KATALOGOWY
anty-wisfatynowe krolik Abcam, UK, ab233294 1:150
anty-LH mysz Abcam, UK, ab212578 1:200
anty-FSH mysz Abcam, UK, ab233866 1:150
I-RZEDOWE anty-ACTH mysz Abcam, UK, ab212736 1:500
anty-TSH mysz R&D, USA, MAB57941 1:200
anty-PRL mysz Abcam, UK, ab11301 1:200
anty-GH mysz Abcam, UK, ab218405 1:200
TYP
) PRODUCENT, KRAJ I NUMER ,
PRZECIWCIALA | SPRZEZONEGO ROZCIENCZENIE
KATALOGOWY
FLUOROFORU
Jackson ImmunoResearch Labs,
kozie anty-krdlicze Alexa Fluor® 488 1:1000
UK, 111-545-003
II-RZEDOWE
' Jackson ImmunoResearch Labs,
konskie anty-mysie Alexa Fluor® 594 1:1000
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3.4.2. Analiza mikroskopowa preparatow

Wyznakowane skrawki analizowano przy uzyciu mikroskopu Olympus BXS51
(Olympus, Japonia) wyposazonego w iluminator fluorescencyjny EXFO x-CiteSeries 120Q
(Excelitas Technologies Corp., USA) z odpowiednim zestawem filtrow dla barwnikow DAPI
i Alexa Fluor®. Zdjecia wykonano przy uzyciu cyfrowego aparatu mikroskopowego Nikon DS-

Qi2 (Nikon, Japonia) i oprogramowania do obrazowania NIS-Elements (Nikon, Japonia).

3.5. OKRESLENIE WPLYWU GnRH, FSH, LH I INSULINY
NA ZAWARTOSC I SEKRECJE BIALKA WISFATYNY

3.5.1. Hodowla in vitro komorek przedniego plata przysadki

Komorki AP wyizolowano zgodnie z metoda opisang przez KIEZUN 1 in. (2014)
z kilkoma modyfikacjami. Izolacj¢ komoérek przeprowadzono poprzez trawienie wczesniej
pocigtej uprzednio na mate kawatki tkanki 0,2% kolagenazg (Merck, Niemcy) w temperaturze
37°C przez 30 min. Uzyskane w ten sposoéb komorki AP przeniesiono do probdwek
o pojemnosci 15 ml zawierajacych medium DMEM 1 odwirowano trzykrotnie przy 1000xg
w RT przez 10 minut. Po kazdym wirowaniu usuwano supernatant, a komorki zawieszano
w $wiezym medium. Nastepnie komorki trawiono cyklicznie 0,2% kolagenaza (Merck, Niemcy)
1 0,25% pankreatyng (Merck, Niemcy) przez 10 minut, az do rozproszenia catej tkanki.
Po kazdym cyklu trawienia uwolnione komorki zbierano i ptukano §wiezym medium DMEM,
jak opisano powyzej. Nastepnie zawiesing komorek przepuszczono przez filtr o $rednicy oczek
70 um w celu usuni¢cia niestrawionych fragmentéw tkanki. Liczbe wyizolowanych komoérek
AP oszacowano za pomocg hemocytometru, a zZywotno$¢ zbadano stosujgc biekit trypanu
(Merck, Niemcy). Zywotno$¢ uzyskanych komorek AP w kazdym przypadku wynosita >90%.
Wyizolowane komorki zawieszono w medium McCoy’s 5A (Merck, Niemcy), zawierajacym
10% surowicy konskiej (Merck, Niemcy) i1 2,5% plodowej surowicy cielecej (Merck, Niemcy).
Komoérki wysiano na 6-dotkowe ptytki hodowlane (1,5x10° komérek/2 ml/dotek) i poddano
preinkubacji przez 48 godzin (37°C, 5% CO2, 95% powietrza). Nastepnie do kazdej studzienki
dodano $wieze, wolne od surowicy medium McCoy’s 5A i kontynuowano preinkubacj¢ przez
kolejne 24 godziny. Po tym czasie medium usuni¢to i dodano $wieze, pozbawione surowicy
medium McCoy’s SA. Komorki inkubowano przez kolejne 24 godziny (37°C, 5% CO2, 95%
powietrza) w obecnos$ci czynnikow: GnRH (100 ng/ml), LH (100 ng/ml), FSH (100 ng/ml) lub
INS (10 ng/ml). Komorki hodowane bez dodatku czynnikéw wykorzystano jako proby
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kontrolne. St¢zenia GnRH 1 INS wybrano, odpowiednio, na podstawie KIEZUN 1 in., 2014 oraz
GAVIN i in., 1974. Stezenia LH i FSH zostaly wybrane na podstawie pracy GREGORASZCZUK
iin. (2003). Potencjalny wptyw badanych czynnikéw na zywotno$¢ komoérek AP okreslono
za pomocy testu Alamar Blue, ktory wykazat, ze zastosowane czynniki nie miaty toksycznego
wpltywu na hodowane komodrki AP. Po inkubacji medium zebrano i odwirowano przy 1000xg,
a supernatanty przechowywano w -20°C do czasu przeprowadzenia analiz ELISA. Z komorek
wyizolowano biatko za pomoca T-PER (Thermo Fisher Scientific, USA) tak, jak opisano

w rozdziale 3.3.1., a uzyskane izolaty przechowywano w -80°C do czasu analizy Western Blot.

3.5.2. OKkreslenie zawartosci bialka wisfatyny w izolowanych komérkach
przedniego plata przysadki metoda Western Blot

Zawartos¢ biatka wisfatyny w komorkach AP okreslono metoda Western Blot. Analiza
ta zostala przeprowadzona zgodnie w opisem przedstawionym w rozdziatach 3.3.3. 1 3.3.2.
(specyfikacje przeciwcial zastosowanych w tym badaniu przedstawiono szczegdtowo w Tabeli

2.).

3.5.3. Oznaczanie st¢zenia wisfatyny w mediach hodowlanych metoda ELISA

Do ilosciowego okreslenia koncentracji biatka wisfatyny w medium hodowlanym
wykorzystano komercyjne zestawy ELISA (nr kat. MBS736963, MyBioSource, USA) zgodnie
z protokotem producenta. Wartosci absorbancji mierzono przy dlugosci fali A=450 nm,
uzywajac czytnika mikroptytek ELx808 ELISA i oprogramowania KC Junior (BioTek
Instruments, USA). Wewnatrzseryjne 1 mig¢dzyseryjne wspoOtczynniki zmiennosci dla

przeprowadzonej analizy wyniosty, odpowiednio, 6,03% 1 6,17%.

3.6. OKRESLENIE WPLYWU WISFATYNY NA SEKRECJE
GONADOTROPIN PRZEZ KOMORKI PRZEDNIEGO PLATA
PRZYSADKI METODA ELISA

3.6.1. Hodowla in vitro komorek przedniego plata przysadki

Hodowla in vitro komérek AP zostata przeprowadzona zgodnie z opisem podanym
w punkcie 3.5.1. z kilkoma wyjatkami. Komoérki wysiano na 24-dotkowe ptytki hodowlane
(2,5%10° komorek/1 ml/dotek) i poddano preinkubacji przez 48 godzin (37°C, 5% CO2, 95%
powietrza). Nastepnie do kazdej studzienki dodano 1 ml $§wiezego, pozbawionego surowicy
medium McCoy’s 5A 1 kontynuowano preinkubacje przez kolejne 24 godziny. Po tym czasie

medium usuni¢to 1 dodano $wieze, pozbawione surowicy medium McCoy’s SA. Komorki
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inkubowano przez kolejne 24 godziny (37°C, 5% CO2, 95% powietrza) w obecnosci
czynnikow: wisfatyny (1, 10, 100 ng/ml) i/lub blokera wisfatyny FK866 (10 nM). Komorki
hodowane bez dodatku badanych czynnikow wykorzystano jako proby kontrolne. Potencjalny
wplyw badanych czynnikdéw na zywotno$¢ komorek okreslono za pomocg testu Alamar Blue,
ktory wykazal, ze zastosowane stezenia wisfatyny 1 FK866 nie mialy toksycznego wptywu
na hodowane komorki AP. Po inkubacji zebrano medium i odwirowano przy 1000xg,

a supernatanty przechowywano w -20°C do czasu przeprowadzenia analiz metodg ELISA.

3.6.2. Oznaczanie st¢zen LH i FSH w mediach hodowlanych metoda ELISA

Koncentracj¢ gonadotropin w mediach hodowlanym oznaczono przy uzyciu
komercyjnych zestawéw ELISA specyficznych dla LH (nr kat. EP0105; FineTest, Chiny) i FSH
(nr kat. EP0060; FineTest, Chiny) zgodnie z protokotami producenta. Wartosci absorbancji
mierzono spektrofotometrycznie przy dtugosci fali A=450 nm, uzywajac aparatu Infinite M200
PRO Reader z oprogramowaniem Tecan i-Control 1.8 (Tecan, Szwajcaria). Wewnatrzseryjne
i miedzyseryjne wspotczynniki zmienno$ci dla przeprowadzonej analizy wyniosty 2,69%

16,58% dla LH oraz 3,16% i 7,34% dla FSH.

3.7. OKRESLENIE WPLYWU WISFATYNY NA PROLIFERACIJE
KOMOREK PRZEDNIEGO PLATA PRZYSADKI

3.7.1. Hodowla in vitro komorek przedniego plata przysadki

Hodowla in vitro komorek AP zostala przeprowadzona zgodnie z opisem zawartym
w punkcie 3.5.1. z jednym wyjatkiem. Komorki wysiano na 96-dotkowe ptytki hodowlane
(1x10° komorek/100 pl/dotek) i poddano preinkubacji przez 48 godzin (37°C, 5% CO2, 95%
powietrza). Nastepnie do kazdej studzienki dodano §wieze, wolne od surowicy medium
McCoy’s 5A 1 kontynuowano preinkubacje przez kolejne 24 godziny. Po tym czasie medium
usuni¢to, a do dotkéw dodano $wieze, pozbawione surowicy medium McCoy’s SA. Komorki
inkubowano przez kolejne 24 godziny (37°C, 5% CO2, 95% powietrza) w obecnosci
czynnikow: wisfatyny (1, 10, 100 ng/ml) 1/lub FK866 (10 nM). Dodatkowo, komorki hodowane

bez dodatku czynnikow wykorzystano jako proby kontrolne.

3.7.2. Analiza Alamar Blue

Proliferacje komérek AP oceniano przy uzyciu testu Alamar Blue® (Thermo Fisher

Scientific, USA), zgodnie z instrukcjami producenta. Po zakonczeniu hodowli in vitro
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zmierzono absorbancj¢ medium w kazdym dotku 96-dotkowej ptytki przy dwéch dtugosciach
fali, A=570 nm (A570) i A=600 nm (A600), uzywajac spektrofotometru Infinite M200 Pro
(Tecan, Szwajcaria). Procentowa r6znic¢ w redukcji barwnika Alamar Blue przez inkubowane
komorki, obliczono przez poréwnanie stosunku (A570-A600)/(A600) wartosci absorbancji
skorygowanej o tlo dla probek z grup stymulowanych czynnikami oraz dla prébek z grupy
kontrolnej. Uzyskane wyniki odzwierciedlaty aktywnos$¢ metaboliczng komorek i wskazywaty
wynikajaca z niej tendencj¢ do proliferacji. Wartosci bliskie 100% interpretowano jako
wskazujgce na brak zmian w proliferacji komoérek (wzgledem kontroli), warto$ci powyzej
100% uznawano za wskazujace na stymulacje proliferacji komorek, a wartosci ponizej 100%

uznawano za wskazujace na zahamowanie proliferacji komorek.

3.8. OKRESLENIE WPLYWU WISFATYNY NA APOPTOZE
KOMOREK PRZEDNIEGO PLATA PRZYSADKI

3.8.1. Hodowla in vitro komorek przedniego plata przysadki

Hodowla in vitro komérek AP zostata przeprowadzona zgodnie z opisem podanym
w punkcie 3.5.1. z kilkoma wyjatkami. Proby, ktore miaty postuzy¢ za pozytywna kontrole
procesu apoptozy preinkubowano w obecnos$ci kamptotecyny w koncentracji 4 pg/ml.
Po okresie inkubacji media usunig¢to, a do dotkéw dodano $wieze, pozbawione surowicy
medium McCoy’s SA. Komorki inkubowano przez nastepne 24 godziny (37°C, 5% CO», 95%
powietrza) w obecno$ci badanych czynnikow: wisfatyny (1, 10, 100 ng/ml) i/lub FK866
(10 nM) oraz kamptotecyny (pozytywna kontrola procesu apoptozy). Dodatkowo, komorki

hodowane bez dodatku czynnikéw wykorzystano jako proby kontrolne.

3.8.2. Cytometria przeplywowa

Intensywnos$¢ procesu apoptozy komorek AP okre§lono z wykorzystaniem techniki
cytometrii przeptywowej. W celu zbadania tego procesu wykorzystano zestaw Swine Annexin
V-Fluorescein Apoptosis Assay (Immuno-Chemistry Technologies, USA), zgodnie
z instrukcjami producenta. Do znakowania komorek we wczesnej 1 poznej fazie apoptozy
zastosowano aneksyne V wyznakowang fluoresceing, natomiast barwienie jodkiem propidyny
(PI) zastosowano do wykrywania komdrek w poéznym stadium apoptozy, a takze komorek
martwych. Pozytywna kontrole dla procesu apoptozy stanowity komorki stymulowane
kamptotecyng (Merck, Niemcy) zgodnie z zaleceniami w producenta. W celu przeprowadzenia

analizy medium usuni¢to natychmiast po zakonczeniu hodowli in vitro, a komorki oddzielono
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od ptytki za pomocg 0,05% trypsyny-EDTA (Merck, Niemcy). Komorki nastepnie przemyto
dwukrotnie w PBS i1 odwirowano przy 1000xg przez 5 minut w RT. Nastepnie komorki
zawieszono w buforze wigzacym na bazie wapnia i traktowano aneksyng i PI. Pomiary
przeprowadzono przy uzyciu cytometru przeptywowego FACSCelesta™ (BD Biosciences,
USA). W kazdej z prob przeprowadzono analiz¢ dla 20 000 zdarzen. Dane zebrano

1 przeanalizowano stosujac oprogramowanie FACSDiva 9.0 (BD Biosciences, USA).

3.9. OKRESLENIE WPLYWU WISFATYNY NA AKTYWACIJE
SZLAKOW SYGNALOWYCH INSR, AKT/PI3K, MAPK/ERK1/2
I AMPK W KOMORKACH PRZEDNIEGO PLATA PRZYSADKI
METODA WESTERN BLOT

3.9.1. Hodowla in vitro komorek przedniego plata przysadki

Hodowla in vitro komoérek AP zostala przeprowadzona zgodnie z opisem podanym
w punkcie 3.5.1. z kilkoma wyjatkami. Po preinkubacji medium usuni¢to, a do dotkéw dodano
swieze, pozbawione surowicy medium McCoy’s 5A. Komorki inkubowano w obecnosci
wisfatyny (10 ng/ml) przez kolejne 2, 5, 10 i 30 min (37°C, 5% CO2, 95% powietrza).

Dodatkowo, komorki hodowane bez dodatku wisfatyny wykorzystano jako proby kontrolne.

3.9.2. Okreslenie stezenia fosforylowanego i calkowitego bialka INSR w mediach

hodowlanych metoda ELISA

Aktywacje szlaku INSR oceniano poprzez iloSciowe oznaczenie calkowitego st¢zenia
INSR (total-INSR) 1 stgzenia jego formy fosforylowanej (fosfo-INSR) w ekstraktach
biatkowych przy uzyciu komercyjnych zestawow ELISA (EIA09483p: total-INSR;
EIA05929p: fosfo-INSR). Test przeprowadzono zgodnie z zaleceniami producenta. Wartosci
absorbancji mierzono przy dtugosci fali A=450 nm, uzywajac czytnika Infinite M200 Pro
z oprogramowaniem Tecan i-control™ 1.8 (Tecan, Szwajcaria). Wewnatrzseryjne
wspotczynniki zmienno$ci dla przeprowadzonej analizy wyniosty 1,57% dla fosfo-INSR
11,63% dla catkowitego-INSR. Stosunek stezen fosfo-INSR do catkowitego-INSR dla kazde;j

probki z tej samej ekstrakeji zinterpretowano jako poziom aktywacji szlaku.

3.9.3. Analiza Western Blot

Aktywacje szlakow sygnatowych AKT/PI3K, MAPK/ERK1/2 i AMPK okres§lono

poprzez zbadanie zawartosci bialek specyficznych dla szlaku i1 ich fosforylowanych form
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za pomocg techniki Western Blot, jak opisano w punktach 3.3.2. 1 3.3.3. z kilkoma wyjatkami.
Do analizy uzyto po 10 pg biatka na studzienke. Proby rozdzielono na 12,5% zelach
poliakryloamidowych. Nastepnie biatka przeniesiono na membrany PVDF o $rednicy porow
0,45 um (Merck, Niemcy) metodg transferu pétsuchego (warunki dla dwoéch zeli: 12 V, 5 A,
12 min), stosujac urzadzenie Invitrogen Power Blotter Station (Thermo Fisher Scientific, USA).
W kolejnym etapie procedury membrany blokowano w 5% BSA w TBST (Merck, Niemcy)
przez 1 godzing. Po zakonczeniu blokowania bloty wyptukano 3x5 min w buforze TBST
iinkubowano przez noc w temperaturze 4°C z odpowiednimi przeciwcialami
pierwszorzgdowymi (specyfikacje przeciwcial przedstawiono szczegotowo w Tabeli 4.)
Po calonocnej inkubacji, bloty wyptukano i inkubowano z przeciwciatami drugorzgdowymi
przez 1,5 godziny w RT. Kompleksy immunoenzymatyczne wykrywano metoda
chemiluminescencji przy uzyciu odczynnika Immobilon Western Chemiluminescent HRP
Substrate (Merck, Niemcy), zgodnie z instrukcjami producenta. Nastgpnie membrany
analizowano i archiwizowano przy uzyciu systemu obrazowania Azure 280 (Azure Biosystems,
USA). Zidentyfikowane biatka okreslono ilosciowo za pomocg analizy densytometrycznej przy
uzyciu oprogramowania Image Studio™ Lite v. 5.2 (LI-COR Biosciences, USA). Stosunek
ilosci fosforylowanego biatka, specyficznego dla danego szlaku, do zawartosci jego postaci
niefosforylowanej (catkowitej) dla kazdej probki z tej samej ekstrakcji zinterpretowano jako

poziom aktywacji szlaku.
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Tabela 4. Specyfikacja przeciwcial pierwszorzedowych i drugorzedowych stosowanych podczas analizy Western Blot

PRODUCENT, KRAJ I NUMER i
PRZECIWCIALA ROZCIENCZENIE
KATALOGOWY
anty-AKT Cell Signaling Technology, USA, 9272 1:1000
anty-fosfo-AKT Cell Signaling Technology, USA, 9271 1:1000
anty-MAPK Cell Signaling Technology, USA, 9102 1:1000
I-RZEDOWE
anty-fosfo-MAPK Cell Signaling Technology, USA, 9101 1:1000
anty-AMPK Cell Signaling Technology, USA, 2532 1:1000
anty-fosfo-AMPK Cell Signaling Technology, USA, 2531 1:1000
PRODUCENT, KRAJ I NUMER ,
PRZECIWCIALA ROZCIENCZENIE
KATALOGOWY
kozie anty-krolicze
II-RZEDOWE ) Merck, Niemcy, AP156P 1:10 000
skoniugowane z HRP
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3.10. OKRESLENIE WPLYWU WISFATYNY, ANTAGONISTY
RECEPTORA INSULINY I INHIBITOROW SZLAKOW
SYGNALOWYCH NA SEKRECJE LH I FSH PRZEZ KOMORKI
PRZEDNIEGO PLATA PRZYSADKI METODA ELISA

3.10.1. Hodowla in vitro komoérek przedniego plata przysadki

Hodowla in vitro komoérek AP zostala przeprowadzona zgodnie z opisem podanym
w punkcie 3.6.1. z kilkoma wyjatkami. Po preinkubacji medium usuni¢to, a do dotkdéw dodano
swieze, pozbawione surowicy medium McCoy’s 5A. Komorki inkubowano przez kolejne
24 godziny (37°C, 5% CO2, 95% powietrza) w obecnos$ci badanych czynnikow: wisfatyny
(10 ng/ml) i/lub antagonisty INSR (S961; 1 uM), i/lub blokera szlaku AKT/PI3K (LY294002;
20 uM), 1/lub blokera szlaku MAPK/ERK1/2 (U0126; 10 uM) i/lub blokera szlaku AMPK
(DMPH; 10 uM). Dodatkowo, komorki hodowane bez dodatku czynnikow wykorzystano jako
proby kontrolne. Potencjalny wptyw badanych czynnikow na zywotno$¢ komorek okreslono za
pomoca testu Alamar Blue, ktory nie wykazat ich toksycznego wptywu na komorki AP. Po
inkubacji medium zebrano i odwirowano przy 1000xg, a supernatanty przechowywano

w - 20°C do czasu przeprowadzenia analiz ELISA.

3.10.2. Oznaczanie stezen LH i FSH w mediach hodowlanych metoda ELISA

Koncentracje¢ gonadotropin w mediach hodowlanym oznaczono doktadnie jak opisano

w punkcie 3.6.2.

3.11. ANALIZA STATYSTYCZNA

Analizy statystyczne przeprowadzono przy uzyciu programu Statistica (StatSoft Inc.,
USA). Wszystkie dane sprawdzono pod katem normalnosci rozktadu (test Shapiro-Wilka)
1 jednorodnos$ci wariancji (test Levene’a).

Do analizy koncentracji transkryptow i biatek wisfatyny w AP 1 NP oraz wptywu GnRH,
LH, FSH 1 INS na koncentracj¢ i sekrecje wisfatyny przez komorki AP wykorzystano
jednoczynnikowg analiz¢ wariancji ANOVA oraz test post hoc Tukey’a.

Wyniki dotyczace wydzielania LH 1 FSH analizowano za pomoca wieloczynnikowe;j
analizy ANOVA z czterema zmiennymi niezaleznymi (czynnikami gléwnymi): faza,
stymulacjg komorek, st¢zeniami wisfatyny 1 FK866 oraz interakcjg tych czynnikow. Nastepnie
zastosowano dwuczynnikowg analize¢ ANOVA oraz test post hoc Duncana w celu zbadania
réznic w wydzielaniu gonadotropin dla kazdej konfiguracji eksperymentu i fazy cyklu

rujowego.
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Wplyw gléwnych czynnikow, tj. fazy, stezenia wisfatyny 1 FK866 oraz interakcje tych
czynnikow na proliferacje komoérek zbadano za pomoca wieloczynnikowej analizy ANOVA.
Nastegpnie okreslono réznice migedzy grupami dla kazdego uktadu eksperymentalnego i fazy
cyklu za pomoca dwuczynnikowej analizy ANOVA oraz testu post hoc Duncana.

W celu zbadania wptywu wisfatyny in vitro na proces apoptozy, zastosowano analize
dwuczynnikowg ANOVA, a nastepnie test post hoc Duncana.

Aktywacja szlakow sygnatowych INSR, AKT/PI3K, MAPK/ERK1/2 i AMPK zostata
zbadana przez zastosowanie jednoczynnikowej analizy ANOVA w celu okreslenia, zaleznego
od czasu, wptywu wisfatyny na komorki AP.

Do okreslenia wplywu wisfatyny in vitro na poziom wydzielania LH i FSH w obecnosci
inhibitorow szlakow sygnalowych wykorzystano analize wieloczynnikowa ANOVA,
a nastepnie test post hoc Dunnett’a. W analizie tej uwzglgdniono pig¢ zmiennych niezaleznych
(czynniki glowne): wisfatyna 1 inhibitory szlakow S961, LY294002, U0126, DMPH oraz
interakcje migdzy tymi czynnikami.

Wszystkie dane eksperymentalne przedstawiono jako $rednie = btad standardowy $redniej
(S.E.M.) eksperymentéw przeprowadzonych w pigciu powtodrzeniach (n = 5). Za istotne

statystycznie uznano réznice pomi¢dzy badanymi grupami, gdy wartosci p < 0,05.
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4. WYNIKI

4.1. EKSPRESJA GENU I KONCENTRACJA BIALKA WISFATYNY
W PRZEDNIM I TYLNYM PLACIE PRZYSADKI W CZASIE
CYKLU RUJOWEGO I WCZESNEJ CIAZY

4.1.1. Ekspresja wisfatyny w przednim placie przysadki

Najwyzsza ekspresje genu wisfatyny w czasie cyklu rujowego odnotowano w 10.-12.
dniu. Z kolei w 17.-19. dniu cyklu ekspresja spadta w poréwnaniu do dni 10.-12. i 14.-16.
(publikacja 1., rycina 1A).

Podczas cigzy zaobserwowano nizsza ekspresje NAMPT w 15.-16. dniu w poréwnaniu
z dniami 12.-13. 1 27.-28. (publikacja 1., rycina 1B).

Poréwnanie ekspresji genu wisfatyny miedzy okresami wczesnej cigzy a faza
srodkowolutealng cyklu rujowego wskazuje, ze zawartos¢ mRNA wisfatyny w AP
we wszystkich badanych okresach cigzy byta nizsza (publikacja 1., rycina 1C).

W czasie cyklu rujowego najwigksza koncentracje biatka wisfatyny zaobserwowano
w 14.-16. dniu, natomiast najnizszag w 17.-19. dniu cyklu (publikacja 1., rycina 1D).

W czasie cigzy koncentracja biatka wisfatyny byta nizsza w 12.-13. dniu w poréwnaniu
z dniami 10.-11. 1 27.-28. (publikacja 1., rycina 1E).

Poréwnujac okresy wczesnej cigzy z faza $rodkowolutealng cyklu rujowego,
stwierdzono istotnie wyzsza koncentracj¢ biatka wisfatyny w 27.-28. dniu cigzy (publikacja 1.,

rycina 1F).

4.1.2. Ekspresja wisfatyny w tylnym placie przysadki

W czasie cyklu rujowego najwyzsza ekspresj¢ genu wisfatyny zaobserwowano w 2.-3.
dniu. Nizszg ekspresj¢ NAMPT odnotowano w dniach 14.-16. i 17.-19., natomiast najnizsza
w 10.-12. dniu (publikacja 1., rycina 2A).

W czasie cigzy koncentracja mRNA wisfatyny byla najnizsza w 12.-13. dniu cyklu
(publikacja 1., rycina 2B).

Poréwnanie okresoéw wczesnej cigzy i fazy S$rodkowolutealnej cyklu rujowego
wskazuje, ze zawartos§¢ mRNA wisfatyny we wszystkich okresach cigzy byta nizsza (publikacja
1., rycina 2C).

W czasie cyklu rujowego najnizsza koncentracj¢ biatka wisfatyny zaobserwowano

w 2.-3. dniu (publikacja 1., rycina 2D).
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W czasie cigzy ekspresja biatka wisfatyny byta stata we wszystkich badanych okresach
(publikacja 1., rycina 2E).
Nie zaobserwowano réznic w koncentracji biatka wisfatyny pomigdzy okresami

wczesnej cigzy a fazg srodkowolutealng cyklu rujowego (publikacja 1., rycina 2F).

4.2. KOLOKALIZACJA WISFATYNY Z LH, FSH, ACTH, TSH, PRL
IGH W PRZEDNIM PLACIE PRZYSADKI W 10.-12. DNIU
CYKLU RUJOWEGO

Obecnos¢ biatka wisfatyny zaobserwowano w  komodrkach — gonadotropowych,
kortykotropowych, tyreotropowych, laktotropowych i somatotropowych (publikacja 1.,
ryciny 3 14).

4.3. WPLYW GnRH, LH, FSH I INSULINY NA KONCENTRACJE
I SEKRECJE BIALKA WISFATYNY

W 2.-3. dniu cyklu rujowego jedynie LH zwigkszalo koncentracje i wydzielanie biatka
wisfatyny w komorkach przedniego ptata przysadki (publikacja 1., rycina 5SA, SE). W 10.-12.
dniu cyklu rujowego zaden z badanych hormonow nie wptywat na koncentracje 1 wydzielanie
biatka wisfatyny (publikacja 1., rycina 5B, 5F). W 14.-16. dniu cyklu rujowego Zaden
z badanych hormondw nie mial wplywu na koncentracj¢ wisfatyny (publikacja 1., rycina 5C),
a jedynie GnRH stymulowato wydzielanie wisfatyny (publikacja 1., rycina 5G). W 17.-19. dniu
cyklu rujowego nie stwierdzono wplywu badanych hormondéw na koncentracje biatka
wisfatyny (publikacja 1., rycina 5D), natomiast kazdy z nich stymulowal wydzielanie wisfatyny

(publikacja 1., rycina SH).

4.4. WPLYW WISFATYNY NA PODSTAWOWA 1 INDUKOWANA
GnRH I/LUB INSULINA SEKRECJE GONADOTROPIN PRZEZ
KOMORKI PRZEDNIEGO PLATA PRZYSADKI W CZASIE
CYKLU RUJOWEGO

4.4.1. Podstawowa sekrecja LH

Stwierdzono, ze wisfatyna we wszystkich badanych stezeniach zwigkszata podstawowe

wydzielanie LH w fazach wczesnolutealnej 1 pgcherzykowej (publikacja 2., rycina 1A 1 1D).
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Wisfatyna w stezeniach 1 1 10 ng/ml rowniez zwigkszata podstawowe wydzielanie LH w fazie
srodkowolutealnej (publikacja 2., rycina 1B). Z kolei w fazie poznolutealnej wisfatyna
w stezeniu 100 ng/ml spowodowata zmniejszenie podstawowego wydzielania LH

(publikacja 2., rycina 1C).

4.4.2. Indukowana GnRH sekrecja LH

Stymulowane GnRH wydzielanie LH wzrosto w odpowiedzi na wisfatyn¢ w st¢zeniu
10 i 100 ng/ml w fazie pecherzykowej (publikacja 2., rycina 2D). Z kolei wydzielanie LH
stymulowane GnRH bylo ttumione przez wisfatyne we wszystkich badanych stezeniach w fazie
wczesno- 1 poznolutealnej (publikacja 2., rycina 2A 1 2C). W fazie Srodkowolutealnej wisfatyna
w stezeniach 1 1 100 ng/ml zmniejszala stymulowane GnRH wydzielanie LH (publikacja 2.,

rycina 2B).

4.4.3. Indukowana insuling sekrecja LH

Stwierdzono, ze wisfatyna w stezeniu fizjologicznym (10 ng/ml) zwigkszala
wydzielanie LH stymulowane przez INS w fazie wczesnolutealnej (publikacja 2., rycina 3A).
Wisfatyna w stezeniach 10 i 100 ng/ml zwigkszala réwniez stymulowane przez INS
wydzielanie LH w fazie srodkowolutealnej (publikacja 2., rycina 3B). Wisfatyna we wszystkich
badanych stezeniach zwigkszala stymulowane przez INS wydzielanie LH w fazie
pecherzykowej (publikacja 2., rycina 3D). Natomiast w fazie pdznolutealnej wisfatyna
w stezeniach 10 1 100 ng/ml zmniejszata stymulowane przez INS wydzielanie LH (publikacja

2., rycina 3C).

4.4.4. Indukowana GnRH i insuling sekrecja LH

Wisfatyna we wszystkich badanych st¢zeniach zwigkszala wydzielanie LH
stymulowane GnRH 1 INS w fazie pecherzykowej (publikacja 2., rycina 4D). Z kolei wisfatyna
we wszystkich badanych stezeniach zmniejszata wydzielanie LH stymulowane GnRH 1 INS
w fazie lutealnej (publikacja 2., rycina. 4A, 4B 1 4C).

Nalezy rowniez zauwazy¢, ze nie zaobserwowano istotnych statystycznie zmian
w podstawowym 1 stymulowanym GnRH i/lub INS wydzielaniu LH w obecnosci blokera
wisfatyny FK866 (publikacja 2., ryciny 1-4). St¢zenia wydzielanego pod wptywem blokera
FK866 LH byly porownywalne ze stgzeniami obserwowanymi w odpowiadajacych grupach
kontrolnych. Wspolne uzycie wisfatyny i jej blokera FK866 niwelowato wptyw wisfatyny

do poziomu kontroli.
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4.4.5. Podstawowa sekrecja FSH

Podstawowe wydzielanie FSH zostalo zwigkszone przez wisfatyng uzyta
w najwyzszym stezeniu podczas fazy pecherzykowej (publikacja 2., rycina 5D). Wisfatyna
w stezeniach 10 1 100 ng/ml zmniejszata podstawowe wydzielanie FSH w fazie
wczesnolutealnej (publikacja 2., rycina 5A). Podobnie wisfatyna w najwyzszym st¢zeniu
hamowata podstawowe wydzielanie FSH w fazie srodkowolutealnej (publikacja 2., rycina 5B)
1 nie miata wplywu na uwalnianie gonadotropiny w fazie p6znolutealnej (publikacja 2., rycina

50).

4.4.6. Indukowana GnRH sekrecja FSH

Stymulowane GnRH wydzielanie FSH bylo zwigkszone w obecnosci wisfatyny
w stezeniach 10 1 100 ng/ml podczas fazy pecherzykowej (publikacja 2., rycina 6D). Natomiast
wydzielanie FSH stymulowane GnRH bylo zmniejszone przez najwyzsze stezenie wisfatyny
w fazach wczesno- 1 sSrodkowolutealnej (publikacja 2., rycina 6A 1 6B). W fazie pdznolutealnej

wplyw wisfatyny byt statystycznie nieistotny (publikacja 2., rycina 6C).

4.4.7. Indukowana insuling sekrecja FSH

Wisfatyna w stezeniu 100 ng/ml zwigkszata stymulowane przefz INS wydzielanie FSH
w fazie pecherzykowej (publikacja 2., rycina 7D). Z kolei wydzielanie FSH indukowane INS
zostalo obnizone przez wisfatyne w najwyzszym stezeniu w fazie Srodkowolutealnej
(publikacja 2., rycina 7B). W dwoch pozostatych fazach cyklu nie odnotowano znaczacego

wplywu wisfatyny (publikacja 2., rycina 7A 1 7C).

4.4.8. Indukowana GnRH i insulina sekrecja FSH

Wisfatyna w stezeniach 10 1 100 ng/ml zwigkszata wydzielanie FSH stymulowane
GnRH i INS w fazie pecherzykowej (publikacja 2., rycina 8D). W fazie wczesnolutealnej,
wisfatyna w ste¢zeniach 10 1 100 ng/ml zmniejszata stymulowane GnRH i INS wydzielanie FSH
(publikacja 2., rycina 8A). Najwyzsze stezenie wisfatyny hamowatlo wydzielanie FSH
stymulowane GnRH 1 INS w fazie $rodkowolutealnej (publikacja 2., rycina 8B).
Nie zaobserwowano wptywu wisfatyny w fazie péznolutealnej (publikacja 2., rycina 8C).

Nie zaobserwowano zadnych zmian w podstawowym i stymulowanym GnRH i/lub INS
wydzielaniu FSH w obecnosci blokera wisfatyny FK866. Dodany samodzielnie bloker
wisfatyny FK866 nie mial wplywu na wydzielanie FSH, ale znaczaco hamowal wptyw

wisfatyny na uwalnianie tej gonadotropiny (publikacja 2., ryciny 5-8).
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4.5. WPLYW WISFATYNY NA PROLIFERACJE KOMOREK
PRZEDNIEGO PLATA PRZYSADKI W CZASIE CYKLU
RUJOWEGO

Wisfatyna w koncentracji 10 i 100 ng/ml pobudzata proliferacj¢ komoérek AP w fazach
wczesno- 1 srodkowolutealnej (publikacja 2., rycina 9A 1 9B), natomiast w stezeniu 100 ng/ml
wykazywata podobne dziatanie w fazach pdznolutealnej i pecherzykowej (publikacja 2., rycina
9Ci9D).

Nie zaobserwowano zadnych zmian w proliferacji komérek AP pod wpltywem blokera
wisfatyny FK866. Z kolei jednoczesne zastosowanie wisfatyny i FK866 tltumito stymulujacy
wpltyw wisfatyny na proliferacj¢ komorek AP do poziomu kontroli (publikacja 2., rycina 9).

4.6. WPLYW  WISFATYNY NA APOPTOZE KOMOREK
PRZEDNIEGO PLATA PRZYSADKI W CZASIE CYKLU
RUJOWEGO

Wisfatyna i/lub bloker wisfatyny FK866 nie mialy wplywu na proces apoptozy komorek
AP (publikacja 2., rycina 10A-C). Nie zaobserwowano réwniez wptywu wisfatyny i/lub blokera
wisfatyny FK866 na liczbe¢ martwych komorek (publikacja 2., rycina 10D).

4.7. WPLYW  WISFATYNY NA AKTYWACJE SZLAKOW
SYGNALOWYCH INSR, AKT/PI3K, MAPK/ERK1/2 T AMPK
W KOMORKACH PRZEDNIEGO PEATA PRZYSADKI W 10.-12.
DNIU CYKLU RUJOWEGO

Zaobserwowano, ze wzrost zawartosci fosfo-INSR nastgpit w 10 minucie hodowli
z dodatkiem wisfatyny, osiagajac szczytowag wartos¢ po 30 minutach (publikacja 2., rycina
11A).

W przypadku fosfo-AKT wzrost jego zawarto$ci zaobserwowano juz po 2 minutach
stymulacji wisfatyna, przy czym najwyzsza ekspresje fosfo-AKT odnotowano po 5 minutach
inkubacji w obecnos$ci wisfatyny. Ekspresja fosfo-AKT powrdcita do poczatkowego poziomu
po 10 minutach hodowli (publikacja 2., rycina 11B).

Wzrost fosforylacji MAPK zaobserwowano po 2 1 5 minutach stymulacji wisfatyna,
a ekspresja fosfo-MAPK powrécita do poziomu wyjsciowego po 10 minutach inkubacji

(publikacja 2., rycina 11C).
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Z kolei w przypadku AMPK, zaobserwowano spadek fosforylacji po 5, 10 1 30 minutach

stymulacji wisfatyng (publikacja 2., rycina 11D).

4.8. WPLYW WISFATYNY, ANTAGONISTY RECEPTORA
INSULINY I INHIBITOROW SZLAKOW SYGNALOWYCH
NA SEKRECJE LH I FSH PRZEZ KOMORKI PRZEDNIEGO
PLATA PRZYSADKI

Wisfatyna stymulowata wydzielanie LH (publikacja 2., rycina 12A) oraz hamowala

wydzielanie FSH (publikacja 2., rycina 12B). Dziatanie wisfatyny zostalo zablokowane pod
wplywem blokerow szlakow INSR, AKT/PI3K, MAPK/ERK1/2 i AMPK (publikacja 2., rycina

12A 1 12B). Wyniki te wskazuja, ze wisfatyna moze dziala¢ na komorki przedniego ptata

przysadki §win przez wszystkie badane szlaki sygnatowe.

»
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§961 — an inhibitor of the INSR pathway LY294002 — an inhibitor of the AKT/PI3K pathway

U0126 — an inhibitor of the MAPK/ERK1/2 pathway DMPH (Dorsomorphin/Compound C)— an inhibitor of the AMPK pathway

W streszczeniu pracy doktorskiej (jej czesci polskojezycznej) prezentujemy poprawng

wersje rysunku 12, takq jaka byla wystana do redakcji czasopisma Cells i jaka rowniez byla

elementem odestanej do redakcji szczotki artykutu. Z powodow niezaleznych od autorow

rysunek 12 (podpisy stupkow) zostaly zmienione przez redakcje Cells.
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5. PODSUMOWANIE I WNIOSKI

Otrzymane wyniki, poza udziatlem wisfatyny w kontroli apoptozy komorek AP, pozytywnie

zweryfikowaty postawione hipotezy oraz poszerzyly dotychczasowa wiedz¢ na temat

funkcjonowania przysadki $win. Na podstawie uzyskanych wynikoéw stwierdzono:

1)

2)

3)

4)

5)

6)

7)

wystepowanie mRNA 1 biatka wisfatyny w AP 1 NP $wini, co sugeruje jej lokalng
synteze 1 mozliwy auto-/parakrynny wplyw na gruczot;

zmiany ekspresji genu i koncentracji biatek wisfatyny w obu platach przysadki $wini
podczas cyklu rujowego i wczesnej cigzy, co sugeruje, ze eckspresja wisfatyny
w badanym gruczole jest zalezna od statusu hormonalnego zwierzecia;

obecno$¢  wisfatyny w  komorkach  gonadotropowych,  tyreotropowych,
somatotropowych, laktotropowych i kortykotropowych §wini;

wptyw GnRH, FSH, LH i insuliny na koncentracj¢ i sekrecj¢ biatka wisfatyny;

zalezny od fazy cyklu (statusu endokrynnego zwierzecia) wplyw wisfatyny
na podstawowa 1 indukowang GnRH i/lub insuling sekrecj¢ gonadotropin, co moze
wskazywaé na posredni udziat adipokiny w kontroli uktadu rozrodczego;

stymulujacy wptyw wisfatyny na proliferacje komoérek przedniego ptata przysadki
1 brak oddziatywania na apoptoze;

wplyw wisfatyny na aktywacj¢/hamowanie szlakow sygnatowych INSR, AKT/PI3K,
MAPK/ERL1/2 1 AMPK, ktoére zaangazowane s3 w sekrecje gonadotropin, co sugeruje,

ze adipokina moze oddziatywa¢ na komorki AP poprzez te szlaki sygnatowe.

Uzyskane wyniki wskazuja na zaangazowanie wisfatyny w kontrole funkcji przysadki §win

sugerujac jednoczesnie, poprzez wptyw na uwalnianie gonadotropin, jej udziat w regulacji

procesOw rozrodczych.
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