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STRESZCZENIE

Wplyw wisfatyny na profil transkryptomiczny i proteomiczny komorek lutealnych §wini

domowej (Sus scrofa domestica L..) w okresie implantacji

mgr Grzegorz Tomasz Kopij

Praca zostata wykonana pod kierunkiem prof. dr hab. Niny Magdaleny Smolinskiej w Katedrze
Anatomii 1 Fizjologii Zwierzat, Wydziatu Biologii i Biotechnologii Uniwersytetu Warminsko-

Mazurskiego w Olsztynie.

Rozprawa doktorska sktada si¢ z dwoch prac opublikowanych w roku 2024:

1) Visfatin Affects the Transcriptome of Porcine Luteal Cells during Early Pregnancy.
International Journal of Molecular Science, 25(4): 2339, doi.org/10.3390/ijms25042339
IF'=5.6; IF?>=6.2; MEiN*=140

2) Visfatin impact on the proteome of porcine luteal cells during implantation.

Scientific Reports, 14, 14625, doi.org/10.1038/s41598-024-65577-1
1F'=4.6; 1F’=4.9; MEiN3=140

w ktorych opisane zostaly zmiany transkryptomiczne oraz proteomiczne zachodzace

w komorkach lutealnych §wini domowej pod wptywem wisfatyny w okresie implantacji.

Tkanka tluszczowa, oprocz gromadzenia zapaséw energetycznych, jest takze waznym
narzagdem endokrynnym wydzielajacym ponad 600 aktywnie biologicznie substancji
nazywanych adipokinami. Zaangazowane s3 one w kontrol¢ apetytu i utrzymanie homeostazy
energetycznej, a takze w regulacje funkcji rozrodczych u ludzi i zwierzat. Wisfatyna, nazywana
rowniez fosforybozylotransferaza (NAMPT), zostata opisana po raz pierwszy w 2005 roku.
Dotychczas nie zidentyfikowano specyficznego receptora dla tego hormonu. Sugeruje si¢
jednak, ze wisfatyna moze oddziatywa¢ na tkanki docelowe poprzez aktywacj¢ receptora

insuliny (INSR). Oprocz tkanki ttuszczowej ekspresje wisfatyny wykazano rowniez, miedzy
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innymi, w strukturach osi podwzgoérze-przysadka-gonady (HPG) réznych gatunkow ssakow,
takich jak podwzgorze myszy, przysadki trykow i samic myszy, oraz w wybranych strukturach
jajnikow czlowieka, krow i myszy. Moze to sugerowac, ze wisfatyna nalezy do grupy adipokin
zaangazowanych w regulacj¢ funkcji zenskiego uktadu rozrodczego. Co wigcej, zauwazono, ze
koncentracja adipokiny w ludzkiej tkance thuszczowej jest zalezna od statusu hormonalnego i
zmienia si¢ w trakcie cigzy. Hormon ten wydaje si¢ wykazywaé wilasciwosci plejotropowe.
Wisfatyna, podobnie jak inne adipokiny, moze dziata¢ jako wskaznik réwnowagi
metabolicznej, a przez to odgrywaé¢ wazng role w regulacji ptodnosci samic. Sugeruje sie, ze
hormon ten moze peti¢ istotng funkcj¢ w procesie implantacji i wytwarzania tozyska.
Dotychczasowe badania dotyczace wptywu wisfatyny na funkcjonowanie jajnikéw ograniczaty
si¢ wyltacznie do komorek ziarnistych pecherzyka jajnikowego. Wykazano, ze wisfatyna bierze
udzial w regulacji procesu steroidogenezy w komorkach ziarnistych, a efekt ten zwigzany jest
z wplywem na ekspresj¢ genoéw 1 biatek enzymodw steroidogennych. Podobne badania nie byly
dotychczas prowadzone na innych, aktywnych steroidogenicznie, typach komorek

jajnikowych, takich jak komorki lutealne.

.....

rujowego oraz wczesnej cigzy stal si¢ inspiracja do przeprowadzenia badan dotyczacych
wplywu tego hormonu na globalng ekspresje gendéw i biatlek w komoérkach lutealnych jajnika
Swini.

Celem niniejszej pracy byta weryfikacja hipotezy zaktadajacej, ze wisfatyna, hormon o
dzialaniu plejotropowym, bierze udziat w kontroli funkcjonowania jajnikéw, poprzez regulacje

ekspresji genow oraz biatek w komorkach lutealnych $wini domowej w okresie implantacji.

W celu weryfikacji hipotezy zaplanowano nastepujace zadania badawcze:

1. okreslenie wplywu wisfatyny na transkryptom 1 spliceosom komorek lutealnych, w
ktorego zakres wchodzita analiza genéw o zmienionych profilach ekspresji (ang.
differentially expressed genes, DEGs), dlugich niekodujacych RNA (ang. long non-
coding RNAs, IncRNAs) oraz zdarzen alternatywnego sktadania transkryptow (ang.
alternative splicing events, ASEs) przy uzyciu metody Sekwencjonowania Nastepnej

Generacji (NGS, RNA-Seq);



2. okreslenie wplywu wisfatyny na profil proteomiczny komorek lutealnych za pomoca
Chromatografii  Cieczowej Sprzezonej z Tandemowa Spektrometria Mas

(LC-MS/MS).

W trakcie badan wykazano, ze:

1. wisfatyna wptyngta na zmiang profilu ekspresji 170 gendw przypisanych do 45
adnotacji funkcjonalnych. Adipokina wpltyngta rowniez na zmiang ekspresji 40

IncRNAs a takze 168 transkryptow wykazujacych alternatywne warianty sktadania;

2. wisfatyna spowodowata zmiane profilu ekspresji 511 biatek przyporzadkowanych do

162 adnotacji funkcjonalnych.

Wykazano, ze wisfatyna pelni wazng role w regulacji funkcji komoérek lutealnych
regulujac ekspresje genoéw, ktorych produkty zaangazowane sa w takie procesy jak:
steroidogeneza, proliferacja, angiogeneza, procesy zapalne, regulacja cyklu oraz migracja i
adhezja komorek. Analiza profilu proteomicznego komorek lutealnych poddanych dziataniu
wisfatyny wykazata, ze hormon ten poprzez regulacj¢ ekspresji odpowiednich biatek moze by¢
zaangazowany w proces steroidogenezy, lipogeneze, cholesterologeneze oraz regulacj¢ szlaku
insulinowego. Ponadto wisfatyna regulowata ekspresje biatek zwigzanych z procesami

proliferacji, apoptozy, angiogenezy i réznicowania komorek, jak rowniez przebudowy tkanek.

Uzyskane wyniki przyczynily si¢ do poglgbienia wiedzy na temat roli jakg wisfatyna
pelni w komorkach lutealnych $wini. Na podstawie uzyskanych wynikéw wykazano, Ze
wisfatyna moze by¢ istotnym czynnikiem regulujacym procesy rozrodcze i1 prawidlowe
funkcjonowanie jajnikdéw w okresie implantacji, a tym samym wplywaé na prawidiowy
przebieg wczesnej cigzy.

Praca finansowana z projektu badawczego Narodowego Centrum Nauki:
OPUS 16 (2018/31/B/NZ9/00781)

'TF — wskaznik cytowan (ang. Impact Factor) czasopisma z roku wydania pracy wg Web of Science
2IF — piecioletni wskaznik cytowani (ang. Impact Factor) czasopism z roku wydania pracy wg Web of Science

3Liczba punktéw za publikacje wg Komunikatu Ministra Edukacji i Nauki w sprawie wykazu czasopism
naukowych i recenzowanych materiatow z konferencji miedzynarodowych z dnia 05.01.2024



ABSTRACT

Influence of visfatin on the transcriptomic and proteomic profile of the luteal cells in

domestic pig (Sus scrofa domestica L.) during the implantation period.

mgr Grzegorz Tomasz Kopij

The work was conducted under the supervision of prof. dr hab. Nina Magdalena Smolinska at
the Department of Animal Anatomy and Physiology, Faculty of Biology and Biotechnology,

University of Warmia and Mazury in Olsztyn.

The doctoral dissertation consists of two papers published in 2024:

1) Visfatin Affects the Transcriptome of Porcine Luteal Cells during Early Pregnancy.
International Journal of Molecular Science, 25(4): 2339, doi.org/10.3390/ijms25042339
IF'=5.6; IF?=6.2; MEiN*=140

2) Visfatin impact on the proteome of porcine luteal cells during implantation.

Scientific Reports, 14, 14625, doi.org/10.1038/s41598-024-65577-1
IF'=4.6; 1F’=4.9; MEiN3=140

in which transcriptomic and proteomic changes occurring in the luteal cells of domestic pigs

under the influence of visfatin during the implantation period have been described.

Besides storing energy reserves, adipose tissue is also an important endocrine organ
secreting over 600 biologically active substances called adipokines. Some are involved in
appetite control, maintaining energy homeostasis, and regulating reproductive functions in
humans and animals. Visfatin, also known as nicotinamide phosphoribosyltransferase
(NAMPT), was first described in 2005. So far, a specific receptor for this hormone has not been
identified. However, it is suggested that visfatin may interact with target tissues by activating
the insulin receptor (INSR). In addition to adipose tissue, visfatin expression has been
demonstrated in various mammalian hypothalamic-pituitary-gonadal axis (HPG) structures,
such as the mouse hypothalamus, pituitary glands of both male and female mice, and selected
ovarian structures in humans, cows, and mice. This may suggest that visfatin belongs to the

group of adipokines involved in regulating the function of the female reproductive system.
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Furthermore, it has been noted that the concentration of this adipokine in human adipose tissue
depends on hormonal status and changes during pregnancy. This hormone appears to exhibit
pleiotropic properties. Like other adipokines, visfatin may act as an indicator of metabolic
balance, thus playing an important role in regulating fertility in females. It is suggested that this
hormone may play a significant role in the process of implantation and placental formation.
Previous studies on the effect of visfatin on ovarian function have been limited to granulosa
cells of ovarian follicles. It has been shown that visfatin is involved in regulating the
steroidogenesis process in granulosa cells, and this effect is associated with its influence on the
expression of steroidogenic enzymes genes and proteins. Similar studies have not yet been

conducted in other steroidogenically active types of ovarian cells, such as luteal cells.

The lack of data regarding the role of visfatin in regulating ovarian function during the oestrous
cycle and early pregnancy has inspired research on the influence of this hormone on the global

gene and protein expression in the luteal cells of pigs.

This study aimed to verify the hypothesis that visfatin, a pleiotropic hormone, participates
in the control of ovarian function by regulating gene and protein expression in the luteal cells

of domestic pigs during the implantation period.

To verify these assumptions, the following research tasks were planned:

1. determining the effect of visfatin on the transcriptome and spliceosome of luteal cells,
including the analysis of genes with altered expression profiles (DEGs), long non-
coding RNAs (IncRNAs), and alternative splicing events (ASEs) using Next Generation
Sequencing (NGS, RNA-Seq) method;

2. determining the effect of visfatin on the proteomic profile of luteal cells using Liquid

Chromatography Tandem Mass Spectrometry (LC-MS/MS).

In our studies, we have shown that:

1. Under the influence of visfatin, the expression profile of 170 genes changed. These
genes were assigned to 45 functional annotations. Additionally, 40 IncRNAs with
altered expression under the influence of this adipokine were demonstrated. We also
identified 168 transcripts exhibiting alternative splicing variants under the influence of

visfatin.



2. Under the influence of visfatin, 511 proteins showed a diverse expression profile. These

proteins were associated with 162 functional annotations.

We have demonstrated that visfatin plays an important role in regulating the function of
luteal cells by regulating the expression of genes involved in steroidogenesis, proliferation,
angiogenesis, inflammatory processes, cycle regulation, cell migration, and adhesion. Analysis
of the proteomic profile of luteal cells exposed to visfatin showed that by regulating the
expression of specific proteins, this hormone may be involved in steroidogenesis, lipogenesis,
cholesterogenesis, and regulation of the insulin pathway. Additionally, visfatin regulated the
expression of proteins associated with proliferation, apoptosis, angiogenesis, cell differentiation

and tissue remodelling.

The obtained results contributed to deepening the knowledge about the influence of
visfatin on the global gene and protein expression in the luteal cells of pigs. Based on the
obtained results, we have shown that visfatin may be an important factor regulating
reproductive processes and the proper functioning of the ovaries during the implantation period,

and thus the course of pregnancy.

This research was supported by the Polish National Science Center

OPUS 16 2018/31/B/NZ9/00781.

'TF — Impact Factor of the journal in the year of publication according to Web of Science
2IF — five-year Impact Factor of journals from the year of publication of the work according to Web of Science

3Number of points for publication according to the Announcement of the Minister of Education and Science on
the list of scientific journals and reviewed materials from international conferences of January 5, 2024
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1. WSTEP

Jajniki sg jednymi z najwazniejszych narzadow endokrynnych w organizmie samicy.
Gtowng funkcjg jajnikdéw, poza produkcjg komoérek rozrodczych jest regulacja przebieg cyklu
rujowego i utrzymanie cigzy. Podtrzymanie funkcji ciatka zottego (CL), w szczegolnosci
syntezy progesteronu (Ps4), w okresie wczesnej cigzy uzaleznione jest od obecnosci zarodkow i
wlasciwego przebiegu procesu matczynego rozpoznania cigzy, ktory u $wini domowej
przypada na 12-13 dzien cigzy. W tym okresie, pomi¢dzy btong §luzowa macicy, zarodkiem i
jajnikami, dochodzi do wymiany sygnatow molekularnych, ktore stanowig m.in. P4, estrogeny,
prostaglandyny, cytokiny (interferony i interleukiny) i czynniki wzrostu (Bazer i Johnson,
2014; Kaczynski 1 in., 2023; Bazer 1 Thatcher, 1977; Bazer, 2013). Niezaburzony przebieg
matczynego rozpoznania cigzy gwarantuje jej utrzymanie i prawidlowy przebieg. Interakcje
pomiedzy zarodkami a macica odpowiadaja rowniez za podtrzymanie funkcji CL, w tym

nieprzerwang produkcje P4, i zapobiegaja luteolizie funkcjonalnej i strukturalne;.

Progesteron jest kluczowym hormonem odpowiedzialnym za utrzymanie -cigzy,
syntezowanym i wydzielanym gtéwnie przez jajniki. Jego synteza i metabolizm uzaleznione sa
od aktywnosci biatka StAR (ang. steroidogenesis acute regulatory protein) oraz enzymow
szlaku steroidogenezy t.j. cytochromu P450scc odszczepiajacego boczny tancuch cholesterolu
(CYP11A1) i dehydrogenazy AS5-A4-izomerazy 3B-hydroksysteroidowej (3f-HSD) (Miller,
1998; Tuckey, 2005). Progesteron odpowiada za zapewnienie prawidtowych warunkéw
panujacych w macicy w wyniku m.in. regulacji odpowiedzi immunologicznej organizmu matki,
przebudowy btony $luzowej oraz wspiera zaplodnienie komorki jajowej, jej implantacj¢ oraz
rozw¢j zarodka i ptodu. Ponadto P4 zapewnia calkowita atoni¢ macicy, co jest kluczowym

warunkiem dla przebiegu prawidlowej implantacji zarodka i przebiegu cigzy (Miller, 1998).

Obecnos¢ zarodkoOw w macicy $§wini sygnalizowana jest organizmowi matki poprzez
wzmozong synteze i sekrecje estradiolu-17f (E2) i estronu przez zarodki pomigdzy 10-13 1 15-
30 dniem cigzy (Bazer 1 Thatcher, 1977; Geisert 1 in., 1990). Estrogeny wydzielane przez
blastocyste, poprzez dziatanie luteotropowe, bezposrednio pobudzajg sekrecje P4 stymulujac
rozw¢j CL. Ponadto estrogeny wykazujg dziatanie antyluteolityczne zmniejszajac uwalnianie i
transport prostaglandyny F2q (PGF24) z macicy do jajnikéw (Védninen i in., 1997; Weems i in.,

2006; Waclawik 1 in., 2009). Podanie estrogenow $winiom w 11-15 dniu cyklu rujowego
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skutkuje utrzymaniem funkcjonalnego CL przez okres odpowiadajacy dlugosci cigzy i

wystgpieniem symptomow cigzy rzekomej (Bazer, 1992).

Jak wykazano, estrogeny oraz P4 sg regulatorami syntezy 1 wydzielania innych istotnych
dla funkcjonowania uktadu rozrodczego hormonoéw — prostaglandyn: E> (PGE2) i PGF2,. Profil
ekspresji 1 wydzielania obu prostaglandyn r6zni si¢ znaczaco w zaleznosci od fazy cyklu i
wczesne] cigzy. PGE: posiada wilasciwosci luteotropowe. Jej najwyzsza koncentracje
obserwuje si¢ u $win pomiedzy 13 a 16 dniem cigzy (Waclawik i in. 2009). Domaciczne
podanie PGE> powodowato wzrost koncentracji P4 zarowno w osoczu krwi 1 tkance lutealne;.
Ponadto stymulacja ta prostaglandyng nie bedacych w cigzy owiec i krow przyczyniata si¢ do
wydluzenia fazy lutealnej i podtrzymania produkcji P4 (Christenson i in., 1994). Jak wykazano,
efekt ten moze by¢ wywotany poprzez aktywacje szlaku cyklazy adenylanowej/kinazy
biatkowej A (cAMP) (Waclawik 1 in., 2009). Kluczowym momentem ustanowienia cigzy jest
dzien 15-16, w ktorym zarodki zaczynaja przylega¢ do endometrium. Jest to okres
gwaltownych zmian obejmujacych powstanie trwalego potaczenia pomigdzy macica a
zarodkami, ktore sga niezbedne do prawidlowego przebiegu cigzy. Ponadto, dochodzi do
szybkiego rozwoju zarodkéw oraz struktur odpowiedzialnych za wymiang substancji
odzywczych pomiedzy nimi a organizmem matki oraz rozwoju tozyska, co zapewnia
prawidtowe wsparcie rozwijajacych si¢ zarodkéw. Sygnaly hormonalne z rozwijajacych sie¢
zarodkéw wspieraja utrzymanie CL, zapewniajac odpowiednig produkcje P4 niezbedna do
podtrzymania cigzy. Okres pomiedzy 12-30 dniem cigzy jest tez momentem, w ktorym
obserwuje si¢ najwyzszy odsetek utraty cigzy w wyniku niedostatecznej wymiany sygnatow
molekularnych pomig¢dzy organizmem matki a zarodkami (Geisert 1 Schmitt, 2002). Za utrate
cigzy moze by¢ odpowiedzialna mi¢dzy innymi, wydzielana przez macic¢, PGF2, wykazujaca
dziatanie luteolityczne. PGF2, powoduje gwaltowne zahamowanie steroidogenezy, spadek
koncentracji P4 w osoczu oraz luteolize strukturalng (Bazer 1 Thacher, 1977). Podwyzszony
poziom PGF,, byt obserwowany w poznej fazie lutealnej cyklu rujowego §win (17 dzien), gdy
nie doszto do zaptodnienia. Luteoliza CL w okresie wczesnej cigzy prowadzi, do krwawien,
zmian martwiczych oraz skurczéw macicy prowadzacych do spontanicznych poronien i utraty
cigzy (Kraeling i in., 1985; Dante 1 in., 2013). Jak wskazuja dane literaturowe, prawidlowy
stosunek obu wymienionych prostaglandyn jest istotnym czynnikiem wptywajacym na funkcje
CL, przepuszczalno$¢ naczyn krwiono$nych w macicy, a takze na implantacj¢ i rozwdj

zarodkow (Bazer 1 Thacher, 1997; Waclawik 1 in. 2009; Véanénen i in. 1997). Zachwianie tej
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rownowagi moze prowadzi¢ do zahamowania procesu steroidogenezy, a w konsekwencji do

zaburzen syntezy 1 sekrecji P4 przez komorki lutealne.

Poza wspomnianymi powyzej hormonami steroidowymi i1 prostaglandynami istnieje
szereg innych biologicznie aktywnych czynnikéw, ktore docierajac do komodrek moga
regulowac szlaki syntezy i sekrecji hormon6éw steroidowych, a takze szereg innych procesow,
ktorych prawidtowy przebieg jest kluczowy dla wilasciwego funkcjonowania uktadu
rozrodczego w trakcie cyklu rujowego 1 wezesnej cigzy. Kompleksowe poznanie mechanizmow
molekularnych odpowiedzialnych za regulacje procesOw matczynego rozpoznania cigzy,
implantacji zarodkdw i1 utrzymania cigzy jest kluczowe w celu poprawy ptodnosci oraz warto$ci

hodowlanej samic.

W czasie poszukiwan regulatoréw syntezy i sekrecji hormonéw steroidowych oraz
procesow rozrodczych uwage zwrocono na tkanke thuszczowa. Otylosé lub niedowaga moga
silnie korelowa¢ z zaburzeniami hormonalnymi i metabolicznymi prowadzac do wystgpowania
takich schorzen jak cukrzyca, nadci$nienie tetnicze, awitaminoza, nowotwory czy tez
zaburzenia ptodno$ci. Tkanka thuszczowa oprocz funkcji magazynujacej energi¢ jest rowniez
najwickszym narzagdem endokrynnym wydzielajacym wiele réznych hormondw/substancji
biologicznie aktywnych odpowiedzialnych za regulacje funkcji narzadow docelowych. Jedng z
grup czynnikow wytwarzanych przez tkanke thuszczowa sa adipokiny, zwigzki uznawane za
jedne z wazniejszych regulatorow odzywiania, utrzymania homeostazy energetycznej,
angiogenezy czy insulinowrazliwo$ci. Staty si¢ one réwniez kluczowymi biomarkerami w
rozwoju schorzen zespotu metabolicznego takich jak cukrzyca, choroby ukladu krazenia, czy
tez stanow zapalnych wywotanych otytoscia (Lehr i in. 2012). Wyniki badan na przestrzeni

ostatnich lat wskazuja, Ze moga one wptywac rowniez na procesy rozrodcze.

Wisfatyna (NAMPT), hormon nalezacy do grupy adipokin, zostala opisana po raz
pierwszy u myszy w 2005 roku jako biatko wydzielane przez tkanke ttuszczowa (Fukuhara i in.
2005). Hormon ten ma mas¢ molekularng wynoszacg 52 kDa 1 wystepuje w organizmie w
dwaoch izoformach: wewnatrz- (iNAMPT) 1 zewnatrzkomorkowej (eNAMPT). Pierwsza z nich,
wewnatrzkomoérkowa, odpowiada za przeksztalcanie nikotynoamidu do mononukletydu
nikotynoamidowego w szlaku biosyntezy NAD'. Forma zewngtrzkomorkowa posiada
wiasciwosci insulinomimetyczne i1 dziala jako hormon cytokinowy (Adeghate, 2008).
Wisfatyna, podobnie jak inne adipokiny, wykazuje dziatanie plejotropowe (Dupont i in. 2015;

Reverchon 1 in. 2014). Hormon zaangazowany jest w regulacje procesow zapalnych,
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apoptotycznych, proliferacyjnych, angiogennych 1 rdéznicowania komoérek. Wisfatyna
uczestniczy rowniez w utrzymaniu homeostazy energetycznej (Adya i in. 2008; Pavlova i in.
2015; Revollo i in. 2007; Stotkova 2010). W uktadzie rozrodczym jej ekspresje stwierdzono w
komorkach otaczajacych oocyty jak 1 w samych oocytach, komoérkach ziarnistych, ostonki
wewnetrznej, stromy, komorkach nablonkowych jajnikow, nabtonka owodni oraz komoérkach
mezenchymalnych zarodka (Ognjanovic i Bryant-Greenwood, 2002; Choi i in. 2012;
Reverchon i in. 2013, 2016). Wczesniejsze badania naszego zespotu potwierdzily, ze ekspresja
genu 1 biatka NAMPT zachodzi w komorkach przysadki, podwzgorza, pecherzykow
jajnikowych 1 komoérkach lutealnych dojrzatych i niedojrzatych ptciowo swin. Profile ekspresji
zardwno genu, jak i biatka zalezaly od fazy cyklu rujowego lub okresu cigzy (Kaminski i in.
2021; Mlyczynska i in., 2023a, b; Szymanska i in., 2023). Wyniki prowadzonych badan
wykazaly modulujacy wplyw NAMPT na regulacj¢ procesow rozrodczych. Stwierdzono, ze
adipokina ta moze zwigksza¢ kompetencje rozwoje oocytow i ich zdolno$¢ do zaptodnienia, a
takze prawdopodobienstwo implantacji i placentacji u myszy i ludzi (Mazaki-Tovi 1 in. 2009;
Choi i in. 2012; Reverchon i in. 2014). Zwickszala ona réwniez synteze E», Ps, jak rOwniez
zdolno$ci proliferacyjne komorek ziarnistych u ludzi, bydta i myszy (Choi i in., 2012;
Reverchon i in. 2013, 2016). Ponadto stymulacja adipoking moze regulowac procesy
steroidogenezy w jajnikach poprzez regulacj¢ ekspresji enzymow m.in. StAR, CYP11Al1 i
3BHSD (Reverchon i in. 2013, 2016; Diot i in, 2015; Mlyczynska i in. 2022). Wisfatyna
stymulowata sekrecj¢ PGE., obnizala PGF.. oraz wplywala na syntez¢ P4 poprzez
oddziatywanie ze szlakami kinaz MAP 1 AMP w komorkach lutealnych (Mlyczynska 1 in.
2022). Stymulujacy wptyw NAMPT na wyzej wymienione procesy ulegal zniesieniu po
zastosowaniu jej blokera — FK866 (Mlyczynska 1 in. 2022). Wykazano rowniez, ze ekspresja i
sekrecja wisfatyny uzalezniona jest od statusu hormonalnego zwierzat. Stymulacja ludzkich
komorek ziarnistych gonadotroping kosméwkowa (hCG) i PGE2 powodowata wzrost ekspresji
genu NAMPT (Shen i in., 2010). Ponadto wplyw hormonu luteinizujgcego 1 insuliny
powodowat zmiany ekspresji biatka NAMPT w komorkach granulozy, ostonki pecherzyka
jajnikowego oraz komorek lutealnych jak réwniez jej koncentracji w mediach pohodowlanych
(Mlyczynska i in. 2023a, b). Jak dotad nie poznano zaréwno receptora, jak i mechanizmu
dzialania NAMPT na komorki docelowe. Przypuszcza sig, ze wisfatyny wywiera wpltyw
poprzez fosforylacje receptora insulinowego, jednak nie konkuruje z insuling o wigzanie do

tego samego centrum aktywnego (Grolla 1 in., 2016). Jako inne potencjalne receptory dla
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NAMPT wyro6znia si¢ receptor chemokin typu 5 (CCRS) (van den Bergh 1 in., 2012) oraz
receptor to/l-podobny 4 (TLR4) (Camp i in., 2015).

Wyniki powyzszych badan wskazuja, ze wisfatyna moze petic istotng rol¢ w regulacji
procesow rozrodczych w organizmie samicy. Wciaz jednak nie zostaty poznane mechanizmy,
poprzez ktére moze ona oddzialywac na komorki jajnikow w trakcie cyklu rujowego oraz w
okresie implantacji. Dlatego tez celem niniejszej pracy bylo okreslenie wptywu wisfatyny na

profil transkryptomiczny i1 proteomiczny komorek lutelanych swini w 15-16 dniu cigzy.
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2. Hipoteza badawcza, cele i zakres badan

Prawidlowe funkcjonowanie jajnikow jest kluczowym warunkiem zachowania
homeostazy hormonalnej w trakcie catego zycia samicy ze szczegdlnym uwzglednieniem
okresu cigzy. W trakcie zycia jajniki przechodzg strukturalne przemiany w budowie jak i profilu
sekrecji wielu hormonow. Jak wykazano w szeregu badan ekspresja genu oraz sekrecja biatka
wisfatyny ulega zmianom w trakcie cyklu rujowego i wczesnej cigzy u roznych zwierzat
gospodarczych, a takze w cigzy 1 w trakcie cyklu menstruacyjnego u kobiet. Wisfatyna
wykazuje regulujacy wpltyw na synteze i sekrecj¢ hormonoéw steroidowych oraz aktywacje
szlakow sygnatowych w jajnikach. Hipoteza badawcza niniejszej rozprawy doktorskiej
zaklada, ze wisfatyna wptywa na transkryptom i proteom komorek lutealnych swini domowe;j
moze regulowaé wytwarzanie wielu czynnikéw kluczowych dla prawidtowego funkcjonowania

jajnikéw w okresie implantacji. W celu weryfikacji hipotezy przeprowadzono:

1. analize profilu transkryptomicznego komoérek lutealnych $§win wyizolowanych
w 15-16 dniu cigzy i poddanych dzialaniu wisfatyny. W przeprowadzonym
doswiadczeniu okreslono poziomy ekspresji gendéw, zdarzenia alternatywnego
sktadania transkryptéw oraz profile ekspresji dtugich niekodujacych RNA z uzyciem
metody Sekwencjonowania Nastepnej Generacji (NGS, RNA-Seq);

2. okreslono wpltyw wisfatyny na profil proteomiczny komorek lutealnych $win
wyizolowanych w 15-16 dniu ciazy 1 poddanych dziataniu wisfatyny. Profil
proteomiczny okreslony zostat z wykorzystaniem Chromatografii Cieczowej

Sprzezonej z Tandemowa Spektrometrig Mas (LC-MS/MS).
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3. Materialy i metody

3.1. Zwierzeta doSwiadczalne

Doswiadczenia zostaty przeprowadzone na komodrkach lutealnych wyizolowanych z
jajnikow pieciu loszek w wieku 7-8 miesigcy o masie 130-150 kg bedacych w 15-16 dniu cigzy.
Zwierzeta byty obserwowane codziennie w celu okreslenia pierwszego dnia cyklu rujowego.
Krycie nastepowato naturalnie w 1-2 dniu cyklu rujowego. Dzien po inseminacji okreslono jako
pierwszy dzien cigzy. Jajniki zostaly pobrane poubojowo i przetransportowane do laboratorium
w sterylnym roztworze soli fizjologicznej buforowanym fosforanem (PBS). Cigza zostata
potwierdzona poprzez obecno$¢ zarodkow w rogach macicy oraz ich ocen¢ morfologiczna.
Zgodnie z polska (Dziennik Ustaw, 2015, ust. 266) i europejska (Dyrektywa 2010/63/EU)
ustawa o ochronie zwierzat wykorzystywanych do celéw naukowych lub edukacyjnych, do

przeprowadzenia doswiadczenia nie byta wymagana zgoda komisji etyczne;.

3.2. Hodowle in vitro komorek lutealnych Swini

Hodowle komorkowe przeprowadzono zgodnie z metodyka przedstawiong przez
Rytelewska 1 in (2021) ze zmianami. W celu wyizolowania komorek lutealnych, ciatka zolte
zostaly poddane trawieniu enzymatycznemu (4-6 razy) przy uzyciu 0,1% roztworu kolagenazy
typu V zawieszonej w zrownowazonym roztworze soli Hanksa (HBSS) (Sigma Aldrich, USA).
Zawiesina wyizolowanych komorek zostala odwirowana (300xg, 10 min., 37°C). W celu
oczyszczenia komorki plukano w medium F-12 a nast¢pnie ponownie wirowano. Procedurg
powtarzano trzykrotnie. W celu usunigcia agregatow komorek oraz resztek niestrawionej tkanki
zawiesing filtrowano przez sterylne, nylonowe sito (70 um; Greiner, Austria). Komorki liczono
oraz okreslono ich zywotno$¢ poprzez barwienie przyzyciowe blekitem trypanu (Sigma
Aldrich, USA). Zywotnoéé komorek lutealnych po izolacji wynosita 96,76% + 1,3%. Uzyskane
komorki lutealne zostaty rozcienczone do koncentracji 2x10°/2ml w sterylnym medium F-12 z
dodatkiem 10% ptodowej surowicy bydlecej (FBS) (Sigma Aldrich, USA), 0,1% surowiczej
albuminy bydlecej (BSA) (MP Biomedical, USA) i mieszaniny antybiotykdéw (1% antibiotic-
antimykotic soulution; Sigma Aldrich, USA). Komoérki poddano 48-godzinnej preinkubacji w
inkubatorze o podwyzszonej wilgotnosci (37°C; 95% powietrza, 5% CO2). Po okresie

preinkubacji medium zastgpiono $wiezym, a komorki inkubowano w obecnos$ci wisfatyny w
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stezeniu 100 ng/ml (nr kat. 8424-VF, R&D Systems, USA) przez kolejne 24 godziny. Dawka
zostala wybrana na podstawie Reverchon i in. (2016). Grupe kontrolng stanowity komorki
inkubowane w czystym medium bez dodatku czynnika. Zywotno$¢ komérek po hodowli oraz
potencjalng toksycznos$¢ czynnika badanego okreslono przy uzyciu testu AlamarBlue™
(Thermo Fisher Scientific, USA) zgodnie z instrukcja producenta. Srednia redukcja
AlamarBlue™ w hodowli komoérek traktowanych wisfatyng wynosita 107.93 + 2.91%, w
porownaniu do grupy kontrolnej. Wynik potwierdzil, ze zaréwno warunki hodowli, jak i

czynnik badany nie wplywajg negatywnie na zywotno$¢ hodowanych komorek.

3.3. Okreslenie wplywu wisfatyny na profil transkryptomiczny komorek lutelnych

3.3.1. Izolacja RNA

Po zakonczonej hodowli medium usuni¢to, a z komoérek lutealnych (n=5 dla obu grup)
wyizolowano catkowite RNA przy uzyciu odczynnika Extrazol (BLIRT, Polska), zgodnie z
instrukcja producenta. Czysto§¢ 1 koncentracja otrzymanego RNA zostaly zmierzone
spektrometrycznie przy dlugosci fali 260 do 280 nm z wykorzystaniem czytnika Infinite M200
Pro (Tecan, Szwajcaria). Do dalszych analiz wykorzystano tylko proby, w ktorych stosunek
A260/280 przekraczat warto$¢ 1,8. Dla prob spetniajacych ten warunek okreslono integralnos¢
RNA (ang. RNA integrity number, RIN) przy uzyciu Agilent Technologies 2100 Bioanalyzer
High Sensitivity DNA Chip (Agilent Technology, USA). Tylko proby o RIN > 8§ zostaty
wykorzystane do sekwencjonowania RNA-Seq oraz walidacji otrzymanych wynikow z
uzyciem tancuchowej reakcji polimerazy w czasie rzeczywistym (qPCR) oraz odwrotnej

transkrypcji 1 tancuchowej reakcji polimerazy (RT-PCR).

3.3.2. Konstruowanie bibliotek, sekwencjonowanie RNA i kontrola jakosci odczytow

Zgodnie z procedura zestawu Ribo-Zero Gold rRNA Removal Kit (Illumina, USA) z prob
usuni¢to rybosomalne RNA (rRNA). Pozostate RNA zostalo pofragmentowane, a nastgpnie,
przy uzyciu TruSeq Stranded mRNA Library Prep Kit (Illumina, USA), pofragmentowane
RNA zostalo przepisane na cDNA z uzyciem oligonukleotydow poly(dT). Otrzymane
dwuniciowe fragmenty cDNA poddano procesom naprawy koncow (ang. A-tailing) oraz
przylaczania adapterow. Tak przygotowane sekwencje postuzyly do amplifikacji bibliotek
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cDNA metodg PCR. Kontrol¢ ilosciowa 1 jako$ciowa sekwencjonowania przeprowadzono za
pomoca Agilent Technologies 2100 Bioanalyzer High Sensitivity DNA  Chip.
Sekwencjonowanie transkryptomu komorek lutelanych $wini przeprowadzono z uzyciem
platformy Illumina’s NovaSeq 6000 (Illumina, USA). W rezultacie wygenerowano sparowane
odczyty dtugosci 2x150 nt z minimalng glebokoscig odczytu 40 min par zasad na probe. Za
pomoca programu Cutadapt (wersja 1.9) (MARTIN 2011) usuni¢to odczyty zawierajace reszty
adapterow oraz sekwencje o niskim wspotczynniku jakosci odczytu (QPhred score < 20;
odczyty zawierajace wigcej niz 5% nierozpoznanych nukleotydow). W rezultacie otrzymano
odczyty sekwencji o wysokiej jakosci poddanych ocenie za pomocg programu FastQC (wersja
0.11.9) (ANDREWS 2010). Nastepnie odczyty zmapowano do referencyjnego genomu $wini
domowej (Sscrofa 11.1 wersja 96) przy uzyciu oprogramowania HISAT2 (wersja 2.0.4.) (Kim
1in. 2015). Za pomocg programu StringTie (wersja 1.3.4d) (Pertea i in. 2015) wyniki RNA-Seq
dopasowano do potencjalnych aktywnych miejsc transkrypcyjnych (ang. transcript active
regions, TARs) oraz okreslono ich liczbe¢. Nastepnie, przy uzyciu oprogramowania gffcompare
(wersja 0.9.8) (Pertea i in. 2015), zrekonstruowano kompleksowy transkryptom dla wszystkich

analizowanych prob.

3.3.3. Analiza réznicowa i funkcjonalna genéw o zmienionej ekspresji

Oprogramowanie DESeq2 (wersja 1.34.0) (Love 1 in. 2014) 1 edgerR (Robinson 1 in.
2010) postuzylo do pordwnania poziomow ekspresji genéw oraz dlugich niekodujagcych RNA
pomigdzy grupami i probami. Jako prog odcigcia przyjeto wartosci logarytmu o podstawie 2 z
bezwzgledna krotnoscig zmian (ang. fold change; FC) i progu istotnosci p<0,05 (log2(FC) >
|0,56]; p<0,05). Analizy funkcjonalne dla gen6w o zmienionej ekspresji wykonano przy uzyciu
programu g:Profiler, ktorego funkcje oparte zostaty na bazach danych Gene Ontology (GO)
oraz Kyoto Encyclopedia of Genes and Genomes (KEGG) (Ashburner i in. 2000; Reimand i in.
2016; Kanehisa 1 in. 2017). Jako istotnie wzbogacone procesy 1 szlaki uznano te, ktorych

skorygowana warto$¢ wynosita p < 0,05.
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3.3.4. Identyfikacja dlugich niekodujacych RNA, przewidywanych genéw docelowych

oraz analiza funkcjonalna

W celu identyfikacji dtugich niekodujgcych RNA (IncRNA) z uzyskanych transkryptow
usunigto sekwencje pokrywajace si¢ ze znanymi sekwencjami mRNA, znane IncRNA oraz
fragmenty krotsze niz 200 par zasad. Nastepnie, przy uzyciu oprogramowania Coding Potencial
Calculator (wersja 0.9-r2; CPC) (Kang i in. 2017) oraz Coding-Non-Coding Index (wersja 2.0;
CNCI) (Sun i in, 2013) wykluczono transkrypty wykazujace wiasciwosci kodujace biatka oraz
ulegajace transkrypcji. Transkrypty o paramaterach CPC < 0,5 i CNCI < 0 opisano jako
IncRNA. W celu identyfikacji IncRNA o zmienionej pod wpltywem wisfatyny ekspresji
wykorzystano oprogramowanie StringTie i HISAT2, a nastgpnie poréwnano otrzymane
sekwencje z sekwencja genomu referencyjnego przy uzyciu pakietu gffcompare (Kim 1 in.,
2015; Perteaiin., 2015; Yates i in., 2020). Transkrypty niewykazujace pokrycia lub naktadajace
si¢ na znane sekwencje gendw przyporzadkowane zostaly do kategorii ,,novel IncRNA”.
Nastepnie okreslono potencjalne funkcjonalne dziatanie IncRNA poprzez oddziatywanie cis i
trans pomigdzy IncRNA a sasiadujacych z nimi genami (ang. target genes). Analizy GO 1
KEGG wykonano dla odpowiadajacych IncRNA genéw sasiadujacych. W celu identyfikacji
IncRNA o zréznicowanej ekspresji (and. differantialy expressed long non-coding RNA,; DELSs)
pomiedzy grupa kontrolng a traktowang wisfatyng wykorzystano program DESeq2. Jako istotne

uznano DELs o wartosci p < 0,05.

3.3.5. Analiza zdarzen alternatywnego skladania transkryptow

Analize zdarzen alternatywnego sktadania transkryptow pod wplywem wisfatyny
przeprowadzono przy uzyciu oprogramowania tMATS (wersja 4.1.1.) (Shen i in., 2014).
Sekwencje o dlugosci 120 par zasad zostaly wykorzystane do oszacowania odsetka wigczania
alternatywnego wariantu transkryptu (ang. percentage of splicing inclusion, PSI) do
podstawowego transkryptu genu. Za zmiany istotne uznano te, dla ktérych oczekiwana
proporcja bledow I rodzaju (ang. false discovered ratio, FDR) byla mniejsza niz 0,05, a
bezwzgledna warto§¢ PSI(|APSI|) byta wieksza niz 0,1. Zidentyfikowane, istotne statystycznie
zdarzenia alternatywnego skladania wariantow transkryptu zostaty przyporzadkowane do

jednej z pieciu kategorii: alternatywne miejsce akceptorowe (A3SS), alternatywne miejsce
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donorowe (AS5SS), wzajemnie wykluczajace si¢ eksony (MXE), retencja intronu (RI), lub

pominigcie eksonu (SE).

3.3.6. Walidacja wybranych genéw oraz dlugich niekodujacych RNA o zmienionej pod
wplywem wisfatyny ekspresji metoda lancuchowej reakcji polimerazy w czasie

rzeczywistym (qPCR)

Wyniki otrzymane podczas analizy RNA-Seq zostaty zweryfikowane z uzyciem metody
gPCR, przy uzyciu AriaMx Real-Time PCR System (Agilent, USA). Procedur¢ walidacji
przeprowadzono dla o$miu wybranych gendéw oraz dwdch IncRNA o istotnie zmienionej
ekspresji (n=5 dla obu grup). Mieszanina reakcyjna, w koncowej objetosci 20 pl, zawierata 12.5
ul Sensitive RT HS-PCR Mix SYBR (A&A Biotechnology, Polska), barwnik referencyjny
ROX (0.24 pl), startery sensowny i antysensowny oraz wod¢ wolna od RNAz. Sekwencje
starterow oraz warunki reakcji zostaly przedstawione w tabeli (publikacja 1, Tabela
uzupetniajaca S6). Matryce do reakcji stanowito RNA pochodzace z prob, ktore zostaty
wykorzystane do analiz RNA-Seq. Wszystkie reakcje przeprowadzono w duplikatach. Jako
geny referencyjne wykorzystano geny dehydrogenazy 3-fosfogliceroaldehydu (GAPDH) oraz
aktyny (ACTB). W celu wykluczenia amplifikacji produktéw niespecyficznych
przeprowadzono reakcje dla kontroli negatywnych, gdzie matryca zostala zastgpiona woda
wolng od RNaz (ang. no template control, NTC). Specyficznos¢ produktow otrzymanych w
reakcji potwierdzono wykreslajac krzywa topnienia oraz rozdzielajac produkty qPCR w Zelu
agarozowym 1 potwierdzajac oczekiwang mase¢ molekularng produktu. Wzgledna ekspresje
badanych DEGs 1 DELs przeprowadzono metodg komparatywna (AACT) (Livak 1 Schmittgen,
2001). Srednia geometryczna obu genéw referencyjnych postuzyta do normalizacji wynikoéw

ekspresji badanych genow.

3.3.7. Walidacja zdarzen alternatywnego skladania transkryptow metoda lancuchowe;j

reakcji polimerazy (PCR)

Wyniki otrzymane w trakcie analizy zdarzen alternatywnego sktadania transkryptow

zostaly potwierdzone z zastosowaniem metody PCR dla szeSciu wybranych genow
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spetniajacych kryteria zmiennosci zdarzen alternatywnego spliecingu (DASs). Reakcje PCR
przeprowadzono przy uzyciu zestawu StartWarm HS-PCR Mix (A&A Biotechnology, Gdansk,
Poland) i urzadzenia Labcycler 48 s (Syngen Biotech, Wroctaw, Polska). W sktad mieszaniny
reakcyjnej o koncowej objetosci 25 uLL wchodzito: 12.5 pL of Hot Start PCR Mix, 400 nM
kazdego ze starterow (sensownego i antysensownego), 15 ng cDNA oraz woda wolna od RNA-
az. W celu wykluczenia amplifikacji produktow niespecyficznych przeprowadzono reakcje dla
kontroli negatywnych, gdzie matryca zostala zastapiona woda wolng od RNaz (ang. no template
control, NTC). Sekwencje starterow oraz warunki reakcji zostaly przedstawione w tabeli
(publikacja 1, Tabela uzupetiajaca S6). Koncowe produkty reakcji rozdzielono w 1.5% zelu

agarozowym z dodatkiem Midori Green Advance (Nippon Genetics Europe, Niemcy).

3.4. Okreslenie wplywu wisfatyny na profil proteomiczny komorek lutealnych

3.4.1. Izolacja bialka

Izolacje biatka z komorek lutealnych (n=4 dla obu grup) przeprowadzono przy uzyciu
buforu litycznego sktadajacego si¢ z 30 mM Tris-HCL (pH 8), 8 M mocznika i 2% roztworu
CHAPS. Komorki inkubowano z buforem litycznym w 4°C przez 45 minut. Proby intensywnie
wytrzasano co 15 minut. Nastgpnie proby odwirowano (10 000 x g, 5 minut, 4°C). Koncentracje
biatka oznaczono z wykorzystaniem metody Bradford. Proby przechowywano w -80°C do

czasu wykonania dalszych analiz.

3.4.2. Trawienie bialek

Analize proteomiczng wykonano w Srodowiskowym Laboratorium Spektrometrii Mas
Instytutu Biochemii 1 Biofizyki Polskiej Akademii Nauk w Warszawie. Proby poddano
trawieniu zgodnie z protokotem Filtred-Aided Sample Preparation (FASP) (Wisniewski, 2019)
z modyfikacjami. W celu zredukowania mostkow cysteinowych, 150 pg biatka inkubowano w
20 mM roztworze tris(2-karboksyetylo)fosfiny (TCEP; 1 godzina w 60°C). Nastepnie za
pomoca filtra Vivacon (Sartorius Stedim Biotech, Niemcy) usuni¢to bialtka o masie
molekularnej 30 kDa. Proby wirowano (14 000 % g, 20 minut,) i przemywano roztworem
mocznika. Nastgpnie proby inkubowano w 50 nM roztworze s-metanotiosulfonianu metylu
(MMTS) przez 10 minut w temperaturze pokojowej. Uzyskane proby zostaly poddane
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oczyszczeniu poprzez trzykrotne przeptukanie roztworem 8 M mocznika w 100 mM TEAB.
Trawienie obejmowato catonocng inkubacj¢ prob przy uzyciu 5 pg trypsyny (Promega,
Niemcy) w 37°C. Po inkubacji biatka wyptukano z filtrow poprzez dwukrotne przeptukanie
buforem 100 nM TEAB i jednokrotnym przeptukaniem roztworu 500 nM NaCl. Koncentracje
biatek oszacowano z uzyciem zestawu Pierce™ Quantitative Colorimetric Peptide Assay
(Thermo Fisher Scientific, USA). Nast¢pnie 30 pg biatka z kazdej préby poddano znakowaniu
z uzyciem odczynnika TMTpro 16plex (Thermo Fisher Scientific) zawieszonego w 50 pL
acetonitrylu (ACN). Standard wewngtrzny przygotowano poprzez wymieszanie w réwnych
proporcjach koncentratu biatek z kazdej proby. Reakcje znakowania zatrzymano poprzez
dodanie 8 pL. 5% roztworu hydroksyloaminy, a nast¢pnie okreslono stopien wyznakowania.
Biatka odsalano przy uzyciu kolumn 30 mg Oasis HLB (Waters, USA). Kolumny zostaty
aktywowane w 1 mL metanolu a nastgpnie przemyte 1.5% ACN 1 0.1% kwasem mréwkowym
(FA). Na kolumny naniesiono proby, przemyto w 90% ACN 10.1% FA, osuszono i zawieszono

w roztworze 2% ACN w 10 nM wodorotlenku amonu.

3.4.3. Frakcjonowanie bialek metoda chromatografii cieczowej w odwroconej fazie w

wysokim pH

Frakcjonowanie biatek znakowanych TMT wykonano przy uzyciu chromatografii
cieczowej w odwroconej fazie w wysokim pH na kolumnach XBrigdge Peptide BEH C18 (4.6
x 250 mm, 130 A, 5 pm, Waters, USA). Rozdziat frakcji przeprowadzono z wykorzystaniem
systemu Waters Acquity UPLC H-class przez 100 minut i predkosci przeptywu 0.8 ml/min.
Fazy rozdziatu stanowity woda (A), ACN (B) 1 100 mM roztwor AH (C). Stezenie roztworu C
podczas catej procedury frakcjonowania stanowito 10%. Frakcje zbierano co minute liczac od
czwarte] minuty od rozpoczgcia procedury. Gradient rozpuszczalnika B zmienial si¢
nastepujaco: 5-8% przez 3 minuty, 8-15% przez 8 minut, 15-25% przez 35 minut, 25-33% przez
15 minut, 33-50% przez 16 minut, 50-90% przez 8 minut. Frakcjonowanie wstrzymano
(wstrzymanie izokratyczne) w 90% roztworze B przez 4 minuty, a nastgpnie kolumny
stabilizowano przez 2 minuty w 2% roztworze B. Frakcje osuszono i zrekonstruowano w

roztworze Evosep (Evosep Biosystem, Dania) poprzez mieszanie i sonifikacje.
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3.4.4. Analiza spektrometrii mas

Uzyskane frakcje analizowano za pomoca wysokosprawnej chromatografii cieczowe;j
sprzezonej ze spektrometrig mas przy uzyciu systemu Evosep One (Evosep Biosysytem, Dania)
bezposrednio potaczonego ze spektrometrem mas Orbitrap exploris 480 (Thermo Fisher,
Niemcy). Kazda frakcj¢ o objetosci 20 pL naniesiono na kolumne Evotips C18 (Evosep
Biosystem, Dania) zgodnie z opisem (Nynca i in., 2023). Rozdzial chromatograficzny
prowadzono przez 44 minuty przy predkosci przeptywu 500 nl/min w kolumnach
gradientowych EV1106 (Dr Maisch C18 AQ, kulki 1.9 um, 150 pm ID, dtugos$¢ 15 cm, Evosep
Biosystems, Dania). Odczyty zebrano w trybie akwizycji zaleznej od danych. Rozdzielczos¢
MSI1 zostata ustalona na 60 000 z automatycznym czasem zbierania jonéw w zakresie 300-1
700 m/z (stosunek masy do ladunku) i normalizacji 300% dla automatycznej kontroli
wzmocnienia (AGC) (ang. automated gain control). Rozdzielczo$¢ MS2 zostata ustalona na 30
000 przy standardowej znormalizowanej wartosci docelowej AGC, automatycznym
maksymalnym czasie zbierania jonéw i 25 najlepszych prekursorach w oknie izolacji
wynoszacym 1,2 m/z branych pod uwage w analizie MS/MS. Wykluczenie dynamiczne
ustawiono na 20 s z dopuszczalng tolerancjg masy + 10 ppm, progiem intensywnosci prekursora
na poziomie 5% i progiem dopasowania prekursora na poziomie 70%. Prekursory
fragmentowano przy znormalizowanej energii zderzenia wynoszacej 30%. Napigcie rozpylania
zdefiniowano na 2,1 kV, poziom lejka RF na 40, a temperatur¢ podgrzewanej kapilary na

275°C.

3.4.5. Analiza danych

Analiz¢ uzyskanych danych przeprowadzono przy uzyciu oprogramowania
MaxQuant/Andromeda (wersja 2.0.1.0) (Tyanova iin., 2016A) i bazy Uniprot (wersja 2022 02)
dla wszystkich zdeponowanych biatek Sus scrofa. Podczas analizy uwzgledniono
przypuszczalne zmiany w strukturze biatka wywotane przez enzym wykorzystany do trawienia
(trypsyna) oraz potencjalne modyfikacje polegajace na stalej metylotionylacji cystein
(Mehylthio) i zmiennym utlenianiu metioniny (Oxidation). Analiz¢ ilo§ciowa przeprowadzono
na podstawie odczytoéw jonow reporterowych. Wspolczynnik korekcji dla TMTpro 16plex

ustalono wedtug zalecen producenta. Analiza statystyczna zostata przeprowadzona przy uzyciu
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odwroconej bazy danych z punktem FDR ustalonym na poziomie nizszym niz 0,01. Przy uzyciu
oprogramowania Perseus (wersja 1.6.15) (Tyanova i in. 2016) usuni¢to wyniki pokrywajace si¢
z odwrocong baza danych oraz biatka zidentyfikowane tylko czgsciowo lub zanieczyszczone.
Wartosci reporterowe dla izobarycznych znacznikOw masy (ang. tandem mass tag, TMT)
znormalizowano a nastgpnie wartosci te zostaty przeksztalcone logarytmicznie (log>). Biatka z
odczytami mniejszymi niz trzy na prob¢ w jednym powtdrzeniu biologicznym zostaty
zastgpione warto$ciami z rozktadu normalnego (szerokos$¢ rozktadu 0,3 i1 przesunigcie 1,8).
Nastepnie sygnaly reporterowe zostaty znormalizowane metodg internal refernce scaling (IRS)

(Plubell i in., 2017). Prog istotnosci statystycznej ustalono dla p < 0,051 FC > 1,1.

3.4.6. Analiza funkcjonalna

Analiza funkcjonalna biatek wykazujacych zmieniong ekspresj¢ (ang. differntially
regulated proteins, DRPs) po wplywem wisfatyny zostata przeprowadzona przy uzyciu
oprogramowania String (wersja 11.5) wykorzystujacego bazy danych GO i KEGG (Szklarczyk
iin., 2019, 2023). Za istotne uznano wyniki dla normalizowanej wartosci p < 0,05 (p-adjusted

<0,05).

3.4.7. Walidacja wybranych bialek o zmienionej ekspresji metoda Western Blot

Werytikacje wynikow otrzymanych w analizie LC-MS/MS przeprowadzono przy uzyciu
metody Western Blot dla pigciu wybranych biatek wykazujacych zmiany w ekspresji pod
wplywem wisfatyny: dezintegryna i metaloproteinaza z motywem trombospondyny typu 1
(ADAMTSI), 14a-demetylaza sterolowa (CYP51A1), inhibina f-A (INHBA), notch receptor
3 (NOTCH3), oraz syntaza prostaglandyny E> (mPGES2). Komorki lutealne, z ktorych
wyizolowano biatka do weryfikacji metoda Western Blot, pochodzity z tych samych hodowli,
ktoére zostaly przeprowadzone w celu uzyskania materiatu do analiz LC-MS/MS (n=4). Biatko
wyizolowano przy uzyciu T-PER Tissue Protein Extraction Reagent (Thermo Fisher Scientific,
USA) z dodatkiem inhibitorow proteaz (Sigma Aldrich, USA). Lizaty oczyszczono poprzez
wirownie (10000xg, 5 min, 4°C). Procedur¢ analizy Western Blot przeprowadzono zgodnie z
metodyka opisang przez (Smolinska i in., 2019) z modyfikacjami. Do analizy wykorzystano 20
pg biatka. Préoby poddano rozdzialowi elektroforetycznemu SDS-PAGE w  Zelu

poliakrylamidowym (12.5% dla ADAMTSI, CYP51A1, INHBA, mPGES2, oraz 10% dla
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NOTCH3) z wykorzystaniem zestawu Mini-PROTEAN® Tetra Cell (Bio-Rad Laboratories
Inc., USA). Rozdzielone biatka przeniesiono na membran¢ z polifluorku winylidenu (PVDF)
(Roche Diagnostic, Niemcy) metodg transferu poétsuchego (semi-dry). W celu uniknigcia
niespecyficznych wigzan membrany blokowano w 5% roztworze BSA w buforze TBST.
Nastepnie membrany inkubowano przez noc w 4°C z odpowiednimi przeciwciatami
pierwszorzgdowymi: ADAMTSI (1:250, Thermo Fisher Scientific, Invitrogen, #720329);
CYP51A1 (1:250, Thermo Fisher Scientific, Invitrogen, #PA5-59516); INHBA (1:250;
Thermo Fisher Scientific, Bioss, #BS-1774R), NOTCH3 (1:250, Thermo Fisher Scientific,
Invitrogen, #PAS5-89283) oraz PTGES2 (1:250; FineTest, Wuhan, Chiny, FNab06917). Jako
biatko referencyjne wykorzystano TATA-binding protein (TBP, 1:5000; Lifespan Biosciences,
LS-C358352). Po inkubacji membrany ptukano w buforze TBST. Nastgpnie membrany
inkubowano przez 1.5 godziny w temperaturze pokojowej z dodatkiem drugorzgedowych
przeciwcial kozich skierowanych przeciw antygenom kréliczym (AP156P; Merck Millipore,
USA) skoniugowanych z peroksydaza chrzanowa (rozcienczenie 1:5000 dla wszystkich
analizowanych biatek). Wizualizacj¢ immunokomplekséw przeprowadzono przy uzyciu
zestawu odczynnikoéw Immobilon Western Chemiluminescent HRP Substrate (Merck

Millipore, USA) i aparatu Azure 280 Imaging System (Azure Biosystems, USA).

3.4.8. Analiza statystyczna

Analizg gestosci optycznej przeprowadzono z uzyciem oprogramowania Image Studio
Lite v.5.2 (LI-CORE, USA). Analiz¢ statystyczng pomiarow wykonano z uzyciem programu
Statistica (Statsoft Inc., USA) wykorzystujac test t-Studenta. Dane zostaty przedstawione jako
srednie arytmetyczne z wartoscig bledu standardowego s$redniej (S.E.M.) dla czterech

niezaleznych pomiardw (n=4). Jako istotne przyjeto wartosci p < 0,05.
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4. Wyniki
4.1. Analiza wplywu wisfatyny na transkryptom komorek lutealnych

4.1.1. Wyniki sekwencjonowania nastepnej generacji

Wyniki sekwencjonowania zostaty zdeponowane w bazie danych European Nucleotide
Archive (https://www.ebi.ac.uk/ena) pod numerem dostgpowym PRIEB61451. Catkowita
liczba odczytow uzyskanych podczas sekwencjonowania dla grup kontrolnych (n=5) i
poddanych dziataniu wisfatyny (n=5) wyniosta 579 987 746 ($rednio 57,99 mln odczytow na
probe). Liczba odczytéw przypisanych do genomu referencyjnego Sus scrofa (wersja 11.1.96)
wyniosta 474 172 478. Usredniony rozktad procentowy odczytow dla prob przedstawiat sie
nastepujaco: 43,81% odczytow przypisano do regionéw kodujacych, 19,38% odczytéw
znajdowato si¢ regionach niepodlegajacych translacji a 31,86% w sekwencjach intronowych.
4,95% odczytow przyporzadkowano do obszarow migdzygenowych (publikacja 1, tabela

uzupetniajaca S1).

4.1.2. Wplyw wisfatyny na ekspresje¢ genow i analiza funkcjonalna

Analiza zmian w transkryptomie komorek lutealnych wykazata 189 TARs o ekspresji
zmienione] pod wptywem wisfatyny, z czego 170 zidentyfikowano jako DEGs. W$rdd nich 71
genow wykazato obnizong, a 99 podwyzszong ekspresje w obecnosci adipokiny. Wyniki
zostaly przedstawione na rycinie 1A w publikacji 1. Wartosci logoFC dla wszystkich
zidentyfikowanych DEGs wahaly si¢ od —11.48 (ENSSSCG00000012470) do 11.92
(ENSSSCG00000039280) (publikacja 1, tabela uzupetniajaca S2).

Analiza funkcjonalna GO pozwolita na przypisanie 135 DEGs do 45 procesow w trzech
glownych kategoriach: 14 procesoOw przyporzadkowano do kategorii ,.komponenty
komorkowe” (CC), 12 do kategorii ,,funkcje molekularne” (MF), natomiast 19 procesow
przypisano do kategorii ,,procesy biologiczne” (BP) (publikacja 1, rycina 2A 1 B). W kategorii
CC najwigcej DEGs zostalo przypisanych do podkategorii: ,,skladnik komorkowy”
(GO:0005575; 110 DEGsS), ,.komorkowa jednostka anatomiczna” (GO:0098590; 108 DEGs),
,btona” (GO:0016020; 68 DEGs), ,,obwod komorkowy” (GO0071944; 47 DEGs), oraz ,,blona

plazmatyczna” (GO:0005886; 40 DEGs), co podkresla istotny wplyw wisfatyny na organizacje
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struktur komoérkowych. W kategorii MF najwigksza ilo§¢ DEGs zostata przypisana do takich
funkcji jak: ,,aktywnos$¢ transportera” (GO:0005215; 19 DEGSs), ,,aktywno$¢ transportera
migdzyblonowego” (GO:0022857; 17 DEGs), ,,aktywnos$¢ jednoatomowego transportera
miedzybtonowego” (GO:0015075; 13 DEGs) oraz ,,aktywno$¢ miedzybtonowego transportera
czasteczek nieorganicznych” (GO:0051032; 11 DEGs). Na podstawie adnotacji, mozna
przypuszczaé, ze wisfatyna odgrywa wazng role zaréwno w komunikacji wewnatrz- jak i
mie¢dzykomorkowej. W kategorii BP najwigksza liczba DEGs zostata przyporzadkowana do
podkategorii ,,procesy komorkowe” (GO:0009987; 92 DEGs), ,regulacja biologiczna”
(GO:0065007; 69 DEGs), ,regulacja procesow biologicznych” (GO:0050789; 65 DEGs),
,regulacja procesow komodrkowych” (GO:0050794; 62 DEGs), oraz ,,procesy organizmu
wielokomoérkowego” (GO:0032501; 49 DEGs). Opisane procesy $wiadcza o tym, ze wisfatyna
moze petlni¢ wazng role w regulowaniu zlozonych proceséw biologicznych na wielu
ptaszczyznach. Wizualizacja wybranych procesdéw wzbogaconych przez DEGs zostata
przestawiona na rycinie 3 w publikacji 1. Podczas analizy wzbogacenia szlakow komoérkowych
przez zidentyfikowane DEGs zidentyfikowano siedem gendéw przypisanych do szlaku
,heuroaktywne oddzialywanie ligand-receptor” (publikacja 1, tabela uzupeliajagca S3),

ktérych ekspresja ulegta zmianie pod wptywem wisfatyny (publikacja 1, rycina 4).

4.1.3. Wplyw wisfatyny na ekspresj¢ dlugich niekodujacych RNA i analiza funkcjonalna

W doswiadczeniu zidentyfikowano 767 IncRNAs, z ktorych 40 wykazywato
zrdznicowang ekspresj¢ pod wplywem wisfatyny. Wséréd 40 zidentyfikowanych DELs, 3
transkrypty zostaty opisane jako ,,znane”, natomiast 37 jako ,,nowe”, ktorych sekwencje nie
zostaly wczesniej zdeponowane w zadnych bazach danych. Sposréd zidentyfikowanych DELs,
23 wykazywato wzrost, natomiast 17 obnizenie ekspresji pod wptywem wisfatyny. Warto$ci
logoFC dla zidentyfikowanych DELs wahaty sie od —22.21 (MSTRG.10127.1) to 23.72
(MSTRG.579.3) (publikacja 1, tabela uzupetniajagca S4). Podczas analizy nie wykazano
statystycznie istotnych interakcji DEGs - DELs. Dalsza analiza zostata przeprowadzona tylko

dla istotnych interakcji pomigdzy DELs a ich genami docelowymi (ang. target genes).

Zidentyfikowano 68 interakcji typu cis (dziatajace na ekspresje gendw na tym samym
allelu chromosomowym) pomig¢dzy DELs a ich genami docelowymi. Analiza bioinformatyczna
nie wykazala interakcji trans. Zidentyfikowane kategorie GO, ktdre zostaly wzbogacone przez

ujawnione DELs zostaty przedstawione w publikacji 1 na rycinie 5A. Analiza funkcjonalna
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wykazata, ze DELs, wykazujace cis-interakcje z ujawnionymi genami docelowymi wzbogacity
31 proceséw GO, w trzech kategoriach: BP, CC i MF (publikacja 1, rycina 5 B). Analiza z
uzyciem bazy KEGG wykazala wzbogacenie siedmiu szlakow funkcjonalnych, sposrod
ktorych tylko jeden spetnit warunki istotnosci statystycznej: (p > 0,05): ,,naprawa przez
wycinanie zasady” (map03410). Do walidacji wybrano dwa niezidentyfikowane DELs
MSTRG.515.2 dla ktorego genem docelowym byt binding epidermal growth factor domains 1
(CCBEI) oraz MSTRG.10127.1 z genem docelowym cyclin Bl interacting protein 1
(CCNBIIPI), ktore moga by¢ potencjalnie zaangazowane w regulacje cyklu komoérkowego i

procesOw angiogenezy oraz formowanie blastocysty.

4.1.4. Analiza wplywu wisfatyny na zdarzenia alternatywnego skladania transkryptow

W doswiadczeniu zidentyfikowano lacznie 37 460 zdarzen alternatywnego skladania
transkryptow, sposrdd ktorych 168 wykazywato istotng statystycznie zmiane frekwencji w
obecnosci wisfatyny (publikacja 1, tabela uzupeiniajaca S5). Ujawnione DASs zostaly
przyporzadkowane do jednej z pigciu kategorii: A3SS — 17 zdarzen, ASSS — 8 zdarzen, MXE
— 13 zdarzen, RI — 21 zdarzen oraz SE — 109 zdarzef (publikacja 1, rycina 6). Do walidacji
zostaty wybrane geny F-Box protein 15 (FBXOI5); phosphatidylinositol glycan anchor
biosynthesis class N (PIGN); peptidylglycine alpha-amidating monooxygenase (PAM);
cleavage and polyadenylation-specific factor 7 (CPSF?7); cell division cycle 45 (CDC45); oraz

reversion inducing cysteine-rich protein with Kazal motifs (RECK).

4.1.5. Walidacja wynikow uzyskanych metoda RNA-Seq

W celu potwierdzenia prawidtowosci 1 dokladnosci metody wysokoprzepustowe)
przeprowadzono eksperymenty walidacyjne. Prawidlowo$¢ analiz DEGs 1 DEL dla o$miu
wybranych DEGs (interleukin 17C - IL17C; chemokine-like receptor 1 - CMKLRI,
cyclin A1 - CCNAI, occludin — OCLN, hypocretin receptor 1 - HCRTRI, cytochrome P450
family 2 subfamily C member 49 - CYP2C49, neuromedin U receptor 2 - NMUR?2, oraz insulin
receptor substrate 4 - IRS4), oraz dwoch wybranych DELs (MSTRG.515.2 1 MSTRG.10127.1)
i odpowiadajacych im genow docelowych (CCBEI i CCNBIIPI) potwierdzono z uzyciem
metody qPCR. Prawidlowo$¢ analizy DASs dla sze$ciu wybranych DASs (FBXO15, PIGN,

PAM, CPSF7, CDC45 1 RECK) potwierdzono metodg RT-PCR.
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Na podstawie wynikow uzyskanych metodg qPCR, w grupie komorek poddanych dziataniu
wisfatyny stwierdzono podwyzszona ekspresje gendéw [LI17C, CMKLRI, CCNAI, oraz
MSTRG.515.2 oraz obnizenie ekspresji w przypadku genéw OCLN, HCRTRI, CYP2C49,
NMUR, IRS4 oraz MSTRG.10127.1. Uzyskane wyniki odpowiadaly profilom ekspres;ji
obserwowanym w analizie wysokoprzepustowej. Analiza wynikow RT-PCR potwierdzita
wyniki analizy DASs. W grupie komoérek lutealnych traktowanych wisfatyng stwierdzono
czestsze wystepowanie zdarzen alternatywnego sktadania transkryptow dla genéw RECK,
FBXO15 i PAM, natomiast dla genow CDC45, PIGN 1 CPSF7 zdarzenia te zachodzity czesciej

w grupie kontrolne;j.

4.2. Analiza wplywu wisfatyny na profil proteomiczny komorek lutealnych

4.2.1. Wplyw wisfatyny na ekspresje¢ bialek i analiza funkcjonalna

Surowe, nieobrobione wyniki uzyskane w trakcie analizy LC-MS/MS zostaty
zdeponowane w bazie ProteomeXchange Consortium via the PRIDE pod numerami
dostepowymi PXD047445 i 10.6019/PXD047445. Analiza wykazata obecnos¢ 511 biatek o
ekspresji zmienionej pod wptywem wisfatyny (DRPs) (publikacja 2, tabela uzupetniajaca S2).
Wisrdd zidentyfikowanych biatek wykazano 276 biatek o ekspresji zwigkszonej, natomiast 235
o ekspresji obnizonej pod wptywem wisfatyny. Wartosci FC dla istotnych DRPs wahaty si¢ od
-2.07 (MSANTD3) do 2.59 (ANKRD17). Powyzsze wyniki zostaty przedstawione w formie

graficznej na rycinie 1 w publikacji 2.

Analiz¢ funkcjonalng dla 511 wujawnionych DRPs przeprowadzono z uzyciem
oprogramowania String, co pozwolilo przyporzadkawac je do 162 procesow zgrupowanych w
jednej z trzech nastgpujacych kategorii ontologicznych: BP — 86 proceséw, CC — 65 procesow,
MF — 11 proceséw (publikacja 2, rycina 2).

W kategorii BP najwiecej DRPs przypisano do nastepujacych procesoOw: ,,procesy
komorkowe” (GO:0009987; 361 DRPs), ,,procesy metaboliczne” (GO:0008152; 227 DRPs),
,procesy metaboliczne substancji organicznych” (GO:0071704; 210 DRPs), ,,postawowe
procesy meatobliczne” (G0:0044238; 200 DRPs), ,.komoérkowe procesy meatboliczne”
(GO:0044237; 194 DRPs), ,,procesy metaboliczne zwigzkow azotowych” (GO:0006807; 178
DRPs), oraz ,procesy metaboliczne makroczasteczek™ (GO:0043170; 160 DRPs). Do

najciekawszych procesow wzbogaconych przez DRPs w kategorii BP naleza: ,,procesy
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biosyntezy lipidow” (GO:0008610; 14 DRPs), ,,procesy metabolizmu kwaséw thuszczowych”
(GO:0006631; 11 DRPs), oraz ,,proces metabolizmu prostaglandyn” (GO:0006693; 4 DRPs).
14 DRPs przypisano do podkategorii ,,procesy regulacji apoptozy” (GO:0042981). Podczas
analizy DRPs zostaty przypisane do kategorii ,,pozytywna regulacja procesoOw rozrodczych”
(GO:2000243; 4 DRPs) 1 ,rozwdj pecherzykow jajnikowych” (GO:0001541; 2 DRPs).
Ponadto, 19 DRPs wzbogacito terminy ,,regulacja proceséw rozwojowych” (GO:0050793; 19
DRPs) z czego 7, 5 1 3 DRPs przypisane zostaty do kategorii: ,,;ozw6j zarodka” (GO:0009790),
,morfogeneza zarodka” (GO:0048598) i1 ,rozwoj zarodka kregowcow” (GO:0043009).
Wybrane, wzbogacone przez DRPs procesy GO zostaly przedstawione w publikacji 2

na rycinie 3.

W kategorii CC najwigcej DRPs przyporzadkowanych zostato do kategorii ,,komoérkowa
jednostka  anatomiczna”  (GO:0110165; 409 DRPs), ,anatomiczne organelle
wewnatrzkomorkowe”  (GO:0005622; 376 DRPs), ,organella cytoplazmatyczne”
(GO:0043226; 332 DRPs), ,.cytoplazma” (GO:0005737; 330 DRPs), ,,organella otoczone
btong” (GO:0043227; 294 DRPs) oraz ,,wewnatrzkomoérkowe organella otoczone btong”
(GO:0043231; 288 DRPs). Wybrane wzbogacone przez DRPs procesy GO zostaly

przedstawione w publikacji 2 na rycinie 2.

W kategorii MF najwigcej DRPs przypisano do procesow: “wigzanie RNA”
(GO:0005488; 305 DRPs), ,,wigzanie bialek” (GO:0005515; 176 DRPs), ,,wiazanie
organicznych cyklicznych zwigzkow” (GO:0097159; 147 DRPs) oraz ,,wigzanie zwigzkow
heterocyklicznych” (GO:1901363; 146 DRPs). Wybrane, wzbogacone przez DRPs procesy GO

zostaly przedstawione w publikacji 2 na rycinie 2.

Analiza KEGG wykazata, ze DRPs uczestniczg w 17 szlakach komérkowych (publikacja
2, tabela uzupetniajaca S3): ,,szlak metaboliczny” (KEGG:ssc01100; 46 DRPs), ,szlak
rybosomalny” (KEGG:ssc03010; 22  DRPs), ,stwardnienie zanikowe boczne”
(KEGG:ssc05014; 21 DRPs), ,,choroba Alzheimera” (KEGG:ssc05010; 17 DRPs), ,,choroba
Huntingtona” (KEGG:ssc05016; 16 DRPs), ,,choroba Parkinsona” (KEGG:ssc05012; 15
DRPs), ,szlak endocytozy” (KEGG:ssc04144; 13 DRPs), ,choroba prionowa”
(KEGG:ssc05020; 13 DRPs), ,,szlak infekcji salmonellg” (KEGG:ssc05132; 11 DRPs), ,,szlak
przeksztalcania biatek w siateczce srodplazmatycznej” (KEGG:ssc04141; 11 DRPs), ,,regulacja
cyotoszkieletu aktynowego” (KEGG:ssc04810; 11 DRPs), ,szlak metabolizmu wegla”
(KEGG:ssc01200; 10 DRPs), ,,niealkoholowe sttuszczenie watroby” (KEGG:ssc04932; 10
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DRPs), ,,szlak nekropoptyczny” (KEGG:ssc04217; 9 DRPs), ,,insulinowy szlak sygnatowy”
(KEGG:ssc04910; 9 DRPs), ,,szlak proteasomowy” (KEGG:ssc03050; 6 DRPs) oraz szlak
infekcji bateryjnej komorek nabtonkowych” (KEGG:ssc05100; 6 DRPs). Wizualizacja analizy

przestawiona zostata w publikacji 2 na rycinach 4 1 5.

4.2.2. Walidacja wynikow LC-MS/MS

W celu potwierdzenia prawidlowosci i dokladno$ci metody wysokoprzepustowej
przeprowadzono eksperyment walidacyjny dla pigciu wybranych biatek (ADAMTSI,
CYP51A1, NOTCH3, INHBA 1 mPGES2) wykazujacych zmiany ekspresji pod wplywem
wisfatyny. Analiza wynikéw uzyskanych metoda Western Blot potwierdzita stymulujacy
wptyw wisfatyny na ekspresj¢ bialek ADAMTS1, CYP51A1 oraz NOTCH3 i obnizenie
ekspresji INHBA 1 mPGES2, co byto zgodne z wynikami otrzymanymi metoda LC-MS/MS
(publikacja 2, rycina 6).
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5. Podsumowanie i Wnioski

Przeprowadzane badania umozliwity weryfikacj¢ postawionych w pracy hipotezy.
Uzyskane wyniki potwierdzity, ze wisfatyna wplywa na profil transkryptomiczny i
proteomiczny komorek lutealnych. Otrzymane wyniki przyczynily si¢ do poszerzenia wiedzy
na temat roli wisfatyny w komorkach lutealnych $wini w okresie implantacji. Metody
wysokoprzepustowe zastosowane w badaniach pozwolily na scharakteryzowanie, z uzyciem
narzedzi bioinformatycznych, zmian w profilach transkryptomicznych i proteomicznych
zachodzacych w komorkach lutealnych w obecno$ci badanej adipokiny. Uzyskane wyniki
umozliwily okreslenie gendw 1 biatek, a tym samym takze proceséw i szlakow regulacyjnych,
na ktore potencjalnie moze wplywa¢ wisfatyna. Szczegotowa dyskusje uzyskanych wynikow

przedstawiono w dotagczonych do pracy publikacjach.

Uzyskane w trakcie badan wyniki pozwolily na skonstruowanie nastgpujacych

whnioskow:

1. wisfatyna poprzez wplyw na ekspresj¢ genow zaangazowanych w procesy istotne dla
funkcjonowania komoérek lutealnych, takich jak regulacja cyklu komoérkowego,
migracja, proliferacja 1 adhezja komorek, oraz na ekspresj¢ biatek zwigzanych z
procesami proliferacji komoérek jajnikow, rdznicowania, angio- 1 waskulogenezy 1
apoptozy pelni istotng role w rozwoju jajnikéw oraz funkcjonowaniu tego gruczotu w

czasie wczesnej ciazy;

2. wplyw adipokiny na ekspresj¢ bialek zwiagzanych z synteza hormonow stroidowych, a
takze biatek regulujacych procesy lipogenezy oraz cholesterologenezy wskazuje na jej
udziat w regulacji procesu steroidogenezy oraz prawidtowego funkcjonowania

jajnikow.

Wisfatyna poprzez dzialanie na wiele gendw 1 biatek zwigzanych z funkcjonowaniem
uktadu rozrodczego reguluje komorek lutealnych, co bezposrednio przektada si¢ na
utrzymanie fizjologicznej funkcjonalnosci jajnikow. Wptyw wisfatyny na ekspresje genow

1 biatek moze przektada¢ si¢ rowniez na modyfikacje szeregu szlakow metabolicznych, co
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z kolei moze pozwoli¢ na lepsze zrozumienie mechanizmow koordynujacych funkcje
komorek lutealnych i jajnikow w okresie implantacyjnym. Uzyskane wyniki potwierdzity
postawiong hipoteze, co toruje droge do dalszych badan nad rolg wisfatyny w uktadzie
rozrodczym. Na podstawie uzyskanych wynikéw mozna przypuszczaé, ze adipokina moze
odgrywac istotng role w utrzymaniu cigzy i rozwoju zarodka w okresie implantacji poprzez
zapewnienie wlasciwego przebiegu procesow fizjologicznych charakterystycznych dla tego
okresu. Poznanie tych interakcji molekularnych, w dalszej perspektywie, moze pozwoli¢ na

wykorzystanie wisfatyny w terapiach zwigzanych z leczeniem zaburzen rozrodu.
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pozyskaniu finansowania:

prof. dr hab. Tadeusz Kaminski: redagowaniu tekstu, analizie formalne] tekstu oraz
pozyskaniu ﬁnallsoxxiania; -

dr hab. Barbara Kamifiska. prof. L'WM: redégowaniu tekstu oraz analizie formalnej

tekstu:
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e prof. dr hab. Nina Smolinska: wspoludzial w opracowaniu koncepcji. przeprowadzanie
badan, wervfikacji danych. przygotowaniu manuskryptu. redagowaniu tekstu. analizie

formalnej tekstu, nadzorze merytorycznym oraz pozyskaniu finansowania.

Jednoczesnie wyrazam zgode na przedlozenie w/w pracy przez mgra Grzegorza Kopija jako czesé
rozprawy doktorskiej w formie spéjnego tematycznie zbioru artykulow naukowych opublikowanych
w czasopismach naukowych.

Oswiadczam, iz samodzielna i mozliwa do wyodrebnienia czesé w.w. pracy wykazuje
indywidualny ~ wklad mgra Grzegorz Kopija polegajacy na  opracowaniu  koncepcji
i metodologii badan. weryfikacji danych. przeprowadzeniu badan. walidacji wynikéw. analizie

formalnej tekstu oraz przygotowaniu manuskryptu.

dr Marta Kiezun /YOWQ &(M
dr Kamil Dobrzyn ﬁzo,lﬁ'll\l D‘V{@tr‘/

dr Ewa Zaobidna % " '20’090 :d\’“e/

mgr inz. Barbara Zarzecka W&WQ &UM@JQ‘&
dr hab. Agnieszka Rak. prof. UJ / 4

prof. dr hab. Tadeusz Kaminski

dr hab. Barbara Kamifska, prof. UWM OJ@J(N‘L &\&Q)m\\\\

e Spdki
prof. dr hab. Nina Smolinska | A
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Olsztyn, 28.06.2024

mgr Grzegorz Tomasz Kopij
nauki biologiczne

Przewodniczaca Rady Naukowej Dyscypliny
Nauki Biologiczne
Uniwersytetu Warmitisko-Mazurskiego w Olsztynie

OSWIADCZENIE

autora rozprawy doktorskiej

Oswiadczam, ze w pracy pod tytutem ,.Visfatin impact on the proteome of porcine luteal
cells during implantation™ (Kopij G., Kiezun M., Gudelska M., Dobrzyn K., Zarzecka B.,
Rytelewska E., Zaobidna E., Swiderska B., Malinowska A., Rak A., Kaminski T., Kaminska
B., Smolinska N. 2024. Scientific Reports 14, 14625, doi.org/10.1038/541598-024-65577-1)
moj wkiad merytoryczny w jej przygotowanie polegal na: opracowaniu koncepcji i metodologii
badan, weryfikacji danych, przeprowadzeniu badan, walidacji wynikéw, analizie formalnej i
redagowaniu tekstu, przygotowaniu manuskryptu oraz udzieleniu odpowiedzi recenzentom

podczas procesu publikacji.

Cneapa olé,” 1
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dr Marta Kiezun

dr Marlena Gudelska

dr Kamil Dobrzyn

mgr inz. Barbara Zarzecka

dr Edyta Rytelewska

dr Ewa Zaobidna

mgr Bianka Swiderska

dr Agata Malinowska

dr hab. Agnieszka Rak, prof. UJ
prof. dr hab. Tadeusz Kaminski

prof. dr hab. Nina Smolinska

Olsztyn, 27.06.2024

Przewodniczaca Rady Naukowej Dyscypliny
Nauki Biologiczne
Uniwersytetu Warminsko-Mazurskiego w Olsztynie

OSWIADCZENIE

wspolautoréw

Oswiadczam, ze w pracy pod tytulem ,,Visfatin impact on the proteome of porcine luteal cells
during implantation” (Kopij G., Kiezun M., Gudelska M., Dobrzyn K., Zarzecka B.,
Rytelewska E., Zaobidna E., Swiderska B., Malinowska A., Rak A., Kamifski T., Kaminska
B., Smolinska N. 2024. Scientific Reports 14, 14625, doi.org/10.1038/541598-024-65577-1)
m6j wkiad merytoryczny w jej przygotowanie polegal na:

e dr Marta Kiezun: przeprowadzeniu badan;

e dr Marlena Gudelska: walidacji wynikow;

e dr Kamil Dobrzyn: przeprowadzeniu badan;

¢ mgr inz Barbara Zarzecka: walidacji wynikéw;
e dr Edyta Rytelewska: walidacji wynikow;
e dr Ewa Zaobidna: walidacji wynikéw i weryfikacja danych;

o mgr Bianka Swiderska: preparatyka i pomiar LC-MS/MS, wspéludzial w analizie

danych;
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e dr Agata Malinowska: wspétudzial w zarzadzaniu danymi i analizie;

e dr hab. Agnieszka Rak, prof. UJ: redagowaniu tekstu, analizie formalnej tekstu oraz
pozyskaniu finansowania:

e prof. dr hab. Tadeusz Kaminski: redagowaniu tekstu, analizie formalnej tekstu oraz
pozyskaniu finansowania;

e prof. dr hab. Nina Smolinska: wspéludziale w opracowaniu koncepciji,
przeprowadzaniu  badan, weryfikacji danych, przygotowaniu manuskryptu,
redagowaniu tekstu oraz analizie formalnej tekstu, nadzorze merytorycznym oraz
pozyskaniu finansowania.

Jednoczesnie wyrazam zgode na przedlozenie w/w pracy przez mgra Grzegorza Kopija jako czes¢
rozprawy doktorskiej w formie spéjnego tematycznie zbioru artykutéw naukowych opublikowanych
w czasopismach naukowych.

Oswiadczam, iz samodzielna i mozliwa. do wyodrebnienia czesé w.w. pracy wykazuje
indywidualny ~ wklad mgra Grzegorza Kopija polegajacy na opracowaniu koncepcji
i metodologii badan, weryfikacji danych. przeprowadzeniu badan, walidacji wynikéw. analizie
formalnej tekstu oraz przygotowaniu manuskryptu.

dr Marta Kiezun /L(%/ZQ— &/M
dr Marlena Gudelska /(’L W("‘Q &WM{Q

dr Kamil Dobrzyn ,L,-\.w\(( M\p/‘«:‘l
mgr inz. Barbara Zarzecka %QN‘[)’{LA/‘Q &M(J{/@
dr Edyta Rytelewska E"Olz\‘q \%W/&J Ska
drEwa Zaobidna  @we_ Alapbidvo
mgr Bianka Swiderska  $ioul~ “',-,ﬂ;,,_{, a

/ 7 '
dr Agata Malinowska «"’f‘j‘f"/’ Vet, 1/1/-5.1.-.
{/

dr hab. Agnieszka Rak, prof. UJ A’{AAQ/E'L/

J
prof. dr hab. Tadeusz Kamifski

) |/
prof. dr hab. Nina Smolinska /’1/12/ Mﬂ
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