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Wykaz stosowanych skrotow

ACTB
ArkKO
ATG
ATP
BMP-15
BPA
BSA
CAMP

CBX
CCs
CG
CGA

cGMP

Cl
CcoC
Cx
CYP19
DAG
DAPI
DIC
DMEM

DPBS

E2
ERa
FAD
FMN

B-aktyna (ang. B-actin)

mysz z nokautem genu dla aromatazy (ang. aromatase knockout mouse)

kodon oznaczajacy miejsce startu translacji

adenozynotrifosforan (ang. adenosine-5 -triphosphate)

biatko morfogenetyczne kosci 15 (ang. bone morphogenetic protein 15)
bisfenol A (ang. bisphenol A)

albumina surowicy bydlecej (ang. bovine serum albumine)

cykliczny  adenozynomonofosforan  (ang. cyclic  adenosine-3’,5 -
monophosphate)

karbenoksolon (ang. carbenoxolone)

komorki wienica promienistego (ang. cumulus cells)

gonadotropina kosmowkowa (ang. chorionic gonadotropin)

podjednostka a hormondéw glikoproteinowych (ang. chorionic gonadotropin
subunit alpha)

cykliczny ~ guanozynomonofosforan ~ (ang.  cyclic ~ guanosine-3°,5 -
monophosphate)

indeks komorkowy (ang. cell index)

kompleks oocyt-wieniec promienisty (ang. cumulus-oocyte complex)
koneksyna (ang. connexin)

aromataza cytochromu P450 (ang. cytochrome P450 aromatase)
diacyloglicerol (ang. diacylglycerol)

4’ 6-diamidyno-2-fenyloindol (ang. 4°,6-diamidino-2-phenylindole)

kontrast interferencyjno-réznicowy (ang. differential interference contrast)
pozywka Eagle’a zmodyfikowana przez Dulbecco (ang. Dulbecco’s modified
Eagle’s medium)

zbuforowany roztwor soli fizjologicznej (ang. Dulbecco’s phosphate-buffered
saline)

17B-estradiol (ang. 17p-estradiol)

receptor estrogenowy o (ang. estrogen receptor alpha)

dinukleotyd flawinoadeninowy (ang. flavin adenine dinucleotide)
mononukleotyd flawinowy (ang. flavin mononucleotide)



FBS
FORKO
FSH
FSHp

FSHR

GCs
GDF-9
GDP
GJ
GJC

GnRH
GPCR
GTP
GV
GVBD
hCG
HPO
HPRT1

IP3
LH
LHp

LHR
LRRs
LURKO
MFP488
MPF

MGCs
NAD*
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plodowa surowica bydleca (ang. fetal bovine serum)

mysz z nokautem genu dla receptora FSH (ang. FSH receptor knockout mouse)
hormon folikulotropowy (ang. follicle-stimulating hormone)

podjednostka p hormonu folikulotropowego (ang. follicle-stimulating hormone
subunit beta)

receptor hormonu folikulotropowego (ang. follicle-stimulating hormone
receptor)

komorki ziarniste (ang. granulosa cells)

réznicujacy czynnik wzrostu 9 (ang. growth differentiation factor 9)
guanozynodifosforan (ang. guanosine-5 -diphosphate)

potaczenie szczelinowe (ang. gap junction)

komunikacja migdzykomorkowa z udzialem polaczen szczelinowych (ang. gap
junctional communication)

hormon uwalniajacy gonadotropiny (ang. gonadotropin-releasing hormone)
receptory sprzezone z biatkami G (ang. G-protein coupled receptor)
guanozynotrifosforan (ang. guanosine-5 -triphosphate)

pecherzyk zarodkowy (ang. germinal vesicle)

zanik pecherzyka zarodkowego (ang. germinal vesicle breakdown)

ludzka gonadotropina kosmowkowa (ang. human chorionic gonadotropin)

o$ podwzgorze-przysadka-jajnik (ang. hypothalamic - pituitary - ovarian axis)
fosforybozylotransferaza  hipoksantynowa 1 (ang. hypoxanthine
phosphoribosyltransferase 1)

trifosforan inozytolu (ang. inositol 1,4,5 — triphosphate)

hormon luteinizujacy (ang. luteinizing hormone)

podjednostka B hormonu luteinizujacego (ang. luteinizing hormone subunit
beta)

receptor hormonu luteinizujacego (ang. luteinizing hormone receptor)
powtorzenia bogate w leucyne (ang. leucine-rich repeats)

mysz z nokautem genu dla receptora LH (ang. LH receptor knockout mouse)
fosforan metylofluoresceiny 488

czynnik fazy M/ czynnik wywotujacy dojrzewanie (ang. M-phase/maturation
promoting factor)

przyscienne komorki ziarniste (ang. mural granulosa cells)

dinukleotyd nikotynamidoadeninowy, posta¢ utleniona
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NADP+
NADPH
NEBD
P4

PBS
POR
gPCR

RPLP1
RTCA
RT
RT-PCR

SiRNA
TGF-B

TGFBR3

UTR
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fosforan dinukleotydu nikotynamidoadeninowego, posta¢ utleniona

fosforan dinukleotydu nikotynamidoadeninowego, posta¢ zredukowana

rozpad otoczki jadrowej oocytu (ang. nuclear envelope breakdown)
progesteron (ang. progesterone)

sol fizjologiczna buforowana fosforanami (ang. phosphate buffered saline)
oksydoreduktaza cytochromu P450 (ang. cytochrome P450 oxidoreductase)
reakcja tancuchowa polimerazy w czasie rzeczywistym (ang. quantitative
polymerase chain reaction lub real-time PCR)

biatko rybosomalne LP1 (ang. ribosomal protein lateral stalk subunit P1)
analizator komorek w czasie rzeczywistym (ang. real-time cell analyzer)
odwrotna transkrypcja (ang. reverse transcription)

reakcja tancuchowa polimerazy z odwrotng transkrypcja (ang. reverse
transcription polymerase chain reaction)

maly interferujacy RNA (ang. small interfering RNA)

transformujacy czynnik wzrostu f (ang. transforming growth factor )

receptor typu Il transformujgcego czynnika wzrostu B (ang. transforming
growth factor beta receptor 3)

rejon niepodlegajacy translacji (ang. untranslated region)

W tek$cie rozprawy symbole genow pisano kursywa, przy czym symbole genoéw czlowieka

zapisywano wielkimi literami, natomiast geny zwierzat matymi literami, ale z pierwsza wielka litera.

Symbole biatek pisano antykwa (czcionka prosta), przy czym biatko ludzkie - wielkimi literami,

a biatko zwierzece - z pierwsza wielka litera.
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1. WSTEP

1.1. Swinia domowa (Yac. Sus scrofa domestica, Linnaeus 1758) jako zwierze
modelowe w badaniach biomedycznych

Historia wykorzystania $win w badaniach biomedycznych sigga starozytnosci, jednak
znaczenie tego gatunku dla wspomnianych badan wzrosto szczegdlnie w ciggu ostatnich kilku
dekad. Charakterystyka anatomiczna i fizjologiczna $wini czyni z niej warto§ciowy model
zwierzecy chorob cztowieka, a takze model ogélnej fizjologii ssakow. Przewaga S$wini
W badaniach biomedycznych polega migdzy innymi na tym, ze ogolne stwierdzenia
wyprowadzane z badan na gryzoniach nie w pelni przektadaja si¢ na inne gatunki ssakow,
atym bardziej na cztowieka. Model mysi rézni si¢ od cztowieka wieloma krytycznymi
parametrami, takimi jak dlugos¢ zycia, wielkos¢, organizacja genomu, fizjologia
I metabolizm, dlatego tez zwierzgta gospodarskie - w tym $winia - okazujg si¢ by¢ bardziej
przydatne od typowych zwierzat laboratoryjnych. Siedemnastu zdobywcoéw Nagrody Nobla
wykorzystywato zwierzeta gospodarskie, takie jak bydto, §winie, owce, kozy czy konie, jako
zwierzeta modelowe w prowadzonych przez siebie badaniach (Roberts i wsp., 2009). Swinie
stanowig wartosciowy model do badania endokrynologii rozrodu, a szczegdlnie do
zrozumienia fizjologii jajnika. Wykorzystuje si¢ je do badania morfologii tego narzadu,
réznicowania tkanek i1 dzialania poszczegoélnych typow komorek (Sun i Nagai, 2003).
Komorki z nieprzydatnych komercyjnie narzaddw odrzucanych po uboju, takie jak oocyty,
komorki nabtonka jajowodu, komorki wiefica promienistego czy komorki ziarniste,
Z powodzeniem moga by¢ wykorzystywane w hodowli pierwotnej, stuzac jako model do
badania fizjologii uktadu rozrodczego ssakow (Wu i1 wsp., 2001; Areekijseree 1 Vejaratpimol,

2006; Areekijseree i Chuen-Im, 2012).

1.2. Morfologiczne aspekty folikulogenezy

Folikulogeneza to dtugotrwaty proces rozwoju pecherzyka jajnikowego, od momentu
opuszczenia przez niego puli pgcherzykoéw spoczynkowych i rozpoczgcia wzrostu, az do
owulacji lub atrezji. Rosnace pecherzyki podlegaja zlozonemu procesowi rozwoju, ktory
przede wszystkim obejmuje proliferacje 1 roznicowanie si¢ komorek somatycznych
pecherzyka. W tym samym czasie oocyt przechodzi zmiany niezbedne do pozniejszego
wznowienia mejozy po przedowulacyjnym piku gonadotropin. Folikulogeneza jajnikowa

u ssakoOw rozpoczyna si¢ wraz z utworzeniem pecherzykdéw pierwotnych, co ma miejsce
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jeszcze w czasie zycia ptodowego (np. u cztowieka, Swini) lub w okresie neonatalnym (np.

u gryzoni).

Pecherzyk pierwotny (ang. primordial follicle) zbudowany jest z centralnie
polozonego oocytu I rzgdu otoczonego pojedyncza warstwa splaszczonych komorek
ziarnistych (GCs, ang. granulosa cells). Od zr¢bu jajnika oddziela go cienka btona podstawna
(Hummitzsch 1 wsp., 2013). Cykl komérkowy oocytow na tym etapie rozwoju pecherzyka
zatrzymany jest w stadium profazy I. Pecherzyki pierwotne nie sa aktywne hormonalnie i nie
posiadaja receptoréw gonadotropin (Oktay i wsp., 1997; Rice i wsp., 2007). Miedzy
komodrkami ziarnistymi pecherzykoéw pierwotnych, a takze miedzy komoérkami ziarnistymi
a oocytem brak jest wyspecjalizowanych potaczen. Jakiekolwiek substancje niezbedne
oocytowi dostarczane sg przez endocytoze lub na drodze dyfuzji, dzigki Scistemu kontaktowi

pomig¢dzy komoérkami ziarnistymi a oocytem (Lucci i wsp., 2001; Yu i wsp., 2010).

Pecherzyki pierwotne stanowig tzw. rezerw¢ jajnikowa, czyli pule pecherzykow
spoczynkowych, z ktorej beda sie wywodzi¢ wszystkie pecherzyki wzrastajace. Gdy niektére
ze splaszczonych komorek ziarnistych otaczajacych oocyt zaczynaja przybieraé ksztalt
szescienny, pecherzyk okresla si¢ mianem "pgcherzyka przejsciowego". Pecherzyki takie
nadal zaliczane sg do puli spoczynkowej. Proces powstawania pecherzykéw pierwotnych oraz

ich aktywacja pozostajg wcigz najstabiej poznanymi etapami folikulogenezy.

Przeksztalceniu pecherzykow pierwotnych w pierwszorzedowe (ang. primary follicles)
towarzyszy zmiana morfologii komoérek ziarnistych ze splaszczonych w szedcienne oraz
zwiekszenie $rednicy oocytu (Braw-Tal 1 Yossefi, 1997). Powigkszony oocyt wytwarza wokot
siebie glikoproteinowg otoczke zwang ostonka przejrzysta (tac. zona pellucida), ktora
oddziela go od komérek ziarnistych (Braw-Tal i Yossefi, 1997). Pecherzyki pierwszorzgdowe

s pierwszymi zaliczanymi do puli pecherzykow wzrastajacych.

Pecherzyk drugorzgdowy (ang. secondary follicle) sktada si¢ z co najmniej dwoch
warstw komorek ziarnistych, powstatych w wyniku ich proliferacji, oraz z kontynuujacego
sw0j wzrost oocytu. Na zewnatrz pecherzykow drugorzedowych zaczynaja si¢ pojawial
pochodzace ze zrgbu jajnika komorki ostonki (tzw. komorki tekalne, ang. theca cells).
Pecherzyki drugorzedowe, ze wzgledu na obecno$¢ zaréwno receptoréw hormonu
folikulotropowego (FSHR, ang. follicle-stimulating hormone receptor) w komorkach

ziarnistych, jak i receptorow hormonu luteinizujacego (LHR, ang. luteinizing hormone
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receptor) w komorkach ostonki, sg wrazliwe na gonadotropiny i zaczynajg syntetyzowaé

steroidowe hormony piciowe (Yamoto 1 wsp., 1992; Zhang 1 wsp., 2001; Yung i wsp., 2014).

Oocyt w pecherzyku trzeciorzgdowym (ang. tertiary [antral] follicle) otoczony jest
wieloma warstwami komorek ziarnistych, miedzy ktorymi pojawiajg si¢ przestrzenie
zawierajace plyn pecherzykowy, stopniowo zlewajace sie w jedng jame (fac. antrum).
W ostonce pecherzyka wyrdézni¢ mozna warstwe wewngtrzng (tac. theca interna) oraz
zewngtrzng (tac. theca externa). Pecherzyk trzeciorzedowy szybko powigksza swe rozmiary

i roznicuje si¢ pod wpltywem gonadotropin, tworzac w efekcie dojrzaly pgcherzyk Graafa

(ryc. 1).

Przy$cienne komoérki Btona podstawna

ziarniste

Ptyn pecherzykowy

Kompleks oocyt-

wieniec promienisty
Oocyt

Komérki tekalne

Komorki wierica
promienistego

Ryc. 1. Schemat budowy pecherzyka Graafa [zmodyfikowano wg Hennet i Combelles, 2012].

W pecherzyku przedowulacyjnym (ang. preovulatory [Graafian] follicle) ptyn
pecherzykowy zwieksza swoja objetos¢ do tego stopnia, ze otoczony komorkami ziarnistymi
oocyt zepchniety zostaje na biegun pecherzyka. Wraz z powstaniem jamy pecherzyka
komorki ziarniste rozdzielaja si¢ na dwie subpopulacje, roznigce si¢ od siebie nie tylko
umiejscowieniem w pecherzyku, ale rowniez ekspresja gendw i funkcja. Przyscienne komorki
ziarniste (MGCs, ang. mural granulosa cells) wyscietaja $ciang pecherzyka i odpowiadaja

glownie za steroidogeneze, natomiast komorki wienca promienistego (CCs, ang. cumulus

10
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cells) Scisle otaczaja oocyt, tworzgc wraz z nim tzw. kompleks oocyt-wieniec promienisty
(COC, ang. cumulus-oocyte complex), a dzigki pozostawaniu w bezposrednim kontakcie
z oocytem regulujg jego wzrost, rozwdj 1 dojrzewanie (Eppig i wsp., 1998; Li i wsp., 2000;
Diaz i wsp., 2007; Harris 1 wsp., 2011). Réznica migdzy MGCs a CCs polega rowniez na tym,
ze tylko komorki wienca promienistego, w odpowiedzi na przedowulacyjny pik LH,
podlegaja tzw. procesowi ekspansji (rozproszenia), dzigki ktoremu oocyt moze zostac
uwolniony z pecherzyka Graafa podczas owulacji (Salustri i wsp., 1989; Kimura i wsp., 2002;

Nagyova i wsp., 2017).
1.3. 0$ podwzgorze - przysadka - jajnik

Rozmnazanie ssakow jest kontrolowane za pomocg interakcji miedzy podwzgoérzem,
przysadka i gonadami. Sktadowe te tworza u osobnikow zenskich 0§ podwzgorze-przysadka-
jajnik (HPO axis, ang. hypothalamic-pituitary-ovarian axis), ktéra dziata na zasadzie regulacji
hormonalnej oraz petli sprzgzen zwrotnych. Neurony okolicy przedwzrokowej podwzgorza
syntetyzuja 1 wydzielaja hormon uwalniajacy gonadotropiny, zwany takze gonadoliberyna
(GnRH, ang. gonadotropin-releasing hormone), bedacy nadrzednym neuroregulatorem osi
HPO. GnRH wraz z krwig krazenia wrotnego przysadki trafia do jej przedniego ptata, gdzie
po zwigzaniu ze swoistymi receptorami na gonadotrofach stymuluje synteze i uwalnianie
hormonow gonadotropowych - hormonu luteinizujacego (LH, ang. luteinizing hormone) i,
w mniejszym zakresie, hormonu folikulotropowego (FSH, ang. follicle-stimulating hormone).
Hormony steroidowe jajnika, takie jak estrogeny i progesteron, wraz z hormonami
peptydowymi — aktywinami, inhibinami i folistatyng — modulujg poziomy LH i FSH poprzez
sprzezenia zwrotne wywierane zardwno na poziomie przysadki, jak i podwzgorza. LH i FSH
z kolei reguluja najwazniejsze aspekty rozmnazania zachodzace w jajnikach, takie jak
steroidogeneza, gametogeneza 1 owulacja. Schematyczne dziatanie osi podwzgorze -

przysadka - jajnik przedstawiono na rycinie 2.
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Ryc. 2. Ogodlny schemat dodatnich i ujemnych petli sprzezeh zwrotnych wywieranych przez
poszczegolne skltadowe osi podwzgorze-przysadka-jajnik [zmodyfikowano wg Bulun, 2011 W:
Williams Textbook of Endocrinology]. GnRH — gonadoliberyna, FSH — hormon folikulotropowy, LH —
hormon luteinizujgcy, E2 — 17-beta estradiol, P4 — progesteron, ,+” — dziatanie stymulujgce, ,-” —
dziatanie hamujace.

1.3.1. Hormon luteinizujacy (LH) i hormon folikulotropowy (FSH) - budowa
i wplyw na funkcje jajnika

LH i FSH to produkowane przez komoérki przedniego ptata przysadki moézgowej
hormony glikoproteinowe o masie czasteczkowej ok. 30 kDa. Kazda z gonadotropin jest
heterodimerem zbudowanym z dwoch podjednostek - a1 - powigzanych ze soba wigzaniami
niekowalencyjnymi (Pierce i Parsons, 1981). Podjednostka o (CGA, ang. chorionic
gonadotropin subunit alpha) ma identyczng struktur¢ polipeptydowa zaréwno w przypadku
FSH jak i LH, natomiast sekwencja aminokwasowa podjednostki 8 kazdego z tych hormonow
jest rozna 1 decyduje ona o swoistosci biologicznej heterodimerow off. U cztowieka, dojrzata
podjednostka o jest zbudowana z 92 reszt aminokwasowych; kodujacy ja gen sktada si¢
Z czterech egzonow 1 jest zlokalizowany na chromosomie 6 (6q12.21) (Fiddes i Goodman,
1981). Podjednostki B ludzkiego FSH (FSHp, ang. follicle-stimulating hormone subunit beta)
i LH (LHB, ang. luteinizing hormone subunit beta) sktadajg si¢, odpowiednio, ze 111 i 121
reszt aminokwasowych. Gen LHJ lezy na chromosomie 19 (19q13.32), natomiast gen FSHf
na chromosomie 11 (11p13) (Talmadge i wsp., 1984; Watkins i wsp., 1987).
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FSH jest gtownym czynnikiem stymulujacym folikulogeneze i oogeneze, a takze
regulatorem funkcji endokrynnej gonad. Hormon ten jest niezbedny dla prawidlowego
funkcjonowania jajnikéw, polegajacego na wytwarzaniu dojrzalych oocytow i syntezie
hormonéw steroidowych u wszystkich gatunkéw ssakéw. W przypadku niedoboru FSH,
wywotanego spontanicznymi lub ukierunkowanymi mutacjami genetycznymi, wzrost
pecherzykow zostaje zatrzymany, a u samic stwierdza si¢ nieptodnos¢ (Kumar 1 wsp., 1997;

Layman i wsp., 1997; Burns i wsp., 2001).

Chociaz gonadotropiny zdaja si¢ nie mie¢ wpltywu na inicjacj¢ wzrostu pecherzykow
jajnikowych, maja jednak wptyw na wczesne stadia ich rozwoju. FSH nie jest niezbedny dla
przeksztatcenia si¢ pecherzykow pierwotnych w pecherzyki pierwszorzedowe, poniewaz
pecherzyki pierwotne nie wykazujg ekspresji receptorow dla FSH (Oktay i wsp., 1997; Rice
I wsp., 2007). Wykazano jednak, ze nawet pecherzyki pierwszo- i drugorzedowe, ktorych
rozw0j moze si¢ odbywaé bez udzialu gonadotropin, sa na nie wrazliwe, a zatem hormony te
moga dziata¢ optymalizujaco na rozwdj pecherzykow preantralnych (McGee 1 wsp., 1997;
Hardy 1 wsp., 2017). FSH stymuluje rozwoj pecherzykéw od stadium antralnego do
przedowulacyjnego, w szczegolnosci za$ promuje proliferacje i réznicowanie si¢ komorek
ziarnistych. W wyniku tego roznicowania si¢ komorki ziarniste nabywaja zdolnos$¢ do
produkcji duzych ilosci 17B-estradiolu (dzigki ekspresji aromatazy) oraz zdolno$¢ do
odpowiedzi na sygnat LH (dzi¢ki ekspresji receptora LH), co jest niezbedne do owulacji oraz
powstania i utrzymania funkcji ciatka zottego. Zaréwno zwigkszenie ekspresji aromatazy
przez komorki ziarniste, jak i pojawienie si¢ w nich ekspresji LHR s3 procesami

indukowanymi przez FSH (Piquette i wsp., 1991; Silva i Price, 2000).

LH dziala synergistycznie z FSH w bardziej zaawansowanych stadiach rozwoju
pecherzykow. Stopniowe zwigkszanie si¢ kragzacych poziomoéw LH jest konieczne dla wzrostu
i rozwoju matych pecherzykow antralnych do stadium przedowulacyjnego (Richards
i Bogovich, 1982; Hattori i wsp., 2018). Szczytowe stezenie tego hormonu we krwi w
ostatnich dniach fazy pecherzykowej cyklu miesiagczkowego prowadzi do owulacji,
luteinizacji i powstania ciatka zottego. LH podtrzymuje rowniez produkcje progesteronu w
ciatku zottym, dziatajac na zluteinizowane komorki ziarniste (Richards i wsp., 1998; Edson
i wsp., 2009).

Obie gonadotropiny sg niezbedne do produkcji hormondéw steroidowych przez jajnik.

Zgodnie z klasyczng koncepcja "dwoch komoérek — dwodch gonadotropin”, komorki
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wewnetrznej warstwy ostonki pecherzykow jajnikowych produkuja androgeny, ktore
w wyniku aromatyzacji w warstwie ziarnistej ulegajg przemianie do estrogenow. Komorki
ostonki wewnetrznej sg stymulowane przez LH, a komorki warstwy ziarnistej przez FSH
(Fevold, 1941). Model ten znalazt potwierdzenie na podstawie immunohistochemicznej
lokalizacji enzymow bioracych udzial w syntezie androgendéw (P450scc, 3BHSD oraz
P450c17) w komorkach wewnetrznej warstwy ostonki rozwijajacych si¢ pecherzykow oraz
enzymu P450arom (aromatazy) w komorkach ziarnistych rosngcych pecherzykow (Suzuki
i wsp., 1993). Schemat steroidogenezy jajnikowej u $wini jest zgodny z koncepcja "dwoch
komorek - dwodch gonadotropin”, tzn. androgeny produkowane przez komorki tekalne sa
nastepnie aromatyzowane do estrogenow przez komorki ziarniste. Jednak w przeciwienstwie
do innych gatunkéw, komorki tekalne u §wini wykazujg rdwniez ekspresje aromatazy 1 moga
syntetyzowaé estrogeny prawdopodobnie w ilosciach poréwnywalnych do tych

syntetyzowanych przez komorki ziarniste (Foxcroft i Hunter, 1985; Shores i Hunter, 1999).

Znaczenie gonadotropin w jajniku wykazano na myszach z nokautami genéw Lhr,
Fshr i Fshp. Myszy z niedoborem Fsh (Fshf (-/-)) byly nieptodne z powodu zatrzymania
rozwoju pecherzykow przed osiggnigciem stadium antralnego. W pecherzykach tych komorki
ziarniste wykazywaty zwigkszony poziom mMRNA Fshr, przy jednoczesnym obnizeniu
poziomow mRNA genu aromatazy (Cypl9) i gendéw podjednostek inhibin/aktywin (Inhba
i Inhbb). Ekspresja mRNA Lhr w komorkach ziarnistych byta pigciokrotnie nizsza niz
u myszy typu dzikiego (Burns i wsp., 2001). U samic myszy z nokautem genu Fshr (Fshr (-/-
)) (FORKO, ang. FSH receptor knockout) macica byta atroficzna i zwierzeta te byly
nieptodne na skutek zatrzymania folikulogenezy przed stadium antralnym (Dierich 1 wsp.,
1998). Najwicksze obserwowane u tych osobnikow pecherzyki miaty nie wigcej niz cztery
warstwy komorek ziarnistych. Rozwoj pecherzykow jajnikowych u myszy z nokautem genu
Lhr (Lhr (-/-)) (LURKO, ang. lutropin receptor knockout) nie wykraczal poza stadium
wczesnego pecherzyka antralnego 1 myszy takie byty nieptodne z powodu niskiej produkcji
estrogenow oraz braku owulacji (Lei 1 wsp., 2001; Zhang 1 wsp., 2001). Co wigcej, wysokie
dawki FSH nie byly zdolne do indukcji koncowego rozwoju pecherzykow i owulacji przy
braku LHR, dowodzac ze ekspresja LHR jest niezb¢dna nie tylko dla owulacji, ale rowniez

dla dojrzewania pecherzykoéw przed owulacja (Pakarainen i wsp., 2005).
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1.3.2. Hormonalna regulacja wydzielania LH i FSH

Synteza 1 wydzielanie gonadotropin znajduja si¢ pod pozytywna kontrolg
podwzgorzowego GnRH, natomiast produkowane w jajniku hormony steroidowe (estradiol
I progesteron) oraz peptydowe (gtownie inhibiny) rowniez wpltywajg na synteze i wydzielanie
gonadotropin, oddzialujac poprzez ujemne 1 dodatnie petle sprzezen zwrotnych albo
bezposrednio na przysadke, albo posrednio poprzez podwzgodrze (gtdownie przez modulowanie
wydzielania GnRH). Wydzielanie FSH 1 LH modyfikuja réwniez wytwarzane przez
przysadke aktywiny i folistatyna.

1.3.2.1. Rola pulsacyjnej sekrecji gonadoliberyny (GnRH)

Do prawidlowego przebiegu syntezy i wydzielania gonadotropin przez przysadke
moézgowa niezbedne jest uwalnianie GnRH z podwzgorza w sposob pulsacyjny. Wydzielanie
GnRH w sposob ciggly prowadzi do zahamowania uwalniania LH 1 FSH oraz supresji
transkrypcji genéw podjednostek o 1 B obu gonadotropin przez przednig czes¢ przysadki,
a W rezultacie do hypoaktywnosci gonad (Belchetz 1 wsp., 1978; Haisenleder i wsp., 1991).
Czgstotliwos¢ 1 amplituda pulsacyjnego wydzielania GnRH zmienia schemat wydzielania LH
iFSH w ten sposob, iz nizsza czestotliwo$¢ skutkuje uwalnianiem FSH, natomiast
zwigkszona sprzyja wydzielaniu LH (Wildt i wsp., 1981; Savoy-Moore i Swartz, 1987).
Roéwniez sama transkrypcja podjednostek B gonadotropin zalezy od czgstotliwosci pulsow
GnRH. Liczne badania wykazaty, ze obnizona czestotliwos$¢ (co okoto 2 - 4 godz.) pulsow
GnRH faworyzuje ekspresje genu FSHJ, podczas gdy zwigkszona czgstotliwos¢ (co okoto 30
min.) promuje ekspresj¢ genu LHS (Haisenleder i wsp., 1991; Kaiser i wsp., 1997; Burger
i wsp., 2008; Haisenleder i wsp., 2008). Wydaje si¢ rowniez, ze LHf wykazuje wigksza
wrazliwo$¢ na czgstotliwos¢ 1 amplitude pulsow GnRH niz FSHP (Burger i wsp., 2008).
Chociaz poziomy mRNA wspdlnej podjednostki oo (CGA) obu gonadotropin réwniez reaguja
na pulsacj¢ GnRH, jej zmieniajaca si¢ czgstotliwos¢ jest mniej istotna dla ogdlnej produkeji
LH i FSH, poniewaz CGA jest wytwarzana w nadmiarze w stosunku do LHp | FSHf zaré6wno
przy szybkiej, jak iwolnej frekwencji pulsow GnRH (Weiss i wsp., 1990; Bédécarrats
i Kaiser, 2003; Ferris i Shupnik, 2006). To, w jaki sposob gonadotrofy rozrdzniaja
czestotliwosci pulsow GnRH, i w nastgpstwie tego w rdzny sposob reguluja ekspresje LHf

I FSHp, nadal pozostaje kwestig do wyjasnienia.
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1.3.2.2. Modulacja przez hormony steroidowe

Hormony steroidowe jajnika, estrogen i progesteron, regulujg ekspresje genow
gonadotropin, jak rowniez ich wydzielanie, poprzez ujemne i dodatnie petle sprze¢zen
zwrotnych dziatajacych na podwzgodrze i przysadke. Przez wigksza cz¢s¢ cyklu jajnikowego
uktad rozrodczy dziala w klasycznym trybie ujemnego sprze¢zenia zwrotnego, tj. estradiol
I progesteron hamujg wydzielanie GnRH. U samic szczuréw poddanych owariektomii,
usuni¢cie hamujacego wplywu produkowanego w jajniku estradiolu skutkowalo
podwyzszonymi poziomami LH 1 FSH (Shupnik 1 wsp., 1988). Na poziomie podwzgorza,
sprzezenie zwrotne estradiolu (i progesteronu) jest wywierane gtownie poprzez modulacje
amplitudy pulsacyjnego wydzielania GnRH. Estradiol zwicksza czestotliwos¢ pulsow GnRH,
natomiast podwyzszone poziomy progesteronu mogg obniza¢ pulsacj¢c GnRH, prowadzac do
zwigkszonej syntezy i wydzielania FSH, co obserwowano w pdznej fazie lutealnej cyklu
(Haisenleder i wsp., 1991; Goodman, 1996). Oddziatywanie hormonéw steroidowych na
syntez¢ 1 wydzielanie hormondéw gonadotropowych obywa si¢ réwniez na poziomie
przysadki, co wykazano w doswiadczeniach na myszach z nokautem genu receptora
estrogenowego o (ERa (-/-)) w komoérkach gonadotrofowych przysadki. Myszy takie
cechowaly sie nieplodnoscia, podwyzszonymi st¢zeniami LH w surowicy 1 zwigkszong
ekspresja genu podjednostki LHP, w wyniku braku ujemnego sprze¢zenia zwrotnego
wywieranego przez estradiol na gonadotrofy przysadki (Gieske i wsp., 2008; Singh i wsp.,
2009).

Cykl miesigczkowy jest rowniez zalezny od zachodzacego w jego potowie,
indukowanego utrzymujacymi si¢ wysokimi poziomami estradiolu, dodatniego sprzezenia
zwrotnego powodujacego zwigkszenie wydzielania LH (1 w mniejszym stopniu FSH) przed
owulacja. Pik LH zapoczatkowuje w komorkach ziarnistych ekspresj¢ gendw, ktorych
produkty bialkowe inicjuja luteinizacj¢, dajac oocytowi sygnal do rozpoczecia dojrzewania
mejotycznego, oraz prowadza do pegkniecia Sciany pecherzyka i owulacji (Russell i Robker,
2007). Sciezki sygnatowe, ktore odrézniaja dodatnie i ujemne sprzgzenie zwrotne estrogenow

nie zostaty jak dotad w pelni poznane.

1.3.2.3. Modulacja przez czynniki niesteroidowe
(inhibiny/aktywiny/folistatyne)

Wazna role w regulacji wydzielania hormonéw gonadotropowych przez przysadke

mozgowa odgrywaja rowniez inhibiny, aktywiny 1 folistatyna, cho¢ wptyw ten w znacznie
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wigkszym stopniu dotyczy FSH niz LH (Knight, 1996). Inhibiny i aktywiny sa czynnosciowo
antagonistycznymi cztonkami nadrodziny transformujacego czynnika wzrostu B (TGF-B, ang.
transforming growth factor p). Peptydy te po raz pierwszy wyizolowano z plynu
pecherzykowego jajnikéw krow i $win, 1 scharakteryzowano w oparciu o ich zdolnos¢ do
modulowania syntezy i wydzielania FSH przez komorki przysadki in vitro (Robertson i wsp.,
1985; Vale i wsp., 1986).

Inhibiny hamuja syntez¢ 1 wydzielanie FSH, zaréwno poprzez zmniejszanie ekspresji
FSH (Ling i wsp., 1985; Muttukrishna i wsp., 2002), jak rowniez przez obnizanie ekspresji
receptoréw GnRH (Wang i wsp., 1989; Han i wsp., 2013). Konkuruja one réwniez o wigzanie
Z receptorami aktywin na gonadotrofach, powodujac hamowanie ich dzialania (Martens
i wsp., 1997; Zhu i wsp., 2012). Powinowactwo inhibin do receptorow aktywin zwigksza
dodatkowo bedacy ko-receptorem betaglikan (receptor typu Il transformujacego czynnika
wzrostu B, TGFBR3), czynigc z inhibin bardzo silnych antagonistow aktywin (Lewis i wsp.,

2000; Wiater i wsp., 2009).

Produkowane w komoérkach gonadotrofowych przysadki aktywiny tgcza si¢ w sposob
autokrynowy/parakrynowy ze swoistymi receptorami na powierzchni tych komorek.
Aktywacja receptoréw prowadzi do zwigkszonej biosyntezy podjednostek f FSH poprzez
zwigkszanie transkrypcji i stabilnosci mRNA genu FSHp (Caroll i wsp., 1991; Weiss i wsp.,
1995) oraz do nasilenia tworzenia receptora GnRH w wyniku aktywacji transkrypcji genu
GnRHR (Fernandez-Vazquez i wsp., 1996; Norwitz i wsp., 2002). Pojawiaja si¢ réwniez
doniesienia $wiadczace o tym, ze w pewnych warunkach aktywiny moga roéwniez regulowac
powstawanie LH, poprzez modyfikowanie ekspresji podjednostek LHP (Yamada i wsp.,
2004; Coss i wsp., 2005).

O ile gléwnym (cho¢ nie jedynym) Zrodtem inhibin sg komorki ziarniste jajnika, o tyle
aktywiny sg takze produkowane w innych narzadach, takich jak mézg, nadnercza, przysadka,
macica, $ledziona czy tozysko (Meunier i wsp., 1988). Dzigki tak szerokiemu profilowi
ekspresji, aktywiny wywieraja swe dziatanie na drodze mechanizméw auto- i parakrynowych,

natomiast inhibiny dzialaja gléwnie w sposob endokrynowy.

Folistatyna to peptyd ulegajacy ekspresji miedzy innymi w jajnikach i przysadce
(Nakamura 1 wsp., 1990; Popovics i wsp., 2011). Wigze ona z wysokim powinowactwem

aktywiny, blokujac tym samym ich taczenie si¢ z receptorami aktywin oraz dalsza aktywacje
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Sciezek przekazywania sygnatu (Thompson i wsp., 2005). Folistatyna moze rdwniez
przyspiesza¢ internalizacje 1 degradacje aktywin (Cash i wsp., 2009). Ostatecznym rezultatem
dziatania folistatyny jest wigc zmniejszenie biodostgpnosci aktywin, a tym samym utrata ich

dodatniego wplywu na synteze i uwalnianie FSH.

1.3.3. Receptory gonadotropin
1.3.3.1. Struktura i mechanizm aktywacji

LH 1 FSH wywieraja zr6znicowane funkcje biologiczne poprzez aktywacj¢ swoistych
receptorow btonowych. W zwigzku z tym, ze receptor LH ma zdolno$¢ do wigzania
z wysokim powinowactwem zaréwno hormonu luteinizujacego, jak 1 gonadotropiny
kosméwkowej (CG, ang. chorionic gonadotropin), okresla si¢ go rowniez mianem receptora

LH/CG. Hormon folikulotropowy jest natomiast jedynym ligandem receptora FSH.

Oba receptory sg strukturalnie ze sobg powigzanymi cztonkami nadrodziny receptorow
sprz¢zonych z biatkami G (GPCR, ang. G-protein coupled receptor). Zbudowane sg one
z zewnatrzkomoérkowej domeny na koncu N tancucha polipeptydowego, domeny
transbtonowej skladajacej si¢ z siedmiu helis o potaczonych ze soba trzema petlami
zewnatrzkomorkowymi oraz trzema petlami wewnatrzkomorkowymi, ktora zakotwicza
receptor w btonie komoérkowej, oraz krotkiej domeny cytoplazmatycznej na koncu C,
odpowiedzialnej za wigzanie biatka G i transdukcje sygnatu. Cechg charakterystyczng grupy
receptorow hormonoéw glikoproteinowych, do ktdrej naleza zarowno LHR, jak i FSHR, jest
duza domena zewnatrzkomérkowa zawierajaca powtdrzenia bogate w leucyne (LRRs, ang.
leucine-rich repeats), ktore posredniczg w wigzaniu liganda z wysokim powinowactwem

I swoistoscig (Braun i wsp., 1991; Smits i wsp., 2003).

Po zwigzaniu liganda przez domen¢ zewnatrzkomorkowa, receptor podlega zmianie
konformacji. Prowadzi to do wymiany GDP-GTP w pokrewnym biatku G, co skutkuje
oddysocjowaniem inhibujacych podjednostek By od podjednostki a i prowadzi do aktywac;ji
cyklazy adenylanowej. Powoduje to wzrost wewnatrzkomérkowych pozioméw cAMP oraz
aktywacj¢ kinaz biatkowych A i licznych szlakow sygnatowych, czego zwienczeniem jest
zwiekszona steroidogeneza oraz stymulacja innych funkcji komorki (Menon 1 wsp., 2010).
Przy wyzszych st¢zeniach, LH lub hCG moga réwniez aktywowac fosfolipaze C, powodujac
powstawanie trifosforanu inozytolu (IP3) oraz diacyloglicerolu (DAG) jako wtdérnych

przekaznikow (Davis 1 wsp., 1987; Gudermann i wsp., 1992).
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U cztowieka, geny FSHR i LHR sg zlokalizowane na chromosomie 2 (2p21),
w odlegtosci 200 kz od siebie (Rousseau-Merck i wsp., 1990; Rousseau-Merck i wsp., 1993).
Sktadajg si¢ one, odpowiednio, z 10 1 11 egzonow, przy czym pierwszych 9 lub 10 egzonow
koduje domeng¢ zewnatrzkomorkowa, a domena transbtonowa i czg$¢ cytoplazmatyczna sa
kodowane przez ostatnie, najdtuzsze egzony (Heckert i wsp., 1992). U $wini, zar6wno gen
Lhr, jak i Fshr wykazujg kolokalizacje w rejonie q2.2-92.3 chromosomu 3 (Yerle i wsp.,
1992; Remy i wsp., 1995).

1.3.3.2. Ekspresja receptorow gonadotropin w jajniku

Ekspresja receptorow FSH, zaréwno na poziomie mRNA, jak i biatka, cechuje
wylacznie komorki ziarniste jajnika, a jej poziomy s3 SciSle zwigzane ze stopniem
zrdéznicowania komorek ziarnistych i1 dojrzatos$cig pecherzyka (Camp 1 wsp., 1991). mRNA
Fshr po raz pierwszy obserwowano w jajnikach ptodowych szczura, okoto dnia 20.5 rozwoju
embrionalnego. Transkrypty te odpowiadaly tylko zewnatrzkomorkowej domenie receptora
Fsh, a ekspresje pelnej dlugosci mRNA obserwowano kilka dni p6zniej (Rannikki i wsp.,
1995). Oktay 1 wsp. (1997) wykazali, ze ekspresja genu FSHR u czltowieka najwczesniej
pojawia si¢ w pecherzykach pierwszorzgdowych, a wigc pierwszych zaliczanych do puli
pecherzykow rosngcych. Ekspresje FSHR stwierdzano w komorkach ziarnistych pecherzykow
jajnikowych poczawszy od stadium pecherzykow drugorzgdowych (Yamoto i wsp., 1992).
Podobnie u innych gatunkow ssakow, ekspresje transkryptow Fshr obserwowano poczawszy
od stadium pecherzykow pierwszorzedowych, natomiast ekspresja receptora Fsh pojawiata sie
w malych pecherzykach preantralnych z dwoma lub wigcej warstwami komorek ziarnistych
(tj. w pecherzykach drugorzedowych) (Tisdall i wsp., 1995; Lan i wsp., 2014). Poziomy
ekspresji mRNA genu Fshr byly najwyzsze w matych pegcherzykach antralnych, a w miare
powiekszania si¢ rozmiarow pecherzykow spadaty (LaBarbera, 1994; Abdennabi i wsp.,

1999; Marelli i wsp., 2014).

Pierwszego bezposredniego dowodu na to, ze komorki ziarniste jajnika wykazuja
ekspresjc¢ FSHR, a miejsca wigzania LH wystepuja w komodrkach tekalnych jajnika
dostarczyly autoradiograficzne badania Zeleznik 1 wsp. (1974). Wykazaly one rowniez, ze
podawanie szczurom in vivo hormonu folikulotropowego prowadzi do zwigkszonego
wigzania znakowanego radioaktywnym jodem hCG przez komorki ziarniste, dostarczajac tym
samym pierwszego bezposredniego dowodu na indukcje przez FSH receptorow LH

w komorkach ziarnistych.
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Receptory LH ulegaja ekspresji w komorkach ostonki (theca interna), komorkach
ziarnistych pecherzykow jajnikowych oraz w ciatku z6itym, a schemat tej ekspresji zmienia
si¢ w zalezno$ci od fazy cyklu jajnikowego (LaPolt i wsp., 1990; Segaloff i wsp., 1990).
W jajnikach myszy i szczura, ekspresj¢ mRNA genu Lhr obserwowano po raz pierwszy
w komorkach tekalnych wczesnych pecherzykow antralnych (Bukovsky 1 wsp., 1993; Zhang
i wsp., 2001), natomiast pgcherzyki preantralne (pierwotne, pierwszo- i drugorzadowe) nie
wykazywaty ekspresji mRNA genu Lhr (Camp i wsp., 1991; Bukovsky i wsp., 1993).
W miar¢ wzrostu pecherzykow jajnikowych, ekspresje receptorow LH w odpowiedzi na FSH,
estradiol i czynniki parakrynowe obserwowano takze w komorkach ziarnistych péznych
pecherzykow antralnych szczura, $wini 1 cztowieka, a poziomy tej ekspresji byly najwyzsze
W duzych pecherzykach przedowulacyjnych (Zeleznik 1 wsp., 1974; Segaloff i wsp., 1990,
Peng i wsp., 1991; Yamoto i wsp. 1992; Liu i wsp., 1998; Yung i wsp., 2014). W odpowiedzi
na przedowulacyjny wyrzut LH, poziomy ekspresji mMRNA genu LHR w réznicujacych si¢ do
komorek luteinowych komorkach ziarnistych ulegaly przejSciowemu obnizeniu (LaPolt
i wsp., 1990; Segaloff i wsp., 1990; Jeppesen i wsp., 2012; Ophir i wsp., 2014), po czym
wracaty do stanu poprzedniego, osiggajac maksymalny poziom w potowie fazy lutealnej
cyklu jajnikowego (Nishimori i wsp., 1995; Smith i wsp., 1996). Wraz z zanikiem ciatka
z6ltego, poziomy ekspresji receptora LH ponownie spadaty (Lu i wsp., 1993; Nishimori
i wsp., 1995).

Badania immunocytochemiczne i hybrydyzacja in situ u szczuréw wykazaty, ze
komorki ziarniste mogg mie¢ znaczaco rdézne poziomy ekspresji LH/CGR, w zalezno$ci od
ich umiejscowienia w $cianie pecherzyka. Wyzsze poziomy LH/CGR stwierdzano
W przysciennych komorkach ziarnistych umiejscowionych blizej btony podstawne;,
W poréwnaniu z tymi od strony jamy pecherzyka (Peng i wsp., 1991; Eppig i wsp., 1997).
Powyzszy schemat ekspresji dotyczy MGCs, natomiast w komodrkach wiefica promienistego
ekspresji LHR nie stwierdzano lub tez jej poziomy byly znacznie nizsze niz w $ciennych
komorkach ziarnistych (Eppig 1 wsp., 1997; Jeppesen 1 wsp., 2012). Takie zachodzace za
posrednictwem oocytu hamowanie ekspresji LHR moze stanowi¢ mechanizm chronigcy CCs
przed przedwczesng luteinizacjg oraz zapewnia¢ wtasciwe mikrosrodowisko dla skutecznego

rozwoju i dojrzewania oocytu (Prochazka i wsp., 2009).
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1.4. Polaczenia szczelinowe

Potaczenia szczelinowe (GJ, ang. gap junction), zwane rowniez potaczeniami jonowo-
metabolicznymi lub polaczeniami typu neksus, s3 powszechne w organizmach
wielokomérkowych 1odgrywaja wazng role w regulacji 1 koordynacji metabolizmu
oraz czynno$ci komorek podczas wzrostu i rdéznicowania si¢ narzadow i tkanek. Rola
komunikacji mig¢dzykomorkowej z udziatem potaczen szczelinowych (GJC, ang. gap
junctional communication) zostala dowiedziona w réznych procesach rozwojowych, takich
jak morfogeneza, réznicowanie i wzrost komorek. Przypisuje si¢ jej roéwniez udzial
W przekazywaniu sygnatéw w komorce, funkcji wydzielniczej oraz sygnalizacji parakrynowe;j
(Serre-Beinier i wsp., 2002; Gittens i wsp., 2005). Potgczenia szczelinowe wystepuja
u kregowcow migdzy komorkami niemal wszystkich tkanek z wyjatkiem erytrocytow, w petni
zréznicowanych komodrek mieséni szkieletowych oraz plemnikow (Rackauskas i wsp., 2010).
W celu bezposredniej migdzykomodrkowej komunikacji, komorki roslinne polaczone sa ze
sobg w podobny sposéb, lecz z uzyciem struktur zwanych plazmodesmami (Kumar i Gilula,

1996; Mese i wsp., 2007).

1.4.1. Struktura i funkcja potaczen szczelinowych

Potaczenia szczelinowe stanowig skupiska kanaléw przecinajgcych blony komorkowe
sasiadujagcych ze soba komodrek, umozliwiajagcych bezposredni kontakt miedzy ich
cytoplazma. Kazde takie skupisko zawiera¢é moze dziesigtki lub tysiace pojedynczych
kanatow 1 mie¢ od ponizej stu nanometrow do kilku mikrometrow Srednicy (McNutt
i Weinstein, 1970; Forge i wsp., 2003). Potgczenia szczelinowe po raz pierwszy zostaly
zaobserwowane w obrazie z mikroskopu elektronowego przez Revel i Karnovsky (1967),
ktorzy badajac migsien sercowy i1 watrobe myszy znalezli miejsca, gdzie dwie btony

przylegajacych do siebie komoérek oddzielone byty jednolita waska szczeling.

Dzieki potaczeniom szczelinowym komorki mogg wymienia¢é miedzy sobg male
czasteczki o masie nieprzekraczajacej 1 kDa, takie jak jony nieorganiczne (K* i Ca?"),
nukleotydy, aminokwasy, wtorne przekazniki (cAMP, cGMP i IP3) oraz male metabolity
(glukoza, mniejsze sacharydy) (Bevans i Harris, 1999; Goldberg i wsp., 1999; Niessen i wsp.,
2000). Poza wymiang substancji (koordynacja metabolizmu), potaczenia typu neksus
uczestniczg réwniez w rozprzestrzenianiu impulsow elektrycznych w migsniu sercowym,
miegs$niach gladkich i migdzy komorkami nerwowymi (Barr i wsp., 1965; Bennett i Zukin,

2004). Valiunas 1 wsp. (2005) wykazali, ze potaczenia jonowo-metaboliczne umozliwiaja
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rowniez transfer siRNA (ang. small interfering RNA) miedzy przylegajacymi komorkami,
chociaz niejasnym pozostaje, czy siRNA jest rowniez przekazywany z komorki do komorki

in vivo.

Kazdy kanat potaczenia szczelinowego sktada si¢ z dwoch potkanatow zwanych
koneksonami, z ktérych kazdy nalezy do jednej z partycypujacych komorek. Konekson
zbudowany jest z sze$ciu podjednostek koneksynowych otaczajacych centralnie polozony
por. Wickszos¢ komorek wykazuje ekspresje wigcej niz jednego typu koneksyn (Cx, ang.
connexin), co umozliwia powstawanic koneksonow heteromerycznych (zbudowanych
Z dwoéch lub wiecej typow koneksyn) oraz koneksondéw homomerycznych (utworzonych
przez jeden rodzaj koneksyn). Co wigcej, kanaly tworzone przez koneksony moga by¢
homotypowe - zbudowane z identycznych koneksonow, lub heterotypowe - gdy dwa tworzace

je koneksony sa rozne (ryc. 3).

Potaczenie szczelinowe

Cytoplazma komorki 1
Przeplyw czasteczek Koneksyna

<l kDa Konekson
\Oneks

Przestrzen

| .
) 3 A 7 N ¢ A
migdzykomodrkowa \ ’ ™
SV ; ‘
potkanatu Homomeryczny Heteromeryczny Homomerycezny Heteromeryczny

Typ

Homotypowy  Homotypowy  Heterotypowy Heterotypowy
kanahu YPOW) YPOWY Ypowy YPOW)

Cytoplazma komorki 2

Ryc. 3. Schemat budowy potgczenia szczelinowego oraz typy poétkanatéw i kanatdw koneksonowych
[zmodyfikowano wg Shimizu i Stopfer, 2013].

Kombinacja koneksyn obecnych w poszczegolnych potkanatach koneksynowych
decyduje nie tylko o typie potaczenia szczelinowego, ale przede wszystkim wptywa na jego
wlasciwosci biofizyczne, takie jak przewodno$¢, przepuszczalnos$¢ czy bramkowanie (Elenes
I wsp., 2001; Martinez i wsp., 2002). Biorgc pod uwagg fakt, ze wigkszos¢ komorek wykazuje
ekspresje dwoch lub wigcej bialek koneksynowych, funkcjonalna réznorodnos¢ kanatow
potaczen szczelinowych w réznych komodrkach i tkankach jest ogromna. W btlonie

komorkowej wystepuja rowniez potkanaty koneksynowe, ktére nie tworza par i pozostaja
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wolne, co pozwala im peti¢ inne, niz typowe dla kanatoéw potaczen szczelinowych, funkcje
biologiczne. Wolne potkanaty biorg udziat w szeregu procesow komodrkowych, takich jak
uwalnianie ATP, NAD", prostaglandyn i glutaminianu (Stout i wsp., 2002; Ye i wsp., 2003;
Cherian 1 wsp., 2005; Zhao i wsp., 2005), migedzykomdrkowe rozprzestrzenianie si¢ fali
jonéw wapniowych (Stout i wsp., 2002), regulacja objetosci komorki (Quist 1 wsp., 2000)
oraz transdukcja sygnatéw decydujacych o przezyciu komorki (Plotkin i wsp., 2002).

1.4.2. Koneksyny - struktura genow i biatek

Koneksyny naleza do duzej rodziny integralnych bialek btonowych o masie
czasteczkowej 23-62 kDa, a kazda znich jest produktem odrgbnego genu. Dotychczas
zidentyfikowano 21 gendéw koneksyn u czlowieka oraz 20 genoéw koneksyn u myszy, przy
czym dziewigtnascie Z nich mozna na podstawie sekwencji pogrupowac¢ w pary ortologiczne
(Sohl 1 Willecke, 2003). W przypadku biatek koneksynowych stosuje si¢ obecnie dwa
systemy nomenklaturowe: pierwszy z nich rozréznia koneksyny na podstawie ich masy
czasteczkowej, 1 tak np. przewidywana masa czasteczkowa najpowszechniejszej koneksyny
watroby wynosi 32 kDa, w zwigzku z czym nosi ona nazw¢ koneksyny 32 (Cx32). Wedlug
drugiego systemu nomenkalturowego koneksyn, biatka te dzieli si¢ na podklasy (a., B, v, 6 lub
€) w zaleznosci od podobienstwa strukturalnego gendéw (ich homologii i sekwencji) oraz
dlugosci domen cytoplazmatycznych. Nazwa wlasna sklada si¢ wowczas z przedrostka GJ
(ang. gap junction), litery A, B, C, D lub E odpowiadajacej podklasie oraz numeru
informujgcego o kolejnosci odkrycia danej koneksyny. Zgodnie z tym systemem koneksyna
32 nosi nazwe GJB1, tzn. Ze jest to pierwsze sklonowane biatko z podklasy koneksyn B (S6hl

i Willecke, 2003; Sohl i Willecke, 2004).

Wigkszo$¢ koneksyn ma podobng, stosunkowo prostg struktur¢ genu. Sktada si¢ on
z dwoch egzondéw przedzielonych roznej dhugosci intronem. Pierwszy egzon zawiera tylko
rejon 5' niepodlegajacy translacji (5°-UTR, ang. 5'-untranslated region), podczas gdy drugi
egzon zawiera calg sekwencje kodujaca oraz rejon 3’-UTR (ang. 3'-untranslated region).
Opisano trzy rodzaje wyjatkow od tej ogolnej struktury, a mianowicie: alternatywne sktadanie
(ang. splicing) rejonu 5°-UTR (Cx32), wystgpowanie w genie trzech egzonoéw (Cx45) oraz
przerwanie sekwencji kodujgcej intronem (Cx36) (Neuhaus i wsp., 1996; Belluardo i wsp.,
1999; Baldridge i wsp., 2001; Jacob i Beyer, 2001; S6hl i wsp., 2001; Sohl i Willecke, 2004)
(ryc. 4).
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Ryc. 4. Struktura genéw koneksyn. A. Ogdlna struktura genéw koneksyn. Dwa egzony przedzielone
réznej diugosci intronem, z ktérych pierwszy zawiera tylko rejon 5' niepodlegajgcy translacji, a drugi
egzon zawiera catg sekwencje kodujgcg oraz rejon 3’-UTR. B. Alternatywne skfadanie (ang. splicing)
rejonu 5-UTR (Cx32). C. Wystepowanie w genie trzech egzondéw (Cx45) D. Przerwanie sekwencji
kodujgcej intronem (Cx36) [zmodyfikowano wg Bosco i wsp., 2011]. UTR — rejon niepodlegajacy
translacji, Egz — egzon, kolor ciemnoniebieski — sekwencja kodujaca.

Pod wzgledem biochemicznym koneksyny stanowig heterogenng grupe biatek
0 wspdlnym schemacie budowy. Kazda koneksyna sktada si¢ z czterech hydrofobowych
domen  transblonowych (TM, ang. transmembrane domain), dwoch  petli
zewnatrzkomérkowych (EL, ang. extracellular loop), jednej petli wewnatrzkomorkowej (CL,
ang. cytoplasmic loop) oraz znajdujacego si¢ w cytoplazmie konca karboksylowego (COOH,
ang. C-terminus) i aminowego (NH2, ang. N-terminus) (ryc. 5).
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Ryc. 5. Schemat budowy czasteczki koneksyny z widocznymi petlami zewnatrzkomérkowymi (EL),
petlami wewngtrzkomérkowymi (CL), domenami transbtonowymi (TM) oraz kohicem aminowym (NH2)
i koncem karboksylowym (COOH) [zmodyfikowano wg Nielsen i wsp., 2012].

Domeny transblonowe 1 petle zewnatrzkomérkowe wykazuja najwigksza
konserwatywno$¢ sekwencji, natomiast najbardziej zmienne, zaréwno pod wzgledem
dhugosci jak 1 sekwencji, sa petla cytoplazmatyczna oraz cytoplazmatyczny koniec
karboksylowy. Domeny transbtonowe tworzg $ciane¢/por kanatu i decyduja o rozmiarze oraz
tadunku czasteczek mogacych przechodzi¢ przez konekson (Goodenough i Paul, 2003);
domena N-koncowa stanowi czes¢ poru kanatu i kontroluje bramkowanie indukowane
napieciem (Bargiello wsp., 2012); natomiast domena C-koncowa moduluje otwieranie si¢
kanatlu poprzez zmiany swojego statusu fosforylacji (Herve 1 wsp., 2012). Ponadto domena C-
koncowa wchodzi w interakcje z wewnatrzkomoérkowymi — biatkami  strukturalnymi
I katalitycznymi, dzieki czemu reguluje subkomorkowsa lokalizacj¢ nowosyntetyzowanych

biatek koneksynowych i stopien ich degradacji (Herve 1 wsp., 2012).

1.4.3. Ekspresja i funkcja wybranych koneksyn w jajniku
Ekspresja koneksyn w jajniku

Wsréd koneksyn ulegajacych ekspresji w jajnikach roznych gatunkow ssakow
wymieni¢ mozna takie biatka jak Cx26, Cx30.3, Cx32, Cx36, Cx37, Cx40, Cx43, Cx45 oraz

Cx57. Ekspresje Cx26 stwierdzono w oocytach, komoérkach ziarnistych i1 komorkach

tekalnych kilku gatunkow zwierzat, wydaje si¢ rowniez, ze odgrywa ona wazng role podczas
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powstawania i zaniku ciatka zottego (Itahana i wsp., 1996; Johnson i wsp., 1999; Borowczyk
i wsp., 2006; Berisha i wsp., 2009). Zarodki myszy z nokautem genu Cx26 gingty w 11 dniu
po zaptodnieniu, prawdopodobnie z powodu dysfunkcji tozyska (Gabriel i wsp., 1998).
Zastosowanie techniki hybrydyzacji in situ pozwolito na wykrycie Cx30.3 w komorkach
ziarnistych, ostonkowych i komoérkach wiefica promienistego pecherzykow jajnikowych $wini
(Itahana i wsp., 1996). Ekspresj¢ tej koneksyny wykazano réwniez w komorkach wienca
promienistego u cztowieka (Wang 1 wsp., 2009). Cx32 ulega ekspresji w komdrkach ostonki
pecherzykow jajnikowych $wini (Itahana 1 wsp., 1996) oraz w komorkach ziarnistych
pecherzykow atrezyjnych bydta (Johnson i wsp., 1999). Uwaza si¢ jednak, ze Cx32 nie
odgrywa istotnej roli w procesie folikulogenezy i oogenezy, gdyz samice myszy z nokautem
genu Cx32 byty zywe oraz ptodne (Nelles 1 wsp., 1996). Ekspresje Cx43 1 Cx45 stwierdzono
pomigdzy komorkami warstwy ziarnistej pecherzykow jajnikowych, podczas gdy Cx37 jest
obecna w potaczeniach szczelinowych powstajacych migedzy oocytem a otaczajacymi go
komorkami wienca promienistego (CCs) (Okuma i wsp., 1996; Veitch i wsp., 2004; Richard
i Baltz, 2014). Stosunkowo niewiele wiadomo na temat ekspresji Cx57 i Cx36 w tkankach
jajnika. Manthey i wsp. (1999) wykazali niski poziom mRNA Cx57 w jajnikach myszy,
a obecno$¢ mRNA Cx36 potwierdzono w jajnikowych komorkach ziarnistych $wini
(Kempisty i wsp., 2014; Ciesiotka i wsp., 2017). Ekspresj¢ Cx40 wykazano w komorkach
wiefca promienistego in Vvitro, zar6wno za pomocag techniki RT-PCR, jak i barwienia
immunofluorescencyjnego (Wang i wsp., 2009). Obecnos¢ mRNA Cx40 stwierdzono réwniez

w komorkach ziarnistych pecherzykow jajnikowych $§wini (Kempisty i wsp., 2014).
Rola koneksyn w jajniku

Potaczenia szczelinowe w pozbawionej unaczynienia warstwie ziarnistej pecherzykow
jajnikowych sg dobrze rozwinigte 1 odgrywaja wazng role w dwukierunkowym
przekazywaniu sygnatdw oraz transporcie czasteczek miedzy samymi komoérkami ziarnistymi,
a takze miedzy komorkami ziarnistymi a oocytem (Eppig 1991; Eppig i wsp., 1996). Sposrod
kilku koneksyn ulegajacych ekspresji w pecherzykach jajnikowych, najwazniejsza rolg
w procesie folikulogenezy 1 oogenezy odgrywaja Cx37 i1 Cx43 (Veitch 1 wsp., 2004).
Koneksyny te sg rowniez najlepiej jak dotad poznanymi koneksynami jajnika, poniewaz ich
ekspresje w tym narzadzie stwierdza si¢ u wielu gatunkéw ssakéw. Role Cx37 1 Cx43
w procesie folikulogenezy i oogenezy jajnikowej poznano dzigki badaniom na myszach
pozbawionych gendéw kodujacych te biatka oraz wynikajacym z tego defektom w rozwoju
oocytow 1 komorek ziarnistych. Brak Cx43 wptywal na folikulogeneze poprzez zahamowanie
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wzrostu pecherzykow na wcezesnych etapach ich rozwoju (Juneja i wsp., 1999). Réwniez
rozw6j oocytow u myszy z hokautem genu Cx43 (Gjal (-/-)) przebiegal nieprawidlowo
I komorki rozrodcze nie osiggaty dojrzatosci mejotycznej (Ackert i wsp., 2001). Nokaut genu
Cx37 wywieral wptyw na podzniejsze stadia folikulogenezy, niz ma to miejsce w przypadku
nokautu genu Cx43. Homozygotyczne samice byly bezptodne, poniewaz pecherzyki
jajnikowe nie osiggaty stadium pegcherzykow Graafa, a ich rozwdj zatrzymywat sie na etapie
wczesnych pecherzykéw antralnych (Simon 1 wsp., 1997). Co wigcej, wiekszo$¢ oocytow
u myszy z brakiem Cx37 nie konczyla swego wzrostu, ani nie osiggata petlnej kompetencji

mejotycznej (Simon i wsp., 1997; Carabatsos i wsp., 2000).

Role polaczen szczelinowych w procesie apoptozy wykazano w rdéznych liniach
komorkowych i narzadach, przy czym zwlaszcza Cx43 okazata si¢ odwrotnie korelowac
Z apoptoza, dzialajac jako czynnik decydujacy o przezyciu komorki. Chang i wsp. (2005)
wykazali, ze u samic myszy z ostrg hiperglikemig i cukrzyca zwiekszona liczba atrezyjnych
pecherzykow jajnikowych z oznakami apoptozy wigzata si¢ z obnizong jajnikowa ekspresja
Cx43. W zgodzie z tym pozostaje obserwacja, ze liczba oocytdéw w jajnikach samic
z nokautem genu Cx43 (Gjal (-/-)) byta zredukowana z powodu nasilonej apoptozy
pierwotnych komorek piciowych (Juneja 1 wsp., 1999; Francis 1 Lo, 2006). Obnizong
ekspresje Cx43 w atrezyjnych pecherzykach jajnikowych obserwowano rowniez u bydta
i $win (Johnson i wsp., 1999; Cheng i wsp., 2005), natomiast podwyzszong cz¢stos¢ apoptozy
zwigzang z niska ekspresja Cx43 opisano w komoérkach ziarnistych ptakow (Krysko 1 wsp.,
2004). W przeciwienstwie do obnizonej ekspresji Cx43 w pecherzykach atrezyjnych,
ekspresja Cx32 jest podwyzszona w pecherzykach atrezyjnych bydta (Johnson i wsp., 1999),
co moze sugerowal, ze polaczenia szczelinowe utworzone przez Cx32 posrednicza
w rozchodzeniu si¢ ”sygnatu $mierci komoérki”, podczas gdy ekspresja Cx43 jest wymagana
dla przezycia komorek ziarnistych. Ngezahayo 1 wsp. (2005) wykazali, ze przedtuzona
inkubacja komorek ziarnistych z linii GFSHR-17 z blokerem potaczen szczelinowych
(heptanolem lub kwasem glicyretynowym) nieodwracalnie niszczyta polgczenia szczelinowe
mi¢dzy tymi komoérkami i wywolywata w nich cechy apoptozy, takie jak kondensacja
chromatyny czy degradacja DNA.

Znajdujace si¢ wewnatrz pecherzykow jajnikowych oocyty s3 utrzymywane
w profazie 1 podzialu mejotycznego dzigki inaktywacji czynnika MPF (ang. M-
phase/maturation promoting factor), niezbednego komoérkom eukariotycznym do przejscia

fazy G1/S oraz G2/M cyklu komoérkowego. Sygnatem utrzymujacym niska aktywnos$¢ kinazy
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CDK1, bedacej podjednostka katalityczng MPF, sa stosunkowo wysokie st¢zenia czasteczek
takich jak cAMP 1 cGMP, przekazywanych do oocytu za posrednictwem polaczen
szczelinowych (Dekel, 1988; Norris i wsp., 2009; Vaccari i wsp., 2009). Przerwanie GJC
w obrgbie pecherzyka jajnikowego, bedace nastgpstwem przedowulacyjnego piku LH,
zaktoca dostarczanie CAMP/cGMP z komorek somatycznych do oocytu, w skutek czego
nastepuje spadek st¢zenia tych hamujgcych nukleotydow w oocycie, odblokowanie czynnika
MPF i wznowienie mejozy (Dekel, 1988; Norris i wsp., 2008; Norris i wsp., 2009). Dowodu
na to, ze zanikanie potgczen miedzy oocytem a komorkami ziarnistymi jest warunkiem
wstepnym wznowienia mejozy przez oocyt dostarczyly eksperymenty z wykorzystaniem
karbenoksolonu (CBX, ang. carbenoxolone), farmakologicznego blokera potaczen
szczelinowych (Sela-Abramovich i wsp., 2006). Dodanic CBX do pozywki, w ktorej
hodowano oocyty utrzymywane wewnatrz pgcherzykow jajnikowych (ang. follicle-enclosed
oocytes) powodowato spadek poziomu CAMP w oocytach oraz wznowienie mejozy (Sela-
Abramovich i wsp., 2006).

Komorki luteinowe 1 paraluteinowe ciatka zoltego komunikuja si¢ ze sobag za
posrednictwem potaczen szczelinowych powstatych przy udziale Cx43 (Mayerhofer
i Garfield, 1995; Khan-Dawood i wsp., 1996; Borowczyk i wsp., 2007; Berisha i wsp., 2009).
Grazul-Bilska i wsp. (1996) wykazali, ze LH i cAMP zwickszaly zarowno ilo$¢ potaczen
szczelinowych migdzy komorkami luteinowymi i paraluteinowymi u bydta, jak i produkcje
progesteronu przez te komorki, co sugeruje, ze koordynacja funkcji ciatka zoéttego moze
zachodzi¢ przy udziale potaczen szczelinowych. Potwierdzeniem zwigzku miedzy
komunikacja miedzykomoérkowg z udziatem potaczen szczelinowych (GJC) a syntezg
hormonéw steroidowych byt fakt, iz eksperymentalne zahamowanie ekspresji Cx43 lub
farmakologiczne rozerwanie tworzonych przez nig polaczen obnizato, natomiast
farmakologiczne zwigkszenie liczby potaczen miedzy komorkami ciatka zottego podwyzszato
wydzielanie progesteronu przez komorki ciatka zottego (Khan-Dawood i wsp., 1998; Grazul-
Bilska i wsp., 2001). Ke iwsp. (2005) dostarczyli bezposredniego dowodu na zwigzek
pomiedzy GJC a wydzielaniem progesteronu przez komoérki ziarniste szczura. Wykazali oni,
ze traktowanie komorek ziarnistych blokerem polaczen szczelinowych o nazwie lindane,
powodowato redukcje¢ poziomdéw dwoch kluczowych biatek szlaku steroidogenezy - P450scc
1 StAR, oraz hamowato produkcje progesteronu (Ke i wsp., 2005). Obserwacja ta pozwolita
na postawienie hipotezy, ze polaczenia szczelinowe wplywaja na steroidogeneze

prawdopodobnie poprzez zwigkszanie dostepnosci enzymow tego szlaku.

28



WSTEP

1.5. Aromataza (CYP19)

Aromataza (synonimy: P450arom, CYP19) nalezy do cytochromu P450, duzej
nadrodziny enzymoéw o aktywnosci monooksygenazy, zaangazowanych w wiele waznych
funkcji fizjologicznych, takich jak biosynteza hormondw steroidowych i1 kwaséw zotciowych,
czy biotransformacja ksenobiotykow. Enzymy te naleza do bialek hemowych, szeroko
rozpowszechnionych w organizmach zywych, poczawszy od bakterii i grzybow, az po rosliny
I zwierzeta. Swa nazwe zawdzieczajg zdolnosci pochtaniania $wiatta przy dtugosci fali okoto
450 nm w obecnosci tlenku wegla (Nelson 1 wsp., 1996). Bakteryjne enzymy z nadrodziny
cytochromu P450 wystepuja w cytozolu, natomiast u ssakow sg one biatkami zakotwiczonymi
w Dblonie, zlokalizowanymi albo w blonach mitochondriow albo w btonach retikulum
endoplazmatycznego (bialka mikrosomalne). W genomie cztowieka zidentyfikowano
dotychczas 57 genoéw kodujacych enzymy cytochromu P450, sklasyfikowanych w 18
rodzinach i 42 podrodzinach, z czego siedem koduje enzymy zwigzane z mitochondriami,
a pozostalych 50 koduje enzymy zwigzane z blonami retikulum endoplazmatycznego.
Enzymy zaklasyfikowane do jednej rodziny (oznaczonej numerem arabskim, np. CYP19)
wykazuja homologie sekwencji aminokwasowej > 40%, natomiast cztonkowie podrodziny
(oznaczonej litera, np. CYP19A) — homologi¢ rzedu 55% i wicksza (Nelson i wsp., 1996;
Nebert i wsp., 2013).

1.5.1. Struktura i funkcja aromatazy

Najlepiej jak dotad scharakteryzowang i poznang pod wzgledem struktury i funkcji
aromatazg jest aromataza czlowieka. Jest to glikoproteina o0 masie czgsteczkowej 58 kDa
1 503 resztach aminokwasowych (Sethumadhavan i wsp., 1991; Simpson i wsp., 1994),
zakotwiczona w btonie retikulum endoplazmatycznego dzigki znajdujacej si¢ na jej koncu N
hydrofobowej sekwencji zwanej sygnalowa sekwencja kotwiczaca (Sakaguchi 1 wsp., 1987;
Ghosh i wsp., 2010). Trzeciorzedows strukture tego biatka tworzy 12 helis a oraz 10 nici 3
utozonych w jedng glowna i trzy mniejsze 3 - harmonijki (Ghosh i wsp., 2010).

Aromataza jest kluczowym enzymem biosyntezy estrogenéw. Katalizuje ona
konwersje androgenow do estrogenow: testosteronu do 17f-estradiolu, androstendionu do
estronu oraz 16a-hydroksytestosteronu do 17f,16a-estriolu (Thompson i wsp., 1974; Simpson
1 wsp., 1994). Do swej funkcjonalnej aktywno$ci aromataza wymaga obecnosci
oksydoreduktazy cytochromu P450 (POR, ang. cytochrome P450 oxidoreductase), bedacej
flawoproteing NADPH-zalezng. Rola POR polega na transporcie elektronow z NADPH
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(poprzez FAD, dinukleotyd flawinoadeninowy, oraz FMN, mononukleotyd flawinowy) na
zelazo hemowe aromatazy, co skutkuje aromatyzacjg androgenowego substratu (ryc. 6)
(Conley i Hinshelwood, 2001; Miller, 2005). Sugeruje si¢, ze uwazana do tej pory za biatko
monomeryczne aromataza cztowieka funkcjonuje in vivo jako dimer, a jej dimeryzacja
prowadzi do zwigkszenia aktywno$ci i zmniejszonego uwalniania produktow posrednich

(Praporski i wsp, 2009; Martin i wsp., 2015).

POR Aromataza

Ryc. 6. Schemat przeptywu elektronéw w kompleksie POR-aromataza [zmodyfikowano wg Hong
i wsp., 2009]. NADPH - zredukowana forma fosforanu dinukleotydu nikotynoamidoadeninowego, FAD
— dinukleotyd flawinoadeninowy, FMN — mononukleotyd flawinowy.

1.5.2. Gen aromatazy

Aromataza cztowieka jest kodowana przez pojedyncza kopie genu CYP19
zlokalizowanego na dtugim ramieniu chromosomu 15 (15g21.2) (Chen i wsp., 1988; Toda
i wsp., 1990; Simpson i wsp., 1994). Jak wykazali Sebastian i Bulun (2001), gen ten obejmuje
obszar o dtugos$ci okoto 123 kz i jest najwiekszym genem w rodzinie cytochromu P450. Ulega
on transkrypcji od telomeru do centromeru, a sekwencja kodujaca biatko obejmuje 30 tysigcy
par zasad na koncu 3'izawiera 9 egzonéw (II-X) (Shozu i wsp., 2003). Petnigca funkcje
regulatorowg sekwencja niekodujaca obejmuje obszar o dlugosci 93 tysiecy par zasad
I zawiera nie ulegajace translacji alternatywne egzony pierwsze wraz z odpowiadajgcymi

sekwencjami promotorowymi (ryc. 7).

30



WSTEP

Gen CYP19 cztowieka (~123 kz)

rejon regulatorowy (~93 kz)
* > rejon kodujacy (~30 kz)
<4+

3'

< PII : jajnik, rak sutka, endometrioza

ATG

~0,2kz «—— 1.3 : tk. thuszczowa, rak sutka

~1kz €¢-———mmmm- 1.6 : tkanka kostna

~13kz <« 1.2 : tozysko

~33kz < L.f: mozg

~36KkZ €~ - ooeeee iU T s Srodblonek, rak sutka

~43kz < 1.5 : tkanki plodowe
~73kz <« 1.4 : tk. thuszczowa, skora

~T8kz € - 2a : fozysko

~93kz < - I.1 : fozysko

Ryc. 7. Schematyczna budowa genu CYP19 cziowieka. Przedstawiono lokalizacje wszystkich
tkankowo-specyficznych promotoréw oraz ich potozenie wzgledem egzonu Il [zmodyfikowano wg Cui
i wsp., 2013]. ATG — miejsce startu translacji, kz — kilozasada.

U wigkszosci kregowcOdw ekspresja genu aromatazy znajduje si¢ pod kontrolag
promotoréw specyficznych dla gonad 1 dla mozgu. Jednak u cztowieka istnieje co najmniej
osiem dodatkowych promotoréow, ktore najprawdopodobniej wyksztatcily sie¢ w toku
ewolucji. Miejsce startu translacji znajduje si¢ w egzonie II i rozpoczyna si¢ kodonem ATG.
Na obszarze 1 kb od tego miejsca znajduje si¢ najbardziej proksymalny promotor PII,
odpowiedzialny za ekspresj¢ aromatazy w gonadach, a takze w raku sutka i endometriozie
oraz dwa inne promotory: 1.3 (swoisty dla tkanki thuszczowej i raka sutka) i 1.6 (swoisty dla
tkanki kostnej). Promotor 1.2 (swoisty dla tozyska) lezy w odlegtosci okoto 13 kz od miejsca
ATG w egzonie II. Powyzej niego znajdujg si¢ promotory specyficzne dla: mozgu (I.f),
srodbtonka naczyn/raka sutka (I.7), tkanek ptodowych (1.5), skory/tkanki thuszczowej (1.4)
oraz tozyska (2a i I.1). Demura i wsp. (2008) zidentyfikowali i scharakteryzowali kolejny
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promotor (I.8) zlokalizowany w odlegtosci okoto 2 kz od promotora 1.4 oraz 75 kz od
konstytutywnego miejsca splicingowego w egzonie II. Promotory te pozwalaja na regulacje
ekspresji genu CYP19 w sposob tkankowo specyficzny, co jest mozliwe dzigki obecnosci
w kazdej z tych tkanek odrebnych zestawow hormondw, cytokin i $ciezek sygnatowych, na
ktére poszczegodlne promotory sa wrazliwe (Mahendroo 1 wsp., 1993; Mendelson 1 Kamat,
2007). Pomimo uzycia alternatywnych promotorow, wszystkie nie ulegajace translacji egzony
pierwsze sg sktadane w tym samym miejscu, bezposrednio powyzej (38 pz) miejsca startu
translacji w rejonie kodujagcym (Mahendroo i wsp., 1993; Bulun i wsp., 2004). Otwarta ramka
odczytu (egzony 1I-X) jest wiec identyczna w przypadku mRNA aromatazy
transkrybowanego z réznych promotoréw, co prowadzi do translacji biatka majacego zawsze

identyczng budowe i wielkos$¢.

W odréznieniu od genomu cztowieka, w genomie §winiowatych wystepuja trzy geny
Cypl9, wszystkie funkcjonalne i1 kodujace trzy rdézne izoenzymy P450arom: jeden
specyficzny dla gonad, drugi dla tozyska i trzeci dla blastocysty (Corbin i wsp., 1995; Choi
i wsp., 1996; Conley i wsp., 1996; Graddy i wsp., 2000). Corbin i wsp. (2009) wykazali, ze
izoenzym specyficzny dla gonad ulega rowniez ekspresji w podwzgdrzu, wlasciwszym zatem
wydaje si¢ okreslenie go jako izoenzymu gonadalno/podwzgdérzowego. Izoenzym tozyskowy
przypomina aromataze czlowieka, zarowno pod wzgledem dtugosci (503 aminokwasy), jak
i ogolnego podobienstwa. Izoenzym jajnikowy jest krotszy od tozyskowego o 2 aminokwasy,
ale taczy go z nim podobnie wysoka homologia sekwencji (Corbin i wsp., 1995). Corbin
i wsp. (1999) wykazali, ze w pordwnaniu z izoenzymem ulegajagcym ekspresji w gonadach,
aromataza tozyskowa metabolizuje testosteron z duzo wigksza wydajnoscia, a katalizowana
przez nig reakcja aromatyzacji przebiega szybciej 1 w mniejszym stopniu zalezy od wsparcia

POR (Corbin i wsp., 2001).

1.5.3. Ekspresja i rola aromatazy w jajniku

Ekspresja genu aromatazy

U wigkszosci gatunkéw plciowo dojrzatych samic, ekspresja aromatazy w jajnikach
ogranicza si¢ do komorek ziarnistych duzych pecherzykow antralnych, pecherzykow
przedowulacyjnych oraz komorek luteinowych ciatka zottego. Niezrdéznicowane komorki
ziarniste pecherzykow preantralnych nie wykazuja ekspresji aromatazy (Stomczynska

i Tabarowski, 2001; Turner i wsp., 2002; Sakurada i wsp., 2006). Wzrostowi i dojrzewaniu
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pecherzykow preantralnych az do stadium przedowulacyjnego towarzyszy indukcja ekspresji
aromatazy w komorkach ziarnistych, ktory to proces jest uznawany za marker ich

réznicowania si¢ (Rodgers i wsp., 1999; Christenson i wsp., 2013; Hatzirodos i wsp., 2015).

Wysoki poziom ekspresji aromatazy w komorkach ziarnistych pecherzykéw
przedowulacyjnych ulega gwattownemu obnizeniu spowodowanemu wyrzutem LH, jaki ma
miejsce w czasie owulacji in vivo lub po dodaniu go do hodowli in vitro (Hickey i wsp., 1988;
Fitzpatrick 1 wsp., 1997; Lee 1 wsp., 2013). Komorki luteinowe ciatka zottego, bedace
zréznicowanymi komorkami ziarnistymi, odzyskuja ekspresje aromatazy w czasie fazy
lutealnej u niektorych gatunkéw zwierzat, w tym u naczelnych i gryzoni (Turner i wsp.,
2002). U $wini nie stwierdzono ekspresji P450arom w ciatkach zottych pochodzacych
Z potowy fazy lutealnej, natomiast ciatka zotte z wczesnej fazy lutealnej oraz ciatka zolte

zanikajace wykazywaly stabg ekspresje aromatazy (Stomczynska i Tabarowski, 2001).

Badania wykazaty, ze u $wini P450arom ulega ekspresji nie tylko w komorkach
ziarnistych pecherzykow przedowulacyjnych, lecz rowniez w wewnetrznej warstwie ostonki
pecherzyka (Lautincik 1 wsp., 1994; Shores 1 Hunter, 1999). Komorki ostonki moga zatem
syntetyzowac estrogeny niezaleznie od komorek ziarnistych, istnieja jednak rozbieznosci co
do pozioméw tej syntezy - jedni badacze uwazaja, ze sa one znacznie nizsze (Magoffin,
2005), a inni ze poroOwnywalne z tymi obserwowanymi w warstwie ziarnistej (Foxcroft

i Hunter, 1985; Tsang i wsp., 1985).

Poziomy ekspresji aromatazy w obrgbie pecherzyka antralnego sa niejednolite, tzn.
najwyzszy poziom ekspresji obserwuje si¢ w przysciennych (muralnych) komorkach
ziarnistych na obrzezach pecherzyka, a brak ekspresji - w komorkach ziarnistych od strony
jamy pecherzyka (tzw. antralnych komorkach ziarnistych) 1 w komorkach wienca
promienistego (Turner i wsp., 2002). Intensywno$¢ immunobarwienia w pecherzykach
okotoowulacyjnych byla wigksza niz w mniej dojrzatych pecherzykach antralnych (Turner
i wsp., 2002). Ekspresja aromatazy w komorkach wienca promienistego jest tlumiona
wytwarzanymi przez oocyt czynnikami, takimi jak BMP-15 i GDF-9 (Vitt i wsp., 2000;
Otsuka i wsp., 2001; Spicer i wsp., 2006). Ten hamujacy wptyw oocytu potwierdzaja badania
na myszach z nokautem genu Gdf-9 (Gdf-9 (-/-)), u ktérych stwierdza si¢ przedwczesng

ekspresje aromatazy w pecherzykach preantralnych (Elvin i wsp., 1999).

Gléwnym regulatorem ekspresji aromatazy w komodrkach ziarnistych jajnika

u cztowieka, szczura i bydta jest FSH (Steinkampf i wsp., 1987; Fitzpatrick i Richards, 1991;
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Silva 1 Price, 2000). Indukowany przez FSH wzrost wewnatrzkomorkowych poziomow
cAMP prowadzi do aktywacji zaleznej od cAMP kinazy biatkowej A (PKA, ang. protein
kinase A) oraz do aktywacji promotora Pl aromatazy (Vanselow i wsp., 2001; Bulun i wsp.,
2003; Pannetier i wsp., 2006). W badaniach in vitro ludzkich komorek ziarnistych
otrzymanych z dojrzalych pgcherzykow jajnikowych, FSH zwigkszal aktywnos$¢, jak rowniez
syntez¢ aromatazy cytochromu P450 w sposéb zalezny od czasu, podczas gdy przy braku
FSH, zarowno aktywnos¢, jak i1 synteza P450arom spadaty wraz z uptlywem czasu trwania

hodowli (Steinkampf i wsp., 1987; Yong i wsp., 1994).
Rola aromatazy

Aby doktadniej zbada¢ rol¢ aromatazy i1 wplyw syntetyzowanych przez nig
estrogen6w na funkcjonowanie jajnikdw wygenerowano genetycznie zmodyfikowane myszy
z nokautem genu dla aromatazy (ArKO, ang. aromatase gene knockout) (Fisher i wsp., 1998;
Toda 1 wsp., 2001). Jajniki myszy ArKO zawieraty liczne pecherzyki z nierownomierng
warstwg komorek ziarnistych i oznakami tworzenia si¢ jamy pecherzyka, lecz ich rozwdj
zatrzymywal si¢ w stadium przed owulacja, a ciatka zotte nie powstawaty (Fisher i wsp.,
1998; Britt i wsp., 2000). Surowicze poziomy testosteronu, LH i FSH u samic myszy ArKO
byty istotnie podwyzszone w poréwnaniu z myszami dzikiego typu, natomiast poziomy 17f3-
estradiolu byly ponizej granicy wykrywalnos$ci (Britt i wsp., 2000; Toda i wsp., 2001; Liew
rozwoju, to wraz z uptywem wieku zwierzecia pojawiaty si¢ w nich takie nieprawidtowosci
jak wypeianie si¢ jamy pecherzyka krwig, a komorki ziarniste wykazywaly podwyzszone
poziomy ekspresji genow p53 i Bax o dziataniu proapoptotycznym (Britt i wsp., 2000; Toda
I wsp., 2001). Ze wzgledu na nieprawidlowy przebieg folikulogenezy i brak owulacji, myszy
ArKO byly nieptodne (Britt i wsp., 2000; Britt 1 wsp., 2001). Toda i wsp. (2012) wykazali, ze
przy zastosowaniu odpowiednio wysokich dawek 17p-estradiolu oraz gonadotropin fenotyp
ten byl odwracalny, niemniej jednak ilo$¢ oocytow uwalnianych z jajnikow myszy ArKO byta

statystycznie istotnie mniejsza niz u myszy typu dzikiego.
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2. CEL PRACY

W swietle przytoczonych we wstepie danych literaturowych, celowym wydaje si¢ jak
najlepsze scharakteryzowanie komorek ziarnistych w warunkach hodowli pierwotnej in vitro,
poprzez zbadanie parametréw S$wiadczacych o ich reaktywnosci na czynniki zewnetrzne
(takich jak ekspresja receptorow gonadotropin), wyznacznikéw ich funkcjonalno$ci (takich
jak ekspresja aromatazy), czy tez okreslenie ich wspoétdzialania ze sobg (wyrazonego

ekspresja koneksyn).
W zwiazku z powyzszym, za gldwny cel niniejszej pracy przyjeto:

1. Zbadanie wlasciwosci fizjologicznych komoérek ziarnistych wyrazonych ekspresja
gendéw 1 bialek regulujacych procesy wzrostu i proliferacji tych komoérek podczas

krotkoterminowej hodowli pierwotnej.
Cel ten zrealizowano w oparciu o nizej wymienione cele szczegolowe:

1. Badanie ekspresji receptoréw gonadotropin, aromatazy oraz wybranych koneksyn
w komoérkach ziarnistych podczas krotkoterminowej hodowli pierwotne;j.

2. Okreslenie potencjatu proliferacyjnego komorek ziarnistych w czasie rzeczywistym na
modelu hodowli pierwotnej.

3. Poszukiwanie nowych markeréw molekularnych zaangazowanych w regulacje

procesu proliferacji i wzrostu komoérek podczas krotkoterminowej hodowli pierwotnej.
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3. MATERIAL I METODY
3.1. Materiat

3.1.1. Zwierzeta i model badawczy

Dos$wiadczenia przeprowadzano na dojrzatych plciowo samicach §wini domowe;j
0 srednim wieku 120 dni i o masie ciata ok. 98 kg. Jajniki (kazdorazowo n=40) pobierano
natychmiast po uboju, umieszczano w 0,9% roztworze soli fizjologicznej w temperaturze
38°C 1 w ciggu 30 minut transportowano do Katedry i Zaktadu Histologii i Embriologii
Uniwersytetu Medycznego im. Karola Marcinkowskiego w Poznaniu. Komorki utrzymywano
w hodowli in vitro przez okres siedmiu dni. Poziom ekspresji genéw oraz biatek badano
W odstepach 24 godzinnych. Za grupe kontrolng obrano pierwsza dobg¢ hodowli komorek.
Analizy mikromacierzy ekspresyjnych wykonano w nastepujacych przedziatach czasowych:

24 godz., 48 godz., 96 godz. i 144 godz.

3.1.2. Odczynniki i zestawy do oznaczen

Hodowla komorek

e DMEM (Sigma-Aldrich, nr kat. D6546)

e FBS (Sigma-Aldrich, nr kat. F7524)

e roztwor antybiotykow/antymykotyku (Sigma-Aldrich, nr kat. A5955)
e roztwor L-glutaminy 200 mM (Sigma-Aldrich, nr kat. G7513)

e roztwor trypsyny/EDTA 0,25% (Sigma-Aldrich, nr kat. T4049)

e DPBS (Sigma-Aldrich, nr kat. D8537)

e roztwor bigkitu trypanu 0,4% (Sigma-Aldrich, nr kat. T8154)

Izolacjia RNA

e TRI Reagent® (Sigma-Aldrich, nr kat. T9424)

e chloroform (Sigma-Aldrich, nr kat. C2432)

e izopropanol (Sigma-Aldrich, nr kat. 59304)

e etanol 75% cz.d.a. (Chempur, nr kat. 113964202)
e woda wolna od nukleaz (Ambion, nr kat. AM9937)
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Odwrotna transkrypcja

zestaw odczynnikéw do odwrotnej transkrypcji RT? First Strand Kit (Qiagen, nr kat.
330401)

woda wolna od nukleaz (Ambion, nr kat. AM9937)

Reakcja lancuchowa polimerazy w czasie rzeczywistym

zestaw odczynnikow do reakcji qPCR RT? SYBR® Green ROX™ gPCR Mastermix
(Qiagen, nr kat. 330523)
woda wolna od nukleaz (Ambion, nr kat. AM9937)

Immunofluorescencja

przeciwciala pierwszorzedowe wg specyfikacji zamieszczonej w tabeli 5
przeciwciala drugorzedowe wg specyfikacji zamieszczonej w tabeli 6
PBS (Sigma-Aldrich, nr kat. P4417)

BSA 30% (Sigma-Aldrich, nr kat. A9576)

aceton cz.d.a. (POCH SA, nr kat. 102480111)

metanol cz.d.a. (POCH SA, nr kat. 621990110)

DAPI (Fluoroshield™ with DAPI, Sigma-Aldrich, nr kat. F6057)

Mikromacierze RNA

Ambion® WT Expression Kit (Ambion, nr kat. 4411973)

GeneChip® WT Terminal Labeling Kit and Controls Kit (Affymetrix, nr kat. 901525)
GeneChip® Poly-A RNA Control Kit (Affymetrix, nr kat. 900433)

GeneChip® Hybridization Control Kit (Affymetrix, nr kat. 900454)

GeneAtlas® Hybridization, Wash, and Stain Kit for WT Array Strips (Affymetrix, nr
kat. 901667)

etanol 100% (Sigma-Aldrich, nr kat. 51976)

izopropanol 100% (Sigma-Aldrich, nr kat. 59304)
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3.2. Metody

3.2.1. Hodowla pierwotna komorek ziarnistych

Pecherzyki jajnikowe, z ktorych pobierano komorki ziarniste przeznaczone do
hodowli selekcjonowano na podstawie rozmiaru (Srednica > 6 mm), ksztaltu (sferyczny),
wygladu ptynu pecherzykowego (klarowny) i unaczynienia (dobrze unaczynione). Plyn
pecherzykowy zawierajacy przyscienne (muralne) komorki ziarniste aspirowano przy uzyciu
strzykawki o objetosci 5 ml oraz igly 20-G, a nastepnie zbierano do wspolnej puli. Zebrane
komorki zawieszano w medium hodowlanym 1 przesaczano przez nylonowe sitko (40 pm;
Corning, USA; nr kat. 431750) w celu usuni¢cia kompleksow oocyt-wieniec promienisty,
wiekszych agregatow komorek oraz pozostatosci tkanek. Komorki odwirowywano (200 x g,
10 min. w 18°C), a supernatant odrzucano. Ponownie zawieszano komoérki w znanej objetosci
medium hodowlanego, barwiono 0,4% roztworem blekitu trypanu w celu okreslenia ich
zywotnosci oraz zliczano przy uzyciu komory Biirkera. Komorki wysiewano w ilosci 2-4x10°
komoérek/butelke 25 cm? (Thermo Scientific Nunc, USA; nr kat. 156367) (badanie morfologii
komorek oraz ekspresji genow), 5-10x10* komorek/ptytke MatTek (MatTek Corporation,
USA,; nr kat. P35GC-1.5-14-C) (badanie ekspresji biatek) oraz 5x10* komoérek/dotek ptytki E-
Plate 16 (ACEA Biosciences Inc., USA; nr kat. 05469830001) (badanie proliferacji).

Komoérki hodowano w standardowej pozywce DMEM (ang. Dulbecco’s Modified
Eagle Medium) z dodatkiem 200 mM L-glutaminy i 10% ptodowej surowicy bydlgcej oraz
roztworu antybiotykow/antymykotyku (penicylina 10000 U/ml, streptomycyna 10 mg/ml
i amfoterycyna B 25 pg/ml). Optymalne warunki hodowlane, tj. temperaturg 38°C, 100%
wilgotnoséci i 5% CO2 utrzymywano przy pomocy inkubatora CO, Forma™ Series Il Water
Jacket Incubator (Thermo Scientific, USA). Medium hodowlane zmieniano co 2 dni. Po
uptywie okreslonych przedziatlow czasowych hodowli (24 godz., 48 godz., 72 godz., 96 godz.,
120 godz., 144 godz. 1 168 godz.), komorki przemywano zbuforowanym fosforanami
roztworem soli fizjologicznej bez jonéw Ca?* i Mg?* (DPBS, ang. Dulbecco’s Phosphate-
Buffered Saline) i odtrawiano od podtoza przy uzyciu 0,25% roztworu trypsyny/EDTA.
Zebrane komorki zawieszano w 1 ml odczynnika TRI Reagent® (Sigma-Aldrich, USA)

i zamrazano w -80°C jako materiat do dalszych badan.
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3.2.2. Analiza proliferacji komorek w czasie rzeczywistym

Do oceny proliferacji komoérek zastosowano analizator komoérek w  czasie
rzeczywistym (RTCA, ang. real-time cell analyser) (xCELLigence® RTCA DP Instrument,
ACEA Biosciences Inc., USA). Urzadzenie to sktada si¢ z jednostki sterujgcej (RTCA
Control Unit, nr kat. 05454417001) oraz analizatora (RTCA DP Analyzer, nr Kat.
05469759001) z trzema zintegrowanymi stacjami umozliwiajacymi kontrolowanie
I monitorowanie, w sposob rownolegly lub niezalezny od siebie, 16-dotkowych ptytek E-Plate
16. Analizator umieszczony w standardowym inkubatorze hodowlanym z dostegpem CO3 jest
zasilany i kontrolowany za pomocg jednostki sterujgcej (laptopa) znajdujacej sie poza
inkubatorem. Dziatanie systemu opiera si¢ na pomiarze impedancji elektrycznej mi¢dzy
mikroelektrodami pokrywajacymi okoto 80% powierzchni dna kazdego dotka. Parametr ten
zwigksza si¢ tym bardziej, im wiecej komodrek przyczepionych jest do mikroelektrod. Jest on
rowniez zalezny od ksztattu 1 wielkosci komorek. Wartos$ci impedancji sa przeliczane przez
oprogramowanie (RTCA Software 1.2, Roche Diagnostics GmBH, Niemcy) na tzw. indeks
komorkowy (CI, ang. Cell Index). Indeks komorkowy jest rowny zeru przy braku lub nie
przyleganiu komoérek do elektrod, natomiast jego warto$¢ rosnie w miar¢ jak komorki

zaczynajg stykac si¢ z elektrodami.

Do kazdego dotka ptytki E-Plate 16 dodawano po 100 ul suplementowanego medium
hodowlanego DMEM. Plytke umieszczano w analizatorze i dokonywano odczytu impedancji
tla; dane z odczytu stuzyly jako referencyjna impedancja do obliczania wartosci indeksu
komorkowego. Nastepnie wyjmowano plytke, do kazdego dotka dodawano po 100 pl
zawiesiny komorek (5x10* komorek/dotek) i inkubowano w temperaturze pokojowej przez 30
minut (w komorze laminarnej). Ponownie umieszczano pltytke w analizatorze w celu ciagtego
zapisu impedancji przez caty okres trwania eksperymentu (168 godzin). Wartosci indeksu

komorkowego (CI) mierzono poprzez zapis impedancji co 15 minut.

3.2.3. Izolacja calkowitego RNA

Izolacje¢ catkowitego RNA przeprowadzano zgodnie z procedura dostarczong przez
producenta odczynnika TRI Reagent® (Sigma-Aldrich), wedlug zmodyfikowanej metody
Chomczynskiego i Sacchi (Chomczynski i Sacchi, 1987). Komorki homogenizowano w 1 ml
odczynnika TRI Reagent®, a nastgpnie inkubowano przez 5 minut w temperaturze
pokojowej, w celu catkowitego rozbicia kompleksow nukleoproteinowych. Do prob

dodawano po 200 pl chloroformu, energicznie wytrzasano przez 15 sekund, po czym
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inkubowano w temperaturze pokojowej przez 15 minut. Nastgpnie proby wirowano przy
12000 x g przez 15 minut w temperaturze 4°C. W wyniku wirowania proby ulegaty
rozdzieleniu na trzy fazy: (1) goérng, bezbarwng fazg wodng zawierajaca RNA, (2) faze
posrednig (interfazg) zawierajagca DNA oraz (3) dolna, czerwona fazg fenolowo-
chloroformowa zawierajacg biatka. Faze wodng (ok. 300 pl) przenoszono do nowych
probowek 1 wytrgcano z niej RNA poprzez dodanie 500 pl izopropanolu. Nast¢pnie proby
inkubowano przez 10 minut w temperaturze pokojowej, wirowano przy 12 000 x g przez 10
minut w temperaturze 4°C, po czym usuwano supernatant i dodawano 1 ml 75% lodowatego
etanolu. Mieszaning energicznie worteksowano przez 10 sekund, a nast¢pnie wirowano przy
7500 x g przez 5 minut w temperaturze 4°C. Po usunigciu alkoholu etylowego osad RNA
osuszano i rozpuszczano w 20 pl wody wolnej od nukleaz (Nuclease-Free Water, Ambion
Inc., USA). Stgzenie uzyskanego RNA mierzono z zastosowaniem spektrofotometru
NanoDrop ND-1000 (NanoDrop Technologies, USA), uzywajac kazdorazowo do analizy 1,5
pl proby badanej. Aparat kalibrowano zastosowanym rozpuszczalnikiem. Uzyskany wynik
odczytywano stosujgc program komputerowy ND-1000 v3.5.2 (Coleman Technologies Inc.,
USA). Po zakonczeniu izolacji catkowitego RNA cze$¢ materialu pobierano w celu analizy
ekspresji gené6w metoda reakcji tancuchowej polimerazy w czasie rzeczywistym (qPCR),
natomiast reszte zamrazono w temperaturze -80°C w celu pdzniejszej analizy ekspresji genow

za pomocg mikromacierzy ekspresyjnych.

3.2.4. Odwrotna transkrypcja

Wyizolowany calkowity RNA poddawano reakcji odwrotnej transkrypcji (RT, ang.
reverse transcription) z udziatem enzymu odwrotnej transkryptazy (polimerazy DNA zaleznej
od RNA), polegajacej na syntezie komplementarnego DNA (cDNA) na bazie RNA. Reakcje
przeprowadzano z uzyciem termocyklera Veriti® 96-Well Thermal Cycler (Applied
Biosystems®, USA). Wykorzystywano gotowy zestaw odczynnikéw RT? First Strand Kit
(Qiagen, Niemcy), ktory obejmuje réwniez procedure eliminacji z probek RNA
zanieczyszczajacego je genomowego DNA. W tym celu, dla kazdej prébki RNA
przygotowywano w sterylnej probowce mieszaning reakcyjna (Genomic DNA Elimination

Mixture) wedtug sktadu przedstawionego w tabeli 1.
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Tab. 1. Sktad mieszaniny reakcyjnej do eliminacji genomowego DNA.

Catkowity RNA 500 ng

Bufor GE (5X gDNA Elimination Buffer)
2,0 ul

H;0 do koncowej objetosci 10,0 pl

Proby inkubowano w 42°C przez 5 minut, a nastgpnie natychmiast schtadzano na
lodzie przez co najmniej 1 minutg. Tak przygotowany RNA wykorzystywano jako matryce do
syntezy cDNA w procesie odwrotnej transkrypcji. Wykaz odczynnikéw wchodzacych w sktad
mieszaniny reakcyjnej do odwrotnej transkrypcji przedstawia tabela 2.

Tab. 2. Sktad mieszaniny reakcyjnej do odwrotnej transkrypcji.

Sktadnik 1 reakcja 2 reakcje 4 reakcje
BC3 (5X RT Buffer 3) 4 ul 8 ul 16 pl
P2 (Primer and External

1wl 2 ul 4l
Control Mix)
RE3 (RT Enzyme Mix 3) 2 ul 4l 8 ul
RNase free H,0 3ul 6 ul 12 ul
Koricowa objetosc 10 pl 20 ul 40 pl

W celu przeprowadzenia reakcji syntezy pierwszej nici cDNA do kazdych 10 pl
mieszaniny eliminujacej genomowy DNA dodawano po 10 pl mieszaniny do odwrotnej
transkrypcji. Inkubowano w 42°C przez doktadnie 15 minut, po czym natychmiast
przerywano reakcj¢ przez podgrzanie w 95°C przez 5 minut. Dodawano 91 pl H20 wolnej od

nukleaz do kazdych 20 pl sktadowych reakcji syntezy cDNA i dobrze mieszano. Zakonczong
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reakcje syntezy pierwszej nici cDNA umieszczano na lodzie lub w temp. -20°C w celu

dhuzszego przechowywania. Uzyskany cDNA stuzyt jako matryca do reakcji qPCR.

3.2.5. Reakcja tancuchowa polimerazy w czasie rzeczywistym

Reakcje tancuchowg polimerazy w czasie rzeczywistym (qPCR, ang. quantitative PCR
lub real-time PCR) przeprowadzano za pomocg urzadzenia 7900 HT Fast Real-Time PCR
System (Applied Biosystems®, USA). W metodzie tej jako detektor wykorzystano barwnik
SYBR Green, ktory interkalujac z dwuniciowym DNA emituje fluorescencje.

Projektowanie  starterow do reakcji qPCR w  programie Primer3Plus
(http://www.bioinformatics.nl/primer3plus) rozpoczynano od wyszukania w danej sekwencji
mRNA punktéw wycigcia introndow. Startery zaprojektowano w taki sposob, zeby
amplifikowane fragmenty sekwencji nukleotydowych obejmowaty punkty wycigé
odpowiednio dlugich intronoéw. Zapobiega to amplifikacji genomowego DNA w przypadku
ewentualnego zanieczyszczenia probki cDNA. Przy wuzyciu programu Primer3Plus
wytypowano optymalne pod wzgledem termodynamicznym sekwencje starterow. Synteze
starterow przeprowadzita Pracownia Sekwencjonowania DNA 1 Syntezy Oligonukleotydow
Instytutu Biochemii i Biofizyki Polskiej Akademii Nauk w Warszawie. Sekwencje uzytych

starterow przedstawiono w tabeli 3.

Mieszanina reakcyjna o objetosci 25 pl zawierata 2 pl matrycy ¢cDNA, 1 pl startera
przedniego (st¢zenie koncowe 7,5 uM), 1 ul startera tylnego (stezenie koncowe 7,5 uM), 8,5
ul wody wolnej od nukleaz oraz 12,5 pl RT? SYBR® Green ROX™ qPCR Mastermix (w sktad
ktorego wchodzita polimeraza DNA, bufor PCR, dNTP oraz barwnik fluorescencyjny SYBR

Green).

Reakcje qPCR przeprowadzano z uzyciem polimerazy Taq DNA typu hot-start,
wymagajacej 10-minutowej aktywacji w temperaturze 95°C. Polimeraza ta w temperaturze
ponizej 75°C jest nieaktywna, co zapobiega powstawaniu nieswoistych produktow podczas
sktadania reakcji. Wtasciwa reakcja PCR sktadata si¢ z 35 cykli obejmujgcych: denaturacje
W temperaturze 95°C przez 15 sekund, przytaczanie starteréw w temperaturze 58°C przez 30
sekund oraz wydluzanie w temperaturze 72°C przez 30 sekund. W celu okreslenia
specyficznos$ci reakcji przeprowadzano analiz¢ krzywej topnienia otrzymanych produktow

reakcji z doktadnoscig do 0,1°C/s.
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Tab. 3. Sekwencje starterow wykorzystanych do reakcji gqPCR. Przedstawiono sekwencje starterow
sensownych (S), antysensownych (A), numer akcesyjny i dlugos$¢ produktu.

Numer dostepu Diugos¢
cDNA P Starter Sekwencja startera (5’ - 3’) produktu PCR
do GenBank
(pz)
S TTGCCATGTTGCCTCTTGTG
LHR NM_214449.1 A TGATGAAGGCCACCACATTG 132
S TCCCAGCCTGGAAAAGTTTG
FSHR NM_214386.3 A GGATGAAGGTCAGAGATTTGCC 105
S ATTCCATCACCAAGCACCTG
CYP19 NM_214430.1 A ATGGCCTTTTCATCCAACGG 142
S ATCTTCCGGATCCTCATTGTGG
x36 XM_021098274.1 A TGCACACAAACATGGTCTGC 3
S ACAGATGGCCAAGATCTCAGTG
©x37 NM_001244224 A GGCACACAAACACATAGAGACG 110
S AATTCCTGGAGGAGGTGCAC
x40 XM_001928300.5 A CACCAGCATGCGGAATATGAAG 83
S AGTACCAAACAGCAGCAGAC
©x43 NM_001244212.1 A TTGCCCGGACACTACTCTTTC 134
S ATCTGGCTCACTGTACTGATCG
Cx45 NM_001057515.1 A ACAAACTTGCTCTGCTCGTC 89

Uzyskane wyniki normalizowano wzgledem 3 gendéw referencyjnych (ang.
housekeeping genes), czyli genow o statej ekspresji we wszystkich analizowanych prébach,
bez wzgledu na warunki do§wiadczalne, przedstawionych w tabeli 4.

Tab. 4. Sekwencje starterow dla gendw referencyjnych wykorzystanych do reakcji gPCR.

Przedstawiono sekwencje starterow sensownych (S), antysensownych (A), numer akcesyjny i dtugosc
produktu.

Numer dostepu do Diugosc
cDNA P Starter Sekwencja startera (5’ - 3’) produktu
GenBank
PCR (pz)
S TGCCTGCAAACCAAGAGAAG
HPRTI XxM_021073504.1 A GGTCATAACCTGGTTCGTCATC 110
S TGACCCAGATCATGTTCGAGAC
ACTB KM_003124280.5 A AGTCCATCACGATGCCAGTG 108
S TGCATCTATTCTGCCCTCATCC
RPLP1 NM_001129964.2 A AGAGCCTTTGCAAACAAGCC 128
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3.2.6. Technika immunofluorescencyjna

Technike immunofluorescencyjng zastosowano dla wykrycia ekspresji biatka Lhr,
Fshr, Cyp19, Cx36, Cx37, Cx40, Cx43 i Cx45 w komorkach izolowanych z warstwy
ziarnistej pecherzykow jajnikowych. Hodowla prowadzona byta na ptytkach MatTek
w standardowych warunkach w temperaturze 38°C i przy stezeniu 5% CO2 w medium
DMEM  zdodatkiem 10% FBS, L-glutaminy 200 mM oraz roztworu
antybiotykdéw/antymykotyku. Reakcj¢ immunofluorescencyjng z wykorzystaniem przeciwcial
pierwszo- i drugorzedowych przedstawionych w tabeli 5 i tabeli 6 przeprowadzano wedtug

nastepujacych etapow:

Usunigcie medium 1 trzykrotne przeptukanie komorek w PBS

Utrwalenie komorek w mieszaninie aceton/metanol (1:1, v/v) — 10 min./temp. -20°C
Trzykrotne przeplukanie w PBS

Inkubacja w 3% BSA — 30 min./temp. pokojowa

Inkubacja ze swoistym przeciwciatem — 1 godz./temp. pokojowa

Ptukanie w PBS — 3x5 min.

N o a k~ w hoe

Inkubacja z drugim przeciwcialem znakowanym fluorochromem — 1 godz./temp.
pokojowa/ciemnos¢

8. Phukanie w PBS — 3x5 min.

9. Zamknigcie preparatdw za pomocg balsamu zawierajacego DAPI 1 szkietek

nakrywkowych

Przeprowadzono réwniez kontrole negatywne, zast¢pujac specyficzne przeciwciala
zetapu 5 czystym PBS-em. Dokumentacje fotograficzng wynikow fluorescencji
przeprowadzono z uzyciem mikroskopu Olympus Fluoview FV10i (Olympus Corporation,
Japonia) i oprogramowania Imagis 7.2 Software (BitPlane, Szwajcaria). Byla to ocena
wylgcznie jakosciowa w celu okreslenia wzoru ekspresji i lokalizacji danego biatka

w komorce (lokalizacja btonowa, cytoplazmatyczna, i/lub jadrowa).
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Tab. 5. Charakterystyka przeciwciat pierwszorzedowych uzytych do badania immunofluorescencji.

Przeciwciato Wykrywany Typ .prfemw.uaia/ Numer
antygen rozcieficzenie/producent katalogowy
poliklonalne kozie/1:250/

LHR (K-1 LH -26341
(K-15) receptor Santa Cruz Biotechnology, Inc. 5¢-263
ant!-FSH receptor receptor FSH poliklonalne krélicze /1:60/ 2b103874

antibody Abcam
i- liklonalne kroli 1:2
ant! aromatase Aromataza poliklonalne krélicze/1:200/ ab18995
antibody Abcam
klonal ie/1:2
connexin 36 (H-9) koneksyna 36 monoxona r?e mysie/1:250/ sc-398063
Santa Cruz Biotechnology, Inc.
liklonalne kozie/1:50
connexin 37 (N-14) koneksyna 37 polikiona ne. ozie/ / sc-27711
Santa Cruz Biotechnology, Inc.
anti-connexin poliklonalne
k k 40 L) b38580
40/GJAS5 antibody oneksyna krélicze/1:200/Abcam @
klonal ie/1:50
connexin 43 (F-7) koneksyna 43 monokiona r?e mysie/ / sc-271837
Santa Cruz Biotechnology, Inc.
liklonalne kozie/1:50
connexin 45 (N-19) koneksyna 45 poliklonalne kozie/ / sc-7680

Santa Cruz Biotechnology, Inc.

Tab. 6. Charakterystyka przeciwciat drugorzedowych uzytych do badania immunofluorescencji.

Typ przeciwciata Numer katalogowy Rozcienczenie/producent

MFP488 goat anti-rabbit 1gG (H+L) MFP-A1034 1:500/MoBiTec
MFP488 donkey anti-goat 1gG (H+L)  MFP-A1055 1:500/MoBiTec
MFP488 goat anti-mouse IgG (H+L) MFP-A1029 1:500/MoBiTec
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3.2.7. Mikromacierze RNA

Analizg ekspresji genéw za pomoca mikromacierzy RNA przeprowadzono przy
uzyciu systemu firmy Affymetrix - GeneAtlas™ Personal Microarray System (Affymetrix,
Santa Clara, USA). Przebadano blisko 24 tys. transkryptow §wini, wykorzystujac
mikromacierze RNA typu GeneChip® Porcine Gene 1.1ST Arrays (Affymetrix® Porcine
Gene 1.1 ST Array Strips), postepujac zgodnie ze szczegdélowa procedura dostarczong przez

producenta.

Transkrypcja cRNA

Przygotowanie cRNA Wash Solution

Do butelki oznaczonej jako cRNA Wash Solution Concentrate dodano 100% etanol
W objetosci opisanej na butelce. W dalszych opisach procedury roztwor ten okresla si¢ jako

cRNA Wash Solution.
Przygotowanie kontrolnych poli(A) RNA

W celu przygotowania rozcienczen poli(A) RNA dla 100 ng catkowitego RNA:
1. Dodano 2 pl Poly-A Control Stock do 38 ul buforu rozcienczajacego (Poly-A Control Dil
Buffer) w celu uzyskania pierwszego rozcienczenia (1:20). Wymieszano i zwirowano.
2. Dodano 2 pl pierwszego rozcienczenia do 98 pul buforu rozcienczajacego w celu uzyskania
drugiego rozcienczenia (1:50). Wymieszano i zwirowano.
3. Dodano 2 pl drugiego rozcienczenia do 98 pl buforu rozcienczajacego w celu uzyskania
trzeciego rozcienczenia (1:50). Wymieszano 1 zwirowano.
4. Dodano 2 pl trzeciego rozcienczenia do 18 ul buforu rozcienczajacego w celu uzyskania
czwartego rozcienczenia (1:10). Wymieszano i zwirowano.
5. Dodano 2 pl czwartego rozcienczenia do 100 ng catkowitego RNA o stezeniu 33,3 ng/ pl.
6. Dodano wod¢ wolng od nukleaz by uzyska¢ catkowitg objetos$¢ 5 pl.

Odwrotna transkrypcja (synteza pierwszej nici cDNA)

Rozpoczeto od przygotowania mieszaniny reakcyjnej zawierajacej bufor 1 enzymy do
syntezy pierwszej nici cDNA (5 ul First-Strand Master Mix/1 probe). Do kazdych 5 pl First-
Strand Master Mix dodawano 5 pl mieszaniny catkowitego RNA 1 kontrolnych poli(A) RNA
(Total RNA/poly-A Control Mixture). Inkubowano w termocyklerze Veriti® 96-Well Thermal
Cycler (Applied Biosystems®, USA) przez 60 minut w temp. 25°C, 60 minut w temp. 42°C i 2
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minuty w temp. 4°C. Krétko zwirowano, umieszczono na lodzie i przystgpiono do syntezy

drugiej nici cDNA.
Synteza drugiej nici cDNA

Rozpoczgto od przygotowania mieszaniny reakcyjnej zawierajacej bufor 1 enzymy do
syntezy drugiej nici cDNA (50 pl Second-Strand Master Mix/1 probe). Dobrze wymieszano
I zwirowano. Do kazdej proby zawierajacej 10 pl jednoniciowego cDNA dodano 50 ul
Second-Strand Master Mix. Inkubowano przez 60 minut w temp. 16°C, 10 minut w temp.
65°C 1 4 minuty w temp. 2°C. Zwirowano, umieszczono na lodzie i natychmiast przystagpiono

do kolejnego etapu.
Transkrypcja in vitro

Reakcje rozpoczeto od przygotowania mieszaniny zawierajacej bufor i enzymy do
przeprowadzenia transkrypcji in vitro (IVT Master Mix). Do kazdej proby zawierajacej 60 pl
dwuniciowego cDNA (uzyskanego w poprzednich etapach procedury) dodano po 30 ul IVT
Master Mix. Inkubowano w termocyklerze przez 16 godzin w temp. 40°C, a nastepnie

podtrzymywano temperature 4°C. cRNA umieszczono na krétko w lodzie lub zamrazano.
Oczyszczanie cRNA

Otrzymany w wyniku transkrypcji in vitro jednoniciowy cRNA poddano procesowi
oczyszczania z wykorzystaniem odczynnikéw wchodzacych w skiad zestawu dostarczonego
przez producenta (Nucleic Acid Purification Reagents). Najpierw przygotowano mieszaning
sktadajacg si¢ z buforu i ztoza magnetycznego wigzacego kwasy nukleinowe (CRNA Binding
Mix). Do kazdej proby dodano 60 pl tej mieszaniny, dobrze wymieszano i przeniesiono na
ptytke o dotkach w ksztalcie litery U. Nastepnie do kazdej proby dodano 60 pl 100%
izopropanolu i dobrze wymieszano. Delikatnie wytrzasano przez 2 do 5 minut, pozwalajac
cRNA znajdujagcemu si¢ w probach na zwigzanie si¢ ze zlozem magnetycznym. Plytke
umieszczono na statywie magnetycznym. Po okolo 5 minutach ptyn stat si¢ przejrzysty,
a kulki ztoza magnetycznego utworzyly agregat w miejscu przylegania do magnesow statywu.
Supernatant delikatnie zebrano, a ptytke¢ zdjeto ze statywu magnetycznego. Kolejnym
krokiem bylo przemycie RNA Binding Beads. Do kazdej préby dodano 100 pl roztworu
myjacego (Nucleic Acid Wash Solution) 1 wytrzasano przez 1 minute. Plytke przeniesiono na
statyw magnetyczny na czas 5 minut. Ostroznie zebrano i odrzucono supernatant. Zdjeto

ptytke ze statywu magnetycznego, powtdrnie przemyto RNA Binding Beads 100 ul roztworu
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myjacego 1 osuszono kulki poprzez energiczne wytrzasanie ptytki przez 1 minut¢. Nastgpnie
wyptukano cRNA ze ztoza magnetycznego. W tym celu do kazdej proby dodano 40 nl
wcezesniej podgrzanego roztworu ptuczacego (Elution Solution) i inkubowano najpierw przez
2 minuty bez wytrzasania, a nastgpnie przez 3 minuty intensywnie wytrzasajac. Plytke
przeniesiono na statyw magnetyczny na czas 5 minut. Supernatant zawierajacy wyplukany
cRNA przeniesiono do nowej proboéwki wolnej od nukleaz. Po zakonczeniu oczyszczania
okreslono st¢zenie cCRNA mierzac spektrofotometrycznie jego absorbancje przy dtugosci fali

260 nm.

Synteza cDNA

Synteza cDNA, cykl drugi

W procedurze tej syntetyzowano ni¢ kodujaca cDNA poprzez odwrotng transkrypcje
uzyskanego wczesniej cRNA. W tym celu przygotowano 10 pg cRNA w objetosci 22 ul
I potaczono z 2 pl mieszaniny starterow z zestawu (Random Primers, Ambion WT Expression
Kit). Inkubowano w termocyklerze przez 5 minut w temp. 70°C, 5 minut w temp. 25°C i 2
minuty w temp. 4°C. Po inkubacji krotko zwirowano. Nastepnie do kazdej proby dodano 16
pul mieszaniny reakcyjnej zawierajacej bufor oraz enzymy drugiego cyklu odwrotnej
transkrypcji (2-nd Cycle Master Mix). Inkubowano przez 10 minut w temp. 25°C, 90 minut
w temp. 42°C, 10 minut w temp. 70°C, a nast¢pnie 2 minuty w temp. 4°C. Natychmiast po
inkubacji proby zwirowano, umieszczono na lodzie i przystgpiono do kolejnego etapu

procedury.
Hydroliza z zastosowaniem RNazy H

W procedurze tej RNaza H degraduje matryce cRNA, pozostawiajac jednoniciowe
cDNA. Do kazdej proby dodano po 2 pl RNazy H i inkubowano w nastgpujacych warunkach:
45 minut w temp. 37°C, 5 minut w temp. 95°C 1 2 minuty w temp. 4°C. Po inkubacji proby

zwirowano, umieszczono na lodzie i natychmiast przystapiono do kolejnego etapu.
Oczyszczanie cDNA z drugiego cyklu

Etap ten przygotowuje cDNA do fragmentacji 1 znakowania. Najpierw do kazdej
proby dodano 18 pl wody wolnej od nukleaz w celu uzyskania koncowej objetosci 60 pl,
a nastepnie 60 pl buforu cDNA Binding Mix. Proby przeniesiono na ptytke o dotkach
w ksztalcie litery U. Dodano 120 pl 100% etanolu do kazdej probki, wymieszano i delikatnie
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wytrzasano przez 2 minuty. W czasie tej inkubacji cDNA wiaze si¢ ze ztozem magnetycznym
(Nucleic Acid Binding Beads). Ptytke umieszczono w statywie magnetycznym. Po okoto 5
minutach, gdy ptyn stat si¢ klarowny, usuni¢to supernatant bez naruszania kulek
magnetycznych, a ptytke zdjeto ze statywu. Kolejnym krokiem byto dwukrotne przemycie
c¢DNA za pomocg roztworu myjacego (Nucleic Acid Wash Solution). Do kazdej proby
dodano 100 pl roztworu myjacego (Nucleic Acid Wash Solution) i wytrzasano przez
1 minute. Plytke przeniesiono na statyw magnetyczny. Po okoto 5 minutach plyn stal si¢
przejrzysty, a kulki zloza magnetycznego utworzyly agregat w miejscu przylegania do
magnesOw statywu. Ostroznie zebrano i odrzucono supernatant, a ptytke zdjeto ze statywu
magnetycznego. Krok powtérzono w celu ponownego przemycia cDNA kolejnymi 100 pl
roztworu myjacego. Plytke przeniesiono na 1 minut¢ na wytrzasarke, by odparowac resztki
etanolu z kulek ztoza magnetycznego. Nastgpnie wymyto oczyszczony cDNA ze zloza
magnetycznego. W tym celu do kazdej proby dodano 30 ul wcezesniej podgrzanego roztworu
ptuczacego (Elution Solution) i inkubowano najpierw przez 2 minuty bez wytrzasania,
a nastgpnie przez 3 minuty intensywnie wytrzasajac. Plytke przeniesiono na statyw
magnetyczny na okres 5 minut. Supernatant zawierajacy wymyty cDNA przeniesiono do
nowej probowki wolnej od nukleaz. Po zakonczeniu oczyszczania probek okreslono stezenie

cDNA mierzac spektrofotometrycznie jego absorbancj¢ przy dlugosci fali 260 nm.
Fragmentacja cDNA

Kolejnym krokiem byta fragmentacja cDNA. W tym celu do 5,5 pg jednoniciowego
cDNA dodano taka objetos¢ wody wolnej od RNaz, by uzyska¢ koncowa objetos¢ 31,2 ul na
macierz (cDNA Fragmentation Mixture). Przygotowano tez mieszaning reakcyjng do
fragmentacji (Fragmentation Master Mix) 1 w ilosci 16,8 pl dodano do 31,2 ul buforu
zawierajagcego cDNA. Delikatnie zwirowano i inkubowano w temp. 37°C przez 60 minut,
W temp. 93°C przez 2 minuty i w temp. 4°C przez co najmniej 2 minuty. Odwirowano,

a nastepnie przeniesiono po 45 pl kazdej proby do nowych probowek.
Znakowanie pofragmentowanego cDNA

Przygotowano mieszaning odczynnikéw do znakowania (Labeling Reaction Master
Mix) i dodano w odpowiednich proporcjach do kazdej proby (15 ul buforu do znakowania
i 45 ul pofragmentowanej proby). Zwirowano i inkubowano w temp. 37°C przez 60 minut,
w temp. 70°C przez 10 minut i w temp. 4°C przez co najmniej 2 minuty. Tak przygotowany

material wykorzystano w procesie hybrydyzacji.
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Hybrydyzacja

Przygotowano bufor do hybrydyzacji (WT Hybridization Master Mix) zgodnie
z wytycznymi producenta zamieszczonymi w tabeli 7. Dodano po 49 ul buforu do kazdej
probowki uzytej na 1 probe, a nastepnie dodawano 41 ul pofragmentowanego i znakowanego
DNA (badanego) oraz 60 ul buforu 2,5X WT Hyb Add 6 do koncowej objetosci 150 pl.
Wymieszano i zwirowano. Probowki z badanym materialem poddano denaturacji
w termocyklerze w 99°C przez 5 minut, a nastgpnie w 45°C przez 5 minut. Po denaturacji,
W celu usunigcia jakichkolwiek nierozpuszczalnych sktadnikéw z mieszaniny, proby
odwirowano przez 1 minutg¢ w 5000 RPM w temperaturze pokojowej. Macierze do
hybrydyzacji przygotowano poprzez zanurzenie ich w 120 pl mieszaniny hybrydyzacyjnej,
uwazajac przy tym, by usunaé wszelkie pecherzyki powietrza. Tak przygotowane macierze
umieszczono w stacji do hybrydyzacji w temperaturze 48°C 1 rozpoczgto proces hybrydyzacji,
ktory trwat 20 godzin. Czas trwania oraz temperature, w jakiej przebiegal proces
hybrydyzacji, kontrolowano za pomoca programu GeneAtlas® Software Setup firmy
Affymetrix. Po zakonczeniu procesu hybrydyzacji przystapiono do ptukania blokow

Z macierzami.

Tab. 7. Sktadniki buforu do hybrydyzaciji.

Kolejnos¢ . llo$¢ na jedna llo$¢ na 4 macierze
. Sktadnik . .
dodawania macierz (z 10% nadwyzka)
1 5X WT Hyb Add 1 30 ul 132 ul
2 Oligonukleotydy 1,5 ul 6,6 ul

kontrolne B2 (3 nM)

20X kontrole

3 hybrydyzacji (bioB, bioC, 7,5 ul 33ul
bioD, cre)
4 15X WT Add 4 10 pl 44 pl
Catkowita objetos¢ 49 ul 215,6 ul
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Plukanie macierzy i odczyt wynikow

Ostatnim etapem procedury bylo plukanie macierzy w celu usunigcia buforu do
hybrydyzacji oraz niezwigzanego cDNA. Etap ten przeprowadzono z zastosowaniem stacji
ptukania GeneAtlas® Fluidics Station 450. Przygotowane bufory do ptukania podano
w okreslonych ilosciach do odpowiednich dotkoéw na ptytce do przemywania, zgodnie ze
schematem umieszczonym w instrukcji obslugi GeneAtlas® System User's Guide. Plytki do
przemywania umieszczono w stacji do ptukania i rozpoczeto procedure. Czas i tempo
przemywania kontrolowano za pomoca odpowiedniego oprogramowania (GeneAtlas®
Instrument Control Software). Po zakonczeniu ptukania mikromacierze umieszczano w stacji
obrazowania (GeneAtlas® Imaging Station) 1 rozpoczynano skanowanie za pomocg programu
komputerowego GeneAtlas® Viewer, W wyniku czego powstato wiele plikéw wynikowych
zrozszerzeniem .DAT. Na kazda macierz zostala nalozona siatka w celu okreslenia
doktadnego potozenia wszystkich punktow, po czym pliki .DAT przekonwertowano do
plikow .CEL. Wstepna analiza uzyskanych obrazéw zostata przeprowadzona w programie
Partek Express, Affymetrix Edition, stanowigcym cze$¢ oprogramowania operacyjnego
systemu Affymetrix GeneAtlas®. Za jego pomocg przeprowadzono kontrole jakosci

hybrydyzacji i znakowania oraz kontrolg jakosci uzytego RNA.
Calg procedure doswiadczenia mikromacierzowego przedstawiono na rycinie 8.

Analiza danych uzyskanvch metoda mikromacierzy RNA

Otrzymane uprzednio pliki .CEL, zawierajace tzw. ,,surowe dane” intensywnosci
Swiecenia kazdego bloku mikromacierzy, zostaly zaimportowane do oprogramowania TAC
(ang. Transcriptome Analysis Console) (Affymetrix, Santa Clara, USA; wersja 4.0.1.36)
W celu bioinformatycznej analizy mikromacierzy. Do wstepnego przetworzenia danych
zastosowano algorytm RMA (ang. Robust Multiarray Average) obejmujacy trzy kroki:
korekcje tlta, normalizacj¢ oraz wyznaczenie wartosci miar ekspresji. Po zakonczeniu
normalizacji uzyskane wyniki scalano z plikiem opisowym, w ktorym znajdowaty si¢ nazwy

oraz charakterystyki funkcji genow.
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Ryc. 8. Schemat przedstawiajacy przebieg doswiadczenia mikromacierzowego [zmodyfikowano

materiatéw Affymetrix].
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W wyniku analizy réznicowej ekspresji genow (ang. differential expression analysis)
uzyskano trzy tabele zawierajace listy gendw roznicujacych (DEG, ang. Differentially
Expressed Genes) dla nastepujacych porownan pomiedzy analizowanymi grupami: 48 godz.
Vvs. 24 godz., 96 godz. vs. 24 godz. oraz 144 godz. vs. 24 godzina. W nastepnym kroku listy
przefiltrowano przy wykorzystaniu kryteriow dla skorygowanej wartosci p<0,05 (ang.
adjusted p-value) oraz zmiany ekspresji genéw (wzrost/spadek) na poziomie >2. Tak
otrzymane zbiory gendow uwspolniono do jednej listy zawierajacej wytacznie te geny, ktore

znajdowaly si¢ na wszystkich trzech listach.

Wspodlng listg gendow zaimportowano do oprogramowania bazy danych DAVID (ang.

Database for Annotation, Visualization and Integrated Discovery) (www.david.ncifcrf.gov)

W celu przeprowadzenia analizy pod katem wspotwystepowania w grupach ontologicznych
z bazy ontologii genow (GO, ang. Gene Ontology database). Uzyskane w ten sposob klastry
grup ontologicznych przeanalizowano, a nast¢pnie wybrane grupy ontologiczne zapisano
w pliku .xslx, ktory zaimportowano do srodowiska RStudio (wersja 1.1.453) jezyka R (wersja
3.5.0) w celu wizualizacji wynikow. Praca w s$rodowisku RStudio umozliwila zar6wno
wizualizacj¢ danych, jak réwniez wszystkie analizy danych tabelarycznych, w tym laczenie
tabel oraz ich filtrowanie. Wszystkie kroki analizy w srodowisku jezyka R przeprowadzono
Z wykorzystaniem nastgpujacych pakietow: dplyr — filtrowanie oraz taczenie danych, stringr —

analiza wyrazen regularnych, GOplot/ggplot2 — wizualizacja danych.

Przebieg bioinformatycznej analizy danych uzyskanych metoda mikromacierzy RNA

przedstawiono na rycinie 9.
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Ryc. 9. Schemat bioinformatycznej analizy wynikéw eksperymentu mikromacierzowego.
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3.2.8. Analizy statystyczne
gPCR

Do przeprowadzenia analizy statystycznej wynikéw uzyskanych metoda qPCR
wykorzystano program Microsoft Excel, za pomoca ktoérego obliczono wartosci $rednie,
odchylenie standardowe oraz btad standardowy $redniej. Nastepnie za pomocg dodatku Real
Statistics do programu Microsoft Excel, wykorzystujacego test Kruskala-Wallisa
z zastosowanym po nim testem post-hoc Nemenyi, obliczono poziomy istotno$ci, przyjmujac

roznice miedzy grupami za statystycznie istotne na poziomie:
*dlap<0,05

**dlap<0,01

*** dlap < 0,001

Mikromacierze RNA

Istotno$¢ statystyczng uzyskanych w eksperymencie mikromacierzowym danych
sprawdzono przy pomocy analizy wariancji ANOVA. Uzyskane wartosci p zostaty
skorygowane procedurg FDR (ang. false discovery rate) dla wiclokrotnych poréownan. Za
geny o statystycznie istotnie zmienionej ekspresji uznano geny, ktdrych poziom ekspres;ji

zmienit si¢ co najmniej dwukrotnie (wzrost/spadek), przy uzyskanej wartosci p < 0,05.

Immunofluorescencja

Analize statystyczng wynikow pochodzacych z eksperymentow immunofluorescencji
przeprowadzono z zastosowaniem testu Kruskala-Wallisa na poziomie istotnosci 0<0.05.
W celu sprawdzenia, ktora para przedziatow czasowych stanowila o istotnosci test Kruskalla-
Wallisa wykorzystano test Wilcoxona z poprawkg na wielokrotne testowanie metodg Holma-

Bonferroniego. R6znice miedzy grupami przyjeto za statystycznie istotne na poziomie:
*dlap<0,05
**dlap<0,01

**% dla p < 0,001
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4. WYNIKI

4.1. Morfologia komorek ziarnistych w hodowli pierwotnej

Obserwacje cech morfologicznych komorek ziarnistych w hodowli pierwotnej
prowadzono przy uzyciu mikroskopu badawczego Olympus IX81 w uktadzie odwroconym

(Olympus Corporation, Japonia).

Komorki ziarniste hodowano in vitro przez 168 godzin (hodowla krotkoterminowa),
a przebieg zmian w ich morfologii monitorowano co 24 godziny (7 przedziatow czasowych).
Ksztalt komorek ziarnistych w poczatkowym etapie hodowli byl nieregularnie wieloboczny
(gwiazdzisty), a w miar¢ uptywu czasu hodowli przybieraty one ksztalt wrzecionowaty (ang.
spindle-shaped cells) i/lub podobny do fibroblastoéw (ang. fibroblast-like cells). Komorki
ziarniste przylegaly do podtoza w ciggu pierwszych 24 godzin hodowli. W drugim dniu
trwania hodowli komorki zaczynaty tworzy¢ rdznej wielkosci kolonie, a nastepnie stopniowo
pokrywaly dno naczynia hodowlanego jedng warstwa (ang. monolayer). W 6 - 7 dniu

hodowla osiggata konfluencje (ryc. 10).

4.2. Analiza proliferacji komorek ziarnistych w czasie rzeczywistym

Proliferacje komorek ziarnistych w czasie rzeczywistym mierzono za pomocg systemu
RTCA przez 168 godzin hodowli in vitro. Faza przystosowacza (tzw. faza lag, ang. lag
phase), w czasie ktorej nastgpowata adhezja komorek do podtoza i ich rozptaszczanie si¢ na
dnie naczynia hodowlanego, obejmowata pierwsze 24 godz. hodowli. Po tym okresie komorki
wchodzilty w logarytmiczng fazg wzrostu (tzw. faze log, ang. log phase), ktora trwata do
okoto 100 godziny hodowli. Po fazie logarytmicznego wzrostu liczby komorek nastgpowata
faza stacjonarna (tzw. faza plateau, ang. stationary phase). Indeks komorkowy (CI, ang. cell

index) osiagnat najwyzsza warto$¢ okoto 100 godz. hodowli (ryc. 11).
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Ryc. 10. Morfologia komoérek ziarnistych w poszczegdlnych przedziatach czasowych hodowli
pierwotnej. Obserwacje prowadzono pod mikroskopem odwréconym, w kontrascie interferencyjno-
réznicowym Nomarskiego (DIC, ang. differential interference contrast) (powiekszenie 10x, 20x i 40x).



10x

20x

40x




Ryc. 11. Wykres przedstawiajgcy proliferacje komorek ziarnistych jajnika swini hodowanych przez 168
godzin, wyrazong wartoscig indeksu komérkowego (Cl, ang. cell index) (A). W kazdym przedziale
czasowym eksperymentu ((B) 0 - 24 godz.), ((C) 24 - 48 godz.), ((D) 48 - 72 godz.), ((E) 72 - 96
godz.), ((F) 96 - 120 godz.), ((G) 120 - 144 godz.) i ((H) 144 - 168 godz.) pomiaru impedancji
dokonywano co 15 minut. Wykresy kolumnowe przedstawiajg iloSciowe réznice w proliferacji komérek
w czasie rzeczywistym miedzy poszczegdlnymi powtérzeniami.



WYNIKI

) . X i ) o . . I
i / I plateau o
SUEL g h 1
Tme v ' ’ ’ ’ - ) )
B.
B‘ i UI
. «
7 .
§ I I
an
™
C.

e

58



WYNIKI

£ P n ) e En - e e el a . ¢ g o ]
T oo Few

[ e e ) r e ) s s e » ® © o W

s

59



WYNIKI

4.3. Analiza ekspresji wybranych transkryptéw w jajnikowych komérkach
ziarnistych

Ekspresje genow (Lhr, Fshr, Cyp19, Cx36, Cx37, Cx40, Cx43 i Cx45) na poziomie
MRNA w komorkach ziarnistych badano za pomocag metody qPCR. Ekspresja wybranych
gendéw analizowana byla podczas krotkoterminowej hodowli in vitro (168 godz.)
W nastgpujacych przedzialach czasowych: 24, 48, 72, 96, 120, 144 i 168 godz. Wyniki
poziomow ekspresji standaryzowano wzgledem trzech gendéw z grupy housekeeping: ACTB,
HPRT i RPLP1 (ryc. 12).
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30.00

25.00
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o
S)
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o
o
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5.00 -
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ACTB HPRT RPLP1
geny referencyjne

Ryc. 12. Analiza usrednionych poziomdw ekspresji trzech genéw z grupy housekeeping
wykorzystanych w analizie gPCR jako geny referencyjne (ACTB - [-aktyna, HPRT -
fosforybozylotransferaza hypoksantyny, RPLP1 — biatko rybosomalne LP1). Poziomy ekspresji ACTB,
HPRT oraz RPLP1 zostaty przedstawione jako srednia ze wszystkich przedziatéw czasowych

+ SEM.

4.4. Ilosciowa analiza ekspresji mRNA Lhr, Fshr, Cx43 i Cx45

Za pomoca metody PCR w czasie rzeczywistym (qPCR) wykazano ekspresje
w komorkach ziarnistych nastgpujacych transkryptow: Lhr, Fshr, Cx43 iCx45. Poziom
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MRNA Lhr byt najwyzszy w 48 godz. hodowli; w Kolejnych przedziatach czasowych hodowli
(72, 96, 120, 144 i 168 godz.) ekspresja genu Lhr wykazywata tendencje spadkows (ryc. 13).
Podobny wzér ekspresji obserwowano w przypadku genu Fshr, ktorego ekspresja byla
najwyzsza w 48 godz. hodowli (ryc. 14). Poziomy ekspresji Lhr i Fshr nie osiggnety
istotnosci statystycznej na zadnym z analizowanych przedzialow czasowych hodowli
(p>0,05) (ryc. 13; ryc. 14). Najwyzszy poziom ekspresji genu Cx43 wykazano w 48 godzinie
hodowli, a w kolejnych przedziatach czasowych hodowli nastepowat spadek ekspresji Cx43.
(ryc. 15). Poziom transkryptu Cx45 wykazywal wzrost ekspresji wytacznie w 24 godz.
hodowli w poréwnaniu z pozostatymi przedziatami czasowymi (ryc. 16). Poziomy ekspresji
obu analizowanych koneksyn (Cx43 i Cx45) nie uzyskaly istotnosSci statystycznej na zadnym

z analizowanych przedziatéw czasowych hodowli (p>0,05) (ryc. 15; ryc. 16).
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Ryc. 13. Analiza ekspresji genu Lhr w komérkach ziarnistych w poszczegdlnych przedziatach
czasowych krotkoterminowej hodowli in vitro. Kolumny przedstawiajg ekspresje genu na poziomie
mRNA wzgledem gendéw referencyjnych. Sredniej ekspresji w komérkach w 24 godz. hodowli
przypisano warto$¢ 1, a w pozostatych przedziatach czasowych adekwatnie znormalizowano. Dane
przedstawiajg wartosci srednie £ SEM; p>0,05, brak istotnosci statystycznej.
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Ryc. 14. Analiza ekspresji genu Fshr w komorkach ziarnistych w poszczegélnych przedziatach
czasowych krotkoterminowej hodowli in vitro. Kolumny przedstawiajg ekspresje genu na poziomie
mRNA wzgledem gendéw referencyjnych. Sredniej ekspresji w komérkach w 24 godz. hodowli
przypisano wartos¢ 1, a w pozostatych przedziatach czasowych adekwatnie znormalizowano. Dane
przedstawiajg wartosci srednie + SEM; p>0,05, brak istotnosci statystyczne;j.
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Ryc. 15. Analiza ekspresji genu Cx43 w komodrkach ziarnistych w poszczegodlnych przedziatach
czasowych krétkoterminowej hodowli in vitro. Kolumny przedstawiajg ekspresje genu na poziomie
mRNA wzgledem genéw referencyjnych. Sredniej ekspresji w komoérkach w 24 godz. hodowli
przypisano wartos¢ 1, a w pozostatych przedziatach czasowych adekwatnie znormalizowano. Dane
przedstawiajg wartosci srednie £ SEM; p>0,05, brak istotnosci statystyczne.
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Ryc. 16. Analiza ekspresji genu Cx45 w komodrkach ziarnistych w poszczegoélnych przedziatach
czasowych krétkoterminowej hodowli in vitro. Kolumny przedstawiajg ekspresje genu na poziomie
mRNA wzgledem genéw referencyjnych. Sredniej ekspresji w komoérkach w 24 godz. hodowli
przypisano wartos¢ 1, a w pozostatych przedziatach czasowych adekwatnie znormalizowano. Dane
przedstawiajg wartosci srednie £ SEM; p>0,05, brak istotnosci statystyczne.

64



WYNIKI

4.5. llosciowa analiza ekspresji mRNA Cyp19, Cx36, Cx37 i Cx40

Postugujac si¢ technika qPCR, w Zadnym z analizowanych przedzialéw czasowych
hodowli pierwotnej komorek ziarnistych nie wykazano ekspresji nastgpujacych transkryptow:

Cyp19, Cx36, Cx37 i Cx40.

4.6. Jakosciowa analiza ekspresji wybranych koneksyn na poziomie biatka

Najwyzszy poziom ekspresji Cx36 w komorkach ziarnistych obserwowano w 24 i 48
godzinie hodowli in vitro; w kolejnych pieciu przedziatach czasowych hodowli obserwowano
spadek ekspresji Cx36 (p<0,001) (ryc. 17). Ekspresja Cx37 w komorkach ziarnistych
utrzymywata si¢ na porownywalnie niskim poziomie przez caty okres hodowli in vitro, a
r6éznice migdzy poziomami ekspresji Cx37 w 24 godz. hodowli i w pozostatych przedziatach
czasowych nie osiagnely istotnosci statystycznej (ryc. 18). Poziom ekspresji Cx40 byt
najwyzszy w 24 godz. hodowli komorek ziarnistych in vitro. W kolejnych przedziatach
czasowych wykazano statystycznie istotny spadek ekspresji tego biatka (dla nastgpujacych
przedzialow czasowych 48 godz., 72 godz., 96 godz., 120 godz., 144 godz., 168 godz.,
odpowiednio p<0,01, p<0,001, p<0,001, p<0,001, p<0,001, p<0,001) (ryc. 19).

Najwyzszy poziom ekspresji Cx43 obserwowano w 24 godz. hodowli in vitro. W kolejnych
przedziatach czasowych hodowli ekspresja Cx43 spadata, osiggajac poziom istotnosci
statystycznej p<0,01 w 72 i 144 godz. hodowli oraz p<0,001 w 96, 120 i 168 godz. hodowli
(ryc. 20). Ekspresja Cx45 byta najwyzsza w 24 godz. hodowli in vitro. Spadek ekspresji Cx45
w przedziatach czasowych 72-168 godz. osiagnat istotnos¢ statystyczng na poziomie p<0,001.
Nie odnotowano istotnosci statystycznej mi¢dzy roéznicg w ekspresji Cx45 w 24 i 48 godzinie
hodowli (ryc. 21).

We wszystkich analizowanych przedziatach czasowych hodowli badane biatka (Cx36, Cx37,
Cx40, Cx43 i Cx45) wykazywaty lokalizacj¢ jadrowa, cytoplazmatyczng oraz btonowa (tab.
8).
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Tab. 8. Komérkowa lokalizacja biatka Cx36, Cx37, Cx40, Cx43 i Cx45.
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Lokalizacja
Biatko Btonowa Cytoplazmatyczna Jadrowa
Cx36 + + -
Cx37 + + -
Cx40 + + +
Cx43 + + -
Cx45 + + -

66




Ryc. 17. Ekspresja i lokalizacja komodrkowa biatka Cx36 w komérkach ziarnistych podczas 7-dniowej
hodowli pierwotnej. W celu przeprowadzenia procedury barwienia immunofluorescencyjnego komorki
ziarniste utrwalano po 24 godz. (A), 48 godz. (B), 72 godz. (C), 96 godz. (D), 120 godz. (E), 144 godz.
(F) i 168 godz. (G) hodowli. a. kontrast Nomarskiego, b. jadra komérkowe wybarwione DAPI, c.
komorki wybarwione przeciwciatem, d. natozenie obrazéw b i c, e. histogram przedstawiajgcy dwa
kanaty fluorescencji: kanat 1 - DAPI, kanat 2 - FITC oraz kontrast fazowy. Podziatka odpowiada 20
pm. (H) Intensywnos$¢ fluorescencji emitowanej przez barwione przeciwciatem anty-Cx36 komorki
ziarniste w poszczegolnych przedziatach czasowych krétkoterminowej hodowli pierwotnej. W kazdym
przedziale czasowym liczba ocenianych komoérek (n) wynosita 10. Wartosci statystyczne
przedstawiajg porownania wzgledem pierwszej grupy (24 godz.). Pozioma kreska wyznacza mediane.
*** - p<0,001.
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Ryc. 18. Ekspresja i lokalizacja komodrkowa biatka Cx37 w komérkach ziarnistych podczas 7-dniowej
hodowli pierwotnej. W celu przeprowadzenia procedury barwienia immunofluorescencyjnego komorki
ziarniste utrwalano po 24 godz. (A), 48 godz. (B), 72 godz. (C), 96 godz. (D), 120 godz. (E), 144 godz.
(F) i 168 godz. (G) hodowli. a. kontrast Nomarskiego, b. jadra komérkowe wybarwione DAPI, c.
komorki wybarwione przeciwciatem, d. natozenie obrazéw b i c, e. histogram przedstawiajgcy dwa
kanaty fluorescencji: kanat 1 - DAPI, kanat 2 - FITC oraz kontrast fazowy. Podziatka odpowiada 20
pm. (H) Intensywnos$¢ fluorescencji emitowanej przez barwione przeciwciatem anty-Cx37 komorki
ziarniste w poszczegolnych przedziatach czasowych krétkoterminowej hodowli pierwotnej. W kazdym
przedziale czasowym liczba ocenianych komoérek (n) wynosita 10. Wartosci statystyczne
przedstawiajg poréwnania wzgledem pierwszej grupy (24 godz.). Pozioma kreska wyznacza mediane.
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Ryc. 19. Ekspresja i lokalizacja komodrkowa biatka Cx40 w komérkach ziarnistych podczas 7-dniowej
hodowli pierwotnej. W celu przeprowadzenia procedury barwienia immunofluorescencyjnego komorki
ziarniste utrwalano po 24 godz. (A), 48 godz. (B), 72 godz. (C), 96 godz. (D), 120 godz. (E), 144 godz.
(F) i 168 godz. (G) hodowli. a. kontrast Nomarskiego, b. jadra komérkowe wybarwione DAPI, c.
komorki wybarwione przeciwciatem, d. natozenie obrazéw b i c, e. histogram przedstawiajgcy dwa
kanaty fluorescencji: kanat 1 - DAPI, kanat 2 - FITC oraz kontrast fazowy. Podziatka odpowiada 20
pm. (H) Intensywnos$¢ fluorescencji emitowanej przez barwione przeciwciatem anty-Cx40 komorki
ziarniste w poszczegolnych przedziatach czasowych krétkoterminowej hodowli pierwotnej. W kazdym
przedziale czasowym liczba ocenianych komoérek (n) wynosita 10. Wartosci statystyczne
przedstawiajg poréwnania wzgledem pierwszej grupy (24 godz.). Pozioma kreska wyznacza mediane.
*+* . p<0,001; ** - p<0,01.
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Ryc. 20. Ekspresja i lokalizacja komodrkowa biatka Cx43 w komérkach ziarnistych podczas 7-dniowej
hodowli pierwotnej. W celu przeprowadzenia procedury barwienia immunofluorescencyjnego komorki
ziarniste utrwalano po 24 godz. (A), 48 godz. (B), 72 godz. (C), 96 godz. (D), 120 godz. (E), 144 godz.
(F) i 168 godz. (G) hodowli. a. kontrast Nomarskiego, b. jadra komérkowe wybarwione DAPI, c.
komorki wybarwione przeciwciatem, d. natozenie obrazéw b i c, e. histogram przedstawiajgcy dwa
kanaty fluorescencji: kanat 1 - DAPI, kanat 2 - FITC oraz kontrast fazowy. Podziatka odpowiada 20
pm. (H) Intensywnos$¢ fluorescencji emitowanej przez barwione przeciwciatem anty-Cx43 komorki
ziarniste w poszczegolnych przedziatach czasowych krétkoterminowej hodowli pierwotnej. W kazdym
przedziale czasowym liczba ocenianych komoérek (n) wynosita 10. Wartosci statystyczne
przedstawiajg poréwnania wzgledem pierwszej grupy (24 godz.). Pozioma kreska wyznacza mediane.
*+* . p<0,001; ** - p<0,01.
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Ryc. 21. Ekspresja i lokalizacja komdrkowa biatka Cx45 w komérkach ziarnistych podczas 7-dniowej
hodowli pierwotnej. W celu przeprowadzenia procedury barwienia immunofluorescencyjnego komorki
ziarniste utrwalano po 24 godz. (A), 48 godz. (B), 72 godz. (C), 96 godz. (D), 120 godz. (E), 144 godz.
(F) i 168 godz. (G) hodowli. a. kontrast Nomarskiego, b. jgdra komérkowe wybarwione DAPI, c.
komorki wybarwione przeciwciatem, d. natozenie obrazéw b i c, e. histogram przedstawiajgcy dwa
kanaty fluorescencji: kanat 1 - DAPI, kanat 2 - FITC oraz kontrast fazowy. Podziatka odpowiada 20
pm. (H) Intensywnos$¢ fluorescencji emitowanej przez barwione przeciwciatem anty-Cx45 komorki
ziarniste w poszczegdlnych przedziatach czasowych krétkoterminowej hodowli pierwotnej. W kazdym
przedziale czasowym liczba ocenianych komoérek (n) wynosita 10. Wartosci statystyczne
przedstawiajg porownania wzgledem pierwszej grupy (24 godz.). Pozioma kreska wyznacza mediane.
*** - p<0,001.
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4.7.Jakosciowa analiza ekspresji Lhr, Fshr i Cyp19 na poziomie biatka

Ekspresja Lhr osiaggneta najwyzszy poziom w 48 godzinie hodowli in vitro (p<0,05).
W kolejnych pigciu przedziatach czasowych hodowli obserwowano spadek ekspresji Lhr,
jednak tylko w 120 godzinie osiagnat on istotnos¢ statystyczng (p<0,05) (ryc. 22). Najwyzszy
poziom ekspresji Fshr wykazano w 24 godzinie hodowli in vitro. We wszystkich pozostatych
przedziatach czasowych hodowli obserwowano spadek ekspresji Fshr (p<0,001) (ryc. 23).
Ekspresja Cypl9 byla najwyzsza w 24 i 48 godzinie hodowli in vitro. Poczawszy od 72
godziny hodowli obserwowano statystycznie istotny spadek ekspresji Cyp19 (p<0,001) (ryc.
24).

We wszystkich analizowanych przedziatach czasowych hodowli badane biatka (Lhr, Fshr
i Cyp19) wykazywaly lokalizacj¢ btonowg oraz cytoplazmatyczng (tab. 9).

Tab. 9. Komdrkowa lokalizacja biatka Lhr, Fshr i Cyp19.

Lokalizacja
Biatko Btonowa Cytoplazmatyczna Jadrowa
Lhr + + -
Fshr + + -
Cyp19 + + }
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Ryc. 22. Ekspresja i lokalizacja komdrkowa biatka Lhr w komérkach ziarnistych podczas 7-dniowej
hodowli pierwotnej. W celu przeprowadzenia procedury barwienia immunofluorescencyjnego komorki
ziarniste utrwalano po 24 godz. (A), 48 godz. (B), 72 godz. (C), 96 godz. (D), 120 godz. (E), 144 godz.
(F) i 168 godz. (G) hodowli. a. kontrast Nomarskiego, b. jgdra komérkowe wybarwione DAPI, c.
komorki wybarwione przeciwciatem, d. natozenie obrazéw b i c, e. histogram przedstawiajgcy dwa
kanaty fluorescencji: kanat 1 - DAPI, kanat 2 - FITC oraz kontrast fazowy. Podziatka odpowiada 20
pm. (H) Intensywno$¢ fluorescencji emitowanej przez barwione przeciwciatem anty-Lhr komorki
ziarniste w poszczegolnych przedziatach czasowych krétkoterminowej hodowli pierwotnej. W kazdym
przedziale czasowym liczba ocenianych komoérek (n) wynosita 10. Wartosci statystyczne
przedstawiajg poréwnania wzgledem pierwszej grupy (24 godz.). Pozioma kreska wyznacza mediane.
* - p<0,05.
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Ryc. 23. Ekspresja i lokalizacja komdrkowa biatka Fshr w komoérkach ziarnistych podczas 7-dniowej
hodowli pierwotnej. W celu przeprowadzenia procedury barwienia immunofluorescencyjnego komorki
ziarniste utrwalano po 24 godz. (A), 48 godz. (B), 72 godz. (C), 96 godz. (D), 120 godz. (E), 144 godz.
(F) i 168 godz. (G) hodowli. a. kontrast Nomarskiego, b. jgdra komérkowe wybarwione DAPI, c.
komorki wybarwione przeciwciatem, d. natozenie obrazéw b i c, e. histogram przedstawiajacy dwa
kanaty fluorescencji: kanat 1 - DAPI, kanat 2 - FITC oraz kontrast fazowy. Podziatka odpowiada 20
pm. (H) Intensywnos¢ fluorescencji emitowanej przez barwione przeciwciatem anty-Fshr komorki
ziarniste w poszczegdlnych przedziatach czasowych krétkoterminowej hodowli pierwotnej. W kazdym
przedziale czasowym liczba ocenianych komoérek (n) wynosita 10. Wartosci statystyczne
przedstawiajg poréwnania wzgledem pierwszej grupy (24 godz.). Pozioma kreska wyznacza mediane.
*** - p<0,001.



WYNIKI

EY
W Il chz
¥ cha

92



WYNIKI

93



WYNIKI

94



WYNIKI

H.
Kruskal¥allig, p = 5.8e-08
- . e e e e e Eee
@
g @
] o
5
3
Eq:: e
g (78]
g o0
E @
@
[o10e)
0 22 00
oo S 60 o
20 oo oo 00
0 esec00 0o o TS
@ @
24 45 T2 Elf 20 44 B8

Czas [godz]

95



Ryc. 24. Ekspresja i lokalizacja komérkowa biatka Cyp19 w komérkach ziarnistych podczas 7-dniowej
hodowli pierwotnej. W celu przeprowadzenia procedury barwienia immunofluorescencyjnego komorki
ziarniste utrwalano po 24 godz. (A), 48 godz. (B), 72 godz. (C), 96 godz. (D), 120 godz. (E), 144 godz.
(F) i 168 godz. (G) hodowli. a. kontrast Nomarskiego, b. jadra komoérkowe wybarwione DAPI, c.
komorki wybarwione przeciwciatem, d. natozenie obrazéw b i c, e. histogram przedstawiajgcy dwa
kanaty fluorescencji: kanat 1 - DAPI, kanat 2 - FITC oraz kontrast fazowy. Podziatka odpowiada 20
pm. (H) Intensywnos¢ fluorescenciji emitowanej przez barwione przeciwciatem anty-Cyp19 komorki
ziarniste w poszczegolnych przedziatach czasowych krétkoterminowej hodowli pierwotnej. W kazdym
przedziale czasowym liczba ocenianych komoérek (n) wynosita 10. Wartosci statystyczne
przedstawiajg poréwnania wzgledem pierwszej grupy (24 godz.). Pozioma kreska wyznacza mediane.
*** - p<0,001.
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4.8. Profil ogolnej ekspresji genow podczas krotkoterminowej hodowli
pierwotnej komorek ziarnistych jajnika Swini

Analiza transkryptomu komorek ziarnistych z zastosowaniem techniki mikromacierzy
RNA pozwolita na prze§ledzenie zmian ogolnej ekspresji genéw podczas krotkoterminowej
hodowli pierwotnej. Za pomocg mikromacierzy ekspresyjnych przeanalizowano ekspresje
ponad 24 tysigcy gendow w trzech sposrod siedmiu przedziatdéw czasowych hodowli
pierwotnej (48 godz., 96 godz. i 144 godzina) oraz poréwnano ja z ekspresjg genow w 24
godzinie hodowli, przy zalozeniu zmiany ekspresji >2 (wzrost/spadek) oraz wartosci p<0,05.
W 48 godzinie hodowli in vitro odnotowano zmiang ekspresji 1528 genoéw, przy czym 694
geny charakteryzowal wzrost ekspresji, natomiast spadek ekspresji dotyczyl 834 gendw.
W 96 godzinie hodowli obnizeniu ulegt poziom ekspresji 1213 gendéw, natomiast 1238 genow
wykazato wzrost ekspresji. W trzecim z analizowanych przedziatow czasowych ekspresja
1023 gendw ulegla obnizeniu, a 844 geny wykazaly wzrost ekspresji, co tacznie dato 1867

gendéw o zmienionych poziomach ekspresji w 144 godzinie hodowli (ryc. 25).
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Ryc. 25. Liczba gendéw o zmienionych poziomach ekspresji w poszczegdlnych przedziatach

czasowych hodowli pierwotnej (48 godz., 96 godz. i 144 godz.) w stosunku do 24 godz., przy
zatozeniu zmiany ekspresji >2 (wzrost/spadek) oraz p<0,05.
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Dane pochodzace z mikromacierzy RNA przeanalizowano rowniez pod katem udziatu
genow w okreslonych procesach biologicznych, a tym samym ich wspotwystepowania
w grupach ontologicznych (klasteryzacja). Grupowano tylko te geny, ktére zostaty
wyodrgbnione ze wzglgdu na przyjete wcezesniej Kryteria: zmiana poziomu ekspresji >2
(wzrost/spadek) w kazdym z trzech wybranych przedzialow czasowych hodowli in vitro (48
godz., 96 godz., 144 godz.) w poréwnaniu z 24 godzing hodowli oraz wartos¢ p<0,05.
W trakcie klasteryzacji wyrazen ontologicznych zdecydowano si¢ podda¢ dalszej analizie
istotny statystycznie klaster 42 zawierajacy 34 grupy ontologiczne blisko zwigzane
z procesami rozrodczymi. Odrzucono te grupy ontologiczne, w ktdrych pokrycie genami byto
nieistotne statystycznie, co skutkowato zawezeniem pierwotnej liczby grup ontologicznych do
siedemnastu. Na rycinie 26 przedstawiono wybrane grupy ontologiczne, wraz z ich

przynaleznoscig do danego typu ontologicznego.

G02000241

D Description
GO:2000241 reguation of reproductive process

600048599 oocyte development
4 GO:d048599 600009994 oocyte differentiation
G0.0060281 regulation of oocyte development
co:qgpons 600001556 oocyte maturation
GO0048477 aogenesis

GO2000243  positive reguiation of reproductive process
GO.0060282  positive regulation of cocyte development

-log (adj p-value)

600043902 positive regulation of muli-organism process

3 GO:0080281 501556 600048469 cellmaturation
' GO0051445 reguiation of meiotic cel cycle
602000243 GO:3048477 600007292 female gamete generation
600021700 developmental maturation
GO 1903429 regulation of cell maturation
0.0043002 ~ GO:0060282 GO 048469 600044702 single organism reproductive process
- G0:0000003 reproduction
& GO:g1445 GO:40072¢82 600051321 meiotic cel cycle
G0:0044702 G0:0021700 - GO:190342
G0:0000003 GO:0051321

1.0 1.5 20 25
z-score

Ryc. 26. Wykres przedstawiajgcy 17 wybranych grup ontologicznych o istotnie statystycznie
zmienionym wzbogaceniu, wchodzgcych w sktad klastra 42. Na osi Y przedstawiono ujemny logarytm
ze skorygowanej wartosci p (ang. adjusted p-value), natomiast o$ X pokazuje wartos¢ Z (ang. Z-
score). Wielkos¢ kazdego okregu jest proporcjonalna do liczby genéw w danej grupie ontologicznej o
zmienionej ekspresiji.
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Sposréd tych grup wytypowano 5 genow, ktérych ekspresja: (1) powtarzata sie
W kazdym z analizowanych przedziatow czasowych hodowli, oraz (2) w kazdym
z przedzialdow czasowych geny te wystepowaly w najwickszej liczbie wytypowanych grup
ontologicznych zwigzanych z procesami reprodukcyjnymi. Nazwy tych genéw oraz zmiany

poziomow ich ekspresji przedstawia tabela 10.

Tab. 10. Charakterystyka genéw wytypowanych w eksperymencie mikromacierzowym jako geny
markerowe.

Zmiana ekspresji Zmiana ekspresji Zmiana ekspresji

Symbol genu 48 godz.vs. 24 godz. 96 godz. vs. 24 godz. 144 godz. vs. 24 godz.

CDC20 5,92 3,18 5,84
CDK1 3,9 6,51 4,15
MASTL 3,26 8,07 2,77
PDE3A -6,47 -15,32 -32,97
PDE5SA -11,64 -13,93 -11,61

W celu zobrazowania zmiany ekspresji genoéw oraz pokrycia genami wybranych 17
grup ontologicznych zastosowano wykres typu mapy cieplnej (ang. heat map) dla kazdego

przedzialu czasowego (ryc. 27).
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Ryc. 27. Mapy cieplne obrazujagce zmiane ekspresji genédw w poszczegodlnych przedziatach
czasowych hodowli: A. 48 godz. vs. 24 godz., B. 96 godz. vs. 24 godz., C. 144 godz. vs. 24 godz.
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DYSKUSJA

5. DYSKUSJA

Folikulogeneza jest ztozonym procesem polegajacym na proliferacji i roznicowaniu
sic komorek tworzacych s$ciane pecherzyka jajnikowego. Sktada si¢ on z kilku etapow
obejmujgcych przemiany biochemiczne, metaboliczne, morfologiczne i molekularne, ktore
sciSle reguluja poszczegdlne stadia wzrastania pecherzykow. Przemiany biochemiczne
I metaboliczne zachodzace w komorkach somatycznych pecherzykow jajnikowych podlegaja
regulacji i oddzialywaniu ze strony hormonow gonadotropowych (LH, FSH) oraz
steroidowych (P4, E2), a zatem wzrost i rozwoj pecherzykow zachodzi pod $cistym wptywem
osi podwzgorze-przysadka-jajnik. Cykl jajnikowy, na ktory skladajg sie dwa kluczowe
procesy - folikulogeneza oraz oogeneza - obejmuje z jednej strony $cistg synchronizacje
hormonalng, dzigki ktérej odbywa si¢ wzrost i dojrzewanie pecherzykéw jajnikowych oraz
oocytow, a z drugiej strony wzajemne interakcje pomiedzy wzrastajagcymi i roéznicujgcymi si¢
komorkami. Powszechnie wiadomo, ze komorki utrzymywane w hodowli pierwotnej takze
réznicujg si¢, co z kolei jest $cisle zwigzane ze zmianami ich morfologii. W przypadku
komorek ziarnistych izolowanych z ptynu pecherzykowego, w p6zniejszych etapach hodowli
pierwotnej moga one tworzy¢ populacje komorek przypominajacych pod wzgledem
morfologicznym fibroblasty (okresla si¢ je wowczas jako fibroblast-like cells). Wiadomym
jest takze, co pokazaly wyniki badan przedstawione w niniejszej rozprawie, ze komorki
ziarniste utrzymywane w warunkach hodowli pierwotnej podlegaja procesowi luteinizacji

I moga traci¢ swoje endokrynne wlasciwosci.

Celem podjetych badan byla analiza ekspresji Lhr, Fshr, Cypl9 oraz wybranych
koneksyn (Cx36, Cx37, Cx40, Cx43 i Cx45) w komorkach izolowanych z warstwy ziarnistej
pecherzykow jajnikowych $wini, zarowno na poziomie MRNA, jak i biatka. Wyboér tych
wlasnie czynnikdw podyktowany byt ich istotng rola w procesach folikulogenezy i oogenezy.
Pecherzyki jajnikowe stanowig podstawowa jednostke czynno$ciowsq jajnika, dzigki ktorej
W ciggu kazdego cyklu jajnikowego powstaje gotowa do zaplodnienia komorka jajowa,
a takze syntetyzowane sg hormony steroidowe i biatkowe odpowiedzialne za regulacje cyklu
rozrodczego osobnikdéw zenskich. Funkcja endokrynna gonad, obejmujaca steroidogenezeg,
zachodzi gléwnie dzigki przysciennym komoérkom ziarnistym. Komorki wienca
promienistego otaczajace oocyt umozliwiajg jego wzrost 1 nabycie kompetencji rozwojowej,
poprzez zlozone dwukierunkowe oddziatywania zachodzace migedzy nimi a oocytem.

Najwazniejszymi czynnikami regulujagcymi zachodzace w jajnikach podstawowe zjawiska,
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takie jak folikulogeneza, steroidogeneza czy owulacja, sa hormony gonadotropowe (FSH
i LH), a ich dziatanie jest mozliwe dzigki swoistym receptorom. Rola LHR i FSHR w rozwoju
pecherzykow jajnikowych jest niepodwazalna, przez co schemat ich ekspresji ma duze
Znaczenie badawcze oraz szerokie implikacje kliniczne. Pojawiaja si¢ nowe doniesienia
dotyczace schematu ekspresji receptorow LH i FSH w jajnikach ssakow, jednak ciagle
pozostajg one niekompletne | wymagajg dalszego uzupetienia. Pod wptywem gonadotropin
komorki ziarniste nabywajg zdolnosci do syntezy znacznych ilo$ci estradiolu, co jest mozliwe
dzigki zachodzacej w nich ekspresji aromatazy (CYP19). Oba te zjawiska s3 niezb¢dne dla
prawidtowego wzrostu i rozwoju pgcherzykow jajnikowych oraz bedacej ich zwienczeniem
owulacji. W nieunaczynionej warstwie ziarniste]j pecherzykow jajnikowych wazna jest
rowniez regulacja i koordynacja metabolizmu oraz dziatania komodrek ziarnistych, mozliwa
m. in. dzigki ekspresji koneksyn tworzacych rozlegly sie¢ potaczen szczelinowych. Potaczenia
te umozliwiaja sprzezenie poszczeg6élnych komorek ziarnistych w rodzaj rozbudowanego
| zintegrowanego czynnosciowo syncytium, a takze dwukierunkowg komunikacje migdzy
komorkami ziarnistymi a oocytem, co jest warunkiem prawidlowego przebiegu

folikulogenezy i oogenezy.

Ekspresja Lhr, Fshr, Cyp19 i wybranych koneksyn w jajnikach réznych gatunkow
ssakow zostata juz wezesniej wykazana (zardwno na poziomie biatka, jak i mRNA) réznymi
metodami badawczymi, jednak istnieje niewiele doniesien odnosnie profilu tej ekspresji oraz
lokalizacji poszczegdlnych biatek w jajnikach §wini domowej. Ponadto, chociaz mechanizmy,
ktore lezg u podstaw regulacji ekspresji Lhr, Fshr i Cyp19 w komorkach ziarnistych ssakow
sg dobrze znane, wcigz niewiele wiadomo na temat ekspresji mMRNA i odpowiadajacych im
bialek w odniesieniu do proliferacji i luteinizacji komorek ziarnistych in vitro. Podobnie w
przypadku wystepowania poszczegdlnych koneksyn w jajniku, chociaz zostato juz ono w
pewnym zakresie opisane, brak jest danych dotyczacych ekspresji gendw i dystrybucji biatek
Cx podczas proliferacji komorek ziarnistych §wini w czasie rzeczywistym. Przeprowadzone
badania po raz pierwszy przedstawily zalezno$¢ pomiedzy proliferacja komorek ziarnistych w
czasie rzeczywistym a procesem luteinizacji zachodzagcym w hodowli komorek in vitro.
Mimo ze luteinizacja jest procesem powszechnie znanym, t0 wigkszos¢ danych
literaturowych odnosi si¢ do jej przebiegu in vivo, natomiast niewiele jest danych
analizujacych proces luteinizacji komorek ziarnistych jajnika zachodzacy w warunkach

hodowli pierwotnej in vitro.
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Pierwszym podjetym w ramach niniejszej pracy zagadnieniem byla ekspresja genu
oraz lokalizacja biatka Lhr w komorkach izolowanych z warstwy ziarnistej podczas ich
krotkotrwatej hodowli pierwotnej in vitro. Receptor biatkowy Lhr jest $cisle regulowany
sekrecja hormonu luteinizujacego (LH) z przedniego ptata przysadki mozgowej. Hormon ten,
zaliczany do gonadotropin, reguluje aktywno$¢ swojego receptora zlokalizowanego m.in.
w komorkach ziarnistych. Wiadomym jest, ze aktywnos$¢ receptora LH jest kluczowa dla
regulacji 1 aktywacji procesu luteinizacji komorek ziarnistych. Do tej pory jednak, niewiele
byto dostepnych danych literaturowych, odnoszacych si¢ do ekspresji mRNA i dystrybucji
biatka Lhr w krétkoterminowej hodowli pierwotnej komorek ziarnistych §wini domowe;.
Ekspresje mRNA Lhr analizowano w odstepach 24 godzinnych przez okres 7 dni w hodowli
pierwotnej. ldentyczny model badawczy przyjeto w celu zbadania lokalizacji biatka

receptorowego.

Przeprowadzone badania wykazaly najwyzszy poziom mRNA Lhr w 48 godzinie
hodowli in vitro, w poréwnaniu z pozostatym przedziatami czasowymi hodowli. Podobnie
w przypadku biatka, ekspresja Lhr byta najwyzsza w 48 godzinie hodowli in vitro. Zblizony
schemat ekspresji receptora Lh w komorkach ziarnistych in vitro, z najwyzszymi jej
poziomami w poczatkowych etapach hodowli pierwotnej, a nastgpnie spadkiem ekspresji Lhr
w dalszych jej etapach obserwowali rowniez Montafo i wsp. (2009). Miedzy 12 a 24 godzing
hodowli 45-50% komorek wykazywato ekspresje Lhr, a w 48 godzinie hodowli obserwowano
statystycznie istotny wzrost ekspresji Lhr dajacy pozytywna immunoreakcje w 80-90%
komorek, ktory utrzymywal si¢ az do 96 godziny hodowli. Taki schemat ekspresji Lhr
podczas inkubacji komorek ziarnistych potwierdzit, ze zastosowany przez badaczy model in
vitro czynnosciowo i morfologicznie odzwierciedlat proces luteinizacji/roznicowania si¢
komorek ziarnistych. Tym samym wyniki analiz ekspresji mRNA i biatka Lhr w komorkach
ziarnistych uzyskane w niniejszej rozprawie potwierdzaja wczesniejsze doniesienia
literaturowe mowigce o tym, ze najwyzszy poziom ekspresji Lhr odnotowuje si¢ na
poczatkowych etapach hodowli pierwotnej. Sugeruje si¢, ze przyjety model doswiadczalny
odzwierciedla indukcje oraz najwyzsza aktywno$¢ procesu luteinizacji na poczatkowych
etapach utrzymywania komorek w warunkach in vitro. W przedstawionym w niniejszej
rozprawie eksperymencie, komorki ziarniste izolowane byty z pltynu pecherzykowego duzych
pecherzykow jajnikowych o $rednicy powyzej 6 mm. Pecherzyki te okresla si¢ jako dojrzate,
i odpowiadaja one przedowulacyjnym pecherzykom Graafa. Wewnatrz pecherzykow

przedowulacyjnych znajdujg si¢ oocyty, przytwierdzone do $ciany pecherzyka za pomoca
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komoérek wzgdrka jajono$nego. Stadium fizjologiczne tych komoérek pozwala sadzi¢, iz
znajduja si¢ one na etapie poprzedzajacym luteinizacj¢ pecherzykow jajnikowych, a wigc na
etapie najwyzszej aktywnosci receptora Lhr, ktora jest regulowana wzrastajacym stgzeniem
hormonu luteinizujacego. Komorki ziarniste izolowane z przedowulacyjnych pecherzykow
jajnikowych sa nastepnie utrzymywane w krotkoterminowej hodowli pierwotnej in vitro.
Przedstawione wyniki oraz przytoczone dane literaturowe wskazuja jednoznacznie, iz
komorki ziarniste w poczatkowych etapach hodowli pierwotnej podlegaja procesowi
luteinizacji, co odpowiada fizjologicznemu procesowi w stadium poowulacyjnym. Nalezy
pamigta¢, iz komorki ziarniste w  hodowli pierwotnej podlegaja wplywowi
pelnowartosciowego medium hodowlanego z surowicg zawierajagcg wiele czynnikow
wzrostowych oraz hormonow. Sugeruje si¢ zatem, iz krotkoterminowa hodowla pierwotna
obejmuje proces luteinizacji komorek ziarnistych zachodzacy w warunkach in vitro.
Najnowsze dane literaturowe, oraz niepublikowane badania wtasne wykonane na ludzkich
jajnikowych komorkach ziarnistych wskazuja takze, iz komorki te podlegaja procesowi
réznicowania si¢ w warunkach in vitro. Uzyskane wyniki pozwalajg przypuszczaé, ze
komorki ziarniste posiadaja cechy komorek macierzystych, mogacych réznicowaé sie
w kierunku osteoblastow, chondroblastow oraz neuroblastow, podczas ich utrzymywania

w warunkach hodowli pierwotnej in vitro.

Monga i wsp. (2011) badali zmiany ekspresji gendéw zachodzace w komorkach
ziarnistych podczas 8-dniowej hodowli in vitro, zwigzane z przejSciem tych komorek
z fenotypu syntetyzujacego estradiol w fenotyp syntetyzujacy progesteron. Zaobserwowali
oni, iz w stanowigcych grupe kontrolng komorkach ziarnistych niepoddanych dziataniu FSH
i/lub IGF1 ekspresja mRNA Lhr byta najwyzsza w 4 dniu hodowli in vitro, natomiast w 6 i 8
dniu hodowli nastgpowal statystycznie istotny spadek ekspresji Lhr. W badaniach
przeprowadzonych przez Monga i wsp. (2011) maksimum oraz spadek tej ekspresji
nastepowaly pozniej niz w przypadku wspomnianych wczesniej badan Montafio i wsp. (2009)
oraz badan wlasnych autorki, co prawdopodobnie miato zwigzek z faktem, iz hodowla
komorek ziarnistych prowadzona przez Monga i wsp. (2011) byla hodowla bez uzycia
surowicy, bedacej czynnikiem przyspieszajacym luteinizacj¢ komorek ziarnistych in vitro.
Tym samym uzyskane w niniejszej rozprawie wyniki badan potwierdzaja przytoczone dane
literaturowe $wiadczace, iz surowica (bogata w czynniki wzrostowe i hormony) jest
czynnikiem indukujagcym proces luteinizacji komoérek ziarnistych in vitro, regulowany

aktywnoscig receptora Lh oraz stgzeniem tej gonadotropiny. Badania Monga i wsp. (2011)
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dowiodly rowniez, ze komorki ziarniste utrzymywane w krotkoterminowej hodowli
pierwotnej moga zmienia¢ swoj ,,hormonalny fenotyp”, co przejawia si¢ zmiang sekrecji E2
w P4. Przytoczone dane literaturowe oraz badania wlasne autorki potwierdzajg, iz komorki
ziarniste w hodowli pierwotnej posiadaja takze duza zdolno$¢ do rdéznicowania si¢, Czego
odzwierciedleniem sg ich przemiany morfologiczne oraz istotne zmiany profilu sekrecji
wybranych hormonéw. Dlatego tez sugeruje si¢, ze zarowno proces luteinizacji, jak i profil
sekrecji hormonéw steroidowych (E2, P4) oraz zmiany morfologiczne komoérek zachodzace
na poczatowych etapach hodowli, moga by¢ odzwierciedleniem réznicowania si¢ komoérek

ziarnistych w hodowli pierwotnej in vitro.

Motola i wsp. (2008) analizowali okotoowulacyjng odpowiedz pecherzykow
jajnikowych, przysciennych komoérek ziarnistych (MGCs) oraz kompleksow oocyt - wieniec
promienisty (COCs) szczura na LH/hCG lub epireguling (ER), w zaleznosci od tego, czy
stymulacja zachodzita in vivo czy w warunkach hodowli pierwotnej. Stwierdzili oni
stopniowy spadek ekspresji Lhr w miare uptywu czasu trwania hodowli, niezaleznie od
uktadu doswiadczalnego (brak stymulacji/stymulacja LH/stymulacja ER). Po 3 godzinach
stymulacji catych pecherzykoéw jajnikowych za pomocg lutropiny i epireguliny poziom
MRNA Lhr ulegal obnizeniu, podczas gdy w hodowli pierwotnej przysciennych komorek
ziarnistych LH i ER nie wywieraly Zzadnego wptywu na ekspresjc mRNA Lhr. Poziom
ekspresji Lhr w COCs byt praktycznie niewykrywalny. Badacze doszli do wniosku, ze
réznice w ekspresji genéw ujawnione miedzy MGCs a COCs stymulowanymi wewnatrz
catych pecherzykow jajnikowych lub w hodowli pierwotnej podkreslajg istotny wplyw
interakcji migdzy poszczegodlnymi typami komoérek pecherzykowych na ich aktywnos¢.
Przytoczone wyniki badah stanowia jedne z pierwszych doniesien opisujacych wpltyw
ekspresji wybranych genow 1 kodowanych przez nie bialek na regulacje wlasciwosci
sekrecyjnych komoérek ziarnistych wynikajacych z interakcji  migdzykomorkowych.
Wiadomym jest, iz wzajemne oddzialywania pomigdzy oocytem a otaczajacymi @O
komodrkami wiefica promienistego sa warunkiem niezbg¢dnym do uzyskania przez komorke
pelnej kompetencji rozwojowej (ang. developmental competence) przejawiajacej sie
dojrzaloscig jadrowa 1 cytoplazmatyczng. Jednakze dopiero badania przedstawione
w niniejszej rozprawie, wykazujace ekspresj¢ wybranych koneksyn w komorkach ziarnistych
na poziomie molekularnym w modelu in vitro, stanowi¢ moga dowdd potwierdzajacy
interakcje pomiedzy komorkami pecherzykowymi jajnika $wini, co przedstawiono w dalszej

czesci dyskus;ji.
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Schemat ekspresji LHR w ludzkich komorkach ziarnistych z pgcherzykow antralnych
i przedowulacyjnych zostat przedstawiony w badaniach Maman i wsp. (2012). Stwierdzili oni
korelacje miedzy ekspresja LHR a rozmiarem pecherzyka, a mianowicie poziomy tej
ekspresji byly najnizsze w malych pecherzykach, wyzsze w pecherzykach $rednich,
anajwyzsze poziomy ekspresji LHR  stwierdzono w  duzych pecherzykach
przedowulacyjnych. Natomiast Nogueira i wsp. (2007) wykorzystali model jajnikéw
bydlecych do przeprowadzenia analizy ekspresji LHR w pecherzykach jajnikowych
0 okreslonym rozmiarze i statusie steroidogenezy, a takze w komorkach ziarnistych matych
pecherzykow (<6 mm s$rednicy) podlegajacych réznicowaniu in vitro. Wykazali oni, Ze
poziom MRNA Lhr byt niewykrywalny w GCs pecherzykéw o $rednicy mniejszej niz 7 mm
(pecherzykow niedominujacych), oraz ze zwigkszat si¢ on wraz ze wzrostem S$rednicy
pecherzykow (>7 mm). Przytoczone wyniki badan Maman i wsp. (2012) oraz Nogueira i wsp.
(2007) potwierdzajg spostrzezenia uzyskane W niniejszej pracy, moéwiace o zaleznosci miedzy
wielkoscig pecherzykéw jajnikowych a wzrostem i proliferacjag komorek ziarnistych oraz
0 zalezno$ci tych procesow od luteinizacji komoérek zachodzgcej w warunkach in vitro.
Folikulogeneza jest procesem polegajacym na wzroscie pecherzykow jajnikowych, ktory
obejmuje szereg przemian morfologicznych, biochemicznych oraz metabolicznych.
Poszczegolne etapy wzrostu pecherzykow jajnikowych sa SciSle regulowane poprzez
aktywno$¢ hormonalng zwigzang z sekrecja hormondéw osi podwzgorze-przysadka-jajnik.
Pecherzyki te koncza swoj wzrost tworzac dojrzaty pecherzyk Graafa zawierajacy oocyt
0 petnej kompetencji rozwojowej. Wczesniejsze wyniki badan autorki przeprowadzone na
modelu pgcherzykow jajnikowych $wini domowej pokazaty, iz jedynie pgcherzyki Graafa,
znajdujace si¢ w stadium poprzedzajacym owulacje, zawieraja w petni dojrzate oocyty,
dlatego tez sugeruje si¢ Scisla korelacje pomiedzy wiclkoScig pgcherzykow
przedowulacyjnych a kompetencjami rozwojowymi znajdujacych si¢ w nich komorek
jajowych. Badania wykonane przez autork¢ polegaly na izolacji komorek ziarnistych
z najwickszych pecherzykow przedowulacyjnych (>6 mm), przyjeto zatem, iz oocyty
znajdujace si¢ wewnatrz tych pecherzykéw charakteryzuja si¢ najwicksza kompetencja
rozwojowd. Ponadto stadium przedowulacyjne pecherzykow, z ktéorych izolowane byty
komorki ziarniste sugeruje najwyzszy poziom aktywnosci hormonéw gonadotropowych oraz
ich receptorow, ktory poprzedza indukcje luteinizacji pecherzykow i owulacje. Reasumujac
nalezy podkresli¢, iz jedynie pecherzyki o najwiekszej $rednicy (u $wini domowej >6 mm)
podlegaja procesowi luteinizacji oraz uwalniajg w pelni kompetentng komorke jajowa

podczas owulacji.
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W Dbadaniach Lindeberg i wsp. (2007) analizowano odpowiedz ludzkich
niezluteinizowanych komorek ziarnistych na stymulacj¢ gonadotropinami w hodowli in vitro.
Autorzy  zaobserwowali  statystycznie istotny wzrost poziomu ekspresji LHR
w niezluteinizowanych komorkach ziarnistych stymulowanych FSH lub FSH w potaczeniu
Zz hCG, oraz brak wptywu samego hCG na ekspresjc LHR w tych komoérkach. Badania
Lindeberg i wsp. (2007) pozwolily na wyciagni¢cie wniosku, ze w hodowli in vitro
niezluteinizowane komorki ziarniste zachowuja si¢ inaczej niz komorki zluteinizowane.
Przytoczone wyniki badan potwierdzaja spostrzezenia autorki, iz proces luteinizacji komorek
ziarnistych zachodzacy w warunkach in vitro podlega $cistej regulacji ze strony hormonow
gonadotropowych, takich jak LH, FSH czy hCG. Opracowany przez Lindeberg i wsp. (2007)
model in vitro odzwierciedla sekrecje tych hormondow oraz aktywnos$¢ osi podwzgorze-
przysadka-jajnik w warunkach in vivo. Ponadto przytoczony model eksperymentalny
doktadnie odpowiada wynikom badan uzyskanych przez autorkg, ktore jednoznacznie
wskazuja, iz najwigkszy potencjat luteinizacyjny majg komorki ziarniste w poczatkowych
etapach hodowli pierwotnej, bedace w stadium najwickszego wptywu ze strony hormonow

I czynnikow wzrostowy zawartych w medium hodowlanym.

Podsumowujac przytoczone wyniki badan innych autor6w oraz obserwacje wlasne
sugeruje si¢, ze podwyzszony poziom ekspresji Lhr po 48 godzinach hodowli in vitro moze
by¢ zwigzany z procesem luteinizacji komoérek ziarnistych. Zmniejszajaca si¢ ekspresja Lhr
W po6zniejszych etapach hodowli in vitro moze odzwierciedla¢ spadek wrazliwosci lub
podatnosci komorek ziarnistych na aktywacj¢ szlaku zaleznego od LH. Taki schemat
ekspresji Lhr podczas hodowli komorek izolowanych z warstwy ziarnistej jajnika $wini moze
wigc by¢ waznym wskaznikiem ich luteinizacji in vitro. Przytoczone dane literaturowe oraz
badania witasne autorki wskazujg jednoznacznie, iz luteinizacja komorek ziarnistych na
poczatkowych etapach hodowli pierwotnej jest wynikiem silnej stymulacji ze strony
hormonéw gonadotropowych, zachodzacej za posrednictwem odpowiadajacych im
specyficznych receptorow, oraz waznych czynnikéw wzrostowych obecnych w wchodzacej
w sktad medium hodowlanego surowicy. Nalezy jednak réwniez podkresli¢, ze indukcja
procesu luteinizacji w warunkach in vitro pozostaje w S$cistej korelacji z aktywnoscia
proliferacyjng komorek ziarnistych, co najprawdopodobniej zwigzane jest ze stadium
dojrzatosci pegcherzykow jajnikowych, z ktorych izolowane sa komorki przeznaczone do

hodowli pierwotne;j.
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Dane literaturowe oraz wyniki badan wiasnych autorki jednoznacznie dowodza
kluczowej roli hormonu LH oraz jego receptora LHR w regulacji zaréwno funkcji
fizjologicznych komorek ziarnistych, takich jak whasciwosci sekrecyjne, oraz ich wptywu na
indukcje 1 przebieg procesu luteinizacji in vitro. Podkreslono ponadto istotng rolg innych
hormonéw gonadotropowych, takich jak FSH czy hCG, oraz aktywnosci osi podwzgorze-
przysadka-jajnik na przebieg luteinizacji komorek ziarnistych. Przedmiotem badan w ramach
niniejszej rozprawy doktorskiej byta takze analiza ekspresji mMRNA i lokalizacji biatka FSHR
w komorkach ziarnistych, dlatego tez kolejne eksperymenty skupiaty si¢ na badaniu tychze na
modelu krotkoterminowej hodowli pierwotnej jajnikowych komorek ziarnistych S$wini.
Przeprowadzone badania wykazaly, ze poziom ekspresji mRNA Fshr byl najwyzszy w 48
godzinie hodowli in vitro, w poréwnaniu z pozostaltym przedziatami czasowymi hodowli.
Ekspresja Fshr na poziomie biatka byla najwyzsza w 24 godzinie hodowli. Obserwacja ta
pozostaje w zgodzie z wynikami uzyskanymi przez Serikawa i wsp. (2006), ktorzy podjeli
probe podtrzymania funkcji komoérek ziarnistych in vivo (wyrazonej ekspresja receptora Fsh)
dokonujgc transdukcji genu Fshr do tych komorek za pomocg adenowirusa. W komorkach
ziarnistych niepoddanych transdukcji, najwigkszg liczbe receptorow Fsh stwierdzano
bezposrednio po ich wyizolowaniu z pgcherzykow jajnikowych (4874 receptory
Fsh/komorke). Wraz z czasem trwania hodowli in vitro liczba Fshr w komoérkach ziarnistych
systematycznie spadata, osiggajac ostatniego, siodmego dnia hodowli wartos¢ 692 receptorow
Fsh/komorke. Odnoszac si¢ do wynikow badan przytoczonych wczesniej — ekspresji
I lokalizacji receptora Lh - mozna wysuna¢ hipotezg, iz zard6wno ekspresja receptora Lh, jakK i
Fsh, podlegaja podobnym mechanizmom regulacyjnym. Podobny wzor ekspresji mRNA oraz
biatek Lh i Fsh podczas krotkotrwalej hodowli pierwotnej komoérek ziarnistych w warunkach
in vitro moze wskazywac na zblizony do fizjologicznego profil oddziatywan tych hormonow
na komorki pecherzykowe. Tym samym potwierdzono hipoteze o Scistej regulacji procesu
luteinizacji przez Lh i Fsh, dzigki wykazaniu aktywnos$ci ich receptorow w warunkach

hodowli in vitro.

Kluczowe dla wyjasnienia roli FSHR w folikulogenezie jajnikowej byly badania
Vasconcelos i wsp. (2013), ktorzy analizowali ekspresje StAR, enzyméw szlaku
steroidogenezy oraz Fshr w wycinkach §ciany pecherzykow antralnych (FWS, ang. follicle
wall sections) bezposrednio po ich pobraniu z pecherzykéw lub hodowanych przez 24 lub 48
godz. w medium suplementowanym surowicg (NDM, ang. nondefined medium) lub

w medium bez surowicy (DM, ang. defined medium). Wykazali oni podwyzszong ekspresj¢
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wszystkich wspomnianych genéw w hodowli bez surowicy (DM), w porownaniu ze
skrawkami $wiezymi lub z hodowla w pozywce z surowicag (NDM), przy czym w przypadku
genu receptora Fsh wzrost ekspresji nie osiggnagl istotnosci statystycznej. Wyniki badan
Vasconcelos i wsp. (2013) sugeruja, ze pozywka bez surowicy pozwala zachowa¢ cechy
morfologiczne komorek, wplywa na wzrost ekspresji genéw enzymow szlaku steroidogenezy
oraz podtrzymuje produkcje hormonow steroidowych w hodowli wycinkéw S$ciany
pecherzykow antralnych. Powyzsze wyniki badan potwierdzajg spostrzezenia autorki, iz
komorki ziarniste izolowane z plynu pecherzykowego zachowuja swoje ,,pierwotne”
wlasciwosci. W przypadku badan Vasconcelos i wsp. (2013), te ,,pierwotne wilasciwosci”
znajdowaty odbicie we wlasciwosciach morfologicznych komorek budujacych $ciang
pecherzykow jajnikowych oraz w ekspresji Fshr i genow szlaku syntezy hormonow
steroidowych. W badaniach autorki, wlasciwosci komorek ziarnistych na poczatkowych
etapach hodowli pierwotnej znajdowaty odzwierciedlenie w wysokiej ekspresji receptora Fsh,
co prawdopodobnie byto efektem podwyzszonego stezenia agonisty (Fsh). Ponadto sugeruje
sie, ze poczatkowe stadia wzrostu 1 proliferacji komorek ziarnistych w warunkach hodowli
pierwotnej in vitro, z uwagi na izolacj¢ tych komoérek z pecherzykdéw przedowulacyjnych,
charakteryzuja si¢ wysokim statusem metabolicznym, ktory przektada si¢ na odpowiedz na

sekrecje wybranych hormondéw 1 aktywnos¢ ich receptorow.

Durlej i wsp. (2011) wykorzystali model folikulogenezy u $win analizujgc ekspresje
MRNA Fshr oraz lokalizacje tego biatka w jajnikach nowonarodzonych $win, a takze okreslili
zmiany tej ekspresji zachodzace pod wplywem ekspozycji zwierzat na flutamid
(niesteroidowy lek o dziataniu antyandrogenowym) in utero. Podanie flutamidu obnizato
ekspresjc mRNA Fshr, przy czym spadek ten byt wickszy, gdy ekspozycja na antyandrogen
miata miejsce 20 dnia post-coitum (p.c.) w pordwnaniu z 80 dniem p.c. Badacze
zasugerowali, ze Fshr moze bra¢ udziat w powstawaniu pecherzykéw jajnikowych §win juz
na etapie rozwoju prenatalnego. Ponadto regulacja ekspresji mRNA i biatka Fshr w jajnikach
nowonarodzonych $win po ekspozycji matek na flutamid potwierdza istotng role androgenéw
we wczesnych etapach folikulogenezy $win. Badania te stanowia jedne z pierwszych
wynikéw odnoszacych si¢ do ekspresji Fshr u osobnikdw nowonarodzonych. Tym samym
potwierdzono, iz proces folikulogenezy jest S$ciSle regulowany nie tylko ze strony
gonadotropin wydzielanych dzigki aktywno$ci osi podwzgorze-przysadka-jajnik, ale takze
poprzez synteze i1 aktywno$¢ hormonodéw steroidowych. Przytoczone wyniki wydajg sie

potwierdzaé¢ stuszno$¢ badan przeprowadzonych przez autorke, ktore obejmuja takze analize
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profilu ekspresji genu i dystrybucji biatka Cyp19, jako jednego z najwazniejszych enzymow

szlaku przemian hormonow steroidowych.

Celem badan Cardenas i Pope (2002) byta analiza ekspresji receptora Fsh w péznych
pecherzykach dojrzewajacych $wini. Stwierdzili oni brak statystycznie istotnej roznicy
w poziomach mRNA Fshr miedzy najwigckszymi pgcherzykami jajnikowymi pochodzgcymi
z 13, 151 17 dnia cyklu rujowego. W pecherzykach pobranych w 19 dniu cyklu rujowego, tj.
w pecherzykach przedowulacyjnych, poziom mRNA Fshr byt istotnie nizszy niz w dniach
poprzednich, co sugeruje, ze w ciggu ostatnich kilku dni przed owulacja pgcherzyki jajnika
Swini mogga rosng¢ przy zmniejszonym wsparciu ze strony FSH. Wyniki badan Cardenas
i Pope (2002) wskazuja na podrzgdng rolg FSH w procesie formowania pgcherzykow
owulacyjnych. W toku badan wlasnych wykazano, iz kluczowa role w formowaniu
pecherzykow Graafa odgrywa LH i jego receptor (Lhr), z uwagi najwyzszy wzrost ekspresji
Lhr w pecherzykach jajnikowych o najwigkszej $rednicy. Dotychczas sadzono, iz
kluczowymi hormonami regulujagcymi wzrost pecherzykéw jajnikowych oraz proliferacje
I roznicowanie si¢ komorek budujacych $ciang pecherzykow, w tym przede wszystkim
komorek ziarnistych, sg Lh i Fsh. Przytoczone wyniki badan wskazuja, iz w poréwnaniu z Lh,
Fsh nie odgrywa tak kluczowej roli w formowaniu pgcherzykéw Graafa. Podsumowujac
mozna wysung¢ hipoteze, ze Fsh i aktywowany przez te gonadotroping specyficzny receptor
(Fshr) reguluje poczatkowe stadia folikulogenezy, takze podczas rozwoju ptodowego.
Natomiast hormon Lh i jego receptor Lhr jest odpowiedzialny za formowanie

przedowulacyjnych pecherzykow Graafa.

Przytoczone powyzej wyniki badan innych autoréw wskazuja jednoznacznie na $cista
zalezno$¢ pomigdzy sekrecja hormonéw gonadotropowych i1 aktywnoscig ich receptoréw
asyntezag 1 wydzielaniem hormonow steroidowych. Powszechnie wiadomo, ze proces
steroidogenezy jajnikowej w istotny sposob wptywa na wiasciwosci fizjologiczne, zdolnos¢
do proliferacji 1 réznicowania si¢ komorek pecherzykowych, w tym przede wszystkim
komorek ziarnistych. Jednym z gléwnych enzyméw przemian hormonow steroidowych
w jajniku jest aromataza, celem badan przeprowadzonych w ramach niniejszej rozprawy byta
wiec takze analiza ekspresji genu i dystrybucji biatka Cyp19 na modelu jajnikowych komorek
ziarnistych $wini utrzymywanych w krétkoterminowej hodowli pierwotnej in vitro. W wyniku
przeprowadzonych badan wykazano podwyzszony poziom biatka Cypl9 w 24 godzinie
hodowli in vitro, w poréwnaniu z pozostalymi przedzialami czasowymi. Nie wykazano

ekspresji mMRNA Cypl9 w komorkach ziarnistych. Postugujac si¢ podobnym modelem
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krotkoterminowej hodowli pierwotnej, Monga i wsp. (2011) wykazali, ze podczas trwajacej 8
dni hodowli komorek ziarnistych ekspresja genu Cypl9 ulegala statystycznie istotnemu
obnizeniu w kolejnych dniach hodowli, poczawszy od dnia 4-go. Wyniki badan wtasnych
potwierdzaja spostrzezenia Monga i wsp. (2011), w ktorych najwyzszy poziom ekspresji
Cypl9 obserwowano w poczatkowych stadiach krotkoterminowej hodowli pierwotne;j
komorek ziarnistych. Sugeruje si¢ tym samym, iz procesy przemian hormondéw steroidowych
przebiegaja najintensywniej w przedowulacyjnych pecherzykach Graafa, po czym po
owulacji ulegaja one obnizeniu. Spadek aktywnosci enzymoéw szlaku steroidogenezy po
owulacji moze wigza¢ si¢ z przemianami, jakim podlega jajnik po peknigciu pegcherzyka
Graafa. Wyniki badan przeprowadzonych przez autorke niniejszej rozprawy nie wykazaly
obecnosci mRNA Cypl9 w komorkach ziarnistych. Obecnos$¢ produktu biatkowego Cypl9
w komoérkach ziarnistych na poczatkowych etapach hodowli in vitro moze stanowi¢
pozostato$¢ po aktywnosci translacyjnej komorek na wezesniejszych etapach folikulogenezy
jajnikowej, natomiast brak produktu MRNA moze wynika¢ z braku aktywnosci

transkrypcyjnej genow szlaku steroidogenezy.

Chronowska i wsp. (2009) badali wptyw niesteroidowego inhibitora aromatazy —
fadrozolu - na ekspresj¢ aromatazy w komorkach ziarnistych pochodzgcych z matych (1-2
mm) 1 duzych (5-7 mm) pecherzykow jajnikowych $§wini. Stwierdzili oni, Ze fadrozol obnizat
ekspresje genu aromatazy w komorkach ziarnistych izolowanych z matych pgcherzykéw po
72 godz. inkubacji oraz w GCs pozyskiwanych z duzych pecherzykow po 48 godz. hodowli.
Poziom ekspresji genu aromatazy byt istotnie wyzszy w komorkach ziarnistych duzych
pecherzykow w porownaniu z komoérkami ziarnistymi matych pecherzykéw jajnikowych,
niezaleznie od sposobu ich traktowania. Schemat ekspresji Cypl9 w komorkach ziarnistych
pecherzykow jajnika $wini uzyskany w badaniach wlasnych potwierdza spostrzezenia
Chronowskiej i wsp. (2009), mowiace o najwyzszej ekspresji genu kodujacego aromataze
w komorkach ziarnistych izolowanych z duzych pecherzykow antralnych na poczgtkowych

etapach hodowli in vitro.

W przytoczonych juz wczesniej badaniach Vasconcelos i wsp. (2013) analizowano
takze ekspresje Cypl9 w wycinkach Sciany pecherzykow antralnych (FWS, ang. follicle wall
sections) bydta bezposrednio po ich pobraniu z pecherzykow lub hodowanych przez 24 lub 48
godz. w medium z surowicg (NDM, ang. non-defined medium) lub bez surowicy (DM, ang.
defined medium). Wykazali oni, ze ekspresja ta byta bardzo niska w $wiezo wyizolowanych

FWS, nie ulegata ona rowniez zmianie podczas inkubacji FWS w pozywce z surowica.
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Ekspresja Cyp19 rosta natomiast po 48 godzinach hodowli bez surowicy (DM), w poroéwnaniu
z NDM lub ze $wiezo izolowanymi FWS. Podwyzszona ekspresja mRNA Cypl19 i Cypl1Al
(gendéw bedacych markerami pecherzykéw dominujacych) wyraznie wskazuje na to, ze model

in vitro FWS-DM przypomina $cian¢ pecherzykow rosnacych i/lub dominujacych.

Celem kolejnych badan, przeprowadzonych przez Silva i wsp. (2000), byly
wlasciwosci sekrecyjne komorek ziarnistych. Autorzy badali czy obserwowana wcze$niej
indukcja wydzielania estradiolu przez komorki ziarniste bydta hodowane w pozywce bez
surowicy ma zwigzek z podwyzszonym poziomem mRNA P450arom oraz czy poziomy
MRNA P450arom sg wrazliwe na FSH w warunkach in vitro. Wydzielanie estradiolu przez
komorki ziarniste oraz poziom mRNA P450arom rosty pomiedzy 2 a 4 dniem hodowli,
jednak po tym czasie nie zmienialy si¢ juz w sposob statystycznie istotny. Synteza estradiolu
oraz poziom mRNA P450arom korelowaty ze soba migdzy 2 a 6 dniem hodowli, lecz gdy do
analizy wiaczano dane z dnia 8, korelacji nie stwierdzano. Przytoczone wyniki badan sa
kolejnymi odnoszacymi si¢ do zaleznoSci pomiedzy aktywnoscig steroidogenng komorek
ziarnistych a wptywem FSH. Sugeruje si¢, iz synteza i sekrecja hormonow steroidowych
w jajniku jest regulowana wydzielaniem FSH, co znajduje odzwierciedlenie w aktywnos$ci

receptora dla tej gonadotropiny.

Wyniki badan wlasnych uzyskane przez autorke rozprawy wskazuja ponadto, ze
spadek ekspresji aromatazy w komorkach ziarnistych $wini po 24 godzinach hodowli
pierwotnej in vitro moze by¢ wynikiem zachodzgcej luteinizacji. Zalezno$¢ pomiedzy
ekspresjg genu i biatka Cypl9, ktoéra jest Scisle zwigzana z aktywnoS$cig steroidogenng
pecherzykowych komorek ziarnistych, a procesem luteinizacji dowodzi istotnego znaczenia
tych mechanizméw dla przebieg folikulogenezy jajnikowej oraz przede wszystkim dla

wlasciwosci fizjologicznych komorek ziarnistych.

W wyniku przeprowadzonych badan wykazano, ze ekspresja wybranych koneksyn na
poziomie biatka byla najwyzsza w pierwszych 48 godzinach hodowli in vitro, a w kolejnych
pieciu przedziatach czasowych ulegata stopniowemu obnizeniu. Sugeruje to, iz podczas
hodowli in vitro komoérek warstwy ziarnistej jajnika komorki te tracg zdolno$¢ do tworzenia
potaczen szczelinowych miedzy sobg. W obecnej pracy zaobserwowano rowniez brak
powiazania miedzy ekspresja wybranych koneksyn w komorkach ziarnistych jajnika $wini
a ich proliferacja w czasie rzeczywistym. W przedstawionych badaniach wtasnych autorka

postuzyla si¢ tym samym modelem krotkoterminowej hodowli pierwotnej jajnikowych
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komorek ziarnistych izolowanych z duzych pgcherzykéw (>6 mm), tj. komorek ziarnistych
wspotworzacych pecherzyki Graafa. Badania odnoszgce si¢ do poziomow ekspresji mRNA,
ekspresji oraz lokalizacji bialek Lhr, Fshr i Cypl9 wykazaty Scisty zwigzek pomiedzy
formowaniem pecherzykdw przedowulacyjnych a luteinizacja komorek ziarnistych,
zachodzaca w poczatkowych stadiach (24-48 godzina) hodowli in vitro. Badania
przedstawione w niniejszej rozprawie wykazaly ekspresje najwazniejszych gendéw i biatek
z grupy koneksyn, tj. Cx43 i Cx45, natomiast nie wykazano ekspresji koneksyn Cx36, Cx37
I Cx40 na poziomie mRNA. Tym samym sugeruje si¢, iz ekspresja gendéw i bialek z grupy

koneksyn wykazuje tkankowa specyficzno$¢.

Przeglad dostepnego pismiennictwa nie dostarcza zbyt wielu danych na temat
schematu ekspresji koneksyn w komorkach ziarnistych jajnika podczas hodowli in vitro,
skupiajac si¢ raczej na roli tych biatek w poszczegolnych etapach folikulo- i oogenezy. Wang
i wsp. (2009) badali ekspresj¢ tych bialek w komoérkach wienca promienistego w celu
okreslenia koneksyn(y) w gléwnej mierze przyczyniajacych si¢ do tworzenia polaczen
szczelinowych migdzy CCs oraz mozliwego zwigzku migdzy ich/jej ekspresja a wynikiem
procedury zaptodnienia in vitro (IVF). Badacze wykazali ekspresje Cx43 w polaczeniach
szczelinowych miedzy komoérkami wienca promienistego, nie stwierdzili oni natomiast
ekspresji Cx37 w tych komoérkach sugerujac, ze koneksyna ta wystepuje wytacznie miedzy
CCs a oocytem, podobnie jak ma to miejsce u myszy. Poziom ekspresji Cx43 dodatnio
korelowat z jako$cig zarodka, a takze byt istotnie wyzszy u pacjentek, ktore zaszty w cigzg, w
poréwnaniu z pacjentkami, u ktoérych procedura IVF zakonczyla si¢ niepowodzeniem (Wang
i wsp., 2009). Przytoczone badania wskazujg jednoznacznie na istotng role koneksyn
I tworzonych przez nie potgczen szczelinowych we wzajemnej interakcji pomigdzy oocytem
a bezposrednio przylegajacymi komorkami wienca promienistego. Niezwykle istotnym
wynikiem jest takze wykazanie dodatniej korelacji migdzy poziomami ekspresji Cx43

w komorkach wienca promienistego a jakoscig rozwijajacego si¢ zarodka.

W innych badaniach Koks i wsp. (2010) poréwnywali transkryptom komorek
ziarnistych wystepujacych w ptynie pgcherzykowym (FGCs, ang. floating granulosa cells)
Z transkryptomem komorek wienca promienistego (CCs) pozyskanych od kobiet poddanych
procedurze zaptodnienia in vitro i wykazali oni podwyzszong ekspresje GJAL, GJAS i GJA7
(odpowiednio Cx43, Cx40 i Cx45) w komorkach wienca promienistego. Przytoczone wyniki
badan przeprowadzonych na ludzkich jajnikowych komorkach ziarnistych oraz komorkach

wienca promienistego potwierdzajg spostrzezenia autorki o ekspresji koneksyn i obecnosci
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potaczen typu neksus w jajniku. Autorzy badan wykazujac wyzszy poziom ekspresji
koneksyn w komoérkach wiefca promienistego sugerujg tym samym obecno$¢ licznych
biatkowych potaczen szczelinowych tworzacych si¢ pomiedzy oocytem a otaczajacymi go
komorkami somatycznymi. Uzyskane wyniki wskazuja na wysoka aktywno$¢ metaboliczng
komorek wienca promienistego, co prawdopodobnie $cisle koreluje z kontrola wzrostu
i dojrzewania komorki jajowej. Dlatego tez, kolejne badania powinny skupiaé¢ si¢ nad
wykazaniem roli polaczen szczelinowych jako nowego markera skutecznosci dojrzewania
oocytu i jego zdolnosci do zaptodnienia. Uzyskane przez Koks i wsp. (2010) wyniki mowigce
o nizszej ekspresji koneksyn w ludzkich komoérkach ziarnistych wystgpujacych w ptynie
pecherzykowym potwierdzajg spostrzezenia autorki uzyskane na modelu komorek ziarnistych
jajnikow $wini, wskazujace na nizszy status przemian metabolicznych zachodzacych w tych
komorkach. Wyniki badan autorki sugeruja, iz spadek ekspresji mRNA i kodowanych przez
nie biatek koneksynowych moze by¢ skutkiem utraty zdolnoéci do tworzenia potaczen
komorkowych przez komorki ziarniste w pozniejszych stadiach hodowli pierwotnej,
W porownaniu z komorkami ziarnistymi $wiezo izolowanymi z przedowulacyjnych
pecherzykow Graafa. Ponadto uzyskane wyniki moga wskazywac na obnizenie aktywnosci
metabolicznej komorek ziarnistcyh, regulowanej wymiang substancji drobnoczasteczkowych
pomiedzy nimi, jak roéwniez zachodzacymi zmianami fenotypowymi komorek i ich
réznicowaniem si¢ w kierunku komorek luteinowych na poczatkowych etapach hodowli

pierwotnej in vitro.

Wszystkie powyzsze badania wlasne polegaly na wykorzystaniu mikroskopii
konfokalnej w analizach lokalizacji biatek oraz techniki qPCR w analizie ekspresji mMRNA
Lhr, Fshr, Cyp19 i wybranych koneksyn (Cx36, Cx37, Cx40, Cx43 i Cx45) na modelu
krotkoterminowej hodowli pierwotnej in vitro jajnikowych komorek ziarnistych. Zmiany
profilu transkryptomicznego oraz lokalizacja wymienionych biatek wskazuja na modyfikacje
biochemiczne 1 metaboliczne, jakim podlegaja te komoérki w hodowli pierwotnej. Tym
samym, uzyskane wyniki potwierdzaja wczesniejsze badania Kossowskiej-Tomaszczuk i wsp.
(2009) na modelu ludzkich jajnikowych komorek ziarnistych podlegajacych procesowi
réznicowania si¢ w hodowli pierwotnej. Przytoczone wyniki badan wskazuja na duza
plastyczno$¢ komorek ziarnistych oraz wykazywanie przez nie cech komorek macierzystych.
Dlatego tez kolejnym etapem badan byta analiza catego transkryptomu jajnikowych komorek
ziarnistych przy wykorzystaniu techniki mikromacierzy ekspresyjnych. Mikromacierzowa

analiza ekspresji genow w komorkach izolowanych z warstwy ziarnistej pecherzykow jajnika
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$wini miata na celu znalezienie nowych markerow molekularnych zaangazowanych
w regulacje procesu proliferacji i wzrostu komoérek podczas krotkoterminowej hodowli

pierwotne;j.

Trzy sposrod wytypowanych w wyniku eksperymentu mikromacierzowego genoéw
(CDK1, MASTL i CDC20) to geny odgrywajace istotng role w przebiegu cyklu
komorkowego. CDK1 (ang. cyclin dependent kinase 1) jest genem kodujacym biatko bedace
podjednostka katalityczng czynnika MPF (ang. M-phase promoting factor), niezbednego
komorkom eukariotycznym do przejscia fazy G1/S oraz G2/M cyklu komoérkowego. CDK1
jest jedyng CDK niezbedng do ,,napedzania” mitozy u ssakow, co wykazano na myszach
z nokautami genow Cdk2, Cdk3, Cdk4 i Cdk6. Myszy te byly zywe, poniewaz kinaza Cdkl
kompensowata brak pozostatych Cdk, w przeciwienstwie do myszy z delecja genu Cdk1,
u ktorych stwierdzano wczesng $miertelno$¢ zarodkéw wynikajaca z niemoznosci podjecia
przez nie mitozy (Santamaria i wsp., 2007; Diril i wsp., 2012). Immunohistochemiczna
analiza ekspresji Cdkl w jajnikach myszy, przeprowadzona przez Persson i wsp. (2005)
wykazata, ze biatko to ulegalo ekspresji w komorkach ziarnistych oraz oocytach na

wszystkich etapach folikulogenezy.

Chociaz przez dlugi czas sadzono, ze kompleksy biatkowe CDK1/cyklina B
wystarczaja do rozpoczgcia mitozy, nowsze badania wykazaly, ze w procesie tym niezbgdna
jest roéwniez jednoczesna inaktywacja fosfatazy biatkowej 2A (PP2A, ang. protein
phosphatase 2A), zachodzaca za posrednictwem kinazy MASTL (Vigneron i wsp., 2009;
Vigneron i wsp., 2016). MASTL (ang. microtubule associated serine/threonine kinase like)
jest ludzkim ortologiem genu Gwl (ang. greatwall), zidentyfikowanego w 2004 roku jako
wazny regulator mitozy u Drosophila (Yu i wsp., 2004; Voets i Wolthuis, 2010). MASTL
odgrywa kluczowa role w fazie M cyklu komoérkowego, dziatajac jako regulator wejscia
W mitoze 1 jej progresji poprzez wywieranie dodatniego sprz¢zenia zwrotnego na biatkowe
kompleksy CDK1/cyklina B. Dziatanie MASTL polega na inaktywacji PP2A w czasie fazy M
cyklu komérkowego, co jest niezbedne do podtrzymania wysokiej aktywnosci czynnika MPF
(Burgess i wsp., 2010; Alvarez-Fernandez i wsp., 2013). PP2A ponownie uzyskuje
aktywnos$¢, gdy CDK1 ulega inaktywacji podczas metafazy, do czego wymagane jest
rozpoznanie cykliny B1 przez CDC20 (ang. cell division cycle 20) i APC/C (ang. anaphase-
promoting complex/cyclosome) (Yu H., 2007).
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CDC20, biatko po raz pierwszy opisane przez Weinstein 1 wsp. (1994) pod nazwa
pS5CDC, ulega powszechnej ekspresji w komodrkach proliferujagcych. Transkrypt genu
CDC20 wykryto we wszystkich badanych liniach komérkowych podczas wyktadniczej fazy
ich wzrostu, a jego ekspresja zanikata, gdy komorki te poddawano chemicznej indukcji
réznicowania si¢ (Weinstein 1 wsp., 1994). Mansur i wsp. (2017) wykazali, ze bisfenol A
(BPA, ang. bishenol A) w dawce 20 pg/ml w sposob statystycznie istotny obnizal ekspresje
CDC20 w zluteinizowanych przysciennych komoérkach ziarnistych (MGCs) w hodowli in
vitro. Obnizong ekspresj¢ genu CDC20 obserwowano réwniez w CCs Kkobiet
z nadwaga/otytoscia (Merhi i wsp., 2015). Yamamuro i wsp. (2008) zbadali ekspresj¢ genu
CDC20 w oocytach swini i stwierdzili, ze jej poziomy rosty podczas dojrzewania oocytow

I byly najwyzsze w momencie osiggni¢cia przez te komorki stadium metafazy I1.

Kolejne dwa geny, PDESA (ang. phosphodiesterase 5A) i PDE3A (ang.
phosphodiesterase 3A), to geny kodujace enzymy biorace udziat w degradacji cyklicznych
nukleotydéw. Dzigki katalizowaniu hydrolizy cAMP i cGMP obie fosfodiesterazy stanowig
wazne czynniki regulujagce wewnatrzkomodrkowe stezenia tych wtornych przekaznikéw, a co
za tym idzie, ich efekty biologiczne. PDESA jest izoformg ulegajaca ekspresji w komorkach
ziarnistych, cechujaca si¢ szczegdlng swoistoscig substratowg wobec cGMP (Vaccari i wsp.,
2009; Azevedo i wsp., 2014; Egbert i wsp., 2016). Hydrolizuje ona ¢cGMP w komorkach
ziarnistych oraz zmniejsza transfer tego cyklicznego nukleotydu do oocytu, czego skutkiem
jest spontaniczne wznowienie mejozy przez oocyt (Wang i wsp., 2008; Vaccari i wsp., 2009).
PDE3A natomiast ulega ekspresji w oocytach i ma zdolnos¢ hydrolizy zar6wno cAMP jak
i cGMP (Richard i wsp., 2001; Shitsukawa i wsp., 2001; Azevedo i wsp., 2014; Petersen
i wsp., 2015).

Przeprowadzona w ramach obecnych badan analiza transkryptomu jajnikowych
komorek ziarnistych wykazala statystycznie istotny spadek ekspresji PDESA w kazdym z
trzech badanych przedzialéw czasowych hodowli pierwotnej. W dostgpne;j literaturze liczba
obserwacji dotyczacych ekspresji tego genu w tkankach jajnika jest stosunkowo niewielka.
Egbert i wsp. (2016) zaobserwowali, ze w przedowulacyjnych pecherzykach jajnikowych
sygnat LH zwigkszal aktywno$¢ PDES poprzez jej fosforylacjg, sugerujac tym samym, ze
indukowana przez LH redukcja pozioméw cGMP nie wynikata jedynie ze zmniejszenia
aktywnosci cyklazy guanylowej. Zahamowanie aktywnosci PDES czg$ciowo thumilo
wznowienie mejozy wywolywane przez LH, na co wskazywal rozpad otoczki jadrowej

oocytu (NEBD, ang. nuclear envelope breakdown), lecz do calkowitego wstrzymania
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odpowiedzi na LH niezbedna byta inhibicja aktywnosci zarowno PDES, jak rowniez PDE1

(Egbert i wsp., 2016).

Sasseville i wsp. (2006) wykazali, ze PDE3A jest gtowng fosfodiesterazag powodujaca
degradacje cAMP w oocycie, ktora reguluje wznowienie mejozy w okresie do 3 godzin przed
GVBD (ang. germinal vesicle breakdown). Myszy z nokautem genu Pde3a (Pde3a (-/-)) byty
zywe 1 owulowaly prawidtowa ilo$¢ oocytow, lecz byty catkowicie nieptodne z powodu
zatrzymania owulowanych oocytow w stadium pecherzyka zarodkowego (GV, ang. germinal
vesicle) i niemoznos$ci ich zaptodnienia (Masciarelli i wsp., 2004; Shen i wsp., 2010). Oocyty
myszy Pde3a (-/-) nie wykazywaly aktywnos$ci PDE zwigzanej z cAMP, co skutkowato
podwyzszonymi poziomami cAMP, a takze nie podlegaly spontanicznemu dojrzewaniu in
vitro (Masciarelli i wsp., 2004). Przeprowadzone przez Masciarelli i wsp. (2004) badania
wykazaty, ze PDE3A odgrywa w oocytach szczegdlng role, ktorej nie zastgpia, badz
czynno$ciowo nie zrekompensuja inni czlonkowie rodziny genéw PDE, ani tez inna

fosfodiesteraza nalezaca do rodziny PDE3, tj. PDE3B.

Uzyskane w ramach powyzszej rozprawy wyniki badan wskazuja na role receptorow
hormonéw gonadotropowych (Lhr i Fshr) oraz aromatazy Cypl9 w folikulogenezie
i formowaniu przedowulacyjnych pgcherzykow Graafa oraz ich wplywie na indukcje procesu
luteinizacji komorek ziarnistych in vitro. Ponadto autorka wykazata, iz ekspresja koneksyn
u $wini domowej wykazuje specyficznos¢ tkankowa (nie wszystkie z genow 1 biatek z grupy
analizowanych koneksyn ulegaja ekspresji w komorkach ziarnistych jajnika) oraz wskazata na
mozliwg zalezno$¢ pomiedzy ekspresja koneksyn a indukcjg procesu luteinizacji komoérek
ziarnistych. Badania wykonane przy pomocy mikromacierzy ekspresyjnych pozwolily autorce
wyloni¢ grupy funkcyjne genoéw, ktdrych ekspresja jest specyficzna dla komoérek ziarnistych.
Tym samym autorka wytypowata geny (transkrypty) markerowe, ktore moga odgrywac
istotng role w regulacji wielu procesow fizjologicznych, kluczowych podczas proliferacji

I wzrostu komorek ziarnistych w warunkach in vitro.

5.1. Ograniczenia badan

Przeprowadzone w ramach niniejszej rozprawy doktorskiej badania nie s3 pozbawione
pewnych ograniczen. Komorki ziarniste stanowigce material do badan kazdorazowo
pobierane byly z pecherzykow jajnikowych pochodzacych od kilkudziesigciu $win,
a nastgpnie zbierane do wspolnej puli. Bylo to podyktowane faktem, iz ilo$¢ materiatu

mozliwa do uzyskania od jednego zwierzgcia bytaby niewystarczajaca do zatozenia hodowli
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komorkowej, a tym samym do przeprowadzenia dalszych analiz. Z tego tez wzgledu przyjac
nalezy, ze przeprowadzone badania majg raczej charakter populacyjny (przesiewowy) niz

specyficzny osobniczo.

Ekspresj¢ komorkowa wybranych antygendw oceniano w oparciu o technike
immunofluorescencyjng, ktéra — cho¢ jest uznang technika badawcza wykorzystywana do
oceny ekspresji biatek — posiada pewne ograniczenia. Wynikaja one gtownie z faktu, ze o ile
na podstawie uzyskanych wynikow mozliwe jest dokonanie oceny jakosciowej, to trudnym
jest wykonanie analiz ilo$ciowych. By zapewni¢ wiarygodnos$¢ prezentowanych wynikow,
metodologi¢ stanowiaca podstawe analiz ekspresji wybranych antygenéw uzupetniono

0 zastosowanie iloSciowej techniki pomiaru poziomu ekspresji genow - gPCR.

Jednym z wigkszych probleméw zwigzanych z szerszym wykorzystaniem
mikromacierzy RNA w eksperymentach biologicznych jest ich koszt, dlatego tez autorka
przeprowadzajac badania wlasne z wykorzystaniem tej techniki ograniczyla si¢ do trzech
przedziatlow czasowych hodowli pierwotnej komorek ziarnistych. Taka kosztochlonnosé
wykonania mikromacierzy RNA powoduje rowniez, ze liczba prob badanych
w eksperymentach mikromacierzowych jest duzo nizsza niz liczba testowanych zmiennych
(gendéw). Testowanie duzej iloSci zmiennych na matej liczbie prob badanych moze utrudniaé
przeprowadzenie analizy statystycznej, jak rowniez prowadzi¢ do fatszywie pozytywnych lub

falszywie negatywnych wynikow.
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6. WNIOSKI
Na podstawie wynikow przeprowadzonych badan wyciagnigto nastgpujacy wniosek glowny:

1. Wiasciwosci  fizjologiczne komoérek ziarnistych wynikaja z ich  profilu
proliferacyjnego oraz zdolno$ci do wzrostu w warunkach krotkoterminowej hodowli

pierwotne;j.
Whiosek ten sformutowano w oparciu o nast¢pujace wnioski szczegotowe:

1. Najwyzszy poziom ekspresji genéw Lhr i Fshr odnotowano w poczatkowych
godzinach hodowli; sugeruje si¢ zatem, ze spadek ekspresji wymienionych genow
W pozniejszych etapach hodowli moze wskazywac¢ na obecnos¢ komorek nie w pelni
zluteinizowanych. Wzrost ekspresji Cx43 i Cx45 w 24-48 godzinie hodowli $wiadczy
o najwyzszej aktywno$ci metabolicznej komorek ziarnistych w tych przedziatach
czasowych. Wazrost ekspresji biatka aromatazy Cypl9 w 24-48 godz. hodowli
wskazuje na aktywno$¢ procesu aromatyzacji androgendw do estrogenow
w komorkach ziarnistych.

2. Faza logarytmicznego wzrostu proliferacji komorek obejmowala okres pomiedzy 24
a2 100 godzing hodowli; sugeruje si¢, ze proces luteinizacji dotyczy komorek
ziarnistych utrzymywanych w warunkach hodowli pierwotnej w przedziale czasowym
24-48. Przedzial ten stanowi poczatkowy etap fazy logarytmicznego wzrostu
proliferacji komorek.

3. Postugujac si¢ technika mikromacierzy ekspresyjnych wytypowano nowe markery
molekularne, tj. CDK1, MASTL, CDC20, PDE3A i PDESA, ktorych poziom ekspresji
wykazuje silny zwiazek z regulacjg procesu proliferacji i wzrostu komoérek ziarnistych

w warunkach in vitro.
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7. STRESZCZENIE

Najwazniejszymi czynnikami regulujacymi zachodzace w jajnikach podstawowe
zjawiska, takie jak folikulogeneza, steroidogeneza czy owulacja, sg hormony gonadotropowe
(FSH iLH), a ich dziatanie jest mozliwe dzigki ekspresji swoistych receptorow (LHR,
FSHR). Funkcja endokrynna jajnika zachodzi glownie dzigki przysciennym komoérkom
ziarnistym, ktoére pod wplywem gonadotropin nabywaja zdolnos$ci do syntezy znacznych
ilosci estradiolu, co jest mozliwe dzigki zachodzacej w nich ekspresji aromatazy (CYP19).
Oba te zjawiska sg niezbedne dla prawidtowego wzrostu i rozwoju pecherzykow jajnikowych
oraz bedacej ich zwienczeniem owulacji. W nieunaczynionej warstwie ziarnistej pecherzykow
jajnikowych wazna jest rowniez regulacja i koordynacja metabolizmu oraz dziatania komoérek
ziarnistych, mozliwa m. in. dzigki ekspresji koneksyn (Cx) tworzacych rozlegla sie¢ potaczen
szczelinowych. Polgczenia te umozliwiajg sprzezenie poszczegdlnych komorek ziarnistych w
rodzaj rozbudowanego i zintegrowanego czynnosciowo syncytium, a takze dwukierunkows
komunikacje mi¢dzy komorkami wienca promienistego a oocytem, co jest warunkiem

prawidtowego przebiegu folikulogenezy oraz nabycia przez oocyt kompetencji rozwojowe;j.

Glownym celem pracy bylo zbadanie wlasciwosci fizjologicznych komorek
ziarnistych wyrazonych ekspresjg genow i biatek regulujacych procesy wzrostu i proliferacji
tych komorek podczas krotkoterminowej hodowli pierwotnej. Cel ten zrealizowano w oparciu
0 nastepujace cele szczegdtowe: (1) badanie ekspresji receptorow gonadotropin, aromatazy
CYP19 oraz wybranych koneksyn w komoérkach ziarnistych podczas krotkoterminowej
hodowli pierwotnej; (2) okreslenie potencjatu proliferacyjnego komorek ziarnistych w czasie
rzeczywistym na modelu hodowli pierwotnej oraz (3) poszukiwanie nowych markeréw
molekularnych zaangazowanych w regulacje procesu proliferacji i wzrostu komoérek podczas

krotkoterminowej hodowli pierwotnej.

Badania prowadzono na komorkach izolowanych z warstwy ziarnistej pecherzykow
jajnikowych swini domowej. Potencjat proliferacyjny komorek w trakcie hodowli pierwotnej
okreslano przy zastosowaniu systemu do analizy komorek w czasie rzeczywistym (RTCA).
Analize ekspresji wybranych genoéw przeprowadzono w oparciu o metode qPCR, natomiast
do analizy ekspresji i lokalizacji wybranych Dbialek zastosowano technike
immunofluorescencyjng. Mikromacierze ekspresyjne umozliwily okreslenie ogolnego profilu
ekspresji genéw w komorkach ziarnistych oraz wytypowanie nowych markeréw
molekularnych.
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Zmianie cech morfologicznych komorek ziarnistych w hodowli pierwotnej - od
ksztaltu nieregularnie wielobocznego na poczatku, az do wrzecionowatego i/lub podobnego
do fibroblastow pod koniec hodowli - towarzyszyl stopniowy wzrost ich proliferacji, ktéra

osiggneta najwyzsza warto$¢ okoto 100 godziny hodowli.

Wykazano ekspresje nast¢pujgcych transkryptow w komorkach ziarnistych: Lhr, Fshr,
Cx43 oraz Cx45. Poziom mRNA Lhr byl najwyzszy w 48 godzinie hodowli; w kolejnych
przedziatach czasowych ekspresja genu Lhr spadata. Podobny wzor ekspresji obserwowano w
przypadku genu Fshr, ktorego ekspresja byla najwyzsza w 48 godzinie hodowli. Nie
zaobserwowano istotnych statystycznie réznic na poziomie mRNA obu tych genéw pomig¢dzy
24 godzing a kolejnymi przedziatami czasowymi hodowli pierwotnej (p>0,05). Najwyzszy
poziom MRNA Cx43 wykazano w 48 godzinie hodowli; w kolejnych przedziatach czasowych
nastepowal spadek ekspresji Cx43. Poziom mRNA Cx45 byl najwyzszy w 24 godzinie
hodowli; w pozostatych przedziatach czasowych obserwowano spadek ekspresji Cx45. Nie
zaobserwowano istotnych statystycznie réznic na poziomie mRNA obu koneksyn (Cx43 i
Cx45) pomiedzy 24 godzing a kolejnymi przedziatami czasowymi hodowli pierwotnej
(p>0,05). W zadnym z analizowanych przedzialow czasowych hodowli pierwotnej nie

wykazano ekspresji nastepujacych transkryptow: Cypl9, Cx36, Cx37 i Cx40.

Jako$ciowa analiza ekspresji wybranych bialek w komorkach ziarnistych wykazata
najwyzszy poziom ekspresji Cx36 w 24 i 48 godzinie hodowli pierwotnej; w kolejnych pigciu
przedziatach czasowych hodowli obserwowano spadek ekspresji Cx36 (p<0,001). Ekspresja
Cx37 w komorkach ziarnistych utrzymywata si¢ na poréwnywalnie niskim poziomie przez
caty okres hodowli in vitro; réznice migdzy poziomami ekspresji Cx37 w 24 godz. hodowli i
w pozostatych przedzialach czasowych nie osiagnely istotno$ci statystycznej. Najwyzszy
poziom ekspresji Cx40 obserwowano w 24 godzinie hodowli in vitro. W kolejnych
przedziatach czasowych wykazano statystycznie istotny spadek ekspresji tego biatka (p<0,01,
p<0,001, p<0,001, p<0,001, p<0,001, p<0,001). Najwyzszy poziom ckspresji Cx43
obserwowano w 24 godzinie hodowli in vitro. W kolejnych przedziatach czasowych hodowli
ekspresja Cx43 spadata, osiggajac poziom istotnosci statystycznej p<0,01 w 72 1 144 godz.
hodowli oraz p<0,001 w 96, 120 i 168 godz. hodowli. Nie odnotowano istotnej statystycznie
roéznicy W poziomie ekspresji Cx43 miedzy 24 a 48 godzing hodowli. Najwyzszy poziom
ekspresji Cx45 obserwowano w 24 godzinie hodowli in vitro. Spadek ekspresji Cx45 w
przedziatach czasowych 72-168 godz. osiagnatl istotno$¢ statystyczng na poziomie p<0,001.

Nie odnotowano istotnej statystycznie roznicy w poziomie ekspresji Cx45 migdzy 24 a 48
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godzing hodowli. Ekspresja biatka Lhr osiagneta najwyzszy poziom w 48 godzinie hodowli in
vitro (p<0,05). W kolejnych pigciu przedziatach czasowych hodowli obserwowano spadek
ekspresji Lhr, jednak tylko w 120 godzinie roznica ta osiagngla istotnos$¢ statystyczng
(p<0,05). Najwyzszy poziom ekspresji biatka Fshr wykazano w 24 godzinie hodowli in vitro.
We wszystkich pozostatych przedziatach czasowych hodowli obserwowano spadek ekspresji
Fshr (p<0,001). Ekspresja Cypl9 byla najwyzsza w 24 i 48 godzinie hodowli in vitro.
Poczawszy od 72 godziny hodowli obserwowano statystycznie istotny spadek ekspres;ji

Cyp19 (p<0,001).

Za pomoca mikromacierzy ekspresyjnych przeanalizowano ekspresje ponad 24 tysigcy
genow w trzech sposrod siedmiu przedziatdéw czasowych hodowli pierwotnej (48 godz., 96
godz. 1 144 godzina) oraz poréwnano j3 z ekspresja gendw w 24 godzinie hodowli, przy
zatozeniu zmiany ekspresji >2 (wzrost/spadek) oraz wartosci p<0,05. Wykazano zmian¢
ekspresji 1528 gendéw 48 godzinie hodowli in vitro, przy czym 694 geny charakteryzowat
wzrost ekspresji, natomiast spadek ekspresji dotyczyt 834 genéw. W 96 godzinie hodowli
obnizeniu ulegt poziom ekspresji 1213 gendw, natomiast 1238 genow wykazalo wzrost
ekspresji. W trzecim z analizowanych przedziatéw czasowych ekspresja 1023 genéw ulegla
obnizeniu, a 844 geny wykazaty wzrost ekspresji, co tacznie dato 1867 gendéw o zmienionych
poziomach ekspresji w 144 godzinie hodowli. Dane pochodzace z mikromacierzy RNA
przeanalizowano rowniez pod katem udzialu genéw w okreslonych procesach biologicznych,
a tym samym ich wspétwystepowania w grupach ontologicznych (klasteryzacja). Sposrod
tych grup wytypowano 5 genéw, ktorych ekspresja: (1) powtarzata sie w kazdym z
analizowanych przedziatow czasowych hodowli, oraz (2) w kazdym z przedzialow czasowych
geny te wystepowaty w najwigkszej liczbie wytypowanych grup ontologicznych zwigzanych

z procesami reprodukcyjnymi. Byty to: CDK1, MASTL, CDC20, PDE3A oraz PDESA.

W gtownym wniosku badan stwierdza si¢, ze wihasciwosci fizjologiczne komorek
ziarnistych wynikaja z ich profilu proliferacyjnego oraz zdolno$ci do wzrostu w warunkach
krotkoterminowej hodowli pierwotnej. Wnioski szczegdtowe: (1) Najwyzszy poziom
ekspresji genéw Lhr i Fshr odnotowano w poczatkowych godzinach hodowli; sugeruje si¢
zatem, ze spadek ekspresji wymienionych genéw w pdzniejszych etapach hodowli moze
wskazywa¢ na obecnos$¢ komorek nie w petni zluteinizowanych. Wzrost ekspresji Cx43 i
Cx45 w 24-48 godzinie hodowli §wiadczy o najwyzszej aktywno$ci metabolicznej komorek
ziarnistych w tych przedziatach czasowych. Wzrost ekspresji biatka aromatazy CYP19 w 24-
48 godz. hodowli wskazuje na aktywno$¢ procesu aromatyzacji androgendéw do estrogenow w
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komorkach ziarnistych. (2) Faza logarytmicznego wzrostu proliferacji komoérek obejmowata
okres pomiedzy 24 a 100 godzing hodowli; sugeruje si¢, ze proces luteinizacji dotyczy
komorek ziarnistych utrzymywanych w warunkach hodowli pierwotnej w przedziale
czasowym 24-48. Przedzial ten stanowi poczatkowy etap fazy logarytmicznego wzrostu
proliferacji komorek. (3) Postugujac si¢ technikg mikromacierzy ekspresyjnych wytypowano
nowe markery molekularne, tj. CDK1, MASTL, CDC20, PDE3A i PDE5A, ktérych poziom
ekspresji wykazuje silny zwigzek z regulacjag procesu proliferacji 1 wzrostu komoérek

ziarnistych w warunkach in vitro.
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8. ABSTRACT

The most important factors regulating basic phenomena in the ovaries, such as
folliculogenesis, steroidogenesis or ovulation, are gonadotropic hormones (FSH and LH).
Their action is made possible by the expression of specific receptors (LHR, FSHR). The
endocrine function of the ovary occurs mainly due to the mural granulosa cells, which, under
the influence of gonadotropins, acquire the ability to synthesize significant amounts of
estradiol, which is possible thanks to the expression of aromatase (CYP19). Both of these
phenomena are necessary for the normal growth and development of ovarian follicles,
culminating in ovulation. In the non-vascularized granulosa layer of the ovarian follicles,
regulation and coordination of metabolism and action of granulosa cells is also important, and
is enabled by e.g. the expression of connexins (Cx) forming an extensive network of gap
junction connections. These connections enable the coupling of individual granulosa cells into
an extended and functionally integrated syncytium, as well as two-way communication
between the cumulus oophorus cells and the oocyte, which is a prerequisite for the proper
course of folliculogenesis and the acquisition of developmental competence by the oocyte.

The main objective of this study was to investigate the physiological properties of
granulosa cells, manifested in the expression of genes and proteins regulating the growth and
proliferation processes of these cells during short-term primary culture. This objective was
achieved on the basis of the following specific objectives: (1) a study of the expression of
gonadotropin receptors, CYP19 aromatase and selected connexins in granulosa cells during
short-term primary culture; (2) the determination of the real-time proliferative potential of
granulosa cells on the primary culture model and (3) the search for new molecular markers

involved in regulation of cell proliferation and growth during short-term primary culture.

The studies were carried out on cells isolated from the granulosa layer of the ovarian
follicles of domestic pig. The proliferation potential of cells during primary culture was
determined using a real-time cell analysis system (RTCA). The expression analysis of
selected genes was conducted using the gPCR method, while immunofluorescence was used
to analyses the expression and location of selected proteins. Expression microarrays made it
possible to determine the overall profile of gene expression in granular cells and to identify

new molecular markers.
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The change in the morphological characteristics of granulosa cells in primary culture -
from irregularly polygonal shape at the beginning to spindle-shaped and/or fibroblast-like at
the end of culture - was accompanied by a gradual increase in their proliferation, which

reached a peak value around the 100" hour of culture.

The following transcripts were expressed in granulosa cells: Lhr, Fshr, Cx43 and
Cx45. The levels of Lhr were the highest in the 48™ hour of culture, in subsequent time
intervals its expression declined. A similar pattern of expression was observed for the Fshr
gene, whose expression was highest at 48 hours of culture. There were no statistically
significant differences in the mMRNA levels of the two genes between 24 hours and subsequent
primary culture time intervals (p>0.05). The highest level of Cx43 mRNA was demonstrated
at 48 hours of culture; with a decrease in Cx43 expression in subsequent time intervals. No
statistically significant differences in the mRNA levels of the two connexins (Cx43 and Cx45)
were observed between 24 hours and next stages of primary culture (p>0.05). The following
transcripts were not expressed in any of the primary culture time intervals analyzed: Cyp19,
Cx36, Cx37 and Cx40.

Qualitative analysis of the expression of selected proteins in granulosa cells showed
the highest level of Cx36 expression at 24 and 48 hours of primary culture; a decrease in
Cx36 expression (p<0.001) was observed in the next five culture time intervals. The
expression of Cx37 in granulosa cells remained at a comparably low level throughout the in
vitro culture period; differences between Cx37 expression levels at 24 hour of culture and
other time intervals did not reach statistical significance. The highest level of Cx40 expression
was observed at 24h of in vitro culture. Subsequent time intervals showed a statistically
significant decrease in this protein’s expression (p<0.01, p<0.001, p<0.001, p<0.001,
p<0.001, p<0.001). The highest level of Cx43 expression was observed at 24h in vitro culture.
In subsequent culture time intervals, Cx43 expression declined, reaching the level of statistical
significance (p<0.01) at 72 and 144 culture hours and p<0.001 in 96, 120 and 168 culture
hours. There was no statistically significant difference in Cx43 expression between 24 and 48
hours of culture. The highest level of Cx45 expression was observed at 24 hours of in vitro
culture. The decrease in Cx45 expression over the 72-168 hour interval reached a statistical
significance of p<0.001. There was no statistically significant difference in Cx45 expression
between 24 and 48 hours of culture. Lhr protein expression peaked at 48 hours of in vitro
culture (p<0.05). A decrease in Lhr expression was observed in the next five culture time

intervals, but only at 120 hours the difference reached statistical significance (p<0.05). The
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highest level of Fshr protein expression was demonstrated at 24h of in vitro culture. A
decrease in Fshr expression (p<0.001) was observed in all other culture time intervals. Cyp19
expression was the highest at 24 and 48 hours of in vitro culture. Starting at 72 hours of

culture, a statistically significant decrease in Cyp19 expression (p<0.001) was observed.

Expression microarrays analyzed the expression of more than 24000 genes in three of
the seven primary culture time intervals (48 hours, 96 hours and 144 hours) and compared it
with gene expression at 24 hours of culture, assuming a change in expression of >2
(increase/decrease) and p<0.05 as statistically significant. A change in the expression of 1,528
genes was shown at 48 hours of in vitro culture, with 694 genes characterized by an increase
in expression, while the decrease in expression was observed in 834 genes. At 96 hours of
culture, 1213 genes were expressed, while 1238 genes showed an increase in expression. In
the third time frame analyzed, the expression of 1023 genes was reduced and 844 genes
showed an increase in expression, giving a total of 1867 genes with altered expression levels
at 144 hours of culture. Data from RNA microarrays were also analyzed for gene participation
in specific biological processes and thus their contribution to ontological groups
(clusterization). Of these groups, 5 genes were selected whose expression: (1) was repeated in
each of the culture time intervals analyzed, and (2) in each time interval, these genes were
found in the largest number of selected ontological groups associated with reproductive
processes. These were CDK1, MASTL, CDC20, PDE3A and PDESA.

The study concludes that the physiological properties of granulosa cells are possible
due to their proliferation profile and their ability to grow under short-term primary culture
conditions. Specific conclusions: (1) The highest levels of Lhr and Fshr gene expression was
recorded in the initial culture hours; it is therefore suggested that a decrease in the expression
of these genes in the later stages of culture may indicate the presence of cells that are not fully
luteinized. The increase in Cx43 and Cx45 expression at 24-48 hours of culture indicates the
highest metabolic activity of granulosa cells in these time intervals. The increase in
expression of the CYP19 aromatase protein in 24-48 hours of culture indicates the activity of
the process of androgen aromatization to estrogen in granulosa cells. (2) The logarithmic
growth phase of cell proliferation covered a period between 24 and 100 hours of culture; it is
suggested that the luteinization process concerns granulosa cells maintained under primary
culture conditions within a time frame of 24-48 hours of culture. Hence, this interval is the
initial stage of the logarithmic phase of cell proliferative growth. (3) Using the expression

microarray technique, new molecular markers have been selected, namely CDK1, MASTL,
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CDC20, PDE3A and PDE5A, the level of expression of which has a strong link with the

regulation of proliferation and growth of in vitro cultured granulosa cells.
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10. SPIS RYCIN I TABEL
10.1. Ryciny
Ryc. 1. Schemat budowy pe¢cherzyka Graafa.

Ryc. 2. Og6lny schemat dodatnich i ujemnych petli sprzezen zwrotnych wywieranych przez
poszczegodlne sktadowe osi podwzgorze-przysadka-jajnik.

Ryc. 3. Schemat budowy potaczenia szczelinowego oraz typy poOtkanaléw 1 kanatow
koneksonowych.

Ryc. 4. Struktura gen6w koneksyn.

Ryc. 5. Schemat budowy czasteczki koneksyny.

Ryc. 6. Schemat przeptywu elektronéw w kompleksie POR-aromataza.

Ryc. 7. Schematyczna budowa genu CYP19 cztowicka.

Ryc. 8. Schemat przedstawiajacy przebieg doswiadczenia mikromacierzowego.

Ryc. 9. Schemat analizy bioinformatycznej wynikow eksperymentu mikromacierzowego.

Ryc. 10. Morfologia komorek ziarnistych w poszczegolnych przedziatach czasowych hodowli
pierwotnej.

Ryc. 11. Wykres przedstawiajacy proliferacje komorek ziarnistych $wini hodowanych przez
168 godzin, wyrazong warto$cig indeksu komoérkowego.

Ryc. 12. Analiza usrednionych poziomoéw ekspresji trzech genéw z grupy housekeeping

wykorzystanych w analizie gPCR jako geny referencyjne.

Ryc. 13. Analiza ekspresji genu Lhr w komorkach ziarnistych w poszczegolnych przedziatach
czasowych krotkoterminowej hodowli in vitro.

Ryc. 14. Analiza ekspresji genu Fshr w komorkach ziarnistych w poszczegodlnych
przedziatach czasowych krotkoterminowej hodowli in vitro.

Ryc. 15. Analiza ekspresji genu Cx43 w komorkach ziarnistych w poszczegdlnych
przedziatach czasowych krotkoterminowej hodowli in vitro.

Ryc. 16. Analiza ekspresji genu Cx45 w komorkach ziarnistych w poszczegolnych
przedziatach czasowych krotkoterminowej hodowli in vitro.
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Ryc. 17. Ekspresja i lokalizacja komorkowa biatka Cx36 w komorkach ziarnistych podczas 7-
dniowej hodowli pierwotne;j.

Ryc. 18. Ekspresja i lokalizacja komérkowa biatka Cx37 w komorkach ziarnistych podczas 7-
dniowej hodowli pierwotne;j.

Ryc. 19. Ekspresja i lokalizacja komorkowa biatka Cx40 w komorkach ziarnistych podczas 7-
dniowej hodowli pierwotnej.

Ryc. 20. Ekspresja i lokalizacja komorkowa biatka Cx43 w komorkach ziarnistych podczas 7-
dniowej hodowli pierwotne;j.

Ryc. 21. Ekspresja i lokalizacja komorkowa biatka Cx45 w komorkach ziarnistych podczas 7-
dniowej hodowli pierwotnej.

Ryc. 22. Ekspresja i lokalizacja komorkowa biatka Lhr w komorkach ziarnistych podczas 7-
dniowej hodowli pierwotne;j.

Ryc. 23. Ekspresja i lokalizacja komorkowa biatka Fshr w komorkach ziarnistych podczas 7-
dniowej hodowli pierwotnej.

Ryc. 24. Ekspresja i lokalizacja komorkowa biatka Cyp19 w komorkach ziarnistych podczas
7-dniowej hodowli pierwotne;j.

Ryc. 25. Liczba gendéw o zmienionych poziomach ekspresji w poszczegélnych przedziatach
czasowych hodowli pierwotnej (48 godz., 96 godz. i 144 godz.) w stosunku do 24 godz., przy
zatozeniu zmiany ekspresji > 2 (wzrost/spadek) oraz p < 0,05.

Ryc. 26. Wykres przedstawiajacy 17 wybranych grup ontologicznych o istotnie statystycznie
zmienionym wzbogaceniu, wchodzacych w sktad klastra 42.

Ryc. 27. Mapy cieplne obrazujace zmiang¢ ekspresji gendOw w poszczegdlnych przedziatach
czasowych hodowli.

10.2. Tabele

Tab. 1. Sktad mieszaniny do eliminacji genomowego DNA.

Tab. 2. Sktad mieszaniny do odwrotnej transkrypcji.

Tab. 3. Sekwencje starterow wykorzystanych do reakcji gPCR.

Tab. 4. Sekwencje starterow dla genow referencyjnych wykorzystanych do reakcji gPCR.

Tab. 5. Charakterystyka przeciwcial pierwszorzedowych uzytych do badania
immunofluorescenc;ji.
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Tab. 6. Charakterystyka przeciwcial drugorzegdowych uzytych do  badania
immunofluorescencji.
Tab. 7. Sktadniki buforu do hybrydyzacji.
Tab. 8. Komoérkowa lokalizacja biatka Cx36, Cx37, Cx40, Cx43 i Cx45.

Tab. 9. Komoérkowa lokalizacja biatka Lhr, Fshr i Cyp19.

Tab. 10. Charakterystyka genow wytypowanych w eksperymencie mikromacierzowym jako
geny markerowe.
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