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Ciatko zotte (CL), przejSciowy gruczot dokrewny, powstaje z pgknigtego pecherzyka
przedowulacyjnego (POF) w nastegpstwie wyrzutu hormonu lutemizujacego (LH) i jest
glownym zrodtem progesteronu (P4), hormonu specyficznego dla cigzy. Hormon
luteinizujgcy wywoluje rozlegle molekularne i strukturalne zmiany w POF prowadzace do
formowania CL. W fazie $rodkowo-lutealnej, przy braku sygnatow zarodkowych, wzrasta
wydzielanie prostaglandyny F2o (PGF2a) przez macice, ktora rozpoczyna funkcjonalng
oraz strukturalng luteolize skutkujgca obnizeniem syntezy P4. Jednakze estradiol (E2),
sygnal matczynego rozpoznania cigzy u §win, przywraca funkcje lutealng i podtrzymuje
aktywno$¢ CL w trakcie 114-dniowej cigzy. Doglebny wglad w molekularng kontrole
trwania cyklu CL u $wini: formowanie, rozwoj, dojrzaloé¢ czynnosciowa, luteoliza lub
utrzymanie funkcji lutealnej we wczesnej cigzy ma kluczowe znacznie dla poprawy
wydajnosci rozrodu. Prezentowana praca dotyczy wykorzystania metod proteomiki do
zrozumienia molekularnej regulacji funkcji CL u $wini oraz dostarcza nowych informacji na
temat proceséw biologicznych i fizjologicznych zwiazanych z funkcjonowaniem i regresja
CL.

Celem niniejszej pracy bylo okreslenie molekularnych zmian zachodzacych w CL
u $wini domowej w kluczowych etapach trwania cyklu CL. Szczegdtowe zadania badawcze
dotyczyly: a) poréwnania proteomu POF i proteomu wezesnego CL; b) analizy proteomu
CL w réznych etapach cyklu rujowego: rozwoju od fazy wczesno-lutealnej do fazy wezesno
srodkowo-lutealnej (dzien 3 vs. dzien 9), dojrzato$ci czynnoséciowej podcezas fazy srodkowo-
lutealnej (dzien 9 vs. dzien 12), regresji (dzien 12 vs. dzien 15); ¢) analizy zmian
odpowiedzialnych za utrzymanie funkcji lutealnej (dzien 15 cyklu vs. dzien 15 cigzy);
d) mozliwego mechanizmu luteolizy indukowanej przez endogenng PGF2a.

W niniejszej pracy doktorskiej material do badan stanowity POF oraz CL pozyskane
od cyklicznych lub cigzarnych loszek (n=4). Do analizy proteomu wykorzystano
dwukierunkowg elektroforeze zelowa (2-DE) i tandemowa spektrometrie mas (MALDI
TOF-TOF MS/MS). Analiz¢ funkcjonalng in silico z uzyciem Ingenuity Pathway Analysis
(IPA) wykorzystano do identyfikacji funkcji molekularnych i procesow biologicznych

zwigzanych z biatkami o zroznicowanej ekspresji w wykonanych poréwnaniach.
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W pierwszej czesci prezentowane] pracy doktorskiej zidentyfikowano 422 biatka lub
ich proteoformy w POF i wezesnym CL, w tym 15 i 48 biatek charakterystycznych wykryto
odpowiednio w POF i wezesnym CL. Analiza funkcjonalna proteomu POF wykazala, ze
liczne biatka pecherzykowe zaangazowane byly w przebudowg cytoszkieletu (MAPRE],
ACTG1, TUBB, VIM), odpowiedZ na stres endoplazmatyczny (GRP78, HSP70) oraz
odpowiedz na niesfatdowane biatka (CALR, PDIAG6). Natomiast wczesne biatka lutealne
glownie byly zwigzane z metabolizmem steroidow (HMGCSI, APOE), S$miercig
i przezywalnoscig komodrek (SELENBP1, PDCD6), ,zmiataniem” wolnych rodnikow
(GLO1, HP) 1 szlakiem ubikwitynacji biatek (PSMAG6, TRAP1). Poréwnanie proteomu POF
z proteomem wczesnego CL wykazato, ze biatka, ktére ulegly istotnym zmianom
w rozwijajacym si¢ CL zwigzane byly z biosyntezg cholesterolu (FDPS, GGPS1), $miercig
i przezywalnoscig komérck (SERPIN, DIABLO) oraz odpowiedzig ostrej fazy (HPX,
RBP4). Dowiedziono, ze w POF biatka cytoszkieletu (VIM, MAPREL!) nie uczestnicza tylko
w zmianie ksztattu komorek pecherzykowych, ale réwniez sg zaangazowane w procesy
steroidogenezy. Ponadto, jest to pierwsze doniesienie naukowe, w ktorym wykazano, ze
wnowo utworzonym CL niektére z bialek regulowanych przez LH byly powigzane
z procesami steroidogenezy (IDI1, FDPS, HMGCSI1), przezywalnoscia komorek (EIF,
PDCD6, DIABLO) oraz uktadem ubikwityny proteasomu (PSMD13, UCHL1). Wyniki te
dostarczajg nowych informacji na temat przedowulacyjnej regulacji biatek, ktore moga
odgrywac rolg w procesach luteinizacji 1 utrzymania funkcji lutealne;j.

W drugiej czgsci niniejszej pracy doktorskiej zidentyfikowano 273 biatka lub ich
proteoformy o zroznicowanej ekspresji na réznych etapach rozwoju, regresji lub utrzymania
funkcj'i lutealnej CL. Analiza funkcjonalna biatek o zréznicowanej ekspresji migdzy 3 a 9
dniem cyklu rujowego wykazata, ze procesy wspierajgce wzrost lutealny 1 steroidogeneze
byty bardziej wzmozone w fazie S$rodkowo-lutealnej cyklu rujowego. Bialtka
o zroznicowane] ckspresji byly glownie zaangazowane w procesy, takie jak wzrost
komorkowy (EZR, FKBPS5), endocytoza (CLTA, CAPG), angiogeneza (ANXA2, CLIC4),
hamowanie apoptozy (ENOI1, SRI), biogeneza mitochondriow (STOML2, HMGBI) oraz
reakcja na stres oksydacyjny (PRDX6, HSP60). Utrzymanie funkcji CL, miedzy 9 i 12
dniem, byto zwigzane z dalszym zwigkszeniem ekspresji enzymoéw szlaku biosyntezy
steroidow (HMGCS1, APOAI), przezywalnoscia komdrek (EIF2, HSP60) i biatek
zwigzanych z migracja komorek (VIM, MAPRE]). Niektore biatka wykazaly obniZenie
ekspresji w 12 dniu cyklu rujowego, najwazniejsze z nich byly zwigzane z homeostaza

energetyczng (CKB), stresem oksydacyjnym (GSS) oraz biatkami transportowymi (GC).
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W trakcie regresji CL funkcjonalna adnotacja biatek o zréZnicowanej' ekspresji
(dzien 15 vs. dzien 12 cyklu rujowego) wykazata, ze odpowiedz na niesfatldowane biatka
(HSP90B1, PDIAG), szlaki odpowiedzi na stres oksydacyjny (GPRX, GSTALl), biatka
zwigzane z transportem cholesterolu (APOA1, HMGCSI) i jego synteza de novo zostaty
zahamowane w 15 dniu cyklu. Ponadto, odnotowano zwigkszenie ekspresji biatek
zwigzanych z apoptozg (DPP3, HMGBI), odpowiedzia ostrej fazy (FGB, C4A), przebudowg
cytoszkieletu (DPYSL2, PDX) i metabolizmem estrogenéw (SLUT1A1, COMT). Nastepnie
zbadano wudzial metabolizmu estrogenow w luteolizie indukowanej przez PGF2a.
Przeprowadzone do§wiadczenie in vitro wskazujg na mozliwg role metabolitoéw estrogenow
w funkcji lutealnej i regresji.

Nastgpnie poréwnano 15 dzien cyklu rujowego z 15 dniem cigzy. Zmiany
zachodzace w okresie cigzy zabezpieczaja CL przed regresja poprzez utrzymanie ekspresji
biatek wspierajacych steroidogeneze (HSD3B1, G6PD, STNM1), w tym endocytoze,
synteze lipidow, metabolizm kwasow thuszczowych, transport steroli oraz hamowanie biatek
zwigzanych z sygnalizacja apoptotyczng (RGN, STMNI1), sygnalizacjg $mierci komorki
(CCTS5, ENOL1) i tworzeniem reaktywnych form tlenu (GSTA1, CP).

Podsumowujac, w niniejszej pracy doktorskiej tacznie 440 biatek lub ich proteoform
wykazalo znaczace zmiany w ekspresji na réznych etapach trwania cyklu CL. Uzyskane
wyniki rzucity nowe §wiatto na funkcjonalne znaczenie biatek o zréznicowanej ekspresji,
zwigzanych z utrzymaniem funkcji lutealnej. Poszerzono rowniez dotychczasowa wiedze
okilka waznych szlakow zwigzanych 2z przezywalno$cia komorek, endocytoza,
odpowiedzia na stres oksydacyjny, metabolizmem estradiolu oraz angiogeneza
w funkcjonalnym CL. Wskazano, ze biogeneza i funkcja mitochondriéw moze by¢ waznym
regulatorem steroidogenezy w funkcjonalnym CL podczas fazy srodkowej cyklu rujowego.
Ciaza podirzymuje ekspresjg biatek, ktora w innym wypadku ulegtaby zmniejszeniu w fazie
pozno-lutealnej. W trakcie luteolizy CL bialka o zroznicowanej ekspresji: a) zaburzajg
prawidtowg synteze 1 metabolizm steroidow, b) zwiekszajg apoptoze, martwice i infiltracje
komorek odpornosciowych. Zgodnie z naszg najlepsza wiedza, w niniejszej pracy po raz
pierwszy wykazano obecnos¢ biatek, wczeéniej niezidentyfikowanych w CL u $wini,
zwigzanych z przezywalno$cia komorek (DPP3, HMGB1, STOMIL2), metabolizmem
estradiolu (SULT, COMT), endocytoza (CLTA, EZR, SNX6) i angiogeneza (RNHI,
CLIC4).
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