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Regulacja ekspresji blonowych receptoréw progesteronu oraz ich funkcja w tozysku krowy

Progesteron (P4) uczestniczy w regulacji cyklu piciowego oraz w przygotowaniu
macicy do implantacji blastocysty i dalszego rozwoju ptodu. Hormon ten dziata na komorki
docelowe na drodze genomowej, przez jadrowe receptory (PGR) oraz na drodze
pozagenomowej, przez blonowe receptory P4: PGRMC (progesterone membrane receptor
component) 1 i 2 oraz mPR (membrane progestin receptor) o, B i y. Pozagenomowe dziatanie
P4 wykazano w ukladzie rozrodczym samic réznych gatunkéw ssakow, w tym u krow.
Ekspresje¢ mRNA i biatka PGRMC1, PGRMC2 oraz mPRa, mPRB i mPRy wykazano
W macicy oraz jajniku krowy. Stwierdzono réwniez ekspresje receptoréw PGRMCI
i PGRMC2 w tozysku krowy, jednakze brak jest danych dotyczacych receptorow mPR w tej
tkance. Ponadto, nie sg znane czynniki, ktore moga regulowac ekspresje btonowych
receptoréw P4 w uktadzie rozrodczym.

Dlatego celem pracy byta weryfikacja hipotezy, ze P4 uczestniczy w regulacji funkcji
tozyska krowy na drodze pozagenomowej poprzez aktywacje btonowych receptorow P4,
ktorych ekspresja moze by¢ regulowana przez hormony steroidowe, cytokiny i czynniki
wzrostu produkowane lokalnie w macicy i1 tozysku. Szczegdétowe zadania badawcze
dotyczyly: (a) okreslenia poziomu ekspresji oraz lokalizacji btonowych receptorow P4,
(b) okreslenia czynnikéw regulujacych ekspresje bltonowych receptorow P4 oraz
(c) zdefiniowania odpowiedzi komoérek na P4 zaleznie od ich genomowego lub
pozagenomowego pobudzenia w tozysku krowy w drugim trymestrze cigzy.

Materialem do badan byly macice pozyskane od ci¢zarnych krow (n=5) w drugim
trymestrze cigzy. W skrawkach endometrium, kosmowki gladkiej oraz placentomow
okreslono poziom ekspresji genéw PGRMCI, PGRMC2, mPRa, mPRP i mPRy metoda
Real-Time PCR oraz oznaczono lokalizacje biatek tych receptorow metoda
immunohistochemiczng (IHC). Nastgpnie, przeprowadzono do$wiadczenia in Vitro
z zastosowaniem modelu hodowli skrawkow placentomoéw z zachowaniem potaczen
matczyno-ptodowych. W celu okreslenia czynnikow regulujacych ekspresje btonowych
receptoréw P4, skrawki placentomoéw inkubowano 6 i 24 godziny z (1) steroidami: (a) P4
(10°, 105, 107 M), (b) estradiolem (E2; 10%, 10° 101 M), (c) P4 podanym tacznie z E2
(P4/E2; 10°/10%, 10%/10° 107/10° M), (2) cytokinami: (a) czynnikiem martwicy
nowotworu (TNF) a (10, 100 ng/ml), (b) interleuking (IL) 1 (1, 10 ng/ml), (c¢) IL6
(1, 10 ng/ml), (d) IL8 (1, 10 ng/ml), (e) interferonem (INF) y (10, 100 ng/ml), (f) czynnikiem
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hamujacym biataczke (LIF; 10, 100 ng/ml) oraz (3) czynnikami wzrostu: (a) czynnikiem
wzrostu naskorka (EGF; 1, 10 ng/ml), (b) czynnikiem wzrostu fibroblastow (FGF7; 1,
10 ng/ml), (c) insulinopodobnym czynnikiem wzrostu (IGF1; 10, 100 ng/ml), (d) czynnikiem
wzrostu $rodbtonka (VEGF; 5, 50 ng/ml) i (e) transformujgcym czynnikiem wzrostu (TGF) 3
(5, 20 ng/ml). W celu weryfikacji odpowiedzi komorek tozyska na P4 zaleznie od ich
genomowego lub pozagenomowego pobudzenia, skrawki placentomow inkubowano 6 i 24
godziny z czynnikami modulujagcymi dziatanie P4 (4): (a) inhibitorem transkrypcji -
aktynomycyna D (ActD; 250 ng/ml), (b) antagonista PGR - mifepristonem (RU486; 10° M),
(c) inhibitorem PGRMC1 - AG205 (2x107° M), (d) nieprzenikajacym przez btone komoérkowa
koniugatem P4-BSA (10, 100 ng/ml) oraz (e) P4 podanym tacznie z kazdym z wymienionych
czynnikow. Po zakonczeniu do$wiadczen w medium oznaczano koncentracje¢ P4, E2 oraz
prostaglandyn (PG) E2 i F2a, natomiast w skrawkach ekspresje genéw PGRMC1, PGRMC2,
mPRa, mPRp i mPRy, odpowiednio metoda immunoenzymatycza (EIA) i Real-Time PCR.

Uzyskane wyniki wykazaly ekspresj¢ blonowych receptorow P4 typu mPR oraz
potwierdzity obecno$¢ receptorow typu PGRMC w endometrium, kosméwce oraz
placentomach krowy w drugim trymestrze cigzy. Lokalizacj¢ komodrkowa tych receptoréw
stwierdzono zaréwno w czegsci matczynej, jak i ptodowej tozyska krowy. Nie wykazano
(p>0,05) wplywu badanych czynnikow na ekspresig mRNA PGRMCI i PGRMC2.
Wykazano, ze P4 podany lacznie z E2 (10°/10® M) zwickszat (p<0,05) ekspresje genu
mPRa, natomiast P4 w dawce 10° M obnizat (p<0,05) ekspresjc mPRB po 6 godzinach.
Ponadto, P4 podany samodzielnie oraz tacznie z E2 we wszystkich zastosowanych dawkach
oraz E2 w dawce 10® M obnizaly (p<0,05) ekspresje mPRy. Stwierdzono, ze TNFa
(100 ng/ml) stymulowat ekspresj¢ genu mPRo, natomiast TGFB w obu podanych dawkach
(5 i 20 ng/ml) stymulowat ekspresje MRNA mPRy po 24 godzinach. Wykazano réwniez
obnizenie (p<0,05) ekspresji MRNA mPRB i mPRy po 6 godzinach inkubacji z P4, ActD,
RU486 oraz P4 podanym tacznie z kazdym badanym czynnikiem.

Podsumowujac, wykazano obecnos¢ btonowych receptoréw P4 typu PGRMC 1 mPR
w lozysku krowy oraz wptyw steroidoéw na regulacje ich ekspresji na drodze genomowej
1 pozagenomowej. Stwierdzono takze stymulujacy wptyw TNFa na ekspresj¢ mRNA mPRa
oraz TGFp na ekspresj¢ mRNA mPRy w lozysku krowy. Brak wptywu steroidow na ekspresje
PGRMC1 i PGRMC2, a takze pozostalych badanych cytokin i czynnikow wzrostu na
ekspresj¢ blonowych receptorow P4 wskazuje na ztozono$¢ procesow regulacyjnych oraz ich
zalezno$¢ od jednoczesnego dziatania wielu réznych czynnikéw. Zagadnienia te wymagaja

dalszych badan.
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The regulation of membrane progesterone receptors expression and their function in the
bovine placenta

Progesterone (P4) participates in the regulation of the estrus cycle and the creation of
suitable conditions for implantation and further development of the fetus. This hormone may
affect cell function by genomic mechanism, through nuclear P4 receptors (PGR), and via
nongenomic mechanism through the membrane P4 receptors, such as progesterone receptor
membrane component (PGRMC) 1 and 2, and membrane progestin receptors (mPR) a, § and
y. The nongenomic effect of P4 has been demonstrated in the tissues of the female
reproductive system of various species of mammals, including cows. Expression of
PGRMC1, PGRMC2 and mPRa, B and y was demonstrated in the uterus and ovary in cow.
The expression of PGRMC1 and 2 has also been found in the bovine placenta, however there
are no data on mPR receptors in this tissue. Furthermore, the factors that can regulate the
expression of membrane P4 receptors in the female reproductive system are not known.

Therefore, the aim of this study was to verify the hypothesis that P4 participates in the
regulation of bovine placenta function through membrane P4 receptors and their expression
can be regulated by steroid hormones, cytokines and growth factors produced locally in the
uterus and placenta. Specific research tasks were: (a) to determine the level of expression and
immunolocalization of membrane P4 receptors; (b) to determine the factors regulating the
expression of membrane P4 receptors and (c) to define the response of cells to P4 depending
on their genomic and nongenomic stimulation in the bovine placenta from the second
trimester of pregnancy.

The research material was uteri obtained from pregnant cows (n=5) in the second
trimester of pregnancy. The expression level of PGRMC1, PGRMC2, mPRa, 3 and y genes in
the sections of the endometrium, chorion and placentomes was determined using the Real-
Time PCR. In addition, the cellular localization of membrane P4 receptors was determined by
immunohistochemistry in placentome slices. Subsequently, in vitro experiments were
performed using a culture of placentome slices with the maintenance of maternal-fetal
connections. To determine the factors regulating the expression of membrane P4 receptors,
placentome sections were incubated 6 and 24 hours with (1) steroids: (a) P4 (10°, 10,
107 M), (b) estradiol (E2; 102 10° 10 M), (c) P4 jointly with E2 (P4/E2; 10°/10°8,
10%/10°, 107/101° M), (2) cytokines: (a) tumor necrosis factor (TNF) a (10, 100 ng/ml), (b)
interleukin (IL) 1 (1, 10 ng/ml), (c) IL6 (1, 10 ng/ml), (d) IL8 (1, 10 ng/ml), (e) interferon
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(INF) vy (20, 100 ng/ml), (f) leukemia inhibitory factor (LIF; 10, 100 ng/ml) and (3) growth
factors: (a) epidermal growth factor (EGF; 1, 10 ng/ml), (b) fibroblast growth factor (FGF7;
1, 10 ng/ml), (c) insulin-like growth factor (IGF1; 10, 100 ng/ml), (d) endothelial growth
factor (VEGF; 5, 50 ng/ml) and (e) transforming growth factor (TGF) B (5, 20 ng/ml).
However, to verify the response of placental cells to P4 depending on their genomic
or nongenomic stimulation, placentome sections were incubated for 6 and 24 hours with
factors modulating the action of P4 (4): (a) inhibitor of transcription — actinomycin D (ActD;
250 ng/ml), (b) antagonist of PGR — mifepristone (RU486; 10° M), (c) inhibitor of PGRMC1
- AG205 (2x10° M), (d) conjugate P4-BSA (10, 100 ng/ml) and (e) P4 added jointly with
each of used factors. In the medium, the concentration of P4, E2 and prostaglandins E2 and
F2a was determined, while in the placentome sections, the expression of PGRMC1 and 2,
mPRa, p and y mMRNA was determined by enzyme-immunoassay test and Real-Time PCR,
respectively.

The obtained results showed the expression of mPR receptors and confirmed the
presence of PGRMC receptors in the endometrium, chorion and placentomes of cows in the
second trimester of pregnancy. Immunohistochemical staining revealed the presence of these
receptors in both the maternal and fetal parts of the bovine placenta. There was no effect
(p>0.05) of studied factors on the expression of MRNA PGRMC1 and PGRMC2. It was
shown that P4 jointly with E2 (10°/10® M) increased (p<0.05) expression of mPRa, while P4
in dose 10° M decreased (p<0.05) expression of mPRp after 6 hours of incubation in the
placentome sections. Moreover, P4 alone and jointly with E2 in all used doses and E2 in dose
10® M reduced (p<0.05) mPRy expression. It was found that TNFa (100 ng/ml) stimulated
mPRa gene expression, while TGFp in both used doses (5 and 20 ng/ml) stimulated mPRy
expression after 24 hours. Moreover, P4, ActD, RU486, and P4 added jointly with each of
used factors, decreased (p<0.05) the expression of mPRpB and mPRy after 6 hours of
incubation.

In conclusion, obtained data indicate the presence of membrane P4 receptors of both
types: PGRMC and mPR in the bovine placenta and the influence of steroids on their
expression by genomic and nongenomic way. The stimulating effect of TNFa on the
expression of mPRao and TGFf on the expression of mPRy mRNA in the bovine placenta was
also found. There was no effect of steroids and used cytokines and growth factors on the
expression of PGRMC1 and PGRMC2, which can indicate a complexity of regulatory
processes and their dependence on the simultaneous action of many different factors.

However, this issue requires further studies.
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1. Procesy regulacyjne w ukladzie rozrodczym samicy

Procesy rozrodcze u samic ssakow regulowane sg poprzez wielopoziomowy system
sprzgzen zwrotnych opartych o regulacje neurohormonalne. System ten dziata poprzez
podporzadkowanie nizszych jego poziomow pietrom nadrzgdnym. Podstawowa petla
sygnalizacyjng tego ukltadu jest o§ podwzgorzowo-przysadkowo-jajnikowa. Podwzgorze
stanowi nadrzgdny osrodek przekazywania informacji z uktadu nerwowego do systemu
hormonalnego organizmu. Wydzielane przez podwzgoérze neurohormony reguluja aktywnos¢
wydzielniczg przedniego ptata przysadki. Nadrzednym neuropeptydem bioragcym udziat
w regulacji proceséw rozrodczych jest gonadoliberyna (GnRH). Hormon ten bezposrednio
wpltywa na uwalnianie przysadkowych hormonéw gonadotropowych: folikulotropowego
(FSH) oraz luteinizujacego (LH). Pierwszy z nich zapoczatkowuje wzrost i dojrzewanie
pecherzykoéw jajnikowych, natomiast drugi odpowiada za owulacje oraz formowanie ciatka
z6ttego (CL) (HowLEs 2000; MEssINIS 2006).

Przysadkowe hormony gonadotropowe wptywaja na funkcje wydzielnicze jajnikoéw,
regulujac w ten sposob 0§ podwzgorzowo-przysadkowo-jajnikowg. W trakcie fazy
pecherzykowej, FSH prowadzi do wzrostu wydzielania estradiolu (E2) z komorek ziarnistych
pecherzyka jajnikowego. Hormon ten zwrotnie prowadzi do zahamowania wydzielania
podwzgorzowego GnRH oraz przysadkowych gonadotropin. Sytuacja zmienia si¢ przed
owulacja, kiedy E2 powoduje wzrost sekrecji GnRH, a tym samym przyczynia si¢ do wyrzutu
LH, koniecznego do owulacji pgcherzyka jajnikowego. Podczas fazy lutealnej, produkowany
przez CL progesteron (P4), dziata hamujaco zaréwno na wydzielanie GnRH oraz hormonow
gonadotropowych (MEssINIS 2006).

Funkcje jajnika w duzym stopniu zaleza réwniez od lokalnych regulacji majacych
miejsce w samym jajniku oraz od stanu czynnos$ciowego macicy. Po owulacji pegkniety
pecherzyk jajnikowy przeksztatcany jest w CL, ktore jako tymczasowy gruczot endokrynny,
umozliwia utworzenie sprzyjajacych warunkoéw w macicy do zagniezdzenia blastocysty.
Funkcjonowanie CL wuzaleznione jest od wplywu czynnikéw luteotropowych, ktorych
przewaga umozliwia produkcje P4 (SPENCER i BAzER 2004) oraz blokowanie syntezy
macicznych receptorow dla oksytocyny (OT) (SKARZYNSKI i wsp. 1997; BisHop 2013).
Regresje CL powoduje natomiast gtowny czynnik luteolityczny produkowany przez blone

$luzowg macicy (endometrium) — prostaglandyna (PG) F2a. Dziatanie tego hormonu zostaje
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zniesione w przypadku cigzy (SKARZYNSKI i OKUDA 1999), dzigki czemu CL zachowuje
swoja funkcjonalnos¢, produkujac jeden z najwazniejszych hormondéw cigzy, jakim jest P4.
2. Progesteron

2.1. Synteza progesteronu

Progesteron nalezy do grupy progestagenéw, ktore obok glukokortykoidow,
mineralokortykoidow, androgendéw 1 estrogendw stanowig jedng z pigciu klas hormonow
steroidowych. Prekursorem syntezy tych hormonéw jest cholesterol, ktéry jest
transportowany do komorek za posrednictwem lipoprotein o niskiej (LDL — ang. low density
lipoproteins) Iub wysokiej gestosci (HDL — ang. high density lipoproteins) (NISWENDER
2002). Transport LDL do wngtrza komorki odbywa si¢ po zwigzaniu ze specyficznym
receptorem, natomiast HDL z biatkiem wigzacym zlokalizowanym na powierzchni btony
komorkowej. Kompleksy LDL-receptor i HDL-bialtko wigzace dostaja si¢ do komorki na
drodze endocytozy, w wyniku ktorej dochodzi do wpuklenia blony komorkowej 1 utworzenia
pecherzykoéw okreslanych endosomami. Powstate endosomy 1acza sie z lizosomami, gdzie
nastepuje rozdzielenie LDL/HDL od receptora/biatka wigzacego i dochodzi do uwolnienia
cholesterolu. W komorce wystepuje rowniez dodatkowe zroédto cholesterolu w postaci jego
estrow, zmagazynowanych w kroplach lipidowych. Miejscem syntezy hormonow
steroidowych jest mitochondrium (NISWENDER i wsp. 2000; NISWeNDER 2002). Do
zewngetrzne] btony mitochondrium transport cholesterolu odbywa si¢ przy udziale
cytoszkieletu i biatek no$nikowych SCP (ang. sterol carrier proteins), a do wewngetrznej
blony za pomocg biatka StAR (ang. steroidogenic acute regulatory protein). Pierwszym
etapem syntezy steroidow jest usunigcie z bocznego tancucha cholesterolu szescioweglowe;j
jednostki, w wyniku czego powstaje 21-wegglowy pregnenolon (P5). Reakcja ta jest
katalizowana przez desmolazg cholesterolowg (CYP11Al; EC 1.14.15.6), nalezaca do
rodziny cytochromu P450. Nastgpnie P5 jest transportowany do siateczki srodplazmatycznej
gladkiej, gdzie 3-hydroksylowa grupa pregnenolonu jest utleniana do grupy 3-ketonowej pod
wpltywem dehydrogenazy 3B-hydroksysteroidowej (3p-HSD; EC 1.1.1.145). W wyniku tej
reakcji powstaje P4, bedacy prekursorem kortyzolu i aldosteronu oraz pierwszym aktywnym
biologicznie produktem w szlaku syntezy hormonow steroidowych (Stocco 2000;
NISWENDER 2002). Ogoélny schemat syntezy P4 prezentuje Ryc. 1, natomiast schemat

steroidogenezy jajnikowej przedstawiono na Ryc. 2.
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Ryc. 1. Schemat syntezy progesteronu w jajniku (zmodyfikowane wg NISWENDER 2002).

LDL - lipoproteiny o matej gestosci, HDL — lipoproteiny o duzej gestosci, LDL-R — receptor dla lipoprotein,
HDL-BP — biatko wiazace lipoproteing HDL, CYP11A1 — desmolaza cholesterolowa, 3-HSD — dehydrogenaza
3B-hydroksysteroidowa, MT — mitochondrium, ER — siateczka $rédplazmatyczna

Progesteron w komorkach jajnika moze by¢ przeksztalcony przy udziale enzymu
o aktywno$ci 17a-hydroksylazy (CYP17; EC 1.14.14.19) w 17a-hydroksyprogesteron,
bedacy prekursorem syntezy androgenow. Reakcja katalizowana przez CYP17 prowadzi do
powstania  androstendionu  (A4),  ktory  nastgpnie = poprzez  dehydrogenaze
17B-hydroksysteroidowa (178-HSD; EC 1.1.1.51) przeksztalcany jest w testosteron (T4).
Hormon ten jest prekursorem biosyntezy estrogenow (Ryc. 2) (Cul i wsp. 2013). Progesteron
produkowany jest gtownie w CL, pecherzyku jajnikowym i macicy, a w trakcie cigzy rOwniez
przez tozysko (NISWENDER i wsp. 2000; DIeP i wsp. 2015). Ciatko zolte powstaje po owulacji
z peknigtego pecherzyka jajnikowego. Komorki warstwy ziarnistej pecherzyka przeksztatcane
sa w duze komorki lutealne (LLC — ang. large luteal cells), natomiast komoérki ostonki
wewngetrznej w mate komorki lutealne (SLC — ang. small luteal cells) (NISWENDER i NETT
1988; NISWENDER i wsp. 1994). Procesy te stymulowane sg przez czynniki luteotropowe, do
ktorych zalicza si¢ miedzy innymi: LH (Luteinizing Hormone) (NISWENDER i NETT 1988),
prostaglandyna (PG) E2 (NISWENDER i wsp. 2000), OT (SKARZYNSKI i wsp. 2001) oraz tlenek
azotu (NO) (FRIDEN i wsp. 2000).
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Ryc. 2. Schemat syntezy hormonow steroidowych w jajniku (zmodyfikowane wg SCHULER i wsp. 2018).
CYP11Al — desmolaza cholesterolowa, 33-HSD - 3B-dehydrogenaza hydroksysteroidowa, CYP17 — enzym
o aktywno$ci 17a-hydroksylazy i 17,20-liazy, 17p-HSD - 17B-dehydrogenaza hydroksysteroidowa,
CYP19A1 — P450 aromataza

2.2. Funkcje progesteronu w ukladzie rozrodczym samicy

Progesteron bierze udziat w licznych procesach zachodzacych w obrebie ukladu
rozrodczego samic. Dzigki swojemu wielokierunkowemu dzialaniu uczestniczy on
w regulacji cyklu ptciowego, jak rowniez w zapoczatkowaniu oraz utrzymaniu cigzy.

W trakcie cyklu P4 dziata na poziomie osi podwzgorze-przysadka-jajnik, regulujac
wydzielanie hormonéw gonadotropowych. Podczas fazy lutealnej hamuje wydzielanie GnRH

z podwzgorza, a tym samym FSH i LH z przysadki, w wyniku czego dochodzi do
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zahamowania wzrostu i rozwoju pecherzykow jajnikowych. Hormon ten dziata rowniez jako
czynnik luteotropowy, promujac wlasng synteze w komorkach lutealnych (GRAHAM i CLARKE
1997; PELUSO 2006).

Progesteron peini kluczowa rolg podczas ustanawiania cigzy. Wspomaga on proces
implantacji blastocysty poprzez stymulacje¢ produkcji enzyméw odpowiedzialnych za lize
ostonki przejrzystej. Wptywa rowniez hamujaco na proliferacyjne dziatanie E2 na komorki
nablonka macicy oraz reguluje ekspresje¢ czasteczek adhezyjnych (integryna asfz, integryna
avBs, mucyna-1) (HALASZ i SZEKERES-BARTHO 2013). Ponadto, P4 hamuje odpowiedz
immunologiczng matki, umozliwiajgc wlasciwy przebieg implantacji (GRAHAM i CLARKE
1997; HALASZ i SZEKERES-BARTHO 2013). Hormon ten stymuluje limfocyty do wydzielania
czynnika blokujacego, tzw. PIBF (ang. progesterone-induced blocking factor), ktory wptywa
na profil wydzielania cytokin. Powoduje to wzrost produkcji interleukin (IL) o dziataniu
przeciwzapalnym (IL-3, IL-4 i IL-10) i zmniejszenie produkcji cytokin prozapalnych, takich
jak interferon (INF) 8, czy tez czynnik martwicy nowotworu (TNF) a. Ponadto, P4 hamuje
W sposob posredni synteze IL-2 poprzez zwigkszanie syntezy PGE2 (FORMBY 1995;
DRUCKMANN 2005).

Progesteron jest rowniez hormonem niezbgdnym do utrzymania cigzy. Ogranicza on
kurczliwo$¢ macicy oraz obniza wrazliwos¢ na bodzce inicjujace jej skurcze, tworzac tzw.
blok progesteronowy (Csapo 1956). Utrzymanie tego bloku polega na zachowaniu
odpowiedniej rownowagi jonowej w komoérkach btony migéniowej (miometrium) macicy,
polegajacej na przewadze jonéw magnezu (Mg?*) nad jonami wapnia (Ca®*). Zaburzenie tej
rownowagi skutkuje wrazliwoscia miometrium na dziatanie OT, bedace; gldéwnym
czynnikiem inicjujagcym skurcze ci¢zarnej macicy. Ponadto, P4 prowadzi do zahamowania
ekspresji receptorow OT, co stanowi dodatkowy mechanizm hamujacy kurczliwo§¢ macicy
(GRAHAM | CLARKE 1997).

W koncowym etapie cigzy P4 wraz z E2 pobudzaja rozwo6j gruczotu mlekowego.
Rozw@j przewoddéw mlecznych wywotany jest przez E2, natomiast pecherzykéw przez P4.
Hormony te wykazuja dzialanie synergistyczne z LH oraz pobudzaja przysadke do
wydzielania prolaktyny, odpowiedzialnej za laktacjc (GRAHAM | CLARKE 1997,
NISWENDER i wsp. 2000).

Progesteron wykazuje zréznicowany wplyw na tkanki rozrodcze, jak rowniez na rézne
typy komoérek w obrebie tej samej tkanki. Odpowiedz komorkowa na P4 jest roéwniez
odmienna w zdrowych i chorych komorkach/tkankach. Wykazano, ze u kobiet P4 sprzyja

rozwojowi i wzrostowi raka piersi oraz mi¢$niakow macicy, natomiast chroni przed rozwojem
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raka endometrium wywotanego przez estrogeny. Mechanizmy odpowiedzialne za rdéznice
w dziataniu P4 mogg by¢ wynikiem charakterystycznego dla danej tkanki mikrosrodowiska,
na ktére moga sklada¢ si¢ lokalnie wydzielane czynniki, ekspresja poszczegdlnych
receptorow czy tez komunikacja parakrynna i autokrynna. Czynniki te moga determinowac
og6lny wpltyw P4 na dang komoérke, a tym samym na tkanke czy narzad (KiM i CHAPMAN-
Davis 2010; Kim i wsp. 2013).
2.3. Mechanizm dzialania progesteronu na komorki

Klasyczne dziatanie P4 na komorki docelowe odbywa si¢ na drodze genomowe]
poprzez jadrowe receptory P4 (PGR), co prowadzi do pobudzenia lub zahamowania ekspresji
genéow docelowych. W tym przypadku odpowiedz komodrkowa nastepuje po kilku lub
kilkunastu godzinach od podania hormonu (BAGHI i wsp. 1992; MULAC-JERICEVIC
i CONNEELY 2004; THIJSEN 2005). Poza droga klasyczna, P4 moze dziata¢ rowniez na
komoérki poprzez mechanizm pozagenomowy, a odpowiedz komorkowa pojawia si¢
w bardzo kréotkim czasie (kilka sekund lub minut) od momentu podania hormonu. Ponadto,
efekt ten nie jest hamowany przez inhibitory transkrypcji i translacji (WEHLING 1997;
SIMONCINI i GENAZZANI 2003; PELUSO 2006). Sugeruje to, ze P4 moze wywotywaé szybka
odpowiedz komoérkowa na drodze pozagenomowej, miedzy innymi poprzez wigzanie ze
specyficznymi btonowymi receptorami (WEHLING 1997; BRAMLEY 2003; PeELuso 2006;

CAHILL 2007; GELLERSEN i wsp. 2009; DRESSING i wsp. 2011).

2.3.1. Genomowe dzialanie progesteronu

Wedtug klasycznego mechanizmu dziatania steroidow, P4 wiaze si¢ ze specyficznym
jadrowym receptorem P4, bedacym jednoczesnie czynnikiem transkrypcyjnym.
Hormon poprzez PGR reguluje ekspresje okreslonych gendéw, doprowadzajac do
zapoczatkowania procesOw komorkowych sktadajacych si¢ na fizjologiczng odpowiedz
organizmu. Znane sg dwie glowne izoformy jadrowego receptora P4: izoforma A (PGR-A)
oraz izoforma B (PGR-B). Obie izoformy kodowane sg przez ten sam gen, ale ich
transkrypcja odbywa si¢ z dwoch roznych promotoréw. U cztowieka izoforma PGR-A ma
mase réwng 94 kDa, natomiast PGR-B — 116 kDa (KASTNER i wsp. 1990; MULAC-JERICEVIC
i CONNEELY 2004). Wykazano rowniez istnienie trzeciej izoformy jadrowego receptora P4,
izoformy C (PGR-C), ktora zostata zidentyfikowana po raz pierwszy w ludzkiej linii komorek
raka piersi. Izoforma ta ma mas¢ okoto 60 kDa (WEI i MINER 1994). Schemat budowy
izoform PGR-A, PGR-B i PGR-C przedstawiono na Ryc. 3.
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Jadrowe receptory P4 posiadajg charakterystyczng dla jadrowych receptorow
hormonéw steroidowych budowe modutowa (Ryc. 3). Wyodrebnione regiony receptora
roznig si¢ pod wzgledem strukturalnym i funkcjonalnym (BROSENS i wsp. 2004). Wyr6znia
si¢ trzy gloéwne domeny funkcjonalne: domena N-koncowa, domena wigzgca DNA
(DBD; ang. DNA binding domain) oraz domena odpowiadajaca za przylaczanie ligandu

(LBD; ang. ligand binding domain).

NHz — ID DBD LBD — COOH PGR-B
E AF-1 AF-2
NH: — ID DBD LBD — COOH PGR-A
AF-1 AF-2
NHz — LBD — COOH PGR-C
AF2

Ryc. 3. Schemat budowy izoform jadrowego receptora progesteronu: PGR-A, PGR-B i PGR-C
u czlowieka (zmodyfikowane wg SCHUMACHER i wsp. 1999; MULAC-JERICEVIC i CONNEELY 2004).
AF1-AF3 - domeny aktywujace proces transkrypcji, ID — domena inhibitorowa, DBD — domena wigzaca DNA,
LBD — domena wigzaca ligand

Domena N-koncowa receptora zawiera sekwencje AF (ang. activation function),
odpowiedzialne za przylaczanie czynnikow transkrypcyjnych, co umozliwia aktywacje
odpowiedniego promotora oraz rozpoczecie procesu transkrypcji (MEYER 1 wsp. 1992;
GIANGRANDE i wsp. 1997). Domena ta wykazuje najwicksza zmienno$¢ gatunkowg (TORA
i wsp. 1988). U czlowiecka N-koncowa domena PGR-B jest dtuzsza od izoformy PGR-A
o 164 aminokwasy, dlatego oprocz sekwencji AF1 posiada rowniez sekwencje AF-3
(SARTORIUS i wsp. 1994). Ponadto, domena N-koncowa zawiera domeng inhibitorowa (ID;
ang. inhibitory domain), ktéra po przytaczeniu antagonisty receptora ma zdolno$¢ do
hamowania jego aktywnos$ci (GIANGRANDE i wsp. 1997).

Kolejna domena funkcjonalna, domena DBD, nalezy do najbardziej konserwatywnych
sekwencji w obrebie jadrowych receptorow P4. Jej strukture przestrzenng tworzg dwa palce
cynkowe, w ktorych dwa jony cynku s3 zwigzane przez osiem reszt cysteinowych
(FREEDMAN 1992). Domena DBD odpowiada za przytgczanie kompleksu ligand-receptor do

specyficznej sekwencji regulatorowej DNA, okres$lanej jako elementy odpowiedzi na hormon
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(HRE; ang. hormone response elements) (GIANGRANDE i wsp. 1997). Sekwencja HRE
zbudowana jest zazwyczaj z palindromowego elementu odpowiedzi hormonalnej
AGAACAnnGTYCT (gdzie n jest dowolng zasadg azotowa) (HAM i wsp. 1988).

Ostatnig domeng zlokalizowang na C-koncu biatka jest domena LBD, ktora zawiera
dodatkowa sekwencje AF2. Sekwencja ta odpowiada za oddzialywanie z biatkami szoku
cieplnego (Hsp; ang. heat-shock protein) oraz bierze udzial w dimeryzacji receptorow
(SCHUMACHER i wsp. 1999; MULAC-JERICEVIC | CONNEELY 2004).

Izoforma PGR-C jest najkrotszg izoformg jadrowego receptora P4, posiadajgca jeden
palec cynkowy w domenie DBD oraz domen¢ LBD z elementem aktywujacym transkrypcje
AF-2 (Ryc. 3). Izoforma ta nie wykazuje aktywnos$ci transkrypcyjnej, ale moze tworzy¢
heterodimery z PGR-A lub PGR-B i w ten sposoéb wptywaé na ich aktywnos$¢ transkrypcyjna
(WEI'i MINER 1994; WEI i wsp. 1996; WEI i wsp. 1997).

Poszczegolne izoformy jadrowego receptora P4 wykazuja 1rézng aktywnosé
biologiczng oraz peilnia odmienne role w komorkach. Izoforma PGR-B odpowiada za
aktywacje¢ transkrypcji gendow zaleznych od P4, natomiast PGR-A dziala jako inhibitor
izoformy PGR-B, przez co zmniejsza dziatanie P4 na komorki docelowe (LEONHARDT i wsp.
2003; MuLAC-JERICEVIC | CONNEELY 2004). Wykazano rowniez, ze izoforma PGR-A moze
odpowiada¢ za owulacje 1 wptywaé na antyproliferacyjne dziatanie P4 w macicy, a izoforma
PGR-B bierze udzial w rozwoju gruczotu sutkowego (MULAC-JERICEVIC i wsp. 2000;
MuULAC-JERICEVIC i wsp. 2003).

W klasycznym, genomowym dziataniu steroidow czasteczka hormonu dyfunduje
przez blong komorkowa 1 wnika do cytoplazmy, gdzie znajduja si¢ niezwigzane z ligandem
specyficzne receptory tego hormonu. W przypadku braku sygnalu hormonalnego receptory
tworzg kompleksy z biatkami opiekunczymi, co umozliwia utrzymanie receptora w aktywnej,
gotowej do zwigzania ligandu konformacji. Do biatek tych zalicza si¢ gldwnie biatka szoku
cieplnego (Hsp70, Hsp90), immunofiliny (FKBP51, FKBP52) oraz biatko p23 (SMITH i TOFT
1993; SmiTH 2000). Progesteron transportowany jest do komorek docelowych glownie
w postaci zwigzanej z transkortyna (WIERMAN 2007). Przylaczenie czasteczki hormonu do
receptora zmienia jego przestrzenng konformacjg, co w konsekwencji prowadzi do
oddysocjowania biatek opiekunczych, dimeryzacji receptorow i ich translokacji do jadra
komoérkowego. W jadrze kompleks receptor-steroid wigze si¢ ze specyficznymi miejscami
odpowiedzi na hormon, znajdujagcymi si¢ w regionach promotorowych genéw docelowych,

doprowadzajac do regulacji ekspresji tych genéw (SLOMCZYNSKA 1995; SCHUMACHER i Wsp.
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1999; LEONHARDT i wsp. 2003). Schemat mechanizmu dziatania P4 na komorke docelowa

poprzez jadrowy receptor P4 przedstawiono na Ryc. 4.

I g B by
TRANSKRYPCIA,

Ryc. 4. Schemat dzialania progesteronu poprzez jadrowy receptor P4 na komoérke docelowa — droga
genomowa (zmodyfikowane wg KOWALIK i wsp. 2013b).

P4 — progesteron, Hsp - biatko szoku cieplnego; FKBP — immunofilina, PGR — jadrowy receptor progesteronu,
HRE — element odpowiedzi na hormon zlokalizowany w obrebie promotora docelowych genow

FKBP

2.3.2. Pozagenomowe dzialanie progesteronu

Klasyczny mechanizm dziatania P4 nie wyjasnia wszystkich efektéw wywotywanych
przez ten hormon. Wykazano, ze hormony steroidowe moga wywiera¢ szybki wptyw na
komorke, niezaleznie od procesu transkrypcji gendéw i syntezy nowych biatek. Jest to
pozagenomowe dziatanie steroidow, ktore nastepuje juz po kilku sekundach lub minutach od
podania hormonu (WEHLING 1997; SIMONCINI i GENAZZANI 2003; PELUSO 2006). Mechanizm
ten opiera si¢ na pobudzeniu roznych szlakow transdukcji sygnalu, zwigzanych
z generowaniem wtornych przekaznikow sygnalu, modulowaniem kanalow jonowych czy
aktywacja lub dezaktywacjg kinaz biatkowych (SIMONCINI i GENAZZANI 2003; LACHOWICZ-
OCHEDALSKA 2005; WEHLING i wsp. 2007).

Pozagenomowe dziatanie P4 wykazano w tkankach uktadu rozrodczego samic roznych
gatunkoéw ssakow (BRAMLEY 2003; CAl i STocco 2005; PELUSO 2006; TAHIR i wsp. 2012;
BUNMA i wsp. 2020), w tym u krow (BOGACKI i wsp. 2002; DURAS i wsp. 2005; KOWALIK

i wsp. 2009). Sugerowanych jest kilka drog pozagenomowego dziatania P4. (1) Steroidy jako
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substancje lipofilne mogg wplywac¢ na ptynnos¢ btony komorkowej, co prowadzi do zmiany
powinowactwa innych btonowych receptoréw do ich ligandéw oraz modyfikacji innych
biatek czynno$ciowych, zwigzanych z btonami komoérkowymi, na przyktad kanatow
jonowych (BURGER i wsp. 1999; GIMPL i FAHRENHOLZ 2002; LACHOWICZ-OCHEDALSKA
2005). Tg droga P4 moze uposledza¢ wigzanie OT do jej receptora, ograniczajgc tym samym
jej wptyw na komorke (GRAZzzINI iwsp. 1998). (2) Ponadto, cytoplazmatyczne jadrowe
receptory P4 w postaci monomerdw, ktére sg zlokalizowane w poblizu bton komoérkowych,
moga uczestniczy¢ w pozagenomowym dziataniu P4 (PELUSO 2006). Wykazano, ze receptory
te modyfikujg wewnatrzkomorkowe szlaki kinaz biatkowych, powodujac fosforylacje réznych
bialek, w tym czynnikéw transkrypcyjnych (CONNEELY i wsp. 2001; LEONHARDT i wsp.
2003; WEHLING i LOSEL 2006). (3) Dodatkowo, w pozagenomowy mechanizm dziatania P4
zaangazowane sg blonowe receptory tego hormonu. Dotychczas opisano dwa typy tych
receptorow btonowych: PGRMC (ang. progesterone receptor membrane component) i mPR
(ang. membrane progestin receptor) (PELUSO 2006; WEHLING 1 wsp. 2007; GELLERSEN i Wsp.
2009).

2.3.2.1. Blonowe receptory progesteronu (PGRMC)

Btonowy receptor PGRMCI1 oraz jego homolog PGRMC2 naleza do rodziny biatek
MAPR (ang. membrane associated progesteron receptor). Biatko PGRMCI1 zostato po raz
pierwszy wyizolowane z bton plazmatycznych komoérek watroby swini (MEYER i wsp. 1996),
a nastgpnie wykazano jego obecno$¢ w wewnetrznej blonie akrosomalnej $winskich
plemnikow (LOSEL i wsp. 2004). W komorce receptor ten wystgpuje gldéwnie w blonie
komorkowej oraz btonach retikulum endoplazmatycznego 1 aparatu  Golgiego
(FALKENSTEIN i wsp. 1996; MEYER i wsp. 1996; PELUSO i wsp. 2005; PELUSO 2006).

Bialko PGRMC1 zbudowane jest ze 194 aminokwaséw, a jego masa czasteczkowa,
w zalezno$ci od gatunku, waha si¢ od 25 do 28 kDa (FALKENSTEIN i wsp. 1996; PELUSO
2006). Receptor ten zbudowany jest z trzech domen: N-koncowa domena
zewnatrzkomorkowa, pojedyncza domena transbtonowa (TM; ang. transmembrane domain)
oraz najdtuzsza domena cytoplazmatyczna (CD; ang. cytoplasmic domain) (FALKENSTEIN
i wsp. 1996; MEYER i wsp. 1996; PELUSO 2006). W obrebie domeny cytoplazmatycznej
znajduje si¢ domena o budowie zblizonej do cytochromu b-5 (ang. cytochrome b-5-
like/steroid binding domain), ktéra odpowiada za wigzanie steroidow (PELUSO 2006).
Ponadto, w cytoplazmatycznej cz¢$ci receptora znajduja si¢ trzy homologiczne domeny Src

(ang. Src homology domains), umozliwiajgce zalezng od ligandu transdukcj¢ sygnatu
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oraz oddzialywanie PGRMC1 z innymi biatkami, takimi jak kinazy tyrozynowe (PELUSO
2006; SINGH i1 wsp. 2013). Schemat budowy biatka PGRMCI1 przedstawiono na Ryc. 5.

SH3 SH2 SH2

NH:2— ™ CcD Cyt b5 cD—COOH

Ryc. 5. Schemat budowy bialka blonowego receptora progesteronu - PGRMC1 (zmodyfikowane wg
GELLERSEN i wsp. 2009).

TM — domena transbtonowa, CD — domena cytoplazmatyczna, Cyt b5 — motyw wigzacy cytochrom b5,
SH2, SH3 — domeny Src

Ekspresj¢ genu i/lub biatkka PGRMC1 wykazano dotychczas w komodrkach ziarnistych
$wini (JIANG i wsp. 2004), komorkach ziarnistych i lutealnych cztowieka (SASSON i wsp.
2004), myszy (MCRAE i wsp. 2005), szczura (CAI i STocco 2005) i krowy (LUCIANO i wsp.
2011; KOWALIK i wsp. 2014), a takze w komoérkach nablonkowych btony mig$niowej
i Sluzowej macicy krowy (LUCIANO iwsp. 2011; SEONINA iwsp. 2012; KOWALIK i wsp.
2013). Rola biatka PGRMC1 w ukladzie rodnym nie zostala w pelni wyjasniona.
Dotychczasowe badania wykazaty, ze receptor ten moze posredniczy¢ w regulacji
wewnatrzkomorkowego metabolizmu cholesterolu oraz steroidogenezie, hamowaniu
kurczliwosci miometrium, czy tez dojrzewaniu oocytow (SUCHANEK i wsp. 2005; HUGHES
i wsp. 2007; Wu iwsp. 2011; APARICIO iwsp. 2011). Sugeruje si¢ rowniez, ze PGRMCI
bierze udzial w regulacji funkcji lutealnych poprzez wplyw na potaczenia migdzykomorkowe
(ang. gap junctions) oraz transkrypcj¢ gendow zwigzanych z procesami anty-apoptotycznymi
(Cal i Stocco 2005). Ponadto, receptor ten moze posredniczy¢ w indukowanej przez P4
reakcji akrosomalnej (LOSEL i wsp. 2005). Ekspresje PGRMC1 wykazano roéwniez w ludzkiej
tkance nowotworowej piersi (PEDROZA i wsp. 2020).

Biatko PGRMCI1 moze rowniez tworzy¢ kompleks wigzacy P4 z innym biatkiem —
SERBP1 (ang. serpine 1 mRNA binding protein) okreslanym takze jako PAIRBP1 (ang.
plasminogen activator inhibitor RNA binding protein) (PELUSO i wsp. 2006). Biatko to
zlokalizowane jest w btonie komoérkowej, jednak nie posiada domeny transblonowe;j, przez co
jego dziatanie jest uzaleznione od zwigzania z PGRMCI1 (PeLuso i wsp. 2004, 2005;
CAl i Stocco 2005). Dotychczas ekspresje tego bialka wykazano migdzy innymi
w komorkach pecherzykdéw jajnikowych oraz komodrkach lutealnych szczura (PELUSO
i PAPPALARDO 1998; PELUSO i wsp. 2004, 2005), a takze w komorkach ziarnistych

i lutealnych cztowicka (ENGMANN i wsp. 2006). Sugeruje si¢, ze w komorkach ziarnistych
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jajnika szczura kompleks PGRMC1 z SERBP1 posredniczy w anty-apoptotycznym dziataniu
P4. Zwigzanie P4 z tym kompleksem prowadzi do aktywacji kinazy biatkowej G (PKG) oraz
wzrostu poziomu cyklicznego guanozynomonofosforanu (cGMP), co w konsekwencji
skutkuje obnizeniem wewnatrzkomérkowego poziomu jonow wapnia w komorce (PELUSO
2006; ENGMANN i wsp. 2006).

Bialko PGRMC2 poznane jest w mniejszym stopniu niz PGRMCI. Sekwencje
aminokwasowe tych dwoch biatek sa wysoce homologiczne, glowne rdéznice wystepuja
w obrebie domeny transbtonowej (CAHILL 2007; WENDLER i WEHLING 2013). Ekspresje genu
i/lub biatka PGRMC?2 zlokalizowano w blonie §luzowej macicy myszy (ZHANG i wsp. 2008)
i malpy (KEATOR iwsp. 2012), jak rowniez w CL (KOWALIK iwsp. 2014), endometrium
(KowALIK iwsp. 2013), miometrium (SEONINA iwsp. 2012) i jajowodzie krowy (SAINT-
Dizier iwsp. 2012; KowALIK iwsp. 2015). Receptor PGRMC2, podobnie jak PGRMC1,
pelni wazna role w obrebie uktadu rozrodczego samicy. Wykazano jego zwigkszong ekspresje
w lozysku kobiet w trakcie przedwczesnych i terminowych skurczéw, co wskazuje na
mozliwy udziat tego biatka w inicjacji porodu (PRU i CLARK 2013; WENDLER i WEHLING
2013). Przypuszcza si¢ rowniez, ze PGRMC2 bierze udzial w funkcji wydzielniczej
i motorycznej jajowodu (SAINT-DIzIER i wsp. 2012; KOWALIK i wsp. 2015). Ponadto, badania
wskazuja na zwigzek biatka PGRMC2 ze zmianami patologicznymi wystepujacymi w obrebie
uktadu rodnego. Wykazano zwigkszong ekspresje receptora PGRMC2 u kobiet
z endometrioza oraz jego wplyw na szybko$¢ migracji komorek raka jajnika (BUNCH i wsp.
2014; WENDLER i WEHLING 2013).
2.3.2.2. Blonowe receptory progestagenow (mPR)

Druga grupa blonowych receptoréw P4 to bltonowe receptory progestagenow, ktore
nalezg do rodziny biatek PAQR (ang. progestin and adipoQreceptors) (NATHAN i wsp. 2010).
Wyroéznia sg trzy gtowne izoformy tego receptora: mPRa (PAQR7), mPRp (PAQRS) oraz
mPRy (PAQRS), kodowane przez rézne geny (ZHU i wsp. 2003b; FERNANDES i wsp. 2005;
PELUSO 2006). Badania wskazuja rowniez na obecnos¢ dwoch dodatkowych izoform: mPRS
(PAQR6) oraz mPRe (PAQRY) w tkankach uktadu nerwowego cztowieka (PANG i wsp.
2013).

Obecnos¢ btonowych receptoréw mPRa, mPRP i mPRy wykazano w obrgbie uktadu
rozrodczego réznych gatunkow zwierzat. U owiec zidentyfikowano ekspresje biatek mPR
w macicy i jajnikach (AsHLEY iwsp. 2006), natomiast w przypadku krow w macicy
(KowALIK iwsp. 2019) oraz w jajowodzie (KOWALIK iwsp. 2016). U cigzarnych kobiet

wykazano obecno$¢ tych receptoréw w komorkach btony sluzowej (mPRa) 1 migSniowe]
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macicy (mPRa i mPRp) oraz w jajowodzie (mPR) (FERNANDES i wsp. 2005; NUTU i wsp.
2009; KARTERIS i wsp. 2006).

Biatko mPRa zostato po raz pierwszy wyizolowane z jajnika pstraga teczowego (ZHU
i wsp. 2003b). Ludzkie biatko mPRo sktada si¢ z 352 aminokwaséw 1 jego masa
czasteczkowa wynosi okoto 40 kDa (ZHuU i wsp. 2003b). Blonowe receptory progestagenow
posiadaja budowe charakterystyczng dla receptoréw zwigzanych z biatkami G. Zbudowane sg
Z N-koncowej domeny zewnatrzkomoérkowej, siedmiu domen transbtonowych oraz krotkiej
domeny cytoplazmatycznej. Lokalizacja komorkowa tych receptoréw obejmuje gtownie btone
komorkowsa oraz btong retikulum endoplazmatycznego (ZHU iwsp. 2003a, b; FERNANDES
I wsp. 2005). Schemat budowy biatka btonowego receptora P4 - mPR przedstawiono na
Ryc. 6.

75 23 11 238 23 10 23 52 230823 15 23 13

wl HEEN  HEN o

Ryc. 6. Schemat budowy bialka blonowego receptora P4 - mPR (zmodyfikowane wg ZHU i wsp. 2003b).
Na czarno zaznaczono siedem domen transbtonowych, na szaro domeny zewnatrzkomérkowe, natomiast na
biato domeny cytoplazmatyczne. Numery oznaczaja ilosci aminokwasow w poszczegdlnych domenach.

Wiazanie P4 z blonowym receptorem mPR aktywuje rézne wewnatrzkomorkowe
szlaki sygnatowe, co prowadzi do specyficznej odpowiedzi komorki na ten hormon.
Wykazano, ze aktywacja receptorow mPR przez P4 moze hamowaé aktywno$¢ cyklazy
adenylanowej (CA) oraz obniza¢ poziom wewngtrzkomorkowego stezenia cyklicznego
adenozynomonofosforanu (cAMP) w komorkach. W konsekwencji dochodzi do pobudzenia
Sciezki sygnatowej zaleznej od kinazy MAP (ang. mitogen activated protein), ktora
uczestniczy w regulacji licznych procesow komorkowych, takich jak migracja, apoptoza oraz
proliferacja komorek (KARTERIS i wsp. 2006; GELLERSEN i wsp. 2009). Funkcja biatek mPR
nie jest jednak w pelni wyjasniona. Nalezy zaznaczy¢, Zze zmniejszenie poziomu cAMP
w komorce prowadzi do hamowania procesu steroidogenezy, natomiast aktywacja kinazy
MAP jest czeScia apoptozy w wielu typach komoérek. Wskazuje to na potencjalny udziat
receptorow mPR w promowaniu apoptozy komorek lutealnych 1 w konsekwencji regresji CL
(AMSTERDAM 1 wsp. 2003; PELUSO 2006). Stwierdzono réwniez, ze biatka te moga brac
udzial w zaptodnieniu (QIU iwsp. 2008), transporcie oocytow (NUTU iwsp. 2009) oraz
przygotowaniu macicy do implantacji blastocysty, cigzy oraz porodu (ASHLEY iwsp. 2006;
FERNANDES i wsp. 2005; DRESSING iwsp. 2011). Jednakze, doktadna funkcja fizjologiczna

biatek mPR nie jest w petni wyjasniona.
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Najnowsze badania wskazuja na mozliwy udzial receptorow mPR w powstawaniu
zmian nowotworowych. Wykazano wzrost poziomu ekspresji tych biatek w guzach jajnika
oraz piersi u kobiet (CHARLES 1 wsp. 2010; DRESSING i wsp. 2012). Natomiast
w endometrium stwierdzono udziat receptorow mPRa i mPRp w hamowaniu proliferacji
1 inwazyjnos$ci komoérek nowotworowych. Ponadto, analiza ekspresji mRNA 1 biatka mPRy
wykazata, ze wyzszy poziom tego receptora wigze si¢ z wickszymi szansami na
wyzdrowienie (SINREIH i wsp. 2018). Roznice te mogg by¢ konsekwencja odmiennego

dziatania P4 w poszczeg6lnych tkankach uktadu rozrodczego (KiM i wsp. 2013).

PGRMC1
PGRMC2

Src/Ras(+)

MAPK(+) #Z
PKG(+) A

cAMP(-)/MAPK(+)
PKC(+)/Ca?*(-)

Ryc. 7. Schemat genomowego (1) i pozagenomowego (2-5) dzialania progesteronu w komorce.

(1) dziatanie przez klasyczne jadrowe receptory P4 (PGR), (2) wptyw na jadrowe cytoplazmatyczne receptory
P4 zlokalizowane w poblizu btony komoérkowej, (3) zmiana ptynnosci blony komorkowej, (4) wiazanie P4
z receptorem PGRMC1 lub kompleksem PGRMCI/SERBPI, (5) aktywacja btonowych receptoréw P4 (mPR)
MAPK - kinaza biatkowa aktywowana przez mitogeny, PKC — kinaza biatkowa C, cAMP — cykliczny
adenozynomonofosforan, Ca?* - wewnatrzkomérkowe jony wapnia, PKG — kinaza biatkowa G, Src/Ras/MAPK
— szlak kinaz tyrozynowo-serynowych
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Podsumowujac, P4 moze oddzialywa¢ na komodrki docelowe zaréwno na drodze
genomowej, jak i niegenomowej (Ryc. 7). Mechanizm genomowy doprowadza do ekspresji
gendw docelowych 1 syntezy nowych bialek, natomiast mechanizm pozagenomowy
oddziatuje na rézne Sciezki transdukcji sygnalu, wplywajac na biatka juz istniejgce. Obie
drogi dziatania steroidu rownolegle biorg udzial w regulacji proceséw komoérkowych.
Mozliwe jest zatem, ze P4 docierajac do komorki, aktywuje rdownoczesnie synteze nowych
biatek oraz powoduje szereg zmian na poziomie btony komérkowej. Moze to mie¢ znaczenie
w przygotowaniu odpowiednich warunkéw do dziatania nowopowstatego biatka (STEFANO
2003). Integracja dwoch mechanizméw dziatania P4 prowadzi do prawidtowej regulacji

odpowiedzi komorki, tkanki, a w konsekwencji calego organizmu (PELUSO i PRU 2014).
3. Budowa i funkcje lozyska

3.1. Formowanie i budowa lozyska z uwzglednieniem lozyska krowy

Lozysko (placenta) jest tymczasowym narzadem taczacym uktady krwionosne ptodu
1 matki. Umozliwia ono prawidlowy przebieg ciazy 1 rozwdj ptodu. W tozysku wyrdznia si¢
cze$¢ ptodowsa (pars fetalis) oraz czgs¢ matczyng (pars materna). Pierwszg z nich stanowi
kosmowka, ktora powstaje z trofoblastu oraz mezodermy pozazarodkowej, natomiast drugg —
btona $§luzowa macicy (BIELANSKA-OSUCHOWSKA 2001).

Formowanie tozyska, okre§lane jako placentacja, rozpoczyna si¢ W momencie
implantacji blastocysty w blonie §luzowej macicy. Blastocyste tworzy jama wypetniona
ptynem (blastocel), ktora otoczona jest przez powierzchniowg warstweg komoérek (trofoblast).
Na jednym z biegundéw blastocelu grupa komorek zarodkowych tworzy wezet zarodkowy
(embrioblast) (KOVAR i wsp. 1985). W pierwszym etapie zetknigcie blastocysty ze Sluzowka
macicy prowadzi do intensywnych podziatéw trofoblastu. Namnozone komorki réznicujg si¢
na zewngetrzny syncytiotrofoblast oraz wewnetrzny cytotrofoblast. W fazie inwazji zarodka
syncytiotrofoblast wytwarza enzymy proteolityczne, umozliwiajagce wniknigcie zarodka do
glebiej lezacych warstw endometrium (JURA i KLAG 2005). Po implantacji blastocysty
rozpoczyna si¢ gastrulacja, w wyniku ktorej powstaja trzy listki zarodkowe: wewnetrzna
endoderma, zewngtrzna ektoderma oraz wnikajagca pomiedzy nimi mezoderma. Nastepnie,
w okresie zarodkowym, dochodzi do rozwoju narzadow (organogeneza) oraz blon
ptodowych. U ssakdw wyrodznia si¢ nastepujace btony ptodowe: pecherzyk zottkowy (saccus
vitellinus), owodni¢ (amnion), omocznig¢ (allantois) oraz kosmowke (chorion), bioraca udziat
w budowie tozyska. Kosmowka powstaje w wyniku namnazania si¢ komorek trofoblastu

1 pozazarodkowe] mezodermy S$ciennej. Otacza ona ptod od zewnatrz 1 laczy si¢ z blong
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Sluzowa macicy, tworzac ptodowag cze$¢ tozyska. Funkcjonalne potaczenie kosmowki

i endometrium mozliwe jest dzigki kosmkom znajdujacym si¢ na domacicznej powierzchni

kosmowki. Poczatkowo kosmki roztozone sa réwnomiernie, jednak w trakcie rozwoju

tozyska powierzchnia kosmowki réznicuje si¢ na czes¢ gladka, pozbawiong kosmkow

(chorion laeve) oraz czes¢ szorstka, pokryta kosmkami (chorion frondosum). Funkcja

kosmkoéw jest resorpcja substancji odzywcezych z krwiobiegu matki oraz przekazywanie ich

do zarodka, a takze wymiana gazowa (KOVAR i wsp. 1985; BIELANSKA-OSUCHOWSKA 2001;

JURA i KLAG 2005). Rozmieszczenie kosmkoéw oraz ich stopien penetracji blony §luzowej

macicy jest charakterystyczny w zaleznosci od gatunku zwierzat. Biorgc pod uwage

rozmieszczenie kosmkow na kosméwee, tozyska dzielimy na:

lozysko rozproszone (placenta diffusa, disseminanta) — charakteryzuje si¢
robwnomiernym rozmieszczeniem kosmkéw na calej powierzchni kosmowki,
wystepuje u klaczy i Swini,

lozysko wielokrotne lub liscieniowate (placenta cotyledonaria) - kosmki sg
zgrupowane w przestrzeniach zwanych liScieniami lub kotyledonami, ktérym ze
strony macicy odpowiadaja uwypuklenia endometrium macicy (brodawki maciczne),
wystepuje u przezuwaczy,

lozysko pierscieniowe lub popregowe (placenta zonaria) - posiada kosmki
rozmieszczone na kosmoéwce w postaci pasa utozonego wokot osi worka ptodowego,
ten typ tozyska wystepuje u zwierzat migsozernych,

lozysko tarczowe (placenta discoidea) - kosmki skupione sg na jednej przestrzeni

w ksztalcie kota, wystepuje ono u cztowieka i krolika (KOVAR i wsp. 1985).

W zalezno$ci od stopnia penetracji kosmkéw do blony $luzowej macicy wyrdznia si¢

nastepujace rodzaje tozysk:

nablonkowokosmoéwkowe (placenta epitheliochorialis) — kosmki wnikajg do krypt,
ktore sg utworzone przez nieuszkodzong blong §luzowa macicy, rodzaj ten wystepuje
u klaczy i $wini,

lacznokosméwkowe (placenta syndesmochorialis) — kosmki przenikaja przez
nablonek endometrium, osiggajac tkanke taczna, przez co oddzielenie bton
ptodowych od $luzéwki macicy podczas porodu jest trudniejsze niz w przypadku

lozyska nabtonkowokosmowkowego, wystepuje u przezuwaczy,
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¢ srodblonkowokosmowkowe (placenta endotheliochorialis) — kosmki przenikaja
przez nabtonek 1 tkanke laczng endometrium, wnikajg do naczyn krwiono$nych, nie
perforujac przy tym ich $cian, rodzaj ten wystepuje u zwierzat migsozernych,

e krwiokosmowkowe (placenta haemochorialis) — kosmki kosméwki wnikaja do
$wiatta naczyn krwiono$nych endometrium, wystgpuje ono u cztowieka, gryzoni

i niektorych gatunkéw matp (KOVAR 1 wsp. 1985; BIELANSKA-OSUCHOWSKA 2001).

Lozyska nabltonkowokosmowkowe 1 tgcznokosmoéwkowe nalezg do lozysk
rzekomych (semiplacenta), nazywanych inaczej nieinwazyjnymi. W przypadku tych tozysk
kosmki wchodza w $cisty kontakt z btong §luzowa macicy, lecz jej nie przenikaja. Lozyska
srodbtonkowokosméwkowe i krwiokosmowkowe sg natomiast tozyskami prawdziwymi lub
inwazyjnymi (placenta vera), gdyz kosmki penetrujg blong $luzowa macicy w réznym
stopniu. U zwierzat posiadajacych tozyska rzekome btona $luzowa macicy podczas porodu
nie zostaje uszkodzona, natomiast u zwierzat z lozyskiem prawdziwym czgs$¢ btony sluzowej
oddziela si¢ wraz z blonami ptodowymi (KOVAR i wsp. 1985).

Lozysko krow jest nieinwazyjne i liScieniowate. Nazwa ta pochodzi od rozwijajacych
si¢ na powierzchni kosméwki licieniom (kotyledonom), posiadajacym rozgalezione kosmki
wnikajagce w krypty brodawek macicznych (caruncula), znajdujacych si¢ na obszarze blony
sluzowej macicy. W obrgbie brodawek macicznych tkanka taczna jest zgrubiata 1 tworzy zbita
warstwe pod nablonkiem macicy. Warstwa ta charakteryzuje si¢ wystepowaniem licznych
wlosowatych naczyn krwiono$nych i brakiem uj$¢ gruczotow macicznych, ktore znajdujg sie

jedynie w obszarze migdzybrodawkowym (BIELANSKA-OSUCHOWSKA 2001). Miejsca
potaczen kotyledondw z kryptami brodawek macicznych okresla si¢ jako placentomy lub
tozyszcza. W macicy ci¢zarnej krowy liczba brodawek macicznych waha si¢ od 70 do 100.
Tworza one placentomy o wymiarach okoto 10-12 cm dlugosci 1 3-4 cm szerokosci. Wzdtuz
rogu macicy placentomy ulozone sg zazwyczaj w czterech rzedach. Catkowita powierzchnia
styku pomigdzy btong $luzowa macicy a kosmowka, czyli rozgatezionej struktury wszystkich
dojrzatych tozyszcz cigzarnej macicy, wynosi okoto 130 m? (SCHLAFER 2002). Pomiedzy
placentomami, gdzie kosmoéwka ptlasko przylega do endometrium, wystepuja obszary
miedzyplacentomalne (MORDAK 2011). Schemat budowy potaczenia matczyno-ptodowego
przedstawiono na Ryc. 8. Kosmowka krowy zbudowana jest z dwdch blaszek. Na poczatku
cigzy wystepuje jedynie blaszka zewngtrzna (lamina externa), natomiast pozniej tworzy si¢

rébwniez blaszka wewngtrzna (lamina interna), catkowicie wyksztalcona okoto 5 miesigca
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cigzy. Jedynie zewnetrzna blaszka kosmowki przylega do btony §luzowej macicy (JAINUDEEN
i HAFEZ 1980).

Przez wigkszo$¢ ciazy u krow tozysko ma charakter nablonkowo-kosmowkowy, gdyz
trofoblast styka si¢ bezposrednio z nabtonkiem macicy. Wsrdéd komorek trofoblastu wyrdznia
si¢ komorki jednojadrzaste (mononuklearne), ktore posiadaja gtownie funkcje fagocytarne
oraz komorki dwujadrzaste (binuklearne), odpowiadajace za produkcje hormonow (P4, E2,
laktogen, prostaglandyny i inne). Komorki binuklearne, stanowigce okoto 20% wszystkich
komorek trofoblastu, majg rowniez zdolno$¢ migracji z zewngtrznej warstwy kosmowki
w kierunku blony sluzowej macicy. Dzieki migracji tych komorek oraz ich fuzji z komorkami
nablonka macicy, powstaja hybrydowe trojnuklearne komorki (syncytium). Ztozone sa one
z binuklearnej komorki ptodu i mononuklearnej komorki endometrium matki. W wyniku tych
zmian histologicznych dochodzi do sptaszczania lub zanikania komoérek endometrialnych,
dzigki czemu tozysko nabtonkowokosméwkowe stopniowo przeksztatca sie¢ w lozysko

tacznokosmowkowe (WOODING 1992; HOFFMAN | WOODING 1993).

kosmki/krypty
brodawek macicznych obszar kosmowka

miedzyplacentomalny

placentom —

Ryc. 8. Schemat budowy polaczenia matczyno-plodowego w obrebie lozyska krowy (zmodyfikowane
wg Davies i wsp. 2000).

3.2. Funkcje lozyska

Lozysko podczas trwania cigzy pelni wiele funkcji, umozliwiajacych prawidlowy
wzrost 1 rozw¢j ptodu. Do najwazniejszych funkcji tozyska zalicza si¢ dostarczanie substancji
odzywczych oraz usuwanie produktow przemiany materii, wymiana gazowa miedzy matka
a ptodem, a takze wytwarzanie hormonow niezbgdnych dla wlasciwego rozwoju cigzy.

Lozysko zapewnia dostarczanie substancji odzywczych, koniecznych dla wlasciwego
rozwoju ptodu, takich jak: aminokwasy, biatka, we¢glowodany, kwasy tluszczowe, glicerol,
sole mineralne oraz witaminy. Ponadto, tozysko jest odpowiedzialne za usuwanie

szkodliwych produktow metabolizmu ptodu: kwasu moczowego, mocznika, bilirubiny, czy
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dwutlenku wegla. Transport substancji przez tozysko odbywa si¢ na drodze dyfuzji prostej,
dyfuzji ulatwionej (wspomaganej), transportu pgcherzykowego (endocytozy, egzocytozy,
fagocytozy) oraz transportu aktywnego (JURA i KLAG 2005). Lozysko odpowiada rowniez za
wymiane gazowa pomiedzy matkg a ptodem. W okresie plodowym ptuca ptodu sg zapadnigte,
stabo ukrwione i wypelione woda owodni, dlatego tez tozysko pelni rolg¢ narzadu
oddechowego (BIELANSKA-OSUCHOWSKA 2001). Ponadto, tozysko stanowi barier¢
immunologiczng pomi¢dzy matkg a ptodem, dzigki czemu przeciwko zarodkowi nie zostaje
skierowana odpowiedZz immunologiczna matki. Lozysko w trakcie cigzy pelni tez role
gruczotu dokrewnego 1 selektywnej bariery zabezpieczajacej rozwijajacy si¢ ptod przed
dostawaniem si¢ nadmiernych ilo§ci hormonéw (zwlaszcza glikokortykoidow) z organizmu
matki. Wytwarza zar6wno hormony steroidowe, peptydowe i glikoproteinowe, jak rowniez
cytokiny i czasteczki sygnatlowe (HEAP 1994; BIELANSKA-OSUCHOWSKA 2001; JURA i KLAG
2005). Wydzielane s3 one gldwnie do krwi matki, dzieki czemu prowadza do regulacji
okreslonych proceséw fizjologicznych, koniecznych do prawidtowego przebiegu cigzy

i porodu (JURA i KLAG 2005).
3.3. Lozysko jako gruczol dokrewny

Poczatkowo zrodtem P4 u wszystkich ssakow jest CL, ktore u niektorych gatunkéw
pozostaje jedynym istotnym zrodtem tego hormonu przez caly okres cigzy
z niewielkim udziatlem tozyska (koza, $winia), lub nawet jego brakiem (pies). W przypadku
takich gatunkow jak owca czy kon, tozysko przejmuje produkcj¢ P4 po charakterystycznym
dla danego gatunku okresie cigzy (MEYER 1994; MITCHELL i TAGGART 2009). U kroéw przez
caly przebieg cigzy tozysko przyczynia si¢ tylko w niewielkim stopniu do matczynego
poziomu P4, ktory przewaznie jest pochodzenia lutealnego (ESTERGREEN i wsp. 1967; DAY
1977; JOHNSON i wsp. 1981). Stezenie P4 w tkance lozyska znacznie wzrasta w pigtym
1 szOstym miesigcu cigzy, osiggajac maksymalne wartosci w liscieniach okoto 50 ng/g mokre;j
tkanki w 6smym i dziewigtym miesigcu (SCHULER i wsp. 1999).

Waznymi dla przebiegu ciazy hormonami steroidowymi produkowanymi przez
tozysko sa réwniez estrogeny. Ilo$¢ tych hormonéw w trakcie cigzy stopniowo wzrasta,
a najwyzszy poziom we krwi osiggajg przed porodem (za wyjatkiem psa, gdzie w okresie
okotoporodowym ilo$¢ estrogendw spada). Do estrogendw wytwarzanych przez lozysko
zalicza si¢: estron (E1), estradiol (E2) oraz estriol (E3). Pierwsze dwa syntetyzowane sa
z siarczanu dehydroandrosteronu, pochodzacego z krwi matki i ptodu. Siarczan ten jest
hydrolizowany 1 przeksztalcany w androstendion, a ten nast¢pnie aromatyzowany w El.

Czes¢ powstatego El1 jest redukowana do E2. Estriol natomiast jest syntetyzowany
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z siarczanu hydroksydehydroandrosteronu, ktory powstaje w  watrobie  ptodu
z wyprodukowanego w nadnerczach plodu siarczanu dehydroandrosteronu (BIELANSKA-
OsucHowskA 2001). Estrogeny wystepuja gléwnie w postaci skoniugowanej z grupa
siarczanowa, ktora usuwana jest dzigki sulfatazie — fozyskowemu enzymowi hydrolizujagcemu
(JANOWSKI | ZDUNCZYK 1995; MORDAK 2011). Synteza poszczegdlnych estrogenow rozni si¢
w zaleznosci od gatunku. U krowy do krwi matki przechodzi gtownie E1 oraz E2 (ELEY
I wsp. 1979; HOFFMANN 1 wsp. 1997). Estrogeny tozyskowe u tego gatunku odgrywaja
gtéwnie role w trakcie porodu poprzez wzrost pobudliwosci miesnidéwki macicy oraz biorg
udziat w rozwoju gruczotu mlekowego, przygotowujac go do laktacji (SAWYER i wsp. 1986;
SCHAMS i wsp. 2003). Poziom tych hormondéw zaczyna jednak znacznie wzrasta¢ juz migdzy
120 a 150 dniem cigzy (HOFFMANN i wsp. 1997). Poza tym, estrogeny biorg udziat
w réznicowaniu komorek trofoblastu oraz reguluja wzrost tozyska poprzez stymulacje
proliferacji nablonka brodawek macicznych (PEPE i ALBRECHT 1999; SCHULER i wsp. 2000).
Wplywaja réwniez na ekspresje kluczowych czynnikow wzrostu niezbednych w procesie
tozyskowej angiogenezy (ALBRECHT i PEPE 2010).

Lozysko jako gruczot dokrewny, jest zdolne rowniez do produkcji prostaglandyn
(AROSH i wsp. 2004). Hormony te naleza do grupy eikozanoidow i sg pochodnymi
wielonienasyconych kwaséw thuszczowych, gléwnie kwasu arachidonowego (AA) (GOFF
2004; SIrRoIS i wsp. 2004). Kwas arachidonowy wystepuje w formie zestryfikowanej
z fosfolipidami btonowymi (GOFrF 2004). W pierwszym etapie biosyntezy PGs dochodzi do
uwolnienia AA z fosfolipidow blonowych, dzicki zaleznej od jonéw Ca?* cytozolowej
fosfolipazie A2 (cCPLA2) (CLARK i wsp. 1991, 1995; GoFF 2004). Nastepnie, wolny AA jest
przeksztatcany do PGG2 w reakcji katalizowanej przez cyklooksygenaze (COX), ktoéra
wystepuje w dwoch izoformach: COX-1 i COX-2. Obie izoformy wykazuja u bydta
aktywno$¢ zard6wno w obrebie placentomow, jak 1 obszardw miedzyplacentomalnych (AROSH
i wsp. 2004). W kolejnym etapie, PGG2 ulega redukcji do PGH2, ktéra w zaleznos$ci od
aktywnych w komorce enzymoéw, ulega przemianom do okreslonego typu eikozanoidu:
prostaglandyny, prostacykliny lub tromboksanu (MADORE i wsp. 2003; GorrF 2004).
Prostaglandyny, podobnie jak hormony steroidowe, biora udziat w procesach
zaangazowanych w przebieg cigzy i porodu (AROSH i wsp. 2004). Ich oddzialywanie na
komorki docelowe odbywa si¢ poprzez receptory zwigzane z biatkiem G oraz receptory
jadrowe (GOFF 2004; SIrROIS 1 wsp. 2004). Prostaglandyna F20 bierze udzial
W przygotowaniu btony §luzowej macicy do implantacji blastocysty oraz jako czynnik

luteolityczny wptywa na regresje cigzowego CL (MCCRACKEN i wsp. 1999; KRZYMOWSKI
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i PrRzAarA 2005). Luteoliza inicjowana przez PGF2a u krow odbywa si¢ przed porodem,
natomiast u ludzi - we wczesnej cigzy (STocco i wsp. 2007). Ponadto, PGF2a bierze udziat
W pobudzaniu kurczliwo$ci miometrium przed porodem (AROSH i wsp. 2004). Prostaglandyna
E2, w przeciwienstwie do PGF2a, jest czynnikiem luteotropowym, wspierajagcym
funkcjonowanie CL (PRATT i wsp. 1977; MAGNESS i wsp. 1981). Prostaglandyna ta zwigksza
rowniez przeplyw krwi przez cigzarng macice (KRzyMOWsKI i PrzAara 2005). Obie
prostaglandyny petniag wazng role w separacji blon ptodowych podczas porodu (GROSS
i WILLIMAS 1988; LEIDL 1980).

3.4. Receptory progesteronu w lozysku

Lozysko stanowi zaréwno miejsce syntezy, jak 1 dziatania P4, co wskazuje na
obecno$¢ receptoréw P4 w obrebie tego narzadu. Ekspresje jadrowych receptoréw P4 na
poziomie mRNA i biatka wykazano dotychczas w tozysku cztowieka, owcy i1 krowy (PERROT-
APLANAT i wsp. 1994; SPENCER 1 BAzER 1995; SCHULER i wsp. 1999; BAIRAGI
i wsp. 2018; BUNMA i wsp. 2020). Badania PERROT-APLANAT i wsp. (1994) wskazuja, ze
PGR u cztowieka wykazuje ekspresj¢ na statym poziomie przez cala cigz¢ w komodrkach
zrebu 1 $cian tetnic spiralnych endometrium. Ponadto, wykazano obecno$¢ tych receptorow
w ludzkich btonach ptodowych oraz doczesnej (GOLDMAN i SHALEV 2007). W tozysku krowy
ekspresje  PGR zlokalizowano jedynie w komorkach zrebu i1 naczyn krwiono$nych
endometrium (SCHULER i wsp. 1999; Boos i wsp. 2006). Ekspresje blonowych receptorow P4
wykazano natomiast w tozysku cztowieka (KARTERIS i wsp. 2006; FERNANDES i wsp. 2005,
ZACHARIADES i wsp. 2012) i owcy (REYNOLDS i wsp. 2015; BUNMA i wsp. 2020). W tozysku
krowy wykazano ekspresje¢ mRNA 1 biatka dla PGRMCI 1 PGRMC2. Receptory te
zlokalizowano zaréwno w komorkach nabtonka, zrgbu i §rodbtonka naczyn krwiono$nych
endometrium oraz w kosmowce (BEYER i wsp. 2017).

Dotychczas nie s3 znane czynniki, ktore moga mie¢ wptyw na ekspresje jadrowych
1 btonowych receptorow P4 w lozysku. Liczne badania wskazujg na wpltyw steroidow na
ekspresje tych receptorow w uktadzie rozrodczym samicy (SPENCER i BAZER 1995; KARTERIS
i wsp. 2006; GELLERSEN i wsp. 2009). Sugeruje si¢ rowniez, ze za regulacje ekspres;ji
receptorow P4 moga odpowiada¢ uwalniane w trakcie cigzy cytokiny 1 czynniki wzrostu,
ktore biorg udzial w regulacji matczynego uktadu immunologicznego, implantacji zarodka
oraz pobudzaniu wzrostu i roznicowania tozyska (POLLARD 1990; ROBERTSON i wsp. 1994,
SZEREDAY 1 wsp. 1997). Biorac pod uwage kluczowa role P4 w zapoczatkowaniu
1 przebiegu cigzy, poznanie mechanizmoéw dzialania P4 w lozysku oraz czynnikow

regulujacych te procesy ma istotne znaczenie.
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Biorgc pod uwage dotychczasowa wiedze na temat szerokiego zakresu dziatania P4
w okresie cigzy, istotnym wydaje si¢ okreslenie ekspresji i lokalizacji blonowych receptorow
P4 oraz zdefiniowanie czynnikow zaangazowanych w ich regulacje¢ w tozysku krowy
W czasie cigzy.

Hipoteza badawcza

Progesteron uczestniczy w regulacji funkcji tozyska krowy na drodze pozagenomowej
poprzez aktywacj¢ receptorOw btonowych P4, ktorych ekspresja jest regulowana przez
hormony steroidowe, cytokiny i czynniki wzrostu produkowane lokalnie w macicy i tozysku.

Cel pracy

Celem badan jest okreslenie czynnikdéw regulujacych ekspresje btonowych receptorow
P4 w tozysku oraz zdefiniowanie odpowiedzi komorek tozyska zaleznie od ich genomowego
lub pozagenomowego pobudzenia przez PA4.

Cele szczegolowe
1. Okreslenie poziomu ekspresji mRNA oraz immunolokalizacji bialek btonowych

receptorow P4 w tozysku krowy w drugim trymestrze cigzy.

2. Okreslenie czynnikow biorgcych udzial w regulacji ekspresji btonowych receptorow P4

w tozysku krowy w drugim trymestrze cigzy:

A. Zbadanie wptywu hormonéw steroidowych (P4, E2 oraz P4 podanego tacznie z E2) na
ekspresje blonowych receptorow P4 w skrawkach placentomoéw tozyska krowy.

B. Okreslenie udzialu wybranych cytokin: czynnika martwicy nowotworu (TNF) a,
interleukiny (IL) 1, IL6, IL8, interferonu (INF) y oraz czynnika hamujacego biataczke
(LIF) w regulacji ekspresji blonowych receptorow P4 w skrawkach placentoméw
tozyska krowy.

C. Okreslenie udziatu wybranych czynnikdw wzrostu: czynnika wzrostu naskorka (EGF),
czynnika wzrostu fibroblastow (FGF7), insulinopodobnego czynnika wzrostu (IGF1),
czynnika wzrostu $rodbtonka naczyniowego (VEGF) oraz transformujacego czynnika
wzrostu (TGF) B w regulacji ekspresji btonowych receptorow P4 w skrawkach

placentoméw tozyska krowy.
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3. Zdefiniowanie odpowiedzi komorek tozyska na P4 zaleznie od ich genomowego lub
pozagenomowego pobudzenia:

A. Okreslenie wptywu inhibitora transkrypcji (aktynomycyna D; ActD), antagonisty PGR
(mifepriston; RU486), inhibitora PGRMCL1 (AG205), koniugatu P4-BSA na ekspresje
btonowych receptoréw P4 w skrawkach placentoméw tozyska krowy.

B. Okreslenie wptywu P4 podanego z ActD, RU486, AG205 oraz koniugatem P4-BSA

na ekspresj¢ blonowych receptorow P4 w skrawkach placentoméw tozyska krowy.
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1. Material badawczy

Materiatem do badan byty macice uzyskane od ci¢zarnych krow (n=5) w drugim
trymestrze cigzy (4-6 miesigc). Wybdr drugiego trymestru cigzy do badan zwigzany jest
ze stopniem rozwoju tozyska w tym okresie. Lozysko w drugim trymestrze ma uksztattowany
charakter nabtonkowo-kosmowkowy, placentomy sg juz uksztaltowane, a produkcja P4
odbywa si¢ gltownie przez CL. Pobrane bezposrednio po uboju macice transportowano
w ciggu godziny w roztworze 0,9% NaCl w tazni lodowej (temperatura okoto 4°C) do
laboratorium Zaktadu Fizjologii i Toksykologii Rozrodu Instytutu Rozrodu Zwierzat i Badan
Zywnosci Polskiej Akademii Nauk w Olsztynie. Miesiac cigzy okreslono na podstawie cech
morfologicznych tozyska i plodu oraz korzystajac ze wzoru Kellera: x(x+2)=dtugos¢ ptodu,
gdzie niewiadomg x jest czas trwania cigzy (SALISBURY i VANDEMARK 1961;

JAINUDEEN i HAFEZ 1980).

2. Preparacja skrawkow placentomow, endometrium i kosmowki gladkiej

Skrawki placentoméw z zachowaniem polaczen matczyno-ptodowych wyizolowano
wedtug modelu badawczego opracowanego w Zaktadzie Fizjologii i Toksykologii Rozrodu
IRZiBZ PAN, umozliwiajacego badanie funkcji tozyska in vitro (WOJCIECHOWSKA i wsp.
2015). Model ten, jako jednostka strukturalna tozyska, oddaje status fizjologiczny tego
narzadu, dlatego skrawki placentoméw wykorzystano we wszystkich przeprowadzonych
doswiadczeniach. Placentomy pozyskane z ci¢zarnej macicy krowy podzielono na skrawki
o grubos$ci 1-2 mm, a nastepnie poci¢to na skrawki o masie 60-80 mg.

Skrawki endometrium 1 kosmoéwki gladkiej cigzarnej macicy krowy pozyskano
z obszaréw mig¢dzyplacentomalnych i1 postuzyly one jedynie do okreslenia poziomu ekspresji
gené6w blonowych receptorow P4. Kosmowke gladka mechanicznie oddzielono od
endometrium, a nastgpnie wykorzystang w badaniach blaszke zewnetrzng kosmowki
odseparowano od blaszki wewnetrznej. Endometrium oddzielono od miometrium i poci¢to na
skrawki 0 masie 60-80 mg, natomiast fragmenty kosmowki gtadkiej podzielono na skrawki
wielkosci 1x1 cm.
3. Warunki inkubacji skrawkow lozyska

Pozyskane pojedyncze skrawki placentomow, kosmowki gladkiej i endometrium
inkubowano w medium M199 bez dodatku czerwieni fenylowej z dodatkiem 2% ptodowe;j
surowicy bydlecej (FCS; ang. fetal calf serum), 10% ptynu owodniowego (AF; ang. amniotic

fluid) oraz antybiotykow: gentamycyny (20 pg/ml) oraz amfoterycyny (5 upg/ml),
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w warunkach: temperatura 37,5°C, atmosfera mieszaniny powietrza i 5% CO; wedlug
procedury opracowanej przez WOJCIECHOWSKA i wsp. 2015.
4. Opis przebiegu doswiadczen
Doswiadczenie 1. Okreslenie poziomu ekspresji blonowych receptorow progesteronu
w loZysku krowy: placentomach, endometrium i kosmowce gladkiej.

Skrawki placentomow, endometrium 1 kosmowki gtadkiej po 24 godzinnej inkubacji
w medium hodowlanym zebrano, zamrozono i przechowywano w temperaturze -80°C do
czasu okre$lenia poziomu ekspresji btonowych receptoréw P4 metodg Real-Time PCR.
Doswiadczenie 2. Okreslenie immunolokalizacji blonowych receptorow progesteronu
w loZysku krowy.

Placentomy, bezposrednio po izolacji, podzielono na skrawki o grubosci okoto 1 cm,
a nast¢pnie utrwalono poprzez umieszczenie w 4% roztworze paraformaldehydu (PFA). Tak
przygotowane skrawki pozostawiono do dalszych etapow zwigzanych z barwieniem
immunohistochemicznym (IHC).
Doswiadczenie 3. Okreslenie udzialu hormonow steroidowych w regulacji ekspresji
blonowych receptorow progesteronu w skrawkach placentomow tozyska krowy.

Skrawki placentoméw poddano dwugodzinnej preinkubacji w medium hodowlanym,
a nast¢pnie inkubowano przez 6 i 24 godziny z:

a) medium kontrolnym;

b) P4 (dawki: 105, 10, 107 M),

¢) E2 (dawki: 108, 10°,10° M),

d) P4 podanym tacznie z E2 (P4/E2; dawki: 10°/108, 10/10°, 107/101° M),

e) AA (10° M) jako kontrolg pozytywna.

Doswiadczenie 4. Okreslenie udziatu cytokin i czynnikow wzrostu w regulacji ekspresji
blonowych receptorow progesteronu w skrawkach placentomow tozyska krowy.

Skrawki placentoméw poddano dwugodzinnej preinkubacji, a nastepnie inkubowano
przez 6 i 24 godziny z:

a) medium kontrolnym,

b) cytokinami: TNFa (dawki: 10, 100 ng/ml), IL1 (dawki: 1, 10 ng/ml), IL6 (dawki: 1, 10
ng/ml), IL8 (dawki: 1, 10 ng/ml), INFy (dawki: 10, 100 ng/ml), LIF (dawki: 10, 100
ng/ml),

¢) czynnikami wzrostu: EGF (dawki: 1, 10 ng/ml), FGF7 (dawki: 1, 10 ng/ml), IGF1
(dawki: 10, 100 ng/ml), VEGF (dawki: 5, 50 ng/ml) i TGFp (dawki: 5, 20 ng/ml).
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Doswiadczenie 5. Zdefiniowanie odpowiedzi komorek toiyska na progesteron zaleinie od
ich genomowego lub pozagenomowego pobudzenia.

Skrawki placentoméw, po dwugodzinnej preinkubacji w medium hodowlanym,
inkubowano przez 6 i 24 godziny z:

a) medium kontrolnym,

b) P4 (dawka: 10° M),

c) ActD (dawka: 250 ng/ml),

d) RU486 (dawka: 10° M),

e) AG205 (dawka: 2x10° M),

f) koniugatem P4-BSA (dawki: 10, 100 ng/ml),

g) oraz P4 tacznie z kazdym wymienionym czynnikiem.

Po zakonczeniu inkubacji medium hodowlane zebrano do proboéwek, dodano
stabilizator PG (10 pl 0,3 M EDTA w 1% kwasie acetylosalicylowym) i przechowywano
w temperaturze -20°C do czasu oznaczenia stezenia hormondéw. Natomiast skrawki
umieszczono w temperaturze -80°C i pozostawiono do dalszych analiz.

Wszystkie do§wiadczenia wykonano w pigciu powtdrzeniach, poza analiza IHC, ktora
wykonano w trzech powtorzeniach. Kazda ci¢zarna macica krowy stanowila oddzielny
eksperyment w obrebie ktorego czynniki podawano w trzech powtorzeniach.

5. Metody analityczne
5.1. Ocena zywotnosci skrawkow

Wplyw uzytych podczas inkubacji czynnikow na zywotnos¢ skrawkow placentomow
zbadano testem kolorymetrycznym z uzyciem czynnika AlamarBlue (Thermo Fisher
Scientific, USA). Test ten pozwala na ocen¢ aktywno$ci dehydrogenazy mitochondrialne;
w odniesieniu do kontroli. Substratem jest resazuryna o niebieskiej barwie, ktora w procesach
oksydoredukcyjnych przeksztalcana jest w rézowa resorufing. Zywe komorki aktywnie
konwertuja resazuryn¢ w resorufing, ktorej pomiar moze by¢ przeprowadzony
spektrofotometrycznie lub fluorymetrycznie. Intensywno$¢ zmierzonej fluorescencji jest
proporcjonalna do liczby zywych komoérek (KWACK i LYNCH 1999; O’BRIEN i wsp. 2000).

Skrawki placentoméw poddano dwugodzinnej preinkubacji w 2 ml medium M199
z 2% FCS, 10% AF oraz antybiotykami, a nastgpnie inkubowano przez 24 godziny
z badanymi czynnikami, podanymi w najwyzszych stezeniach. Nastgpnie zmieniono medium,
dodano 200 pl odczynnika AlamarBlue i proby inkubowano przez kolejne 6 godzin.

W doswiadczeniu jako probe Slepa wykorzystano medium hodowlane bez skrawka
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z odczynnikiem AlamarBlue, a jako kontrole negatywng zastosowano staurosporyn¢
(1 pg/ml). Po okresie inkubacji, 200 pul medium hodowlanego przeniesiono na plytke
96-dotkowa i1 zmierzono absorbancje przy dlugosci fal 570/600 nm za pomoca czytnika
Multiscan EX Labsystem (Finland).

5.2. Oznaczenie stezenia hormonéw w medium pohodowlanym

Aktywnos$¢ wydzielniczg skrawkow placentomow podczas inkubacji z czynnikami
do$wiadczalnymi sprawdzono poprzez pomiar st¢zenia steroidow (P4, E2) oraz prostaglandyn
(PGE2 1 PGF20) w medium. Gtéwnym wskaznikiem reaktywnosci inkubowanych tkanek
powinien by¢ wzrost sekrecji PGF2a po inkubacji z AA, ktéry stanowi podstawowy substrat
w syntezie prostaglandyn. Ponadto, badania FRANCZAK i KOTWICA (2008) wykazaty, ze P4
stymuluje wydzielanie E2 z ci¢zarnej macicy §wini, dlatego oznaczenie st¢zenia E2 moze by¢
kolejnym wskaznikiem aktywnosci wydzielniczej inkubowanych skrawkow placentomow.

Koncentracje P4, E2, PGE2 i PGF2a oznaczono za pomoca analiz enzymatyczno-
immunologicznych (EIA). W zaleznosci od oznaczanego hormonu zastosowano nastgpujace
przeciwciala pierwszorzgdowe:

e P4 - przeciwciata anty-P4 (otrzymane od prof. S. Okrasa, UWM, Olsztyn)
w rozcienczeniu 1:50 000 oraz P4 znakowane peroksydaza chrzanowa (P4-HRP)
w rozcienczeniu 1:70 000,

o E2 - przeciwciala anty-E2 (otrzymane od prof. G. L. Williams, A&M Texas
University, College Station, USA) w rozcienczeniu 1:90 000 oraz E2-HRP
w rozcienczeniu 1:90 000,

e PGE2 - przeciwciata anty-PGE2 (otrzymana od prof. W. W. Thatcher, University of
Floryda, Gainesville, USA) w rozcienczeniu 1:50 000 i PGE2-HRP (1:40 000),

e PGF2a - wykorzystano pomiar skorelowanego PGFM (13,14-dihydro-15-keto-
PGF2a, metabolit PGF2a), dlatego oba terminy w pracy sg uzywane zamiennie, uzyto
przeciwcial anty-PGFM (otrzymane od prof. W. J. Silvia, University of Kentucky,
USA) w rozcienczeniu 1:50 000 oraz PGFM-HRP (1:70 000).

Wszystkie przeciwciata rozcienczono w buforze EIA (NaxHPOs4, NaCl, woda
dejonizowana, pH 7,2 z 0,1% BSA i 0,5% stabilizatorem prostaglandyn przy oznaczeniu
PGs). Do oznaczefh wykorzystano 96-dotkowa polistyrelowa plytke pokryta drugorzedowymi
przeciwcialami - owczymi, przeciw y-globulinie krélicze;.

W pierwszym etapie analizy na 96-dotkowg plytke dodano, w dwoch powtorzeniach,
odpowiednig ilo$¢ standardow i badanych prob (30 pl w przypadku P4 i PGFM, 50 pl PGE2
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1 100 ul E2). Nastepnie dodano po 100 pl przeciwciat pierwszorzgdowych (oprocz proby
Slepej) oraz 100 ul przeciwcial znakowanych peroksydaza chrzanowsa. Tak przygotowana
ptytke inkubowano przez 18-24 godziny w 4°C, w zaciemnionym miejscu. W kolejnym etapie
usunig¢to caty roztwor z plytki 1 czterokrotnie plukano roztworem Tween 80. Nastepnie
dodano 150 ul buforu A+B (bufor A: Urea Hydrogen Peroxide, jednowodny kwas cytrynowy,
Na:HPOs, pH 5; bufor B: tetramethylbenzydyna, 4% dimetylosulfotlenek, jednowodny kwas
cytrynowy, pH 2,4) 1 plytk¢ zabezpieczong przed dostgpem $wiatta, inkubowano
w temperaturze 36°C przez 45 minut z mieszaniem. Nastepnie dodano 50 ul 2M H2SOa.
Wykonano pomiar absorbancji przy dlugosci fali 450 nm z wykorzystaniem czytnika
Multiscan EX Labsystem (Helsinki, Finland). Parametry pomiaru st¢zen badanych hormonow
przedstawiono w Tabeli 1. W zaleznosci od doswiadczenia przeprowadzono oznaczenia
stezenia nastepujacych hormonow:

e Doswiadczenie 3 - P4, E2, PGE2, PGFM:;

e Doswiadczenie 4 — P4, PGFM;

e Doswiadczenie 5 — P4, E2, PGE2, PGFM.

Tabela 1. Parametry pomiaru stezen badanych hormonow.

Zasieg krzywej Wspotezynnik Wspotezynnik
Oznaczany hormon standardowej zmiennosci zmiennosci
(ng/ml) wewnatrzseryjnej (%) miedzyseryjnej (%)
P4 0,1-25,00 7,13 10,86
E2 0,00625-1,60 9,22 10,26
PGE2 0,078-20,00 8,05 8,32
PGFM 0,0625-16,00 8,03 9,14

5.3. Pomiar ekspresji badanych genow z wykorzystaniem techniki Real-Time PCR

5.3.1. Izolacja RNA

Izolacje¢ RNA przeprowadzono przy uzyciu zestawu Total RNA (A&A Biotechnology,
Polska) opartego na zmodyfikowanej metodzie CHOMCZYNSKIEGO i SACCHI (1987). Izolacje
poprzedzono homogenizacja skrawkow kosmowki, endometrium i placentomow. W tym celu
skrawki zamrozono w cieklym azocie (-196°C), a nastgpnie rozdrobniono za pomoca
homogenizatora Retsch MM 200 (Germany). Otrzymany homogenat rozpuszczono w 800 pl
fenozolu. W kolejnym etapie do préb dodano 200 pl chloroformu i proby delikatnie mieszano
poprzez kilkukrotne odwracanie probowki. Nastgpnie proby pozostawiono na 3 minuty

w temperaturze pokojowej, po czym wirowano przez 10 minut z predkoscig 12 000 obr./min.
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Gorng frakcje (okoto 450 pl) przeniesiono do nowych probowek typu Eppendorf
i dodano 250 pl izopropanolu. Cato$¢ doktadnie wymieszano, naniesiono na minikolumne do
izolacji RNA, a nastgpniec wirowano przez minut¢ (prgdkos¢ 12 000 obr./min).
Po zakonczonym wirowaniu kolumn¢ do izolacji RNA przeniesiono do nowej probowki
1 dodano 700 pl roztworu ptuczacego, po czym ponownie wirowano w tych samych
warunkach. Phlukanie roztworem i wirowanie powtdrzono dwukrotnie, po czym kolumne
przeniesiono do nowej proboéwki i dodano 200 pl roztworu phluczacego. Proby wirowano
2 minuty z predko$cig 12 000 obr./min, po czym kolumny umieszczono w nowych, jatowych,
wolnych od RNA-z probéwkach. Na ztoze krzemionkowe na dnie kolumny naniesiono 100 pl
jalowej wody wolnej od RNA-z. Calo$¢ pozostawiono na 3 minuty w temperaturze
pokojowej, po czym wirowano minut¢ z predkoscig 12 000 obr./min. Wyizolowane RNA

przechowywano w temperaturze -80°C do czasu przeprowadzenia dalszych analiz.

5.3.2. Odwrotna transkrypcja

Jakos¢ i ilo§¢ wyizolowanego RNA oznaczono za pomocg spektrofotometru Nanodrop
1000 (Thermo Scientific, USA) przy dtugosci fal 260/280 nm z wykorzystaniem programu
Nanodrop 1000. Stosunek absorbancji 260/280 nm wszystkich badanych prob miescit si¢
pomiedzy 1,8 a 2,0, co oznacza czysto$¢ wyizolowanego RNA na odpowiednim poziomie.
Na podstawie oznaczonej ilosci RNA, proby rozcienczono jalows, wolng od RNA-z woda do
koncentracji 1 pg/ul i przeniesiono do probéwek typu PCR. Proces odwrotnej transkrypcji
przeprowadzono przy uzyciu zestawu komercyjnego — ‘RT-PCR by Thermo Maxima cDNA
Synthesis Kit’. W pierwszym etapie do prob dodano 1 pul DNAzy i 1ul buforu reakcyjnego
dla DNAzy i inkubowano 15 minut w temperaturze pokojowej. Nastepnie dodano 1 pul Stop
Solution, po czym przeprowadzono denaturacj¢ préb w termocyklerze (Eppendorf
Mastercycler Nexus gradient, Hamburg) przez 10 minut w temperaturze 70°C. W ostatnim
etapie do prob dodano 4 ul 5xReaction Mix, 2 ul Maxima Enzyme Mix oraz 3 pl jalowe;,
wolnej od RNA-z wody i umieszczono w termocyklerze w nast¢pujacych warunkach:

e 25°C/10 minut - wydtuzanie starterow,

e 50°C/20 minut - synteza cDNA,

e 85°C/5 minut - terminacja reakcji.
Zsyntetyzowane cDNA przechowywano w temperaturze -20°C do czasu przeprowadzenia

dalszych analiz.
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5.3.3. Real-Time PCR

Jako$¢ 1 czysto$¢ otrzymanego cDNA oznaczono za pomocg spektrofotometru
Nanodrop 1000 (Thermo Scientific, USA) przy dlugosci fal 260/280 nm. Na podstawie
pomiardw proby rozcienczono jalowa, wolng od nukleaz woda do koncentracji 200 ng/ul.
Reakcje Real-Time PCR przeprowadzono przy uzyciu aparatu ABI7900 (Applied
Biosystems, USA). Mieszanina reakcyjna (10 pl) zawierata: cDNA (3 pl), SYBR Green PCR
Master Mix (5 pl) oraz startery: sensowny (1 pl, 200 pM) i antysensowny (1 ul, 200 pM).
Sekwencje zastosowanych starterow przedstawiono w Tabeli 2. Reakcja Real-Time PCR
obejmowata nastepujace etapy:

e 95°C/10 minut — denaturacja wstepna,

e 95°C/10 sekund — denaturacja,

e 60°C/45 sekund; 58°C/45 sekund dla PGRMC?2 (40 cykli) — przytaczanie starterow

1 wydtuzanie komplementarnej nici.

Tabela 2. Sekwencje starterow oraz dlugosci produktow amplifikacji dla gendéw
zastosowanych w reakcji Real-Time PCR.

Dhugosé
amplikonu

(bp)
S: TCTTCAGGGGTGTGTGTGAA
PGRMC1 A: CATTGTCCTGTGCTCTTTGG 265 NM_001075133

S: TGCCTCTTTGCCTCGTATGA
PGRMC2  A. GAGGCATCCCTACCAGCAAAT 179 NM_001099060

S: CCGGCGGTCCATCTATGA
mPRa A: CCACCCCCTTCACTGAGTCTT 159 NM_001038553

S: TGCCCCTGCTCGTCTATGTC
MPRE A: CCCACGTAGTCCACGAAGTAGAA 120 NM_001101135

S: GGTTCTTCTCGTGGAGGTTTGT
mPRy A: GTTCCTGGACATGGAGCTGAA 151 XM_005193580

S: CCTGCCCGTTCGACAGATA
GAPDH A: GGCGACGATGTCCACTTTG 150 NM_001034034.2

S: TCAGTGGACCAAAGCCACCTA
C2orf29 A: CTCCACACCGGTGCTGTTCT 169 XM_002691150.1

S: CATCCAAAAGGTGCTAGGATAGATG
Suz A: TGGGCCTGCACACAAGAATG 157 XM_582605.5

S: CAGAGAGCTCCGGGATCGT
TBP A CACCATCTTCCCAGAACTGAATAT 194 NM_001075742.1

S: CGGCATCGAGGACAGGAT
B-aktyna A CATCGTACTCCTGCTTGCTGAT 169 NM_173979.3

Nazwa Startery
genu Sensowny (S)/antysensowny (A)

Numer genu
w GeneBanku
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W badaniach jako genu referencyjnego uzyto GAPDH (dehydrogenaza aldehydu
3-fosfoglicerynowego) wybranego na podstawie analizy stabilnosci ekspresji genow
referencyjnych w lozysku krowy w czasie cigzy (Ryc. 9). Do badan uzyto pigCiu genow
referencyjnych, czgsto stosowanych w badaniach tozyska krowy: GAPDH, C2o0rf29 (ang.
human chromosome 2 open reading frame 29), SUZ (ang. suppressor of zeste 12 homolog),
TBP (ang. TATA-binding protein) oraz B-aktyny przy uzyciu programu RefFinder (XIE i wsp.
2012). Jest to internetowe narzedzie do oceny stabilnosci ekspresji genow referencyjnych
w danej tkance lub warunkach doswiadczalnych. Narzgdzie to integruje cztery gltowne
algorytmy obliczeniowe (Genorm, Normfinder, BestKeeper oraz deltaCT) generujgc ranking
genoéw referencyjnych na podstawie ich wspoétczynnika stabilnosci ekspresji (M). Geny
wykazujace najmniejszy wspotczynnik M wykazuja najwigksza stabilnos¢. W tozysku taka
stabilno$¢ wykazywaty geny: GAPDH (M=1,19), nast¢pnie SUZ (1,86), TBP (2,28), B-aktyna
(4,0) i C20rf29 (5,0) (Ryc. 9).

Ranking Order (Better--Good--Average)

Methed 1 2 3 4 5

Delta CT GAPDH Suz TBP Bactin C2orf29

BestKeeper sSuz GAPDH TBP Bactin C2orf29

Normfinder GAPDH Suz TBP Bactin C2orf29

Genorm TBP | GAPDH sSuz Bactin C2orf29

Recommended comprehensive ranking GAPDH suz TBP Bactin C2orf29
Comprehensive Ranking Delta CT BestKeeper Normfinder Genorm

Genes Geomean of ranking values
GAPDH 1.19
SUZ 1.86
TBP 2.28
Bactin 4.00
C20rf29 5.00

Comprehensive gene stability

2.28

1.188

GAPDH SuZ TeP Boctin C2orf29

<== Most stable genes Least stable genes ==>

Ryc. 9. Zbiorczy ranking stabilno$ci 5 genow referencyjnych: GAPDH, SUZ, TBP, B-aktyna i C20rf29,
stosowanych w badaniach ekspresji genéw w lozysku krowy, wyliczony z uZyciem narzedzia
internetowego RefFinder.

Tabela przedstawia uszeregowanie gendéw na podstawie wspotczynnikow stabilnosci ekspresji genow (M)
wyliczonych za pomocg algorytmu DeltaCT, BestKeeper, Normfinder, Genorm i RefFinder (warto$¢ zbiorcza).
Wykres kompleksowy przedstawia zbiorczy ranking stabilno$ci gendw w tozysku krowy.
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5.4. Barwienie immunohistochemiczne

5.4.1. Przygotowanie skrawkow histologicznych

Utrwalone w 4% roztworze paraformaldehydu fragmenty placentomow plukano pod
biezaca woda, a nastepnie odwodniono przy uzyciu szeregu alkoholu etylowego: 50%, 70%,
80%, 90%, 100%. Odwodnione proby przeswietlono w ksylenie i zatopiono w parafinie.
Bloczki krojono przy uzyciu mikrotomu na 4-6 pum skrawki i umieszczono na
mikroskopowych szkietkach podstawowych (Superfrost plus, Menzel-Glaser, Braunschweig,
Niemcy).
5.4.2. Odparafinowanie i uwodnienie tkanek

W celu odparafinowania preparatéw szkietka ze skrawkami umieszczono w cieplarce
na 40 minut w temperaturze 56-60°C. Nastepnie skrawki plukano w ksylenie (2 razy po 10
minut) usuwajac w ten sposéb pozostatosci parafiny. W kolejnym etapie preparaty uwodniono
poprzez przeprowadzenie ich przez szereg alkoholu etylowego o malejacych stezeniach:
100%, 96% oraz 70%. Skrawki inkubowano w alkoholach w podanej kolejno$ci na czas
5 minut. Nastepnie, w celu ostatecznego uwodnienia tkanek, preparaty umieszczono

w wodzie destylowanej na 5 minut.

5.4.3. Odslanianie determinant antygenowych

Utrwalanie i zatapianie tkanki moze prowadzi¢ do zmian w czasteczkach antygenu, co
wplywa na intensywno$¢ zachodzacej w kolejnych etapach reakcji immunohistochemicznej.
W celu odstonigcia determinant antygenowych skrawki gotowano w 0,01 M cytrynianie
sodowym z dodatkiem 0,05% Tween-20 (pH 6,0) 3 razy po 5 minut. Po zakonczonym
gotowaniu preparaty schtodzono przez 30 minut w temperaturze pokojowej, a nastgpnie

phtukano 3 razy po 10 minut w buforze TBS (s0l fizjologiczna buforowana TRIS, pH 7,4).

5.4.4. Blokowanie aktywnos$ci endogennych peroksydaz

Aktywno$¢ endogennych peroksydaz zablokowano przy uzyciu roztworu blokujacego
Bloxall (Vector Lasboratories, Burlingame, CA, USA; 15 minut, temperatura pokojowa).
Roztwor ten wykazuje dzialanie blokujace wzgledem endogennej peroksydazy oraz fosfatazy

alkalicznej. Po zakonczonym blokowaniu preparaty ptukano 3 razy po 5 minut w TBS.

5.4.5. Blokowanie miejsc niespecyficznie wiazacych antygeny i inkubacja
z pierwszorz¢edowymi przeciwcialami

W  celu uniknigcia niespecyficznych wigzan przeciwcial pierwszorzedowych
Z prezentowanymi w tkance antygenami, preparaty inkubowano przez godzing

w temperaturze pokojowej z 2,5% surowicg konskg (NHS; ang. normal horse serum)
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w buforze blokujacym zwierajacym 0,1 M PBS, 0,1% BSA oraz 0,05% thimerosal. Nastepnie
na skrawki natozono specyficzne przeciwciata pierwszorzedowe (Tabela 3) i inkubowano
przez catag noc w temperaturze 4°C. W przypadku kontroli negatywnej pierwszorzedowe

przeciwciala zastgpiono 2,5% surowicg konska.

Tabela 3. Rodzaje przeciwcial pierwszorzedowych stosowanych dla poszczegoélnych biatek
w barwieniu immunohistochemicznym.

Bialko Zastosowane przeciwciala pierwszorzedowe

Rabbit Polyclonal anti-PGRMC1 (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA)
rozcienczenie 1:500
Mouse Polyclonal anti-PGRMC2 (Abcam, Cambridge, UK)

PGRMC1

PGRMC2 rozcienczenie 1:250
Rabbit Polyclonal anti-PAQR7 (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA)
mPRao . .
rozcienczenie 1:200
mPRp Rabbit Polyclonal anti-PAQRS8 (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA)
rozcienczenie 1:200
mPRy Rabbit Polyclonal anti-PAQR5 (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA)

rozcienczenie 1:5

5.4.6. Immunohistochemiczne barwienie tkanek

Nastepnie skrawki plukano w TBS 3 razy po 10 minut. W przypadku biatek:
PGRMCI1, mPRa, mPRp i mPRy, dla ktérych zastosowano krolicze przeciwciala
pierwszorzedowe, tkanki inkubowano przez 30 minut w temperaturze 4°C z InmPRESS HRP
Reagent (Vector Lasboratories, Burlingame, CA, USA), zawierajacym przeciwciata
drugorzedowe. W przypadku biatka PGRMC?2, dla ktorego wykorzystano mysie przeciwciata
pierwszorzedowe, zastosowano metode ABC (awidyna-biotyna-peroksydaza). W tym celu,
skrawki inkubowano z biotynylowanymi konskimi anty-mysimi IgG (Vector Lasboratories,
Burlingame, CA, USA), rozcienczonymi 1:400 w buforze blokujacym z 2,5% NHS przez
30 minut w temperaturze 4°C. Nastgpnie skrawki inkubowano 30 minut w temperaturze 4°C
z kompleksem awidyna-biotyna-peroksydaza (zestaw ABC; Vector Lasboratories,
Burlingame, CA, USA). Skrawki po inkubacji z INPRESS HRP Reagent, jak i z kompleksem
ABC, ptukano 3 razy po 10 minut w TBS. Reakcj¢ immunohistochemiczng wizualizowano za
pomoca 3,3’-diaminobenzydyny (DAB; DakoCytomation) jako chromogenu dajacego
brazowa reakcje barwng. Po 5 minutowej inkubacji z DAB skrawki ptukano 3 razy po 5 minut

w TBS, a nastepnie podbarwiano przez 2 minuty hematoksyling (Sigma-Aldrich, St. Louis,
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MO, USA) w celu wizualizacji jader komorkowych (barwa niebieska). Nastepnie skrawki
ptukano pod biezaca woda przez 20 minut.

5.4.7. Odwodnienie tkanek i zamykanie preparatow

Po przeprowadzeniu barwnych reakcji z chromogenami preparaty odwodniono
w szeregu alkoholu etylowego o wzrastajacych stezeniach: 70%, 96% oraz 100%. Skrawki
umieszczono w alkoholach w podanej kolejnosci na czas 2 minut. Nastepnie preparaty
zamkni¢to w medium o niskiej gestosci (DPX; POCh, Gliwice, Polska) i obserwowano za
pomoca mikroskopu Zeiss Axio Imager Z1 (Zeiss, Oberkochen, Niemcy). Zdjecia byly

analizowane przez dwoch niezaleznych obserwatorow.

6. Opracowanie wynikow i ich analiza statystyczna

Otrzymane wyniki przedstawiono jako wartosci $rednie + btad standardowy $redniej
(SEM). Analiz¢ statystyczna przeprowadzono przy uzyciu oprogramowania Statistica
software (StatSoft Inc., Tulsa, OK, USA).

Ze wzglgdu na znaczne roznice pomiedzy kolejnymi do$wiadczeniami, wyniki
dotyczace stgzenia hormonow w medium przeliczono na wartosci procentowe w stosunku do
kontroli, ktora przyjeto za 100%. Réznice miedzy wplywem czynnikéw doswiadczalnych
wzgledem kontroli wykazano, stosujac jednoczynnikowg analiz¢ wariancji ANOVA
z uzyciem testu post-hoc Duncana. W taki sam sposéb analizowano wyniki dotyczace
przezywalno$ci komoérek w skrawkach tozyska, otrzymane za pomoca testu AlamarBlue.
Roéznice uznano za statystycznie istotne przy p<0,05. Wyniki w tej postaci przedstawiono na
wykresach.

Dane pochodzace z analizy Real-Time PCR przeliczono przy uzyciu programu PCR
algorytm Miner (ZHAO i FERNALD 2005), a nastepnie znormalizowano wzgledem zawartos$ci
mRNA genu referencyjnego (GAPDH). Wyniki dotyczace podstawowej ekspresji blonowych
receptorow P4 pordéwnano stosujgc  jednoczynnikowg analize wariancji ANOVA
z uzyciem testu post-hoc Tukeya. Roznice w ekspresji receptorow pod wplywem czynnikow
doswiadczalnych wzgledem kontroli wykazano natomiast przy uzyciu jednoczynnikowej
analizy wariancji ANOVA z uzyciem testu post-hoc Duncana. R6znice wynikéw uznano za

statystycznie istotne przy p<0,05.
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1. Okreslenie poziomu ekspresji blonowych receptorow progesteronu w lozysku krowy:
endometrium, kosmowce gladkiej i placentomach

Uzyskane wyniki potwierdzity ekspresje¢ wszystkich badanych genéw blonowych
receptoréw P4 w tozysku krowy, zar6wno w endometrium, kosméwece, jak 1 placentomach

w drugim trymestrze cigzy (Ryc. 10A-C).
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Ryc. 10. Ekspresja btonowych receptorow P4 wykazana metoda Real-Time PCR w skrawkach endometrium (A),
kosmowki gtadkiej (B) i placentomow (C) tozyska krow pochodzacych z drugiego trymestru ciazy (n=5). Rozne
oznaczenia literowe nad stupkami wskazuja na istotne réznice (p<0,05).
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Ekspresja mRNA btonowych receptorow P4 byta zréznicowana w poszczegdlnych
tkankach. Zaobserwowano wyzszg ekspresj¢ mRNA PGRMC1 i PGRMC2, w poréwnaniu do
receptorow MPR we wszystkich badanych tkankach. W rozdzielonych tkankach endometrium
1 kosmowki obserwowano wyzsza (p<0,05) ekspresje PGRMC2, za§ w placentomach
wykazano wyzszg ekspresje mRNA PGRMC1 (p<0,05) (Ryc. 10A-C). Ponadto,
w endometrium wykazano najwyzsza ekspresig mRNA mPRa i mPRy, natomiast
w kosmoéwce najwyzszy poziom ekspresji wykazano dla receptora mPRf (Ryc. 10A, B).
W placentomach ekspresja mPRP byta najwyzsza (p<0,05) sposrdéd badanych receptorow
mPR (Ryc. 10C).

2. OKkreslenie immunolokalizacji blonowych receptorow progesteronu w skrawkach
placentoméw krowy

Analiza THC wykazata obecno$¢ wszystkich badanych btonowych receptorow P4
w skrawkach placentoméw lozyska krowy w drugim trymestrze cigzy (Ryc. 11, 12).
Pozytywne barwienie obserwowano zaréwno w cytoplazmie komorek czesSci matczynej, jak
i ptodowej tozyska. Kontrola negatywna nie wykazata barwienia (Ryc. 11, 12).

Immunolokalizacja biatek PGRMC1 wykazala silne zabarwienie w czg$ci matczynej,
gléwnie w komodrkach nabtonkowych i zregbu oraz w komoérkach $rodbtonka naczyn
krwiono$nych. W czegsSci pltodowej zaobserwowano intensywne barwienie komorek
srodblonka naczyn krwionos$nych ptodu i stabe wybarwienie komorek nabtonka kosmowki
(Ryc. 11A). Natomiast, barwienia biatek PGRMC2 byto intensywne w komorkach nabtonka
endometrium oraz nablonka kosmowki. Ponadto, silne barwienie stwierdzono w komorkach
zrgbu cze$ci matczyne] oraz w komorkach s$rodbtonka matczynych i plodowych naczyn
krwiono$nych. Zaréwno jedno-, jak 1 dwujadrzaste komorki trofoblastu wykazywaty

immunobarwienie (Ryc. 11B).
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Ryc. 11. Lokalizacja biatek: blonowego receptora progesteronu PGRMC1 (A) oraz PGRMC2 (B)
w skrawkach placentomow tozyska krowy pochodzacych z drugiego trymestru cigzy. Barwienie kontrolne (KN)
przeprowadzono bez uzycia przeciwcial pierwszorzgdowych (zdjecie w lewym dolnym rogu). Skala: 20 pm.
czerwone strzalki — komorki nablonka endometrium, zotte strzatki — komorki nabtonka kosmowki, zielone
strzatki — komorki zrgbu endometrium, fioletowe strzatki — komorki dwujadrzaste, czarne strzatki — komorki
$rodbtonka naczyn krwiono$nych

Biatka mMPRo wykazaly silng immunoreaktywnos¢ w komorkach nabtonka
endometrium, komorkach zrgbu oraz komorkach $rodblonka naczyn krwionosnych czesci
matczynej i plodowej. Komoérki nabtonka kosmoéwki oraz trofoblastu wykazywaty stabe
barwienie dla tego receptora (Ryc. 12A). Odwrotny wzoér barwienia obserwowano
w przypadku biatka mPRp, ktorego silne barwienie wykazano w nabtonku kosmowki ptodu,
za$ stabe w komorkach nabtonka matki. Ponadto, wykazano barwienie w komorkach
srodbtonka naczyn krwionosnych obu czgsci tozyska (Ryc. 12B). Lokalizacje receptora mPRy
wykazano gtéwnie w nablonku endometrium i kosméwki, a takze komorkach zrgbu oraz
w $rodbtonku naczyn krwionosnych (Ryc. 12C).
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Ryc. 12. Lokalizacja biatek: btonowego receptora progesteronu mPRa (A), mPRB (B) oraz mPRy (C)
w skrawkach placentoméw tozyska krowy pochodzacych z drugiego trymestru cigzy. Barwienie kontrolne (KN)
przeprowadzono bez uzycia przeciwciat pierwszorzedowych (zdjecie w dolnym lewym rogu). Skala: 25 pm.
czerwone strzatki — komorki nablonka endometrium, zolte strzatki — komorki nabtonka kosméwki, zielone
strzatki — komorki zrebu endometrium, fioletowe strzatki — komorki dwujadrzaste, czarne strzatki — komorki
srodbtonka naczyn krwiono$nych
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3. Okreslenie udzialu hormonow steroidowych w regulacji ekspresji blonowych

receptorow progesteronu w lozysku krowy
3.1. Ocena Zywotnosci skrawkow placentomow po inkubacji ze steroidami

Wykazano, ze zastosowane w doswiadczeniu steroidy, podane w najwyzszych
stezeniach, nie wplywaly (p>0,05) na zywotno$¢ skrawkow placentomoéw. Jedynie

staurosporyna jako kontrola negatywna obnizyta (p<0,05) zywotno$¢ komorek w tkance
tozyska (Ryc. 13).
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Ryc. 13. Zywotno$¢ skrawkow placentoméw po 24 godzinach inkubacji z progesteronem (P4; 10° M),
estradiolem (E2; 10 M), P4 podanym fgcznie z E2 (P4/E2; 105/10® M), kwasem arachidonowym (AA; 10-° M)
oraz staurosporyng (ST; 1 pg/ml). Wartosci $rednie (+ SEM) przedstawiono w stosunku do warto$ci w probie

kontrolnej (100%). Istotne réznice statystyczne wzgledem kontroli oznaczono gwiazdkami (*p<0,05; **p<0,01;
***n<0,001).
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3.2. Steienie hormonow w medium hodowlanym po inkubacji ze steroidami

Wykazano wzrost stezenia P4 (p<0,05) po inkubacji z P4 oraz P4 podanym tacznie
z E2 we wszystkich uzytych dawkach po 6 (Ryc. 14A) i 24 godzinach inkubacji (Ryc. 14B).
Nie stwierdzono natomiast wptywu E2 (p>0,05) na wydzielanie P4 przez skrawki lozyska
(Ryc. 14A, B). Wykazano, ze P4 podany samodzielnie oraz tacznie z E2 we wszystkich
zastosowanych dawkach zwigkszat (p<0,05) stezenie E2 w medium po 6 godzinach inkubacji
(Ryc. 14C). Po 24 godzinnej inkubacji wykazano wzrost stezenia E2 (p<0,05) po podaniu P4
(we wszystkich stezeniach) oraz P4 lacznie z E2 w dawce 10%/10° M oraz 10°/10% M

(Ryc. 14D).
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Ryc. 14. Koncentracja progesteronu (P4) (A, B) i estradiolu (E2) (C, D) w medium hodowlanym po 6 (A, C) i 24
godzinach (B, D) inkubacji skrawkéw placentoméw z: P4 (10, 106, 107 M), E2 (10%, 10°,10° M) oraz P4
podanym tacznie z E2 (10108, 10%/10°, 107/10° M). Wartosci (n=5) $rednie (+ SEM) przedstawiono
w stosunku do warto$ci w probie kontrolnej. Istotne rdznice statystyczne oznaczono gwiazdkami (*p<0,05;

**p<0,01; ***p<0,001).
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3.3. Stezenie prostaglandyn w medium hodowlanym po inkubacji ze steroidami

Wykazano, ze AA (10° M), bedacy prekursorem prostaglandyn, istotnie (p<0,05)
stymulowat wydzielanie PGE2 i PGF2a przez skrawki tozyska z drugiego trymestru cigzy po
6 i 24 godzinach inkubacji (Ryc. 15A-D). Wyniki te wskazujg na aktywno$¢ wydzielnicza
inkubowanych skrawkéw placentomow, co wigze si¢ z ich przydatnoscig do dalszych analiz.
Nie stwierdzono natomiast wptywu P4 i E2 w zastosowanych dawkach (p>0,05) na st¢zenie

prostaglandyn w medium hodowlanym (Ryc. 15A-D).
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Ryc. 15. Koncentracja prostaglandyny (PG) E2 (A, B) i metabolitu PGF2a (PGFM) (C, D) w medium
hodowlanym po 6 (A, C) i 24 godzinach (B, D) inkubacji skrawkow placentoméw z: progesteronem (P4; 1075,
106, 107 M), estradiolem (E2; 108, 10°102° M), P4 podanym tgcznie z E2 (105/10%, 10/10°, 107/10° M)
oraz kwasem arachidonowym (AA; 10° M). Wartosci (n=5) $rednie (+ SEM) przedstawiono w stosunku do
warto$ci w probie kontrolnej (100%). Istotne réznice statystyczne oznaczono gwiazdkami (*p<0,05; **p<0,01;

**%0<0,001).

49



WYNIKI

3.4. Ekspresja genéow PGRMCI, PGRMC2, mPRa, mPRf i mPRy w skrawkach
placentomow po inkubacji ze steroidami

Nie wykazano (p>0,05) wptywu steroidow (P4 i E2) na ekspresj¢ genow PGRMC1
i PGRMC2 w skrawkach placentoméw po 6 (Ryc. 16A, C) i 24 godzinach (Ryc. 16B, D)

inkubacji.
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Ryc. 16. Ekspresja genu PGRMC1 (A, B) oraz PGRMC2 (C, D) po 6 (A, C) i 24 godzinach (B, D) inkubacji
skrawkow placentoméw z: progesteronem (P4; 105, 106, 107 M), estradiolem (E2; 108, 10°,10° M) oraz
P4 podanym tacznie z E2 (105108, 10%/10°, 107/10%° M). Wartosci (n=5) $rednie (+ SEM) przedstawiono
w stosunku do wartosci w probie kontrolnej. Istotne rdznice statystyczne oznaczono gwiazdkami (*p<0,05;
**p<0,01; ***p<0,001).

Analiza ekspresji gendéw mPR w skrawkach placentomow wykazata zréznicowany
wpltyw badanych steroidow na poziom ekspresji tych receptorow po 6 godzinach inkubacji.
Wykazano, ze P4 podany tacznie z E2 (10°/10® M) zwigkszyt (p<0,05) ekspresje mPRa po
6 godzinach inkubacji (Ryc. 17A). Ponadto, zaobserwowano obnizong ekspresje (p<0,05)
mRNA mPRp pod wptywem P4 w dawce 10° M po 6 godzinach inkubacji (Ryc. 17C).
Ponadto, P4 podany samodzielnie we wszystkich uzytych dawkach oraz E2 w dawce 108 M

obnizyty ekspresje genu mPRy (Ryc. 17E). Spadek ekspresji mRNA mPRy obserwowano

takze po inkubacji skrawkow z P4 podanym tacznie z E2 we wszystkich badanych dawkach
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(Ryc. 17E). Nie zaobserwowano zmian w poziomie ekspresji badanych receptoréw po 24

godzinach inkubacji (Ryc. 17B, D, F).
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Ryc. 17. Ekspresja genu mPRa (A, B), mPRp (C, D) oraz mPRy (E, F) po 6 (A, C, E) i 24 godzinach (B, D, F)
inkubacji skrawkéw placentoméw z: progesteronem (P4; 105, 106, 107 M), estradiolem (E2; 10%, 10-°,101° M)
oraz P4 podanym fgcznie z E2 (10°/10%, 10%/10°, 107/101° M). Warto$ci (n=5) $rednie (+ SEM) przedstawiono
w stosunku do warto$ci w probie kontrolnej. Istotne rdznice statystyczne oznaczono gwiazdkami (*p<0,05;
**p<0,01; ***p<0,001).
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4. Okreslenie udzialu cytokin i czynnikow wzrostu w regulacji ekspresji blonowych
receptorow progesteronu w lozysku krowy
4.1. Ocena Zywotnosci skrawkow placentoméw po inkubacji z cytokinami i czynnikami
WZrostu.

Wykazano, ze cytokiny 1 czynniki wzrostu uzyte w do$wiadczeniu, podane
w najwyzszych stezeniach, nie wptywaly (p>0,05) na zywotno$¢ inkubowanych skrawkow
placentoméw. Jedynie staurosporyna zastosowana jako kontrola negatywna obnizyta (p<0,05)

zywotnos¢ komorek w skrawkach tozyska (Ryc. 18).
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Ryc. 18. Zywotnos$¢ skrawkow placentoméw po 24 godzinach inkubacji z cytokinami: czynnikiem martwicy
nowotworu (TNFa; 100 ng/ml), interleuking (IL) 1 (10 ng/ml), IL6 (10 ng/ml), IL8 (10 ng/ml), interferonem y
(INFy; 100 ng/ml), czynnikiem hamujacym biataczke (LIF; 100 ng/ml) oraz czynnikami wzrostu: czynnikiem
wzrostu naskorka (EGF; 10 ng/ml), czynnikiem wzrostu fibroblastow (FGF7; 10 ng/ml), insulinopodobnym
czynnikiem wzrostu (IGF1; 100 ng/ml), czynnikiem wzrostu $rodblonka naczyniowego (VEGF; 50 ng/ml),
transformujacym czynnikiem wzrostu (TGFB; 20 ng/ml) oraz staurosporyna (ST; 1 pg/ml). Wartoéci $rednie
(+ SEM) przedstawiono w stosunku do warto§ci w probie kontrolnej (100%). Istotne roznice statystyczne
wzgledem kontroli oznaczono gwiazdkami (*p<0,05; **p<0,01; ***p<0,001).
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4.2. Stezenie progesteronu w medium hodowlanym po inkubacji z cytokinami i czynnikami
wzrostu

Nie obserwowano wplywu cytokin (TNFa, IL1, IL6, IL8, INFy, LIF) i czynnikow
wzrostu (EGF, FGF7, IGF1, VEGF, TGFp) (p>0,05) na wydzielanie P4 ze skrawkow tozyska
po 6 (Ryc. 19A, C) i 24 godzinach (Ryc. 19B, D) inkubaciji.
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Ryc. 19. Koncentracja progesteronu (P4) w medium hodowlanym po 6 (A, C) i 24 godzinach (B, D) inkubacji
skrawkow placentomoéw z cytokinami (A, B): czynnikiem martwicy nowotworu (TNFa; 10, 100 ng/ml),
interleuking (IL) 1 (1, 10 ng/ml), IL6 (1, 10 ng/ml), IL8 (1, 10 ng/ml), interferonem y (INFy; 10, 100 ng/ml),
czynnikiem hamujgcym biataczke (LIF; 10, 100 ng/ml) oraz czynnikami wzrostu (C, D): czynnikiem wzrostu
naskorka (EGF; 1, 10 ng/ml), czynnikiem wzrostu fibroblastow (FGF7; 1, 10 ng/ml), insulinopodobnym
czynnikiem wzrostu (IGF1; 10, 100 ng/ml), czynnikiem wzrostu $rodbtonka naczyniowego (VEGF; 5, 50
ng/ml), transformujacym czynnikiem wzrostu (TGFB; 5, 20 ng/ml). Wartosci (n=5) $rednie (+ SEM)
przedstawiono w stosunku do warto$ci w probie kontrolnej. Istotne rdznice statystyczne wzglgdem kontroli
oznaczono gwiazdkami (*p<0,05; **p<0,01; ***p<0,001).
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4.3. Steienie prostaglandyny F2o w medium hodowlanym po inkubacji z cytokinami
i czynnikami wzrostu

Nie wykazano wplywu (p>0,05) badanych cytokin (TNFa, IL1, IL6, IL8, INFy, LIF)
1 czynnikow wzrostu (EGF, FGF7, IGF1, VEGF, TGFp) na koncentracj¢ PGFM (metabolit
PGF2a) w skrawkach tozyska po 6 (Ryc. 20A, C) i 24 godzinach (Ryc. 20B, D) inkubacji.
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Ryc. 20. Koncentracja metabolitu prostaglandyny F2a (PGFM) w medium hodowlanym po 6 (A, C) i 24
godzinach (B, D) inkubacji skrawkoéw placentomdéw z cytokinami (A, B): czynnikiem martwicy nowotworu
(TNFa; 10, 100 ng/ml), interleuking (IL) 1 (1, 10 ng/ml), IL6 (1, 10 ng/ml), IL8 (1, 10 ng/ml), interferonem y
(INFy; 10, 100 ng/ml), czynnikiem hamujgcym biataczke (LIF; 10, 100 ng/ml) oraz czynnikami wzrostu (C, D):
czynnikiem wzrostu naskorka (EGF; 1, 10 ng/ml), czynnikiem wzrostu fibroblastow (FGF7; 1, 10 ng/ml),
insulinopodobnym czynnikiem wzrostu (IGF1; 10, 100 ng/ml), czynnikiem wzrostu $rodbtonka naczyniowego
(VEGF; 5, 50 ng/ml), transformujacym czynnikiem wzrostu (TGF; 5, 20 ng/ml). Wartosci (n=5) $rednie
(= SEM) przedstawiono w stosunku do wartosci w probie kontrolnej. Istotne réznice statystyczne wzgledem
kontroli oznaczono gwiazdkami (*p<0,05; **p<0,01; ***p<0,001).
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4.4. Ekspresja genow PGRMCI, PGRMC2, mPRa, mPRf i mPRy po inkubacji
z cytokinami

Nie stwierdzono (p>0,05) zmian w ekspresji gendw receptorow PGRMCI1 oraz
PGRMC2 po 6 (Ryc. 21A, C) i 24 godzinach (Ryc. 21B, D) inkubacji skrawkow
placentomdéw z badanymi cytokinami (TNFa, IL1, IL6, IL8, INFy, LIF).

0.4 0.20
s A < B
© @
E 03+ E 0154
I I
[a) o
o o
< 0.2 < 0.107
9 9
i —
3] 3]
S o014 S 0057
o hd
o o
o o
0.0 0.00-
BROEOTE RO RS RO TR ROROEORORN SOOI RO IR KO TR ROROEOROEO
TR R AR AR
/\éf\é‘ YIS VS ,\gf\ép N\ \»\g\@w«
0.15- 0.20-
s C g D
@ @
€ E 0157
T -
I 010 z
o o
< < 0.107
9 ©)
& 0.05 O
s S 0057
% o
g £
0.00- 0.00-
BROEOTNTHTERO TR ROROEOROEG E NN DD DD
REOTORRNENACEN AN Q’@Q,\(‘@QQ'Q,QQ'Q’\,Q NF
G T VOV AAE « BSOS T X R R
,&/&q YV \é\é(‘ VS &e&éQ YV Q \\éé‘ VX

Ryc. 21. Ekspresja genu PGRMC1 (A, B) oraz PGRMC2 (C, D) po 6 (A, C) i 24 godzinach (B, D) inkubacji
skrawkow placentomoéw z cytokinami: czynnikiem martwicy nowotworu (TNFa; 10, 100 ng/ml), interleuking
(IL) 1 (1, 10 ng/ml), IL6 (1, 10 ng/ml), IL8 (1, 10 ng/ml), interferonem y (INFy; 10, 100 ng/ml) i czynnikiem
hamujgcym biataczke (LIF; 10, 100 ng/ml). Wartoéci (n=5) $rednie (= SEM) przedstawiono w stosunku do
warto$ci w probie kontrolnej. Istotne roznice statystyczne oznaczono gwiazdkami (*p<0,05; **p<0,01;
***n<0,001).
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Wykazano jedynie stymulujacy wptyw (p<0,05) TNFoa w dawce 100 ng/ml na
ekspresje mPRa po 24 godzinach inkubacji skrawkéw placentoméw z tym czynnikiem
(Ryc. 22B). Pozostate cytokiny nie wptywaty na ekspresje receptorow mPR w skrawkach
tozyska zarowno po 6 (Ryc. 22A, C) jak i 24 godzinach (Ryc. 22B, D) inkubacji.
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Ryc. 22. Ekspresja genu mPRa (A, B), mPRp (C, D) oraz mPRy (E, F) po 6 (A, C, E) i 24 godzinach (B, D, F)
inkubacji skrawkow placentoméw z cytokinami: czynnikiem martwicy nowotworu (TNFa; 10, 100 ng/ml),
interleuking (IL) 1 (1, 10 ng/ml), IL6 (1, 10 ng/ml), IL8 (1, 10 ng/ml), interferonem y (INFy; 10, 100 ng/ml)
i czynnikiem hamujacym biataczke (LIF; 10, 100 ng/ml). Wartosci (n=5) s$rednie (£ SEM) przedstawiono
w stosunku do warto$ci w probie kontrolnej. Istotne rdznice statystyczne oznaczono gwiazdkami (*p<0,05;
**p<0,01; ***p<0,001).
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4.5. Ekspresja genow PGRMCI, PGRMC2, mPRa, mPRf i mPRy po inkubacji
z czynnikami wzrostu

Nie wykazano (p>0,05) zmian w ekspresji receptorow PGRMC1 oraz PGRMC2 po
6 (Ryc. 23A, C) i 24 godzinach (Ryc. 23B, D) inkubacji skrawkéw placentoméw z badanymi
czynnikami wzrostu (EGF, FGF7, IGF1, VEGF, TGFp).
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Ryc. 23. Ekspresja genu PGRMC1 (A, B) oraz PGRMC2 (C, D) po 6 (A, C) i 24 godzinach (B, D) inkubacji
skrawkow placentomow z czynnikami wzrostu: czynnikiem wzrostu naskorka (EGF; 1, 10 ng/ml), czynnikiem
wzrostu fibroblastow (FGF7; 1, 10 ng/ml), insulinopodobnym czynnikiem wzrostu (IGF1; 10, 100 ng/ml),
czynnikiem wzrostu $rodblonka naczyniowego (VEGF; 5, 50 ng/ml) i transformujagcym czynnikiem wzrostu
(TGFB; 5, 20 ng/ml). Wartosci (n=5) $rednie (= SEM) przedstawiono w stosunku do warto$ci w probie

kontrolnej. Istotne roznice statystyczne oznaczono gwiazdkami (*p<0,05; **p<0,01; ***p<0,001).
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Zastosowane w doswiadczeniu czynniki wzrostu (EGF, FGF7, IGF1, VEGF, TGFp)
nie wplywaty rowniez na ekspresje¢ mPRa, mPRB i mPRy po 6 godzinach inkubacji
(Ryc. 24A, C, E). Wykazano jednak, ze TGFB w obu podanych dawkach zwigkszal (p<0,05)
ekspresj¢ mPRy po 24 godzinach inkubacji skrawkow placentomow (Ryc. 24F).

0.006 0.0020
< A < B
2 2
E 000a E 0.00154
I I
o £ 0.0010
R S
5 0.002- 3
@ & 0.0005
(o o
£ £
0.0000-
OSSO S S OSSO S S
G K K L T S Ko E K F L L EF S
OGO LS OO M N
0.06- 0.06

mPRB/GAPDH mRNA
mPRB/GAPDH mRNA

0.0201 0.020+
< E < F e
g g
0.015-] 0.015- *
£ £
5 5
& 0.010- & 0.010-
< <
Q 9
& 0.005-] & 0.005-
o o
= £
0.000- 0.000-
OO OSSOSO
B N AE AP M
OO T RO@

Ryc. 24. Ekspresja genu mPRa (A, B), mPRp (C, D) oraz mPRy (E, F) po 6 (A, C, E) i 24 godzinach (B, D, F)
inkubacji skrawkow placentoméw z czynnikami wzrostu: czynnikiem wzrostu naskérka (EGF; 1, 10 ng/ml),
czynnikiem wzrostu fibroblastow (FGF7; 1, 10 ng/ml), insulinopodobnym czynnikiem wzrostu (IGF1; 10, 100
ng/ml), czynnikiem wzrostu $rodbtonka naczyniowego (VEGF; 5, 50 ng/ml) i transformujacym czynnikiem
wzrostu (TGFB; 5, 20 ng/ml). Warto$ci (n=5) $rednie (= SEM) przedstawiono w stosunku do wartoéci w probie

kontrolnej. Istotne roznice statystyczne oznaczono gwiazdkami (*p<0,05; **p<0,01; ***p<0,001).
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5. Zdefiniowanie odpowiedzi komorek lozyska zaleznie od ich genomowego lub

pozagenomowego pobudzenia

5.1. Ocena Zywotnosci skrawkow placentomow po inkubacji z ActD, RU486, AG205
i koniugatem P4-BSA

Wykazano, ze uzyte w doswiadczeniu czynniki podane w najwyzszych stezeniach, nie
wplywaly (p>0,05) na zywotno$¢ inkubowanych skrawkéw placentoméw. Staurosporyna

zastosowana jako kontrola negatywna spowodowala spadek zywotnosci komorek w tkance
tozyska (Ryc. 25).
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Ryc. 25. Zywotno$¢ skrawkéow placentoméw po 24 godzinach inkubacji z: progesteronem (P4; 10° M),
aktynomycyng D (ActD; 250 ng/ml), mifepristonem (RU486; 105 M), AG205 (2x10-° M), koniugatem P4-BSA
(100 ng/ml), P4 podanym z kazdym wymienionym czynnikiem oraz staurosporyng (ST; 1 pg/ml). Wartosci
srednie (= SEM) przedstawiono w stosunku do wartosci w probie kontrolnej (100%). Rézne oznaczenia literowe
nad slupkami wskazuja na istotne roznice (p<0,05).
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5.2. Steienie hormonow w medium hodowlanym po inkubacji z ActD, RU486, AG205

i koniugatem P4-BSA

Wykazano wzrost stezenia P4 (p<0,05) po 6 (Ryc. 26A) i 24 (Ryc. 26B) godzinach

inkubacji skrawkow placentoméw z P4 oraz P4 podanym tacznie z zastosowanymi

W doswiadczeniu czynnikami. Badane czynniki podane samodzielnie, z wyjatkiem koniugatu

P4-BSA, nie wplywaly (p>0,05) na wydzielanie P4 przez skrawki tozyska. Z kolei P4 podany

samodzielnie oraz z kazdym badanym czynnikiem, we wszystkich uzytych dawkach,

spowodowat wzrost (p<0,05) stezenia E2 w medium po 6 (Ryc. 26C) i 24 godzinach

inkubacji (Ryc. 26D).
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Ryc. 26. Koncentracja progesteronu (P4) (A, B) i estradiolu (E2) (C, D) w medium hodowlanym po 6 (A, C) i 24
godzinach (B, D) inkubacji skrawkéw placentoméw z: P4 (10° M), aktynomycyng D (ActD; 250 ng/ml),
mifepristonem (RU486; 10° M), AG205 (2x10° M), koniugatem P4-BSA (10, 100 ng/ml) oraz P4 podanym
z kazdym wymienionym czynnikiem. Wartosci (n=5) $rednie (+ SEM) przedstawiono w stosunku do wartosci
w probie kontrolnej (100%). Istotne roznice statystyczne wzglgdem kontroli oznaczono gwiazdkami (*p<0,05;

**p<0,01; ***p<0,001).
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5.3. Ste¢ienie prostaglandyn w medium hodowlanym po inkubacji z ActD,

RU486, AG205 i koniugatem P4-BSA
Nie wykazano (p>0,05) zmian w st¢zeniu PGE2 oraz PGFM po 6 (Ryc. 27A, C) i 24

godzinach (Ryc. 27B, D) inkubacji skrawkow placentoméw z badanymi czynnikami.
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Ryc. 27. Koncentracja prostaglandyny (PG) E2 (A, B) i metabolitu prostaglandyny F2a (PGFM) (C, D)
w medium hodowlanym po 6 (A, C) i 24 godzinach (B, D) inkubacji skrawkow placentomoéw z: progesteronem
(P4; 10%), aktynomycyng D (ActD; 250 ng/ml), mifepristonem (RU486; 10° M), AG205 (2x10° M),
koniugatem P4-BSA (10, 100 ng/ml) oraz P4 podanym z kazdym wymienionym czynnikiem (n=5) $rednie
(= SEM) przedstawiono w stosunku do warto$ci w probie kontrolnej (100%). Istotne roznice statystyczne
oznaczono gwiazdkami (*p<0,05; **p<0,01; ***p<0,001).
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5.4. Ekspresja genow mPRa, mPRf i mPRy po inkubacji 7z ActD, RU486, AG205
i koniugatem P4-BSA

Ze wzgledu na to, ze P4 nie wplywal na ekspresje receptorow typu PGRMC
W Doswiadczeniu 3, jedynie w przypadku receptorow mPR mozliwe byto zdefiniowanie drogi
dziatania tego hormonu. Wykazano obnizenie ekspresji (p<0,05) wszystkich receptorow pod
wplywem ActD podanej samodzielnie oraz z P4 (Ryc. 28A-F). Ponadto, wykazano spadek
(p<0,05) ekspresji mPRB i mPRy po 6 godzinach inkubacji z P4, RU486 oraz P4 lacznie
z kazdym badanym czynnikiem (Ryc. 28C, E).
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Ryc. 28. Ekspresja genu mPRa (A, B), mPRp (C, D) oraz mPRy (E, F) po 6 (A, C, E) i 24 godzinach (B, D, F)
inkubacji skrawkow placentoméw z: progesteronem (P4; 10° M), aktynomycyna D (ActD; 250 ng/ml),
mifepristonem (RU486; 10° M), AG205 (2x10° M), koniugatem P4-BSA (10, 100 ng/ml) oraz P4 podanym
z kazdym wymienionym czynnikiem. Wartosci (n=5) $rednie (+ SEM) przedstawiono w stosunku do warto$ci
W prébie kontrolnej. Istotne rdznice statystyczne oznaczono gwiazdkami (*p<0,05; **p<0,01; ***p<0,001).

62



DYSKUSJA

DYSKUSJA

W niniejszej pracy wykazano ekspresje btonowych receptoréw P4: PGRMCI,
PGRMC2, mPRa, mPRP i mPRy w skrawkach placentomow tozyska, pozyskiwanych od
krow w drugim trymestrze cigzy. Dotychczas ekspresja tych receptorow zostata stwierdzona
w tozysku cztowieka (KARTERIS i wsp. 2006; FERNANDES i wsp. 2005; ZACHARIADES i WSsp.
2012) i owcy (REYNOLDS i wsp. 2015; BUNMA i wsp. 2020). Ponadto, wykazano obecno$é¢
mRNA 1 biatka PGRMCI1 oraz PGRMC2 w tozysku krowy podczas catego okresu cigzy
(BEYER i wsp. 2017). Uzyskane w niniejszej pracy wyniki wykazujg ekspresje receptorow
btonowych P4 typu mPR oraz potwierdzaja obecnos¢ receptorow typu PGRMC w tozysku
krowy w drugim trymestrze cigzy. Analiza immunohistochemiczna wykazata obecno$¢ tych
receptorow zarOwno w cz¢sci matczynej, jak 1 ptodowej lozyska, co wskazuje na mozliwos¢
pozagenomowego dzialania P4 w tozysku krowy.

Uzyskane dane potwierdzily ekspresjc mRNA blonowych receptoréw P4 zaréwno
w tkance endometrium, kosméwki, jak 1 placentomach, ktore stanowig strukturalng
1 funkcjonalng jednostke tozyska. Nalezy zaznaczy¢, ze w badaniach prowadzonych w ramach
niniejszej pracy zastosowano opracowany przez WOJCIECHOWSKA i wsp. (2015) sposob
hodowli in vitro skrawkéw placentomow z zachowaniem potaczen matczyno-ptodowych do
badan fizjologicznych. Model ten dotychczas stosowano jedynie w badaniach
toksykologicznych (WoJCIECHOWSKA i wsp. 2107; WOJICIECHOWSKA i wsp. 2018).

Dotychczas wykazano zmienng ekspresje blonowych receptoréw P4 w macicy kobiety
(FERNANDES 1 wsp. 2005) i krowy (SEONINA i wsp. 2012; KOWALIK i wsp. 2013; KOWALIK
1 wsp. 2019) w trakcie cyklu oraz w pierwszym trymestrze cigzy, co moze by¢ zwigzane
z przygotowaniem macicy do implantacji blastocysty 1 prawidlowego przebiegu ciazy.
Ponadto, stwierdzono, Ze ekspresja receptorow blonowych P4 w owodni, kosmowce
i fozysku u kobiet (FERNANDES i wsp. 2005), a takze w tozysku owcy (BUNMA i wsp. 2020)
zmienia si¢ w trakcie trwania cigzy. Wykazano rowniez zmiany w poziomie ekspresji
poszczegbdlnych blonowych receptorow P4 w okresie przedwczesnego i terminowego porodu
(FERNANDES i wsp. 2005). Dane te wskazuja, ze obserwowane zmiany moga by¢ regulowane
przez hormony steroidowe oraz czynniki lokalnie produkowane w macicy i jajniku.

Badania przeprowadzone w ramach niniejszej pracy wskazuja, ze P4 i E2 reguluja
ekspresje blonowych receptorow typu mPR. Nie wykazano natomiast wptywu badanych
steroidow na ekspresje genow PGRMC1 i PGRMC2. Nalezy zaznaczy¢, ze wptyw hormonéw

steroidowych na ekspresje receptorow btonowych P4 w tkankach uktadu rozrodczego nie jest
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jednoznaczny. Wykazano obnizenie ekspresji mPRy pod wplywem P4 w jajowodzie myszy
(NuTU 1 wsp. 2009). Ponadto, stwierdzono stymulujacy wplyw P4 na ekspresjc mPRa
zar6wno w miometrium (KARTERIS i wsp. 2006), jak i jajowodzie u kobiety (MONKKONEN
i wsp. 2007). Natomiast badania KARTERIS i wsp. (2006) wskazujg na brak wptywu P4 na
ekspresje mPRB w ludzkim miometrium. Z drugiej strony, wyniki badan KREBS i wsp. (2000)
oraz NEUBAUER i wsp. (2008) wykazaty, ze ekspresja PGRMC1 moze by¢ regulowana przez
P4 oraz E2 podane tacznie, co wskazuje na mozliwo$¢ wspolnego dziatania obu steroidéw na
ekspresje  btonowych receptoréw P4. Wykazano, ze E2 moze uczestniczy¢
w pozagenomowym dziataniu P4 poprzez regulacj¢ aktywnos$ci jadrowego receptora P4
(KASTNER 1wsp. 1990) i aktywacje wewnatrzkomorkowych szlakow kinaz biatkowych
(GELLERSEN i wsp. 2009). Mozliwe zatem, ze oba jajnikowe hormony steroidowe wspolnie
wptywaja na ekspresje blonowych receptoréw P4 poprzez regulacje PGR.
W niniejszej pracy P4 i E2 podane tacznie zwigkszaty ekspresj¢ receptora mPRa, natomiast
podane samodzielnie nie mialy wplywu na jego ekspresj¢. Wspolne dziatanie steroidow
obserwowano réwniez dla receptora mPRy. Mozliwe zatem, ze obserwowany efekt
regulacyjny jest wynikiem synergistycznego dziatania obu steroidéw na komorki/tkanki lub
efekt ten wystepuje przy zachowaniu specyficznej proporcji E2:P4. To moze tlumaczy¢
réznice w regulacji ekspresji receptoréw W réznych typach badanych komorek/tkanek, gdyz
ich aktualny stan funkcjonalny, zwlaszcza ilo$¢ i proporcje receptorow E2 i P4, nie sg takie
same.

Wyniki uzyskane w niniejszej pracy wskazuja na udzial P4 w regulacji ekspres;ji
MRNA mPRa, mPRpB and mPRy w tozysku krowy w drugim trymestrze cigzy. Progesteron za
posrednictwem tych receptorow moze wplywac na rdzne szlaki transdukcji sygnalu poprzez
regulacje wewnatrzkomorkowego poziomu jonow Ca?*, wzrost aktywnosci kinazy MAP oraz
obnizenie wewnatrzkomorkowego stezenia cAMP (ZHU i wsp. 2003b; ASHLEY i wsp. 2006;
KARTERIS 1 wsp. 2006). Sugeruje to, ze receptory mPR mogg uczestniczy¢ w wielu procesach,
takich jak roznicowanie, proliferacja i apoptoza komorek (GELLERSEN i wsp. 2009; Wu i wsp.
2011; ZHANG 1 wsp. 2008). Funkcja poszczegolnych izoform receptora mPR nie jest jednak
w pelni wyjasniona. Dotychczasowe badania wskazuja, ze receptory mPR moga bra¢ udziat
w apoptozie komorek lutealnych i w konsekwencji regresji CL (AMSTERDAM i wsp. 2003;
PELUSO 2006). Biatka te moga by¢ roéwniez zaangazowane W procesy zwigzane
z przygotowaniem macicy do implantacji blastocysty, cigzy oraz porodu (ASHLEY i wsp.
2006; FERNANDES i wsp. 2005; DRESSING i wsp. 2011). Ponadto, wykazano, ze P4 i E2 moga

na drodze niegenomowej wptywaé na funkcje naczyn krwiono$nych, w tym roéwniez na
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tetnice i zyly tozyska (RAMIREZ i wsp. 1998; CHOw i wsp. 2010) i w ten sposob regulowaé
przeptyw krwi w tym narzadzie (RAMIREZ i wsp. 1998; MINSHALL i wsp. 2002; SIMONCINI
1 wsp. 2004). Badania prowadzone w naszym Zaktadzie wskazaty na wysoki poziom ekspresji
mRNA 1 biatka wszystkich typéw btonowych receptoréw P4 w komorkach srodbtonka naczyn
krwiono$nych, zar6wno w macicy, CL, jak i jajowodzie krowy (KOWALIK i wsp. 2013; 2014;
2016; 2019), co dodatkowo potwierdza mozliwo$¢ pozagenomowego dziatania P4
w regulacji przeplywu krwi. Nalezy wskaza¢, ze najwazniejszym czynnikiem regulujacym
przeptyw krwi w tozysku jest endotelina-1 (ET-1) (MACLEAN i wsp. 1992). Stwierdzono, ze
P4, w zaleznosci od dawki, moze wplywa¢ na poziom ekspresji 1 sekrecji tego biatka
z komorek nablonka (WIJAYAGUNAWARDANE 1 wsp. 1999). Jednocze$nie E2 w tych
warunkach powodowal zalezne od dawki zmniejszenic wydzielania tego mediatora
(REINHART i wsp. 2003). Nalezy zaznaczy¢, ze zmiany w przeptywie krwi w organizmie
matki muszg by¢ w krotkim czasie kompensowane przez uktad krwiono$ny tozyska, jest wigc
mozliwe, ze P4 (wzrost przeptywu krwi powoduje wicksze nasycenie tkanek macicy tym
hormonem) dziata poprzez receptory btonowe P4, wptywajac na uwalnianie ET-1.

Istnieje wiele czynnikow, ktore moga modulowaé funkcje endometrium oraz rozwdj
tozyska i odgrywaja wazng role w przygotowaniu endometrium do implantacji blastocysty.
Wsrod nich mozna wyrdzni¢ cytokiny i czynniki wzrostu. Mozliwe zatem, ze moga one
odpowiada¢ za regulacje btonowych receptoréw P4 w tozysku. Cytokiny sg biatkami
produkowanymi przez rézne typy aktywowanych komorek uktadu immunologicznego
i fibroblasty, natomiast w obrebie uktadu rozrodczego przez komorki nabtonkowe macicy
(ROBERTSON i wsp. 1992; CASSATELLA 1995; BARRIENTOS i wsp. 2008). Ich gtowng funkcja
jest stymulacja uktadu immunologicznego, ale biorg tez udzial w implantacji blastocysty oraz
wzroscie i rozwoju tozyska (ROBERTSON i wsp. 1992; SzeReDAY i wsp. 1997). Z kolei
czynniki wzrostu sg biatkami zaangazowanymi w regulacje¢ podziatow komorkowych i ich
réznicowanie. W okresie cigzy, produkowane w macicy czynniki uczestniczag we wzroscie
I rozwoju tozyska oraz ptodu (DIAUGUSTINE i wsp. 1988; POLLARD 1990). Zastosowane
w niniejszych badaniach cytokiny: IL1, IL6, IL8, INFy i LIF oraz czynniki wzrostu: EGF,
FGF7, IGF1 1 VEGF nie mialy wptywu na ekspresje btonowych receptoréw P4 w tozysku
krowy w drugim trymestrze cigzy. Jedynie TNFo wplywat stymulujaco na ekspresje mRNA
receptora mPRa, a TGFP na ekspresj¢ mRNA mPRy.

Czynnik martwicy nowotworu o to jedna z glownych cytokin odpowiedzi
immunologicznej organizmu o silnym dziataniu cytotoksycznym. W procesach zapalnych

TNFa bierze udziat w powstawaniu i réznicowaniu limfocytow, pobudzaniu cytotoksycznosci
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makrofagow, eozynofilow oraz komorek NK. Czynnik ten wykazuje réwniez wilasciwosci
przeciwnowotworowe poprzez dzialanie apoptotyczne i antyproliferacyjne wzgledem
komorek nowotworowych. W uktadzie rozrodczym samic produkowany jest w jajnikach,
jajowodzie, macicy oraz tozysku (HUNT 1993; TERRANOVA i wsp. 1995; HUNT i wsp. 1996;
TERRANOVA 1997). Ponadto, jego obecnos¢ wykazano w ludzkim ptynie owodniowym oraz
supernatantach z tkanek tozyska i doczesnej (CHEN 1 wsp. 1991). Profil syntezy TNFa
zmienia si¢ w czasie cigzy u ludzi i odzwierciedla zréznicowana regulacje syntezy tej
cytokiny przez E2 i P4 w rdznych typach komoérek macicy i tozyska (HUNT i wsp. 1992;
HUNT 1993). Dziatanie TNFa w uktadzie rozrodczym jest wiclokierunkowe. Wykazano, ze
bierze on udzial w regulacji cyklu rujowego krowy. We wczesnej fazie pecherzykowej moze
powodowac atrezj¢ pecherzyka jajnikowego, natomiast we wezesnej fazie lutealnej wykazuje
dziatanie luteotropowe, a nast¢pnie luteolityczne (MURAKAMI i wsp. 2001). Wykazano, ze
TNFa u bydta stymuluje wydzielanie PGF2a z endometrium w trakcie fazy folikularnej,
a takze w pdznej fazie lutealnej, co sugeruje, ze cytokina ta jest czynnikiem inicjujacym
luteolize u bydta (OKUDA i wsp. 2002). W trakcie cigzy TNFa wptywa gldéwnie na synteze
hormonéw oraz rozwoj tozyska poprzez stymulacj¢ proliferacji 1 réznicowania komorek
tozyska (HUNT i wsp. 1996). Profil syntezy TNFa zmienia si¢ w czasie cigzy u ludzi
i odzwierciedla zroznicowang regulacj¢ syntezy tej cytokiny przez P4 i E2 w roznych typach
komorek macicy i tozyska (HUNT i wsp. 1992; HuNT 1993). Jako cytokina o dziataniu
immunomodulujagcym bierze roéwniez udzial w interakcji matka-plod, ktéra wymaga
odpowiedniej synergii pomiedzy matczynym ukladem odporno$ciowym a reakcjami
zapalnymi. Umozliwia to adaptacje immunologiczng plodu i1 jednoczesne utrzymanie
odpowiedzi immunologicznej na odpowiednim poziomie zapewniajagcym ochron¢ przed
potencjalnymi infekcjami. Ponadto, we wczesnych stadiach cigzy cytokiny prozapalne, w tym
TNFa, sa niezbedne do stymulacji angiogenezy, ktéra umozliwia skuteczng implantacje
zarodka (DEMIR i wsp. 2010; ROMANOWSKA-PROCHNICKA i wsp. 2021). Z drugiej strony
podwyzszony poziom cytokin prozapalnych, a w szczegdlnosci TNFa, wydzielanych przez
aktywowane maciczno-tozyskowe makrofagi, moze prowadzi¢ do odklejenia si¢ tozyska
i utraty cigzy. Z tego punktu widzenia, utrzymanie homeostazy cytokin o dziataniu pro-
1 przeciwzapalnym zapewnia prawidlowy przebieg implantacji blastocysty i rozwdj ciazy.
Wyniki uzyskane w niniejszej pracy wskazujg, ze TNFa zwigksza ekspresje blonowego
receptora mPRa w tozysku krowy w drugim trymestrze cigzy. Ponadto, badania MENG i wsp.
(2016) wskazuja, ze TNFa stymuluje ekspresj¢ biatkka PGRMCI1 w komorkach bton

ptodowych u kobiet. Mozliwe zatem, ze wzrost ekspresji receptoréw blonowych P4 pod
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wyptywem TNFa stanowi jeden z mechanizméw regulujacych produkcje tej cytokiny, a tym
samym zapobiega utracie cigzy (ROMERO i wsp. 2007).

Transformujacy czynnik wzrostu [ nalezy do wielofunkcyjnych czynnikéw,
wykazujacych wielokierunkowy wptyw na procesy wzrostu i roznicowania komorek, a takze
zaangazowanych w takie procesy fizjologiczne, jak apoptoza, angiogeneza, czy
steroidogeneza (MOsES i wsp. 1987; MASSAGUE 1990; GODKIN i DORE 1998). W obrebie
uktadu rozrodczego samicy, TGFp wykazuje ekspresje w endometrium (komorki nabtonka
powierzchniowego oraz gruczotowego), zardbwno w trakcie cyklu rujowego oraz cigzy i moze
on indukowa¢ specyficzne mechanizmy rdéznicowania 1 przeksztatcania komorek
endometrium (CLARK i wsp. 1990; CHEGINI i wsp. 1994; WADA i wsp. 1996). Ekspresj¢
mRNA i biatka dla TGFP wykazano zaréwno w czeéci matczynej i ptodowej tozyska
(MUNSON i wsp. 1996). Ponadto, wykazano obecnos¢ TGF w komorkach trofoblastu, co
wskazuje na jego udzial w proliferacji i réznicowaniu tych komorek w syncytiotrofoblast
i cytotrofoblast, a takze w kontroli rozwoju trofoblastu (GRAHAM i LALA 1991; GRAHAM
I wsp. 1992). Podczas cigzy TGFp wplywa migdzy innymi na: decydualizacj¢ i promowanie
proliferacji komorek endometrium, inwazj¢ i réznicowanie komorek trofoblastu, implantacje
blastocysty, hamowanie odpowiedzi immunologicznej organizmu matki, produkcje cytokin
i hormonoéw, a takze embriogenez¢ (GODKIN i DORE 1998). Nalezy zaznaczyC, ze znaczny
wzrost poziomu TGFB w prawidlowym przebiegu cigzy zapobiega jej utracie. W niniejszej
pracy wykazano stymulujacy wplyw TGF na ekspresj¢ mRNA btonowego receptora mPRy
w tozysku krowy. Btonowe biatka mPR, podobnie jak TGFp, biora udziat w implantacji
blastocysty, réznicowaniu komorek oraz procesach apoptotycznych (ZHANG i wsp. 2008; Wu
i wsp. 2011). Transformujacy czynnik wzrostu B, regulujgc ekspresje receptoréw mPRy, moze
zmienia¢ wrazliwo$¢ komorek docelowych na dziatanie P4 i innych czynnikoéw
regulacyjnych.

Cytokiny 1 czynniki wzrostu moga wptywac na ekspresje bialek mPR w tozysku,
jednakze efekt jaki wywotojg jest w znacznej mierze zalezny od uzytego w badaniach modelu
doswiadczalnego. Dotychczas wykazano, Ze interleukina 1 hamuje ekspresje receptora
mPRa w linii komorek BeWo ludzkiego tozyska (ZACHARIADES i wsp. 2012). Natomiast
ekspresja mRNA PGRMCI1, mPRa, mPRf oraz mPRy w CL szczuréw jest regulowana przez
prolaktyng (CAlI i Stocco 2005). Brak wplywu wigkszosci zastosowanych
w doswiadczeniach cytokin i czynnikow wzrostu na regulacje ekspresji bltonowych
receptoréw P4 w tozysku moze wskazywac¢ na konieczno$¢ wspoétdziatania kilku czynnikéw

1 hormonow w obrebie tozyska lub istnienie rdznic gatunkowych. Niezbedne sg zatem dalsze
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badania, ktore pozwolg w pelni zrozumie¢ mechanizmy regulacji ekspresji btonowych
receptorow P4 w obrgbie uktadu rozrodczego samicy.

W celu zdefiniowania odpowiedzi komorek lozyska na P4, w zalezno$ci od ich
genomowego lub niegenomowego pobudzenia, skrawki placentoméw inkubowano
z czynnikami modulujgcymi dzialanie P4, w tym: ActD, RU486, AG205, koniugatem
P4-BSA oraz P4 podanym lacznie z kazdym z wymienionych czynnikow. Wykazano, ze P4
podany lacznie ze wszystkimi badanymi czynnikami po 6 godzinach inkubacji obnizat
ekspresjc mPRp i mPRy, natomiast poza ActD i1 RU486, zaden z czynnikéw podany
samodzielnie nie zmienial ekspresji tych receptoréw. Pierwszy wymieniony czynnik, ActD,
jest cytostatykiem, ktory odpowiada za hamowanie procesu transkrypcji (RILL | HECKER
1996). W przeprowadzonym do$§wiadczeniu ActD podana samodzielnie, jak i tacznie z P4,
obnizyta poziom ekspresji wszystkich genéw mPR po 6 i1 24 godzinach inkubacji, co
potwierdza jej dziatanie jako inhibitora transkrypcji. Kolejny zastosowany w doswiadczeniu
czynnik, RU486, jest antagonista progestagenow o wysokim powinowactwie do receptorow
jadrowych P4, dlatego tez jest stosowany jako inhibitor tego receptora (BAULLIEU 1989).
Wigzanie antagonisty zaktoca tworzenie stabilnych dimeréw receptora, przez co nie jest on
w stanie aktywowac transkrypcji genu indukowanej przez P4 (KLEIN-HITPASS i wsp. 1991).
Obnizenie ekspresji mRNA mPR i mPRy pomimo zablokowania dzialania PGR wskazuje,
ze regulacja ekspresji tych receptorow moze by¢ efektem dziatania pozagenomowego.
Z kolei, AG205 jest antagonista blonowego receptora PGRMCI. Oddziatuje on
z charakterystyczng dla PGRMCI1 domena o budowie zblizonej do cytochromu b5, ktora
odpowiada za wigzanie steroidow (AHMED 1 wsp. 2010). Obnizenie ekspresji mPRP 1 mPRy
pod wplywem P4 podanego z tym inhibitorem wskazuje, ze mogto doj$¢ do regulacji poprzez
jadrowy receptor P4 lub blonowe receptory P4 inne niz zablokowany PGRMCI1. Ostatni
czynnik, koniugat P4-BSA, jest kompleksem nieprzenikajacym przez bton¢ komodrkowsa,
dlatego tez moze oddziatywacé jedynie z receptorami zlokalizowanymi w btonie komoérkowe;j
i wskazuje na pozagenomowe, niezalezne od transkrypcji dziatanie P4 (GAETJENS
i PERTSCHUK 1980). Inkubacja skrawkow tozyska z koniugatem P4-BSA podanym
samodzielnie nie zmienita ekspresji receptora mPRf i mPRy, natomiast P4-BSA z wolnym P4
doprowadzit do obnizenia ekspresji tych genoéw. Wskazuje to, ze tylko wolny P4, ktéry mogt
przenikng¢ przez btone komorkowa, zmniejszyl ekspresje receptoroOw, co wskazuje na
genomowe dzialanie tego hormonu. Uzyskane wyniki wskazuja, ze zalezna od P4 ekspresja
receptoréw mPRP i mPRy, moze by¢ regulowana zar6wno na drodze genomowej, jak

I niegenomowej. Obecny stan wiedzy nie pozwala jednak zdefiniowac, ktora z drog dziatania
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P4 jest dominujgca. Sugeruje si¢, ze mozliwa jest integracja tych dwoéch mechanizmow lub
kazdy z nich pelni odmienne funkcje w komorce.

Nalezy zwroci¢ uwagg, ze oddziatywanie P4 ze swoistymi btonowymi receptorami jest
jedynie czescig szerszego mechanizmu pozagenomowego wptywu tego hormonu. Wykazano,
ze steroidy moga dziata¢ na poziomie blony komorkowej bez koniecznosci wigzania
z receptorem. Jako lipofilne czasteczki posiadaja zdolno$¢ przechodzenia przez blong
komorkowa, powodujac zmiany w strukturze i ptynnosci btony komérkowej. Prowadzi to do
zmian powinowactwa innych blonowych receptoréw do ich ligandow (BURGER i wsp. 1999;
GIMPL | FAHRENHOLZ 2002). Wykazano, ze P4 wptywa w ten sposob na wigzanie receptora
z OT, hamujac wplyw tego hormonu na komorki (GRAZzINI i wsp. 1998). Badania RAMIREZ
1 wsp. (2001) sugeruja natomiast, ze steroidy moga laczy¢ si¢ z niespecyficznymi dla siebie
biatkami receptorowymi, enzymatycznymi lub strukturalnymi obecnymi w btonie, indukujac
w ten sposob liczne procesy wewnatrzkomorkowe. Przyktadem tego typu bialek moze by¢
podjednostka Ca?* ATP-azy, czy tez dehydrogenaza glyceraldehydo-3-fosforanowa (RAMIREZ
i wsp. 2001). W pozagenomowym mechanizmie dziatania P4 na komorki moga uczestniczy¢
rowniez wewnatrzkomorkowe receptory P4, ktére sa zlokalizowane w poblizu blony
komoérkowej (PELUSO 2006). Receptory te dziatajg jako czynniki transkrypcyjne, ale moga
réwniez uruchamia¢ wewnatrzkomorkowe szlaki kinaz biatkowych, przy czym wigzanie PGR
z P4 prowadzi glownie do aktywacji szlakow kinazy MAP. W badaniach PELUSO (2006)
wykazano, ze aktywacja tych receptorow prowadzi do dojrzewania oocytéw u Xenopus laevis.
Ponadto, steroidy moga wywiera¢ wplyw na czynniki wzrostu, takie jak czynnik wzrostu
nerwow (NGF), EGF oraz IGF-1. Istnieje mozliwo$¢ bezposredniego wigzania steroidow
z receptorami dla czynnikow wzrostu 1 modyfikacji ich funkeji, co prowadzi do uruchomienia
kaskady wtornych przekaznikow informacji w komorce. Nalezy zaznaczy¢, ze w tym
przypadku dochodzi gléwnie do aktywacji szlakow kinaz ERK1 i1 ERK2, co dodatkowo
zwigksza mozliwo$¢ oddzialywania steroidow na procesy wewnatrzkomoérkowe zachodzace
w komorce (FALKENSTEIN i wsp. 2000; CATO i wsp. 2000). Opisana ztozono$¢ mechanizmow
dziatania P4 utrudnia zdefiniowanie czynnikow regulujacych te procesy. Istotnym
zagadnieniem jest okreslenie fizjologicznego znaczenia istnienia tak wielu mozliwych drog
dziatania P4. Wydaje si¢, ze kazda z tych drog dziatania pelni odmienng funkcje
w homeostazie komorki, a uzyskany efekt fizjologiczny jest wypadkowa aktywacji/
dezaktywacji r6znych $ciezek sygnatowych.
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Podsumowujac, dane uzyskane w niniejszej pracy wskazuja na obecnos¢ btonowych
receptorow P4 typu PGRMC i mPR w lozysku krowy oraz ich udziat w pozagenomowym
wplywie P4 w tej tkance. Ponadto, wyniki wskazuja na wplyw steroidow na regulacje
ekspresji receptorow blonowych typu mPR. Wykazano, ze P4 moze regulowac ekspresje
receptorow mPRP 1 mPRy zaré6wno na drodze genomowej, jak 1 pozagenomowe;.
Stwierdzono takze stymulujacy wptyw TNFa na ekspresje mRNA mPRa oraz TGFP na
ekspresje mRNA mPRy w tozysku krowy. Brak wptywu steroidow na ekspresjc PGRMCI1
oraz PGRMC2, a takze pozostalych badanych cytokin i czynnikow wzrostu na ekspresje
btonowych receptoréw P4 wskazuje na wigksza ztozonos$¢ procesoOw regulacyjnych oraz ich
zalezno$¢ od jednoczesnego dziatania wielu réznych czynnikdéw. Niezbedne sg zatem dalsze
badania, ktére pozwola okresli¢ czynniki regulujace ekspresje genow PGRMC1, PGRMC2
oraz mPRa, mPRf i mPRy w ukladzie rozrodczym samicy oraz wyjasnig mechanizmy
regulujace procesy fizjologiczne zachodzace pod wplywem pozagenomowego dziatania P4
w macicy 1 lozysku. Pozwoli to lepiej zrozumie¢ podloze zmian fizjologicznych

i patologicznych zachodzacych w ukladzie rodnym samicy w czasie cyklu rujowego oraz

ciazy.
wzrost ekspresji c 0 Q @ I AG205
spadek eksr.|resjiE 0 0 o P4 I Q

QQ E2

WPLYW STEROIDOW, CYTOKIN WPLYW CZYNNIKOW MODULUJACYCH
| CZYNNIKOW WZROSTU EFEKT DZIALANIA P4

Ryc. 29. Schemat podsumowujacy wyniki uzyskane w niniejszej pracy-

A. Wplyw steroidow: progesteronu (P4) i estradiolu (E2) oraz czynnika martwicy nowotworu a (TNFa) na
ekspresje genu blonowego receptora mPRa. B. Wpltyw P4 na ekspresje genu blonowego receptora mPR.
C. Wptyw steroidéw: P4 i E2 oraz i transformujacego czynnika wzrostu B (TGF) na ekspresje genu btonowego
receptora mPRy. D. Wptyw czynnikéw modulujacych dziatanie P4: inhibitora PGRMC1 - AG205, inhibitora
jadrowego receptora P4 — mifepristonu (RU486) oraz koniugatu P4-BSA na ekspresj¢ genu blonowego receptora
mPRp i mPRy w skrawkach lozyska krowy w II trymestrze ciazy.
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WNIOSKI
. Geny btonowych receptoréw progesteronu: PGRMC1, PGRMC2, mPRa, mPRf

1 mPRy ulegajg ekspresji w tkance endometrium, kosmowki gladkiej 1 placentomow
lozyska krowy w drugim trymestrze ciazy.

. Biatka btonowych receptoréw progesteronu: PGRMCI1, PGRMC2, mPRa, mPRf
1 mPRy ulegajg ekspresji zarowno w czesci matczynej, jak i ptodowej tozyska krowy
w drugim trymestrze cigzy.

Steroidy oraz zastosowane w badaniach cytokiny i czynniki wzrostu nie maja wplywu
na ekspresj¢ btonowych receptoréw progesteronu: PGRMC1 i PGRMC2.

. Progesteron 1 estradiol regulujg ekspresje gendéw blonowych receptorow mPR
w placentomach tozyska krowy w drugim trymestrze ciazy, przy czym progesteron
moze regulowa¢ ekspresj¢ mPRB i1 mPRy zaréwno na drodze genomowej
| pozagenomowej.

. Czynnik martwicy nowotworu a stymuluje ekspresje genu btonowego receptora mPRa
w placentomach lozyska krowy w drugim trymestrze cigzy.

. Transformujacy czynnik wzrostu [ stymuluje ekspresj¢ genu btonowego receptora

mPRy w placentomach tozyska krowy w drugim trymestrze ciazy.
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