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STRESZCZENIE

Metaloproteinazy (MMPs) sa kluczowymi regulatorami przebudowy
macierzy zewnatrzkomérkowej w roznych tkankach w tym rozrodczych,
zaangazowanymi w modulacje szeregu procesow fizjologicznych i patologicznych.
Chociaz liczne doniesienia wskazuja na wudziat MMPs w remodelingu
i funkcjonowaniu uktadu rozrodczego ssakoéw, informacje o ich udziale w rozrodzie
ptakow sa nieliczne. Jak dotad w jajowodzie kury wykazano jedynie obecno$é
MRNA MMP-2 i MMP-9 oraz tkankowych inhibitorow metaloproteinaz (TIMP-2
i TIMP-3). Przedstawione w niniejszej pracy badania sg probg znalezienia
odpowiedzi na pytanie czy wybrane komponenty systemu MMP s3 zaangazowane
w rozw0j i remodeling jajowodu ptakéw. W tym celu postanowiono okresli¢: 1)
ekspresj¢ wybranych MMPs i TIMPs w poszczegdlnych odcinkach jajowodu kury
podczas dojrzewania ptciowego oraz przerwy w nie$nosci, 2) aktywnos¢ wybranych
MMPs w jajowodzie kur rosngcych i poddanych wymuszonej przerwie w aktywnosci
rozrodczej, 3) lokalizacjc MMPs i TIMPs w $cianie rozwijajacego si¢ oraz
ulegajacego przebudowie jajowodu, a takze 4) udzial estrogenow w regulacji
ekspresji i aktywnosci wybranych MMPs w jajowodzie kury.

Podczas dojrzewania piciowego we wszystkich badanych odcinkach jajowodu
kury, tj. lejku, magnum, ciesni i gruczole skorupowym, wykazano ekspresjec MMP-2,
MMP-7, MMP-9, TIMP-2 i TIMP-3, zardbwno na poziomie mRNA, jak i bialka.
Wzgledna ekspresja mRNA badanych gendéw obnizata si¢ w poszczegdlnych
odcinkach jajowodu podczas dojrzewania ptciowego. Ekspresja MMP-9 na poziomie
biatka zmniejszata sie, podczas gdy MMP-7 i TIMP-3 zwickszala si¢ w trakcie
rozwoju jajowodu. Poziom biatka MMP-2 i TIMP-2 byt wzglednie staly,
z niewielkim wzrostem ekspresji odnotowanym dla MMP-2 tuz przed osiggnigciem
dojrzatosci piciowej. Aktywnos¢ MMP-2 i -9 w jajowodzie, byta znacznie wyzsza
u niedojrzatych kurek, niz u niosgcych ptakow. W $cianie jajowodu obserwowano
takze komorkowo- i tkankowo-specyficzng lokalizacjg MMPs i TIMPs. Podczas
przerwy w niesnoSci wywotanej glodzeniem stwierdzono ekspresje badanych
elementow systemu MMP na poziomie mRNA oraz biatka we wszystkich odcinkach
jajowodu: lejku, magnum, cies$ni, gruczole skorupowym 1 pochwie. Regresji
jajowodu towarzyszyt wzrost ekspresji mRNA MMP-2, -7 i -9 oraz TIMP-2 i -3.

W trakcie odbudowy tego narzadu w wiekszosci odcinkow stwierdzono zwigkszong



ekspresj¢ MMP-2 oraz inhibitora TIMP-3. Ekspresja na poziomie biatka oraz
lokalizacja MMPs i TIMPs nie zmieniata si¢ znaczaco w wigkszo$ci odcinkdéw
jajowodu podczas przerwy w niesnosci wywotanej glodzeniem. Zaréwno podczas
regresji, jak i odbudowy jajowodu obserwowano wzrost aktywnosci MMP-2 i -9.
Podawanie tamoksyfenu, bedacego modulatorem receptorow estrogenowych,
zwigkszylo ekspresje genu MMP-7 i -9, natomiast nie wplyneto na poziom mRNA
MMP-2, TIMP-2 i -3. U kur traktowanych tamoksyfenem stwierdzono zwigkszong
ekspresje na poziomie bialka oraz aktywnos¢ MMP-2 w lejku i gruczole
skorupowym, a takze obserwowano zwickszong immunoreaktywno$¢ dla inhibitora
TIMP-3 w gruczotach tubularnych magnum.

Wykazana obecno$¢ mRNA, jak i biatka MMP-2, MMP-7, MMP-9, TIMP-2
I TIMP-3 we wszystkich odcinkach jajowodu kury wskazuje, ze narzad ten jest
miejscem syntezy badanych elementow systemu MMP, a ekspresja i aktywno$é
MMPs i TIMPs jest zalezna od odcinka jajowodu oraz stadium cyklu
reprodukcyjnego. Tkankowo-specyficzna lokalizacja MMPs i TIMPs w S$cianie
jajowodu kury sugeruje odmienne funkcje poszczegélnych elementow systemu
MMP w tym narzadzie. Obserwowane zmiany w ekspresji 1 aktywno$ci badanych
elementow systemu MMP podczas dojrzewania plciowego oraz przerwy w niesnosci
sugeruja, ze MMPs i TIMPs mogg by¢ lokalnymi regulatorami rozwoju, przebudowy
i czynnos$ci jajowodu kury. Zmiany w ekspresji i aktywnosci wybranych MMPs
u ptakéw po podaniu tamoksyfenu, wskazujg na udziat estrogenow w ich regulacji.
Wyjasnienie molekularnych mechanizméw regulujgcych synteze 1 aktywnosé
metaloproteinaz w poszczegélnych odcinkach jajowodu oraz ich roli w tym

narzadzie wymagaja dalszych badan.



SUMMARY

The matrix metalloproteinases (MMPs) are key regulators of extracellular
matrix remodeling in several types of tissues, including reproductive ones, that have
been postulated to be involved in multiple physiological and pathological events.
Although, participation of MMP system in reproductive tract remodeling was
strongly suggested in mammalian species there is little data so far about the role
of MMPs in the avian oviduct. To date only mRNA expression of MMP-2, MMP-9
and tissue inhibitors of MMPs (TIMP-2 and TIMP-3) in the oviduct of hen has been
revealed. Towards a better understanding of the MMP system involvement in the
avian oviduct development and remodeling the following items were examined:
1) the expression of chosen MMPs and TIMPs in particular sections of the chicken
oviduct during puberty and pause in egg laying, 2) the activity of selected MMPs in
the oviduct of growing and molting hens, 3) the localization of chosen MMP system
members in the wall of the chicken oviduct during maturation and pause in egg
laying, and 4) the impact of estrogen on selected MMPs expression and activity in
the chicken oviduct.

During puberty the expression of MMP-2, MMP-7, MMP-9, TIMP-2 and
TIMP-3 in particular sections of the chicken oviduct, the infundibulum, magnum,
isthmus, and shell gland was detected on both, mMRNA and protein level. The relative
expression of examined genes decreased in individual compartments of the chicken
oviduct during maturation. MMP-9 protein level diminished, while MMP-7 and
TIMP-3 concentration elevated in the oviduct of growing birds. MMP-2 and TIMP-2
protein level remained constant, with slight increase in MMP-2 concentration just
before reaching maturity. The activity of MMP-2 and -9 was significantly higher in
immature birds than in adult ones. Moreover, immunohistochemical studies revealed
cell- and tissue-specific localization of MMPs and TIMPs in the wall of the chicken
oviduct. During pause in egg laying, the expression of examined MMP system
members on mMRNA and protein level was shown in all sections of the chicken
oviduct i.e., the infundibulum, magnum, isthmus, shell gland, and vagina. Regression
of the oviduct was accompanied predominantly by an increase in MMP-2, -7 and -9,
as well as TIMP-2 and TIMP-3 mRNA expression. Protein expression level and
localization of MMPs and TIMPs did not show any significant changes during

molting, whereas during oviduct regression and recrudescence elevated activity



of MMP-2 and -9 was observed. Tamoxifen, estrogen receptor modulator, enhanced
MMP-7 and -9 mRNA expression, while it did nor influence MMP-2, TIMP-2 and -3
MRNA levels. Tamoxifen-treated birds showed higher protein level and activity of
MMP-2 in the infundibulum and shell gland, as well as increased immunoreactivity
for TIMP-3 in the tubular glands of magnum.

The results obtained suggest that the chicken oviduct is the site of synthesis of
examined MMP system members, and MMP expression and activity depend on the
oviductal section, as well as the stage of reproductive cycle. Cell- and tissue-specific
localization of MMP system members in the wall of the oviduct indicates their
distinct roles in this organ. Changes observed in the expression and activity of
selected MMPs and TIMPs point to the significance that these molecules could be
local regulators of development, remodeling, and functioning of the hen oviduct.
Changes in the expression and activity of chosen MMPs following treatment with
tamoxifen, suggest the involvement of estrogen in regulation of MMPs expression
and activity. However, detailed mechanisms regulating synthesis and activity
of MMP system members, as well as their precise roles in the avian oviduct require

further research.



1. WSTEP

Badania na ptakach przyczynity si¢ do licznych odkry¢ z zakresu biologii
rozwoju, morfogenezy oraz odpowiedzi hormonalnej. Ze wzgledu na specyfike
tworzenia 1 transportu jaja jajowod ptakow jest doskonatym modelem do badan
z zakresu biologii komorki i1 biomineralizacji, ktéra u ptakéw jest jednym
Z najszybciej zachodzacych proceséw W przyrodzie (Hincke, 2012). Ponadto jajowod
ptakéw jest unikatowym modelem do oceny wplywu i1 mechanizmu dziatania
hormonoéw steroidowych. Ze wzgledu na zjawisko spontanicznie rozwijajacych si¢
nowotworow uktadu rozrodczego u kur po okoto dwoch latach aktywnosci
rozrodczej, podobnie jak u kobiet w okresie menopauzy, jajowod kury jest
modelowym narzadem do badan nad nowotworami uktadu rozrodczego (Berry
i wsp., 2006). Z kolei wykorzystanie jajowodu kury jako bioreaktora daje nowe
mozliwosci masowej produkcji biatek terapeutycznych. Za takim zastosowaniem
przemawiaja: krotki cykl owulacyjny, wysoki potencjal biatkotworczy magnum,
nizsze koszty uzyskania transgenicznych bialek, mozliwo$¢ syntezy protein
szkodliwych dla komoérek ssakéw oraz uzyskanie czystych mikrobiologicznie
zwigzkow (Bednarczyk i wsp., 2006; Ivarie 2006; Roychoudhury i wsp., 2010).
Jajowdd ptakow jest takze przedmiotem szczegdlnego zainteresowania hodowcow
drobiu, poniewaz kazde zaburzenie w jego funkcjonowaniu ma bezposredni wptyw
na jako$¢ znoszonych jaj, a w konsekwencji na wyniki produkcyjne i ekonomiczne.

Uktad rozrodczy ptakow rozni sig, zarowno pod wzgledem morfologicznym, jak
i funkcjonalnym od uktadu rozrodczego ssakow. Zdecydowana wigkszo$¢ samic
ptakow posiada nieparzysty uklad rozrodczy, bowiem jego prawa czg$¢ ulega
regresji juz na etapie embriogenezy. Rozwijajg si¢ jajnik i1 jajowod potozone po lewe;j
stronie ciala samicy (Romanoff 1 Romanoff, 1949). Jajowdd powstaje z gornych
odcinkéw przewodu Miillera (Allard 1 wsp., 2000). U ptakow domowych ma postac
dhugiego, pofaldowanego przewodu, w ktérym ze wzgledu na budowe oraz pelniong
funkcje wyroznia si¢ pie¢ nastepujacych po sobie odcinkéw. S3 nimi: lejek
(infundibulum), magnum (magnum), ciesn (isthmus), gruczot skorupowy (uterus)
oraz pochwa (vagina) (Aitken, 1971) (Fot. 1).
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magnum

ciesn

pochwa

<«—— gruczot skorupowy

Fot. 1. Jajowodd kury.

Wyrdzniajac od $wiatta jajowodu $ciang tego narzadu tworza kolejno:
warstwa nablonka, blaszka wlasciwa blony $luzowej z gruczolami tabularnymi
(cewkowymi), warstwa wewngtrzna tkanki facznej, warstwa migs$ni okr¢znych,
warstwa zewnetrzna tkanki lacznej, warstwa mieéni podtuznych oraz btona
surowicza (Fot. 2). W nabtonku zlokalizowano dwa gtéwne typy komorek, komorki
urzesione i komoérki kubkowe ($luzowe). Wielokomoérkowe gruczoty tubularne,
otoczone komoérkami wydzielniczymi, zbudowane sg z trzech typéw komorek: A, B
i C (Wyburn i wsp., 1970; Chousalkar i Roberts, 2008). W komorkach typu A
znajduja si¢ ziarnistosci o duzej gestosci elektronowej, komorki typu B wypetnione
sa znaczng iloscia homogennych amorficznych substancji o niskiej gestosci,
natomiast w komorkach typu C mozna z tatwoscig zaobserwowac szorstka siateczke
srédplazmatyczng wraz z otaczajacymi jadro aparatami Golgiego. Najwyrazniej to
wlasnie te komorki gruczotow tubularnych uczestnicza w syntezie protein biatka jaja
(Jung i wsp., 2011).

Jak wykazaly badania histologiczne, u mlodych osobnikow, warstwa
nabtonka jest bardzo stabo zréznicowana i1 nie mozna w niej wyr6zni¢ jakichkolwiek
komorek wydzielniczych (Boogaard i Finnegan, 1976). Gruczoly tabularne sa
nieobecne, a powierzchnia $ciany jajowodu jest gtadka z nielicznie wystepujgcymi

zaglebieniami. Rozwoj jajowodu nastepuje stopniowo i polega gldwnie na zmianach
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w budowie morfologicznej gruczotow tubularnych (Yu i Marquard, 1973; Jung

I wsp., 2011), skutkujacych znacznym rozrostem btony $luzowej tego narzadu.

1Tmm 1mm

500u

J 500

Fot. 2. Przekrdj poprzeczny przez $cian¢ jajowodu kury (Blom, 1973).

Zdjgcia wykonane elektronowym mikroskopem skaningowym (SEM). Oznaczenia: a - magnum, 21x;
b - ciesn, 32x; ¢ - gruczot skorupowy, 32x; d — pochwa, 62x; E — nablonek, F — fald I — rzgdowy, f—
fald Il — rzgdowy, G — gruczoty tubularne w blaszce wlasciwej btony $luzowej, M — migsniowka
(warstwa migsni okrgznych 1 warstwa mig$ni podtuznych), V — naczynie krwionosne.
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Wraz z wejsciem w okres rozrodczy jajowod znacznie zwigksza Swoje rozmiary,
osiagajac U kury dlugosé nawet 86 cm i wielokrotnie zwigkszajac swoja masg¢ (Dunn
i wsp., 1990). Btona $luzowa jajowodu, na catej jego dtugosci, przybiera ksztatt
nieznacznie skreconych fatld o réznej wielkosci 1 liczbie, charakterystycznej dla
kazdego z poszczegdlnych odcinkow jajowodu. Fatdy btony $Sluzowej wystepujace
w poczatkowym fragmencie lejka, sa niskie, proste i poprzerywane ptytkimi
rowkami. Sciana w tej czgsci jajowodu jest niemal przezroczysta. Grzbiety fald staja
si¢ bardziej widoczne w tylnej czesci lejka, gdzie wystgpowanie wielu fatd II —
rzadowych, rozdzielonych glgbszymi szczelinami, tworzy nieregularne wypuktosci.
W magnum grzbiety fald sa proste, nieznacznie skrecone, z bardzo rzadko
wystepujacymi fatdami II - rzedu (Fot. 2a). Lacznikiem pomigdzy magnum a cie$nig
jest wyrazny, bialy pierscien (ok. 0,5 mm szerokos$ci), gdzie brak jest gruczotow,
a faldowanie zanika. Tuz za tg granica, grzbiety fald ponownie wzrastaja, przyjmujac
w ciesni posta¢ cienszych wypustek o coraz bardziej ztozonej powierzchni. Tu
przestrzenie miedzy poszczegdlnymi faldami sg znacznie wigksze niz w magnum
(Fot. 2b). W poczatkowym odcinku gruczotu skorupowego grzbiety fatd staja si¢
wysokie i waskie, z licznymi nacigciami (Fot. 2c¢). Przyjmujac coraz bardziej
jezykowaty” ksztalt, tworza regularne, podluzne faldowania ciagnace si¢ do
koncowego odcinka pochwy (Fot. 2d) (Blom, 1973).

Formowanie jaja u kury domowej trwa od 24 do 26 h (Lofts i Murton, 1973).
Uwolniona w wyniku owulacji komoérka jajowa wychwytywana jest przez lejek
jajowodu, gdzie dochodzi do ewentualnego zaptodnienia. W ciggu okoto 18 minut
przebywania jaja w tym odcinku wytwarzana jest pierwsza warstwa biatka (Gilbert,
1979). Nastepnie jajo przesuwane jest do magnum, najdluzszego z fragmentow
jajowodu, ktorego gtdéwna funkcja jest synteza i stymulowana mechanicznie sekrecja
biatka otaczajgcego zottko (Wyburn i wsp., 1970). Magnum charakteryzuje wysoka
aktywno$¢ metaboliczna. W ciggu 3 h produkowane jest okoto 15 g biatka jaja. Jest
to mozliwe dzigki obecnos$ci, SzCzegodlnie dobrze rozwinigtych w magnum,
komoérkom kubkowym nabtonka oraz komoérkom gruczoldéw tubularnych (Jung
i wsp., 2011) syntetyzujacych i magazynujacych siedemdziesigt osiem réznych
protein wchodzacych w sktad biatka jaja (Mann, 2007). Ruchy perystaltyczne
magnum przesuwaja jajo do kolejnego odcinka jajowodu, jakim jest ciesh (Arjamaa
I Talo, 1983). Ten odcinek jajowodu, w ktérym jajo przebywa okoto 1 h i 15 min.

(Hoffer, 1971), odpowiada gtownie za formowanie zewnetrznej i wewngtrznej blony
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skorupowej (Solomon, 1975). W skfad tych bton wchodzg widkienka biatkowe.
Rdzen wildkienek powstaje w gruczotach tubularnych (Simkiss i Taylor, 1971),
a ostonka w komodrkach nabtonkowych (Candlish, 1972). Po ich wytworzeniu jajo
przechodzi do gruczotu skorupowego, zwanego réwniez macica, gdzie przebywa
najdluzej, bo okoto 20 h (Nys i wsp., 2004). W S$cianie gruczolu skorupowego
znajduja si¢ gruczoty cewkowe, produkujace do jego $wiatta ptyn, ktéry dostarcza
wode i elektrolity peczniejgcemu jaju oraz jony wodoroweglanowe i wapniowe
potrzebne do formowania skorupy jaja. Stwarza takze wlasciwe S$rodowisko
plemnikom (Hoover i Smith, 1958; Breen i Debruyn, 1969). Jony wraz z woda
trafiaja do biatka jaja powodujac jego pecznienie (Salevsky i1 Leach, 1980).
Jednoczesnie rozpoczyna si¢ proces powolnej kalcyfikacji skorupy, ktéry znacznie
przyspiesza po zakonczeniu pgcznienia (Wyburn 1 wsp., 1973). Na okoto 5 h przed
zniesieniem jaja powstaje pigment (Warren i Conrad, 1942), natomiast tuz przed
zniesieniem kutykula (Persons, 1982). Ostatnim odcinkiem jajowodu, do ktérego jajo
wypychane jest przez skurcze migsni gtadkich macicy, jest pochwa (Johnson, 2000).
Nie bierze ona udzialu w tworzeniu jaja, a jedynie pomaga w jego wydaleniu (Jull,
1952).

Rozwdj oraz funkcjonowanie jajowodu ptakéw pozostajg gtownie pod
kontrolag hormonow steroidowych syntetyzowanych przez jajnik (Lofts i Murton,
1973), pobudzajacych wzrost i ré6znicowanie poszczegdlnych struktur tego narzadu
(Dougherty i Sanders, 2005). Ponadto, w prawidtowa czynnos¢ jajowodu wiaczone
sg takze substancje lokalnie w nim produkowane: miedzy innymi aminy biogenne
(Hrabia i wsp., 2001), prostaglandyny (Rzasa i Paczoska-Eliasiewicz, 1989),
arginino-wazytocyna (Rzgsa, 1984), czy hormon wzrostu (GH) (Donoghue, 1990;
Hrabia i wsp., 2014).

Cykl reprodukcyjny ptakow zalezy od gatunku 1 warunkow Srodowiska.
U ptakoéw dziko zyjacych, a takze u gesi 1 samicy bazanta niesnos$¢ jest sezonowa,
rozpoczyna si¢ wraz z wydtuzaniem si¢ dnia $wietlnego. U pozostalych gatunkéw
ptakow domowych niesnos¢ jest wlasciwie niezalezna od pory roku. Kury produkuja
jaja w pewnym okre§lonym rytmie, na ktory sktadajg si¢ serie kolejno znoszonych jaj
I przerwy miedzy tymi seriami. Przerwy w nie$nos$ci mogg wystapi¢ z powodu pauzy
zimowej, kwoczenia lub corocznej wymiany pior. Naturalna wymiana pior, czyli
pierzenie jest cyklicznym procesem fizjologicznym wystepujacym u ptakéw dzikich

po zakonczeniu sezonu rozrodczego, a u domowych po okoto roku niesnosci. Okres

14



ten charakteryzuje si¢ zmniejszona ,wrazliwoscia” przysadki na GnRH oraz
obnizonym st¢zeniem hormonu luteinizujacego (LH), estradiolu (E,) i progesteronu
(P4) w osoczu (Etches i wsp., 1984; Proszkowiec i Rzgsa, 2001). Towarzyszg im
spadek masy ciala, regresja jajnika i jajowodu, a co za tym idzie przerwa
W niesno$ci. Po zakonczeniu pierzenia nastepuje regeneracja jajnika i jajowodu oraz
istotnie poprawiajg si¢ funkcje rozrodcze (Berry, 2003). Zjawisko to zostato
wykorzystane w produkcji drobiarskiej, w ktorej w celu wydluzenia okresu
uzytkowania kur do dwoch okresow produkcyjnych, stosuje si¢ zabieg
wymuszonego przepierzania. Najbardziej powszechng metoda zsynchronizowanego
przepierzania komercyjnych niosek jest glodzenie, ale inwolucje¢ uktadu rozrodczego
mozna takze wywola¢ modyfikacja diety polegajaca na obnizeniu zawarto$ci wapnia
lub zwigkszeniu ilosci cynku, a takze podaniem egzogennego zwiazku o dziataniu
antyestrogennym, takiego jak tamoksyfen. Przywrocenie ptakom standardowej diety
skutkuje stopniowym wzrostem stezenia LH oraz steroidow jajnikowych
stymulujacych odbudowe uktadu rozrodczego i powrdt do niesnosci. Odmtodzenie
tkanek jajowodu podczas przerwy w niesnosci wptywa korzystnie na wyniki
produkcyjne oraz jakos$¢ znoszonych jaj (Webster, 2003).

Podczas cyklu reprodukcyjnego (rozwdj, regresja i odbudowa) w jajowodzie
zachodzg intensywne zmiany morfologiczne, biochemiczne i funkcjonalne zwigzane
ze zmianami w dynamice proliferacji, réznicowania oraz apoptozy komorek
(Heryanto i wsp., 1997; Anish i wsp., 2008; Jeong i wsp., 2013). Procesy te
wymagaja gruntownej przebudowy macierzy zewnatrzkomoérkowej  (ang.
extracellular matrix - ECM) oraz angiogenezy. ECM stabilizuje strukture tkanek,
a jej sktadowe uczestnicza w procesach migracji komorek, a takze wptywaja na ich
ksztatt 1 metabolizm. Sklad 1 proporcje zwiazkow budujacych ECM sa
charakterystyczne dla poszczegolnych tkanek oraz wyznaczajg ich strukture
1 funkcje. Kolageny 1 elastyna tworzg rusztowanie ECM, zapewniajac tym samym
zachowanie  prawidlowej  struktury tkanki oraz transdukcje  sygnatow
migdzykomodrkowych (Werb, 1997). Kolagen typu IV, fibronektyna, laminina,
entaktyna oraz siarczan heparanu sg gldwnymi sktadnikami blon podstawnych
bedacych jedng ze specyficznych form ECM (Ray i Stetler-Stevenson, 1997).
Proteoglikany wystgpujace w ECM utatwiaja migracj¢ komoérek (Egebland i Werb,

2002), natomiast glikoproteiny biorg udziat w adhezji, migracji oraz réznicowaniu
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Schemat 1. Sposoby dzialania metaloproteinaz (wg Page-McCaw i wsp., 2007).
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si¢ komorek poprzez wigzanie z integrynami. Spetnianie tych funkcji umozliwia stan
dynamicznej rownowagi migdzy syntezg a degradacja zawartych w ECM czasteczek.

Kluczowa role w przebudowie ECM odgrywaja metaloproteinazy macierzy
zewnatrzkomoérkowej (ang. matrix metalloproteinases - MMPs). Umiejscowione na
powierzchni przodujacej wedrujacych komoérek powoduja degradacje biatek tylko
w linii ich przemieszczania si¢. Wtasnie to zjawisko ma szczegdlne znaczenie
w przebudowie tkanki gcznej i angiogenezie (Nagase i Woessner, 1999; Page-
McCaw i wsp., 2007; Murphy i Nagase, 2011) (Schemat 1). Metaloproteinazy
stanowia rodzing metalozaleznych (Zn?* i Ca®") endopeptydaz, oznaczonych
numerami od MMP-1 do MMP-28, w budowie ktorych mozna wyrdznié
charakterystyczne domeny wspolne dla catej rodziny oraz domeny decydujace
o odmiennych wlasciwosciach poszczegdlnych enzymoéw. To wiasnie budowa oraz
specyfika substratowa staty si¢ podstawg do wyroznienia wsrod nich kilku podgrup,
takich jak:

- kolagenazy (MMP-1, MMP-8, MMP-13),

- zelatynazy (MMP-2, MMP-9),

- stromielizyny (MMP-3, MMP-10, MMP-11),

- matrylizyny (MMP-7, MMP-26),

- MMPs typu btonowego (membrane type MMPs - MT-MMPs) (MMP-14, MMP-15,
MMP-16, MMP-17, MMP-24, MMP-25)

- inne MMPs nie zakwalifikowane do Zadnej z powyzszych grup: metaloelastaza
(MMP-12), MMP-19, enamelizyna (MMP-20), MMP-23, MMP-27, epilizyna
(MMP-28) (Page-McCaw i wsp., 2007).

Metaloproteinazy syntetyzowane s3 w postaci pre-proenzymu. Odcigcie
domeny sygnatowej powoduje ich uwolnienie w formie zymogenu do przestrzeni
zewnatrzkomorkowej lub ekspozycje na powierzchni btony komoérkowej. Niektore
z MMPs moga wystepowac takze wewnatrz komorki, jest tak w przypadku MMP-1,
MMP-2 oraz posttranskrypcyjnego wariantu MMP-11 (Kwan i wsp., 2004; Limb
I wsp., 2005). Dzigki domenie propeptydowej MMPs utrzymywane sa w formie
nieaktywnej (latentnej) 1 najczgsciej w takiej formie wystepuja w tkankach
organizmu. Aktywacja polega na utracie peptydu o masie 10 kDa z N-terminalnego
regionu biatka. W proenzymie atom cynku (Zn®*) w centrum aktywnym
zablokowany jest wigzaniem koordynacyjnym przez grupg tiolowa cysteiny.

Odcigcie propeptydu powoduje rozerwanie wigzania Zn2+-cysteina blokujacego
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aktywno$¢ enzymu (Borkakoti, 2000; Nagase, 2006) (Schemat 2). Cztery domeny
podobne do hemopeksyny, zaangazowane w rozpoznanie substratu i powigzane
zdomeng katalityczng regionem zawiasowym, buduja wickszo§¢ MMPs,
Z wyjatkiem matrylizyn (MMP-7 i -26) oraz MMP-23, u ktorej wystepuje inna
domena. Zwigzane z btong MT-MMPs posiadaja dodatkowo domeng¢ kotwiczaca w
postaci glikozylofosfatydyloinozytolu (GPI) lub transblonowa (TM) i cytozolowa
(Cyto). Charakterystyczne dla zelatynaz (MMP-2 i MMP-9) sg wystepujace
W obrebie domeny katalitycznej, trzy powtérzone fragmenty podobne do
fibronektyny typu Il. Ponadto, MMP-9 w obrebie regionu zawiasowego posiada
domene kolagenowa typu V odgrywajaca istotng role w trawieniu niektorych
substratow m.in. kolagenu (Borkakoti, 2000; Sternlicht i Werb, 2001; Chevronnay i
wsp., 2012) (Schemat 2).

Pre Pro Domena katalityczna Zawias Hemopeksyna

/’ I\ A
’ \ /7 N\ /7 N\ /7 \
€ N VA /I r
ekwencja l . I Cyto
rozpozna]ica Fibronektyna Kolagen V LLb
furyn

Schemat 2. Budowa metaloproteinaz (wg Chevronnay i wsp., 2012).

Prometaloproteinazy znajdujace si¢ w przestrzeni zewnatrzkomorkowej moga
by¢ aktywowane przez proteazy serynowe takie jak plazmina oraz inne aktywne juz
MMPs (Nagase, 1999; Sternlicht i Werb, 2001; Itoh i wsp., 2008). Dziesi¢¢ sposrod
metaloproteinaz, w tym MMP-11 i wszystkie MT-MMPs, posiadajg na koncu
domeny propeptydowej sekwencj¢ rozpoznajaca podobng do furyny konwertaze
prekursorow biatek, dlatego tez moga by¢ wydzielane i eksponowane na powierzchni
blony komorkowej juz jako aktywne enzymy. Dodatkowo, MMP-8, -9 i -25 moga
by¢ magazynowane w ziarnisto$ciach leukocytéw wielojadrzastych i1 uwalniane
w miejscu zapalenia (Kang i wsp., 2001). Efektywna aktywacja pro-MMP-2 moze
nastgpi¢ takze na drodze zaleznej od MMP-14 (MT1-MMP), metaloproteinazy
transblonowej, ktorej czasteczki zwigzane sa z btong komodrkowa komorek tkanki
tacznej. Aktywacja MMP-2 poprzez ten szlak wymaga powstania kompleksu
enzymu MMP-14 i inhibitora TIMP-2 na powierzchni btony komodrkowej (Itoh
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I wsp., 2008). W warunkach in vitro proces aktywacji pro-MMPs, poprzez zmiany
konformacyjne poprzedzajace odtaczenie peptydu regulatorowego, moze zachodzi¢
w wyniku dziatania réznych zwigzkéw nieorganicznych (cyjanek, jodek potasu,
siarczan dodecylu sodu), zwigzkoéw organicznych zawierajagcych rte¢ (octan 4-
aminofenylortgciowy-APMA), mocznika oraz pod wplywem stresu oksydacyjnego
(Borkakoti, 2000; van Beurden i wsp., 2005). Udowodniono, ze zdolno$¢ dziatania
MMPs zalezy od pH tkanki. Wigkszo§¢ MMPs dziata w pH neutralnym lub lekko
zasadowym, podczas gdy inne proteazy sg aktywne w $rodowisku kwasnym

(,,zapalnym”) (Korostoff i wsp., 2000).
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Schemat 3. Regulacja aktywnos$ci metaloproteinaz (wg Chevronnay i wsp.,

2012; schemat zmodyfikowany).

Aktywnos¢ proteolityczna MMPs moze by¢ regulowana na kilku poziomach:
transkrypcji, obrobki posttranslacyjnej, aktywacji proenzymu, ale takze przez
obecno$¢ ich fizjologicznych inhibitoréw (Schemat 3). Nalezg do nich dziatajaca
niespecyficznie  ap-makroglobulina oraz  specyficzne tkankowe inhibitory
metaloproteinaz (TIMPs) (Nagase, 1999; Murphy, 2011). Produkowana przez

watrobe op-makroglobulina tworzy z MMPs kompleksy, ktore nastepnie usuwane sg
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na drodze endocytozy, za posrednictwem biatka zwigzanego z receptorem LDL
(LRP-1) (Chevronnay i wsp., 2012; Yamamoto i wsp., 2015). Z kolei TIMPs sg
rodzing czterech strukturalnie spokrewnionych ze sobg biatek, zawierajagcych w swej
strukturze 12 reszt cysteinowych, ktore tworza 6 mostkow disiarczkowych oraz 6
petli polipeptydowych. Petle 1-3 znajduja si¢ w C-koncowym fragmencie struktury,
natomiast petle 4-6 w N-koncowym fragmencie biatka (Gacko, 2001). Obie domeny
maja zdolno$¢ do tworzenia polaczen z MMPs, natomiast najwigksza aktywno$c
inhibicyjna zwigzana jest gtownie z mozliwoscig tworzenia wigzan pomigdzy N-
koncem TIMP a N-koncem enzymu. Te specyficzne inhibitory sprawuja podwojna
kontrole nad MMPs. Stwierdzono, ze zarowno hamuja one proces przejscia pro-
MMPs w MMPs, jak tez ich aktywne formy. TIMP-1, -2, -3 i -4 tworzg klasyczne
niekowalencyjne wigzania, laczac si¢ w dwuczasteczkowe kompleksy z MMPs
(Schemat 4), prowadzg do zahamowania ich proteolitycznej aktywnosci (Murphy,
2011).

Schemat 4. Krystalograficzny model kompleksu MMP-TIMP (wg Murphy,
2011, schemat zmodyfikowany).

Kompleks taki moze ulec dysocjacji z odzyskaniem peinej aktywnosci TIMPs oraz
MMPs (Emara 1 Wozniak, 1999). Aktywnos$¢ inhibicyjna poszczegdlnych TIMPs jest
rézna w stosunku do réznych MMPs. TIMP-1 ma wigksze powinowactwo do
domeny hemopeksynopodobnej MMP-9 niz MMP-2, natomiast C-koncowa domena
TIMP-2  ma znacznie wigksze zdolnoSci do wigzania =z  domeng
hemopeksynopodobng MMP-2, dzialajac znacznie slabiej na MMP-9. TIMP-3
wykazuje znacznie wigksze powinowactwo w stosunku do MMP-9 niz pozostate

biatkowe inhibitory. Oprécz inhibicji metaloproteinaz TIMPs maja zdolnos¢ do
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pobudzania wzrostu komorek oraz hamowania sygnatow stymulujacych mitozg oraz
apoptoze (Gacko, 2001; Sternlicht i Werb, 2001). Inhibitory produkowane sg przez te
same komorki, ktore wytwarzajg metaloproteinazy. Obecne w przestrzeniach
miedzykomérkowych, w osoczu krwi 1 w innych ptynach ustrojowych TIMPs
przejawiaja tkankowo-specyficzng ekspresje, ktéra moze by¢ regulowana na
poziomie transkrypcji przez rézne cytokiny, czynniki wzrostu oraz hormony
steroidowe (Murphy i Nagase, 2008; Zhu i wsp., 2014).
Wykazano, iz u ssakéw TIMP-1 produkowany jest przez wickszos¢ komorek
I tkanek, w tym budujacych narzady rozrodcze. Jego ekspresja regulowana jest przez
cytokiny, glownie przez interleuking-1 (IL-1) i czynnik martwicy nowotworow
(TNF-a), czy tez czynnik wzrostu nowotworow (TGF-B). Wytwarzany przez
fibroblasty 1 komoérki endotelialne TIMP-2, wykazuje z kolei konstytutywna
ekspresje, ktora nie jest podatna na dzialania czynnikdw wzrostu oraz cytokin
(Stearns 1 wsp., 1999). TIMP-3 jest nierozpuszczalnym, zwigzanym z macierza
inhibitorem, regulowanym przez czynniki pobudzajace mitozg, miedzy innymi przez
TGF-B, a hamowany przez TNF-a (Leco i wsp., 1994; Curry i Osteen, 2003).

Metaloproteinazy macierzy oddzialujac na otaczajaca je tkanke posrednicza
w szeregu procesOw fizjologicznych, jak i patologicznych. Poza rola w przebudowie
tkanki facznej, MMPs zaangazowane sa w proteolityczng aktywacj¢ oraz uwalnianie
czasteczek sygnatowych (Murphy i Nagase, 2011). W warunkach fizjologicznych
regulujg procesy rozwoju organizmu, odgrywaja wazng rol¢ w gojeniu si¢ ran,
przebudowie tkanek oraz angiogenezie. Nadmierng i niekontrolowang aktywacje
MMPs obserwuje si¢ w chorobach zapalnych i nowotworowych. MMPs moga
rowniez wykazywac dziatanie pronowotworowe nasilajac rozwoj i metastaze guzow,
dlatego tez staly si¢ celem w pracach nad lekami przeciwnowotworowymi (Fingleton
1 wsp., 2003). Zwigkszona ekspresja MMPs, czgsto korelujaca z degradacjg tkanek,
zostala bardzo dobrze udokumentowana w chorobach zapalnych kosci i stawow
(Murphy 1 Nagase 1 wsp., 2008). Ponadto, MMPs zaangazowane sa w patogenez¢
chorob autoimmunologicznych takich jak stwardnienie rozsiane oraz wigkszos¢
chor6b uktadu krazenia (miazdzyca, zawatl migsnia sercowego) (Page-McCaw i wsp.,
2007).

Liczne doniesienia wskazujg na istotng role elementow systemu MMP
W procesie zaplodnienia, implantacji oraz = wczesnego rozwoju embrionalnego

U ludzi i roznych gatunkow zwierzat (Vu i Werb, 2000; Gabler i wsp. 2001; Curry
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I Osteen, 2003; Bai i wsp., 2005; Chevronnay i wsp., 2012). Z przeprowadzonych
badan wynika, ze ekspresja MMPs w uktadzie rozrodczym zalezy od rodzaju
komorek i tkanek, a takze stadium cyklu reprodukcyjnego (Curry i Osteen, 2003; Hu
i wsp., 2004; Russo i wsp., 2009). Ponadto zaobserwowano, ze zréznicowane profile
ekspresji elementow systemu MMP w ludzkim endometrium odzwierciedlaja
cykliczne zmiany w st¢zeniach hormondéw steroidowych we krwi podczas cyklu
menstruacyjnego (Goffin i wsp., 2003; Diaz i wsp., 2012). Te hormonalne sygnaty
modulujg syntezg poszczegdlnych MMPs 1 ich inhibitoréw w celu kontroli miejsca
I zakresu degradacji macierzy. Jednak, warunkiem precyzyjnej przebudowy ECM
jest zachowanie réwnowagi pomiedzy MMPs 1 TIMPs w celu ograniczenia
nadmiernej proteolitycznej degradacji. Niekontrolowana proteoliza prowadzi do
standw patologicznych takich jak endometrioza, zwtdknienia macicy, niewlasciwa
implantacja zarodka, spontaniczne poronienia, przedwczesne przerwanie bton
ptodowych lub nowotwory. Podejmowane sa badania skupiajace si¢ na
doktadniejszym poznaniu roli jaka elementy systemu MMP odgrywaja w réznych
aspektach fizjologii i patologii uktadu rozrodczego (Vandenbroucke i Libert, 2014).
Pomimo licznych danych sugerujacych udzial systemu MMP w remodelingu
I funkcjonowaniu uktadu rozrodczego ssakow, jego rola w czynnosci tego uktadu
u ptakow jest stosunkowo stabo poznana. Informacje dotyczace MMPs i ich
tkankowych inhibitoréw ograniczaja si¢ do wykazania obecnosci kilku MMPs
I TIMPs w strukturach jajnika kury (Asem i wsp., 2000; Les$niak i Hrabia, 2012; Zhu
iwsp., 2014) oraz ekspresji mRNA MMP-2, MMP-9, TIMP-2 i TIMP-3
w jajowodzie kury (Rehault-Godbert i wsp., 2008; Dunn i wsp., 2009; Song i wsp.,
2011; Hrabia i wsp., 2013b). Sugerowano, takze udziat MMP-2 w procesie regresji

prawego przewodu Miillera u embrionow zenskich (Ha i wsp., 2004).
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2. CEL PRACY

Metaloproteinazy s3 kluczowymi regulatorami przebudowy macierzy
zewnatrzkomoérkowej w réznych tkankach w tym rozrodczych i sa wlaczone
w modulacje szeregu procesow fizjologicznych 1 patologicznych. Chociaz liczne
doniesienia sugerujg role metaloproteinaz w remodelingu i funkcjonowaniu uktadu
rozrodczego ssakow, informacje dotyczace MMPs w jajowodzie ptakow sg bardzo
skape. Jak dotad wykazano jedynie obecnos¢ MRNA MMP-2 i MMP-9 oraz
tkankowych inhibitorow metaloproteinaz (TIMP-2 i TIMP-3) w jajowodzie kury
(Rehault-Goldberg i wsp., 2008; Dunn i wsp., 2009; Song i wsp., 2011). Na
podstawie tych wynikéw, a takze udzialu MMPs w regulacji funkcji rozrodczych
ussakow wysunigto hipoteze, ze wybrane komponenty systemu MMP sg
zaangazowane w rozwdj 1 przebudowe (regresja i odnowa) jajowodu ptakow.

W celu weryfikacji tej hipotezy przeprowadzono doswiadczenia, ktorych
bezposrednim celem bylo okreslenie:
1) ekspresji wybranych metaloproteinaz i ich tkankowych inhibitorow

W poszczegdlnych odcinkach jajowodu kury:

a) podczas dojrzewania plciowego

b) podczas przerwy w aktywnosci rozrodczej (przerwy w nie$nosci)

2) aktywnos$ci wybranych metaloproteinaz w jajowodzie kur rosngcych i poddanych
wymuszonej przerwie w aktywnosci rozrodczej

3) lokalizacji MMPs i TIMPs w $cianie rozwijajacego si¢ oraz ulegajacego
przebudowie jajowodu

4) udziatu estrogenéw w regulacji ekspresji i aktywno$ci wybranych metaloproteinaz

w jajowodzie Kkur.

Przedstawicielami systemu MMPs byty MMP-2, MMP-7 i MMP-9 oraz tkankowe
inhibitory TIMP-2 i TIMP-3. Jako zwierze modelowe do badan wybrano kurg
domowg (Gallus gallus domesticus) ze wzglegdu na dostepnos¢ materiatu
badawczego oraz tatwos¢ okreSlenia stadium fizjologicznego uktadu rozrodczego.
Wzigto takze pod uwage aspekt biotechnologiczny wykorzystania jajowodu kury

domowej jako bioreaktora do produkcji ludzkich biatek terapeutycznych.
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3. MATERIAL I METODY

3.1. Zwierzeta doswiadczalne

Doswiadczenia wykonano na 48 niedojrzatych piciowo kurkach 148
dojrzatych kurach Hy-Line Brown, ktére utrzymywano w indywidualnych klatkach
w cyklu $wietlnym 14L:10D ($wiatlo od 6:00 do 20:00) z wolnym dostgpem do
wody i1 paszy. Ptaki zywiono mieszanka pelnoporcjowa zawierajaca W oOKresie
wzrostu ptakow 15% biatka 1 11,5MJ/kg energii, a natomiast po rozpoczeciu
I W okresie niesnosci 17,5% biatka i 11,5MJ/kg energii. U kur niosacych w celu
okreslenia czasu owulacji, przez co najmniej 2 tygodnie poprzedzajace
doswiadczenia i w trakcie doswiadczen rejestrowano czas zniesienia kazdego jaja.
Ptaki zabijano przez dekapitacje i natychmiast izolowano jajowod. Ptaki, ktore
znosily jaja dekapitowano okoto 2h po owulacji, tj. kiedy jajo przebywato
w srodkowej cze$ci magnum. Przed dekapitacja z zyty skrzydtowej pobierano krew.
Wszystkie doswiadczenia zostaly przeprowadzone za zgoda Lokalnej Komisji

Etycznej w Krakowie.

3.2. Stosowane zwiazki

Abcam, UK: krolicze przeciwciato poliklonalne skierowane przeciwko ludzkiej

MMP-2, krélicze przeciwciato poliklonalne skierowane przeciwko mysiej MMP-9,

krolicze przeciwciato poliklonalne skierowane przeciwko ludzkiemu TIMP-3

Advansta, USA: kozie przeciwciato anty-krolicze skoniugowane z peroksydaza

chrzanowg, Western Bright Quantum Chemiluminescent HRP Substrate

Applied Biosystems, USA: High-Capacity cDNA Reverse Transcription Kit,
TagMan Gene Expression Assays, TagMan Gene Expression Master Mix,
Eukaryotic 18S rRNA Endogenous Control

Bio-Rad, USA: Bradford Protein Assay, Coomassie Brilliant Blue R-250, TGX
FastCast acrylamide kit, membrany nitrocelulozowe, Laemmli Sample Buffer,

Zymogram Sample Buffer, f-merkaptoetanol, biatkowy marker molekularny

Precision Plus Protein Dual Xtra Standards

DIAsource ImmunoAssays, Belgia: DIAsource E2-RIA-CT Kit, DIAsource PROG-
RIA-CT Kit, DIAsource TESTO-RIA-CT Kit

BioVision, USA: bufor lizujacy
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Fluka, USA: zywica syntetyczna (DPX)

Fermentas, Litwa: bufor TBE, woda jalowa

GE Healthcare, UK: Amersham Matrix Metalloproteinase-2 (MMP-2) Biotrak
Activity Assay System, Amersham Matrix Metalloproteinase-9 (MMP-9) Biotrak

Activity Assay System

ICN Biomedicals, USA: 3,3’-diaminobenzydyna (DAB), dwuwodorofosforan sodu,

wodorofosforan dwusodowy, Tween 20, kwas edetynowy (EDTA), Triton-X,
glicerol, glicyna, dodecylosiarczan sodu (SDS), bfekit bromofenolowy, Coomassie
Blue R-250, nadsiarczan amonu (APS)

Life Technologies, USA: iBlot Gel Transfer Stacks Nitrocellulose

Merck, Niemcy: odczynnik Schiffa

Molecular Research Center, USA: TRI-reagent

POCH, Gliwice: alkohol etylowy, alkohol metylowy, chlorek sodu, cytrynian sodu

i)

formalina, 30% H,0O,, ksylen, aceton, kwas cytrynowy, kwas octowy, wodorotlenek

sodu, chlorek wapnia

Santa Cruz Biotechnology, USA: krélicze przeciwciato poliklonalne skierowane

przeciwko ludzkiej MMP-7, krélicze przeciwciato poliklonalne skierowane
przeciwko ludzkiemu TIMP-2, mysie przeciwciatlo monoklonalne skierowane

przeciwko ptasiej B-aktynie

Sigma, USA: agaroza, albumina surowicy bydlecej (BSA), bromek etydyny,
surowica kozia, trizma base, alkohol izopropylowy, 3-aminopropylotrietoksysilan,
bromochloropropan, paraplast, RNAlater, 30% akrylamid, cytrynian tamoksyfenu,
zelatyna, kazeina, kwas nadjodowy, N,N,N’,N'-tetrametyloetylenodiamina
(TEMED), azydek sodu (NaN3)

Thermo Scientific: PageRuler Prestained Protein Ladder

Vector Laboratories, USA: biotynylowane przeciwciato kozie anty-krolicze,

kompleks awidyna-biotyna-peroksydaza (Vectastain ABC System)

Warszawskie Zaktady Farmaceutyczne Polfa, Polska: heparyna

25



3.3. Uklad doswiadczen

3.3.1. Ekspresja, aktywnos$¢ i lokalizacja MMPs i TIMPs w jajowodzie kury

podczas dojrzewania plciowego

Kurki (n=48) dekapitowano w odstepach 2-tygodniowych, w wieku od 10. do
16. tyg. zycia oraz w 17. tyg. tj. po zniesieniu pierwszego jaja. W kazdym przedziale
wiekowym pobierano jajowdd (n=15 w 10. i 12. tyg., n=6 w 14, 16 i 17 tyg.), a po
zwazeniu izolowano cztery jego odcinki: lejek, magnum, ciesh oraz gruczot
skorupowy (Schemat 1). Tkanki natychmiast umieszczano w odczynniku RNAlater,
aby zapobiec degradacji RNA i przechowywano w temperaturze —20°C do czasu
izolacji catkowitego RNA i oznaczenia ekspresji genow metoda Real-Time PCR.
W celu oznaczenia ekspresji genow na poziomie biatka metodg Western blot oraz
aktywnos$ci metodg zymografii tkanki zamrazano i przechowywano w temperaturze —
80°C do czasu wykonania analiz. Ponadto, fragmenty tkanek jajowodu zostaty
utrwalone w 10% formalinie i1 zatopione w paraplascie, a nast¢gpnie poddane
analizom histologicznym i immunohistochemicznym. W osoczu krwi, pobranej
z zyly skrzydltowej tuz przed dekapitacja ptakdéw, oznaczono rdéwniez stezenie
progesteronu (P4) testosteronu (T) i estradiolu (E;) metoda radioimmunologiczng
(RIA).

3.3.2. Ekspresja, aktywnos¢ i lokalizacja MMPs i TIMPs w jajowodzie kury

podczas przerwy w niesnosci wywolanej glodzeniem

Niosace kury (n=36) w wieku 40 tygodni, o $redniej masie ciata 1,94 + 0,03
podzielono losowo na dwie grupy: kontrolng (n=18) i eksperymentalng (n=18)
poddang wymuszonej przerwie w niesnosci poprzez catkowite pozbawienie paszy
przez 5 dni, anastgpnie przez podawanie paszy co drugi dzien. Od 13 dnia
doswiadczenia pasz¢ podawano codziennie. Kury kontrolne 1 doswiadczalne
dekapitowano w 6., 13. 1 17. lub 20. dniu do$wiadczenia (n=6 w kazdej grupie).
Izolowano fragmenty wszystkich odcinkow jajowodu: lejka, magnum, cie$ni,
gruczolu skorupowego 1 pochwy. Wykonano takie same oznaczenia jak
w poprzednim doswiadczeniu. Podobnie jak w do$wiadczeniu 3.3.1. w 0soczu

oznaczono stezenie hormonow steroidowych: P4, T i E; metoda RIA.
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3.3.3. Ekspresja, aktywnos$¢ i lokalizacja MMPs i TIMPs w jajowodzie kury

podczas przerwy w niesnosci wywolanej podawaniem tamoksyfenu

Niosace kury (n=12), w wieku 25 tygodni, o $redniej masie ciata 1,86 + 0,036
podzielono losowo na dwie grupy: kontrolng (n=6) i1 eksperymentalng (n=6). Kury
kontrolne otrzymywaty podskorne iniekcje rozpuszczalnika (etanol), natomiast kury
doswiadczalne iniekcje tamoksyfenu (niesteroidowy modulator receptoréw
estrogenowych) w dawce 3 mg/kg masy ciala w objetosci 0,3 ml (Paczoska-
Eliasiewicz, 1999; Rzasa 1 wsp., 2009). Iniekcje wykonywano codziennie, az do
wywotania przerwy w nie$nosci tj. przez 6 dni. W 7 dniu ptaki dekapitowano.
Izolowano wszystkie odcinki jajowodu i wykonano oznaczenia jak w doswiadczeniu
3.3.1L.

3.4. Metody oznaczen

3.4.1. Radioimmunologiczna metoda oznaczania stezenia progesteronu,

testosteronu i estradiolu

Krew odwirowywano (5 min, 3000 x g) bezposrednio po pobraniu do
probéwek z heparyng. Stezenie P4, T 1 E; w o0soczu krwi oznaczano
radioimmunologicznie za pomoca zestawow komercyjnych. Stosowano hormony
znakowane izotopem jodu [**J] oraz probowki oplaszczone wysoce specyficznymi
przeciwcialami dla kazdego z hormondéw. W przypadku P, uzywano standardow
o stezeniach: 0; 0,12; 0,9; 3,0; 7,9; 151 36 ng/ml, dla T: 0; 0,11; 0,48; 1,55; 5,4; 16,4
ng/ml, a dla E,: 0, 18, 35, 152, 433, 1818 i 3604 pg/ml. Czuto$¢ metody dla Py
wynosita 0,05 ng/ml, a reakcje krzyzowe przeciwcial: 5-a-pregnan-3,20-dion 3,51%,
20-p-dihydroprogesteron 3,27%, 17a-hydroksyprogesteron 1,5%. Czuto$¢ metody
dla T byla réwna 0,5 ng/ml, wigzania krzyzowe: dihydrotestosteron 0,31%,
androstenodion 0,28%. W przypadku E; czuto$¢ metody wynosita 6,4 pg/ml,
a wigzania krzyzowe: estron 1,0%, estriol 0,6%. Pomiaru radioaktywnos$ci probek
dokonywano w 5-kanatowym sprzezonym z komputerem liczniku gamma ,,Wizard”
[LKB, Wieden, Austria].

3.4.2. Analiza ekspresji genéw metoda Real-Time PCR

3.4.2.1. Zasada metody Real-Time PCR z uzyciem sond TagMan
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Technika PCR (reakcja tancuchowa polimerazy, ang. Polymerase Chain
Reaction) z ilosciowa analizg w czasie rzeczywistym (ang. Real-Time PCR) stata si¢
w ostatnich latach wszechstronng i uznang metoda analityczng, gdyz pozwala na
wykrycie 1 ilo$ciowe oznaczenie bardzo matych ilosci specyficznych sekwencji
kwasow nukleinowych. Najwigksza zaleta tego narz¢dzia badawczego jest szybki
i doktadny pomiar zmian ekspresji genow w tkankach. Technika Real-Time PCR
opiera si¢ na analizie przyrostu ilosci produktu reakcji PCR w czasie rzeczywistym
poprzez pomiar zmiany fluorescencji w kazdym cyklu reakcji. Pomiar oparty jest na
réznicy w dlugosci fali wzbudzenia i emisji fluoroforu stanowigcego na przyktad
fragment sondy molekularnej. Sondy TagMan to krotkie odcinki DNA wyposazone
na koncu 5" we fluorofor emitujacy $wiatto (reporter), a na koncu 3' wygaszacz
pochtaniajacy $wiatto fluoroforu. Sonda taka po zwigzaniu si¢ z komplementarng
sekwencja na etapie wydtuzania jest degradowana przez polimeraz¢ Taq posiadajaca
aktywnos$¢ 5'-egzonukleolityczng, przez co fluorochrom ulega oddzieleniu od
wygaszacza. Rozdzial obu czasteczek umozliwia emisj¢ fluorescencji, ktore

mierzona jest po kazdym cyklu.
3.4.2.2. Izolacja catkowitego RNA

Izolacj¢ catkowitego RNA przeprowadzano w oparciu 0 metodg
Chomczynskiego iSacchi (1987) z zastosowaniem TRI-Reagentu. Tkanki
homogenizowano w proporcji 100 mg tkanki/1 ml TRI-reagentu, dodawano 0,1 ml 1-
bromo-3-chloro-propanu (BCP), energicznie wytrzgsano przez 1 min, a nastgpnie
inkubowano przez 15 min na lodzie. W celu rozdzielenia poszczegdlnych frakcji
probki wirowano (15 min, 12000 x g, 4°C), a frakcje zawierajaca RNA przenoszono
do nowych probowek i dodawano 0,5 ml izopropanolu w celu precypitacji RNA,
ktorg prowadzono przez noc w temperaturze 4°C. Po odwirowaniu (8 min, 12000
X g, 4°C) nadsacz usuwano, a osad RNA przemywano w 1 ml 75% etanolu. Probki
ponownie wirowano (5 min, 7600 x g, 4°C), nadsgcz odrzucano, a pelet RNA
rozpuszczano w wodzie wolnej od rybonukleaz. Po inkubacji w temperaturze 55-
60°C (10 min), wykonywano pomiar st¢zenia otrzymanego RNA spektrofotometrem
BioPhotometer (Eppendorf, Niemcy) przy dlugosci fali 260 nm. Czysto$¢
uzyskanego RNA szacowano na podstawie stosunku wartosci odczytow OD 260/280

nm, ktore miescity si¢ w zakresie 1,6-1,9. W celu okreslenia ewentualnego stopnia
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degradacji wyizolowanego RNA przeprowadzano rozdzial elektroforetyczny w 1%

zelu agarozowym z dodatkiem bromku etydyny w buforze 0,5x TBE.
3.4.2.3. Reakcja odwrotnej transkrypcji (RT)

Reakcje odwrotnej transkrypcji przeprowadzano korzystajac z zestawu High-
Capacity cDNA Reverse Transcription Kit zawierajagcego niezbedne do
przeprowadzenia reakcji odczynniki, w tym pule przypadkowych starteréw (ang.
random primers). Reakcje przeprowadzono w sterylnych probdéwkach, do ktorych
dodano 2 pg catkowitego RNA w 10 ul wody oraz 10 pl mieszaniny reakcyjne;.
Mieszanina reakcyjna sktadata si¢ z: 2 ul 10x stezonego buforu do RT, 0,8 ul 100
MM mieszaniny trifosforanéw deoksynukleozydow (dNTP), 2 ul Random Primers
(10x stezonych), 1 pl odwrotnej transkryptazy (MultiScribe) oraz 4,2 ul H,O (wolnej
od rybonukleaz). Probki inkubowano w termocyklerze (Mastercycler Gradient;
Eppendorf, Germany) zgodnie z nastepujgcym profilem temperaturowym: (i) 25°C
przez 10 min, (ii) 37°C przez 120 min, (iii) 85°C przez 5 min. Uzyskany cDNA
stanowil matryce w reakcji PCR. Kontrole negatywne stanowity probki bez dodatku
odwrotnej transkryptazy lub bez dodatku RNA.

3.4.2.4. Real-Time PCR

Reakcje Real-Time PCR przeprowadzano w termocyklerze StepOne Plus
(Applied Biosystems, USA) na plytkach 96-dotkowych, z uzyciem zestawu
odczynnikow TaqMan Gene Expression Master Mix i odpowiednich starterow oraz
sond TagMan MGB (TagMan Gene Expression Assay) dla genow kodujacych
enzymy MMP-2, -7 i -9 oraz inhibitory TIMP-2 i -3 (Tab. 1.). Reakcje prowadzono
w nastgpujgcych warunkach: 50°C przez 2 min, 95°C przez 10 min oraz 40 cykli
amplifikacji w 95°C przez 15 s i 60°C przez 60 s. W multipleksowej reakcji
amplifikacji uzyto 10 ul mieszaniny zawierajacej: 5 pul TagMan Gene Expression
Master Mix, 0,5 ul TagMan Gene Expression Assay (para starteroéw i sonda TagMan
MGB dla danego genu), 0,5 ul Eukaryotic 18S rRNA Endogenous Control (para
starterow 1 sonda znakowana VIC/TAMRA), 3 ul wody oraz 1 pl cDNA (probki
rozcienczone 10x po reakcji odwrotnej transkrypcji). Kazda reakcja zostata
powtorzona dwukrotnie, a proby bez matrycy shuzyly jako kontrole negatywne.
Wzgledng ekspresj¢ badanych genéw RQ (ang. Relative Quantitation) obliczano
w odniesieniu do genu referencyjnego (18S rRNA) za pomocg oprogramowania

29



Tabela. 1. Charakterystyka zestawow stosowanych do badania ekspresji mRNA gené6w MMPs i TIMPs metodg Real-time PCR.

Sekwencja sondy Dlugos¢
Symbol genu Ref. Sed. (FAM5’—3’NFQ) produktu (pz)
MMP-2 U07775.1 CCTGGCCCTGGTCCTG 69
MMP-7 NM_001006278.1 TACAATCAAGGAGTTAATTTGTTCC 92
MMP-9 NM_204667.1 AGTACCTCTATGGTCGTGGCTCTGG 78
TIMP-2 NM_204298.1 ATCGCCCTCGGATTTG 88
TIMP-3 NM_205487.2 ACGCGGCCTGTAATC 70
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StepOne Software v2.1. (Applied Biosystems) korzystajac z metody
RQ = 24 gdzie Ct jest cyklem progowym dla amplifikacji badanego genu (Livak
i Schmittgen, 2001):
AACt = ACt probki - ACt kalibratora

ACt probki = (Ct badanego genu dla probki — Ct genu referencyjnego dla probki)

ACt kalibratora = Ct badanego genu dla kalibratora — Ct genu referencyjnego dla

kalibratora)

W doswiadczeniu 3.3.1 kalibratorem byla wartos$¢ ekspresji badanego genu w lejku
w 10 tyg., natomiast w do§wiadczeniach 3.3.2 i 3.3.3 w lejku kur z grupy kontrolnej.
Wyniki przedstawiono jako $rednie wartosci + SE wzglednej ekspresji 0szacowanej
metoda RQ.

3.4.3. Analiza Western Blot
3.4.3.1. Izolacja biatka

Fragmenty tkanek homogenizowano w schtodzonym buforze lizujacym
w proporcji 100 mg tkanki/0,5 ml buforu, a nastepnie wirowano (10 000 x g, 5 min,
4°C). Supernatanty przenoszono do nowych proboéwek i uzywano do dalszych analiz.
Stgzenie biata w nadsaczach oznaczano metodg Bradforda przy uzyciu odczynnika

Bradford Protein Assay.

3.4.3.2. Elektroforeza SDS-PAGE

Odpowiednig objetos¢ nadsaczu, zawierajaca 50 pg biatka, mieszano
z buforem obcigzajacym Laemmli Sample Buffer (Tris pH 6,8; 26% glicerol; 2%
SDS; 10% p-merkaptoetanol; 0,01% bigkit bromofenolowy), a nastepnie
denaturowano (10 min, 95°C). Probki poddawano rozdziatlowi SDS-PAGE (ang.
sodium dodecyl sulphate polyacrylamide gel electrophoresis) w 12% zelach
poliakryamidowych (TGX FastCast acrylamide kit) w aparacie Mini-Protean Tetra
Cell (Bio-Rad, USA) rownolegle z markerem biatkowym Precision Plus Protein Dual
Xtra Standards. Rozdzielone biatka przenoszono z zZelu na membrang
nitrocelulozowa metoda transferu pot-suchego za pomocg urzadzenia iBlot Gel

Transfer System (Invitrogen, USA).
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3.4.3.3. Western blotting

Metaloproteinazy oraz inhibitory identyfikowano na membranach przy uzyciu
poliklonalnych kroliczych przeciwciat skierowanych przeciwko MMP-2, -7, -9,
TIMP-2 i -3. W celu zablokowania niespecyficznego wigzania przeciwcial do
membrany inkubowano ja w 5% roztworze BSA w buforze TBST (Tris—chlorek
sodu-Tween 20; pH 7,5) przez 1 h. Nastgpnie prowadzono inkubacje
Z przeciwciatem pierwszorzegdowym o st¢zeniu 1 ug/ml przez 17 h w temperaturze
4°C. Po trzykrotnym ptlukaniu w TBST membrany umieszczono w roztworze
drugorzedowego przeciwciata (0,1 pg/ml) skoniugowanego z peroksydaza
chrzanowa (ang. horseradish peroxidase - HRP) i skierowanego przeciwko
przeciwcialom kroliczym na 2 h w temperaturze pokojowej. Miejsca wigzania
przeciwcial ~ wizualizowano za pomocg metody ECL (ang. enhanced
chemiluminescence) przy uzyciu odczynnika WesternBright Quantum. Detekcji
sygnatu dokonano aparatem ChemiDoc-It 410 Imaging System (UVP, USA)
wykorzystujacym oprogramowanie VisionWorks Life Science Software. Kontrolg
wewnetrzng przeprowadzono inkubujac membrany z mysim przeciwcialem
monoklonalnym  skierowanym przeciwko B-aktynie (0,4 pg/ml). Wyniki

przedstawiono jako iloraz sygnatu badanego biatka do biatka referencyjnego.
3.4.4. Oznaczanie aktywnos$ci MMPs metoda zymografii transferowej

W celu okreslenia Zelatynolitycznej aktywnos$ci w homogenatach jajowodu
kury wykonano zymografi¢ transferowa wg Pan i wsp. (2011). Odpowiednig
objetos$¢ nadsgczu (przygotowanego tak jak w podrozdziale 3.4.3.1), zawierajacg 50
ug biatka, mieszano z buforem obcigzajacym Zymogram Sample Buffer (Tris pH
6,8; 25% glicerol; 4% SDS; 0,01% bfgkit bromofenolowy) i poddawano rozdziatowi
elektroforetycznemu w warunkach denaturujacych i nieredukujacych w 10% zelach
poliakrylamidowych (4°C). Po zakonczeniu SDS-PAGE przeprowadzono transfer
biatek z zelu rozdzielajacego na zel kopolimeryzowany z zelatyng (0,5 mg/ml) przy
pomocy aparatu Invitrogen Gel Transfer System (Invitrogen, USA). Nastepnie zel
przemywano (3 x 15 min) w buforze zawierajacym 2,5% (v/v) Triton X-100 w celu
usunigcia SDSu 1 umieszczano w buforze do inkubacji (50 mM Tris-HCI; 10 mM
CaCly; 200 mM NaCl; 0,05% NaNsz; pH 7,5) na 17 h w temperaturze 37°C.
W kolejnych etapach, zele barwiono 0,5% (v/w) Coomassie Brilliant Blue R-250,

odbarwiano w wodzie destylowanej do momentu pojawienia si¢ jasnych prazkow
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| fotografowano (Nikon, Japonia). Enzymy rozktadajac zelatyn¢ znajdujaca si¢
w zelu poliakrylamidowym, pozostawiajag odbarwiony prazek na tle granatowo
wybarwionego zelu, a wielko$¢ uzyskanego prazka jest wprost proporcjonalna do
aktywno$ci  enzymu. Zmiany aktywnosci  metaloproteinaz  analizowano
densytometrycznie przy uzyciu programu Image J (NIH; http://rsb.info.nih.gov/ij/).
Mas¢ molekularng prazkéw szacowano przy pomocy markera PageRuler Prestained
Protein Ladder. Kontrola negatywna polegata na zastosowaniu w buforze do
inkubacji 10 mM EDTA jako czynnika chelatujacego jony Zn®* i Ca®* i tym samym
hamujacego aktywno$s¢ MMPs.

3.4.5. Oznaczanie aktywno$sci MMP-2 i -9 zestawem Biotrak

Analiza oparta jest na zmodyfikowanej pro-urokinazie, w ktorej
rozpoznawana przez plazmine sekwencja odpowiadajaca za aktywacje, zostata
zastagpiona sekwencja rozpoznawang specyficznie przez MMPs. Chromogenny
peptyd bedacy substratem dla urokinazy jest wykorzystywany do pomiaru jej
aktywnos$ci. Test przeprowadza si¢ na ptytkach optaszczonych przeciwcialami
skierowanymi przeciwko badanej metaloproteinazie, warunkujgcymi specyficzno$¢
oznaczenia.

Zestawy Amersham Biotrak Activity Assay System dla MMP-2 i -9
zawieraly wszystkie odczynniki niezbedne do przeprowadzenia analizy. Oznaczenie
wykonano wedlug zalecen producenta. W skrocie, do kolejnych studzienek ptytki 96
dotkowej naktadano po 100 pl standardow MMP-2 o stezeniach 0; 0,19; 0,38; 0,75;
1,5; 3,0 ng/ml lub MMP-9 o stezeniach 0; 0,125; 0,25; 0,5; 1,0; 2,0; 4,0 ng/ml lub
homogenatu tkanek przygotowanego jak w punkcie 3.4.3.1 1 rozcienczonego
buforem do prob tak, aby naktadana objetos¢ zawierata 200 pg biatka. Po inkubacji
(17 h, 4°C) usunieto zawarto$¢ studzienek i czterokrotnie przemywano je buforem.
Nastepnie dodawano 50 ul APMA (0,5 mM) oraz 50 pl odczynnika do detekcji
zawierajacego pro-urokinaze i substrat. Po 6 h inkubacji w temperaturze 37°C,
dokonano pomiaru OD za pomocg czytnika BioTek ELx808 (Biokom) przy dlugosci
fali 405 nm.

3.4.6. Oznaczanie bialka metoda Bradford

Procedura oznaczenia biatka wykorzystuje zjawisko tworzenia si¢ kompleksu

biatko-barwnik (Coomassie Brilliant Blue R-250). Kompleks ten powoduje
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przesunigcie dlugosci fali odpowiadajacej maksimum absorpcji barwnika z 465 do
595 nm, a warto$¢ absorbancji jest proporcjonalna do stezenia biatka.

Do 50 ul rozcienczonego homogenatu tkanek przygotowanego jak w punkcie
3.4.3.1 dodawano 750 ul wody destylowanej oraz 200 pl odczynnika Bradford
Protein Assay. W studzienkach ptytek 96 dotkowych umieszczano po 100 pl
mieszaniny i wykonywano pomiar OD za pomoca czytnika BioTek ELx808
(Biokom) przy dlugosci fali 595 nm. Krzywa standardowg stanowity roztwory BSA
o stezeniach 0, 10, 20, 50, 100 1 200 pg/ml.

3.4.7. Immunohistochemiczna lokalizacja MMPs i TIMPs

Fragmenty tkanek jajowodu utrwalano przez 48 h w 10% formalinie w 0,1M
buforze fosforanowym (pH 7,4). Po wyptukaniu w buforze fosforanowym tkanki
odwadniano we wzrastajacych stezeniach alkoholu etylowego (70% - 80% - 96% -
absolutny). Nastepnie tkanki przeswietlano w ksylenie, zatapiano w paraplascie
i krojono na mikrotomie na skrawki o grubosci 6 pum, ktére naklejano na szkietka
pokryte 3-aminopropylotrietoksysilanem. Preparaty deparafinizowano w ksylenie,
uwadniano w malejacych stezeniach alkoholu etylowego (absolutny — 96% - 80% -
70% - 50%) i przemywano w wodzie. Nastgpnie skrawki inkubowano 10 min
w 0,5% H,0, w metanolu w celu zahamowania aktywnosci endogennej peroksydazy
1 po przeptukaniu w wodzie destylowanej inkubowano 20 min w buforze
cytrynianowym (pH 6,0) w temperaturze 75°C w celu wzmocnienia antygenowosci
tkanki. Po przemyciu w buforze TBS (Tris—chlorek sodu; pH 7,4), skrawki
inkubowano 10 min z 5% normalng surowicg kozig w buforze TBST (Tris—chlorek
sodu—Tween 20; pH 7,4), aby zablokowa¢ niespecyficzne wigzanie drugorzedowego
przeciwciata. Inkubacje¢ skrawkow z pierwszorzegdowym kroliczym przeciwcialem
skierowanym przeciwko MMP-2, -MMP-7, MMP-9, TIMP-2 i TIMP-3 (4 ug/ml)
prowadzono przez 17 h w temperaturze 4°C. Kolejno skrawki przemywano
kilkakrotnie w buforze TBS 1 nakladano drugorzg¢dowe przeciwciato biotynylowane
kozie antykroélicze (rozcienczenie 1:300). Po 60 min skrawki ponownie przemywano
w buforze TBST i inkubowano 30 min z kompleksem awidyna-biotyna-peroksydaza
(rozcienczenie 1:100). Reakcje barwng przeprowadzano w buforze TBS, ktory w 15
ml zawierat 1 tabletke 3,3’-diaminobenzydyny (DAB) i 20 ul 30% H,0,. Wykonano
kontrole negatywne, ktore stanowity skrawki inkubowane z normalng surowicg kozig

zamiast przeciwciala pierwszorzedowego. Po odwodnieniu we wzrastajacych
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stezeniach alkoholu etylowego i ksylenie preparaty zamykano w zywicy syntetycznej
DPX. Badane tkanki obserwowano pod mikroskopem (Junamed, Zeiss, Niemcy lub
Nikon, Japonia) sprz¢gzonym z kamera analogowa. Zdjecia preparatéw wykonywano
przy uzyciu programu komputerowego do analizy obrazu MultiScanBase v. 14.02

firmy Computer Scanning System, Ltd (Warszawa, Polska).

3.4.8. Barwienie metoda Feulgena

Metoda Feulgena stuzy do wykrywania kwasow deoksyrybonukleinowych
(DNA) isktada si¢ z dwoch etapow. W pierwszym z nich tkanke poddaje sie
hydrolizie w 1M kwasie solnym (HCI), co prowadzi do peknigcia pierscienia
pentozowego deoksyrybozy i wytworzenia grupy aldehydowej. Etap drugi polega na
wykrywaniu grupy aldehydowej odczynnikiem Schiffa (fuksyna zasadowa
odbarwiona kwasem siarkowym). W wyniku tej reakcji DNA zawarte w jadrach
komorkowych barwi si¢ na kolor purpurowo-czerwony. Hydroliza nie powoduje
peknigcia pierscieni rybozy dzieki czemu metoda Feulgena jest DNA-selektywna.

Skrawki tkanek (6 pm), po odparafinowaniu w ksylenie i uwodnieniu
w malejacych stezeniach etanolu, traktowano 1M HCI (6 min) w temperaturze 60°C,
a nastepnie oplukiwano zimnym HCI i1 inkubowano z odczynnikiem Schiffa (30
min). Kolejnym etapem byto réznicowanie w siarczynie sodu (Na,SO3z) 3 x 1 min.
Nastepnie preparaty odwadniano w malejacych stezeniach etanolu i ksylenie oraz
zamykano w DPX.

3.4.9. Barwienie metoda PAS

Reakcja PAS (Periodic acid-Schiff) jest rekcja histochemiczng wykrywajaca
wielocukry obojetne zawierajgce pierscienie heksozowe. Polega na utlenieniu reszt
glikolowych poddanych dziataniu kwasu nadjodowego oraz barwnej reakcji
powstatych grup aldehydowych z odczynnikiem Schiffa. Dodatnig reakcje PAS
(zabarwienie w kolorze purpurowo-czerwonym) dajag wszystkie struktury
komoérkowe 1 tkankowe wykazujace obecno$¢ wigkszych ilosci wielocukrow
(glikokaliks brzezkéw szczoteczkowych, btony podstawne, wewnatrzkomoérkowe
ztogi glikogenu, glikoproteidowe oraz §luzowe ziarna wydzielnicze).

W celu wykonania barwienia po odparafinowaniu w ksylenie i uwodnieniu
W malejacych stezeniach etanolu skrawki tkanek (6 pum) inkubowano z 1% kwasem

nadjodowym (10 min), a nastepnie z odczynnikiem Schiffa (15 min). Po zakonczeniu
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barwienia preparaty odwadniano w malejacych stezeniach etanolu oraz ksylenie

i zamykano w DPX.

3.5. Analiza statystyczna wynikow

Uzyskane wyniki poddano analizie statystycznej stosujac jedno- lub
dwuczynnikowg analize¢ wariancji. Istotno$¢ réznic pomiedzy wartosciami srednimi
okreslano testem Duncana przy uzyciu programu SigmaStat 2.03 firmy Systat
Software GmbH (Niemcy). W przypadku gdy zmienne losowe nie mialy rozktadu
normalnego, dane poddano transformacji logarytmicznej, po ktérej przeprowadzono
analize wariancji. Porownujac $rednie dwoch grup stosowano test t-studenta lub
Manna-Whitney’a. Prawdopodobienstwo na poziomie 0,05 uznawane byto za istotny
wskaznik roznic statystycznych pomiedzy $rednimi. Wyniki przedstawiono jako
srednie = SE. Wykresy wykonano za pomoca programu Grapher 10.0 firmy Golden
Software Inc. (USA).
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4. WYNIKI

4.1. Dojrzewanie plciowe
4.1.1. Masa jajowodu kury podczas dojrzewania plciowego

Na rycinie 1 przedstawiono dane dotyczace masy jajowodu kurek podczas
dojrzewania piciowego. U 10-tyg. kurek $rednia masa jajowodu byta rowna
0,12 +£0,004 g i stopniowo zwiekszata si¢ podczas dojrzewania osiggajagc wartos¢
50,54+ 4,29 g w 17. tyg. zycia ptakéw tj. po rozpoczeciu niesnosci (osiggniecie
dojrzatosci piciowej). Najwigkszy, 12-krotny wzrost masy jajowodu nastgpit

pomiedzy 14. a 16. tyg. W 17. tyg. masa jajowodu zwigkszyla si¢ jeszcze o 67%.
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Ryc. 1. Masa jajowodu kury podczas dojrzewania plciowego. Kazda warto$¢ przedstawia
srednig = SE z 6 ptakow; $rednie oznaczone réznymi literami roznig si¢ istotnie
(P<0,05). # - osiagnigcie dojrzatosci piciowej.

4.1.2. Stezenie progesteronu, testosteronu i estradiolu w osoczu krwi kury

podczas dojrzewania plciowego

Na rycinie 2 przedstawiono st¢zenie hormonoéw steroidowych w osoczu krwi
kurek podczas dojrzewania ptciowego. Stezenie P4 (ng/ml) zmienialo si¢ od wartosci
1,12 £ 0,13 w 10. tyg. do 1,23 + 0,05 w 15. tyg. zycia ptakéw, po czym istotnie
wzrosto do wartosci 2,72 £ 0,51 w 16. tyg., tj. tydzien przed osiaggni¢ciem dojrzatosci
ptciowej. Stezenie T (pg/ml) zwigkszato si¢ stopniowo podczas dojrzewania od
wartosci 119,63 + 4,87 w 10. tyg. do 364,17 + 63,02 w 17. tyg. Stezenie E, (pg/ml)
stopniowo zwigkszato si¢ migdzy 10. a 14. tyg. od wartosci 36,6 = 9,21 do
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116,9 + 14,58, a nastepnie istotnie wzrosto w 15. tyg. 0 196% (z 116,9 + 14,58 do
347,1 + 56,15) i najwyzsza warto$¢ osiggneto u kur niosacych (526,8 £ 19,02).

4.1.3. Ekspresja genow MMPs i TIMPs na poziomie mRNA w jajowodzie kury

podczas dojrzewania plciowego

Stwierdzono ekspresj¢ wszystkich badanych MMPs i TIMPs w tkankach
jajowodu kury podczas dojrzewania ptciowego. Poziom ekspresji gendw zalezat od
odcinka jajowodu oraz wieku ptakow. Wzgledng ekspresje (RQ) MMP-2, -7 1 -9 oraz
TIMP-2 i -3 przedstawiono na rycinie 3 i 4.

Najwyzsza wzgledna ekspresje mRNA MMP-2 obserwowano w lejku,

a najnizszg w magnum (Ryc. 3a). W okresie dojrzewania ptciowego we wszystkich
odcinkach jajowodu najwyzsza ekspresj¢ mRNA MMP-2 wykazano w 10. tyg. W 12.
tyg. odnotowano zmniejszenie ekspresji MMP-2 w ciesni (o 51%) 1 gruczole
skorupowym (o 21%). Z kolei w wieku 14 tyg. ekspresja mRNA MMP-2 obnizyta
si¢ istotnie we wszystkich badanych odcinkach jajowodu: lejku, magnum, cie$ni
1 gruczole skorupowym, odpowiednio o 50%, 52%, 47% 1 36%. W 16. tyg. poziom
ekspresji zmniejszyl si¢ w magnum o 54%, a w 17. tyg., tj. u kur niosacych
w magnum i cie$ni, odpowiednio o 60% i 35% (Ryc. 3a).

W jajowodzie rosngcych kurek, najwyzszy poziom mRNA dla MMP-7
obserwowano w lejku, a najnizszy w ciesni (Ryc. 3b). W okresie dojrzewania
plciowego najwyzsza ekspresj¢ mRNA MMP-7 obserwowano w 10. tyg.
w wiekszosci odcinkow jajowodu. W 12. tyg. ekspresja wzrosta istotnie w gruczole
skorupowym (o 194%), podczas gdy w wieku 14 tyg. obnizyla si¢ we wszystkich
odcinkach jajowodu: lejku, magnum, cies$ni i gruczole skorupowym, odpowiednio
0 73%, 91%, 94% 1 96% do poziomu graniczacego z czutoscig metody. Niewielki
wzrost ekspresji odnotowano w 16. tyg. zycia kurek, natomiast jedynie w cie$ni
zmiany te byty statystycznie istotne (o 900%). Po rozpoczeciu nie$snosci nie
obserwowano istotnych zmian w poziomie mRNA dla MMP-7 w Zadnym z badanych
odcinkow (Ryc. 3b).

Najwyzszy poziom ekspresji mRNA dla MMP-9 odnotowano w lejku,

natomiast najnizszy w gruczole skorupowym (Ryc. 3¢). W okresie dojrzewania
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Ryc. 3. Ekspresja mRNA MMP-2 (a), MMP-7 (b) i MMP-9 (c) w jajowodzie kury
podczas dojrzewania plciowego okreslona metoda Real-time PCR. Kazda
warto$¢ przedstawia $rednia £ SE Z minimum 6 oznaczen; $rednie oznaczone
r6znymi literami roznig si¢ istotnie (P<0,05).
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Ryc. 4. Ekspresja mRNA dla TIMP-2 (a) i TIMP-3 (b) w jajowodzie kury podczas
dojrzewania plciowego okreslona metoda Real-time PCR. Kazda warto$¢
przedstawia $rednig £ SE z minimum 6 oznaczen; $rednie oznaczone réznymi
literami r6znig si¢ istotnie (P<0,05).

plciowego najwyzsza ekspresje mRNA MMP-9 stwierdzono w 10. tyg. w wigkszosci
odcinkéw jajowodu. W 12. tyg. ekspresja istotnie obnizyla si¢ w ciesni o 47%.
Podobnie jak w przypadku MMP-2 1 MMP-7, istotny spadek poziomu mRNA
MMP-9 wystapit miedzy 12 a 14 tyg. (w lejku 0 97%, magnum o 86%, cies$ni o 84%,
a gruczole skorupowym o 65%). W wieku 16 tyg. ekspresja MMP-9 nie zmienita sig,
natomiast znaczacy jej wzrost stwierdzono w magnum 1 gruczole skorupowym kur
niosgcych, odpowiednio 0 255% 1 57% (Ryc. 3c¢).

Inhibitor TIMP-2 charakteryzowal si¢ zblizonym profilem ekspresji do
MMP-2 z najwyzszym poziomem mRNA w lejku i najnizszym w magnum (Ryc. 4a).
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W okresie dojrzewania plciowego najwyzsza ekspresj¢ mRNA TIMP-2 wykazano
w 10. 1 12.tyg. we wszystkich odcinkach jajowodu. Istotny spadek ekspres;ji
obserwowano miedzy 12. a 14. tyg. w lejku (o 55%), magnum (o 40 %) 1 gruczole
skorupowym (o0 72%). Poziom mRNA TIMP-2 zmniejszyt si¢ w magnum 16-tyg.
ptakow o 37%, natomiast w gruczole skorupowym wzrdst o 121%. U niosgcych kur
ekspresja obnizyta si¢ w magnum i cie$ni, odpowiednio o 44% i1 37%, podczas gdy
w gruczole skorupowym zwigkszyta si¢ 0 47% (Ryc. 4a).

Najwyzszy poziom mRNA inhibitora TIMP-3 wykryto w lejku,
a najnizszy w magnum i cie$ni kur niosagcych. W okresie dojrzewania ptciowego
najwyzszg ekspresj¢ mRNA TIMP-3 wykazano w 10. tyg. we wszystkich odcinkach
jajowodu. Obnizenie ekspresji stwierdzono w 12. tyg. w lejku, cie$ni i gruczole
skorupowym, odpowiednio o 51%, 72% 1 70%. Na kolejnych etapach rozwoju
ekspresja nie zmieniata si¢ istotnie, az do momentu rozpoczgcia nie$nosci, kiedy to
zmniejszyta si¢ w magnum o 62% 1 wzrosla w gruczole skorupowym o 103%

(Ryc. 4b).

4.1.4. Ekspresja genow MMPs i TIMPs na poziomie bialka w jajowodzie kury

podczas dojrzewania plciowego

Za pomocg metody Western blot okreslono ekspresje biatek MMP-2, MMP-7,
MMP-9, TIMP-2 i TIMP-3 w poszczegdlnych odcinkach jajowodu rosnacych kurek
(Ryc. 5-9). Wszystkie badane elementy systemu zidentyfikowano w tkankach
jajowodu, a ich ilo$¢ byta zalezna od odcinka oraz wieku ptakdw.

Na kazdym etapie rozwoju w poszczegdlnych odcinkach jajowodu
stwierdzono obecno$¢ formy latentnej (72 kDa) oraz aktywnej (66 kDa) MMP-2
(Ryc. 5). Na wykresie przedstawiono wzgledne wartosci bedace sumg obydwu form.
Najwigksza ekspresja biatkka MMP-2 charakteryzowat si¢ lejek i ciesn, a najnizsza
magnum. U 10-tyg. ptakow stwierdzono umiarkowang ekspresj¢ MMP-2. Pomigdzy
12. a 14. tyg. zycia ptakow wzrost ekspresji biatka MMP-2 odnotowano w lejku
o 65%, natomiast w 16. tyg. ekspresja wzrosta w magnum oraz ciesni.
Odpowiednio, 0 115% i 164%. U kur niosacych wzrost poziomu biatka stwierdzono
w gruczole skorupowym (49%). Ponadto, w 16. 1 17. tyg., szczegdlnie w cie$ni
obserwowano zwigkszony udzial formy aktywnej MMP-2 w pordéwnaniu

z wezesniejszymi stadiami rozwoju (Ryc. 5).
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Podczas dojrzewania w jajowodzie stwierdzono, takze obecnos¢ MMP-7,
a przede wszystkim jej aktywnej formy o masie ~20 kDa (Ryc. 6). Odcinkiem, ktéry
charakteryzowal si¢ najwiekszym poziomem biatka MMP-7 bylo magnum,
a najnizszym lejek 1 gruczot skorupowy. W 10. tyg. ekspresja MMP-7 byla bardzo
niska. 3-krotne zwigkszenie ekspresji MMP-7 odnotowano w magnum oraz gruczole
skorupowym 14-tyg. ptakow, natomiast najwickszy wzrost ekspresji nastapit w 16.
tyg. w lejku (22-krotny), magnum (33-krotny), ciesni (35-krotny) i gruczole
skorupowym (5-krotny). Po rozpoczeciu niesnosci nie wykazano istotnych zmian
w ekspresji biatka MMP-7 (Ryc. 6).

Podczas dojrzewania ptciowego w jajowodzie stwierdzono ekspresj¢ MMP-9,
ktora wykryto gtéwnie w formie aktywnej (~82 kDa) (Ryc. 7). Wysoki poziomem
ekspresji obserwowano w cie$ni, natomiast niski w magnum. U 10-tyg. kurek
ekspresja biatka MMP-9 byla stosunkowo wysoka we wszystkich badanych
odcinkach. Istotny spadek poziomu ekspresji MMP-9 wykazano w gruczole
skorupowym migdzy 12. a 14. tyg. (o 26%), podczas gdy prawie we wszystkich
odcinkach ekspresja obnizyta si¢ w 16. tyg. (lejku — 83%, magnum — 96% 1 gruczole
skorupowym — 92%) (Ryc. 7).

W jajowodzie rosngcych kurek okreslono, takze ekspresj¢ biatka TIMP-2.
Inhibitor byt obecny w jajowodzie w stosunkowo niewielkiej ilosci 1 w zadnym
z badanych odcinkéw nie stwierdzono zmian w jego ekspresji w czasie dojrzewania
(Ryc. 8).

Biatko TIMP-3 wykryto zaro6wno w formie glikozylowanej jak
1 nieglikozylowanej (Ryc. 8). W 10. tyg. stwierdzono umiarkowana ekspresj¢ TIMP-
3, ktora istotnie zwigkszyla si¢ w wieku 14 tyg. w magnum (o 156%), natomiast
w wieku 16 tyg. w lejku, magnum oraz cies$ni, odpowiednio o 66%, 200% i 195%.
Po rozpoczeciu niesnosci poziom ekspresji TIMP-3 zmniejszyt si¢ w lejku o 25%
oraz magnum o 16%. U 16- i1 17-tyg. ptakéw, wykazano zwigkszony udziat
nieglikozylowanej formy TIMP-3, co bylo szczeg6lnie widoczne w magnum oraz
ciesni, ktore charakteryzowaly si¢ najwigkszym poziomem ekspresji inhibitora

(Ryc. 9).
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4.1.5. Histologiczna charakterystyka jajowodu kury podczas dojrzewania

plciowego

Parafinowe skrawki poszczegdlnych odcinkéw jajowodu kury, poddano
procedurze barwienia metodg PAS. Zmiany zachodzace w strukturze S$ciany
jajowodu podczas rozwoju przedstawiono na przykladzie magnum — gléwnego
odcinka biatkotworczego (Ryc. 10a-c). Ze wzgledu na niewielkie roznice w budowie
sciany jajowodu kury pomiedzy 10 a 14 tyg., jako reprezentatywne wybrano
mikrofotografie z 12 tyg. Sciana magnum niedojrzatych ptakoéw zbudowana byta ze
stabo zréznicowanego nablonka wysScielajacego od strony $wiatta jajowodu,
znajdujacej si¢ pod nabtonkiem stromy oraz warstwy migsni gtadkich przeplatanych
tkankg taczna (Ryc. 10a). U 16-tyg. kurek obserwowano rdéznicujace si¢ komorki
gruczotow tubularnych i nabtonka (Ryc. 10b), a w 17. tyg. rozwinigte byly wszystkie
struktury  charakterystyczne dla S$ciany dojrzatego narzadu (Ryc. 10c).
U niedojrzatych, 10-14-tyg. ptakéw barwienie PAS pozwolilo na zaobserwowanie
tkanki lacznej, w tym takze btony podstawnej (Ryc. 10a), natomiast w 16. 1 17. tyg.
intensywne barwienie wystgpowato w apikalnej czes$ci nabtonka oraz w komodrkach
gruczotow tubularnych, co moze $wiadczy¢é m.in. o znacznych ilosciach
proteoglikanéw obecnych w materiale syntetyzowanym i wydzielanym przez
komorki nabtonka i gruczotéw tubularnych (Ryc. 10b i c). Ponadto, obserwowano
zréznicowanie w intensywno$ci zabarwienia tkanki tacznej poszczegolnych
odcinkow jajowodu, co moze wskazywa¢ na roznice w jej skladzie pomiedzy

odcinkami.

4.1.6. Immunohistochemiczna lokalizacja MMPs i TIMPs w jajowodzie kury

podczas dojrzewania plciowego

W obecnej pracy wykazano specyficzng immunoreaktywnos¢ dla MMP-2, -7
1 -9 oraz inhibitorow TIMP-2 1 -3 w $cianie wszystkich badanych odcinkéw
jajowodu kury. Lokalizacja MMPs 1 TIMPs w $cianie jajowodu kurek podczas
dojrzewania zostala przedstawiona na przykladzie magnum na rycinie 10.

U kurek miedzy 10-14 tyg. zycia obecno$¢ immunopozytywnej reakcji dla
MMP-2, MMP-7 oraz TIMP-2 i TIMP-3 stwierdzono w nablonku oraz stromie
magnum, w tym takze, w tkance lacznej 1 migsniach (Ryc. 10d, g, m, p). Biatko

MMP-9 zlokalizowano w s3siadujacej z nabtonkiem czg$ci stromy, natomiast
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w samym nabtonku, tkance tacznej oraz mig$niach enzym ten nie wystepowal (Ryc.
10j). U ptakow w wieku 16 tyg. barwienie o $redniej intensywnosci dla MMP-2,
TIMP-2 1 TIMP-3 obserwowano przede wszystkim w nabtonku oraz réznicujacych
si¢ gruczotach tubularnych magnum (Ryc. 10e, n, r). Po rozpoczeciu niesnosci
wystepowanie tych elementéw systemu MMP ograniczone bylo juz tylko do
nabtonka (Ryc. 10f, o, s). Bardzo silna immunopozytywna reakcja dla MMP-7 byta
obecna w komodrkach gruczolow tubularnych, a takze w apikalnej czesci nabtonka,
zarowno u 16- jak 1 17-tyg. kurek (Ryc. 10h, i). Na tym etapie rozwoju MMP-9
zlokalizowana byla wylacznie w tkance tacznej (Ryc. 10k, 1). W lejku, cies$ni
1 gruczole skorupowym rowniez wykazano tkankowo-specyficzng lokalizacje MMPs
1 TIMPs, a intensywno$¢ reakcji immunopozytywnej na poszczegdlnych etapach

rozwoju jajowodu uktadata si¢ podobnie jak w magnum (zdjecia nie prezentowane).

4.1.7. Zelatynolityczna aktywnos¢ MMPs w jajowodzie kury podczas

dojrzewania plciowego

Zaréwno u niedojrzatych jak 1 niosacych ptakéw stwierdzono obecnosé
latentnej oraz aktywnej formy MMP-2 (Ryc. 11). Najwieksza aktywnos$¢ zelatynazy
A odnotowano w lejku, podczas gdy najnizszg aktywno$¢é obserwowano w magnum
kur niosacych. W jajowodzie 17-tyg. ptakow aktywnos¢ MMP-2 byla istotnie nizsza
we wszystkich badanych odcinkach jajowodu: lejku (o 22%), magnum (o 77%),
ciesni (o 46%) 1 gruczole skorupowym (o 63%). Zymografia wykazala takze
obecnos¢ latentnej (~94 kDa) 1 aktywnej (~88 kDa) formy MMP-9, w jajowodzie 10-
tyg. kurek, natomiast u kur niosagcych aktywnos¢ zelatynazy B byla ponizej czulosci
metody. Ponadto, w 10. tyg. zaobserwowano obecno$¢ dwoch prazkéw o masie
okoto 50-60 kDa, co sugerowaloby latentng i aktywa form¢ MMP-1 lub MMP-13
(Ryc. 11).
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4.2. Przerwa w nie$nosci wywolana glodzeniem
4.2.1. Masa jajowodu kury podczas przerwy w niesnosci wywolanej glodzeniem

U kur godzonych przerwa w niesnosci wystgpita miedzy 6. a 13. dniem
eksperymentu, natomiast mi¢dzy 17. a 20. dniem obserwowano powrdt do niesnosci.

Dane dotyczace masy jajowodu kur podczas przerwy w niesno$ci wywotane;j
glodzeniem przedstawia rycina 12. Ze wzgledu na brak r6znic pomiedzy grupami
kontrolnymi z poszczegdlnych etapow doswiadczenia, tj. 6., 13., 1 17. dzien, wyniki
polaczono w jedna grupe kontrolng. Masa jajowodu ptakow kontrolnych (niosgcych)
wyniosta 64,98 £ 1,91 g. U kur poddanych glodzeniu dekapitowanych w 6. dniu
doswiadczenia (grupa G-1) masa jajowodu byla istotnie nizsza o 37%, natomiast
u ptakéw dekapitowanych w 13. (grupa G-2) i 17. lub 20. (grupa G-3) dniu nie
roznita si¢ istotnie od wartosci w grupie kontrolnej. Utrata masy jajowodu,
obserwowana w 6. dniu do$wiadczenia (grupa G-1), $wiadczy o jego regresji,
natomiast czgsciowy wzrost masy jajowodu migdzy 6. a 13. dniem eksperymentu
(grupa G-2), wskazuje o zachodzacym procesie odbudowy. W 17.-20. dniu
do$wiadczenia masa jajowodu osiggnela wartosci podobne do tych w grupie

kontrolnej, co wskazuje na zakonczony proces odbudowy jajowodu.

100 —
80 —
a
- a
_ b
% 60 a
b — b
<
g 40 -
20 —
0
Kontrola G-1 G-2 G-3

Ryc. 12. Masa jajowodu Kury podczas przerwy w niesnosci wywolanej glodzeniem.
Kazda warto$¢ przedstawia $rednig + SE z 6 ptakoéw; Srednie oznaczone rdéznymi
literami r6znig si¢ istotnie (P<0,05). Kontrola — grupa kontrolna, G-1, G-2, G-3 —
kury dekapitowane, odpowiednio w 6., 13., 17-20. dniu doswiadczenia.
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Ryc. 13. Stezenie progesteronu (P,) (a), testosteronu (T) (b) i estradiolu (E;) (c)
w osoczu krwi kur podczas przerwy w niesnosci wywolanej glodzeniem.
Kazda warto$¢ przedstawia $rednig + SE z 6 ptakow; $rednie oznaczone réznymi
literami r6znig si¢ istotnie wzgledem grupy kontrolnej (P<0,05).
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4.2.2. Stezenie progesteronu, testosteronu i estradiolu w osoczu krwi kury

podczas przerwy w niesnosci wywolanej glodzeniem

Stezenie hormonow steroidowych w osoczu krwi kur kontrolnych
1 poddanych wymuszonej przerwie w niesnosci przedstawia rycina 13. U kur
kontrolnych stezenie P4 (ng/ml) wahato si¢ w granicach od 3,85 + 0,31 do 5,15 +
0,60, T (pg/ml) od 91,33 + 15,04 do 106,67 + 8,06, a E» (pg/ml) od 239 + 19,51 do
288,02 + 13,56. W grupie poddanej gtodzeniu obserwowano istotne zmniejszenie
stezenia P, w 6. i 13. dniu eksperymentu, odpowiednio o 72% i 33% oraz

zmniejszenie stgzenia T 1 E; w 6. dniu do§wiadczenia, odpowiednio 0 81% i 69%.

4.2.3. Ekspresja genow MMPs i TIMPs na poziomie mRNA w jajowodzie kury

podczas przerwy w niesnosci wywolanej glodzeniem

Ekspresja mRNA MMP-2, MMP-7, MMP-9, TIMP-2 1 TIMP-3 zostata
oznaczona we wszystkich odcinkach jajowodu kur kontrolnych i podczas przerwy
w niesnosci wywotanej gtodzeniem (Ryc. 14 1 15).

Najwyzsza wzgledng ekspresja mRNA MMP-2 charakteryzowal si¢ lejek
oraz pochwa, natomiast najnizsza magnum (Ryc. 14a). W 6. dniu eksperymentu (G-
1) obserwowano znaczny wzrost ekspresji mMRNA MMP-2 w lejku, cie$ni, gruczole
skorupowym oraz pochwie, odpowiednio o 68%, 76%, 117% 1 116%. W poréwnani
do kontroli, u ptakow z grupy G-2 zwigkszong ekspresje¢ odnotowano w lejku,
magnum, cie$ni 1 pochwie, odpowiednio o 96%, 133%, 143% 1 81%. Nie
stwierdzono istotnych r6znic w poziomie mRNA MMP-2 w jajowodzie pomiedzy
grupg eksperymentalng G-3 a grupg kontrolng (Ryc. 14a).

Najwyzszy poziom mRNA MMP-7 w grupie kontrolnej, obserwowano
w cies$ni, natomiast najnizszy w pochwie (Ryc. 14b). U kur z grupy G-1 stwierdzono
zwigkszong ekspresjg¢ mRNA MMP-7 we wszystkich odcinkach jajowodu; lejku -
628%, magnum - 611%, cie$ni - 29%, gruczole skorupowym - 749%, pochwie -
292%. W grupie G-2 ekspresja obnizyla si¢ jedynie w magnum o 44%, a w gruczole
skorupowym wzrosta o 439%. U ptakow z grupy G-3 zwigkszony poziom mRNA
MMP-7 obserwowano w lejku, ciesni i gruczole skorupowym, odpowiednio o 558%,

184% i 1260% (Ryc. 14b).
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Ryc. 14. Ekspresja mRNA MMP-2 (a), MMP-7 (b) i MMP-9 (c) w jajowodzie kury
podczas przerwy w niesnosci wywolanej glodzeniem okreslona metoda Real-
time PCR. Kazda warto$¢ przedstawia $rednig + SE z 6 oznaczen; A-D — $rednie
dla odcinkéw w grupie kontrolnej oznaczone réznymi literami ro6znig si¢ istotnie
(P<0,05); a-d - srednie oznaczone réoznymi literami w obrgbie odcinka rdznig sig
istotnie (P<0,05).
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Ryc. 15. Ekspresja mRNA TIMP-2 (a) i TIMP-3 (b) w jajowodzie kury podczas
przerwy w niesnosci wywolanej glodzeniem okreslona metoda Real-time PCR.
Kazda warto$¢ przedstawia $rednig =+ SE z 6 oznaczen, A-C — S$rednie dla
odcinkéw w grupie kontrolnej oznaczone réznymi literami ro6znig si¢ istotnie
(P<0,05); a-c - $rednie oznaczone réznymi literami w obrgbie odcinka roznig si¢
istotnie (P<0,05). Kontrola — grupa kontrolna, G-1, G-2, G-3 — kury dekapitowane,
odpowiednio w 6., 13., 17-20. dniu do$wiadczenia.

Najwyzsza wzgledng ekspresja mRNA MMP-9 charakteryzowal si¢ lejek,
natomiast najnizszg magnum (Ryc. 14c). W poréwnaniu z kontrolg, w grupie G-1
obserwowano istotny wzrost ekspresji mRNA tej metaloproteinazy w magnum,
cie$ni oraz gruczole skorupowym - odpowiednio o 152%, 53% 1 71%. W grupie G-2
ekspresja zwigkszyta si¢ w magnum o 44%, a obnizyla w gruczole skorupowym
0 43%. Zwigkszony poziom mRNA MMP-9 u ptakéw z grupy G-3 stwierdzono

w cies$ni 1 gruczole skorupowym, odpowiednio o 78% 1 156% (Ryc. 14c).
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Najwyzszy poziom mRNA inhibitora TIMP-2 odnotowano w lejku oraz
pochwie, a najnizszy w magnum (Ryc. 15a). W pordéwnaniu do kontroli wyzsza
ekspresje stwierdzono w lejku 1 pochwie w grupie G-1, odpowiednio o 63% 1 153%.
Zwigkszony poziom mRNA TIMP-2 obserwowano réwniez w magnum i pochwie
kur z grupy G-2, odpowiednio 0 99% i 57%, jak i G-3, odpowiednio o 105% i 46%
(Ryc. 15a).

Najwigkszg ekspresjg mRNA inhibitora TIMP-3 stwierdzono w gruczole
skorupowym, a najnizszg w pochwie (Ryc. 15b). W grupie G-1 wzrost ekspresji
stwierdzono w lejku o 56% oraz pochwie o 143%. U ptakéw w grupie G-2
zwigkszong ekspresje wykazano w wigkszosci odcinkéw jajowodu (lejku - 58%,
magnum - 103%, cie$ni - 140%, pochwie - 131%). Nie stwierdzono, natomiast

istotnych roznic pomigdzy grupa G-3 a kontrolg (Ryc. 15b).

4.2.4. Ekspresja genéw MMPs i TIMPs na poziomie bialka w jajowodzie kury

podczas przerwy w niesnosci wywolanej glodzeniem

Metoda Western blot oznaczono ekspresje¢ biatek MMP-2, MMP-7, MMP-9,
TIMP-2 i TIMP-3 w poszczeg6lnych odcinkach jajowodu kur podczas jego regresji
i odnowy (Ryc. 16-20).

Zarowno w grupie kontrolnej jak i w kazdej z grup doswiadczalnych
stwierdzono obecno$¢ formy latentnej (72 kDa) oraz aktywnej (66 kDa) MMP-2
(Ryc. 16a). Na wykresie przedstawiono wzgledne warto$ci bedace suma obydwu
form. Najwigksza ekspresje biatka MMP-2 obserwowano w cie$ni, natomiast
najnizsza w magnum. Nie wykazano istotnych r6znic w ekspresji MMP-2, pomig¢dzy
grupa kontrolna, a grupami eksperymentalnymi (Ryc. 16b).

Podczas przerwy w nie$nosci w jajowodzie stwierdzono obecno$¢ przede
wszystkim aktywnej formy MMP-7 (~20 kDa), a takze latentnej (32 kDa) (Ryc. 17a).
Odcinkiem ktory charakteryzowat si¢ najwigksza ekspresjg biatkka MMP-7 bylo
magnum. W zadnym zbadanych odcinkéw nie stwierdzono rdéznic pomigdzy
kontrolg a grupami G-1, G-2 1 G-3 (Ryc. 17b).

MMP-9 wykryto w jajowodzie w formie latentnej (~92 kDa) oraz aktywnej
(~82 kDa). Najwyzszy poziom MMP-9 odnotowano w ciesni, a najnizszy w magnum

(Ryc. 18a). Istotnie wieksza jej wzgledng ekspresje stwierdzono w grupie G-1
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w ciesni (81%). W grupie G-2 poziom ekspresji zwickszyt si¢ w lejku i1 pochwie,
odpowiednio o 55% 1 56%, a zmniejszyl w ciesni o 25%. W lejku, magnum i
pochwie ptakdéw z grupy G-3 ekspresja obnizyla si¢, odpowiednio o 35%, 44% i
21%, natomiast w ciesni zwigkszyla si¢ 0 45% (Ryc. 18b).

W przypadku inhibitora TIMP-2 nie stwierdzono istotnych r6znic w ekspresji
pomiedzy odcinkami, ani grupami eksperymentalnymi w pordéwnaniu z grupa
kontrolng (Ryc. 19).

Inhibitor TIMP-3 wykryto gléwnie w formie nieglikozylowanej, a jego
ekspresja byla najwyzsza w magnum. Istotnie mniejszy poziom transkryptu dla
TIMP-3 odnotowano w gruczole skorupowym w grupie G-2 i G-3, odpowiednio
0 62% 1 60% w stosunku do kontroli. Nie stwierdzono istotnych rdznic w ekspresji

biatka TIMP-3 w pozostatlych odcinkach jajowodu (Ryc. 20).

4.2.5. Histologiczna charakterystyka jajowodu kury podczas przerwy

W niesnosci wywolanej glodzeniem

Barwienie metodg PAS skrawkoéw $ciany poszczegdlnych odcinkdéw jajowodu
kury przedstawiono na rycinie 21. Blon¢ $§luzowa jajowodu wyscielat nabtonek
urzesiony pseudowielorzgdowy ptaski. W blaszce wilasciwej blony Sluzowej
magnum, ciesni oraz gruczotu skorupowego kur kontrolnych (niosacych) mozna byto
zaobserwowaé dobrze rozwinigte gruczoly tubularne (Ryc. 2le, i, m). U kur
poddanych wymuszonej przerwie w niesnosci (G-1) nabtonek wyscielajacy jajowod
byl znacznie ciefiszy, a gruczoty tubularne ulegly czesciowej inwolucji (Ryc. 21f, j,
n). W grupie G-2 gruczoty w pewnym stopniu odbudowaly si¢ (Ryc. 21g, k, o),
natomiast w grupie G-3, zar6wno nablonek jak i1 gruczoty tubularne zostaly
w znacznym stopniu zregenerowane, przypominajac struktury obserwowane

w jajowodzie ptakow kontrolnych (Ryc. 21h, 1, p).

4.2.6. Immunohistochemiczna lokalizacja MMPs i TIMPs w jajowodzie kury

podczas przerwy w niesnosci wywolanej glodzeniem

Immunopozytywna reakcje¢ dla MMP-2 obserwowano w nabtonku i stromie
lejka oraz pochwy (Ryc. 22a-d, r-u), a takze w nabtonku i1 gruczotach tubularnych
magnum, ciesni 1 gruczotu skorupowego (Ryc. 22e-p). Intensywnos¢ reakcji

pomiedzy odcinkami uktadata si¢ nastgpujaco: ciesn > lejek > gruczot skorupowy >
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pochwa > magnum. Intensywno$¢ barwienia nie rdznita si¢ w znacznym stopniu
pomiedzy grupami.

Reakcje immunopozytywng dla MMP-7 obserwowano w nabtonku lejka oraz
pochwy (Ryc. 23a-d, r-u). MMP-7 zlokalizowana byta rowniez w nabtonku
i gruczotach tubularnych magnum, cies$ni oraz gruczotlu skorupowego (Ryc. 23e-p).
Intensywnos$¢ reakcji pomigdzy odcinkami uktadala si¢ nastepujaco: magnum >
gruczot skorupowy > ciesn > pochwa > lejek. Wigksza intensywno$¢ barwienia
obserwowano w gruczole skorupowym w grupie G-1 i G-2 niz w grupie kontrolne;j
(Ryc. 23m-0). MMP-9 zlokalizowano immunohistochemicznie w tkance tacznej
wszystkich odcinkéw jajowodu (24a-u), a takze w gruczotach tubularnych cie$ni
(Ryc. 24i-1). Intensywno$¢ reakcji pomiedzy odcinkami ukladata si¢ nastepujaco:
ciesn > lejek > gruczot skorupowy > pochwa > magnum. Wigksza intensywnos$¢
barwienia obserwowano w magnum oraz ciesni w grupie G-1 niz w grupie kontrolne;j
(Ryc. 24e, 1, 1, j).

Immunopozytywng reakcje dla TIMP-2 obserwowano w nablonku pochwy
(Ryc. 25r-u) oraz gruczotach tubularnych cies$ni i gruczotu skorupowego (Ryc. 25i-
p). Intensywno$¢ reakcji pomiedzy odcinkami uktadata si¢ nastepujaco: gruczot
skorupowy > cie$n > pochwa > lejek > magnum. Wieksza intensywno$¢ barwienia
obserwowano w magnum i ciesni w grupie G-1 niz w grupie kontrolnej (Ryc. 25e, f,
1, ]).

Staba immunopozytywng reakcje dla TIMP-3 obserwowano w nabtonku
pochwy i magnum (Ryc. 26e-h, r-u), a takze w gruczotach tubularnych ciesni oraz
gruczotu skorupowego (Ryc. 26i-p). Intensywnos$¢ reakcji pomiedzy odcinkami
uktadata si¢ nastepujaco: gruczot skorupowy > magnum > cie$n = pochwa = lejek.
Wigksza intensywno$¢ barwienia obserwowano w pochwie w grupie G-1 (Ryc. 26r

1 s) oraz ciesni w grupie G-11 G-2 (Ryc. 26k 1 1), niz w grupie kontrolne;.

65



66



67



68



69



70



71



4.2.7. Aktywnos¢ MMP-2 i -9 w jajowodzie kury podczas przerwy w niesnosci

wywolanej glodzeniem

W grupie kontrolnej najwigksza aktywno$s¢ MMP-2 (ng/mg biatka) wykryto
w pochwie, a najnizszg w magnum. W grupie G-1 stwierdzono istotnie wigksza
aktywno$ci MMP-2 w lejku, gruczole skorupowym oraz pochwie, odpowiednio
0 47%, 61% 1 54%. W grupie G-2, takze obserwowano zwigksza aktywnos¢ MMP-2
w 3 odcinkach jajowodu tj. w lejku o 38%, magnum o 56% 1 gruczole skorupowym
0 30%. Nie stwierdzono, natomiast istotnych réznic w aktywnosci MMP-2 u ptakow
z grupy G-3 w pordwnaniu z kontrolg (Ryc. 27a).

Profil aktywnosci MMP-9 (ng/mg biatka) charakteryzowat si¢ wysokimi
warto$ciami dla pochwy, a niskimi dla magnum. W grupie G-1 obserwowano istotnie
wigksza aktywno$s¢ MMP-9 w lejku o 151% 1 magnum o 457%. W grupie G-2
istotny wzrost aktywno$ci MMP-9 obserwowano w lejku, magnum i gruczole
skorupowym, odpowiednio o 140%, 471% 1 97%. W grupie G-3 nie stwierdzono
zmian w aktywno$ci MMP-9 wzgledem grupy kontrolnej (Ryc. 27b).
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Ryc. 27. Aktywnos¢ MMP-2 (a) i MMP-9 (b) w jajowodzie kury podczas przerwy
W niesnosci wywolanej glodzeniem. Kazda wartos¢ przedstawia srednig = SE
z minimum 4 oznaczen; A-D — $rednie dla odcinkéw w grupie kontrolnej oznaczone
réznymi literami r6znig si¢ istotnie (P<0,05); a-C - $rednie oznaczone roéznymi
literami w obrebie odcinka roznig si¢ istotnie (P<0,05).
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4.3. Przerwa w niesno$ci wywolana podawaniem tamoksyfenu

4.3.1. Masa jajowodu Kkury podczas przerwy w nieSnosci wywolanej

podawaniem tamoksyfenu

Kury otrzymujace tamoksyfen przerwaty niesno$¢ w 6. dniu eksperymentu.
Dane dotyczace masy jajowodu kur z grupy kontrolnej i1 traktowanej tamoksyfenem
przedstawiono na rycinie 28. W grupie kontrolnej masa jajowodu wynosita 57,58 +
2,08 g. Podawanie tamoksyfenu spowodowalo istotnie zmniejszenie masy jajowodu

0 17% wzgledem kontroli (47,92 + 0,80 g).

100
80 —

60 —

masa [g]
!

40

20

Kontrola TMX

Ryc. 28. Masa jajowodu kury podczas przerwy w niesno$ci wywolanej podawaniem
tamoksyfenu. Wartosci przedstawiajg $redniag + SE z 6 ptakow; ***P<0,001 —
w porOéwnaniu z grupa kontrolng. Kontrola — grupa kontrolna, TMX- grupa
otrzymujaca tamoksyfen.

4.3.2. Stezenie progesteronu, testosteronu i estradiolu w osoczu krwi kury

podczas przerwy w niesnosci wywolanej podawaniem tamoksyfenu

Stezenie hormonow steroidowych w osoczu krwi kurek podczas przerwy
w niesnosci wywotanej iniekcjami tamoksyfenu przedstawiono na rycinie 29.
Podawanie tamoksyfenu spowodowalo istotne zmniejszenie stgzenia P4 (ng/ml)
w osoczu krwi ptakéw o 66% w 7. dniu eksperymentu. Nie wptyngto natomiast na
stezenie T (pg/ml) i E; (pg/ml).
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Ryc. 29. Stezenie progesteronu (P;) (a), testosteronu (T) (b) i estradiolu (E,) (c)
w osoczu krwi kur podczas przerwy w niesnosci wywolanej tamoksyfenem.
Kazda warto$¢ przedstawia $rednig + SE z 6 ptakow; Srednie oznaczone réznymi
literami r6znig si¢ istotnie (P<0,05). K — grupa kontrolna, TMX- grupa otrzymujaca
tamoksyfen.
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4.3.3. Ekspresja genéw MMPs i TIMPs na poziomie mRNA w jajowodzie kury

podczas przerwy w niesnosci wywolanej podawaniem tamoksyfenu

Wykazano ekspresj¢ mRNA MMP-2, MMP-7, MMP-9, TIMP-2 i TIMP-3 we
wszystkich odcinkach jajowodu kury podczas przerwy w niesnosci wywotanej
podawaniem tamoksyfenu (Ryc. 30 i 31). Tamoksyfen nie wptynat istotnie na
ekspresje mRNA MMP-2 w zadnym z badanych odcinkéw jajowodu (Ryc. 30a).
Zwigkszyt natomiast ekspresje mRNA MMP-7 w magnum 243-krotnie, ciesni 208-
krotnie, gruczole skorupowym 367-krotnie i pochwie 45-krotnie (Ryc. 30Db).
Podawanie tamoksyfenu zwigkszylo rowniez ekspresj¢ mRNA MMP-9 w ciesni,
gruczole skorupowym oraz pochwie, odpowiednio 5-krotnie, 2,6-krotnie i 5,4-
krotnie. Nie stwierdzono istotnych réznic w ekspresji mRNA TIMP-2 1 TIMP-3

pomiedzy grupa kontrolng a doswiadczalna.

4.3.4. Ekspresja genow MMPs i TIMPs na poziomie biatka w jajowodzie kury

podczas przerwy w nieSnosci wywolanej podawaniem tamoksyfenu

Ekspresje elementow systemu MMP na poziomie biatka przedstawiono na
rycinach 32-36. W grupie traktowanej tamoksyfenem stwierdzono istotny wzrost
ekspresji MMP-2 w lejku, gruczole skorupowym oraz pochwie, odpowiednio o 37%,
43% 1 34% (Ryc. 32b). Zwickszong ekspresje biatka MMP-7 odnotowano z kolei
w lejku (114%) (Ryc. 33). W zZadnym z badanych odcinkdéw nie stwierdzono
istotnych roznic w ekspresji MMP-9 (Ryc. 34), TIMP-2 (Ryc. 35) oraz TIMP-3 (Ryc.
36) pomiegdzy grupg kontrolng, a doswiadczalna.

4.3.5. Histologiczna charakterystyka jajowodu kury podczas przerwy

W nie$no$ci wywolanej podawaniem tamoksyfenu

Barwienie skrawkow tkanek jajowodu metoda Feulgena pozwolito na
obserwacj¢ jader komorkowych, ktore w tej metodzie barwig si¢ na kolor
purpurowo-czerwony. W §cianie jajowodu, gtownie magnum, ptakéw traktowanych
tamoksyfenem stwierdzono zmniejszong liczbe komorek tworzacych gruczoty
tubularne, co $wiadczy o ich regresji. Wyrazne zmiany odnotowano réwniez
w grubo$ci nabtonka, ktory w grupie eksperymentalnej byt znacznie cienszy
w porOwnaniu z grupa kontrolng. Zmianom w liczbie 1 wygladzie komorek

towarzyszytly zmiany w ich organizacji (Ryc. 37).
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Ryc. 30. Ekspresja mRNA MMP-2 (a), MMP-7 (b) i MMP-9 (c) w jajowodzie kury
podczas przerwy w niesnosci wywolanej podawaniem tamoksyfenem okreslona
metoda Real-time PCR. Kazda warto$¢ przedstawia srednig + SE z 6 oznaczen; a, b
— $rednie dla odcinkéw w grupie kontrolnej oznaczone réznymi literami r6znig si¢
istotnie (P<0,05); **P<0,01, ***P<0,001 — w poréwnaniu z grupa kontrolna.
Kontrola — grupa kontrolna, TMX- grupa otrzymujaca tamoksyfen.
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Ryc. 31. Ekspresja mRNA TIMP-2 (a) i TIMP-3 (b) w jajowodzie kury podczas
przerwy w niesnosci wywolanej podawaniem tamoksyfenu okreslona metodsg
Real-time PCR. Kazda warto$¢ przedstawia $rednig + SE z 6 oznaczen; a-C —
$rednie dla odcinkow w grupie kontrolnej oznaczone roéznymi literami roznig si¢
istotnie (P<0,05). Kontrola — grupa kontrolna, TMX- grupa otrzymujaca
tamoksyfen.

W wyniku reakcji PAS wyraZne barwienie obserwowano w nablonku ciesni
1 pochwy (Ryec. 38e, f, 1, j), a takze w gruczolach tubularnych magnum i cie$ni (Ryc.
38c-f). Intensywne barwienie wystepowato rowniez w stromie lejka oraz tkance
lacznej gruczolu skorupowego (Ryc. 38a, b, g, h). W grupie doswiadczalnej

obserwowano inwolucje gruczotow tubularnych magnum oraz cie$ni (Ryc. 38c-f).
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4.3.6. Immunohistochemiczna lokalizacja MMPs i TIMPs jajowodzie kury

podczas przerwy w niesnosci wywolanej podawaniem tamoksyfenu

Immunopozytywng reakcje dla MMP-2 obserwowano gidwnie w nablonku
wszystkich odcinkow jajowodu. Intensywnos$¢ barwienia nie roéznila si¢ w znacznym
stopniu pomig¢dzy grupa kontrolng i otrzymujg tamoksyfen (Ryc. 38k-u).

MMP-7 zlokalizowano w nabtonku lejka i pochwy (Ryc. 39a, b, i, j) oraz
nabtonku i gruczotach tubularnych magnum, cies$ni i gruczotu skorupowego (Ryc.
39¢c-h). Wigkszg intensywno$¢ barwienia obserwowano w gruczole skorupowym kur
z grupy eksperymentalnej niz z grupy kontrolnej (Ryc. 39g i h).

Immunoreaktywno$¢ dla MMP-9 stwierdzono w tkance lacznej wszystkich
odcinkow jajowodu oraz gruczotach tubularnych ciesni (Ryc. 39k-u). Nie
obserwowano roznic w intensywno$ci barwienia pomiedzy grupa do$wiadczalng,
a kontrolna.

TIMP-2 zlokalizowano w nablonku magnum oraz pochwy (Ryc. 40c, d, i, j),
a takze w gruczotach tubularnych cie$ni i gruczolu skorupowego (Ryc. 40e-h).
Ponadto, stwierdzono silne barwienie w tkance tacznej lejka (Ryc. 40a i b). W grupie
doswiadczalnej zwigkszong intensywno$¢ immunopozytywnej reakcji dla TIMP-2
w porownaniu do kontroli obserwowano w gruczole skorupowym oraz pochwie
(Ryc. 40g-j).

Inhibitor TIMP-3 zlokalizowano w nabtonku magnum u kur obydwu grup,
a takze w gruczotach tubularnych magnum kur traktowanych tamoksyfenem (Ryc.
40m 1 n). W pozostatych odcinkach reakcja immunopozytywna byta bardzo staba
inie stwierdzono réznic w intensywno$ci barwienia pomig¢dzy grupa kontrolng

a eksperymentalna.

4.3.7. Zelatynolityczna aktywnosé MMPs jajowodzie kury podczas przerwy

W niesnos$ci wywolanej podawaniem tamoksyfenu

Zymografia zelatynowa wykazala obecnos¢ pro-MMP-2, zar6wno w grupie
kontrolnej jak i do§wiadczalnej. Najwieksza jej ilos¢ wystepowata w lejku 1 pochwie,
natomiast najmniejsza w cie$ni. Podawanie tamoksyfenu istotnie zwigkszyto
aktywnos¢ MMP-2 w lejku oraz gruczole skorupowym o 55% i 113% (Ryc. 41). Nie

stwierdzono aktywno$ci MMP-9 w jajowodzie kur w zadnej z grup.
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5. DYSKUSJA

W obecnej pracy po raz pierwszy wykazano ekspresje MMP-2, MMP-7,
MMP-9, TIMP-2 i TIMP-3 na poziomie mRNA oraz bialka, a takze aktywnosc¢
MMP-2 i -9 w poszczegdlnych odcinkach jajowodu kury podczas dojrzewania
plciowego oraz przerwy w aktywno$ci rozrodczej. Dotychczasowe badania
dotyczagce MMPs byly fragmentaryczne 1 wykazaty jedynie obecnos¢ transkryptow
MMP-2, MMP-9, TIMP-2 i TIMP-3 w jajowodzie kury (Réhault-Godbert i wsp.,
2008; Dunn i wsp., 2009; Song i wsp., 2011; Hrabia i wsp., 2013b).

W okresie kilku tygodni poprzedzajacych osiagniecie dojrzatosci plciowe;,
stosujac metode real-time PCR, w jajowodzie kury okreslono ekspresje wybranych
metaloproteinaz i ich inhibitorow. Najwyzszy poziom mRNA MMPs i TIMPs
odnotowano u 10-tyg. kurek. Podczas dojrzewania ekspresja zmniejszata sig,
osiggajac najnizsze warto$ci u ptakow niosagcych. We wczesniejszych badaniach,
Dunn i wsp. (2009), przy uzyciu techniki mikromacierzy cDNA porownali profile
transkrypcyjne w gruczole skorupowym niedojrzatych (12-tyg.) i dojrzatych (25-
tyg.) ptakow identyfikujac 266 gendéw o zréznicowanej ekspresji. Jednym z nich byt
gen kodujacy inhibitor TIMP-3, ktérego zwigkszong ekspresje obserwowano
w gruczole skorupowym dojrzalych ptakéw. Podobnych obserwacji dokonano
W niniejszej pracy porownujac poziom transkryptu dla TIMP-3 w gruczole
skorupowym 12-tyg. (niedojrzatych) i 17-tyg. (niosacych) kur. Song i wsp. (2011)
réwniez stosujagc metod¢ mikromacierzy zidentyfikowali geny, ktorych ekspresja
istotnie zmieniala si¢ podczas wzrostu, rozwoju i1 réoznicowania uktadu rozrodczego
kurek. Wéréd wytonionej przez autorow grupy gendw, ktorych ekspresja zmieniata
si¢ istotne podczas rozwoju jajowodu, znajdowaly si¢ te kodujace MMP-2 i MMP-9.
Stwierdzono, ze ekspresja mRNA MMP-2 obnizyla si¢ podczas dojrzewania.
Odwrotny efekt obserwowano w przypadku MMP-9, ktorej ekspresja zwigkszyta sie,
ale tylko u ptakéw o czesciowo zroznicowanym jajowodzie. W obecnej pracy
poziom mMRNA MMP-2 i MMP-9 obnizyt si¢ znacznie we wszystkich odcinkach
jajowodu miedzy 10. a 14. tyg., natomiast w magnum 1 gruczole skorupowym
ekspresja MMP-9 zwigkszyta si¢ w momencie rozpoczgcia niesnosci, tj. w 17. tyg.

W dostgpnej literaturze brak jest jednak informacji na temat udziatu MMPs
i ich inhibitorow w rozwoju uktadu rozrodczego ptakow, a nieliczne prace dotycza

ssakow. Z badan przeprowadzonych na myszach (Hu i wsp., 2004; Nuttall i wsp.,
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2004) wynika, ze podczas rozwoju embrionalnego i postnatalnego macicy wysoka
ekspresja charakteryzuje si¢ MMP-2 oraz TIMP-3. Inhibitor TIMP-2 wykazuje
umiarkowang ekspresje, natomiast obecno$¢ transkryptow dla MMP-7 i -9 jest
znikoma. Wyniki otrzymane w niniejszej pracy podobnie wskazujg na bardzo niskg
ekspresjie MMP-7 i -9 w wigkszo$ci odcinkéw jajowodu. Stosujac technike
mikromacierzy Hu i wsp. (2004) nie obserwowali istotnych zmian w ekspresji
wymienionych elementéw systemu MMP na zadnym z etapow doswiadczenia, ktére
obejmowalo pierwsze dwa tygodnie postnatalnego rozwoju myszy. Weryfikacja
metoda Real-time PCR pozwolita, natomiast na obserwacj¢ wzrostowej tendencji
w ekspresji MMP-2, TIMP-2 i -3. W obecnej pracy odnotowano zmniejszajacy si¢
poziom ekspresji wyzej wymienionych genow w jajowodzie kury. Odmienne
rezultaty mogg wynikaé z réznic miedzygatunkowych. Nie mozna wykluczy¢ takze,
ze spadek ekspresji wystapitby na dalszych etapach rozwoju macicy myszy, ktorych
nie obejmowato do§wiadczenie przeprowadzone przez autorow.

W niniejszej pracy wykazano takze ekspresje na poziomie biatka wszystkich
badanych elementow systemu MMP podczas dojrzewania. W przypadku MMP-7
oraz inhibitora TIMP-3 obserwowano istotny wzrost ekspresji w 16 tyg. zycia
ptakow, co moze mie¢ zwigzek z roznicowaniem komorek gruczotow tubularnych,
ktére pojawily si¢ na tym etapie rozwoju jajowodu. Co szczegolnie interesujace,
w przedstawionej pracy ekspresja MMP-2 i -7 oraz TIMP-3 na poziomie biatka
zwigkszyla si¢ w wigkszosci badanych odcinkéw jajowodu podczas dojrzewania
w przeciwienstwie do ekspresji na poziomie mRNA. Rozbiezno$¢ w ekspresji na
poziomie bialkka 1 mRNA mogla by¢é spowodowana np. regulacyjnymi
mechanizmami posttranskrypcyjnymi. Najnowsze doniesienia (Nothnick, 2012)
sugeruja, ze modyfikacje posttranskrypcyjne odgrywaja znacznie wazniejsza rolg
w funkcjonowaniu komorek, tkanek, czy tez catych narzadow, niz do tej pory
sadzono. W ciagu ostatnich kilku lat wykazano, ze ekspresj¢ genow oraz rozwoj
organdow moga W znacznym stopniu regulowac czasteczki micro-RNAs (mi-RNAS).
mi-RNAs taczac si¢ z kompleksem biatkowym RISC (ang. RNA-induced silencing
complex) zawierajacym jedno z czterech réznych biatek Argo (ang. Argonaute) oraz
Dicer (Hutvagner i Simard, 2008), mogg prowadzi¢ do inhibicji translacji
docelowego transkryptu mRNA poprzez wigzanie si¢ do jego regionu 3’UTR (ang.

3 7 untranslated region). Chociaz, zdecydowana wiekszo$¢ doniesien wskazuje na

hamujacy wpltyw mi-RNAs na proces translacji, istniejag pewne dowody na to, ze
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czasteczki mi-RNA moga rowniez zwigksza¢ efektywnos¢ syntezy biatek poprzez
zmiany w komponencie Argo kompleksu RISC (Vasudevan i wsp., 2007).
Wykazano, ze mi-RNAs sg niezbedne do prawidlowego rozwoju i funkcjonowania
wielu uktadow w tym uktadu rozrodczego (Harris i wsp., 2006; O’Rourke i wsp.,
2007). Otsuka i wsp. (2008) jako pierwsi udowodnili, ze hipomorficzna mutacja
allelu Dicerl u myszy prowadzi do nieptodnosci. Niezdolno$¢ samic do utrzymania
cigzy powigzano takze z brakiem czgsteczek mi-17-5p oraz let7b, bedacych
regulatorami ekspresji inhibitora TIMP-1 przejawiajacego dziatanie antyangiogenne.
W kolejnych badaniach stwierdzono wystgpowanie szeregu nieprawidtowosci
w budowie i funkcjonowaniu jajowodu u samic z delecja w genie Dicerl, w tym
takze zmniejszong liczbg gruczoldéw $luzéwki macicy (Hong 1 wsp., 2008; Nagaraja
i wsp., 2008; Gonzalez i Behringer 2009). Liu i wsp. (2011) obserwowali réwniez
zdolnos¢ miR-29 do hamowania ekspres;ji kilku typow kolagenu oraz stymulowania
ekspresji MMP-2 i MMP-9 (Chen i wsp., 2011), co moze wskazywaé na potencjalng
rolg MiR-29 w regulowaniu migracji komorek. Nie wykluczone, ze czgsteczki mi-
RNA wptywajg na posttranskrypcyjng ekspresje MMPs w tkankach jajowodu kury
podczas dojrzewania. Jednak, pomimo odkrycia kilku mi-RNAs zaangazowanych
W mechanizmy regulujace rozwdj i roéznicowanie jajowodu kury (Jeong i wsp.,
2013), nie zidentyfikowano czasteczek mogacych bezposrednio wptywaé na
ekspresje MMPs w tym narzadzie u ptakow.

Metodg immunodetekcji i zymografii potwierdzono obecno$¢ obydwu form
MMP-2, latentnej oraz aktywnej w jajowodzie dojrzewajacej kury. Ekspresja MMP-
2 na poziomie biatka zwigkszyta si¢ podczas dojrzewania, szczegodlnie w ciesni,
podczas gdy aktywno$¢ tej metaloproteinazy zmniejszyta si¢ we wszystkich
odcinkach jajowodu. Moze to $wiadczy¢ o wystgpowaniu mechanizméw
regulujacych aktywnos$¢ tego enzymu w jajowodzie Kury. Jedng z przyczyn
obnizonej aktywno$ci MMP-2, pomimo zwigkszonej ekspresji na poziomie biatka,
mogta by¢ nieodpowiednia ilo§¢ inhibitora TIMP-2, ktorego ekspresja nie zmienita
si¢ na zadnym z etapow dojrzewania. Jak wynika z literatury TIMP-2 jest niezbedny
w procesie aktywacji pro-MMP-2 (Wang i wsp., 2000; Cantemir i wsp., 2004),
przebiegajacej w trojsktadnikowym kompleksie: MT1-MMP, TIMP-2 i pro-MMP-2.
TIMP-2 wigze si¢ poprzez swoja domeng¢ N-koncowa z miejscem aktywnym MT1-
MMP, a przez domen¢ C-koncowa z domena hemopeksyny pro-MMP-2. Nastepnie
druga czasteczka MT1-MMP, wolna od TIMP-2, trawi prodomene w miejscu N37 —
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L38, a dalsza autoproteoliza wywotluje pelng aktywacje MMP-2. Aby ten proces
zaszedlt, istotne jednak jest stezenie TIMP-2, ktoére musi by¢ stosunkowo niskie, tak
aby mogt zosta¢ utworzony kompleks, ale jednocze$nie nie wszystkie MT1-MMP
ulegly wysyceniu. Podobnie aktywacja MMP-2 przebiega z udziatem MT3-MMP
i TIMP-2 lub TIMP-3 (Zhao i wsp., 2004; Hua i wsp., 2011), ktorego ekspresja na
poziomie bialka istotnie zwigkszyta si¢ podczas rozwoju jajowodu. Nie mozna
jednak wykluczy¢ dziatania innych czynnikow aktywujacych MMP-2, takich jak
klaudyny, ktorych obecnos¢ stwierdzono w jajowodzie ptakow (Ariyadi i wsp.,
2013). Zarowno ekspresja mRNA, jak i aktywno$s¢ MMP-9 zmniejszyly si¢ podczas
dojrzewania. Znaczna ilo§¢ MMP-9 obecna migdzy 10. a 14. tyg. moze sugerowac
jej udzial w procesach zachodzacych na wczesnych etapach rozwoju jajowodu. Hu
i wsp. (2004) rowniez potwierdzili obecnos¢ i aktywnos¢ MMP-2 i -9 w trakcie
rozwoju macicy myszy. Podobnie jak w obecnej pracy badacze obserwowali
przewage formy aktywnej MMP-9.

W S$cianie jajowodu obserwowano komoérkowo- i tkankowo-specyficzng
lokalizacj¢ badanych elementow systemu MMP, zwlaszcza w 16 1 17 tyg., kiedy
pojawity si¢ zréznicowane komorki budujace gruczoty tubularne. MMP-9
zlokalizowana byta gléwnie w tkance tacznej, natomiast MMP-2 w stromie, jak
| komorkach nablonkowych i gruczotowych. Obecnos¢ MMP-7  stwierdzono
wylacznie w komorkach nabtonka i gruczotéw tubularnych. Inhibitory TIMP-2 i -3
zlokalizowano w nabtonku oraz w niewielkiej ilosci w stromie. Ponadto,
intensywnos$¢ immunopozytywnej reakcji dla badanych elementéw systemu MMP
zmniejszata si¢ wraz w wiekiem kur, z wyjatkiem MMP-7, dla ktorej intensywnos¢
reakcji zwigkszata si¢ podczas dojrzewania. Podobnie, Hu 1 wsp. (2004) stwierdzili,
komorkowo- i tkankowo-specyficzng lokalizacjc MMPs w §cianie macicy myszy
podczas jej rozwoju. Huh i Jung (2013) obserwowali natomiast zmniejszajaca si¢
intensywno$¢ reakcji immunohistochemicznej dla inhibitora TIMP-2 w jadrach
kogutow podczas dojrzewania ptciowego. Co wigcej, Hu i wsp. (2004) metoda
hybrydyzacji in situ potwierdzili zréznicowanie ekspresji MMPs i TIMPs pomiedzy
populacjami komoérek macicy. MMP-2 i -9 ulegaly ekspresji gldéwnie w stromie,
natomiast obecnos$¢ mRNA MMP-7 stwierdzono jedynie w komorkach typu
nabtonkowego. Transkrypty inhibitorow TIMP-2 i -3 wykryto w obydwu

populacjach komorek, z ich przewaga w stromie/myometrium.
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Zmiany w ekspresji i aktywno$ci MMPs w jajowodzie kury podczas
dojrzewania moga $wiadczy¢ o ich udziale w procesach zachodzacych w trakcie
wzrostu i réznicowania tkanek jajowodu. Nieodlgcznym elementem morfogenezy
tkanek jest przebudowa sktadnikow macierzy zewngtrzkomorkowej (ECM), bedaca
domeng metaloproteinaz. Wedhug obecnego stanu wiedzy, rola tych enzymdéw nie
ogranicza si¢ jedynie do usuwania zbednych sktadnikow ECM, ale obejmuje takze
modyfikacje funkcji komérkowych. Tak wigc, elementy systemu MMP moga by¢
niezb¢dne w prawidlowym rozwoju oraz funkcjonowaniu narzadéw z kilku
wzgledow. Po pierwsze, aby umozliwi¢ migracj¢ komorek poprzez degradacje
sktadnikow ECM, po drugie, w celu zmiany zachowania komorek przez modyfikacje
ich otoczenia (mikrosrodowiska) i po trzecie w celu modulacji aktywnosci istotnych
z biologicznego punktu widzenia peptydéw (czasteczek). Takie zmiany moga
zachodzi¢ bezposrednio poprzez proteolityczne cigcie, uwolnienie molekut z miejsc
ich wigzania lub modyfikacje aktywnosci ich inhibitorow. Kazda z metaloproteinaz
na kilka sposobow moze uczestniczy¢ w procesach zachodzacych w tkankach
podczas dojrzewania.

Proliferacja, r6znicowanie i apoptoza komoérek sa niezbednymi procesami
zachodzacymi w trakcie wzrostu i réznicowania jajowodu. Podczas tworzenia tkanki
pojedyncze komorki organizujg si¢ wewnatrz niej tak, aby ich orientacja pozwalata
im na komunikacj¢ oraz integracje funkcji. Degradacja i resynteza sktadnikow ECM
jest konieczna w celu umozliwienia komérkom migracji w trakcie rozwoju jajowodu
1 formowania nowych struktur, takich jak gruczoty tubularne sluzowki. Wtasciwosci
oraz réznorodno$¢ substratowa MMPs wskazuja na potencjalny udzial tych
enzymOow w morfogenezie tkanek i narzadéw, w tym tkanek jajowodu ptakow.
Wykazano, ze zahamowanie aktywno$ci MMP-2 ogranicza migracje adipocytow
oraz ich zdolno$¢ do organizacji w trojwymiarowe struktury (Brown i wsp., 1997).
Brak aktywno$ci MMP-2 uniemozliwia takze formowanie wysepek Langerhansa
przez komoérki nabtonkowe, nie wptywajac jednoczes$nie na ich rdznicowanie pod
wzgledem endokrynnym (Miralles i wsp., 1998). Tak, wigc jednym z aspektow
dziatania MMP-2 podczas rozwoju jajowodu mogtby by¢ jej udzial w formowaniu
gruczotow tubularnych. Wskazywataby na to jej lokalizacja w komdrkach
gruczotowych $luzowki 16-tyg. ptakéw. Vaillant i wsp. (2003) obserwowali
natomiast, ze zablokowanie funkcji MMP-9 przy uzyciu specyficznego przeciwciata

ogranicza migracj¢ komorek w rozwijajacym si¢ mozdzku oraz zmniejsza ich
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podatno$¢ na apoptoze. Ponadto stwierdzono, ze MMP-9 i TIMP-3 sg kluczowymi
regulatorami degradacji ECM macicy przez embriony mysie podczas implantacji,
a zdolno$¢ embrionu do degradacji ECM jest dodatnio skorelowana z ilo$cig
wydzielonej metaloproteinazy, natomiast znajdujacy sie w ECM TIMP-3 ogranicza
ten proces poprzez zmniejszenie aktywnosci MMP-9 (Whiteside i wsp. 2001).
Wykazano takze, ze zablokowanie aktywnosci MMP-9 hamuje rozwoj kiebuszkoéw
nerkowych, a inhibicja ekspresji TIMP-2 stymuluje ten proces (Lelongt i wsp., 1997;
Kanwar i wsp., 1999). Jednak, w niektorych tkankach zahamowanie aktywnosci
MMPs sprzyja tworzeniu rozgatezionych struktur przez komorki nabtonka. Dzieje
si¢ tak w przypadku gruczotow slinowych, dla ktérych rozktad sktadnikéw ECM
dziata destabilizujaco na proces morfogenezy, prawdopodobnie ze wzgledu na jej
odmienny mechanizm w tej tkance (Fukuda i wsp., 1988). Intensywna reakcja
immunohistochemiczna dla MMP-9 obserwowana w sgsiadujacej z nablonkiem
warstwie stromy u kurek migdzy 10. a 14 tyg. sugeruje, jednak jej zaangazowanie
w degradacj¢ ECM 1 umozliwienie migracji oraz proliferacji komorek, ktére maja
utworzy¢ §luzéwke. Kolokalizacja MMP-9 z TIMP-2 i -3 moze wskazywa¢ na role
tych inhibitorow w kontroli aktywnosci MMP-9, a przez to miejsca oraz zakresu
remodelingu tkanek. Obserwowany wzrost ekspresji MMP-7 na poziomie biatka oraz
jej lokalizacja w gruczotach tubularnych u 16- i 17-tyg. ptakow sugeruje natomiast
zaangazowanie MMP-7 w regulacj¢ proliferacji i r6znicowania komoérek tworzacych
gruczoty. Wczesniejsze badania wykazaly, ze u myszy z niedoborem antygenu
CD44, stanowigcego receptor dokujacy dla MMP-7 na powierzchni komorek,
zdiagnozowano wady rozwojowe gruczotu sutkowego, wynikajace z niewlasciwej
lokalizacji enzymu. Zamiast wierzchotkowej powierzchni komoérek nablonka MMP-
7 dyfunduje do btony podstawnej powodujac apoptoz¢ komorek pecherzykowych.
Gruczoly ulegaja przedwczesnej inwolucji, ktéra moze by¢ przynajmniej czesciowo
spowodowana degradacja ECM w wyniku niewlasciwie zlokalizowanej
proteolitycznej aktywnosci MMP-7 (Murphy i Nagase, 2011; Bonnans i wsp., 2014).
Przytoczone obserwacje wskazuja na duze znaczenie nie tylko odpowiedniego
poziomu ekspresji MMPs, ale rowniez ich lokalizacji.

Metaloproteinazy moga takze w znacznym stopniu determinowa¢ aktywnos¢
biologicznie istotnych czasteczek, regulujac ich biodostepnos¢ poprzez odigczenie od
biatek wiazacych lub uwolnienie z miejsc ich magazynowania w ECM i w ten

sposOb wplywaé na rozw0j jajowodu. Na przyktad, trawienie dekoryny przez MMP-
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2 i -7 uwalnia zwigzany z nig TGFp (ang. tumor growth factor) (Imai i wsp., 1997;
Murphy i Nagase, 2011), ktory z kolei kontroluje proliferacje oraz réznicowanie
wickszosci typow komorek (Elliott i Blobe, 2005). Co wiecej, TGFB moze
indukowaé przejscie nablonkowo-mezenchymalne (EMT), ktére ma miejsce
w trakcie rozwoju jajowodu ptakow. Szlak sygnalizacyjny TGFpB za posrednictwem
czasteczek Smad moze réwniez prowadzi¢ do apoptozy komorek (Conery i wsp.,
2004) oraz wptywac na proces ich adhezji przez zmniejszenie ekspresji E-kadheryny
lub zwigkszenie ekspresji integryn zwigzanych z inwazjg (Miettinen i wsp., 1994;
Elliott i Blobe, 2005). W jajowodzie ptakoéw stwierdzono obecnosé¢ kilku izoform
TGFB oraz ich receptorow (TBR) (Chowdhury 1 wsp., 2003 i 2004). Oprocz
podstawowej roli jaka TGFPs odgrywaja w regulacji wzrostu, rdéznicowania
I morfogenezy komorek, zar6wno u ptakow jak i u ssakow, moga one wykazywaé
dziatanie immunosupresyjne (Huang i Huang, 2005; Das i wsp., 2006). Ta ostatnia
funkcja wydaje si¢ mie¢ szczegdlne znaczenie dla utrzymania dlugiej zywotnoS$ci
plemnikow w jajowodzie ptakow, ktore przechowywane sa w tzw. gruczotach
przechowujacych nasienie (SST) umiejscowionych w lejku oraz w pochwie w czesci
graniczacej z gruczotem skorupowym. Das i wsp. (2006) na podstawie zwickszonej
ekspresji TGFBs i TBR w SST na granicy pochwy i gruczotu skorupowego
obserwowanej po inseminacji, sugeruja ochronne dzialanie TGFfs dla plemnikow
przez zahamowanie reakcji anty-plemnikowej. Stad zaangazowanie MMPs
W rozwoj, roznicowanie i funkcjonowanie jajowodu ptakéw moze by¢ zwigzane
z regulacja dostgpnosci TGFp.

Poprzez uwolnienie od biatek wigzacych, MMPs moga takze regulowac
biodostepnos¢ czynnikdw wzrostu. Na przyktad, biatka wigzace insulinopodobne
czynniki wzrostu (IGFBPs, ang. insulin-like growth factor-binding proteins)
wykazujg podobne lub wigksze powinowactwo do insulinopodobnych czynnikow
wzrostu (IGFs) niz ich receptory, tak wigc degradacja IGFBPs odgrywa kluczowa
role w regulacji aktywnos$ci IGFs (Rajah i wsp., 1995) wptywajacych na procesy
wzrostu tkanek. Stwierdzono, ze MMP-2 wykazuje aktywnos¢ wzgledem IGFBP-3
i -5 (Fowlkes i wsp., 1994; Thrailkill i wsp., 1995), natomiast obydwie zelatynazy
posiadajg zdolnos$¢ proteolitycznej aktywacji TGFp oraz IL-13 poprzez
proteolityczne ciecie w obrebie peptydu utrzymujacego te cytokiny w formie
latentnej (Yu i Stamenkovic, 2000). Najnowsze badania Yu i wsp., (2015) wykazaty,

96



ze IGF-1 stymuluje proliferacj¢ mioblastéw oraz rozw6j mig¢sni u embrionow
kurzych. Kida i wsp. (1994) podczas rozwoju jajowodu przepiorki obserwowali, ze
wysokiej ekspresji IGF-1 towarzyszyta intensyfikacja replikacji DNA. Eksperymenty
in vitro pokazaty takze, ze IGF-I dziata stymulujagco na syntez¢ owoalbuminy
w jajowodzie przepiorki (Kida i wsp., 1995). Zatem nie mozna wykluczy¢, ze rola
MMPs w jajowodzie ptakoéw jest zwigzana z regulacjg aktywnosci IGFs.

Kolejng istotng obserwacja w obecnej pracy byto stwierdzenie zr6znicowanej
ekspresji MMPs 1 ich inhibitoréw pomie¢dzy odcinkami jajowodu. Obecnos$cig
najwigkszej ilosci mRNA badanych gendéw charakteryzowat si¢ lejek, natomiast
najmniejszej magnum. Rdznice te moga wynikac ze specyficznej budowy i funkcji
pelnionych przez poszczegélne segmenty jajowodu. Wysoka ekspresja w lejku
jajowodu mogta by¢ zwigzana z duzym udziatem tkanki mig¢$niowej w tym odcinku,
ktora jak wynika z literatury cechuje si¢ wysokim poziomem transkrypcji elementow
systemu MMP (Hu i wsp., 2004; Nuttall i wsp., 2004). Z kolei stosunkowo niska
ekspresja mRNA badanych genéw w magnum moze by¢ wynikiem zdominowania
procesu transkrypcji przez geny kodujace proteiny wchodzace w sktad biatka jaja.
We wczesniejszych badaniach Réhault-Godbert i wsp. (2008) rowniez wykazali
réznice w poziomie ekspresji mRNA MMP-2, TIMP-2 i TIMP-3 pomigdzy
poszczegodlnymi odcinkami jajowodu kur niosgcych. Podobnie jak u kury, obecno$é
transkryptow dla MMP-2, MMP-9 i TIMP-2 stwierdzono takze w poszczegdlnych
odcinkach jajowodu lamy (Zampini i wsp., 2014).

Wykazanie ekspresji badanych elementéw systemu MMP w niniejszej pracy
$wiadczy o tym, ze jajowod kury jest zrodlem zarowno proteinaz, jak i ich
specyficznych inhibitorow. Ekspresja i aktywno$¢ MMP-2 w poszczegdlnych
odcinkach jajowodu niosgcych ptakéw moze wskazywac na udziat tego enzymu
W prawidtowym funkcjonowaniu  jajowodu. Jak wykazata analiza
immunohistochemiczna MMP-2 zlokalizowana byta glownie w komorkach nabtonka
jajowodu. Komorki te moga byé, wigc odpowiedzialne za synteze i wydzielanie
MMP-2 do $wiatta jajowodu, ktéra moze nastgpnie sta¢ si¢ jednym ze skladnikoéw
jaja. Przypuszczenia te potwierdzajg doniesienia o obecno$ci pro-MMP-2 zar6wno
w plynie jajowodu, jaki i bialku jaja kurzego (Réhault-Godbert i wsp., 2008).
Autorzy zidentyfikowali pro-MMP-2 wystepujaca w biatku oraz zottku jaja
w kompleksie z inhibitorem TIMP-2, jednak fizjologiczna rola tego enzymu jest

wcigz niejasna. Kurza MMP-2 wykazuje okoto 84% podobienstwa z ludzka i mysig
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MMP-2 (Aimes i wsp., 1994). Wysoka konserwatywnos¢ sekwencji $wiadczy
0 znacznym podobienstwie roli jakg odgrywa MMP-2 u r6znych gatunkow zwierzat.
Z dostepnej literatury wynika, ze MMP-2 zaangazowana jest przede wszystkim
w remodeling tkanek, ktory zachodzi podczas wielu proceséw fizjologicznych.
Ekspresja pro-MMP-2 w tkankach embrionéw kurzych zostata udokumentowana (Ha
iwsp.,, 2004). Enzym ten niezbedny jest w transformacji nabtonkowo-
mezenchymalnej zarodka (Duong i Erickson, 2004), angiogenezie (Brooks i wsp.,
1998; Ribatti i wsp., 1999) oraz migracji komorek cewy nerwowej (Cai i wsp., 2002;
Cantemir i wsp., 2004). Szybka inaktywacja MMP-2 skorelowana ze wzrostem
konsumpcji biatka jaja przez zarodek w ciggu pierwszych 10 dni embriogenezy
W potaczeniu z funkcjami opisanymi w literaturze wskazuja na lokalne dziatanie
MMP-2 we wczesnych etapach rozwoju embrionalnego. Sposrod wszystkich
wlasciwosci, ktore wykazujg skladniki biatka jaja, najlepiej poznane sg te
antybakteryjne. Niektore substancje hamujg rozwoj bakterii ograniczajac ich dostep
do metali i witamin, poprzez maskowanie. Do tej grupy zwigzkéw naleza:
owotransferyna wigzaca zelazo (Valenti i wsp., 1983) oraz flawoproteina i awidyna
posiadajace wysokie powinowactwo do ryboflawiny i biotyny (White, 1987; Mann,
2007). Aktywnos$¢ proteolityczna jest, wigc konieczna w celu uwolnienia substancji
odzywczych niezbednych rozwijajacemu si¢ zarodkowi. Jedng z funkcji MMP-2
wystepujacej w biatku jaja moglaby by¢ stopniowa degradacja biatek wiazacych
Iwten sposOb zapewnienie zarodkowi statego dostepu doptywu substancji
odzywczych. Niewiele jest informacji o ewentualnej antybakteryjnej aktywnosci
MMP-2 u innych gatunkéw poza doniesieniem, ze MMP-2 moze posrednio
uczestniczy¢ w regulacji produkcji antybakteryjnego peptydu w btonie $luzowe;j
skory suma (Cho i wsp., 2002). Wsrod pozostatych MMPs, antybakteryjne dziatanie
opisano jeszcze tylko w przypadku MMP-7, wykazujacej zdolno$¢ aktywacji
defensyn (Cunliffe i Mahida, 2000).

Pomimo, wykazania bardzo stabej reakcji immunohistochemicznej dla TIMP-
2 1 -3 w $cianie jajowodu kury nie mozna wykluczy¢, ze aktywnos¢ MMPs
regulowana jest przez inne inhibitory. Jednym z nich moze by¢ a2-makroglobulina.
Potwierdzeniem tych przypuszczeh sa obserwacje Lim 1 wsp. (2011), ktorzy
stwierdzili wysoka, zalezng od estrogenéw, ekspresje a2-makroglobuliny
W jajowodzie kury, szczegdlnie w gruczotach tubularnych oraz nablonku, podczas

gdy byta nieobecna w innych badanych narzadach takich jak: mozg, serce, watroba,
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nerki, jelita, zotadek, jajniki, czy jadra. U ludzi a2-makroglobulina syntetyzowana
jest przede wszystkim w watrobie (Munck Petersen i wsp., 1988; de Sain-van der
Velden i wsp., 1998), a jako gltéwne biatko osocza stanowi w przyblizeniu 8-10%
wszystkich biatek ludzkiej krwi (Anderson i Anderson, 2002; Schaller i wsp., 2008).
U kury, natomiast o2-makroglobulina (nazywana takze owomakroglobuling lub
owostatyng) syntetyzowana jest w jajowodzie i stanowi sktadnik biatka jaja kurzego
(Nagase i Harris, 1983; Saxena i Tayyab, 1997; Mann, 2007). Sposrdéd odcinkéw
jajowodu, najwieksza ekspresj¢ tego nieswoistego inhibitora proteaz obserwowano
W magnum, natomiast w mniejszym stopniu w cie$ni i gruczole skorupowym.
Wysoki poziom ekspresji 02-makroglobuliny moze wskazywac na jej istotny udziat
w kontrolowaniu aktywnosci proteolitycznej w tych odcinkach jajowodu.

Wzrost 1 aktywno$¢ jajowodu kontrolowane sa przede wszystkim przez
produkowane w jajniku hormony steroidowe. W obecnej pracy podczas dojrzewania
masa jajowodu zwickszata si¢ wraz ze wzrostem st¢zenia steroidow we krwi ptakow.
Estradiol, jako kluczowy hormon regulujacy rozwdj jajowodu stymuluje proliferacje
1 r6znicowanie jego komorek, jak rowniez syntez¢ sktadnikow biatka jaja (Dougherty
I Sanders, 2005). Procesom zachodzagcym podczas wzrostu i rozwoju jajowodu
towarzyszg, takze zmiany w ekspresji receptoréw steroidowych (Hrabia i wsp.,
2013a; Jung i wsp. 2011). Wczesniejsze badania na pgcherzykach jajnikowych kury
wykazaty, ze zmiany ekspresji mMRNA MMP-2 s3a skorelowane z ekspresjg
receptoréOw estrogenowych w poszczegélnych strukturach jajnika (Hrabia i wsp.,
2008; Lesniak i Hrabia, 2012). Ponadto, Seo i wsp. (2009) obserwowali zmiany
w ilosci transkryptow dla MMP-2 i -9 w tkankach jajowodu niedojrzatych kurek pod
wplywem diethylstilbestrolu (DES). DES jest niesteroidowym syntetycznym
estrogenem, ktory silnie wigzac si¢ z receptorami dla estrogenow (ERs), wywotuje
efekt podobny do naturalnego estrogenu: 17pB-estradiolu. Stwierdzono, iz DES
przyspiesza rozwdj jajowodu stymulujac formowanie gruczotéw tubularnych oraz
roznicowanie komorek nabtonka (Dougherty 1 Sanders, 2005). Wsrdéd wylonionej
przez badaczy grupy genow zwigzanych z rozwojem uktadu rozrodczego
I endokrynnego, ktorych ekspresja zmieniata si¢ istotne po podaniu DES znajdowaty
si¢ te kodujace MMP-2 i MMP-9. U kur traktowanych syntetycznym agonistg
estrogenow wykazano obnizony poziom transkryptu dla MMP-2 w poréwnaniu do
kur kontrolnych, u ktorych jajowdd nie byl zréznicowany. Odwrotny efekt

obserwowano w przypadku MMP-9, jej ekspresja zwigkszyta si¢ po podaniu DES,
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ale tylko u ptakow o czesciowo zroéznicowanym jajowodzie. W obecnej pracy
poziom MRNA MMP-2 i MMP-9 obnizyt si¢ znacznie we wszystkich odcinkach
jajowodu miedzy 10. a 14. tyg., natomiast w magnum i gruczole skorupowym
ekspresja MMP-9 zwigkszyta si¢ w momencie rozpoczecia niesnosci, tj. w 17. tyg.
Wplyw DES na poziom transkryptéw sugeruje udziatl estrogenow w regulacji
ekspresji badanych metaloproteinaz, a odpowiedZz jajowodu na stymulacje
hormonalng moze zaleze¢ od stopnia zr6znicowania jego tkanek. Biorgc pod uwage
dane literaturowe dotyczace regulacji ekspresji MMPs i TIMPs w ukladzie
rozrodczym, obserwowane w niniejszej pracy zmniejszenie ekspresji badanych
elementow systemu MMP moglto mie¢ bezposredni zwigzek ze wzrastajacym
stezeniem hormonow steroidowych we krwi kurek podczas dojrzewania ptciowego.
Wykazane zmiany w ekspresji 1 aktywnosci badanych elementéw systemu
MMP w jajowodzie kury oraz towarzyszace im zmiany w morfologii tego narzadu,
sugeruja zaangazowanie MMPs i TIMPs w prawidlowy rozw¢j i funkcjonowanie
jajowodu ptakdw. Wyjasnienie mechanizmow regulujacych ekspresje 1 aktywnos¢

tych enzyméw w poszczegdlnych odcinkach jajowodu wymaga dalszych badan.

Poniewaz podczas dojrzewania piciowego wykazano zmiany w ekspres;ji
I aktywnosci elementow sytemu MMP podjeto probe odpowiedzi na pytanie czy
MMPs moga by¢ wiaczone w procesy zachodzace w jajowodzie podczas przerwy
W niesnosci. W tym celu okre$lono ekspresje, aktywno$¢ i lokalizacje wybranych
elementéw systemu MMP w jajowodzie kury podczas przerwy w nie$nosci
wywolanej glodzeniem. Przerwa w niesnosci (przepierzanie) jest czescig cyklu
reprodukcyjnego kur, ktory charakteryzuje si¢ wymiang pior i regresja uktadu
rozrodczego (Johnson, 1986). Jednak duza zmienno$¢ osobnicza sprawia, ze
pierzenie si¢ ptakow w stadzie nie zachodzi jednocze$nie. Zastosowanie sztucznych
metod zatrzymania nieSnosci pozwala na synchronizacj¢ procesu pierzenia
(Proszkowiec 1 Rzgsa 2001; Paczoska-Eliasiewicz i wsp., 2003). Po jego
zakonczeniu nastgpuje poprawa funkcji rozrodczych bedaca wynikiem odnowy
uktadu rozrodczego. Teoria ta znalazta swoje potwierdzenie w obserwacjach
dokonanych przez Heryanto 1 wsp. (1997a 1 b). Autorzy badajgc zmiany wystepujace
w jajowodzie podczas wymuszonej przerwy w niesnosci wykazali, ze usunigcie
starych tkanek ma miejsce podczas regresji, po ktoérej nastgpuje odbudowa zwigzana

z proliferacjg 1 roznicowaniem si¢ nowo powstatych komorek. Regresja jajowodu,
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wystepujaca podczas naturalnej 1 wymuszonej przerwy w nie$nosci zwigzana jest
Z apoptoza komorek jajowodu spowodowang obnizonym stezeniem hormonow
steroidowych (Monroe i wsp., 2002; Jeong i wsp., 2013; Hrabia i wsp., 2014).

W przeprowadzonym doswiadczeniu, przerwa w niesnosci wystapita miedzy
6. a 13. dniem eksperymentu, natomiast miedzy 17. a 20. dniem obserwowano
powr6t do niesnoéci U wszystkich kur. Wyniki te sa zgodne z wczesniejszymi
badaniami, w ktorych stosowano identyczny lub podobny program przepierzania
(Hrabia i wsp., 2001; Proszkowiec i Rzgsa 2001; Paczoska-Eliasiewicz i wsp., 2003).
Podczas przerwy w nie$nosci istotny spadek masy jajowodu obserwowano w 6. dniu
eksperymentu, a jej stopniowy wzrost miedzy 13. a 20. dniem doswiadczenia.
Zmianom masy jajowodu towarzyszyly zmiany stezenia hormonéw steroidowych
W osoczu krwi ptakow. Stezenie P4, T i E; obnizylo si¢ podczas regresji jajowodu,
a nastepnie wzrosto w okresie jego odnowy.

Badania histologiczne tkanek potwierdzily, przebudowe jajowodu kury
w trakcie przerwy w nie$no$ci obejmujaca: inwolucje gruczotéw tubularnych,
degeneracj¢ nabtonka oraz zmniejszenie ilo$ci substancji wydzielanej przez gruczoty
tubularne, a nast¢pnie stopniowg odbudowe tych struktur podczas odnowy jajowodu.
Jeong i wsp. (2013), oprocz potwierdzenia intensyfikacji procesow apoptozy,
anastepnie  proliferacji podczas przebudowy jajowodu kury, dokonali
immunohistochemicznej analizy markerow transferu nablonkowo-mezenchymalnego
(EMT) podczas pierzenia kur wywotanego dodatkiem cynku do paszy. Barwienie
0 najwickszej intensywnosci dla cytokeratyny, bedacej markerem komorek typu
nabtonkowego obserwowano podczas odbudowy jajowodu w komodrkach nablonka
| gruczolow tubularnych, natomiast wimentyna wystepujaca w cytoszkielecie
komoérek mezenchymalnych obecna byla w stromie i naczyniach krwionos$nych.
EMT w komorkach pobudzaja takie biatka sygnatowe jak EGF, PDGF, HGF, TGFp,
Bkatenina oraz sktadniki ECM, ktére moga stymulowaé proliferacje i migracje
komorek. EMT zwigksza, wigc ruchliwos$¢ i inwazyjno$¢ komorek co sprawia, ze
odgrywa on istotng rol¢ podczas rozwoju 1 réznicowania tkanek. Metaloproteinazy
degradujac ECM 1 uwalniajac jej sktadniki moga uczestniczy¢ zarowno w regresji,
jak i odbudowie tkanek jajowodu.

W prezentowanej rozprawie wykazano, ze procesom morfologicznym
zachodzacym podczas przebudowy jajowodu towarzyszyly zmiany w ekspresji

i aktywnosci badanych elementow systemu MMP. Podczas regresji jajowodu
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obserwowano wzrost poziomu mRNA MMP-2, MMP-7 i -9 w wigkszosci jego
odcinkéw, a zwigkszong ekspresje inhibitorow TIMP-2 i -3 odnotowano w lejku
i pochwie. Mimo, iz ekspresja MMPs i TIMPs na poziomie protecomu nie zmienita
si¢, poza wzrostem ekspresji MMP-9 w cies$ni, to aktywno$s¢ MMP-2 i -9 zwigkszyta
si¢ w wiekszosci odcinkow jajowodu. Rozbieznosci te moga by¢ spowodowane
mechanizmami regulacyjnymi na poziomie translacji oraz aktywacji enzymu, jak
réwniez odmienng czuto$cig kazdej z metod. Wzrost aktywnosci MMP-2 i -9 moze
$wiadczy¢ o zaangazowaniu tych enzymow w procesy zachodzace w trakcie regresji
jajowodu. W dostepnej literaturze informacje na temat udzialtu MMPs i TIMPs
w remodeling tkanek uktadu rozrodczego ptakéw sa nieliczne. Ha i wsp. (2004)
obserwowali wzrost ekspresji mRNA MMP-2 podczas regresji prawego przewodu
Miillera u zenskich embrionow kurzych. Zwigkszong ekspresj¢ mRNA MMP-2 i -9
odnotowano takze w ulegajacych regresji pecherzykach poowulacyjnych niosgcych
kur (Le$niak 1 Hrabia, 2012; Zhu i wsp., 2014). Do$¢ dobrze udokumentowane
zostaly natomiast profile transkrypcyjne MMPs i TIMPs w narzadach rozrodczych
ssakow, u ktorych podlegaja powtarzalnym zmianom zwigzanym z cyklem
ptciowym (Curry i Osteen, 2003; Jabbour i wsp., 2006). Badania przeprowadzone
u kobiet wskazuja na konstytutywna ekspresje MMP-2 i TIMP-2 w macicy podczas
cyklu ptciowego i jej nieznaczny wzrost w trakcie menstruacji. Transkrypcja MMP-9
zachodzi natomiast wylacznie w fazie menstruacyjnej w komorkach stromy, podczas
gdy obecnos¢ biatka stwierdzono w kazdym stadium cyklu w nablonku oraz
komorkach zapalnych endometrium (Jeziorska i wsp., 1996; Goffin i wsp., 2003;
Cornet i wsp., 2005). Liczba transkryptow dla MMP-7 réwniez wzrasta podczas
menstruacji. Metaloproteinaza ta wystepuje gtownie w komorkach nablonkowych,
ale podczas menstruacji mozna jg zlokalizowa¢ takze w stromie (Rodgers i wsp.,
1993; Henriet i wsp., 2002; Goffin i wsp., 2003). Podobna lokalizacja jak i zmiany
w ekspresji  zalezne od stadium cyklu reprodukcyjnego w jajowodzie ptakow
i macicy kobiet wskazuja na podobna regulacj¢ oraz role jaka MMPs moga
odgrywac podczas przebudowy tych narzgdow. Jednym z zadan MMP-2 i -9 jest
prawdopodobnie degradacja sktadnikéw ECM oraz potgczen migdzykomodrkowych,
natomiast lokalizacja MMP-7 wskazuje na jej role w apoptozie komorek podczas
regresji jajowodu. Przypuszczenia te zdajg si¢ potwierdza¢ wczesniejsze badania,

z ktorych wynika, ze MMP-7 wykazuje aktywno$¢ proteolityczng wzgledem
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receptora $mierci Fas wptywajac na podatno$¢ komoérek na apoptoze (Mitsiades
I wsp., 2001; Strand i wsp., 2004).

Podczas odnowy jajowodu obserwowano zwiekszong ekspresje mRNA
MMP-2 i TIMP-3 prawie we wszystkich odcinkach jajowodu, a dla TIMP-2
W magnum oraz pochwie. W lejku, magnum i gruczole skorupowym zwigkszyta si¢
takze aktywnos¢ MMP-2. Podobnie Shahed i Young (2008) obserwowali wzrost
aktywno$ci MMP-2, przy bardzo niskiej ekspresji biatka TIMP-2, podczas odnowy
macicy chomika syberyjskiego. Jak wcze$niej wspomniano MMP-2 niezbedna jest
w transformacji nablonkowo-mezenchymalnej (Duong i Erickson, 2004), ktora ma
miejsce podczas odnowy jajowodu (Jeong i wp., 2013), dlatego tez zwigkszona
ekspresja MMP-2 na tym etapie przebudowy jajowodu jest najprawdopodobniej
zwigzana z tym procesem. Zwigkszona ekspresja TIMP-3 moze mie¢ zwigzek
z ograniczeniem dalszej degradacji ECM tkanek jajowodu, sprzyjajac w ten sposob
jego odbudowie. Jak wskazuja wczesniejsze badania, TIMP-3 jest kluczowym
regulatorem ECM macicy u myszy (Whiteside i wsp., 2001). TIMPs sa jednak
molekutami wielofunkcyjnymi. Oprocz utrzymywania rownowagi migdzy synteza
a degradacjg struktur ECM mogg pelni¢ w jajowodzie takze inne funkcje
biologiczne. Z dotychczasowych doniesien wiadomo, ze TIMPs migdzy innymi biora
udzial w regulacji apoptotycznej $mierci komoérek (Ahonenm i wsp., 2003; Liu
I wsp., 2004), jak rowniez posiadaja aktywno$¢ czynnikow pobudzajacych wzrost
roznego typu komorek, co wydaje si¢ by¢ istotne podczas odbudowy tkanek (Nagase
1 wsp., 2006). Podobng role moglyby odgrywaé¢ podczas procesu odbudowy
jajowodu u ptakow.

Co ciekawe, podczas przebudowy jajowodu kury, odnotowano wzrost
aktywnosci MMP-9 w lejku, magnum i gruczole skorupowym, pomimo braku
istotnych zmian w jej ekspresji na poziomie mRNA 1 biatka w wiekszosci odcinkoéw
jajowodu. Zatem, aktywno$¢ zlokalizowanej w tkance tacznej MMP-9 moze byc¢
zwigzana z remodelingiem macierzy wokol regenerujacych sie gruczotéw
tubularnych. Ekspresja MMP-7, zarowno na poziomie mRNA, jak i biatlka nie
zmienita si¢ w wigkszosci odcinkéw jajowodu podczas jego odnowy w poréwnaniu
do grupy kontrolnej. Poziom mRNA MMP-7 wyraznie zwigkszyt si¢ u ptakow, ktore
powro6city do niesnosci (grupa G-3), nie obserwowano natomiast zadnych zmian na
poziomie biatka. Lokalizacja badanych elementow systemu MMP nie zmieniala si¢

podczas przerwy w niesnosci.
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Podsumowujac, najwigkszy wzrost ekspresji MMPs obserwowano podczas
regresji  jajowodu, natomiast transkrypcja inhibitoréw, szczeg6lnie TIMP-3
zwickszyta sie w trakcie jego odbudowy. Uzyskane wyniki mogg sugerowac udziat
badanych elementéw systemu MMP w procesie przebudowy jajowodu ptakow,
a zachowanie odpowiedniej rownowagi pomigdzy MMPs i ich tkankowymi
inhibitorami wydaje si¢ by¢ niezb¢dne do kontroli miejsca oraz zakresu przebudowy

tkanki.

Podczas dojrzewania pilciowego jak i1 przerwy w nieSno$ci zmianom
w ekspresji 1 aktywnosci MMPs i TIMPs w jajowodzie kury towarzyszyly zmiany
W stezeniu hormondw steroidowych w osoczu krwi ptakow, co moze wskazywac na
udziat steroidow w regulacji badanych elementow systemu MMP. Glownymi
hormonami kontrolujacymi rozwoj 1 funkcjonowanie jajowodu sg estrogeny
promujace proliferacj¢, migracje i przezywalno$s¢ komorek. Biologiczne dziatanie
estrogendw zalezy od ich zwigzania si¢ z receptorami estrogenowymi (ERS), ktore
wpltywaja na regulacje procesOw transkrypcyjnych. Dlatego tez, w kolejnym
doswiadczeniu podjeto probe okreslenia udzialu estrogenéw w regulacji ekspres;ji
I aktywnosci elementow systemu MMP. W tym celu niosgcym kurom podawano
tamoksyfen, zwigzek nalezacy do selektywnych modulatorow receptorow
estrogenowych. Jego dziatanie polega na kompetycyjnym wigzaniu si¢ z receptorami
estrogenowymi i hamowaniu indukowanej estrogenami transkrypcji genow (Arao
I wsp., 1996; Jensen i Jordan, 2003). U ludzi tamoksyfen moze wykazywac, zarowno
antagonistyczne, jak 1 agonistyczne wlasciwosci. Na przyktad, w gruczole
mlekowym przejawia aktywno$¢ antyestrogenng, natomiast w macicy dziata jak
agonista. Niemniej jednak u ptakow wykazano jedynie antagonistyczne dziatanie
tamoksyfenu (Sutherland, 1981; Lazier, 1987), dlatego tez zwiazek ten byl jak dotad
wielokrotnie stosowany w badaniach dotyczacych fizjologicznej roli estrogenow
(Jaccoby 1 wsp., 1992; Lisowski 1 Bednarczyk, 2005; Rzgsa i wsp., 2009).

W prezentowanej pracy podawanie tamoksyfenu spowodowalo zatrzymanie
nie$nodci oraz zmniejszenie masy jajowodu ptakow, co pozostaje w zgodzie
z wynikami wczesniejszych badan (Sechman 1 wsp., 2004; Rzasa 1 wsp., 2009).
Zablokowanie ERs tamoksyfenem skutkowalo takze obnizeniem st¢zenia Py
w osoczu krwi ptakow. Podobny efekt obserwowal Rzasa i wsp. (2009) badajac
wplyw tamoksyfenu na st¢zenie P4 w zottych pecherzykach przedowulacyjnych,
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sugerujac wptyw estrogendow na ekspresje enzymow konwertujacych pregnenolon
do progesteronu w komorkach warstwy ziarnistej pecherzykow jajnikowych.

Badania histologiczne tkanek wykazaly w $cianie jajowodu ptakow
traktowanych tamoksyfenem zmniejszong liczb¢ komoérek tworzgcych gruczoty
tubularne oraz ich dezintegracj¢. Zmianom strukturalnym towarzyszyto zmniejszenie
ilosci substancji wydzielanej przez gruczoty tubularne. W grupie eksperymentalnej
wyrazne zmniejszyla si¢ rowniez grubos¢ nabtonka. Obserwowane zmiany §wiadcza
o regresji tkanek jajowodu kur traktowanych tamoksyfenem.

Regresji jajowodu towarzyszyly takze zmiany w ekspresji i aktywnosci
badanych elementéow systemu MMP. Podczas przerwy w niesnosci wywotanej
tamoksyfenem obserwowano wzrost ekspresji mMRNA MMP-7 i -9. Tamoksyfen nie
spowodowat istotnych roéznic w transkrypcji MMP-2 oraz inhibitorow TIMP-2 i -3,
zwigkszyl natomiast ekspresj¢ MMP-2 na poziomie biatka oraz jej aktywnosc.
Podobnych obserwacji dokonali Russo i wsp. (2009) badajac wptyw estrogendéw na
ekspresje MMPs w macicy szczurow i stwierdzajac brak zmian w transkrypcji MMP-
2 oraz wzrost jej ekspresji na poziomie biatka. Ha i wsp. (2004) stwierdzili natomiast
hamujacy wptyw DES na ekspresj¢ MMP-2 w przewodzie Miillera u embrionow
kurzych. Obserwacje te moga sugerowa¢ bezposredni Iub posredni udziat
estrogendw w regulacji ekspresji na poziomie transkrypcji, translacji oraz
aktywnosci badanych elementow systemu MMP w jajowodzie.

Zarowno badania in vivo, jak i in vitro wskazujag na udzial steroidow
w regulacji ekspresji MMPs i TIMPs w macicy ludzi i ssakéw. E, (sam
I W potaczeniu z P,) silnie hamuje proces transkrypcji MMP-2, -7 i -9 (Rudolph-
Owen i wsp., 1998; Helvering i wsp., 2005; Vassilev i wsp., 2005; Bruner-Tran
i wsp., 2006; Gorodeski, 2007; Zhang i wsp., 2007; Zhang i Nothnick, 2012).
Jednakze w obrgbie promotorow wymienionych genéw nie stwierdzono obecnos$ci
sekwencji odpowiedzialnych za przylaczenie receptoréw estrogenowych, dlatego tez
bezposrednie oddziatywanie E; na transkrypcj¢ tych genow wydaje si¢ by¢ mato
prawdopodobne (Clark i wsp., 2008). Co wigcej, nie ttumaczyloby ono lokalnej
ekspresji MMPs w poszczegdlnych strukturach endometrium. Przeciwnie,
obserwacje te sugerujg posrednie dziatanie steroidow, na przyktad przez lokalnie
produkowane, uwalniane lub aktywowane cytokiny i czynniki wzrostu.

Weczedniejsze badania dowiodly, Ze regulacja MMPs na poziomie transkrypcji

zachodzi z udziatem wielu czynnikéw. Ekspresj¢ metaloproteinaz stymulujg m.in.
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czynnik martwicy nowotworu o (TNF-a) (Lee 1 wsp., 2007), srodblonkowy czynnik
wzrostu (VEGF) (Lee i wsp., 2006) interleukina-1 (IL-1) (Mengshol i wsp., 2001)
prostaglandyny: PGE, (Zahner i wsp., 1997), PGF2a (Ricke i wsp., 2002) oraz
onkogeny. Wplywajg one na ekspresj¢ gendow fas i jun, produkty ktorych stanowia
czynniki transkrypcyjne AP-1. Czynniki te lacza si¢ z okreslong sekwencja DNA
w rejonie promotorowym stymulujac transkrypcje¢ genu kodujacego metaloproteinaze
(Radwanowicz i wsp., 1994; Singer i wsp., 1999). Inhibitorami wydzielania MMPs
na poziomie transkrypcji jest natomiast TGFB oraz posrednio, wczesniej
wspomniane hormony steroidowe (Bruner-Tran i wsp., 2002; Russo i wsp., 2009).
Niektore komorki (w tym nowotworowe) wydzielaja rowniez czynnik indukujacy
metaloproteinazy macierzy zewnatrzkomorkowej (EMMPRIN - extracellular matrix
metalloproteinase inducer) stymulujacy fibroblasty do wydzielania MMPs (Mishra
I wsp., 2012; Hahn i Yong, 2015). Noguchi i wsp., (2003) wykazali, ze progesteron
zwigksza ekspresj¢ i glikozylacjc EMMPRIN w endometrium podczas cyklu, a ten
z kolei w kompleksie z MMP-1 moze by¢ zaangazowany w degradacj¢ potaczen
komorka-ECM. Singer i wsp. (1999) badajac wptyw cytokin na proces transkrypcji
elementow systemu MMP potwierdzili konstytutywna ekspresje MMP-2 oraz TIMP-
2 1 -3, ktora nie zmienita si¢ istotnie pod wplywem zadnej z sze$ciu badanych
cytokin. Poziom mMRNA MMP-9 zostal natomiast zwigkszony przez IGF-II,
nabtonkowy czynnik wzrostu (EGF) i plytkowy czynnik wzrostu (PDGF), a takze
TNF-a, potwierdzajac przypuszczenia o zdolnosci cytokin do selektywnego
indukowania ekspresji MMPs 1 czynigc je potencjalnymi regulatorami lokalnej
przebudowy tkanek. Przypuszczenia, iz regulacja ekspresji MMPs i TIMPs
W jajowodzie kury mogtaby zachodzi¢ za posrednictwem cytokin potwierdzaja
doniesienia Sundaresan i wsp. (2007), ktorzy obserwowali korelacje pomiedzy
obnizonym stezeniem steroidow a zwigkszong ekspresja cytokin w jajowodzie kury
podczas przerwy w niesnosci. Kolejnym mechanizmem, przez ktory estrogeny
moglyby oddziatywaé¢ na synteze¢ MMPs w jajowodzie kury jest regulacja ekspresji
mi-RNAs. U myszy wykazano, ze indukowany estradiolem wzrost ekspresji miR-705
hamuje translacjc MMP-9 w macicy (Hong i wsp., 2008; Nothnick i wsp., 2012).
Podsumowujac, wyniki przeprowadzonego doswiadczenia mogg wskazywa¢ na
udziat estrogendw w regulacji transkrypcji, translacji i aktywno$ci wybranych

elementow systemu MMP.
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Wykazana obecno$¢ oraz zmiany w ekspresji i aktywno$ci wybranych
elementéow systemu MMP w jajowodzie kury podczas dojrzewania i przerwy
W nie$nosci, sugerujg ich udzial w rozwoju, przebudowie oraz czynnos$ci tego
narzadu. U ssakow stwierdzono, ze MMPs uczestniczag w remodelingu ECM oraz
w regulacji zachowania komorek w uktadzie rozrodczym. Zatem jest mozliwe, ze
MMPs i TIMPs odgrywaja podobna, istotng role takze w procesach zachodzacych
W jajowodzie ptakéw wplywajgc na migracje, proliferacje, roznicowanie czy
apoptoz¢ komorek. Szczegdétowe mechanizmy dziatania metaloproteinaz
W jajowodzie ptakéw wymagaja dalszych wyjasnien. Dlatego tez, w kolejnych
eksperymentach nalezatoby migdzy innymi: (1) okresli¢ wplyw poszczegdlnych
elementéw systemu MMP na wyzej wymienione procesy w odmiennych stadiach
cyklu reprodukcyjnego ptakow, (2) zbada¢ udziat steroidéw, gonadotropin i cytokin
w regulacji ekspresji 1 aktywno$ci MMPs oraz (3) zidentyfikowa¢ mi-RNAS
regulujace translacje MMPs.

Dalsze badania nad systemem MMP pozwola lepiej zrozumie¢ mechanizmy
determinujagce optymalny rozwdj, aktywno$¢ sekrecyjng oraz prawidlowa
przebudowg jajowodu ptakow. Moga rowniez wskazywaé¢ na nowe mozliwosci
wydtuzenia okresu produkcyjnego u kur, skutkujace lepszymi wynikami
ekonomicznymi. Co wigcej, MMPs i TIMPs sg markerami niektorych nowotworow
| zaburzen funkcjonowania macicy, stad uzyskane wyniki z wykorzystaniem
jajowodu kury, jako unikatowego modelu badawczego, moga by¢ pomocne
W opracowaniu metod stosowanych w terapii nowotworow u ludzi. Badania
dotyczace MMPs i TIMPs w jajowodzie kury moga takze przyczyni¢ si¢ do rozwoju
metod biotechnologicznych wykorzystujacych jajowdd ptakow jako bioreaktor do

produkcji ludzkich bialek terapeutycznych.
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6. Podsumowanie:

1)

2)

3)

4)

5)

6)

7)

8)

9)

Podczas dojrzewania ptciowego we wszystkich badanych odcinkach jajowodu
kury tj. lejku, magnum, cie$ni i gruczole skorupowym wykazano ekspresje
MMP-2, MMP-7, MMP-9, TIMP-2 i TIMP-3, zar6wno na poziomic mRNA, jak
1 bialka.

Wzgledna ekspresja mRNA badanych gendéw obnizata si¢ w poszczegdlnych
odcinkach jajowodu podczas dojrzewania.

Ekspresja MMP-9 na poziomie biatka zmniejszata si¢, podczas gdy MMP-7
i TIMP-3 wzrastata w trakcie rozwoju jajowodu. Poziom MMP-2 i TIMP-2 byt
wzglednie staty, z niewielkim wzrostem ekspresji odnotowanym dla MMP-2 tuz
przed osiagni¢ciem dojrzatosci plciowe;.

Aktywnos¢ MMP-2 i -9 w jajowodzie, byla znacznie wyzsza u niedojrzatych
kurek, niz u niosacych ptakow.

W Scianie jajowodu obserwowano komorkowo- i tkankowo-specyficzng
lokalizacje MMPs i TIMPs. Intensywno$¢ reakcji immunopozytywnej byta
zalezna od wieku ptakow.

Podczas przerwy w niesnosci wywotanej glodzeniem zachodzita ekspresja
badanych elementéw systemu MMP na poziomie mRNA 1 biatka we wszystkich
odcinkach jajowodu: lejku, magnum, cie$ni, gruczole skorupowym i pochwie.
Regresji jajowodu towarzyszyt wzrost ekspresji mMRNA MMP-2, -7 i -9 oraz
TIMP-2 i -3. W trakcie odbudowy tego narzadu w wigkszosci odcinkow
stwierdzono zwigkszona ekspresj¢ MMP-2 oraz inhibitora TIMP-3.

Ekspresja na poziomie biatka oraz lokalizacja MMPs i TIMPs nie zmieniata si¢
znaczgco w wiegkszosci odcinkdw jajowodu podczas przerwy w niesnosci
wywotanej gtodzeniem.

Zarowno podczas regresji, jak i odbudowy jajowodu obserwowano wzrost

aktywno$ci MMP-2 i-9.

10) Podawanie tamoksyfenu zwigkszyto ekspresje genu MMP-7 i -9, natomiast nie

wplyneto na poziom mRNA MMP-2, TIMP-2 i -3.

11) U kur traktowanych tamoksyfenem stwierdzono wigcksza ekspresj¢ na poziomie

biatka i aktywnos¢ MMP-2 w lejku i gruczole skorupowym oraz obserwowano
zwigkszong immunoreaktywno$¢ dla inhibitora TIMP-3 w gruczotach

tubularnych magnum.
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7. Whnioski:

1) Wykazana obecno$¢ mRNA i biatka MMP-2, MMP-7, MMP-9, TIMP-2
I TIMP-3 we wszystkich odcinkach jajowodu kury wskazuje, Zze narzad ten
jest miejscem syntezy badanych elementéw systemu MMP.

2) Ekspresja i aktywno$¢ MMPs i TIMPs jest zalezna od odcinka jajowodu
i stadium cyklu reprodukcyjnego.

3) Komorkowo- i tkankowo-specyficzna lokalizacja MMPs i TIMPs w $cianie
jajowodu kury sugeruje odmienne funkcje poszczegdlnych elementow
systemu MMP w tym narzadzie.

4) Obserwowane zmiany w ekspresji i aktywnosci badanych elementéw systemu
MMP podczas dojrzewania piciowego oraz przerwy w niesnosci sugeruja, ze
MMPs i TIMPs moga by¢ lokalnymi regulatorami rozwoju, przebudowy
I czynnos$ci jajowodu kury.

5) Zmiany w ekspresji i aktywno$ci wybranych MMPs po podaniu tamoksyfenu,

wskazuja na udziat estrogenéw w ich regulacji.
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