Zataczniki:
Streszczenie pracy doktorskiej z akceptacjg promotora.

Poowulacyjne wzgdrki jajonosne produkuja progesteron, jednak mechanizm tego

procesu nie jest znany. U szezura poowulacyjne COC wykazuja zardwno ekspresje 3B-HSD,
enzymu odpowiedzialnego za produkeje progesteronu, a takze ekspresje AR i cytochromu
P450c17. Ekspresja AR $wiadcezy o tym, ze poowulacyjny COC jest strukturg docelows dla
androgenOw, a obecnosé¢ cytochromu P450c¢17 o mozliwosci syntetyzowania tych steroidow.
Jednoczesna ekspresja AR i cytochromu P450 sugeruje auto- i parakrynng regulacje funkeji
COC przez androgeny.

Zatozeniem prezentowanej pracy byto okreslenie roli androgenéw w regulacji funkcji
poowulacyjnych wzgdérkow jajonosnych szezura. Doswiadezenia przeprowadzono

z uwzglgdnieniem roéznic miedzy wzgérkami jajono$nymi zawierajgcymi niezaplodnione
(ufCOC) i zaptodnione (fCOC) oocyty. Badania zostaly podzielone na czes¢ in vivo i in vitro.
Wykonano takze badania na obecnos¢ biatka akwaporyny 5 (AQP5) w pecherzykach
Jjajnikowych i w poowulacyjnych COC. Biatko to wybrano poniewaz jego ekspresja jest
najprawdopodobniej androgenozalezna, a uwodnienie wzgorka jajonosnego i banki jajowodu
w czasie okofoowulacyjnym jest istotne z punktu widzenia prawidtowego zaptodnienia.

W eksperymentach in vivo analizowano zawarto$¢ steroidow w homogenatach $wiezo
izolowanych poowulacyjnych ufCOC i fCOC. Otzymane rezultaty wykazaly roznice

w steroidowej funkcji i steroidowym milieu migdzy badanymi strukturami. Banki jajowodu
z ufCOC zawieraly znaczaco wiecej P4 niz z fCOC, a izolowane ufCOC réwniez
wykazywaly tendencj¢ do posiadania wigkszych ilosci P4 niz fCOC. Analiza ekspresji biatka
AR 1izoform receptora prolaktyny (PRL-R) metodg Western-blot, przeprowadzona w $wiezo
izolowanych wzgérkach wykazata réznice w ekspresji badanych biatek: ufCOC wykazywaty
znaczniewyzsza ekspresje AR 1 obu izoform (dtugiej i krotkiej) PRL-R niz fCOC.

C elem badan in vitro bylo ustalenie wptywu testosteronu (T) na produkcje steroidow

przez ufCOC i fCOC. Poniewaz w czgsci in vivo wykazano réznice w ekspresji PRL-R, do
badan wigczono rowniez prolaktyne (PRL). Poowulacyjne wzgorki obu typdw inkubowano
przez 4,5 godz. w kontrolnym medium Eagle'a (K) lub w mediach z dodatkiem: testosteronu
(T), antyandrogenu 2-hydroksyflutamidu (2-Hf), ktory blokowat receptorowe dziatanie
androgendw, 2-hydroksyflutamidu i testosteron (2-H{+T), prolaktyny (PRL) i prolaktny
tacznie z testosteronem (PRL+T).

Inkubowane wzgorki uwalniaty tylko progesteron. Profile P4 byly zwykle wyzsze

w inkubowanych ufCOC. Testosteron zwigkszyl zawarto$¢ P4 tylko w inkubowanych fCOC,
podczas gdy 2-Hf znacznie obnizyl poziom P4 zaréwno w ufCOC jak i fCOC. Kompleks
hormonalny PRL+T stymulowat sekrecje P4 w poowulacyjnych wzgérkach, ale w znaczaco
wiekszym stopniu w ufCOC niz w fCOC. Roéwniez sumaryczna warto$¢ (sekrecja plus
zawartos¢ w homogenatach) poinkubacyjnego P4 w obecnosci tego kompleksu byta znaczaco
wyzsza dla ufCOC niz dla fCOC.

Ekspresje biatka 33-HSD metoda Western-blot stwierdzono we wszystkich badanych
poinkubacyjnych wzgérkach jajonosnych. Najwyzszy poziom tego bialka obserwowano po
inkubacji w pozywce suplementowanej PRL+T ufCOC, a najnizszg w fCOC po inkubacjach
z dodatkiem 2-Hf'i 2-Hf+T.

Poinkubacyjne wzgorki wykazaly pozytywng immunohistochemiczng reakcje na

3B-HSD, P450c17 i AR. Roznice w intensywnosci zabarwienia zaobserwowano tylko

w przypadku 33-HSD, dla ktorej pozytywna reakcja na obwodach wzgorkdw jajonosnych

i w oderwanych od wzgérkow komorkach ziarnistych byta duzo intensywniejsza.

Analiza morfologiczna poinkubacyjnych wzgdrkow jajonosnych wykazata pozytywne
dziatanie T, PRL i kompleksu PRL+T, natomiast szkodliwe dziatanie 2-Hf i 2-Hf+T na



konformacjg¢ badanych struktur. Obecnosé 2-Hf' i 2-Hf+T w pozywce inkubacyjnej ufCOC
skutkowata rowniez brakiem lub zdegenerowanym pierwszym ciatkiem kierunkowym

i obecnoscig rozproszonych w oocycie chromosomoéw, ale nie wptywala niekorzystnie na
przedjadrza, obecne w oocytach fCOC.

Czgs¢ poinkubacyjnych ufCOC poddano procedurze IVFE. Najwyzszy procent
zaplodnionych oocytow uzyskano po wezesniejszej inkubacji w PRL+T. Natomiast ufCOC
inkubowane z 2-Hf lub 2-Hf+T byly niezaptadnialne.

W badaniach nad ekspresja AQPS w czasie follikulogenezy wykazano jej obecnosé w
pecherzykach jajnikowych od stadium wezesnoantralnego do poowulacyjnego COC. AQP5
pierwszy raz pojawila si¢ w pecherzykach przedantralnych, najprawdopodobniej

w wypustkach komdrek corona radiata i tworzyla charakterystycznego pierscien wokdt
oocytu. Ta pozytywna reakcja zanikneta wraz z postepujgcym rozproszeniem wzgorka
Jajonosnego. Obecnos¢ AQPS stwierdzono takze w komorkach ziarnistych wzgorka w czasie
ich ekspansji i po owulacji w bance jajowodu, a takze w produkowanej przez nie macierzy.
Rowniez poowulacyjne oocyty i komorki nablonka banki jajowodu wykazywaty pozytywne
barwienie na AQPS.

Wyniki badan potwierdzily receptorowe dziatanie androgendw na wzgdrek jajonosny.

W ufCOC T dzialal razem z PRL, a rezultatem tego dzialania mogto by¢ dostarczenie
wigkszej ilosci P4 do mikrosrodowiska oczekujacych na zaplodnienie oocytéw. Kompleks ten
mozna wykorzysta¢ w zaplonieniu in vitro gatunkdw, ktérych COC posiadajg AR i PRL-R.
Szkodliwe dziatanie 2-Hf i 2H{+T na mejoze i zapladnialno$¢ powinno by¢ wzicte pod uwage
w badaniach COC z zastosowaniem antyandrogenow.

AQPS pojawila si¢ w komorkach, ktore wykazujg rowniez ekspresje AR. Jej

umiejscowienie moze swiadezy¢ o transcelularnym transporcie wody do oocytu w czasie
rozwoju pecherzyka, a w czasie ekspansji i po owulacji o transcelularnym uwodnieniu ECM,
obu procesach prawdopodobnie regulowanych przez androgeny.
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