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2. Wykaz użytych skrótów 

ACTB   β – aktyna (ang. β – actin) 

ANXA1  aneksyna A1 (ang. annexin A1) 

CABLES1        ang. Cdk5 and Abl enzyme substrate 1 

CAV1    kaweolina 1 (ang. caveolin 1) 

CCL2    ang. chemokine (C-C motif) ligand 2 

CCNE2  cyklina E2 (ang. cyclin E2) 

CCs   komórki wzgórka jajonośnego (ang. cumulus cells)  

CD44    antygen różnicowania 44 (ang. cluster of differentiation 44) 

CD90    antygen różnicowania 90 (ang. cluster of differentiation 90) 

CD105   endoglina (ang. endoglin) 

CD117   receptor c-kit (ang. c-kit ligand) 

CD166   antygen różnicowania 166 (ang. cluster of differentiation 166) 

cDNA   komplementarny DNA (ang. complementary DNA) 

COC   kompleks kumulus – oocyt (ang. cumulus – oocyte complex) 

CSRNP3          ang. cysteine and serine rich nuclear protein 3 

CXCL10          ang. C-X-C motif chemokine ligand 10 

DAB1   ang. DAB adaptor protein 1 

DAPL1  ang. death associated protein – like 1 

DAVID             ang. Database for Annotation, Visualization and Integrated Discovery 

DCN   dekoryna (ang. decorin) 

DMEM  ang. Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium 

EDTA   kwas wersenowy (ang. ethylenediaminetetraacetic acid) 

EMP1   ang. epithelial membrane protein 1 

ESR1   receptor estrogenowy typu 1 (ang. estrogen receptor 1) 

ETS1                ang. ETS proto-oncogene 1, transcription factor 

FBS   płodowa surowica bydlęca (ang. fetal bovine serum) 

FCS   płodowa surowica cielęca (ang. fetal calf serum) 

FF   płyn pęcherzykowy (ang. follicular fluid) 

FGFR2             receptor 2 czynnika wzrostu fibroblastów (ang. fibroblast growth factor receptor 2) 

FI   interakcja funkcjonalna (ang. functional interaction) 

FMOD  fibromodulina (ang. fibromodulin) 

FN1   fibronektyna 1 (ang. fibronectin 1) 

FSH   hormon folikulotropowy (ang. follicular stimulating hormone) 

GCs   komórki ziarniste (ang. granulosa cells) 

GDF-9  czynnik wzrostu i różnicowania 9 (ang. growth differentiation factor 9) 
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GJC   połączenie szczelinowe typu neksus (ang. gap junction connection) 

GO BP             ontologia genów procesów biologicznych (ang. gene ontology biological process) 

H&E   hematoksylina i eozyna 

H1FOO  histon H1 specyficzny dla oocytów (ang. oocyte-specific H1 histone) 

IFIT3               ang. interferon induced protein with tetratricopeptide repeats 3 

IGF1   insulinopodobny czynnik wzrostu 1 (ang. insulin like growth factor 1) 

IGFBP5           ang. insulin like growth factor binding protein 5 

IHH   ang. indian hedgehog signaling molecule 

ITGA2  podjednostka α-2 integryny (ang. integrin subunit α-2) 

ITGB3  podjednostka β-3 integryny (ang. integrin subunit β-3)   

ITM2A  ang. integral membrane protein 2A 

LAMB1  podjednostka β-1lamininy (ang. laminin subunit β-1) 

LH   hormon luteinizujący (ang. luteinizing hormone)  

LIF   ang. interleukin 6 family cytokine 

MCOLN3  mukolipina 3 (ang. mucolipin 3) 

MGCs             komórki ziarniste budujące ścianę pęcherzyka jajnikowego (ang. mural granulosa cells)  

NCAPD2          ang. non-SMC condensin I complex subunit D2 

NEBL   ang. nebulette 

NEK2   ang. NIMA related kinase 2 

NUP210  nukleoporyna 210 (ang. nucleoporin 210) 

OD   gęstość optyczna (ang. optical density) 

P4   progesteron  

PBGD   deaminaza porfobilinogenu (ang. porphobilinogen deaminase) 

PBS                  buforowana fosforanem sól fizjologiczna (ang. phosphate-buffered saline) 

PDE3A  fosfodiestraza 3A (ang. phosphodiesterase 3A) 

PDK4               ang. pyruvate dehydrogenase kinase 4 

PDPN   podoplanina (ang. podoplanin)  

PLK2   ang. polo like kinase 2 

POSTN  periostyna (ang. periostin) 

PPARD            ang. peroxisome proliferator activated receptor δ 

PPAT               ang. phosphoribosyl pyrophosphate amidotransferase 

RGS2               ang. regulator of G protein signaling 2 

RNA   kwas rybonukleinowy (ang. ribonucleic acid) 

RT-qPCR    ilościowa łańcuchowa reakcja polimerazy z odwróconą transkrypcją (ang. Reverse 

Transcription quantitative Polimerase Chain Reaction) 
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SCUBE1          ang. signal peptide, CUB domain and EGF like domain containing 1 

SERPINB2  inhibitor aktywatora plazminogenu-2 (ang. serpin family B member 2) 

SFRP2              ang. secreted frizzled – related protein 2 

STRING           ang. Search Tool for the Retrieval of Interacting Genes/Proteins 

TAGLN  transgelina (ang. transgelin) 

TCs   komórki osłonki pęcherzykowej (ang. theca cells) 

TGFB1             transformujący czynnik wzrostu typu β-1 (ang. transforming growth factor β-1) 

TGFBR3          ang. transforming growth factor β receptor 3 

THBS1  trombospondyna 1 (ang. thrombospondin 1) 

TMOD1  tropomodulina 1 (ang. tropomodulin 1)  

TNF – α  czynnik martwicy nowotworów (ang. tumor necrosis factor α) 

TNFSF10         ang. TNF superfamily member 10 

TXNIP             ang. thioredoxin interacting protein 
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3. Badania własne 

3.1. Wprowadzenie 

Folikulogeneza, czyli rozwój pęcherzyka jajnikowego, skutkuje licznymi zmianami 

zarówno pod względem morfologii pęcherzyka jajnikowego, jak i syntezy hormonów 

płciowych (Channing i Tsafriri 1977). Prowadzi to do cyklicznych zmian w narządach układu 

rozrodczego oraz w zachowaniu się zwierząt, nazywanych rują (Schnurrbusch i Erices 1979). 

Oogeneza (rozwój oocytu) jest ściśle związana z folikulogenezą, a rozbudowane wzajemne 

interakcje komórek budujących pęcherzyk jajnikowy, w tym szczególnie komórek ziarnistych 

(ang. granulosa cells, GCs), prowadzą do rozwoju komórki jajowej przygotowywanej do jej 

uwolnienia w procesie owulacji (Channing i wsp. 1978). Przebieg opisanych wyżej 

mechanizmów jest dobrze poznany, jednak ich podłoże molekularne wymaga dalszych badań.  

Dojrzały, przedowulacyjny pęcherzyk jajnikowy jest zbudowany z kilku populacji 

komórek. Najliczniejszą grupę stanowią osadzone na błonie podstawnej (łac. lamina basalis) 

komórki ziarniste budujące wewnętrzną warstwę ściany pęcherzyka (ang. mural granulosa 

cells, MGCs). Z kolei komórki ziarniste, tworzące wzgórek jajonośny (łac. cumulus oophorus), 

określa się mianem komórek wzgórka jajonośnego (ang. cumulus cells, CCs).  

W obrębie wzgórka znajduje się oocyt II rzędu, zahamowany w metafazie II podziału 

mejotycznego. Warstwa komórek bezpośrednio otaczająca oocyt przyjmuje postać wieńca 

promienistego (łac. corona radiata) (Clement 1987). Wokół pęcherzyka jajnikowego tworzy 

się łącznotkankowa osłonka pęcherzykowa, którą budują komórki osłonki pęcherzykowej  

(ang. theca cells, TCs). Wyróżnia się jej warstwę wewnętrzną (łac. tunica interna thecae 

folliculi), bogatą w komórki i naczynia krwionośne oraz warstwę zewnętrzną (łac. tunica 

externa thecae folliculi), zawierającą niewiele komórek, nieliczne miocyty gładkie oraz włókna 

kolagenowe (Magoffin 2005). Podczas wzrostu pęcherzyka jajnikowego pomiędzy komórkami 

ziarnistymi tworzą się przestrzenie, z czasem łączące się z sobą w jedną jamę, którą wypełnia 

płyn pęcherzykowy (ang. follicular fluid, FF). Jedną z głównych funkcji komórek ziarnistych 

jest synteza estrogenów (żeńskich hormonów steroidowych), które wydzielane są do płynu 

pęcherzykowego (Truman i wsp. 2017). Produkcja tych hormonów odbywa się w ścisłej 

współpracy tych komórek z komórkami wewnętrznej warstwy osłonki pęcherzyka, które  

w wyniku oddziaływania hormonu luteinizującego (LH, ang. luteinizing hormone) 

rozpoczynają produkcję androgenów. Wytworzony w tym procesie androstendion 

przemieszcza się przez błonę podstawną do komórek ziarnistych (Ryc. 1), które poprzez 

sygnały hormonalne, pochodzące z przysadki, w tym hormon folikulotropowy  
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(FSH, ang. follicular stimulating hormone), przeprowadzają aromatyzację tych substratów  

do estrogenów (głównie do 17β-estradiolu) (Magoffin 2005; Nguyen i wsp. 2012). W wyniku 

dodatniego sprzężenia zwrotnego, syntetyzowane estrogeny powodują zwiększoną 

waskularyzację osłonki wewnętrznej (zwiększenie dostępności LH, FSH), mitozę i proliferację 

komórek ziarnistych (zwiększenie liczby receptorów dla FSH), co prowadzi do 

zintensyfikowania procesu aromatyzacji androgenów. Konsekwencją opisanego wyżej 

sprzężenia jest powstanie przedowulacyjnych pęcherzyków jajnikowych, natomiast pęcherzyki 

produkujące niewielką ilość estrogenów ulegają androgenizacji, co prowadzi do ich atrezji. 

Dodatkowo sam oocyt stymuluje proliferację komórek ziarnistych poprzez wydzielanie 

czynnika GDF–9 (ang. growth differentiation factor 9) (Su i wsp. 2009). Niezwykle ważną rolę 

pełnią komórki ziarniste budujące wieniec promienisty, gdyż pozostają one w bezpośrednim 

kontakcie z oocytem dzięki licznym mikrokosmkom (Piotrowska i wsp. 2013). Między 

oocytem a komórkami ziarnistymi wytwarza się osłonka przejrzysta (łac. zona pellucida) 

zbudowana z glikoprotein (Sinowatz i wsp. 1995). Jest ona penetrowana zarówno przez 

wypustki komórek wieńca promienistego, jak i samego oocytu. W miejscach ich kontaktu 

wytwarzają się połączenia szczelinowe typu neksus (ang. gap junction connection, GJC), 

zbudowane z białek błonowych – koneksyn (Aasen i wsp. 2019). Dzięki tym połączeniom 

zapewniona jest bezpośrednia wymiana jonów, małych cząsteczek czy wtórnych przekaźników 

(o masie do 1,2 kDa), która odbywa się na zasadzie przenikania zgodnie  

z gradientem stężeń (Kidder i Mhawi 2002; Wang i wsp. 2009; Sugimura i wsp. 2017). 

Połączenia typu neksus występują nie tylko pomiędzy komórkami wieńca promienistego  

a oocytem, ale także pomiędzy poszczególnymi komórkami ziarnistymi, co umożliwia 

pośredniczenie w „dialogu” z oocytem (Kempisty i wsp. 2013, 2014). Prowadzone  

w ostatnich latach badania wskazują, iż komórki ziarniste mają duży wpływ na dojrzewanie 

jądrowe i cytoplazmatyczne oocytu. Potwierdzeniem tego jest zahamowanie tych procesów  

w przypadku zbyt wczesnej denudacji (odizolowania oocytu od komórek CCs),  

co negatywnie wpływa na kompetencję rozwojową komórki jajowej (Tanghe i wsp. 2002; 

Appeltant i wsp. 2015). W przypadku świni domowej (łac. Sus scrofa domestica) dochodzi  

do owulacji mnogiej (poliowulacji) dojrzałych pęcherzyków jajnikowych. Następuje 

uwolnienie oocytu wraz z otaczającymi go komórkami ziarnistymi wieńca promienistego – 

CCs, które razem nazywane są kompleksem kumulus – oocyt (ang. cumulus – oocyte complex, 

COC), podczas gdy komórki ziarniste ściany pęcherzyka (MGCs) pozostają w jego wnętrzu  

i pełnią funkcję steroidogenną. Jednocześnie komórki budujące warstwę wewnętrzną osłonki 

pęcherzykowej wnikają w ścianę zapadniętego pęcherzyka i przekształcają się w komórki 
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paraluteinowe. Bardzo istotną rolę odgrywają komórki warstwy ziarnistej, które przekształcają 

się w komórki luteinowe odpowiedzialne za syntezę hormonów steroidowych (głównie 

progesteronu – P4). Hormon ten stymuluje aktywność błony śluzowej macicy,  

a w rezultacie podtrzymuje ciążę w przypadku zapłodnienia (Maekawa i wsp. 2016). 

Najnowsze techniki badawcze, w tym metody biologii molekularnej, stwarzają 

możliwości dokładnego poznania mechanizmów regulujących przebieg folikulogenezy  

i oogenezy. Nowe informacje mogą okazać się istotne dla zwiększenia skuteczności technik 

wspomaganego rozrodu stosowanych u ludzi i zwierząt. Dokładne poznanie mechanizmów 

regulujących kompetencję rozwojową oocytów może również w znaczący sposób przybliżyć 

nas do wyjaśnienia na poziomie molekularnym procesów patologicznych, prowadzących  

do niepłodności.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Ryc. 1. Schemat budowy pęcherzyka jajnikowego, na podstawie publikacji w Histochem. Cell 

Biol., (Kulus i wsp. 2020a) 

Ostatnie doniesienia literaturowe wskazują na bardzo istotny aspekt dotyczący komórek 

ziarnistych (GCs), określający ich znaczny potencjał macierzystości. Potencjał ten został 

ostatnio wykazany w komórkach ziarnistych pochodzących z pęcherzyków jajnikowych, które 

stanowią istotną pulę komórek ostatecznie niezróżnicowanych (Kossowska-Tomaszczuk i wsp. 

2010; Varras i wsp. 2012). Stwierdzono to w trakcie  badań nad ludzkimi komórkami 

ziarnistymi, które podczas pierwotnej hodowli in vitro wykazały ekspresję genów uznanych  

za molekularne markery multipotencjalnych mezenchymalnych komórek macierzystych,  
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tj. CD44, CD90, CD105, CD117, CD166 (Atlasi i wsp. 2008; Kossowska-Tomaszczuk i Geyter 

2013). Po zastosowaniu odpowiednich mediów zaobserwowano różnicowanie się komórek 

ziarnistych w komórki tkanki mięśniowej (Brevini i wsp. 2014), chrzęstnej, kostnej oraz 

nerwowej (Kossowska-Tomaszczuk i wsp. 2009). W odniesieniu do komórek świni także 

wykazano znaczną plastyczność GCs, która przejawiała się różnicowaniem ich w komórki  

o potencjale osteogennym (Mattioli i wsp. 2012). Wykazana zdolność komórek ziarnistych do 

kierunkowego różnicowania się, po przeprowadzeniu dalszych badań w tym zakresie, może 

zostać wykorzystana w medycynie regeneracyjnej, w tym leczeniu chorób degeneracyjnych  

i chronicznych.  
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3.2. Cele badań 

Głównym celem przeprowadzonych badań było określenie profilu ekspresji wybranych 

genów regulujących procesy wzrostu, różnicowania i apoptozy w jajnikowych komórkach 

ziarnistych świni, podczas pierwotnej hodowli in vitro. 

Cel główny został zrealizowany poprzez następujące cele szczegółowe: 

1. Izolację oraz ustalenie warunków krótkoterminowej hodowli in vitro jajnikowych komórek 

ziarnistych świni domowej; 

2. Analizę profilu ekspresji genów przy wykorzystaniu metody mikromacierzy (typu 

Affymetrix); 

3. Walidację uzyskanych wyników ekspresji wybranych genów za pomocą techniki  

RT-qPCR. 
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3.3. Materiał i metody 

Materiał do badań stanowiły komórki ziarniste, izolowane z jajników pobranych 

poubojowo od świń. Samice świń, 126 loszek, były utrzymywane w zbliżonych warunkach 

hodowlanych, pochodziły z zarejestrowanych gospodarstw. Zwierzęta te osiągnęły wiek  

170 dni oraz masę ciała ok. 98 kg, były także dojrzałe płciowo. Skierowane do uboju zwierzęta 

zostały wcześniej zbadane i zaklasyfikowane jako klinicznie zdrowe. Wyizolowane narządy 

układu rozrodczego były następnie transportowane do laboratorium w czasie  

nie dłuższym niż 30 min., zanurzone w roztworze 0,9% NaCl o temperaturze 38°C.  

W laboratorium jajniki przenoszono do roztworu PBS (buforowana fosforanem sól 

fizjologiczna, ang. phosphate-buffered saline) wzbogaconego 2% płodową surowicą bydlęcą 

(ang. fetal bovine serum, FBS; Sigma – Aldrich Co., St. Louis, MO, USA). Komórki ziarniste 

były pozyskiwane na drodze aspiracji płynu pęcherzykowego poprzez punkcję pęcherzyków  

o średnicy > 5 mm za pomocą igły 20-G i strzykawki 5 ml do sterylnych płytek Petriego. 

Pozyskany płyn pęcherzykowy, wraz z zawieszonymi w nim komórkami, był następnie 

wirowany (200 × g, 10 min., w temperaturze pokojowej), a uzyskany osad komórkowy 

wykorzystano do założenia hodowli pierwotnej. Komórki wysiewano do butelek hodowlanych 

z zakrętką wentylacyjną (25 cm2, TPP 90025, BioNovo) w liczbie 3 × 106 / butelkę. Zliczanie 

komórek wykonano za pomocą automatycznych urządzeń do pomiaru ilości i oceny żywotności 

komórek (Vi-Cell XR Cell Viability Analyzer, Beckman Coulter, IN, USA; ADAM MC 

Automated Cell Counter, NanoEntek, Waltham, MA, USA). Komórki ziarniste hodowano  

w pożywce Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium (DMEM, Sigma – Aldrich Co., St. Louis, 

MO, USA), która została wzbogacona o: 2% płodową surowicę cielęcą (ang. fetal calf serum, 

FCS; PAA, Linz, Austria), 10 mg/ml kwasu askorbinowego (Sigma – Aldrich, USA), 0,05 µM 

deksametazonu (Sigma – Aldrich, USA), 4 mM l-glutaminy (ang. l-glutamine), 10 mg/ml 

gentamycyny (Invitrogen, USA), 10,000 U/ml penicyliny (Invitrogen, USA) oraz 10,000 µg/ml 

streptomycyny (Invitrogen, USA) o temperaturze 38,5°C i w warunkach 5% stężenia CO2. 

Medium hodowlane było wymieniane co 72 h. Pasaż komórek wykonywano w momencie 

osiągnięcia przez komórki 80% konfluencji (pokrycie 80% powierzchni naczynia 

hodowlanego), używając do ich separacji od powierzchni dna naczynia roztworu 0,05% 

trypsyny – EDTA (Invitrogen, USA).  
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Przeprowadzone badania podzielone zostały na następujące etapy: 

 izolacja komórek ziarnistych z pęcherzyków jajnikowych świń; 

 pierwotna hodowla in vitro; 

 izolacja RNA metodą Chomczyńskiego – Sacchi;  

 wykonanie mikromacierzy ekspresyjnych Affymetrix® Porcine Gene 1.1 ST 

Array Afffymetrix (Affymetrix, Santa Clara, CA, USA); 

 ilościowa łańcuchowa reakcja polimerazy z odwróconą transkrypcją  

(RT-qPCR); 

 badanie histologiczne, barwienie preparatów hematoksyliną i eozyną (H&E). 

W badaniach wybrano model krótkoterminowej pierwotnej hodowli in vitro, podczas 

której zastosowano przedziały czasowe umożliwiające zarejestrowanie zmian w ekspresji 

genów. Wyznaczono 4 przedziały czasowe: 1) 0 h – wartość referencyjna; 2) 48 h – początkowe 

zmiany w hodowli; 3) 96 h – zakładany „punkt utraty” właściwości fizjologicznych komórki 

oraz 4) 144 h – punkt końcowy krótkoterminowej hodowli in vitro. Po upływie wskazanych 

godzin hodowli z komórek ziarnistych izolowano RNA, który poddawano dalszym analizom.  

Izolację całkowitego RNA wykonano z wykorzystaniem metody Chomczyńskiego – 

Sacchi. Błony komórkowe zdegradowano fenolem oraz tiocyjanianem guanidyny  

(TRI Reagent®, Sigma – Aldrich, St. Luis, USA), dodając chloroform uzyskano 3 fazy 

roztworu (wodna – wraz z badanym RNA, interfaza oraz organiczna), natomiast wytrącenie 

RNA nastąpiło po użyciu izopropanolu. Jakość i stężenie wyizolowanego RNA zostały zbadane 

poprzez pomiar gęstości optycznej (OD, ang. optical density) przy długości fali 260 nm  

z wykorzystaniem spektrofotometru do pomiarów w kropli (Spektrofotometr NanoDrop, 

Thermo Scientific, Waltham, MA, USA). W kolejnych etapach badań molekularnych 

wykorzystano 100 ng RNA w procesie odwrotnej transkrypcji celem uzyskania cDNA, zgodnie 

z protokołem załączonym przez producenta (Ambion® WT Expression Kit).  

Technika mikromacierzy ekspresyjnych Affymetrix® została wykorzystana w celu 

pełnego profilowania transkryptomu komórek ziarnistych w poszczególnych przedziałach 

czasowych. Dzięki wykorzystaniu baz danych dotyczących genów (GeneAtlas System, 

Affymetrix GeneAtlas™ Operating Software) i ich produktów białkowych, w tym także danych 

literaturowych, wykonano analizę funkcjonalną mikromacierzy. Algorytm Robust Multiarray 

Averaging (RMA) został wykorzystany w celu normalizacji wyników, które następnie poddano 

annotacji wg wskazań producenta. Statystyczna istotność różnic w poziomie ekspresji 
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badanych genów była analizowana metodą Bayesa z poprawkami Benjaminiego – Holdberga. 

Selekcję genów o istotnie zmienionej ekspresji oparto na wartości p wynoszącej <0,05 i średniej 

zmianie wartości ekspresji >2. Wybrane w ten sposób geny dodano do bazy DAVID (Database 

for Annotation, Visualization and Integrated Discovery), gdzie otrzymano wyselekcjonowane 

grupy ontologiczne genów z bazy danych Gene Ontology Biological Process (GO BP). 

Poszczególne grupy ontologiczne obejmują geny odpowiedzialne za różne procesy biologiczne. 

Otrzymane wyniki ekspresji zostały poddane hierarchicznej procedurze klasteryzacji  

i przedstawione jako „mapy cieplne” (ang. heat maps) wybranych genów wchodzących w skład 

grup ontologicznych. Ilościowa łańcuchowa reakcja polimerazy z odwrotną transkrypcją  

(RT-qPCR) została przeprowadzona przy użyciu LightCycler real-time PCR detection system 

(Roche Diagnostics GmbH, Mannheim, Germany) i wykorzystana w celu walidacji wyników 

otrzymanych podczas analizy mikromacierzy ekspresyjnych. W reakcji qPCR użyto 

QuantiTect® SYBR® Green PCR (Master Mix Qiagen GmbH, Hilden, Germany) a także 

genów referencyjnych: PBGD (ang. porphobilinogen deaminase) i ACTB (ang. β – actin). 

Bazując na uzyskanych wynikach, wygenerowano sieć interakcji między poszczególnymi 

genami (STRING network (von Mering i wsp. 2005)) oraz oceniono ich powiązania 

funkcjonalne (REACTOME FIViz app to Cytoscape 3.6.0 software). Wszystkie prezentowane 

analizy i wykresy zostały opracowane przy użyciu pakietu Bioconductor (wersja 3.12) oraz 

oprogramowania statystycznego R (wersja 4.0.4). Analiza statystyczna uzyskanych 

mikromacierzy była wykonywana pakietem limma (wersja 3.46.0) (Ritchie i wsp. 2015), 

natomiast annotacja do grup ontologicznych pakietem RDAVIDWebService (wersja 3.12) 

(Fresno i Fernandez 2013). W celu dalszej analizy wybranych zestawów genów i oceny ich 

wzajemnych relacji  zastosowano pakiet GOplot (wersja 1.0.2.) (Walter i wsp. 2015). 

W celu analizy prawidłowej budowy histologicznej pozyskanych jajników  

i poszczególnych pęcherzyków jajnikowych tkanki były utrwalane przez 48 godzin w płynie 

Bouin’a, odwodnione w szeregu alkoholi oraz zatopione w parafinie. Za pomocą 

półautomatycznego obrotowego mikrotomu (Leica RM 2145, Leica Microsystems, Nussloch, 

Niemcy) bloczki parafinowe zostały pocięte na skrawki o grubości 4 µm, które następnie 

rutynowo zabarwiono przy użyciu hematoksyliny i eozyny. Mikroskop świetlny Olympus 

BX61VS został wykorzystany w celu oglądania uzyskanych preparatów i dokumentacji 

fotograficznej.  
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3.4. Wyniki i dyskusja 

Pierwszy etap badań polegał na analizie ekspresji wybranych genów w komórkach 

ziarnistych, związanych z pełnieniem przez te komórki ściśle określonych funkcji. Selekcja 

grup ontologicznych genów, w oparciu o metodę mikromacierzy ekspresyjnych, pozwoliła 

wyróżnić trzy grupy genów odpowiedzialnych odpowiednio za komórkową morfogenezę („cell 

morphogenesis”, GO:0000902), rozwój komórek („cell development”, GO:0048468) oraz 

różnicowanie się komórek („cell differentiation”, GO:0030154). Geny należące do tych grup 

charakteryzowały się podobnym wzorem ekspresji w analizowanych przedziałach czasowych, 

z tendencją do wzrostu ekspresji badanych genów wraz z upływem czasu doświadczenia.  

W wyniku przeprowadzonego badania wyodrębniono 265 genów (należących do trzech 

wspomnianych grup ontologicznych), wśród których wybrano 10 o najbardziej podwyższonej 

ekspresji (ang. up – regulation) oraz 10 o najbardziej obniżonej ekspresji (ang. down – 

regulation). W trakcie prowadzonej pierwotnej hodowli in vitro komórek ziarnistych 

podwyższoną ekspresję wykazały geny:  POSTN, FN1, ITGB3, TAGLN, LAMB1, ITGA2, 

IGFBP5, CAV1, PDPN, TMOD1. Natomiast obniżona ekspresja została odnotowana  

w przypadku genów: DAPL1, CXCL10, NEBL, ITM2A, TGFBR3, IHH, MCOLN3, SCUBE1, 

DAB1, IGF1. Wśród 20 analizowanych genów aż 19 wykazało przynależność do grupy 

ontologicznej różnicowania się komórek („cell differentiation”). Do pozostałych dwóch grup 

ontologicznych przypisano 7 genów (grupa „cell morphogenesis”) oraz 9 genów (grupa „cell 

development”). W przypadku 6 genów wykazano przynależność do wszystkich opisywanych 

grup ontologicznych. Uzyskane metodą mikromacierzy ekspresyjnych wyniki zostały poddane 

walidacji ilościową metodą RT-qPCR. Potwierdziło to omawiany wyżej charakter ekspresji 

genów poddanych analizie, a istotne statystycznie różnice w ich ekspresji wynikają  

z większej czułości metody RT-qPCR. Genem o najwyższym poziomie ekspresji podczas 

krótkoterminowej pierwotnej hodowli in vitro komórek ziarnistych był POSTN (ang. periostin), 

którego białkowy produkt jest odpowiedzialny nie tylko za procesy komórkowej adhezji,  

ale także pełni istotną rolę w procesie regeneracji tkanki kostnej (Rios i wsp. 2005). Wprawdzie 

do tej pory nie wykazano jego roli w przebiegu folikulogenezy, niemniej jednak ostatnie 

badania wykazały podwyższoną ekspresję POSTN w hodowli in vitro świńskich komórek 

ziarnistych (Ożegowska i wsp. 2019). Najsilniej obniżony poziom ekspresji wykazał gen 

DAPL1 (ang. death associated protein – like 1), należący do grupy „cell differentiation”. 

Produkt białkowy tego genu jest silnie związany z procesami apoptozy, a podwyższony poziom 

jego ekspresji wykazano w badaniach nad zapaleniem macicy krów mlecznych (Salilew-
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Wondim i wsp. 2016). Znaczące obniżanie ekspresji omawianego genu w trakcie hodowli,  

w stosunku do wartości referencyjnej, może wskazywać na zmianę właściwości komórek 

ziarnistych podczas ich hodowli in vitro. Kolejnym genem, którego ekspresja poddana była 

analizie, jest IGF1 (ang. insulin like growth factor 1), którego powiązanie jest szeroko opisane 

w kontekście folikulogenezy. Dowiedziono, iż gen ten pośrednio, jako jeden z czynników, 

uczestniczy w regulacji owulacji mnogiej u zwierząt (Sirotkin i wsp. 2017), co potwierdzono 

w naszym doświadczeniu na komórkach ziarnistych świń, w którym wykazano jego 

podwyższoną ekspresję w początkowym etapie eksperymentu (wartość referencyjna – 0 godz.).  

W odniesieniu do wyników przedstawiających zależność poszczególnych genów (STRING 

network) należy zwrócić uwagę na ważne interakcje genu FN1 (ang. fibronectin 1). Zostały one 

potwierdzone jego wpływem na aktywację ekspresji genów: ITGA2 (ang. integrin subunit α-2), 

ITGB3 (ang. integrin subunit β-3), IGF1, co wskazuje na interakcję funkcjonalną pomiędzy 

analizowanymi genami (Functional Interaction, FI). Przeprowadzone badania pozwoliły na 

wskazanie genów w jajnikowych komórkach ziarnistych świń, kodujących białka biorące 

udział w procesach związanych z morfogenezą, ich różnicowaniem i rozwojem. Analiza ta 

pozwoliła dodatkowo wyróżnić potencjalne markery genetyczne procesu folikulogenezy oraz 

owulacji, które w przyszłości mogą być istotne w odniesieniu do zaawansowanych biotechnik 

wspomaganego rozrodu u zwierząt.  

Dalszy etap prowadzonych badań umożliwił określenie ekspresji genów wykazujących 

aktywność w procesach związanych ze wzrostem komórek, ich starzeniem się oraz 

programowaną śmiercią komórki. Analiza wykonana  w oparciu o mikromacierze ekspresyjne 

pozwoliła wyróżnić siedem grup ontologicznych:  proces apoptozy („apoptotic process”, 

GO:0006915), starzenie się komórek („aging”, GO:0007568), wzrost komórek („cell growth”, 

GO:0016049), regulacja śmierci komórkowej („regulation of cell death”, GO:0010941), 

dodatnia regulacja śmierci komórkowej („positive regulation of cell death”, GO:0010942),  

ujemna regulacja śmierci komórkowej („negative regulation of cell death”, GO:0060548), 

śmierć komórkowa („cell death”, GO:0008219). W badaniu tym wykazano tendencję  

do zwiększania poziomu ekspresji analizowanych genów podczas krótkoterminowej hodowli  

in vitro. W trakcie analizy 182 genów, wykazujących zróżnicowaną ekspresję, wybrano  

10 genów o najwyższym i 10 genów o najniższym poziomie ekspresji. Do genów o wzrastającej 

ekspresji należały: POSTN, FMOD, FN1, DCN, ITGB3, SERPINB2, SFRP2, IGFBP5, EMP1, 

CCL2, natomiast największy spadek ekspresji zanotowano dla: DAPL1, TGFBR3, IHH, ESR1, 

PPARD, PDK4, CSRNP3, IFIT3, TXNIP, TNFSF10. Większość genów poddanych analizie 
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wykazywała przynależność do kilku grup ontologicznych. Najmniej licznie reprezentowana 

była grupa ontologiczna „aging”, do której przynależały geny CCL2 (ang. chemokine  

(C-C motif) ligand 2), IGFBP5 (ang. insulin like growth factor binding protein 5) oraz DCN 

(ang. decorin), z czego dwa ostatnie należały tylko do tej grupy ontologicznej. Genami 

wykazującymi przynależność tylko do jednej grupy, „cell growth” były POSTN, FMOD (ang. 

fibromodulin), FN1, ITGB3, które jednocześnie ulegały najwyższej ekspresji w trakcie 

prowadzonego doświadczenia oraz gen TGFBR3 (ang. transforming growth factor β receptor 

3) wykazujący najbardziej obniżony poziom ekspresji. Wyniki otrzymane metodą 

mikromacierzy ekspresyjnych poddano walidacji ilościową metodą RT-qPCR. Analiza  

ta umożliwiła ilościowe określenie poziomu ekspresji wybranych genów. Badanie profilu 

ekspresji pozwoliło na wyodrębnienie dwóch genów, które, podobnie jak w poprzednim etapie 

badań, wykazały silny wzrost (POSTN) oraz znaczący spadek ekspresji (DAPL1). Gen POSTN 

wykazuje także podwyższoną ekspresję w tkankach, w których odbywają się procesy 

regeneracji i angiogenezy (Rios i wsp. 2005). Ostatnie wyniki wskazują także, że gen ten  

może być związany z procesami nowotworowymi w obrębie jajnika (Tang i wsp. 2018; Mariani 

i wsp. 2019). Gen DAPL1, wykazujący najbardziej obniżoną ekspresję, reprezentował grupy 

ontologiczne „cell death” oraz „apoptotic process”, co dowodzi, że jest ściśle związany  

z procesami programowanej śmierci komórki. Kolejnym genem związanym z procesem 

starzenia się oraz atrezją pęcherzyków jajnikowych (Hayashi i wsp. 2010) był gen IGFBP5, 

wykazujący podwyższony poziom ekspresji. Gen ten przynależał tylko do jednej grupy 

ontologicznej „aging”. Podobnie jak w poprzednim etapie badań, genem wykazującym 

największą ilość powiązań z innymi genami (STRING network) jest FN1. Wykazano, że 

nawiązuje on bezpośrednie interakcje z 7 innymi genami, przy czym najsilniejsza dotyczy genu 

ITGB3, który jest z nim ściśle związany pod względem funkcjonalnym (Functional Interaction, 

FI). Powyższa analiza pozwoliła wyróżnić geny należące do grup związanych zarówno  

z procesami wzrostu, starzenia się, jak i programowanej śmierci komórki. Natomiast  

na szczególną uwagę zasługują geny powiązane z apoptozą i atrezją pęcherzyków jajnikowych, 

co wskazuje na ich rolę jako specyficznych markerów genetycznych związanych z tymi 

procesami.   

W ostatnim, podsumowującym, etapie badań skupiono się na procesach związanych  

z regulacją cyklu komórkowego. Wykonana w tym celu analiza transkryptomu komórek 

ziarnistych jajnika świni pozwoliła wyodrębnić geny należące do siedmiu wyróżnionych 

poniżej grup ontologicznych. Grupa ontologiczna „cell cycle” (GO:0007049) reprezentuje geny 
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funkcjonalnie odpowiedzialne za procesy biochemiczne i morfologiczne zachodzące  

w obrębie dzielących się komórek, natomiast geny należące do grupy „cell cycle process” 

(GO:0022402) są zaangażowane w replikację i segregację chromosomów. Geny 

odpowiedzialne za podział komórki należą z kolei do grupy ontologicznej „cell division” 

(GO:0051301). Przejście komórki pomiędzy poszczególnymi fazami cyklu komórkowego 

regulowane jest przez geny z grup ontologicznych „cell cycle phase transition” (GO:0044770), 

w tym pomiędzy fazą G2/M cyklu komórkowego („cell cycle G2/M phase transition”, 

GO:0044839) oraz pomiędzy fazą G1/S („cell cycle G1/S phase transition”, GO:0044843). 

Istotnym etapem cyklu komórkowego jest punkt kontrolny (grupa ontologiczna „cell cycle 

checkpoint”, GO:0000075), który reguluje prawidłowe następowanie po sobie jego 

poszczególnych faz. Wśród analizowanych grup ontologicznych zaobserwowano tendencję do 

spadku poziomu ekspresji w poszczególnych przedziałach czasowych hodowli pierwotnej 

komórek ziarnistych. Spośród 133 genów w obrębie wymienionych grup do dalszej analizy 

wybrano 10 genów z najbardziej podwyższoną (SFRP2, PDE3A, PDPN, FGFR2, ETS1, PLK2, 

LIF, THBS1, ANXA1, TGFB1) oraz 10 z najbardziej obniżoną ekspresją (RGS2, NUP210, 

CCNE2, PPAT, H1FOO, CABLES1, NEK2, NCAPD2, TXNIP, IGF1). W obrębie opisywanych 

genów większość z nich  wykazywała przynależność jednocześnie do kilku grup 

ontologicznych, a grupa „cell cycle G2/M phase transition” była reprezentowana tylko przez 

jeden gen – NEK2 (ang. NIMA related kinase 2). Najliczniejszą grupą ontologiczną była „cell 

cycle”, do której przynależność wykazały wszystkie geny (za wyjątkiem SFRP2, ang. secreted 

frizzled – related protein 2). Walidację zmian ekspresji wybranych 20 genów wykonano za 

pomocą ilościowej metody RT-qPCR. Najwyższy poziom ekspresji wykazał gen SFRP2, który 

przynależał tylko do grupy ontologicznej „cell division”. Gen ten należy do rodziny 

antagonistów ścieżki sygnałowej WNT. Ścieżka ta odpowiedzialna jest między innymi za 

procesy związane z rozwojem, proliferacją oraz różnicowaniem komórek ziarnistych, a także 

steroidogenezą (Zamberlam i wsp. 2019). Ekspresja tego genu była opisywana wcześniej  

w jajnikowych komórkach ziarnistych myszy (Hernandez-Gonzalez i wsp. 2006) i ludzi (Ekart 

i wsp. 2013). Najniższy poziom ekspresji odnotowano w przypadku genu RGS2 (ang. regulator 

of G protein signaling 2), który opisano jako marker genetyczny procesu luteinizacji komórek 

ziarnistych (Kranc i wsp. 2015) oraz CCNE2 (ang. cyclin E2), związanego z proliferacją 

bydlęcych komórek ziarnistych (Shimizu i wsp. 2013) a także będącego kluczowym 

regulatorem cyklu komórkowego mysich komórek ziarnistych (Meinsohn i wsp. 2018). Dzięki 

modelowi powiązań opisywanych genów (STRING network) wykazano silną korelację między 

genami TGFB1 (ang. transforming growth factor β-1) a THBS1 (ang. thrombospondin 1), czego 



23 

 

wynikiem jest interakcja funkcjonalna (FI) między innymi w zakresie atrezji pęcherzyków 

jajnikowych (Terenina i wsp. 2017). Wyniki ostatniego etapu badań pozwoliły na wskazanie 

genów, których produkty białkowe zaangażowane są w procesy regulacji cyklu komórkowego 

jajnikowych komórek ziarnistych świń. Dodatkowo ekspresja części analizowanych genów 

została opisana po raz pierwszy w obrębie komórek ziarnistych jajnika świni. Ponadto uzyskane 

wyniki wskazują na nowe markery molekularne regulujące proces atrezji pęcherzyków 

jajnikowych świń.  

Jak wcześniej opisano, jajniki świni, stanowiące materiał do badań, były oceniane pod 

względem klinicznym (morfologia jajnika), a ewentualne występujące zmiany w ich obrębie 

dyskwalifikowały je jako materiał badawczy. Dodatkowo, w celu potwierdzenia prawidłowej 

budowy gonad oraz charakterystyki morfologicznej pęcherzyków jajnikowych, wykonano 

badanie histologiczne.  
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3.5. Podsumowanie 

W omawianych powyżej badaniach wykorzystano model komórek ziarnistych jajników 

świń w krótkoterminowej hodowli pierwotnej in vitro. Uzyskane wyniki badań zostały 

przedstawione w formie trzech oryginalnych publikacji naukowych. Głównym celem 

prowadzonych badań było określenie kierunku zmian i poziomu ekspresji wybranych genów.  

Zdecydowana większość genów zidentyfikowanych w pierwszym etapie badań 

(publikacja w Int J Mol Sci., 2019; (Kulus i wsp. 2019)) wykazała przynależność do grupy 

ontologicznej związanej z różnicowaniem się komórek („cell differentiation”). Grupa ta jest 

odpowiedzialna za procesy nabywania określonych cech strukturalnych i funkcjonalnych, 

podczas których komórki rozpoczynają określony kierunek rozwoju. Podwyższona ekspresja 

genów z tej grupy ontologicznej wskazuje na potencjał macierzystości komórek ziarnistych 

hodowanych w warunkach in vitro, co potwierdzają liczne dane literaturowe (Kossowska-

Tomaszczuk i wsp. 2009b; Mattioli i wsp. 2012; Varras i wsp. 2012; Dzafic i wsp. 2013, 2014; 

Kossowska-Tomaszczuk i Geyter 2013).  

Warto podkreślić, że wykazanie ekspresji genów związanych z procesami atrezji 

pęcherzyków jajnikowych (publikacja w Theriogenology, 2020, (Kulus i wsp. 2020b)) może 

przyczynić się do dogłębnego poznania procesów molekularnych sterujących tym zjawiskiem. 

Zdecydowanie podwyższona ekspresja genu IGFBP5 (pomiędzy 48 a 144 godziną hodowli), 

należącego wyłącznie do grupy ontologicznej „aging”, który został wcześniej opisany jako 

marker atrezji pęcherzyków jajnikowych (Hayashi i wsp. 2010), potwierdza rozpoczęcie 

zjawiska starzenia się komórek w hodowli pierwotnej in vitro, szczególnie w porównaniu  

do wartości referencyjnej (0 h, in vivo), gdzie ekspresja była silnie obniżona. Atrezja 

pęcherzyków jajnikowych rozpoczyna się apoptozą komórek ziarnistych, która może być 

wywołana poprzez niedostateczne stężenie czynników przeżywalności, np. gonadotropin  

i czynników wzrostu lub poprzez związanie specyficznego ligandu, np. czynnika martwicy 

nowotworów (ang. tumor necrosis factor α, TNF – α) (Guthrie i Garrett 2001). Zbyt wczesna 

atrezja może stanowić podłoże zaburzeń rozrodczych samic, co może wpływać  

na pogorszenie wskaźników rozrodu.  

W badaniach określono także poziomy ekspresji genów związanych z regulacją cyklu 

komórkowego podczas pierwotnej hodowli świńskich komórek ziarnistych (wyniki 

opublikowano w Histochem. Cell Biol., 2020, (Kulus i wsp. 2020a)). Spośród analizowanych 

genów na uwagę zasługuje gen SFRP2, którego poziom ekspresji w trakcie prowadzonej 



25 

 

hodowli był podwyższony w stosunku do wartości referencyjnej. Gen ten należy do rodziny 

antagonistów ścieżki WNT, co wskazuje na jego udział w procesach atrezji pęcherzyków 

jajnikowych. Wykazana podwyższona ekspresja genu THBS1 wraz z ko-ekspresją z genem 

IGF1 wiąże się z procesem atrezji pęcherzyków jajnikowych, co potwierdzono także  

w badaniach innych autorów (Terenina i wsp. 2017).  

Dzięki szczegółowej charakterystyce profilu ekspresji genów w komórkach ziarnistych 

jajnika świni, możliwe jest poszerzenie stanu aktualnej wiedzy dotyczącej procesów 

folikulogenezy, co może wpłynąć na poprawę skuteczności technik wspomaganego rozrodu  

u tego gatunku. Warto podkreślić, że komórki ziarniste wyizolowane z pęcherzyków 

jajnikowych i hodowane in vitro mogą wykazywać zupełnie nowe, niepoznane dotychczas 

właściwości. Z uwagi na duże podobieństwo filogenetyczne świni domowej do człowieka, 

gatunek ten stanowi wartościowy model doświadczalny w badaniach biomedycznych.  
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3.6. Wnioski 

1.  Sugeruje się, że procesy wzrostu, różnicowania i apoptozy w jajnikowych komórkach 

ziarnistych świń są regulowane poprzez ekspresję specyficznych genów, wśród których 

najważniejszą rolę pełnią: FMOD, POSTN, DAPL1, FN1 czy SFRP2. 

2.  Metoda profilowania ekspresji genów przy wykorzystaniu mikromacierzy pozwoliła na 

wskazanie nowych molekularnych markerów procesów zachodzących w komórkach 

ziarnistych podczas krótkoterminowej hodowli pierwotnej in vitro.  

3.  Komórki ziarniste hodowane in vitro wykazały ekspresję dużej liczby genów 

należących do grupy ontologicznej „cell differentiation”, co może świadczyć o ich 

wysokim potencjale macierzystości, a gen POSTN może zostać uznany za nowy 

molekularny marker tego procesu. 

4.   Komórki ziarniste jajnika świni podczas krótkoterminowej hodowli in vitro wykazują 

ekspresję genów regulujących proces atrezji pęcherzykowej (m.in. IGFBP5, SFRP2, 

DAPL1, THBS1 wraz z ko-ekspresją z IGF1). Geny te mogą być uznane za nieopisane 

dotychczas markery tego procesu.  

5.  Zmiany poziomu ekspresji genów zaangażowanych w ważne procesy fizjologiczne 

komórek ziarnistych mogą zostać wykorzystane jako nowe markery dla poprawy 

efektywności biotechnik stosowanych w rozrodzie zwierząt.   
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4. Pełne treści artykułów naukowych stanowiących cykl prac rozprawy doktorskiej 

4.1. Publikacja I
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5. Streszczenie  

Komórki ziarniste, budujące pęcherzyk jajnikowy, są ściśle zaangażowane w procesy 

folikulogenezy i oogenezy, a poprzez wzajemne oddziaływania z oocytem i pozostałymi 

komórkami pęcherzyka jajnikowego oraz osłonki pęcherzykowej odgrywają zasadniczą rolę  

w fizjologii jajnika i całego układu rozrodczego. Procesy zachodzące w gonadzie żeńskiej  

są ogólnie dobrze poznane, jednak ich molekularne podłoże wymaga dokładniejszych badań. 

Mnogość interakcji pomiędzy komórkami jajnika czyni te procesy wysoce skomplikowanymi 

oraz zależnymi od swoistego „dialogu” międzykomórkowego. W ostatnich latach odkryto,  

iż komórki ziarniste wykazują zdolność do wielokierunkowego różnicowania się, co jest 

wyrazem ich potencjału macierzystości. Wiedza ta stwarza nowe możliwości wykorzystania 

tych komórek w medycynie weterynaryjnej, ale także ludzkiej. Dokładna analiza 

mechanizmów regulacji tych procesów jest niezbędna do dalszych etapów badań. Ponadto, 

uzyskane dane stanowić mogą uzupełnienie podstawowej wiedzy dotyczącej procesów 

zachodzących w jajniku. W niniejszej pracy dokonano analizy profilu ekspresji wybranych 

genów regulujących procesy wzrostu, różnicowania i apoptozy w komórkach ziarnistych świń 

podczas ich krótkoterminowej pierwotnej hodowli in vitro. Dzięki zastosowaniu metody 

mikromacierzy ekspresyjnych analizie poddano transkryptom komórek z poszczególnych 

przedziałów czasowych (0 h, 48 h, 96 h oraz 144 h) i wybrano geny o największym 

zróżnicowaniu poziomu ich ekspresji. W dalszej kolejności wyodrębniono geny pochodzące  

z grup ontologicznych związanych z rozwojem, różnicowaniem się i morfogenezą komórek,  

a także geny biorące udział we wzroście, starzeniu się i apoptozie oraz  geny regulujące cykl 

komórkowy. W opublikowanych wynikach pierwszego etapu badań wykazano, że spośród  

20 analizowanych genów aż 19 należy do grupy ontologicznej „cell differentiation”, których 

ekspresja w komórkach ziarnistych może potwierdzać ich zdolności do różnicowania się  

w inne typy komórek. Dodatkowo, wyróżniono geny, których rola w folikulogenezie  

nie została do tej pory określona, chociaż wcześniejsze badania wskazują na ich ekspresję  

w świńskich komórkach ziarnistych. Mogą one zatem kandydować do stania się markerami 

genetycznymi ważnych procesów zachodzących w obrębie komórek ziarnistych w warunkach 

hodowli in vitro. Należy zwrócić uwagę, że przedstawione wyniki wskazują także kilka genów, 

które wykazały związek z procesami apoptozy i atrezji pęcherzyka jajnikowego,  

a wyraźna ekspresja genów z grup ontologicznych odpowiedzialnych za zaprogramowaną 

śmierć komórki potwierdza ich wpływ na przebieg tych procesów. Ostatni etap badań 



79 

 

poświęcony został analizie poziomu ekspresji genów z grup ontologicznych związanych  

z regulacją cyklu komórkowego.  

Podsumowując, uzyskane dane ilustrujące aktywność molekularnego podłoża wyżej 

wymienionych procesów stanowią uzupełnienie dotychczasowej wiedzy o mechanizmach 

regulacyjnych i ścieżkach sygnałowych w obrębie pęcherzyka jajnikowego. Dodatkowo, 

niedawno odkryte macierzyste właściwości komórek ziarnistych, częściowo sugerowane 

danymi uzyskanymi w niniejszej pracy, mogą wskazać nowe kierunki badań i możliwości 

wykorzystania tych komórek w nowoczesnej medycynie regeneracyjnej.   
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6. Summary  

Granulosa cells, forming the ovarian follicle, are closely involved in the folliculogenesis 

and oogenesis processes. By interacting with the oocyte and other ovarian follicle cells, they 

are essential for the physiology of the ovary and the entire reproductive system. The processes 

taking place in the female gonad are generally well known, but their molecular background 

requires more detailed research. The multiple interactions between ovarian cells make these 

processes highly sophisticated and dependent on a specific intercellular "dialogue". In recent 

years, it has been discovered that granulosa cells show stem-like potential and can differentiate 

towards other cell lineages. This knowledge presents new possibilities of using these cells  

in veterinary, as well as in human medicine. A thorough analysis of the regulation mechanisms 

of these processes is necessary for further stages of research. Furthermore, the data obtained 

may complement the basic knowledge of the processes taking place in the ovary. In this paper, 

expression profile analysis of selected genes regulating growth, differentiation, and apoptotic 

processes in porcine granulosa cells during their short-term primary in vitro culture was 

performed. Thanks to the use of expressive microarrays, transcripts of cells from particular time 

intervals (0 h, 48 h, 96 h and 144 h) were analyzed, and genes with the highest differential 

expression levels were selected. Then, we have further extracted genes coming from ontological 

groups related to cell development, differentiation and morphogenesis, as well as genes 

participating in growth, aging and apoptosis, and cell cycle regulation. The published results  

of the first stage of the study showed that, out of the 20 analyzed genes, as many as 19 belong 

to the "cell differentiation" ontological group, expression of which in granulosa cells may 

confirm their ability to differentiate into other cell types. Additionally, genes with no apparent 

role in folliculogenesis have also been identified, although previous studies indicate their 

expression in porcine granulosa cells. Therefore, these genes may be candidates for genetic 

markers of critical processes occurring within granulosa cells under in vitro culture conditions. 

It should be noted that the presented results also indicate several genes that have shown  

a connection with apoptosis and follicular atresia, and the significant expression of genes from 

ontological groups responsible for programmed cell death confirms their influence on the 

course of these processes. The last stage of the study was devoted to the analysis of the level  

of expression of genes from ontological groups associated with cell cycle regulation.  

To conclude, the obtained data referring to the molecular background of the processes 

mentioned above may complement the existing knowledge about the regulatory mechanisms 

and signal pathways within the ovarian follicle. Additionally, recently discovered stem-like 



81 

 

properties of granulosa cells, partially confirmed in this paper, may indicate new research 

directions and possibilities of their use in modern regenerative medicine.   

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 


