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Badaniami objeto 80 loszek ras wbp, pbz i linii 990 ubijanych w SKURTCh w Pawlo-
wicach i Chorzelowie. Po uboju przy masie ciata 100 kg pobierane byly probki tkanek:
Jajnika, jajowodu, rogu i trzonu macicy oraz krew do izolacji DNA. Fazy cyklu rujowego
okreslono na podstawie oceny makroskopowej ilosci i wielkosci pecherzykow jajnikowych,
ciatek zottych i biatawych. Zwierzeta podzielono na 2 grupy w zaleznosci od fazy cyklu
rujowego: loszki w fazie folikularnej i lutealnej. Polimorfizmy LIF1 i LIF3 genotypowano
metodami PCR-SSCP i PCR-RFLP, przy uzyciu enzymu restrykcyjnego Dralll. W pobra-
nych tkankach oznaczono poziom ekspresji RNA. Dla badanych polimorfizmow stwier-
dzono wszystkie trzy genotypy. Nie stwierdzono statystycznie istotnych roznic pomiedzy
genotypami LIF1 i LIF3 w profilu ekspresji genu LIF w poszczegolnych tkankach zaréwno
w fazie folikularnej, jak i lutealnej. Zauwazono jednak, ze dla polimorfizmu LIF3 w rogu
i trzonie macicy wyzszq ekspresjq charakteryzowaly sie lochy o genotypach AB i BB, co
moze sugerowac wplyw allelu B na wyzszy poziom transkryptu. W przypadku mutacji LIF1
takich zaleznosci nie stwierdzono.

Stowa kluczowe: swinie, tkanki uktadu rozrodczego, fazy cyklu rujowego, polimorfizmy
LIF1i LIF3, ekspresja

Czynnik hamujacy biataczke (leukemia inhibitory factor — LIF) jest cytoking, kto-
ra w organizmie spetnia wiele funkcji. Wplywa na réznicowanie i proliferacj¢ wielu
typow komorek, wptywa na metabolizm wapnia i ko$ci, bierze udziat w patogenezie
procesOw zapalnych, wytwarzaniu biatek fazy ostrej, powstawaniu stanu wyniszcze-
nia organizmu przy wspotwystepujacym rozroscie nowotworowym lub przewlektym
zakazeniu (Abe i in., 1986; Austin i in., 1992; Mayer i in., 1993; Metcalf i Gearing,
1989; Mori i in., 1991; Reid i in., 1990).

Wtasciwy przebieg cigzy warunkowany jest miedzy innymi przez prawidlowy
rozwoj zarodka, jak rowniez przez odpowiednie przygotowanie macicy do jego im-
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plantacji. Poznanie czynnikow wptywajacych na rozwdj zarodka oraz receptywnosé
endometrium jest rzecza niezmiernie wazng w biologii rozrodu zaréwno ludzi, jak
i zwierzat. W badaniach dotyczacych ptodnosci wykazano, ze LIF jest niezbednym
czynnikiem bioragcym udziat w procesach rozwoju i implantacji zarodka oraz we
wcezesnych okresach cigzy (Vogiagis i in., 1997; Robb i in., 2002; Salleh i Giribabu,
2014). Prace na temat profilu ekspresji i poziomu biatka LIF i ich zwigzku z ptodno-
$cig prowadzone byly gtownie u ludzi oraz u myszy (modele zwierzgce) (Stewart 1 in.,
1992; Robb i in., 2002). Niewiele jest natomiast badan dotyczacych wptywu mutacji
w genie LIF na ptodno$¢ czy poziom transkryptu tego genu u zwierzat gospodar-
skich. Analiza ekspresji czynnika hamujacego bialaczk¢ w tkankach uktadu rozrod-
czego $win moze wyjasni¢ role tego biatka w rozwoju i implantacji zarodka u tych
zwierzat.

Celem pracy byta analiza ekspresji LIFF mRNA w zaleznos$ci od genotypu LIF']
i LIF3 u $win.

Material i metody

Badania przeprowadzono na loszkach pochodzacych ze Stacji Kontroli Uzytko-
wosci Rzeznej Trzody Chlewnej (SKURTCh) w Chorzelowie i Pawlowicach. Ogotem
badaniami objeto 80 sztuk samic ras wbp, pbz i linii 990. Doswiadczenie zostato
przeprowadzone zgodne z metodyka oceny obowigzujgca w stacjach kontroli. Mate-
riat biologiczny pobierany byt systematycznie w miar¢ przyjmowania nowych sztuk
zwierzat do Stacji Kontroli. Po uboju przy masie ciata 100 kg pobierane byty probki
tkanek: jajnika, jajowodu, rogu i trzonu macicy oraz krew do izolacji DNA. W celu
okreslenia fazy cyklu rujowego jajniki poddawane byly szczegotowej ocenie morfo-
logicznej polegajacej na makroskopowej ocenie liczby i wielko$ci pecherzykow jajni-
kowych, ciatek zottych i biatawych. W zaleznos$ci od fazy cyklu rujowego zwierzeta
podzielone zostaty na 2 grupy: loszki w fazie folikularnej i lutealne;.

DNA izolowane byto z krwi pelnej pobranej do probowek z EDTA przy uzyciu
Genomic Wizard Purification Kit (Promega, Madison, USA) zgodnie z zalaczonym
protokotem. Analiza polimorfizméw LIF1 (transwersja C/G w pozycji 4950) i LIF3
(tranzycja C/T w pozycji 6988) prowadzona byta metodami PCR-RLFP i PCR-SSCP
wedlug metodyki Lina 1 in. (2009) oraz Spéttera i in. (2005), przy uzyciu enzymu
restrykcyjnego Dralll (New England, BioLabs, Canada).

Probki tkanek jajnika, jajowodu, rogu i trzonu macicy pobrane byly w czasie
nie dluzszym niz 20 minut po uboju do probowek zawierajacych roztwdr RNAla-
ter (Ambion, Life Technologies, USA) i przechowywane w temp. —20°C. Do ozna-
czenia poziomu ekspresji RNA wyizolowano wg metodyki Chomczynskiego (1993)
z wykorzystaniem odczynnika TRI Reagent (jajnik, jajowod) oraz przy uzyciu PARIS
Kit — Protein and RNA Isolation Iystem (rog i trzon macicy) (Ambion, Life Technolo-
gies, USA). Ilosciowg i jakoSciowag ocen¢ wyizolowanego kwasu rybonukleinowego
przeprowadzano na spektrofotometrze NanoDrop (Thermo Scientific, USA) i na 2%
zelu agarozowym. 1 pg RNA zostat przepisany na cDNA w 37°C z wykorzystaniem
High Capacity cDNA Reverse Transcription Kit (Applied Biosystems, Life Techno-
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logies, USA) wg dotgczonego protokotu. Primery i sondy zostaly zaprojektowane
1 zsyntetyzowane przez Applied Biosystems (tab. 1). Poziom ekspresji oszacowano
w odniesieniu do genéw endogennych OAZI i RPL27 (Ropka-Molik i in., 2012).
Reakcje (w catkowitej objetosci 25 pl) przeprowadzono w trzech powtorzeniach oraz
w multipleksie z dwoma endogennymi genami. Wydajno$¢ reakcji dla kontroli en-
dogennych i1 badanego genu wyznaczono metodg krzywej standardowej. Wzgledna
ilo$¢ transkryptu badanego genu obliczono z wykorzystaniem metody AACT i zgod-
nie ze wzorem: 1/E (gdzie E — wydajnos¢ rekcji obliczona jako E=100"spel; slope —
wspotezynnik kierunkowy krzywej standardowej; Ct — cykl graniczny (ang. threshold
cycle)). Czynnik normalizujgcy obliczono na podstawie §redniej geometrycznej znor-
malizowanej ilo$ci dwoch endogennych genow zgodnie z metodyka wedtug Pfaffla
(2001).

Analize statystyczng, majaca na celu zbadanie wplywu polimorfizméw LIF]
1 LIF'3 na poziom ekspresji w poszczegolnych tkankach przeprowadzono przy uzyciu
procedury ANOVA (SAS Institute, USA).

Wyniki

Frekwencje genotypow i alleli polimorfizmoéw LIF1 i LIF3 u wszystkich zwie-
rzat objetych badaniami przedstawiono w tabeli 2. Dla wszystkich badanych mu-
tacji stwierdzono wystepowanie wszystkich trzy genotypow. Analizujac ich frekwen-
cje stwierdzono, ze loszki o genotypach 4B obu mutacji charakteryzowaty si¢ naj-
wyzszg frekwencja (odpowiednio 0,53 1 0,57), a genotypy A4 i BB zblizong frekwen-
cja (od 0,21 do 0,24). Rowniez podobng frekwencja dla obu polimorfizméw cha-
rakteryzowaly si¢ allele 4 1 B (dla LIFI odpowiednio 0,49 i 0,51, dla LIF3 — 0,51
10,49).

Wykresy od 1 do 4 przedstawiajg porownanie pozioméw ekspresji genu LIF w zalez-
nosci od genotypow polimorfizmoéw LIF1 i LIF3 u loszek w fazie folikularnej i lutealne;j
w poszczegodlnych tkankach. Poréwnujac poziom ekspresji genu LIF w poszczegoélnych
tkankach stwierdzono, ze najwyzsza ekspresja w jajniku charakteryzowaty si¢ loszki
o genotypie AB, w jajowodzie i trzonie macicy o genotypie A4, a w rogu macicy o ge-
notypie BB (wykres 1). Najnizsza ekspresje natomiast wykazano w jajniku, jajowodzie
itrzonie macicy u loszek o genotypie BB. Nieco odmienne wyniki uzyskano w fazie luteal-
nej (wykres 2). Najwyzsza ilos¢ mRNA w jajnikach stwierdzono u loszek o genotypie BB,
W jajowodzie o genotypie 4B, a w rogu i trzonie macicy o genotypie BB, natomiast najniz-
sza w jajowodzie i trzonie macicy u zwierzat o genotypie BB. W przypadku polimorfizmu
LIF3 u loszek w fazie folikularnej najwyzsza ekspresj¢ w jajniku stwierdzono u loszek
o genotypie A4, w jajowodzie u loszek o genotypie BB, w rogu macicy loszek o genotypie
AB oraz w trzonie macicy u loszek o genotypie BB (wykres 3). Natomiast w fazie lutealnej
w jajniku 1 rogu macicy najwyzszy poziom mRNA wykazano u loszek o genotypie BB,
a'w jajowodzie i trzonie macicy u loszek o genotypie 4B (wykres 4). Nie wykazano jednak
statystycznie istotnych roéznic pomigdzy genotypami w ekspresji analizowanych genéw
w poszczeg6lnych tkankach.
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Tabela 2. Frekwencja genotypow i alleli polimorfizmow LIF1 i LIF3
Table 2. Genotype and allele frequencies of LIF'/ and LIF3 polymorphisms

Gen Genotyp Allel P
Gene Genotype Allele P-Value
LIF1 AA AB BB A B

0,23 0,53 0,24 0,49 0,51 0,4784

LIF3 AA AB BB A B

0,22 0,57 0,21 0,51 0,49 0,2846
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Wykres 1. Poziom ekspresji genu LIF' w zalezno$ci od genotypu polimorfizmu LIF]
w fazie folikularnej w tkance jajnika, jajowodu, rogu i trzonie macicy
Figure 1. The level of LIF gene expression depending on LIF'] genotype polymorphism in the follicular
phase in the tissue of the ovary, oviduct, uterine horn and uterus body
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Wykres 2. Poziom ekspresji genu LIF' w zalezno$ci od genotypu polimorfizmu L/F] w fazie lutealnej
w tkance jajnika, jajowodu, rogu i trzonie macicy
Figure 2. The level of LIF gene expression depending on L/F] genotype polymorphism in the luteal
phase in the tissue of the ovary, oviduct, uterine horn and uterus body
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Wykres 3. Poziom ekspresji genu LIF w zaleznoS$ci od genotypu polimorfizmu LI/F3 w fazie folikularnej
w tkance jajnika, jajowodu, rogu i trzonie macicy
Figure 3. The level of LIF gene expression depending on L/F'3 genotype polymorphism in the follicular
phase in the tissue of the ovary, oviduct, uterine horn and uterus body
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Wykres 4. Poziom ekspresji genu L/F' w zalezno$ci od genotypu polimorfizmu LIF3 w fazie lutealnej
w tkance jajnika, jajowodu, rogu i trzonie macicy
Figure 4. The level of LIF gene expression depending on LI/F3 genotype polymorphism in the luteal
phase in the tissue of the ovary, oviduct, uterine horn and uterus body

Omowienie wynikow

W niniejszych badaniach stwierdzono najwyzsza frekwencje¢ dla genotypow AB
obydwoch genow oraz zblizong frekwencje genotypéw 44 i BB. Nieco odmienna
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frekwencje genotypow polimorfizmow LIF1 1 LIF3 rowniez u ras wbp 1 pbz wykazali
Mucha i in. (2013) w badaniach nad wptywem polimorfizmu tych genéw na cechy
rozptodowe. Dla mutacji LIF stwierdzono, ze frekwencja genotypu AB (0,45) byla
niewiele wyzsza od frekwencji genotypu 44 (0,42), a dla LIF3 frekwencja genotypu
AB (0,45) niewiele wyzsza niz frekwencja genotypu BB (0,42). Lin i in. (2009) dla
rasy Large White dla polimorfizmu L/F] oszacowali frekwencje genotypéw od 0,25
(44) do 0,38 (BB), a dla LIF3 od 0,06 (44) do 0,53 (BB), natomiast Spdtter i in.
(2005) dla syntetycznej linii niemieckiej Duroc i Large White dla L/F3 od 0,07 (44)
do 0,53 (BB).

Spotter i1 in. (2005) wytypowali u $win gen LIF, jako gen kandydujacy w odnie-
sieniu do cech uzytkowosci rozptodowej, a zwlaszcza wielko$ci miotu. W prowa-
dzonych badaniach nad wptywem polimorfizméw LIF'1 i LIF3 nie uzyskano jednak
jednoznacznych wynikow (Spotter i in., 2005; Lin 1 in., 2009; Mucha i in., 2013;
Napierala i in., 2014). Nieliczne badania dotycza jednak poziomu LIF mRNA w tkan-
kach §win w roznych fazach cyklu rujowego.

Anegon 1 in. (1994) wykazali u $win szczytowa aktywnos$¢ biatka LIF w ptynach
przeswitu macicy w 12. dniu cigzy oraz w 7. 1 13. dniu cyklu rujowego, jednak LIF
mRNA byl wykryty w endometrium tylko w 11. dniu. Wcze$niejsze badania prowa-
dzone przez nasz zesp6t dotyczyty poréwnania poziomu transkryptu genu L/F pomie-
dzy fazami cyklu rujowego w poszczegdlnych tkankach uktadu rozrodczego (Rop-
ka-Molik 1 in., 2012). W tkankach jajnika, jajowodu, rogu i trzonu macicy poziom
transkryptu genu LIF byt wyzszy w fazie lutealnej cyklu rujowego w poréwnaniu do
fazy folikularnej czy niedojrzatych ptciowo loszek (przed pierwsza rujg), co potwier-
dza rol¢ genu LIF w okresie okotoimplantacyjnym zarodka. Stwierdzono réwniez
wyzszg ekspresje tego genu w rogu i trzonie macicy w porownaniu do jajnikow i ja-
jowodoéw w obydwu analizowanych fazach oraz u loszek niedojrzatych ptciowo. Po-
twierdzaja to wyniki uzyskane w niniejszej pracy. Sredni poziom transkryptu w rogu
1 trzonie macicy (bez podziatu na genotypy) byt wyzszy niz w jajnikach i jajowodach
zardwno w fazie folikularnej, jak i lutealne;.

Kholkute i in. (2000) w badaniach na marmozetach wykazali obecno$¢ biatka LIF
w nabtonku gruczotowym endometrium podczas wczesnej fazy lutealnej, najwyzszy
poziom ekspresji w potowie fazy lutealnej i ponownie nizszy w pdznej fazie lutealne;.
Nie stwierdzono biatka LIF podczas wezesnych 1 poéznych fazach pecherzykowych.
Vogiagis iin. (1997) w badaniach na owcach wykazali natomiast, ze ekspresja LIF po-
zostawata wzglednie stabilna w calym cyklu rujowym, zmniejszata si¢ we wczesnym
okresie cigzy (12—14 dzien) i byta najwyzsza w 16-20 dniu cigzy.

Prace dotyczace profilu ekspresji i poziomu biatka LIF i ich zwigzku z ptodnoscia
prowadzone byty glownie u ludzi i myszy. Charnock-Jones i in. (1994) wykazali naj-
wyzszg ilo$¢ LIF mRNA w poznej fazie wydzielniczej cyklu w poréwnaniu do fazy
wczesnej 1 srodkowej oraz ze jest ona sze$¢ razy wigksza niz wykrywana w fazie
proliferacji, gdy poziom LIF byt niski lub niewykrywalny. Ekspresja LIF w endome-
trium zalezy od etapu cyklu miesigczkowego, ale rowniez od typu komodrek. Badania
Chena i in. (1995) potwierdzily, Ze na kazdym etapie cyklu menstruacyjnego komor-
ki nablonkowe wydzielaja znacznie wigcej LIF niz komorki zr¢bu, ale stwierdzono
rowniez, ze komoérki nablonka gruczotowego w potowie fazy lutealnej wydzielaty
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znacznie wiecej LIF niz w innych fazach cyklu. U myszy Yang i in. (1995) wykazali
na wysokim poziomie biatka LIF w macicy blisko czasu owulacji i w 4 dniu cigzy.

W badaniach dotyczacych ptodnosci zaobserwowano istotnie wyzsze st¢zenie LIF
w macicy u kobiet ptodnych niz nieptodnych (Laird i in., 1997). W przypadku kobiet
nieptodnych stwierdzono mutacje w genie LIF (Giess i in., 1999; Kralickova 1 in.,
2006). U myszy pozbawionych genu LIF po zaptodnieniu obserwowano powstawanie
blastocysty, ale nie dochodzito do implantacji zarodka (Stewart i in., 1992; Robb i in.,
2002).

W przeprowadzonych badaniach nie stwierdzono statystycznie istotnych rdznic
pomigdzy genotypami polimorfizméw LIF'] oraz LIF3 w profilu ekspresji genu LIF' w
poszczegdlnych tkankach zaréwno w fazie folikularnej, jak i lutealnej. Zaobserwowa-
no natomiast, ze lochy o genotypach 4B i BB charakteryzowaly si¢ wyzsza ekspresja
dla polimorfizmu L/F3 w rogu i trzonie macicy, co moze sugerowaé¢ wptyw allelu B
na wyzszy poziom transkryptu. W przypadku polimorfizmu LI/F] takich zalezno$ci
nie stwierdzono. Uzyskane w pracy wyniki przyczynig si¢ by¢ moze do petniejszego
poznania czynnikow majacych wpltyw na receptywno$¢ macicy i rozwo6j zarodkow
u $win, a co za tym idzie na zwigkszenie ptodnos$ci rzeczywistej loch.
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Expression of LIFF mRNA depending on LIFI and LIF3 polymorphisms in gilts
SUMMARY

The study involved 80 Polish Large White, Polish Landrace and line 990 gilts slaughtered at the
Pig Performance Testing Stations in Pawtowice and Chorzelow. After slaughter at 100 kg body weight,
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samples of tissues (ovary, oviduct, uterine horn, uterine body) and blood for DNA isolation were col-
lected. Phases of the estrous cycle were determined based on macroscopic examination of the number and
size of ovarian follicles, corpora lutea and corpora albicans. Gilts were divided into 2 groups according
to the follicular or luteal phase of the estrous cycle. LIF] and LIF'3 polymorphisms were genotyped by
PCR-SSCP and PCR-RFLP, using Dralll restriction enzyme. The sampled tissues were analysed for the
level of RNA expression. All three genotypes were found for the studied polymorphisms. No statistically
significant differences were found between the LIF] and LIF'3 genotypes in LIF expression profile in dif-
ferent tissues, in both the follicular and luteal phase. However, higher expression for L/F'3 polymorphism
in the uterine horn and uterine body was characteristic of the sows of AB and BB genotypes, which may
suggest the effect of the B allele on the higher transcript level. No such relationships were observed for
the LIF] mutation.

Key words: pigs, tissues of the reproductive system, phases of the estrous cycle, L/F'/ and LIF3 polymor-
phisms, expression



