Streszczenie

Matczyne rozpoznanie cigzy i nastgpujaca po nim implantacja zarodkéw sg jednymi
Z najbardziej skomplikowanych 1 najmniej poznanych proceséw zachodzacych we wczesnej
cigzy u ssakow. Skoordynowana i sekwencyjnie wyst¢pujgca na tym etapie wymiana sygna-
tow miedzy zarodkiem a matka dokonuje si¢ przy udziale wielu biologicznie czynnych mo-
lekut i jest niezbedna dla ustanowienia i prawidtowego przebiegu cigzy. Ztozonos¢ tych pro-
cesOw a takze dynamika zmian zachodzacych w okreSlonym miejscu i czasie na poziomie
mRNA i biatka wskazuje na zaangazowanie precyzyjnie i szybko dziatajacych czasteczek

regulatorowych — niekodujacych RNA.

Jednym z rodzajow niekodujacych RNA, o0 szerokim potencjale regulacyjnym, sa mi-
kroRNA (miRNA). Czasteczki te przytaczajac si¢ do sekwencji genu docelowego, powoduja
zwykle obnizenie jego ekspresji. Co ciekawe, mMiRNA moga dziata¢ nie tylko w miejscu
swojej syntezy, ale tez by¢ transportowane wewnatrz pecherzykow zewnatrzkomorkowych
(EVs), spetniajac swoja funkcje w komorkach docelowych. Tym samym EVSs traktowane sg
jako element nowego sposobu komunikacji miedzykomorkowej. Niewiele jednak wiadomo
na temat ich udziatu w molekularnym dialogu zarodkowo-matczynym oraz roli jakiej w nim

pelnig.

W niniejszej pracy doktorskiej postanowiono zweryfikowac¢ hipoteze, ze miRNA pocho-
dzenia zarodkowego i endometrialnego, na drodze auto- i parakrynnej reguluja procesy

istotne podczas wczesnej ciazy.

W wyniku przeprowadzonych badan, zidentyfikowano 1 scharakteryzowano za pomoca
szeregu metod EVs obecne w §wietle macicy §wini podczas wczesnej cigzy. Ponadto, scha-
rakteryzowano cargo niesione przez EVs, potwierdzajac obecnos$¢ dojrzatych miRNA po-
chodzenia zar6wno zarodkowego, jak i endometrialnego, o profilu zmieniajagcym si¢ wraz
z rozwojem cigzy. W hodowli pierwotnych komorek trofoblastu swini (pTr) z zastosowa-
niem autorskiego modelu autotransplantacji EVs in vitro wykazano, ze EVs zmniejszaja
tempo migracji oraz inwazji komorek pTr, a zwigkszajg ich proliferacjg. Zbadano rowniez
zmiany transkryptomu komorek pTr w odpowiedzi na EVS, stosujac wysokoprzepustowa
metode sekwencjonowania nowej generacji - RNA-Seq. Stosujac analizy in silico zidentyfi-

kowano procesy i sciezki biologiczne, w ktore zaangazowane s3 miRNA niesione przez EVs



podczas wczesnej cigzy, a takze geny, ktorych ekspresja ulegta zmianie w komoérkach pTr
po inkubacji z EVs. Dodatkowo, wytypowano interakcje miRNA-mRNA mogace zachodzi¢
w zarodku podczas wczesnej cigzy i przedstawiono interakcje miRNA-mRNA, ktore zaob-
serwowano podczas hodowli komorek pTr w obecnosci EVs. Okazato si¢, ze miRNA prze-
noszone przez EVs, ktore sg obecne w §wietle macicy podczas wezesnej cigzy u §wini, moga
w sposob auto- | parakrynny modulowa¢ transkryptom zarodka, wplywajac na jego wzrost,

rozwoj 1 implantacje.

Autokrynne dziatanie miRNA testowano dodatkowo wykorzystujac mimiki miR-26a-5p,
miR-125b-5p oraz kontrolny. Analizy bioinformatyczne pozwolil wytypowaé geny doce-
lowe dla badanych miRNA, co w kolejnych doswiadczeniach testowano w warunkach in vi-
tro. miR-26a-5p obnizyt ekspresj¢ SMAD1, zarowno na poziomie transkryptu, jak i biatka
w komorkach pTr. Bezpo$rednia interakcja miR-26a-5p-SMAD1 zostata potwierdzona prze-
ciwstawnymi profilami ekspresji ex vivo w zarodkach/trofoblastach §wini, a takze w tescie
reporterowym lucyferazy. miR-125b-5p obnizyt ekspresj¢ 4 z 6 testowanych gendéw na po-
ziomie transkryptu (STAT3, FGFR2, IL6R i LIFR) oraz biatka (IL6R) w komorkach pTr.
Analiza profili ex vivo w zarodkach/trofoblastach §wini oraz test reporterowy lucyferazy
wskazaty bezposrednie oddziatywanie migdzy miR-125b-5p i FGFR2. Nie zaobserwowano
roznicy w proliferacji komorek pTr transfekowanych miR-125b-5p, natomiast miR-26a-5p
wplynat na nig stymulujgco. Dostarczenie miR-26a-5p znaczaco zmniejszyto powinowactwa
komorek pTr do biatka macierzy zewnatrzkomoérkowej - lamininy. Ocena wptywu nadeks-
presji obu miRNA na migracje komoérek wykazata, ze tylko miR-125b-5p oddziatuje na ruch
komorek pTr, zmniejszajac ich migracje. Oba miRNA testowano réwniez na modelu linii

komorkowej ludzkiego trofoblastu, aby zidentyfikowaé ewolucyjnie zachowane funkcje.

Ztozona natura komunikacji zarodek-matka nie jest ograniczona jedynie do interakcji
mMiIRNA-mRNA. Niemniej jednak, jak wykazano w niniejszej rozprawie doktorskiej, miRNA
moga by¢ istotnym elementem molekularnego dialogu zachodzgcego podczas wczesnej
cigzy, wpltywajac na funkcje komorek trofoblastu. Prezentowane wyniki badan dostarczaja
waznych informacji na temat udzialu miRNA i transportujacych je EVs w regulacji wcze-
snych etapow ciazy, zaleznych od proceséw komorkowych, takich jak proliferacja, przyle-

ganie, migracja i inwazja.



