STRESZCZENIE

Implantacja zarodka jest jednym z najbardziej ztozonych 1 intrygujacych
procesow zachodzgcych we wczesne] cigzy u ssakow. Ta skoordynowana w czasie
i przestrzeni wymiana sygnatow miedzy matka a rozwijajacym si¢ zarodkiem wciaz
pozostaje przedmiotem wielu badan, gdyz mechanizmy regulujgce ten proces nie zostaty
do kofica poznane. Na wczesnym etapie ciagzy dochodzi do matczynego rozpoznania
cigzy, gdy zarodek sygnalizuje swoja obecno$¢ w Swietle macicy, uwalniajac sygnaly
zarodkowe (np. estradiol). Powodzenie procesu implantacji opiera si¢ na zlozonej
wymianie sygnatléw. Obecnie prowadzone badania skupiaja si¢ na pegcherzykach
zewnatrzkomoérkowych (ang. extracellular vesicles, EVs), nanostrukturach wydzielanych
przez roézne komorki (m.in. endometrium i zarodki), ktére to uznawane sg obecnie
za wazne mediatory sygnatow uwalnianych podczas wezesnych etapow cigzy.

Uwalniane pgcherzyki roznig si¢ migdzy sobg rozmiarem oraz niesionym
tadunkiem molekularnym, co czyni je wyjatkowymi mediatorami sygnatow. Wykazano,
ze wszystkie komorki wydzielaja czasteczki sygnatowe za pomoca EVs, zapewniajac
funkcjonalng komunikacje miedzykomorkowsa, zar6wno na poziomie lokalnym, jak
i miedzy bardziej oddalonymi od siebie komorkami. Transportowane czasteczki
bioaktywne (np. biatka, miRNA i DNA) uwalnianie sg przez komorki podlegajace
wplywom ze strony réznych sygnatéw komoérkowych. Dotychczas prowadzone badania
potwierdzity réwniez, ze czgsteczki mikroRNA (miRNA; np. miR-125b-5p) niesione
przez EVs wydzielane przez $winskie zarodki i btong $luzowa macicy mogg wptywac
na proliferacje, migracj¢ i inne funkcje komoérek trofoblastu. Proces uwalniania EVs
do przestrzeni zewngtrzkomorkowe]j obejmuje trzy odrgbne etapy: biogenezg, transport
wewnatrzkomérkowy i wydzielanie. Mechanizmy nadzorujace biogeneze EV's s3 ztozone
i angazujg wiele biatek oraz szlakow sygnatowych. EVs moga by¢ generowane na drodze
endosomalnej, zaleznie od aktywacji kompleksu ESCRT (ang. endosomal sorting
complex required for transporf), co prowadzi do powstania pecherzykow (ang.
intraluminal vesicles, ILVs) wewnatrz ciat wielopecherzykowych (ang. multivesicular
bodies, MVBs), a nastepnie ich fuzji z btong plazmatyczng i wydzielania. Do formowana
EVs dochodzi réwniez podczas bezpoéredniego odcinania od btony plazmatycznej.
Transport wewnatrzkomérkowy MVBs lub EVs do blony plazmatycznej wymaga
interakcji z cytoszkieletem komorki oraz biatkami Rab, ktére nalezg do rodziny matych
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zawiadujgcych wewnatrzkomoérkowym transportem oraz wydzielaniem pgcherzykow.
Pomimo potencjalnie znanych i dobrze opisanych drég powstawania, transportu
i wydzielania EVs, mechanizmy odpowiedzialne za wybdr szlaku biogenezy na poziomie
komorki weigz pozostaja nieznane.

W niniejszej rozprawie doktorskiej postawiono nastgpujaca hipoteze badawcza:
Biogeneza pgcherzykow zewnatrzkomorkowych na styku komoérek zarodka i matki moze
by¢ regulowana przez hormony oraz miRNA pochodzenia zarodkowego, ktore biora
udzial w komunikacji miedzy zarodkiem a matkg we wczesnej cigzy.

Zaangazowanie EVs w procesy zachodzace podczas wczesnej cigzy zostato juz
opisane u kilku gatunkow ssakow, w tym u §wini domowej. W niniejszej rozprawie
wykazano, ze obie strony dialogu zarodek-matka wplywajg na siebie, co prowadzi
do generowania oréz uwalniania EVs oraz pokrywa si¢ z sekrecjg estradiolu (E2)
i prostaglandyny E2 (PGE2) podczas matczynego rozpoznania ciazy u Swini.
Transmisyjna mikroskopia elektronowa potwierdzita obecno$¢ EVs na styku komorek
zarodka 1 matki, wskazujac wzmozona komunikacj¢ angazujacg EVs. Charakterystyczne
profile ekspresji gendéw kodujacych biatka kompleksu ESCRT w endometrium
pokrywaly si¢ z pojawieniem si¢ sygnaldw zarodkowych E2 1 PGE2. Co ciekawe,
ckspresja tych genéw w zarodkach i trofoblastach miala podobny profil. Ponadto
zaobserwowano odwrotne profile ekspresji miR-125b-5p i genéw kodujacych biatka
kompleksu ESCRT dla zarodkow/trofoblastow. Na podstawie uzyskanych wynikow
zaprojektowano doswiadczenia z zastosowaniem trzech modeli in vitro, ktére umozliwity
obserwacje na poziomie komoérkowym. Stosujac pierwotne kultury komorkowe,
pozyskane z nabtonka powierzchniowego endometrium oraz trofoblastu, potwierdzono
zaangazowanie E2, PGE2 lub/i miR-125b-5p w regulacje procesow biogenezy
i transportu EVs w obu typach komoérek, a takze uwalniania EVs w komorkach
trofoblastu.

Podsumowujac, uzyskane wyniki prezentuja niepoznany dotgd mechanizm
regulujacy biogenezg oraz transport EVs zachodzacy z udzialem sygnatow zarodkowych
i miRNA, ktory prowadzi do przeprogramowania $ciezek biogenezy EVs w endometrium
i w komorkach trofektodermy zarodka, a takze wydzielania okreslonej populacji EVs
podczas wezesnej cigzy. Co wazne, eksperymenty przeprowadzone w ramach ninigjszej
rozprawy doktorskiej po raz pierwszy wykazaly istotng rolg sygnatow zarodkowych jako
czynnikoéw odpowiedzialnych za wybor szlaku biogenezy i uwalniania EVs podczas

wczesnej cigzy.




