Nr rejestracyjny: 2020/39/D/NZ9/01742; Kierownik projektu: dr Magdalena Julia Szymanska

Ustanowienie cigzy wymaga wzajemnych interakcji miedzy zarodkami a blong $luzowa macicy
(endometrium). Interakcje te indukuja unikalny profil ekspresji genow w endometrium, ktory determinuje
optymalne warunki wewnatrzmaciczne dla rozwoju i implantacji zarodkow. Wciaz nie wiadomo jednak, w
jaki sposob geny te sa precyzyjnie regulowane i koordynowane, aby manifestowaé globalng reakcje
endometrium. Dynamika acetylacji/deacetylacji histonow ma istotne znaczenie w modulacji struktury
chromatyny i kontroli transkrypcji genow. Aczkolwiek brakuje informacji o roli enzyméw modulujacych
,,kod” acetylacji histonéw w endometrium i ich wptywie na rozwdj i implantacj¢ zarodkéw u $win.

Sirtuiny naleza do rodziny deacetylaz histonowych klasy III, zaleznych od NAD+. Enzymy te
deacetyluja zar6wno histony, jak i biatka niehistonowe, regulujac w ten sposob wiele procesow komorkowych,
w tym metabolizm, réznicowanie, apoptoze, odpowiedZz immunologiczng i odpornos¢ na stres oksydacyjny.
Jednak stosunkowo niewiele wiadomo o roli sirtuin w rozrodzie. Nasze badania wstepne wskazuja na obecnosé
sirtuin, SIRT1-3 i SIRT6 w endometrium loszek w okresie wczesnej cigzy i sugeruja dynamiczng regulacje ich
ekspresji przez czynniki uwalniane przez zarodek. Ponadto, wykazaliSmy wzglgdnie wysokie poziomy
transkryptow wspomnianych enzymow w tkance trofoblastu §win podczas implantacji i w okresie wczesnego
tworzenia tozyska. Dlatego tez, nasza hipoteza badawcza zaktada, ze sirtuiny wspieraja interakcje pomiedzy
zarodkami a macicag poprzez przygotowanie endometrium do implantacji i ochrong zarodkéw przed stresem
oksydacyjnym w macicy.

Glownym celem projektu jest okreslenie roli sirtuin w endometrium macicy i trofoblastach zarodkow
w okresie implantacji u $win. Aby ten cel osiagna¢, przeprowadzimy badanie ex vivo i szereg doswiadczen in
vitro z wykorzystaniem tkanki i skrawkow endometrium, komorek nabtonka powierzchniowego, zarodkéw i
komorek trofoblastu pozyskanych od loszek bedacych we wezesnej cigzy.

W pierwszym zadaniu, zamierzamy okresli¢ profil ekspresji i aktywnosci wybranych sirtuin w tkance
endometrium w okresie okotoimplantacyjnym u §wn. Nastgpnie, planujemy zastosowac globalne podejscie
analizy genomu poprzez integracj¢ danych z dwoch technik, ChIP-seq i RNA-seq. Pozwoli to zidentyfikowac
te geny, ktorych ekspresja zmienia si¢ pod wptywem aktywatorow sirtuin, jako konsekwencja deacetylacji
okreslonych histonéw i/lub biatek nichistonowych w skrawkach endometrium. W dalszej kolejnosci,
wykorzystamy komorki nabtonka powierzchniowego do zbadania wptywu produktow uwalnianych przez
zarodek na transkrypcj¢ i aktywnos¢ sirtuin w endometrium loszek we wezesnej ciazy. Wreszcie, aby okresli¢
role sirtuin w endometrium i trofoblastach zarodkéw u tego gatunku, zamierzamy przeprowadzic
kompleksowe analizy na poziomie molekularnym i komérkowym z uzyciem farmakologicznych inhibitoréw
i aktywatorow sirtuin, oraz konstruktow siRNA w celu wyciszenia gendow poszczegélnych sirtuin w
izolowanych komorkach nabtonka powierzchniowego i trofoblastu; komorki nabtonka powierzchniowego
zostang uzyte do analizy proliferacji, apoptozy, odpowiedzi immunologiczne;j i funkcji mitochondriéw; z kolei
komorki trofoblastu zostang wykorzystane do zbadania potencjalnej roli sirtuin w ochronie przed stresem
oksydacyjnym, poprzez analize funkcji mitochondriow, proliferacji i apoptozy w warunkach fizjologicznych
lub stresu oksydacyjnego. Ponadto, oba typy komoérek beda hodowane w kokulturze w celu okre$lenia
biologicznej funkcji sirtuin w interakcjach pomiedzy zarodkami a endometrium w czasie implantacji.

Realizacja tego projektu dostarczy nowych informacji na temat czynnikdéw, gendéw, modyfikacji
epigenetycznych i proceséw zaangazowanych w implantacj¢ zarodkow u §win. W szczegdlnosci, zrozumienie
zmian molekularnych i epigenetycznych indukowanych przez sirtuiny w endometrium oraz roli tych enzymow
w zarodkach poszerzy podstawowa wiedz¢ o procesach regulacyjnych i $ciezkach sygnatowych
warunkujacych implantacje¢ u tego gatunku. Zmniejszona ptodno$¢ u zwierzat hodowlanych jest powaznym
problemem, gdyz znacznie obniza optacalno$¢ produkceji. U $win, wysoka $miertelnos¢ zarodkow wystepuje
przed 30 dniem ciazy, co moze wynikac¢ z niewlasciwych interakcji migdzy zarodkami a endometrium matki.
Dlatego uzyskane wyniki moga w dalszej perspektywie stuzy¢ opracowaniu metod poprawy przezywalnosci
zarodkow.



