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STRESZCZENIE

Wplyw chemeryny na profil transkryptomiczny i proteomiczny blony Sluzowej

macicy $wini domowej (Sus scrofa domestica L.) w okresie implantacji
mgr Kinga Aleksandra Orzechowska

Praca doktorska zostala wykonana pod kierunkiem prof. dr hab. Niny Smolinskiej
w Katedrze Anatomii i Fizjologii Zwierzgt Wydziatu Biologii i Biotechnologii
Uniwersytetu Warminsko-Mazurskiego w Olsztynie.

Rozprawa doktorska sktada si¢ z dwoch prac opublikowanych w roku 2022
(1 — Biology of Reproduction. 2022. doi: 10.1093/biolre/ioac063; 2 — Cells. 2022. doi:
10.3390/cells11071161), ktorych tematyka dotyczy zagadnien zwigzanych z wptywem
chemeryny na zmiany transkryptomiczne oraz proteomiczne btony $luzowej macicy

$wini domowej (Sus scrofa domestica L.) w okresie implantacji.

Metabolizm i1 funkcje rozrodcze organizmu s3 ze sobg S$ci$le powigzane.
W zwiazku z tym, w ciagu ostatnich lat badania nad funkcjonowaniem tkanki ttuszczowej
zyskuja coraz wigkszg popularnosé. Chemeryna jest jedna z wielu adipokin, biologicznie
czynnych substancji, wydzielanych przez adipocyty (komorki tkanki tluszczowej),
zaangazowanych w regulacje homeostazy energetycznej organizmu. Hormon ten po raz
pierwszy zostal zidentyfikowany w 2003 roku jako ligand trzech receptoréw: receptora
1 podobnego do chemokin (ang. chemokine like receptor 1, CMKLR1, zwanego rowniez
receptorem chemerynowym 23 — ChemR23), receptora 1 zwigzanego z biatkiem G (ang.
G protein-coupled receptor-1, GPR1) oraz receptora 2 podobnego do chemokin (ang. C-
C chemokine receptor-like 2, CCRL2). Wigkszo$¢ obecnej we krwi chemeryny krazy
w postaci prohormonu, ktory w okreslonych warunkach modyfikowany jest do formy
aktywnej biologicznie. Po proteolitycznym rozszczepieniu, chemeryna przeksztatca sie
w silnego i wysoce specyficznego agoniste swoich receptorow. Dowiedziono, ze
chemeryna — hormon sklasyfikowany zarowno jako chemokina jak i adipokina, reguluje
wiele proceséw fizjologicznych. Chemeryna kontroluje migdzy innymi pobieranie
pokarmu, metabolizm sktadnikéw odzywczych, stany zapalne, reakcje na stres czy

rozroéd. Badania na modelu $wini domowej wykazaly, ze ekspresja chemeryny oraz jej
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receptoroOw (systemu chemerynowego) wystepuje W strukturach osi podwzgorze-
przysadka-gonady, a takze w macicy, trofoblastach i zarodkach. Dodatkowo, wykazano
zalezno§¢ pomiedzy poziomem mRNA oraz bialek systemu chemerynowego
a specyficznym srodowiskiem hormonalnym charakterystycznym dla badanego stanu
fizjologicznego samicy. Stwierdzono réowniez, ze w btonie Sluzowej cigzarnych $win,
koncentracja biatka chemeryny wzrasta w czasie implantacji. Dowiedziono takze, ze
stezenie chemeryny w plynie macicznym wzrasta w okresie matczynego rozpoznania
cigzy i implantacji. Powyzsze dane moga sugerowac potencjalny udzial chemeryny

w procesach zwigzanych z implantacja zarodka.

Celem niniejszej pracy byta weryfikacja hipotezy badawczej, zaktadajacej, ze
chemeryna poprzez wplyw na transkryptom i proteom btony §luzowej §wini kontroluje
wytwarzanie wielu czynnikdéw istotnych dla prawidtowego przebiegu implantacji.
Postawiong hipotez¢ zweryfikowano poprzez okreslenie wptywu chemeryny na profil
transkryptomiczny i proteomiczny hodowanych in vitro skrawkow blony $luzowe;j
macicy $wini domowej W 15-16 dniu cigzy (okres implantacji). W tym celu wykonano

nastepujace zadania badawcze:

1) okreslono wptyw chemeryny na globalng ekspresj¢ genow blony Sluzowej
macicy, uwzgledniajagc réwniez zmiany w profilach ekspresji diugich
niekodujacych RNA (ang. long non-coding RNAs, INcRNAS) oraz w procesie
alternatywnego splicingu (ang. alternative splicing, AS) przy uzyciu metody
Sekwencjonowania Nastepnej Generacji (NGS, RNA-seq);

2) zbadano wplyw chemeryny na globalna ekspresj¢ bialek w btonie sluzowe;j
macicy wykorzystujac metode Chromatografii Cieczowej Sprze¢zonej
z Tandemowg Spektrometrig Mas (LC-MS/MS).

W prezentowanych badaniach zidentyfikowano 130 genow wykazujacych
zmiany ekspresji (ang. differentially expressed genes, DEGS) pod wptywem chemeryny.
Przypisano je do 73 adnotacji funkcjonalnych. Dodatkowo zaobserwowano 12 IncRNAs
0 zmienionej, pod wptywem chemeryny, ekspresji. Ponadto, wykryto 386 transkryptow,
w obrgbie ktorych zidentyfikowano miejsca splicingowe o zmiennym profilu ekspres;ji.
Rezultaty badan proteomu btony $luzowej macicy hodowanej w obecnosci chemeryny
potwierdzity zmiany w ekspresji 352 biatek powigzanych z 47 adnotacjami

funkcjonalnymi. Analizy ontologiczne powyzszych genoéw oraz bialek wykazaty ich



powigzanie z procesami migracji 1 adhezji komorek, angiogenezy, odpowiedzi

immunologicznej oraz steroidogenezy.

Uzyskane wyniki przyczynity si¢ do poglebienia wiedzy dotyczacej wplywu
chemeryny na globalng ekspresj¢ genéw oraz biatek w komarkach btony §luzowej macicy
swini w okresie implantacji. Mozna przypuszczaé, ze chemeryna jest waznym

czynnikiem regulujacym prawidtowy przebieg cigzy i proces implantacji zarodka.

Praca finansowana z projektu badawczego Narodowego Centrum Nauki: OPUS13
(2017/25/B/NZ9/00040) oraz Programu Rozwojowego Uniwersytetu Warminsko-Mazurskiego
w Olsztynie: POWR.03.05.00-00-Z310/17 wspotfinansowanego przez Uni¢ Europejska

w ramach Europejskiego Funduszu Spotecznego.
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ABSTRACT

Chemerin effect on the endometrial transcriptomic and proteomic profile of the
domestic pig (Sus scrofa domestica L.) during implantation period

mgr Kinga Aleksandra Orzechowska

The doctoral thesis was written under the supervision of prof. dr hab. Nina Smolinska in
the Department of Animal Anatomy and Physiology, Faculty of Biology and
Biotechnology, University of Warmia and Mazury in Olsztyn.

The doctoral thesis comprises two papers published in 2022 (1 - Biology of
Reproduction. 2022. doi: 10.1093/biolre/ioac063; 2 - Cells. 2022. doi:
10.3390/cells11071161), focused on the influence of chemerin on transcriptomic and
proteomic changes in the porcine endometrium (Sus scrofa domestica L.) during

implantation.

It is well known that the body's metabolism and reproductive functions are
closely related. Chemerin is one of the many adipokines, biologically active molecules,
secreted by adipocytes (adipose tissue cells), involved in the regulation of energy
homeostasis. The adipokine was first identified in 2003 as a ligand of three receptors:
chemokine like receptor 1 (CMKLR1, ChemR23), G protein-coupled receptor-1 (GPR1),
C-C chemokine receptor-like 2 (CCRL2). Serum chemerin circulates as a prohormone,
which is modified when necessary to a biologically active form via a proteolytic cleavage.
Chemerin, a hormone classified as both, a chemokine and an adipokine, regulates
numerous physiological processes. It is involved, among others, in the control of food
intake, nutrient metabolism, inflammation, stress response and reproduction. Studies on
pigs have shown that the expression of chemerin and its receptors (the chemerin system)
occurs in the structures of the hypothalamic-pituitary-gonadal axis, as well as in the
uterus, trophoblasts and embryos. Additionally, mMRNA and protein levels of the chemerin
system depend on the specific hormonal status of the pig. Moreover, it has been shown
that the concentrations of chemerin protein in the endometrium increase during

implantation. Additionally, it has been indicated that the hormone concentrations in the
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uterine flushings increase during maternal recognition of pregnancy and implantation.
The above results may suggest a potential role of chemerin in the processes related to

embryo implantation.

We hypothesized that chemerin might affect the transcriptome and proteome of
the porcine endometrium, and in consequence, influence the production of many factors
essential for a proper course of gestation and embryo development. The aim of this study
was to determine the chemerin effect on the endometrial transcriptomic and proteomic
profiles of the domestic pig during implantation (15 to 16 days of pregnancy). The
assumed aim of the research was achieved by the accomplishment of the following tasks:

1) the chemerin effect on the global gene expression in the porcine endometrium,
including changes in the long non-coding RNAs (IncRNAS) expression profiles
and alternative spliced (AS) events was determined using Next Generation
Sequencing (NGS, RNA-seq);

2) the effect of chemerin on the global protein expression in the porcine
endometrium was determined using Liquid Chromatography with Tandem Mass
Spectrometry (LC-MS/MS).

In the present study, we identified 130 differentially expressed genes (DEGS)
under the influence of chemerin. DEGs were assigned to 73 functional annotations.
Twelve identified INcRNAs indicated a difference in the expression profile after chemerin
administration. Additionally, we detected 386 differentially AS events. As a result of the
proteomic analysis, we identified 352 differentially regulated proteins (DRPs) which
were associated with 47 functional annotations. Ontology analyses have indicated the
participation of the above genes and proteins in the processes of cell migration and

adhesion, angiogenesis, immune response and steroidogenesis.

The obtained results provide a basis for a better understanding of the influence
of chemerin on the global expression of genes and proteins in the porcine endometrium
during the implantation period. It can be assumed that chemerin is an crucial factor

regulating the proper course of gestation and embryo implantation.

This work was financed by the National Science Center (Poland), as a part of research project
OPUS13 (no. 2017/25/B/NZ9/00040) and the “Development Program of the University of



Warmia and Mazury in Olsztyn”, POWR.03.05.00-00-2310/17, co-financed by the European

Union under the European Social Fund.



Spis publikacji skladajacych si¢ na rozprawe doktorskg

Rozprawa doktorska sktada si¢ z dwoch prac opublikowanych w 2022 roku,

ktorych tematyka dotyczy zagadnien zwigzanych z wpltywem chemeryny na profil

transkryptomiczny i proteomiczny btony sluzowej $wini w okresie implantacji:

1)

2)

Kinga Orzechowska, Grzegorz Kopij, Lukasz Paukszto, Kamil Dobrzyn,
Marta Kiezun, Jan Jastrzebski, Tadeusz Kaminski, Nina Smolinska. 2022.
Chemerin effect on transcriptome of the porcine endometrium during
implantation determined by RNA-Sequencing. Biology of Reproduction.
https://doi.org/10.1093/biolre/ioac063.

LIF = 4,285, 2pif;cioletni IF = 4,307, *MEiN = 200

Kinga Orzechowska, Kamil Dobrzyn, Marta Kiezun, Agata Malinowska,
Bianka Swiderska, Tadeusz Kaminski, Nina Smolinska. 2022. Chemerin
effect on the endometrial proteome of the domestic pig during implantation
obtained by LC-MS/MS analysis. Cells.
https://doi.org/10.3390/cells11071161.

IF = 6,600, 2pigcioletni IF = 6,663, *MEIN = 140

Razem:

IF! = 10,885

piecioletni IF? = 10,97

Liczba punktéw MEIN® = 340

LIF - wskaznik cytowan (ang. Impact Factor) czasopisma z roku wydania
wg bazy Web of Science

Zpiecioletni IF - wskaznik cytowan (ang. Impact Factor) czasopisma z pieciu
ostatnich lat wg bazy Web of Science

% Liczba punktow za publikacje wg Komunikatu Ministra Edukacji i Nauki
w sprawie wykazu czasopism naukowych i recenzowanych materiatow

z konferencji migdzynarodowych z dnia 21 grudnia 2021 roku
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1. Wstep

Utrzymanie cigzy wymaga wielu SciSle zintegrowanych sygnatow
wymienianych pomie¢dzy blong §luzowa macicy a zarodkami (GEISERT i in. 1982;
ROBERTS i in. 1993). Ta swoista sygnalizacja molekularna mi¢dzy zarodkiem
a srodowiskiem matczynym ma kluczowe znaczenie dla jego wzrostu i rozwoju oraz
rozpoznania cigzy i implantacji (BAZER i in. 2009). Wszelkie nieprawidlowosci w tym
okresie moga prowadzi¢ do zaburzonej produkcji sktadnikow odzywczych i wymiany
sygnatow hormonalnych oraz skutkowa¢ niepowodzeniem W utrzymaniu cigzy (GEISERT
I YELICH 1997). Pomy$lna implantacja zalezy m.in. od intensywnej przebudowy tkanek
oraz receptywnosci btony Sluzowej macicy w okresie implantacji. Peilne zrozumienie
mechanizméw molekularnych rzadzacych implantacja zarodkow ma kluczowe znaczenie
dla ograniczenia zjawiska przedwczesnego obumierania embrionéw oraz poprawy
ptodnosci i zdrowia reprodukcyjnego §win. Wykazano, ze w procesie implantacji bierze
udzial szereg zwigzkéw stanowigcych sygnaly matczyno-ptodowe, takich jak
progesteron, estrogeny, prostaglandyny, interleukiny, interferony i czynniki wzrostu
(BAZER 1 JOHNSON 2014). Oprocz powyzszych molekut, w srodowisku macicy znajduje
si¢ wiele innych unikalnych biatek kontrolujacych przebieg implantacji zarodka. Wiele
badan wykazato, ze hormony wytwarzane przez tkanke¢ tlhuszczowa, takie jak leptyna
(CasTELLUCCI i In. 2000) czy adiponektyna (DoBRzYN i in. 2018) réwniez biora udziat

w regulacji funkcji rozrodczych.

Powszechnie wiadomo, ze metabolizm i funkcje rozrodcze organizmu sg ze sobg
Scisle powigzane (SCHNEIDER 2004). Tkanka tluszczowa petni funkcje endokrynne,
wydzielajac liczne adipokiny zaangazowane w roznorodne procesy fizjologiczne, w tym
rozrdd. Jednym z wielu biatek aktywnych biologicznie wydzielanych przez tkanke
tluszczowa, zaangazowanych w regulacjc homeostazy energetycznej  jest,
zidentyfikowana w 2003 roku, chemeryna (HELFER | Wu 2018). Hormon ten jest
kodowany przez gen RARRES?2 (ang. retinoic acid receptor responder 2), ktory u ludzi
zlokalizowany jest na chromosomie 7 (MEDER i in. 2003). Powyzszy gen koduje
nieaktywna prochemeryng, sktadajacg si¢ ze 163 aminokwasoéw (16 kDa). Prochemeryna
krazy we krwi i w razie potrzeby modyfikowana jest do aktywnej biologicznie chemeryny
(ZABEL i in. 2005). Chemeryna petni wszechstronne funkcje fizjologiczne poprzez
wigzanie si¢ z trzema receptorami nalezagcymi do rodziny receptorow sprzezonych

z biatkiem G: receptor 1 podobny do chemokin (ang. chemokine like receptor 1,
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CMKLR1, zwany rowniez receptorem chemerynowym 23 — ChemR23), receptor
1 zwigzany z biatkiem G (ang. G protein-coupled receptor-1, GPR1) oraz receptor
2 podobny do chemokin (ang. C-C chemokine receptor-like 2, CCRL2) (HELFER | WU
2018). Ekspresja chemeryny i jej receptorow (Systemu chemerynowego) wystepuje
w wielu tkankach roznych gatunkéw, w tym ludzi, gryzoni, bydta i §win (WITTAMERI in.
2003; KENNEDY I DAVENPORT 2018). Wykazano, ze chemeryna jest obecna w strukturach
osi podwzgorze-przysadka-gonady, a takze w macicy, trofoblastach i zarodkach $wini
(SMOLINSKA i in. 2019; GUDELSKA i in. 2020; KISIELEWSKA i in. 2020A, 20208;
RYTELEWSKA i in. 2020). Powyzsze badania wskazujg rowniez, ze ekspresja Systemu

chemerynowego zmienia si¢ w réznych fazach cyklu rujowego i wczesnej ciazy.

Wyniki najnowszych badan sugeruja, ze chemeryna moze by¢ waznym
czynnikiem regulujacym funkcje rozrodcze. Badania in vitro na ludziach, $winiach,
gryzoniach i bydle wykazaty, ze chemeryna kontroluje procesy zachodzace w jajnikach,
w tym angiogeneze, steroidogenezg, apoptoze, proliferacje komorek i dojrzewanie
oocytow (WANG i in. 2012; REVERCHON i in. 2012, 2014; Kim i in. 2013; MAKOWCZENKO
I in. 2020; RYTELEWSKA i in. 2021A, 2021B). GUDELSKA i in. (2020) potwierdzili
obecno$¢ mRNA 1 biatek systemu chemerynowego w blonie §luzowej i migsniowe;j
macicy oraz zarodkach i trofoblastach §win. Wykazano réwniez, ze w btonie sluzowej
macicy ci¢zarnych $win koncentracja biatka chemeryny wzrasta w 15 dniu cigzy i osigga
najwyzszy poziom pod koniec implantacji, w dniach 27-28. Dodatkowo dowiedziono, ze
stezenie chemeryny w ptynie macicznym wzrasta w czasie matczynego rozpoznania cigzy
i implantacji w poréwnaniu do cyklu rujowego i wezesnych okreséw cigzy (GUDELSKA
i in. 2020). Obecno$¢ receptorow chemeryny w macicy $wini potwierdza, ze tkanka ta
jest wrazliwa na dziatanie tej adipokiny. Wykazano, ze chemeryna moduluje synteze
I wydzielanie hormonéw steroidowych w jajnikach i macicy (RYTELEWSKA i in. 2021a,
GUDELSKA i in. 2022). Rezultaty powyzszych badan moga sugerowac potencjalng rolg
chemeryny w procesach zwigzanych z implantacja zarodka. Brakuje jednak
szczegdtowych informacji dotyczacych roli tego hormonu w macicy w okresie

implantacji.
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2. Hipoteza badawcza, cele i zakres badan

W blonie §luzowej macicy w trakcie implantacji dochodzi do szeregu zmian na
poziomie molekularnym. Zmienia si¢ wowczas ekspresja i sekrecja czynnikow bioracych
udzial w procesie implantacji zarodka. Chemeryna jako jedna z adipokin bierze udziat
w kontrolowaniu funkcji rozrodczych samic. Wykazano, ze ekspresja tego hormonu
u $win zmienia si¢ w trakcie cyklu rujowego oraz we wczesnej cigzy. Dodatkowo
chemeryna moduluje syntezg i wydzielanie hormonéw steroidowych w jajniku oraz
macicy. Jednakze do tej pory nie poznano roli tej adipokiny w procesie implantacji
u $win. Dlatego tez celem niniejszej pracy byla weryfikacja hipotezy badawczej,
zaktadajacej, ze chemeryna poprzez wplyw na transkryptom i proteom btony $luzowej
$wini kontroluje wytwarzanie wielu czynnikow istotnych dla prawidtowego przebiegu

implantacji. Postawiong hipoteze zweryfikowano poprzez:

1) okreslenie wpltywu chemeryny na profil transkryptomiczny btony sluzowej
macicy $wini W okresie implantacji (15-16 dzien cigzy), w tym poziom ekspresji
genow, interakcje dtugich niekodujacych RNA (IncRNAS) z genami kodujacymi
biatka oraz proces alternatywnego sktadania transkryptow (alternatywny splicing)
metoda Sekwencjonowania Nastepnej Generacji (NGS, RNA-seq);

2) zbadanie wptywu chemeryny na profil proteomiczny btony §luzowej macicy
$wini w okresie implantacji (15-16 dzien ciazy) metoda Chromatografii

Cieczowej Sprzezonej z Tandemowg Spektrometrig Mas (LC-MS/MS).
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3. Materialy i metody

3.1. Zwierzeta doswiadczalne

Eksperyment przeprowadzono na pigciu dojrzalych plciowo loszkach,
mieszancach towarowych, w wieku 7-8 miesiecy, 0 wadze 120-130 kg, bedacych w 15-
16 dniu cigzy (okres implantacji). Zwierzeta byty hodowane w standardowych warunkach
utrzymania i zywienia. Cigze uzyskano poprzez naturalne krycie w trakcie rui. Dzien po
kopulacji zostatl wskazany jako pierwszy dzien cigzy. Macice pobrano natychmiast po
uboju i transportowano do laboratorium w sterylnej, buforowanej fosforanem soli
fizjologicznej (PBS). Sukces zaptodnienia oraz stopieh zaawansowania cigzy
potwierdzano poprzez obecno$¢ i ocen¢ morfologiczng zarodkéw. Skrawki btony
$luzowej macicy przeznaczone do analizy metodg NGS i LC-MS/MS zostaty pobrane od

tych samych zwierzat i w tym samym czasie.

3.2. Hodowle in vitro skrawkow btony sluzowej macicy §wini

Hodowle skrawkéw macicy przeprowadzono zgodnie z metodyka
przedstawiong przez SMOLINSKA i in. (2016). Skrawki btony Sluzowej preinkubowano
przez 2 godziny w fiolkach umieszczonych na platformie tazni wodnej z funkcja
wytrzasania (37°C, 95% O2, 5% CO>). Po preinkubacji, skrawki inkubowano w swiezym
medium z dodatkiem chemeryny w stezeniu 400 ng/ml (cat. no. 268e10032; RayBiotech
Life, USA) przez kolejne 24 godziny. Proby kontrolne hodowane byly bez dodatku
hormonu. Zastosowang koncentracje¢ chemeryny wybrano na podstawie st¢zenia tego
hormonu w plynie macicznym $win w okresie implantacji (GUDELSKA i in. 2020).
Wszystkie hodowle przeprowadzono w duplikatach, w pigciu niezaleznych
eksperymentach (n=5). Na koniec kazdego doswiadczenia, skrawki zbierano
i przechowywano w -80°C do czasu dalszych analiz. Zywotno$¢ komorek skrawkow
blony $luzowej macicy badano mierzac aktywno$¢ dehydrogenazy mleczanowej (ang.
lactate dehydrogenase, LDH,) zgodnie z metodyka przedstawiong przez DOBRZYNIA i in.
(2021). Wyniki séredniej aktywnos¢ LDH w hodowanych tkankach potwierdzity,
1z zarbwno warunki hodowli tkankowej, jak 1 chemeryna nie miaty toksycznego wplywu

na zywotno$¢ komorek.

14



3.3. Okreslenie wptywu chemeryny na profil transkryptomiczny btony $luzowe;j
macicy $wini w okresie implantacji

3.3.1. Izolacja RNA

Catkowite RNA wyizolowano przy uzyciu zastawu Qiagen RNeasy Kit
I oczyszczono z pozostalosci DNA wykorzystujac Qiagen RNase-Free DNase Set
(Qiagen, Niemcy). Czystos¢ oraz koncentracja otrzymanego RNA zostata zmierzona przy
uzyciu urzagdzenia Tecan Infinite M200 plate reader (Tecan Group Ltd., Szwajcaria).
Integralno$¢ wyizolowanego RNA (ang. RNA Integrity Number, RIN) okreslono
z zastosowaniem elektroforezy mikrokapilarnej Agilent Bioanalyzer 2100 (Agilent
Technology, USA). Nastepnie wyizolowane catkowite RNA wykorzystano do stworzenia
bibliotek cDNA przy uzyciu zestawu TruSeq Stranded Total RNA Ribo-Zero H/M/R Kit
(lllumina, USA) z odpowiednimi parami adapterow dla kazdej probki. Po oczyszczeniu
i fragmentacji materialu genetycznego zsyntetyzowano CcDNA wykorzystujac
oligonukleotydy poli(dT). Amplifikowane biblioteki cDNA postuzyly do
zsekwencjonowania transkryptomu btony sluzowej macicy w sekwenatorze NovaSeq
6000 (IHlumina, USA). Otrzymano sekwencje o sparowanych koncach i dlugosci 2 x 151
nukleotydéw (nt).

3.3.2. Kontrola jako$ci odczytow sekwencjonowania

Kontrole jakosci uzyskanych odczytow przeprowadzono z uzyciem programu
FASTQC (wersja 0.11.8) (ANDREwsS 2010). Kolejnym krokiem bylo zastosowanie
programu Trimmomatic (wersja 0.39) w celu usunigcia adapterow, ogonow poli-A,
odczytow krotszych niz 50 nt oraz tych o niskim wspotczynniku jakosci sekwencji
(Phred<20) (BOLGER i in. 2014). Odczyty, ktore pozytywnie przeszty kontrole zostaly
przyciete do réwnych segmentow o dtugosci 120 nt i zmapowane do genomu $wini
domowej (Sscrofall.1.99) za pomoca oprogramowania STAR (wersja 2.7.1a) (DOBIN
i in. 2013). Program StringTie (wersja 2.1.1) postuzyt do wyznaczenia sekwencji
transkryptow genomu $wini oraz profili ekspresji zarowno znanych gendéw kodujacych
biatka, jak i nowych transkrypcyjnie aktywnych regionow (ang. transcription active
regions, TARS) (PERTEA i in. 2015). W wyniku przyréwnania odczytow do genomu
referencyjnego uzyskano dane dotyczace globalnej ekspresji genow dla kazdego

powtdrzenia biologicznego w grupie kontrolnej i poddanej dziataniu chemeryny.
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3.3.3. Analiza ekspresji roéznicowej gendw, ich ontologii oraz S$ciezek

metabolicznych i sygnatowych

Roznice w ekspresji gendbw w probach badanych i kontrolnych okre$lono
wykorzystujac model liniowy ujemnego rozktadu dwumianowego bedgcego elementem
oprogramowania DESeq2 (Love i in. 2014). Dodatkowo, przy uzyciu biblioteki
Surrogate Variable Analysis (SVA) zastosowano tzw. korekcje batch effect, eliminujgca
niepozadang zmienno$¢ indywidualng prob spowodowang przez nieznane,
niebiologiczne czynniki (LEEK i in. 2020). Do oceny ekspresji genéw w blonie §luzowej
macicy, zmieniajacych si¢ pod wptywem chemeryny, zastosowano procedure
Benjaminiego-Hochberga. Prog istotnosci zostat ustalony na poziomie p<0,05. Geny,
ktorych ekspresje spetnialy powyzsze kryterium zostaly zakwalifikowane jako geny
0 zmienionej pod wptywem chemeryny ekspresji. Analiza funkcjonalna genéw oraz
przypisanie ich do szlakéw metabolicznych zostaty wykonane w oprogramowaniu
g.Profiler (REIMAND i in. 2016) bazujac na nast¢pujacych bazach danych: Gene Ontology
(ontologia gendéw; GO) (ASHBURNER 1 in. 2000), Kyoto Encyclopedia of Genes and
Genomes (KEGG) (KANEHISA i in. 2017) oraz Human Phenotype Ontology (HP)
(ROBINSON i in. 2008). Istotno$¢ procesow GO oraz $ciezek KEGG zostata
zweryfikowana na podstawie skorygowanej wartosci p<0,05. Graficzna wizualizacja
zmian ekspresji i adnotacji funkcjonalnych zostata sporzadzona przy pomocy bibliotek
programu Bioconductor: ggplot2 (WickHAM 2009), GOplot (WALTERI in. 2015) i circlize
(Gu i in. 2014) oraz spersonalizowanego skryptu w oprogramowaniu R (wersja 3.6.3)
(R CorE TEAM 2018).

3.34. Identyfikacja oraz analiza ekspresji dlugich niekodujacych RNA

W celu identyfikacji IncRNAs o zmienionej pod wptywem chemeryny ekspresji,
wykorzystano metodyke opisang przez PAUKSzTO i in. (2019). Na poczatku usunieto
transkrypty kodujgce biatka. Pozostate sekwencje RNA zostaly przefiltrowane pod
wzgledem poziomu ekspresji. W kolejnych krokach usuni¢to sekwencje krotsze niz 200
nt oraz posiadajace strukture jednoeksonowa. Nastepnie oceniono transkrypty pod katem
potencjatu kodowania bialek 1 wyeliminowano sekwencje wykazujace mozliwos¢

translacji. Powyzsze czynnosci wykonano za pomocg programéw: Coding Potential
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Calculator (CPC) (KaNG i in. 2017), PLEK (L1 i in. 2014) i FIExible Extraction of
IncRNAs (FEELnNc) (WUCHER 1 in. 2017). W rezultacie otrzymano list¢ IncRNAs, ktorych
ekspresja ulegta zmianie pod wptywem chemeryny. Pary skorelowanych IncRNAs oraz
DEGs zostaly wybrane na podstawie porownania profili ich ekspresji w oparciu
o wspoélczynnik korelacji Pearsona oraz odleglos¢ euklidesowsa par IncCRNAs-gen
(Jr2|>0.8; p<0,05).

3.3.5. Identyfikacja oraz analiza miejsc alternatywnego sktadania RNA

Okreslenia miejsc splicingowych wykazujacych zmienno$¢ pod wpltywem
chemeryny dokonano z uzyciem metody rMATS v.2 (SHEN i in. 2014). Prog istotnosci
statystycznej ustalono dla skorygowanej warto$ci p<0,05. Do oszacowania zmienno$ci
ekspresji miejsc splicingowych uzyto odczyty o dlugosci 120 nt. Za zdarzenia
splicingowe uznano te, ktore roznily si¢ istotnie statystycznie przy poroOwnaniu grupy
kontrolnej i poddawanej dziataniu chemeryny. Wyrdzniono 5 typoéw zdarzen
alternatywnego splicingu: alternatywne miejsce akceptorowe (A3SS), alternatywne
miejsce donorowe (A5SS), wzajemnie wykluczajace si¢ eksony (MXE), zatrzymanie
intronu (RI) i pominigcie eksonu (SE). Wyniki dotyczace zdarzen splicingowych zostaly
zwizualizowane przy uzyciu ggplot2, pakietu maser R Bioconductor (VEIGA 2021) oraz

samodzielnie opracowanego skryptu.

3.3.6. Walidacja wybranych genéw o zmiennej ekspresji oraz dtugich
niekodujacych RNA metodg Real-Time PCR (qPCR)

W celu potwierdzenia doktadno$ci i powtarzalnosci wysokoprzepustowe;j
metody NGS, przeprowadzono walidacj¢ wybranych DEGs oraz IncRNAs metoda qPCR
wykorzystujac urzadzenie AriaMx Real-time PCR System (Agilent Technology, USA).
Reakcje qPCR wykonano z uzyciem RNA uzytego do sekwencjonowania. Sekwencje
starterow oraz warunki reakcji qPCR zamieszczono w tabeli (publikacja 1, tabela 1).
Mieszanina reakcyjna o koncowej objetosci 20 pl zawierata: 12.5 pl Sensitive RT HS-
PCR Mix SYBR (A&A Biotechnology, Polska), 0.24 ul ROX (barwnik referencyjny),
cDNA, startery sensowny i antysensowny oraz wod¢ wolng od RNAaz. Kazdg reakcje
przeprowadzono w dwoch powtorzeniach. Geny GAPDH (ang. Glyceraldehyde-3-
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Phosphate Dehydrogenase) i PPIA (ang. Peptidylprolyl Isomerase A) zostaly uzyte jako
geny referencyjne. Kontrolg negatywnag (ang. no template control — NTC) stanowita
reakcja, w ktorej cDNA zastgpiono wodg wolng od nukleaz. W celu potwierdzenia
specyficznosci przeprowadzonych reakcji wykonano analiz¢ krzywych topnienia oraz
elektroforeze produktow reakcji qPCR w zelu agarozowym z dodatkiem Midori Green
Advance (Nippon Genetics Europe, Niemcy). Analiza wzglgdnej ekspresji walidowanych
DEGs/INcRNAs zostala przeprowadzona w oparciu o metode komparatywng (2744
(LIVAK 1| SCHMITTGEN 2001). Srednia geometryczna wartosci Ct dla obu gendow

referencyjnych postuzyta do normalizacji wynikow badanych transkryptow.

3.3.7. Walidacja zmian w procesie alternatywnego splicingu metoda

tancuchowej reakcji polimerazy (PCR)

Do walidacji zmian w procesie alternatywnego sktadania transkryptow
wykazujacych modyfikacje pod wplywem chemeryny wybrano geny CD44 oraz
SELENOI charakteryzujace si¢ pominigciem eksonu. Reakcje PCR przeprowadzono
w urzadzeniu Labcycler 48 s (Syngen Biotech, Polska) uzywajac StartWarm HS-PCR
Mix (A&A Biotechnology, Polska). W sktad mieszaniny reakcyjnej o koncowej objetosci
25 ul wehodzito: 12.5 pl Hot Start PCR Mix, 200 nM kazdego ze starterow (Sensownego
i antysensownego), woda wolna od RNAaz oraz 20 ng lub 30 ng cDNA dla, odpowiednio,
CD44 i SELENOI. Warunki reakcji oraz sekwencje starterow zostaty opisane w tabeli
(publikacja 1, tabela 1). Produkty reakcji PCR dla genow CD44 i SELENOI analizowano
w 1,5% zelu agarozowym z dodatkiem Midori Green Advance (Nippon Genetics Europe,

Niemcy).

3.4. Okreslenie wptywu chemeryny na profil proteomiczny btony $luzowej macicy
$wini w okresie implantacji

3.4.1. Ekstrakcja biatka z tkanek

Ekstrakcja biatka zostala przeprowadzona poprzez homogenizacje 15-20 mg
tkanki w 150-200 pl buforu lizujacego (30 mM Tris-HCIl (pH=8), 8 M mocznik
I 2% CHAPS). Homogenaty inkubowano na lodzie przez 30 minut, a nast¢pnie wirowano

przez 5 minut (10 000 x g w 4°C). Zawartos$¢ biatka w supernatantach oznaczono metoda
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Bradforda i odczytano z krzywej wzorcowej utworzonej w oparciu o warto$ci absorbancji
znanych rozciefnczen roztworu albuminy surowicy bydlgcej (BSA). Proby

przechowywano w -80°C do momentu wykonania dalszych analiz.

3.4.2. Trawienie biatek

Analize proteomiczng wykonano w  Srodowiskowym Laboratorium
Spektrometrii Mas Instytutu Biochemii i Biofizyki Polskiej Akademii Nauk. Kazdg probe
(kontrola + chemeryna; n=4) oraz standard wewnetrzny w ilo$ci 100 pg rozcienczono
8 M roztworem mocznika w 200 mM buforze wodoroweglanu trietyloamonowego
(TEAB, pH=8,5) do objetosci 200 pul. Mostki cysteinowe zredukowano przez inkubacje
z 20 mM tris(2-karboksyetylo)fosfing (TCEP; 1 godzina w 37°C). Biatka przeniesiono do
filtra Vivacon z odcigciem masy czasteczkowej 30 kDa (Sartorius Stedim, Polska)
i trawiono zgodnie z protokotem Filter-aided sample Preparation (FASP) z niewielkimi
modyfikacjami. Probki wirowano przy 14 500 X g przez 30 min, przemywano 100 pl
roztworem mocznika, nastepnie przeprowadzono 15-minutowgq inkubacje w temperaturze
pokojowej z 50 mM s-metanotiosulfonianem metylu (MMTS). Biatka kolejno przemyto
3-krotnie 8 M buforem mocznikowym i 200 mM TEAB. Po kazdym, pojedynczym
ptukaniu probki wirowano do czasu wysuszenia filtra. Trawienie przeprowadzono przy
uzyciu mieszanki trypsyna/LysC (Promega, USA) w stosunku enzym-biatko 1:25 przez
noc w 37°C. Peptydy eluowano poprzez 2-krotne przemycie 200 mM TEAB i 1-krotne
przemycie 500 mM NaCl. Wysuszone peptydy ponownie zawieszono w 85 pl 200 mM
buforu TEAB i znakowano znacznikami TMT10plex (Thermo Fisher Scientific, USA)
w 41 pl acetonitrylu (ACN) przez 1 godzing na wytrzasarce. Standardy wewnetrzne
zostaly wyznakowane przy uzyciu TMT10-126 Label Reagent. Reakcje zatrzymano
poprzez dodanie 8 pl 5% hydroksyloaminy. Nastgpnie sprawdzono skuteczno$¢
znakowania, a potaczone probki dla kazdego zestawu izobarycznych znacznikéw masy
(ang. tandem mass tag, TMT) zostaly odsolone przy uzyciu dwoch 30 mg kolumn Oasis
HLB (Waters, USA). W skrocie, kolumny wstepnie kondycjonowano w 1 ml metanolu
1 1 ml wody. Po zatadowaniu proby i przeptukaniu 1 ml wody, peptydy wymyto z kolumn
za pomocag 400 pl 80% ACN i 0,1% kwasu mrowkowego (FA). Probki osuszono

1 ponownie zawieszono w 500 pl 10 mM wodorotlenku amonu.
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3.4.3. Frakcjonowanie peptydéw w odwrdconej fazie przy wysokim pH

Peptydy znakowane TMT, frakcjonowano stosujgc chromatografi¢ w wysokim
pH w uktadzie faz odwroconych na kolumnie XBridge Peptide BEH C18 (4,6 x 250 mm,
130 A, 5 um; Waters, USA). Rozdzial prowadzono przy przeplywie 1 ml/min przez
27 minut stosujac system Waters Acquity UPLC H-class. Fazy ruchome sktadaty si¢
z wody (A), ACN (B) i 100 mM roztworu wodorotlenku amonu (C). Procent fazy
C utrzymywano na staltym poziomie 10% w calym gradiencie. Frakcje zbierano co
1 minut¢ poczawszy od trzeciej minuty rozdziatu. Zastosowano nastepujacy gradient
rozpuszczalnika B: 3-5% przez 0,5 min, 5-22% przez 17 min, 22-28% przez 2 minuty,
28-45% przez 1,5 min, 45-90% przez 0,5 min, 90% przez 2,5 min (zatrzymanie
izokratyczne) i koncowe réwnowazenie kolumny przy 3% przez 3 min. Profil elucji
peptydow monitorowano za pomoca detektora UV przy dlugosci fali 214 nm. Frakcje
w ilosci 25 z kazdego zestawu TMT osuszono w koncentratorze prézniowym Speedvac
i przed analizg LC-MS/MS rozpuszczono w 100 ul 0,1% kwasu trifluorooctowego (TFA)
i 2% ACN.

3.4.4. Spektrometria mas

Frakcje analizowano przy uzyciu systemu LC-MS/MS skladajacego si¢
z chromatografu ACQUITY UPLC M-Class System (Waters, USA) bezposrednio
sprzgzonego ze spektrometrem mas QExactive (Thermo Scientific, USA). Peptydy
naniesiono na prekolumne C18 (180 um x 20 mm; Waters, USA) przy uzyciu roztworu
wodnego 0,1% FA jako fazy ruchomej, a nastepnie wykonano rozdziat na kolumnie
nanoAcquity BEH C18 (75 um x 250 mm, 1,7 um; Waters, USA) stosujac gradient ACN
(0-35% ACN w 160 min) w obecnos$ci 0,1% FA przy przeptywie 250 nl/min. Akwizycje
danych przeprowadzono przy uzyciu metody data-dependent z fragmentancjg
12 najbardziej intensywnych jonow prekursorowych (fragmentacja typu CID,
normalizowana energia kolizyjna 27). Pelne skany MS obejmujace zakres 300-1600 m/z
(stosunek masy do tadunku) wykonywano w rozdzielczosci 70 000 przy maksymalnym
czasie zbierania jonow (ang. maximum injection time) 60 ms i wartosci AGC target 1¢e6.
Skany MS2 uzyskano przy maksymalnym czasie zbierania jonow 120 ms i wartosci AGC

target Se5 w rozdzielczosci 35 000. Okienko izolacji jonéw (ang. isolation window)
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zostalo ustawione na 1,2 m/z, a czas wykluczenia jonu z pomiaru (ang. dynamic

exclusion) na 30 sekund.

3.4.5. Analiza danych

Rekalibracje offline oraz identyfikacje peptydéw i bialek przeprowadzono
w pakiecie oprogramowania MaxQuant/Andromeda (wersja 1.6.17.0) (TYANOVA
i in. 2016A) z wykorzystaniem pelnej bazy danych Uniprot dotyczacej Sus scrofa (wersja
2020 10). Wyszukiwanie obejmowato peptydy generowane przez trypsyne i LysC, jako
modyfikacj¢ stalg ustawiono metylotionylacje cystein (Mehylthio), a jako zmienng
— oksydacj¢ metioniny. Oprogramowanie ustawiono na analiz¢ ilosciowa na podstawie
wysokosci jonow reporterowych (ang. reporter MS2 quantification). Wspotczynniki
korekcji TMT 10plex zostaty okreslone dla kazdego zestawu zgodnie z instrukcja
producenta. Statystyczng walidacje danych (FDR) wykonano na podstawie wynikow
uzyskanych z bazy odwrdconej. Zidentyfikowane grupy biatek (ProteinGroups) wraz
z danymi ilosciowymi byly analizowane z uzyciem oprogramowania Perseus (wersja
1.6.13) (TYANOVA i in. 2016B). ldentyfikacje z odwroconej bazy danych oraz
zanieczyszczenia zostaly usunigte. Intensywno$ci jonéw reporterowych TMT
normalizowano metoda Internal Reference Scaling (IRS) (PLUBELL i in. 2017).
Intensywnosci reporterowe zostaty logarytmowane (log2), a nastepnie wykluczono biatka
nie posiadajace co najmniej 3 sygnatéw w przynajmniej 1 grupie analitycznej. Brakujace
wartos$ci zastgpiono danymi z rozktadu normalnego (szerokos$¢ rozktadu 0,3; przesunigcie
1,8) oddzielnie dla kazdej kolumny. Prog istotnosci dla wartos$ci p wynikajacy z testu

t-Studenta wynosit 0,05, a odcigcie krotnosci zmiany wynosito + 1,2.

3.4.6. Analiza funkcjonalna

Analize funkcjonalng biatek o zmienionej ekspresji pod wptywem chemeryny
wykonano przy uzyciu programu g:Profiler (REIMAND i in. 2016) wykorzystujacego bazy
danych GO (ASHBURNER i in. 2000) oraz KEGG (KANEHISA I in. 2017) (p<0,05).
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3.4.7. Walidacja metoda Western blot

W celu walidacji wynikoéw uzyskanych metodg LC-MS/MS, przeprowadzono
analiz¢ Western blot czterech wybranych biatek o ekspresji zmienionej pod wptywem
chemeryny (ang. Interferon Induced Protein With Tetratricopeptide Repeats 5, IFIT5;
ang. Aconitase 1, ACO1; ang. Transforming Growth Factor Beta 1, TGFB1; ang.
Membrane-associated Progesterone Receptor Component 1, PGRMC1). Proby
izolowano przez homogenizacj¢ tkanek w buforze litycznym T-PER Tissue Protein
Extraction Reagent (Thermo Fisher Scientific, USA), wzbogaconym w inhibitory proteaz
(Sigma-Aldrich, USA). Nastepnie, uzyskane lizaty wirowano przez 5 minut w 4°C
(10 000 x g). Analiz¢ Western blot przeprowadzono zgodnie z metodykg opisang przez
SMOLINSKA i in. (2019), z modyfikacjami. Do 40 pg proby biatka dodano bufor
obcigzajacy (100 mM Tris-HCI, 4% SDS, 20% glicerol, 0.2% bi¢kit bromofenolowy, 200
mM ditiotreitol, pH=6,8) i inkubowano przez 3 minuty w 99,9°C. Nastepnie,
przeprowadzono  rozdziat elektroforetyczny = SDS-PAGE w  12,5%  zZelu
poliakrylamidowym. Kolejny etap stanowit transfer rozdzielonych bialek z Zelu na
membrane z polifluorku winylidenu (PVDF) (Roche Diagnostics, Niemcy). W celu
zablokowania miejsc niespecyficznego wigzania przeciwcial, membrany inkubowano
przez 1 godzing w 5% roztworze BSA w TBST w temperaturze pokojowej. Po
wyptukaniu w buforze TBST (3 x 5 minut), membrany inkubowano z odpowiednimi
przeciwciatami pierwszorzedowymi skierowanymi przeciw: IFITS (1:500; ab220954;
Abcam, Wielka Brytania), ACO1 (1:1000; orb330127; Biorbyt, Wielka Brytania),
TGFB1 (1:500; PA1-29032; Thermo Fisher Scientific, USA), PGRMC1 (1:500; sc-
393015; Santa Cruz Biotechnology, USA), oraz aktynie (1:2000; A2066; Sigma-Aldrich,
USA). Biatko aktyny zostalo uzyte jako bialko referencyjne. Po calonocnej inkubacji
w 4°C, membrany wyptukano w buforze TBST (3 X 5 minut), a nastgpnie inkubowano
z przeciwciatami drugorzgdowymi sprz¢zonymi z peroksydaza chrzanowa: kozimi
antykroliczymi (AP156P; Merck Millipore, USA) w celu detekcji IFIT5, ACO1, TGFB1
(1:5000) i aktyny (1:20000) oraz kozimi antymysimi dla PGRMC1 (1:5000; 115-035-
003; Jackson ImmunoResearch, USA) (90 minut, temperatura pokojowa). Na koniec
membrany ponownie ptukano w buforze TBST (3 X 5 minut) i inkubowano z Immobilon
Western Chemiluminescent HRP Substrate (Merck Millipore, USA) zgodnie

z wytycznymi producenta. Immunokompleksy wizualizowano z uzyciem Azure 280
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Imaging System (Azure Biosystems, USA). Wyniki analizowano mierzac ggstos$é
optyczng immunokomplekséw w programie Image Studio Lite v.5.2 (LI-COR, USA).

3.5. Analiza statystyczna

Analiz¢ statystyczng wykonano przy uzyciu programu Statistica (Statsoft Inc.,
USA) wykorzystujac test t-Studenta. Wyniki zostaly przedstawione jako S$rednie
arytmetyczne + btad standardowy sredniej (S.E.M.) z pieciu niezaleznych obserwacji

(n=5). Warto$ci przyjmowano za istotne statystycznie przy p<0,05.

4. Wyniki
4.1. Wplyw chemeryny na profil transkryptomiczny btony §luzowej macicy $wini
w okresie implantacji

4.1.1. Wyniki sekwencjonowania nastepnej generacji

Dane uzyskane w wyniku sekwencjonowania zostaty zdeponowane w bazie
European Nucleotide Archive (https://www.ebi.ac.uk/ena) i posiadajg numer akcesyjny
PRJEB48472. W wyniku sekwencjonowania RNA-seq (5 badanych i 5 kontrolnych
bibliotek) uzyskano tacznie 719 702 896 odczytow ze sparowanymi koncami (publikacja
1, tabela 2). Po wstgpnej obrobcee (dtugos¢ co najmniej 120 pz, wynik jakosci Phred>20)
1 usunigciu sekwencji adaptorowych uzyskano 592 243 736 odczytéw, z ktdrych
529 361 378 zostato zmapowanych do genomu referencyjnego $wini (Sscrofa 11.1.99).
Sredni rozktad procentowy odczytow, uwzgledniajac lokalizacje i strukture genow, byt
nastepujacy: 22,71% odczytow przypisano do regionow kodujacych, 12,66% do
regionéw niepodlegajacych translacji, 38,88% do intronow 1 24,76% do obszarow
miedzygenowych (Publikacja 1, Tabela 2). Ponadto, zidentyfikowano 28 159 TARs. Po
zastosowaniu korekcji ,,batch effect”, przy uzyciu bibliotek DESeq i SVA wykryto 165
TARs o0 zmienionej ekspresji (p<0,05) (publikacja 1, tabela uzupetniajaca S2).
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4.1.2. Wplyw chemeryny na ekspresje gendéw kodujacych funkcjonalne
biatka. Adnotacje funkcjonalne

Wsrod 165 TARs, w  eksperymencie zidentyfikowano 130 DEGs
1 35 niekodujacych transkryptow 0 zmienionej ekspresji. Profile ekspresji wszystkich
DEGs zwizualizowano na rycinie 1 (publikacja 1, rycina 1). Sposrod wszystkich DEGs,
w probach poddawanych dziataniu chemeryny, 58 wykazywato wzrost ekspresji,
natomiast 72 obnizenie ekspresji. Warto$ci zlogarytmowanej krotno$ci zmiany ekspresji
(log2FC) dla DEGs wahaty si¢ od -6,999 (APOBEC2) do 8,399 (GH1) (publikacja 1,
tabela uzupelniajaca S2). Do analizy GO zostalo przypisanych 108 DEGs. Geny
podzielono na trzy gldwne kategorie: funkcje biologiczne (BP), komponenty komorkowe
(CC) i funkcje molekularne (MF). DEGs przypisano do 66 podkategorii znajdujacych si¢
w bazie GO, z czego 50 zostato przypisanych do kategorii BP, 7 do CC i 9 do kategorii
MF (publikacja 1, tabela uzupetniajaca S3).

Najwickszg ilos¢ DEGs z kategorii BP przypisano do podkategorii: ,,pozytywna
regulacja procesow biologicznych” (GO:0048518; 54 DEGS), ,,odpowiedz na stres”
(GO:0006950; 38 DEGS), ,,procesy uktadu odpornosciowego” (GO:0002376; 38 DEGS)
i,,odpowiedz na bodziec zewnetrzny” (GO:0009605; 38 DEGS) (publikacja 1, rycina 2).
Dodatkowo, sposrod podkategorii BP, do ktorych zostaty przypisane DEGS, istotne
biologicznie wydaja sig¢: ,,odpowiedZ obronna” (GO:0006952; 28 DEGS), ,,odpowiedZ na
cytokiny” (G0O:0034097; 16 DEGS), ,,wytwarzanie cytokin” (GO0001816; 14 DEGS)
i,,wrodzona odpowiedz immunologiczna” (GO:0045087; 11 DEGS) (publikacja 1, rycina
3A).

Wigkszo$¢ gendw przyporzadkowanych do kategorii CC zostata przypisana do
podkategorii ,,cytoplazma” (GO:0005737; 63 DEGS) i ,,mitochondrium” (GO:0005739;
19 DEGs). Dodatkowo biatka kodowane przez DEGS zakwalifikowaty si¢ migdzy innymi
jako komponenty komorkowe ,.kompleksu gonadotropiny przysadkowej”, ,,kompleksu
hormonu folikulotropowego” oraz ,,kompleksu lamininy-5 (publikacja 1, rycina 3B).

Podkategorig GO w Kkategorii MF, do ktorej przypisano najwickszg liczb¢ DEGs
byla ,,sygnalizacja wigzania receptora” (G0O:0005102; 110 DEGSs). Co wigcej, wsrod
kategorii MF wyrdézniono geny zwigzane z ,,aktywno$cig hormonu folikulotropowego”
(GO:0016913; 2 DEGS), ,,wigzaniem z receptorem chemokin CXCR3” (G0O:0048248;
3 DEGs) oraz ,,aktywnoscig chemokin” (GO:0008009; 5 DEGS).
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Wzbogacona analiza $ciezek metabolicznych KEGG ujawnita modulacjg
czterech $ciezek sygnatowych aktywowanych przez biatka kodowane przez DEGs
(publikacja 1, tabela uzupehiajgca S3). Analiza KEGG wykazata wplyw chemeryny na
dobrze udokumentowane szlaki, m.in. zaangazowane w ,,Zapalenie watroby typu C”
(KEGG:05160, 7 DEGS) i ,,interakcja receptoréw cytokin” (KEGG: 04060, 9 DEGS)
(publikacja 1, rycina 4).

4.1.3. Identyfikacja oraz analiza ekspresji dtugich nickodujacych RNA

W procedurze identyfikacji INCRNAs wykazano 12 transkryptéw 0 zmienionym
pod wptywem chemeryny profilu ekspresji. Trzy z nich zostaly oznaczone
identyfikatorem genu ENSEMBL, pozostate dziewig¢ INCRNAs posiadalo nieznang
sekwencj¢. Porownujac profile ekspresji, 66 par IncRNAsS-DEGs wykazato wysoki
(ponad 0,8) wspodtczynnik korelacji Pearsona (publikacja 1, tabela uzupelniajaca S4).
Dwa DEGs (NBN, BCS1L) skorelowane z INcRNAS sg zaangazowane w ,,0graniczenie
wzrostu wewnatrzmacicznego” (HP:0001511). Kolejne dwa (ABI3BP, IL7R)
zakwalifikowaty si¢ do kategorii GO ,,odpowiedz obronna” (GO:0006952) i ,,proliferacja
populacji komoérek” (GO:0008283). Wspomniane DEGs miaty podobne profile ekspresji
z tym samym nieznanym IncRNA MSTRG.7893, co sugeruje potencjalng funkcje

regulacyjng tego IncRNA w odpowiedzi na dziatanie chemeryny.

4.1.4. Modyfikacje alternatywnego sktadania transkryptow pod wptywem

chemeryny

W badaniu potwierdzono 386 zrdznicowanych zdarzen alternatywnego
sktadania obejmujacych 321 TARs (publikacja 1, rycina 5). Wykryte zdarzenia
sklasyfikowano jako: A3SS — 42 przypadki, A5SS — 43 przypadki, MXE — 53 przypadki,
Rl — 9 przypadkow i SE — 239 przypadkow. Modyfikacje sktadania transkryptow
zwizualizowano na wykresie (publikacja 1, rycina 5A). Geny NF2 i PDGFB powigzano
z ,,nieprawidtowg aktywnoscig hormonu folikulotropowego” (HP:0030346). Chemeryna
wplyneta na modyfikacje splicingowe w obregbie obu genow. W genie CD44, pod
wplywem chemeryny wystapity 2 zdarzenia splicingowe SE i 3 MXE, ktére miaty

wyzszy procent splicingowej inkluzji na potaczeniu ekson-intron w obrebie transkryptow
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kontrolnych. Wsréd gendéw odgrywajacych istotng rolg w steroidogenezie oraz
odpowiedzi na hormony steroidowe, wykazujacych modyfikacje splicingu pod wptywem
chemeryny, zidentyfikowano CYP1Al, HSD17B7, CYP7ALl i FOXP1. Analiza wykazata,
ze W probach kontrolnych wystepowato wiele alternatywnych form splicingu w regionie
UTR (ekson 1 i intron 1) genu HSD17B7, przy czym proby inkubowane z chemeryna
posiadaty tylko 1 dominujacy wariant tego genu. Analizujac CYP1A1l wykryto
2 alternatywne warianty. W eksonie 2 genu CYP1Al zaobserwowano zdarzenie
splicingowe (A3SS), ktore wydtuza transkrypt 0 dodatkowe 3 nukleotydy kodujace
seryng. Powyzsza modyfikacja byla hamowana pod wpltywem chemeryny, czego
konsekwencja byta krotsza sekwencja kodujaca gen CYP1AL.

4.1.5. Walidacja wynikéw RNA-seq

Do walidacji uzyskanych wynikow RNA-seq wykorzystano osiem DEGs
(prolactin — PRL, glycoprotein hormones alpha polypeptide — CGA, interleukin
7 receptor — IL7R, nicotinamide phosphoribosyltransferase — NAMPT, integrin subunit
beta 8 — ITGA8, follicle stimulating hormone subunit beta — FSHp, growth hormone
1 — GH1, laminin subunit alpha 3 — LAMA3) i pi¢g¢ IncRNAs (MSTRG.15659.1,
MSTRG.22235.1, ENSSSCG00000043763, MSTRG.14190.1, MSTRG.14192.1), ktorych
zmiany w ekspresji okreslono metoda gPCR. W skrawkach blony $luzowej macicy
inkubowanych z chemeryng, ekspresja transkryptow PRL, CGA, IL7R, NAMPT, ITG#8,
FSHpB,  GH1, MSTRG.15659,1, MSTRG.22235.1,  ENSSSCG00000043763,
MSTRG.14190.1 i MSTRG.14192,1 byla podwyzszona, podczas gdy poziom genu
LAMA3 byt obnizony w poréwnaniu do kontroli. Tendencje do modyfikacji
alternatywnego splicingu pomiedzy grupami w obrebie CD44 i SELENOI zostaty
potwierdzone metodg PCR. Chemeryna powodowata czestsze wystepowanie modyfikacji
SE w zakresie CD44. Odwrotny efekt zostal zaobserwowany w przypadku genu
SELENOI, gdzie zjawisko pominigcia eksonu wystepowato tylko w transkryptach
pochodzacych z prob kontrolnych. Wzorce ekspresji wybranych DEGS, INCRNAS
I modyfikacji alternatywnego splicingu byly zgodne z wynikami uzyskanymi metoda
RNA-Seq (publikacja 1, ryciny 5B, 6 i 7). Wyniki walidacji potwierdzily prawidlowos¢

i doktadno$¢ metody wysokoprzepustowej zastosowanej w niniejszym badaniu.
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4.2. Wplyw chemeryny na profil proteomiczny blony S$luzowej macicy $wini
w okresie implantacji

4.2.1. Biatka regulowane przez chemeryne

Dane uzyskane dzigki analizie LC-MS/MS zostaly zdeponowane w bazie
PRIDE (PEREZ-RIVEROL i in. 2022) pod numerem dostepowym PXD031795. W badaniu
zidentyfikowano catkowitg liczbg 1499 bialek (publikacja 2, tabela uzupeiniajaca S1). Po
wzglednej ocenie ilosciowej, do wynikow zastosowano filtry (odcigcie krotnosci zmiany
1,2 1 p<0,05) w wyniku czego uzyskano ostateczng liste 352 biatek regulowanych przez
chemeryne (ang. differetially regulated proteins, DRPs). DRPs zwizualizowano na
wykresie (publikacja 2, rycina 1). Sposréd wszystkich zidentyfikowanych DRPs, 164
zwigkszylto, natomiast 188 zmniejszyto swdj poziom (publikacja 2, tabela uzupetiajaca
S2). Wartosci krotnosci zmian dla DRPs wahaty si¢ od -2,16 (SCD5) do 3,01 (HLA-
DQB1).

4.2.2. Adnotacje funkcjonalne

Aby odkry¢ mozliwe funkcje 352 oznaczonych DRPs zidentyfikowanych
w skrawkach blony §luzowej $win inkubowanych w obecnosci chemeryny, biatka
podzielono na trzy gtowne kategorie: BP, CC i MF (publikacja 2, tabela uzupehiajaca
S3). DRPs przypisano do 47 podkategorii z bazy GO (p<0,05). W obrebie tych
podkategorii, 24 DRPs przypisano do kategorii BP, 14 do CC, a 9 do kategorii MF
(publikacja 2, rycina 2).

Wigkszos¢ DRPs z kategorii BP przypisano do podkategorii ,,ruchliwos¢
komoérek” (GO:0048870; 43 DRPS), ,lokalizacja komoérki” (GO:0051674; 43 DRPS),
,migracja komorek” (GO:0016477; 42 DRPS) oraz ,proces metabolizmu kwasu
karboksylowego” (GO:0019752; 29 DRPs). W kategorii BP istotne biologicznie wydaja
si¢ DRPs przypisane do podkategorii: ,,adhezja komorkowa leukocytow” (GO:0007159;
11 DRPs), ,regulacja migracji komorek” (GO:0030334; 23 DRPS) 1 ,regulacja
proliferacji limfocytow T (GO:0042129; 6 DRPS) (publikacja 2, rycina 3).

Wigkszos¢ biatek w kategorii CC zostala przypisana do podkategorii
»polaczenia komorkowe” (GO:0030054; 44 DRPS) i ,potaczenie przylegania”
(GO:0070161; 31 DRPs). Co wiecej, ujawnione biatka byly komponentami
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komoérkowymi zwigzanymi miedzy innymi z ,,potaczeniami komoérka-komoérka™ oraz

,,cytoszkieletem”.

Najwickszg ilos¢ DRPs w kategorii MF przypisano do podkategorii ,,wigzanie
identycznych biatek” (GO:0042802; 59 DRPs). Kategoria MF obejmowala rowniez
DRPs przypisane do podkategorii: ,,wigzanie fosfolipidow” (GO:0005543; 19 DRPS),
,Wigzanie kompleksu zawierajgcego biatko” (GO:0044877; 15 DRPS) i ,.strukturalny
sktadnik cytoszkieletu” (GO:0005200; 5 DRPS).

Analiza KEGG wykazata aktywacje dwoch Sciezek sygnatowych, w ktorych
biorg udziat zidentyfikowane DRPs. Ujawnione DRPs byly zwigzane ze szlakami:
,kardiomiopatia przerostowa” (KEGG:05410; 9 DRPS) i ,,kardiomiopatia rozstrzeniowa”
(KEGG:05414; 6 DRPs), ktére byty modulowane pod wptywem chemeryny.

4.2.3.  Walidacja wynikoéw LC-MS/MS

Aby zweryfikowaé¢ wyniki otrzymane metodg LC-MS/MS, do analizy Western
blot wybrano cztery DRPs. Wykazano, ze pod wptywem chemeryny w btonie §luzowej
macicy poziom biatka IFITS i TGFBl byl podwyzszony. Dodatkowo, chemeryna
obnizata ekspresje biatka ACO1 i PGRMC1 (p<0,05). Profile ekspresji wybranych DRPs
byly zgodne z wynikami uzyskanymi metoda LC-MS/MS (publikacja 2, rycina 4).
Walidacja wynikow potwierdzita prawidtowos$¢ 1 doktadnos¢ zastosowanej w niniejszym

badaniu metody LC-MS/MS.
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5. Ograniczenia badan

Do ograniczen przeprowadzonego eksperymentu nalezy zaliczy¢ fakt, iz badanie
zostato przeprowadzone na skrawkach btony sluzowej macicy swini w 15-16 dniu cigzy.
W zwigzku z tym, wnioski ptyngce z uzyskanych wynikow sg ograniczone i mozna je
odnie$¢ wylgcznie do warunkéw hodowli in vitro. Nie ma pewnosci, ze te same wnioski
mozna bytoby sformutowa¢ po wykonaniu eksperymentu z wykorzystaniem chemeryny
w naturalnych warunkach na zywym organizmie $wini. Wykorzystany model
eksperymentalny nie odwzorowuje w petni $rodowiska panujacego w macicy, m.in.
wzajemnych interakcji roznych typoéw komorek btony $luzowej oraz warstw komorek
migsniowych. Warto zaznaczy¢, ze na regulacje funkcjonowania komoérek macicy maja
wplyw takze lokalnie dzialajace molekuty, takie jak: progesteron, estrogeny,
prostaglandyny, interleukiny, interferony czy czynniki wzrostu. W przypadku ciazy,
nalezy bra¢ rowniez pod uwage wystepowanie swoistych sygnatéw molekularnych
wysylanych przez zarodki kontaktujace si¢ z organizmem matczynym. Dlatego tez nie
mozna przewidywaé jednakowych rezultatow w przypadku przeprowadzenia badan
in vivo. Hodowle tkankowe sg modelem badawczym, ktory stanowi pewien kompromis
pomiedzy hodowlami komérkowymi a warunkami naturalnymi, poniewaz uwzglednia
mieszaning réznych typow komorek, ktore fizjologicznie wystepuja w blonie Sluzowej
macicy. Niemniej jednak, uzyskane w warunkach in vitro wyniki nalezatoby w dalszej
kolejnosci potwierdzi¢ w badaniach in vivo.

Analizujac wyniki uzyskane w obu pracach wchodzacych w sktad rozprawy
doktorskiej mozna zaobserwowac niespdjnos$¢ pomigdzy poziomem ekspresji genéw oraz
bialek wykazujacych zmiany pod wplywem chemeryny. Roznice w poziomie
transkryptow 1 odpowiadajacych im biatek sg czesto obserwowanym zjawiskiem 1 moga
by¢ skutkiem wielu skomplikowanych procesow regulacyjnych. SCHWANHAUSSER 1| in.
(2011) stwierdzili, ze roznice w ekspresji genéw u ssakow odpowiadaja tylko za 40%
roznic w koncentracji bialek, a wspdlczynnik determinacji (R?) miedzy zawartoscig
mRNA i biatka wynosi jedynie 0,41. Autorzy sugeruja, ze ekspresja biatek moze by¢
regulowana gléwnie przez wydajnos¢ translacji. Przedstawiony mechanizm moze by¢
korzystny dla metabolizmu komorki ze wzglgdu na oszczgdnos$¢ substratow do syntezy
biatek oraz minimalizacje¢ wydatku energetycznego zwigzanego z procesem translacji.

Rozbieznosci migdzy ekspresja genéw 1 biatek mogg réwniez wynika¢ z rdznic
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w stabilnosci transkryptow i bialek, regulacji transkrypcyjnej i potranskrypcyjne;j,
zahamowania procesOw potranskrypcyjnych poprzez wysoka zawartos¢ mRNA lub
obnizenie poziomu ekspresji genow z powodu wysokiego stezenia biatka. Znane jest
réwniez zjawisko degradacji mRNA indukowanej przez miRNA (Liu 2008; DE SOUSA
ABREU 1 in. 2009; GRY i in. 2009). W zwiazku z powyzszym, fakt pojawienia si¢
okreslonego transkryptu nie odzwierciedla obecnosci kodowanego przez niego biatka
a jest jedynie wskaznikiem, ktory determinuje zdolnos¢ komorki do produkcji

odpowiedniego bialka.
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6. Podsumowanie i wnioski

Przeprowadzone badania umozliwily realizacje¢ postawionych celow pracy oraz
poszerzyly dotychczasowa wiedz¢ na temat fizjologicznej roli chemeryny w blonie
Sluzowej $win w okresie implantacji. Dzieki sekwencjonowaniu nastepnej generacji
RNA-seq oraz zastosowaniu narzedzi bioinformatycznych zbadano ekspresje genow oraz
charakterystyke transkryptéw genomu blony §luzowej macicy §wini poddanej dziataniu
chemeryny. Uzyskane wyniki dostarczyly informacji na temat zmian w transkryptomie
komorek pod wplywem chemeryny, w tym dotyczacych regulacji ekspresji genow,
dhugich niekodujacych RNA oraz procesu alternatywnego splicingu. Z wykorzystaniem
metody chromatografii cieczowej sprzezonej z tandemowsa spektrometria mas Oraz
zastosowaniu narz¢dzi bioinformatycznych wykazano wplyw chemeryny na profil
proteomiczny btony §luzowej macicy $wini podczas implantacji. Szczegdtowa dyskusje

uzyskanych wynikow przedstawiono w publikacji 11 2.
Na podstawie uzyskanych wynikow sformutowano nastepujace wnioski:

1) Chemeryna wptywa na profil transkryptomiczny i proteomiczny btony sluzowej
macicy swini, kontrolujac ekspresj¢ wielu genoéw i biatek kluczowych w procesie
implantacji. Chemeryna bierze udziat w kontroli migracji i adhezji komorek,
angiogenezy, odpowiedzi immunologicznnej, steroidogenezy oraz wrazliwosci
tkanki na progesteron. Ponadto wydaje si¢, ze chemeryna moze by¢ waznym
czynnikiem zwigzanym z dysfunkcja komorek srodblonka w patogenezie stanu

przedrzucawkowego.

2) W swietle przedstawionych wynikow sugeruje si¢, ze chemeryna jest waznym
ognhiwem hormonalnym faczacym procesy metaboliczne, odpornosciowe
I rozrodcze zachodzace w blonie Sluzowej §wini w okresie implantacji. Jednak
doktadny mechanizm dziatania chemeryny w uktadzie rozrodczym samicy

wymaga dalszych, szczegdtowych badan molekularnych.
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