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STRESZCZENIE

Macica jest wyspecjalizowanym organem zdolnym do stworzenia optymalnych warunkow
do implantacji zarodka, a nastgpnie jego rozwoju. Aby wilasciwie przygotowac si¢ do tej
funkcji, btona $luzowa podlega cyklicznym strukturalnym przemianom podczas kazdego
cyklu plciowego. Prawidlowy przebieg cyklu menstruacyjnego lub rujowego zalezy w duze;j
mierze od zdolnos$ci macicy do rozpoznawania i eliminowania infekcji bakteryjnych
prowadzacych do stanu zapalnego. Czeste infekcje bakteryjne inicjujace ostry lub przewlekly
stan zapalny w uktadzie rozrodczym, u ré6znych gatunkow, przyczyniaja si¢ do powstawania
polipéw endometrium, poronien i nieprawidlowosci w tworzeniu tozyska, czy nawet
bezptodnosci. Zapalenie btony S$luzowej macicy u zwierzat gospodarskich jest jedna
z najczestszych chorob stanowigcych wyzwanie dla medycyny weterynaryjnej. Aktualne
badania sugeruja pilng potrzebe opracowania nowych metod leczenia przewleklego stanu
zapalnego w celu poprawy wydajnos$ci reprodukcyjnej stada 1 ogdlnego dobrostanu zwierzat.
W ostatnich latach, naukowcy poswiecaja wiele uwagi badaniom dotyczacym wyjasnieniu
roli receptoréw jadrowych aktywowanych przez proliferatory peroksysomow (PPAR)
w regulacji procesow zapalnych. Uwaza si¢, ze PPARy wykazuja wlasciwosci
przeciwzapalne, jednak dziatanie to nie zostato do tej pory opisane w uktadzie rozrodczym.

W zwiazku z powyzszym, celem niniejszej rozprawy doktorskiej byto okreslenie
wplywu ligandow PPARy — syntetycznego agonisty (pioglitazonu), naturalnego agonisty
(prostaglandyny J,, PGJ,) oraz selektywnego antagonisty (T0070907) na profil
transkryptomiczny blony $luzowej macicy §wini z indukowanym przez lipopolisacharyd
(LPS) stanem zapalnym w warunkach in vitro z wykorzystaniem wysokoprzepustowe;j
metody RNA-Seq. Ponadto, przy uzyciu metody Real-time PCR oraz ELISA okreslono
ekspresj¢ gtownych pro- i przeciwzapalnych mediatorow stanu zapalnego w dwoch uktadach
doswiadczalnych — rozwijajacym si¢ oraz trwajacym stanie zapalnym.

Uzyskane wyniki badah wykazaly, ze LPS podczas badanych faz cyklu rujowego
zwigksza  ekspresj¢  markerow  prozapalnych. Ponadto, przy uzyciu analiz
bioinformatycznych, okreslono S$ciezki sygnatowe, w ktorych dzialanie zaangaZzowane
sa geny o zmienionej pod wptywem LPS ekspresji. Wykazano réwniez wptyw LPS na proces
alternatywnego skfadania gendéw kluczowych dla prawidtowego funkcjonowania ukladu
rozrodczego. Ponadto stwierdzono, ze zablokowanie receptora PPARy podczas fazy
srodkowo-lutealnej, zwigkszylo liczbe gendw o zmienionej ekspresji. Geny te byty
zaangazowane gtownie w odpowiedz immunologiczng o profilu prozapalnym oraz proces
chemotaksji granulocytow. Z kolei, podczas fazy pecherzykowej cyklu rujowego wykazano

zalezno$¢ miedzy ligandami PPARy a ekspresja genéw zaangazowanych w odpowiedz
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na uszkodzenia DNA. Ponadto odnotowano, ze modulacyjna rola agonistow PPARY w blonie
sluzowej macicy $wini podczas procesu zapalnego zalezy w wigkszym stopniu od fazy cyklu
rujowego niz od uktadu doswiadczalnego (rozwijajacy si¢ 1 trwajacy stan zapalny).

Wyniki przeprowadzonych badan, po raz pierwszy, w sposoéb kompleksowy
opisuja wptyw ligandow PPARy na odpowiedZ immunologiczng w blonie $luzowej
macicy $wini podczas indukowanego in vitro stanu zapalnego. Wykazano istotng role
PPARYy w regulacji stanu zapalnego w blonie §luzowej macicy podczas fazy srodkowo-
lutealnej oraz pecherzykowej cyklu rujowego. Oprocz przeciwzapalnych wiasciwosci
badania wykazaly, ze pioglitazon, reguluje ekspresj¢ gendéw zaangazowanych
w mechanizmy naprawcze DNA, w tym aktywacj¢ punktu kontrolnego, ktory zatrzymuje

cykl komérkowy w momencie pojawienia si¢ nieprawidtowosci.
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ABSTRACT

The uterus is a specialized organ that creates optimal conditions for embryo implantation
and subsequent development. To prepare for this function, the endometrium undergoes
cyclical structural changes during each sexual cycle. The proper progression
of the menstrual or estrous cycle depends largely on the ability of the uterus to recognize
and eliminate bacterial infections that lead to inflammation. Frequent bacterial infections
that cause acute or chronic inflammation in the reproductive system contribute
to the formation of endometrial polyps, miscarriages, and abnormalities in placental
formation or even infertility in various species. Endometritis in livestock is one
of the most common diseases challenging veterinary medicine. Recent research suggests
that there is an urgent need for new treatments for chronic inflammation to improve herd
reproductive performance and overall animal welfare. In recent years, the role of PPAR
in regulating inflammatory processes has become a particularly interesting research topic.
It is believed that PPARY has an anti-inflammatory effect. However, to date, such studies
have not been performed on the endometrium.

Therefore, the aim of this dissertation was to determine the effect of PPARy
ligands — a synthetic agonist (pioglitazone), a natural agonist (prostaglandin J2, PGJ»),
and a selective antagonist (T0070907) — on the transcriptomic profile of porcine
endometrium during in vitro induced inflammation by lipopolysaccharide (LPS) using
the high-throughput RNA-Seq method. In addition, Real-time PCR and ELISA methods
were used to determine the expression of pro- and anti-inflammatory mediators
in two experimental systems — developing and ongoing inflammation.

The obtained results showed that LPS increased the expression
of pro-inflammatory markers during the studied phases of the estrous cycle. In addition,
bioinformatic analyzes determined signaling pathways involving genes whose expression
was altered under the influence of LPS. The effect of LPS on the process of alternative
splicing of genes critical for the proper functioning of the reproductive system was also
demonstrated. In addition, blocking the PPARy receptor during the mid-luteal phase
it was shown to affect the largest number of genes with altered expression. These genes
were mainly involved in the immune response with a pro-inflammatory profile
and the process of granulocyte chemotaxis. In turn, in the follicular phase of the estrous
cycle, an association between PPARy ligands and the expression of genes involved

in the DNA damage response was demonstrated. In addition, the modulatory role
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of PPARY agonists in porcine endometrium during the inflammatory process was reported
to be more dependent on the estrous cycle phase than on the experimental system
(developing and ongoing inflammation).

The results of this study comprehensively describe for the first time the effect
of PPARy-ligands on the immune response in porcine endometrium during in vitro
induced inflammation. The important role of the PPARy receptor in regulating
inflammation in the endometrium during the mid-luteal and follicular phases of the
estrous cycle was demonstrated. In addition to its anti-inflammatory properties, studies
have shown that pioglitazone regulates the expression of genes involved in DNA repair
mechanisms, including checkpoint activation, which halts cell cycle progression when

abnormalities occur in the genome.
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1. Wstep

Rozmnazanie jest podstawowym procesem biologicznym, ktory odgrywa kluczowa role
w przetrwaniu 1 kontynuacji gatunkéw. Sukces reprodukcyjny zalezy od wielu
czynnikdw, wymaga integracji proceséw fizjologicznych 1 molekularnych oraz
zapewnienia optymalnego dla nich srodowiska. W tym celu Zenski uktad rozrodczy ulega
cyklicznym przemianom, w gléwnej mierze zachodzacym w blonie $luzowej macicy,
przygotowujacym organizm do implantacji i inicjacji ciazy.

Blona $luzowa macicy, zwana réwniez endometrium, jest wyspecjalizowanym
nabtonkiem wyscielajacym wnetrze jamy macicy ssakoéw, w tym ludzi i zwierzat
hodowlanych.  Endometrium  podlega  cyklicznym  zmianom  strukturalnym
i funkcjonalnym podczas cyklu menstruacyjnego u kobiet lub rujowego u zwierzat,
zapewniajac optymalne warunki dla implantacji zarodka, rozwoju ptodu oraz utrzymania
cigzy (Fazleabas i1 Strakova, 2002). W przypadku gdy nie dojdzie do implantacji, blona
$luzowa macicy ulega ztuszczeniu i wydaleniu z organizmu. Nast¢pnie, endometrium
ulega odbudowie w celu przygotowania macicy do ewentualnego przyjecia zarodka
w kolejnym cyklu. Dynamiczny charakter tych proceséw jest precyzyjnie regulowany
przez jajnikowe hormony steroidowe, mechanizmy molekularne oraz interakcje
z komoérkami immunologicznymi. Brak rownowagi w $rodowisku wewnatrzmacicznym
przyczynia si¢ do zaburzen plodno$ci stanowigcych rosnacy problem zaréwno u ludzi jak
1 zwierzat. Jedng z gtéwnych przyczyn zaburzajacych funkcjonowanie zeniskiego uktadu

rozrodczego jest stan zapalny.

Stan zapalny blony sluzowej macicy

Stan zapalny jest naturalng reakcja obronng organizmu w odpowiedzi na szkodliwe
czynniki takie jak m. in. zakazenie bakteryjne. Podczas fazy ostrej, stan zapalny jest
krotkotrwaty 1 niezbgedny do wusunigcia patogenow. Jednakze, niekontrolowany,
przedluzajacy si¢ stan zapalny zmienia si¢ w stan chroniczny i moze prowadzi¢
do powaznych konsekwencji zdrowotnych takich jak uszkodzenia tkanek czy dysfunkcje
organé6w (Schmid-Schénbein, 2006). Odpowiedz zapalna w obrebie btony Sluzowej
macicy najczesciej zwigzana jest z obecnoscig lipopolisacharydu (LPS) — endotoksyny
stanowigce] sktadnik zewngtrznej blony komodrkowej bakterii Gram-ujemnych
np. Escherichia coli (E. coli) (Herath i wsp., 2006). Dzialanie LPS na organizm

rozpoczyna si¢ wigzaniem z LBP (ang. [lipopolysaccharide binding protein)
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1 rozpoznaniem endotoksyny przez receptor TLR4 (ang. toll-like receptor 4),
co w konsekwencji prowadzi do inicjacji wewnatrzkomorkowych kaskad stymulujacych
wrodzona odpowiedz immunologiczng poprzez indukcje syntezy czasteczek
chemotaktycznych i cytokin prozapalnych, takich jak m. in. interleukina-18 (IL-1p),
IL-6 i czynnik martwicy nowotworu-a (TNF-a) (Ciesielska i wsp., 2021). LPS wptywa
ponadto na zwigkszone wydzielanie przez komorki reaktywnych form tlenu (RFT),
reaktywnych form azotu (RFA) oraz tlenku azotu (NO). Powstajacy stres oksydacyjny
powoduje uszkodzenie réznych biomolekul, w tym bialek, kwaséw nukleinowych,
weglowodanéw i1 lipidéw (Palmai-Pallag i Bachrati, 2014). Nalezy podkresli¢ rowniez
fakt, ze podatno$¢ blony §luzowej macicy na zakazenia bakteryjne zalezna jest od profilu
hormonalnego organizmu specyficznego dla fazy cyklu rujowego. Okresem
o najwigkszej wrazliwosci endometrium na zakazania jest faza §rodkowo-lutealna, ktora
charakteryzuje si¢ wysokim st¢zeniem progesteronu (P4), hormonu o witasciwos$ciach
immunosupresyjnych (Cui i wsp., 2020).

Zapalenie blony $luzowej macicy, okreslane réwniez jako endometritis, jest
powszechng i1 czgsta chorobg uktadu rozrodczego u $win. Towarzyszacy temu stan
zapalny moze przyczynia¢ si¢ do zaburzen w przebiegu rui, tworzeniu si¢ polipow
w blonie §luzowej macicy, poronien oraz bezptodnosci (Drizi i wsp., 2020). Za gléwna
1 najczestsza przyczyne endometritis uwaza si¢ zakazenia powodowane przez E. coli.
Biorac pod uwage fakt, ze hodowla trzody chlewnej jest jedna z najwigkszych gatezi
przemyshu rolniczego, usuwanie ze stada zwierzat z problemami rozrodczymi
spowodowanymi stanem zapalnym, powoduje ogromne straty ekonomiczne (Grahofer
1 wsp., 2020). Brak efektywnego leczenia chorob zapalnych w obregbie ukladu
rozrodczego samic stanowi wyzwanie dla medycyny weterynaryjnej i okresla pilng
potrzebg opracowania skutecznej terapii.

Przewlekle zapalenie btony $luzowej macicy jest rowniez czestym problemem
wplywajacym na plodnos¢ u kobiet. Przeprowadzone badania wykazaly, ze czestosé
wystepowania przewlektego endometritis wynosi 24,4% w populacji ogoélnej (Song
1 wsp., 2018). Ponadto wykazano, ze endometritis wyst¢epuje u okoto 41% kobiet
Z powtarzajacymi si¢ niepowodzeniami implantacji (Song i wsp., 2018). Chroniczny stan
zapalny w endometrium zwigksza rowniez ryzyko powiktan podczas cigzy, w tym utraty
cigzy (okoto 30% wiecej poronien u pacjentek z endometritis) (Morimune i wsp., 2021),
1 wystepuje u 24-56% kobiet z nawracajacymi poronieniami (Bouet i wsp., 2016; Kuroda

1 wsp., 2021; McQueen 1 wsp., 2015). Tak jak w przypadku $win, gtéwna przyczyna
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endometritis rowniez u kobiet jest zakazenie bakteryjne spowodowane w duzej mierze
E. coli (Puente i wsp. 2020). Badania wykazaty, ze LPS indukuje ekspresj¢ czasteczek
prozapalnych w komorkach endometrium, ktore nasilaja naciek komorek
plazmatycznych do zr¢gbu blony $luzowej macicy (Kitaya i Yasuo, 2010). Odkrycia
te sugeruja, ze stan zapalny w jamie macicy wyzwala reakcje immunologiczne nietypowe
dla ludzkiego endometrium, ktére zmieniaja mikrosrodowisko macicy zaburzajac

prawidlowe funkcjonowanie uktadu rozrodczego.

Swinia domowa jako organizm modelowy

Swinia domowa (Sus scrofa domestica) zyskala uznanie jako organizm modelowy
ze wzgledu na podobienstwo anatomiczne, fizjologiczne i genetyczne do cztowieka,
dlatego jest obecnie wykorzystywana w wielu badaniach biomedycznych, w tym
dotyczacych uktadu rozrodczego (Lorenzen i wsp., 2015). Na uwage zastuguje rowniez
znaczenie tego modelu w konteks$cie badan mechanizméw odpowiedzi immunologiczne;j
w ukladzie rozrodczym. Analizy wykazatly, ze uktad odporno$ciowy $wini jest podobny
do ludzkiego w ponad 80%, w przeciwienstwie do czgsto wykorzystywanego modelu
jakim jest mysz, u ktoérej podobienstwo wynosi tylko ok. 10% (Dawson, 2012).
OdpowiedZ immunologiczna w obrebie uktadu rozrodczego obejmuja czynniki wrodzone
takie jak bariery blonowe, zwigzki przeciwdrobnoustrojowe i cytokiny wytwarzane przez
komorki nabtonkowe oraz komoérki immunologiczne (Mair i wsp., 2014). Wszystkie
elementy odpowiedzi immunologicznej sa regulowane przez progesteron i estradiol,
a zatem ich aktywno$¢ zmienia si¢ w zaleznosci od fazy cyklu menstruacyjnego lub
rujowego (Hickey i wsp., 2011). Biorac pod uwage, ze profile hormonalne u obu
gatunkow sg podobne, wyniki uzyskane na modelu zwierzgcym stanowia cenne zrodto

wiedzy o procesach zachodzacych u kobiet (Lorenzen i wsp., 2015).

Receptory aktywowane przez proliferatory peroksysomow

Receptory aktywowane przez proliferatory peroksysomow (PPAR) odkryte w 1990 r.
nalezg do rodziny receptoréw jadrowych i pelnig role czynnikdéw transkrypcyjnych
regulujacych ekspresje genéw docelowych (Issemann i Green, 1990). Mechanizm
dziatania PPAR polega na wigzaniu si¢ receptora ze specyficznym ligandem, a naste¢pnie
taczeniu si¢ z receptorem retinoidu X (RXR), co okres§lane jest mianem

heterodimeryzacji. Tak powstaly heterodimer wiaze si¢ z elementem odpowiedzi
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proliferatoréw peroksysomow (PPRE), specyficznym miejscem na nici DNA, regulujac
transkrypcje docelowych gendéw (Chan i Wells, 2009).

Do tej pory zidentyfikowano trzy izoformy receptora PPAR — PPARa, PPARP/6
1 PPARYy. Izoformy te, pomimo wysokiego stopnia homologii, wykazuja zré6znicowang
dystrybucje tkankowa oraz wlasciwosci wigzania liganda, pelnig rowniez troche
odmienne funkcje w organizmie (Cheng i wsp., 2019). Wszystkie jednak izoformy PPAR
biorag udzial w regulacji metabolizmu, homeostazy energetycznej oraz rozwoju
iréznicowaniu komorek. Wczesniejsze badania Zespolu wykazaty, ze wszystkie
izoformy ulegaja ekspresji w btonie $luzowej macicy $§wini podczas cyklu rujowego oraz
wczesne] cigzy. Najwieksza ekspresji PPARa  stwierdzono w hepatocytach,
kardiomiocytach, enterocytach, komoérkach kanalikow proksymalnych nerki, jak rowniez
w tkankach bioragcych udziat w zwigkszonym utlenianiu kwaséw tluszczowych takich jak
watroba, mig$nie szkieletowe czy serce (Bogacka i Bogacki, 2011). Gléwna funkcja
PPARa jest udzial w kontrolowaniu metabolizmu lipidow, a ligandy tej izoformy
sa stosowane w leczeniu dyslipidemii ze wzgledu na obnizanie poziomu triglicerydow
w osoczu i zwigkszanie stezenia cholesterolu HDL (Mirza i wsp., 2019). PPARB/S ulega
ekspresji we wszystkich komoérkach, przy czym w najwigkszym stopniu w mig$niach
szkieletowych 1 makrofagach. Jego aktywacja prowadzi do poprawy wrazliwos$ci
na insuling, zmniejszenia aktywnosci lipazy lipoproteinowej oraz hamowania st¢zenia
lipoprotein o matej gegstosci (Mirza i wsp., 2019). Ponadto bierze udzial procesie gojenia
si¢ ran, réznicowaniu keratynocytow i angiogenezie (Hamblin 1 wsp., 2009). Najlepiej
zbadang typem receptora PPAR jest izoforma gamma. Biologiczne funkcje PPARYy sa
ztozone 1 réznorodne 1 obejmujg udziat w: regulacji metabolizmu lipidow
1 weglowodandéw, hamowaniu stanu zapalnego, indukowaniu réznicowania i apoptozy
komoérek nowotworowych, hamowaniu procesu angiogenezy guza, przeciwdziataniu
zwtoknienia 1 miazdzycy tetnic, zmniejszaniu zawartosci ttuszczu we krwi i ci$nienia
krwi, poprawie niewydolno$ci serca i przebudowie komor (Cheng i wsp., 2019;
Hallenborg i wsp., 2016; Montaigne i wsp., 2021). W ostatnich latach PPARy stat

si¢ rowniez przedmiotem intensywnych badan w kierunku dziatania przeciwzapalnego.
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Receptory aktywowane przez proliferatory peroksysomow gamma w regulacji stanu

zapalnego

Badania wykazaly, ze aktywacja PPARy prowadzi do modulacji odpowiedzi
immunologicznej poprzez hamowanie ekspresji cytokin prozapalnych, regulacje
aktywno$ci makrofagdéw, limfocytow B i T oraz kontrole proceséw metabolicznych
zwigzanych ze stanem zapalnym. Badania na zwierz¢cych modelach stanu zapalnego,
glownie na gryzoniach, wykazaly ze ligandy PPARy hamuja syntez¢ cytokin
prozapalnych, takich jak IL-18, IL-6, TNF-a czy TGF poprzez hamowanie aktywnosci
jadrowego czynnika kappa B (NF-kB), kluczowego czynnika transkrypcyjnego, ktory
reguluje ekspresje¢ wymienionych cytokin (Martin, 2009). Ponadto wykazano,
ze aktywacja PPARY indukuje zmiang fenotypowa makrofagow z M1 na M2 w miejscach
objetych stanem zapalnym, prowadzac do zmniejszonego wydzielania cytokin
prozapalnych i migracji limfocytow (Abdalla i wsp., 2020). Nalezy podkresli¢ rowniez
fakt, ze ligandy PPARy biora udzial w regulacji stresu oksydacyjnego, procesu
wspotistniejacego ze stanem zapalnym. Wzmagaja one odpowiedZz antyoksydacyjng
poprzez stymulacje peroksydazy glutationowej 3 (GPx3), dysmutazy ponadtlenkowe;j
(SOD), glikoproteiny ptytkowej (CD36) oraz syntazy tlenku s$rodbtonka (eNOS).
Rownolegle, ligandy PPARy moga obniza¢ odpowiedz prooksydacyjna poprzez
hamowanie cyklooksygenazy-2 (COX2) i syntazy tlenku azotu (iNOS) (Vallée
1 Lecarpentier, 2018). Pomimo badan prowadzonych na wielu tkankach w organizmie,
nadal brakuje informacji na temat udziatu ligandéw PPARy w regulacji stanu zapalnego
w btonie sluzowej macicy. Wykazano, ze profil ekspresji wszystkich izoform PPAR ulega
zwigkszeniu w endometrium krowy pod wptywem LPS w badaniach in vitro jak rowniez
po podaniu in vivo domacicznie E. coli (Socha 1 wsp., 2018). Ponadto wykazano
przeciwzapalny wptyw ligandow PPARY na ekspresj¢ wybranych czynnikow zapalnych
w ludzkich komoérkach zr¢bu endometrium stymulowanych in vitro LPS lub komoérkach
pozyskanych od kobiet z endometrioza (Sharma i wsp., 2011). Wczedniejsze badania
Zespotu wykazaty natomiast, ze ligandy PPARY reguluja ekspresje roznych cytokin
tj. IL-1B, IL-4, IL-6, IL-8, IL-10, LIF oraz mediatora prozapalnego (NF-kB) w btonie
$luzowej macicy $wini podczas cyklu rujowego oraz wczesnej cigzy w warunkach

fizjologicznych (Kunicka i wsp., 2019).
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Ligandy receptorow aktywowanych przez proliferatory peroksysomow gamma

Ze wzgledu na znaczacg role¢ PPARy w patofizjologii, identyfikacja agonistow PPARYy
stala si¢ celem wielu prac rozwojowych nad lekami. Obecnie znane s3 zwiazki
aktywujace PPARy, zardwno naturalne jak i syntetyczne. Do grupy syntetycznych
agonistow PPARYy naleza niesteroidowe leki przeciwzapalne (NLPZ) takie jak
indometacyna, ibuprofen, fenoprofen czy kwas flufenamowy (Sertznig i wsp., 2007).
Leki te, wykazuja dziatanie przeciwzapalne, przeciwgoraczkowe i przeciwbolowe,
dzialajac poprzez hamowanie cyklooksygenaz. Wykazano, ze NLPZ aktywuja PPARy
w sposob zalezny od st¢zenia, jednak mechanizm dziatania nie zostat dotychczas w petni
poznany (Ciavarella i wsp., 2020).

Do najbardziej znanych syntetycznych ligandow PPARy, o wigkszym
powinowactwie do receptora niz NLPZ, nalezg tiazolidinediony (TZD) m. in. troglitazon,
rozyglitazon, pioglitazon czy ciglitazon. Dwa z nich — rozyglitazon i pioglitazon,
ze wzgledu na udziat w regulacji ekspresji gendw zwigkszajacych wrazliwo§¢ komorek
na insuling, sg stosowane w leczeniu cukrzycy typu Il (Abdellatif i wsp., 2019). Liczne
badania wykazaly rowniez korzystny wplyw pioglitazonu w terapii choréb sercowo-
naczyniowych (Dormandy i wsp., 2005; Kernan i wsp., 2016; Lincoff i wsp., 2007).
Ponadto wykazano, ze pioglitazon koryguje wiele sktadowych zespolu metabolicznego
1 jest skutecznym sposobem leczenia niealkoholowej stluszczeniowej choroby watroby
(DeFronzo i wsp., 2019) . Trwajace obecnie badania kliniczne skupiaja si¢ rowniez nad
mozliwos$cia wykorzystania tiazolidinedionéw w terapii przeciwnowotworowej (Tilekar
1 wsp., 2022).

PPARy moze by¢ rowniez aktywowany przez zwigzki naturalne, zar6wno endo-
jak 1 egzogenne. Wsrdd naturalnych ligandow PPARy, wysokie powinowactwo
do receptora wykazuja dlugotancuchowe wielonienasycone kwasy tluszczowe
i ich pochodne oraz metabolity kwasu arachidonowego. PPARy moze by¢ ponadto
aktywowany przez kilka prostanoidéw, takich jak kwas 15-hydroksyeikozatetraenowy
oraz 15-dezoksy-Al2, 14-prostaglandyna Jo (15d-PGJz). 15d-PGJ, jest jednym
znajczesciej badanych naturalnych ligandow PPARY. Dowiedziono, Ze aktywacja PPARy
przez 15d-PGJ> wykazuje wiasciwosci przeciwnowotworowe, przeciwzapalne oraz
antyoksydacyjne. Pomimo endogennej syntezy 15d-PGJ2, do wywotania wspomnianych

efektow konieczne jest jej dostarczenie z zewnatrz (Li i wsp., 2019).
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Podsumowujac, przedstawione dane literaturowe wskazuja na:
1) zaburzone funkcjonowanie ukladu rozrodczego podczas stanu zapalnego
w obrgbie btony §luzowej macicy,
2) istotny udziat ligandow PPARy w regulacji stanu zapalnego potwierdzony
w badaniach prowadzonych na réznych tkankach,
3) potencjalny udziat ligandow PPARy w regulacji stanu zapalnego w btlonie

$luzowej macicy $wini.

W zwigzku z powyzszym, celem niniejszej pracy jest dostarczenie nowych danych
na temat roli ligandow PPARy w modulowaniu odpowiedzi immunologicznej w btonie
$luzowej macicy $wini podczas indukowanego przez LPS stanu zapalnego w warunkach

in vitro.
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2. Hipotezy i zadania badawcze

Okreslenie udziatu PPARY w regulacji procesu zapalnego w blonie §luzowej macicy §wini
nie bylo dotychczas przedmiotem badan, a dostgpne fragmentaryczne dane literaturowe
dotyczace ekspresji i funkcji PPARy w uktadzie rozrodczym ludzi i zwierzat pozwolity

na sformutowanie nastepujacych hipotez badawczych:

a) ligandy PPARY uczestnicza w regulacji procesu zapalnego w blonie $luzowe;j
macicy §wini,

b) udziat ligandow PPARYy w regulacji procesu zapalnego w btonie §luzowej macicy
$wini jest zalezny od fazy cyklu rujowego,

c) udziat ligandéw PPARY w regulacji procesu zapalnego w btonie §luzowej macicy

$wini jest zalezny od statusu stanu zapalnego — rozwijajacy si¢ lub trwajacy.

W celu weryfikacji postawionych hipotez zaplanowano nastepujace zadania badawcze:

Zadanie 1. Okreslenie wplywu naturalnego i1 syntetycznego agonisty lub antagonisty
PPARy na globalny transkryptom blony $luzowej macicy $§wini podczas procesu

zapalnego indukowanego przez LPS podczas fazy srodkowo-lutealnej cyklu rujowego.

Zadanie 2. Okreslenie wplywu naturalnego i1 syntetycznego agonisty lub antagonisty
PPARy na globalny transkryptom blony $luzowej macicy $§wini podczas procesu

zapalnego indukowanego przez LPS podczas fazy pgcherzykowej cyklu rujowego.

Zadanie 3. Okres$lenie wptywu naturalnego i syntetycznego agonisty PPARY na ekspresje
gendw 1 biatek cytokin pro- i przeciwzapalnych w btonie $luzowej macicy $wini w trakcie
indukowanego przez LPS rozwijajacego si¢ lub trwajacego procesu zapalnego podczas

fazy srodkowo-lutealnej lub pgcherzykowej cyklu rujowego.
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3. Materialy i metody

Material badawczy

Materiat badawczy stanowita blona §luzowa macicy pobrana od dojrzalych samic $wini
domowej podczas fazy §rodkowo-lutealnej (10-12 dzien cyklu rujowego, n=4; wysokie
stezenie progesteronu) lub pecherzykowej (18-20 dzien cyklu rujowego, n=4; niskie
stezenie progesteronu). Zwierzgta mieszancoOw towarowych ras Polska Biata Zwistoucha
1 Wielka Biala Polska (w wieku 7-8 miesigcy 1 $redniej wadze 90-110 kg) pochodzity
z prywatnej hodowli i byly przeznaczone do uboju komercyjnego i przetwoOrstwa
migsnego. Wszystkie procedury z udziatem zwierzat zostaty przeprowadzone zgodnie
z Ustawa z dnia 15 stycznia 2015 r. o ochronie zwierzat wykorzystywanych do celow
naukowych lub edukacyjnych oraz Dyrektywa Parlamentu Europejskiego i Rady Unii
Europejskiej 2010/63/UE z dnia 22 wrzesnia 2010 r. w sprawie ochrony zwierzat
wykorzystywanych do celow naukowych. Kilka minut po uboju od zwierzat
wyizolowano macice i okreslono faze¢ cyklu rujowego na podstawie morfologii jajnikow
(Akins 1 Morrissette, 1968). Tkanki stanowigce material badawczy umieszczono
w zimnym roztworze sterylnej soli fizjologicznej buforowanej fosforanami (PBS,
pH = 7,4) z dodatkiem 1% roztworu antybiotyczno-antymykotycznego (Sigma Aldrich,
USA) i przewieziono do laboratorium Katedry Anatomii i Fizjologii Zwierzat, Wydziatu

Biologii i Biotechnologii, Uniwersytetu Warminsko-Mazurskiego w Olsztynie.

Inkubacja in vitro skrawkow blony sluzowej macicy swini

W laboratorium oddzielono btong $luzowa macicy od blony migsniowej, oczyszczono
1 umieszczono na lodzie w sterylnych szalkach Petriego. Przygotowano skrawki o masie
100+10 mg, plukano je dwukrotnie w buforze PBS, po czym umieszczono w sterylnych
buteleczkach inkubacyjnych w medium M199 z dodatkiem antybiotykow: nystatyny
(120 j.m./ml) oraz gentamycyny (40 mg/ml). Skrawki poddano dwu-godzinnej
preinkubacji w tazni wodnej o temperaturze 37°C w atmosferze 95% Oz i 5% COx.
Nastepnie skrawki poddano wlasciwej inkubacji — 24 godziny bez (kontrola)
lub w obecno$ci LPS (z Escherichia coli). W kolejnym etapie usuni¢to pozywke
hodowlang a skrawki inkubowano w pozywce wolnej od LPS przez 6 godzin z ligandami

PPARy zgodnie ze schematem przedstawionym na Ryc. 1 (Zadanie 1 i 2).
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W Zadaniu 3 zastosowano dwa uktady do$wiadczalne. W pierwszym uktadzie skrawki
tkanek inkubowano przez 24 godziny w pozywce zawierajacej LPS lub bez (kontrole).
Po tym czasie eksplantaty inkubowano przez 6 godzin w obecnos$ci agonistow PPARY.
W drugim uktadzie do§wiadczalnym skrawki tkanek inkubowano jednocze$nie przez
6 godzin w obecnosci agonistow PPARy i LPS. Po wymianie pozywki na $wieza,
eksplantaty inkubowano przez 24 godzin z samym LPS (Ryc. 2). Po zakonczeniu

doswiadczenia skrawki blony $luzowej macicy zamrozono w temperaturze -80°C.

faza Srodkowo-lutealna cyklu rujowego (10-12 dzieri, n=4) )
faza pecherzykowa cyklu rujowego (18-20 dzien, n=4) ay

|

przygotowanie skrawkéw ( qu‘ R CTR medium
btony $luzowej macicy (100 + 10 mg) |
LPS
l LS 100 ng/ml
inkubacja invitro z LPS (24 godz.) = =Ee Hm . PGJ,
C O C —
orazligandami PPARy (6 godz.) @~ @ @ ass:::u 10puM
v pioglitazon
l 10 uM

antagonista T0070907

PPARy 1uM
analiza RNA-Seq

Ryc. 1 Schemat doswiadczenia przeprowadzonego w ramach Zadan 1 oraz 2.

faza $rodkowo-lutealna cyklu rujowego (10-12 dzieri, n=7)
faza pecherzykowa cyklu rujowego (18-20 dzieni, n=7) -

przygotowanie skrawkéw )’ﬁ*& r%‘( -
btony $luzowej macicy (100 £ 10 mg) N Czynniki

l CTR medium
inkubacja in vitro = B = LPS LPS
1. LPS (24 godz.), nastepnie ligandy PPARy (6 godz.) L~ %" L~ < 100 ng/ml
2. LPS i ligandy PPARy (6 godz.), nastepnie LPS (24 godz.) v Y
PGl,
s 10 um
agoniscl pioglitazon

PPARy 1M

g 4 10 pM
Real-time PCR, ELISA =] [ y
- ]

Ryc. 2 Schemat doswiadczenia przeprowadzonego w ramach Zadania 3.
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Izolacja RNA oraz wysokoprzepustowe sekwencjonowanie transkryptomu

Catkowite RNA ze skrawkow btony §luzowej macicy po hodowli in vitro wyizolowano
przy uzyciu komercyjnego zestawu RNeasy Mini Kit (Qiagen, USA). [lo$¢ oraz stopien
czystosci uzyskanego RNA okreslono spektrofotometrycznie (Infinite M200 PRO, Tecan,
Switzerland), ponadto sprawdzono integralnos¢ RNA za pomocga urzadzenia Bioanalyzer
2100 (Agilent Technology, USA). Sekwencjonowanie RNA-Seq zostato wykonane przez
zewnetrzng firm¢ Macrogen (Korea Poludniowa). Proby o wspotczynniku integralnosci
RNA (RIN) powyzej 7 zostaly wybrane do konstrukeji bibliotek ¢cDNA przy uzyciu
zestawu TruSeq RNA Sample Prep Kit (Illumina, USA). Fragmenty dwuniciowego
cDNA oznaczono specyficznymi adapterami dla kazdej biblioteki. Nastepnie,
zamplifikowane biblioteki cDNA postuzyly do przeprowadzania sekwencjonowania
RNA-Seq z zastosowaniem platformy NovaSeq 6000 (Illumina, USA). Otrzymano
sekwencje transkryptow o sparowanych koncach i dtugosci 2 x 151 nukleotydow (nt).
Surowe odczyty uzyskane w wyniku sekwencjonowania zdeponowano w Europejskim
Archiwum Nukleotydow (ENA) pod nr PRJEB39516 (Zadanie 1) oraz PRIEB45635
(Zadanie 2).

Analiza genow o zroinicowanej ekspresji pod wplywem LPS oraz ligandow PPARy

oraz analiza funkcjonalna

Jako$¢ surowych odczytéw uzyskanych w wyniku sekwencjonowania sprawdzono
za pomoca programu FastQC (wersja 0.11.8). Nastepnie, w programie Trimmomatic
(wersja 0.39) zostaty usunigte odczyty krotsze niz 120 nt oraz te o niskim wspotczynniku
jakosci (Phred < 20), a takze regiony adapterowe. Wysokiej jakosci odczyty, przycigte
do réwnych dlugosci 120 nt, zostaly przyrownane do genomu referencyjnego §wini
domowej (Sscrofall.1.99) za pomoca oprogramowania STAR (wersja 2.7.1a) i StringTie
(wersja 2.1.1) (Dobin i wsp., 2013; Pertea i wsp., 2015). Zréznicowana ekspresja genow
pomiedzy grupa badang a kontrolng byla oceniana z uzyciem oprogramowania
statystycznego: edgeR (Robinson i wsp., 2010) i DESeq2 (Love i wsp., 2014). W analizie
zmian ekspresji gendw zastosowano test dwumianowy 1 przyjeto prog istotnosci
na poziomie p < 0,05 oraz |log2(krotno$ci zmian)| > 1. Odczyty spelniajace podane
kryteria zostaly uznane za geny o zréznicowanej ekspresji (DEGs ang. differentially

expressed genes). Analiza funkcjonalna genéw o zrdéznicowanej ekspresji zostala
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przeprowadzona w oparciu o baz¢ danych Gene Ontology (GO), natomiast przypisanie
ich do szlakéw metabolicznych na podstawie bazy Kyoto Encyclopedia of Genes and
Genomes (KEGQG) z wykorzystaniem oprogramowania g.Profiler (Ashburner i wsp.,
2000; Kanehisa i wsp., 2017). Istotno$¢ procesow GO oraz sciezek sygnatlowych KEGG
zostala zweryfikowana na podstawie skorygowanej wartosci p < 0,05. Wizualizacje
wynikow przygotowano za pomocg oprogramowan: ggplot2 (Wickham, 2009), GOplot
(Walter 1 wsp., 2015) i circlize oraz wlasnego skryptu w oprogramowaniu R (wersja

3.6.3).

Analiza miejsc alternatywnego skltadania RNA o zréinicowanej ekspresji pod wplywem

LPS oraz ligandow PPARy

Réznice w alternatywnym sktadaniu RNA (DASEs ang. differential alternative splicing
events) pod wptywem zastosowanych czynnikéw zostaly zidentyfikowane przy uzyciu
oprogramowania SUPPA v.2 (Trincado 1 wsp. 2018). Przycigte odczyty ze sparowanych
koncow o roéwnej dlugosci (90 nt) zostaly przyrownane do referencyjnego transkryptomu
Sus scrofa przy zastosowaniu programu Salmon wer. 1.1.0 (Patro i wsp., 2017) oraz uzyte
do obliczenia procentowego udzialu wtracen splicingowych (PSI ang. percent of splicing
inclusion). Zdarzenia splicingu dla warto$ci p < 0,05 1 |APSI| > 0,1 zostaty sklasyfikowane
jako istotne statystycznie. Sklasyfikowano 7 typéw zdarzen alternatywnego splicingu:
alternatywne miejsce donorowe (AS5SS), alternatywne miejsce akceptorowe (A3SS),
wzajemnie wykluczajace si¢ eksony (MXE), zatrzymanie intronu (RI), pominigcie
eksonu (SE), splicing pierwszego eksonu (AFE) oraz splicing ostatniego eksonu (ALE).
Wizualizacje wynikéw przygotowano za pomocg programu ggsashimi (wersja 0.5.0)

(Garrido-Martin i wsp., 2018).

Analiza ekspresji dlugich niekodujgcych RNA o zréoinicowanej ekspresji pod wplywem
ligandow LPS oraz PPARy

Dhugie niekodujace RNA o zrdznicowanej ekspresji (DEIncRNA, ang. differentially
expressed long noncoding RNA) pod wptywem badanych czynnikow zidentyfikowano
zgodnie z metodyka opracowang przez Paukszto i wsp. (2019). Transkrypty kodujace
biatko, z pojedynczym eksonem lub dlugoscia sekwencji krétsza niz 200 nt zostaly

usuni¢te. Potencjal kodowania pozostatych RNA oszacowano za pomoca Coding
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Potential Calculator (CPC) (Kang i wsp., 2017), PLEK (Li i wsp., 2014) i FlExible
Extraction of IncRNAs (FEELnc) (Wucher i wsp., 2017). Roznice ekspresji
zidentyfikowanych IncRNA pomig¢dzy prébami badanymi i kontrolnymi obliczono
za pomocg programu Ballgown, przy zalozeniach p < 0,05 i [log2(krotno$ci zmian)| > 1.
Pary skorelowanych DE-IncRNAs oraz DEGs zostaty wybrane na podstawie poréwnania
profili ich ekspresji w oparciu o wspdtczynnik korelacji Pearsona oraz odleglosé
euklidesowg par (Jr? | > 0.9; p < 0,05). Wizualizacje wynikoéw przygotowano przy uzyciu

oprogramowania Cytoscape (wersja 3.8.3) (Shannon i wsp., 2003).

Real-time PCR

Analiza ekspresji genow wybranych mediatoréw stanu zapalnego

Ekspresja genow kodujacych mediatory stanu zapalnego zostata okre§lona za pomoca
metody Real-time PCR. Wzgledng ilos¢ mRNA NF-kB, TLR4, IL-18, IL-4, IL-6, IL-10,
LIF 1 ACTB (gen referencyjny) okreslono przy uzyciu TagMan®RNA-to-CT™ 1-Step
Kit firmy Applied Biosystems (USA). Sekwencje starterow i sond TagMan do analizy
badanych gendow zostaly zaprojektowane przez firm¢ Applied Biosystems i sa one
chronione prawem  autorskim. Analiz¢ Real-time PCR  przeprowadzono
z wykorzystaniem urzadzenia StepOnePlus™ System (Applied Biosystems, USA),
w nastepujacych parametrach:

e jeden cykl w temperaturze 48°C przez 15 min,

e jeden cykl w temperaturze 95°C przez 10 min,

e 40 cykli w temperaturze 95°C przez 15 s, 60°C przez 1 min.
Do analizy zastosowano krzywa standardowa, ktora stanowily proby z rozcienczeniami
catkowitego RNA o znanej koncentracji. Uzyskane wyniki zostaly znormalizowane
w stosunku do poziomu ekspresji genu referencyjnego i przedstawione w jednostkach

umownych.
Walidacja wynikow analizy RNA-Seq

Powtarzalno$¢  wysokoprzepustowej metody RNA-Seq zostala potwierdzona
dla wybranych DEGs za pomocg Real-time PCR z uzyciem urzadzenia AriaMx Real-time
PCR System (Agilent Technology, USA) w nast¢pujacych parametrach:

e jeden cykl w temperaturze 95°C przez 3 min,
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e 40 cykli w temperaturze 95°C przez 15 s, 60°C przez 1 min, 72°C przez 1 min,

e 1 cykl w temperaturze 95°C przez 30 s, 65°C przez 30 s, 95°C przez 30 s.
Sekwencje starterow (Publikacja 1 — Tabela uzupelniajagca S5; Publikacja 2 — Tabela
uzupehniajgca S6) dla wybranych DEGs 1 gendéw referencyjnych zaprojektowano przy
uzyciu oprogramowania Primer Express Software 3 (Applied Biosystems, USA).
Mieszanina reakcyjna o koncowej objetosci 25 pl zawierata: cDNA (4 ng), 300 uM
kazdego startera, 12,5 pul Power SYBR Green PCR Master Mix (Applied Biosystems,
USA) i wode wolng od RNaz. Kazda reakcje¢ przeprowadzono w dwoch powtdrzeniach.
Geny GAPDH i ACTB zostaly uzyte jako geny referencyjne. Do analizy zastosowano
krzywa standardowa, ktora stanowily proby z rozcienczeniami catkowitego RNA
o znanej koncentracji. Uzyskane wyniki zostaly znormalizowane w stosunku do poziomu

ekspresji genu referencyjnego i przedstawione w jednostkach umownych.

ELISA

Koncentracje biatek IL-18, IL-4, IL-6, IL-10 i LIF w pozywkach hodowlanych okreslono
za pomocg komercyjnego zestawu ELISA do oznaczania cytokin (EIAab, Chiny;
LIF — Fine Test, Chiny) zgodnie z protokotem producenta. Zakres krzywych wzorcowych
dla poszczegélnych cytokin przedstawial si¢ nastgpujaco: IL-1p — 7,8-500 pg/mL,
IL-6 — 7,8-500 pg/mL, IL-4 — 31,2-2000 pg/mL, IL-10 — 23,44-1500 pg/ml
i1 LIF — 0,156-10 ng/ml. Wartosci absorbancji mierzono przy 450 nm przy uzyciu czytnika
Infinite M200 Pro z oprogramowaniem Tecan i-control (Tecan, Szwajcaria).
Wewnatrzseryjny wspotczynnik zmienno$ci testu ELISA dla poszczegolnych cytokin
wyniosty: IL-1B — 5,6% 1 8,4%, IL-6 — 4,7% 1 7,1%, IL-4 — 6,4% 1 8,9%, IL-10 — 6,6%
110,1%, LIF — odpowiednio 8% i 10%.

Analiza statystyczna

Analize statystyczng przeprowadzono z uzyciem programu Statistica v. 13.0 (StatSoft,
USA). Rozktad zmiennych zostat potwierdzony za pomoca testu Shapiro-Wilka, testem
Levene’a sprawdzono wariancje w poréwnywanych grupach. Nastepnie, réznice
pomiedzy grupami w poszczeg6élnych uktadach doswiadczalnych okreslono za pomoca
jednoczynnikowej analizy wariancji (ANOVA) oraz testu post-hoc Dunnetta (Zadanie 3).
W przypadku walidacji DEGs z analizy RNA-Seq wykorzystano test t-Studenta (Zadanie

1 1 2). Za istotne statystycznie réznice uznano te, dla ktorych warto$¢ p < 0,05.
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4. Wyniki

Zadanie 1

Szczegotowe wyniki badan oraz ich omowienie zostato przedstawione w Publikacji 1:
Mierzejewski i wsp. Transcriptome analysis of porcine endometrium after LPS-induced
inflammation: effects of the PPAR-gamma ligands in vitro. Biol Reprod. 2021 doi:
10.1093/biolre/ioaa200.

W wyniku sekwencjonowania RNA-Seq uzyskano tacznie 1 118 471 092 odczytow
ze sparowanymi koncami. Po wstgpnej obrobce odczyty zostaly zmapowane do genomu
referencyjnego Sus scrofa (Sscrofa 11.1.99) ze $rednim wynikiem 94,39% sekwencji
unikatowych. Zmapowane odczyty przypisano do sekwencji kodujacych (50,6%),
introndow  (7,2%), regiondow niepodlegajacych translacji  (29,7%), regionow

mi¢dzygenowych (14,3%).

Wplyw LPS na ekspresje genow kodujqcych biatka oraz alternatywne skladanie genow

w blonie sluzowej macicy swini podczas fazy srodkowo-lutealnej cyklu rujowego

Analiza ekspresji genéw wykazala, ze 222 geny ulegly zr6znicowanej ekspresji (DEGs)
pod wptywem LPS. Sposrod wszystkich DEGs 109 wykazywalo wzrost, natomiast 113
obnizenie ekspresji. Analiza ontologii genow (GO) wykazala, ze geny te byly przypisane
do trzech kategorii: procesy biologiczne (104 BP, ang. biological process), funkcje
molekularne (9 MF, ang. molecular function) oraz sktadniki komoérkowe (4 CC,
ang. cellular component). Najwigcej DEGs zostato przypisanych do procesow takich jak:
negatywna regulacja proceséw biologicznych (ang. negative regulation of biological
proces, 76 DEGs), rozw(j struktur anatomicznych (ang. anatomical structure
development, 73 DEGs) oraz odpowiedZz komodrkowa na substancje chemiczne (ang.
cellular response to chemical stimulus, 72 DEGs). Ponadto, geny o zrdznicowanej
ekspresji byly zaangazowane w procesy takie jak m. in.: odpowiedZ immunologiczna
(ang. immunological defence, 34 DEGs), aktywacja leukocytow (ang. leukocyte
activation, 20 DEGs), regulacja produkcji cytokin (ang. regulation of cytokine
production, 17 DEGs) czy komorkowa odpowiedz na lipopolisacharyd (ang. cellular
response to lipopolysaccharide, 9 DEGs). Analiza szlakow sygnalowych (KEGGQG)
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wykazata, ze 21 DEGs uczestniczyto w 4 §ciezkach. Sposrod nich, 9 przypisano do szlaku
sygnatowego czynnika martwicy nowotworow (ang. TNF signaling pathway) oraz
5 do szlaku zwigzanego z jelitowa produkcja immunoglobuliny IgA (ang. intestinal
immune network for IgA production). Szczegotowe dane dotyczqce DEGs, analizy
GO i KEGG dostgpne sq odpowiednio w uzupetniajqcej Tabeli 2 i 3 w publikacji 1.
Analiza alternatywnego sktadania transkryptoéw pod wptywem LPS wykazata
78 zdarzen alternatywnego sktadania (DASE) obejmujacych 61 gendéw kodujacych
biatka. Wykryte zdarzenia przypisano do odpowiednich kategorii: 1 przypadek A3SS,
2 przypadki ASSS, 37 przypadkéw AF, 3 przypadki AL, 1 przypadek MXE,
8 przypadkéw RI oraz 26 przypadkow SE. Wykazano, ze dziatanie LPS dotyczyto
modyfikacji splicingowych w obrebie np. PTGES (APSI = -0,10; AF), PTGS2
(APSI=-0,28; AF) czy PLAAT3 (APSI=0,25; AF) Analiza funkcjonalna genow objetych
alternatywnym sktadaniem wykazala, ze byly one zaangazowane m. in. w szlak
sygnatowy metabolizmu kwasu arachidonowego (ang. arachidonic acid metabolic

proces). Szczegotowe dane dotyczgce DASE w Tabeli uzupetniajqgcej 4 w publikacji 1.

Wplyw agonistow PPARy na ekspresje genow kodujgcych biatka oraz alternatywne
skladanie genow w blonie Sluzowej macicy swini podczas procesu zapalnego

indukowanego przez LPS podczas fazy srodkowo-lutealnej cyklu rujowego

Inkubacja tkanki btony §luzowej macicy z PGJ> (naturalny agonista PPARY)
lub pioglitazonem (syntetyczny agonista PPARYy) zwigkszyta ekspresj¢, odpowiednio
trzech (SELE, IL-15, CCLS8) i czterech (SELE, IL-1p, MUCI3, MEOXI) genow,
w porownaniu z grupg kontrolng (Tabela 1, publikacja 1). Analiza GO wykazata, ze DEGs
pod wplywem PGJ, byly zaangazowane m. in. w proces chemotaksji granulocytow (ang.
granulocyte chemotaxis) lub migracje neutrofili (ang. neutrophil migration). Ponadto,
analiza szlakow sygnatowych (KEGG) wykazata, Ze geny z zmienionej ekspresji — SELE
1 IL-1p — zaangazowane byly w S$ciezke sygnalowg czynnika martwicy nowotworow
(ang. TNF signaling pathway). Szczegotowe dane dotyczqce DEGs, analizy GO i KEGG
dostepne sq w uzupetniajgcej Tabeli 2 i 3 w publikacji 1.

Analiza alternatywnego sktadania transkryptow pod wptywem PGJ, wykazata 60
DASE, natomiast pod wptywem pioglitazonu — 52. Wykazano 26 wspdlnych DASE
dla obu agonistow z wyzszym odsetkiem inkluzji. Analiza GO 1 KEGG nie wykazala

przypisania gendéw ulegajacych alternatywnemu sktadaniu pod wplywem agonistow
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PPARy do istotnych procesow. Jednakze, wykazano, rdéznice np. w zdarzeniu
splicingowym w obrebie pierwszego egzonu genu PTGS?2, ktory pod wpltywem LPS ulegt
zmniejszeniu (APSI = —0,28; AF), a nastgpnie po inkubacji z pioglitazonem zwigkszeniu
(APSI = 0,18; AF) (Ryc. 5A, Publikacja 1). Szczegotowe dane dotyczgce DASE w Tabeli
uzupetniajqcej 4 w publikacji 1.

Wplyw antagonisty PPARy na ekspresje genow kodujgcych biatka oraz alternatywne
skladanie genow w blonie Sluzowej macicy swini podczas procesu zapalnego

indukowanego przez LPS podczas fazy srodkowo-lutealnej cyklu rujowego

Analiza ekspresji genow wykazala, ze 62 geny ulegly zrdéznicowanej ekspresji
po inkubacji tkanki btony $luzowej macicy z antagonista PPARy — T0070907. Sposréd
wszystkich DEGs, 30 wykazywato wzrost, natomiast 32 obnizenie ekspresji. Analiza
funkcjonalna GO wykazata, ze 54 DEGs byly zaangazowane w 19 procesow
biologicznych takich jak m. in.: odpowiedz zapalna (ang. inflammatory response),
odpowiedz komoérkowa na interleuking-1 (ang. cellular response to interleukin-1),
migracja komorek (ang. cell migration) i chemotaksja granulocytow (ang. granulocyte
chemotaxis) (Ryc. 4, Publikacja 1). Ponadto, analiza KEGG wykazata, ze DEGs byty
zaangazowane w szlak sygnalizacji TLR (ang. toll-like receptor signaling pathway) (Ryc.
uzupehniajgca S2, Publikacja 1) i infekcje Salmonellg (ang. salmonella infection).
Szczegotowe dane dotyczqce DEGs, analizy GO i KEGG dostegpne sq w uzupetniajgcej
Tabeli 2 i 3 w publikacji 1.

Analiza alternatywnego sktadania transkryptow pod wptywem T0070907 wykazata
134 DASE obejmujacych 106 genow kodujacych biatka. Wykryte zdarzenia przypisano
do odpowiednich kategorii: 4 przypadki A3SS, 4 przypadki A5SS, 39 przypadkow AF,
4 przypadki AL, 2 przypadki MX, 19 przypadkow RI oraz 62 przypadki SE. Antagonista
PPARy wptywal na proces alternatywnego skladania gendéw uczestniczacych
m. in. w syntezie prostaglandyn (ang. prostaglandin biosynthesis process) np. PTGS2
(APSI = 0,32; AF) lub PTGIS (APSI = 0, 59; AF), procesie steroidogenezy (ang.
steroidogenesis) — INSR (APSI = 0,21; SE) czy szlaku sygnalowym PPAR (ang. PPAR
signaling pathway) — ACADM (APSI = 0,48; SE), SCD (APSI = 0,30; SE i APSI = 0,25;
A3SS). Szczegotowe dane dotyczqce DASE w Tabeli uzupetniajqcej 4 w publikacji 1.
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Walidacja uzyskanych wynikow

W celu weryfikacji uzyskanych wynikow wybrano szes¢ DEGs (CCL4, CCLS, IL-1p,
OXTR, CSF3) w grupach poddanych dziataniu ligandoéw PPARY (agoni$ci/antagonista vs.
LPS) i trzy DEGs (CCLS, ACKRI, CSF3) w grupie traktowanej LPS vs. kontrola. Profile
ekspresji Real-time PCR byly zgodne z wynikami wuzyskanymi w wyniku
sekwencjonowania RNA-Seq (Ryc. uzupehiajace S3 i S4, Publikacja 1).

Zadanie 2

Szczegotowe wyniki badan oraz ich omowienie zostato przedstawione w Publikacji 2:
Mierzejewski i wsp. PPARYy regulates the expression of genes involved in the DNA damage
response in an inflamed endometrium. Sci Rep. 2022 doi: 10.1038/s41598-022-07986-8.

W wyniku sekwencjonowania RNA-Seq uzyskano tacznie 1 114 235 534 odczytow
ze sparowanymi koncami. Po wstgpnej obrobce odczyty zostaly zmapowane do genomu
referencyjnego Sus scrofa (Sscrofa 11.1.99) ze $rednim wynikiem 93,06% sekwencji
unikatowych. Zmapowane odczyty przypisano do sekwencji kodujacych (53,64%),
introndw  (6,58%), regioné6w niepodlegajacych translacji (24,67%), regionow

mi¢dzygenowych (15,11%).

Wplyw LPS na ekspresje genow kodujgcych biatka, dlugich niekodujgcych RNA
oraz alternatywne skladanie genow w blonie sluzowej macicy swini podczas fazy

pecherzykowej cyklu rujowego

Analiza ekspresji genéw wykazata, ze 169 genow kodujacych biatka uleglo
zréznicowanej ekspresji pod wptywem LPS. Sposrod wszystkich DEGs 115 wykazywato
wzrost, natomiast 54 obnizenie ekspresji. Analiza GO wykazata, Zze geny te byty
przypisane do 36 procesow biologicznych, 14 funkcji molekularnych oraz 4 sktadnikow
komorkowych. Geny o zrdznicowanej ekspresji byly gléwnie zaangazowane w procesy
zwigzane z odpowiedzig obronng (ang. defense response, 45 DEGs), odpowiedzig
na cytokiny (ang. response to cytokine,12 DEGs) i chemokiny (ang. response to
chemikine, 5 DEGs) czy regulacje chemotaksji leukocytow (ang. leukocyte migration;
7 DEGs). Analiza szlakow sygnalowych (KEGGQG) wykazala, ze 18 DEGs przypisanych

zostato do 4 Sciezek sygnatowych. Sposrdd nich 9 przypisano do szlaku chemokin (ang.
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chemokine signaling pathway) oraz 14 do Sciezki sygnatowej interakcji cytokiny
z receptorem (ang. cytokine-cytokine receptor interaction). Ponadto, wykazano 24
IncRNAs (DEIncRNA) o zmienionym pod wptywem LPS profilu ekspresji. Porownujac
profile ekspresji wykazano, ze jedynie ENSSSCG00000041052 (gen kodujacy biatko)
wykazuje korelacje z trzema IncRNA (niedostateczna ekspresja, r2>0,9) po inkubacji
skrawkow btony $luzowej macicy z LPS (Ryc. 2A, publikacja 2). Szczegolowe dane
dotyczqce DEGs, analizy GO i KEGG oraz DEIncRNA dostepne sq w uzupetniajgcej
Tabeli 3, 4 i 5 w publikacji 2.

Analiza alternatywnego sktadania transkryptéw pod wplywem LPS wykazata 130
zdarzen alternatywnego sktadania (DASE) obejmujacych 80 gendéw kodujacych biatka.
Wykryte zdarzenia przypisano do odpowiednich kategorii: 7 przypadkow A3SS,
8 —ASSS, 56 — AFE, 2 — ALE, 5 —- MXE, 10 — RI oraz 42 — SE. Geny, w obrebie ktorych
zidentyfikowano zdarzenia alternatywnego sktadania nalezag m. in. do grupy markerow
uszkodzen DNA - PTP4A3 (APSI=-0,12; SE) i DUSP5 (APSI=-0,14; RI)
oraz markeréw stresu oksydacyjnego PEPD (APSI=-0,5: AF), PDP2 (APSI=-0,42:
AF) 1 BCAR3 (APSI=0,20; AF). Szczegdotowe dane dotyczgce DASE w Tabeli
uzupetniajgcej 6 w publikacji 2.

Wplyw agonistow PPARy na ekspresje genow kodujgcych biatka, dlugich
niekodujgcych RNA oraz alternatywne skladanie genoéw w blonie sluzowej macicy swini
podczas procesu zapalnego indukowanego przez LPS podczas fazy pecherzykowej cyklu

rujowego

Inkubacja tkanki btony sluzowej macicy z PGJ> lub pioglitazonem zwickszyta ekspresje,
odpowiednio 181 i 476 DEGs oraz obnizyta 19 i 126 DEGs. Analiza GO wykazata,
ze geny te byly przypisane do 57 proceséw biologicznych, 4 funkcji molekularnych
i 1 sktadnik komorkowyy po inkubacji skrawkéw btony $luzowej z PGJ, oraz 67
procesow biologicznych, 3 funkcji molekularnych i 2 sktadnikéw komorkowych po
inkubacji z pioglitazonem (Ryc. 4 Publikacja 2). Geny o zr6znicowanej ekspresji pod
wptywem PGJ, byty zaangazowane w procesy takie jak odpowiedz obronna (ang. defense
response, 27 DEGs), produkcja IL-1B (ang. interleukin-1 beta production, 7 DEGs)
czy szlak sygnatowy IL-17 (ang. IL-17 signaling pathway, 8 DEGs). Z kolei, inkubacja
skrawkow btony §luzowej macicy z pioglitazonem wptyneta na zmiang ekspresji genow

regulujacych m. in.: aktywno$¢ cytokin (ang. cytokine activity, 11 DEGs),

Rozprawa doktorska 26
mgr inz. Karol Mierzejewski



zaangazowanych w proces apoptozy (ang. apoptotic process, 70 DEGs) czy szlak
sygnatowy p53 (ang. p53 signaling pathway, 10 DEGs). Ponadto, wykazano
35 DEIncRNAs o zmienionym profilu ekspresji pod wptywem PGJ> oraz 109
po inkubacji tkanki z pioglitazonem. Porownujac profile ekspresji wykazano, ze 22
DEIncRNA sg skorelowane dodatnio z DEGs w grupie traktowanej PGJ, oraz 69
DEIncRNA w grupie traktowanej pioglitazonem (2> 0.9) (Ryc. 2 B i C, publikacja 2).
Tylko w jednym (po inkubacji skrawkéw z PGlJz) przypadku ENSSSCGO00000051243
(gen kodujagcy biatko) byt ujemnie skorelowany (r2<-0,9) =z IncRNA-
ENSSSCG00000050854. Szczegotowe dane dotyczqce DEGs, analizy GO i KEGG oraz
DEIncRNA dostepne sq w uzupetniajgcej Tabeli 3, 4 i 5 w publikacji 2.

Analiza alternatywnego skladania transkryptow pod wptywem PGJ> wykazata
172 DASEs obejmujacych 114 genéw kodujacych biatka, natomiast pod wplywem
pioglitazonu — 211 obejmujacych 141 gendéw kodujacych biatka. Wykryte zdarzenia
przypisano do odpowiednich kategorii: 10 przypadkéw A3SS, 8 — ASSS, 46 — AFE,
7—ALE, 6 — MXE, 22 — Rl i 73 — SE pod wptywem PGJ> oraz 19 — A3SS, 8 — ASSS, 58
— AFE, 10 — ALE, 8 — MXE, 30 — RI i 78 — SE pod wplywem pioglitazonu. Geny,
w obrebie ktorych zidentyfikowano zdarzenia alternatywnego skladania naleza
m. in. do grupy gendw zwigzanych z regulacja stresu oksydacyjnego — PRDX2
(APSI=-0,75; RI) i SOD2 (APSI=0,24; MX) pod wplywem pioglitazonu (Ryc. 5,
publikacja 2) oraz CLDND1 (APSI =-0,36; SE) i PIGT (APSI = 0,42; SE) po traktowaniu
skrawkow blony §luzowej macicy PGlJ,. Szczegotowe dane dotyczgce DASE w Tabeli
uzupetniajgcej 6 w publikacji 2.

Wplyw antagonisty PPARy na ekspresje genow kodujgcych bialka, dlugich
niekodujgcych RNA oraz alternatywne skltadanie genoéw w blonie sluzowej macicy swini
podczas procesu zapalnego indukowanego przez LPS podczas fazy pecherzykowej cyklu

rujowego

Analiza ekspresji genéw wykazata, ze 557 geny ulegly zréznicowanej ekspresji
po inkubacji tkanki blony $luzowej macicy z indukowanym stanem zapalnym
z antagonistg PPARy — T0070907. Sposrod wszystkich DEGs, 452 wykazywato wzrost,
natomiast 105 obnizenie ekspresji. Analiza funkcjonalna GO wykazata Ze, geny te byty
przypisane do 54 proceséw biologicznych, 6 sktadnikéw komorkowych oraz 6 $ciezek

sygnalowych w bazie danych KEGG. Geny o zréznicowanej ekspresji zaangazowane
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byly m. in. w regulacje apoptozy (ang. apoptotic process, 58 DEGs) 1 $mierci
komorkowej (ang. cell death, 59 DEGs). Jedenascie DEGs o zwigkszonej ekspresji byto
zaangazowanych w szlak sygnatlowy czynnika martwicy nowotwordéw (ang. TNF
signaling pathway). Ponadto wykazano 115 DEIncRNAs o zmienionym profilu ekspresji
pod wpltywem T0070907. W tej grupie, 81 DEIncRNAs bylo dodatnio skorelowanych
z 220 DEGs (Ryc. 2D, publikacja 2). Szczegotowe dane dotyczgce DEGs, analizy
GO i KEGG oraz DEIncRNA dostepne sq w uzupetniajgcej Tabeli 3, 4 i 5 w publikacji 2.

Analiza alternatywnego sktadania transkryptow pod wptywem TO0070907
wykazala 200 DASEs. Wykryte zdarzenia przypisano do odpowiednich kategorii:
13 przypadkow A3SS, 12 — A5SS, 50 — AFE, 16 — ALE, 4 — MXE, 35 — Rl i 70 — SE.
Geny, w obrgbie ktorych zidentyfikowano zdarzenia alternatywnego skladania naleza
m. in. do grupy genow zwigzanych z regulacja procesu apoptozy — BCL9 (APSI=-0,22,
AS; APSI=-0,22, A3) i PIK3RI (APSI=0,02; SE) oraz regulacja uszkodzen DNA
1 stresu oksydacyjnego — HSBPILI (APSI=-0,16; AFE), MED25 (APSI=-0,11; AFE)
i SEC24B (APSI=-0,75; AFE). Szczegotowe dane dotyczgqce DASE w Tabeli
uzupetniajgcej 6 w publikacji 2.

Walidacja uzyskanych wynikow

W celu weryfikacji uzyskanych wynikow wybrano cztery DEGs (CDKI, CCNAI,
CCNGI, TNFAIP3) w grupach poddanych dzialaniu ligandow PPARy
(agoni$ci/antagonista vs. LPS) i dwa DEGs (CCLS5, CCL19) w grupie traktowanej LPS
vs. kontrola. Profile ekspresji Real-time PCR byly zgodne z wynikami uzyskanymi

w wyniku sekwencjonowania RNA-Seq (Ryc. uzupetniajace S1, Publikacja 2).

Zadanie 3

Szczegotowe wyniki oraz ich omowienie zostato przedstawione w Publikacji 3:
Mierzejewski i wsp. Peroxisome proliferator-activated receptor gamma ligands regulate
the expression of inflammatory mediators in porcine endometrium during LPS-induced

inflammation. Theriogenology. 2022 doi: 10.1016/j.theriogenology.2022.04.030.
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Wplyw  agonistow  PPARy na  ekspresje genow i  bialek  cytokin
pro- i przeciwzapalnych w blonie sluzowej macicy swini podczas trwajgcego procesu
zapalnego  indukowanego przez LPS podczas fazy  srodkowo-lutealnej

lub pecherzykowej cyklu rujowego

Wykazano, ze PGJ; oraz pioglitazon (stosowany w koncentracji 1 1 10 pM) stymulowaty
ekspresj¢ IL-1f w blonie $luzowej macicy §wini z indukowanym przez LPS stanem
zapalnym zaréwno podczas fazy S$rodkowo-lutealnej jak i1 pecherzykowej cyklu
rujowego. Nie odnotowano natomiast wptywu ligandéw na koncentracje biatka IL-1f3
w pozywce hodowlanej. Stwierdzono, Ze pioglitazon (stosowany w koncentracji 1 1 10
uM) obnizyt ekspresje IL-6 w btonie $luzowej macicy $wini z indukowanym przez LPS
stanem zapalnym tylko podczas fazy s$rodkowo-lutealnej. Nie odnotowano wplywu
ligandow na koncentracj¢ biatka IL-6 w pozywce hodowlanej w obu badanych okresach.
Wykazano, ze PGJ; oraz pioglitazon (stosowany w koncentracji 1 i 10 pM) hamowaty
ekspresj¢ TLR4 w blonie $luzowej macicy $§wini z indukowanym przez LPS stanem
zapalnym tylko podczas fazy pgcherzykowej cyklu rujowego. Hamujacy wptyw PGl
oraz pioglitazonu (stosowanego w koncentracji 1 i 10 pM) na ekspresj¢ NF-xB w blonie
$luzowej macicy $wini z indukowanym przez LPS stanem zapalnym zanotowano tylko
podczas fazy srodkowo-lutealnej cyklu rujowego. Stwierdzono, ze PGJ oraz pioglitazon
(stosowany w koncentracji 1 pM) obnizyt ekspresj¢ IL-10 w blonie $luzowej macicy
$wini z indukowanym przez LPS stanem zapalnym tylko podczas fazy pgcherzykowe;j
cyklu rujowego. Nie odnotowano wptywu ligandow na koncentracje biatka IL-10
w pozywce hodowlanej w obu badanych okresach. Nie stwierdzono zadnego wplywu
badanych ligandow na ekspresj¢ i koncentracje biatka LIF oraz IL-4 w obu fazach cyklu

rujowego.

Wplyw  agonistow  PPARy na  ekspresje  genow i  bialek  cytokin
pro- i przeciwzapalnych w blonie sluzowej macicy Swini podczas rozwijajgcego
si¢ procesu zapalnego indukowanego przez LPS podczas fazy srodkowo-lutealnej

lub pecherzykowej cyklu rujowego

Wykazano, ze PGJz oraz pioglitazon (stosowany w koncentracji 1 lub 10 uM) podane
jednoczesnie z LPS stymulowaly ekspresje IL-1f w blonie $luzowej macicy $wini

podczas fazy srodkowo-lutealnej cyklu rujowego. Nie odnotowano natomiast wptywu
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ligandow na ekspresje IL-1 w fazie pgcherzykowej cyklu rujowego oraz koncentracje
biatka IL-1B w pozywce hodowlanej w obu badanych okresach. Stwierdzono, ze PGJ>
oraz pioglitazon (stosowany w koncentracji 1 lub 10 uM) podane jednocze$nie z LPS
obnizyly ekspresj¢ IL-6 w blonie S$luzowej macicy s$wini tylko podczas fazy
pecherzykowej cyklu rujowego. Nie odnotowano wplywu ligandéw na koncentracje
biatka IL-6 w pozywce hodowlanej w obu badanych okresach. Wykazano, ze PGJ; oraz
pioglitazon (stosowany w koncentracji 1 lub 10 pM) podane jednocze$nie z LPS
hamowaty ekspresje TLR4 w btonie §luzowej macicy $wini zarowno podczas fazy
srodkowo-lutealnej jak i pecherzykowej cyklu rujowego. Hamujacy wptyw PGl
oraz pioglitazonu (stosowanego w koncentracji 1 lub 10 uM) podanych jednocze$nie z
LPS na ekspresj¢ NF-kB w blonie $§luzowej macicy $wini zanotowano podczas fazy
srodkowo-lutealnej cyklu rujowego, natomiast podczas fazy pecherzykowej obnizenie
ekspresji stwierdzono tylko pod wpltywem pioglitazonu w koncentracji 1 puM.
Nie stwierdzono wplywu badanych ligandow na ekspresj¢ i koncentracj¢ biatka LIF,

IL-10 oraz IL-4 w obu fazach cyklu rujowego.
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5. Podsumowanie i wnioski

Wyniki uzyskane w wyniku przeprowadzonych w ramach niniejszej pracy doktorskiej
badan umozliwity weryfikacje postawionych hipotez oraz dostarczyly po raz pierwszy
szerokiego opisu wptywu ligandow PPARy na odpowiedZ immunologiczng w obrgbie
btony $luzowej macicy $wini podczas indukowanego in vitro stanu zapalnego.
Zastosowanie wysokoprzepustowej metody sekwencjonowania RNA-Seq pozwolito
na okreslenie kompleksowych zmian transkyptomicznych w endometrium pod wptywem
LPS oraz badanych ligandow podczas fazy srodkowo-lutealnej oraz pecherzykowej cyklu
rujowego. Analizy bioinformatyczne natomiast umozliwily wytypowanie procesow
oraz $ciezek sygnalowych bioracych udzial w regulacji stanu zapalnego i1 jego
konsekwencji. Badania wykazaty, ze ligandy PPARYy, oprocz przeciwzapalnych
wlasciwosci, reguluja ekspresje gendw zaangazowanych m. in. w mechanizmy
naprawcze DNA, w tym aktywacje¢ punktu kontrolnego, ktory zatrzymuje progresje cyklu
komoérkowego w momencie pojawienia si¢ nieprawidlowosci w materiale genetycznym
(GADDA45p, CDK1, CCNAI, CCNGI, ATM). Badania z uzyciem metod Real-time PCR
oraz ELISA wykazaly, Ze agonisci PPARy zmniejszaja ekspresj¢ mediatorow
prozapalnych (NF-«kB, TLR4, IL-6) oraz zwickszaja ekspresj¢ mediatorow
przeciwzapalnych (/L-10) w endometrium podczas stanu zapalnego. Ponadto, analiza
RNA-Seq ujawnita, ze ligandy PPARY reguluja w r6zny sposéb ekspresje genow podczas
badanych okresow cyklu rujowego. Podczas fazy srodowo-lutealnej, pioglitazon zmienit
ekspresje 4 gendw, natomiast PGJo — 3. Podczas fazy pecherzykowej odnotowano
zmieniong ekspresj¢ 602 gendéw pod wptywem pioglitazonu i 200 gendw pod wplywem
PGlJs. Z uzyciem metody Real-time PCR wykazano réwniez, ze ekspresja mediatorow
prozapalnych (IL-1p, IL-6; NF-kB, TLR4) w wigkszej mierze zalezy od fazy cyklu
rujowego (statusu hormonalnego) niz od ukladu do$wiadczalnego (rozwijajacy si¢
1 trwajacy stan zapalny; LIF i IL-10). Wyniki prezentowanych badan otwieraja nowe
mozliwo$ci badan nad mechanizmami, z udziatem PPARY, kontrolujacymi stan zapalny
oraz prawidlowy cykl komérkowy podczas warunkéw stresowych wywolanych przez

LPS w blonie §luzowej macicy §wini.
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Na podstawie uzyskanych wynikow sformulowano nastgpujace wnioski:

1. Ligandy PPARy moduluja profil transkryptomiczny btony §luzowej macicy $wini
z indukowanym stanem zapalnym. Reguluja one m. in. ekspresje gendéw
zaangazowanych w odpowiedZz immunologiczng oraz procesy wynikajace
ze szkodliwego dziatania LPS takie jak uszkodzenia DNA i stres oksydacyjny.

2. Wptyw ligandow PPARY na ekspresj¢ genow w blonie $luzowej macicy $wini
z indukowanym stanem zapalnym jest zalezny od fazy cyklu rujowego (statusu
hormonalnego).

3. Agonisci PPARy (pioglitazon i PGJ>) wykazuja dzialanie przeciwzapalne
w blonie §luzowej macicy §wini zaréwno podczas trwajacego jak i rozwijajacego

si¢ stanu zapalnego w warunkach in vitro.

Praca finansowana z projektu badawczego Narodowego Centrum Nauki
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9. Krotka charakterystyka dorobku naukowego

Studia ukonczytem na kierunku Biotechnologia farmaceutyczna na Wydziale Biologii
1 Biotechnologii Uniwersytetu Warminsko Mazurskiego w Olsztynie. Prace magisterska
pt. ,,Receptory aktywowane przez proliferatory peroksysomow gamma w regulacji syntezy
cytokin prozapalnych (IL-1§ i IL-8) podczas fazy pecherzykowej cyklu rujowego w blonie
sluzowej macicy swini (Sus scrofa domestica L.) stymulowanej endotoksyng bakteryjng”
obronilem z wyrdznieniem w lutym 2019 roku (jej promotorem byta prof. dr hab. inz.
Iwona Bogacka). W pazdzierniku 2019 r. rozpoczatem ksztatcenie w Szkole Doktorskiej,
podczas ktorego pod kierunkiem prof. dr hab. inz. Iwony Bogackiej oraz dr Aleksandy
Kurzynskiej realizowalem badania do pracy doktorskie;j.

Moj dorobek naukowy obejmuje tacznie 9 oryginalnych artykulow
w czasopismach naukowych (faczny IF rowny 35,525), w tym 6 artykuléw, w ktorych

jestem pierwszym autorem oraz 3 artykuty, w ktorych jestem wspdtautorem:

Mierzejewski K, Paukszto L., Kurzynska A, Kunicka Z, Jastrzgbski JP, Bogacka I.
Transcriptome analysis of porcine endometrium after LPS-induced inflammation: effects
of the PPAR-gamma ligands in vitro. Biol Reprod. 2021. doi: 10.1093/biolre/ioaa200.
Mierzejewski K, Paukszto ., Kurzynska A, Kunicka Z, Jastrzebski JP, Makowczenko
KG, Golubska M, Bogacka 1. PPARy regulates the expression of genes involved in the
DNA damage response in an inflamed endometrium. Sci Rep. 2022 doi: 10.1038/s41598-
022-07986-8.

Mierzejewski K, Kurzynska A, Kunicka Z, Klepacka A, Golubska M, Bogacka I.
Peroxisome proliferator-activated receptor gamma ligands regulate the expression of
inflammatory mediators in porcine endometrium during LPS-induced inflammation.
Theriogenology. 2022 doi: 10.1016/j.theriogenology. 2022.04.030.

Mierzejewski K, Stryinski R, Lopieniska-Biernat E, Mateos J, Bogacka I, Carrera M. 4
Complex Proteomic Response of the Parasitic Nematode Anisakis simplex s.s. to
Escherichia  coli  Lipopolysaccharide. Mol Cell Proteomics. 2021  doi:
10.1016/j.mcpro.2021.100166.

Mierzejewski K, Kurzynska A, Gerwel Z, Golubska M, Stryinski R, Bogacka 1. PPARS/6
Ligands Regulate Oxidative Status and Inflammatory Response in Inflamed Corpus
Luteum-An In Vitro Study. Int J Mol Sci. 2023 doi: 10.3390/ijms24054993.
Mierzejewski K, Gerwel Z, Kurzynska A, Golubska M, Bogacka 1. In vitro effects of

PPAR gamma ligands on gene expression in corpus luteum explants in non-pregnant pigs
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—  Transcriptome analysis. Theriogenology. 2023 doi:10.1016/j.theriogenology.
2023.03.003.

Kurzynska A, Kunicka Z, Mierzejewski K, Golubska M, Bogacka 1. PPARy ligands
modulate the immune response mediators in the pig myometrium - An in vitro study. Anim
Reprod Sci. 2021 doi: 10.1016/j.anireprosci.2021.106866.

Kunicka Z, Mierzejewski K, Kurzynska A, Stryinski R, Mateos J, Carrera M, Golubska
M, Bogacka 1. Analysis of changes in the proteomic profile of porcine corpus luteum
during different stages of the oestrous cycle: effects of PPAR gamma ligands. Reprod
Fertil Dev. 2022 doi: 10.1071/RD21248.

Kunicka Z, Kurzynska A, Szydlowska A, Mierzejewski K, Bogacka 1. Peroxisome
proliferator-activated receptor gamma ligands affect NF-kB and cytokine synthesis in the
porcine endometrium-An in vitro study. Am J Reprod Immunol. 2019 doi:

10.1111/aj1.13053.

Dodatkowo, bylem autorem prezentujagcym 6 doniesien naukowych oraz wspdtautorem
w 5 doniesieniach naukowych, przedstawionych w formie prezentacji ustnych lub

plakatow na konferencjach naukowych (mi¢dzynarodowych oraz krajowych).

Jestem rowniez laureatem konkursow organizowanych przez Narodowe Centrum Nauki:

PRELUDIUM 18 ,,Receptory aktywowane przez proliferatory peroksysomow beta/delta
w regulacji procesow zapalnych w ciatku zottym swini domowej”.

OPUS 24  Pecherzyki zewngtrzkomorkowe  jako  mediatory  komunikacji
miedzykomorkowej w organizmie eksponowanym na mikroplastik PET - badania multi-

omiczne na modelu Swini domowej”.

Ponadto, odbytem 1 krajowy oraz 3 zagraniczne staze naukowe:

Staz krajowy:

Pracownia Immunologii Do§wiadczalnej i Translacyjnej, Miedzyuczelniany Wydzial

Biotechnologii Uniwersytetu Gdanskiego i Gdanskiego Uniwersytetu Medycznego,
2 tygodnie, (12-23.10.2020)
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Staze zagraniczne:

Department of Food Technology, Marine Research Institute, Spanish National
Research Council, Vigo, Spain; 1 miesigc (01.01.-31.01.2023)

Department of Veterinary Medicine, University of Milan, Italy; 3 tygodnie (09.05-
29.05.2022)

Department of Food Technology, Marine Research Institute, Spanish National
Research Council, Vigo, Spain; 2 tygodnie (08.03.-21.03.2020)
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