Weczesna cigza u ssakow lozyskowych (w tym $wini domowej) jest krytycznym okresem

charakteryzujacym si¢ wysoka $miertelnoscig zarodkow. Do 35% cigz nie rozwija si¢ poza etap implantacji
zarodka. Jedna z przyczyn utraty wczesnej cigzy jest zaburzona funkcja endometrium. Udowodniono, ze
niedotlenienie (hipoksja), stan charakteryzujacy si¢ obnizonym poziomem tlenu, jest waznym czynnikiem
regulujacym procesy fizjologiczne zachodzace w blonie $luzowej macicy (endometrium). Proces ten
wplywa, migdzy innymi, na przebudowg tkanek, tworzenie si¢ nowych naczyn krwiono$nych, implantacje
i rozw0j zarodka, a takze modulacje odpowiedzi immunologicznej. Nasze wstepne wyniki wskazuja, ze w
odpowiedzi na cigze oraz gtowny sygnal zarodkowy (estradiol), zmiany w ekspresji (aktywno$ci) gendw
(w transkryptomie) w tkance endometrium $wini sg istotnie zwigzane z odpowiedzig na hipoksje.
Modele hodowli in vitro endometrium sg niezb¢dnymi narzedziami do badania jego ztozonej biologii
i patologii. Tradycyjne dwuwymiarowe (2D) hodowle komoérkowe sa szeroko stosowane ze wzgledu na
swoja prostote i niskie koszty, jednak nie odzwierciedlaja strukturalnej i funkcjonalnej zlozonosci
endometrium in vivo. Trojwymiarowe (3D) hodowle komorkowe in vitro zaczgty ostatnio wypetniac te luke
miedzy hodowlami 2D a catym organizmem. W naszym wstepnym badaniu opracowali§my model ix vitro,
wykorzystujac rusztowania umozliwiajace dlugoterminowa hodowle oraz odwzorowujace architekture
tkanki endometrium ztozonej z komorek nablonkowych i zrgbu (stromy). Planujemy rozszerzy¢ to badanie
oraz udoskonali¢ i zwalidowa¢ ten model.

W przedstawionym projekcie zbadamy, czy trofoblasty $win i ich sygnat (estradiol), a takze
warunki hipoksji, moga indukowa¢ zmiany w transkryptomie roznych komorek endometrium oraz w
sktadzie bialek wydzielanych przez komorki endometrium i trofoblastu (sekretom). Dodatkowo
szczegotowo zwalidujemy model 3D endometrium $wini oparty na rusztowaniach. Dzigki temu podejsciu
bedziemy mogli odtworzy¢ ztozona architekturg¢ tkanki endometrium, zbudowanej z komorek
nabtonkowych, zrebowych i immunologicznych. Tak kompleksowe podejscie umozliwi odkrycie tajemnic
procesu implantacji zarodka i poznanie kluczowych mechanizméw poczatkowych etapow zycia dzigki
modelom in vitro 3D.

Celem projektu jest scharakteryzowanie i walidacja modelu in vitro 3D endometrium §wini przy
uzyciu zaawansowanych technik obrazowania, takich jak mikroskopia konfokalna, przyzyciowe
obrazowanie komorek oraz analiza histologiczna, w celu wizualizacji hodowli 3D. Podczas wczesnej ciazy
bardzo wazna jest rowniez odpowiedz immunologiczna matki na rozwijajacy si¢ zarodek. Kokultura
nowego modelu 3D in vitro endometrium z komérkami immunologicznymi pozwoli lepiej odwzorowaé
srodowisko in vivo oraz umozliwi badanie interakcji miedzy komorkami immunologicznymi
a endometrium. Badanie procesu implantacji zarodka in vivo jest skomplikowane, dlatego stworzenie
modelu implantacji 3D umozliwi lepsze zrozumienie tego procesu. W tym celu do modelu endometrium
3D wprowadzimy sferoidy wytworzone z komorek trofoblastu. Aby wyjasni¢ rolg hipoksji w
mechanizmach interakcji zarodek-endometrium w nowym modelu implantacji zarodka 3D, zastosujemy
sekwencjonowanie RNA na poziomie pojedynczej komorki (single-cell RNA sequencing). Ta nowoczesna
technika pozwoli nam okres§li¢ zmiany w transkryptomie (ekspresji genéw) réznych typow komorek
endometrium i trofoblastu. Ponadto zbadamy wptyw hipoksji na sekretom komorek trofoblastu
i endometrium, wykorzystujac spektrometri¢ mas.

Co istotne, wyniki uzyskane w trakcie realizacji projektu zostang poréwnane z wynikami badan na
catych organizmach (modelach in vivo). Nasze badania bgda prowadzone w nowoczesnych i dobrze
wyposazonych laboratoriach (laboratorium biologii molekularnej oraz laboratorium analizy i obrazowania
komorek i tkanek) Instytutu Rozrodu Zwierzat i Badan Zywno$ci PAN oraz we wspdtpracy z wiodgcymi
miedzynarodowymi osrodkami badawczymi.

Planowane badania wpisuja si¢ w najnowsze trendy redukcji wykorzystania zwierzat w badaniach
naukowych, zgodnie z obowigzujagcymi zasadami 3R (Replacement, Reduction, Refinement). Dzigki
rozwigzaniu obecnych ograniczen modeli endometrium 2D oraz innych modeli 3D in vitro, projekt ten
dostarczy bardziej fizjologicznie odpowiedniej platformy do badan kluczowych procesow we wczesnej
cigzy. Pozwoli to odkry¢ fundamentalne procesy, ktoére moga znaczaco poprawi¢ metody leczenia
nieptodnosci i zwigkszy¢ sukces reprodukeyjny u zwierzat gospodarskich.



