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Wysoka wydajnos$¢ reprodukcyjna jest jednym z najwazniejszych aspektow poprawy produkcji
zwierzecej. Efektywna produkcja zarodkow in vitro jest aktualnie glownym celem przemystu produkcji
zwierzgeej 1 jednoczesnie jedng z wiodacych metod biotechnologicznych wptywajacych na poprawe
wydajnosci rozrodczej bydta. Duze zroznicowanie jakosci pobieranych, przyzyciowo lub posmiertnie,
komorek jajowych stanowi niezmienne wyzwanie dla wydajnosci produkcji in vitro zarodkow wpltywajac na
ograniczenie ich wspotczynnikow rozwojowych. Selekcja komorek jajowych najwyzszej jakosci jest kluczowa
w produkcji zarodkow o wysokich wspotczynnikach rozwojowych. Dlatego poszukiwanie wiasciwych
markeréw jakosci komorek jajowych oraz markerow mozliwosci implantacyjnych i zdolnosci rozwojowej
zarodkow jako alternatywa dla do tej pory rutynowo uzywanej subiektywnej oceny morfologicznej, jest
przedmiotem zainteresowania wielu grup badawczych.

Mitochondria petnig istotng role w dojrzewaniu komorki jajowej i dalszym rozwoju zarodka, bedac
odpowiedzialne za produkcje ATP jako glownego zZrodta energii w komorce. Obecnosé mitochondriow w
komorce jajowej konieczna jest do wspierania glikolizy od dojrzewania oocytu, poprzez wczesny rozwoj
zarodka az do stadium blastocysty. U krowy stwierdzono redukcj¢ mitochondrialnego DNA w stabej jakosci
komorkach jajowych ocenianych na podstawie ich morfologii. Dodatkowo, komorki wienca promienistego,
pozyskiwane po zapodnieniu in vitro daja mozliwos¢ nieinwazyjnej oceny ich jakosci, na podstawie zawartosci
mitochondrialnego DNA, bioragc pod uwage wykazang wyzsza liczbe kopii mitochondrialnego DNA w
komorkach wienica promienistego korelujaca z wyzsza jakoscig zarodkow $winskich, ludzkich i bydlecych.
Dlatego w niniejszych badaniach zaktadamy, ze zawarto$¢ mitochondrialnego DNA w komoérkach wienca
promienistego jest SciSle zwigzana z jakoScia komorek jajowych, z uwagi na ich bezposredni udziat w
miedzykomorkowej komunikacji oraz w nabywaniu zdolnosci rozwojowej komorki jajowe;.

W projekcie, planujemy oznaczy¢ markery molekularne jakosci komorek jajowych u krowy, w oparciu
0 dobrze zdefiniowany w literaturze model do badania dobrej i ztej jakosci komorek jajowych, na podstawie
dojrzatosci ptciowej zwierzat. Zdolnos¢ rozwojowa komorek jajowych pozyskanych od zwierzat niedojrzatych
plciowo jest statystycznie nizsza w poroéwnaniu do krow. Udowodniono réwniez, ze transfer blastocyst
wyhodowanych z komorek jajowych pochodzacych z oocytow od zwierzat niedojrzatych piciowo,
doprowadzit do znacznie nizszego wspotczynnika zacielen w porownaniu do zwierzat dojrzatych plciowo.
Poza danymi na temat zaburzen biochemicznych w oocytach pochodzacych od zwierzat niedojrzatych
plciowo, takich jak zaburzenia syntezy biatek, zaburzenia metabolizmu energetycznego, czy obnizongj
aktywnos$ci czynnikow bioracych udzial w dojrzewaniu komorek, niewiele jest wiadomo na temat
molekularnej charakterystyki tych oocytéw, wyrazajacej si¢ zroznicowaniem profilu transkrypcji mMRNA. Nie
wiadomo, réwniez jaka jest roznica pomigdzy profilem transkrypcyjnym okre$lonych genow w zarodkach
wyhodowanych in vitro z komorek jajowych pochodzacych od zwierzat dojrzatych i niedojrzatych piciowo.
Oznaczenie tych profili ekspresji pozostaje w obszarze zainteresown tego projektu, szczegolnie w zakresie
zbadania czynnikoéw uczestniczacych w funkcji mitochondriow, markerow jakos$ci i zdolno$ci implantacyjne;j
blastocyst.

Bioragc powyzsze pod uwage, naukowym celem projektu jest zbadanie czy mitochondrialne i
metaboliczne zmiany podczas wczesnego rozwoju zarodkéw bydlecych in vitro mogg odzwierciedlaé jako$¢
komorek jajowych. W projekcie przewidziano realizacje¢ nastepujacych celow szczegotowych: [1] oznaczenie
zalezno$ci pomiedzy poziomem uszkodzenia mitochondrialnego DNA na roznych etapach rozwoju
zarodkowego a jakoscia komorki jajowej, [2] okreslenie zalezno$ci pomiedzy poziomem uszkodzenia
mitochondrialnego DNA i zaburzeniami metabolicznymi w komoérkach wiefica promienistego, otaczajacymi
zaptodniony oocyt a jakoscig komorki jajowej, jak rowniez [3] oznaczenie wptywu poziomu uszkodzenia
mitochodrialnego DNA w komoérkach wiefca promienistego i ich profili transkryptomicznych na
wspotczynnik zacielen po transferze blastocyst.

W proponowanym projekcie planujemy oznaczenie mitochondrialnych i metabolicznych zmian
podczas wczesnego rozwoju zarodkow in vitro. W tym celu okre§lony zostanie poziom uszkodzenia
mitochondrialnego DNA w komorkach wienca promienistego otaczajgcych zaptodniony oocyt oraz w
zarodkach bydlecych wyhodowanych in vitro na réznych etapach ich przedimplantacyjnego rozwoju
pochodzacych z komoérek jajowych dobrej i ztej jakosci. Dodatkowo, przeprowadzona zostanie analiza profilu
transkrypcyjnego przedimplantacyjnych zarodkéw wyhodowanych z oocytéw dobrej i zlej jakosci w
zalezno$ci od poziomu uszkodzenia mitochondrialnego DNA w komorkach wienca promienistego.
Dodatkowo, w komorkach wienca promienistego po zaptodnieniu in vitro 0znaczona zostanie zawarto$s¢ ATP
i aktywno$¢ enzymow zaangazowanych w metabolism glukozy. W celu okreslenia wyniku zaptodnienia, w
komorkach jajowych dobrej i zlej jakosci, okre§lony zostanie stopien penetracji plemnikéw oraz stopien
stwardnienia ostonki przejrzystej oocytu. Na koniec, oznaczony zostanie wspolczynnik zacielen po transferze
blastocyst do biorczyn, w zaleznosci od poziomu uszkodzenia mitochondrialnego DNA w komorkach wienca
promienistego, oraz okreslonego profilu transkrypcyjnego.



