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Tytul pracy: Analiza transkryptomu wezesnych stadiow rozwoju zarodkéw bydla
uzyskanych in vivo od kréw rasy polskiej holsztynsko-fryzyjskiej.

Abstrakt

Wprowadzenie:

Celem badan bylo okreslenie wptywu wieku matki oraz sezonu na transkryptom zarodkow
bydta uzyskanych in vivo od krow rasy holsztynsko-fryzyjskiej. Badanie mialo na celu
analiz¢ zmian w ekspresji gendw oraz szlakach metabolicznych zwigzanych z jakoécia
zarodkow 1 1ch potencjalem rozwojowym. Dotychczasowe badania dokumentowaly wplyw
wicku matki na wyniki rozrodu; jednak mechanizmy lezagce u podstaw zmian
transkryptomicznych we wezesnych zarodkach bydta pozostaja nie w petni poznane. Dlatego,
poréwnujgc zarodki pozyskane w sezonie cieptym i chtodnym oraz od krow mtiodszych i
starszych, w ninicjszej pracy doktorskiej dazono do identyfikacji molekularnych markerow
kompetencji zarodkowej oraz adaptacji Srodowiskowej.

Metody:

Profilowanie transkryptomu metoda RNA-Seq przeprowadzono na 34 zarodkach uzyskanych
in vivo od siedmiu krow mlecznych rasy polskiej holsztynsko-fryzyjskiej, rozniacych sie
wiekiem (2-7 lat) oraz sezonem pozyskania (wiosna i lato). Zarodki uzyskano po
superowulacji, inseminacji sztucznej oraz ptukaniu macicy zgodnie z wytycznymi IETS,
oceniono morfologicznie i przechowywano w temperaturze -80 °C. Izolacj¢ RNA, synteze
cDNA, amplifikacj¢ oraz przygotowanie bibliotek przeprowadzono zgodnie z protokotem
Takara Smart-seq2. Sekwencjonowanie wykonano na platformie Illumina NovaSeq6000
(2x150 pz, 30 mln odczytéw na zarodek). Surowe odczyty poddano filtracji Jjakosciowej i
mapowano do genomu referencyjnego Bos taurus UMD3.0 (numer akcesyjny
GCA_002263795.3). Analizg réznicowej ekspresji genow przeprowadzono w pakiecie
DESeq2, poréwnujac zarodki wedhug wieku matki i sezonu. Funkcjonalna anotacje genow
roznicowo eksprymowanych wykonano z wykorzystaniem baz danych PANTHER i STRING.
Analiz¢ wzbogacenia procesow biologicznych Gene Ontology oraz szlakow KEGG
przeprowadzono w programie Cytoscape (v3.9.1) z uzyciem wtyczki ClueGO (v2.5.9),
stosujac korekte Bonferroniego step-down (p skorygowane <0,05). Sieci wzbogaconych
terminéw  funkcjonalnych wygenerowano oddzielnie dla zbioréw genéw nad- i
niedoregulowanych w celu wizualizacji proceséw molekularnych potencjalnie zaleznych od
wieku 1 warunkow sezonowych. Dodatkowo zastosowano analizg dekonwolucji z
wykorzystaniem algorytmow MuSiC i DeTREM w celu oszacowania udziatu poszezegélnych
stadiow rozwojowych zarodka w profilach transkryptomicznych typu bulk, wykorzystujac
referencyjne dane single-cell RNA-seq.



Wyniki:

Analiza transkryptomu wykazala, 7¢ zaréwno Zaawansowany wiek matki, jak i warunki
sezonowe istotnic wplywaja na profile ckspresji genow w zarodkach bydta, oddziatujac na

szlaki - kluczowe dla rozwoju  zarodkowego, metabolizmu, implantacji, regulacji
immunologicznej oraz adaptacji do stresu.

W kontekécie wieku matki zidentyfikowano 30 najwyzej nadekspresjonowanych
transkryptow gendw zaleznych od wicku oraz 30 genow o obnizonej ekspresji.

W odniesieniu do sezonu zidentyfikowano 30 najwyzej nadekspresjonowanych oraz 30
najistotniej niedoregulowanych transkryptow genéw zaleznych od sezonu.

W analizic opartej na dekonwolucji zidentyfikowano nakladajgce si¢ geny markerowe
czterech Kolejnych stadiow rozwoju zarodka: stadium wezesnego (2- i 4-komérkowe),
stadium 8-komoérkowe, morulg oraz pozng blastocyste. Wickszosé genéw markerowych
wykazywata specyficznos¢ stadium, przy czym najwicksza liczba byla charakterystyczna dla
stadium 8-komorkowego (2832; 45,6%) oraz stadium wczesnego (1444; 23,3%), nastgpnie
dla moruli (895; 14,4%) i p6znej blastocysty (640; 10,3%). Stwierdzono jedynie ograniczone
nakladanie si¢ genow pomigdzy klastrami, co wskazuje, ze kazde stadium rozwojowe cechuje
odrebny profil ekspresji gendw.

Whioski:

Uzyskane wyniki wskazuja, ze wiek matki oraz sezon wspélnie ksztaltuja transkryptom
zarodkow bydta, wptywajac na kluczowe procesy rozwojowe, metaboliczne i adaptacyjne do
stresu. Wiedza ta moze przyczyni¢ si¢ do udoskonalenia kryteriow selekcji zarodkow,
optymalizacji protokoléw wspomaganego rozrodu u bydla oraz dostarczy¢ istotnych
informacji dla zarzadzania rozrodem u innych gatunkéw ssakow.

W kontekscie wieku matki wykazano, ze w poréwnaniu z zarodkami pochodzacymi od krow
miodszych, zarodki od krow starszych charakteryzowaly si¢ zwigkszona ekspresja genow
zwiazanych ze steroidogeneza, regulacja metaboliczna oraz sygnalizacja immunologiczna, w
tym CYP11Al, PDK4, HPRTI, STAT4 i EGR2, co sugeruje kompensacyjna aktywacje
szlakow endokrynnych i metabolicznych. Jednoczesnie w zarodkach od krow starszych
obserwowano obnizong ekspresje kluczowych genow rozwojowych i mitochondrialnych,
takich jak AKT2, UQCRC2, FANCA, JMY i PROMI, co wskazuje na zaburzenia
metabolizmu energetycznego, organizacji cytoszkieletu, stabilnosci genomu oraz procesow
zwiazanych z implantacja.

W kontekscie sezonu wykazano, ze zarodki pozyskane w sezonie cieptym w poréwnaniu z
sezonem chiodnym wykazywaly zwigkszong ekspresj¢ gendw zwiazanych z odpowiedzia na
stres, regulacjg endokrynng oraz implantacja (m.in. HSPA6, FSHR, CXCR4, CYP11Al,
BMPER i FGB), co moze $wiadczy¢ o nasilonej adaptacji komorkowej do stresu oraz
zmodyfikowanej sygnalizacji hormonalnej. Jednoczes$nie w zarodkach z sezonu cieplego
stwierdzono obnizona ekspresj¢ gendéw zwigzanych z funkcja mitochondrialng, dynamika
cytoszkieletu, transportem pgcherzykowym oraz regulacja epigenetyczng (m.in. UQCRC2,



DNAH12, SYT9, ETVS i RBMS3), co sugeruje wolniejsze tempo rozwoju oraz zmieniond
homeostaz¢ metaboliczna w warunkach podwyzszonej temperatury §rodowiskowe;.

Zastosowanie podejécia analitycznego opartego na dekonwolucji do danych bulk RNA-seq 2
pojedynczych zarodkéw bydla uzyskanych in vivo umozliwito ocen¢ podobiefstwa
transkryptomicznego pomigdzy stadiow rozwojowych przedimplantacyjnych. Analiza
klasteryzacji i redukcji wymiarowoéci wykazata wyrazne rozdzielenie stadiéw rozwojowych,
z istotnymi przejéciami transkryptomicznymi pomiedzy wczesnymi etapami podziatow a
poznicjszymi stadiow. Analizy porownawcze z wykorzystaniem MuSiC i DeTREM wskazaty
na dominacj¢ sygnatur transkrypcyjnych charakterystycznych dla péznej blastocysty w
transkryptomach calych zarodkéw, co podkresla przewage programéw ekspresji genow
typowych dla pozniejszych stadiéw w danych bulk RNA-seq.

Stowa kluczowe:

bydto holsztynsko-fryzyjskie, zarodki bydta, wiek matki, analiza transkryptomu, RNA-seq

1. ol 2020 W‘\g\‘\(i(’)ﬂ&&/



