Nr rejestracyjny: 2020/39/0/NZ9/00621; Kierownik projektu: prof. dr hab. Chandra Shekhar Pareek

Technologie sztucznego wspomagania rozrodu (ART) sg potencjalnie cennymi narzgdziami w hodowli bydta.
Rozwdj ciazy zalezy od kompetencji rozwojowej zarodka, a uzyskanie odpowiedniej liczby zarodkow
kwalifikowanych do embriotransferu — od kompetencji rozwojowej oocytu rozumianej jako zdolnos$¢ do
prawidtowego dojrzewania jadrowego 1 cytoplazmatycznego W proponowanym projekcie zostang
przeprowadzone multiomiczne badania oparte na sekwencjonowaniu genomu nowej generacji (NGS) w celu
zrozumienia i zbadania molekularnych mechanizmoéw i procesow dojrzewania oocytdw oraz wezesnych etapow
embrionalnych rozwoju ptodu bydlecego u polskiego bydta rasy holsztynsko-fryzyjskiej (HF).
Hipoteza badawcza zaktada, ze:
¢ istnieje Scista, przeciwstawna zalezno$§¢ miedzy kompetencjg rozwojowa i zmianami ekspresji genow w
okresie dojrzewania oocytow, a wczesnymi embrionalnymi stadiami rozwojowymi ptodu, ktore mogg by¢
wykryte za pomocg technologii multiomicznych NGS i metod bioinformatycznych u polskiego bydta rasy HF;
¢+ zastosowanie analizy scRNA-seq i metyl-seq u oocytow i zarodkéw bedzie pomocne w identyfikacji
potencjalnych biomarkerow i genow kandydujacych istotnych dla cech rozrodczosci i ptodnosci bydta rasy
HF;
¢ spodziewamy si¢, ze zastosowanie zaawansowanych narzedzi NGS scRNA-seq i metylo-seq pozwoli na
identyfikacje nowej zmienno$ci w ekspresji genow kandydujacych, sieci gendw, sieci genow ulegajacych

koekspresji i szlakow metabolicznych oraz identyfikacji nowych biomarkerow dla cech rozrodczosci i

ptodnosci.

Badanie to dostarczy odpowiedzi na nastgpujace kluczowe pytania:

» Jaki jest fizjologiczny profil oocytow i wczesnych, embrionalnych stadiéw rozwoju ptodu bydlecego w
kontekscie sekwencjonowania RNA u pojedynczych komorek (scRNA-seq) i profilowania epigenomu
(metyl-seq) u bydta rasy HF?

» Czy profile transkryptomiczne (scRNA-seq) i epigenomiczne (metyl-seq) oocytow i zarodkow bydta rasy
polskiej holsztyfsko-fryzyjskiej maja wptyw na ptodno$¢ i inne cechy zwiazane z reprodukcja?

» Czy stan fizjologiczny transkryptomu i epigenomu oocytow/zarodkéw bydta rasy holsztynsko-fryzyjskiej
ma istotny wplyw na ekspresj¢ prenatalng kluczowych gendéw i biatek kandydujacych, ktoére mogg byé
wykorzystywane jako geny kandydujace i biomarkery ptodnosci i cech zwigzanych z reprodukcja?

W zaplanowanych badaniach cele naukowe ze szczeg6lnym uwzglednieniem innowacyjnego charakteru projektu
badawczego bedg realizowane poprzez realizacje trzech zadan badawczych w postaci pakietow roboczych [WP1-
WP3]:

£ W ramach WP1, wykonane zostanie pobranie oocytow i zarodkdw we wczesnych embrionalnych etapach
rozwoj u polskiego bydta rasy holsztynsko-fryzyjskiej. W pakiecie WP1 zostang przeprowadzone dwa
eksperymenty pilotazowe. W eksperymencie 1 (Exp-1) zostang przeprowadzone badania morfologiczne
in vitro oraz ocena oocytow i zarodkow. W doswiadczeniu 2 (Exp-2) zostang przeprowadzone badania
morfologiczne in vivo oraz ocena zarodkow.

+ W ramach WP2, przeprowadzone zostang badania laboratoryjne nad sekwencjonowaniem RNA u
pojedynczych komorek (scRNA-seq) oraz sekwencjonowaniem epigenomu (metyl-seq) oocytow i
zarodkow we wczesnych stadiach rozwoju. Po sekwencjonowaniu NGS przeprowadzona zostanie
walidacja badan z udziatem jednokomoérkowgo mRNA (MRNA-seq) i miRNA-seqz wykorzystaniem RT-
PCR.

£ W ramach WP3, opracowane zostang trzy schematy analizy bioinformatycznej oparte na danych mRNA-
seq, miRNA-seq i metyl-seq. Nasza analiza bioinformatyczna bg¢dzie opiera¢ si¢ na (i) poréwnaniu
zarodkéw pomiedzy Exp-1 i Exp-2 w trzech schematach analizy (dane sc-mRNA-seq, sc-miRNA-seq oraz
dane metyl-seq); oraz (ii) w Exp-1, poréwnaniu oocytow i zarodkow W trzech schematach analizy RNA-
seq. W pakiecie WP3 wykorzystamy szeroki zakres zaawansowanych narzg¢dzi bioinformatycznych: np.
pakiet SAMtools mPileUp do identyfikacji SNP i indeli, trzy pakiety Biokonduktora R: EdgeR, DEseq i
DESeq?2 do identyfikacji gendéw roznicowej ekspresji (DEG), pakiet R do analizy sieci korelacji wazonej
(WGCNA) pozwalajacy na identyfikacje koeksrpecji gendow, GO i KEGG do analizy ontologii i szlakéw
metabolicznych, pakiet R do analizy zintegrowanego protokotu ChAMP, w tym QC, desntifyPlot,
dendrogram itp. ChAMP.norm do standaryzacji danych metyl-seq, ChAMP.DMP i Champ.DMR do
filtrowania pojedynczych miejsc CpG i klastrow wysp CpG, Champ.GSEA do wzbogacania funkcji i
analizy $ciezek metabolicznych, wizualizacji danych przez oprogramowanie CIRCOS, unikalne wzorce
metylacji DNA i skorelowane z nimi wyspy CpG be¢da analizowane za pomocg R pakiet "coMET".

Wyniki badan pozwola na: i) scharakteryzowanie mechanizméw biologicznych i molekularnych dojrzewania
oocytow 1 wezesnego rozwoju zarodkowego u bydla rasy HF; ii) identyfikacje gendow/biomarkerow
kandydujacych dla cech ptodnosci i rozrodu bydta; iii) wyniki wypelia luk¢ w wiedzy na temat integracji
profilowania transkryptomowego i epigenomowego w dojrzewania oocytow i wczesnym rozwoju zarodkowym.



