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Pierwsze udane doniesienia o dojrzewaniu w warunkach in vitro (in vitro maturation — IVM) oocytow
koniowatych i wykorzystaniu ich do produkcji zarodkow pochodzg z lat 80. XX wicku. W tym okresie badania
nad procesem IVM, zaptodnieniem in vitro (in vitro fertilization — IVF) czy hodowla zarodkéw in vitro
(in vitro culture — TVC) u innych gatunkéw zwierzat, jak bydto, owce czy $winie, byly na zaawansowanym
poziomie, odpowiadajagc na podstawowe pytania naukowe, ale takze znajdujac zastosowanie w przemysle
komercyjnym. Gtéwnym czynnikiem ograniczajagcym stosowanie i rozwdj metod wspomaganego rozrodu
(assisted reproductive technology — ART) u koniowatych jest niska dostgpnos¢ materiatu badawczego.
Wyraznie nizsza wydajnos$¢ przyzyciowego uzyskiwania oocytéw u koni spowodowana jest specyficzna
budowg jajnika, ktora prowadzi do wystgpowania probleméw z indukowaniem superowulacji. Co wiecej,
posmiertne pozyskiwanie oocytdw jest ograniczone ze wzgledu na trudny dostgp do materiatu rzeznego.
Z tych powodow ART u koni wcigz pozostaja na niezadowalajacym poziomie, czego potwierdzeniem jest brak
mozliwosci wykonywania klasycznego IVF oraz istotnie nizsze wskazniki dojrzewania oocytow w warunkach
in vitro, siegajace zaledwie okoto 50%, przy nawet 90% w przypadku przezuwaczy.

Proces IVM odbywa si¢ w pozywkach hodowlanych, ktérych zadaniem jest zapewnienie oocytom
warunkow w jak najwiekszym stopniu zblizonych do fizjologicznych. Jednak pozywki stosowane
u koniowatych przygotowywane sa w oparciu o sktadniki pozywek stosowanych u innych gatunkéw, poniewaz
specyficzne wymagania konskich oocytow podczas tego procesow wciaz pozostaja w duzej mierze nieznane.
Pomimo stosowania roznych sktadnikow w celu suplementacji pozywek hodowlanych, wciagz nie wiadomo,
ktore z nich wchodza w interakcje z gametami i zarodkami. Wiadomo jednak, Zze procesy komunikacji
miedzykomérkowej w obrebie jajnika i mikrosrodowiska pecherzyka jajnikowego sa podstawowymi
mechanizmami umozliwiajgcymi dojrzewanie oocytéw. Rozwdj oocytow obejmuje procesy, w ktorych gameta
przechodzi dojrzewanie cytoplazmatyczne, jadrowe i molekularne. Podczas wszystkich etapow dojrzewania
oocytow niezbedna jest komunikacja komorkowa migdzy oocytem a otaczajgcymi go komorkami ziarnistymi,
a takze zachodzenie procesu nazywanego ekspansja komorek ziarnistych wzgorka jajonosnego. W ostatnich
latach wykazano, ze przekazywanie sygnalu pomiedzy komoérkami moze zachodzi¢ za posrednictwem
pecherzykow zewnatrzkomorkowych (extracellular vesicles — EV), ktore posiadajg zdolnos¢ do dostarczania
sygnatow molekularnych do komérek docelowych. EV sg waznym sktadnikiem ptyndéw ustrojowych, takich
jak ptyn pecherzykowy jajnika, dzigki czemu sa czasteczkami szeroko badanymi pod katem ich roli
w komunikacji miedzykomorkowej oraz wptywu na ART.

Wykazano, ze EV pozyskane z plynu pecherzykowego jajnika (ffEVs) zawierajg bioaktywne
sktadniki, takie jak miRNA, ktore wptywaja na geny zwigzane z metabolizmem, reprodukcjg i funkcjami
endokrynnymi, co ma ogromne znaczenie dla udanej cigzy. Ostatnie doniesienia wskazujg, ze ffEVs wpltywaja
na ekspresj¢ wybranych genéw komorek ziarnistych, a takze ekspansje komorek wzgorka jajnonosnego
u bydta i myszy. Jednak dowody wskazujace na fizjologiczny wptyw ffEVS na funkcje komorek ziarnistych
u koni domowych podczas IVM nie zostaly jeszcze wykazane. Hipoteza badawcza zaktada, ze ffEVs moga
wplywa¢ na fizjologi¢ i morfologi¢ kompleksu oocyt-kumulus i wywotywaé zmiany w transkryptomie
komorek ziarnistych wzgorka jajonosnego, ktére moga pomoc w stworzeniu korzystnego mikrosrodowiska
dla dojrzewania oocytow, zaptodnienia i wczesnego rozwoju zarodkowego. Celem projektu jest ocena wptywu
ffEVs z matych (<20 mm) i duzych (>30 mm) pecherzykéw na Zzywotnos¢, ekspansje¢ i modulacje
transkryptomu komorek ziarnistych wzgorka jajonos$nego.

Do realizacji badan wykorzystane zostang jajniki klaczy, ktore pozyskane beda z lokalnej rzezni.
Za pomoca ultrawirowania z ptynu pecherzykowego jajnika wyizolowane zostang EV. W kolejnym etapie
oocyty pozyskane z pecherzykéw jajnikowych poddane zostang dojrzewaniu in vitro z wykorzystaniem
suplementacji w postaci ffEV. W celu oceny wptywu ffEVs na ekspansje komorek ziarnistych wykonane
zostang pomiary $rednicy komplekséw oocyt-kumulus przed i po IVM. Po zakonczeniu hodowli oocyty
poddane bedg barwieniu, za pomocg ktoérego oceniona zostanie przezywalno$¢ komorek ziarnistych.
Dodatkowo, przeprowadzone zostanie sekwencjonowanie nastgpnej generacji oraz analiza bioinformatyczna,
ktére umozliwig przeprowadzenie oceny zmian zachodzacych na poziomie transkryptomu w komorkach
ziarnistych poddanym dzialaniu ffEVs.

Suplementacja pozywek na réznych etapach wspomaganego rozrodu za pomoca ffEVs moze by¢
doskonatym uzupetnieniem fizjologicznych potrzeb gamet i zarodkoéw na wczesnych stadiach rozwoju.
Zrozumienie wptywu ffEVs na zmiany transkryptomu komorek ziarnistych moze przyblizy¢ nas
do zrozumienia mechanizmoéw, za pomoca ktorych EVs wptywaja na komorki docelowe. Dlatego dazymy
do poszerzenia podstawowej wiedzy na temat roli ffEVs w istotnych procesach ekspansji komorek ziarnistych
i dojrzewania oocytow W warunkach in vitro.



