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Streszczenie

Metabolizm energetyczny to ogdt procesow biochemicznych, dzieki ktorym wszelkie komorki
uzyskuja energi¢ niezbedng do prawidlowego funkcjonowania. Tyczy si¢ to rowniez oocytow
oraz zarodkow, w ktérych homeostaza energetyczna stanowi podstawe ich wysokiej
kompetencji rozwojowej. Elementem mogacym czg$ciowo regulowaé¢ metabolizm w obrebie
pecherzyka jajnikowego sg follikulosomy — pecherzyki zewnatrzkomérkowe wnikajace do
oocytow 1 modulujace ich $ciezki metaboliczne. Réwniez w zarodkach obserwowane sg istotne
zmiany w pozyskiwaniu 1 wykorzystywaniu energii na kolejnych etapach rozwoju
przedimplantacyjnego, stad prowadzone sg badania okre$lajace wptyw réznych czynnikéw na
parametry metabolizmu energetycznego. Niniejsza praca doktorska obejmuje dwa
eksperymenty skoncentrowane na wybranych aspektach metabolizmu energetycznego: (1)
podczas dojrzewania in vitro oocytow oraz (2) na kolejnych etapach rozwoju
przedimplantacyjnego zarodkoéw bydlecych.

W pierwszym eksperymencie scharekteryzowano follikulosomy jako elementy komunikacji
migedzykomoérkowej w pecherzyku jajnikowym oraz oceniono ich wplyw na oocyty
dojrzewajace w warunkach fizjologicznych i1 zaburzonego metabolizmu. Wykazano, ze
follikulosomy transportowane sa do wngtrza oocytu poprzez potaczenia transzonalne, a ich
pobor przez komorki pecherzykowe nasila si¢ przy zaburzeniach metabolicznych.
Suplementacja pozywki do dojrzewania in vitro follikulosomami (w warunkach
fizjologicznych jak i zaburzonego metabolizmu) istotnie poprawita wskazniki skutecznosci
hodowli oraz korzystnie wplywata na profil lipidomiczny zarodkow. Efekty tej suplementacji
byty rowniez widoczne na poziomie ekspresji mRNA oraz w charakterystyce kropli lipidowych
w kompleksach oocyt-cumulus.

W drugim eksperymencie scharakteryzowano parametry kropli lipidowych zarodkow
bydlecych na kolejnych etapach rozwoju przedimplantacyjnego od zygoty do stadium
blastocysty. Analizy wykazaly, ze parametry kropli lipidowych dynamicznie zmieniajg si¢ w
trakcie kolejnych etapdw rozwoju przedimplantacyjnego. W zarodkach bydlgcych najwiekszy
spadek parametrow lipidowych zaobserwowano w stadium 8-16 komorek, kiedy aktywowany
jest genom zarodka. Parametry lipidowe wykazaty cechy specyficzne gatunkowo (bydto vs
$winia) - rozmiar kropli lipidowych $wini byt istotnie wigkszy w kazdym stadium rozwojowym,
a liczba kropli mniejsza w poréwnaniu do bydta. Ponadto wykazano wptyw obecnosci gamety
meskiej (zaplodnienie in vitro vs partenogeneza). SzczegoOlnie istotne rdznice miedzy
zarodkami in vitro 1 partenogenetycznymi odnotowano w kluczowych stadiach rozwoju, takich
jak 8—16 komorek 1 blastocysta.

Uzyskane wyniki po raz pierwszy opisuja follikulosomy jako czasteczki zdolne do
kompensowania deficytow powstatych w kompleksach oocyt—cumulus na skutek dojrzewania
w warunkach zaburzonego metabolizmu energetycznego. Dodatkowo, zaobserwowano
gatunkowo specyficzny wzorzec zmian parametréw kropli lipidowych w kolejnych stadiach
rozwoju przedimplantacyjnego zarodka, ktory moze stanowi¢ czuly wskaznik jego jakosci i
potencjatu rozwojowego.



Abstract

Energy metabolism encompasses all biochemical processes by which cells obtain the energy
necessary for proper functioning. This also applies to oocytes and embryos, in which energy
homeostasis is fundamental to their high developmental competence. One of the regulatory
elements of metabolism within the ovarian follicle are folliculosomes - extracellular vesicles
that penetrate oocytes and modulate their metabolic pathways. Significant changes in energy
acquisition and utilization are also observed in embryos at successive stages of preimplantation
development. Therefore, research is being conducted to determine the effects of various factors
on parameters of energy metabolism. This doctoral dissertation comprises two experiments
focused on selected aspects of energy metabolism: (1) during in vitro maturation of oocytes,
and (2) at subsequent stages of preimplantation development in bovine embryos.

In the first experiment, folliculosomes were characterized as elements of intercellular
communication within the ovarian follicle, and their effect on oocytes maturing under
physiological and metabolically compromised conditions was assessed. It was demonstrated
that folliculosomes are transported into the oocyte via transzonal projections, and their uptake
by follicular cells increases under metabolic stress. Supplementation of the [IVM medium with
folliculosomes (under both physiological and altered metabolic conditions) significantly
improved culture quality parameters and positively influenced the lipidomic profile of the
resulting embryos. These effects were also observed at the mRNA expression level and in the
characterization of lipid droplets within the oocyte—cumulus complexes.

In the second experiment, lipid droplet parameters of bovine embryos were characterized at
various stages of preimplantation development, from the zygote to the blastocyst stage. The
analyses revealed that lipid droplet parameters undergo dynamic changes throughout
preimplantation development. In bovine embryos, the most pronounced decline in lipid
parameters was observed at the 8—16 cell stage, coinciding with embryonic genome activation.
Lipid droplet parameters displayed species-specific features (cattle vs. pig): pig embryos had
significantly larger lipid droplets at each developmental stage, but fewer droplets compared to
cattle. Moreover, the presence of the male gamete (in vitro fertilization vs. parthenogenesis)
was shown to influence these parameters. Particularly significant differences between IVF and
parthenogenetic embryos were noted at key developmental stages, such as the 8—16 cell stage
and blastocyst.

The obtained results describe, for the first time, folliculosomes as vesicles capable of
compensating for deficits in oocyte—cumulus complexes caused by maturation under
compromised energy metabolism. Additionally, a species-specific pattern of lipid droplet
parameter changes was observed across preimplantation stages, which may serve as a sensitive
indicator of embryo quality and developmental potential.
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1. Wstep

W ostatnich dekadach dokonano znaczacego postepu w technologiach wspomaganego rozrodu,
wykorzystywanych zaréwno w leczeniu nieptodnosci u ludzi, jak i w hodowli zwierzat oraz
ochronie materialu genetycznego cennych Iub zagrozonych gatunkéw. U zwierzat
gospodarskich poczatkowo najpowszechniej stosowang metoda byto sztuczne unasiennianie,
ktoére zrewolucjonizowalo hodowle bydla w XX wieku. Nastepnie wprowadzono szereg
innowacji, takich jak kriokonserwacja nasienia, transfer zarodkow czy pozyskiwanie zarodkow
poprzez zaplodnienie pozaustrojowe, ktore znaczaco wptynely na efektywnos$¢ reprodukeji
(Moore & Hasler, 2017). Zgodnie z danymi International Embryo Transfer Society (IETS),
produkcja zarodkéw bydlgcych metoda in vitro (IVP) wykazuje staty, $redni roczny wzrost na
poziomie 12%. W ostatnich latach IETS odnotowalo rocznie ponad 400 tysigcy transferow
zarodkow pozyskiwanych pozaustrojowo. Obserwowane tendencje wskazuja zatem na zmiany
w praktykach hodowlanych, polegajace na uzupetnianiu tradycyjnych metod rozrodu zwierzat

nowoczesnymi technologiami in vitro (Ferre et al. 2019).

Pomimo wzrastajacego udziatu produkcji zarodkow in vitro na §wiecie, wciaz istniejg elementy
tego procesu, ktore wymagaja dalszych optymalizacji. W odniesieniu do réznych gatunkéw
zwierzat hodowlanych, $redni odsetek blastocyst uzyskiwanych pozaustrojowo pozostaje
ponizej oczekiwan 1 wynosi 20 — 40% u bydia oraz koni, a 30 — 50% u trzody chlewnej
(Niemann H., Wrenzycki Ch. 2018). Niezadowalajace rezultaty sa spowodowane wieloma
ograniczeniami. W literaturze najczg$ciej wspomina si¢ o obnizonej jako$ci oocytu,
wynikajacej z niekompletnego dojrzewania cytoplazmatycznego, fragmentacji DNA i
nieodpowiednich warunkéow hodowli, ktére zaburzaja miedzy innymi aktywacje genomu
zarodka (Ferre et al. 2019). Ogolnie przyjmuje si¢, ze zarodki uzyskane metoda in vitro sg
gorszej jakosci niz te powstate in vivo, co ocenia si¢ na podstawie ich morfologii, zdolnosci do

kriokonserwacji, profilu ekspresji gendw oraz wskaznikow ciaz po transferze (Lonergan & Fair,

2015).

Jednym z elementow procedury IVP, ktory podlega ciggtemu doskonaleniu, jest etap
dojrzewania oocytow in vitro (IVM). Wsrdd najczesciej opisywanych ograniczen IVM
wymienia si¢ sktad pozywki, ktoéry nie odzwierciedla w peini optymalnych warunkéw in vivo
(Telfer et al. 2020). Zapewnienie odpowiedniego srodowiska dla dojrzewania oocytow staje si¢
waznym celem naukowym, gdyz sukces procedury wynika przede wszystkim z trafnego

odtworzenia naturalnych interakcji ze srodowiskiem, co prowadzi do witasciwej aktywacji
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procesdw metabolicznych, np. produkcji energii. Badania wskazuja rowniez, iz elementy
komunikacji miedzykomorkowej, takie jak pecherzyki zewnatrzkomorkowe (EVs, ang.
extracellular vesicles), sa potencjalnie kluczowymi mediatorami, ktére moga regulowac
homeostaz¢ 1 wptywac na jako$¢ oraz przezywalnos¢ oocytow i zarodkéw (Gebremedhn et al.

2020; Benedetti et al. 2024).

Badania nad molekularnymi czy metabolicznymi aspektami dojrzewania oocytow i wczesnego
rozwoju zarodkowego u ssakow sa kluczowe dla zrozumienia fundamentalnych procesow
biologicznych lezacych u podstaw sukcesu reprodukcyjnego. W ostatnim czasie obserwuje si¢
rosngce zainteresowanie bydlecymi modelami in vitro oraz przedimplantacyjnym rozwojem
zarodkow bydla. Modele te wykorzystywane sa do poglebionych badan nad technikami
wspomaganego rozrodu cztowieka ze wzgledu na liczne fizjologiczne podobienstwa, takie jak
dlugos¢ folikulogenezy, pojedyncza owulacja, zawarto$¢ lipidoéw w oocytach, czy przemiany
metaboliczne w zarodkach. Zaleta modeli zwierzecych jest brak kontrowersji etycznych, gdyz
material biologiczny moze by¢ pozyskiwany z jajnikow pochodzacych z rzezni komercyjnych

(Langbeen et al. 2015).

1.1. Pecherzyk jajnikowy — Srodowisko wzrostu i dojrzewania oocytu

Ksztaltowanie jakosci oocytéw i powstatych dalej zarodkow to proces wieloetapowy, ktorego
droga niewatpliwie rozpoczyna si¢ juz w czasie zycia plodowego samicy. Wowczas dochodzi
do powstawania zawigzkow jajnikow, a w nich pecherzykow jajnikowych. Glowna rola
pecherzyka jajnikowego jest zapewnienie odpowiednich warunkéw dla wzrostu i dojrzewania

oocytu oraz jego uwolnienie w procesie owulacji (Krzymowski, 2007).

Rozwo6j pecherzykéw jajnikowych (folikulogeneza) rozpoczyna si¢ od stadium pgcherzyka
pierwotnego, ktory zawiera oocyt otoczony pojedyncza warstwg ptaskich komorek ziarnistych.
Pecherzyk pierwotny przeksztalca si¢ w pecherzyk pierwszorzgdowy (I-rzedowy), w ktorym
komorki ziarniste przybierajg ksztalt szeScienny i1 zaczynajg proliferowaé. Oocyt zwigksza
srednicg, a wokol niego tworzy si¢ ostonka przejrzysta. Nastgpnie powstaje pecherzyk
drugorzedowy (preantralny, II-rzedowy), charakteryzujacy si¢ wielowarstwowym nabtonkiem
ziarnistym oraz pojawieniem si¢ komorek ostonki wewngtrznej i zewnetrznej. Pomig¢dzy
warstwami zaczynaja si¢ tworzy¢ przestrzenie wypelnione ptynem. W kolejnej fazie pecherzyk

przechodzi w stadium trzeciorzedowe (antralne), w ktorym pojawia si¢ dobrze widoczna jamka
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(antrum) wypelniona plynem pegcherzykowym. Antralny pecherzyk otoczony jest z zewnatrz
ostonka zewnetrzng (zbudowang z migsni gladkich, fibroblastow, kolagenu i naczyn) oraz
ostonka wewnetrzng, ktora zawiera komorki steroidogenne 1 naczynia krwiono$ne. Ostonka
wewnetrzna sgsiaduje z blong podstawng, ktora stanowi barier¢ pomiedzy krwig a wngtrzem
pecherzyka. Wewnatrz pecherzyka znajduja sie¢ komorki ziarniste (pecherzykowe).
Bezposrednio otaczajace oocyt komorki pecherzykowe tworza tzw. wieniec promienisty, ktory
wraz z oocytem tworzy wzgorek jajonosny (Fig. 1). Oocyt z otaczajagcymi go komorkami
pecherzykowymi nazywany jest kompleksem oocyt-cumulus (COC, ang. cumulus-oocyte

complex) (Popiotek & Grzesiak, 2019).

Ostonka
zewnetrzna
Ostonka
wewnetrzna

Wartstwa
ziarnista

Wzgorek

jajonos$ny

Oocyt

Btona
podstawna

Fig. 1. Uproszczony schemat budowy pecherzyka jajnikowego (grafika wtasna).

Najbardziej zaawansowanym stadium rozwoju jest pecherzyk przedowulacyjny, zdolny do
peknigcia 1 uwolnienia oocytu podczas owulacji (Popiotek & Grzesiak, 2019). W jajnikach
samic dojrzalych plciowo mozna zaobserwowac pecherzyki we wszystkich fazach rozwoju.
Niemniej jednak nie wszystkie pecherzyki antralne bedg w stanie rozwijac si¢ w trakcie cyklu
plciowego, poniewaz wigkszo$¢ z nich bedzie podlegata procesowi atrezji. Jedynie w obecnosci
hormonu folikulotropowego rosngcy pecherzyk moze jej unikna¢ 1 zosta¢ wiaczonym do
kohorty rozwijajacych si¢ pecherzykow antralnych. Calkowity czas rozwoju od pecherzyka

pierwotnego do owulacyjnego u krow szacuje si¢ na 180 dni. Natomiast wzrost od wczesnego
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stadium antralnego do owulacyjnego zajmuje okoto 42 dni (Lussier et al. 1987). Dla
porownania $redni catkowity czas rozwoju pecherzykdéw szacuje si¢ na 20 dni u myszy, 184

dni u owiec oraz 205 dni u ludzi (Cortvrindt & Smitz, 2001).

Wraz ze wzrostem pecherzyka jajnikowego postepuje rozwoj oocytu, ktdry stopniowo nabywa
pelng kompetencje do zaptodnienia oraz dalszego rozwoju w prawidlowy organizm. Oocyty w
pecherzykach preantralnych przechodza intensywny etap wzrostu, ktéremu towarzyszy
znaczace zwigkszenie ich objetosci. U myszy proces ten skutkuje az 34-krotnym wzrostem
objetosci komorki. W tym okresie oocyty gromadza kluczowe zasoby niezbedne do
pozniejszego dojrzewania, zaptodnienia oraz rozwoju zarodka przedimplantacyjnego. Jednym
z charakterystycznych elementow tej fazy jest rozpoczgcie syntezy i wydzielania glikoprotein
tworzacych ostonke przejrzysta (Eppig et al. 1996). Ostatecznym etapem przygotowywania
oocytow do ewentualnego zaptodnienia jest proces dojrzewania, ktéry w warunkach in vivo u
wickszosci ssakow ma miejsce w okresie okotoowulacyjnym. Dojrzewanie oocytu jest
ztozonym procesem obejmujacym przede wszystkim dojrzewanie jadrowe i cytoplazmatyczne.
Dojrzewanie jadrowe dotyczy przemian w jadrze komorkowym, takich jak kondensacja
chromatyny, formowanie wrzeciona kariokinetycznego, separacja chromosomoéw, wyrzut
pierwszego ciatka kierunkowego, a takze zatrzymanie podzialu mejotycznego w stadium
metafazy II. Dojrzewanie cytoplazmatyczne to proces, ktory umozliwia zakonczenie
dojrzewania jadrowego, przeprowadzenie zaptodnienia oraz rozpoczecie wczesnych etapow
rozwoju zarodkowego, stanowigc tym samym fundament dla implantacji zarodka, rozpoczgcia
cigzy 1 prawidtowego rozwoju plodu (Watson, 2007). Proces ten wigze si¢ z istotnymi
zmianami strukturalnymi i funkcjonalnymi, obejmujacymi m.in. reorganizacje¢ mitochondriow,
ziaren korowych oraz retikulum endoplazmatycznego. Réwnolegle zachodzi intensywna
synteza mRNA 1 bialek w oocycie, ekspansja komorek wienca promienistego oraz oslabienie
ich polaczen z oocytem, co sprzyja przygotowaniu oocytu do zaptodnienia i dalszego rozwoju
(Rosario et al. 2011). Prawidlowe rozmieszczenie organelli jest wysoce istotne. Jak wykazano,
oocyty o nizszej jako$ci nie sa zdolne do prawidlowej redystrybucji mitochondriow podczas
dojrzewania, co skutkuje obnizeniem poziomu ATP i ograniczong kompetencja rozwojowa,

szczegolnie na etapie formowania blastocysty (Stojkovic et al. 2001).

Prawidlowy rozwoj oocytow zalezy rowniez od kontaktu i komunikacji z sgsiadujgcymi
komoérkami somatycznymi, ktére zapewniajg wsparcie metaboliczne oraz przekazuja liczne
sygnaly regulacyjne. Ten kontakt odbywa si¢ za posrednictwem cienkich wypustek

cytoplazmatycznych, ktore wychodza z komodrek pecherzykowych otaczajacych oocyt,
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przechodza przez ostonke przejrzysta znajdujaca si¢ migdzy nimi i docieraja do powierzchni
oocytu. Wypustki komoérek pecherzykowych okresla si¢ jako potaczenia trans-zonalne (TZPs,
ang. trans-zonal projections). Liczba TZPs wzrasta wraz ze wzrostem oocytu, a w momencie
owulacji struktury te szybko zanikaja, co prowadzi do trwalego zerwania kontaktu miedzy

komorka rozrodceza a otaczajacymi ja komorkami somatycznymi (Clarke, 2022).

Niedawne badania prowadzone na tréjwymiarowym modelu mysim z uzyciem nowoczesnej
mikroskopii elektronowej wykazaty, ze wiekszo§¢ TZPs rozgalezia si¢ 1 tworzy potaczenia
szczelinowe miedzy soba, zamiast bezposrednio docieraé¢ do oocytu. Srednio kazda komorka
wienca promienistego tworzy okoto 30 TZPs, ktore nie siegaja powierzchni oocytu oraz okoto
9 TZPs, ktore docieraja do oocytu. Dtugosci potaczonych TZPs s3 o okoto 4 pm wigksze niz
srednia grubos$¢ ostonki przejrzystej, co umozliwia im rozcigganie si¢ wzdhuz powierzchni
oocytu lub nawet powrdt w kierunku ostonki. Odkrycia te ukazuja zlozono$¢ i zawilos¢
struktury TZPs (Beana & Terasaki, 2019). Przez dlugi czas uwazano, ze wsparcie fizjologiczne
zapewniane przez komorki wiefica promienistego za posrednictwem TZPs ogranicza si¢ do
matych czasteczek (<1 kDa), ktore moga przenikaé przez potaczenia. Jednakze wykazano, ze
wigksze tadunki, takie jak dlugie czasteczki RNA 1 lipidy, réwniez moga by¢ przekazywane z
komorek wiefica promienistego do oocytu. Uwaza si¢, ze proces ten moze zachodzi¢ za
posrednictwem pecherzykdéw zewnatrzkomorkowych. TZPs moga uwalnia¢ pecherzyki, ktore
nastepnie tacza si¢ z oocytem, co zostalo wykazane za pomoca mikroskopii elektronowe;j

(Macaulay et al. 2014, Clarke, 2022).

Innym typem potaczen migdzykomorkowych, obserwowanym zaréwno pomigdzy komorkami
ziarnistymi otaczajacymi oocyt, jak i pomiedzy komorkami ziarnistymi a samym oocytem, sg
tzw. potaczenia szczelinowe (ang. gap junctions) (Marchais et al. 2022). Potaczenia
szczelinowe sg jedng z najlepiej przebadanych form komunikacji migdzykomorkowej w jajniku
ssakow. Znajduja si¢ one na koncach potaczen trans-zonalnych, ktére kontaktuja si¢ z blong
komorkowsa oocytu. Zbudowane sg z biatek transbtonowych o wielu domenach okreslanych
jako koneksyny. W kompleksie oocyt-cumulus szczegolnie wazne sg dwie koneksyny: CX43
oraz CX37. Powszechnie uwaza si¢, ze biorg one udziat w komunikacji migdzy réznymi typami
komorek: CX43 w komunikacji miedzy komorkami pecherzykowymi, a CX37 w komunikacji
migedzy komoérkami pgcherzykowymi a oocytem (Xie et al. 2021). Polaczenia szczelinowe
umozliwiajag wymiang jondw, wtdrnych przekaznikoéw sygnalowych oraz matych metabolitow

(np. glukozy) (Mese et al. 2007).
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Odpowiednio zorganizowane §rodowisko wewnatrzpgcherzykowe stanowi kluczowy element
w procesie dojrzewania oocytOw i opiera si¢ na S$cistej interakcji pomigdzy oocytem,
komoérkami pecherzykowymi oraz ptynem pecherzykowym (Dumesic et al. 2015). Plyn
pecherzykowy peini funkcje naturalnego mikrosrodowiska, w ktérym oocyt rozwija si¢ i
dojrzewa. Wywodzi si¢ z dwoch gtownych zZrédet: z przesaczu osocza naczyn wlosowatych
wydzielanych przez warstwy komorek ziarnistych. Zawiera ztozong mieszaning jonéw, biatek,
metabolitoéw, hormonow, lipidow, substratéw energetycznych oraz reaktywnych form tlenu
(Andrande et al. 2019). To zréznicowane spektrum czasteczek wskazuje, ze ptyn pecherzykowy
pelni funkcje nie tylko rezerwuaru, lecz rowniez aktywnego Srodowiska metabolicznego,
wywierajacego istotny wpltyw na komorki pecherzykowe oraz oocyt. Przyktadem sg kwasy
thuszczowe obecne w ptynie pgcherzykowym, ktére sa wchtaniane przez oocyt i wplywaja na
jego dojrzewanie oraz jakos$¢. Zaburzenia homeostazy wewnatrz pecherzyka, przejawiajace si¢
podwyzszonym stezeniem kwasow thuszczowych, moga prowadzi¢ do zakldcenia dojrzewania
jadrowego oocytu oraz obnizenia jego kompetencji rozwojowej, co przeklada si¢ na

zmniejszony potencjat rozwojowy powstatych z niego blastocyst (Shi & Sirard, 2022).

Od najwczesniejszych etapow folikulogenezy zachodzi dynamiczna wymiana sygnatéw w
obrgbie pecherzyka. Szczegdlnie istotng role odgrywa komunikacja na krotkie odlegtosci,
realizowana przez polaczenia trans-zonalne, ktore uczestniczg m.in. w regulacji stezenia
wtérnych przekaznikow cAMP i cGMP w oocycie, co wptywa na zatrzymanie lub wznowienie
mejozy (Marchais et al. 2022). Jednakze w ostatnim czasie zidentyfikowano nowe mechanizmy
komunikacji w mikrosrodowisku pecherzyka, umozliwiajace wymiang¢ duzych czasteczek —
takich jak kwasy nukleinowe, biatka i lipidy — pomig¢dzy elementami pecherzyka jajnikowego
(ptynem pecherzykowym a komorkami pecherzykowymi 1 komorkami pecherzykowymi a
oocytem). Komunikacja ta realizowana jest za poSrednictwem pecherzykow
zewnatrzkomorkowych (EVs) 1 zostala juz powigzana z regulacja rozwoju pecherzyka,

wzrostem oocytu oraz jego jakos$cig zaréwno u ludzi jak i u zwierzat (Andrande et al. 2019).

1.2. Pecherzyki zewnatrzkomorkowe i ich rola w Srodowisku pecherzyka jajnikowego

Wsréd roéznych czynnikow zaangazowanych w proces wzrostu i dojrzewania oocytu oraz ich
wplywu na jako$¢ zarodka coraz wigksze zainteresowanie naukowe wzbudzajg

zewnatrzkomorkowe pecherzyki pochodzace z ptynu pgcherzykowego.
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Wedtug aktualnej definicji opublikowanej przez ISEV (International Society for Extracellular
Vesicles) termin ,,extracellular vesicles” (EVs) odnosi si¢ do czastek uwalnianych z komorek,
otoczonych dwuwarstwg lipidowa i nie mogacych replikowaé samodzielnie (tj. nie zawieraja
funkcjonalnego jadra) (Welsh et al. 2024). EVs moga by¢ wydzielane przez rézne typy
komorek i zostalty wykryte m.in. w osoczu, moczu, nasieniu, §linie, mleku, surowicy, tzach,
limfie, ptynie mézgowo-rdzeniowym, ptynie jamy blastocysty oraz ptynie pecherzykowym

(Doyle & Wang, 2019).

Roézne typy EVs zostaty sklasyfikowane w oparciu o ich pochodzenie i mechanizmy biogenezy.
Znany jest podziat na co najmniej trzy gtowne zrodta: EVs apoptotyczne (okreslane jako ciatka
i pecherzyki apoptotyczne) powstaja w wyniku fragmentacji komérek poddawanych apoptozie;
ektosomy (mikropecherzyki/mikroczasteczki) powstaja poprzez bezposrednie zewnetrzne
paczkowanie blony plazmatycznej; egzosomy, ktore powstaja poprzez wewnetrzne
paczkowanie przedzialdéw endosomalnych, ktore nastepnie ulegaja fuzji z btong plazmatyczna
(Jeppesen et al. 2023). Egzosomy sa uwazane za specyficzng populacj¢ EVs i charakteryzuja
si¢ Srednicg 30-150 nm. Zawieraja ewolucyjnie konserwatywny zestaw biatek, w tym
tetraspiny, Alix, CD63, CD9, HSP70, okreslane jako ,,biatka markerowe egzosomow” (Borges
et al. 2013). W odpowiedzi na roznorodno$c¢ typow EVs 1 niepewnos¢ dotyczacg ich biogenezy
w wielu przypadkach, ISEV przyjeto pragmatyczne podejscie, klasyfikujac EVs jako ,,duze
EVs” (>200 nm) lub ,,mate EVs” (<200 nm) (Welsh et al. 2024).

Poczatkowo przypuszczano, ze EVs stuzg komérkom jako mechanizm pozbywania sig
zbednych materiatow, wspierajagc tym samym homeostaze tkanek. Obecnie wiadomo jednak,
ze EVs pelia kluczowe funkcje w komunikacji migdzykomodrkowej, umozliwiajac
przekazywanie swojego tadunku (biatka, lipidy 1 kwasy nukleinowe, w tym mikroRNA) do
komorek docelowych poprzez proces internalizacji lub interakcje bialek powierzchniowych
EVs z receptorami na komodrkach. Wydzielanie EVs odgrywa istotng rol¢ w utrzymaniu
prawidtowych procesow fizjologicznych dzigki aktywnej wymianie sygnalow migdzy
komoérkami (Jeppesen et al. 2023). Charakter 1 ilo§¢ transportowanych bio-tadunkéw zalezy od
rodzaju komorki, jej stanu (fizjologicznego lub patologicznego) oraz czynnikdéw wplywajacych
na produkcj¢ 1 wydzielanie EVs. Ostatecznym, a prawdopodobnie najczestszym losem EVs w
komorce docelowej jest ich kierowanie do lizosomow, co prowadzi do degradacji
przenoszonych biatek i lipidow. Ta §ciezka degradacyjna dostarcza istotne zrodta metabolitow
dla komorek docelowych (Niel et al. 2018). W badaniach nad EVs pochodzacymi z komorek

nowotworowych odkryto, ze egzosomy pochodzace z fibroblastéw zwigzanych z nowotworem
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transportuja metabolity, w tym aminokwasy, lipidy oraz posrednie produkty cyklu Krebsa, i
hamuja mitochondrialng fosforylacje oksydacyjna, znaczaco zwigkszajac glikoliz¢ (Zhao et al.
2016).

EVs wyizolowane z plynu pecherzykowego (FF-EVs — follicular fluid EVs, thumaczone na
jezyk polski jako follikulosomy) po raz pierwszy opisano u klaczy w 2012 roku (Da Silveira et
al. 2012), a nastepnie u krow (Sohel et at. 2013) i §$win (Matsuno et al. 2017). W wymienionych
badaniach wykryto i1 opisano material genetyczny zawarty w EVs w postaci miRNA. Zaréwno
w badaniach na materiale ludzkim, jak i na modelach bydlgcych wykryto elementy bio-tadunku
w FF-EVs, ktére modulujag procesy komorkowe. Najwazniejsze z nich to regulacja:
przetwarzania biatek w retikulum endoplazmatycznym, cyklu komorkowego, mejozy oocytow,
szlakow sygnalizacyjnych estrogenu, prolaktyny, dojrzewania oocytéw, apoptozy oraz
biosyntezy koneksyn i kwasow tluszczowych (Martinez et al. 2018, Avila & Silveira, 2019).
Odkryto réwniez, ze follikulosomy mogga zosta¢ pobrane przez komoérki pecherzykowe in vitro,
a nastepnie przenikna¢ do cytoplazmy oocytu, gdzie — zar6wno w komorkach pecherzykowych,
jak 1 w samych oocytach — moga modulowaé rdézne szlaki komoérkowe, w tym szlaki

metabolizmu energetycznego (Rodrigues et al. 2019).

Opisano réwniez wplyw FF-EVs na kompleksy oocyt-cumulus bydla dojrzewajace w
niekorzystnych warunkach, takich jak szok cieplny lub stres oksydacyjny. Co ciekawe, komorki
narazone na stres oksydacyjny lub cieplny wytwarzaty EVs zawierajace czynniki ochronne,
specyficzne dla danego czynnika stresogennego. Komorki, ktére otrzymaly te EVs,
wykazywaly wyzsza odporno$¢ na dany stres, co bylo widoczne m.in. w postaci nizszego
poziomu apoptozy i mniejszych uszkodzen DNA w komorkach biorczych (Eldh et al. 2010;
Bewicke-Copley et al. 2017). Natomiast dotychczas brak byto danych na temat wplywu
follikulosoméw na kompleksy oocyt-cumulus w S$rodowisku zaburzonego metabolizmu

energetycznego.

1.3. Podstawowe szlaki metabolizmu energetycznego

Metabolizm energetyczny stanowi fundament funkcjonowania organizmow zywych. Obejmuje
on zbidr ztozonych proceséw biochemicznych, odpowiedzialnych za pozyskiwanie, transfer,
magazynowanie oraz wykorzystanie energii niezbednej do wzrostu, rozmnazania, utrzymania
integralnosci strukturalnej komorek oraz reagowania na zmienne warunki srodowiskowe (Liu
et al. 2025). Jego gtéwnym celem jest produkcja adenozynotrdjfosforanu (ATP), ktory petni

kluczowa role w gospodarce energetycznej komorki. ATP jest czgsto okre§lany mianem
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wysokoenergetycznego zwigzku chemicznego z uwagi na obecno$¢ wigzan bezwodnikowych,

ktore podczas hydrolizy uwalniaja znaczng ilo$¢ energii swobodnej (Berg et al. 2018).

Pojecie metabolizmu energetycznego zostalo po raz pierwszy sformutowane przez Hermanna
von Helmholtza w 1847 roku. Od tego czasu, dzigki intensywnym badaniom, wiedza na temat
mechanizméw lezacych u podstaw procesow energetycznych w komorkach znaczaco sie
poszerzyta. Zidentyfikowano szereg wspoélzaleznych szlakéw metabolicznych, takich jak
glikoliza, cykl Krebsa oraz fosforylacja oksydacyjna, ktore wspdlnie odpowiadaja za efektywna
konwersje sktadnikow odzywczych w ATP. Procesy te sg $cisle regulowane przez enzymy oraz
metabolity posrednie, a ich prawidlowe funkcjonowanie warunkuje homeostazg¢ komorkows i

prawidlowa aktywnos$¢ narzadowa (Liu et al. 2025).

W kontekscie zrodet energii dla organizmu szczegdlne znaczenie przypisuje si¢ metabolizmowi
glukozy oraz kwasow thuszczowych (Wolfe, 1998). Metabolizm glukozy jest podstawowym
mechanizmem produkcji energii, pokrywajacym okoto 50-70% catkowitego zapotrzebowania
energetycznego organizmu. Szlak glikolityczny jako pierwszy zostal szczegdlowo opisany, a
jego badania stanowig fundament naszej obecnej wiedzy na temat procesOw wytwarzania
energii na poziomie komorkowym (Chandel, 2021). Réwnolegle do postepdéw w badaniach nad
metabolizmem glukozy coraz lepiej poznawane sg rdwniez mechanizmy metabolizmu kwasow
thuszczowych, ktore odpowiadaja za kolejne 30-50% zapotrzebowania energetycznego.
Utlenianie kwasow thuszczowych (FAO) jest jednym z kluczowych szlakow pozyskiwania
energii przez komorki, szczegdlnie w okresie przedtuzajacego si¢ postu, glodzenia lub

umiarkowanego wysitku fizycznego (Liu et al. 2025).

Zmiany w metabolizmie energetycznym sg charakterystyczne dla wielu standw chorobowych i
czesto wigza sie ze zwiekszonym zapotrzebowaniem na energi¢ oraz przestawieniem komorek
na alternatywne szlaki jej produkcji. Tego rodzaju adaptacje moga prowadzi¢ do dysfunkcji
mitochondridow, ktora lezy u podloza wielu zaburzen metabolicznych i1 przyczynia si¢ do

uposledzenia funkcji komorek lub ich $mierci.

1.3.1. Glukoza jako Zrédlo energii

Metabolizm glukozy jest kluczowy dla utrzymania produkcji energii i prawidtowego

funkcjonowania komorek. Wigkszos¢ weglowodanow dostarczanych z dietg ulega w uktadzie
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pokarmowym hydrolizie, w wyniku ktérej powstaje glukoza. Nastepnie trafia ona do
krwiobiegu, skad jest transportowana do tkanek, w ktorych wykorzystywana jest gtownie jako

substrat energetyczny (Rodwell et al. 2015).

Glikoliza stanowi podstawowy szlak metaboliczny glukozy w komorkach, polegajacy na
rozktadzie jednej czasteczki glukozy na dwie czasteczki pirogronianu. Proces ten zachodzi w
cytozolu i1 obejmuje 10 reakcji enzymatycznych, prowadzac do powstania dwoch czasteczek
ATP bez koniecznos$ci udziatu tlenu czasteczkowego. W warunkach tlenowych pirogronian
ulega dalszemu utlenieniu w mitochondriach, gdzie przeksztalcany jest do acetylo-CoA, ktory
nastepnie zasila cykl Krebsa, umozliwiajgc dalszg produkcje ATP. Natomiast przy braku tlenu

pirogronian jest redukowany do mleczanu (Berg et al. 2018).

Glikoliza peini trzy istotne funkcje metaboliczne. Po pierwsze, jest kluczowym zrodtem ATP
w warunkach niedoboru tlenu lub w komorkach pozbawionych mitochondriow, takich jak
erytrocyty. Po drugie, w obecnosci tlenu umozliwia dostarczenie pirogronianu do
mitochondriow, wspierajac wydajng produkcj¢ energii. Po trzecie, produkty posrednie glikolizy
1 cyklu Krebsa uczestnicza w licznych szlakach anabolicznych, takich jak szlak
pentozofosforanowy, heksozoaminowy, poliolowy oraz biosynteza seryny i glicerolu. Szlaki te
dostarczaja NADPH oraz prekursorow niezbednych do syntezy glikogenu, lipidow, bialek 1
nukleotydéw (Chandel, 2021).

Wymieniony powyzej szlak pentozofosforanowy (PPP) jest alternatywna droga metabolizmu
glukozy. Nie prowadzi do powstawania ATP, ale peini dwie gléwne funkcje: (1) wytwarzanie
NADPH, ktore jest wykorzystywane do syntezy kwasow thuszczowych 1 steroidéw oraz do
utrzymania zredukowanego glutationu niezbednego do aktywnos$ci antyoksydacyjnej, oraz (2)
synteze rybozy, potrzebnej do tworzenia nukleotydow 1 kwaséw nukleinowych (Rodwell et al.

2018).

Wzajemne oddzialywania szlakow glikolitycznego i pentozofosforanowego umozliwiaja
dostosowanie stezenia NADPH, ATP i zwigzkéw budulcowych, takich jak rybozo-5-fosforan i

pirogronian, do stale zmieniajacych si¢ potrzeb komorki (Berg et al. 2018).

1.3.2. Lipidy jako zrodlo energii

Lipidy to duza grupa zwigzkéw organicznych o bardzo zr6znicowanej budowie. Klasyfikuje

si¢ je na lipidy proste (estry kwasow tluszczowych z alkoholami, np. triacyloglicerole) oraz
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lipidy zlozone. Lipidy zlozone zawieraja dodatkowe grupy funkcyjne i obejmuja miedzy
innymi fosfolipidy (zawierajace reszt¢ kwasu fosforowego) oraz glikolipidy (zbudowane z
kwasu tluszczowego, sfingozyny i komponenty weglowodanowej). Do lipidow zalicza si¢
réwniez lipoproteiny — ztozone kompleksy lipidowo-biatkowe, ktore petnig funkcje nosnikow
lipidow w osoczu oraz uczestnicza w ich dystrybucji i metabolizmie w organizmie (Rodwell et
al. 2018). Ze wzgledu na znaczng r6znorodnos¢ chemiczna, lipidy dzieli si¢ na klasy i podklasy,
ktére mozna zdefiniowac jako grupy lipidow o wspdlnej strukturze chemicznej oraz unikalnej
funkcji biologicznej. W obrebie podklas wyroznia si¢ gatunki lipidéw (ang. lipid species), czyli
konkretne formy czasteczek lipidowych, réznigce si¢ budowa chemiczng — m.in. dlugoscig i

rodzajem tancuchéw kwasow thuszczowych oraz stopniem ich nasycenia (Kimura et al. 2016).

Wiekszos¢ lipidow zawiera kwasy ttuszczowe (FA) jako element swojej struktury (Carvalho &
Caramujo, 2018). Kwasy tluszczowe spelniajg liczne funkcje: petnig role strukturalng jako
sktadniki fosfolipidow budujacych blony komoérkowe, stanowig magazyn energii w postaci
lipidow obojetnych, a ich pochodne biorg udziat w sygnalizacji komorkowej (Dyall et al. 2022).
Gdy potrzebna jest dodatkowa ilo§¢ ATP, kwasy tluszczowe odgrywaja istotng role jako
substraty energetyczne. W przeliczeniu na sucha mase, kwasy thuszczowe dostarczaja

dwukrotnie wigcej ATP niz weglowodany (Carracedo et al. 2013).

Utlenianie kwasow tluszczowych, czyli B-oksydacja, poprzedzone jest ich aktywacja w
cytoplazmie, gdzie przeksztatcane sg do acylo-CoA (Chandel, 2021). Nastepnie acylo-CoA
taczy si¢ z karnityna, tworzac czasteczke acylokarnityny, ktora jest transportowana za pomoca
transferazy palmitoilokarnitynowej 1 przez zewnetrzng btone mitochondrialng. Po wejsciu do
macierzy mitochondrialnej czasteczka acylokarnityny ponownie przeksztatcana jest w acylo-
CoA, ktory nastepnie ulega catkowitemu rozktadowi w cyklu reakcji (Rinaldo et al. 2002). W
kazdej rundzie tego cyklu odlaczane sa po dwa atomy wegla od konca karboksylowego
czasteczki, co prowadzi do powstania jednej czasteczki acetylo-CoA. Powstaty acetylo-CoA
metabolizowany jest w cyklu Krebsa, gdzie ulega utlenieniu do dwoch czasteczek CO2, a w
wyniku kolejnych reakcji powstaja zredukowane formy nukleotydow - trzy czasteczki NADH
oraz jedna czasteczka FADH2 — podobnie jak w przypadku acetylo-CoA powstatego z
pirogronianu (Carvalho & Caramujo, 2018). Chociaz kwasy tluszczowe mogg by¢ pobierane
przez komorki ze Srodowiska, alternatywnie moga pochodzi¢ z syntezy de novo. Synteza
kwasow tluszczowych zachodzi w cytoplazmie przy udziale syntazy kwasow tluszczowych,

ktéra wymaga obecnosci acetylo-CoA i NADPH (Kaneko, 2016).
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Kwasy thuszczowe moga by¢ rowniez estryfikowane z glicerolem lub szkieletem sterolowym,
prowadzac do powstania odpowiednio trojglicerydow (triacylgliceroli) i estréw steroli.
Powstale trojglicerydy oraz estry steroli otaczane sa jednowarstwa fosfolipidowa oraz

specyficznymi biatkami, tworzac w ten sposob krople lipidowe (LD) (Farese & Walther, 2009).

Krople lipidowe (Fig. 2) sa dynamicznymi organellami odgrywajacymi kluczowa role w
metabolizmie komodrki. W warunkach zapotrzebowania energetycznego, krople lipidowe
ulegaja degradacji poprzez lipolize i/lub lipofagi¢, a uwolnione wolne kwasy thuszczowe sa
transportowane do mitochondriow, gdzie w procesie B-oksydacji przeksztalcane sa w ATP
(Zechner et al. 2017). Podczas tego procesu, krople lipidowe zblizajg si¢ do mitochondriow, co
prawdopodobnie utatwia efektywny transport kwasow thuszczowych do wnetrza tych organelli,
jednoczesnie zapobiegajac ich nadmiernemu uwalnianiu w komorce, co mogtoby prowadzi¢ do

lipotoksycznosci i zaklocen w sygnalizacji lipidowej (Ibayashi et al. 2021).

Interakcje migdzy kroplami lipidowymi a innymi organellami wewnatrzkomérkowymi, takimi
jak retikulum endoplazmatyczne (ER), sa niezbedne do transportu zmagazynowanych lipidow.
Potaczenia ER-LD zapewniaja odpowiedni sktad lipidowy 1 biatkowy kropli lipidowych, a ich
interakcje z innymi strukturami komorkowymi umozliwiajg skuteczne wykorzystanie
zmagazynowanych zasobow energetycznych (Barbosa & Siniossoglou, 2017). Sugeruje si¢, ze
rozmieszczenie kropli lipidowych moze odzwierciedla¢ stan metaboliczny oocytu lub zarodka
—rozproszenie LD wiaze si¢ z efektywniejszym przebiegiem -oksydacji, podczas gdy ich fuzja
koreluje z intensyfikacja glikolizy (Bradley & Swann, 2019).

Ponadto, krople lipidowe biorg udzial w kontroli jakosci bialek, izolujac nieprawidtowo
sfatldowane biatka oraz toksyczne lipidy, co zmniejsza stres w retikulum endoplazmatycznym.
LD pelnig rowniez rolg platform sygnalizacyjnych podczas infekcji, reagujac z patogenami 1
modulujac odpowiedZ immunologiczng. Zaburzenia funkcji LD w warunkach stresu
komorkowego sa powigzane z wieloma chorobami, co podkresla ich kluczowa role w adaptacji

komorkowej oraz obronie przed szkodliwymi czynnikami (Henne et al. 2018).
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Fig. 2. Schemat budowy kropli lipidowe;j (grafika wlasna).

1.4. Metabolizm energetyczny w obrebie pecherzyka jajnikowego

Prawidlowo dziatajacy metabolizm energetyczny kompleksu oocyt-cumulus stanowi kluczowy

czynnik w dojrzewaniu oocytu oraz jego zdolnos$ci do dalszego rozwoju w zdrowy zarodek.

Glukoza jest glownym metabolitem energetycznym dla kompleksow oocyt-cumulus.
Wigkszo$¢ glukozy wykorzystywanej przez COC jest metabolizowana w komorkach
pecherzykowych. Oocyt jest niemal calkowicie zalezny od komorek pecherzykowych w
zakresie pobierania glukozy 1 jej metabolitow (Fig. 3). Ograniczona zdolno$¢ oocytu do
pobierania glukozy wynika z braku ekspresji transportera glukozy o wysokim powinowactwie
regulowanego insuling, SLC244 (lub GLUT4) (Sutton-McDowall et al. 2010). Ponadto,
zdolno$¢ oocytu do metabolizowania glukozy poprzez glikolize jest ograniczona z powodu
niskiej aktywnos$ci kluczowego enzymu glikolitycznego - fosfofruktokinazy (Cetica et al.
2002). Komorki pecherzykowe metabolizuja glukozg poprzez cztery gldwne szlaki: glikolize,
szlak pentozofosforanowy, szlak heksozaminowy oraz poliolowy. Dzigki wysokiej aktywnos$ci

fosfofruktokinazy, komorki pecherzykowe przeksztalcajg glukozg w pirogronian, mleczan oraz
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NADPH, ktore nastgpnie sa przekazywane do oocytu za posrednictwem transportu utatwionego
i dyfuzji przez TZPs. Pirogronian i mleczan (po uprzednim utlenieniu do pirogronianu) sg dalej
metabolizowane w oocycie poprzez cykl Krebsa, po czym w procesie fosforylacji oksydacyjnej

dostarczajg ATP niezbedne do prawidtowego rozwoju oocytu (Sutton-McDowall et al. 2010).

LIPIDS METABOLISM GLUCOSE METABOLISM

MEione CUMMULUS
REGULATION €\ EXPANSION

‘ NADPH +—— PPP /'
‘ HBP

TCA
CYCLE GLYCOLYSIS

%

§ FOLLICULAR FLUID 3“—; gi

‘ MITOCHONDRION @ LIPID DROPLET gg TRIACYLOGLYCEROL g FREE FATTY ACIDS ' GLUCOSE
C 2

Fig. 3. Diagram przedstawiajacy mechanizmy metabolizmu lipidow i glukozy w kompleksie oocyt-
cumulus. Lewa cz¢$¢ diagramu przedstawia metabolizm lipidow, natomiast prawa czg¢$¢ koncentruje si¢
na metabolizmie glukozy. W obu szlakach kluczowg rol¢ odgrywaja komorki pecherzykowe, ktére
pobieraja lipidy i glukoze z ptynu pecherzykowego, chronig oocyt przed lipotoksycznoscia (metabolizm
lipidow) lub przeksztatcaja glukoze w pirogronian (metabolizm glukozy). Koncowym produktem

metabolizmu zaréwno lipidow, jak i glukozy jest ATP (zrodto: Warzych & Lipinska, 2020).

Wraz z postgpem dojrzewania komplekséw oocyt-cumulus u bydla obserwuje si¢ wzrost
zuzycia glukozy, pirogronianu i tlenu, co wskazuje na rosnace zapotrzebowanie na energie.
Srednie stgzenie glukozy w plynie pecherzykowym jest pordwnywalne z jej poziomem w
osoczu. W zaleznos$ci od gatunku, dla bydla miesci si¢ w zakresie od 1,4 do 5 mM (Sutton-
McDowall et al. 2005). Chociaz w warunkach in vivo poziom glukozy moze podlegac¢
dynamicznym wahaniom w zalezno$ci od stanu fizjologicznego samicy, dojrzewanie in vitro
ma miejsce w stabilnym S$rodowisku o $cisle okreslonym sktadzie. Badania wykazaly, ze

optymalne stezenie glukozy w medium do dojrzewania dla oocytéw bydta wynosi od 2,3 do 10
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mM, a kazde wyzsze lub nizsze stezenie moze by¢ szkodliwe dla ich rozwoju (Sutton-

McDowall et al. 2010).

Drugim zrédlem energii dla dojrzewajacego oocytu sg lipidy (Fig. 3). Metabolizm lipidow
odgrywa kluczowg role w utrzymaniu homeostazy mikrosrodowiska pecherzykowego.
Obserwuje si¢ obnizenie poziomu trojglicerydow, fosfolipidow, cholesterolu oraz catkowitej
zawartosci lipidow w oocytach podczas dojrzewania. Zmiany te sugerujg istotng role
metabolizmu lipidow w tym procesie. Warto jednak zaznaczy¢, ze stopien zaleznosci od

metabolizmu lipidow w oocytach r6zni si¢ pomigdzy gatunkami (Shi & Sirard, 2022).

W trakcie folikulogenezy ptyn pecherzykowy zawiera okreSlone stezenia kwasow
thuszczowych, ktére moga by¢ wychwytywane przez komorki wienca promienistego w celu
pozyskania energii oraz jej przekazania oocytowi (Sanchez-Lazo et al. 2014). Zawarto$¢
niezestryfikowanych kwasow thuszczowych (wolnych kwaséw ttuszczowych, NEFA) w ptynie
pecherzykowym zalezy od ich stezenia w surowicy. W warunkach fizjologicznych stezenie
NEFA w surowicy bydta utrzymuje si¢ na poziomie 100-300 uM, natomiast u §win wynosi
pomigdzy 200400 uM i 600—800 uM, a u cztowieka 600-700 uM. Réznice miedzygatunkowe
w zawarto$ci kwasow thuszczowych znajduja odzwierciedlenie takze w ptynie
pecherzykowym. Stezenie NEFA waha si¢ w zaleznosci od gatunku i wynosi okoto 600—
900 uM u swin, 100-300 uM u bydta oraz okoto 200 uM u ludzi (Shi & Sirard, 2022). Ponadto,
oocyty roznych gatunkéw ssakéw wykazuja zréznicowang zawarto$¢ kropli lipidowych, co
wplywa zaré6wno na ich wyglad mikroskopowy jak i metabolizm energetyczny. Niedojrzate
oocyty $win i krow charakteryzuja si¢ wysoka zawartoscia lipidow (odpowiednio 161 ng i 63
ng kwasow thuszczowych), co sprawia, ze pod mikroskopem optycznym wydaja si¢ ciemniejsze
(McEvoy et al. 2000). Z kolei oocyty myszy zawieraja znacznie mniej kropli lipidowych (4 ng
kwasow thuszczowych), a ich cytoplazma jest przezroczystsza (Dunning et al. 2014, Bradley &

Swann, 2019).

Jak wcze$niej wspomniano, stezenie wolnych kwasow thuszczowych w ptynie pecherzykowym
zalezy od ich poziomu w surowicy, ktéry z kolei ulega modyfikacjom poprzez diete. W zwigzku
z tym kwasy tlhuszczowe dostarczane wraz z pozywieniem, a dalej metabolizowane w
organizmie, mogg zaburza¢ pierwotny profil lipidowy ptynu pecherzykowego. Zaburzenia
metaboliczne wystepujace u samic, takie jak otytos$¢ (u kobiet) czy ujemny bilans energetyczny
(u krow), zostaly w literaturze powigzane z podwyzszonymi st¢zeniami NEFA w plynie

pecherzykowym (Valckx et al. 2014b, Leroy et al. 2005). Z kolei w warunkach in vitro
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udokumentowano, ze wysoka zawarto§¢ kwasow ttuszczowych w pozywce do dojrzewania
oocytow bydta prowadzita do obnizenia zar6wno odsetka zarodkéw podejmujacych podziaty,
jak 1 koncowego odsetka blastocyst. W uzyskanych blastocystach zaobserwowano zmiany
molekularne sugerujace zaburzenia w szlakach metabolicznych lipidéw i weglowodandw (van
Hoeck et al. 2011). Z tego wzgledu utrzymanie odpowiedniego poziomu kwasow thuszczowych
w $rodowisku dojrzewania oocytu wydaje si¢ kluczowe dla zapewnienia prawidlowego

dojrzewania oocytéw oraz ich potencjatu rozwojowego.

Nalezy zauwazy¢, ze chociaz glukoza i kwasy tluszczowe stanowia gldwne zrddla energii
podczas rozwoju oocytu, rownowaga miedzy wytwarzaniem ATP z pirogronianu a jego
produkcja w wyniku utleniania kwasow tluszczowych pozostaje niejasna. Ponadto, nie jest
doktadnie okreslone, jaka czes¢ ATP w rozwijajacym si¢ oocycie pochodzi z utleniania kwasow

thuszczowych, ani czy kwasy tluszczowe sg pozyskiwane z endogennych kropli lipidowych,

czy tez ze zrodel egzogennych (Khan et al. 2020).

1.5. Metabolizm energetyczny podczas rozwoju zarodkowego

Przedimplantacyjny rozwdj zarodkow ssakow to ztozony, dobrze zorganizowany proces, ktory
wigze si¢ z wieloma zmianami zar6wno na poziomie molekularnym, jak i komorkowym.
Kluczowymi procesami determinujacymi jako$¢ zarodka sg m.in. prawidlowe zaplodnienie,
czas pierwszego podziatu, aktywacja genomu zarodka oraz epigenetyczne przeprogramowanie,
ktore obejmuje metylacje/demetylacje¢ i modyfikacje histonow (Deutsch et al. 2014; Sudano et
al. 2016). Kolejne stadia rozwoju zarodka bydlgcego wraz ze S$rednimi czasami ich

wystepowania przedstawiono na Figurze nr 4.
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Fig. 4. Schemat rozwoju zarodka przedimplantacyjnego bydla, wraz ze wskazanymi §rednimi czasami,

w ktorych dane stadium najczesciej wystepuje (gpz — godziny po zaplodnieniu) (grafika wilasna).

Metabolizm energetyczny we wezesnych podziatach zarodkéw bydta, az do aktywacji genomu
zarodkowego (EGA) na etapie 8/16 komorek, przebiega stosunkowo wolno 1 opiera si¢ na
matczynych mRNA, biatkach oraz metabolitach zgromadzonych w cytoplazmie w trakcie
wzrostu 1 dojrzewania oocytu (de Lima et al. 2018). Na wczesnych etapach rozwoju
przedimplantacyjnego zarodek zuzywa glownie pirogronian i mleczan. Bezposrednio przed
oraz po EGA obserwuje si¢ zauwazalny wzrost zapotrzebowania na energie¢, zwiazany z dalszg
proliferacja i r6znicowaniem komorek, formowaniem blastocelu oraz wyleganiem blastocysty
(Milazzotto et al. 2020; Milazzotto et al. 2022). Dodatkowo, znaczace zmiany metaboliczne po

EGA wplywaja na profil lipidowy, jego wykorzystanie i zwigzane z nim szlaki metaboliczne.

Lipidom zarodkéw, czyli zestaw wszystkich chemicznie unikalnych gatunkow lipidowych w
nich wystepujacych (Han & Gross, 2022), wykazuje duza wrazliwo$¢ na czynniki
srodowiskowe. Uwidacznia si¢ to m.in. w réznicach mi¢dzy rozwojem zarodkow in vivo a
hodowla in vitro. W warunkach in vitro zaobserwowano zwigkszong akumulacje
trojglicerydow w kroplach lipidowych w blastocystach bydlecych (Sudano et al. 2011), a takze
zmiany w calkowitej zawartosci lipidoéw w odpowiedzi na stres (Janati Idrissi et al. 2021). Co
ciekawe, w zarodkach bydlecych rozwijajacych si¢ w warunkach in vivo 1 in vitro obserwuje
si¢ roznice w regulacji tego samego szlaku metabolizmu lipidow - szlaku biosyntezy acylo-

CoA, przy czym w stadium blastocysty profile ekspresji ulegajg wyréwnaniu (Milazzotto et al.
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2022). Aktywno$¢ szlakéw metabolicznych lipidow rozni si¢ rowniez w zaleznos$ci od gatunku.
Przyktadowo, analiza szlaku biosyntezy acylo-CoA u myszy i bydta w warunkach in vitro
wykazuje odwrotne wzorce regulacji na kolejnych etapach rozwoju zarodka, az do stadium
blastocysty, gdzie aktywnos¢ tego szlaku jest juz podobnie kontrolowana w obu gatunkach. W
zwiazku z tym cechy metabolizmu lipidéw, takie jak poziom akumulacji i zuzycia lipidéw oraz
charakterystyka profilu lipidowego, moga by¢ istotnymi wskaznikami jakos$ci zarodka i

stanowi¢ warto$ciowy marker jego zywotnosci (Ghanem et al. 2014; Milazzotto et al. 2022).

Innym czynnikiem, ktéry moze wplywa¢ na metabolizm lipidow rozwijajacego si¢ zarodka,
jest pochodzenie genomu. Klasyczne zaptodnienie opiera si¢ na potaczeniu genomu
matczynego (oocyt) i1 ojcowskiego (plemnik). Oocyty ssakow mogg rowniez zostaé
aktywowane partenogenetycznie (PA), bez udziatu gamety meskiej, co prowadzi do powstania
diploidalnej zygoty zawierajacej wylacznie DNA matczyne. Podkresli¢ jednak nalezy, ze
zarodki te zatrzymuja si¢ w rozwoju w stadium blastocysty, a ich pozyskiwanie
wykorzystywane jest wylacznie dla celow naukowych (Singh et al. 2019). Brak genomu
ojcowskiego wpltywa na rozwdj zarodka, m.in. poprzez zmieniong aktywno$¢ genow
imprintingowych zwigzanych z proliferacjg, réznicowaniem i apoptoza (Bischoff et al. 2009).
Wykazano réwniez réznice w czasie najwiekszej aktywnosci transkrypcyjnej — w zarodkach
partenogenetycznych przypada ona na stadium moruli, a w zarodkach pochodzacych z
zaplodnienia in vitro na stadium blastocysty, przy czym zarodki PA cechujg si¢ wyzszym

poziomem apoptozy (Li et al. 2021).
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2. Hipoteza i cele pracy

Zrozumienie mechanizméw regulacji gospodarki lipidowej oraz roli follikulosomow w
srodowisku pecherzykowym bydla moze przyczyni¢ si¢ do opracowania bardziej efektywnych
metod wspomagania rozrodu w hodowli zwierzat oraz udoskonalenia technik dojrzewania in
vitro 1hodowli zarodkow. W kontekscie powyzszej tematyki sformutowano hipotez¢ badawczg

oraz okreslono cele pracy.
Hipoteza:

Kluczowym elementem majacym wplyw na metabolizm energetyczny zar6wno oocytow, jak i
powstalych po zaptodnieniu zarodkéw, jest srodowisko pecherzykowe, ze szczego6lng rolg
follikulosomow. Ponadto, metabolizm lipidowy ulega zmianie na przestrzeni rozwoju
przeimplantacyjnego zarodka, co wigze si¢ ze zmiang w zapotrzebowaniu na rézne zrodta

energii.
Cele badan:

1. Kompleksowa analiza follikulosomow bydlecych jako elementu systemu komunikacji
migdzykomorkowej w  $rodowisku pecherzykowym oraz okre$lenie wplywu
suplementacji follikulosomami na oocyty 1 uzyskiwane po zaptodnieniu i hodowli in
vitro blastocysty.

2. Zbadanie wptywu suplementacji follikulosomami na kompleksy oocyt-cumulus
podczas dojrzewania in vitro w niekorzystnym $rodowisku z inhibitorami metabolizmu
energetycznego.

3. Charakterystyka parametrow lipidowych podczas rozwoju zarodkéw bydlecych w
stadiach przedimplantacyjnych.

4. Okreslenie wptywu gamety meskiej na iloSciowe i jako$ciowe parametry kropli
lipidowych zarodkow bydlecych (zaptodnienia in vitro vs. partenogeneza).

5. Charakterystyka roznic migdzygatunkowych (§winia vs bydlo) parametrow kropli

lipidowych podczas rozwoju zarodkow w stadiach przedimplantacyjnych.
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3. Materialy i metody

Cele pracy przedstawione w rozdziale 2 na stronie 28 zostaly zrealizowane w dwodch

eksperymentach, szczegbélowo opisanych w dalszej czgsci tego rozdziahu.

3.1. Material badawczy

Materiat badawczy obu eksperymentéw stanowily pozyskane poubojowo jajniki bydlece, z
ktorych aspirowane bylty kompleksy oocyt-cumulus oraz pltyn pegcherzykowy (szczegdtowy
opis w podrozdziale Metody badawcze). Badania zostaly przeprowadzone zgodnie z polska
ustawg o ochronie zwierzat wykorzystywanych do celow edukacyjnych lub naukowych z dnia
15 stycznia 2015 r. oraz dyrektywg 2010/63/UE Parlamentu Europejskiego z dnia 22 wrze$nia
2010 r. (Dz.U. 2015 poz. 266) dotyczaca ochrony zwierzat wykorzystywanych do celow
naukowych. W zwigzku z tym badania nie wymagaty zgody wilasciwej komisji etycznej ds.

doswiadczen na zwierzetach.

3.2. Metody badawcze

3.2.1. Eksperyment nr 1

Eksperyment nr 1 (uktad doswiadczalny - Fig. 5) dotyczyt celow 1-2 niniejszej dysertacji, a
uzyskane wyniki zostaty przedstawione w publikacji pt. ,,Follicular fluid extracellular vesicles
support energy metabolism of bovine oocytes, improving blastocyst development and quality”

opublikowanej w czasopi$mie Biology of Reproduction.
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Fig.5. Uktad doswiadczalny eksperymentu nr 1 (grafika wtasna).

Pozyskiwanie ptynu pecherzykowego oraz izolacja follikulosomow (FF-EVs)

Ptyn pecherzykowy pobierano z pecherzykow jajnikowych (o $rednicy 4-8 mm) krow rasy
Belgian Blue i Holstein w sze$ciu powtdrzeniach. Jajniki byly wybierane na podstawie
nastepujacych kryteridw: 1) brak ciatek zottych, 2) brak pecherzykow o $rednicy wiekszej niz
25 mm oraz 3) prawidlowe cechy morfologiczne, takie jak brak zrostow 1 blizn. Ptyn
pecherzykowy aspirowano z pecherzykow za pomoca jatowej strzykawki i igly o §rednicy 1,2
mm w ciggu okolo dwoch godzin po pobraniu jajnikow. Uzyskane proby zostaty nastgpnie
odwirowane w 4°C, 2000g. Supernatant przefiltrowano przez filtr 0,22 um, aby usungc
zanieczyszczenia komoérkowe z ptynu, a nastgpnie przeniesiono do probowek kriogenicznych 1
przechowywano w temperaturze -80°C.

Izolacj¢ pecherzykow zewnatrzkomoérkowych z ptynu pecherzykowego przeprowadzono
zgodnie z procedurg opisang przez Asaadi et al. (2021). Roztwdr roboczy jodiksanolu
przygotowano poprzez dodanie buforu (60 mM Tris-HCL 6 mM EDTA 10,25 M sacharozy (pH
7,4)) do roztworu OptiPrep™ Medium Gradientu Gestosci (Sigma-Aldrich). Nastgpnie bufor
homogenizacyjny (10 mM Tris-HCL, 1 mM EDTA 10,25 M sacharozy (pH 7.4)) polaczono z
roztworem roboczym jodiksanolu, tworzac gradienty o stezeniu 5%, 10%, 20% 1 40%. Na
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przygotowane gradienty natozono po 1 ml probek ptynu pecherzykowego. Nastepnie proby
odwirowano w 4 °C przez 18 godzin przy 100000g (Beckman Coulter, Brea, CA, USA). Frakcje
gradientu o objetos§ci 1 ml zbierano, zaczynajagc od goéry gradientu. Frakcje 9 1 10,
odpowiadajace gestosci 1,087—1,109 g/mL, potaczono, rozcienczono w PBS i odwirowano
przez 3 godziny przy 100000g 1 4 °C. Uzyskany osad EVs z ptynu pgcherzykowego z kazdej
probki polaczono i uzyskano ostateczne st¢zenie 98,7 mg/ml, ktére zmierzono za pomoca

NanoDrop. Izolat przechowywano w temperaturze -80°C do dalszego wykorzystania.

Charakterystyka FF-EVs

Aby oceni¢ rozmiar 1 wyjsciowe stezenie FF-EVs wyizolowanych z ptynu pecherzykowego,
przeprowadzono analiz¢ NTA (ang. nanoparticle tracking analysis) za pomoca mikroskopu
NanoSight LM10. Szes$¢ partii wyizolowanych EVs zmieszano i rozcienczono w PBS, aby
osiggna¢ stezenie czastek na poziomie okoto 10%-10° czastek/mL. Dla kazdej probki
zarejestrowano trzy indywidualne nagrania, ktore nastepnie przeanalizowano za pomocag NTA

(NTA 3.4 — Sample Assistant Build 3.4.4 — SA).

Nastepnie, FF-EVs zostaly poddane identyfikacji morfologicznej za pomoca mikroskopii
transmisyjno-elektronowej (TEM). Kazda probka zostata umieszczona na siatkach do
mikroskopii elektronowej, pokrytych wczesniej folig podporowa formwar/wegiel (FCF200H -
CU-TB; Aurion). Do analizy przygotowanych siatek wykorzystano mikroskopy elektronowe
(JEM 1400 plus, JEOL, Benelux oraz Zeiss EM 109, Carl Zeiss). Obrazy zostaty zarejestrowane
przy uzyciu kamery CCD Quemasa (Olympus Soft Imaging Solutions GMBH).

W celu potwierdzenia obecnosci FF-EVs w probkach przeprowadzono analize Western blot
(WB) z wykorzystaniem markeréw specyficznych dla pgcherzykow zewnatrzkomoérkowych:
CD63, CD9 i TSGI101. Proby rozpuszczono w buforze redukujacym [0,005% biekitu
bromofenolowego, 3% 2-merkaptoetanolu, 9,2% SDS, 40% glicerolu oraz 0,5 M Tris-HCI (pH
6,8)] i ogrzewano przez 5 minut w temperaturze 95°C. Do rozdziatu bialek zastosowano
elektroforeze w zelu poliakrylamidowym z SDS. Probki przeniesiono na membrany
nitrocelulozowe, ktore nastgpnie blokowano przez 45 minut w temperaturze pokojowe;j.
Membrany inkubowano przez noc w temperaturze 4°C z przeciwcialami pierwszorzedowymi:
CD63 kroliczym (1:200 w 5% BSA + 0,5% Tween PBS, ab68418, Abcam), CD9 kroliczym
(1:1 000 w 5% BSA + 0,5% Tween PBS, CST-D3H4P, Cell Signaling Technology) oraz
TSG101 mysim (1:1 000 w 5% BSA + 0,5% Tween PBS, sc-7964). Po inkubacji membrany
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przemyto, a nastgpnie poddano inkubacji ze specyficznymi przeciwciatami drugorzedowymi
(przeciw mysim IgG [GE Healthcare UK], 1:3 000 w 5% mleka + 0,5% Tween PBS; przeciw
kroliczym IgG [GE Healthcare UK], 1:4 000 w 5% BSA + 0,5% Tween PBS). Po koncowym
etapie plukania na membrany naniesiono substrat chemiluminescencyjny (WesternBright
Sirius, Advansta). Obrazowanie przeprowadzono za pomoca systemu Proxima 2850 Imager

(IsoGen Life Sciences).

Pobieranie kompleksow oocyt-cumulus

Kompleksy oocyt-cumulus zostaly pozyskane z pecherzykéw jajnikowych o $rednicy okoto 3—
5 mm. Do eksperymentu wybrano COC bez oznak degradacji cytoplazmy, $cisle przylegajace

do ostonki przejrzystej i otoczone co najmniej 3—4 warstwami komorek ziarnistych.

Dojrzewanie in vitro

Dojrzewanie in vitro przeprowadzono przez 22h w 500 pL pozywki w warunkach 39°C, 5%
CO:2 1 maksymalnej wilgotnosci. Kompleksy oocyt-cumulus dojrzewaly w pozywce
TCM199+Glutamax (Gibco, Thermo Fisher Scientific, MA, Stany Zjednoczone) wzbogaconej
o 6 mg/mL fafBSA (albumina surowicy bydlecej wolna od kwasow thuszczowych), 0,25 mM
pirogronianu sodu, 1x stezony roztwor penicyliny-streptomycyny, 2 pg/mL FSH oraz 1 ug/mL
B-estradiolu.

W doswiadczeniu zastosowano grupe kontrolng oraz dwie grupy traktowane inhibitorami
metabolizmu glukozy lub kwaséw thuszczowych. Wszystkie trzy grupy (kontrolna i dwie z

inhibitorami) byly suplementowane lub nie suplementowane FF-EVs, co dalo tacznie 6 grup:

1. CON - grupa kontrolna bez suplementacji, gdzie dojrzewanie in vitro odbywato si¢ w
podstawowej pozywce;

2. IODH, gdzie pozywka IVM byla suplementowana dwoma inhibitorami metabolizmu
glukozy [1,5 uM kwas jodooctowy (IO, inhibitor glikolizy) rozpuszczony w wodzie i
150 uM dehydroepiandrosteron (DHEA, inhibitor szlaku pentozofosforanowego)
rozpuszczony w DMSO (dimetylosulfotlenek)];

3. ETO, gdzie pozywka IVM byta suplementowana inhibitorem metabolizmu kwasow

thuszczowych [150 pM etomoksir rozpuszczony w DMSO (dimetylosulfotlenek)];
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4. CON+, gdzie dojrzewanie bylo przeprowadzane w podstawowej pozywce
suplementowanej 6,5 pg/mL FF-EVs;

5. IODH+, gdzie pozywka IVM byta suplementowana 10 1 DHEA oraz 6,5 pg/mL FF-
EVs;

6. ETO+, gdzie pozywka IVM byla suplementowana etomoksirem oraz 6,5 pg/mL FF-
EVs.

FF- EVs zostaly dodane w objetosci 10 ul do kazdego dotka z pozywka do dojrzewania in vitro.
Ich stezenie obliczono zgodnie z wczesniej opublikowanymi wytycznymi wg Carney et al.
(2024). Po dojrzewaniu COC zostaly albo pozbawione warstwy komorek ziarnistych i
utrwalone do dalszych procedur, albo poddane ko-inkubacji z plemnikami (zaptodnienie in

Vitro).

Zaptodnienie in vitro (IVF)

Nasienie pozyskane od dwdch buhajow zostato zakupione w komercyjnej stacji unasieniania.
Ruchliwg frakcje plemnikéw wyselekcjonowano za pomocg systemu BoviPure™ zgodnie z
protokotem producenta (Nidacon, Molndal, Szwecja). Nasienie zostalo rozmrozone i
odwirowane w dwoch warstwach roztworu BoviPure™ (80% 1 40%), a nastepnie osad
przeplukano w roztworze BoviWash™. Koncowe stgzenie plemnikéw okreslono pod
mikroskopem (Nikon YS2-T) w komorze Biirkera (BRANDT). Inkubacje gamet
przeprowadzono przy stezeniu plemnikow wynoszacym 1 x 10%ml przez 20 godzin w 500 pl
kroplach. Pozywka do IVF zostata wzbogacona o PHE (penicyling, hipotauryng, epinefryn¢)
(Parrish et al., 1986).

Hodowla zarodkow

Po zakonczeniu procedury zaptodnienia pozaustrojowego, zarodki zostaly przeniesione w
grupach po 25-30 do 70 pl kropli pozywki SOF+fafBSA, przykrytych olejem mineralnym.
Inkubowano je w atmosferze o sktadzie gazowym 5% CO2, 5% 021 90% N2, w temperaturze
39°C (Warzych et al. 2020). W 5. dniu hodowli potowa objetosci kropli zostata wymieniona na
swiezg pozywke. W tym czasie okreslano rowniez procent zarodkéw, jakie podjety podziaty

mitotyczne.
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Barwienia kropli lipidowych

COC przeznaczone do analizy kropli lipidowych byty dojrzewane w indywidualnych kroplach
po 20 uL pod olejem (jeden COC w jednej kropli pozywki). Po dojrzewaniu zostaly one
przeptukane, a nastepnie komorki pecherzykowe oddzielono od oocytéw poprzez pipetowanie.
Pojedyncze oocyty (w ptytkach Nunc) oraz komoérki pecherzykowe (potaczone z 17 COC w
jednej probowce Eppendorf 1,5 ml) zostaty utrwalone w 500 pL 4% paraformaldehydu (PFA)

1 przechowywane w temperaturze 4°C do dalszej analizy.

Utrwalone oocyty byly permeabilizowane roztworem 0,2% Triton X-100 przez 20 minut w
temperaturze pokojowej. Do wybarwienia kropli lipidowych uzyto barwnika BODIPY 493/503
w stezeniu 20 pg/mL (Thermo Fisher Scientific, MA, USA) i inkubowano komorki w
temperaturze pokojowej przez 1 godzing, w ciemnosci. Chromatyna zostata zwizualizowana
przez barwienie roztworem 0,5 pg/mL Vectashield DAPI (4',6-diamidino-2-fenylindol; DAPI;
Vector Laboratories, Burlingame, CA, USA).

Komoérki pecherzykowe oddzielone od COC, zostaty odwirowane przy 1000g przez 5 minut,
ponownie zawieszone w §wiezym PBS i rozmieszczone na szklanych szkietkach (SuperFrost
Menzel, ThermoFisher Scientific) za pomoca wiréwki Cytospin 4 (ThermoFisher Scientific).

Nastepnie zastosowano ten sam protokol barwienia, co dla oocytow.

Analiza mikroskopowa

Wybarwione oocyty i1 komoérki pecherzykowe byly analizowane za pomoca mikroskopu
konfokalnego Zeiss LSM 880, wykorzystujacego filtr 488 nm z pasmem przepustowym 500—
550 nm do barwnika BODIPY 493/503 (laser Argon2), 420—480 nm do barwnika DAPI (laser
Diode 405) z obiektywem LD LCIl Plan Apochromat 40x/1.2 Imm Korr DIC 27 (Zeiss,
Niemcy). Kazda analizowana komorka byta skanowana, zaczynajac od gornej czesci komorki
1 az do sekcji rownikowej (dla oocytéw) lub do dolnej cze$ci komodrki (dla komorek
pecherzykowych). Odstepy pomiedzy poszczegdlnymi skanami wynosity 6 um dla oocytow i
2 um dla komorek pecherzykowych.
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Analiza obrazow

Uzyskane obrazy byly analizowane pod katem parametrow lipidowych [zawarto$¢ lipidow,
liczba kropli lipidowych, rozmiar kropli lipidowych 1 powierzchnia zajmowana przez krople
lipidowe (%)] za pomoca oprogramowania ImageJ Fiji w wersji v1.53¢ (NIH, Bethesda, MD,
Stany Zjednoczone). Nalezy podkresli¢, ze parametr ,,zawarto$¢ lipidow” w rzeczywistosci
odnosi si¢ do ilosci lipidéow zgromadzonych w kroplach lipidowych, a nie do catkowitej
zawarto$ci lipidow w komorce. Jednakze dla uproszczenia opisu uzyskanych wynikow w
dalszej czg$ci pracy stosowane bedzie okreslenie ,,zawarto$¢ lipidow™.

Zawartos¢ lipidow oceniano za pomocg nastepujgcego wzoru:

warto$¢ sumarycznej intensywnosci® - (warto$¢ catkowitej powierzchni komoérki X wartosé¢
fluorescenc;ji tta)

* int S¢ int ted density, IntDent) - rtosci pikseli
sumaryczna intensywno$¢ (ang. integrated density, IntDen suma wartos$ci pikseli w

okreslonym obszarze.

Pozostale parametry (liczba LD, rozmiar i powierzchnia) byly mierzone przy uzyciu komendy
»analyze particle”, ktora rozpoznaje 1 odczytuje sygnaly fluorescencyjne wyrdzniajgce si¢
ponad tto zdjecia. Powierzchnia zajmowana przez krople lipidowe (%) byla automatycznie
obliczana na podstawie stosunku sygnatu fluorescencyjnego do braku sygnatu. Dodatkowe
uzycie komendy ,,watershed” umozliwito eliminacj¢ mozliwych skupisk LD generowanych
przez oprogramowanie Fiji. Parametr ,rozmiar kropli lipidowych” zostal okreslony przez
program poprzez zmierzenie $rednicy kropli lipidowych. Dla wszystkich analizowanych

parametréw warto$¢ kazdej warstwy byla obliczana osobno.

Analiza Real-Time PCR

Kazda préba komoérek pecherzykowych i oocytow pochodzita z grupy 25 COC, ktore byty
poddane dojrzewaniu in vitro w jednym dotku. Po 22 godzinach dojrzewania, oocyty zostaty
oczyszczone z komodrek pecherzykowych przez energiczne pipetowanie. Komorki
pecherzykowe zostaly przeniesione do probowek Eppendorf, odwirowane, usuni¢to
supernatant, a komorki zamrozono w -196°C. Catkowicie oczyszczone z komorek
pecherzykowych oocyty przeniesiono do probowek Eppendorf i zamrozono w -196°C. Préby

przechowywano w temperaturze -80°C do rozpoczecia eksperymentow.
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Catkowite RNA zostalo wyizolowane za pomoca zestawu High Pure miRNA Isolation Kit
(Roche, Bazylea, Szwajcaria) zgodnie z wytycznymi producenta. Precypitacja RNA zostala
przeprowadzona przy uzyciu NF Pellet Paint Co-Precipitant. Do kazdej proby RNA dodano 1
uL Pellet Paint, 10 uL 3 M octanu sodu i 200 uL. 96% etanolu. Po inkubacji préby poddano
wirowaniu przy 18 000 g. Osad RNA zostal przeplukany i odwirowany w 75% 1 96% etanolu,
a nastepnie wysuszony w temperaturze 40°C. Ostatecznie, RNA zostalo rozpuszczone w 8 puL.
wody 1 ocenione za pomocg Nanodropa 2000c (Thermo Fisher Scientific). Nastepnie
przeprowadzono odwrotng transkrypcje na calkowitym wyizolowanym RNA, wykorzystujac
zestaw Transcriptor First Strand cDNA Synthesis Kit (Roche, Warszawa, Polska) zgodnie z
protokotem producenta. Uzyskane proby cDNA zostaly rozcienczone 1:1 w wodzie i
przechowywane w -20°C do dalszej analizy. Analiz¢ PCR w czasie rzeczywistym
przeprowadzono metoda krzywej standardowej. Poczatkowo produkt kazdego genu uzyskano
za pomocg PCR 1 rozdzielono na zZelu agarozowym 1,5%. Nastepnie produkt PCR zostat
wyizolowany i oczyszczony za pomocg zestawu GeneJET Gel Extraction Kit (Molecular
Biology, ThermoFisher Scientific). Stezenie DNA zostalo okreslone za pomoca Nanodropa
2000c (Thermo Fisher Scientific). Przygotowano dziesi¢ciokrotne rozcienczenia standardow
DNA (zakres 10aM od do 0,00001aM). Te standardy nastepnie zastosowano w reakcjach PCR
w czasie rzeczywistym, aby wygenerowa¢ odpowiednie krzywe standardowe, przy pomocy
oprogramowania LightCycler 480 II (Roche). Reakcje przeprowadzono w systemie
LightCycler 480 II, uzywajac odczynnikoéw LightCycler 480 Probes Master (Roche).
Mieszanina reakcyjna 20 pL sktadata si¢ z 10 uLL LightCycler Master, 4 uL starteréw (SuM), 4
uL wody PCR-pure i 2 uL cDNA. Warunki reakcji byly nastepujace: denaturacja w 95°C przez
5 minut; amplifikacja (40 cykli) w 95°C przez 10 s, 60°C przez 10 s 1 72°C przez 10 s; koncowe
schtodzenie w 40°C. Za pomoca tej metody oceniano wzgledne stgzenie mRNA genow
odpowiedzialnych za metabolizm kwasow tluszczowych [Syntaza kwasoéw thuszczowych
(FASN), Receptor aktywowany przez prolifertaory peroksysomow o (PPARA), Perilipina 2
(PLIN2)], metabolizm glukozy [Karboksylaza acetylo-CoA o (4CACA), Transporter glukozy 1
(GLUT1I)] oraz jako$¢ COC [Czynnik réznicowania wzrostu (GDF9)]. Kazdy proba cDNA byta
analizowana w dwoch powtorzeniach dla kazdego genu, a uzyskana $rednia warto$¢ byta
uzywana do okreslenia wzglednej ilosci transkryptow w poréwnaniu z geometryczng Srednig
genow referencyjnych [Dehydrogenaza aldehydu 3-fosfoglicerynowego (GAPDH) i Biatko
adapterowe 14-3-3-zeta (YWHAZ)] (lista starterow wraz z danymi szczegdétowymi - Materiat

uzupehiajacy nr 1, Lipinska et al. 2025).
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Profilowanie lipidowe blastocyst

Do analizy lipidomicznej wybrano wylacznie wylggnigte blastocysty po 9 dniach hodowli. W
ramach kazdej grupy analizowano 6 indywidualnych blastocyst pochodzacych z trzech
niezaleznych powtérzen. Kazda blastocyste przeptukano w PBS, przeniesiono do probowki
Eppendorf w minimalnej objetosci cieczy i zamrozono w temperaturze -196°C. Probki

przechowywano w -80°C.

W celu przeprowadzenia ekstrakcji lipidow z blastocyst, zebrane probki rozmrozono i
wymieszano z ultraczysta wodg. Nastepnie poddano wirowaniu za pomoca vortexu w celu
indukcji lizy komorek. Nastegpnie dodano metanol (stopien czystosci HPLC) i chloroform
(stopien czystosci HPLC), doktadnie wymieszano pipetowaniem, aby uzyska¢ jednofazowy
roztwor 1 inkubowano w temperaturze pokojowej. Po inkubacji dodano ultraczystej wody 1
chloroform, ponownie wymieszano pipetowaniem, a mieszaning zwirowano. Otrzymane fazy
niepolarne i polarne starannie przeniesiono do nowych probowek i suszono w koncentratorze
prézniowym (SpeedVac) przez okolo 4 godziny w temperaturze pokojowej. Wysuszone

ekstrakty lipidowe przechowywano w zamrazarce w -80°C do dalszej analizy i eksperymentow.

Ekstrakty lipidowe rozcienczono w 30 pL mieszaniny acetonitryl/metanol/octan amonu 300
nM w proporcji 3:6,65:0,35 (v/v/v), aby osiggnag¢ koncowe stezenie 10 mM octanu amonu.
Rozcienczone ekstrakty lipidowe analizowano z wykorzystaniem spektrometru masowego
(QQQ 6410, Agilent Technologies). Dla kazdego zarodka uzyskano liste wykrytych lipidow.
Lipidy sklasyfikowano wedtug klas lipidowych, a nastgpnie przeprowadzono analizy w
oprogramowaniu MetaboAnalyst 6.0: analize enrichment, analiz¢ szlakow metabolicznych oraz
analize statystyczng (analiz¢ krotno$ci zmian - fold-change i analiza gtéwnych sktadowych -
PCA). Dane zostaty przestane w formacie CSV 1 znormalizowane metoda sumowania. Prog

fold-change zostat ustalony na 1,5.

Barwienie FF-EVs

Procedura zostala przeprowadzona zgodnie z protokotem zestawu PKH67 Green Fluorescent
Cell Linker Kit for General Cell Membrane Labeling (PKH67GL-1KT). Do 100 pl
wyizolowanych FF-EVs z ptynu pecherzykowego o stezeniu wyjsciowym 14,1 mg/ml dodano
125 ul rozcienczalnika DILUENT C i wymieszano pipetowaniem. W osobnej probdéwce 1 pl

barwnika PKH67 zmieszano z 250 pl DILUENT C. Nastepnie mieszaning dodano do zawiesiny
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FF-EVs, doktadnie wymieszano pipetowaniem i inkubowano w temperaturze pokojowej przez

5 minut. Réwnolegle przeprowadzono dwie negatywne kontrole:

1. PBS + DILUENT C z barwnikiem PKH67.
2. FF-EVs + DILUENT C bez barwnika PKH67.

Reakcje zatrzymano poprzez dodanie FBS wolnego od EVs (Gibco™, ThermoFisher
Scientific) i inkubacj¢ przez 1 minut¢ w temperaturze pokojowej. Nastepnie mieszaning
przeniesiono do probowek przeznaczonych do ultrawirowania (Thermo 5.0 mL PA Thin-
Walled Tube) i wirowano przy 100000g przez 30 minut w temperaturze 4°C (Sorvall MX120+

Micro-Ultracentrifuge). Po wirowaniu osad z kazdej préoby zawieszono w 20 ul PBS.
Analiza poboru FF-EVs

Wybarwione fluorescencyjnie follikulosomy dodano do 500 ul pozywki do dojrzewania. Po 22
godzinach IVM oocyty zostaly czesciowo pozbawione komorek ziarnistych (pozostawiono 1—
2 warstwy komorek wienca promienistego) 1 utrwalone w 2% PFA, natomiast pozostate
komorki pecherzykowe utrwalono w 4% PFA. W celu zobrazowania polaczen trans-zonalnych
przeprowadzono dodatkowg 30-minutowg inkubacje w 1x falloidynie (odczynnik iFluor 555,
Abcam, Cambridge, Wielka Brytania). Oocyty umieszczono na szkietkach podstawowych z
pojedynczg tezka (Comex, Wroclaw, Polska) w roztworze zapobiegajagcemu wyswiecaniu
(ThermoFisher Scientific), przykryto i1 poddano analizie nastgpnego dnia. Komorki
pecherzykowe naniesiono na szkietka, zwirowano w wirdowce Cytospin 4 (ThermoFisher
Scientific), wybarwiono DAPI (Vector Laboratories, Burlingame, CA, USA), przykryto

szkietkiem nakrywkowym 1 analizowano natychmiast.

Do wizualizacji poboru follikulosomoéw wykorzystano konfokalny mikroskop Zeiss LSM 880.
Dla barwnika PKH67 zastosowano dtugos¢ fali wzbudzenia 488 nm i emisji 537 nm (laser
Argon2). W przypadku barwnika DAPI (stosowanego wyltacznie dla komorek
pecherzykowych) uzyto dlugosci fali wzbudzenia 405 nm i emisji 438 nm (Laser Diode 405).

Dla barwienia falloidynag dlugo$¢ fali wzbudzenia wynosita 543 nm, a emisji 575 nm.
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Analiza statystyczna

Test Wilcoxona 1 test Kruskala-Wallisa zastosowano do oceny istotnosci statystycznej. Analizy

te przeprowadzono za pomocg pakietu statystycznego R (https://cran.r-project.org/).

3.2.2. Eskperyment nr 2

Eksperyment nr 2 (uklad do$wiadczenia - Fig. 6) obejmowal realizacje celow 3-5
wyznaczonych dla niniejszej dysertacji, a uzyskane wyniki przedstawione w pracy pt. “Species
and embryo genome origin affect lipid droplets in preimplantation embryos” opublikowanej w

czasopismie Frontiers in Cell and Developmental Biology.

JAINIKI BYDtA COC IVM IVF/PA ZYGOTA
ZARODEK 2-
KOMORKOWY
ZARODEK 4-
KOMORKOWY
ZARODEK 8-16
KOMORKOWY
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ZARODKOW IN
VITRO

L

MORULA

BLASTOCYSTA
WCZESNA

BLASTOCYSTA
EKSPANDUJACA

JAINIKI SWINI CoC IVM PA

BARWIENIE
BODIPY

P, R

MIKROSKOPIA
KONFOKALNA

—_— Y
ANALIZA
PARAMETROW
KROPLI LIPIDOWYCH
- Image)

Fig. 6. Uktad doswiadczalny eksperymentu nr 2 (grafika wtasna).
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Pobieranie kompleksow oocyt-cumulus

Kompleksy oocyt-cumulus zostaly pozyskane z pgcherzykéw jajnikowych bydta (o $rednicy
okoto 4-8mm) oraz $wini (o $rednicy okoto 2—5 mm). Niedojrzate COC pobierano metoda
aspiracji za pomoca igly i strzykawki, a nast¢gpnie analizowano morfologicznie w pozywce
HEPES. Do eksperymentu wybrano COC bez oznak degradacji cytoplazmy, $cisle przylegajace

do ostonki przejrzystej i otoczone co najmniej 3—4 warstwami komoérek ziarnistych.

Dojrzewanie in vitro

Dojrzewanie in vitro oocytow bydia przeprowadzono przez 24h w 500 pL pozywki w
warunkach 39°C, 5% CO:2 1 maksymalnej wilgotnos$ci. Kompleksy oocyt-cumulus dojrzewaly
w pozywce TCM199+Glutamax (Gibco, Thermo Fisher Scientific, MA, Stany Zjednoczone)
wzbogaconej o 6 mg/mL fafBSA (albumina surowicy bydlgcej wolna od kwasow
thuszczowych), 0,25 mM pirogronianu sodu, 1x st¢zony roztwor penicyliny-streptomycyny, 2

ng/mL FSH oraz 1 pg/mL B-estradiolu.

W przypadku dojrzewania oocytow S$win, przez pierwsze 24 godziny stosowano medium
NCSU-23 (North Carolina State University Medium-23) wzbogacone hormonami: 10 U PMSG
(gonadotropina surowicy zrebnej, Chorulon, MSD Animal Health, NL, USA), 10 U hCG
(Folligon, MSD Animal Health, NL, USA) oraz 10% ptynu pecherzykowego. Nastgpnie COC
przenoszono do $wiezego medium bez hormondéw na kolejne 20 godzin. Po zakonczeniu
dojrzewania COC zostaly pozbawione komorek pecherzykowych i1 poddane aktywacji
partenogenetycznej (zarowno COC $wini jak 1 bydfa) lub zaptodnieniu in vitro (COC bydta) w

obecnosci komorek ziarnistych.

Zaptodnienie in vitro (IVF)

Nasienie pozyskane od dwdch buhajéw zostalo zakupione w komercyjnej stacji unasieniania.
Ruchliwg frakecje plemnikéw wyselekcjonowano za pomoca systemu BoviPure™ zgodnie z
protokotem producenta (Nidacon, Molndal, Szwecja). Nasienie zostalo rozmrozone i
odwirowane w dwoch warstwach roztworu BoviPure™ (80% 1 40%), a nastgpnie osad
przeptukano w roztworze BoviWash™. Koncowe stezenie plemnikow okre§lono pod
mikroskopem (Nikon YS2-T) w komorze Biirkera (BRANDT). Inkubacje gamet

przeprowadzono przy stezeniu plemnikéw wynoszacym 1 x 109ml przez 20 godzin w 500ul
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kroplach. Pozywka do IVF zostata wzbogacona o PHE (penicyling, hipotauryng, epinefryng)
(Parrish et al., 1986).

Aktywacja partenogenetyczna (PA)

Aktywacja partenogenetyczna oocytow bydlecych i §winskich zostata przeprowadzona poprzez
inkubacje w 5 puM jonomycynie w pozywce TALP przez 5 minut. Nast¢pnie, oocyty
inkubowano przez 4 godziny w 2mM 6-DMAP (6-(Dimetyloamino)puryna) w koncowe;j

pozywce do hodowli zarodkow, wzbogaconej o BSA.

Hodowla zarodkow

Po zakonczeniu procedury zaptodnienia pozaustrojowego lub aktywacji partenogenetycznej,
zarodki zostaty przeniesione w grupach po 25-30 do kolejnych 70 ul kropli pozywki
SOF+fafBSA (dla bydta; Warzych et al, 2020) lub NCSU-23+FBS (dla §wini; Pawlak et al.,
2020), przykrytych olejem mineralnym. W 5. dniu hodowli potowa objgtosci kropli hodowlanej
zostata wymieniona na §wiezg pozywke.

Zarodki w kolejnych etapach rozwoju przedimplantacyjnego (zygota, zarodek 2-komodrkowy,
zarodek 4-komoérkowy, 8-16-komoérkowy, morula, wczesna blastocysta, blastocysta) byty
zbierane w okre$lonych punktach czasowych wymienionych w Tabeli 1 (Lipinska et al. 2023).
Doktadne punkty czasowe podzialow zarodkoéw zostaly wybrane a priori na podstawie danych
literaturowych 1 wczesniejszych doswiadczen laboratoryjnych. W ukladzie doswiadczalnym
zaplanowano trzy grupy eksperymentalne:

b.IVF - zarodki bydlece uzyskane po zaptodnieniu in vitro,

b.PA - zarodki bydlgce uzyskane po aktywacji partenogenetycznej,

p.PA - zarodki $winskie uzyskane po aktywacji partenogenetyczne;.
Barwienie kropli lipidowych

Zarodki zostaty utrwalone w 500 uL 4% paraformaldehydu i przechowywane w temperaturze
4°C. Nastepnie, utrwalone zarodki byty permeabilizowane roztworem 0,2% Triton X-100 przez
20 minut w temperaturze pokojowej. Do wybarwienia kropli lipidowych uzyto barwnika
BODIPY 493/503 w stezeniu 20 pg/mL (Thermo Fisher Scientific, MA, USA) i inkubowano

w temperaturze pokojowej przez 1 godzing, w ciemnos$ci. Chromatyna zostala zwizualizowana
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przez barwienie roztworem 0,5 pg/mL Vectashield DAPI (4',6-diamidino-2-fenylindol; DAPI;
Vector Laboratories, Burlingame, CA, USA).

Zarodki (od zygot po wczesne blastocysty) zostaty utrwalone na szkietkach mikroskopowych
z pojedyncza tezka (Comex, PL). Dla ekspandujacych blastocyst uzyto ptytek p-Slide, 18 Well-
Flat ibiTreat (ibidi, GmbH, Niemcy) z poli-L-lizyng zamiast szkietek mikroskopowych, w celu
uzyskania wiasciwego bocznego ustawienia blastocysty (wizualizacja zaré6wno wezta

zarodkowego jak 1 trofektodermy).

Analiza mikroskopowa

Wybarwione zarodki byly analizowane za pomoca mikroskopu konfokalnego Zeiss LSM 880,
wykorzystujacego filtr 488 nm z pasmem przepustowym 500—-550 nm do barwnika BODIPY
493/503 (laser Argon2), 420—480 nm do barwnika DAPI (laser Diode 405) z obiektywem LD
LCI Plan Apochromat 40x/1.2 Imm Korr DIC 27 (Zeiss, Niemcy).

Kazdy zarodek byt obrazowany w odstepach 5 um, poczawszy od gérnej warstwy (z pierwszym
uchwyceniem LD) do sekcji réwnikowej. Ekspandujace blastocysty byly umieszczone na
szkietku w taki sposob, aby umozliwi¢ konfokalng wizualizacj¢ zardwno wezla zarodkowego
(ICM), jak 1 trofektodermy (TE). Komorki ICM 1 TE byly rozrézniane na podstawie ksztattu
komorek. Komorki okreslane jako komorki ICM byly mniejsze, zaokraglone o gestym
upakowaniu przy jednej $cianie blastocysty, natomiast komoérki TE byty wieksze, o ksztalcie

wydtuzonym i zlokalizowane w zewngetrznej warstwie blastocysty.

Analiza obrazow

Uzyskane obrazy byty analizowane pod katem parametrow lipidowych [zawarto$¢ lipidow,
liczba kropli lipidowych, wielkos$¢ kropli lipidowych i powierzchnia zajmowana przez krople
lipidowe (%)] za pomoca oprogramowania ImageJ Fiji w wersji v1.53c (NIH, Bethesda, MD,

USA) wg procedury opisanej w podrozdziale 3.2.1 na stronie nr 34.

Kazde zdjecie w obrebie zarodka bylo osobno analizowane (dla wszystkich badanych
parametrow), a ich $rednia wartos¢ stanowita ostateczny wynik obliczen. Pozwolito to unikng¢
wysokiej zmienno$ci spowodowanej réznicami w rozmiarze zarodkow w roznych etapach

rozwoju. Aby przeanalizowac¢ zawarto$¢ lipidow w wezle zarodkowym w odniesieniu do catej
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blastocysty, przeprowadzono dodatkowy pomiar wylacznie w obrebie wezta zarodkowego, a

nastgpnie zestawiono go z pomiarem dla calej blastocysty.

Analiza statystyczna

Analize rozkladu danych zebranych zarodkoéw przeprowadzono za pomoca testu Shapiro-

Wilka, a poréwnanie istotnosci statystycznej za pomocg testu Wilcoxona oraz testu Kruskala-

Wallisa w pakiecie statystycznym R (https://cran.r-project.org/). Poréwnanie ICM

ekspandujacych blastocyst wykonano za pomoca testu chi-kwadrat.
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4. Wyniki
4.1. Eksperyment 1

Charakterystyka follikulosomow

Charakterystyke follikulosomow przeprowadzono za pomoca trzech metod: analizy
Nanoparticle Tracking Analysis, Western Blot oraz z wykorzystaniem mikroskopii
transmisyjno-elektronowej. Analiza NTA wykazata, Ze rozmiary czasteczek FF-EVs wahaty
si¢ od 30 do 450 nm (Fig. 1A, Lipifiska et al. 2025). Srednia wielko$é czasteczek wynosita
166,2 + 2 nm, modalna (najcze$ciej wystepujaca wartos¢) — 1335 £ 8,9 nm,
a odchylenie standardowe — 68,1 + 2,7 nm. Koncentracja wyniosta okoto 1,34 x 10'°
czasteczek/ml. Dodatkowo, analiza TEM ujawnita obecnos¢ FF-EVs w podobnym zakresie
rozmiaréw, co analiza NTA (Fig 1B, Lipinska et al. 2025). Analiza Western Blot potwierdzita
obecno$¢ bialek markerowych zwigzanych z btong FF-EVs (CD63, CD9 oraz TSG101; Fig.
1C, Lipinska et al. 2025).

Zwigkszenie poboru follikulosomow przez komorki pecherzykowe w warunkach stresu

metabolicznego

Do analizy intensywnosci poboru FF-EVs przez kompleksy oocyt-cumulus zastosowano dwa
podejscia. W celu oceny internalizacji FF-EVs w obrebie COC zeskanowano od 10 do 15
kompleksow COC cze$ciowo oczyszczonych z komorek pegcherzykowych, pochodzacych z
kazdej grupy eksperymentalnej (CON+, IODH+, ETO+), przy trzykrotnym powtdérzeniu dla
kazdej grupy. Obrazy mikroskopii konfokalnej wskazaly, ze sygnaty dla FF-EVs znajdowaty
si¢ zarowno w komorkach pecherzykowych, jak 1 w obrebie ostonki przejrzystej, przestrzeni
okolozottkowej oraz w cytoplazmie oocytu. Dodatkowe barwienie falloidyng umozliwito
zobrazowanie polgczen trans-zonalnych w obregbie ostonki przejrzystej 1 tym samym
wykazanie, ze droga wnikania FF-EVs do oocytu jest realizowane przez TZPs (Fig. 2A-F,
Lipinska et al. 2025). Wnikanie follikulosoméw do wnetrza COC bylo widoczne zarowno w

grupie kontrolnej jak i w grupach z zastosowanymi inhibitorami (Fig. 3A, Lipinska et al. 2025).

W celu dokonania pomiaréw ilosciowych poboru follikulosoméw przez komorki
pecherzykowe przeanalizowano tacznie 3797 komorek z trzech grup, z trzema powtdrzeniami
w kazdej grupie: CON+ (n=1188), ETO+ (n=1314) i IODH+ (n=1295). Analiza koncentrowata
si¢ na proporcji pomiedzy liczbg komoérek pecherzykowych FF-EVs-pozytywnych (komorek,
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ktére zgromadzily follikulosomy w cytoplazmie, Fig. 3B, Lipinska et al. 2025) a catkowita
liczba ocenianych komorek. Dane wskazaly, ze zar6wno w grupie komoérek hodowanych z
inhibitorami metabolizmu glukozy (94%=3, p<0,01), jak i w grupie komdrek hodowanych z
inhibitorami metabolizmu lipidéw (92%+3, p<0,05) istotnie wigcej komodrek pecherzykowych
pozyskiwato FF-EVs z pozywki w pordwnaniu do grupy kontrolnej (79%=+7, Fig 3C, Lipinska
et al. 2025).

Follikulosomy wspomagajq dojrzewanie oocytu i wyleganie blastocyst w warunkach

zaburzonego metabolizmu energetycznego

Suplementacja follikulosomami w plynie pecherzykowym nie miata istotnego wptywu na
poziom dojrzewania jadrowego mierzonego jako procent oocytéw, ktére osiggnely stadium
metafazy II (wskaznik MII, ang. metaphase II rate), w warunkach kontrolnych (76% 1 72%,
CON+ vs CON). Jednakze suplementacja pozywki IVM follikulosomami przy jednoczesnym
zastosowaniu inhibitoréw metabolizmu lipidoéw/glukozy lub lipidow zwigkszyta wskaznik MII
w obu grupach eksperymentalnych: z 48% do 83% w grupie IODH+ (p<0,01) oraz z 53% do
70% w grupie ETO+ (p<0,05) w porownaniu do grup kontrolnych (odpowiednio IODH i ETO)
(Fig. 4; Lipinska et al. 2025).

Nie stwierdzono istotnych réznic w odsetku zarodkoéw ulegajacych podzialom mitotycznym
(ang. cleavage rate) migdzy grupami badawczymi. Jesli chodzi o wskaznik tworzenia
blastocyst (ang. blastocyst rate; procent zarodkow, ktore osiagnely stadium blastocysty), tylko
grupa IODH+ wykazata statystycznie istotny wzrost (p<0,01) w poréwnaniu do grupy bez
suplementacji (odpowiednio 22% 1 9%). Istotne rdznice zaobserwowano we wskazniku
wylegltych blastocyst (ang. hatched blastocyst rate; procent wylegtych blastocyst w stosunku
do wszystkich zarodkéw w stadium blastocysty) wsrod wszystkich grup suplementowanych.
W poréwnaniu do grup bez suplementacji, grupy CON+, IODH+ i ETO+ wykazaty wzrost o
22% (p<0,01), 17% (p<0,01) oraz 12% (p<0,05) (Fig. 4, Lipinska et al. 2025).

Follikulosomy wplywajq na parametry kropli lipidowych w oocytach i komorkach
pecherzykowych

Krople lipidowe zostaly przeanalizowane w 366 komorkach pecherzykowych (CON n=60,
CON+ n=60, IODH n=63, IODH+ n=60, ETO n=61, ETO+ n=62) oraz 243 oocytach (CON
n=38, CON+ n=39, IODH n=48, IODH+ n=40, ETO n=38, ETO+ n=40). Analizy
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przeprowadzono w czterech powtorzeniach biologicznych. Oceniano cztery parametry kropli
lipidowych: zawarto$¢ lipidow, rozmiar kropli lipidowych, liczbe kropli lipidowych oraz
powierzchnie jaka zajmuja krople lipidowe w komorce (wyznaczong w %) (Fig. 5, Lipinska et

al. 2025).

Analiza kropli lipidowych w komorkach pecherzykowych z grupy kontrolnej (CON+ vs CON),
pokazata, iz suplementacja FF-EVs zwigkszyla poziom lipidow zawartych w LD oraz liczbg
kropli lipidowych, a takze zmniejszyta rozmiar kropli lipidowych. W grupie IODH
suplementacja FF-EVs doprowadzita do zmniejszenia zawarto$ci lipidow, zwigkszenia liczby
kropli lipidowych oraz powierzchni kropli lipidowych, bez zmian w rozmiarze kropli
lipidowych. W grupie ETO suplementacja FF-EVs zwigkszyla zawarto$¢ lipidow oraz
powierzchnie kropli lipidowych, bez zmian w liczbie kropli lipidowych 1 ich rozmiarze (Fig.

5A, Lipinska et al. 2025).

W oocytach nie wykryto réznic migdzy grupg CON+ a CON w zadnym z analizowanych
po suplementacji FF-EVs. Podobnie, poréwnujac grupy ETO+ i ETO, rozmiar kropli
lipidowych wykazat znaczacy spadek po suplementacji (Fig. 5B, Lipinska et al. 2025).

Suplementacja follikulosomami wplywa na wzgledny poziom transkryptow genow zwigzanych

z metabolizmem energetycznym

Wzgledny poziom transkryptow wybranych gendéw zaangazowanych w metabolizm
energetyczny zostal przeanalizowany w 36 probach komorek pecherzykowych (6 powtorzen na

grupe) oraz 36 probach oocytow (6 powtorzen na grupe; Fig. 6, Fig. 7, Lipinska et al. 2025).

W komorkach pecherzykowych grupa CON+ wykazala istotne zwigkszenie poziomu mRNA
GLUTI oraz ACACA. Podczas dojrzewania w obecnosci inhibitorow metabolizmu glukozy
suplementacja FF-EVs spowodowata obnizenie poziomu mRNA ACACA oraz PPARA. W
warunkach inhibicji metabolizmu kwaséw tluszczowych jedyna istotng obserwacja byto

zwickszenie ekspresji ACACA w grupie ETO+ vs ETO (Fig. 6, Lipinska et al. 2025).

W oocytach grupa CON+ wykazata obnizenie poziomu mRNA GLUTI, ACACA i PLIN2,

podczas gdy ekspresja GDF9 pozostala niezmieniona. Zaobserwowano réwniez spadek
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poziomu mRNA ACACA 1 PLIN2 w grupie IODH+ vs IODH. W grupie ETO+ vs ETO
stwierdzono istotny spadek ekspresji GDF9 (Fig. 7, Lipinska et al. 2025).

Suplementacja follikulosomami podczas dojrzewania in vitro zmienia profile lipidowe i Sciezki

metaboliczne w blastocystach

Analiza lipidomiczna zostala przeprowadzona w blastocystach pochodzacych z oocytéw
dojrzewajacych w grupach eksperymentalnych — zar6wno suplementowanych (IODH+, n=6;
ETO+, n=6), jak i niesuplementowanych (IODH, n=6; ETO, n=6). W wyniku analizy, na
podstawie stosunku masy do tadunku (m/z ratio), parametru specyficznego dla kazdego
zwigzku identyfikowanego w spektrometrii mas, zidentyfikowano facznie 207 réznych
gatunkéw lipidow, sklasyfikowanych w 9 podklasach (fosfatydylocholina, sfingomielina,
fosfatydyloetanoloamina,  fosfatydyloinozytol, fosfatydyloseryna, fosfatydyloglicerol,
trojglicerydy, acylokarnityny, estry cholesterolu), co szczegdétowo przedstawiono w Tabeli nr
1. Trzy podklasy lipidow, ktore w najwickszym stopniu wystgpowaly w analizowanych
blastocystach to fosfatydylocholina, fosfatydyloetanoloamina i triacyloglicerole. Przy uzyciu
oprogramowania MetaboAnalyst 6.0 poréwnano grupy IODH+ vs IODH oraz ETO+ vs ETO.
Wykonano analiz¢ krotnosci zmian (fold change analysis), analize wzbogacenia $ciezek
metabolicznych (ang. enrichment) oraz analizg¢ gldwnych sktadowych (PCA), aby wykry¢
roznice w profilach lipidowych 1 potencjalne $ciezki metaboliczne zmienione w badanych

warunkach eksperymentalnych.
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Podklasy lipidow Liczba wykrytych gatunkow lipidow
Fosfatydylocholina (PC) 52

Fosfatydyloetanoloamina (PE) 48

Triacyloglicerole (TG) 42

Acylokarnityny 19

Fosfatydyloseryna (PS) 15

Fosfatydyloglicerol (PG) 11

Sfingomielina (SM) 7

Fosfatydyloinozytol (PI) 7

Estry cholesterolu (CE) 6

Tab.1. Tabela podklas lipidow zidentyfikowanych w analizie lipidomicznej wraz z liczba

poszczegdlnych gatunkdéw lipidéw nalezacych do kazdej z nich.

Analizy statystyczne wykazaly, ze w grupie IODH+ w poréwnaniu do IODH, poziom 22
gatunkow lipidow ulegt obnizeniu, natomiast 2 gatunki lipidow miaty podwyzszony poziom
(Material uzupetniajacy nr 2, Lipinska et al. 2025). Najwiekszy spadek dotyczyt acylokarnityn
—az 15 gatunkoéw lipidow nalezacych do tej podklasy wykazato zmniejszone stezenie. Ponadto
istotne zmiany zaobserwowano dla czterech gatunkéow lipidow zaklasyfikowanych do
trojglicerydoéw (TG), trzech gatunkow lipidow zaklasyfikowanych do fosfatydylocholin (PC)
oraz jednego lipidu bedacego fosfatydyloetanoloaming (PE) (Fig). Lipidy o podwyzszonym
poziomie nalezaty do fosfatydyloetanoloamin (1) oraz acylokarnityn (1) (Fig. 8A, Lipinska et
al. 2025). Analiza gtownych sktadowych zostala przeprowadzona dla podklasy acylokarnityn,
poniewaz wykazaly one najwigksze zmiany. Wyniki wykazaty 74,6% réznorodnosci w obrebie
tej podklasy (Fig 8B, Lipinska et al. 2025). Analiza wzbogacenia $ciezek metabolicznych
wskazala na dwa istotnie zmienione szlaki metaboliczne: biosyntez¢ fosfolipidéw oraz

metabolizm kwasu arachidonowego.

W poréwnaniu warunkéw ETO+ 1 ETO, (Fig. 8C, Lipinska et al. 2025) stwierdzono, ze tacznie
65 gatunkéw lipidow (Materiat uzupehiajacy nr 3, Lipinska et al. 2025) uleglo istotnemu
podwyzszeniu. Wsrdd tych lipidow najliczniej reprezentowang grupa byly fosfatydylocholiny
(PC), z 19 przedstawicielami o zwigkszonej zawartosci. Ponadto fosfatydyloetanoloaminy (PE)
wykazaty istotne podwyzszenie poziomu, z 13 gatunkami lipidéw tej podklasy o zwigkszonej
zawartosci. Analiza gléwnych skladowych zostala przeprowadzona osobno dla podklas

lipidowych fosfatydyloetanoloamin (PE) oraz fosfatydylocholin (PC). Wyniki wykazaty
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odpowiednio 64,4% oraz 96,6% réznorodnosci w obrebie tych klas (Fig. 8D, Lipinska et al.
2025). Analiza $ciezek metabolicznych wykazata istotne wzbogacenie w: biosynteze
fosfolipidow oraz metabolizm kwasu arachidonowego, co bylo zgodne z wynikami

obserwowanymi w grupie IODH+.

4.2. Eksperyment 2

Zarodki pochodzace zaréwno z systemow IVF, jak i PA, na kazdym etapie rozwoju byly
zbierane z 3 do 5 powtorzen doswiadczen in vitro. Odsetek zarodkow ulegajacych pierwszemu
podziatowi mitotycznemu oraz wskaznik tworzenia blastocysty wynosit: b.IVF — 80% 1 20%,

b.PA —79%117%, p.PA —70% 126%.
Charakterystyka lipidowa zarodkow bydta pochodzgcych z systemu IVF

Parametry lipidowe (zawarto$¢ lipidow, liczba kropli lipidowych, rozmiar kropli lipidowych
oraz procentowy obszar zajmowany przez krople lipidowe w zarodku) zostaty przeanalizowane
w 131 indywidualnych zarodkach bydlecych w systemie IVF (b.IVF). Analize przeprowadzono
na 7 etapach rozwoju zarodkéw (zygota, n = 19; zarodek 2-komorkowy, n = 18; zarodek 4-
komorkowy, n = 20; zarodek 8—16-komdrkowy, n = 18; morula, n = 22; wczesna blastocysta,
n = 20; ekspandujaca blastocysta, n = 15). Wizualizacja konfokalna i analiza komputerowa
ujawnily liczne istotne zmiany migdzy kolejnymi etapami rozwoju. Poréwnanie kazdego etapu
rozwoju zarodka w stosunku do poprzedniego przedstawiono na Figurze 1 (Lipinska et al. 2023)
(zarodek 2-komodrkowy vs. zygota, zarodek 4-komodrkowy vs. zarodek 2-komodrkowy, zarodek
8—16-komorkowy vs. zarodek 4-komorkowy, morula vs. zarodek 8—16-komoérkowy, wezesna

blastocysta vs. morula, ekspandujaca blastocysta vs. wczesna blastocysta).

Zaobserwowano, ze dwa parametry: zawarto$¢ lipidow oraz obszar zajmowany przez krople
lipidowe w obrebie pojedynczego zarodka, zmniejszaja swoje wartosci we wczesnych etapach
rozwojowych, osiggajac najnizszy poziom na etapie 8—16-komorkowym. Najwyzszg zawartos¢
lipidow obserwuje si¢ na etapie 4-komérkowym. Liczba kropli lipidowych stopniowo maleje
od zygoty do etapu 8—16-komorkowego, jednak na etapie blastocysty ekspandujacej nastgpuje
jej istotny wzrost. Rozmiar kropli lipidowych osiaga najwyzsza warto§¢ w zygocie, po czym
nastepuje znaczacy spadek na etapie 4-komérkowym, a nastepnie utrzymuje si¢ na stalym

poziomie w kolejnych stadiach rozwojowych.
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Charakterystyka lipidowa zarodkow bydta pochodzgcych z systemu PA

Parametry lipidowe zostaly przeanalizowane w 123 indywidualnych partenogenetycznych
zarodkach bydlecych (b.PA) na 7 etapach rozwojowych (zygota, n = 19; zarodek 2-komorkowy,
n = 20; zarodek 4-komorkowy, n = 14; zarodek 8—16-komérkowy, n = 18; morula, n = 22;
wczesna blastocysta, n = 15; blastocysta ekspandujaca, n= 15). Porownanie kazdego etapu
rozwoju zarodka w stosunku do poprzedniego przedstawiono na Figurze 2 (Lipinska et al. 2023)
(zarodek 2-komdrkowy vs. zygota, zarodek 4-komodrkowy vs. zarodek 2-komdrkowy, zarodek
8—16-komorkowy vs. zarodek 4-komoérkowy, morula vs. zarodek 8—16-komoérkowy, wezesna

blastocysta vs. morula, ekspandujaca blastocysta vs. wczesna blastocysta).

Zaobserwowano istotny spadek zawartosci lipidow oraz liczby kropli lipidowych na etapie
wczesnej blastocysty, po ktorym nastgpit gwattowny wzrost na etapie ekspandujacej
blastocysty. Analiza wykazala réwniez, ze rozmiar kropli lipidowych osiagnal najnizsza
warto$¢ na etapie zygoty, nastgpnie znaczgco wzrost na etapie 2-komdrkowym, pozostajac

stabilnym w kolejnych etapach rozwoju.

Charakterystyka lipidowa zarodkow swini pochodzgcych z systemu PA

Parametry lipidowe zostaly przeanalizowane w 130 indywidualnych zarodkach
partenogenetycznych $wini (p.PA) na 7 etapach rozwoju (zygota, n = 21; zarodek 2-
komorkowy, n =21; zarodek 4-komorkowy, n = 19; zarodek 8—16-komérkowy, n =21; morula,
n = 17; wczesna blastocysta, n = 20; rozszerzona blastocysta, n = 11). Poréwnanie kazdego
etapu rozwoju zarodka wzgledem poprzedniego przedstawiono na Figurze 3 (Lipinska et al.
2023) (zarodek 2-komorkowy vs. zygota, zarodek 4-komoérkowy vs. zarodek 2-komorkowy,
zarodek 8—16-komorkowy vs. zarodek 4-komoérkowy, morula vs. zarodek 8—16-komdrkowy,

wczesna blastocysta vs. morula, ekspandujaca blastocysta vs. wezesna blastocysta).

Stadium ekspandujacej blastocysty charakteryzowato si¢ najwyzszymi warto$ciami wszystkich
analizowanych parametrow. Zawarto$¢ lipidéw zmniejszala si¢ na etapie 8—16-komorkowym
oraz moruli, osiggajac najwyzsze wartosci w ekspandujacej blastocyscie. Stopniowy wzrost
liczby kropli lipidowych obserwowano od etapu zygoty az do etapu ekspandujacej blastocysty,

gdzie osiagnigto najwyzsze wartosci.
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Porownanie parametrow kropli lipidowych w zarodkach pochodzgcych z zaptodnienia in vitro

vs aktywacja partenogenetyczna

Jedna z wazniejszych roznic miedzy grupami b.IVF i b.PA jest istotnie nizszy poziom
zawarto$ci lipidow oraz rozmiaru kropli lipidowych w zygotach b.PA, podczas gdy liczba LD
oraz $redni obszar zajmowany przez LD pozostaja na tym samym poziomie. Nastepnie, w
zarodkach b.IVF na etapie 8—16-komorkowym zaobserwowano istotnie nizsze wartosci we
wszystkich analizowanych parametrach. Rozmiar LD wzrastal od etapu 8—16-komoérkowego az
do stadium blastocysty. Wyzsza zawarto$¢ lipidow w ekspandujacej blastocyscie b.PA wigze

si¢ z wiekszymi rozmiarami LD w poréwnaniu do b.IVF (Fig.4, Lipinska et al. 2023).
Miedzygatunkowe porownanie parametrow kropli lipidowych w zarodkach bydta i swini

Analiza zawarto$ci lipidow na etapie zygoty wykazata, ze poziom lipidow jest podobny miedzy
grupami b.PA i p.PA. Zarodki na etapie 2-komérkowym, 8—16-komdérkowym oraz morule
miaty istotnie wyzszy poziom lipidow w grupie b.PA. Odwrotna zalezno$¢ wystepowata we
wcezesnych i1 ekspandujacych blastocystach, gdzie zawarto$¢ lipidow byla istotnie wyzsza w
zarodkach p.PA. Ponadto, w grupie b.PA zaobserwowano wigksza liczbe kropli lipidowych na
etapie zygoty, 2-komorkowym oraz 8—16-komorkowym, natomiast w blastocystach p.PA
liczba kropli lipidowych byla istotnie wyzsza. Rozmiar kropli lipidowych byt wigkszy na
wszystkich etapach rozwoju zarodkow p.PA. Co wigcej, z wyjatkiem etapu zygoty 1 moruli,
powierzchnia zajmowana przez krople lipidowe byta wigksza w grupie p.PA (Fig. 5, Lipinska

et al. 2023).

[ T

blastocystq bydta i swini

Przeprowadzono pomiary dotyczace zawartosci lipidow w wezle zarodkowym ekspandujacych
blastocyst w odniesieniu do catkowitej zawartosci lipidow w zarodku. Wyniki wykazaty, ze
zawarto$¢ lipidow w komoérkach wezta stanowita odpowiednio 51% + 22%, 52% + 16% 1 42%
+ 23% warto$ci odnotowanej dla catego zarodka dla grup b.IVF, b.PA i p.PA (podsumowanie
w Tabeli 2). Nie stwierdzono istotnych statystycznie réznic w parametrach ICM pomi¢dzy
grupami. Mimo, ze zawarto$¢ lipidéw w blastocys$cie rézni si¢ (co wykazano w porownaniach

opisanych w poprzednich akapitach), wyniki dotyczace ICM wskazuja, ze we wszystkich
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grupach lipidy sa rozmieszczone w ten sam sposoéb — rownomiernie miedzy liniami

komoérkowymi wezta zarodkowego i trofektodermy.

Blastocysty wczesne i ekspandujgce swin PA posiadajg najmniejszq liczbe komorek w swojej
strukturze i najwiekszq zawartos¢ lipidow w przeliczeniu na jedng komorke — dane

nieopublikowane

W ramach przeprowadzonej analizy okre$lono liczb¢ komorek, jakimi charakteryzowaty si¢
zarodki w trzech stadiach rozwojowych: moruli, wczesnej blastocy$cie oraz ekspandujacej
blastocyscie. Uzyskane wyniki porownano w obrebie poszczegdlnych stadiow rozwojowych
pomiedzy grupami doswiadczalnymi (b.IVF vs b.PA oraz b.PA vs p.PA). Nastepnie
przeliczono zawarto$¢ lipidéw na pojedynczy blastomer i uzyskane wyniki rowniez porownano

w obrgbie poszczegdlnych stadidw rozwojowych.

Wykazano, ze we wszystkich trzech stadiach rozwojowych najmniejsza liczbe komorek
wykazywaty zarodki partenogenetyczne $wini. Najwigcej komorek w stadiach moruli oraz
ekspandujacej blastocysty odnotowano w zarodkach bydlecych uzyskanych metoda IVF.
Natomiast w stadium wczesnej blastocysty liczba komorek byta zblizona w grupach zarodkow

bydlecych IVF oraz PA (Fig. 7A, 7B).
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Fig. 7. Wykres przedstawiajacy wartosci liczby blastomeréow wchodzacych w sktad struktury zarodkoéw
ze stadiow rozwojowych moruli oraz wczesnej i ekspandujgcej blastocysty (Srednia i odchylenie
standardowe). A — poréwnanie b.IVF vs b.PA, B — poréwnanie b.PA vs p.PA;

**_p<0,01

Drugim aspektem analizy byla ocena zawartosci lipidow przypadajacych na pojedyncza
komorke. W porownaniu zarodkéw bydlecych (b.IVF vs b.PA) nie stwierdzono istotnych
ro6znic w stadium moruli i wezesnej blastocysty, natomiast w stadium ekspandujacej blastocysty
istotnie wyzsza zawarto$¢ lipidow odnotowano w zarodkach b.PA (Fig. 8A). W poréwnaniu
zarodkow partenogenetycznych bydla i $wini, w stadium moruli istotnie wigcej lipidow
zawieraly zarodki b.PA, natomiast w stadiach blastocyst (wczesnej 1 ekspandujacej) wigksza

zawarto$¢ lipidow wykazywaty zarodki p.PA (Fig. 8§B).
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Fig. 8. Wykres przedstawiajacy zawarto$¢ lipidow w przeliczeniu na jedng komorke, w trzech
analizowanych stadiach rozwojowych: moruli oraz wczesnej i ekspandujacej blastocyscie (Srednia i

odchylenie standardowe). A — poréwnanie b.IVF vs b.PA, B — poro6wnanie b.PA vs p.PA; ** - p<0.01
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4.3.Wykaz prac przeprowadzonych przez doktorantke

Eksperyment nr 1
Wszystkie prace w ramach eksperymentu nr 1 zostaly wykonane przez doktorantke z

wylaczeniem analiz wymienionych ponize;j:

1. Nanoparticle Tracking Analysis, Western Blotting, Mikroskopia transmisyjno
elektronowa - dr Krishna Chaitanya Pavani, Department of Internal Medicine,
Reproduction and Population Medicine, Ghent University, Merelbeke, Belgium,;
wspoélpraca w ramach grantu ERASMUS+ 2022

2. Barwienie EVs barwnikiem PKH67 - prof. UPP, dr hab. Ewelina Warzych-Plejer,
analiza wykonana na Uniwersytecie Medycznym im. Karola Marcinkowskiego w
Poznaniu; analiza wykonana odptatnie.

3. Profilowanie lipidowe blastocyst - dr Christina Ferreira, Metabolite Profiling Facility,

Purdue University, West Lafayette, USA; analiza wykonana odptatnie.

Eksperyment nr 2

Wszystkie prace w ramach eksperymentu nr 2 zostaly wykonane przez doktorantke.

Podkresli¢ nalezy, ze w hodowle zarodkow (zarowno IVF jak 1 PA) prowadzone w obydwu
eksperymentach zaangazowani byli réwniez inni cztonkowie zespotu Pracowni Biotechnologii
Rozrodu, Katedry Genetyki i Podstaw Hodowli Zwierzat, Uniwersytetu Przyrodniczego w

Poznaniu.
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5. Dyskusja

Opracowanie efektywnych strategii wspomaganego rozrodu w hodowli zwierzat, a w
szczegblnosci udoskonalenie technik dojrzewania in vitro 1 hodowli zarodkow o wysokim
potencjale rozwojowym, sg obecnie jednymi z kluczowych obszaréw badan w biologii rozrodu
1 embriologii zwierzat gospodarskich. Skuteczna optymalizacja tych proceséw wymaga
szczegbtowego poznania wptywu m.in. Srodowiska pecherzykowego na jako$¢ oocytow oraz
dalszy rozw¢j zarodkowy. Im pelniejsza bgdzie charakterystyka poszczegdlnych komponentow
tego mikrosrodowiska, tym wigksze sg szanse na jego odtworzenie w warunkach in vitro.
Jednym z kluczowych czynnikéw determinujgcych jakos¢ kompleksow oocyt—cumulus oraz
rozwijajacych sie zarodkow jest metabolizm energetyczny. Zaburzenia tego procesu
obserwowane s3 na réznych etapach rozwoju: na poziomie pg¢cherzyka jajnikowego moga
prowadzi¢ do niepelnego dojrzewania cytoplazmatycznego oocytu; w obrgbie kompleksow
COC skutkuja obnizeniem jakos$ci oocytdw oraz zmniejszong skutecznoscig zaptodnienia;
natomiast na etapie zarodkowym moga przyczynia¢ si¢ do zwigkszonego ryzyka poronien.
Dlatego tez kontynuacja badan nad wptywem zaburzen metabolicznych na procesy dojrzewania
1 wczesnego rozwoju zarodkow jest niezbedna dla optymalizacji procedur wytwarzania
zarodkow in vitro, szczego6lnie u samic dotknigtych zaburzeniami metabolicznymi, takimi jak

ujemny bilans energetyczny (NEB) u krow mlecznych czy cukrzyca typu II i otylos¢ u kobiet.

5.1. Charakterystyka follikulosomow i ich transport w obrebie kompleksu oocyt-cumulus

Jednymi z wazniejszych celow eksperymentu nr 1 byly skuteczna i1 precyzyjna izolacja
pecherzykdéw zewnatrzkomorkowych pochodzacych z ptynu pecherzykowego oraz ich
losciowa 1 jakosciowa charakterystyka, a takze wskazanie drogi ich transportu w obrgbie COC.
Charakterystyka FF-EVs izolowanych na potrzeby tego badania zostala przeprowadzona
zgodnie z wytycznymi zawartymi w dokumencie ,,Minimal information for studies of
extracellular vesicles (MISEV) 2023” (Welsh et al. 2024). Rekomendacje w nim zawarte
wskazaty Nanoparticle Tracking Analysis jako powszechnie stosowang technika optyczng w
dziedzinie EVs do szacowania rozmiaru i koncentracji czasteczek; mikroskopie transmisyjno-
elektronowg jako nieliczng z technik zdolnych do wykrywania EVs niezaleznie od ich
rozmiaru; oraz Western Blot jako powszechnie stosowang metod¢ wykrywania biatek w

preparatach zawierajacych EVs (Welsh et al. 2024).

57



Analizy Nanoparticle Tracking Analysis oraz mikroskopia transmisyjno-elektronowa
wykazaly, ze FF-EVs miaty $rednig wielko$¢ 166,2 + 2,0 nm oraz $rednie stezenie 1,34 x 10'°
czasteczek/ml. Dane literaturowe pokazuja réznice w raportowanych stezeniach pecherzykow
zewnatrzkomoérkowych izolowanych z ptynu pecherzykowego bydta, ktére mozna przypisaé
metodzie izolacji oraz r6znym czynnikom technicznym. Dla ultrawirowania stezenia wahaja
si¢ od 10° (Hung et al. 2015) do 10'-10" (Asaadi et al. 2021), przy czym niektorzy badacze
decyduja si¢ nie ujawnia¢ danych dotyczacych liczby czastek/ml (Ying et al. 2022). Dla
porownania, metody oparte na chromatografii zazwyczaj wykazuja ste¢zenia na poziomie okoto
102 (Asaadi et al. 2021; Bededetti et al. 2024). Roznice te moga wynikac¢ z potencjalnej utraty
probki podczas izolacji, zmienno$ci w objetosci koncowego izolatu lub jako$ci samego ptynu
pecherzykowego. Natomiast $rednie rozmiary EVs podawane przez réznych autoréw sg
zblizone do wynikow uzyskanych w niniejszej pracy i mieszczg si¢ w przedziale 30-200 nm u
Hung et al. (2015), 50-250 nm u Hasan et al. (2021) lub przyjmuja $rednig warto$¢ 166,9 nm
u Benedetti et al. (2024). Ponadto, analiza Western Blot wykryta obecno$¢ charakterystycznych
dla pecherzykow zewnatrzkomorkowych biatek markerowych. Rekomendacje MISEV (2023)
dzielg biatka charakterystyczne dla EV na pig¢¢ kategorii, z czego kategorie 1 i 2 uznawane s3
za kluczowe, poniewaz potwierdzaja ,,obecnos¢ cech charakterystycznych dla EVs”. W ramach
kategorii 1 wykrywa si¢ bialka transbtonowe, zwigzane z blong komérkowa i/lub endosomami,
takie jak tetraspaniny CD9 1 CD63, ktore zostaty zidentyfikowane w niniejszym doswiadczeniu.
Kategoria 2 obejmuje biatka cytoplazmatyczne obecne w EVs, wykazujace zdolno$¢ wiazania
lipidow lub biatek btonowych — do ktérych nalezy m.in. TSG101, réwniez wykryty w ramach
tego badania (Welsh et al.,2024). Uzyskane wyniki sg zgodne z wcze$niejszymi doniesieniami
dotyczacymi bydta (Hung et al. 2015; Hasan et al. 2021), ludzi (Neyroud et al. 2022), bawotow
(Capra et al. 2022) oraz koni (Gabrys et al. 2022).

Obrazowanie konfokalne wykazato, ze follikulosomy sa poczatkowo pobierane przez komorki
pecherzykowe, a nastepnie przekazywane do oocytu. Obserwacje te sg zgodne z wczesniej
opublikowanymi doswiadczeniami, w ktorych zaobserwowano sygnaty dla follikulosmow
znakowanych fluorescencyjnie w komorkach pecherzykowych oraz wewnatrz ostonki
przejrzystej u bydfa (da Silveira et al. 2017). Jednakze w niniejszym badaniu po raz pierwszy
wykazano obecno$¢ FF-EVs wewnatrz polaczen trans-zonalnych. Do wizualizacji TZPs
zastosowano barwienie falloidyng — cyklicznym heptapeptydem wigzacym si¢ z filamentarng
aktyng (F-aktyng), bedaca sktadnikiem potaczen trans-zonalnych (Clarke, 2022). Na obrazach

uzyskanych za pomocg mikroskopii konfokalnej przedstawiono sygnaty dla follikulosomow
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wykryte wewnatrz TZPs przechodzacych przez ostonke przejrzysta (Fig. 2A, 2B, Lipinska et
al. 2025). Ponadto, zaobserwowano sygnaty dla follikulosméw w poblizu powierzchni oocytu,
w obrebie miejsc faczenia TZPs z oocytem (Fig. 2C, Lipinska et al. 2025), ktore zostaly opisane
jako typowe przedtuzenia polaczen trans-zonalnych w kierunku oocytu (Clarke, 2022). Sygnaty
FF-EVs zaobserwowano takze w przestrzeni okotozottkowej (Fig. 2D, Lipinska et al. 2025)
oraz w cytoplazmie oocytu (Fig. 2E, Lipinska et al. 2025). Uzyskane obrazy wskazuja, ze FF-
EVs sg pobierane z pozywki przez komorki pgcherzykowe, a nastgpnie transportowane do
wngetrza oocytu za posrednictwem TZPs. Macaulay et al. (2014) wykazali wcze$niej, ze przez
TZPs z komoérek pgcherzykowych do wnetrza oocytu bydta mogg by¢ transportowane dtugie
czasteczki RNA. W poézniejszych badaniach powigzano ten mechanizm z procesem
dojrzewania oocytu regulowanym przez sygnalizacj¢ cAMP (Macaulay et al. 2016). Az do tego
momentu nie zidentyfikowano jednak TZPs jako bezposredniego szlaku transportu FF-EVs do

wnetrza oocytu.

W niniejszej pracy wykazano rowniez, ze komorki pecherzykowe wchodzace w skiad
kompleksOw oocyt—cumulus wykazujg istotnie wigkszy pobor FF-EVs w  warunkach
indukowanego stresu metabolicznego w poréwnaniu do grupy kontrolnej. Zwiekszony pobor
obserwowano zarowno w warunkach inhibicji metabolizmu glukozy, jak 1 kwasow
thuszczowych. Wczedniejsze badania wykazaty, zZe komorki uwalniaja pecherzyki
zewnatrzkomorkowe w odpowiedzi na bodzce stresowe w celu rozprzestrzeniania czgsteczek
sygnatowych lub usuwania materialu dla komorki zbednego (Chiaradia et al. 2021). Ponadto
zawarto$¢ pecherzykoéw zewnatrzkomérkowych zmienia si¢ w odpowiedzi na czynniki
stresowe (np. stres oksydacyjny), co wpltywa na zdolno$¢ komoérek docelowych do
przystosowania si¢ do niekorzystnych warunkéw oraz utrzymania ich zywotnosci (Eldh et al.
2010). Zgodnie z aktualnym stanem wiedzy, w niniejszej pracy po raz pierwszy wykazano
zwigkszony pobor follikulosoméw przez komorki pecherzykowe w odpowiedzi na warunki
stresu metabolicznego podczas dojrzewania in vitro, co sugeruje potencjalng rolg FF-EVs we

wspieraniu mechanizméw przeciwdziatajacych niekorzystnym czynnikom srodowiskowym.

5.2. Rola follikulosomow w metabolizmie COC

Weczesniejsze badania wykazaly, ze srodowisko dojrzewania oocytow wptywa nie tylko na
same oocyty, ale rowniez na metabolizm komdrek pecherzykowych (Lipinska et al. 2021) oraz

wywiera istotny wptyw na programowanie rozwoju zarodka przedimplantacyjnego na poziomie
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komoérkowym 1 molekularnym (Pawlak et al. 2024). W niniejszym badaniu, w warunkach
kontrolnych, w ktérych jedyna modyfikacja pozywki do dojrzewania COC byta suplementacja
follikulosomami (CON+ vs CON), odnotowano istotnie wyzszy odsetek wylggania blastocyst
po dodatku FF-EVs. Brak roznic w pozostalych parametrach jakosci moze wynikaé z
optymalnych warunkow, w ktorych oocyty nie wymagaja dodatkowego wsparcia ze strony
follikulosoméw w zakresie dojrzewania jadrowego czy pierwszych podziatéw mitotycznych
powstalych dalej zarodkow, a takze formowania blastocyst. Hipotez¢ te dodatkowo
potwierdzaja wyniki analizy poboru follikulosoméw przez komoérki pecherzykowe, gdzie nie
zaobserwowano zwigkszonego ich poboru w warunkach kontrolnych. Z kolei zaobserwowany
wzrost odsetka wylegania blastocyst jest biologicznie uzasadniony i zgodny z wczesniejszymi
doniesieniami Pavani et al. (2022), ktorzy wykazali, ze mikroRNA miR-378a-3p obecne w
pecherzykach zewnatrzkomérkowych moze wspiera¢ wyleganie blastocyst bydlecych (Pavani
et al. 2022). We wczesniejszych doniesieniach mikroRNA miR-378 bylo zaangazowane we
wspieranie przezywalnosci i rozwoju komorek trofoblastu u czlowieka oraz regulacje

roznicowania trofoblastu i rozwdj tozyska u myszy (Luo et al. 2012, Hayder et al. 2018).

W komorkach pecherzykowych COC suplementowanych FF-EVs zaobserwowano istotny
wzrost poziomu transkryptow gendow ACACA oraz GLUTI, ktéremu towarzyszyly wyrazne
zmiany w parametrach kropli lipidowych —odnotowano wyzsza zawartos$¢ lipidow, zwigkszona
liczbe kropli lipidowych oraz istotnie zmniejszony ich rozmiar. Podwyzszona ekspresja genu
ACACA, kodujacego kluczowy enzym biosyntezy kwasoéw thuszczowych (Lopez-Casillas et al.
1988), sugeruje intensyfikacj¢ lipogenezy de novo. Jednocze$nie wzrost poziomu GLUTI,
odpowiedzialnego za transport glukozy do wnetrza komoérki wskazuje na zwigkszony pobor
tego cukru, ktory stanowi zrddlo zardwno energii (ATP), jak i prekursorow lipogenezy (acetylo-
CoA). Tym samym obserwowane na poziomie molekularnym zmiany ekspresji genow znajduja
odzwierciedlenie w zmianach fenotypowych — zwigckszona biosynteza lipidow
prawdopodobnie prowadzi do gromadzenia liczniejszych, ale mniejszych kropli lipidowych, co
moze §wiadczy¢ o ich wigkszej dostepnosci jako zrodta energii (Yu & Li, 2017). W oparciu o
powyzsze dane oraz wyniki pracy Hung et al. (2015), w ktdérej wykazano, ze pgcherzyki
zewnatrzkomoérkowe wspieraja ekspansje komoérek pecherzykowych podczas dojrzewania
(Hung et al. 2015), sugerowa¢ mozna, ze obserwowany wzrost metabolizmu lipidéw oraz ich
dostgpnosci moze stanowi¢ mechanizm adaptacyjny majacy na celu zwigkszenie produkcji
energii niezbednej do procesu ekspansji tych komorek. Co ciekawe, w oocytach dojrzewanych

z dodatkiem EVs nie zaobserwowano zmian w parametrach kropli lipidowych, jednak
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stwierdzono istotnie obnizony poziom transkryptow genow GLUTI, ACACA oraz PLIN2.
Spadek ekspresji tych trzech genéw bioracych udziat w metabolizmie lipidowym (ACACA,
GLUTI) 1 stabilizacji kropli lipidowych (PLIN2), moze wskazywa¢ na brak potrzeby
intensyfikacji metabolizmu lipidowego w oocycie. Zasadne wydaje si¢ kontynuowanie badan
w tym kierunku, celem pelniejszego zrozumienia mechanizméw regulujacych metabolizm

lipidéw w oocycie.

5.3. Rola follikulosoméw w odpowiedzi COC na warunku stresu metabolicznego

Wczesniejsze wyniki doswiadczen z wykorzystaniem inhibitorow metabolizmu glukozy 1
kwasow tluszczowych podczas dojrzewania kompleksow oocyt—cumulus bydia in vitro
wskazujg na istotne zmiany zarOwno w obrgbie oocytu, komoérek pecherzykowych jak i
blastocyst. Obserwowano zmiany w parametrach kropli lipidowych oraz poziomach mRNA w
oocytach 1 komodrkach pecherzykowych w obu systemach inhibicji. Natomiast inhibicja
metabolizmu glukozy w szczeg6lnosci negatywnie wptynela na wskazniki efektywnosci
hodowli zarodkéw, co objawilo si¢ obnizonym odsetkiem zarodkéw, ktore podjelty pierwszy
podzial mitotyczny, zmniejszonym odsetkiem tworzenia blastocyst oraz nizszym odsetkiem
wylegania blastocyst (Lipinska et al. 2021). Dodatkowo, oba systemy inhibicji miaty znaczacy
wplyw na cechy jako$ciowe powstajacych blastocyst, prowadzac do zmniejszenia liczby
blastomerow w trofektodermie oraz zaburzen w szlakach metabolicznych odpowiedzialnych za
jako$¢ blastocysty (Pawlak et al. 2024). W zwiazku z powyzszym, celem niniejszych badan
byta ocena czy suplementacja follikulosomami moze wspomdc dojrzewanie oocytow w

warunkach niekorzystnych metabolicznie, zapewniajac poprawe jakosci zarodkow.

Uzyskane w niniejszym do$wiadczeniu wyniki jednoznacznie wskazuja, ze suplementacja
follikulosomami podczas IVM w warunkach stresu metabolicznego wptywa istotnie na jako$¢
oocytow dojrzewajacych w warunkach zaburzen metabolizmu energetycznego. Skutkuje to
wyraznie wyzszym odsetkiem oocytow osiggajacych stadium MII, zarowno podczas
indukowanych zaburzen metabolizmu glukozy jak i kwasow tluszczowych. Sugeruje si¢, ze
bio-tadunek przenoszony przez pecherzyki zewnatrzkomérkowe moze wspomagad
dojrzewanie jadrowe oocytow. Hipoteze t¢ wspieraja wyniki badan Fiorentino et al. (2024),
ktorzy w modelu myszy wykazali, ze EVs pochodzace z komorek pecherzykowych
wydzielanych podczas dojrzewania (od stadium GV do MII) zawieraly m.in. miRNA

regulujace ekspresje 71 genow, z czego 24 geny byly zaangazowane w kluczowe procesy
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niezbedne do wznowienia podziatu mejotycznego oocytu (aktywacja MPF, kontrola tworzenia
wrzeciona podzialowego, cytokineza) (Fiorentino et al. 2024). Ponadto, analiza proteomiczna
FF-EVs pochodzacych z ptynu pecherzykowego kota domowego wykazata obecnos$¢ 674 grup
biatek zaangazowanych w regulacje¢ licznych szlakéw biologicznych bioracych udzial m.in. w
regulacji wzrostu pecherzyka, metabolizmie energetycznym oocytu, dojrzewaniu oocytu,
odpowiedzi na stres oraz komunikacji migdzykomoérkowej (Ferraz et al. 2020). Na podstawie
tych danych mozna przypuszczac, ze zaobserwowany w niniejszym badaniu zwigkszony pobor
follikulosoméw w odpowiedzi na warunki stresu metabolicznego, moze wspiera¢ prawidtowy
przebieg mejozy oraz sprzyjac poprawie jakosci kompleksow COC, poprzez modulacje $ciezek

sygnatowych.

W komorkach pecherzykowych COC podlegajacych dojrzewaniu w niekorzystnych warunkach
stresu metabolicznego, zmiany w poziomie mRNA genéw zwigzanych z metabolizmem
energetycznym oraz w parametrach kropli lipidowych po suplementacji follikulosomami byly
bardziej wyrazne niz w oocytach. Najwigksze zmiany zaobserwowano w warunkach inhibicji
metabolizmu glukozy — suplementacja FF-EVs prowadzita do obnizenia poziomow
transkryptow genow ACACA 1 PPARA. Dodatkowo zaobserwowano zmniejszong zawarto$¢
lipidow, co sugeruje, ze suplementacja follikulosomami moze wspiera¢ wykorzystanie kropli
lipidowych jako Zrodta energii w warunkach ograniczonej glikolizy. Ponadto, obniZzona
ekspresja genu PPARA po suplementacji FF-EVs sugeruje redukcje poboru kwasow
thuszczowych, co rowniez moze ogranicza¢ akumulacje rezerw energetycznych w postaci kropli
lipidowych. Uzyskane wyniki sugeruja, ze suplementacja FF-EVs wspiera pozyskiwanie
energii z lipidow w warunkach zaburzen metabolizmu glukozy w komoérkach pgcherzykowych.
W przypadku oocytow odnotowano pojedyncze zaleznosci pomiedzy parametrami kropli
lipidowych grup suplementowanych do niesuplementowanych (zmniejszony poziom
zawarto$ci lipidow dla grupy z inhibicja metabolizmu glukozy oraz mniejszy rozmiar kropli
lipidowych dla grupy z inhibicja metabolizmu lipidéw). Co ciekawe, w analizie poziomu
mRNA, wigkszo$¢ z badanych genéw wykazywata obnizong ekspresje w co najmniej jednej z
grup suplementowanych FF-EVs, jednak nie zaobserwowano jednoznacznego wzorca
odpowiedzi. Wyniki te wskazuja na zlozono$¢ procesow zaangazowanych w metabolizm
kompleksoOw oocyt-cumulus 1 sugeruja potrzebe dalszych badan w celu peiejszego

zrozumienia roli pecherzykow zewnatrzkomorkowych w tym procesie.

W badaniach Benedetti et al. (2024) wykazano, ze suplementacja pozywki do dojrzewania in

vitro wybranymi mikroRNA, zidentyfikowanymi w follikulosomach, istotnie poprawia jakos¢
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uzyskiwanych nastgpnie blastocyst, zwiekszajac zaro6wno calkowita liczbe komorek, jak i
liczbe komérek w wezle zarodkowym. W niniejszym badaniu potwierdzono, ze suplementacja
FF-EVs podczas dojrzewania in vitro wywiera korzystny wplyw zaré6wno na wskazniki
rozwoju zarodkowego, jak i1 jako§¢ powstatych zarodkéw. Odsetek blastocyst byt istotnie
wyzszy w grupie IODH+, natomiast odsetek wylegania blastocyst zwigkszyt si¢ we wszystkich
grupach suplementowanych w poréwnaniu do ich niesuplementowanych odpowiednikow (Fig.
3, Lipinska et al. 2025). W $wietle wczesniejszych doniesien, wskazujacych, ze inhibicja
metabolizmu glukozy 1 kwasow thuszczowych indukuje odpowiedz stresowa prowadzaca do
pogorszenia jakosci zarodkéw przedimplantacyjnych (Pawlak et al. 2024), uzyskane wyniki
sugeruja, ze suplementacja FF-EVs nie tylko wspomaga proces dojrzewania oocytow, lecz

takze zwigksza ich kompetencje rozwojowa oraz jakos$¢ powstatych zarodkéw.

Powyzsze wnioski na temat korzystnego wptywu suplementacji FF-EVs podczas IVM na
jakos¢ zarodkow znajduja dodatkowe potwierdzenie w wynikach analizy lipidomiczne;.
Pierwszym jej etapem bylto zastosowanie analizy wzbogacenia szlakow metabolicznych. Jest
to wtorna analiza danych omicznych, dzigki ktérej mozna wykry¢ ktore procesy biologiczne sg
statystycznie nadreprezentowane, a tym samym potencjalnie istotne w analizowanym zjawisku
(Tipney & Hunter, 2010). Analiza wzbogacenia szlakow metabolicznych wykazata, ze
suplementacja FF-EVs aktywuje te same dwa szlaki metaboliczne dla obu systemdéw inhibicji
metabolizmu  energetycznego: biosynteze fosfolipidow oraz metabolizm kwasu
arachidonowego. Szlaki te sg kluczowe dla struktury i funkcjonowania bton komoérkowych
(Slotte, 2013; Wang et al. 2019; Morita & Ikeda, 2022). Ponadto, uczestniczag w wielu
procesach biologicznych, takich jak obrona komorkowa, naprawa oraz odpowiedz zapalna (za
posrednictwem kwasu arachidonowego) (Nihad et al. 2023). Wczedniejsze obserwacje
blastocyst pochodzacych z oocytéw dojrzewajacych w warunkach zaburzonego metabolizmu
glukozy i kwasow thuszczowych wykazaly mniejsza liczbg blastomerow w trofektodermie
(Pawlak et al. 2024). Natomiast w §wietle niniejszych wynikbw mozna przypuszczaé, ze
pobrane podczas IVM follikulosomy wspieraja dalsza proliferacje blastocyst, stymulujac
podziaty komodrkowe. Poprzez modulacje szlaku metabolizmu kwasu arachidonowego,
follikulosomy mogg rowniez wspiera¢ implantacj¢ w dalszym rozwoju zarodka. Hipoteze te
potwierdza zaobserwowany wzrost odsetka wylegania blastocyst we wszystkich grupach

suplementowanych FF-EVs.

Kolejng analizg lipidomiczng byta analiza krotno$ci zmian (fold-change), ktora shuzy do

poréwnania poziomow metabolitow pomiedzy warunkami eksperymentalnymi a kontrolnymi.
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Wykazano, ze dla blastocyst IODH+ acylokarnityny stanowily najliczniejsza klas¢ lipidow,
przy czym ich poziom byt istotnie obnizony w stosunku do kontroli. Acylokarnityny odgrywaja
kluczowa role regulacyjng w utrzymaniu réwnowagi pomi¢dzy akumulacja lipidow a
metabolizmem we¢glowodandéw 1 lipidéw wewnatrzkomorkowych, poniewaz umozliwiaja
transport aktywowanych dilugotancuchowych kwasow thuszczowych do mitochondriéw na
potrzeby p-oksydacji (Wang et al. 2024). Pelnia rowniez funkcje antyoksydacyjna,
neutralizujgc reaktywne formy tlenu w komoérkach. Jednak podwyzszony poziom acylokarnityn
moze prowadzi¢ do uszkodzenia mitochondriow i zaburzen ich funkcjonowania (Xiang et al.,
2025). Zatem zaobserwowany w niniejszym badaniu obnizony poziom acylokarnityn w
komorkach blastocysty moze wskazywaé na zmniejszony udziat f-oksydacji w metabolizmie
zarodka. Co wigcej, moze to posrednio $wiadczy¢ o prawidlowym funkcjonowaniu
mitochondridow 1 nizszym poziomie stresu oksydacyjnego. Biorgc pod uwage, ze blastocysty
IODH+ cechowaty si¢ wysokim odsetkiem wylggania, a obecnos¢ reaktywnych form tlenu
negatywnie wptywa na rozwdj i jakos¢ zarodka (Ali et al. 2017), wnioski te wydaja si¢
uzasadnione — cho¢ wymagaja dalszej weryfikacji. W odpowiedzi na inhibicj¢ metabolizmu
lipidow podczas IVM z jednoczesnym dodatkiem follikulosomoéw, w blastocystach ETO+
zidentyfikowano dwie podklasy lipidow, ktorych poziom byt istotnie podwyzszony w stosunku
do grupy ETO: fosfatydylocholina i fosfatydyloetanoloamina. Fosfolipidy te naleza do
najwazniejszych sktadnikow bton komoérkowych ssakow i1 pelnig kluczowe funkcje jako
elementy strukturalne, uczestnicy szlakow metabolicznych i sygnatowych, elementy transportu
btonowego 1 autofagii, a takze mediatory interakcji biatkowych (Van der Veen et al. 2017,
Calzada et al. 2016). Wzbogacenie lipidomu o te frakcj¢ moze wspiera¢ utrzymanie
prawidtowego sktadu lipidowego blon komodrkowych, co ma znaczenie dla ich dynamiki,
przekazywania sygnalow oraz funkcji metabolicznych. Co wigcej, zwigkszone poziomy
fosfatydylocholiny i fosfatydyloetanoloaminy mogg poprawia¢ zdolnos¢ komorek do radzenia
sobie w warunkach stresu poprzez zwigkszong autofagie, co z kolei moze prowadzi¢ do
zwigkszonego przezycia i funkcjonalnosci komorek. Wyniki te wskazuja, ze suplementacja
follikulosomami podczas dojrzewania in vitro skutkuje powstawaniem blastocyst lepiej
przystosowanych do radzenia sobie ze stresem metabolicznym i zdolnych do bardziej
efektywnych podziatow komorkowych. Wnioski te znajdujg potwierdzenie w wyzszym

odsetku wylegania blastocyst ETO+ uzyskanych w tym badaniu.
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5.4. Charakterystyka kropli lipidowych podczas rozwoju przedimplantacyjnego
zarodkow bydla

We wspotczesnych badaniach, oprocz licznych doniesien dotyczacych znaczenia metabolizmu
energetycznego podczas wzrostu 1 dojrzewania oocytdw, coraz wigksza uwage poswieca sie
rowniez charakterystyce metabolizmu energetycznego w rozwijajacych si¢ zarodkach, ze
szczegblnym uwzglednieniem roli metabolizmu lipidowego. Lipidy s3a niezbednymi
sktadnikami komorek, poniewaz biorg udzial w tworzeniu blon komorkowych oraz w
kluczowych procesach, takich jak podziaty komoérkowe, réznicowanie czy kaskady
sygnalizacyjne. Brak rownowagi w zawartos$ci lipidow moze negatywnie wptywac nie tylko na
sam metabolizm lipidow, ale takze na homeostaze komoérkowa, co moze prowadzi¢ do
obnizonej jako$ci zarodkéw (Ibayashi et al. 2021). W eksperymencie nr 2 oceniano kilka
parametréw lipidowych (zawarto$¢ lipidow, liczbe kropli lipidowych, rozmiar kropli
lipidowych oraz procentowa powierzchni¢ zajmowang przez krople lipidowe) 1 poréwnano je
miedzy kolejnymi etapami rozwoju bydlgcych zarodkéw  przedimplantacyjnych

pozyskiwanych in vitro.

Najnizsze wartosci wszystkich analizowanych parametréw kropli lipidowych zaobserwowano
w stadium 8-16-komérkowym zarodkéw bydlecych, co zbiega sie¢ w czasie z aktywacja
genomu zarodkowego u bydla. Wczesniejsze badania sugerowaty, ze aktywacja genomu
zarodkowego (ang. embryo genome activation, EGA) wymaga duzych nakladow
energetycznych ze wzgledu na intensywng transkrypcje gendw (Zhai et al. 2022). Hipoteza ta
jest poparta wynikami transkryptomicznymi Milazzotto et al. (2022), ktorzy wykazali wzrost
ekspresji genow zwigzanych z katabolizmem trojglicerydow w stadium 8-komoérkowym w
poréwnaniu do wczesniejszych etapow. Obserwacje w ramach omawianej analizy, dotyczace
zawartosci lipidow w kroplach lipidowych mogg zatem sugerowaé, ze podczas EGA
intensywnie zachodzi katabolizm trojglicerydow, co prowadzi do spadku zawartosci lipidow,
aby wygenerowac duzg ilos¢ energii. Sudano et al. (2016) nie zaobserwowali spadku zawartosci
lipidow na etapie 8—16-komorkowym, co zostalo wykazane barwieniem kropli lipidowych
barwnikiem Nile Red. Nalezy jednak podkresli¢, ze cytowane wyniki zostaty uzyskane przy
uzyciu prostego mikroskopu fluorescencyjnego, a kazdy zarodek byt analizowany jedynie w
ptaszczyznie rownikowej (Sudano et al. 2016). W niniejszym eksperymencie zastosowano
mikroskop konfokalny, co pozwolito na uzyskanie wigkszej precyzji dzigki rekonstrukcji 3D

zarodka.
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Drugim interesujagcym wynikiem analizy bydlecych zarodkoéw IVF byt znaczacy wzrost liczby
kropli lipidowych w stadium ekspandujacej blastocysty, co sugeruje zwigkszone
zapotrzebowanie na zabezpieczenie zrodla energii na tym etapie rozwoju. Zgadza si¢ to z
wynikami Milazzotto et al. (2022), ktérzy wykazali wzrost ekspresji gendw zwigzanych
zardwno z metabolizmem we¢glowodandw, jak i lipidéw w blastocystach, w tym biosyntezy
trojglicerydéw. Co wigcej, geny zwigzane z glikoliza nie wykazywaly istotnych zmian w
blastocystach (Milazzotto et al. 2022). Jest to o tyle zaskakujace, ze wczesniej sugerowano, 1z
na tym etapie rozwoju zarodkowego preferowane jest pozyskiwanie energii z weglowodanow
(Leese, 2012). Jednakze, wysoka zawartos¢ kropli lipidowych moze wynika¢ z faktu, ze na
etapie blastocysty zachodzg intensywne podziaty mitotyczne, ktore wymagaja tworzenia bton
dla nowych komoérek. Wskazuje si¢, ze lipidy magazynowane w kroplach lipidowych moga
zosta¢ zmobilizowane do syntezy fosfolipidow w sytuacji zwigkszonego zapotrzebowania na
budowe blon komoérkowych (Olzmann & Carvalho, 2019). Ponadto, formowanie ICM/TE,
tworzenie blastocelu oraz dalsza implantacja sg procesami wymagajacymi duzych naktadow
energetycznych (Ibayash et al. 2021), dlatego zarodki intensywnie magazynujg krople lipidowe
na potrzeby dalszego prawidlowego rozwoju. Hipoteza ta zostala ostatnio potwierdzona przez
badania Mau et al. (2022), ktorzy wykazali, ze akumulacja kropli lipidowych w okolicach

implantacji zarodkdw myszy jest konieczna dla prawidtowego rozwoju przedimplantacyjnego.

5.5. Wplyw obecnosci/braku materialu genetycznego ojcowskiego na charakterystyke

kropli lipidowych zarodkéw przedimplantacyjnych

Oocyty moga zosta¢ skutecznie aktywowane bez udzialu meskiego gamety poprzez indukcje
ich do wielokrotnych podziatow, co inicjuje rozw0j zarodkowy w procesie partenogenezy.
Obserwowane jest, jednakze poOzniejsze zatrzymanie rozwoju zarodkéw aktywowanych
partenogenetycznie na etapie blastocysty, co wynika ze zmian w ich imprintingu genomowym
(Hao et al. 2004, Kirioukhova et al. 2018). Partenogenetyczna aktywacja oocytow stala si¢
uznang strategia badawcza stuzacg do pordwnawczej analizy roli genomu ojcowskiego i
matczynego w regulacji wczesnych etapéw rozwoju zarodka. Co wigcej, aktywacja
partenogenetyczna ma istotne znaczenie w badaniach nad klonowaniem, poniewaz sztuczna
aktywacja oocytow stanowi kluczowy element protokotéw transferu jadrowego (Singh et al.

2019).
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Aby okreslic wpltyw aktywacji partenogenetycznej (a posrednio — wplyw obecnosci
ojcowskiego materialu genetycznego) na parametry kropli lipidowych w zarodkach
przedimplantacyjnych, poréwnano bydlece zarodki partenogenetczne (b.PA) z ich
odpowiednikami uzyskanymi metoda zaptodnienia in vitro (b.IVF). Dokonano trzech gldéwnych
obserwacji: 1) zygoty b.PA zawieraja istotnie mniej lipidow (p < 0,01) niz zygoty b.IVF; 2)
zarodki b.PA w stadium 8—16-komérkowym wykazujg istotnie wyzsze warto$ci we wszystkich
analizowanych parametrach niz b.IVF (p < 0,01); 3) ekspandujace blastocysty b.PA zawieraja

znacznie wigcej lipidow oraz wigksze krople lipidowe w poroéwnaniu do b.IVF.

Podczas standardowego zaplodnienia plemnik indukuje degradacje aktywnosci kinazy
biatkowej hamujacej podzial mejotyczny poprzez powtarzajace si¢ wzrosty poziomu jonOw
wapnia (Miao & Williams, 2012). W protokotach PA mechanizm ten jest indukowany
chemicznie lub fizycznie. W niniejszej pracy sugeruje si¢, ze zygoty poddane aktywacji
partenogenetycznej mogg wykazywac wyzsze zuzycie energii w odpowiedzi na chemicznie (za
pomoca jonomycyny) wywolane procesy analogiczne do tych obserwowanych podczas
zaptodnienia. Odwrotna sytuacja zostata zaobserwowana w stadium 8—16-komorkowym, gdzie
w grupie b.IVF stwierdzono znacznie nizsze warto$ci wszystkich parametrow lipidowych w
poréwnaniu do b.PA. Poniewaz jest to moment aktywacji genomu zarodkowego u bydla,
mozliwe sa dwie wyjasnienia. Pierwsze zaklada, ze zarodki b.IVF, zawierajace zaréwno
materiat genetyczny matczyny, jak 1 ojcowski, przechodzg proces demetylacji obu genomow,
co wymaga wigkszego nakladu energetycznego niz w przypadku zarodkow
partenogenetycznych, ktore skladaja si¢ jedynie z podwojonego, epigenetycznie
imprintowanego genomu matczynego. Druga hipoteza sugeruje, ze zarodki b.PA moga miec¢
zaburzong ekspresj¢ genéw kontrolujgcych metabolizm lipidow, szczegdlnie tych zwigzanych
z lipoliza (czyli procesem hydrolizy trojglicerydow), ze wzgledu na obecno$¢ wylacznie
matczynego wzoru metylacji. Ze wzgledu na brak innych publikacji skupiajacych si¢ na tym

temacie, jest to niezwykle interesujacy obszar do dalszych badan.

W niniejszym eksperymencie zaobserwowano réwniez znaczaco wicksza akumulacje lipidow
w blastocystach b.PA w poréwnaniu do blastocyst b.IVF. Badania na innych gatunkach
wykazaly, ze aktywacja partenogenetyczna nie wptywa na metabolizm glukozy w blastocystach
kéz (Ongeri & Krisher, 2001), natomiast zaburza metabolizm lipidow (Pu et al. 2020). W
omawianej pracy rowniez zaobserwowano wyzsza zawarto$¢ lipidow w blastocystach PA.
Wszystkie te obserwacje mogg wynika¢ z zaburzonej regulacji procesow lipolizy w zarodkach

partenogenetycznych, co jednak pozostaje jedynie hipoteza.
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5.6. Roznice mie¢dzygatunkowe w charakterystyce kropli lipidowych zarodkow
przedimplantacyjnych

Poréownano rowniez zarodki bydta i §wini na r6znych etapach rozwoju przedimplantacyjnego.
Pierwsza zauwazong obserwacja byt brak réznic w zawartosci lipidéw miedzy zygotami obu
gatunkow. Jest to dos¢ zaskakujace, poniewaz oocyty §wini maja znacznie wyzsza zawartos$¢
lipidow niz oocyty innych gatunkow zwierzat gospodarskich. Weze$niejsze badania wykazaty,
ze liczba 1 morfologia kropli lipidowych réznig si¢ pomiedzy zarodkami $wini rozwijajagcymi
si¢ in vivo, in vitro oraz partenogenetycznie (Kikuchi et al. 2002). Mozna zatem zasugerowac,
ze zygoty $wini intensywniej wykorzystujg lipidy niz zygoty bydlece, co skutkuje wyréwnang
zawarto$cig lipidow na tym etapie rozwoju. Nastepnie zaobserwowano nizsza zawarto$¢
lipidow w zarodkach p.PA w porownaniu do zarodkéw b.PA na etapach od 2-komoérkowego
do stadium moruli. Jednakze na tym samym etapie rozwoju zarodki $wini charakteryzowaty si¢
wiekszym rozmiarem kropli lipidowych oraz wigksza powierzchnig zajmowang przez krople
lipidowe. Zatem wyniki mogg wskazywac¢ na zmienne indywidualne cechy kropli lipidowych
u tych dwoch gatunkéw, ktorych pochodzenie jest trudne do wyjasnienia na podstawie
niniejszego eksperymentu. Odwrotne wyniki zaobserwowano w wczesnych i1 ekspandujacych
blastocystach, gdzie wyzsze parametry lipidowe wystepowaty w zarodkach $wini, co jest
zgodne z wynikami Kajdasz et al. (2020), ktory wykazat istotnie wyzsza liczbe kropli
lipidowych w blastocystach §wini w poroéwnaniu do bydta (Kajdasz et al. 2020). Ponadto,
wyniki RNA-seq tych autoréw wykazaty wzrost ekspresji genéw zwigzanych z metabolizmem
glukozy jako preferowanego zrddla energii dla blastocyst PA $§wini, w przeciwienstwie do
blastocyst bydlecych (Kajdasz et al. 2020). Sugeruje to, ze blastocysty partenogenetyczne
$wini, podobnie jak bydlece, czgsciowo przechodza na metabolizm glukozy, jednak wciaz silnie
magazynuja lipidy bez ich nadmiernego wykorzystywania. Rola tego procesu pozostaje jednak

nieznana.

Innym ciekawym wynikiem niniejszego dos§wiadczenia bylo porownanie miedzygatunkowe
rozmiaru i liczby kropli lipidowych. Krople lipidowe w zarodkach $wini sa wigksze, ale mniej
liczne w porownaniu do zarodkéw bydlecych, co obserwuje si¢ we wszystkich stadiach
rozwojowych zarodka. Sugeruje sie, ze jest to cecha specyficzna dla gatunku, poniewaz
podobne obserwacje dotyczace wielkosci kropli lipidowych odnotowano rowniez w oocytach
bydlecych (Lipinska et al. 2021, Warzych et al. 2024), gdzie osiagaty one $rednic¢ okoto 4 pm,

natomiast w zarodkach §wini byly one trzykrotnie wigksze (Lee et al. 2019).
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5.7. Blastocysta — parametry lipidowe i markery jakosciowe

Liczba blastomeréw w blastocyscie jest powszechnie uznawana za jeden z istotnych markerow
jakos$ci zarodka. W niniejszej pracy okreslono catkowitg liczbe komorek dla trzech stadiow
rozwojowych: moruli, wczesnej blastocysty oraz blastocysty ekspandujacej. Poréwnanie liczby
blastomeréw pomiedzy zarodkami b.IVF a b.PA wykazalo, ze morule oraz ekspandujace
blastocysty uzyskane metoda zaptodnienia in vitro zawieraly istotnie wiecej komorek niz
odpowiadajace im stadia partenogenetyczne, odpowiednio: 24+ 3 vs 19+ 2 dla moruli oraz
118+ 19 vs 67 + 14 dla ekspandujacych blastocyst. Dla wczesnych blastocyst nie odnotowano
istotnych réznic. W literaturze wskazuje si¢, ze wyzsza liczba komorek w blastocys$cie moze
stanowi¢ wskaznik lepszej jakosci zarodka (Van Soom et al. 1997). Zgodnie z doniesieniami
Mori et al. (2002), zaréwno liczba komorek, jak i $rednica blastocysty sa powigzane ze stadium
jej rozwoju, a w przypadku ekspandujacych blastocyst wykazano dodatnig korelacje pomiedzy
liczba komorek, a $rednicg zarodka. W badaniu tym podano réwniez, ze liczba komoérek w
ekspandujacej blastocyscie bydta miesci si¢ w zakresie 80—119 (Mori et al. 2002). Zatem
uzyskane wyniki sugeruja nizszy potencjal rozwojowy zarodkdw partenogenetycznych, co jest
zgodne z dotychczasowa wiedza na temat ich ograniczonej zdolnos$ci do dalszego rozwoju in
vivo. Co zaskakujace, wyniki uzyskane dla partenogenetycznych blastocyst §wini wykazaty, ze
zardbwno wczesne blastocysty, jak i1 te ekspandujace zawieraty $rednig liczbe blastomerow
zgodng z danymi literaturowymi dotyczacymi typowej liczby komorek w blastocystach swin
uznawanych za dobrej jakosci. Zarodki te, zbierane w dniach 5. 1 6. rozwoju, zwykle zawieraja
od 30 do 45 komorek (Yuan et al. 2017; Yoshioka et al. 2019). Warto jednak podkresli¢, ze
wszystkie dostepne dane literaturowe dotycza zarodkow uzyskanych metoda zaptodnienia in

vitro, natomiast brakuje danych opisujacych zarodki partenogenetyczne.

Podczas rozwoju zarodka przedimplantacyjnego, poczatki réznicowania komoérek
obserwowane sg juz na etapie moruli 1 kontynuowane sg na etapie blastocysty, kiedy formuja
si¢ komorki wezta zarodkowego oraz trofektodermy (Piliszek & Madeja, 2018). Poniewaz obie
linie komoérkowe pehnig rézne funkcje, ich zapotrzebowanie na energi¢ rowniez jest odmienne.
Komorki TE zuzywaja wigcej pirogronianu i mniej glukozy, natomiast w ICM obserwuje si¢
odwrotny efekt (Gopichandran & Leese, 2003). W trofektodermie przezuwaczy obserwuje si¢
wyraznie podwyzszony poziom transkrypcji genéw zwigzanych z wychwytem, metabolizmem
oraz biosyntezg de novo kwasow thuszczowych 1 prostaglandyn, co w duzej mierze wigze si¢ z
aktywacja receptora PPARYy, ktory poprzez wigzanie ligandow lipidowych koordynuje

metabolizm energetyczny (Ye et al. 2021). Jednak metabolizm lipidow w komorkach wezta
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zarodkowego oraz trofektodermie pozostaje nadal stabo poznany. Swiadomi réznic w
metabolizmie weglowodandéw, zdecydowano si¢ na przeanalizowanie zawartos¢ lipidow w
ICM w odniesieniu do catej blastocysty. We wszystkich analizowanych przypadkach (b.IVF,
b.PA, p.PA) zaobserwowano ten sam schemat — w ICM znajdowata si¢ potowa zawartos$ci
lipidow catej blastocysty (51% b.IVF, 52% b.PA 142% p.PA). Jednakze wiadomo, Ze catkowita
powierzchnia komorek nie jest rownomiernie podzielona migdzy te dwie linie, poniewaz ICM
to tylko ok. 30% wszystkich komorek blastocysty (Gopichandran & Leese, 2003). Sugeruje si¢,
ze komorki ICM intensywniej magazynuja lipidy ze wzgledu na swoja pluripotencjg, czyli
zdolnos¢ do réznicowania si¢ w dowolny typ komorek somatycznych. Badania prowadzone na
ludzkich pluripotencjalnych komoérkach macierzystych wykazaty, ze kwasy thuszczowe sg
kluczowymi metabolitami wspierajgcymi ich proliferacje, pelnigc funkcje zaréwno sktadnikow
bton komorkowych, jak i Zzrédta energii (Diamante & Martello, 2022). Wykazano réwniez
wysoka ekspresje syntazy kwasow ttuszczowych (FASN) w tych komorkach, a jej inhibicja
prowadzita do $mierci komorkowej na drodze apoptozy zaleznej od mitochondriow. Na tej
podstawie autorzy wysnuli wniosek, ze synteza de novo kwasow tluszczowych odgrywa istotng
role w przezywalnosci ludzkich pluripotencjalnych komoérek macierzystych (Tanosaki et al,
2020). Brak roznic pomig¢dzy analizowanymi grupami (b.IVF vs. b.PA oraz b.PA vs. p.PA)
mozna wyjasni¢ tozsamym mechanizmem molekularnym roéznicowania komoérek w obrebie
blastocysty w ICM/TE. Zaréwno w przypadku zarodkow bydta jak i1 $wini, dwa te same geny
— CDX2 oraz OCT-4, sa opisywane jako niezbedne dla rozwoju zarodka oraz wyodrebnienia
linii komorkowych (Emura et al. 2016; Sakurai et al. 2016, Bou et al. 2017). Pozostaje to jednak
jedynie hipoteza, ktora wymaga dalszych badan.

Dodatkowo przeprowadzono analize zawartosci lipidow w przeliczeniu na pojedynczy
blastomer. Poréwnanie wynikéw uzyskanych dla zarodkow na trzech r6znych etapach rozwoju
(morula, wczesna blastocysta i ekspandujaca blastocysta) w grupach b.IVF vs b.PA oraz b.PA
vs p.PA wykazato, ze obserwowane zaleznosci byty jednakowe z wynikami analizy lipidow w
przeliczeniu na caty zarodek. Co istotne, analiza ta wykazata réwniez, ze pomimo najmniejszej
liczby komoérek w blastocystach PA $win (wsrod 3 analizowanych grup), zarodki te
charakteryzowaly si¢ najwyzsza zawartoscia lipidow. Biorac pod uwage, ze blastocysty §win
charakteryzuja si¢ bardzo wysoka zawartoscig lipidow (Bradley & Swann, 2019), oraz
opisywane powyzej réznice gatunkowo specyficzne dla liczby komorek w blastocyscie (Yuen

et al. 2017, Mori et al. 2002), uzyskane przez nas wyniki wydaja si¢ biologicznie uzasadnione.
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6. Podsumowanie dyskusji i wnioski

Stowa poety Johna Donne’a ,,Nikt nie jest samotng wyspa”, cho¢ czesto przywotywane w
konteks$cie spotecznym jako przypomnienie, ze kazdy cztowiek funkcjonuje w relacji z innymi
1 jest czeScig wigkszej catos$ci, dobrze oddaja rowniez istotg¢ funkcjonowania oocytu w
kontekscie pgcherzyka jajnikowego. Oocyt nie dojrzewa w oderwaniu od otoczenia - jego
rozwoj jest wynikiem ztozonych interakcji z komorkami pecherzykowymi oraz czynnikami
obecnymi w mikro§rodowisku pecherzykowym. Hormony, metabolity, lipidy, reaktywne
formy tlenu, sygnaly migdzykomoérkowe i metabolizm energetyczny - wszystkie te elementy
wplywaja na jakos$¢ i kompetencje rozwojowa oocytu. Zakldcenie ktoregokolwiek z tych

elementéw moze obnizy¢ potencjal oocytu i negatywnie rzutowac na dalszy rozwoj zarodka.

Postawiona w niniejszej pracy hipoteza, zaktadajaca istotng rol¢ sSrodowiska pecherzykowego
- w szczegolnosci follikulosomow oraz metabolizmu energetycznego - w procesie dojrzewania
oocytow, a takze znaczenie metabolizmu energetycznego jako potencjalnego markera jakosci
zarodkow, zostata potwierdzona wynikami przeprowadzonych badan. W ramach rozprawy po
raz pierwszy wykazano, ze follikulosomy moga peli¢ funkcj¢ kompensacyjng wzgledem
kompleksow oocyt—cumulus dojrzewajacych w warunkach zaburzonego metabolizmu glukozy
lub kwasow tluszczowych. Ich dzialanie przejawia si¢ zarowno poprzez wyzsze wskazniki
jakosci hodowli, ale rowniez obserwowane jest na poziomie mRNA i parametréw kropli
lipidowych COC oraz lipidomiki powstatych blastocyst. Ponadto zidentyfikowano droge
transportu follikulosoméw z pozywki do wnetrza oocytu, ktéra jest realizowana przez
potaczenia trans-zonalne. Opisano charakterystyczne wzorce parametrow kropli lipidowych na
kolejnych etapach rozwoju zarodka przedimplantacyjnego - od zygoty do ekspandujacej
blastocysty. Wskazuja one rdzne zapotrzebowanie na lipidy w poszczegolnych stadiach, wsrod
ktérych najwicksze zuzycie zaobserwowano w zarodkach 8-16 komorkowych, podczas
aktywacji genomu zarodkowego bydta. Wykazano istotne roznice zar6wno gatunkowo-
specyficzne (migdzy zarodkami bydta a Swini), obejmujace m.in. wielkos$¢ i1 liczbe kropli
lipidowych, jak i1 roznice zalezne od pochodzenia genomowego. Te ostatnie dotyczyly
poroéwnania zarodkow bydlecych pochodzenia in vitro oraz zarodkéw partenogenetycznych, w
ktérych zaobserwowano odmienne zuzycie lipidow w kluczowych stadiach rozwojowych -
takich jak etap 8-16 komorek oraz stadium blastocysty. Wyniki te mogg mie¢ znaczenie w

dalszej ocenie kompetencji rozwojowej zarodkow.
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Podsumowujac szczegotowo badania nad wybranymi aspektami metabolizmu energetycznego
oocytow 1 przedimplantacyjnych zarodkéw bydlecych w ramach niniejszej pracy, wykazano,

ze:
w eksperymencie nr 1:

1. Droga transportu follikulosoméw do wngtrza oocytu realizowana jest poprzez

pofaczenia trans-zonalne.

2. Komorki pecherzykowe wykazuja wigkszy pobor follikulosoméw w warunkach

zaburzonego metabolizmu energetycznego.

3. Suplementacja pozywki do dojrzewania in vitro follikulosomami w warunkach
zaburzonego metabolizmu energetycznego powoduje zmiany w parametrach kropli
lipidowych oraz poziomie transkryptoéw genow zarowno w oocytach, jak 1 komodrkach
pecherzykowych. Podkresli¢ nalezy jednak, ze zmiany te s3 wyrazniej zaznaczone w

komorkach pecherzykowych.

4. Suplementacja pozywki do dojrzewania in vitro follikulosomami w warunkach
zaburzonego metabolizmu energetycznego poprawia wskazniki jakosci hodowli
(odsetek oocytow w stadium MII, odsetek tworzenia blastocyst 1 wyleglych blastocyst)
oraz wprowadza korzystne zmiany w jakosci blastocyst wyrazonej profilem

lipidomicznym.

5. Suplementacja pozywki do dojrzewania in vitro follikulosomami zwigksza istotnie

odsetek wyleglych blastocyst.

w eksperymencie nr 2:

6. Parametry kropli lipidowych ulegaja zmianie w trakcie rozwoju zarodkowego, a
najbardziej istotny spadek ich warto$ci zaobserwowano w stadium 8-16 komorkowym

zarodkéw bydlecych pozyskanych metodg IVF.

7. Parametry lipidowe w zarodkach bydlecych po zaptodnieniu in vitro w poréwnaniu do
aktywacji partenogenetycznej r6znig si¢ w najwazniejszych momentach rozwoju

zarodkowego - zygota, stadium 8—16 komorek, blastocysta.
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8. Pordéwnanie miedzygatunkowe (bydto vs §winia) uwidocznito gatunkowo-specyficzne

cechy parametrow kropli lipidowych oraz réznice w wymaganiach energetycznych w

odpowiadajacych sobie stadiach rozwoju zarodka.

9. Potowa lipidow wewnatrzkomorkowych blastocysty kazdej z analizowanych grup byta

zlokalizowana w obrebie we¢zta zarodkowego.

10. Liczba blastomerow w morulach i ekspandujacych blastocystach bydlecych rézni si¢

miedzy systemami IVF i PA

Na podstawie wynikow uzyskanych w badaniach, sformutowano ponizsze wnioski:

1.

Follikulosomy sa transportowane z pozywki hodowlanej do komorek pecherzykowych,
a nastepnie przekazywane do oocytu przez potaczenia trans-zonalne, co wskazuje na ich

znaczacg role w dojrzewaniu oocytow

Suplementacja follikulosomami podczas IVM w warunkach stresu metabolicznego
wywiera korzystny wplyw na kompleksy oocyt-cumulus i blastocysty, co sugeruje ich

role w przeciwdziataniu negatywnym skutkom stresu

Parametry kropli lipidowych zmieniajg si¢ istotnie w trakcie kolejnych etapéw rozwoju
przedimplantacyjnego, co sugeruje zmiennie zapotrzebowania energetyczne w ré6znych

stadiach rozwojowych

y e g .

i1 TE jest stosunkowo rowny we wszystkich badanych grupach, pomimo wykazanej w
literaturze rozniej proporcji w liczbie komorek. Oznacza to duze zapotrzebowanie na
lipidy w pluripotencjalnych komorkach ICM, gdzie lipidy moga stuzy¢ zaréwno za

budulec blon komoérkowych, jak 1 wysoko efektywne zrédto energii.

Uzyskane w niniejszej pracy wyniki mogg stanowi¢ podstawe do przysztego opracowania

optymalnych pozywek do dojrzewania oocytow in vitro, szczegdlnie w przypadku samic lub

kobiet z zaburzeniami metabolizmu energetycznego. Kierunkiem przysztych badan powinno

by¢ zidentyfikowanie konkretnych bio-elementéw wewnatrz follikulosoméw, ktdre wspieraja
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kompetencj¢ oocytow i zarodkow, a takze tych, ktore moga swiadczy¢ o ich obnizonej jakosci.
Poszukiwanie takich markerow moze znaczgco poprawi¢ skuteczno$¢ selekcji komorek i
zarodkow przydatnych do rozrodu. Wskazano rowniez potencjalng role lipidow jako markerow
jako$ci zarodkow, co moze znalez¢ zastosowanie w ocenie ich potencjalu rozwojowego.
Interesujace wydaje si¢ poszerzenie badan nad parametrami lipidowymi w zarodkach o pelne
analizy lipidomiczne w kazdym stadium rozwoju, wskazujace potencjalne réznice w
konkretnych lipidach. Rozwinigcie tych badan przyczyni si¢ nie tylko do poglebienia wiedzy
w zakresie biologii rozrodu zwierzat, ale réwniez moze mie¢ znaczenie dla embriologii

cztowieka i rozwijajacej si¢ medycyny spersonalizowane;.
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Spis figur i tabel

Figura 1. Uproszczony schemat budowy pecherzyka jajnikowego (grafika wlasna).
Figura 2. Schemat budowy kropli lipidowej (grafika wiasna).

Figura 3. Diagram przedstawiajacy mechanizmy metabolizmu lipidéw i glukozy w kompleksie
oocyt-cumulus. Lewa cze$¢ diagramu przedstawia metabolizm lipidéw, natomiast prawa czgs¢
koncentruje si¢ na metabolizmie glukozy. W obu szlakach kluczowa rol¢ odgrywaja komorki
pecherzykowe, ktore pobieraja lipidy i glukoze z ptynu pecherzykowego, chronig oocyt przed
lipotoksycznoscig (metabolizm lipidow) lub przeksztaltcaja glukoze w pirogronian (metabolizm
glukozy). Koncowym produktem metabolizmu zaréwno lipidow, jak 1 glukozy jest ATP

(zrodto: Warzych & Lipinska, 2020).

Figura 4. Schemat rozwoju zarodka przedimplantacyjnego bydta, wraz ze wskazanymi
$rednimi czasami, w ktorych dane stadium najczesciej wystepuje (gpz — godziny po

zaplodnieniu) (grafika wlasna).
Figura 5. Uklad dos§wiadczalny eksperymentu nr 1 (grafika wlasna).
Figura 6. Uktad doswiadczalny eksperymentu nr 2 (grafika wiasna).

Figura 7. Wykres przedstawiajagcy wartosci liczby blastomeréow wchodzacych w sktad
struktury zarodkow ze stadiow rozwojowych moruli oraz wczesnej 1 ekspandujacej blastocysty
(Srednia 1 odchylenie standardowe). A — poréwnanie b.IVF vs b.PA, B — poréwnanie b.PA vs
p.PA; **-p<0,01

Figura 8. Wykres przedstawiajacy zawarto$¢ lipidow w przeliczeniu na jedng komorke, w
trzech analizowanych stadiach rozwojowych: moruli oraz wczesnej 1 ekspandujacej
blastocyscie ($rednia i odchylenie standardowe). A — pordwnanie b.IVF vs b.PA, B —

porownanie b.PA vs p.PA; ** - p<0.01

Tabela 1. Tabela podklas lipidow zidentyfikowanych w analizie lipidomicznej wraz z liczba

poszczegblnych gatunkéw lipidéw nalezacych do kazdej z nich.
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Abstract

Extracellular vesicles (EVs) from follicular fluid (FF) seem to play a significant role in communication within ovarian follicles in several species.
The present study aimed to examine the supporting effect of FR-derived small EVs (FF-sEVs) during in vitro maturation (IVM) of bovine cumulus—
oocyte complexes (COCs) under conditions of disturbed energy metabolism. Bovine COCs were matured in vitro with inhibitors targeting lipid
metabolism (etomoxir) or glucose metabolism (iodoacetate combined with dehydroepiandrosterone), in the presence or absence of FF-sEVs.
Following maturation, oocytes and cumulus cells were analyzed by real-time quantitative polymerase chain reaction (gPCR) and stained to
visualize lipid droplets. The uptake of FFsEVs was visualized by fluorescent labeling. In vitro fertilization and embryo culture were followed
by mass spectrometry analysis of hatched blastocysts. We demonstrate for the first time that FF-sEVs are transported from the medium into
the oocytes, via the cumulus cells and through transzonal projections into the perivitelline space and ooplasm. Cumulus cells under metabolic
stress conditions exhibit an increased FF-sEV uptake from the maturation medium. FF-sEV supplementation during metabolic stress conditions
enhances the Ml rate in oocytes and positively affects subsequent embryo development and quality revealed by altered metabolic activity. Lipid
droplet parameters and gene expression in cumulus cells and oocytes are affected by FF-SEV supplementation, which is more pronounced in
cumulus cells. Our findings show that FFsEV supplementation during IVM under metabolic stress conditions significantly affects COCs, with a
positive effect on further blastocyst quality. We provide novel insights into the role of FF-sEVs in oocyte maturation and blastocyst development.

Summary Sentence
Follicular fluid sEV supplementation during IVM under metabolic stress conditions significantly affects COCs, with a positive effect on blastocyst
quality, which provides novel insights into the role of EVs in oocyte and embryo development.
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Graphical Abstract

Follicular fluid extracellular vesicles support energy metabolism
of bovine oocytes, improving blastocyst development and quality

Lipinska et al, 2025 | Biology of Reproduction
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Introduction

Over the past decades, significant progress in assisted
reproductive technologies has been made not only to treat
human infertility but also to support animal breeding
and preserve genetic material from valuable animals and
endangered species. However, in vitro embryo production
still falls short of replicating natural conditions since the
final outcome is not fully satisfactory. With regard to farm
animal species, the average blastocyst rate is 30%—-40% for
cattle, 20%—-40% for horses, and 30%—-50% for pigs [1]. The
suboptimal results are partly due to deficiencies of oocytes
in vitro maturation (IVM) systems, which do not fully mimic
in vivo follicular conditions. Oocyte quality, reflected by its
intrinsic developmental potential, determines its ability to be
fertilized and develop into a healthy embryo and offspring.
Poor oocyte quality may lead to arrested embryo development
[2], partially due to disturbances of key metabolic pathways.
Well-balanced oocyte energy metabolism has a significant
impact on oocytes as well as further embryo development [3].

Intercellular communication within the ovarian follicle is
crucial for the development of the competent oocyte [4].
A well-organized follicular environment is based on close
cooperation among oocyte, cumulus cells (CCs), and follicular
fluid (FF) [5]. Follicular fluid is the natural medium where the
oocyte grows and matures. Numerous biomolecules, such as
metabolites, growth factors, hormones, and extracellular vesi-
cles (EVs), are abundant in FF [6, 7]. These components play a
crucial role in supporting oocyte maturation by facilitating the
bidirectional communication between oocytes and somatic
cells during follicle development [8]. Among the various fac-
tors involved in this phenomenon, EVs derived from FF (FF-
EVs) have gained increasing scientific attention. Extracellular
vesicles are groups of lipid bilayer nanoparticles, ranging
in size from 50 to 300 nm, that are secreted by different
cell types [9, 10]. These particles transfer specific cargo to
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their target cells, where they impact paracrine signaling in
healthy and pathological processes. Studies in humans, cattle,
and horses demonstrated that FF-EVs affect the transcrip-
tome and proteome of CCs and oocytes, as well as oocyte
developmental potential [11-13]. It has been shown that FF-
EV supplementation modulates CC expansion during IVM
of bovine oocytes [14]. Moreover, the impact of FF-EVs on
bovine oocytes maturing under unfavorable conditions such
as heat shock, oxidative stress, or after vitrification-warming
has been described, causing better oocyte resistance to applied
stress factors [11, 15-18]. Overall, a beneficial impact of FF-
EVs on the oocyte has been shown, but their specific role in
oocyte metabolism remains to be determined.

There are two main metabolic sources of energy for cells—
glucose and lipids. Oocytes demonstrate limited ability of
glucose uptake, which results from the lack of expression
of the high-affinity, insulin-regulated glucose transporter
SLC2A4 (or GLUT4) [19]. Consequently, they depend on
CCs, which absorb glucose from the environment, convert it
into pyruvate and lactate, and pass these products on to the
oocyte cytoplasm [20]. The metabolism of lipids, which is an
alternative energy source, is carried out by B-oxidation in the
mitochondria in both oocytes and CCs. Lipids can be supplied
to the oocyte from internal storage within the cumulus—
oocyte complex—COC (mainly from lipid droplets [LDs]) or
from external energy sources—FF or IVM medium [21]. The
cleavage-stage embryo uses pyruvate as a major energy source,
whereas, after compaction, glucose consumption increases.
However, embryos at different steps of development may
also utilize fatty acids to produce energy [22]. It has been
shown that disturbance of energy metabolic homeostasis
causes significant changes in the oocyte competence and
quality [3, 23]. The energy metabolism is controlled by
specific genes, and several were selected for the present
experiment. The fatty acid metabolism-related genes [Fatty
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Acid Synthase (FASN), Peroxisome Proliferator-Activated
Receptor a (PPARA), Perilipin 2 (PLIN2)] are involved in
lipid synthesis, storage, and oxidation, which are essential for
cellular energy homeostasis [24-26]. The glucose metabolism—
related genes [Acetyl-CoA Carboxylase a (ACACA), Glucose
Transporter 1 (GLUT1)] play crucial roles in glucose uptake
and lipid biosynthesis, both fundamental for energy balance
and metabolic activity [27, 28]. Additionally, GDF9 (Growth
Differentiation Factor-9) is a marker of oocyte competence,
reflecting the metabolic status and developmental potential of
cells [29].

In the present study, we showed that FF-sEVs (small EVs
of diameter <200 nm) supplementation during IVM under
metabolic stress conditions supports energy metabolism in
COCs, improving further embryo development and quality.
Moreover, for the first time, we revealed that FF-sEVs enter
the oocyte via transzonal projections (TZPs) present in the
zona pellucida.

Materials and methods

The study was conducted according to the Polish Act of the
protection of animals used for educational or scientific pur-
poses of 15 January 2015 and directive 2010/63/EU (Journal
of Laws Dz.U. 2015 No. item 266) of the European Parliament
of 22 September 2010 (2010/63/EU) on the protection of
animals used for scientific objectives, so this study did not
require the consent of the competent ethics committee for
animal experiments. The biological material (bovine ovaries)
was obtained from commercial slaughterhouses after routine
slaughter. Ovaries were transported from the slaughterhouse
within 2 h in a thermal bag at ~30°C.

All relevant data of the experiments were submitted to
the EV-TRACK knowledgebase (EV-TRACK ID: EV250005)
[30].

Unless otherwise stated, all reagents were supplied by
Merck Group.

Collection of follicular fluid

Bovine FF collection was carried out according to Azari-
Dolatabad et al. [31]. Briefly, FF was collected from ovarian
follicles (4—8 mm in diameter) in six replicates. Ovaries were
washed three times with warm saline solution, sterilized with
90% ethanol, and then dried with clean towels. Six batches
of FF were collected from a mix of Belgian Blue and Holstein
cow ovaries on six different, random days. The specific breed
proportion, origin, age, and metabolic status of the cows were
not recorded. Ovaries were selected based on the following
criteria at the individual ovary level: (1) absence of corpora
lutea, (2) absence of follicles greater than 25 mm in diameter,
and (3) normal morphological characteristics, such as absence
of adhesions and scars. Follicular fluid was aspirated from
follicles with a sterile syringe and 1.2 mm needle. Acquired
samples (1 mL per replicate) were then centrifuged at 4°C,
2000 g for 10 min. The supernatant was filtered with a
0.22 pm filter to remove cell debris from the fluid, which
resulted in further isolation of small EVs (FF-sEVs) of diame-
ter <220 nm, and it was transferred into 2 mL cryovials and
stored at —80°C [31].

Extracellular vesicle isolation

Extracellular vesicle isolation from FF was carried out as
described [4]. In brief, iodixanol working solution was pre-
pared by adding a solution buffer [60 mM Tris-HCl, 6 mM

EDTA, and 0.25 M sucrose (pH 7.4)] to a stock solution of
OptiPrep Density Gradient Medium (Sigma-Aldrich). Then,
the homogenization buffer [10 mM Tris-HCI, 1 mM EDTA,
and 0.25 M sucrose (pH 7.4)] was combined with iodixanol
working solution to create gradients with 5%, 10%, 20%,
and 40%. The gradient was created in a 16.8 mL open-top
polyallomer tube (Beckman Coulter, Brea, CA, USA) by layer-
ing 4 mL of 40%, 4 mL of 20%, 4 mL of 10%, and 3.5 mL of
5% solutions on top of each other. One-milliliter FF samples
were layered on top of prepared gradients. Then, samples
were centrifuged at 4°C for 18 h at 100 000 g (SW 32.1 Ti
rotor, Beckman Coulter, Brea, CA, USA). Gradient fractions
of 1 mL were collected starting from the top of the gradient.
Fractions 9 and 10, corresponding to a density of 1.087-
1.109 g/mL, were pooled, diluted in phosphate buffered saline
(PBS), and centrifuged for 3 h at 100 000 g and 4°C. Obtained
pellets of FF-sEVs from each replicate were pooled and resus-
pended in PBS to a final concentration of 98.7 mg/mL, as
measured by NanoDrop, and stored at —80°C. Subsequent
characterization of the EVs was performed by Nanoparticle
Tracking Analysis (NTA), transmission electron microscopy
(TEM), and Western blotting (WB).

Nanoparticle tracking analysis

To assess the size and the concentration of small EVs iso-
lated from FF, Nanoparticle Tracking Analysis (NTA) was
conducted with a NanoSight LM 10 microscope. Six batches
of isolated FF-sEVs were mixed and diluted in PBS to achieve a
particle concentration of about 1 x 108-1 x 10 particles/mL.
Samples were briefly vortexed and injected into the measure-
ment chamber. Three individual videos were recorded for the
sample and analyzed by NTA (NTA 3.4—Sample Assistant
Build 3.4.4—SA) with a cCMOS camera type, a Blue488 laser
type, an FPS of 25.0, and 749 frames.

Transmission electron microscopy

Small EVs derived from FF underwent morphological identi-
fication through TEM as detailed previously [4, 32]. Briefly,
each sample was placed on electron microscopy grids pre-
coated with formvar/carbon support film (FCF200H-CU-TB;
Aurion). The grids were then stained with 1% uranyl acetate
(in double-distilled water) for 45 s. Electron microscopy (JEM
1400 plus, JEOL, Benelux; and Zeiss EM 109, Carl Zeiss) was
used to examine the prepared grids. Images were captured
using a Quemasa charge-coupled device camera (Olympus
Soft Imaging Solutions GMBH).

Western blotting

In order to confirm the presence of FF-sEVs in the samples,
WB was conducted using markers specific to EVs: CD63,
CD9, and TSG101 (EV-associated proteins). All samples of
isolated FF-sEVs were first dissolved in a reducing buffer
[0.005% bromophenol blue, 3% 2-mercaptoethanol, 9.2%
SDS, 40% glycerol, and 0.5-M Tris-HCI (pH 6.8)] and heated
for 5§ min at 95°C. SDS polyacrylamide gel electrophoresis
was used to separate proteins. Samples were transferred into
nitrocellulose membranes that were subsequently blocked
with 5% BSA +0.5% Tween for 45 min at room tempera-
ture. Next, the membrane was exposed to CD63 (1:200 in
5% BSA +0.5% Tween PBS, ab68418, Abcam), CD9 rabbit
(1:1000 in 5% BSA +0.5% Tween PBS, CST- D3H4P, Cell
Signaling Technology), and TSG101 mouse (1:1000 in 5%
BSA + 0.5% Tween PBS, sc-7964) primary antibodies at 4°C
and incubated overnight. Next, membranes were washed with
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0.5% Tween in PBS followed by incubation with specific
secondary antibodies all conjugated with horseradish peroxi-
dase—HRP [anti-mouse IgG (GE Healthcare UK), 1:3000 in
5% milk +0.5% Tween PBS; anti-rabbit IgG (GE Healthcare
UK), 1:4000 in 5% BSA +0.5% Tween PBS]. After a final
wash step, a chemiluminescence substrate (WesternBright Sir-
ius, Advansta) was added to the membranes. Imaging was
performed using Proxima 2850 Imager (IsoGen Life Sciences).

Collection of bovine cumulus-oocyte complexes

Ovaries were collected in the slaughterhouse and transported
to the laboratory. Good-quality COCs with no cytoplasmic
degradation and at least three to four layers of CCs closely
attached to the zona pellucida were acquired through aspira-
tion using a 1.2 mm needle and syringe from ovarian follicles
of 4-8 mm diameter.

In vitro maturation

Cumulus-oocytes complexes (50-60 COCs per one drop)
were matured in 500 uL of TCM199 + Glutamax (Gibco,
Thermo Fisher Scientific, MA, United States) medium supple-
mented with 6 mg/mL fafBSA (fatty acid—free bovine serum
albumin), 0.25 mM Na pyruvate, 1 x concentrated penicillin—
streptomycin solution, 2 ug/mL follicle stimulating hormone
(FSH), and 1 ug/mL B-estradiol for 22 h. The conditions were
maintained at 39°C, 5% CO>, and maximum humidity.

Besides the control group, two treatments were included to
inhibit glucose or fatty acid metabolism. All three treatments
were supplemented with FF-sEVs or not, resulting in a total
of six experimental groups:

1) CON—un-supplemented control group with IVM in the
basic medium;

2) IODH, where IVM medium was supplemented with two
inhibitors of glucose metabolism [1.5 uM iodoacetate (IO,
inhibitor of glycolysis) diluted in water and 150 uM dehy-
droepiandrosterone (DHEA, inhibitor of pentose phosphate
pathway) diluted in DMSO (dimethyl sulfoxide)];

3) ETO, where IVM medium was supplemented with an
inhibitor of fatty acid metabolism (150 uM etomoxir diluted
in DMSO);

4) CON+, where IVM medium was supplemented with
6.5 ug/mL of FF-sEVs;

5) IODH+, where IVM medium was supplemented with IO
and DHEA as well as 6.5 ug/mL of FF-sEVs; and

6) ETO+, where IVM medium was supplemented with
etomoxir as well as 6.5 pug/mL of FF-sEVs.

The concentration of DMSO in the IVM medium was
0.1%. This concentration was previously shown not to affect
further embryo development [33]. Follicular-fluid sEVs were
supplemented in a volume of 10 uL per IVM well (stock con-
centration—98.7 mg/mL). The concentration was calculated
according to the previously published guidelines [34].

After maturation, COCs were either denuded and fixed for
further procedures or fertilized.

In vitro fertilization and embryo culture

For in vitro fertilization (IVF), high-quality semen from two
bulls was purchased from a commercial artificial insemination
station. The motile fraction of sperm was isolated using
the BoviPure System following the manufacturer’s protocol
(Nidacon, Mélndal, Sweden). Briefly, the thawed semen was
centrifuged in two layers of 80% and 40% BoviPure solution
at 300 g for 15 min, and the precipitate was subsequently

FF-sEVs support bovine oocytes and embryos, 2025

washed in BoviWash solution. The final semen concentration
was determined under a microscope (Nikon YS2-T) using a
Burker Chamber (BRANDT), and gamete coincubation was
carried out with a semen concentration of 1 x 10°/mL for
20 h. The in vitro fertilization medium [35] was supplemented
with PHE (penicillamine, hypotaurine, epinephrine). Embryo
culture was conducted in 40 uL droplets of SOF + fafBSA
medium [36] for 9 days in 5% CO; and 5% O and in 39°C
(25-30 embryos per drop). On the third day after fertilization,
half of the drop volume was replaced with fresh medium. The
cleavage rate (related to the number of oocytes) was evaluated
on the third day, whereas the blastocyst rate (related to the
number of oocytes) and hatching rate (related to the total
number of all blastocysts) were evaluated on the eighth day
post-insemination.

Lipid droplet staining, microscope analysis, and
image analysis

In order to verify how FF-sEVs affect single-COC LD param-
eters, COCs were matured in 17 individual 20 uL droplets
under oil in each replicate [31]. After maturation, COCs were
washed in 0.2% PVP/PBS, and then, CCs were separated from
oocytes by pipetting. Oocytes (in 4-well Nunc plates) and CCs
(pooled from 17 COCs in one 1.5 mL Eppendorf tube) were
fixed in 500 uL of 4% paraformaldehyde (PFA) and stored at
4°C for further analysis.

Oocytes were permeabilized in 0.2% Triton X-100 solution
for 20 min at room temperature and washed in 0.2%
PVP/PBS. Twenty micrograms per milliliter of BODIPY
493/503 fluorescent dye was used to stain LDs (Thermo
Fisher Scientific, MA, USA). Incubation was performed in
500 uL of the dye solution in PBS at room temperature for
1 h in the dark. Oocytes were washed three times in 0.2%
PVP/PBS to eject excessive dye. The chromatin of the nucleus
and the polar body were visualized by staining the oocytes
with 0.5 ug/mL 4',6-diamidino-2-phenylindole (DAPI; Vector
Laboratories, Burlingame, CA, USA). Oocytes were mounted
on a glass slide with a single concave (Comex, Wroclaw,
Poland), covered, and stored at 4°C.

Cumulus cells removed from COCs were centrifuged at
1000 g for 5 min, resuspended in fresh PBS, and distributed on
adhesive slides (SuperFrost Menzel, ThermoFisher Scientific)
using Cytospin 4 (ThermoFisher Scientific). Then, the same
staining protocol as for oocytes was applied.

Oocytes and CCs were analyzed using a confocal micro-
scope Zeiss LSM 880 using a 488 nm filter with band-
pass 500-550 nm for BODIPY 493/503 (laser Argon2) and
420-480 nm for DAPI (laser Diode 405) with LD LCl Plan
Apochromat 40x/1.2 Imm Korr DIC 27 objective (Zeiss,
Germany). Each analyzed cell was scanned with the starting
point at the top of the cell and up to the equatorial section
(for oocytes) and the bottom of the cell (CCs). The intervals
were 6 um for oocytes and 2 um for CCs. The acquired
images were subjected to lipid parameter analysis, including
lipid content, LD number, LD size, and the percentage of area
occupied by LDs, using Image] Fiji software version v1.53c
(NIH, Bethesda, MD, United States). The lipid content of
both oocytes and CCs was determined using the formula:
“integrated density” value minus (“total cell area” value x
“background fluorescence” value). The cell area was deter-
mined by outlining the shape of the cell under the transmitted
light for each slide separately. The measurement was then
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taken, and the data value was recorded in square centime-
ters. The remaining parameters (LD number, size, and area)
were quantified through the “analyze particle” command,
which identified and measured fluorescence signals above
the photo background. The area occupied by LDs (%) was
automatically calculated based on the fluorescence-to-non-
fluorescence signal ratio. The “watershed” command was
additionally employed to eliminate potential LD clusters gen-
erated by the Fiji software. For each parameter, the value of
each slice was computed separately.

Real-time qPCR analysis

Each sample of CCs and oocytes originated from a group of
25 COCs that were in vitro matured together in one well.
After 22 h of IVM, COCs were transferred into PVP/PBS
and denuded by vigorous pipetting. Cumulus cells were
transferred into Eppendorf tubes and centrifuged (1000 g
x 5 min), the supernatant was removed, and cells were frozen
at —196°C. Fully denuded oocytes were transferred into
Eppendorf tubes and frozen at —196°C. Until the beginning
of experiments, samples were stored at —80°C.

Total RNA was extracted from oocytes and CC samples
using the High Pure miRNA Isolation Kit (Roche, Basel,
Switzerland) according to the manufacturer’s guidelines.
RNA precipitation was carried out with NF Pellet Paint Co-
Precipitant. For this, 1 uL of Pellet Paint, 10 uL of 3 M
sodium acetate, and 200 pL of 96% ethanol were added
to the RNA sample. After a 5-min incubation, the samples
were centrifuged at 18 000 g for 10 min. The RNA pellet
was washed and centrifuged in 75% and 96% ethanol and
subsequently dried at 40°C. Finally, the RNA was resuspended
in 8 uL of water and assessed for OD260/280 ratio
values using Nanodrop 2000c (Thermo Fisher Scientific).
Subsequently, reverse transcription was performed on the
total isolated RNA utilizing the Transcriptor First Strand
c¢DNA Synthesis Kit (Roche, Warsaw, Poland) following the
manufacturer’s protocol. The resulting complementary DNA
(cDNA) samples were diluted 1:1 in water and stored at
—20°C until further analysis. The real-time qPCR analysis
was conducted with the standard curve method. Initially, the
product of each gene was obtained by PCR and separated on a
1.5% agarose gel. Subsequently, the PCR product was isolated
and purified using the GeneJET Gel Extraction Kit (Molecular
Biology, ThermoFisher Scientific). The DNA concentration
was quantified using a Nanodrop 2000c¢ (Thermo Fisher
Scientific), and serial 10-fold dilutions of DNA with known
concentrations (standards) were prepared. These standards
were then applied in real-time qPCR reactions to generate
the respective standard curves, facilitated by the LightCycler
480 1II software (Roche). The reactions were run using the
LightCycler 480 II system with LightCycler 480 Probes
Master reagents (Roche). The 20 ul reaction mixture
consisted of 10 uL LightCycler Master, 4 uL primers, 4 uL
PCR-pure water, and 2 uL cDNA. The following reaction
conditions were applied: denaturation at 95°C for 5 min;
amplification (40 cycles) at 95°C for 10 s, 60°C for 10 s,
and 72°C for 10 s; and final cooling at 40°C. Through
this approach, the relative concentration of the messenger
RNA (mRNA) of genes responsible for fatty acid metabolism
(FASN, PPARA, PLIN2), glucose metabolism (ACACA,
GLUT1)], and COC quality (GDF9) was evaluated (the list
of primers with details—Supplementary file 1). Each cDNA
sample underwent analysis in two separate PCR runs, and
the resulting average value was used to determine the relative

transcript abundance compared to the geometric mean of two
reference genes [Glyceraldehyde 3-Phosphate Dehydrogenase
(GAPDH)] and [Tyrosine 3-Monooxygenase/Tryptophan 5-
Monooxygenase Activation Protein Zeta (YWHAZ)].

Blastocyst lipid profiling

After 9 days of embryo culture, only hatched blastocysts
were selected for the lipidomics experiment. A total of six
single blastocysts per group, derived from three independent
replicates, were included in the analysis. Each blastocyst was
washed individually in PBS, transferred into an Eppendorf
tube in minimum liquid volume, and frozen at —196°C.
Samples were further stored at —80°C.

For lipid extraction, the collected samples were thawed and
mixed with 50 uL of ultrapure water and then vortexed to
induce cell lysis. Subsequently, 90 uL of methanol [high per-
formance liquid chromatography (HPLC) grade] and 50 uL of
chloroform (HPLC grade) were added and thoroughly mixed
by pipetting to ensure the formation of a single-phase solution,
followed by a 15-min incubation at room temperature. After
incubation, 50 uL of ultrapure water and 50 uL of chloroform
were added and mixed by pipetting; then, the mixture was
centrifuged for 5 min at 3000 g. The resulting non-polar
and polar phases were carefully transferred to new tubes and
dried using a speedvac evaporator for approximately 4 h at
room temperature. The dried lipid extract was then stored in
a —80°C freezer for further analysis and experimentation.

The lipid extracts were diluted into 30 uL of acetoni-
trile/methanol/ammonium acetate 300 nM at the propor-
tion of 3:6.65:0.35 (v/v/v) to reach a final concentration of
10 mM of ammonium acetate. Using a micro-autosampler
(G1377A), the diluted lipid extracts were flow-injected into
a triple quadrupole mass spectrometer (QQQ 6410, Agilent
Technologies) at 10 wL/min using a collection of ion transi-
tions previously reported to profile lipids present in bovine
oocytes and embryos [37, 38]. The ion intensity of each ion
transition (or multiple reaction monitoring) over time was
obtained using in-house scripts, and, for each embryo, the list
of detected lipids was generated. The maximum ion intensity
of each ion transition was compared to the blank, and the
lipids that did not present an ion intensity of at least 30%
above the blank sample were considered noise and removed
from the analysis. Obtained lipids were categorized into lipid
classes, and the following analysis was performed in Metabo-
Analyst 6.0 software: enrichment analysis, pathway analysis,
and statistical analysis (fold change and principal component).
Data were uploaded in a csv format and normalized by sum.
The fold change threshold was set for 1.5.

Extracellular vesicle PKH67 labeling

The procedure was conducted according to the protocol of
PKH67 Green Fluorescent Cell linker Kit for General Cell
membrane Labeling. Prior to labeling, FF-sEVs were thawed,
gently vortexed, and kept on ice. To 40 uL of isolated FF-sEVs
(stock concentration—98.7 mg/mL), 125 uL of DILUENT
C was added and mixed by pipetting. In a separate tube,
1 uL of PKH67 dye was mixed with 250 uL of DILUENT
C. The mixture was added to the FF-sEV suspension, mixed
by pipetting, and incubated at room temperature for 5 min.
Two negative controls were tested: (1) by adding 25 uL of
PBS to 250 uL of DILUENT C with PKH67 dye and (2)
by adding 25 uL of FF-sEVs to 250 uL of DILUENT C
without PKH67 dye. To stop the reaction, 250 uL of EV-
free FBS (Gibco, ThermoFisher Scientific) was added and
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Figure 1. Characterization of sEVs isolated from bovine follicular fluid—concentration, morphological features, and surface markers. (A) Graph showing
Nanoparticle Tracking Analysis (NTA) data of FF-sEV's concentration (particles/mL) and size distribution (nm) in pooled sample; (B) Transmission electron
microscopy images of FF-sEV morphology (scale bar: 100 and 250 nm); and (C) Western blotting analysis detected the presence of extracellular
vesicle-associated proteins: CD9 (25 kDa), CD63 (42 kDa), and TSG101 (42 kDa).

incubated for 1 min at room temperature. The mixture was
then transferred to tubes designated for ultracentrifugation
(Thermo 5.0 mL PA Thin-Walled Tube) and centrifuged at
100 000 g for 30 min at 4°C (Sorvall MX120+ Micro-
Ultracentrifuge). After centrifugation, the pellet of each single
sample was resuspended in 20 L of PBS.

Extracellular vesicle uptake analysis

Labeled FF-sEVs were added to 500 pL of maturation
medium in a volume of 20 uL. After 22 h of IVM, oocytes
treated with FF-sEVs were incompletely denuded (leaving one
to two layers of corona radiata cells) and fixed in 2% PFA,
whereas the remaining CCs were fixed in 4% PFA. To visualize
TZPs, an additional 30-min incubation in 1x phalloidin
(iFluor 555 Reagent, Abcam, Cambridge, UK) was performed.
Oocytes were mounted on a glass slide with a single concave
(Comex, Wroclaw, Poland) with 70 uL Antifade mounting
medium (ThermoFisher Scientific), covered, and analyzed the
following day. Cumulus cells were mounted on the cytospin
slides, centrifuged in Cytospin 4 (ThermoFisher Scientific),
stained with 15 ul DAPI (Vector Laboratories, Burlingame,
CA, USA), covered, and analyzed immediately.

The Zeiss LSM 880 confocal microscope was used to visu-
alize the FF-sEV uptake. For FF-sEV labeling, the excitation
wavelength was 488 nm and the emission 537 nm (laser
Argon2). For DAPI staining (used only with regard to CCs),
the excitation wavelength was 405 and the emission 438 nm
(Laser Diode 405). For phalloidin staining, the excitation
wavelength was 543 and the emission 575 nm.

Statistical analysis

The Wilcoxon test and Kruskal-Wallis test were applied to
compare statistical significance. These analyses were con-
ducted using the statistical software package R (https://cra
n.r-project.org/). Comparisons between groups in the uptake
experiment were performed using the chi-square test.

Results
Characterization of follicular-fluid small
extracellular vesicles

The NTA analysis revealed that the sizes of EV particles
ranged between 30 and 450 nm (Figure 1A). The mean parti-
cle size was 166.2 &2 nm, with a mode of 133.5 4 8.9 nm and
a standard deviation of 68.1 +2.7 nm. The D50 value, repre-
senting the median particle size, was 146.6 +2.0 nm, while
D10 and D90 values were 105.8 1.5 and 257.7£0.9 nm,
respectively, indicating that 10% of the particles were smaller
than 105.8 nm and 90% were below 257.7 nm. The concen-
tration of nanoparticles in the sample was 1.34 x 1010 parti-
cles/mL. Additionally, TEM analysis revealed the presence of
sEVs within a similar size range of NTA analysis (Figure 1B).
Finally, WB confirmed the presence of proteins associated
with EVs (CD63, CD9, and TSG101; Figure 1C).

Enhanced follicular-fluid small extracellular vesicle

uptake by cumulus cells under metabolic inhibition
Two approaches were used to analyze the FF-sEV uptake
in bovine COCs. For the analysis of FF-sEV uptake within
cumulus—oocyte complexes, 10-15 partially denuded COCs
from each group (CON+, IODH+, ETO+) were scanned
in three replicates of each. Phalloidin staining allowed us to
visualize FF-sEVs, which crossed the zona pellucida through
TZPs (Figure 2). Follicular-fluid extracellular vesicle signals
were also detected next to the oocyte surface within enlarged
points of TZP-oocyte attachment (Figure 2D). The vesicles
were further present in the perivitelline space (Figure 2E), and
ooplasm (Figure 2F). Moreover, confocal microscopy images
of oocytes revealed the presence of FF-sEVs both in oocytes
and CCs in control as well as two experimental groups
(Figure 3A).

For quantitative measurements of FF-sEV uptake in CCs, a
total of 3797 cells were analyzed across three groups, with
three replicates in each group: CON+ (n2=1188), ETO+
(n=1314), and IODH+ (7=1295). The analysis focused on
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Figure 2. Double staining of transzonal projections (TZPs) using phalloidin (red fluorescence) and FF-sEVs labeled with PKH67 dye (green fluorescence).
Signal overlap appears as a yellow color in the image. OO—oocyte, ZP—zona pellucida, CC—cumulus cells, PS—perivitelline space. Scale bar =10 um.
All figures are representative confocal microscopy images of an oocyte with cumulus cells, with a special focus on: (A) TZPs within zona pellucida and
FF-sEV signals; (B) enlarged fragment of zona pellucida with visible FFsEVs entering the oocyte through TZPs; and (C) signals of FF-sEVs detected both
in cumulus cells and within TZPs. (D) arrow indicating FF-sEVs signals next to the oocyte surface within enlarged points of TZP-oocyte attachment; (E)
signals of FF-sEVs within perivitelline space indicated with an arrow; and (F) signals of FF-sEVs in the cytoplasm of the oocyte indicated with an arrow.
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Figure 3. The effect of FF-sEV uptake after 22 h of COC maturation. Experimental groups: CON+ (control), IODH+ (maturation with glucose metabolism
inhibitors), and ETO+ (maturation with a lipid metabolism inhibitor). Green fluorescence represents PKH67-labeled FF-sEVs, while blue fluorescence
indicates DAPI-stained nuclei. Scale bar =10 um. (A) Confocal images of oocytes of the three supplemented groups. (B) Confocal images of cumulus
cells with or without internalized FF-sEVs. (C) Bar graph showing the percentage of FF-sEV-positive cumulus cells in the three analyzed groups

(mean £ SD; *P <0.05, *P < 0.01); (D) Confocal images of oocytes and cumulus cells from two negative controls: (1) labeling procedure without
FF-sEVs, (2) labeling procedure without PKH67 dye.
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the ratio of EV-positive CCs (cells that accumulated FF-sEVs
within the cytoplasm) in relation to the total number of cells
evaluated (FF-sEV-positive and negative cells visualized in
Figure 3B). Both in IODH+ (94% =+ 3, P < 0.01) and ETO+
(92% =+ 3, P < 0.05), significantly more CCs accumulated FF-
sEVs when compared to the control (79% =+ 7, Figure 3C).

Follicular-fluid small extracellular vesicles enhance
oocyte maturation and blastocyst hatching in
inhibited metabolism conditions

The in vitro production experiments were based on a specific
number of experimental replicates per group (CON - 10,
CON+ —6,10DH - 11, IODH+ — 5, ETO - 7, ETO+ —5).
Follicular-fluid sEV supplementation had no significant
impact on metaphase II (MII) rate in the control conditions
(76% and 72%, CON+ vs CON, respectively). However,
supplementation of maturation media with FF-sEVs along
with lipid or glucose metabolism inhibitors significantly
increased the MII rate in both experimental groups: from
48% to 83% in IODH+ (P <0.01) and from 53% to 70%
in ETO+ (P < 0.05) when compared to their controls (IODH
and ETO, respectively) (Figure 4).

There were no significant differences in the cleavage rate
across treatment groups. Regarding the blastocyst rate cal-
culated relative to the total number of immature oocytes,
only the IODH+ group showed a statistically significant
increase (P < 0.01) when compared to the non-supplemented
group (22% and 9% blastocyst rate, respectively). Significant
differences were observed in the hatched blastocyst rates
among all supplemented vs non-supplemented groups. The
CON+, IODH+, and ETO+ groups showed increases of 24 %
(P <0.01),17% (P < 0.01) and 10% (P < 0.05) (Figure 4).

Follicular-fluid small extracellular vesicles modulate
lipid droplets in cumulus cells and oocytes

Lipid droplets were analyzed in 366 CCs (CON n =60;
CON+ 7 =60; IODH 7 =63; IODH+ 7 = 60; ETO 7 =61;
ETO+ n =62) and 243 oocytes (CON 7 =38; CON+ 7 = 39;
IODH #n =48; IODH+ n =40; ETO n =38; ETO+ n =40)
in four replicates. Four LD parameters were assessed: lipid
content, LD size, number of LDs, and LD area (Figure 5).

In CCs, comparing the CON+ with the CON group, the
supplementation of FF-sEVs increased lipid content and LD
number and also decreased LD size. In the IODH group, FF-
sEV supplementation led to a decrease in lipid content and
an increase in LD number and LD area, with no alterations in
LD size. In the ETO group, FF-sEV supplementation increased
lipid content and LD area, with no changes in LD number
or size.

In oocytes, no differences were detected between the CON+
and CON groups across any of the analyzed parameters.
Comparing IODH+ versus IODH conditions, observations
revealed a decrease in lipid content after FF-sEV supplemen-
tation. Similarly, in the comparison between ETO+ and ETO,
LD size showed a notable decrease upon supplementation.

Follicular-fluid small extracellular vesicle
supplementation affects relative transcript levels of
energy metabolism-related genes both in oocytes
and cumulus cells

Relative transcript levels for selected genes involved in energy
metabolism were analyzed in 36 samples of CCs (six replicates

per group; Figure 6) and 36 samples of oocytes (six replicates
per group; Figure 7).

In CCs, CON+ showed significant upregulation of GLUT1
and ACACA (P <0.01) mRNA levels. During maturation
with glucose metabolism inhibitors, supplementation with FF-
sEVs resulted in downregulation of ACACA (P <0.05) and
PPARA (P < 0.05) mRNA levels. When fatty acid metabolism
inhibition was applied, the sole significant observation was an
upregulation of ACACA in ETO+ vs ETO (P < 0.05).

In the oocytes, the CON+ group presented decreased
mRNA levels of GLUT1, ACACA, and PLIN2 (P <0.01),
with GDF9 remaining unaffected. A decrease of ACACA and
PLIN2 mRNA levels in IODH+ vs IODH was observed. In
ETO+ vs ETO, a significant decrease in GDF9 expression was
observed. The absence of FASN and PPARA in this analysis is
due to their mRNA concentrations being below the threshold
of reliable detection, falling within a range that approaches
the limit of assay sensitivity.

Follicular-fluid small extracellular vesicle
supplementation during in vitro maturation alters
lipid profiles and metabolic pathways in blastocysts
The lipidomic analyses were conducted on blastocysts
originating from oocytes matured in the experimental
groups—both supplemented with FF-sEVs (IODH+, n =6;
ETO+, n =6) and non-supplemented (IODH, n =6; ETO,
n =6). The analysis resulted in the identification of a total
of 207 distinct lipid species classified in nine subclasses
(the number of lipid species within each lipid subclass is
shown in the brackets): PC—phosphatidylcholine (52), PE—
phosphatidylethanolamine (48), TGs—triglycerides (42),
acyl-carnitines (19), PS—phosphatidylserine (15), PG—
phosphatidylglycerol (11), SM—sphingomyelin (7), PI—
phosphatidylinositol (7), CE—cholesterol esters (6). Three
of the most abundant lipid classes in the analyzed blastocysts
were PC, PE, and triacylglycerols.

Using MetaboAnalyst 6.0 software, IODH+ vs IODH and
ETO+ vs ETO were compared. Specifically, fold change anal-
ysis, enrichment analysis, and principal component analysis
(PCA) were performed to detect differential lipid profiles and
potential metabolic pathways affected in these experimental
conditions.

To evaluate the impact of FF-sEV supplementation on the
blastocyst lipidome in IODH+ vs IODH groups, statistical
and enrichment analyses were conducted. Specifically, 22 lipid
species were found to be downregulated, while 2 lipid species
were upregulated in the IODH+ group when compared to
the IODH group (Supplementary file 2). Among the down-
regulated lipid species, the most abundant subclass was acyl-
carnitines, with 15 members exhibiting decreased concen-
tration levels. Additionally, four TGs, three PCs, and one
PE were also found to be significantly changed (Figure 8A).
Upregulated lipids belonged to PEs (1) and acyl-carnitines (1).
The PCA was conducted specifically on the acyl-carnitines
group, which exhibited the most significant changes. The
results revealed 74.6% of the diversity within this subclass.
The enrichment analysis pointed out that the two pathways’
activities significantly changed: phospholipid biosynthesis and
arachidonic acid metabolism.

In the comparison of ETO+ and ETO conditions on
blastocyst lipidome (Figure 8C), a total of 65 lipid species
(Supplementary file 3) were found to be significantly
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Figure 4. The effect of FF-sEV supplementation on the in vitro production outcome. The metaphase Il (Mll), cleavage, blastocyst, and hatched blastocyst
rates [%], compared between supplemented and non-supplemented groups (means + SD). Metaphase I, cleavage, and blastocyst rates are related to
the number of immature oocytes, whereas the hatched blastocyst rate is related to the number of all blastocysts. *P <0.05, **P < 0.01.

upregulated. Among these upregulated lipid species, PCs
were the most prominent group, with 19 members showing
increased content. Additionally, PEs exhibited significant
upregulation, with 13 members showing increased content.
The PCA was conducted separately for the PE and PC lipid
subclasses. The outcome showed 64.4% and 96.6% of the
diversity within these classes, respectively. The pathway
analysis identified significant enrichment of phospholipid
biosynthesis and arachidonic acid metabolism, in conformity
with the results observed for [IODH+-.

Discussion

The fundamental element of the present experiment was a
proper isolation of FF-derived small EVs and verification
of their quality as well as quantity. The characterization of

FF-sEVs isolated for this research was performed according
to guidelines proposed in Minimal information for studies of
extracellular vesicles (MISEV) 2023 [39]. The NTA and TEM
analyses identified FF-sEVs with a mean size of 166.2 +/—
2.0 nm and a mean concentration of 1.34 x 1019 particles/mL.
These findings are consistent with previous studies in bovine
[14, 40], humans [41], buffalo [42], and equine [43].
Confocal imaging shows that FF-sEVs are initially incor-
porated by CCs and subsequently transferred to the oocyte.
Our findings are in accordance with a previous study in
cattle, in which fluorescently labeled EVs were noticed in
CCs and inside the zona pellucida [11]. However, in the
current study, we demonstrate for the first time that FF-sEVs
are present within TZPs. For TZP visualization, staining of
phalloidin was applied, which is a cyclic heptapeptide that
binds to filamentous (F)-actin, an element of TZPs [44].
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Figure 5. Lipid droplet parameters in oocytes and cumulus cells. The comparison is revealed between supplemented and non-supplemented groups
(CON+ vs CON, IODH+ vs IODH, ETO+ vs ETO) for cumulus cells (A, diagrams in left column) and oocytes (B, diagrams in right column); * P < 0.05,
**P <0.01.

FF-sEV signals next to the oocyte surface within enlarged
points of TZP-oocyte attachment (Figure 2C), which were
described as a common extension of TZPs toward the oocyte

On the images obtained from the confocal microscopy, we
demonstrate signals of FF-sEVs detected within TZPs passing
through the zona pellucida (Figure 2A and B). We also detect

G20z Ae GL U0 1saNnB Aq €€ 161 18/9604E01/21(0IG/E601 "0 L/10P/3[oIE-80UBAPE/PO.dI[0IG/WOD dNO IS PEDE//:SANY WOI) PAPEOJUMOQ



12 FF-sEVs support bovine oocytes and embryos, 2025

CUMULUS CELLS

GLUT1 ACACA

%

%

RELATIVE TRANSCRIPT ABUNDANCE
RELATIVE TRANSCRIPT ABUNDANCE

= T

| I | I | T °~°°‘j T T T L T
CON  CON+ IODH IODH+ ETO  ETO+ CON  CON+ IODH IODH+ ETO  ETO+
GDF9

PLIN2

0.6+ 0.8

0.6

0.4

"lgié

1 1 T T 1 1
CON CON+ IODH IODH+ ETO ETO+

1T @;

1 U T T I 1
CON CON+ I0DH I0DH+ ETO ETO+

RELATIVE TRANSCRIPT ABUNDANCE
RELATIVE TRANSCRIPT ABUNDANCE
o
S

FASN PPARA
0.10: 0.5

w w
O 0.08 O 0.4
: :
[=] [=)
3 3
g g
Z 006 o3
o o *
['4 e —
Q (%]
(7] (7]
=z -
§ 0.04: é 0.2
[ [
w w
s s
E E
< <
- -l
D 002 & 01 g
== =
0.00 T 4 T T T T 0.0 T T T T T T
CON CON+ I0DH IODH+ ETO ETO+ CON CON+ I0DH IODH+ ETO ETO+

Figure 6. The effect of FF-sEV supplementation on the relative mRNA level of selected genes in cumulus cells. The comparison is revealed between
supplemented compared to non-supplemented groups (CON+ vs CON, IODH+ vs IODH, ETO+ vs ETO). The results are shown as a transcript
abundance of the gene of interest related to the geometric mean of reference genes. *P <0.05, *P <0.01.
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[44]. Further, we also detect FF-sEV signals in the perivitelline
space (Figure 2D) and in the oocyte cytoplasm (Figure 2E).
PKH67, which is a dye used in the present experiment for
FF-sEV labeling, is a highly fluorescent, lipophilic, long-chain
carbocyanine dye used to stain EV membranes [45]. Obtained
images indicate that FF-sEV structures detected and visualized
in the present study are intact and are transported from
maturation medium to the oocyte via TZPs.

Further, we demonstrated that CCs within COCs exhibit
significantly higher uptake of FF-sEVs under induced
metabolic stress when compared to the control group.
This increased uptake is observed both under conditions
of glucose metabolism inhibition and fatty acid metabolism
inhibition. It has been previously described that cells release
EVs in response to stress stimuli in order to spread signaling
molecules or to remove waste material [46]. Furthermore,
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the content of EVs varies in response to stress factors (e.g.,
oxidative stress), subsequently influencing the recipient cells’
ability to withstand unfavorable conditions and maintain
viability [47]. To the best of our knowledge, we demonstrate
for the first time an increase in FF-sEV uptake by CCs
as a response to metabolic stress conditions during IVM,
suggesting that FF-sEVs may support the counteraction of the
negative effects of the environment.

The CC layer acts as a molecular filter, selecting spe-
cific types and amounts of small metabolites to be trans-
ported to the oocyte [48], which may have a beneficial effect.
Follicular-fluid EVs are probably involved in this mecha-
nism, as they have been shown to influence the viability,
expansion, and gene expression (transcriptome) of equine
CCs [49]. This hypothesis is supported by the present study,
where FF-sEV supplementation during metabolic stress con-
ditions significantly changes relative transcript levels of lipid
metabolism-related genes along with LD parameters in CCs.
Changes in gene expression and lipid composition in response
to metabolic stress after FF-sEVs supplementation were more
pronounced in CCs than in oocytes. The most significant
alterations occurred when glucose metabolism was inhib-
ited, since FF-sEV supplementation reduced the transcript
levels of ACACA and PPARA genes in CCs. Additionally, a
decreased total lipid content was observed, suggesting that
FF-sEVs supplementation may enhance the utilization of LDs
for energy production to compensate for the reduced gly-
colysis. The decreased ACACA transcript level may be a
consequence of this mechanism, as this gene encodes a key
enzyme involved in the biosynthesis of long-chain fatty acids
[50], a process typically activated mainly when excess energy
is available. Furthermore, the downregulation of the PPARA
gene in CCs following FF-sEV supplementation suggests a
reduction in fatty acid uptake, which may also limit the
accumulation of external energy reserves in LDs. In our
opinion obtained results suggest that FF-EV supplementation
enhances the production of energy from lipid sources under
glucose metabolism disturbances in CCs. In contrast to CCs,
there were almost no changes observed in LD parameters
in oocytes when supplemented vs non-supplemented groups
were compared. Surprisingly, with regard to gene expression
results, most of the analyzed genes were down-regulated in
at least one of the FF-sEV-supplemented groups; however, no
clear pattern of response was observed. In our opinion, the
observed outcomes highlight the complexity of the process
involved, suggesting that further studies are needed to achieve
a more comprehensive understanding of the EVs’ role in COC
metabolism.

Analyzing the obtained results in the context of oocyte
quality, it is clearly demonstrated that supplementation with
FF-sEVs during IVM has a significant impact on matur-
ing oocytes. Under metabolic stress, FF-EV supplementation
resulted in significantly higher MII rates. This is in conformity
with previous studies where FF-EV supplementation sup-
ported equine oocyte maturation [43] and enhanced meiotic
resumption after vitrification of feline COCs [17]. Proteomic
analysis of feline FF-sEVs identifies 674 proteins involved in
the regulation of many pathways, including oxidative phos-
phorylation, extracellular matrix formation, oocyte meiosis,
cholesterol metabolism, glycolysis/gluconeogenesis, MAPK,
PI3K-AKT, HIPPO, and calcium signaling pathways [17]. It
may be therefore suggested that an increased uptake of FF-
sEVs in response to metabolic stress in the present study
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could support better meiosis progression and improved COC
quality, acting within these pathways.

We recently demonstrated that supplementation of IVM
medium with selected microRNA identified in FF-EVs sig-
nificantly improved blastocyst quality with a higher total
cell number and inner cell mass number [51]. In the current
study, FF-sEV supplementation during IVM improved both
development rates as well as embryo quality. The blasto-
cyst rate was significantly improved in the IODH+ group,
whereas the hatching rate was enhanced across all supple-
mented groups vs their non-supplemented controls (Figure 3).
Our previous experiments have already revealed that the
oocyte maturation environment not only affects the oocytes
and CCs’ metabolism [23] but also exerts a substantial effect
on preimplantation development programming at cellular and
molecular levels [52]. We showed that inhibition of glucose
and fatty acid metabolism led to cellular stress response,
compromising the quality of preimplantation embryos [52].
Since previously published results showed limited embryo
development when glucose metabolism was inhibited during
the IVM stage [22], the present results indicate that FF-
sEV supplementation not only supports the maturation pro-
cess but also enhances oocyte and embryo developmental
competence. Changes observed in blastocysts in the present
study, including the hatching rate, are a biologically plausible
outcome consistent with findings reported in other studies
[32]. These conclusions are further supported by the results
of our lipidomic study.

The lipidome pathway enrichment analysis revealed that
the same two metabolic pathways are up-regulated by FF-
sEVs supplementation in both inhibition systems: phospho-
lipid biosynthesis and arachidonic acid metabolism. These
pathways are integral to the structure and functionality of
cellular membranes [53-55]. Furthermore, they are involved
in various biological processes, such as cellular defense, repair,
and inflammation (through arachidonic acid) [56]. Conse-
quently, it can be inferred that FF-sEVs uptaken during IVM
support the proliferation of further blastocysts by promoting
cell division, which aligns with our previous study showing
lower blastomere numbers within the trophectoderm in IODH
and ETO blastocysts [52]. By modulating the arachidonic
acid metabolism pathway, FF-sEVs may enhance implanta-
tion during further embryo development. This hypothesis is
supported by the increased hatching rate observed in all FF-
sEV-supplemented groups.

Lipidomic analysis under metabolic stress identified acyl-
carnitines as the most abundant class of lipids, with sig-
nificantly decreased concentrations of these lipid species in
IODH+ blastocysts. Acyl-carnitines play an essential regu-
latory role in the balance between intracellular sugar and
lipid metabolism by serving as carriers to transport activated
long-chain fatty acids into mitochondria for B-oxidation [57].
Therefore, downregulation of acyl-carnitines within the blas-
tocyst cells may affect overall metabolic homeostasis toward
excessive accumulation of lipids.

In response to lipid metabolism inhibition, two lipid sub-
classes were identified as being the most significantly upreg-
ulated in ETO+ blastocysts: PC and PE. These phospho-
lipids are among the most abundant components of mam-
malian cell membranes, sharing critical roles as structural
elements, participants in lipid metabolism and signaling path-
ways, contributors to membrane trafficking and autophagy,
and mediators of protein interactions [58, 59]. The increased
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concentration of these lipids likely supports the maintenance
of a balanced lipid composition in cell membranes, which
is essential for optimal membrane dynamics, signaling, and
metabolic functions. Furthermore, the elevated levels of PC
and PE may enhance the cell’s ability to manage stress con-
ditions through improved autophagy, potentially leading to
increased cell survival and functionality under adverse condi-
tions. These outcomes indicate that FF-EV supplementation
during IVM results in blastocysts with a greater ability to
withstand metabolic stress and may promote cell divisions.
This is further supported by a higher hatching rate in ETO+
blastocysts in this study.

Conclusions

Our study provides novel insights into the role of FF-sEVs in
oocyte maturation and blastocyst development. We demon-
strate that FF-sEVs are transported from the culture medium
into CCs and through TZPs into the perivitelline space and
ooplasm, revealing EV-mediated communication within the
maturation environment. We show for the first time that CCs
exhibit an increased uptake of FF-sEVs from the matura-
tion medium under metabolic stress conditions. Furthermore,
FF-sEV supplementation during stress conditions enhances
the MII rate in oocytes and positively affects subsequent
embryo quality, as evidenced by improved hatching rates and
favorable lipidomic alterations in blastocysts. Lipid droplet
parameters and gene expression in both CCs and oocytes
matured under metabolic stress conditions are affected by
FF-sEV supplementation. These effects are more pronounced
in CCs, suggesting that FF-sEVs play a supportive role in
determining oocyte quality by acting through CCs. Overall,
FF-sEV supplementation during IVM under metabolic stress
conditions has a positive impact on the COCs and blasto-
cysts. In the future, obtained results may help to optimize
the maturation conditions of oocytes collected from females
burdened with severe metabolic disorders like obesity or
diabetes.
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Supplementary file 1. The sequences of primers, length, and efficiency of products obtained
from mRNA gene expression experiment. The genes listed below were analyzed in oocytes and

cumulus cells. F — forward primer sequence, R — reverse primer sequence.

Gene Sequences of Primers (F, R) Length Efficiency
(bp)
FASN F — CTGCCGAAGACAGGGATTG 108 1.822

R — CTGGTATACCTTCCCGCTCG

PPARA F - AGTGCCTTTCAGTTGGGATGTC 125 2.179

R - CGCGGTTTCGGAATCTTCTA

ACACA F - GGGAACCGTGAAGGCCTA 159 2.052

R - TGGACCAAGCTGCGGAT

PLIN2 F - GAGTGGAAGAGAAGCATCGG 67 1.91

R - GTGACTCAATGTGCTCAGCA

GDF9 F - AGCGCCCTCACTGCTTCTATAT 80 2.079

R -TTCCTTTTAGGGTGGAGGGAA

Glutl F - ATCCTCATTGCCGTGGTGCT 133 1.964

R —ACGATGCCAGAGCCGATGGT

GAPDH F —-ACCCTCAAGATTGTCAGCAA 113 2.035

R — GCGTGGACAGTGGTCATAAG



YWHAZ F - TGAACTCCCCTGAGAAAGCCT 149 2.079

R - ATCCGATGTCCACAATGTCAAG




Supplementary File 2

Column1 Column2
Lipid species Fold Change
CAR(22:0) 1.5815
PE(38:6) 1.5765
PC(34:2) 0.65036
PC(0O-35:2) 0.65036
PC(P-35:1) 0.65036
TG(52:0) 0.62366
TG(53:7) 0.62366
TG(55:11) 0.6218
(92)-3-hydroxyoctadecenoylcarnitine 0.61664
TG(55:8) 0.61264
CAR(18:1) 0.55492
CAR(18:4) 0.52432
12-Hydroxy-12-octadecanoylcarnitine 0.44878
3-hydroxyoctadecanoylcarnitine 0.44878
O-(13-carboxytridecanoyl)carnitine 0.42861
CAR(20:0) 0.40841
O-(11-carboxyundecanoyl)carnitine 0.37613
CAR(17:0) 0.36545
3-hydroxyarachidonoylcarnitine 0.35104
CAR(16:0) 0.34281
CAR(22:4) 0.31879
O-(17-carboxyheptadecanoyl)carnitine  |0.31263
2-Hydroxymyristoylcarnitine 0.3089
3-hydroxytetradecanoylcarnitine 0.3089
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Supplementary File 3
Coumnt  Cowmn2 _

Lipid species Fold Change
SM(d16:1/18:0) 2.4516
CAR(16:0) 1.9904
PC(36:1) 1.9844
PC(0-37:1) 1.9844
PC(0-38:8) 1.9844
PC(P-37:0) 1.9844
PS(0-41:0) 1.978
PC(34:1) 1.934
PC(0-35:1) 1.934
PC(P-35:0) 1.934
PS(0-18:0) 1.8914
PS(P-36:0) 1.8697
TG(52:1) 1.8686
PG(P-35:1) 1.7975
O-(13-carboxytridecanoyl)carnitine 1.7927
PE(33:2) 1.7905
PE(O-34:2) 1.7905
PE(P-34:1) 1.7905
PS(0-16:0) 1.7678
PE(36:1) 1.7496
PE(O-37:1) 1.7496
PE(O-38:8) 1.7496
PE(P-37:0) 1.7496
PE(35:5) 1.7416
PE(O-36:5) 1.7416
PE(P-36:4) 1.7416
CE(18:1) 1.7317
PC(34:3) 1.7316
PC(P-35:2) 1.7316
CAR(20:0) 1.6908
PS(P-33:1) 1.6435
PI(39:4) 1.6295
PI(0-40:4) 1.6295
PI(P-40:3) 1.6295
PC(30:0) 1.6221
PC(0-31:0) 1.6221
TG(48:1) 1.6202
TG(49:8) 1.6202
PS(0-38:0) 1.6147
PE(38:2) 1.6091
PE(O-40:9) 1.6091
PE(P-39:1) 1.6091
PS(P-31:1) 1.5968
PC(35:1) 1.5923
PC(36:8) 1.5923
PC(0-36:1) 1.5923
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PC(P-36:0)

TG(51:9)

TG(53:10)

PC(36:2)

PC(0-37:2)

PC(0-38:9)

PC(P-37:1)

PS(P-29:0)

1G(48:2)

CAR(8:0)

PE(38:5)
3-hydroxytetradecanoylcarnitine
2-Hydroxymyristoylcarnitine
PG(0-35:2)
(9Z2.12Z.15Z7)-3-hydroxyoctadecatrienoylcarnitine
TG(54:1)

PE(33:1)

SM(d18:1/24:1(15Z))

CE(22:5)

1.5923
1.5918
1.5883
1.5814
1.5814
1.5814
1.5814
1.5783
1.5661
1.5532
1.5339
1.5332
1.5332
1.5328
1.5246
1.5172
1.5121
1.5105
1.5092
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Species and embryo genome
origin affect lipid droplets in
preimplantation embryos

Paulina Lipinska, Piotr Pawlak and Ewelina Warzych*

Department of Genetics and Animal Breeding, Poznan University of Life Sciences, Poznan, Poland

Mammalian embryo development is affected by multiple metabolism processes,
among which energy metabolism seems to be crucial. Therefore the ability and
the scale of lipids storage in different preimplantation stages might affect embryos
quality. The aim of the present studies was to show a complex characterization of
lipid droplets (LD) during subsequent embryo developmental stages. It was
performed on two species (bovine and porcine) as well as on embryos with
different embryo origin [after in vitro fertilization (IVF) and after parthenogenetic
activation (PA)]. Embryos after IVF/PA were collected at precise time points of
development at the following stages: zygote, 2-cell, 4-cell, 8/16-cell, morula,
early blastocyst, expanded blastocyst. LD were stained with BODIPY 493/503 dye,
embryos were visualized under a confocal microscope and images were analyzed
with the Imaged Fiji software. The following parameters were analyzed: lipid
content, LD number, LD size and LD area within the total embryo. The most
important results show that lipid parameters in the IVF vs. PA bovine embryos differ
at the most crucial moments of embryonic development (zygote, 8-16-cell,
blastocyst), indicating possible dysregulations of lipid metabolism in PA
embryos. When bovine vs. porcine species are compared, we observe higher
lipid content around EGA stage and lower lipid content at the blastocyst stage for
bovine embryos, which indicates different demand for energy depending on the
species. We conclude that lipid droplets parameters significantly differ among
developmental stages and between species but also can be affected by the
genome origin.

KEYWORDS

embryo, lipid droplet (LD), lipid metabolism, porcine, bovine, parthenotes

1 Introduction

Mammalian preimplantation embryo development is a complex, well-organized process
involving many changes both on a molecular and cellular level. The crucial processes
determining embryo quality are, e.g., proper fertilization, the timing of the first cleavage,
genome activation and epigenetic reprogramming involving methylation/demethylation and
histone modifications (Deutsch et al., 2014; Sudano et al,, 2016). Embryo quality may be
effectively evaluated in many aspects related to metabolic pathways, including energy
metabolism.

The main energy sources for embryos are carbohydrates and lipids (Bradley et al., 2016).
Embryos at the early stages of development utilize mainly pyruvate and lactate, while from
the morula stage, the glucose requirement increases (Leese, 2012) The energy metabolism
within the first cleavages of bovine embryos, up to the embryonic genome activation (EGA)
at the 8/16-cell stage, is relatively slow and depends on maternal mRNA, proteins and
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metabolites collected in the cytoplasm during oocyte growth and
maturation (de Lima et al., 2018). Shortly before and following the
EGA, there is a noticeable increase in energy demand due to further
cell proliferation and differentiation, formation of blastocoel and
hatching (Milazzotto et al., 2020; Milazzotto et al., 2022) Energy
demand within the blastocysts varies between inner cell mass (ICM)
and trophectoderm (TE), since in mice glucose metabolism
inhibition negatively affects TE development while ICM remains
unchanged (Chi et al., 2020) Embryos can also use amino acids
metabolic pathways for energy production, yet studies show that
when the amino acid metabolism increases—the bovine embryo
quality decreases (Leese, 2012).

An important element of the energy metabolism of oocytes and
embryos is the uptake and storage of lipids. Embryos lipidome is
sensitive to external factors, e.g., in vivo versus in vitro system of
embryos culture, where higher lipid accumulation is observed in the
in vitro-produced embryos or in response to stress (Sudano et al.,
2011; Janati Idrissi et al., 2021; Melo-Sterza and Poehland, 2021).
Moreover, lipid metabolic pathways show distinct activities when
subsequent stages of embryo development are compared depending
on the species (cattle vs. mouse) or origin (in vivo vs. in vitro)
(Milazzotto et al., 2022). Therefore, lipid metabolism characteristics
might be related to embryo quality and considered an important
embryo viability marker/parameter (Ghanem et al., 2014; Milazzotto
et al., 2016).

Lipids are stored in the cells as triacylglycerols (TAGs) and sterol
esters in organelles called lipid droplets (LD). Fatty acids, which are
the products of TAGs hydrolysis, might be transferred from LD into
mitochondria and metabolized via -oxidation. Lipid droplets are
highly dynamic organelles, able to change their size, number, and
location within the cytoplasm. The morphology of lipid droplets
may change during embryo development in order to store more
lipids and/or to enlarge the contact area with other organelles
(Ibayashi et al., 2021). Moreover, substantial metabolic switches
after EGA also affect the lipid profile, lipids utilization and metabolic
pathways. The TAG and cholesterol esters are the most dynamic
(with the largest quantitative changes) lipid subclasses comparing
the early development stages (2-cell and 8-cell embryos) to the
blastocyst stage of bovine embryos (de Lima et al., 2018; Milazzotto
etal,, 2022). Furthermore, LD number changes during the sequential
stages of embryogenesis in cattle, however, not all stages have been
described (Sudano et al., 2016). It has been also suggested that lipid
droplets distribution may reflect the metabolic state of an oocyte or
embryo since LD dispersion is linked with a more efficient -
oxidation process while LD fusion with increased glycolysis
(Bradley and Swann, 2019).

Lipid metabolism of oocytes and embryos is affected by many
factors, e.g., lipid content noticeably varies among species. The
contradictory lipid content values are observed in porcine oocytes
(156 ng of total free fatty acids content) and murine (4 ng), while
bovine takes intermediate values—58 ng (Bradley and Swann, 2019).
That disproportion is also observed in the embryos. Porcine
embryos, highly rich in lipids, can develop relying on lipids as
the only energy source while mouse embryos lipid metabolism and
lipid content tend to be low since they utilize pyruvate as the main
source of energy (Bradley and Swann, 2019). For bovine embryos,
the high intracellular lipid level can lead to metabolic defects and
directly to compromised development (Ferguson and Leese, 1999;
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Shi and Sirard, 2022). It is suggested that bovine and porcine
embryos may require different culture conditions to support their
energy demands in the in vitro system. Therefore expanding
knowledge about lipid metabolism in subsequent steps of
preimplantation development of both species is expected.
Another factor, that may affect lipid metabolism, is embryo
genome origin. Mammalian oocytes can be parthenogenetically
activated in vitro, without the involvement of a male gamete.
There are several mechanisms of parthenogenetic activation (PA)
known in nature and applied to laboratory experiments, however,
the one that allows analyzing the impact of paternal genome
deficiency on embryo development considers the resumption of
meiosis by chemical activation without second polar body extrusion.
It results in the formation of a diploid zygote composed solely of
maternal DNA. The mammalian PA embryos can develop to various
stages of development depending on the species but never to term.
Porcine parthenogenetic embryos may develop up to day 29 (Kure-
Bayashi et al., 2000). A significant impact of paternal genome
contribution in embryo development has been documented by
25 differentially expressed imprinted genes involved in, e.g., cell
proliferation, growth and differentiation, RNA processing and
apoptosis between IVF and PA porcine embryos (collected at day
28 or 30) (Bischoff et al., 2009). This is due to the fact that selected
genes are subjected to parental imprinting. As a result, the paternal
or maternal origin of an allele affects its transcriptional activity.
Additionally, there is a difference in the most active stage of
transcription—morula stage for PA and blastocyst stage for IVF
porcine embryos revealed by the largest number of differentially
expressed genes during these stages. The PA embryos also showed
enrichment in apoptosis processes (Li et al., 2021). No data on the
lipid metabolism in PA vs. IVF embryos have been previously
reported, which seems like a very interesting issue. It would
indicate whether genome imprinting disruptions affect, e.g., lipid
storage or catabolism, which might be negative for embryo
development.
The objective of the present work was to perform complex
subsequent
embryos.

characterization of lipid droplets during

developmental stages of porcine and bovine
Moreover, two main factors with potential effects on LD have
been studied: species-specificity (bovine vs. porcine) and embryo

genome origin (IVF vs. PA).

2 Materials and methods

Unless otherwise stated, all reagents were supplied by Merck
Group.

2.1 Collection of cumulus-oocyte
complexes

The oocyte-cumulus complexes (COCs) were obtained from
bovine and porcine ovarian follicles (3-5 mm diameter). Immature
COCs were collected by aspiration with a needle and syringe and
analyzed morphologically in HEPES medium. COCs with at least 3-
4 layers of camulus cells and without signs of degradation cytoplasm
were selected for the experiment.
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TABLE 1 Porcine and bovine embryos in subsequent dev

Embryonic stage
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t stages with exact collection times.

Time after gamete coincubation (in vitro fertilization) or after parthenogenetic
activation [h]

Pig (h) Cattle (h)
Zygote 4 20
2-cell embryo 24 30
4-cell embryo 54 48
8-16-cell embryo 92 80
Morula 104 120
Early blastocyst 140 168
Blastocyst 150 192

2.2 In vitro maturation

In vitro maturation (IVM) was performed in four-well (Nunc)
plates in 500 pL of maturation medium under conditions: 5% CO, in
the atmosphere, 38.5°C and maximum humidity (for porcine) and at
39°C (for bovine), 5% CO, at maximum humidity.

Bovine COCs were matured in the following medium:
TCM199+Glutamax (Gibco, Thermo Fisher Scientific, MA,
United States) supplemented with 6 mg/mL fafBSA (fatty acid
free bovine serum albumin), 025mM Na pyruvate, Ix
concentrated penicillin-streptomycin solution, 2 ug/mL FSH and
1 pg/mL B-estradiol for 24 h.

For porcine IVM, the first 24 h included NCSU-23 medium
(North Carolina State University Medium-23) supplemented with
hormones: 10 U PMSG (pregnant mare serum gonadotropin,
Chorulon, MSD Animal Health, NL, United States), 10 U hCG
(Folligon, MSD Animal Health, NL, United States) and 10% of
follicular fluid. Next COCs were transferred to a fresh medium
without hormones for 20 h (Pawlak et al., 2018). After maturation,
COCs were either denuded and parthenogenetically activated
(bovine and porcine) or COCs with cumulus cells included were
in vitro fertilized (bovine).

2.3 In vitro fertilization/parthenogenetic
activation, embryo culture

For bovine in vitro fertilization (IVF), good quality semen from
two bulls was purchased from the commercial artificial insemination
station. The motile fraction of the sperm was selected with
BoviPureTM System according to the producer protocol
(Nidacon, Mdlndal, Sweden). Shortly, semen was thawed and
centrifuged in two layers of 80% and 40% BoviPureTM solution
at 300 g x 15 min, then the precipitate was washed in BoviWashTM
solution. Final semen concentration was counted under the
microscope (Nikon YS2-T) in Burker Chamber (BRANDT) and
gamete coincubation was carried out with a semen concentration of
1 x 10%ml for 20 h. IVF medium was supplemented with PHE
(penicillin, hypotaurine, epinephrine).

Parthenogenetic
porcine oocytes was carried by incubation in 5 uM Ionomycin in

activation of denuded bovine and
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TALP-medium for 5 min followed by 4 h incubation in 2 mM 6-
DMAP (6-(Dimethyloamino)purine) in final embryo culture
medium supplemented with BSA.

SOF+fafBSA (for bovine; Warzych et al., 2020) and NCSU23/
NCSU23+FBS (for porcine; Pawlak et al., 2020); media were used as
embryo culture media up to the expanded blastocyst stage. On day
5 post-insemination/post-activation, half of the drop volume was
replaced with fresh medium.

Embryos in subsequent stages of preimplantation development
were collected at specific time points listed in Table 1. Three
experimental groups were designed: b.IVF (bovine embryos after
in vitro fertilization), b.PA (bovine embryos after parthenogenetic
activation) and p.PA (porcine embryos after parthenogenetic
activation).

2.4 Lipid droplet staining, microscope
analysis and image analysis

Embryos were fixed in 4% PFA (paraformaldehyde) for 30 min
in a four-well (Nunc) plate. PFA was removed by 3x washing in
PBS+0.2% PVP (5min) and stored at 4°C. Fixed embryos were
permeabilized with 0.2% Triton X-100 solution for 20 min at room
temperature and washed 3x in PBS+0.2% PVP (5 min). For lipid
droplets staining, 20 ug/mL BODIPY 493/503 dye (Thermo Fisher
Scientific, MA, United States) was used at room temperature for 1 h.
Additionally, chromatin was visualized by staining with 0.5 ug/mL
Vectashield DAPI (4’,6—diamidino—2—phenylindole (DAPI; Vector
Laboratories, Burlingame, CA, United States) and cytoskeleton by 1x
Phalloidine for more accurate cell contours visualization (iFluor
555 Reagent, Abcam, Cambridge, United Kingdom). Embryos (from
zygotes to early blastocysts) were mounted on glass slides with single
concave (Comex, PL). For expanded blastocyst, p-Slide, 18 Well-Flat
ibiTreat plates (ibidi, GmbH, Germany) with polylysine instead of
glass slides were used. Embryos were analyzed using a confocal
microscope Zeiss LSM 880 using 488 nm filter with bandpass
500-550nm for BODIPY 493/503 (laser Argon2) and
420-480 nm for DAPI (laser Diode 405) and 567-650 nm for
Phaloidine with LD LCI Plan Apochromat 40x/1.2 Imm Korr
DIC 27 objective (Zeiss, Each embryo was
photographed in 5 pm intervals, from the top slice (with the first

Germany).
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capture of LD) to the equatorial section. Extended blastocysts were
situated on the slide in a certain way to allow confocal visualization
of both inner cell mass and trophectoderm. ICM and TE cells were
distinguished based on cell shape. For the entire experiment, the
settings for bovine (IVF and PA) and porcine embryos remained
unchanged. Obtained images were analyzed in terms of lipid
parameters [lipid content, lipid droplets number, lipids droplets
size and area occupied by lipid droplets (%)] with the ImageJ Fiji
software version v1.53c (NTH, Bethesda, MD, United States). Lipid
content was assessed with the following formula: integrated density
value—(total embryo area value x background fluorescence value).
The remaining parameters (LD number, size and area) were
measured using the “analyze particle” command, which
recognized and read the fluorescence signals that stood out above
the photo background. The area occupied by lipid droplets (%) was
automatically calculated on the basis of fluorescence to non-
fluorescence signal ratio. The additional use of the “watershed”
command enabled to eliminate possible LD clusters generated by the
Fiji software. For all analyzed parameters, the value of each slice was
calculated separately and the mean value per slice was the final result
of the calculation. It avoided high variability due to the size variation
among embryo stages. In order to analyze the lipid content within
the inner cell mass in relation to the entire expanding blastocyst,
additional measurements (according to the protocol) were made for
the area occupied by the ICM.

2.5 Statistical analysis

The analysis of the distribution of the collected embryos was
carried out by the Shapiro-Wilk test and statistical significance
comparison by Wilcoxon test and the Kruskal-Wallis test in
statistical package R (https://cran.r-project.org/). The comparison
between ICM of expanded blastocysts was performed with a chi-
square test.

3 Results

Embryos of both species and originating from either IVF or PA
systems at each stage of development were collected from 3 to
5 in vitro production replicates. More than one developmental stage
have been collected from a single experimental replicate. The
cleavage and blastocysts rates were as follows: b.IVF—80% and
20%, b.PA—79% and 17%, p.PA—70% and 26%.

3.1 Bovine IVF embryos lipid characterization

Lipid parameters (lipid content, lipid droplets number, lipid
droplets size and percentage area occupied by lipid droplets within
the embryo) were analyzed in 131 individual bovine IVF embryos
(b.IVF) from 7 developmental stages (zygote, n = 19; 2-cell, n = 18;
4-cell, n = 20; 8-16-cell, n = 18; morula, n = 22; early blastocyst = 20;
expanded blastocyst, n = 15). Confocal visualization and computer
analysis revealed numerous significant alterations between
subsequent development stages. A comparison between each

stage of embryo development vs. the previous stage is presented
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in Figure 1 (2-cell vs. zygote, 4-cell vs. 2-cell, 8-16-cell vs. 4-cell,
morula vs. 8-16-cell, early blastocyst vs. morula, expanded
blastocyst vs. early blastocyst). The summarized total statistical
results are shown in the supplementary data (Supplementary
Table S1).

There is a decrease in lipid content and the area occupied by
lipid droplets parameters between early developmental stages,
reaching the lowest point at 8-16-cell stage. The highest value of
lipid content is observed at the 4-cell stage. A gradual decrease is
observed in lipid droplets number from zygote up to 8-16-cell stage,
moreover, a signiﬁcant increase of this parameter is observed at the
expanded blastocyst stage. Lipid droplets size scores the highest
value in zygotes, while after a significant decrease at the 4-cell stage,
it remains constant in subsequent stages.

3.2 Bovine PA embryos lipid characterization

Lipid parameters (lipid content, lipid droplets number, lipid
droplets size and percentage area occupied by lipid droplets) were
analyzed in 123 individual bovine parthenogenetic embryos (b.PA)
from 7 development stages (zygote, n = 19; 2-cell, n = 20; 4-cell, n =
14; 8-16-cell, n = 18; morula, n = 22; early blastocyst = 15; expanded
blastocyst, n = 15). Confocal visualization and computer analysis
revealed numerous significant alterations between subsequent
development stages. A comparison between each stage of embryo
development vs. the previous stage is presented in Figure 2 (2-cell vs.
zygote, 4-cell vs. 2-cell, 8-16-cell vs. 4-cell, morula vs. 8-16-cell,
early blastocyst vs. morula, expanded blastocyst vs. early blastocyst).
The summarized total statistical results are shown in the
supplementary data (Supplementary Table S2).

We found a significant drop in values for lipid content and LD
number parameters at the early blastocyst stage followed by a
sudden increase in the expanded blastocyst stage. The analysis
also shows that the lipid droplets size parameter was the lowest
in the zygote stage, then it increased significantly in the 2-cell stage,
staying stable during further stages of development.

3.3 Porcine PA embryos lipid
characterization

Lipid parameters (lipid content, lipid droplets number, lipid
droplets size and percentage area occupied by lipid droplets) were
analyzed in 130 individual porcine parthenogenetic embryos (p.PA)
from 7 development stages (zygote, n = 21; 2-cell, n = 21; 4-cell, n =
19; 8-16-cell, n = 21; morula, n = 17; early blastocyst = 20; expanded
blastocyst, n = 11). Confocal visualization and computer analysis
revealed numerous significant alterations between subsequent
development stages. A comparison between each stage of embryo
development vs. the previous stage is presented in Figure 3 (2-cell vs.
zygote, 4-cell vs. 2-cell, 8-16-cell vs. 4-cell, morula vs. 8-16-cell,
early blastocyst vs. morula, expanded blastocyst vs. early blastocyst).
The summarized total statistical results are shown in the
supplementary data (Supplementary Table S3).

The expanded blastocyst stage was characterized by the highest
values in all analyzed parameters. The lipid content was decreasing
at 8-16 and morula stage and peak at the highest values in the
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The diagram presents subsequent developmental stages of bovine IVF embryos, with lipid droplets parameters included. Each stage of development
is compared to the one step before (2-cell vs. zygote, 4-cell vs. 2-cell, 8/16-cell vs. 4-cell, morula vs. 8/16-cell, early blastocyst vs. morula, expanded
blastocyst vs. early blastocyst). The dark blue color of a box indicates significant drop of the parameter, whereas dark green—significant increase of the
parameter. The light colors indicate up- or down- changes but not significant. The subsequent rows of the figure present: confocal 3D visualization
of embryos, green dye—lipid droplets, blue dye—nuclei; Lipid content parameter mean value per slice + SD; LD number parameter mean value per slice +
SD; LD size parameter mean value per slice + SD; percentage LD area parameter mean value per slice + SD. The logarithmic transformation of the values
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The diagram presents subsequent developmental stages of bovine PA embryo development, with lipid droplets parameters included. Each stage of
development is compared to the one step before (2-cell vs. zygote, 4-cell vs. 2-cell, 8/16-cell vs. 4-cell, morula vs. 8/16-cell, early blastocyst vs. morula,
expanded blastocyst vs. early blastocyst). The dark blue color of a box indicates significant drop of the parameter, whereas dark green—significant
increase of the parameter. The light colors indicate up- or down- changes but not significant. The subsequent rows of the figure present: confocal

3D visualization of embryos, green dye—lipid droplets, blue dye—nuclei; Lipid content parameter mean value per slice + SD; LD number parameter mean
value per slice + SD; LD size parameter mean value per slice + SD; percentage LD area parameter mean value per slice + SD. The logarithmic
transformation of the values on the Y-axis has been applied.
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The diagram presents subsequent developmental stages of porcine PA embryo development, with lipid droplets parameters included. Each stage of
development is compared to the one step before (2-cell vs. zygote, 4-cell vs. 2-cell, 8/16-cell vs. 4-cell, morula vs. 8/16-cell, early blastocyst vs. morula,
expanded blastocyst vs. early blastocyst). The dark blue color of a box indicates significant drop of the parameter, whereas dark green—significant
increase of the parameter. The light colors indicate up- or down- changes but not significant. The subsequent rows of the figure present: confocal

3D visualization of embryos, green dye—lipid droplets, blue dye—nuclei; Lipid content parameter mean value per slice + SD; LD number parameter mean
value per slice + SD; LD size parameter mean value per slice + SD; percentage LD area parameter mean value per slice + SD. The logarithmic
transformation of the values on the Y-axis has been applied.
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FIGURE 4

The results of lipid parameters comparison (mean + SD) between bovine IVF and bovine PA groups in subsequent embryo development stages.

expanded blastocyst. The gradual increase of LD number was
observed from the zygote up to the expanded blastocyst stage
which achieved the highest values.

3.4 Bovine IVF vs. bovine PA

The first noticeable difference between the two groups is the
significantly lower level of lipid content and LD size in b.PA zygote
stage (p < 0.01), while the LD number and the average area occupied
by LD remain the same. Next, significantly lower values (p < 0.01) in
b.IVF 8-16-cell embryos were observed in all analyzed parameters.
The size of LDs increased from 8-16-cell stage embryos up to the
blastocyst stage. The higher lipid content in b.PA expanded
blastocyst (p < 0.01) corresponds with higher LD sizes (p < 0.05)
when compared to b. IVF (Figure 4).

3.5 Bovine PA vs. porcine PA

Considering lipid content analysis at the zygote stage, the lipid
level is similar between b.PA and p.PA. Embryos at the 2-cell and
8-16-cell stages as well as the morulas had significantly (p < 0.01)
more lipids in b.PA group. The relation was opposite in the early and
expanded blastocysts, where lipid content was significantly higher in
the p.PA embryos (p < 0.01). Moreover, in b.PA group more
lipid droplets were observed in the zygote, 2-cell and 8-16-cell
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stages (p < 0.01) and likewise, it resulted in a significantly higher
number of LD in p.PA blastocysts (p < 0.01). LD size was higher in
all development stages of p.PA embryos. Moreover, except for the
zygote and morula, the area occupied by LD was larger in the p.PA
group (Figure 5).

3.6 ICM vs. entire blastocyst comparison

The measurements within expanded blastocysts regarding lipid
content in the inner cell mass in relation to the total embryo have
been performed. Results show that lipid content within the ICM was
51% * 22%, 52% + 16% and 42% + 23% for b.IVF, b.PA, and p.PA
respectively of total embryo lipid capacity (summarized in Table 2).
There were no significant differences when the ICM parameters
were compared between b.PA vs. p.PA and b.IVF vs. b.PA groups.
Although there are differences between general lipid content in
blastocyst (shown in comparisons described in paragraphs above),
the ICM results indicate that in all groups lipids are distributed with
the same pattern—nearly evenly between ICM and TE cell lines.

4 Discussion

Lipids are essential components of the cells since they participate
in cellular membranes formation and many key processes such as
cell division, differentiation or signaling cascades. Research has
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TABLE 2 The results of expanded blastocyst analysis with lipid content [%] in ICM in relation to the entire blastocyst; green dye-lipid droplets, blue dye-nuclei;

ICM-inner cell mass, BL-blastocyst.

b.IVF

Expanded blastocyst visualization

Lipid content in ICM [au] 86,844 + 67,481

Lipid content in ICM per entire blastocyst [%] 51 £22

shown that lipid metabolism and lipid droplet dynamics are
regulated by a variety of factors. The alterations in lipid
metabolism can result in oocyte developmental defects and
reduced fertility as well as impaired embryo development (Shi
and Sirard, 2022). Maintaining adequate levels of LDs is
important both for oocytes and early embryos, even in
mammalian species with low LDs number in the oocytes (Aizawa
et al,, 2019). A possible imbalance in lipid content can negatively

affect not only lipid metabolism itself but also cellular homeostasis
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b.PA

p.PA

476,046 + 321,139

215,483 + 170,366

52+ 16 42 + 23

which can lead to reduced embryo quality (Ibayashi et al., 2021).
Therefore, we decided to characterize lipid droplets parameters
within two mainly used large animal models—cattle and pigs, as
well as, evaluate the impact of embryo genome origin (IVF vs. PA).

In the presented study, we evaluated several lipid parameters
(lipid content, lipid droplet number, lipid droplet size and area
occupied by lipid droplets) and compared them among subsequent
development stages of bovine in vitro preimplantation embryos.
Among others, we noticed the lowest values of all analyzed
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parameters at the 8-16-cells stage bovine embryos, which coincides
with the time of bovine embryo genome activation. It has been
previously suggested that EGA is in high energy demand due to
large-scale gene transcription (Zhai et al., 2022). This hypothesis is
supported by the transcriptomic results of Milazzotto et al. (2022),
who showed increased expression of genes involved in TAGs
catabolism at the 8-cell stage when compared to the earlier stage.
Therefore, our lipid content observations might suggest that during
bovine EGA strong TAGs catabolism takes place, which results in a
decrease in lipid content, to produce a high amount of energy.
Sudano et al. (2016) did not observe a decrease in the lipid content at
the 8-16-cell stage (droplets stained with Neil Red), however, their
analysis was performed with a simple fluorescence microscope and
each embryo was analyzed only in the equatorial plane (Sudano
et al., 2016). The present experiment was performed with confocal
microscopy with a higher precision due to 3D embryo
reconstruction. Therefore, to our knowledge, we are the first to
show that along with high energy requirements and high glucose
consumption, the bovine embryo also consumes lipids more
intensively during EGA.

The second interesting outcome from bovine IVF embryos
analysis was the significant increase of lipid droplets number in
the expanded blastocyst stage, which suggests the demand for energy
accumulation at this stage of development. It agrees with the results
of Miazzotto et al. (2022), who observed the upregulation of genes
involved both in carbohydrate and lipid metabolism in blastocysts,
including TGAs biosynthesis in bovine blastocysts. Moreover,
glycolysis genes were not affected in blastocysts (Milazzotto et al.,
2022). Tt is rather surprising since previously it has been suggested
that energy production from carbohydrates is preferable at this stage
of development (Leese, 2012). However, we suggest that lipids are
still of high importance for the proper bovine embryo development
at the blastocyst stage, despite the general switch into energy
production mainly from glucose source (Leese, 2012). It might be
related to the fact, that at the blastocyst stage intensive mitotic
divisions take place, which requires the formation of membranes for
new cells, for which lipids are required. Also, ICM/TE and blastocoel
formation as well as further implantation is energy demanding
(Ibayashi et al, 2021) hence embryos store LD intensively for
further proper development. This hypothesis has been recently
supported by the studies of Mau et al. (2022), who revealed
accumulation of LDs around the time of implantation of mice
embryos is necessary to support peri-implantation development.

Oocytes can be successfully activated without male gamete by
inducing them to undergo multiple cleavage divisions, thus
initiating  embryonic  development the process of
parthenogenesis. The developmental arrest of the parthenotes

in

(parthenogenetically activated embryos) is due to changes in their
genomic imprinting (Kirioukhova et al, 2018). In the present
experiment, in bovine parthenogenetic embryos, we observe an
increase of lipid content from the zygote to the 2-cell stage,
followed by a decrease at the early blastocyst stage and a further
increase in the expanded blastocyst. Therefore, no significant
changes around the EGA process are observed and strong lipid
catabolism is noticed only when blastocysts are formed. Also, the LD
number significantly decreases at the early blastocyst stage and
further increases at the expanded blastocyst stage, suggesting a
possible energy demand at this stage of development.
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To reveal the impact of parthenogenetic activation on lipid
droplets parameters in preimplantation embryos, bovine PA
embryos were compared with bovine IVF counterparts. There
were three main observations: 1) b.PA zygotes have significantly
fewer lipids (p < 0.01) than b.IVF; 2) b.PA embryos at the 8-16-cell
stage have significantly higher values in all analyzed parameters than
bIVF (p < 0.01), and 3) b.PA expanding blastocysts contain
significantly more lipids with a bigger size of lipid droplets when
compared to b.IVF. According to the literature, both first cleavage
and DNA synthesis occur earlier in bovine PA embryos than in IVF
embryos (summarized by Gomez et al., 2009). Moreover, it was
shown that parthenogenetic activation disturbs the total protein
profiles of porcine zygotes (Gupta et al,, 2009), which suggests
possible substantial abnormalities in the basic metabolism.
During standard fertilization, sperm induces degradation of MPF
activity (a protein kinase that inhibits meiosis division) via repeated
rises of calcium ion levels (Miao and Williams, 2012). In the PA
protocols, chemical or physical agents induce this mechanism. We
suggest that zygotes during parthenogenetic activation might reveal
higher energy consumption due to the artificially induced processes.
Surprisingly, the opposite situation is observed at the 8—16-cell stage,
when significantly lower values are found for all lipid parameters in
the IVF group compared to PA. Since this is a moment of bovine
embryo genome activation, two explanations are possible. One is
that b.IVF embryos, containing both maternal and paternal genetic
material and undergoing demethylations of both, require more
energy during this transition than parthenotes consisting of a
duplicate set of an epigenetically imprinted maternal genome.
Another hypothesis is that b.PA embryos are impaired with
regard to the expression of selected genes controlling lipid
metabolism (especially the ones related to lipolysis, which is a
process of TAGs hydrolysis) of only maternal
methylation pattern. Due to the lack of other publications

because

focused on this subject, it is highly interesting for further studies.
In the present experiment, there is also observed significantly higher
accumulation of lipids in b.PA blastocysts when compared to b.IVF
counterparts. Studies on other species showed that parthenogenetic
activation does not affect glucose metabolism in goat blastocysts
(Ongeri and Krisher, 2001), whereas it dysregulates lipid metabolism
(Pu et al, 2020). We also observed higher lipid content in PA
blastocysts. All those observations might be due to the dysregulation
of lipolysis processes in parthenogenetic embryos, which is however
only a hypothesis.

The next goal of the present experiment is the analysis of lipid
droplets parameters in the porcine parthenogenetic preimplantation
embryos. We observe high variability between stages in every
analyzed parameter. The most interesting is the significant
decrease in lipid content at the 8-16-cell stage. In in vivo porcine
embryos the EGA occurs during the 4-cell stage, yet the literature
data points that under in vitro conditions, this transition is
postponed to the next stage (Piliszek and Madeja, 2018).
Therefore LD utilization at the 8-16 cell stage may be related to
the intensive energy demand due to the embryo transcription onset.
On the contrary, Sturmey and Leese, 2003(2003), as well as Romek
et al. (2011) showed that there were no significant changes in
triglyceride content within the developmental stages of the pig
embryo. These authors suggested that this may be due to
variation within the number of samples used in the experiments.
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Hence, we propose that to some extent embryo genome activation
may influence the observed decrease of parameters at the subsequent
8-16-cell stage in porcine PA embryos. It is also interesting to note
that the highest parameter values in porcine embryos are observed in
expanded blastocysts. This suggests a high demand for energy
storage at this stage of porcine embryo development, similar to
the bovine blastocysts. During blastocyst development specific cell
differentiation occurs, ICM and TE cells are observed and the
embryo is prepared for the process of implantation. As
implantation is a demanding process (Downs et al., 2009; Wang
et al,, 2013), lipid storage appears to be energetically advantageous
for the blastocyst. However, since lipid storage capacity varies
between species, the potentially optimal amount of lipids
required for proper development must also remain species-
specific (Bradley and Swann, 2019).

In the present experiment, we also aimed to compare bovine and
porcine embryos throughout the preimplantation development stages.
According to the b.PA and p.PA embryos evaluation, the first noted data
was the lack of differences in the lipid content between zygotes of both
species. This is rather surprising since porcine oocytes have much higher
lipid content than other farm animal species. It has been previously shown
that LD number and morphology differ among porcine in vivo, in vitro
and parthenogenetic embryos (Kikuchi et al,, 2002). Therefore, it might be
suggested that porcine zygotes utilize lipids more intensively than bovine
ones, which results in equal lipid content at this stage of development.
Next, we observe lower lipid content in porcine PA embryos when
compared to bovine ones between 2-cell and morula stages. However,
at the same time of development, porcine embryos are characterized by
higher LD size and area occupied by LD. Therefore, in our opinion, this
part of the results indicates variable individual characteristics of lipid
droplets between these two species, the origin of which is difficult to
explain based on the present experiment. The opposite results are shown in
the early and expanded blastocysts, where higher lipid parameters are
observed in porcine embryos, which is in agreement with the results of
Kajdasz et al. (2020). Furthermore, their RNA-seq results showed the
upregulation of genes related to glucose metabolism as a preferable source
of energy for porcine PA blastocysts unlike bovine blastocysts (Kajdasz
et al,, 2020). It is therefore suggested that porcine PA blastocysts, similarly
to bovine, switch partially to glucose metabolism, however they still
strongly store lipids without excessive utilization. The putative role of
this process is however unknown. Another result that draw our attention
was the size and the number of lipid droplets. Porcine LD tend to be bigger
but fewer compared to bovines. We suspect that this is a species-specific
trait, since similar data have been previously published on intracellular LD
of porcine (Lee et al, 2019) and bovine (Lipinska et al,, 2021) oocytes.

During the preimplantation embryo development, the very
first differentiation events occur already around the morula
stage and continue during the blastocyst stage, when the
inner cell mass and trophectoderm are formed (Piliszek and
Madeja, 2018). Since both cell lines have diverse functions, their
metabolic demand also differs. The TE cells have higher
pyruvate and lower glucose consumption, while in ICM a
contradictory effect is observed (Gopichandran and Leese,
2003). Being aware of the differences in carbohydrate
metabolism, we decided to analyze the lipid content within
ICM in relation to the whole blastocyst. In all analyzed cases
(b.IVF, b.PA, p.PA) we observed the same pattern—lipids were
allocated equally between ICM and TE. It is however known that
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the total area of the cells is not evenly divided between these two
lines, because ICM covers only a third part of the blastocyst area
(Gopichandran and Leese, 2003). We suggest that ICM cells
store lipids more intensely due to their pluripotency and their
further properties (Diamante and Martello, 2022). Moreover,
lipids that take part in signaling cascades (e.g., arachidonic acid)
are of the highest importance for pluripotent cells development
(Yanes et al., 2010). The lack of differences between analyzed
groups (b.IVF vs. b.PA and b.PA vs. p.PA) can be explained by
the same molecular mechanism (CDX2 and OCT-4 expression)
that is involved and essential in the ICM/TE differentiation in
both bovine and porcine embryos (Emura et al., 2016; Sakurai
et al., 2016).

5 Conclusion

In the presented study, we analyzed porcine and bovine
subsequent preimplantation embryo stages in terms of species-
specificity possible lipid
metabolism and we have shown multiple differences. Lipid

and genome-origin impact on
parameters in the IVF vs. PA bovine embryos differ at the most
crucial moments of embryonic development (zygote, 8-16-cell,
of lipid
metabolism in PA embryos. When bovine vs. porcine species

blastocyst), indicating possible dysregulations
are compared, we observe higher lipid content around the EGA
stage and lower lipid content at the blastocyst stage for bovine
embryos, which indicates different demands for energy
depending on the species. We conclude that lipid droplets
parameters significantly differ among developmental stages
and between the studied species. Data suggest, that these
parameters may be also related to the factors of genome
origin. Moreover, the observed pattern of changes during
preimplantation development may be applied as one of the
indicators of embryo quality and developmental competence

under variable in vitro culture conditions.
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Supplementary File 1

Table 1.

Lipid
content

LD
number

LD size

LD area % Zygote

Zygote | 2cell | 4cell | 8-16 | Morula | Early Expanded
cell blastocyst | blastocyst
Zygote X ns ns 0.01 |0.01 0.01 ns
2cell ns X ns 0.01 | ns 0.05 ns
4cell ns ns X 0.01 | 0.01 0.01 ns
8-16-cell 0.01 0.01 [ 0.01 |[x 0.01 ns 0.01
Morula 0.01 ns 0.01 1 0.01 |x ns ns
Early 0.01 0.05 [ 0.01 | ns ns X ns
blastocyst
Expanded | ns ns ns 0.01 |ns ns X
blastocyst
Zygote | 2cell | 4cell | 8-16 | Morula | Early Expanded
cell blastocyst | blastocyst
Zygote X ns 0.05 1 0.01 |0.05 0.01 ns
2cell ns X ns 0.01 | 0.05 0.01 0.05
4cell 0.05 ns X ns ns 0.01 0.01
8-16-cell 0.01 0.01 | ns X ns ns 0.01
Morula 0.01 0.05 | ns ns X 0.01 0.01
Early 0.01 0.01 | 0.01 | ns 0.01 X 0.01
blastocyst
Expanded | ns 0.05 | 0.01 | 0.01 |0.01 0.01 X
blastocyst
Zygote | 2cell | 4cell | 8-16 | Morula | Early Expanded
cell blastocyst | blastocyst
Zygote X ns 0.01 | 0.01 |0.01 0.01 0.01
2cell ns X 0.05 1 0.01 |0.01 0.05 0.01
4cell 0.01 0.05 | x ns ns ns ns
8-16-cell 0.01 0.01 | ns X ns ns ns
Morula 0.01 0.01 |ns ns X ns ns
Early 0.01 0.05 | ns ns ns X ns
blastocyst
Expanded | 0.01 0.01 | ns ns ns ns X
blastocyst
Zygote | 2cell | 4cell | 8-16 | Morula | Early Expanded
cell blastocyst | blastocyst
X ns ns 0.01 | 0.05 0.01 ns
2c¢ell ns X 0.01 | 0.01 |0.05 0.01 0.01
4cell ns 0.01 | x 0.01 | ns 0.01 0.05
8-16-cell 0.01 0.01 | 0.01 |x 0.05 ns 0.01
Morula ns 0.05 | ns 0.05 |x 0.05 ns
Early 0.01 0.01 | 0.05 | ns 0.05 X 0.01
blastocyst
Expanded | ns 0.01 | 0.05 | 0.01 |ns 0.01 X

blastocyst
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Table 2.

Lipid
content

LD
number

LD size

LD area % Zygote

Zygote | 2cell | 4cell | 8-16 | Morula | Early Expanded
cell blastocyst | blastocyst
Zygote X 0.01 | 0.05 | 0.01 |0.01 ns 0.01
2cell 0.01 X ns ns ns 0.01 0.01
4cell 0.05 ns X ns ns 0.05 0.01
8-16-cell 0.01 ns ns X ns 0.01 0.05
Morula 0.01 ns ns ns X 0.01 0.01
Early ns 0.01 | 0.05 | 0.01 |0.01 X 0.01
blastocyst
Expanded | 0.01 0.01 | 0.01 | 0.05 |0.01 0.01 X
blastocyst
Zygote | 2cell | 4cell | 8-16 | Morula | Early Expanded
cell blastocyst | blastocyst
Zygote X ns 0.01 | ns 0.05 0.01 0.05
2cell ns X ns ns ns 0.01 0.01
4cell 0.01 ns X 0.01 |ns ns 0.01
8-16-cell ns ns 0.01 | x ns 0.01 0.01
Morula 0.05 ns ns ns X 0.05 0.01
Early 0.01 0.01 |ns 0.01 |0.05 X 0.01
blastocyst
Expanded | 0.05 0.01 [ 0.01 | 0.01 |0.01 0.01 X
blastocyst
Zygote | 2cell | 4cell | 8-16 | Morula | Early Expanded
cell blastocyst | blastocyst
Zygote X 0.01 | 0.01 {0.05 |0.01 0.01 0.01
2cell 0.01 X ns ns ns ns ns
4cell 0.01 ns X ns ns ns ns
8-16-cell 0.05 ns ns X ns ns ns
Morula 0.01 ns ns ns X ns ns
Early 0.01 ns ns ns ns X ns
blastocyst
Expanded | 0.01 ns ns ns ns ns X
blastocyst
Zygote | 2cell | 4cell | 8-16 | Morula | Early Expanded
cell blastocyst | blastocyst
X ns ns ns ns 0.05 ns
2cell ns X 0.05 | ns ns 0.01 0.01
4cell ns 0.05 | x ns ns ns 0.01
8-16-cell ns ns ns X ns 0.01 0.05
Morula ns ns ns ns X ns 0.01
Early 0.05 0.01 |ns 0.01 | ns X ns
blastocyst
Expanded | ns 0.01 | 0.01 | 0.05 | 0.01 ns X

blastocyst
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Table 3.
Lioi Zygote | 2cell | 4cell | 8-16 | Morula | Early Expanded
ipid
content cell blastocyst | blastocyst
Zygote X ns ns ns ns 0.01 0.01
2cell ns X ns 0.05 | 0.05 0.01 0.01
4cell ns ns X 0.05 | 0.05 0.01 0.01
8-16-cell ns 0.05 [ 0.05 | x ns 0.01 0.01
Morula ns 0.05 | 0.05 | ns X 0.01 0.01
Early 0.01 0.01 | 0.01 | 0.01 |0.01 X 0.01
blastocyst
Expanded | 0.01 0.01 | 0.01 | 0.01 |0.01 0.01 X
blastocyst
LD Zygote | 2cell | 4cell | 8-16 | Morula | Early Expanded
number cell blastocyst | blastocyst
Zygote X ns 0.05 [ 0.01 | 0.01 0.01 0.01
2cell ns X 0.01 | 0.01 |0.01 0.01 0.01
4cell 0.05 0.01 | x ns ns ns 0.01
8-16-cell 0.01 0.01 |ns X ns ns 0.01
Morula 0.01 0.01 | ns ns X ns 0.01
Early 0.01 0.01 |ns ns ns X 0.01
blastocyst
Expanded | 0.01 0.01 [ 0.01 | 0.01 |0.01 0.01 X
blastocyst
. Zygote | 2cell | 4cell | 8-16 | Morula | Early Expanded
LD size
cell blastocyst | blastocyst
Zygote X 0.01 [ 0.01 | ns ns 0.05 ns
2cell 0.01 X ns 0.01 | 0.01 ns ns
4cell 0.01 ns X 0.05 | 0.01 ns ns
8-16-cell ns 0.01 | 0.05 | x 0.05 ns 0.05
Morula ns 0.01 | 0.01 {0.05 |x 0.01 ns
Early 0.05 ns ns ns 0.01 X 0.01
blastocyst
Expanded | ns ns ns 0.05 | ns 0.01 X
blastocyst
Zygote | 2cell | 4cell | 8-16 | Morula | Early Expanded
cell blastocyst | blastocyst
LD area % Zygote X 0.01 | 0.01 {0.01 |ns ns 0.01
2cell 0.01 X ns ns 0.01 0.01 ns
4cell 0.01 ns X ns 0.05 0.05 ns
8-16-cell 0.01 ns ns X ns ns 0.05
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Morula ns 0.01 | 0.05 | ns X ns 0.01
Early ns 0.01 | 0.05 | ns ns X 0.01
blastocyst

Expanded | 0.01 ns ns 0.05 | 0.01 0.01 X

blastocyst




Zalacznik 2

Imig¢ i nazwisko wspotautora pracy: Ewelina Warzych-Plejer
Afiliacja: Katedra Genetyki i Podstaw Hodowli Zwierzat, Uniwersytet Przyrodniczy w

Poznaniu

Os$wiadczenie o wspolautorstwie

Niniejszym o$wiadczam, ze w pracy: Paulina Lipinska, Piotr Pawlak, Ewelina Warzych,
2023, ,,Species and embryo genome origin affect lipid droplets in preimplantation
embryos” Front Cell Dev Biol, 11:1187832, doi: 10.3389/fcell.2023.1187832, moj
indywidualny udzial w jej powstaniu polegat na: * stworzeniu koncepcji i przygotowaniu
projektu badaf, nadzorze nad czgscig doSwiadczalng, pomocy w interpretacji wynikow,

wiodacym wspotautorstwie w opracowaniu manuskryptu.

Data ....9.05.2025........ Podpis

{nci .. Aok M

* wpisa¢ whasciwe: autorstwo koncepcji, przygotowanie projektu badan, opracowanie
krytycznego przegladu literatury, opracowanie zatozen i metod, przeprowadzenie
badaf, w tym zbieranie danych, analiza wynikéw, interpretacja wynikow
i sformutowanie wnioskow, obliczenia statystyczne, opracowanie grafik, opracowanie
manuskryptu, inne (nalezy wskazac)
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Imie i nazwisko wspotautora pracy: Piotr Pawlak
Afiliacja: Katedra Genetyki i Podstaw Hodowli Zwierzat, Uniwersytet Przyrodniczy w

Poznaniu

Oswiadczenie o wspélautorstwie

Niniejszym o$wiadczam, ze w pracy: Paulina Lipinska, Piotr Pawlak, Ewelina Warzych,
2023, ,,Species and embryo genome origin affect lipid droplets in preimplantation
embryos” Front Cell Dev Biol, 11:1187832, doi: 10.3389/fcell.2023.1187832, moj
indywidualny udzial w jej powstaniu polegal na: * uczestniczeniu w czgsci doswiadczalnej
zwiazanej z pozyskiwaniem zarodkéw partenogenetycznych, wsparciu w interpretacji wynikow

i opracowaniu manuskryptu.

* wpisa¢ wiasciwe: autorstwo koncepcji, przygotowanie projektu badan, opracowanie
krytycznego przegladu literatury, opracowanie zatozen i metod, przeprowadzenie
badaf, w tym zbieranie danych, analiza wynikéw, interpretacja wynikow
i sformutowanie wnioskow, obliczenia statystyczne, opracowanie grafik, opracowanie
manuskryptu, inne (nalezy wskazac)
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