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» Oocyt - obklopeny kumuldrnimi bunkami (CC) - prisun metabolitd a

nutrientd — dUlezité k rozpadu zdrodecného vacku (GVBD) a vyvoj do

metafdze Il (M)
» Kvalitni oocyt — neporusend ZP, sféricky tvar, homogenni cytoplazma
» po maturaci — pritomnost polového téliska, meiotického vieténka

» Meiotickeé zrani a fertilizace — procesy ndrocné na energii —

pfi IVM - ndrust poctu lipidovych dropletd (Aardema et al. 2011)




Triacylglycerols (TAGs) 2
Sterol esters D
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Lipidy

Phospholipids

DUlezity zdroj energie (u skotu a prasete prevazuje nad oxidaci pyruvatu)
Volné mastné kys. pomoci krevniho séra - folikularni tekutina > CC > oocyt
Lipidy v oocytu ve formé lipidovych dropletd/kapicek (LD)

LD vznikaji v endoplasmatickém retikulu — skladovdni energetickych substrdtt
Tmavsi cytoplazma = vice LD = vyssi vyvojova kompetence (Jeong et al., 2009)
Vetsi LD s vyssim embryondinim stddiem — vznikaji rstem nebo spojovdnim

LD- Oocyty dojnic > oocyty jalovic (zavislé na energetické bilanci, stravé a

konstituci)



Metodika
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Ovum pick up (OPU) oo T o

Transvaginal ulirasound-guided aspiration of follicles

» Prvotelky bez hormondini stimulace - 55 - 75 dnU po oteleni
» Soucasné hodnoceni metabolického a oxidativnino statusu

» Ultrasonografické vysetreni — vyskyt folikuld a CL — aspirace folikuld > 2 mm

» Odbér pres posevni sténu — podtlakovd pumpa

» Prevoz v nahratém ,,holding" mediu
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OPU oocyty

pocatecni stav COC L

MPM médium

stav COC po kultivaci

4% PFA
50 min

morfologie oocytu

~holeni“ oocytu




Metodika

Hodnoceni kvality oocytuU

Vizudlni hodnoceni CC a méreni

e Kategorie 1-3 dle stavu CC — pocetrad CC

* Méreni prumeéru COC pred a po in vitro maturaci —

urceni miry expanze CC

Vizudlni hodnoceni oocytu

e Kategorie 1-3 dle homogennosti a odstinu ooplasmy

e Tvar oocytu, pritomnost PB



Metodika

Imunofluorescence a barveni lipidu

Imunofluorescencni analyza: alfa-tubulin

e Fixace 4% PFA 50 min, RT

e Permeabilizace 0,5% Triton X-100 15min

o Primarni proftildtka mysi anfi-tubulin (T6793, Sigma) pres noc ve 4 °C

e Sekundarni profiladtka anti-mysi Alexa Fluor 488 1 hod, RT, tma

NileRed — sledovdni lipidu

e Inkubace v 10 ug/ml roztoku NileRed (Invitrogen) v 0,4% BSA/PBS 40

min, RT

e Montovdani na sklicko VECTASHIELD HardSet Mounting Medium with
DAPI = konfokdalni mikroskop Leica SP5



Metodika

Sledovdni lipidovych dropletu

* Méreni intenzity signdalu
*Velikost dropletU — rozdéleni do 3 kategorii:

e Malé, stredni a velké

*Rozmisténi dropletu v cytoplazmé

s Homogenni x heterogenni (shluky)
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kumuxg

tegorie 1

ckolika radami
ich bunék

200 pm

200 pm

Kategorie 2
oocyt s 2-5 radami
kumuldrnich bunék

Hodnoceni morfologie kumuldrnich bunék

200 pm

Kategorie 3
oocyt s jednou radou CC
(i Castecné obklopen)

200 ym

Oocyty bez kumuldrnich
bunék



Expanze kumuldarnich bunék po 24h maturaci




Vizudini hodnoceni morfologie oocytU
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Kategorie 1 Kategorie 2 Kategorie 3
homogenni, pripadné granulované oocyty granulovang,
irné granulované oocyty fragmentované




N Maturované oocyty



Nematurované




Morfologie lipidovych dropletu

stredni | velké



Celkem bylo hodnoceno 106 oocytU
(v 8 samostatnych experimentech)

MATURACE OOCYTU
EMII mMI mGVBD mGV mdeg




Lipidy
» Nejcastéji byla sledovdna kombinace malych a stfednich lipidU s
homogennim rozlozenim v cytoplazmé

VELIKOST DISTRIBUCE
mmale m malé a stredni m stredni mhomogenni mheterogenni
mvelké a malé mvelké, malé a stredni mvelké a stredni

13%




Pldny do budoucna

» Vyhodnoceni dvou poslednich pokusu (Exp? a Exp10 z 10/2022) — celkem 92

oocytu

Kompletace vysledkl s parametry ziskanymi z chovu (Uspésnost zabreznuti,

pomeér T/P v mléce apod.) — statistickd analyza

= |n vitro oplozeni OPU oocytU — sledovdani délivosti a Uspésnosti vyvoje do stadia

blastocysty (7 — 8 dni)
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