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Vliv kultivačního systému na kvalitu buněk prasečích 

kumulo-oocytárních komplexů. 
 

Souhrn 

I když bylo již vynaloženo mnoho úsilí s cílem najít optimální systém pro zlepšení 

kvality oocytů kultivovaných v in vitro podmínkách, stále jejich kvalita zaostává za oocyty 

dozrálými in vivo. 2D kultivační systémy mají mnoho omezení, mezi které patří změna 

morfologie buněk, exprese genů, polarita a narušené interakce s okolním prostředím. Tyto 

nevýhody vedly k vytvoření systémů, které více napodobí prostředí in vivo. Jedním z těchto 

systémů je 3D kultivační systém využívající hydrogel GrowDex.  

Hypotézou této práce bylo, že 3D kultivační systém zlepší kvalitu buněk z prasečích 

kumulo-oocytárních komplexů během meiotického zrání v in vitro podmínkách. Získané 

prasečí kumulo-oocytární komplexy byly kultivovány do fáze MII po dobu 48 h. Pro srovnání 

konvenčního 2D systému a 3D systému s GrowDex bylo zvoleno sledování exprese pro-

apoptotického faktoru BAX a anti-apoptotického fakoru Bcl-2, které jsou zapojeny do regulace 

apoptózy. Kumulární buňky zralých kumulo-oocytárních komplexů byly kultivované ve 2D a 

3D kultivačním systému po dobu 0, 2, 4, 7 a 16 dní. Po skončení kultivace byla sledována 

exprese BAX a Bcl-2 imunocytochemickou metodou s využitím konfokálního mikroskopu a 

počítačové analýzy obrazu. 

Kumulární buňky prasečích kumulo-oocytárních komplexů exprimovaly oba sledované 

faktory. Jejich exprese se ve 2D a 3D kultivačním systému signifikantně nelišila s vyjímkou 

anti-apoptotického faktoru Bcl-2, jehož exprese byla po 16 dnech kultivace ve 3D systému 

signifikantně nižší než v konvenčním 2D systému. Nepodařilo se prokázat hypotézu, že 

kultivace ve 3D kultivačním systému zlepšuje kvalitu prasečích kumulo-oocytárních komplexů 

a že tento kultivační systém může být vhodnější pro kultivaci kumulo-oocytárních komplexů 

v in vitro podmínkách.  

 

Klíčová slova: kumulo-oocytární komplex, kultivace in vitro, 3D kultivační systém 

 

 

  



Effect of culture system on the quality of cells from porcine 

cumulo-oocyte complexes. 
 

Summary 

Although much effort has been made to find the optimal system for improving the 

quality of oocytes cultivated in vitro, their quality still lags behind that of mature oocytes in 

vivo. 2D culture systems have many limitations, including changes in a cell morphology, a gene 

expression, a polarity and disturbed interactions with the environment. These disadvantages 

have led to the creation of systems that more imitate the in vivo environment. One of these 

systems is a 3D cultivation system using the GrowDex hydrogel. 

The hypothesis of this theses was that the 3D cultivation system will improve the quality 

of cells from porcine cumulo-oocyte complexes during meiotic maturation in vitro. The 

obtained porcine cumulo-oocyte complexes were cultivated to phase MII for 48 h. For 

comparation the conventional 2D system and the 3D system with GrowDex were chosen 

monitoring of the expression of pro-apoptotic factor BAX and anti-apoptotic factor Bcl-2, 

which are involved in the regulation of apoptosis. Cumulative cells of mature cumulus-oocyte 

complexes were cultivated in 2D and 3D cultivation systems for 0, 2, 4, 7 and 16 days. At the 

end of the cultivation, the expression of BAX and Bcl-2 was monitored by 

immunocytochemistry method with using a confocal microscope and computer image analysis. 

Cumulus cells of porcine cumulo-oocyte complexes expressed both factors of interest. 

Their expression did not differ significantly in the 2D and 3D culture system, with the exception 

of the anti-apoptotic factor Bcl-2, whose expression was significantly lower after 16 days of 

cultivation in the 3D system than in the conventional 2D system. It has not been possible to 

demonstrate that cultivation in a 3D cultivated system improves the quality of porcine cumulo-

oocyte complexes and that this cultivated system may be more suitable for cultivating cumulus-

oocyte complexes in vitro. 

 

Keywords: cumulo-oocyte complex, in vitro cultivation, 3D cultivated system 

 

 

 

 



 

Obsah 

1 Úvod.............................................................................................................................. 1 

2 Vědecká hypotéza a cíle práce ........................................................................................ 2 

3 Literární rešerše ............................................................................................................. 3 

3.1 Oogeneze ................................................................................................... 3 

3.2 Kumulo-oocytární komplexy ....................................................................... 6 

3.3 Kultivace kumulo-oocytárních komplexů v in vitro podmínkách ................. 12 

3.3.1 Kultivační média........................................................................................ 12 

3.3.2 Kultivace prasečích oocytů ....................................................................... 17 

3.3.3 Kultivační systémy .................................................................................... 20 

3.4 Apoptóza .................................................................................................. 24 

4 Metodika ...................................................................................................................... 29 

4.1 Získávání kumulo-oocytárních komplexů (COC) ......................................... 29 

4.2 Kultivace COC ........................................................................................... 29 

4.3 Kultivace kumulárních buněk .................................................................... 30 

4.4 Imunocytochemické stanovení exprese BAX a Bcl-2 ................................... 30 

4.5 Statistické vyhodnocení ............................................................................ 31 

5 Výsledky ....................................................................................................................... 32 

6 Diskuze ......................................................................................................................... 36 

7 Závěr ............................................................................................................................ 38 

8 Literatura ...................................................................................................................... 39 

9 Seznam použitých zkratek ............................................................................................... I 

 
 

 



1 
 

 

1 Úvod 

Reprodukční biotechnologie využívané v reprodukci hospodářských zvířat zahrnují řadu 

metodik jako jsou kryokonzervace, embryotransfer, in vitro produkce embryí, in vitro 

fertilizace. 

Využívání reprodukčních technik v chovech zvířat ale předpokládá, že budou dostatečně 

efektivní, a ačkoliv se techniky jako in vitro fertilizace, emryotransfer nebo mražení embryí 

běžně používají v chvou skotu, u prasat nemají zatím tak vysokou úspěšnost. Přitom prase je 

druh nejen hospodářsky významný, ale cenné je i jeho využití jako modelového zvíře, 

poskytující informace srovnatelné s člověkem. 

Jedním z limitů pro širší využití reprodukčních biotechnologií u prasat jsou omezené 

znalosti o biologických procesech probíhajících v oocytech během jejich meiotického zrání. 

Proto je důležitým předpokladem dalšího pokroku důkladné poznání, pochopení a přesné 

definování biologických a biochemických procesů spojených se zráním oocytů a také hledání 

nových technik pro zrání v in vitro podmínkách. 

V dnešní době se nové techniky kultivací buněk v in vitro podmínkách neustále vyvíjejí 

a mění tak, aby co nejlépe napodobily podmínky in vivo. Proto se zavadějí a zkoušejí 3D 

kultivační systémy, které lépe imitují podmínky ve folikulu a oocytům s cílem zlepšit 

vývojovou kompetenci in vitro kultivovaných oocytů. U prasat je využití 3D kultivačního 

systému zatím na počátku. Proto se tato diplomová práce zaměřuje na možnost využití 3D 

kultivačního systému při kultivaci prasečích kumulo-oocytárních komplexů v podmínkách in 

vitro. 

 

 
  



 

 

2 Vědecká hypotéza a cíle práce 

Hypotézou práce bylo, že 3D kultivační systém zlepší kvalitu buněk z prasečích kumulo-

oocytárních komplexů během kultivace v in vitro podmínkách. 

Cílem této práce bylo charakterizovat rozdíly mezi konvenčním 2D kultivačním 

systémem a 3D systémem využívajícím hydrogel GrowDex prostřednictvím exprese pro-

apoptotického faktoru BAX a anti-apoptotického faktoru BCL-2 u kumulárních buněk z 

kumulo-oocytárních komplexů prasete. 
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3 Literární rešerše 

3.1 Oogeneze 

Oogeneze je diferenciace vajíčka na buňku schopnou dalšího vývoje při oplodnění. 

Oogeneze je zahájena v embryonálním stádiu (Alberts 1998c). 

Proces oogeneze probíhá v buňkách zárodečného epitelu vaječníků, které se označují jako 

primordiální zárodečné buňky (PGCs – Primordial Germ Cells). U zvířat PGCs nevznikají 

uvnitř gonád, ale migrují napříč embryem, aby dosáhly vyvíjejících se prekurzorů gonád, které 

vytvářejí vaječníky. PGC opouštějí zadní část gastrointestinálního epitelu a vstupují do 

mezenchymu hřbetního mezenteria a dále putují k hřebenům genitálií, které vyplňují (Fujimoto 

et al. 1977; Fujimoto et al. 1989). 

Oogeneze začíná již v průběhu časného embryonálního vývoje seskupením PGCs ve 

žloutkovém váčku entodermu v zadní části střeva embrya (Chiquoine 1954; Mintz & Russell 

1957) a je rozdělována do tří fází (Wassarman 1988; Picton et al. 1998): 

• Fáze množení 

• Fáze růstová 

• Fáze zrání 

Fáze množení 

Buňky zárodečného epitelu se opakovaně dělí a vzniklé oogonie asymetrickým dělení 

dávají vznik diploidním primárním oocytům (Khanna 2010). Oocyty jsou obklopeny vrstvou 

folikulárních buněk, které spolu s oocyty vytváří primordiální folikuly.  

Fáze růstu 

Tato fáze je velmi dlouhá a komplikovaná, protože v cytoplazmě oocytu je třeba 

nashromáždit všechny látky potřebné pro vývoj embrya. Nejprve se primární oocyt enormně 

zvětšuje díky lipidovým inkluzím. Cytoplazma je bohatá na RNA, DNA, ATP a enzymy, 

protože dochází k replikaci cytoplazmatických organel během oogeneze, zejména mitochondrií 

a jejich molekul DNA (Schatten 1994). Ve folikulu je každý oocyt obklopen vícevrstvou 

kohortou folikulárních buněk (Khanna 2010). 

Během jejich růstové fáze prodělají oocyty komplexní změny, které spočívají v produkci 

nových genových proteinů, organel, modifikaci a redistribuci stávajících (Schatten 1994). Zralé 

savčí oocyty navíc obsahují různé množství „žloutku“ ve formě glykogenových granulí, malých 

lipidových kapiček a proteinů (Gosden & Bownes 1995). Tyto struktury poskytují energii a 

substráty pro syntézu nových membrán po oplození vajíčka. 



 

Během růstu oocytu se organely přesouvají k periferii buňky, kromě mitochondrií, které 

se přesouvají do centrální oblasti. Například Golgiho aparát se rozšiřuje a transformuje z 

několika zploštělých vaků na velké cisterny v korové oblasti oocytů, kde je aktivní při exportu 

glykoproteinů do ZP (Mehlmann et al. 1995) a při tvorbě kortikálních granulí. Jak roste oocyt, 

zvětšuje se v jaderné membráně počet jaderných pórů a chromatin se formuje do typického 

tvaru. Na konci růstového období a před meiotickým zrání je jádro oocytů ve stádiu 

zárodečného váčku (germinal vesicle, GV; Picton et al. 1998).  

Během růstové fáze se průměr oocytů zvětšuje a oocyt postupně získává meiotickou 

kompetencí, tedy schopnost dokončit meiotické zrání a podstoupit oplození a následný 

embryonální vývoj (Sorensen & Wassarman 1976; Moor & Trounson 1977; Motlik & Fulka 

1986; Schramm et al. 1993; Fair et al. 1995; Otoi et al. 1997; Hewitt & England 1998; Lucas et 

al. 2002) 7;).  

Fáze zrání 

V této fázi vývoje dochází ke znovuzahájení meiózy. Fáze zrání zahrnuje jak jaderné 

zrání, tedy schopnost po znovuzahájení meiózy pokračovat až do stádia metafáze II tak 

cytoplazmatické zrání, tady proces zahrnující nahromadění a případnou aktivaci faktorů 

nutných pro dokončení meiózy a následný embryonální vývoj po oplození (Khanna 2010; 

Schatten & Su 2015; Bennabi et al. 2016). Mezi tyto faktory patří např. MPF a MAP kinázy 

(mitogenem aktivovaná protein kináza; Kanayama et al. 2002). 

Jaderné zrání 

Při kultivaci prasečích oocytů v in vitro podmínkách trvá jaderné zrání 44–48 hodin 

(Motlík et al. 1984). Během jaderného zrání dochází k segregaci chromozomů a vydělení 

pólového tělíska a vyžaduje funkční jaderný mitotický aparát a řadu regulačních proteinů 

(Schatten & Su 2015; Bennabi et al. 2016). 

Proces jaderného zrání začíná v prenatálním období, kdy se zastavuje ve fázi profázi 

prvního meoického dělení. Meióza pokračuje fází diplotene, při které dochází ke kondenzaci 

chromozomů a rozpadu zárodečného váčku (GVBD). Po GVBD prochází oocyt metafází I, 

anafází I a telofází I, ukončí prvním meiotickém dělení a poté rychle přejde do MII druhého 

meiotického dělení, kde dochází k meiotickému zastavení meiózy (II. meiotický blok) 

v metafázi II (Kubelka et al. 2000). 
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Na konci prvního meiotického dělení se polovina chromozomů oocytu vydělí v podobě 

prvního pólového tělíska. Cytoplazma se rozdělí asymetricky, většina jí zůstává v oocytu 

(Quetglas et al. 2010). 

Jednotlivá stádia jaderného zrání jsou charakteristická konfigurací chromozómů 

(Landim-Alvarenga 1999): 

• Stádium zárodečného váčku (GV) je charakterizovaný přítomností sférického jádra 

s neporušenou jadernou membránou a vláknitým chromatinem. 

• Stádium rozpadu zárodečného váčku (GVBD) je charakterizované kondenzovaným 

chromatinem a nepřítomností viditelné jaderné membrány. 

• Stádium metafáze I: chromozomy jsou uspořádané do metafázové destičky periferně 

umístěné v ooplazmě. 

• Stádium metafáze II je charakteristické přítomností metafázové destičky s 

chromozomy uspořádanými na periferii ooplazmy a vydělením prvního pólového 

tělíska. 

Cytoplazmatické zrání 

Cytoplazmatické zrání oocytu je doprovázeno strukturálními a molekulárními změnami 

oocytu (Landim-Alvarenga & Maziero 2014), které jsou klíčové pro správný průběh oplození 

a časný embryonální vývoj. Během cytoplazmatického zrání dochází k redistribuci organel, 

reorganizaci cytoskeletu a transkripci proteinů (Bukowska et al. 2013; Landim-Alvarenga & 

Maziero 2014). Ultrastrukturální změny v cytoplazmě zahrnují migraci mitochondrií a Golgiho 

komplexu z periferie nezralého oocytu do perinukleárního prostoru. Kortikální granula, 

pocházející z Golgiho komplexu se ze středu oocytu přesouvají do periferie, kde zakotví pod 

membránou oocytu (Obr. 1.) (Cran & Moor 1990). 

Součástí cytoplazmatického zrání je tvorba proteinů, lipidů a transkripčních faktorů 

nutných pro oplození a časnou embryogenezi (Krisher 2004; Swain & Pool 2008; Ferreira et 

al. 2009; Sanchez & Smitz 2012; Mao et al. 2014; Leader et al. 2017).  

Swain & Pool (2008) popsali několik molekulárních a buněčných událostí oocytu, které 

musí nastat během úspěšného cytoplazmatického zrání jako je expanze kumulárních buněk, 

funkční signalizace vápníkovými kationty a formování kortikálních granul. 

Oocyty izolované z malých antrálních folikulů mají velmi omezenou schopnost 

znovuzahájit meiózu. Po 24 hodinách kultivace zůstává více než 80 % z nich v GV fázi (Motlík 

et al. 1984). Prodloužení kultivačního intervalu až 48 hodin zvyšuje podíl oocytů 



 

podstupujících GVBD a postupuje do druhé fázi mitózy nebo se formují shluky 

kondenzovaného chromatinu. V porovnání, v 66 % oocytů z folikulů o 0,8 - 1,6 mm GVBD a 

v 17,3% zrání postupuje do MII (Motlík & Fulka 1986). 

Prasečí oocyty získávají částečnou meiotickou kompetenci ve velikosti 100–115 µm. 

Takto dorostlé oocyty dozrají pouze do stádia MI (Luciano & Sirard 2018): Plně kompetentní 

oocyty jsou oocyty o velikosti ≥120 µm (Hunter 2000). Prasečí meioticky kompetentní oocyty 

jsou získávány z folikulů o velikosti 3-8 mm (Motlik & Fulka 1986; Bolamba & Sirard 2000; 

Yoon et al. 2000; Sun et al. 2001; Liu et al. 2002; Lucas et al. 2002; Marchal et al. 2002). 

 

3.2 Kumulo-oocytární komplexy  

Oocyt obsahuje cytoplazmu, jádro a jadérko, kortikální granula (Erickson 1983), 

mitochondrie (Mtango 2008), ribozomy, Golgiho komplex, endoplazmatické retikulum a 

cytoskelet. Oocyt je obklopený vrstvou zona pellucida. Kumulární buňky vytvářejí okolo 

oocytu vrstvu corona radiata, která je první bariérou proti průniku spermií do oocytu (Khanna 

2013). 

Jádro a jadérko  

Jádro v savčích oocytech a zygotách je kompaktní a morfologicky se liší od jader v 

somatických buňkách (Kyogoku et al. 2014). Jadérko je malé bezbarvé, silně světlolomné, 

obvykle kulovité tělísko nacházející se uvnitř jádra. V jádře je zpravidla jedno jadérko. Je velmi 

bohaté na r-RNA (obsahuje až 20 % veškeré buněčné RNA), v jadérku se RNA také syntetizuje 

a formují se zde ribozomy (Benda a kol. 2005). 

Mitochondrie 

Cytoplazmatické zrání zahrnuje řadu složitých událostí, včetně syntézy proteinů a 

transkripce cytoplazmy RNA, která spotřebovává energii. Primární funkcí mitochondrií je 

syntéza ATP. Proto hrají mitochondrie mimořádně důležitou roli při dodávce energie, která je 

spotřebována během procesu zrání (Krisher & Bavister 1998; Stojkovic et al. 2001). 

Pohyb mitochondrií do oblastí s vysokou energetickou spotřebou je rozhodující pro zrání 

oocytů. V nezralém myším oocytu jsou mitochondrie agregovány kolem zárodečného váčku a 

poté se vzdalují od perinukleární oblasti, při rozpadu zárodečného váčku zabírají většinu 

objemu oocytu (Dumollard et al. 2006). 
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Obr. 1: Přehled distribuce cytoplazmatických organel a cytoskeletu během zrání oocytů u myší (A) a člověk (B). 

(A) V GV oocytech jsou mitochondrie agregovány kolem GV, Golgiho aparát je o něco koncentrovanější uvnitř 

než v kůře a střední vlákna jsou omezena na velké kortikální agregáty, zatímco ER, kortikální granule, mikrotubuly 

a mikrofilamenta jsou rovnoměrně rozloženy po celé cytoplazmě. Po GVBD se mitochondrie vzdalují v 

perinukleární oblasti je Golgiho aparát fragmentován a agregován v centrální části oocytu, ER lokalizuje v 

kortikální oblasti a mikrotubuly jsou kondenzovány kolem chromozomů, zatímco mikrofilamenta jsou hustě 

akumulována v subkortikální oblast oocytů. V metafázi I je Golgiho aparát dále fragmentován a dispergován po 

oocytu, ER se koncentruje ve vegetativní polovině zralého vajíčka a kortikální granule migrují směrem ke 

kortikální cytoplazmě a zastavují v kůře, zatímco velké agregáty intermediálních vláken se rozptýlí do několika 

malých skvrn; navíc jsou to mikrotubuly pozorováno jako plně organizovaná meiotická vřetena. V metafázi II bylo 

vytlačeno první pólové tělísko, dole se vytvořila vřeténka první pólového tělíska a mezivlákna jsou rovnoměrně 

rozložena po celé cytoplazmě. (B) V oocytech metafáze-II je vřeteno se často orientuje kolmo na povrch oocytů 

mitochondriální agregáty SER (šipka) a mitochondriální váček jsou vidět komplexy (dvojitá šipka), shluky ER 

jsou přítomny v celém oocytu a kortikální granule, které jsou obvykle chybí v myši, jsou přítomny v oblasti 

vřetena. GV = zárodečný váček; GVBD = rozpad zárodečných váčků; RER = drsné endoplazmatické retikulum; 

SER = hladké endoplazmatické retikulum (Luna Mao et al. 2014) 

 

Kortikální granula 

Savčí kortikální granula vznikají z Golgiho komplexů během růstu oocytů (Austin 1956; 

Gulyas 1980). Během časného růstu folikulů Golgiho komplexy hypertrofují, proliferují a 

tvorbu kortikální granul během této fáze (Abbott & Ducibella, 2001; Gulyas 1980; Szollosi 

1967). Nejprve se vytvářejí malé vezikuly z hypertrofovaných Golgiho komplexů, které migrují 

směrem k subkortikální oblasti oocytů (Obr. 2). Tyto vezikuly se potom spojí a vytvoří se zralá 

kortikální granula, které se nakonec oddělí od Golgiho komplexů (Gulyas 1980).  



 

Savčí kortikální granula mají v průměru velikost od 0,2 μm do 0,6 μm a liší se od většiny 

ostatních regulačních sekrečních organel v tom, že se po uvolnění neobnovují (Gulyas 1980). 

Charakteristickým rysem dozrálých oocytů jsou přítomnost kortikálních granul. Tyto granula 

jsou vázána pod membránou uspořádané podél povrchu a hrají významnou roli v průběhu 

oplození. Jsou syntetizována pouze v samičích zárodečných buňkách a transformují oocyt po 

vstupu spermie (Liu 2011).  

 

 

Obr. 2: Exocytóza savčích kortikálních granul během oplození. Kortikální granula jsou sekreční vezikuly umístěné 

v kůře neoplozených oocytů (znázorněné v šedých kruzích). Po fúzi gamet podstoupí kortikální granule exocytózu 

a uvolní jejich obsah, aby se vytvořil blok polyspermie. Pro přehlednost nejsou buněčné struktury znázorněny 

v měřítku (upraveno podle Liu, 2011). 

 
Golgiho komplex 

Golgiho komplex se hojně vyskytuje ve zralých oocytech, během GV stádia je 

lokalizován periferně. Po GVBD se jaderný obal rozpadá, chromozomy kondenzují a Golgiho 

aparát podléhá fragmentaci (Obr. 1) a je rozptýlen po celém oocytu v MI fázi. ato distribuce je 

udržována po vydělení prvního pólového tělíska v MII oocytech (Obr. 1) (Moreno et al. 2002). 

Aktivita Golgiho aparátu je zastavena v dozrálých oocytech (Trounson & Gosden 2003).  

Zona pellucida  

Oocyt je obklopen zona pellucida, světlolomnou blankou, která je přibližně u prasete 16 

μm tlustá a je složená ze specifických proteinů (Knobil & Neil 1994). Zona pellucida zastává 
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významnou funkci při vývoji oocytu a při oplození. Podílí se na vazbě spermie a je bariérou 

proti polyspermii (Fritz & Speroff 2011).  

Funkce proteinů zona pellucida: 

• ZP1 propojuje ZP2 a ZP3. 

• ZP2 udržuje kontakt ZP mezi oocytem a spermií (Jones & Lopez 2014). Poté, co se 

spermie váže na ZP2, jsou kortikální granula exocytována a uvolňují ovastacin do 

perivitelinního prostoru. Ovastacin štěpí ZP2 na N-konci, brání více spermiím ve vazbě 

a proniká oocytem (Burkart et al. 2012; Avella et al. 2014). 

• ZP3 umožňuje spermii přilnout k zona pellucida a je hlavním bodem při oplodnění 

(Jones & Lopez 2014). 

Corona radiata 

Oocyt je obklopen těsně spojenými granulózními buňkami (corona radiata, kupovité 

buňky), které spolu s oocytem tvoří kompaktní kumulo-oocytární komplex (COC). Tato vrstva 

granulozních buněk je zodpovědná za udržování komunikace mezi oocytem a somatickými 

buňkami (Rybska et al. 2018). Buňky podporují nejen cytoplazmatické zrání oocytu, ale jsou 

klíčové při udržování meiotického bloku a indukce ovulace (Falcon & Hurd 2013). Vrstvy 

buněk corona radiata patří mezi morfologická kritéria pro způsobilost buňky k in vitro zrání 

(Gordon 2003). 

Cytoskelet 

Eukaryotické buňky obsahují tři hlavní typy cytoskeletálních vláken: mikrofilamenta, 

intermediární vlákna a mikrotubuly. Cytoskelet je dynamická a přizpůsobivá struktura, která 

může zůstat nezměněna nebo může být modifikována podle potřeb buňky. 

• Mikrotubuly 

Mikrotubuly vykazují relativně jednotnou distribuci ve fázi GV v myších oocytech (Obr. 

1). Podobně jsou mikrofilamenta rozptýlena v celé ooplazmě (Sun & Schatten, 2006). Po 

GVBD se mikrotubuly kondenzují kolem chromozomů a začnou migrovat do kůry, zatímco 

mikrofilamenta se hustě hromadí v subkortikální oblast oocytů, zejména v okolí meiotického 

vřeténka oocytu. Ve zralých myších oocytech ve stádiu MII se mikrotubuly a mikrofilamenta 

hromadí hlavně v kortikální cytoplazmatické oblasti (Gumus et al. 2010; Sun & Schatten 2006; 

Verlhac et al. 2000). 

• Mikrofilamenta  

Aktinová vlákna (mikrofilamenta) regulují různé dynamické jevy během meiotického 

zrání oocytů a oplodnění. U většiny druhů nejsou mikrofilamenta nutná pro rozpad zárodečných 



 

váčků a tvorbu meiotického vřetena, ale zprostředkovávají migraci periferních jader 

(chromozomů), ukotvení kortikálního vřetene, homologní separaci chromozomů, vývoj kůry, 

tvorbu polarity a vytlačení prvního pólového tělíska během oocytů zrání. Migrace periferních 

kortikálních granul je řízena mikrofilamenty, zatímco pohyb mitochondrií je zprostředkován 

mikrotubuly. Během oplodnění se mikrofilamenta podílejí na inkorporaci spermií, rotaci 

vřeténka (myš), exocytóze kortikálních granul a vytlačení druhého pólového tělíska (Sun & 

Schatten 2006). 

• Intermediární vlákna 

Plancha (1996) jako první popsal organizaci a dynamiku cytoplazmatických 

intermediárních vláken během zrání oocytů u křečka. V rostoucích oocytech křečka v profázi I 

jsou cytokeratiny, první cytoplazmatická intermediální vlákna (Plancha et al. 1989), jsou 

omezeny na 4–10 velkých kortikálních agregátů, což odpovídá rozsáhlé síti intermediálních 

vláken (Obr. 3). Tyto velké agregáty se rozptylují do několika malých míst počínaje v MI až do 

konce zrání v MII, kde cytokeratin vykazuje skvrnitý vzor, který je rovnoměrně distribuován v 

cytoplazmě (Plancha 1996).  

Kumulární buňky 

Savčí oocyt je obklopen specializovanými somatickými buňkami, kumulárními buňkami, 

které podporují zrání oocytů a umožňují jeho oplodnění a vývoj v životaschopné embryo.  

Funkce kumulárních buněk jsou závislé na spojích, které se tvoří mezi kumulárními 

buňkami a oocyty. Spoje jsou tvořeny seskupením proteinů mezibuněčného membránového 

kanálu zvaných konexiny, které umožňují výměnu malých molekul, jako jsou aminokyseliny, 

metabolity a nukleotidy mezi sousedními buňkami (Kidder & Mhawi 2002). 

Spojení gap junction mezi kumulárními buňkami a oocyty jsou považovány za nezbytné 

pro zrání a oplodnění oocytů, u prasete MI až MII (Furger et al. 1996; Santiquet et al. 2012; 

Feng et al. 2013) což dokazuje důležitost těchto buněk (Hashimoto et al. 1998).  

Časný vývoj embryí do určité míry závisí na úspěšné koordinaci procesů, ke kterým 

dochází během zrání cytoplazmy oocytů, včetně molekulárních změn, reorganizace organel a 

cytoskeletálních změn (Damiani et al.,1996; Salamone et al. 2001; Reyes & Ross 2016). Četné 

studie ukázaly, že přítomnost kumulárních buněk může zlepšit cytoplazmatické zrání (Tanghe 

et al. 2002; Ikeda & Yamada 2014).  
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Obr. 3: Redistribuce cytokeratinů během in vitro zrání oocytů u křečka. Oocyty jsou trojitě značeny pro DNA (A, 

D, G, J, M), tubulin (B, E, H, K, N) a CK (C, F, I, L, O). (A – C) Profáze I. (D – F) Prometafáze I. (G – I) Metafáze 

I. (J – L) Pozdní anafáze I nebo telofáze I. (M – O) Metafáze II. Bars = 20 lm (Plancha 1996).  

 



 

3.3 Kultivace kumulo-oocytárních komplexů v in vitro podmínkách 

V roce 1935, byla in vitro metoda poprvé zaznamenána u Pincus & Enzmann (1935). 

Metoda byla vyzkoušena na králíkovi, který ovuluje hned po kopulaci. Oocyty byly odebrány 

z velkých folikulů a kultivovány in vitro podmínkách. Kultivační médium se skládalo ze sterilní 

králičí krevní plazmy, do které bylo přidáno několik kapek pufrovaného fosfátu Ringerova 

roztoku (Pincus & Enzmann 1935). Pincus & Enzmann (1935) zjistili, že tyto experimenty jasně 

ukazují, že oocyt ve zralých folikulech savců je meioticky kompetentní a oplození-schopný. 

Další zjištění bylo, že folikulární buňky slouží buď k udržování oocytu v nutričním stavu, ve 

kterém je jaderné zrání nemožné nebo, že skutečně dodávají do oocytu látku nebo látky, které 

přímo inhibují zrání jader (Pincus & Enzmann 1935). 

Maturace oocytů v podmínkách in vitro (IVM) je základem reprodukčních biotechnologií 

u zvířat, včetně přenosu jader a transgeneze. Aplikace těchto technologií může mít pozitivní 

dopad na zemědělskou produkci potravin, konzervování genetické rozmanitosti a transgenní 

živočišné produkce, která má potenciál ke zlepšení výkonnostních charakteristik 

potravinářských zvířat a odolnosti vůči chorobám, jakož i produkce člověka farmaceutické 

proteiny, modely pro biomedicínský výzkum a zdroj tkání pro xenotransplantaci (Yuan & 

Krisher 2011). IVM zahrnuje umělé odstranění COCs z antrálních folikulů a jejich kultivaci ve 

standardní buněčné kultuře (Lonergan & Fair 2016). 

Během kultivace dochází, podobně jako v in vivo podmínkách k expanzi kumulu. 

Expanze kumulu COC je nezbytná pro meiotickou zrání a získání vývojové kompetence. 

Expanze kumulu je založena na syntéze glykosaminoglykanu bohatého na kyselinu 

hyaluronovou (HA) v extracelulárním prostoru. Zde hrají roli strukturální složky 

expandovaného kumulu a signální molekuly regulující maturaci oocytů (Chen et al. 1993; 

Tirone et al. 1993; Kimura et al. 2002; Han et al. 2006; Yokoo et al. 2010).  

Zásadní pro úspěšnou expanzi v in vivo podmínkách je dostačující počet vrstev 

kumulárních buněk, jejich kompaktnost a dostatečná produkce HA. Expanzí kumulu je zásadní 

podmínkou pro úspěšné zrání oocytů, oplození a bezchybný časný embryonální vývoj (Chen et 

al. 1993; Tirone et al. 1993; Kimura et al. 2002; Han et al. 2006; Yokoo et al. 2010).  

3.3.1 Kultivační média 

Kultivační média používaná u hospodářských zvířat pro IVM mohou být rozdělena na 

jednoduchá a komplexní. Jednoduchá média jsou pufrovaná hydrogenuhličitanem obsahující 

základní fyziologický roztok přídavek pyruvátu, laktátu a glukózy (využitelné jsou jen L – 
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izomery); hlavní rozdíly mezi různými formami jednoduchých médií se liší v rozdílech v jejich 

iontové koncentraci a v hladinách energetických zdrojů (Gordon 2003). 

Komplexní média obsahují kromě základní složky jednoduchých médií také bílkoviny, v 

podobných koncentracích jako se nacházejí v séru. Kvalitní kultivační médium sérum 

nepotřebuje. Pevný dusík je přítomen jako volná aminokyselina (Gordon 2003). 

Složení média je hlavním faktorem, který udržuje oocyty, které poté dosahují zrání a 

oplodnění (Alofi & Alhimaidi 2004). Mnoho důležitých přídavků, které se přidávají do 

kultivačních médií přispívají ke zrání a oplodnění oocytů v prostředí podobné in vivo 

podmínkám. 

Tyto doplňky pomáhají oocytu k vývoji, protože obsahují základní materiály pro proces 

zrání oocytů (Chiamenti et al. 2009). Tkáňové kultivační médium 199 (TCM-199) (Kharche 

et al. 2006; Amer et al. 2008), minimální esenciální médium a (MEM) (Ravindranatha et al. 

2001) a NCSU 23, 37 se používají pro zrání oocytů u savců. 

Kultivační médium poskytuje oocytům energii, jako je pyruvát a adenosintrifosfát-ATP 

(Araujo et al. 2009).  Pyruvát sodný je doplněk přidaný ke zlepšení přežití buněk v kultuře. Je 

to meziprodukt v glykolytické dráze, takže přídavek zlepšuje schopnost buňky metabolizovat 

glukózu v médiu za účelem výroby energie. Na tomto základě se přídavek pyruvátu objevuje 

jak v kultivačním médiu blastocyst, tak v TCM-199, kde je nezbytný (Stryer & Freeman 

1988; Hadwin et al. 1992). ATP jako zdroj energie. Jeho význam spočívá v tom, že při 

rozkladu ATP na ADP a Pi dochází k uvolnění značného množství energie (Alberts 1998c). 

 

Tkáňové kultivační médium 199 

Médium 199 bylo první nutričně definované médium vyvinuté Morganem, Mortonem a 

Parkerem v roce 1950. Toto komplexní médium bylo vytvořeno speciálně pro studium na 

primárních kuřecích embryonálních fibroblastech (Morgan et al. 1950). 

Tkáňové kultivační médium – TCM 199, běžné médium pro zrání oocytů, bývá 

používáno ve většině laboratoří (Mattioli et al. 1989; Yoshida et al. 1990; Wang et al. 1991; 

Funahashi et al. 1994 a, b). Toto médium je pufrované s hydrogenuhličitanem nebo HEPES a 

doplněné různými séry, gonadotropiny či steroidy (estradiol-17 b) (Gordon 2003). Médium 

TCM 199 je doplněno buď Hankovou nebo Earleovou solí, které udržují strukturální a 

fyziologickou integritu buněk in vitro. 

https://cs.wikipedia.org/wiki/Adenosindifosf%C3%A1t


 

Média využívající Earleovu sůl jsou pufrována systémem hydrogenuhličitan či kyselinou 

uhličitou, které udržují pH v inkubátoru a CO2. Použití Earleovy soli v atmosférických 

podmínkách povede k rychlému zvýšení pH kultivačního média. Média TCM 199, které 

využívají Hanksovu sůl jsou pufrována solnými roztoky navrženými pro atmosférickou 

rovnováhu a použití v CO2 inkubátoru povede k rychlému poklesu pH kultivačního média 

(Earle 1943).  

Pyoos et al. (2018) ve své studii porovnávali účinky mezi třemi kultivačními médii 

(TCM-199 + EGF, NCSU-23 a NCSU-37) na základě míry zralosti a formace pólových tělísek. 

TCM 199 + EGF médium (Tab. 1) je doplněno o 10 % BSA. Přidáním ß-

merkaptoethanolu a L-cysteinu vede ke zvýšené koncentraci cysteinového glutathionu oocytů 

mezi buňkami granulózy, která napomáhá expanzi kumulu, a to vede ke zrání oocytů (Pyoos et 

al. 2018).  

Tab. 1: Složení tkáňového kulturního média-199 (20ml). BSA: bovinní sérový albumin, EGF: růstový hormon 

(upraveno podle Pyoos et al. 2018). 

Složení TCM 199 + EGF Koncentrace 

TCM 199 + 10 % BSA 20 ml 

EGF 40 μl 

Pyruvát sodný 20 μl 

Folikulární tekutina 20 ml 

 

NCSU 23 médium 

NCSU-23 médium je doplněno o gonadotropní hormony FSH a LH. Uvádí se, že tyto 

gonadotropiny pomáhají v expanzi kumulárních buněk (Sutton et al. 2003), které umožňují 

meiotickou kompetenci a zvyšují šance na další embryonální vývoj (Tab. 2) (Pyoos et al. 2018). 

Bylo prokázáno, že luteinizační hormon zvyšuje intracelulárních hladiny oscilace 

vápníku a více přispívá k indukované meióze vedoucí k vývoji (Wang et al. 2013). 

Tab. 2: Složení NCSU 23 zracího média (50 ml). PFF: prasečí folikulární tekutina (upraveno podle Pyoos et al. 

2018). 

Složení NCSU-23 média  Koncentrace 

Roztok A 36 ml 

Roztok B 9 ml 
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PFF 5 ml 

Glukóza 0,0045 g 

Sorbitol 0,0984 g 

B-ME roztok 50 μl 

L-cystein roztok 0,5 ml 

Antibiotika (Antimycotic 2%) 1 ml 

FSH 100 μl 

LH 10 μl 

 

NCSU 37 médium 

Médium NCSU-37 je doplněno o gonadotropiny PMSG a hCG (Tab. 3). (Pyoos et al. 

2018). 

Tabulka 3:Složení NCSU-37 zracího média (50ml) (upraveno podle Pyoos et al. 2018). 

Složení NCSU-37 média Koncentrace  

Roztok A 36 ml 

Roztok B 9 ml 

PFF 5 ml 

Glukóza 0,0045 g 

Sorbitol 0,0984 g 

B-ME roztok 50 μl 

L-cystein roztok 0,5 ml 

Antibiotikum (Antimykotic 2 %) 1 ml 

dbcAMP 200 μl 

PMSG 10 μl 

hCG 10 μl 

 

Ukázalo se, že další složky, které se přidávají do NCSU-23 a NCSU-37 médií jako jsou 

HEPES, laktát, pyruvát (Lee et al. 2012) a folikulární tekutina, která se široce používá jako 

náhrada za sérum, díky tomu se tyto média označují jako modifikovaná (Kim et al. 1996). 

  



 

Tab. 4: Významné efekty různých in vitro maturačních médií na míru zrání a formování pólového tělíska (upraveno 

podle Pyoos et al. 2018). 

Média Oocyty (No.) Míra zralosti (%) Pólové tělísko 

TCM -199+EGF 284 77,1 (±0,76) 72,5 (±0,64) 

NCSU-23 284 77,1 (±0,76) 72,7 (±1,61) 

NCSU-37 284 85,9 (±1,13) 81,9 (±0,89) 

 

Míra zrání a formování pólového tělíska byly významně vyšší (P <0,05) pro NCSU 37 

s mírou zralosti 85,9 % a u 81,9 % se vytvořilo pólové tělísko (Obr. 4), jinak neexistovaly žádné 

významné rozdíly u médií TCM 199+EGF a NCSU-23 (P>0,05) u obou s mírou zralosti 77,1 

% a vytvořením pólového tělíska 72,5 % u TCM 199 + EGF; 72,7 % u NCSU-23 média, jak je 

uvedeno v (Tab. 4) (Pyoos et al. 2018). 

Pyoos et al. (2018) prokázali, že NCSU-37 měla nejvyšší míru zrání oocytů ve srovnání 

s médii TCM 199 + EGF a NCSU-23 v důsledku jejich odlišností ve složení. NSCU-37 tedy 

dosáhla nejlepších výsledků. 

 

Obr. 4: (A) Úplná expanze zralého kumulo – oocytárního komplexu v epidermalním růstovém faktoru po 48 

hodinách; (B) Zralý kumulo-oocytární komplex v NCSU-23 po 48 hodinách; (C) Zralý kumulo-oocytární komplex 

v NCSU-37 po 48 hodinách; (D) Vytvoření prvního pólového tělíska označeno šipkou (Pyoos et al. 2018). 
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3.3.2 Kultivace prasečích oocytů 

Vaječníky z poražených samic představují hlavní zdroj oocytů pro laboratorní použití 

(Tellado et al. 2014). Oocyt uzavřený uvnitř folikulu musí zůstat metabolicky aktivní, zatímco 

je transportován z jatek do laboratoře. Metabolismus buněk závisí na enzymatické aktivitě, 

které je závislé na teplotě (Nelson & Cox 2005). Snížený přísun kyslíku během transportu 

vaječníků by mohl modifikovat redoxní potenciál a zvýšit se produkce ROS v prasečích 

oocytech (Cunningham & Klein 2007). Reaktivní kyslíkový metabolit muže tedy způsobit 

poškození nukleových kyselin v oocytech, může narušit maturaci oocytů tak i zhroucení vezikul 

a nižší vitalitu oocytů. Změny metabolismu folikulů, ke kterým dochází během transportu 

vaječníků z jatek do laboratoře mohou modifikovat folikulární tekutinu a tím ovlivnit kvalitu 

oocytů (Nelson & Cox 2005). 

Kvalita folikulů a oocytů 

Vybírají se takové antrální folikuly, které mají průměr průměr 3–6 mm ty jsou aspirovány 

jehlou. Aspirované oocyty s rovnoměrně granulovanou cytoplazmou a alespoň třemi 

jednotnými vrstvami kompaktních buněk kumulu (Gordon 2003). 

Vyrovnávací systémy, osmolarita a povrchové napětí 

Média jsou založena na vyváženém salinickém roztoku (BSS), které dodávají základní 

ionty a je také důležitý pro udržení osmotické rovnováhy (Adams 1990). 

Je velmi důležité udržovat správný pH růstového média mezi 7,3 a 7,5, čehož je obvykle 

dosaženo pomocí systému bikarbonát či CO2. V přítomnosti 5 % CO2 ve vzduchu vytváří pH 

7,4. Protože produkty metabolismu rostoucích buňky snižují pH média, je někdy nutné zvýšit 

hladinu bikarbonátu v médiu pro udržení pH. Fosfát v BSS také pomáhá udržovat pH a dodávat 

esenciální fosfátové ionty (Adams 1990). 

Osmolarita médií, která jsou nejúčinnější pro kultivaci savčích oocytů a embryí in 

vitro, je nižší než u oviduktální tekutiny. Osmolarita by se měla pohybovat mezi 210 až 362 

mOsm (Van Winkle et al. 1990; Miyoshi et al. 1994; Miyoshi et al. 1995; Hay-Schmidt 1993; 

Hadi et al. 2005). 

Oocyty a embrya mohou přežít vysokou fyziologickou osmolaritu in vivo možná díky 

přítomnosti aminokyselin, jako je glycin, které slouží jako organické osmolarity v samičím 

reprodukčním traktu (Miyoshi & Mizobe 2014). 



 

Miyoshi & Mizobe (2014), provedli studii, kdy výsledky ukazují, že kultivace uměle 

aktivovaných prasečích oocytů v izotonickém médiu zlepšuje rychlost dělení, ale ve srovnání s 

hypotonickými médii inhibuje vývoj dělení. Přidání glycinu do izotonického média brání této 

inhibici vývoje oocytů, což má za následek zlepšení rychlosti tvorby blastocyst ve srovnání s 

hypotonickým médiem. 

Pufrační systém používaný při zrání závisí, zda je médium vystavené vzduchu nebo 

atmosféře obohacené o CO2. Výhodou fosfátového pufru v médiích pro krátkodobou práci s 

oocyty je, že nevyžadují CO2 pro udržení relativně konstantního pH (Gordon 2003). 

Doba zrání 

Při inkubaci by doba neměla přesáhnout 48 hodin (Petters & Well 1993). 

Několik důležitých faktorů pro úspěch IVM závisí na inkubační době, která může ovlivnit 

konečnou kvalitu (Miyoshi et al. 2002). Signální dráha 3 ', 5' cyklického adenosin monofosfátu 

(cAMP) je vysoce časově závislá a omezená na časové mechanismy, načež vyvolává rozpad 

zárodečných váčků, takže zrání jader závisí i na cAMP, oocyt tedy může dosáhnout metafázy 

II (Sirard et al. 2006). Podobně dalším časově závislým faktorem je sekrece steroidních 

hormonů kumulo-oocytárních komplexů získaných z malých a velkých folikulů během IVM. 

Topfer et al. (2016) pozorovali, že oocyty zízkané z malých folikulů mají menší schopnost 

podporovat syntézu estradiolu v první polovině IVM (28 h) a potlačit syntézu progesteronu na 

konci IVM (48 h) ve srovnání s oocyty z velkých folikulů. Sekrece steroidních hormonů pomocí 

COC je tedy časově závislá, a proto by doba in vitro zrání měla být přesná a definovaná (Sirard 

et al. 2006; Topfer et al. 2016). 

Teplota a plynná fáze  

Nejběžnější plynná atmosféra, který se používá pro IVM je 5 % CO2, s 20 % O2.Tato 

koncentrace plynů, která je pozorována v samičím reprodukčním traktu a folikulární tekutině 

se pohybuje mezi 1,3 a 8,5 % O2 (Banwell et al. 2007). Koncentrace plynů hraje významnou 

roli v buněčné aktivitě v mnoha typech buněk, jako jsou oocyty, somatické buňky, kmenové 

buňky a embrya (Hirao et al. 2012). Některé studie prokázaly, že nižší obsah kyslíku 5 % během 

IVM vedlo k vyšší produkci embryí (Hashimoto et al. 2000, Hashimoto et al. 2009; Miller & 

Rorie 2000; Bermejoalvarez et al. 2010), zatímco v jiných studiích byly škodlivé (Castro & 

Hansen 2007; Pinyopummintr & Bavister 1995). 

Konvenční systémy zrání in vitro pro prasečí oocyty se udržují při teplotě 38,5–39 °C, 

která souvisí s normální tělesnou teplotu.  
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Abeydeera et al. (2001) studovali teplotu kultivačního média, které měly 35 °C, protože 

to byla nejnižší teplota zaznamenaná v preovulačních folikulech. Předpokládalo se, že kultivace 

při 35 °C prasečích oocytů během IVM může poskytnout lepší tepelné prostředí pro dokončení 

jaderného či cytoplazmatického zrání. Ale ve výsledku pouze několik (7 %) oocytů dosáhlo 

stádia MII, při kultivaci v 35 ° C po dobu 44 hodin. Pokud, ale byla doba kultivace prodloužena 

na 68 hodin tak více jak polovina (58 %) oocytů dokončilo jaderné zrání do metafáze II. 

Eng et al. (1986) zjistili, že prasečí oocyty kultivované při teplotě 39 °C měly vyšší 

procento tvorby pólového tělíska než při kultivaci v 37 °C. Zdá se, že nižší kultivační teplota 

oocytů vyžaduje mnohem delší kultivační období pro dokončení procesu zrání (Mazia 1961).  

Nízká teplota může interferovat s normální enzymatickou a metabolickou aktivitou 

oocytů. Studie z roku 2000 ukázala, že snížení teploty kultivačního média způsobilo ztrátů 

mikrotubulů (Wang et al. 2000), které jsou nezbytné pro metafázovou destičku a vytlačování 

pólového tělíska během zrání oocytů což naznačuje, že mikrotubuly jsou citlivé na teplotu 

(Petzelt 1979). 

Antibiotika v kultivačních médiích 

Antibiotika se přidávají do všech médií používaných v tkáňové kultuře (Quinn 2014). 

Do maturačního média jsou obvykle antibiotika dodána, aby zabránila růstu a proliferaci 

mikroorganismů během kultivace (Gordon 2003). Ideální antibiotika pro oocyt by měla mít 

širokospektrální aktivitu. Použití stopového množství penicilinu (50-100 μg/ml) a 

streptomycinu (50-100 mg/ml) v proplachovacích tekutinách a kultivačních médiích. Většina 

komerčních společností zabývající se asistovanou reprodukcí poskytuje svá média s 10 μg/ml 

gestamicinu (Quinn 2014). 

Vliv amoniaku 

Účinky vysokých koncentrací amoniku během IVM a následného vývoje embryí byly 

předmětem studie zjištěné Hammon et al. (1999). Uvádí se několik zpráv, že amoniak může být 

spojený s negativními dopady na vývoj raného bovinního embrya, když je vystaven tomuto 

činidlu během kultivace embryí. Došli k výsledku, že bovinní oocyty jsou schopné tolerovat 

vysoké koncentrace amoniaku během zrání. V jiné studii Sinclairu et al. (2000 a) ukázal, že 

vystavení vysokým koncentracím amoniaku in vivo podmínkách byli ohroženy následné 

schopnosti oocytů se vyvinout do stádia blastocysty in vitro.  



 

3.3.3 Kultivační systémy 

Ačkoli jsou systémy folikulárních kultur užitečné pro sběr zralých oocytů, maturační a 

vývojové kompetence pěstovaných oocytů in vitro, tak klesá ve srovnání se získanými a 

vyzrálými oocyty in vivo (Desai et al. 2011). Vkládá se mnoho úsilí pro zlepšení kvality oocytů 

pěstovaných in vitro, ale i přesto jejich příčina snížené kvality zůstává neznámá. 

Klasicky upřednostňovaným modelem je hlavně dvourozměrné kultivační systém (2D). 

Takové kultivační systémy stále neodrážejí situaci in vivo, protože buňky v těle pravděpodobně 

přijímají signály ze všech tří rozměrů (3D). Proto byly zavedeny 3D kultury, aby se zlepšila 

simulace takových podmínek v živém organismu (Desai et al. 2011). 

2D kultivační systém 

Konvenční 2D buněčná kultura se spoléhá na přilnutí k plochému povrchu (Petriho 

misce), aby poskytla buňkám mechanickou podporu (Edmondson et al. 2014).  

Adherentní kultury mají bohužel řadu nevýhod. Za prvé, 2D kultivované buňky 

napodobují přirozené struktury tkání. V této kultivační metodě nejsou interakce mezi buňkami 

a buňkami a extracelulárními prostředím reprezentovány tak jak by byly v nádorové hmotě. 

Tyto interakce jsou odpovědné za buněčnou diferenciaci, proliferaci, vitalitu, zploštění buněk 

ovlivňuje jaderný tvar (Thomas et al. 2002) tudíž i expresi genů a proteinů (Vergani et al. 2004), 

reakci na podněty, metabolismus řady léků a další buněčné funkce (Pampaloni et al. 2009; 

Baker & Chen,2012; Hickman et al. 2014; Bissell et al. 2003). Díky tomuto 2D buněčné kultury 

špatně napodobují podmínky in vivo. Růst na dvourozměrných (2D) površích má za následek 

zploštění a remodelaci buňky a jejího vnitřního cytoskeletu. Změněná morfologie buněk může 

ovlivnit jejich funkci (Mahmud et al. 2009; Kilian et al. 2010) organizace struktur uvnitř buňky, 

sekrece a buněčná signalizace (Debnath & Brugge 2005; Nelson & Bissell 2006). Kvůli 

poruchám v interakcích s vnějším prostředím ztrácejí buňky adherentně svoji polaritu (Mseka 

et al. 2007), což mění reakci těchto buněk na různé jevy, například na apoptózu (Weaver et al. 

2002; Meyers et al. 2003). Další nevýhodou 2D kultury je, že buňky v monovrstvě mají 

neomezený přístup k složkám média, jako je kyslík, živiny, metabolity a signální molekuly 

(Pampaloni et al. 2009). 

2D systémy jsou jednoduché, pohodlné, nákladově efektivní a široce používané. Stále 

však existují obavy z různých nevýhod a omezení (Kapałczyńska et al. 2016; Ryan et al. 2016). 

Klíčovým omezením 2D kultury je neschopnost napodobit in vivo prostředí. 
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Vzhledem k mnoha nevýhodám 2D systémů byla potřeba najít alternativní modely jako 

jsou 3D kultivační systémy (Kapałczyńska et al. 2016). 

3D kultivační systém 

Dnes se objevují 3D buněčné kultury, a to nejen jako nový nástroj v časném objevu léků, 

ale také jako potenciální terapeutika k léčbě nemocí (Yang & Engler 2017). 

In vivo, oocyty zrají ve složitém prostředí, kde buněčné kontakty, komunikace a stimulace 

signalizace umožňují samičím gametám získat jejich vývojovou kompetenci. In vitro 

podmínky, poskytnou fyziologičtější prostředí pro oocyty a embrya. Tyto systémy, 

pojmenované skafold, byly vytvořeny a použity pro in vitro kultivaci, která poskytuje vhodnější 

prostředí pro buněčný růst, diferenciaci a funkci (Knight & Przyborski 2015), protože mohou 

zachytit buňky nebo umožnit jejich migraci a začlenit biologicky aktivní molekuly. (Heywood 

et al. 2004; Jongpaiboonkit et al. 2008; Topman et al. 2013). Buňky mohou přijímat podněty z 

prostředí, jak se to děje in vivo (Cawkill & Eaglestone 2007; Lee et al. 2008). Navíc ve 3D 

kulturách je zachována morfologie a polarita buněk (Yamada & Cukierma 2007; Petersen et al. 

1992; Benya & Shaffer 1982). Dalším důležitým atributem 3D kultury je její podobnost s 

buňkami rostoucími in vivo z hlediska buněčné topologie, genové exprese, signalizace a 

metabolismu (Ghosh et al. 2005; Berthiaume et al. 1996; Semino et al. 2003; Powers et al. 2002; 

Frieboes et al. 2006; Marushima et al. 2011). 

Ukázalo se, že 3D buněčné kultury mají odlišnou genovou expresi ve srovnání s 2D 

buněčnou kulturou. Zschenker et al. (2012) porovnal úrovně genové exprese v různé buněčné 

linie rakoviny a jejich původ a výskyt ve tkáních zastával názor, že více než 30 % genů má 

různé úrovně exprese. 

Nedávné pokroky v buněčné biologii, technikách mikrofabrikace a tkáňovém inženýrství 

umožnily vývoj široké škály technologií 3D buněčných kultur. Ty zahrnují mnohobuněčné 

sféroidy, organoidy, matrice, hydrogely, orgány na čipech a 3D biotisk (Yang & Engler 2017).  

Trojrozměrný kultivační systém může podporovat vývoj folikulů pomocí biologických 

materiálů pro udržení výměny informací mezi buňkami. Kromě toho lze zralé oocyty získat 

použitím trojrozměrného kultivačního systému v in vitro kultuře z folikulů primátů (Smih & 

Takayama 2017). 

Pro 3D kultivační systém se využívájí kolagenové hydrogely, protože pojivová tkáň je 

součástí vaječníku, která je složena hlavně z vyšší koncentrace kolagenu (Berkholtz et al. 2006). 



 

Hydrogely z přírodních zdrojů, jako je kolagen, fibrin nebo Matrigel, jsou 

biokompatibilní, mají přirozené adhezivní vlastnosti a udržují mnoho fyziologických funkcí 

buněk – což má za následek vysokou životaschopnost buněk, kontrolovanou proliferaci, řízenou 

diferenciaci a buněčný fenotyp pozorovaný in vivo podmínkách (Glowacki & Mizuno 2008; 

Pathak & Kumar 2011; Orgel et al. 2014).  

Syntetické hydrogely lze rozdělit na nepřirozené a přírodní polymery (Przyborski 2011). 

Polyethylenglykol (PEG), kyselina polyprolakton (PLA), kyselina polyglykolová (PGA) a další 

(Raeber et al. 2005; Zhang & Khademhosseini 2017). Mají tu výhodu, že jsou poměrně levné, 

jsou relativně inertní. Jedním z nejlépe charakterizovaných přírodních hydrogelů je kyselina 

hyaluronová (HA) - glykosaminoglykan, který lze modifikovat funkčními skupinami (Burdick 

& Prestwich 2011; Baeva et al. 2014; Goubko et al. 2014). 

Alginátový hydrogel 

Alginát je lineární polysacharid produkovaný jako složka ECM v hnědých řasách a 

některých bakteriích. Polysacharid je složen z opakujících se jednotek (Amsden & Turner 

1999). Proto alginátové hydrogely prokázaly vysokou použitelnost jako strukturu pro 

imobilizaci buněk. Hydrogely, tj. sítě hydrofilních polymerních řetězců s vysokým obsahem 

vody (95 %), jsou velmi atraktivní jako 3D skaffold pro buněčnou a tkáňovou kulturu in vitro. 

Díky jejich schopnosti napodobovat fyzikální vlastnosti nativní měkké tkáně (Tibbitt & Anseth 

2009) vynikají vysokou pórovitostí pro účinnou difúzi proteinů a živin (Obr. 5). 

Roztok chloridu vápenatého (CaCl2) se používá jako činidlo do alginátového roztoku, 

přičemž okamžitě vytvoří 3D síť vysoce hydratovaného gelu (Andersen et al. 2012). Chlorid 

sodný se často přidává do roztoku CaCl2 pro větší uniformitu a vyšší pórovitostí výsledného 

alginátového gelu poskytnutím antigenizujících kationtů; pokud není přidán chlorid sodný, 

stává se, že alginát je na povrchu kuličky pevně obalen, čímž omezuje další difúzi iontů vápníku 

do středu gelu (Smidsrod & Skjakbraek 1990). 
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Obr. 5: Alginátové hydrogely připravené iontovým zesíťováním (model vaječných krabic). Pouze guluronátové 

bloky se podílejí na tvorbě vlnité struktury podobné vaječným krabičkám s mezerami, ve kterých jsou umístěny 

ionty vápníku (Kong et al. 2006). 

Důležité je, že alginátová matrice poskytuje strukturální podporu nezbytnou k udržení 

esenciálních interakcí oocytů a somatických buněk in vitro v rostoucím folikulu (Smidsrod & 

Skjakbraek 1990). 

Xu et al. (2006) provedli studii, která ukázala, že oocyty kultivované in vitro v 

alginátovém hydrogelovém scaffoldu jsou schopny znovuzahájit meiózu, podstoupit rozpad 

zárodečného váčku, vytlačování pólového tělíska a k oplodnění, které vede k narození 

životaschopných a plodným potomkům. 

Tabulka 5: Klíčové aspekty buněčné charakteristický v porovnámí mezi 2D a 3D kutivačními systémy. 

Buněčné charakteristiky 2D 3D 

Podobné jako in vivo Nenapodobuje přirozenou 

strukturu tkáně (Takai et al. 

2016). 

Tkáně a orgány in vivo jsou 

ve 3D formě (Takai et al. 

2016). 

Morfologie Změny v morfologii buněk 

(Kapałczyńska et al. 2016). 

Vykazuje tvar, který je 

podobný podmínkám in vivo 

(Vinci et al. 2012; Li et al. 

2014). 

Polarita Částečná polarizace (Antoni 

et al.2015) 

Přesnější zobrazení 

polarizace buněk (Antoni et 

al.2015) 

Proliferace 

 

Rychlejši proliferace buněk 

než in vivo prostředí 

(Edmondson et al. 2014). 

 

Rychlejši i pomalejši 

proliferace ve srovnání s 2D 

kultivovanými buňkami v 

závislosti na typu buňky či 

typu 3D kultivačního 

systému (Edmondson et al. 

2014). 

 

Exprese genů Rozdílné úrovně v genové 

expresi a sestřih, topologii a 

biochemii buňky (Pampaloni 

et al. 2007). 

Rovnoměrnější exprese genů 

(Cukierman et al. 2002). 

Kultivace Buňky v jedné vrstvě 

(Pampaloni et al. 2007). 

Buňky se více vrstvách 

(Edmondson et al. 2014). 

Kontakt Narušení interakcí mezi 

buněčným a extracelulárním 

prostředím (Kapałczyńska et 

al. 2016). 

Vzájemný kontakt mezi 

buňkami (Cukierman et al. 

2002). 

Náklady během údržování 

kultivačního systému 

Jednoduché, levné, 

komerčně dostupné testy a 

média (Friedrich et al.2007). 

Dražší, časově náročnější a 

méně komerčně dostupných 

testů (Friedrich et al. 2007). 



 

3.4 Apoptóza  

Buňky mnohobuněčného organismu jsou členy vysoce organizované skupiny. Počet 

buněk v této skupině je přísně regulován – nejen kontrolou rychlosti buněčného dělení, ale také 

kontrolou rychlosti buněčné smrti. Pokud jsou buňky nepotřebné, dochází k programované 

buněčné smrti, běžně se nazývá apoptóza (Alberts 1998c). 

Důležité je, že na rozdíl od nekrózy (neregulovaná forma buněčné smrti často způsobené 

akutním buněčným traumatem) vyžaduje apoptóza přívod energie. Během nekrózy jsou 

buněčné obsahy nekontrolovaně uvolňovány do buněčného prostředí a následně dochází k 

poškození okolních buněk se silnou zánětlivou odpovědí v odpovídající tkáni (Leist & Jaattela 

2001).  

Kumulární buňky obklopují a vzájemně komunikují s oocyty během vývoje folikulů a po 

ovulaci, což naznačuje, že výskyt apoptózy v buňkách kumulu může ovlivnit kvalitu oocytů. 

Tyto buňky uvolňují signály důležité pro dozrávání oocytů a vývojovou způsobilost, a proto 

výskyt apoptózy v těchto buňkách má dopad na samičí gametu (Yuan et al. 2005).  

V době ovulace Graafova folikulů prasknou a způsobí vznik kompetentních oocytů 

v metafázi II. Po ovulaci mají tyto oocyty první pólové tělísko. Pokud nedojde k oplodnění, 

dojde k postovulačnímu stárnutí a spontánní aktivaci oocytu nebo apoptóze (Tripathi et al. 

2012; Chaube et al. 2007; Prekumar & Chaube, 2013; Prekumar & Chaube 2014; Prasad et al. 

2014) nebo k apoptóze oocytů (Tripathi et al. 2010; Tripathi et al. 2011; Chaube et al. 2014; 

Chaube et al. 2008, Chaube et al. 2009; Chaube et al. 2009; Tipathi & Chaube 2015). Studie 

naznačují, že dobré kvalitní oocyty jsou ovulovány nejprve během časného reprodukčního 

života. Postupem času dochází ke stárnutí, oocyt se stává více náchylný k apoptóze a omezuje 

reprodukční výsledek jedince (Wu et al. 2000; Santonocito et al. 2013; Tsutsumi et al. 2014).  

 

ROS 

Mezi ROS patří volné radikály vytvořené z molekuly kyslíku, které obsahují nepárový 

elektron. Reaktivní formy kyslíku (ROS) jsou metabolity kyslíku, které vyvolávají buněčnou 

nerovnováhu a vyvolávají toxické účinky (Halliwell & Aruoma 1991; Halliwell & Chirico 

1993; Agarwal et al. 2005) vedoucí k buněčné smrti. Aby se stal stabilním, ROS se váží na 

kovy, jako jsou železo nebo měď, nicméně toto navazání vede k poškození buněk. Tedy 

intracelulární koncentrace ROS musí zůstat nízké (Agarwal et al. 2003, 2005).  

 Mitochondrie spotřebovávají většinu dostupného molekulárního kyslíku a představují 

hlavní místo produkce ROS v aerobních buňkách (Boveris & Chance 1973). ROS, pokud nejsou 
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detoxikovány, mohou způsobit dysfunkci či smrt buněk. Samotné mitochondrie jsou velmi 

citlivé vůči škodlivých účinků kyslíkových radikálů. Proto ROS produkované mitochondriemi 

mohou oxidovat proteiny a indukovat peroxidaci lipidů, čímž narušují bariérové vlastnosti 

mitochondriální membrány. 

Dalším cílem ROS je mitochondriální DNA (mtDNA), které je obzvláště citlivé na 

poškození způsobené ROS v důsledku jeho uzavření blízkost dýchacího řetězce a nedostatek 

ochranných histonů. Hladina oxidativně modifikovaných bází v mtDNA je tedy 10 až 20krát 

vyšší než v jaderné DNA (Richter 1995). mtDNA kóduje několik proteinů nezbytných pro 

funkci dýchacího řetězce, a tedy pro syntézu ATP oxidační fosforylací. Oxidační poškození 

způsobené ROS je pravděpodobně hlavní příčinou mitochondriální genomové nestability a 

respirační dysfunkce. Vysoká produkce ROS vedou k oxidačnímu stresu buňky, včetně 

buněčných membrán a nukleových kyselin. Následně oxidativní stres vyvolává poškození 

DNA, spouští se apoptóza, (Hockenbery et al. 1993) a smrt. 

 
Receptory a ligandy  

Receptory smrti jsou transmembránové proteiny typu I a právě jejich složka 

intracytoplazmatické domény smrti (DD) je nezbytná pro vznik signální přenosu a apoptózy 

(Itoh & Nagata 1993, Tartaglia et al. 1993). 

Tyto receptory se označují jako receptory smrti, protože jednou z jejich nejvýznamnějších 

funkcí je indukce programované buněčné smrti potřebné pro přenos cytotoxického signálu. 

Apoptóza je iniciována vazbou ligandů na specifické receptory umístěné na buněčných 

membráne. Smrtící ligandy a receptory (TNFα) a jeho receptory (TNFR), FasL (také nazývaný 

Apo-1ligand nebo ligand CD95) a Fas (Apo-1 nebo CD95), (TRAIL) a jeho receptory 

(TRAILRs) (Daniel et al. 2001). 

Na aktivaci pro-apoptotických faktorů se podílejí aktivní receptory, které se nacházejí v 

cytosolu a po dostatečném signálu změní svou konformaci a přesunou se do mitochondriální 

membrány, kde iniciují tak permeabilitu vnější membrany mitochondrie, a to vede k uvolnění 

cytochromu C (Hata et al. 2015; Chipuk et al. 2010; Czabotar et al. 2014). Každý receptor 

buněčné smrti aktivuje specifickou kaspázu, která způsobí apoptotickou smrt buněk během 

několika hodin (Manabe et al. 2003). 

 

Proapoptotické a antiapoptotické faktory 

Bcl (B-Cell Lymphoma) proteiny jsou známé regulátory apoptózy. Tato rodina se skládá 

z proteinů, které mohou buď zvýšit nebo zabránit buněčné smrti (Allen et al. 1998; Adams & 



 

Cory 1998). Důležitými prvky v apoptotické signalizaci jsou rodina proteinů Bcl-2, cytochrom 

C, APAF-1 (Apoptotic Protease Activating Factor-1) a kaspázy. Do skupiny antiapoptotických 

a proapoptotických faktorů patří i rodina proteinů Bcl-2 (Tabulka 6). 

Existují čtyři o domény BH – BH1, BH2, BH3 a BH4. Antiapoptotické proteiny rodiny 

Bcl-2 (včetně Bcl-2, Bcl-xL a Bcl-xW) sdílejí domény BH1 a BH2 a v některých případech 

doménu BH4. Většina členů proapoptické rodiny, jako je Bax a Bak, obsahuje doménu BH3, 

která může být také přítomna v některých antiapoptotických proteinech (Bcl-2 a Bcl-xL) 

(Sattler et al. 1997). 

 Apoptóza je spouštěna pro-apoptickými proteiny, které jsou pouze pro BH3 (Letai et al. 

2002).  Zahrnuje proteiny Bid, Bim, Bmf, Bad, Bik, Puma a Noxa, které selektivně reagují na 

přicházející apoptotické stimuly a buněčnou smrt navozují zejména interakcemi s proteiny 

BAX, BAK a BOK. (Jin & El-Deiry 2005).  Ty se se nacházejí v cytosolu a po dostatečném 

signálu změní svou konformaci a přesunou se do mitochondriální membrány, kde iniciují tak 

permeabilitu vnější membrany mitochondrií to vede k uvolnění cytochromu C (Hata et al. 2015; 

Chipuk et al. 2010; Czabotar et al. 2014) a následnou regulaci aktivity kaspázy 9 (Sattler et al. 

1997). Doména BH3 podporuje dimerizaci (homodimery či heterodimery) členů rodiny Bcl-2.  

Anti-apoptotické členy, včetně Bcl-2 podporují přežití buňky. Pro-apoptotické proteiny 

BCL-2 (BAX a BAK) vyvolávají buněčnou smrt, které jsou aktivovány během apoptózy a 

vytvářejí póry v mitochondriálních vnějších membránách, které umožňují uvolňování 

proapoptotických faktorů (Hata et al. 2015; Chipuk et al. 2010; Czabotar et al. 2014). 

Antiapoptotické proteiny Bcl-2 inhibují účinky proapoptotických proteinů, Bax a Bak, dvěma 

různými mechanismy, inhibicí přímou vazbou nebo regulací prostřednictvím proteinů 

obsahujících pouze BH3 (Kastan & Bartek, 2004). Homodimerizace Bcl-2 zahrnuje interakci 

„head-to-tail“, ve které N-koncová oblast obsahující doménu BH4 interaguje s vzdálenější 

oblastí Bcl-2, kde jsou umístěny BH1, BH2 a BH3 (Sattler et al. 1997). Bcl-2 interaguje s 

buněčným Baxem za vzniku heterodimeru Bcl-2 / Bax, čímž brání tvorbě homologního dimeru 

Bax / Bax (Barnum & O’Connell,2014) což je časný krok apoptózy (Whittaker et al. 2017).  

Bcl-2 je integrální mitochondriální, jaderný a endoplazmatický membránový protein 

retikula. Ukázalo se, že nadměrná exprese Bcl-2 chrání buňky před apoptotozou. 
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Tabulka 6: Seznam členů rodiny Bcl-2 proteinů podle jejich podtříd (upravenno podle Suhaili et al. 2017). 

Proteiny Bcl-2 

Proteiny s více doménami BH proteiny BH3 proapoptotické 

Antiapoptotické 

proteiny 

Proapoptotické 

proteiny 

Přímé 

aktivátory 

Depresory/senzibilizátory 

Bcl-xl BAX Bid 
Bad 

Bcl-2 BAK Bim 
Bik 

NOXA BOK PUMA 
BMF 

Bcl-w   
HRK 

Mcl-1   
NOXA 

A1/BFL1   
 

Bcl-B   
 

 

Mechanismus apoptózy 

Apoptóza je vyvolávána více signálními cestami a je regulována složitými vnějšími a 

vnitřními ligandy. Proces apoptózy je řízen cestou buněčných signálů diverzity a podílí se na 

přežití buňky či buněčné smrti. Existují dvě hlavní cesty apoptózy – vnější cesta (dráha 

receptoru smrti) a vnitřní cesta (mitochondriální cesta) rozlišené podle toho, zda jsou nebo 

nejsou zahrnuty kaspázy (Adrain et al. 2002).  

Buňky podstupující apoptózu jsou charakterizovány kondenzací chromatinu, jadernou 

fragmentací, fragmentací internukleozomální DNA, vyklenutím plazmatické membrány, 

tvorbou apoptotický těl (membránou ohraničené buněčné fragmenty, které jsou následně 

fagocytovány bílými krvinkami (makrofágy), zadržení organel a nakonec fagocytózou (Kerr & 

Harmon 1991). 

Rodina proteinů Bcl-2 řídí uvolňování cytochromu C (Adams & Cory 1998), který se sám 

uvolňuje při narušení mitochondrií a dochází ke štěpení Bid. Bid, Bax a Bak jsou členy rodiny 

Bcl-2 a jsou pro-apoptotické, zatímco Bcl-2 a Bcl-XL inhibují uvolňování cytochromu C a jsou 

antiapoptotické. Zdá se, že antiapoptotické molekuly, jako je Bcl-XL, soutěží o vazbu s 

aktivovanou formou Bid, a tím zabraňují aktivaci Bax nebo Bak, čímž se zabrání 



 

mitochondriálnímu uvolňování cytochromu C (Cheng et al. 2001). Výsledek této konkurence 

určuje, zda je signál pro buněčnou smrt úspěšný.  

 

Kaspázy 

Kaspázy jsou syntetizovány jako pro-enzymy s velmi nízkou aktivitou, které vyžadují 

aktivaci. Aktivovány jsou štěpením jinými kaspázami, které tak zajistí aktivaci proteolytické 

kaskády kaspád. Aktivace kaspáz je regulována členy proteinových rodin Bcl-2 a IAP (Alberts 

1998c). Na základě velikosti pro-domény jsou kaspázy rozděleny na dlouhé a krátké obsahující 

pro-doménu. Dlouhé pro-doménové kaspázy, tj. kaspáza 1, 2, 4, 5, 8, 9 a 10, patří do skupiny 

iniciátorů kaspázy, zatímco krátké pro-doménové kaspázy, tj. kaspáza 3, 6, 7, 11 a 13, 

představují efektorové enzymy (Orrenius et al. 2015; Zhivotovsky et al. 1999). 

Pro-kaspázy slouží jako „cytoplazmatický regulátor“ apoptózy, který se po aktivaci může 

translokovat do jiných intracelulárních kompartmentů, jako je endoplazmatické retikulum a 

jádro (Mancini et al. 1998; Samali et al. 1998). Kaspázy štěpí proteiny, lokalizované v 

buněčných membránách, cytoplazmě a v jádře (Zhivotovsky et al. 1997; Stroh & Schulze-

Osthoff 1998). 

Zhivotovsky et al. (1997) zjistili, že v jádru byla nalezena pro-kaspáza 2 a kaspázy 2 a 3.  

Kaspáza 2 je také důležitá pro programovanou smrt oocytů během vývoje myší (Bergeron et al. 

1998). Pro-kaspázy 7 a 8 byly nalezeny pouze v cytosolu. V apoptotických buňkách byly 

kaspázy 3, 8 a 9 přítomny ve cytosolické frakci, zatímco kaspázy 3 a 9 byly také nalezeny v 

mitochondriální frakci a kaspáza 7 v mikrosomu. Aktivovaná kaspáza 8 přenáší apoptotický 

signál buď přímým štěpením (aktivací) efektorových kaspáz nebo štěpením proteinu 

interagujícího s BH3 Bcl2, což vede k uvolnění cytochromu C z mitochondrií, spuštění aktivace 

kaspázy 9 v komplexu s dATP a Apaf-1. Tvorba komplexu, zvaného apoptosóm, vede k 

aktivaci kaspázy 9 (Rytomaa et al. 1999) a následné aktivaci efektorové kaspázy 3, 6 či kaspázy 

7 (Robertson et al. 2002). 
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4 Metodika 

4.1 Získávání kumulo-oocytárních komplexů (COC) 

Vaječníky byly získány na jatkách z prasnic v neznámém stádiu estrálním cyklu. 

Vaječníky byly transportovány do laboratoře při teplotě 38,5–39 °C do 2 hodin po porážce. 

V laboratoři byly vaječníky opláchnuty fyziologickým roztokem. Poté byly z folikulů 

aspirovány kumulo-oocytární komplexy (COC) společně s folikulární tekutinou. COC byly 

aspirovány z antrálních folikulů (průměr: 3–6 mm) pomocí 20 ml injekční stříkačky a jehly o 

průměru 1,8 mm. 

Ke kultivaci byly vybírány COC s několika kompaktními vrstvami kumulárních buněk a 

s oocytem s celistvou a kompaktní cytoplasmou (skupina A a B dle tab. 7). 

Tabulka 4: Charakteristické vlastnosti aspirovaných COC. 

Stupeň Výběr oocytů 

Stupeň A Oocyty obklopené 3 nebo více úplnými vrstvami kupovitých buněk ulpívajícími 

na zona pellucida s homogenním jádrem 

Stupeň B Oocyty obklopené 2 úplnými vrstvami kupovitých buněk ulpívajícími na zona 

pellucida s homogenním jádrem 

Stupeň C Oocyty obklopené 1 úplnou vrstvou kumulárních buněk ulpívající na zona 

pellucida 

Stupeň D Oocyty mají méně než 1 úplnou vrstvu kumulárních buněk ulpívající na zona 

pellucida a s pyknotickým jádrem – nevratné zahuštění chromatinu 

 

4.2 Kultivace COC 

COC byly kultivovány při 38,5–39 °C a 5 % CO2 v kultivačních čtyřjamkových NUNC 

petriho miskách (Nunc, Roskilde, Dánsko) s 1ml modifikovaného média M199 (GibcoBRL, 

Life Technologies, Paisley, Velká Británie) obsahující hydrogenuhličitan sodný (0,039 ml na 1 

ml média, Sigma Aldrich, Německo), laktát sodný (0,6 mg/ml, Sigma Aldrich, Německo), 

pyruvát sodný (0,25 mg/ml, Sigma Aldrich, Německo), gentamicin sulfát (0,025 mg/ml, Sigma 

Aldrich, Německo), HEPES (1,5 mg/ml, Sigma Aldrich, Německo) s přídavkem PG 600 

(Intervet, Boxmeer, Holandsko). V jedné jamce bylo kultivováno maximálně 60 COC.  



 

COC byly kultivovány 48 hodin do stádia MII. Poté byly získány kumulární buňky 

pomocí opakovaným nasáváním COC do tenkostěné pipety.  

 

4.3 Kultivace kumulárních buněk 

Kumulární buňky získané z COC byly následně kultivovány po dobu 2, 4, 7 a 16 dní při 

teplotě 38,5–39 °C v atmosféře s obsahem 5 % CO2.  

Skupina buněk kultivovaná v konvenčním 2D systému v modifikovaném médiu M199 v 

NUNC petriho miskách byla kontrolní skupinou (2D). Pokusná skupina kumulárních buněk 

(3D) byla kultivována v médiu s 0,7% hydrogelem GrowDex (UPM, Biochemicals, Finsko). 

Buňky ve 2D i 3D skupině byly každé dva dny přeneseny do nového média.  

 

4.4 Imunocytochemické stanovení exprese BAX a Bcl-2 

Po skončení kultivace byly kumulární buňky opláchnuty ve fosfátovém pufru (PBS, 

Sigma Aldrich, Německo) a fixovány v 2,5 % (w/v) paraformaldehydu v PBS při pokojové 

teplotě po dobu 1 hodiny. Fixované buňky byly až do dalšího zpracování uchovávány ve 4°C. 

Plazmatická membrána kumulárních buněk byla permeabilizována 0,5 % (w/v) Tritonem 

X v PBS s 0,01 % sérovým bovinním albuminem (BSA, Sigma Aldrich, Německo).  

Po opláchnutí v PBS s 0,1 % (w/v) Tween 20 byly buňky inkubovány s primární 

protilátkou králičí anti-BAX nebo anti-Bcl-2 (Termofisher, Německo), ředěnou v poměru 1:100 

v roztoku 0,1 % (w/v) BSA a 0,1 % (w/v) Tween 20 v PBS. Inkubace probíhala po dobu 14-16 

hodin ve vlhké komůrce při teplotě 4 ° C.  

Po inkubaci byly kumulární buňky 3x opláchnuty v PBS s 0,1 % (w/v) Tween 20 a 

následně inkubovány se sekundární protilátkou anti-králičí IgG konjugovaným s 

fluoresceinisothiokyanátem (FITC; Termofisher, Německo) po dobu 1 hodiny při laboratorní 

teplotě ve vlhké komůrce. Po inkubaci byly buňky opět opláchnuty v PBS s 0,1 % (w/v) Tween 

20. 

Kumulární buňky byly poté montovány na podložní sklíčka do montovacího média 

Vectashield s 4 ', 6 – diamidino-2-fenylindolu (DAPI; Vector Laboratories, Inc.) pro obarvení 

chromatinu. 

V každém experimentu byla barvena také kontrolní skupina, ve které byly buňky 

inkubovány místo primární protilátky pouze v roztoku v roztoku 0,1 % (w/v) BSA a 0,1 % 
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(w/v) Tween 20 v PBS. Ostatní kroky včetně inkubace se skundární protilátkou probíhaly 

shodně jako pokusných skupin. 

Kumulární buňky byly snímány pomocí konfokálního mikroskopu (Zeiss, Německo) při 

vlnové délce světla 350 nm (DAPI) a 500 nm (FITC).   

Snímky byly vyhodnoceny v softwaru NIS Elements AR Software (NIKON, Japonsko).  

Specifita vazby použitých protilátek byla ověřena pomocí metody Western blott. 

Protilátky se vázaly na proteiny o molekulové hmotnosti cca 25-26 kDa, což odpovídá 

molekulové hmotnosti BAx a BCl-2. Tato stanovení nesou součástí výsledků. 

4.5 Statistické vyhodnocení 

Exprese proetinů byla vyjádřena jako střední intenzita signálu FITC fluorescence, snížená 

o střední intenzitu signálu kontrolní skupiny, inkubované bez primární protilátky. 

Z naměřených hodnot byly vypočítány průměrné hodnoty a ty byly vztaženy k průměrné 

hodnotě skupiny, která nebyla kultivovaná (0 hod). Střední intenzita signálu byla vyjádřena 

jako relativní. Experimenty byly 3x zopakovány. 

Data ze všech experimentů byla vyhodnocena pomocí statistické analýzy, která byla 

provedena pomocí t-testu a jednofaktorové analýzy rozptylu (Microsoft Excel) Signifikantní 

rozdíly byly stanoveny při hladině významnosti α = 0,05.  

  



 

5 Výsledky 

Prasečí kumulo-oocytární komplexy byly kultivovány 48 hodin do stádia MII a následně 

byly kumulární buňky kultivovány po dobu 0, 2, 4, 7 a 16 dní. Kontrolní skupina byla 

kultivována v konvenčním 2D kultivačním systému a pokusná skupina v 3D kultivačním 

systému s GrowDex. Po skončení kultivace byly v kumulárních buňkách stanoveny pro-

apoptotický faktor BAX a anti-apoptotický faktor BCl-2. Oba faktory byly v kumulárních 

buňkách přítomny. 

  

Pro-apoptotický faktor BAX 

Během kultivace se množství proteinu v kumulárních buňkách zvyšovalo. Signifikantní 

zvýšení intenzity signálu oproti kontrolní skupině, která nebyla kultivována (0 dní), bylo 

zjištěno ve skulpinách kultivovaných 7 a 16 dní, a to v obou kultivačních systémech a ve 

skupině kultivované po dobu 4 dní ve 3D systému s GrowDex. Rozdíly v expresi BAX mezi 

2D kultivačním systémem (Obr.6) a 3D systémem (Obr. 7) nebyly signigfikantní. Relativní 

průměrná intenzita signálu v průběhu kultivace vztažená ke průměrné intenzitě signálu 

nekultivovaných buněk spolu se směrodatnými odchylkami je v Grafu 1.   

 

 

Graf 1: Relativní intenzita signálu pro-apoptotického faktoru BAX v kumulárních buňkách prasete kultivovaných 

po dobu 0, 4, 7 a 16 dní ve 2D a 3D kultivačním systému in vitro. Hodnoty jsou vztaženy k intenzitě signálu 

kumulárních buněk ze zralých kumulo-oocytárních komplexů (0 hod kultivace). * Statisticky významné rozdíly 

v intenzitě signálu oproti skupině kultivované 0 dní; P=0,05. 
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Obr 6: Exprese pro-apoptotického faktoru BAX v prasečích kumulárních buňkách kultivovaných v konvenčním 

2D in vitro kultivačním systému stanovená imunocytochemicky. Buňky byly kultivovány po dobu 0, 4, 7 a 16 dní.  

Zeleně – protein BAX (FITC), modře – chromatin (DAPI). Zvětšení 400x. 

 

Obr 7: Exprese pro-apoptotického faktoru BAX v prasečích kumulárních buňkách kultivovaných ve 3D in vitro 

kultivačním systému s GrowDex stanovená imunocytochemicky. Buňky byly kultivovány po dobu 0, 4, 7 a 16 

dní.  Zeleně – protein BAX (FITC), modře – chromatin (DAPI). Zvětšení 400x. 



 

Anti-apoptotický faktor BCl-2 

Během kultivace kumulárních buněk nebyly zjištěny signifikantní změny v množství 

proteinu BCl-2 s výjimkou skupin buněk, které byly kultivovány po dobu 16 dní. Rozdíly 

v expresi BCl-2 mezi 2D kultivačním systémem (Obr. 8) a 3D systémem s GrowDexem 

(Obr. 9) nebyly signifikantní. Relativní průměrná intenzita signálu v průběhu kultivace 

vztažená ke průměrné intenzitě signálu nekultivovaných buněk spolu se směrodatnými 

odchylkami je uvedená v Grafu 2.   

 
 

 

Graf 2: Relativní intenzita signálu anti-apoptotického faktoru BCl-2 v kumulárních buňkách prasete kultivovaných 

po dobu 0, 4, 7 a 16 dní ve 2D a 3D kultivačním systému in vitro. Hodnoty jsou vztaženy k intenzitě signálu 

kumulárních buněk ze zralých kumulo-oocytárních komplexů (0 hod kultivace). * Statisticky významné rozdíly 

v intenzitě signálu oproti skupině kultivované 0 dní; # statitsicky významné rozdíly v intenzitě signálu mezi 2D a 

3D kultivačním systémem, P=0,05. 
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Obr 8: Exprese anti-apoptotického faktoru BCl-2 v prasečích kumulárních buňkách kultivovaných v konvenčním 

2D in vitro kultivačním systému stanovená imunocytochemicky. Buňky byly kultivovány po dobu 0, 4, 7 a 16 dní.  

Zeleně – protein BCl-2 (FITC), modře – chromatin (DAPI). Zvětšení 400x. 

 

Obr 9: Exprese anti-apoptotického faktoru BCl-2 v prasečích kumulárních buňkách kultivovaných ve 3D in vitro 

kultivačním systému s GrowDex stanovená imunocytochemicky. Buňky byly kultivovány po dobu 0, 4, 7 a 16 

dní.  Zeleně – protein BCl-2 (FITC), modře – chromatin (DAPI). Zvětšení 400x. 

 



 

6 Diskuze 

Cílem experimentů bylo porovnat vliv kultivačních systémů na expresi pro-apoptotického 

faktoru BAX a anti-apoptotického faktoru BCl-2 v prasečích kumulárních buňkách 

kultivovaných v 2D a 3D kultivačním systému.  Prasečí kumulo-oocytární komplexy byly 

kultivovány 48 hodin do stádia MII a následně byly folikulární buňky kultivovány po dobu 4, 

7 a 16 dní v konvenčním 2D kultivačním systému a ve 3D kultivačním systému s GrowDex.  

Konvenční 2D kultivační systémy jsou široce rozšířené, ale buňky rostoucí v adherované 

vrstvě postrádají přirozené uspořádání in vivo podmínek, což ovlivňuje také jejich morfologii, 

genovou expresi (Vergani et al. 2004), díky narušení gap junction spojů i komunikaci (Debnath 

& Brugge 2005) a další buněčné funkce (Mahmud et al. 2009; Kilian et al. 2010) včetně 

apoptózy (Weaver et al. 2002). Naproti tomu experimenty s kultivací buněk ve 3D kultivačním 

systému prokázaly pozitivní efekt těchto systémů na proliferaci, diferenciaci a viabilitu buněk 

(Baker & Chen 2012; Gauvin et al. 2012; Bonnier et al. 2015), protože tyto systémy lépe imitují 

přirozené prostředí buněk a díky tomu předchází problémům generovaných 2D kultivačními 

systémy.  

V dostupné literatuře nebyly nalezeny údaje o kultivaci prasečích kumulo-oocytárních 

komplexů v 3D systému využívající hydrogel GrowDex. Proto bylo prvním krokem porovnat 

průběh meiotického zrání kumulo-oocytárních komplexů v konvenčním kultivačním systému a 

v systému s GrowDex. Výsledky (nejsou součástí této práce) ukázaly, že jsou oba systémy 

srovnatelné. V rámci experimentů této práce byla proto srovnána exprese apoptotických faktorů 

BAX a Bcl-2 v prasečích kumulárních buňkách, které byly dále kultivovány po skončení 

meiotického zrání oocytů. Nepodařilo se nám prokázat hypotézu, že v 3D kultivačním systému 

bude oproti konvenčnímu systému nižší exprese pro-apoptotického faktoru BAX a vyšší 

exprese anti-apoptotického faktoru BCl-2.  

Kumulární buňky prasete byly zvoleny k experimentům jako model, který poskytuje 

poznatky využitelné v humánní oblasti, protože mohou odrážet vývojový potenciál embrya 

(Corn et al., 2005) a počet apoptotických buněk a exprese apoptotických faktorů koreluje 

s kvalitou oocytů a úspěšnosti IVF což je významné zejména v asistované reprodukci (Host et 

al., 2000; Filali et al., 2009). 

Oba dva zvolené faktory BAX a BCl-2 patří do rodiny faktorů BCl, které ovlivňují 

uvolňování cytochromu C z mitochondrií a mitochondriální membrány, a tak spouští vnitřní 

apoptotickou dráhu (Hata et al. 2015; Chipuk et al. 2010; Czabotar et al. 2014).  Výsledky 

našich experimentů ukázaly, že se exrese během kultivace kumulárních buněk zvyšovala u obou 
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faktorů. Tento fakt může být dán tím, že mechanismus antiapoptotického účinku BCl-2 spočívá 

v interakci s proaptotickým faktorem BAX. Vzniklé heterodimeru Bcl-2/BAX, brání tvorbě 

homologního dimeru BAX/BAX (Barnum & O’Connell,2014) a tím i spuštění apoptotické 

dráhy (Whittaker et al. 2017). K podobným závěrům došel ve svých studiích i Zhang et al. 

(2004) který uvádí, že je interakce BAX / Bcl-2 v buňce upřednostňována. Zvýšená exprese 

BAX pak nutně nemusí znamenat buněčnou smrt, což může být případ zvýšené exprese obou 

proteinů v kultivovaných prasečích buňkách. To zároveň znamená, že i když se naše hypotéza 

nepotvrdila, nelze na základě našich výsledků vyvodit závěr, že 3D kultivační systém 

s GrowDex nepřináší žádný profit při kultivaci kumulárních buněk. Oba dva systémy se jeví 

jako srovnatelné, ale bylo by žádoucí zaměřit se také na markery proliferace a viability buněk, 

které také významně odráží kondici buněk kultivovaných v in vitro systémech. 

 

  



 

7 Závěr  

I když se nepodařilo prokázat pomocí exprese pro-apoptotického faktoru BAX a anti-

apoptotického faktoru BCl-2 v prasečích kumulárních buňkách rozdíl mezi 2D a 3D 

kultivačním systémem, neznamená to, že je možné rezignovat na možnost využívat 3D 

kultivační systémy, které dokáží lépe simulovat podmínky v živém organismu a nenarušují 

morfologii a fyziologii buněk tak jako konvenční 2D systémy.  

Technologie 3D kultivačních systémů se již ukázaly jako důležitý nástroj, který může 

usnadnit výzkum v biomedicínské oblasti s realističtějšími výsledky. Metody 3D kultury však 

musí překonat mnoho problémů. Metodiky je třeba v prvé řadě standardizovat, protože metoda 

3D buněčné kultury je obtížnější a složitější než metoda 2D buněčné kultury a má tedy nízkou 

reprodukovatelnost a vyžaduje vysokou úroveň dovedností. Očekává se tedy, že technologie 

3D buněčné kultury významně přispěje k budoucímu výzkumu. K tomu lze s úspěchem 

využívat prasečí oocyty a kumulární buňky, protože prase je cenné jako modelové zvíře pro 

humání obast. Tímto směrem by bylo vhodné orientovat i další výzkumné aktivity. 
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I 

9 Seznam použitých zkratek 

2D   Dvourozměrný 

3D   Trojrozměrný 

ADP   Adenosindifosfát 

ATP   Adenosin trifosfát 

BSA    Bovinní sérový albumin 

BSS   Salinní roztok 

CaCl2   Chlorid vápenatý 

cAMP   Buněčný posel   

CO2   Oxid uhličitý 

COC    Kumulo-oocytární komplex 

DD   Doména smrti 

DNA   Deoxyribonukleová kyselina 

ECM   Extracelulární matrix 

EGF   Epidermální růstový faktor 

ER   Endoplazmatické retikulum   

FSH    Folikulostimulační hormon    

GV    Zárodečný váček 

GVBD   Rozpad zárodečného váčku 

HA    Kyselina hyaluronová 

hCG   Humánní choriový gonadotropin 

HEPES  Organické chemické pufrovací činidlo 

IVF    In vitro fertilizace 

IVM    In vitro maturace 

LH    Luteinizační hormon 

MAP kináza  Mitogen aktivovaná protein kináza 

MEM   Minimální Essentiální Médium  

MI   Metafáze I 

MII   Metafáze II 

MPF   Maturaci podporující faktor 

mRNA   Messenger Ribonukleová kyselina 

mtDNA  Mitochondriální deoxyribonukleová kyselina 



 

NCSU-23  North Carolina State University 23 medium 

NCSU-37  North Carolina State University 37 medium 

O2   Kyslík 

PBS    Pufrovaný fyziologický roztok 

PEG   Polyethylenglykol 

PGA   Kyselina polyglykolová 

PGCs   Primordiální kmenové buňky  

PLA   Kyselina polyprolaktonová 

PMSG   Koňský choriový gonadotropin 

PVDF   Polyvinylidenfluorid 

RER   Drsné endoplazmatické retikulum;  

RIOD   Relativní optická denzita 

RNA   Ribonukleová kyselina 

ROS    Reaktivní kyslíkový metabolit 

rRNA   Ribozomální Ribonukleová kyselina 

SDS   Sodium dedocylsulfát 

SDS-PAGE  Sodium dodecyl sulfát – polyakrylamidová gelová elektroforéza 

SER   Hladké endoplazmatické retikulum 

TCM   Tkáňové médium pro kultivaci  

ZP    Zóna pellucida 


