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Vliv Kkultivaéniho systému na kvalitu bunék prasecich
kumulo-oocytarnich komplexii.

Souhrn
I kdyz bylo jiz vynalozeno mnoho usili S cilem najit optimalni systém pro zlepSeni

kvality oocyti kultivovanych v in vitro podminkach, stale jejich kvalita zaostava za oocyty
dozralymi in vivo. 2D kultivaéni systémy maji mnoho omezeni, mezi které patii zména
morfologie bun¢k, exprese gend, polarita a naruSené interakce s okolnim prostiedim. Tyto
nevyhody vedly k vytvoreni systému, které vice napodobi prostiedi in vivo. Jednim z téchto
systému je 3D kultivaéni systém vyuzivajici hydrogel GrowDex.

Hypotézou této prace bylo, ze 3D kultivacni systém zlepsi kvalitu bun¢k z prasecich
kumulo-oocytarnich komplext béhem meiotického zrani v in vitro podminkach. Ziskané
prase¢i kumulo-oocytarni komplexy byly kultivovany do faze MII po dobu 48 h. Pro srovnani
konvenc¢niho 2D systému a 3D systému s GrowDeX bylo zvoleno sledovani exprese pro-
apoptotického faktoru BAX a anti-apoptotického fakoru Bcl-2, které jsou zapojeny do regulace
apoptdzy. Kumularni bunky zralych kumulo-oocytarnich komplext byly kultivované ve 2D a
3D kultivaénim systému po dobu 0, 2, 4, 7 a 16 dni. Po skonceni kultivace byla sledovana
exprese BAX a Bcl-2 imunocytochemickou metodou s vyuzitim konfokalniho mikroskopu a
pocita¢ové analyzy obrazu.

Kumularni buniky prasecich kumulo-oocytarnich komplexi exprimovaly oba sledované
faktory. Jejich exprese se ve 2D a 3D kultiva¢nim systému signifikantné nelisila s vyjimkou
anti-apoptotického faktoru Bcl-2, jehoz exprese byla po 16 dnech kultivace ve 3D systému
signifikantné niz8§i nez v konvencnim 2D systému. Nepodafilo se prokazat hypotézu, Ze
kultivace ve 3D kultiva¢nim systému zlepSuje kvalitu prasecich kumulo-oocytarnich komplexa
a ze tento kultivacni systém mize byt vhodnéjsi pro kultivaci kumulo-oocytarnich komplexa

Vv in vitro podminkach.

Klic¢ova slova: kumulo-oocytarni komplex, kultivace in vitro, 3D kultivaéni 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
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1 Uvod

Reproduk¢ni biotechnologie vyuzivané v reprodukci hospodarskych zvitrat zahrnuji fadu
metodik jako jsou kryokonzervace, embryotransfer, in vitro produkce embryi, in vitro
fertilizace.

Vyuzivani reproduk¢nich technik v chovech zvirat ale predpoklada, ze budou dostatecné
efektivni, a ackoliv se techniky jako in vitro fertilizace, emryotransfer nebo mrazeni embryi
bézné pouzivaji v chvou skotu, u prasat nemaji zatim tak vysokou uspésnost. Pfitom prase je
druh nejen hospodatsky vyznamny, ale cenné je i jeho vyuziti jako modelového zvite,
poskytujici informace srovnatelné s clovékem.

Jednim z limitd pro SirSi vyuZiti reprodukénich biotechnologii u prasat jsou omezené
znalosti o biologickych procesech probihajicich v oocytech béhem jejich meiotického zrani.
Proto je dulezitym ptedpokladem dalsiho pokroku dukladné poznani, pochopeni a piesné
definovani biologickych a biochemickych procesti spojenych se zranim oocytil a také hledani
novych technik pro zrani v in vitro podminkach.

V dnesni dob¢ se nové techniky kultivaci bunék v in vitro podminkach neustale vyvijeji
a méni tak, aby co nejlépe napodobily podminky in vivo. Proto se zavadéji a zkouseji 3D
kultiva¢ni systémy, které lépe imituji podminky ve folikulu a oocytim s cilem zlepsit
vyvojovou kompetenci in vitro kultivovanych oocyti. U prasat je vyuziti 3D kultiva¢niho
systému zatim na pocatku. Proto se tato diplomova prace zaméfuje na moznost vyuziti 3D
kultivacniho systému pii kultivaci prase¢ich kumulo-oocytarnich komplexti v podminkach in

vitro.



2 Védecka hypotéza a cile prace

Hypotézou prace bylo, Ze 3D kultiva¢ni systém zlepsi kvalitu bunék z praseéich kumulo-
oocytarnich komplext béhem kultivace v in vitro podminkach.

Cilem této prace bylo charakterizovat rozdily mezi konvenénim 2D kultivacnim
systtmem a 3D systémem vyuzivajicim hydrogel GrowDex prostfednictvim exprese pro-
apoptotického faktoru BAX a anti-apoptotického faktoru BCL-2 u kumularnich bun¢k z

kumulo-oocytarnich komplext prasete.



3 Literarni reSerse

3.1 Oogeneze

Oogeneze je diferenciace vajicka na buiiku schopnou dalSiho vyvoje pii oplodnéni.
Oogeneze je zahajena v embryonalnim stadiu (Alberts 1998c).

Proces oogeneze probiha v bunikach zarodecného epitelu vajecnika, které se oznacuji jako
primordialni zarode¢né buiniky (PGCs — Primordial Germ Cells). U zvifat PGCs nevznikaji
uvniti gonad, ale migruji napfic¢ embryem, aby dosahly vyvijejicich se prekurzorti gonad, které
vytvareji vajecniky. PGC opoustéji zadni cast gastrointestinalniho epitelu a vstupuji do
mezenchymu hibetniho mezenteria a dale putuji k hfebentim genitalii, které vypliuji (Fujimoto

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

Oogeneze zacina jiz v priab¢hu ¢asného embryonalniho vyvoje seskupenim PGCs ve
zloutkovém vacku entodermu v zadni Casti stieva embrya (Chiquoine 1954; Mintz & Russell
1957) a je rozdélovana do tii fazi (Wassarman 1988; Picton et al. 1998):

e Faze mnoZeni
e Faze rlstova

e Faze zrani

Faze mnoZeni
Bunky zarode¢ného epitelu se opakované déli a vzniklé oogonie asymetrickym déleni
davaji vznik diploidnim primarnim oocytim (Khanna 2010). Oocyty jsou obklopeny vrstvou

folikularnich bunék, které spolu s oocyty vytvari primordialni folikuly.

Faze ristu

Tato faze je velmi dlouha a komplikovand, protoze v cytoplazmé oocytu je tieba
nashroméazdit vSechny latky potfebné pro vyvoj embrya. Nejprve se primarni oocyt enormné
zvétSuje diky lipidovym inkluzim. Cytoplazma je bohatd na RNA, DNA, ATP a enzymy,
protoze dochazi k replikaci cytoplazmatickych organel béhem oogeneze, zejména mitochondrii
a jejich molekul DNA (Schatten 1994). Ve folikulu je kazdy oocyt obklopen vicevrstvou
kohortou folikularnich bunék (Khanna 2010).

Béhem jejich rtstové faze prodé€laji oocyty komplexni zmény, které spocivaji v produkci
novych genovych proteint, organel, modifikaci a redistribuci stavajicich (Schatten 1994). Zralé
sav¢i oocyty navic obsahuji rizné mnozstvi ,,Zloutku® ve formé glykogenovych granuli, malych
lipidovych kapicek a proteinii (Gosden & Bownes 1995). Tyto struktury poskytuji energii a

substraty pro syntézu novych membran po oplozeni vajicka.
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Béhem rustu oocytu se organely piesouvaji k periferii buiiky, kromé& mitochondrii, které
se presouvaji do centralni oblasti. Naptiklad Golgiho aparat se rozsifuje a transformuje z
nekolika zplostélych vakl na velké cisterny v korové oblasti oocytt, kde je aktivni pti exportu
glykoproteint do ZP (Mehlmann et al. 1995) a pii tvorbé kortikalnich granuli. Jak roste oocyt,
zvétsuje se v jaderné membran€ pocet jadernych pord a chromatin se formuje do typického
tvaru. Na konci ristového obdobi a ptfed meiotickym zrani je jadro oocytl ve stadiu

zarode¢ného vacku (germinal vesicle, GV; Picton et al. 1998).

Béhem ristové faze se pramér oocyti zvétSuje a oocyt postupné ziskava meiotickou
kompetenci, tedy schopnost dokoncit meiotické zrdni a podstoupit oplozeni a nasledny
embryonalni vyvoj (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;).

Faze zrani

V této fazi vyvoje dochazi ke znovuzahajeni meidzy. Faze zrani zahrnuje jak jaderné
zrani, tedy schopnost po znovuzahdjeni meidzy pokracovat az do stddia metafaze II tak
cytoplazmatické zrani, tady proces zahrnujici nahromadéni a piipadnou aktivaci faktort
nutnych pro dokonceni meidzy a nasledny embryondlni vyvoj po oplozeni (Khanna 2010;
Schatten & Su 2015; Bennabi et al. 2016). Mezi tyto faktory patii napi. MPF a MAP kinazy

(mitogenem aktivovana protein kinaza; Kanayama et al. 2002).

Jaderné zrani

Pfi kultivaci prasecich oocyt v in vitro podminkach trva jaderné zrani 44-48 hodin
(Motlik et al. 1984). Béhem jaderného zrani dochazi k segregaci chromozomii a vydéleni
polového téliska a vyZaduje funkéni jaderny mitoticky aparat a fadu regulacnich proteinti

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

Proces jaderného zrani zacina v prenatalnim obdobi, kdy se zastavuje ve fazi profazi
prvniho meoického déleni. Meidza pokracuje fazi diplotene, pii které dochazi ke kondenzaci
chromozomt a rozpadu zarode¢ného vacku (GVBD). Po GVBD prochazi oocyt metafazi I,
anafazi | a telofazi I, ukonci prvnim meiotickém déleni a poté rychle ptejde do MII druhého
meiotického déleni, kde dochazi k meiotickému zastaveni meiozy (IlI. meioticky blok)

v metafazi I1 (Kubelka et al. 2000).



Na konci prvniho meiotického déleni se polovina chromozomu oocytu vydéli v podobé
prvniho pdlového téliska. Cytoplazma se rozdéli asymetricky, vétSina ji zlstava v oocytu
(Quetglas et al. 2010).

Jednotliva stadia jaderného zrani jsou charakteristicka konfiguraci chromozomu

(Landim-Alvarenga 1999):

e Stadium zarode¢ného vacku (GV) je charakterizovany ptritomnosti sférického jadra
s neporusenou jadernou membranou a vlaknitym chromatinem.

e Stadium rozpadu zarode¢ného vacku (GVBD) je charakterizované kondenzovanym
chromatinem a nepfitomnosti viditelné jaderné membrany.

e Stadium metafaze I: chromozomy jsou uspoiadané do metafazové desti¢ky periferné
umisténé v ooplazmé.

e Stadium metafaze II je charakteristické ptitomnosti metafazové desticky s
chromozomy uspofadanymi na periferii ooplazmy a vydélenim prvniho pdlového

téliska.

Cytoplazmatické zrani

Cytoplazmatické zrani oocytu je doprovazeno strukturalnimi a molekularnimi zménami
oocytu (Landim-Alvarenga & Maziero 2014), které jsou klicové pro spravny prubéh oplozeni
a Casny embryonalni vyvoj. Béhem cytoplazmatického zrani dochazi k redistribuci organel,
reorganizaci cytoskeletu a transkripci proteinti (Bukowska et al. 2013; Landim-Alvarenga &
Maziero 2014). Ultrastrukturalni zmény v cytoplazmé zahrnuji migraci mitochondrii a Golgiho
komplexu z periferie nezralého oocytu do perinuklearniho prostoru. Kortikalni granula,
pochazejici z Golgiho komplexu se ze stiedu oocytu piesouvaji do periferie, kde zakotvi pod
membranou oocytu (Obr. 1.) (Cran & Moor 1990).

Soucasti cytoplazmatického zrani je tvorba proteint, lipidd a transkripénich faktord
nutnych pro oplozeni a ¢asnou 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 n¢kolik molekularnich a bunécnych udalosti oocytu, které
musi nastat béhem uspé$ného cytoplazmatického zrani jako je expanze kumularnich bungk,

funk¢ni signalizace vapnikovymi kationty a formovani kortikalnich granul.

Oocyty izolované z malych antralnich folikuld maji velmi omezenou schopnost
znovuzah4jit meidézu. Po 24 hodinéach kultivace ziistava vice nez 80 % z nich v GV fazi (Motlik

et al. 1984). Prodlouzeni kultiva¢niho intervalu az 48 hodin zvySuje podil oocytd
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podstupujicich GVBD a postupuje do druhé fazi mitdozy nebo se formuji shluky
kondenzovaného chromatinu. V porovnani, v 66 % oocytt z folikuli o 0,8 - 1,6 mm GVBD a
v 17,3% zrani postupuje do MII (Motlik & Fulka 1986).

PraseCi oocyty ziskavaji ¢aste¢nou meiotickou kompetenci ve velikosti 100-115 um.
Takto dorostlé oocyty dozraji pouze do stadia MI (Luciano & Sirard 2018): PIn¢ kompetentni
oocyty jsou oocyty o velikosti >120 um (Hunter 2000). Prase¢i meioticky kompetentni oocyty
jsou ziskavany z folikulti 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-oocytarni komplexy

Oocyt obsahuje cytoplazmu, jadro a jadérko, kortikdlni granula (Erickson 1983),
mitochondrie (Mtango 2008), ribozomy, Golgiho komplex, endoplazmatické retikulum a
cytoskelet. Oocyt je obklopeny vrstvou zona pellucida. Kumularni bunky vytvaieji okolo

oocytu vrstvu corona radiata, ktera je prvni bariérou proti pruniku spermii do oocytu (Khanna
2013).

Jadro a jadérko

Jadro v savCich oocytech a zygotach je kompaktni a morfologicky se 1isi od jader v
somatickych buiikach (Kyogoku et al. 2014). Jadérko je malé bezbarvé, silné svétlolomné,
obvykle kulovité télisko nachédzejici se uvnitt jadra. V jadie je zpravidla jedno jadérko. Je velmi
bohaté na r-RNA (obsahuje az 20 % veskeré bunécné RNA), v jadérku se RNA takeé syntetizuje
a formuji se zde ribozomy (Benda a kol. 2005).

Mitochondrie

Cytoplazmatické zrani zahrnuje tadu sloZitych udalosti, vcetné syntézy proteinli a
transkripce cytoplazmy RNA, ktera spotiebovava energii. Primarni funkci mitochondrii je
syntéza ATP. Proto hraji mitochondrie mimotadné diilezitou roli pti dodavce energie, ktera je

spotfebovana béhem procesu zrani (Krisher & Bavister 1998; Stojkovic et al. 2001).

Pohyb mitochondrii do oblasti s vysokou energetickou spotiebou je rozhodujici pro zrani
oocytli. V nezralém mySim oocytu jsou mitochondrie agregovany kolem zarodecného vacku a
poté se vzdaluji od perinuklearni oblasti, pfi rozpadu zarodecného vacku zabiraji vétSinu

objemu oocytu (Dumollard et al. 2006).
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Obr. 1: Pfehled distribuce cytoplazmatickych organel a cytoskeletu béhem zrani oocyti u mysi (A) a ¢lovek (B).
(A) V GV oocytech jsou mitochondrie agregovany kolem GV, Golgiho aparat je o néco koncentrovanéjsi uvnitf
nez v kuife a stfedni vlakna jsou omezena na velké kortikalni agregaty, zatimco ER, kortikalni granule, mikrotubuly
a mikrofilamenta jsou rovnomérné rozloZzeny po celé cytoplazmé. Po GVBD se mitochondrie vzdaluji v
perinuklearni oblasti je Golgiho aparat fragmentovan a agregovan v centralni ¢asti oocytu, ER lokalizuje v
kortikalni oblasti a mikrotubuly jsou kondenzovany kolem chromozomd, zatimco mikrofilamenta jsou husté
akumulovana v subkortikalni oblast oocytt.. V metafazi I je Golgiho aparat dale fragmentovan a dispergovan po
oocytu, ER se koncentruje ve vegetativni poloviné zralého vajicka a kortikalni granule migruji smérem ke
kortikalni cytoplazmé a zastavuji v kife, zatimco velké agregaty intermedidlnich vlaken se rozptyli do n€kolika
malych skvrn; navic jsou to mikrotubuly pozorovano jako plné organizovana meioticka vietena. V metafazi Il bylo
vytlac¢eno prvni polové télisko, dole se vytvofila vieténka prvni poélového téliska a mezivlakna jsou rovnomérné
rozloZena po celé cytoplazmé. (B) V oocytech metafaze-II je vieteno se Casto orientuje kolmo na povrch oocyti
mitochondrialni agregaty SER (Sipka) a mitochondrialni vacek jsou vidét komplexy (dvojita Sipka), shluky ER
jsou pfitomny v celém oocytu a kortikalni granule, které jsou obvykle chybi v mysi, jsou pfitomny v oblasti
vietena. GV = zarode¢ny vacek; GVBD = rozpad zarodecnych vacki; RER = drsné endoplazmatické retikulum,;
SER = hladké endoplazmatické retikulum (Luna Mao et al. 2014)

Kortikalni granula

Sav¢i kortikalni granula vznikaji z Golgiho komplexti béhem ristu oocytl (Austin 1956;
Gulyas 1980). Béhem casného rustu folikultt Golgiho komplexy hypertrofuji, proliferuji a
tvorbu kortikalni granul béhem této faze (Abbott & Ducibella, 2001; Gulyas 1980; Szollosi
1967). Nejprve se vytvareji malé vezikuly z hypertrofovanych Golgiho komplext, které migruji
smérem k subkortikalni oblasti oocyttl (Obr. 2). Tyto vezikuly se potom spoji a vytvoii se zrala

kortikalni granula, které se nakonec oddéli od Golgiho komplexu (Gulyas 1980).



Sav¢i kortikalni granula maji v praméru velikost od 0,2 um do 0,6 pum a lisi se od vétSiny
ostatnich regulacnich sekre¢nich organel v tom, Ze se po uvolnéni neobnovuji (Gulyas 1980).
Charakteristickym rysem dozralych oocyti jsou pfitomnost kortikalnich granul. Tyto granula
jsou vazana pod membranou uspoiadané podél povrchu a hraji vyznamnou roli v pribéhu
oplozeni. Jsou syntetizovana pouze v samicich zarode¢nych burkach a transformuji oocyt po

vstupu spermie (Liu 2011).

CC =Kumulirni buiiky 1 PBs =Primarni polarni télisko

CG =Kortikilni granule 2 PBs= Sekundarni polarni télisko Spermie
ECM =Extracelulirni matrix HA = Kyselina hyaluronova

PVS = perivitellini prostor ~ ZP = Zona pellucida

Obr. 2: Exocyt6za sav¢ich kortikalnich granul béhem oplozeni. Kortikalni granula jsou sekre¢ni vezikuly umisténé
v kiife neoplozenych oocytl (znazornéné v Sedych kruzich). Po fizi gamet podstoupi kortikalni granule exocytdézu
a uvolni jejich obsah, aby se vytvofil blok polyspermie. Pro pfehlednost nejsou bunééné struktury znazornény
v méfitku (upraveno podle Liu, 2011).

Golgiho komplex

Golgiho komplex se hojné vyskytuje ve zralych oocytech, béhem GV stadia je
lokalizovan periferné. Po GVBD se jaderny obal rozpada, chromozomy kondenzuji a Golgiho
aparat podléha fragmentaci (Obr. 1) a je rozptylen po celém oocytu v M1 fazi. ato distribuce je
udrzovana po vyd¢leni prvniho pdélového téliska v M1l oocytech (Obr. 1) (Moreno et al. 2002).

Aktivita Golgiho aparatu je zastavena v dozralych oocytech (Trounson & Gosden 2003).

Zona pellucida
Oocyt je obklopen zona pellucida, svétlolomnou blankou, Ktera je pfiblizn¢ u prasete 16

Mm tlusta a je slozena ze specifickych proteinti (Knobil & Neil 1994). Zona pellucida zastava



vyznamnou funkci pfi vyvoji oocytu a pii oplozeni. Podili se na vazbé spermie a je bariérou

proti polyspermii (Fritz & Speroff 2011).
Funkce proteinti zona pellucida:

e ZP1 propojuje ZP2 a ZP3.

e ZP2 udrzuje kontakt ZP mezi oocytem a spermii (Jones & Lopez 2014). Poté, co se
spermie vaze na ZP2, jsou kortikalni granula exocytovana a uvoliuji ovastacin do
perivitelinniho prostoru. Ovastacin $tépi ZP2 na N-konci, brani vice spermiim ve vazbé
a pronika oocytem (Burkart et al. 2012; Avella et al. 2014).

e ZP3 umoziuje spermii pfilnout k zona pellucida a je hlavnim bodem pii oplodnéni

(Jones & Lopez 2014).

Corona radiata

Oocyt je obklopen té€sné spojenymi granuldéznimi butikami (corona radiata, kupovité
buiiky), které spolu s oocytem tvoii kompaktni kumulo-oocytarni komplex (COC). Tato vrstva
granuloznich bun¢k je zodpovédna za udrzovani komunikace mezi oocytem a somatickymi
buiikami (Rybska et al. 2018). Buniky podporuji nejen cytoplazmatické zrani oocytu, ale jsou
klicové pii udrzovani meiotického bloku a indukce ovulace (Falcon & Hurd 2013). Vrstvy
bunék corona radiata patii mezi morfologicka kritéria pro zpusobilost buiiky k in vitro zrani
(Gordon 2003).

Cytoskelet

Eukaryotické buiiky obsahuji tfi hlavni typy cytoskeletalnich vldken: mikrofilamenta,
intermediarni vlakna a mikrotubuly. Cytoskelet je dynamicka a ptizptsobiva struktura, ktera
mize zistat nezménéna nebo mize byt modifikovana podle potieb buiiky.

e Mikrotubuly

Mikrotubuly vykazuji relativné jednotnou distribuci ve fazi GV v mysich oocytech (Obr.
1). Podobn¢é jsou mikrofilamenta rozptylena v celé ooplazmé (Sun & Schatten, 2006). Po
GVBD se mikrotubuly kondenzuji kolem chromozomi a za¢nou migrovat do kiry, zatimco
mikrofilamenta se hust¢ hromadi v subkortikalni oblast oocytl, zejména v okoli meiotického
vieténka oocytu. Ve zralych mySich oocytech ve stadiu MII se mikrotubuly a mikrofilamenta
hromadi hlavné v kortikalni cytoplazmatické oblasti (Gumus et al. 2010; Sun & Schatten 2006;
Verlhac et al. 2000).

e Mikrofilamenta

Aktinova vlakna (mikrofilamenta) reguluji rizné dynamické jevy béhem meiotického

zrani oocytl a oplodnéni. U vétSiny druhti nejsou mikrofilamenta nutna pro rozpad zarode¢nych
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vacki a tvorbu meiotického vietena, ale zprostfedkovavaji migraci perifernich jader
(chromozomil), ukotveni kortikalniho vietene, homologni separaci chromozomil, vyvoj kury,
tvorbu polarity a vytlaceni prvniho polového téliska béhem oocytl zrani. Migrace perifernich
kortikalnich granul je fizena mikrofilamenty, zatimco pohyb mitochondrii je zprostfedkovan
mikrotubuly. Béhem oplodnéni se mikrofilamenta podileji na inkorporaci spermii, rotaci
vieténka (mys), exocytdze kortikalnich granul a vytlaceni druhého polového téliska (Sun &
Schatten 2006).
e Intermediarni vldkna

Plancha (1996) jako prvni popsal organizaci a dynamiku cytoplazmatickych
intermediarnich vlaken béhem zrani oocytu u kiecka. V rostoucich oocytech kiecka v profazi |
jsou cytokeratiny, prvni cytoplazmaticka intermedialni vlakna (Plancha et al. 1989), jsou
omezeny na 4-10 velkych kortikalnich agregatti, coz odpovida rozsahlé siti intermedidlnich
vlaken (Obr. 3). Tyto velké agregaty se rozptyluji do nékolika malych mist po¢inaje v MI az do
konce zrani v MII, kde cytokeratin vykazuje skvrnity vzor, ktery je rovhomérné distribuovan v
cytoplazmé (Plancha 1996).

Kumularni buiky

Sav¢i oocyt je obklopen specializovanymi somatickymi buikami, kumularnimi buiikami,
které podporuji zrani oocytll a umoziuji jeho oplodnéni a vyvoj v Zivotaschopné embryo.

Funkce kumularnich bunék jsou zavislé na spojich, které se tvoifi mezi kumularnimi
bunikami a oocyty. Spoje jsou tvofeny seskupenim proteinii mezibunééného membranového
kanalu zvanych konexiny, které umoziuji vyménu malych molekul, jako jsou aminokyseliny,
metabolity a nukleotidy mezi sousednimi bunikami (Kidder & Mhawi 2002).

Spojeni gap junction mezi kumularnimi butikami a oocyty jsou povazovany za nezbytné
pro zrani a oplodnéni oocytt, u prasete MI az MII (Furger et al. 1996; Santiquet et al. 2012;
Feng et al. 2013) coz dokazuje dulezitost téchto bunék (Hashimoto et al. 1998).

Casny vyvoj embryi do uréité miry zavisi na ispé$né koordinaci procest, ke kterym
dochazi béhem zrani cytoplazmy oocytu, véetné molekularnich zmén, reorganizace organel a
cytoskeletalnich zmén (Damiani et al.,1996; Salamone et al. 2001; Reyes & Ross 2016). Cetné
studie ukazaly, ze ptitomnost kumularnich bun¢k miize zlepsit cytoplazmatické zrani (Tanghe

et al. 2002; Ikeda & Yamada 2014).



Obr. 3: Redistribuce cytokeratinti béhem in vitro zrani oocytt u kiecka. Oocyty jsou trojité znaceny pro DNA (A,
D, G, J, M), tubulin (B, E, H, K, N)aCK (C, F, I, L, O). (A — C) Profaze 1. (D — F) Prometafaze I. (G — I) Metafaze
I. (J— L) Pozdni anafaze I nebo telofaze I. (M — O) Metafaze II. Bars = 20 Im (Plancha 1996).
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3.3 Kultivace kumulo-oocytarnich komplexi Vv in vitro podminkach

V roce 1935, byla in vitro metoda poprvé zaznamenana u Pincus & Enzmann (1935).
Metoda byla vyzkouSena na krélikovi, ktery ovuluje hned po kopulaci. Oocyty byly odebrany
z velkych folikult a kultivovany in vitro podminkach. Kultiva¢ni médium se skladalo ze sterilni
kralici krevni plazmy, do které bylo pfidano nékolik kapek pufrovaného fosfatu Ringerova
roztoku (Pincus & Enzmann 1935). Pincus & Enzmann (1935) zjistili, Ze tyto experimenty jasné
ukazuji, Ze oocyt ve zralych folikulech savcu je meioticky kompetentni a oplozeni-schopny.
Dalsi zjisténi bylo, ze folikularni buiiky slouzi bud’ k udrzovani oocytu v nutri¢nim stavu, ve
kterém je jaderné zrani nemozné nebo, ze skutecné dodavaji do oocytu latku nebo latky, které

ptimo inhibuji zrani jader (Pincus & Enzmann 1935).

Maturace oocytt v podminkach in vitro (IVM) je zakladem reprodukénich biotechnologii
u zvitat, véetné prenosu jader a transgeneze. Aplikace téchto technologii mize mit pozitivni
dopad na zemédélskou produkci potravin, konzervovani genetické rozmanitosti a transgenni
zivoc€isné produkce, kterd méa potencial ke zlepSeni vykonnostnich charakteristik
potravindiskych zvifat a odolnosti vii¢i chorobam, jakoZ i1 produkce ¢lovéka farmaceutické
proteiny, modely pro biomedicinsky vyzkum a zdroj tkani pro xenotransplantaci (Yuan &
Krisher 2011). IVM zahrnuje umélé odstranéni COCs z antralnich folikuld a jejich kultivaci ve

standardni bunééné kulture (Lonergan & Fair 2016).

Béhem kultivace dochazi, podobné jako vin vivo podminkach k expanzi kumulu.
Expanze kumulu COC je nezbytna pro meiotickou zrani a ziskani vyvojové kompetence.
Expanze kumulu je zaloZena na syntéze glykosaminoglykanu bohat¢ého na kyselinu
hyaluronovou (HA) v extracelularnim prostoru. Zde hraji roli strukturalni slozky
expandovaného kumulu a signalni molekuly regulujici maturaci oocyti (Chen et al. 1993;

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

Zasadni pro uspéSnou expanzi vin vivo podminkach je dostaCujici pocet vrstev
kumularnich bungk, jejich kompaktnost a dostate¢na produkce HA. Expanzi kumulu je zasadni
podminkou pro uspésné zrani oocytll, oplozeni a bezchybny ¢asny embryonélni vyvoj (Chen et

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

3.3.1 Kultiva¢ni média

Kultivaéni média pouzivand u hospodaiskych zvitat pro IVM mohou byt rozdélena na
jednoducha a komplexni. Jednoducha média jsou pufrovana hydrogenuhli¢itanem obsahujici

zakladni fyziologicky roztok ptidavek pyruvatu, laktitu a glukozy (vyuZzitelné jsou jen L —



izomery); hlavni rozdily mezi riznymi formami jednoduchych médii se 1isi v rozdilech v jejich

iontové koncentraci a v hladinach energetickych zdroji (Gordon 2003).

Komplexni média obsahuji kromé zakladni slozky jednoduchych médii také bilkoviny, v
podobnych koncentracich jako se nachazeji v séru. Kvalitni kultivaéni médium sérum

nepotiebuje. Pevny dusik je pfitomen jako volna aminokyselina (Gordon 2003).

Slozeni média je hlavnim faktorem, ktery udrzuje oocyty, které poté dosahuji zrani a
oplodnéni (Alofi & Alhimaidi 2004). Mnoho dulezitych piidavkl, které se ptidavaji do
kultivaénich médii pfispivaji ke zrani a oplodnéni oocyti v prostiedi podobné in vivo

podminkam.

Tyto dopliikky pomahaji oocytu k vyvoji, protoze obsahuji zakladni materialy pro proces
zrani oocytt (Chiamenti et al. 2009). Tkanové kultivaéni médium 199 (TCM-199) (Kharche
et al. 2006; Amer et al. 2008), minimalni esencialni médium a (MEM) (Ravindranatha et al.
2001) a NCSU 23, 37 se pouzivaji pro zrani oocyti u savcu.

Kultiva¢ni médium poskytuje oocytiim energii, jako je pyruvat a adenosintrifosfat-ATP
(Araujo et al. 2009). Pyruvat sodny je dopln€k pfidany ke zlepSeni pieziti bunék v kultuie. Je
to meziprodukt v glykolytické draze, takze ptidavek zlepSuje schopnost buiiky metabolizovat
glukézu v médiu za ucelem vyroby energie. Na tomto zaklade se piidavek pyruvatu objevuje
jak v kultiva¢nim médiu blastocyst, tak v TCM-199, kde je nezbytny (Stryer & Freeman
1988; Hadwin et al. 1992). ATP jako zdroj energie. Jeho vyznam spociva v tom, ze pii

rozkladu ATP na ADP a Pi dochazi k uvolnéni znaéného mnozstvi energie (Alberts 1998c).

Tkanové kultivaéni médium 199

Médium 199 bylo prvni nutriéné definované médium vyvinuté Morganem, Mortonem a
Parkerem v roce 1950. Toto komplexni médium bylo vytvofeno specialné pro studium na

primarnich kufecich embryonalnich fibroblastech (Morgan et al. 1950).

Tkanové kultivaéni médium — TCM 199, bézné médium pro zrani oocytl, byva
pouzivano ve vétsin¢ laboratofi (Mattioli et al. 1989; Yoshida et al. 1990; Wang et al. 1991;
Funahashi et al. 1994 a, b). Toto médium je pufrované s hydrogenuhli¢itanem nebo HEPES a
doplnéné raznymi séry, gonadotropiny ¢i steroidy (estradiol-17 b) (Gordon 2003). Médium
TCM 199 je doplnéno bud’ Hankovou nebo Earleovou soli, které udrzuji strukturalni a

fyziologickou integritu bunék in vitro.
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Média vyuzivajici Earleovu sul jsou pufrovana systémem hydrogenuhli¢itan ¢i kyselinou
uhlicitou, které udrzuji pH v inkubatoru a CO». Pouziti Earleovy soli v atmosférickych
podminkach povede k rychlému zvySeni pH kultivaéniho média. Média TCM 199, které
vyuzivaji Hanksovu sil jsou pufrovana solnymi roztoky navrzenymi pro atmosférickou
rovnovahu a pouziti v CO2 inkubatoru povede k rychlému poklesu pH kultivaéniho média

(Earle 1943).

Pyoos et al. (2018) ve své studii porovnavali ¢inky mezi tfemi kultivaénimi médii
(TCM-199 + EGF, NCSU-23 a NCSU-37) na zakladé miry zralosti a formace polovych télisek.
TCM 199 + EGF médium (Tab. 1) je doplnéno o 10 % BSA. Pfidanim B-
merkaptoethanolu a L-cysteinu vede ke zvySené koncentraci cysteinového glutathionu oocyti

mezi bunkami granul6zy, ktera napomaha expanzi kumulu, a to vede ke zrani oocytt (Pyoos et

al. 2018).

Tab. 1: Slozeni tkanového kulturniho média-199 (20ml). BSA: bovinni sérovy albumin, EGF: rGstovy hormon
(upraveno podle Pyoos et al. 2018).

Slozeni TCM 199 + EGF Koncentrace
TCM 199 + 10 % BSA 20 ml
EGF 40 pl
Pyruvat sodny 20 pl
Folikularni tekutina 20 ml

NCSU 23 médium

NCSU-23 médium je doplnéno o gonadotropni hormony FSH a LH. Uvadi se, Ze tyto
gonadotropiny pomahaji v expanzi kumularnich bunék (Sutton et al. 2003), které umoziuji

meiotickou kompetenci a zvysuji Sance na dal§i embryonalni vyvoj (Tab. 2) (Pyoos et al. 2018).
Bylo prokazano, ze luteinizacni hormon zvySuje intracelularnich hladiny oscilace
vapniku a vice pfispiva k indukované meidze vedouci k vyvoji (Wang et al. 2013).

Tab. 2: Slozeni NCSU 23 zraciho média (50 ml). PFF: prase¢i folikularni tekutina (upraveno podle Pyoos et al.
2018).

Slozeni NCSU-23 média Koncentrace

Roztok A 36 mi
Roztok B 9 ml




PFF 5ml
Glukéza 0,0045 g
Sorbitol 0,0984 g
B-ME roztok 50 wl
L-cystein roztok 0,5 ml
Antibiotika (Antimycotic 2%) 1ml
FSH 100 pl
LH 10 ul

NCSU 37 médium

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

2018).

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

Slozeni NCSU-37 média Koncentrace
Roztok A 36 ml
Roztok B 9ml
PFF 5ml
Glukéza 0,0045 g
Sorbitol 0,0984 g
B-ME roztok 50 ul
L-cystein roztok 0,5ml
Antibiotikum (Antimykotic 2 %) 1mil
dbcAMP 200 pl
PMSG 10 pl
hCG 10 pl

Ukézalo se, ze dalsi slozky, které se ptidavaji do NCSU-23 a NCSU-37 médii jako jsou
HEPES, laktat, pyruvat (Lee et al. 2012) a folikularni tekutina, ktera se Siroce pouziva jako

nahrada za sérum, diky tomu se tyto média oznacuji jako modifikovana (Kim et al. 1996).
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Tab. 4: Vyznamné efekty riznych in vitro maturaénich médii na miru zrani a formovani pélového téliska (upraveno
podle Pyoos et al. 2018).

Meédia Oocyty (No.) Mira zralosti (%) Polove teélisko
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)

Mira zrani a formovani polového téliska byly vyznamné vyssi (P <0,05) pro NCSU 37
S mirou zralosti 85,9 % a u 81,9 % se vytvoftilo polové télisko (Obr. 4), jinak neexistovaly zadné
vyznamné rozdily u médii TCM 199+EGF a NCSU-23 (P>0,05) u obou s mirou zralosti 77,1
% a vytvorenim polového téliska 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) prokazali, ze NCSU-37 m¢la nejvys$si miru zrani oocytll ve srovnani
s médii TCM 199 + EGF a NCSU-23 v dusledku jejich odlisnosti ve slozeni. NSCU-37 tedy
doséhla nejlepsich vysledk.

Obr. 4: (A) Uplna expanze zralého kumulo — oocytarniho komplexu v epidermalnim riistovém faktoru po 48
hodinach; (B) Zraly kumulo-oocytarni komplex v NCSU-23 po 48 hodinach; (C) Zraly kumulo-oocytarni komplex
v NCSU-37 po 48 hodinach; (D) Vytvofeni prvniho p6lového téliska oznaceno Sipkou (Pyoos et al. 2018).



3.3.2 Kaultivace prasecich oocyti

Vajecniky z porazenych samic predstavuji hlavni zdroj oocytl pro laboratorni pouziti
(Tellado et al. 2014). Oocyt uzavieny uvniti folikulu musi zistat metabolicky aktivni, zatimco
je transportovan z jatek do laboratoie. Metabolismus bunck zavisi na enzymatické aktivité,
které je zavislé na teploté (Nelson & Cox 2005). Snizeny ptisun kysliku béhem transportu
vajecniki by mohl modifikovat redoxni potencial a zvysit se produkce ROS v prasecich
oocytech (Cunningham & Klein 2007). Reaktivni kyslikovy metabolit muze tedy zpusobit
poskozeni nukleovych kyselin v oocytech, miize narusit maturaci oocytt tak i zhrouceni vezikul
a niz8i vitalitu oocytl. Zmény metabolismu folikuld, ke kterym dochazi béhem transportu
vajecnikl z jatek do laboratofe mohou modifikovat folikularni tekutinu a tim ovlivnit kvalitu

oocytl (Nelson & Cox 2005).

Kvalita folikuli a oocyta
Vybiraji se takové antralni folikuly, které maji primér primér 3—6 mm ty jsou aspirovany
jehlou. Aspirované oocyty s rovnomérné granulovanou cytoplazmou a alesponi tfemi

jednotnymi vrstvami kompaktnich bunék kumulu (Gordon 2003).
Vyrovnavaci systémy, osmolarita a povrchové napéti

Meédia jsou zaloZena na vyvazeném salinickém roztoku (BSS), které dodavaji zakladni

ionty a je také dulezity pro udrzeni osmotické rovnovahy (Adams 1990).

Je velmi dulezité udrzovat spravny pH rustového média mezi 7,3 a 7,5, ¢ehoz je obvykle
dosazeno pomoci systému bikarbonat ¢i CO2. V piitomnosti 5 % CO2 ve vzduchu vytvéii pH
7,4. Protoze produkty metabolismu rostoucich bunky snizuji pH média, je nékdy nutné zvysit
hladinu bikarbonatu v médiu pro udrZzeni pH. Fosfat v BSS také pomahé udrzovat pH a dodavat

esencialni fosfatové ionty (Adams 1990).

Osmolarita médii, ktera jsou nejucinngjsi pro kultivaci sav€ich oocytti a embryi in
Vitro, je niz8i nez u oviduktalni tekutiny. Osmolarita by se m¢la pohybovat mezi 210 az 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 prezit vysokou fyziologickou osmolaritu in vivo mozna diky
pfitomnosti aminokyselin, jako je glycin, které slouzi jako organické osmolarity v sami¢im

reprodukénim traktu (Miyoshi & Mizobe 2014).
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Miyoshi & Mizobe (2014), provedli studii, kdy vysledky ukazuji, ze kultivace uméle
aktivovanych prasecich oocytl v izotonickém médiu zlepsuje rychlost déleni, ale ve srovnani s
hypotonickymi médii inhibuje vyvoj déleni. Pfidani glycinu do izotonického média brani této
inhibici vyvoje oocytil, coz ma za nasledek zlepSeni rychlosti tvorby blastocyst ve srovnani s

hypotonickym médiem.

Pufracni systém pouzivany pii zrani zavisi, zda je médium vystavené vzduchu nebo
atmosfére obohacené¢ o CO2. Vyhodou fosfatového pufru v médiich pro kratkodobou praci s

oocyty je, ze nevyzaduji CO2 pro udrzeni relativné konstantniho pH (Gordon 2003).
Doba zrani
Pfi inkubaci by doba neméla piesahnout 48 hodin (Petters & Well 1993).

Nékolik dilezitych faktorid pro uspéch IVM zévisi na inkubacéni dob¢, kterd miize ovlivnit
konec¢nou kvalitu (Miyoshi et al. 2002). Signalni draha 3 ', 5' cyklického adenosin monofosfatu
(CAMP) je vysoce Casové zavisla a omezena na ¢asové mechanismy, nac¢ez vyvolava rozpad
zarodeCnych vacku, takze zrani jader zavisi i na CAMP, oocyt tedy mize dosahnout metafazy
II (Sirard et al. 2006). Podobné dal§im Casov€ zavislym faktorem je sekrece steroidnich
hormont kumulo-oocytarnich komplexa ziskanych z malych a velkych folikultt béhem IVM.
Topfer et al. (2016) pozorovali, Ze oocyty zizkané z malych folikuld maji mensi schopnost
podporovat syntézu estradiolu v prvni poloviné¢ IVM (28 h) a potlacit syntézu progesteronu na
konci IVM (48 h) ve srovnani s oocyty z velkych folikuld. Sekrece steroidnich hormonti pomoci
COC je tedy Casové zavisla, a proto by doba in vitro zrani méla byt pfesna a definovana (Sirard

et al. 2006; Topfer et al. 2016).
Teplota a plynna faze

Nejbéznéjsi plynnd atmosféra, ktery se pouziva pro IVM je 5 % COg, s 20 % Oz.Tato
koncentrace plynt, ktera je pozorovana v sami¢im reprodukénim traktu a folikularni tekuting
se pohybuje mezi 1,3 a 8,5 % O (Banwell et al. 2007). Koncentrace plynd hraje vyznamnou
roli v bunécné aktivité v mnoha typech bunék, jako jsou oocyty, somatické buiiky, kmenové
bunky a embrya (Hirao et al. 2012). Nékteré studie prokazaly, Ze nizsi obsah kysliku 5 % béhem
IVM vedlo k vyssi produkci embryi (Hashimoto et al. 2000, Hashimoto et al. 2009; Miller &
Rorie 2000; Bermejoalvarez et al. 2010), zatimco V jinych studiich byly skodlivé (Castro &
Hansen 2007; Pinyopummintr & Bavister 1995).

Konvenéni systémy zrani in vitro pro praseci oocyty se udrzuji pii teploté 38,5-39 °C,

ktera souvisi s normalni télesnou teplotu.



Abeydeera et al. (2001) studovali teplotu kultivaéniho média, které mély 35 °C, protoze
to byla nejnizsi teplota zaznamenana v preovulacnich folikulech. Predpokladalo se, ze kultivace
pii 35 °C prasecich oocytli béhem IVM miize poskytnout lepsi tepelné prostiedi pro dokonceni
jaderného ¢i cytoplazmatického zrani. Ale ve vysledku pouze nékolik (7 %) oocyti dosahlo
stadia MII, pti kultivaci v 35 ° C po dobu 44 hodin. Pokud, ale byla doba kultivace prodlouzena

na 68 hodin tak vice jak polovina (58 %) oocytd dokoncilo jaderné zrani do metafaze II.

Eng et al. (1986) zjistili, Ze prase¢i oocyty kultivované pii teploté¢ 39 °C mély vyssi
procento tvorby poélového téliska nez pii kultivaci v 37 °C. Zda se, Ze niz§i kultiva¢ni teplota

oocytl vyzaduje mnohem delsi kultiva¢ni obdobi pro dokonceni procesu zrani (Mazia 1961).

Nizka teplota muze interferovat s normalni enzymatickou a metabolickou aktivitou
oocytt. Studie z roku 2000 ukazala, ze snizeni teploty kultivaéniho média zpusobilo ztratd
mikrotubult (Wang et al. 2000), které jsou nezbytné pro metafazovou desticku a vytlaCovani
polového téliska béhem zrani oocytll coz naznacuje, ze mikrotubuly jsou citlivé na teplotu

(Petzelt 1979).
Antibiotika v kultivaénich médiich

Antibiotika se pfidavaji do vSech médii pouZzivanych v tkdnové kultufe (Quinn 2014).
Do maturaéniho média jsou obvykle antibiotika dodana, aby zabranila rastu a proliferaci
mikroorganismi béhem kultivace (Gordon 2003). Ideélni antibiotika pro oocyt by méla mit
Sirokospektralni  aktivitu. Pouziti stopového mnozstvi penicilinu (50-100 pg/ml) a
streptomycinu (50-100 mg/ml) v proplachovacich tekutinach a kultiva¢nich médiich. VétSina
komerénich spoleénosti zabyvajici se asistovanou reprodukci poskytuje sva média s 10 pg/ml

gestamicinu (Quinn 2014).
Vliv amoniaku

Utinky vysokych koncentraci amoniku béhem IVM a nasledného vyvoje embryi byly
predmétem studie zjisténé Hammon et al. (1999). Uvadi se n¢kolik zprav, Ze amoniak miize byt
spojeny s negativnimi dopady na vyvoj raného bovinniho embrya, kdyZ je vystaven tomuto
¢inidlu béhem kultivace embryi. Dosli k vysledku, ze bovinni oocyty jsou schopné tolerovat
vysoké koncentrace amoniaku béhem zrani. V jiné studii Sinclairu et al. (2000 a) ukazal, ze
vystaveni vysokym koncentracim amoniaku in vivo podminkach byli ohrozeny nasledné

schopnosti oocytll se vyvinout do stadia blastocysty in vitro.
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3.3.3 Kultivaéni systémy

Ackoli jsou systémy folikuldrnich kultur uzitecné pro sbér zralych oocytli, maturacni a
vyvojové kompetence péstovanych oocytu in vitro, tak klesa ve srovnani se ziskanymi a
vyzralymi oocyty in vivo (Desai et al. 2011). Vklada se mnoho sili pro zlepSeni kvality oocytt

péstovanych in vitro, ale i pfesto jejich pticina snizené kvality zistava neznama.

Klasicky upfednostiiovanym modelem je hlavné dvourozmérné kultivacni systém (2D).
Takové kultivaéni systémy stale neodrazeji situaci in vivo, protoze bufiky v téle pravdépodobné
ptijimaji signaly ze vSech tii rozmért (3D). Proto byly zavedeny 3D kultury, aby se zlepsila

simulace takovych podminek v zivém organismu (Desai et al. 2011).
2D kultiva¢ni systém

Konvencni 2D bunécna kultura se spoléha na piilnuti k plochému povrchu (Petriho

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

Adherentni kultury maji bohuzel fadu nevyhod. Za prvé, 2D kultivované bunky
napodobuji ptirozené struktury tkéni. V této kultivacni metod¢€ nejsou interakce mezi buitkami
a bunkami a extraceluldrnimi prostfedim reprezentovany tak jak by byly v nadorové hmoté.
Tyto interakce jsou odpovédné za bunécnou diferenciaci, proliferaci, vitalitu, zplosténi bun¢k
ovlivituje jaderny tvar (Thomas et al. 2002) tudiz i expresi genti a proteind (Vergani et al. 2004),
reakci na podnéty, metabolismus fady 1ékd a dalsi bunééné funkce (Pampaloni et al. 2009;
Baker & Chen,2012; Hickman et al. 2014; Bissell et al. 2003). Diky tomuto 2D bunééné kultury
$patné napodobuji podminky in vivo. Rist na dvourozmérnych (2D) povrSich ma za nasledek
zplosténi a remodelaci buiiky a jejiho vnitiniho cytoskeletu. Zménéna morfologie bun¢k miize
ovlivnit jejich funkci (Mahmud et al. 2009; Kilian et al. 2010) organizace struktur uvniti bunky,
sekrece a bunécna signalizace (Debnath & Brugge 2005; Nelson & Bissell 2006). Kvili
porucham v interakcich s vnéj$im prostifedim ztraceji bunky adherentné svoji polaritu (Mseka
et al. 2007), coz méni reakci téchto bun¢k na rizné jevy, napiiklad na apoptozu (Weaver et al.
2002; Meyers et al. 2003). Dalsi nevyhodou 2D kultury je, ze buiiky v monovrstvé maji
neomezeny piistup k slozkdm meédia, jako je kyslik, Ziviny, metabolity a signalni molekuly

(Pampaloni et al. 2009).

2D systémy jsou jednoduché, pohodiné, nakladové efektivni a Siroce pouzivané. Stale
vSak existuji obavy z riznych nevyhod a omezeni (Kapalczynska et al. 2016; Ryan et al. 2016).

Klicovym omezenim 2D kultury je neschopnost napodobit in vivo prostiedi.



Vzhledem k mnoha nevyhodam 2D systému byla potfeba najit alternativni modely jako

jsou 3D kultivaéni systémy (Kapalczynska et al. 2016).
3D kultivaéni systém

Dnes se objevuji 3D bunééné kultury, a to nejen jako novy nastroj v Casném objevu 1€ka,

ale také jako potencialni terapeutika k 1é¢bé nemoci (Yang & Engler 2017).

In vivo, oocyty zraji ve slozitém prostiedi, kde bunécné kontakty, komunikace a stimulace
signalizace umoznuji sami¢im gametam ziskat jejich vyvojovou kompetenci. In vitro
pojmenované skafold, byly vytvoieny a pouzity pro in vitro kultivaci, ktera poskytuje vhodn¢;si
prostiedi pro bunéény rast, diferenciaci a funkci (Knight & Przyborski 2015), protoze mohou
zachytit bunky nebo umoznit jejich migraci a zaélenit biologicky aktivni molekuly. (Heywood
et al. 2004; Jongpaiboonkit et al. 2008; Topman et al. 2013). Buriky mohou pfijimat podnéty z
prostiedi, jak se to d&je in vivo (Cawkill & Eaglestone 2007; Lee et al. 2008). Navic ve 3D
kulturach je zachovana morfologie a polarita bunék (Yamada & Cukierma 2007; Petersen et al.
1992; Benya & Shaffer 1982). Dalsim dulezitym atributem 3D kultury je jeji podobnost s
bunikami rostoucimi in vivo z hlediska bunééné 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).

Ukézalo se, Ze 3D bunécéné kultury maji odliSnou genovou expresi ve srovnani s 2D
bunécnou kulturou. Zschenker et al. (2012) porovnal Grovné genové exprese v rizné bunécné
linie rakoviny a jejich ptivod a vyskyt ve tkanich zastaval nazor, ze vice nez 30 % genti ma

rizné urovné exprese.

Nedavné pokroky v bunécéné biologii, technikdch mikrofabrikace a tkdfilovém inZenyrstvi
umoznily vyvoj Siroké Skaly technologii 3D bunéénych kultur. Ty zahrnuji mnohobunééné
sféroidy, organoidy, matrice, hydrogely, organy na ¢ipech a 3D biotisk (Yang & Engler 2017).

Trojrozmérny kultivaéni systém muze podporovat vyvoj folikulii pomoci biologickych
materialt pro udrZzeni vymény informaci mezi buiikami. Kromé toho lze zralé oocyty ziskat
pouzitim trojrozmérného kultivacniho systému v in vitro kultuie z folikulG primati (Smih &
Takayama 2017).

Pro 3D kultivaéni systém se vyuzivdji kolagenové hydrogely, protoze pojivova tkan je

soucasti vajecniku, ktera je slozena hlavné z vyssi koncentrace kolagenu (Berkholtz et al. 2006).
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Hydrogely z pfirodnich zdroji, jako je kolagen, fibrin nebo Matrigel, jsou
biokompatibilni, maji pfirozené adhezivni vlastnosti a udrzuji mnoho fyziologickych funkci
bunék — coz ma za nasledek vysokou zivotaschopnost bun¢k, kontrolovanou proliferaci, fizenou
diferenciaci a buné¢ny fenotyp pozorovany in vivo podminkach (Glowacki & Mizuno 2008;
Pathak & Kumar 2011; Orgel et al. 2014).

Syntetické hydrogely 1ze rozdélit na neptirozené a ptirodni polymery (Przyborski 2011).
Polyethylenglykol (PEG), kyselina polyprolakton (PLA), kyselina polyglykolova (PGA) a dalsi
(Raeber et al. 2005; Zhang & Khademhosseini 2017). Maji tu vyhodu, Ze jsou pomérné levné,
jsou relativné inertni. Jednim z nejlépe charakterizovanych ptirodnich hydrogeli je kyselina
hyaluronova (HA) - glykosaminoglykan, ktery Ize modifikovat funkénimi skupinami (Burdick
& Prestwich 2011; Baeva et al. 2014; Goubko et al. 2014).

Alginatovy hydrogel

Alginat je linearni polysacharid produkovany jako slozka ECM v hnédych fasach a
nékterych bakteriich. Polysacharid je slozen z opakujicich se jednotek (Amsden & Turner
1999). Proto alginitové hydrogely prokazaly vysokou pouzitelnost jako strukturu pro
imobilizaci bunék. Hydrogely, tj. sit¢ hydrofilnich polymernich fetézcu s vysokym obsahem
vody (95 %), jsou velmi atraktivni jako 3D skaffold pro buné¢nou a tkanovou kulturu in vitro.
Diky jejich schopnosti napodobovat fyzikalni vlastnosti nativni mékké tkan¢ (Tibbitt & Anseth

2009) vynikaji vysokou porovitosti pro u¢innou diftizi proteint a zivin (Obr. 5).

Roztok chloridu véapenatého (CaCl2) se pouziva jako ¢inidlo do alginatového roztoku,
pii¢emz okamzité vytvoii 3D sit’ vysoce hydratované¢ho gelu (Andersen et al. 2012). Chlorid
sodny se Casto piidava do roztoku CaClz pro vétsi uniformitu a vySsi porovitosti vysledného
alginatového gelu poskytnutim antigenizujicich kationtdl; pokud neni pfidan chlorid sodny,
stava se, ze alginat je na povrchu kuli€ky pevné obalen, ¢imZ omezuje dalsi difazi iontl vapniku

do stfedu gelu (Smidsrod & Skjakbraek 1990).
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Obr. 5: Alginatové hydrogely pfipravené iontovym zesitovanim (model vaje¢nych krabic). Pouze guluronatové
bloky se podileji na tvorbé vinité struktury podobné vaje¢nym krabickam s mezerami, ve kterych jsou umistény
ionty vapniku (Kong et al. 2006).

Dulezité je, ze alginatova matrice poskytuje strukturalni podporu nezbytnou k udrzeni

esencialnich interakci oocytii a somatickych bunék in vitro v rostoucim folikulu (Smidsrod &
Skjakbraek 1990).

Xu et al. (2006) provedli studii, ktera ukazala, ze oocyty kultivované in vitro v
alginatovém hydrogelovém scaffoldu jsou schopny znovuzahgjit meidzu, podstoupit rozpad
zarode¢ného vacku, vytlaGovani polového téliska a k oplodnéni, které vede k narozeni

zivotaschopnych a plodnym potomkiim.

Tabulka 5: Kli¢ové aspekty bunécné charakteristicky v porovnami mezi 2D a 3D kutiva¢nimi systémy.

Bunecné charakteristiky

2D

3D

Podobné jako in vivo

Morfologie

Polarita

Proliferace

Exprese genu

Kultivace

Kontakt

Naklady behem udrzovani
kultivacniho systému

Nenapodobuje pfirozenou
strukturu tkané (Takai et al.
2016).

Zmény v morfologii bun¢k
(Kapalczynska et al. 2016).

Caste¢na polarizace (Antoni
et al.2015)

Rychlejsi proliferace bun¢k
nez in vivo prostredi
(Edmondson et al. 2014).

Rozdilné Grovné v genové
expresi a sestfih, topologii a
biochemii bunky (Pampaloni

et al. 2007).

Bunky v jedné vrstvé
(Pampaloni et al. 2007).
Naruseni interakci mezi

bunécnym a extracelularnim
prostiedim (Kapatczynska et
al. 2016).
Jednoduché, levné,

komerc¢né dostupné testy a

média (Friedrich et al.2007).
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Tkan¢ a organy in vivo jsou
ve 3D formé (Takai et al.
2016).

Vykazuje tvar, ktery je
podobny podminkam in vivo
(Vinci et al. 2012; Li et al.
2014).

Ptesnéjsi zobrazeni
polarizace bun¢k (Antoni et
al.2015)

Rychlejsi i pomalejsi
proliferace ve srovnani s 2D
kultivovanymi bunikami v
zavislosti na typu bunky ¢i
typu 3D kultiva¢niho
systému (Edmondson et al.
2014).

Rovnomérné;si exprese geni
(Cukierman et al. 2002).

Bunky se vice vrstvach
(Edmondson et al. 2014).
Vzé4jemny kontakt mezi
bunikami (Cukierman et al.
2002).

wewvr

mén¢ komeréné dostupnych
testll (Friedrich et al. 2007).



3.4 Apoptoza
Buiikky mnohobunécného organismu jsou cleny vysoce organizované skupiny. Pocet
bunék v této skupiné je pfisné regulovan — nejen kontrolou rychlosti bunééného déleni, ale také
kontrolou rychlosti bunééné smrti. Pokud jsou buiiky nepotiebné, dochazi k programované

bunééné smrti, bézné se nazyva apoptoza (Alberts 1998¢).

Dtlezité je, Ze na rozdil od nekrozy (neregulovand forma bunécné smrti ¢asto zptisobené
akutnim bunéénym traumatem) vyzaduje apoptdza piivod energie. Béhem nekrdzy jsou
bunééné obsahy nekontrolované uvoliiovany do bunééného prostiedi a néasledné dochazi k
poskozeni okolnich bunék se silnou zanétlivou odpovédi v odpovidajici tkéni (Leist & Jaattela

2001).

Kumularni buniky obklopuji a vzdjemné komunikuji s oocyty béhem vyvoje folikulii a po
ovulaci, coz naznacuje, ze vyskyt apoptdzy v buitkach kumulu miize ovlivnit kvalitu oocyti.
Tyto bunky uvolnuji signaly dulezité pro dozravani oocytl a vyvojovou zpusobilost, a proto

vyskyt apoptozy v téchto bunikach ma dopad na samici gametu (Yuan et al. 2005).

V dobé ovulace Graafova folikulli prasknou a zpiisobi vznik kompetentnich oocyti
v metafazi II. Po ovulaci maji tyto oocyty prvni pélové télisko. Pokud nedojde k oplodnéni,
dojde k postovula¢nimu starnuti a spontanni aktivaci oocytu nebo apoptoze (Tripathi et al.
2012; Chaube et al. 2007; Prekumar & Chaube, 2013; Prekumar & Chaube 2014; Prasad et al.
2014) nebo k apoptoze oocytl (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
naznacuji, ze dobré kvalitni oocyty jsou ovulovany nejprve béhem casného reprodukéniho
zivota. Postupem c¢asu dochdazi ke starnuti, oocyt se stava vice nachylny k apoptoze a omezuje

reprodukéni vysledek jedince (Wu et al. 2000; Santonocito et al. 2013; Tsutsumi et al. 2014).

ROS

Mezi ROS patii volné radikaly vytvorené z molekuly kysliku, které obsahuji neparovy
elektron. Reaktivni formy kysliku (ROS) jsou metabolity kysliku, které vyvolavaji bunécnou
nerovnovahu a vyvolavaji toxické ucinky (Halliwell & Aruoma 1991; Halliwell & Chirico
1993; Agarwal et al. 2005) vedouci k bunécné smrti. Aby se stal stabilnim, ROS se vazi na
kovy, jako jsou Zelezo nebo méd’, nicméné toto navazani vede k poskozeni bunck. Tedy
intracelularni koncentrace ROS musi zUstat nizké (Agarwal et al. 2003, 2005).

Mitochondrie spotiebovavaji vétSinu dostupného molekularniho kysliku a pfedstavuji

hlavni misto produkce ROS v aerobnich bunkach (Boveris & Chance 1973). ROS, pokud nejsou



detoxikovany, mohou zpusobit dysfunkci ¢i smrt bunék. Samotné mitochondrie jsou velmi
citlivé vici skodlivych ucinkt kyslikovych radikali. Proto ROS produkované mitochondriemi
mohou oxidovat proteiny a indukovat peroxidaci lipida, ¢imz naruSuji bariérové vlastnosti
mitochondrialni membrany.

Dalsim cilem ROS je mitochondridlni DNA (mtDNA), které je obzvlasté citlivé na
poskozeni zptisobené ROS v dusledku jeho uzavieni blizkost dychaciho fetézce a nedostatek
ochrannych histonti. Hladina oxidativné modifikovanych bazi v mtDNA je tedy 10 az 20krat
vys$i nez v jaderné DNA (Richter 1995). mtDNA koduje nékolik proteinit nezbytnych pro
funkci dychaciho fetézce, a tedy pro syntézu ATP oxidac¢ni fosforylaci. Oxidaéni poskozeni
zpusobené ROS je pravdépodobné hlavni pfi¢inou mitochondridlni genomové nestability a
respiraéni dysfunkce. Vysok4a produkce ROS vedou k oxidacnimu stresu buiky, véetné
bunéénych membran a nukleovych kyselin. Nésledné oxidativni stres vyvolava poskozeni

DNA, spousti se apoptdza, (Hockenbery et al. 1993) a smrt.

Receptory a ligandy

Receptory smrti jsou transmembrdnové proteiny typu I a pravé jejich slozka
intracytoplazmatické domény smrti (DD) je nezbytnd pro vznik signdlni pienosu a apoptdzy
(Itoh & Nagata 1993, Tartaglia et al. 1993).

Tyto receptory se oznacuji jako receptory smrti, protoze jednou z jejich nejvyznamnéjSich
funkci je indukce programované bunécné smrti potiebné pro pfenos cytotoxického signalu.
Apoptdéza je iniciovana vazbou ligandid na specifické receptory umisténé na bunécnych
membrane. Smrtici ligandy a receptory (TNFa) a jeho receptory (TNFR), FasL (také nazyvany
Apo-1ligand nebo ligand CD95) a Fas (Apo-1 nebo CD95), (TRAIL) a jeho receptory
(TRAILRS) (Daniel et al. 2001).

Na aktivaci pro-apoptotickych faktort se podileji aktivni receptory, které se nachazeji v
cytosolu a po dostatecném signalu zméni svou konformaci a piesunou se do mitochondrialni
membrany, kde iniciuji tak permeabilitu vnéj$i membrany mitochondrie, a to vede k uvolnéni
cytochromu C (Hata et al. 2015; Chipuk et al. 2010; Czabotar et al. 2014). Kazdy receptor
bunécné smrti aktivuje specifickou kaspazu, kterd zptsobi apoptotickou smrt bunék béhem

nékolika hodin (Manabe et al. 2003).

Proapoptotické a antiapoptotické faktory

Bcl (B-Cell Lymphoma) proteiny jsou znamé regulatory apoptozy. Tato rodina se sklada

z proteintl, které mohou bud’ zvysit nebo zabranit bunécné smrti (Allen et al. 1998; Adams &
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Cory 1998). Dilezitymi prvky v apoptotické signalizaci jsou rodina proteint Bcl-2, cytochrom
C, APAF-1 (Apoptotic Protease Activating Factor-1) a kaspazy. Do skupiny antiapoptotickych
a proapoptotickych faktord patii i rodina proteint Bcl-2 (Tabulka 6).

Existuji ¢tyfi o domény BH — BH1, BH2, BH3 a BH4. Antiapoptotické proteiny rodiny
Bcl-2 (véetné Bel-2, Bel-xL a Bel-xW) sdileji domény BH1 a BH2 a v nékterych piipadech
doménu BH4. Vétsina ¢lent proapoptické rodiny, jako je Bax a Bak, obsahuje doménu BH3,
kterdA muze byt také pfitomna v nékterych antiapoptotickych proteinech (Bcl-2 a Bcl-xL)
(Sattler et al. 1997).

Apoptodza je spousténa pro-apoptickymi proteiny, které jsou pouze pro BH3 (Letai et al.
2002). Zahrnuje proteiny Bid, Bim, Bmf, Bad, Bik, Puma a Noxa, kter¢ selektivné reaguji na
ptichazejici apoptotické stimuly a bunécnou smrt navozuji zejména interakcemi s proteiny
BAX, BAK a BOK. (Jin & El-Deiry 2005). Ty se se nachazeji v cytosolu a po dostate¢ném
signalu zméni svou konformaci a pfesunou se do mitochondridlni membrany, kde iniciuji tak
permeabilitu vnéj$i membrany mitochondrii to vede k uvolnéni cytochromu C (Hata et al. 2015;
Chipuk et al. 2010; Czabotar et al. 2014) a naslednou regulaci aktivity kaspazy 9 (Sattler et al.
1997). Doména BH3 podporuje dimerizaci (homodimery ¢i heterodimery) ¢lenti rodiny Bcl-2.

Anti-apoptotické ¢leny, v¢etné Bcel-2 podporuji pieziti buniky. Pro-apoptotické proteiny
BCL-2 (BAX a BAK) vyvolavaji bunénou smrt, které jsou aktivovany béhem apoptdzy a
vytvareji pory v mitochondridlnich vnéjSich membranach, které umoziuji uvoliovani
proapoptotickych faktorti (Hata et al. 2015; Chipuk et al. 2010; Czabotar et al. 2014).
Antiapoptotické proteiny Bcl-2 inhibuji Géinky proapoptotickych proteinti, Bax a Bak, dvéma
riznymi mechanismy, inhibici pfimou vazbou nebo regulaci prostiednictvim proteint
obsahujicich pouze BH3 (Kastan & Bartek, 2004). Homodimerizace Bcl-2 zahrnuje interakci
,»head-to-tail“, ve které N-koncova oblast obsahujici doménu BH4 interaguje s vzdalené;jsi
oblasti Bcl-2, kde jsou umistény BH1, BH2 a BH3 (Sattler et al. 1997). Bcl-2 interaguje s
bunéénym Baxem za vzniku heterodimeru Bcl-2 / Bax, ¢imz brani tvorbé homologniho dimeru

Bax / Bax (Barnum & O’Connell,2014) coz je ¢asny krok apoptozy (Whittaker et al. 2017).

Bcl-2 je integralni mitochondrialni, jaderny a endoplazmaticky membranovy protein

retikula. Ukézalo se, ze nadmérna exprese Bel-2 chrani buiiky pied apoptotozou.



Tabulka 6: Seznam ¢lent rodiny Bcl-2 proteint podle jejich podtiid (upravenno podle Suhaili et al. 2017).

Proteiny Bcl-2

Proteiny s vice doménami BH proteiny BH3 proapoptotické

Antiapoptotické Proapoptotické Ptimé Depresory/senzibilizétory
proteiny proteiny aktivatory

Bel-xl BAX Bid Bad

Bcl-2 BAK Bim Bik

NOXA BOK PUMA BME

Bel-w HRK

Mcl-1 NOXA

Al/BFL1

Bcl-B

Mechanismus apoptozy

Apoptdza je vyvoladvana vice signdlnimi cestami a je regulovéna slozitymi vnéjSimi a
vnitfnimi ligandy. Proces apoptozy je fizen cestou bunéénych signalll diverzity a podili se na
preziti bunky ¢i bunécné smrti. Existuji dvé hlavni cesty apoptéozy — vnéjsi cesta (draha
receptoru smrti) a vnitini cesta (mitochondrialni cesta) rozliSené podle toho, zda jsou nebo
nejsou zahrnuty kaspazy (Adrain et al. 2002).

Bunky podstupujici apoptézu jsou charakterizovany kondenzaci chromatinu, jadernou
fragmentaci, fragmentaci internukleozomalni DNA, vyklenutim plazmatické membrany,
tvorbou apoptoticky tél (membranou ohrani¢ené bunécné fragmenty, které jsou nasledné
fagocytovany bilymi krvinkami (makrofagy), zadrZeni organel a nakonec fagocytézou (Kerr &
Harmon 1991).

Rodina proteint Bcl-2 fidi uvoliiovani cytochromu C (Adams & Cory 1998), ktery se sam
uvolnuje pti naruseni mitochondrii a dochazi ke §tépeni Bid. Bid, Bax a Bak jsou ¢leny rodiny
Bcl-2 a jsou pro-apoptotické, zatimco Bcl-2 a Bcl-XL inhibuji uvoliovani cytochromu C a jsou
antiapoptotické. Zda se, ze antiapoptotické molekuly, jako je Bcl-Xi, soutézi o vazbu s

aktivovanou formou Bid, a tim zabranuji aktivaci Bax nebo Bak, ¢imz se zabrani
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mitochondrialnimu uvoliovani cytochromu C (Cheng et al. 2001). Vysledek této konkurence

urcuje, zda je signal pro bunécnou smrt Gspésny.

Kaspazy

Kaspazy jsou syntetizovany jako pro-enzymy s velmi nizkou aktivitou, které vyzaduji
aktivaci. Aktivovany jsou §tépenim jinymi kaspazami, Které tak zajisti aktivaci proteolytické
kaskady kaspad. Aktivace kaspaz je regulovana ¢leny proteinovych rodin Bel-2 a IAP (Alberts
1998c¢). Na zéklad¢ velikosti pro-domény jsou kaspazy rozdéleny na dlouhé a kratké obsahujici
pro-doménu. Dlouhé pro-doménové kaspazy, tj. Kaspaza 1, 2, 4, 5, 8, 9 a 10, patii do skupiny
iniciatorti kaspazy, zatimco kratké pro-doménové kaspazy, tj. kaspaza 3, 6, 7, 11 a 13,
predstavuji efektorové enzymy (Orrenius et al. 2015; Zhivotovsky et al. 1999).

Pro-kaspazy slouzi jako ,,cytoplazmaticky regulator* apoptozy, ktery se po aktivaci mize
translokovat do jinych intracelularnich kompartmentd, jako je endoplazmatické retikulum a
jadro (Mancini et al. 1998; Samali et al. 1998). Kaspazy S$tépi proteiny, lokalizované v
buné¢nych membranach, cytoplazmé a v jadie (Zhivotovsky et al. 1997; Stroh & Schulze-
Osthoff 1998).

Zhivotovsky et al. (1997) zjistili, ze v jadru byla nalezena pro-kaspaza 2 a kaspazy 2 a 3.
Kaspaza 2 je také duilezita pro programovanou smrt oocytii béhem vyvoje mysi (Bergeron et al.
1998). Pro-kaspazy 7 a 8 byly nalezeny pouze v cytosolu. V apoptotickych bunkach byly
kaspazy 3, 8 a 9 pfitomny ve cytosolické frakci, zatimco kaspazy 3 a 9 byly také nalezeny v
mitochondrialni frakci a kaspaza 7 v mikrosomu. Aktivovana kaspaza 8 pienasi apoptoticky
signal bud’ pfimym S$tépenim (aktivaci) efektorovych kaspaz nebo Stépenim proteinu
interagujicitho s BH3 Bcl2, coZ vede k uvolnéni cytochromu C z mitochondrii, spu$téni aktivace
kaspazy 9 v komplexu s dATP a Apaf-1. Tvorba komplexu, zvaného apoptosom, vede k
aktivaci kaspazy 9 (Rytomaa et al. 1999) a nasledné aktivaci efektorové kaspazy 3, 6 ¢i kaspazy
7 (Robertson et al. 2002).



4 Metodika

4.1 Ziskavani kumulo-oocytarnich komplexa (COC)

Vajecniky byly ziskany na jatkach z prasnic v neznamém stadiu estralnim cyklu.

Vajec¢niky byly transportovany do laboratote pfi teploté 38,5-39 °C do 2 hodin po porazce.

V laboratofi byly vaje¢niky oplachnuty fyziologickym roztokem. Poté byly z folikult

aspirovany kumulo-oocytarni komplexy (COC) spoleéné s folikularni tekutinou. COC byly

aspirovany z antralnich folikuli (primeér: 3—6 mm) pomoci 20 ml injek¢ni stiikacky a jehly o

priméru 1,8 mm.

Ke kultivaci byly vybirany COC s n€kolika kompaktnimi vrstvami kumularnich bunék a

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

Tabulka 4: Charakteristické vlastnosti aspirovanych COC.

Stupen Vyber oocytii

Stupenn A | Oocyty obklopené 3 nebo vice tplnymi vrstvami kupovitych bunék ulpivajicimi
na zona pellucida s homogennim jadrem

Stupenn B | Oocyty obklopené 2 iplnymi vrstvami kupovitych bunék ulpivajicimi na zona
pellucida s homogennim jadrem

Stupenn C | Oocyty obklopené 1 uplnou vrstvou kumuldrnich bun€k ulpivajici na zona
pellucida

Stupenn D | Oocyty maji méné nez 1 Uplnou vrstvu kumularnich bunék ulpivajici na zona

pellucida a s pyknotickym jadrem — nevratné zahusténi chromatinu

4.2 Kultivace COC
COC byly kultivovany pii 38,5-39 °C a 5 % CO: v kultivacnich ¢tyfjamkovych NUNC
petriho miskach (Nunc, Roskilde, Dansko) s 1ml modifikovaného média M199 (GibcoBRL,

Life Technologies, Paisley, Velka Britanie) obsahujici hydrogenuhli¢itan sodny (0,039 ml na 1

ml média, Sigma Aldrich, Némecko), laktat sodny (0,6 mg/ml, Sigma Aldrich, Némecko),

pyruvat sodny (0,25 mg/ml, Sigma Aldrich, Némecko), gentamicin sulfat (0,025 mg/ml, Sigma
Aldrich, Némecko), HEPES (1,5 mg/ml, Sigma Aldrich, Némecko) s ptidavkem PG 600

(Intervet, Boxmeer, Holandsko). V jedné jamce bylo kultivovano maximalné 60 COC.
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COC byly kultivovany 48 hodin do stadia MII. Poté byly ziskany kumuldrni bunky

pomoci opakovanym nasdvanim COC do tenkosténé pipety.

4.3 Kultivace kumularnich bunék

Kumularni buriky ziskané z COC byly nasledné kultivovany po dobu 2, 4, 7 a 16 dni pii
teploté 38,5-39 °C v atmosfétre s obsahem 5 % CO..

Skupina bun¢k kultivovana v konvencnim 2D systému v modifikovaném médiu M199 v
NUNC petriho miskéach byla kontrolni skupinou (2D). Pokusné skupina kumularnich bunék
(3D) byla kultivovana v médiu s 0,7% hydrogelem GrowDex (UPM, Biochemicals, Finsko).

Buiky ve 2D i 3D skupiné byly kazdé dva dny pteneseny do nového média.

4.4 Imunocytochemické stanoveni exprese BAX a Bcl-2
Po skonceni kultivace byly kumularni buiiky oplachnuty ve fosfatovém pufru (PBS,
Sigma Aldrich, Némecko) a fixovany v 2,5 % (w/v) paraformaldehydu v PBS pii pokojové

teploté po dobu 1 hodiny. Fixované bunky byly az do dal$iho zpracovani uchovavany ve 4°C.

Plazmaticka membrana kumularnich bunék byla permeabilizovana 0,5 % (w/v) Tritonem
X v PBS s 0,01 % sérovym bovinnim albuminem (BSA, Sigma Aldrich, Némecko).

Po oplachnuti vPBS s 0,1 % (w/v) Tween 20 byly buiky inkubovany s primarni
protilatkou krali¢i anti-BAX nebo anti-Bcl-2 (Termofisher, Némecko), fedénou v poméru 1:100
v roztoku 0,1 % (w/v) BSA a 0,1 % (w/v) Tween 20 v PBS. Inkubace probihala po dobu 14-16
hodin ve vlhké komurce pfi teploté 4 © C.

Po inkubaci byly kumularni bunky 3x oplachnuty v PBS s 0,1 % (w/v) Tween 20 a
nasledn¢ inkubovany se sekundarni protilatkou anti-krali¢i IgG konjugovanym s
fluoresceinisothiokyanatem (FITC; Termofisher, Némecko) po dobu 1 hodiny pfi laboratorni
teploté ve vlhké komtrce. Po inkubaci byly buniky opét oplachnuty v PBS s 0,1 % (w/v) Tween
20.

Kumularni buiiky byly poté montovany na podloZni sklicka do montovaciho média
Vectashield s 4 ', 6 — diamidino-2-fenylindolu (DAPI; Vector Laboratories, Inc.) pro obarveni
chromatinu.

V kazdém experimentu byla barvena také kontrolni skupina, ve které byly bunky

inkubovany misto primarni protilatky pouze v roztoku v roztoku 0,1 % (w/v) BSA a 0,1 %



(w/v) Tween 20 v PBS. Ostatni kroky vcetné inkubace se skundarni protilatkou probihaly
shodné jako pokusnych skupin.

Kumularni buiiky byly snimany pomoci konfokalniho mikroskopu (Zeiss, Némecko) pfi
vlnové délce svétla 350 nm (DAPI) a 500 nm (FITC).

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

Specifita vazby pouzitych protilatek byla ovéfena pomoci metody Western blott.
Protilatky se vazaly na proteiny o molekulové hmotnosti cca 25-26 kDa, coz odpovida

molekulové hmotnosti BAx a BCI-2. Tato stanoveni nesou soucasti vysledka.

4.5 Statistické vyhodnoceni

Exprese proetint byla vyjadiena jako stiedni intenzita signalu FITC fluorescence, snizena
0 stfedni intenzitu signalu kontrolni skupiny, inkubované bez primarni protilatky.
Z namétenych hodnot byly vypocitany primérné hodnoty a ty byly vztazeny k primérné
hodnoté skupiny, kterd nebyla kultivovana (0 hod). Stfedni intenzita signalu byla vyjadiena
jako relativni. Experimenty byly 3x zopakovany.

Data ze vSech experimentil byla vyhodnocena pomoci statistické analyzy, kterd byla
provedena pomoci t-testu a jednofaktorové analyzy rozptylu (Microsoft Excel) Signifikantni

rozdily byly stanoveny pfi hladin€ vyznamnosti o = 0,05.
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5 Vysledky

Prasec¢i kumulo-oocytarni komplexy byly kultivovany 48 hodin do stadia MII a nasledné
byly kumularni bunky kultivovany po dobu 0, 2, 4, 7 a 16 dni. Kontrolni skupina byla
kultivovana v konvencnim 2D kultivacnim systému a pokusna skupina v 3D kultiva¢nim
systétmu s GrowDex. Po skonceni kultivace byly v kumulérnich buikach stanoveny pro-
apoptoticky faktor BAX a anti-apoptoticky faktor BCI-2. Oba faktory byly v kumulérnich

bunkach piitomny.

Pro-apoptoticky faktor BAX

Béhem kultivace se mnozstvi proteinu vV kumularnich buiikdch zvySovalo. Signifikantni
zvySeni intenzity signalu oproti kontrolni skuping, kterd nebyla kultivovana (0 dni), bylo
zjisténo ve skulpinach kultivovanych 7 a 16 dni, a to v obou kultiva¢nich systémech a ve
skuping¢ kultivované po dobu 4 dni ve 3D systému s GrowDeX. Rozdily v expresi BAX mezi
2D kultiva¢nim systémem (Obr.6) a 3D systémem (Obr. 7) nebyly signigfikantni. Relativni
primérnd intenzita signalu V pribéhu kultivace vztazend ke primérné intenzité¢ signalu

nekultivovanych bunék spolu se smérodatnymi odchylkami je v Grafu 1.
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Graf 1: Relativni intenzita signalu pro-apoptotického faktoru BAX v kumularnich buiikach prasete kultivovanych
po dobu 0, 4, 7 a 16 dni ve 2D a 3D kultivaénim systému in vitro. Hodnoty jsou vztazeny k intenzité signalu
kumularnich bunék ze zralych kumulo-oocytarnich komplexti (0 hod kultivace). * Statisticky vyznamné rozdily
V intenzité signalu oproti skuping kultivované 0 dni; P=0,05.



Obr 6: Exprese pro-apoptotického faktoru BAX v prase¢ich kumularnich butikach kultivovanych v konvenénim
2D in vitro kultiva¢nim systému stanovena imunocytochemicky. Buiiky byly kultivovany po dobu 0, 4, 7 a 16 dni.
Zeleng — protein BAX (FITC), modie — chromatin (DAPI). Zvétseni 400x.

Obr 7: Exprese pro-apoptotického faktoru BAX Vv prase¢ich kumularnich buiikach kultivovanych ve 3D in vitro
kultivaénim systému s GrowDex stanovend imunocytochemicky. Bunky byly kultivovany po dobu 0, 4, 7 a 16
dni. Zelené — protein BAX (FITC), modie — chromatin (DAPI). Zvétseni 400x.
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Anti-apoptoticky faktor BCI-2

Béhem kultivace kumulérnich bun¢k nebyly zjistény signifikantni zmény v mnozstvi
proteinu BCI-2 s vyjimkou skupin buné¢k, které byly kultivovany po dobu 16 dni. Rozdily
v expresi BCI-2 mezi 2D kultiva¢nim systémem (Obr. 8) a 3D systémem s GrowDexem
(Obr. 9) nebyly signifikantni. Relativni primérna intenzita signalu Vv prib&éhu kultivace
vztazend ke primérné intenzit¢ signdlu nekultivovanych bun€k spolu se smérodatnymi

odchylkami je uvedena v Grafu 2.
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Graf 2: Relativni intenzita signalu anti-apoptotického faktoru BCI-2 v kumularnich bunikach prasete kultivovanych
po dobu 0, 4, 7 a 16 dni ve 2D a 3D kultivaénim systému in vitro. Hodnoty jsou vztazeny k intenzité signalu
kumularnich bungk ze zralych kumulo-oocytarnich komplexi (0 hod kultivace). * Statisticky vyznamné rozdily
V intenzité signalu oproti skupiné kultivované 0 dni; # statitsicky vyznamné rozdily v intenzité signalu mezi 2D a
3D kultivaénim systémem, P=0,05.



Obr 8: Exprese anti-apoptotického faktoru BCI-2 v prase¢ich kumularnich butikach kultivovanych v konvenénim
2D in vitro kultivaénim systému stanovena imunocytochemicky. Buiiky byly kultivovany po dobu 0, 4, 7 a 16 dni.
Zelené — protein BCI-2 (FITC), modie — chromatin (DAPI). Zvétseni 400x.

Obr 9: Exprese anti-apoptotického faktoru BCI-2 v prase¢ich kumularnich buiikach kultivovanych ve 3D in vitro
kultivaénim systému s GrowDex stanovend imunocytochemicky. Bunky byly kultivovany po dobu 0, 4, 7 a 16
dni. Zelen¢ — protein BCI-2 (FITC), modie — chromatin (DAPI). Zvétseni 400x.
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6 Diskuze

Cilem experimentti bylo porovnat vliv kultiva¢nich systémi na expresi pro-apoptotického
faktoru BAX a anti-apoptotického faktoru BCI-2 v prase¢ich kumuldrnich buikach
kultivovanych v 2D a 3D kultivatnim systému. Prase¢i kumulo-oocytarni komplexy byly
kultivovany 48 hodin do stadia MII a nasledné byly folikularni bunky kultivovany po dobu 4,
7 a 16 dni v konvenénim 2D kultiva¢nim systému a ve 3D kultivaénim systému s GrowDex.

Konvenc¢ni 2D kultivaéni systémy jsou Siroce rozsiené, ale burnky rostouci v adherované
vrstve postradaji pfirozené uspotadani in vivo podminek, coz ovliviiuje také jejich morfologii,
genovou expresi (Vergani et al. 2004), diky naruseni gap junction spoju i komunikaci (Debnath
& Brugge 2005) a dalsi bunécné funkce (Mahmud et al. 2009; Kilian et al. 2010) vcetné
apoptozy (Weaver et al. 2002). Naproti tomu experimenty s kultivaci bun¢k ve 3D kultivaénim
systému prokazaly pozitivni efekt téchto systému na proliferaci, diferenciaci a viabilitu bunék
(Baker & Chen 2012; Gauvin et al. 2012; Bonnier et al. 2015), protoze tyto systémy lépe imituji
prirozené prostiedi bun¢k a diky tomu predchdzi problémim generovanych 2D kultiva¢nimi
systémy.

V dostupné literatufe nebyly nalezeny udaje o kultivaci prasecich kumulo-oocytarnich
komplexti v 3D systému vyuzivajici hydrogel GrowDex. Proto bylo prvnim krokem porovnat
prabeh meiotického zrani kumulo-oocytarnich komplexti v konvenénim kultivacnim systému a
Vv systému s GrowDex. Vysledky (nejsou soucasti této prace) ukézaly, Ze jsou oba systémy
srovnatelné. V rdmci experimenti této prace byla proto srovnana exprese apoptotickych faktori
BAX a Bcl-2 v prase¢ich kumularnich bunkach, které byly dale kultivovany po skoncéeni
meiotického zrani oocytli. Nepodafilo se ndm prokazat hypotézu, ze v 3D kultiva¢nim systému
bude oproti konvenénimu systému niz$i exprese pro-apoptotického faktoru BAX a vyssi
exprese anti-apoptotického faktoru BCI-2.

Kumularni buiikky prasete byly zvoleny k experimentim jako model, ktery poskytuje
poznatky vyuzitelné v humanni oblasti, protoze mohou odrézet vyvojovy potencial embrya
(Corn et al., 2005) a pocet apoptotickych bunék a exprese apoptotickych faktorti koreluje
s kvalitou oocyti a uspésnosti IVF coz je vyznamné zejména v asistované reprodukci (Host et
al., 2000; Filali et al., 2009).

Oba dva zvolené faktory BAX a BCI-2 patii do rodiny faktord BCI, které ovliviiuji
uvoliovani cytochromu C z mitochondrii a mitochondridlni membrany, a tak spousti vnitini
apoptotickou drahu (Hata et al. 2015; Chipuk et al. 2010; Czabotar et al. 2014). Vysledky

naSich experimenti ukéazaly, Ze se exrese béhem kultivace kumularnich bunék zvySovala u obou



faktort. Tento fakt mtize byt dan tim, Ze mechanismus antiapoptotického ti¢inku BCI-2 spociva
v interakci s proaptotickym faktorem BAX. Vzniklé heterodimeru Bcl-2/BAX, brani tvorbé
homologniho dimeru BAX/BAX (Barnum & O’Connell,2014) a tim i spusSténi apoptotické
drahy (Whittaker et al. 2017). K podobnym zavéram dosel ve svych studiich i Zhang et al.
(2004) ktery uvadi, ze je interakce BAX / Bcl-2 v buice upiednostiiovana. ZvySena exprese
BAX pak nutn€¢ nemusi znamenat buné¢nou smrt, coz miize byt piipad zvysSené exprese obou
proteinti v kultivovanych prasecich bunikach. To zaroven znamena, ze i kdyZz se naSe hypotéza
nepotvrdila, nelze na zékladé¢ naSich vysledki vyvodit zavér, ze 3D kultivacni systém
s GrowDex nepiindsi zadny profit pti kultivaci kumulérnich bunék. Oba dva systémy se jevi
jako srovnatelné, ale bylo by zadouci zaméfit se také na markery proliferace a viability bunék,

které také vyznamné odrazi kondici bun¢k kultivovanych v in vitro systémech.
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1 Zavér

| kdyz se nepodatilo prokazat pomoci exprese pro-apoptotického faktoru BAX a anti-
apoptotického faktoru BCI-2 v prase¢ich kumularnich buiikkach rozdil mezi 2D a 3D
kultivacnim systémem, neznamena to, ze je mozné rezignovat na moznost vyuzivat 3D
kultivaéni systémy, které dokazi Iépe simulovat podminky V Zivém organismu a nenarusuji
morfologii a fyziologii buné¢k tak jako konvenéni 2D systémy.

Technologie 3D kultivac¢nich systéma se jiz ukazaly jako dulezity nastroj, ktery muze
usnadnit vyzkum v biomedicinské oblasti s realisti¢téjSimi vysledky. Metody 3D kultury vSak
musi piekonat mnoho problémi. Metodiky je tieba v prvé fad¢ standardizovat, protoze metoda
reprodukovatelnost a vyZzaduje vysokou troven dovednosti. Oc¢ekava se tedy, Ze technologie
3D bunééné kultury vyznamné pfispéje k budoucimu vyzkumu. Ktomu lze stspéchem
vyuzivat prase¢i oocyty a kumularni buniky, protoze prase je cenné jako modelové zvife pro

humani obast. Timto smérem by bylo vhodné orientovat i dal§i vyzkumné aktivity.
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9 Seznam pouzitych zkratek

2D

3D
ADP
ATP
BSA
BSS
CaCl;
CAMP
COz
COC
DD
DNA
ECM
EGF
ER
FSH
GV
GVBD
HA
hCG
HEPES
IVF
IVM
LH
MAP kinaza
MEM
Ml

MiIlI
MPF
MRNA
MtDNA

Dvourozmérny

Trojrozmérny

Adenosindifosfat

Adenosin trifosfat

Bovinni sérovy albumin

Salinni roztok

Chlorid véapenaty

Bunéény posel

Oxid uhli¢ity

Kumulo-oocytarni komplex
Doména smrti
Deoxyribonukleova kyselina
Extracelularni matrix

Epidermalni riistovy faktor
Endoplazmatické retikulum
Folikulostimula¢ni hormon
Zéarodecny vacek

Rozpad zarodecného vacku
Kyselina hyaluronova

Humanni choriovy gonadotropin
Organické chemické pufrovaci ¢inidlo
In vitro fertilizace

In vitro maturace

Luteiniza¢ni hormon

Mitogen aktivovana protein kinaza
Minimalni Essentialni Médium
Metafaze [

Metafaze 11

Maturaci podporujici faktor
Messenger Ribonukleova kyselina

Mitochondrialni deoxyribonukleova kyselina



NCSU-23 North Carolina State University 23 medium

NCSU-37 North Carolina State University 37 medium
02 Kyslik

PBS Pufrovany fyziologicky roztok

PEG Polyethylenglykol

PGA Kyselina polyglykolova

PGCs Primordialni kmenové bunky

PLA Kyselina polyprolaktonova

PMSG Konsky choriovy gonadotropin

PVDF Polyvinylidenfluorid

RER Drsné endoplazmatické retikulum,;

RIOD Relativni opticka denzita

RNA Ribonukleova kyselina

ROS Reaktivni kyslikovy metabolit

rRNA Ribozomalni Ribonukleova kyselina

SDS Sodium dedocylsulfat

SDS-PAGE Sodium dodecyl sulfat — polyakrylamidova gelova elektroforéza
SER Hladké endoplazmatické retikulum

TCM Tkanové médium pro kultivaci

ZP Zébna pellucida



