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ABSTRAKT

Polyspermicka penetrace prasecich oocyti béhem fertilizace in vitro zistava stale jed-
nim z hlavnich nevyfeSenych problémii. Spravna selekce izolovanych oocytl respektu-
jici troven folikulogeneze je jednou z cest, jak zefektivnit stavajici postupy. Z tohoto
divodu byla tato disertacni prace zamétena na vyzkum zmeén v distribuci kortikalnich
granul u odlisnych subpopulaci prasecich oocytl s rozdilnou meiotickou kompetenci
v prib¢hu folikulogeneze. K experimentim byly pouzity oocyty z malych (< 5Smm) a
sttednich (5-9 mm) folikuld izolované z ptedem vybranych ovérii rozdélenych podle
prislusné faze estralniho cyklu. Oocyty byly barveny pomoci specifického lektinu PNA,
konjugovaného s fluorescen¢ni sondou fluorescein isothiocyanate. K vizualizaci korti-
kalnich granul byl pouZit laserovy konfokalni mikroskop. Nezralé oocyty s odliSnou
meiotickou kompetenci, které byly ziskany z malych a stfednich folikulti v rizné fazi
estralniho cyklu, vykazovaly statisticky prukazné rozdily v lokalizaci kortikalnich gra-
nul v cytoplazmé (Idkg 1,48 + 0,31 vs. ldkg 2,22 + 0,49). S ohledem na fazi estralniho
cyklu bylo zjisténo, ze se s jednotlivymi fazemi cyklu méni centralni lokalizace korti-
kalnich granul, kterd se se zvySujici meiotickou kompetenci méni na lokalizaci perifer-
ni. Zralé oocyty, s odliSnou meiotickou kompetenci ziskané z malych a stfednich foliku-
It v jednotlivych fazich estralniho cyklu, ukézaly statisticky priikazné rozdily v poctu
kortikalnich granul v cytoplazmé (73,89 + 18,8 Cgs/100 um? vs. 59,3 +13,3 Cgs/100
um?). Bylo zji§téno, 7e pfi procesu zrani in vitro dochazi se zvysujici se meiotickou
kompetenci oocytl k signifikantnimu ubytku kortikdlnich granul v korové vrstvé oo-
plasmy. Bylo také prokazano, Ze se oocyty s riiznou meiotickou kompetenci 1i8i ve
schopnosti prodélat normalni fertilizaci, a Ze fertilizace in vitro u oocytl s niz§i meio-
tickou kompetenci je doprovazena vyssim vyskytem polyspermicky oplozenych oocyti.
Nebylo vSak mozné potvrdit, ze vyssi vyskyt polyspermie je zptsoben narusenim pri-
behu kortikalni reakce. Piedlozené vysledky ukazaly, Ze ve srovnani s ostatnimi fazemi
folikulogeneze se pozdni lutealni a ¢asna folikularni faze jevi jako optimalni pro ziskani

oocytt vhodnych k maturaci a fertilizaci in vitro.



ABSTRACT

Polyspermic penetration of pig oocytes during fertilization in vitro still remains one of
the major unsolved problems. An appropriate selection of isolated oocytes with respect
to the level of folliculogenesis is one of the ways to improve current methods. For this
reason, this disertation thesis was focused on research of changes in distribution of cor-
tical granules in different subpopulations of porcine oocytes with different meiotic
competence during folliculogenesis. Oocytes from small (< 5mm) and medium (5-9
mm) follicles, collected from selected ovaries divided according to the phase of estral
cycle, were used for the experiments. The oocytes were stained with PNA conjugated
with fluorescent probe fluorescein isothiocyanate. A laser confocal microscope was
used for visualization of the cortical granules. Immature oocytes with different meiotic
competence, recovered from small and medium follicles in different phases of estral
cycle, showed statistically significant differences in localization of cortical granules in
cytoplasm (lgkg 1.48 + 0.31 vs. lgkg 2.22 + 0.49). With regard to the phase of estral cycle,
the central localization of cortical granules changes with increasing meiotic competence
to peripheral localization Mature oocytes with different meiotic competence, recovered
from small and medium follicles in individual phases of estral cycle, showed statisti-
cally significant differences in number of cortical granules in cytoplasm (73.89 + 18.8
Cgs/100 um? vs. 59.3 +13.3 Cgs/100 pm?). The experiment revealed a significant
decrease of cortical granules in peripheral region of the ooplasm with increasing meiotic
competence of oocytes during maturation in vitro. It also showed that oocytes with di-
fferent meiotic competence differ in the ability to undergo normal fertilization and that
fertilization in vitro in oocytes with lower meiotic competence is associated to higher
incidence of polyspermic oocytes. However, disruption during cortical reaction as the
cause for higher incidence of polyspermy could not be confirmed. The presented results
indicate that in comparison with other phases of folliculogenesis, the late luteal and ear-
ly follicular phase seem to be optimal for collection of oocytes suitable for maturation

and fertilization in vitro.
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SEZNAM POUZITYCH ZKRATEK

ATP adenosin triphosphate, adenosin trifosfat

BFS bovine fetal serum, bovinni fetalni sérum

BSA bovine serum albumin, bovinni sérovy albumin

BTS beltsville thawing solution

CAMP cyclic adenosin monophosphate, cyklicky adenosin monofosfat
CGs cortical granules, kortikalni granula

DAG diacylglycerol

DNA deoxyribonucleic acid, deoxyribonukleova kyselina

FITC florescein isothiocyanate, fluorescen¢ni isothiokyanat
FSH follicle stimulating hormone, folikulostimula¢ni hormon
GV germinal vesicle, zarode¢ny vacek

GVBD germinal vesicle break down, rozpad zarode¢ného vacku
IP3 inositol -1,4,5 — triphosphate, inositol - 1,4,5 — trifosfat

ldkg index distribuce kortikalnich granul

IVF in vitro fertilization, oplozeni in vitro

IVM in vitro maturation, zrani in vitro

IVP in vitro production, produkce in vitro

LCA lens culinaris agglutinin, lens culinaris aglutinin

LH luteinizing hormone, luteiniza¢ni hormon

MII metaphase Il, metafaze druhého meiotického déleni

MPF M-phase promoting factor, M-fazi podporujici faktor
MRNA messenger ribonucleic acid, mediatorova ribonukleova kyselina
PBS phosphate buffered saline, pufrovany fyziologicky roztok

PIP2 phosphatidylinositol 4,5-bisphosphate, fosfatidil inositol 4,5-bifosfat


http://www.sigmaaldrich.com/catalog/product/sigma/l9267?lang=en&region=US
https://en.wikipedia.org/wiki/Phosphatidylinositol_4,5-bisphosphate

PLC phospholipase C, fosfolipaza C

PKC protein kinase C, protein kinaza C

PNA peanut agglutinin, peanut aglutinin

RNA ribonucleic acid, ribonukleova kyselina

rRNA ribosomal ribonucleic acid, ribozomalni ribonukleova kyselina

SNARE soluble N-ethylmaleimide-sensitive factor attachment protein receptors
VAMP vesicle associated membrane protein

ZP zona pellucida

ZP1-7P3 zonalni glykoproteiny



1 UVOD

Technologie in vitro produkce embryi je povaZzovéna za jednu z nejdilezitéjsich techno-
logii v zeméd€lském a biomedicinském vyzkumu. Diky fyziologické podobnosti
s ¢clovékem nabyvaji prasata stale vétsi vyznam jako potencidlni darci tkani pro ucely
xenotransplantace organti nebo tvorby specifickych proteini ve vyzkumu geneticky
modifikovanych organismti. Zajem o velké mnozstvi zralych prasecich oocytii a prase-
¢ich embryi je praveé z téchto ditvoda znacny. Nicméné biotechnologické postupy pii in
vitro produkci prasecich embryi jsou ve srovnani s jinymi druhy hospodaiskych zvitat
stale neefektivni. Nedokoncené cytoplazmatické zrani, polyspermickd penetrace nebo
nedostate¢na schopnost tvorby blastocyst jsou jedny z hlavnich problému, které do
dnesni doby stale nebyly prekonany. Urovei jaderného a predeviim cytoplazmatického
zrani hraji v efektivité in vitro fertilizace dulezitou roli. Schopnost oocytu dokoncit ja-
derné zrani, podstoupit uspésné fertilizaci, Casny embryonalni vyvoj a diferenciaci az do
stadia blastocysty jsou vysledkem funkéniho stavu oocytu a trovné jeho meiotické a
vyvojové kompetence. Je obecné zndmo, ze polyspermicka penetrace zptisobuje abnor-
malni oplozeni oocytu a ¢asnou embryonalni mortalitu. DileZitou roli v jejim zabloko-
vani hraji kortikalni granula. Kvantitativni studie zmén populace kortikalnich granuli je
proto nezbytna pro pochopeni mechanismu blokovani polyspermické penetrace béhem
fertilizace prase€ich oocyti in vitro. Tyto znalosti jsou vyznamné pro vyvoj optimalnich
podminek a zdokonalovani metod maturace a fertilizace prasecich oocytli in vitro.
Spravna selekce izolovanych oocytl respektujici troven folikulogeneze je jednou z cest,
jak zefektivnit stavajici postupy. Z tohoto divodu byla tato disertatni prace zamétena
na vyzkum zmén v distribuci kortikdlnich granul u odli$nych subpopulaci prasecich oo-

cytil s rozdilnou meiotickou kompetenci v priibéhu folikulogeneze.
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2 LITERARNI PREHLED

2.1 Folikulogeneze

PIn¢ zraly oocyt schopny uspésné podstoupit fertilizaci a embryonalni vyvoj je vysled-

kem dlouhého selek¢niho procesu folikulogeneze (Van den Hurk a Zhao, 2005).

Bielanska-Osuchowska (2006) uvadi, ze folikulogeneze u prasat zacina jiz béhem fetal-
niho vyvoje a pokracuje po celou dobu dospélosti. Formovani primordialnich folikulil
zapocina u plodu 56 den bfezosti prasnice, a jejich pfeména do primarniho stadia pak
Vv pozdni fazi biezosti. Telfer (1996) dopliuje, Ze v obdobi puberty ¢ini zasoba primar-
nich folikulti u prasat v praméru 420 000. Bielanska-Osuchowska (2006) dale uvadi, ze
prvni tvorba ovaridlnich folikul zapoc¢ina v nejhlubsi ¢asti korové vrstvy ovarii a vyvoj
fetalnich primordialnich folikulii je mozné rozd¢lit do jednotlivych fazi v zavislosti na

tvaru folikularnich bunék.

Folikuly ptitomné v kortexu ovarii jsou v rozdilném stadiu vyvoje a regrese. Formovani
folikulu je zacatkem procesu folikulogeneze, ktery muize byt definovan jako proces, ve
kterém primordialni folikuly obsahujici malou zarodecnou buniku, a vrstvu plochych
granul6znich bunék, se dale diferencuji do dalSich vyvojovych stadii a kon¢i preménou
do antrdlnich (preovulacnich) folikuli, které obsahuji plné vyvinuty oocyt

s granul6znimi bunikami (Silva et al., 2009).

Pfeména primarniho folikulu na sekundarni (pre-antralni) folikul je uskutectiovana
vrstvenim granuldéznich bunék okolo oocytu. V této chvili vstupuje oocyt do rozsahlé
rustové faze, kterd je typickd vysokou proliferacni aktivitou granul6éznich bunék, a vy-
tvofenim théky z intersticidlnich bun¢k stromatu (Picton et al., 1998). Granul6zni buniky
aktivné ovliviiuji rast oocytu, na druhou stranu oocyt aktivné ovlada proliferaci, morfo-
genezi a diferenciaci (Picton a Gosden, 1998). Proliferace granuldznich bunék je zod-
poveédna za dalsi vyvoj primarniho folikulu, ktery se méni na folikul sekundarni. Vza-
jemna komunikace mezi oocytem a granuldéznimi buiikami je pak zabezpecovana po-
moci mezibunéénych spojli tzv. gap junctions (Smith, 2001). Pomoci téchto spoju je

umoznéna vymeéna zivin, metabolickych prekurzort, informac¢nich molekul a inhibic-
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nich a signalnich faktort, které jsou nezbytné pro indukci a regulaci diferenciace foliku-

larnich oddilti z ur¢ité vyvojové faze na dalsi (Van den Hurk a Zhao, 2005).

Matzuk et al. (2002) k tomu dodavaji, ze po dosazeni prahové velikosti oocyty potlaci
schopnost granul6znich bunék podporovat jejich dalsi rast. Tim oocyt uréuje nejen veli-

kost folikulu, ale neptimo také svilij vlastni rast.

Vyvoj stfednich a pozdnich fazi folikuli je fizen pomoci gonadotropnich hormont ade-
nohypofyzy, predev§im pak FSH, ktery je pfevazujicim faktorem prteziti folikulu.
K dalS§imu rozvoji sekundérnich folikulli vSak staci cirkulace pouze malého mnoZstvi
FSH (McGee a Hsueh, 2000). Eppig a O'Brien (1996) dopliiuji, Ze vyvoj primordidlnich

folikuld je iniciovan v ovaridlni tkani bez ptisobeni gonadotropind.

Jak uvadi Fair (2003) pod vlivem gonadotropini dochazi k pfeméné sekundarniho foli-
kulu na tercidlni, oznacovany ¢asto jako Graafitv nebo antralni folikul. Pro toto stadium
je charakteristicka pokracujici proliferace granul6znich bunék a jejich dalsi diferenciace
na thekalni bunky, které vytvaii uvniti folikulu thecu internu a thecu externu. Charakte-
ristické je také vytvofeni antralni dutiny, ktera je vyplnéna folikularni tekutinou.
Findlay et al. (2003) dodava, ze buniky granulozy vytvari 3 fenotypové odlisné populace
bunék, tvofici jednak tésnou vrstvu kolem oocytu, buiky muralni ptiléhajici ke sténé fo-

likulu a buiiky antralni, které obklopuji vytvofenou antralni dutinu.

Navzdory velké pocatecni zasobé folikulii, pouze v priméru 1% této populace dosahne
preovulacni faze béhem reprodukéniho Zivota samice a vétSina podlehne atresii

(Sato et al., 1990).

2.2 0ogeneze

Oogeneze za¢ina formovanim primordidlnich zarode¢nych bunék, které vznikaji ve
zloutkovém vacku a migruji pfes mezoderm a entoderm do budoucich gonad, v jejichz
vyvoji hraji zarodecné bunky nezastupitelnou roli (Van Voorhis, 1998). Black a Erick-
son (1968) dodavaji, Ze u plodu prasat je nejvyssi pocet zarode¢nych bun¢k (v priméru
1,1 miliond) v 50. dni vyvoje plodu. Van Voorhis (1998) dale doplnuje, ze béhem mi-

grace k sami¢im gonadam zarode¢né bunky podstupuji druhové specificky pocet mitoz,
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ztraci schopnost pohybu a stavaji se z nich oogonie, které vykazuji vysokou frekvenci

mitotickych déleni.

Pfeména oogonii na primarni oocyt je uskute¢iovana je$té v prenatalnim obdobi, a je
doprovazena pieruSenim profaze prvniho zraciho déleni, které je pozastaveno az do ob-
dobi pohlavniho dospivani (Marvan et al., 2003). Wassarman (1988a) k tomu dodava,
ze beéhem profaze prvniho meiotického déleni dojde ke sparovani homolognich chromo-
zomt, k jejich kondenzaci a vyméné genetického materidlu mezi nesesterskymi chroma-

tidami (crossing over).

V diplotennim stadiu je meidza pieruSena a oocyt se nyni nachazi ve fazi prvniho meio-
tického bloku, ktery je prolomen az s nastupem puberty prasnice. Faze rstu oocytu za-
hrnuje dlouhé obdobi a trva az do konce pohlavni ¢innosti. Pro toto obdobi je charakte-
risticky rast jadra, aktivni syntéza RNA a proteind, hromadéni zloutkovych inkluzi a
vznik a hromadéni kortikdlnich granul (Marvan et al., 2003). Picton et al. (1998) doda-
vaji, Ze rlst oocytu je nezbytnou soucdsti v procesu ziskavani vyvojové a meiotické
kompetence a v dokonceni jaderného a cytoplazmatického zrani, pro které je typicka
vysoka proteosynteticka aktivita a tvorba novych organel spolu s reorganizaci jiZ vytvo-

fenych.

Béhem rustové faze zveétsi oocyt svoji velikost ze 40 pm az na 120 pm (Kanitz et al.,
2001). Gosden (2002) dopliuje, ze po dosazeni prahové velikosti oocytu dochazi

K pozastaveni syntézy mRNA, ktera je znovu obnovena az po oplozeni oocytu.

Jednou z nejvyznamngjSich zmén v prubéhu ristové faze oocytu je vytvoreni glykopro-
teinové membrany tzv. zony pellucidy, kterd pomoci 3 glykoproteinli ZP1, ZP2 a ZP3
vytvaii ochranny obal okolo oocytu. Tyto glykoproteiny jsou nezbytné pro normalni

vyvoj folikulu (Soyal et al., 2000).

Koncovou fazi oogeneze je obdobi zrani oocytu, pii kterém dochazi k prolomeni prvni-
ho meiotického bloku a znovuzahajeni meidzy, ve které oocyt vstupuje do druhého zra-
ciho déleni, prerusené¢ho v metafazi v tzv. druhém meiotickém bloku. Druhé zraci déleni

je obnoveno pouze v piipadé oplozeni (Ohashi et al., 2013).
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2.3 Zrani oocytu

Mnohé z udalosti, které ptipravuji oocyt pro budouci fertilizaci, iniciaci a zahajeni em-
bryonalniho vyvoje, probihaji béhem zrani oocytu. Zrani oocytu je spojeno se ziskanim
schopnosti prod€lat nejenom jaderné zrani, ale také zrani cytoplazmatické a genomické

(Opiela a Katska-Ksiazkiewicz, 2004).

PIné dorostly oocyt vétSiny savcu je zastaven v G2 fazi prvniho meiotického déleni
(stadium GV). Meidza je obnovena aZ v reakci na specificky signal, jako je pfedovulac-
ni LH peak v podminkach in vivo nebo vyjmuti oocytu z folikularniho prostfedi a jeho
kultivace in vitro. Obnoveni meidzy je doprovazeno rozpadem zarode¢ného vacku
(GVBD), kondenzaci chromozomil a formovanim d¢liciho vieténka. Oocyt nasledné
prochazi pies metafézi I, anafazi |, telofdzi I a bez dekondenzace chromozomil vstupuje
do meidzy druhého zraciho déleni. Po dosazeni metafdze druhého zraciho dé€leni, do-
provazeného vydélenim prvniho podlového téliska, je v této fazi opét pozastaven (Kat-

ska-Ksiazkiewicz, 2006).

V ptirozeném fijovém cyklu probihd jaderné, cytoplazmatické i genomické zrani sou-
Casné. Nicméné u oocytil podstupujicich zrani v in vitro systému mutze dochazet k asyn-
chronii mezi jednotlivymi typy zrani, coz mize vyustit ve ztratu vyvojového potencialu

(Opiela a Katska-Ksiazkiewicz, 2004).

Navzdory faktu, Ze zraci proces in vitro je neustale optimalizovan, in vitro zrajici oocy-
ty maji stale nizsi vyvojovy potencial a vysoky podil vyvojovych abnormalit (Niemann
et al., 2002).

2.3.1 Jaderné zrani

Kanitz et al. (2001) uvadi, ze prolomeni prvniho meiotického bloku je iniciovano bud’
zvySenim koncentrace luteiniza¢niho hormonu nebo vyjmutim oocytu z antralniho foli-
kulu, ¢imz dojde ke spontannimu meiotickému zrani. Autoii dale uvadi, Ze obdobi zrani
oocytu zavisi na vzajemné komunikaci mezi oocytem a folikuldrnimi bufikami a cely

proces je pod kontrolou gonadotropnich hormonti.
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Oocyty se pred vstupem do faze zrani nachazi v profazi prvniho zraciho déleni ve stadiu
zarode¢ného vacku neboli tzv. germinal vesicle stage (GV stadium), kde je jadro tvore-
no jadernou membranou a jadérkem obklopenym rozptylenym chromatinem. Se vstu-
pem do faze zrani dochdzi k rozpadu zarodecného vacku v procesu nazvaném jako
GVBD neboli germinal vesicle break down, ktery nastane u prasat za 24 hodin po LH
peaku (Torner et al., 1998).

Podle Motlika a Fulky (1976) se chromatin oocytu ve stadiu GVBD vyskytuje ve 4 kon-
figuracich (GV1 az GV4) podle zmén na chromatinu a mizeni membrany jadra a jadér-

ka.

Obnoveni meidzy je spojeno s poklesem inhibi¢niho faktoru cAMP (cyclic adenosin
monophosphate), syntetizovaného z ATP (adenosin triphosphate), jehoz vysoka hladina
branila prolomeni prvniho meiotického bloku (Mehlmann, 2005). Nicméné pokles hla-
diny cAMP neni jedinou pfic¢inou finalniho zrani oocytl. Snizeni koncentrace cAMP
aktivuje dalsi z fady regulac¢nich mechanismi obnovujicich meiézu, kterym je MPF (M-
phase promoting factor) faktor (Hunter, 2000). Jeho zvysujici se hladina po rozpadu za-
rode¢ného vacku zpusobi piestup oocytu z G2 do M — faze bunééného cyklu a je také
zodpovédna za rozpad jaderné membrany, kondenzaci chromozomt, reorganizaci of-

ganel a formovani déliciho vieténka (Stojkovic el al., 1999).

Katska-Ksiazkiewicz (2006) dodava, ze obnoveni meidzy u prasecich oocytl je fizeno
slozitou kaskadou fosforyla¢nich a defosforyla¢nich udalosti vedoucich k aktivaci MPF
faktoru. Teno bunéény regulator je slozeny ze dvou podjednotek, a to katalytické pod-

jednotky p34cdc2 a regula¢ni podjednotky cyclinu B1 (Kanitz et al., 2001).

V pribéhu S a G2 faze bunééného cyklu dochazi sdruzenim téchto dvou podjednotek
k vytvoreni tzv. pre-MPF faktoru, ktery je neaktivni formou MPF. Tato neaktivni forma
je aktivovana pomoci fosforylacnich a defosforylac¢nich procesu (Katska-Ksiazkiewicz,

2006)

Riha et al. (1999) dopliiuje, Ze aktivovany MPF faktor idi rozpad zarode&ného vacku.
Vysledkem téchto déju je dokonceni prvniho zraciho d€leni a ndstup druhého zraciho
déleni, ktery vede k vytvoreni pro metafazi II typické konfigurace chromozomi ozna-

¢ovanych jako tzv. plate. V jeho blizkosti je lokalizovana oddélena polovina chromo-
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zomu v podobé¢ 1. polového téliska. Soucasné jsou uvolnény relativné pevné vazby mezi
oocytem a kumularnimi bunikami, které v této dobé sekrenuji latky mucinézniho charak-

teru, coz se morfologicky projevuje jako expanze kumularniho komplexu.

2.3.2 Cytoplazmatické zrani

Komplex udalosti, které nastavaji béhem zrani oocytu, nezdvisi pouze na spravné dy-
namice chromozomalni separace, ale také na redistribuci cytoplasmatickych organel a
na uloZzeni mRNA, proteintl a transkripénich faktort pottebnych v dalSich procesech.

Sirard et al. (2006) dopliuje, Ze se jedna o specificky proces hromadéni substrati a zi-

vin, které jsou nezbytné pro dosazeni vyvojové kompetence 0oCytu.

Transkripty a proteiny uloZené v cytoplazmeé oocytll jsou zdsadni pro proces zrani, a pro
zajisténi progresivniho ¢asného embryondlniho vyvoje, kdy je aktivovan embryondlni
genom a syntéza novych proteint je nezbytnd (Ferreira et al., 2009). Autoti dale uvadi,
ze ackoliv jsou jaderné i cytoplazmatické zrani dva odlisné procesy, jedna se o propoje-
né déje, které probihaji soucasné v determinovaném case, a to i ptes to, Ze molekularni

programovani cytoplasmy zacalo jiz béhem faze rlstu oocytu.
Proces cytoplazmatického zrani byva rozde€len do tiech hlavnich d&ji:

1. Redistribuce organel
2. Dynamika cytoskeletalnich filament

3. Molekularni zrani

2.3.2.1 Redistribuce organel

Je dobie znamo, Ze béhem zrani oocytu lze pozorovat nékolik ultrastrukturalnich zmén
tykajicich se morfologie a pierozdélovani cytoplazmatickych organel. K distribuci cy-
toplazmatickych organel béhem zrani dochazi za pomoci mikrotubult a mikrofilament

Vv zavislosti na potfebach bunky béhem kazd¢ faze vyvoje (Ferreira et al., 2009).

Pro cytoplazmatické zrani je nezbytna aktivace metabolickych drah zapojenych do syn-
tézy proteint. Z tohoto divodu hraji dulezitou roli mitochondrie, které jsou klicovou

soucasti metabolickych déji zodpovédnych za ptisun energie béhem procesu zrani
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(Stojkovic et al., 2001). Je obecné znamo, ze beéhem redistribuce vnitrobunéénych or-
ganel dochdzi k pfesunu nejen mitochondrii, ale také ribozomi, endoplazmatického re-
tikula, Golgio komplexu a kortikalnich granul. Nicmén¢ mitochondrialni systém je jed-
jen pro produkci ATP, ale Gcastni se také regulace apoptdzy a homeostazy vapniku (Sun

et al. 2001; Sato et al., 2014).

Torner et al. (2004) uvadi, Ze mitochondrie jsou v prubéhu zrani piesouvany z disperz-
niho rozlozeni, typického pro oocyt ve stadiu zdrodecného vacku, do formy, kterd je ty-
picka klastrovym usporadanim mitochondrii. Pohyb mitochondrii do oblasti s vysokou
energetickou naroc¢nosti je rozhodujici pro oocyt i béhem kritickych usekd bunééného
cyklu. Stojkovic et al. (2001) dale dopliuji, ze béhem obdobi zrani syntetizuji mito-
chondrie ATP nezbytné k syntéze novych proteinti, diky kterym je mozné dokonceni

zraciho procesu a embryonalniho vyvoje.

Proteosyntéza je nezbytna nejen pro zrani oocytu, ale také pro formovani zygoty a cas-
ného embrya. Za timto ti¢elem musi byt v prib&hu zrani pfitomné dostate€né mnozstvi
ribozomu syntetizovanych transkripci ribozomalnich RNA (rRNA) gent (Ferreira et al.,
2009).

FitzHarris et al. (2007) uvadi, Ze nemén¢ dilezitou roli v maturaénim procesu zastava
také endoplazmatické retikulum, jehoz funkci jsou zejména skladani a degradace pro-
teind, metabolismus lipidl a je také hlavni endogenni zasobarnou a regulatorem vapena-
tych iontl. Biochemické a strukturalni zmény v endoplazmatickém retikulu béhem zrani
jsou rozhodujici pro spravnou funkci regulace intraceluldrniho vapniku (Ferreira et al.,
2009).

Diky hypertrofické a proliferacni ¢innosti Golgiho komplexti dochézi také k formovani
kortikalnich granul (Gulyas, 1979; Guraya, 1982). Kortikélni granula jsou organely vy-
skytujici se vyhradné v oocytech. Jejich skladba zahrnuje rozmanitou skladbu proteintl,
strukturnich molekul, enzymi a glykosaminoglykant. Exocytéza kortikalnich granul

vvvvvv

branéni polyspermické penetrace (Wang et al., 1997; Wessel et al., 2001; Liu, 2011)
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2.3.2.2 Dynamika cytoskeletdlnich filament

Cytoskeletalni filamenta jsou dynamické a adaptabilni struktury, které mohou ziistat be-
ze zmeény nebo prodélat potfebnou zménu. Tento systém je také zodpovédny za se-
gregaci chromozomil béhem meidzy a mitdzy, déleni bunky béhem cytokineze a za pie-
sun molekul a organel uvnitt bunék (Alberts et al., 2004). Alberts et al. (2004) dale do-
pliwyji, Ze cytoskeleton je slozen ze tfi typu filament, které jsou tvofeny pomoci subjed-
notek charakteristickych pro kazdy typ. Mikrotubuly jsou slozeny z globularu a kom-
paktnich tubulinovych podjednotek, zatim co aktinova filamenta jsou tvoiena globula-
rem a kompaktnimi aktinovymi podjednotkami. Intermedidlni filamenta jsou sloZena
z prodlouzenych vlaknitych polypeptidovych podjednotek uspotadanych do tetrameru

obsahujiciho jak tubulinové subjednotky, tak i aktinové monomery.

2.3.2.3 Molekularni zrani

Molekularni zrani koresponduje s fazi ristu a zrani oocytu a zahrnuje transkripci, ucho-
vani a zpracovani mRNA kyselin, které budou pozdéji pfeménény pomoci ribosomi
Vv proteiny. Proteiny odvozené od téchto mRNA kyselin jsou zapojeny jak v procesu
zrani, tak také v procesu fertilizace, formovani prvojader a v casné embryogenezi. Tyto
proteiny jsou pak ulozeny az do doby jejich vhodného vyuziti (Sirard, 2001). Sirard
(2001) dale uvadi, ze az do aktivace embryonalniho genomu ma spravné ulozeni tran-
skriptli v cytoplazmé oocytu velky vyznam. Po obnoveni meidzy je zastavena exprese
genll a pouze ty transkripty, které byly vytvofeny a uloZeny v ristové fazi oocytu, bu-

dou metabolizovany v potifebnou dobu.

Tomek et al. (2002) uvadi, Ze mRNA transkribovana béhem molekuldrniho zrani je
akumulovana v pfechodné neaktivni form¢. Biosytntetickym aparatem cytoplasmy je
mRNA pievadéna do formy ribonukleoproteinovych castic. V této formé je mRNA
chranéna proti nukleolytické degradaci a je tak chranéna a ulozena do doby casného

embryonalniho vyvoje (Fulka et al., 1998).
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2.4 Meioticka a vyvojova kompetence oocytu

Meioticka kompetence je charakterizovana jako schopnost oocytli znovu zah4jit proces
meidzy a béhem folikulogeneze dosahnout stadia metafaze 11 (Mermillod et al., 2000).
Spolecné s cytoplazmatickou zralosti, charakterizovanou redistribuci organel, cytoskele-
talni dynamikou a proteosyntetickou aktivitou, jsou ptedpokladem pro dosazeni vyvo-

jové kompetence oocytu.

PIna kompetence ke zrani je vSak docilena az u oocytii pochazejicich z folikulii vétSich
nez 3 mm v pruméru. Oocyty pochazejici z folikulti mensich nez 3 mm nejsou plné me-
ioticky a vyvojové kompetentni, protoze jsou cytoplasmaticky deficitni (Sun et al.,
2001, Marchal et al., 2002). Sun et al. (2001) dale dodava, ze navzdory tomu je vsak re-
lativné velk4 cast oocytli ziskana z malych folikuld schopna znovu zahdjit meidzu,
nicméné jejich schopnost dokoncit zrani, podstoupit fertilizaci a zacit s embryonalnim

vyvojem je limitovana.

Je obecné znamo, Ze ob& kompetence zavisi na velikosti a stupni atrezie folikulu, ze kte-
rého oocyt pochazi (Balomba and Sirard, 2000; , Feng et al., 2007). Pouze mala ¢ast oo-
cytl je schopna plnohodnotné kompetence dosahnout, nebot’ vétsina folikuld podlehne

fyziologické atrezii (Mermillod et al., 2000).

Lonergan et al. (1994) uvedl, Ze oocyty nabyvaji meiotickou kompetenci aZ po vytvore-
ni antralni dutiny a pouze oocyty o minimalnim praméru 115 pm jsou schopny dosah-
nout metafaze I1. Motlik et al. (1984) a Crozet et al. (1986) k tomu dodavaji, ze nabyti
meiotické kompetence je spojeno nejen s velikosti oocytu a folikulu, ale také s jadernou

morfologii a transkrip¢ni aktivitou oocytu.

Machatkova et al. (2008) popisuji, ze u prasat se populace oocyti méni z hlediska kvan-
tity, morfologické kvality a meiotické kompetence podle faze folikularniho vyvoje. Po-
chopeni mechanismu vyvoje folikulu béhem folikulogeneze a jeho vlivu na vyvojovy
potencidl oocytu je nezbytnym piedpokladem pro zlepSeni metod ovliviiujicich fizenou

reprodukci v in vitro systému (Evans, 2003).

Vyvojova a meiotickd kompetence ovliviiuji Casny embryonalni vyvoj, in vitro produkci

embryi a preziti embrya po transferu do recipientky. Tyto kompetence miizou byt sou-
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hrnné charakterizovany jako schopnost oocytu dozrat, byt fertilizovan a dat zivota-

schopné a plodné potomstvo (Duranthon a Renard, 2001).

2.5 Fertilizace in vitro

Po pocétecnich uspésich s odchovanim Zivotaschopného potomstva mnoha druhii hos-
podaiskych zvifat pomoci IVM a IVF technik, byly tyto technologie pfislibem zvySeni
produkce embryi od geneticky cennych zvitat. Kromé vyuziti ovaridlni zadsoby nezra-
lych oocytl, umoziuji tyto techniky vyuzit oocyty ziskané post mortem a zachranit tak
geneticky material od cennych samic nebo vyuzit ovaridlni zadsoby juvenilnich zvifat,

coz vede k signifikantnimu zkraceni generacniho intervalu (Grupen, 2014).

Fertilizace in vitro (IVF) je vysoce specializovanou metodou asistované reprodukce,
jejimz hlavnim pfinosem je fizena produkce Zivotaschopné generace novych jedinct.
Nizky podil monospermické penetrace a vysoky vyskyt polyspermie je hlavnim a stéle
nevyfeSenym problémem provazejicim fertilizaci a produkci prase¢ich embryi in vitro
(Funahashi a Day 1997, Day, 2000, Abeydeera 2002, Coy a Romar 2002, Funahashi
2003)

Wang et al. (1998) uvedl, Ze zpocatku se oocyty, zrajici in vitro, povaZovaly za defektni
ve schopnosti spustit a dokondit kortikalni reakei, ktera brani v polyspermické penetra-
ci. Ackoliv morfologické srovnani oocytil zrajicich in vivo 1 in vitro ukazalo, Ze oba ty-
py oocytit maji podobnou schopnost uvolnit kortikalni granula po penetraci spermie, ji-
ny vyzkum odhalil, Ze schéma uvolilovani kortikdlnich granul se 1i8i (Romar et al.,
2012).

Wang et al. (1998) také uvedl, Ze zona pellucida ovulovanych oocytli byla signifikantné
tlustsi nez u IVM oocytl. Je tedy pravdépodobné, Zze za selhani bloku proti polysper-

mické penetraci mize byt zodpovédna zonalni reakce.

Je nutné zohlednit také efekt maternalniho v€ku, kdy bylo zjisténo, ze podil polysper-
micky penetrovanych oocytl je nizs§i u IVM oocyti ziskanych od dospélych prasnic

oproti oocytim izolovanych z prepubertalnich prasnic¢ek (Marchal et al., 2001).
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Experimenty, které se zabyvaly otazkou snizeni vyskytu polyspermické penetrace byly
zaméteny zejména na modifikaci podminek fertilizace in vitro, které jsou velmi odli§né
od prosttedi in vivo, kde jsou gamety vystaveny oviduktalnim a filokularnim faktortim,

které reguluji a koordinuji jejich funkce (Hunter, 1990).

Stupen polyspermie je také uzce spjat s poftem spermii vyskytujicich se u oocytu bé-
hem fertilizace. Béhem klasického procesu IVF u prasat jsou oocyty oplozovany
vV malém mnozstvi média, kde neexistuji bariéry regulujici interakci spermie-oocyt. Ne-
ptitomnost regulujicich mechanismd, které se fyziologicky vyskytuji pii procesu fertili-
zace in vivo, zpusobuje akumulaci velkého mnozstvi spermii v misté¢ oplozeni a pene-
traci vétsiho poctu spermii do oocytl i navzdory faktu, Ze oocyty maji vlastni mecha-
nismy Kk blokovéani polyspermické penetrace (Funahashi, 2003). Usp&né oplozeni va-
jicka, které mé potencidl vyvinout se v Zivotaschopné embryo, zavisi nejen na plné
kompetentnim oocytu, ale také na plné¢ kompetentni spermii. Proto je v systému IVF
maturace spermii in vitro stejné dilezita, jako maturace oocyti (Xu et al., 1996a).

Je znamou skutecnosti, Ze na uspéSny proces fertilizace ma velky vliv vybér vhodného
kance, nebot’ jsou znamy velké odchylky nejen mezi jednotlivymi kanci, ale dokonce 1
mezi jednotlivymi davkami ejakulatu stejn¢ho jedince (Gil et al., 2008). Xu et al.
(1996a) dodavaji, ze mezi hlavni problémy v IVF systému patii také velka variabilita
v kvalité ejakulatu. Pouzitim specifickych frakci ejakulatu (sperm-rich frakci) mize byt
sniZena variabilita mezi jednotlivymi odbéry jednoho kance. Autofi dale uvadi, Ze jako
dlouhodobé feseni se nabizi moznost kryokonzervace ejakulatu, jez by umoznila elimi-
novat negativni vliv velké variability mezi ejakuléty. Je vSak nutné optimalizovat IVF

protokol tak, aby byla zachovana kvalita ejakulatu kazdé jednotlivé davky

2.5.1 Monospermicka penetrace

Vysledkem kokultivace spermii a oocyt v prostiedi fertilizacniho média je interakce
obou gamet, penetrace spermie do oocytu, dekondenzace hlavicky spermie a zformova-
ni samc¢iho prvojadra, aktivace druhého meiotického déleni, dekondenzace samic¢iho ha-
plomu a vznik sami¢iho prvojadra, syngamie obou prvojader a vznik zygoty (Riha et al.,

1999).
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Primakoff a Myles (2002) uvadi, Ze béhem penetrace musi spermie prekonat nékolik
ochrannych vrstev oocytu jako je vnéjsi vrstva koronovych bungk (corrona radiata) a
vnéjsi extracelularni matrix — zonna pellucida. Autofi dale popisuji, ze piekonani téchto
bariér vyzaduje nejen aktivni pohyb spermie, ale také specifickou enzymovou vybavu.
Breitbart (2003) k tomu dodava, ze savéi spermie nejsou schopny oplozeni bezprostied-
né po ejakulaci. Stejn€ jako v podminkach in vivo, tak i v IVF systému je nutna dosta-

te¢né dlouha doba k tzv. kapacitaci spermii.

Riha et al. (1999) popsali kapacitaci jako komplex biochemickych pochodii piedeviim
na membranach spermie, které jsou nezbytné pro vyvolani akrozomalni reakce a hype-
raktivniho pohybu, ktery je charakteristicky vysSsi frekvenci vinéni bic¢iku a soucasné
vetsi amplitudou vinéni. Swenson a Dunbar (1982) dodavaji, Ze proces kapacitace je du-

lezitym prostfednikem k rozpoznani a vazbé spermie na oocyt a k uspésné fertilizaci.

Po priniku spermie do cytoplazmy zralého oocytu dojde k dekondenzaci vysoce kon-
denzovaného jaderného chromatinu spermie a vymén¢ spermiovych protaminti za inten-
zivni syntézu proteint histonového typu. Po rekondenzaci chromatinu dochézi ke zfor-
movani interfazniho sam¢iho prvojadra, které je obklopeno nové vzniklou prvojadernou
membranou. Ve stejné dobé je dokonfena modifikace maternalniho genomu a dochazi

Kk integraci se sam¢im prvojadrem (Gioia et al., 2005).

Ding et al. (1992) uvadi, Ze penetrace kanc¢i spermie do oocytu zacina 3 hod po prove-
deni inseminace a ke zformovéni prvojader dojde za 8 hod. Riha et al. (1999) dopliuji,
ze k tvorbé samicich prvojader dochazi pozdéji nez u sam¢ich a doba jejich zformovani
je 10-12 hod po provedené fertilizaci. Kolektiv autorti dale uvadi, Ze v této dob¢ se vét-
Sina samicich prvojader v penetrovanych oocytech nachéazi v riznych morfologickych
stadiich a jejich vyvoj pokracuje synchronné se sam¢imi prvojadry az do 16ti hodin po
zacatku inkubace oocytl se spermii. Prvni dé€lici se zygoty lze v podminkéch in vitro

pozorovat vétSinou za 28 hodin po oplozeni.

Ve vhodnych in vitro podminkach miize podil penetrovanych IVM oocytti dosahovat az
70 %. Nicméné mira monospermicky penetrovanych oocytl je stale velmi nizk4 a velky

podil z penetrovanych oocytli tvoti polyspermicka penetrce (Xia et al., 2001).
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2.5.2 Polyspermicka penetrace

vvvvvv

problémt, se kterym se v systému IVF a IVP setkdvame a ackoliv se polyspermicky pe-
netrované oocyty mohou vyvinout az do stadia blastocysty, jejich kvalita je velmi limi-
tovana (Han et al., 1999). Han et al. (1999) dale uvadi, ze tato schopnost polyspermicky
oplozenych oocytt, vyvinout se az do stadia blastocysty, je zna¢nym problémem pii na-
sledném vybéru vhodného embrya nebot” praseci IVP zygoty obsahujici 3 nebo 4 prvo-
jadra maji findln¢€ stejny podil blastocyst jako ty, co obsahuji spravny pocet dvou prvo-
jader. Z tohoto diivodu neni vhodné vyuzivat podil vzniklych blastocyt jako ukazatele
viability embryi a efektivnosti [VP.

Jedina cesta jak prokazat, Ze zygota byla oplozena normalng, je hodnoceni formace pr-
vojader. Nicméné hodnoceni prvojader prasecich zygot je velmi obtizné vzhledem
k velkému mnozstvi cytoplasmatickych lipidovych kapének, diky kterym se cytoplasma

stava neprithlednou a tmavou (Grupen, 2014).

Xia et al. (2001) dopliuje, ze vyskyt polyspermie v in vivo podminkach dosahuje 30 az
40 %, zatim co v in vitro podminkach miZe polyspermie dosahovat i vice nez 65 % pe-

netrovanych IVM oocytu.

U savci je proces penetrace spermie spoustécim mechanismem k aktivaci oocytu nasle-
dovanou exocytdzou kortikalnich granul, ktera ma za nasledek spusténi kortikalni reak-
ce a polyspermického bloku (Romar et al., 2005; Tahara a Tasaka, 2006; Coy et al.,
2008). Zatim co vyhodou in vivo podminek v boji proti polyspermické penetraci jsou
dvé skupiny mechanismii: obranné mechanismy vejcovodu a obranné mechanismy 00-
cytu zahrnujici zmény na membranach a modifikaci zény pellucidy (Coy a Avilés,
2010), u in vitro fertilizace je v boji proti polyspermické penetraci zapojen pouze vlastni

obranny mechanismus oocytu.

Bylo popsano, ze fyziologickd polyspermie se vyskytuje u mnoha Zivocisnych druhi
vcetné hmyzu, plazl a ptaka. Savei polyspermické oplozeni vSak vede k abnormalnimu

vyvoji embryi a ¢astym spontannim aborttim (Liu, 2011).
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Dutivody vyskytu tak vysoké polyspermie u prasat nejsou zatim zcela objasnény, je vSak
jiz mnoho praci, které se pokousi rozklicovat a pochopit pfesné mechanismy, kterymi se

oocyt proti polyspermické penetraci brani.

Romar et al. (2012) uvadi, Ze problém polyspermické penetrace u in vitro oplozenych
oocytl je spojovan s n¢kolika moznymi pfi¢inami, jako je selhani nebo nedokonceni
kortikalni reakce, nedostate¢na distribuce uvolnéného obsahu kortikalnich granul do
perivetelinniho prostoru, selhani reakce zony pellucidy nebo nedefinovatelné rozdily

mezi in vitro a in vivo maturovanymi oocyty.

2.6 Polyspermicky blok

Liu (2011) uvadi, Ze fertilizace u savcu je sekvenci koordinovanych udalosti zahrnuji-
cich mnoho krokti vedoucich ke vzajemnému rozpoznani haploidni sam¢i a samici ga-
mety. Sav¢i oocyty, které jsou po ovulaci oplozeni schopné, se vyznacuji jak pfitomnos-
ti prvniho polového téliska, tak také pfitomnosti ochrannych bariér ve formé extracelu-
larni matrix zony pellucidy a nékolika vrstev granul6znich bunék. PasdZovani spermii
skrze tyto semi-propustné bariéry obklopujici oocyt je naprosto nezbytné pro zahajeni
procesu oplozeni. Nicmén¢ prunik vice nez jedné spermie ptes tyto ochranné mecha-
nismy zpusobuje polyploidni oplozeni vedouci u vétSiny druht k zaniku embrya. Han et
al. (1999) a Xia et al. (2001) dodavaji, ze cytoplasma nekterych prasecich oocytii dispo-
nuje schopnosti vyloucit pfebyteCnou spermii a tyto polyspermicky oplozené oocyty
pak mohou dokon¢it svlij vyvoj v blastocystu za predpokladu, Ze piebytecna spermie
nenarusi embryonalni genom. Monospermické oplozeni oocytu vSak stale zistava ne-

zbytnou podminkou pro uspeés$né oplozeni a pteziti embrya.

Coy et al. (2010) dodavaji, Ze u savcl je mechanismem zajistujicim oplozeni oocytu
pouze jedinou spermii polyspermicky blok. Pfi prvnim kontaktu oocytu se spermii do-
chézi u savcl k zapojeni obrannych mechanismu proti polyspermické penetraci, které
zahrnuji zapojeni zony pellucidy (zona block) a kortikalni reakci vyvolanou exocytézou

kortikélnich granul.
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Casova zavislost mezi prinikem spermie a ustanovenim polyspermického bloku se mii-
ze vyznamné liSit. Specifickd modifikace zony pellucidy vyvolana kortikéalni reakci ne-
byla jesté zcela objasnéna, nicméné je znamo, ze uvolnéni enzymatického obsahu

Z kortikalnich granul indukuje zmény zonalnich proteind.

2.6.1 Kortikalni reakce

Ducibella (1996) popisuje kortikalni reakci jako kalcium — dependentni exocytoticky
proces, jehoz spoustéem je fuze spermie s oolemou oocytu. Vazba spermie na oocyt
aktivuje fadu intracelularnich signalnich drah, které vyvolaji indukci exocytozy korti-
kalnich granul do perivitelliniho prostoru oocytu nasledovanou biochemickou modifi-

kaci zony pellucidy do formy neprostupné bariéry (tzv. zona hardening).

Tyto zmény jsou uzce spojeny s piechodnym zvySenim koncentrace intraceluldrniho
vapniku, ktery je vyluCovan v opakujicich se asové definovanych vinach tzv. oscilace

Ca®* (Fissore et al., 1992; Abbott a Ducibella, 2001).

Oscilace Ca”* je zavisla na hydrolyze fosfatidylinositolu bifosfatu (PIP2), za pomoci
fosfolipazy C (PLC) a nésledném vytvofeni inositolu 1,4,5 — trifosfatu, zndmého pod
zkratkou 1P3 a diacylglycerolu (DAG) (Berridge, 1993). Specificky izoform fosfolipaza
C zeta je prinaSena spermii béhem flze spermie s oocytem C zeta (Miyazaki et al.,
1993; Swann a Yu, 2008).

U sav¢ich oocytil je IP3 hlavnim messengerem zodpovédnym za zvySeni intracelularni-
ho vapniku. Mozné zapojeni messengeru IP3 do kortikalni reakce a exocytozy kortikal-
nich granul bylo sledovano v praci Ducibelly et al. (1993), kteti injektazi IP3 do oocytt
mysi, kiecka a ovce vyvolali uvolnéni obsahu kortikalnich granul a modifikaci zony
pellucidy. Tyto vysledky ukazaly, ze IP3, produkovany fosfolipazou C (PLC), hraje za-
sadni roli v exocytoze kortikalnich granul. Vazba IP3 na receptory endoplazmatického
retikula vyvola oscilaéni uvoliiovani vapniku do ooplasmy a néslednou fuzi kortikalnich

granuli s oolemou oocytu.
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Diacylglycerol vznikly hydrolyzou PIP2 fosfolipazou C slouzi k aktivaci proteinkinazy
C (PKC). Je znamo, ze PKC hraje dulezitou roli v indukci exocytozy kortikalnich gra-
nul béhem fertilizace a bylo prokazano, Ze spusténi exocytdzy je spojeno s translokaci
PKC k plazmatické membrané (Fan et al., 2002; Sun, 2003). Fan et al. (2002) dale pro-
kazali, ze se PKC u prasat vyskytuje v n¢kolika izoformach jako PKCa, PKCBI, PKCy a
jejich subcelularni distribuce je odlisné regulovana v pribéhu zrani i fertilizace. Intracy-
toplasmaticka injekce izoform-specifickych protilatek odhalila, Ze izoforma PKCa mize

byt v procesu fertilizace nezbytna.

Aktivace PKC pomoci DAG zptisobi pfestavbu ZP2 proteinu a zménu struktury ZP
(Sun et al., 1997; Ducibella et al., 1993).

Béhem kortikalni reakce je do perivitelliniho prostoru uvoliiovan obsah kortikalnich
granul, jehoZ enzymatické slozeni zplisobi strukturdlni zmény zény pellucidy (Coy et
al., 2008). Abbott a Ducibella (2001) doplnuji, Zze kortikalni granula obsahuji fadu en-
zymil, které biochemicky méni vazebné receptory pro spermie ZP2 a ZP3 proteina, kte-
ré pak ztraci schopnost receptorové aktivity a tudiz vazby dalSich spermii (Abbott a Du-

cibella, 2001).

Je vSeobecné akceptovano, Ze zprostiedkovani exocytotické membranové fuze zajistuji
¢lenové tzv. SNARE (soluble N-ethylmaleimide-sensitive factor attachment protein re-
ceptors) proteind, které se ucastni mnoha transportnich déji eukaryotickych bunék
Weber et al. (1998) dopliuji, Ze dilezitou roli v membranovych fuzich hraji dvé tiidy
proteinti zndmych jako v- a t- SNARE proteiny. Clenové v-SNARE proteinti, jako jsou
VAMP (vesicle associated membrane protein) a synoptotagmin, jsou nalezeny na mem-
branach vacku, zatimco ¢lenové t-SNARE proteind, jako syntaxin nebo SNAP-25 (sy-
naptosome-associated protein of 25 kDa) jsou nalezeny na cilovych membranach
(Fasshauer et al., 1998; Weber et al., 1998).

Nedavné experimenty na prase¢ich oocytech odhalily, Ze t-SNARE protein SNAP - 23 a
V-SNARE protein VAMPI jsou zapojeny v navazani kortikalnich granuli k oolemé oo-
cytu a interakce mezi t€mito proteiny je zodpovédnd za zadrzeni CGs v korové vrstveé

oocytu do doby exocytozy (Tsai et al., 2011).
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U hlodavc je kortikalni reakce popisovana jako rychly déj, jehoz dokonceni trva zpra-
vidla pouze né¢kolik minut (Tahara et al., 1996). U prasat je stale nedostatek dat o fyzio-
logickém zaklad¢ a naCasovani kortikalni reakce, ale predpoklada se, ze délka kortikalni
reakce u prasat je odliSné od jinych savct a trva delsi casovy usek nez 6 hod (Wang et
al., 1997). Srovnani s ostatnimi autory je stale velice problematické, nebot’ kortikalni
rekce u in vitro maturovanych oocyttl je ovlivnéna nejen pouzitym zracim médiem (Coy

et al., 2002), ale také podminkami IVF systému (Li et al., 2003).

2.6.1.1 Kortikdlni granula

Od objeveni kortikalnich granul v sav¢ich oocytech, vzniklo mnoho publikaci zabyvaji-
cich se jejich roli v procesu fertilizace. Jejich role byva pfipisovana obrané proti poly-
spermické fertilizaci, vyvolani reakce zony pellucidy a zméndm na bunécném povrchu

(Wessel et al., 2001).

Literatura popisuje kortikalni granula jako membranové sekretorické organely vyskytu-
jici se pouze v cytoplazmé nefertilizovanych oocytt, kterd po vypusténi svého obsahu
nejsou jiz nikdy obnovena (Wang et al., 1997; Wessel et al., 2001; Liu, 2011). Cran a
Cheng (1985) ve své ultrastrukturalni studii prokazali, Ze kortikalni granula jsou obsa-
Zena také v prvnim polovém télisku a chybi ve druhém polovém télisku. Wessel et al.
(2001) dopliuje, Ze kortikalni granula jsou podobné sekre¢nim organeldm somatickych

bungk, jako jsou napft. synaptické vacky nervovych bunék.

Prvni nalez kortikdlnich granul u savcl byl popsan u kiecka, v praci Austin (1956), za
pouziti mikroskopu s fazovym kontrastem. Austin (1956) 1 Gulyas (1979) uvadi, Ze tyto
specifické organely pochazi z Golgiho komplexu a tvofi se jiz v ¢asné fazi ristu oocytu.
Nicméné obdobi, kdy se kortikdlni granula v oocytu poprvé objevuji se rlzni

V zavislosti na zivo¢iSném druhu.

Béhem casného folikularniho vyvoje dochézi k hypertrofické a prolifera¢ni ¢innosti
Golgiho komplexti a dochézi k formovani kortikalnich granul (Gulyas, 1979; Guraya,
1982). Rada autorti se shoduje na tom, Ze produkce kortikalnich granul u savci je kon-

tinualni proces a nov¢ vznikla kortikalni granula migruji cytoplasmou ke korové vrstve
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oocytu do doby, nez dojde k ovulaci (Cran a Cheng, 1985; Ducibella et al., 1994; Wang
etal., 1997).

Funkce kortikalnich granul

Funkci kortikdlnich granul je modifikace zony pellucidy do formy bariéry neprostupné
pro spermie — tzv. zona hardenining (Romar et al., 2005; Rath et al., 2005; Tahara a
Tasaka, 2006; Coy et al., 2008). Tato bariéra zabrani penetraci piebyte¢nych spermii

zvySenim rezistence zony pellucidy proti proteolytickému Stépeni.

Obecné znamou skutecnosti je proces migrace kortikalnich granul cytoplazmou savéich
oocytd, a to nejen v podminkach in vivo, ale také v podminkéch in vitro (Coy a Avilés,
2010; Gulyas, 1980). Spolecnym rysem migrace kortikalnich granul u hospodaiskych
zvitat se jevi odstfediva migrace béhem pozdni faze zrani oocytti (Cran et al., 1980;

Cran a Cheng, 1985).

Yoshida et al. (1993) uvedl, ze ackoliv kortikalni granula u prasat uvoliiuji sviij obsah
po navazani spermie jak in vivo, tak i v systému in vitro, dochazi v in vivo podminkach
k mnohem rychlejsi a kompletnéjsi exocytoze nez béhem penetrace in vitro. S timto
zjiSténim se shoduje také Wang et al. (1997), ktery pozoroval netiplnou exocytdzu u 00-
cyti, které zraly a byly inseminovany in vitro. Tito autofi se shoduji, Ze netplna a po-
malé exocytdza miize byt jednou z hlavnich pficin vysoké polyspermické penetrace u

oocytl oplozovanych a maturovanych v in vitro systému

Obsah kortikalnich granul

Ackoliv je obsah kortikalnich granul u niZSich obratlovcii pomérmné dobte prozkouman,
je pomérn¢ malo dostupnych informaci o sloZeni obsahu kortikalnich granul u savct.

Pomoci cytochemickych a biochemickych metod byly u mysich kortikalnich granul ob-
jeveny 3 hlavni molekuly, které zahrnovaly ovoperoxidazu (Gulyas and Schmell, 1980),
glykoprotein o velikosti 75 Kd znamy jako p75 (Pierce et al., 1990) a pB-n-

acetylglukosaminiddzu (Miller et al, 1993). Sav¢i kortikdlni granula mohou obsahovat
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také heparin vazajici placentalni protein a proteindzy (Gwatkin et al., 1973) zahrnujici

tkanovy plasminogen aktivator (Zhang et al., 1992).

Je znamo, ze komponenty obsazené v kortikalnich granulich podl€haji glykosyla¢nim
procesiim (Hoodboy a Talbot, 2001). Bylo popsano, Ze kortikalni granula mysi, kieckt
a kocek jsou spojovana se specifickym lektinem LCA, ktery je specificky pro a-D-
manosu, ale vizualizace prasecich kortikalnich granul pomoci tohoto lektinu selhava.
¢ich kortikalnich granul. Rozdil je zptisoben pfitomnosti specifickych glykokonjugatu,
mezi které je zahrnuté také sacharidové reziduum [-D-galactosyl (1,-3)-D-N-
acetylgalactosaminem, pro néjz je typické napojeni na specificky lektin PNA, ktery se
se sacharidovym reziduem vaze (Ducibella et al., 1988,1990; Yoshida et al., 1993;
Wang et al., 1997). Miller a Ax (1990) dodavaji, Zze glykokonjugaty hraji dtlezitou roli
pti kapacitaci spermii, vazbé spermie na extracelularni matrix a vitelinni membranu 00-

cytu a pii indukci akrozomalni reakce béhem procesu fertilizace.

2.6.1.2 Zonna pellucida

Zona pellucida je znama jako extracelularni matrix obklopujici nejen rostouci a vyvije-

jici se oocyt, ale také embryo pred implantaci (Hasegawa a Koyama, 2007).

SloZeni zony pellucidy u prasat bylo nékolik let diskutovano a nebyla jasné stanovena
klasifikace zonalnich proteinti. Na zaklad¢ fylogenetickych analyz byl vytvoren aktuali-
zovany seznam zondlnich genli a pseudogent kodujici glykoproteiny zony pellucidy

podle nichZ byly stavebni glykoproteiny pojmenovéany.

Podle Goudeta et al. (2008) se praseci zona pellucida sklada ze 3 vysoce specifickych
glykoproteint oznacovanych jako ZP2, ZP3 a ZP4, které jsou podrobovany mnoha po-
stranslaénim modifikacim. Rath et al. (2005) dodavaji, Ze glykoproteiny obsahuji sacha-
ridové zbytky, které se skladaji z velkého mnozstvi neutralnich N- a O-glykant. Tyto
oligosacharidy jsou pak zodpovédné za napojeni a vazbu spermii na povrch ZP a ucastni

se vyvolani kortikalni reakce a ndsledné penetrace.
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Hoodboy a Dean (2004) dodéavaji, ze zonna pellucida je tfirozmérna sit’ sulfatovanych
glykoproteint uspotadanych do vlaknité struktury. Pomoci elektronového mikroskopu
bylo pozorovano, ze n¢kolik vldken je uspotadédno do cylindrickych svazkl rozmiste-

nych v soustfednych vrstvach.

Morfologie ZP je béhem obdobi ristu a ¢asného embryonalniho vyvoje neustale modi-
fikovana a na jejich zménach se podili nejen obdobi zrani (in vitro i in vivo), ale také
sloZeni pouzitych medii v in vitro systému nebo faze embryonalniho vyvoje, ve kterém
se ZP nachéazi. (Ducibella et al., 1995; Rath et al., 2005). Rath et al. (2005) také uved],
ze struktura zony pellucidy se 1isi mezi oocyty, které zraly v in vivo podminkach a oo-

cyty, které podstoupily zrani v in vitro systému.

Rozliéné typy glykoproteinii, které zondlni matrix obsahuje, hraji rozdilné role
V procesu oplozeni. Zonalni glykoproteiny jsou odpovédné nejen za zprostfedkovani a
udrZeni vazby mezi spermii a oocytem, ale jsou zodpovédné také za indukci akrozomal-
ni reakce a modifikaci zony pellucidy béhem zona hardeningu (Hasegawa et al., 2006).
Yonezawa et al. (2012) dopliuje, zZe za vazebnou aktivitu mezi spermii a oocytem nesou
zodpovédnost glykoproteiny ZP3 i ZP4, jejichZ vazebna €innost se vSak projevi teprve

v heterokomplexu.

Topfer-Petersen et al. (2008) upfesiiuji, Ze rozpoznani gamet je zprosttedkovano pomo-
ci B-galaktosylovych zbytki N-glykant. Dale uvadi, ze ZP2 protein je nejvétsim glyko-
proteinem v prase¢i ZP a jeho proteolytické Stépeni se aktivné ucastni zejména

V procesu zona hardeningu, jenzZ ma zabranit priniku dalsi spermie do oocytu.

2.6.2 Zonna hardening

U vétSiny zvifat je zodpovédna za mechanickou bariéru a obranu proti spermiim a mi-
kroorganismim extracelularni matrix zonna pellucida, jejiz obrannd role je aktivovana
kortikdlni reakci a uvolnénim strukturalnich proteini a enzymd, které zptsobi zmény
nazyvané jako zona hardening (Kurasawa et al., 1989; Ducibella et al., 1990). Tento
proces je charakteristicky zvySenim rezistence zonny pellucidy proti proteolytickému

Stépeni (Gulyas a Yuan, 1985).
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Prestoze ZP hardening je u vétSiny sav¢ich oocyti po fertilizaci béznou udalosti, pied-
chozi studie odhalily, Ze u prasecich oocytl, které podstoupily maturaci v in Vvitro sys-
tému, k ZP hardeningu nedochazi (Coy et al., 2002; Coy et al., 2005). Je tedy pravdé-
podobné, ze se na ZP hardeningu a obrané vuci polyspermické penetraci u prsatat podili
I Jiné mechanismy, jako je napf. vejcovod (Coy a Avilés, 2010). Faktory obsazené
Vv oviduktalni tekutin€ (oviduktalni glycoproteiny) mohou zlepsit rozlicné funkce ZP. Je
pravdépodobné, ze asociace téchto specifickych oviduktalnich glykoproteini se zonnou
pellucidou a jejich lokalizace v perivitellinim prostoru hraje dulezitou roli v procesu
maturace zonny pellucidy. K tomuto tvrzeni se priklani ve své publikaci také Wang et
al. (1998), kteti uvadi, ze byly nalezeny diikazy, Ze polyspermickd penetrace in vitro
nenastava v dusledku selhani nebo nedostatecné kortikalni reakci, ale spise vlivem se-

lhéni rekce zony pellucidy.

Existuje mnoho publikaci popisujicich ZP hardening jako post-fertilizacni udalost, ktera
je zptisobena exocytdzou kortikalnich granul po fazi spermie s oolemou oocytu (Gulyas
a Yuan, 1985; Sun, 2003; Wong a Wessel, 2006). Avsak existuji také data o pref-
fertilizacnim hardeningu zpsobeném piedCasnou exocytézou kortikalnich granul zpi-

sobenou starnutim oocytu (Katska et al., 1999; Kolbe a Holz, 2005).

Massimiliano et al. (2010) uvadi, Ze je sice prokazatelny vliv kortikalni reakce na zm¢-
nu struktury zonny pellucidy pfi procesu zonna hardening, ale je dilezité 1épe specifi-
kovat, co termin zonna hardening znamend. Autofi uvadi, Ze zonna hardening se obje-
vuje ve spojitosti se zménami fyzikalnich vlastnosti zonny pellucidy, kdy dochazi
odolnosti zonny pellucidy vici proteolytickému Stépeni. Tyto dva faktory by nemély
byt spojovany, nebot’ existuji urcité¢ dikazy, ze zvySeni odolnosti ZP vici proteolytic-

kému Stépeni neni vzdy doprovazeno zvysenim mechanické tuhosti.
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3 CILE DISERTACNI PRACE

V ramci disertaéni prace byly stanoveny nasledujici cile:

1) Charakterizovat distribuci kortikalnich granul u nezralych prasecich oocyti izo-

lovanych z malych a stfednich folikulii v rizné fazi estralniho cyklu.

2) Charakterizovat migraci kortikalnich granul u prasecich oocyti izolovanych
z malych a stfednich folikull v rizné fazi estralniho cyklu na konci meiotického

zrani.

3) Charakterizovat vztah mezi ucinnosti kortikalni reakce a fertilizace u prasecich

oocyti izolovanych z malych a stfednich folikulti v riizné fazi estralniho cyklu.

Pro tyto cile pak byly stanoveny odpovidajici vyzkumné hypotézy:

1) Praseci oocyty s odlisnou meiotickou kompetenci se navzajem lisi ve stupni zra-
losti cytoplazmy v dobé¢ jejich izolace.

2) Oocyty s odlisnou meiotickou kompetenci se lisi v distribuci kortikalnich granul
po dokonceni meiotického zrani.

3) Fertilizace oocytl s nizsi meiotickou kompetenci je doprovazena vyssim vysky-

tem polyspermicky oplozenych oocyta Vv diisledku méné efektivni kortikalni re-
akce.
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4 EXPERIMENTALNI CAST

4.1 Experiment1

Cilem Experimentu 1 bylo prokazat vliv velikosti folikuli a faze estralniho cyklu na

lokalizaci kortikalnich granul v cytoplazmé nezralych prasecich oocytt.

Zakladni experimentalni schéma:

PRASECI OOCYT

GV stadium

Vliv folikulogeneze na distribuci CGs Vliv velikosti folikulu na distribuci CGs

41.1 Material a metodika

Donorky oocyti

Pro experiment byla vybrana ovéaria z pohlavné dospélych cyklujicich prasnic, hybridni

kombinace plemen Landrace x Ceské bilé uslechtilé. Zvifata byla poraZena na experi-
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mentalnich jatkach. Ovaria byla transportovana do laboratoie nejpozdéji do 2 hodin od

porazky zvitat pii kontrolované teploté 31-33 °C

Selekce ovarii

Do experimentu byla vybrana pouze ovaria s odpovidajicim morfologickych statusem
folikulti a Zlutych télisek. Ovaria byla rozdélena podle faze estralniho cyklu na ¢asnou
(1-5 den cyklu), sttedni (6-10 den cyklu) a pozdni (11-14 den cyklu) luteélni fazi a ¢as-
nou (15-16 den cyklu) folikularni fazi (Obr.1).

Obr. 1: Ovaria s odpovidajicim morfologickym statusem rozdélena dle faze estralniho cyklu na a: ¢as-
nou lutealni (1-5 den cyklu), b: stiedni lutedlni (6-10 den cyklu), c: pozdni lutealni (11-14 den cyklu) a
d: ¢asnou folikularni (15-16 den cyklu) fazi.

Izolace oocyti

K experimentu bylo pouZzito 185 oocytil izolovanych z pfedem vybranych ovarii rozdé-
lenych podle ptislusné faze estralniho cyklu. Izolace oocyti probéhla dvéma zplsoby —
aspiraci a totalni disekci korové vrstvy. Aspiraci byly ziskany oocyty ze stiedné velkych
folikult (5-9 mm) a nasledné byly totalni disekci korové vrstvy ziskany oocyty

z malych folikuli (< 5mm). K experimentu byly pouzity pouze oocyty s kompaktnim
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zdravym kumulem ¢itajicim nejméné dvé vrstvy kumularnich bun€k s tmavou nebo le-

hce granulovanou cytoplasmou (Obr.2).

Obr. 2: Vyselektované ocyty s kompaktnim kumulem a tmavou homogenni cytoplasmou.

Barveni kortikalnich granul

K barveni kortikdlnich granul byla pouzita metodika popsana v praci Yoshidy et al.
(1993) s nekolika upravami dle Wanga et al. (1997). Po denudaci kumularnich bungk,
za pomoci vortexu, byly oocyty fixovany 3,7 % paraformaldehydem po dobu 60 minut
pii laboratorni teploté. Po fixaci byly oocyty 3krat promyty v proplachovacim médiu
PBS obsahujicim 0,4 % BSA (Sigma) po dobu 10 minut (kazdé promyti). Po oplachu
byly oocyty permeabilizovany 1 % Tritonem X-100 (Sigma) v PBS po dobu 60 minut.
Po permeabilizaci byly oocyty znovu promyty v PBS obsahujicim 0,4 % BSA 3krat 10
minut. Po vyjmuti z proplachovaciho média byly oocyty barveny pomoci specifického
lektinu PNA (peanut agglutinin) (Sigma) konjugovaného s fluorescen¢ni sondou flu-
orescein isothiocyanate (FITC) v PBS po dobu 30 minut ve tm¢. Po obarveni byly oocy-
ty promyty v proplachovacim médiu (PBS + 0,4 % BSA) 3krat po dobu 10 minut. Ja-
derny chromatin byl obarven pomoci fluorescenéni sondy SYTOX Orange (Vectashield
medium, Vector Lab, Burlingame, CA) obsahujici 1uM DNA barvivo (SYTOX Orange,

35



Invitrogen). Po finalnim barveni byly obarvené oocyty jednotlivé umistény na teflonové

podlozni sklicko a pozorovany pod konfokalnim mikroskopem (Obr. 3).

Obr. 3: Optické fezy z konfokalniho mikroskopu zachycujici a: nativni oocyt, b: kortikalni granula po obar-
veni oocytu fluorescencni sondou FITC-PNA, c: jaderny chromatin po obarveni fluorescen¢ni sondou SY -
TOX Orange.

Vizualizace a hodnoceni distribuce kortikalnich granul u nezralych oocyti

K vizualizaci obarvenych kortikalnich granul byl pouzit laserovy konfokalni mikroskop
Leica SP 2 (Leica TCS SP2 AOBS; Leica, Heidelberg, Germany). K hodnoceni lokali-
zace kortikalnich granul byly pouzity ziskané optické fezy (Obr. 3), které byly nasledné
hodnoceny pomoci zobrazovaciho softwaru NIS Elements AR 3.00 (Laboratory Ima-
ging, Prague, Czech Republic). Za pomoci analyzy obrazu bylo vyhodnoceno zastoupe-
ni kortikalnich granul v centralni a periferni ¢asti (Obr. 4). Béhem analyzy obrazu byla
plocha optického fezu rozdélena na dvé oblasti. Prvni se nachéazela na periferii tésné
pod cytoplazmatickou membranou a predstavovala 20 % plochy fezu. Zbyla ¢ast optic-

kého fezu byla nazvana jako centralni ¢ast a zaujimala 80 % plochy fezu.

36



PERIFERNIi CAST - 20 %

CENTRALNIi CAST - 80 %

Obr. 4: Hodnoceni zastoupeni kortikalnich granul v centralni a periferni ¢asti nezralého oocytu.

Podilem primérné intenzity signalu, ziskaného z periferni casti a signalu ziskaného
Z centralni ¢asti, byl vypocitan index distribuce kortikalnich granul (Igg), ktery vypovi-

da o ptesunu kortikalnich granul z centralni do periferni ¢asti.

1dik primérna intenzita fluorescenéniho signalu v periferni ¢asti cytoplazmy?
g =

primérnd intenzita fluorescen¢niho signalu v centralni ¢asti cytoplazmy?

(1) Y intenzit fluorescenéniho signalu/ 20 % plochy oocytu v ekvatorialni roviné

(2) Y intenzit fluorescen¢niho signalu/ 80 % plochy oocytu v ekvatorialni roviné

4.1.2 Statistické vyhodnoceni

VSechna ziskana data byla podrobena statistickému vyhodnoceni jednofaktorovou ana-
lyzou ANOVA verze (StatSoft, Inc. 2011. STATISTICA, data analysis software system,
version 10.) a Fisherové (LSD) testu. Rozdily na hladin€¢ vyznamnosti P<0.05 byly po-
vazovany za statisticky prikazné. Primérna data v tabulkach byla uvedena jako pra-

mérna hodnota + smérodatna odchylka vybéru.
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4.1.3 Vysledky

Nezralé oocyty s odlisnou meiotickou kompetenci, které byly ziskany z malych a stfed-
nich folikuld v rizné fazi estralniho cyklu, vykazovaly statisticky prikazné rozdily
Vv lokalizaci kortikalnich granul v cytoplazmé. Ziskané indexy distribuce kortikalnich
granul byly vzajemné porovnany s ohledem na velikost folikult, ze kterych byly oocyty

izolovany, a rovnéz s ohledem na fazi estralniho cyklu.

Efekt velikosti folikulu

Hodnoty indexti distribuce kortikalnich granul (Igg) u oocytl ziskanych z malych
a stfednich folikuld, bez ohledu na fazi estralniho cyklu, jsou uvedeny v tabulce 1

a prehledné znazornény v grafu 1.

Tab. 1: Distribuce kortikalnich granul u nezralych praseéich oocyti ziskanych z malych a sttednich foli-
kuld

Oocyty ve stadiu GV
Velikost Index distribuce kortikalnich granul
folikult pocet vySetfenych ldkg
oocyti (mean + SD)
Malé 134 1,48%+0,31
Stiedni 51 2,22°+ 0,49

a,b — oznaduji statisticky prikazny rozdil na hladiné vyznamnosti P<0,05
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Graf 1: Srovnani indexu distribuce kortikalnich granul u nezralych oocytli v zavislosti na velikosti foli-
kuld.

Rozdil hodnot Igg mezi oocyty s vyssi meiotickou kompetenci ze stfednich folikuli a
s niz§1 meiotickou kompetenci ziskanych z malych folikulii byl statisticky vyznamny
(P <0,05). Index zjiStény u méné meioticky kompetentnich oocytl (Iag = 1,48 + 0,31)
ukazuje tendenci centralni orientace kortikalnich granul v cytoplazmé (Obr. 5). Na dru-
hé strané u oocytl s vyssi meiotickou kompetenci ukazal index témét dvojnasobné vyssi
koncentraci kortikalnich granul na periferii korové vrstvy oocytu (Igg = 2,22 + 0,49)
(Obr. 5). Vysledky ukazaly, ze k pohybu kortikalnich granul smérem k periferni vrstvé

oocytu dochazi jiz u nezralych oocytl v pritbéhu nabyvani jejich meiotické kompetence.
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Obr. 5: Optické fezy z konfokalniho mikroskopu zachycujici kortikalni granula nezralych oocytu ziska-
nych z malych folikulii (a) a ze stfednich folikuld (b).

Efekt velikosti folikulu a faze estralniho cyklu

Tabulka 2 uvadi rozdilné hodnoty indexu distribuce kortikalnich granul u oocytd zis-
kanych z rizn€ velkych folikulti v odliSné fazi estralniho cyklu. Grafické znazornéni

(Graf 2) vyjadtuje kinetiku zmén v distribuci kortikalnich granul (Igkg) V prubéhu est-

ralniho cyklu.

Tab. 2: Distribuce kortikalnich granul u nezralych prase¢ich oocytti ziskanych z malych a stfednich foli-

kult s ohledem na fazi estralniho cyklu

Folikulogeneze

Oocyty ve stadiu GV

Velikost folikulit Fize Stadium Podet Vysetfenych Index distribuce kortikatich granul Iy
oocytl (mean <+ SD)
Lutealni Casna 51 0,4
" L
Malé stiedni 36 0,5
pozdni 31 + 0,7
Folikularni  Casna 16 + 04
. . L
Stiedni Lutedlni  pozdni 22 0,7
Folkularni  ¢asna 29 + 0,6

a,b,c,d — oznacuji statisticky pritkazny rozdil na hladiné vyznamnosti P<0,05
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Graf 2: Znazornéni indexu distribuce kortikalnich granul u nezralych oocytil v zavislosti na velikosti fo-
likulti a fazi estralniho cyklu.

Zjisténé indexy ukazuji, Ze s jednotlivymi fazemi cyklu se meéni centralni lokalizace
kortikalnich granul, ktera se se zvySujici meiotickou kompetenci oocytu méni na lokali-
zaci periferni. U oocytl ziskanych z malych folikuli byly nalezeny statisticky priikazné
rozdily mezi Igg Casné lutedlni faze (Igg = 1,2 £ 0,4) a pozdni lutedlni faze
(lakg = 1,8 £ 0,7). Mezi ostatnimi fazemi nebyl statisticky prikazny rozdil nalezen. U
oocytd ziskanych ze stfednich folikulti nebyl nalezen statisticky prikazny rozdil mezi
pozdni lutealni a ¢asnou folikularni fazi, byl vSak nalezen statisticky prikazny rozdil
mezi oocyty ziskanymi ze stfednich folikuld v casné folikularni fazi (lgkg= 2,4 + 0,6) a
vSemi fazemi cyklu u oocytl ziskanych z malych folikulll (Casna lutedlni (Igkg = 1,2 +
0,4); stfedni lutedlni (Igg= 1,4 £ 0,5); pozdni lutedlni (Igkg= 1,8 + 0,7); Casna folikularni
faze (laeg= 1,7 + 0,4)). Statisticky prikazny rozdil byl také nalezen mezi pozdni lutealni
fazi u oocytl ziskanych ze stfednich folikulti (Igkg = 2,0 £+ 0,7) a mezi ¢asnou a stfedni
lutedlni fazi (Igg= 1,2 £ 0,4; lag= 1,4 = 0,5) oocytt ziskanych z malych folikuli. Tyto
vysledky potvrdily, Ze se migrace kortikdlnich granul spousti jiz u nezralych oocyti
s nabyvanim jejich meiotické kompetence a s prilbéhem folikulogeneze dochazi k jejich

presunu na periferii oocytu (Obr. 6).
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Obr. 6: Optické fezy z konfokalniho mikroskopu zachycujici kortikalni granula oocytd v jednotlivych
fazich estralniho cyklu (a: ¢asna lutealni faze 1-5 den cyklu; b: stfedni lutealni faze 6-10 den cyklu;
C: pozdni lutealni faze 11-14 den cyklu; d: ¢asna folikularni faze 15-16 den cyklu; e: pozdni lutealni fa-
ze stiedniho folikulu 11 — 14 den cyklu; f: ¢asna folikularni faze stiedniho folikulu 15 — 16 den cyklu).
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4.2 Experiment 2

Cilem Experimentu 2 bylo prokazat vliv velikosti folikuli a faze estralniho cyklu na
distribuci kortikalnich granul v cytoplazmé zralych prasecich oocytu.

Zakladni experimentalni schéma:

PRASECI 0OCYT

MII stadium

/

[ Vliv folikulogeneze na migraci CGs ] [ Vliv velikosti folikulu na migraci CGs J

4.2.1 Material a metodika

Donorky oocyti

Do experimentu byla zatazena ovaria z pohlavné dospélych cyklujicich prasnic, hybrid-
ni kombinace plemen Landrace x Ceské bilé uslechtilé, které byly porazeny na experi-
mentalnich jatkdch. Ovaria byla transportovdna do laboratofe nejpozdéji do 2 hodin od

porazky zvitat pii kontrolované teploté 31- 33 °C.
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Selekce ovarii

Do experimentu byla vybrana pouze ovaria s odpovidajicim morfologickym statusem
folikulti a Zlutych t¢lisek (Obr.1). Ovaria byla rozdélena podle faze estralniho cyklu na
¢asnou (1-5 den cyklu), sttedni (6-10 den cyklu) a pozdni (11-14 den cyklu) lutedlni fazi
a Casnou (15-16 den cyklu) folikularni fazi.

Izolace oocyti

V experimentu bylo vySetfeno 186 oocytil ziskanych z pfedem vybranych ovérii rozdé-
lenych podle pfislusné faze estralniho cyklu. Izolace oocytti probéhla stejné jako
v piipadé¢ Experimentu 1. K experimentu byly pouzity pouze oocyty s kompaktnim
zdravym kumulem ¢itajicim nejméné dvé vrstvy kumularnich bunék s tmavou nebo le-

hce granulovanou cytoplasmou (Obr.2).

Zrani oocyti

Vsechny chemikalie pouzité v tomto experimentu byly zakoupeny od firmy Sigma-
Aldrich Chemicals Co. (Praha, Ceska republika), pokud neni uvedeno jinak. Zrani oocy-
tl probihalo ve skupinach 25 — 30 oocytd, s odpovidajicim morfologickym statusem v
500 pl zraciho média sestaveného z komer¢niho média TCM-199 médium (Earle’s
salts). Médium bylo obohaceno 0 0,20 mM pyruvat sodny, 0,57 mM cysteamin, 50 U
ml™ penicillin, 50pug ml™ streptomycin, 10 % BFS (bovinni fetalni sérum), a o
gonadotropiny (P.G.600 15 IU ml™, Intervet, Holland). Zrani probihalo ve &ty¥jamko-
vych mikroplotnach Nunc (Nunc, Intermed, Denmark) po dobu 44 h pii 39 °C ve zvlh-

¢ené atmosféie s 5 % CO,. Primérna Gispésnost zrani byla 85 %.

Barveni kortikalnich granul

K obarveni kortikdlnich granul byla pouZita metodika popsana v praci Yoshidy et al.
(1993) a Wanga et al. (1997). Dil¢imi experimenty bylo zjisténo, Ze pro Gspesny pribeh
findlniho experimentu byla nutna modifikace pfevzaté metodiky. Tato uprava spocivala
ve zkraceni doby promyvani obarvenych oocytli v proplachovém médiu PBS obsahuji-
cim 0,4 % BSA pouze na 3krat 2 min. Tato Uprava byla nutna pro zachovani dostatec-
ného mnozstvi fluorescencniho barviva vazaného na kortikalni granula. Denudované

oocyty byly fixovany 3,7 % paraformaldehydem po dobu 60 minut pii laboratorni teplo-

44



té a nasledné 3krat promyty v PBS obsahujicim 0,4 % BSA (Sigma) po dobu 10 minut
(kazdé promyti). Po oplachu byly oocyty permeabilizovany 1% Tritonem X-100 (Sig-
ma) v PBS po dobu 60 minut a znovu promyty v PBS, obsahujicim 0,4 % BSA, 3krat
10 minuty. Po vyjmuti z proplachovaciho média byly oocyty barveny pomoci specific-
kého lektinu PNA (peanut agglutinin) (Sigma) konjugovaného s fluorescen¢ni sondou
fluorescein isothiocyanate (FITC) v PBS po dobu 30 minut ve tmé&. Po obarveni byly
oocyty proplachnuty v proplachovacim médiu (PBS + 0,4 % BSA) 3krat 2 minut. Ja-
derny chromatin byl obarven pomoci fluorescenéni sondy SYTOX Orange (Vectashield
medium (Vector Lab, Burlingame, CA) obsahujici 1uM DNA barvivo (SYTOX Oran-
ge, Invitrogen). Po finalnim barveni byly obarvené oocyty jednotlivé umistény na teflo-
nové podlozni sklicko a pozorovany pod konfokalnim mikroskopem. Do tohoto experi-
mentu byly zafazeny pouze oocyty, u kterych bylo prokdzano, Ze se nachézi ve stadiu

MI1 (Obr.7).

Obr.7: Jaderny chromatin zralého oocytu (MII stadium) obarveny pomoci fluorescenéni sondy SYTOX
Orange.
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Vizualizace a hodnoceni distribuce kortikalnich granul u zralych oocytu

K vizualizaci kortikalnich granul byl pouzit laserovy konfokalni mikroskop Leica SP 2
(Leica TCS SP2 AOBS; Leica, Heidelberg, Germany). Vzhledem ke skute¢nosti, ze u
zralych oocyti jsou jiz vSechna kortikdlni lokalizovana v periferni ¢éasti oocytu
(Obr. 8), byla distribuce kortikalnich granul vyjadiena jejich denzitou na apikalnim po-
lu oocytu. Ziskané optické fezy byly hodnoceny pomoci zobrazovaciho softwaru NIS
Elements AR 3.00 (Laboratory Imaging, Prague, Czech Republic). Analyzou obrazu by-
la spocitana denzita kortikalnich granul ve tfech rovnomérné rozlozenych oblastech op-
tického fezu o homogenni velikosti pohybujici se od 700 -1000 pmz, ze kterych se na-
sledné vypocetla praimérna hodnota (Obr. 9). Ziskana hodnota byla pievedena na final-

ni hodnotici parametr — po¢et kortikalnich granul / 100 pm?.

Obr. 8: Reprezentativni snimky z konfokalniho mikroskopu zachycujici rozlozeni kortikalnich granul prase-
¢iho oocytu na periferii a: zralého oocytu ziskaného z malého folikulu a b: zralého oocytu ziskaného ze
stfedniho folikulu.
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Obr.9: Optické fezy apikalniho p6lu oocytu se tiemi hodnocenymi oblastmi denzity kortikalnich granul

4.2.2 Statistické vyhodnoceni

VSechna ziskand data byla podrobena statistickému vyhodnoceni jednofaktorovou ana-
lyzou ANOVA verze (StatSoft, Inc. 2011. STATISTICA, data analysis software system,
version 10.) a Fisherové (LSD) testu. Rozdily na hladiné vyznamnosti P<0,05 byly po-
vazovany za statisticky prukazné. Primérnd data v tabulkdch byla uvedena jako pri-

meérnd hodnota + smérodatnd odchylka vybéru.

4.2.3 Vysledky

Zralé oocyty s odliSnou meiotickou kompetenci, ziskané z malych a sttednich folikula
Vv jednotlivych fazich folikulogeneze, ukazaly statisticky prikazné rozdily v poctu korti-
kalnich granul v cytoplazmé. Ziskané hodnoty byly vzajemné porovnany s ohledem na
velikost folikuld, ze kterych byly oocyty izolovany, a rovnéz s ohledem na fazi estralni-

ho cykKlu.
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Efekt velikosti folikulu

V tabulce 3 jsou srovnavany poéty kortikalnich granul na 100 pm? korové vrstvy u 00-
cytu ziskanych z malych a stiednich folikuli po zrani in vitro. Vysledky ukazaly statis-
ticky prukazny rozdil (P < 0,05) mezi experimentalnimi skupinami. Hustota kortikal-
nich granul zaznamenana u meioticky kompetentnéjSich oocyti izolovanych ze stied-
nich folikuléi doséhla pram&rné hodnoty 59,31 + 13,2 CGs/100 pm?, zatimco u oocytil
s niz§i meiotickou kompetenci izolovanych z malych folikulti vykazovala primérnou
hodnotu hustoty CGs 73,89 + 18,7 CGs/100 pmz. Tyto vysledky prokézaly, Ze pfti pro-
cesu zrani in vitro dochazi se zvySujici se meiotickou kompetenci oocytu
k signifikantnimu Gbytku po&tu CGs na 100 um? korové vrstvy ooplasmy. Zmény poctu

kortikalnich granul v korové vrstvé oocytu jsou graficky znazornény v grafu 3.

Tab 3: Pocet kortikalnich granul pfitomnych v periferni ¢asti zralych praseich oocytl ziskanych z raz-
n¢ velkych folikulil

Oocyty
Velikost
folikuliy pocet vySetfenych Pocet CGs/100 um? korové vrstvy
oocytl (mean + SD)
Malé 118 73,9°+ 18,8
Stfedni 68 59,3°+ 13,3

a,b — oznacuyji statisticky prikazny rozdil na hladiné vyznamnosti P<0,05

48



Denzita kortikalnich granul v korové vrstvé zralych oocytt
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Graf 3: Pocet kortikalnich granul pfitomnych na periferii zralych oocyt ziskanych z malych a velkych
folikula

Tabulka 4 reprezentuje hodnoty hustoty kortikalnich granul na 100 pm? korové vrstvy u
oocytli ziskanych z malych a stfednich folikuld v rizné fazi estralniho cyklu po
maturaci in vitro. Grafické zobrazeni denzity kortikalnich granul ukazalo pozvolny
narust hustoty CGs u oocytd z malych folikulti od ¢asné lutealni az do pozdni lutealni
faze. Toto zvyseni nebylo podlozeno statisticky prukaznymi rozdily. Statisticky
vyznamné zvySeni hustoty CGs vykdzala az skupina oocytli v ¢asné folikularni fazi
(86,1 + 18,6) v porovnani s ostatnimi skupinami oocytd ziskanych z malych folikult
(P <0,05). Hustota kortikalnich granul se pohybovala u experimentéalnich skupin oocytt
ziskanych ze stfednich folikuli v praimérnych hodnotach 60,5 + 12,2 respektive 58,2 +
13,3 CGs/100 um?. Tyto hodnoty neukézaly ve vzajemném porovnani statisticky pri-
kazny rozdil, nicméné¢ statisticky vyznamné se liSily od vSech hodnot zaznamenanych u
experimentalnich skupin oocytti z malych folikulii, vyjma skupiny v ¢asné lutealni fazi
67,2 + 24,3 CGs/100 um?.
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Tab. 4: Pocet kortikalnich granul piitomnych v periferni ¢asti zralych prasedich oocyti ziskanych z ma-
Iych a stiednich folikulil v rizné fazi estralniho cyklu

Folikulogeneze Oocyty
v v v v 2 y
Velikost folikulit Faze  Stadim  COCet Vysetfenych Pocet CGs/100 ym” korové vrstvy

oocytil (mean + SD)
Lutedlni  Casnd 32 67,2°°+ 243

v ’ a +
Malé stiedni 28 72,7a 11,1
pozdni 36 73,3 £14,8
Folkulirni  Casnd 22 86,1° +18.6

1y ’ b,c

4
Stredni Lutealni  pozdni 32 60,5 12,2
Folikularni ~ ¢asna 36 58,2° +13.3

a,b,c,d — oznacuji statisticky prikazny rozdil na hladin¢ vyznamnosti P<0,05

Grafické zobrazeni denzity kortikalnich granul u zralych oocytd (Graf 4, Obr. 10) uka-
zuje dynamické zmény v poctu kortikalnich granul béhem folikulogeneze a zachycuje

ubytek kortikalnich granul u meioticky vyspélejSich oocyt z velkych folikult.

Denzita CGs v korové vrstvé zralych oocytu
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Graf 4: Pocet kortikalnich granul pfitomnych v periferni ¢asti korové vrstvy zralych prasecich oocyti
ziskanych z malych a stfednich folikulti v rizné fazi estralniho cyklu
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Obr. 10: Optické tezy apikalniho polu oocyti zachycujici denzitu kortikdlnich granul na periferii
Vv jednotlivych fazich estralniho cyklu (a: ¢asna lutealni faze 1-5 den cyklu; b: stiedni luteélni faze 6-10
den cyklu; ¢: pozdni lutealni faze 11-14 den cyklu; d: ¢asna folikularni faze 15-16 den cyklu; e: pozdni
lutealni faze stfedniho folikulu 11 — 14 den cyKlu; f: ¢asna folikularni faze stfedniho folikulu 15 — 16 den
cyklu).
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4.3 Experiment 3

Cilem Experimentu 3 bylo ovéfit vliv meiotické kompetence oocytd na ucinnost korti-

kalni reakce a fertilizace in vitro

Zakladni experimentalni schéma:

PRASECI OOCYT

Fertilizace in vitro

Vliv folikulogeneze na distribuci CGs Vliv velikosti folikulu na distribuci CGs

4.3.1 Material a metodika

Donorky oocyti

Do experimentu byla zatazena ovaria z pohlavné dospélych cyklujicich prasnic, hybrid-
ni kombinace plemen Landrace x Ceské bilé uslechtilé, které byly porazeny na experi-
mentalnich jatkdch. Ovdria byla transportovdna do laboratofe nejpozdéji do 2 hodin od

porazky zvitat pti kontrolované teploté 31- 33 °C.
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Selekce ovarii

Do experimentu byla vybrana pouze ovaria s odpovidajicim morfologickym statusem
folikulti a zlutych télisek (Obr.1). Ovaria byla rozd€lena podle faze estralniho cyklu na
¢asnou (1-5 den cyklu), stiedni (6-10 den cyklu) a pozdni (11-14 den cyklu) lutealni fazi

a Casnou (15-16 den cyklu) folikulérni fazi.

Izolace oocyti

Do experimentu byly zafazeny pouze oocyty ziskané z ovarii rozdélenych podle defino-
vanych fazi estralniho cyklu. Izolace oocyt prob&hla pomoci aspirace oocytu ze stred-
né velkych folikuld (5 - 9 mm) a totalni disekce korové vrstvy, kterou se ziskaly oocyty
z malych folikulti (< 5 mm). K experimentu byly pouzity pouze oocyty s kompaktnim
zdravym kumulem ¢itajicim nejméné dvé vrstvy kumularnich bunék s tmavou nebo le-

hce granulovanou cytoplasmou (Obr.2).

Zrani oocyti

Vsechny chemikalie pouzité v tomto experimentu byly zakoupeny od firmy Sigma-
Aldrich Chemicals Co. (Praha, Ceska republika), pokud neni uvedeno jinak. Zrani oocy-
tl probihalo ve skupinach 25 - 30 vyizolovanych oocytil, s odpovidajicim morfologic-
kym statusem, v 500 pl zraciho média sestaveného z komeréniho média TCM-199 mé-
dium (Earle’s salts). Médium bylo obohaceno 0 0,20 mM pyruvat sodny, 0,57 mM
cysteamin, 50 1U mI™ penicillin, 50 pg ml™ streptomycin, 10 % BFS (bovinni fetalni sé-
rum), and o gonadotropiny (P.G.600 15 IU ml™, Intervet, Holland). Zrani probihalo ve
¢tyfjamkovych mikroplotnach Nunc (Nunc, Intermed, Denmark) po dobu 44 h pti 39 °C

ve zvlh¢ené atmosfére s 5 % CO,. Primérna uspésnost zrani byla 85 %.

Fertilizace oocyti

Po ukonceni IVM byly oocyty za pomoci vortexu denudovany a ve skupinach 25 — 30
oocytu pieneseny do fertilizacniho média sestavajiciho z modifikovaného Tris buffered
média (mTBM) obohaceného o 0,4 % BSA a 1 mM kofein. Pro fertilizaci byl pouzit

kryokonzervovany ejakulat kance provéfeného v in vitro systému. Inseminaéni davka
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byla po vytazeni z tekutého dusiku ponechéna 10 sekund na vzduchu a poté rozmrazena
ve vodni lazni o teplot¢ 37 °C. Rozmrazeny ejakulat byl ekvilibrovan 30 min
Vv kultivacnim boxu v atmosféie 5 % CO, a teplot¢ 39 °C. Separace motilnich spermii
probéhla na gradientu Percollu (45 % Percollu vs. 75 % Percollu) pomoci 8 minutové
centrifugace pii 520 x g. Sedimentované motilni spermie byly nasledné 3 minutovou
centrifugaci promyty v BTS médiu pti 250 x g. Ziskané spermie byly resuspendovany
na finalni koncentraci 1 x 10° spermii/ ml v modifikovaném fertilizacnim médiu
(mMTBM). Spermie byly nasledné pfidany v poméru 10 000 spermii/oocyt. Koinkubace
gamet probihala 3 hodiny pfi teploté 39 °C v atmosféte 5 % CO, Nasledné byly oocyty
kratce promyty a preneseny do kultiva¢niho média PZM-3 (Porcine zygote medium;
Yoshioka et al., 2002), kde byly ponechany po dobu 15 hodin.

Hodnoceni fertilizace

Po ukonceni kultivace byly oocyty za pomoci vortexovani zbaveny zbytki kumularnich
bun¢k a spermii a nasledné fixovany 3,7 % paraformaldehydem po dobu 60 minut pfi
laboratorni teploté. Po fixaci byly oocyty kratce promyty v promyvacim médiu PBS ob-
sahujicim 0,4 % BSA (Sigma). Prvojaderny chromatin byl obarven pomoci fluorescen-
¢ni sondy SYTOX Green (SYTOX Green, Invitrogen) nafedéné ve Vectashield médiu
(Vector Lab, Burlingame, CA). Obarvené oocyty byly hodnoceny pod epifluorescen-
¢nim mikroskopem pti 400 nasobném zvétseni (Obr. 11). Hodnocen byl podil penetro-
vanych oocytl, podil monospermicky oplozenych oocytl (pfitomnost jednoho samciho
a jednoho samiciho prvojadra), procentické zastoupeni polyspermicky penetrovanych
oocytl (pfitomnost vice nez 1 samciho prvojadra) a podil asynchronniho oplozeni (oo0-
cyty s dekondenzujici hlavickou spermie a sami¢im prvojadrem nebo oocyty se sam¢im

prvojadrem a metafazi II).
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Obr.11: Polyspermicky oplozeny oocyt s jednim sami¢im a 3 sam¢imi prvojadry

Barveni kortikalnich granul

K obarveni kortikalnich granul byla pouZzita metoda popsand v praci Yoshidy et al.
(1993) a Wanga et al. (1997) se stejnymi modifikacemi jako v pfipad¢ Experimentu 2.
Oocyty po fertilizaci byly kratce vortexovany a nasledné fixovany 3,7 % paraformalde-
hydem po dobu 60 minut pii laboratorni teploté a nasledné 3 krat promyty v PBS obsa-
hujicim 0,4 % BSA (Sigma) po dobu 10 minut (kazdé promyti). Po oplachu byly oocyty
permeabilizovany 1 % Tritonem X-100 (Sigma) v PBS po dobu 60 minut a znovu pro-
myty v PBS, obsahujicim 0,4 % BSA, 3krat po dobu 10 minuty Po vyjmuti
z proplachovaciho média byly oocyty barveny pomoci specifického lektinu PNA (pea-
nut agglutinin) (Sigma) konjugovaného s fluorescen¢ni sondou fluorescein isothio-
cyanate (FITC) v PBS po dobu 30 minut ve tmé. Po obarveni byly oocyty proplachnuty
Vv proplachovacim médiu (PBS + 0,4 % BSA) 3krat po dobu 2 minut. Prvojaderny
chromatin byl obarven pomoci fluorescen¢ni sondy SYTOX Orange (Vectashield medi-
um (Vector Lab, Burlingame, CA) obsahujici 1uM DNA barvivo (SYTOX Orange, In-
vitrogen). Po finalnim barveni byly obarvené oocyty jednotlivé umistény na teflonové

podlozni sklicko a pozorovany pod konfokalnim mikroskopem.
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Vizualizace a hodnoceni distribuce kortikalnich granul u oocyti po IVF

K vizualizaci obarvenych kortikalnich granul byl pouzit laserovy konfokalni mikroskop
Leica SP 2 (Leica TCS SP2 AOBS; Leica, Heidelberg, Germany). U kazdého oocytu
byla ovéfena uspésnost fertilizace za pomoci vizualizace chromatinu prvojader. Ziskané
optické fezy byly hodnoceny pomoci zobrazovaciho softwaru NIS Elements AR 3.00

(Laboratory Imaging, Prague, Czech Republic).

4.3.2 Statistické vyhodnoceni

Vsechna ziskand data byla podrobena statistickému vyhodnoceni jednofaktorovou ana-
lyzou ANOVA verze (StatSoft, Inc. 2011. STATISTICA, data analysis software system,
version 10.) a Fisherové (LSD) testu. Rozdily na hladiné¢ vyznamnosti P<0.05 byly po-
vazovany za statisticky prikazné. Primérnd data v tabulkdch byla uvedena jako pri-

mérnd hodnota + smérodatnd odchylka vybéru.

4.3.3 Vysledky

4.3.3.1 Vliv velikosti folikulu na ti¢innost kortikdlni reakce

Jak je patrné z tabulky 5 a obrazku 12, vysledky ukazaly, ze po fertilizaci se jiz korti-
kalni granula v cytoplazmé oocytu nachazi pouze ojedinéle a jejich kvantitativni hodno-
ceni je tak limitovano. Pfi hodnoceni kortikalni reakce za 18 hod po inseminaci bylo
zjisténo, Ze po probéhlé fertilizaci (monospermické i polyspermické) vSechna kortikalni
granula podstoupila proces exocytozy s vyjimkou kortikalnich granul pfitomnych okolo
polového téliska. Ovéfenim tohoto tvrzeni byla zjisténa pritomnost kortikalnich granul u
oocytl, které netispéSné podstoupily maturaci 1 fertilizaci in vitro a zlistaly ve stadiu

GV.
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Tab. 5: Distribuce kortikalnich granul za 18 h po fertilizaci oocytii ziskanych z malych a stéednich foli-
kuld

Fertilizované oocyty

Velikost folikulu Podet Vyéetfen}'/ch Pocet CGs / 100 |.J.m2
oocytl (mean + SD)
Malé 20 0,0 £0,0
Stiedni 15 0,49°+ 04

a,a — oznacuji statisticky neprikazny rozdil na hlading vyznamnosti (P<0,05)

Obr. 12: Reprezentativni snimky z konfokalniho mikroskopu zachycujici oocyty po prob&hlé fertilizaci

a: oocyt z malého folikulu, b: oocyt ze stiedniho folikulu, ¢: nezraly a neoplozeny oocyt v GV fazi.

Jak je dale patrné z tabulky 5, nebyly nalezeny zadné statisticky prukazné rozdily
Vv distribuci kortikalnich granul po inseminaci oocytii s odliSnou meiotickou kompetenci
a nebyl zaznamenan ani vliv faze estralniho cyklu. Zjisténé vysledky naznacily, ze hod-
noceni distribuce kortikalnich granul za 18 hod po inseminaci (Wang et al., 1997) neni
vhodnym ¢asovym intervalem pro porovnani rozdili mezi jednotlivymi subpopulacemi
oocytl, nebot’ u vétsiny z oplozenych oocytii probé¢hla jiz kompletni exocytéza. Tuto
teorii je vSak nutné ovéfit dalSimi pokusy, pfedevsim experimenty s ¢asovou fadou tak,

aby bylo mozné porovnat pfitomnost kortikalnich granul v jednotlivych ¢asovych use-
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cich po in vitro fertilizaci. Jako dal§i moznost ovéfeni uspésnosti kortikalni reakce a po-
rovnani jednotlivych populaci oocytl se jevi také hodnoceni modifikaci zonalnich pro-
teind po probé&hlé fertilizaci, kterymi se nové zabyva laboratof Reprodukénich biotech-

nologii na Vyzkumném ustavu veterinarniho 1ékatstvi.

4.3.3.2 Vliv velikosti folikulu na ui¢innost fertilizace

Vysledky experimentu ziskané pii porovnani oocytd S nizsi a vyssi meiotickou kompe-
tenci ukazaly, Ze méné kompetentni oocyty pochazejici z malych folikuld mély statis-
ticky nizs8i podil penetrovanych oocytu (42,1 % vs. 64,2 %) i niz$i podil monospermic-
ky oplozenych oocytt (39,1 % vs. 60,8 %) nez tomu bylo v ptfipadé meioticky kompe-
tentnéjSich oocytti pochazejicich ze stfednich folikuld (Tab. 6). Obé experimentalni
skupiny se liSily také v procentudlnim zastoupeni polyspermicky penetrovanych oocytt,
kdy statisticky vyssi podil polyspermicky oplozenych oocytl vykdzala skupina meiotic-
ky mén¢ kompetentnich oocytit z malych folikult (59,4 % vs. 36,9 %).

Tab. 6: Hodnoceni fertilizace u oocytii pochazejicich z malych a stfednich folikula

Oocyty
Velikost
folikuli inseminované  penetrované monospermicky polyspermicky asynchronné
(n) (%) (%) (%) (%)
Malé 152 421%+15,8 391°+11,2 594°+123 15+04
Stredni 81 64,2°+13,5 60,8°+92 369°+114 23+1,1

a,b — oznacuji statisticky prikkazny rozdil na hladiné vyznamnosti P<0,05
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5 DISKUZE

Dostatecné mnozstvi zralych a oplozenischopnych oocytii s vysokou vyvojovou kompe-
tenci je zakladnim pfedpokladem produkce kvalitnich embryi in vitro. PIné€ zraly oocyt
schopny uspésné podstoupit fertilizaci a embryondlni vyvoj je vysledkem dlouhého se-
lekéniho procesu folikulogeneze, béhem kterého oocyty rostou a zraji ve folikularnim
prostiedi (Van den Hurk a Zhao, 2005). Bylo prokazano, ze buné¢né a molekularni aso-
ciace mezi gametami a somatickymi folikularnimi buiitkami jsou velmi dilezité pro
spravné zrani oocytl, ziskani meiotické kompetence a vyvojového potencialu (Moor et

al., 1990).

Je vSeobecné akceptovano, Ze meiotickd kompetence je schopnost oocytu znovuzahajit
meidzu a dosdhnout metafaze II (Mermillod et al., 2000). Meioticka kompetence spo-
le¢né s cytoplazmatickym zranim, vyznacujicim se redistribuci organel, dynamikou cy-
toskeletu a proteosyntetickou aktivitou, jsou nezbytnym piedpokladem pro dosazeni
vyvojové kompetence 0ocytu. Prestoze studie ukazaly, ze plny meioticky potencial a
naslednad vyvojova kompetence jsou ziskavany béhem folikuldrniho vyvoje, je také
znamo, zZe meioticka progrese a cytoplazmatické zrani zavisi na velikosti a stupni atresie
folikulii, ze kterych jsou oocyty izolovany (Abeydeera, 2002; Liu et al., 2002, Feng et
al., 2007). Marchal et al. (2002), Khatir et al. (2007) a Machatkova et al. (2008) popsali,
ze oocyty pochazejici z velkych a stfednich folikulli vykazuji zvySeny meioticky a vy-
vojovy potencial ve srovnani s oocyty izolovanymi z malych folikuld. Schoevers et al.
(2007) popsali, Ze nizs$i meioticky potencial, charakteristicky pro ¢asto pouzivané oocy-
ty izolované z prepubertalnich prasnicek, je ve vztahu s vys$sim vyskytem polyspermic-
ké penetrace. Nicméné je znamo jen malo o schopnosti oocytil pochéazejicich z folikulil
rizné velikosti prod¢lat fertilizaci in vitro. Hulinska et al. (2011) ve své praci uvadi, ze
praseci oocyty s odliSnou meiotickou kompetenci, pochazejici z riizné velkych folikult,
se 1i8i ve schopnosti prodélat normalni fertilizaci. Hulinska et al. (2011) dale uvedli, ze
stiedné velké folikuly poskytovaly v pribéhu experimentu oocyty s vysokou meiotickou
kompetenci, u kterych byl vyskyt monospermického oplozeni konstantni a podil poly-
spermie nizky. Naproti tomu u méné kompetentnich oocyti, pochazejicich z malych fo-
likulti, byl podil polyspermie téméf dvojnasobné vyssi. Srovnatelné vysledky byly do-

sazeny také béhem naSeho kontrolniho experimentu, kdy byl mezi experimentalnimi
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skupinami oocytl S odliSnou meiotickou kompetenci pochazejicich z malych a stfednich
folikull, nalezen statisticky vyznamny rozdil v podilu polyspermie, pficemz méné
kompetentni oocyty z malych folikulti vykédzaly podil polyspermie vyssi (60,9 % =+
12,3) oproti oocytim pochazejicim ze stfednich folikulii, kde byl podil polyspermie
36,9 % + 11,4. Rovnéz Marchal et al. (2001) popsal vyssi miru polyspermie u oocytl
ziskanych z prepubertalnich prasnicek, pro které je typické, Ze na ovariich maji vysoky
pocet malych folikull a oocyty z nich ziskané se vyznacuji mnohem nizsi vyvojovou 1
meiotickou kompetenci (Ikeda a Takahashi, 2003; Bagg et al., 2007; Gupta et al., 2008).
Problematikou kvality oocyttu ziskanych z folikuli rizné velikosti se ve své praci zaby-
vali také Antosik et al. (2009), kteti popsali zvySeni obsahu vSech vySetfovanych RNA
messengerll @ ZP proteint u prasecich oocytl izolovanych z velkych a stiednich foliku-
14. Jejich vysledky ukdzaly, ze hladiny transkriptd a proteinii pro vybrané molekuly,
které ptispivaji k fertilizacni schopnosti oocytil, jsou u pubertalnich prasnicek spojeny s

folikularni velikosti.

Piestoze jsou techniky maturace a fertilizace in vitro jiz na vysoké urovni, a podafilo se
kultivovat prase¢i embrya az do stadia blastocyst (Abeydeera a Day, 1997; Abeydeera
et al., 1998), vysoky podil polyspermie je stale jednim z hlavnich nevyieSenych pro-
blémi provazejici IVF program u prasat (Yoshida et al., 1990; Niwa 1993; Abeydeera,
2001). Polyspermicka penetrace oocytu se u prasat vyskytuje mnohem castéji nez je to-
mu u jinych Zivo¢isnych druht (Hunter, 1990). U savch je proces penetrace spermie
spoustécim mechanismem Kk aktivaci oocytu nasledovanou exocytozou kortikalnich gra-
nul, ktera ma za nasledek spusténi polyspermického bloku za pomoci biochemickych
zmén na zoné pellucidé (Romar et al., 2005; Tahara a Tasaka, 2006; Coy et al., 2008).
Vysoky vyskyt polyspermie u prasat vedl K hypotéze, Ze zrani ooplasmy a organel 00-
cytu neni dostacujici k vytvoreni tzv. ,,polyspermického bloku, pfestoze jaderné zrani

bylo uspésné (Prather a Day, 1998).

Tato uvaha byla vyuzita 1 pfi sestaveni naSich vlastnich hypotéz a experimentt. Pfi IVM
tak mize dochazet k opozd’ovani kortikalni reakce nebo selhavani uvolnéni obsahu kor-
tikalnich granul. Migrace Kortikalnich granul v cytoplazmé je u savéich oocyti obecné
znamou skutec¢nosti, a to nejen vV podminkach in vivo, ale také v podminkach in vitro

(Gulyas, 1980; Coy a Avilés, 2010). Denzita a pfesun kortikalnich granul je dulezitym
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cytoplazmatickym indikatorem meiotické zralosti (Cran a Cheng, 1985; Ducibella et al.,

1990) a také indikatorem normalniho vyvoje oocytu.

Zmény v distribuci kortikalnich granul u prasat byly jiz dfive prokazany pomoci elek-
tronové mikroskopie (Cran a Cheng, 1985). Pouziti konfokalniho mikroskopu a speci-
fickych lektind pro vizualizaci kortikalnich granul bylo popséno o nékolik let pozdéji
Vv praci Yoshidy et al. (1993), jehoz prace byla pfedlohou pro nasi experimentalni meto-
diku. Tato studie prokazala specifickou vazbu kortikalnich granul a sondy PNA-FITC,
diky niz bylo mozné detekovat kortikalni granula uvnitt prase¢iho oocytll a pozorovat
tak jejich migraci. V podminkach in vivo stoupa pocet kortikalnich granul béhem pozd-
niho stadia zrani oocytu. Cran a Cheng (1985) popsali, Ze na zacatku zrani (méné nez 20
h) se pod oolemou oocytu nachazi méné¢ nez 20 % kortikalnich granul. Mezi 30 a 40 h
se jejich pocet zvysi az na 75 %, pticemz 8 — 10 hod po ovulaci se prakticky vSechna
granula pfesouvaji k vytvofeni monolayeru. Porozuméni mechanismu ptesunu kortikal-
nich granul a mechanismu blokovani polyspermické penetrace u prasecich oocytl miize
prispét k redukci vyskytu polyspermicky penetrovanych oocytl, a ke zdokonaleni me-
tod produkce prasecich embryi in vitro. Z tohoto divodu byla tato disertacni prace na-
vrzena tak, aby zhodnotila kvantitativni zmény Vv redistribuci kortikalnich granul u sub-
populaci oocytu s rozdilnou meiotickou kompetenci v pribéhu folikulogeneze. Piedkla-
dana studie je prvni praci, kterd se zaméfila na lokalizaci kortikalnich granul u oocytt
izolovanych v rizné fazi estralniho cyklu. V pfedchozich experimentech bylo zjiSténo,
ze u nezralych oocytl jsou kortikalni granula homogenné rozmisténa v cytoplazmeé oo-
cytu a teprve pii procesu maturace dojde K jejich ptesunu K periferii a k postupnému vy-
tvoteni souvislé vrstvy kortikalnich granul pod cytoplazmatickou membranou (Wang et
al., 1997; Sawamukai et al., 1998; Coy et al., 2002, Takano et al., 2002). Provedené ex-
perimenty byly realizovany S oocyty ziskanymi z prepubertalnich zvifat nebo bez ohle-
du na fazi pohlavniho cyklu porazenych zvifat, coz vedlo k heterogenni populaci S vyssi

¢1 mens$i mirou atresie.

Vysledky prvniho experimentu ukazuji zmény v distribuci kortikdlnich granul
Vv cytoplazmé nezralych prasecich oocytl ziskanych zmalych a stfednich folikult
Vv rizné fazi estralniho cyklu. Vysledky tohoto experimentu potvrdily zavéry jinych pu-
blikaci, Ze nezralé oocyty s nizkou meiotickou kompetenci, které byly ziskany z malych

folikuli, maji kortikdlni granula lokalizovdna homogenné v cel¢ cytoplazmé oocytu
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(lakg = 1,48 £ 0,3). Pfedlozené zavéry vSak ukazaly, ze u nezralych oocytl s vyssi meio-
tickou kompetenci, které byly ziskany ze stfednich folikuld, jsou kortikalni granula lo-
kalizovana ptedevsim v periferni ¢asti oocytu (lag = 2,22 + 0,5). Tento trend podpotily
také indexy ziskané pii hodnoceni subpopulaci oocyt izolovanych v ruzné fazi estral-
niho cyklu, které ukazaly, ze kortikalni granula migruji K cytoplazmatické membrané
postupné s jednotlivymi fazemi folikulogeneze. Pti hodnoceni oocytii pochézejicich
z malych folikulll byl nejvyssi Iy nalezen u pozdni lutealni (Igg = 1,8 £ 0,7) a Casné fo-
likularni faze (Iag = 1,7 + 0,4). Na pocatku folikulogeneze, v ¢asné lutealni fazi, veli-
kost lgg dosahovala 1,2 + 0,4. U oocytt ziskanych ze stfednich folikuld byl nejvyssi in-
dex nalezen v ¢asné folikularni fazi (Igg = 2,4 + 0,6), ktera predstavuje 15 - 16 den est-
ralniho cyklu. Vysledky tedy poukazuji na to, Ze s postupnym ziskavanim meiotické
kompetence dochazi u nezralych oocytl k postupné, ale intenzivni, migraci kortikalnich
granul cytoplazmou oocytu smérem k jeho periferni ¢asti jesté pred dokoncenim jader-

ného zrani.

Zajimavé srovnani prinesly také vysledky v praci Ducibelly et al. (1994), kteti sledovali
mnozstvi kortikalnich granul v zévislosti na velikosti nezralych oocytli béhem oogeneze
u mysi. Vysledky jejich prace poukazaly na to, Ze se zvySujici se velikosti oocytl bé-
hem oogeneze rostl exponencialné také pocet kortikalnich granul v korové vrstvé nezra-
1ého oocytu. Tento pocet se zdvojnasobil ve findlni fazi ristu oocytu. Vyse uvedeny ex-
periment koresponduje se zavérem této prace, ze v prib&hu folikulogeneze a oogeneze
dochdzi s nabyvanim meiotické kompetence k migraci kortikalnich granul jiz u oocytl

v GV stadiu.

Dokonceni finalniho monolayeru kortikalnich granul pod oolemou, ktery je popisovany
Vv praci Wanga et al. (1997), ukazaly az vysledky druhého experimentu, ktery byl zame-
fen na kvantitativni zhodnoceni distribuce kortikalnich granul u oocyti po IVM matura-
ci. Metodicky postup hodnoceni pfesunu kortikdlnich granul byl pievzaty z prace
Yoshidy et al. (1993) a Wanga et al. (1997), kteti pouzili jako hodnotici parametr pocet
kortikalnich granul na 100 pm? korové vrstvy oocytu. Hodnoceni migrace s pomoci In-
dexu distribuce kortikalnich granul (Igg) vychazejici z naseho experimentu nebylo u
oocytti po IVM maturaci mozné, nebot’ se v centralni ¢asti oocytu jiz nenachazela téméf
zadna kortikalni granula. Namétené hodnoty v experimentu 2 ukazaly, Ze se zvySujici se

meiotickou kompetenci oocytu dochézi u zralych oocytii k signifikantnimu ubytku po-
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¢tu kortikdlnich granul v korové vrstvé. U méné kompetentnich oocytl izolovanych
z malych folikulti byl zaznamenan pramérny pocet 73,89 + 18,7 kortikalnich granul na
100 umz, zatim co u meioticky kompetentnéjSich oocytu izolovanych ze stéednich foli-
kuld byl nalezen podet 59,31 + 13,2 kortikalnich granul na 100 pm? Vysledky druhé fa-
ze Experimentu 2 ukdzaly kineticky piesun kortikalnich granul béhem procesu folikulo-
geneze. Podle zjisténych hodnot 1ze usuzovat, ze maximalni pocet granul je pod cyto-
plazmatickou membréanou uZ v Sasné folikularni fazi (86,1 + 18,6 CGs / 100 pm?) méné

kompetentnich oocytd z malych folikuldt.

Vysledky dale naznacily, ze s rustem folikult do stfedni velikosti a s nabyvanim meio-
tické a vyvojové kompetence oocytd nedochazi jiz k navysSeni poc¢tu kortikalnich granul
pod oolemou, ale naopak k jejich signifikantnimu tbytku. Tento zavér podlozily hodno-
ty naméfené u pozdni lutealni (60,5 + 12,2 CGs / 100 pmz) i casné folikularni faze (58,2
+ 13,3 CGs / 100 um?) oocyti izolovanych ze stiednich folikulti. O néco niZ§i hodnoty
namé&fili Wang et al. (1997), kte¥{ zjistili primémy podet 45,7 + 6,2 CGs / 100 pm? u
oocytl po 46 hodinach IVM. Tento rozdil v namétenych hodnotach mohl byt zptisobeny
pouzitim rozdilnych populaci oocytl ziskanych bez ohledu na fazi estralniho cyklu.
Podle studie Crana a Chenga (1985) se u prasecich oocyti maturovanych v in vivo
podminkach vyskytuje pod plazmatickou membranou primérné 10 CGs na 10 umz.
Tento zavér se 1iSi od ndmi nameétrenych hodnot, ale vlivem in vivo podminek dochézi
K odlisné distribuci kortikalnich granul.

Zjistény ubytek kortikalnich granul, u nefertilizovanych meioticky vysoce kompetent-
kladame, ze enzymy obsazené v kortikalnich granulich mohly mit za nasledek tzv. pre-
fertilization zona hardening, ktery zptisobuje pfedcasné zmény na zoné pellucidé a jeji
vétsi rezistenci proti polyspermické penetraci. Podobny jev byl v literatufe popsan u po-
stovulac¢nich nefertilizovanych oocytd v in vivo podminkach, kde byla prokazana zvy-
Sena rezistence zony pellucidy proti $tépeni pronazou (Kolbe a Holtz, 2005). Doposud
se vétilo, Ze spoustécim mechanismem uvolnéni obsahu kortikélnich granul je moment
penetrace oocytu prvni spermii. Nicméné nékolik studii uvadi, ze ¢ast kortikalnich gra-
nul muze podlehnout ¢astecné exocytoze jeste pied fertilizaci a ovlivnit regulaci ¢asné-
ho embryonalniho vyvoje (Okada et al., 1993). Tato spontanni exocytdza byla zatim

popséna podrobnéji pouze u hlodavci. Mechanismus a funkce pfedcasné exocytozy u
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prasat nebyl zatim zcela objasnén. U prasat vSak byl napt. popsan vliv oviduktélni teku-
tiny jako silného induktoru ¢aste¢ného zona hardeningu u nefertilizovanych oocytt, kte-
rym se zabyvali Coy et al. (2008). Pomoci specifickych cross-linking reagentii vyvola-
vajicich formaci stabilnich amidovych vazeb mezi NH, skupinami v zonalnich protei-
nech prokazali, ze pre-fertilization zona hardening indukovany pomoci cross-linkeru

DSP mél pozitivni vliv na podil monospermicky penetrovanych oocytu.

Rada autortl také analyzovala ptitomnost kortikalnich granul po fertilizaci oocytu, na
kterou byl zaméfen Experiment 3 (Wang et al., 1997; Ghetler et al., 1998; Li et al.,
2003, Romar et al., 2005, Romar et al., 2012). Wang et al. (1997) ve svém experimentu
popsali piitomnost malého mnozstvi kortikalnich granul (3,5 + 4,6 CGs / 100 um?) 18
hod po inseminaci oocytil, pficemz nezaznamenali signifikantni rozdil mezi monosper-
micky a polyspermicky oplodnénymi oocyty. Kompletni exocytozu autoii popsali pouze
u 45 % oocytl. S t€émito vysledky se ¢asteéné shoduji i nase zavéry z experimentu 3,
které potvrdily, ze 18 h po inseminaci se kortikalni granula v cytoplazmé oocytu nacha-
zi pouze ojedinéle. AvSak dle naSeho nazoru neni jiZ moZné jejich kvantitativni zhodno-
ceni. S timto nazorem koreluji také vysledky Takano et al. (2002), ktefi zjistili, ze 8 hod
po inseminaci nejsou v cytoplazmé viditelna jiz zadna kortikalni granula. V naSem ex-
perimentu nebyly nalezeny zadné rozdily v pfitomnosti kortikalnich granul po insemi-
naci oocytll S odliSnou meiotickou kompetenci v rizné fazi estralniho cyklu. Nicméné,
jak dokladaji vysledky Romara et al. (2012), 18 hod po inseminaci neni vhodny ¢asovy
parametr pro hodnoceni rozdili mezi jednotlivymi populacemi oocytil, nebot’ u vétSiny
z vySetfenych oocyti probéhla témét kompletni exocytéza. Romar et al. (2012) vSak na-
lezli rozdily v oblastech obsazenych kortikalnimi granuly po 4 a 5 hod po inseminaci.
Zajimavé vysledky pfinesl také experiment Li et al. (2003), ktefi zjistili, Ze exocytéza
CGs zacina jiz 3 - 4 hod po inseminaci.

Zvyse uvedené¢ho vyplyva, Ze pro hodnoceni kortikalnich granul pfitomnych

V cytoplazmé oocytu po inseminaci se jevi jako nejvhodnéjsi doba 5 hod po inseminaci.

Vysledky této prace ukazaly, ze migrace kortikalnich granul pod cytoplazmatickou
membranu zacina jesté pred zacatkem maturace in vitro a jeji intenzita zavisi na meio-
tické kompetenci oocytu i na fazi estralniho cyklu. Vysledky dale ukazaly, ze po proce-
su maturace dochazi k dokonceni distribuce kortikalnich granul pod oolemu oocytu a k

pravdépodobné ¢astecné exocytdze kortikdlnich granul u meioticky vysoce kompetent-
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nich oocytl. Experiment 3 neprokazal rozdil v distribuci kortikalnich granul fertilizova-
nych oocytl, nebot’ 18 hod po inseminaci nebylo mozné kvantitativné hodnotit pfitom-

nost kortikalnich granul v cytoplazmé diky kompletni exocytozy.

Z dalsich publikovanych vysledkii vyplynulo, ze se jako nejvhodnéjsi doba pro hodno-
ceni kortikalnich granul, u penetrovanych oocytu, jevi 5 hod po inseminaci. Je tedy za-
potiebi dalsich experimentt, které by odhalily rozdily mezi oocyty s riznou meiotickou

kompetenci i Vv jednotlivych fazich estralniho cyklu po fertilizaci in vitro.

Z vyse uvedenych vysledki 1ze dospét k zavéru, ze oocyty izolované ze stfednich foli-
kuld se vyznacuji nejen vysokou meiotickou a vyvojovou kompetenci, ale také cyto-
plazmatickou zralosti. Pro maturaci a fertilizaci oocytti v podminkach in vitro je tedy
nejvhodnéjsi pouzit populaci oocytl izolovanych ze stfednich folikull v pozdni lutedlni

a Casné folikularni fazi.
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6 ZAVERY

Predkladana disertacni prace experimentalné zpracovala nékolik dil¢ich cilt a vyzkum-
nych hypotéz, které byly ovéfeny ve tfech samostatnych experimentech. Dil¢i cile byly
zaméteny na lokalizaci a migraci kortikalnich granul u prasecich oocyti izolovanych na
pocatku meiotického zrani (GV stddium) a na konci meiotického zrani (MII stadium).
Oocyty pochéazely z malych a stfednich folikulll v rGzné fazi estralniho cyklu Dil¢i cile
byly dale zaméteny na ovéfeni ucinnosti in vitro fertilizace u oocyti s odlishou meiotic-
kou kompetenci a Vv riizné fazi estralniho cyklu. Dosazené vysledky naplnily jednotlivé

cile a potvrdily stanovené hypotézy.

Byla potvrzena hypotéza, Ze se oocyty izolované z rtizné velkych folikulli v riznych fa-
zich estralniho cyklu 1i$i v distribuci kortikalnich granul. Dil¢imi experimenty bylo pro-
kazéano, ze migrace kortikalnich granul pod cytoplazmatickou membranu zacina jesté
pied za¢atkem maturace in vitro a jeji intenzita zavisi na meiotické kompetenci oocytu i
na fazi estralniho cyklu. Z uvedenych vysledku také vyplyva, ze se s jednotlivymi fa-
zemi cyklu a zvysujici se meiotickou kompetenci méni centralni lokalizace kortikalnich
granul u nezralych oocytl na lokalizaci periferni. Namétené hodnoty takeé ukazaly, Ze
po procesu IVM jsou jiz vSechna kortikélni granula pfesunuta na periferii oocytu a se
zvysujici se meiotickou kompetenci zralych oocytli dochazi k signifikantnimu tubytku
poctu kortikalnich granul v korové vrstvé. Tento ubytek je s nejvetsi pravdépodobnosti

zpiisoben ¢astecnou exocytdzou jiz pfesunutych kortikalnich granul.

Vyse popsané zaveéry potvrdily dalsi z hypotéz, ze se praseci oocyty s odliSnou meiotic-
kou kompetenci navzajem liSi ve stupni zralosti cytoplazmy, nebot’ bylo prokazéano, ze
denzita a distribuce kortikdlnich granul jsou dilezitym cytoplazmatickym indikatorem

meiotické zralosti.

Bylo také prokazano, Ze se oocyty s riznou meiotickou kompetenci li§i ve schopnosti
prodé€lat normalni fertilizaci, a ze in vitro fertilizace oocytil s niz§i meiotickou kompe-
tenci je doprovazena vyssim vyskytem polyspermicky oplozenych oocyti. Nebylo vsak
mozné potvrdit, Ze je tento vyssi vyskyt zpisoben narusenim pribéhu kortikalni reakce,
nebot’ 18 hod po inseminaci jiz neni mozné kvantitativné hodnotit pfitomnost kortikal-

nich granul v cytoplazmé diky kompletni exocytdze. Nedostatecna distribuce kortikal-
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nich granul na pocatku meiotického zrani, mize vyznamné ovlivnit efektivitu poly-
spermického bloku a mohla byt jednou z pfic¢in vysoké polyspermie pfi fertilizaci oocy-
tl izolovanych v Casné a stfedni lutealni fazi (Hulinska et al., 2011). Je vSak zapotiebi
ovetit zjisténé informace pomoci dalsi experimentii vyuZzivajicich in vitro fertilizaci.

Z vyse uvedeného lze tedy na zavér konstatovat, ze troven jaderného a predevsim cyto-
plazmatického zrani hraji v efektivité in vitro fertilizaci dilezitou roli a Gspésna fertili-
zace je vysledkem funk¢niho stavu oocytu a trovné jeho meiotické a vyvojové kompe-
tence. Predkladana studie je prvni praci, kterd se zaméfila na lokalizaci kortikalnich
granul oocytd izolovanych v rizné fazi estralniho cyklu. Pfedlozené vysledky ukazaly,
Ze ve srovnani s ostatnimi fazemi folikulogeneze, se pozdni lutealni a ¢asna folikularni
faze u malych i stfednich folikuld jevi jako optimalni pro ziskdni oocytli vhodnych
k maturaci i fertilizaci in vitro. Tato populace oocyti je nejen morfologicky kvalitngjsi,
ale také vykazuje vy$$i miru meiotické i vyvojové kompetence a cytoplazmatické zra-
losti. Diky témto poznatkiim je tato kvantitativni studie dalsi z praci, které miizou po-
moci pii zdokonalovani postuptl in vitro fertilizace a in vitro produkce prasec¢ich em-

bryi, zejména pfi spravné selekci oocytl respektujici urovein folikulogeneze.
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