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In vitro produkce embryi u krav

Souhrn

Bakalatska prace je sepsana formou literarni reSerSe a zabyva se tématem in Vvitro
produkce embryi u krav. Zakladnim krokem k provedeni in vitro produkce embryi je odbér
oocytl. Odbér oocyti u skotu je mozny provadét dvéma zptsoby, jednim z nich je odbér
oocytu in Vvivo (z Zivého zvitete) a druhy je odbér oocytl in vitro (z mrtvého zviiete). Odbér
oocytu in vivo je vyhodnéjsi diky opakovatelnému odbéru a ziskani velkého mnozstvi oocyta.
Pro odbér oocytd in vivo se vyuziva nejéastéjsi transvaginalni ultrazvukova punkce, touto
metodou se daji oocyty odebirat az 2x tydn&. Transvaginalni ultrazvukova punkce je
prokazana jako velmi uspé$na technika, ve které je dosahovano 60% uspé&snosti. Dale mohou
byt oocyty odebirany pomoci laparotomie a laparoskopie. Pti odbéra in vitro, se oocyty
z odebranych vajecnikti ziskaji krajenim, disekci, roziezavanim klry vajecniku, aspiraci a
seSkrabavanim folikularni stény. Po zisku oocytli se musi odebrané oocyty nejprve ohodnotit.

Dalsimi kroky in vitro produkce embryi je VM (in vitro maturace), IVF (in vitro
fertilizace) a IVC (in vitro kultivace). Po odbéru jsou oocyty vzdy v jadie i cytoplazmé
nezralé, proto je nejdiive musime nechat dozrat ve zracim médiu V pfitomnosti hormond.
Nejcastéji se jako zraci médium pouzivd TCM-199 (tkanové kultivaéni médium). Zrani
oocytli se uskuteciuje bud’ v mikrokapkach na Petriho miskach, a nebo d&tyfjamkovych
kultiva¢nich miskach krytych olejem v inkubatoru pti 39°C s 5% CO; pii 90 % vlhkosti ve
vzduchu po dobu 22 az 24 hodin.

Pro oplozeni oocytl in vitro je nejcastéji vyuzivano klasické oplozeni, ov§em daji se
vyuzit i nékteré mikromanipulacni techniky, jako je subzonalni fertilizace a
intracytoplazmaticka injekce spermie. Pfi klasickém in vitro oplozeni se oocyty spolu se
spermiemi pienesou do oplozovaciho média. Pro oplozeni se musi nejprve piipravit spermie,
tzn. vyvola se kapacitace. Oplozeni trva 24 hodin a probiha pii teploté 39°C v 5% atmosféie
COg, nékteti autoti ale provadi oplozeni v atmosféte, kterd je slozena z 90% Nz, 5% O,, a 5%
CO; po dobu 22 hodin.

Po oplozeni se dale piedpokladané zygoty kultivuji in vitro do stadia blastocysty.
Embrya ve stadiu blastocysty se ohodnoti a poté se pienesou do piijemkyn nebo se provede

kryokonzervace.
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In vitro embryo production in cows

Summary

This bachelor thesis is written in a form of literary research and the thesis is focused
on in vitro embryos production of cows. The first step in performing in vitro embryos
production is collecting oocytes. There are two ways to collect cattle oocytes, one is oocytes
collection in vivo (the animal is alive) and the second way is oocytes collection in vitro (the
animal is dead). In vivo oocytes collection is more efficient thanks to repetitive collection and
the possibility of getting a big amount of oocytes. The most popular method used for
collecting in vivo oocytes is transvaginal ultrasound puncture, this method allows to get the
oocytes collected up to 2 times per week. Transvaginal ultrasound puncture is a very
successful technique which reaches up to 60% success rate. The other methods are either a
laparotomy or a laparoscopy. Using the in vitro way, the oocytes are collected from the
ovaries by slicing, dissection, cutting through the bark of one of the ovaries, aspiration and by
scraping of the follicular wall. The collected oocytes must be evaluated.

The next steps of in vitro embryos production are IVM (in vitro maturation), IVF (in
vitro fertilization) and IVVC (in vitro cultivation). The collected oocytes are always unripe in
the core and in the cytoplasm, that’s why they need to be put into a hormone medium to ripe.
The often used medium is TCM-199 (TissueCulture Medium 199). The maturation of the
oocytes usually takes place in microdrops, Petri dish or in an oil covered four-hole container
in an incubator with the temperature set to 39°C with 5% CO2 flow and 90% air humidity
during 22 to 24 hours.

For fertilizing the oocytes using the in vitro method the most often used technique is a
classic fertilization, but it is possible to use other micromanipulation techniques such as sub-
zone fertilization and intracytoplasmic sperm injection (ICSI). While using the classic in vitro
method the oocytes along with the sperm are transferred into the fertilizing medium. The
sperm has to be prepared to fertilize that is, the capacity is raised. The average fertilization
time is 24 hours with the temperature set to 39C with 5% CO2 flow, although some authors
are performing the fertilization in an atmosphere that is composed of 90% N2 flow, 5% O2
flow and 5% CO2 flow with a total time of 22 hours.



After the fertilization are the presumed zygotes cultivated in vitro into the stage of
blastocystes. The embryos in the stage of blastocyste are evaluated and then transferred in the

receivers or the cryopreservation is performed.

Keywords: cow, reproduction, oocyte, in vitro fertilization, embryo
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1 Uvod

24

telat, a je nezbytna k produkci masa a mléka. Rada chovateli se potyka s problémy v oblasti
reprodukce stale Castéji, tyto problémy predstavuji pro chovatele veliké financni a jiné ztraty.
Kazda plemenice muze porodit pouze jedno tele rocné, ackoliv jalovicky mohou
vyprodukovat az stovky tisic oocytli za Zivot. Rozvoj biotechnologickych metod v chovu
skotu pfispiva k odstranéni problému s reprodukei a umoznuje ziskavat velké mnozstvi telat
od jedné kravy. Vyuziva geneticky cennych jedincii, ktefi se naptiklad nemtizou pfirozenym
zpusobem rozmnozovat. Tyto metody se stale zdokonaluji, a zvySuji tak GispéSnost reprodukce
v chovech skotu. Jednou z metod je in vitro produkce embryi u krav. V roce 1981 se narodilo

prvni tele pomoci této biotechnologické metody.



2 Cil prace

Cilem prace je vytvofit literarni reSersi, shrnujici nejnové&jsi poznatky z oblasti in vitro

produkce embryi u krav.



3 Literarni reSerse

3.1 Reprodukéni organy kravy

Funkce samicich pohlavnich organu neslouzi jen, jako u samci, k tvorbé pohlavnich
bunék, produkci hormontii a pareni, ale slouzi jest¢ jako prostiedi pro vyvoj oplozeného
vajicka, zarodku a plodu (Komarek a kol., 1964).

Samici pohlavni organy se rozdéluji na vnitini, kam patii vajecniky, vejcovody, déloha

a pochva, a zevni, k nimz patii poSevni pfedsin, vulva, klitoris (Marvan a kol., 2011).

3.1.1 Vnéjsi pohlavni organy- vulva, klitoris, poSevni predsin

Vulva, neboli ochod, je vstup do pohlavnich cest samice. Sklada se ze dvou stydkych
pyskl, které ze stran ohranicuji svisle postavenou stydkou Stérbinu (Marvan a kol., 2011).
Stydké pysky jsou pokryty nepigmentovanou kiuzi (Jelinek a kol., 2003).

Klitoris se nachazi ve ventralni spojce stydkych pyskd, a je to vyvojovy zbytek po
zakladu samciho pyje (Komarek a kol., 1964).

Posevni ptedsin predstavuje pokracovani pochvy (Komarek a kol., 1964). Slouzi i jako
vyvodna mocova cesta. Z ventralni strany do ni vyustuje mo€ova trubice, a to v jeji kranialni

¢asti. U kravy je posevni piedsin dlouha 8 — 10 cm (Marvan a kol., 2011).

3.1.2 Vnitini pohlavni organy- pochva, déloha, vejcovody, vaje¢niky

Pochva je vlastni kopulaéni orgén uloZeny v panvi (Sova a kol., 1981). Je to duty
svalnaty rourovity organ, vystlany sliznici. Pochva je vystlana sliznici krytou vrstevnatym
dlazdicovym epitelem bez zlaz (Reece, 2011). U samic, které dosud nekopulovaly, je
zachovdna hranice mezi pochvou a piedsini. Tato hranice se nazyva panenska blana
(Komarek a kol., 1964).

D¢loha je duty silnosténny organ (Marvan a kol., 2011), zavéSeni celé délohy zajiStuji
Siroké vazy délozni (Komadarek a kol., 1964). Dé&loha je sloZzena z déloZzniho krcku, ktery
doptedu ptechazi v délozni télo, na né€z kranialn€ navazuji dva délozni rohy (Marvan a kol.,
2011). Délozni sténa je slozena ze tii vrstev. Tvofi ji sliznice (endometrium), svalova vrstva
(myometrium) a serdza (perimetrium) (Sova a kol., 1981). U kravy je vyvinut dvourohy typ
délohy (Marvan a kol., 2011). Délka dé€loznich roht u kravy v dosp€losti je 35 - 45 cm. Na
d€lozni rohy kaudélné navazuje délozni télo. U kravy je dlouhé jen 3 cm (Marvan a kol.,

2011).



Délozni kréek je u kravy dlouhy 8 — 12 cm (Marvan a kol., 2011). Déloznim krékem
prochazi kanélek délozniho krcku, ktery je uzavien a otevira se jen béhem fije a porodu
(Jelinek a kol., 2003). U kravy sliznice délozniho kréku neni hladka, ale vytvaii ¢tyfi vysoké
kruhové zédhyby s podélnymi fasami, na nichz se nachazeji nizsi sekundarni fasy (Marvan
a kol., 2011).

Vejcovody jsou parové trubice z hladké svaloviny (Reece, 2011). Ve vejcovodech
dochazi k oplozeni vajicek spermiemi. RozSifend ¢ast vejcovodu, ktera piiléha k ovariu,
vytvaii nalevku vejcovodu (Reece, 2011). U kravy je vejcovod dlouhy 20 - 30 cm. Sténa
vejcovodu je slozena ze sliznice, svaloviny a pobfisnice. Sliznice vejcovodu je kryta
jednovrstevnym az vicetadym cylindrickym epitelem (Marvan a kol., 2011).

Vajecnik je parova samici pohlavni Zldza (Marvan a kol., 2011), produkujici samici
pohlavni buiiky, hormony (Jelinek a kol., 2003). Jsou zavéSeny na vajeénikovém okruzi
a ulozeny v duting panevni, poptipadé v zadni ¢asti dutiny btisni (Komarek a kol., 1964).

Vajec¢nik u kravy je ovalny (Jelinek a kol., 2003). Je relativné maly, velikosti i tvarem
ptipomina plod $vestky. Délka je 3 — 4,5 cm, Sitka 2 - 3 cm a jeho hmotnost je 15 — 20 g
(Marvan a kol., 2011).

Barva vajecniku je Sedortizova a ma tuhoelastickou konzistenci (Marvan a kol., 2011).
Na povrchu vajecniku je epitelova vrstva, pod ni je bélavy obal. Pod bélavym obalem je
vrstva korova (Reece, 2011), pak je centraln€ uloZena dien. V dieni je obsazené kolagenni
vazivo, krevni a lymfatické cévy a nervy (Sova a kol., 1981). Krevni zdsobeni vajecnikli
zajistuje vajenikova tepna. V korové vrstvé jsou obsaZeny folikuly v rizném stadiu vyvoje
(Reece, 2011). V hlubsich vrstvach jsou uloZeny dospivajici folikuly, malé a primarni jsou

bliZze povrchu (Sova a kol., 1981).

3.2 Fyziologie sami¢iho pohlavniho tstroji
3.2.1 Rizeni pohlavnich funkeci samic

Rizeni reprodukéniho procesu a ¢innosti pohlavniho Gstroji je zaloZeno na piisobeni
hormoni a nervové soustavy. Centralni nervova soustava (CNS) ma rozhodujici tillohu, aby
uvedla cely endokrinni mechanismus do chodu (Sova a kol., 1981). CNS zajistuje uloZeni,
uchovani a vybavovani informaci (Reece, 2011).

V mi$nim mozku v prodlouzené mise se nachézi retikularni formace (sitovy utvar),

ktery tvofi Sedou hmotu. Je to seskupeni velkého mnozstvi neuronti, roztrousenymi mezi



nervovymi vldkny. V retikuldrni formaci jsou centra pro vdech, vydech, regulaci krevniho
ob¢hu, sani, vylucovani slin, potu a centra, ktera aktivuji nebo inhibuji mozkovou kiiru.

V koncovém mozku na mozkovych hemisférach se nachazi limbicky systém, ktery se
uplatiiuje pii kontrole bdéni, spanku, pfi fizeni endokrinnich funkci, pii emo¢nich, sexualnich
pochodech a pii rozmnozovani (Komarek a kol., 1964).

Tenka vrstva Sedé hmoty, tvofici povrch plasté koncového mozku, se nazyvad mozkova
ktira. Jsou do ni pfivadény informace z receptort celého téla. Vzruchy klasifikuje, rozlisuje,
seskupuje a uspotradava. Pokud je télo nemocné tlumi reprodukéni funkce.

V mezimozku se nachazi hypotalamus a epifyza (Marvan a kol., 2011).

Hlavni fidici centra pohlavni aktivity tvoii hypotalamo-hypofyzo-ovaridlni osa, je to uzavieny
funkéni okruh (Kudlac¢ a kol., 1987). U neurohumoralniho fizeni jsou pouZzity principy zpé&tné
vazby. Vylucovani ostatnich hormond z mozku tlumi negativni zpétna vazba a uvoliiovani
ur¢itého hormonu stimuluje pozitivni zpétna vazba (Komarek a kol., 1964).
Hypotalamus

Kira koncového mozku pomoci smyslovych organii zaznamenava vlivy a faktory,
které po zpracovani jsou vedeny do hypotalamu. Hypotalamus se skladd z ptedniho
sexualniho centra, kde jsou vzruchy a informace o stavu celého organismu zpracovany
a pomoci impulzi jsou vysledky piedany do zadniho sexualniho centra. V ném je navozena
pulzativni sekrece neurosekretl (hypotalamickych hormoni) (Jelinek a kol., 2003).

V ptfednim sexualnim centru se tvoii hormon oxytocin, ktery zpusobuje kontrakce
hladké svaloviny piedevSim v déloze a mlééné zlaze (Kudlac a kol., 1987).
Hypofyza

Hypofyza se sklada z adenohypofyzy (zlazova ¢ast, predni lalok) a neurohypofyzy
(nervova ¢ast, zadni lalok) (Sova a kol.,, 1981). Transport hormont z hypotalamu do
adenohypofyzy se uskutectiuje portdlnim krevnim obéhem (Konig et Liebich, 2002).
Adenohypofyza tidi rlst, vnitfnosti svald, kosti, $titné zlazy, nadledvin, gonad a mlécné zlazy.
V adenohypofyze se produkuji hormony spojené s reprodukci folikulostimulacni hormon
(FSH), luteiniza¢ni hormon (LH), luteotropni hormon (prolaktin-LTH) (Sova a kol., 1981).

Folikulostimula¢ni hormon (FSH) je glykoprotein. U samic podporuje zrani folikuld.
Vajecnik piipravuje pro G€inek LH. Luteinizacni hormon (LH) je také glykoprotein. Spole¢né
ptusobeni FSH a LH urychli zrani folikuld a dojde k sekreci estrogenti. K ovulaci dojde, kdyz
jsou oba gonadotropiny ptitomny spolec¢né. Luteotropni hormon- prolaktin (LTH) - je Cisty

protein, ma vliv na tvorbu mléka a udrzuje Zluté télisko (Sova a kol., 1981).



Oxytocin hormon neurohypofyzy zptisobuje délozni kontrakce, vyprazdihovani mléka
z alveol a mlékovodi. K uvoliiovani dojde po masazi vemene nebo pfi sdni mladéte. Oxytocin
pusobi po dobu 5 - 10 minut (Sova a kol., 1981).
Vajecniky

Hormony vajecnikli jsou estrogeny a progesteron. Estrogeny se tvoii v Graafovych
folikulech, v placenté, a v malé mife v kife nadledvin (Sova a kol., 1981). Zajist'uji tvorbu
bilkovin, epiteliotropni aktivitu, stimulaci rastu vyvodnych cest mlécné zlazy, zlaz
endometria, navozuji sexudlni chovéni, reguluji sekreci LH, reguluji uvolnovani
prostaglandinu Faat, - PGFoq154 (Reece, 2011).

Progesteron je produkovany zlutym téliskem vajeénikd, placentou a kiirou nadledvin.
Progesteron zajiStuje podporu rastu zlaz endometria, stimuluje sekre¢ni aktivity vejcovodu
a endometrialnich zl4z délohy, stimuluje rist alveol mlécné zldzy, brani déloznim stahlim
béhem gravidity, reguluje sekreci gonadotropint (Reece, 2011).

Hormon relaxin je vyluCovany zlutym téliskem a placentou. Ke konci gravidity jeho
mnozstvi v krvi stoupd. Relaxin vyvolava uvolnéni panevnich vazi pfed porodem, ¢astecné
pusobi na odvapnéni panevni spony (Sova a kol., 1981).

Déloha

V déloze se tvofi hormon prostaglandin Foura - PGFoug, je to derivat kyseliny
arachidonové. PGFy,sa se déle vytvaii v nervové tkéni a folikulech. PGFoq5, ovliviiuje €innost
vajeCnikll, uplatiiuje se pii ovulaci, zpisobuje zanik Zlutého téliska (pokud nedojde
k zabfeznuti), ovliviiuje porod, vyvolava kontrakce, napomaha vyluGovani GnRH

V hypotalamu a produkci steroidti v pohlavnich zlazach (Kudlac a kol., 1987).

3.2.2 Oogeneze

Oogeneze je tvorba oocytl, neboli vyvoj samicich pohlavnich bunék (Frandson et al.,
2009).

Pfed zacatkem oogeneze se bunky nejdiive rozdé€li z jedné matefské na dvé dcefiné.
Bunéény cyklus je cyklus, kterym prochazi buiika mezi svymi délenimi. Interfaze je cas mezi
dvéma délenimi buiiky. Bunéény cyklus na zacatku interfaze zacina G1 fézi, poté nasleduje
S faze, G2 faze a vlastni déleni builkky mitéza a meidza se oznacuji jako M faze. V G1 fazi
probiha intenzivni tvorba RNA a proteosyntéza, tato faze je z bunécného cyklu nejdelsi.
V S fézi probiha replikace DNA, dale zde pokracuje proteosyntéza a tvorba RNA. V G2 fazi

op¢t pokracuje syntéza RNA a proteosyntéza, tato faze je zakoncena zah4jenim M faze



(mitéza, meidza, amitdza). Mitdézou vznikaji somatické builky, meiézou vznikaji pohlavni
bunky (Marvan a kol., 2011).

Amitdéza je piimé déleni buiiky, nedochdzi k rovnomérnému rozdéleni genetické
informace. U amitoézy dojde k zaSkrceni arozd€leni bunky. Mitéza je jaderné déleni. Pii
mitdze vznikaji z jedné matetské dvé zcela stejné dcefiné bunky. Mitéza ma 4 faze: Profaze,
Metafaze, Anafaze, Telofaze. Meidza je redukcni déleni bunky a zahrnuje dvé po sobé jdouci
dé€leni. Meidza 1. je redukeni (heterotypické) déleni, dojde zde k redukci poctu chromozomii
na polovinu, z rodi¢ovské diploidni vzniknou dvé dcefiné haploidni buniky (Frandson et al.,
2009). Faze déleni jsou Profaze I, ta ma pét stadii (Leptoténe, Zygoténe, Pachyténe,
Diploténe, Diakinéze), Metafaze 1, Anafize 1, Telofaze 1. Meidza II. je ekvacéni
(homeotypické) dé€leni, zde se sesterské chromatidy rozdé€li do dvou dcefinych bunék. Faze
jsou Profaze II, Metafaze II, Anafaze II, Telofaze II (Marvan a kol., 2011)

Oogeneze probiha ve tfech fazich: rozmnozovani, rist, zrani (Sova a kol., 1981).

Féaze rozmnoZovani za¢ina uz v prenatalnim obdobi na povrchu vaje¢niku, kdy se oogonie,
buiiky zarode¢ného epitelu, n€kolikrat za sebou mitoticky déli. Vznikne velké mnozZstvi
oogonii, které se pfesunou z povrchu vaje¢niku do klry pod vazivovy obal. Tam se kazda
Z bungk, jako jiz primarni oocyt, obali jednou vrstvou folikularnich bunék (Sova a kol., 1981).
Pfeména oogonii v primarni oocyty probihd na vajecnicich do konce prenatalniho obdobi,
potom jiz zadné primarni oocyty nevznikaji (Verlhac a Villeneuve, 2010).

Faze ristu je velmi dlouhé obdobi a trva az do ukonceni pohlavni ¢innosti. Pii kazdém
ovaridlnim cyklu do této faze vstupuje nékolik primarnich oocytl. V této fazi roste jadro,
hromadi se zloutkové inkluze, vznikaji a hromadi se kortikalni zrna pod jadernou membranou.
V této fazi dojde k mnoZeni cytoplazmy oocytii a bun¢k obklopujicich oocyt, a dale se vytvofi
membrana oocytu (Marvan a kol., 2011).

Faze zrani je poslednim stadiem vyvoje vajicka. Je velmi kratkd, u kravy trva 22 - 24
hodin. Féaze je charakteristickd dvéma zracimi délenimi. Jeji pocatek probéhl jiz v prenatalnim
obdobi, kdy byl pterusen v diplotentnim stadiu prvniho zraciho déleni. Tato faze se dokoncuje
pred ovulaci (Verlhac a Villeneuve, 2010). V jadfe oocytu se tvoii délici vieténko a mizi
jadernd membrana, dochazi ke konjugaci chromozomil v jadfe oocytu a k vyméné genového
materidlu. Nasleduje metataze prvniho zraciho déleni, kdy se jedna sada chromozomt spolu
s malym mnozstvim cytoplazmy oddéli od oocytu. Vznikly utvar se oznacuje jako poloveé

télisko. Primarni oocyt se tedy rozdéli na oocyt II. f&du a na polové télisko (Sova a kol.,
1981).



Oocyt vstoupi do druhého zraciho dé€leni, které se pferusi v metafazi. Zraly oocyt je pfi
ovulaci v metafazi druhého zraciho déleni a obsahuje haploidni poc¢et chromozomii. Druhé
zraci déleni je dokonceno jen v piipadé, Ze dojde k oplozeni. Pfi oogenezi vznikne tedy jedno
oplozeni schopné vajicko a tfi polova téliska (Frandson et al., 2009). Pokud nedojde

k oplozeni, druhé zraci déleni se nedokonci a burika zanikne (Jelinek a kol., 2003).

3.2.3 Folikulogeneze

Folikuly rozdélujeme na primordidlni, primérni, sekundarni a tercialni folikuly. Folikuly
jsou prostory ve vajecnicich, které umoziuji vajicku plnit gametogenezi (Van den Hurk et al.,
1997). Folikulogeneze je charakterizovana dvéma fazemi. Prvni z nich je preantrdlni faze,
kterd zahrnuje tvorbu primordidlnich, primarnich a sekundéarnich folikull. Tato féaze
nepodléhd kontrole gonadotropiny, které produkuje adenohypofyza. Gonadotropiny jsou
hormony, které podporuji vyvoj gonad. Druha faze je antralni faze, ktera je jiz fizena

gonadotropiny. Pasobi zde luteiniza¢ni hormon a folikulo-stimulaéni hormon (Fair, 2003).

3.2.3.1 Rust a zrani folikulu

Primordialni folikuly se skladaji z netplné vrstvy plochych epitelovych bunék,
pochazejicich ze zarodecného epitelu (Adams et al., 2008). Primordialnich folikuld, které
obklopuji oogonii, obsahuji vajeéniky po narozeni az stovky tisic. Primér primordidlniho
folikulu se pohybuje mezi 30 — 50 um. Postupné folikul ziskava vrstvu granuléznich bunék,
a stava se z n¢j primarni folikul (Van den Hurk et al., 1997).

Primarni folikuly jsou ulozeny ve vaje¢nikové kiife ptimo pod bélavym obalem. Jsou
to kulovité utvary (Marvan a kol., 2011), které maji u skotu primér 40 - 60 um (Van den
Hurk et al., 1997). Primarni folikuly se skladaji z oocytu, obklopené jednou celistvou vrstvou
folikularnich bunék (Frandson et al., 2009). Tyto folikuly se s nastupem puberty zacinaji
menit a zvEétSovat na sekundarni (rostouci) folikuly. Rust primérniho folikulu je podminén
zvétSovanim oocytu (Marvan a kol., 2011).

Folikularni buiniky se zvétSuji, mitoticky déli a u sekundarnich folikuld je pohlavni
burnka obalena jiz mnoha vrstvami folikularnich bunék (Komarek a kol., 1964). Vnéjsi obal
kolem vaje¢né bunky je zona pellucida. Je to prasvitna blanka slozena z glykoproteint
(Frandson et al., 2009). Vnitini vrstva bun¢k rostouciho folikulu ma cylindricky tvar a nazyva
se corona radiata (Marvan a kol., 2011). U sekundarnich folikulti se ke konci stadia folikularni
bunky diferencuji v buniky granulézni (Dolezel, 2009). U krav se tvoii 6 - 10 vrstev

granuloznich bunék (Van den Hurk et al., 1997). Pod vlivem LH se produkuje androstendion



a testosteron a mnozi se thekdlni bunky, které pronikaji do granuldézy. Gonadrotropin
podnécuje granulozni buniky k tvorbé folikularni tekutiny a k mitdze (Frandson et al., 2009).
Stérbiny vyplnéné mokem se sliji a vytvoii se jednotna dutina obsahujici folikularni tekutinu,
tim se sekundarni folikul zméni v tercidlni folikul (Marvan a kol., 2011).

Tercialni folikul vznika, kdyz se primarni oocyt zvétsi, zmnozi se folikularni bunky
a cast folikulu se vyklene nad povrch vajeéniku (Marvan a kol.,, 2011). Posledni fazi
tercialniho folikulu je Graaftv folikul, ktery ma vice nez 6 vrstev granul6znich bunék (Adams
et al., 2008). Tento folikul vycniva z ovariadlniho povrchu a da se nahmatat. U kravy je jeho
prumér 1 - 2 cm (Frandson et al., 2009). Stény Graafova folikulu tvofi na jeho povrchu obal
Theca folliculi, ktery ma vné&jsi (Theca folliculi externa) a vnitini (Theca folliculi interna)
vrstvu (Marvan a kol., 2011). U kravy se vice vyviji jeden folikul rychleji neZ ostatni a pfi
ovulaci se uvolni pouze jedno vajicko. Zbytek folikula tvoti atretické folikuly, které podléhaji
artrézi (Frandson et al., 2009).

Inhibin a estrogeny maji negativni zpétnovazebny ucinek na vyluCovani FSH
Z adenohypofyzy, pomalu se vyvijejici folikuly zanikaji kvuli poklesu FSH. Granul6ozni
buiiky produkuji estrogeny, které¢ naopak podporuji vyvoj folikulu. Tato vazba urcuje, ktery

z rozvijejicich se folikult bude ovulovat (Frandson et al., 2009).

3.2.3.2 Biochemie folikularni tekutiny

Folikularni tekutina je naZzloutla viskozni tekutina, kterd se pohybuje v prostorech
ovarialnich folikuld (Frandson et al., 2009), m& vyznamnou roli ve fyziologickych,
biochemickych a metabolickych procesech jaderného a cytoplazmatického zrani oocyti.
Funkce folikularni tekutiny: zah4jeni ristu folikull, zrdni oocytil, ovulace a transport vajicek
do vajec¢niku. Stimula¢ni a inhibi¢ni latky v tekutiné ovliviiuji cyklus folikuld (Hafez, and
Hafez, 2000).

Obsahuje aminokyseliny, proteiny, enzymy (proteasy, peptidasy), cukry,
gonadotropiny, glykoproteiny, imunoglobuliny, mukopolysacharidy, soli. Enzymy
napomahaji prasknuti stény folikulu a dale ovulaci. Aminokyseliny jsou zdkladni stavebni
slozkou proteini (bilkovin). Bilkoviny maji stavebni, transportni a ochranné funkce. Cukry
jsou zdroj energie, stavebnich a zasobnich latek. Gonadotropiny stimuluji vyvoj pohlavnich
organti. Imunoglobuliny jsou latky, které tvoii obranou funkci proti parazitim, bakteriim

(Frandson et al., 2009).



3.2.3.3 Ovulace

Ovulaci nazyvame prasknuti Graafova folikulu a uvolnéni pohlavni bunky. V misté
prasklého Graafova folikulu se po ovulaci zane vyvijet Zluté télisko, které vytvari hormon
progesteron. Je-li vajicko oplozeno, zluté¢ télisko se zvétSuje a zlstava po celou dobu
gravidity, mizi az po porodu (Komarek a kol., 1964). Ovulace probiha 8 - 12 hodin po fiji,
u krav je ovulace spontanni (samovolna) (Dolezel, 2009).

Oocyt ovuluje v metafazi II., zaroven v této fazi mize byt oplozen (Hafez, and Hafez
2000).

3.2.4 Estralni cyklus

Estralni (fijovy) cyklus je fyziologicky dé&j, pfi kterém se periodicky na pohlavnich
organech samice vytvareji pfiznivé podminky pro oplozeni vajicka a vyvoj plodu. Estralni
cyklus se objevuje v pohlavni dospélosti, u kravy to je v 8 - 12 mésicich (Marvan a kol.,
2011). Kravy jsou polyestrickd zvifata a doba trvani jednoho fijového cyklu se pohybuje
vV rozmezi 17 az 25 dnti. U jalovic to je v priméru 20 dnt, u krav 21 dnti. Estralni cyklus se

déli na 4 faze proestrus, estrus, metestrus, diestrus (Dolezel, 2009).

3.2.4.1 Fyziologie estralniho cyklu

Proestrus je faze prediijova. U krav je to 19. az 21. den cyklu. Na vajecnicich vlivem
FSH dozrava a roste Graafuv folikul, v némzZ se tvoii zvySené mnozstvi estrogenu (Frandson
et al., 2009). Pod vlivem hormonu PGF,, dojde k zaniku zlutého téliska, které bylo soucasti
predchoziho cyklu. V této fazi se objevuji prvni ptiznaky fije, zafind tvorba cervikalniho
hlenu a dochazi k zarudnuti a otoku vné&jSich genitalii (Jelinek a kol., 2003).

Estrus (fije) je nejdalezitéjsi casti estralniho cyklu. U krav 1. az 2. den cyklu. Tato faze
je nejvhodnéjsi pro inseminaci nebo pfirozenou plemenitbu, délka této faze u kravy je 12 az
24 hodin (Dolezel, 2009). V pocatcich fije ptisobi hormon FSH, v prib¢hu se zacne vice
uvoliiovat LH. V urcité fazi se zvysi hladina estrogenil a zacnou blokovat uvoliovani FSH
(Sova a kol., 1981). Na vajecnicich v obdobi fije dozravd dominantni preovula¢ni folikul,
ktery dosahuje velikosti 16 - 23 mm (Dolezel, 2009). D¢lozni kréek se otevira a z vulvy
vytékd hlenovity, husty sekret. Dochazi k ptekrveni celého pohlavniho ustroji, zdufeni
stydkych pyskt (Marvan a kol., 2011).

Metestrus je poiijova faze (Frandson et al., 2009), kterd trva od 2. do 5. dne cyklu.
U kravy kdyz odezni zevni pfiznaky fije, dochazi vlivem LH za 8 - 12 hodin k ovulaci. Po

prasknuti folikulu zaéne na jeho misté vznikat Zluté télisko (Sova a kol., 1981). V této fazi se
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snizi hladina estrogenu, a zvy$i se hladina progesteronu. Také dochazi k metestrickému
krvaceni, po skonceni fije z vulvy zacne vytékat krvavy vytok (Frandson et al., 2009).
Diestrus je mezifijové obdobi. U krav je to 6.—18. den cyklu. V této fazi roste Zluté
télisko. Pokud nedojde k oplozeni, odezni Uc€inky progesteronu a zluté télisko zanikne, poté
nastoupi znovu proestrus. Zanik zlutého téliska zpisobuje produkce prostaglandinu, ktery se
uvolnuje z endometria. Pokud dojde k oplozeni, zluté télisko na vajecniku zlstava (Sova
a kol., 1981). Progesteron pfipravuje délohu na pfijem embrya.
Proestrus a estrus se souhrnné oznacuji jako proliferaéni (estrogenni), a to proto, Ze
V nich prevazuje hladina 17-estradiolu a dochézi k proliferativnim zméndm na pohlavnim
ustroji. Metestrus a diestrus se oznacuji jako sekrecni (progesteronova) faze, v jejimz prabéhu
pfevazuje v téle zvifat hormon progesteron a na pohlavnim ustroji probihaji sekre¢ni zmény

(Jelinek a kol., 2003).

3.2.5 Oplozeni a rany embryonalni vyvoj

Embryonalni vyvoj za¢ina oplozenim vajicka. Je to proces splynuti sam¢ich a samicich
pohlavnich haploidnich bunék (Kudla¢ a kol., 1987). Oplozeni trva 20 - 24 hodin, a dochazi
Knému v druhé tietiné vejcovodu. Po oplozeni vznikne zygota s diploidnim poctem
chromozomu (Verlhac a Villeneuve, 2010).

Oplozeni ma nékolik fazi. Prvni faze je sblizovani gamet, kdy se spermie transportuji
K mistu oplozeni do vejcovodu. Spermie pii prichodu pohlavnim ustrojim samice prochazeji
procesem kapacitace spermii, kdy spermie dozravaji a ziskdvaji oplozovaci schopnost. Druha
faze je penetrace. Penetrace je slozity proces, kdy oocyt je v metatazi druhého zraciho d€leni
a spermie v této fazi pronikaji do oocytu. Pfi pronikani spermie do oocytu vznika kortikalni
reakce, kterd vylouci obsah kortikalnich zrn oocytu. Kortikdlni zrna obsahuji hydrolytické
enzymy, které zméni vlastnosti bunééné membrany oocytu a zona pellucida (Marvan a kol.,
2011). Pomoci této reakce je zabranéno priniku dalSich spermii do cytoplazmy oocytu.
V posledni fazi se po proniknuti spermie do oocytu dokonci druhé zraci déleni (Peters and
Ball, 1995).

Po proniknuti se tvofi prvojadra (jadra vajicka, spermii) s ndslednou syngamii jader.
Prvojadra se zvétSuji, dojde k vymeéné genetické informace a poté nastoupi mitotické déleni
(ryhovani) (Peters and Ball, 1995).

Zygota se nékolikrat mitoticky déli na 2, 4, 8, 16 bun¢k a poté se z ni stava morula,

blastocysta, gastrula (Frandson et al., 2009).
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Déleni buné€k se nazyva ryhovani a u kravy trva 6 - 7 dni. U kravy se za 40 - 56 hodin po
ovulaci zygota rozdé€li na dvé buiky, tyto bunky se nazyvaji blastomery. Poté pokracuje dale
ryhovani, kdy se embryo dvoubunétné rozdéli postupné na 4, 8 a 16 blastomer. Embryo
u kravy sestupuje z vejcovodu do délohy ve stadiu 8-16 blastomer. Sestup trva 3 - 4 dny
(Marvan a kol., 2011).

U kravy dojde k poslednimu déleni na 32 blastomer az v déloze. Tento mnohobunéény
utvar se nazyva Casna morula a vznika 5. den po oplozeni. Poté se z ni stava 6. den po
oplozeni morula. Sedmy az osmy den se z moruly stava blastocysta, ve které je shluk bun¢k
(embryoblast) a dutina naplnénd tekutinou zvana blastocel. Rist embrya je zdvisly na
odstranéni zona pellucida (hathing), u skotu k tomu dochazi 8. az 9. den po ovulaci. Dutina
blastocysty se zvétSuje, dochazi k dalsimu déleni bungk, zona pellucida praska a dochazi
k vyklubani (Peters and Ball, 1995).

Embryoblast dava zaklad télu mladéte. Pozdéji se z vnéjsiho obalu (trofoblastu)
vytvoii placenta, ktera vyzivuje plod az do porodu (Peters and Ball, 1995). Dale se tvofi tii
zarodééné listy ektoderm, mezoderm a entoderm (gastrulace) a ve tfetim tydnu dochazi
K tvorbé plodovych obali (amnion, chorion a allantois) (Kudla¢ a kol., 1987). Nervovy
systém, klize, kopyta a mlécna zlaza vznikaji z ektodermu. Svaly, kosti, ¢ast reprodukéniho
systému vznikd z mezodermu, a dychaci systém reprodukcni systém a travici soustava
z entodermu. Po vytvofeni organovych soustav se stane embryo plodem, u skotu tomu dojde

na konci druhého mésice gravidity (Verlhac a Villeneuve, 2010).

3.3 Invitro produkce embryi u krav

In vitro oplozeni a produkce embryi patii mezi reproduk¢ni biotechnologické metody,
které jsou povaZovany za dileZzité, protoZe vedou k rychlému zvySeni genetického pokroku
u zvitat. Jednim z hlavnich divodi produkce embryi in vitro je v rychlosti vyprodukovani
velkého mnozstvi embryi, pro zlep$eni genetiky ve stad¢ (Vieira et al., 2014). V roce 1959 byl
kralik prvnim sav€éim druhem, u kterého byli produkovani Zivi potomci pomoci IVF.
Z latinského puivodu znamena in vitro fertilizace ,,oplodnéni ve zkumavce* (Schatten and
Constantinescu, 2007). V dnesni dobé se pouziva predevSim u skotu k ziskani geneticky
cennych embryi od vysokouzitkovych krav (Lopatafovd a kol.,, 2009). Existuje tada
odbornikti a spole¢nosti, ktefi se timto zabyvaji a sluzbu nabizeji. Uginnost in vitro
technologii ovliviiji faktory, jako je zdravotni stav darce, kvalita oocytd nebo technika
pouzitd pro kultivaci embrya (Galli et al., 1996). Prvni Zivé tele pomoci IVF se narodilo

v roce 1981 jako vysledek ptrenosu 4-bunécného embrya do vejcovodu kravy, ale uz v roce
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1987 se pienasela vyvinuta a in vitro vyprodukovana embrya ve stadiu blastocysty, ze kterych
se rodila telata (Schatten and Constantinescu, 2007).

In vitro produkce embryi je sofistikovana biotechnologicka metoda, kterou Ize rozdélit do
nekolika ¢asti, a to na odbér oocytii a dokonceni tii fazi: zrani IVM (maturace), oplozeni IVF

(fertilizace), kultivace 1\VVC (culture) (Wrenzycki et Stinshoff, 2015).

cono« e o anm
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Schéma fazi in vitro produkce embryi (Wrenzycki et Stinshoff, 2015)
3.3.1 Odbér oocyti

Oocyty se daji u krav ziskavat jak za podminek in vivo (z zivé kravy), tak za podminek
in vitro (po smrti kravy, v laboratoii), (Cech, 2009).

3.3.1.1 Odbér oocytl in vivo

Odbér oocytu in Vvivo je metoda, pfi které ziskavame oocyty od zivych darcovskych
zvirat (Galli et al., 2001). Odbér oocytu in vivo se provadi jednou az dvakrat za tyden a mtize
byt provadén dal po mnoho tydna (Galli et al., 1996). Tato technika odbéru od zivych darct je
velmi univerzalni. ProtoZe u této metody neni vyZadovana Zadna hormondlni stimulace, proto
muze byt provadéna u vSech v€kovych kategorii, od dvoumésicnich telatek az po staré kravy.
Pouziva se jak u suchostojnych, laktujicich, tak i biezich darct do 4 mésice (Galli et al.,
2001). Pro odbér oocytd Iin vivo mizeme pouzit napiiklad transvaginalni ultrazvukovou

punkci, laparotomii, a laparoskopii (Bols et al., 1995).
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Transvaginalni ultrazvukova punkce — OPU (ovum pick-up)

Tato metoda je nejbéznéji pouzivana. Byla prokazéana jako velmi spésna technika pro
odbér oocytu, ktera je velmi Casto opakovatelna. Oocyty se touto metodou mohou odebirat
2 krat tydné a muzeme ji provadét vice tydni po sobé. I kdyZ se oocyty mohou odebirat 2 krat
tydné, neovlivituje to negativné zdravotni stav zvifete nebo jeho reprodukéni schopnosti
a navic stres zvifat je minimalni (Hashimoto et al., 1999).

Zatizeni pro odbér transvaginalni ultrazvukovou punkci je jehlovy navadéci systém
S jednorazovymi jehlami z nerezové oceli a ultrazvukovou sondou. Jehly se pfipojuji na
silikonovou hadicku, kterou prochazi trubic¢ka z nerezavéjici oceli o délce 60 cm a priméru
6 mm, Kk niz se piichyti jehla. Jehlovy navadéci systém je umistén do drzaku z nerezové oceli,
ktery ma primér 45 mm a je vhodny jak pro jalovice, tak i pro kravy. Rukojet’ ma takové
uzpusobeni, aby umoznilo zavést zafizeni pro OPU do pochvy tak, Ze rukojet’ je opiena
0 pravou stranu zvitete a leva ruka je volna pro manipulaci s jehlou. Zafizeni je pfipojeno na
saci Cerpadlo, které vytvari podtlak. Dale je zde pfipojeno sbéraci zafizeni s filtrem, do
kterého se odsava odebrana folikularni tekutina (Bols et al., 1995).

Pied provedenim transvaginalni ultrazvukové punkce je tfeba zvife zafixovat ve
specidlni fixacni kleci. Po vydezinfikovani vné€j$ich pohlavnich organt se jiz muze pfistoupit
k samotnému odbéru. Jehlovy navadéci systém s ultrazvukovou sondou vlozime do pochvy
a druhou rukou pfes rektum vajecnik pfitdhneme a pfitiskneme k ultrazvukové sondég, aby
mezi nimi byla jen poSevni sténa. Poté dojde k propichnuti poSevni stény a dale folikulu,
ktery je na vaje¢niku. Folikularni obsah je odsavan do nahtaté tekutiny (Elder et al., 2003).

Machatkova a kol. (2009) uvadi, ze u transvaginalniho odbéru oocytii pomoci
sonografie je dosahovano 60% uspéSnosti, v priméru se ziskd 6 - 8 oocytd na donorku
a aspiraci. Ale zaroven Galli et al., (2001) uvadi, ze z jednoho odbéru ziskame pramérné 8 az
10 oocytli, vhodné jsou vSak vétSinou dva.

Moznosti pro zvySeni poctu oocytlje nasuperstimulovani zvifete. Superovulace je
metoda, ktera uméle vyvola rust, zrani a ovulaci velkého mnozstvi folikuld, nez by tomu bylo
pii prirozené tiji (Mapletoft et al., 2002). Aby se mohla zahajit hormonalni stimulace, musi
byt pfitomno na vajeCnicich velké mnozstvi malych folikulti. Proto je superovulace
zahajovana v dob¢, kdy nastane rustova faze folikularni viny. K aplikaci FSH dojde v den
vzniku folikuldrni viny nebo den po jejim vzniku. Pfi hormondlni stimulaci nesmi byt
ptfitomen na vaje¢niku dominantni folikul, protoze zhorSuje vysledky superovulace (Hesser et
al.,, 2011). Kvyvolani superovulace se pouzivaji hormonalni preparaty, jako jsou

gonadotropiny (Mapletoft et al., 2013). Tyto preparaty se nejCastéji aplikuji v poloving
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estralniho cyklu. Cilem superovulace je ziskat velké mnozstvi oocytid od vysokouZzitkovych
krav a geneticky cennych plemenic (Hesser et al., 2011).

U krav se kvyvolani superovulace nejcastéji pouzivaji rizné typy gonadotropind.
Gonadotropiny se bud’ ziskéavaji z extraktu hypofyz prasat (pFSH) a ovci (oFSH), nebo dale
se pouziva preparat equinni choriovy gonadotropin (eCG) (Hesser et al., 2011).

Nejcastéji se pouziva v praxi hypofyzarni FSH. V tomto preparatu kromé FSH je i LH.
U preparatli se posuzuje polocas jejich rozpadu, kdy u FSH je to pét hodin a méné¢. Je proto
nutné aplikaci tohoto preparatu opakovat. K aplikaci FSH se nejcastéji pouziva metoda
sestupnych davek, kterou aplikujeme dvakrat denné po dobu ¢tyf dnli ve dvanactihodinovych
intervalech (Bo6 et Mapletoft, 2014).

eCQG je glykoprotein, ktery ma jak tc¢inek FSH, tak i LH. M4 prodlouZenou biologickou
aktivitu. Tento preparat se v praxi moc nevyuziva, jelikoz ma dlouhodoby ucinek,
s negativnim dopadem na vyskyt neovulovanych folikuli a pokracujici stimulaci vajecnikti
(Mapletoft et al., 2013). U krav je poloc¢as rozpadu eCG az 40 hodin a v krvi se vyskytuje az
8- 10 dni. Tento pfipravek se aplikuje v mnozstvi kolem 3000IU. Aplikuje se 16. den
estralniho cyklu mezi lutealni a folikularni fazi (Mapletoft et al., 2002).

Laparotomie

Pfi laparotomii se zavede trokar pfes poSevni klenbu. Jeho soucasti je set, ktery tvofi
svétlo, endoskop, punkéni jehla s hadickou. Rektdlné se nadzvednou vajecniky k blizkosti
endoskopu a folikuly se odsaji. Druhym zptisobem laparotomické metody je zavedeni jehly
pomoci dvou trokartl v misté pravé hladové jamy (Cech, 2009).
Laparoskopie

Tato metoda se provadi 8. az 12. den estralniho cyklu. Laparoskopické ziskavani
oocytl se provadi pies pravy bok kravy, v misté hladové jamy. Oocyty se odsavaji G-spinalni
jehlou ve vakuu 100 mm Hg (Schellander et al., 1989).

3.3.1.2 Odbér oocytl in vitro

Odbér oocyta in vitro se provadi po smrti kravy, kdy se vaje¢niky odeberou az po
porazce zvifete (Cech, 2009). Machatkova a kol. (2009) uvadi, Ze pocet oocytll ziskanych post
morten je v rozmezi 5 az 50 oocytl, prumérné vsak je mozné izolovat 15 oocyti.

Vajecniky odebrané na jatkdch deset minut po porazce se umisti do zahratého
fyziologického roztoku, ve kterém vydrzi pii teploté 37°C az 3 hodiny (Sanbuisshoet al.,
1989).
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Dal$im moznym zpisobem jak transportovat vajecniky z jatek do laboratofe je
transport vajecnikii pfi 37°C v Dulbecco médiu. V tomto médiu je asi dvakrat vétsi
koncentrace aminokyselin a ¢tyfikrat vétsi koncentrace vitamint. Oproti podobnym médiim je
obohacené o antibiotika. Déle se v tomto médiu vyskytuje pyruvat sodny, dusi¢nan Zelezity
a nékteré dopliikové aminokyseliny, které nejsou vzdy neesencidlni. Origindlni sloZeni tohoto
na 4,500 mg/L (Cech, 2009).

Dalsi moznou metodou jak transportovat vajecniky z jatek je umisténi odebranych
vajecnikt do plastového sacku bez kapaliny a piepravit jev izolované bedné, pii teploté 28°C
(Hasler et al., 1997).

Yang et al. (1990) uvadéji, ze vajeéniky, které jsou odebrané na jatkach, mohou byt
uchovavany po dobu az 8 hodin pii teplot¢ 25°C bez snizeni uspé&S$nosti oplozeni in vitro,
a schopnosti vyvijet se do kvalitnich blastocyst. Nicmén¢ dale uvadéji, ze skladovani po dobu
4 hodin pii 37°C nebo pii 4°C vedlo ke snizeni zivotaschopnosti oocytt.

Po pievozu z jatek se vajeéniky oplachnou vodou o teploté 28°C, vlozi se na 5 minut
do vody s piidavkem 1% roztoku Nolvasanu a isticiho roztoku, znovu se odebrané vajecniky
proplachnou vodou a jsou uskladnény pii teploté 23 - 27°C (Hasler et al., 1997).

Poté se ziskavaji oocyty z folikull, kdyz vajecnik vezmeme do ruky, jsou na ném
viditelné folikuly o riznych velikostech. Velké (10 - 15 mm), stfedni (6 - 9 mm), nebo malé
(2 - 5 mm) folikuly, ze kterych jsou pak odebirany oocyty (Machatkova a kol., 2009).
Vétsinou se uvadi, ze vhodné folikuly jsou o velikosti 2 az 5 mm (Bols et al., 1995). Nicméné
Staigmiller (1988) fika, ze by se pro in vitro mély pouzivat oocyty ze stfedné velkych
folikult. Sanbuissho et al.(1989), uvadgji, ze vhodné folikuly jsou o velikosti 3 az 10 mm.

Pouzivané metody pro sbér oocytl z vajecniku jsou krajeni, disekce, roziezavani kiry
vyhodnd v tom, Ze umoziuje izolaci jednotlivych folikuld a da se stanovit jejich velikost pred
sbérem oocytt (Galli et al., 1996). Ovsem nejpouzivanéjsi technika zisku oocytli z vaje¢niku
Vv laboratornich podminkach je aspirace oocytl z folikulli. Pomoci tenké jehly a injekéni
stiikacky, nebo pouzitim podtlakové pumpy, se odsaje folikularni tekutina, kterd obsahuje
kumulo-oocytarni-komplex (COC), coz jsou oocyty obklopené kumularnimi buiikami (Hasler
etal., 1995).

Dalsi zajimava metoda, kterou Ize vyuzit pro sbér oocytl z vajecniku,je metoda TAO
(transplanta¢ni a aspiracni vajecnik). Tato metoda umoziuje ptimou vizualizaci folikuldi pro

aspiraci oocyti transilluminaci ovarialni meduly a kiry. Umoziiuje pomoci centralniho
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osvétleni pres plexisklovou ty¢ vidét a identifikovat mnohem vice viditelnych folikulii
(Gordon, 2003).

Nevyhodou odbéru oocyti in vitro je dlouhy ¢as mezi sbérem oocytli a umisténim do
kultivaéniho média. U této techniky ziskdme pouze limitovany pocet oocytu (Bols et al.,
1995).

Jakmile se oocyty ziskaji, existuje n€kolik zplisobtl, co s nimi ud¢lat, ovS§em vSechny
systémy vedou k tomu, Ze oocyty se daji do prostfedi, ve kterém se pak mohou hodnotit
(Gordon, 2003). Gibbons et al.(1995) uvadi, Ze oocyty, které jsou odebrany a shromazdény ve
sbérmé nadobé, se nejdiive proplachnou roztokem PBS obohacenym o 10% v/v NCS (New
born Calf Serum - novorozenecké teleci sérum), 1% v/v penicilin streptomycin a 25 U/mi
heparinu. Schellander et al.(1989) uvadi jiny zptsob, a to takovy, ze po aspiraci folikuld byla
ziedéna folikularni tekutina zahtata na teplotu 38 °C. Oocyty jsou poté tiikrat promyty
vroztoku TALP (Schellander et al., 1989). Roztok TALP je thyroidni preparat, ktery
obsahuje 25 mM hydrogenuhli¢itanu sodného a 0,6 % BSA (bovinni sérovy albumin), ktery
tam je jako zdroj proteint, dale obsahuje laktat sodny a pyruvat sodny jako zdroj energie
(Gordon, 2003). Dale jsou oocyty ulozeny do Petriho misek o objemu 35 ml, do jedné kapky
roztoku TALP pod 4 ml silikonového oleje. Poté nastava hodnoceni odebranych oocyti
(Schellander et al., 1989).

Arlotto et al. (1996) hodnotili, jak pusobi zdroje folikulti a velikosti oocytli na in vitro
zrani a produkci embryi skotu. V prvni fazi bylo zjiSténo, ze oocyty pokracuji v ristu u vSech
studovanych folikularnich velikosti 1 az 15 mm. Oocyty byly odebrany ze stejnych vaje¢nik,
z viditelnych (perifernich) a kortikalnich folikuld. Mnozstvi odebranych oocyti bylo
dvojnasobné vyssi, nez by tomu bylo zjednoho ovaridlniho mista. Oocyty, které byly
odebrany z kortikalnich folikuld, byly mensi a mély nizsi potencial jak pro meiotické zrani,
tak i pro vyvoj embryi, nez oocyty z povrchu. Jenom Vv praméru nejvétsi kortikalni oocyty
prodélaly in vitro zrani, a poté se vyvinuly na blastocysty stejnou rychlosti, jako oocyty

z perifernich folikula.

3.3.2 Hodnoceni oocytu

Ne vSechny oocyty, které se ziskaji z vaje¢nikti krav, maji schopnost vyvinout se do
zivotaschopnych embryi. Po odbéru se musi vybrat nejlepsi kumulo-oocytarni komplexy pro
in vitro zrani, a proto je zapotiebi nejdiive oocyty ohodnotit. Pfi hodnoceni oocyti se
pouzivaji riizné systémy. VétSina systému je zavisld na vizudlnim a subjektivnim posouzeni

Vv laboratofi. Vybér oocyt pro in vitro zrani se posuzuje z hlediska mnozstvi a uspotfadani
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kumularnich bun¢k, dale podle stavu cytoplazmy a velikosti oocytd (Gordon, 2003).
Kumularni buniky jsou populaci granuldznich bunék, které oocytim poskytuji vyznamné
funkce, jako je naptiklad poskytovani dalezitych nutri¢nich latek, které podporuji jejich vyvoj
a rust, ucastni se formovani zona pellucida a corona radiata, Gi¢astni se formovani proteinii
a kyseliny hyaluronové, kterd je velice dllezitd pro transport a zachyceni spermii ve
vejcovodech. Hodnoceni oocytil se provadi pod stereomikroskopem (Galli et al., 1996).

Dle Hawk and Wall (1994) lIze rozdélit oocyty do tii skupin. Prvni skupina zahrnuje
oocyty dobré¢ kvality, tyto oocyty jsou obklopeny kompaktnimi vrstvami kumularnich bunék.
Cytoplazma je zietelnd, vyrovnand, hustd a jemné granulovand. Celkové je COC svétla
a pruhlednd. Druhd skupina zahrnuje oocyty stfedni kvality, tyto oocyty jsou obklopeny
kompaktni vrstvou kumularnich buné€k, které pokryvaji celou zona pellucida anebo alespoii
jeji ¢ast. Cytoplazma neni zfetelné vidét, ma jemné az stfedné velké granulovani. Celkové je
COC mirn¢ tmavsi a méné pruhledna. Tieti skupina zahrnuje oocyty Spatné kvality, které
nejsou obklopeny kumularnimi bunkami. Cytoplazma je svétle hnéda az Cerna, ma velmi
tmavé oblasti a hrubé granulovani. Oocyty jsou deformované. Celkové je COC tmava
anepravidelna. Navic Hazeleger, et al., (1995) dodava, Ze oocyty pouzivané pro in vitro
produkci embryi by méli mit v priméru vice nez 120 mm.

Dalsi systém hodnoceni publikovali Galli et al. (1996) and Hasler et al. (1995). A ty
hodnoti oocyty pouze podle mnoZzstvi kumuldrnich bunck, kterymi je oocyt obklopen.
Rozdé€luji je do ¢ty skupin, nejlepSi oocyty jsou takové, které maji 4 a vice vrstev
kumularnich bunék. Do druhé skupiny fadime oocyty se tiemi a jednou vrstvou kumularnich
bunék. Poté dalsi skupina zahrnuje oocyty, které nemaji vrstvu kumularnich bunék, nebo
vrstvu maji jen ¢asteCné. A nejhorsi skupina zahrnuje oocyty degenerované, oocyty u kterych
jsou kumularni burniky rozsifené.

Pro in vitro produkci embryi jsou dale vybirany oocyty, které maji alespon jednu
vrstvu kumularnich bunék, nejlépe vSak je, kdyz jsou oocyty obklopeny ctyfmi a vice
vrstvami kumularnich bunék (Hasler et al., 1995), avsak minimalni pfedpoklad vyvinout se do
stadia blastocysty maji oocyty s minimem kumularnich bunék (Gordon, 2003). Oocyty, které
jsou obklopeny tésnou, uplnou, vicevrstevnou kumuldrni vrstvou, jsou nejvice schopné
podstupovat in vitro zrani a oplozeni (Greve and Madison, 1991).

Grimes and Ireland, (1986) uvadi, Ze pro vybér oocyta pro in vitro se da pouzit
I makroskopicky vzhled folikulu, protoze oocyty, které pochazeji z prasvitnych folikult, maji

sniZzeny vyvojovy potencial kvili pokrocilé artrézi.
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Prakticky dopad vybirani vhodnych oocytl pro in vitro produkci embryi publikovali
Jeseta a kol. (2013), kteti sledovali vyvoj oocyti podle morfologickych znakii ziskanych od
jedné darkyné plemene Belgické modrobilé. Z obou vajecniki plemenice se podafilo odebrat
20 oocytl. Oocyty byly rozdéleny do dvou skupin podle jednotlivych morfologickych znakd,
jako byl stav cytoplazmy oocytu a morfologie kumularni vrstvy obklopujici oocyt. Vynikajici
oocyty jsou obklopeny Uplnou, vicevrstevnou kumularni vrstvou, celkovy COC byl svétly
a pruhledny, u oocytli s dobrou morfologickou kvalitou jsou oocyty vicevrstevnou kumularni
vrstvou, celkovy COC byl tmavsi. Po kultivaci vSech oocytli bylo ziskdno deset blastocyst
vhodnych pro kryokonzervaci. VEétsi tispésnost embryonalniho vyvoje byla u oocytt s dobrou

morfologickou kvalitou oocytu nez u oocytt klasifikovanych jako vynikajici.

3.3.3 Zrani oocyti

V nékterych piipadech mohou oocyty dozrat in vivo, a poté se sesbiraji pomoci aspirace
z Graafovych folikula tésné pied ovulaci, coz vSak vyzaduje velmi pfesné naCasovani sbéru,
ale ve vetsiné piipadt se nezralé oocyty shromazd'uji a pak dozravaji in vitro (Schatten and
Constantinescu, 2007). Proto jsou oocyty kultivovany in vitro, coz znamena, ze se vytvaii
prostiedi, ktera se vyskytuji u in vivo zrani. Napiiklad King et al. (1986) uvadi, ze je rozdil
V tom, Ze procesy In Vitro probihaji rychleji nez procesy in vivo. I kdyz kultiva¢ni podminky
jsou prakticky v dnesni dobé dokonalé, tak u in vivo dozralych oocytld je potencial pro
uspésnou produkci embryi daleko vys$si nez u in vitro dozralych oocytd. V podminkach in
vitro hraje dutlezitou roli vice faktord, pro uspé$nou produkci embryi. Musi byt vytvofeny
takové podminky, aby oocyt dokoncil meiotické a cytoplazmatické zrani a po oplozeni se
rozvinul do zivotaschopné blastocysty (Greve and Madison, 1991).

Po zhodnoceni a vybrani kvalitnich oocytl se tyto oocyty umistuji do kultivacniho
média. Kultiva¢ni roztoky pouzivané u skotu jsou obvykle média, kterd obsahuji zakladni
fyziologicky roztok s ptidavkem pyruvatu, glukézy a laktatu. Rozdily v médiich spocivaji
Vv koncentraci iontd a zdroju energie. Roztoky dale obsahuji séra s antibiotiky, aminokyseliny,
vitaminy, puriny (Gordon, 2003). Nejcast¢ji se jako zraci médium pouziva TCM-199 (Tissue
Culture Medium 199, tkanové kultivatni médium). Do zractho média TCM 199 se
v nékterych piipadech jesté pridava 10% fetalniho bovinniho séra, dale pak folikulostimula¢ni
a luteiniza¢ni hormon, a hydrogenuhli¢itan sodny (Gordon, 2003).

Existuje spoustu studii, které hodnoti pfidavek riznych aditiv do zracich médii
a hodnoti procenta oocyttl, které¢ dozraji do metafaze I1. Naptiklad v experimentu Quero et al.

(1995), zkoumali G¢innost bovinni plodové vody (BAF), na in vitro zrani oocytd. Jedna
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skupina oocytil dozravala v zracim médiu s pfidavkem 10 % BAF, druhé skupina dozravala
ve zracim médiu s pfidavkem 20 % BAF, a tieti skupina byla doplnéna o 50 % BAF.
Vysledkem experimentu bylo, Ze oocyty dozraly do metafaze II, v pfitomnosti 20% BAF bylo
procento dozralych oocyti 77%, v piitomnosti 10% BAF byla 68%, a u skupiny, kterd
obsahovala 50 % BAF, dozréalo 44% oocytli do metafaze II.

Dale Opiela et al. (2014) zkoumali vliv hyaluronanu na zrani. Hyaluronan je latka,
ktera se bézné¢ vyskytuje v COC pii zrani, jejich hypotézou tedy bylo, ze vétsi pridavek
hyaluronanu zlepsi zrani in vitro. Jedna skupina oocytu dozravala ve zracim médiu s 0,035%
hyaluronanu, druhé skupina dozravala ve zracim médiu s 0,07 % hyaluronanu, a tfeti skupina
dozravala jen v médiu bez ptitomnosti hyaluronanu. Nejvyssi meiotické zrani (70,2%), bylo
doplnéném o 0,07% hyaluronanu. V médiu doplnéném o 0,035% hyaluronanu byla meioticka
zralost témét 67,7%. Ziskana meioticka zralost se mezi analyzovanymi skupinami vyznamné
nelisila, experiment ukazal, ze hyaluronan nema skodlivy vliv na oocyty.

V dal$im experimentu Chowdhury et al. (2017) zkoumali, jak ptidavek lykopenu
zlepSuje in vitro zrani. Lykopen je jasné Cerveny karotenoidovy pigment a silny in vitro
antioxidant, ktery se nachazi v rajcatech, a jinych cervenych plodech a zeleniné. Jejich
hypotézou bylo, ze ptidavek lykopenu zlepsi in vitro zrani a snizi oxidaéni stres. Procento
oocytl, které postupovalo pii zrani do faze MII, bylo vyznamné vyssi u skupiny, do které byl
béhem zrani pfidan lykopen, nez u skupiny ve které nebyl.

Yinghua et al. (2017) publikovali experiment, ve kterém zkoumali jak kostni
morfologicky protein-4 (BMP-4) ovliviiuje in vitro zrani v prodlouzené kultivaci. Ze zavéru
vypliva, ze ptidani BMP-4 podporuje rlst oocytl v prodlouZzené kultivaci, ale naruSuje
vyvojovou kompetenci oocyta.

Marques et al. (2018) hodnotili, jak ptidavek melatoninu do zraciho média ovliviiuje
rychlost embryonalniho $tépeni, tvorbu blastocyst a jejich kvalitu. Pro in vitro zrani bylo
vybrano 30 az 35 COC s homogenni cytoplazmou a nékolika bunénymi vrstvami. Tyto
oocyty byly vlozeny do zraciho média TCM-199, ve kterém byly Earleovy soli, 1-glutamin,
10% fetalni hovézi sérum, 0,2 mM pyruvatu, 5 mg / ml luteiniza¢niho hormonu, 1 mg / ml
FSH, 75 ug / ml amikacinu a ImM cystaminu. N¢které oocyty byly doplnény rGznymi
koncentracemi melatonimu do zraciho média. V prvnim médiu je koncentrace IVM + 10-7,
vV druhém IVM + 10-9, a v poslednim IVM + 10-11. U skupiny do které melatonin nebyl
pfidan, dozrdlo do metafdze II 73,9% oocytl, coz byl nejnizs$i vysledek. U skupiny

s koncentraci melatoninu IVM + 10-9 dozralo do MII 90,9% oocyti, u skupiny IVM + 10-
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11dozralo 86,6% oocyti do MII a u skupiny IVM + 10-7 dozralo do MII 82,7% oocytu.
Pfidani melatoninu do zraciho média v koncentracich 10-9 a 10-11 zvySilo rychlost
embyrondlniho Stépeni, ale nezlepSilo tvorbu blastocyst. Tento experiment ukazuje, Ze
piidavek melatoninu v IVM neni nutny.

Laskowski et al. (2017) sledovali v experimentu, jaky ma vliv inzulin béhem In vitro
zrani oocytl na tvorbu blastocyst. Inzulin je metabolicky hormon, ktery reguluje energetickou
homeostazu a reproduk¢éni funkce. Oocyty byly nahodné rozdéleny do tfi skupin, bovinni
inzulin byl pfidan do média béhem IVM, bud’ v koncentraci 0,1 uq ml ™ nebo 10 ug ml * a do
tieti skupiny se inzulin nepfidal. Ukazalo se, ze u skupin ke kterym byl pfidan inzulin,
vykazovaly nizs§i vytéznost blastocyst (na zaklad¢ nezralych oocytl), nez u skupiny ke které
inzulin ptidan nebyl. Inzulin tedy béhem dozravani snizil rychlost vyvoje blastocyst, ale
vyznamné neovlivnil §t€peni, embryondlni stddium nebo stupeii vyvoje.

Hussain et al. (2015), sledoval u¢innost t#i zracich médii na zrani oocytu in vitro.
Skupiny oocytl rozdélil do tii zracich médii: TCM-199, Ham's F-12 a Ham’s F-10. TCM-199
obsahuje oproti ostatnim adenin, adenosin, hypoxanthin, thymin, vitaminy a neobsahuje zadné
proteiny, lipidy ani rstové faktory. Média Ham’'s F-12 a Ham’s F-10 obsahuji zinek,
hypoxanthin, thymidin a neobsahuji zadné bilkoviny nebo rustové faktory, obvykle se
doplilyji fetdlnim hovézim sérem a pouzivaji systém pufru na béazi hydrogenuhlic¢itanu
sodného, coz vyzaduje prostfedi o koncentraci 5 — 10 % CO,. V tomto experimentu kazdé
médium obsahovalo stejné ptisady: pyruvat sodny, gentamicin, L-glutamin, praseéi FSH
a folikularni tekutinu. Vyskyt metafize I a metafdze II byl nejvyssi u oocyti, které byly
kultivovany v TCM-199 s ptisadami pfi teplot¢ 38,5°C po dobu 24 hodin. Ve srovnani
sHam’s F-12 a Ham's F-10, poskytlo médium TCM-199 spolu s ptisadami lepsi rychlost
in vitro zrani oocytt. (Hussain et al., 2015).

Zrani oocytd se uskutecniuje bud’ v mikrokapkach krytych olejem, na Petriho miskéch,
anebo ¢tyijamkovych nadobach krytych olejem v inkubatoru pii 39°C s 5% CO, pii 90 %
vlhkosti ve vzduchu po dobu 22 az 24 hodin (Looney et al., 1994).

3.3.4 Oplozeni oocyti

Fertilizace, neboli oplozeni, je stav, kdy dojde ke splynuti sam¢ich a samiéich
rodicovskych pohlavnich bungk, které nesou pouze jednu sadu chromozomi. To znamena, ze
jsou haploidni. Po splynuti vznikne novy jedinec, ktery jiz méa dvé sady chromozomi, tedy je

diploidni. U in vitro fertilizace u skotu dojde po dokonceni zrani, které trva 20 - 24 hodin,
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Kk pfenosu oocytl ze zraciho média TCM-199, do specialniho oplozovaciho média (Gordon,
2003).

3.3.4.1 Sperma pouzivané pro oplozeni in vitro

Ne kazdy byk, produkuje spermie vhodné pro in vitro fertilizaci. U oplozeni in vitro se
nejcastéji pouziva zmrazené sperma. Konzervované sperma je nejcastéji uchovavano
Vv pejetach (Blondin et al., 1997).

Pii piipravé spermatu, se pejety rozmrazi pii teplot¢ 38 — 39°C, po dobu 10 sekund,
azpejet se odebere 100 pul spermatu. Spermie poté musime oddé¢lit od fedidla, které
prodluzovalo Zzivotaschopnost spermii po dobu zmrazeni. Existuje nékolik zphsobli pro
oddé¢leni spermii z fedidla. Nejéastéji pouzivana metoda je centrifugace (Kreysing et al.,
1997). Tuto metodu provadime v centrifuga¢ni zkumavce, kterd ma objem 15ml. Sperma je
navrstveno na nespojity Percolliiv gradient, ten se sklada z 2 ml 90% Percollu ptekrytého 2 ml
45% Percollu. Centrifugace se provadi 20 - 30 minut pii mife odsttedéni 3214 x g (Gordon,
2003).

Jednim z dalSich zplsobl pro oddéleni spermii je metoda vyplaveni (Swim up)
(Machatkova a kol., 2009). Tato metoda spociva v oddé€leni nepohyblivych a pohyblivych
spermii aktivni migraci do média. Spermie se nejprve rozmrazi pii teploté¢ 38 — 39°C po dobu
10 sekund, a z pejet se odebere 100 pl spermatu. Spermie se umisti do zkumavek, ve kterych
je umisténo 1 ml kapacitacniho média, a jsou inkubovany po dobu 45 minut pfi teploté 38,5°C
v inkubdtoru v 5 % CO,. Poté jsou vyplavené spermie odebrany a shromdzdény
v centrifugacni zkumavce (Laskowski et al., 2017). Metoda vyplaveni se nedoporucuje pro
ptilis viskozni fedidla (Galli et al., 1996).

U obou metod se po odd¢leni pohyblivych spermii stanovi jejich koncentrace, a poté

se spermie piidaji do oplozovaciho média k oocytim (Galli et al., 1996).

3.3.4.2 Ptiprava oocytl pro in vitro oplozeni

Pii klasickém in vitro oplozeni se oocyty pfed vloZzenim do média nejprve musi
dvakrat az Ctyfikrat proplachnout v PBS (Phosphate Buffered Saline — fosfatovy pufr) ¢i
Vv jiném médiu, a poté proplachnout i v samotném oplozovacim médiu (Blondin et al., 1997).
Proplachnuté oocyty se vlozi ve skupinach po 30 az 50 kusech do misek, ve kterych je nalito
250 pl oplozovaciho média. Do média se nejdiive pfidaji oocyty minimalné 35 - 40 minut,

pted pridanim spermii (Galli et al., 1996).
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Oplozovaci médium je nejcastéji tvofeno z modifikovaného fert- TALP (TALP je
thyroidni preparat, ve kterém je obsaZzeno 25 mM hydrogenuhli¢itanu sodného a 0,6% BSA,
ktery slouzi jako zdroj proteinti). Ve fert- TALP je casto pfidavek BSA bez mastnych kyselin,
heparinu a kyseliny pyrohroznové. DalSim vyuzivanym médiem je SOF (synteticka
oviduktéalni tekutina) médium doplnéné o esencialni, neesencidlni aminokyseliny, glutamin
a glycin (Kreysing et al., 1997). V oplozovacich médiich jsou vlastn¢ obsazeny latky, které
podporuji motilitu a kapacitaci spermii, heparin slouzi pro zlepSeni kapacitace spermii. (Galli
etal., 1996).

Pii klasickém in vitro oplozeni se oocyty spolu se spermiemi pienesou do
oplozovaciho média. Spermie jsou inkubovany s oocyty po dobu 6-26 hodin, spermie
adheruje na zona pellucida, pomoci enzymii ji narusi a za intenzivniho pohybu bi¢iku pronika
pfes cytoplazmatickou membranu do cytoplazmy oocytu. K zajisténi optimalniho pribéhu
oplozeni je nezbytna piritomnost 10 000 spermii na jeden oocyt (Machatkova a kol., 2009).
Ovsem Pereira et al. (2005) uvadi, Ze pro optimalni oplozeni je vhodna p¥itomnost 1 x 10°
spermii/ml. Oplozeni probiha pfi teploté 39°C v 5% atmosféie CO, (Kreysing et al., 1997),
nektefi autofi ale provadi oplozeni v atmosféfe, ktera je sloZzena z 90% N3, 5% O, a 5% CO,
po dobu 22 hodin (Laskowski et al., 2017). King et al., (1986) porovnaval dvé rizné teploty.
Mira penetrace u oocytl byla 36% pfi teplote 37°C a 58% pfti teplot¢ 39°C. Ve vétsing
ptipadt se provadi in vitro zrani a in vitro oplozeni pii teploté 39°C.

Jak je uvedeno vyse, pro in vitro oplozeni oocyti je ve vétSin€ piipadi smichano
sperma s oocyty. OvSem lze vyuzit i rizné mikromanipula¢ni techniky. Jednou z nich je
subzonalni fertilizace a Intracytoplazmaticka injekce spermie (ICSI- Intracytoplasmic sperm
injection) (Machatkova a kol., 2009).

Mikromanipulacni techniky

Subzonélni fertilizace je metoda, pfi niz se do pervitelinniho prostoru oocytu prenese
nékolik spermii pomoci mikromanipulace (Obruca et al., 1995). Metoda Intracytoplazmaticka
injekce spermie je provadéna pod inverznim mikroskopem, ktery obsahuje mikromanipulator.
ICSI je provadéno za pomoci injekéni a ptidrzujici pipety. Tyto pipety jsou vyrobené z 30 ul
borosilikatové sklenéné kapilary. Injekéni pipeta je mensi, méa primér 8 pl a pfidrzujici pipeta
ma prumér 80 pl. Pipety jsou ohnuté¢ do thlu 45°. Oocyty se umisti do Petriho misky do
tlumeného média EBSS (Earliv solny roztok), pohyblivd spermie se znehybni pomoci
nékolika pulzl jehly do bi¢iku, a je bicikem naptfed aspirovany do pipety. Takto nasata
spermie je opatrn¢ vstiikovdna do ooplazmy oocytd. Oplozeni trva 18 hodin. U této metody se

musi umeéle provést kapacitace spermie, kterd jinak normalné probihd pii oplozeni. Pro

23



kapacitaci se vyuziva heparin (Obruca et al., 1995). Machatkova a kol. (2009) uvadi, Ze tato
technika oplozeni snizuje pocet spermii na 100 az 1 spermii na jeden oocyt.

Oplozené oocyty se oddé€li a proplachnou v TALPmédiu, odstrani se kumularni buniky
a oplozené oocyty (piredpokladané zygoty) se prenesou do kultivacniho média (Kreysing et

al., 1997, Machatkova a kol., 2004).

3.3.5 Kultivace

Kultivace zahrnuje rany vyvoj embrya od stadia predpokladané zygoty az po stddium
blastocysty. Kultivaéni média musi vytvofit kultivaéni podminky pro embrya, které se co
nejvice budou podobat prostiedi, které je ve vejcovodech a déloze. Tato média obsahuji
roztok minerdlnich soli, které upravuji pH, dale stopové prvky, aminokyseliny, pyruvat,
glukéza. Dale se tato média obohacuji o fetalni teleci séra nebo sérové albuminy (Hasler et
al., 1995).

Nejpouzivangjsi metodou je Kkultivace v syntetickych médiich dopInéné bovinnim,
fetalnim nebo estralnim sérem v atmosfére vzduchu s 5% CO, (Machatkova a kol., 2009).
Machatkova a kol. (2009) uvedla, ze rand embrya byla kultivovana v syntetickych médiich
doplnénych bovinnim sérovym albuminem V atmosféie 90% Ny, 5% O,, a 5 % CO,, ale tato
kultivace zatim nepiinesla ofekavané vysledky. Dalsi moznosti je kokultivace spolu se
somatickymi bunikami (epitelové buiiky vejcovodu, jaterni buiiky potkani) v médiu TCM 199
nebo v médiu B2 Menezo s 10% séra nebo 1% albuminového bovinniho séra pfi teploté
38,8°C v 5% COy(Knitlova et al., 2017).

Stejn¢ jako u zrani oocyti mohou byt vyvijejici se embrya kultivovana jak
v mikrokapkdch pod minerdlnim olejem, tak i v jamkach mikroploten pouzivanych pro
bunééné kultury (Machatkova a kol., 2009). Dale se u téchto oocyti provadi za 24 - 48 hodin
kontrola ryhovani. Do stadia blastocysty v in vitro kultivacnich systémech se pfedpokladané

zygoty dostanou 7. - 9. den po oplozeni (Galli et al., 1996).

3.3.6 Hodnoceni embryi

Hodnoceni embryi je nejéasteji provadéno z diivodi rozliseni embryi od neoplozenych
oocytu. Posuzuje se, zda je faze vyvoje embryi v souladu s ptedpokladanou vyvojovou fazi a
zda jsou embrya schopna podrobit se ptenosu nebo kryokonzervaci (Bo et Mapletoft, 2013).

Hodnoceni embryi u skotu se bézné provadi pod stereomikroskopem pii zvétSeni 50 az
100 x. Embryo je polozeno do malé mélké misky a musi se ohodnotit i se zona pellucida

z raznych hledisek a stran. Celkovy primér embryi u skotu se pohybuje v rozmezi 150 az 190
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pum, pramér se stanovuje i s tloustkou zona pellucida, kterd ma v priméru 12 az 15 pum. Od
stadia jednobunécného embrya az po stupeil blastocysty, se celkovy primér prakticky neméni.
Zivotaschopnost embrya se nejlépe uréuje podle jeho vyvojové faze. Idealni embryo je
takové, které ma kulovity a kompaktni tvar (Jahnke et al., 2015). Blastomery embrya by mély
mit podobny tvar, velikost, barvu a strukturu. Embryo by nemélo mit zrnitou strukturu.
Pervitellinni prostor pod zona pellucida, by mél byt Cisty bez znamek necistot. Zona pellucida
embrya by méla byt jednotna, bez popraskani (B6 et Mapletoft, 2013).

Klasifika¢ni systém embryi vychazi z kddovaciho systému IETS (mezinarodni spole¢nost
pro pienos embryi, www.iets.org), podle kterého se hodnoti embrya podle vyvojovych stadii
a podle jejich kvality. Pro hodnoceni vyvojovych stadii embryi se vyuziva ¢iselny kod, jenz se
pohybuje v rozmezi ¢isel 1-9 (Wright, 2016).

e Cislo 1 oznaduje neoplozeny oocyt nebo embryo, které se sklada pouze z jedné
buiky.

e Cislo 2 ozna¢uje embryo, které se sklada 2 az 12 bunék. Vyvoj embrya je znaéngd
zpozdén, toto stddium by nemélo byt pouzito pro ptenos nebo kryokonzervaci
(Wright, 2016).

e Cislo 3 je ¢asnd morula. Embrya, ktera 4. — 5. den sestupuji do délohy v in vivo
podminkach, se nachazeji ve fazi ¢asné moruly, nebo moruly. Casna morula se
skladd nejméné z 16-ti bunck. Jednotlivé blastomery jsou od sebe tézko
rozpoznatelné (Lindner, et al., 1983). VétSinu pervitelinniho prostoru zabirad
buné¢na hmota embrya. Toto stadium je nevhodné pro kryokonzervaci (Jahnke et
al., 2015).

e Cislo 4 je morula. Vytvofila se kompaktni hmota z jednotlivych blastomer, které
se spojili. Hmotnost embrya zabira 60 az 70% pervitelinniho prostoru (Bo et
Mapletoft, 2013).

e C(islo 5 je ¢asna blastocysta. V embryu se vytvofila dutina naplnéna tekutinou
oznacovana jako blastocel (Jahnke et al., 2015). Embryo v této fazi zabird 70 az
80% pervitelinniho prostoru. V této fazi je vétSinou t€Zké rozpoznat vnitini
bunéénou hmotu a bunky trofoblastu (Lindner, et al., 1983).

e Cislo 6 je blastocysta. V této fazi je zietelna odlinost vngjiho trofoblastu
a vnitini bunééné hmoty, bunééna hmota je kompaktnéjsi. Embryo jiz zabira

vétsinu pervitelinniho prostoru (B6 et Mapletoft, 2013).
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Cislo 7 je rozsifena blastocysta. Celkovy primér embrya se v této fazi rychle
zvétsSuje, ale soucasné dochazi ke ztenCovani zona pellucida pfiblizné na tfetinu
jeji pavodni tloustky (Jahnke et al., 2015).

Cislo 8 je klubajici se blastocysta. V tomto stadiu se embryo uz zcela zbavilo
zona pellucida, nebo se z ni teprve klube. (B6 et Mapletoft, 2013).

Cislo 9 je rozsifena klubajici se blastocysta. Od ¢&isla 8 se lii hlavng vétsim
primérem. Tato faze embryonalniho vyvoje neni vhodna pro mezinarodni obchod

(Jahnke et al., 2015).

Podle syst¢ému IETS jsou embrya dale hodnocena podle kvality. Kvalita se hodnoti podle

morfologickych charakteristik jednotlivych embryi. Radime sem tvar, barvu, velikost

pervitelinniho prostoru a mnozstvi degenerovanych bunék (Wright, 2016). Pro hodnoceni

kvality embryi se pouzivaji kody kvality v rozmezi ¢isel 1 - 4 (Jahnke et al., 2015).

Kod 1 je vynikajici nebo dobra kvalita embryi. Tato embrya velice dobfe prezivaji
pfi procesech mrazeni nebo rozmrazeni, a byvaji doporucena pro mezinarodni
obchod (B6 et Mapletoft, 2013). Embrya jsou symetrickd s kulovitym tvarem,
blastomery jsou jednotné ve velikosti, hustot¢ a barvé. Minimalné¢ 85% hmoty
embrya by mélo byt zivotaschopné a neporusené. Zona pellucida by méla byt
hladka (Jahnke et al., 2015).

Kod 2 je uspokojiva kvalita embryi. Tyto embrya maji lehkou nepravidelnost
v celkovém priméru embrya nebo ve velikosti a barvé jednotlivych bunck.
Minimalné 50% hmoty embrya miiZze byt porusena. Je u nich niz§i preZitelnost pii
mraZeni/ rozmrazeni (B6 et Mapletoft, 2013).

Kod 3 je Spatna kvalita embryi. Zna¢na nepravidelnost je ve tvaru, velikosti
hmoty embrya, v barvé a hustoté jednotlivych bunék. Dvacet pét procent hmoty
embrya by mélo byt neporuseno (Jahnke et al., 2015). Proces mrazeni/ rozmrazeni
tato embrya nepieziji (B et Mapletoft, 2013).

Kod 4 zahrnuje mrtva, degenerovana embrya, nebo embrya tvofend jednou

bunkou. Tato embrya se vyfazuji, nejsou schopna zivota (Jahnke et al., 2015).

Kazdému embryu, které nedosahlo ve stadiu embryonalniho vyvoje alespon stadia ¢asné

moruly, m¢l by mu byt pfifazen kod kvality 4. Nezivotaschopnd embrya by neméla byt

pfenasena do piijemkyn, ani by neméla byt konzervovana (Wright, 2016).
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4 Zavér

In vitro produkce embryi je metoda pouzivana u hospodaiskych zvifat v dnesni dobé
pfedev§im u skotu. Jednim z hlavnich d@vodd in vitro produkce embryi je v rychlosti
vyprodukovani velkého mnozstvi geneticky cennych embryi od vysokouzitkovych krav.
Zakladnim krokem je odbér oocytii. Nejvyhodnéjsi je odbér oocytu in vivo (od zivych zvirat),
jelikoz zvitata k odbéru mohou byt vyuzivana opakované a neni zde vyzadovana zadna
hormonalni stimulace. Nejpouzivangjsi metodou pro odbér oocytil in vivo je transvaginalni
ultrazvukova punkce, ktera je prokdzana jako velmi uspé$na technika, ve které je dosahovano
60% uspéSnosti. Ackoliv se touto metodou mohou oocyty odebirat az 2 krat tydné,
neovliviluje negativné zdravi zvifat, a stres zvifat je minimalni. Po odbéru je nutné oocyty
ohodnotit a vybrat kvalitni oocyty pro dalsi faze. Oocyty se dale umisti do zraciho média
Vv ptitomnosti hormonti, protoze jsou nezralé. Ve vét§ing€ ptipadi probiha in vitro zrani pii
39 °C, a trva pramérn¢ 24 hodin. Dalsi fazi je oplozeni, které trva pramérné 24 hodin. Pro
oplozeni se musi nejprve pfipravit spermie, protoze ne kazdy byk produkuje spermie vhodné
pro in vitro oplozeni. Nejcastéji se vyuziva klasické oplozeni, kdy se spermie a oocyty
pfesunou do oplozovaciho média. Oplozeni probihd pii teploté 39°C v 5% atmosféire COo,
nektefi autofi ale provadi oplozeni v atmosféfe, ktera je sloZzena z 90% N3, 5% O, a 5% CO,
po dobu 22 hodin. A poté se piedpokladané zygoty kultivuji. Nejpouzivanéjsi metodou je
kultivace v syntetickych médiich, ktera byvaji doplnéna bovinnim, fetalnim nebo estralnim
séremV atmosfére vzduchu s 5% CO,, nebo se pouziva metoda kokultivace spolu se
somatickymi bunikami (epitelové bunky vejcovodu, jaterni buiiky potkant). U in vitro
kultiva¢nich systémul se embrya dostanou do stadia blastocysty 7. den po oplozeni, a v této

fazi se embrya pienaseji do pfijemkyn nebo se zmrazi.
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