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Zmény Ve funkéni morfologii reprodukcénich organt

prasnic linie MeLiM

Souhrn

Melanom je nadorové onemocnéni, které mize kromé kize napadat i jiné organy,
napiiklad oko, gastrointestinalni a urogenitalni trakt. Pro melanom je charakteristicky jeho
agresivni prib¢h a rezistence k terapii. Incidence tohoto onemocnéni ve svété stale roste,
a to je jednim z duvodu, pro¢ se v soucasné dobé zvysSuje I pocet studii provadénych
na zvifecich modelech, které jsou timto onemocnénim postizeny. Jednim z prikladi vhodného
zvifeciho modelu pro studium tohoto nadorového onemocnéni je linie prasat MeLiM
(Melanoma-bearing Libechov Minipigs). U této linie prasat se vyskytuje dédi¢na forma
melanomu. Zvlastnosti téchto prasat je, ze u nich dochazi ke kompletni spontanni regresi
nadoru obvykle do tfi mésich po narozeni. Kompletni spontanni regrese nadoru
se u ¢loveéka objevuje jen velmi vzacné. Byly vSak objeveny podobnosti v oblasti biochemie
a histopatologie mezi melanomem vyskytujicim se u této linie prasat a melanomem
postihujicim c¢lovéka. Diky témto podobnostem je zvifeci model MeLiM velmi vhodny
k vyzkumu nadorového onemocnéni.

Zviteci model MeLiM je v oblasti reprodukce malo popsan. Lze se domnivat,
ze se u prasnic linie MeLiM s dédi¢nou formou melanomu vyskytuji zmény ve funkéni
morfologii reprodukénich organi a dochazi k abnormalitdim v meiotickém zrani oocytd.
Cilem prace bylo zjistit, zda se u prasat linie MeLiM vyskytuji zmény ve funkéni morfologii
reproduk¢nich organti a dochézi k abnormalitam v meiotickém zrani jejich oocyti.

Potvrdili jsme, ze prasata linie MeLiM maji mensi reprodukéni organy nez bézné
chovana plemena prasat. Na vajecnicich prasnic této linie jsme pozorovali zvySeny pocet
ovarialnich cyst, avSak oocyty ziskané od téchto prasnic nevykazovaly abnormality

v meiotickém zrani, i kdyZ pocet oocytu, které jsme ziskali, byl mensi.

Kli¢ova slova: prasnice, oocyt, meiotické zrani, MeLiM, morfometrie



Changes in functional morphology of reproductive organs

in MeLiM sows

Summary

A melanoma is a tumor disease, which can attack besides the skin also other organs,
for example eye, gastrointestinal and urogenital tract. Aggressive progression and therapy
resistance are characteristic for the melanoma. There is a continuous growth of the incidence
of this disease in the world. That is one of the reasons why there is a growth in number
of studies conducted on animal models, which are affected by this disease. MeLiM
(Melanoma-bearing Libechov Minipigs) is great example of suitable animal model
for studying this tumor disease. In these pigs occurs a hereditary melanoma. The peculiarity
of this pig strain is, that there is described a complete spontaneous tumor regression usually
within three months after birth. Complete spontaneous tumor regression is very rare
in humans. However, there were discovered similarities between melanoma occurring in this
pig strain and melanoma affecting humans in biochemistry and histopathology. The animal
model MeLiM is very suitable for tumor disease research because of these similarities.

Reproduction in the animal model MeLiM is not well understood. It can be assumed,
in the MeLiM strain sows with hereditary melanoma occurs changes in the functional
morphology of the reproductive organs and there are abnormalities in meiotic maturation
of oocytes. The aim of this study was to determine if there are changes in the functional
morphology of the reproductive organs in the MeLiM strain sows and if there
are abnormalities in meiotic maturation of oocytes.

We confirmed in our study that the reproductive organs in MeLiM strain sows
are smaller than the reproductive organs in common strain of pigs described
in the publications. On the ovary of sows were observed ovarian cysts, but there were
no abnormalities in meiotic maturation of MeLiM oocytes, even when the number of oocytes

was smaller.

Keywords: sow, oocyte, meiotic maturation, MeLiM, morphometry
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1 Uvod

Melanom, nazyvany téz maligni melanom ¢i melanoblastom, je nadorové onemocnéni,
které je popisovano jako nejtézsi forma rakoviny kuze. Melanom je charakteristicky
svoji agresivitou, rezistenci K terapii a predispozici k metastazam. Vice nez 95 % melanomu
se vyskytuje na kazi, avSsak muze postihnout i jiné casti téla, jako napiiklad oko,
gastrointestinalni a urogenitalni trakt nebo lymfatické uzliny. Ke spontanni regresi melanomu,
tedy ke kompletnimu vymizeni nadorovych bunék bez jakéhokoli terapeutick¢ho zasahu,
dochazi u lidi pouze velmi vzacné. Doposud byla kompletni regrese melanomu pozorovana
pouze u 40 pifpadt. Caste¢na regrese melanomu se objevuje Cast&ji, uvadi
se v 10 — 35 % vSech ptipadd. S ptibyvajicim poc¢tem lidi v populaci s diagnézou maligniho
melanomu dochazi Kk intenzivnéj§imu studiu nadortt a hledani efektivnich technologii
jak nadorova onemocnéni 1é¢it.

Pro studium tohoto onemocnéni a ziskani novych lé¢ebnych technik se v minulych
letech zacaly hledat vhodné zviteci modely. Jednim z téchto zvifecich modeld je linie prasat
MeLiM (Melanoma-bearing Libéchov Minipigs). U téchto prasat dochazi ke kompletni
spontanni regresi nadoru bez jakéhokoli terapeutického zasahu v 94 %. Mechanizmus, jakym
dochazi ke kompletni regresi nadoru, vSak neni zcela znam. Vysledky studii ukazuji,
ze zde pravdépodobné hraje roli imunitni odpovéd’ namifena proti bunkam melanomu.
Melanomy linie prasat MeLiM vykazuji s melanomy vyskytujicimi se u lidi podobnosti
v oblasti histopatologie a biochemie, coz ¢ini tento zviteci model velmi vhodnym ke studiu
tohoto onemocnéni.

Organismus prasat linie MeLiM, ktery se na zacatku svého Zivota potyka s nadorovym
onemocnénim a jeho naslednou spontanni regresi prochazi fadou zmén. Proto je zde
predpoklad, ze by se tato udalost mohla promitnout i na reprodukénich organech, jejich

funk¢nich vlastnostech a na meiotickém zrani oocyti ziskanych od takovychto prasat.



2 Védecka hypotéza a cile prace

Cilem prace bylo ovéteni hypotézy, podle které se u prasnic linie MeLiM s dédi¢nou
formou melanomu vyskytuji zmény ve funkéni morfologii reprodukénich organt a dochazi

k abnormalitam v meiotickém zrani oocytu.
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3 Anatomie reprodukénich organi prasnice

Sami¢i pohlavni organy ptedstavuji ustroji, které se podili na reprodukci samicich
pohlavnich bunék a na vytvaieni vhodného prostiedi pro oplozeni vaji¢ka a jeho dalsi vyvoj.
Pohlavni organy samice lze rozdé€lit na organy pro tvorbu zarodeénych bunck a organy
pro jejich odvadeéni, respektive uchovavani. Samici pohlavni buiiky vznikaji ve vaje¢nicich,
samiéich pohlavnich Zlazach. Mezi organy, které transportuji pohlavni buiikky od vaje¢niku
a uchovavaji je, patii vejcovod a déloha (Konig et Liebich, 2002).

Samic¢i pohlavni organy tvoii parové pohlavni zlazy — vajecniky, parové vejcovody,
déloha, pochva, posevni piedsin a vulva. Pochva a vulva kaudaln¢é navazuji na délohu a tvofi
sami¢i kopulacni organy (Konig et Liebich, 2002). Kaudalni ¢ast sami¢i pohlavni soustavy
je uzptisobena pro prijeti semene. Pti vypuzovani plodu plni funkci porodnich cest (Najbrt
etal., 1982).

Vnitini pohlavni organy jsou podporovany Sirokym déloznim vazem. Toto ligamentum
Ize rozlisit na cast zvanou mesovarium, ktera podporuje vajeénik, mesosalpinx,

které podporuje vejcovod a mesometrium podporujici délohu (Hafez et Hafez, 2000).

3.1 Vajecnik

V dobé& embryonélniho vyvoje vznika vaje¢nik oboustranné z genitalnich list v bederni
oblasti patefe. Dochazi k migraci pavodnich pohlavnich bunék ze zloutkového vacku,
které poté vytvori tzv. kortikalni provazce. Z téchto provazcu se déle vyvijeji jednotliva stadia
oocyti a jejich podpurnych (folikularnich) bunék az do stadia Graafova folikulu,
ktery je ovulovan (Konig et Liebich, 2002). Ovulace (uvolnéni zralého vajicka) probiha
na povrchu celého vajeéniku (Reece, 2011).

Diky prominujicim folikulim pfipomina vaje¢nik prasnice hrozen vina (Hafez
et Hafez, 2000). Délka vajecniku je 5 cm (Najbrt et al., 1982).

Vaje¢niky jsou zavéSeny na vlastnim okruzi - mesovariu v dutiné bfi$ni za pravou

a levou ledvinou (Reece, 2011).
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3.1.1 Stavba vaje¢niku

Na fezu vaje¢nikem |ze pozorovat vnitini dien a vnéjsi kuru (Konig et Liebich, 2002).
Dien vajecniku je tvofena nepravidelné usporadanou fibroelastickou tkani a rozsahlym
nervovym a cévnim systémem, ktery vstupuje do vaje¢niku skrze hilus (Hafez et Hafez,
2000).

Kiura tvofi pfevazujici tkan vajeniku. Jsou zde ptitomny ovaridlni folikuly a zluta
téliska v ruznych stadiich vyvoje (Hafez et Hafez, 2000). Vné&jsi vrstvu dale obklopuje
tunica albuginea, na jejimz povrchu se nachazi jednovrstevny zarodecny epitel (Konig
et Liebich, 2002).

3.1.2 Ovarialni folikuly

Ovarialni folikuly se u zvitat objevuji po dosaZeni pohlavni dospélosti. Jednotlivé
folikuly se lisi svou velikosti a stupném diferenciace oocyti uvnité folikulu. Vajicko
je ve folikulu excentricky pfilozeno ke sténé¢ folikulu v misté zvaném cumulus oophorus.
Je obklopeno vrstvou z jemnych fibril, zonou pellucidou. Na zonu pellucidu pfiléhaji vrstvy
folikularniho epitelu, které se nazyvaji corona radiata (Konig et Liebich, 2002).

Konig et Liebich (2002) rozlisuji nasledujici vyvojova stadia folikulu - zarodecné,
primarni, sekundarni, tercialni a Graafovy folikuly.

Pouze maly pocet embryondlné¢ zalozenych folikuli a také oocyti ulozenych
v nich dosahuje stadia Graafova folikulu a ovuluje. VétSina folikulti podléha regresi, atrézii

a degeneruje (Konig et Liebich, 2002).

3.1.3 Zluté télisko

Po ovulaci vajicka dochazi k poklesu tlaku uvniti dutiny a folikularni sténa kolabuje.
Zaroven dochazi k regresnim a proliferaénim procestiim Ve spojeni S pucenim cév, coz vede
ke vzniku zlutého téliska (Konig et Liebich, 2002).

V obdobi od 2. do 8. dne estralniho cyklu u prasnice prudce nardsta hmotnost zlutého
téliska a zvySuje se i vyluGovani progesteronu. Do 15. dne, kdy za¢ina dochazet k regresi
zlutého teliska, je relativné konstantni (Hafez et Hafez, 2000).

Zluta téliska prasnice maji tfesnové Cervenou, svétle SedoCervenou, nebo krémovou

barvu (Najbrt et al., 1982). Jejich prumér je vétsi nez prumér zralého Graafova folikulu
(Hafez et Hafez, 2000).
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Na zlutém télisku lze pozorovat dvé stadia. Rané (proliferacni) a pozdni
(vaskulariza¢ni) stadium vzniku. Tato stadia jsou nékdy nazyvana téz jako stadium rozkvétu
a stadium regrese. Takové zluté télisko, které tato stadia béhem estralniho cyklu prod¢la,
se nazyva corpus luteum cyclicum. V piipadé gravidity, kdy zistava zluté télisko aktivni delsi
dobu, je toto zluté télisko oznacovano jako corpus luteum graviditatis. Nekdy muze zluté
télisko pfetrvavat i pfi poruse cyklického pribéhu sexualnich procest, v takovém piipadé
je oznacovano jako corpus luteum persistens. Mimo to muze dochazet také k cystické
degeneraci zlutého téliska — cysta zlutého téliska (Konig et Liebich, 2002).

Pokud nedojde k oplozeni vaji¢ka, nastava regrese zlutého téliska. Diky tomuto dé&ji
mize dojit kK dozrani ostatnich vétsich folikuld. K zaniku Zlutého téliska dochazi pisobenim

prostaglandini (PGF2.), které jsou produkovany délohou (Hafez et Hafez, 2000).

3.2 Vejcovod

Vejcovod je parovym organem, ktery ma uzky lumen a probihd v klickach
Vv peritonealnim zavésu, v mesosalpinx (Konig et Liebich, 2002).

Sova et al. (1981) uvadéji, Zze délka praseciho vejcovodu je okolo 25 cm. Najbrt et al.
(1982) uvadéji délku vejcovodu 15 — 30 cm.

Vyustujici konec u vajeéniku ma tvar nalevky (infundibulum tubae uterinae),
jejiz hlavni funkci je pfijimat ovulované vaji¢ko. Vnitini povrch nalevky tvofi slizni¢ni fasy
(Konig et Liebich, 2002). Na povrchu je tato sliznice pokryta cylindrickym fasinkovym
epitelem (Komarek et al., 1964). Na okrajich nalevky vybihaji slizni¢ni fasy
Vv tfasné - fimbriae tubae (Konig et Liebich, 2002). Tyto tiasné (fimbrie) pfi ovulaci pomahaji
nasmérovat vajicko do vejcovodu (Reece, 2011).

Dalsi ¢asti vejcovodu je ampule (ampulla tubae uterinae), ktera tvoti mirné rozsifeny
usek vejcovodu. V tomto misté dochazi k oplozeni vajicka. Vajicko setrvava v ampule
po nékolik dni, poté je transportovano delsi, klikatou a izkou ¢asti vejcovodu — isthmus tubae
uterinae az k hrotu délozniho rohu. Samotny piestup vejcovodu v délohu je plynuly (Konig
et Liebich, 2002).

Vejcovod je vystlan sekreénimi a fasinkovymi bunikami, které mu umoziuji plnit jeho
hlavni funkce, jako je vytvafeni vhodného prostiedi pro vajicko a transport spermii.
Pti transportu vajicka a spermie se také zapojuje podélna a kruhova hladka svalovina stény

vejcovodu svymi kontrakcemi (Reece, 2011).
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3.3 Déloha

Prasnice ma dvourohou délohu (uterus bicornis), na které lze rozlisit dva délozni rohy
(cornua uteri), délozni télo (corpus uteri) a délozni kréek (cervix uteri) (Konig et Liebich,
2002).

D¢loha v téle samice plni n¢kolik funkci. Endometrium a jeho sekrety maji hlavni roli
Vv transportu spermii z mista ejakulace do mista oplozeni, tedy do vejcovodu. Délozni sekrety
dale reguluji funkci zlutého téliska a iniciuji implantaci, biezost a porod (Hafez et Hafez,
2000).

3.3.1 Délozni rohy

Délozni rohy prasnice jsou uspotadany Vv klickach, podobnych klickam tenkého stieva.
Jsou lokalizované Vv bfisni dutiné a maji mnohem tuzsi konzistenci nez klicky stfeva (Konig
et Liebich, 2002).

Dle Komarka et al. (1964) je délka dé€loznich roht prasnice 80 — 140 cm. Schatten
et Constantinescu (2007) uvadgji délku déloznich rohti od 120 cm do 140 cm.

3.3.2 Délozni télo

D¢lozni télo prasnice je kratky usek pohlavnich organti o délce 5 cm (Najbrt et al.,
1982). Podle Schatten et Constantinescu (2007) je délka délozniho téla 6 cm. Kranialni Gsek

délozniho téla je u prasnice rozdélen medialnim septem (Konig et Liebich, 2002).

3.3.3 Délozni kréek

D¢lozni kréek tvofi silnosténny a dobfe hmatatelny uzavér delohy, ktery se otevira
pouze pii fiji @ béhem porodu (Konig et Liebich, 2002). Sova et al. (1981) uvadéji, ze délka
délozniho krcku je 13 cm, Najbrt et al. (1982) naméfili délku 15 — 20 cm.

Kréek je tvofen slizni¢nimi fasami, které do sebe zapadaji. U prasnice maji
polstarkovitou podobu (pulvini cervicales). K optimalnimu uzavéru cervikalniho kanalu
prispiva sekret, ktery je tvofen cervikalni sliznici a tvoti hlenovou zatku (Konig et Liebich,
2002).

Mezi hlavni funkce délozniho kréku patii napomahani transportu spermii skrz hlen
do de€lohy, funguje jako rezervoar spermii @ muze hrat roli pii selekci zivotaschopnych
spermii (Hafez et Hafez, 2000).
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3.3.4 Stavba délozni stény

Na fezu délozni stény lze rozlisit tii vrstvy. Slizni¢ni vrstvu (endometrium), svalovou
vrstvu (myometrium) a ser6zni vrstvu (perimetrium). Sliznice, endometrium, vystyla délohu
z vnitini strany a jeji tloustka je zavisla na fazi pohlavniho cyklu. Na jejim povrchu vyustuji
tubulozni zlazy - glandulae uterinae. Na sliznici navazuje dvouvrstevna svalova vrstva,
myometrium. Vnitini, silna cirkularni vrstva je od vnéjsi podélné svalové vrstvy oddé€lena

vazivem. Serozni vrstvu na povrchu délohy pokryva tunica serosa (Konig et Liebich, 2002).

3.4 Pochva

Parici organy, které slouzi k zasunuti pyje pti kopulaci, tvofi vlastni pochva, posevni
piedsin a vulva (Komarek et al., 1964).

Cést reprodukéni soustavy, kterd saha od zevniho Gsti délozniho kréku po vyusténi
mocové trubice, se oznaCuje jako pochva, vagina (Koénig et Liebich, 2002). U prasnice
dosahuje pochva délky 10 — 20 cm (Najbrt et al., 1982).

Vaginalni sténa je tvofena epitelem, svalovinou a ser6zou. Svalovinu tvoii silna
vnitini kruhova vrstva a tenka vnéjsi podélna vrstva (Hafez et Hafez, 2000). Sliznice pochvy
je kryta vrstevnatym dlazdicovym epitelem (Sova et al., 1981).

Hranici mezi pochvou a poSevni piedsini je pfi¢na slizniéni fasa — panenska blana,

hymen. Je zachovana pouze u samic, které¢ se dosud nepatily (Komarek et al., 1964).

3.5 PoSevni predsin

U prasnice je poSevni piedsin dlouha asi 6 cm (Konig et Liebich, 2002; Najbrt et al.,
1982). Zacatek poSevni predsing se nachazi u vyusténi mocové trubice. Pod koncem tohoto
vyGsténi je u prasnice ventralni vydut (diverticulum suburethrale). Na sliznici poSevni
piedsiné jsou zlazy, které vylucuji sekret napomahajici snizovani tfeni pohlavnich organt

pti kopulaci (Konig et Liebich, 2002).
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3.6 Vulva

Vulvu tvoii z kazdé strany jeden stydky pysk (labium vulvae). Stydké pysky
se setkavaji v horni a dolni spojce (commissura labiorum dorsalis et ventralis). Dorsalni
komisura prasnice ma zaoblenou, ventralni Spicatou podobu. Ve ventralni komisufe
je umistén postévacek (clitoris), ktery je schovany ve fossa clitoridis (Konig et Liebich,
2002). Postévacek je vyvojovy zbytkem po zakladu samciho pyje. Tvoti ho houbovité téleso
houbovité struktury s hojné inervovanou sliznici (Komarek et al., 1964).

U prasnice jsou stydké pysky svrastélé, kozni piivések ve ventralni komisuie pysku

je zahrocen, Siskovité protahly (Konig et Liebich, 2002).

3.7 Zavésy a vazy samiCiho pohlavniho aparatu

Zavésny aparat je jako celek oznacovan jako Siroky délozni vaz (ligamentum latum
uteri), ktery lze rozdé¢lit na nékolik ¢asti — mesovarium, mesosalpinx a mesometrium.
Mezovariem (zavés vaje¢niku) prochazeji cévy vajeéniku. Mezosalpinx (zavés vejcovodu)
je rozdélovan na mesovarium proximale et distale. Prostor mezi mesovarium distale
a mesosalpinx tvoii bursa ovarica obklopujici vajecnik. Na zavésu délohy (mesometrium)
jsou ptipevnény délozni rohy a délozni télo. Na bazi délozniho rohu piestupuje tunica serosa
z jednoho rohu na druhy a vytvaii mezi nimi ligamentum intercornuale (Konig et Liebich,
2002).
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4 Fyziologie reprodukénich organii prasnice

Pro uspés$nou reprodukci je stéZejni vyborny zdravotni stav zvifete. BEéhem infekce,
pii vystaveni Stresu a naruSeni vnitini homeostazy je reprodukéni ustroji prvnim systémem
v organismu, ktery ptechazi do utlumu (Schatten et Constantinescu 2007).

Na koordinaci a regulaci funkci reprodukéni soustavy se podili nervovy a endokrinni
systém. Nervovy systém kontroluje t€lesné funkce skrze rychlé, elektrické nervové impulsy.
Oproti tomu endokrinni systém vyuziva chemické posly nebo hormony k regulaci pomalych
télesnych procest jako jsou riust a reprodukce. Mimo hormony endokrinnich Zlaz maji
ve fyziologii reprodukéniho systému vyznamnou roli také rdstové faktory, tedy latky,

které kontroluji rust a vyvoj organd a tkani (Hafez et Hafez, 2000).

4.1 Hormony samiciho pohlavniho ustroji

Mezi zakladni hormony, které maji vyznamnou roli ve fyziologii v reprodukéni
soustavy samic, patii gonadotropiny (FSH, LH), estrogeny a progesteron (Reece, 2011).
Tyto hormony jsou vylu¢ovany gonadami, které jsou pod hypofyzarni kontrolou (Rastogi,
2007).

Gonadotropiny

Pojmem gonadotropiny jsou oznaCovany folikulostimulaéni hormon (FSH)
a luteiniza¢ni hormon (LH). Oba tyto hormony jsou secernovany bufikami ptedniho laloku
hypofyzy. Hlavni funkci FSH je u samic rist folikula na ovariu, LH je dulezity
pro ovulaci a luteinizaci granulézy (vznik zlutého téliska) (Reece, 2011).

Hladiny obou hormont jsou fizeny negativni zpétnou vazbou z gonad (Reece, 2001)
a vykazuji mezi sebou antagonistické chovani. Jakmile koncentrace LH stoupa, hladina FSH
klesa (Rastogi, 2007).

Hypofyza se stava aktivni na zacatku puberty a zacina vylu¢ovat FSH. FSH ma vliv
na ovarialni aktivitu a dochazi ke stimulaci folikularniho rustu. Folikularni buiky
okolo oocytu produkuji samici pohlavni hormony, estrogeny, které podporuji rtst folikulu

a sekundarni pohlavni znaky (Rastogi, 2007).
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Ke zvySovani hladin hormontit FSH a LH dochazi prostiednictvim estrogeni a naopak
na snizovani hladiny hormont se podili progesteron. Uvoliovani FSH a LH z ptedniho laloku
hypofyzy je fizeno releasing hormony z hypotalamu. Mezi takovyto hormon patii
GnRH (Gonadotropin Releasing Hormon). Zvysujici se koncentrace estrogenti ma za nasledek
zvySeni citlivosti ptedniho laloku hypofyzy vici GnRH. Tato situace vede ke zvyseni
uvolnovani gonadotropind. Progesteron snizuje Ccitlivost pfedniho laloku hypofyzy
vuci GnNRH a tim klesa koncentrace FSH a LH (Reece, 2011).

Estrogeny

Estrogeny, 17p-estradiol, estron a estriol maji klicovou roli v pohlavnim vyvoji.
Estrogeny v téle plni také metabolické a fyziologické funkce, v neposledni fad¢ maji také vliv
na vyvoj sekundarnich pohlavnich znaka samic (Lai et al., 2002).

Jejich hlavni funkci je stimulace bunécné proliferace a rist tkani, které maji vztah
k reprodukci. Nejdilezitéjsimi a prevladajicimi estrogeny u samic je 17p-estradiol u nebiezich
zvifat a estron u biezich. Estrogeny vyvolavaji tyto télesné pochody: stimulaci ristu
endometrialnich Zlaz, stimulaci ristu vyvodnych cest mlééné Zlazy, zvySeni sekrecni aktivity
déloznich zlaz, navozeni sexualniho chovani, regulaci sekrece LH ptednim lalokem hypofyzy,
epiteliotropni aktivitu (pfi fiji epitel pochvy proliferuje a rohovati) a dalsi (Reece, 2011).

K syntéze estrogenii U samic dochazi ve vajeénicich, v kife nadledvin a v placenté.

Produkci estrogent potlacuje hladina FSH v téle (Rastogi, 2007).

Progesteron

Progesteron je steroidni hormon, ktery obvykle vyzaduje ptedbézné pusobeni
estrogentl, coz je také oznaCovano jako priming. Estrogeny zcitlivi, nebo nabudi tkan
pro piijeti signalu, ktery poskytuje progesteron. Mezi hlavni funkce progesteronu patii
podpora rastu zlaz endometria, stimulace sekrec¢ni aktivity vejcovodu k poskytnuti vyzivy
pro vyvijejici se embryo pied jeho implantaci, stimulace ristu alveol mlééné zlazy, brani
déloznim stahtim béhem biezosti a reguluje sekreci gonadotropint (Reece, 2011).

Progesteron je syntetizovan Zzlutym téliskem, kurou nadledvin a placentou.
V okamziku, kdy je vyluCovan progesteron, piejima endometrialni tkan sekre¢ni funkci
(Rastogi, 2007).
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4.2 Ovulace

Ovarialni folikul se neustale zvétSuje diky mnozeni folikularnich bun¢k a folikularni
tekutiny. Postupné prechazi ve zraly, tercidlni, také ozna¢ovany jako Graafuv folikul. Oocyty
se z folikulti uvoliuji prasknutim dozralych folikult. Prasknuti folikulu a uvolnéni oocytu
je oznacovano jako ovulace a dochazi k ni nezavisle na pohlavnim aktu, zpravidla v obdobi
fije (Sova et al., 1981).

U prasnice dochazi k ovulaci na obou vajecnicich a je uvoliovano 14 az 16 vajicek.
Pii uvolnéni oocytu z folikulu do vejcovodu je oocyt pokryty granuldéznimi buiikami,
které jej obklopovaly ptfed ovulaci. Tento buné¢ny obal je oznaovan jako corona radiata.

Oocyt je do vejcovodu splaven za pomoci tfasni vejcovodu (Reece, 2011).

4.3 Vznik a zanik zlutého téliska

Na vajecniku se po ovulaci v misté prasklého folikulu zacina vyvijet zluté télisko.
Praskly folikul se nejprve vyplni srazenou krvi, buiiky folikularni stény se zmnozuji, zvétSuji
a premé&nuji se v lutealni bunky. U prasnic se vsak v téchto bunikach nevyskytuje zluté barvivo
(lutein) jako je tomu u jinych hospodaiskych zvifat (Sova et al., 1981).

Vznik zlutého téliska je iniciovan preovulaéni vinou LH a jeho existence je udrzovana
pasobenim LH. K zaniku zlutého téliska dochazi v piipadé, Ze samice nebyla oplozena.
Nebiezi déloha uvoliuje PGF», ktery zpisobi regresi zlutého téliska (Reece, 2011).

Po degeneraci zlutého téliska zlstava na vajecnicich tzv. jizva, corpus albicans
(Rastogi, 2007).
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4.4 Ovarialni cyklus

Ovarialni cyklus ptedstavuje hormonalni zmény v prubéhu cyklu uvnitt vaje¢niku.
Puisobenim PGF», dochazi k luteolyze a regresi zlutého téliska a sekrece FSH a LH stoupne
diky snizovani koncentrace progesteronu. LH stimuluje sekreci androgenti buiikkami theca
interna (obalu folikulu) a tyto androgeny difunduji do granul6znich bunék. FSH stimuluje
pfeménu androgenti na estrogeny v granuldznich bunkach a tim se koncentrace estrogent
postupné zvySuje. FSH také stimuluje tvorbu receptortt pro LH na granuloznich bunkach.
Granulozni bunky tvoii tekutinu, ktera je bohata na estrogeny a vytvaii dutinu zvanou antrum.
ZvySovani hladiny estrogenti spousti uvolnéni pfedovula¢ni viny LH. Tato vina podporuje
zrani oocytli @ ma za nasledek dokonceni meidzy do druhé meiotické metafaze. LH vina také
stimuluje intrafolikularni produkci prostaglandini A a E (PGA a PGE), které se uplatiuji
pti prasknuti folikulu. Dale dochazi diky LH vIn¢ k redukci poétu receptori pro FSH
na granuloznich buikach. Tim je minimalizovana pfeména androgeni na estrogeny.
V uritém okamziku dojde k ovulaci a zbytek folikulu se pifeménuje na zluté télisko,
které secernuje progesteron, ktery zptisobuje snizeni uvoliiovani FSH a LH z pfedniho laloku
hypofyzy. Pozdéji podléha zluté télisko regresi a produkce progesteronu Kklesa.
Pokles progesteronu ma za nasledek vzestup sekrece FSH a LH a cyklus se opakuje (Reece,
2011).

4.5 Estralni cyklus

V okamziku, kdy samice dospé&je do obdobi puberty, vstupuje do svého produktivniho
Zivota. Puberta je tedy obdobi, kdy je zahajen reprodukéni cyklus, nékdy téz oznacovan
jako estralni cyklus, ktery umoziuje samici ptilezitost k zabteznuti. Estralni cyklus muze
ovlivnit mnoho faktori jako je roc¢ni obdobi, vyziva, laktace, nebo zdravotni stav.
Lze ho rozdélit na lutealni a folikularni fazi. U prasnic s béznou délkou cyklu 21 dni, trva
lutealni faze od prvniho dne cyklu do 18. dne. V této fazi dochazi k luteinizaci folikulu
a nasledné¢ k regresi zlutého téliska v pripadeé, ze nedoslo k zabfeznuti prasnice.
Jako folikularni faze je ozna¢ovano obdobi od 18. do 21. dne estralniho cyklu, kdy dochazi
Kk recruitmentu (,,verbovani), vyvoji a ovulaci novych folikuld. Folikularni faze se dale

rozdéluje do ¢tyfech obdobi, estru, metestru, diestru a proestru.
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V obdobi estru (21. den cyklu) je samice svolna k pafeni, hladina estradiolu (E)
dosahuje svého vrcholu a dochazi k ovulaci. Po estru nasleduje metestrus (1. az 5. den
pii 21 dennim cyklu), kdy klesa hladina estradiolu a naopak stoupa hladina progesteronu (P4)
diky formovani Zlutého téliska na vajeéniku. V diestru (6. — 18. den) dosahuje hladina P4
svého vrcholu a hladina Ez> své minimalni koncentrace. V ptipadé, ze nedoslo k zabieznuti,
nastava proestrus. Pro obdobi proestru (18. az 21. den) je typicky pokles hladiny P4 a vzestup
hladiny E,. Diky tomu dochazi k formovani nové kohorty folikuld, které budou ovulovat
béhem obdobi estru (Schatten et Constantinescu, 2007).

Obrazek ¢. 1 Hladiny estrogenu a progesteronu béhem estralniho cyklu prasnic
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Kolisani hladin estrogenu (E2) a progesteronu (Ps) v prubéhu estralniho cyklu prasnic. E — doba estru.
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5 Oogeneze a folikulogeneze

Oogeneze je proces, pii kterém vznikaji sami¢i pohlavni bunky, oocyty. Oocyty
se vyvijeji v ovaridlnich folikulech, funkéni jednotce samiciho reprodukéniho systému,
kde prochazi celou fadou morfogenetickych zmén (Coticchio et al., 2013). U prasat, podobné
jako u primati a dobytka, za¢ina oogeneze velmi casné a to jiz v prenatalnim obdobi
(Bielanska-Osuchowska, 2006).

Oogeneze za¢ina formovanim primordialnich zarode¢nych bunék (Primordial Germ
Cells - PGC) a pokracuje fadou jejich dalsich bunéénych premén (Wassarman et Albertini,
1994). Primordialni zarode¢né bunky, prekurzory oocytu, maji vysokou pohyblivost a jsou
schopny odpovédét na chemotaxické stimuly, které jim umoznuji migrovat. Migruji z mista
svého puvodu do embryonalniho epiblastu, genitalni listy (Picton et al., 1998). V oblasti
genitalni listy je mozné primordialni zarode¢né bunky u praseciho embrya pozorovat
jiz 18 dni po pareni (Black et Erickson, 1986).

Diky proliferaci primordialnich zarode¢nych bunék se z nich postupné stavaji oogonie
(fetalni obdobi), oogonie se dale pfeménuji na oocyty (ve fetalnim obdobi) a z ocoyti
se v kone¢né fazi stavaji neoplozena vaji¢ka (pohlavni dospélost) (Wassarman et Albertini,
1994).

5.1 Primordialni zarode¢né bunky

Primordialni zarode¢né bunky maji extraembryonalni ptivod (Wassarman et Albertini,
1994; Vanderhyden, 2002). U savci jsou zarode¢né buiiky ulozeny mimo gonady a poté
migruji pfimo do gonad, kde se diferencuji do pohlavné specifickych zarode¢nych bunék.
Nicméné mechanismus migrace a proliferace primordialnich zarode¢nych bunék je zatim
malo objasnén (Vanderhyden, 2002). Pocet primordialnich zarode¢nych bunék markantné
stoupa. Po 20. dni po pafeni se jejich pocet pohybuje okolo 5 000 bunék, 50. den po pafeni
se jejich pocet pohybuje okolo 1 100 000 (Hunter, 2000).

Jakmile jsou gonady tvofeny somatickymi a zarode¢nymi bunikami, za¢ne se populace
zarodeénych bunék diferencovat a proliferovat. Na zacatku maji PGC potencial zahgjit
jak oogenezi, tak i spermatogenezi. O tom, v jaké bunky se budou dale diferencovat,

rozhoduje gonadalni prostiedi (Voronina et Wessel, 2003).
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Je znamo, ze existuji latky, které jsou dulezité pro migracni drahu. Jedna se o slozky
extracelularni matrix a cytokiny. Bylo zjisténo, ze dochazi k uréitym zménam v rozdéleni
tii glykoproteinti extracelularni matrix (kolagen 1V, fibronektin a laminin) béhem migrace
primordialnich zarode¢nych bunék. V prub&éhu migrace primordialni zarode¢né burky rtzné
meéni jejich silu adheze ke kazdému z glykoproteint. Dalsi dilezitou roli v proliferaci a preziti

primordialnich zarodecnych bunék hraji cytokiny (Vanderhyden, 2002).

5.1.1 Preména PGC v oogonie a nasledné v oocyty

Kolonizace PGC v genitalnich listach a nasledujici formovani primordidlnich folikult
Jsou nezbytné pro dalsi preziti zarodecnych bunék. Po kolonizaci genitalnich list se zarode¢né
bunky nazyvaji oogonie (Vanderhyden, 2002). Oogonie vykazuji charakteristickou
morfologii, zahrnujici pfitomnost mezibunéénych mostl spojujici sousedici zarode¢né bunky,
a vysokou frekvenci mitotického déleni (Wassarman et Albertini, 1994).

Krom¢ jiz zminénych oogonii se zde objevuji také somatické bunky, které podporuji
nasledujici vyvoj oogonii. Tyto pregranul6zni builky Se zde objevi z epitelidlnich bunék,
které se vchlipi do genitalni listy. Oogonie se postupné za¢nou asociovat s pregranuléznimi
bunkami, coz pozdé¢ji vede K vyvoji primordidlnich folikuld. Kazdy primordialni folikul
obsahuje jeden oocyt obaleny Vv jedné wvrstvé zplostélych pregranuldéznich bunék
(Vanderhyden, 2002). U prasat se na ovariich fétu zacinaji formovat folikuly od 56. dne
po pafeni (Bielanska-Osuchowska, 2006).

Jakmile je kolonizace kompletni, oogonie zahaji meiézu (Vanderhyden, 2002).
pochazejicim z rete ovarii nebo samotnym kontaktem s rete ovarii. Zarode¢né bunky
se po tomto kroku nazyvaji oocyty (Vanderhyden, 2002). Sav¢i oocyty prochazi fazi
leptotene, zygotene a pachytene prvni meiotické profaze a nasledné Se zastavi ve stadiu
diplotene (Picton et al., 1998). Oocyty zistavaji v tomto stadiu az do doby, nez budou plné
dorostlé a dostanou signal k ovulaci (Vanderhyden, 2002). Oocyt savci muze zUstat
pozastaven ve stadiu diplotene prvni meiotické profaze i po nékolik desitek let (Picton et al.,
1998). Oocyty ve stadiu diplotene jsou vétsi nez oogonie, maji vice organel a prochazeji
genetickou rekombinaci maternalni a paternalni DNA (Picton et al., 1998). V tomto obdobi
dochazi také k poklesu oogonii a ke ztraté az 70 % zarodecnych bun¢k v disledku apoptozy.
Ukazalo se, ze smrt oogonii indukuji napiiklad TGF-betal, TGF-beta2 a Fas ligandy.
Také se ukazalo, Ze absence pro-apoptotického faktoru Bax muzZe potlacit apoptdzu
(Vanderhyden, 2002).
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Po narozeni jedince zahaji oocyt svij rdst. Zacatek rustu oocytu je ziejmé fizen
vajecniky. Oocyt a jeho obklopujici folikul rostou koordinované a postupuji skrze fadu
morfologickych stadii. Rust probiha nepietrzit¢ a kon¢i bud® ovulaci zralého oocytu
(neoplodnéné vajicko) nebo degeneraci (atrézii) oocytu a jeho folikulu (Wassarman
et Albertini, 1994).

Kazdy oocyt je umistén ve svém bunécném folikulu, ktery roste soucasné s oocytem,
od jedné vrstvy nékolika zploSténych bun€k do nékolika vrstev kubickych granuloznich
bunék. Mezitim oocyt dokoncéuje svuj rast (Wassaman et Alberitini, 1994). ZvétSujici
se objem oocytu ve folikulu je dasledkem naristajiciho po¢tu bunéénych ptimeési (lipidové
kapky, vakuoly a zloutkové inkluze) (Bielanska-Osuchowska, 2006). Kdyz oocyt dosahne
konstantni velikosti, folikularni bufiky prochazeji rychlym délenim, které ¢ita vice nez 50 000
bunék a vysledkem je Graafuv folikul (téZ nazyvan jako antralni folikul, ¢i tercialni folikul).
Oocyt zaujima acentrickou pozici a je obklopen dvéma a vice vrstvami granul6znich bunék.
Vrstva granuldznich bunék, ktera je nejvnitingjsi dostava cylindricky tvar a stava se coronou
radiatou. Tyto buiiky tvoii specializované mezibunééné spoje (zvané gap junctions)
s oolémou (Wassarman et Albertini, 1994).

U pohlavné dospélé samice plné dorostlé oocyty v Graafové folikulu pokracuji
vV meidze a dokoncuji prvni meiotické redukéni déleni tésné pred ovulaci. Oocyty prochazeji
jadernym vyvojem z diplotene profaze | do metafaze Il. V této fazi ztstavaji ve vejcovodu
az do doby stimulace ke kompletni meidze, ke které dochazi pii oplodnéni

nebo pii partenogenetické aktivaci (Wassarman et Albertini, 1994).

5.2 Folikulogenze

Folikulogeneze je proces zrani ovarialniho folikulu. Folikul je soucasti ovaria
a umoznuje mu plnit jeho dvé hlavni funkce v organismu, gametogenezi a steroidogenezi
(Hafez et Hafez, 2000).

Pfi narozeni jsou u samic vétsiny savcl na vajecnicich ptitomny prevazné primordialni
folikuly. Kazdy z téchto folikuld obsahuje primarni oocyt, ktery ma zastavené meiotické zrani
a je obklopen jednou vrstvou zplostélych pregranuléznich bun€k. Béhem reprodukéniho
zivota se ze zakladny primordidlnich folikuli vyvijeji dominantni folikuly (Vanderhyden,
2002).
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Folikularni vyvoj je morfologicky charakterizovan zvétSenim priméru oocytd,
synchronni proliferaci granuléznich bunék a vyslednym zmnozenim vrstev bun¢k,
které obklopuji kazdy oocyt. Vyvoj folikulti zahrnuje recruitment primordialnich folikult
ze zasoby, nasledny rast folikult, selekci dominantniho folikulu, ovulaci a luteinizaci.
Rostouci folikuly podporuji rist oocytu, jeho dosazeni meiotické a vyvojové kompetence.
Granulozni bunky maji také své ustalené funkce, které spocivaji v podpoie rustu oocytu
a udrzovani zastavené meiozy (Vanderhyden, 2002). V minulosti byl oocyt povazovan pouze
za pasivniho pfijemce vyvojovych signali, které k nému byly vysilany granuléznimi
bunkami. Podle Eppiga (2001) je komunikace mezi oocytem a granuléznimi bunikami
obousmérna.

Signaliza¢ni faktory, které si vyménuji granulozni buiiky a oocyt se zdaji byt
nepostradatelné pro navozeni a regulaci diferenciace folikulu ze specifického vyvojového
stadia do dalsiho stadia a tudiz pro vyvoj oocytu, ktery bude kompetentni pro fertilizaci
a naslednou embryogenezi (Van den Hurk et Zhao, 2005).

Zpocatku je folikularni rust charakterizovan pfechodem granuléznich bunék
ze zplostélych na kubické. Pokracujici rlist ma za ukol zvétSit primér oocytu a zvysit
proliferaci granuléznich bunék. Béhem prenatalniho rustu folikulu, se bunky théky zacinaji
spojovat s rostoucim folikulem, ackoli zustavaji oddélené bazalni membranou (Vanderhydden,
2002).

Bunky granuldzy preanatralniho folikulu jsou relativné homogenni proliferujici buriky,
které ziskavaji receptory pro folikulostimulaéni hormon (FSH) a steroidni hormony.
Pod vlivem FSH spusti granulozni bunky sekreci cyklinu D2 a folikul pokracuje v rustu.
Piechod v antralni (Graaftv) folikul je spojovan s formovanim dutiny naplnéné tekutinou
a s diferenciaci granuldéznich bunék do dvou subpopulaci: kumularni granuldézni bunky
(ty, které jsou nejvice spojeny s oocytem a jsou s oocytem také ovulovany) a muralni
granulozni bunky (ty ziskavaji odlisné funkce - zahrnuji steroidogenezi a receptory
pro expresi luteinizaéniho hormonu - LH (Vanderhyden, 2002). Dozraly Graafav folikul
obsahuje ve své sténé také thékalni bunky, které tvori vnitini thékalni vrstvu (theca folliculi
interna) a zevni thékalni vrstvu (theca folliculi externa). Theca folliculi interna je mistem,
kde dochazi k syntéze androgend. Theca folliculi externa obsahuje kolagen a hraje roli
pfi prasknuti folikulu béhem ovulace (Coticchio et al., 2013).
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Rust, zrani, ovulace a luteinizace Graafova folikulu zavisi na dostate¢nych
koncentracich a adekvatnich pomérech FSH a LH v séru. FSH ma prioritni ulohu Vv iniciaci
formovani antra. Tento gonadotropin stimuluje mitézu granuléznich bunék a formovani
folikularni tekutiny. Dale FSH vyvolava senzitivitu granul6znich bun¢k na LH zvySenim
poctu LH receptori. LH receptory u prasnic vzristaji z 300 (v malych folikulech) na 10 000
ve velkych preovulacnich folikulech. Takovéto navyseni LH receptort pfipravuje granuldzni
bunky na luteinizaci (Hafez et Hafez, 2000).

V ptipadé¢ nedostate¢nosti FSH nebo piirozenym procesem folikularni selekce,
nékteré folikuly, které zacaly svij rist, nedosahnou ovualce a podléhaji apoptdze nebo atrézii.
V podstate¢ vice nez 99,9 % ovaridlnich folikulti, které jsou pfitomny pii narozeni diky
folikularni atrézii, nikdy nedosahnou ovulace. Tento proces je regulovan endokrinnimi
faktory, zejména FSH a LH a tyto signaly jsou zprostifedkované vaje¢niky pomoci riznych
parakrinnich faktort (Vanderhyden, 2002).

5.3 Ruist oocytu

Soucasn¢ s folikularnim recruitmentem (naborem) oocyt vstupuje do faze rustu,
kde zvétSuje svij objem, prochazi replikaci a reorganizuje organely v cytoplazmé.
Tyto modifikace zahrnuji vznik zona pellucida, intenzivni syntézu RNA a akumulaci molekul
pro naslednou embryogenezi (Picton et al., 1998).

Jedna z nejnapadnéjsich zmén, ke kterym dochazi v oocytu béhem ristové faze je jeho
sekrece glykoproteinové membrany, zona pellucida (ZP). Zona pellucida utvati ochranny obal
okolo oocytu a sklada se ze tfi glykoproteint, ZP1, ZP2 a ZP3. Pficemz exprese ZP2
se objevuje pouze v primordialnich folikulech. Tyto proteiny zona pellucida jsou nezbytné
pro normalni folikularni vyvoj (Van den Hurk et Zhao, 2005).

V pribéhu reprodukéniho zivota savcl ovaria obsahuji mnozstvi nerostoucich
a rostoucich oocytl zastavenych ve stadiu diplotene prvni meiotické profaze. Recruitment
(nabor) oocytu je tizen gonadotropiny z hypofyzy. Obrovské zvétseni bun¢k oocytu sveédci
0 obdobi intenzivni metabolické aktivity, ktera se odrazi na zménach ultrastruktury
oocytu - biogeneze nékterych novych organel. Napiiklad kortikalni granula a zona pellucida,
které jsou zapojeny v regulaci oplozeni, vznikaji v oocytu bé&hem jejich rastové faze

jako prvni (Wassarman et Albertini, 1994).
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Béhem ristové faze oocytu dramaticky vzrustda pocet mitochondridlnich kopii
a organely se stavaji vice vakualizované. Krom¢ vzrustajiciho po¢tu mitochondrii vzrista také
pocet ribosomil. Dale se s ristem oocytu také zvySuje mnozstvi pori V jaderné membrané
a kolem jadérka se utvari chromatin, ktery je znamkou dosazeni zralosti. Na konci rastové
faze a tésné pred meiotickym zranim oocytu je jadro charakteristicky velké a oznacuje se jako

zarode¢ny vacek (GV = Germinal Vesicle) (Picton et al., 1998).

5.4 Zrani oocytu

Zrani oocytu je komplexni proces, ktery zahrnuje jaderné a cytoplasmatické zrani.
Jaderné zrani spodiva v chromozomalni segregaci a cytoplasmatické zrani zahrnuje
reorganizaci cytoplasmatickych organel, transkripci mRNA a skladovani proteinu (tyto
proteiny jsou poté vyuzity pii oplozeni a v obdobi ¢asného embryonalniho vyvoje)
(Landim-Alvarenga et Maziero, 2014). Pti jaderném a cytoplasmatickém zrani hraje také
dulezitou roli folikularni tekutina, ktera se ucastni fyziologickych, biochemickych
a metabolickych procest (Hafez et Hafez, 2000).

Mechanismus zrani oocytu v in vivo a in vitro podminkach zatim stale neni kompletné
popsan. Nicméné je vSeobecné znamo, Ze rozhodujici roli pti udrzovani meiotického bloku
u savéich oocyti ma cyklicky adenosin monofosfat (CAMP). Vzestup hladiny cCAMP uvniti
oocytu je nezbytny K udrzeni blokace meiotického zrani. Naopak pii poklesu koncentrace
CAMP v oocytu dochazi k obnoveni meidzy. Tato koncentrace CAMP v oocytu je regulovana
rovnovahou dvou typi enzymu, adenylat cyklazou (AC) a fosfodiesterazami (PDES),
které jsou zodpovédné za syntézu a degradaci CAMP (Landim-Alvarenga et Maziero, 2014).

V rostoucich a dominantnich folikulech oocyty ziistavaji zastaveny ve stadiu diplotene
meiotické profaze. In vivo je obnoveni meidzy zahajeno piedovulaéni vinou LH,
ktera se objevuje pouze u plné dorostlych, meioticky kompetentnich oocytd z dominantnich
(ptedovula¢nich) folikuld. Pied a béhem LH viny je oocyt obklopen kompaktni kumularni
vrstvou. Béhem obdobi mezi LH vinou a ovulaci oocyt prochazi fadou vyraznych zmén
a to nejen v jeho jadie, ale také v cytoplazmé (Van den Hurk et Zhao, 2005).

Pro dosazeni dobré kvality praseich oocyti a jejich schopnosti produkovat
zivotaschopné potomstvo je zasadni kompletni naprogramovani oocytu jest¢ pied jeho
opusténim  ovaridlniho  folikulu. Takovéto naprogramovani zahrnuje 1 jaderné

a cytoplasmatické zrani (Hunter, 2000).
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Obrazek €. 2 Schématické znazornéni ristu a zrani oocytu.
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Rust a vyvoj oocytu je tzce spojen s folikularnim vyvojem. V dobé, kdy zainaji rust primordialni
folikuly, rostou i oocyty. Ve stadiu tercialniho folikulu oocyt odpovida na stimulaci LH a FSH.
S ptedovula¢ni vinou LH za¢ina zrani oocytu. Pievzato z Miyano (2005).

5.4.1 Zisk meiotické kompetence

Meioticka kompetence je schopnost rostouciho oocytu pokracovat v meiotickém
déleni a dokoncit jej. Oocyt ziskava meiotickou kompetenci obvykle béhem obdobi
formovani antra (Vanderhyden, 2002). Objevuje se tedy v dobé, kdy oocyt doroste 80 %
kone¢né velikosti (Thibault et al., 1987).

Na meiotickou kompetenci ma vliv velikost oocytu. Oocyt prasete 0 vnitinim praméru
110 pum je pouze ¢aste¢né kompetentni. Vétsina takovychto oocytll zastavi své zrani ve stadiu
metafaze | (Sedmikova et al., 2003). PIn¢ dorostlé oocyty, které maji pramér 120 pm,
jsou zcela meioticky kompetentni (Motlik et al., 1984). U prasat dosahuje oocyt meiotické

kompetence ve folikulu, ktery dosahuje priméru 3 mm a vice (Marchal et al., 2002).
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5.4.2 Meiotické zrani

Meiotické zrani oocytu spociva v pifeméné pln¢ dorostlych oocytii piitomnych
v Graafovych folikulech do neoplodnénych vaji¢ek, které se nachazeji té€sné pied ovulaci.
Tento proces je doprovazen predovulacni vinou gonadotropint
(folikulostimula¢ni hormon - FSH a luteiniza¢ni hormon - LH). Mei6za nikdy nepokracuje,
bez toho aniz by doslo k této pifedovulaéni vIin€. Vylucovani gonadotropini pti ovulaci ma
také za ukol potlacit produkci faktorti inhibujici meiézu, které jsou produkovany
granuléznimi bunkami (Hafez et Hafez, 2000). Vysledkem LH viny je eliminace jedné
nebo vice inhibujicich latek jako je naptiklad OMI (Oocyte Maturation Inhibitor). Eliminace
téchto inhibujicich latek dale vede k aktivaci cyklinu, fosfataz a kinaz, které jsou potiebné
pro dosazeni jaderného zrani (Hunter, 2000).

Meiotické zrani je charakterizovano rozpadem jaderné membrany OOCytu
(zarode¢ného vacku), kondenzaci chromatinu, oddéleni homolognich chromozomu a vydéleni
prvniho podlového téliska. Takovéto ovulované vajicko dokonéuje meidzu (S oddélenymi
chromatidami a vydélenim druhého polového téliska - druhé redukéni déleni) po oplozeni
(Wassarman et Albertini, 1994).

V in vivo podminkach pokracuji oocyty v meidze na zakladé odpovédi na specifické
signaly, nejéastéji hormonalniho charakteru. V prostiedi in vitro obnovuji meiotické zrani
po vyjmuti z jejich folikularniho prostiedi (Sun et Nagai, 2003).

Béhem prvniho meiotického déleni zac¢ina kondenzace chromatinu, nastava zahajeni
rozpadu zarodeéného vacku (GVBD), formovani vieténka a vydéleni prvniho polového
téliska. lhned poté oocyty vstupuji do meidzy Il a nasledné jsou opét zastaveny v metafazi Il
(MII). Teprve po stimulaci spermii oocyt pokracuje v meidze Il a dokonéi své zrani
vydélenim druhého polového téliska (Sun et Nagai, 2003). Spermie, ktera penetruje
do oocytu, spusti kortikalni reakci, ktera ma za ukol blokovat proniknuti dalSich spermii
a zabranit tak polyspermii. Kortikalni reakce spociva v uvolnéni kortikalnich granul
do perivitelinniho prostoru. Tato kortikalni granula zméni strukturu zona pellicuda
a tim znemozni dalSim spermiim navazani na jeji povrch (Romar et al., 2012). Nezralé oocyty
ve stadiu zarode¢ného vacku nejsou schopny navodit kortikalni reakci. Schopnost oocyta
uvolnit kortikalni granula a tim navodit kortikalni reakci se za¢ina vyvijet u oocytl ve stadiu
GVBD a vyviji se az do stadia MII (Sun et Nagai, 2003).
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Po penetraci spermie do oocytu dochazi k dekondenzovani chromatinu spermie
a maternalnich chromozomii a nasledné¢ k jejich transformaci na sam¢i a samici prvojadra,
respektive dvé prvojadra s ulozenym maternalnim a paternalnim genetickym materialem (Sun
et Nagai, 2003).

Zrani oocytu zahrnuje dva procesy: jaderné a cytoplazmatické zrani. Obecné ke zrani
oocytu dochazi, kdyz je vyd€leno prvni polové télisko (jaderné zrani) a oocyt je zastaven
ve fazi MIIl. Ac¢koli oocyty s dokonéenym jadernym zranim mohou byt oplozeny, mohou byt
vyvojové inkompetentni diky nedostatku nékterych cytoplasmatickych faktorti potfebnych
pro plné cytoplasmatické zrani. To je divodem, pro¢ vyvoj plného vyvojového potencialu

vyzaduje synchronni jaderné a cytoplasmatické zrani (Sun et Nagai, 2003).

Jaderné zrani

Jaderné zréani trva u prasete 44 hodin. Jedna se o sled udalosti, které zahrnuji
dvé po sobé jdouci déleni. Oocyty jsou po jaderném zrani zastaveny ve fazi Ml az do doby
oplodnéni, kdy je aktivaénim stimulem penetrace spermie. Penetrace spermie do vajicka
ma za nasledek dokonceni meiotického cyklu a je zahajen embryonalni vyvoj (Van den Hurk
et Zhao, 2005).

Proces jaderného zrani zacina v okamziku, kdy meidza vystupuje ze stadia diplotene.
Jaderné zrani je signalizovano kondenzaci chromosomt a rozpadem zarode¢ného
vacku — GVBD (Landim-Alvarenga et Maziero, 2014). Motlik et al. (1984) uvadi,
ze Kk tspésnému rozpadu zarodecného vacku dochazi u oocytl pochazejicich z folikult
0 praméru vétsim nez 1 mm.

Po GVBD oocyt prochazi metafazi | (MI), anafazi | (Al) a telofazi | (T1), ¢imz kon¢i
prvni meiotické déleni. Poté rychle prochazi fazi MII druhého meiotického déleni, kde se opét
zastavuje ve druhé meidze (druha meioticka blokace) (Kubelka et al., 2000).

Po dokonceni prvniho meiotického déleni se homologni chromosomy (2n) oocytu
odd¢li do dvou jader s n chromosomy v kazdém jadru (MI). Cytoplasma se asymetricky
rozdéli na dvé bunky. Jedna obsahuje téméf vSechnu cytoplazmu (tzv. sekundarni oocyt)

a druha velmi mala bunka utvoii prvni polové télisko (Landim-Alvarenga et Maziero, 2014).
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Cytoplasmatické zrani

Cytoplasmatické zrani zahrnuje strukturalni a molekularni zmény, které probihaji
v oocytu v obdobi od stadia GV do konce faze MII. Ultrastrukturalni zmény v cytoplazmé
zahrnuji migraci né€kolika organel. Mitochondrie a Golgiho aparat, které jsou v nezralych
oocytech lokalizovany na periferii, se pfesunuji do perinuklearniho postaveni. Kortikalni
granula, ktera pochazeji z Golgiho aparatu a jsou puvodné situovana Vv centru oocytu,
nyni migruji k periferii a zakotvuji se do membrany oocytu (Landim-Alvarenga et Maziero,
2014).

Molekularni zmény, ke kterym dochazi béhem cytoplazmatického zrani, spocivaji
v nékolika krocich, v transkripci, ulozeni a zpracovani mMRNA, ktera bude pozdé&ji vyuzita
k syntéze proteini. Tyto proteiny budou poté piimo ovliviiovat jednotlivé bunécné dgje,
jako jsou oplozeni, formace prvojadra a zacatek embryogeneze (Crocomo et al., 2013).

V ptipad¢ oplozeni je cytoplasmatické zrani dilezité pro ziskani podminek pro blokaci
polyspermie, k dekondenzaci penetrovanych spermatozoi a Kk vytvofeni prvojadra
(Van den Hurk et Zhao, 2005).

5.5 Regulace meiotického zrani

U vétsiny savci je meidza zahajena jiz vV samiéich zarode¢nych burnkach b&hem
fetalniho obdobi. Proces meidzy je zastaven v profazi | v dobé narozeni jedince.
cyklus, nebo pfitomnosti latek zastavujici meidzu, pfipadné pusobenim 0bou moznosti
(Vanderhyden, 2002).

Je vSeobecné znamo, ze na regulaci meidzy se podili kaskada fosforylaci
a defosforylaci (Van den Hurk et Zhao, 2005).

V nasledujicim textu jsou zminény pouze nékteré z faktort, které ovliviiuji meiotické

zrani 00CYytu.
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5.5.1 Cyklicky adenosin monofosfat - CAMP

Udrzeni zastaveného meiotického zrani v meioticky kompetentnich oocytech
je zavislé na vysoké hladiné CAMP (Thibault et al., 1987; Van den Hurk et Zhao, 2005; Zhang
and Xia, 2012). Vysoké hladiny cAMP v oocytu maji za nasledek fosforylaci cyklin
dependentni kinazy 1 - CDK1 (Zhang et Xia, 2012).

V minulosti se piedpokladalo, ze CAMP je produkovan kumularnimi bufikami
a pomoci gap junctions se dostava do oocytu (Thibault et al., 1987). Avsak Zhang et Xia
(2012) wuvadi, ze cyklicky AMP muze byt produkovan jak folikularnimi bunkami,
které obklopuji oocyt, tak i samotnym oocytem.

Posledni studie ptedpokladaji, ze sam oocyt produkuje dostate¢né mnozstvi CAMP
K udrzeni zastavené meidzy prostiednictvim G proteinu, G-Protein-Coupled Receptor
(GPR3 a GPR12). Tyto G proteiny ptsobi na stimulaci alespon jedné formy adenylatcyklazy 3
(Zhang et Xia, 2012).

Intraoocytarni hladiny cAMP jsou syntetizovany G proteiny (Gs) za ptitomnosti
adenylatcyklazy a degradovany fosfodiesterazami (PDES). Z toho vyplyva, ze inhibice
aktivity oocytarni CAMP-fosfodiesterazy (PDE3A) je nezbytna pro udrzeni zvysené hladiny
CAMP (Zhang et Xia, 2012).

5.5.2 Maturation Promoting Factor - MPF

Obnoveni meidzy je doprovazeno a regulovano znaénym zvySenim cytosolové
kinazové aktivity oocytu. StéZejni slozkou této aktivity je cyklin B-p34°?, také oznadovany
jako MPF - Maturation Promoting Factor (Hunter, 2000).

Je znamo, Zze MPF u prasecich oocyti usnadiiuje obnoveni meidzy (Sun et Nagai,
2003). Tento protein je zodpovédny za pocatek zrani oocytu a také za aktivaci,
ktera predchazi, nebo se objevuje ve stejnou dobu s rozpadem =zarodecného vacku
(Van den Hurk et Zhao, 2005).

MPF je protein kindza zapojena do regulace bunécéného cyklu. Aktivni MPF
je schopny fosforylovat proteiny, které tvoii jaderny obal, a které se podileji na kondenzaci
chromatinu a reorganizaci cytoskeletu (Van den Hurk et Zhao, 2005). Aktivita MPF
je v prase¢ich oocytech stanovovana méfenim kinazové aktivity histonu H1. Tato aktivita
spousti fadu reakci, které nakonec vedou Kk rozpadu jaderné membrany, kondenzaci
chromozomu a formaci vieténka, tedy k udalostem, které jsou rozhodujici pro podporu

uspésného oplozeni a ¢asného embryonalniho vyvoje (Hunter, 2000).
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Je znamo, Ze na udrzeni aktivity MPF ma vliv Greatwall (GWL) kinaza. Ta udrzuje
aktivitu MPF skrze regulaci protein fosfatazy 2A (Protiein Phosphatase 2A - PP2A) (Zhao et
al., 2014).

Pokles aktivity MPF se objevuje soucasné s vystupem z metafaze | a Il a znaci tak,

ze inaktivace MPF je nezbytna pro dalsi vyvoj vajicka (Hunter, 2000).

5.5.3 Mitogenem aktivovana protein kinaza - MAPK

Mitogenem aktivovana protein kinaza (MAPK) je dalsi kinaza, ktera se zapojuje
do procesu zrani oocytu. Vysoka aktivita MPF a MAP kinazy v oocytech, které jsou ve stadiu
MII, funguje u savci jako cytostaticky faktor (CSF) a zptisobuje zastaveni zrani ve fazi Mll
(Sun et Nagai, 2003). MAP kinazy fosforyluji cytoskeletarni proteiny a jaderna lamina,
coz je stézejni pro bunééné meiotické déleni (Wehrend et Meinecke, 1998).

U prasecich oocytd se vyskytuji dvé izoformy MAP kinazy, ERK1 a ERK?2
(Inoue et al., 1995). Toto oznaceni vyplyva z akronymu ERK (Extracellular Signal-Regulated
Kinase), ktery MAP kinaza ziskala (Whitaker, 1996).

MAP kinaza pusobi na molekuly, které jsou lokalizovany Vv jadie nebo v cytoplazmé,
véetné cytoskeletarnich proteinti. Béhem zrani oocytu je nutnd aktivita MAP kinazy
pro udrzovani MPF aktivity, pro formovani vieténka a pro udrzeni zastavené metafaze Il
(Van den Hurk et Zhao, 2005). Na rozdil od MPF aktivity, MAP kinazova aktivita zustava
vysoka i pfi vydé€leni polového téliska (Hunter, 2000). Dal§im rozdilem je odlisny ucinek
tyrosinové fosforylace. Zatimco MPF je inhibovan fosforylaci tyrosinu, MAP kinaza je touto
fosforylaci aktivovana (Whitaker, 1996).

U prasecich oocytll je MAP kinaza v obdobi GV V inaktivované formé a je aktivovana
v obdobi, kdy dochazi k rozpadu zarodeéného vacku (Sun et al., 2001a). Blokovani
MAP kinazové aktivity ma za nasledek zabranéni rozpadu zarodecného vacku (Whitaker,
1996). MAP kinaza je udrzovana vysoce aktivni i po oplozeni, kdy pokracuje druhé meiotické
déleni a vydéluje se druhé polové télisko. Defosforylace MAP kinazy je detekovana

v moment¢, kdy je utvaieno prvojadro (Sun et al., 2001b).
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5.5.4 Vapnik

Vépenaté ionty (Ca?") plni v téle dilezitou funkci druhého posla v fadé fyziologickych
procesech. Zapojuji se naptiklad pii expresi gent, apoptéze, regulaci bunééného cyklu
a v fad¢ dalsich pochodech (Suizu et al., 2002). Hladina vapenatych iontd v bufice probiha
v opakujicich se vinach. Toto kolisani hladiny vapniku je dilezité pro znovuzahajeni meidzy
a k zahajeni dalSich dé&ju spojenych s aktivaci oocytu, jako je naptiklad kortikalni reakce
a vyvoj prvojadra (Heytens et al., 2008).

Kolisani hladiny intracelularnich Ca®* méize spontdnné aktivovat a regulovat meiotické
a cytoplasmatické zrani oocytu. Na zaklad¢ vysledku nékterych studii se predpoklada,
Ze vzestup intracelularnich Ca?* iontl spousti rozpad zarodeéného vacku (GVBD) u praseéich
oocytd (Krisher, 2004).

Vapnik upravuje proteiny, které jsou ptitomny v kazdém konkrétnim bodu bunééného
cyklu, stimulaci fosforylacni nebo defosforylaéni cesty, nebo aktivovanim proteaz.
Piedpoklada se, ze modifikace cyklini vapnikovymi signaly za piitomnosti cyklin
dependentnich kinaz je nutna pro plnou aktivaci MPF. Pficemz tento d¢j nasledné vede
k rozpadu zarode¢ného vacku (Van den Hurk et Zhao, 2005).

Kolisani vapenatych iontd brani vzestupu hladiny MPF a umoznuje dosazeni Gspésné
aktivace oocytu (Heytens et al., 2008.

Po fuzi spermie s oocytem pii oplozeni, dochazi taktéz ke kolisani hladiny volnych
intracelularnich vapenatych iontd. V dusledku proniknuti spermie do oocytu dochazi
opakované k vzestupu hladiny vapenatych iontt, coz vede Kk uvolnéni kortikalnich granul
do perivitelinniho prostoru (tzv. kortikalni reakce) a tim dochazi k zabranéni polyspermie
(Asano et Niwa, 2004).

5.5.5 Oxid dusnaty

Oxid dusnaty (NO) je vSudypiitomna signalni molekula, ktera se ucastni fyziologickych
a patofyziologickych procesii zahrnujici napiiklad i meiotické zrani oocyti u prasat
(Tao et al., 2005).

Je znamo, ze NO plni u zvifat funkci biologického posla. Pomoci oxidu dusnatého
dochazi k ptenosu signalu mezi bunkami. Signal vyslany bunkou produkujici tento plyn

penetruje skrz membrany a reguluje tak funkci jiné bunky (Dixit et Parvizi, 2001).
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Oxid dusnaty je obvykle syntetizovan z L-argininu (L-Arg), kysliku (0O>),
tetrahydrobiopterinu (H4B) a nikotinadenindinukleotidfosfatu (NADPH) pomoci tii odlisnych
izoforem NO syntaz (NOS). Mezi tyto izoformy NOS patii: nervova (NNOS), indukovatelna
(iNOS) a endotelialni (eNOS). Jednotlivé izoformy NOS maji odlisné funkce v riznych
reprodukénich déjich (Goud et al., 2014).

Tyto zékladni izoformy jsou kalcium-dependentni a kalmodulin-dependentni a produkuji
malé mnozstvi oxidu dusnatého. Sav¢i vaje¢niky exprimuji z téchto tii izoforem pouze eNOS
a INOS. Neni vsak zcela objasnéno, ktera z izoforem NOS se zapojuje do meiotického zrani
ooctl prasat (Tao et al., 2005).

Oxid dusnaty je dulezitou sloZzkou oocytarniho mikroprostfedi a ma Sirokou Skalu
pisobeni. Ma vyznamnou ulohu ve vyvoji oocytu od obdobi oogeneze po oplozeni. DileZitou
roli hraje pti aktivaci a zrani oocytu, implantaci a casném embryonalnim vyvoji (Goud et al.,
2014). Studie provadéné na mySich s knokautovanym genem pro eNOS ukazuji,
ze béhem meiotického zrani byly mysi oocyty zablokovany v metafazi I, nebo vykazovaly
razné abnormality (Petr et al., 2005).

NO se také zapojuje pii vyvoji a regresi zlutého téliska (Catherine et al., 2003),
kontroluje mechanismus LH viny, sexualni chovani, syntézu estradiolu, a ovulaci
(Dixit et Parvizi, 2001).
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6 Zvireci model MeLiIM

Pod akronymem MeLiM (z anglického Melanoma-bearing Libéchov Minipigs)
je skryt nazev pro linii miniprasat s dédicnym melanomem, ktera byla vyslechténa
selektivnim kiizenim zvifat postizenych koznim melanomem (Horék et al., 1999). Do Ceské
Republiky byla importovana prvni prasata v roce 1967. Jednalo se o dva kance a tfi prasnice
z Minesotské univerzity (Hormel Institute) a dva kance a c¢tyfi prasnice z univerzity
v Gottingenu (Institute for Animal Breeding and Genetics) (Baxa et al., 2013). Tato prasata
byla dale kiiZena s n¢kolika dalsimi plemeny (Cornwall, Landrace, Vietnamské prase a Velké
bilé prase) a podilela se tak na vzniku plemene MeLiM (Hruban et al., 2004). Diky tomuto
selektivnimu kiizeni byla linie miniprasat MeLiM vyslechténa béhem deseti let (Svoboda
et al., 2005).

K udrZeni stalého vyskytu tumorem postizenych zvifat byla pouzita devitaliza¢ni
terapie. Tento chirurgicky zakrok spoc¢iva v ischemizaci nadoru pouzitim stehti vedenych
pod bazi tumoru. Nedochazi vsak k vyjmuti tumoru, ale je ponechan na misté. Po 1é¢bé byl
pozorovan rozpad bun€¢k melanomu a postupna transformace tumoru do fibrosni tkané
(Hruban et al., 2004). Horak et al. (1999) uvadéji, Zze po této terapii nebyly zaznamenany
zadné recidivy.

Miniprasata MeLiM jsou velmi vhodnym zvifecim modelem pro studium lidskych
melanomut diky podobnostem v oblasti histopatologie (Boisgard et al., 2003) a biochemie
(Borovansky et al., 2003). U linie MeLiM je pozorovan vysoky vyskyt nadort (57 % zvitat),
typicky progresivni rist (okolo 34 % zvirat uhyne obvykle béhem prvnich 2 mésici zivota),
vyvoj metastazi v organech a existence rozmanitych mnohonasobnych pigmentovanych 1ézi
(névy, povrchové se §ifici melanom a nodularni melanom). Tyto poznatky ¢ini linii prasat
MeLiM vhodnym zvifecim modelem pro studovani lidskych chorob (Fortyn et al., 1998;
Borovansky et al., 2003; Geffrotin et al., 2004; Vincent-Naulleau et al., 2004; Svoboda et al.,
2005; Le Chalony et al., 2003).
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6.1 Chov MeLiM miniprasat

Miniprasata MeLiM jsou chovéana v Ustavu Zivodisné fyziologie a genetiky AV CR
v Libéchové (Hruban et al., 2004). Dle standartni praxe jsou chovany prasnicky (pohlavné
dospélé samice s pravidelnym estralnim cyklem) a prasnice po odstavu ve skupinach

po 3 - 4 jedincich. Kanci jsou zde ustajeni individualné (Baxa et al., 2013).

6.2 Melanom

Melanom (také oznacovan jako maligni melanom, ¢i melanoblastom) je kozni nador,
ktery vznika neoplastickou transformaci melanocytt (Hruban et al., 2004). Melanom,
ktery se vyskytuje u této linie prasat, vykazuje znaky dédi¢ného vyskytu (Svoboda et al.,
2005). Kozni melanomy vyskytujici se u MeLiM prasat jsou obvykle mnohocetné a projevuji
se jako hrbolat¢é nodularni formy. Tumory se objevuji u tmavé zbarvenych, cernych
nebo rezavé Cervenych selat. Jsou pfitomny pii narozeni, nebo béhem prvnich dvou mésica
zivota jedince (Svoboda et al., 2005).

Nadory se vyskytuji v podob& cerné zbarvenych 1ézi na kuzi. Nékteré formy
melanomi vyskytujici se u lidi (naptiklad pigmentované névy, dysplastické névy, povrchové
se Sifici melanom a nodularni maligni melanom) byly nalezeny i u MeLiM prasat.
Také vSechna stadia tumoru, v humanni mediciné klasifikovana podle Clarkovy stupnice
(popisuje progresi nadoru pomoci histogeneze a chovani tumoru), byla zjisténa i v prasecich
melanomech (Hruban et al., 2004).

Metastazy jsou Siroce rozSifeny V nejriznéjSich organech a tkanich. Bé&zné
se nachazeji ve slezing, lymfatickych uzlinach a v plicich (Horak et al., 1999). Fortyn et al.
(1998) dopliuji, Zze u vysoce postizenych miniprasat se metastazy vyskytuji i v mistech
traviciho traktu, slinivce biisni, jatrech, ledvinach, thymu a dalSich organech. Spojitost
mezi poétem a velikosti koznich nadorGi a rozsahem wvnitfnich metastaz nebyla nalezena
(Svoboda et al., 2005).
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6.2.1 Spontanni regrese melanomu

Tento jev znamena cCaste¢né nebo kompletni vymizeni melanomovych bunék
bez jakéhokoli terapeutického zasahu. Je to spojeno se schopnosti melanomu navodit imunitni
odpoveéd’ vzhledem K rozpoznani tumoru specifickych nebo s tumorem asociovanych antigenti
(Paredes, 2007).

U prasat MeLiM, vétsina nadort spontanné regreduje brzy po porodu (Boisgard et al.,
2003). Vincent-Naulleau et al. (2004) uvadgji, ze ke kompletni regresi nadoru dochazi
v 94 %. Tento jev je doprovazen zplostovanim a depigmentaci tumoru (Rambow et al., 2008).
Regresi doprovazi také depigmentace chlupt, kiize a duhovky (Vincent-Naulleau et al., 2004).

Na histologické trovni mizeme pozorovat husty infiltrat S vysoce pigmentovanymi
bunikami. V mist¢ nadoru dochazi k infiltraci nejprve melanofagy a poté lymfocyty,
podobné jako je tomu v pfipadé regrese melanomu u ¢lovéka. Nicméné v porovnani s lidmi
se zda byt lymfocytarni infiltrace u miniprasat opozdéna (Rambow et al., 2008).

Spontanni regrese melanomu u MeLiM je pravdépodobné zpusobena imunitni
odpovédi namifenou proti buikam melanomu. Tuto skute¢nost potvrzuje piitomnosti
halo efektu (béleni) v okoli nadort, ktery se vyskytuje na kazi starSich prasat. Imunitni bunky
pravdépodobné rozpoznaji antigeny melanomu, coz ma za nasledek destrukci melanomovych
bun€k. Uz od pocatku neoplastické transformace melanocytii na melanomové buiiky spolu
sdileji stejny repertoar antigend. Melanocyty jsou tudiz okolo koznich nadorG znieny
(diky imunitni odpovédi zprvu soustiedéné na melanomové bunky) vytvoienim halo efektu
(Planska et al., 2015).

Spontanni regrese melanomu je pozorovana i U n€kterych lidskych pacientti (Paredes,
2007). Castena spontanni regrese melanomu je u lidi popsana v 10 az 35 % vsech piipadi
(High et al., 2005). Naopak kompletni spontanni regrese je v humanni mediciné velmi vzacny
ukaz, ktery byl popsan pouze ptiblizné ve Ctyficeti dikladné dokumentovanych ptipadech
(High et al., 2005; Menzies et al., 1997).

Dukladné porozuméni mechanismtim, které jsou zodpovédné za spontanni regresi,
mize prispét K vytvofeni novych strategii v oblasti melanomové terapie. Z etickych divodu
nemohou byt provadény studie na lidskych pacientech a proto je zapotiebi vhodného

zviteciho modelu, jakym je naptiklad prave linie prasat MeLiM (Planska et al., 2015).
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7 Material a metody

Ziskavani reproduk¢nich organta prasnic

Reproduk¢ni organy byly ziskany z prasnic linie MeLiM. Porazka byla provedena
v Libéchov¢, kde bylo porazeno celkem 6 prasnic ve staii 8 az 9 mésici. Z prasnic
byly vyjmuty reprodukéni organy a ulozeny do oznaCenych sacki a termolahvi,

kde byla udrzovana teplota 38°C. Nasledn¢ byly organy pievezeny do laboratote.

Zpracovani vajecniki a kultivace oocytu

Vajecniky byly skalpelem oddéleny od vejcovodi a zavésnych vazi a vyfoceny
s pfilozenym métitkem na stativu s hornim a spodnim osvétlenim. Nasledné byly vaje¢niky
vlozeny do nadoby se zahiatym fyziologickym roztokem o teplot¢ 38°C a nasnimany
ultrasonografickou linearni rektalni sondou o frekvenci 7,5 MHz MyLab™30Vet (Esaote,
Maastricht, Nizozemsko). Poté byly vaje¢niky vyjmuty z fyziologického roztoku a aspiraci
folikularni tekutiny z folikulu byly ziskany oocyty. Aspirace byla provedena pomoci jehly
20G a stiikacky o objemu 20 ml. Pod stereomikroskopem (Nikon SMZ 645, Japonsko)
byly tenkou sklenénou kapilarou vybrany oocyty o velikosti 120 pm s kompaktnim kumulem
a neporusenou cytoplazmou. Vybrané oocyty byly pteneseny do modifikovaného kultiva¢niho

média M199 (sloZzeni média je uvedeno v tabulce ¢. 1), kde byly kultivovany po dobu

48 hodin v tizené atmosféie 5% CO; pfi teploté 38°C.
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Tabulka €. 1 Slozeni modifikovaného kultivaéniho média M199 pro in vitro zrani

Slozka 9/100 ml média M199
HEPES 0,15
Laktat sodny 0,06
Pyruvat sodny 0,025
Gentamicin 0,0025
7% uhli¢itan sodny 0,039 ml/l
Fetalni teleci sérum 10% (wi/v)
eCG 13,4 1U/ml
hCG 6,6 1U/ml

Hodnoceni meiotického zrani oocyti

Po kultivaci byly z oocytd mechanicky opakovanym pipetovanim skrz sklenénou
tenkosténnou pipetu odstranény kumularni bunky. Oocyty byly dale fixovany v kyseliné
octové a alkoholu v poméru 1:3 po dobu minimalné 24 hodin. Po uplynulé dobé byly oocyty

obarveny 1% roztokem orceinu.

Oocyty byly hodnoceny pomoci mikroskopu s fazovym kontrastem. Stadium
jaderného  zrani  bylo  hodnoceno  podle  kritérii  publikovanych ~ Motlikem
a Fulkou (1986): oocyty ve stadiu zarode¢ného vacku — GV (Germinal Vesicle), oocyty
ve stadiu metafdze prvniho meiotického déleni — MI a oocyty ve stadiu metafaze druhého

meiotického déleni — M.
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Morfometrické a sonografické méreni reproduk¢énich organt

prasnic

Reproduk¢ni organy prasnic bez vaje¢nika byly ocistény od okolnich zbytkia tkané
a zavésnych vazu. Morfometricka méteni vSech organd byla méfena v centimetrech. Na vsech
pohlavnich tGstrojich byla pravitkem métena délka stydké Stérbiny a délka a Siika vulvy.
Skalpelem byl veden podélny fez pochvou, aby mohla byt zméfena délka poSevni piedsing.

V mist¢ hymenalniho prstence byla pomoci skalpelu provedena disekce vulvy
s posevni predsini od pochvy a délohy. Takto oddélena pochva s délohou, déloznimi rohy
a vejcovody byla zvazena na vaze.

Po zvazeni byly u kazdého pohlavniho ustroji ziskany ultrasonografické snimky
jednotlivych ¢asti pohlavniho traktu. Snimky byly snimany v nadobé s fyziologickym
roztokem ultrasonografickou linearni rektalni sondou o frekvenci 7,5 MHz MyLab™30Vet
(Esaote, Maastricht, Nizozemsko). U kazdého z Sesti pohlavnich traktt byly potizeny celkem
4 sonografické snimky na pfedem vyznacenych mistech. Byla snimana tato mista: pochva,
stfed délozniho kréku, délozni télo a stied délozniho rohu.

Nasledné byla jednotliva ustroji vyndana z fyziologického roztoku a rozlozena
na pevné podlozce pro snadngjsi manipulaci. Skalpelem byl proveden podélny fez déloznim
kr¢kem vedeny skrze délozni télo az do mista bifurkace. Poté byla pravitkem zméfena délka
dil¢ich organt. Jmenovité délka pochvy (od hymenalniho prstence po prvni vyrazny hrbol
délozniho kréku), délka délozniho kréku, délozniho téla, déloznich rohti (méfeno na vnitinim

zakiiveni) a délka vejcovodu. U vejcovodu byl pravitkem méten také jejich pramér.

Analyza sonografickych snimku reproduk¢nich organt prasnic

Potizené snimky byly analyzovany pomoci softwaru MyLab™Desk, ktery byl vyvinut
piimo pro pouzitou rektalni sondu MyLab™30Vet. Vsechna data byla vyhodnocena jednou
osobou pro minimalizaci chyb vzniklych subjektivnim hodnocenim.

Sonograficky byl méten primér pochvy, délozniho kréku, délozniho téla a déloznich
roht. Dale byla méfena tloustka stény téchto organu a také plocha méfeného sonografického

fezu.
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Na zaklad¢ echotextury byly na snimcich vaje¢nikt rozliSeny folikuly, zluta téliska,
folikularni cysty a krvavé cysty. Tyto struktury byly dale seéteny a byl méten jejich pramér.
Vsechna sonograficka méfeni byla provadéna celkem ¢tyfikrat a ziskana data byla

podrobena statistické analyze.

Statisticka analyza dat

Na data ziskana z morfometrickych a sonografickych méfeni organi spoleéné
se zaznamy z Kultivace oocyti byla aplikovana korela¢ni analyza. Data byla zpracovana
v programu Statistica (ver. 10, StatSoft, CR). Vysledkem této analyzy byl korelaéni
koeficient, ktery mize nabyvat hodnot od -1 do 1. Pii vyhodnocovani vysledkt byla brana
v potaz kriticka mez korela¢niho koeficientu. Dle tabulek pro pfislusny pocet analyzovanych

dat a hladinu vyznamnosti a = 0,05 méla tato mez hodnotu 0,8114.
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8 Vysledky

8.1 Hodnoceni meiotického zrani oocyti

Celkovy pocet oocytti ziskany aspiraci folikularni tekutiny z folikula je uveden
v tabulce ¢islo 2. Vaje¢niky prasnice P54 nespliovaly vhodné piedpoklady pro aspiraci

a nebyl proto z jejich folikult ziskan zadny obsah vhodny k analyze.

Tabulka ¢. 2 Mnozstvi folikularni tekutiny a pocet oocytu ziskanych od jednotlivych

zvirat
Prasnice Obtjeem tii‘(r)]l)i/k[lrlrlfli]mi Pocet oocyti
P53 4 6
P54 0 0
P55 3 4
P62 6 4
P74 5 2
P78 5 1
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Tabulka cislo 3 znazornuje procenta jaderného zrani oocyti po 48 hodinach

in vitro kultivace.

Tabulka ¢. 3 Jaderné zrani oocyti po 48 hodinach kultivace

Stadium zrani [%0]

" GV Mi Mi|I
P53 6 33,3 0 66,7
P54 0 0 0 0
P55 4 0 0 100
P62 4 0 0 100
P74 2 0 0 100
P78 1 0 0 100

n — pocet kultivovanych oocyti, GV — oocyty ve stadiu zarode¢ného vacku (Germinal Vesicle),
MI — oocyty ve stadiu metafaze prvniho meiotického déleni, MII — oocyty ve stadiu metafaze druhého
meiotického déleni
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8.2 Morfometrické a sonografické méreni reprodukcnich organi

prasnic

Nejprve byla provedena méfeni vulvy a posevni predsing, jakozto vnéjSich vyvodnych

pohlavnich cest. Vysledky jsou uvedeny v tabulce ¢islo 4.

Tabulka €. 4 Morfometrie vnéjsich vyvodnych pohlavnich cest

. Délka vulvy Sitkavulvy | Délka stydké Delka,
Prasnice [cm] [cm] Stérbiny [cm] posSevni
y predsiné [cm]
P53 5,6 4,1 2,8 4,6
P54 4,9 4,0 2,8 4,3
P55 53 4,5 2,7 3,7
P62 5,3 4,9 2,5 5
P74 49 5,4 2,9 4,2
P78 38 3,8 2,0 4,6

Nasledné byla méfena délka pochvy. Z vysledku plyne, Zze délka pochvy reflektuje
veékové rozdily sledovanych prasnic. Prasnice P74 a P78, které jsou ze souboru zvifat
nejmladsi, mély také nejkratsi pochvu. Minimalni naméfena délka pochvy byla 7,7 cm
a maximalni 12,9 cm. Primér pochvy se pohyboval mezi 1,47 cm a 1,82 cm. Tloustka stény
nabyvala hodnot od 0,17 do 0,23 cm. Plocha méteného fezu, na kterém byla provadéna
sonograficka méfent, byla 1,87 cm? az 2,89 cm?.

Sonograficka méfeni délozniho kréku byla provadéna v jeho stiedu. Délka délozniho
kr¢ku dosahovala od 8,3 do 12,2 cm. Primér délozniho kréku se pohyboval mezi hodnotami
1,25 cm a 1,76 cm a tloustka stény byla 0,21 az 0,33 cm. Plocha fezu, na kterém byla
provadéna méfeni, byla 1,24 az 2,80 cm?.

Délka délozniho téla byla u nejmladsSich prasnic P74 a P78 prokazatelné nejkratsi,
5,3 cm a 5,7 cm. Maximalni namétena délka byla 9,4 cm u prasnice P62. Pramér délozniho
téla se pohyboval od 1,48 cm do 2,28 cm. Sténa dosahovala tloustky od 0,15 do 0,20 cm.

Plocha méfeného fezu byla 1,90 cm? az 3,63 cm?.
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Me¢ieni délozniho rohu byla provedena v jeho stiedu. Délka se pohybovala od 30,7 cm
do 85,7 cm a jeho pramér od 1,26 do 1,89 cm. Tloustka stény byla 0,17 cm az 0,20 cm.
Plocha fezu byla 1,22 az 2,63 cm?.

Délka vejcovodu kolisala mezi 16,1 a 24,0 cm. Pramér vejcovodu byl naméfen
u vSech prasnic podobny, 0,3 az 0,6 cm. Pro lepsi prehlednost téchto vysledka jsou v tabulce

¢islo 5 uvedeny pramérné hodnoty spolu se smérodatnou odchylkou.
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Tabulka ¢. 5 Prumérné hodnoty reprodukénich organii sledovanych prasnic

Tloust’ka stén Plocha
Délka [cm] Primér [cm] Y| méfeného Fezu
[cm] [cm?]
Vulva 4,97 + 0,58 4,45 + 0,56 - -
Stydka 2,62+ 0,30 : i _
Stérbina
Posevni 4,40 + 0,40 - - .
predsin
Pochva 10,63 + 1,61 1,65+0,13 0,20+ 0,03 2,26 £ 0,35
Délozni kréek 9,92+ 1,27 1,51+0,16 0,25+ 0,04 1,91+0,50
Délozni télo 7,17+ 1,36 1,75+ 0,26 0,18 + 0,02 2,42 £ 0,56
Délozni roh 55,98 + 18,82 1,52 +0,25 0,18 £ 0,01 1,64 +0,48
Vejcovod 20,33 + 3,07 0,45+0,10 - -

Hodnoty jsou vyjadfeny pomoci priméru + S.E.M

Obrazek ¢islo 3 zachycuje pohlavni ustroji prasnic zafazenych do experimentu.

Obrazek ¢. 3 Reprodukéni organy sledovanych prasnic

—
Yﬁ\ NEZAPOIENO
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8.3 Analyza sonografickych snimki vaje¢niki

Pfed aspiraci folikularni tekutiny z folikuld byly vaje¢niky vyfotografovany
a sonograficky nasnimany v nadobé s fyziologickym roztokem. Na zaklad¢ ziskanych snimka
byly zjistény pocty folikult, zlutych télisek a cyst vyskytujicich se na vajecnicich. Celkovy

pocet folikula a zlutych télisek identifikovanych u kazdé prasnice je uveden v tabulce ¢islo 6.

Tabulka ¢. 6 Celkovy pocet folikuli, Zlutych télisek (CL) a cyst sledovanych prasnic

Pocet Pocet
Prasnice Pocet folikulu Pocet CL folikularnich krvavych
cyst cyst
P53 34 5 1 1
P54 21 12 0 0
P55 30 11 0 1
P62 25 6 0 1
P74 26 0 0 0
P78 24 0 0 0

Folikularni cysta se vyskytovala pouze u prasnice P53. Na obrazku cislo 4 jsou
zobrazeny fotografie a sonografické snimky vajeéniku s folikularni cystou. Krvavé cysty byly
pozorovany celkem tfi, na vaje¢niku prasnice P53, kdy byl pramér cysty 8,3 mm, u prasnice
P55 0 praméru cysty 10,0 mm a u prasnice P62 s velikosti cysty 6,5 mm. Krvavou cystu
prasnice P53 znazornuje obrazek ¢islo 5. Vaje¢nik s krvavou cystou prasnhice P62 je zobrazen

na obrazku ¢islo 6.
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Obrazek ¢. 4 Vajeénik A prasnice P53

Sipky na obrazku ukazuji na folikularni cystu o velikosti 11,2 mm na vaje¢niku prasnice P53.

Obrazek €. 5 Vajeénik B prasnice P53

Na obrazku lze vidét krvavou cystu (Cervené Sipky) o velikosti 8,3 mm na vajec¢niku prasnice P53.
Na sono snimcich je mozné vidét jeji charakteristickou strukturu. Echotextura krvavé cysty je podobna

echotextuie Zlutého téliska (zluté Sipky), ale navic obsahuje nepravidelnou malou dutinku uprostied.
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Obrazek ¢. 6 Vajeénik prasnice P62

Na obrazku je Sipkami znazornéna krvava cysta prasnice P62 o velikosti 6,5 mm.

Ovarialni  folikuly byly sonograficky méfeny a rozdéleny do 6 Kkategorii
dle jejich velikosti. Nejvice analyzovanych folikuli bylo v kategorii < 2 mm. Konkrétni

pocetni zastoupeni V jednotlivych kategoriich je uvedeno v tabulce ¢islo 7.
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Tabulka €. 7 Poéty folikula v jednotlivych kategoriich dle velikosti

Pras/nice comm | 229 3-3,9 4-4,9 59 | 67 mm n
vajecnik mm il o mm

P53/A | 10 2 2 ! ° ° e
P53/B 8 5 > ! ° ° e
P54/ A 7 4 2 0 ° ° "
P54/ B 6 1 0 ! ° ° °
P55 / A 7 2 2 3 ° ° “
P55 /B 4 5 4 2 ' ° °
P62/ A 0 3 1 ! ) ! e
P62/ B 3 2 3 ! ° ° ¥
P74/ A 0 3 6 2 ° : "
P74/B 3 2 2 3 ! ° -
P78/ A 4 4 3 2 0 0 -
P78/B 0 4 6 1 0 0 H

n - celkovy pocet folikuli na vajecniku

Zluta téliska byla seétena a sonograficky zméfena. Velikosti Zlutych télisek jsou

shrnuty v tabulce &islo 8.

Tabulka €. 8 Velikost Zlutych télisek

Pramér CL

Minimum [mm]

Maximum [mm]

Primérna hodnota

[Mm+S.EM]
P53 6,2 10,4 9,12+1,36
P54 5,0 6,4 5,73+0,88
P55 3,3 8,1 583+1,13
P62 5,6 7,8 6,95+ 0,35
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U nejmladsich prasnic P74 a P78 se na vaje¢niku nevyskytovala zadna zluta téliska.

Na obrazku ¢islo 7 je fotograficky a sonograficky snimek vaje¢niku prasnice P78.

Obrazek ¢. 7 Vajecnik prasnice P78

Na snimcich se vyskytuji pouze malé folikuly, nepfesahujici velikost 4,9 mm. Soucasné se zde
nevyskytuji luteinizované struktury ani ovarialni cysty.

8.4 Statisticka analyza dat

Do statistické analyzy byl mimo jiz vyse popsané naméiené hodnoty zatazen také vek
a hmotnost vnitinich vyvodnych reprodukénich organti prasnic jako dulezité kritérium
pro hodnoceni zmén na reproduk¢nich organech prasnic. V nasledujici tabulce ¢islo 9 je proto
uveden vék a hmotnost vnitinich reprodukénich organi (pochva, délozni kréek, délozni télo,

délozni rohy a vejcovody).

Tabulka ¢. 9 Vék prasnic v dobé pokusu a hmotnost jejich vnitfnich reprodukénich

organii
Prasnice Datum narozeni VeEk™ [dny] Hmotnost [g]
P53 8.3.2015 283 280
P54 8.3.2015 283 380
P55 8.3.2015 283 330
P62 14. 3. 2015 277 370
P74 28. 3. 2015 263 120
P78 3.4.2015 257 90

* vék ke dni porazky, ktera byla provedena dne 16. 12. 2015
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Pro zjisténi zavislosti morfometrickych zmén na poctu folikuld, poc¢tu oocytti a dalsich
sledovanych parametrt, byly namétené hodnoty podrobeny korela¢ni analyze.

Vysledné korelacni koeficienty pro prvni analyzovany soubor dat jsou uvedeny
v tabulce ¢islo 10.

Tabulka ¢. 10 Korelaé¢ni koeficienty sledovanych parametri |

Stari Hmotnost Délka dél. rohu
Hmotnost 0,91 - -
Délka pochvy 0,78 0,87 0,75
Délka kréku 0,24 0,38 0,54
Délka dél. téla 0,72 0,90 0,68
Délka dél. rohu 0,83 0,68 -
Délka vejcovodu 0,50 0,51 0,51

Analyza byla provedena na hladin¢ vyznamnosti a = 0,05, Hmotnost — celkova hmotnost pochvy,
délozniho krcku, délozniho téla, d€loznich rohd a vejcovod.

Tabulka ¢islo 11 znazoriuje vysledné korela¢ni koeficienty pro druhou analyzovanou

skupinu, ktera se zamétovala na data ziskana z vaje¢nika.

Tabulka €. 11 Korelaé¢ni koeficienty sledovanych parametru 11

Pocet oocytii | Pocet cyst Stari Hmotnost De:l(()?“jlel.
Pocet
folikuld 0,43 0,65 0,35 0,02 0,70
Pocet CL 0,72 0,49 0,87 0,89 0,49
Objem fol. 0,63 -0,50 -0,54 0,47 -0,07
tekutiny

Analyza byla provedena na hladiné¢ vyznamnosti a = 0,05, Hmotnost — celkova hmotnost pochvy,
délozniho krcku, délozniho téla, d€loznich rohd a vejcovodd.
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Nejveétsi zavislost byla zjisténa mezi stafim prasnic a hmotnosti jejich vnitinich
organt. Silna zavislost byla zjisténa také mezi hodnotami délky délozniho téla a hmotnosti
vnitinich organt prasnic. Zde byl korela¢ni koeficient roven 0,90.

Velmi nizka zavislost, blizici se k 0 byla naméfena mezi hodnotami délky krcku
a vékem sledovanych prasnic. Korelaéni koeficient byl 0,24.

Zaporny korelacni koeficient byl zjistén naptiklad u zavislosti poctu zlutych télisek
na poctu oocyti. Nabyval hodnoty -0,72, coz znaci silnou, ale nepfimou zavislost jedné

veli¢iny na druhé.
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9 Diskuze

Diplomova prace byla zaméfena na zmény ve funkéni morfologii reprodukénich
organi prasnic, které jsou postizeny dédi¢nou formou melanomu. Morfometricky
a sonograficky byly hodnoceny reprodukéni organy prasnic linie MeLiM. Sledovany byly
také jejich pohlavni bunky, oocyty, které byly kultivovany v podminkach in vitro a bylo
hodnoceno jejich meiotické zrani.

Pii sledovani zmén ve velikosti vnéjSich vyvodnych cest pohlavnich organi, vulvy
a posSevni piedsingé, nebyla mezi jednotlivymi prasnicemi pozorovana variabilita. Oproti
publikovanym vysledktm jinych autorti byly nami sledované rozméry pohlavnich cest mensi.
Posevni predsin u sledovanych prasnic mé¢la délku od 3,7 do 5,0 cm. Konig et Liebich (2002)
i Najbrt et al. (1982) popisuji délku posSevni piedsiné bézné chovanych plemen prasat
okolo 6 cm.

Délka pochvy prasnic se pohybovala od 7,7 cm do 12,9 cm. Najbrt et al. (1982)
uvadéji obecnou délku pochvy u prasnic 10 — 20 cm. Délka dé€lozniho krcku byla
mezi 8,3 a 12,2 cm. Sova et al. (1981) uvadéji délku délozniho krcku okolo 13 cm a Najbrt
et al. (1982) dokonce 15 — 20 cm. V porovnani S naSimi vysledky jsou i tyto organy linie
MeLiM mensi.

Oproti tomu délka dé€lozniho téla, ktera métila 5,3 az 9,4 cm, dosahovala naopak
vysSich hodnot, nez uvadéji Najbrt et al. (1982), kteti se zminuji 0 délce 5 cm u béznych
plemen prasat.

Délka vejcovodu byla naméfena 16,1 az 24,0 cm. Tento udaj plné¢ koresponduje
s obecné udavanou délkou vejcovodu v literatuie. Najbrt et al. (1982) uvadgji rozpéti délky
vejcovodu mezi 15— 30 cm.

Délka déloznich roht byla u této skupiny prasnic nizsi, nez je obecné uvadéno.
Komarek et al. (1964) uvadéji délku deloznich rohti mezi 80 a 140 cm a Sova et al. (1981)
dokonce 125 — 150 cm. Nejvétsi rozptyl v naméfenych délkach jednotlivych organd
vsak vykazovala praveé délka déloznich rohi. Nejkrat$i délozni rohy mély dvé z nejmladsich
prasnic, jejich délka byla 30,7 a 36, 3 cm, oproti tomu u ¢tyfech starSich prasnic byla délka
déloznich rohtt mezi hodnotami 51,5 a 85,7 cm. Lze proto piedpokladat, ze na délku
déloznich rohtt ma vliv vék prasnice. Tento piedpoklad potvrdila korela¢ni analyza,

ktera prokazala velmi silnou a zaroven pfimou zavislost mezi témito veli¢inami.
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Z vyse uvedenych vysledki vyplyva, Ze délky jednotlivych reprodukénich organd jsou
mensi, nez délky uvadéné v literatuie. Pouze velikost délozniho téla byla v této praci
naméfena vétsi. Délka vejcovodu se pak zcela shodovala s hodnotami v publikacich.
Na zakladé korela¢ni analyzy lze odlisné hodnoty ve velikostech organd vysvétlit nizkym
vékem prasnic, které byly zatazeny do pokusu. Dalsim moznym divodem V rozdilnych
velikostech organti muze byt zpGsob méfeni, individualita méfici osoby a také plemenna
prislusnost méfenych zvifat.

Minimalni naméfené hodnoty mély ve vétsing piipadu prasnice P74 a P78, které jsou
z vybraného souboru zvifat nejmladsi. To napovida moznou zavislost mezi velikosti organa
a stafim prasnic. Provedena korelaéni analyza tuto skutec¢nost potvrdila. Korela¢ni koeficient
na hladiné vyznamnosti a = 0,05 pro zavislost v€ku na hmotnosti vnitinich reprodukénich
organt byl 0,91. Korela¢ni koeficient mize nabyvat hodnot od -1 do 1, coz naznacuje silnou
zavislost. V porovnani s kritickou mezi korela¢niho koeficientu pro pocet analyzovanych dat
Ize potvrdit velmi silnou ptimou zavislost.

Velmi silna piima zavislost byla zjisténa také mezi hmotnosti vnitinich organt
a délkou pochvy a délkou déloznich roht a vékem prasnic. Silné korelovala také délka
délozniho téla s hmotnosti vnitinich organd.

Oproti tomu nebyla prokazana zavislost mezi délkou krc¢ku a vékem prasnic a délkou
kr¢ku a hmotnosti vnitfnich organt. Velmi slaba korelace byla zjisténa také mezi délkou
vejcovodi a stafim prasnic. Hmotnost vnitinich organt ani délka déloznich rohti na délku
vejcovodu neméla vliv.

K morfologickym zménam dochazi i na samotnych vaje¢nicich. Mimo folikuly a zluta
teliska byly na vaje¢nicich linie MeLiM pozorovany také cysty. Kauffold et al. (2007)
rozd€luji ovarialni cysty na folikularni a lutealni. Obecné jsou ovarialni cysty anechogenni
struktury naplnéné tekutinou, které dosahuji praiméru 11 - 50 mm. Folikularni cysty pochazeji
z neovulovanych folikuli a maji tenkou sténu. Oproti tomu lutealni cysty maji pivod
Vv jiz vyvinutych zlutych téliscich a maji silnou luteinizovanou sténu. Jejich lumen mize
obsahovat i nékteré dalsi struktury. Takové lutealni cysty s piimési jsou Kauffoldem et al.
(2007) oznacovany jako tzv. krvavé cysty. Ty se pravdépodobné vyvinuly z pterostlych
corpora haemorrhagica. Krvavé cysty maji podobnou echogenitu jako zluté télisko,
ale na rozdil od Zlutého téliska obsahuji malou nepravidelné utvarenou anechogenni dutinku.

V ramci této prace byly krvavé cysty nalezeny u trech prasnic linie MeLiM.

56



Dle Kauffolda et al. (2007) se ovarialni cysty v béznych chovech prasat objevuji
v 7,6 — 30 % a ovliviiuji reprodukci snizenim poc¢tu porodu a snizenim poctu selat ve vrhu.
Ze zaznamu 0 poétech selat ve vrhu u linie MeLiM vyplyva, Ze prasnice chované v UZFG AV
CR v Libéchové rodi priméré 7,04 selat na vrh, véetné mrtvé narozenych. Pro objektivni
srovnani je tfeba zdaraznit, ze linie MeLiM byla vyslechténa z nékolika rtiznych plemen,
Cornwall, Landrace, Vietnamské prase a Velké bilé prase (Hruban et al., 2004). Kupftikladu
Putz et al. (2015) uvad¢ji praimérné 12,77 + 3,64 selat na vrh (véetné mrtvé narozenych)
u Velkého bilého prasete a 11,9 + 3,31 selat na vrh (v€etné mrtvé narozenych)
u plemene Landrace. Na zakladé téchto poznatki se lze domnivat, Zze vyskyt cyst
na vajecnicich prasnic linie MeLiM mize byt jednim z diivodi nizsiho poc¢tu narozenych selat
Vv jejich vrzich.

Z dalsich sonografickych méfeni vajeénikit vyplyva, Ze velikost analyzovanych
folikulti u zadné z prasnic nepiesahla 7 mm. Pfi¢emz pouze na dvou ze sledovanych vaje¢nika
byly pfitomny folikuly o této velikosti. Na zaklad¢ rozdéleni folikuli do velikostnich
kategorii lze fici, Ze nejvétsi pocetni zastoupeni Se vyskytuje v kategorii pro folikuly mensi
nez 2 mm. Soucasné¢ Se na vajeCnicich vyskytovala zluta téliska, coz napovida,
ze v8echny cyklujici prasnice, v tomto ptipad¢ Ctyii prasnice z Sesti, mohly byt v lutealni fazi
estralniho cyklu, kdy se na vaje¢nicich prasnic neobjevuji folikuly vétsi nez 6 mm (Gee et al.,
1990).

Zluta t&liska dosahovala mensich primérii, neZ je tomu u b&znych plemen prasat.
Jejich pramérné hodnoty kolisaly od 5,73 + 0,88 mm do 9,12 + 1,36 mm. Knox et al. (1999)
definuji velikost zlutych télisek okolo 10 — 12 mm v priméru. Zda se tedy, ze velikost zlutych
telisek se u této linie pohybuje v mensich hodnotach, nez je tomu u béznych plemen prasat
popisovanych Vv publikacich.

Na zéaklad¢ piitomnosti, ¢i absenci zlutych télisek na vajecniku lze také posoudit,
zda u sledovanych prasnic dochazelo k ovulaci, ¢i nikoliv. U ¢tyfech prasnic P53, P54, P55
a P62 byla na vajecnicich pfitomna zlutd téliska bilateralné. U zbyvajicich dvou prasnic
P74 a P78 se Zluta téliska nevyskytovala ani na jednom z vaje¢nikd. Pravé tyto dvé prasnice
byly ve véku 8 a pul mésice a byly ze souboru zvifat nejmladsi. Je znamo, ze bézna plemena
prasnic dosahuji pohlavni dospélosti obvykle okolo 8 mésict véku (Oberlender et al., 2014).
Knox et al. (1999) popisuji ve své studii sonografické snimky vaje¢nikd prepubertalnich
prasnic. Dle jejich publikace se na vajecnicich prepubertalnich prasnic vyskytuji pouze malé
(< 3 mm) az sttedni (3 — 6,5 mm) folikuly bez dalSich ovarialnich struktur, jako jsou zluta

téliska apod. Na zakladé této teorie, praméru folikult (nedosahovaly vice nez 4,9 mm
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v pruméru) a echotextury sonografickych snimku téchto dvou prasnic Ize tvrdit, ze prasnice
P74 a P78 byly jesté v prepubertalnim obdobi.

Z vysledku kultivace oocyti in vitro lze usoudit, ze oocyty linie prasat MeLiM
nevykazuji abnormality v meiotickém zrani a jejich jaderné zrani tedy probiha stejné
jako u béznych plemen prasat. Pouze prasnice P53 méla narusenou schopnost jaderného zrani.
Oocyty prasnice P54 nebyly kultivovany z diivodu nevhodnych folikuld k aspiraci.

Pii vyhodnocovani korelaéni analyzy je dilezité zminit, ze jeden zkoumany parametr
nemusi nutné ovlivitovat druhy analyzovany parametr. Vysledky mohou byt ovlivnéné faktory
nezahrnutymi do analyzy. Také je potieba uvést, ze soubor dat podrobeny pokusu byl v této
praci maly a vysledky pokusi mohou byt v disledku toho zkresleny. Soubor dat byl limitovan
malym poctem prasnic v chovu této neobvyklé linie prasat. Pro ziskani vice hodnot by bylo
vhodné pokus napiiklad rozlozit do del$iho ¢asového obdobi. Na vysledky vSak mize mit vliv
i objektivnost osob provadéjicich méfeni a v neposledni fadé zkuSenost se cCtenim
Vv sonografickych snimcich.

V piipadném navazujicim experimentu by bylo vhodné rozsifit tyto poznatky
naptiklad o t€lesnou hmotnost prasnic a také o0 utvoteni kontrolni skupiny. Diky t€émto dalSim
informacim by bylo mozné uskutecnit nékteré doplnujici statistické testy, ¢imz by bylo
zvy$eno mnozstvi signifikantnich vysledkti a mira jejich spolehlivosti. Zajimavou informaci
by také mohly byt zdznamy 0 pfesném rozmisténi nadort v téle sledovanych zvifat a jejich

celkova zdravotni anamnéza.
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10 Zavér

V této diplomové praci bylo prokazano, ze u prasnic linie MeLiM dochézi ke zménam
ve funkéni morfologii reprodukénich organti. Reprodukéni organy sledovanych prasnic linie
MeLiM byly mensi, nez reproduk¢ni organy béznych plemen prasat.

Vysledky naznauji, ze meiotické zrani oocyti prasnic linie MeLiM probiha
bez abnormalit. Vysledky ukazuji na potencialni vhodnost oocytti téchto prasat k dal$im
vyzkumum. Bylo by proto zajimavé ovéfit vyvojovou schopnost oocytti na vétsim poctu
vzorku v dalSich experimentech. V budoucnu by bylo také velmi zajimavé zaradit oocyty linie
prasat MeLiM do dalSich vyzkumu, které by mohly naznacit moznou aplikaci reprodukénich

biotechnologii u této neobvyklé linie prasat.
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