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Uchovani savc€ich oocytii v komercénich médiich pro
manipulaci s embryi

Souhrn

Cilem této prace bylo ovéfit hypotézu, ze si savéi oocyty zachovaji vyvojovou
kompetenci i po uchovani v 17°C v manipula¢nim médiu pro embrya. Pro experiment byly
pouzity vajecniky, které byly ziskany od pohlavné dospé€lych krav a prepubertalnich prasnicek
porazenych na lokalnich jatkach. Po jejich pfevozu byly aspirovany oocyty z preantrdlnich
folikuld. Zatimco prvni skupina oocytt byla kultivovana ihned po aspiraci (kontrolni skupina),
druha skupina oocytti byla nejdiive ponechana po dobu 18-24 hodin v termoboxu pii 17°C
v 1 ml BoviHold médiu (holding medium pro bovinni embrya) a poté byly oocyty kultivovany
(experimentalni skupina). Kultivace oocytt vZzdy probéhla v inkubatoru pii 38,2°C, 5% obsahu
CO2 a 95% vlhkosti. U bovinnich oocytl inkubace trvala 24 h a u prasecich 48 hodin.

V prvni ¢asti experimentu bylo u oocyti hodnoceno jaderné zrani s pouzitim
Vectashield Antifade Mounting Medium s DAPI, kdy se stanovovalo procentualni zastoupeni
oocytll ve stadiu zarode¢né¢ho vacku, metafaze I a metafaze II. V druhé ¢asti experimentu
se U oocytil po vyhodnoceni jaderného zrani detekovaly bunééné formy reaktivniho kysliku
(ROS) s pouzitim DCFDA (H2DCFDA (2°,7° — dichlorofluorescin diacetate)) na zakladé
intenzity fluorescence. V obou skupinach hodnocenych prasecich oocyti dozralo do stadia
metafaze 11 86,7 % oocytl. Bovinni oocyty uchované v BoviHold médiu dosihly druhé
metafaze v 90,3 %, coZ bylo jeste asi 0 5 % vice nez ve skupiné kontrolni. Mezi hodnocenymi
skupinami nebyl zjistén zadny statisticky vyznamny rozdil (P > 0,05).

V ptipadé¢ hodnoceni ROS v experimentalni skupiné prase€ich oocytii byla oproti
kontrolni skupiné naméfena pramérna intenzita fluorescence o 55 % vyssi, u bovinnich oocytl
v experimentalni skupin€ byl oproti kontrolni skupiné zjiStén narist intenzity fluorescence
0 35 %. Experimentem byl tedy u oocytd zjistén statisticky vyznamny rozdil v primérné
intenzité fluorescence (P < 0,05) mezi kontrolnimi a experimentalnimi skupinami prasecich
a bovinnich oocytl. AvSak pii vzajemném porovnavani experimentalnich skupin u prasecich
a bovinnich oocytl nebyl zjistén Zadny statisticky vyznamny rozdil v relativni intenzité
fluorescence (P > 0,05). U obou druhti byla v experimentalnich skupindch namétena vyssi
relativni primérna intenzita. Tim se potvrdilo tvrzeni, Ze ¢im déle bude s oocyty manipulovano

Vv in vitro podminkach, tim budou hladiny ROS nartstat.



Experimentem  bylo prokadzano, Ze prase¢i 1 bovinni oocyty byly
i po n¢kolikahodinovém skladovani za snizenych teplot stale zivotaschopné a dozravaly
do metafaze I1. Také bylo zjisténo, Ze skladovani oocytti v holding médiu, zvysuje hladinu ROS
v cytoplazmé. Jako dal$i postup v této oblasti in vitro produkce embryi lze doporucit
experimenty tykajici se in vitro fertilizace takto skladovanych oocytt, ¢imz lze odpovédét

na otazku, zda se mohou tyto oocyty vyvinout do stadia blastocysty.

Kli¢ova slova: aspirace, folikul, in vitro zrani, oocyt



Holding of mammalian oocytes in commercial embryo
holding medium

Summary

The aim of this work was to verify the hypothesis that mammalian oocytes retain
developmental competence even after storage at 17 ° C in embryo manipulation medium. The
ovaries were used for the experiment, which were obtained from sexually mature cows and
prepubertal gilts slaughtered in local slaughterhouses. Oocytes from preantral follicles were
aspirated after their transport. While the first group of oocytes was cultivated immediately after
aspiration (control group), the second group of oocytes was first left for 18-24 hours in
a thermobox at 17 © C in 1 ml of BoviHold media (holding medium for bovine embryos) and
then the oocytes were cultured experimental group). Oocyte culture was always incubated
at 38.2 ° C, 5% CO2 and 95% humidity. Bovine oocytes were incubated for 24 hours and for
pigs 48 hours.

In the first part of the experiment, nuclear maturation was evaluated for oocytes using
the Vectashield Antifade Mounting Medium with DAPI, where the percentage of oocytes in the
stage of the embryo, metaphase | and metaphase Il was determined. In the second part of the
experiment, the reactive oxygen cellular forms (ROS) using DCFDA (H2DCFDA (2 ', 7'-
dichlorofluorescin diacetate)) were detected in oocytes after evaluation of nuclear maturation
based on the fluorescence intensity. In both groups of evaluated pig oocytes, 86.7% of the
oocytes matured into the metaphase Il stage. Bovine oocytes retained in BoviHold medium
reached the second metaphase at 90.3%, which was still about 5% more than in the control
group. No statistically significant difference (P> 0.05) was found between the groups evaluated.

In the case of the ROS evaluation in the experimental group of pig oocytes, the mean
fluorescence intensity was 55% higher than that of the control group, the bovine oocytes in the
experimental group showed an increase in fluorescence by 35% compared to the control group.
Thus, the oocyte found a statistically significant difference in mean fluorescence intensity
(P <0.05) between control and experimental groups of pig and bovine oocytes. However, in the
comparison of experimental groups in pigs and bovine oocytes, no statistically significant
difference in relative fluorescence intensity (P> 0.05) was found. For both species, higher
relative mean intensity was measured in the experimental groups. This confirms the claim that

the longer the oocytes will be manipulated in in vitro conditions, the ROS levels will increase.



The experiment has shown that both porcine and bovine oocytes were still viable after
several hours of storage under reduced temperatures and matured in metaphase I1. It has also
been found that the storage of oocytes in the holding medium increases the level of ROS in the
cytoplasm. As a further step in this field of in vitro embryo production, experiments concerning
in vitro fertilization of oocytes stored in this way can be recommended to answer the question

of whether these oocytes can develop into blastocysts.

Keywords: aspiration, follicle, in vitro maturation, oocyte
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1 Uvod

Slechtitelské programy v chovu hospodaiskych zvifat stile Castéji vyuzivaji
biotechnologickych metod pro dosazeni chovatelskych cili. Diky t€émto postuptim je umoznéno
efektivnéj$i vyuzivani genetického potencialu zvirat, ktera jsou chovatelsky cenna. Tyto
metody mohou slouzit pro ziskani velkého poctu vaji¢ek od vyborné darkyné s vynikajicim
genotypem.

V soucasné dob¢ jsou embrya ziskdvana pomoci MOET programu (most ovulation and
embryo transfer) nebo in vitro produkci (IVEP). Mectoda MOET zahrnuje i hormonalni
stimulaci, ktera ale pisobi na kazdou plemenici trochu jinak. Vysledky jsou pak nevyrovnané
a zvysuji se celkové naklady. Jako lepsi alternativou se zda byt produkce embryi in vitro, diky
které se vyrazné¢ omezi pouzivani hormonalnich preparatti. IVEP umoziuje ziskavat oocyty
bud’ z zivych (in vivo) nebo z mrtvych darkyn (post mortem), které mohly byt vyfazeny
z divodu poruchy reprodukce, nemoci ¢i stafi. Diky IVEP mohou byt embrya produkovéana
levné a ve velkém mnozstvi. Takto vyprodukovand embrya mohou slouzit napiiklad pro
zakladni i biomedicinsky vyzkum. Konktrétné u skotu se IVEP pouziva pro produkei geneticky
Spickovych zvifat, kterd jsou dale chovateli vyuzivana k dosazeni jejich chovnych cilti. U prasat
se metod vyuziva ke zvySeni reprodukce a zlepSeni celkové genetiky. Diulezitym aspektem
pouzivani prasecich embryi je anatomicka a fyziologicka podobnost s ¢lovékem a tim mozna
produkce prasat se zménénymi geny vhodnymi pro xenotransplantaci. Tyto postupy najdou své
uplatnéni i pfi transportu a uchovani genetického materialu unikatnich plemennych rezerv.

S rozvojem in vitro metod se zvySuji naroky na pocet a kvalitu embryi. Nejdulezitéjsi je
samotné ziskani oocytu. V poslednich letech se mezi laboratornimi metodami stale vice pouziva
metoda opakovaného sbéru oocytt takzvaného Ovum Pick Up (OPU), ktera se provadi u zivych
zvifat pomoci ultrazvukem fizené transvaginalni folikularni aspirace (TUGA). Pfi vyuziti
metody TUGA se oocyty vétSinou ziskdvaji v terénu a je tudiZ nutny jejich pievoz
do kontrolovanych podminek do specializované laboratote. Oocyty po aspiraci znovuzahaji
svlyj maturaéni cyklus. Bé€zné se oocyty pievazeji v inkubatorech, coz je velmi drahé a oocyty
do laboratote dorazi v riznych stadiich zrani. Jelikoz je naasovani mezi zranim oocytu a jeho
nasledné fertilizaci velmi dulezité, je nutné pfistoupit k jinym postupiim transportu. Moznosti
je umisténi aspirovanych oocyti do manipulacniho média pro embrya a nasledné skladovani
pii teploté 17°C az do piivozu do laboratofe. Vysledkem by mélo byt zachovani meiotické
kompetence oocytt a jejich nasledné dozrani do stadia metafaze druhého meiotického de€leni.

A o této moznosti transportu oocytll pojednéava tato diplomova prace.



2 Cil prace

Cilem prace je ovétit hypotézu, ze si savei oocyty zachovaji vyvojovou kompetenci

I po uchovani v 17°C v manipula¢nim médiu pro embrya.



3 Prehled literatury

3.1 Samici pohlavni ustroji

U hospodarskych zvitat jsou reprodukcni orgdny umistény pod rektem. Toto umisténi
usnadiiuje vySetfeni reprodukc¢niho traktu per rectum a ma prakticky vyznam pro urcovani
funk¢nosti vajecnikd, bfezosti a manipulaci pifi inseminaci (Akers et Denbow, 2013).

Pohlavni ustroji zahrnuje vajecniky a vyvodné pohlavni cesty. Vyvodné pohlavni
organy, které zahrnuji vejcovody, délohu, pochvu, posevni piedsin, vulvu, stydké pysky
a klitoris, slouzi k odvadéni, oplozeni a uchovani pohlavnich bunék (Banks, 1993).

Pro potteby této diplomové prace bude podrobné popsan pouze vajecnik.

3.1.1. Anatomie a histologie vaje¢niku

Vajecniky neboli ovaria jsou zakladany jako parové organy z genitalnich list a jsou
umistény v lumbalni oblasti v blizkosti ledvin (Konig et Liebich, 2002). Konkrétné u kravy
se nachdzi v dutin¢ bfisni, ped vstupem do panve, na medialni ¢asti Sirokého délozniho vazu.
Vajecniky u prasnic, které jiz byly bifezi, mohou zasahovat hluboko do dutiny btisni (Najbrt
et al.,, 1982). Ovaria jsou ulozena do vaje¢nikového vaku tvofeného zavésem vajecniku,
zavésem vejcovodu a vlastnim vajeCnikovym vazem. Na misté jsou udrZzovany hlavné
nejkranialngj§im usekem Sirokého d€lozniho vazu tak zvanym mesovariem, ktery obsahuje
hladkosvalova vlakna a d€li se na proximalni a distalni ¢ast. Okoli vstupu do vaje¢niku pokryva
pobiisnice — tunica serosa, ktera piechazi v jiz zminéné mesovarium (Najbrt et al., 1982).

Obecné¢ ma vajeCnik elipsovity az ledvinovity tvar (Konig et Liebich, 2002),
ale v zavislosti na druhu zvitete se lisi tvarem, velikosti i hmotnosti. Dospéla krava ma vajeénik
tvarem piipominajici Svestku. U mladSich krav je povrch hladky, naopak u starSich a pravidelné
fijicich samic skotu je vaje¢nik hrbolaty. Velikost je od 3 (Najbrt et al., 1982) do 6 cm (K6nig
et Liebich, 2002) a vaha muze byt v rozmezi 10 (Louda, 2001) az 20 g. Ovarium prasnice méfi
5 cm (Najbrt et al., 1982) a mize mit 3 (Louda, 2001) az 15 g. U mladSich prasnic ma tvar
maliny, u star§ich pak hroznu kviili pfitomnosti velkého mnozstvi folikuli a ptipadnych Zlutych
télisek (Najbrt et al., 1982). Povrch ovaria je pokryt jednovrstevnym dlazdicovym az kubickym
epitelem, ktery je také oznac¢ovan jako germinativni epitel (Aughey et Frye, 2001). Pod epitelem
je vrstva husté pojivové tkan¢ znama jako tunica albuginea. Tato vrstva ma protektivni funkci

(Akers et Denbow, 2013).



Vajecnik je rozdélen na vnéjsi parenchymatozni kiiru a vnitini vaskularni dien (Konig
et Liebich, 2002). Kira obsahuje ovaridlni folikuly v riznych stadiich vyvoje, intersticialni
bunky (Aughey et Frye, 2001) a lymfatické cévy, které se spojuji, prochazi ptes dien a vystupuji
z vaje¢niku skrz hilus (Banks, 1993). Misto, kudy do dfené vstupuji cévy a nervy, se tedy
oznacuje jako hilus dale pokracujici jako kanalky tvofici rete ovarii. Soucasti diené je jesté
fibroelasticka pojivova tkan, hladkosvalové bunky ale také Krevni a mizni cévy a nervy, které
vyzivuji a inervuji vaje¢nik (Aughey et Frye, 2001). Tkan je krvena vstupujici tepnou arteria
ovarica a vystupujici zilou vena ovarica (Kénig et Liebich, 2002). Inervaci zajiStuje plexus

renalis a plexus aorticus abdominalis (Najbrt et al., 1982).

3.2 Hormonalni rizeni

Reprodukce je fizena hormonalné, pti¢emz hormony jsou specifické latky produkované
specializovanymi endokrinnimi zlazami a do ur€itych ¢asti téla jsou transportovany krvi (Im et
al., 1995). U samic se reproduk¢ni potencial rozviji zacatkem puberty. Dochazi k pravidelné
cyklickeé aktivité na vajecniku ovliviiujici pohlavni trakt a chovani samice. VSechny tyto zmény
jsou ovlivnény endokrinnim a nervovym systémem (Hyttel et al., 2010). Tato kaskada zahrnuje
hypotalamus, hypofyzu a ovaria. Vlivem téchto signali se mohou vyvijet folikuly a oocyty
obsazené v ovariich (Noakes et al., 2001). Hypotalamické neurony produkuji hormon zvany
gonadotropin uvolfiujici hormon (gonadotropin-releasing hormon - GnRH), ktery se pftes
hypotalamo-hypofyzarni portalni krevni ob&h dostava do pifedni ¢asti hypofyzy neboli
adenohypofyzy (Klein, 2013). Zde GnRH kontroluje sekreci folikulostimula¢niho (FSH)
a luteiniza¢niho (LH) hormonu. Sekrece GnRH je ovliviiovana nejen vnitfnim systémem
jedince ale i vizudlnimi, olfaktorickymi, zvukovymi a hmatovymi stimuly z okolniho prostredi
(Hyttel et al., 2010). FSH ve vaje¢nicich stimuluje rust a vyvoj folikulti a tvorbu estrogent
(Imetal., 1995). Estrogeny, které jsou syntetizovany butikami granuldzy a thékalnimi bunikami
folikulu, maji pozitivni zpétnou vazbu na sekreci hypotalamického GnRH (Noakes et al., 2001).
Diky rostoucim hladinam estrogenti se zvySuje produkce GnRH, coz ma za nasledek
uvolnovani hormonu LH potiebného pro konecné dozravani oocyti a jejich uvolnéni procesem
zvanym ovulace (Klein, 2013). Na ovulaci se podili i ovarialni progesteron syntetizovany
Vv nizké koncentraci béhem folikularni faze.

Po ovulaci se bunky tvorici folikul pfeménuji na zluté télisko — corpus luteum.
Po luteinizaci zacinaji folikularni bunky syntetizovat ve vysoké koncentraci progesteron, ktery
pusobi na hypotalamus negativni zpétnou vazbou, kdy inhibuje uvoliovani GnRH a navozuje

zmény v endometriu (Hyttel et al., 2010). V ptipad¢ Ze samice zabiezne, progesteron je hlavnim



hormonem zodpovédnym za udrzovani biezosti. Jestlize samice neni biezi, v endometriu
délohy se uvoliuje prostaglandin Fz, (PGr2q), ktery navodi luteolyzu a dojde tak k zaniku
zlutého téliska (Klein, 2013). Zastavuje se produkce progesteronu a znovu se zvysSuje sekrece

GnRH a znovuobnoveni estralniho cyklu (Noakes et al., 2001).

3.3 0Oogeneze a folikulogeneze

JiZ od narozeni obsahuji ovaria samic stovky tisic oocytl (Paulini et al., 2014), které
jsou soucasti zatim inaktivnich primordialnich folikult (Eppig et al., 1996), z nichz ale vétSina
pozdé¢ji podlehne atrézii (Picton et al., 2008). V kazdém z folikulu je tedy maly nerostouci oocyt
a vrstva nedélicich se pregranuldznich bunék. K jejich aktivaci dochazi az v puberté (Rodgers
et Irwing-Rodgers, 2010). Na vaje¢niku soucasné probiha tzce souvisejici folikulogeneze
a oogeneze (Eppig et al., 1996). Folikulogeneze neboli vznik folikulu je proces, kdy se aktivuje
vyvoj primordidlniho folikulu, ktery pokracuje az do preovulacni velikosti a to vlivem ristu
a diferenciace oocytu a prilehlych granuléznich bun¢k (Aughey et Frye, 2001). Béhem
oogeneze dochazi k formovani a vyvoji vajecné bunky (Banks, 1993). Tento proces zahrnuje
zrani cytoplazmy 1 jadra (Paulini et al., 2014). Rust folikulu, zvétSovani objemu a priméru
oocytu je dan akumulaci vody, ionti, sacharidu a lipida (Picton et al., 2008). Obsah lipida se
lisi podle druhu zvifat. Lipidové kapénky jsou zvlasté hojné u prasat jiz od stadia
primordidlniho folikulu, u skotu jich je méné a mysi oocyty neobsahuji témét zadné lipidy.
Kapénky jsou povazovany za zdroj energie. U vétSiny druhti dochazi k vzdjemnému funkénimu
propojeni mezi endoplazmatickym retikulem, mitochondriemi a lipidovymi kapénkami (Paulini
etal., 2014).

Diferenciace oocyti ve vaje¢nicich plodu zac¢ina jiz v téle matky. Zahrnuje dvé stadia
a to stadium mitdzy a meidzy (Picton et al., 2008). Béhem mit6zy dochazi k proliferaci oogonii
z primordialnich bunék, které migrovaly do zarode¢nych hiebenil z endodermu Zloutkového
vacku (Singh, 1997). Rozd¢€luji se a vytvareji nékolik generaci identickych bun¢k (Banks,
1993). Meibza se rozliSuje na meidzu I a II. Oogonie vstupujici do profaze prvniho meiotického
déleni se stava primarnim oocytem. Oocyt je ve stadiu profaze I pozastaven az do té doby, nez
samice dosahne pohlavni dospélosti (Singh, 1997). Zastaveni bunééného cyklu po tak dlouhou
dobu je zplisobeno kontinudlnim pfenosem nckolika signdlnich molekul a inhibi¢nich faktori
pies mezery mezi obklopujicimi granuldoznimi buiikami a oocytem. Toto pozastaveni se rusi
diky gonadotropinim z hypofyzy, které narusuji transport molekul do oocytu (Khazaei

et Aghaz, 2017). Dalsi vyvoj je synchronizovan s vyvojem a zrani folikulu (Banks, 1993).



Bylo zjisténo, ze ovarialni zaklad obsahuje tak zvané GREL (gonadal ridge epithelial-
like) bunky. Tyto buiiky se pravdépodobné vyvijeji z povrchového epitelu mezonefrii a tvori
povrchovy epitel budoucich vajeénikti (Hopper, 2015). V rané fazi ontogeneze primordialni
zarode¢né bunky (primordial germ cells - PGC) migruji ze Zloutkového vacku (Singh, 1997),
pfes mezoderm a entoderm, az do ovarii. Potenciondln¢ prvni PGC byla identifikovana jiz
u osmnactidenniho embrya skotu. U embryi, ktera byla stara dvacet tfi az dvacet pét dni, byly
bunky umistény pfevazné na Grovni v oblasti mezonefros. Okolo 27. dne se rozviji gonadovy
hieben, ktery jiz obsahuje urcity pocet primordidlnich zarode¢nych bunék. U prasat vstupuji
PGC do genitalniho hfebenu 26. den. Po vstupu PGC do gonad buiky ztraci motilitu, nyni
se nazyvaji oogonie a nasledné u nich dochazi k mitotické aktivité. Mezi 45. a 105. dnem
fetalniho vyvoje telete byla pozorovana nejvyssi mitotickd aktivita. Nejvyssi pocet zarode¢nych
bunck (oogonie plus oocyty) u skotu byl zjistén okolo 110. dne vyvoje a ob¢€ ovaria obsahovala
vice nez 2,7 miliont zarode¢nych bunck. Zatimco u prasat byl vrchol kolem 50. dne
s pribliznym poc¢tem bunék 1,1 milionu. Bylo také zjisténo, ze PGC maji uritou roli pii indukci
vyvoje gonad (Kanitz et al., 2001).

Z téchto zarode¢nych buné¢k se nasledné vyviji nejen jednotliva stddia oocytt ale i jejich
podpurné folikularni bunky (Konig et Liebich, 2002). Jiz tedy béhem embryogeneze dochazi
v klife vaje¢nikd k vyvoji primordidlnich folikulti S oocyty uvnitt (Gordon, 2003). Folikularni
epitelidlni bunky, které jsou v kontaktu s oocytem, interaguji prostiednictvim lokalnich
bunécnych signali regulujicich zrani oocytu. Rust folikulu je tedy fizen signaly probihajicimi
mezi oocytem a okolnimi epitelialnimi bunikami a dal$imi somatickymi bufikami v ovarialnim
kortexu. Jiz béhem druhého trimestru bfezosti u skotu zacinaji nékteré primordialni folikuly
rast, vétSina jich ale zustava ve vyvoji pozastavena (Britt, 2008). Vzniklé folikuly se opét
aktivuji az béhem fetalniho Zivota jedince b&hem puberty (Singh, 1997). Jakmile jsou
aktivovany a rostou, mohou bud’ plné dozrat a ovulovat nebo dochazi k zaniku ¢ili atrézii
(Richard, 2007) ¢i eliminaci folikularnich bunék a oocytu vlivem apoptozy a dalSich
mechanizmd (Paulini et al., 2014). K ovulaci dojde jen u postpubertalnich samic, u nichz
je funk¢ni estralni cyklus. VéEtsina folikult tak podlehne atrézii (Britt, 2008).

Ovarialni folikuly jsou klasifikovany v zavislosti na morfologickych charakteristikéch,
jako je pocet vrstev granul6znich bunék okolo oocytu, priimér oocytu a folikulu, absence nebo
ptritomnost dutiny naplnéné tekutinou (Hopper, 2015). Obecné ale mohou byt kategorizovany
jako primordialni, primarni, sekundarni nebo terciarni (antralni nebo vezikularni) folikul
(Paulini et al., 2014). Pocet primordialnich nebo primarnich folikuli se u skotu pohybuje okolo
120 000 a 150 000, rostoucich folikult pak 200 az 500 a antralnich folikulti néco mezi 20 a 50.



Preantralni folikuly, které zahrnuji primordidlni, primarni a rostouci folikuly, pfedstavuji ptes
99 % zéarode¢nych bunék (Yang et al., 1997). U skotu se primordialni, primarni, sekundarni
a tercialni folikul prvné objevi v 90., 140., 210. a 250. dni gestace (biezosti). Cas potfebny
k rustu folikulu z preantralniho stadia (sekundarni folikul) do velikosti zralého folikulu u skotu
ptiblizné trva 42 dni (Hopper, 2015).

Ovarialni folikul je sférickd agregace bunck obsahujici vyvijejici se oocyt (Banks,
1993), kolem néhoz se nachazi specializované epitelialni butiky (Aughey et Frye, 2001). Béhem
folikularniho vyvoje se okolo epitelialnich bunck tvoii stroma a mezi bunkami dutina
s tekutinou (Rodgers et Irwing-Rodgers, 2010). Primordialni (preantralni) folikuly okupuji
periferni ¢ast ovarialni kury (Gordon, 2003), obsahuji primarni oocyt, ktery je obklopen
proliferaci vnitinich epitelidlnich bun¢k v ovarialni kafe (Paulini et al., 2014). Pfedpoklada se,
ze masa epitelovych bunék vznikad po interakci kortikalniho stromatu, povrchového epitelu
vajeénikt nebo nepravidelnych epiteloidnich buné¢nych provazci (rete ovarii) se zarode¢nymi
buitkami (PGC) ze Zloutkového vacku (Gordon, 2003). Béhem proliferace se epitelidlni bunky
shlukuji do skupinek. Centralni bunika v tomto shluku se stava oogonii (Eurell et Frappier,
2006). Tato bunka se zvétsuje, vstupuje do profaze prvniho meiotického déleni a od této chvile
se nazyva primarnim oocytem s pramérem 20 um u vétSiny druhd (Rodgers et Irwing-Rodgers,
2010). Jak se oocyt formuje, obklopujici bunky vytvaii jednu vrstvu plochych folikularnich
bunék na bazalni membrané (Singh, 1997). Spole¢né tak tvofi primordidlni folikul s primérem
40 pm a vétSinou se nachazi ve vngjsi Casti kiry (Eurell et Frappier, 2006). Primérni oocyt
béhem prvniho meiotického déleni vstoupi do profaze a postupné projde jejimi stadii jako je
leptotene, zygotene, pachytene a nakonec zistane ve stadiu diplotene (Gordon, 2003). V této
fazi setrvavaji oocyty az do puberty (Singh, 1997). A pravé tento pozastaveny oocyt obsahuje
zarodeény vacek (GV — germinal vesicle), coz je vlastné zvétSené jadro a velké jadérko
(Richard, 2007). U bovinnich oocytt, vétsich nez 110 um, je GV lokalizovan excentricky,
zatimco u mens$ich nez 110 um je vezikul umistén blize k zona pellucida (Shah et Chauhan,
2017). U rGznych druhi mize byt na jednom ovariu pfitomno nékolik stovek tisic az milion
potencidlnich oocytt (Paulini et al., 2014). VétSina z nich ale podléha regresi jesté pied nebo
az po narozeni a béhem zivota jich ovuluje jen nékolik stovek (Banks, 1993). Postupnym rlistem
vznikd primarni folikul s primarnim oocytem, ktery je obklopen jednovrstevnym kubickym
epitelem z folikularnich bunék (Gordon, 2003). Dalsim stadiem je sekundarni folikul (Eurell
et Frappier, 2006). Uvnitf folikulu je primdrni oocyt, okolo kterého vznika proliferaci bun¢k

primarniho folikulu nékolik vrstev granuléznich bunék (Britt, 2008). U skotu mé pozdé;si



sekundarni folikul v priméru 120 um s oocytem v pruméru 80 um (Eurell et Frappier, 2006).
Granuldézni buiiky obklopi oocyt a zaénou produkovat glykoproteinovou vrstvu zvanou zona
pellucida (Kanitz et al., 2001). Tuto vrstvu produkuje i samotny oocyt (Eurell et Frappier,
2006), jehoz kratké vzpiimené mikrovilli plazmatické membrany zasahuji do zony (Paulini et
al., 2014). Jak pokracuje folikularni vyvoj, mezi granuldoznimi buikami se formuji malé
Stérbiny naplnéné tekutinou (Singh, 1997). V pozdnich sekundarnich folikulech se kolem vrstvy
granul6zy objevuje nékolik vrstev thékalnich bunék (Britt, 2008).

Posledni tercialni folikul, ktery je také nazyvany jako vezikularni, antralni nebo Graaftv
folikul (Singh, 1997), je slozen z primarniho oocytu (nebo pted ovulaci sekundarnim folikulem)
a epitelu z granuloznich bunék (Rodgers et Irwing-Rodgers, 2010). Spojovanim mensich §térbin
naplnénych tekutinou vznika antralni dutina (Eppig et al., 1996). Okolo granuldzy se vytvari
nékolikavrstevnata theca (Eurell et Frappier, 2006). Ta se pozdé&ji diferencuje do dvou vrstev
a to vnitini — theca folliculi interna a vnéjsi — theca folliculi externa (Kanitz et al., 2001).
Thékalni bunky jsou od granulézni membrany separovany bazalni membranou (Banks, 1993).
Ve vnitini vrstvé je pfitomna rozsahlad krevni a lymfatickd kapilarni sit’ zasahujici i do vnéjsi
vrstvy, ale jiz nepenetruje do granuldzni vrstvy (Eurell et Frappier, 2006). Dale tu jsou velké,
epiteloidni buiiky. Vné&jsi vrstva se sklada z tenké vrstvy tenké pojivové tkané s fibroblasty
(Banks, 1993). Samotny oocyt pak excentricky pfiléha ke sténé¢ folikulu v misté cumulus
oophorus (Kénig et Liebich, 2002) vytvofeném akumulaci granuloznich bun&k. U velkého
tercialniho folikulu vytvoii granuldézni buiiky okolo oocytu vrstvu bunék zvanych corona
radiata, které oocytu transportuji ziviny (Rodgers et Irwing-Rodgers, 2010). Tyto buiky
vétSinou perzistuji az do fertilizace, u pfeZzvykavci se nékteré odpojuji jiz pti ovulaci. V tomto
stadiu granulozni bunky vytvari stratum granulosum (Eurell et Frappier, 2006).

Pozdni tercidlni folikul je nazyvéan zralym folikulem (Britt, 2008). V zévislosti na druhu
se prumér tercialniho folikulu pohybuje od 150 do 300 um (Eurell et Frappier, 2006).
Formovani tohoto folikulu probéhne u prasnice pozdéji nez u skotu. Rozdilnost v ¢asovani
muze byt dilezité pro cely pribéh folikulogeneze (Paulini et al., 2014). Priméarni oocyt dokonci
prvni meiotické déleni a stane se oocytem sekundarnim (Rodgers et Irwing-Rodgers, 2010).
Soucasné se vydeli prvni pélové télisko (Banks, 1993). U vétsSiny domacich zvifat je prvni
meiotické dé€leni kompletni kratce pred ovulaci (Eurell et Frappier, 2006). Sekundarni
meiotické déleni zac¢ind ithned po ukonceni ptfedchoziho dé€leni (Gordon, 2003), ale zastavi
se v metafazi Il (MII) (Paulini et al., 2014). Toto dé€leni je dokonceno az pfi fertilizaci, kdy

se sekundarni oocyt stava vajickem a sou€asné se vyde€luje druhé polové télisko (Banks, 1993).



Po splynuti vajicka a spermie vznikd zygota s diploidnim poc¢tem chromozomu (Eurell

et Frappier, 2006).

3.4 Produkce embryi

Produkce embryi patii mezi biotechnologické metody, které se stale Cast&ji vyuzivaji
v ramci Slechténi hospodarskych zvifat. Tyto postupy umoziuji efektivnéji vyuzivat geneticky
potencial zvifat, ktera jsou chovatelsky cenna (Machatkova a kol., 2013). Samice béhem svého
reprodukéniho obdobi pfivede na svét jen omezeny pocet mlad’at (McGeady et al., 2017).
A pravé diky témto metodam se mize od chovatelsky cennych jedinct ziskat vice mlad’at nez
by bylo fyziologicky mozné (Yotsushima et al., 2007). Vyprodukovand embrya se mohou
ptenést do zivych piijemkyn anebo se daji zamrazit v tekutém dusiku. Zmrazena embrya
je mozné pievazet do jinych zemi ¢i je dlouhodobé uchovavat a mizou tak slouzit jako
geneticka rezerva plemene (Khazaei et Aghaz, 2017).

Mezi nejpouzivangjsi reprodukéni biotechnologie, které se fadi mezi in vivo metody,
patii uméla inseminace, prenos embryi a tak zvany multiple ovulation embryo transfer (MOET)
(McGeady et al., 2017). MOET zahrnuje synchronizaci, superovulaci, inseminaci a pienos
embryi (Marshall et Minyard, 2002). Synchronizace a superovulace se musi u darkyi navodit
hormonalné a pravé tato stimulace puisobi na kazdou plemenici trochu jinak. Z toho davody
byvaji vysledky nevyrovnané a znaéné variabilni (Hopper, 2015). Siroka variabilita odpovédi
na hormonalni stimulaci je neekonomicka, jelikoz zvySuje celkové naklady MOET (Marshall
et Minyard, 2002).

Ptirozenou reprodukci by krava mohla za sviij reprodukéni Zivot pfivést na svét jen
kolem 10 telat. Metodou MOET se u skotu od jedné z nejlepsich plemenic pfenese 50 i vice
embryi za rok. Dle statistik bylo v Severni Americe za rok 2016 provedeno 49 908 vyplacht
ze superovulovanych bovinnich donorek. Do piijemkyn se preneslo 332 252 embryi. Oproti
tomu se v Evropé vyplachlo 20 783 darkyn a pteneslo 128 877 embryi (IETS, 2016). Prase¢ich
embryi se v Severni Americe za rok 2015 vyprodukovalo 395 (IETS, 2015) a v roce 2016
se ziskalo 413 transferuschopnych embryi (IETS, 2016). Predpoklada se, ze se MOET u prasat
provadi mnohem vice, ale nejvétsi chovy prasat vlastni velké spolecnosti, které si chrani sva
data a nechtéji je moc zvetejiiovat (IETS, 2013). Pouzivani MOET ma ve svété spiSe klesajici
tendence (IETS, 2015). V Ceské republice byl v minulych letech MOET hojné praktikovan. Od
roku 2000 do 2006 se prumérné kazdy rok vyplachlo 1125 darkyn (AETE, 2013) a ziskalo

se primérné 6200 pienosuschopnych embryi. V roce 2007 vsak Ministerstvo zemédélstvi CR



zruSilo dotace a vzhledem k vysokym financnim narokiim se zdjem o MOET snizil na
minimum.

Jako alternativa k metodam in vivo se v poslednich letech stale vice vyuZzivaji metody
in vitro produkce embryi (IVEP) (Pascottini et al., 2018), které vyznamné pomahaji omezit
pouzivani hormonalnich preparati (Machatkova, 2009). IVEP umoznuje ziskavat oocyty bud’
z zivych (in vivo) nebo z mrtvych darkyn (post mortem), které byly vyfazeny z divodu poruchy
reprodukce, nemoci ¢i staii (Machatkova a kol., 2013). Pocet a kvalita takto ziskanych oocyti
velmi ovliviiuji kone¢ny vysledek (Abeydeera, 2002). Vyhodou IVEP je velka a levna produkce
embryi napfiklad pro ucely zakladniho i biomedicinského vyzkumu a uplatnéni novych
technologii jako je klonovani a transgeneze (McGeady et al., 2017). Studiem vyvoje oocytl pii
IVEP mizeme ziskat podrobnéjsi znalosti ohledné zrani oocytu a cytoplazmatické maturaci.
Lepsi pochopeni téchto procesit by mohlo vést k vyssi kvalité oocytll a vétSimu poctu embryi
schopnych prenosu (Yuan et Krisher, 2012). U skotu se IVEP vyuziva k produkci geneticky
Spickovych zvitat, ktera jsou déle chovateli vyuzivana k dosazeni jejich chovnych cild (Hruda
et Sasdkova, 2017). Také prasata se stavaji ¢im dal vice zajimava a to napiiklad kvili jejich
vyuzivani jako darch organil. Ve srovndni s ostatnimi Zivo¢iSnymi druhy jsou organy prasat
s témi lidskymi nejvice kompatibilni. Tento fakt je dan podobnostmi ve velikosti, anatomii
i fyziologii (Abeydeera, 2002). Také z hlediska etiky jsou prasata jako darci mén¢ kontroverzni
neZ primati. Pocet lidi ¢ekajicich na transplantaci orgdnu roste ¢im dal vice, z toho diivodu
je produkce prasecich embryi zakladem pro vytvafeni prasat se zménénymi geny a vhodnymi
tak pro xenotransplantaci. U prasat je také dilezité zvySeni ucinnosti reprodukce a miry
genetického zlepSeni (Okere et Nelson, 2002). Dale muze mit aplikace téchto technologii
pozitivni dopad na potravinové zeméd¢lské komodity, zachovani genetické diverzity a produkci
transgennich zvirat, které maji potencial pro zlepSeni uzitkovosti zvifat a jejich odolnosti proti
nemocem (Terlouw et Dobrinsky, 2010). Tyto metody najdou své uplatnéni i pii transportu
a uchovavani genetického materialu unikatnich genetickych rezerv pro jejich pfipadné pouZiti
v budoucich chovech (Okere et Nelson, 2002).

IVEP se sklada ze tii ¢asti. Prvni je in vitro zrani (IVM) oocytu ziskanych pfimo
z folikul. Doba zrani je odliSna u riznych druhl zvitat, u bovinnich oocytii je to 24 hodin
a u prasecich oocytt 48 hodin (McGeady et al., 2017). Druha ¢ast zahrnuje in vitro fertilizaci
(IVF) trvajici 24 hodin. Posledni ¢asti je in vitro kultivace (IVC) zygot az do faze blastocysty
(Pascottini et al., 2018). Po 7 dnech IVC se embrya pfenasi do pfijemkyn nebo se mrazi
(McGeady et al., 2017). Nejdulezitéjsi casti a tedy i kliCovym faktorem se zda byt IVM, kdy
se uréuje podil oocytd, které se vyvinou do faze blastocysty (Khazaei et Aghaz, 2017). Hlavnim
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problémem IVEP je snizena viabilita in vitro embryi oproti embryim, ktera vznikla in vivo
(Smiljakovi¢ et Tomek, 2006).

Kvalitu embryi a jejich schopnost pfedimplantacniho vyvoje ovliviiuji rizné faktory
jako je napiiklad kvalita oocytd, kultiva¢ni médium, zdroj proteinti a rustové faktory. Pomérné
znacény vliv na dal$i vyvoj ma kvalita oocytu. Avsak na jejim hodnoceni se promita subjektivita
posuzovatele a z toho divodu se jednotliva hodnoceni mohou lisit (Yotsushima et al., 2007).
Selekce oocytd pro in vitro produkci embryi je zaloZzena na morfologickych charakteristikach
kumularnich buné€k obklopujicich oocyt a hodnoceni ooplazmy (Yuan et Krisher, 2012).
Ke kultivaci se pouziva kompaktni kumulo-oocytarni komplex (COC) s neexpandovanou
kumularni masou a majici 3 a vice vrstev kumularnich bun¢k (Shah et Chauhan, 2017).
Selektované oocyty musi mit homogenni ooplazmu a kompaktni kumuléarni buniky, které tésné
adheruji na zona pellucida (Yuan et Krisher, 2012). Ostatni kategorie, kdy je COC ¢aste¢né
nebo zcela obnazen ¢i jsou s expandovanymi nebo rozptylenymi kumuldrnimi buiikami
a heterogenni ooplazma, se fadi mezi oocyty, které se pro in vitro produkci nepouzivaji (Shah
et Chauhan, 2017).

Ve srovnani s embryotransferem se in vitro produkci da ziskat mnohem vice embryi.
Za rok se miize od darkyn v nukleovém stad¢ ziskat 10 000 embryi (Hruda et Sasédkova, 2017).
IVEP se nejcastéji vyuziva u prepubertalnich samic, dale pak u plné dospélych i biezich krav
od druhého do ¢étvrtého mésice gestace (Marshall et Minyard, 2002). IVEP metoda je tudiz
ekonomictéjsi nez MOET a neni divu, Ze je o ni v poslednich letech stale vétsi zajem. Americké
staty metod¢ IVEP vénuji velkou pozornost a ¢im dal vice zlepSuji své postupy, coz vede
K jejich velké uspésnosti (IETS, 2015). V Severni Americe v roce 2016 se in vitro produkci
metodou TUGA z 45 918 donorek aspirovalo 805 072 oocytl a z tohoto poctu se vyprodukovalo
260 574 embryi. V ramci Evropy se z 10 651 donorek aspirovalo 94 407 oocytt a ziskalo 18 879
embryi (IETS, 2016). V Evropé je sice V poslednich letech zaznamenéna stoupajici poptavka
po IVEP, ale zatim tu nejsou tyto metody tolik rozsifené jako na zapadé. Pficinou mohou byt
nedostate¢né zkusenosti a znalosti. Je potieba se tomuto odvétvi vice vénovat, aby se mimo jiné

zvysila konkurenceschopnost v porovnani s ostatnimi zemémi.

3.5 Odbér oocytii

Aby bylo mozné produkovat in vitro embrya, musime nejdiive ziskat oocyty. Ty mohou
byt odebrany z vajecnikt zivych (in vivo) anebo porazenych zvifat na jatkach (post mortem)
(Shah et Chauhan, 2017). Jejich kvalita je ovlivnéna folikularni dynamikou (Shah et Chauhan,

2017). Na rozvoj a pocet folikuld ma vliv plemenna piislusnost, vyzivovy stav, prostiedi,
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sezonnost, tepelny stres, fyziologicky stav, aktivita estralniho cyklu a genetika. Kvalitu oocyti
negativné ovliviiuji vysoké teploty (Qi et al., 2013).

Problém pii in vitro produkci spoc¢iva v poétu ziskanych oocytt a jejich schopnosti
zrani. Pti transportu materidlu do laboratotfe je také dulezité dodrzovat podminky pievozu
co nejblize podminkam v téle zivého zvifete, aby si prevazené oocyty co nejdéle udrzely
zivotaschopnost. Ta totiz s ¢asem klesa a tim se snizuje i produkce embryi (Yuan et Krisher,

2012).

3.5.1 Odbér oocytii post mortem

Pti odbéru oocyti post mortem se vajecniky ziskavaji z porazenych zvirat na jatkach.
Takto ziskana ovaria se musi k dalSimu zpracovani pievézt do laboratofe. VéEétSinou se pievazi
v 0,9% roztoku chloridu sodného (NaCl) nebo ve fosfatovém pufru (Phosphate Buffered Saline,
PBS), coz je fosfatovy roztok s 0,15 M NaCl, doplnénymi antibiotiky. K naslednému ziskani
oocytll z ovarii se nejvice vyuziva metoda aspirace. Existuji ale i dalsi metody odbéru (Hafez
et Hafez, 2000). Mnozstvi oocytl ziskanych od jedné donorky byva znacné variabilni
a ve vétSing pripadd byvd od 5 do 50 oocytli. Primérné se ale pocet odebranych oocytl
pohybuje okolo 15 (Machatkova a kol., 2009).

Pfi transportu ovarii je velmi dulezita teplota, ve které se udrzuji, doba od sbéru ovarii
do aspirace oocytu a také koncentrace oxidu uhli¢itého (COz) (Gordon, 2003). Pievoz je pro
oocyty ve vajecnicich velmi naro¢ny a tyto faktory mohou mit velky vliv na naslednou kvalitu
oocytd, proto je dulezité dodrzovat urcité podminky, aby se co nejvice udrzela viabilita oocyt
(Abeydeera, 2002). Idealni teplota pro pievoz ovarii do laboratoie je 37°C. Pro nejlepsi
vysledky by méla byt ovaria zpracovana nejdéle do 6 hodin od porazky a jejich teplota by
neméla klesnout pod 28°C (Yuan et Krisher, 2012). Testovali se ale i jiné podminky transportu
a uchovavani. Ve studii Wang et al. (1997) byly vajecniky pievazeny do laboratofe v 0,9%
roztoku NaCl pii teploté 25°C. Sirard et Coenen (2006) pouZili vajecniky, které byly pifevezeny
do laboratoie do 30 minut od pordzky v transportnim médiu o teploté¢ 30 az 35 °C. Médium
obsahovalo 0,9% fyziologicky roztok obsahujici antibiotika a to penicilin, streptomycin,
amphotericin. Experimentalné bylo zjiSténo, Ze se pfi transportu ovarii mize pouzit folikularni
tekutina, ktera se ziskd z folikuldi o priméru 2 aZ 8 mm, pro udrZzovani nezralych bovinnich
oocytl pii teplotach mezi 22 a 38°C po 5 hodin nebo pii 30°C po 6 hodin. U oocytt, které byly
po dobu 6 hodin ponechané ve folikularni tekutiné pted IVM, byla pozorovana lepsi
morfologicka kvalita embryi (Gordon, 2003). Ve studii Wang et al. (1995) se hodnotila

vyvojova kompetence oocyti aspirovanych z vajecnikli, které byly skladovany po razné
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dlouhou dobu a pfi odli$nych teplotach. Zkoumaly se zmény vyplyvajici ze skladovani ovarii.
Zaveér byl takovy, ze pii 4°C nebo pokojové teploté dochazelo ke znaénému snizeni vyvojové
schopnosti bovinnich oocytti. Coz odporuje studii Solano et al. (1994), ktery uvedl, Ze vaje¢niky
mohou byt kratkodobé bezpecné uchovany pii 4°C. Jako ptizniva se ukazala teplota v rozmezi
15 az 21°C. V takovémto rozmezi teplot bylo mozné uchovavat vaje¢niky po dobu nejméné
12 hodin, aniz by byla u oocytii neptiznivé ovlivnéna schopnost dalsiho vyvoje (Schernthaner
et al., 1998). Walters et Graves (1998) také zkoumali vliv riznych teplot (5, 16, 25, 30, 37°C)
a doby skladovani ovarii (2, 6, 10, 14, 26 h) na nasledné zrani prasecich oocyta. Zjistilo se,
ze pii vSech zkouSenych teplotach dochazelo k vyraznému snizeni zrani oocytt s tim, jak byla
prodluzovana doba skladovani. Pfi teploté 25 °C a dobé skladovani do 5 h dokoncilo zrani vice
jak 75 % oocytil. Zatimco uchovavani po dobu 5 hodin pfi teplotdch vysSich nebo nizsich nez
25°C sniZilo schopnost oocytll dokoncit zrani a pravdépodobné by mohla byt narusena nasledna
vyvojova kompetence (Walters et Graves, 1998). Bovinni oocyty, které byly ziskany
z vajeCnikli uchovavanych 8 hodin pii 37°C, se nasledné méné vyvijeli v embrya, nez tomu
bylo u oocytl z vaje¢niki uloZenych pii 25°C (Yang et al., 1990). Transport vajecnikli do 5 h
pti teploté 25°C se zda byt vhodny pro dokonceni zrani oocytli a jejich ptipadnou fertilizaci
(Abeydeera, 2002).

3.5.1.1 Folikularni aspirace

Nejvice pouzivanou metodou k odbéru oocyti post mortem je aspirace antralnich
folikulti. Jeji hlavni vyhodou je rychlost, ktera je dulezita pro in vitro produkci embryi (Hafez
et Hafez, 2000). Vytéznost oocytli pohybuje okolo 30 az 60 % (Gordon, 2003).

Pti této metodé se injekéni stiikackou napichuji Graafovy folikuly a pfitom je nasavan
jejich obsah, ktery ptedstavuje folikuldrni tekutinu s oocytem s kumuldrnimi buiikami. Aspiruji
se folikuly o velikosti 3 az 5 mm u vaje¢nikd prasnic (Wang et al., 1997) a 2 az 8 mm velké
folikuly u kravskych ovarii (Gordon, 2003). K provedeni tkonu je tieba jehla (16 — 18 G)
se stiikackou. Jehla se vybira vétsi, aby pfi pruichodu malym primérem nedoslo k poskozeni
bunék okolo oocytu. Stiikacky by mély byt jednorazové a vyrobené z plastu. Mohou se pouzivat
i stiikacky sklenéné ovSem ale za predpokladu, ze jsou pfedem omyty a sterilizovany (Shah
et Chauhan, 2017). Mimo stiikacky lze pouzit vakuovou pumpu. Bovinni folikuly byvaji
aspirovany az 20ml stiikackou s 18 — 22 G jehlou nebo pomoci vakuové pumpy o tlaku 75 —
100 mmHg s 16 — 19 G jehlou (Gordon, 2003).

Ve studii Fry et al. (1997) se porovnavaly ucinky pouzivani riznych praméra jehel

a tlakti vakuové pumpy na kvalitu ziskanych oocytii. Nejlepsi vysledek testovani byl s 17 G
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jehlou a 55 mmHg tlakem vakuové pumpy. Se vzrustajicim tlakem pravdépodobné dochazi
Kk odstranovani kumularnich bun¢k z COC a tim se snizuje viabilita oocytt (Boni, 2012). Toto
tvrzeni se potvrdilo pii experimentu, kdy se aspiraci vakuovou pumpou pfi tlaku 50 mmHg
ziskalo 245 oocytit z 369 ovarii, zatimco pii tlaku 150 mmHg jen 182 oocyti z 381 ovarii

(Gordon, 2003). Doporucuje se proto pouzivat tlak niz§i okolo S0 mmHg (Boni, 2012).

3.5.2 Odbér oocyti in vivo

V poslednich letech se ale mezi laboratornimi metodami dostava do popiedi metoda
Ovum Pick Up (OPU), ktera se provadi u zivych zvifat (Qi et al., 2013). OPU
je charakterizovana jako opakovany sbér oocyti (Okere et Nelson, 2002), kterou lze provést
pomoci ultrazvukem fizené transvagindlni folikularni aspirace (TUGA) (Boni, 2012). Jeji
ucinnost zavisi na nékolika faktorech a to na fazi reprodukce donorky, aspira¢nim schématu,
pouzité technice a hlavné na samotné individualité zvifete (Machatkova a kol., 2009). Hlavni
proces TUGA zahrnuje epiduralni anestezii, polohovani vaje¢nikd per rectum, vizualizaci
folikuld pomoci transvaginalni ultrasonografie a aspiraci oocytd jehlou (Shah et Chauhan,
2017). Provadi se bud’ s nebo bez hormonalni stimulace folikularniho ristu (Qi et al., 2013).

Aspirace folikuli je provadéna pomoci jehly (18 G) o délce 55 cm piipojené k vakuové
pumpé (tlak 90 mmHg), ktera je ultrazvukem vedena k vaje¢nikovému folikulu pies vaginalni
sténu (McGeady et al., 2017). Takto dojde k aspiraci obsahu folikulu do jehly a ke kolapsu
folikulu, ktery se zobrazi na obrazovce monitoru. Oocyty jsou sbirany do konické zkumavky
(Carter et al., 2002). Procedura je opakovana i u pfilehlych folikulti na obou ovariich (Shah
et Chauhan, 2017). Nasledné je za stalého odsavani jehla vytahnuta a vyplachnuta
proplachovacim médiem, coz mlZe byt napiiklad fosfatovy pufrovany fyziologicky roztok
(PBS) s 10% bovinnim sérem, antibiotiky a heparinem (Carter et al., 2002). Ziskany obsah,
ktery je tvofen oocyty, folikularni tekutinou, granul6znimi buiikami a zbytky tkang, se necha
usadit ve zkumavce. Pak je sediment prohledavan pod stereomikroskopem pii dvacetinasobném
zvétSeni za GiCelem hledani kumulo-oocytarnich komplext (Shah et Chauhan, 2017).

Metodu TUGA lIze provést za pomoci laparoskopie nebo transvaginalni ultrasonografie
(Hafez et Hafez, 2000). Ob¢ varianty umoziuji piesnéjsi umisténi aspira¢ni jehly do folikulu,
coZ je ditlezité hlavné u malych folikull v priméru 2 az 3 mm (Gordon, 2003). Ultrasonografii
se ziska vétsi mnoZzstvi kvalitnich oocytl nez pfi laparoskopii. Navic je ultrasonografie pro
vaginu mén¢ traumaticka a lze ji tak vyuzivat castéji (Hafez et Hafez, 2000). Pro uspésnou
laparoskopii jsou dulezit¢ praktické zkuSenosti, spravné vybaveni, znalost anatomie

abdominalni dutiny a palpace reprodukénich organt per rectum (Gordon, 2003). Jejim pouzitim
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muze dojit k traumatickym zménam v reprodukénim traktu. Vyzaduje uklidnéni zvifete nebo
celkovou anestezii. Invazivnost této metody omezuje jeji Castéj$i vyuzivani. Na druhou stranu
je mén¢ traumaticka pro ovaria (Hafez et Hafez, 2000).

Tato metoda je nyni nejvice vyuzivana u predpubertalnich samic. Je tomu tak napiiklad
Vv holandském CERYV, kde se jalovicim odebiraji oocyty v 10 az 12 mésicich veéku v intervalu
dvakrat za tyden (Hruda et Sasdkova, 2017). Déale se TUGA pouziva u dospélych samic
bez ohledu na reproduk¢ni stav (Hafez et Hafez, 2000). Samice mohou byt acyklické, necitlivé
na superovulaci, s infekci reprodukéniho traktu (Boni, 2012), s fyzickymi zranénimi (zlomena
noha) nebo s abnormalnim kr¢kem (Carter et al., 2002). Dokonce ji 1ze bezpeéné provést
I U bfezich samic, kdy se odbér mtze provadét kazdych 10 dni od 40. do 90. dne gestace
(Gordon, 2003). Sbér oocytl Ize pomoci TUGA provadét dvakrat tydné (McGeady et al., 2017).
Pii odbéru se od jedné bovinni donorky ziska okolo 6 az 8 oocytid (Machatkova a kol., 2009).
Ve studii Manik et al. (2002) se pti punkci 157 bovinnich folikulti ziskalo 92 oocytu a ve studii
Boni (2012) bylo ziskano 54 oocytt ze 197 punktovanych folikulti. U prasat se mtizou odebrat
4 az 5 oocytu na jedince (Carter et al., 2002). Briissow et al. (1997) z 695 folikult ziskali
501 oocytl. Po maturaci a inseminaci je primérné vyprodukovano 30% embryi schopnych

prenosu do ptijemkyné (Machatkové a kol., 2009).

3.6 Transport oocyti

Za fyziologickych podminek je oocyt v malych folikulech udrzovan ve fazi profaze 1
diky inhibi¢nim faktorim jako je cyklicky adenosin monofosfat (cAMP), ktery se do oocytu
dostava skrz vodivy spoj (gap junction) (Tanghe et al., 2002). Jakmile jsou oocyty z folikult
odebrany, pferusi se pfisun inhibi¢nich faktordi, coz zplsobi znovuzahdjeni meiotického
procesu (Bilodeau-Goeseels, 2011).

Ziskéavani oocytl metodou TUGA se provadi vétSinou v terénu. Je tedy nutné aspirované
oocyty prevézt do specializované laboratote, kde jiz jsou kontrolované podminky (Alm et al.,
2008). Avsak transport pro oocyty znamend stres. Obvykle jsou oocyty transportovany
ve zracim médiu ve velkych ptenosnych inkubdtorech, které udrzuji stdlou teplotu
a kontrolovanou atmosféru. Tento postup transportu je ovSem drahy a oocyty se vétSinou
do laboratofe dostanou v rozdilnych stadiich zrani, coz zhorSuje dalsi pokracovani v IVEP
procedurach (Pascottini et al., 2018).

Pro IVEP je ale nesmirné dulezité pfesné naasovani mezi dobou zrani a fertilizaci
oocytu (Blondin, 2017). Casto zrani oocyttl konéi rozdilné kvili velkému &asovému rozpéti

mezi ziskanim prvniho a posledniho oocytu. Protoze nasledna prace v laboratofi je striktné
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nacasovana, tato asynchronnost ve zrani znamend zpracovani vecer nebo v noci. Navic
v nekterych piipadech neni mozné oocyty dopravit ihned do laboratofe k okamzitému
zpracovani. Miize nastat situace, kdy se samice na jatky dostanou V rizny ¢as a na rtiznych
mistech. Pokud se oocyty vyaspiruji na misté, pak je k jejich prepravé vhodny chladici box,
ktery se vyuziva pro piepravu spermatu (Pascottini et al., 2018). Box je pienosny, neni drahy
a lze udrzovat stalou teplotu. Vlivem nizsi teploty dochazi ke snizeni metabolismu oocytii.
Uchovavani nezralych bovinnich oocyt v transportnich tubach s komeréné dostupnym médiem
schopné udrzet oocyty v profazi I pifi zachovani vyvojovych kompetenci, nejenze usnadni
logistiku, ale také snizi ndklady a umozni pohodInéjsi planovani dals$i manipulace v laboratofi
(Martino et al., 2014).

U skotu byla hodnocena média obsahujici meiotické inhibitory (Lonergan et al., 2000).
Ty se v8ak nedoporucuji kvili jejich omezené dostupnosti a mozné toxicité. Alm et al., (2008)
dokézali, ze i pfes nepfitomnost inhibi¢nich faktori a ponechani oocytd 16 az 18 hodin
pii pokojové teploté, mohou nezralé bovinni oocyty dojit do stadia blastocysty.

Pascottini et al. (2018) hodnotili vliv riznych teplot a doby pii uchovani v komerénim
médiu na nasledné zrani bovinnich oocyti. Jako komeréni médium bylo pouzito médium
pro uchovani embryi (embryo holding medium, EHM), které bylo specialné¢ vyvinuto
pro uchovéavani bovinnich a equinnich embryi. Oocyty byly rozdéleny do skupin a nasledné
skladovany po 6, 10 a 14 hodin v EHM pfi 4°C, 22-25°C a 38,5°C. Teplota 4°C byla udrzovana
pomoci Equitaineru pro transport hiebciho spermatu a teplota 38,5°C pomoci inkubétoru.
Nasledné byly oocyty pfemistény do inkubatoru a zraly zde 22 hodin. Po uplynuti stanovené
doby byly oocyty denudovany, fixovany a byl hodnocen stupeii zrani. Pokusem nebylo zjisténo,
ze by u oocytli, uchovavanych v EHM za snizenych teplot, dochdzelo k maturaci. Dale
z experimentu vyplynulo, Ze doba ani teplota skladovani nemély vliv na procento zralych
oocytl, které se pohybovalo v rozmezi 71,9 % az 83,2 %. Doba trvani skladovani v tomto
experimentu je vSak nesmyslnd vzhledem k ¢asovému planu laboratofi.

Ve studii hodnotili Dini et al. (2016) u¢inky holding efektu na zrani oocytt u koni.
Pfes noc byly oocyty skladovany v EHM pfti 4°C, 17°C a 22-25°C. Procento dozravani do MII
pfi riznych teplotdch se pohybovalo mezi 60 % a 65 %, pficemz se hodnoty od sebe moc
nelisily.

Cilem studie Yang et al. (2010) bylo zjistit, jak dlouho je moZné uchovavat praseci
oocyty ve FCS nebo praseci folikularni tekutiné (pFF) pfi riznych teplotach. Porovnavali pocet
oocytl, které dozraly do MII pii 4°C, 20°C, 25°C, 27,5°C, 30°C a 38,5°C po 1, 2 nebo 3 dny.
Jako holding média pouzili TCM-199, FCS a pFF. Nejdiive byl sledovan vliv teploty na inhibici
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meiotického obnoveni u oocytli v riznych médiich. Pfi skladovani prasecich oocytti 1 den
pii 27,5°C byla meidza pozastavena u 74 % oocyti v pFF, 71 % oocyti ve FCS a jen u 9 %
oocytti v médiu TCM-199. | po 3 dnech v pFF i FCS nedochazelo u vét§iho mnozstvi oocyti
ke zrani. K maturaci v pFF nedoslo u 18-44 % oocytd v rozmezi 20°C az 30°C. Ve FCS bylo
64 % pti 27,5°C a 40 % pii 30°C ve stadiu zarodecného vacku (germinal vesicle, GV), tudiz
dale nezraly. Kultivaéni médium TCM-199 dokézalo ve stadiu GV pozdrzet jen velmi malo
oocytli a to 4- 9 % Vv rozmezi teplot 25°C az 30°C. A témét Zadné oocyty nezustaly ve stadiu
GV, jestlize byly skladovany ve 4°C a 38,5°C. Vysledky mezi médii a ¢asem skladovani byly
vyrazné odlisné. Oocyty ve stddiu GV byly umistény do inkubétoru a po uplynuti stanovené
doby byl u oocytd hodnocen stupen zrani. Pocet dozralych oocytii skladovanych v pFF nebo
FCS se moc nelisil. V pFF dozralo 57 % a ve FCS 52 % oocyt. Av§ak v médiu TCM-199
dozralo jen 7 % oocyti. Pokusem bylo zjiSténo, Ze prase¢i oocyty mohou byt i po 3 dnech
skladovani stale viabilni. Pro uchovani v pFF a FCS byla nejidealné;si teplota 27,5°C.

Dle vyzkumi lze tedy bovinni i equinni oocyty skladovat v pokojové teploté v rozmezi
22°C a 25°C a praseci oocyty 1 po 3 dny nejlépe pii 27,5°C. PouZivani komer¢nich médii jako
je EHM ¢i TCM-199 ma tu vyhodu, Ze je jejich slozeni garantovano. OvSem napiiklad
u folikularni tekutiny ¢i FCS je slozZeni rozdilné, a proto pii pouzivani téchto latek nelze piesné
garantovat jejich slozeni. Zjisténi, Ze bovinni oocyty mohou byt skladovany v pokojové teploté
po né€kolik hodin v komerénim uchovavajicim médiu, znamena nové perspektivy pro komeréni
IVEP primysl. Pouziti komeréné dostupného EHM nemé u bovinnich gamet skodlivy vliv
na zrani, nasledny vyvoj embrya a standartnich parametrti kvality embrya. Skladovani
nezralych oocyti v EHM po jejich sbéru mize zpomalit a tudiz synchronizovat zrani.
Pro laboratofe to znamend mozZnost planovat si Iépe Cas pro zpracovani a praci s 00Cyty
a embryi. V nasich podminkach je tato metoda perspektivnéjsi hlavné pro skot. Potencial
U prasat by méla napiiklad v podob& necekané porazky geneticky cenného jedince a tedy

uchovavani genovych rezerv.

3.7 Zrani oocytu in vitro

Z veskeré populace oocytt, které ve folikulech rostou na ovariich, je jen mala hrstka
vhodna pro ovulaci. VéEtSina oocytii tedy nikdy neovuluje (Gosden et Telfer, 1987). A pravé
systém in vitro zrani je uziteény pro ty oocyty, které by jinak v in vivo podminkach podlehly
atrézii (Hirao et al., 1994). Cilem IVM systému je produkce oocyti kvalitou srovnatelné
s oocyty dozralymi in vivo (Palmaet al., 2012). Smiljakovi¢ et Tomek (2006) uvadi, Ze v in vitro

podminkach probihaji podobné procesy jako in vivo, jen je IVM rychlejsi.
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Pro IVM se vybiraji oocyty s vice nez 3 vrstvami kumuldrnich bun¢k obklopujicich
oocyt. Tyto buiiky jsou soucasti kumulo-oocytarniho komplexu (cumulus oocyte complex,
COC). Po selekci se oocyty davaji zrat v kultivacnim médiu obsahujici gonadotropiny a/nebo
rustové faktory (McGeady et al., 2017). Proces maturace oocytu se muze rozdélit do dvou ¢asti
a to na c¢ast nuklearni (jadernou) a cytopazmatickou. Nuklearni maturace Spociva
v znovurozbéhnuti meidzy. Jadro oocytu se nachéazi ve fazi profaze I, musi proto nejdiive
dokoncit prvni meiotické dé€leni, béhem n¢hoz dochazi k redukci poctu chromozémii na
haploidni pocet (Smiljakovi¢ et Tomek, 2006). Vydélené chromozomy se dostavaji pod zona
pellucida do perivitelinniho prostoru a vytvoii zde prvni polové télisko (McGeady et al., 2017).
Poté oocyt vstupuje do druhého meiotického déleni, kde se zastavi v metafazi II. AZ po oplozeni
spermii se meidza znovu spusti a kompletné se dokonc¢i (Palma et al., 2012). Cytoplazmaticka
maturace s meiotickymi procesy pifimo nesouvisi, ale zato je spjata s procesy pripravujici oocyt
na fertilizaci a nasledny pfedimplanta¢ni vyvoj (Moor et al., 1990). Pro dalsi vyvoj je také
nezbytna syntéza urcitych druht mRNA a proteind (Sirard et Coenen, 2006). Procesy spolu
uzce souvisi a jejich nacasovani je dulezité k tomu, aby se jaderné a cytoplazmatické zrani
dokoncilo zaroven.

Na zrani oocytu maji vliv i okolni bunky, které jsou soucasti COC. Studie Laurinc¢ik
et al. (1992) uvadi, ze buiiky cumulus oophorus a corona radiata jsou vzajemné propojeny.
Burnky tvotici corona radiata jsou spojeny s oocytem skrze rozsahlé sité vodivych spoja (gap
junction). Tyto spoje a propojeni umoziuji vzajemnou bunéénou komunikaci. Po pfidani
gonadotropinil se iniciuje proces expanze kumulu (Moor et al., 1990), coz je pravdépodobné
prvni morfologicky znak maturace (McGeady et al., 2017). Béhem expanze dochézi
K prerusovani mezibunéénych spojeni mezi jiz vySe zminénymi bunikami. Odstranénim
kumularnich bunék lze spatfit v perivitelinnim prostoru prvni pdlové télisko, coz indikuje
metafazi II. V tomto stadiu jsou oocyty pfipraveny na fertilizaci (McGeady et al., 2017).
U kravskych oocytli se bunéénd spojeni rozvolnuji béhem rozpadu zarodecného vacku
(germinal vesice, GV), ktery se déje do 12 hodin kultivace in vitro. Vodivé spoje mizi do 18 h
kultivace, kdyZ oocyt dosahl metafaze I (Lurinc¢ik et al., 1992).

Drive byly pfi in vitro produkci praseCich embryi problémy s utvarenim samciho
prvojadra a polyspermii (Okere et Nelson, 2002). Polyspermie znamenala pro rané embryo
zanik, coz zna¢né limitovalo studium pfedimplanta¢niho vyvoje v in vitro podminkach (Wang
et al., 1997). Pozd¢ji se piiSlo na to, Ze kromé jaderného zrani musi prob&éhnout i normalni

cytoplazmatické zrani, aby mohla byt produkovana Zivotaschopni embrya. Proto byly uspésné
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vyvinuty rizné modifikace IVM systému pro zlepSeni zrani a modifikovand IVF média
redukujici nezadouci polyspermii (Abeydeera, 2002).

K uspésné maturaci prasecich oocytt in vitro se pouzivaji rizné typy kultiva¢nich médii
obsahujici fetalni teleci sérum (FCS) nebo folikularni tekutinu (FF) a dalsi doplnujici latky jako
jsou gonadotropiny (hlavné¢ LH a/nebo FSH) a rustové faktory (Hunter, 2000). Doplnovani
média o FCS nebo FF zté¢zuje identifikaci klicovych faktorti regulujicich normalni zrani oocytu.
Z toho duvodu se vyvijela média bez FCS, aby se mohly optimalizovat podminky kultivace
(Abeydeera, 2002). Zakladni kultivaéni média pro bovinni oocyty jako zaklad obsahuji
fyziologicky roztok. Dale se ptidava pyruvat, glukdza, laktat, sérum nebo albumin a antibiotika.
Komplexni kultivaéni médium je slozeno ze zakladniho média s piidavkem aminokyselin,
vitaminli, purini a dalSich latek Jak je patrné, pro maturaci oocytl riznych savcich druhii
se vyrabi rizna média, ale vétSinou se lisi jen v koncentraci obsazenych latek, napf. iontd a
zdroju energie (Gordon, 2003).

I pfes neustalou optimalizaci sloZzeni médii a systému IVM oocyty zrajici v in vitro
podminkach maji niz§i vyvojovy potencial nez oocyty zrajici in vivo (Hunter, 2000). Pii IVM
u skotu piiblizné 90 % oocytl dozraje do metafaze II. Asi 80 % je fertilizovano a dostane se
do dvoubunécného stadia. Jen asi 30 az 40 % oocytd se vyvine do stadia blastocysty. U prasat
se do M II faze dostane ptiblizné€ 75 az 85 % oocytl (McGeady et al., 2017). Ve studii Wang
et al. (1997) porovnavali 3 média pii in vitro produkci prasecich oocytt.. Pouzili nasledujici
média, NCSU23 médium, tkanové kultivaéni médium (TCM 199) a modifikované Whitten
médium. VSechna média byla doplnéna o cystein a folikularni tekutinu. Nejvice oocytl dozralo
v prvnim médium a to 93 %. Za pouziti TCM 199 sice v tomto pokusu dozralo nejméné oocytu

87 %, ale zato nejvice jich bylo z tohoto poctu fertilizovano (92 %).

3.8 Reaktivni formy kysliku

V dnesni dobé€ se sice v ramci in vitro zrani a celkové pfi in vitro produkci embryi uéinil
velky pokrok, stale se vSak nedosahuje takové tspéSnosti maturace jako pii in vivo produkci
(Tiwari et Chaube, 2017). Ziskavani oocytd, jejich transport i zrani v laboratornich podminkach
nejsou pro oocyty fyziologickym déjem, proto na né veskeré zmeny pisobi stresove. Pii vyvoji
do stadia meidzy II ptisobi na oocyty velké mnozstvi faktort, které jsou Vv in vitro podminkach
nasobeny. Jednim z dilezitych faktori je oxidaéni stres (OS) (Khazaei et Aghaz, 2017).
OS je zpusoben disbalanci mezi prooxidanty a antioxidanty (Goud et al., 2008).

Reaktivni formy kysliku se fadi mezi volné radikaly (VR). Volny radikal mtize byt atom,

molekula nebo iont, ktery je schopen samostatné existence a ma ve svém elektronovém obalu
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jeden ¢i vice neparovych elektronti (Bayir, 2005). Snaha radikalu je dostat se do stabilni
konformace a to ziskanim dalSiho elektronu do elektronového paru. Z tohoto duvodu jsou
vysoce reaktivni a reaguji s ostatnimi volnymi radikaly ale i s intaktnimi molekulami, coZ jsou
napiiklad lipidy, nukleové kyseliny, sacharidy nebo proteiny. Tyto reakce muzou vést
radikalim pro zivy organismus patii volné radikaly kysliku. Z nich mohou dal§imi pfeménami
vznikat jiné reaktivni latky, které se spolecné s VR oznacuji jako reaktivni formy kysliku
(reactive oxygen species, ROS) (Bayir, 2005). Mezi tyto formy kysliku se fadi naptiklad
superoxid (O27), hydroxylovy radikal (‘OH), peroxid vodiku (H202), peroxidy lipida
a hypohalinni kyseliny (HOX, kde X muze byt CI’, Br’, I a dalsi) (Goud et al., 2008).

ROS jsou v bunikach na jednu stranu generovany zcela fyziologicky fadou
enzymatickych a neenzymatickych procest a organismus je umi vyuzit ve sviij prospéch (Goud
et al., 2008). Oocyty produkuji ROS kvili vyuzivani kysliku pii produkci energie
prostiednictvim mitochondrialni oxidaéni fosforylace (Bayir, 2005). Goud et al. (2008) uvadi,
ze se reaktivni formy kysliku podili na meiotickém zréni a ovulaci a Racek et Holecek (1998)
doplnuji signaliza¢ni funkci v buiice a podil na oplozeni. Pro spravny vyvoj oocytu jsou dulezité
dalsi signalni molekuly, které syntetizuji granul6zni bunky nebo oocyt samotny. Pfi¢emz rtizné
hladiny téchto latek rozhoduji o tom, zda oocyt zlstane ve stadiu diplotene I nebo bude
pokracovat do dalsi faze vyvoje. Latky nezbytné pro meioticky cyklus sav¢iho oocytu jsou
hydrogen peroxid (H202), cyklicky adenosin monofosfat (cAMP), cyklicky guanosin
monofosfat (cGMP). Dale je dulezity zraci promoting faktor (MPF) a cyklin-dependentni
kin4za 1 (Cdk1) pro konecnou regulaci meidzy (Tiwari et Chaube, 2017).

Na druhou stranu zminéna vysoka reaktivita molekul vyvolava kaskadu fetézovych
reakci, které vedou k naruSeni bunécnych funkci. ROS mulZou difundovat a prochazet
bunéénymi membranami a ménit tak vétSinu typt bunéénych molekul (NK, proteiny a lipidy).
Velice dulezita je proto hladina ROS. Pokud klesne pod uréitou mez, je narusena ovulace
(Tiwari et Chaube, 2017). Vyssi nez fyziologické hladiny ROS vyvolavaji apoptozu
granuldznich bunék, sniZuje se pfenos Zivin a dulezitych faktori pro preziti oocytli (Khazaei
et Aghaz, 2017), dale se zhorsuje kvalita oocytil a celkové je negativné ovlivnén embryonalni
vyvoj (Goud et al., 2008). Pravé pfi in vitro kultivaci embryi je koncentrace kysliku mnohem
vyssi nez v podminkach in vivo, coz vede ke zvyseni reaktivnich forem kysliku (ROS) (Luvoni
etal., 1996). ROS také pravdépodobné ptispivaji ke starnuti nefertilizovaného oocytu (Goud et
al., 2008). A celkové se nadmérna produkce ROS bere jako jedna z hlavnich pficin nizkého

procenta pii produkci embryi skotu in vitro. Proto se vyvinuly G¢inné mechanismy, které G¢inky
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ROS neutralizuji (Khazaei et Aghaz, 2017). Hlavnim obrannym faktorem je tak zvana
antioxidacni ochrana (Racek et Holecek, 1998). Tento systém se sklada z enzymatickych
a neenzymatickych antioxidantti. Enzymatické antioxidanty neutralizuji ptebytecné ROS
a zabranuji tak poskozeni buné¢nych struktur (Khazaei et Aghaz, 2017). Jsou to naptiklad rizné
peroxidazy a peroxiredoxiny. Neenzymatické antioxidanty zahrnuji glutation, vitamin C, taurin,

vitamin E, zinek (Zn), selen (Se), betakaroten a karoten (Goud et al., 2008).

4 Materialy a metody

4.1 Chemikalie

Vsechny pouzité chemikalie, pokud neni uvedeno jinak, byly nakoupeny od firmy
Sigma- Aldrich-Chemicals.

4.2 Ziskavani oocytii

Vajecniky byly ziskany od pohlavné dospélych krav a prepubertalnich prasnicek
porazenych na lokalnich jatkadch. Ovaria byla do laboratofe pfevezena v termosce pii 37°C
do 2 hodin od porazky. Poté byla provedena aspirace oocytu jehlou se stiikackou. Praseci
oocyty byly aspirovany z antralnich folikuld o praiméru 2 az 6 mm spolu s folikularni tekutinou
pomoci 18 G jehly a injek¢ni stiikacky o objemu 10 ml. Obsah sttikacky po aspiraci tvotily
aspirované¢ kumulo-oocytarni komplexy (COC), folikularni tekutina a granulézni buriky.
Bovinni oocyty byly aspirovany z antralnich folikuli 0 priméru 2 az 8 mm pomoci 18 G jehly
a 20ml injekeni stiikacky, ktera se jesté pred aspiraci naplnila 5 ml na 37°C nahtatého média
pro sbér oocytii (OCM) (viz piiloha Tab. 4, 5). Poté se obsah stiikacky pienesl na Petriho misku
a provedla se selekce.

4.3 Morfologicka klasifikace oocytii

Po ziskani oocytu se pod stereomikroskopem (Nikon, SMZ1000) pii 20nasobném
zvétSeni vybiraly oocyty nejvyssi kvality pro dalsi pouziti. Hodnoceni kvality oocytil vychéazi
z morfologickych kritérii kumulo-oocytarniho komplexu (COC), podle nichz se piedpoklada

urcita souvislost s fyziologickym stavem folikulu a vyvojovym potencidlem oocytu.
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Podle zékladniho vizualniho posouzeni morfologickych rysti pozorovatelnych pod svételnym

mikroskopem se oocyty zatazuji do 4 skupin (Shah et Chauhan, 2017):

1/ skupina — oocyty obklopené vice jak 5 vrstvami kompaktnich kumularnich bunék,
homogenni ooplazmou, COC je tpln¢ svétly a transparentni (Yuan et Krisher,
2012)

2/ skupina — oocyty se 3 az 5 vrstvami (Hafez et Hafez, 2000), homogenni ooplazma
ma drsny vzhled (Gordon, 2003) a na periferii oocytl je zona tmava, celkove
je COC mirn¢ tmavsi a méné transparentni (Shah et Chauhan, 2017)

3/ skupina — 1 az 3 vrstvy bun¢k (Hafez et Hafez, 2000) a nebo zcela chybi (Shah et
Chauhan, 2017), ooplazma je nepravidelna s tmavymi shluky, COC je jesté
tmavsi nez u predchozich skupin (Gordon, 2003)

4/ skupina — kumularni vrstvy expandované (Shah et Chauhan, 2017) a kumularni bunky
jsou rozptylené v tmavych shlucich v Zelatindzni matrix, ooplazma

jenepravidelna s tmavymi shluky, COC je tmavy a nepravidelny (Gordon, 2003)

Pro nasledné pouziti byly vybrany ty COC, které lze zafadit do skupiny 1 dle

morfologického hodnoceni oocytt.

4.4 Invitro zrani oocytu

Selektované bovinni oocyty se proplachly ve tfech diilcich po 0,5 ml média pro zrani
oocytt (OMM) (viz ptiloha Tab. 6, 7) ve ¢tyifdalkové kultivaéni misce. Po oplachu se oocyty
ptenesly do ¢tvrtého dulku s 0,5 ml OMM a 5 ul Stimufolu (FSH 50 g/ml and LH 10 g/ml)
(PARTNAR Animal Health). Ctytdilkova kultivaéni miska se umistila do inkubatoru (NB-203;
N-BIOTEK) o teploté 38,2°C, 5% obsahu CO; a 95% vlhkosti. U bovinnich oocytll inkubace
trvala 24 h.

Selektované praseci oocyty se proplachly ve tiech dalcich po 0,5 ml kultiva¢niho média
(viz ptiloha Tab. 8, 9) ve ctyidulkové kultivaéni misce. Po oplachu se oocyty prenesly
do ¢tvrtého dulku s 1 ml kultivaéniho média a 3 kapkami P.G. 600 (Intervet) v 1 ml
rozpoustédla. Ctytdilkova kultivaéni miska se umistila do inkubatoru (NB-203; N-BIOTEK)
0 teplote 38,2°C, 5% obsahu CO2 a 95% vlhkosti. Inkubace prasecich oocytu trvala 48 h.
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4.5 Design experimentu

V této diplomové praci bylo porovnavano jaderné zrani bovinnich a prasecich oocytt.
Oocyty od obou druhti savcu se rozdélily do 2 skupin. Prvni skupina byla kultivovana ihned
po aspiraci (kontrolni skupina). Druha skupina byla nejdiive ponechana po dobu 18-24 hodin
v termoboxu pii 17°C v 1 ml BoviHold médiu (holding medium pro bovinni embrya) a pak
byla kultivovana (experimentalni skupina). Experiment byl proveden zvlast s bovinnimi

a prasecimi oocyty.

Obr. 1 Schéma experimentu

Odbér oocyti
Kultivace v 17°C po 18-24 h Maturace v 38,5°C a 5 % CO,
Experimentalni skupina Kontrolni skupina
Maturace v 38,5°C a 5 % CO,
Hodnoceni kvality
Stupei jaderného zrani Reaktivni formy kysliku

45.1 Hodnoceni jaderného zrani oocytu

Po dobé¢ nutné k inkubaci pro dany zivo¢isny druh se provedlo barveni dle protokolu
s pouzitim Vectashield Antifade Mounting Medium s DAPI (H-1200, Vector Laboratories)
a nasledné se vyhodnotil stupeii zrani pod fluorescenénim mikroskopem.

Po inkubaci oocytl byla kapilarou provedena jejich denudace neboli dekumulace. Poté
se oocyty na 30 minut ptenesly do prvniho dulku ctyrdialkové kultivaéni misky
S 4% paraformaldehydem o objemu 500 pl. Nasledné se v druhém dilku po 1 minutu provadél
oplach oocytti v 500 pl PBS + NaNs (fosfatovy pufrovany fyziologicky roztok + azid sodny).
Na podlozni sklicko se nanesly vedle sebe 2 kapky po 5 ul Vectashield Antifade Mounting
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Medium s DAPI (H-1200, Vector Laboratories). Do kazdé kapky se dalo po 5 oocytech a kapka
se s oocyty promichala. Kolem kapky s oocyty se lakem nakreslil ¢tverecek odpovidajici
velikosti kryciho sklicka. Ptilozilo se kryci sklicko a jesté se okolo zalakovalo, aby obsah
nevyschl. Oocyty se pozorovaly pod fluorescenénim mikroskopem (Nikon Teclipse Ti)

pti zvétseni 200 a 400x.

45.2 Detekce ROS

Po dobé nutné k inkubaci pro dany zivo¢isny druh se provedlo barveni dle protokolu
s pouzitim DCFDA (H2DCFDA (2°,7’ — dichlorofluorescin diacetate)) pro detekci bunéénych
forem reaktivniho kysliku (Reactive Oxygen Species — ROS).

Po inkubaci oocyti byla kapildrou provedena jejich denudace neboli dekumulace.
Piipravila se ¢tyfdalkova kultivaéni miska, kde do prvniho a druhého dtlku se po 500 pl dal
fosfatovy pufrovany fyziologicky roztok a polyvinylalkohol (PBS + PVA). Do tietiho
a ¢tvrtého dulku se na oplach kéaply kapky po 10 ul fosfatového pufrovaného fyziologického
roztoku a PBS + PVA. Ctyidilkovéa kultivaéni miska se pfemistila do inkubatoru (NB-203;
N- BIOTEK) na 5 az 10 minut. Mezitim se z inkubatoru vyndala ¢tyrdilkova kultivaéni miska
se zralymi oocyty a ty se zacaly kapilarou dekumulovat. Denudované oocyty se poté proplachly
na Petriho misce ve 3 kapkach po 500 pul PBS + PVA. Nyni se zhaslo a svitilo se jen malou
zarovkou. Z mrazaku se vyndala barva DCHFDA a nechala se rozmrazit zakryta v alobalu. Pak
se mohla vyjmout z inkubatoru ¢tyrdilkova kultivaéni miska. Do prvniho dilku se daly vzdy
2 oocyty, které slouzily jako negativni kontrola. Do druhého dilku se umistily vSechny
zbyvajici oocyty, které byly pozitivni kontrolou. Poté se do druhého dilku pfidala barva
DCHFDA o objemu 0,5 pl. Nyni se musela ¢tytdulkova kultivaéni miska pfemistit
do inkubatoru na 20 minut. Mezitim bylo pfipraveno diagnostické mikroskopické sklicko
(ER- 201B-CE24; 8 well 6 mm numbered; Thermo Scientific). Do kazdého dulku na sklicku
se dalo 3,5 ul PBS + PVA. Z inkubatoru se vyndala ¢tyfdulkova kultivaéni miska. Oocyty
Z druhého dulku na kultiva¢ni misce se oplachly v kapkach ve tetim a ctvrtém dilku. Néasledné
se oocyty prenaSely na podlozni sklicko. Do prvniho dilku podlozniho sklicka se pfenesly
oocyty z prvniho dilku na kultivaéni misce, které piedstavovaly negativni kontrolu. Do zbylych
dilkd na podloznim sklicku se po 2 az 3 umistily oocyty ptedstavujici pozitivni kontrolu.
Podlozni sklicko se zakrylo krycim sklickem a zalakovalo. Oocyty se pozorovaly pod

fluorescenénim mikroskopem, za pouziti UV lampy pfi zvétseni 100x a 400x.
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4.6 Statisticka analyza vysledku

4.6.1 Hodnoceni vyskytu ROS v sav¢ich oocytech

Produkce ROS byla hodnocena po 24 (bovinni oocyty) a 48 hodinach (praseci oocyty)
zrani. Oocyty byly nabarveny s 10 p 2¢, 7°-dichlorodihydrofluorescin diacetatem (Sigma-
Aldrich) (20 min 39°C) a nasledné byly oocyty zamontovany na sklicko (ER-201B-CE24
8 Well 6mm Numbered, Thermo Scientific). Vzorky byly hodnoceny pomoci invertovaného
fluorescen¢niho mikroskopu (Nikon Teclipse Ti). Ziskané obrazky oocyti byly
pak vyhodnoceny ve specializovaném software pro analyzu digitalniho obrazu NIS-Elements
(ver. 4.0, Laboratory imaging, Ceskd Republika). Vysledky jsou vyjadfeny jako relativni

intenzita fluorescence a jsou vztazeny ke kontrolni skupiné.

4.6.2 Statistické zpracovani

Vsechny experimenty byly zopakovany minimalné dvakrat. Statistické zhodnoceni
ziskanych dat probéhlo v programu Statistika (ver. 12, Statsoft, CR). Pro statistické zhodnoceni
jaderného zrani byl pouzit Chi-kvadrat test a pro zhodnoceni vyskytu ROS byl pouzit Studentiv
t-test. Data byla hodnocena na hladiné vyznamnosti P < 0,05 a vysledky jsou prezentovany jako
priamér + SEM.

5 Vysledky

5.1 Porovnani jaderného zrani u prasecich a bovinnich oocytii

Celkov¢ lze fici, ze v kontrolni skupiné se vyvijely vSechny oocyty do stddia MI a MII.
Ve tazi GV zistalo po maturaci 0,0 £ 0,0 % oocytii, v MI fazi pak 13,8 £ 1,3 % a do MII faze
dozralo 86,2 + 1,6 % oocytl. V experimentalni skupiné bylo jen 2,2 + 0,1 % oocyti zastaveno
v GV fazi. Metafaze I dosahlo 9,5 + 1,1 % oocytl. Celkoveé nejvice oocyti a to 88,3 + 0,9 %
dozralo do MII faze. Mezi hodnocenymi skupinami nebyl zjistén Zadny statisticky vyznamny
rozdil v jaderném zrani oocytt (P > 0,05).

Timto srovnanim bylo zjiSténo, Ze praseci i bovinni oocyty dozravaly do vSech stadii
velmi podobné a i pies snizenou teplotu pii skladovani dokazaly dozrat do stadia metafaze II

(Tab. 1).
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Tab. 1 Porovnani jaderného zrani prasecich a bovinnich oocyti

Druh Celkem | GV | % GV P Ml [%MI| P MIl | % MII P
pokusu (n) (n) (n)
Kontrola 58 0 | 00| P= 8 138 | P= 50 | 86,2+ | P=
0,0 0,25 +1,3| 0,38 1,6 0,68
Experiment 137 3 2,2+ 13 | 95+ 121 | 88,3+
0,1 11 0,9

GV - faze zarodecného vacku. MI — faze prvni meiotické metafaze. MII — faze druhé
meiotické metafaze.

5.2 Hodnoceni jaderného zrani bovinnich oocyti

Po kultivaci kontrolni skupiny trvajici 24 hodin nezastal zddny oocyt ve fazi GV
a do faze Ml dozralo 14,3 + 1,2 % oocytl. Nejvétsi procento oocytl z kontrolni skupiny dozralo
do MII stadia a to 85,7 + 0,8 %. V druhé experimentalni skupiné bylo ve stddiu zarode¢ného
vacku 1,6 £ 0,3 % oocytti. Do MI stadia dozralo 8,1 + 0,4 % tedy asi 0 6 % méné oocytl nez
Vv kontrolni skupiné. 90,3 = 1,9 % se dostalo do faze metafaze I, coz je jesté o 5 % vice nez
ve skupiné kontrolni. Mezi hodnocenymi skupinami opét nebyl zjistén zadny statisticky
vyznamny rozdil v jaderném zrani oocyta (P > 0,05).

Stejn€ jako u prasecich tak i u bovinnich oocytl bylo dokazano, Ze zlstanou
zivotaschopné a dozraji do MII i za sniZzenych teplot po né€kolikahodinovém skladovani (Tab.
2).

Tab. 2 Hodnoceni jaderného zrani bovinnich oocytti po 24 hodinach kultivace

Druh Celkem | GV | % GV P MI | %MI| P MIl | % MII P

pokusu (n) (n) (n)
Kontrola 28 0 | 0,0+ | P= 4 143 | P= 24 | 857+ | P=
0,0 0,49 +1,2 | 0,37 0,8 0,52
Experiment 62 1 |16+ 5 8,1+ 56 | 90,3+
0,3 0,4 1,9

GV — faze zarodecného vacku. MI — faze prvni meiotické metafdze. MII — faze druhé
meiotické metafaze.

5.3 Hodnoceni jaderného zrani prasecich oocyti

V kontrolni skupin¢ zlstalo po 48hodinové kultivaci ve stadiu zarodecného vacku (GV)
0,0 £ 0,0 % oocytl, ve stadiu metafaze prvniho meiotického zrani (MI) 13,3 + 0,7 % oocytl
a do metafaze druhého meiotického zrani (MII) dozralo 86,7 + 0,8 % oocytl. V experimentalni
skupiné€ 2,7 + 0,2 % oocyti zistalo v GV fazi, tudiZ doslo k navySeni oproti skupiné kontrolni.
Do faze MII dozralo 10,7 + 1,5 % oocytil, coz je zhruba o 3 % méné neZ v kontrolni skuping.

Avsak u experimentalni skupiny do druhé metafaze dozral stejny podil oocytti a to 86,7 0,5 %
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jako u kontrolni skupiny. Mezi hodnocenymi skupinami nebyl zjistén zadny statisticky
vyznamny rozdil v jaderném zrani oocyta (P > 0,05).
Prokazalo se, ze 1 po nékolikahodinovém skladovani za snizenych teplot praseci oocyty

zustanou zivotaschopné a dozraji do metafaze II (Tab. 3).

Tab. 3 Hodnoceni jaderného zrani prase¢ich oocytil po 48 hodinach kultivace

Druh Celkem | GV | % GV P Ml | % MI P MIl | % MII P
pokusu (n) (n) (n)
Kontrola 30 0 0,0+ P= 4 13,3 P= 26 86,7+ | P
0,0 0,36 +0,7| 0,71 0,8 1
Experiment 75 2 2,7+ 8 10,7 65 86,7 +
0,2 +1,5 0,5

GV - faze zarodecného vacku. MI — faze prvni meiotické metafaze. MII — faze druhé meiotické
metafize.

5.4 Detekce reaktivnich forem kysliku

Detekce ROS byla stanovena u bovinnich i prasecich oocytt, pfi¢emz oba druhy byly
hodnoceny zvlast. Relativni vyskyt reaktivnich forem kysliku se ur¢oval pomoci metody
méfeni fluorescenéniho fluorescence. Pfi této metodé se vyssi vyskyt ROS projevuje veEtsi
pozorovanou intenzitou fluorescence.

U kazdého druhu byla srovnavana primérna intenzita fluorescence experimentalni
skupiny se skupinou kontrolni, jejiz hodnoty byly vzaty za referencni zéklad (100 %).
U prasecich oocytli byla u experimentalni skupiny naméfena primérna intenzita fluorescence
0 55 % vyssi oproti kontrolni skupin€. Smérodatna chyba priméru byla 40 procentnich bod.
V experimentalni skupiné u bovinnich oocytii byl oproti kontrolni skupiné zjistén nartst
intenzity fluorescence o 35 %, se smérodatnou chybou priméru 25 procentnich bodd.
Pfi zkoumani prumérné intenzity fluorescence u prasecich a bovinnich oocyti byl mezi
kontrolnimi a experimentalnimi skupinami u obou druhli zaznamenan statisticky vyznamny
rozdil v primérné intenzité fluorescence (P < 0,05). Avsak pifi vzajemném porovnavani
experimentalnich skupin u praseCich a bovinnich oocytl nebyl zji§tén zadny statisticky
vyznamny rozdil v relativni intenzité fluorescence (P > 0,05) (Graf 1).

U obou druht byla v experimentalnich skupinidch namétena vyssi relativni primérna
intenzita fluorescence. Tim se potvrdil pfedpoklad, ze ¢im déle bude s oocyty manipulovano

V in vitro podminkach, tim budou hladiny ROS nartstat.
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Graf 1 Porovnani praimérné intenzity u prasecich a bovinnich oocyti
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Su — praseci oocyty. Bo — bovinni oocyty. SEM — smérodatna chyba priméru.
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6 Diskuze

V dne$ni dobé se v ramci Slechténi hospodaiskych zvifat stdle castéji pouzivaji
biotechnologické metody (Machatkova a kol., 2013). Diky témto metodam lze vyuzivat
geneticky cennd zvirata daleko efektivnéji nez by tomu bylo mozné u ptfirozené reprodukce
(Yotsushima et al., 2007). Metody se tykaji produkce embryi in vivo nebo in vitro. In vitro
produkce embryi se stale rozviji a pocet takto vyprodukovanych embryi roste (Pascottini et al.,
2018). Je to kvuli stale se vyvijejicim se metodam a technik, zlepSovani podminek kultivace
a samotnych kultiva¢nich médii. Pii in vitro produkci embryi je kromé jiného dilezity transport
ziskanych oocytt. Jestlize byly oocyty aspirovany v terénu pomoci TUGA, je nutné pievézt je
do kontrolovanych podminek v laboratofi (Alm et al., 2008). Celou dobu od aspirace az do
umisténi do inkubatoru ale oocyty dozravaji a do laboratofe dorazi v riznych stadiich zrani
podle toho, zda byly aspirovany na zacatku ¢i na konci procedury (Pascottini et al., 2018). Kvuli
tomuto aspektu se zdd vhodné oocyty transportovat za niz§ich teplot, aby byl sniZen jejich
metabolismus. Nedochézelo by tak k asynchronnosti ve zrani. K tomu by mohl byt vhodny
ptevoz oocytll v komerénim médiu v termoboxu.

Cilem této diplomové prace bylo ovéfit hypotézu, Ze si savCéi oocyty zachovaji
vyvojovou kompetenci i po uchovani v 17°C v manipula¢nim médiu pro embrya. Tento fakt
byl potvrzen experimenty s prase¢imi a bovinnimi oocyty. V ramci pokusu byly mezi sebou
porovnavany faze zrani u bovinnich a prasecich oocyti. Pokud byly oocyty kultivovany
v BoviHold médiu (holding medium pro bovinni embrya) poté, co byly skladovany 18-24 hodin
pti teploté 17°C, do stadia MII dozralo 88,3 + 0,9 %, naproti tomu Vv kontrolni skuping, kde
se oocyty kultivovali ihned po aspiraci, to bylo 0 3 % mén¢ (P > 0,05). Z téchto udaji vyplyva,
ze se mezi témito skupinami neprokazal zadny rozdil ve zrani oocytl. Bylo tak prokazano,
ze ani po né€kolikahodinovém skladovani pii snizené teploté oocyty neztraci meiotickou
kompetenci a jsou schopny dozrat do metafaze II. Tento vysledek je standartni a je publikovan
I v dal$ich studii zabyvajicich se holdingem oocytt jako je naptiklad studie provedena autory
Pascottini et al. (2018). Aby oocyty dozraly do metafaze II, je naprosto zasadni vybrat kvalitni
oocyty. Na tomto vybéru jsou reprodukéni biotechnologie zcela zavislé. Selekce oocytl je
zalozena na hodnoceni morfologickych charakteristik kumuldrnich bunék obklopujicich oocyt
a hodnoceni ooplazmy (Yuan et Krisher, 2012). Jako nejvhodnéjsi pro kultivaci se pouziva
kompaktni kumulo-oocytarni komplex, ktery ma 3 a vice vrstev kumularnich bunék a zaroven
nema expandovanou kumularni masu (Shah et Chauhan, 2017). Selektované oocyty musi mit

homogenni ooplazmu a kompaktni kumularni bunky, které tésn¢ adheruji na zona pellucida
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(Yuan et Krisher, 2012). Dle nasich vysledk je patrné, Ze oocyty byly vybirany spravné, coz
se odrazilo na procentu dozralych oocyti do MII a také se tim potvrzuje spravnost laboratorni
praxe.

Pti hodnoceni jaderného zrani u bovinnich oocytli kontrolni i experimentalni skupina
dozravala velmi podobné. Opét mezi hodnocenymi skupinami nebyl zji§tén zadny statisticky
vyznamny rozdil v jaderném zrani oocytti (P > 0,05). Zatimco metafaze II z kontrolni skupiny
doséhlo 85,7 £ 0,8 % oocytl, v experimentalni skupiné tomu bylo zhruba o 5 % vice a to 90,3
+ 1,9 %. Ve stadiu zarodecného vacku v kontrolni skupin€ neziistal zadny oocyt, zato
ve skupin¢ experimentalni tomu bylo 1,6 £ 0,3 %. Do faze MI dozralo u kontrolni skupiny 14,3
+ 1,2 % oocytd, v experimentalni skupin¢ tomu bylo az o polovinu méné (8,1 + 0,4 %). Procenta
oocytd, kterd zlstala ve stadiu zarode¢ného vacku nebo dozrala jen do MI, jsou celkem nizka,
coz také vypovida o spravnosti vybéru kvalitnich oocytl. Z téchto vysledki je tedy patrné,
ze zrani u oocytd skotu nebylo ovlivnéno skladovanim za nizsich teplot. Tento experiment
a z n¢ho vyplyvajici vysledky se shoduji s vysledky studie Pascottini et al. (2018), ktefi
kultivovali bovinni oocyty v médiu pro uchovani embryi. Oocyty byly skladovany po rizné
dlouhou dobu pfi riznych teplotich. Z jejich experimentu je ziejmé, Ze doba ani teplota
skladovani nemély vliv na procento dozralych oocytti do MII, které se pohybovalo v rozmezi
71,9 % az 83,2 %. V této studii vSak byly oocyty drzeny v médiu jen po 10 hodin, zatimco tato
diplomova prace dokazala, ze lze oocyty skladovat i po 18-24 hodin s velmi podobnymi
vysledky zrani. Dalsi studie, ktera se zabyvala skladovanim bovinnich oocytl, byla provedena
kolektivem autorti Nazem et al. (2016). Tito autofi kultivovali oocyty v médiu pro uchovani
embryi pfi teploté 38,5°C a 22°C po 12 hodin, kdy jich do MII dozralo primérne 80 % oocytu.
Pti 4°C dozralo oocytl méné a to 71,6 %. Tento experiment opét dokazuje, Ze i pies riazné
teploty skladovani, je velké mnoZstvi oocytli schopné maturace. Toto tvrzeni vSak Castecné
vyvraci studie uskutecnéna Wu et al. (2000), kde mimo hodnoceni zrani také posuzovali Gi¢inky
nizkych teplot na tvorbu meiotického vietena u bovinnich oocytd béhem in vitro zrani.
Vysledky uvadéného experimentu ukazuji, ze pokud byly oocyty vystaveny teplotam, které
nebyly nizsi nez 24°C, nedoslo ke zhorSeni tvorby normalnich meiotickych vieten a procento
dozralych oocytll s normélnim vietenem se pohybovalo okolo 70 %. Naproti tomu ochlazeni
oocytll na 4°C nebo na teplotu nizsi, které byly oocyty vystaveny tfeba jen po dobu 10 minut,
drasticky sniZzuje tvorbu normalnich meiotickych vieten a snizuje oplodnéni. Pfi téchto
teplotach dozralo méné nez 44 % oocytl s normalnimi meiotickymi vieteny. Nase prace sice

nehodnotila meioticka vietena, av§ak v pfistich studiich by bylo vhodné se na jejich hodnoceni

30



zaméfit, jelikoZ naSe teplota skladovani 17°C byla mezi teplotami zkoumanymi autory Wu et
al. (2000) a bylo by dobr¢ je jesté zhodnotit.

Déle bylo v této diplomové praci hodnoceno jaderné zréani u prasecich oocyti.
Dozravani do stadia MII, MI 1 GV bylo jak u kontrolni tak i u experimentalni skupiny velmi
podobné, tudiz se doslo k zaveru, Ze mezi témito skupinami nebyl zjiStén zadny statisticky
vyznamny rozdil v jaderném zrani oocytt (P > 0,05). Z kontrolni skupiny ve stadiu GV nezustal
zadny oocyt, v experimentalni skupiné se procento zvysilo jen na 2,7 + 0,2 %. Do faze MI
dozralo v kontrolni skupiné 13,3 + 0,7 % a v experimentalni skupiné 10,7 £ 1,5 % oocyta.
Do metafdze druhého meiotického zrani dozralo stejné procento oocyti u obou skupin
a to zhruba 87 %, ¢imz se znovu prokézalo, Ze 1 po né¢kolikahodinovém skladovani za snizenych
teplot praseci oocyty ziistanou zivotaschopné a dozraji do metafaze II. Uvedené zavéry jsou
podobné vysledkiim studie provedené Quadalti et al. (2016). Z uvedené studie vyplyva,
ze praseci oocyty uchovavané ve 2 ml HEPES-SOF pfi 24°C po dobu 24 hodin se poctem
dozralych oocyti do metafaze II signifikantné nelisily od skupiny kontrolni. Také vysledky
dalsi studie autorti Liu et al. (2003) ukazaly, Ze pokud byly praseci oocyty po dobu 5 az 120
minut ponechany v médiu pfi teploté¢ 24°C, bylo sice pozorovano snizené¢ dozravani jader
I cytoplazmatické zrani, ale ve srovnani s kontrolni skupinou nedoslo k zadnému statistickému
rozdilu ohledné zrani. Rovnéz byla u prasecich oocytl zjisténa vétsi citlivost na nizsi teploty
pfi jejich uchovavani, nez je tomu u bovinnich oocytt. Jestlize totiZ byly oocyty skladovany
po stejnou dobu ale pii teploté 4°C, u vétsiny oocytd dochazelo k inhibici jak jaderného tak
I cytoplazmatického zrani a to pfimo umérné na Case. Z této studie vyplyva, ze je vhodngjsi
praseci oocyty skladovat pii vysSSich teplotach nez se skladuji oocyty bovinni. Skladovanim
prasecich oocytl pii vysSich teplotach se zabyvali Yang et al. (2010). Jejich vysledky prokazali,
ze praseci oocyty mohou byt zivotaschopné i po 3 dnech skladovéani v prasec¢i folikularni
tekutiné nebo ve fetdlnim telecim séru pfi teploté 27,5°C. OvSem tato média nejsou zrovna
idealni, jelikoZ je jejich sloZeni téméf pokazdé odliSné a nedéd se proto pii jejich pouzivani
garantovat jejich sloZzeni. Oproti tomu pouzivani komercénich médii méa vyhodu garantovaného
sloZeni a tim i shodnych vysledk.

Nékolikahodinové skladovani oocyti muize byt vyuzito a dobie fungovat i u jinych
sav€ich druhi. Dlikazem je napiiklad studie provedena Dini et al. (2016) u oocytl koni, které
byly skladovany pfes noc v holding médiu pro embrya (EHM) ve 4°C, 17°C a 22-25°C.
Procento dozravani oocytli do metafdze druhého meiotického déleni se pfi riznych teplotach
pohybovalo mezi 60 % a 65 %, pficemz se procento dozralych oocytl neliSilo ani mezi

experimentalnimi skupinami ani ve srovnani se skupinou kontrolni. Wakayama et al. (2004)
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se zabyvali pokusem, kdy zjistovali, jaky vliv bude mit uchovavani mysich oocytl na jejich
morfologickou strukturu. Experimentem bylo zjisténo, ze pfi skladovani v médiu Chatot-
Ziomek-Bavister (CZB) pii 27°C nebo 37°C po 24 hodin k vyskytu abnormalit nedochazi
a oocyty jsou v pruméru z 90 % morfologicky normalni. Zato ale pii 4°C dochazi u vSech
oocytt k morfologickym abnormalitdm a dale se nejsou schopni normalné vyvijet. Potvrdilo se
tedy, Ze uchovavani oocytli miize byt pouzito i u mysi a navic s velmi dobrymi vysledky. Také
byl hodnocen vliv skladovacich podminek na kvalitu preantralnich folikulti koz uzavienych
v ovaridlni tkani (Costa et al., 2002). V této praci byly folikuly skladovany bud’
ve fyziologickém roztoku ¢i v kokosové vodé po riiznou dobu a pii odlisnych teplotach.
Histologicka analyza ukézala, ze pro skladovani po dobu az 24 hodin pii 4°C mohou byt pouzity
oba roztoky, aniz by doslo k poskozeni preantralnich folikuld. AvSak pii skladovani 24 hodin
pti teploté 20°C a 39°C jiz dochdzelo ke sniZeni poc¢tu normalnich preantralnich folikuld.
Ideta et al. (2013) upozoriiuji ve své studii na negativa kryokonzervace gamet a embryi
S pouzitim tekutého dusiku. Tato metoda sice pievlada pii umeélé reprodukci savci, ale
za posledni roky se ispéSnost biezosti nijak nezlepsila, jelikoz zmrazeni a ndsledné rozmrazeni
znaén¢ poskozuje bunécné struktury. Navic piisnd regulace pii pirepravé kontejnert
obsahujici tekuty dusik ve velké mife stézuje vyménu gamet ¢i embryi mezi chovateli.
Predchozi studiemi bylo dokadzano, Zze i po dlouhodobé&jsim skladovani bez pouziti
kryokonzervace jsou oocyty schopné dozrat do metafaze II. To samé bylo zkouSeno i s embryi
a uspésné. Pii produkci embryi in vitro, musi jesté dozralé oocyty v metafazi II projit pres
fertilizaci do embryondlniho stddia. Podobnou praci se zabyvala naptiklad skupina autori
Pascottini et al. (2018), kdy byly pfi pokojové teploté po 10 hodin skladovany oocyty, které se
pak nechéavaly dozrat do metafaze II a pak byly dale fertilizovany. Vysledkem experimentu
bylo, Ze i z takto uchovavanych oocytti 40,2 + 4,5 % doSlo do stadia 8dennich blastocyst. Jiz
Vv roce 1985 zkouseli Lindner et Ellis prodlouzit dobu uchovani embryi bez pouziti tekutého
dusiku. Jako médium byl pouzit fosfatem pufrovany fyziologicky roztok (PBS) s 10% fetalnim
bovinnim sérem (FBS). Ackoliv bylo toto médium schopné prodlouZzit dobu uchovani embryi
pfi 4°C na 1 az 3 dny, stdle tato doba byla pfili§ kratkd pro piepravu mezi vzdalenéjSimi
chovateli. Navic mira uspéSnosti pfi zabfezdvani byla jen 50 %. Pokud by mohla byt embrya
skladovana bez pouziti tekuté¢ho dusiku po dobu jednoho tydne a v lednici ¢i na led€, mohl by
byt transport takto uchovavanych embryi mnohem jednodussi a celkové by se zvysila produkce
skotu hlavné mlécného. Tento cil si stanovili Ideta et al. (2013), ktefti chtéli vyvinout médium,
které by prodlouzilo Zivotnost embryi za hypotermickych podminek. A béhem experimentu,

ve kterém byla bovinni embrya skladovana v riiznych médiich po dobu az 7 dni pfi teploté 4°C,
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jako nejlepsi médium pro uchovani embryi vyslo médium 199 s 50 % FBS. Po uchovani
v uvedenych podminkach byla pak embrya zivotaschopna z 90 %, na rozdil od pouzitého média
PBS s 50 % FBS, kdy byla Zivotnost embryi jen 50 %. AvSak pfi studii provedené Quadalti et
al. (2016) byla zjiSténa zména ve vyvojové kapacit€¢ praseCich embryi pii piedchozim
uchovéavani nezralych oocyti po 24 hodin ve 2 ml HEPES-SOF pii 24°C. Také ale bylo
zminéno, Ze je potieba ud¢lat vice testii ohledné kinetiky oocytl, aby mohly byt tyto vysledky
potvrzeny. V dalsi studii se Wakayama et al. (2004) zabyvali vyvojem mysich blastocyst
Z oocytl, které byly po dobu jednoho dne uchovéavany v nékolika médiich pii riznych teplotach.
Z vysledkt vyplynulo, Ze se do stadia blastocysty vyvinuly jen ty oocyty, jez byly skladované
pii pokojové teploté a to z 57 %. Na rozdil od oocytt ulozenych pii 5°C ¢i 0°C, kteti téméet
uplné ztratily zrajici potencial.

Nejen sami¢i ale i1 saméi gamety a dal$i testikuldrni buiiky lze skladovat
v hypotermickych podminkach, aniz by ztratily moznost fertilizace. Timto se ve studii zabyvali
napiiklad Yang et Honaramooz (2010), ktefi k izolaci bun¢k pouzili varlata od selat starych
1 tyden. Buiiky byly skladovany po 6 dni v riznych médiich a po uplynulé dobé vykazovaly
podobny potencial jako buiiky cerstvé. Timto experimentem bylo tedy dokdzano, ze buiilky
varlat mohou byt uchovavany v hypotermickych podminkach po dobu 6 dnu
se zivotaschopnosti 88 %. Také v dalsi studii se Strand et al. (2016) zabyvali uchovavanim
bovinnich testikularnich bun¢k. Varlata z jiz porazenych bykl byla skladovana 24 hodin pii
teploté 5°C. Po uplynulé dobé byly z varlat izolovany spermie, jeZ byly nasledné posouzeny
a kryokonzervovany. Po oplozeni oocytl témito spermiemi byla produkce blastocyst v rozmezi
21 % a 31 %. Vysledky tedy ukézaly, ze i po smrti bykd ¢i jejich porazeni na jatkach miizou
byt z nadvarlat odebrany Zivotaschopné a oplozenischopné spermie. Takto ziskané
a uchovavané spermie mohou byt pouzity ke skladovani genetického materidlu
jak hospodaiskych a domacich zvifat tak i ohrozenych druht.

Dale tato prace prokazala, Ze se v in vitro podminkach zvySuje hladina reaktivnich forem
kysliku. Zatimco v experimentalni skupiné prasecich oocyti byla oproti kontrolni skuping
nameéfena primérna intenzita fluorescence o 55 % vyssi, u bovinnich oocytti v experimentalni
skupiné byl oproti kontrolni skupin€ zjistén nartst intenzity fluorescence o 35 %. Vyssi relativni
prumérna intenzita fluorescence byla naméfena u obou druhii v experimentalnich skupinach,
¢imz se potvrdil predpoklad, Ze delsi manipulaci vznika u oocytii oxidacni stres a tim se zvysuji
hladiny ROS. Reaktivni formy kysliku naruSuji strukturu buiky a snizuji tak jeji
zivotaschopnost (Goud et al., 2008). Zabranit se tomu dé piidanim antioxidantii do kultiva¢nich

médii, které zneutralizuji nadbytecné ROS a zaroven snizuji apoptotické faktory (Khazaei

33



et Aghaz, 2017). Snizovanim hladiny ROS se u bovinnich embryi napftiklad zabyvali autofi
Lojkic et al. (2012). Cilem jejich studie bylo vyhodnotit, zda pfidani cysteaminu
do kultiva¢niho média zlep$i kvalitu embryi. Vysledky prokazaly, Ze po ptidani 100 uM
cysteaminu se snizi mnozstvi ROS, coz vede ke zvysSeni kvality embryi. U prasecich oocytt
je vyskyt reaktivnich forem kysliku feSen a zkouman mnohem vice nez je tomu u bovinnich
oocytl, coz je pravdépodobné kvuli velkym podobnostem prasecich oocytt s témi lidskymi
a tim padem jejich vhodnost jako modelovych bun¢k. Jako vhodny antioxidant ke snizeni ROS
testovali Hyun et Kwak (2012) resveratrol. Pfidavek resveratrolu do kultivaéniho média
dokézal u praseCich oocytli snizit intracelularni hladinu ROS, ¢imz se zvysila koncentrace
intracelularniho glutathionu (GSH) a doslo k regulaci genti souvisejicich s apoptoézou. V ramci
dalsiho pokusu o snizeni hladin ROS se Dvotdkova et al. (2016) zabyvali ptfidavkem latky
S- allylcystein (SAC) do kultiva¢niho média pii in vitro maturaci prasecich oocyti. SAC je
latka, ktera ma vysoké antioxidacni vlastnosti a pfirozené¢ se vyskytuje v ¢esneku (Allium
sativum). Experimentem byla prokazana schopnost SAC o rtizné koncentraci vyznamné snizit
hladinu ROS v praseéich oocytech a to v priméru o 88 % po 24 hodinach a 93 %
po 48 hodinach, aniz by doslo k naruSeni standardniho pribéhu meiotického zrani. Jako dalsi
latka, ktera by mohla snizovat hladinu ROS, byla Lee et al. (2017) testovana kyselina alfa-
linolenova (ALA), coz je jedna z n-3 polynenasycenych mastnych kyselin a nachazi
se Vv chloroplastech. Vysledkem bylo zjisténi, Ze pii oxidativnim stresu pfidanim ALA dochazi
ke zlepSeni zrani prasecich oocytil zvySenim GSH a sniZzenim hladin ROS u oocytl. Tyto
vysledky tedy naznacuji, Ze ALA ma antioxidacni schopnost a tato latka by mohla byt pouzita
jako antioxidant ve vyrobnim systému embryi prasat v in vitro podminkach. Ve vyse zminénych
studiich snizeni hladin ROS pomoci ptidanych latek funguje. Pokud by se tedy do médii tyto
latky pfidavaly, mnoZstvi reaktivnich forem kysliku by nebylo tak vysoké a zaroven by se zvysil
pocet dozralych oocytl i vyprodukovanych embryi, coz by v kone¢ném disledku mohlo

znamenat produkci vys$siho poctu zvitat.
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[ Zavér

Cilem prace bylo ovérit hypotézu, Ze si sav¢i oocyty zachovaji vyvojovou kompetenci
I po uchovani v 17°C v manipulaénim médiu pro embrya. Vzhledem k vysledkiim experimentu
se podatila ovéfit hypotéza, ze skladovani prasecich a bovinnich oocytt v 17°C v manipula¢nim
médiu pro embrya nema vliv na jejich vyvojou kompetenci. Procenta dozrani do metafaze II
se neliSila, u bovinnich oocytli ve skupin¢ kontrolni dozralo do II 85,7 + 0,8 % oocytd,
ve skupin¢ experimentalni 90,3 + 1,9 % a u prasecich oocytt bylo procento dozralych oocytt
V experimentalni i kontrolni skupiné stejné a to zhruba 87 %. Mezi obéma skupinami nebyl
zjistén zadny statisticky vyznamny rozdil (P > 0,05). Bylo tak prokazano, ze praseci i bovinni
oocyty byly 1 po n€kolikahodinovém skladovani za snizenych teplot stale zivotaschopné
a dozraly do metafaze II.

Hodnotilo se také mnoZstvi vzniklych reaktivnich forem kysliku (ROS). Pfi zkoumani
primérné intenzity fluorescence byl mezi kontrolnimi a experimentalnimi skupinami u obou
druhli zaznamenan statisticky vyznamny rozdil v primérné intenzité zateni (P < 0,05). AvSak
zadny statisticky vyznamny rozdil v relativni intenzité¢ zafeni (P > 0,05) nebyl zjistén
pfi vzéjemném porovnavani experimentalnich skupin u prasecich a bovinnich oocytti. U obou
druhil byla v experimentalnich skupindch namétena vyssi relativni priimérna intenzita zateni.

V této diplomové praci byly testovany podminky pro transport oocytl, které jsou
vhodné pro zpomaleni a synchronizovéani zrani oocytd. Tyto podminky pfevozu napomohou
zvysit zivotaschopnost oocytit a pro laboratofe leps§i moznost planovani prace s oocyty
a embryi. Poznatky by mohly byt vyuZity pro produkci embryi nutnych pro efektivni Slechténi

hospodatskych zvifat ¢i medicinsky vyzkum.
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8 Prilohy

Tab. 4 Ptiprava zasobniho roztoku OCM

Latka Mnozstvi
Redestilovand voda (ml) 1000
TCM-199 (M-0393) (g) 10,6

PVA (P-8136) 1
NaHCO3 (S-5761) (g) 0,359
HEPES (H-4034) (ml) 10

Pro ptipravu OCM média se nejdiive ptipravil zasobni roztok OCM (viz Tab. 4).

Tab. 5 Ptiprava OCM

Latka Mnozstvi
Zasobni roztok OCM (ml) 100
Glutamin (G-8540) (ml) 1
Pen/Strep (P-3032/S-9137) (ml) 0,5

Nésledné se provedla filtrace roztoku (0,22 pm) a uchovaval se v lednici pii 4°C po dobu
3 meésict. Pfed chystanou aspiraci se vzdy musel udélat ¢erstvy OCM, ktery obsahoval jiz
ptipraveny zasobni OCM (viz Tab. 5).

Tab. 6 Ptiprava zasobniho roztoku OMM

Latka MnoZstvi
Redestilovana voda (ml) 1000
TCM-199 (M-5017) (g) 9,5

NaHCO3 (S-5761) (g) 2,2

Pro ptfipravu OMM se nejdiive pfipravilo zdsobni médium pro zrani oocyti (OMM), ktery
obsahoval destilovanou vodu, tkanoveé kultivaéni médium 199 (TCM-199) a hydrogenuhlic¢itan
sodny (NaHCO3) (viz Tab. 6).

Tab. 7 Piprava OMM

Latka MnoZstvi
Zasobni roztok OMM (ml) 5
FBS — FCS (ml) 0,57
Na-pyruvat (P-2256) (ul) 56,82
Glutamin (G-8540) (ul) 56,82
Gentamycin (G-1272) (ul) 28,41

Pro upraveni pH na hodnotu 7,35 — 7,38 se ptfidal IN hydroxid sodny (NaOH). Provedla se
filtrace roztoku (filtr M-5017; 9,5 gr/l; 0,22 um) a uchovaval se v lednici pii 4°C po dobu
3 meésici. Pfed chystanou kultivaci se musel udélat Cerstvy OMM, ktery obsahoval jiz
ptipraveny OMM stock, fetalni bovinni sérum — fetalni teleci sérum (FBS — FCS), Na-pyruvat,
glutamin a gentamycin (viz Tab. 7).
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Tab. 8 Ptiprava modifikovaného M 199

Latka MnoZstvi
M199 (M4530) (ml) 100
Ca-laktat (g) 0,060
Na-pyruvat (g) 0,025
HEPES (g) 0,150
Gentamycin () 0,0025

Pro ptipravu média se nejdiive ptipravil zasobni M 199, ktery obsahoval M199, Ca-laktat, Na-
pyruvat, HEPES (4-(2-hydroxyethyl)-1-piperazineethanesulfonic acid) a Gentamycin (viz Tab.

8).

Tab. 9 Priprava kultivaéniho média

Latka MnozZstvi
Modifikované M199 (ml) 1
BSA (A2163) (g) 0,005
FCS (F2442) (ul) 50

Roztok se skladoval ve 20ml stiikackach pii 4°C. Pred chystanou kultivaci se muselo ud¢lat
cerstvé kultivacni médium, které obsahovalo jiz pfipravené modifikované¢ M199, bovinni

sérovy albumin (BSA) a fetalni teleci sérum (FCS) (viz Tab. 9).
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