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Zrani bovinnich oocytu in vitro

Souhrn

Oocyty se vyvijeji v procesu nazyvaném oogeneze. Zacina jiZz v prenatalnim
obdobi embrya, kdy se diferencuji na primarni a sekundarni oocyty pomoci
meiotického déleni. Oocyty se nachazeji v klidoveé fazi. V obdobi dospivani dochazi k
pusobeni hormonu, které umozni zrani oocytu.

Oocyty odebiraji z zivého ¢i mrtvého zvifete. U zivych zvifat se pouziva metoda
transvaginalni ultrazvukova aspirace, kdy je do kravy zavedeno transvaginalni
zafizeni, které z folikulu na vaje€niku odsaje oocyty a mnozstvi folikularni tekutiny.
Z jate€nych zvifat se do laboratofe pfivezou pouze celé vaje¢niky, ze kterych jsou

poté odsaty oocyty a folikularni tekutina.

Pfi laboratornim hodnoceni je dulezité vybrat oocyty, které splfuji urcita kritéria.
Kvalitu oocytl Ize ur€it hodnocenim charakteristik struktury kumulo — oocytarniho
komplexu, cytoplazmy oocytll, zéna pellucida, perivitelinového prostoru, déliciho

vieténka a polarniho téliska. Kultivuji se pouze kvalitni oocyty.

Dulezité podminky pro kultivaci oocytu jsou teplota, mnozstvi riznych plynd v
inkubatoru, osmolarita médii, ¢as inkubace. Tyto podminky z velké &asti ovliviuji
zrani oocytu. Bovinni oocyty se kultivuji 24 h pfi teploté 38,5 °C, 5 % CO2 a 95 %

vzdusné vihkosti.

Médium pouzivané pro zrani oocytl in vitro muUze ovlivnit procesy, které
se podileji na nasledném vyvoji oocytl. Média se skladaji z bikarbonatovych iontd,
aminokyselin, antibiotika, zdroji energie a raznych latek mezi, ktera patfi séra, které
umoznuji pfiblizné 80 % nezralych oocytl projit metafazi druhého meiotického

déleni. Pficemz nejCastéjSi jsou TCM-199 a Ham's F-10. Kromé jejich pfiznivych

vlivli na oocyty mohou zpuUsobit i jejich abnormality.

Vyznamnou roli hraji séra, hormony, antioxidanty, kyselina hyaluronova, které
zvySi miru zrani.
Kliéova slova: bovinni oocyty, kultivaéni podminky, média, in vitro maturace,

hodnoceni oocytu.



In vitro maturation of bovine oocytes

Summary

The oocytes develop in process called oogenesis. It begins already in prenatal
period of embryo, when they differentiate in primary and secondary oocytes by
meiotic division. The oocytes are in resting phase. At the time of adolescence when
hormones work, it occur to mature of oocytes.

The oocytes take from living or slaughter animals. In live animals, the
Transvaginal ultrasound-guided aspiration method is used, when transvaginal device
is introduced into cow which oocytes and follicular fluid remove from the follicule of
the ovary. From slaughter animals into to laboratory, whole ovaries bring from which
remove oocytes and folicular fluid.

In the lab, it is important to select oocytes that fulfill certain criteria. The quality
of oocytes can be determined evaluation the characteristics of the structure of a
cumulo — oocyte complex, oocyte cytoplasm, zona pellucid, periviteline space,
dividing spindle and polar body. Only quality oocytes are cultivated.

The important conditions for oocyte cultivation are temperature, number of
different gases in the incubator, media osmolarity, incubation time. These condictions
can largely affect mature of oocytes. The bovine oocytes are cultured for 24 hours at
38.5°C, 5% CO2 and 95 % air atmosphere.

The medium is used for in vitro maturation of oocytes, it can affect the
processes, which has part in the subsequent development of oocytes. The media
consists of bicarbonate ions, amino acids, antibiotics, energy sources and various
substances lika are the serums that allow approximately 80 % of the immature
oocytes to pass the metaphase of the second meiotic division. The most common are
TCM-199 and Ham's F-10. In addition to its favorable conditions, oocytes can cause
their abnormalities.

The serums, hormones, antioxidants, hyaluronic acid play an important role in
increasing maturation of oocytes.

Keywords: an bovine oocytes, culture conditions, media, in vitro maturation, oocyte

evaluation



(T ULV [ 1
FZ O | I < - T = NPT 2
3 LIterarni rE@SEIS@.....uueeiiiiiiiiiieeiieiiiiiccnerree s ssssnssee s s s ssssssssansssessssssssssssansessssssses 3
G 701 0 T 03V 3
3.1.1 Mitotické a meiotick€ d@leni ........c..ccceeeveeeiiiiiiieeceeeeeee e, 3
B.1.2  OOQENEZE ..ottt ettt sttt ettt st e e b e e bee e 7
3.1.3  FOIKUIOGENEZE. ...t 8
3.1.4 Nuklearni a cytoplazmatické zrani .........ccccoeveveieniieiienciiienieee 10

4 1IN Vitro Zrani OOCYLU ......ueieecceeeieecceeeeecccneee et e ccne e e s case e s s s se e e s s s sane e e s s s nneessssnnnens 13
Nt R o 1KY (0] = Y 13
4.2 Invitro zrani bovinnich 00CYtU........cccccoceeiiicieeriiccreeeccceee e 13
Z/IRCTINN 0 To | o T-1 e Yo Y o3 1 {1 [BUU OSSP PTR S SPPORR P 14
431 TUGA ettt ettt sbe s tesaeereeseesa et e aensenaenreas 14
4.3.2 Metoda POSt-MOMEM.......ccccieiiicieeieete e 16

4.4  Kultivacni podminKy .......ccccceevvmmrriiiiiiiiiininenieineeeesesensnssne. 18
4.4.1  EfektiVita ZraANni ......ccoooeieieeeeee e 20
4.4.2  KultivaCni MEIa .........cccuveiuiiiiieeece et 21

4.5 Hodnoceni kvality 00CYLU ......cccccoveeiiiicieiiiicceeeeecccneee e ccne e 23
451  Kumulo-00Cytarni KOMPIEX ........cceeeevieienieieeiesceseeeseee e 24
4.5.2  CYLOPIAZMA ..o 26
453  ZONA PEIUCIAA ......oeeeveeeeeece e 26
4.5.4  Perivitelini ProStOr ...t 27
455  DEIICT VIEIENKO.....cceeeieieeeeeeeee et 27
4.5.6  POIArNT tEIISKO ..couveiiiiiiiieeee s 28

4.6 Faktory ovliviiujici zrani 00CytU ........cccceeerricceeereicceeeercceeeeccceeeens 28
4.6.1 Folikularni teKutina...........ccooveiiiiinceceeeeeee e 29
4.6.2 Kompaktnost granuloznich bUNEK ..........cccceevieiiiiiieniiciecieceeeen, 29
TG T 1 (=1 o] [0 |V 30

v Y AN 0T [ {0 = o [PPSR 32
4.6.5  VeliKOSt TOIKUIU......coerieiiieieeee e 32

v/ I I € To] o F=To (0] { f] o1 1 |V U UPUSUURRSRPIO 32
4.6.7 RUSIOVE faKIOrY......oceeeeeeeieeee e 33
4.6.8  OStAtNI..cciiiiiieececeeee e nre s 33

D ZAVET eeeeeeeeieeccccceeetet e e s e e e e s asre ettt e e e e e e s s an e e et e e e e e e e s a e et e e e e e e e s s ann e e e aeeeaeen s nnaneeaaaaeaans 35

0 POUZItA lIteratUra.ccc.ccieeeeeiiriieiiiririiireriiiereeesirrersssieressssessesssssssessssessesssssssensssssssnsses 36



7 Seznam pouzitych zkratek



1 Uvod

Reprodukéni biotechnologie pfinesly v pribéhu vyvoje ¢etné metody, jako jsou
embryotransfer, in vitro produkce embryi, uméla inseminace, které se vyuzivaji v
reprodukci hospodaiskych zvirat.

Za béznych postupl krava produkuje v priméru osm telat za zZivot. Pficemz
embryotransfer muze toto Cislo vyrazné zvysit az na 10 a vice telat.

DalSi technologii spojenou s asistovanou reprodukci je in vitro produkce
embryi. Uginnost in vitro produkce embryi je v8ak stale nizka, pficemz pouze 30-40
% oocytl se vyviji do faze blastocysty, pravdépodobné proto, Ze prostiedi in vitro
nemuze napodobovat in vivo prostfedi.

Proto se vyuzila metoda — in vitro maturace. Ktera je nyni jedna z
nejzajimavéjsich forem asistované reprodukce. Je to proces, pfi kterém se ziskavaji
nezralé oocyty z vajecniki kravy béhem estralniho cyklu. Metoda je navrzena tak,

aby vyhodnocovala a kultivovala oocyty



2 Cil prace

Cilem bakalaiské prace je sepsat literarni reSersi shrnujici nejnovéjsi poznatky

o in vitro zrani oocytu.



3 Literarni reserse

3.1 Oocyt

SamiCi pohlavni burika patfi k nejvétSim burikam v téle. Jeji velikost u skotu
je mezi 135-140 ym. Tvar oocytu je kulovity a obsah tvofi zrnita ¢ast tzv. ovoplazma
s obsahem Zloutkovych inkluzi. Tyto inkluze slouzi vyvijejicimu se zarodku jako
energeticky zdroj, ze kterého Cerpa energii po dobu svého embryonalniho vyvoje.
Ovalné jadro lezi mimo stfed a obsahuje jadérko. Na blanu oocytu se priklada zéna

pellucida (Marvan a kol., 2011).

Oocyt je vybaveny jedine€¢nou schopnosti kombinovat své vlastni komponenty
s komponenty spermie, které sméfuji k vytvoreni funkéniho embrya. Oocyt je vysoce
diferencovany, molekularné komplexni produkt gametogeneze, a to i navzdory
vnéjSimu prostému morfologickému vzhledu. Oocyt musi mit dva haploidni genomy
v jednom embryonalnim genomu, které by méli aktivovat transkripci tohoto genomu
ve spravny ¢as a aktivovat odpovidajici fadu genu, které maiji byt pfepisovany (Jeon,
2008).

Oocyty a pohlavni hormony — estrogeny a progesteron se tvofi v parové
pohlavni Zlaze—vajeCniku. U kravy je vajeCnik relativné maly, ovoidniho tvaru
pfipominajici Svestku. Nachazi se tésné pred vstupem do panevni dutiny, pfiblizné

uprostied vysky panevniho vchodu (Marvan a kol., 2011).

3.1.1 Mitotické a meiotické déleni

Mitotické déleni

Rovnomérné rozdéleni kazdého duplikovaného chromozomu materfské buriky
do bunék dcefinych je podstatou mitézy. Kazdy chromozom v matefské burice
se duplikuje jesté pred zaCatkem mitézy, konkrétné v prubéhu S — faze. Béhem této
doby nelze v bunéném jadre identifikovat jednotlivé chromozomy, nebot jsou pfilis
dlouhé a prili§ tenké. V pribéhu mitézy se chromozomy zkracuji, kondenzuji
se a na rozdil od pfedchozich fazi cyklu je mozné jednotlivé chromozomy rozeznat.
Obdobi, béhem néhoz, jednotlivé chromozomy nelze rozeznat, se nazyva interfaze.
Tato faze muize trvat i velmi dlouho. Je viastnim ¢asovym usekem mezi jednotlivymi

po sobé jdoucimi mitézami (Snustad et al., 2009).



Na zacatku mitdzy je jiz kazdy z chromozom v burice je jiz duplikovan. Tyto
duplikaty se nazyvaji sesterské chromatidy, které zlstavaji tésné pfi sobé a jsou
spojeny v oblasti centromery. Rozdéleni duplikovanych chromozomd do dcefinych
bunék je organizovano a zajiStovano pomoci mikrotubull, coz jsou komponenty
cytoskeletu. V prubéhu mitézy mikrotubuly vytvareji slozité prostorové uskupeni
tzv. vieténko. Na vzniku vieténka se podili mikrotubuly organizujici centra (MTOC),
které se nachazeji v cytoplazmé eukaryotickych bunék. V Zivocisnych bunkach jsou
MTOC tvofena malymi organelami nazvanymi centrozomy. Kazdy centrozom

obsahuje dvé centrioly (Snustad et al., 2009).

K charakteristickym znakim prvniho stadia mitézy oznaCované jako profaze
patfi zahajeni tvorby vieténka a kondenzace duplikovanych chromozomd. Rovnéz
prestava byt viditelné jadérko, tedy odliSitelna Cast uvniti jadra, v nichZz dochazi
k syntéze rRNA. Mitochondrie nebo chloroplasty, zUstavaji bé&hem mitdzy

neporuseny (Snustad et al., 2009).

Centrioly putuji k polim bufky. Mezi nimi se vytvafi z mikrotubult délici

vieténko. Dochazi k promichani cytoplazmy a karyoplazmy (Marvan a kol., 2011).

Metafaze je charakterizovana rozdélenim chromozomu, které se seskupuji
kolem déliciho vieténka ve stfedni roviné a vytvareji hvézdicovity utvar — monaster
(Marvan, 2011).

Chromozomy se shromazduji v ekvatorialni roviné uprostfed bunky. V tomto
stadiu déleni je kazda z obou sesterskych chromatid zdvojeného chromozomu
pfipojena k opacnému polu pomoci mikrotubulu, ktery je navazan K jejimu
kinematochoru. Tato pozice sesterskych chromatid hraje rozhoduijici roli v procesu
rovhomérné a pfesné distribuce genetického materialu do dcefinych bunék (Snustad
et al., 2009).

Nakonec dochazi k uplnému oddéleni chromatid, a tim se kazda chromatida
stava samostatnym chromozomem (Marvan a kol., 2011).

Sesterské chromatidy zdvojenych chromozom( se béhem anafaze od sebe
odliSuji.  Rozdéleni sesterskych chromatid je podminéno zkracovanim
kinetochorovych mikrotubulll a sou€asné degradaci proteinl, které drzi sesterské
chromatidy pohromadé v misté centromeéry. Zkracovanim mikrotubull jsou sesterské

chromatidy tazeny k opaénym polim buriky. Oddélené sesterské chromatidy



se nazyvaji chromozomy. Jakmile jsou pfesunuty k polim, samotné pdly se od sebe
vzdaluji. Jestlize je toto rozdéleni dokon€eno, chromozomy se opét dekondenzuji
do podoby chromatinovych vlaken a znovu se tvofi organely. Kazda sada

chromozomu se znovu obaluje jadernou membranou (Snustad et al., 2009).

Dekondenzace chromozomu a obnoveni organel jsou charakteristickymi znaky

telofaze (Marvan a kol., 2011).

Telofaze je pomérné dlouha faze, v niz dochazi k rekonstrukci dcefiného jadra
a jadérka. Prohlubuje se ryha v misté zasSkrceni a dochazi k oddéleni dvou bunék.

Délici vieténko zanika (Marvan a kol., 2011).

Obé dcefiné bunky, které vznikly délenim bunky matefské, jsou geneticky

identické a kazda z nich obsahuje stejny pocet chromozomu (Snustad et al., 2009).

Meiotické déleni

Meiéza je typ déleni, kdy zdiploidnich (2n) zarodeénych bunék vznikaji
haploidni gamety (1n). Gamety vznikaji po dvou naslednych délenich: meidze |I.
ameidéze Il., mezi kterymi je kratka interfaze, ale nedochazi k replikaci DNA.
Pro meidézu je charakteristické parovani homolognich chromozomd v profazi |I.

a jejich rozchod a anafazi |. Meidza je tedy redukéni déleni (Otova a Mihalova, 2012).

Meibza je proces, kterym se diploidni stadium redukuje na haploidni, pocCet
chromozomd je tedy polovi¢ni. Proces meidzy v sobé zahrnuje dvé bunécna déleni.
K duplikaci chromozom( mechanizmem syntézy DNA dochazi pfed prvnim z obou
déleni (Snustad et al., 2009).

Meioza I.

Prvni meiotické déleni je relativné slozité. Ve srovnani s meidzou Il. trva delSi
dobu. Kdyz toto déleni zacina, chromozomy v burice jsou jiz duplikované; kazdy
z nich tedy obsahuje dvé sesterské chromatidy. Profaze meidzy |. — nebo prosté
profaze |. se sklada z péti fazi, z nich kazdé se oznacuje urc€itym terminem (Snustad
et al., 2009).

Leptotene, kde se chromozomy stavaiji viditelnymi, ale neni je§té mozné rozlisit
jejich sesterské chromatidy (Otova a Mihalova, 2012). Pfedpoklada se, Zze pocatecni
asociace homolognich chromozomu je zprostfedkovana parovanim bazi mezi
komplementarnimi fetézci DNA v prubéhu leptotene pfedtim, nez se chromatin stava

vysoce kondenzovanym (Cooper, 2000).



S pokracujici kondenzaci chromozomU se pFechazi do zygotene. Béhem
zygotene se paruji homologické chromozomy (Otova a Mihalova, 2012). Tento
proces parovani homologickych chromozomu se oznacuje jako synapse (Cooper,
2000). U nékterych druhu zacCina synapse na koncich chromozomu a pokracuje
smérem ke stfedu. Synapse je doprovazena zvlastni strukturou parujicich
se chromozomu. Béhem tohoto stadia se na délce parovanych chromozomu vytvari
struktura podobna ziplim nazyvana synaptonemalni komplex (Cooper, 2000). Ulohou
tohoto komplexu v procesu parovani chromozomu a naslednych fazi meiézy neni

zcela objasnéna (Snustad et al., 2009).

Béhem pokracujici synapse se zdvojené chromozomy kondenzuji do stale
mensiho objemu. Vysledné zesileni chromozom( je charakteristické pro pachytene.
V pribéhu pachytene jsou sparované chromozomy snadno pozorovatelné. Kazdy
se sklada ze dvou zdvojenych chromozomd, z nichz kazdy je tvofen dvéma
sesterskymi chromatidami. Dfive &i pozdéji si sparované chromozomy mohou
vyménovat svUj geneticky material pomoci crossing overu. Na tomto misté staci Fici,
ze v sesterskych chromatidach muze béhem pachytene dochazet ke zlomdm a &asti

chromatid mohou byt nasledné v tetradach vyménény (Snustad et al., 2009).

Skutecnost, ze k témto typlim vymén doslo, mize byt zjevna béhem dalsi faze
meidzy |., diplotene, pfi niz se sparované chromozomy od sebe trochu oddéluji,
nicméné zlstavaji vtésném kontaktu v mistech, kde doslo k pfekfizeni.
Pfi podrobném zkoumani chiazmat se ukazuje, ze kazda z nich obsahuje pouze dvé
ze Ctyf chromatid v tetradé. Ke konci profaze |. se chromozomy dale kondenzuiji,

jaderna membrana se rozpada a vytvafi se délici vieténko (Snustad et al., 2009).

Mikrotubuly vieténka pronikaji do prostoru jadra a pfipojuji se na kinetochory
chromozoml. Chromozomy se pohybuji smérem do ekvatorialni roviny (Snustad
et al., 2009). Diakineze, finalni faze profaze |., predstavuje prechod k metafazi,

b&hem niZ se chromozomy pIné kondenzuji (Cooper, 2000).

V pribéhu metafaze |. jsou sparované chromozomy orientovany k opacnym
polim déliciho vieténka. Na konci profaze |. a béhem metafaze |. se chiazmata,
ktera drzi bivalenty pohromadé, posouvaji smérem od centromery ke koncum
chromozomud. Chromozomy se od sebe definitivné oddéluji béhem anafaze I. Jakmile
se rozdélené chromozomy shromazdi u opacnych poll, prvni meiotické déleni

se blizi k zavéru. Dalsi stadium je oznaCovano jako telofaze I., kde se délici vieténko



rozpada, dcefiné buriky jsou ode sebe oddéleny svymi plazmatickymi membranami,
chromozomy dekondenzuji a kolem chromozomU v kazdé z obou dcefinych bunék

je obnoven jaderny obal (Snustad et al., 2009).

Buriky vzniklé meidzou |. obsahuji haploidni poCet chromozomu, které se stale
jesté sklada ze dvou sesterskych chromatid. Tyto chromatidy nemusi byt geneticky
identické, protoze mohlo dojit k vyméné materialu s homologickym partnerem béhem
profaze I. (Snustad et al., 2009).

Meioza Il. je zahajena bezprostfedné po cytokinezi, obvykle pfed tim, nez jsou
chromozomy zcela dekondenzovany. Na rozdil od meidzy |., meidza Il. pfipomina

normailni mitézu (Cooper, 2000).

Béhem meidzy Il. se chromozomy opét kondenzuji a pfipojuji se k novému
délicimu vieténku (profaze Il.). Poté se pfesouvaji do ekvatorialni roviny (metafaze
II.) a jejich centroméry se oddéluji, aby se sesterské chromatidy mohly pohybovat
k opaénym polum bunky (anafaze Il.) - tento jev se nazyva rozdéleni chromatid.
V pribéhu telofaze Il. se oddélené chromatidy, nyni jako chromozomy — shromazduji
u poll a naslednym vytvofenim jadernych oball vznikaji nova dcefina jadra. Kazdé

z dcefinych jader obsahuje haploidni sadu chromozomu (Snustad et al., 2009).

3.1.2 Oogeneze

Oocyty se =zaCinaji vyvijet ze zarodeCnych kmenovych bunék— oogonii.
Tyto bunky se mitoticky déli. V rlstové fazi dochazi u nich ke zmnozeni Zloutku a

k jejich nasledné pfeméné na oocyty prvniho fadu (Marvan a kol, 2011).

Opakovanymi mitézami zarode¢nych diploidnich oogonii ve folikulech vajeénik
vznikaji oocyty |. fadu. Tyto oocyty se béhem meidzy I. méni na oocyty Il. fadu,
které maji haploidni pocet chromozomdl. Druha burika, ktera ma jen nepatrné
mnozstvi cytoplazmy je oznaCovana jako polové télisko (polocyt 1.). Obé haploidni

buriky prochazi meidzou Il. (Hruban a Majzlik, 2000).

Z plnohodnotného oocytu Il. fadu vznikne rozdélenim jedna zrald haploidni
gameta a odstépi se dalsi polové télisko (pdlocyt 11). Prvni pdlocyt projde dalSim
délenim. Zjedné oogonie (2n) vznikne jeden oocyt oplozeni-schopny a f{fi
rudimentalni pélocyty, které jiz zaniknou (Obr. 1) (Hruban a Majzlik, 2000).



Z jednoho primarniho oocytu vznikne po redukénim déleni pouze jedno vajic¢ko
(Marvan a kol., 2011).
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Obrazek 1: Oogeneze, vznik oocytu a polovych télisek https://www.slideshare.net/medik.cz/biologie-pro-bakale-
cytogenetika-i

3.1.3 Folikulogeneze

Vajecnik savcl je samiCi reprodukéni organ, jejichz hlavnimi funkcemi jsou
formovani, diferenciace zarode¢nych bunék a produkce steroidnich hormon( (Edson
et al., 2009).

Vyvoj folikuld od primarni faze az po preovulacni folikul se méni u savcl podle
druhu (Paulini et al.,2014).

Proces folikulogeneze lze rozdélit na tfi vyvojové faze. A to preantralni
folikularni rust: az primarni pfechod folikul a tvorba a rust sekundarnich folikulU;
bazalni antralni rdst folikuld: antrum a vyvoj &asnych antralnich folikull
na gonadotropin-dependentni faze; a terminalni antralni folikularni rdst: vyvoj antralu

na preovulaéni folikul (Silva et al., 2009).

Béhem faze se objevuje nékolik prvotnich folikull, které jsou aktivovany z jejich

klidového stavu a jsou obklopeny granuléznimi burikami. Které jsou povazovany



za primarni folikuly, tj. granulézni buriky proliferuji a obklopuiji folikuly ve vétSim poctu
vrstev. Pfidanim dalSiho somatického prostfedi bunék, theca bunék, signalizuje
postup do sekundarni faze. Vzhledem k tomu, Ze okolni somatické buriky dale
proliferuji, granuléza a theca buriky produkuji folikularni tekutinu, ¢imz vznika antrum.
DalSim zdrojem tvorby folikularni tekutiny je pfenos plazmatickych slozek pfes krevni

folikularni bariéru (Revelli et al., 2009).

Pfitomnost této antralni dutiny oznacCuje pfechod do terciarniho stupné.
V zavislosti na druhu, maze tento proces dokoncit ruzny pocet folikuld v ristu
a dozravani, aby probéhla ovulace (preovulacni), muze tento proces rustu
a dozravani dokoncit rizny pocet folikull v zavislosti na druhu, zatimco zbyvajici

folikuly v kohorté podstoupi atrezii (podfizené folikuly) (Woodruff et al., 2007).

Folikuly v ovarialni kdfe jsou v riznych stadiich vyvoje nebo regrese. Tvorba
folikuli zaCina folikulogenezi, ktera muze byt definovana jako proces,
kdy primordialni folikul, ktery se sklada z malého zarodku bunék a vrstev plochych
granuléznich bunék. Tento folikul roste a rozliSuje se do vysoce diferencovaného
antralniho folikulu, tzv. preovulaéni folikul, ktery dozrava a ovuluje in vivo po narlstu
LH. Takovy to preovulacni folikul obsahuje plné rozvinuty oocyt, v zavislosti na druhu
obsahuje tisice az miliony bunék granulézy a antrum, které je obklopeno theca

bunkami (jak vnitfni, tak i vnéjsi ¢ast) (Silva et al., 2009).
Primarni a sekundarni oocyt

Zatimco vSechny oogonie vjednom shluku jsou pravdépodobné odvozeny
z jediné buriky, znamé jako folikularni bunky, pochazejici z povrchu epitel-pokryvajici
vajeCniky. VétSina oogonii se dale rozdéluje mitézou, ale nékteré z nich zastavi
své bunééné déleni v profazi meidzy |. a tvofi primarni oocyty. V pfistich nékolika
mésicich se poCty oogonii rychle zvySuji a s nastupem patého mésice prenatalniho
vyvoje. Celkovy pocCet zarodeCnych bunék ve vajeCniku dosahuje svého maxima
odhadovaného na 7 milionu (Sadler and Langman, 2004).

Primarni oocyt spolu s epitelialni burnkou, je znam jako primordialni folikul.
V dobé narozeni zacnou vSechny primarni oocyty v profazi meiézy |., vstupovat
do diploidni faze a klidové faze bé&hem profaze, ktera je charakterizovana siti

chromatinu (Sadler and Langman, 2004).



Béhem tohoto zastaveni v profazi se hromadi a skladuje Zloutek a proteiny
potfebné pro vyvoj embrya v ¢asné fazi po oplodnéni. Oocyt tak nabyva na velikosti.
Pfi sexualni zralosti jedince je nékolik oocytd stimulovano periodicky pusobenim
hormonu  estralniho cyklu, coz vede k dokonCeni meidzy |. Projevi
se to asymetrickym délenim, pfi némz vétSina Zloutkové cytoplazmy zlstane
ve vyvinutém oocytu, ktery se nyni nazyva sekundarni oocyt. Druha polovina
chromozomdu je vypuzena z oocytu, vytvarejici zbytkové struktury — polarni téliska.

Proces se zastavi v metafazi. (Masopust a kol., 2003).

3.1.4 Nuklearni a cytoplazmatické zrani
Nuklearni zrani

Jaderné zrani se tyka progrese jadra oocytli ze zarode¢ného vezikulu do faze

metafaze Il. Jaderné zrani zahrnuje GVBD, kondenzaci chromozémda, tvorbu
vietének metafaze 1., separaci homolognich chromozomu, vytlaCovani prvniho
polarniho téliska a zastavuje se v metafazi Il. (Kubelka et al., 1988). Jaderna

membrana zacina rlst, jaderné pory zmizi a jaderna membrana se rozpada a rychle
mizi (Szollosi et al.,, 1972). Doba nezbytna pro ukonceni nuklearniho dozravani
bovinniho oocytu je 24 hodin (Obr. 2, Tabulka 1) (Sirard et al., 1989).

Jaderné zrani zahrnuje zmény v syntéze proteinu (Hunter and Moor, 1987).
Schopnost oocytu dokon it meidzu je znama jako meioticka kompetence. P¥i rustu
folikull se postupné ziskava meioticka kompetence. Oocyty nejprve ziskavaji
schopnost podstoupit GVBD a kondenzaci chromozomu, pak je v dalSim vyvoji
folikulli tfeba ziskat schopnost pokroCit do metafaze I. (Tsafriri and Channing, 1975)
a poté kone¢né ziskavaji schopnost dosahnout metafaze Il. (Sorensen and
Wassarman, 1976). Schopnost dokoncit pfechod z meidzy |. do meidzy Il. se shoduje

s dosazenim pIné velikosti a s procesem jaderného zhutnéni (Motlik et al., 1984).

Rostouci oocyty mohou byt zafazeny jako nekompetentni nebo kompetentni
k obnoveni meidzy (Szybek, 1972; Arlotto et al., 1996). Nekompetentni bovinni
oocyty zUstavaji ve fazi GV, protoze nemaji dostateCné mnozstvi cyklinu

B pro profazi |. (Levesque and Sirard, 1996).

Bovinni oocyty ziskavaji schopnost dokonlit GBVD a meiézu v dobé,
kdy antralni folikul dosahuje priméru 2-3 min (Fair et al., 1995, Lonergan et al.,

1994, Motlik and Fulka, 1986). Meioticka kompetence je také spojena s priimérem
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oocyty, jelikoz hovézi oocyty musi mit pramér 110 uym, aby dokoncily nuklearni zrani
do metafaze Il. (Fair et al., 1995; Otoi et al., 1997).

Condensed

Obrazek 2:Faze zrani oocytu (Fair et al., 1995).

Obrazek | Nuklearni faze Cas (h)
a Germinalni vezikul (GV) 0-6,6
GVBD 6,6-8,0

b Kondenzované 8,0-10,3
c Metafaze | (MI) 10,3-15,4
d Anafaze | (Al) 15,4-16,6
e Telofaze | (TI) 16,6-18,0
f Metafaze Il (MIl) a Polarni télisko 18,0-24,0

Tabulka 1: Primérna doba, kterou oocyty vynakladaji v kazdé fazi, je uvedena v nésledujici tabulce. Cas nula
predstavuje pocatek in vitro zrani (Sirard et al., 1989).

Cytoplazmatické zrani

Cytoplazmatické zrani oocytu zahrnuje udalosti, které vstépuji schopnost

oocytu dokonCit jadernou energii zrani, oplodnéni a cCasné embryogeneze,
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a tak poskytnout zaklad pro implantaci, zahajeni bfezosti a normalniho vyvoje plodu
(Brevini-Gandolfi and Gandolfi, 2001; Sirard et al.,2006).

Obecné se jedna o cytoplazmatické zrani oocytu, akumulaci mRNA, protein(,
substratll a zivin, které jsou nezbytné k dosazeni kompetence oocytl, ktera
podporuje embryonalni vyvoj (Brevini-Gandolfi and Gandolfi, 2001; Krisher, 2004;
Sirard et al., 2006).

Oplozeni

Oplozeni je proces, kdy samci a samicCi gamety, vyskytujici se v oblasti délozni
trubice splynu. Toto je nejSirSi Cast trubice a je blizko vajeCniku. Spermie muze
zustat Zivotaschopna v sami¢im reprodukénim ustroji nékolik dni. Pohyb spermatu
z cervikalni délozni trubice nastava svalovou kontrakci délohy, délozni trubici a svym
vlastnim pohybem. Cesta od délozniho &ipku az do vejcovodu muize trvat 30 minut

nebo az 6 dni (Sadler and Langman, 2004).

Spermie nejsou schopné k oplodnéni oocytl okamzité po transportu
do samciho genitalniho traktu, ale musi se podrobit kapacité a akrozomové reakci

a tim tuto schopnost ziskat (Sadler and Langman, 2004).

Spojeni oocytu a spermie se vyskytuje v nékolika fazich, které probihaji

v pevné daném chronologickém poradi (Dietl and Rauth, 1989).

Samdci spermie musi stravit ¢as bud v sami¢im reprodukénim traktu in vivo
anebo v definovaném maturacnim médiu in vitro podminkach, kde ziskaji schopnost
vazat se na zona pellucida a dokonc€it akrozomalni reakci. Tento proces dozravani
samicCich spermii se nazyva "kapacita". Tyto zmény Cini spermie oplozeni schopné
(Wassarman, 2009).

Akrozomova reakce je forma bunélné exocytdzy, ktera se sklada z nékolika
fuzi mezi spermatickou vnéjsi akrozomalni membranou a plazmatickou membranou.
Dulezité jsou enzymy, které rozrusSi mezibunéénou hmotu mezi bunkami corona
radiata a povrchovymi receptory. Ty se vazou na zona pellucida. Pouze spermie
reagujici s akrozomem mulze proniknout pfes zoéna pellucida (ZP) (Wassarman,
2009).

Po pruchodu ZP se spermie pfiklada k povrchu oocytu a bunécné membrany.

Spermie a oocyt vtomto misté splynou. Do cytoplazmy oocytu pronikne hlavicka
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a Cast biCiku. Proniknuti spermie doprovazi kortikalni reakce, kdy dojde k zabranéni
pruniku dalSich spermii do cytoplazmy oocytu. Po proniknuti spermie do oocytu

se dokoncCi druhé zraci déleni (Marvan a kol.,2011).
4 In vitro zrani oocytl

4.1 Historie IVM

Vroce 1935, byla in vitro metoda zaznamenana u Pincus and Enzmann,
(1935). Metoda byla vyzkousena na kralikovi, protoZe ovuluje hned po kopulaci.
Oocyty byly aspirovany z velkych folikull a kultivovany in vitro podminkach.
Kultivacni médium se skladalo ze sterilni krevni plazmy kralika, do které bylo pfidano
nékolik kapek fosfatového pufrovaného Ringerova roztoku (Pincus and Enzmann,
1935). Oocyty byly kultivovany pfi teploté 38 °C, fixovana v Bouinové roztoku

a pfipravena pro mikroskopické vySetfeni (Pincus and Enzmann, 1935).

Pincus and Enzmann (1935) dosli k zavéru, ze vyjmutim oocytd z organismu
vede k typickym jevim zrani, které jsou zjevné nedotleny pfitomnosti hormonu
hypofyzy nebo tyroxinu v kultivaCnim médiu. Nyni Ize ziskat zraly oocyt izolovanim
v pfirozeném folikularnim prostfedi. PfiCemz se u oocytd vyskytuje urcita
chronologicka sekvence udalosti v oocytech a folikulech po maturaci (Pincus
and Enzmann, 1935).

4.2 In vitro zrani bovinnich oocytl

Maturace oocytl je fyziologicka udalost, ktera je vyzadovana pro Uspésné
oplozeni a vyvoj embrya (Lonergan and Fair, 2015). In vitro zrani (IVM) oocytl

se stava zajimavou alternativou klasické asistované reprodukce (Ali et al., 2006).

Tato metoda ma potencial zachytit obrovskou zasobu oocytd uvnitf vajeniku
aumozniuje vytvaret zralé oocyty. IVM je dulezitou technologickou zakladnou
pro umély chov, klonovani a transgenni produkci zvifat (Gilchrist and Thompson,
2007).

IVM zahrnuje umélé odstranéni oocyto-kumularnihno komplexu (COCs)
z antralnich folikull a kultivovat je ve standardni buné&né kultufe. Kultivace u skotu

trva 24 hodin, dokud nedosahnou do metafaze Il. (Lonergan and Fair, 2015).
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Bovinni oocyty dosahnou svého plného rozsahu, kdyz je velikost folikulu

v pruméru pfiblizné 3 mm (Lonergan and Fair, 2015).

Ugelem zrani oocytd in vitro je produkce zralych oocyt, které by mohly
podpofit budouci vyvoj. Za ucelem o zlepSeni vyvoje byla vyvijena o zlepSeni
schopnosti vyvoje oocytld tim, Ze se vyvinuly optimalni kultivaéni podminky

pro dozrani oocytt (Nikmard et al., 2017).

IVM pfedstavuje cenny a téméf neomezeny zdroj surovin oocytl a po IVF
embryi. Pro zakladni vyzkumné studie ma relativné malou nabidku, pokud jde

o genetické zlepseni (Carter et al., 2002, Kruip et al., 1991).

4.3 Odbér oocytu

V nasledujicich letech se Siroce vyuziva ovum pick up (OPU) s vyuZitim in vitro
fertilizace (IVF). Pomoci vyzkumu provadénych u lidi pro posouzeni dopadu riznych
typlu jehel, velikosti jehel a podtlaki na sbér oocytu se zjistilo, Ze velikost jehly

a podtlaku ovliviiuje uspé&snou aspiraci oocytl ze zralych folikult (Boni, 2012).

Zejména chovatelé dobytka chtéji ziskat co nejvice potomku z jejich geneticky
nadfazenych nebo duleZitych chovnych zvifat. Mnohonasobnou ovulaci a pfenos
embrya je mozny opakovat asi 4x rocné€ u skotu. Nicméné vynos z preneseného

embrya je velmi variabilni (Hashimoto, 2009).

4.3.1 TUGA

Technika transvaginalni ultraznukova aspirace (TUGA) je metoda pro odbér
oocytll. Jde o neinvazivni postup pro zisk oocytu z antralnich folikuld v Zivych

zvifatech (Pieterse et al,.1988), ktera nema jiz vliv na fertilitu zvifete (Gordon, 2003).

Tato metoda byla vyvinuta za u€elem pomoci v boji proti lidské neplodnosti.
Jakmile si to lidé uvédomili doSlo k uplatnéni této technologie u skotu. Spolu s in vitro
fertilizaci oocytl byla technika OPU povazovana za nejflexibilnéjsi
a nejopakovatelngjSi techniku produkce embryi od kteréhokoli zivého darce. OPU
nezasahuje do reprodukce a estralniho cyklu darce. Pfestoze mezi darci existuji
velké rozdily, je mozné diky ni produkovat vice nez 50 telat na darcovskou kravu
za rok (Pieterse et al,.1988).
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Technika OPU u krav byla vyvinuta tak, aby opakované navracela oocyty
z pfedchoziho vybraného Zivého skotu s vysokou genetickou hodnotou (Kruip et al.,
1983) k chovu velkého poctu telat s védomim produkénich rysi Pieterse et al. (1988)

uvadéli, ze konec¢nym cilem bylo produkovat vice embryi.

Systém OPU se sklada ze 3 d&asti: ultrazonalniho snimacde se sektorem,
prevodniku, aspiracniho cCerpadla a jehlového navadéciho systému pfipojeného
k nadobé pro sbér oocytl. Pro tento ucel je vhodny jakykoli ultrasonograf, schopny

produkovat obraz s vysokym rozliSenim (Ligtvoet et al., 1989).

U skotu, ktery se pouziva k ziskani oocytl je duleZité co nejdfive podat

sedativa dle télesné hmotnosti (Pieterse et al., 1988).

Vulva a perineum jsou dukladné vycCistény a dezinfikovany predtim, nez je
do vaginy vlozeno zafizeni OPU, které obsahuje pfevodnik sektord a systém
pro zavedeni jehel. Zafizeni ma rukojet, aby s nim mohlo byt manipulovano jednou
rukou mimo kravu. Hlava ménice je fixovana kranio-dorsalné na levé nebo pravé
strané vnéjSi osy délozniho Cipku v zavislosti na tom, ktery vaje¢nik je vybran (Van
Soom et al., 1992).

Pomoci druhé ruky na konec€niku operator fixuje vaje¢nik tak, aby byl umistén
proti hlavé snimace. Timto zpUsobem jsou vajecniky a jejich folikuly jasné viditelné
na obrazovce ultrasonografu. Vzhledem k tomu, Ze jehlovy navadéci systém
je umistén vedle snimace, lze vidét vstupujici jehlu do naskenovaného sektoru
a propichnuti folikull, jejichz obsah je aspirovan pfi jejich splasknuti (Van Soom
et al., 1992).

Linie punkce, ktera udava, kde ma byt folikul umistén pro uspésné propichnuti,
je naprogramovana tak, Ze se v softwaru, ktery ovlada obraz ultrazvuku ho zobrazi

na obrazovce (Van Soom et al., 1992).

Druhy operator pohybuje jehlou pomalu dopfedu, dokud neni vaginalni sténa
propichnuta a jehla nasmérovana do folikulu. Jehlovy navadéci systém je spojen

se sacim Cerpadlem, ktery odsava folikularni obsah (Van Soom et al., 1992).

Folikulova tekutina a oocyt jsou shromazdovany v nadobé obsahujicim sbérné
médium pro oocyty. Oocyty jsou identifikovany pomoci stereomikroskopu, zachyceny
ve sklenéné trubici a umistény do maturaéniho média (Van Soom et al., 1992).
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Proplachovaci médium pouzivané pro tento postup je fosfatové pufrovany
fyziologicky roztok (PBS) s 10 % bovinniho séra, antibiotiky a heparinem. PFi této
metodé odsavani Cini 60 az 70 %. Stfedni az velké folikuly, které jsou propichnuty,
vedou k ziskani oocytu. Ziska se primérné 3 az 10 oocytl na samici, ktera nebyla

stimulovana (Carter et al, 2002).

Dnes mira navratu oocytl transvaginalni aspiraci od Zivych krav je témér stejna
jako aspirace vajeCnikl z porazenych krav. Pouzivaji se stfikacky pfi kombinaci
aspiracni jehly s primérem 18 s aspiracnim tlakem 40 mm Hg se sondou 7,5 MHz
(Hashimoto, 2009).

4.3.2 Metoda post-mortem

Oocyty ziskané post mortem mohou byt pouzity nejen jako zdroj oocytl
pro kultivaci in vitro, ale i za ucelem produkce velkého mnozstvi embryi
pro vyzkumné ucely. Mlze byt ziskano primérné 12,2 oocytl z kazdého jateCného
vajeCniku v laboratornich podminkach s vyvojem blastocysty v priméru 6,2
na porazené zvife. Tyto Udaje se li§i od zdravych darcl pochazejicich z jate¢ného
pavodu. Podminky, pfi kterych jsou vajeCniky uchovavany béhem transportu
do laboratofe a dobé& po porazce, kdy jsou oocyty aspirovany, mohou ovlivnit
vyvojovou kompetenci téchto oocytd. Optimaini odolnost se dosahne aspiraci
stfedné velkych folikult o velikosti 2,5 - 8 mm, 4 hodiny po porazce (Elder and Dale,
2000).

Oocyty jsou z vajeCniku v laboratofi ziskavany ze vsech viditelnych folikuld.
Protoze tyto oocyty jsou pochazejici z folikull, které nebyly pfipraveny k ovulaci
a jsou nezralé, tak se umisti v kultufe po dobu 24 hodin, aby doSlo k dozrani v in vitro
podminkach. (Hinrichs, 2010).

Transport oocytu

Oocyty skotu se ziskavaji z vaje€niku porazené nebo zivé kravy, které se staly
prevladajicim zdrojem postupu pro IVF, klonovani a dalSi souvisejici reprodukéni
technologie. Oocyty maji omezeny Cas, béhem kterého zuUstavaji zivotaschopné
a oplozeni schopné. Proto by méla byt vyvinuta technika pro uchovani oocytl skotu
ve fazi germinalnich vezikul (GV). Ma to velky dopad na vyzkumné a komercni
aplikace v procesu rozsifeni transvaginalni techniky. Usp&3né uchovani oocytl

ve fazi zarode¢nych bunék jednoduchym a snadnym zpusobem umozni pfepravu

16



oocytid shromazdénych z krav ultrazvukovou transvaginalni aspiraci a zvysi

dostupnost hovézich oocytll (Hashimoto, 2009).

Pfi prepravé, kdy je doba menSi nez 2 hodiny, by vajeCniky mély byt
uchovavany pfi télesné teploté 37 °C. Pfi delSi prepravé, by mély byt vajeCniky
ochlazeny na pokojovou teplotu 20 °C. Vaje€niky musi byt uchovany tak, aby se
minimalizovalo kolisani teploty béhem pfepravy. Pro pfepravu autem, mohou byt
vajeCniky umistény v boxu s polystyrenem se zatézi (lahve nebo pytle s vodou

pfi vhodné teploté) rozmisténych kolem nich (Hinrichs, 2010).

Hovézi vajeCniky jsou ziskany z jatek a prepraveny do laboratofe do 2 hodin
v roztoku 0,9 % NaCl obsahujicim 100 000 U/l penicilinu, 100 mg/l streptomycinu
a 250 mg/lamfotericin B. V laboratofi jsou vajeCniky umyty tfikrat ve fyziologickém
roztoku (Wang et al., 2007).

Laboratorni zpracovani oocytt

Vv s

a technicky se li§i v porovnani s tradi¢nimi IVF oocytd (Hreinsson et al., 2003).
VajeCniky jsou nékolikrat promyty pfedem zahfatym fyziologickym roztokem, dokud
se vétSina krve nevymyje z vajeCnikd. Po promyti jsou vaje¢niky umistény do kadinky
obsahuijici Cerstvy salinicky roztok a uchovavany pfi teploté 38,5 °C az do doby sbéru
oocytd. Mnozstvi 100 ml sbérného média pro oocyty se pfida do sterilni 400 ml
kadinky (Shahid et el., 2014).

Aby vajeCnik pevné drzel na svém misté, tak se k vaje€niku pfipojuje hemostat.
Prebytecna tkan je odfiznuta (Shahid et al., 2014).

Oocyty jsou odsaty jehlou o velikosti 18 mm z folikuld o priméru 2 az 5 mm
a umisti se do kuzelové nadoby o objemu 50 ml. Po zpracovani vaje¢nikl se oocyty
nechaji sedimentovat pfiblizné 15 minut. Kdyz sediment odpovida parametrim je dan
do Petriho misky 60 x 15 mm. Jsou vybrany pouze oocyty s neporusSenym,
kompaktnim cumulus oophorus s rovhomérnou granulovanou cytoplazmou (Leibfried
and First, 1979).

Poté se promyiji v kone€ném maturacnim médiu. Tfidy oocytll A a B se umisti
maturaCniho média (50 ul kapky) pokryté 10 ml parafinového oleje (tfikrat
extrahovany a sterilizané sterilizovan 0,9 % NaCl) (Teresa et al., 1992) v petriho
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misce 60 x 15 mm a inkubuiji se pfi teploté 38,5 °C po dobu 22—-24 hodin v fizené

plynné atmosféfe tvofené 5 % zvlhéenym vzduchem (Neglia et al., 2003).

Zvlastni pozornost by méla byt vénovana pH a teploté béhem nékolika
manipulaénich krokd IVM, aby byla zajiSténa odpovidajici syntéza proteinu
a zachovani stabilni morfologie déliciho vieténka (Sun et al., 2004; Edwards and
Hansen,1996; Roth and Hansen, 2005). Zmény v téchto parametrech u modeld skotu
(Roth and Hansen, 2005) a prasat (Tong et al., 2004) prokazaly, Zze negativné

ovliviuji schopnost oplozeni oocytu a rozvijet se.

4.4 Kultiva€ni podminky

Vliv média na zrani oocytu zavisi na mikroprostfedi oocytu. Vyznamnému
zlepSeni celkové rychlosti dozravani oocytl a vyvoj embryi Ize dosahnout pfidanim
zralé samici tekutiny z velkych folikuld v kultivaénim médiu. Studie zkoumaly
mnozstvi kultivaCnich modifikaci zalozenych na fyziologii, které se vyskytuji

v samicich reprodukénich organech (Ali et al., 2006).

Vlastnosti oocytl a morfologie embryi, metabolické a biochemické vlastnosti
mohou byt zménény v prostfedi in vitro. Tyto zmény se mohou projevit jako chyby,
které mohou byt sluCitelné s Casnym embryonalnim vyvojem, ale jsou Skodliveé

pro zivotaschopnost (Ali etal, 2006).
Kultivacni médium

Kultivaéni médium pouzivané u skotu IVM muze byt Siroce rozdéleno
na jednoduché a slozité. Jednoducha média jsou obvykle systémy s pufrovanymi
bikarbonaty obsahujici zakladni fyziologicky roztok s pfidavkem pyruvatu, laktatu
a glukozy. Hlavni rozdily mezi rdznymi formami jednoduchych médii spo ivaji

v rozdilech v jejich iontové koncentraci a Urovni energetickych zdroji (Gordon, 2003).

Média jsou obvykle doplnéna se sérem nebo albuminem se stopovym
mnozstvim antibiotik (penicilin, streptomycin, gentamycin). Komplexni média
obsahuji kromé zakladni slozky jednoduchych médii také aminokyseliny, vitaminy,
puriny a dalSi latky, v podobnych koncentracich jako se nachazeji v séru. Pevny

dusik je pfitomen jako volna aminokyselina (Gordon, 2003).
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Tyto podminky podporuji meiotické zrani pfiblizné u 90 % oocytd a stanovu;ji
podminky pro vysokou frekvenci oplozeni a vyvoj az do faze blastocysty (Fa and
Farin, 1995; Thompson et al., 1995, Gardner, 1994).

Teplota, ¢as a plynné prostredi

Fyzikalni podminky pouzivané pro in vitro zrani jsou obecné dany druhem
zvifete (37 °C u primatd a malych hlodavcu, 39 °C u domacich zvifat) (Thibault and
Levasseur, 2001). Kultivace bovinnich oocytl probiha po dobu 24 hodin pfi teploté
38,5 °C pfi koncentraci 5 % oxidu uhli¢itého a 95 % vzdusné atmosfére (Sirard and
Coenen, 2006).

Osmolarita a pH

Pokud jde o osmolaritu, cilem je, aby maturacni médium s pfirodnimi tkanovymi
tekutinami (napf. folikularni tekutina), které jsou v kontaktu s oocytem v zZivém zvifeti
bylo izotonické. Osmolarita je obvykle pohybuje mezi 270 a 285 mos/mol. To je

povazovano za optimalni rozsah (Gordon, 2003).

Médium ma mit podobné vlastnosti jako folikularni tekutina (FF). Obvykle
se osmoticky tlak folikularni tekutiny pohybuje mezi 280 a 320 mOsm/kg a pH mezi
7,3 a 7,4 (Thibault and Levasseur, 2001).

Pufracni systém

Pufracni systém pouzivany pfi zrani zavisi, zda je médium vystavené vzduchu
nebo atmosféfe obohacené o CO2. Vyhodou fosfatového pufru v médiich
pro kratkodobou praci s oocyty a je, ze nevyzaduji CO2 pro udrzeni relativné
konstantniho pH (Gordon, 2003).

Antibiotikum

Idedlni antibiotika pro oocyt by méla mit Sirokospektralni aktivitu. PouZziti
stopového mnozstvi penicilinu (50-100 iu/ml) a streptomycinu (50-100 mg/ml)
v proplachovacich tekutinach a kultivacnich médiich byla rutinni praxi v transplantaci
embryi skotu (ET) po mnoho let. Do maturacniho média jsou obvykle antibiotika
dodana, aby zabranila rlistu a proliferaci mikroorganism béhem kultivace (Gordon,
2003).
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4.4.1 Efektivita zrani

Pro efektivitu zrani je dulezité kultivacni médium, které je dulezitym faktorem v
technologii bunééné kultury. Médium podporuje pfezivani a proliferaci bunék
a bunécné funkce, coz znamena, Ze kvalita média pfimo ovliviiuje vysledky vyzkumu,
miru biofarmaceutické produkce a vysledky technologie asistované reprodukce
(Tatsuma and Asayama, 2017). Médium pouzivané pro zrani oocytu in vitro maze
ovlivnit procesy, které se podileji na nasledném vyvoji oocytld (Van de Sandt et al.,
1990), jako tfeba podminit uspésnost zrani oocytl, oplozeni a pozdéji i vyvoj embryi
(Gliedt et al., 1996).

Je proto nezbytné, aby lidé, ktefi pracuji s bunéCnymi kulturami, vybrali
médium, které je vhodné pro dosazeni spravnych vysledkl (Tatsuma and Asayama,
2017).

Nékolik komercné dodavanych meédii se bézné pouziva pro zakladni IVM
kultivaCni systém; jako jsou tkanové médium pro kultivaci (TCM-199), Hamovo
kultivacni médium F-10 (Ham's F-10), Hamovo kultivacni médium F-12 (Ham's F-
12), Minimalni zakladni médium (MEM) a Dulbeccova modifikace Eaglova média

(DMEM) pfi¢emz hraji vyznamnou roli v efektivité zrani (Ward et al., 2002).

Obecné se kultivani média skladaji z bikarbonatovych iontd, aminokyselin,
zdroju energie a rliznych aditiv, které umoznuiji pfiblizné 80 % nezralych oocytu projit

metafazi druhého meiotického déleni (Ward et al., 2002).

Kompletni kultivacni médium pro bunky vyZaduje dalSi slozky, které nejsou
pfitomné v bazalnim médiu a v séru. Tyto slozky, doplfiky pomahaji udrzovat
proliferaci a udrZzovat normalni bunélny metabolismus (Bettger et al., 1981;
Bottenstein et al., 1979). Tyto dopliky hraji dalezitou roli v procesu zrani, soli,
hydrogenuhli€itanové ionty, pyruvat sodny (Arlotto et al., 1996), laktat sodny,
glutamin (Fukui, 1990), gluk6za a NaHCOs (Younis et al., 1989), ethylen glykol bis
(2 - aminoethyl ether) tetra acetylova kyselina (C;4H24N,0O4,) (Blanco et al, 2000).

Rozdil mezi Hankovou a Earlovou soli je, ze Earlova sul vyzaduje inkubaci pfi

pritomnosti 5 % CO2 a Hankova sul se pouziva bez pfitomnosti CO-.

Hankova sul se pouziva v MEM (Clark et al., 1987), TCM 199 (Sirard and
Bilodeau, 1990) a Earlova sul v MEM (Trounson et al., 1998), DMEM (Van de Sandt
et al., 1990), TCM 199 (Fukui et al., 1991).
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Sérum je slozita smés albumind, ristovych faktort a inhibitort ristu (Lane and
jako zdroj aminokyselin, proteinu, vitaminQ (zejména vitaminl rozpustnych v tucich,
jako je A, D, E a K), sacharidl, lipidd, hormonu, ristovych faktorl, mineralQ

a stopovych prvku (Arora, 2003).

Séra FBS a FCS se bézné pouzivaji k podpore ristu bunék v kultufe (Von
Seefried and Macmotine, 1976). Fetalni sérum je bohatym zdrojem rustovych faktort
a je vhodné pro klonovani bunék a pro rust citlivych bunék (Hornsby et al., 1983).

Kultivaéni médium obsahuje kolem 2 az 10 % séra (Kragh-Hansen, 1981).

Pfedpoklada se, ze sérum obsahuje fadu rustovych faktorli a endotoxinu, které
se mohou vzajemné prolinat s vyvojem dozravani oocytl (Young and Fairburn,
2000).

4.4.2 Kultivaéni média

Tkariové kultivacni médium 199 (TCM 199)

NejrozSifenéjSim médiem pro zrani oocytu je TCM-199; toto médium je tlumeno
hydrogenuhli€itanem a obsahuje mineralni soli; je zdrojem uhliku, energie (glukéza)
a aminokyselin (cystin a cystein). Ty jsou dulezité v metabolismu glutationu a
glutaminu, které s glukézou a pyruvatem poskytuji hlavni zdroj energie oocytl
(Mermillod et al., 1992; Steeves and Gardner, 1999).

Hamovo kultivacni médium F-10, Hamovo kultivaéni médium F-12

Ham F-10 je klasické médium, které podporuje rust mysich a lidskych
diploidnich bunék (Yang and Xiong, 2012). Ham’s F-12 se experimentalné pouZil

pro rast vaje¢nikd u Cinského kieCka bez séra (Voelker and Frazier, 1986).
Minimalni esencialni médium

MEM, nazyvané také Eagleovo minimalni zakladni médium, je médium
bunééné kultury, ktery muze byt pouzit k udrzeni bunék v tkanové kultufe. Obsahuje

pouze 12 druhu neesencialnich animokyselin, glutamin, 8 vitamind a nékteré

zakladni anorganické soli (Yang and Xiong, 2012).

Dulbeccovo modifikované Eaglovo médium
Varianta média MEM, nazvany Dulbecco modifikované Eaglovo médium

(DMEM), obsahuje pfiblizné Cctyfikrat vice vitamind a aminokyselin pfitomné
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v puvodnim vzorci. Také obsahuje 2x az 4x vice glukézy. DMEM se dale déli
na vysoky obsah glukozy: (glukéza 4500 g / |) a nizky obsah glukézy (1000 g / |
glukézy) (Yang and Xiong, 2012).

Médium Abnormality Reference

TCM 199 VytlaCovani prvniho Sosnowski et al., 2003;

polamiho taliska, horsi viiv | Cedt et al., 1996,

na kumulus oocyt komplex

TCM 199 + FBS Degenerace polarniho Macias-Garcia et al., 2017
téliska
TCM 199 + E2+ FSH Vyznamné se snizi Beker et al., 2002

procento metafaze Il.,
zvysSi se procento

nuklearnich aberaci

Ham’'s F-12 NizSi nuklearni zrani Smetanina et al, 2000;
Leibfried and First.,1979
DMEM + FCS Uvolnénim kumularnich Suresh et. al., 2015

bunék, zvétSeni peri-
vitelinového prostoru nebo
vytlaCovani prvniho

polarniho téliska

Tabulka 1: Abnormality zptisobené kultivacnimi médii a pfidatnych latek pri zrani oocytu.
Souhrnné poznatky o médiich a pfidavnych latkach

Smetanina et al. (2000) studovali schopnost oocytl skotu, které obnovili meiézu
a dosahli metafaze Il. v riznych kultivacnich médiich bez bilkovin (DMEM, TCM-199,
Ham's F-10 a Ham's F-12) (Smetanina et al., 2000).

V jejich experimentalni sérii bylo ukazano, ze nejvyssi pocet oocytu (76,1%)
obnovil meiézu v médiu DMEM. Meiéza nebyla obnovena v Hamové F-12. Stfedné
pokrocilé vysledky byly ziskany pro TCM-199 (55,1%), ktery se bézné& pouziva
pro zrani bovinnich oocytl in vitro a Ham's F-10 (51,7%). Oocyty dosahly metafaze
[I. v DMEM vysSi rychlosti (45,3%) nez u TCM-199 nebo Ham's F-10 (29,4 a 8,6%)
(Smetanina et al., 2000).
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NejCastéji pouzivané IVM média jsou TCM-199 a Ham's F-10 (Mikkelsen
and Lindenberg, 2001; Cha et al., 2000). Oocyty, které zraji v médiu TCM 199 nebo
v Hamové médiu maji v podobnou vyvojovou kapacitu jako kdyby zraly v MEM (Van
de Sandt et al., 1990).

Beker et al. (2002) zjistili, Zze pfidanim 1 ug/ ml E2 k TCM 199 vyznamné snizilo
procento metafaze Il. ve srovnani s kontrolou (56,3 a 74,0%) a zvySilo procento
nuklearnich aberaci ve srovnani s kontrolou (13,3 a 2,1%). Negativni uCinek E2
na nuklearni zrani byl silngjsi, kdyZ denudované oocyty dozraly; 25,1 a 60,0 %
oocytll dosahlo stupné metafaze Il. Z toho vyplyva, Ze doplnéni 1 ug / ml E2
do maturaéniho média bez séra negativné ovliviiuje nuklearni zrani bovinnich
oocytu. Prestoze jsou tyto ucinky oslabeny za pfitomnosti FSH, dlrazné doporucuji
vynechani E2 v rutinnich maturacnich protokolech bovinnich oocytli (Beker et al.,
2002).

Fukushima and Fukui (1985) studovali bovinni oocyty, které byly ziskané z
folikuld o prméru 2 az 5 mm, poté kultivovany in vitro po dobu 27 hodin v médiu
obsahujicim Hams F-12 + 20 % FBS + antibiotikum. Kombinace hormon
pfidavanych do média méla vliv na zrani: bez pfidatnych hormona (55,4 %); E2 (67,0
%); LH (72,9 %); LH + E2 (62,6 %); FSH + LH + E2 (61,4 %); FSH + LH+ E2 + P

(74,1 %). Ve svych studiich zjistili, ze celkové dozralo 64,2 % bovinnich oocytu.

Vysledky studie Ocafia Quero et al. (1994) ukazuji, Zze FCS do maturaéniho
meédia in vitro pro preovulacni bovinni oocyty maji lepSi rychlost dozravani nez

ve vlastni folikularni tekutiné.

4.5 Hodnoceni kvality oocytu

Pfed in vitro fertilizaci se kvalita oocytu obvykle vyhodnocuje podle struktury
kumulo-oocytarniho komplexu. Tato metoda je jednoducha a poskytuje informace
o kvalité oocytu. Kvalitu oocytl Ize ur€it hodnocenim charakteristik struktury kumulo-
oocytarniho komplexu, cytoplazmy oocytu, polarniho téliska, perivitelinového

prostoru, zéna pellucida a meiotickym vieténkem (Tabulka 3) (Wang and Sun, 2007).
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Kritéria Parametry Reference

coC Kompaktni Blondin and Sirard 1995; Warriach
and Choban, 2004; Nagano et al.,
2006

Cytoplasma Granulovana, zbarvena | Serhal et al., 1997; Balaban et al.,

oblast shluku organel

1998; Kahraman et al., 2000

Zona pellucida

Tloustka a struktura

Gabrielsen et al., 2004

Pervitellini prostor

Velikost (normalni nebo

De Sutter et al., 1996; Hassan-Ali

zvétSeny), pfitomnost | et al., 1998

nebo absence zrn,

Délici vieténko poloha a lom (Cooke et al.,2003; Silva et al.,

1999; Wang et al.,2001)

Polarni télisko Tvar nebo | Ebner et al., 2000; Ciotti et al.,

2004

(kulovity
ovoidni, velikost (malé
nebo velké),
(hladké a

cytoplazma

povrch
kulaté),
(intaktni

nebo fragmentovana)

Tabulka 2: Kritéria dle, kterych se vybiraji oocyty (Wang and Sun, 2007).
4.5.1 Kumulo-oocytarni komplex

Kumulo-oocytarni  komplexy = shromazdéné z  ovarialnich  folikuld
jsou klasifikovany podle kompaktnosti kumulu a charakteristik cytoplazmy oocyta.
Bovinni kumulo — oocytarni komplexy jsou napfiklad seskupeny do &tyf kategorii

kvality (Gordon, 2003; Blondin and Sirard,1995; Mayes and Sirard, 2001).

e Kompaktni vicevrstva kumulace; homogenni ooplasmu; celkové COC
svétla a pruhledna (Gordon, 2003).

e Kumulo-oocytarni komplex kategorie A. Oocyty obklopené kompaktnim
kumulem skladajicim se z nejméné péti vrstev bunék. Cytoplazma
oocytu je témér transparentni, homogenni nebo je na obvodu cytoplasmy
vidét tmavy kruh (Blondin and Sirad,1995; Mayes and Sirard, 2001).

e Kumulo-oocytarni komplex kategorie B. kumulus je méné kompakini.
Oocyty maji tmavou, mirné granulovanou cytoplazmu (Blondin and
Sirard,1995; Mayes and Sirard, 2001).
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e Kumulo-oocytarni komplex kategorie C. Kumulujici bunky jsou
expandovany tmavou cytoplazmou. Oocyty maji tmavou, granulovanou
cytoplazmu (Blondin and Sirad,1995; Mayes and Sirard, 2001).

Vyhovujici

Homogenné se objevujici ooplasmu a kompaktni bunky tésné pfiléhajici k zéna
pellucida (Gordon, 2003).

Nevyhovujici

Jiné kategorie s nekompletnimi kumulujicimi komplementy a heterogenni

ooplasmu (Gordon, 2003).

Néktefi védci uvadéli, Zze oocyty, které se nachazeji v kumulo-oocytarnich
komplexech kategorie B, vykazuji nejvysSi vyvojovou kompetenci (De Wit et al.,
2000; De Wit and Kruip, 2001; Boni et al.,2002). Po in vitro fertilizaci se vice oocyt(
vyvijelo z komplext kumulus-oocytu kategorie B nez z komplexd kumulaénich
a oocytovych bunék A a C (B> A> C) (De Wit et al., 2000; De Witt and Kruip, 2001,

Boni et al.,2002), ale davody pro tento fenomén nejsou jesté jasné.

Bylo dostatené zdokumentovano, Ze IVP pomoci oocytu s neuplnym nebo
poskozenym kumulem vede k vyrazné nizSimu vysledku blastocysty, ve srovnani
S kulturou COC s uplnym, hustym kumulem; ktery dosahl nejvy$Siho ryhovani
a produkci embryi (Merton et al.,2003; Shioya et al.,1988). Naproti tomu ostatni
zpravy uvadéji, ze COC s urcitymi vlastnostmi jsou spojené s Casnymi atreziemi.
PocCateCni expanze ve vnéjSi burice kumulujici vrstvy a shlukované cytoplazmé,
vykazuji stejné nebo dokonce vySSi rozvojovy potencial nez COC s uplnou,
kompaktni, vicevrstvou a homogenni cytoplasmou (Hawk and Wall, 1994; Hazeleger,
1995; Blondin and Sirad, 1995).

| kdyz je COC v nejvysSi kvalité, tak na zakladé jeho morfologie, mizeme
pouze dosahnout pfiblizné 30-40 % blastocyst in vitro. Tato skutecnost silné
naznacuje, ze je zapotiebi dalSi neinvazivni parametr kvality oocytu (Goovaerts et
al., 2010).

Jinym vyznamnym faktorem pfi ur€ovani kvality oocytl je pocCet vrstev
kumulujicich bunék. Blondin and Sirad, (1995); Zeuner et al., (2003); Warriach and
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Chohan, (2004); Yuan et al., (2005) uvadéji, ze kvalita oocytl je lepsi, kdyz jsou

oocyty obklopeny vice vrstvami bunék.

Svételné mikroskopické hodnoceni morfologie COC je nejCastéji pouzivana
metoda k tfidéni nezralych COC podle kvality (Hawk and Wall, 1994).

KonecCny test kvality oocytu je jeho schopnost oplozeni a vyvinu do faze

blastocysty béhem bfezosti, a nakonec produkovat Zivé tele (Lonergan et al., 2001).

4.5.2 Cytoplazma

Cytoplazma oocytu je klasifikovana podle zbarveni, granulace (velké nebo malé
granule; homogenni nebo skupinova distribuce granuli; ve stfedu nebo na okraji
oocytll), velikost perivitelinového prostoru a distribuce organel (vakuoly,

endoplazmatické retikulum) (Lasiene et al.,2009).

Morfologie cytoplazmy skute¢né souvisi s vyvojovym systémem COC
kompetence (Boni et al.,, 2002) a svételné mikroskopické hodnoceni. Jeho
homogenita je proto velmi snadnym a rychlym nastrojem k posouzeni kvality oocytl
(Borini et al., 2005).

Nagano et al., (2006) studovali vztah mezi cytoplazmatickymi rysy a vyvojem
bovinnich oocytl po oplodnéni. Zjistili, Zze tmava cytoplazma naznacila akumulaci
lipidid a dobrou vyvojovou tendenci potencialu oocytl po fertilizaci in vitro. Svétle
zbarvena cytoplazma oznacuje nizkou hustotou organel se Spatnym vyvojovym

potencialem.

Cerna cytoplazma ukazuje starnuti a nizkou hladinu pro rozvojovy potencial
(Nagano et al., 2006).

4.5.3 Zobna pellucida

Zoéna pellucida (ZP) je nazev pro relativné extracelularni povilak, ktery
je vytvofen a obklopuje bovinni primarni oocyt, ¢imz se oocyty zvétSuji v primérné
Sifce. ZP Obklopuje vitelinni membranu (buné€nou membranu nebo plazmatickou
membranu). Ve vétSiné pripadd variabilni po¢et granuloznich bunék obklopuje oblast
a tato vrstva je nazyvana cohorta oophorous. ZP je povazovana za produkt
nejvnitinéjSi vrstvy granuloznich bunék. Mikrovilli z vitelinni membrany vajicka
pronikaji do oblasti, stejné jako z granuloznich bunék. ZP hraje dulezitou roli

pfi usnadnovani interakce spermii a oocytl v dobé oplozeni (Green, 1997).
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ZP je glykoproteinova schranka kolem oocytu, ktera usnadriuje a udrzuje vazbu

spermii a indukuje akrozomovou reakci (Green, 1997).

Ve struktufe se ZP sklada ze tfi glykoproteint, nazyvanych ZP1, ZP2 a ZP3
(Topper et al.,1997).

ZP pomaha chranit oocyt a ma receptorova mista pro pfipojeni spermatozoa
béhem oplozeni. Specificky protein, ZP3, v oblasti slouzi jako vazebné misto
pro spermie. Pfesna struktura tohoto proteinu se u jednotlivych druhd lisi, a tato
odchylka je hlavnim dudvodem, pro¢ spermatozoa pochazi z jednoho druhu
(Frandson et al., 2009).

Tloustka ZP je 1-25 um (Wassarman, 2008). Uvolnéni akrosinu dovoluje
spermii proniknout pfes zénu, €imz pfichazi do styku s plazmatickou membranou
oocytu. Propustnost ZP se méni, kdyz hlavicka spermie pfichazi do kontaktu
s povrchem oocytd. Tento kontakt vede k wuvolnéni lysozomalnich enzymu
z kortikalnich granuli, které obklopuji plazmatickou membranu oocytd. Na druhé
strané tyto enzymy méni vlastnosti ZP a tim dochazi k zabranéni proniknuti dalSich
spermii (Kort and Behr, 2017).

Zmény ve struktufe ZP, tloustka a tuhost vici oocytové kompetenci ovliviuje
biomechanické vlastnosti oocytd nebo embryi a mize byt ucinnou metodou selekce

oocytu nebo embryi (Kort and Behr, 2017).

4.5.4 Perivitelini prostor

Perivitelini prostor je subcelularni struktura, ktera se vyskytuje mezi ZP
a plazmatickou membranou oocytll. Ta je bohata na slozky extracelularni matrix,

které jsou nezbytné pro oplodnéni, implantaci a vyvoj embryi (Zhou et al., 2014).

455 Deélici vieténko

Délici vieténko ma vyznamny vliv na spravné vyrovnani chromozomd
v oocytech a jejich segregaci béhem meidzy. Parametry déliciho vieténka (poloha a
lom) jsou Casto pouzivany ke stanoveni kvality oocytt (Cooke et al.,2003; Silva et al.,
1999; Wang et al.,2001).
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456 Polarni télisko

Polarni télisko je vedlejSim produktem meiotického déleni. Jedna se o malou
bunku, u které normalné dochazi k bunéné smrti. Polarni téliska typicky tvofi
asymetrickou cytokinezi. Cytosol a organely jsou odsunuty do sekundarniho oocytu

béhem meidzy I., a pak do oocytu v meidze Il. (Schmerler and Wessel, 2011).

Néktera morfologicka kritéria polarniho téliska, jako tvar (kulaty nebo vejcity),
velikost (velka nebo mala), povrch (hladké nebo hrubé) a integrita cytoplazmy
(neporusené nebo fragmentované) lze pouzit k odhadu kvality oocytu (Ebner et
al.,2000; Ebner et al., 2002).

4.6 Faktory ovliviiujici zrani oocytu

| kultivaéni podminky mohou nepochybné ovlivnit vyvoj, efektivitu a in vitro
produkci embryi (IVP). Plsobenim faktord se projevuje Castym selhani az 60 %
nezralych oocytd. To témér jisté souvisi s vnitfni kvalitou oocytu na zacatku

dozravani (Tabulka 4.) (Lonergan et al., 2001).

Faktory ovliviujici zrani oocytl

Faktory Reference

Niwa, 1993; Yoshida et al., 1992;
Funahashi and Day., 1997a

Folikularni tekutina

Mattioli et al., 1988a; Ding and Foxcroft,

Folikularni prostfedi média
1994a

Mattioly et al., 1988b; Ding and Forcroft,

Granulozni buriky 1992: Liu et al.. 1997

Progesteron, estradiol Thibault et al., 1996; Coskun et al., 1997
Androgen Petr et al., 1996; Coskun et al., 1997
LH/ FSH Liu et al., 1997; llleta et al., 1997
Rustové faktory Takagi et al. 1991, Lonegard et al, 1996

o Ali etal, 2006; Blondin et al., 1997,
Antioxidanty

Attaran, 2000

Kyselina hyaluronova Marei et al., 2012; Yokoo et al.; 2007

Tabulka 4.: Vlivy, které ovlivnuji zrani bovinnich oocytu (Hunter, 2000).
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Vyvojova kompetence je ziskana béhem folikulogeneze a oogeneze konkrétné
béhem obdobi zrani. Kvalita oocytl ovliviuje €asny embryonalni vyvoj, udrzeni

bfezosti, vyvoj plodu, a dokonce i nemoci v dospélosti (Krisher, 2004).

4.6.1 Folikularni tekutina

Folikularni tekutina (FF) poskytuje velmi dulezité mikroprostfedi pro vyvoj
oocytu. FF je produkt krevni plazmy, ktera piekroci folikularni bariéry v krvi, sekrecni
aktivitu granuloznich a theca bunék (Fortune, 1994). FF se ziska aspiraci spolu

s oocytem pfi metodé OPU (Leroy et al., 2004).

FF je slozena CasteCné ze sekretl z folikulu a exsudatd z plazmy. Jeji slozeni
odrazi zmény v sekreCnich procesech granulézni vrstvy, theca interna a zmény
v soucastech plazmy zplsobené fyziologickymi nebo patologickymi procesy.
Pfitomnost FF svédCi o jeho potencialnim vyznamu ve fyziologii vaje¢nikl véetné
steroidogeneze, rlstu folikulu, ovulace, zrani oocytd a jejich transportu do vejcovodu
(Fortune, 1994).

Ve folikularni tekutiné se nachazi rlizné druhy aminokyselin, pfedevSim vSak
kyselina asparagova, threonin, Kkyselina glutamova, glutamin, glycin, alanin
a methionin. Jsou zde v koncentracich podobnych plazmé (Gwatkin et al., 1980). FF
obsahuje velké mnozstvi enzym( jako jsou proteazy, peptidazy a hydrolazy, jejichz

koncentrace se mize ménit v prabéhu zrani folikulu (Astwood and Greep, 1973).

FF slouzi jako pfenaSecC, pfi kterém je oocyt transportovan do vajicka v dobé
ovulace (Gordon, 2003), k regulaci funkce granuloznich bunék, zahajeni rastu
folikult a steroidogeneze, zrani oocytu, ovulaci, transportu oocytu a pfipravu folikult
pro tvorbu Zlutych télisek (CL). Stimulacni a inhibi¢ni faktory v tekutiné reguluji cyklus
folikull a objem tekutiny uvolnéné pfi ovulaci. Pfitom je velice dulezita spole¢né
se sekrety vajiCka v prostredi, kapacitou a ¢asnym embryonalnim vyvojem (Hafez
and Hafez.,2000).

Je znamo, Ze tekutina obsahuje mnoho mistnich latek, které ovliviiuji vyvoj

folikulu a maji dopad i na ucinky gonadotropint (Gordon, 2003).

4.6.2 Kompaktnost granuléznich bunék

Hlavni populace bunék ve folikularni dutiné jsou epitelialni granuldézni buriky

(Amsterdam et al., 1975). Kromé toho jsou nékteré granul6zni buriky fyzicky spojené
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s folikulovou sténou, jiné s oocytem, nékteré s jinymi granuldéznimi burikami a dalSi

s antralovou tekutinou.

Granulozni bunky, které obklopuji oocyty jsou znamé jako cumulus oophorus.
Nejvnitinéjsi vrstva bunék v kumulu, corona radiata, posila cytoplazmatické procesy
pfes ZP, aby mohla navazat kontakt s oolemmou (Bjérkman,1962; Odor, 1960;
Sotelo and Portex, 1959; Zamboni, 1974).

KdyZz se granulozni bufky kultivuji v pFitomnosti oocytl nebo prostredi
kultivaéniho média, chovaji se jako kumulativni buriky (Canipari et al., 1995; Eppig et
al., 1997).

Hodnoceni vrstev granuloznich bunék:

Stupen |: Oocyty majici kompaktni COC s vice nez 4-5 vrstvy kompletnich

kruhovitych bunék a s homogenni granularni Sedou cytoplazmou (Sisodiya, 2008).

Stupen II: Oocyty, které nemaji mnoho komplexd COC s 2-3 vrstvy
kumulujicich bunék obklopujicich zéna pellucida a rovnomérné zrnité ooplasmy
(Sisodiya, 2008).

Stupen lll: Oocyty s 1-2 vrstvou kumulujich bunék, ktera mize byt prerusena
na nékolika mistech a casteCné vylouCena nepravidelnou temnou ooplasmu
(Sisodiya, 2008).

Stupen IV: Oocyty bez kumulovanych bunék a nepravidelné tmavé ooplasmy
a oocyty s mnohem rozSifenymi a rozptylenymi kumulujicimi bunikami (Sisodiya,
2008).

Po klasifikaci oocytu se pouzivaji oocyty kvality I. a Il. tfidy pro IVM (Sisodiya,
2008).

4.6.3 Steroidy

U vétSiny sav€ich oocytl se podavaji do in vitro kultury steroidy a rustové
faktory oddélené nebo v kombinaci, mohou stimulovat nebo inhibovat kumulativni
expanzi nebo zplsobi nuklearni a cytoplazmatické zrani. Protoze v bézné praxi

se tyto doplrky pfidavaji do kultivaénich médii u savcl b&éhem IVM (Ali et al, 2006).
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Progesteron (P4)

Obnova meidzy v oocytech je spusténa steroidnimi hormony, konkrétné P4,
u nékterych druha (Morrison et al., 2000). Obnoveni meidzy a jeji postup do metafazi
II. u nékolika savcich druhu (kravy, ovce a prasata) jsou zavislé na steroidech (Moor
et al., 1980). Role P4 na vyvoji kompetence oocytl skotu byla zkoumana inhibici P4

produkce kumulujicich bunék (Aparicio et al., 2011).

Oestradiol (etradiol, etrogen, E2)

FF savcu obsahuje steroidni hormony. V dobé rustu hladiny LH, preovulaéni
folikuly maji vysokou koncentraci estradiolu (hovézi: pfiblizné 1 ug / ml) (Dieleman et
al., 1983).

Nicméné, 6 hodin po dosazeni vrcholné hladiny LH dochazi k prudkému
poklesu estradiolu, ktery se shoduje s GVBD. Ackoli vétSina in vivo metodé je ucinek
estradiolu dobfe identifikovan, ale role estradiolu béhem IVM je i nadale rozporuplna
(Beker Van Woudenberg, 2004).

U hovéziho dobytka byl v nékterych studiich estradiol popsan béhem IVM, jako
hormon ke zvySeni miry zrani (Fukui et al., 1982; Younis et al., 1989). Fukushima
and Fukui (1985) uvedli, Zze pfidanim FSH, LH a estradiolu do média zlepsilo

oplozeni bovinnich oocytu.

Kdyz byly oocyty kultivovany za pfitomnosti nizkych koncentraci estradiolu (10-
100 ng / ml) doSlo ke sniZeni vyvoje do moruly a blastocysty. Nicméné, kdyz byl
estradiol pfitomen ve vysokych koncentracich (1000 ng / ml) vyvojovy potencial

zralych bovinnich oocytu na morulu a blastocystu byl zlepSen (Ali and Sirard, 2002).

Naopak pfitomnost vysokych koncentraci (> 10 ug / ml) estradiolu béhem IVM
mélo negativni vliv na tvorbu vietének a vytlaCovani polarniho téliska (Kruip et al.,
1988).

Co se tyCe vyvojovych kompetenci oocytl, tak estradiol béhem IVM nemél
zadny vliv na procentualni podil odstépenych 4-8 bunéénych embryi (Younis et al.,
1989). Naopak Gliedt et al. (1996) uvadéji negativni ucinek estradiolu na kumulativni

expanzi bovinnich oocytl a snizeni rychlosti tvorby blastocysty po in vitro oplodnéni.

Rozdil mezi hlaSenymi ucCinky estradiolu na in vitro zrani, kromé rozdilu

mezi druhy, je dany predevSim tim, ze ve vétSiné z téchto studii bylo kultivacni
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médium doplnéné bud o fetalni teleci sérum (FCS), bovinni sérovy albumin (BSA)
nebo sérum fijicich se krav. Tyto slou€eniny obsahuji gonadotropiny, rustové faktory,
steroidy a peptidy (Keskintepe and Brackett, 1996; Wang et al., 1997), které
by mohly ovlivnit uCinek pfidani estradiolu béhem IVM. Pro fadné posouzeni toho
vlivu pfidanych slozek k médium s oocyty a granuléznimi bunkami je mozné pouziti
jasné definovaného kultivatniho média velmi dulezité (Beker van Woudenberg,
2004).

Dodatek s rekombinantnim lidskym FSH (RFSH) a 17 p — estradiolu b&hem
IVM bovinnich oocytd ma pozitivni u€inkem na zvyseni po¢tu embryi po IVF (Ali et al,
2006).

4.6.4 Androgen

Silva and Knight (2000) studovali ucinky androgenu, progesteronu a jejich
antagonistl na vyvojové zpusobilosti in vitro zralych bovinnich oocytl. Vysledky této
studie ukazuji, Ze pfidanim androgenu (testosteronu a dihydrotestosteronu)
do maturaéniho média maze stimulovat dozravani oocytu skotu in vitro, jez se odrazi

naslednym zvysenim rychlosti §tépeni po IVF (Silva and Knight, 2000).

4.6.5 Velikost folikulu

Mnoho studii v poslednich letech s vajeCniky z jatek ukazaly jasny vztah
mezi velikostmi folikulu a oocytu, oocyty ziskané z folikuli> 6 mm v praméru dokazuji

lepSi vyvojovou kompetenci nez mensi folikuly (Lonergan et al.,1994).

Ukazalo se, Ze velké folikuly (primér 10 mm) obsahuji oocyty s vySSim
potencialem a staly se embryi (Pavlok et al., 1993; Lonergan et al., 1994). Nékteré
studie popisuji COCs izolovanych z vaje€nikl nesouci folikuly o praiméru 2 az 5 mm.
Ty vykazovaly nizsi rychlosti dozravani a tvorbu blastocyst nez u vaje€niki nesouci
folikuly o priméru> 10 mm (Gandolfi et al., 1997; Kubota and Yang, 1998).

4.6.6 Gonadotropiny

Dalsi aditiva, ktera ukazala pfinos pfidanim do maturacniho média jsou
gonadotropiny (LH a FSH). IVM Ize také uspésné provést bez pfidani gonadotropin
do média (Rose-Hellekant et al., 1998), nicméné, mnoho médii pouzivanych v IVM

dnes zahrnuje gonadotropiny jako pfipadny zdroj pro vyvoj oocytd. U oocytl zralych
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v pritomnosti gonadotropinG in vitro se zda, ze jejich produkce je vy$Si nez

bez pfidani gonadotropint (Rodriguez and Farin, 2003).

V soucasnosti se pouziva luteinizacni hormon (LH) nebo folikuly stimulujici
hormon (FSH), ¢i kombinace obou hormonl (Bevers et al., 1997; Hunter et al.,
1972).

Koncentrace gonadotropind, ktera se pouZziva u skotu je v rozmezi u FSH (0,05
az 20 pg/ ml) a LH (0,5 az 100 pg / ml) (Brackett et al., 1989; Harper and Brackett,
1993; Ju et al.,1999; Keefer et al., 1993; Gliedt et al., 1996; Romero-Arredondo and
Seidel, 1996).

FSH

Klicova role FSH pfi akvizici oocytové vyvojové kompetence v IVM je zavedena
od roku 2006. FSH se z velké ¢asti pouziva pfi mnoha in vitro maturacnich
protokolech, protoZze se ukazalo, Ze to zlepSuje oplozeni, ¢asny embryonalni vyvoj

(Izadyar et al., 1998) a kumulativni expanzi (Calder et al., 2003).

FSH ma pfiznivy uCinek v maturovaném médiu in vitro, zvySuje expanzi
kumulujicich bunék obklopujici oocyt, coZz v podminkach zvySuje kapacitu spermii
a proces oplodnéni (Eyestone and Boer, 1993).

LH

Existuje mnoho studii, které uvadéji pfinosné ucCinky LH na oocytech.
Jak ukazuje zvySeni vytéZku embrya po IVF a v in vitro kultufe (Younis et al., 1989;
Zuelke and Brackett, 1993; Gliedt et al. 1996; Choi et al., 2001).

4.6.7 Rustové faktory

Uginek riistovych faktorti na zrani oocyt( in vitro byl vyzkou$en u skotu nékolika
vyzkumniky. Lonergan et al. (1996) prokazali, Ze pfitomnost epidermalniho
ristového faktoru (EGF) béhem IVM stimulovala kumulativni expanzi a vyznamné
zvySila podil oocytl dosazeni metafaze Il. Na druhou stranu Takagi et al. (1991)

pouzil EGF pro skot IVM bez jakéhokoli zjevného ucinku na zrani oocytu.

4.6.8 Ostatni
Médium

Viz podkapitola 4.4.
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Kyselina hyaluronova

Kyselina hyaluronova je hlavni slozkou COC a je syntetizovana a sekretovana
granuloznimi burfikami pod vlivem LH a FSH (Eppig, 1982). NedostateCna interakce
hyaluronanu a jeho receptoru CD44 béhem in vitro zrani muaze snizit kapacitu

oplozeni a vyvoj zralych oocytl in vitro (Yokoo et al., 2007).

Marei et al., (2012) zjistili, Ze hyaluronova kyselina je dulezZitou sloZzkou
extracelularniho matrixu, hraje dulezitou roli nejen v rozSifovani kumulativni expanze,

ale také dozravani oocytl a v dalSim vyvoji embryi.

Dalsi pozorovani u skotu naznacCuji moznost zafazeni kyseliny hyaluronove
(HA) s estradiolem v kultivaénim médiu. To zvySuje ucCinnost in vitro produkce
blastocystt IVM (Ali et al., 2006).

Somatotropni hormon (GH)

Velice pozitivni u€inek ma vliv GH na dozravani oocytl. Kromé toho je znamo,
ze GH zlepSuje intrafolikularni metabolické déje potfebné pro zrani oocytl. Pfidani
GH béhem IVM bylo zjisténo zrychleni jaderného zrani a podpofeni dalSiho ryhovani

a embryonalniho vyvoje (Ali et al., 2006).

Antioxidanty

Antioxidanty mohou byt prospésné pfisady do syntetického kultivacniho media.
Na ochranu oocytu z oxida¢niho stresu pfi in vitro podminkach mohou byt pfidany
do kultivacniho média (Ali et al., 2006).

Nékteré studie prekvapivé nasly pozitivni vztah mezi hladinami FF reaktivnich
kyslikovych metaboliti (ROS) a parametry zrani. Bylo zjisténo, Zze ROS zlepsSuje
vyvojovy potencial hovéziho oocytu béhem zrani in vitro (Blondin et al., 1997)
a Attaran (2000) uvadi, Zze samice, které zabfezly, mély vyznamné vyssSi hladiny ROS

ve FF nez nebfezi samice.

Je pravdépodobné, Ze optimalni rovnovaha mezi kyslikem dostupnym
pro oocyty a antioxidanty je rozhodujici pro umoznéni tvorby délicich vretének

a spravnému vyrovnani chromozomu (Hu et al., 2001).
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5 Zaver

Oocyty odebiraji z mrtvého ¢&i Zivého zvifete. Metoda transvaginalni
ultrazvukové aspirace, kdy jsou folikuly propichnuty jehlou a oocyty spole¢né
s folikularni tekutinou jsou nasaty do sbérného nadoby. Metoda post portem tedy

z jateCného zvifete, do laboratofe dovezeny pouze celé vajeCniky. V laboratofi jsou

oocyty z vajeCnikl ziskavany ze vSech viditelnych folikulu.

Pfi laboratornim hodnoceni je dulezité vybrat oocyty, které spliuji urcita kritéria.
Kvalitu oocytl Ize urc€it hodnocenim charakteristik struktury kumulo — oocytarniho
komplexu, cytoplazmy oocytu, zona pellucida, polarniho téliska, perivitelinového

prostoru a délicim vieténkem. Vybiraji se pouze kvalitni oocyty.

Kumulo — oocytarniho komplex by mél vypadat homogenni s objevujici se
ooplasmou a kompaktnimi burikami tésné pfiléhajici k zona pellucida. Kumulo-
oocytarni komplex kategorie A a B jsou vyhovujici. Cytoplazma oocytd je
granulovana a oblast shluku organel je zbarvena. V zasadé nesmi byt Cerna, protoze
naznacuje starnuti a nizkou hladinu pro rozvojovy potencial. Zéna pellucida musi mit
spravnou strukturu, tloustku a tuhost. Jakékoliv zmény v zéna pellucida mohou
ovlivnit oocytovou kompetenci a vlastnosti oocytd. Mezi dalSi kritéria se hodnoti

polarni télisko, délici vieténko, kde je dllezita poloha, velikost a tvar.

PFi kultivaci oocytu je dulezité napodobit fyziologické podminky zvifete, spravna
teplota, ktera by méla byt 38,5 °C; ph mezi 7,3-7,4; plynné prostiedi, kdy CO:2
koncentraci 5 % a 95 % vzdusné vihkosti; osmolarita je obvykle pohybuje mezi 270 a
285 mos/mol; pufraéni systém je zavisly na médiu, které je vystavené vzduchu nebo
atmosféfe obohacené o CO: a dalSi. Bez téchto podminek by nebylo mozné

kultivovat oocyty.

Kultivace bovinnich oocytll probiha po dobu 24 hodin pfi teploté 38,5 °C pfi

koncentraci 5 % oxidu uhliitého a 95 % vzdusné atmosfére

Proto je dulezité vybrat vhodné kultivaéni médium, které zajisti veSkeré
podminky pro spravny vyvoj oocytu. Je vhodné doplnit kultivaéni média séry,

hormony ¢i antioxiandy, které zvySi miru zrani.
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7 Seznam pouzitych zkratek

BPA
BSA
COCs
DMEM
E2
EGF
ET
FBS
FCS
FF
FSH
GH
GV
GVBD
HA
Ham’s F-10
Ham’s F-12
HEPES
IVF
IVM
VP
LH
MEM
MTOC
OCM
OPU
P4
PBS
ROS
TCM
TUGA
ZP

Bisfenol A

Bovinni sérovy albumin
Kumulo-oocytarni komplexy
Dulbeccova modifikace Eaglova média
Oestradiol

Epidermalni rustovy faktor
Transplantace embryi

Fetalni bovinni sérum

Fetalni teleci sérum

Folikularni tekutina
Folikulostimulaéni hormon
Somatotrofni hormon
Germinaalni vezikul

Germinal vesicle breakdown
Kyselina hyaluronova

Hamovo kultivacni médium F-10
Hamovo kultivaéni médium F-12
Organické chemické pufrovaci €inidlo
In vitro fertilizace

In vitro maturace

In vitro produkce

LuteinizaCni hormon

Minimum Essential Medium Eagle
Mikrotubuly organizujici centra
Oocytové sbérné médium

Ovum pick up

Progesteron

Pufrovany fyziologicky roztok
Reaktivni kyslikovy metabolit
Tkanové meédium pro kultivaci
Transvaginalni ultrazvukova aspirace

Zona pellucida
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