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Vliv stresu na kvalitu a vytéZnost aspirovanych oocytii u
dojnic

Souhrn
Cilem této diplomové prace bylo detekovat vztah mezi vybranymi indikatory stresu a

mnozstvim a kvalitou oocytl ziskanych metodou ovum pick-up u dojnic. Hypotézou prace byl
ptedpoklad, ze vys$si hladiny indikatorG stresu v krvi, respektive v mléce dojnic plsobi
negativné na vytéznost a kvalitu jejich aspirovanych oocyti. Efekt stresu ve vyzkumné ¢asti
byl reprezentovan metabolickym stresem a efekty jednotlivych indikatorG stresu byly
hodnoceny jednotlivé ke vztahu k poctu oocytli ziskanych metodou ovum pick-up a
K parametriim hodnoticim jejich kvalitu. Vybrané parametry byly sledovany u 143 prvotelek
holstynského skotu v prvni tietiné laktace. Metabolicky stres byl sledovan na zédkladé poméru
bilkovin a tuku v mléce a na zaklad¢ hodnot vybranych parametra (cholesterol, triacylglycerol,
betahydroxybutyrat, neesterifikované mastné kyseliny) dostupnych z vysledki biochemického
vySetfeni krve. Aspirace oocytli probehla zpravidla dvakrat s tydenni pauzou mezi odbéry.
Celkem probéhlo 7 odbérovych dni v riznych ¢astech roku (listopad 2021, duben 2022, kvéten
2022, fijen 2022, duben 2023) s celkovym poctem 260 odbért. Ziskané oocyty byly po odbéru
preneseny do laboratore Ustavu Zivo¢isné fyziologie a genetiky akademie véd Ceské republiky
v Libéchové pro posouzeni jejich kvality. Pro nasledné statistické vyhodnoceni vysledkl byl
pouzit program SAS 9.4. Negativni vztah mezi poctem ziskanych oocytli byl prokézan
korelacni analyzou u metabolitu betahydroxybutyratu (r = -0,15; P < 0,05) a detailni
vyhodnoceni u efektu praimérného poméru tuku a bilkovin do prvni aspirace oocytu znacilo, ze
pfi vysSim poméru tuku a bilkovin v mléce pod vlivem metabolického stresu mtize byt od dojnic
odebrano niz$i mnozstvi oocytl. U parametrti kvality byl negativni vztah prokazan korelacni
analyzou u hladiny triacylglycerolu mezi kvalitou kumulo-oocytarniho komplexu (r = -0,19;
P <0,05) a mirou zrani (r = -0,25; P <0,01), coz znaci, Ze pii zvySené hladin¢ triacylglycerolu
dosahuji oocyty niz8i kvality se sniZzenym procentem dosazeni MII faze. U né&kterych
metabolitil stresu byly ale zjiStény 1 pozitivni vztahy mezi jejich hladinou a po¢tem ziskanych
oocytll. Korela¢ni analyzou byl tento vztah prokazan u cholesterolu (r = 0,17; P < 0,01) a
triacylglycerolu (r=0,15; P <0,05). Detailnim vyhodnocenim efektu cholesterolu bylo zjiSténo,
ze u tieti skupiny dojnic (> 5,14) bylo odebrano nejvice oocytt (5,30 = 0,411) s prokazatelnym
rozdilem mezi touto a prvni skupinou (< 4,07). Na zéklad¢ riznych vysledkii pro jednotlivé
indikétory stresu nelze celkové hypotézu diplomové prace potvrdit. Tato diplomova prace
pfindsi srovnani vztahu jednotlivych indikatori metabolického stresu a poctem a kvalitou
odebranych oocytii. Poznatky mohou byt vyuzity v dalSich studiich pro vyhodnoceni nejvice
vypovidajiciho indikatoru, ktery by mohl negativné ¢i pozitivn€ ovlivnit vyvojovou kompetenci
oocytl a reproduk¢ni vykonnost dojnic.

Klicova slova: metabolicky stres, reprodukce, cholesterol, triacylglycerol, betahydroxybutyrat,

neesterifikované mastné kyseliny



Effect of stress on the the quality and yield of aspirated
oocytes in dairy cows

Summary

The aim of this thesis was to detect the relationship between selected stress indicators
and the quantity and quality of oocytes obtained by the ovum pick-up method in dairy cows.
The hypothesis of the thesis was that higher levels of stress indicators in the blood or milk have
a negative effect on the yield and quality of their aspirated oocytes. The effect of stress in the
research part was represented by metabolic stress and the effects of individual stress indicators
were evaluated individually in relation to the number of oocytes obtained by the ovum pick-up
method and to parameters assessing their quality. The selected parameters were monitored in
143 Holstein cows on first lactation. Metabolic stress was monitored on the basis of the
protein/fat ratio in milk and on the basis of the values of selected parameters (cholesterol,
triacylglycerol, betahydroxybutyrate, non-esterified fatty acids) available from the results of
biochemical blood tests. Oocyte aspiration was usually performed twice with a one week gap
between collections. A total of 7 sampling days were performed in different parts of the year
(November 2021, April 2022, May 2022, October 2022, April 2023) with a total of 260
aspirations. After collection, the obtained oocytes were transferred to the laboratory of the
Institute of Animal Physiology and Genetics of the Academy of Sciences of the Czech Republic
in Libéchov for quality assessment. A negative correlation between the number of oocytes
obtained was demonstrated by correlation analysis for the metabolite betahydroxybutyrate
(r=-0.15; P < 0.05) and a detailed evaluation of the effect of the average fat/protein ratio until
the first oocyte aspiration indicated that with a higher fat/protein ratio in milk under metabolic
stress, fewer oocytes may be collected from dairy cows. For quality parameters, a negative
relationship was demonstrated by correlation analysis for triacylglycerol levels between the
quality of the cumulo-oocyte complex (r = -0.19; P < 0.05) and the maturation rate (r = -0.25;
P < 0.01), indicating that at elevated triacylglycerol levels, oocytes reach lower quality with a
reduced percentage reaching the MII phase. However, some metabolites were also found to
have positive relationships between their levels and the number of oocytes retrieved. By
correlation analysis, this relationship was demonstrated for cholesterol (r = 0.17; P < 0.01) and
triacylglycerol (r = 0.15; P < 0.05). Detailed evaluation of the effect of cholesterol revealed that
the third group of dairy cows (> 5.14) had the highest number of oocytes retrieved
(5.30 £ 0.411) with a demonstrable difference between this group and the first group (< 4.07).
Based on the different results for the different stress indicators, the overall hypothesis of the
thesis cannot be confirmed. This thesis presents a comparison of the relationship between each
metabolic stress indicator and the number and quality of oocytes retrieved. The findings can be
used in further studies to evaluate the most meaningful indicator that could negatively or
positively influence oocyte developmental competence and reproductive performance of dairy
COWS.

Keywords: metabolic stress, reproduction, cholesterol, triacylglycerol, betahydroxybutyrate,

non-esterified fatty acids
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1 Uvod

Na zvifata, jejich uzitkovost i plodnost piisobi vzdjemné nékolik vnitinich i vnéjSich
faktori. Nekteré tyto faktory, jako napiiklad klimatické podminky, vyziva a ustajeni (Louda et
al. 2007) puasobi jako stresory, a ty naruSuji produk¢ni a reprodukéni vlastnosti zvifat
(Chmelikova et al. 2023). Pokud je organismus vystaven stresoru, tak centralni nervovy systém
na n¢j reaguje fyziologickou a behavioralni odezvou (Squires 2003). Behavioralni odpovéd’
muze zahrnovat snizeny pfijem krmiva, ¢i snizenou dobu lehani a odpocinku (Keyserlingk et
al. 2008), zatimco fyziologicka odpovéd zahrnuje aktivaci osy sympato-adreno-medularni
(SAM) a osy hypothalamo-hypofyzarni (HPA) (Squires 2003). Fyziologicka odpovéd mize
zahrnovat také zménu v hladiné metabolit (Song et al. 2021) ¢i zménu ve slozeni mléka (Gross
etal. 2011).

Mechanismy aktivované stresovou reakci pak negativné ovliviiuji reprodukci zvitat
nckolika principy. Naptiklad pod vlivem tepelného stresu dochazi k naruSeni mnoha
reprodukénich procesii, véetné kompetence oocytl, embryonalniho rlstu, sekrece
gonadotropintl, steroidogeneze ovarialnich folikuld, vyvoje Zlutého téliska a reakei délozniho
endometria (Wolfenson & Roth 2019). Podle Roth (2008) se zda byt hlavnim faktorem, kterym
tepelny stres ovliviiuje plodnost, poSkozeni folikuli a v nich obsazenych oocytu.

I metabolicky stres ovliviiuje plodnost. S vyskytem negativni energetické bilance
(NEB) souvisi endokrinni a metabolické dasledky na organismus (Leroy et al. 2008). Dochazi
k aktivaci osy hypofyza-hypotalamus-vaje¢niky a ke zméné biochemického profilu ovarialnich
folikuld, oocytli, vyvijejicitho se embrya, Zlutého téliska a délohy, coz v kone¢ném disledku
muze Vést k nizké mife zabieznuti (Sammad et al. 2022).

Celkov¢ stres ovliviiuje plodnost i produkci skotu (Lucy 2019). Zvitata, ktera trpi
chronickym stresem, nemaji stejnou reprodukéni uspésnost jako zvitata, kterd stresem netrpi a
akutni stresory mohou narusit reprodukéni funkce v kritickych obdobich reprodukéniho cyklu
(Squires 2003).



2 Védecka hypotéza a cile prace

Cilem této diplomové prace bylo detekovat vztah mezi vybranymi indikatory stresu a
mnozstvim a kvalitou oocytl ziskanych metodou ovum pick-up u dojnic. Hypotézou prace byl
predpoklad, Ze vys§i hladiny indikatord stresu v krvi, respektive v mléce dojnic pusobi
negativné na vytéznost a kvalitu jejich aspirovanych oocytt.



3 Literarni reSersSe
3.1 Faktory ovliviiujici uzitkovost skotu

Uzitkové vlastnosti jsou limitovany dédi¢nym zalozenim a jejich realizace je ovlivnéna
prostiedim. Jednotlivé faktory ptsobi na uzitkovost ve vzajemné interakci genotypu a prostredi
(Skladanka et al. 2014). Mezi vn&jsi podminky prostiedi, které uzitkovost ovliviuji, mizeme
zahrnout naptiklad klimatické podminky, ro¢ni dobu, vyzivu, ustajeni, oSetfovani, socialni
hierarchii ve stadé a organizaci chovu. Jednotlivé faktory vnéjSiho prostiedi pisobi na
organizmus zvifete vét§inou soubézné jako celek a reakce jedince je individualni (Louda et al.
2007).

Koeficient dédivosti pro produkci mléka je h?=0,25-0,30 a za nejvyznamnéjsi slozku
vnéj$iho prostfedi podilejici se na mlééné uzitkovosti miizeme povazovat Groven vyzivy a
krmeni. To se spolu s managementem podili na vysi mlééné uzitkovosti z 60-70 %. Déle plisobi
1 kvalita odchovu zvitat, systém ustdjeni a lidsky faktor (Stupka et al. 2013).

Dédivost ukazatelt plodnosti je velmi nizka (Louda et al. 2008), kdy hodnoty heritability
dosahuji hodnot h?=0,01- 0,2 (Stupka et al. 2013). O plodnosti plemenic rozhoduji podminky
vnéjsiho prostiedi a predevsim chovatel, zajisténim optimalnich podminek chovu a adekvéatni
urovné vyzivy (Louda et al. 2008). Podle Stupky et al. (2013) je podminkou vyhovujici
plodnosti dobry zdravotni stav a odpovidajici télesnd kondice kravy. Déle na plodnost ptisobi
vyZziva, technologie chovu, klimatické vlivy a kvalita oSetfovatelské péce.

V chovu skotu jsou pouzivany rizné technologické systémy poskytujici odliSnou troven
chovného prostfedi a tim 1 welfare zvifat (Stupka et al. 2013). Welfare zvifat pozaduje pro
chovana zvitata dosazeni urcité spokojenosti, pohody, komfortu. To je dulezité nejen z hlediska
etiky, ale 1 ekonomiky. Jen zvife, které ma na dostatecné Urovni zajiStény své fyziologické i
psychické potteby miize poskytovat maximalni uzitkovost odpovidajici jeho genetickému
potencialu. Takové zvife mize optimalné zhodnocovat krmnou davku, uchovat si zdravi,
produkéni schopnost 1 pfirozené projevy chovani a jeho chov miiZze byt proto ekonomicky
usp&sny (Dolezal et al. 2004). Pokud se zvite potyka se stresory z vngjsiho prostiedi, narusuje
to jeho produkéni a reprodukéni vlastnosti (Chmelikova et al. 2023).

3.2 Stres

Hans Selye v roce 1936 jako prvni popsal vztah mezi stresem a nemoci. Selye ve svych
experimentech zjistil, Ze rizné stresové situace zplisobovaly u potkanti zvétSeni nadledvin,
gulceraci gastrointestinalni sliznice a involuci brzliku, coz povazoval za v§eobecnou reakci na
kazdy stresovy podnét (Rokyta et al. 2015). Na zaklad¢ téchto poznatkl Selye definoval stres
jako nespecifickou odpoveéd’ organismu na jakykoliv podnét (Fink 2009; Rokyta et al. 2015).

Biolog Walter Cannon ovsem jesté pied stresovou teorii ukazal, ze homeostaticka reakce
organismu na nedostatek kysliku je jina neZzli ta, kterou organismus reaguje na chlad. Navic se
Cannon domnival, ze stereotypni odpovéd’ neposkytuje moznost adaptace, a proto se béhem
evoluce nemohla vyvinout. Cannon zavedl do fyziologie pojem homeostaza (Rokyta et al.
2015), coz je oznaceni pro relativni dynamickou stalost prostiedi (Jelinek & Koudela 2003),
ale ptimo pojem stres nikdy nepouzil.
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V soucasné dobé¢ existuje n¢kolik definici stresu, nelze vSak s jistotou prohlasit, ze by
néktera z nich zcela vystihovala, co stres je - vzhledem k jeho komplexnimu charakteru a
neustalému rozvoji poznatkl. Na zékladé soucasnych poznatkli definovali védci zabyvajici se
stresem stres takto: ,,Stres je stav ohrozeni homeostdzy. Béhem stresu se aktivuje adaptivni
kompenzacni specificka odpoved organismu pro udrzeni homeostazy. Adaptivni odpoved’
predstavuje aktivaci specifickych centrdlnich drah, je geneticky programovand a soustavné
modulovand environmentalnimi faktory. “ (Rokyta et al. 2015).

3.2.1 Stresor

Homeostaza organismu je neustale ohrozovana vnitinimi nebo vné&j$imi nepfiznivymi
vlivy, které oznacujeme jako stresory. Jako stresor muze pasobit velké mnozstvi neptiznivych
faktort, které mohou byt emocionalniho nebo fyzického ptivodu (Chrousos 2009). Jelinek &
Koudela (2003) rozd¢luje stresory do vice kategorii. D€li je na stresory fyzikalni, chemické,
biologické, komplexni a emoc¢ni neboli psychické.

K fyzikalnim stresorim muzeme fadit napiiklad hluk, vibrace, chlad, horko a
atmosféricky tlak. Z chemickych stresori se jednd naptiklad o otravy, hlad, Zizenn a zanét.
K biologickym stresoriim fadime naptiklad chirurgické zdkroky, zlomeniny a popaleniny.
Komplexni stresor miize byt ndmaha, zména prostiedi ¢i fixace. Jako emo¢ni neboli psychicky
stresor pusobi napriklad strach a uzkost (Jelinek & Koudela 2003).

Dulezity je jak vyznam, tak i chronicita stresorii. Kdyz jakykoli stresor piekroéi uritou
zavaznost nebo Casovy limit, adaptatni homeostatické systémy organismu aktivuji
kompenzaéni reakce (Chrousos 2009). Dle délky trvani stresoru rozliSujeme stres na chronicky
a akutni. Za akutni stres se obvykle povazuje relativné kratké vystaveni jednomu stresoru. I
kdyz je stresor kratky, jeho biologické diisledky mohou byt dostate¢né k tomu, aby zménily
biologické funkce organismu. Chronicky stres je u vétSiny zvifat disledkem prozivani fady
akutnich stresort, jejichz kumulativni biologicka nakladnost vede zvite k prepatologickému az
patologickému stavu. Pfipadnym chronickym stresorem u neexperimentalnich zvifat mtize byt
neutuchajici bolest nebo dlouhodobé vystaveni extrémnim podminkam prostiedi, jako je silny
mraz (Moberg 2000).

U zvifat mohou konkrétné jako stresory pusobit napiiklad drazdivé pachy, nepiijemné
teploty, nucend blizkost ¢lovéka, omezend moznost krmeni, udrzovani zvifete v abnormalnich
socialnich skupinach a dalsi. V kazdém ptipad¢ stresory zplsobuji kaskadu fyziologickych
udalosti, jejichz cilem je pfipravit télo na stres (Morgan & Tromborg 2007).

3.2.2 Fyziologie stresové reakce

Pokud je organismus vystaven stresoru, tak centralni nervovy systém na néj reaguje
fyziologickou a behavioralni odezvou. Behavioralni reakce mohou byt bud’ aktivni - reakce
Lfight-or-fligh® ¢i ,,bojuj, nebo ute¢" nebo pasivni. Pasivni reakce mize byt napiiklad
schovavani se nebo projevy abnormalniho chovani ¢i stereotypie (Squires 2003).

Selye poprvé popsal obecny adaptacni syndrom (GAS - general adaptive syndrome) pro
casopis Nature v roce 1936. GAS ma tfi faze: poplachovou, adaptacni a vycerpani (viz Obrazek
1). V poplachové fazi télo vykazuje zmény charakteristické pro prvni vystaveni stresoru - tyto
zmény se zpravidla piekryvaji s vybojem sympatiku, ktery umoziuje ,,fight-or-fligh* reakci,
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fenomén, ktery charakterizoval Cannon. Pokud stresor pokracuje a je slucitelny s adaptaci,
znaky poplachové reakce mizi a rozviji se adaptace. Dlouhodobé pisobeni stresoru mutize vést
Kk vycerpani, a nakonec ke smrti (Fink 2009).

Poplachova Adaptacni Fdze
reakce faze vyCerpdni
Mobilizace Odbourdni nebo Vycerpani rezerv
rezerv prizplsobeni se stresoru Stresové nemoci

Pisobeni

Sy Rezistence
/\ ke stresu
Kdykoliv béhem této faze muZe dojit k ukonéeni stresové

reakce — tzn. organismus se nemusi dostat (a vétsinou ani
nedostane) do fdze vycerpdni

Obrazek 1: Zakladni faze stresu
Zdroj: Tomenendalova et al. (2018)

Rezistence ke stresoru se v prubéhu GAS vyviji. Nejprve dochazi k mobilizaci rezerv a
odolnost ke stresoru postupné roste (adaptace). Organismus si mize na stresor privyknout,
stresor mize vymizet anebo muze dojit k vyCerpani adapta¢nich mechanismi a ptechodu do
faze vycerpani. Ve trech fazich obecné stresové reakce (GAS) se uplatiuji rizné
neurohumoralni mechanismy (Tomenendalova et al. 2018)

Poplachova reakce

Poplachova reakce mobilizuje vSechny rezervy Vv téle k ,,utoku nebo utéku* (Jelinek &
Koudela 2003). Je charakterizovana okamzitou aktivaci 0sy sympato-adreno-medularni (SAM)
a vyplavenim katecholaminti (Trojan 2003). Soucasné se prostfednictvim osy hypotalamo-
hypofyzarni (HPA) (Squires 2003) aktivuje systém CRH-ACTH-kortizol a zvySuje se sekrece
kortizolu. Aktivuji se i slozky POMC systému (Trojan 2003).

Osa sympato-adreno-medularni (SAM)

Kdyz je zvife ohrozeno, draha sympatiku stimuluje uvoliiovani adrenalinu z diené
nadledvin. Oblast locus coeruleus v mozkovém kmeni, ktera je taktéz stimulovana stresem,
obsahuje nervova vlakna vyluc€ujici noradrenalin. Adrenalin a noradrenalin inhibuji ukladani
glukézy a mastnych kyselin, inhibuji syntézu bilkovin a stimuluji uvolilovani glukdzy,
aminokyselin a volnych mastnych kyselin ze svalt, tukové tkané a jater (Squires 2003), coz
zajist'uje metabolické substraty pro svalovou praci (Trojan 2003). Zvysuje se srde¢ni frekvence,
pritok krve se pterozdéluje do kosternich a srdec¢nich svalt a potlacuji se anabolické procesy,
jako je traventi, rist, reprodukce a imunitni funkce. Jedna se o rychlou hormonalni reakci, ktera
nastava béhem né¢kolika sekund a podporuje zviie v reakci "bojuj, nebo ute¢" (Squires 2003).
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Osa hypotalamo-hypofyzarni (HPA)

Neuroendokrinni reakce osy hypotalamus-hypofyza-nadledviny (HPA) zahrnuje
uvolnovani kortikoliberinu (CRH) hypotalamem. CRH stimuluje adenohypofyzu k uvoliovani
adrenokortikotropniho hormonu (ACTH) a nésledné zpiisobuje uvoliiovani glukokortikoidi
karou nadledvin. Hlavnim glukokortikoidem produkovanym u skotu je kortizol (Squires 2003).

Glukokortikoidy reguluji glukoneogenezi, pfi niz se registruje hypoplazie mizni tkdn¢ a
brzliku, leukocytoza a zvySeni fagocytdzy, zvysuje se rovneéz télesna teplota a dochazi také
k distribuci iontt a elektrolytt (Jelinek & Koudela 2003). Uvolnovani glukokortikoidi také
zvySuje vazopresin, ktery zesiluje u¢inky CRH na hypofyzu, tim se zvysuje uvoliovani ACTH
a také se uvolnuji peptidy odvozené od proopiomelanokortinu (POMC), jako je B-endorfin.
Tyto opioidni peptidy maji analgeticky Gc¢inek a inhibici uvoliilovani CRH snizuji stresovou
reakci. Kortizol pusobi negativni zpétnou vazbou na hypotalamus a hypofyzu a snizuje
produkci CRH a ACTH (Squires 2003).

Reakce HPA osy probiha pomaleji (minuty az hodiny) a ma na zvife celkovy ucinek
(Squires 2003). Podafii-li se optimalizovat odpovéd’ na pusobeni stresorti, piechazi poplachova
reakce do stadia odolnosti — adaptace (Jelinek & Koudela 2003).

Adaptacni faze

Adaptacni faze je charakterizovana dalsi aktivaci systému CRH-ACTH-kortizol a POMC.
Kortizol dale zajistuje substrat pro energetické reakce. Dalsi ucinky kortizolu, tedy
proteokatabolicky, imunosupresivni ademineralizace kosti nastavaji pii jeho velkém nadbytku
(Trojan 2003). Jak kortikoliberin, tak i adrenokortikopni hormon potlac¢uji reprodukei (Squires
2003). V této fazi stresory sice dale pusobi, ale organismus se stresu piizpusobil a zatéz zvladl.
Pokud se zvife nedokéaZe se stresem vypotadat, vyviji se stddium vycerpani (Jelinek & Koudela
2003).

Faze vycerpani

Faze vycCerpani nastava, pokud je stres piili§ silny, trva pfili§ dlouho, nebo je sekrece
kortizolu n&jak naruSena napiiklad poskozenim kury nadledvin (Trojan 2003). Dochazi
K vyCerpani zasob cholesterolu a askorbové kyseliny, pro kiiru nadledvin je charakteristické jeji
vycCerpani, coz vede k metabolickému zhrouceni, a nakonec ke smrti (Jelinek & Koudela 2003).
Dochazi k hypotenzi, Soku a srde¢nimu selhani (Trojan 2003).

3.2.3 Indikatory stresu

Kvantifikace reakci na stresory je dileZitym prvnim krokem pii ur€ovani moznych
uc¢inkl akutnich nebo chronickych stresort. Vzhledem k tomu, Ze na organismus miize ptisobit
vice druhti stresu, mize byt i pfistup k jeho méfeni rozdilny (Chen et al. 2015).

Me¢fteni aktivity HPA osy je standardnim postupem pii studiu stresu a welfare
hospodarskych zvifat. Referencni technikou je pouziti krevni plazmy k méfeni
glukokortikoidnich hormont, ale bylo vyvinuto i n¢kolik alternativnich metod, aby se ptekonal
stres vyvolany samotnym odbérem krve (Mormeéde 2007). Neinvazivni metody zahrnuji méfeni
kortizolu ve slinach, mléku, moci, stolici (Squires 2003) a ze srsti (Grelet et al. 2022). Piipadné
Ize pouzit i jiné ukazatele aktivace HPA osy, které se odvijeji od biologickych té¢inkta
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glukokortikoidl, napf. zvySeni hladiny glukézy v plazmé nebo zmény Vv poctu a sloZeni
cirkulujicich leukocytti. Metody stanoveni glukokortikoidli v biologickych vzorcich jsou
napiiklad radioimunoanalyza (RIA), enzymova imunoabsorpéni analyza (ELISA) a
vysokotlaka kapalinovéa chromatografie s UV detekci (Morméde 2007).

Vzhledem k mechanismu HPA osy je uvoliovani kortikosteroidi pomaly proces a pri
akutnim stresu dochazi ke zvySeni hladiny kortikosteroidi v krvi aZ po né€kolika minutach od
zacatku stresové udalosti (Morméde & Morécit 1980; Veissier & Le Neindre 1998 cit. dle
Mormede 2007). Proto se reakce HPA na averzivni situaci obvykle hodnoti métenim hladin
kortikosteroidii v krvi nejméné 10 minut po prvnim vystaveni zvitete této situaci. Amplituda
reakce zavisi na druhu, pravdépodobné ve vztahu k bazalnim hladindm. Skot mé velmi nizké
bazalni hladiny kortizolu v mnozstvim ¢asto mensim nez 15 nmol/l. Hladiny kortizolu v reakci
na stresor se mohou zvysit az na 60-200 nmol/l (Boissy & Le Neindre 1997; Lay et al. 1992 cit.
dle Morméde 2007).

U chronického stresu nema hladina plazmatického kortizolu pfili§ vypovidajici hodnotu,
protoze v piipad¢ dlouhotrvajiciho stresoru se cirkulujici hladiny kortizolu mohou vratit zpét
na vychozi hodnotu (Fisher et al. 1997). Podle Grelet et. al (2022) je slibnym ukazatelem pro
hodnoceni chronického stresu v chovech vyssi koncentrace kortizolu v srsti a vyssi hladiny
fruktosaminu v krvi. Zminuje také, ze sledovani poklesu produkce mléka je u¢innym a snadnym
zpusobem, jak odhalit obecné problémy v chovu vcetné stresu.

V piipad€ metabolického stresu muze byt ke kvantifikaci vyuzito méfeni metabolickych
zmén v organismu. Song et al. (2021) ve své praci prokézal, Ze pti negativni energetické bilanci
dochazi k zvySeni plasmatickych koncentraci triacylglycerolu, betahydroxybutyratu a
neesterifikovanych mastnych kyselin, zaroven doslo ke snizeni koncentraci doslo u hladiny
cholesterolu a glukdzy. Jiné studie ale zaznamenaly po oteleni naopak zvysujici se hladinu
cholesterolu (Leroy et al. 2004; Takahashi et al. 2021). Dochazi také ke zménam ve slozeni
mléka, jako je zvySeny obsah tuku, bilkovin a jejich poméru. K tomuto jevu dochazi v disledku
zvysené mobilizace télesnych tukovych zasob a vétsi akumulace triacylglycerolii v jatrech po
oteleni (Gross et al. 2011).

3.2.4 Stresové faktory v chovu skotu

U skotu byla v poslednich 50 letech zkoumana fada stresorti. Jako stresor muize pusobit
naptiklad tepelny stres (chlad, teplo), transport, nedostatek krmiva, hluk, socialni stres
(izolace/slouceni), restrikce pohybu a u telat odstav (Chen et. al 2015). Podle Islam et al. (2020)
predstavuji tepelné podminky prostiedi nejvétsi stresovy faktor v zivo¢isné vyrob&. Mezi dalsi
typy stresorti fadi podminky ustajeni, preplnénost staje, socialni postaveni, nemoci a toxické
latky. Jako dalsi faktory narusujici welfare zvirat mohou byt rizné zdroje bolesti a strachu,
nevhodna/neSetrna manipulace nebo management ze strany ¢lovéka, hluk a diskomfort v
prostfedi, konkurence mezi zviraty, nevhodna konstrukce staje a obtizny pristup ke krmivu
(Grelet et al. 2022). Naqvi et al. (2012) zminuje, ze enviromentalni stres zahrnuje v podstaté
vSechny podnéty, které vyzaduji reakci zvirete, aby se pfizpusobilo novym podminkam. Pii
béznych chovatelskych postupech se skot setkava s mnoha stresory soucasné¢ (Chen et. al 2015).
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3.2.4.1 Tepelny stres

Skot ma velmi dobré termoregula¢ni schopnosti, avSak Iépe mu vyhovuje pobyt v
prostfedi s nizkymi teplotami. Skot produkuje totiz vysoké mnozstvi tepla piedevsim
mikrobidlni ¢innosti predzaludkd, ale kvili relativné malému povrchu téla se nadbyte¢ného
tepla zbavuje s obtizemi. Pfi vyssich teplotach je organismus nucen zapojit tzv. aktivni
termoregulacni mechanismy, které spotfebovavaji na svou ¢innost energii, kterd by byla za
optimalnich teplotnich podminek vyuzita naptiklad k tvorbé mléka, ¢i ptirtstkl Zivé hmotnosti.

Hranici tepelného stresu je u skotu s primérnou uzitkovosti teplota prostredi 25 °C. U
vysokouzitkovych zvifat S vyssi intenzitou metabolismu lze projevy tepelného stresu
zaznamenat jiz od 21 °C (Knizkova & Kunc 2010). Vysokouzitkové dojnice na vrcholu laktace
jsou na tepelny stres zvlasté citlivé vzhledem ke své tizce zamétené produkéni funkei, vysoké
ucinnosti vyuziti krmiva, a tim i vysoké produkci metabolického tepla (Dolezal 2010). Po
piekroceni této teplotni hranice organismus zapojuje aktivni termoregulacni mechanismy
zabezpecujici vydej nadbyte¢ného tepla z organismu (Knizkova & Kunc 2010). Hormony
podilejici se na tepelné adaptaci zahrnuji prolaktin, ristovy hormon, tyroxin, glukokortikoidy,
mineralokortikoidy, katecholaminy a antidiureticky hormon (Faraooq et al. 2010).

Pokynem pro zapojeni aktivnich termoregula¢nich mechanismi je zvySena rektalni
teplota. Prvnim a nejpohotovéj$im mechanismem je cévni reakce, pii které dochazi
k vasodilataci cév a tim se zvysuje prutok krve k povrchu téla. Pokud tento mechanismus
nestaci dostatecné odvést nadbytecné mnozstvi tepla z organismu, nastupuje vydej tepla
dychanim. Minimalni hodnoty frekvence dechu jsou uvadény v rozmezi 10-15 dechti za minutu,
vys$s§i hodnoty svéd¢i o zapojovani dychani do termoregulace. Pti vysokych teplotach muze
frekvence dechu dosahnout i vice nez 90 dechii za minutu. Toto napadné zrychlené a povrchni
dychani se nazyva termickd polypnoe a je doprovazena i zvySenou salivaci. NejucinnéjSim
ochlazovacim mechanismem skotu béhem plisobeni vysokych teplot je odpatfovani vody béhem
poceni, ¢imz se snizuje teplota povrchu téla. Pokud tyto mechanismy nesta¢i k odvodu
nadbytec¢ného tepla z organismu, nastupuje tzv. druha chemickd termoregulace, coZ je omezeni
produkce tepla vznikajici pfi traveni pfijaté potravy, resorpci zivin a jejich metabolismu
(Knizkova & Kunc 2010).

Pi1 vysokych teplotach nastavaji u zvifat 1 zmény v chovani. Je to tzv. etologicka
adaptace, kterd svéd¢i o obrané zvitat proti témto vysokym teplotam (Dolezal 2010). Snizi se
mnozstvi 1 frekvence piijmu krmiv, naopak se zvysi Cetnost piijmu a spotieba vody. Zvitata
snizuji svoji pohybovou aktivitu a lezi zpravidla zcela natazena na boku, v¢etn€ nataZenych
koncetin, aby co nejvice zvétsila povrch svého téla pro vétsi vydej tepla (Knizkova & Kunc
2010). Jasnou formou behavioralni adaptace je zietelné vyhledavani stinu a chladnéjsich mist
ve staji (Dolezal 2010).

Vysoké teploty prostfedi dokazi velmi neptiznivé ovlivnit organismus chovanych zvifat,
cozZ se v konecném disledku promitd do ekonomickych ztrat chovu. Tepelny stres napiiklad
negativné ovlivituje ptijem krmiva a zvySuje pozadavky na zachovnou krmnou davku, protoze
aktivni termoregulaéni mechanismy spotiebovavaji energii. Také dochédzi k vyznamnému
poklesu tc¢innosti vyuziti krmiva (Knizkova & Kunc 2010). Naopak metabolismus vody a
elektrolyti se zvySuje (Faraooq et al. 2010). Tepelny stres zplsobuje depresi mlécné
uzitkovosti, kterd miize poklesnout az o 25 % a dochazi také ke zménam ve slozeni mléka a

15



mleziva. Tepelny stres také negativné ovliviiuje reprodukci a plodnost dojnic (Knizkova &
Kunc 2010). Podle Migtkiewska et al. (2022) je stres z horka dnes hlavni hrozbou pro
reprodukci skotu. Prevence negativnich ucinkt tepelného stresu na skot je nezbytna pro
zajisténi dobrych zivotnich podminek zvifat, jejich zdravi a produktivity (Herbut et al. 2019).

3.2.4.2 Metabolicky stres a vyZiva

Metabolismus vysokouzitkovych dojnic je velmi zatéZovan a pti nadmérné zatézi miize
dochazet k metabolickému stresu zvifete. Pfiznaky tohoto stavu mohou zahrnovat naruseni
normalnich fyziologickych funkci organismu. Pfedpoklada se, Ze n¢které aspekty zdravotnich
problémt a problémt s plodnosti u zvifat s vysokou genetickou hodnotou jsou c¢astecné
disledkem metabolického stresu (Pryce & L@vendahl 1999).

S metabolickym stresem je spojeno peripartalni obdobi a stav negativni energetické
bilance (NEB). Metabolicky stres a NEB jsou charakterizovany zvySenou lipolyzou,
ketogenezi, jaterni steat6zou, oxidacnim stresem a inzulinovou rezistenci. Tyto metabolické
zmé&ny mohou mit neptiznivy vliv na zdravi a mlécnou uzitkovost laktujicich krav (Cincovié et
al. 2018). Nedostate¢ny piijem energie z krmiva ma také Skodlivy dopad na reproduk¢ni ¢innost
dojnic (Van Hoeck et al. 2014; Nigussie 2018). lllek & Kudrna (2014) zminuji, Ze chyby
v krmeni v obdobi pied porodem zpisobuji dystokie, patologicky prib&h puerperia, retenci
placenty, metritidy, zpomaleni involuce délohy a opozdény nastup ovaridlnich funkei.
Negativni energeticka bilance zptsobuje zpozdéni ovulace a obnovu reprodukénich funkci po
porodu a piedstavuje hlavni vyZivovou souvislost s nizkou plodnosti dojnic v laktaci. Podle
Britt (2008) jsou folikuly a oocyty prochazejici casnym vyvojem béhem negativni energetické
bilance ohrozeny. Také Nigussie (2018) zminuje, ze NEB miize mit Skodlivy vliv na oocyty a
miiZe snizovat miru zabfeznuti po inseminaci.

K nedostatku vyzivy muze dochazet na vice Grovnich, at’ uz jde o nedostate¢ny piijem
energie, specifickych mikrozivin nebo nedostate¢ny piijem bilkovin (Chen et al. 2015). Naqvi
et al. (2012) zmitluje, Ze jak nizka energetickd hodnota a nizky obsah bilkovin v krmné davce,
tak i nadmérny obsah bilkovin v krmivu $kodi reprodukci. Celkové z divodu nedostate¢né
vyzivy neni patficné vyuzivan genofond zvitat, produkce mléka je snizena, zhorSena je 1 jeho
kvalita a vyskytuji se 1 poruchy plodnosti a metabolismu. Dochazi tak ke znaénym pfimym i
neptimym ztratam (Illek & Kudrna 2014).

V piipadé¢ deprivace krmiva se dostavuji u skotu fyziologické i behavioralni reakce. U
holstynského skotu, ktery byl podroben fizené deprivaci krmiva po dobu 31 hodin byla
pozorovana zvySena reaktivita na socidlni problémy, jak naznacuje zvySeny pocet
agonistickych interakci mezi zvitaty. Zpozorovana byla také zvySena reaktivita na nahlé
podnéty a na manipulaci, ale pouze tehdy, pokud byla zvifata vystavena dal§imu fyzickému a
psychickému stresu. Deprivace krmiva zvysila plazmatické koncentrace kortizolu u jalovic a
krav a snizila plazmatické koncentrace B-HBA u krav (Bourguet et al. 2011).

3.2.4.3 Ostatni stresové faktory

Socialni stres
Nekteré bézné chovatelské postupy mohou byt pro skot zdrojem socialniho stresu a
snizovat tak uroven welfare. Jednd se principialné bud’ o socidlni izolaci, nebo naopak stres
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vyvolany nevhodnym ¢i danému jedinci nevyhovujicim socidlnim prostiedim, které je
zpisobeno cCastym ptfeskupovanim skupin, vysokou hustotou chovanych zvifat nebo
sdruzovanim jedinctl, ktefi si vzajemné nesedi (Sarova et al. 2020).

V chovech skotu nastavaji situace, kdy je nutné zvife na rizné dlouhou dobu ze stada
oddélit. Vyjmuti zvifete a jeho izolace, at’ jiz kratkodoba nebo dlouhodobd, u néj vyvolava
silnou reakci a velmi intenzivni stres. Jiz kratka 15minutova izolace kravy od stdda u ni
vyvolava stresové fyziologické a behavioralni reakce. Tyto reakce jsou charakteristické
zvySenou vokalizaci, intenzivnim mocenim a kalenim, zvySenou tepovou frekvenci nebo
napiiklad zvySenou hladinou kortizolu v plasmé (Rushen et al. 1999). V né&kterych situacich je
¢aste¢na socialni izolace pro skot pfirozend. Jedna se o izolaci nemocnych zvirat a zvitat pred
porodem (Sarova et al. 2020). Volné individudlni porodni kotce jsou idealnim feSenim pro
rodici kravy, je vSak potieba zajistit dostate¢né velkou plochu, dodrzovat hygienicka opatieni
a dualezité je zachovat rodicim kravam vizualni kontakt se stadem (Dolezal & Stan¢k 2015).

Soucasné chovatelské postupy €asto vedou k socidlnimu miSeni nebo pieskupovani zvitat
(Chen et al. 2015). Pieskupeni dojnic miize narusit jejich chovani a produkci v nasledujicich
hodinach az dnech po pteskupeni. Konkrétné¢ se mize jednat o snizeni Casu strdvenym
pfijimanim potravy, zvySené soupetfeni o krmny prostor, snizeny pocet ulehnuti nebo snizenou
produkci mléka (Keyserlingk et al. 2008). Studie naznacuji, ze jak pfeskupeni, tak i zvySena
hustota zvifat maji negativni ucinky na kravy. Ukazuje se, ze ucinky preskupeni jsou zesileny
soucasnym zvySenim hustoty zvitat a vedou k zvySenému vyskytu konkuren¢niho chovani mezi
dojnicemi souvisejici se soupefenim o piistup ke krmivu a zkracenim doby lezeni (Talebi et al.
2014). Pokud dochazi k spoleénému miseni vétsich skupin skotu, mize to mit dlouhodobé&jsi
u¢inky na chovani i fyziologii zvitete, coz odpovida chronické stresové reakci (Chen et al.
2015).

Vliv ustajeni

Neadekvatni prostiedi a technika chovu zptisobuji, Ze zna¢na cast hospodarskych zvitat
je ve stavu chronické zatéze, ktera velmi vyrazné snizuje odolnost, zivotaschopnost,
dlouhovékost, produkei a reprodukci geneticky vysokohodnotnych zvifat. Musime proto
respektovat naroky zvifat, abychom mohli vytvofit podminky pro jejich zivot a produkci
(Broucek et al. 2013)

Volné boxové ustdjeni je nejCastéji pouzivanym skupinovym ustdjenim dojnic ve
vnitinich prostorach. PiestoZze tyto systémy ustajeni poskytuji kravam urcitou volnost pohybu,
byvaji spojeny s vysokym vyskytem kulhdni. To je pravdépodobné disledkem pouzivani Spatné
navrzenych boxt a tvrdych, mokrych podlah. Nekomfortni povrch stani pfed krmnymi boxy
muze zkratit dobu krmeni, zejména u kulhajicich krav (Rushen 2017). Stupka et al. (2013)
zminuje, ze nevhodné, mokré a kluzké podlahy také vyrazné omezuji projevy fije ve zmeénach
Vv chovéani a tim znesnadiiuji jeji detekci.

Welfare mize byt také naruseno, pokud je dojnicim znemoZznéné si lehnout. MoZnost
lehnout si je pro dojnice velmi dulezitd a lezeni by mélo byt v zeméde€lskych podnicich
usnadnéno zajisténim meékkych, suchych, ¢istych, ptistupnych, dobie navrzenych a pfimétené
velkych prostor pro lezeni (Tucker at al. 2021). Odpocinek v leze je duleZzity pro regeneraci
organismu a prezvykovani, a jako takovy ma piimy vliv na produkci (Sarova et. al 2020).
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Skot ma citlivy sluch a nadmérny hluk mu zptsobuje stres (Broucek et al. 2013). Jako
stres hluk paisobi pfi prekrodeni uréité maximalni meze. Uroveii hlu¢nosti prostiedi by neméla
prekrocit 80 dB. Zdravotni poruchy a snizeni uzitkovosti jsou zavislé nejenom na hladiné hluku,
ale i na jeho frekvenci, ¢asovém prubéhu a Cetnosti vzniku (Dolezal et al. 2004).

Ustajeni miize vést prostiednictvim nevhodného stajového mikroklimatu k tepelnému
stresu zvifete. K tepelnému stresu dochdzi v disledku kombinace vysokych okolnich teplot,
pusobeni slunecniho zafeni, nedostatecného pohybu vzduchu a vysoké vlhkosti vzduchu.
Ustéjeni, ve kterém je skot chovan, muze vést k tepelnému stresu tim, ze zvySuje prenos tepla
z prostifedi na zvife a narusuje termoregulacni reakci zvirat (Rushen 2017). Problematika
tepelného stresu byla podrobnéji rozebrana v kapitole 3.2.4.1.

Xenobiotika

Rizné chemické latky pfitomné v Zivotnim prostfedi mohou pisobit jako stresory a vést
k neplodnosti zvifat. Znecisténd plida, voda a vzduch jsou hlavnimi zdroji prostfednictvim
kterych jsou zvifata vystavena plisobeni xenobiotik. Latky jako pesticidy, dioxiny a organicka
rozpoustédla ptisobi jako endokrinni disruptory a méni hormonalni rovnovahu v organismu.
Endokrinni disruptory zpusobuji velké skody na reprodukci hospodaiskych zvitat (Naqvi et al.
2012). Roth (2018) dodava, ze oocyty, které byly vystaveny vlivu endokrinnich disruptorim
jsou mén¢ kvalitni, coz se projevuje snizenou zralosti a vyvojovou schopnosti oocyta.

3.3 Reprodukce v chovu dojnic

Reprodukce vyrazn& ovliviiuje ekonomiku chovu skotu (Urban et al. 1997). Jeji
ekonomicky vyznam spociva v produkci telat a v hormondlni stimulaci navazujici laktace
(Burdych et al. 2004). Vynikajici reprodukéni vykonnost je rozhodujici pro rentabilitu chovu
dojného skotu (Berry et al. 2014), a proto musi byt tiroven reprodukce v poptedi zajmu kazdého
chovatele (Urban et al. 1997). Za ideélni se povazuje ziskani jednoho zdravého telete od kravy
za rok. Dobré plodnosti krav odpovidaji délka insemina¢niho intervalu do 75 dnti, biezost po
prvni inseminaci nad 50 %, inseminac¢ni index do 1,5, délka servis periody do 100 dnti a délka
mezidobi do 385 dnil. Pfi vysoké uzitkovosti lze tolerovat prodlouzeni mezidobi na 400 dn
spolu s adekvatnim prodlouzenim inseminaéniho intervalu a servis periody (Kvapilik et al.
2019). Aktualni hodnoty reprodukénich ukazatelti jsou k dispozici v Tabulce 1. Podle Burdycha
et al. (2004) je zakladnim ukazatelem dobré reprodukce stada stav, kdy od jedné kravy
dostaneme do roka jedno tele, kdy uzitkové plemenice daji za Zivot 4-6 telat pii plnohodnotnych
laktacich a kdy vyfazovani plemenic pro poruchy plodnosti nepiesdhne 15 % z celkového poctu
brakovanych plemenic.

Tabulka 1: Reprodukéni ukazatele dojnic v CR dle plemen za rok 2020

VEk pri 1. % zabi'eznuti po | % zabieznuti po Servis
Plemeno Mezidobi oteleni 1. inseminaci 1. inseminaci .
" : : : . perioda
(mésic/dny) jalovice kravy
Holstynsky skot 400 24/16 59,0 37,7 115
Cesky strakaty skot 392 27/19 59,4 455 105

Upraveno podle: Burdych & Kocmanek (2021)
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Reprodukce a pohlavni funkce jsou fizeny jak nervove, tak hormonalné. Zakladem
celého systému je hormonalni kaskada na ose hypothalamus — hypofyza — gonady (Bouska et
al. 2006). Tato kaskada pfedstavuje uzavieny okruh, u kterého funkéné nadfazené struktury
ovliviiuji funkci nizsich struktur a naopak. Jedna se o takzvany zpétnovazebny mechanismus
(Jelinek & Koudela 2003).

Prostfednictvim smyslovych organti a nervové soustavy je hypothalamus ovliviiovan i
podnéty z vnéjsiho prostiedi (Jelinek & Koudela 2003). Pravé pies hypotalamus dochazi k
utlumu pohlavnich funkei pti hladovéni, bolesti, strachu, ¢i jinych forméch stresu a uplatiuji se
pfes n&j i pozitivni stimulace svételnym rezimem, flushingem nebo zafazenim plemenika do
skupiny plemenic (Bouska et al. 2006).

V hypothalamu dochazi k sekreci hormonii se stimulujicim, nebo inhibujicim uc¢inkem
na adenohypofyzu. Podle téchto G¢inkti jsou oznaovany jako uvoliujici hormony — liberiny
(RH) a jako inhibujici — statiny (IH). Tyto hormony se prostfednictvim cévniho systému
dostavaji do hypofyzy a tidi zde produkci hypofyzarnich gonadotropnich hormontii.
Hypofyzarni hormony - folikuly stimula¢ni hormon (FSH) a luteiniza¢ni hormon (LH) ptsobi
narust a zrani folikulii na vaje¢nicich. Pti riistu folikul vznikéd hormon estradiol, jehoZ zvySena
hladina na principu zpétné vazby snizi produkci FSH a naopak zvysi produkci LH a nastava
ovulace. Po ovulaci dochazi pod vlivem LH k vzniku zlutého téliska (CL) na misté prasklého
Graafova folikulu. Zluté télisko tvoii progesteron, ktery v d&loze zajist'uje podminky pro pfijeti
oplozeného vajicka a nasledné jeho dalsiho vyvoje. Pokud nedojde k oplozeni, vytvari se
Vv délozni sliznici PGF2,, ktery pierusi ¢innost CL a nasledné dochazi k jeho regresi a cyklus se
opakuje (Jelinek & Koudela 2003). Hormonalni kaskada je znazornéna na Obrazku 1.
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Obrazek 1: Schéma Fizeni pohlavnich funkei
Zdroj: Riha et al. (1999)
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3.4 Oocyty

Vajicko je u skotu velké 135-140 pum, tvar vajicka je pravideln¢ kulovity a obsah tvofi
zrnita cytoplazma s obsahem Zloutkovych inkluzi (Marvan 1992) a s excentricky ulozenym
jadrem. Vlastni primarni obal tvoii zesilena cytoplazmatickd membrana (ovolemma).
Sekundarnim obalem je prusvitna blana zona pellucida (Jelinek & Koudela 2003), ktera je
produktem folikularnich bun¢k ve vaje¢nikovém folikulu. Na zonu pellucidu navazuje vrstva
folikularnich buné€k, které se oznaCuji jako corona radiata (Marvan 1992). Komplex
folikularnich bunék s oocytem se nazyva také kumulo-oocytarni komplex. Ne¢kolik hodin pred
prasknutim folikulu a ovulaci plné vyvinuty oocyt v preovula¢nim folikulu obnovuje meiézu
na zakladé¢ signalt spojenych se zvySenou koncentraci luteiniza¢niho hormonu, a postupuje z
profaze prvniho meiotického déleni do metafaze II. Tento proces zrani transformuje primarni
oocyt ve zraly sekundarni oocyt (Gordon 2003). Ten jiz obsahuje kompletni bunéénou vybavu
pottebnou pro oplozeni a nésledny rany embryonalni vyvoj. Zrani oocyti je charakterizovano
zménami na jadie, v cytoplazmé a na kumularnich bunikach (Hofirek et al. 2009). Pti ovulaci,
k niz dochédzi u skotu primérné za 8 hodin po odeznéni zevnich ptiznakl fije dochazi
K prasknuti stény folikulu a vyplaveni oocytu (Jelinek & Koudela 2003). Diky pouziti
reprodukénich biotechnologii je mozné izolovat oocyty ptimo z folikuld na vaje¢niku.

3.4.1 Odbér oocytu

Oocyty lze ziskat jak za podminek in vitro, tak za podminek in vivo. Odbér oocytl in
vitro je provadén po porazce zvifete, zatimco u in vivo metody se jedna o odbér z zivych darkyn
(Hofirek et al. 2009).

3.4.1.1 Odbér oocyti in vitro — post mortem

Pti ziskavani oocytll v podminkach in vitro jsou vaje¢niky odebirany po porazce zvifete
(Hofirek et al. 2009). V této situaci je IVP jedinou moznosti, jak ziskat embrya od cennych
darkyn, které jsou urceny k porazce, vyfazené z diivodu sterility nebo jinych faktort (Lazzari
& Galli 1993). Vajecniky odebirany po porazce zvifete musi byt transportovany do laboratofe.
K tomu miize slouzit nékolik postupti. Hofirek et al. (2009) uvadi moznost vaje¢niky ulozit do
média Dulbecco obohacené¢ho antibiotiky pii teploté¢ 37 °C. Sanbuissho & Threlfall (1989)
vajecniky do 10 minut po porazce vlozil do fyziologického roztoku o teploté 37 °C, kde byly
nejvyse 3 hodiny pfed samotnym odbérem oocytll. Obecné jsou oocyty velmi citlivé na teplotu,
proto je dulezité peclivé monitorovat teplotu béhem odbéru a transportu (Galli et al. 2003).

Existuji zékladni techniky pro odbér oocytl z ovarii vyfazenych krav, které zahrnuji
aspiraci pomoci vakua, disekci folikuli nebo totalni disekci ovaridlniho cortexu (Machatkova
et al. 2009). Aspirace oocytu s folikularni tekutinou z folikuli je nejjednodussi postup. Oocyty
se odebiraji z folikulll o velikosti 2-8 mm pomoci tenké jehly a injekéni stiikacky, nebo za
pouziti aspira¢ni pumpy (Hofirek et al. 2009). Tato metoda umoziuje selekci oocytt podle
velikosti a stupné atresie, avSak obvykle poskytuje nizs$i pocet oocytili na darkyni a je Casové
narocnéa (Machatkova et al. 2009).
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Disekce folikull je pracnéjs$i metoda, kterd spociva v preparaci jednotlivych folikult a
jejich nésledného nafiznuti specidlnim skalpelem. Tento zplsob poskytuje oocyty excelentni
kvality (Hofirek et al. 2009).

Totalni disekce ovaridlniho cortexu, neboli tzv. slicing, je metoda pfi niz je povrch
vajeéniku nafezavan rovnobézné pomoci ziletek a vytékajici folikularni tekutina s oocyty je
oplachovana médiem do Petriho misky (Hofirek et al. 2009). Tato technika umoziuje ziskat
vys$i pocet oocytll na darkyni v relativné kratSim cCase, ale neumoziuje selekci jednotlivych
folikulti (Machatkova et al. 2009).

Pocet oocytu ziskanych na donorku post mortem je vysoce variabilni, vétSinou kolisa mezi
5 az 50, stejn¢ jako kvalita a relativni vyvoj embryi je velmi rozdilny (0-66,6 %). Primérné l1ze
izolovat 25 oocytl z jedné darkyné, coz ptfi vhodné kombinaci rodi¢t umoznuje ziskat primérné
5 ptenosuschopnych embryi post mortem (Machatkova et al. 2016). Galli et al. (2003) zminuje,
ze podle Lazzari & Galli (1993) je vysledek v produkci embryi ¢asto spojen s divody porazky
darkyné&. U zvifat jiz uhynulych nebo ve stavu kritického zdravotniho stavu je vysledek obvykle
slaby (jedno az dvé embrya na darkyni), zatimco u zdravych dérct je primérna produkce Sesti
nebo vice pfenositelnych embryi na darkyni. V ptipad¢ porazky zdravych darkyn je vysledek
mnohem lepsi s prumérnou produkci Sesti nebo vice pienositelnych embryi na darkyni.

3.4.1.2 Odbér oocyti in vivo — metoda ovum pick-up

Odbér oocytl in vivo, tedy od zivnych zvifat, je vyhodny diky moznosti opakovaného
odbéru a moznosti dal§iho vyuziti darct v reprodukci. Diive pouzivané chirurgické postupy
byly nahrazeny technikou punkce folikult, ktera se provadi laparoskopicky nebo pomoci
ultrazvuku (Hofirek et al. 2009). Obecnym zavérem ale je, Ze laparoskopicky piistup k odbéru
oocytll je pomérné komplikovany a vyZaduje specialni prostiedky a sterilni operacni postupy,
stejné jako zklidnéni nebo celkovou anestezii. Invazivni povaha laparoskopie omezuje
frekvenci opakovani zakroku a mtiZe zplisobovat jizvy a sristy (Gordon 2003).

Ultrazvukem navadény odbér oocytl je méné invazivni, sniZuje stres zvifete a je snadné&ji
ptizpusobitelny pro pouziti na farmé nez jiné metody (Gordon 2003). V soucasnosti je nejcastéji
pouzivanou metodou odbéru oocytl transvaginalni ultrazvukova punkce, neboli OPU (ovum
pick-up) (Hofirek et al. 2009). Opakovana transvaginalni aspirace oocytll (OPU) a nasledna
fertilizace in vitro (OPU/IVF) je povazovana za jednu z nejefektivnéjSich metod pro vyuziti
geneticky cennych jedinci k systematickému Slechténi skotu (Machatkova et al. 2018). Galli et
embryi od zivych darct.

V roce 1988 nizozemsky tym vedeny M. C. Pietersenem provedl poprvé odbér oocytl in
vivo pomoci transvaginalni aspirace folikulti pod ultrazvukovou kontrolou u skotu (Boni 2012,
Gordon 2003). Tato metoda byla ptuvodné vyvinuta pro pouziti v lidské asistované reprodukci
a 1écbé neplodnosti (Meiyu et al. 2013). Moznost punkce a odbéru nezralych folikuli z
vajecnika zivych darkyn oteviela nové perspektivy v programech reprodukéni biotechnologie.
Samic¢i gamety mohou byt totiz k dispozici pro produkci embryi in vitro (IVP) béhem del§iho
casového obdobi, coz je v piipad¢ zisku oocytli post mortem nemozné (Bols & Stout 2018).
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Odbér oocyti

Ovum pick up je neinvazivni a opakovatelna technika (Riha et al. 1999; Machatkova et
al. 2016, Bols & Stout 2018), kterou Ize pouzit k odbéru oocytti s hormonalni stimulaci nebo
bez ni (Bols & Stout 2018). Puvodni postup OPU nezahrnuje zadnou hormonalni stimulaci.
Rutinn¢ se provadi dvakrat tydné (Meiyu et al. 2013; Bols & Stout 2018), coz umoziuje ziskat
maximum oocytl vhodné kvality pro produkci embryi v daném casovém intervalu. Odbér
dvakrat tydné je nejziskovéjsi, protoze pii odsati vSech viditelnych folikult v procesu OPU se
nevyviji zadny dominantni folikul, ktery jinak zptsobuje regresi a degeneraci ostatnich
folikult, jako pii odbéru jednou tydné (Meiyu et al. 2013). Goodhand et al. (1999) zjistil, ze
aspirace dvakrat tydné oproti aspiraci jednou tydné zdvojnasobila pocet prenositelnych embryi
vyprodukovanych za tyden. Nejlepsich vysledkii se dosahuje, kdyz se mezi jednotlivymi
sezenimi OPU dodrzuje interval 3 a 4 dnd nebo 2 a 5 dnti (Merton et al. 2003). Vzhledem k
tomu, ze dominantni folikul vzniké pfiblizné 3 dny po odbéru oocytl, zabrani zejména 2 a 3
denni intervaly tomu, aby dominantni folikul negativné ovlivnil vyvojovou kompetenci oocytt
z menSich folikult (Wagtendonk-de Leeuw 2006). Oocyty Ize od pozadovanych donorek
odebirat opakované po obdobi nékolika tydnii nebo mésicii (Riha et al. 1999; Hofirek et al.
2009; Machatkova et al. 2016). Machatkova (2006) upfesiuje, ze opakovanou aspiraci 1ze
provadét po dobu tii az Sesti mésica.

Néktera schémata aspirace zahrnuji i hormonalni stimulaci darkyn (Hofirek ate al. 2009).
Podle Mertona et al. (2003) pouziti hormonalni stimulace mize zvysit pocet folikult. Podle
Vieiraetal. (2014) superstimulace pted OPU vedla k vyznamnému zvySeni produkce blastocyst
u holstynskych darkyn. Cavalieri et al. (2018) zjistil, Ze synchronizaci ovarialni folikularni viny
u darkyn se umoznilo aspirovat homogennégjsi folikuly ve vztahu k velikosti a fazi vyvoje, coz
podpoftilo ziskani kompetentnéjSich oocytt. Také primérny pocet zabteznuti byl vyssi u
piijemkyn, které obdrZely embrya ze synchronizované skupiny, ve srovnani s kontrolni
skupinou. Aby doslo k synchronizaci, darkynim byl aplikovan progesteronovy implantat,
estradiol benzoat a prostaglandin v nahodny den fijového cyklu a po péti dnech probéhla OPU.
Synchronizované darkyné pak vykazovaly vyssi pocet embryi (5.9 + 0.5 vs. 4.5 = 0.4) a vyssi
miru produkce embryi (45,8 % vs. 38,5 %) neZ nesynchronizované darkyné (Cavaliery et al.
2018). Nicmén¢é i ptes to, Ze hormonalni prestimulacni schémata mohou vést k vyssi vytéznosti
embryi na kravu na jeden odbér OPU, vytézek embryi na jednotku ¢asu na kravu nemusi byt
vys8i, protoze hormonalni prestimulaci lze provadét pouze jednou tydné (Wagtendonk-de
Leeuw 2006).

Darkyné oocyti

Jako darkyné nejcastéji slouzi cyklujici kravy ¢i jalovice a aspirovat lze i prepubertalni
jalovicky nebo biezi zvifata (Hofirek et al. 2009). Darkyni mize byt zvife prakticky v
jakémkoliv fyziologickém stavu a vSech vé€kovych kategorii, od dvoumésicnich telat po velmi
staré jedince. Nevhodna jsou pouze zvirata, kterd prekrocila prvni trimestr biezosti, dale jedinci
v poporodnim obdobi, u kterych jesté nedoslo k obnoveni ovaridlni aktivity a zvitata s t€zkou
ovarialni hypoplasii (Galli et al. 2001).

Vedle moznosti vyuzit tuto metodu v dobé plného reprodukéniho zdravi donorky je
uvedeny zptisob ziskavani oocytl vhodny pro cyklujici, reprodukéné problémoveé kravy, které
nezabiezavaji po inseminaci, neodpovidaji na hormondlni oSetfeni nebo neprodukuji
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pfenosuschopna embrya. Pfi spravné aplikaci metody a opakované punkci folikuli dochézi
k aktivaci folikularniho vyvoje, protoze kazda z provedenych aspiraci oocytii vyvolava na
ovariich pfirozené folikularni vlny bez toho, Ze by negativné ovlivnila dal$i reprodukéni
schopnost donorky (Machatkova 2006). OPU muize mit vlastni terapeuticky ucinek na neplodné
darkyné, zejména ty, které jsou postizeny ovarialnimi cystami (Galli et al. 2001).

Darkynémi oocytit mohou byt i telata ve veku piiblizné 2 az 3 mé&sicu. Pro efektivni odbér
bez vedlej$ich G¢inkd je vSak nutné provést laparotomii v celkové anestezii. Rezem se obnazi
vajecniky a oocyty se ziskaji aspiraci folikuli. Mlada telata jsou z pohledu chovatelskych
spolecnosti idedlnimi darkynémi, protoze pouziti pfedpubertalnich zvifat jim umoziuje zkratit
interval mezi generacemi, a tim urychlit proces genetického zlepsovani (Galli et al. 2001).
Timto piistupem je mozné dosdhnout generacniho intervalu 11 mésici. Pro dosazeni
konzistentnich vysledkt v tomto véku je nutné stimulovat vaje¢niky gonadotropiny (Galli et al.
2003).

Podle Fry et al. (1998) lze oocyty ziskat uz z pétimési¢nich telat za pouziti
transvaginalniho pfistupu fizeného ultrazvukem. Odbér trval ptiblizné 10-15 min a nemél zadné
zjevné ucinky na naslednou reproduk¢ni vykonnost zvitat. Je dilezité udrzovat takovou uroven
vyzivy, aby bylo dosazeno piiblizné 100 kg zivé hmotnosti pied odbérem, tato velikost zvitete
totiz umoznuje obsluze manipulovat s vajecniky per rectum. Vzhledem k tomu, ze vajecniky
jsou ve véku 5 mésict velmi malé, je nutné je hormondaln¢ stimulovat, aby doslo k rtstu folikulil
do velikosti vhodné pro aspiraci.

Pozitiva a negativa metody

Metoda OPU ma né&kolik vyhod, napiiklad je méné traumatizujici pro zvifata a méné
invazivni nez jiné systémy a ma vysoky stupen opakovatelnosti (Bols & Stout 2018). Galli et
al. (2001) podotyka, ze odbér se provadi s minimalnim stresem pro darce. Diky metodé¢ OPU
je mozna také produkce embryi od neplodnych krav nebo donorek s netispéSnou superovulaci
a rozsifeni kombinaci rodi¢ovskych parti oplozenim oocytl spermiemi vice bykti (Machatkova
2006). Kazdou davku oocytt lze pouzit k inseminaci s jinym bykem, coZ zvySuje pocet
moznych genetickych kombinaci (Merton et al. 2003). Fertilizace odebranych oocyt nékolika
byky je vyhoda, ktery maximalizuje geneticky zisk a minimalizuje inbreeding (Wagtendonk-
de Leeuw 2006).

Vyhodou metody OPU/IVF je také to, Ze bez jakékoliv aplikace hormonti donorce lze
oocyty ziskat dvakrat tydné po dobu nékolika mésicil, a to dokonce i v 1. trimestru biezosti
darkyné (Machatkova et al. 2016). To, Ze pouziti hormonti neni u této metody nutné je velmi
dialezitd vyhoda zejména pro mladé jalovice, u nichZ miiZe stimulace gonadotropiny zpisobit
edém mlécné zlazy a syndrom ovaridlnich cyst. Pfipadné pro vystavni kravy, u nichz miize
opakovana superovulace zpisobit uvolnéni vazi vemene (Galli et al. 2003).

Machatkova et al. (2016) pfi porovnani nakladt na superovulaci a OPU/IVF zjistila, ze
se usetii na hormonalni stimulaci, na inseminacni davce (jedna mista dvou) i na poctu ziskanych
embryi. Po superovulaci se ziska primérné deset embryi za rok, zatimco pti OPU/IVF se ziska
az 30 embryi. Pouziti OPU bude neocenitelné pii rychlém rozSifovani vzacnych gent a
poskytne zaklad pro pokrocilejsi technologie, jako je klonovani a transgenetika (Meiyu et al.
2013).
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Na druhou stranu OPU/IVP ve srovnani s MOET vyzaduje sofistikovanéjsi a nakladnéjsi
laboratorni prostfedi. Naklady na jedno embryo OPU/IVP jsou piiblizn¢ dvakrat vyssi nez
naklady na embrya MOET (Wagtendonk-de Leeuw 2006).

Existuji ditkazy, ze vytéznost blastocyst po IVM, IVF a in vitro kultivaci (IVC) oocytt
ziskanych OPU muzZe byt niz$i nez u oocytu ziskanych z jate¢nich vaje¢nik (Donnay et al.
1996). Oocyty odebrané pomoci OPU mohou byt obklopené omezenym poctem vrstev
kumularnich bungk a mohou mit niz§i vyvojovou kompetenci. Cést tohoto problému miize byt
zpusobeno ztratou kumularnich bunék v priubéhu aspirace (Palma & Brem 1995).

Gordon (2003) ve své praci zminuje, ze n€kolik autord uvadi, ze OPU lze provadét
dvakrat tydné po dobu nékolika tydnd, aniz by to mélo nezddouci vedlejsi ucinky na plodnost
darcovského zvifete (Gibbons et al. 1994a,b,c, 1995; Bucher et al. 1996; Dolman et al. 1995;
Goto et al. 1995; Lansbergen et al. 1995; Menard et al. 1995; Hepburn and MacMillan 1996;
Boni et al. 1997; Broadbent et al. 1997a,b; Hanenberg and Van Wagtendonk-De Leeuw 1997;
Kurokin 1998; Hashimoto et al. 2000a; Park, S.J. et al. 2000). Figueiredo et al. (2020) ale
podotyka, Ze (Kruip et al. 2014; Stangl et al. 1999; Petyim et al. 2000; Shalev et al. 2001; Viana
et al. 2003; Kelada & Ghani 2007; Fouks at al. 2019) zase upozoriiuji, ze metoda OPU byla
spojena s 1ézemi reproduk¢niho traktu, jako jsou ovarialni adheze a abscesy u lidi, krav a ovci.
Kromé toho byl rozsah ovaridlnich 1ézi u krav pozitivn¢ korelovan s poétem OPU procedur.
Léze spojené s OPU méni nejen morfologii, ale 1 funkénost reprodukénich organi s méfitelnymi
dopady na nésledné fyziologické déje a vysledky plodnosti. Napiiklad u holstynskych plemenic
byly popsany nepravidelné intervaly mezi fijemi, pokud byly darkyné podrobeny proceduram
OPU, ve srovnani se stejnymi zvifaty, u kterych nebyl odbér oocyti provadén (Stubbings &
Walton 1995). Potencial vzniku abscesii na vaje¢nicich mize byt spojen se zavleCenim
patogent béhem odbéru. Ztraty plodnosti pozorované u darci nebyly spojeny se zvySenym
vyfazovanim (Figueiredo et al. 2020)

Vysledky metody

Utinnost metody je zavisla na individualité donorky, technickém vybaveni tymu, pouzité
metod¢ punkce a aspiraénim schématu (Machatkova 2006). Pocet oocytil odebranych zvireti
béhem jednoho sezeni OPU zavisi na fad€ technickych a biologickych faktord (Merton et al.
2003). Podle Meiyu et al. (2013) patii mezi dulezité faktory, které ovliviuji uspésnost OPU a
kvalitu oocytli také zkuSenosti operatéra a individualni rozdily darkyn jako je v&k, reprodukéni
faze a individudlni reakce. Podle Mertona et al. (2003) je mozné pii dvou OPU tydné
vyprodukovat pfiblizné¢ 150 embryi za rok, z nichz by se mélo narodit ptiblizné 70 telat,
vysledky se vSak pohybuji od 10 do 30 % prenositelnych embryi ze zpracovanych oocyta.
Vytéznost oocytli na odbér se pii schématu dvakrat tydné bez hormonalni prestimulace u
jednotlivych darkyn vyrazné a opakované li§i. Pohybuje se od 0 do 26 oocyti na odbér a od 0,5
do 15 oocytl na kravu, pticemz obvykle 20 % oocytt je nekvalitnich (Wagtendonk-de Leeuw
2006). Podle Machatkové (2006) Ize pfi transvaginalnim odbéru oocytil z ovarii Zivych donorek
dosdhnout asi 60% tspeSnosti, to znamena pii punkci 10-12 folikulii aspirovat asi Sest az sedm
oocytll na jednu donorku. Po fertilizaci téchto oocytli je primérné ziskano 1,5 embrya. Galli et
al. (2001) zminuje, Ze 1ze na jeden odbér ziskat v priméru 8 az 10 oocytl s primérnou produkci
2 ptenositelnych embryi. Kruip et al. (1994) ziskal primémeé 13 vhodnych oocyti tydné na
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kravu, coz znamenalo 16 % zivotaschopnych blastocyst a celkem 2,1 embrya na kravu tydné.
Béhem 6 mésicu by tedy mohla metoda prinést vice nez 50 embryi.

34.2

Hodnoceni oocyti

Oocyty se po odbéru hodnoti a selektuji na zakladé¢ kumulo-oocytarniho komplexu.

Bunky kumulu se podili na zrani oocytu, zajist'uji jeho nutriéni pozadavky a zprosttedkovavaji
i fadu dulezitych signala prichazejicich z oocytu (Riha et al. 1999). Pro hodnoceni oocytil se
pouziva né€kolik systému, vétSina z4visi na vizudlnim subjektivnim hodnoceni laboratorniho
pracovnika. Ten klasifikuje oocyty na zakladé kompaktnosti a mnozstvi okolnich folikularnich
bunék a dalsich morfologickych znakd, které jsou viditelné svételnym mikroskopem (Gordon
2003). Napiiklad Andrlikova et al. (2018) pouzila ve své praci klasifikaci kumulo-oocytarniho
komplexu modifikovanou podle Leibfrieda a Firsta (1979), viz Tabulka 2 a Obrazek 2.

Tabulka 2: Klasifikace kumulo-oocytarnino komplexu

Trida Vlastnosti oocytu Vlastnosti kumularnich bunék

| Tmava, rovhomérné jemné granulovana, Kompaktni, cely oocyt obklopujici
kompaktni ooplasma minimalné pétivrstevny kumulus

I Tmava, rovnomérné jemné granulovana, Kompaktni, cely oocyt obklopujici méné
kompaktni ooplasma nez pétivrstevny kumulus

" Rovnomémé, kompaktné jemné granulovana | Kumuléarni buiky obklopuji minimalné
ooplasma, ale obsahujici i vétsi granula polovinu zony pellucidy
Abnormalné velké ¢i malé oocyty; silné )

i 4 . Kumulus bez kumularnich bunék ¢i s

deformované oocyty; ooplasma s velkymi o . i

AV | k ) . ¢astecné nebo Uplné expandovanym
granuly; vyrazné rozdily v kompaktnosti

kumulem

ooplasmy

Zdroj: Andrlikova (2018) podle Leibfrieda a Firsta (1979)

\Y,

Obrazek 2: Tridy kumulo-oocytarnino komplexu

Zdroj: Andrlikové (2018)
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3.4.3 Vyutziti — in vitro produkce embryi (IVP)

Historicky je ndzev embryi produkovanych v laboratofi spojen s prvnimi pokusy o
oplozeni vajicka spermiemi laboratornich zvifat, které byly provadény “ve skle” coz v
latinském piekladu znamena in vitro (Riha et al. 1999). Produkce embryi in vitro je u skotu
alternativni biotechnologickou metodou, kdy muzeme ziskat geneticky cenna embrya
piredevsim od vysokouzitkovych krav, které nejsou schopné reprodukce pomoci konvencnich
biotechnik (Hofirek et al. 2009). Pojem produkce embryi in vitro (IVP) obecné oznacuje proces
ziskavani embryi mimo télo matky. Zahrnuje in vitro maturaci (IVM) a in vitro fertilizaci (IVF)
oocytl a in vitro kultivaci (IVC) embryi. Oocyty je mozné odebirat od zivych darkyn, kdy jiz
prodélaly maturaci in vivo, nebo se oocyty ziskéavaji také z jateCnych vajecniku, které vyzaduji
maturaci in vitro (Andrlikové et al. 2018).

Prvni tele vyprodukované ze systému IVM-IVF-IVC se narodilo 1987. V zahranic¢i je [VP
v posledni dobé nedilnou soucésti Slechtitelskych programi v chovu skotu a je bézné vyuzivana
v komeréni sféfe spoleéné s transferem embryi, kde jsou piednostné vyuZivany oocyty
odebirané od Zivych darci (Andrlikova et al. 2018). Ziskavani oocytil za podminek in vivo
aspiraci oocytl z folikull u Zivych zvifat a ndsledna in vitro produkce embryi vyrazné zvysSuje
vyuziti genetického potencialu vybranych zvifat (Hofirek et al. 2009). Metody ptipravy embryi
skotu v systému in vitro paii mezi reprodukéni biotechnologie, které piispivaji k efektivnéjsimu
vyuzivani gamet geneticky cennych jedincti a zvySuji produkci potomstva od rodi¢t zafazenych
do Slechtitelskych programii (Machatkova et al. 2021). Fertilizace oocytl a ptiprava embryi in
vitro (IVF) také umoziiuje vyznamné omezit pouzivani hormonalnich preparatii (Machatkova
2006). IVP poskytuje chovatelim skotu, zejména v mlékarenském pramyslu, nové moznosti,
jak pfekonat neplodnost a zvysit rozsifeni zvifat s vysokou genetickou hodnotou (Wrenzycki
2018). V nasich podminkach se IVP bézné v praxi neprovadi. (Andrlikova et al. 2018)

Utinnost metody produkce embryi in vitro ovliviiuje fada faktord. Je to predev§im
celkovy a reprodukéni stav darkyné, kvalita oocytti, média, postupy pro zrani a fertilizaci
oocytd, 1 techniky kultivace embryi (Hofirek et al. 2009).

Maturace (IVM)

Zrani neboli maturace oocytl je biologicky proces, pii kterém se primarni oocyt v profazi
I. meiotického déleni méni na haploidni sekundarni oocyt. Odebrané oocyty jsou prenaseny do
propiraciho média, které obsahuje 10 % kravského fijového séra a odtud do tzv. zraciho média
(Hofirek et al. 2009). Existuje nc¢kolik komerénich medii vyuZivanych pro zrani oocytu.
Obvykle se jedna o média s pufrovanymi bikarbonaty obsahujici zakladni fyziologicky roztok
s piidavkem pyruvatu, laktatu a glukozy. Obvykle je médium dopInéno sérem nebo albuminem
se stopovym mnozstvim antibiotik, pfipadné také o aminokyseliny, vitaminy, puriny a dalsi
latky, v podobnych koncentracich jako se nachazeji v séru (Gordon 2003).

Machatkova et al. (2018) pro zrani pouzila médium TCM-199 doplnéné 0,2 mM pyruvatu
sodného, 5 % ECS, gonadotropiny a antibiotiky. Médium je nejdiive ekvilibrovano po dobu 1
hodiny, kdy je pfidano mitochondrialni stimulans L-carnitin v koncentraci 2,5 mM a nasledné
je opét ekvilibrovano po dobu 2 hodin. Oocyty zraji pfi teploté 38,5 °C, v atmosféie s vysokou
vzdusnou vlhkosti a 5 % COz, po dobu 24 hodin.

Za optimalnich podminek zrani vice nez 90 % oocytli dosahne metafaze 1I. Ptfed
oplozovaci fazi mizou byt kumularni bunky ¢aste¢né odstranény (Galli et al. 2003).
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Fertilizace (IVF)

Oplozeni je slozity proces, jehoz vysledkem je spojeni spermie a oocytu, coz predstavuje
zagatek premény oocytu v embryo. Usp&sné oplodnéni skotu in vitro (IVF) vyZaduje vhodnou
piipravu obou gamet, jakoz i ptiznivé kultivaéni podminky (Gordon 2003). Pti fertilizaci tedy
dochazi ke spojeni haploidnich rodiCovskych pohlavnich bunék a néslednému vzniku
kvalitativn€ nového jedince s diploidnim po¢tem chromozomu (Hofirek et al. 2009).

Rozhodujicim kritériem pii vybéru bykt pro produkci embryi je jejich plodnost
V inseminaci. Nezbytnym pifedpokladem pro oplozeni in vitro je ziskdni motilnich spermii
S neporusenou cytoplazmatickou membranou a intaktnim akrozomem, které je nutno izolovat
z Cerstvého nebo zmrazeného spermatu (Machatkova et al. 2009). Nejcastéji se pro oplozeni
pouziva sperma komeréné zmrazené. Vice nez 90 % plemenikii Ize pouzit pro oplozeni po
upraveé koncentrace spermatu na individualni hodnotu vhodnou pro kazdého byka, ne vsichni
plemenici v§ak poskytuji dobrou vytéznost embryi (Galli & Lazzari 1993).

Oocyty jsou po maturaci pieneseny ze zraciho média do specialniho oplozovaciho média
nejméné 30-45 minut pied ptikapnutim spermatu. Toto médium obsahuje faktory k podpoie
kapacitace a motility spermii (Hofirek at al. 2009). Naptiklad Gordon (2003) zmifnuje
oplozovaci média TALP, SOF ¢i Fert-CDM médium. K vyvolani kapacitace spermii jsou
fertiliza¢ni média dopliovana kofeinem, Ca ionophorem a predev§im heparinem. Spermie byki
s vyssi afinitou k heparinu maji lepsi schopnost prodélat akrozomalni reakci a vazat se na zonu
pellucidu, coz koreluje s jejich plodnosti (Machatkova et al. 2009).

V piipadé mrazeného spermatu jsou pejety v 39 °C po dobu 10 sekund rozmrazeny a je
odebrano 100 pl spermatu, které se v konickych zkumavkach tzv. podvrstvi pod 1 ml média
stimulujici kapacitaéni proces (Hofirek at al. 2009). Predpokladem pro uspéSnou fertilizaci
oocytl v systému in vitro je dostatek motilnich spermii schopnych prodélat akrozomalni reakci,
které je nutno separovat z komercnich inseminacnich davek (Machatkova et al. 2021).
Pohyblivé spermie mohou byt separovany od fedidla nékolika zptsoby. BéZnou metodou je
»swim up* technika a také metoda centrifugace na diskontinualnich Percollovych gradientech.
(Galli & Lazzari 1993). Pomoci obou technik lze ziskat populaci se 70 az 90% podilem
motilnich spermii a s intaktnim chromozomem (Machatkova et al. 2009).

Po separaci spermii od fedila a zjiS§téni koncentrace spermatu jsou oocyty inseminovany
tak, aby vysledna koncentrace byla 1 000 000 aktivnich spermii v 1 ml oplozovaciho média.
Oplozovaci proces in vitro, tedy inkubace pohyblivych spermii spolu se zralymi oocyty,
probiha po dobu 20 hodin v fizené atmosféte (Hofirek et al. 2009). Galli & Lazzari (1993)
zminuje spole¢nou inkubaci oocytl a spermatu v oplozovacim médiu po dobu 18-24 hodin pii
teploté 38,5 °C a atmosféte s 5 % CO..

Pokud jsou morfologicky kvalitni oocyty oplozeny spermiemi provéfenych bykl
s odpovidajici schopnosti a je pouzita vhodnd rodiCovska kombinace, je podil embryi
vyvijejicich se z fertilizovanych oocyti relativné vysoky (25-35 %) (Machatkova 2006).
Kultivace (IVC)

Po dozrani bovinniho oocytu a oplozeni in vitro, je poslednim krokem kultivace embrya
do stadia blastocysty, kdy miize byt embryo bud’ pteneseno do cekajici ptijemkyné€, nebo
kryokonzervovano (Gordon 2003). Kultivace embryi je proces, kdy v umélych podminkach
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probiha rany vyvoj zarodku od oplozeného vajicka-zygoty az po morulu ¢i blastocystu (Hofirek
et al. 2009).

Pro rist zygot mize byt pouzit jeden ze tfi systémi. V prvnim systému mohou byt
oplozené oocyty transportovany do vejcovodii do¢asného prijemce, napiiklad ovce nebo kralika
(Eyestone et al. 1987). Rana embrya jsou pienesena chirurgickou cestou do podvazanych
ovidukti docasnych ptijemkyn (Machatkova et al. 2009). Po 4-5 dnech, resp. 6 dnech po
inseminaci, jsou embrya odebrana, roztfidéna a nasledné mrazena nebo transportovéana
(Eyestone et al. 1987). Tento zpusob kultivace pouzivaji piedevsim spole¢nosti s komerénim
zaméfenim, protoze ziskdvaji vys§i podil zmrazitelnych embryi. Nevyhodou tohoto
kultivacniho postupu jsou vyssi pracnost i finan¢ni naklady (Machatkova et al. 2009).

Druhy a tfeti systém vyuziva kultivace v syntetickych kultiva¢nich médiich (Machatkova
et al. 2009). Embrya musi z média ziskavat vSechny ziviny, jakmile jsou zasoby z oocytu
vycCerpany a také musi byt chranéna pied moznymi toxickymi vlivy (Gordon 2003).

M¢édium ptedstavuje definovany roztok mineralnich soli upravujicich pH a osmoticky
tlak, stopovych prvkil, aminokyselin, gluk6zy, pyruvatu a krevniho séra. Dlouhy pobyt rané¢ho
embrya v podminkéach in vitro vyzaduje takové kultivacni podminky, aby se co nejvice
ptiblizovaly prostiedi vejcovodu a délohy. Chemicky definovana kultivaéni média jsou proto
obohacovana embryotrofnimi latkami, jako je napt. dezaktivované fetalni teleci sérum nebo
sérovy albumin. Vyvojova schopnost ranych embryi se zvySuje pouzivanim tzv. kokultivace se
somatickymi bunikami, jako jsou kumularni bunky, epitelidlni buiiky vejcovodu aj. Vyuziva se
rovnéz médii, kterd neobsahuji somatické bunky, ale pouze latky jimi secernované (peptidy,
rustové faktory apod.) (Hofirek et al. 2009).

Ve druhém systému jsou zygoty kultivovany spolu se somatickymi buiikami (epitelidlni
bunky vejcovodu, granulézové buniky, jaterni buiiky buvoli ¢i potkani) v roztoku TCM 199
nebo v roztoku B2 Menezo s 10 % séra nebo 1 % albuminového bovinniho séra (BSA) pii 38,5
°Cv5% CO2.

Ve tietim systému jsou zygoty kultivovany v prostém meédiu bez podpory somatickych
bunék. Prostym médiem se v tomto piipad€ rozumi synteticka vejcovodova tekutina neboli SOF
(Synthetic Oviductal Fluid) doplnéna sérem nebo BSA a aminokyselinami (Gardner et al.
1994). Podle Machatkové et al. (2009) je médium doplnéno pouze bovinnim sérovym
albuminem nebo polyvinylalkoholem, inkubace pak probihé v atmosfére s 90 % N2, 5 % O2 a
5 % CO2. Rosenkrans & First (1994) zminuje inkubaci pfi 38,5 °C v 5 % CO2 a5 % O2. Tato
nezbytna pro studium faktori regulujicich vyvoj embryi (Machatkova et al. 2009).

V in vitro kultivaénim systému probiha produkce blastocyst hlavné 7. den po oplozenti,
pokud 0. den je den oplozeni. U in vivo kultiva¢nich systému (napft. vejcovod ovci) dochazi k
formovani blastocyst jiz 6. den (Galli & Lazzari 1993). Podle Machatkové et al. (2021) se
embrya vyvijeji po dobu 7-8 dnti do stadii ¢asné az expandujici blastocysty, kdy mohou byt
pouzita pro embryotransfer nebo kryokonzervaci.

Vysledky a vyuZivani

Pokud jde o ucinnost IVP, pfiblizné¢ 80-90 % nezralych hovézich oocytl projde jadernym
zranim in vitro, ptiblizné 80 % projde oplozenim, 30-40 % se vyvine do stadia blastocysty a
ptiblizné 50 % prenesenych embryi navaze a udrzi biezost (Galli et al. 2014; Lonergan et al.

28



2016). Vyvoj IVP embryi po embryotransferu je srovnatelny s vyvojem embryi po
superovulaci. Po pfenosu kvalitnich embryi 1ze dosdhnout u piijemkyni 50 % btezosti s 10%
embryonalni mortalitou (Machatkova et al. 2016). Produkce embryi skotu v podminkach in
vitro (IVP) nasla jiz své nezastupitelné misto v chovatelsky vyspélych zemich (Machatkova et
al. 2019). Cetnost vyuzivani metody znazoriiuje Tabulka 3.

Tabulka 3: Produkce embryi v podminkach in vitro v letech 2014 a 2020 celosvétové dle
oblasti

Prudukce embryi in vitro
Ziskané Pfenositelna | Pfenosu Ziskané Pfenositelna Pienost
Oblast
oocyty embrya celkem oocyty embrya celkem
2014 2020

Afrika 20976 5081 1372 16 793 4977 4159
Asie 0 0 0 0 0 0
Evropa 121 199 17 062 13972 195 859 47 470 35 352
Severni | g5 206 206 326 93123 | 2394280 | 578995 339 716
Amerika
Oceanie 30695 6502 3431 57 053 14 345 14571
Jizni 853 125 357479 | 251683 | 1500571 | 500397 474145
Amerika
Celkové 1848 721 592 450 365 625 4193 804 1156 422 878 181

Zdroj dat: IETS (2015) a IETS (2020)

3.5 Vliv stresu na reprodukci dojnic

Stres ovliviiuje plodnost i produkci skotu (Lucy 2019). Zvifata, ktera trpi chronickym
stresem, nemaji stejnou reprodukcni UspéSnost jako zvifata, ktera stresem netrpi. Akutni
stresory mohou také narusit reprodukéni funkce v kritickych obdobich reprodukéniho cyklu,
jako je ovulace, rana biezost a laktace (Squires 2003). Stres ptisobi jako zatéz a na jednotliva
zvitata ptsobi tato zatéz v rizné mife v reakci na stejnou miru stresu. Sila zatéze pak urcuje
dopad stresu na plodnost (Lucy 2019).

3.5.1 Mechanismy vlivu stresu na reprodukci

Jednou z moznosti, jak je vliv stresu na reprodukéni systém zprostfedkovan je skrz
stresory pusobicimi na organismus prostiednictvim 0sy hypotalamus-hypofyza-gonady (HPG)
a osy hypotalamus-hypofyza-nadledviny (HPA). Zatéz, ke které dochazi v reakci na stres,
ovliviiuje zdravi délohy, kvalitu oocytt, funkci vajecniki a vyvojovou schopnost embrya (Lucy
2019). Také Naqvi et al. (2012) zminuje, ze télesné systémy aktivované stresem ovliviiuji
reprodukci zménou ¢innosti hypotalamu, hypofyzy nebo gonad.

Stres snizuje sekreci GnRH hypotalamem a tim i1 naslednou produkci LH a FSH
hypofyzou a pohlavnich steroidii gonadami (viz Obrazek 3) (Squires 2003). Podle Naqvi et al.
(2012) aktivace stresovych drah mize piimo ovlivnit aktivitu neuronti gonadotropin
uvoliiyjiciho hormonu (GnRH) v hypotalamu nebo vyssich nervovych centrech, coz nasledné
ovliviiuje syntézu nebo sekreci GnRH do krve. Squires (2003) zminuje, ze k snizeni GnRH
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dochazi pod vlivem glukokortikoidd, ACTH a CRH, vazopresinu a opioidut jako je fendorfin.
Potlaceni frekvence pulzit GnRH a tim nésledné i LH béhem vystaveni stresoru zapiicini
potlaceni rustu folikult. Dochazi také k zpozdéni ovulace kvili opozdéni procesti souvisejici
s fiji, konkrétné napiiklad pfedovula¢ni nartust LH (Dobson & Esslemont 2002). Snizena
sekrece GnRH zpusobuje také snizeni libida, nedostate¢nou implantaci oplodnéného vaji¢ka a
zpomaleni rastu embrya (Squires 2003).

Dalsim moznym putsobenim stresu je zména zpétnovazebného plisobeni pohlavnich
steroidii (Naqvi et al. 2012; Squires 2003). Glukokortikoidy jsou schopny zesilit negativni
zpétnovazebni ucinky estradiolu a snizit stimulaci exprese receptori GnRH estrogenem.
Glukokortikoidy mohou mit také pfimé inhibi¢ni ucinky na sekreci gonadalnich steroidii a
citlivost cilovych tkani na pohlavni steroidy (Naqvi et al. 2012).
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Obrazek 3: Efekt stresovych hormonii na funkei gonad
Zdroj: Squires (2003)

Tepelny stres zpusobujici depresi plodnosti je multifaktorialni problém, ktery ovliviiuje
fyziologické a bunééné funkce v fadé tkani (Paula-Lopes et al. 2012). Dochazi k naruseni
mnoha reprodukénich procesu, véetné kompetence oocytl, embryonalniho rastu, sekrece
gonadotropinil, steroidogeneze ovarialnich folikulli, vyvoje zlutého téliska a reakci délozniho
endometria (Wolfenson & Roth 2019).

Pod vlivem tepelného stresu dochazi ke snizeni sekrece luteiniza¢niho hormonu a tim
nasledné 1 estradiolu, coz vede ke snizeni délky a intenzity fije, zvySenému vyskytu anestru a
tiché fije (Krishnan et al. 2017). SniZenou steroidogenezi ve folikularnich bunkach pod vlivem
tepelného stresu dokumentuje Wolfenson et al. (1997) ve své praci. Také Gc¢inky steroidnich
hormonti na tkan reprodukéniho ustroji by mohly byt béhem expozice tepelného stresu snizeny
v dusledku zvySené syntézy proteinli tepelného Soku (HSP) - HSP 70 a HSP 90. Zvysena
syntéza HSP by mohla zménit sestaveni, transport nebo vazebné aktivity steroidnich receptort
(Naqvi et al. 2012). Objevuje se zvyseny pocet stfedné velkych folikulti (6-9 mm v praméru),
pravdépodobné v dusledku narusené folikularni dominance, coz je Spojeno se sniZenou
koncentraci inhibinu a zvySenou koncentraci FSH. Dochazi k nizké sekreci progesteronu, coz
souvisi se zhorSenou funkci CL (Wolfenson & Roth 2019). Podle Naqvi et al. (2012) pod
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vlivem tepelného stresu muze dochazet k inhibici 3-beta-hydroxysteroid dehydrogenazi (3b
HSD), ¢imz dochazi k minimalizaci sekrece progesteronu z lutealnich bunék. To omezuje
funkci endometria a zvySena sekrece endometrialniho prostaglandinu F2 alfa béhem tepelného
stresu ohroZuje udrZeni biezosti (Krishnan et al. 2017). Pod vlivem tepelného stresu muze
dochazet také k inhibici enzymu aromatazy, coz muze vyvolat folikularni atrézii a nasledné
anestrii (Naqvi et al. 2012). Podle Wolfenson et al. (1997) je snizeni steroidogenni kapacity
folikulti pti tepelném stresu charakterizovdno niz§i aromatdzovou aktivitou granuldézovych
buné¢k a snizenou koncentraci estradiolu v dominantnim folikulu. Tepelny stres zpiisobuje také
nadprodukci ROS, coz vede k oxida¢nimu stresu u dojnic. Celkove se ucinek tepelného stresu
neomezuje pouze na léto, ale prenasi se i do podzimu (Roth 2021).

| metabolické zdravi kravy ovliviiuje plodnost (Leroy et al. 2017). S vyskytem negativni
energetické bilance (NEB) souvisi endokrinni a metabolické dusledky na organismus (Leroy et
al. 2008). Endokrinni a metabolické zmény pti NEB jsou iniciovany nizkou hladinou inzulinu,
vysokou spotiebou glukdzy, snizenou aktivitou rastového faktoru podobnému inzulinu 1 (IGF-
1) a vysokou aktivitou rustového hormonu, coz vede k silné odezvé neesterifikovanych
mastnych kyselin (NEFA). NEFA jsou oxidovany v jatrech pro ziskani energie, coz vede ke
ketoze a nakonec k rozvoji steatdzy jater v dusledku akumulace triglyceridi. Jako predispozi¢ni
faktor pro rozsahlou mobilizaci télesnych tukovych zasob ve form¢é NEFA je stanoveno vyssi
ptedporodni skore télesné kondice (BCS). Mobilizace tuku a metabolismus bilkovin vedou k
vycCerpani nejpotiebnéjsich mastnych kyselin a aminokyselin pro reprodukci a té€lesnou kondici
(Sammad et al. 2022). Toto snizeni energie vede ke zvySené mobilizaci tukii a nasledné tvorbé
lipidovych peroxidu a reaktivnich forem kysliku (ROS) (Elshahawy & Abdullaziz 2017).

Celkové dochazi pod vlivem NEB a disproporéniho energetického metabolismu u krav
ke ztuénéni jater, ketoze, subakutni a akutni acidéze bachoru. Objevuji se poruchy ve
vyuzitelnosti mineralnich latek vedouci k mlééné horecce a subklinické hypokalcémii.
Naru$ena je také imunitni funkce a objevuji se onemocnéni jako je zadrzena placenta, metritida
a mastitida (Esposito et al. 2014). Dochazi také ke zméné biochemického profilu ovarialnich
folikuld, oocytil, vyvijejiciho se embrya, Zlutého téliska a délohy, coZz v kone¢ném disledku
vede k nizkému poctu zabfeznuti. Pod vlivem metabolického stresu dochazi i k endokrinnim
zménam na ose hypofyza-hypotalamus-vaje¢niky (Sammad et al. 2022).

3.5.2 Vliv stresu na kvalitu oocyti

Tepelny stres

Poskozeni folikuld a v nich obsazenych oocyti se zda byt hlavnim faktorem v
komplexnim mechanismu, kterym tepelny stres naruSuje plodnost (Roth 2008). Bylo
prokazano, ze tepelny stres ovliviiuje kvalitu oocytd (Migtkiewska et al. 2022). Zmény
vyvolané tepelnym stresem se mohou pozd¢ji projevit jako porucha vyvoje folikulli a zhorSena
schopnost oocytd projit zranim, fertilizaci a dale se vyvijet v embryo. Je nékolik moznych
bunéénych a molekularnich mechanism, kterymi tepelny stres narusuje vyvojovou kompetenci
oocytl (Roth 2021). Tepelny stres miize ptimo ovlivnit oocyt, zprostiedkovat negativni ucinky
prostfednictvim naruseného folikularniho prostiedi ¢i zhorSenou funkci okolnich kumularnich
bun¢k oocytu (Roth 2008).
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Tepelny stres je spojen se zménami jadernych a cytoplazmatickych vlastnosti oocytl,
zahrnujicich cytoplazmatické a jaderné organely. Dochézi k poskozeni cytoskeletu, a tim ke
Spatnému usporadani chromozomi. Organely jako Golgiho aparat a endoplazmatické retikulum
se fragmentuji a rozpadaji. Také se snizuje pocet a integrita mitochondrii (Naqvi et al. 2012).
Oocyty odebrané v 1ét¢ vykazovali moznou mitochondrialni dysfunkci. Zjisténa byla zvysena
exprese mitochondridlnich genti, vyssi nachylnost k apoptdze a snizeny obsah mtDNA, piic¢emz
oocyty odebrané v 1ét€ méeli osmkrat méné mtDNA, nez oocyty odebrané v zimnim obdobi
(Ferreira et al. 2016). Ahmed et al. (2017) popisuje také zvétSeni mitochondrii, naruseni
ribozomi a mnozstvi volnych ribozomi. Také dochdzi ke zméndm v morfologii membran,
agregaci membranovych proteintl a zvySeni tekutosti membran (Naqvi et al. 2012). V 1ét¢ je
podil nasycenych mastnych kyselin v oocytech a granul6zovych buiikdch vyssi nez podil
nenasycenych mastnych kyselin, coZ znamena sniZzeny oxida¢ni stav oocytu (Roth 2008).

Tepelny stres plisobi také na kumularni buiiky. Tepelny stres (41 °C) béhem in vitro zrani
bovinich oocytii vedl k vyznamnému snizeni rychlosti zrani a mensi expanzi kumulérnich
bunck ve srovnani s normalni teplotou (38,5 °C). Zmény v kumularnich buiikach pfi tepelném
stresu zahrnovaly marginaci jaderného chromatinu, kondenzaci a karyolyzu, tvorbu jadernych
a bunéénych membranovych skvrn a ptitomnost membranoveé vazanych vezikul uzavirajicich
bunééné fragmenty podobné apoptéoze (Ahmed et al. 2017). Campen et al. (2018)
dokumentoval, Ze tepelny stres pii zvySené teploté (41,0 °C nebo 42,0 °C) snizil také gap
junction komunikaci mezi kumularnimi buikami a oocyty.

Tepelny stres také poskozuje jaderné a cytoplazmatické zrani, dochazi ke zménam v
expresi jadernych i mitochondrialnich transkripti a indukci apoptézy (Roth 2021). Bylo
prokazéano, Ze zmény na urovni transkriptomu zptisobené tepelnym stresem odpovidaji 46,4 %
porucham vyvoje blastocysty (Migtkiewska et al. 2022). Vystaveni oocytt zvySené teploté
vyvolava také poskozeni DNA v oocytech. Vystaveni oocytt vysoké teploté (41,8 °C) po dobu
12 hodin snizuje jejich schopnost dokonc¢it jaderné zrani a vyvoj po oplodnéni (Nagvi et al.
2012). Studie in vitro poskytly diikazy o tepelné indukovanych zménach v jaderném zrani, které
se projevuji zhorSenou obnovou meidzy a snizenym podilem oocyti, které se vyvinou do stadia
MII a jsou zpiisobilé k oplodnéni (Roth 2021).

Ve studii Payton et al. (2018) byly oocyty maturovany pfi teploté 38,5 °C po dobu 24 h
nebo 41,0 °C po dobu prvnich 12 hodin zrani in vitro a poté pti 38,5 °C. Vystaveni teploté 41,0
°C béhem prvnich 12 hodin zrani vedlo ke sniZeni vyvoje blastocyst o 46,3 %. Kultivace pti
41,0 °C po dobu prvnich 6 h in vitro maturace zvysila hladiny mitochondrialnich ROS a snizila
hladiny cytoplazmatickych ROS ve srovnani s nestresovanymi zvifaty. Podil embryi ryhujicich
se do stadia 8 az 16 bunck byl ve skupiné€ vystavené tepelnému stresu nizsi nez u nestresovanych
zvifat (Payton et al. 2018). V praci Paes et al. (2016) byly kumulo-oocytarni komplexy
kultivovany pfi teploté 38,5 nebo 42 °C po dobu 12 hodin. Tepeln¢ stresované oocyty mély
vyrazné niz$i miru zrani (MII) nez kontrolni skupina. Tepelny stres Vv této studii nemél zadny
vliv na expresi HSP70 v oocytech. Doslo ale ke zvyseni tvorby ROS a také ke snizeni hladiny
glutathionu, silné¢ho antioxidantu boviniho COC (Paes et al. 2016).

Cizmeci et al. 2022 zkoumal vliv tepelného stresu na pocet a kvalitu ziskanych oocyti
metodou ovum pick-up. OPU byla provadéna v ruznych ro¢nich obdobich a byly
zaznamenavany teplotni podminky. Rozdé€leni do skupin podle okolni teploty bylo provedeno
na < 10 °C (skupina 1), 10-25 °C (skupina 2) a > 25 °C (skupina 3). Byly aspirovany vSechny
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antralni folikuly o priméru 2-8 mm. Po provedeni 69 OPU v ndhodnych dnech cyklu bylo
zjisténo, Ze pocet oocytil na jednu OPU je 8,72 ve skupiné 1; 6,32 ve skupiné 2 a 6,85 ve skupiné
3. Pocet Zivotaschopnych oocytii na OPU byl 6,83 ve skupiné 1; 4,64 ve skupiné 2 a 4,65 ve
skuping 3. Z téchto cisel je zfejmé, Ze nejvice oocytu bylo ziskano ve skupiné 1 pii teploté
<10 °C. Oocyty kvality A, B, C byly zahrnuty do procesu IVP. Bylo zjisténo, Ze rychlost vyvoje
blastocyst u oocytii ziskanych v teplém obdobi (> 25 °C; skupina 3) byla nizsi nez u ostatnich
skupin Cizmeci et al. (2022).

Metabolicky stres

Metabolismus matky mize ptimo ovliviiovat kvalitu oocyti a embryi. Nékteré vyzkumy
prokazaly, ze negativni energeticka bilance u metabolicky oslabenych dojnic s vysokou
uzitkovosti ovliviiuje kvalitu oocytti a embryi (Leroy et al. 2017). Metabolické poruchy spojené
s negativni energetickou bilanci (NEB) v ¢asném poporodnim obdobi jsou spojeny s ovaridlni
dysfunkei. Zmény v rustu ovarialnich folikult v obdobi NEB mohou ovlivnit kvalitu oocytu.
Kromé toho mize naruSeny metabolismus matky zménit endokrinni a biochemické slozeni
folikularni tekutiny a tim mikroprostfedi oocytu. Zrajici oocyt je velmi citlivy na jakékoli
naruseni svého prostfedi a modely zrdni in vitro odhalily, Ze nékteré¢ z téchto metabolickych
zmé&n snizuji vyvojovou kompetenci oocytu (Leroy et al. 2013).

Protoze mnoho moznych metabolickych faktorti mize pfimo ovliviiovat kvalitu oocyti,
byly pouzity systematické in vitro pfistupy ke zkoumani vlivu zrani oocytt pii zvysenych
koncentracich NEFA. Blastocysty pochazejici z oocytl vystavenych pusobeni NEFA
vykazovaly niz§i pocet bun€k, zvySeny index apoptotickych bunék, zndmky glukozové
intolerance, citlivost na oxidac¢ni stres a mitochondridlni dysfunkci. Pfenos embryi odvozenych
z poskozenych oocytll ukazal naruseny vyvoj embrya (Leroy et al. 2017). Negativni energeticka
bilance je u krav kromé zvysSené koncentrace NEFA spojena i s hypoglykémii. Oocyty
vystavené vysoké hladiné NEFA a nizké hladiné gluk6zy mély niZsi rychlost ryhovani a pocet
blastocyst byl vyznamné nizsi (Bie et al. 2015). Studie Van Hoeck et al. (2014) dosla k zavéru,
ze zrani oocytil pii zvySenych koncentracich NEFA vedlo k blastocystam s vyznamné¢ niz$im
poctem bungk, zvySenym pomérem apoptotickych bun€k a zménénym mnoZstvim mRNA.
Blastocysty navic vykazovaly sniZenou spotfebu kysliku, pyruvatu a glukézy, zvySenou
spotfebu laktatu a vys§i metabolismus aminokyselin. Tyto Udaje naznacuji, Ze vystaveni
zrajicich oocytl zvySenym koncentracim NEFA ma negativni dopad na plodnost nejen
prostfednictvim sniZeni vyvojové kapacity oocyti, ale i zhorSenou kvalitou, zivotaschopnosti a
metabolismem ranych embryi (Van Hoeck et al. 2014). In vivo studie Matoba et al. (2012)
zkoumala vztah mezi metabolickymi parametry (hladina neesterifikovanych mastnych kyselin,
betahydroxybutyratu, inzulinu, rastového faktoru podobnému inzulinu 1 a glukézy) a kvalitou
odebranych oocytt ziskanych aspiraci. Hlavnim zjisténim této studie je, Ze navzdory nartstu
neesterifikovanych mastnych kyselin, betahydroxybutyratu a dal§im metabolickym zménam,
ke kterym dochdzi v souvislosti s otelenim a na vrcholu laktace v tydnech po porodu, nebyla
kvalita oocytu, ktera byla hodnocena morfologicky, z hlediska schopnosti oplodnéni a vyvoje
do stadia blastocysty, ovlivnéna (Matoba et al. 2012). Podle Aardema et al. (2013) mohly byt
hladiny volnych mastnych kyselin v krvi tlumeny v kumularnich bufikach, a proto byly oocyty
chranény pied Gcinky vysoké hladiny volnych mastnych kyselin (Aardema et al. 2013).
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Kromé vyznamu negativni energetické bilance (NEB), skterou souvisi nasledné
endokrinni a metabolické dusledky se pozornost vénuje i vlivu jednotlivych diet. Diety bohaté
na Skrob mohou zlepsit energeticky stav, a tim i aktivitu vaje¢nikll v ¢asném poporodnim
obdobi, ale kvalita oocytli a embryi mtize takovou inzulinogenni dietou utrpét. Doplnéni tuku
ma podobny dvoji ucinek s piiznivou stimulaci produkce ovarialnich steroidd, ale oocyty a
embrya vykazuji zménény energeticky metabolismus a nadmérnou akumulaci lipida. Dieta s
vysokym obsahem bilkovin zvySuje koncentraci amoniaku a mocoviny v krvi, coz vede ke
zméng intrafolikularniho, oviduktalniho a délozniho prostiedi. Oocyty a embrya jsou na tyto
zmény mikroprostiedi velmi citlivé, coz mize vést k naruSeni zrani, oplodnéni nebo
pred¢asnému ryhovani (Leroy et al. 2008).

Oxida¢ni stres

Reaktivni formy kysliku (ROS) vznikaji pfi metabolismu kysliku jako vedlejsi produkty
bunécného dychani a jsou neustile produkovany ve vSech aerobnich organismech. Oxida¢ni
stres vznika jako diisledek nerovnovahy mezi produkci ROS a dostupnou antioxida¢ni ochranou
proti nim (Belhadj Slimen 2014). Za fyziologickych podminek jsou ROS nezbytné pro maturaci
jadra, ale nerovnovaha mezi produkci ROS a antioxida¢ni kapacitou muze vést k poskozeni
oocytu (Roth 2017). Situace jako jsou infekce, metabolické poruchy a tepelny stres, zptisobuji
u skotu oxidac¢ni stres tim, ze snizuji koncentraci antioxidantii v téle nebo zvysuji endogenni
produkci volnych radikali (Gonzalez et al. 2019). Zhai et al. (2022) zminuje, ze k akumulaci
reaktivnich forem kysliku (ROS) u mysi dochazi i pod vlivem psychologického stresu.
Konkrétné ROS miiZzou difundovat a prochazet bunéénymi membranami a ménit vétSinu typl
bunéénych molekul, jako jsou lipidy, bilkoviny a nukleové kyseliny, vyvolavat zmény v
mitochondriich, vyCerpavat ATP, zvySovat miru fragmentace DNA v jadfe a spoustét apoptozu
a nekrozu ve vétsin€ granuldzovych bunék, oocytech a dokonce 1 v ranych embryich. ZvySené
mnozstvi ROS v mikroprostiedi vajeniku, vejcovodu a délohy navic vede ke zménam hladin
antioxida¢nich enzymi, které jsou dulezité pro ochranu oocytl a raného vyvoje embrya (Zhai
et al. 2022). Roth (2017) zminiuje, Ze nerovnovaha mezi produkci ROS a antioxidacni kapacitou
mize vést k poskozeni DNA a apoptoze oocytu. Podle Rakha et al. (2022) je akumulace velkého
mnozstvi reaktivnich forem kysliku (ROS) v oocytech jednim z klicovych prvkl negativné
ovlivityjici kvalitu oocytil béhem in vitro maturace. Prostiedi in vitro obvykle zvySuje produkci
ROS, coz je povazovano za hlavni pfi¢inu poskozeni bunék (Cecica et al. 2001).
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4 Metodika
4.1 Charakteristika podniku

Vybrané parametry byly sledovany u dojnic holstynského skotu ve stiedisku Zivo¢isné
vyroby Ruda Vv okrese Rakovnik. Toto stiedisko nalezi Statkiim Ceské zemédélské univerzity
v Praze. Statky CZU vznikly v roce 1960 a zabezpeuji ¢innost univerzity v praktickych
podminkach. Cely podnik obhospodatuje témét 2 700 ha pidy a v zivoc¢isné vyrobé chova
celkem 1 485 kust zvifat, z toho kolem 750 dojnic.

Stredisko zivo¢isné vyroby Ruda se specializuje na chov holstynského skotu. Nachazi se
vobci Ruda u Nového Straseci v nadmoiské vysce 412 metri v suché, mirné teplé
bramboraiské oblasti. Hlavni stdj ma kapacitu pro 440 dojnic a je rozdélena na 4 sektory.
Dojnice jsou ustdjeny volné¢ s lehacimi boxy podestlanymi separatem z kejdy. Krmnou smés
dostavaji dojnice 2x denn¢ po rannim a vecernim dojeni na krmny stil se zlabovou zébranou a
v prubéhu dne je krmeni piihrnovano. Slozeni krmného davky je upravovano na zakladé denni
dojivosti. Dojeni probiha dvakrat denné v intervalu 12 hodin v rybinové dojirné s kapacitou
2x12 mist. Dle kontroly uzitkovosti za rok 2022/23 dosahovaly dojnice primérné uzitkovosti
10 050 kg mléka s praimérné 4,10 % tuku a 3,5 % bilkovin (viz Tabulka 4)

Tabulka 4: Kontrola uzitkovosti farma Ruda za rok 2022/23

R — Miéko Tuk Tuk Bilkoviny | Bilkoviny
[kal [%0] [kl [%] [ka]
1. laktace 8 565 4,06 348 3,52 301
2. laktace 10 499 4,12 432 3,51 369
3. a dalsi laktace 11 201 4,12 461 3,49 391
Celkem 10 050 4,10 412 3,50 352

4.2 Soubor hodnocenych zvirat

Data o dojnicich (¢islo kravy, potadi laktace, DIM, datum oteleni) byla zjiStovana ze
zootechnické dokumentace. Do sledovani bylo vybrano celkem 143 prvotelek v prvni tfeting
laktace. Data o mléku byla dostupna z kazdého dojeni v laktaci diky “in-line real-time"
analyzatoru (Afifarm verze Afilab with software Afifarm 4.1; Afimilk; Afikim; Izrael), a taktéz
z kontroly uzitkovosti provedené pied a po aspiraci oocytu (viz Tabulka 5 a Tabulka 6).

Dojnice pied aspiraci oocytii byly primérné ve 44,59 DMI a dosahovaly pramérného
nadoje 29,39 1 mléka denné s primérnym obsahem mlécnych slozek 3,76 % tuku a 3,23 %
bilkovin. Sledovan byl také pocet somatickych bunék v mléce a obsah mocoviny. Pocet
somatickych bun¢k dosahoval primérné 100,56 tisic bunék v 1 ml mléka a obsah mocoviny byl
primérné 21,83 mg/100 ml.
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Tabulka 5: Sledovana data z kontroly uZitkovosti pifed OPU

Proménna n X S Minimum | Maximum | s.e. V [%]
DIM 143 | 44,59 8,01 31,00 62,00 0,67 17,96
Nadoj [I] 143 29,39 531 16,10 39,67 0,44 18,05
Tuk [%0] 143 3,76 0,29 3,02 4,61 0,02 7,79
Tuk [ka] 143 1,10 0,17 0,68 1,58 0,01 15,81
Protein [%0] 143 3,23 0,24 2,70 3,71 0,02 7,48
Protein [kg] 143 0,94 0,14 0,50 1,27 0,01 14,90
Pomér TB 143 1,17 0,09 0,96 1,44 0,01 7,43
PSB 143 | 100,56 | 85,31 46,00 452,00 7,13 84,84
Mocdovina 143 21,83 4,27 13,80 32,50 0,36 19,54

DIM = pocet dni v laktaci v dob€ kontroly uzitkovosti; Nadoj = primérny denni nadoj; Pomér TB =
pomeér tuku a bilkovin v mléce; PSB = pocet somatickych bunék; mocovina = obsah mocoviny v mléce;
n = pocet pfipadi; X = aritmeticky primer; s = standardni odchylka; s. e. = standardni chyba
aritmetického priimeéru; V [%] = variacni koeficient

Dojnice po aspiraci oocyti byly primérné ve 72,75 DMI a dosahovaly primérného
nadoje 29,34 1 mléka denn¢ s primérnym obsahem mlécnych slozek 4,02 % tuku a 3,34 %
bilkovin. Poc¢et somatickych bunék dosahoval primérné 79,15 tisic bunék v 1 ml mléka a obsah
mocoviny byl primérné 19,72 mg/100 ml.

Tabulka 6: Sledovana data z kontroly uZitkovosti po OPU

Proménna N x S Minimum | Maximum | s.e. V [%0]
DIM 143,00 | 72,75 8,21 59,00 92,00 0,69 11,29
Nadoj 143,00 | 29,34 6,28 6,00 42,20 0,53 21,41
Tuk [%0] 143,00 | 4,02 0,33 3,49 4,61 0,03 8,31
Tuk [kg] 143,00 1,17 0,22 0,26 1,51 0,02 18,77
Protein [%0] 143,00 3,34 0,28 2,79 3,75 0,02 8,29
Protein [kg] 143,00 0,97 0,19 0,21 1,30 0,02 19,14
Pomér TP 143,00 1,21 0,08 1,02 1,42 0,01 6,80
PSB 143,00 | 79,15 | 55,56 42,00 239,00 4,65 70,19
Mocovina 143,00 | 19,72 6,39 8,30 35,00 0,53 32,41

DIM = pocet dni v laktaci v dob€ kontroly uzitkovosti; Nadoj = primérny denni nadoj; Pomér TB =
pomér tuku a bilkovin v mléce; PSB = pocet somatickych bunék; mo¢ovina = obsah moc¢oviny v mléce;
n = pocet pfipadl; X = aritmeticky primer; s = standardni odchylka; s. e. = standardni chyba
aritmetického priimeéru; V [%] = variaéni koeficient

4.3 Odbér oocytt - ovum pick-up

Prvni odbér oocyti byl u darkyn proveden v priméru v 58,4 dni v laktaci (DIM) s
minimem 42 DIM a maximem 77 DIM. Pokud nebyl detekovan zadny problém, tak zpravidla
dojnice podstoupily druhy odbér o tyden pozdé&ji. Z pivodniho souboru prvotelek nékteré
nepodstoupily obé aspirace kvuli riznym diavodim (zdravotni, zootechnické, tthyn). Celkem
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probé&hlo 7 odbérovych dni v riznych ¢astech roku (listopad 2021, duben 2022, kvéten 2022,
fijen 2022, duben 2023) s celkovym pocétem 260 odbéru.

Pred odbérem byly darkyné fixovany ve fixaénim zafizeni a nasledn¢ jim byla aplikovana
epiduralni anestezie (4 ml 2% lidokainu, Fatro, Italie). Nasledovalo odstranéni vykald
z kone¢niku a po ocisténi perineélni oblasti byl do pochvy zaveden specialné vyrobeny drzak
intravaginalni sondy a vodic jehly, na kterém byla nasazena jednorazova podkozni jehla 18 G.
Vajecniky byly vizualizovany konvexni sondou 7 MHz piipojenou k ultrazvukovému skeneru
MyLabOne VET (Esaote, Italie). Pfed odbérem byl zapsan ultrasonograficky nalez na obou
vajecnicich (viz Tabulka 7). Punkéni jehla byla pfes sténu pochvy vedena do jednotlivych
folikuld a pomoci vakuové aspira¢ni pumpy byl aplikovan tlak -75 mm Hg. Folikularni tekutina
s oocyty byla shromazd’ovana do zkumavky o objemu 50 ml, v niz bylo 10 ml komeréniho
média pro ziskédvani oocyti (OPU, Cornwall, UK). Po dokonceni aspirace byla hadicka
napojena na jehlu jesté timto médiem vyplachnuta, diky ¢emuz se dostaly vSechny oocyty do
zkumavky. Tato zkumavka byla udrzovana pfi teploté 38 °C pomoci vyhievného stojanu.

Ihned po kazdé aspiraci byl obsah 50 ml zkumavky pfefiltrovan pfes embryofiltr a
kumulo-oocytarni komplexy byly vyhledany pod stereomikroskopem. Ziskané oocyty byly do
2 hodin po odbéru vaji¢ek preneseny do laboratofe UZFG AV CR (Ustav Zivo¢isné fyziologie
a genetiky akademie véd Ceské republiky, Lib&chov) pii teploté piiblizné 30 °C v komerénim
udrzovacim médiu (BO-1VM, Cornwall, UK).

Tabulka 7: Ultrasonograficky nalez na vaje¢nicich

Proménna n x S Minimum | Maximum | s.e. V [%]
Folikuly celkem | 260 | 13,23 | 5,60 3 31 0,35 | 42,36
Folikuly<05cm | 260 | 11,48 | 6,25 0 30 0,39 | 54,45
Folikuly >0,5cm | 260 1,74 1,84 0 12 0,11 | 105,54
Pocet CL 260 | 0,75 0,61 0 2 0,04 82,12

n = pocet pfipadii; X = aritmeticky prumer; s = standardni odchylka; s. e. = standardni chyba
aritmetického priimeéru; V [%] = varia¢ni koeficient

4.4 Hodnoceni kvality oocyt

Pokud neni uvedeno jinak, chemikalie byly zakoupeny od firmy Sigma (Sigma-Aldrich,
St. Louis, MO) a plast od firmy Nunclon (Nunc, Roskilde, Dansko). Bovinni kumulo-oocytarni
komplexy (COC) ziskané aspiraci OPU byly transportovany v zahfatém udrzovacim médiu. Po
transportu byly COC dikladn€¢ promyty a podrobeny in vitro maturaci v modifikovaném
Parkerové médiu (MPM) doplnéném 0 20 mM pyruvatu sodného, 50 U/ml penicilinu, 50 pg/ml
streptomycinu, 10 % fetalniho bovinniho séra (FBS), sérovym gonadotropinem a choriovym
gonadotropinem (P. G. 600, 15 U/ml; Intervet, Boxmeer, Holland) bez parafinového piekryti
ve ¢tyijamkovych miskach ve zvlhéované atmosféie po dobu 24 h pti 39 °C s 5 % CO2. Po 24
h byly oocyty denudovidny jemnym pipetovinim a fixovany. Pro stanoveni expanze
kumulérnich bun€k a vyhodnoceni kvality byly COC nebo denudované oocyty snimany
Axiocam 208 color (Zeiss) pted dozranim a po ném. Kumulo-oocytarni komplexy byly
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klasifikovany podle vzhledu kumularnich bun¢k (viz Tabulka 8) a byla vyhodnocena jejich
expanze, ktera byla klasifikovana jako binarni parametr ano = 100 / ne = 0. Nasledné byly
klasifikovany i denudované oocyty a rozdéleny do 3 kategorii na zaklad¢ struktury jejich
ooplazmy (viz Tabulka 9). Posuzovana byla také mira zrani, kdy bylo hodnoceno procento
oocytl ze vSech odebranych, u kterych béhem in vitro maturace doslo k prodélani MII faze. Ve
vztahu K jednotlivym dojnicim byla posuzovana také schopnost oplozeni, konkrétné podil
dojnic, od kterych alespon jeden odebrany oocyt dosahl pfi in vitro maturaci MII faze.

Tabulka 8: klasifikace kumulo-oocytarniho komplexu

Trida Pocet vrstev kumularnich bunék
1 Vice nez 5 vrstev
2 2 — 5 vrstvy
3 1 vrstva (také pouze ¢asteéné obklopen¢)
4 Z4dné kumularni buiiky

Tabulka 9: klasifikace oocytu

Trida Morfologie oocytu
1 Kompaktni, homogenni, mirné granulovany
2 2 | Granulovany, heterogenni
E 3 Fragmentovany, siln¢ granulovany

4.5 Odbér a vySetieni krve

Vlastni odbér krve probéhl vzdy u zvifat z ocasni zily (v. caudalis mediana) za pomoci
standardnich odbérek krve HEMOS 2. Od kazdého zvifete byla krev odebrana do odbérové
zkumavky cca 8-10 ml s gelem, pro ziskani séra. Odbér probihal pravidelné tyden pied prvni
aspiraci oocytl a nasledné v den aspirace oocytd. Po odbéru byly zkumavky ponechany po dobu
cca 2 hodin v lednici ke srazeni. Poté byly zkumavky centrifugovany pti 2 000 otackach/min,
4 °C po dobu 10 minut. Po centrifugaci bylo odebrano ¢isté sérum do 2 ml mikrozkumavek
(eppendorf), promichdno a rozalikvotovano do mikrozkumavek (1,5 nebo 0,5 ml) cca po 200
ul. Samotnd biochemické analyza krve byla zpracovana sluzbou, kterou realizovala Veterinarni
univerzita Brno s cilem vyhodnotit obsah vybranych metabolitd (cholesterol, triacylglycerol,
betahydroxybutyrat, neesterifikované mastné kyseliny) v krvi dojnic.

4.6 Sledovani metabolického stresu

Metabolicky stres byl sledoval na zakladé¢ poméru bilkovin a tuku v mléce a na zdkladé
hodnot  vybranych  parametrd  (cholesterol, triacylglycerol,  betahydroxybutyrat,
neesterifikované mastné kyseliny) dostupnych z vysledkti biochemického vySetfeni krve.
Obsah tuku a bilkovin byl zaznamenan z kazdého dojeni pomoci programu Afifarm (v4.1,
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Afikim, Izrael). Nasledné byl vypocten pomér tuku a bilkovin. Sledovan byl konkrétné pomér
T/B mezi 25 a 35 DIM, minimum T/B do 1. odbéru, maximum T/B do 1. odbéru, rozptyl T/B
do 1. odbéru, primérny pomér T/B do 1. odbéru a T/B v den odbéru oocyti.

4.7 Statistické vyhodnoceni

Pro statistické vyhodnoceni vysledkt byl pouzit program SAS 9.4 (SAS ® 9.4, 2013).
Pro stanoveni zdkladnich parametri souborti byla vyuzita procedura MEANS. Frekvence
sledovanych parametrti byly stanoveny za pomoci procedury FREQ. Pro stanoveni vzajemnych
korelaci byla vyuzita procedura CORR. Pro vyhodnoceni bylo uvazovéno, ze vSechny
proménné maji normalni rozdé€leni. Pro vlastni vyhodnoceni efekti byla pouzita procedura
GLM, s naslednym detailnim vyhodnocenim pomoci Tukey-Kramerova testu. Modelova
rovnice vzdy obsahovala efekt metabolického stavu, efekt pofadi odbéru a linearni regresi na
DIM pfti odbéru.
Modelové rovnice mély nasledujici tvar:
ik = n + MET; + PORAD; + b x (DIM) + ejjx

kde:
* yijk = zavislé proménné (pocet oocyti, kvalita oocytt, kvalita kumulo-oocytarniho komplexu,
expanze kumulo-oocytarniho komplexu, mira zrani, pravdépodobnost dosazeni MII faze);
* 1 = pramérna hodnota zavislé proménné;
* MET,; = fixni efekt metabolického stavu podle jednoho z parametri, kde:

- Cholesterol (i=<4,07,n = 100;i=4,07-5,14 ,n=36;1=>5,14, n = 64);

- Triacylglycerol (i=<0,10,n = 70;i=0,10-0,13, n =95; i=> 0,13, n = 95);

- Betahydroxybutyrat (i=<0,23,n = 95;1=0,23-0,34,n=91;i=>0,34, n=74);

- Neesterifikované mastné kyseliny (i = < 0,41, n = 89; i= 0,41-0,76, n = 97,

i=>0,76, n = 74);
- Primér T/B do 1. odbéru (i =< 1,06, n = 99; i= 1,06-1,20, n = 88§;
i=>1,20,n=73),

- T/Bvdenodbéru(i=<104,n = 77;i=1,04-1,22,n=112; i=> 1,22, n = 69);
* PORAD; = fixni efekt potadi odbéru (i = 1 — listopad 2021, n = 11; i = 2 — duben 2022,
n=14; i =3 — kvéten 2022, n = 15; i = 4 — f{jen 2022, n = 38; i = 5 — fijen 2022, n = 65;
I =6 —duben 2023, n =71; i =7 — duben 2023, n = 46);
* b x (DIM) = linearni regrese na dny v laktaci pfi aspiraci oocytil;
* ejjk = nadhodna chyba.
Pro stanoveni priikaznosti byly vyuzity nasledujici trovné: P <0,05; P <0,01; P <0,001.
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5 Vysledky

5.1 Zakladni statistiky odbéru a hodnoceni kvality oocytu
Celkem bylo za odbérova obdobi vroce 2021, 2022 a 2023 ziskdno 253 oocyti

s primérnym ziskem 5,04 oocyti na dojnici s minimalnim poctem 0 a maximalnim 12.
Frekvence ziskaného poctu oocytl je graficky znazornéna v Grafu 1.

Graf 1: Frekvence ziskaného poctu oocyti
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Data o0 kvalité byla vyhodnocena u 140 oocytt, jelikoz néktera data z laboratote UZFG
AV CR z roku 2023 nebyla jesté zpracovana. Stadium odebranych oocytli bylo nasledujici: 13
oocytd bylo ve stadium zarode¢ného vacku; 21 oocyti ve stadiu metafaze I, rozpadu
zarodecného vacku; 79 oocytll ve stadiu metafaze Il a 18 degradovanych oocyti. Kvalita oocytl
posuzovana viz Tabulka 9 byla nésledujici: 1 - 58; 2 - 44; 3 — 30; s pramérnou kvalitou 1,79;
procentualni rozdéleni je graficky znazornéno viz Graf 2. Kvalita kumulo-oocytarniho
komplexu na zakladé klasifikace dle Tabulky 8 byla v priméru 2,48, pii¢emz 29 COC mélo
vice nez pét vrstev kumularnich bunék a 32 nemélo zadné kumularni bunky. K expanzi COC
doslo u 35 hodnocenych oocytl a u 66 k expanzi nedoslo. Mira zrani (% dosaZeni metafaze II)
byla primémé 59,19 % s vysokou schopnosti oplozeni (92,19 %). Parametry kvality
posuzovanych oocytd byly shrnuty v Tabulce 10.
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Tabulka 10: Parametry kvality posuzovanych oocyti

Proménna n x S Min. | Max. se. | V[%]
Pocet oocyti 140 4,08 2,95 0 12 0,25 72,22
Oplozeni schopné 128 | 92,19 | 26,94 0 100 2,38 | 29,23
Mira zrani 128 | 59,19 | 29,88 0 100 2,64 | 50,49
Stadia oocyti 128 1,77 0,82 0 3 0,07 | 45,98
Kvalita oocyti 132 1,79 0,79 1 3 0,07 44 27
Kvalita COC 132 2,48 1,09 1 4 0,09 | 43,77
Expanze COC 101 | 34,65 | 47,82 0 100 4,76 | 138,01

Oplozeni schopné = pravdépodobnost dosazeni metafaze II (%) u alespoit 1 oocytu; Mira zrani = %
dosazeni metafaze II; Stadia oocytl: 0 = zarodecny vacek, 1 = metafaze I, rozpad zadrode¢ného vacku, 2
= metafaze II, 3 = degradovany; Kvalita oocytli = hodnocena na stupnici 1 - 3 (Klasifikace viz Tabulka
9); Kvalita COC = kvalita kumulo-oocytarniho komplexu (klasifikace viz Tabulka 8);Expanze COC =
expanze komplexu kumulo-oocytarniho komplexu byla vyhodnocena jako binarni parametr ano =
100/ne = 0; n= pocet ptipadii; X = aritmeticky primeér; s = standardni odchylka; Min. = minimum; Max.
= maximum; s. e. = standardni chyba aritmetického primeéru; V [%)] = varia¢ni koeficient

Graf 2: Kvalita oocytu dle tfid

= Tfida 1: Kompaktni, homogenni, mirné granulovany
Tfida 2: Granulovany, heterogenni
= Tfida 3: Fragmentovany, silné granulovany

5.2 Zakladni statistiky parametri metabolického stresu

Zakladni hodnoty poméru tuku a bilkovin (T/P) vypoc¢itané na zaklad¢ dat z dojeni jsou
dostupné v Tabulce 11 Pramér T/B do 1. odbéru oocytt a T/B v den odbéru oocyti byly
nasledné vyuzity pro vyhodnoceni modelové rovnice a dojnice byly pro tento ucel rozdéleny
do tii skupin dle zjisténych hodnot.
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Tabulka 11: Sledované hodnoty poméru tuku a bilkovin

Proménna n X S min. | max. se. | V(%)

T/B 25-35 DIM 260 | 1,10 | 0,15 0,88 1,63 0,01 | 13,75

Minimum T/B do 1. odbéru 260 | 0,91 | 0,18 0,21 1,30 0,01 | 19,27

Maximum T/B do 1. odbéru | 260 | 1,40 | 0,26 1,08 2,21 0,02 | 18,34

Rozptyl T/B do 1. odbéru 260 | 0,49 | 0,28 0,12 1,50 0,02 | 57,25
Primér T/B do 1. odbéru 260 | 0,14 | 1,55 0,91 1,55 0,01 | 12,21
T/B v den odbéru 258 | 1,13 | 0,18 0,77 1,81 0,01 | 15,53

n = pocet piipadi; X = aritmeticky primér; s = standardni odchylka; min = minimum; max = maximum;
s. e. = standardni chyba aritmetického pruméru; V [%] = varia¢ni koeficient; T/B= pomér tuku a bilkovin
v mléce; T/B 25-35 DIM = pom¢ér tuku a bilkovin v mléce 25. — 35. den v mléce

Zéakladni statistika hodnot dostupnych z biochemického vysetfeni krve jako je obsah
cholesterolu, triacylglycerolu, betahydroxybutyratu a neesterifikovanych mastnych kyselin

jsou dostupné v Tabulce 12.

Tabulka 12: Sledované hodnoty z vysetieni krve

Proménna n X s min. | max. | se. | V(%)

Cholesterol 260 4,61 1,07 2,9 8,5 0,07| 23,25
Triacylglycerol 260 0,11 0,03 0,04 0,25 0,00| 26,07
Betahydroxybutyrat 260 0,28 0,12 0,11 0,74 0,01| 40,82
Neesterifikované MK 260 0,59 0,35 0,14 2,02 0,02 59,62

n = pocet piipadl; X = aritmeticky pramér; s = standardni odchylka; min = minimum; max = maximum;
s. e. = standardni chyba aritmetického priméru; V [%] = variacni koeficient; Neesterifikované MK =
neesterifikované mastné kyseliny

5.3 Korelaé¢ni analyza

V Tabulce 13 jsou vyhodnoceny korelace pro hodnoty cholesterolu, triacylglycerolu,
betahydroxybutyratu, neesterifikovanych mastnych kyselin, primérmého poméru T/B do 1.
odbéru oocyti a poméru T/B v den odbéru oocytii ve vztahu k poctu ziskanych oocytl a
ukazatelim kvality oocytt.

Byla zjisténa slaba korelace mezi hladinou cholesterolu v krvi a po¢tem ziskanych oocyti
(r=0,17; P < 0,01). Slaba korelace byla také zjisténa mezi hladinou triacylglycerolu v Krvi a
mezi poctem ziskanych oocytu (r = 0,15; P < 0,05), naopak slabé zaporné korelace byly zjistény
u hladiny triacylglycerolu v krvi a kvalitou kumulo-oocytarniho komplexu (r = -0,19; P < 0,05)
a taktéz mirou zrani oocytu (r = -0,25; P <0,01). U hladiny betahydroxybutyratu v krvi a poctem
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ziskanych oocytli byla zjisténa slaba negativni korelace (r = -0,15; P < 0,05). Mezi primérnym
pomérem tuku a bilkovin v mléce v den odbéru a expanzi kumulo-oocytarniho komplexu
existuje slaba korelace (r = 0,20; P < 0,05). Mezi dal$imi parametry nebyly zjistény statisticky
vyznamné korelace.

Tabulka 13: Hodnoty korelaci mezi vybranymi parametry

Pocet Kvalita | Kvalita | Expanze | Mira | Oplozeni

oocyti oocyti COC COC Zrani schopné

r | 017 | -008 | -002 | 00l | -017 | -0,06

Cholesterol | P | 0006 | 0388 | 0844 | 0917 | 0052 | 0525
n| 253 132 132 101 128 128

| 015 003 | -019 | 013 | 025 | 012

Triacylglycerol | P 0,017 0,718 0,027 0,210 0,004 0,175
n| 253 132 132 101 128 128

| -0.15 0 013 | -007 | -003 | -002

BHB P| 0021 | 099% | 0140 | 0471 | 0777 | 0817
n| 253 132 132 101 128 128

r | -012 | -002 | -014 | -001 | -013 | 001

NEMK P| 0067 | 0813 | 0108 | 0888 | 0152 | 0887
n| 253 132 132 101 128 128

— r | -002 | -016 | -009 | 011 0,08 0,09
Tramer E’B do "570760 | 0062 | 0304 | 0269 | 0356 | 0309
n| 253 132 132 101 128 128

r | -008 | -007 | -004 | 020 | -006 | -0,05

I(’lié‘ige” P| 0229 | 0394 | 0633 | 0045 | 0502 | 0561
n| 251 132 132 101 128 128

Kvalita oocytti = hodnocena na stupnici 1 - 3 (klasifikace viz Tabulka 9); Kvalita COC = kvalita kumulo-
oocytarniho komplexu (Klasifikace viz Tabulka 8);Expanze COC = expanze kumulo-oocytarniho
komplexu byla vyhodnocena jako binarni parametr ano = 100/ne = 0; Mira zrani = % dosazeni metafaze
Il; Oplozeni schopné = pravdépodobnost dosazeni metafaze II (%) u alespon 1 oocytu; BHB =
betahydroxybutyrat; NEMK = neesterifikované mastné kyseliny; T/B= pomér tuku a bilkovin v mléce;
r = korela¢ni koeficient; P = prukaznost korelace; n = pocet piipadi
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5.4 Vyhodnoceni modelové rovnice

5.4.1 Cholesterol

Tabulka 14 shrnuje vyhodnoceni modelové rovnice ve které byl metabolicky stav
reprezentovan hladinou cholesterolu. Posuzovan byl vliv cholesterolu, potadi odbé&rového
obdobi a dnti v mléku (DIM) pfi aspiraci oocytll na kvalitu oocytl, kvalitu kumulo-oocytarniho
komplexu, expanzi kumulo-oocytarniho komplexu, miru zrani a schopnost oplozeni. Modelova
rovnice byla statisticky priikazna pro poéet ziskanych oocytii (r? = 0,232; P < 0,001) a v ramci
modelové rovnice byl k poc¢tu oocytu pritkazny efekt cholesterolu (P < 0,01) a k potadi odbéru
(P < 0,001). Modelova rovnice byla statisticky prikazna pro expanzi kumulo-oocytarniho
komplexu (r?> = 0,156; P = 0,023) a v ramci modelové rovnice byl k expanzi COC prikazny
efekt cholesterolu (P < 0,05). Modelova rovnice byla priikazna také k mife zrani (r2 = 0,253; P
=< 0,001), kde prikazny byl efekt cholesterolu (P < 0,01) a efekt potadi odbéru oocyti (P <
0,01). Pro dalsi hodnocené proménné byla modelova rovnice statisticky neprikazna.

Tabulka 14: Hodnoceni modelové rovnice - cholesterol

Model Cholesterol | Poiadi odbéru DIM M den
odbéru

r P F P F P F P
Pocet oocyti 0,232 | <0,001 | 5,53 | 0,005 8,75 |<0,001| 0,06 | 0,808
Kvalita oocyti 0,021 0,907 0,2 0,823 0,33 | 0,858 | 0,36 | 0,551
Kvalita COC 0,032 0,762 | 1,61 | 0,204 0,5 0,735 | 0,15 | 0,698
Expanze COC 0,156 0,023 3,74 | 0,028 0,71 0,585 3,8 0,054
Mira zrani 0,235 | <0,001 | 6,63 | 0,002 51 0,001 0,81 | 0,370
Oplozeni schopné 0,017 0,954 0,4 0,668 0,44 | 0,778 | 0,01 | 0,930

Kvalita oocytti = hodnocena na stupnici 1 - 3 (Klasifikace viz Tabulka 9); Kvalita COC = kvalita kumulo-
oocytarniho komplexu (Klasifikace viz Tabulka 8); Expanze COC = expanze kumulo-oocytarniho
komplexu byla vyhodnocena jako binarni parametr ano = 100/ne = 0; Mira zrani = % dosazeni metafaze
Il; Oplozeni schopné = pravdépodobnost dosazeni metafaze II (%) u alesponi 1 oocytu; DIM v den
odbéru = dny v laktaci v den odbéru; r*> = koeficient determinace; P = hladina vyznamnosti; F = F
rozde€leni

Tabulka 15 prezentuje detailni vyhodnoceni pro efekt cholesterolu. Mezi poctem oocytl
ziskanych od prvni skupiny (< 4,07) a treti skupiny (> 5,14) byl zjistén statisticky prukazny
rozdil (P < 0,01), kdy u tteti skupiny byl celkové odebran nejvyssi pocet oocytl. Rovnéz
existovala tendence, ze oocyty dojnic ve tieti skupiné (> 5,14) dosahovaly nejlepsi kvality.
Naopak u kvality expanze COC mizeme u této skupiny vidét tendenci k horSim vysledkim. U
expanze COC byl zjistén statisticky prikazny rozdil (P < 0,05) mezi hodnotami v dojnic v prvni
skupiné (< 4,07) a ve skupin¢ druhé (4,07-5,14). Mezi témito skupinami byl zjistén statisticky
prukazny rozdil (P < 0,01) i v mife zrani ziskanych oocyta.
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Tabulka 15: Hodnoceni vlivu cholesterolu na parametry kvality oocytu

Pocet | Kvalita | Kvalita | Expanze | Mira | Oplozeni
. oocyti | oocyti COC COC zrani | schopné
Eletd Sl LSM + LSM + LSM + LSM + LSM + LSM =+
SELSM | SELSM | SELSM | SELSM | SELSM | SELSM
3,53+ 1,81+ 2,48 £ 20,04+ | 65,05+ 96,46 +
0,355° 0,143 0,196 9,514 4,8338 4,940
4,46 + 1,74 + 2,13+ 4727+ | 46,87+ | 96,26+
0,369 0,155 0,212 9,856° 5,189°8 5,304
>514 5,30 + 1,64 + 2,64+ 19,41+ | 69,20+ 87,26 +
' 0,4118 0,224 0,307 14,724 7,502 7,668
Kvalita oocytti = hodnocena na stupnici 1 - 3 (Klasifikace viz Tabulka 9); Kvalita COC = kvalita kumulo-
oocytarni komplexu (klasifikace viz Tabulka 8); Expanze COC = expanze kumulo-oocytarni komplexu
byla vyhodnocena jako binarni parametr ano = 100/ne = 0; Mira zrani = % dosazeni metafaze II;
Oplozeni schopné = pravdépodobnost dosazeni metafaze II (%) u alespoii 1 oocytu; LSM = priméry
nejmensich ¢tvercll; SELSM = standardni chyba primérti nejmensich Ctvercd; riizna pismena ve
sloupcich znadi statistickou prukaznost (A = P < 0,001; B =<0,01; C =P <0,05)

< 4,07

Cholesterol |4,07-5,14

5.4.2 Triacylglycerol

Tabulka 16 shrnuje vyhodnoceni modelové rovnice ve které byl metabolicky stav
reprezentovan hladinou triacylglycerolu. Posuzovan byl vliv triacylglycerolu, potadi
odbérového obdobi a dnti v mléce (DIM) pii aspiraci oocyt na kvalitu oocytt, kvalitu kumulo-
oocytarniho komplexu, expanzi kumulo-oocytarniho komplexu, miru zrani a schopnost
oplozeni. Modelova rovnice byla statisticky prikazna pro pocet ziskanych oocytt (r? = 0,208;
P < 0,001) a vramci modelové rovnice byl k po¢tu oocyti prikazny efekt potadi odbéru
(P < 0,001). Modelova rovnice byla statisticky priikazna také pro miru zrani (r> = 0,152; P =
0,005) nicméné¢ pro dalsi hodnocené proménné byla modelova rovnice statisticky neprikazna.

Tabulka 16: Hodnoceni modelové rovnice - triacylglycerol

Model Triacylglycerol | Poradi odbéru D:)I:l/lb\érc:len

r’ P F P F P F P
Pocet oocyti 0,208 | <0,001 1,63 0,198 | 8,66 |<0,001| 0,01 | 0,908
Kvalita oocyti 0,020 | 0,924 0,09 0,911 0,27 0,898 051 | 0,478
Kvalita COC 0,019 0,941 0,69 0,504 0,53 0,716 0,05 | 0,826
Expanze COC 0,108 0,141 1,04 0,357 0,56 0,693 181 | 0,693
Mira zrani 0,152 | 0,005 0,07 0,931 2,36 0,057 0,21 | 0,650
Oplozeni schopné 0,040 | 0,667 1,82 0,167 | 1,11 | 0,357 | 0,05 | 0,832

Kvalita oocytti = hodnocena na stupnici 1 - 3 (klasifikace viz Tabulka 9); Kvalita COC = kvalita kumulo-
oocytarniho komplexu (klasifikace viz Tabulka 8); Expanze COC = expanze kumulo-oocytarniho
komplexu byla vyhodnocena jako binarni parametr ano = 100/ne = 0; Mira zrani = % dosaZeni metafaze
Il; Oplozeni schopné = pravdépodobnost dosazeni metafaze 11 (%) u alespont 1 oocytu; DIM v den
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odbéru = dny v laktaci v den odbéru; r?> = koeficient determinace; P = hladina vyznamnosti; F = F
rozdé€leni

Tabulka 17 prezentuje detailni vyhodnoceni pro efekt triacylglycerolu. U tohoto
metabolitu byla tendence k pomérné vyrovnanym vysledkim mezi jednotlivymi skupinami ve
vztahu Kk poctu ziskanych oocytt, jejich kvality, kvality COC a miry zrani. U prvni skupiny
(< 0,10) byl zjistén jisty trend, kdy oocyty od téchto dojnic vykazovaly mens$i schopnost
expanze COC a oplozeni oproti ostatnim skupinam.

Tabulka 17: Hodnoceni vlivu triacylglycerolu na parametry kvality oocytu

Pocet | Kvalita | Kvalita | Expanze | Mira |Oplozeni

Efekt Skupina oocytii | oocytu COC COC zrani | schopné
LSM + LSM + LSM + LSM + LSM + LSM +
SELSM SELSM | SELSM SELSM | SELSM | SELSM

411+ 1,68 + 2,71+ 1399+ | 61,024+ | 81,70+

<010 0,420 0,199 0,274 13,328 7,228 6,934

4,01+ 1,78 + 2,35+ 36,24+ | 59,335+ | 96,34+

Triacylglycerol |0,10-0,13| 394 0,140 0,193 9.479 4981 4779

>013 4,88 + 1,74 + 2,27+ 32,84+ | 62,093+ | 100,22 +
' 0,367 0,181 0,249 12,049 6,385 6,126

Kvalita oocytti = hodnocena na stupnici 1 - 3 (Klasifikace viz Tabulka 9); Kvalita COC = kvalita kumulo-
oocytarni komplexu (klasifikace viz Tabulka 8); Expanze COC = expanze kumulo-oocytarni komplexu
byla vyhodnocena jako binarni parametr ano = 100/ne = 0; Mira zrani = % dosazeni metafaze II;
Oplozeni schopné = pravdépodobnost dosazeni metafaze II (%) u alespoii 1 oocytu; LSM = priméry
nejmensich ¢tvercl; SELSM = standardni chyba priméri nejmensich ¢tverct

5.4.3 Betahydroxybutyrat

Tabulka 18 shrnuje vyhodnoceni modelové rovnice ve které byl metabolicky stav
reprezentovan hladinou betahydroxybutyratu. Posuzovan byl vliv betahydroxybutyratu, potadi
odbérového obdobi a dnil v mléce (DIM) pii aspiraci oocytl na kvalitu oocytl, kvalitu kumulo-
oocytarniho komplexu, expanzi kumulo-oocytarniho komplexu, miru zrani a schopnost
oplozeni. Modelové rovnice byla statisticky pritkazna pro pocet ziskanych oocyti (r* = 0,232;
P <0,001) a v ramci modelové rovnice byl k poétu oocytt pritkazny efekt betahydroxybutyratu
(P <0,001) a k potadi odbéru (P < 0,001). Modelova rovnice byla statisticky priikazna pro miru
zrani (r? = 0,151; P = 0,006) a v rimci modelové rovnice byl k mife zrani prikazny efekt potadi
odbéru (P < 0,01). Pro dal$i hodnocené proménné a efekty byla modelova rovnice statisticky
neprukazna.
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Tabulka 18: Hodnoceni modelové rovnice - betahydroxybutyrat

. v 1 v DIM v den

Model Betahydroxybutyrat | Poradi odbéru odbéru

r2 P F P F P F P
Pocet oocytii 0,308 | <0,001| 19,78 <0001 | 12,99 | <0001 | 0,13 | 0,721
Kvalita oocytidi | 0,019 | 0,929 0,06 0,941 043 | 0,786 | 044 | 0507
Kvalita COC 0,016 | 0,956 0,57 0,569 04 | 0810 | 0,05 | 0,820
Expanze COC | 0,096 | 0,213 0,37 0,693 105 | 0385 | 2,15 | 0,146
Mira zrani 0,151 | 0,006 0,01 0,994 501 | 0001 | 0,31 | 0,580
Oplozeni 0,039 | 0,679 1,77 0,175 11 | 0360 | 0 | 0962

schopné

Kvalita oocytti = hodnocena na stupnici 1 - 3 (Klasifikace viz Tabulka 9); Kvalita COC = kvalita kumulo-
oocytarniho komplexu (klasifikace viz Tabulka 8); Expanze COC = expanze kumulo-oocytarniho
komplexu byla vyhodnocena jako binarni parametr ano = 100/ne = 0; Mira zrani = % dosazeni metafaze
Il; Oplozeni schopné = pravdépodobnost dosazeni metafaze II (%) u alesponn 1 oocytu; DIM v den
odbéru = dny v laktaci v den odbéru; r? = koeficient determinace; P = hladina vyznamnosti; F = F
rozde¢leni

Tabulka 19 prezentuje detailni vyhodnoceni pro efekt betahydroxybutyratu. Mezi
poctem oocytd ziskanych od prvni skupiny (< 0,23) a druhé skupiny (0,23-0,34) byl zjistén
statisticky prikazny rozdil (P < 0,001), kdy u prvni skupiny byl celkové odebran nejvyssi pocet
oocyt. U dalSich parametri byla tendence k pomérné¢ vyrovnanym vysledkim mezi
jednotlivymi skupinami ve vztahu ke kvalité oocyti, kvality COC a miry zrani. U tieti skupiny
(> 0,34) byl zjistén jisty trend, kdy oocyty od téchto dojnic vykazovaly mensi schopnost
expanze COC a oplozeni oproti ostatnim skupinam.

Tabulka 19: Hodnoceni vlivu betahydroxybutyratu na parametry kvality oocytu

Pocet | Kvalita | Kvalita | Expanze | Mira |Oplozeni
Efekt Skupina |0¢cyti | oocyth | COC | COC | zrini | schopné

LSM + LSM + LSM + LSM + LSM + LSM +
SELSM | SELSM | SELSM | SELSM | SELSM | SELSM

5,46 £ 1,70 + 2,35+ 32,04 £ 61,30+ | 102,61+

<0.23 0,382 0,177 0,244 11,945 6,719 6,445

2,88+ 1,70 + 2,22+ 36,68 + 60,63+ | 101,21+

>034 4,90 + 1,78 + 2,60 £ 21,28+ 60,57 £ 83,62 +
' 0,345 0,160 0,220 11,595 6,359 6,099

BHB = betahydroxybutyrat; Kvalita oocyti = hodnocena na stupnici 1 - 3 (klasifikace viz Tabulka 9);
Kvalita COC = kvalita kumulo-oocytarni komplexu (klasifikace viz Tabulka 8); Expanze COC =
expanze kumulo-oocytarni komplexu byla vyhodnocena jako binarni parametr ano = 100/ne = 0; Mira
zrani = % dosazeni metafaze II; Oplozeni schopné = pravdépodobnost dosazeni metafaze II (%) u
alespon 1 oocytu; LSM = priméry nejmensich ¢tvercll; SELSM = standardni chyba priimért nejmensich
¢tvercll; riznd pismena ve sloupcich znadi statistickou prikaznost (A = P < 0,001; B = < 0,01,
C=P<0,05)
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9.4.4 Neesterifikované mastné kyseliny

Tabulka 20 shrnuje vyhodnoceni modelové rovnice, Ve které byl metabolicky stav
reprezentovan hladinou neesterifikovanych mastnych kyselin. Posuzovan byl vliv
neesterifikovanych mastnych kyselin, pofadi odbérového obdobi a dni v mléce (DIM) pii
aspiraci oocytli na kvalitu oocytl, kvalitu kumulo-oocytarniho komplexu, expanzi kumulo-
oocytarniho komplexu, miru zrani a schopnost oplozeni. Modelova rovnice byla statisticky
pritkazné pro pocet ziskanych oocytil (r? = 0,205; P < 0,001) a v ramci modelové rovnice byl
K poctu oocyti prikazny efekt poradi odbéru (P < 0,001). Modelova rovnice byla statisticky
pritkazna pro miru zrani (r? = 0,191; P = 0,001) a v rdmci modelové rovnice byl k mi)ie zrani
prukazny efekt potadi odbéru (P <0,01). Pro dal$i hodnocené proménné a efekty byla modelova
rovnice statisticky neprukazna.

Tabulka 20: Hodnoceni modelové rovnice - neesterifikované mastné kyseliny

Model NEMK | Pofadiodbéru | DM Vden
odbéru

r2 P F P F P F P
Pocet oocytii 0,205 |<0,001| 1,09 | 0339 | 104 |<0001| 020 | 0,658
Kvalita oocyti 0,022 | 0900 | 024 | 0,790 | 034 | 0,850 | 037 | 0543
Kvalita COC 0,027 | 0842 | 1,25 | 0291 | 028 | 0,891 | 0,02 | 0,885
Expanze COC 0,099 | 0192 | 055 | 0581 | 1,65 | 0169 | 251 | 0,116
Mira zréni 0,191 | 0,001 | 297 | 0,055 | 441 | 0,002 | 023 | 0,633
Oplozeni schopné 0,018 | 0,950 | 044 | 0647 | 044 | 0781 | 005 | 0,829

NEMK = neesterifikované mastné kyseliny; Kvalita oocytli = hodnocena na stupnici 1 - 3 (klasifikace
viz Tabulka 9); Kvalita COC = kvalita kumulo-oocytarniho komplexu (klasifikace viz Tabulka 8);
Expanze COC = expanze kumulo-oocytarniho komplexu byla vyhodnocena jako binarni parametr ano
= 100/ne = 0; Mira zrani = % dosazeni metafaze II; Oplozeni schopné = pravdépodobnost dosazeni
metafaze 11 (%) u alespoit 1 oocytu; DIM v den odbéru = dny v laktaci v den odbéru; r?> = koeficient
determinace; P = hladina vyznamnosti; F = F rozd¢€leni

Tabulka 21 poskytuje detailni vyhodnoceni pro efekt neesterifikovanych mastnych
kyselin. U tohoto metabolitu byla tendence k pomérné vyrovnanym vysledkim mezi
jednotlivymi skupinami ve vztahu k poctu ziskanych oocytt, jejich kvality, kvality COC a
schopnosti oplozeni. U tfeti skupiny (< 0,76) byl zjistén jisty trend, kdy oocyty od téchto dojnic
vykazovaly vétsi schopnost expanze COC oproti ostatnim skupinam. Z hlediska miry zrani byla
zjisténa tendence k vy$§imu procentu dosazeni MII faze u prvni skupiny (< 0,41) vii¢i ostatnim
skupinam.
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Tabulka 21: Hodnoceni vlivu neesterifikovanych MK na parametry kvality oocytu

Pocet | Kvalita | Kvalita | Expanze | Mira | Oplozeni
. oocyti | oocyti COC COC zrani | schopné
Eletd S LSM =+ LSM =+ LSM =+ LSM =+ LSM =+ LSM =+
SELSM | SELSM SELSM | SELSM SELSM | SELSM
4,04 + 1,83+ 2,70 £ 22,18 + 70,47 + 94,44 +
0,377 0,159 0,217 10,601 5,748 5,710
4,71 + 1,73+ 2,37+ 24,32+ | 55,68+ | 97,04+
0,367 0,140 0,192 9,240 4,849 4,817
>0.76 4,37 + 1,67 + 2,28 = 38,99 + 59,25 + 89,20 +
' 0,393 0,178 0,244 11,569 6,288 6,247

<0,41

NEMK 10,41-0,76

NEMK = neesterifikované mastné kyseliny; Kvalita oocytll = hodnocena na stupnici 1 - 3 (klasifikace
viz Tabulka 9); Kvalita COC = kvalita kumulo-oocytarni komplexu (klasifikace viz Tabulka 8); Expanze
COC = expanze kumulo-oocytarni komplexu byla vyhodnocena jako binarni parametr ano = 100/ne =
0; Mira zrani = % dosazeni metafaze II; Oplozeni schopné = pravdépodobnost dosazeni metafaze I1 (%)
u alespont 1 oocytu; LSM = priméry nejmensSich ¢tvercti; SELSM = standardni chyba praméra
nejmensich Ctvercd

5.4.5 Primérny pomér tuku a bilkovin do 1. aspirace

Tabulka 22 shrnuje vyhodnoceni modelové rovnice ve které byl metabolicky stav
reprezentovan prumérnym pomérem tuku a bilkovin v mléce do 1. odbéru. Posuzovén byl vliv
pramérného poméru T/B do 1. odbéru, poradi odbérového obdobi a dni v mléce (DIM) pfti
aspiraci oocytli na kvalitu oocytl, kvalitu kumulo-oocytarniho komplexu, expanzi kumulo-
oocytarniho komplexu, miru zrani a schopnost oplozeni. Modelova rovnice byla statisticky
pritkazna pro poéet ziskanych oocytil (r? = 0,234; P < 0,001) a v ramci modelové rovnice byl
Kk poctu oocyti priukazny efekt primérného poméru T/B do prvniho odbéru (P < 0,01) pofadi
odbéru (P < 0,001). Modelova rovnice byla statisticky priikazna pro miru zrani (r? = 0,160; P =
0,003) a v ramci modelové rovnice byl k mife zrani prikazny efekt poradi odbéru (P < 0,01).
Pro dal$i hodnocené proménné a efekty byla modelova rovnice statisticky nepriikazna.

Tabulka 22: Hodnoceni modelové rovnice — primérny T/B do 1. odbéru

Model T/B pramérny | Poradi odbéru D:)';/Ib\érclen

r P F P F P F P
Pocet oocyti 0,234 <0,001 | 5,85 0,003 | 10,64 |<0,001| 0,01 | 0,924
Kvalita oocyti 0,041 0,626 1,45 0,238 | 0,46 0,761 0,49 | 0,486
Kvalita COC 0,015 0,964 0,5 0,608 0,2 0,939 | 0,08 | 0,778
Expanze COC 0,132 0,061 2,33 0,103 1,46 0,221 2,72 | 0,102
Mira zrani 0,160 0,003 0,68 | 0,510 | 4,27 | 0,003 | 0,21 | 0,651
Oplozeni schopné 0,012 0,982 0,12 | 0,891 | 0,31 | 0,872 | 0,04 | 0,835

T/B pramérny = pramérny pomér tuku a bilkovin v mléce do 1. odbéru; Kvalita oocyti = hodnocena na
stupnici 1 - 3 (klasifikace viz Tabulka 9); Kvalita COC = kvalita kumulo-oocytarniho komplexu
(klasifikace viz Tabulka 8); Expanze COC = expanze kumulo-oocytarniho komplexu byla vyhodnocena
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jako binarni parametr ano = 100/ne = 0; Mira zrani = % dosazeni metafaze II; Oplozeni schopné =
pravdépodobnost dosazeni metafaze I (%) u alespoii 1 oocytu; DIM v den odbéru = dny v laktaci v den
odbéru; 12 = koeficient determinace; P = hladina vyznamnosti; F = F rozd&leni

Tabulka 23 poskytuje detailni vyhodnoceni pro efekt primérného poméru tuku a
bilkovin do 1. odbéru. Mezi poctem oocyti ziskanych od prvni skupiny (< 1,06) a tfeti skupiny
(> 1,20) byl zjistén statisticky prikazny rozdil (P < 0,05), rovnéz byl zjistén statisticky prikazny
rozdil (P <0,01), v poctu oocytli mezi druhou skupinou (1,06-1,20) a tieti skupinou (> 1,20).
Tendenci k lepSim parametram kvality oocytd, kvality a expanze COC m¢ly dojnice ve tieti
skuping (> 1,20).

Tabulka 23: Hodnoceni vlivu primérného T/B do 1. odbéru na parametry kvality oocytu

Pocet | Kvalita | Kvalita | Expanze | Mira |Oplozeni
. oocytit | oocytu COC COC zrani | schopné

Bfekt | Skupina e —ToM= | LsM< | LSM< | LSM< | LSM=

SELSM | SELSM | SELSM SELSM | SELSM | SELSM

4,60 + 1,84 + 251+ 22,08 £ 59,22 + 92,85+

Primérmy <106 | g33c | 0109 | 0152 | 7491 | 3936 | 3849
506+ | 171+ | 239+ | 2156+ | 6684+ | 9285+

T/Bdol |106-120| \'3as | 0171 | 0238 | 11002 | 6077 | 5942
odbéru > 120 3,46 + 1,55+ 2,28 + 4544+ | 59,41+ | 9559+

0,377¢# 0,149 0,208 9,654 5,282 5,164

T/B = pomér tuku a bilkovin v mléce; Kvalita oocytt = hodnocena na stupnici 1 - 3 (klasifikace viz
Tabulka 9); Kvalita COC = kvalita kumulo-oocytarni komplexu (klasifikace viz Tabulka 8); Expanze
COC = expanze kumulo-oocytarni komplexu byla vyhodnocena jako binarni parametr ano = 100/ne =
0; Mira zrani = % dosazeni metafaze II; Oplozeni schopné = pravdépodobnost dosazeni metafaze I (%)
u alesponn 1 oocytu; LSM = priméry nejmensSich ¢tvercti; SELSM = standardni chyba praméra
nejmensich Ctvercl; rizna pismena ve sloupcich znaéi statistickou prukaznost (A = P < 0,001;
B=<0,01;C=P<0,05)

5.4.6 Pomér tuku a bilkovin v den aspirace

Tabulka 24 shrnuje vyhodnoceni modelové rovnice ve které byl metabolicky stav
reprezentovan pomérem tuku a bilkovin v mléce v den odbéru. Posuzovan byl vliv poméru
tuku a bilkovin v mléce v den odbéru, potadi odbérového obdobi a dni v mléce (DIM) pti
aspiraci oocytli na kvalitu oocytl, kvalitu kumulo-oocytarniho komplexu, expanzi kumulo-
oocytarniho komplexu, miru zrani a schopnost oplozeni. Modelova rovnice byla statisticky
pritkazna pro pocet ziskanych oocyti (r> = 0,206; P < 0,001) a v ramci modelové rovnice byl
k poctu oocytl prikazny efekt poradi odbéru (P < 0,001). Modelova rovnice byla statisticky
priikazna pro miru zrani (r? = 0,175; P = 0,001) a v rdmci modelové rovnice byl k mife zrani
prukazny efekt potadi odbéru (P < 0,01). Pro dal$i hodnocené proménné a efekty byla modelova
rovnice statisticky neprikazna.
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Tabulka 24: Hodnoceni modelové rovnice — pomér T/B v den odbéru

Model T/B vvden Poradi odbéru DAY \f Eell
odbéru odbéru

r2 P F P F P F P
Pocet oocyti 0,206 < 0,001 1,28 0,28 954 |<0,001| 0,30 0,582
Kvalita oocyti 0,025 0,865 0,42 0,656 0,56 0,691 0,19 0,662
Kvalita COC 0,009 0,993 0,08 0,920 0,23 0,923 0,14 0,706
Expanze COC 0,124 0,081 1,9 0,156 0,83 0,510 2,06 0,155
Mira zrani 0,175 0,001 1,78 0,174 5,34 0,001 0,28 0,600
Oplozeni schopné 0,022 0,908 0,72 0,491 0,24 0,913 0,09 0,762

T/B v den odbéru = primérny pomér tuku a bilkovin v mléce v den odbéru; Kvalita oocytd = hodnocena
na stupnici 1 - 3 (klasifikace viz Tabulka 9); Kvalita COC = kvalita kumulo-oocytarniho komplexu
(klasifikace viz Tabulka 8); Expanze COC = expanze kumulo-oocytarniho komplexu byla vyhodnocena
jako binarni parametr ano = 100/ne = 0; Mira zrani = % dosazeni metafaze II; Oplozeni schopné =
pravdépodobnost dosazeni metafaze II (%) u alesponi 1 oocytu; DIM v den odbéru = dny v laktaci v den
odbéru; 12 = koeficient determinace; P = hladina vyznamnosti; F = F rozd&leni

Tabulka 25 poskytuje detailni vyhodnoceni pro efekt poméru tuku a bilkovin v den
odbéru oocyti. Pro tento efekt byla tendence k pomémné vyrovnanym vysledkim mezi
jednotlivymi skupinami ve vztahu k poctu ziskanych oocyti, jejich kvality a kvality COC. U
expanze COC byl zaznamenan jisty trend, kdy nejlepSich hodnot dosahovala tteti skupina
(> 1,22) a nejhorsi prvni skupina (< 1,04). U prvni skupiny byly ale zjistény tendence k nejlepsi
mife zrani a schopnosti oplozeni.

Tabulka 25: Hodnoceni vlivu poméru T/B v den odbéru na parametry kvality oocytu

Pocet | Kvalita | Kvalita | Expanze | Mira | Oplozeni
. oocytii | oocyti COC COoC zrani | schopné

Bfekt | Skupina — o0 ——ToM+ | IsM+ | LsM< | LsM+ | LsM=

SELSM SELSM SELSM SELSM SELSM SELSM

4,68 £ 1,78 + 2,46 £ 18,16 + 66,84 + 98,01 +

<104 0,364 0,142 0,196 9,293 5,005 4,913
T/B v den 1.04-1.22 4,02 + 1,76 £ 2,37+ 29,43+ | 59,26+ 91,48 +
odbéru ' ' 0,336 0,131 0,182 8,483 4,640 4,555
> 199 459 + 1,61+ 2,46 + 46,09 + 52,73 + 89,52 +

0,411 0,161 0,224 11,115 5,609 5,506

T/B = pomér tuku a bilkovin v mléce; Kvalita oocytl = hodnocena na stupnici 1 - 3 (klasifikace viz
Tabulka 9); Kvalita COC = kvalita kumulo-oocytarni komplexu (klasifikace viz Tabulka 8); Expanze
COC = expanze kumulo-oocytarni komplexu byla vyhodnocena jako binarni parametr ano = 100/ne =
0; Mira zrani = % dosazeni metafaze II; Oplozeni schopné = pravdépodobnost dosazeni metafaze 1T (%)
u alespont 1 oocytu; LSM = priméry nejmensich ctvercli; SELSM = standardni chyba pramért
nejmensich ¢tverci
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6 Diskuze

V této diplomové praci byl zkoumén efekt stresu, ktery byl reprezentovan konkrétné
metabolickym stresem, na pocet a kvalitu oocytt ziskanych metodou ovum pick-up u prvotelek
na pocatku laktace. Metabolicky stres je spojovan s peripartalnim obdobi a stavem negativni
energetické bilance (NEB) (Cincovi¢ et al. 2018) a ma na organismus endokrinni a metabolické
dusledky (Leroy et al. 2008). Metabolicky stav byl v této praci sledovan na zakladé hodnot
cholesterolu, triacylglycerolu, betahydroxybutyratu a neesterifikovanych mastnych kyselin
dostupnych z vysledkli biochemického vySetfeni krve a na zédkladé¢ poméru tuku a bilkovin
v mléce pred aspiraci oocytli a v den aspirace. Zmény v koncentracich metabolitl v séru se
nasledné mohou projevit i ve zmén¢ slozeni folikularni tekutiny a tim ovlivnit vyvoj oocyti
(Leroy et al. 2004).

Vysledky vyzkumu neprokéazaly negativni vztah mezi zvySenou hladinou cholesterolu
v krvi a poctem ziskanych oocytl a jejich kvalitou. Naopak byla zjiSténa slabd pozitivni
korelace mezi hladinou cholesterolu a poctem ziskanych oocyti. Tento vztah byl nasledné
prokazan i v detailnim vyhodnocenim efektu cholesterolu, kde bylo u dojnic s hladinou
cholesterolu vyssi nez 5,14 odebrano nejvice oocyti (5,30 + 0,411) s prokazatelnym rozdilem
mezi touto a prvni skupinou s hladinou cholesterolu nizsi nez 4,07. U triacylglycerolu byla
prokazana slaba pozitivni korelace mezi jeho hladinou a poc¢tem ziskanych oocytd, ale zaroven
byly prokazany slabé negativni korelace mezi nékterymi parametry kvality, konkrétné kvalitou
kumulo-oocytarniho komplexu a mirou zrani, coz znaci ze pti zvysené hladiné triacylglycerolu
dosahuji oocyty nizsi kvality se snizenym procentem dosazeni MII faze. Detailni vyhodnoceni
pro efekt triacylglycerolu ovSem ukdzalo tendence k pomérné vyrovnanym vysledkiim mezi
jednotlivymi skupinami dojnic. Zavéry studie Rodriguez et al. (2014) zjistily, Ze u krav plemene
Carora Vv poporodnim obdobi zfejmé existuje pozitivni vztah mezi hodnotou plazmatického
cholesterolu, jaterniho triacylglycerolu a kvalitou oocytl. Kurykin et al. (2011) zjistil trend, ze
vys$i hladinu cholesterolu maji kravy na dalSich laktacich oproti prvotelkam a dojnice na
dalsich laktacich mély také tendenci k nizSimu poc¢tu odebranych oocytti spolu s nizsi kvalitou.
Studie Aardema et al. (2013), ktera pouzila lacnici jalovice jako model zvitat s vysokym
obsahem volnych mastnych kyselin v krvi ukézala, Ze pfi vysokych hladiniach volnych
mastnych kyselin v krvi se zvysily hladiny téchto kyselin i ve folikularni tekuting a doslo i ke
zvySenému obsahu triacylglycerolt v kumularnich buiikach, ale obsah triacylglyceroli v
oocytech se nezvysil. Tato zjiSténi naznacuji, Ze u€inky zvySené hladiny volnych mastnych
kyselin v krvi byly tlumeny v kumularnich bunkach, a proto byly oocyty chranény pied ucinky
vysoké hladiny volnych mastnych kyselin (Aardema et al. 2013). S témito vysledky se
neshoduji zavéry studie Furukawa et al. (2021), které ukazaly pozitivni korelaci mezi hladinou
volnych mastnych kyselin a hodnot triacylglycerolu v oocytech. Hromadeéni triacylglycerolu v
oocytech v poporodnim obdobi mtize mit dle této studie neptiznivé lipotoxické ucinky na
kvalitu oocytll a tyto negativni G¢inky mohou pievazit nad pfiznivymi ucinky zvySeného
ukladani energie v oocytech (Furukawa et al. 2021).

U metabolitu betahydroxybutyratu byla prokazana slaba negativni korelace mezi jeho
hladinou a poctem odebranych oocytl, coz znaci, ze pii vyssi hladin¢€ betahydroxybutyratu je
pocet ziskanych oocytt nizsi. U skupiny s hladinou betahydroxybutyratu < 0,23 byla zjisténa
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tendence k nejvyssimu poctu ziskanych oocyti (5,46 + 0,382) s prokazatelnym rozdilem mezi
touto a druhou skupinou (0,23-0,34). U tieti skupiny (> 0,34) byl pozorovan trend zhorSené
expanze kumulo-oocytarniho komplexu a nizsi schopnosti oplozeni u oocytil. Studie Serbetci
et al. (2024) porovnavala pocet ziskanych oocyti metodou OPU a jejich kvalitu mezi skupinami
dojnic v riizném zdravotnim a metabolickém stavu. Skupina dojnic pod vlivem metabolického
stresu byla charakterizovana hladinou betahydroxybutyratu 1,2 az 2,9 mmoL/L paty a osmy
tyden po oteleni. Metabolicky stav darkyné nemél vliv na pocet odebranych oocytti béhem OPU
ani na miru vytéznosti. Také nebyla negativné ovlivnéna kvalita oocytl, kdy témér 40 %
odebranych oocyti bylo Vv nejlepsi tfidé s celkové srovnatelnymi vysledky se skupinou
zdravych dojnic (Serbetci et al. 2024). Pfi in vitro maturaci se zvySenou koncentraci
betahydroxybutyratu v médiu neovlivnil rychlost zrani oocyti, ale zptisobil snizeni frekvence
oplodnénych oocytli, které se vyvinuly do stadia blastocysty, v zavislosti na koncentraci
(Sarentonglaga et al. 2013). Leroy et al. (2006) také uvadi, ze vysoké koncentrace
betahydroxybutyratu a nizs$i koncentrace glukézy v matura¢nim médiu zhorSuji kompetenci
vyvoje oocytl po dozrani.

Mezi hladinou neesterifikovanych mastnych kyselin a poc¢tem ziskanych oocytt a jejich
kvality nebyly zjistény zadné statisticky prukazné korelace ani rozdily. Ve vyhodnoceni efektu
neesterifikovanych mastnych kyselin byl u tfeti skupiny dojnic (< 0,76) zjistén jisty trend, kdy
oocyty od téchto dojnic vykazovaly vétsi schopnost expanze kumulo-oocytarniho komplexu
oproti ostatnim skupindm. Z hlediska miry zrani byla zjisténé tendence k vy$Simu procentu
dosazeni MII faze u prvni skupiny (< 0,41) vici ostatnim skupinam. Studie Matoba et al. (2012)
zkoumala vztah mezi metabolickymi parametry (hladina neesterifikovanych mastnych kyselin,
betahydroxybutyratu, inzulinu, rastového faktoru podobnému inzulinu 1 a glukézy) a kvalitou
oocytli ziskanych metodou OPU. Hlavnim zjiSténim této studie je, Ze navzdory narlstu
neesterifikovanych mastnych kyselin, betahydroxybutyratu a dal§im metabolickym zménéam,
ke kterym dochazi v souvislosti s otelenim a na vrcholu laktace v tydnech po porodu, nebyla
kvalita oocytt, ktera byla hodnocena morfologicky, z hlediska schopnosti oplodnéni a vyvoje
do stadia blastocysty, ovlivnéna (Matoba et al. 2012). Modely zrani in vitro ale odhalily, Ze
negativni energeticka bilance spojena se zvysenou koncentraci neesterifikovanych mastnych
Kyselin a snizenou koncentraci glukozy jsou toxické pro oocyt, coz vede ke snizenému zrani
oocytu i ke sniZzené vyvojové kompetenci embrya (Leroy et al. 2008). Aardema et al. (2013) ale
uvadi, Ze zvySené koncentrace volnych mastnych kyselin ve folikularni tekutin€é vedly k
masivnimu zvyseni hladiny neutréalnich lipida v kumularnich bunkach, zatimco hladina lipida
v oocytech nebyla témér ovlivnéna. Tato akumulace lipidi v kumularnich bunikach muze
chranit oocyt pred lipotoxickymi u¢inky vyvolanymi zvySenou hladinou mastnych kyselin
v podminkach in vivo (Aardema et al. 2013).

U poméru tuku a bilkovin v mléce nebyla kromé slabé pozitivni korelace mezi pomérem
T/B vden aspirace a expanzi kumulo-oocytarniho komplexu zjisténa zadna prokazatelna
korelace. U detailniho vyhodnoceni tohoto efektu byly ovSem zjistény prokazatelné rozdily
mezi jednotlivymi skupinami. U primérného poméru T/B do prvni aspirace oocyti byl zjistén
prokazatelny rozdil mezi po¢tem oocytt od prvni skupiny (< 1,06), od které bylo ziskano 4,60
+ 0,332 oocyti a tfeti skupiny (> 1,20) se ziskem 3,46 = 0,377 oocytli. Rovnéz byl zjistén
prokazatelny rozdil mezi ziskem oocytl od druhé skupiny (1,06-1,20) se ziskem 5,06 + 0,383
oocytli a mezi poctem ziskanych oocytl od tieti skupiny. Tyto vysledky znaci, Ze pii vySSim
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poméru tuku a bilkovin v mléce pod vlivem metabolického stresu mtize byt od dojnic odebrano
niz8§i mnozstvi oocytd. U parametri kvality byla tendence k pomérné vyrovnanym vysledkiim
mezi skupinami, ale u expanze kumulo-oocytarniho komplexu jsme mohly pozorovat trend
Kk lepSim vysledkim u dojnic s vy$§im pomérem T/B ve tieti skupiné. Prestoze pomér tuku a
bilkovin v mléce byl jiz prokazan jako ukazatel metabolického stavu krav, kdy u dojnic s
pomérem tuku a bilkovinam vys$$im nez 1,5 bylo navic zjisténo vyssi riziko ketdzy, mastitid,
dalsich onemocnéni a také vykazovaly $patnou reprodukéni vykonnost (Heuer et al. 1999), tak
nebyla dohledana studie, ktera tento pomér porovnava s poctem odebranych oocytt €i jejich
kvalitou.

Vysledky nékterych studii in vitro, které zkoumaly efekt riznych hladin metabolitii pii
in vitro maturaci oocytl na jejich kvalitu, doSly k zavérim, ze zmény ve hladinach metaboliti
maji na dalsi vyvoj oocyti negativni efekt. To se ov§em neshoduje s vysledky n€kterych studii
in vivo, kde byly oocyty ziskany metodou ovum pick-up od darkyn a nasledné byla
porovnavana jejich kvalita ¢i vyvojova kompetence s hladinou metabolitii. Tyto studie dosly
Kk zavéru, Ze oocyty nebyly negativné ovlivnény. Vysledky této diplomové prace neprokazaly
u vétSiny hodnocenych metabolitii negativni vztah mezi jejich zvySenou hladinou a poctem
ziskanych oocyti a jejich kvalitou. Negativni korelace byly zjistény u hladiny triacylglycerolu,
kde byly prokazany slabé negativni korelace mezi nékterymi parametry kvality, a také u hladiny
betahydroxybutyratu na pocet odebranych oocytt. Vysledky detailniho vyhodnoceni vlivu
poméru tuku a bilkovin v mléce znaci, Ze pii vys$sim poméru tuku a bilkovin v mléce pod vlivem
metabolického stresu mlize byt od dojnic odebrano niz8i mnozstvi oocyti. Vysledky celkové
mohou naznacovat, ze v modelu in vivo mohly byt kumularni buriky G¢innou obranou proti
zménénym hodnotam metabolit v krvi dojnic, a to i pies to, ze studie prokazaly, ze pod vlivem
téchto zmén dochazelo k ovlivnéni slozeni folikularni tekutiny. Na zakladé riznych vysledka
pro jednotlivé indikatory stresu nelze celkove hypotézu diplomové prace potvrdit.
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[ Zavér

Cilem této diplomové prace bylo detekovat vztah mezi vybranymi indikatory stresu a
mnozstvim a kvalitou oocytl ziskanych metodou ovum pick-up u dojnic. Hypotézou prace byl
predpoklad, Ze vys§i hladiny indikatord stresu v krvi, respektive v mléce dojnic pusobi
negativné na vytéznost a kvalitu jejich aspirovanych oocyt. Konkrétné byl efekt stresu ve
vyzkumné cCasti reprezentovan metabolickym stresem. Efekty jednotlivych indikatort stresu
byly hodnoceny jednotlivé ke vztahu k poc¢tu oocytli ziskanych metodou ovum pick-up a
k parametrim hodnoticim jejich kvalitu.

Negativni vztah mezi poftem ziskanych oocytl byl prokdzan korelacni analyzou u
metabolitu betahydroxybutyratu (r = -0,15; P < 0,05) a detailni vyhodnoceni u efektu
prumérného poméru tuku a bilkovin do prvni aspirace oocytl znaci, ze pfi vy$§im poméru tuku
a bilkovin v mléce pod vlivem metabolického stresu mize byt od dojnic odebrano nizsi
mnozstvi oocyt, kdy byl zjistén prokazatelny rozdil mezi poétem oocytll od prvni skupiny
(< 1,06) od které bylo ziskano 4,60 £+ 0,332 oocytu a tieti skupiny (> 1,20) se ziskem
3,46 = 0,377 oocytl. Rovnéz byl zjistén prokazatelny rozdil mezi ziskem oocytli od druhé
skupiny (1,06-1,20) se ziskem 5,06 + 0,383 oocytl a mezi poctem ziskanych oocytt od tieti
skupiny. U parametrt kvality byl negativni vztah prokazan korelacni analyzou u hladiny
triacylglycerolu a kvalitou kumulo-oocytarniho komplexu (r = -0,19; P < 0,05) a mirou zrani
(r =-0,25; P < 0,01), coz znaci ze pii zvySené hladin¢ triacylglycerolu dosahuji oocyty nizsi
kvality se snizenym procentem dosazeni MII faze. U nékterych metaboliti stresu byly ale
zjiStény 1 pozitivni vztahy mezi jejich hladinou a po¢tem ziskanych oocytl. Korela¢ni analyzou
byl tento vztah prokazan u cholesterolu (r = 0,17; P < 0,01) a triacylglycerolu (r = 0,15;
P <0,05). Detailnim vyhodnocenim efektu cholesterolu bylo zjisténo, Ze u tfeti skupiny dojnic
(> 5,14) bylo odebrano nejvice oocytt (5,30 + 0,411) s prokazatelnym rozdilem mezi touto a
prvni skupinou (< 4,07).

Na zaklad¢ riiznych vysledki pro jednotlivé indikétory stresu nelze celkové hypotézu
diplomovée prace potvrdit. Pro celkové posouzeni vlivu stresu na vytéznost a kvalitu oocytl by
bylo nutné vyhodnotit vliv rlznych typt stresorii. Pro komplexni posouzeni vlivu
metabolického stresu by bylo vhodné vyuzit $ir§i spektrum zvifat v rizném potadi a fazi
laktace.
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