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ABSTRAKT

LEGDANOVA, Ladislava: Produkcia embryi in vitro. [Bakalarska praca]. Univerzita
Konstantina Filozofa v Nitre. Fakulta prirodnych vied. Skolitel: doc. RNDr. Frantisek
Strejéek, PhD. Stupen odbornej kvalifikacie: Bakalar. Nitra: FPV, 2011. 60 s.

V tejto bakalarskej praci uvadzame prehlad literatury zahfnajucej stcasny stav in vitro
produkcie embryi (IVP), vymedzenie pojmov ako su gametogenéza, oplodnenie, jednotlivé
vyvojové Stadia embryi, ich vyuzitie a genetické mikromanipulacie. IVP je v st¢asnosti
jednou z najvyznamnejSich biotechnologii v chove hospodarsky vyznamnych zivo¢isnych
druhov s aplikaciou na ¢loveka a lieCby infertility. Aj napriek vyznamnym pokrokom ma
tato technologia stale nizku uspeSnost v porovnani s vyvojom in vivo. Dolezité je
pochopenie molekularnych mechanizmov prebichajicich v procese gametogenézy, vyvoj
vylepSenych kultivaénych systémov a technoldgii. Toto Gsilie by malo smerovat’ k zlepSeniu
vyvojovej kompetencie akvality oocytov scielom maximalizovat vynosnost

zivotaschopnych embryi.

Klucové slova: Gametogenéza. In vitro produkcia. Oplodnenie. Embryo.

Mikromanipulacie s embryami.



ABSTRACT (v anglickom jazyku)

LEGDANOVA, Ladislava: Production of embryos in vitro. [Bachelor Thesis].
Constantine the Philosopher University in Nitra. Faculty of Natural Sciences. Supervisor:
doc. RNDr. Frantisek Strejcek, PhD. Degree of Qualification: Bachelor. Nitra : FNS, 2011.
60 p.

In this bachelor work authors present a literature review covering the current situation
of in vitro embryo production (IVP), definitions such as gametogenesis, fertilization,
different developmental stages of embryos, their use and genetic micromanipulation. IVP is
currently one of the most important biotechnology in breeding of economically important
species, with application to human and infertility treatment. Despite significant progress,
this technology has still a low percentage compared with the development in vivo. It is
important to understand the molecular mechanisms taking place in the process of
gametogenesis, development of improved cultivation systems and technologies. These
efforts should be directed to improving developmental competence and quality of oocytes to
maximize the yield of viable embryos.

Key words: Gametogenesis. In vitro production. Fertilization. Embryo.

Micromanipulation of embryos.
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Zoznam pouzitych skratiek

AMK - aminokyselina

BSA- bovinny serovy protein (bovine serum albumin)

CAMP — cyklicky adenozinmonofosfat

COC — kumulus oocytarny komplex

DMSO - dimetylsulfoxid

DNA — deoxyribonukleova kyselina

EC - embryonalne bunky (embryonic cells)

EGF — epidermalny rastovy faktor

ESC - embryonalne kmenové bunky (embryonic stem cells)

ET — embryotransfer

FSH — folikuly stimulujuci hormén

GnRH — uvol'ovacie hormoény gonadotropinov

GV — zarodo¢ny vacok (germinal vesicle)

GVBD - rozpad zarodo¢ného vacika (germinal vesicle breakdown)
HA — kyselina hyalurénova (hyaluronic acid)

hCG — l'udsky choriénovy gonadotropin

ICSI — intra-cytoplazmaticka injekcia spermie

IGF — inzulinu podobny rastovy faktor (insulin like growth factor)
IVC — in vitro kultivacia (in vitro cultivation)

IVF — in vitro oplodnenie (in vitro fertilization)

IVM — in vitro maturacia (in vitro maturation)

IVP — produkcia embryi in vitro (in vitro production)

LH — luteiniza¢ny hormén

MI — metafdza I

MII — metafaza 11

MPF — faktor podporujuci dozrievanie (maturation promoting factor)
Pb — polové teliesko

PBS - fosfatovy pufrovany fyziologicky roztok (phosphate buffered saline)
Pl —profaza I

PMSG - sérovy gonadotropin gravidnych kobyl

PN - prvojadro



PRIFs — primarne folikuly

PROFs — primordialne folikuly

PVP — perivitelinny priestor

SCNT - somaticky nuklearny transfer (somatic cell nuclear transfer)

SOF — synthetic oviductal fluid — synteticka oviduktalna tekutina

SUZI — subzonalna injekcia spermie

TCM — kultiva¢né médium pre tkanivové kultary (tissue culture medium)

ZP —zona pellucida
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UvVoD

Obdobie poslednych desatroCi je charakteristické rozpracovanim novych
biotechnologickych postupov, zameranych na riadenie a kontrolu reprodukcie cicavcov.
Ich aplikacia umoziiuje intenzivnejSie vyuzitie pohlavnych buniek a zvySovanie
reprodukéného potencidlu zivoCichov. Medzi najdolezitejSie biotechnologické postupy
V stuc¢asnosti mozno zaradit’ produkciu embryi in vitro.

V désledku zvySujuceho sa poctu neplodnych parov sa zdokonalovanie metdd
asistovanej reprodukcie stalo zakladnou tlohou klinickej reprodukénej biologie. Metody
asistovanej reprodukcie pomahaju tisickam parov, ktoré z dovodu infertility, ¢i uz muza
alebo Zeny, nemdézu mat vlastnych potomkov. Pre vyskum a vyvoj novych typov
horménov, kultivaénych systémov a technik, nemozno zo zrejmych doévodov pouzit
Cloveka apriamo ich na neho aplikovat. Nevyhnutny je teda vyskum na zvieracich
modeloch. Stidie a poznavanie mechanizmov dozrievania pohlavnych buniek, poznanie
ich morfologicko-funkéného stavu, procesu interakcie oocytu so spermiou a vyvoja ranych
embryi zvierat umoziluje UspeSne prepracovat’ metddy ¢i uz superovulacie, kultivacie,
oplodnenia in vitro a mikromanipulacii s embryami. Dokonalé zvladnutie tychto procesov
samozrejme nesluzi len na lie¢bu 'udskej neplodnosti.

KTa¢ovu ulohu produkcia embryi in vitro zohrava aj v produkcii dobytka, vzhl'adom
na moznost’ genetického zlepSenia chovov, vyuzitim samic vysokej genetickej hodnoty a
rozmnoZzovanie importovanych plemien so Spickovym genofondom. Vyznamna je tvorba
embryi pre ucely genetickych mikromanipulacii, ako tvorba transgénnych zvierat a
klonovanie. Vyuzitie transgénnych jedincov v pol'nohospodarstve sa orientuje na zlepSenie
ich reprodukénych vlastnosti, kvality mlieka a mésa, rezistenciu vo¢i chorobam. DdleZity
je aj vyznam transgénnych jedincov vo farmaceutickom priemysle, kde sa zivoc¢ichy ako
,bloreaktory” vyuzivaji na produkciu biologicky aktivnych latok, predovSetkym
humannych lieciv ako laktoferin, hemoglobin, faktory zraZania a iné. V sucasnosti vyuZitie
klonovania embryi smeruji k zachovaniu ohrozenych ¢i vyhynutych zivocichov.

Rozvoj biologickych vied vedie k zlepSeniu vyvojovej kompetencie a kvality embryi.
ZvySuje sa efektivnost’ a prinos vdaka tisickam vyskumnych timov po celom svete a

aj vd’aka novym technologiam a pristrojovému vybaveniu modernych laboratorii.
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1 Ciel’ prace

V bakaldrskej praci sme si vytycili ciel’ - ziskat’, preStudovat’ a zhromazdit’ literataru
tykajucu sa:

e gametogenézy, ovulacie, oplodnenia

e produkcie embryi in vitro (in vitro maturacia, oplodnenie a kultivacia)

¢ hodnotenia kvality spermii a ziskanych embryi

e vyuzitia ziskanych embryi a ich uchovavanie

e klonovania a produkcie transgénnych zvierat

e ich vyuzitia a vyznamu

12



2 Prehlad literatary

2.1 Gametogenéza a oplodnenie

Vlastnému vyvoju organizmu predchadza vyvoj pohlavnych buniek, splynutim
ktorych vznika novy jedinec. Tato fazu vyvoja oznacujeme ako progenéza (proontogenéza)
a zahfiia vyvoj pohlavnych buniek (gametogenéza) a vlastny proces oplodnenia, t.j.
splynutie samcich a sami¢ich pohlavnych buniek, po ktorom vznika zygota — oplodnené

vajicko (Maretta, 2000).

2.1.1 Vyvoj samicich pohlavnych buniek

Zakladatel’ modernej embryoldgie Karl Ernest von Baer v roku 1827 ako prvy objavil
cicavCie vaji¢ko - oocyt. Vo svojom spise ,,De ovi mammalium hominis genesi“ z roku
1828 opisuje vajicko a rané vyvojové Stadia embryi, vratane blastocysty réznych cicavcov
(Pivko, 1995).

Samicie pohlavné bunky sa vyvijaju z oogénii, ktoré sa v ranom embryondlnom
obdobi nachidzaju v stene Zitkového vaku. Odtial’ migrujii do zakladu pohlavnych Zliaz,
do genitalnej liSty. Vo svojom vyvoji prejda troma Stadiami, a to obdobim mnoZenia
(mitotické delenie buniek), obdobim rastu (zvd¢Sovanie buniek) a obdobim zrenia
(meiotické delenie buniek). Vysledkom tychto procesov st vysokoSpecializované samicie

pohlavné bunky — vajicka (oocyty) (Kulisek et al., 1996).

2.1.1.1 Folikulogenéza

Reprodukcia samic spociva nielen v produkcii zarodoénych pohlavnych buniek
(oocytov), ale taktiez poskytuje prostredie pre vyvoj zarodku a pri cicavcoch aj vyZivu pre
narodené mlad’ata. Reprodukéné organy samice tvoria parové vajeCniky a vajcovody,
maternica, posva, vulva a mlie¢na zl'aza. Vajecniky (lat. ovarium, gréc. oophoron) maju na
povrchu epitelova vrstvu, pod fou belavy obal (tunica albuginea) a pod touto je kdrova
vrstva obsahujuca vel'ky pocet folikulov, v réznom vyvojovom S$tadiu (Hell et al., 2006).
Folikuly su v korovej Casti vaje¢nika rozdelené tak, ze na povrchu sa nachadzaji malé (v

Stadiu pokoja) a v hlbsich vrstvach vacsie (dozrievajice) folikuly. Podla stupiia vyvoja
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rozoznavame: primordidlne, primarne, sekundarne aterciarne (Graafove) folikuly
(Kovacik et al., 1996).

Folikularny vyvoj zahfia rast folikulov, delenie buniek aich diferenciaciu. Tento
proces je pod kontrolou endokrinnych faktorov — hlavne gonddotropinov
produkovanych adenohypofyzou. Na rast a dozrievanie folikulov mé vplyv aj cely rad
inych faktorov (napr. inzulinu podobné rastové faktory — IGF, epidermalny rastovy faktor -
EGF, transformujtci rastovy faktor TGF—a resp. B) a hormonov (androgény, estrogény,
inzulin a pod.) (Strejcek et al., 2007).

Ako sme uz uviedli, primordidlne pohlavné bunky mézeme prvykrat identifikovat
v stene Zitkového vaku, kde pocet tychto premeiotickych pohlavnych buniek (oogénii)
narasta mitotickym delenim. Kratko po narodeni je urCeny kone¢ny pocet oocytov
vstupujtcich do reprodukéného Zivota. Tieto oocyty (primarne oocyty) pozastavuji svoj
vyvoj v profaze prvého meiotického delenia (PI) az do ovulacie. Zacinaju sa obklopovat
plochymi folikularnymi bunkami, ¢im vznikaji primordidlne folikuly (PROFs). Tieto
vstupuji bud’ do rastovej fazy, pripadne podliehaju atrézii (degradacii) (Laurincik et al.,
2005). Van der Hurk a Zhao (2005) uvadzaju, ze po degradacii mnohych oocytov pocas
ich pociato¢nej meiotickej ¢innosti sa pocet uzavretych PROFs znizi, napr. u krav az 0 95

%, ¢o udava tabulka 1.

TabuPka 1 Straty oocytov (%) po narodeni u jednotlivych druhov zivo¢ichov (van der Hurk, Zhao, 2005)

pocet oocytov po
druh max. pocet oocytov straty oocytov (%)
narodent
hlodavce 50,000-75000 10,000-15,000 80
ovce 900 82 91
prasnice 1,200,000 500 58
kravy 2,700,000 135 95

Postupne  zacinaji prvé PROFs vstupovat do rastového obdobia, objavuju sa
jednovrstvové kubické folikularne bunky a vznikaji primarne folikuly (PRIFs). PRIFs
pozostavajii z centralne ulozeného oocytu I. radu s velkym, svetlym a excentricky

ulozenym jadrom a vel’kym jadierkom (Strejcek et al., 2007).
14



Van der Hurk a Zhao (2005) tiez udavajt, ze GDF-9 (rastovy diferencia¢ny faktor 9),
KL (faktor kmenovych buniek), FGF-2 (rastuci faktor fibroblastov-2), LIF (leukemicky
inhibi¢ny faktor) a NGF (nervovy rastovy faktor) mézu pozitivne ovplyvnit® prechod
PROFs do PRIFs. Bolo taktiez dokazané, ze EGF podporuje tvorbu PRIFs v in vitro
experimentoch s hovddzim dobytkom.

Oocyt zvicsujuci svoj objem vstupuje do Stadia sekundarneho (rastticeho) folikulu.
Mnoziace sa folikularne bunky vytvaraju okolo oocytu epitelovy obal stratum granulosum,
ktory je od okolitého viziva oddeleny bazalnou membranou (membrana basalis),
nazyvanou tiez Slavjanského membrana. Okolité vizivo sa postupne diferencuje do dvoch
vrstiev, a to na vnatorna theca folliculi interna a vonkajsiu theca folliculi externa (Strejéek
et al., 2007). Objavuje sa zona pellucida (ZP), obal pozostavajici z dvoch vrstiev kyslych
a neutralnych mukopolysacharidov. Spociatku sa javi ako ostrovcek fibrilarneho materialu
medzi cytoplazmatickou membranou a granuléoznymi bunkami. Otazka skuto¢ného miesta
syntézy ZP nie je doteraz jednoznacne uzavreta (Chrenek, 2008a).

Dominantné preovulaéné alebo antralne tercidlne folikuly su vysledkom procesu
dominancie v tercialnej faze selekcie folikulov vajeénika. Tieto na jednej strane zasahuja
do kory, na druhej strane prominuju na jej povrch (Antal et al., 2005). Toto vyklenuté
miesto sa nazyva stigma ovarii a napr. u kravy a kobyly dosahuje velkost’ 1 - 1,5 cm.
(Strejcek et al, 2007).

Charakteristické pre toto $tadium je tvorba tekutiny liquor folliculi, ktora je dolezitym
zdrojom regula¢nych a modulacnych latok, pochddzajicich z krvi alebo folikularnych
buniek, napr. gonadotropinov, steroidov, rastovych faktorov, enzymov a lipoproteinov (van
der Hurk, Zhao, 2005).

Oocyt v excentrickej polohe vy€nieva do dutiny v podobe vyvySeného miesta —
cumulus oophorus. ZP je obklopena z vonkajsej strany jednou vrstvou folikularnych
buniek — corona radiata (Pivko, 1995).

Na zaciatku vyvoja folikulov Vv cicavéich vajecnikoch je spojenie medzi oocytom
a granuloznymi bunkami a medzi granuléznymi bunkami navzdjom sprostredkované
pomocou gap junction. Toto medzibunkové spojenie umoznuje transport malych (menej
ako 1 kD) molekal medzi bunkami a zaroven poskytuje granul6znym bunkédm kontrolu nad
pokracovanim meidzy. Gap junction pozostava z bielkovin konexinov, pricom
U konexinov Cx37 a Cx43 bolo jednoznacne preukazané, ze zohravaji klacovi ulohu

Vv procese oogenézy (Kidder, Vanderhyden, 2010).
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Obriazok 1 Folikulogenéza (Williams, Erickson, 2008)

2.1.1.2 Qogenéza a preovulacné dozrievanie oocytov

Oogenéza je proces vyvoja arastu pohlavnych buniek - gamét vo vajecniku.

Pozostava zo $tadia rozmnozovania, rastu a meidzy — zrenia.

V §tadiu rozmnozovania vypucia zo zarodo¢ného epitelu do tkaniva vajecnika pasy
buniek — gonocyty. Ich mnohonasobnym mitotickym delenim vznikaju oogonie. Posledna
generacia 0ogonii rastie a meni sa na oocyt I. radu. Stadium rastu pokraduje az v obdobi

pohlavnej dospelosti, kedy v jadre oocytu I. radu prebichaji zmeny totozné so zmenami

Vv profaze 1. meiotického delenia (PI) (Chrenek, 2008a).

Aby mohla byt pohlavna bunka po ovulacii oplodnend, musi mat’ celkovy diploidny
pocet chromozémov zmenSeny na polovicu, teda haploidny. Dovtedy st vSetky

chromozdémy oocytu v postnatadlnom obdobi, v pokojovom diktyoténnom S$tadiu meidzy
(Pivko, 1995).
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Ooctyt nachadzajuci sa v preovulacnom folikule je v Stddiu PI. Preovulacnym
vrcholom LH (LH peak) je zahdjené dozrievanie oocytu, ktoré¢ zahfiia dva procesy: 1.
dozrievanie jadra - zo $tadia zarodo¢ného vacika (GV) do Stadia metafazy II (MII) a 2.
dozrievanie cytoplazmy — Strukturalne a molekularne zmeny zabezpecujuce
postfertilizaény a embryonalny vyvoj jedinca. K najvyznamnejSim cytoplazmatickym
substanciam z tohto pohl'adu patria proteiny faktora podporujuceho dozrievanie oocytov -
MPF (Strejcek et al., 2007). Ide o komplex tvoreny p34°*? kindzou a cyklinom B. K jeho

aktivacii dochadza defosforylaciou p34°°

na tyrozin a fosforylaciou cyklinu B na treonin.
Aktivovany MPF umoziuje prechod oocytu do MII fazy, dokoncenie II. meiotického
delenia a zaroven vypudenie druhého polového telieska (Pb) (Petrovicova, 2010).

Aby mohlo dojst’ k dozretiu oocytov, musi byt diktyoténny meioticky blok preruseny.
Dolezity je ucinok gonadotropinov, ktoré uvolnia oocyt spod vplyvu inhibitorov
produkovanych najmi bunkami granulézy. Takymto primarnym inhibitorom meiotického
dozrievania je pravdepodobne cyklicky adenozin monofosfit (cAMP). Ak dojde
K preruseniu  komunikacie medzi granuloznymi bunkami aoocytom, prerusi sa
zasobovanie oocytu cAMP. Po LH vrchole menia folikuldrne bunky svoj inhibi¢ny vplyv
na podporny, o ¢om svedc¢i pritomnost’ MAS (meidzu aktivujuceho sterolu) vo folikularnej
tekutine, ktory indukuje spustenie meidzy (Laurincik et al., 2005).

Jadrové dozrievanie podla Pivka (1995) prebieha v nasledujtcich Stadiach, s malymi
rozdielmi medzi jednotlivymi druhmi zvierat:

I. Stadium - oocyt obklopeny pocetnymi kumularnymi bunkami s periférne uloZenym
jadrom, sdobre viditelnou jadrovou membranou ajemne granulovanou
nukleoplazmou. Chromatin v okoli jadierka je v tvare kruhu alebo podkovy.

Il. Stddium - jadro oocytu je okrthle sriedko rozptylenymi kondenzovanymi
chromozomami, perivitelinny priestor (PVP) je tzky, kontakty medzi vybezkami
kumularnych buniek a oocytom su tesné, typu gap junction.

I1l.  Stadium - jadrova membrana dobre viditelna, straca sa jadierko (ale zostava po iom
svetlolomnd plocha) a jemnd granuldcia nukleoplazmy. Kone¢né dozrievanie sa
za¢ina zvlnenim jadrovej membrany a kondenzaciou chromozomov. PVP sa
zviacSuje avrcholi rozpad kontaktov medzi vybezkami kumuldrnych buniek

a oocytom.
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IV. S§tadium - menej zretelnd jadrovd membrana, jadierko sa Uplne strdca, membrana
formuje dlhé stihle vybezky a zacina sa jej viditeny rozpad. V jadre je zretelna
kondenzacia chromozomov.

Oocyty, pri ktorych doslo krozpadu zarodo¢ného vacika (GVBD), pokracuju
V dozrievani cez S§tadium prvého a druhého meiotického delenia. V prvom deleni,
v metafaze 1 (MI) nachadzame bivalenty v ekvatoridlnej rovine deliaceho vretienka;
v anafaze I (Al) sa chromozomy rozostupuju k polom deliaceho vretienka, ¢ast’ sa vyluci
do PVP v podobe prvého Pb Vv telofaze I (TI) a druha Cast’ sa v metafaze II (MII) pretvara
na dyady, ktoré migruju do kortikdlnej zony oocytu pod oolemu. Tymto sa zahdji druhé
meiotické delenie, vysledkom ktorého je vylucenie druhého Pb do PVP (Laurincik et al.,

2005).

Tabulka 2 Stadia jadrového dozrievania oocytov hovidzieho dobytka a ich Easové rozpitie (Strejéek et al.,
2007)

Stadium ¢as (h)
Zarodocny vacik (GV) 0-6,6
Rozpad zarodo¢ného vacika (GVBD) 6,6 - 8,0
Kondenzacia 8,0-10,3
Metafaza I (MI) 10,3-15,4
Anafaza I (Al) 15,4 - 16,6
Telofaza I (T1) 16,6 - 18,0
Metafaza II (MII) a polové teliesko 18,0-24,0

Po prvom meiotickom deleni teda vznikaji dve nerovnako velké bunky, jedna so
vSetkou cytoplazmou a jadrom s kompletnou sadou chromozémov — oocyt 1. radu a druha
bunka, oznaCovana ako prvé Pb. Tato bunka obsahuje jadro s kompletnou sadou
chromozémov a nepatrné mnozstvo cytoplazmy. Po€as druhého meiotického delenia sa
oocyt rozdeli opdt na dve nerovnako velké bunky, ale uz s polovicnym poctom
chromozomov (Chrenek, 2008a). V pripade, Ze nedoslo k degradacii Pb I. radu, toto sa

symetricky rozdeli, ¢im vznikna dve Pb II. radu. Vysledkom meidézy budii 4 bunky, a to
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zrelé vajicko (ovum) atri Pb Il. radu s jednou chromatidou z pévodného homologického

paru chromozémov (Laurinc¢ik et al., 2005).
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2.1.2 Vyvoj samcich pohlavnych buniek

Samc¢ie pohlavné bunky (j.€. spermatozoon, m.C. spermatozoa) vznikaju
v semenotvornych  kanalikoch  (tubuli  seminiferi) procesom, ktory nazyvame
spermatogenéza. Spermie objavil v roku 1677 Leeuweuhoekov ziak Ham z Leidenu, ktory
ich povazoval za zarodky parazitujlice v ejakulate (Lukac et al., 2007).

Spermia ma v procese oplodnenia splnit’ 3 zdkladné ulohy: aktivne vyhl'adat’ vajicko,

preniknut’ do neho a preniest’ geneticky materidl od otca (Lukac et al., 2007).
2.1.2.1 Spermatogenéza

Vyvoj spermii, ako sme vysSie uviedli prebieha, v semenotvornych kandlikoch, a to

nepretrzite, ¢o sa prejavuje tym, Ze v kanalikoch sa nachadzajii spermiogénne bunky
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vV réznom stupni vyvoja, a to spermatogonie, spermatocyty, spermatidy a spermie. Vsetky
tieto typy vyvijajucich sa pohlavnych buniek maju svoje miesto uloZenia
Vv semenotvornom kandliku. Kym spermatogonie sa nachadzaju ulozené na bazalnej
membrane, spermatocyty si ulozené nad nimi, blizSie k lamenu. Spermatidy
a dozrievajlce spermie sa nachadzaju v bezprostrednej blizkosti limena kandlika (Maretta,
2000).

Spermatogenéza je zlozity a dlhy proces, ktory zacina obdobim rozmnozovania, rastu
a dozrievania, aukoncuje sa spermiohistogenézou, pri ktorej sa spermie histologicky
dotvaraju. Zacina v puberte, u bykov uz od 7. mesiaca, u Zzrebcov od 12. a u kancov
a baranov od 5. mesiaca zivota (Miholova, Lipsky, 1994).

V procese spermatogenézy sa vyskytuju dva typy delenia buniek, a to mitéza (nové
bunky s diploidnym poctom chromozémov) ameidéza (nové bunky s poloviénym,
haploidnym poctom chromozdémov).

Mitoza (faza mnozenia) je charakterizovana opakovanym delenim spermatogénii. Ako
uvadza Lukac et al. (2007), udospelych cicavcov mdzeme rozliSit' tieto typy
spermatogonii:

a) prespermatogénie (Ao spermatogonie), delenim davaju A; spermatogénie alebo

Ay spermatogénie , ktoré vSak zostavaji ako kmenové bunky pri bazélnej
membrane,

b) A-spermatogonie, vel'ké bunky s ovoidnym jadrom a homogénnym prachovitym
chromatinom, ktoré sa rychlo mitoticky delia a vznikaju A; az A4 a intermediarne
spermatogonie (In spermatogonie),

C) intermediarne a B-spermatogoénie. In spermatogonie sa niekolkokrat delia

a poslednym delenim vznikaji B-spermatogonie.

Spermatocyty predstavuju produkt druhej etapy spermatogenézy, ktora pozostdva z
dvoch po sebe nasledujucich zrecich deleni (faza meidzy). Vznikaji spermatocyty 1. radu,
ktoré vstupuju do PI meiotického delenia, pocas ktorej dojde k parovaniu homoldgnych
chromozémov a medzi ich nesesterskymi chromatidami ku crossing-overu. Po ukonceni I.
meiotického delenia vynikaju spermatocyty II. radu, ktoré obsahuji zdvojené autozoémy
a zdvojeny chromozom X pripadne Y. Tieto dve spermatidy vstupuji do II. meiotického
delenia a davaji vznik Styrom spermatidam s haploidnym poctom chromozémov, ktoré sa

potom morfologicky diferencujii v zrelé spermie (Strejcek et al., 2007).
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Spermiohistogenéza je tretim a poslednym obdobim vyvoja samcich pohlavnych
buniek pred ich uvolnenim do limena semenotvornych kanalikov. Aj ked’ ide o plynuly
proces, mozeme pozorovat podla Kuliska et al. (1996) a Marettu (2000) nickol’ko faz:

Golgiho faza, faza akrozomovej ¢iapky, faza kaudalnej manzety a faza zrenia.

» V Golgiho faze sa vytvara zéklad pre akrozom. Golgiho komplex sa zvicsuje,
oddel'uji sa z neho malé vaciky, splynutim ktorych vznik4 akrozémova vezikula,
v ktorej sa vytvori vicsie akrozomové granulum.

» Faza akrozomovej Ciapky je charakterizovana priblizenim akrozémovej vezikuly
K jadru, jej splostenim a preliaenim sa po povrchu. V tom istom Case sa vytvara
aj zéklad d’alSej dolezitej Struktary — bicika, ktory vyrastd z jedného centriolu
uloZeného pri cytoplazmatickej membrane, na opacnom konci ako sa vytvara
akrozomova Ciapka. Vznik oboch Struktar je sprevadzany presunom cytoplazmy
do oblasti vznikajuceho bicika a ulozenim jadra do excentrickej polohy.

» Vo faze kaudalnej manzety sa vytvara doCasnd Struktira pozostavajiica
z mnozstva mikrotubtll v tvare dlhej manzZety na zadnom okraji akrozomovej

¢iapky. Rastie kaudalnym smerom az do prednej Casti formujaceho sa bic¢ika
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»  Pre fazu zrenia je typicky zanik kauddlnej manZzety a zbavovanie sa prebytocnej
cytoplazmy a nepotrebnych bunkovych organel (Kulisek et al., 1996; Maretta,
2000).

Spermatogenéza u cicavcov si vyzaduje aktivitu peptidov a steroidnych hormoénov,
ktoré zohravaju dolezita Ulohu pri normdlnej funkcii semenotvorného epitelu. Tito
hormonalni poslovia st doleziti nie len pre regulaciu vyvoja samcich zarodo¢nych buniek,
ale taktiez pre proliferaciu a funkciu somatickych buniek, potrebnych pre spravny vyvoj
semennikov (McLachlan et al., 2002).

Folikuly stimulujici hormén (FSH) a luteinizacny hormén (LH) sa uvolnuju
Z adenohypofyzy, pod vplyvom gonddotropiny uvolnujiceho horménu (GnRH).
Testosterén je produkovany Leydigovymi bunkami vplyvom LH aje nevyhnutny pre
podporu spermatogenézy a rozvoj sekundarnych pohlavnych znakov. Primarnou ulohou
FSH pocas spermatogenézy je stimulacia Sertoliho buniek. Jeho sekrécia je regulovana

negativnou spétnou vézbou inhibinom B a prostrednictvom testosteronu (Laurincik et al.,

2008).

2.1.2.2 Morfologia spermie

Spermia je vysoko pohyblivd, aerodynamického tvaru, vhodne uspdsobend na rychly
pohyb v samicich pohlavnych organoch pocas procesu oplodnenia. Predstavuje bunku,
pohybujicu sa prostrednictvom bi¢ika, priCom neobsahuje bunkové organely ako
ribozoémy, endoplazmatické retikulum alebo Golgiho aparat, pretoZe nie su potrebné pre
prenos DNA do vajicka. Na druhej strane obsahuje vel'ké mnoZstvo mitochondrii
umiestnenych tam, kde moZu zabezpecit’ potrebnu energiu pre bi¢ik (Strejcek et al., 2007).

Spermie pozostavaji z dvoch zakladnych casti, a to z hlavicky a bic¢ika. Hlavicka sa
skladé za jadra a akrozomu. Zhrubnutie anteridrneho okraja hlavi¢ky predstavuje apikalny
hreben. V mieste zadného ukoncenia akrozomu prechddza hlavickou spermie viac alebo
menej zretel'nd linia — postakrozémovy okraj. Na povrchu hlavi¢ky rozliSujeme dve hlavné
oblasti, a to akrozomova (apikalny segment a hlavny segment, spolo¢ne ozna¢ované ako
pars anterior) a postakrozomova oblast’ (pars posterior) (Massanyi, 1991).

V jadre (nucleus) je ulozeny otcovsky geneticky material. Jeho obsah v zrelej spermii

predstavuje kondenzovany chromatin. Od jadier somatickych buniek sa 1iSi polovi¢nym
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obsahom DNA a chromatinom, ktory v ultratenkych rezoch nie je usporiadany do vlaknite;
Struktuary, ale tvori kompaktni masu. (Lukac et al., 2007).

Funkciu akrozomu moézeme interpretovat ako vysoko Specializovany lyzozém.
Obsahuje enzymy ako hyaluronidaza, akrozim, proakrozin, esterazy ainé. Existujt
medzidruhové rozdiely v zlozeni enzymov, ktoré vSak nemaji podstatny fyziologicky
vyznam pocas fertilizacie (Maretta, 2000).

V bic¢iku sa nachadza pohybovy a energeticky aparat spermie, umoziujuci jej pohyb
a penetraciu do vajicka. Mozeme ho rozdelit’ podl'a rozlozenia charakteristickych utvarov
na centriolovy oddiel (tzv. kréok), mitochondriovy (stredny) oddiel, hlavny a koncovy
(terminalny) oddiel (Kulisek et al., 1996).

Zaklad centriolového oddielu tvoria proximalny a distalny centriol, z ktorych sa
v zrelej spermii zachovava iba proximalny. Dalej su tu segmentované chordy a 1 - 2
mitochondrie. Na tento oddiel nadvdzuje mitochondriovy, ktory je charakteristicky
koncentricky usporiadanymi mitochondriami tesne pod cytoplazmatickou membranou,
v pocte 80 az 120, zavitnicovo usporiadané. Mitochondrie povazujeme za metabolicko-
energetické Ustredie bunky. Su vel'mi dolezité z hl'adiska pohybu spermie, ked’Ze vytvaraju
ATP, pri hydrolyze ktorého vznika energia, ktori vyuzivaju urcite Specifické proteiny pri
pohybe bicika. Tento oddiel je ukonceny anulom (Jensenovym prstencom) (Lukac et al.,
2007).

Podkladom d’alSich oddielov je komplex osovych vlaken (axonéma). V strede je par
dutych centralnych mikrotubulov, okolo nich koncentricky usporiadanych 9 dvojic, tzv.
duplety. Kazda dvojica pozostava z plné¢ho vlakna A a dutého vlakna B, pricom z vldkna
A vystupuju smerom k vldknam B susednej dvojice ramienka (dyneinové ramienka),
obsahujuce bielkovinu dynein, potrebnii pre pohyb spermii. Vonkajsi kruh pozostava
taktieZ z 9 vlaken, ktoré st vzdy plné a oznacuju sa ako hladké chordy. Tieto sa na Grovni
stredného mitochondrialneho oddielu spajajii so segmentovanymi chordami a asi v 3/4
hlavného oddielu zanikaju (Kulisek et al., 1996).

Cytoplazmova kvapka sa morfologicky prejavuje ako lokalne zhrubnutie na biciku,
bud’ v oblasti centriolovych Struktur alebo proximalne od anula. Oznacuje sa ako
protoplazmova kvapka, ktord sa pocas prechodu prisemennikovymi kanalikmi posuva a
Vv oblasti anula sa vyluci (Lukac at al., 2007).

Hlavny oddiel predstavuje najdlhSiu ¢ast’ spermie. Jeho os tvoria vlakna v usporiadani

2+9+9. Postupne sa vlakna stencuju a rozdiely v ich hrubke sa vyrovnavaju. Terminalny
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oddiel tvoria len fibrily osového vlakna a cely povrch spermie pokryva dvojvrstvova

membrana (Strejéek et al., 2007).

Plasma moglluano
Head 4 | Acrosome
\ Nucleus
L Paosl nucleus cap
M Prox. centriole
— piece - Head
= Mitochondrtal sheath

Distal centriole or ring

9 course outer librils
9 double inner fibrils
2 central librils

Tail Main- Mitochondria

piece 4
Axial filamenl
Tail sheath
4 9 double inner fibrils
~ End- J 2 cenlral fibrils i
piece Main-piece

Obriazok 4 Strukturilna schéma spermie (http:/nongae.gsnu.ac.kr/~cspark/teaching/chap12.html, 2.3.2011)

2.1.3 Ovulacia a oplodnenie

Ovulacia

Vyvoj arast pohlavnych buniek je riadeny hormonalnym mechanizmom, kde
najdolezitejSiu  ulohu zohravaju gonadotropné¢ hormény (FSH, LH), riadené
prostrednictvom GnRH. Hormonalna reguldcia pohlavnej cinnosti samice je dana
interakciou hormonov, vyvolavajtcich ovulaciu a uvolnenie zrelého oocytu. V tomto cykle
rozliSujeme dve hormonalne fazy — folikularnu a lutealnu. Ide o zlozity proces tvorby
a spustania gonadotropnych, intraovaridlnych horménov, ako aj GnRH, ktory reguluje
sekréciu estrogénu aten nasledne sekréciu a uvolfovanie FSH. Zaroven sa zvySuje
produkcia inhibinu, ktory negativnou spétnou vdzbou blokuje uvolfiovanie FSH. Poklesom
FSH dochadza k preovulaénému vrcholu LH, a tym k ovulacii oocytu (Chrenek, 2008a).

Dal§im procesom potrebnym pre uspesnii ovulaciu avstup oocytu do lievika
vajcovodu je tzv. expanzia cumulus oophorus, ako reakcia na zvysovanie hladiny LH.

Ukladanim mukopolysacharidov sa zva¢Sujii medzibunkové priestory kumularnych buniek,
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az dojde k preruseniu spojenia medzi kumularnymi bunkami a cumulus oophorus.
Vyznamnu ulohu zohrévaji aj oocytom produkované latky ako napr. GDF-9, BMP-15
ainé (Elvin et al., 1999).

Oocyt opusta vajecnik spolu s vrstvou folikularnych buniek - corona radiata. Tato
vrstva sa poc¢as pobytu vo vajcovode straca v procese oplodnenia, ale taktiez trenim o steny

vajcovodu (Chrenek, 2008a).

Oplodnenie

Oplodnenie u cicavcov zahfiia migraciu spermii v samicom reprodukénom trakte,
biochemické a morfologické zmeny spermii a interakciu spermii s vajickom vo
vajickovode.

Vroku 1951 M. Ch. Chang aC. R. Austin nezavisle na sebe zistili, Ze spermie
cicavcov musia stravit' nejaky cas v reprodukénom trakte samic, aby ziskali schopnost’
oplodnit’ vajicko. Tento jav je zdkladom aktivacie schopnosti oplodnenia a nazyva sa
kapacitacia. Kapacitacia je proces, pocas ktoré¢ho su cholesterol a iné steroly odstranené
z povrchu spermie anekovalentne viazané glykoproteiny ziskané v prisemenniku st
uvoltiované z povrchu spermie (Ikawa et al., 2010).

Ak kapacitovana spermia prenikla cez obal kumularnych buniek, d6jde k spojeniu so
ZP, ktora sa u cicavcov sklada z troch glykoproteinov (ZP1, ZP2 a ZP3). Glykoprotein
ZP3 sluzi ako primarny receptor pre spermie a moze vyvolat’ akrozomalnu reakciu. ZP
nesluzi len ako receptor pre spermie, ale aj ako medzidruhové bariéra (Strejcek et al.,
2007).

Pocas akrozomadlnej reakcie sa v procese exocytdézy uvolni obsah akrozému, ato
hyaluronidédza a protedzy, ktoré su potrebné pre penetraciu spermie cez ZP. Taktiez
podporuju pdsobenie inych proteinov na povrchu spermie tak, aby podsobili na ZP2 a
pomohli spermii udrzat’ si pevné naviazanie na ZP pocCas penetracie (Laurin¢ik et al.,
2005).

Dalsim délezitym krokom je zabranenie penetracii viacerych spermii do vajicka a jeho
oplodneniu, ¢o by viedlo k polyspermii. Takéto polyploidné embrya zvy€ajne hynli pocas
ran¢ho vyvoja. Na prevenciu polyspermie cicavéie vajicka vyuzivaju bloky. Fuziou
spermie s bunkovou membranou vajicka sa aktivuje inositol-fospolipidova signalna
bunkova cesta vajicka, ktora sposobi vnutrobunkové zvysenie Ca®* . Toto vnutrobunkové

zvysenie Ca’* §iriace sa vo forme vin aktivuje vajitko a vyvola kortikalnu reakciu. Podas
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kortikélnej reakcie sa exocytdzou uvol'ni obsah kortikalnych grantl do PVP a Struktara ZP
sa zmeni tak, aby sa neumoznila interakcia d’al§ich spermii (Wortzman-Show et al., 2007).
Chrenek (2008a) udava, Ze aj napriek snahe vyskumnych timov sa doposial
nepodarilo jednoznacne objasnit’ cely mechanizmus aktivacie vajicka po prechode spermie.
Existuju dve tedrie snaziace sa vysvetlit’ princip tejto aktivacie:
1. preniknutim spermie do cytoplazmy oocytu sa uvolni proteinovy faktor spermie,
ktory aktivuje oocyt,
2. receptory spermie aktivuju membranovy G-protein alebo tyrozin kindzu, nasledne
receptor s fosfoionizidazou C, ktord stimuluje produkciu inozitol 1,4,5-trifosfatu
aten spista mechanizmus uvolfiujuci Ca?* z kanalikov endoplazmatického

retikula, ¢im sa aktivuje oocyt.

2.1.3.1 Vyvoj prvojadier a charakteristika jednotlivych embryonalnych faz

Po preniknuti spermie a dokonceni druhého meiotického delenia, pocas ktorého sa
vylucilo polové teliesko II. radu, vznika zo zrelého vajicka zygota (2n). Z haploidnej sady
chromozémov sa formuje materské alebo maternalne prvojadro. Jadro spermie prekondva
vyrazne zmeny v cytoplazme oocytu, nastdva jeho dekondenzicia, obali sa membranou
vznikajucou z endoplazmatického retikula a formuje sa v otcovské alebo paterndlne
prvojadro (Hyttel et al., 2010).

Pivko (1995) deli fyziologicky vyvoj samcieho a samicieho prvojadra do Siestich
Stadii, avSak s roznym €asovym trvanim:

PN1 — spermia sa nachadza v ooplazme, bi¢ik je eSte spojeny s hlavickou a zacina sa
druhé meiotické delenie,

PN2 - zaliatok dekondenzacie chromozomov, bi¢ik sa oddeluje od hlavicky
a ukoncuje sa druhé meiotické delenie vylu¢ovanim druhého pdlového telieska do PVP,

PN3 - pokracuje dekondenzécia chromozémov, vytvara sa budica jadrovda membrana
prvojadier, druhé polové teliesko je kompletne vylucené do PVP,

PN4 - dekondenzacia chromozomov je ukoncena, rané prvojadra su obklopené
kompletnou jadrovou membranou,

PN5 - zvicSovanie prvojadier (samcie je vicSie) aich premiestiiovanie do centra

ooplazmy, druhé polové teliesko a bicik su stale pritomné,
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PNG6 - prvojadra s maximalnym objemom sa nachadzaju v centre ooplazmy v tesnej
apozicii.

Vicsie paternalne a menSie materndlne prvojadro navzijom splynt (syngamia)
a oplodnené vajicko sa v kratkom case rozdeli. Takmer po 24 hod. od fuzie gamét vznika
rané embryo v $tadiu 2-blastomér (Laurincik et al., 2008).

Dalim mitotickym delenim vznika 4-bunkové, 8-bunkové, 16-bunkové stadium atd’.
Vsetky tieto vyvojové S$tadia st za optimalnych podmienok obklopené kompaktnou
a celistvou ZP apravidelne sa deliacimi homogénnymi blastomérami. Od Stadia 16-
blastomér hovorime o v¢asnej morule. Nésledné¢ Stadium kompaktnej moruly je
charakteristické formovanim blastocélovej dutiny a diferencovanim buniek na bunky
trofoblastu a bunky vnutornej bunkovej masy. V $tadiu blastocysty je uz zretelna
diferenciacia vonkajSej vrstvy trofoblastu od kompaktnejSej vnutornej masy buniek,
oznacovanej tiez ako embryonélne kmenové bunky. Prechod do expandovanej blastocysty
je sprevadzany zvéacSovanim vonkajsicho priemeru embrya, ZP sa zmenSuje a praska. Ked’

blastocysta opusti ZP (hatching) hovorime o vol'nej blastocyste (Chrenek, 2008a).

Obrazok 5 Znazornenie jednotlivych embryonalnych §tadii (mys): A) 2-bunkové Stadium, B) 4-bunkové
$tadiu, C) 8-bunkové §tadium, D) §tadium kompaktnej moruly, E, F) §tddium blastocysty (ICM - vnutorna
bunkova masa, BC - blastocélova dutina, TE - trofoblast), G,H) hatching blastocysty (Cheng et al., 2005).
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Tabul’ka 3 Chronologia delenia embryi niektorych druhov zvierat (Chrenek, 2008a)

Drub/$tadium | 2-bunkové 4-bunkové | 8-16-bunkové Morula Blastocysta
Krava 36 hod. 72 hod. 96 hod. 6-7 den 8-9 den
Ovca/koza 36 hod. 42 hod. 72 hod. 4-5 den 6-7 den
Prasnica 25 hod. 50 hod. 96 hod. 5 den 6 den
Krali¢ica 24 hod. 35 hod. 48 hod. 3 den Sden

2.2 Produkcia embryi in vitro

Termin in vitro doslova znamena ,,v skle“, teda ide o oplodnenie prebichajice
v podmienkach mimo tela - v ,,skle“ Petriho misiek ( in vitro fertilization - IVF) (Laurinéik
et al., 2008).

Priekopnik tejto metody prof. Walter Heape este v roku 1891 uspeSne vykonal
embryotransfer (ET) u rozdielnych druhov kralikov. Jeho pévodny zamer vSak nebol ET,
ale sledovanie fenotypovych zmien v novom prostredi. Po mnohych pokusoch kultivovat
oocyty a embrya v laboratérnych podmienkach sa v roku 1939 podarilo G. Pincusovi ako
prvému ziskat’ zrelé oocyty v MII ( Strejcek et al., 2007).

Prelomovym bolo zistenie, Ze je potrebna kapacitacia spermii Austinom a Changom
v roku 1951. O osem rokov neskor sa Changovi podarili in vitro oplodnit’ krali¢i oocyt
auspeSne ho preniest do recipientky. V roku 1978 bolo vysledkom prace Edwardsa,
Steptoea a kolektivu pracovnikov narodenie prvého ¢loveka (Louise Brown) metodou in
vitro. (Kane, 2003).

In vitro produkcia embryi (IVP) zahifia ukoncenie troch biologickych krokov: in vitro

maturacia (IVM), in vitro oplodnenie (IVF) a in vitro kultivaciu embryi (IVC).

2.2.1 Invitro maturacia oocytov (IVM)

Délezitym procesom je navodenie superovulacie donorky aplikdciou exogénnych
gonadotropinov. Superovuldcia je hormonalna stimulicia folikulogenézy, ovplyvnenie
rastu, dozrievania folikulov a ovulacie oocytov, ktorda umoznuje ziskat' zvySeny pocet

zivotaschopnych oocytov (Chrenek, 2008a). Na superovuldciu krdv sa pouZziva jedna
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injekcia s 1500 az 3000 m.j. sérového gonadotropinu gravidnych kobyl (PMSG), avsak
zistilo sa, ze pouzitim superovulacného rezimu s FSH a LH v pomere 5:1 sa dosiahne viac
ovulécii (Pivko et al., 2000).

Z tyziologického hladiska sa hormonalne oSetrenie uskutociiuje v lutealnej faze, kedy
sa na vajecniku nachadza ZIté teliesko (corpus luteum — CL). Tato faza nie je hormonalne
ani morfologicky homogénna, pretoze na vaje¢niku zacina rast 10-20 folikulov. Vicsina
Z nich podlieha atrézii, ostatné dozrievaji. Synchronizaciu rastu folikulov, a tym aj vyssi

pocet ziskanych oocytov mozno dosiahnut’ aj aplikaciou GnRH (Chrenek, 2008a).

Pre oplodnenie in vitro pouzivame oocyty z antralnych neovula¢nych folikulov alebo
oocyty z preovulaénych folikulov. Antrélne preovula¢né folikuly sa ziskavaju vacSinou zo
zvierat zabitych na bitinku, a to aspiraciou tychto folikulov o priemere 5 mm (Antal et al.,
2005). Dalsou zmoznosti je ziskavanie embryi metodou slicing, principom ktorej je
naru$enie folikulov na povrchu vaje¢nika pomocou drziaka so ziletkou, ¢im sa uvol'nené
oocyty vyplavia do pripraveného roztoku (napr. PBS — phosphate buffered saline)
(Laurin¢ik et al., 2008). Technikou ovum pick up (OPU) ziskavame oocyty zo Zivych
zvierat punkciou pomocou Specialnej ihly pod kontrolou ultrazvuku. Thlou sa folikul

prepichne a folikularna tekutina sa odsaje spolu s oocytom (Das et al., 1996).

V preovulaénych folikuloch cumulus oophorus, S$pecializovana skupina buniek
stratum granulosum, vytvara spolu s oocytom integrovany kumulus-oocytarny komplex
(COCQC). Na zaciatku in vitro kultivacie je COC kompaktny s bunkami tesne pri sebe, po 6-8
hod. kultivacie dochadza k rozsirovaniu medzibunkovych priestorov (expanzia cumulus
oophorus) (Wani, 2002).

Camargo et al. (2006) uvadzaju, ze vo faze rastu vajicko hoviddzieho dobytka zvicsuje
svoj priemer na viac ako120 um, pri¢om $tadie ukazali, Ze oocyty s priemerom menej ako
110 um moézu byt stile vo faze rastu a maju nizSiu schopnost’ vyvijat sa po oplodneni.
Bolo navrhnuté, ze kriticky priemer oocytov k ziskaniu vyvojovej kompetencie je 110 pum,
¢o zodpoveda folikulu o priemere 3 mm.

Jadro ziskanych oocytov sa v podmienkach in vitro pocas niekol’kych hodin rozpadne
a zah4ji tak jadroveé dozrievanie.

Dozrievanie oocytov Vv podmienkach in vitro prebieha v kultivaénych médiach

V semianaerobnych podmienkach pri teplote 37 - 39 °C (v zavislosti od druhu zvierat'a).
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Tieto kultivaéné média moézu byt syntetické, na baze médii pre tkanivové kultary
obohatené o aminokyseliny (AMK), mineralne latky, rastové faktory, energetické substraty
atd. Uspe$nost IVM zavisi taktiez od atmosféry kultivacie a manipulacie, ktora je
najcastejSie 5 % CO, vo vzduchu alebo je zlozena z 5 % CO,, 10 % O, a 85 % Na.
V neposlednom rade je dolezitd konstantna teplota a pH kultivacného média, ktoré by malo
byt 7,2 - 7.4 (Strejéek et al, 2007). Na stabilizaciu optimalneho pH sa pouziva
bikarbonatovy tlmivy roztok NaHCO3 v kombinacii s 5 % CO, v inkubatore. Okrem tohto
pufrovaciecho systému sa vyuziva aj fosfatovy tlmivy roztok, napr. médium Dulbecco's
PBS (Chrenek, 2008a).

Kultivacia oocytov prebieha v malych kvapkach (25 - 90 ul) pod silikonovym olejom
(napr. hovédzi dobytok 30 ul), pripadne v $pecialnych Petriho miskach s objemom 500 pl
(o$ipand) (Strejcek et al., 2007).

Zakladné zlozky kultivaéného média (Laurincik et al., 2005):

» Voda - predstavuje 99% obsahu média, jej kvalita je pri priprave média
najdolezitejSim faktorom. LepSie vysledky kultivacie sa dosahuju s vodou, ktora
bola trojnasobne destilovana, aj ked’ pocas tohto procesu mdze dojst’ k uvolneniu
ionov a pyrogénov zo skla destilacnej aparatiry. Optimalne je pouzivanie
purifika¢ného systému Milli-Q.

» Energetické substraty — vicSina médii obsahuje pyruvaty, glukézu, laktozu
a glutamin. Gluko6za sa uprednostiiuje pre dosiahnutie vyssich vyvojovych Stadii,
avSak nemoze byt samostatne pouzita pri ranych vyvojovych stadiach v doésledku
blokovania glykolyzy.

»  Proteiny — pouzivaju sa séra, pricom proteiny v nich obsiahnuté viazu hormény,
vitaminy, mastné kyseliny, i6ny kovov a pyrogény. Vyznam tychto proteinov
spociva vo fixacii dusikatych latok a i6nov tazkych kovov.

» lony — Koncentracia a zastipenie i6nov je variabilné v zavislosti od typu média
a druhu zvierata. NajvicSie zastipenie v tekutine vajcovodov prestavuji iony
draslika a vapnika. Délezitym faktorom je osmolarita média (optimum 275 - 295
mOsm).

» Aminokyseliny — niektoré AMK pdsobia ako stimulatory vyvoja (glycin, histidin,

serin), iné ako inhibitory (fenylalanin, leucin, izoleucin).
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» Vitaminy, hormony a rastové faktory — funkcia vitaminov nie je doposial’ znama.
Uloha horménov a rastovych faktorov v procese kultivacie oocytov je znama,

avSak ich uloha pri kultivacii embryi je predmetom intenzivneho vyskumu.

Optimalny ¢as maturacie (viac ako 90 % oocytov v MII) je 22 - 24 hod., pri prasacich
oocytoch tato faza zaberd az 44 - 48 hod (Laurin¢ik et al., 2005).

Na maturdciu oocytov oSipanej sa pouziva médium NCSU-37, do ktorého sa na
prvych 24 hod. pridavaji hormony hCG ('udsky chorionovy gonadotropin) a PMSG,
pripadne cAMP a na d’alSich 24 hod. st oocyty kultivované v tom istom médiu, ale bez
hormoénov (Strejéek et al., 2007). U hovddzieho dobytka je to modifikované médium
TCM-199. Pred pouzitim média pre in vitro kultivaciu oocytov sa pridava 10% bovinného
inaktivovaného séra pri dodrzani pH 7,2 - 7,4 aosmolite 300 mosmol. Alternativne
dodatky pre in vitro kultivaciu oocytov st 20% inaktivované sérum krav v ruji, FSH 0,07

m.j., LH 0,42 pg/ml a heparin 4 m.j (Pivko et al., 2000).

Obrazok 6 Oocyty pred a po kultivacii v médiu NCSU-23: A) Cerstvo zozbierané prasacie oocyty, B) oocyty
po 44 hod. kultivacii v médiu NCSU-23 (Weng et al., 2007)

Morfologické vlastnosti kumularnych buniek spolu s morfolégiou cytoplazmy oocytu
su zdkladom hodnotenia oocytu do 5 morfologickych tried (Chrenek, 2008a):
1. oocyt skompletnou corona radiata , 6 aviac vrstiev kumularnych buniek,
stredne tmava homogénna a jemne granuldzna cytoplazma.
2. oocyt s nekompletnou corona radiata, 3 - 5 vrstiev kumularnych buniek, stredne

tmava homogénna cytoplazma.
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3. oocyt s1 - 2 vrstvami kumuldrnych buniek, so stredne tmavou az tmavou
cytoplazmou a vyskytom nekrotickych bodov.

4. oocyt sndhodnymi zvySkami kumuldrnych buniek, tmavd nehomogénna
a Ciasto¢ne fragmentovana cytoplazma.

5. oocyt bez kumularnych buniek s fragmentovanou cytoplazmou.

Podmienky kultivacie in vitro mézu byt Skodlivé pre oocyty, hlavne pocas VM.
Oocyty prechadzaji prvym meiotickym delenim a ¢asto vznikaji chromozomalne
anomalie (Pivko et al., 2004). Z d’alSich anomalii je to tvorba vakuol, fragmentacia

oocytov, abnormalna ZP a pod. Niektoré z nich zobrazuje obrazok 7.

Obrazok 7 Morfologické abnormality I'udskych oocytov (8ipky), pozorované svetelnym mikroskopom: A)
difazna zrnitost’ cytoplazmy, B) obsah granul v cytoplazme, C) zoskupené hladké endoplazmatické
retikulum, D) vakuoly v cytoplazme, E) abnormalny tvar ZP, F) PVP obsahujuci fragmenty (Rienzi et al.,
2011).

2.2.2 Invitro oplodnenie (IVF)

In vitro oplodnenie sa uskuto¢fiuje troma sposobmi: (Chrenek, 2008a):
1. IVF v ,skimavke® s kapacitovanymi spermiami, ktoré su kultivované spolu

soocytmi vmédiu (CO, inkubator), ¢im sa zabezpeli nahodné preniknutie

32


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/core/lw/2.0/html/tileshop_pmc/tileshop_pmc_inline.html?title=An external file that holds a picture, illustration, etc.Object name is dmq02902.jpg [Object name is dmq02902.jpg]&p=PMC3&id=3001337_dmq02902.j

spermie do oocytu. Metdda sa pouziva ak nie je problém s motilitou spermii
(pohyblivost’ spermifi).

2. Oplodnenie intracytoplazmatickou injektazou spermie (ICSI), kedy je vybrana
jedna kapacitovana spermia (imobilizovand) a injektovand priamo do ooplazmy
oocytu. Tato metdda sa pouziva pri znizenej motilite spermii a pri ich znizenej
koncentracii v odobratej vzorke semena.

3. Oplodnenie subzonalnou injektdzou spermie (SUZI), kedy sa niekol'ko spermii
zavedie do PVP. Vyuziva sa v pripade, ze je problém s koncentraciou a nie

motilitou spermii.

Pri kapacitacii spermii in vitro sa snazime napodobnit’ proces kapacitavie spermii in
Vivo, ato odmytim semennej plazmy a aktivaciou akrozomovej reakcie. Potrebny ¢as na
kultivaciu s oocytmi je 16 - 18 hod., nasledne st spermie odmyté a asi 10 % vajicok je
fixovanych a farbenych (orceinom, lakmoidom) na stanovenie percenta penetracie,
pripadne polyspermie, ale taktiez ako dokaz, Ze nedoslo len k partenogenetickej aktivacii
(Strejcek et al., 2007).

Na klasické in vitro oplodnenie oocytov hovadzieho dobytka v kvapke sa pouziva
médium TALP (Tyrode Albumin Lactate Pyruvate), doplnené heparinom a penicilaminom,
hypotaurinom a epinefrinom v atmosfére 5 % CO, a 20 % O, (Kubovicova, 2002).

ICSI patri medzi vyznamné techniky v oblasti asistovanej reprodukcie (ART)
a predstavuje moznost’ Studia zdkladnych mechanizmov oplodnenia a zaCiatkov vyvoja
embryi. Pouzitie v pol'nohospodarstve znacne st'azuje nizka Gspesnost’ tejto metody, pokial
ide 0 hospodarsky vyznamné druhy. S vynimkou ¢loveka zostava technoldgiou s nizkou
efektivnostou. Prvé tdaje tykajice sa ICSI publikovali vroku 1976 Uehara
a Yanagimachi, ktori injikovali huménne spermie a spermie Skrecka do maturovanych
oocytov Skrecka a pozorovali transforméciu hlavi¢iek spermii (jadier) na dobre vyvinuté
samcie prvojadra. Prvé cicavce, ktoré sa narodili touto technikou boli kraliky. Do sucasnej
doby sa podarilo po aplikacii ICSI ziskat' zivotaschopné jedince u I'udi, opic, mysi,
dobytka, osipanej a pod. (Pivko et al., 2004).

ICSI sa najviac vyuziva na rieSenie muzskej neplodnosti, najmd u muzov s tazkou
oligospermiou (nizka koncentracia spermii, menej ako 20.10%ml™), asthenospermiou
(motilita nizsia ako 5%), teratospermiou (normalita spermie mensia ako 4 %) a taktiez, ked’

klasické IVF zlyhava (Strejcek et al., 2007).
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U oSipanej je in vitro produkcia embryi obmedzena Castym vyskytom polyspermie,
takze ICSI je jednym z alternativnych spdsobov produkcie monospermatickych zygot
(Garcia-Rosell6 et al., 2009).

Dal$ou z moznosti vyuzitia ICSI je tvorba transgénnych jedincov, kedy sa spermie
pouzivaju ako vektory (nosi¢e) cudzej DNA pri jej zabudovani do budiceho genému
embrya. Zakladom je kultivacia spermii s cudzou DNA Vv suspenzii (asi 1 pg DNA na
10%ml spermii), minimalne 30 min. pred IVF (Chrenek, 2008a).

V sucasnosti vyuzivanou metoédou je aj separdcia spermii podl'a pohlavia a nasledné
oplodnenie oocytu. NajbeznejSie metdody predstavuju techniky volne beziacej
elektroforézy, tenkovrstvovej distribucie (TLCCD), imunologickej detekcie H-Y antigénu,
albuminovej separacie spermii a prietokovej cytometrie (Chrenek, 2008a).

Morrell a Rodriguer-Martinez (2011) uvadzajt, ze najspolahlivejSou metodou je
vyber a separacia spermii, ktorych DNA je znacena syntetickym fluorescenénym farbivom
Hoechst 33342, snaslednym pouzitim prictokovej cytometrie. Ked'ze chromozom X je
vacsi ako Y, zabera viac DNA Specifického farbiva. U hovédzieho dobytka je napr. rozdiel
v obsahu DNA priblizne 4,2 %, kym u oSipanej je to 3,8 %. Cytometrické triedenie spermii

pre ART bolo obmedzené prevazne na chov hovéddzieho dobytka a pre ICSI v chove koni.

Na tspesnost’ ICSI techniky mé vplyv okrem Zivotaschopnosti spermii, kvality oocytu
aj efektivna aktivacia oocytu. Aj ked u vicsSiny druhov (ovca, kralik, koza) je zavedenie
spermie do ooplazmy na aktivaciu oocytu postacujuce, u hovddzieho dobytka sa pouziva aj
exogénna aktivacia, ako napr. elektrickym pradom, etanolom, CaCl,, inozitol-1-4-5-
trifosfatom a ionomycinom (Garcia-Rosell6 et al., 2009).

Ked'Ze touto technikou sa spermia zavadza priamo do ooplazmy a obchadzaji sa
vSetky prirodné prekdzky oplodnenia, uGspeSnost ICSI je zavisla na kvalite spermie,
vybratej pre tento Gcel. Pouzitie normalnej morfologie ako jediného kritéria pre vyber,
zvySuje pravdepodobnost’ pouzitia spermie s abnormalnymi chromozémami (Morrell,
Rodriguer-Martinez, 2011). Park et al. (2005) uvadzaju zvySenie ucinnosti ICSI, ked’ sa
kancie spermie udrziavaju v kvapdcke kyseliny hyalurénovej (HA), na rozdiel od spermii v
roztoku PVP (polyvinylpyrolidon). Aj ked’ vyvoj blastocysty bol rovnaky v oboch
skupinach, frekvencia normalnych diploidnych embryi bola vyssia v skupine s HA (75,5

%), nez v skupine s PVP (68,2 %). Autori dospeli k zaveru, ze pouzivanie HA pre vyber
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spermii na zéklade ich morfolégie je lepSie pre produkciu chromozomdalne normalnych
embryi.

Aj akrozomalny obsah spermii moZze byt potencidlne nebezpecny pre vyvoj embryi.
Morozumi a Yanagimachi (2005) naznadili, ze uspech ICSI by sa mohol zlepsit
odstranenim oboch membran spermii a akrozému pred samotnou injektazou spermie,
pretoze zmeny suvisiace s aktividciou oocytu aembryondlnym vyvojom prebiehaju
rychlejSie, kedze ooplazma vajicka nebola vystavena hydrolytickym  enzymom
akrozomu.

Subzondlne zavedenie spermie (SUZI) spociva v zavedeni 1 - 10 spermii (podla
kvality) cez ZP a cytoplazmaticki membranu do PVP zrelého oocytu. Nevyhodou tejto
techniky je nizka oplodnenost’ a vysoky vyskyt polyspermie. SUZI bola u dobytka
povazovana za vyhodnt len z hl'adiska sledovania interakcie medzi spermiou a oocytom,

lebo tispesnost’ oplodnenia bola zvyc¢ajne nizka (Kubovicova, 2002).

Obriazok 8 Intra-cytoplazmaticka injekcia spermie: a) zrely oocyt s Pb a spermia v hrote mikropipety, b)

vloZenie spermie do cytoplazmy oocytu (Hinrichs, Choi, 2005)

2.2.2.1 Hodnotenie kvality spermii a ich uchovavanie

Metodické postupy aseptického odberu, hodnotenia, riedenia, ekvilibrécie,
zmrazovania, uchovavania a rozmrazovania semena musia spiiiat’ poziadavky kladené na
prezivatelnost  spermii. Spracovanie semena ma vplyv na jeho kvalitu, vyznamne
ovplyviiuje pohyblivost, fertiliza¢ni schopnost, funkénu celistvost membran a celkovu

zivotaschopnost’ spermii vyjadrovanu reprodukénymi parametrami (Makarevi¢ et al.,
2009).
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Kvalitativne parametre semena st vyznamnym ukazovatel'om pre jeho d’alSie vyuzZitie
pripadne spracovanie. Analyza spermii vyhodnotena poc¢itatom CASA (Computer Assisted
Semen Analysis) je kI'aiGovym a objektivnym modernym nastrojom pre stanovenie kvality
spermii. Aby bol systém uznany ako CASA, musi Standardne vyhodnocovat’ nasledujuce
parametre pohyblivosti (Norbert et al., 2006):

DAP (distance average path) - priemerna vzdialenost’

DCL (distance curved line) - krivo¢iara vzdialenost’

DSL (distance straight path) - priamog¢iara vzdialenost’

VAP (velocity average path) - priemerna dréhova rychlost’ (um.s™)

VCL (velocity curved linea) - krivo¢iara rychlost (um.s™)

VSL (velocity straight line) - priama rychlost’ (um.s™)

STR (straightness) - priamost’ pohybu a LIN (linearity) - priamoc¢iarost’

WOB (wobble) - kmitanie

ALH (amplitude of lateral head displacement) - amplitida bo¢ného premiestnenia

hlavicky (um.s™)

HTM (Hamilton Thorton Motility analyzer — USA) je integrovany systém, ktory patri
medzi najcastejSie pouzivané CASA systémy v humdénnej, ale aj vo veterinarnej androldgii.
Okrem zékladnych hodndt ako pocet vSetkych, pohyblivych a progresivnych spermii
vyhodnocuje aj percentualne zastipenie predchadzajucich parametrov. (Norbert et
al.,2006).

Fertiliza¢na schopnost’ spermii sa hodnoti testami zameranymi na funk&né parametre
semena, ako su test termorezistencie (preZivatelnosti), test migracie spermii cervikalnym
hlienom alebo test migracie spermii syntetickou ndhradou cervikalneho hlienu (Laurin¢ik
et al., 2005).

TaktieZ sa pouziva metdda ,,swim-up“ spocivajiica v schopnosti aktivnych spermii
vyplavat' z hustejSieho prostredia semindlnej plazmy do redSieho kultivacného média
(Makarevic et al., 2009).

Morfologické analyza spermii stanovuje percento abnormalnych spermii, ktoré mézu
ovplyvnit’ plodnost’ vytvorenim defektnej zygoty alebo blokovat’ fertilizaciu normalnych
spermii. Medzi morfologické zmeny patria vyvojové tvarové anomadlie degenerativneho
charakteru, patologické zmeny tvaru hlavicky, zmeny na akrozéme a spojovacej Casti,

patologické Casti na bic¢ikoch, nezrelé spermie a pod. (Strejcek et al., 2007).
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VSeobecne sa predpokladd, ze mnohé tvarové zmeny vyplyvaju z malformécie
protoplazmovej kvapky. Podkladom byvaju zmeny na cytoplazmatickej membrane, v
obsahu alebo pred¢asnej aktivacii lyzozomovych enzymov. Takéto spermie sa definuju ako
nezrelé (Lukac et al., 2007).

V sucasnosti sa venuje vel'kd pozornost’ rozvoju farbiacich metdéd. Okrem klasickej
metddy farbenia podl'a Hancocka farbivom Giemsa-Romanovsky sa pouziva aj dvojité
farbenie v kombinacii kongo-Cerven a farbivo Giemsa, ktoré farebne rozlisi nielen zivé
a mftve spermie, ale aj signalizuje priebeh akrozémovej reakcie spermii (Makarevic et al.,
2009).

Kapacitaény status spermii je hodnoteny na zaklade zmien obsahu Ca®* pomocou
fluorescencného antibiotika chlortetracyklinu (CTC). Komplex CTC - Ca’* sa prednostne
viaZze na hydrofobne oblasti ako je bunkovd membrana, a vytvara rézne typy farbenia
charakteristické pre nekapacitované spermie (F), kapacitované spermie (B) a spermie

s akrozémovou reakciou (AR), znazornené na obrazku (Oh et al., 2010).

Obrazok 9 Zivé spermie odipanej farbené metodou CTC: F) nekapacitovana spermia, B) kapacitovana

spermia, AR) akrozomova reakcia spermie (Oh et al., 2010)

Jednou z metod detekcie apoptozy (fyziologicky programovana bunkova smrt) je
technika zalozena na vizbe fosfatidylserinu (PS) fluorescen¢ne znaCenym annexinom. Tato
metdda umoznuje detekciu skorych faz apoptdzy, este pred stratou integrity bunkovej

membrany (Makarevic et al., 2009).
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Po analyze semena sa spermie vyuzivaji ¢i uz na spominané IVF, pripadne na
insemindciu. V pripade, Ze sa semeno nepouzije hned’, musi sa uchovat’ pre d’alSie pozitie,
najcastejSie zmrazovanim alebo schladenim. Na prezitie spermii pri hlbokom zmrazeni
vplyva vela faktorov. Jednou z najdolezitejSich zasad pri konzervacii semena je vytvorenie
takého prostredia, ktoré sa najviac priblizuje prirodzenym podmienkam vytvorenych
semennou plazmou. Pre tento Gcel sa pouzivaju riedidla (Chrenek, 2008a).

Funkciou riedidiel je okrem ziskania vicSieho objemu atym aj vécSieho poctu
inseminacnych davok, aj dodanie zivin a energie, ochrana pred tepelnym Sokom, regulécia
Skodlivého vplyvu kolisania pH, udrziavanie spravnej osmotickej rovnovahy a inhibicia
patogénov. Antibiotika sa pridavaju najmi ako ochrana proti kmenom ako Escherichia,
Pseudomonas, Micrococcus, Staphylococcus, Klebsiella a iné (Smital, 2001).

Uchovavanie spermii je mozné realizovat zmrazovanim do peliet alebo pejet.
Uvedené metody sa pouzivaju na zmrazovanie spermii bykov a kancov, problém je vsak so
spermiami baranov a kralikov, kde kvalita spermii po rozmrazeni je nedostatocna. Spermie
sa po nariedeni podchladia na +1 °C az +5 °C anasledne sa niekol'’ko hodin nechéavaja
ekvilibrovat’ pri tejto teplote. Optimalne sa zmrazuju do teploty -125 °C v priebehu 10 - 15
min., a nasledne sa ponoria do tekutého dusika (-196 °C) (Laurincik et al., 2005).

Jednu z novych technologii na konzervaciu spermii predstavuje suSenie mrazom.
Spermie moZu byt’ uloZzené za nizsie naklady, bez pouzitia kvapalného dusika, pri teplote 5
°C alebo pri izbovej teplote. Po suSeni mrazom spermie stracaji pohyblivost’ a mozu byt
pouzité na ICSI (Kikuchi et al., 2008).

Pri konzervéacii st spermie uvedené do stavu anabidzy, pri ktorom je ich pohyblivost’
zastavend aich metabolizmus obmedzeny na minimum. Dolezité je, aby v priebehu
konzervacie nedoSlo k posSkodeniu povrchovych membran a akrozomalneho systému, ¢im

by sa narusila oplodiiovacia schopnost’ (Smital, 2001).

Vysoké koncentracie elektrolytov, ktoré mozu poskodit bunkové membrany
a organely, sa redukuji kryoprotektivnymi latkami. Medzi takéto latky zarad’'ujeme
glycerin a dimetylsulfoxid (DMSO) v koncentracii od 1 do 2 M. Pouzivaju sa tiez variacie

glycerolu a methanolu, etylénglykolu alebo 1-2 propandiolu (Laurincik et al., 2005).
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2.2.3 Invitro kultivacia embryi (IVC)

Vseobecne mozeme rozliSit dva zdkladné kultivatné systémy, a to systémy
vyzivajuce IVC embryi si vyzaduje Specifické naroky na kultiva¢ny systém, vzhl'adom na
dlhodoby pobyt embryi v kulture pred ich transferom, ¢i kryokonzervaciou ko-kultury (co-
culture), pripadne na ko-kultry adaptované médid (kondicionované média) a média
produkované bez tychto ko-kultar, pripadne secernovanych faktorov (definované a semi-
definované média) (Pivko et al., 2004).

Ko-kultary sa obvykle kultivuji v médiu TCM-199 alebo Menezo-B2 s pridavkom
fetalneho séra. Ako ko-kultiry slizia kumularne bunky, bunky epitelu vajcovodu, pripadne
bunky pecene potkana linie ,,buffalo” (BRL). Kondicionované médid obsahuju faktory
secernované¢ bunkami (peptidy, rastové faktory a cytokininy), ktoré st prospesné pre
kultivaciu (Hasler, 2000).

Média produkované bez ucasti somatickych buniek obsahuji bud’ sérum ako prisadu
(semidefinované), alebo sa skladaji iba zo syntetickych zloziek (definované) (Thomson,
1996).

SOF (Synthetic Oviductal Fluid) je Standardné médium pre kultivaciu
preimplantaénych embryi krav, ku ktorému sa pridavaji AMK a sérum, pripadne bovinny
serovy protein (BSA) (Gandhi et al., 1999). SOF médium umoziuje vytvorit' definované
podmienky kultivacie, najmé pri pouZziti uzZ spominaného BSA ako néhrady krvného séra,
¢o znizuje variabilitu vysledkov kultivacie. Na druhej strane, nevyhodou je potreba
Specifickej atmosféry so znizenym obsahom kyslika, kde za optimélnu je povaZovana
atmosféra s obsahom O, 5%, ¢o znizuje oxidacny stres embryi (Olexikova, 2009).

V médiu NCSU-23 st kultivované embrya oSipanej s dodatkami glutaminu, taurinu a
hypotaurinu (Strejéek et al., 2007), pripadne v chemicky definovanom médiu PZM-4
(Porcine Zygote Medium) a semidefinovanom PZM-3 (doplnené o BSA) (Garcia-Rosselo
et al., 2009).

2.2.3.1 Hodnotenie a klasifikacia embryi

Hodnotenim ziskanych embryi urCujeme ich vyvojové $tadia a kvalitu so zretel'om na
ich morfologické charakteristiky. Embrya triedime podla Pivka (2002) do tychto
vyvojovych stadii:
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1. Neoplodnené vajicko (1.denl), charakterizované jednou bunkou s vyluc¢enym Pb
v PVP a neporuSenou ZP.

2. 2 az 16 buniek (2. - 5. den), charakterizované pravidelnym vyskytom vol'nych
blastomeér.

3.  Rana morula (5. - 6. den), vSeobecne popisovand ako skupina buniek — vol'nych
blastomér, ktoré su od seba zrete'ne oddelené a zaberaji vacsiu Cast’ priestoru,
ktory vytvara ZP. Velkost embryi zostdva nezmenena od zygoty az po
blastocystu, zvdc¢Sovanie nastava az v Stadiu expanzie ranych embryi.

4. Kompaktnd morula (6. den), charakterizovana splyvanim blastomér, ktoré
formuju v tomto $tadiu kompaktni masu moruly.

5. Rana blastocysta (7. defl), zacina sa formovat blastocélova dutina v podobe
excentricky sa formujiceho mechurika.

6. Blastocysta (7. - 8. den), dochadza k diferenciacii vonk. vrstvy trofoblastu od
tmavsej kompaktnejSej vnat. masy buniek. Blastocélova dutina je rozsirena
a PVP zuzeny.

7. Expandovana blastocysta (8. - 9. den), charakterizovana zvidc¢Sovanim vonk.
priemeru embrya, PVP sa strdca za stfasné¢ho zuzovania ZP az na 1/3 jej
povodnej hrabky.

8. Volna blastocysta (9. defl), embrya vystupuju zo ZP (oznafované ako hatching)
a ostavaju volné, maju zretelne diferencovany a pravidelne utvarany trofoblast,
tvoriaci sa embryoblast a vyvinutt blastocélova dutinu.

9. Predizena blastocysta (9. - 10. deft) bez ZP, zvysena proliferacia trofoblastu

a premena ovalneho tvaru na trubicovity.

V roku 1983 Lindner a Wright vytvorili systém, ktory rozdel'uje embrya do $tyroch
skupin: vynikajuce, dobré, dostatocné a nedostato¢né embryo. ZjednoduSenu verziu tohto
systému vydala Medzinarodna Spolo¢nost’ pre embryotransfer IETS (International Embryo
Transfer Society):

1. Vynikajuce alebo dobré embryo — symetrické a okruhle, blastoméry jednotnej

velkosti, sfarbenia a hustoty, s hladkou ZP. Najmenej 85 % bunkovej hmoty musi

byt’ neporusenej, schopnej d’alSieho vyvoja.
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2. Dostatocné embryo — pomerne malé nezrovnalosti v celkovom tvare zarodo¢ne;j
masy alebo v tvare, farbe a hustote jednotlivych buniek. Najmenej 50 % bunkovej
hmoty musi byt neporusenej, schopnej d’alSieho vyvoja.

3. Nedostatocné¢ embryo — vyraznejSie nezrovnalosti v celkovom tvare zarodocne;j
masy alebo v tvare, farbe a hustote jednotlivych buniek. Najmenej 25 % bunkovej
hmoty musi byt’ neporusenej, schopnej d’alsieho vyvoja.

4. Mrtve alebo degenerované embryo — degenerované embrya, oocyty, nezivé

(Laurincik et al., 2008).

Bovinné zygoty ziskané in vitro st povaZované za citlivejSie na podmienky
a manipulacie, ako zygoty ziskané in vivo. Bovinné embrya ziskané v podmienkach in
vitro mozno charakterizovat' ako embrya so zmenenou morfologiou. Vykazuji vyssi
stupen vakuolizacie cytoplazmy blastomér, mensiu kompaktnost’ buniek a viac fagozémov,
ako embrya ziskané in vivo. Tieto odchylky su pravdepodobne zodpovedné za ich niZsiu
zivotaschopnost’ po zmrazovani a rozmrazovani, za znizenu uspesnost’ po prenose a nizsiu

vyvojovu schopnost’ pri d’al$ej kultivacii v podmienkach in vitro (Pivko, 2002).

2.2.3.2 Zmrazovanie embryi a ich prenos

Délezitou technikou dlhodobého uchovavania embryi je ich zmrazovanie
(kryouchovavanie). Zékladom je zniZenie miery poskodenia vplyvom intraceluldrneho
Padu. Boli vyvinuté dve techniky: pomal¢ (kontrolované¢) zmrazovanie a rychle
zmrazovanie (vitrifikacia). Zmrazovanie embryi zahfia: vystavenie embrya kryoprotektivu
(DMSO, glycerin, metanol, glukéza, sachardza), ochladenie pod bod mrazu, uskladnenie
v tekutom dusiku (-196 °C), rozmrazenie, zriedenie, vyplavenie kryoprotektiva a
prenesenie embryi (Chrenek, 2008a).

Kasai et al. (2002) uvadza Sest’ sposobov poskodenia embryi poc€as kryouchovavania:

¢ intracelularne formovanie krystalov 'adu

e chemicka toxicita kryoprotektiva

e osmotické naboptnanie

e osmotické zmrStenie

e fraktara (prasknutie)

e cxtracelularna krystalizacia
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Embrya kradv v Stddiu vcasnej blastocysty az expandovanej blastocysty modzeme
uspesne zmrazovat. AvSak embrya vcasnejSich vyvojovych §tadii nemozno zmrazovat
a rozmrazovat’ bez ich poskodenia. Citlivost’ embryi na ochladzovanie je eSte zretel'nejSia
U osipanej. Jej embrya vsetkych vyvojovych S$tadii neprezivaju ochladenie pod 15 °C
(Pivko et al., 2000).

Pre ucely zmrazovania sa pouzivaji embrya vynikajucej kvality bez morfologickych
zmien, s kompaktnymi blastomérami. Embryd sa pred zmrazovanim kultivujt
Vv inkuba¢nom médiu, potom sa prenesu do zmrazovacieho média. Délezité je, aby teplota
zmrazovacieho média bola rovnaka ako teplota inkuba¢ného. Pocas ekvilibracnej doby (15
- 20 min.) sa embrya premyvaji v zmrazovacom médiu o réznej koncentracii. Na konci sa
plnia do oznacenych pejet (Chrenek, 2008a).

Pri metdéde pomalého zmrazovania dochadza k vnutrobunkovej tvorbe krystalikov
ladu, ¢o moze spdsobit’ znacné morfologické a funkéné poruchy a ovplyvnit
zivotaschopnost’ embryi. Az 50 % embryi moZe byt posSkodenych fyzikalne, pri€om casté
byva poskodenie najmad ZP. Technikou rychleho zmrazovania (vitrifikdcia) je fyzikdlne

poskodenie nizsie, ¢o vo svojich experimentoch potvrdili aj Pivko et al. (2008).

Predtym, ako st embrya prenesené do recipientky je potrebné klast doraz na ich
dokladné premyvanie, z dovodu odstranenia vacSiny patogénov. Pofas premyvania sa
odporu¢a kombinovat’ ho s trypsinom. Embrya 5x premyvame v PBS, ktory obsahuje
antibiotika a 0,4% BSA. Nasledne su 2x premyté po dobu 60 - 80 s Vv trypsine (pH 7,6 -
7,8). Sterilny trypsin v Hanksovom vybalansovanom roztoku sa pouZziva s koncentraciou
0,25%. Po ovplyvneni trypsinom embrya znovu premyvame 5Xx Vv PBS s obsahom
antibiotik a 2 % séra. Nahradenie BSA sérom je dolezité z hl'adiska inaktivacie trypsinu
(Pivko et al., 2004).

Prenosom embryi sa sleduji zédkladné ciele ako genetické zlepSenie chovov vyuzitim
vlastnych darkyn vysokej genetickej hodnoty, viacnasobné vyuzitie najlepSich
potencidlnych matiek plemennych bykov, rozmnoZovanie importovanych plemien so
Spickovym genotypom a vytvorenie banky embryi autochtonnych plemien. Nemalou
mierou prispieva k rychlejSiemu poznaniu zakladnych dejov v reprodukcii, ako aj procesov

ranej embryogenézy a fenogenetiky reprodukcie (Pivko et al., 2000).
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Chirurgicky prenos sa robi viacerymi spdsobmi, ¢i uz na leziacom zvierati, stojacom
zvierati alebo transvaginalnou cestou. V sucasnosti je tento proces nahradzovany
nechirurgickym, ktory menej traumatizuje zviera anevyzaduje drahé chirurgické
vybavenie. Postup pri nechirurgickom prenose je vel'mi podobny ako pri inseminacii.
Aplikuje sa epiduralna anestéza alebo uterusrelaxans. Po ocisteni a dezinfekcii vonk.
pohlavnych organov sa do poSvy zavadza Specidlne zariadenie typu ,,Cassou gun®,
,Hannover* alebo inseminacny katéter Quicklock firmy Minitiib tak, aby bolo zabranené
kontaminacii. Embrya v pejetkach st umiestnené tak, aby medzi kazdym bola vzduchova
bublina (zabranenie neZelanému pohybu). Uspesnost nechirurgického prenosu zavisi
nielen na kvalite prenaganého embrya, ale aj od dizky trvania celého procesu, z dovodu &o
najmensej traumatizacie kfcku maternice a endometrie (Laurincik et al., 2005).

Najlepsie vysledky sa dosahuju pri prenose Cerstvych ranych embryi, zatriedenych do
prvej a druhej triedy kvality, pri zmrazenych embryach sa odportaca iba prenos embryi
zaradenych do prvej triedy kvality (Pivko et al., 2008).

Embrya st prenaSané do vajcovodu alebo maternice, v zavislosti od ich vyvojového
Stadia. V $tadiu zygoty az po 8-16-bunkové embryo sa prenasaju do vajcovodu samice,
vyssie vyvojové §tadia do rohu maternice hormonalne pripravenej recipientky (Chrenek,

2008a).

2.3 Genetické mikromanipulacie

2.3.1 Klonovanie

Klonovanie predstavuje tvorbu geneticky identickych jedincov. Pri vySSich druhoch
zivocichov, vratane cloveka, predstavujii ndhodne vzniknuté klony identické jednovajecné
dvojicky. Klon nemusi byt identicky s donorom (darcom) genetického materialu, pretoZe:
1.) DNA je lokalizovana nielen v jadre bunky, ale aj v mitochondriach a tym sa prenasa
prostrednictvom oocytu; 2.) DNA dospelej bunky sa méze 1iSit’ od zarodo¢nej DNA, napr.
vplyvom mutacii; 3.) aj jednovajecné dvojicky st identické len po genetickej stranke, ich

fenotypovy prejav mdze byt vplyvom prostredia ro6zny (Laurin¢ik et al., 2005).
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Rozoznavame tri techniky tvorby klonovanych jedincov:

3)
b)

c)

tvorba identickych jedincov bisekciou,
tvorba identickych jedincov prenosom jadier embryonalnych buniek (EC),
tvorba identickych jedincov prenosom jadier somatickych buniek — somaticky

nuklearny transfer (SCNT).

Stru¢ny prehlad prvych klonovanych druhov, s uvedenim techniky a typu bunky,
(Chrenek, 2008b):

1979 klonovany cicavec - bisekcia embrya

1986 klonovany cicavec - prenos jadra embryonalnej bunky

1997 klonovany cicavec (ovca) - jadro somatickej bunky z mlie¢nej zl'azy
1998 klonovana mys - jadro somatickej bunky (leukocyt)

1998 klonované transgénne telata - jadro transfektovaych fibroblastov
2000 klonované prasa - jadro fibroblastov svalu a koze plodu

2002 klonované kraliky - jadro kumularnej bunky

2003 klonované potkany - jadro somatickej bunky

2003 klonovany kon, jadro somatickej bunky

2005 klonované I'udské embryo

2006 chimerické klonované kraliky

2007 hybridné klonované embrya (oocyt kravy a l'udskd DNA, oocyt kralika
a l'udska DNA)

Tvorba identickych jedincov bisekciou predstavuje najjednoduch$iu techniku,

rozdelenim embrya v Stddiu moruly alebo blastocysty na dve polovice mikronozom.

Vysledkom prenosu takto ziskanych embryi do recipientky je narodenie geneticky

identickych jedincov (klonov). Pokusy ziskat z jedného vajicka viac ako tri klony boli

neuspesné (Chrenek, 2008a).

Na prenose jadier v€asnych embryi (z ich blastomér) do enukleovaného oocytu

(zbaveného samicieho genetick¢ho materidlu) je vyhodné to, Ze z jedného embrya, napr.

moruly mame k dispozicii 32 blastomér, z ktorych kazdé jadro obsahuje kompletni

geneticku informéciu. Teoreticky prenesenim jadra do recipientky je mozné ziskat 32

geneticky identickych jedincov — klonov (Laurincik et al., 2005).
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Prelomovym tspechom bolo vyklonovanie ovce Dolly (1997) metédou SCNT, ato
prenosom jadra z diferencovanej somatickej bunky (z mlie¢nej Zl'azy) do enukleovaného
oocytu. V porovnani s EC somaticka bunka diferencovana, a preto jej jadro musi byt
reprogramované (vratené na zaciatok vyvinu) (Petrovicova, 2010).

Jednym z kI'ai€ovych faktorov uspesného priebehu klonavania je synchronizacia medzi
bunkovym cyklom donorského jadra a cytoplazmou recipienta. Pouzitie jadra v GO/G1
faze a Stadiu MII oocytu sa ukazalo ako najlepSie, pretoze pouzitie inych stadii bunkového
cyklu jadra obvykle vedie k slabému vyvoju zarodku (Gerger et al., 2010). V G1 faze je
bunka najlepsie pripravena na reprogramovanie a rozdelenie jadra. Takéto jadro prenesené
do enukleovaného oocytu ma kompletni sadu chromozoémov, o je najlepsi predpoklad na
zacatie delenia klonovaného embrya (Chrenek, 2008a).

Vyvojové Stadium jadier buniek moézeme ovplyvnit' kultivaciou in vitro v médiu
s ubudajucou koncentraciou kultiva¢ného séra (serum starvation) alebo technikou suvislej
monovrstvy, pripadne pouzitim chemikalii ako nocadazol, aphidicolin, butyrolactone I
(Laurincik et al., 2005).

Enukleacia oocytu je proces, pri ktorom sa neodstrani celé jadro, ale len metafazova
platnicka a prvé Pb. Vyuziva sa viacero technik vizualizacie ako farbenie chromatinu
fluorescenénymi farbami a expozicia pod UV lampou. Metdda aspiracie cCasti jadra
Vv blizkosti vyli¢ené¢ho Pb ma nevyhody v schopnosti Pb migrovat’ v PVP, takZe nemusi
dojst’ k odstraneniu chromatinu. Problémom je taktiez odstranenie vacSej Casti cytoplazmy
oocytu, ¢im sa modze zredukovat jej kapacita nevyhnutnd pre epigenetické

reprogramovanie prenaSaného jadra (Petrovicova, 2010).

Dalsim sposobom je pouzitie techniky bez mikromanipulatora - handmade cloning
(HMC), ktora spociva v bisekcii Casti oocytu (bez ZP), pricom sa oddeli metafazova
platni¢ka II s Pb (Laurincik et al., 2005). Nasledne st oocyty bez metafazovej platnicky
spojené fytohemaglutininom (PHA) a fuzované spolu s darcovskou bunkou. Touto
technikou sa moze zvysit’ produkcia blastocyst, je jednoduchsia a naklady na pristrojové
vybavenie st nizSie. Nevyhoda spociva v strate vdcSej Casti cytoplazmy z oocytu, €o sa
rieSi pouzitim dvoch cytoplastov, medzi ktoré sa vlozi jeden karyoplast (PetroviCova,

2010).
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Protrusion cones

Obrazok 10 HMC kozich oocytov: A) oocyty po odstraneni granuldoznych buniek, B) oocyty bez ZP, C)
vyklenutie cytoplazmy, D) zoskupenie donorskej somatickej bunky a dvoch enukleovanych demi-oocytov,
E) fizia po 2 minutach elektrickych impulzov, F) po 20 minuatach., Akshey et al. (2011).

Aktivacia predstavuje naStartovanie vyvinu embrya, pricom je dolezité jej
naCasovanie: 1. preaktivacia - aktivacia pred samotnou fuziou jadra s cytoplastom
(embryondlne bunky) 2. bezprostrednd aktivacia v Case fuzi, alebo tesne po nej
(embryonalne bunky) 3. oneskorena aktivacia — aktivacia v presne ur¢enom c¢ase po fuzii
(somatické bunky). Realizovana je najcCastejSie kombinaciou ionomycinu alebo kalciovej
ionoforézy s 6-dimetylaminopurinom (6-DAMP), pripadne cykloheximidom (CHX).
Ionomycin prednostne mobilizuje intracelularne zasoby Ca®". Vapnik inaktivuje CSF
supresorovu aktivitu MPF a naslednou aplikdciou 6-DAMP alebo CHX zabraiuje
reformacii aktivity MPF (Petrovicova, 2010).

Klonovanie hospodarskych zvierat prenosom jadra darcovskej bunky vytvara
podmienky jednak pre tvorbu identickych kopii zvierat, ale umoziuje aj cieleni zmenu
genetickej informacie v populacii zvierat. Dal§ie snahy o vyuZitie klonovania embryi

smeruju k zachovaniu ohrozenych ¢i vyhynutych zivocichov (Macak et al., 2003).
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Vo vyhlaseni EFSA (Eurdpsky trad pre bezpecnost' potravin) zo septembra 2010
0 vedeckom posudeni klonovania sa uvadza:

., Klon ma ako geneticka kopia svojho bunkového darcu podobny potencial uZitkovych
vlastnosti. Je potrebné zdoraznit, Ze v ramci sucasnych vyberovych posunov sa okrem
kvantitativnych/kvalitativnych ~ vlastnosti  zvieracich  produktov — zohladnuju dalsie
relevantné parametre, medzi ktoré patri odolnost voci beznym patologiam (napr. mastitide,
inym infekcnym a parazitickym chorobam), plodnost, psychicky stav a dalsie parametre,
ktoré suvisia s celkovym dobrym zdravotnym stavom zvierata. Vyslachtenie takychto
komplexnych vlastnosti na zdaklade vyuzitia tradicnych vyberovych postupov je casovo
narocné, moze byt zlozZité z uspech nie je zaruceny. Klonovanie by pomohlo rychlejsie
riesit’ tieto dolezité otdzky. (http://ec.europa.eu/dgs/health_consumer/docs/ 20101019 r
eport_ec_cloning_sk.pdf, 29.3.2011).

Tabul’ka 4 Efektivita tvorby klonovanych jedincov prenosom jadra somatickej bunky (Chrenek, Makarevic,

2009)

i v ) i v ) Z h )
h Uspesnost Uspesnost 1votaschopnost Efektivita
Dru tvorby narodenych klonovanych Klonovania (%)
klonovanych | klonovanych jedincov (%)

kralik 64 10 66 0,3
osipana 9,5 20 80 0,5

koza 27 20 85 5,2

ovca 25 20 36 3,0

hov. 29 29 64 15
dobytok

2.3.2 Transgénne Zivocichy

Transgénne zivoc¢ichy poskytuju Siroké moZnosti vyuzitia, najmé ziskanim novych
teoretickych poznatkov a ich praktickym pouzitim. Technoldgia transgenézy je
neocenitelnym zdrojom pre analyzu regulacnych vlastnosti génov, génovu terapiu a pri

modelovani  choréb T'udi na  zvieratdich. VyuzZitie transgénnych jedincov
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V pol'nohospodarstve sa orientuje na zlepSenie ich reprodukénych vlastnosti, kvality mlieka
a mésa, rezistenciu voci chorobam. (Wall, 1996).

Dolezity je aj vyznam transgénnych jedincov vo farmaceutickom priemysle.
Zivotichy ako ,bioreaktory“ sa vyuZivaju na produkciu biologicky aktivnych latok,
predovsetkym humannych lieciv (laktoferin, hemoglobin, faktor zrdzania VIII a IX, protein
ainé) atieto sa ziskavaju z ich mlieka. Alternativou je pouzitie obli¢iek alebo mocového
mechura, ¢o by umoznilo produkovat’ tieto latky po cely zivot u oboch pohlavi (Dunn et
al., 2005).

Pri tvorbe transgénnych jedincov ide o prenos tseku cudzej DNA do gendému jedinca
(knock in) alebo o vyblokovanie cieleného tiseku DNA (knock out). Transgénny jedinec je
chrakteristicky tym, Ze mé& vo svojom gendme integrovany cudzi gén s ndslednou
expresiou (fenotypovym prejavom) aje schopny tento gén prendSat na potomstvo

(Bauerova et al., 2008).

Gén moéZe byt navrhnuty tak, aby bol vneseny ndhodne do gendému hostitel'skej
bunky, alebo aby bol vloZzeny do gendmu na presne urcent poziciu daného chromozému

(homologicka rekombinacia) (Chaible et al., 2010).

Techniky na zavedenie cudzej DNA do hostitel'skej bunky:

»  Vapenato-fosfatova transfekcia — metddu popisal Graham a Van der Eb v roku
1973. DNA naviazana na i6ny Ca sa endocytdzou dostava do bunky (jadra). Téato
metoda je jednoduchd, ale neefektivna, hlavne preto, ze vel'ka cast DNA je
degradovana v ramci endozému.

»  Elektroporacia — popisana Neumanom a kol. v roku 1982. Princip tejto techniky
spoc¢iva v pouziti silného elektrického pradu, ktory naruSa fosfolipidova
membranu bunky a otvara tak Strbiny pre prechod DNA. Ide o najviac u¢innu
metodu.

» Lipozomy - st schopné Tlahko prechadzat bunkovou membranou. Ide
0 najjednoduchs$iu metddu, nevyzaduje zvlastne vybavenie, ale je menej U¢inna
ako elektroporacia.

» Mikroinjekcia — je najviac pouzivanou technikou, pri ktorej sa cudzia DNA

priamo injektuje do bunkového jadra (100 % tspesnost’). Nevyhodou je, ze
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vyzaduje $pecialne zariadenia a vysokokvalifikovanych pracovnikov. Uspesnost
zabudovania cudzej DNA do genému hostitel'skej bunky je 4-8%.

» Virusové vektory — DNA sa zavadza do genomu virusovych Castic schopnych
infikovat’ bunku. Vyzivaji sa napr. Simian virus 40 (SV40), retrovirusy

a lentivirusy (Chaible et al., 2010).

Vo vSeobecnosti mdézeme prenos génov uskutocnit’:
¢ do gonad (pohlavnych organov)
e do gamét (oocyty, spermie)

e do oplodneného vajicka (embrya)

Prenos génov do gonad:

Prenos génov je mozné realizovat’ injekciou priamo do gonad, kde sa nachadzaji
prekurzory pohlavnych buniek, vyuzitim retrovirdlnych vektorov alebo lipozomov.
Retroviralne vektory injektované do semennikov vtdkov umoznili integrovat sa cudzej

DNA do spermatozoidov, avSak expresia daného génu bola minimalna (Bauerova et al.,

2008).

Prenos génov do gamét:

a) do oocytov

Prenos DNA pomocou mikroinjekcie do ooplazmy alebo GV oocytov je malo
uspesnou metdodou. Na zabudovanie cudzieho génu do gendmu hostitel'a je potrebné, aby
tato DNA bola pritomna v momente replikacie gendmu (kratko po oplodneni). Cudzia
DNA mé v8ak vSetky predpoklady degradacie, hlavne pred indukciou replikacie
embryonalnej DNA (Laurincik et al., 2005).

b) prenos spermiami

V roku 1971 Breckett akolektiv pracovnikov ako prvi demonstrovali, ze cicavCie
spermie maju schopnost’ viazat' exogénnu DNA. Experimenty na mySiach naznacili, ze
vizba DNA na kapacitovanu spermiu by mohla byt vyuZita na zavedenie cudzej DNA do
oocytu pri oplodneni. Pouzitie spermii (Sperm mediated gene transfer - SMGT) a nasledné

oplodnenie metdédou ICSI zaznamenalo vAacSi uspech len u oSipanej. Na zvySenie
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uspeSnosti  sa testuyji moznosti vyuzitia lipozoémov, restrikénych endonukledz,

elektroporacie a protilatok (Robl et al., 2007).

Prenos génov do oplodneného vajicka (embrya) mozZno uskutocnit’:
a) mikroinjekciou cudzej DNA do prvojadra oplodneného vajicka,
b) mikroinjekciou cudzej DNA do obidvoch prvojadier oplodneného vajicka,

C) prenosom s pouzitim retrovirusov alebo adenovirusov.

Mikroinjekcia cudzej DNA do prvojadra oplodneného vajicka

Téato metdda je v si€asnosti najviac rozpracovana. Jan Gordon v roku 1980 preukazal,
ze exogénna DNA moéze byt zavedend do gendomu injektazou roztoku cudzej DNA. Do
prvojadra oocytu sa zavadza 1 - 2 pl tohto roztoku (cca 200 molekul DNA) (Smith, 2002).

Pri mikroinjekcii realizovanej pouzitim automatického mikroinjektora a mikroskopu
sa vajicka fixuji pomocou fixacnej pipety a mikroinjekénou ihlou sa do nich injektuje
DNA. Po kratkej (2 - 4 hod.), pripadne dlhsej (1 - 4 dni) kultivacii v podmienkach in vitro
su embrya prenasané do vajcovodu alebo maternice hormondlne pripravenych samic.
Uspesnost’ narodenych jedincov sa pohybuje okolo 15 - 25 % s 1,5 - 10 % uspesnostou
integracie génu, ktord u vySsich zvierat je eSte nizSia (do 1%) ako u laboratoérnych zvierat

(Bauerova et al., 2008).

Obrazok 11 Mikroinjekcia cudzej DNA do samcieho prvojadra krali¢ieho embrya (Fan and Watanabe, 2003)
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Mikroinjekcia cudzej DNA do obidvoch prvojadier oplodneného vajicka

Tato metdoda je zalozena na podobnom principe ako predchadzajuca. V pripade
mikroinjekcie cudzej DNA do obidvoch prvojadier sa predpokladd vicSia degradacia
embryi. Experimentilne skiimanie vak preukazalo, Ze to tak nie je. Uspesnost tejto

metody bola o 30 % vyssia (Laurincik et al., 2005).

Prenos cudzej DNA pouzitim retrovirusov alebo adenovirusov

Podmienkou je zbavenie virusovych vektorov ich vlastnych génov, ktoré¢ im umoznuju
replikaciu a limitujucim faktorom je dizka génovej konstrukcie (max. 10 kb) (Bauerova et
al., 2008).

Retrovirusy je mozné pouzit’ v pripade génovej terapie a pre produkciu transgénnych
vtakov. Hned’ po infekcii retrovirus produkuje DNA kdépie pomocou enzymu reverzna
transkriptdza. DNA kopie virusového gendému alebo provirus sa integruji do gendomu
hostitel'skej bunky. Pri prenose do embryi cicavcov sa zvySuje percento mozaicizmu,
ked'Ze nie su schopné dokonalej infekcie embryi do 4-bunkového $tadia (Dunn et al.,
2005).

Adenovyrusy s schopné infikovat’ Sirokt skalu buniek, vratane tych, ktoré sa nedelia.
St schopné niest velké transgény (az cca 38 kb) bez toho, aby bola naruSend ich
infek¢énost” (Smith, 2002).

Transgénne kraliky predstavuju vhodny model pre Stidium huménnych chordb ako
napr. problémy s metabolizmom lipidov, arterosklerdza, hypertrofickd kardiopatia a iné.
Sucasne vyskum potvrdil, Ze stt vhodnym bioreaktorom pre produkciu rekombinantnych
proteinov pre experimentalne i komeréné Gcely. Limitujucim faktorom je nizka uspeSnost’
produkcie takychto zivoCichov. Autori uvadzaju, Zze pocas ich pokusov in vitro 89 %
krali¢ich embryi po jednoduchej mikroinjekcii génu dosiahlo Staddium blastocysty, pri¢om
u 38 % sa dokazala pritomnost’ sledovaného génu. Avsak v pokusoch in vivo sa narodilo
iba 26 % mlad’at z prenesenych embryi a pritomnost’ génu sa dokazala iba v 3,3 % (pri

dvojitej mikroinjekcii 4,1 %) (Stivegova et al., 2006).
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Pouzitie embryonalnych kmenovych buniek a tvorba chimér

Medzi zivoc¢iSne bunky, cielene geneticky modifikované, patria aj embryondlne
kmenové bunky (embryonic stem cells — ESC). ESC izolované z vnltornej bunkovej masy
(inner cell mass — ICM) sa oznacuju ako pluripotentné a st schopné udrzat' sa
v podmienkach in vitro v nediferencovanom stave. M6zu kolonizovat’ hostitel'ské embryo,
¢o vedie k tvorbe chimér (Dunn et al, 2005).

Ako chiméra je oznaCovany jedinec pozostavajlci z dvoch alebo viacerych geneticky
rozdielnych populéacii buniek. Fenotypovym prejavom chimerizmu mdéze byt mozaikové
zastupenie roznych populécii buniek v tkanivach. Percentudlna uspesnost’ zavisi hlavne od
typu buniek, ale aj od pouzitej techniky (Bauerova et al., 2008).

Pluripotentné embryonalne bunky st udrziavané v kultare in vitro. Po zavedeni cudzej
DNA pomocou elektroporacie, mikroinjekcie, transfekcie alebo prostrednictvom
retrovirusov st embryonalne bunky injektované do blastocélovej dutiny hostitel'skej
blastocysty alebo inkubované spolu so skor§imi S$tddiami embryi (myS) a nasledne
transferované do recipientky pre d’alsi vyvoj (Dunn et al., 2005).

Klonovanie zvierat na Slovensku zaznamenalo prvé uspechy vdaka intenzivnej
spolupraci so zahraniénymi pracoviskami (INRA Jouy-en-Josas, Francuzsko). Vysledkom
bolo narodenie troch chimerickych klonovanych kralikov po prenose jadier somatickych

buniek (Chrenek, Makarevic, 2009).

Obrazok 12 Chimericky klonovany kralik (Chrenek, Makarevic¢, 2009)
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Zaver

V bakalarskej praci ,,Produkcia embryi in vitro* sme sa zamerali na zhromazdenie
a prestudovanie dostupnej literatury tykajice sa tejto problematiky.

Popisujeme proces gametogenézy samcich asamicich pohlavnych buniek,
oplodnenia, vyvoja prvojadier a jednotlivych embryonalnych faz. V neposlednom rade sa
venujeme aj hormonalnej stimulacii tychto procesov.

Samotna produkcia embryi in vitro v sebe zahifia ukonéenie troch biologickych
procesov: in vitro maturaciu, in vitro oplodnenie ain vitro kultivaciu. Pochopenie
zakladnych mechanizmov tychto procesov vedie k zvySeniu efektivity IVP.

Na uspeSnost’ maturacie oocytov vplyva najmé kvalita kultivaéného média, jeho
zloZenie, optimalny &as maturacie, teplota, pH a taktieZ atmosféra kultivacie. Dalej sa
zameriavame na metodu ICSI, ktora je vyznamnou technikou v oblasti asistovanej
reprodukcie. Na jej uspesnost vplyva najméd zivotaschopnost spermii. V stcasnosti
analyza spermii pocitacom CASA je kl'aCovym néstrojom pre stanovenie ich kvality.

In vitro kultivacia embryi si vyzaduje Specifické naroky na kultivaény systém,
vzhl'adom na dlhodoby pobyt embryi v kultire pred ich transferom, ¢i kryokonzervéciou.
Hodnotenim ziskanych embryi urujeme ich vyvojové stadia a kvalitu so zretel'om na ich
morfologické charakteristiky. Takto ziskané embrya prendaSame do hormonélne
pripravenych samic, pripadne ich uskladiujeme. Kryokonzervacia je doleZitou technikou
dlhodobého uchovavania embryi, zdkladom ktorej je znizenie miery poSkodenia vplyvom
intracelularneho l'adu.

V poslednej Casti bakalarskej prace sa venujeme genetickym mikromanipuldciam, a to
klonovaniu, produkcii transgénnych zvierat a ich vyuzitiu.

Rozpracovanim novych biotechnologickych postupov dochadza k intenzivnejSiemu
vyuzitiu pohlavnych buniek a zvySovanie reprodukéného potencialu Zivocichov. Dolezité
je zvySovat’ si uroven poznania o procesoch dozrievania oocytov, oplodnenia a rané¢ho
embryondlneho vyvoja. Toto vSetko ndm umoziuje lepSie pochopit’ a prepracovat’ metddy

¢i uz superovulacie, kultivacie, oplodnenia in vitro, mikromanipulacii s embryami a pod.
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