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Abstrakt

Cilem modernich biotechnologickych metod v reprodukci skotu je dosahnout lepsiho
zabtezavani a ziskat co nejvice geneticky kvalitnich potomkt. Jednou z metod, kterda napomaha
dosahovani vyssiho genetického pokroku je aspirace oocytl nasledovana in vitro oplozenim.
Metoda je vSak realizovatelna pouze pii ziskani kvalitnich oocytli od plemenic skotu. Tato
metodika je ur¢ena pro biotechnologické spole¢nosti, které aspirace oocytl, resp. jejich in vitro
oplozeni realizuji. Metodika je zaméfena na aspekty, které mohou z pohledu energetické
bilance, tedy metabolického a oxida¢niho stresu ovliviiovat kvalitu ziskanych oocytii a jejich
nasledné in vitro. Spojuje tak vysledky ultrazvukem fizené aspirace oocytl, hodnoceni tirovné
metabolismu a oxida¢niho, resp. antioxida¢niho statusu s pokrocilymi metodami hodnoceni
kvality oocyt.

Z vysledki vyplyva, ze troven energetické bilance méfend prostiednictvim obsahu
cholesterolu a dalsich latek z krve, resp. oxidacni stav hodnoceny i pomoci aktivity riznych
specifickych enzymd, ovliviluje Groven zrani oocytl, kvalitu jejich kumuldrnich bunék, i
schopnost dosdhnout zddaného vyvojového stadia pro uspesné in vitro oplozeni. Zjisténi z této
metodiky by méla napomoci k optimalizaci na¢asovani aspiraci oocytli s ohledem na aktuélni
stav krav. To umoznuje piesnéjsi planovani aspiraci a zefektivnéni produkce kvalitnich embryi.
Metodika by tak mé&la napomoci k rozvoji této biotechnologické metody v CR a jejimu vy3simu

vyuziti pro dosahovani adekvétniho genetického pokroku v populaci zejména dojeného skotu.

Klicova slova: aspirace oocytl, reprodukce, obsah metaboliti v krvi, oxidacni status,

zrani oocytd, kvalita oocytll



Abstract

Modern biotechnological approaches in cattle reproduction aim to increase conception
rates and maximize the production of genetically superior offspring. Among the most effective
techniques contributing to accelerated genetic progress is oocyte aspiration followed by in vitro
fertilization. The success of this approach, however, depends on obtaining oocytes of sufficient
quality from donor cows. This methodology is designed for biotechnology companies
performing oocyte aspiration and in vitro fertilization. It addresses key factors associated with
the animal’s energy balance—particularly metabolic and oxidative stress—that influence both
the quality of retrieved oocytes and their subsequent in vitro development. The protocol
combines ultrasound-guided oocyte aspiration with assessment of metabolic indicators and
oxidative/antioxidative status, alongside advanced methods of oocyte quality evaluation.

The findings demonstrate that energy balance, reflected in blood cholesterol and other
metabolites, as well as oxidative status, measured through the activity of specific enzymes,
significantly affects oocyte maturation, cumulus cell quality, and the capacity to reach the
developmental stage required for successful in vitro fertilization. By integrating these
parameters, the methodology provides guidance for optimizing the timing of oocyte aspiration
in relation to the physiological status of cows. This enables more precise planning, improves
the efficiency of high-quality embryo production, and supports broader application of this
biotechnological approach in the Czech Republic. Its adoption is expected to enhance genetic

progress, particularly within dairy cattle populations.

Keywords: oocyte aspiration, reproduction, blood metabolite content, oxidative status,
oocyte maturation, oocyte quality



Obsah

Lo CHEMEEOAIKY ......ooeviiiiiiee ettt e e et e e et e e et aeesaseeeessaeessseeesnseeensneens 6
2. Metody OADErtl 00CY LU ..........oocvviiiiiiiieiiccie ettt et et b et e e eseesaaeeabaesene e 7
Odbér in vivo — metoda ovum PiCK-UP...........cccviriiiiiiiiiiieiiieeceeee e 7
DAFKYNE 00CYLU........oooiiiiiieiiicieeie ettt e ettt e ettt e et estaeebeesseeesseessseenseenaseans 8
Vyhody a rizika aspiraci 00CYtl.............c.ooceiiiiiiiiiiiiieiecieeceee e 9
Faktory ovliviiujici GspéSnost aspirace 00CYtl ................oocveevieeiieiieniieieeie e, 10
Metodika 0dDEru 00CYLU ........ccceeeiiiiiieiieeieeieeee ettt et aaeebeeseeeenneas 10
Priprava darkyné prred aspiraci.............ccccoooiieiiiiiiiiiiicic e 11
ASPITACE QOCYLU ....c.vieniiiiiieiiiciie ettt ettt et e et e e teeeaaeeteesaseesbeessaeenseessseenseessseenseas 11
Laboratorni hodnoceni 00CYt .............coooiiiiiiiiiiiiie e 12
Faktory ovliviiujici vytéZnost a kvalitu 00Cytl................cooceiiiiiiiiiii e, 13
Tepelny stres a jeho vliv na vytéZnost a kvalitu 00Ccytil ................ooccoviiiiiiiiiiiinnen. 14
Metabolicky stres a jeho vliv na vytéZnost a kvalitu 00Cyti...............ccoocveriieiiennnnnen. 15
Oxida¢ni stres a jeho vliv na vytéZnost a kvalitu 00Cytll ...............cccooovvieiiieniiieniennnnnen. 17
Maturace 00CYtH (IVIM) ....ooouiiiiiiiiieiieeece ettt et e e st eesbeenseeensaas 17
Fertilizace 00CYtl (IVIF) ........ooooiiiiiiiiieeeeeeee ettt e 18
Kultivace embBryi (IVC) .......coooiiiiii ettt veeesree e 19
Vysledky produkce embryi in vitro (IVP) ..o 20
3. Popis MetodiKy POKUSU .........coooiiiiiiiiiiii et 21
Zvirata v hodnoceni a jejich podminKky chovu ..., 21
Aspirace 0ocytii — Ovum Pick UP ....coooiiiiiiiiiiii e 21
Odbér vzorkiu krve pro stanoveni metabolitii .................cocccooiiiiiiiiiiniii e, 22
Odbér vzorku krve pro nasledné biochemické analyzy..................cccoooevvviniiiiniennnnnen. 23
In vitro zrani a hodnoceni kvality oocytli a COC ................cccoeeviiiiiiiiiiiieeiee e, 24
Imunofluorescenéni barveni a barveni lipidi..................cocooeiiiiiiiiiiniiee e, 26
Statistické vyhodnoceni ziskanych Gdajli...............cccooooeiviiiiiiiiiiiniieicecee e 29
Y ] T 1 QPSR 30
5. Srovnani ,NOVOStE POSTUPT ..........oooiiiiiiiiieieee et 44
6. Popis uplatnéni Metodiky .............coooooiiiiiiiiiiiii e 44
7. EKONOMICKE SPEKLY ......cooiiiiiiiiiiiiiiiie ettt et e 45
8. Seznam pouZité souvisejici literatury ................ccoocoooiiiiiiiiiiii 46
9. Seznam publikaci, které predchazely metodice....................occoeriiiiiiiiiiiiiinieee, 52
10. Seznam ZKIatek ..ottt 53



1. Cil metodiky

Reprodukce je klicova vlastnost jak pro chov skotu, kde hraje vyznamnou roli pro produkci,
tak v jeho Slechténi. SkuteCnost, ze skot je uniparni zvife a ma dlouhy generacni interval
(Stupka et al. 2013) je limitujicim faktorem pro rozsahlé Sifeni geneticky cennych jedinci.
Aplikace biotechnologii v oblasti reprodukce hospodatskych zvitat pfindsi nové moznosti, jak
zintenzivnit selek¢ni tlak (Machatkova et al. 2021), zefektivnit vyuziti pohlavnich bunék
geneticky cennych jedincti a urychlit geneticky zisk (Machatkova et al. 2016). Do popiedi
Slechtitelské praxe se v zahrani¢i dostava odbér oocytl od zivych darkyi pomoci transvaginalni
aspirace neboli ovum pick-up (OPU) metody spolecné s produkci embryi in vitro (IVP) (Viana
2022).

Tato metoda umoziiuje opakovany odbér oocyth od Sirokého spektra darkyn
techniku produkce embryi od zivych darkyn (Galli et al. 2003). Cilem této metodiky je
predstavit moznosti hodnoceni kvality oocytll v laboratornich podminkach. Dil¢im cilem je
analyza faktorti metabolického a oxidac¢niho stresu ovlivitujici zrani oocyti a jejich néslednou
pouzitelnost. Optimalizaci faktorG totiz muze dojit ke zvySeni poctu a zlepSeni kvality
aspirovanych oocytti. Tim bude dan piedpoklad pro zvysSeny zdjem o tuto biotechnologickou

metodu, kterd také zlepsi geneticky pokrok zejména v populaci dojeného skotu.



2. Metody odbéri oocyti

Oocyty lze ziskat jak za podminek in vitro, tak za podminek in vivo. Pojem produkce
embryi in vitro (IVP) obecné oznacuje proces ziskdvani embryi mimo télo matky. Zahrnuje in
vitro maturaci (IVM) a in vitro fertilizaci (IVF) oocytt a in vitro kultivaci (IVC) embryi. Oocyty
je mozné odebirat od zivych darkyn, nebo se oocyty ziskéavaji také z jate¢nych vajecniki, které
vyzaduji maturaci in vitro. V zahranic¢i je [IVP v posledni dob¢ nedilnou soucasti $lechtitelskych
programi v chovu skotu a je bézn€ vyuzivana v komercni sféfe spolecné s transferem embryi,
kde jsou pfednostné vyuzivany oocyty odebirané od zivych darkyn (Andrlikova et al. 2018).

Odbér oocytil in vivo, tedy od zivych zvitat, je vyhodny diky moznosti opakovaného odbéru,
pfipadné dal§iho vyuziti darct v reprodukci. Dfive pouzivané chirurgické metody byly
nahrazeny zejména metodami punkce folikull pomoci laparoskopie nebo ultrazvuku
(Hofirek et al. 2009). Laparoskopicky pfistup k odbéru oocytl je pomérné komplikovany a
vyzaduje specidlni prostfedky a sterilni operacni postupy, stejné jako zklidnéni nebo celkovou
anestezii. Invazivni povaha laparoskopie omezuje Cetnost jejiho provadéni a muze vést ke
vzniku jizev a srustl. Ultrazvukem navadény odbér oocytld je méné invazivni, sniZuje stres

zvitete a je snadnéji pfizplisobitelny pro pouziti na farmeé nez jiné metody (Gordon 2003).

Odbér in vivo — metoda ovum pick-up

Metoda OPU byla pivodné vyvinuta pro pouziti v lidské asistované reprodukci a 1écbé
darkyn oteviela nové perspektivy v programech reprodukéni biotechnologie. Samic¢i gamety
mohou byt totiZ pro IVP béhem delsiho odebirany opakované, coZ je v piipadé ziskavani oocytl
post mortem nemozné (Bols & Stout 2018).

OPU je nepiilis invazivni a reprodukovateln technika (Riha et al. 1999; Machatkova et al.
2016; Bols & Stout 2018), kterou lze pouzit k odbéru oocytii darkyn si bez hormonalni
stimulaci (Bols & Stout 2018). Odbér se rutinné provadi dvakrat tydné (Qi et al. 2013; Bols &
Stout 2018), coz umoznuje ziskat maximum oocyti vhodné kvality pro produkci embryi v
daném cCasovém intervalu. Odbér dvakrat tydné je nejziskovéjsi, protoze pii odsati vSech
viditelnych folikuli v procesu OPU se nevyviji zddny dominantni folikul, ktery jinak zptisobuje
regresi a degeneraci ostatnich folikuld, jako pti odbéru jednou tydné (Qi et al. 2013). Goodhand
et al. (1999) zjistili, ze aspirace dvakrat tydné oproti aspiraci jednou tydné zdvojnéasobila pocet
pienositelnych embryi vyprodukovanych za tyden. NejlepSich vysledkt je dosazeno, pokud je

mezi jednotlivymi aspiracemi dodrZen interval 3 a 4 dny nebo 2 a 5 dnii (Merton et al. 2003).



Oocyty Ize od pozadovanych darkyn odebirat opakované po obdobi nékolika tydnli nebo mésicii
(Riha et al. 1999; Hofirek et al. 2009; Machatkova et al. 2016). Machatkové (2006) upfesiiuje,
ze opakovanou aspiraci lze provadét po dobu 3 az 6 mésic.

Nektera schémata aspirace zahrnuji 1 hormonalni stimulaci darkyn (Hofirek et al. 2009).
Podle Mertona et al. (2003) pouziti hormonalni pre-stimulace mtze zvysit pocet folikuli. Podle
Vieira et al. (2014) superstimulace pfed OPU vedla k vyznamnému zvySeni produkce blastocyst
u holstynskych darkyn. Cavalieri et al. (2018) zjistili, ze synchronizaci ovarialni folikularni
viny u darkyn se umoznilo aspirovat homogenné;jsi folikuly ve vztahu k velikosti a fazi vyvoje,
coz podpofilo ziskani kompetentnéjSich oocytii. Synchronizované darkyné 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 (Cavalieri et al. 2018). Také prumérny pocet zabieznuti byl vyssi
u piijemkyn, které¢ obdrzely embrya ze synchronizované skupiny, ve srovnani s kontrolni
skupinou. Nicméné i ptes to, ze hormondlni pre-stimula¢ni schémata mohou vést k vy$simu
vytézku embryi na kravu na 1 odbér OPU, vytézek embryi na jednotku ¢asu na kravu nemusi
byt vyssi, protoze hormondlni pre-stimulaci lze provadét pouze Ix tydné

(Van Wagtendonk-de Leeuw 2006).

Darkyné oocytt

Darkyni miize byt zvite prakticky v jakémkoliv fyziologickém stavu a vSech vékovych
kategorii, od dvoumési¢nich telat po reprodukéné zpisobilé jedince ve vysokém veku.
Nevhodnad jsou pouze zvitata, ktera prekroCila prvni trimestr biezosti, dale jedinci v
poporodnim obdobi, u kterych jesté¢ nedoslo k obnoveni ovaridlni aktivity a zvifata s t€zkou
ovaridlni hypoplasii (Galli et al. 2001).

Vedle moZznosti vyuzit tuto metodu v dobé plného reprodukéniho zdravi darkyné je uvedeny
zpusob ziskdvani oocyti vhodny pro cyklujici, reprodukéné problémové kravy, které
nezabfezdvaji po inseminaci, neodpovidaji na hormondlni oSetfeni nebo neprodukuji
pfenosuschopna embrya. Diky metodé OPU je moZna také produkce embryi od neplodnych
krav nebo darkyil sneuspéSnou superovulaci a rozsifeni kombinaci rodi¢ovskych pari
oplozenim oocytli spermiemi vice bykt (Machatkova 2006). Kazdou davku oocytl 1ze pouzit
k inseminaci s jinym bykem, coz zvySuje po€et moznych genetickych kombinaci (Merton et al.
2003). Fertilizace odebranych oocytl n¢kolika byky je vyhoda, kterd maximalizuje geneticky
zisk a minimalizuje inbreeding (Van Wagtendonk-de Leeuw 2006). Pti spravné aplikaci metody

a opakované aspiraci folikull dochazi k aktivaci folikularniho vyvoje, jelikoz kazda



z provedenych aspiraci oocytl vyvolava na ovariich piirozené folikularni viny bez toho, ze by
negativné ovlivnila dal$i reprodukéni schopnost darkyné (Machatkova 2006). OPU mize mit
také vlastni terapeuticky u€inek na neplodné darkyné, zejména ty, které jsou postizeny

ovaridlnimi cystami (Galli et al. 2001).

Vyhody a rizika aspiraci oocytu

Metoda OPU ma nékolik vyhod, napiiklad je méné traumatizujici pro zvifata a méné
invazivni nez jiné systémy a ma vysoky stupenl opakovatelnosti (Bols et al. 1995). Galli et al.
(2001) podotykaji, ze odbér se provadi s minimalnim stresem pro darkyni. Vyhodou metody
OPU/IVF je také to, ze bez jakékoliv aplikace hormonti darkyni 1ze oocyty ziskat 2x tydné po
dobu nékolika mésici, a to dokonce i1 v 1. trimestru biezosti darkyné (Machatkova et al. 2016).
To, ze pouziti hormont neni u této metody nutné, je velmi diilezitd vyhoda zejména pro mladé
jalovice, u nichz muaze stimulace gonadotropiny zpusobit edém mlécné Zlazy a syndrom
ovarialnich cyst. Pfipadné pro vystavni kravy, u nichz mize opakovana superovulace zpisobit
uvolnéni vazii vemene (Galli et al. 2003).

Existuji ditkazy, ze pocet ziskanych blastocyst po IVM, IVF a IVC oocytil ziskanych OPU
muze byt nizs$i nez u oocytd ziskanych z jatecnich vaje¢nikd (Donnay et al. 1996). Oocyty
odebrané pomoci OPU mohou byt obklopené omezenym poctem vrstev kumularnich bunék a
mohou mit niz§i vyvojovou kompetenci. Cast tohoto problému miize byt zptisobena pravé
ztratou kumularnich bunék v pribéhu aspirace (Palma & Brem 1995).

Rada autort (Stangl et al. 1999; Petyim et al. 2000; Shalev et al. 2001; Kelada & Ghani
2007; Fouks et al. 2019) upozoriiuje, Ze metoda OPU byla spojena s 1ézemi reprodukéniho
traktu, jako jsou ovaridlni adheze a abscesy u Zen, krav a ovci. Kromé& toho byl rozsah
ovaridlnich 1ézi u krav pozitivné korelovan s po¢tem OPU procedur. Léze spojené¢ s OPU méni
nejen morfologii, ale 1 funk¢nost reprodukcnich organi s meéftitelnymi dopady na nasledné
fyziologické dé&je a vysledky plodnosti. Napiiklad u holStynskych plemenic byly popsany
nepravidelné intervaly mezi fijemi, pokud byly darkyn€ podrobeny proceduram OPU, ve
srovnani se stejnymi zvifaty, u kterych nebyl odbér oocytl provadén (Stubbings & Walton
1995). Potencial vzniku abscesii na vajecnicich mtze byt spojen se zavleCenim patogent béhem
odbéru. Ztraty plodnosti pozorované u darkyn nebyly spojeny se zvySenym vytazovanim z

chovu (Figueiredo et al. 2020).



Faktory ovliviiujici uspéSnost aspirace oocyti

Utinnost metody je zavisla na individualité darkyné, technickém vybaveni tymu, pouZité
metod¢ punkce a aspiraénim schématu (Machatkova 2006). Pocet oocytil odebranych zviteti
béhem jednoho cyklu OPU zavisi na fad¢ technickych a biologickych faktort (Merton et al.
2003). Podle Qi et al. (2013) patii mezi dilezité faktory, které ovliviuji aspéSnost OPU a kvalitu
oocytd, také praktické zkusSenosti, resp. provozni rutina operatéra a individualni rozdily darkyn
jako je vek, reprodukéni faze a individudlni reakce. Podle Mertona et al. (2003) by mélo byt
mozné pii 2 OPU tydné vyprodukovat ptiblizn€ 150 embryi za rok, z nichz by se mélo narodit
ptiblizn¢ 70 telat, vysledky se vSak pohybuji od 10 do 30 % ptenositelnych embryi ze ziskanych
oocytl. Vytéznost oocytll na odbér se pii schématu 2x tydné bez hormonalni prestimulace u
jednotlivych darkyn vyrazné a opakované lisi. Pohybuje se od 0 do 26 oocytii na odbér a od
v priméru 0,5 do 15 oocytli na kravu, pficemz obvykle 20 % oocytl je nekvalitnich (Hasler et
al. 1995). Podle Machatkové (2006) 1ze pfi transvagindlnim odbéru oocytl z ovarii Zivych
darkyn dosahnout asi 60 % tspésnosti. To znamen4, ze pti odbéru a odsati 10-12 folikulti bude
aspirovano asi Sest az sedm oocytii na 1 darkyni. Po fertilizaci téchto oocytl je primérné
ziskano 1,5 embrya. Galli et al. (2001) zmifiuji, Ze 1ze na jeden odbér ziskat v priméru 8 az 10
oocytd s primérnou produkci 2 prenositelnych embryi. Kruip et al. (1994) ziskali primérné 13
vhodnych oocytl tydné na kravu, coz znamenalo 16 % zivotaschopnych blastocyst a celkem
2,1 embrya na kravu tydné. Béhem 6 mésict by tedy tato metoda mohla ptinést vice nez 50

embryi.

Metodika odbéru oocytu

Systém OPU se sklada ze tfi hlavnich soucasti: ultrazvukového skeneru s prislusnym
snimacem (sondou), aspiracni pumpy a systému vedouci jehly napojené na zkumavku pro odbér
oocytll. Snimac a vodic jehly jsou bézné konstruovany jako jedna operacni jednotka, aby bylo
mozné piesné manipulovat s jehlou uvnitt kravy a zaroven pfivést snimac do tésného kontaktu
s vajecniky. Jehla je spojena s vakuovou pumpou silikonovou nebo teflonovou hadickou tak,
aby byl obsah folikuld aspirovan, jakmile je prostfednictvim vakuové pumpy vyvinut aspiracni
tlak. Folikularni tekutina a oocyty se shromazd’uji do sbérného zatizeni umisténého mezi jehlou
a pumpou. Timto zatfizenim pro odb&r oocytii mize byt bézny embryofiltr nebo jednoducha 50
ml zkumavka (Bols & Stout 2018). Zatizeni pro odbér je zobrazeno na Obrazku ¢. 1.

Andrlikova et al. (2018) doporucuji pfed odbérem piedem pfipravit desinfekéni piipravek
na kuzi, lokdlni anestetikum, injekéni jehly (18G) a injekéni stiikacky (5 ml, 20 ml),

jednorazové rektalni rukavice, sonograficky gel, bunicitou vatu, fyziologicky roztok na oplach
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a provazek na fixaci ohanky. V pracovnim prostoru na pfiru¢nim voziku by méla byt pfipravena
podtlakova pumpa, temperovaci blok se zkumavkami o objemu 50 ml s médiem, sonograficky
pfistroj s nastavcem pro ultrazvukovou sondu a vodi¢ jehly, aspiracni jehly a stojan s 50 ml

falkony na proplach aspiracniho systému.

Obrazek €. 1 Vybaveni na aspiraci oocytl (Bols & Stout 2018).

A - zafizeni OPU v demontovaném stavu, B - detail punkéni jehly pfipojené k silikonové
hadicce, C,D - zafizeni smontované a ptipravené k pouziti.

Piiprava darkyné pred aspiraci

Pied odbérem je nutné fixovat darkyni ve fixa¢nim zatizeni (Galli et al. 2003; Andrlikova
et al. 2018). Pro lepsi provedeni techniky a sniZeni peristaltiky stfev a nepohodli zvirat se
aplikuje pted odbérem epiduralni anestezie (Cavalieri et al. 2018). Nasledné je nutné odstranit
vykaly z kone¢niku (Cavalieri et al. 2018), ocas vyvazat tenkym provazkem a perinealni oblast

ocistit vodou a desinfikovat (Andrlikova et al. 2018).

Aspirace oocytii
Dulezita je piesna evidence aspirovanych krav. Vyplachuje se do flakonu ¢i odbérné

nadobky s malym mnoZstvim vyplachovaciho média (Andrlikova et al. 2018). Poté je do
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pochvy zaveden nastavec obsahujici sondu a vodi€ jehly. Nastavec je fixovan jednou rukou tak,
aby ultrazvukova sonda mifila kranio-dorzalné vlevo nebo vpravo od délozniho ¢ipku, podle
toho, z které strany vajecnikli se budou oocyty odebirat. Pomoci druhé ruky per rectum technik
fixuje vajecnik a ptitlacuje jej k ultrazvukové sond¢ (Bols & Stout 2018). Mezi aktivni plochou
sondy a vaje¢nikem je jen poSevni sténa a vSechny funk¢ni struktury pfitomné na vajecniku se
zobrazuji na obrazovce pfistroje. Do vodice je zasunuta punkcni jehla, kterd se pies sténu
pochvy zavadi do jednotlivych folikuli (Hofirek et al. 2009). Jakmile jehla pronikne do
folikulu, aspira¢ni pumpa je aktivovana pomoci nozniho pedalu, tim je vytvofen podtlak a jeho
pusobenim je folikularni tekutina s oocyty shromazd’ovéana do flakonu s médiem (Bols & Stout
2018). Behem aspirace operatér postupné otaci vajecnikem a jehlu vpichuje do jednotlivych
folikuld (Hofirek et al. 2009) viz Obrazek ¢. 2. Andrlikova et al. (2018) doporucuji aspirovat
vSechny folikuly vétsi nez 3 mm. Po aspiraci je nutné flakon co nejrychleji dorudit

k laboratornimu zpracovani pro vyhledani a zpracovani oocytl (Andrlikova et al. 2018).

Obrazek €. 2 Schématické zndzornéni odbéru oocyti metodou OPU (Andrlikova et. al 2018).

Laboratorni hodnoceni oocyti

Oocyty se po odbéru hodnoti a selektuji na zakladé kumulo-oocytarnich komplexi. Buiky
kumulu se podili na zrani oocytu, zajist'uji jeho nutri¢ni pozadavky a zprostiedkovavaji i fadu
dilezitych signalil piichazejicich z oocytu (Riha et al. 1999). Pro hodnoceni oocytli se pouziva
nékolik systémil, vétSina zavisi na vizudlnim subjektivnim hodnoceni laboratorniho pracovnika.
Ten klasifikuje oocyty na zakladé kompaktnosti a mnozstvi okolnich folikularnich bun¢k a

dalsich morfologickych znaki, které jsou viditelné pomoci svételného mikroskopu (Gordon
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2003). Pro hodnoceni kvality kumulo-oocytarnich komplexti se Casto vyuziva klasifikace
vychazejici ze systému podle Leibfrieda & Firsta (1979), kterd byla dale modifikovana a
aplikovéana v riznych studiich (napt. Andrlikova et al. 2018) viz Tabulka ¢. 1 a Obrazek ¢. 3.

Tabulka €. 1 Klasifikace kumulo-oocytarnich komplexii (Andrlikova et al. 2018, dle Leibfrieda
& Firsta 1979).

Trida Vlastnosti oocytu Vlastnosti kumularnich bunék

I Tmava, rovnomérné jemné granulovana, Kompaktni, cely oocyt obklopujici minimalné
kompaktni ooplasma pétivrstvy kumulus

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

I | Rovnomérné, kompaktné jemné granulovana Kumularni buiiky obklopuji minimalné
ooplasma, ale obsahujici i v&tsi granula polovinu zony pellucidy

IV | Abnormalné velké ¢i malé oocyty; silné Kumulus bez kumularnich bunék ¢i s ¢astecné
deformované oocyty; ooplasma s velkymi nebo Uplné expandovanym kumulem
granuly; vyrazné rozdily v kompaktnosti
ooplasmy

Obrazek €. 3 Ttidy kumulo-oocytarnich komplexti (Andrlikova et al. 2018).

Faktory ovliviiujici vytéZnost a kvalitu oocytii

Zvitata jsou ovliviiovana celou fadou vnitfnich a vné&jSich faktorti, které mohou mit
vyznamny dopad na jejich uzitkovost a plodnost. Mezi vn&j$i podminky prostiedi, které
ovliviiuji uzitkovost, mizeme zahrnout napiiklad klimatické podminky, ro¢ni dobu, vyzivu,
ustajeni, oSetfovani, socialni hierarchii ve stad€ a organizaci chovu (Louda et al. 2007). Pokud
je organismus vystaven stresoru, tak centralni nervovy systém na néj reaguje fyziologickou a

behavioralni odezvou (Squires 2003). Zmény v chovani mohou zahrnovat napiiklad snizeny
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piijem krmiva nebo krats$i dobu odpocinku (Keyserlingk et al. 2008), zatimco fyziologicka
reakce se projevuje aktivaci stresovych mechanismti, jako jsou osy sympato-adreno-medularni
(SAM) a hypothalamo-hypofyzarni (HPA) (Squires 2003). Fyziologickd odpovéd miize
zahrnovat také zménu v hladiné metaboliti (Song et al. 2021) ¢i zménu ve slozeni mléka
(Gross et al. 2011). Mechanismy aktivované stresovou reakci pak negativné ovliviuji
reprodukci zvitat nékolika principy (Wolfenson & Roth 2019). Zvitata, ktera trpi chronickym
stresem, nemaji stejnou reprodukéni Uspésnost jako zvitata, kterd stresem netrpi a akutni
stresory mohou narusit reproduk¢ni funkce v kritickych obdobich reprodukéniho cyklu (Squires

2003).

Tepelny stres a jeho vliv na vytéZnost a kvalitu oocyti

Podle Migtkiewska et al. (2022) je v soucasné¢ dobé tepelny stres hlavni hrozbou pro
reprodukci skotu a bylo prokézano, ze tepelny stres ovliviiuje ptimo kvalitu oocytti. Poskozeni
folikuld a v nich obsazenych oocytii se zda byt hlavnim faktorem v komplexnim mechanismu,
kterym tepelny stres narusuje plodnost. Zmény vyvolané tepelnym stresem se mohou pozd¢ji
projevit jako porucha vyvoje folikulii a zhorSend schopnost oocytli projit procesem zrani,
fertilizaci a dale se vyvijet v embryo. Tepelny stres miize piimo ovlivnit oocyt, zprostiedkovat
negativni ucinky prostfednictvim naruSen¢ho folikularniho prostiedi ¢i zhorSenou funkci
okolnich kumularnich bunék oocytu (Roth 2008).

Tepelny stres je spojen se zménami jadernych a cytoplazmatickych vlastnosti oocytd,
zahrnujicich cytoplazmatické a jaderné organely. Dochézi k poSkozeni cytoskeletu, a tim ke
Spatnému uspotradani chromozomii. Organely jako Golgiho aparat a endoplazmatické retikulum
se fragmentuji a rozpadaji. Také se sniZzuje pocet a integrita mitochondrii (Naqvi et al. 2012).
Oocyty odebrané v 1ét¢ vykazovaly moZznou mitochondridlni dysfunkci. Zjisténa byla zvySena
exprese mitochondridlnich genti, vys$si nachylnost k apoptdze a snizeny obsah mitochondridlni
DNA (mtDNA), pfi¢emZ oocyty odebrané v 1ét€ maji 8x mén€ mtDNA, neZ oocyty odebrané
v zimnim obdobi (Ferreira et al. 2016). Ahmed et al. (2017) popisuji také zvetSeni mitochondrii,
naruseni ribozomi a zvySeni mnoZstvi volnych ribozoml. Dochazi také ke zméndm v
morfologii membran, agregaci membranovych proteind a zvySeni tekutosti membran (Naqvi et
al. 2012). V 1ét¢ je podil nasycenych mastnych kyselin v oocytech a granuldznich buiikach vyssi
nez podil nenasycenych mastnych kyselin, coZ znamena sniZzeny oxida¢ni stav a zvySeny stres

oocytu (Roth 2008).
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Tepelny stres ptisobi také na kumularni bunky. Tepelny stres prostiedi (41 °C) béhem in
vitro zrani bovinnich oocytli vedl k vyznamnému sniZeni rychlosti zrani a mens$i expanzi
kumularnich bunék ve srovnani s normélni teplotou prostredi (38,5 °C). Zmény kumulérnich
bun¢k pii tepelném stresu zahrnovaly marginaci jaderného chromatinu, kondenzaci a
karyolyzu, tvorbu jadernych a bunéénych membranovych skvrn a pfitomnost membranove
vazanych vezikul uzavirajicich bunééné fragmenty podobné apoptéze (Ahmed et al. 2017).
Campen et al. (2018) dokumentovali, Ze tepelny stres pti zvysené teploté prostiedi (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 mitochondridlnich transkriptli a indukci apoptézy (Roth 2021). Bylo prokdzano, ze
zmény na urovni transkriptomu zptisobené tepelnym stresem odpovidaji ze 46,4 % porucham
vyvoje blastocysty (Migtkiewska et al. 2022). Vystaveni oocytil zvySené teplote vyvolava také
poskozeni DNA v oocytech. Pisobeni teploty 41,8 °C po dobu 12 hodin sniZuje jejich schopnost
dokoncit jaderné zrani a vyvoj po oplodnéni (Naqvi et al. 2012). Studie in vitro poskytly ditkazy
o tepelné indukovanych zménach v jaderném zrani, které se projevuji zhorSenou obnovou
meidzy a snizenym podilem oocytd, které se vyvinou do stadia MII (oocyt v metafazi druhého
meiotického déleni) a jsou zptsobilé k oplodnéni (Roth 2021).

Cizmeci et al. (2022) zkoumali vliv tepelného stresu na pocet a kvalitu ziskanych oocyti
metodou OPU. OPU byla provadéna v riiznych rocnich obdobich a byly zaznamenévany
teplotni podminky. Nejvice oocytl bylo ziskano pfi teploté vzduchu < 10 °C. Déle bylo zjisténo,
ze rychlost vyvoje blastocyst u oocytl ziskanych v teplém obdobi (teplota vzduchu > 25 °C)

byla niz8i neZ v ptipad¢ chladnéjSich obdobi.

Metabolicky stres a jeho vliv na vytéZnost a kvalitu oocyti

Metabolismus vysokouzitkovych dojnic je velmi zatézovan a pii nadmérné zatézi muize
dochazet k metabolickému stresu zvitfete. Pfiznaky tohoto stavu mohou zahrnovat naruseni
normalnich fyziologickych funkci organismu. Pfedpoklada se, Ze n¢které aspekty zdravotnich
problému a probléma s plodnosti u zvifat s vysokou genetickou hodnotou jsou Castecné
dasledkem metabolického stresu (Pryce & Lavendahl 1999).

S metabolickym stresem je spojeno peripartalni obdobi a stav negativni energetické bilance
(NEB). Metabolicky stres a NEB jsou charakterizovany zvysenou lipolyzou, ketogenezi, jaterni
steatdzou, oxidacnim stresem a inzulinovou rezistenci. Tyto metabolické zmé&ny mohou mit

nepfiznivy vliv na zdravi a mléénou uzitkovost laktujicich krav (Cincovi¢ et al. 2018).

15



Nedostatecny pfijem energie z krmiva ma v tomto obdobi také Skodlivy dopad na reprodukéni
¢innost dojnic (Van Hoeck et al. 2014; Nigussie 2018).

Nékteré vyzkumy prokdzaly, ze NEB u metabolicky oslabenych dojnic s vysokou
uzitkovosti ovliviiuje piimo kvalitu oocytli a embryi (Leroy et al. 2017). Metabolické poruchy
spojené s NEB v ¢asném poporodnim obdobi jsou spojeny s ovaridlni dysfunkci. Zmény v ristu
ovaridlnich folikuld v obdobi NEB mohou ovlivnit kvalitu oocytii. Krom¢ toho mlize naruseny
metabolismus plemenice zménit endokrinni a biochemické slozeni folikuldrni tekutiny a tim
mikroprostiedi oocytu. Zrajici oocyt je velmi citlivy na jakékoli naruseni svého prostredi a
modely zrani in vitro odhalily, ze nékteré z téchto metabolickych zmén snizuji vyvojovou
kompetenci oocytu (Leroy et al. 2013).

V krvi skotu lze sledovat celou fadu metabolitdl, jako je cholesterol (tChol), triglyceridy
(TAG), B-hydroxybutyrat (BHB), neesterifikované mastné kyseliny (NEFA) a dalsi. Tyto
metabolity maji vliv na kvalitu oocytli. Naptiklad blastocysty pochéazejici z oocytl vystavenych
pusobeni NEFA vykazovaly nizsi pocet bun¢k, zvyseny index apoptotickych bunék, znamky
glukozové intolerance, citlivost na oxidacni stres a mitochondrialni dysfunkci. Pfenos embryi
odvozenych z poskozenych oocytl ukézal naruSeny vyvoj embrya (Leroy et al. 2017). NEB je
u krav kromé zvySené koncentrace NEFA spojenad i1 s hypoglykémii. Oocyty vystavené vysoké
hladin¢ NEFA a nizké hladiné glukézy mély nizsi rychlost ryhovani a pocet blastocyst byl
vyznamné nizsi (De Bie et al. 2015). Studie Van Hoeck et al. (2014) dosla k zavéru, Ze zrani
oocytd pii zvySenych koncentracich NEFA vedlo k blastocystdm s vyznamné niz§im poctem
bunék, zvySenym pomérem apoptotickych bunék a zménénym mnozstvim mRNA. Blastocysty
navic vykazovaly snizenou spottebu kysliku, pyruvatu a glukézy, zvySenou spotiebu laktatu a
vys$8i metabolismus aminokyselin. Tyto daje naznacuji, Ze vystaveni zrajicich oocytl
zvySenym koncentracim NEFA ma negativni dopad na plodnost nejen prostiednictvim sniZeni
vyvojové kapacity oocytll, 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
BHB, NEFA, inzulinu, ristového faktoru podobnému inzulinu 1 a glukézy) a kvalitou
odebranych oocytl ziskanych aspiraci. Hlavnim zjisténim této studie bylo, ze navzdory nariistu
BHB, NEFA a dal$im metabolickym zménam, ke kterym dochdzi v souvislosti s otelenim a na
vrcholu laktace, nebyla kvalita oocytii, kterd byla hodnocena morfologicky, z hlediska
schopnosti oplodnéni a vyvoje do stadia blastocysty, ovlivnéna. Podle Aardema et al. (2011)
mohly byt hladiny volnych mastnych kyselin v krvi tlumeny v kumularnich bunkach, a proto
byly oocyty chranény pied tcinky vysoké hladiny volnych mastnych kyselin.
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Oxidacni stres a jeho vliv na vytéZnost a kvalitu oocyti

Reaktivni formy kysliku (ROS) vznikaji pfi metabolismu kysliku jako vedlejsi produkty
bunécného dychani a jsou neustale produkovany ve vSech aerobnich organismech. Oxidacni
stres vznika jako dasledek nerovnovahy mezi produkci ROS a dostupnou antioxida¢ni ochranou
proti nim (Belhadj Slimen et al. 2014). Za fyziologickych podminek jsou ROS nezbytné pro
maturaci jadra, ale nerovnovaha mezi produkci ROS a antioxida¢ni kapacitou muize vést
k poskozeni oocytu (Roth 2018). Situace jako jsou infekce, metabolické poruchy a tepelny stres,
zpusobuji u skotu oxidacni stres tim, ze snizuji koncentraci antioxidantli v téle nebo zvysuji
endogenni produkci volnych radikalt (Gonzalez-Maldonado et al. 2019). Konkrétné nckteré
formy ROS mohou difundovat a prochdzet bunéénymi membranami a ménit vétSinu typa
bunéénych molekul, jako jsou lipidy, proteiny a nukleové kyseliny, vyvolavat zmény v
mitochondriich, vyCerpavat adenosintrifosfat (ATP), zvySovat miru fragmentace DNA v jadre
a spoustét apoptozu a nekrozu ve vétsing granuldznich bun€k, oocytech, a dokonce i v ranych
embryich. ZvySené mnozstvi ROS v mikroprostiedi vaje¢niku, vejcovodu a délohy navic vede
ke zménam hladin antioxida¢nich enzymi, které jsou diilezité pro ochranu oocytli a rané¢ho
vyvoje embrya (Zhai et al. 2020). Roth (2018) zminuje, ze nerovnovaha mezi produkci ROS a
antioxidacni kapacitou mtze vést k poskozeni DNA a apoptdze oocytu. Podle Rakha et al.
(2022) je akumulace velkého mnozstvi ROS v oocytech jednim z klicovych prvkl negativné
ovliviwjici kvalitu oocytd béhem in vitro maturace. Prostiedi in vitro obvykle zvySuje produkci

ROS, coz je povazovano za hlavni pfi¢inu poskozeni bunék (Cetica et al. 2001).

Maturace oocytiit (IVM)

Nezavisle na tom, z jak velkych folikuli jsou oocyty izolovany, vzdy jsou na urovni jadra i
cytoplazmy nezralé, proto musi byt kultivovany ve zracim médiu (Machatkova et al. 2009).
Zrani neboli maturace oocytl je biologicky proces, pfi kterém se primarni oocyt v profazi
I. meiotického déleni méni na haploidni sekundéarni oocyt (Hofirek et al. 2009). Pfi zrani
in vivo, n€ékolik hodin pfed prasknutim folikulu a ovulaci plné€ vyvinuty oocyt v preovulaénim
folikulu obnovuje meidzu na zéklade signalti spojenych se zvySenou koncentraci luteiniza¢niho
hormonu, a postupuje z profadze prvniho meiotického déleni do metataze II. Tento proces zrani
transformuje primarni oocyt ve zraly sekundarni oocyt (Gordon 2003). Ten jiz obsahuje

kompletni bunécnou vybavu pottebnou pro oplozeni a nasledny rany embryonalni vyvoj. Zrani
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oocytll je charakterizovdno zménami na jadie, v cytoplazmé a na kumulérnich buikach
(Hofirek et al. 2009).

Odebrané oocyty jsou prenaseny do promyvaciho média a odtud do tzv. zraciho média
(Hofirek et al. 2009). Existuje n¢kolik komercnich medii vyuzivanych pro zrani oocytu.
Obvykle se jedna o média s pufrovanymi bikarbonaty obsahujici zdkladni fyziologicky roztok
s ptidavkem pyruvatu, laktatu a glukozy. Médium muze byt doplnéno sérem nebo albuminem
se stopovym mnozstvim antibiotik, pfipadné také o aminokyseliny, vitaminy, puriny a dalsi
latky, v podobnych koncentracich jako se nachéazeji v séru (Gordon 2003).

Za optimalnich podminek zrdni dosahne vice nez 90 % oocytl metafaze II. Pfed oplozovaci

fazi mohou byt kumularni buniky ¢astecné odstranény (Galli et al. 2003).

Fertilizace oocyti (IVF)

Oplozeni je slozity proces, jehoz vysledkem je spojeni spermie a oocytu, coz predstavuje
zatatek pfemény oocytu v embryo. Usp&sné IVF vyzaduje vhodnou piipravu obou gamet, jakoz
1 priznivé kultivaéni podminky (Gordon 2003). Pii fertilizaci tedy dochazi ke spojeni
haploidnich rodi¢ovskych pohlavnich bunék a naslednému vzniku kvalitativné nového jedince
s diploidnim po¢tem chromozomti (Hofirek et al. 2009).

Nezbytnym ptedpokladem pro oplozeni in vitro je ziskdni motilnich spermii s neporusenou
cytoplazmatickou membranou a intaktnim akrozomem, kter¢ je nutno izolovat z ¢erstvého nebo
zmrazen¢ho spermatu (Machatkové et al. 2009). Nejcastéji se pro oplozeni pouziva sperma
komerén¢ zmrazené. Vice nez 90 % plemenikti 1ze pouzit pro oplozeni po upravé koncentrace
spermatu na individudlni hodnotu vhodnou pro kazdého byka, ne vSichni plemenici vSak
poskytuji dobrou vytéznost embryi (Galli & Lazzari 1996). Vzhledem k tomu, Ze pocet oocytl
ziskanych od geneticky cennych darkyn je limitovan, je mozné vyuZivat pro in vitro IVF
sexované inseminacni davky a pfipravit embrya pozadovaného pohlavi. Nicméné dosud
provedené studie potvrzuji, Ze sexované inseminacni davky vykazuji nizsi kvalitu z hlediska
koncentrace, motility, funkéniho stavu akrozomu a fertiliza¢ni schopnosti spermii ve srovnani
s davkami konvenénimi (Machatkové et al. 2019).

Oocyty jsou po maturaci pieneseny ze zracitho média do specialniho oplozovaciho média
nejméné 30-45 minut pfed pfidanim spermatu. Toto médium obsahuje faktory k podpote
kapacitace a motility spermii (Hofirek et al. 2009). Napiiklad Gordon (2003) zmifiuje
oplozovaci média TALP, SOF ¢i Fert-CDM médium. K vyvoléani kapacitace spermii jsou média

pouzivana k in vitro fertilizaci doplhovéana kofeinem, vépnikovym ionoforem a piedevsSim
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heparinem. Spermie bykt s vyssi afinitou k heparinu maji lepsi schopnost prod¢€lat akrozomalni
reakci a vazat se na zonu pellucidu, coz koreluje s jejich plodnosti (Machatkova et al. 2009).

V ptipadé mrazeného spermatu jsou pejety v 39 °C po dobu 10 sekund rozmrazeny a je
odebrano 100 pul spermatu, které se v konickych zkumavkach tzv. podvrstvi pod 1 ml média
stimulujiciho kapacitac¢ni proces (Hofirek et al. 2009). Piedpokladem pro tspésnou fertilizaci
oocytl v systému in vitro je dostatek motilnich spermii schopnych prodé¢lat akrozomalni reakei,
které je nutno separovat z komer¢nich inseminacnich davek (Machatkova et al. 2021).
Pohyblivé spermie mohou byt separovany od fedidla nékolika zptisoby. Béznou metodou je
»swim up* technika a také metoda centrifugace na diskontinualnich Percollovych gradientech.
(Galli & Lazzari 1996). Pomoci obou technik lze ziskat populaci se 70 az 90 % podilem
pohyblivych spermii a s intaktnimi chromozomy (Machatkova et al. 2009).

Po separaci spermii od fedidla a zjisténi koncentrace spermatu jsou spermie piidany k
oocytim tak, aby vysledné 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 atmosféie (Hofirek et al. 2009). Galli & Lazzari (1996)
zminuje spole¢nou inkubaci oocytil a spermatu v oplozovacim médiu po dobu 18-24 hodin pfi
teploté 38,5 °C a atmosféte s 5 % CO,. Pokud jsou morfologicky kvalitni oocyty oplozeny
spermiemi provéfenych byka s odpovidajici schopnosti a je pouzita vhodna rodicovska
kombinace, je podil embryi vyvijejicich se z fertilizovanych oocytt relativné vysoky (25-35 %)

(Machatkova 2006).

Kultivace embryi (IVC)

Po dozrani bovinniho oocytu a oplozeni in vitro, je poslednim krokem kultivace embrya do
stadia blastocysty, kdy mlze byt embryo bud pieneseno do hormondlné synchronizované
piijemkyn¢, nebo kryokonzervovano (Gordon 2003). Kultivace embryi je proces, kdy v
umélych podminkédch probiha rany vyvoj zarodku od oplozeného vajicka — zygoty - aZ po
blastocystu (Hofirek et al. 2009).

Pro rlst zygot mize byt pouZito nékolik systémil. BéZné vyuZivané systémy u skotu
vyuzivaji kultivace v syntetickych kultiva¢nich médiich (Machatkova et al. 2009). Embrya
musi z média ziskavat vSechny Ziviny, jakmile jsou zasoby z oocytu vycerpany a také musi byt
chranéna pred moznymi toxickymi vlivy (Gordon 2003).

Médium predstavuje definovany roztok mineralnich soli a dalSich latek upravujicich pH a

osmoticky tlak, stopovych prvkid, aminokyselin, glukézy, pyruvatu a krevniho séra. Dlouhy
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pobyt raného embrya v podminkach in vitro vyzaduje takové kultivaéni podminky, aby se co
nejvice priblizovaly prostiedi vejcovodu a délohy. Chemicky definovana kultiva¢ni média jsou
proto obohacovana embryotrofnimi latkami, jako je napt. deaktivované fetalni teleci sérum
nebo sérovy albumin. Vyvojovd schopnost ranych embryi se zvySuje pouzivanim
tzv. kokultivace se somatickymi bunkami, jako jsou kumularni buiiky, epitelialni bunky
vejcovodu aj. Vyuziva se rovnéz médii, kterd neobsahuji somatické buiiky, ale pouze latky jimi
produkované (peptidy, rastové faktory apod.) (Hofirek et al. 2009).

V in vitro kultivatnim systému probihd produkce blastocyst hlavné 7. den po oplozeni,
(Galli & Lazzari 1996). Podle Machatkové et al. (2021) se embrya vyvijeji po dobu 78 dnii do
stadii Casné az expandujici blastocysty, kdy mohou byt pouzita pro embryotransfer nebo

kryokonzervaci.

Vysledky produkce embryi in vitro (IVP)

Pokud jde o ucinnost IVP, ptiblizné 80-90 % nezralych bovinnich oocytl projde jadernym
zranim in vitro, ptiblizn€ 80 % projde oplozenim, 30-40 % se vyvine do stadia blastocysty a
pfiblizn€ 50 % pienesenych embryi se uchyti a zajisti zabfeznuti a produkci mladéte
(Wrenzycki et al. 2007; Galli et al. 2014; Lonergan & Fair 2016). Vyvoj IVP embryi po jejich
presunu do piijemkyné je srovnatelny s vyvojem po ziskani embryi in vivo. Po pifenosu
kvalitnich embryi lze u pfijemkyni dosdhnout 50 % bfezosti s 10 % embryonalni mortalitou
(Machatkova et al. 2016).

Choulostivym problémem v produkci embryi in vitro je vyskyt abnormalit u mlad’at, mezi
které patii vyS$S$i embryonalni umrtnost a pierostlé plody (Thompson et al. 1994; Galli et al.
2003). V komer¢nich programech, kde jsou pouzivany chemicky definované komorné vyrabéna
média a podminky jsou vice kontrolované je nicméné vice nez 95 % btezosti normdlnich a

vyskyt syndromu velkého plodu je velice nizky (Galli et al. 2003).
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3. Popis metodiky pokusu

Zvirata v hodnoceni a jejich podminky chovu

Aspirace oocytl byla provedena v souladu s ¢eskou legislativou na ochranu zvirat proti
tyrani (zékon €. 246/1992 Sb.) a s natfizenim 2010/63/EU na ochranu zvitat vyuzivanych pro
specifické ucely. Ziskavani oocyti bylo provadéno v podminkach jedné produkcni stije
s holstynskym skotem ve stiednich Cechach. Do hodnoceni bylo zafazeno celkem 188 zvifat,
kterd byla na prvni laktaci a pravidelné¢ méla tiji (potvrzenou vyskytem corpus luteum na
vajecnicich). Zvitata byla dojena dvakrat denn€ v rybinové dojirn€ o kapacité 2 x 12 dojicich
stani. Dojnice byly krmeny smésnou krmnou davkou (TMR), ktera sloZenim odpovidala jejich

mlécné uzitkovosti a fazi mezidobi.

Aspirace oocyti — Ovum pick Up

Kravy byly oSetieny epiduralni anestezii (10 ml (tj. 200 mg prokain hydrochloridu)
Procamidor, Wels, Rakousko) a nasledn¢ byly ocistény rektum a vulva. Vajecniky byly
vizualizovany 7 MHz konvexni sondou pfipojenou k ultrazvukovému skeneru MyLabOne VET
(Esaote, Italie). Jednorazova hypodermicka jehla 18 G byla nasazena na zakdzkové vyrobeny
intravaginalni nastavec sondy a pomoci vakuové aspira¢ni pumpy byl aplikovan tlak -75 mm
Hg (zatizeni v provoznich podminkach je zobrazené na obrazku ¢. 4). Oocyty byly odebrany
ze vSech folikulit >2 mm a <20 mm pfitomnych na vajecniku. Zkumavka o objemu 50 ml pro
odbér oocytl s kumularnimi komplexem (COC) byla uchovavana pfi teploté 37 °C a naplnéna
komerénim médiem pro odbér oocytli (OPU, Cornwall, UK). Bezprostiedné po kazdé aspiraci
byl obsah 50 ml zkumavky pfefiltrovan ptfes embryondlni filtr a COC byly vyhledany pod
stereomikroskopem. Odebrané oocyty byly k dalSimu hodnoceni ptfedany do laboratofe v
komerénim uchovavacim a zracim médiu (BO-HEPES-IVM, Cornwall, UK) do 2 hodin po

odbéru vajicek.
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Obrazek €. 4 Vybaveni pro aspiraci oocytti (Duchéacek 2025).
= TR oy [— ‘,t \ & \

Odbér vzorku krve pro stanoveni metaboliti

Vzorky krve byly odebrany z ocasni Zily za pomoci odbérek krve HEMOS (Vet-Shop,

Ceska republika) do 4ml zkumavek BD Vacutainer® pro rychlé ziskani séra (Becton Dickinson,
Franklin Lakes, NJ, USA) v den aspirace oocytil. Po odbéru byla krev ponechana koagulovat
pti pokojové teploté (pfiblizné 22 °C) po dobu 24 hodin bez pohybu (Menéndez et al. 2001).
Nasledné bylo sérum pifeneseno pomoci Pasteurovy pipety do 1,5 ml mikrozkumavek
Eppendorf Safe Lock (Eppendorf, Hamburk, Némecko). Vzorky séra byly uchovany pii —18
°C az do provedeni biochemické analyzy.

Biochemicka analyza byla provedena v Laboratofi klinické diagnostiky velkych zvifat
Veterinarni univerzity Brno, Ceska republika, nejdéle do 3 mésicti od odbéru vzorki. Sérové
vzorky byly analyzovéany na koncentraci tChol, TAG, BHB a NEFA pomoci enzymové metody
koncového bodu s vyuzitim komerénich diagnostickych souprav DiaSys (Diagnostic Systems,

Holzheim, Némecko) a automatického biochemického analyzatoru Konelab 20XT (Thermo
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Fisher Scientific, Waltham, MA, USA). Tato metodika je popsana ve studii Stolcova et al.
(2024).

Odbér vzorki krve pro nasledné biochemické analyzy

Od vsech aspirovanych zvitat byla vzdy v rannich hodindch den pted aspiraci odebirana
krev za asistence veterinarniho 1ékafe pro stanoveni biochemickych charakteristik oxidacniho
stresu. Odbér krve za pomoci standardnich odbérek krve HEMOS (Vet-Shop, Ceska republika)
probihal vzdy u zvitat z ocasni Zily (vena caudalis mediana). Krev byla odebirana vzdy do dvou
zkumavek (1 odbérova zkumavka 9 ml s heparinem (VACUETTE), pro ziskani krevni plasmy;
1 odbérova zkumavka 8 ml (VACUETTE) s gelem, pro ziskani krevniho séra). Tyto zkumavky
byly nasledné transportovany pii teploté 4 °C do laboratofe Katedry chovu hospodatskych
zvitat CZU v Praze.

Zkumavky s heparinem byly do cca 2 hodin po odbéru centrifugovany pii 2000 ot/min,
4 °C po dobu 15 minut. Po centrifugaci byla odebrana ¢ista plasma do 10 ml zkumavek,
promichéna a alikvotné rozdélena do mikrozkumavek (1,5 ml) cca po 500 pl. Alikvoty plasmy
1 zbytek po centrifugaci (krevni buiiky v odbérové zkumavce) byly nasledné zamrazeny, pii -
60 °C do doby pfevozu na Univerzitu Palackého v Olomouci.

Zkumavky s gelem byly do cca 2 hodin po odbéru centrifugovany pii 2000 ot/min, 4 °C
po dobu 10 minut. Po centrifugaci byla odebréna ¢istd plasma do 2 ml zkumavek, promichana
a alikvotné rozdélena do mikrozkumavek (1,5 ml) cca po 200 pl. Alikvoty séra i zbytek po
centrifugaci (krevni buiiky v odbérové zkumavce) byly nasledné zamrazeny, pti -60 °C do doby
pfevozu na Univerzitu Palackého v Olomouci.

V laboratofi katedry biochemie, Ptfirodovédecké fakulty Univerzity Palackého
v Olomouci, byly provedeny analyzy krve na charakteristiky oxidacniho stresu. Hematologické
analyzy jednotlivych parametrti oxida¢niho stresu byly stanovovany v séru, v plazmé, i v
lyzatech z erytrocytii ziskanych po odebrani plazmy. Vzorky krve byly alikvotovany do
mensich objemi. Z jednotlivych alikvotd byly kazdé analyzy tfikrat replikovany a dalsi
hodnoceni vychéazelo z priméru téchto 3 analyz.

Byly stanoveny nasledujici parametry: koncentrace hemoglobinu (mg/ml), aktivity
antioxidacnich enzyml (superoxiddismutasa (SOD; AU/ml), katalasy (CAT; pkat/ml),
glutathionperoxidasy (GPx; nkat/ml), glutathionreduktasy (GR; nkat/ml), dadle pak mnoZzstvi
Heat Shock Proteinu 70 (HSP70; ng/ml), peroxidace lipidii (koncentrace malondialdehydu,
MDA; umol/l), celkovy antioxidacni status (TAS; mmol/l) a oxidac¢ni status (TOS; umol/l).
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Meéieni aktivity SOD bylo zaloZeno na schopnosti tohoto enzymu inhibovat autooxidaci
pyrogallolu. Jednotka aktivity SOD byla definovana jako mnozstvi enzymu, které inhibuje
reakci autooxidace pyrogallolu o 50 %. CAT katalyzuje rozklad peroxidu vodiku na vodu a
kyslik. Jeji aktivita byla stanovena upravenou spektrofotometrickou metodou podle Gotha
(1991). Mnozstvi HSP70 bylo stanoveno v séru komer¢nim kitem zalozenym na sendvi¢ové
ELISA metodé¢ (Bovine HSP70 ELISA Kit (FineTest)). Jako detekéni protilatka byla vyuzita
protilatka konjugovana s biotinem. Stanoveni aktivity GPx bylo provedeno pomoci upravené
spektrofotometrické metody podle Flohého & Giinzlera (1984). Aktivita GPx se vztahuje na
mnozstvi hemoglobinu ve vzorku (nkat/mg Hb) v ptfipadé¢ méieni v lyzatech erytrocytl, nebo
na jednotku objemu (nkat/ml) ¢i mnozstvi celkovych proteinii (nkat/mg proteinu) v piipadé
stanoveni v krevni plazmé¢ nebo séru. Stanoveni lipidové peroxidace bylo zalozeno na reakci
MDA s thiobarbiturovou kyselinou (TBA), kterou vznikd Cervené zbarveny komplex
MDA:TBA v poméru 1:2. Adukty MDA a TBA byly stanoveny spektrofotometricky pfi
vinovych délkach v rozmezi 532—-535 nm a kvantifikovany na zakladé¢ kalibracni kiivky 1,1,3,3-
tetracthoxypropanu.

TAS (Total Antioxidant Status) byl stanoven pomoci spektrofotometrické metody (Erel,
2004), kdy byla monitorovana charakteristickd zelena barva kationradikalu ABTS. Metoda
stanoveni TAS byla kalibrovana pomoci standardu troloxu. TOS (Total Oxidant Status) byl
stanoven pomoci odlisné metody. Test byl kalibrovan peroxidem vodiku a vysledky byly
vyjadieny v mikromolarnich ekvivalentech peroxidu vodiku na litr (umol ekviv. H2O2/1) (Erel,

2005).

In vitro zrani a hodnoceni kvality oocytii a COC

In vitro zrani bylo provedeno dle Benesova et al. (2017). Témét vSechny chemikalie
byly zakoupeny u firmy Sigma (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO) a plastik u firmy Nunclon
(Nunc, Roskilde, Dansko).

Po ptivezeni do laboratote byly COC oplachnuty v maturaénim médiu Modified Parker
obohaceném o 20 mM pyruvéat sodny, 50 U/ml penicilinu, 50 pg/ml streptomycinu, 10 % fetalni
bovinni sérum a umistény do Ctyijamkovych desti¢ek obsahujicich toto maturacni médium
obsahujici navic sérovy gonadotropin a choriovy gonadotropin (P. G. 600, 15 U/ml; Intervet,
Boxmeer, Nizozemsko) bez olejového/parafinového piekryti. Pro hodnoceni morfologické
kvality byly COC nafoceny pomoci Axiocam 208 colour (Zeiss, Némecko). Nasledné¢ byly
COC kultivovany po dobu 24 hodin pii 39 °C s 5 % COz. Po uplynuti 24 hodin, které jsou
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adekvatni dobou pro probéhnuti in vitro zrani oocyta skotu, byly COC opét foceny pomoci
Axiocam 208 colour pro vyhodnoceni expanze kumularnich bun¢k (CC). Nasledné byly CC
z oocytl odstranény pomoci kratké inkubace v enzymu hyaluronidasa. Oocyty bez CC byly
op¢€t nafoceny pro vyhodnocenti jejich kvality a nésledné fixovany v 4 % paraformaldehydu po
dobu 50 min.

Nase hodnoceni morfologie oocytt (Tabulka ¢. 2 a Obrazek ¢. 5) bylo odvozeno podle
jiz publikovanych studii, kde jsou oocyty rozdéleny do kategorii v zavislosti na morfologii
jejich ooplazmy. Podobné ¢lenéni miizeme nalézt napiiklad v Bilodeau-Goeseels & Panich
(2002), kteti stanovili Sest kategorii kvality nebo v Nagano et al. (2006), ktefi rozd¢lili oocyty
do sedmi skupin, pfi¢emz oocyty stmavou homogenni ooplazmou vykazovaly nejvyssi
uspésnost maturace. Co se tyka mnozstvi kumuldrnich buné¢k obklopujicich oocyt, je
prokazano, ze vyssi UspéSnost maturace, oplozeni a vyvoje do stddia blastocysty, vykazuji
oocyty obklopené vicevrstevnym kumulem (Stojkovic et al. 2001). Z toho divodu jsme
hodnotili i pfitomnost kumularnich bunék okolo oocytu a dle poc¢tu vrstev CC jsme stanovili
nékolik kvalitativnich skupin (Stadnik et al. 2024; Toralova et al. 2025; Tabulka ¢. 3 a Obrazek
¢. 6).

Tabulka ¢. 2 Morfologické hodnoceni oocyti. Oocyty byly rozdéleny do tii kvalitativnich tiid
v zéavislosti na jejich morfologii.

Trida Morfologie
1 Kompaktni, homogenni aZ mirné granulované
2 Granulované, heterogenni
3 Fragmentované, silné granulované

Obrazek €. 5 Reprezentativni obrazky jednotlivych kvalitativnich tfid odpovidajici oznaceni a
popisu v tabulce €. 2 (Toralova et al. 2025).

1 2 3

e o0 5@
® . =
*® !

Sipky ukazuji na oocyty v kvalité ptislusné kvalitativni tiidy. MéFitko odpovida velikosti 100
pm.
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Tabulka ¢. 3 Morfologické hodnoceni COC. Morfologie COC byla hodnocena v zavislosti na
mnozstvi vrstev kumularnich bun¢k, kdy byly stanoveny ¢tyti kvalitativni tiidy.

Trida Pocet vrstev kumularnich bunék
1 Vice nez pét vrstev
2 2 — 5 vrstev
3 1 vrstva (také pouze ¢astecné obklopujici)
4 Bez kumularnich bunék

Obrazek ¢. 6 Reprezentativni obrazky COC odpovidajici ctyfem kvalitativnim tfidam
uvedenym v tabulce €. 3. (Toralova et al. 2025).

1 2 3 4

5 .
d I g ‘

Mg¢titko odpovida velikosti 200 pum

Imunofluorescencni barveni a barveni lipida

Pro permeabilizaci membran byly zafixované oocyty inkubovany v 0,5 % TritonX-100
po dobu 15 minut. VSechny nasledujici kroky byly provedeny fedénim v roztoku fosfatového
pufru (phosphate-buffered saline - PBS) obohaceného o BSA (bovine serum albumine) na
finalni koncentraci 0,3 % a saponin (SAP) na findlni koncentraci 0,05 % (PBS/BSA/SAP).
Oocyty byly blokovany 2 % normélnim kozim sérem (Millipore Biosciences, St. Charles, MO)
po dobu 1 hod a oplachnuty v PBS/BSA/SAP. Pro vizualizaci déliciho vieténka byly nasledné
inkubovany s mysi primarni protilatkou specifickou pro tubulin (T6793, Sigma-Aldrich) ptes
noc pii 4 °C. Druhy den byly oocyty omyty v PBS/BSA/SAP a v temnu pfi pokojové teploté
po dobu 1 hod inkubovany se sekundarni protilatkou rozpoznavajici mysi IgG konjugovanou s
Alexa Fluor 488 (Invitrogen, Eugene, OR). Nasledné byly oocyty oplachnuty v PBS/BSA/SAP
a pro vizualizaci lipidl byly inkubovany v roztoku Nile Red (Invitrogen) o findlni koncentraci
10 pg/ml v PBS obohaceném o BSA na vyslednou koncentraci 0,4 % po dobu 40 min.
Poslednim krokem bylo montovani vzorkii na mikroskopické sklicko, které bylo provedeno
pomoci montovactho média SlowFade Diamond Antifade Mountant (Invitrogen), které
obsahuje fluorescen¢ni barvivo (DAPI) pro vizualizaci DNA. Takto pfipravené vzorky byly
snimané pomoci konfokéalniho mikroskopu Leica TCS SP5 (Leica Microsystems AG, Wetzlar,

Némecko) a vzniklé obrazky byly zpracovany pomoci Fiji softwaru (https://fiji.sc/).
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Pro zhodnoceni uspésnosti meiotického zrani byla pozorovana piitomnost déliciho
vieténka a polového téliska (Obrazek €. 7). Oocyty byly rozdélené do skupin: GV oocyt (oocyt,
ktery neopustil prvni blok meiotického déleni), degradovany oocyt (fragmentovana DNA, bez
DNA nebo s morfologickymi abnormalitami dé€liciho vieténka; Obrazek 7A), MI oocyt (oocyt
v metafazi prvniho meiotického déleni; Obrazek 7B), MII oocyt (oocyt v metafazi druhého

meiotického déleni; Obrazek 7C).

Obrazek ¢. 7 Urceni GspéSnosti maturace oocytti (Toralova et al. 2025).

alfa-tubulin slouceny snimek

A) abnormalni/nebipolarni délici vieténko; B) oocyt ve stadiu MI; C) oocyt ve stadiu MII, Sipka
sméfuje k polovému télisku. DNA (DAPI) — modte, délici vieténko (alfa-tubulin) - zelené.
Metitko zndzortiuje 50 pm.
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Pro méfeni obsahu lipidi byla stanovena relativni intenzita jejich fluorescen¢niho
barveni (pomoci Fiji softwaru), lipidy byly hodnocené také na zakladé velikosti lipidovych
kapének (malé, stiedni, velké; Obrazek €. 8) a jejich lokalizace v rdmci oocytu (homogenné

nebo heterogenné rozptylené v ooplazmé; Obrazek €. 9).

Obrazek ¢. 8 Reprezentativni snimky zobrazujici velikostni kategorie lipidovych kapének
DAPI Alfa-tubulin

Male . -
: . .
veke. - . .

Kapénky byly déleny do kategorii: malé, stfedni a velké. DNA (DAPI) — modte, délici vieténko
(alfa-tubulin) — zelené, lipidy (NileRed) - ¢ervené. Métitko znazoriuje 50 um.

NileRed

slouceny snimek

28



Obrazek €. 9 Reprezentativni snimky znazornujici kategorie distribuce lipidovych kapének
(Toralova et al. 2025)
A

A) heterogenni; B) homogenni. DNA (DAPI) — modre, lipidy (NileRed) - ¢ervené. Métitko
znazoriuje 50 pm.
Statistické vyhodnoceni ziskanych udaju

Uprava provoznich dat a tvorba databazi byla provedena v programu MS Excel. Pro
statistické vyhodnoceni byl vyuzit statisticky program SAS 9.4 (SAS/STAT®; SAS Institute,
Inc. Cary, NC, USA). Vyuzity byly ptfedevsim procedury MEANS a CORR. Hodnoceny byly
hlavné vztahy mezi sonografickym vySetfenim vajecnikli, obsahem metabolitli a oxidantii
stanovenych z krve, resp. laboratorné hodnocenymi ukazateli kvality oocytl. Pro statistické

vyhodnoceni byly vyuZity nasledujici hladiny vyznamnosti P <0,05, P <0,01 a P <0,001.
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4. Vysledky

V tabulce €. 4 jsou uvedeny zakladni statistiky souboru aspirovanych krav. Primérné
bylo od kazdé kravy aspirovano 3,07 oocytu. Byla zde zaznamenéna pomérné velka variabilita
v poctu aspirovanych oocytd, kterd je také patrnd z poctu sonograficky identifikovanych
folikuld. VétSina krav pfi aspiraci cyklovala a v mnohych pfipadech se vyskytovala i zluta
téliska. V dalsi casti tabulky jsou uvedeny primérné obsahy metabolitt, jako je tChol, TAG,
BHB a NEFA. I zde je patrna celkem velka variabilita svédcici o rozdilném metabolickém
stavu. Zvifata zafazena do aspirace byla od 36 do 82 dnil v laktaci. Tato zvifata i po aspiraci
dale ptichazela do fije, ktera nastala v priméru za 27,25 dne po ziskédvani oocytd. VétSina
z aspirovanych dojnic zabfezla primémé za 1,78 fjovych cykli. Uspésnost zabfezavani se
pohybovala kolem 61,66 %. V ramci zrani oocytli dosahlo MII faze v priméru 47,25 % oocyti.
Ziskané oocyty byly nejcastéji fazeny do kvalitativni kategorie 1 (primérna kvalita byla 1,58 a
56,88 % dosahlo kategorie 1), coz dle tabulky 1 odpovida pomérné¢ velkému procentu

kompaktnich a homogennich oocyti.
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Tabulka ¢. 4 Zakladni statistiky hodnoceného souboru

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

pocet aspirovanych oocyti na kravu |180| 3,07 3 0 20 [0,22] 97,56
pocet Zlutych télisek na ovariich 187( 0,89 | 0,71 0 3 0,05 79,50
pocet folikuli celkem 174 11,60 | 4,71 0 31 ]0,36] 40,57

pocet folikulii do 0,5 cm velikosti 1741 9,71 | 5,09 0 30 10,391 52,39

pocet folikuli nad 0,5 cm velikosti | 174| 1,89 | 1,74 0 12 {0,13[ 92,13

cholesterol (mmol/l) 151 437 092 | 24 7,6 10,07] 20,99
triglyceridy (mmol/l) 1511 0,13 | 0,04 | 0,04 | 0,25 ]0,00] 32,62
BHB (mmol/l) 151] 0,30 | 0,12 | 0,11 0,81 10,01] 40,58
NEFA (mmol/l) 151] 0,57 1032 0,09 [ 2,02 ]10,03] 56,04
DIM p¥i aspiraci 1881 59,44 110,18 36 82 (0,74| 17,13
nadoj (kg) v den aspirace 1731 30,03 | 498 | 18,7 43 10,38] 16,59
T/P v den aspirace 173 1,12 1 0,69 | 0,53 9,7 10,05]| 61,69

tuk (%) v mléce v den aspirace 1731 3,92 [ 0,50 | 2,89 | 5,62 10,04] 12,76
protein (%) v mléce v den aspirace |173| 3,77 [ 0,60 [ 3,07 5,5 10,05] 16,01
pocet somatickych bunék do aspirace | 43 | 48,84 [50,58 0 100 |7,71{103,56

dny do nastupu Fije po aspiraci 165( 27,25 | 14,13 1 57 (1,10 51,84

pocet ovarlalnlchv cyklurod oteleni do 141| 1.89 | 1.33 0 7 0.11| 70.29
zabreznuti

uspésnost zabrezavani (%) 160| 61,66 |36,72 0 100 |2,90( 59,55

inseminacni interval (dni) 164 | 88,02 119,99 42 137 |1,56| 22,71

servis perioda (dnii) 1421118,25147,74| 57 255 14,01] 40,38

interinseminan¢ni interval (dnii) 81 | 40,40 |21,21 11 146 (2,36] 52,50

inseminacni index 144 1,78 | 1,12 1 6 0,09 62,91

Zrani oocyti 107 47,25 137,89 O 100 |[3,66( 80,19

kvalita oocyti 109 1,58 | 0,74 1 3 0,07] 46,68

kvalita CC 153] 1,89 | 1,06 1 4 0,09] 56,17

lipid intenzity 104 | 64,06 120,32 11,26 | 100 |1,99| 31,72

distribuce lipidi 105] 1,26 | 0,44 1 2 0,04 34,93

SOD (AU/ml) 143]188,47(31,87| 70,06 [266,37]2,66| 16,91

CAT (ukat/ml) 143 23,28 1 490 | 11,33 | 41,55 10,41| 21,03

GPx (nkat/ml) 1431200,47(50,94|117,52(349,3714,26| 25,41

GR (nkat/ml) 143] 0,86 | 0,28 | 0,34 | 1,73 ]0,02] 32,07

HSP70 (ng/ml) 142 5,19 110,58 1,80 [102,78]0,89]203,81

MDA (umol/l) 143] 1,84 | 047 | 0,00 [ 2,70 10,04] 25,33

TAS (mmol/l) 137 3,44 10,62 | 2,17 | 5,22 10,05] 18,04

TOS (umol/l) 135 2,66 | 0,86 [ 0,97 | 4,82 |0,07| 32,39

BHB: B-hydroxybutyrat; NEFA: neesterifikované mastné kyseliny; DIM: dny v mléce; T/P:
pomér tuk/protein v mléce; TAS: celkovy antioxidacni status; TOS: celkovy oxidacni status;
SOD:  superoxiddismutasa;  CAT:  katalasa; GPx:  glutathionperoxidasa;  GR:
glutathionreduktasa; HSP70: Heat Shock Protein 70; MDA: malondialdehyd — peroxidace
lipidli; n: pocet sledovanych zvifat; x: aritmeticky primér; s: smérodatnd odchylka; min.:
minimélni hodnota; max.: maximalni hodnota; s.e.: stfedni chyba aritmetického priméru; V
(%): koeficient variance.
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V grafu €. 1 je zndzornén vyvoj obsahu metabolitii méfenych v krvi podle vyvojového
stadia aspirovanych oocyti. Pti ziskani nezralych oocyti ve stadiu GV a degradovanych oocytii
(spolecné oznacované jako skupina 0) byla namétena nejniz$i hladina TAG a zaroven vysoka
hladina tChol v krvi. Naopak pii ziskani zralych oocytti vhodnych k oplozeni ve stadiu MII
(skupina 2) byla hladina tChol v krvi dojnic nejnizsi. V ptipadé BHB a NEFA zjisténych z krve

dojnic byly rozdily mezi stadii oocytll t¢éméf neznatelné.

Graf ¢. 1 Obsah metabolit v krvi dle stadia aspirovanych oocytl

mmol/l mmol/l
5 0,17
45 0,16
4
3,5 0,15
3 0,14
2,5
) 0,13
1,5 0,12
1
0.5 0,11
o — — — 0.1
0 1 2

mmm cholesterol mmmm BHB wmm NEFA —e—triglycidy

BHB: B-hydroxybutyrat; NEFA: neesterifikované mastné kyseliny; stadium oocyti: 0=GV a
degradované; 1=MI, GVBD; 2= MII.

V grafu ¢. 2 jsou uvedeny metabolity v kontextu ke kvalité aspirovanych oocytu.
Z grafu je ziejmé, Ze nejkvalitngj$i oocyty (1) byly ziskavany od zvifat s nejvyssi koncentraci
TAG v krvi. Podobny trend byl pozorovan i u obsahu tChol. Pouze minimalni rozdily byly

pozorovany u zbylych tfech metaboliti méfenych z krve dojnic.
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Graf ¢. 2 Obsah metabolitti v krvi dle kvality aspirovanych oocyti

mmol/l mmol/l

5 0,155
4.5

4 0,15
3,5

3 0,145
2,5

2 0,14
1,5

1 0,135

1 2 3

mmm cholesterol mmmBHB mmmNEFA =—e—triglycidy

BHB: B-hydroxybutyrat; NEFA: neesterifikované mastné kyseliny; kvalita oocytii: 1 =nejlepsi.

Z grafu ¢. 3 vyplyva, ze TAS stanoveny z krve krav se pfili§ neli$i mezi kravami
s riiznou Uspé&Snosti zrani oocytd. V piipadé TOS je z grafu patrné, Ze nejvyssi hladina byla
sledovana u krav, jejichz oocyty dozraly po kultivaci v maturaénim médiu do stadia MIL
ziejmé, ze pro Uspésné zrani oocytl je tfeba, aby hladina TOS dosahovala spiSe vysSich a
hladina TAS spiSe nizSich trovni. Podobné je to i u HSP70 (Heat Shock Protein), kdy jeho
vysokd hladina podpofila maturaci, a naopak pfili§ nizk4 hladina je spojovana s degradaci

oocytu nebo zastaveni vyvoje v MI fazi.
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Graf ¢. 3 Mnozstvi oxidantt, antioxidanti a HSP70 v krvi darkyn ve vztahu ke stadiu
aspirovanych oocyti
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TAS: celkovy antioxidaéni status (mmol/l); TOS: celkovy oxidaéni status (umol/l); HSP70:
Heat Shock Protein 70 (ng/ml); s stddium oocytli: 0=GV a degradované; 1=MI, GVBD; 2=
MIL.

V grafu €. 4 je vyjadren vztah TAS, TOS a HSP 70 z krve krav ke kvalité aspirovanych
oocytd. Z vysledkl téchto parametrd nejsou patrné prili§ velké rozdily. Nicméné¢ hladina TAS

se se zhorSujici se kvalitou oocytli mirné zvySuje.
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Graf ¢. 4 Mnozstvi oxidantt, antioxidanti a HSP70 v krvi darkyn ve vztahu ke kvalité
aspirovanych oocytt
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TAS: celkovy antioxidacni status (mmol/l); TOS: celkovy oxida¢ni status (umol/l); HSP70:
Heat Shock Protein 70 (ng/ml); kvalita oocytii: 1 = nejlepsi.

V tabulce €. 5 az €. 10 jsou znazornény korelace parametra a ukazateld méfenych z krve,
z kontroly uzitkovosti a zootechnické evidence ke kvalitativnim parametrim oocytil ziskanych
po aspiraci. V prvni z tabulek jsou vyjadieny vztahy mezi vysledky sonografického vySetfeni
vajeniku a kvalitou oocytl. Zde byly pozorovany povétSinou pouze minimalni, nebo
neprukazné korelace. Vyznamnéjsi vztahy lze pozorovat pouze mezi poctem folikuli (celkovy,
do 0,5 cm a nad 0,5 cm) a poétem aspirovanych oocytl a jejich zranim (P < 0,05). Mnohem
zajimavéji se ukazuji zavislosti mezi obsahem vybranych metabolitt v krvi (tChol, TAG, BHB,
NEFA) a parametry kvality oocytll. Zde byly pozorovany napiiklad vztahy mezi koncentraci
TAG, resp. BHB a poétem aspirovanych oocyti (P <0,05). S vyssi hodnotou tohoto metabolitu
tedy stoupal pocet aspirovanych oocytti. Negativni vztah byl naopak vypocten pro srovnani
obsahu tChol, resp. TAG a zrani oocyti (P < 0,05). Podobn¢ se pak objevili zdporné korelace
byly mezi koncentraci TAG, resp. BHB a kvalitou kumularnich bun¢k (P < 0,05). Tedy ¢im jsou
kumularni bunky kvalitnéjsi, tim je koncentrace téchto metabolitl niZ§i. Pozitivni vztah byl
zjiStén mezi vSemi metabolity a obsahem lipida (P < 0,05). Nizky vztah byl pozorovan mezi
koncentraci TAG a velikosti kapének u oocytt (r = -0,169; P < 0,05). Zbylé korelace byly

v tabulce €. 6 statisticky neprikazné.
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Tabulka ¢. 5 Korelace mezi sonografickymi nalezy a parametry kvality aspirovanych oocyti

pocet aspirovanych zrani stadium kvalita kvalita obsah velikost distribuce

oocyti oocyti oocyti oocytil COC lipida kapének lipida
pocet Zlutych télisek r -0,139 0,053 -0,002 -0,048 -0,093 0,058 -0,090 -0,035
P 0,001 0,284 0,962 0,330 0,028 0,239 0,069 0,475

n 592 417 410 421 566 407 409 408
pocet folikuli celkem | r 0,485 -0,141 -0,079 0,048 0,004 0,038 -0,122 0,005
P <0,001 0,005 0,121 0,337 0,921 0,451 0,016 0,914

n 569 395 389 399 544 386 388 387
pocet folikuli do 0,5 cm | r 0,505 -0,157 -0,095 0,067 0,036 0,025 -0,107 -0,002
velikosti P <0,001 0,002 0,060 0,180 0,399 0,621 0,036 0,971

n 569 395 389 399 544 386 388 387
pocet folikuli nad 0,5 | r -0,238 0,109 0,084 -0,082 -0,109 0,039 -0,008 0,018
cm velikosti P <0,001 0,030 0,098 0,102 0,011 0,439 0,872 0,724

n 569 395 389 399 544 386 388 387

COC: kvalita kumularnich bun€k; r: korelac¢ni koeficient; P: statisticka pritkaznost; n: pocet pripadi.
Tabulka €. 6 Korelace mezi obsahem metabolitil v krvi a parametry kvality aspirovanych oocytl
pocet aspirovanych zrani stadium kvalita kvalita obsah velikost distribuce

oocyti oocyti oocytl oocytil CcocC lipida kapének lipida
cholesterol r -0,084 -0,202 -0,070 -0,024 0,041 0,145 -0,076 0,054
(mmol/l) P 0,057 <0,001 0,200 0,657 0,367 0,008 0,161 0,319

n 514 346 340 348 493 340 339 338
triglyceridy r 0,317 -0,119 0,003 -0,099 -0,153 0,124 -0,169 -0,084
(mmol/l) P <0,001 0,027 0,956 0,064 0,001 0,022 0,002 0,125

n 514 346 340 348 493 340 339 338
BHB (mmol/l) r 0,103 -0,017 0,021 -0,010 -0,123 0,195 -0,011 0,057
P 0,019 0,748 0,699 0,851 0,006 <0,001 0,835 0,299

n 514 346 340 348 493 340 339 338
NEFA (mmol/l) | r -0,034 -0,034 -0,007 0,006 -0,007 0,191 -0,078 0,100
P 0,444 0,526 0,902 0,908 0,886 <0,001 0,154 0,067

n 514 346 340 348 493 340 339 338

BHB: B-hydroxybutyrat; NEFA: neesterifikované mastné kyseliny; COC: kvalita kumularnich bunék; r: korelacni koeficient; P: statisticka prikaznost; n: pocet pripada.




Z tabulky ¢. 7 stoji za pozornost nizka korelace mezi poc¢tem dnl v laktaci (DIM)
darkyné pfi aspiraci a kvalitou oocytd (r =-0,113; P <0,05), resp. velikosti kapének a distribuci
(r=-0,155az-0,156; P <0,05). Velikost nadoje, obsah tuku a pomér tuk/protein ve dni aspirace
jako dil¢i parametry uzitkovosti kvalitu oocyt neovliviiovaly. Slabé korelace byly
nicmén¢ zjisStény u vybranych parametri kvality oocytl v pfipadé obsahu proteinu v mléce
v den aspirace. Zajimavou provazanost zdravotniho stavu k poctu aspirovanych oocytl
reprezentuje zavislost na poctu somatickych bunék v mléce v den aspirace (r = 0,317; P <
0,001). Z toho vyplyva, ze zvitata s horsi kvalitou mléka v den aspirace mohou mit vyssi
vytéznost aspirovanych oocytl. To ale muze byt také zdivodnitelné jinymi efekty, které hraji
roli v nastartovani ovarialni aktivity.

Ze vztahl reprodukénich ukazatelti a kvality oocytl prezentovanych v tabulce ¢. 8
vyplyva, ze ¢im vice bylo aspirovanych oocytl, tim vice se prodlouZzila doba do ptirozeného
fijového cyklu po aspiraci (r = 0,258; P < 0,001), resp. prodlouzil se inseminacni interval (r =
0,141; P <0,01). Na druhou stranu vyssi Gspésnost zabtezavani (r = 0,253; P < 0,001) a vyssi
hodnota servis periody (r=-0,122; P <0,01) byla spojena s niz§im poctem aspirovanych oocyta.
Trochu odlisné vztahy pak byly pozorovany v ptipadé zrani oocytii. Kravy, které po aspiraci
potfebovaly vice dnii do nastupu fijového cyklu a soucasné 1épe zabiezly, mely horsi zrani
oocytt (P <0,05). To muze souviset i s korelaci mezi délkou servis periody a zranim oocytt (r
=0,1606; P <0,01), resp. stadiem oocytt (r = 0,113; P <0,001). Ze zminiované tabulky je tfeba
jesté vzpomenout na negativni vztah mezi délkou inseminacniho intervalu, resp. servis periody
a kvalitou kumularnich bunék (r = -0,158 az — 0,176; P < 0,001). Tedy od krav s hor§im

zabfezavanim byly ziskadny oocyty s kvalitn€jSimi kumuldrnimi bunkami.
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Tabulka ¢. 7 Korelace mezi uzitkovosti dojnic a parametry kvality aspirovanych oocytl

pocet zrani stadium kvalita kvalita obsah velikost distribuce
aspirovanych oocyti oocyti oocyti CcoC lipida kapének lipidi
oocyti

DIM p¥i aspiraci r 0,071 -0,070 0,016 -0,113 -0,052 -0,075 -0,155 -0,156
P 0,086 0,154 0,742 0,020 0,214 0,129 0,002 0,002

n 592 417 410 421 566 407 409 408
nadoj v den aspirace | r -0,034 -0,018 -0,029 0,061 0,036 -0,009 0,088 0,039
P 0,405 0,717 0,555 0,215 0,397 0,857 0,077 0,437

n 592 417 410 421 566 407 409 408
T/P v den aspirace r -0,020 0,079 0,022 -0,025 -0,013 -0,031 0,053 -0,019
P 0,632 0,106 0,659 0,606 0,763 0,532 0,282 0,702

n 592 417 410 421 566 407 409 408
tuk v mléce v den r 0,006 0,011 -0,017 -0,086 -0,035 0,066 -0,048 -0,073
aspirace P 0,885 0,826 0,735 0,076 0,402 0,185 0,334 0,139

n 592 417 410 421 566 407 409 408
protein v mléce vden | r -0,096 0,106 0,053 0,026 -0,103 -0,037 -0,135 0,047
aspirace P 0,020 0,030 0,282 0,595 0,014 0,451 0,006 0,340

n 592 417 410 421 566 407 409 408
pocet somatickych r 0,317 -0,013 -0,012 0,077 -0,121 0,015 0,044 -0,032
bunék do aspirace P <0,001 0,890 0,903 0,429 0,209 0,881 0,657 0,742

n 115 107 106 109 109 103 106 106

DIM: dny v mléce; T/P: pomér tuk ku proteinu v mléce; COC: kvalita kumulérnich bunék; r: korela¢ni koeficient; P: statistické priikkaznost; n:

pocet piipadi.
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Tabulka ¢. 8 Korelace mezi reproduk¢énimi ukazateli u dojnic a parametry kvality aspirovanych oocyta

pocet zrani stadium kvalita kvalita obsah velikost | distribuce
aspirovanych oocyti oocyti oocyti CcOoC lipida kapének lipidi
oocyti

dny do nastupu Fije po r 0,258 -0,128 -0,016 -0,018 -0,085 0,112 0,052 0,008
aspiraci P <0,001 0,011 0,747 0,716 0,048 0,026 0,305 0,876

n 568 401 396 405 545 393 395 394
pocet ovaridlnich cykli od | r -0,040 0,067 0,036 0,045 -0,058 -0,029 0,056 0,118
oteleni do zabieznuti P 0,397 0,227 0,518 0,410 0,233 0,604 0,319 0,034

n 445 329 324 333 429 321 324 323
uspésnost zabrezavani r -0,253 -0,230 -0,077 0,014 0,018 -0,006 -0,113 -0,024
P <0,001 <0,001 0,141 0,781 0,686 0,905 0,031 0,652

n 533 370 364 374 514 361 364 363
insemina¢ni interval (dny) | r 0,141 0,077 0,070 -0,115 -0,158 -0,047 0,049 -0,049
P 0,001 0,138 0,181 0,025 <0,001 0,367 0,35 0,352

n 540 376 370 380 520 367 370 369
servis perioda (dny) r -0,122 0,166 0,113 -0,09 -0,176 0,005 0,056 0,046
P 0,009 0,003 0,042 0,103 <0,001 0,925 0,321 0,415

n 457 328 322 332 440 319 322 321
interinseminacni interval | r 0,056 0,224 0,085 -0,165 -0,034 -0,001 -0,022 -0,018
(dny) P 0,359 0,004 0,273 0,031 0,590 0,998 0,774 0,816

n 272 168 167 172 262 167 167 167
insemina¢ni index r -0,034 0,102 0,055 -0,002 -0,079 0,037 0,033 0,091
P 0,471 0,065 0,325 0,976 0,094 0,514 0,549 0,105

n 466 328 322 332 449 319 322 321

COC: kvalita kumularnich bunék; r: korelacni koeficient; P: statisticka priikaznost; n: pocet ptipadu.




Parametry oxidacniho stresu (stavu) stanovené z krve projevily také priikazné korelace
ke kvalit¢ aspirovanych oocytii. K poctu aspirovanych oocyti byly pozorovany negativni
vztahy, jez byly ve vétSiné ptipadl statisticky prikazné (P < 0,05 — 0,001). Jednoduse z toho
vyplyva, Zze ¢im vice oxidantl, a také antioxidantli v krvi, tim je sniZovan pocet aspirovanych
oocytl. Mén¢ jednoznacné, byt’ také ve vétSing pripadu statisticky prikazné (P < 0,001) vztahy
jsou popsatelné mezi ukazateli oxida¢niho stresu a zranim oocytii. Negativni vztah je pozorovan
ke zrani oocytli u TAS, CAT a GPx. Opacéné vztahy jsou pak v ptipadé¢ TOS, GR, HSP70 a
MDA. Z tohoto vyplyva, ze s nartistem oxidantii a poklesem antioxidantli se zlepSuje zrani
oocytl. Dale tabulka ¢. 9 prokazuje i vztahy naptiklad obsahu CAT, ¢i GPx ke kvalité oocytt,
kvalit¢ kumularnich bun¢k a distribuci lipidii. Dokonce dosazeni MII faze (stddium oocytil)
muze byt z vysledkl korelaci negativné ovlivnéno obsahem GPx (r = -0,174; P < 0,01), ¢i
pozitivné zvySenym obsahem MDA (r = 0,138; P <0,05).

Z vysledki v tabulce €. 9 vyplyva, Ze vySsi antioxida¢ni ochrana (TAS, CAT, GPx) byla
prikazné spojena s vyssi kvalitou oocytd. Nepriikazné byla tato tendence také u SOD. ZvySujici
se podil oxidantii byl priikkazné spojeny s niz$i kvalitou kumularnich bunék. Navic se také
ukazuje (byt’ nepritkazn€), Ze ¢im je vyssi stres (prezentovany HSP70), tak tim je niz8i kvalita
oocytd 1 kumularnich bunék. Tomu také odpovida i podil poSkozenych membran prezentovany
hodnotou MDA, kdy vyssi kvalita oocytti a kumularnich buné¢k je (nepritkazn€) spojena s nizsi

MDA.
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Tabulka ¢. 9 Korelace mezi ukazateli oxida¢niho stresu a parametry kvality aspirovanych oocyta

pocet aspirovanych zrani stadium kvalita kvalita obsah velikost distribuce

oocyti oocytl oocyti oocyti CcocC lipida kapének lipidu

TAS r -0,227 -0,360 -0,160 0,121 -0,038 0,110 0,011 0,143

(mM) [P <0,001 <0,001 0,006 0,039 0,428 0,062 0,847 0,015
n 455 294 288 293 436 288 287 286

TOS r -0,133 0,297 0,109 -0,023 -0,132 -0,097 0,078 -0,110

(M) P 0,005 <0,001 0,067 0,697 0,006 0,105 0,193 0,067
n 449 288 282 287 430 282 281 280

CAT r -0,038 -0,216 -0,074 0,123 -0,156 0,036 -0,084 0,166

(nkat/ml) | P 0,414 <0,001 0,197 0,031 <0,001 0,531 0,146 0,004
n 472 308 302 307 452 302 301 300

GPx r -0,072 -0,348 -0,170 0,223 0,097 -0,025 0,003 0,188

(nkat/ml) | P 0,119 <0,001 0,003 <0,001 0,039 0,659 0,964 0,001
n 472 308 302 307 452 302 301 300

GR r -0,279 0,261 0,091 -0,028 -0,004 -0,116 0,118 -0,079

(nkat/ml) | P <0,001 <0,001 0,113 0,629 0,934 0,044 0,041 0,173
n 472 308 302 307 452 302 301 300

SOD r 0,136 -0,070 -0,008 0,072 -0,056 0,035 -0,003 0,084

(AU/ml) | P 0,003 0,224 0,884 0,210 0,236 0,545 0,958 0,148
n 472 308 302 307 452 302 301 300

HSP70 |r -0,104 0,268 0,113 -0,022 -0,009 0,005 0,015 -0,065

(ng/ml) | P 0,025 <0,001 0,051 0,706 0,856 0,929 0,802 0,267
n 470 306 300 305 450 300 299 298

MDA r -0,071 0,272 0,138 -0,033 -0,053 -0,111 0,016 -0,021

(umol/l) | P 0,123 <0,001 0,017 0,570 0,261 0,055 0,785 0,716
n 472 308 302 307 452 302 301 300

TAS: celkovy antioxidacéni status; TOS: oxidacni status; SOD: superoxiddismutasa; CAT: katalasa; GPx: glutathionperoxidasa; GR:
glutathionreduktasa; HSP70: Heat Shock Protein 70; MDA: malondialdehyd — peroxidace lipidi; COC: kvalita kumularnich bunék; r:
koeficient; P: statistickd priikaznost; n: pocet ptipadu.

korelaéni




V tabulce ¢. 10 jsou uvedeny vzdjemné vztahy mezi ukazateli poCtu aspirovanych
oocytld a jejich kvalitativnimi parametry. Naptiklad pocet aspirovanych oocyti byl slabé
korelovan k obsahu lipidii v oocytech (P < 0,05). Naopak lepsi zrani oocytl (% dosazeni MII
faze zrani) je pochopitelné spojené s dosazenim vyssiho stadia aspirovanych oocytli(r = 0,555;
P <0,001), lepsi kvalitou oocyti (r = 0,246; P <0,001) a lepsi kvalitou kumulérnich bunék (r =
0,145; P <0,01). Dosahovéani vyssiho stadia oocytti (MII) je pak korelaci spojené se zvySenou
kvalitou oocytid (r = 0,318; P < 0,001), zvySenou kvalitou kumularnich bunék (r = 0,258; P <
0,001), snizenym obsahem lipida (r = -0,223; P <0,001) a lehce zvySenou distribuci lipidd (r =
0,100; P < 0,05). Zlepsena kvalita oocytli je z této tabulky podpofena zlepsenou kvalitou
kumularnich bun¢k (r = 0,423; P < 0,001), zvySenym obsahem lipidt (r = 0,184; P < 0,001) a
snizenou distribuci lipida (r = -0,204; P < 0,001). V podobném vztahu, jako v piipad¢ kvality
oocytd, byla 1 kvalita kumularnich bun¢k k obsahu lipidil a jejich distribuci. Tedy lepsi kvalita

kumularnich bunék je doplnéna zvySenym obsahu lipidl a sniZenim hodnot distribuce.
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Tabulka ¢. 10 Korelace mezi parametry kvality aspirovanych oocyta

zrani stadium kvalita kvalita obsah velikost distribuce

oocyti oocyti oocyti CcocC lipidi kapének lipidi
pocet aspirovanych r -0,093 -0,045 0,092 0,014 0,114 0,033 -0,015
oocyti P 0,058 0,360 0,060 0,745 0,021 0,504 0,762

n 417 410 421 566 407 409 408
zrani oocytu r 0,555 0,246 0,145 0,036 0,025 -0,087
P <0,001 <0,001 0,003 0,469 0,614 0,078

n 410 415 415 407 409 408
stadium oocyti r 0,318 0,258 -0,223 0,011 0,100
P <0,001 <0,001 <0,001 0,831 0,043

n 410 410 407 409 408
kvalita oocyti r 0,423 0,184 -0,091 -0,204
P <0,001 <0,001 0,065 <0,001

n 421 407 409 408
kvalita COC r 0,128 -0,065 -0,150
P 0,010 0,192 0,002

n 407 409 408
lipid intenzity r -0,047 -0,104
P 0,342 0,036

n 406 405
velikost kapének r 0,121
P 0,014

n 408

COC: kvalita kumularnich bungk; r: korela¢ni koeficient; P: statistickd prikaznost; n: pocet pripadu.




5. Srovnani ,,novosti postupi“

Reprodukce skotu je klicovy parametr pro dosazeni rentability. Jednou z moznosti, jak
nejenom zefektivnit reprodukci, ale také dosahnout vyssiho genetického pokroku, je vyuziti
metod aspirace oocytil a jejich nasledného in vitro oplozeni. Kvalita aspirovanych oocyti je
ovlivnéna celou fadou faktorti, coz je podpoieno vysledky této metodiky. Do kontextu jsou
davany nejen reproduk¢ni parametry, ale i obsah metabolitti a indikatorti oxidac¢niho stresu
zjistitelnych z krve. Zajimavym vysledkem je, Ze kvalitnéjsi oocyty z pohledu vyvoje a
oplozeni byly pozorovany u zvifat s vyssi hladinou tChol a TAG v krvi. Zaroven také nizsi
hladina celkového antioxida¢niho stavu je spojena se zlepSenim kvality oocytt. Také z pohledu
vhodného stadia zrani aspirovanych oocytli jsou patrné urcité tendence s celkovou hladinou
antioxidac¢niho stavu. Zajimavé a pouzitelné zavislosti byly nasledné popsany korela¢nimi
vztahy.

Novost této metodiky spociva v komplexnosti hodnoceni metabolického a oxida¢niho
stavu v kombinaci s hodnocenim kvality oocytl. Pro lepsi pochopeni problematiky bude tteba
dalsiho sledovani. Nicméné i z téchto vysledkidl je patrnd provéazanost ukazateli a jejich
potencialni pouZitelnost pro optimalizace doby aspiraci oocytil v podminkach komer¢nich staji

dojnic.

6. Popis uplatnéni metodiky

Tato certifikovand metodika poslouzi chovateliim a technikiim provadégjici aspirace oocytii u
skotu jako navod pro optimalizaci jejich vytéZnosti v ndvaznosti na metabolicky a oxidacni
stres. Jak je z vySe popsanych vysledkil patrné, tak pocet aspirovanych oocytil a jejich kvalita
je ovliviiovana celou fadou faktort. Zrani a vlastni kvalita oocytil je v urcitém vztahu nejen
k metabolitiim, ale 1 k ukazatelim oxida¢niho stresu dojnic. To bylo potvrzeno nejen predeSlym
vyzkumem fady autord, ale i vysledky prezentovanymi v této metodice. Zaroven jsou ziejmé i
jisté vztahy mezi poCtem, resp. ukazateli kvality oocytll a vysledky nasledné reprodukce.
Nésledné zabtfezavani neni pfiliS ovlivnéno aspiracemi, nicméné pii ziskani kvalitnéjSich
oocytl spise dochazi k prodlouzeni ptirozeného reprodukéniho cyklu. Tyto informace mohou
mit dal$i uplatnéni pro pldnovani aspiraci a jeji efektivity a tim i dosahovani vyssiho
genetického pokroku v populaci dojeného skotu. Metodika tak mtze mit uplatnéni v rozvoji
biotechnologické metody aspirace oocytt a jejich nasledného in vitro oplozovani s cilem jejiho

vyssiho vyuziti v podminkach CR.
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7. Ekonomické aspekty

Metody aspirace oocytli (OPU) a nasledné oplozeni in vitro (IVF) jsou materialové a
finan¢n€ pomérné ndkladna zélezitost. OPU/IVP ve srovnani s MOET (multiple ovulation and
embryo transfer) vyzaduje sofistikovanéjsi a nakladngjsi laboratorni prostiedi. Pro realizaci
OPU je zapotiebi specifické vybaveni, jehoZ potfizovaci cena je v fadu n¢kolika stovek tisic K¢.
Také chemikalie a spotiebni material nejen pii vlastni aspiraci, ale i pii hodnoceni kvality
oocytl tvofi nedilnou soucast nakladu v fadu nékolika desitek az stovek K¢ na jeden ziskany
oocyt, resp. aspirovanou kravu. Tedy OPU u jedné dojnice piedstavuje pro chovatele naklad
kolem 2000 K¢&. Zarovei z takovéto dojnice jsou technici schopni ziskat pouze urcité mnozstvi
oocytl, a to rizné kvality. Nicméné naptiklad ve srovndni s jinymi biotechnologickymi
metodami nemusi byt tento postup tak nakladny. Naklady na jedno embryo OPU/IVP jsou
pfiblizné dvakrat vyssi neZ ndklady na embrya MOET (Van Wagtendonk-de Leeuw 2006).
Machatkova et al. (2016) pti porovnani nakladi na superovulaci a OPU/IVF zjistili, Ze se uSetti
na hormonalni stimulaci, na inseminac¢ni davce (jedna mista dvou) i na poctu ziskanych embryi.
Po superovulaci se ziska primérné deset embryi za rok, zatimco pti OPU/IVF se ziskd az 30
embryi. Pouziti OPU je tak neocenitelné pii rychlém rozSifovani vzacnych genl a poskytne
zaklad pro pokrocilejsi technologie, jako je klonovani a transgenetika (Qi et al. 2013). Jedno
kvalitni vyprodukované embryo pak ma cenu i nékolik desitek tisic K¢&. Jinou, a pokrocilejsi
otazkou je pak aplikace téchto embryi do pfijemkyn a tim i procento vlastniho zabieznuti
nahradnich plemenic. Vzhledem k rozsahu tématu vSak neni zminénad problematika v této
metodice rozebirdna.
Pti optimalizaci procesti a nacasovani ziskavani oocyt podle metabolického a oxida¢niho stavu
dojnic je piedpoklad ziskani nejen vyssiho poctu oocytl, ale i1 jejich zlepSené oplozovaci
schopnosti. Tim miiZe byt nejen snizen primérny naklad na jeden kvalitni in vivo aspirovany
oocyt, ale 1 cena embryi po kvalitnich plemenicich. Tyto aspekty podpoti vyssi rozsifeni této
biotechnologické metody tak, jak je jiz provadéna v jinych chovatelsky rozvinutych statech
svéta. Uvedené predpoklady a opatieni mohou v jednom chovu dojeného skotu ptinést ro¢ni

zisky a uspory naklada v fadu nékolika set tisic K¢.
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10. Seznam zKkratek

OPU - odbér oocytt od zivych darkyn pomoci transvaginalni aspirace (ovum pick-up)
IVP - produkci embryi in vitro

IVM - in vitro maturace embryi

IVF - in vitro fertilizace embryi

IVC - in vitro kultivace embryi

SAM - sympato-adreno-medularni osa

HPA - hypothalamo-hypofyzarni

mtDNA - mitochondrialni DNA

GV faze oocytu - oocyt, ktery neopustil prvni blok meiotického déleni
MI faze oocytu - oocyt v metafazi prvniho meiotického déleni
MII faze oocytu - oocyt v metafazi druhého meiotického déleni
NEB - negativni energeticka bilance

NEFA - neesterifikované mastné kyseliny

ROS - reaktivni formy kysliku

ATP - adenosintrifosfat

CO; - oxid uhlicity

TMR - smésna krmné davka

COC - kumularni komplex oocytl

tChol - obsah celkového cholesterolu

TAG - obsah triglycerid

BHB - obsah B-hydroxybutyratu

SOD - superoxiddismutasa

CAT - katalasa

GPx - glutathionperoxidasa

GR - glutathionreduktasy

HSP70 - Heat Shock Protein 70

MDA - koncentrace malondialdehydu

TAS - celkovy antioxidacni status

TOS - oxidacni status

TBA - thiobarbiturova kyselina

H>0; - peroxid vodiku

CC - kumulérni bunky

PBS - fostatovy pufr (phosphate-buffered saline)

BSA - bovine serum albumine

SAP - saponin

DAPI - fluorescen¢ni barvivo (4’,6-diamidino-2-fenylindol)
DIM - dny v mléce

T/P - pomér tuk ku proteinu

MOET - multiple ovulation and embryo transfer
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