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Metodika evaluace kvality oocytll a embryi skotu produkovanych in vitro za pomoci svételné

a fluorescencéni mikroskopie.

Autofi:
Mgr. Adéla Horakova
Mgr. Markéta Konecna

doc. MVDr. Martin Anger, CSc.

1) Uvod

Chov skotu patfi vramci lidské vyZivy celosvétové mezi nejdllezitéjsi zdroje bilkovin
zivocisného plivodu. Pfi slechténi, které si klade za cil ziskat geneticky elitni jedince, je mozno
sledovat trend stadle intenzivnéjsiho uplatnovani reprodukcnich biotechnologii (Assisted
reproductive technology — ART), bez kterych by intenzivni chov dnes jiz nebyl myslitelny. Od
zavedeni metody transferu embryi u skotu az do nedavné doby prevladala produkce embryi
in vivo (Multiple Ovulation Embryo Transfer — MOET), pfiblizné od obdobi let 2014-2016 vsak
zadina prevazovat produkce embryi in vitro (IVP) 21,

Produkce embryi in vitro zahrnuje ziskavani oocytl, a to bud’ ve stadiu zarode¢ného vacku
(Germinal vesicle — GV), nebo v prlibéhu prvniho ¢i druhého meiotického déleni, idedlné ve
stadiu metafaze Il druhého meiotického déleni, po prodélané meiotické maturaci in vivo. Tyto
oocyty se ziskavaji z vajecnikli po usmrceni zvifat, nebo intravitalné, aspiraci z rostoucich ci
plné vzrostlych folikul& (Ovum pick up — OPU) 3!, Pokud oocyty jesté nedokon&ily meiotické

déleni, a nenachazi se ve stadiu metafaze Il druhé meidzy, nejsou pfipraveny k fertilizaci ihned



a je nutné je nechat dozrat v podminkach in vitro. U dozralych oocytl ve stadiu metafaze |
nasleduje in vitro fertilizace, kterou je vyhodné provést sexovanymi inseminacnimi davkami a
pfipravit tak embrya poZadovaného pohlavi . Nasleduje vyvoj embryi do stadii vhodnych
k zamrazeni a naslednému prenosu, coz mlze byt i morula, ale nejcastéji se pouZiva
blastocysta. Neni bez zajimavosti, Ze u lidi bylo zjisténo, Ze pfenos mladsich vyvojovych stadii
embryi md nékteré vyhody a nenese rizika zkracovani telomer u bunék imunitniho systému Bl
Samotny vyvoj embryi in vitro je i ptes veSkery pokrok v této oblasti stale suboptimalni. Da se
fici, Ze jen méné neZ polovina embryi v podminkdach in vitro dosahne pozadovaného stadia
vyvoje, coz je charakteristické nejen pro embrya skotu, ale i pro embrya clovéka. Pficin
zastaveni vyvoje je vice, pocetné vsak prevazuji problémy s chybnym délenim chromozomfi
v blastomerdach vyvijejiciho se embrya. Problémy s vyvojem oocytl a embryi v podminkach in
vitro brani v soucasnosti SirSimu nasazeni reprodukénich biotechnologii, a pokud se nepodafi
produkci optimalizovat, bude zcela jisté v budoucnu komplikovat i nasazeni takzvaného
»Slechténi in vitro”, které predpoklada zavedeni kmenovych bunék a genetickych manipulaci
ve $lechténi skotu [®l. Problém IVP oviem neni omezen jen na malé pocty vyvijejicich se
embryi, ale jde i o $patny vyvoj embryi po rozmraZeni a transferu 7.

Dalsi komplikace predstavuji zmény, které se objevuji u in vitro produkovanych embryi,
napfiklad zmény na Grovni epigenetické informace 1. MoZnosti, jak produkci IVP embryi
zlepsit, spocivaji napriklad v dalsi optimalizaci kultivacnich postupt, at uz za pomoci Upravy
kultivaénich médii rdstovymi faktory, hormony nebo zmé&nou pomé&r aminokyselin atd [+,
Tento vyvoj je velice slibny a pouZiti fizeného uvolfiovani biologicky aktivnich latek je jednim
z aktivné rozvijenych smérd vyzkumu. Pro analyzu kvality embryi, at uZ z hlediska jejich
vhodnosti pro embryotransfer, ¢i z hlediska optimalizace kultivacnich postupt, ¢i zavadéni
novych metodik, je dllezZité zvladnout metodické postupy hodnoceni. Toto predstavuje velice
komplexni problém, jehoZ feSeni zavisi na nasledném osudu embryi ¢i zarodecnych bunék.
Tato metodika se zaméfuje na pouziti metod moderni mikroskopie, které prodélaly
v poslednich desetiletich bouflivy vyvoj. Soucasné pokroky v chemii fluorescenénich znacek
v poslednich letech umozZnily vyznamné rozsifit repertodr jejich mozného vyuziti u Zivych
embryi 19, Aktudlné je tedy pfistupna cela Fada technik a postupti, které umozniuji komplexni
analyzu fixovanych i Zivych oocytli a embryi a ziskdni komplexni informace o jejich kvalité. Tyto
techniky jsou pouzivané predevsim ve vyzkumu a jen malo z nich je uplatfiovano v praxi. Cilem

této metodiky je pripravit nékolik postup(l, které jsou uplatnitelné spiSe prakticky, a které



mohou byt klicové pfi pripravé novych postupl k ziskavani a také k evaluaci kvality IVP embryi.
Tyto techniky mohou byt tedy pouzity ke zvySeni a zkvalitnéni produkce embryi a ke

zefektivnéni postupt reprodukénich biotechnologii.

) Cile metodiky
Cilem metodiky je inovovat postupy vyZivajici modernich mikroskopickych metod k hodnoceni
kvality oocytl a embryi skotu. Pouziti téchto metod umoznuje ziskat komplexni informaci o
kvalité oocytli a embryi, a o jejich vhodnosti pro dalsi aplikace. Dal$i moZnosti vyuziti je
vyhodnocenizmén kultivacnich postupli a dopadu téchto zmén na zdrodecné bunky a embrya.
Z toho dlvodu byly zarfazeny metody jak pro hodnoceni fixovanych, tak i Zivych oocytl a
embryi. Metodika se zaméruje zejména na nasledujici aspekty kvality oocytl a embryi:
- hodnoceni kvality zrani oocytu in vitro
- hodnoceni kvality bunék ziskanych aspiraci z folikul{

- hodnoceni vyvoje a kvality embryi

Metodika zahrnuje postupy pro ptipravu vzork(, pro provedeni mikroskopického snimani a

zdkladni metody vyhodnoceni pro ucely analyzy procesu in vitro produkce embryi.

1) Vlastni popis metodiky

A) Vyhodnoceni meiotického zrani u Zivych a fixovanych bunék

Oocyty ve fazi GV ziskané z jatecnych ovarii, ¢i oocyty v prlilbéhu meidzy ziskané aspiraci
z folikulQ, jsou proplachnuty ve zracim médiu (10ml média zaloZzeného na TCM-199
obsahuje dale 1 ml fetdlniho bovinniho séra, 20 IU FSH, 2,25 mg pyruvatu sodného, 4,95
mg laktatu vdpenatého, 0.19 mg alanin glutamatu, 0.45 mg gentamycinu), které je predem
inkubovano pfi teploté 38,5 °C, vysoké vzdusné vlhkosti a v atmosfére s 5 % CO,.
K maturaci jsou umistény do ¢tyrjamkovych kultivaénich misek (Nunc) naplnénych zracim
médiem, pricemz pocet bunék v jedné jamce je do 20 oocytl. Kultivace probihd po dobu
24 hodin, béhem které by mély oocyty dosahnout metafaze Il, kdy jsou vhodné k oplozeni.
Béhem kultivace je Zadouci zasahovat do procesu co nejméné a nevyjimat pfilis ¢asto
oocyty z inkubdtoru. Vyhodnoceni zrani lze provést neinvazivné, a to vyhodnocenim

expanze kumulérnich bunék 1, Pro toto bé&Zné pouzivané vyhodnoceni bunék je kultivaéni



miska s oocyty pfemisténa na binokularni mikroskop. Skupina oocytu je vyfocena v malém

zvétseni a oocyty roztfidény podle stupné expanze kumulu k dalSimu poufZiti (obr. 1).

Obrazek 1: Expanze kumularnich bunék béhem meiotické maturace oocytl
Obrazek nalevo ukazuje oocyty tésné po izolaci z ovarii, buniky jsou pokryté nékolika
vrstvami kumuldrnich bunék. Obrazek napravo ukazuje tyto oocyty po 24hodinové

kultivaci ve zracim médiu, kdy kazdy oocyt je obklopen mnohacetnou vrstvou bunék.

Oocyty s plné rozvinutym kumulem jsou pak vyuzity déle k fertilizaci ¢i zamrazeny. Nékdy
ovsem neni expanze kumularnich bunék synchronizovana s dynamikou zrani oocytu, a i
oocyt s plné expandovanym kumulem neni z hlediska bunécného cyklu v metafazi
druhého meiotického déleni. Tyto poruchy je mozno odhalit intravitdlnim barvenim, kdy
je do maturacniho média pridana fluorescenéni znacka DAPI (4',6-diamidino-2-

phenylindole) v koncentraci 10 pg/ml zviditelriujici DNA (obr. 2).



Obrazek 2: Vizualizace DNA v Zivych oocytech za pomoci Hoechst znaceni

Oocyty po probéhlé maturaci v délce 22 h byly inkubovany 1 hodinu ve zracim médiu
s pridavkem 10 pg/ml Hoechst 34580 a nasledné skenovany na konfokalnim mikroskopu
Leica SP5. Excitace je zajiSténa laserem 405 nm, kazdy oocyt je skenovan v 59 fezech
vroviné z. Vysledny obrdzek predstavuje maximalni projekci v roviné z. Oocyt vlevo
vykazuje zifetelné dvé chromozomalni masy, z nichZ prvni ndlezi DNA na délicimu vieténku
v metafaze Il a druhd je v pdlovém télisku. Obrdzek vpravo ukazuje oocyt s jednou

chromozomalni masou, burka se tudiz nachazi ve stadiu meidzy I.

Dalsi technikou, kterd najde uplatnéni spise pfi zavadéni novych postupl pro ziskavani a
kultivace oocytd, je fixace a barveni oocytl za pomoci fluorescenénich znacek ¢i protilatek.
Takto vyhodnocené bunky se samoziejmé nedaji vyuzit k dalsi kultivaci, avsak je tak mozné
ziskat témér uplnou informaci o jejich kvalité. Postup fixace a barveni bunék je nasleduijici:
zoocytd po kultivaci jsou odstranény kumularni buriky vortexovanim ve sklenéné
zkumavce v cca 1ml zraciho média. Nasledné je odstranéna i zona pellucida (ZP), a to za
pomoci Tyrodovy kyseliny (Merck). Pro odstranéni ZP pfipravime 60 mm Petriho misku
se 3 kapkami (cca 100 uL) maturacniho média a mezi prvni a druhou kapku umistime
stejné velkou kapku Tyrodovy kyseliny. Oocyty z kultivaéni misky preneseme do prvni
kapky média a nasledné do kapky s Tyrodovou kyselinou. Oocyty priibézné pozorujeme a
jakmile se zona pellucida rozpusti, okamzité je pfemistime do ndsledujici kapky s médiem,
kratce proplachneme a preneseme do posledni kapky s médiem. Nasleduje fixace ve 4%

paraformaldehydu rozpusténém v horkém PBS. Fixace probiha ve sklenéné misce a trva 20



minut aZ hodinu. Nasleduje permeabilizace bunék v 0.5% Tritonu v PBS po dobu 15 minut
a proplach v blokovacim roztoku 0,1% bovinniho sérového albuminu a 0.01% Tween-20 v
PBS. Poté jsou oocyty inkubovany s primarni a sekundarni protilatkou v blokovacim
roztoku po dobu jedné hodiny, a to v pokojové teploté nebo v chladniéce po dobu 8 hodin.
Po kazdé protilatce nasleduje proplach ve 4 kapkdch blokovaciho roztoku. Ndasledné je
oocyt prenesen na podlozni sklicko do kapky montovaciho média Vectashield obsahuijici
DAPI (4',6-diamidino-2-phenylindole) (Merck) a prekryt 1,5 N borosilikditovym krycim
sklem. Ndsleduje skenovani na konfokalnim mikroskopu. K excitaci se pouZivaji vinové
délky odpovidajici fluorescencnim znackdm na pouZitych sekundarnich protilatkach,
nejcastéji 405nm, 488nm a 561nm. K detekci jsou pouZity konfokalni detektory. Vzhledem
k tloustce preparatu je nutné skenovat ve vice konfokalnich fezech v roviné z. Vizualizace
ziskanych dat je pak mozna za pomoci software ovladajici konfokalni mikroskop, pfipadné

za pomoci volné Sifenych softwarovych balick( (Imagel, FlJI - https://imagej.net), nebo za

pomoci komerc¢niho software (Imaris - https://imagej.net). V dnesni dobé neni ani nutné

uvedené vybaveni vlastnit, je moZno vyuzit sluzeb specializovanych laboratofi

(https://cellim.ceitec.cz, https://www.img.cas.cz/group/light-microscopy/) (obr. 3).

Obrazek 3: Analyza zrani — vizualizace chromozomu a déliciho vieténka


https://imagej.net/
https://imagej.net/
https://cellim.ceitec.cz/
https://www.img.cas.cz/group/light-microscopy/

Oocyt ziskany aspiraci z folikulu je po fixaci zpracovan pro barveni chromozom (DAPI-
zelené) a déliciho vieténka (protilatka proti acetylovanému tubulinu, ¢ervené). Pfitomnost
déliciho vieténka uvnitf oocytu a pélového téliska naznacuje dokoncéené zrani do meidzy

Pro vyhodnoceni zrani Ize s vyhodou pouZit i znaceni tubulinu v Zivych oocytech za pomoci
sondy oznacené SirTubulin (Spirochrome). Oocyty jsou po denudaci pfimo ve zracim
médiu znaceny touto sondou v koncentraci 2 000x, a to po dobu 1 aZz 2 hodin. VyuZivame

vyssi afinity znacky pro struktury pdlového téliska, to nam umozni vyhodnotit pocet

oocytl ve stadiu metafaze Il (obr. 4).

Obrazek 4: Vyhodnoceni zrani za pomoci sondy pro tubulin, kterd prochazi pres membrany
Oocyty jsou denudovany za pomoci vortexu a nasledné jsou znaceny sondou SirTubulin

(zelené) primo ve zracim médiu. Oocyty jsou po odmyti barvy pouzitelné k dalsim uceldm.

B) Vyhodnoceni vyvoje embryi

Vyvoj embryi od oplozeni do stadia vhodného pro zamrazeni ¢i transfer je doposud u skotu
¢i ¢lovéka suboptimalni. Z toho divodu je vyhodné selektovat, at uz pro uchovani, nebo
pro zamysleny transfer, pouze embrya, kterd maji dobry vyvojovy potencial. Ten je u
embryi &lovéka i skotu dén zejména poctem bunék a jejich uspofadanim v embryu 12131,

Zobrazovaci metody vizualizujici bufiky nebo jejich jadra ve vyvijejicim se embryu umozni



stanovit, jestli vyvoj probihal normalné, spocitat pocet bunék, a urcit, zda jejich
konfigurace v embryu je umérna vyvojovému stadiu. Existuje celd rfada fluorescencnich
znacek s afinitou k DNA, které se daji pouzit k témto ucellm. lJejich pouZiti pro
analyzu Zivych embryi bylo umoznéno znacnym pokrokem v mikroskopii za posledni
desetileti a zaroveri vyvojem novych fluorescenénich sond 14,

V této metodice predstavujeme pouziti DAPI pro analyzu kvality Zivych embryi. Tento
postup umoziiuje analyzovat predevsim pocet bunék, ale i jejich konfiguraci. Napfriklad
v urcitém vyvojovém stadiu je moZno pozorovat, jestli je spravné vytvoren jak trofoblast,
tak i embryoblast. Pro tento postup jsou embrya po fertilizaci kultivovdna v kultivaénim
médiu (10ml média zaloZzeného obsahuje ddle 0,5 ml fetdlniho bovinniho séra, dale
esencialni a neesencialni aminokyseliny, 2,5 uL EGF, 60 mg chloridu sodného, 2,14 mg
chloridu draselného, 19,95 mg cydrogenuhli¢itanu sodného, 5,22 mg caktatu vapenatého,
0,418 mg cyruvatu sodného 28,13 mg clanin glutamatu 0,5 mg gentamycinu). Pro analyzu
jsou embrya pozadovaného vyvojového stadia prenesena do kultivatniho média
obsahujici DAPI (4',6-diamidino-2-phenylindole) v koncentraci 10 pug/ml. Inkubace s DAPI
probihd pouze 10 minut. Poté jsou embrya pfeneseny do 5ul kapky média pokryté
mineralnim olejem na zobrazovaci misce se dnem z 1,5 N borosilikdtového skla (Mattek

https://www.mattek.com/store-category/35mm-dishes/). Excitace DAPI na konfokalnim

mikroskopu je nasledné zajisténa laserem o vinové délce 405 nm a embrya jsou skenovana
v rozsahu svého objemu 20-50 fezy v roviné z. Nasledné jsou embrya rekonstruovana ve
3D za pomoci software mikroskopu, volné dostupnych softwarovych balikd (FIJI) nebo za

pomoci software Imaris (obr.5).


https://www.mattek.com/store-category/35mm-dishes/

Obrazek 5: Vizualizace jader bunék trofoblastu a embryoblastu v Zivém embryu skotu.

Pro vizualizaci jader bylo pouzito znaceni za pomoci DAPI (modre). Vysledny obrdazek je
vytvofen rekonstrukci ve 3D za pomoci software Imaris. Vlevo je znazornéna plné
expandovana blastocysta se skupinou intenzivnéji zbarvenych jader epiblastu. Vpravo je

znazornéna blastocysta opoustéjici zonu pellucidu (hatching)

V) Srovnani novosti postupt

Metody svételné mikroskopie jsou vyuZivany rutinné v pribéhu procesu pripravy embryi
in vitro. Jsou ovsem omezeny zejména na pouziti preparativnich stereomikroskopu, které
slouzi k izolaci a mikromanipulaci oocytl a embryi. V této metodice stavime na modernich
poznatcich svételné mikroskopie a popisujeme metody, které slouzi k hlubsi analyze kvality
meiotického zrani oocytl a vyvoje embryi. Nékteré z popsanych postupt se daji s vyhodou

také pouzit na zivé bunky a embrya, které Ize pak vyuzit pro dalsi ucely.

Priprava IVP embryi je patefi reprodukénich biotechnologii soucasnosti, které jsou dnes
zdkladem Uspésného Slechténi stada. Popsané mikroskopické pristupy pfispéji ke
zpresnovani metod, které se vyuzivaji ke kultivaci a pfipravé embryi in vitro a umozni lepsi

selekci embryi pro dalsi aplikace.

V) Popis uplatnéni certifikované metodiky



Tato metodika je uplatnitelna pfi pripravé oocytl a embryi in vitro. Tyto postupy jsou stéale
malo ucéinné a pouze méné nez polovina embryi dosdhne pozadovaného vyvojové stupné.
Metody presnéjsi charakterizace zarodecnych bunék, embryi a jejich kvality pfispéje
k vyvoji metod, které umozni optimalizovat produkci embryi in vitro. Metoda je jednoduse

adaptovatelna pro jiné druhy hospodarskych a zajmovych zvirat.

Vi) Ekonomické aspekty
Metoda bude uplatnitelnd zejména k vyvoji novych metod produkce oocytl a embryi in
vitro, k analyze novych postupli mraZzeni a vitrifikace, a ke kontrole embryi pfed
transferem. Tyto inovace budou zafazeny do praktické realizace v postupech asistované
reprodukce (transfer embryi in vivo, IVP) a povedou ke zlepsSeni jejich vysledk(, zejména
k zisku vy$Siho poctu kvalitnich embryi. Tim bude dosaZeno i lepSich ekonomickych
vysledk(, protoZe naklady na jeden prenosovy den v praxi jsou v podstaté fixni a pfi vyssim
poctu ziskanych embryi se ndklad na jednotku produkce vyrazné snizuje. DalSim benefitem
bude vyssi prezivani embryi po prenosech v dlsledku jejich presnéjsi selekce. Presna
kalkulace v absolutnich ¢islech neni mozna, lze odhadovat Usporu naklad( ve vysi 10-15
%.
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