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1. Uvod

Uchovani samicich gamet je z hlediska kryoprezervace na samém okraji vyuziti. Nicméné vzhledem k
prirozené sezénnosti v reprodukénim procesu zvirat a pro ,,SOS situace” je uchovani samicich gamet
klicové a nezbytné. Sperma a embrya savcli mohou byt efektivné uchovavana v kryokonzervované
formé v tekutém dusiku. Kryokonzervace oocytli, obzvlast nezralych (ve fazi GV), je oproti
kryokonzervaci spermatu ¢i embryi naro¢né;jsi (Nakagawa et al., 2008). V soucasné dobé se této oblasti
vénuje minimalni pozornost a to zejména z divodu velmi nizké Uspésnosti. Ta prameni ze sloZeni
oocytl mnohych zvifat, kde je velky podil cytoplazmy, kterad je tvorena lipidovymi strukturami. Ty
zpusobuji komplikace pfi realizaci kryokonzervace samicich gamet. Je mozné je sice odstranit, ale jejich
pfitomnost ma svoje opodstatnéni, protoZe slouZi jako zdroj energie pro zrani oocytl a casny
embryondlni vyvoj. Jejich absence by proto méla nezadouci dopad. Bunky pfed kryokonzervaci
podléhaji dehydrataci a nahrazeni vody kryoprotektivy v mrazicim médiu. Cim vétsi burka, tim je
proces dehydratace a rehydratace pfi procesu kryokonzervace narocnéjsi. Védecké skupiny se neustale
snazi optimalizovat proces kryokonzervace oocytll (Casciani et al., 2023). Jednou z mozZnosti, jak docilit
efektivnéjSiho uchovani samiciho genetického materidlu pro pouZiti v asistované reprodukci je
kryokonzervovat pouze ¢ast oocytu, kterd obsahuje genetickou informaci (Nakagawa et al., 2011; Kfen
et al., 2005). Proto je pro dany postup v zdsadé nezbytné jenom uchovani jadra. Pfi spojeni metod
vitrifikace s pokrocilymi metodami mikromanipulace Ize tohoto cile dosahnout.

2. Cil metodiky

Sou¢asti programu pro zachranu genetickych zdroji Ceské republiky je kryokonzervace genetického
materialu, ktera slouzi jako zdroj genovych rezerv. Aktudlné se pouziva k zachovani genovych rezerv
v ,,Programu in vitro” kryokonzervace embryi, spermatu a oocytll. Kryokonzervace oocytli ma vsak
relativné nizkou Uspésnost z dlvodu velikosti buriky. Oocyt skotu dosahuje velikosti pfiblizné
100-120 um, z ¢ehoZ vétsinu tvofi cytoplasma. Mrazenim samotného karyoplastu, ktery obsahuje DNA,
se velikost kryokonzervovaného materidlu vyrazné zmensi. Tim je mozné zvysit pravdépodobnost
preziti genetického materidlu oocytu po rozmrazeni. Cilem metodiky je tedy vyvinout a popsat
alternativni zplsob kryokonzervace biologického materidl od plemenic skotu zafazenych do
genetickych zdroji CR.

3. Vlastni popis metodiky

Pokud neni uvedeno jinak, vsechny chemikalie jsou ziskany od Sigma-Aldrich.

3.1. Izolace oocytu
Pro potreby této metodiky byly oocyty ziskavany izolaci z vajec¢niki jateCnych zvifat, dale pak po uhynu
¢i utraceni geneticky cenného zvifete. Oocyty jsou aspirovany spolu s folikularni tekutinou a
OPU (ovum-pick up), kde se folikularni tekutina z vajecnikd ziskava jehlou pripojenou na odsdavaci
zafizeni. Z aspirované folikularni tekutiny se izoluji oocyty.

Oocyty ve folikulech se nachazeji ve fazi profaze |, ve stadiu zarodec¢ného vacku (GV). Po vyjmuti z
folikulu a kultivaci za vhodnych, pfesné fizenych podminek oocyty samovolné pokracuji v meiotickém
déleni. Aby nedochazelo k dozrani oocytu, které pocind rozpadem membrany zarodecného vacku,



je vhodné do manipulaéniho (M2 medium) i kultivacniho media (M199, 0,2M Na pyruvat, 50 pug/ml
gentamicin, 4 mg/ml BSA) pfidat inhibitor fosfodiesterazy 3A, milrinone (2,5 uM), ktery brani oocytu
pokracovat v meiotickém cyklu.

3.2. Pfiprava oocyt( pro mikromanipulaci

Po kultivaci (60 min pfi teploté 38,5 °C s obsahem 6 % CO; v atmosféie) se oocyty denuduji pomoci
0,1% roztoku hyaluronidazy v M2 médiu. Pfi denudaci se oocyt zbavuje kumuldrnich bunék, které ho
obklopuji a pfi nasledné mikromanipulaci by prekazely. ProtoZe oocyty skotu obsahuji velké mnoZstvi
tukovych granul v cytoplasmé, jsou pred izolaci zarodeénych vackd pro lepsi viditelnost jednotlivych
struktur centrifugovany (5500 rpm, 5 min, Eppendorf miniSpin). Tukova granula se tim nahromadi
v jedné hemisfére cytoplasmy a zarodecny vacek je tak lépe viditelny. S oocyty je mikromanipulovano
v manipulaénim mediu (M2) s 5 pg/ml cytochalasinu B a 3 ug/ml nocodazolu.

3.3. Izolace karyoplastii

Izolace karyoplastll (zarodecnych vackd obklopenych cytoplasmou) je provadéna pomoci
mikromanipulatoru (invertovany mikroskop Leica DMIL s mikromanipulacni jednotkou Leica). Fixacni
pipetou (s vnitfnim priimérem pfiblizné 30 um s ¢aste¢né zatavenym Ustim) se oocyt stabilizuje a
manipulaéni pipetou (s vnitfnim prdmérem 20-30 um s mirné zatavenym Ustim, aby nebyla pipeta pfilis
ostra a neposkodila zarodecny vacek) se pronikne skrz zonu pellucidu (ZP). Manipulaéni pipeta je
napojena na systém piezo (Eppendorf PiezoXpert s dvéma mikroinjektory Eppendorf CellTram 4r Qil),
ktery skrz pipetu generuje elektrické pulzy pro citlivy prinik pres ZP. Zarodecna vacek je manipulaéni
pipetou nasat s minimalnim mnoZstvim cytoplasmy. Cytoplazmatickd membrana se zaceli a obé
struktury zGstavaji membranou ohranicené. Vyjmuty karyoplast je manipulacni pipetou vloZen do
prazdné ZP, ktera slouZi jako schranka pro karyoplasty (Obrazek 1). Do jedné ZP se pro optimalni preziti
kryokonzervace vloZi ptiblizné 5 karyoplast(.

3.4. Vitrifikace

Karyoplasty v ZP jsou vitrifikovany. Vitrifikace je rychly zplsob kryokonzervace, pfi kterém se pouzivaji
mrazici media s vysokou koncentraci kryoprotektiv. Vzorky se v mrazicim mediu na nosiCi (pejeta,
cryotop, atd.) vkladaji pfimo do tekutého dusiku. Pfiprava na kryokonzervaci probihd promyvanim
karyoplastl v ZP v postupné fadé roztok( se zvysujici se koncentraci kryoprotektiv. Nejprve jsou
karyoplasty v ZP vloZeny na 10 s do ekvilibraéniho media (M199 + 10 % FCS), dale se vloZi na 30 s do
prvniho roztoku M199 s 10 % DMSO, 10 % ethylenglykolu (EG) pti laboratorni teploté. Na dalSich 25 s
se karyoplasty vlozi do roztoku M199 s 20 % DMSO a 20 % EG pfi laboratorni teploté. Karyoplasty
natdhnou spolu s malym mnoZstvim mraziciho media (cca 5 ul) do pejety a jsou vloZeny do tekutého
dusiku, kde mohou byt dlouhodobé uchovavany. Celé oocyty ve fazi GV, které slouzily jako kontrolni
skupina, jsou vitrifikovany stejnym zplsobem jako karyoplasty (Tabulka 1).

3.5. RozmraZeni karyoplastu
Pejeta s karyoplasty se vyjme z kontejneru s tekutym dusikem, 10 s se necha zahfivat pfi laboratorni
teploté, poté se na dalSich 10 s vloZi do vodni lazné o teploté cca 38 °C. Obsah pejety je vytlacen do
prvniho rozmrazovaciho media (M199 + 0,25 M sachardza, 5 min, 36-38 °C). Karyoplasty jsou nasledné
preneseny do druhého rozmrazovaciho media (M199 + 0,15 M sachardzy, 5 min, 36-38 °C), které je



posléze odmyto v manipulaénim mediu M2. Karyoplasty jsou pfeneseny do kultivatniho media (BO-
IVC, IVF Bioscience) a na 2 hodiny uloZeny do inkubatoru (38,5 °C, 6 % CO,).

3.6. Fuze

Recipientni oocyty jsou pomoci manipulacni pipety zbaveny zarodecnych vacka. Vznikaji tak cytoplasty.
Jednotlivé rozmrazené darcovské karyoplasty jsou pomoci manipulacni pipety vyjmuty ze ZP a
preneseny k pfedem pfipravenym cytoplastim (Obrazek 2). Pfed fuzi jsou tyto produkty kultivovany
30 min v M199 s inhibitorem milrinone (2,5 uM) pfi 38,5 °C, 6 % CO,. Karyoplasty s cytoplasty jsou
fuzovany pomoci elektrofizovaciho ptistroje CF-150B (BLS, 1-2 pulzy pfi 35 V stejnosmérného proudu
a 2 V stfidavého proudu na 40 ps) v médiu M2 s 0,3M roztokem glukdzy a 10 mg/ml BSA. Fizované
oocyty se vlozZi do kultivacniho media (BO-IVC, IVF Bioscience) a po 24-26 hodinach je provedena
kontrola, zda oocyt dozral do faze metafaze Il (Mll), tedy vyloucil pdlové télisko (Tabulka 2).

4. Srovndni ,,novosti postupd”

Metoda kryokonzervace jaderného materidlu oocytll, za ucelem zmenseni velikosti buriky, byla
v minulosti jiZz pouzita napriklad v pripadé mysich oocytl ve fazi zarodecného vacku, tedy nezralych
oocytl (Kfen et al., 2005). V této studii byly pomoci mikromanipulacnich technik izolovany zarodecné
vacky obalené malou casti cytoplasmy spolu s cytoplasmatickou membranou (karyoplasty). Oocyty
byly pred samotnou mikromanipulaci zbaveny ZP pomoci roztoku prondzy pro jednodussi
mikromanipulaci. I1zolované karyoplasty byly vlioZzené do prazdné ZP a ndsledné byly vitrifikovany. Po
rozmrazeni byly fuzovany s cytoplasty, které byly zbaveny ZP. Tento pokus slouzil k ovéreni, zda jsou
mysi karyoplasty ve stadiu zarodecného vacku schopny sfuzovat s recipientnimi cytoplasty. Tato
metoda byla také pouZita na prasecich oocytech ve fazi zarodec¢ného vacku (Nakagawa et al., 2011).
Podobné jako v pfedchozi studii, karyoplasty byly izolovany z oocytl a vitrifikovany v prazdné ZP. Po
rozmrazeni byly fizovdny s cytoplasty, které mély ZP a bylo tedy moZné ovéfit nejen zda se mohou
karyoplasty s cytoplasty spojit, ale také zda jsou takto vytvorené oocyty schopné pokracovat ve vyvoji.
Pro tento ucel se nechaly oocyty maturovat a byly partenogeneticky aktivovany.

Kromé karyoplastd z nezralych oocytl Ize izolovat a kryokonzervovat i karyoplasty ze zralych oocytl ve
fazi MIl, jak bylo dokazano na ovéim modelu (Hosseini et al., 2015). V této studii byly izolovany
chromozomy spolu s malou ¢asti cytoplasmy obalené cytoplasmatickou membranou. V pripadé izolace
karyoplastu z jiz vitrifikovaného oocytu a ndsledného vloZeni do cerstvého cytoplastu byla UspéSnost
vyvoje do blastocyst po partenogenetické aktivaci vyssi neZ v pfipadé pouZiti celych vitrifikovanych
oocytl Ci Cerstvych karyoplastl vloZenych do vitrifikovanych cytoplasta.

Izolovat a kryokonzervovat lze i prvojadra ziskand ze zygot. Ve studii z roku 2003 byla pouzita izolace
samicich prvojader a podlovych télisek z mysich zygot, kterd byla nasledné kryokonzervovana. Po
rozmrazeni byla prvojadra a pdlova téliska sfuzovana s recipientnimi zygotami, které byly zbaveny
samiciho prvojadra a obou pélovych télisek (He et al., 2003).

Dosud nebyla predloZzena metodika na kryokonzervaci karyoplastd bovinnich oocytt s cilem navrhnout
metodu jako alternativni zplsob pro uchovavani sami¢iho genetického materidlu. Tato metoda ma
Siroké vyuziti, zejména u geneticky cennych jedinc( a také plemen fadicich se do genetickych zdrojl
Ceské republiky.



5. Popis uplatnéni metodiky

Metodika byla vyvinuta prioritné k vyuziti pro Narodni centrum pro genetické zdroje zvifat jako
alternativni  zpisob  uchovani  genetického materidlu v genobankach. Zivotaschopnost
kryokonzervovanych oocytll je oproti ostatnimu genetickému materialu skladovaném v genobankach
(embrya, spermie) velmi nizka. Pro zvySeni Sance udrzZet, pfipadné zvysit populaci hospodafskych zvirat
patficich do genetickych zdrojd CR, je vhodné neustdle zlepSovat zpiisoby uchovéavani jejich
genetického materidlu. Tato metodika je zamérena predevsim na geneticky materidl skotu, ale
v budoucnu by mohla byt provadéna na oocytech ostatnich druhl nejen hospodarskych zvirat.

Metodiku je mozné v budoucnu pouzZit nejen pro zachovani genovych rezerv, ale i pro komercni ucely.
Kryokonzervace oocytl je metoda Zadand i v pfipadé uchovani genetického materidlu samic
hospodarskych zvifat s vysokou plemennou hodnotou. Optimalizace metody pro kryokonzervaci
oocytl by mohla chovatellim a slechtiteliim usetfit mnoho nakladd za ,nedspésné zmrazené oocyty”.
V pfipadé Uhynu, ¢i zranéni plemenice s dobrym plvodem, které ji znemozinuje se prirozené
reprodukovat, je tak mozné zvysit Sanci na ziskani potomka alternativnim zplsobem kryokonzervace
oocytl s potencidlné vyssi Uspésnosti jejich preziti.

6. Ekonomické aspekty

Metodika je urcena pro laboratofe, které jsou vybaveny mikromanipulatorem, svételnym
mikroskopem, stereolupou, lamindrnim boxem a inkubdtorem s fizenou teplotou a obsahem CO;
v atmosfére. Vstupni naklady na zavedeni metodiky v takto vybavené laboratoti pak cini priblizné
50 000 K¢ na material (chemikalie, laboratorni plastik, pejety). Metodika je urcena jak pro komercni
vyuziti, tak predevsim pro optimalizaci uchovdvani samiciho genetického materidlu zvirat zafazenych
do genetickych zdrojii CR pro zachovéni narodniho bohatstvi.

7. Seznam pouzitych zkratek

BSA — bovine serum albumin, bovinni albuminové sérum

DMSO - dimethylsulfoxid, latka pouzivana jako kryoprotektivum

EG — ethylenglykol, latka pouzivana jako kryoprotektivum

FCS — foetal calf serum, fetalni teleci sérum

GV — germinal vesicle, zarodecny vacek, konformace jadra v nezralém oocytu
MIl — metafaze Il, faze meiotického cyklu

OPU - ovum-pick up, metoda aspirace folikularni tekutiny

Rpm — revolutions per minute, otd¢ek za minutu

ZP — zona pellucida, glykoproteinovy obal chranici oocyt
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10. Pfilohy

Obradzek 1, karyoplasty v ZP po rozmraZeni, 1A — vlevo (Sipka) mrtvy karyoplast, 1B — Zivé karyoplasty, zvétseni 400x.

Obradzek 2, 2A — ddrcovsky karyoplast vioZeny k recipientnimu cytoplastu, 2B —zrekonstruovany oocyt ve fdazi Mll po
dokonceni zrani, zvétseni 400x.

Tabulka 1, uspésnost vitrifikace karyoplasti

Pocet vitrifikovanych | Pocet Zivotaschopnych | Procentuadlni podil
oocytl/karyoplastl | oocytl/karyoplastli po | Uspésnosti

rozmrazeni vitrifikace
Karyoplasty 84 61 72,6 %
Kontrolni oocyty 36 13 36,1 %

Tabulka 2, uspésnost spojeni karyoplastu s cytoplasty a dozrdni oocytu do metafdze Il

Fuzovano | Ml Uspésnost fuze a dozrani

Nové zrekonstruované oocyty 13 8 61,5%
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