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ABSTRAKT

Preimplantacné embrya su citlivé na rozne environmentalne vplyvy, ktorych pdsobenie
modze vyvolat’ rozne druhy posSkodeni az bunkovi smrt, ¢o znizuje efektivitu viacerych
embryotechnoldgii. Jednym z takych vplyvov je pdsobenie zvySenej teploty — hypertermia. Na
zéklade doterajSich poznatkov predpokladime, Ze charakteristiky odpovede embryi na
hypertermiu st vyznamné aj pri odpovedi na iné druhy stresu. Hypertermia méze byt povazovana
za vhodnu modelovu situaciu pre skimanie mechanizmov odpovede tychto embryi na stres, pri
zohladneni urCitych odliSnosti jednotlivych druhov stresu. Cielom nasSej prace bolo
charakterizovat’ reakciu preimplantaénych embryi kralika, oSipanej a hovddzieho dobytka na
hypertermicky stres, a ulohu proteinu Hsp 70 v adaptacnej reakcii preimplantacnych embryi.
Sledovali sme vyvoj, vyskyt bunkovej smrti (TUNEL), stav aktinového cytoskeletu (farbenie
TRITC- phaloidinom), tvorbu proteinu Hsp 70 (Western- blotting) a zmeny ultrastruktary
vyznamnych bunkovych organel (mitochondrie, tukové kvapky, jadierko a.i.) v odpovedi embryi
na hypertermické podmienky in vitro a protilatku anti-Hsp 70. Zistili sme, ze 6 hodinova
expozicia embryi kralika, oSipanej a hovddzieho dobytka pri teplote 41,5 °C neovplyviiovala
embryondlny vyvoj a bola u kralika spojena s tvorbou proteinov Hsp 70. AvSak expozicia pri
teplote 42,5 °C viedla k poskodeniam embryi, ¢o malo za nasledok pozastavenie
preimplantacné¢ho vyvoja embryi, zvySenie vyskytu bunkovej smrti, znizenie celkového poctu
buniek aporuchy v Struktire aktinového cytoskeletu. Tieto vysledky demonsStruju prah
termotolerancie preimplantacnych embryi kralikov a HD k hypertermickym podmienkam in
vitro. Navyse vysledky ukazali, Ze embrya kralikov su, pred aktivaciou embryondlneho genomu,
citlivejSie na zvysené teploty a blokovanie tvorby Hsp 70 vyvolava u nich poruchy vyvoja.
Termorezistencia embryi v obdobi po aktivacii embryondlneho gendmu nebola uplne naruSena
blokovanim Hsp 70. Tieto vysledky naznacuju, Ze odolnost embryi voci hypertermii pred
aktivaciou genomu je spojend s urcitou funkciou proteinu Hsp 70, zatial’ ¢o v obdobi po aktivacii
genému tato bielkovina pravdepodobne uz nie je kIicovym faktorom termotolerancie a
predpokladd sa existencia iné¢ho (alebo inych) protekénych mechanizmov. Na zaklade
preukaznych zmien v ultrastruktare bunkovych organel u embryi pri blokovani Hsp 70, mozno
uvazovat o urCitom brzdeni alebo pozastaveni metabolickych drdh a procesov obnovy u
preimplantaénych embryi. Pri blokovani Hsp 70 nedochddza k reorganizécii Struktury jadierka
charakteristickej u buniek vystavenych hypertermii. Hsp 70 sa teda zrejme zucastiiuji prave
tychto reakcii v rdmci jadierka aj ked’ ich podstata nie je presne objasnena.

Kracové slova: kralik, osipand, hovidzi dobytok, embryo, hypertermia, Hsp70, apoptdza, aktin,

ultrastruktura.



ABSTRACT

Preimplantation embryos are sensitive to various environmental influences which may
cause different sorts of damages and even cell death, what may reduce efficiency of several
embryotechnologies. One of such factors is the influence of elevated temperature — hyperthermia.
Basing on recent knowledge, we suppose, that characteristics of embryo response to hyperthermia
are significant also in their response to other types of stress. Hyperthermia, with taking in to
account some differences in various types of stresses may be considered as a relevant model for
investigation of the mechanism of embryo responses to stress. The aim of our study was to
characterize the reaction of preimplantation rabbit, porcine and bovine embryos to hypertermic
stress and to define a role of Hsp 70 in adaptation response of preimplantation embryos. We
determined developmental stages, occurrence of cell death (TUNEL), state of actin cytoskeleton
(phalloidin-TRITC), presence of heat-shock proteins Hsp70 (Western-blotting) and alterations in
the ultrastructure of important cell organelles (mitochondria, lipid droplets, nucleolus a.o.) in
response of embryos to hyperthermic conditions in vitro and addition of anti-Hsp 70 antibody.
We found out, that 6 hour exposure of rabbit, porcine and bovine embryos at temperature 41.5 °C
did not influence embryo development, and in rabbits it was associated with Hsp 70 production.
Though exposure at the temperature 42.5 °C led to embryo damages, which resulted in
developmental arrest, rise in cell death occurrence, decrease in total cell number and disruptions
in actin cytoskeleton structure. These results demonstrate a threshold of thermotolerance of
preimplantation rabbit and bovine embryos to hyperthermic conditions in vitro. Moreover, the
results show that rabbit embryos prior to genome activation are more sensitive to elevated
temperature, and Hsp 70 blockage causes developmental failures. Thermotolerance of embryos
following embryo genome activation was not completely disrupted by the Hsp 70 blockage.
These results indicate, that the resistance of embryos to hyperthermia prior to genome activation
is related to Hsp70 function, whilst following genome activation, Hsp70 is not probably the key
factor of thermotolerance and the existence of additional protective mechanism(s) is
hypothesized. Basing on significant changes in ultrastructure of embryonal cell organelles,
caused by the Hsp 70 blockage, we may suggest about certain inhibition or arrest of metabolic
pathways and regeneration processes in preimplantation embryos. At Hsp 70 blockage, the
structure of the nucleolus was not altered as it is typical for cells exposed to hyperthermia. Hsp 70
probably participates in these reactions within the nucleolus, although the matter of these
processes is not clearly understood. Key words: rabbit, porcine, bovine, embryo, hyperthermia,

Hsp 70, apoptosis, actin, ultrastructure.



POUZITE OZNACENIE

BI — blasocysta

BRL - buffalo rat liver cells / bunky pecene potkana linie ,,buffalo*

BSA — bovine serum albumin / bovinny (hovidzi) sérovy albumin

COC — kumulus oocytarny komplex

DAPI — 4',6 diamidino-2-phenylindole

ExBI — expandovana blastocysta

FBS — fetal bovine serum / fetalne sérum HD

FSH — folikulo stimula¢ny hormoén

HBI — hatching/ blastcysta uvolnujuca sa zo zona pellucida

HCG — l'udsky choriovy gonadotropin

HD - hovidzi dobytok

hpc — hodin post coitum

HT — hypertermia

Hsp — heat shock proteins / proteiny teplotného Soku

IVF — in vitro oplodnenie

IVM — in vitro maturacia / dozrievanie

IVP — in vitro produkcia embryi

LH — luteiniza¢ny hormén

MEM — minimdlne esencidlne médium

PBS — fosfatom pufrovany fyziologicky roztok

PMSG — pregnant mare serum gonadotropin

PVP — polyvinylpyrrolidon

SOF — synthetic oviductal fluid / synteticka tekutina vajcovodu

TALP — Tyrodov roztok obsahujuci albumin, laktat a pyruvat

TCM - tissue culture medium / kultivaéné médium pre tkanivové kultary

TEM — transmisna elektronova mikroskopia

TUNEL — metdda detekcie mrtvych/ apoptotickych buniek zna¢enim zlomov DNA za
pomoci terminalnej transferazy a znacenych deoxynukleotidov

VB — vyvojovy blok
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UVOD

Gaméty a ranné embryd predstavuju zakladnu — potencidlnu jednotku reprodukcie.
Embryonélny vyvoj je zlozity a komplexny proces. Na tspesné ukoncenie vyvoja musi embryo
prekonat’ sériu vopred naprogramovanych krokov, ktorych vysledkom je zmena jednobunkového
organizmu na zdravého novonarodeného jedinca. Priebeh prvych niekolko deleni je obdobim
vel'mi citlivym na nepriaznivé vplyvy a zmeny v prostredi v ktorom sa embryo vyvija. Vyvojovy
potencial kazdého embrya je determinovany kvalitou a vyvojovou kompetenciou zarodo¢nych
buniek z ktorych vznika ale je ovplyviiovany aj pdsobenim prostredia. Tieto vplyvy mozu narusit
vitalitu bunky, ako aj celého embrya a jeho schopnost’ d’alej sa vyvijat’ a zapricinit embryonalne
straty. Biotechnolégie v reprodukcii maju za ciel zvysit efektivitu a zlepSit vyuzitenost’
prirodzené¢ho reprodukéného potencidlu zvierat. Na tomto poli boli uspeSne vyvinuté metody
vyuzivajuce preimplantaéné embryd. Stale je vSak potrebné rieSit' problémy, ktoré efektivitu
reprodukcie zhorSuju. Metody zahfiiajuce embrya alebo embryotechnologie sa stretdvaju s
problémami znizenia vyvojového potencidlu embrya vplyvom prostredia. Existencia embryi je
mozna len v prostredi ohrani¢enom relativne uzkym rozpétim fyzikdlnych a chemickych
faktorov, ktoré definuju fyziologické podmienky. NaruSenie tychto fyziologickych podmienok
ma vplyv na ranné embry4, zniZuje ich zivotaschopnost’ alebo sposobuje degeneraciu a ich zanik.
Straty sa tu prejavia aj v ekonomickej oblasti, kedze sa jednd o pomerne vzacny a nakladny
biologicky objekt. Pre rieSenie tohto problému je potrebné najprv dokladne spoznat’ mechanizmy,
prostrednictvom ktorych stresovy faktor vplyva na embryo. Nemenej dolezité je poznanie
suvislosti a mechanizmov, ktoré pdsobia ako ochrana embrya pred poskodenim vplyvom stresu.
Existuju poznatky, ze tieto systémy nie su statické a konstantné ale sa vyvijaji spolu s postupom
embryondlneho vyvoja, priCom priebeh prvych niekolko deleni je obdobim najcitlivejSim na
stres. Ztoho dovodu je potrebné zamerat sa na Studium celého priebehu vyvoja
preimplantaného embrya a objasnenie mechanizmov nadobudania obrannych schopnosti
v procese embryogenézy. Tato praca vznikla s podporou projektu Ministerstva podohospodarstva
SR RUVV 06: “Ochrana zdravotného stavu zvierat v jednotlivych fazach reprodukéného

cyklu pri naruseni stability prirodnych systémov*.



1 PREHIAD O SUCASNOM STAVE RIESENEJ PROBLEMATIKY

Embryo, ako kazdy zivy organizmus, existuje v interakcii so svojim prostredim. Kazdé
naruSenie stability prostredia vplyva na embryo. Pritom sa moze jednat o zmeny pH,
osmotického tlaku, toxické vplyvy réznych chemickych latok, r6zne formy ziarenia ¢i zmeny
teploty. Tieto fyzikalne a chemické vplyvy vyvolaji u embryi odpoved’ na stres, ktorej sucast’ou
je zvysend produkcia tzv. heat shock proteinov (Hsp). ZvySena produkcia Hsp je univerzalnou
reakciou bunky na rozlicné formy stresu, nielen na teplotny stres. Takuto reakciu teda mdze
vyvolat’ Sirokd skupina roznych environmentalnych faktorov ako analdgy aminokyselin, tazké
kovy, etanol, oxidacny stres ainé¢ (Levinson akol., 1980; Thomas akol., 1982). Nasledky
teplotného stresu posobiaceho na embryo zavisia od teploty, dizky expozicie, vyvojového $tadia
a zivociSneho druhu embrya. Charakteristiky odpovede embryi na hypertermiu st vyznamné aj v
odpovedi na iné druhy stresu. Hypertermia moze byt povazovand za vhodni modelovu situaciu
pre skimanie vplyvu stresu na preimplantaéné embrya a odpoved’ tychto embryi na stres, pri

zohladneni urcitych odlisnosti jednotlivych druhov stresu (Hansen, 2007).

2 CIEL: PRACE

Experiment I — Vplyv hypertermie na vyvojova kapacitu preimplantaénych embryi
kralika

Cielom prvej série pokusov bolo sledovat’ vplyv hypertermie (dvoch odlisnych teplot 41,5 °C a
42,5 °C) pocas 6 hod na vyvoj, vyskyt bunkovej smrti, stav aktinovych mikrofilamentov
cytoskeletu a indukciu proteinu Hsp 70 u preimplanta¢nych embryi kralika.

Experiment IT A — Uloha Hsp70 v reakcii preimplantaénych embryi kralika na
hypertermiu

Ciel'om bolo skumat’ ulohu Hsp 70 v reakcii preimplantacnych embryi kralika na hypertermiu v
obdobi pred alebo po vyvojovom bloku. Sledovali sme vyvoj, vyskyt bunkovej smrti (apoptdzy) a
stav aktinového cytoskeletu u preimplantacnych embryi kralikov kultivovanych pri teplote 41,5
°C v pritomnosti alebo bez anti-Hsp 70 pridanej bud’ v 4 az 8-bunkovom §tadiu (pred vyvojovym
blokom) alebo v §tadiu moruly (po vyvojovom bloku).

Experiment II B — Vplyv hypertermie a blokovania Hsp70 na

ultrastrukturalnu morfologiu preimplanta¢nych embryi kralika
Cielom pokusov bolo sledovat zmeny ultrastruktiry vyznamnych bunkovych organel

(mitochondrii, Golgi komplexu, tukovych kvapiek, jadierka a.i.) v odpovedi embryi na



hypertermické podmienky in vitro a pritomnost protilatky anti-Hsp 70 u
preimplantaénych embryi kralika.
Experiment ITI — Uloha Hsp70 v reakcii preimplanta¢énych embryi o$ipanej na

hypertermiu

Cielom bolo skiimat’ ulohu Hsp 70 v reakcii preimplantacnych embryi oSipanej na hypertermiu.
Sledovali sme vyvoj, vyskyt bunkovej smrti (apoptozy) a stav aktinového cytoskeletu u
preimplanta¢nych embryi oSipanej kultivovanych pri teplote 41,5 °C v pritomnosti alebo bez anti-
Hsp 70.

Experiment IV — Vplyv hypertermie na vyvojovia kapacitu preimplanta¢nych
embryi hovidzieho dobytka

Ciel'om pokusov bolo sledovat’ vplyv hypertermie (dve odlisné teploty 41,5 °C a 42,5 °C) pocas 6
hod na vyvoj, vyskyt bunkovej smrti a celkovy pocet buniek u preimplantacnych embryi HD.

3 MATERIAL A METODIKA

3.1 Ziskavanie embryi kralika in vivo po superovulacii

Preimplantacné embrya v $taddiu kompaktnej moruly boli ziskavané in vivo od kralikov
plemena Novozélandské biele. Tri dni pred parenim, boli samice kralikov superovulované i.m.
injekciou PMSG (Werfaser, 80 IU, ALVETRA & WERFFT AG, Vieden, Rakusko). Nasledne po
72 h od PMSG, im bol injekéne podany HCG (Werfachor, 150 IU, ALVETRA & WERFFT AQG).
Samice boli pripustené a druhy deni (cca 19 hpc), po porazke bolo realizované vyplavenie embryi
z maternic, pufrovacim roztokom PBS (pH 7,2) s 10 % FBS (BioWhittaker, Verviers, Belgicko).
Po ohodnoteni kvality embryi, boli vyselektované vhodné embryd pre experimenty
v hypertermickom prostredi. Embrya boli kultivované v médiu k-DMEM (Gibco, Invitrogen,
Auckland, Novy Zeland) doplnenom o 10 % FBS (BioWhittaker) pri 37,5 °C v COz inkubatore

do pozadovaného Stadia.
3.2 Ziskavanie embryi oSipanej in vivo

Prasni¢ky plemena Slovenskd Biela vo veku 6 mesiacov boli hormonalne stimulované
aplikaciou gonadotropinov PMSG (1500 L.U., Sergén, Bioveta, Ivanovice na Hané, CR), po 72
hodinach bol aplikovany HCG — 1000 L.U. (Werfachor, ALVETRA & WERFFT AG,) a 16 hodin
po podani HCG 1 ml Supergestranu (Lecirelinum 25 pg v 1 ml, Ferring-Lé¢iva, Praha, CR).

9



Inseminacia nasledovala 24-36 hodin po podani HCG. Prasnicky boli porazené na bitinku 4. den
po podani HCG a embrya boli ziskané vyplachnutim vajcovodov, roztokom PBS (pH 7,2) s 2 %
FBS (BioWhittaker). Po ohodnoteni kvality embryi, boli vyselektované vhodné embrya pre
experimenty v hypertermickom prostredi. Embrya boli in vitro kultivované v médiu NCSU-23
(Petters a Wells, 1993) s 0,4 % BSA (Sigma -Aldrich, Steinheim, Nemecko), pri 37,5 °C v CO2

inkubatore.

3.3 Ziskavanie embryi hovidzieho dobytka in vivo

Pre ziskanie embryi hovddzieho dobytka boli pripravené kravy donorky Holsteinsko-
Frizského plemena. Kravy - donorky v dobrom zdravotnom stave boli superovulované medzi 10.
a 12. diiom (v lutedlnej faze) i.m. podanim 24 mg FSH (Folicotropin inj. ad us. vet., Spofa, Praha,
Ceska Republika) podanymi v sérii klesajucich davok, v 12 hodinovych intervaloch, podas 4 dni.
Estrus bol indukovany dvomi i.m. aplikdciami 0.75 mg prostaglandinu F2 alfa, i.e. 750 pg
cloprostenolum (Oestrophan inj. ad us. vet., Lé¢iva, Praha, Ceska Republika) rano a veéer na treti
denn oSetrenia FSH. Detekcia ruje bola vykondvana dvakrat denne 24 hod. od prvého podania
prostaglandinu F2-alfa. Kravy boli 2 krat umelo inseminované 12 a 24 hod. po prvom zisteni ruje
semenom bykov s preverenou oplodiiovacou schopnost’ou.

Embryd sme ziskali na 6. defi od zistenia ruje nechirurgickym vyplachom maternice
roztokom Dulbecco’s phosphate-buffered saline (PBS; pH 7,2) doplnenym o 1% FBS
(BioWhittaker). V roztoku sme embrya vyhladali pomocou stereomikroskopu.. Ich kvalitu sme
ohodnotili pri 100-ndsobnom zvicseni, podl'a beznych kritérii vyvojovej kompetencie a kvality
(Pivko a kol., 2000; Wright, 1998) a iba kompaktné moruly a v€asné blastocysty I. a II. triedy
kvality sme pouzili pre pokus. Ziskané embrya sme in vitro kultivovali v kultivacnom médiu SOF
(Minitiib, Tiefenbach, Nemecko) doplnenom o 5 % FBS (BioWhittaker), pri 37,5°C a5 % CO2 v

inkubatore.

3.4 Produkcia embryi hovéadzieho dobytka in vitro

Vajecniky boli ziskané od krév zabitych na bitinku a prenesené v termoske pri teplote
26 az 30 °C do laboratoria do 2-3 hodin po pordzke zvierat. Z vaje¢nikov sme pomocou
striekacky a ihly aspirovali folikularnu tekutinu z folikulov velkych 2-8 mm. Vo folikulérnej
tekutine, na Petriho miske, sme vyhl'adali kumulus-oocytarne komplexy. Po dokladnom premyti

boli prenesené¢ do 4-jamkovej platnicky s médiom TCM 199 s GlutaMAX -I (Gibco ) s
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pyruvatom sodnym (0,2 mmol.l", Sigma), gentamycinom (0,05 mg v ml, Sigma), 10 % FBS
(BioWhittaker) a horménmi FSH/LH ( 1/1 1.U., Pluset, Lab. Calier, Barcelona, Spanielsko).

Na maturaciu boli pouzité iba oocyty s kompaktnymi vrstvami kumularnych buniek z 1. az
3. triedy kvality. Po 24 hodinovej in vitro maturacii sa vyhodnotilo dozrievanie oocytov. Pre in
vitro oplodnenie maturovanych oocytov sme pouzili rozmrazené semeno bykov overenych na
oplodiovaciu schopnost. Na pripravu semena bykov pre in vitro oplodnenie bola pouzita
modifikovand Swim-up metdda. Na Biirkerovej komorke bola stanovena hustota vzniknutej
suspenzie a semeno bolo ulozené do inkubatora az do pouZzitia.

Po 24 hod. maturacii boli oocyty s expandovanymi kumuldrnymi bunkami 2x premyté
v IVF-TALP médiu a prenesené do oplodinovacej kvapky (cca 25 oocytov na 1 kvapku o objeme
70 ul) prekrytej minerdlnym olejom (Sigma) so spermiami v koncentracii 1 x 10° v ml
Oplodnenie in vitro prebiehalo pocas 20 h v inkubatore pri 38,5 °C v zvlhcovanej atmosfére s 5
% CO».

Po uplynuti doby koinkubdacie oocytov so spermiami sme predpokladané zygoty zbavili
zvySkov spermii a kumularnych buniek vortexovanim v médiu HEPES-TALP. Nasledne boli
predpokladané zygoty prenesené do kultivatného média B2 (CCD Laboratories, Vernouillet,
Francuzsko) na kultivacnej miske s monovrstvou BRL (Buffalo Rat Liver) buniek a
boli kultivované do pozadovaného vyvojového S§tadia pri  teplote 37,5 °C vo

zvlh€ovanej atmosfére s 5 % COa.

3.5 Metodika a vyhodnotenie experimentov

3.5.1 Experimenty I a IV

Pre kazdy pokus bola kazdd kolekcia ziskanych embryi rozdelena na podskupinu pre
vystavenie zvysenej teplote — hypertermia (HT) a podskupinu bez tohto ovplyvnenia — kontrola.
Embrya v pokusnej skupine (HT) boli kultivované v prislusnom kultivacnom médiu podl'a druhu
(v stadiu moruly) pri zvySenej teplote 41,5°C (resp. 42,5°C) v zvlh¢ovanej atmosfére s 5 % CO2
pocas 6 hodin. Po tomto Case boli prenesené do inkubatora s teplotou 37,5°C a kultivované do
casu dosiahnutia Stadia uvolnujucej sa blastocysty. Termostaty inkubatorov boli kalibrované
tesne pred zacatim pokusu a teplota bola overovand d’alsim nezavislym teplomerom. Kontrolna
skupina bola kultivovana v rovnakom kultivaénom médiu pri 37,5°C v zvlh¢ovanej atmosfére s 5
% CO2 do cCasu dosiahnutia $tadia uvoltiujice;j sa blastocysty, kedy bola kultivacia ukoncena.

Vsetky embrya boli potom spracované, a boli vyhodnotené sledované parametre.
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3.5.2 Experiment I1

Embrya boli ndhodne rozdelené do 4 skupin. U dvoch skupin bola do kultivacného média
pridana protilatka anti-Hsp70 v mnoZstve 4ug/ml, a to bud’ v ¢ase ked” embrya dosiahli stadium 4
az 8 buniek, tj. pred vyvojovym blokom (VB) alebo bola protilatka pridavana az v Stadiu moruly
tj. po VB. Samostatne prebehli pokusy pred VB a po VB.

Embrya s pridavkom anti-Hsp 70 v §tadiu 4 az 8 buniek boli nasledne kultivované pri 37,5
°C v zvlhéovanej atmosfére s 5% CO2 do 72 hodin post coitum (hpc, embrya dosiahli stadium
morula). V stadiu moruly boli potom dve skupiny (s pridanim a bez anti-Hsp 70) inkubované 6
hodin pri 41,5°C (hypertermické skupiny, 41,5°C a 41,5°C+anti-Hsp70) a zvy$né dve skupiny pri
37,5 °C (37,5°C - kontrola a 37,5°C+anti-Hsp70). Po skonceni hypertermickej kultivacie boli
embrya z tychto skupin prenesené¢ do inkubatora s teplotou 37,5 °C a dokultivované do Casu
dosiahnutia Stadia uvolnujucej sa blastocysty (cca 120 hpc), kedy bola kultivacia ukoncena,
embrya boli spracované a boli vyhodnotené sledované parametre. V pokusoch, kde anti-Hsp 70
bola pridavana v $tadiu moruly nasledovala hypertermia hned’ po 3 hodinach od pridania anti-
Hsp 70 a d’alsi postup bol rovnaky ako je uvedené vyssie. Takto ovplyvnené embrya z jedného

pokusu (anti-Hsp 70 v stadiu moruly) boli pripravené pre TEM (Experiment I1 B).

3.5.3 Experiment 111

U embryi oSipanych bola protilatka pridavana len v §tddiu moruly tj. po VB. Dve skupiny
(s pridanim a bez anti-Hsp 70) boli inkubované 6 hodin pri 41,5 °C (HT skupiny, 41,5°C a
41,5°C+anti-Hsp70) a zvysné dve skupiny pri 37,5 °C (37,5°C - kontrola a 37,5°C+anti-Hsp70).
Po skonceni hypertermickej kultivacie boli embrya z tychto skupin prenesené do inkubétora s

teplotou 37,5 °C a dokultivované do ¢asu dosiahnutia Stddia uvolnujucej sa blastocysty (cca 150

hpc).

3.6 Imunocytochemické spracovanie embryi pre analyzu bunkovej smrti

a cytoskeletu

Po kultivacii boli embrya spracované pre detekciu vyskytu bunkovej smrti na zéklade
fragmentacie DNA pomocou TUNEL metody. Imunocytochemicky boli oznacené cytoskeletové

mikrofilamenty aktinu. Embrya, po ukonceni kultivacie, boli dvakrat premyté v roztoku
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polyvinylpyrrolidonu (PVP, Sigma) 5 mg / ml fosfatového pufru PBS a zafixované 10 minut
v3,7 % roztoku formalinu (pH 7,4). Po premyti vroztoku PBS — PVP nasledovala
permeabilizacia v 0,5 % roztoku Triton X100 v PBS po dobu 5 min., po ktorej boli embrya
znova premyté. Po blokovani neSpecifickych vézieb v 1 % roztoku BSA (Sigma) v PBS (20min)
nasledovala aplikacia TdT-reagencnej zmesi (TdT; MEBSTAIN Apoptosis kit Direct
Immunotech-Coulter, Marseille, Franctizsko) poc¢as 1 hodiny. Po premyti sa embrya zamontovali
pomocou montovacieho média Vectashield obsahujuceho DAPI- 4,6 diamidino-2-phenylindole
(Vector Laboratories Inc., Burlingame, CA, USA) medzi podlozné a krycie sklicka. Pre detekciu
cytoskeletovych filamentov aktinu boli embrya fixované a permeabilizované ako pre TUNEL.
ZnacCenie filamentov aktinu prebehlo inkubéciou v roztoku Phaloidinu konjugovaného
s fluorescencnym farbivom Rodamine (Phalloidin-TRITC, Chemicon International Inc.,
Temecula, CA, USA). Takto pripravené vzorky sme vyhodnocovali pomocou fluorescencného
mikroskopu (Leica) s digitdlnou kamerou DFC-480. Aktinovy cytoskelet bol posudzovany podla
Tharasanit a kol. (2005).

3.7 Spracovanie embryi pre detekciu Hsp 70 pomocou Western-blottingu

Pre detekciu proteinov Hsp 70 metédou Western-blottingu boli pouzité embryonélne
lyzaty. Embrya (20 v skupine) boli vlozené¢ do 2x SDS lyza¢ného pufru s merkaptoetanolom
(ICN Biomedicals Inc., Ohio, USA) a lyzované¢ opakovanym pipetovanim a 3-nasobnym
zmrazenim a rozmrazenim. Pred elektroforézou boli embryonalne lyzaty zahriate na 95 °C za
stdleho miesania poc€as 5 min. a potom ochladené na izbovu teplotu.

Proteiny boli rozdelené pomocou gélovej elektroforézy (SDS-PAGE) v
polyakrylamidovom géli (4% vyrovnavaci gél a 10% rezolucny gél) pri konStantnom napéti 200
V metddou podla Laemmli (1970). Z gélu boli prenesené na nitrocelul6zovii membranu porablot
NCP (Macherey-Nagel, Duren, Nemecko) na aparatire MiniTrans—Blot (Bio- rad Labs, USA).
Blokovanie ne$pecifickych vézieb antigénov bolo uskutocnené inkubaciou membrany v 5 %
roztoku BSA (Santa Cruz Biotechnology, Santa Cruz, CA, USA) v TrisTBS (20 nM Tris-base,
137 nM NacCl, 0.1% Tween-20, pH 7.5). Endogénnu peroxiddzu sme blokovali inkubaciou v 3%
roztoku peroxidu vodika. Ako priméarnu protilatku pre detekciu Hsp 70 (konsStitutivnej aj
indukovatel'nej forme) sme pouzili monoklonalnu protilatku anti-Hsp 70 (MAB 3516, Chemicon)
vriedeni 1 : 250. Po hodinovej inkubécii s protilditkou bola membrana dokladne premyta v
roztoku Tris-TBS.  Nasledovala inkubacia so sekundarnou protilatkou anti-mouse IgG

konjugovanou s peroxiddzou (Upstate Biotechnology, Temecula, CA, USA) v riedeni 1:1000.
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Vizualizacia signalu bola uskutocnena pouzitim detekénych reagentov Roti-Lumin (Carl Roth,
Karlsruhe, Nemecko), ktoré reakciou s peroxiddzou vyzarovali luminiscenény signal.
Vizualizdcia tohto svetelného signalu sa uskutocnila expoziciou RTG — filmu (Hyperfilm,

Amersham Life Science, Little Chalfont, UK).
3.8 Spracovanie embryi pre transmisnu elektronovi mikroskopiu (TEM)

Embrya selektované pre TEM, vybraté z kultivaéného média, boli (3 x 5 min.) premyté v
roztoku PBS-PVP (4 mgml') a fixované 1 hod. v Karnovskeho fixaénom roztoku (2 %
paraformaldehyd a 2,5 % glutaraldehyd v 0,15 mol.I" kakodylanovom pufri, pH 7,1 — 7,3) pri
teplote 4 °C a premyté v kakodylanovom pufri metdédou podla Karnovsky (1965). Nasledne boli
zaliate do blockov 4 % agaru a postfixované¢ 1%-nym roztokom osmium tetraoxidu v
kakodylanovom puftri 1 hod. Embrya boli dehydrované postupnou inkubaciou v rade etanolov so
stupajucou koncentraciou az po absolutny etanol. Takto dehydrované embryé boli presytené a
zaliate do zalievacej hmoty Durcupan ACM (Fluka, Buchs, Svajéiarsko) v Zelatinovych kapsliach
a vytvrdené pocas 48 hod. pri 60 °C. Pomocou LKB-Nova ultramikrotomu zhotovené ultratenké
sériové rezy boli nanesené na niklové 150 mesh sietky. Rezy boli kontrastované 10 % roztokom
uranyl acetatu v absolutnom metanole a citritom olova podla Reynoldsa (1963). Sietky boli
prezerané na transmisnom elektronovom mikroskope JEM 100 CX II, (Jeol, Japonsko) pri
urychlovacom napdti 80 kV a boli zhotovené negetivy s pouzitim filmov Kodak elektron
microscope film (Eastman Kodak Company, Rochester, NY, USA), ktoré boli vyvolané 4 min. vo
vyvojke Kodak D-19. Po doékladnom usuSeni boli vyvolané filmy skenované skenerom
EpsonScan 490 Perfection.

Ziskané¢ elektronogramy boli vyhodnotené metddou stereologickej analyzy metodou podla
Weibela (1963). Pomocou tejto metdody sme na snimkach charakterizovali zmeny v morfologii
organel v blastomérach embryi kralika vystavenych hypertermickému prostrediu a protilatke anti-
Hsp 70. Velkost jadierka sme merali a vyhodnocovali pomocou programu mesurelT (Free

measurment software, Soft Imaging System).
3.9 Statisticka analyza

Udaje z pokusov boli §tatisticky spracované nasledne. Distribucia embryi v skupinach
v stlade vyvojovymi S$tadiami a kvalitativnou triedou aktinu bola vyjadrena ako absolutna

pocetnost’ v skupine (n) a relativna pocetnost’ (v %) a rozdiely medzi skupinami boli ohodnotené
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pomocou y*-testu. Zakladné variatné Statistické charakteristiky parametrov embryi (pocet
TUNEL- pozitivnych buniek na embryo, celkovy pocet buniek a relativne objemy jednotlivych
organel) boli spocitané zvlast pre kazdu skupinu a vyjadrené ako priemer (x) * Standardna chyba
strednej hodnoty (m). Rozdiely medzi skupinami boli ohodnotené t-testom (po predchadzajicom

overeni zhody rozptylov F-testom). Pri Statistickej analyze bol pouzity program Microsoft Excel.
4 VYSLEDKY

4.1 Experiment I —Vplyv hypertermie na vyvojovu kapacitu preimplantac¢nych

embryi kralika

V prvej sérii pokusov sme sledovali vplyv hypertermie, (41,5 °C a 42,5 °C) pocas 6 hod na
vyvoj, vyskyt bunkovej smrti, stav aktinového cytoskeletu a indukciu proteinu Hsp 70 u
preimplanta¢nych embryi kralika. Bolo uskuto¢nenych 5 samostatnych pokusov kde celkovo bolo
pouzitych 469 krali¢ich embryi.

Western-blotting embryonalnych lyzatov, ukdzal vyraznejSiu proteinova frakciu
zodpovedajucu Hsp 70 v skupine HT 41,5 °C oproti embryam v kontrolnych podmienkach. V
skupine HT pri 42,5 °C Western-blotting nepotvrdil pritomnost’ teplom- indukovanej frakcie Hsp
70.

Hypertermické podmienky pri teplote 41,5 °C (6 h) neovplyviiovali vyznamne vyvoj
embryi do najvysSich preimplanta¢nych $tadii. Dramatické zmeny vo vyvoji embryi nastali pri
zvyseni teploty na 42,5 °C. V tejto skupine sa embrya nevyvijali do stadii XBl a HBI.

Teplota 41,5 °C nemala vplyv na vyskyt TUNEL- pozitivnych buniek ani na TUNEL-
index. V obidvoch skupinach mali vSetky embryd aspon jednu TUNEL (T)-pozitivau bunku.
Takisto hypertermia pri 41,5 °C neovplyviiovala bunkova proliferdciu stanoveni na zéklade
celkového poctu buniek. Pri zvysSeni teploty na 42,5 °C sa embrya nevyvijali do vysSich
vyvojovych §tadii a T- index aj pocet T-pozitivnych buniek na embryo bol zvyseny, zatial' ¢o
celkovy pocet buniek bol preukazne nizsi v porovnani s kontrolnou skupinou.

Hypertermia 41,5 °C nesposobila zmeny kvality aktinu (hodnotené subjektivne) u embryi,
zatial’ ¢o uz spominané zmeny vo vyvoji a pritomnosti T- pozitivnych buniek v skupine HT 42,5

°C boli sprevadzané poruchami aktinového cytoskeletu (vytvaranie zhlukov, neostré ohranicenie).

4.2 Experiment IT A —Uloha Hsp70 v reakcii preimplanta¢énych embryi kralika

na hypertermiu
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V druhej sérii pokusov sme sktimali tlohu bielkoviny Hsp 70 v odpovedi embryi krélika
na hypertermické podmienky in vitro. Sledovali sme vplyv protilatky anti-Hsp 70 pridanej do
kultivacného média na vyvoj, vyskyt bunkovej smrti a stav aktinového cytoskeletu u
preimplantaénych embryi kralika. Protilatku sme pridévali do kultivacného média v odliSnych
vyvojovych S§tadiach, a to bud’ pred, alebo po vyvojovom bloku. Bolo uskutocnenych 7
samostatnych pokusov, kde bolo pouzitych celkovo 257 preimplantacnych krali¢ich embryi.

Pridavok protilatky anti-Hsp 70 do kultivacného média za Gcelom blokovania proteinu
Hsp 70 vyrazne zhorsil vyvoj preimplantacnych embryi kralika, v zavislosti od Stadia v ktorom
bola protilatka pridana. Ak bola protilatka pridana v Stadiu 4- az 8-bunkovom, teda pred
aktivaciou embryondlneho gendému (vyvojovy blok, VB) bol vyvoj do vysSich stadii aplne
zastaveny. Vystavenie tychto embryi hypertermickému prostrediu dodatocne zhorsilo vyvoj, ked’
véacsina embryi nedosiahla ani §tadium kompaktnej moruly.

Pridavok protilatky po prekonani vyvojového bloku, v §tadiu v€asnej moruly, ovplyvnil
vyvoj v mensej miere. VicSina embryi sa vyvijala do Stddia kompaktnej moruly, az blastocysty.
Cast’ z nich sa vyvijala do vyssich vyvojovych §tadii (skupiny po- VB 37,5 °C a po- VB 41,5 °C
20,0 % a 16,7 %).

Samotnd hypertermia nevplyvala na proliferaciu, stanovenu ako celkovy pocet buniek
blastocyst, rovnako neovplyvnila pocet T- pozitivnych buniek ani T- index. V¢asné a pokrocilé
blastocysty (Bl + ExBl + HBI), ktoré sa vyvinuli v skupinach anti-Hsp 70 po- VB mali niZzsi
celkovy pocet buniek a zarovein bol zvyseny T- index.

V druhej sérii pokusov sme stav aktinového cytoskeletu hodnotili podla systému
popisaného na embryach koni v praci Tharasanit a kol. (2005), upraveného pre pouzitie u embryi
kralika. Embrya boli na zaklade vzhl'adu aktinovych filamentov rozdelené do troch tried kvality.
Trieda 1 — vyrazny, ostro ohraniceny aktin, tvoriaci priestorova sietovitil Struktiru kopirujiicu
okraje blastomér. Trieda II — blastoméry s kondenzovanym aktinom, bez ostrého ohraniCenia v
okrajoch. Trieda III — velké plochy s chybajicim farbenim aktinu, pripadne viditeIny aktin
agregovany do intracytoplazmatickych zhlukov.

Pridanie protilatky anti-Hsp 70 v skorSich $tadiach pred VB, sposobilo zvdcSenie poctu
embryi triedy kvality II a III (42,1 % a 47,4 % resp.). Ak boli tieto embrya zaroven vystavené
hypertermii, vacSina z nich (64,7 % ) bola zaradena do triedy IIl. Zmeny, vyvolané pridanim
protilatky po vyvojovom bloku, boli menej vyrazné. Pri normalnej teplote prevladali embrya v
triede kvality I (55,6 %) a za hypertermickych podmienok sa rozsirila predovSetkym trieda
kvality II (44,4 %).
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4.3 Experiment II B — Vplyv hypertermie a blokovania Hsp70 na

ultrastrukturalnu morfologiu preimplantaénych embryi kralika

Sledovali sme zmeny ultrastruktiry vyznamnych bunkovych organel (mitochondrii, Golgi
komplexu, tukovych vezikul, jadierka a.i.) u embryi kralika vystavenych hypertermii 41,5 °C
pocas 6 hod. a blokovaniu Hsp 70. Z kazdej skupiny boli pripravené ultratenké rezy z troch
embryi a zhotovenych 50 -elektronogramov pre hodnotenie ultraStrukturdlnej morfologie
cytoplazmatickych organel pri primarnom zvacseni 7200- krat a 50 elektronogramov pre
hodnotenie plochy prierezu jadierka pri primarnom zvacseni 10 000- krat .

Hypertermia ani anti-Hsp 70 nemali preukazny vplyv na vyskyt poSkodeni Golgi
komplexu. U embryi vystavenych hypertermii sme v cytoplazme pozorovali zvySeny objem
tukovych kvapiek a mitochondrii s prstencovymi Strukturami. U embryi vystavenych posobeniu
protilatky anti-Hsp 70 pri normalnej teplote v cytoplazme doslo k vyraznym zmenam v
morfoldgii mitochondrii, ktoré boli zvidc¢Sené, napucané, a ich celkovy objem bol preukazne
zvacSeny. V cytoplazme doSlo k zniZeniu obsahu denznych teliesok a zvySeniu objemu
mitochondrii s prstencovymi Struktirami. V skupine embryi vystavenych pdsobeniu protilatky
anti-Hsp 70 a hypertermii rovnako doslo k vyraznym zmenam v morfolégii. Mitochondrie boli
zvacsené a napucané. Preukazne sa zvysil objem vezikul s obsahom flokulentného materidlu a
tiez tukovych kvapiek a mitochondrii s prstencovymi Struktirami. V cytoplazme doslo k zniZzeniu
obsahu denznych teliesok a vakuol. Celkova organizacia cytoplazmy v skupindch s anti-Hsp 70
bola charakterizovana oddelenim casti  cytoplazmy bez pritomnosti organel a Ccasti s
nahromadenim bunkovych organel.

U embryi vystavenych hypertermii sme pozorovali vyrazné zvySenie pritomnosti
bunkovych tlomkov v perivitelinovom priestore a mierne zmeny v zastupeni mikroklkov na
povrchu trofoblastovych buniek. U embryi vystavenych pdsobeniu protilatky anti-Hsp 70 pri
normalnej teplote bolo zistené vyraznejSie chybanie mikroklkov na povrchu trofoblastovych
buniek. Takmer Gplne vymizli mikroklky na povrchu trofoblastovych buniek u embryi zo skupiny
anti-Hsp 70 + HT. V perivitelinovom priestore sme tu nepozorovali vyskyt bunkovych tlomkov,
¢o sa znacne liilo od pozorovani v HT skupine bez anti-Hsp 70.

U embryi vystavenych hypertermii sme pozorovali preukazné zvicSenie priemernej
plochy prierezu jadierka, zatial' Co v skupine vystavenej pdsobeniu protilatky anti-Hsp 70 bez
hypertermie bola priemernd plocha prierezu jadierka preukazne menSia. Rozdiel vo velkosti
priemernej plochy prierezu jadierka medzi kontrolnou skupinou a skupinou anti-Hsp 70 + HT

nebol preukazny.
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4.4 Experiment III —Vplyv hypertermie na vyvojovu kapacitu
preimplanta¢nych embryi oSipanej a iloha Hsp70 v reakcii embryi na

hypertermiu

Skumali sme ulohu Hsp 70 v reakcii preimplantacnych embryi oSipanej na hypertermiu.
Sledovali sme vyvoj, celkovy pocet buniek, vyskyt bunkovej smrti a stav aktinového cytoskeletu
u preimplantacnych embryi oSipanej kultivovanych pri teplote 41,5°C v pritomnosti, alebo bez
anti-Hsp 70. Bolo uskuto¢nenych 7 samostatnych pokusov, kde sme pouzili celkovo 155 embryi
oSipanych.

Metodou Western-blottingu embryonalnych lyzatov, sa nam nepodarilo dokazat’ indukciu
proteinov Hsp 70 v skupine embryi kultivovanych pri 41,5°C ani pritomnost’ Hsp 70 v embryach
kultivovanych v kontrolnych podmienkach pri 37,5°C.

Vyvoj embryi do vysSich preimplantacnych Stadii (expandovana blastocysta — ExBI a
blastocysta uvolnujuca sa zo zdény, hatching — HBI) pod vplyvom zvySenej teploty nebol
Statisticky preukazne odlisny od kontroly. Vyrazné zmeny vo vyvoji nastali pri oboch teplotach,
ked’ bola do kultivaéného média pridana protilatka anti-Hsp70. V tychto skupinach takmer
polovica alebo vicSina embryi bola pozastavena vo vyvoji v §tddiu moruly. Do Stadia ExBI sa
vyvijalo len malé mnozstvo embryi a ziadne embryo nedosiahlo najvyssieho stadia HBI.

Pomer embryi ktoré obsahovali asponn jednu T- pozitivhu blastoméru pohyboval
v rozmedzi od 82 do 96% z celkového poctu embryi pricom rozdiely medzi skupinami neboli
Statisticky preukazné. Hypertermia pri 41,5°C neovplyviiovala celkovy pocet blastomér, pocet T-
pozitivnych buniek na embryo ani T- index v porovnani so Standardnou teplotou. Pridanie anti-
Hsp 70 do kultivaéného média spdsobilo preukazné znizenie poctu buniek a taktiez zvySenie
poctu T-pozitivnych buniek a T- indexu v skupindch s obidvoma teplotami. T- index bol zvyseny
2- az 3-nasobne v porovnani so skupinami bez pridania anti-Hsp 70.

V organizécii aktinu pri 41,5°C  neboli pozorované vyrazné poruchy. U embryi
s blokovanim Hsp70, ¢i uz pri zvySenej alebo pri normalnej teplote, boli pozorované rovnakeé
poruchy Struktary aktinu, ¢o sa prejavilo vo forme intracytoplazmatickych zhlukov alebo
absencie farbenia aktinu. Dalii vyvoj u tychto embryi bol pozastaveny.

Aktinovy cytoskelet bol u embryi oSipanej hodnoteny rovnakym spdsobom ako u embryi
kralika. Najvacsi podiel embryi s aktinom triedy I a II bol zisteny v skupinach oboch testovanych
teplot bez pridania anti-Hsp 70, a embrya s III. triedou aktinu bud’ predstavovali minimum (1

embryo v skupine 37,5°C) alebo vobec nevyskytovali (41,5°C). V skupinach s protilatkou naopak
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prevladali embryd s aktinom triedy III, a I. trieda bola predstavend poctom embryi v rozmedzi 6,9

az 14,8 %.

4.5 Experiment IV —Vplyv hypertermie na vyvojovu kapacitu
preimplanta¢nych embryi hovidzieho dobytka

Skamali sme vplyv hypertermie, (41,5 °C a 42,5 °C) pocas 6 hod. na vyvoj, vyskyt
bunkovej smrti a celkovy pocet buniek u preimplantacnych embryi HD. Experiment prebehol v 4
samostatnych pokusoch, pri ktorych bolo pouzitych celkovo 86 embryi HD, z ¢oho 66 bolo
vyplavenych in vivo a 20 ziskanych po oplodneni in vitro.

Hypertermické podmienky pri teplote 41,5 °C po dobu 6 h preukazne neovplyviovali
vyvoj embryi do najvysSich preimplantacnych S$tadii. Naopak teplota 42,5 °C preukazne
ovplyviiovala vyvoj preimplantaénych embryi HD do vyssSich vyvojovych stadii

Teplota 41,5 °C nemala vplyv na vyskyt bunkovej smrti. V obidvoch skupinach mali
vSetky embrya aspon jednu T- pozitivhu bunku. PocCet T- pozitivnhych buniek na embryo, ani
pomer T-pozitivnych buniek k celkovému poctu buniek (TUNEL- index) sa neodliSovali medzi
kontrolou a skupinou HT. Takisto HT pri 41,5 °C neovplyviiovala bunkovi proliferaciu
stanovenu na zaklade celkového poctu buniek. Pri teplote 42,5 °C bol T- index aj pocet T-
pozitivnych buniek na embryo zvySeny, zatial' ¢o celkovy pocet buniek bol preukazne nizsi

v porovnani s kontrolnou skupinou.

5 NAVRH NA VYUZITIE POZNATKOV PRE DALSI ROZVOJ VEDY

Predkladana doktorandska dizertacnd praca prispieva k poznaniu mechanizmov vplyvu
environmentalnych faktorov na rast a vyvin preimplantacnych embryi niektorych druhov
hospodarskych zvierat in vitro. V naSich experimentoch sme potvrdili negativny vplyv
hypertermie (42,5 °C) na preimplantané embrya kralika a popisali termotoleranciu tychto
embryi pri 41,5 °C. Tym sme rozsirili poznatky tykajuce sa tohto fenoménu, ktorym sa v réznych
ohl'adoch, zaobera mnozstvo odbornikov na celom svete o d’alsi zivo¢isny druh, ked’Ze doterajSie
poznatky sa sustred’ovali predovSetkym na embrya hovédzieho dobytka, oSipanych, oviec a mysi.
Reakcie krali¢ich embryi pritom vykazuju niektoré podobné crty ako embryd hovidzieho
dobytka, ¢o navadza k preskimaniu moznosti ich pouzitia ako ur¢it¢tho modelu pre dalSie
vyskumy s ohl'adom na ich niz§iu ekonomickl naro¢nost’ a lepSiu schopnost’ znaSat’ in vitro

podmienky.
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Praca tiez prinaSa originalne vysledky o ultraStrukturdlnej morfoldgii preimplanta¢nych
embryi po hypertermii a zmendch ultrastruktiry spojenych so zablokovanim ochrannych
proteinov Hsp 70, ked’Ze tieto javy boli doteraz Studované na inych biologickych tkanivach.

Nami ziskané poznatky vytvaraji zéklad pre d’alsi vyskum, ktory by mal objasnit’:

- tlohu Hsp 70 v zmenach morfolégie v jadierku vznikajticich pocas hypertermie
- mechanizmy veduce v preimplantacnych embryach k vzniku termotolerancie aj pri blokovani
Hsp 70.

Tento vyskum v konecnom dosledku prinasa poznatky pre zlepSenie odolnosti a
prezivatelnosti embryi pocas kultivacie in vitro, ako sucasti réznych biotechnologickych
postupov asistovanej reprodukcie, vyuzivajucich preimplantacné embryda, ako je napriklad
embryotransfér, mikromanipulacie a dalSie, vratane postupov huméannej in vitro fertilizacie.
Uplatnenie ziskanych poznatkov v praxi podstatne zvySuje prezivatelnost a viabilitu ranych
embryi, o vyrazne zlepSi ekonomickll efektivnost’ produkcie embryi nielen in vitro, ale aj in

vivo.

6 ZAVER

Na zaklade dosiahnutych vysledkov experimentov mézeme usudzovat, zZe:

Expozicia embryi kralika, oSipanej a hoviddzieho dobytka (6h) pri teplote 41,5 °C
neovplyviiovala embryonalny vyvoj. U kralika bola spojena s tvorbou proteinov Hsp 70.

Expozicia pri teplote 42,5 °C embryi kralika a hovddzieho dobytka (6h) viedla k
poskodeniam embryi, ¢o malo za nésledok pozastavenie preimplantacného vyvoja embryi,
zvySenie vyskytu bunkovej smrti, zniZenie celkového poctu buniek a poruchy v Struktire
aktinového cytoskeletu.

Tieto vysledky demonstruju prah termotolerancie preimplantacnych embryi kralikov a HD
k hypertermickym podmienkam in vitro. Negativny efekt hypertermie pri 42,5 °C moze suvisiet
so zmenami v schopnosti embryi produkovat’ Hsp 70.

Embrya kralikov su pred aktivaciou embryonalneho gendmu citlivejSie na zvySené teploty,
blokovanie tvorby Hsp 70 vyvolava u nich poruchy vyvoja. Termorezistencia embryi u ktorych
doslo k aktivacii embryondlneho gendmu nebola Uplne naruSend blokovanim Hsp 70. Tieto
vysledky naznacuju, ze odolnost’ embryi voc¢i hypertermii pred aktivdciou gendmu je spojena s
proteinom Hsp 70, zatial ¢o po aktivacii gendmu tato bielkovina pravdepodobne uZ nie je
jedinym faktorom termotolerancie a predpoklada sa existencia in¢ho (alebo inych) protekénych

mechanizmov.
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Aktinovy cytoskelet preimplantaénych embryi krdlika a oSipanej je poSkodzovany
teplotnym stresom a blokovanim Hsp 70. Vysledky naznacuji mozna suvislost Hsp 70 s
ochranou aktinového cytoskeletu, a to hlavne pred vyvojovym blokom.

Na zéklade preukaznych zmien v ultraStruktre bunkovych organel u embryi pri
blokovani Hsp 70, mozno uvazovat' o urcitom brzdeni alebo pozastaveni procesov obnovy a
metabolickych drah prebiehajacich u preimplantacnych embryi.

Pri blokovani Hsp 70 nedochadza k reorganizacii Struktiry jadierka charakteristickej u
buniek vystavenych hypertermii. Hsp 70 sa teda zrejme zcastiiuji prave tychto reakcii v ramci

jadierka aj ked’ ich podstata nie je presne objasnena.

7 POUZITA LITERATURA

HANSEN, P.J. 2007. To be or not to be — Determinants of embryonic survival following heat
shock. In Theriogenology, vol. 68, 2007, suppl. 1, p. S 40-S 48.

LAEMMLI, U.K. 1970. Cleavage and structure of proteins during the assembly of the head of
bacteriophage T4. In Nature, vol. 227, 1970, no. 5259, p. 680—685.

LEVINSON, W. — OPPERMAN, H. — JACKSON, J. 1980. Transition series metals and
sulthydryl reagents induce the synthesis of four proteins in eakaryotic cells. In Biochimica et
biophysica acta, vol. 606, 1980, no. 1, p. 170-180.

PETTERS, R.M. — WELLS, K.D. 1993. Culture of pig embryos. In Journal of reproduction
and fertility. (Suppl), vol. 48, 1993, p. 61-73.

PIVKO, J. — GRAFENAU, P. — SOKOL, J. 2000. Prenos rannych embryi zvierat. Nitra :
VUZV, 2000. 212 s. ISBN 80-7148-038-X

REYNOLDS, E.S. 1963. The use of lead citrate at high pH as an electron-opaque stain in
electron microscopy. In The Journal of Cell Biology, vol. 17, 1963, p. 208-212.
THARASANIT, T. - COLENBRANDER, B. — STOUT, T.A. 2005. Effect of cryopreservation
on the cellular integrity of equine embryos. In Reproduction, vol. 129, 2005, no. 6, p. 789-798.
THOMAS, G.P. — WELCH, W.J. - MATTHEWS, M.B. — J. R. FERAMISCO, J.R. 1982.
Molecular and cellular effects of heat shock and related treatments of mammalian tissue culture
cells. In Cold Spring Harbor symposia on quantitative biology, vol. 46, Pt. 2, 1982, p. 985-996.
WEIBEL, E.R. 1963. Principles and methods for morphometric study of the lung and other
organs. In Laboratory investigation; a journal of technical methods and pathology, vol. 12,
1963, p. 131-155.

PUBLIKOVANE PRACE SUVISIACE S PROBLEMATIKOU

Vedecké prace v zahrani¢nych karentovanych ¢asopisoch:
1. Makarevich, A.V., Olexikova, L., Chrenek, P., Kubovicova, E., Freharova, K., Pivko, J.

The effect of hyperthermia in vitro on vitality of rabbit preimplantation embryos. In
Physiological Research, vol. 56,2007, no. 6, p. 789-796.

21



2. Makarevich, A.V., Chrenek, P., Olexikova, L., Popelkova, M., Turanova, Z., Ostro, A.,
Pivko, J. Post-thaw survival, cell death and actin cytoskeleton in gene-microinjected
rabbit embryos after vitrification. In Theriogenology, vol. 70, 2008, no. 4, p. 675 — 681.

Vedecké prace v domacich vedeckych ¢asopisoch:

3. Pivko, J., Makarevi¢, A. V., Kubovi¢ova, E., Chrenek, P., Olexikova, L., Slezdkova M.
Ultrastructural alterations in some organelles of bovine embryos exposed to bovine
herpesvirus-1 (BHV-1) in vitro. In Slovak journal of animal scienace, vol. 39, 2006, no. 4,
p. 175-179.

4. Olexikova L., Makarevi¢ A.V., Chrenek P., Kubovicova E., Pivko J. Development of
rabbit preimplantation embryos under thermal stress in vitro. In Slovak journal of animal
scienace, vol. 40, 2007, no. 2, p. 63 — 65.

5. Olexikova L., Makarevi¢ A.V., Kubovi¢ova E., Pivko J. The effect of antiserum to heat-
shock proteins 70 (HSP 70) on the in vitro development of porcine embryos exposed to
hyperthermia In Slovak journal of animal scienace, vol. 41, 2008, no. 3, p. 105 — 108.

6. Turanova, Z., Koprdova, L., Bauer, M., Olexikova, L., Makarevich, A.V., Ostrd, A.,
Zivcak, J., Chrenek, P. Quality of rabbit transgenic embryos. In Slovak journal of animal
science, vol. 41, 2008, no. 3, p. 109 -112.

Publikované prispevky na zahrani¢nych vedeckych konferenciach:

7. Olexikova, L., Makarevi¢, A.V., Chrenek, P., Kubovi¢ova, E., Pivko, J. Uloha proteinov
Hsp 70 vadaptacnej reakcii embryi kralika na hypertermické prostredie. In
Biotechnology 2008 (zbornik z medzinarodnej konferencie). Ceské Bud&jovice, Jihodeska
univerzita, 2008, p. 279 — 281, ISBN 80-85645-58-0

8. Turanova, Z., Olexikova, L., Makarevi¢, A.V., Chrenek, P. Quality of rabbit transgenic
embryos after vitrification. In : Biotechnology 2008. Ceské Bud&jovice, Jihodeska
univerzita, 2008, p. 405 — 407, ISBN 80-85645-58-0

Publikované prispevky na domacich vedeckych konferenciach:

9. Olexikova L., Makarevi¢ A.V., Chrenek P., Kubovi¢ova E., Pivko J. Vplyv hypertermie
v podmienkach in vitro na vitalitu preimplantacnych embryi kralikov. In Acta fytotechnica
et zootechnica, 9, Nitra, SPU, 2006 (Special Iss.- XII. Dni genetiky), s. 195-197, ISSN
1335-258X.

10.0lexikova L., Makarevi¢ A.V., Chrenek P., Kubovitova E., Pivko J. Pdsobenie
hypertermie na preimplantacné embrya krélikov in vitro a loha proteinov HSP70. In :
Zbornik z vedeckého seminara s medzinarodnou ucastou VII. Celoslovensky seminar
z fyziologie zivocichov. Nitra : SPU, 2007, s. 236-242, ISBN 978-80-8069-886-7

11.Zdilova V., Turanova Z., Olexikova L., Koprdova L., Hredzak R., Makarevi¢ A.V.,
Chrenek P. Krali¢ie embryo ako model pre kryokonzervaciu embryi v huménnej
asistovanej reprodukcii. In Zbornik prac z vedeckej konferencie s medzinarodnou tcast'ou
16. Schwarzov defi na tému Nové trendy v asistovanej reprodukcii. Kogice : UPJS, 2007,
s. 21 -23, ISBN 978-80-232-0385-4

12.0lexikova, L., Makarevi¢, A.V., Chrenek, P., Kubovic¢ova, E., Pivko, J. 2008 Vyvojové
charakteristiky embryi kralika kultivovanych v hypertermickom prostredi: tloha Heat-
Shock Protenu 70 (HSP 70) In XXIII. Dni Zivocisnej fyziologie (Zbornik referatov z
XXIII. Dni zivo€isnej fyziologie, Smolenice). s. 62, ISBN 978-80-968618-3-5

22



Abstrakty prispevkov zo zahrani¢nych konferencii:

13.Makarevich, A.V., Olexikova, L., Chrenek, P., Kubovicova, E., Pivko, J. Response of
rabbit preimplantation embryos on hyperthermic conditions in vitro. In : Proceedings of
the 3rd international conference of the veterinary research division, NRC, Cairo, Egypt,
2006, p. 258-259.

14.Makarevich, A.V., Olexikova, L., Chrenek, P., Kubovicova, E., Pivko, J. A Role of
Hsp70 in response of rabbit pre-implantation embryos to hyperthermia. In Reproduction
in domestic animals (abstract, 11th Annual Conference of the European Society for
Domestic Animal Reproduction, Celle, Germany) vol. 42, 2007, Suppl. 2, abstr. P110, p.
107.

15.Makarevich, A.V., Chrenek, P., Olexikova, L., Slezdkova M. Viability of rabbit gene-
microinjected embryos cryopreserved using two vitrification schemes In 24th Annual
Meeting A.E.T.E., Pau, France, 12.-13. september 2008, p. 202.

16.Makarevich, A.V., Olexikova, L., Kubovi¢ova, E., Slezdkova, M., HegeduSova, Z., Pivko,
J. Blokage of Hsp 70 imairs porcine embryo development in vitro. In Reproduction in
domestic animals (abstract, 12th Annual Conference of the European Society for
Domestic Animal Reproduction) vol. 43, 2008, Suppl. 5, abstr. P96, p. 81.

Odborné prace publikované v odbornych ¢asopisoch:

17 .Makarevi¢ A.V., Pivko J., Kubovi¢ova E., Olexikova L., Louda F. Spdsoby hodnotenia
kvality a zivotaschopnosti embryi hospodarskych zvierat. In Agromagazin. vol. 7, 2006,
no. 6, p. 40-42.

18.Makarevi¢, A.V., Olexikova, L., Pivko, J., Kubovitova, E., Chrenek, P. Parametre
hodnotenia kvality embryi hospodarskych zvierat. In Slovensky veterinarsky casopis. vol.
33,2008, no. 2, p. 92 -93.

19.Makarevi¢ A. V., Olexikova, L., Pivko, J., Chrenek, P. Detekcia apoptozy ako nastroj pre
urcenie kvality embryi zvierat. In Infovet, vol. 15, 2008, no. 3, p. 126-129.

Ohlasy na vedecké prace v zahrani¢nych karentovanych ¢asopisoch:

Citacie Makarevich AV, Olexikova L, Chrenek P, Kubovicova E, Freharova K, Pivko J.
The effect of Hyperthermia in vitro on vitality of rabbit preimplantation embryos.
In Physiological Research. vol. 56, 2007, no. 6, p. 789-796.

1. DE CASTRO E PAULA, L.A. - HANSEN, P.J. Modification of actions of heat shock on
development and apoptosis of cultured preimplantation bovine embryos by oxygen
concentration and dithiothreitol. In Molecular Reproduction and Development. vol. 75,
2008, no. 8, p. 1338-1350.

2. MAMO, S. — GAL, A.B. — POLGAR, Z. — DINNYES, A. Expression profiles of the
pluripotency marker gene POUSFI and validation of reference genes in rabbit oocytes and
preimplantation stage embryos. In BMC Molecular Biology. vol. 9, 2008, p. 67.

23



