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Abstrakt

Intracytoplasmaticka injekce spermie, neboli ICSI, je metoda bézné¢ pouzivana
v centrech asistované reprodukce a zaroven je efektivnim nastrojem pro vyzkum oplozeni.
Metoda interspecifické ICSI je vhodna pro produkci zygot, které vznikaji spojenim gamet
odlisného, vzdalen¢ neptibuzného druhu. Dokaze obejit ptirozené mezidruhové bariéry a
vytvofit tzv. interspecifické zygoty. Toho se da vyuzit pfi hodnoceni vlastnosti gamet
ohrozenych druhii zivoCichl. V této praci byla metoda pouzita pro hodnoceni kvality

uchovavaného spermatu kozli z genetického zdroje kozy bilé kratkosrsté.

Cilem préace bylo vyhodnotit vliv kryoprezervace na kvalitu spermatu kozld, které bylo

mrazené tfemi rozdilnymi zptsoby na dvou riznych chovatelskych stanicich.

Jako kontrolni skupina slouzilo ¢erstvé odebrané sperma. Do maturovanych mysich oocyta
byly injikovany hlavi¢ky xenogennich kozlich spermii. Injikované oocyty se nechaly vyvijet
do stadia zygoty, ve kterych se vytvofilo jak samic¢i (mys$i), tak samci (kozli) prvojadro.
V sam¢im prvojadie se hodnotilo DNA poskozeni pomoci imunofluorescenéniho barveni

protilatkou proti YH2AX, coz je marker DNA zlomd.

Vysledky ziskané méfenim hladiny intenzity fluorescence YH2AX v paterndlnich
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spermatu (11,93 + 8,06). Rozdilnost byla prokdzana i mezi skupinami mrazené¢ho spermatu.
Byl potvrzen vliv riznych metod odbéru a zmrazovani spermatu a vliv sloZzeni zamrazovaciho
média. Nejvyssi hodnoty intenzity fluorescence byly zjiSt€ény u zamrazovaciho média

s ptfidavkem vajecného Zloutku (39,23 + 8,06).

Tato metoda hodnoceni kvality genetického materialu zvifat zafazenych do genetickych
zdroji a do budoucna i ohroZenych druhil zvifat je relativné jednoducha a levna metoda, ktera
muze nahradit pfedchozi techniky hodnoceni kvality spermii. Jeji vyhodou je moznost

nahrazeni t€zko dostupnych oocytii ohrozenych druhii snadno dostupnymi mySimi oocyty.
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Abstract

Intracytoplasmic sperm injection, or ICSI, is a commonly used method in assisted
reproduction centers and is also an effective tool for a fertilization research. The interspecific
ICSI is the suitable method for production of zygotes, which are formed by association of
gametes of different, distantly unrelated species. It can bypass natural interspecies barriers and
create so-called interspecific zygotes. This can be used to evaluation properties of genetic
material. In this work, this method was used for evaluation of the quality of stored sperm

originating from male goats of the white shorthair goat genetic resource.

The aim of this work was to evaluate the effect of cryopreservation on the quality of goat
sperm, which was frozen in three different ways at two different breeding stations. Freshly
collected semen served as a control group. The heads of xenogeneic goat sperm were injected
into mature mouse oocytes. The injected oocytes were allowed to develop to the zygote stage,
in which both female (mouse) and male (goat) pronuclei was formed. In male pronuclei, DNA
damage was assessed by immunofluorescence staining with anti-yH2AX antibody, a marker of

DNA breaks.

The results obtained by measuring the level of YH2AX fluorescence intensity in the
paternal pronuclei show that the values differ between the individual groups of semen. The
lowest values of fluorescence intensity, and thus the lowest DNA damage, were found in freshly
collected semen (11.93 £ 8.06). Variability was also demonstrated between the experimental
groups of frozen semen. The influence of different methods of semen collection and its freezing
and the influence of the composition of the freezing medium were confirmed. The highest
values of fluorescence intensity were found in the freezing medium with the additioned egg

yolk (39.23 + 8.06).

This method of assessing the quality of gamets of genetic resources animals and, in the
future, endangered animal species, is a relatively simple and inexpensive method that can
replace previous sperm quality assessment techniques with the advantage of replacing hard-to-

reach oocytes of endangered species with readily available mouse oocytes.
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Seznam pouzitych zkratek

ATP — adenosine triphosphate, adenosintrifosfat

BSA — bovine serum albumin, abumin z bovinniho séra

BUSgp60 — bulbourethral 60 kDa protein, bulbouretralni 60 kDa protein
Ca?' - calcium cation, vépenaty kationt

CMA3 — chromomycin A3

CO; — carbon dioxide, oxid uhli¢ity

CZU — Ceska zemé&dglska univerzita

DAPI — 4',6-diamidin-2-fenylindol, fluorescen¢ni barvivo

DMSO - dimethyl sulfoxide, dimethylsulfoxid

DNA — deoxyribonucleic acid, deoxyribonukleova kyselina

DNA pol I - DNA polymerase I, DNA polymeraza I

DTT — 1,4-dithiothreitol, dithiotreitol - nizkomolekularni redukéni ¢inidlo
dUTP — 2’-Deoxyuridine, 5" -Triphosphate, deoxyuridine trifosfat
EmbryoMax KSOM — mouse embryo medium, medium pro mysi embrya
EYCE — egg yolk coagulating enzyme, enzym koagulujici vajecny Zloutek
FSH — follicle-stimulating hormone, folikuly stimulujici hormon

H2A — histone H2A, histon H2A

H2A1, H2A2, H2AX, H2AZ — varianty histonu H2A

YH2AX — fosforylovana forma histonu H2AX, ktera se objevuje kratce po vzniku zlomu na

DNA
H>O> — hydrogen peroxide, peroxid vodiku
hCG — human chorionic gonadotropin, lidsky choriovy gonadotropin

ICSI — intracytoplasmic sperm injection, intracytoplazmatickd injekce spermie



iICSI — interspecificka ICSI, mezidruhova ICSI
pICSI — piezo ICSI
IP3 — inositol trisphosphate, inositoltrisfosfat

ISNT — In situ nick translation, in situ nick translace — detekce zlom v DNA fetézci

v tkanovych fezech na bunécné trovni

M2 — médium M2

mAb — monoclonal anatibody, monoklonalni protilatka

MAPK — mitogen-activated protein kinase or MAP kinase, MAP kinaza

MPF — maturation-promoting factor, faktor podporujici zrani

PBS — phosphate buffered saline, fosfatovy pufr

pH — potential of hydrogen, vodikovy exponent

PLCC — phospholipase C, fosfolipaza C

PMSG — pregnant mare's serum gonadotropin, koiisky choriovy gonadotropin

PN 4, 5 — pronuclear stage 4, 5, pronuklearni stadium 4, 5

PVP — Polyvinylpyrrolidone, polyvinylpyrrolidon

PZD — partial zona dissection, parcidlni disekce zona pellucida

RNA — ribonucleic acid, ribonukleova kyselina

ROS — reactive oxygen species, reaktivni formy kysliku

SCD test — sperm chromatin dispersion test, test disperze chromatinu ve spermatu
SCGE - single cell gel electrophoresis, jednobunécnd gelova elektroforéza

SCSA — sperm chromatin structure assay, stanoveni chromatinové struktury spermii
SUZI — subzonal insemination, subzonalni inseminace

TdT — terminal deoxynucle otidyl transferase, terminalni deoxynukleotidyltransferdza

TUNEL — Terminal deoxynucleotidyl transferase dUTP nick end labeling, oznacovani

koncovych deoxynukleotidyltransferaz dUTP
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1 Uvod

V poslednich letech rapidné ubyvaji nejen ohrozené druhy zvifat, ale 1 plemena
hospodaiskych zvirat, ktera patii do kategorie genetickych zdrojti. Z divodu jejich omezeného
poctu by v budoucnu mohl nastat problém s jejich ptirozenou reprodukci. Proto je potieba
zdokonalit techniky uchovéavani genetického materialu a vyvinout co nejlepsi metody, kterymi
provadét ptipadnou artificidlni inseminaci a hodnoceni kvality genetického materidlu.
Z diivodu malého mnozstvi genetického materidlu ohrozenych zvifat je potieba vyvinout
metody, a to hlavné metody na hodnoceni kvality, které zamezi plytvani cenného genetického
materidlu. Vyuziti metody interspecifické intracytoplazmatické injekce spermie (iICSI) se zda
byt vhodnym nastrojem na hodnoceni kvality uchovavanych spermii. Tim, Ze se injikuje
spermie piimo do cytoplazmy oocytu se daji obejit mezidruhové bariéry a pouzit gamety
z odliSnych druhii. Metoda ICSI se béZzné pouziva v centrech asistované reprodukce, zejména
v piipadech, kdy spermie nejsou plné¢ funkéni. Tedy pokud jsou spermie nepohyblivé,
neschopné projit obaly oocytu, zahdjit akrozomalni reakci ¢i z jinych divoda neschopnosti
oplozeni oocytu. ICSI se muze pouzit také v pripade, kdy se v ejakulatu nenachazeji
maturované spermie a je nutné chirurgicky odebrat nezralé spermie, které ale nejsou schopné
oplodnit oocyt pfirozenou cestou. ICSI totiz umoznuje piekroceni krokd, ke kterym dochézi
béhem ptirozeného oplozeni v reprodukénim traktu samice, jako je kapacitace, akrozomalni
reakce, rozpoznani a fuze gamet. Prvni ispéSna metoda ICSI, kdy se narodilo dité, byla popsana
ve studii Gianpiera Palerma v roce 1992 (Palermo et al., 1992). Metoda injekce spermie do
oocytu se ale vyvijela uz dlouhou dobu pted tim. Prvni uspéSna injekce spermie s vysledkem
oplozené¢ho oocytu byla byla provedena na kiecCich gametach uz v roce 1976 (Uehara a

Yanagimachi, 1976).

V piedkladané praci je metoda iICSI pouzita na hodnoceni poskozeni DNA spermii po
kryoprezervaci. Pti kryoprezervaci dochézi k velkym teplotnim zmé&nam, které mohou spermie
poskodit. V této praci byla hodnocena kvalita spermii plemene koza bila kratkosrsta, které je
zatazeného do genetickych zdroji.. Do genetickych zdrojii je v Ceské republice zatazeno 35
plemen hospodarskych zvitat. Jedna se o riznd plemena skotu, prasat, koz, ovci, koni, ovci,
kralikd, ryb, dribeZe, nutrii a dalSich. Do genetickych zdrojl koz se fadi koza hnéda kratkosrsta
a koza bilad kratkosrstd (Sztankoova et al., 2009). V diplomové praci jsou porovnavany 4

skupiny spermatu. Prvni je kontrolni skupina ¢erstvého spermatu. Dalsi 3 skupiny spermatu



jsou kryoprezervované. K hodnoceni kozliho spermatu pomoci iICSI byly pouzity snadno

dostupné mysi oocyty.

Fragmentace DNA se bézn¢ hodnoti na maturovanych spermiich pomoci metod, jako je
TUNEL, kometovy test, SCD, nabarveni akridinovou oranzi a podobné¢. Interspecificka ICSI je
nastroj, pomoci kterého se dd méfit poskozeni DNA v paternalnim prvojadie, kde je DNA
dekondenzovana a metoda 1épe zndzoriiuje mista a Cetnost zlomi. Samci prvojadro je v mysich
zygotach vzdy vetsi nez samici. Tato vlastnost je zachovana, az na vyjimky, i1 v piipadé pouZziti
spermii z jiného druhu. Navic jsou viditelné zlomy, které spermie ptindsi do oocytu a které jsou
diilezité pro nasledny embryondlni vyvoj. DNA zlomy v prvojadie jsou zviditelnény pomoci
protilatky proti YH2AX, ktera se bézn¢ pouziva jako marker zlomi DNA v somatickych
buiitkach. K vyhodnoceni vysledki je pak potfeba pouze fluorescenéni mikroskop a program na

méteni intenzity fluorescence (Imagel).

Tato metoda by v budoucnu mohla byt pouZzita i pro hodnoceni kvality spermatu a
naslednému vybéru optimdlniho zpisobu uchovévani. Navic moZnost pouziti snadno
dostupnych mysich oocytli vyrazné Setfi vzacny geneticky materidl a pro hodnoceni DNA

poskozeni spermie po oplozeni neni nutné obtizné ziskavat samici gamety stejného druhu.



2 Piehled literatury

2.1 ICSI

Metoda ICSI, tedy intracytoplasmaticka injekce spermie se dnes bézné pouziva
v centrech asistované reprodukce primarné pro piipady, kdy spermie nejsou schopné samy
projit pies obaly oocytu a oplodnit ho z diivodu jejich velmi nizké ¢i nulové motility. Jedna se
pfedev§im o poruchu zvanou astenospermie. Jednd se o stav, kdy je v ejakuldtu malo
pohyblivych spermii. Diky ICSI je mozné pouZit i nezralé spermatidy, pokud se v ejakulatu
7adné maturované spermie nenachazi (Schlegel a Girardi, 1997). ICSI v humédnni medicing
m¢éla uspéch poprvé vroce 1991, kdy doslo k uspéSnému oplozeni lidského oocytu. Tato
prilomova metoda, kterd se s mirnymi modifikacemi pouziva dodnes se povedla omylem pfi
metod¢ subzonalni inseminace (SUZI), kdy dochézi k injekci spermie pouze pod zona pellucida
oocytu. Spermie pronikla aZz do cytoplazmy oocytu a doslo k jeho oplozeni (Palermo et al.,
1992). Prvni zminka o vytvoteni prvojader po ICSI byla ale publikovana uz davno ptedtim na
modelu ktecCich gamet (Uehara a Yanagimachi, 1976). ICSI lze pouzit i na pfipravu
transgennich zivocichll. Prvnim transgennim Zivo¢ichem vytvofenym metodou ICSI bylo prase

(Kurome et al., 2006, Garcia-Vazquez et al., 2010).

Mechanické poskozeni membrany spermie tésné pied injekci spousti aktivaci oocytu,
stejné jako k tomu dochdazi fyziologicky pfi normélnim oplozeni. Fosfolipaza C¢ se rozprostie
do oocytu a spousti fosfoinositidovou drdhu, kterd konéi Unikem vépenatych iontd
z endoplazmatického retikula (Albertini, 2015, Anifandis et al., 2016, Sanusi et al., 2015,
Meerschaut et al., 2014). Po splynuti spermie a oocytu u normalniho, fyziologického oplozeni,
spermie spusti aktivaci oocytu, kterd umoZiluje nastartovani raného embryonalniho vyvoje.
Prvnimi kroky po aktivaci jsou znovuzahajeni meiozy, vylouc¢eni druhého pélového téliska,
vylouceni obsahu kortikalnich granul a formovani sam¢iho a samiciho prvojadra (Alberio et
al., 2001, Swann and Lai, 2016). Aktivace oocytu je spusténd oscilaci vapniku v ooplazmé
(Stricker, 1999). Faktor zodpové&dny za oscilace u savcil je izoforma fosfolipazy C, kterd je
specificka pro spermie, konkrétné¢ PLC¢ (Saunders et al., 2002, Yoon a Fissore, 2007). PLC¢
vstoupi do ooplasmy po fizi gamet a katalyzuje hydrolyzu fosfatidylinositolu 4,5- bisfosfatu za
vzniku inositol trifosfat a diacylglycerolu. IP3 se navdze na svilij receptor na membrané
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endoplazmatického retikula a indukuje uvolnéni vapenatych iontd do cytosolu. Ca®* vrcholy
zpusobuji snizeni mnozstvi MPF a MAPK, jejichz mnozstvi je nejvyssi pted oplozenim (Jones,

2005).

Po ICSI u nékterych druhti nedochézi k aktivaci oocytu samotnou spermii, a to naptiklad
u skotu. Aktivace se v tomto ptipad€ provadi uméle (Malcuit et al. 2006a). Bez aktivace nejsou
spermie v zygoté¢ schopné dekondenzovat a vytvofit prvojadro (Malcuit et al. 2006b, Arias et

al., 2015).

U malych populaci ohrozenych druht zvitat ubyva geneticka diverzita kvali vyssi Sanci
inbreedingu, a tim padem dochazi k vyssi produkci homozygotii (Roldan et al., 2006). Tim se
snizuje schopnost adaptace a zvySuje risk dédi¢nych chorob, kongenitalnich poruch a snizuje
se plodnost (Andrabi a Maxwell, 2007). V mnoha ptipadech maji tyto druhy omezenou kvalitu
spermatu, coz znesnadnuje prirozenou fertilizaci nebo asistovanou reprodukci (Koester et al.,
2015). ICSI mize tyto problémy vyfeSit diky moZnosti pouzit i nekvalitni, nepohyblivé ¢i
dokonce mrtvé spermie, pokud je zachovéna jejich genetickd informace. Navic je mozné
produkovat potomky z gamet uhynulych zvitat (Fernandez-Gonzalez et al., 2015), zvysit Sanci
na oplozeni nekvalitnim spermatem (Choi et al., 2016) nebo nekvalitnim oocytem (Catala et
al., 2012, Ohlweiler et al., 2013). Tato metoda navic umoZiiuje vybér morfologicky normélnich
spermii (Penfold et al., 2003). ICSI umoznuje reprodukci divokych zvifat, které se nenachazi
na stejném misté. (jsou v jiné zoologické zahradé nebo na jiném misté jejich ptirozeného
habitatu), nezalezi na Case, daji se pouzit kryoprezervované nebo jinak uchovéavané spermie a
mohou byt pouzit¢ dokonce i spermie, které nejsou optimalné¢ zamrazené nebo zmrazené
v malém mnoZstvi. V budoucnu by mohla ICSI pomoci pii zachovani genetické diverzity
ohroZenych druhti savct, a to hlavné téch, které jsou blizce pfibuzné s domestikovanymi druhy,

pro kter¢ je pouziti ICSI jiz uspé$né (Salamone et al., 2017).

2.1.1 Piezo ICSI

Oocyty nékterych druhti zvitat maji pti konvencni ICSI velmi malou speSnost pieziti
a fertilizace kvtli citlivé plazmatické membran€. Tento jev je pozorovan zejména u mysi. Byla
proto vyvinuta modifikace, kdy jsou pomoci pieza generovany slabé elektrické pulzy, které
velmi jemné& rozechvéji injekeni pipetu. Pipeta se diky tomu jednoduse a citlivé dostane pres

bunécné obaly oocytu. UmoZziuje proniknuti membranou s minimdlnim naruSenim oocytu.
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Ptitomnost kapky rtuti v blizkosti Spi¢ky kapilary zvySuje schopnost proniknuti skrze zona
pellucida a cytoplazmatickou membranu. Zajisti, aby byl elektricky pulz dobie veden a zaroven
stabilizuje pipetu a zptesni tak prinik pies obaly. Tato metoda byla poprvé pouzita na mysSim
modelu. Pii piezo ICSI je mikromanipulacni pipeta rovné odlomena, na rozdil od konvencni
ICSI, kdy je mikromanipula¢ni pipeta zkosena, aby méla hrot, pomoci kterého protne obaly

oocytu (Kimura a Yanagimachi, 1995).

V posledni dobé¢ se vyvijeji dalsi latky, které nejsou toxické jako rtut, aby bylo mozné
je pouzit v humanni medicing. Jedné se o netoxické latky na bazi fluorouhlikovych slouc¢enin
(Salgado et al., 2018, Hiraoka and Kitamura, 2015, Morita et al., 2012). U lidi mize byt piezo
ICSI pro uspésnou fertilizaci a nasledny vyvoj do blastocysty u¢innéjsi, a to hlavné pro
pacientky ve véku nad 35 let. S v€kem se sniZuje viskozita cytoplazmy a stava se citliv§jsi na
mikromanipulaci (Furuhashi ez al., 2019). Piezo ICSI zlepSuje podil oplozenych oocytt, ale
podle studie Fujiiho a kol. nebyly zjistény rozdily ve vyvoji do blastocysty, uspésné implantaci
embrya, podilu potratil, podilu narozenych déti, gestaénim veéku, porodni vaze, podilu chlapci,
podilu porodu cisafskym fezem a mnozstvim vrozenych vad mezi skupinami po piezo ICSI a

konvenc¢ni ICSI (Fujii et al., 2020).

Na koniském modelu bylo dokdzano, Ze po piezo ICSI dochazi k rychlejSimu néstupu
dekondenzace chromatinu ve spermii a znovuzahajeni meidzy nez po konvencni ICSI. Kvalita

blastocyst byla také lepsi nez po konvenéni ICSI (Salgado et al., 2018).

Pii piezo ICSI se spermie imobilizuji piezem. U takovych spermii dochdzi k rychlejsimu
naruseni plazmatické membrany (Yanagida et al., 2001), coz je dulezité pro efflux a aktivaci
oocytu spermii, neZ u spermii imobilizovanych normalni konvenc¢ni technikou, tj zlomenim

bic¢iku ptiloZenim pipety.

Pomoci piezo-elektrickych impulsii je moZné provést naruseni akrozomové membrany a
nasledného vyliti akrozomu jest¢ pfed samotnou injekci spermie do oocytu. Porusenim
plazmatické membrany Ize také aktivovat spermii. Toto mechanické poruseni plazmatické a
akrozomalni membrany spermie se zd4 byt u¢innéjsi nez chemické aktivace spermie (naptiklad
ionomycinem, tritonem) a zlepSuje se tak vyvoj embrya az do faze blastocysty. Velka cast

spermii (46 %) prochéazi akrozomalni rekaci pfi manipulaci s piezem (Anzalone et al., 2016).



2.1.2 Interspecifickd ICSI

Interspecifickd ICSI probihd za pouziti gamet odliSnych druhti zvirat. Oproti tomu
intraspecifickd ICSI pouziva gamety ze stejného zivocisného druhu. ilCSI je mozné pouzit
k hodnoceni spermatu z pohledu schopnosti oplozeni, kdy vytvoteni dvou odlisnych prvojader
je prokazatelnou znamkou Uspésného oplozeni. U pouziti gamet podobnych druhti se mohou
interspecifickd embrya vyvijet az do stadia blastocysty, konkrétné v ptipad¢€ pouziti oocytl
kocky domaci a spermii divokych kockovitych Selem, geparda a leoparda. Tato moznost je
vyhodna hlavné v ptipadé, ze se jednd o divoké druhy ohrozenych zvirat, kdy je dostupnost
samiCiho genetického materidlu velmi omezend. Je tedy vhodné reprodukcni schopnosti
ohroZenych druhi zvifat zkoumat pomoci iICSI s vyuZitim dostupnéjsSich oocytl jiného druhu
zvitete. V piipadé€ pfibuznych druht je vyvoj do blastocyst Uispé€$ny i bez aktivace oocytu po
ICSI, znamena to tedy, Ze spermie podobného druhu jsou dokonce schopné aktivovat oocyt
(Moro et al., 2014). Ve studii Kaneka a kol. byla pouzita iICSI pro prokazani schopnosti
oplozeni (tedy vytvofeni maternalniho i paternalniho prvojadra) u druhi, které nejsou ptibuzné.
V tomto piipadé byly pouzity oocyty mysi a spermie Simpanze, zirafy, jagudra, lasicky a
potkana. V tomto piipad¢ byla testovana schopnost oplodnit oocyt lyofilizovanymi spermiemi
(Kaneko et al., 2014). Mysi oocyty jsou ¢asto pouzivanym modelem pro ilCSI pro prokazani

fertility spermii riznych savci (Lee et al., 1996, Watanabe et al., 2010).

2.2 Genetické zdroje

Podle Dohody o biologické rozmanitosti je geneticky zdroj definovan jako ,,Zivy material
obsahujici geny s bezprostfedni nebo potencidlni hodnotou pro lidstvo.“ (Convention on
Biodiversity, CBD, 1992). U mnoha zivocisSnych druhii dochézi ke ztraté¢ biodiverzity nebo
dokonce dochazi ke kritickému poklesu populace. A to jak u zvifat zijicich ve volné piirodg,
tak u spousty vyznamnych plemen hospodatskych zvifat. Lokéalni plemena, ktera jsou dobie
adaptovanad na specifické prostiedi, ubyvaji a jsou nahrazovdna plemeny, kterda jsou
z primyslového hlediska zajimavéjsi a produktivngsi (FAO, 2015). Pavodni plemena
hospodaftskych zvitat si zachovavaji mnoho prospéSnych vlastnosti, mezi které patii dobra

pfizplsobivost na prostiedi, odolnost vic¢i klimatickym stresim, odolnost proti lokalnim

patogentim a parazitim. Nékteré tyto vlastnosti chybi modernim plemenim hospodaiskych



zvitat, kterd jsou vyslechténad pro intenzivni primyslovou produkci zZivoc¢isnych produkti.
Vyraznym $lechténim téchto modernich plemen, jejichz chov je mimo jiné finanéné vyhodné;jsi,
klesa pocet ptivodnich plemen, ¢imz se z populace ztraceji vyznamné geny, které mohou
prispivat ke zlepSeni zdravi novych populaci. V budoucnu, kdy dojde k vycerpani proménlivosti
znaki a vlastnosti, bude nutnost vyuzit geneticky potencial téchto plemen. Diky intenzivnimu
Slechténi klesa geneticka proménlivost populaci hospodarskych zvitat. Genetické zdroje jsou
cennym zdrojem gent, které maji vysoky biologicky a hospodaisky potencial a patii do
kulturniho dédictvi. Existuje nékolik zpiisobti pro zachovani genovych rezerv. Prvnim
zpusobem je program in situ. Ten spoCiva v ochrané zvirat v jejich piirozeném prostiedi se
snahou o udrzeni dostate¢né velké populace a biodiverzity. Je tak zajiSténa vyssi Sance jejich
preziti. Program zachovani in situ podporuje genetickou rozmanitost. Tento zpisob je ale velice
nakladny, protoZe je potfeba mit k dispozici dostate¢ny pocet nepiibuznych samcich linii.
Metoda in situ umoziuje adaptaci na ménici se prostfedi. Druhou moZznosti je ochrana ex sifu.
Ta se dale d¢€li na in vivo a in vitro. Program in vivo ptedstavuje chov malé skupiny zvifat mimo
jejich prirozené prostiedi, naptiklad ve vyzkumnych nebo zachrannych stfediscich, v chovnych
stanicich, zoologickych zahradidch a ekologickych centrech. Program in vitro spociva v
uchovavani genetického materidlu pomoci kryoprezervace. Je tak mozné uchovavat sperma,
embrya, oocyty, kmenové buiiky nebo tkan¢ ohrozenych zvitat. Kryoprezervovany material je
uchovavan v genobankach. Genobanky musi spliiovat urcitd kritéria, aby v nich mohl byt
uchovavan geneticky material. Mezi tato kritéria patii napiiklad konstrukéni odolnost viici
vSem piirodnim vliviim, biologickd bezpe€nost, mozZnost pfipojeni k internetu a vedeni
evidence. Je nutné dodrzovat velice propracovany provozni fad a bezpe¢nostni opatieni nebo
zhotoveni duplikat dalezitych materidlu, které jsou ulozeny v jiné genobance (Martyniuk et

al., 2018, Weigel et al., 2001).

V Ceské republice se do kategorie genetickych zdrojt fadi plemena hospodaiskych zvifat:
ceska Cervinka, Cesky strakaty skot, koza bila kratkosrsta, koza hnéda kratkosrsta, Sumavska
ovce, valasska ovce, huculsky ki, starokladrubsky ki, slezsky noricky kan, ¢eskomoravsky
belgicky kiin, prestické cernostrakaté prase, dale zastupci plemen dribeze, kralikd, nutrii, ryb
a vcel. Ochrana téchto plemen je pod zastitou Narodniho Programu, tento program je

aktualizovany kazdych 5 let (Matlova, 2013).



2.3 Mozné metody uchovani biologického materidlu (spermii)

2.3.1 Kryoprezervace

Nacasovani odbéru oocytl je omezeno sezonné, u ohrozenych druht je t€¢zké odebrat ve
stejny Cas jak spermie, tak oocyty. Spermie, jejichz odbér a uchovani je jednodussi nez odbér a
uchovani oocytii, mohou byt kryoprezervovany a podle potieby vyuzity pro oplozeni. Jedna se
o metodu uchovani spermatu, kterd je v soucCasné dobé nejpouzivanéjsi pro dlouhodobé
uchovani materialu z geneticky kvalitnich samcii, vyznamnych transgennich linii a ohrozenych
druhii (Bailey et al., 2003, Bailey et al., 2000). Kryoprezervace je v reproduk¢ni biologi velmi
dilezita. Slouzi k uchovani gamet a embryi, umoznuje skladovani genovych rezerv a podporuje
Slechtitelsky program pro vzacné a ohrozené druhy, ale i ubyvajici druhy hospodarskych a

domacich zvitat (Sharma a Sood, 2020).

Bohuzel pfi tomto zpGsobu uchovavani dochdzi k drastickym zménam, které jsou
zapfi¢inéné zejména vyraznymi zménami teplot. B€hem tohoto procesu vznika biochemické i
funkéni poskozeni uchovévaného materidlu (Leboeuf et al., 2000). Mimo jiné dochézi k tvorbé
ledovych krystald, které mohou mechanicky poskodit buiiky. Navic jsou builky v pribéhu
kryokonzervace vystaveny fyzikalnimu, chemickému, osmotickému a oxidativnimu stresu,
ktery potlacuje kvalitu spermii a nasledné i jejich schopnost oplodnit oocyt (Ezzati et al., 2020,
Amidi et al., 2016, Watson, 1995). Spermie pochézejici z riznych zivoc¢isnych druhti jsou rizné
nachylné k poSkozeni béhem kryoprezervace. A to hlavné v zavislosti na velikosti, tvaru,
lipidovém a proteinovém slozeni spermie (Lv et al., 2019). Témto problémium lze ptedchazet
pfidanim kryoprotektiv a dalSich sloZzek mraziciho média, které tyto pfirozené déje Castecné
eliminuji. DalSi opatfeni pro Uspé&S$nou fertilizaci je zplisob, jak se pfi mraZeni méni teplota. U
nékterych druhii z&visi i na obdobi, v kterém se sperma odebiré (Yeste, 2016). To mize ovlivnit
odolnost vii¢i mraZzeni (takzvanou kryotoleranci). Teplejsi obdobi, hlavné v obdobi letnich
meésici, negativné ovliviiuje plodnost kvili teplotnimu stresu, ktery méa negativni vliv na sam¢i
1 samici reprodukc¢ni trakt (Perumal et al., 2017, De Rensis a Scaramuzzi, 2003). Kvalita
spermatu v nereprodukénim obdobi miize byt sniZzena zménami ve sloZzeni membrany spermie,
ke kterym dochazi béhem spermatogeneze. V priibéhu rocnich obdobi se méni proliferacni
aktivita zarode¢nych bun€k a Sertoliho bun¢k (Martinez-Fresneda et al., 2019). Méni se také

obsah fosfolipidi, cholesterolu a riznych proteint spermie. Jedna se zejména o proteiny, které



jsou slozkou semenné plazmy (Argov-Argaman et al., 2013, Westfalewicz et al., 2019). Jsou to
proteiny, které se po ejakulaci ptipojuji na plazmatickou membranu a chrani ji pted poskozenim
zptisobenym mrazem (Muifio-Blanco et al., 2008). Proteiny semenné plazmy, jejichz
koncentrace se zvysuje v reprodukénim obdobi, jsou spojeny hlavné s regulaci metabolismu
lipida, prevenci pfedcasné kapacitace a ochranou pied teplotnim Sokem (Dominguez et al.,
2008, Leahy et al., 2010). Slozky extendertd mraziciho media a zpisob mrazeni se vybiraji na
zaklad¢ zivocisného druhu vzhledem k rozdilnym potfebam. Rozdily v mrazitelnosti spermii
ale nejsou jen mezi druhy, ale i mezi jedinci. Existuji proteiny spermie, které se daji oznacit
jako biomarkery mrazitelnosti a jejichZ pomoci se da odhadnout, jaky samec bude 1épe snaset
kryoprezervaci a bude mit kvalitni spermie schopné uspésného oplozeni i po rozmrazeni
(Ricard et al., 2015). Odhalenim molekularnich mechanism probihajicich v pribéhu
kryoprezervace se miize nadale zlepSovat zplisob mrazeni a snizovat tak negativni vliv

vznikajiciho stresu na schopnost oplozeni. Proto je velmi dilezité se timto tématem zabyvat.

Spermie malych ptezvykavcet, tedy i kozll, jsou oproti ostatnim druhiim velmi citlivé
na vyrazné zmeény teplot. Semennd plazma kozlii obsahuje enzym, ktery je produkovan
bulbouretralnimi zldzami. Interaguje s vajecnym Zzloutkem a odstfedénym mlékem, které se
bézné pridavaji do extenderu. Jejich reakci vznikaji toxické latky, které posSkozuji spermie a
snizuji jejich odolnost vi¢i kryoprezervaci (Gangwar et al., 2016). Je to enzym EYCE (egg
yolk coagulating enzyme, fosfolipaza A2), ktery funguje jako katalyzator, ktery hydrolyzuje
lecitin obsaZeny ve vaje€ném Zloutku na mastné kyseliny a lysolecitin. Tato reakce zptlisobuje,
7e se membrana spermie stdva vice fizogenni a indukuje tak predcasné akrozomalni reakci
(Purdy, 2006) a dekondenzaci chromatinu (Sharma a Sood, 2020). Enzym, ktery reaguje
s odstfedénym mlékem, BUSgp60 je zodpovédny za hydrolyzu triglyceridi v plazmatické
membrang a v mléce, coz zapficinuje produkci mastnych kyselin, které jsou pro spermie toxické
(Pellicer-Rubio et al., 1997, Pellicer-Rubio a Combarnous, 1998). Moznym feSenim tohoto
problému je odstranéni semenné plazmy pied kryoprezervaci pomoci centrifugace. Ale jejim
odstranénim se miiZe snizit kvalita spermatu (Azerédo et al., 2001). Samotny proces odstranéni
plazmy muze poskodit spermie, pokud je provedeno nespravné. Je mozné ptidat do extenderu
latky, které minimalizuji interakce lipaz. Pfipadné pouZit extender bez vaje¢ného Zloutku nebo

mléka (Kundu et al., 2000).
Zmény v prubchu kryoprezervace:

Kryoprezervace indukuje zvySeni fluidity a permeability plazmatické membrany,
zvySenou produkci reaktivnich forem kysliku (ROS), poruSeni integrity akrozomu, naruSeni
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membranového potencidlu v mitochondriich a snizuje pohyblivost spermii. Spermie mohou byt
skladovany v tekutém dusiku pfi teploté - 196 °C neomezenou dobu. Co ale mize nepfiznive
ovlivnit jejich kvalitu je zamrazovani a rozmrazovani, Castecné rozmrazeni a opé&tovné
zamrazeni (Khalil et al., 2017, Giirler et al., 2016, Yoon et al., 2015, Prieto-Martinez et al.,
2017, Jobim et al., 2004, Ahmad et al., 2014, Dorado et al., 2009).

Zmény na plazmatické membrang:

Plazmatickda membréna patii mezi struktury, které jsou kryoprezervaci ovlivnény jako
jedny z prvnich (Bailey et al., 2000). U ptezvykavcii plazmatickd membrana spermie obsahuje
velké mnozstvi nenasycenych fosfolipidil a relativné malé mnozstvi cholesterolu, coz oslabuje
rezistenci vii¢i zménadm teplot (Darin-Bennet a White, 1977). Dochazi také k redistribuci
fosfolipidli v membrané€, nekteré tvoii gelovitou strukturu misto tekuté mozaiky diive nez
ostatni, coz vede k fazové separaci lipida (Grotter et al., 2019). To vede k naruseni funkce
nékterych lipid-proteinovych interakci. V pribéhu mrazeni také dochazi ke ztraté nebo
ptesunuti n¢kterych povrchovych ¢i membranovych proteinii spermie, které pak ptichdzeji o
spravnou funkci. Mohou to byt proteiny, které jsou dulezité pro kapacitaci, interakci, fuzi
spermie a oocytu a nasledného oplozeni (Wojtusik et al., 2018, Pini et al., 2018a). Proteiny,
které se UCastni transportu, stabilizace membrany, ochrany proti lipidové peroxidaci a
teplotnimu Soku, antiapoptické a dekapacitacni proteiny se v pritbéhu kryoprezervace ztréci
(Wojtusik et al., 2018, Pini et al., 2018a, He et al., 2016, Westfalewicz et al., 2015). Enzymy
s antioxida¢nim ¢inkem mohou ménit své zastoupeni v plazmatické membrané. Patii mezi né
glutation peroxidaza, glutation reduktdza a superoxid dismutaza (Marti et al., 2008). Muze se
jednat o sniZeni, pfesunuti nebo naopak zvyseni jejich poctu (Westfalewicz et al., 2015, Yoon
et al., 2016a, Yoon et al., 2016b). AvSak ochrana spermie proti ROS zavisi hlavné na semenné
plazmé, membrana tomu prispiva pouze malo. Semennd plazma obsahuje jak enzymatické, tak
neenzymatické antioxidanty. Jejich UCinnost je vyrazn€¢ omezena po smichani spermatu
s mrazicim médiem v disledku snizeni jejich koncentrace. To vede k narstu ROS, coz ma za
nasledek velké zmény v membrané kvili redukei disulfidickych vazeb mezi membranovymi
proteiny (Chatterjee et al., 2001). ROS také zptisobuji peroxidaci membranovych fosfolipida a
zménu v glykokalyxu spermie (Pini et al., 2018b).

Zmény motility spermie:

Oxidativni stres zplsobeny kryoprezervaci naruSuje aktivitu mitochondrii, zplisobuje

efflux intraceluldrnich enzymi a poskozuje né€kolik proteinii axonemy (dynein, tubulin,
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proteiny teplotniho Soku). To vSechno sniZzuje pohyblivost spermie. Dochazi k naruseni
fungovani elektron transportniho fetézce, ktery je soucéasti produkce ATP (Aitken, 2017).
Mrazeni méni zastoupeni nékolika enzymu, které jsou soucasti oxidativni fosforylace a
glykolyzy, coz jsou hlavni zdroje syntézy ATP, to mlize vést ke snizeni motility spermii

(Wojtusik et al., 2018, He et al., 2016, Westfalewicz et al., 2015, Yoon et al., 2016a).

Proteiny zapojené do reorganizace cytoskeletu mohou v pribéhu mrazeni podstoupit

oxidativni modifikace (karbonylace) (Mostek et al., 2017).
Zmény chromatinu spermie:

V tomto ohledu se nazory experimentatora lisi. Nékteré studie potvrzuji skutecnost, ze
kryoprezervace zpusobuje poSkozeni DNA (Khalil et al., 2017, Giirler et al., 2017, Khalifa et
al., 2007), v nékterych studiich odhaluji, Ze nedochazi k poskozeni DNA v prubéhu mrazeni a
rozmrazovani, ale az v prib¢hu nasledné kultivace (Peris et al., 2004, Kadirvel et al., 2012,
Martin et al., 2004). Pficina poSkozeni DNA stdle neni zcela jasnd, ale nejvice se pfisuzuje

oxidativnimu a mechanickému stresu (Giirler et al., 2017, Peris et al., 2007).

Spermie dodavéa do oocytu spolu se svou DNA také nékolik kodujicich a nekddujicich
molekul RNA, jadernych proteinii a epigenetické znacky, které se poté podileji na vyvoji
embrya (Yamauchi et al., 2011). Nezavisi tedy pouze na poskozeni DNA, ale i na zastoupeni
RNA molekul, nestandartni DNA methylaci a abnormalni modifikaci histonti nebo nespravné
kompaktaci DNA ve spermii, které mohou zpusobit chyby v embryogenezi (Kumar et a., 2013,
Verma et al., 2014, Ge et al., 2017). Studie DNA integrity je v oblasti umél¢é inseminace velmi

dualezita, protoze nedochazi k pfirozené selekci spermii v reprodukénim traktu samice.

Kryoprezervace také zapficifiuje abnormalni methylacni vzory, které bud’ ptfimo nebo
nepiimo ovliviiuji sbaleni chromatinu (Miller et al., 2010) a tim padem ovlivni rany

embryonalni vyvoj (El Hajj et al., 2011).
Nové strategie pro zlepSeni uchovani spermatu:

Mezi nové zpusoby, jak ptedejit poSkozeni spermatu diisledkem mrazeni patti napiiklad
zvySeni podilu cholesterolu v membrané pied zamrazenim. To zlepSuje stabilitu membrany a
podporuje tak pteziti po rozmrazeni, pohyblivost, aktivitu mitochondrii, zabraiiuje predcasné
kapacitaci zpisobené mrazem a predCasné tyrozinové fosforylaci, kterd spousti akrozomalni

reakci (Longobardi et al., 2017, Mocé et al., 2010, Salmon et al., 2016).
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Posledni dobou se v nékterych studiich jako slozky mraziciho média pouzivaji
nanocastice s antioxidacnimi vlastnostmi. Na rozdil od béznych antioxidantii 1épe snasi
nepiiznivé podminky a ziistavaji stabilni (Khalil et al., 2019, Shahin et al., 2020, Dashtestani et
al., 2019). Mohou byt pouzity zlaté nebo stfibrné nanocastice obsahujici selen, oxid zineCnaty
a apoferritin. Pfinosem téchto nanocastic je podpofena Zivotaschopnost, pohyblivost a integrita
chromatinu spermii potvrzend lepsi schopnosti oplozeni in vivo (Khalil et al., 2019).

Nanocastice podporuji aktivitu antioxida¢nich enzymu.

Pfidanim nemrznoucich proteinti a glykoproteini do média je membrana chranéna
zabranénim tvorby ledovych krystald. Tyto proteiny jsou produkovény nékterymi druhy
hmyzu, arktickych ryb, korysi, bakterii, hub a fas (Robles et al., 2019).

Dalsim zptsobem, jak zamezit tvorbé ledovych krystall je vitrifikace. Jednd se o
jednoduchou a nendkladnou metodu, ktera vyzaduje kratkou ekvilibraci pied mrazenim a velmi
rychlé zmrazeni v tekutém dusiku (Kumar et al., 2019). PouZziti této metody by po zdokonaleni
mohlo byt vyuzito hlavné v uchovani spermatu divokych a ohroZenych druhd, jelikoZz neni
potfeba tak naro¢né vybaveni jako u konvenéniho mrazeni a tato metoda je méné Casové

narocna.
Slozky mraziciho média:

Ucelem natedéni spermatu v mrazicim médiu neboli extenderu je dodani zdroje energie,
ochrana spermii proti teplotnimu Soku a zajiSténi vhodného prostiedi pro jejich dlouhodobé
preziti. Mrazici médium se vétSinou skladd z penetrujicih a nepenetrujicich kryoprotektiv,

pufru, cukra a dalSich latek.
Kryoprotektiva

Kryoprotektiva jsou slozky mraziciho media, které brani tvorbé ledovych krystali a
chrani spermii pfed osmotickym a chemickym stresem. D¢li se na penetrujici a nepenetrujici.
Jsou ve vétsing€ piipadli soucésti extenderti a vétSinou je zastoupend kombinace obou typl

(Peris-Frau et al., 2020).
Penetrujici

Tento typ kryoprotektiv je schopny projit pfes plazmatickou membranu a funguje jak
intracelularnég, tak extracelularné. Zptisobuje dehydrataci bun€k, pomoci osmozy vytlacuje
vodu z buriky, také méni fluiditu membrany, coZ pomaha spermiim pteZzit kryoprezervaci (Holt,
2000). Dale rozpousti cukry a soli, které jsou slozkami extenderu (Gangwar et al., 2016).
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Nejcastéji pouzivany penetrujici kryoprotektant je glycerol, dale pak ethylenglykol,
dimethylsulfoxid DMSO (Biiyiikleblebici et al., 2014). Glycerol ma pti vyssich koncentracich
cytotoxicky ucinek, proto se v extenderech kombinuje s nepenetrujicimi kryoprotektivy
(nejcasteji s vajeCnym zloutkem), aby mohl byt pouzit pouze v malé koncentraci (Aboagla a
Terada, 2003). Pomér obou druhii kryoprotektiv se zda byt pii kryoprezervaci velmi dulezity
(Kumar et al. 2018).

Nepenetrujici

Tyto ktyoprotektanty neprochazeji membranou a funguji tedy pouze extracelularné.
Nejcastéji se pouziva vajecny zloutek a odstfedéné mléko nebo mlécna syrovatka (Pogozhykh

etal., 2017).
Antioxidanty

Pfidanim antioxidantl do extenderi se sniZzuje poSkozeni vyvolaného ROS.
Antioxidanty mohou byt enzymatické nebo neenzymatické. Do extenderd mohou byt ptidany
oba druhy zaroven (Fernandez-Santos et al., 2007). Enzymatické antioxidanty jsou napiiklad
superoxid dismutdza, glutathion reduktdza, glutathion peroxidédza, katalaza. Mezi
neenzymatické antioxidanty patii redukovany glutathion, vitaminy, vytazky z rostlin, mineraly,

aminokyseliny, proteiny a dals§i exogenni latky (Allai et al., 2018, Sanchez-Rubio et al., 2018)
Pufry

Pufry jsou velmi dilezitou slozkou extenderu, protoze velké zmény v pH mohou
poskodit spermie a také poméhaji pfi dehydrataénim procesu bun¢k tim, ze vytvari osmotické
prostiedi, tedy zvysSuji stabilitu plazmatické membrany spermie a neutralizuji kyseliny, které

vznikaji pi1 uchovavani (Molinia et al., 1996).

v

Nejcastéji se pouziva Tris pufr, ktery je nejptiznivéjsi pro kozli spermie, avsak u jinych
druht neni vZzdy vhodny. MliZe mit negativni u¢inky, jako je zvySend kapacitace spermii a

pfedcasné vyliti akrozomového vacku (Sharma a Sood, 2020).

Cukry

Cukry zajiStuji energii pro spermie v mrazicim médiu. Hraji velkou roli v buné¢ném
dychani, a navic zajiSt'uji osmotickou rovnovéahu a ochranu pted teplotnim Sokem. Mezi cukry
pouzivané pii kryoprezervaci patii glukéza, laktéza, rafindza, sachardza, trehaldza

(Biiytikleblebici et al., 2014), dextran, fruktéza (Pellicer-Rubio et al., 1997).
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Fruktéza a glukoza jsou latky s nizkou molekuldrni hmotnosti a mohou tak projit ptes
plazmatickou membranu spermie. Laktoza, sachardza, rafin6za, trehal6za a dextran jsou cukry,
které nejsou schopné projit plazmatickou membranou. Tyto cukry vytvaii osmoticky tlak
indukujici dehydrataci buiikky a snizuji tak vznik ledovych krystali uvnitf bunky. Také
interaguji s membranovymi fosfolipidy a reorganizuji membranu tak, aby spermie 1épe piezily
kryoprezervaci (Aisen et al., 2002). Na rozdil od jednoduchych cukri glukézy a fruktozy,
disacharidy slouzi hlavn¢ jako kryoprotektanty.

Ostatni slozky mraziciho media

Dale se ptidavaji soli, které slouzi jako konzervacni prostiedek, jako naptiklad citrat
sodny. Pro konzervaci miize byt pouzita i kyselina citronova. Déle se ptidavaji antibiotika, ktera
pfedchazi kontaminaci vzorku, napfiklad penicilin nebo streptomycin. Vitamin C a E maji
dobry vliv na kvalitu spermii po rozmrazeni, zejména na jejich motilitu, akrozomalni a DNA

integritu (Sarangi et al., 2017).

2.3.2 Lyofilizace

Existuje moznost, jak uchovavat sperma bez nutnosti skladovani vzorkdl v tekutém
dusiku. To vyrazné ulehcCuje cely proces uchovavani, nemize dojit ke zniceni vzorku kvili
nedostatku dusiku, a to hlavné v disledku ptfirodnich katastrof, coZ je u vzacnych vzorki velmi
pfinosné. Jedna se o lyofilizaci neboli suSeni mrazem, kdy je vzorek zbaven vody. Takové
vzorky lze uchovavat po dlouhou dobu bud’ ve 4°C nebo 1 pii laboratorni teploté (Kaneko et
al., 2014). Lyofilizace pro mraZeni spermatu se zacala vyuzivat uZ béhem 50. let 20. stoleti.
(Sherman, 1957). Spermie po lyofilizaci ztraci motilitu a maji poSkozenou membranu. DNA
spermie vSak zlstava viceméné netknuta, netvoii se dvouvldknové zlomy. Pro oplozeni
lyofilizovanymi spermiemi musi byt pouzita metoda, kterd dopravi spermii aZ do cytoplazmy
oocytu. To umoznuje metoda ICSI, diky niZ mohou nepohyblivé spermie oocyt oplodnit a
podpofit uspesny embryonélni vyvoj, téhotenstvi a narozeni zivych potomki (Palermo et al.,
1992). Poprvé uspésné oplozeni az po narozeni Zivych potomkl lyofilizovanou spermii
probéhlo u mysi (Wakayama et al., 1998). Narozeni Zivych potomkt, kdy byly pro oplozeni
pouzité lyofilizované spermie se dale povedlo u potkana (Kaneko et al., 2012), krélika (Liu et

al., 2004), kiecka (Muneto et al., 2011) a kon¢ (Choi et al., 2011).
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2.4 Poskozeni DNA spermie

Poskozeni DNA spermie nemusi byt vzdy zptuisobeno kryokonzervaci. Zmény ve sbaleni
DNA a jeji integrity se mohou objevit v jakékoliv fazi vyvoje, od zarodecné bunky az po
ejakulovanou spermii (Gonzéalez-Marin et al., 2012). Béhem spermatogeneze jsou poskozené
spermie fagocytovany Sertoliho buitkami nebo podstupuji programovanou bunéénou smrt bez
uvolnéni skodlivych latek do okoli (Tesarik et al., 2004), ale mrtvé spermie uvolnuji ROS, které
mohou negativné ovlivnit okolni spermie.

K poskozeni DNA muze dojit béhem spermatogeneze. To muze byt zplisobeno nespravnou
maturaci chromatinu (Shamsi et al., 2008). V pribéhu spermatogeneze dochézi k ptirozené
apoptoze, aby byl zachovan adekvétni pomér mezi zdrodecnymi buitkami a sertolio bunkami
(Liu et al., 2008). Koncentrace apoptickych bun¢k miize narusit fagocytickou aktivitu sertoliho
bun¢k a nefunkéni Fas signalizace muze dovolit buitkdm uniknout apoptoze (abortivni
apoptdza) (Sakkas et al., 2003). Aktivace apoptického procesu vede ke vzniku dvouvlaknovych
zlomiit DNA, protoze jsou aktivovany jaderné endonukledzy a nedokonceni procesu dovoli

témto spermiim skoncit v ejakulatu (Gonzalez-Marin et al., 2012).

Déle v pribchu smermiogeneze, kdy je vétSina histoni vyménovana za protaminy a
dochéazi k tésn¢jsi kompaktaci chromatinu DNA, zatimco spermie prochdzi nadvarletem
(Kuchakulla et al., 2021). Ve spermii dochazi k vymeéné 85-95 % histonti pfes tranzitni proteiny
na protaminy (Protamin 1, Protamin 2). Cast DNA ziistdvé sbalend na histonech, to je dileZité
vraném embryondlnim vyvoji, pfi reaktivaci genomu zygoty, pro rtizné signalni drahy a
imprinting genit (Hammoud et al.,2010). Béhem této vymény dochdzi k pfirozenému vzniku
zlom1, které jsou generovany topoizomerazou II, coz je endogenni nukledza aktivni béhem
spermatogeneze (Oliva, 2006). VétSina téchto zloml je opravena pii prichodu spermie
nadvarletem. Néktera mista, kde jsou pfitomné zlomy, uniknou opravnym mechanismim, a tak
se spermie s poskozenou DNA dostanou do ejakuldtu. Spermie s poskozenou DNA jsou sice

schopné oplodnit oocyt, ale mohou mit negativni nasledky pro vyvoj embrya.

Poskozeni DNA mize také vznikat zvySenou produkci ROS s ¢imz Gizce souvisi snizené
mnozstvi antioxidantll v semenné plazmé a vnéj$i poskozeni (Shamsi et al., 2010). Volné
kyslikové radikaly jsou produkovany v kazdé spermii, ve zdravé 1 v poSkozené a mohou mit
jak pozitivni, tak negativni u¢inky (Pefia et al., 2019). Spolu s antioxidanty udrzuji vzajemnou

rovnovahu. Ke Skodlivym U¢inktim dochazi, kdyZz podil ROS ptfed¢i mnozstvi antioxidant
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(Agarwal et al., 2003). ZvySené mnozstvi ROS a omezeny pocet antioxidantl muze vést
k oxidativnimu stresu, ktery zptisobuje poskozeni jak jaderné, tak mitochondrialni DNA,
zkracovani telomer, zmény v epigenetickych vzorech a mikrodelece na Y chromozomu (Bui et
al., 2018). V kryoprezervovaném spermatu dochéazi k vyraznému vystaveni spermii ROS, coz
ohrozuje spravnou kompaktaci a zhorsuje schopnost oprav jednovldknovych i dvouvlaknovych
zlomil, které se béhem vyvoje objevuji pfirozené, a to vede k jejich akumulaci (Aitken, 2020).
Jednovlaknové zlomy vznikaji nasledkem oxidativniho stresu a dvouvldknové zlomy vznikaji
jako nepiimy nasledek produktt lipidové peroxidace (Badouard et al., 2008).

V ejakulatu je mozné nalézt spermie, které jsou poskozené, ale unikly programované
bunécné smrti. Tyto spermie jsou sice schopné oplodnit oocyt, ale nejsou schopné podpofit
téhotenstvi, tim padem dochazi k potratu ve velmi ¢asné fazi. Tento fenomén se oznacuje jako

abortivni apoptdza (Sakkas a Alvarez, 2010).

Vzhledem k tomu, Ze DNA spermie je téméf to jediné, co do oocytu vstupuje, je velmi
dilezité hodnotit integritu DNA, ktera pak ovlivituje nejen fertilizaci ale i nasledny vyvoj

embrya (Morris et al., 2002).

Integrita DNA tzce souvisi s morfologickymi vlastnostmi spermie. Spermie s
abnormalni velikosti a tvarem hlavicky vykazuji Spatnou DNA integritu. Patrny rozdil je i u
nedokonale maturované spermie, kdy jsou v ejakulatu spermie s cytoplazmatickou kapkou (u

druhti, pro které neni jeji ponechani typické) (Boe-Hansen et al., 2018).

Béhem protaminace vznikaji jak jednovlaknové, tak dvouvldknové zlomy (Aitken a De
luliis, 2010, Tarozzi et al., 2007), tyto zlomy jsou pozd¢ji ve zdravé spermii opraveny. Pokud
nejsou opraveny, mohou vést ke zvySené fragmentaci DNA v maturovanych 1 ejakulovanych
spermiich. DNA poskozeni neopravené béhem cesty spermie, uchovani v nadvarleti nebo po
ejakulaci nemlZe byt opraveno, protoZe po spermiogenezi je transkripce a translace omezena

(Steger et al., 2011).

2.5 Metody pro hodnoceni poSkozeni, integrity DNA spermie

DNA integrita je dllezity faktor, ktery ovliviiuje funkéni kompetenci spermie. Existuje
negativni korelace mezi integritou DNA spermie a plodnosti (Evenson et al., 2006). DNA
poskozeni je spojeno se Spatnym vyvojem embryi, snizenou implantaci a malou

pravdépodobnosti t€hotenstvi (Fernandez-Gonzalez et al., 2008).
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Testy zkoumajici miru poSkozeni DNA spermii vyuzivaji rozdilné vlastnosti
fragmentované a nefragmentované DNA. V nékterych testech se vyuzivaji chromatinové
sondy. DNA bez rozvolnéni, kterd je v tésn¢ sbaleném stavu ma vétsi afinitu k interkalacnim
barvam jako je akridinova oranz, protoze redukuje volnou energii napéti. Naopak afinita
k interkalaci je velmi mald v rozvolnéné DNA a je tim padem ve fragmentované DNA ztracena.
Navazani barev na fosfatové zbytky fragmentované DNA je viditelné, kdyz k interkalaci
nedojde. V dalSich testech je provadéna denaturace, kterd odstranuje nuklearni proteiny.
Schopnost nabarveni DNA je zavisla na sterické struktuie sondy a interakce sondy se

substratem DNA (Ribas-Maynou et al., 2012).

V jadie somatickych buné€k se DNA poskozeni béZné urcuje posouzenim intenzity
znaceni fosforylace yYH2AX. H2AX je varianta histonu, ktera je rychle fosforylovana na mistech
dvouvlaknovych zlomu. Fosforylace probiha na serinu 139, oznacuje zlom a rekrutuje nékolik

reparacnich proteinti (Ladstétter et al., 2016).

2.5.1 TUNEL

TUNEL (Terminal deoxy nucleotidyl transferase mediated dUTP nickend labeling
assay) test analyzuje pfitomnost DNA fragmentace navazadnim oznacCenych sond na 3"-OH
konec (Gupta et al., 2017). Kvantitikuje inkorporaci biotinylovanych dUTP na dvouvlaknovych
zlomech DNA diky reakci katalyzovanou templatem. Test vyhodnocuje buniky s DNA
oznacenou fluorescenci. MiiZze byt vyhodnocen jak na svételné, tak fluorescencni mikroskopii
a na pratokové cytometrii. Na rozdil od ISNT, ktery kvantifikuje pouze jednovlaknové zlomy,
TUNEL je citlivy jak na jednovlaknové, tak dvouvldknové zlomy. TUNEL dobte koreluje s
SCSA, kometovym testem a barvenim toloudinovou modii. Nevyhodou testu je, Ze doporuceny
klinicky treshold musi byt nizs$i nez u ostatnich testd, to je zplisobeno tim, Ze u pevné sto¢enych
vldken nedochazi k navdzani TdT na vSechny 3" OH konce, pfistupnost je tak omezena,
(Tesarik et al., 2006). To se da vyftesit oSetienim spermie v DTT, coz znic¢i disulfidové mistky
mezi protaminy a rozvolni tak chromatin a TdT se miZze navazat na zlomy uvnitf jadra spemie

(Mitchell et al., 2011).
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2.5.2  Insitu nick translation (ISNT)

Pii této metodé se inkorporuje biotinylovany dUTP do jednovldknovych zlomu
s templatem (DNA pol I). Méfeny parametr je mnozstvi fluorescentnich spermii, které
predstavuji inkorporované dUTP. Je to jednoduchy, ne moc drahy test a na analyzu je potieba
pouze fluorescenéni mikroskop. Nevyhodou je, ze miize kvantifikovat pouze jednovlaknové
efektivita testu, protoze zavisi na ptistupnosti DNA polymerazy I (Manicardi et al., 1995). Da

se ale diky tomu pouzit i na ureni faze maturace spermie.

2.53 SCSA

Tento test je zaloZzen na metachromatickych vlastnostech akridinové oranze (Evenson
et al., 1999). Navazani akridinové oranze na nativni (dvouvldknovou) DNA uvoliuje
fluorescenci v zelené vinové délce, zatimco kdyz se navaze na denaturovanou
(jednovlaknovou) DNA, emise fluorescence je v oranzovo-Cerveném spektru. Jedna se o
variantu barveni akridinovou oranzi s vyhodnocenim pomoci pritokového cytometru. Pomér
cervené fluorescene a celkového poctu bunék udava index DNA fragmentace. Je méné
specificky nez alkalicky kometovy test, ISNT nebo TUNEL, protoze detekuje jak DNA
fragmentaci, tak protaminaci a disulfidické mitistky. Muze kvantifikovat 1 nezralé¢ spermie

(Virro et al., 2004)

2.54 SCD

Metoda SCD je zalozen na pozorovani rozptylu chromatinu (halo), ktery se tvoti po
denaturaci (Fernandez et al., 2003), KdyZz je DNA poSkozena, halo neni vidét. Spermie
upevnéné v agaroze jsou denaturovany a generuji jednovlaknovou DNA. Spermie nasledné
podstupuji lyzu. Spermie s neposkozenou DNA produkuji charakteristické halo, zatimco
spermie s fragmentovanou DNA bud’ halo nemaji, nebo je velmi nepatrné. Vyhodou je, ze
k tomuto testu neni potfeba fluorescence. Po vlozend do agarozy se odstrani protaminy a

disulfidové miistky, coz ¢astecn€ uvolni DNA (Shamsi et al., 2011).
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2.5.5 Kometovy test

Vétsina testl neni schopna rozpoznat rozdil mezi dvouvlaknovymi a jednovldknovymi
zlomy. Kometovy test je schopny tento rozdil rozeznat diky pouziti alkalické denaturace nebo
neutralniho prostiedi zaroven (Ribas-Maynou et al., 2012). Fragmentované DNA molekuly jsou
separovany elektroforézou a délka ocasu urcuje zavaznost fragmentace DNA. Oznacuje se také
jako jednobunécna gelova elektroforéza (SCGE, single cell gel electrophoresis).

Spermie jsou sendviCovany mezi vrstvy agarozy, lyzovany a elektroforovany. Pohyb
fragmentované DNA z poskozené spermie je vidét jako ocas komety. Mensi DNA fragmenty
migruji dal nez velké. Intenzita barveni a délka kometového ocasu pfedstavuji mnozstvi
migrujici DNA, indikujici riizné stupné fragmentace. K barveni se vyuziva propidium iodid,
SYBR green a YOYO-1. Tato metoda je pracovné naro¢na, vyhodnocovani je subjektivni a
vyzaduje zkuSenost s posuzovanim komet. Na druhou stranu tento test pozaduje relativné malé
mnozstvi spermii (100 bun¢k) (Lewis et al., 2004)

Alkalickd wvarianta méfi jednovldknové 1 dvouvldknové zlomy, neutrdlni pouze
dvouvlaknové. Alkalicka varianta ale zplisobuje dal§i DNA poskozeni a vysledky jsou tedy

vys$si nez ve skutecnosti (Singh et al., 1989).

2.5.6 Barveni akridinovou oranzi

Akridinova oranz je fluorescen¢ni barva, interkaluje s DNA a interaguje s ni na zédkladé
elektrostatické interakce s RNA nebo jednovldknovou DNA. KdyZ se navaZze na
dvouvlaknovou DNA, emituje v zeleném spektru (emise maximalné 525 nm). KdyZ interaguje
s RNA nebo jednovlaknovou DNA, emituje v ¢erveném spektru (maximalné 650 nm), tento
metachromaticky pfechod je vyuzit pro kvantifikaci DNA poskozeni. DNA je pfi tomto testu
denaturaturovana slabou kyselinou. M¢éfeny parametr je mnozstvi bunék s ¢ervenou
fluorescenci, které znac¢i poSkozené spermie. Je to rychld, jednoducha a levnd metoda.
Nevyhodou je, Ze barevny rozdil neni vzdy jednoznacny, mohou se vyskytovat prechody mezi

zelenou a ¢ervenou (Shamsi et al., 2011).
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2.5.7 Barveni anilinovou modii

Anilinova modf je acidickd barva, kterd ma vétsi permeabilitu a afinitu pro proteiny
v rozvolnéném chromatinu v jadfe spermie. A to kvili pfitomnosti zbylych histonil a zvysené
pristupnosti bazickych skupin nukleoproteinu. Zvysena intenzita nabarveni spermie anilinovou
modii indikuje volné sbaleni chromatinu. Tato technika je jednoducha, levna a k vyhodnoceni
potiebuje pouze svételny mikroskop. Vysledky anilinového barveni dobie koreluji s barvenim

akridinovou oranzi (Erenpreiss et al., 2001).

2.5.8 Barveni chromomycinem A3 (CMA3)

CMA3 je fluorochemicky specificky pro sekvence bohaté na dinukleotid CG a
interaguje s DNA na stejném mist¢, na kterém se vazi protaminy. Rozsah barveni je spojen se
stupném protaminace zralé spermie (Bianchi et al., 1993). Vyssi intenzita CMA3 barveni
indikuje nedostatek protaminti nebo Spatné sbaleni chromatinu. K vyhodnoceni je potfeba

fluorescen¢ni mikroskop. Tento test je levny a jednoduchy.

2.5.9 Barveni Toluidinovou modii

Toluidinova modif barvi fosfatové zbytky DNA spermie s volné sbalenym chromatinem
a fragmentovanymi konci. KdyZ se barva navaZe na regiony bohaté na lysin, produkuje fialovo
modrou intenzivni barvu, svétle modré nabarveni je produkovéno interakci s protaminy
v chromatinu. K vyhodnoceni mize byt pouzit priatokovy cytometr. Vysledky koreluji s

testy SCSA a TUNEL. (Troca-Marin a Geijo-Barrientos, 2010).

2.5.10 Imunofluorescen¢ni barveni proti YH2AX

Nejnoveéjsi test na hodnoceni fragmentace DNA spermie je imunodetekce YH2AX, coz
je fosforylovand forma histonu H2AX, kterd se objevuje kratce po vzniku zlomu na DNA
(Valdiglesias etal., 2013). Mysi zygoty jsou citlivéjsi na DNA poskozeni nez vétSina ostatnich

bun¢k. Varianta histonu H2AX je ve vétSin€ bunéénych typi v malém zastoupeni, sotva 2 %
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z celkové rodiny H2A. Histon H2AX je fosforylovan na serinu 139 jako odpovéd’ na poskozeni
DNA (fosforylovana forma se nazyva YH2AX) (Redon et al., 2010, Rogakou et al., 1998).
V mysich zygotach je histon H2AX pievladajici forma histoni H2A (Nashun et al., 2010), coz
je divod, pro¢ jsou mysi embrya neobvykle citliva na DNA poskozeni, a to i kdyZ neni
indukované (Ziegler-Birling et al., 2009).

Rizna mira poSkozeni DNA vytvaii rizné odpovédi zygoty, nékteré podstoupi apoptozu
béhem pozdnéjSich fazi vyvoje a jiné zastavi vyvoj jinymi mechanismy nez apoptézou

(Yamauchi et al., 2007a, Yamauchi et al., 2007b).

Fosforylace H2AX probiha v sav¢ich zygotach béhem normalniho vyvoje bez dikazu
DNA poskozeni (Ziegler-Birling et al., 2009). Mozna proto, ze H2AX je hlavni varianta H2A
v téchto bunkach (Nashun et al., 2010); nicméné samci prvojadro v zygoté produkované
spermiemi s DNA zlomy ma zvySené mnozstvi YH2AX (Derijck et al., 2006). Nizké mnoZzstvi
YH2AX v normalnich buiikach je potieba pro udrzeni presnosti mitotického procesu (McManus
a Hendzel, 2005). Dusledkem poskozeni paternalniho prvojadra mize dojit k posunuti zahajeni
replikace. Za normdlnich okolnosti v mySich zygotich prvojadra zahajuji replikaci témét
soucasn¢ a to mezi 5 a 6 h po oplozeni (Yamauchi, et al., 2009), poskozené spermie mohou
zahdjit replikaci az 10 h po oplozeni (Kafer et al., 2016).

Jednovlaknové a dvouvldknové zlomy DNA jsou oznaceny fosforylaci histonu H2AX,
tato fosforylace se nazyva YH2AX. YH2AX je €asto pouzivan jako marker DNA zlomi. Mista
s navazanym YH2AX jsou pfirozené¢ pfitomny v pribéhu demethylace paterndlniho DNA

béhém reprogramovani zygoty (v G1 fazi) (Wossidlo et al., 2010).

Proteinova rodina histonit H2A ma nejvétsi pocet variant. Patii do ni H2A1, H2A2,
H2AX a H2AZ a mnoho dalSich (Ausio a Abbott, 2002). Varianty se liSi pouze v né€kolika
zbytcich, ale H2AX protein je unikatni v eukaryotech diky karboxylovému ocasu. Tésn¢ pred
stop kodonem je ocas v sekvenci vysoce konzervovany. Obsahuje serin na pozici 139 a jeden
glutaminovy zbytek na pozici 140, ktery je znamy jako SQ motiv. H2AX neni koncentrovany

na specifickém regionu, ale je nahodné inkorporovan do histonti podél DNA.

Stovky az tisice H2AX proteinti je fosforylovano pii vzniku dvouvldknovych zlomu
(Pilch et al., 2003), fosforylace probih4 v fddech minut po vzniku pievazné dvouvlaknovych,
ale i jednovlaknovych zlomu. Potom, co je H2AX fosforylovan, mista s YH2AX mohou byt
vizualizovana pouzitim mnoha technik. Tato mista oznacuji akumulaci YH2AX s dal§Simi
stovkami proteind, které jsou lokalizovany na misté poSkozeni (Lowndes a Toh, 2005). Po
opravé DNA je YH2AX defosforylovana (Chowdhury et al., 2005).
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Proti YH2AX, piesnéji proti poslednim 9 zbytkim, mezi které patii i fosforylovany serin
139, 1ze vyrobit protilatku (Burma et al., 2001). Mista s aktivni YH2AX jsou bézn¢ detekovana
a kvantifikovana fluorescenci, ktera zahrnuje barveni primarni protilatku proti YH2AX a

fluorescen¢ni sekundarni protilatku (Lowndes and Toh, 2005, Huang et al., 2003).

Krom¢ méfeni intenzity fluorescence se da pritomnost protilatky hodnotit také pomoci
metody western blot 2D gelovou elektroforézou a pomoci pritokové cytometrie(Burma et al.,

2001, Rogakou et al., 1998).

2.6 Vliv poSkozeni DNA na oplozeni

Vysoky podil DNA poskozeni gamet vede k zastaveni vyvoje. Pokud je DNA poskozeni
spermie pouze v malé mife, vyvoj embrya je naruseny, embrya vykazuji genomickou
nestabilitu a pokud se narodi potomek, mohou se u néj objevit rizné abnormality. Spermie
prochazeji v cytoplazmé oocytu morfologickymi zménami, tento proces se nazyva remodelace
chromatinu. Jadro spermie dekondenzuje, rekondenzuje a nakonec vytvofi sam¢i prvojadro.
Dekondenzace jadra je provdzena vyménou histonli za protaminy po tom, co glutathion
pritomny v ooplasmé redukuje disulfidové vazby, které spojuji protaminy Dekondenzace
chromatinu spermie umoZiluje kontakt senzymy v ooplazmé, které opravuji DNA

(Middelkamp et al., 2020, Lane et al., 2014).

Jednou z pti¢in DNA poSkozeni je akumulace reaktivnich forem kysliku (ROS). Ty jsou
normalnim vedlej$im produktem metabolismu. Ve fyziologickém mnoZstvi hraji diileZitou roli
jako regulacni medidtory v signalnich procesech dilezitych pro kapacitaci spermie a
akrozomalni reakci (Droge, 2002). Ve zdravych buikéach, tedy v bunkach, které neprochazeji
oxidativnim stresem, je koncentrace ROS kontrolovdna antioxidanty. Ale pokud neni
regulovana, nahromadéna koncentrace ROS mtiZe navodit poskozeni DNA a narusit methyla¢ni

vzory ve spermii (Aitken and Baker, 2006, Aziz et al., 2004, Tunc a Tremellen, 2009).

Spermie jsou citlivé na oxidativni poskozeni kviili malému mnozstvi cytoplazmy, ktera
je vétsinou odstranéna béhem poslednich fazi spermiogeneze (Aitken and Fisher, 1994), coz
snizuje obsah ochrannych enzymt (katalaza a glutathion peroxidaza), které se podileji na

ochrané bunék pred poskozenim zpiisobenym ROS.
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Zvysena produkce ROS je spojena se zvySenou mirou poskozeni DNA ve spermii, coz je
nasledné spojeno s horSimi vysledky téhotenstvi (Aitken and Baker, 2006, Aziz et al., 2004)
Spermie osetfené H20», ktery zvysSuje hladinu ROS, zpiisobily horsi vyvoj embryi a redukovany

rust plodu (Lane et al., 2014).

Ve studii, kde byly pouzity oocyty a spermie skotu uméle poskozené y zarenim pro in
vitro oplozeni bylo zjisténo, ze DNA poskozeni v embryich vede k fragmentaci a ndhodné
distribuci segmentii paternalnich chromozomti do obou sesterskych bun¢k dvoubunécného
embrya. Dochazelo k aneuploidii, segmetovym zménam a nékteré buiiky obsahovaly minimum
chromozomového obsahu DNA poskozeni indukuje fragmentaci chromozomil a segregacni
chyby skrz ptimé nerovnomérné déleni a ryhovéni, tomu predchazi chaoticky mozaicismus

embrya (Middelkamp et al., 2020).

Fragmentace jaderné DNA muze ovlivnit jak jeden, tak oba fetézce DNA Sroubovice,
mohou tedy vzniknout jednovldknové i dvouvldknové DNA zlomy, muze byt zplUsobena
defekty v kompaktaci spermie, abortivni apoptézou, oxidativnim stresem. Tyto d&je jsou uzce
propojené, spermie s defektem v kompaktaci chromatinu je nachylnéjs§i na oxidativni
poskozeni, které v pozd¢jSim stadiu vyvoje spusti apoptézu (Aitken et al, 2013).
Dvouvldknové zlomy maji vys$si negativni efekt na vysledky reprodukce nez jednovlaknové
(Reichmann et al., 2018). ProtozZe v zygot¢ dochazi k separaci paternalni a maternalni DNA do
dvou riiznych prvojader. Neni komplementarni DNA fetézec pro opravu dvouvlaknovych

zlomu.
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3 Cile prace

Zvladnout metodu intracytoplazmatické injekce spermie, vcetn¢ piipravy
mikromanipulacnich pipet, hormondlni stimulace mysi a izolace oocytt.

Aplikovat alternativni metodu hodnoceni dlouhodobé uchovavaného spermatu pouzitim
interspecifické ICSIL.

Provést imunofluorescencni barveni interspecifickych zygot ve stadiu PN 5 proti
histonu YH2AX detekujici poskozeni DNA.

Vyhodnotit miru poSkozeni DNA paternalniho prvojadra u testovanych skupin analyzou
intenzity fluorescence.

Analyzovat ziskané vysledky a vyhodnotit rozdily mezi jednotlivymi skupinami

spermatu.

4 Material a metody

4.1

Ptehled pouzitych organismi, chemikalii a pfistroji

Veskeré experimenty a snimi souvisejici Cinnosti byly provadény v laboratotfich

Oddéleni biologie reprodukce Vyzkumného tstavu Zivocisné vyroby, v.v.1. v Praze — Uhtinévsi

(dale VUZV). Odbér a kryoprezervace spermatu byl proveden v 1. ZAS Chorusice a na CZU.

4.1.1

Modelové organismy

Pro vypracovani diplomové prace byly pouzity samice mysi kmene BDF1 (B6D2F/ctrl,

Velaz s.r.0.) ve véku od 6 do 12 tydna.

Mysi oocyty byly vybrany na zaklad€ né€kolika kritérii. Neobsahuji lipidova granula, a

proto struktury, jako jsou prvojadra, ktera se tvoti po injekci spermie, jsou viditelna pouze pod

prochazejicim svétlem. Pro urceni, zda probéhlo oplozeni, je potfeba pouze svételny mikroskop

nebo binolupa. Mysi oocyty maji vysoké zastoupeni varianty histonu H2AX a jeho zviditelnéni

fluorescenci je tim padem dobie detekovatelné. Mysi kmene BDF1 jsou bézné pouzivany
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k mikromanipulacim diky jejich odolnosti a dobré rozliSitelnosti mista v cytoplazme, kde se

nachazi délici vieténko. Toto misto je viditelné diky vysoké polymeraci aktinu a zpevnéni

cytoplazmy v jeho okoli. Vytvafi se zpevnénd, vypouklé struktura, kterd se nachazi v blizkosti

polového téliska (Yoshida and Perry, 2007).

Veskeré experimenty byly vykonany v souladu se Smérnici Evropského parlamentu a

Rady vlady z 22. zati 2010 (2010/63/EU) o ochrané zvitat pouzivanych pro védecké tcely a

byly schvaleny etickou komisi Vyzkumného ustavu zivocisné vyroby, v.v.i. v Praze.

4.1.2 Pouzité chemikalie

Pti pokusech byly pouzity nasledujici chemikalie:

Chemikalie Vyrobce/dodavatel

Abumin z bovinniho séra Sigma-Aldrich, St. Louis, USA
EmbryoMax KSOM Millipore, Praha, CZ

Ethanol P-LAB, Praha, CZ

hCG Intervet, Boxmeer, The Netherlands
Hyaluronidaza Sigma-Aldrich, St. Louis, USA

M2 medium

Sigma-Aldrich, St. Louis, USA

Minerélni olej

Sigma-Aldrich, St. Louis, USA

Paraformaldehyd

Sigma-Aldrich, St. Louis, USA

PBS

Sigma-Aldrich, St. Louis, USA

Phospho-Histone H2A.X
(Ser139) (20E3) Rabbit mAb

Cellsignal, USA

Montovaci medium ProLong
Gold antifade reagent with

Invitrogen by Thermo Fisher Scientific,
Waltham, MA, USA

DAPI
PVP Sigma-Aldrich, St. Louis, USA
Rtut’ P-LLAB, Praha, CZ

Sekundarni protilatka (Alexa
Fluor donkey anti rabbit)

Jackson ImmunoResearch, Ely, UK

Sergon (PMSG)

Bioveta, Ivanovice na Hané, CZ

Triton X-100

Sigma-Aldrich, St. Louis, USA

4.1.3 Roztoky

PBS: pro piipravu roztoku PBS bylo pouZzito 200 ml redestilované vody a jedna tableta

PBS.
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M2/PVP: pro ptipravu roztoku bylo rozpusténo 1,2 g PVP v 10 ml M2 média.

Roztoky hormonti: roztoky byly pfipraveny rozpusténim 1 mg hormonu v 1 ml

fyziologického roztoku.

Manipula¢ni medium: roztok byl pfipraven rozpusténim BSA v M2 mediu v koncentraci

0,1 % (1 mg BSA na 1 ml M2 média).

PBS/BSA: 1% roztok byl pfipraven rozpusténim 50 mg BSA v 5 ml PBS, 3 % roztok byl

pfipraven piidanim 60 mg BSA ke 2 ml PBS.

PBS/Triton: roztok byl pfipraven nafedénim 20 ul tritonu X-100 v 10 ml PBS.

PBS/Paraformaldehyd: 4% roztok byl pfipraven rozpusténim 400 mg paraformaldehydu

v 10 ml PBS promichanim magnetické michacce pfi teploté 60-70 °C.

Hyaluronidaza: 0,1% roztok byl pfipraven rozpusténim 2 mg hyaluronidazy ve 2 ml PBS.

4.1.4 Pouzité piistroje

Pristroj

Vyrobce/dodavatel

CO3 inkubator SANYO

Schoeller, Praha, CZ

Laminarni box Steril-Polaris

Unimed, Praha, CZ

Fluorescen¢ni mikroskop Olympus BX51

Olympus, Praha,CZ

Invertovany mikroskop (Leica DMIL)

Pragolab, Praha, CZ

Lupa Olympus SZX12

Olympus, Praha, CZ

Magnetickd michacka

P-LAB, Praha, CZ

Mikroinjektor (Eppendorf)

Eppendorf, Ri¢any, CZ

Mikromanipulator PiezoXpert (Eppendorf)

Eppendorf, Ri¢any, CZ

Otavovacka kapilar Microforge MF-900

Narishige, Tokyo, Japonsko

Vytahovac kapilar Puller Sutter P97

Sutter Instrument, Novado, USA

Horkovzdus$ny sterilizator Ecocell

Labor — Komplet, Praha, CZ
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4.1.5 Ostatni material

Produkt

Vyrobce/dodavatel

Ctyfjamkova desti¢ka Nunclon

Fisher Scientific, Pardubice, CZ

Chirurgické nastroje

P-LAB, Praha, CZ

Injek¢ni stiikacka Omnican 50

B-Braun, Praha, CZ

Kryci sklo 18x18 mm

P-LAB, Praha, CZ

Parafilm

P-LAB, Praha, CZ

Petriho miska Nunclon 30 mm, 60 mm Fisher Scientific, Pardubice, CZ

Podlozni sklo 76x26 mm P-LAB, Praha, CZ

Sklenéné kapilary (holdingovd) Harvard Apparatus

Sklenéné kapilary (mikroinjek¢ni) Harvard Apparatus

Sklenéné kapilary 75 mm/60 pl Keraglass, Otvovice, CZ

4.2 Metody

4.2.1 Vyroba mikromanipulacnich pipet

Holdingova pipeta

Sklenéna kapildra s vn&j$im primérem 1 mm a vnitinim primérem 0,58 mm byla
vytazena na vytahovaci kapilar Puller Sutter P97 (Obrazek 1-1) tak, aby vznikl hrot. Poté byl
hrot ulomen pomoci brusného papiru. Pomoci otavovacky kapilar Microforge MF-900
(Obrazek 1-2) byl hrot ¢astecné uzavien, aby byl schopen zachytit oocyt (Obrazek 2). Vnitini
primér usti hrotu bylo v rozmezi kolem 10-30 um. Hrot pipety byl ohnuty pod uhlem pfiblizné
15°.

.
SUTTER INSTRUMENT CO,

Obrazek 1. Pfistroje pouzité k vyrobé mikromanipulacnich pipet, 1 — vytahova¢ kapilar, 2 —

otavovacka kapilar
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Mikroinjekéni pipeta

Sklenéna kapilara s vnéjSim primérem 1 mm a vnitinim praimérem 0,78 mm byla
vytazena na vytahovaci kapilar Puller Sutter P97 tak, aby vznikl hrot. Poté byl hrot ulomen
v misté, kde vnitini primér zuzujici se Spicky kapilary byl mezi 7-10 pm (Obrazek 2) a kapiléra

byla nasledné ohnuta v thlu 15° pomoci otavovacky kapilar Microforge MF-900.

Obrazek 2. Holdingova a mikroinjekéni pipeta (pfevzato z Yoshida and Perry, 2007).

4.2.2 Hormonalni stimulace superovulace mysi

Pro ziskani maturovanych oocytl (v metafazi II) byla provedena hormonalni stimulace
mysi podle Rychtafové a kol. (2021) s drobnymi modifikacemi. Hormonalni stimulace byla
provedena pomoci intraperitonealni injekce 5 ITU PMSG, ktery napodobuje pisobeni folikuly
stimulujiciho hormonu a naslednou intraperitonealni injekci 5 TU hCG (lidsky chorionovy
gonadotropin, napodobuje pusobeni luteinizaéniho hormonu) 47-48 h po podani injekce
s PMSG. Hormon PMSG podporuje rist a vyvoj folikulu a hCG zplsobuje dozrani oocytu a

ovulaci. Casové schéma hormondlni stimulace je znazornéno na obrazku 3.

PMSG hCG IZOLACE
47-48h 15-16h

Obrazek 3. Casové schéma hormonalni stimulace mysi
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4.2.3 Izolace oocytl

Samice mys$i byly usmrceny 15-16 h po injekci hCG a nasledné jim byly pomoci
chirurgické pinzety a nizek odebrany vajecniky (Obrazek 4-1), které byly ihned vlozeny do M2
media o teploté pfiblizn¢ 36 °C. Z ampuly vejcovodi (Obrazek 4-2) byl vyjmut kumulo-
oocytarni komplex, ktery byl ndsledné¢ v roztoku 0,1% hyaluroniddzy opakovanym
natahovanim a vypousténim sklenénou kapilarou zbaven kumuldrnich bunék a rozdélen na
jednotlivé oocyty (Obrazek 5). Ty byly posléze vlozeny do kultivacniho media KSOM ve
Ctyfjamkové kultivaéni desti¢ce a umistény do inkubatoru (37,5 °C, 5 % CO, vlhcend

atmosféra) do doby mikromanipulace.

\ ampulla

Created in BioRender.com bio

Obrazek 4. Fotografie usmrcené mysi, pinzetou je uchycen vajecnik napojeny na vejcovod a roh

délohy (1) a detail ampuly vajecniku (2), schéma vytvoteno pomoci programu BioRender.

29



Obrazek 5. Mysi oocyty izolované z ampuly vejcovodu v roztoku hyaluronidazy, 1 — kumulo-
oocytarni komplex, 2 — oocyt zbaveny kumularnich bunék a uvolnéné kumularni bunky, zvétseni 40x.

4.2.4 Spermie

K pokusu byly vyuzivany spermie 3 kozli plemene koza bild kratkosrsta, které je

uznané jako geneticky zdroj. Experimentalni davky byly rozdéleny do ctyi skupin podle

zpusobu zpracovani spermii a mista odbéru. Skupina C a D pochdazela ze stejného kozla. Piehled

jednotlivych experimentalnich skupin je uveden v tabulce 1.

Tabulka 1. Experimentalni skupiny spermatu.

Skupina Typ Redidlo Zpiisob odbéru Misto odbéru
A Cerstvé AndroMed uméla vagina CZU, Praha
bez glycerolu
B Kryoprezervované AndroMed uméla vagina 1. ZAS Chorusice
C Kryoprezervované AndroMed elektroejakulace CZU, Praha
D Kryoprezervované BullXCell elektroejakulace CZU, Praha

4.2.4.1 Cerstvé sperma

Cerstvé sperma kozla (skupina A) bylo pouZito jako pozitivni kontrola ke skupindm

kryoprezervovaného spermatu (skupina B, C a D). Sperma bylo odebrano pomoci ume¢lé vaginy

a atrapy. Odbér a nafedéni spermatu bylo provedeno v odbérové stanici experimentalni staje

CZU v Praze-Suchdole. Sperma bylo odebirano v rozmezi sezéonniho reprodukéniho obdobi od



zaii do prosince v letech 2020 a 2021. Thned po odebrani byl vzorek natedén v poméru 1:4
v fedidle AndroMed bez ptidavku glycerolu. V tomto fedidle bylo sperma pievezeno
v polystyrenovém boxu do laboratoie a uchovano pii 4 °C do druhého dne. Druhy den rano
bylo sperma pouzito na ICSI. Piiblizn¢ jednu hodinu pied ICSI bylo 10 upl vzorku
resuspendovaného spermatu nafedéno v 200 ul M2 média pii teploté ptiblizné¢ 36 °C. Vzorek
byl centrifugovan po dobu 5 minut pti 4000 rpm. Supernatant byl odsat a ¢ast pelety byla
odebrana sklenénou kapildrou a resuspendovéna v kapce M2 media na mikromanipulacni

misce. Proplachnuté spermie byly pouzity pro mikromanipulaci.

4.2.4.2 Kryoprezervované sperma

V experimentu byly pouzity tii skupiny kryoprezervovanych spermii — B, C a D. Pro
skupinu B bylo pouzito fedidlo AndroMed. Po odbéru kozla pomoci umélé vaginy a atrapy bylo
sperma naiedéno v fedidle v poméru 1:4. Nasledn¢ bylo naplnéno do pejet a ekvilibrovano po
dobu 2 h pfi teploté 5 °C. Poté byly pejety po dobu 8 minut vystaveny param tekutého dusiku.
Na pocatku byla teplota -80 °C, po postupném zkracovani vzdalenosti vzorku od hladiny
tekutého dusiku se po dobu 8 minut teplota klesla na -110 °C. Po tomto kroku byly pejety
vlozeny do tekutého dusiku (-196 °C). Zmrazené¢ davky spermatu byly vyrobeny
v zemédélském podniku 1. ZAS ChorusSice, kde kryoprezervaci provadél MVDr. Miroslav
Hrdlicka. Odbér a kryoprezervace spermatu byly provedeny 10.10.2015.

Skupina C a D byla mrazena obdobnym zptisobem, pouze bylo pouzito odli§n¢ fedidlo.
U skupiny C bylo pouzito fedidlo AndroMed, u skupiny D bylo pouZito fedidlo BullXCell
s pfidavkem cerstvého vajecného Zloutku v poméru 1:4. Slozeni jednotlivych médii je
uvedeneno v tabulce 2. Odbér spermatu byl provadén elektroejakulaci. Ob€ skupiny spermatu
byly natedény v pfislusném fedidle a naplnéné do 0,25ml pejet, které byly poté ekvilibrované
na 2 h ve 4 °C. Po ekvilibraci byly pejety zmrazeny v parach tekutého dusiku na stojanku
umoznujicim nastaveni presné vzdalenosti od hladiny dusiku. Stojanek byl upevnén
na polystyrenovém boxu, ktery byl naplnén tekutym dusikem. MraZeni probihalo 20 minut.
V prvni fazi byly pejety 15 cm od hladiny dusiku na 4 minuty. V druhé fazi 9,5 cm nad hladinou
dusiku na 5 minut. Ve tfeti fazi 5 cm nad hladinou dusiku po dobu 6 minut. Ve ¢tvrté fazi 1,5
cm nad hladinou dusiku po dobu 8 minut. Zmrazené pejety byly poté skladovany v tekutém

dusiku pii -196 °C (Ptagek et al., 2019). Tyto davky spermatu byly vyrobeny na CZU v Praze

31



a kryoprezervaci provadél Ing. Ondfej Simonik, Ph.D. Odbér a kryoprezervace spermatu byly
provedeny 30.10.2010.

Tabulka 2. Slozeni fedidla AndroMed pouzité pro skupiny spermatu B a C a BullXCell
pouzité pro skupinu spermatu D, upraveno podle Ptacek et al., 2019.

AndroMed BullXCell
Redestilovana voda Redestilovana voda
Tris pufr Fosfolipidy
Glycerol Glycerol

Kyselina citronova Kyselina citronova
Cukry Cukry (fruktdza)
Pufry Pufry

ATB ATB

Cerstvy vaje¢ny zloutek 1:4

Pied kaZzdou ICSI byla ¢ast pejety ustiiZzena a vyjmuta z tekutého dusiku a pfiblizné 10 s
byla vystavena laboratorni teploté. Zbytek pejety byl okamzité vlozen zpét do dusiku, aby
nedoslo k rozmrazeni zbytku spermatu. Rozmrazené sperma bylo posléze pteneseno do 500 pl
zkumavky. Z tohoto roztoku bylo odebrano 10 pl a natedéno v 200 ul M2 media o teploté
pfiblizné 36 °C. Nasledné bylo stejné¢ jako u kontrolni skupiny sperma centrifugovano,

proplachnuto a pouZzito na ICSI.

4.2.5 Mikromanipulace

Piezo ICSI byla provedena s mirnymi modifikacemi podle Yoshidy a Perryho (2007).
Pro mikromanipulaci byly pouZzity sklenéné mikromanipulaéni pipety. ICSI byla provadéna na
invertovaném mikroskopu Leica DMIL, za pouZiti mikromanipulatoru, dvou mikroinjektort a
(Obrazek 5). Regulace nasavani a vytlaku mikromanipulacnich pipet byla provedena pomoci
hladiny mineralniho oleje v mikroinjektoru. Do hrotu mikroinjek¢éni pipety byla ptidéna rtut
nezbytna pro spravnou regulaci intenzity a mista ptisobeni piezo signalu. Na mikromanipulacni
misku byla umisténa kapka mikromanipula¢niho media pro centrovani pipet, nékolik kapek

mikromanipula¢niho media na proplach oocytl a spermii, ¢tyfi kapky M2 media pro umisténi
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oocytli a pro provedeni samotné ICSI a nékolik kapek PVP/M2 slouzici k proplachovani
mikroinjekéni pipety. PVP je toxicka latka, proto je potfeba ji pfed samotnou injekci a
manipulaci s gametami zcela vyplachnout tak, aby v usti pipety byla jen rtut’ v dostatecné
vzdélenosti od okraje a mikromanipulaéni medium. Kapky byly pifevrstvené mineralnim
olejem. Jednotlivé oocyty byly zachyceny lehkym nasatim holdingovou pipetou tak, aby byl
oocyt lehce uchopen jak za zona pellucida, tak za cytoplazmatickou membranu, a tim se

zabranilo pohybu cytoplazmy pfi injekei.

1

Obrazek 5. Piistroje pouzité k mikromanipulaci. 1 — mikromanipulaéni sestava — invertovany
mikroskop, mikromanipulator, mikroinjektory, 2 — mikroinjektor/drzak na holdingovou pipetu, 3 —

mikroinjektor/drzak na mikroinjekéni pipetu

ICSI byla provadéna pti laboratorni teploté. Oocyt byl natocen d€licim vieténkem do
pozice 12 nebo 6 hodin (Obrazek 6) tak, aby nedoslo k protnuti této oblasti injekéni pipetou a

nedoslo k poskozeni oocytu. Spermie byly zbavené biciku pomoci mikroinjekéni pipety. Tou
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byly spermie piitlaceny na dno misky a vertikalnimi a horizontalnimi pohyby pipetou byl bi¢ik
v oblasti kr¢ku odlomen. Hlavicka spermie byla nasata do mikroinjekéni pipety a prenesena
k oocytu. Pomoci silngjsiho piezo impulzu doslo k naruseni zona pellucida. Po proniknuti skrz
byla zona pellucida velmi slabym jednordzovym piezo impulzem naruSena cytoplazmaticka
membrana oocytu tak, aby nedoslo k poskozeni cytoplazmy. Posléze byla hlavicka spermie
vypusténa do cytoplazmy oocytu v oblasti blizko uchyceni holdingovou pipetou s minimem
media. Mikroinjek¢ni pipeta byla jemné vysunuta z oocytu tak, aby nedoslo k jeho poskozeni.
Stejny proces byl zopakovan i se zbylymi oocyty, které byly nasledné piesunuty v kultivacnim

mediu EmbryoMax KSOM do inkubatoru (37,5 °C, 5 % COy).

Obrazek 6. Spravna poloha oocytu pro injekci. Misto vyztuzeni kolem déliciho vieténka (Cervena

Sipka) v poloze 6 hodin (pievzato z Yoshida a Perry, 2007).

Injikované oocyty byly kultivovany po dobu 8-9 hodin. Po uplynuti této doby, kdy by mély
byt zygoty ve fazi prvojader PN 5, byly zygoty vyjmuty z kultivacniho média a pouzity
k imunofluorescen¢nimu barveni. Pro hodnoceni intenzity fluorescence histonu YH2AX byly
pouzity pouze zygoty s prvojadry ve fazi PN 5. Zygoty s prvojadry ve fazi pozdni PN 3 a PN 4
byly z hodnoceni vyfazeny. Kultivace zygot probihala 8-9 hodin po injekei, protoZe v tomto
Case je nejvetsi podil zygot ve fazi prvojader PN 5. Prvojadra v této fazi byla hodnocena kviili
klesajicimu vyskytu fyziologicky normalnich zlomtit DNA zptsobenych replikaci (Wossidlo et

al., 2010).
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4.2.6 yH2AX imunofluorescen¢ni barveni

Imunofluorescencni barveni proti YH2AX bylo s mirnymi modifikacemi provadéno
podle studie Gawecké a kolektivu (2013). V zygotach byly zviditelnéné fragmentace DNA
pomoci imunofluorescencniho barveni proti fosforylované forme histonu yYH2AX. Kultivované
injikované oocyty byly 8-9 h po injekci fixovany ve 4% paraformaldehydu po dobu 15 minut
pti laboratorni teploté. Po fixaci byly permeabilizovany v 0,2% tritonu X-100 po dobu 15 minut
pti laboratorni teploté. Dal§im krokem byla blokace v 3% roztoku PBS/BSA po dobu 1 hodiny
pfi laboratorni teploté. Nasledn¢ byly injikované oocyty kultivovany v primarni protilatce proti
YH2AX tedéné v poméru 1:800 v 1% PBS/BSA pfes noc pfi teploté 4°C. Néasledujici den byly
zygoty 3x proplachnuty v 1% PBS/BSA pii laboratorni teploté a poté byly vloZeny do
sekundarni protilatky fedéné v poméru 1:1000 v 1% PBS/BSA po dobu 1 hodiny pfi laboratorni
teploté¢ ve tme. Sekundarni protildtka byla opét 3x odmyta v 1% PBS/BSA pii laboratorni
teploté. Kazdy proplach v 1% PBS/BSA trval 20 minut. Nasledné byly obarvené injikované
oocyty preneseny na podlozni sklo a vyhotoveny preparaty s pouZitim montovaciho media
s DAPI. Preparaty byly pozorovany pomoci fluorescenéniho mikroskopu Olympus BX51. Pro

dalsi vyhodnoceni byly pouzity pouze oplozené zygoty se dvéma odliSnymi prvojadry.

4.2.7 Vyhodnoceni intenzity fluorescence

Intenzita fluorescence YH2AX byla analyzovana pomoci programu Imagel] (National
Institutes of Health, USA) u jednotlivych paterndlnich prvojader. Paternalni prvojadra byla od
maternalnich rozeznana podle velikosti a polohy v zavislosti na polovém télisku. Byla méfena
hodnota Mean Gray Value na 10 mistech v oblasti prvojadra pomoci vyfezu vzdy se stejnymi
rozméry (50 x 50 pixeltr). Nasledné byly namétené hodnoty pro kazdé prvojadro zprimérovany
a byla od nich odeftena hodnota Mean Gray Value naméfena na pozadi, tedy v misté
cytoplazmy bez prvojadra. Hodnota Mean Gray Value udavd primérnou hodnotu Sedi ve

vybraném misté.

35



4.2.8 Statistickd analyza

Nameétené hodnoty intenzity fluorescence jsou prezentovany jako prumér + smeérodatna
odchylka. ICSI pro kazdou skupinu bylo opakovano alespon 8x s vice nez 30 zygotami pro
kazdou skupinu. Statistickd analyza byla provedena za pouziti programu SigmaStat (Systat
Software, San Jose, CA, USA). Vicenasobné srovnavaci postupy byly provedeny pomoci
jednofaktorové analyzy variance, pomoci Student-Newman-Keulsova testu. Hodnota p<0,05

byla povazovana za signifikantni.

5 Vysledky

5.1 Ovulace mysich oocytl

Pro vypracovani diplomové prace bylo usmrceno 80 samic mysi kmene BDF1. Kazda
my$ po hormonalni stimulaci vyprodukovala pfiblizn€ 20 maturovanych oocytti. V nékolika
ptipadech mysi na hormondlni stimulaci nereagovaly spravné ¢i viibec a byl tak izolovan pouze
maly nebo zadny pocet oocytl. Celkem bylo izolovano 847 oocytti. Po izolaci oocytli z ampuly
vejcovodu vykazovalo spravnou morfologii kolem dvou tfetin oocytii ve stadiu metafaze II.
Ttetina izolovanych oocytlh méla Spatny pocet polovych télisek (ne pravé jedno), svrasténou
cytoplazmu nebo bylo ve stadiu profaze I (pod binolupou viditelny zarodecny vacek kolem

jadérka a zadné polové télisko).

52 ICSI

Celkem bylo provedeno 40 ICSI sezeni. Z toho 8 pro skupinu A, 14 pro skupinu B, 8§ pro
skupinu C a 10 pro skupinu D. Na ICSI byly pouZity pouze morfologicky korektni oocyty
v metafazi II, tedy oocyty, které mély vyloucené prave jedno polové télisko a viditelnou oblast,
kde se nachazi metafazni délici vieténko. Cytoplazma je na tomto misté zpevnéna aktinem, a
proto je mirn€é vypoukld. Vybrané oocyty mély kompaktni, pravidelné kruhovity tvar

cytoplazmy, kterd vypliovala vétSinu prostoru pod zona pellucida. Zaroven byly na zaklade
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morfologického hodnoceni pti ICSI vybrany pouze morfologicky korektni spermie, tzn,
spermie s ovalnou hlavi¢kou, s rovnym, nesto¢enym a neodlomenym bicikem (v jakékoliv
casti).

Pro vypracovani diplomové prace bylo injikovano celkem 586 oocytl a injekci piezilo
232 oocyttl. Z injikovanych oocyti bylo 145 aktivovanych a oplozenych (s 2 pélovymi télisky
a 2 prvojadry; Obrazek 7-1) Zbytek oocytti byl aktivovan pouze partenogeneticky (vyvinulo se

pouze jedno prvojadro; Obrazek 7-2) nebo zustalo ve stadiu metafaze Il (Obrazek 7-3).

Obrazek 7. Priklady moznych vysledki po ICSI, 1 — aktivovana zygota se dvéma odlisSnymi
prvojadry a dvéma polovymi télisky; 2 — partenogeneticky aktivovany oocyt, je vytvoieno pouze
maternalni prvojadro; 3 — injikovany oocyt ve fizi metafaze Il s viditelnymi chromozomy sefazenymi
na metafazni roving; barveno DAPI, méfitko 50 pm. Jas a kontrast obrazku byl upraven pro lepsi
viditelnost jednotlivych struktur.

Po kultivaci 8-9 hodin se piiblizné 87 % oplozenych zygot nachazelo ve stadiu PN 5,
zbytek (13 %) byl z nasledného hodnoceni vytazen (Obrazek 8, Tabulka 3).
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Obrazek 8. Zygoty po 8-9 h kultivaci; 1 — zygota ve fazi PN 5; 2 — zygota ve fazi PN 4, barveno
DAPI, meftitko 50 pm. Jas a kontrast obrazku byl upraven pro lepsi viditelnost jednotlivych struktur.

Tabulka 3. Celkovy pocet injikovanych oocytd, které pirezily mikromanipulaci. Pocet a
procentudlni podil oocytd, které¢ byly oplozené z celkového poctu injikovanych a ptezivsich oocyti.
Pocet a procentualni podil oplozenych zygot ve stadiu PN 5 po kultivaci 8-9 hodin po injekci
z celkového poctu zygot.

Skupina Pocet Oplozené Z toho
injikovanych s dvéma odliSnymi  oplozené zygoty ve
oocyti prvojadry fazi PN §
A 57 38 (67 %) 31 (82 %)
B 62 35 (56 %) 33 (94 %)
C 54 38 (70 %) 32 (84 %)
D 59 34 (58 %) 30 (88 %)

5.3 Hodnoceni DNA poskozeni

U zygot zafixovanych po 8-9 hodinich kultivace bylo hodnoceno DNA poskozeni
v paterndlnim prvojadie. Pro hodnoceni byly vybrany pouze zygoty, které mély prvojadra ve

stadiu PN 5. Oocyty s prvojadry ve stadiu PN 4 byly z hodnoceni vytazeny.

Fluorescence se objevovala jak v paterndlnim, tak v maternalnim prvojadie.
V paternalnim prvojadie byla fluorescence vzdy intenzivnéj$i. V maternélnim prvojadie nebyla

intenzita fluorescence métena, ale z hodnocenych obrazkl byla patrnd jeji nizkd intenzita.
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Signalizace YH2AX v prvojadrech byla lokalizovéna v jednotlivych bodech, nebyla jednolita
(Obrazek 9).

Obrazek 9. Zygoty ve stadiu PN 5 po kultivaci 8-9 h. Na obrazcich 1A, 1B, 1C, 1D jsou
prvojadra a pdlova téliska znazornéna fluorescenci DAPI. Na obrazcich 2A, 2B, 2C, 2D jsou prvojadra
a polova téliska viditelnd pomoci imunofluorescenéniho barveni protilatkou proti fosforylované formeé
histonu H2AX na Serinu 139 (YH2AX). 1A, 2A — zygota oplozena spermii ze skupiny A; 1B, 2B —
zygota oplozena spermii ze skupiny B; 1C, 2C — zygota oplozena spermii ze skupiny C; 1D, 2D — zygota
oplozend spermii ze skupiny D; a — maternalni prvojadro, b — paternalni prvojadro, ¢ — polové télisko.
Meftitko 50 pm. Jas a kontrast obrazku byl upraven pro lepsi viditelnost jednotlivych struktur.
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Hodnoty intenzity fluorescence paternalniho prvojadra se mezi jednotlivymi skupinami
lisily (Obrazek 10). U kontrolni skupiny (A — Cerstvé sperma) byla intenzita poSkozeni DNA
métfena intenzitou fluorescence YH2AX v porovnani se skupinami kryoprezervovaného
spermatu nejnizsi, statisticky vyznamné odlisnd od skupin C a D. Z porovnavanych skupin
vyznamné li§i od skupin C a D. Skupina B sice vykazuje zvySenou miru poskozeni DNA
meéfenou intenzitou fluorescence YH2AX v maternalnim prvojadie, tento rozdil ale nebyl

statisticky vyznamny (Obrazek 10).

Intenzita fluorescence vH2AX
B Lkontrolnd skupina A Pskupina B ¥ slupina C© F skupina D
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Obrazek 10. Krabicovy graf znazornujici intenzitu fluorescence histonu YH2AX, ***p<0,001.

Nejvy$si intenzita fluorescence byla naméfena u skupiny D, spermatu
kryokonzervovaného pomoci média BullXCell s ptidavkem cerstvého vaje€ného Zloutku. Diky
vysoké variabilit¢ vysledkl vSak tento rozdil neni statisticky vyznamné odlisny od skupiny C

(Tabulka 4).
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Tabulka 4. Hodnoty intenzity fluorescence pro jednotlivé skupiny spermatu.

Skupina Minimalni Maximalni Primérna Smérodatna Pocet
hodnota hodnota hodnota odchylka zygot

A 3,43 32,18 11,93 7,44 31

B 6,29 34,86 16,51 8,3 33

C 17,97 63,33 35,63 11,81 32

D 21,94 51,87 39,23 8,06 30

cvwr

hodnotu intenzity fluorescence pro danou skupinu, maximalni hodnoty, které predstavuji
nejvyssi naméfenou hodnotu intenzity fluorescence pro danou skupinu, primérné hodnoty,

smérodatné odchylky a pocet hodnocenych zygot v kazdé skupiné.

6 Diskuze

Interspecificka ICSI byla jako metoda pro hodnoceni kvality spermatu v minulosti jiz
pouzita, ale ve vétSing piipadil slouzila pouze k prokazani schopnosti spermie oplodnit oocyt.
Schopnost oplodnit oocyt byla prokazana vytvofenim obou prvojader, sam¢iho 1 samiciho
(Kaneko et al., 2014, Moro et al., 2014). V piipad¢ pouziti gamet jedinci podobného
zivocisného druhu se embryo po i1ICSI miiZze vyvinout az do stadia blastocysty (Moro et al.,
2014). iICSI umoziuje testovani genetického materialu i u druhli s omezenou dostupnosti
biologického materialu a s omezenou schopnosti pfirozené reprodukce (Wildt et al., 2010).
Tvorba a hodnoceni prvojader v interspecifickych zygotach je dostacujici parametr pro
hodnoceni kvality nejen co se tyce integrity DNA fetézce, ale miZe byt vyuZito i k vySetieni
karyotypu, kterym lze odhalit rizné chromozomové chyby a aberace, k hodnoceni integrity
jaderné laminy, methyla¢nich vzor a podobné (Barnetova et al., 2010, Beaujean et al., 2004).

iICSI slouzi jako vhodny nastroj pro hodnoceni déjii po oplozeni.

Vyuziti mysi jako zdroje oocytll pro iICSI je velmi vyhodné diky jejich dostupnosti a
moznosti hormondlni stimulace k docileni ovulace velkého mnozstvi oocyti. Ovulované oocyty
JiZ neni tfeba maturovat in vitro, protoze jsou izolovany jiz v metafazi II a Ize je proto ihned

vyuzit pro ICSI. Navic v mySich oocytech a zygotach jsou diky absenci tukovych granuli

41



viditelné struktury i pouze pomoci svételného mikroskopu ¢i binolupy. Kmen mysi BDF1 byl
zvolen pro vypracovani této prace na zékladé jeho dlouhodobého vyuzivani pro vyzkum
spojeny s mikromanipulacemi. Velkou vyhodou kmene mysi BDF1 je, ze mohou ovulovat
vyrazné¢ veétsi mnozstvi oocytl (20-30) nez hojn€ vyuzivany kmen laboratornich mysi CD1 (10-
15). Navic oocyty mysi kmene BDFI1 1épe snaSeji mikromanipulaci, diky jejich odolné
cytoplazmé. Jejich dalsi vyhodou je, ze maji viditelnou polohu déliciho vieténka, coz umoziuje
spravné natoCeni oocytu pii mikromanipulacich tak, aby se mikroinjekéni pipeta pii vstupu do
oocytu vyhnula délicimu vieténku a oocyt tak nebyl poSkozen a mohl se dale vyvijet (Yoshida

a Perry, 2007).

Ackoliv mysi kmene BDF1 reaguji na hormonalni stimulaci velmi dobfe a od jedné samice
lze izolovat az 30 oocyti, v nékterych piipadech mize dojit k neadekvatni reakci na hormony
a muze dojit k ovulaci mensiho poctu nebo zaddnych oocytl. K tomu mize dojit z n€kolika
diivodti, mezi které patii vk, zivda hmotnost a zdravotni stav mysi, svételny rezim v chovném
zafizeni a mnozstvi podavanych hormont (Behringer et al., 2018). Kromé toho mtize vysledek
ovulace zaviset také na spravném casovém intervalu podani hormont a urceni spravného ¢asu
usmrceni mysi pro izolaci oocytii. Usp&snost ICSI zavisi také na dobé izolace oocytii a piipravy
pracovniho prosttedi na ICSI tak, aby byly oocyty pouzivané pro ICSI nacasované ve spravné
fazi (metafaze II) a nebyly pouzity pfed¢asné nebo naopak pfili§ pozdé. Do piipravy na ICSI
lze zahrnout piipravu a zahtati pouzivanych médii a roztokidi na spravnou teplotu, sefizeni
mikromanipulatoru a injekéni a holdingové pipety, pfipravu spermii a mikromanipulacni
misky. V nékterych pifipadech dochéazelo v disledku Spatné nacasované ptipravy na ICSI
k samovolnému vylouceni druhého polového téliska jesté pited ICSI nebo byly oocyty naopak
izolovany piili§ brzy jesté pied dosaZzenim potiebné zralosti, kdy nebylo jesté zcela dokoncené
vylouceni 1. polového téliska a tyto oocyty nemohly byt k mikromanipulacim pouzity.
Nastaveni ¢asového rozloZeni podavani hormonti a izolace je individualni jak pro jednotlivé
laboratofe (Yoshida a Perry, 2007), tak pro jednotlivé pracovniky z jedné laboratote. Zalezi
hlavné€ na zrucnosti a rozloZeni ¢asového planu konkrétniho pracovnika a také na svételném

rezimu konkrétniho zafizeni pro chov laboratornich zvitat, ktery musi byt dodrzovan.

Vzhledem k tomu, Ze pii superovulaci dochazi k rekrutovani vSech oocytti ve vajecniku,
ne pouze téch optimalnich, jak je tomu pfti fyziologické ovulaci, nachazi se v ampuly vejcovodu
po superovulaci i oocyty, které nejsou vhodné pro ICSI (Behringer et al., 2018). Tyto oocyty je
nutné vytadit. Jednd se hlavné o oocyty, které jsou malé, maji svraSténou cytoplazmu,

nepravidelny tvar, poruSenu integritu zona pellucida a podobné.
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Celkem bylo pro vypracovani této diplomové prace pouzito 80 mysich samic, ze kterych
bylo izolovano celkem 847 oocytl. Z tohoto poc¢tu bylo pro ICSI pouzito 586 oocytd, které
splilovaly parametry oocytli vhodnych pro ICSI a které se nachazely v optimalnim vyvojovém
stadiu metafaze II. Injekci prezilo 232 oocyti (40 %), coZ je vyrazn€ niz$i podil oproti
vysledkiim ICSI, kterou provadéli jiz zkuSeni pracovnici ze stejného pracovisté, kde byla
diplomova prace zpracovavana. Uspé&$nost preziti mysich oocytd injikovanych kozlimi
spermiemi byla v jejich ptipadé 93 % (Rychtaiova et al., 2021). Metoda ICSI je velmi naroc¢na
metoda, kterd vyzaduje bohaté zkuSenosti nejen s touto metodou, ale i s ostatnimi technikami
mikromanipulace. Zvladnuti techniky ICSI neni to jediné, co je potieba k uspesnému provedeni
ICSI. Je potfeba vyrobit optimalni mikromanipulacni pipety, které spliiuji parametry vhodné
pro konkrétni typ gamet, se kterymi je ICSI provadéna. Jedna se o spravny prameér hrotu pipety,
spravné ohnuti pipety tak, aby byla dobfe pouzitelnd pro nastaveni mikromanipuldtoru. Je
potieba, aby byl hrot mikroinjekéni pipety rovny a pravidelny, aby pfili§ nenarusil strukturu
oball oocytu, zejména citlivou cytoplazmatickou membranu. Déle je potieba, aby byl hrot
mikromanipulacni pipety dostatecné Siroky pro velikost hlavicky spermie daného druhu a
zaroven aby nebyl pfili§ Siroky, aby nevznikl moc velky otvor v cytoplazmatické membrang a
nedoslo k prasknuti oocytu. Uvadi se, ze vysledky pteziti oocytl po ICSI s pipetami s hrotem
o vn&jSim priméru 10 pm jsou vyrazné nizsi (Hiraoka et al., 2015). Pro vyhotoveni Gspésné
ICSI je déle dulezitd zrucnost a jemna motorika, ktera se zlepSuje s opakovanim ICSI sezeni.
V neposledni fad€ je ICSI narocnd metoda na vydrZz mikromanipulatora. Zatimco zkusenému
pracovnikovi mize injekce 15 oocytl trvat méné nez 10 minut, za¢inajicim pracovnikiim muze
injekce jednoho oocytu trvat 1 vice nez 30 minut (Yoshida a Perry, 2007 a vlastni zkuSenost).
Pro spésné provedeni ICSI je velmi dualezité spravné nastaveni mikroskopu,
mikromanipuldtoru a  mikroinjektori. = Samotnému  nastaveni  spravné  polohy
mikromanipulatoru, mikroskopu a pipet musi pracovnik vénovat €as pred kazdym ICSI
sezenim. Po spravném sefizeni mikromanipulatoru je dilezité nastaveni spravného uhlu
mikroinjekéni pipety, ktery svira se dnem mikromanipulaéni misky tak, aby se dal pomoci
pipety jednoduse oddélit bi¢ik od hlavicky spermie. Dale je dileZité, aby injekéni 1 holdingova
pipeta byly pfi injekci spermie ve stejné roving ostrosti, stejné tak jako oocyt. Injikovany oocyt
by mél byt spravné natocen tak, aby mikroinjekéni pipeta neprochazela skrze délici vieténko a
nedoslo tak k jeho poskozeni. Proto je optimalni oocyt natocit vyklenkem kolem déliciho
vieténka, ktery je u mySich oocytii kmene BDF1 dobfe viditelny, do polohy 12 nebo 6 hodin.
Polové télisko, které se nachazi v blizkosti déliciho vieténka, vytvaii prostor mezi zona

pellucida a cytoplazmatickou membranou. V tomto misté je dobré vniknout mikroinjekcni
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pipetou ptes zona pellucida, protoze diky vétSi vzdalenosti mezi zona pellucida a
cytoplazmatickou membranou je mensi riziko, Ze se pii protnuti zona pellucida silnéjSim
piezoelektrickym pulzem protne i cytoplazmatickd membrana oocytu (Yoshida a Perry, 2007).
V tomto piipad¢ by doSlo k prasknuti membrany a lyze oocytu. K protnuti cytoplazmatické
membrany oocytu by mélo dojit aZ po jejim maximalnim napnuti kolem mikroinjek¢ni pipety,
aby vznikly otvor byl co nejmensi a membrana se mohla znovu zacelit. VSechny tyto aspekty
pro uspésnou ICSI musi pracovnik dostatecné natrénovat. Trva dlouhou dobu, nez se potiebné
navyky pracovnikovi zautomatizuji. K l1yze oocytu muze dojit i nasledné pti kultivaci, a to pii

vzniku poskozeni, které oocyt zaregistruje az po né&jaké dobg.

Z celkového poctu oocyta, které prezily ICSI, coz bylo 232 oocyti, bylo Gspésné oplozeno
145. To je 62,5 %. To je o vice nez 10 % méné, nez je uvadéno ve studii Rychtarové a kol.
(2021) z Oddéleni biologie reprodukce VUZV v.v.i., kde byla usp&snost oplozeni mysich
oocytl kozlimi spermiemi 77 %. Z toho je opét zietelné, ze pro uspéSnou ICSI je potieba
zkuseného pracovnika. V pribéhu vypracovavani této diplomové prace se v mnoha piipadech
(cca 16 %) opakovala skutec¢nost, Ze oocyty byly aktivovany partenogeneticky a v oblasti
cytoplazmy se nachdzela nedekondenzovana zcela nenaruSena hlavicka spermie. V tomto
pripad¢ se spiSe nez o neschopnost kozli spermie dekondenzovat v cytoplazmé mysiho oocytu
jednalo o chybu méné zkuseného mikromanipulatora, kdy zfejmé pii vlozeni spermie do

cytoplazmy nebyla spravné narusena oolema a spermie tak zistala v perivitelinnim prostoru.

V ramci jednotlivych skupin se uspeSnost oplozeni liSila pouze mirné. U skupiny A, tj.
cerstvého spermatu, byla uspé€snost 67 %, u zmrazeného spermatu skupiny B 56 %, u skupiny
C 70 % a u skupiny D 58 %. Nejnizsi uspésnost oplozeni byla u skupin B a D. Skupina B byla
zpracovavana jako prvni, tudiZ nizké uspésnost oplozeni by mohla byt zpiisobena i tim, Ze moje
osobni zkuSenost s ICSI byla v té dobé nejnizsi. Zarovenn méla skupina D nejvySs$i miru
posSkozeni paternalnich prvojader ze vSech 4 skupin spermatu. Slozkou fedidla byl vajecny
zloutek, jehoz lecitin reaguje s proteiny semenné plazmy a ma nepfiznivy vliv na kvalitu
spermatu (Gangwar et al., 2016). To miiZze byt také diivodem, pro¢ byla uspéSnost oplozeni
niz$i nez u ostatnich skupin. AvSak celkové byla tspéSnost oplozeni ve srovnani s praci
Rychtarové a kol. (2021) velmi nizkd. V letnich mésicich byla tspéSnost ICSI jesté nizsi,
protoZze pii teploté nad 30 °C se Casto stava, ze zygoty lyzuji. V laboratofi, ve které jsem ICSI
provadéla, bohuZzel nebyla vybavena klimatizaci. I pfes snahu ochladit stojanek ledem, piipadné
vychladit mikromanipulacni misku v lednici, uspéSnost ICSI zistavala pti vyssich teplotach

stale nizka.

44



Pro kazdou skupinu bylo provedeno n¢kolik opakovani, aby bylo nasbirano dostatecné
mnozstvi zygot. ICSI se skupinou A byla provedena 8x, se skupinou B 14x, se skupinou C 8x

a se skupinou D 10x. Skupina B a D méla vice opakovani kviili nizké uspéSnosti oplozeni.

Bézné pouzivané testy na hodnoceni kvality spermatu vizualizuji zlomy tésné sbalené
DNA na protaminech ve velmi kondenzované hlavi¢ce a ukazuji poskozeni, které ma spermie
jeste pied oplozenim. Neodhali ale poskozeni, které spermie vnasi do zygoty a které je dilezité
pro embryonalni vyvoj. Metoda detekce YH2AX pro hodnoceni integrity DNA fetézce spermii
je presnéjsi nez konvencné pouzivané testy. Napiiklad detekce zlomid DNA je 100x piesnéjsi
nez u kometového testu (Ismail et al., 2007). Pro vyhotoveni téchto metod je potieba relativné
velké mnozstvi spermii (Kumaresan et al., 2020), coz mtze byt problém u oligospermickych
vzorki, pfipadné ohrozenych druht, kde je mnoZstvi genetického materidlu omezené. Problém
testovani integrity DNA spociva v tom, ze doposud neni mozné odlisit poskozeni, které je pro
buiiku ptirozené a které ne. Tedy rozlisit fyziologické zlomy od patologickych. Také nelze urcit,
jestli jsou tyto zlomy v genech, které jsou aktivni, tedy jestli ma toto posSkozeni vliv na dalsi
embryonalni vyvoj. To zpusobuje, Ze vysledky testl ukazuji vyssi miru poskozeni, nez ve
skute¢nosti je. Tento problém se da vyftesit nastavenim hodnot tresholdu DNA poskozeni (DOI

10.1007/s10815-011-9631-8).

Pouziti piezo ICSI je citliv§j$i neZ bézna konvencni metoda ICSI a diky tomu ma 1 vyssi
podil ptezivsich oocytll po injikaci a lepsi uspésnost oplozeni nez konvencni ICSI (Kimura a
Yanagimachi, 1995, Fujii et al., 2020). Navic diky piezoelektrickym pulziim se pfi manipulaci
se spermiemi narusi jejich plazmaticka membrana a tim se uvolni PLC(, jez spousti aktivaci
oocytu, ktery poté zahaji rany embryonalni vyvoj. VE&tsina spermii navic prodélava akrozomalni
reakci pfi piezo pulzu jesté pied tim nez se dostane do oocytu a nedojde tak k vyliti obsahu

akrozomu do cytoplazmy (Yanagida et al., 2001, Anzalone et al., 2016).

Z vysledki této prace vypliva, Ze kontrolni skupina Cerstvého spermatu, tedy skupina A
meéla nejmensi podil DNA poskozeni, ne vSak nulové. DNA poskozeni je v rané zygoté
fyziologické (Wossidlo et al., 2010). Navic 1 v Cerstvém spermatu mohou byt poskozené
spermie (Sakkas a Alvarez, 2010). U konzervovaného spermatu skupiny B je poSkozeni mirné
vy$$i nez u skupiny kontrolni. Oproti tomu skupina C a D jsou vyrazné€ horsi, se statisticky
vyznamnym rozdilem oproti skupiné A i B. Nejvy$§i mira poSkozeni byla detekovana
v paternalnich prvojadrech ze skupiny D, kde byl pouzit vajecny Zloutek jako ptidavek fedidla.
Tento vysledek byl predpokladan, protoze lecitin obsazen ve vajeCném zloutku negativné
reaguje se slozkami kozli semenné plazmy. Nicméné statisticky vyznamny rozdil byl mezi
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skupinami B a C i ptesto, ze bylo pouzito stejné fedidlo. Tento vysledek mohlo ovlivnit nékolik
faktorti. Kvalita spermatu se mezi jedinci 1isi. Bylo pouzito sperma od celkem 3 kozld. Jeden
kozel byl pouzit pro skupinu A, druhy pro skupinu B a pro skupinu C a D byl pouzit tieti kozel.
Mezi jednotlivymi skupinami se liila také metoda odbéru. Odbér u skupiny A a B byl proveden
pomoci umélé vaginy s pouzitim atrapy. Odbér u skupiny C a D byl proveden elektrostimulaci.
I to by mohlo mit vliv na kvalitu spermatu. Ve studiich porovnavajici tyto dvé metody odbéru
méla elektroejakulace negativni vliv na kryotoleranci a spermie byly citlivéjsi na zmény
zpusobené vyraznymi zménami teplot (Jiménez-Rabadan et al., 2016, Jiménez-Rabadan et al.,
2012, Guerrero-Gutiérrez et al., 2021). Pro skupinu B byl pouzit jiny postup mrazeni nez pro
skupinu C a D. VSechny skupiny spermatu byly odebirany v reprodukéni sezoné kozli, ktera

trva piiblizn€ od fijna do prosince (Ohaneje et al., 2021).

Fluorescence signalizujici poskozeni DNA se objevovala jak u paterndlniho, tak
maternalniho prvojadra. U maternalniho prvojadra ale byla ve vétsiné pripadu fluorescence
mensi nez u paternalniho. V zygoté je urcita mira zlomu fyziologicka, ve fazi, kdy byly zygoty
fixované, mulze probihat replikace, ve které jsou zlomy DNA generovany pii vzniku
replika¢nich vidlic (Wossidlo et al., 2010). Do jisté miry mohla byt fluorescence v maternalnim

prvojadie v n¢kterych pripadech zpisobena poskozenim oocytu béhem ICSI.

Uvadi se, Ze se v souCasné dobé nase planeta nachazi v 6. nejhor§im masovém vymirani za
celou dobu jeji existence. Ubyva jak druhi zvifat Zijicich ve volné pfirodé, tak plemen
domacich a hospodatskych zvifat, a to zejména historicky vyznamnych plemen (Chapin et al.,
2000, Wake et al., 2008). Proto je biologicky material genetickych zdroji uchovavan
v biobankach po celém svété (Saragusty et al., 2012). Je tedy potiebné, aby se zdokonalovaly

metody uchovavani vzacného biologického materidlu, ¢emuz predchazi i vybeér efektivnich,

jednoduchych a piesnych metod pro hodnoceni jeho kvality.

Zdokonaleni technik asistované reprodukce muliZe byt pfinosné pro ochranu genetickych
zdroji, ale dilezity je také program zabyvajici se pfirozenou ochranu chovu zvitat spadajicich
do kategorie genetickych zdrojii a eliminace pfic¢in poklesu jejich biodiverzity (Moisan et al.,

2005).

Cilem této prace bylo mj. zjistit, zda existuje rozdil v intenzité fluorescence paternalniho
prvojadra znaciciho zlomy DNA mezi jednotlivymi skupinami spermatu. Pro toto hodnoceni
byla vybrana relativné jednoduchd metoda analyzy obrazu. Pfi vybéru optimalni metody

uchovavani spermatu by mohla byt pouZita metoda jako napiiklad western blot, aby byla
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zjisténa presnéjsi mira fluorescence. Pro tuto metodu by vSak bylo potieba hodnotit vice vzorki.
Bylo by vhodné se zabyvat i1 jinymi parametry kvality spermii neZ pouze DNA poskozeni, jako

napiiklad rizné epigenetické znacky vnesené do zygoty, methyla¢ni vzory a podobné.
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7 Souhrn

V Ceské republice ubyvaji ptivodni plemena hospodaiskych zvifat zatazena do tzv.
genetickych zdrojii. Jednad se o plemena hospodaiskych zvitat, ktera maji zachované urcité
kvalitni geny zarucujici adaptibilitu na dané podminky, odolnost vii¢i nemocem a podobné, a
které se Slechténim a kiizenim zacinaji ztracet. Proto by se mélo fesit udrzeni genetickych
zdroju v populaci a hledat co nejefektivnéjsi zptisoby, jak uchovavat jejich biologicky material.
To je dulezité i pro ohrozené druhy divokych zvifat, kterych ubyva kvili lidskym ¢innostem

mnohem rapidné;ji.

Hodnoceni kvality spermatu a nésledny vybér optimalniho zplsobu uchovévani
biologického materialu je dilezitym aspektem pro zachovani reprodukce téchto ohrozenych
druht. Hodnoceni kvality pomoci interspecifické ICSI vyrazn€ Setii biologicky material, a to
nejen spermie, kterych je pro zhotoveni této metody potieba vyrazné méné nez u konvencnich
testi hodnoticich integritu DNA, ale zejména vzacnéjsi biologicky material, kterym jsou
v mnoha ptipadech obtizné ziskatelné oocyty. Metoda je levna, rychld a pro zkuSeného a

schopného mikromanipulatora i jednoducha.

V porovnani s konven¢nimi metodami hodnoceni kvality spermatu odhaluje tato
metoda aspekt, ktery ma redlny vliv na vyvoj embryi. Pfi hodnoceni kvality spermii se béZné
hodnoti parametry jako je motilita, poCet spermii, integrita plazmatické membrany,
mitochondrii, integrita DNA a podobné. Mira integrity DNA méfena pomoci konvenénich testi
hodnoti miru poSkozeni DNA spermii jesté pfed oplozenim. Naproti tomu metoda pouzivana
v této diplomové praci méti miru poskozeni DNA azZ v sam¢im prvojadie, takZe 1ze pozorovat,
jaké mira poSkozeni je redln¢ vnesena do oocytu a takeé to, jak je cytoplazma oocytu schopna

poSkozeni DNA opravit.

V soucasné dobé& existuje vice zpusobi, jak uchovavat biologicky material. Oocyty
mohou byt uchovavany pomoci kryoprezervace nebo vitrifikace. Spermie hlavné pomoci
kryoprezervace a lyofilizace. Je potieba urcit, jaky zpusob konzervace je pro uchovani
genetického materidlu nejoptimalnéjsi. Na zakladé ziskanych vysledki 1ze odvodit, Ze metoda
meéfeni miry fluorescence YH2AX v parentdlnim prvojadie interspecifické zygoty je

spolehlivym néstrojem pro toto urceni.
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Metoda interspecifické ICSI byla schopna odhalit rozdily v kvalit¢ DNA spermatu
mrazen¢ho riznymi postupy. Ziskané vysledky potvrdily nase predpoklady definované na

zaklad¢€ dostupnych informaci z literatury.
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