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Abstrakt 

 

Intracytoplasmatická injekce spermie, neboli ICSI, je metoda běžně používaná 

v centrech asistované reprodukce a zároveň je efektivním nástrojem pro výzkum oplození. 

Metoda interspecifické ICSI je vhodná pro produkci zygot, které vznikají spojením gamet 

odlišného, vzdáleně nepříbuzného druhu. Dokáže obejít přirozené mezidruhové bariéry a 

vytvořit tzv. interspecifické zygoty. Toho se dá využít při hodnocení vlastností gamet 

ohrožených druhů živočichů. V této práci byla metoda použita pro hodnocení kvality 

uchovávaného spermatu kozlů z genetického zdroje kozy bílé krátkosrsté.  

Cílem práce bylo vyhodnotit vliv kryoprezervace na kvalitu spermatu kozlů, které bylo 

mražené třemi rozdílnými způsoby na dvou různých chovatelských stanicích.  

Jako kontrolní skupina sloužilo čerstvě odebrané sperma. Do maturovaných myších oocytů 

byly injikovány hlavičky xenogenních kozlích spermií. Injikované oocyty se nechaly vyvíjet 

do stadia zygoty, ve kterých se vytvořilo jak samičí (myší), tak samčí (kozlí) prvojádro. 

V samčím prvojádře se hodnotilo DNA poškození pomocí imunofluorescenčního barvení 

protilátkou proti γH2AX, což je marker DNA zlomů. 

Výsledky získané měřením hladiny intenzity fluorescence γH2AX v paternálních 

prvojádrech ukazují, že se sledované hodnoty mezi jednotlivými skupinami liší. Nejnižší 

hodnoty intenzity fluorescence, a tedy nejnižší poškození DNA, byly prokázány u čerstvého 

spermatu (11,93 ± 8,06). Rozdílnost byla prokázána i mezi skupinami mraženého spermatu. 

Byl potvrzen vliv různých metod odběru a zmrazování spermatu a vliv složení zamrazovacího 

média. Nejvyšší hodnoty intenzity fluorescence byly zjištěny u zamrazovacího média 

s přídavkem vaječného žloutku (39,23 ± 8,06).  

Tato metoda hodnocení kvality genetického materiálu zvířat zařazených do genetických 

zdrojů a do budoucna i ohrožených druhů zvířat je relativně jednoduchá a levná metoda, která 

může nahradit předchozí techniky hodnocení kvality spermií. Její výhodou je možnost 

nahrazení těžko dostupných oocytů ohrožených druhů snadno dostupnými myšími oocyty.  

Klíčová slova 
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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-γH2AX antibody, a marker of 

DNA breaks.  

The results obtained by measuring the level of γH2AX 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 použitých zkratek 

 

ATP – adenosine triphosphate, adenosintrifosfát 

BSA – bovine serum albumin, abumin z bovinního séra 

BUSgp60 – bulbourethral 60 kDa protein, bulbouretrální 60 kDa protein 

Ca2+ - calcium cation, vápenatý kationt 

CMA3 – chromomycin A3 

CO2  – carbon dioxide, oxid uhličitý 

ČZU – Česká zemědělská univerzita  

DAPI – 4',6-diamidin-2-fenylindol, fluorescenční barvivo 

DMSO – dimethyl sulfoxide, dimethylsulfoxid 

DNA – deoxyribonucleic acid, deoxyribonukleová kyselina 

DNA pol I – DNA polymerase I, DNA polymeráza I  

DTT – 1,4-dithiothreitol, dithiotreitol - nízkomolekulární redukční činidlo 

dUTP – 2´-Deoxyuridine, 5´-Triphosphate, deoxyuridine trifosfát 

EmbryoMax KSOM – mouse embryo medium, medium pro myší embrya 

EYCE – egg yolk coagulating enzyme, enzym koagulující vaječný žloutek 

FSH –  follicle–stimulating hormone, folikuly stimulující hormon 

H2A – histone H2A, histon H2A 

H2A1, H2A2, H2AX, H2AZ – varianty histonu H2A 

γH2AX – fosforylovaná forma histonu H2AX, která se objevuje krátce po vzniku zlomu na 

DNA 

H2O2  – hydrogen peroxide, peroxid vodíku  

hCG – human chorionic gonadotropin, lidský choriový gonadotropin 

ICSI – intracytoplasmic sperm injection, intracytoplazmatická injekce spermie 



iICSI – interspecifická ICSI, mezidruhová ICSI 

pICSI – piezo ICSI 

IP3 – inositol trisphosphate, inositoltrisfosfát 

ISNT – In situ nick translation, in situ nick translace – detekce zlomů v DNA řetězci 

v tkáňových řezech na buněčné úrovni 

M2 – médium M2 

mAb – monoclonal anatibody, monoklonální protilátka 

MAPK – mitogen-activated protein kinase or MAP kinase, MAP kináza 

MPF – maturation-promoting factor, faktor podporující zrání   

PBS – phosphate buffered saline, fosfátový pufr 

pH – potential of hydrogen, vodíkový exponent 

PLCζ – phospholipase C, fosfolipáza C 

PMSG – pregnant mare's serum gonadotropin, koňský choriový gonadotropin 

PN 4, 5 – pronuclear stage 4, 5, pronukleární stádium 4, 5  

PVP – Polyvinylpyrrolidone, polyvinylpyrrolidon 

PZD –  partial zona dissection, parciální disekce zona pellucida 

RNA – ribonucleic acid, ribonukleová kyselina 

ROS – reactive oxygen species, reaktivní formy kyslíku 

SCD test – sperm chromatin dispersion test, test disperze chromatinu ve spermatu 

SCGE – single cell gel electrophoresis, jednobuněčná gelová elektroforéza 

SCSA – sperm chromatin structure assay, stanovení chromatinové struktury spermií 

SUZI – subzonal insemination, subzonální inseminace 

TdT – terminal deoxynucle otidyl transferase, terminální deoxynukleotidyltransferáza  

TUNEL – Terminal deoxynucleotidyl transferase dUTP nick end labeling, označování 

koncových deoxynukleotidyltransferáz dUTP  
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1 Úvod   

 

V posledních letech rapidně ubývají nejen ohrožené druhy zvířat, ale i plemena 

hospodářských zvířat, která patří do kategorie genetických zdrojů. Z důvodu jejich omezeného 

počtu by v budoucnu mohl nastat problém s jejich přirozenou reprodukcí. Proto je potřeba 

zdokonalit techniky uchovávání genetického materiálu a vyvinout co nejlepší metody, kterými 

provádět případnou artificiální inseminaci a hodnocení kvality genetického materiálu. 

Z důvodu malého množství genetického materiálu ohrožených zvířat je potřeba vyvinout 

metody, a to hlavně metody na hodnocení kvality, které zamezí plýtvání cenného genetického 

materiálu. Využití metody interspecifické intracytoplazmatické injekce spermie (iICSI) se zdá 

být vhodným nástrojem na hodnocení kvality uchovávaných spermií. Tím, že se injikuje 

spermie přímo do cytoplazmy oocytu se dají obejít mezidruhové bariéry a použít gamety 

z odlišných druhů. Metoda ICSI se běžně používá v centrech asistované reprodukce, zejména 

v případech, kdy spermie nejsou plně funkční. Tedy pokud jsou spermie nepohyblivé, 

neschopné projít obaly oocytu, zahájit akrozomální reakci či z jiných důvodů neschopnosti 

oplození oocytu. ICSI se může použít také v případě, kdy se v ejakulátu nenacházejí 

maturované spermie a je nutné chirurgicky odebrat nezralé spermie, které ale nejsou schopné 

oplodnit oocyt přirozenou cestou. ICSI totiž umožňuje překročení kroků, ke kterým dochází 

během přirozeného oplození v reprodukčním traktu samice, jako je kapacitace, akrozomální 

reakce, rozpoznání a fúze gamet. První úspěšná metoda ICSI, kdy se narodilo dítě, byla popsána 

ve studii Gianpiera Palerma v roce 1992 (Palermo et al., 1992). Metoda injekce spermie do 

oocytu se ale vyvíjela už dlouhou dobu před tím. První úspěšná injekce spermie s výsledkem 

oplozeného oocytu byla byla provedena na křeččích gametách už v roce 1976 (Uehara a 

Yanagimachi, 1976).  

V předkládané práci je metoda iICSI použita na hodnocení poškození DNA spermií po 

kryoprezervaci. Při kryoprezervaci dochází k velkým teplotním změnám, které mohou spermie 

poškodit. V této práci byla hodnocena kvalita spermií plemene koza bílá krátkosrstá, které je 

zařazeného do genetických zdrojů. Do genetických zdrojů je v České republice zařazeno 35 

plemen hospodářských zvířat. Jedná se o různá plemena skotu, prasat, koz, ovcí, koní, ovcí, 

králíků, ryb, drůbeže, nutrií a dalších. Do genetických zdrojů koz se řadí koza hnědá krátkosrstá 

a koza bílá krátkosrstá (Sztankóová et al., 2009). V diplomové práci jsou porovnávány 4 

skupiny spermatu. První je kontrolní skupina čerstvého spermatu. Další 3 skupiny spermatu 
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jsou kryoprezervované. K hodnocení kozlího spermatu pomocí iICSI byly použity snadno 

dostupné myší oocyty. 

Fragmentace DNA se běžně hodnotí na maturovaných spermiích pomocí metod, jako je 

TUNEL, kometový test, SCD, nabarvení akridinovou oranží a podobně. Interspecifická ICSI je 

nástroj, pomocí kterého se dá měřit poškození DNA v paternálním prvojádře, kde je DNA 

dekondenzovaná a metoda lépe znázorňuje místa a četnost zlomů. Samčí prvojádro je v myších 

zygotách vždy větší než samičí. Tato vlastnost je zachována, až na výjimky, i v případě použití 

spermií z jiného druhu. Navíc jsou viditelné zlomy, které spermie přináší do oocytu a které jsou 

důležité pro následný embryonální vývoj. DNA zlomy v prvojádře jsou zviditelněny pomocí 

protilátky proti γH2AX, která se běžně používá jako marker zlomů DNA v somatických 

buňkách. K vyhodnocení výsledků je pak potřeba pouze fluorescenční mikroskop a program na 

měření intenzity fluorescence (ImageJ).  

Tato metoda by v budoucnu mohla být použita i pro hodnocení kvality spermatu a 

následnému výběru optimálního způsobu uchovávání. Navíc možnost použití snadno 

dostupných myších oocytů výrazně šetří vzácný genetický materiál a pro hodnocení DNA 

poškození spermie po oplození není nutné obtížně získávat samičí gamety stejného druhu. 
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2 Přehled literatury 

 

2.1 ICSI 

 

Metoda ICSI, tedy intracytoplasmatická injekce spermie se dnes běžně používá 

v centrech asistované reprodukce primárně pro případy, kdy spermie nejsou schopné samy 

projít přes obaly oocytu a oplodnit ho z důvodu jejich velmi nízké či nulové motility. Jedná se 

především o poruchu zvanou astenospermie. Jedná se o stav, kdy je v ejakulátu málo 

pohyblivých spermií. Díky ICSI je možné použít i nezralé spermatidy, pokud se v ejakulátu 

žádné maturované spermie nenachází (Schlegel a Girardi, 1997). ICSI v humánní medicíně 

měla úspěch poprvé v roce 1991, kdy došlo k úspěšnému oplození lidského oocytu. Tato 

průlomová metoda, která se s mírnými modifikacemi používá dodnes se povedla omylem při 

metodě subzonální inseminace (SUZI), kdy dochází k injekci spermie pouze pod zona pellucida 

oocytu. Spermie pronikla až do cytoplazmy oocytu a došlo k jeho oplození (Palermo et al., 

1992). První zmínka o vytvoření prvojader po ICSI byla ale publikována už dávno předtím na 

modelu křeččích gamet (Uehara a Yanagimachi, 1976). ICSI lze použít i na přípravu 

transgenních živočichů. Prvním transgenním živočichem vytvořeným metodou ICSI bylo prase 

(Kurome et al., 2006, García-Vázquez et al., 2010).  

Mechanické poškození membrány spermie těsně před injekcí spouští aktivaci oocytu, 

stejně jako k tomu dochází fyziologicky při normálním oplození. Fosfolipáza Cζ se rozprostře 

do oocytu a spouští fosfoinositidovou dráhu, která končí únikem vápenatých iontů 

z endoplazmatického retikula (Albertini, 2015, Anifandis et al., 2016, Sanusi et al., 2015, 

Meerschaut et al., 2014). Po splynutí spermie a oocytu u normálního, fyziologického oplození, 

spermie spustí aktivaci oocytu, která umožňuje nastartování raného embryonálního vývoje. 

Prvními kroky po aktivaci jsou znovuzahájení meiózy, vyloučení druhého pólového tělíska, 

vyloučení obsahu kortikálních granul a formování samčího a samičího prvojádra (Alberio et 

al., 2001, Swann and Lai, 2016). Aktivace oocytu je spuštěná oscilací vápníku v ooplazmě 

(Stricker, 1999). Faktor zodpovědný za oscilace u savců je izoforma fosfolipázy C, která je 

specifická pro spermie, konkrétně PLCζ (Saunders et al., 2002, Yoon a Fissore, 2007). PLCζ 

vstoupí do ooplasmy po fúzi gamet a katalyzuje hydrolýzu fosfatidylinositolu 4,5- bisfosfátu za 

vzniku inositol trifosfát a diacylglycerolu. IP3 se naváže na svůj receptor na membráně 
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endoplazmatického retikula a indukuje uvolnění vápenatých iontů do cytosolu. Ca2+ vrcholy 

způsobují snížení množství MPF a MAPK, jejichž množství je nejvyšší před oplozením (Jones, 

2005).  

Po ICSI u některých druhů nedochází k aktivaci oocytu samotnou spermíí, a to například 

u skotu. Aktivace se v tomto případě provádí uměle (Malcuit et al. 2006a). Bez aktivace nejsou 

spermie v zygotě schopné dekondenzovat a vytvořit prvojádro (Malcuit et al. 2006b, Arias et 

al., 2015). 

U malých populací ohrožených druhů zvířat ubývá genetická diverzita kvůli vyšší šanci 

inbreedingu, a tím pádem dochází k vyšší produkci homozygotů (Roldan et al., 2006). Tím se 

snižuje schopnost adaptace a zvyšuje risk dědičných chorob, kongenitálních poruch a snížuje 

se plodnost (Andrabi a Maxwell, 2007). V mnoha případech mají tyto druhy omezenou kvalitu 

spermatu, což znesnadňuje přirozenou fertilizaci nebo asistovanou reprodukci (Koester et al., 

2015). ICSI může tyto problémy vyřešit díky možnosti použít i nekvalitní, nepohyblivé či 

dokonce mrtvé spermie, pokud je zachována jejich genetická informace. Navíc je možné 

produkovat potomky z gamet uhynulých zvířat (Fernandez-Gonzalez et al., 2015), zvýšit šanci 

na oplození nekvalitním spermatem (Choi et al., 2016) nebo nekvalitním oocytem (Catalá et 

al., 2012, Ohlweiler et al., 2013). Tato metoda navíc umožňuje výběr morfologicky normálních 

spermií (Penfold et al., 2003). ICSI umožňuje reprodukci divokých zvířat, které se nenachází 

na stejném místě. (jsou v jiné zoologické zahradě nebo na jiném místě jejich přirozeného 

habitatu), nezáleží na čase, dají se použít kryoprezervované nebo jinak uchovávané spermie a 

mohou být použité dokonce i spermie, které nejsou optimálně zamražené nebo zmražené 

v malém množství. V budoucnu by mohla ICSI pomoci při zachování genetické diverzity 

ohrožených druhů savců, a to hlavně těch, které jsou blízce příbuzné s domestikovanými druhy, 

pro které je použití ICSI již úspěšné (Salamone et al., 2017). 

 

2.1.1 Piezo ICSI 

 

Oocyty některých druhů zvířat mají při konvenční ICSI velmi malou úspěšnost přežití 

a fertilizace kvůli citlivé plazmatické membráně. Tento jev je pozorován zejména u myší. Byla 

proto vyvinuta modifikace, kdy jsou pomocí pieza generovány slabé elektrické pulzy, které 

velmi jemně rozechvějí injekční pipetu. Pipeta se díky tomu jednoduše a citlivě dostane přes 

buněčné obaly oocytu. Umožňuje proniknutí membránou s minimálním narušením oocytu. 
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Přítomnost kapky rtuti v blízkosti špičky kapiláry zvyšuje schopnost proniknutí skrze zona 

pellucida a cytoplazmatickou membránu. Zajistí, aby byl elektrický pulz dobře veden a zároveň 

stabilizuje pipetu a zpřesní tak průnik přes obaly. Tato metoda byla poprvé použita na myším 

modelu. Při piezo ICSI je mikromanipulační pipeta rovně odlomená, na rozdíl od konvenční 

ICSI, kdy je mikromanipulační pipeta zkosená, aby měla hrot, pomocí kterého protne obaly 

oocytu (Kimura a Yanagimachi, 1995). 

V poslední době se vyvíjejí další látky, které nejsou toxické jako rtuť, aby bylo možné 

je použít v humánní medicíně. Jedná se o netoxické látky na bázi fluorouhlíkových sloučenin 

(Salgado et al., 2018, Hiraoka and Kitamura, 2015, Morita et al., 2012). U lidí může být piezo 

ICSI pro úspěšnou fertilizaci a následný vývoj do blastocysty účinnější, a to hlavně pro 

pacientky ve věku nad 35 let. S věkem se snižuje viskozita cytoplazmy a stává se citlivější na 

mikromanipulaci (Furuhashi ez al., 2019). Piezo ICSI zlepšuje podíl oplozených oocytů, ale 

podle studie Fujiiho a kol. nebyly zjištěny rozdíly ve vývoji do blastocysty, úspěšné implantaci 

embrya, podílu potratů, podílu narozených dětí, gestačním věku, porodní váze, podílu chlapců, 

podílu porodů císařským řezem a množstvím vrozených vad mezi skupinami po piezo ICSI a 

konvenční ICSI (Fujii et al., 2020). 

Na koňském modelu bylo dokázáno, že po piezo ICSI dochází k rychlejšímu nástupu 

dekondenzace chromatinu ve spermii a znovuzahájení meiózy než po konvenční ICSI. Kvalita 

blastocyst byla také lepší než po konvenční ICSI (Salgado et al., 2018). 

Při piezo ICSI se spermie imobilizují piezem. U takových spermií dochází k rychlejšímu 

narušení plazmatické membrány (Yanagida et al., 2001), což je důležité pro efflux a aktivaci 

oocytu spermií, než u spermií imobilizovaných normální konvenční technikou, tj zlomením 

bičíku přiložením pipety.  

Pomocí piezo-elektrických impulsů je možné provést narušení akrozomové membrány a 

následného vylití akrozomu ještě před samotnou injekcí spermie do oocytu. Porušením 

plazmatické membrány lze také aktivovat spermii. Toto mechanické porušení plazmatické a 

akrozomální membrány spermie se zdá být účinnější než chemická aktivace spermie (například 

ionomycinem, tritonem) a zlepšuje se tak vývoj embrya až do fáze blastocysty. Velká část 

spermií (46 %) prochází akrozomální rekací při manipulaci s piezem (Anzalone et al., 2016). 
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2.1.2 Interspecifická ICSI 

  

Interspecifická ICSI probíhá za použití gamet odlišných druhů zvířat. Oproti tomu 

intraspecifická ICSI používá gamety ze stejného živočišného druhu. iICSI je možné použít 

k hodnocení spermatu z pohledu schopnosti oplození, kdy vytvoření dvou odlišných prvojader 

je prokazatelnou známkou úspěšného oplození. U použití gamet podobných druhů se mohou 

interspecifická embrya vyvíjet až do stadia blastocysty, konkrétně v případě použití oocytů 

kočky domácí a spermií divokých kočkovitých šelem, geparda a leoparda. Tato možnost je 

výhodná hlavně v případě, že se jedná o divoké druhy ohrožených zvířat, kdy je dostupnost 

samičího genetického materiálu velmi omezená. Je tedy vhodné reprodukční schopnosti 

ohrožených druhů zvířat zkoumat pomocí iICSI s využitím dostupnějších oocytů jiného druhu 

zvířete. V případě příbuzných druhů je vývoj do blastocyst úspěšný i bez aktivace oocytu po 

ICSI, znamená to tedy, že spermie podobného druhu jsou dokonce schopné aktivovat oocyt 

(Moro et al., 2014). Ve studii Kaneka a kol. byla použita iICSI pro prokázání schopnosti 

oplození (tedy vytvoření maternálního i paternálního prvojádra) u druhů, které nejsou příbuzné. 

V tomto případě byly použity oocyty myší a spermie šimpanze, žirafy, jaguára, lasičky a 

potkana. V tomto případě byla testována schopnost oplodnit oocyt lyofilizovanými spermiemi 

(Kaneko et al., 2014). Myší oocyty jsou často používaným modelem pro iICSI pro prokázání 

fertility spermií různých savců (Lee et al., 1996, Watanabe et al., 2010).  

 

2.2 Genetické zdroje 

 

Podle Dohody o biologické rozmanitosti je genetický zdroj definován jako „Živý materiál 

obsahující geny s bezprostřední nebo potenciální hodnotou pro lidstvo.“ (Convention on 

Biodiversity, CBD, 1992). U mnoha živočišných druhů dochází ke ztrátě biodiverzity nebo 

dokonce dochází ke kritickému poklesu populace. A to jak u zvířat žijících ve volné přírodě, 

tak u spousty významných plemen hospodářských zvířat. Lokální plemena, která jsou dobře 

adaptovaná na specifické prostředí, ubývají a jsou nahrazována plemeny, která jsou 

z průmyslového hlediska zajímavější a produktivnější (FAO, 2015).  Původní plemena 

hospodářských zvířat si zachovávají mnoho prospěšných vlastností, mezi které patří dobrá 

přizpůsobivost na prostředí, odolnost vůči klimatickým stresům, odolnost proti lokálním 

patogenům a parazitům. Některé tyto vlastnosti chybí moderním plemenům hospodářských 
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zvířat, která jsou vyšlechtěná pro intenzivní průmyslovou produkci živočišných produktů. 

Výrazným šlechtěním těchto moderních plemen, jejichž chov je mimo jiné finančně výhodnější, 

klesá počet původních plemen, čímž se z populace ztrácejí významné geny, které mohou 

přispívat ke zlepšení zdraví nových populací. V budoucnu, kdy dojde k vyčerpání proměnlivosti 

znaků a vlastností, bude nutnost využít genetický potenciál těchto plemen. Díky intenzivnímu 

šlechtění klesá genetická proměnlivost populací hospodářských zvířat. Genetické zdroje jsou 

cenným zdrojem genů, které mají vysoký biologický a hospodářský potenciál a patří do 

kulturního dědictví. Existuje několik způsobů pro zachování genových rezerv. Prvním 

způsobem je program in situ. Ten spočívá v ochraně zvířat v jejich přirozeném prostředí se 

snahou o udržení dostatečně velké populace a biodiverzity. Je tak zajištěna vyšší šance jejich 

přežití. Program zachování in situ podporuje genetickou rozmanitost.Tento způsob je ale velice 

nákladný, protože je potřeba mít k dispozici dostatečný počet nepříbuzných samčích linií. 

Metoda in situ umožňuje adaptaci na měnící se prostředí. Druhou možností je ochrana ex situ. 

Ta se dále dělí na in vivo a in vitro. Program in vivo představuje chov malé skupiny zvířat mimo 

jejich přirozené prostředí, například ve výzkumných nebo záchranných střediscích, v chovných 

stanicích, zoologických zahradách a ekologických centrech. Program in vitro spočívá v 

uchovávání genetického materiálu pomocí kryoprezervace. Je tak možné uchovávat sperma, 

embrya, oocyty, kmenové buňky nebo tkáně ohrožených zvířat. Kryoprezervovaný materiál je 

uchováván v genobankách. Genobanky musí splňovat určitá kritéria, aby v nich mohl být 

uchováván genetický materiál. Mezi tato kritéria patří například konstrukční odolnost vůči 

všem přírodním vlivům, biologická bezpečnost, možnost připojení k internetu a vedení 

evidence. Je nutné dodržovat velice propracovaný provozní řád a bezpečnostní opatření nebo 

zhotovení duplikátů důležitých materiálu, které jsou uloženy v jiné genobance (Martyniuk et 

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

V České republice se do kategorie genetických zdrojů řadí plemena hospodářských zvířat: 

česká červinka, český strakatý skot, koza bílá krátkosrstá, koza hnědá krátkosrstá, šumavská 

ovce, valašská ovce, huculský kůň, starokladrubský kůň, slezský norický kůň, českomoravský 

belgický kůň, přeštické černostrakaté prase, dále zástupci plemen drůbeže, králíků, nutrií, ryb 

a včel. Ochrana těchto plemen je pod záštitou Národního Programu, tento program je 

aktualizovaný každých 5 let (Mátlová, 2013). 
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2.3 Možné metody uchování biologického materiálu (spermií) 

 

2.3.1 Kryoprezervace 

 

Načasování odběru oocytů je omezeno sezónně, u ohrožených druhů je těžké odebrat ve 

stejný čas jak spermie, tak oocyty. Spermie, jejichž odběr a uchování je jednodušší než odběr a 

uchování oocytů, mohou být kryoprezervovány a podle potřeby využity pro oplození. Jedná se 

o metodu uchování spermatu, která je v současné době nejpoužívanější pro dlouhodobé 

uchování materiálu z geneticky kvalitních samců, významných transgenních linií a ohrožených 

druhů (Bailey et al., 2003, Bailey et al., 2000). Kryoprezervace je v reprodukční biologi velmi 

důležitá. Slouží k uchování gamet a embryí, umožňuje skladování genových rezerv a podporuje 

šlechtitelský program pro vzácné a ohrožené druhy, ale i ubývající druhy hospodářských a 

domácích zvířat (Sharma a Sood, 2020). 

Bohužel při tomto způsobu uchovávání dochází k drastickým změnám, které jsou 

zapříčiněné zejména výraznými změnami teplot. Během tohoto procesu vzniká biochemické i 

funkční poškození uchovávaného materiálu (Leboeuf et al., 2000). Mimo jiné dochází k tvorbě 

ledových krystalů, které mohou mechanicky poškodit buňky. Navíc jsou buňky v průběhu 

kryokonzervace vystaveny fyzikálnímu, chemickému, osmotickému a oxidativnímu stresu, 

který potlačuje kvalitu spermií a následně i jejich schopnost oplodnit oocyt (Ezzati et al., 2020, 

Amidi et al., 2016, Watson, 1995). Spermie pocházející z různých živočišných druhů jsou různě 

náchylné k poškození během kryoprezervace. A to hlavně v závislosti na velikosti, tvaru, 

lipidovém a proteinovém složení spermie (Lv et al., 2019). Těmto problémům lze předcházet 

přidáním kryoprotektiv a dalších složek mrazícího média, které tyto přirozené děje částečně 

eliminují. Další opatření pro úspěšnou fertilizaci je způsob, jak se při mražení mění teplota. U 

některých druhů závisí i na období, v kterém se sperma odebírá (Yeste, 2016). To může ovlivnit 

odolnost vůči mražení (takzvanou kryotoleranci). Teplejší období, hlavně v období letních 

měsíců, negativně ovlivňuje plodnost kvůli teplotnímu stresu, který má negativní vliv na samčí 

i samičí reprodukční trakt (Perumal et al., 2017, De Rensis a Scaramuzzi, 2003). Kvalita 

spermatu v nereprodukčním období může být snížena změnami ve složení membrány spermie, 

ke kterým dochází během spermatogeneze. V průběhu ročních období se mění proliferační 

aktivita zárodečných buněk a Sertoliho buněk (Martínez-Fresneda et al., 2019). Mění se také 

obsah fosfolipidů, cholesterolu a různých proteinů spermie. Jedná se zejména o proteiny, které 
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jsou složkou semenné plazmy (Argov-Argaman et al., 2013, Westfalewicz et al., 2019). Jsou to 

proteiny, které se po ejakulaci připojují na plazmatickou membránu a chrání ji před poškozením 

způsobeným mrazem (Muiño-Blanco et al., 2008). Proteiny semenné plazmy, jejichž 

koncentrace se zvyšuje v reprodukčním období, jsou spojeny hlavně s regulací metabolismu 

lipidů, prevencí předčasné kapacitace a ochranou před teplotním šokem (Domínguez et al., 

2008, Leahy et al., 2010). Složky extenderů mrazícího media a způsob mražení se vybírají na 

základě živočišného druhu vzhledem k rozdílným potřebám. Rozdíly v mrazitelnosti spermií 

ale nejsou jen mezi druhy, ale i mezi jedinci. Existují proteiny spermie, které se dají označit 

jako biomarkery mrazitelnosti a jejichž pomocí se dá odhadnout, jaký samec bude lépe snášet 

kryoprezervaci a bude mít kvalitní spermie schopné úspěšného oplození i po rozmražení 

(Ricard et al., 2015). Odhalením molekulárních mechanismů probíhajících v průběhu 

kryoprezervace se může nadále zlepšovat způsob mražení a snižovat tak negativní vliv 

vznikajícího stresu na schopnost oplození. Proto je velmi důležité se tímto tématem zabývat.  

Spermie malých přežvýkavců, tedy i kozlů, jsou oproti ostatním druhům velmi citlivé 

na výrazné změny teplot. Semenná plazma kozlů obsahuje enzym, který je produkován 

bulbouretrálními žlázami. Interaguje s vaječným žloutkem a odstředěným mlékem, které se 

běžně přidávají do extenderu. Jejich reakcí vznikají toxické látky, které poškozují spermie a 

snižují jejich odolnost vůči kryoprezervaci (Gangwar et al., 2016). Je to enzym EYCE (egg 

yolk coagulating enzyme, fosfolipáza A2), který funguje jako katalyzátor, který hydrolyzuje 

lecitin obsažený ve vaječném žloutku na mastné kyseliny a lysolecitin. Tato reakce způsobuje, 

že se membrána spermie stává více fúzogenní a indukuje tak předčasně akrozomální reakci 

(Purdy, 2006) a dekondenzaci chromatinu (Sharma a Sood, 2020). Enzym, který reaguje 

s odstředěným mlékem, BUSgp60 je zodpovědný za hydrolýzu triglyceridů v plazmatické 

membráně a v mléce, což zapříčiňuje produkci mastných kyselin, které jsou pro spermie toxické 

(Pellicer-Rubio et al., 1997, Pellicer-Rubio a Combarnous, 1998). Možným řešením tohoto 

problému je odstranění semenné plazmy před kryoprezervací pomocí centrifugace. Ale jejím 

odstraněním se může snížit kvalita spermatu (Azerêdo et al., 2001). Samotný proces odstranění 

plazmy může poškodit spermie, pokud je provedeno nesprávně.  Je možné přidat do extenderu 

látky, které minimalizují interakce lipáz. Případně použít extender bez vaječného žloutku nebo 

mléka (Kundu et al., 2000).  

Změny v průběhu kryoprezervace: 

Kryoprezervace indukuje zvýšení fluidity a permeability plazmatické membrány, 

zvýšenou produkci reaktivních forem kyslíku (ROS), porušení integrity akrozomu, narušení 
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membránového potenciálu v mitochondriích a snižuje pohyblivost spermií. Spermie mohou být 

skladovány v tekutém dusíku při teplotě - 196 °C neomezenou dobu. Co ale může nepříznivě 

ovlivnit jejich kvalitu je zamrazování a rozmrazování, částečné rozmrazení a opětovné 

zamrazení (Khalil et al., 2017, Gürler et al., 2016, Yoon et al., 2015, Prieto-Martínez et al., 

2017, Jobim et al., 2004, Ahmad et al., 2014, Dorado et al., 2009). 

Změny na plazmatické membráně: 

Plazmatická membrána patří mezi struktury, které jsou kryoprezervací ovlivněny jako 

jedny z prvních (Bailey et al., 2000). U přežvýkavců plazmatická membrána spermie obsahuje 

velké množství nenasycených fosfolipidů a relativně malé množství cholesterolu, což oslabuje 

rezistenci vůči změnám teplot (Darin-Bennet a White, 1977). Dochází také k redistribuci 

fosfolipidů v membráně, některé tvoří gelovitou strukturu místo tekuté mozaiky dříve než 

ostatní, což vede k fázové separaci lipidů (Grötter et al., 2019). To vede k narušení funkce 

některých lipid-proteinových interakcí. V průběhu mražení také dochází ke ztrátě nebo 

přesunutí některých povrchových či membránových proteinů spermie, které pak přicházejí o 

správnou funkci. Mohou to být proteiny, které jsou důležité pro kapacitaci, interakci, fúzi 

spermie a oocytu a následného oplození (Wojtusik et al., 2018, Pini et al., 2018a). Proteiny, 

které se účastní transportu, stabilizace membrány, ochrany proti lipidové peroxidaci a 

teplotnímu šoku, antiapoptické a dekapacitační proteiny se v průběhu kryoprezervace ztrácí 

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

s antioxidačním účinkem mohou měnit své zastoupení v plazmatické membráně. Patří mezi ně 

glutation peroxidáza, glutation reduktáza a superoxid dismutáza (Marti et al., 2008). Může se 

jednat o snížení, přesunutí nebo naopak zvýšení jejich počtu (Westfalewicz et al., 2015, Yoon 

et al., 2016a, Yoon et al., 2016b). Avšak ochrana spermie proti ROS závisí hlavně na semenné 

plazmě, membrána tomu přispívá pouze málo. Semenná plazma obsahuje jak enzymatické, tak 

neenzymatické antioxidanty. Jejich účinnost je výrazně omezena po smíchání spermatu 

s mrazícím médiem v důsledku snížení jejich koncentrace. To vede k nárůstu ROS, což má za 

následek velké změny v membráně kvůli redukci disulfidických vazeb mezi membránovými 

proteiny (Chatterjee et al., 2001). ROS také způsobují peroxidaci membránových fosfolipidů a 

změnu v glykokalyxu spermie (Pini et al., 2018b).  

Změny motility spermie: 

Oxidativní stres způsobený kryoprezervací narušuje aktivitu mitochondrií, způsobuje 

efflux intracelulárních enzymů a poškozuje několik proteinů axonemy (dynein, tubulin, 
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proteiny teplotního šoku). To všechno snižuje pohyblivost spermie. Dochází k narušení 

fungování elektron transportního řetězce, který je součástí produkce ATP (Aitken, 2017). 

Mrazení mění zastoupení několika enzymů, které jsou součástí oxidativní fosforylace a 

glykolýzy, což jsou hlavní zdroje syntézy ATP, to může vést ke snížení motility spermií 

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

Proteiny zapojené do reorganizace cytoskeletu mohou v průběhu mražení podstoupit 

oxidativní modifikace (karbonylace) (Mostek et al., 2017). 

Změny chromatinu spermie: 

V tomto ohledu se názory experimentátorů liší. Některé studie potvrzují skutečnost, že 

kryoprezervace způsobuje poškození DNA (Khalil et al., 2017, Gürler et al., 2017, Khalifa et 

al., 2007), v některých studiích odhalují, že nedochází k poškození DNA v průběhu mrazení a 

rozmrazování, ale až v průběhu následné kultivace (Peris et al., 2004, Kadirvel et al., 2012, 

Martin et al., 2004).  Příčina poškození DNA stále není zcela jasná, ale nejvíce se přisuzuje 

oxidativnímu a mechanickému stresu (Gürler et al., 2017, Peris et al., 2007).  

Spermie dodává do oocytu spolu se svou DNA také několik kódujících a nekódujících 

molekul RNA, jaderných proteinů a epigenetické značky, které se poté podílejí na vývoji 

embrya (Yamauchi et al., 2011). Nezávisí tedy pouze na poškození DNA, ale i na zastoupení 

RNA molekul, nestandartní DNA methylaci a abnormální modifikaci histonů nebo nesprávné 

kompaktaci DNA ve spermii, které mohou způsobit chyby v embryogenezi (Kumar et a., 2013, 

Verma et al., 2014, Ge et al., 2017). Studie DNA integrity je v oblasti umělé inseminace velmi 

důležitá, protože nedochází k přirozené selekci spermií v reprodukčním traktu samice.   

Kryoprezervace také zapříčiňuje abnormální methylační vzory, které buď přímo nebo 

nepřímo ovlivňují sbalení chromatinu (Miller et al., 2010) a tím pádem ovlivní raný 

embryonální vývoj (El Hajj et al., 2011). 

Nové strategie pro zlepšení uchování spermatu: 

Mezi nové způsoby, jak předejít poškození spermatu důsledkem mrazení patří například 

zvýšení podílu cholesterolu v membráně před zamrazením. To zlepšuje stabilitu membrány a 

podporuje tak přežití po rozmrazení, pohyblivost, aktivitu mitochondrií, zabraňuje předčasné 

kapacitaci způsobené mrazem a předčasné tyrozinové fosforylaci, která spouští akrozomální 

reakci (Longobardi et al., 2017, Mocé et al., 2010, Salmon et al., 2016). 
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Poslední dobou se v některých studiích jako složky mrazícího média používají 

nanočástice s antioxidačními vlastnostmi. Na rozdíl od běžných antioxidantů lépe snáší 

nepříznivé podmínky a zůstávají stabilní (Khalil et al., 2019, Shahin et al., 2020, Dashtestani et 

al., 2019). Mohou být použity zlaté nebo stříbrné nanočástice obsahující selen, oxid zinečnatý 

a apoferritin. Přínosem těchto nanočástic je podpořená životaschopnost, pohyblivost a integrita 

chromatinu spermií potvrzená lepší schopností oplození in vivo (Khalil et al., 2019). 

Nanočástice podporují aktivitu antioxidačních enzymů. 

Přidáním nemrznoucích proteinů a glykoproteinů do média je membrána chráněna 

zabráněním tvorby ledových krystalů. Tyto proteiny jsou produkovány některými druhy 

hmyzu, arktických ryb, korýšů, bakterií, hub a řas (Robles et al., 2019). 

Dalším způsobem, jak zamezit tvorbě ledových krystalů je vitrifikace. Jedná se o 

jednoduchou a nenákladnou metodu, která vyžaduje krátkou ekvilibraci před mrazením a velmi 

rychlé zmrazení v tekutém dusíku (Kumar et al., 2019). Použití této metody by po zdokonalení 

mohlo být využito hlavně v uchování spermatu divokých a ohrožených druhů, jelikož není 

potřeba tak náročné vybavení jako u konvenčního mražení a tato metoda je méně časově 

náročná.   

Složky mrazícího média: 

Účelem naředění spermatu v mrazícím médiu neboli extenderu je dodání zdroje energie, 

ochrana spermií proti teplotnímu šoku a zajištění vhodného prostředí pro jejich dlouhodobé 

přežití. Mrazící médium se většinou skládá z penetrujícíh a nepenetrujících kryoprotektiv, 

pufru, cukrů a dalších látek.   

Kryoprotektiva 

Kryoprotektiva jsou složky mrazícího media, které brání tvorbě ledových krystalů a 

chrání spermii před osmotickým a chemickým stresem. Dělí se na penetrující a nepenetrující. 

Jsou ve většině případů součástí extenderů a většinou je zastoupená kombinace obou typů 

(Peris-Frau et al., 2020). 

Penetrující 

Tento typ kryoprotektiv je schopný projít přes plazmatickou membránu a funguje jak 

intracelulárně, tak extracelulárně. Způsobuje dehydrataci buněk, pomocí osmózy vytlačuje 

vodu z buňky, také mění fluiditu membrány, což pomáhá spermiím přežít kryoprezervaci (Holt, 

2000). Dále rozpouští cukry a soli, které jsou složkami extenderu (Gangwar et al., 2016). 
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Nejčastěji používaný penetrující kryoprotektant je glycerol, dále pak ethylenglykol, 

dimethylsulfoxid DMSO (Büyükleblebici et al., 2014). Glycerol má při vyšších koncentracích 

cytotoxický účinek, proto se v extenderech kombinuje s nepenetrujícími kryoprotektivy 

(nejčastěji s vaječným žloutkem), aby mohl být použit pouze v malé koncentraci (Aboagla a 

Terada, 2003). Poměr obou druhů kryoprotektiv se zdá být při kryoprezervaci velmi důležitý 

(Kumar et al. 2018). 

Nepenetrující  

Tyto ktyoprotektanty neprocházejí membránou a fungují tedy pouze extracelulárně. 

Nejčastěji se používá vaječný žloutek a odstředěné mléko nebo mléčná syrovátka (Pogozhykh 

et al., 2017). 

Antioxidanty 

Přidáním antioxidantů do extenderů se snižuje poškození vyvolaného ROS. 

Antioxidanty mohou být enzymatické nebo neenzymatické. Do extenderů mohou být přidány 

oba druhy zároveň (Fernández-Santos et al., 2007). Enzymatické antioxidanty jsou například 

superoxid dismutáza, glutathion reduktáza, glutathion peroxidáza, kataláza. Mezi 

neenzymatické antioxidanty patří redukovaný glutathion, vitamíny, výtažky z rostlin, minerály, 

aminokyseliny, proteiny a další exogenní látky (Allai et al., 2018, Sánchez-Rubio et al., 2018) 

Pufry 

Pufry jsou velmi důležitou složkou extenderu, protože velké změny v pH mohou 

poškodit spermie a také pomáhají při dehydratačním procesu buněk tím, že vytváří osmotické 

prostředí, tedy zvyšují stabilitu plazmatické membrány spermie a neutralizují kyseliny, které 

vznikají při uchovávání (Molinia et al., 1996).  

Nejčastěji se používá Tris pufr, který je nejpříznivější pro kozlí spermie, avšak u jiných 

druhů není vždy vhodný. Může mít negativní účinky, jako je zvýšená kapacitace spermií a 

předčasné vylití akrozomového váčku (Sharma a Sood, 2020).  

Cukry 

Cukry zajišťují energii pro spermie v mrazícím médiu. Hrají velkou roli v buněčném 

dýchání, a navíc zajišťují osmotickou rovnováhu a ochranu před teplotním šokem. Mezi cukry 

používané při kryoprezervaci patří glukóza, laktóza, rafinóza, sacharóza, trehalóza 

(Büyükleblebici et al., 2014), dextran, fruktóza (Pellicer-Rubio et al., 1997). 
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Fruktóza a glukóza jsou látky s nízkou molekulární hmotností a mohou tak projít přes 

plazmatickou membránu spermie. Laktóza, sacharóza, rafinóza, trehalóza a dextran jsou cukry, 

které nejsou schopné projít plazmatickou membránou. Tyto cukry vytváří osmotický tlak 

indukující dehydrataci buňky a snižují tak vznik ledových krystalů uvnitř buňky. Také 

interagují s membránovými fosfolipidy a reorganizují membránu tak, aby spermie lépe přežily 

kryoprezervaci (Aisen et al., 2002). Na rozdíl od jednoduchých cukrů glukózy a fruktózy, 

disacharidy slouží hlavně jako kryoprotektanty.  

Ostatní složky mrazícího media 

Dále se přidávají soli, které slouží jako konzervační prostředek, jako například citrát 

sodný. Pro konzervaci může být použita i kyselina citronová. Dále se přidávají antibiotika, která 

předchází kontaminaci vzorku, například penicilin nebo streptomycin. Vitamin C a E mají 

dobrý vliv na kvalitu spermií po rozmražení, zejména na jejich motilitu, akrozomální a DNA 

integritu (Sarangi et al., 2017).  

 

2.3.2 Lyofilizace 

 

Existuje možnost, jak uchovávat sperma bez nutnosti skladování vzorků v tekutém 

dusíku. To výrazně ulehčuje celý proces uchovávání, nemůže dojít ke zničení vzorku kvůli 

nedostatku dusíku, a to hlavně v důsledku přírodních katastrof, což je u vzácných vzorků velmi 

přínosné. Jedná se o lyofilizaci neboli sušení mrazem, kdy je vzorek zbaven vody. Takové 

vzorky lze uchovávat po dlouhou dobu buď ve 4°C nebo i při laboratorní teplotě (Kaneko et 

al., 2014). Lyofilizace pro mražení spermatu se začala využívat už během 50. let 20. století. 

(Sherman, 1957). Spermie po lyofilizaci ztrácí motilitu a mají poškozenou membránu. DNA 

spermie však zůstává víceméně netknutá, netvoří se dvouvláknové zlomy. Pro oplození 

lyofilizovanými spermiemi musí být použita metoda, která dopraví spermii až do cytoplazmy 

oocytu. To umožňuje metoda ICSI, díky níž mohou nepohyblivé spermie oocyt oplodnit a 

podpořit úspěšný embryonální vývoj, těhotenství a narození živých potomků (Palermo et al., 

1992). Poprvé úspěšné oplození až po narození živých potomků lyofilizovanou spermií 

proběhlo u myší (Wakayama et al., 1998). Narození živých potomků, kdy byly pro oplození 

použité lyofilizované spermie se dále povedlo u potkana (Kaneko et al., 2012), králíka (Liu et 

al., 2004), křečka (Muneto et al., 2011) a koně (Choi et al., 2011).  
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2.4 Poškození DNA spermie 

 

Poškození DNA spermie nemusí být vždy způsobeno kryokonzervací. Změny ve sbalení 

DNA a její integrity se mohou objevit v jakékoliv fázi vývoje, od zárodečné buňky až po 

ejakulovanou spermii (González-Marín et al., 2012). Během spermatogeneze jsou poškozené 

spermie fagocytovány Sertoliho buňkami nebo podstupují programovanou buněčnou smrt bez 

uvolnění škodlivých látek do okolí (Tesarik et al., 2004), ale mrtvé spermie uvolňují ROS, které 

mohou negativně ovlivnit okolní spermie.  

K poškození DNA může dojít během spermatogeneze. To může být způsobeno nesprávnou 

maturací chromatinu (Shamsi et al., 2008). V průběhu spermatogeneze dochází k přirozené 

apoptoze, aby byl zachován adekvátní poměr mezi zárodečnými buňkami a sertolio bunkami 

(Liu et al., 2008). Koncentrace apoptických buněk může narušit fagocytickou aktivitu sertoliho 

buněk a nefunkční Fas signalizace může dovolit buňkám uniknout apoptóze (abortivní 

apoptóza) (Sakkas et al., 2003). Aktivace apoptického procesu vede ke vzniku dvouvláknových 

zlomů DNA, protože jsou aktivovány jaderné endonukleázy a nedokončení procesu dovolí 

těmto spermiím skončit v ejakulátu (González-Marín et al., 2012). 

 Dále v průběhu smermiogeneze, kdy je většina histonů vyměňována za protaminy a 

dochází k těsnější kompaktaci chromatinu DNA, zatímco spermie prochází nadvarletem 

(Kuchakulla et al., 2021). Ve spermii dochází k výměně 85-95 % histonů přes tranzitní proteiny 

na protaminy (Protamin 1, Protamin 2). Část DNA zůstává sbalená na histonech, to je důležité 

v raném embryonálním vývoji, při reaktivaci genomu zygoty, pro různé signální dráhy a 

imprinting genů (Hammoud et al.,2010). Během této výměny dochází k přirozenému vzniku 

zlomů, které jsou generovány topoizomerázou II, což je endogenní nukleáza aktivní během 

spermatogeneze (Oliva, 2006). Většina těchto zlomů je opravena při průchodu spermie 

nadvarletem. Některá místa, kde jsou přítomné zlomy, uniknou opravným mechanismům, a tak 

se spermie s poškozenou DNA dostanou do ejakulátu. Spermie s poškozenou DNA jsou sice 

schopné oplodnit oocyt, ale mohou mít negativní následky pro vývoj embrya.  

Poškození DNA může také vznikat zvýšenou produkcí ROS s čímž úzce souvisí snížené 

množství antioxidantů v semenné plazmě a vnější poškození (Shamsi et al., 2010). Volné 

kyslíkové radikály jsou produkovány v každé spermii, ve zdravé i v poškozené a mohou mít 

jak pozitivní, tak negativní účinky (Peña et al., 2019). Spolu s antioxidanty udržují vzájemnou 

rovnováhu. Ke škodlivým účinkům dochází, když podíl ROS předčí množství antioxidantů 
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(Agarwal et al., 2003). Zvýšené množství ROS a omezený počet antioxidantů může vést 

k oxidativnímu stresu, který způsobuje poškození jak jaderné, tak mitochondriální DNA, 

zkracování telomer, změny v epigenetických vzorech a mikrodelece na Y chromozomu (Bui et 

al., 2018). V kryoprezervovaném spermatu dochází k výraznému vystavení spermií ROS, což 

ohrožuje správnou kompaktaci a zhoršuje schopnost oprav jednovláknových i dvouvláknových 

zlomů, které se během vývoje objevují přírozeně, a to vede k jejich akumulaci (Aitken, 2020). 

Jednovláknové zlomy vznikají následkem oxidativního stresu a dvouvláknové zlomy vznikají 

jako nepřímý následek produktů lipidové peroxidace (Badouard et al., 2008). 

V ejakulátu je možné nalézt spermie, které jsou poškozené, ale unikly programované 

buněčné smrti. Tyto spermie jsou sice schopné oplodnit oocyt, ale nejsou schopné podpořit 

těhotenství, tím pádem dochází k potratu ve velmi časné fázi. Tento fenomén se označuje jako 

abortivní apoptóza (Sakkas a Alvarez, 2010).  

Vzhledem k tomu, že DNA spermie je téměř to jediné, co do oocytu vstupuje, je velmi 

důležité hodnotit integritu DNA, která pak ovlivňuje nejen fertilizaci ale i následný vývoj 

embrya (Morris et al., 2002).  

Integrita DNA úzce souvisí s morfologickými vlastnostmi spermie. Spermie s 

abnormální velikostí a tvarem hlavičky vykazují špatnou DNA integritu. Patrný rozdíl je i u 

nedokonale maturované spermie, kdy jsou v ejakulátu spermie s cytoplazmatickou kapkou (u 

druhů, pro které není její ponechání typické) (Boe-Hansen et al., 2018).  

Během protaminace vznikají jak jednovláknové, tak dvouvláknové zlomy (Aitken a De 

Iuliis, 2010, Tarozzi et al., 2007), tyto zlomy jsou později ve zdravé spermii opraveny. Pokud 

nejsou opraveny, mohou vést ke zvýšené fragmentaci DNA v maturovaných i ejakulovaných 

spermiích. DNA poškození neopravené během cesty spermie, uchování v nadvarleti nebo po 

ejakulaci nemůže být opraveno, protože po spermiogenezi je transkripce a translace omezená 

(Steger et al., 2011). 

 

2.5 Metody pro hodnocení poškození, integrity DNA spermie 

 

DNA integrita je důležitý faktor, který ovlivňuje funkční kompetenci spermie. Existuje 

negativní korelace mezi integritou DNA spermie a plodností (Evenson et al., 2006). DNA 

poškození je spojeno se špatným vývojem embryí, sníženou implantací a malou 

pravděpodobností těhotenství (Fernández-Gonzalez et al., 2008). 
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Testy zkoumající míru poškození DNA spermií využívají rozdílné vlastnosti 

fragmentované a nefragmentované DNA. V některých testech se využívají chromatinové 

sondy. DNA bez rozvolnění, která je v těsně sbaleném stavu má větší afinitu k interkalačním 

barvám jako je akridinová oranž, protože redukuje volnou energii napětí. Naopak afinita 

k interkalaci je velmi malá v rozvolněné DNA a je tím pádem ve fragmentované DNA ztracena. 

Navázání barev na fosfátové zbytky fragmentované DNA je viditelné, když k interkalaci 

nedojde. V dalších testech je prováděna denaturace, která odstraňuje nukleární proteiny. 

Schopnost nabarvení DNA je závislá na sterické struktuře sondy a interakce sondy se 

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

 

V jádře somatických buněk se DNA poškození běžně určuje posouzením intenzity 

značení fosforylace γH2AX. H2AX je varianta histonu, která je rychle fosforylovaná na místech 

dvouvláknových zlomů. Fosforylace probíhá na serinu 139, označuje zlom a rekrutuje několik 

reparačních proteinů (Ladstätter et al., 2016). 

 

2.5.1 TUNEL 

 

TUNEL (Terminal deoxy nucleotidyl transferase mediated dUTP nickend labeling 

assay) test analyzuje přítomnost DNA fragmentace navázáním označených sond na 3´-OH 

konec (Gupta et al., 2017). Kvantifikuje inkorporaci biotinylovaných dUTP na dvouvláknových 

zlomech DNA díky reakci katalyzovanou templátem. Test vyhodnocuje buňky s DNA 

označenou fluorescencí. Může být vyhodnocen jak na světelné, tak fluorescenční mikroskopii 

a na průtokové cytometrii. Na rozdíl od ISNT, který kvantifikuje pouze jednovláknové zlomy, 

TUNEL je citlivý jak na jednovláknové, tak dvouvláknové zlomy. TUNEL dobře koreluje s 

SCSA, kometovým testem a barvením toloudinovou modří. Nevýhodou testu je, že doporučený 

klinický treshold musí být nižší než u ostatních testů, to je způsobeno tím, že u pevně stočených 

vláken nedochází k navázání TdT na všechny 3´ OH konce, přístupnost je tak omezená, 

(Tesarik et al., 2006). To se dá vyřešit ošetřením spermie v DTT, což zničí disulfidové můstky 

mezi protaminy a rozvolní tak chromatin a TdT se může navázat na zlomy uvnitř jádra spemie 

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

 

Při této metodě se inkorporuje biotinylovaný dUTP do jednovláknových zlomů 

s templátem (DNA pol I). Měřený parametr je množství fluorescentních spermií, které 

představují inkorporované dUTP. Je to jednoduchý, ne moc drahý test a na analýzu je potřeba 

pouze fluorescenční mikroskop. Nevýhodou je, že může kvantifikovat pouze jednovláknové 

zlomy a má menší citlivost oproti ostatním testům. Čím vyšší stupeň protaminace, tím nižší je 

efektivita testu, protože závisí na přístupnosti DNA polymerázy I (Manicardi et al., 1995). Dá 

se ale díky tomu použít i na určení fáze maturace spermie. 

2.5.3 SCSA 

 

Tento test je založen na metachromatických vlastnostech akridinové oranže (Evenson 

et al., 1999). Navázání akridinové oranže na nativní (dvouvláknovou) DNA uvolňuje 

fluorescenci v zelené vlnové délce, zatímco když se naváže na denaturovanou 

(jednovláknovou) DNA, emise fluorescence je v oranžovo-červeném spektru. Jedná se o 

variantu barvení akridinovou oranží s vyhodnocením pomocí průtokového cytometru. Poměr 

červené fluorescene a celkového počtu buněk udává index DNA fragmentace. Je méně 

specifický než alkalický kometový test, ISNT nebo TUNEL, protože detekuje jak DNA 

fragmentaci, tak protaminaci a disulfidické můstky. Může kvantifikovat i nezralé spermie 

(Virro et al., 2004) 

 

 

2.5.4 SCD 

 

Metoda SCD je založen na pozorování rozptylu chromatinu (halo), který se tvoří po 

denaturaci (Fernández et al., 2003), Když je DNA poškozená, halo není vidět. Spermie 

upevněné v agaroze jsou denaturovány a generují jednovláknovou DNA. Spermie následně 

podstupují lýzu. Spermie s nepoškozenou DNA produkují charakteristické halo, zatímco 

spermie s fragmentovanou DNA buď halo nemají, nebo je velmi nepatrné. Výhodou je, že 

k tomuto testu není potřeba fluorescence. Po vložená do agarozy se odstraní protaminy a 

disulfidové můstky, což částečně uvolní DNA (Shamsi et al., 2011). 
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2.5.5 Kometový test 

 

Většina testů není schopna rozpoznat rozdíl mezi dvouvláknovými a jednovláknovými 

zlomy. Kometový test je schopný tento rozdíl rozeznat díky použití alkalické denaturace nebo 

neutrálního prostředí zároveň (Ribas-Maynou et al., 2012). Fragmentované DNA molekuly jsou 

separovány elektroforézou a délka ocasu určuje závažnost fragmentace DNA. Označuje se také 

jako jednobuněčná gelová elektroforéza (SCGE, single cell gel electrophoresis). 

Spermie jsou sendvičovány mezi vrstvy agarozy, lyzovány a elektroforovány. Pohyb 

fragmentované DNA z poškozené spermie je vidět jako ocas komety. Menší DNA fragmenty 

migrují dál než velké. Intenzita barvení a délka kometového ocasu představují množství 

migrující DNA, indikující různé stupně fragmentace. K barvení se využívá propidium iodid, 

SYBR green a YOYO-1. Tato metoda je pracovně náročná, vyhodnocování je subjektivní a 

vyžaduje zkušenost s posuzováním komet. Na druhou stranu tento test požaduje relativně malé 

množství spermií (100 buněk) (Lewis et al., 2004)  

Alkalická varianta měří jednovláknové i dvouvláknové zlomy, neutrální pouze 

dvouvláknové. Alkalická varianta ale způsobuje další DNA poškození a výsledky jsou tedy 

vyšší než ve skutečnosti (Singh et al., 1989). 

 
 

2.5.6 Barvení akridinovou oranží 

 

Akridinová oranž je fluorescenční barva, interkaluje s DNA a interaguje s ní na základě 

elektrostatické interakce s RNA nebo jednovláknovou DNA. Když se naváže na 

dvouvláknovou DNA, emituje v zeleném spektru (emise maximálně 525 nm). Když interaguje 

s RNA nebo jednovláknovou DNA, emituje v červeném spektru (maximálně 650 nm), tento 

metachromatický přechod je využit pro kvantifikaci DNA poškození. DNA je při tomto testu 

denaturaturována slabou kyselinou. Měřený parametr je množství buněk s červenou 

fluorescencí, které značí poškozené spermie. Je to rychlá, jednoduchá a levná metoda. 

Nevýhodou je, že barevný rozdíl není vždy jednoznačný, mohou se vyskytovat přechody mezi 

zelenou a červenou (Shamsi et al., 2011). 
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2.5.7 Barvení anilinovou modří 

 

Anilinová modř je acidická barva, která má větší permeabilitu a afinitu pro proteiny 

v rozvolněném chromatinu v jádře spermie. A to kvůli přítomnosti zbylých histonů a zvýšené 

přístupnosti bazických skupin nukleoproteinu. Zvýšená intenzita nabarvení spermie anilinovou 

modří indikuje volné sbalení chromatinu. Tato technika je jednoduchá, levná a k vyhodnocení 

potřebuje pouze světelný mikroskop. Výsledky anilinového barvení dobře korelují s barvením 

akridinovou oranží (Erenpreiss et al., 2001). 

 

2.5.8 Barvení chromomycinem A3 (CMA3)  

 

CMA3 je fluorochemicky specifický pro sekvence bohaté na dinukleotid CG a 

interaguje s DNA na stejném místě, na kterém se váží protaminy. Rozsah barvení je spojen se 

stupněm protaminace zralé spermie (Bianchi et al., 1993). Vyšší intenzita CMA3 barvení 

indikuje nedostatek protaminů nebo špatné sbalení chromatinu. K vyhodnocení je potřeba 

fluorescenční mikroskop. Tento test je levný a jednoduchý.  

 

2.5.9 Barvení Toluidinovou modří 

 

Toluidinová modř barví fosfátové zbytky DNA spermie s volně sbaleným chromatinem 

a fragmentovanými konci. Když se barva naváže na regiony bohaté na lysin, produkuje fialovo 

modrou intenzivní barvu, světle modré nabarvení je produkováno interakcí s protaminy 

v chromatinu. K vyhodnocení může být použit průtokový cytometr. Výsledky korelují s 

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

 

2.5.10 Imunofluorescenční barvení proti γH2AX 

 

Nejnovější test na hodnocení fragmentace DNA spermie je imunodetekce γH2AX, což 

je fosforylovaná forma histonu H2AX, která se objevuje krátce po vzniku zlomu na DNA 

(Valdiglesias   et al., 2013). Myší zygoty jsou citlivější na DNA poškození než většina ostatních 

buněk. Varianta histonu H2AX je ve většině buněčných typů v malém zastoupení, sotva 2 % 
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z celkové rodiny H2A. Histon H2AX je fosforylován na serinu 139 jako odpověď na poškození 

DNA (fosforylovaná forma se nazývá γH2AX) (Redon et al., 2010, Rogakou et al., 1998). 

V myších zygotách je histon H2AX převládající forma histonů H2A (Nashun et al., 2010), což 

je důvod, proč jsou myší embrya neobvykle citlivá na DNA poškození, a to i když není 

indukované (Ziegler-Birling et al., 2009).  

Různá míra poškození DNA vytváří různé odpovědi zygoty, některé podstoupí apoptózu 

během pozdnějších fází vývoje a jiné zastaví vývoj jinými mechanismy než apoptózou 

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

Fosforylace H2AX probíhá v savčích zygotách během normálního vývoje bez důkazu 

DNA poškození (Ziegler-Birling et al., 2009). Možná proto, že H2AX je hlavní varianta H2A 

v těchto buňkách (Nashun et al., 2010); nicméně samčí prvojádro v zygotě produkované 

spermiemi s DNA zlomy má zvýšené množství γH2AX (Derijck et al., 2006). Nízké množství 

γH2AX v normálních buňkách je potřeba pro udržení přesnosti mitotického procesu (McManus 

a Hendzel, 2005). Důsledkem poškození paternálního prvojádra může dojít k posunutí zahájení 

replikace. Za normálních okolností v myších zygotách prvojádra zahajují replikaci téměř 

současně a to mezi 5 a 6 h po oplození (Yamauchi, et al., 2009), poškozené spermie mohou 

zahájit replikaci až 10 h po oplození (Kafer et al., 2016). 

Jednovláknové a dvouvláknové zlomy DNA jsou označeny fosforylací histonu H2AX, 

tato fosforylace se nazývá γH2AX. γH2AX je často používán jako marker DNA zlomů. Místa 

s navázaným γH2AX jsou přirozeně přítomny v průběhu demethylace paternálního DNA 

běhěm reprogramování zygoty (v G1 fázi) (Wossidlo et al., 2010). 

Proteinová rodina histonů H2A má největší počet variant. Patří do ní H2A1, H2A2, 

H2AX a H2AZ a mnoho dalších (Ausió a Abbott, 2002). Varianty se liší pouze v několika 

zbytcích, ale H2AX protein je unikátní v eukaryotech díky karboxylovému ocasu. Těsně před 

stop kodonem je ocas v sekvenci vysoce konzervovaný. Obsahuje serin na pozici 139 a jeden 

glutaminový zbytek na pozici 140, který je známý jako SQ motiv. H2AX není koncentrovaný 

na specifickém regionu, ale je náhodně inkorporován do histonů podél DNA.  

Stovky až tisíce H2AX proteinů je fosforylováno při vzniku dvouvláknových zlomů 

(Pilch et al., 2003), fosforylace probíhá v řádech minut po vzniku převážně dvouvláknových, 

ale i jednovláknových zlomů. Potom, co je H2AX fosforylován, místa s γH2AX mohou být 

vizualizována použitím mnoha technik. Tato místa označují akumulaci γH2AX s dalšími 

stovkami proteinů, které jsou lokalizovány na místě poškození (Lowndes a Toh, 2005). Po 

opravě DNA je γH2AX defosforylovaná (Chowdhury et al., 2005). 
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Proti γH2AX, přesněji proti posledním 9 zbytkům, mezi které patří i fosforylovaný serin 

139, lze vyrobit protilátku (Burma et al., 2001). Místa s aktivní γH2AX jsou běžně detekována 

a kvantifikována fluorescencí, která zahrnuje barvení primární protilátku proti γH2AX a 

fluorescenční sekundární protilátku (Lowndes and Toh, 2005, Huang et al., 2003).  

Kromě měření intenzity fluorescence se dá přítomnost protilátky hodnotit také pomocí 

metody western blot 2D gelovou elektroforézou a pomocí průtokové cytometrie(Burma et al., 

2001, Rogakou et al., 1998).  

 

2.6 Vliv poškození DNA na oplození 

 

Vysoký podíl DNA poškození gamet vede k zastavení vývoje. Pokud je DNA poškození 

spermie pouze v malé míře, vývoj embrya je narušený, embrya vykazují genomickou 

nestabilitu a pokud se narodí potomek, mohou se u něj objevit různé abnormality. Spermie 

procházejí v cytoplazmě oocytu morfologickými změnami, tento proces se nazývá remodelace 

chromatinu. Jádro spermie dekondenzuje, rekondenzuje a nakonec vytvoří samčí prvojádro. 

Dekondenzace jádra je provázena výměnou histonů za protaminy po tom, co glutathion 

přítomný v ooplasmě redukuje disulfidové vazby, které spojují protaminy Dekondenzace 

chromatinu spermie umožňuje kontakt s enzymy v ooplazmě, které opravují DNA 

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

Jednou z příčin DNA poškození je akumulace reaktivních forem kyslíku (ROS). Ty jsou 

normálním vedlejším produktem metabolismu. Ve fyziologickém množství hrají důležitou roli 

jako regulační mediátory v signálních procesech důležitých pro kapacitaci spermie a 

akrozomální reakci (Droge, 2002). Ve zdravých buňkách, tedy v buňkách, které neprocházejí 

oxidativním stresem, je koncentrace ROS kontrolována antioxidanty. Ale pokud není 

regulována, nahromaděná koncentrace ROS může navodit poškození DNA a narušit methylační 

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

Spermie jsou citlivé na oxidativní poškození kvůli malému množství cytoplazmy, která 

je většinou odstraněna během posledních fází spermiogeneze (Aitken and Fisher, 1994), což 

snižuje obsah ochranných enzymů (kataláza a glutathion peroxidáza), které se podílejí na 

ochraně buněk před poškozením způsobeným ROS. 
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Zvýšená produkce ROS je spojena se zvýšenou mírou poškození DNA ve spermii, což je 

následně spojeno s horšími výsledky těhotenství (Aitken and Baker, 2006, Aziz et al., 2004) 

Spermie ošetřené H2O2, který zvyšuje hladinu ROS, způsobily horší vývoj embryí a redukovaný 

růst plodu (Lane et al., 2014).  

Ve studii, kde byly použity oocyty a spermie skotu uměle poškozené γ zářením pro in 

vitro oplození bylo zjištěno, že DNA poškození v embryích vede k fragmentaci a náhodné 

distribuci segmentů paternálních chromozomů do obou sesterských buněk dvoubuněčného 

embrya. Docházelo k aneuploidii, segmetovým změnám a některé buňky obsahovaly minimum 

chromozomového obsahu DNA poškození indukuje fragmentaci chromozomů a segregační 

chyby skrz přímé nerovnoměrné dělení a rýhování, tomu předchází chaotický mozaicismus 

embrya (Middelkamp et al., 2020). 

Fragmentace jaderné DNA může ovlivnit jak jeden, tak oba řetězce DNA šroubovice, 

mohou tedy vzniknout jednovláknové i dvouvláknové DNA zlomy, může být způsobena 

defekty v kompaktaci spermie, abortivní apoptózou, oxidativním stresem. Tyto děje jsou úzce 

propojené, spermie s defektem v kompaktaci chromatinu je náchylnější na oxidativní 

poškození, které v pozdějším stadiu vývoje spustí apoptózu (Aitken et al., 2013). 

Dvouvláknové zlomy mají vyšší negativní efekt na výsledky reprodukce než jednovláknové 

(Reichmann et al., 2018). Protože v zygotě dochází k separaci paternální a maternální DNA do 

dvou různých prvojader. Není komplementární DNA řetězec pro opravu dvouvláknových 

zlomů. 
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3 Cíle práce 

 

1. Zvládnout metodu intracytoplazmatické injekce spermie, včetně přípravy 

mikromanipulačních pipet, hormonální stimulace myší a izolace oocytů. 

2. Aplikovat alternativní metodu hodnocení dlouhodobě uchovávaného spermatu použitím 

interspecifické ICSI. 

3. Provést imunofluorescenční barvení interspecifických zygot ve stadiu PN 5 proti 

histonu γH2AX detekující poškození DNA. 

4. Vyhodnotit míru poškození DNA paternálního prvojádra u testovaných skupin analýzou 

intenzity fluorescence.  

5. Analyzovat získané výsledky a vyhodnotit rozdíly mezi jednotlivými skupinami 

spermatu. 

 

4 Materiál a metody 

 

4.1 Přehled použitých organismů, chemikálií a přístrojů 

 

Veškeré experimenty a s nimi související činnosti byly prováděny v laboratořích 

Oddělení biologie reprodukce Výzkumného ústavu živočišné výroby, v.v.i. v Praze – Uhříněvsi 

(dále VÚŽV). Odběr a kryoprezervace spermatu byl proveden v 1. ZAS Chorušice a na ČZU.  

 

4.1.1 Modelové organismy 

 

Pro vypracování diplomové práce byly použity samice myší kmene BDF1 (B6D2F/ctrl, 

Velaz s.r.o.) ve věku od 6 do 12 týdnů.  

Myší oocyty byly vybrány na základě několika kritérií. Neobsahují lipidová granula, a 

proto struktury, jako jsou prvojádra, která se tvoří po injekci spermie, jsou viditelná pouze pod 

procházejícím světlem. Pro určení, zda proběhlo oplození, je potřeba pouze světelný mikroskop 

nebo binolupa. Myší oocyty mají vysoké zastoupení varianty histonu H2AX a jeho zviditelnění 

fluorescencí je tím pádem dobře detekovatelné. Myši kmene BDF1 jsou běžně používány 
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k mikromanipulacím díky jejich odolnosti a dobré rozlišitelnosti místa v cytoplazmě, kde se 

nachází dělící vřeténko. Toto místo je viditelné díky vysoké polymeraci aktinu a zpevnění 

cytoplazmy v jeho okolí. Vytváří se zpevněná, vypouklá struktura, která se nachází v blízkosti 

pólového tělíska (Yoshida and Perry, 2007). 

Veškeré experimenty byly vykonány v souladu se Směrnicí Evropského parlamentu a 

Rady vlády z 22. září 2010 (2010/63/EU) o ochraně zvířat používaných pro vědecké účely a 

byly schváleny etickou komisí Výzkumného ústavu živočišné výroby, v.v.i. v Praze.  

 

4.1.2 Použité chemikálie 

 

Při pokusech byly použity následující chemikálie: 

Chemikálie  Výrobce/dodavatel 

Abumin z bovinního séra Sigma-Aldrich, St. Louis, USA 

EmbryoMax KSOM Millipore, Praha, CZ 

Ethanol P-LAB, Praha, CZ 

hCG Intervet, Boxmeer, The Netherlands 

Hyaluronidáza Sigma-Aldrich, St. Louis, USA 

M2 medium Sigma-Aldrich, St. Louis, USA 

Minerální 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 

Montovací medium ProLong 

Gold antifade reagent with 

DAPI 

Invitrogen by Thermo Fisher Scientific, 

Waltham, MA, USA 

PVP Sigma-Aldrich, St. Louis, USA 

Rtuť P-LAB, Praha, CZ 

Sekundární protilátka (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 přípravu roztoku PBS bylo použito 200 ml redestilované vody a jedna tableta 

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

Roztoky hormonů: roztoky byly připraveny rozpuštěním 1 mg hormonu v 1 ml 

fyziologického roztoku.  

Manipulační medium: roztok byl připraven rozpuštěním BSA v M2 mediu v koncentraci 

0,1 % (1 mg BSA na 1 ml M2 média). 

PBS/BSA: 1% roztok byl připraven rozpuštěním 50 mg BSA v 5 ml PBS, 3 % roztok byl 

připraven přidáním 60 mg BSA ke 2 ml PBS. 

PBS/Triton: roztok byl připraven naředěním 20 μl tritonu X-100 v 10 ml PBS. 

PBS/Paraformaldehyd: 4% roztok byl připraven rozpuštěním 400 mg paraformaldehydu 

v 10 ml PBS promícháním magnetické míchačce při teplotě 60-70 °C. 

Hyaluronidáza: 0,1% roztok byl připraven rozpuštěním 2 mg hyaluronidázy ve 2 ml PBS. 

 

4.1.4 Použité přístroje 

 

Přístroj Výrobce/dodavatel 

CO2 inkubátor SANYO Schoeller, Praha, CZ 

Laminární box Steril-Polaris Unimed, Praha, CZ 

Fluorescenční mikroskop Olympus BX51  Olympus, Praha,CZ 

Invertovaný mikroskop (Leica DMIL) Pragolab, Praha, CZ 

Lupa Olympus SZX12  Olympus, Praha, CZ 

Magnetická míchačka P-LAB, Praha, CZ 

Mikroinjektor (Eppendorf) Eppendorf, Říčany, CZ 

Mikromanipulátor PiezoXpert (Eppendorf) Eppendorf, Říčany, CZ 

Otavovačka kapilár Microforge MF-900 Narishige, Tokyo, Japonsko 

Vytahovač kapilár Puller Sutter P97 Sutter Instrument, Novado, USA 

Horkovzdušný sterilizátor Ecocell Labor – Komplet, Praha, CZ 
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4.1.5 Ostatní materiál 

 

Produkt Výrobce/dodavatel 

Čtyřjamková destička Nunclon Fisher Scientific, Pardubice, CZ 

Chirurgické nástroje P-LAB, Praha, CZ  

Injekční stříkačka Omnican 50 B-Braun, Praha, CZ 

Krycí sklo 18x18 mm P-LAB, Praha, CZ  

Parafilm P-LAB, Praha, CZ 

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

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

Skleněné kapiláry (holdingová) Harvard Apparatus 

Skleněné kapiláry (mikroinjekční) Harvard Apparatus 

Skleněné kapiláry 75 mm/60 µl Keraglass, Otvovice, CZ 

 

4.2 Metody 

 

4.2.1 Výroba mikromanipulačních pipet 

 

Holdingová pipeta 

Skleněná kapilára s vnějším průměrem 1 mm a vnitřním průměrem 0,58 mm byla 

vytažena na vytahovači kapilár Puller Sutter P97 (Obrázek 1-1) tak, aby vznikl hrot. Poté byl 

hrot ulomen pomocí brusného papíru. Pomocí otavovačky kapilár Microforge MF-900 

(Obrázek 1-2) byl hrot částečně uzavřen, aby byl schopen zachytit oocyt (Obrázek 2). Vnitřní 

průměr ústí hrotu bylo v rozmezí kolem 10–30 μm. Hrot pipety byl ohnutý pod úhlem přibližně 

15 °. 

 

Obrázek 1. Přístroje použité k výrobě mikromanipulačních pipet, 1 – vytahovač kapilár, 2 – 

otavovačka kapilár 
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Mikroinjekční pipeta 

Skleněná kapilára s vnějším průměrem 1 mm a vnitřním průměrem 0,78 mm byla 

vytažena na vytahovači kapilár Puller Sutter P97 tak, aby vznikl hrot. Poté byl hrot ulomen 

v místě, kde vnitřní průměr zužující se špičky kapiláry byl mezi 7-10 μm (Obrázek 2) a kapilára 

byla následně ohnuta v úhlu 15° pomocí otavovačky kapilár Microforge MF-900.  

 

 

Obrázek 2. Holdingová a mikroinjekční pipeta (převzato z Yoshida and Perry, 2007). 

 

4.2.2 Hormonální stimulace superovulace myší 

 

Pro získání maturovaných oocytů (v metafázi II) byla provedena hormonální stimulace 

myší podle Rychtářové a kol. (2021) s drobnými modifikacemi. Hormonální stimulace byla 

provedena pomocí intraperitoneální injekce 5 IU PMSG, který napodobuje působení folikuly 

stimulujícího hormonu a následnou intraperitoneální injekcí 5 IU hCG (lidský chorionový 

gonadotropin, napodobuje působení luteinizačního hormonu) 47–48 h po podání injekce 

s PMSG. Hormon PMSG podporuje růst a vývoj folikulu a hCG způsobuje dozrání oocytu a 

ovulaci. Časové schéma hormonální stimulace je znázorněno na obrázku 3. 

 

 

Obrázek 3. Časové schéma hormonální stimulace myši 
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4.2.3 Izolace oocytů 

 

Samice myší byly usmrceny 15–16 h po injekci hCG a následně jim byly pomocí 

chirurgické pinzety a nůžek odebrány vaječníky (Obrázek 4-1), které byly ihned vloženy do M2 

media o teplotě přibližně 36 °C. Z ampuly vejcovodů (Obrázek 4-2) byl vyjmut kumulo-

oocytární komplex, který byl následně v roztoku 0,1% hyaluronidázy opakovaným 

natahováním a vypouštěním skleněnou kapilárou zbaven kumulárních buněk a rozdělen na 

jednotlivé oocyty (Obrázek 5). Ty byly posléze vloženy do kultivačního media KSOM ve 

čtyřjamkové kultivační destičce a umístěny do inkubátoru (37,5 °C, 5 % CO2, vlhčená 

atmosféra) do doby mikromanipulace. 

 

  

Obrázek 4. Fotografie usmrcené myši, pinzetou je uchycen vaječník napojený na vejcovod a roh 

dělohy (1) a detail ampuly vaječníku (2), schéma vytvořeno pomocí programu BioRender. 
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Obrázek 5. Myší oocyty izolované z ampuly vejcovodu v roztoku hyaluronidázy, 1 – kumulo-

oocytární komplex, 2 – oocyt zbavený kumulárních buněk a uvolněné kumulární buňky, zvětšení 40x. 

 

4.2.4 Spermie  

 

K pokusu byly využívány spermie 3 kozlů plemene koza bílá krátkosrstá, které je 

uznané jako genetický zdroj. Experimentální dávky byly rozděleny do čtyř skupin podle 

způsobu zpracování spermií a místa odběru. Skupina C a D pocházela ze stejného kozla. Přehled 

jednotlivých experimentálních skupin je uveden v tabulce 1. 

Tabulka 1. Experimentální skupiny spermatu.  

Skupina Typ Ředidlo Způsob odběru Místo odběru 

A Čerstvé AndroMed  

bez glycerolu 

umělá vagína ČZU, Praha 

B Kryoprezervované AndroMed umělá vagína 1. ZAS Chorušice 

C Kryoprezervované AndroMed elektroejakulace ČZU, Praha 

D Kryoprezervované BullXCell elektroejakulace ČZU, Praha 

 

4.2.4.1 Čerstvé sperma 

 

Čerstvé sperma kozla (skupina A) bylo použito jako pozitivní kontrola ke skupinám 

kryoprezervovaného spermatu (skupina B, C a D). Sperma bylo odebráno pomocí umělé vagíny 

a atrapy. Odběr a naředění spermatu bylo provedeno v odběrové stanici experimentální stáje 

ČZU v Praze-Suchdole.  Sperma bylo odebíráno v rozmezí sezónního reprodukčního období od 
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září do prosince v letech 2020 a 2021. Ihned po odebrání byl vzorek naředěn v poměru 1:4 

v ředidle AndroMed bez přídavku glycerolu. V tomto ředidle bylo sperma převezeno 

v polystyrenovém boxu do laboratoře a uchováno při 4 °C do druhého dne. Druhý den ráno 

bylo sperma použito na ICSI. Přibližně jednu hodinu před ICSI bylo 10 μl vzorku 

resuspendovaného spermatu naředěno v 200 μl M2 média při teplotě přibližně 36 °C. Vzorek 

byl centrifugován po dobu 5 minut při 4000 rpm. Supernatant byl odsát a část pelety byla 

odebrána skleněnou kapilárou a resuspendována v kapce M2 media na mikromanipulační 

misce. Propláchnuté spermie byly použity pro mikromanipulaci. 

 

4.2.4.2 Kryoprezervované sperma 

 

V experimentu byly použity tři skupiny kryoprezervovaných spermií – B, C a D. Pro 

skupinu B bylo použito ředidlo AndroMed. Po odběru kozla pomocí umělé vagíny a atrapy bylo 

sperma naředěno v ředidle v poměru 1:4. Následně bylo naplněno do pejet a ekvilibrováno po 

dobu 2 h při teplotě 5 °C. Poté byly pejety po dobu 8 minut vystaveny parám tekutého dusíku. 

Na počátku byla teplota -80 °C, po postupném zkracování vzdálenosti vzorku od hladiny 

tekutého dusíku se po dobu 8 minut teplota klesla na -110 °C. Po tomto kroku byly pejety 

vloženy do tekutého dusíku (-196 °C). Zmrazené dávky spermatu byly vyrobeny 

v zemědělském podniku 1. ZAS Chorušice, kde kryoprezervaci prováděl MVDr. Miroslav 

Hrdlička. Odběr a kryoprezervace spermatu byly provedeny 10.10.2015. 

Skupina C a D byla mražena obdobným způsobem, pouze bylo použito odlišné ředidlo. 

U skupiny C bylo použito ředidlo AndroMed, u skupiny D bylo použito ředidlo BullXCell 

s přídavkem čerstvého vaječného žloutku v poměru 1:4. Složení jednotlivých médií je 

uvedeneno v tabulce 2. Odběr spermatu byl prováděn elektroejakulací. Obě skupiny spermatu 

byly naředěny v příslušném ředidle a naplněné do 0,25ml pejet, které byly poté ekvilibrováné 

na 2 h ve 4 °C. Po ekvilibraci byly pejety zmrazeny v parách tekutého dusíku na stojánku 

umožňujícím nastavení přesné vzdálenosti od hladiny dusíku. Stojánek byl upevněn 

na polystyrenovém boxu, který byl naplněn tekutým dusíkem. Mražení probíhalo 20 minut. 

V první fázi byly pejety 15 cm od hladiny dusíku na 4 minuty. V druhé fázi 9,5 cm nad hladinou 

dusíku na 5 minut. Ve třetí fázi 5 cm nad hladinou dusíku po dobu 6 minut. Ve čtvrté fázi 1,5 

cm nad hladinou dusíku po dobu 8 minut. Zmrazené pejety byly poté skladovány v tekutém 

dusíku při -196 °C (Ptáček et al., 2019). Tyto dávky spermatu byly vyrobeny na ČZU v Praze 
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a kryoprezervaci prováděl Ing. Ondřej Šimoník, Ph.D. Odběr a kryoprezervace spermatu byly 

provedeny 30.10.2010. 

 

Tabulka 2. Složení ředidla AndroMed použité pro skupiny spermatu B a C a BullXCell 

použité pro skupinu spermatu D, upraveno podle Ptáček et al., 2019. 

AndroMed BullXCell 

Redestilovaná voda Redestilovaná voda 

Tris pufr Fosfolipidy 

Glycerol Glycerol 

Kyselina citronová Kyselina citronová 

Cukry Cukry (fruktóza) 

Pufry Pufry 

ATB ATB 

 Čerstvý vaječný žloutek 1:4 

 

Před každou ICSI byla část pejety ustřižena a vyjmuta z tekutého dusíku a přibližně 10 s 

byla vystavená laboratorní teplotě. Zbytek pejety byl okamžitě vložen zpět do dusíku, aby 

nedošlo k rozmrazení zbytku spermatu. Rozmražené sperma bylo posléze přeneseno do 500 μl 

zkumavky. Z tohoto roztoku bylo odebráno 10 μl a naředěno v 200 μl M2 media o teplotě 

přibližně 36 °C. Následně bylo stejně jako u kontrolní skupiny sperma centrifugováno, 

propláchnuto a použito na ICSI.   

 

4.2.5 Mikromanipulace 

 

Piezo ICSI byla provedena s mírnými modifikacemi podle Yoshidy a Perryho (2007). 

Pro mikromanipulaci byly použity skleněné mikromanipulační pipety. ICSI byla prováděna na 

invertovaném mikroskopu Leica DMIL, za použití mikromanipulátoru, dvou mikroinjektorů a 

(Obrázek 5). Regulace nasávání a výtlaku mikromanipulačních pipet byla provedena pomocí 

hladiny minerálního oleje v mikroinjektoru. Do hrotu mikroinjekční pipety byla přidána rtuť 

nezbytná pro správnou regulaci intenzity a místa působení piezo signálu. Na mikromanipulační 

misku byla umístěna kapka mikromanipulačního media pro centrování pipet, několik kapek 

mikromanipulačního media na proplach oocytů a spermií, čtyři kapky M2 media pro umístění 
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oocytů a pro provedení samotné ICSI a několik kapek PVP/M2 sloužící k proplachování 

mikroinjekční pipety. PVP je toxická látka, proto je potřeba ji před samotnou injekcí a 

manipulaci s gametami zcela vypláchnout tak, aby v ústí pipety byla jen rtuť v dostatečné 

vzdálenosti od okraje a mikromanipulační medium. Kapky byly převrstvené minerálním 

olejem. Jednotlivé oocyty byly zachyceny lehkým nasátím holdingovou pipetou tak, aby byl 

oocyt lehce uchopen jak za zona pellucida, tak za cytoplazmatickou membránu, a tím se 

zabránilo pohybu cytoplazmy při injekci.  

 

 Obrázek 5. Přístroje použité k mikromanipulaci. 1 – mikromanipulační sestava – invertovaný 

mikroskop, mikromanipulátor, mikroinjektory, 2 – mikroinjektor/držák na holdingovou pipetu, 3 – 

mikroinjektor/držák na mikroinjekční pipetu 

ICSI byla prováděna při laboratorní teplotě. Oocyt byl natočen dělícím vřeténkem do 

pozice 12 nebo 6 hodin (Obrázek 6) tak, aby nedošlo k protnutí této oblasti injekční pipetou a 

nedošlo k poškození oocytu. Spermie byly zbavené bičíku pomocí mikroinjekční pipety. Tou 
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byly spermie přitlačeny na dno misky a vertikálními a horizontálními pohyby pipetou byl bičík 

v oblasti krčku odlomen. Hlavička spermie byla nasáta do mikroinjekční pipety a přenesena 

k oocytu. Pomocí silnějšího piezo impulzu došlo k narušení zona pellucida. Po proniknutí skrz 

byla zona pellucida velmi slabým jednorázovým piezo impulzem narušena cytoplazmatická 

membrána oocytu tak, aby nedošlo k poškození cytoplazmy. Posléze byla hlavička spermie 

vypuštěna do cytoplazmy oocytu v oblasti blízko uchycení holdingovou pipetou s minimem 

media. Mikroinjekční pipeta byla jemně vysunuta z oocytu tak, aby nedošlo k jeho poškození. 

Stejný proces byl zopakován i se zbylými oocyty, které byly následně přesunuty v kultivačním 

mediu EmbryoMax KSOM do inkubátoru (37,5 °C, 5 % CO2). 

 

 

Obrázek 6. Správná poloha oocytu pro injekci. Místo vyztužení kolem dělícího vřeténka (červená 

šipka) v poloze 6 hodin (převzato z Yoshida a Perry, 2007). 

 

Injikované oocyty byly kultivovány po dobu 8-9 hodin. Po uplynutí této doby, kdy by měly 

být zygoty ve fázi prvojader PN 5, byly zygoty vyjmuty z kultivačního média a použity 

k imunofluorescenčnímu barvení. Pro hodnocení intenzity fluorescence histonu γH2AX byly 

použity pouze zygoty s prvojádry ve fázi PN 5. Zygoty s prvojádry ve fázi pozdní PN 3 a PN 4 

byly z hodnocení vyřazeny. Kultivace zygot probíhala 8-9 hodin po injekci, protože v tomto 

čase je největší podíl zygot ve fázi prvojader PN 5. Prvojádra v této fázi byla hodnocena kvůli 

klesajícímu výskytu fyziologicky normálních zlomů DNA způsobených replikací (Wossidlo et 

al., 2010). 
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4.2.6 γH2AX imunofluorescenční barvení 

 

Imunofluorescenční barvení proti γH2AX bylo s mírnými modifikacemi prováděno 

podle studie Gawecké a kolektivu (2013). V zygotách byly zviditelněné fragmentace DNA 

pomocí imunofluorescenčního barvení proti fosforylované formě histonu γH2AX.  Kultivované 

injikované oocyty byly 8–9 h po injekci fixovány ve 4% paraformaldehydu po dobu 15 minut 

při laboratorní teplotě. Po fixaci byly permeabilizovány v 0,2% tritonu X-100 po dobu 15 minut 

při laboratorní teplotě. Dalším krokem byla blokace v 3% roztoku PBS/BSA po dobu 1 hodiny 

při laboratorní teplotě. Následně byly injikované oocyty kultivovány v primární protilátce proti 

γH2AX ředěné v poměru 1:800 v 1% PBS/BSA přes noc při teplotě 4°C. Následující den byly 

zygoty 3x propláchnuty v 1% PBS/BSA při laboratorní teplotě a poté byly vloženy do 

sekundární protilátky ředěné v poměru 1:1000 v 1% PBS/BSA po dobu 1 hodiny při laboratorní 

teplotě ve tmě. Sekundární protilátka byla opět 3x odmyta v 1% PBS/BSA při laboratorní 

teplotě. Každý proplach v 1% PBS/BSA trval 20 minut. Následně byly obarvené injikované 

oocyty přeneseny na podložní sklo a vyhotoveny preparáty s použitím montovacího media 

s DAPI. Preparáty byly pozorovány pomocí fluorescenčního mikroskopu Olympus BX51. Pro 

další vyhodnocení byly použity pouze oplozené zygoty se dvěma odlišnými prvojádry.  

 

4.2.7 Vyhodnocení intenzity fluorescence 

 

Intenzita fluorescence γH2AX byla analyzována pomocí programu ImageJ (National 

Institutes of Health, USA) u jednotlivých paternálních prvojader. Paternální prvojádra byla od 

maternálních rozeznána podle velikosti a polohy v závislosti na pólovém tělísku. Byla měřena 

hodnota Mean Gray Value na 10 místech v oblasti prvojádra pomocí výřezu vždy se stejnými 

rozměry (50 x 50 pixelů). Následně byly naměřené hodnoty pro každé prvojádro zprůměrovány 

a byla od nich odečtena hodnota Mean Gray Value naměřená na pozadí, tedy v místě 

cytoplazmy bez prvojádra. Hodnota Mean Gray Value udává průměrnou hodnotu šedi ve 

vybraném místě.  
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4.2.8 Statistická analýza 

 

Naměřené hodnoty intenzity fluorescence jsou prezentovány jako průměr ± směrodatná 

odchylka. ICSI pro každou skupinu bylo opakováno alespoň 8x s více než 30 zygotami pro 

každou skupinu. Statistická analýza byla provedena za použití programu SigmaStat (Systat 

Software, San Jose, CA, USA). Vícenásobné srovnávací postupy byly provedeny pomocí 

jednofaktorové analýzy variance, pomocí Student-Newman-Keulsova testu. Hodnota p˂0,05 

byla považována za signifikantní. 

 

5 Výsledky 

 

5.1 Ovulace myších oocytů 

 

Pro vypracování diplomové práce bylo usmrceno 80 samic myší kmene BDF1. Každá 

myš po hormonální stimulaci vyprodukovala přibližně 20 maturovaných oocytů. V několika 

případech myši na hormonální stimulaci nereagovaly správně či vůbec a byl tak izolován pouze 

malý nebo žádný počet oocytů. Celkem bylo izolováno 847 oocytů. Po izolaci oocytů z ampuly 

vejcovodu vykazovalo správnou morfologii kolem dvou třetin oocytů ve stadiu metafáze II. 

Třetina izolovaných oocytů měla špatný počet pólových tělísek (ne právě jedno), svraštěnou 

cytoplazmu nebo bylo ve stadiu profáze I (pod binolupou viditelný zárodečný váček kolem 

jadérka a žádné pólové tělísko).  

 

5.2 ICSI 

 

Celkem bylo provedeno 40 ICSI sezení. Z toho 8 pro skupinu A, 14 pro skupinu B, 8 pro 

skupinu C a 10 pro skupinu D. Na ICSI byly použity pouze morfologicky korektní oocyty 

v metafázi II, tedy oocyty, které měly vyloučené právě jedno pólové tělísko a viditelnou oblast, 

kde se nachází metafázní dělící vřeténko. Cytoplazma je na tomto místě zpevněná aktinem, a 

proto je mírně vypouklá. Vybrané oocyty měly kompaktní, pravidelně kruhovitý tvar 

cytoplazmy, která vyplňovala většinu prostoru pod zona pellucida. Zároveň byly na základě 
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morfologického hodnocení při ICSI vybrány pouze morfologicky korektní spermie, tzn, 

spermie s oválnou hlavičkou, s rovným, nestočeným a neodlomeným bičíkem (v jakékoliv 

části).  

Pro vypracování diplomové práce bylo injikováno celkem 586 oocytů a injekci přežilo 

232 oocytů. Z injikovaných oocytů bylo 145 aktivovaných a oplozených (s 2 pólovými tělísky 

a 2 prvojádry; Obrázek 7-1) Zbytek oocytů byl aktivován pouze partenogeneticky (vyvinulo se 

pouze jedno prvojádro; Obrázek 7-2) nebo zůstalo ve stádiu metafáze II (Obrázek 7-3).  

 

 

Obrázek 7. Příklady možných výsledků po ICSI, 1 – aktivovaná zygota se dvěma odlišnými 

prvojádry a dvěma pólovými tělísky; 2 – partenogeneticky aktivovaný oocyt, je vytvořeno pouze 

maternální prvojádro; 3 – injikovaný oocyt ve fázi metafáze II s viditelnými chromozomy seřazenými 

na metafázní rovině; barveno DAPI, měřítko 50 μm. Jas a kontrast obrázku byl upraven pro lepší 

viditelnost jednotlivých struktur. 

 

Po kultivaci 8-9 hodin se přibližně 87 % oplozených zygot nacházelo ve stadiu PN 5, 

zbytek (13 %) byl z následného hodnocení vyřazen (Obrázek 8, Tabulka 3).  
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Obrázek 8. Zygoty po 8-9 h kultivaci; 1 – zygota ve fázi PN 5; 2 – zygota ve fázi PN 4, barveno 

DAPI, měřítko 50 μm. Jas a kontrast obrázku byl upraven pro lepší viditelnost jednotlivých struktur. 

 

Tabulka 3. Celkový počet injikovaných oocytů, které přežily mikromanipulaci. Počet a 

procentuální podíl oocytů, které byly oplozené z celkového počtu injikovaných a přeživších oocytů. 

Počet a procentuální podíl oplozených zygot ve stadiu PN 5 po kultivaci 8-9 hodin po injekci 

z celkového počtu zygot. 

Skupina Počet 

injikovaných 

oocytů 

Oplozené 

s dvěma odlišnými 

prvojádry 

Z toho 

oplozené zygoty ve 

fázi PN 5 

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 Hodnocení DNA poškození 

 

U zygot zafixovaných po 8-9 hodinách kultivace bylo hodnoceno DNA poškození 

v paternálním prvojádře. Pro hodnocení byly vybrány pouze zygoty, které měly prvojádra ve 

stadiu PN 5. Oocyty s prvojádry ve stadiu PN 4 byly z hodnocení vyřazeny.  

Fluorescence se objevovala jak v paternálním, tak v maternálním prvojádře. 

V paternálním prvojádře byla fluorescence vždy intenzivnější. V maternálním prvojádře nebyla 

intenzita fluorescence měřena, ale z hodnocených obrázků byla patrná její nízká intenzita. 
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Signalizace γH2AX v prvojádrech byla lokalizována v jednotlivých bodech, nebyla jednolitá 

(Obrázek 9).  

 

Obrázek 9. Zygoty ve stadiu PN 5 po kultivaci 8-9 h. Na obrázcích 1A, 1B, 1C, 1D jsou 

prvojádra a pólová tělíska znázorněna fluorescencí DAPI. Na obrázcích 2A, 2B, 2C, 2D jsou prvojádra 

a pólová tělíska viditelná pomocí imunofluorescenčního barvení protilátkou proti fosforylované formě 

histonu H2AX na Serinu 139 (γH2AX). 1A, 2A – zygota oplozená spermií ze skupiny A; 1B, 2B – 

zygota oplozená spermií ze skupiny B; 1C, 2C – zygota oplozená spermií ze skupiny C; 1D, 2D – zygota 

oplozená spermií ze skupiny D; a – maternální prvojádro, b – paternální prvojádro, c – pólové tělísko. 

Měřítko 50 μm. Jas a kontrast obrázku byl upraven pro lepší viditelnost jednotlivých struktur. 
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Hodnoty intenzity fluorescence paternálního prvojádra se mezi jednotlivými skupinami 

lišily (Obrázek 10). U kontrolní skupiny (A – čerstvé sperma) byla intenzita poškození DNA 

měřená intenzitou fluorescence γH2AX v porovnání se skupinami kryoprezervovaného 

spermatu nejnižší, statisticky významně odlišná od skupin C a D. Z porovnávaných skupin 

mraženého spermatu vykazuje nejnižší míru DNA poškození skupina B, která se statisticky 

významně liší od skupin C a D. Skupina B sice vykazuje zvýšenou míru poškození DNA 

měřenou intenzitou fluorescence γH2AX v maternálním prvojádře, tento rozdíl ale nebyl 

statisticky významný (Obrázek 10).  

 

Obrázek 10. Krabicový graf znázorňující intenzitu fluorescence histonu γH2AX, ***p<0,001. 

 

Nejvyšší intenzita fluorescence byla naměřena u skupiny D, spermatu 

kryokonzervovaného pomocí média BullXCell s přídavkem čerstvého vaječného žloutku. Díky 

vysoké variabilitě výsledků však tento rozdíl není statisticky významně odlišný od skupiny C 

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

Skupina Minimální 

hodnota 

Maximální 

hodnota 

Průměrná 

 hodnota 

Směrodatná 

odchylka 

Počet 

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 

 

V tabulce 4 jsou uvedeny minimální hodnoty, které představují nejnižší naměřenou 

hodnotu intenzity fluorescence pro danou skupinu, maximální hodnoty, které představují 

nejvyšší naměřenou hodnotu intenzity fluorescence pro danou skupinu, průměrné hodnoty, 

směrodatné odchylky a počet hodnocených zygot v každé skupině.  

 

6 Diskuze 

 

Interspecifická ICSI byla jako metoda pro hodnocení kvality spermatu v minulosti již 

použita, ale ve většině případů sloužila pouze k prokázání schopnosti spermie oplodnit oocyt. 

Schopnost oplodnit oocyt byla prokázána vytvořením obou prvojader, samčího i samičího 

(Kaneko et al., 2014, Moro et al., 2014). V případě použití gamet jedinců podobného 

živočišného druhu se embryo po iICSI může vyvinout až do stádia blastocysty (Moro et al., 

2014). iICSI umožňuje testování genetického materiálu i u druhů s omezenou dostupností 

biologického materiálu a s omezenou schopností přirozené reprodukce (Wildt et al., 2010). 

Tvorba a hodnocení prvojader v interspecifických zygotách je dostačující parametr pro 

hodnocení kvality nejen co se týče integrity DNA řetězce, ale může být využito i k vyšetření 

karyotypu, kterým lze odhalit různé chromozomové chyby a aberace, k hodnocení integrity 

jaderné laminy, methylačních vzorů a podobně (Barnetová et al., 2010, Beaujean et al., 2004). 

iICSI slouží jako vhodný nástroj pro hodnocení dějů po oplození.    

Využití myší jako zdroje oocytů pro iICSI je velmi výhodné díky jejich dostupnosti a 

možnosti hormonální stimulace k docílení ovulace velkého množství oocytů. Ovulované oocyty 

již není třeba maturovat in vitro, protože jsou izolovány již v metafázi II a lze je proto ihned 

využít pro ICSI. Navíc v myších oocytech a zygotách jsou díky absenci tukových granulí 
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viditelné struktury i pouze pomocí světelného mikroskopu či binolupy. Kmen myší BDF1 byl 

zvolen pro vypracování této práce na základě jeho dlouhodobého využívání pro výzkum 

spojený s mikromanipulacemi. Velkou výhodou kmene myší BDF1 je, že mohou ovulovat 

výrazně větší množství oocytů (20-30) než hojně využívaný kmen laboratorních myší CD1 (10-

15). Navíc oocyty myší kmene BDF1 lépe snášejí mikromanipulaci, díky jejich odolné 

cytoplazmě. Jejich další výhodou je, že mají viditelnou polohu dělícího vřeténka, což umožňuje 

správné natočení oocytu při mikromanipulacích tak, aby se mikroinjekční pipeta při vstupu do 

oocytu vyhnula dělícímu vřeténku a oocyt tak nebyl poškozen a mohl se dále vyvíjet (Yoshida 

a Perry, 2007). 

Ačkoliv myši kmene BDF1 reagují na hormonální stimulaci velmi dobře a od jedné samice 

lze izolovat až 30 oocytů, v některých případech může dojít k neadekvátní reakci na hormony 

a může dojít k ovulaci menšího počtu nebo žádných oocytů. K tomu může dojít z několika 

důvodů, mezi které patří věk, živá hmotnost a zdravotní stav myši, světelný režim v chovném 

zařízení a množství podávaných hormonů (Behringer et al., 2018). Kromě toho může výsledek 

ovulace záviset také na správném časovém intervalu podání hormonů a určení správného času 

usmrcení myši pro izolaci oocytů. Úspěšnost ICSI závisí také na době izolace oocytů a přípravy 

pracovního prostředí na ICSI tak, aby byly oocyty používané pro ICSI načasované ve správné 

fázi (metafáze II) a nebyly použity předčasně nebo naopak příliš pozdě. Do přípravy na ICSI 

lze zahrnout přípravu a zahřátí používaných médií a roztoků na správnou teplotu, seřízení 

mikromanipulátoru a injekční a holdingové pipety, přípravu spermií a mikromanipulační 

misky. V některých případech docházelo v důsledku špatně načasované přípravy na ICSI 

k samovolnému vyloučení druhého pólového tělíska ještě před ICSI nebo byly oocyty naopak 

izolovány příliš brzy ještě před dosažením potřebné zralosti, kdy nebylo ještě zcela dokončené 

vyloučení 1. pólového tělíska a tyto oocyty nemohly být k mikromanipulacím použity. 

Nastavení časového rozložení podávání hormonů a izolace je individuální jak pro jednotlivé 

laboratoře (Yoshida a Perry, 2007), tak pro jednotlivé pracovníky z jedné laboratoře. Záleží 

hlavně na zručnosti a rozložení časového plánu konkrétního pracovníka a také na světelném 

režimu konkrétního zařízení pro chov laboratorních zvířat, který musí být dodržován.   

Vzhledem k tomu, že při superovulaci dochází k rekrutování všech oocytů ve vaječníku, 

ne pouze těch optimálních, jak je tomu při fyziologické ovulaci, nachází se v ampuly vejcovodu 

po superovulaci i oocyty, které nejsou vhodné pro ICSI (Behringer et al., 2018). Tyto oocyty je 

nutné vyřadit. Jedná se hlavně o oocyty, které jsou malé, mají svraštěnou cytoplazmu, 

nepravidelný tvar, porušenu integritu zona pellucida a podobně.  
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Celkem bylo pro vypracování této diplomové práce použito 80 myších samic, ze kterých 

bylo izolováno celkem 847 oocytů. Z tohoto počtu bylo pro ICSI použito 586 oocytů, které 

splňovaly parametry oocytů vhodných pro ICSI a které se nacházely v optimálním vývojovém 

stadiu metafáze II. Injekci přežilo 232 oocytů (40 %), což je výrazně nižší podíl oproti 

výsledkům ICSI, kterou prováděli již zkušení pracovníci ze stejného pracoviště, kde byla 

diplomová práce zpracovávána. Úspěšnost přežití myších oocytů injikovaných kozlími 

spermiemi byla v jejich případě 93 % (Rychtářová et al., 2021). Metoda ICSI je velmi náročná 

metoda, která vyžaduje bohaté zkušenosti nejen s touto metodou, ale i s ostatními technikami 

mikromanipulace. Zvládnutí techniky ICSI není to jediné, co je potřeba k úspěšnému provedení 

ICSI. Je potřeba vyrobit optimální mikromanipulační pipety, které splňují parametry vhodné 

pro konkrétní typ gamet, se kterými je ICSI prováděna. Jedná se o správný průměr hrotu pipety, 

správné ohnutí pipety tak, aby byla dobře použitelná pro nastavení mikromanipulátoru. Je 

potřeba, aby byl hrot mikroinjekční pipety rovný a pravidelný, aby příliš nenarušil strukturu 

obalů oocytu, zejména citlivou cytoplazmatickou membránu. Dále je potřeba, aby byl hrot 

mikromanipulační pipety dostatečně široký pro velikost hlavičky spermie daného druhu a 

zároveň aby nebyl příliš široký, aby nevznikl moc velký otvor v cytoplazmatické membráně a 

nedošlo k prasknutí oocytu. Uvádí se, že výsledky přežití oocytů po ICSI s pipetami s hrotem 

o vnějším průměru 10 μm jsou výrazně nižší (Hiraoka et al., 2015). Pro vyhotovení úspěšné 

ICSI je dále důležitá zručnost a jemná motorika, která se zlepšuje s opakováním ICSI sezení. 

V neposlední řadě je ICSI náročná metoda na výdrž mikromanipulátora. Zatímco zkušenému 

pracovníkovi může injekce 15 oocytů trvat méně než 10 minut, začínajícím pracovníkům může 

injekce jednoho oocytu trvat i více než 30 minut (Yoshida a Perry, 2007 a vlastní zkušenost). 

Pro úspěšné provedení ICSI je velmi důležité správné nastavení mikroskopu, 

mikromanipulátoru a mikroinjektorů. Samotnému nastavení správné polohy 

mikromanipulátoru, mikroskopu a pipet musí pracovník věnovat čas před každým ICSI 

sezením. Po správném seřízení mikromanipulátoru je důležité nastavení správného úhlu 

mikroinjekční pipety, který svírá se dnem mikromanipulační misky tak, aby se dal pomocí 

pipety jednoduše oddělit bičík od hlavičky spermie. Dále je důležité, aby injekční i holdingová 

pipeta byly při injekci spermie ve stejné rovině ostrosti, stejně tak jako oocyt. Injikovaný oocyt 

by měl být správně natočen tak, aby mikroinjekční pipeta neprocházela skrze dělící vřeténko a 

nedošlo tak k jeho poškození. Proto je optimální oocyt natočit výklenkem kolem dělícího 

vřeténka, který je u myších oocytů kmene BDF1 dobře viditelný, do polohy 12 nebo 6 hodin. 

Pólové tělísko, které se nachází v blízkosti dělícího vřeténka, vytváří prostor mezi zona 

pellucida a cytoplazmatickou membránou. V tomto místě je dobré vniknout mikroinjekční 
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pipetou přes zona pellucida, protože díky větší vzdálenosti mezi zona pellucida a 

cytoplazmatickou membránou je menší riziko, že se při protnutí zona pellucida silnějším 

piezoelektrickým pulzem protne i cytoplazmatická membrána oocytu (Yoshida a Perry, 2007). 

V tomto případě by došlo k prasknutí membrány a lýze oocytu. K protnutí cytoplazmatické 

membrány oocytu by mělo dojít až po jejím maximálním napnutí kolem mikroinjekční pipety, 

aby vzniklý otvor byl co nejmenší a membrána se mohla znovu zacelit. Všechny tyto aspekty 

pro úspěšnou ICSI musí pracovník dostatečně natrénovat. Trvá dlouhou dobu, než se potřebné 

návyky pracovníkovi zautomatizují. K lýze oocytu může dojít i následně při kultivaci, a to při 

vzniku poškození, které oocyt zaregistruje až po nějaké době.  

Z celkového počtu oocytů, které přežily ICSI, což bylo 232 oocytů, bylo úspěšně oplozeno 

145. To je 62,5 %. To je o více než 10 % méně, než je uváděno ve studii Rychtářové a kol. 

(2021) z Oddělení biologie reprodukce VÚŽV v.v.i., kde byla úspěšnost oplození myších 

oocytů kozlími spermiemi 77 %. Z toho je opět zřetelné, že pro úspěšnou ICSI je potřeba 

zkušeného pracovníka. V průběhu vypracovávání této diplomové práce se v mnoha případech 

(cca 16 %) opakovala skutečnost, že oocyty byly aktivovány partenogeneticky a v oblasti 

cytoplazmy se nacházela nedekondenzovaná zcela nenarušená hlavička spermie. V tomto 

případě se spíše než o neschopnost kozlí spermie dekondenzovat v cytoplazmě myšího oocytu 

jednalo o chybu méně zkušeného mikromanipulátora, kdy zřejmě při vložení spermie do 

cytoplazmy nebyla správně narušena oolema a spermie tak zůstala v perivitelinním prostoru.  

V rámci jednotlivých skupin se úspěšnost oplození lišila pouze mírně. U skupiny A, tj. 

čerstvého spermatu, byla úspěšnost 67 %, u zmrazeného spermatu skupiny B 56 %, u skupiny 

C 70 % a u skupiny D 58 %. Nejnižší úspěšnost oplození byla u skupin B a D. Skupina B byla 

zpracovávána jako první, tudíž nízká úspěšnost oplození by mohla být způsobena i tím, že moje 

osobní zkušenost s ICSI byla v té době nejnižší. Zároveň měla skupina D nejvyšší míru 

poškození paternálních prvojader ze všech 4 skupin spermatu. Složkou ředidla byl vaječný 

žloutek, jehož lecitin reaguje s proteiny semenné plazmy a má nepříznivý vliv na kvalitu 

spermatu (Gangwar et al., 2016). To může být také důvodem, proč byla úspěšnost oplození 

nižší než u ostatních skupin. Avšak celkově byla úspěšnost oplození ve srovnání s prací 

Rychtářové a kol. (2021) velmi nízká. V letních měsících byla úspěšnost ICSI ještě nižší, 

protože při teplotě nad 30 °C se často stává, že zygoty lyzují. V laboratoři, ve které jsem ICSI 

prováděla, bohužel nebyla vybavena klimatizací. I přes snahu ochladit stojánek ledem, případně 

vychladit mikromanipulační misku v lednici, úspěšnost ICSI zůstávala při vyšších teplotách 

stále nízká. 
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 Pro každou skupinu bylo provedeno několik opakování, aby bylo nasbíráno dostatečné 

množství 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 měla více opakování kvůli nízké úspěšnosti oplození.  

Běžně používané testy na hodnocení kvality spermatu vizualizují zlomy těsně sbalené 

DNA na protaminech ve velmi kondenzované hlavičce a ukazují poškození, které má spermie 

ještě před oplozením.  Neodhalí ale poškození, které spermie vnáší do zygoty a které je důležité 

pro embryonální vývoj. Metoda detekce γH2AX pro hodnocení integrity DNA řetězce spermií 

je přesnější než konvenčně používané testy. Například detekce zlomů DNA je 100x přesnější 

než u kometového testu (Ismail et al., 2007). Pro vyhotovení těchto metod je potřeba relativně 

velké množství spermií (Kumaresan et al., 2020), což může být problém u oligospermických 

vzorků, případně ohrožených druhů, kde je množství genetického materiálu omezené. Problém 

testování integrity DNA spočívá v tom, že doposud není možné odlišit poškození, které je pro 

buňku přirozené a které ne. Tedy rozlišit fyziologické zlomy od patologických. Také nelze určit, 

jestli jsou tyto zlomy v genech, které jsou aktivní, tedy jestli má toto poškození vliv na další 

embryonální vývoj. To způsobuje, že výsledky testů ukazují vyšší míru poškození, než ve 

skutečnosti je. Tento problém se dá vyřešit nastavením hodnot tresholdu DNA poškození (DOI 

10.1007/s10815-011-9631-8). 

Použití piezo ICSI je citlivější než běžná konvenční metoda ICSI a díky tomu má i vyšší 

podíl přeživších oocytů po injikaci a lepší úspěšnost oplození než konvenční ICSI (Kimura a 

Yanagimachi, 1995, Fujii et al., 2020). Navíc díky piezoelektrickým pulzům se při manipulaci 

se spermiemi naruší jejich plazmatická membrána a tím se uvolní PLCζ, jež spouští aktivaci 

oocytu, který poté zahájí raný embryonální vývoj. Většina spermií navíc prodělává akrozomální 

reakci při piezo pulzu ještě před tím než se dostane do oocytu a nedojde tak k vylití obsahu 

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

Z výsledků této práce vyplívá, že kontrolní skupina čerstvého spermatu, tedy skupina A 

měla nejmenší podíl DNA poškození, ne však nulové. DNA poškození je v rané zygotě 

fyziologické (Wossidlo et al., 2010). Navíc i v čerstvém spermatu mohou být poškozené 

spermie (Sakkas a Alvarez, 2010). U konzervovaného spermatu skupiny B je poškození mírně 

vyšší než u skupiny kontrolní. Oproti tomu skupina C a D jsou výrazně horší, se statisticky 

významným rozdílem oproti skupině A i B. Nejvyšší míra poškození byla detekována 

v paternálních prvojádrech ze skupiny D, kde byl použit vaječný žloutek jako přídavek ředidla. 

Tento výsledek byl předpokládán, protože lecitin obsažen ve vaječném žloutku negativně 

reaguje se složkami kozlí semenné plazmy. Nicméně statisticky významný rozdíl byl mezi 
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skupinami B a C i přesto, že bylo použito stejné ředidlo. Tento výsledek mohlo ovlivnit několik 

faktorů. Kvalita spermatu se mezi jedinci liší. Bylo použito sperma od celkem 3 kozlů. Jeden 

kozel byl použit pro skupinu A, druhý pro skupinu B a pro skupinu C a D byl použit třetí kozel. 

Mezi jednotlivými skupinami se lišila také metoda odběru. Odběr u skupiny A a B byl proveden 

pomocí umělé vagíny s použitím atrapy. Odběr u skupiny C a D byl proveden elektrostimulací. 

I to by mohlo mít vliv na kvalitu spermatu. Ve studiích porovnávající tyto dvě metody odběru 

měla elektroejakulace negativní vliv na kryotoleranci a spermie byly citlivější na změny 

způsobené výraznými změnami teplot (Jiménez-Rabadán et al., 2016, Jiménez-Rabadán et al., 

2012, Guerrero-Gutiérrez et al., 2021). Pro skupinu B byl použit jiný postup mražení než pro 

skupinu C a D. Všechny skupiny spermatu byly odebírány v reprodukční sezóně kozlů, která 

trvá přibližně od října do prosince (Ohaneje et al., 2021). 

Fluorescence signalizující poškození DNA se objevovala jak u paternálního, tak 

maternálního prvojádra. U maternálního prvojádra ale byla ve většině případů fluorescence 

menší než u paternálního. V zygotě je určitá míra zlomů fyziologická, ve fázi, kdy byly zygoty 

fixované, může probíhat replikace, ve které jsou zlomy DNA generovány při vzniku 

replikačních vidlic (Wossidlo et al., 2010). Do jisté míry mohla být fluorescence v maternálním 

prvojádře v některých případech způsobena poškozením oocytu během ICSI.  

Uvádí se, že se v současné době naše planeta nachází v 6. nejhorším masovém vymírání za 

celou dobu její existence. Ubývá jak druhů zvířat žijících ve volné přírodě, tak plemen 

domácích a hospodářských zvířat, a to zejména historicky významných plemen (Chapin et al., 

2000, Wake et al., 2008). Proto je biologický materiál genetických zdrojů uchováván 

v biobankách po celém světě (Saragusty et al., 2012). Je tedy potřebné, aby se zdokonalovaly 

metody uchovávání vzácného biologického materiálu, čemuž předchází i výběr efektivních, 

jednoduchých a přesných metod pro hodnocení jeho kvality.  

Zdokonalení technik asistované reprodukce může být přínosné pro ochranu genetických 

zdrojů, ale důležitý je také program zabývající se přirozenou ochranu chovu zvířat spadajících 

do kategorie genetických zdrojů a eliminace příčin poklesu jejich biodiverzity (Moisan et al., 

2005). 

Cílem této práce bylo mj. zjistit, zda existuje rozdíl v intenzitě fluorescence paternálního 

prvojádra značícího zlomy DNA mezi jednotlivými skupinami spermatu. Pro toto hodnocení 

byla vybrána relativně jednoduchá metoda analýzy obrazu. Při výběru optimální metody 

uchovávání spermatu by mohla být použita metoda jako například western blot, aby byla 
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zjištěna přesnější míra fluorescence. Pro tuto metodu by však bylo potřeba hodnotit více vzorků. 

Bylo by vhodné se zabývat i jinými parametry kvality spermií než pouze DNA poškození, jako 

například různé epigenetické značky vnesené do zygoty, methylační vzory a podobně.  
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7 Souhrn 

 

V České republice ubývají původní plemena hospodářských zvířat zařazená do tzv. 

genetických zdrojů. Jedná se o plemena hospodářských zvířat, která mají zachované určité 

kvalitní geny zaručující adaptibilitu na dané podmínky, odolnost vůči nemocem a podobně, a 

které se šlechtěním a křížením začínají ztrácet. Proto by se mělo řešit udržení genetických 

zdrojů v populaci a hledat co nejefektivnější způsoby, jak uchovávat jejich biologický materiál. 

To je důležité i pro ohrožené druhy divokých zvířat, kterých ubývá kvůli lidským činnostem 

mnohem rapidněji.  

Hodnocení kvality spermatu a následný výběr optimálního způsobu uchovávání 

biologického materiálu je důležitým aspektem pro zachování reprodukce těchto ohrožených 

druhů. Hodnocení kvality pomocí interspecifické ICSI výrazně šetří biologický materiál, a to 

nejen spermie, kterých je pro zhotovení této metody potřeba výrazně méně než u konvenčních 

testů hodnotících integritu DNA, ale zejména vzácnější biologický materiál, kterým jsou 

v mnoha případech obtížně získatelné oocyty. Metoda je levná, rychlá a pro zkušeného a 

schopného mikromanipulátora i jednoduchá.  

V porovnání s konvenčními metodami hodnocení kvality spermatu odhaluje tato 

metoda aspekt, který má reálný vliv na vývoj embryí. Při hodnocení kvality spermií se běžně 

hodnotí parametry jako je motilita, počet spermií, integrita plazmatické membrány, 

mitochondrií, integrita DNA a podobně.  Míra integrity DNA měřená pomocí konvenčních testů 

hodnotí míru poškození DNA spermií ještě před oplozením. Naproti tomu metoda používaná 

v této diplomové práci měří míru poškození DNA až v samčím prvojádře, takže lze pozorovat, 

jaká míra poškození je reálně vnesena do oocytu a také to, jak je cytoplazma oocytu schopna 

poškození DNA opravit.  

V současné době existuje více způsobů, jak uchovávat biologický materiál. Oocyty 

mohou být uchovávány pomocí kryoprezervace nebo vitrifikace. Spermie hlavně pomocí 

kryoprezervace a lyofilizace. Je potřeba určit, jaký způsob konzervace je pro uchování 

genetického materiálu nejoptimálnější. Na základě získaných výsledků lze odvodit, že metoda 

měření míry fluorescence γH2AX v parentálním prvojádře interspecifické zygoty je 

spolehlivým nástrojem pro toto určení. 
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Metoda interspecifické ICSI byla schopna odhalit rozdíly v kvalitě DNA spermatu 

mraženého různými postupy. Získané výsledky potvrdily naše předpoklady definované na 

základě dostupných informací z literatury.   
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