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Vliv doby a teploty skladovani na kvalitu
kryokonzervovanych spermii Danio rerio

Souhrn

Cilem této prace je ovéfeni hypotézy, Ze délka a teplota skladovani, ve které jsou

umistény kryokonzervované spermie Danio rerio, ma vliv na uspéSnost in vitro fertilizace.

Spermie Dania pruhovaného byly odebrany z extrahovanych varlat. Tato varlata
byla po vyjmuti rozdrcena v kryokonzervaénim roztoku bez kryoprotektantu, aby se uvolnily
spermie. Nasledné byl pfidan k roztoku spermii roztok s kryoprotektantem (metanol) v poméru
5 pl roztoku se spermiemi na 15 pl roztoku s kryoprotektantem. Kryokonzervované davky
byly skladovany v kryovialkdch. Nejdiive byly tyto kryovialky umistény na suchy led
a po 20 minutach vloZzeny do tekutého dusiku, ve kterém jedna polovina kryovialek byla dale
uchovavana a druha pfesunuta po deseti minutach do -80 °C. V ramci pokusu byly testovany
dvé teploty skladovani (-196 °C, -80 °C) a tfi doby skladovani (1 den, 1 tyden, 2 mésice).
Po uplynuti kazdého casového useku bylo rozmraZeno 12 kryovialek z -196 °C a 12 z -80 °C
ve vodni 14zni o teploté 38 °C. Sami¢kam v narkdze se odebrala vajicka pomoci masaze bticha,
k vajickim byla pfidéna rozmraZzend davka spermii spolu s vodou. Vajicka byla inkubovana
v 28 °C po dobu 24 hodin. Po tomto ¢ase bylo provedeno finalni pfepocitani zZivotaschopnych
embryi. Statistické vyhodnoceni bylo provedeno pomoci Studentova T-testu a ANOVY.
Vsechny testy byly hodnoceny na hladin€ vyznamnosti p < 0,05.

Z kryokonzervovanych spermii skladovanych v -196 °C bylo za 24 hodin vyvinuto
primérmé 12,5 + 2,2 % embryi. V hluboko mrazicim boxu -80 °C bylo primérné vyvinutych
embryi 24 hodin po oplozeni pouze 0,1+ 0,1 %. Navic embrya se vyvijela jen ze spermii
skladovanych pouze 1 den a bylo jich miniméalni mnozZstvi (0,3 + 0,3 %). Z tohoto pokusu

vyplyva, Ze spermie Dénia pruhovaného nelze skladovat v -80 °C.

Kryokonzervované davky, skladované jeden den, dosahovaly 24 hodin po oplozeni
uspé&snosti 13,4 + 4,7 % zivotaschopnych embryi, kryokonzervované davky skladované jeden
tyden 10,7 + 4,3 % vyvinutych embryi a kryokonzervované davky skladované dva mésice
13,4 + 4,3 %. Pro kontrolu byly zaznamenany hodnoty z tfeni samic v laboratornich
podminkach, kdy embrya dosahovala 24 hodin po oplozeni preZitelnosti ve vysi 81,4 + 4,3 %
a po IVF Cerstvym spermatem se vyvinulo 35,0 + 4,5 %. Mezi kryokonzervovanymi davkami

spermii nebyl zaznamenan rozdil v délce skladovani.



Kli¢ova slova: spermie, kryokonzervace, Danio rerio, IVF, embryo



Effect of storage time and temperature on the quality
of cryopreserved zebrafish sperm

Summary

The aim of this diploma thesis is verification of hyphothesis, that the lenght
and temperature of storage, in which the cryopreserved sperm are placed, have an impact

on success on in vitro fertilization.

Zebrafish sperm were removed by testis dissection. These testes were crushed into
cryopreserved liquid without cryprotectant to release the sperms. Then, the cryoprotectant
(methanol) was added to sperm liquid at a ratio of 5 ul sperm liquid and 15 pl cryprotectant.
The sperm solution were storaged in cryovials. The cryovials were placed on dry ice
for 20 minutes and than put into liquid nitrogen. The one half of cryvials were placed in the
liquid nitrogen for whole time and the second half after ten minutes were transfered to -80 °C
ultra-freezer. Within this experiment two temperatures of storage (-196 °C, -80 °C) and three
storage periods (one day, one week and two months) were tested. After each tested period were
thawed 12 cryovials from both tested temperatures (-196 °C and -80 °C) transfered in water
bath to 38 °C. Anesthetized females were squeezed the eggs using abdominal massage.
The post thawed sperms with water were added to the eggs. The eggs were incubated at 28 °C
for 24 hours. After dedicated time, the final recalculation of viabled embryos were done.
The statistical evaluation was calculated using Student‘s T-test and ANOVA. All tests were

evaluated at the significance level p <0.05.

The storaged temperature of zebrafish cryopreserved sperm is very important.
In average, 12.5 + 2.2% embryos were evolved after 24 hours from cryopreserved sperm
at the temperatures of -196 °C. In average, 0.1 = 0.1% embryos were evolved after 24 hours
from crypreserved sperm in the ultra-freezer at the temperatures of -80 °C. Moreover,
the embryos developed only from sperms storaged for one day was minimal (0.3 + 0.3%).

This experiment follows that zebrafish sperms is impossible to storage at he -80 °C temperature.

The crypreserved sperm storaged for one day reached the success rate at the level
of 13.4 + 4.7% viabled embryos after 24 hours after IVF, for one week reached the success rate
at the level of 10.7 = 4.3% viabled embryos and for two months the success rate
at the level of 13.4 + 4.3% viabled embryos. The values were written down from female‘s

friction in lab condition for checkup. The embryos reached the success rate at a level



of 81.4 + 4.3% after 24 hours after IVF of fresh sperm evolved 35.0 + 4.5% embryos. Between

both types of cryopreserved sperm was not noticed any differences in the storaged lenght.

Keywords: sperm, cryopreservation, zebrafish, IVF, embryo
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1. Uvod

Danio pruhované je akvarijni ryba a aktudln¢ je velmi oblibeny modelovy organismus
ve véd¢ pro svoji nendrocnost chovu, velké mnozstvi potomkili, mimotélni oplozeni, rychly
vyvoj a transparentnost embryi. VyuZzivé se k vyzkumu krvetvorby, nemoci a mnoha dalsiho,
pomoci geneticky modifikovanych linii. Aktudlné vétSina chovnych zafizeni drzi ryby
v akvariich a neustdle o né pe€uje, coz je financné, Casove 1 personalné velmi narocné, a proto
se vyvijeji protokoly kryokonzervace spermii. U savctl jsou jiz béZnou praxi obsahlé kryobanky

plemeniki nebo genetickych rezerv zivocichd, a to je i cilem u laboratornich ryb.

Predpoklada se, Ze spermie vydrzi skladované v tekutém dusiku roky, ale tuto hypotézu
je nutné ovéfit. Dale je Dénia pruhovaného velmi duilezitd standardizace protokolu a jeho
optimalizace na jednotlivé chovy. Kryokonzervace spermii je soucasné nejvyhodnéjsi metoda
skladovani genetického materidlu a je dulezit¢é zjistovat, co ma vliv na kvalitu

kryokonzervovanych davek po zmrazeni.



2. Védecka hypotéza a cile prace

Cilem prace je ovéteni hypotézy, ze délka a teplota skladovani, ve které jsou umistény

kryokonzervované spermie Danio rerio, ma vliv na Gspésnost in vitro fertilizace.



3. Literarni reSerse

3.1. Obecné informace o druhu

Dénio pruhované je sladkovodni pruhovana ryba, patiici do celedi kaproviti. Pfesné

zatazeni této zkoumané ryby je popsano nize:

- tiSe: Animalia — Zivo¢ichové

- kmen: Chordata — strunatci

- tfida: Actinopterygii — paprskoploutvi

- tad: Cypriniformes — maloostni

- Celed: Cyprinidae — kaproviti

- rod: Danio — dénio

- druh: Danio rerio — dénio pruhované (Hamilton, 1822)

Danio rerio, nebo-li Dénio pruhované, je mezi akvaristy velmi oblibend ryba. Pochazi
z Predni Indie. Doriista délky az 4,5 cm. Zije v hejnech, ktera se zdrzuji ve stiednich a hornich
vrstvach vody. Danio pruhované patfi k mirumilovnym a snaSenlivym druhlim. Samice jsou
vetsi a zavalit€j$i. Typickym znakem jsou dva péary voust a ndpadné modrobilé pruhovani.
Chov Dénia pruhovaného v akvariu neni pfili§ narocny. Z tohoto ditvodu se tyto ryby chovaji

1 v laboratofich, zabyvajicich se genetickym vyzkumem (Kis, 2008).

3.1.1. Pohlavni dospélost

Dénio pruhované dosahuje pohlavni dospélosti v laboratornim prostiedi obvykle
ve véku 3 aZ 6 mésicl po narozeni. Rozdil v dosaZeni pohlavni dospé€losti mezi laboratofemi
je zpusoben piedevS§im managementem chovu, a to hlavné krmenim. Pokud ryba pfijima
krmivo castéji v rdmci dne (az petkrat denn€) a zaroven neni vystavena stresovym faktorim
(napf. dominantni vétsi sourozenec v akvariu), dosahuje pohlavni dospélosti kolem 3 mésicii.
U téchto ryb mulZeme rozeznat samce a samice jiZ po druhém mésici Zivota

(Spence et al., 2008).

3.1.2. Treni

Dtlezitou roli v reprodukei a tfecim chovani maji ¢ichové receptory. Samci uvoliiuji

do vody steroidy, které u samic indukuji ovulaci (Chen et Martinich, 1975) a produkuji



feromony. Feromony ovliviiuji pocetnost uvolnénych vajicek pii tteni (Gerlach, 2006). Samice
pfi ovulaci uvoliluji feromony, které pisobi pozitivné na samci tfeci chovani a vyvolavaji tfeni
(Vandenhurk et Lambert, 1983). Usp&né tfeni Dania pruhovaného je zavislé také

na fotoperiod¢ (Selman et al., 1993).

3.1.2.1. Treniv prirodé

Samice ovuluji prevazné pii svitani, (Selman et al., 1993) tfeni probiha nej¢astéji rano
(Spence et al., 2006). Danio pruhované se nejcastéji rozmnozuje v obdobi silnych destd,

kdy dochézi ke zméné chemismu vody (Spence et al., 2008).

3.1.2.2. Chovani pri tfeni

Samice si vybiraji, s kterym samcem se budou tfit (Spence et Smith, 2006). Samci mezi
sebou o samici soupeii (Spence et Smith, 2005). Jednim z faktor pfi vybéru samce samici
je genotyp. Samice dokdze rozlisit ptibuzného od nepiibuzného samce a uptednostituje pareni

s nepiibuznym jedincem (Gerlach et Lysiak, 2006).

Pted tfenim samci plavou tésné kolem samic a hlavou ji drazdi boky. Pii tfeni samec
plave paralelné¢ se samici, dotykd se jejich boki, tim, spousti vypuzovéani vajicek

a zaroven uvolfiuje spermie (Spence et al., 2008).

3.1.2.3. Frekvence treni

Po dosazeni pohlavni dospélosti se Danio pruhované rozmnozuje velmi ¢asto, pokud
ma dobré Zivotni podminky (Breder et Rosen, 1966). Samice jsou ochotné se pafrit kazdy den
(Spence et Smith, 2006), nicméné v laboratornim chovu se doporucuje pauza mezi nasazenim
minimalné tyden (Westefield, 2007). Harper a Lawrence (2016) doporucuje maximalni pauzu
mezi nasazenim 3 tydny. Tento udaj je vSak sporny, protoze pokud jsou v akvériu spolecné
samci a samice, tak se ryby mohou tfit i zde. Z tohoto diivodu, pokud u urcitych ryb chceme
mit pfesné informace o jejich reprodukéni zdatnosti, musime chovat samce a samice oddélené.

Avsak tato strategie se v laboratorni praxi pfili§ nevyuziva (Harper et Lawrence, 2016).

3.2. Laboratorni chov Dania pruhovaného

Management laboratorniho chovu ma urcitd pravidla. Ryby vyuzivané na pokusy musi

byt prosté nemoci a nesmi v chovu plsobit zadny faktor, ktery by mohl zkreslit vysledky



pokust. Z toho ditvodu se v chovech ptipravuji roztoky idedlni pro chov Dénia pruhovaného
nebo se vyuzivaji specidlni akvaria, &i celé recirkulaéni systémy. Casto chovna zafizeni pofizuji
krmivo ur¢ené pro laboratorni chov, aby zajistili tu nejlepsi moznou vyzivu. Naptiklad Matthew
a kolektiv (2007) ptipravuje samce na odbér spermii tak, Ze osm samcii ve véku 4,5 mésice
separuje do 3,5 litrového akvaria. Samci se za¢nou intenzivné krmit (2x denné€ suché krmivo
a 1x denné artémie) po dobu 4 tydni pred kryokonzervaci. Laboratorni chov je také velmi

dynamicky, nebot’ neustéale se vyviji nové transgenni ¢i mutagenni linie.

3.2.1. Roztoky vyuzivané v laboratornich chovech

Médium vyuzivané v chovu ryb mimo recirkulacni systém (E3 médium) mé specifické
sloZzeni. MnozZstvi jednotlivych latek potfebné pro vytvoreni 60x koncentrovaného roztoku

z jednoho litru demineralizované vody je uvedeno v nasledujici Tabulce €. 1.

Tabulka ¢. 1 — Slozeni latek pro pripravu 1 litru roztoku 60x E3 médium

Latka MnoZstvi
NaCl 172 ¢g
KCl 0,76 g
CaCl;x 2H,0 29¢g

MgSO,x 7TH,0 49¢g
1 M NaOH 50 pl

V chovu se roztok fedi demineralizovanou vodu na koncentraci 1x a vyuZiva
se pfi nasazovani ryb, tfeni, uchovavéani ryb mimo recyklacni systém, odchov mladych ryb

od 5 dnit (Westerfield, 2000).

Ryby a embrya mlad$i 5 dnl se drzi v roztoku 1x E3 média a methylové modfi
v koncentraci 0, 0001 % do 24 hodin po oplozeni a v koncentraci 0,00002 % od 24 hodin
po oplozeni do 5 dnil po oplozeni (Westerfield, 2000).

3.2.2. Treni v laboratornim prostredi

Vzhledem k divodiim popsanym vyse, se v laboratorni praxi samci a samice presouvaji

do specialnich akvérii minimaln€¢ 12 hodin pfed pafenim. V akvariu jsou ryby



ve stejném roztoku 1x E3 médiu, vidi na sebe, ale soucasné¢ nemohou pfijit do vzajemného

kontaktu (Harper et Lawrence, 2016).

V laboratornim chovu jsou Dénia pruhovana schopna reprodukovat po cely den, avsak

nejveétsi mnozstvi spolu s nejkvalitnéjSimi embryi produkuji rdno (Harper et Lawrence, 2016).

Dal$im pozitivnim faktorem pro reprodukci Danii pruhovanych je Cerstvd voda. Proto
se doporucuje, presunout ryby do Cerstvého roztoku 1x E3 média v rannich hodinach béhem

spojeni samcil se samicemi (Spence et al., 2008).

Pro tfeni je ide4lni nddoba s dvojitym dnem, aby mohla vajicka propadéavat do prostoru,

kam se ryby nedostanou. Dno nadoby zaroveii simuluje bieh.

3.2.3. Linie

Béhem poslednich desetileti vytvorily laboratofe po celém svété tisice mutantnich,
transgennich a divokych typii Dania pruhovaného. Zachovani vSech Zivych linii je financné
narocné, neefektivni a mimo kapacitu chovnych zatizeni. Existuje tedy riziko, Ze mnohé
z téchto cennych zdrojti vyzkumu zaniknou a nebudou zachovany pro budouci generace. Tempo
védy piekracuje nasi schopnost udrzovat a uchovavat dualezité genetické kmeny. Tento trend
je také pozorovan v dalSich diileZitych modelech zvitat. Jako ptiklad se nabizi mys, kde existuje
vice nez 3 000 vyfazenych kmenil a vice neZ 28 000 mutantnich kmenii. UdrZovani téchto
velkych Cisel je velice nakladné (Knight et Abbot, 2002). V soucasné dobé¢ existuje ptiblizné
7 000 divokych, mutantnich a transgennich kment Daénia pruhovaného, které potiebuji
odpovidajici zachovéani (Hagedorn et al., 2009). Ideidlnim feSenim pro uchovani linii
je kryokonzervace genetického materidlu (Hagedorn et al., 2009). Ptestoze kryokonzervace

spermii Déania pruhovaného je vyvijena vice nez 30 let, vzniklé protokoly nemaji standardizaci.

3.3. Anatomie samciho pohlavniho ustroji
Pro zlepSeni protokolti kryokonzervace spermii Dénia pruhovaného je nutné znéat
anatomii sam¢iho pohlavniho ustroji a fyziologii spermii (Menke et al., 2011).

Pohlavni soustava samce tvofi parové gonady (varlata) a vyvodné pohlavni cesty,

které jsou podrobnéji rozebirany v nasledujicich subkapitolach.



3.3.1. Varlata

Varlata Dénia pruhovaného jsou laterdlni parové organy uloZené podél plynového
méchyfe v bfiSni duting. Obsahuji parenchym a sérii tubulll a slepych vacka, které jsou
lemovany spermatogennim epitelem (Roberts, 2011). Varlata jsou mlécné zbarvena,

porcelanovitého vzhledu. Maji protahly tvar a kulovity pticny fez (Dvoték et al., 2014).

Varle ma fadu dilleZitych funkci. Zejména se jedné o generativni funkci, jejimz tkolem
je tvorba samcich pohlavnich bunék, a endokrinni funkei, diky niz produkuje varle specifické
samc¢i hormony (Dvoték et al., 2014). Produkci hormonil zajist'uji Sertoliho a Leydigovy buriky.
Sertoliho bunky zajiStuji spermatogenezi a Leydigovy bunky produkuji testosteron

(Leal et al., 2009). Samc¢i reprodukeni trakt a varlata znazoriiuji Obrazek €. 1 a Obrazek €. 2.

3.3.2. Vyvody pohlavnich Zlaz

Na varlata navazuji vyvody pohlavnich zlaz, které jsou samostatné a oddélené
od mocovych cest. Vyvody se spojuji v chdmovody, které tsti do urogenitalni papily. Navenek

usti chamovody bud’ samostatné nebo spolu s mo¢ovodem (Barus et al., 1995).

Obrazek ¢. 1 — Varlata. (a) Sertoliho bunky, (b) Leydigovy bunky, (c) spermatogonie A, (d) spermatogie B,
(e) spermatocyt, (f) spermatocyt a prvni meiotické déleni, (g) zrala spermatida, (h) varlata (Menke et al.,
2011).



Obrazek ¢. 2 — Samci reprodukcni trakt. (A) pricny rFez, (B) pricny rez, (C) bocni pohled, (a) vyvody
pohlavnich zlaz, (b) spojeni vyvody pohlavnich Zliz, (c) genitdalni otvor, (d) strevo, (e) Fitni otvor (Menke et
al., 2011).

3.3.3. Spermie

Spermie Dénia pruhovaného maji malou kulatou hlavu a mensi stiedni Ccast,
které spole¢né tvoii protdhlou ¢ast. Na protdhlou ¢ast navazuje bicik. Primérna velikost
hlavicky spolu se stfedni ¢asti je 2.2 um, délka bi¢iku ¢ini 27.6 pum a tloustka bi¢iku je 0.4 um

(Hagedorn et al., 2009). Obrazek €. 3 znazoriiuje spermii Dania pruhovaného.

Obrazek ¢. 3 — Vzhled spermie Dania pruhovaného (Zhang et al., 2014).

Hlavi¢ka spermie Dania pruhovaného pfipomind golfovy micek a nema akrozom.
Hlavicku vypliuje pievazné bunééné jadro, které obsahuje homogenni chromatin.
Dale hlavicku vypliiuje par malych vakt. Bunééné jadro mé na povrchu membranu, na kterou
ptilehaji centrioly. Proximalni centriol smétujici k jadru svira s distadlnim centriolem thel 125°.

Distalni centriol se dotyka bunécného jadra a plisobi jako zakladni kostra (Zhang et al., 2014).



Stfedni ¢ast spermie Ddénia pruhovaného je spojena s koncovou c¢asti hlavicky.
Cytoplazmatickd membrana tvofi kanal mezi cytoplazmou a bi¢ikem, ktery je uzky, hluboky
a je tvoren az do koncové casti distalniho centriolu. Cytoplazma kolem cytoplazmatického
kanalu tvoii cytoplazmaticky obal a obklopuje pocatecni Cast bic¢iku. Cytoplazmaticky obal
je asymetricky. Na jedné stran¢ je siln¢j$i nez na druhé a obsahuje 2-6 mitochondrii, které jsou
pouze na jedné strané. Membrdna cytoplazmatického kanidlu ma dvojitou vrstvu

(Zhang et al., 2014).

Bicik spermie Dania pruhovaného je sloZzen z axonému, coz je svazek mikrotubul,
uzavieny plazmatickou membranou. Obsahuje né€kolik vétSich a mensich transportnich vackt
mezi axonemem a cytoplazmatickou membranou. Axonem ma typickou stavbu 9 dvojitych
vlaken (dublety) na obvodu a dvou vlaken v centru (2x9 + 2), slozenych z dyneinu. Nicméné
v useku mezi bicikem a distdlnim centriolem chybi dvé vldkna v centru (2x9 + 0). Na konci
biciku se dublety rozptyluji do samostatnych mikrotubuli a snizuji svilj pocet na 6 vladken

1 mén¢ (Zhang et al., 2014).

Spermie jsou ve varlatech a pohlavnich vyvodech inaktivni. Jejich aktivace
je uskute¢néna pii kontaktu s vodou. Zivotaschopnost spermii je vieobecnd u ryb kratka

(Dvoték et al, 2014). Rybi spermie vynikaji svoji rychlosti, ktera je mnohem vyssi nez u savci.
3.4. Fyziologie sam¢iho pohlavniho ustroji

3.4.1. Endokrinni soustava

Endokrinni soustava funguje na principu hierarchie. Hlavnim nadfazenym centrem
je hypotalamus, ktery ovlivituyje mnozstvi uvolnénych hormoni v hypofyze. Hypofyza

ovliviiuje poté svymi hormony pohlavni zlazy.

3.4.1.1. Hypotalamus

Hypotalamus je ¢ast mozku, ktera fidi zavislé struktury. Ovliviiuje je pomoci hormont,
jimiz jsou liberiny a statiny. Liberiny stimuluji aktivitu hypofyzy a statiny naopak inhibuji

aktivitu hypofyzy.

Hypotalamus také produkuje spoustéci hormon gonadotropinu (GnRH — gonadotropin-

releasing hormone), ktery ovlivituje hypofyzarni gonadotropiny (Yadav, 2008).



3.4.1.2. Hypofyza

Hypofyza je dal$i mozkovou strukturou (Harder, 1975). DéEli se na adenohypofyzu
a neurohypofyzu. Adenohypofyza produkuje dva hormony ve vztahu k reprodukci. Jedna
se o folikuly stimulujici hormon (FSH), ktery u samct vyvolava spermatogenezi, a luteinizacni
hormon (LH), ktery kontroluje €innost pohlavnich zl4z. FSH a LH se souhrnné nazyvaji

gonadotropiny. U samcil ptsobi na rist intersticidlni tkdné varlat a sekreci testosteronu (Yadav,

2008).

Hypofyza reaguje na zvySeni sekrece GnRH hypotalamem tim, Ze zvySi sekreci

gonadotropinti, které stimuluji vyvoj gonad (Rocha et al., 2008).

3.4.1.3. Pohlavni Zlazy

Pohlavni Zlazy s vnitini sekreci produkuji pohlavni buitky a hormony. Primarni pohlavni
hormony jsou steroidy, jejichZz prekurzorem je cholesterol. Steroidni hormony se vazi
na intraceluldrni receptory a fidi genovou expresi specifickych genli. Steroidni hormony

vykazuji negativni zpétnou vazbu na GnRH 1 na FSH a LH (Dvofték et al., 2014).

Samci produkuji androgen zvany testosteron z Leydigovych bunék mezi kanalky varlat.

Testosteron ovliviiuje u samcil spermatogenezi a vyvoj sekundarnich pohlavnich znaki.

3.4.1.4. Urofyza

Jednad se o endokrinni orgdn umistény na konci patefni michy v podobé hrbolku.
Hrbolek je tvofen nahlouc¢enim skupiny velkych neuronii. Hrbolek je protkdn mnozstvim cév.
Svou ¢innosti se podoba hypotalamu (Saxena et Saxena, 2008). Z reproduk¢niho hlediska
ovliviiuje urofyza kontrakce hladkych svalt urogenitalniho traktu pfi tfeni ryb, jelikoz uvoliuje

peptidové hormony (Withers, 1992).

3.4.2. Spermatogeneze

JiZ v raném vyvoji embrya vznikaji prvotni pohlavni buriky, které se u samct nazyvaji

spermatogonie. Spermatogeneze se déli na periodu mnoZeni, ristu a zrani.

Pti periodé mnozeni mitotickym délenim vzniknou dvé spermatogonie, které
se nasledné opét mitoticky dé€li az na Ctyfi spermatogonie s diploidnim poctem chromozomii.
Tim je ukonceno prvni obdobi mnozeni, pti kterém se vytvaii a formuluji varlata (Barus et al.,

1995).
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Perioda rGstu je druhé obdobi charakteristické tvorbou dalSich spermatogonii
a nastupem pohlavni dospélosti. Pfi jejim dosazeni se spermatogonie pfetvoii na pohlavni

buiiky — spermatocyty I. fadu.

Posledni obdobi je perioda zrani, kdy dochazi k redukénimu déleni. Spermatocyty I.
fddu se d€li na spermatocyty II. faddu, nésledné¢ druhym d€lenim vznikaji spermatidy
s haploidnim poctem chromozémi. Spermatidy jsou tvarem podobné bunice a nasledné

se pretvari na dospélé spermie (Fribourgh et al., 1970).

Spermie se skladuji ve varlatech, zde jsou uloZeny jako neaktivni buniky. Jejich aktivace

vznika pfi tfeni a je Casove kratkd (Dvoték et al., 2014).

3.4.3. Motilita spermii

Béhem pfirozeného tieni se spermie setka s fadou zmén zplisobenych kontaktem

s vodou (Wilson-Leedy et al., 2009).

3.4.3.1. Vliv osmolality na motilitu

Studie Wilson-Leedyho a kolektiv (2009), kterd analyzovala u¢inky osmolality média,
iontli a pH na aktivaci spermii, zjistila, Ze pii aktivaci kohoutkovou vodou byla motilita
maximalni za 10 s po aktivaci, kdy dosahla irovné 80 %. Nasledné klesala aZ na uroven 5 %
po 87 sekundach po aktivaci. Mirnd osmolalita pozitivné podporuje pohyblivost spermii,
zaroven zajist'uje pomalej$i nastup vrcholu motility. Rychlost a motilitu dale ovliviiuje chlorid
sodny a sachar6za. Motilitu lehce potlacuji vépenaté kationty. Navzdory tomu, Ze pH
a koncentrace Ca”" nebo K" ovaridlni tekutiny pravd&podobné neovliviiuji motilitou spermii,
muze ovarialni tekutina pfispét ke zméné osmolality roztoku. To miiZze pfedstavovat vyrazny

vliv na motilitu a rychlost spermii. (Wilson-Leedy et al., 2009).

3.4.3.2. Vliv teploty a pH na motilitu

Motilita a fertilizacni schopnost spermii je zavisld na teplot¢ aktivaéniho média
(Ginzburg, 1968) a na teploté vody v chovnych nadrzich (Williot et al., 2000). S vyssi teplotou
vody spermie vykazuji vEtsi aktivitu po kratsi Cas. Pfi nizsi teplot€¢ maji prodlouzenou dobu

pohyblivosti, ale pohybuji se pomaleji (Schlenk et Kahmann, 1938).

Hodnota pH mize mit pfimy i nepfimy efekt. Obecné u sladkovodnich ryb plati,

ze hodnota pH mé maly vliv na aktivaci spermii (Christen et al., 1983). Nicméné pH ma
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nepiimy efekt na endokrinni mechanismy spojenych s motilitou spermii. Gonadotropiny
stimuluji somatické bunky ve varlatech, které indukuji produkci 17alfa-hydroxyprogesteronu.
Ten se dale modifikuje, coz vede k zvySeni pH v semenotvornych kandlcich varlete. Vyssi pH

spousti vzrist cAMP ve spermatu, a to ma pozitivni vliv na motilitu (Yaron, 1995).

3.4.4. Oplozeni a embryogeneze

K oplozeni u Déania pruhovaného dochazi ve vnéjSim prosttedi béhem vytéru

bez kopulace (Dvorik et al, 2014).

Po proniknuti spermie do vajicka vznika zygota, pfi¢emz stadium zygoty trva pouhych
40 minut (Hisaoka et Battle, 1958). Dalsi vyvojové stddium embrya se nazyvd morula
a je Casove ohraniceno od 40 minut do 2 hodin a 45 minut po oplozeni. Béhem tohoto stadia
probiha déleni bunék v intervalu okolo 15-ti minut aZ do mnozstvi 128 bunék. V tomto poctu

embryo prechézi do stadia blastocysty (Kimmel et al., 1995).

Stadium blastocysty se vyskytuje v obdobi od 2 hodin a 45 minut do 5 hodin a 45 minut.
Bunky se deli synchronné az do dosazeni poctu 512 bunck, poté dochédzi k transformaci
a zacina epibolie. Epibolie je prvni fizeny pohyb bunék, kdy se v jednom sméru zuzuji
a v druhém prodluzuji. V prib¢hu vyvoje se blastocysta za¢ind ztencovat a vyklenovat.

Nésledné nastupuje stadium gastruly od 5 hodin a 45 minut do 10 hodin (Kimmel et al., 1995).

Nésleduje stadium segmentace, které¢ trvd od 10 hodin do 24 hodin. Embryo
se prodluzuje, vyviji se somity a zdklady jednotlivych organd. Bunky somitii se vyvinou
v myomery a chrupavky. Déle se od zakladu mozku vyviji nervovy kanal a zaciné diferenciace
neuronll kolem zdkladu mozku. Zaroven se tvofi ocasni pupen, ktery se postupné prodluzuje.
Vyviji se srdce, jatra a postupné se narovnava trup embrya. TaktéZ dochézi k tvorbé ocasniho
lemu. Embryo mé vyvinutou chordu, somity dosahuji az konce ocasu a budouci mozek
je rozdéleny do 5 segmentt. Srdce, kterému se tvoii siii s komorou, za¢ina bit. Vznika krevni
ob¢h a objevuji se pigmentové bunky (Kimmel et al., 1995). Obrazek ¢. 4 ukazuje dilezita

stddia vyvoje Dénia pruhovaného.
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4-cells 4 h shield 6h

80% epiboly 81/3h 1 somite 10 1/3h 19 somites 181/2h

Obrazek ¢. 4 — Embryogeneze Dania pruhovaného od oplozeni do 36 hodin po oplozeni (Haffter et al., 1996).
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3.5. Biotechnologické metody

3.5.1. Kryokonzervace rybich spermii

Kryokonzervace je proces zmrazeni a uchovani bunék s pouzitim kryoprotektiv.
Problematika kryokonzervace rybich spermii se studuje u vice nez 200 druhl ryb a jsou
vyvijeny ruzné druhy protokold (Tiersch, 2000). Vyuziti kryokonzervace spermii Dania
pruhovaného je vyhodné z né€kolika divodi. Za prvé vzhledem k vysokému mnozstvi
veSkerych transgennich a mutagennich linii je kryokonzervace spermii vhodnd pro vznik
kryobank linii. Dal§i vyhodou je transport a §ifeni novych linii mezi laboratofemi po celém
svéte. Neméné dilezitym uplatnénim je i kryosklad jednotlivych menSich laboratoii.
Laboratofe diky kryokonzervaci spermii nemusi drzet linie ryb v akvariich a tim Setfi misto

1 néklady.

Pteprava je také pro zvitata velmi stresujici a miize mit negativni vliv na jejich zdravi.
Pteprava zivych ryb je ndkladna a s nejistym vysledkem. Dilezité je 1 biologicka bezpecnost
chovu a moznd hrozba pfenosu nemoci mezi laboratofemi, kterd pii ptepraveé pouze mrazenych
spermii nehrozi. Doprava kryokonzervovanych spermii je tedy dobrou alternativou
pro laboratote, které chtéji pracovat na stejnych kmenech a potiebuji zajistit pienos genetického

materialu (Hagedorn et al., 2009).

3.5.1.1. Kryobiologické vlastnosti

Spermie Dénia pruhovaného maji nizkou hodnotu Vb (osmoticky neaktivni ¢ast buiiky)
ve srovnani se spermiemi vetsiny savel (viz Tabulka €. 2). Hodnota Vb urcuje, kolik obsahuje
buiika osmoticky aktivni vody. Propustnost vody pro spermie Dania pruhovaného je ptiblizné
30krat nizsi nez u savcich spermii. To muze byt pfedpoklad pro bunku, kterd musi fungovat

v hypotonickém prostiedi (napft. Cerstva voda) pii oplozeni vajicka (Hagedorn et al., 2009).
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Tabulka ¢. 2 — Mezidruhové porovnani viastnosti ejakulatu. Tabulka porovnava objem ejakulatu a osmoticky

neaktivni c¢ast bunky.

Druh Objem (um®) Vb Reference

Déanio pruhované 12,1 0,37 Hagedorn et al., 2009
Clovék 25 0,50 Gilmore et al., 1995
Opice 28 0,51 Agca et al., 2005
Mys 56 0,61 Willoughby, 1996

3.5.2. Odbér spermii

U nékterych druhli se potykdme s problémem malé télesné velikosti a tim padem
1 s velmi malym mnozstvim odebranych spermii. Mezi tyto druhy patii i Danio pruhované.

Tento fakt miiZze byt problémem pii vyvoji kryokonzervacnich protokolli (Harvey et al., 1982).

Jsou znamé dv€ moznosti odbéru spermii. Prvni moznosti je odbér pomoci kapilary
(Harvey et al., 1982), druhou mozZnosti je extrakce spermii z varlat (Matthews et Carmichael,

2015).

Odbér spermii ptimo pomoci kapilary se provadi u uspané¢ho samce masazi v blizkosti
urogenitalni papily vétSinou pod lupou. Na kapildru se oznaci objem 3,3 pl, a 20 pl. Samec
se uspi, osusi od vody (pfedevsim urogenitalni papila) a zafixuje do pénové houbicky biichem
nahoru. Na kapildru se pfipevni trubicka, kterd umoZzni nasavani obsahu do kapilary Gsty. Sbér
spermii probihd pomoci masdze bfiSni casti téla smérem k wurogenitalni papile
a soucasn¢ nasavanim obsahu do kapilary pfiloZzené k papile (viz Obrazek €. 5 vlevo).
Tato metoda je znacné narocna kviili malé velikosti ryb, které v dospélosti dosahuji 2-4 cm.
Pfi této velikosti mé objem spermatu pii spravné provedeném odbéru cca 1 pl. Proto je nutné
znacnd praxe a Sikovnost pii odbéru. Hlavnim kladem této metody je moznost opakovéni
odbéru u stejného samce. Napiiklad pokud je potieba uchovat spermie vzacné linie ryb
a soucasné tyto ryby vyuzivat v jiném experimentu. Mezi negativa se fadi pfevazné naro¢nost

odbéru a malé mnozstvi odebranych spermii (Harvey et al., 1982).
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Extrakce spermii pfimo z varlat je méné narocna na provedeni. Samec se uspi a usmrti
podle predpisii stanovenych vyhlaskou €. 419/2012 Sb. o ochrané pokusnych zvitat. Nasleduje
pitva, pfi niz se za hlavou na bfiSni strané¢ udé€la otvor pomoci niizek. Od otvoru po obou
stranach se kize na bfiSni strané rozstfihne smérem k urogenitalni papile. Otevie se dutina
bfi$ni. Pferusi se spoj mezi urogenitalni papilou a chdmovodem a nésledné se pinzetou odstrani
cela travici soustava. Na dné bfiSni dutiny se vybavi varlata, kterd obklopuji plynovy méchyt

(Matthews et Carmichael, 2015).

Varlata se vyjmou a umisti do fediciho roztoku (viz nize) v centrifugacni zkumavce,
ktery je na led€. Jakmile jsou varlata shroméazdéna, opatrné se narusi tkan uchopenim do klesti
a pritlaenim ke sténé centrifugac¢ni zkumavky. Cilem neni varlata rozdrtit, ale pouze uvolnit
spermie. Roztok se nechd odstat 2 minuty, a poté se varlata vyndaji (Matthew et al, 2018).
V tomto Case se z varlat uvolni spermie (Yang et Tiersch, 2009). Roztok zméni barvu
z prihledného na mlééné bily roztok (viz Obrazek €. 5 vpravo) (Matthew et al, 2018). Vyhodou
této metody je veEtSi mnoZstvi odebranych spermii a tim padem 1 vys$i produkce

kryokonzervovanych davek. Nevyhodou pak nutnost usmrceni samce.

Obrazek ¢. 5 — Vievo: odbeér spermii u uspaného samce, Vpravo: extrakce spermii z varlat (Matthews et

Carmichael, 2015).

Témito zplisoby se odebrané spermie mohou vyuzit okamzité k in vitro fertilizaci,

ale mnohem ¢astéji se mrazi a vyuzivaji na tvorbu kryobank linii (Yang et Tiersch, 2009).

3.5.3. Redici roztok

Pred kryokonzervaci je nutné ke spermiim pfidat fedidlo. To ma za tkol udrZet

funk¢nost a oplozovaci schopnost spermii tim, Ze zajiStuje stalou hodnotu pH, osmolalitu,
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koncentraci iont a pfipadn¢ dodani energie. Piikladem fediciho roztoku je Hankiiv roztok
(Hanks’ balanced salt solution = HBSS). Redici roztok se vyuziva ke standardizaci objemu
u odbéru spermii masdzi bficha samce (Harvey et al., 1982) nebo jako roztok, ve kterém

se uchovavaji varlata (Matthew et al, 2018).

Nutnosti pro vyrobu kvalitniho fedidla je pochopeni principu aktivace a motility
spermii. Obvykle takovy roztok obsahuje soli s ur¢itym pH a osmolalitou, aby se zabranilo

aktivaci spermii. Redidel je nékolik typt (Matthew et al., 2018).

V hypotonickém prostiedi je negativné ovlivnéna motilita (Yang et al., 2007). Pravé
proto je dalezité mit fedidlo izotonické k osmolalité plazmy (cca 300 mOsmol/kg), aby byla
inhibovana aktivace (Yang et Tiersch, 2009).

3.5.4. Kryoprotektant

Kryoprotektant je latka, kterd ochrafnuje spermie pted poskozenim mrazem v dasledku

tvorby intracelularnich krystalt ledu a nadmérné dehydratace.
Yang a Tiersch (2009) d¢li kryoprotektanty do dvou kategorii:

1. permeabilni:  Dimethylsulfoxid (DMSO), metanol, glycerol, N,N-
dimethylacetamid (DMA)

2. nepermeabilni: vajecny Zloutek, mléko, proteiny

Obecné plati, Ze ¢im vyssi je koncentrace kryoprotektantu, tim lepsi je ochrana bun¢k
pfed mrazem. Vysokd koncentrace kryoprotektantu vSak miize byt pro spermie toxicka
az smrtelna. Optimalni koncentrace kryoprotektantu by méla mit hodnotu, kterd vyvazuje oba
vySe uvedené uUcCinky. Obvykla koncentrace pii kryokonzervaci spermii akvarijnich ryb

se pohybuje v rozmezi 5 % — 20 % (Yang et Tiersch, 2009).

Nejvice vyuzivanym kryoprotektantem je metanol. Pfi pouziti metanolu je motilita
a oplozovaci schopnost vy$§i nez pii pouziti DMSO, DMA a Glycerolu. Glycerol
je pro spermie Dania pruhovaného nejvice toxicky, a proto se nevyuziva (viz Obrazek €. 6

(Yang et al., 2007)).

Metanol, DMSO a DMA byly testovany a nasledné po jejich pouziti byla hodnocena
motilita spermii. NejlepSiho vysledku dosahl metanol o koncentraci 8 % (Yang et al., 2007).
Tuto skute¢nost potvrzuje i porovnani motility spermii pfed a po zmraZeni s jednotlivymi
kryoprotektanty viz Obrazek ¢. 7. Ve studii, u niZ byl pouZit jako kryoprotektant DMA
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(10% roztok) (Morris et al., 2003), byla oplozovaci schopnost spermii pii IVF tspéSna
v 9 — 14 pfipadech. Oplozovaci schopnost byla tedy niz8i nez pii pouZiti metanolu,

kde Gispésnost byla v rozmezi 28 % — 51 % (Harvey et al., 1982).

100 (A) Methanol _(B) DMSO

80 ?i

60 4

40

Motility (%)

20 4

0 v . v ' v ' N T v T
100 +(C) DMA 1(D) Glycerol
80 A
60 A
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Motility (%)
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5 15 30 45 60 75 90 5 15 30 45 60 75 90
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Obrazek ¢. 6 — Méreni toxicity ¢tyr odlisnych kryoprotektantu metanolu (4), DMSO (B), DMA (C) a glycerolu
(D)o riznych koncentracich. Koncentrace 5 % je zndzornéna kosoctvercem, 10 % ctvercem a 15 %

trojuhelnikem. Spermie jsou inkubovany v Hankové roztoku (HBSS) o osmolalite 300 mOsmol/kg. (Yang et
al, 2007).
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Obrazek ¢. 7 — Sloupcové grafy porovnavaji motilitu pied zamrazenim (bily sloupec) a po zamrazeni
a rozmrazenti (Cerny sloupec). Cast A byla mrazena rychlosti 10 stupiii za minutu a éast B rychlosti 20 stupiiil

za minutu mezi -5 - -80 stupni (Yang et al, 2007).
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3.5.5. Baleni vzorku

Pfi baleni je dualezitd standardizovand rychlost ochlazovani vzorku, proto
je pro kryokonzervaci dileZity typ pouZitych nadob. U akvarijnich ryb se pouzivaji plastové
kryovialky, sklenéné kapilary nebo ampule (viz Obréazek €. 8). Rlzné tvary a materidly nadob
vedou k odliSnym vlastnostem prostupu chladu pfi zamrazovani a rozmrazovani. Dokonce

1 pro stejny typ nadoby kolisaji vlastnosti u riznych vyrobct. Z tohoto divodu je nutné

v protokolech vzdy standardizovat metody baleni, aby pokus byl opakovatelny i v jinych
laboratotich (Yang et Tiersch, 2009).

Obrazek ¢. 8 — Plastové kryovialky a zpiisob jejich pouziti (Matthews et Carmichael, 2015).

3.5.6. Teploty mrazeni a rychlost ochlazovani

Rychlost ochlazovéni je rozhodujicim faktorem pfi kryokonzervaci spermii, protoze
ovliviiuje osmotickou rovnovdhu a pH intracelularnich a extracelularnich roztoki béhem
mrazeni. Pfi pfili§ pomalém mrazeni opousti voda buitku a dochédzi k dehydrataci. Naopak
pokud je rychlost mrazeni pfili§ vysokd, neopousti buiiku Zadné nebo malé mnozstvi vody
a uvnitf buiikky se mohou tvofit krystaly, které buniku poSkodi. Idedlnim ptipadem je vyvazena
situace, kdy rychlost mrazeni umoziuje pteziti buniky a nevytvofeni krystalt ledu uvniti bunky.

Zaroven je mrazeni dostatecné rychlé, aby minimalizovalo dobu expozice ptsobeni toxickych

latek na bunku.

Optimalni rychlost ochlazovani ovliviiuje typ kryoprotektantu a ZivocisSny druh.
Experimentalné miiZze byt rychlost zamrazovani pfedem vypoctena s vyuZzitim diferenciacni
skenovaci kalorimetrie (DSC). Tato metoda odhaduje propustnost vody pii niZsich teplotach,
to pomaha vypoctu mnozstvi ztrat vody v buiikach pfi urcité rychlosti ochlazovani. Vystupem
jsou grafy optimalni rychlosti ochlazovani (Devireddy et al., 1998). Skute¢ny zplsob

postupného ochlazovani spermii akvarijnich ryb je provaddén pomoci suchého ledu
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(Harvey et al., 1982, Morris et al., 2003, Draper et al., 2004), parami tekutého dusiku nebo
programovatelnymi mrazaky (Yang et al., 2007).

Suchy led a para tekutého dusiku jsou levnou variantou zmrazovani spermii,
kterou lze pouzit i v terénu. Nevyhodou je, Ze pfi jejich pouZiti nelze proces ochlazovani
kvantifikovat a kontrolovat. Naproti tomu programovatelné mrazaky nabizeji spolehlivou
moznost kontroly a opakovatelnost postupu, bohuZel jejich potizeni je finanéné naro¢né a nelze

je vyuzit v terénu.

S kryoprotektantem, ktery je sloZzen z osmiprocentniho metanolu a fediciho roztoku,
byla optimalni rychlost mrazeni stanovena na 10 °C za minutu (Yang et al., 2007). Ginsburgtv
kryoprotektant (také na bazi metanolu) s obsahem mléka nejlépe funguje pii ochlazovani 16 °C
za minutu (Harvey et al., 1982). Pfi pouziti kryovialek o objemu 2 ml a tub o objemu 15 ml
ochlazovanych v suchém ledu je rychlost ochlazovani kryokonzerva¢ni davky 16,1 °C
za minutu. Pokud se pouziji kryovialky o objemu 0,5 ml ve stejném systému, je rychlost
ochlazovani 14,1 °C za minutu (Matthews et al., 2018). Nejcast&ji protokoly vyuZivaji

ochlazovani kryokonzervac¢nich davek ve flakonkach v suchém ledu.

3.5.7. Skladovani vzorki a teplota skladovani

Standardni metodou skladovani kryokonzervovanych spermii akvarijnich ryb
je uchovani v zasobniku s tekutym dusikem (-196 °C). Pti skladovéni jsou zdsadnimi faktory
identifikace, potenciondlni kontaminace a inventaf mraZenych vzorkl. Vyuziti kryovialek
umoznuje jak trvalé oznaceni pomoci tiskarny nebo lihového fixu, tak Gplné utésnéni, které

minimalizuje kontaminaci nebo pienos materidld mezi vzorky umisténymi ve stejném

zasobniku (Morris et al., 2003).

Obvykle se kryovialky s roztokem spermii a kryoprotektantu skladuji v tekuté fazi
dusiku (Harvey et al., 1982). Spermie Dania pruhovaného mohou byt po dobu do 24 hodin
po odbéru skladovany pii teploté 0 °C v ledu, coz umoziuje zasilani spermii postou (Hagedorn

et al., 2009).

Délka skladovani kryokonzervovanych davek neni zatim piesn€ urcena. Obecné

se predpoklada, ze davky v tekutém dusiku vydrzi roky (Harvey et al, 1982).
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3.5.8. Invitro fertilizace

In vitro fertilizace (IVF) je proces oplozeni vaji¢ek odebranymi spermiemi na Petriho

misce bez projeveni ptirozenych paticich ritualt druhu (Chang, 2013).

K IVF je nutné ptipravit n¢kolik roztoki a pomicek, a sice roztok na uspani samice,
papirové ubrousky, Petriho misky, Stétecek, vodni lazen, kryokonzervovanou davku spermit,

roztok na fedéni a aktivaci spermii, roztok 1x E3 a methylenové modii, casovac

(Harvey et al., 1982).

3.5.8.1. Rozmrazovani vzorku

Vodni lazen se predehifeje na 38 °C. Kryovialky se vyndaji z tekutého dusiku,
odSroubuje se vi¢ko a spodni ¢ast s roztokem se ponoti do vodni 14zné€ na 10-15 sekund. Jakmile

roztok rozmrzne, ptidaji se roztoky pro aktivaci spermii (Matthews et Carmichael, 2015).

3.5.8.2. Sbér vajicek a IVF

Samice se vecer pred IVF musi oddélit od samcii do specialnich nadob, aby nebyla
v pfimém kontaktu se samcem, ale vidéla ho. Se sbérem vaji¢ek a IVF je nejlepsi zacit druhy
den Casné z rana, protoze nejvyssi kvalita vajicek je par hodin po rozednéni. Velmi dilezitym
krokem je také peclivé vysuSeni samice, protoze voda aktivuje vajicka

(Matthews et Carmichael, 2015).

Samice se uspi, vyjme na papirovy ubrousek a dikladné osusi. Poté se samice pfesune
na plastovou Petriho misku a prstem se ji masiruje bfiSni krajina od kranidlni strany smérem
k dorsalni. Samice za¢ne vyluCovat z urogenitalni papily vajicka, kterd se pfesunou na ¢istou
Petriho misku pomoci stétecku (viz Obrazek €. 9). Kazda samice mlZze mit 100 az 400 vajicek
(Harvey et al, 1982) Masazi btisni krajiny uvolni vajicka na misku v poctu 50-150 vajicek
(Draper et Moens., 2009). Idealni pocet vajicek pro IVF je 50 kust. Vajicka s dobrou fertilni
schopnosti maji prithledné Zlutou barvu. Spatna vaji¢ka jsou vice vodnata, méné konzistentni
a zakalend. Samice se rychle vrati do Cisté vody, aby se probrala z anestézie. K vajickim
se prida pfipraveny rozmrazeny roztok spermii a necha se 2 minuty inkubovat. Pozdéji
se do misky doplni voda, pfipadné roztok vody s dezinfekénim piipravkem (napt. roztok
methylenové modii). Po dvou hodindch v inkubatoru o teploté 28 °C se doporucuje oplozena
vajicka protfidit a oddélit neoplozena vajicka od oplozenych. Protfidéni se vykonava

v pokojové teploté pod binokularnim mikroskopem (Matthews et Carmichael, 2015).
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Obrazek ¢. 9 — Sbeér vajicek (Matthews et Carmichael, 2015).
3.6. Protokoly pro kryokonzervaci spermii a IVF Dania pruhovaného

VétSina protokoll kryokonzervace, které se v soucasné dobé v laboratofich pouzivaji,
je star$i 25 let. Protokoly mdji empiricky charakter a pomérné obtizné€ se u¢i. Mira uspéchu
zamrazeni a oplozeni se v laboratofich zna¢né 1isi. VétSina protokoli je modifikacemi jediného
postupu kryokonzervace spermii (Harvey et al., 1982), ktery si riiznymi zptsoby upravily

jednotlivé laboratofte.

3.6.1. Brain Harvey a kolektiv (1982)
Kryokonzervace

Prvni protokol byl publikovadn pifed vice nez tficeti lety (Harvey et al., 1982).
Jako kryoprotektant vyuzivd 10% metanol. Tento protokol se zafal pouZivat nejprve

v genetickych laboratofich pro zachovani specifickych linii ryb (Draper, 2004).

Samci jsou odebrani z akvarii 15 minut po zacatku jejich svételného reZzimu, jsou uspani
a peclivé osuSeni papirovym kapesnikem. Odbeér se provadi do 10 pl sklenéné kapilary jemnou
masazi pomoci prstl. Optiméalni objem odebranych spermii je 0,8 pl. Spermie se natedi
fedidlem Fish ringer v poméru 1:5 (Ginsburg, 1963), nasledné se pfidad metanol a odtu¢néné

mléko.

Mrazeni probiha postupnym ochlazovanim davek spermii 16 °C za minutu. Po dvaceti
minutach se teplota pohybuje kolem -79 °C. Pii této teploté se davky pfemistuji do tekutého

dusiku.
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IVF

Samice se nejprve uspi a naslednou masazi se uvolni vajiC¢ka na Petriho misku.
Rozmrazeni davky se provadi na vzduchu. Do rozmrazené davky se pfida 40% roztok Fish
ringer v destilované vod¢ a roztoky se vzdjemné promichaji. Nasledné se aktivované spermie
ptidaji k vajickiim pomoci 50 pl pipety a po jedné minuté se doplni na Petriho misku dalsi
mnozstvi vody. V tomto protokolu se konkrétné jedné o roztok vody a motské soli v poméru

1g/1L. Uspé&snost IVF protokol uvadi ve vysi 28 — 36 % (Harvey et al., 1982).

3.6.2. Morris a kolektiv (2003)
Kryokonzervace

Hlavni rozdil od ptedchoziho protokolu spociva ve zplisobu odbéru spermii. Vyuziva

se zde disekce varlat a jiny kryoprotektant, konkrétné DMA (N,N-dimethylacetamide).

Protokol vyuZziva dva roztoky. Jeden je fedici a druhy stejny jako fedici, ale s pfidanym
kryoprotektantem. Na odebrana varlata jedné z ryb je potfeba napipetovat 20 pl fediciho
roztoku do centrifuga¢ni zkumavky umisténé na ledu. Zmrazovaci médium je slozeno
z 11,2% DMA v fedicim roztoku. Roztok DMA v fedicim roztoku by mél byt pied kazdym

cyklem kryokonzervace Cerstvé piipraven.

Nésleduje ptiprava polystyrenového boxu naplnéného suchym ledem. Pro davku
z jednoho samce se ptipravi 2 zkumavky o objemu 50 ml. Poté se samci anestetizuji a usmrti
se. Po usmrceni je provedena pitva. Varlata ze samce jsou umisténa na led do fediciho roztoku
a rozdrcena. Do centrifugaéni zkumavky se ptida 11,2% roztok DMA v fedicim roztoku
a promichava se, dokud se roztoky spolu zcela nesmichaji. Smés se pipetuje do kryovialek
na kryokonzervacni davky o objemu 50 pl. Celkova koncentrace DMA v kryokonzervaéni
davce je 10 %. Davky jsou inkubovéany po dobu 30 minut na suchém ledu a poté premistény

do tekutého dusiku (Moris et al., 2003).
IVF

Nejprve se predehieje fedici roztok na 37 °C. Odeberou se vajicka nejméné od 3 samic.
To odpovidé pfiblizné¢ 300-600 vajickim. Z tekutého dusiku se vyjme jedna kryovialka
a k jejimu obsahu se pfidéa predehiaty fedici roztok. Oba obsahy se promichaji, dokud se vzorek

uplné€ nerozmrazi. Nésledné se vzorek aplikuje na vajicka a ihned se ptida 1 ml vody. Po minuté
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se naplni celd miska vodou a inkubuje se pii 28,5 °C (Moris et al., 2003). Uspé&snost tohoto

protokolu se pohybuje okolo 9 % — 14 % (Yang et Tiersch 2009).

3.6.3. Draper a Moens (2009)
Kryokonzervace

Pro tento postup je potieba pfipravit dva roztoky: fedici roztok, ktery se lisi
od ptedchoziho protokolu jen mirn€, a mrazici médium, které je slozené z tfediciho roztoku

metanolu a odtuénéného mléka.

Odbér spermii se provadi kapilarou z uspaného samce. Uspésnym odbérem se ziska
1 pul — 2 pl spermatu, ktery se nafedi do objemu 3,3 pl fedicim roztokem. Kapilara se doplni
mrazicim médiem do objemu 20 pl. Nasledné se obsah kapilary vypusti do kryovialky, dobfe
promiché a rozdé€li do dvou kryovialek po 10 pl. Obé kryovialky se pfemisti do tub o objemu
15 ml a umisti na 20 minut do suchého ledu. Po dvaceti minutach jsou kryovialky vyjmuty z tub
a presunuty do tekutého dusiku, kde se uchovavaji. Dilezitd je rychlost prace, od ptfidani
kryoprotektantu az do umisténi do suchého ledu nema uplynout vice nez 30 sekund

(Draper et Moens, 2009).
IVF

Nejprve se samici odeberou vajicka. Ve vodni ldzni se rozmrazi kryovialky
za 8 az 10 sekund. Do kryovialky se ptida 70 pl roztoku 1x E3 média a promicha se. Nasledné
se pridad obsah kryovialky na vajicka a okamzité se doplni o 750 pl roztoku 1x E3 média.
Vajicka se promichaji a inkubuji 5 minut v pokojové teploté. Po péti minutach se Petriho miska
doplni roztokem 1x E3 médiem a inkubuje v 28 °C. Za 2 aZ 3 hodiny se oplozena embrya

pfemisti do nové Petriho misky s vodou v poctu 50 vaji¢ek na misku (Draper et Moens, 2009).

Protokol uvadi uspésnost oplozeni vajicek 25 % (Draper et Moens, 2009).

3.6.4. Matthew a kolektiv (2017)

Protokol Matthew a kolektiv (2017) vychéazi ze znalosti pfedchozich protokolt.
Je rozdélen na dvé zékladni moznosti odbéru spermii, a sice na odbér kapildrou a na odbér
disekci varlat. Protokol vytvofil védecky ustav Zebrafish International Resource Center

(ZIRC). Uspé&snost tohoto protokolu v poétu oplozenych vaji¢ek IVF dosahuje pfiblizné 65 %.

Tento protokol nabizi oba mozné zptsoby odbéru.
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1. Odbér pomoci kapilary

Odbér se provadi standardni metodou popsanou vySe. Rozdil je pouze v fedicim
roztoku, ktery je nové doplnén o glukézu jako zdroj energie a HEPES slouZici k vyrovnani pH.
Redici roztok zabrani aktivaci. Mrazit je mozné vzorek odebrany od jednoho samce nebo mix

od vice samct (Matthew et al., 2017).
2. Disekce varlat

Samec se usmrti a provede se extrakce varlat. Varlata jsou pfemisténa do fediciho

roztoku v tub€ na led&. Stejnym postupem, jak byl popsan vyse.
Kryokonzervace

Kryoprotaktant pouzity v tomto protokolu je 5% metanol, odstfedéné mléko a dalsi
slozky. Proti star§im protokoliim nevychdzeji slozky mraziciho média z fediciho roztoku. Dalsi
novinkou je, ze roztok se nemichd ihned pfed pouzitim, ale mize se namichat doptedu
a skladovat v menSich davkach v -20 °C. S timto typem kryoprotektantu se musi pracovat velmi
rychle. Cim dfiv se po spojeni RMMB se spermiemi dostane davka do suchého ledu, tim 1épe

(Matthew et al., 2017).

Optimalni rychlost mrazeni pfi vyuZiti tohoto protokolu je -15 °C za minutu. Stejné
rychlosti doséhneme za pouziti 15 ml tub a suchého ledu. Do tub se umistuji kryovialky
a az poté se premisti tuby do suchého ledu. Nepouziva se piedchlazeni tub. Tuby se uchovavaji

v suchém ledu 20 az 60 minut (Matthew et al, 2017).

Pomér fedéni roztoku s kryoprotektantem je 1:3. Obvykle findlni objem

kryokonzervaéni davky je 20 pl (Matthew et al., 2017).
IVF

Samice jsou izolovany od samct odpoledne den pied odbérem vajec. Druhy den rano
probiha IVF. Samice se pfed odbérem vysusi, aby nedoslo k aktivaci vajec vodou. Nasledné
probiha manipulace s vejci a odbér vajec pomoci Stétce namoc€eného do roztoku PBS
(Phosphate Buffered Saline (pH 7.4)), ktery je izotonicky (Matthew et al., 2017). Dalsi postup

je stejny jako v protokolech uvedenych vyse.
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Kontrola kvality

Kontrola koncentrace spermii se provadi pomoci Biirkerovi komiirky v roztoku E400,
ve kterém jsou spermie inaktivni. Dal§i moznosti je vyuziti spektrometru na stanoveni

koncentrace spermii popsané vyse (Matthew et al., 2017).

Kontrolu motility je vyhodné vyuZzivat pfed zmrazenim, po zmrazeni a néasledném
rozmrazeni. NejlepSi mozZnosti jsou pocitacové systémy CASA (computer assisted sperm
analysis). Softwarové systémy poskytuji nejobjektivngjsi a nejkompletnéjsi hodnoceni.
Nicméné pro mrazeni spermii postacuje pouze kontrola aktivity spermii pod mikroskopem

(Matthew et al., 2017).
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4. Material a metody

4.1. Danio pruhované

Samci divokého typu Dania pruhovaného byli chovani v pritoéném recirkulacnim
systému od firmy Tecniplast v akvariu o objemu 3,8 I spole¢né se samicemi. V kazdém akvariu
bylo umisténo 20 ryb s rozdélenim na 10 samcii a 10 samic. Do experimentu bylo zatazeno
13 samic a 36 samci. Samice m¢ly stejné podminky jako samci kromé& rozmisténi v akvariich.
Samice byly rozdéleny individualné do akvarii — vzdy jedna samice a dva samci. Uéelem byla
jasna identifikace samice. Samice byly pfirozené vytfeny 2.6.2017 a poté pouZity
v experimentu. Pred vyuzitim davek skladovanych dva mésice probihal druhy ptirozeny vytér
27.7.2017. Ctrnéact dni po posledni IVF probéhl posledni kontrolni pfirozeny vytér a 7.9.2017

IVF nativnim spermatem.

Ryby byly krmeny tfikrat denné, rano a vecer vylihlou Zabronozkou solnou a v poledne
peletovym krmivem Gemma micron 500. Teplota vody byla udrZzovéana na 28 °C. Svételny

rezim byl nastaven na 14 hodin svétla denné€ 7 dni v tydnu.

4.1.1. Ptirozeny vytér

Ttinact samic den pfed pfirozenym vytérem bylo nasazeno do specidlnich akvarii, vzdy
jedna samice na dva samce tak, aby byla od sebe ob¢ pohlavi oddélena. Druhy den réno,
23.8.2017, byla do akvarii pfiddna Cerstva voda a vyndana piepazka mezi samici a samci.
Ptiblizn€ za dvé hodiny byly ryby vraceny do svych stalych akvarii, vajicka proplachnuta vodou
a prelita na Petriho misky pomoci stficky s roztokem methylenové modii o koncentraci
0,0001 %. Hodnoceni procenta oplozenych vaji¢ek probihalo u kazdé samice oddélené 24 hodin

po oplozeni.
4.2. Odbér spermii a kryokonzervace

4.2.1. Pouzité roztoky

Pokud neni uvedeno jinak, vSechny chemikalie pochéazi od Sigma-Aldrich, USA.
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4.2.1.1. Sperm Extender ~400 mmol/kg (E400)

Postup ptipravy: do jednoho litru roztoku E400 se zamichaly veSkeré ingredience
s 800 ml demineralizované vody. Prvni se pfidavaly suché ingredience, nasledné tekuté.
Poté se upravila hodnota pH pomoci 5SM KOH na 7,9 a doplnila se demineralizované voda
do konec¢ného objemu jednoho litru. Nasledovala kontrola osmolality a filtrace roztoku. Roztok

E400 se skladoval ve 4 °C. Ptesné sloZeni roztoku E400 je uvedeno v Tabulce €. 3.

Tabulka ¢. 3 — Slozeni latek pro pripravu 1 litru roztoku E400.

Latka MnoZstvi
HEPES-KOH (pH 7,9) 7,15 ¢
KCl 9,70 g
NaCl 292¢g
1M CaCl, 2 ml

1M MgSOy4 1 ml
D-(+)-Glukoza 1.8¢

4.2.1.2. Raffinose Freezing Medium (RMMB)

Pro ptipravu 100 ml roztoku RMMB se v kadince o objemu 250 ml smichalo 20,0 g
rafindozy a 70 ml demineralizované vody. Kédinka se umistila na magnetickou michacku
s ohfevem (Thermo Fisher Scientific, USA), soucasné se zahtdla na 70 °C. Po rozpusténi
rafinozy se piimichalo 2,5 g odtu¢néného mléka, které se nechalo rozpustit. Nasledné se roztok
vychladil na pokojovou teplotu, pfidaly se 3 ml 1M Bicine-NaOH (pH 8,0) a 6,67 ml metanolu.
Pfidala se demineralizovand voda do findlniho objemu 100 ml. Roztok se centrifugoval
rychlosti 15 000 x g po 20 minut. Nasledn€ se supernatant rozpipetoval do centrifugacnich
flakonek o objemu 1,5 ml. Do kazdé¢ flakonky se napipetoval jeden mililitr. Roztok se skladoval

v -20 °C do doby, nez byl pouZit. Pfesné sloZeni roztoku RMMB je uvedeno v Tabulce €. 4.
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Tabulka ¢. 4 — Slozeni latek pro pripravu 100 ml roztoku RMMB.

Latka MnoZstvi
Rafindza pentahydrat 20,0 g
Odtuénéné mléko (Difco) 25¢g
Metanol (Fisher Scientific) 6,67 ml

1M Bicine-NaOH (pH 8) 3 ml

4.2.1.3. Sperm Solution ~300 mmol/kg (SS300)

Na jeden litr roztoku SS300 byl postup ptipravy takovy, Ze do 800 ml demineralizované
vody se pfidaly suché ingredience, roztok se umistil na magnetickou michacku (Thermo Fisher
Scientific, USA), ktera jej smichala. Poté se doplnila demineralizovand voda do finalniho
objemu 1 litr. Nasledovala kontrola osmolality a filtrace roztoku. Roztok SS300 se skladoval

ve 4 °C. Presné slozeni roztoku SS300 je uvedeno v Tabulce €. 5.

Tabulka ¢. 5 — Slozeni latek pro pripravu 1 litru roztoku SS300.

Latka MnoZstvi
NaCl 8.2¢g
KCl 0,37¢g
1M CaCl, 1 ml

1M MgSOy4 1 ml
D-(+)-Glukoza 1.8¢

1M Tris-Cl (pH 8) 20 ml

4.2.1.4. Tricain

Jeden litr roztoku Tricainu se pfipravi tak, Ze se do 800 ml demineralizované vody
ptidaly 4,0 g Tricainu a roztok se promichal. Hodnota pH se upravila pomoci 1M Tris-Cl
(pH 9,0) na hodnotu 7,0 a doplnila se demineralizovana voda do findlniho objemu 1 litr. Roztok

se skladoval ve 4 °C. Ptesné sloZeni roztoku Tricainu je uvedeno v Tabulce €. 6.
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Tabulka ¢. 6 — Slozeni latek pro pripravu 1 litru roztoku Tricainu (pH 7).

Latka MnozZstvi
Tricain 4g

1M Tris-Cl1 (pH 9) Dle potieby

4.2.1.5. Roztok 60x E3 médium

Na jeden litr roztoku 60x E3 média byl postup pfipravy nasledujici: do 800 ml
demineralizované vody se pfidaly veskeré ingredience, roztok se promichal a doplnila
se demineralizovand voda do findlniho objemu 1 litr. Pfesné sloZeni roztoku 60x E3 média

je uvedeno v Tabulce €. 7.

Tabulka ¢. 7 — Slozeni latek v roztoku na pripravu roztoku 60x E3 média.

Latka MnoZstvi
NaCl 172 ¢g
KCl 0,76 g
CaCl;x 2H,0 29¢g

MgSO,x 7TH,0  49¢

1 M NaOH 50 pl

4.2.2. Odbér spermii

Sbér spermii probihal 13.6.2017. Do centrifugaéni zkumavky o objemu 1,5 ml
se pripravil roztok E400 o objemu 73 pl a tato zkumavka se umistila na led. Pfipravilo
se 72 kryovialek (2 ml) (Corning, USA) a 36 centrifugacnich zkumavek (15 ml). Dale se
ptipravil roztok Tricainu na uspani ryb, sitka na ryby, papirové ubrousky, ntizky s pinzetou na

pitvu, box se suchym ledem a nddoba s dusikem.

Nejprve se uspal jeden samec, ktery byl ndsledné usmrcen pomoci hypotermie. Pitvou
se vyndala varlata a umistila se na led do zkumavky s roztokem E400. VSechna varlata se ddvala
do ptedpfipravené centrifugaéni zkumavky, umisténé na ledu. Pomoci Spicky od pipety
se varlata v roztoku rozdrtila a nechala se 2 minuty stat na led¢. Poté se tkan varlat z roztoku

odstranila.
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4.2.3. Kryokonzervace

Smés spermii a E400 se pipetovala do 12 kryovialek po 5 pul. Nasledné se do kryovialek
pfidalo 15 ul kryoprotektantu RMMB. Kryovialky byly ihned uzavfeny, vloZeny
do centrifugacni zkumavky (15 ml) a umistény do suchého ledu. Po ptfidani kryoprotektantu
byly kryovialky vzdy pfemistény na suchy led do 30 sekund a nésledné po 20-45 minutach
do tekutého dusiku.

Jedna polovina kryovialek byla uskladnéna v tekutém dusiku, druha polovina byla
po 10 minutdch vyjmuta a premisténa do mrazdku s teplotou -80 °C. Proces zamrazovani
dvandacti kryokonzervovanych davek byl opakovéan Sestkrat. Tyto kryokonzervované davky
pochazely vzdy od Sesti samci, byly rozmistény do tekutého dusiku a hluboko mraziciho boxu
na rtizné€ dlouhou dobu (1 den, 1 tyden a 2 mésice) podle nésledujiciho schématu (viz Obrazek

¢. 10). Schéma zéaroven ukazuje, kdy byly jednotlivé kryovialky vyuzity pro IVF.

36 samctl celkem
6 samcu = 12 ddvek = mix
6 x mix

" 4

1. mix

LNz - - 80°C

[+
(=]

o
(g}

LN

Obrazek ¢. 10 — Schéma experimentu ukazujici celkovy pocet pouzitych samciu (36). Na kazdé mrazeni
je pouzito 6 samcu a vznikda 12 davek. Tento proces se opakuje 6x, takze celkovy pocet jel
72 kryokonzevovanych davek. Polovina davek uskladnéna v dusiku a druhd polovina v hluboko mrazicim
boxu v -80 °C. Davky se rozmrazuji po 1 dnu, po 1 tydnu a po 2 mésicich od zamrazeni. Vzidy se odeberou

dvé kryokonzervované davky z kazdého Ze Sesti mrazeni, jak z tekutého dusiku, tak z hluboko mraziciho boxu.
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4.3. IVF

4.3.1. Priprava na IVF

Samice byly jeden den ptfed IVF pfesunuty do nasazovacich akvarii. V nasazovacim
akvariu byla vzdy jedna samice oddé€lena od dvou samcti, kde sdileli spole¢nou vodu, aby mohli
byt v kontaktu. Druhy den rano pfed rozsvicenim se nachystaly potieby pro IVF. Vodni lazen
se nastavila na 38 °C, pfipravil se roztok Tricainu na uspani ryb, roztok SS300,
demineralizovand voda, sitka na ryby, papirové utérky, Stétecek, Casovac, plastova lzicka
na pfemisténi ryb a 24 popsanych plastovych Petriho misek. Kryovialky umisténé v hluboko
mrazicim boxu (-80 °C) a tekutém dusiku (-196 °C) se na danou dobu rozmrazovani (1 den,

1 tyden, 2 mésice) ptenesly do laboratofe na suchém ledu.

4.3.2. IVF

Poté, co se rybam rozsvitilo svétlo, se uspala prvni samice v roztoku Tricainu (5 ml
Tricainu na 100 ml 1x roztoku E3 média), ve kterém byla 3-8 minut. Nasledné se ptesunula
na papirovou utérku a ususila se od vody. Sucha samice se pfesunula na Petriho misku a pomoci
masaze biicha uvolnila vajicka. Cast vajicek bylo pfesunuto pomoci §tétecku na druhou Petriho
misku a samice byla vracena do akvaria s ¢istou vodou, aby se probudila z anestézie. Soucasné
se ve vodni 1azni rozmrazily dvé¢ kryovialky — jedna z hluboko mraziciho boxu (~8 — 12 sekund)
a druhd z tekutého dusiku (~12 — 18 sekund). Po rozmrazeni se do kazdé kryovialky ptidalo
150 pl SS300 a 200 pl demineralizované vody. Smés byla pomoci pipety promichdna
a pipetovala se na pfislusnou misku mezi vajicka. Po dvou minutach byla doplnéna Petriho

miska roztokem methylenové modii o koncentraci 0,0001 %.

Pti IVF nativnim spermatem byl postup co nejvice podobny préci
s kryokonzervovanymi ddvkami. Ze smési spermii v roztoku E400 se odebralo 5 pul, ke kterym
se ptidalo 150 pl SS300 a 200 pl demineralizované vody. Smés byla pomoci pipety promichana
a pipetovana na piisluSnou misku mezi vajicka. Po dvou minutach byla doplnéna Petriho miska

roztokem methylenové modfi o koncentraci 0,0001 %.

Misky byly premistény do inkubétoru s teplotou 28 °C.
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4.4. Hodnoceni uspéSnosti oplozeni

Po dvou az péti hodinach po IVF, nebo po pfirozeném oplozeni, byla vajicka protiidéna
na binokularnim mikroskopu Nikon SMZ1270. Spatna vaji¢ka byla odebrana a jejich pocet byl
zapsan. Nasledné byl roztok methylenové modii o koncentraci 0,0001 % vyménén za Cerstvy.
Druhy den rdno se embrya piepocitala a na kazdé misce se zaznamenal pocet Zivych embryi,
neoplozenych vajicek a embryi zastavenych ve vyvoji. Tento postup byl opakovan jeden den,

jeden tyden a dva mésice po zamrazeni kryovialek.

4.5. Statisticka analyza

Data byla statisticky vyhodnocena v programu Statistica (ver. 12, StatSoft, CR).
Kazdému statistickému testu piredchazel test homogenity rozptylu a normalniho rozdéleni dat.
Dle vysledku téchto testit byly vybrany konkrétni statistické metody, parametrické (studentiv
t — test a analyza rozptylu) ¢i neparametrické (Mann — Whitneytv a Kruskal — Wallistv test).
Data byla hodnocena na hladin€ vyznamnosti p < 0,05 a vysledky jsou uvadény jako primér

+ SEM.
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5. Vysledky

5.1. Vliv teploty skladovani kryokonzervovanych spermii na vyvoj embryi

po IVF

Uspésnost  skladovani kryokonzervovanych davek v tekutém dusiku (-196 °C)
a hluboko mrazicim boxu (-80 °C) je moZné pozorovat v niZze uvedené Tabulce €. 8. Statisticky
rozdil (p < 0,05) ve vyvoji embryi po IVF kryokonzervovanymi dédvkami byl pozorovan
pfi pouZziti obou metod, ptfi¢emz po IVF spermiemi uskladnénymi v hluboko mrazicim boxu
se témeéf Zadnd embrya nevyvijela. Pfi pouziti spermii skladovanych jeden den v hluboko
mrazicim boxu byly vyvinuty pouze 2 embrya z 368. V tekutém dusiku se vyvijelo primérné
12,5 £ 2,2 %. Veskeré dalsi vysledky v této praci pochéazeji IVF s kryokonzervovanymi

davkami skladovanymi v tekutém dusiku.

Tabulka ¢. 8 — Procento oplozenych embryi 24 hodin po oplozeni spermiemi skladovanymi v tekutém dusiku

a hluboko mraz boxu (-80 °C).

LN; - 80 °C
1 den 13,4 3,5 0,3+0,3"
1 tyden 10,7 2,5 0+0°
2 mésice 13,4+5,1° 0+0°
celkem 12,5 +2.2° 0,1+0,1°

**rozdilné indexy v fadku oznaduji statisticky vyznamné rozdily (p < 0,05)

5.2. Vliv délky skladovani spermii v tekutém dusiku na vyvoj embryi po IVF

Hodnoceni IVF pfi pouziti riizného typu spermatu je uvedeno v Grafu 1. Pfi pfirozeném
oplozeni bylo dosaZeno UspéSnosti 81,4 + 4,3 % vyvinutych embryi. Po IVF cerstvym
spermatem dosahoval vyvoj embryi 24 hodin po oplozeni UspéSnosti 35,0 + 4,5 %.
Kryokonzervované davky skladované jeden den dosahovaly Gisp&S$nosti oplozeni 13,4 + 4,7 %,
davky skladované jeden tyden 10,7 + 4,3 % a kryokonzervované davky skladované dva mésice

13,4 +4,3 % (viz Graf €. 1).
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Statisticky vyznamny rozdil (p < 0,05) ve vyvoji embryi byl zaznamenan mezi
porovnanim pfirozené¢ho oplozeni, IVF Cerstvym spermatem a s IVF kryokonzervovanou
davkou s tfemi sledovanymi délkami skladovani. Dale byl pozorovan statisticky vyznamny
rozdil (p < 0,05) ve vysledcich IVF erstvym spermatem a s IVF kryokonzervovanou davkou
s jakoukoliv sledovanou délkou skladovani. Skladovani spermatu 1 den, 1 tyden 2 mésice

nemélo na vysledek IVF kryokonzervovanou dédvkou vliv na vyvoj embryi.

Graf ¢. I- Procentudlni zastoupeni embryi 24 hodin po oplozeni.
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6. Diskuze

V této praci se za 24 hodin po oplozeni vyvinulo 35,0 + 4,5 % zivotaschopnych embryi
po IVF cerstvym spermatem. Harvey a kolektiv (1982) doséhli po IVF &erstvym spermatem
76 + 6,2 % vyvinutych embryi za 24 hodin po oplozeni. Draber a Moes (2009) uvadi aspésnost
IVF cCerstvym spermatem vice jak 95 % oplozenych vajicek, ale neni pfesné uvedeno stadium
vyvoje, které ovliviluje procento embryi, protoze vstupuji dalsi faktory ovliviujici procento
zivotaschopnych embryi. Tato diplomovéa prace také vyuziva jiné roztoky nez prace uvedené
vyse.

Primérné procentudlni zastoupeni embryi 24 hodin po oplozeni kryokonzervovanym
spermatem skladovaném v tekutém dusiku dosahovalo hodnoty 12,5 + 2,2 %. Harvey a kolektiv
(1982) wvytvoftili prvni protokol kryokonzervace spermii Dania pruhovaného, ktery mél
primérnou Uspésnost v dobé klubani embryi 51 + 35,6 a vychazi z ného vétSina dalSich
protokolt (Yang et Tiersch, 2009). Nicméné¢ tato uspéSnost je do urcité miry zkreslend, nebot’
dosahuje pomérné Siroké odchylky a nevychazi z celého piivodniho vzorku, ale z kontrolniho
vzorku IVF cerstvym spermatem. Pii ptepocitani hodnot ziskanych béhem studie této
diplomové prace stejnym zplisobem jako vySe bylo ziskano procento Zivotaschopnych embryi
ve vysi 40,32 %. Odchylka v tomto pfipadé nebyla dopocitdna, nebot se jedna pouze
o informativni charakter. Draper a Moes (2009) dosahovali pii IVF kryokonzervovanou davkou
spermatu primérné uspésnosti 25 % zivotaschopnych embryi, vznikajicich pfi oplodnéni
z celkového poctu oplodnénych vajec. Avsak tyto protokoly popisuji odbér spermii kapilarou.
Protokol popisujici odbér spermii disekei varlat byl od Matthews a Carmichael (2015). Ti uvadi
uspésnost vice jak 50 %, ale nemaji tuto skutecnost podpotfenou daty. Tyto odlisné vysledky
mohou byt disledkem jiného zplisobu odbéru spermii pro vytvoieni kryokonzervované davky
spermatu. Studie uvedené vySe maji vyrazné odliSné vysledky a neni prozatim jasné, jaky faktor

zpisobuje tyto odliSnosti.

Vysledek procentualniho zastoupeni Zivotaschopnych embryi po IVF cerstvym
1 kryokonzervovanym spermatem je nizsi, nez uvadi protokoly vySe. Procento zivotaschopnych
embryi mohly ovlivnit samice hors$i kvalitou vajicek, taktéz pfi manipulaci s vajicky mohlo
dojit u Casti vajicek k poskozeni. Nutno zdlraznit, Ze kvalita spermatu je pro IVF také velmi

dilezita. U samcli mohla télesna kondice a stafi ovlivnit kvalitu spermii (Hagedorn et Carter,
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2011). Samci vyuzité pro tuto diplomovou praci byly jednoho roku stafi, avSak v laboratorni
praxi se vyuzivaji samci mladsi. Navic vySe uvedené vysledky studii neuvadi pfesny cas
pocitani procent Zivotaschopnych embryi, a proto se mohl tento Cas napfti¢ protokoly liSit,

a to mohlo ovlivnit samotnou GspéSnost protokolu.

6.1. Vliv teploty skladovani kryokonzervovanych spermii na vyvoj embryi

po IVF

Pti hodnoceni vlivu teploty skladovéani spermii Dania pruhovaného na Zivotaschopnost
embryi 24 hodin po IVF jsme zjistili, Ze sperma skladované v -80 °C v hluboko mrazicim boxu
dosahuje primémé pouze 0,1 + 0,1 % Zivotaschopnych embryi. Oproti tomu po pouziti
spermatu skladovaného v -196 °C v tekutém dusiku se vyvinulo primémé 12,5 + 2,2 %
zivotaschopnych embryi. Z téchto vysledki je patrné, ze sperma Dania pruhovaného neni

vhodné skladovat pfi teploté -80 °C pro pouziti na IVF a k tvorbé kryobank spermii.

U Dénia pruhovaného existuji pouze studie, které hodnotily GspéSnost IVF za pouziti
kryokonzervovanych davek a studie hodnotici kvalitativni parametry  spermii
(Matthew et al, 2018; Yang et al, 2007). Tyto studie ovSem nehodnotily efekt skladovéani
kryokonzervovanych spermii v hluboko mrazicim boxu v -80 °C a vliv na nasledny
embryonalni vyvoj po IVF. U ryby Vyzy velké testovaly vliv kratkodobého skladovani
kryokonzervovanych davek spermii v -80 °C na motilitu spermii (Arami et al., 2017). Motilita
spermii Vyzy velké byla pii jednom dni skladovani ptiblizné 45 %, pii dvou dnech skladovani
témet 40 % a pfi tiech dnech skladovéani cca 25 %. Motilita spermii byla statisticky vyznamné
snizena (p < 0,05) pfi skladovani dva dny, zatimco pii Sestidennim skladovani nebyly

v inseminacnich ddvkach nalezeny motilni spermie (Arami et al, 2017).

U bykd testovali Buranaamnuay a kolektiv (2016) vliv teploty (-30 °C, -80 °C, -196 °C)
skladovéni spermii na kvalitativni parametry spermii po rozmrazeni. Byla hodnocena motilita,
Zivotaschopnost, integrita plazmatické membrany a stav akrozomu spermii. Ve vysledcich této
prace byl zaznamenan vyznamny efekt na Zivotaschopnost a motilitu spermii pfi skladovani
v teploté -30 °C. Mezi skladovanim v -80 °C a v -196 °C nebyl pozorovan statisticky vyznamny
rozdil v motilit€ ani v jednom piipadé. AvSak pii dlouhodobé&j$im skladovani v teploté -80 °C
procento Zivotaschopnych spermii mirné stoupa, coz u teploty -196 °C neni pozorovano
(Buranaamnuay et al., 2016). Dalsi parametry, které sledovali Buranaamnuay a kolektiv (2016),

jsou integrita plazmatické membrany a stav akrozomu. Integrita plazmatické membrany byla
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stejna jak pfi skladovani v -80 °C, tak -196 °C. Skladovani v teploté -30 °C se op¢t odliSovalo
niz§im poctem spermii s neposkozenou plazmatickou membranou. U stavu akrozomu nebyl
pozorovan zadny rozdil mezi teplotami (Buranaamnuay et al., 2016). Z téchto divodii dospél
Buranaamnuay a kolektiv (2016) k zavéru, Ze by¢i sperma zamrazené konvenéni metodou
je mozné skladovat pfi teploté -80 °C, aniZ by byla ohroZena kvalita spermii. Buranaamnuay
a kolektiv (2016) v ramci prace také testovali modelovy piiklad transportu by¢i inseminaéni
davky na suchém ledu. Vysledek byl, ze by¢i spermie skladované v -80 °C se mohou pfesunout
do tekutého dusiku a dale skladovat pfi teploté -196 °C bez negativniho dopadu na motilitu
spermii (Buranaamnuay et al., 2016). Prace Buranaamnuay a kolektiv (2016) poukazuje
na zajimavé vysledky kvalitatitvnich zmén spermii, ale bohuzel nehodnoti jejich dopad na IVF,

zatimco tato diplomova prace se zabyva pravé IVF.

Pezo a kolektiv (2017) hodnotili kvalitativni parametry spermii pst pii skladovani
v -80 °C a -196 °C. Dospéli k zavéru, Ze je statisticky vyznamny rozdil (p < 0,05) mezi typy
skladovani. Napiiklad motilita rozmrazenych psich spermii skladovanych v -196 °C byla
41 £ 1,9 % a motilita spermii pochazejicich z -80 °C byla 34 + 1,9 %. Nicméné pii pouZiti
rozmrazenych spermii z obou typl skladovani na umélou inseminaci péti fen byl vysledek
zabtezavani fen stejny tj. 60 % (Pezo et al., 2017). Dalsi zvifte, u kterého se hodnotil vliv teploty
skladovéni spermii, byla laboratorni mys. Raspa a kolektiv (2018) testovali skladovéani spermii
laboratornich mysi pfi teplotach -80 °C a -196 °C. Dosli k zavéru, Ze pii skladovani spermii
v obou sledovanych teplotach nema teplota skladovéni vliv na vysledek IVF, ani na porodnost

samic mysi (Raspa et al., 2018).

Jak je z vySe uvedeného patrné, u savct je mozné skladovani kryokonzervovanych
spermii pfi teploté -80 °C. Pfi jejich rozmrazeni dokaZzi spermie oplodnit vajicko in vivo
1in vitro. U Dania pruhovaného jsme dosli k jinému vysledku a to, Ze teplota -80 °C neni vhodna
pro IVF. Toto tvrzeni podporuje i prace Arami a kolektiv (2017) na Vyze velké.
Z toho vyplyva rozdil mezi savci a rybami, ktery spociva v rozdilné hrani¢ni teploté hrani¢ni

teploté skladovani kryokonzervovanych spermii.

6.2. Vliv délky skladovani spermii v tekutém dusiku na vyvoj embryi po IVF

Kryokonzervované vzorky Dénia pruhovaného skladované jeden den dosahovaly
uspé&snosti 13,4 + 4,7 % vyvinutych embryi za 24 hodin po oplozeni. Pokud byly davky
skladované jeden tyden, pak vyvoj embryi byl 10,7 + 4,3 %. Kryokonzervované davky
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skladované dva mésice mély procento vyvinutych embryi za 24 hodin 13,4 + 4,3 %. U Dania
pruhovaného délka skladovani do dvou mésici nema vliv na oplozeni schopnost spermii
kryokonzervovanych spermii a na nasledny vyvoj embryi do 24 hodin po oplozeni. Tento
vysledek se shoduje s experimenty na rybach (Fabbrocini et al., 2015) i savcich (Raspa et al.,
2018).

Fabbrocini a kolektiv (2015) hodnotili kvalitativni parametry cCerstvych
a kryokonzervovanych spermii Motana zlatého, které byly skladované jeden mésic a pét let.
Studie ukazala, Ze dlouhodobé skladovani nema efekt na motilitu spermii Motfana zlatého.
Suquet a kolektiv (1998) se zabyvali délkou skladovanim po dobu 9 mésici
kryokonzervovanych spermii v tekutém dusiku Pakambaly velké. Béhem 9 mésicii nebyl
zaznamenan vliv délky skladovani na motilitu a oplozeni schopnost spermii Pakambaly velké.
Stejné jako v této diplomové praci procento vyvijenych embryi z IVF nebylo ovlivnéno ¢asem
skladovéni. Dalsi studie Liu a kolektiv (2010) skladovali kryokonzervované spermie Motana
japonského 360 dni. Nésledné¢ u nich byla hodnocena fertilizaéni schopnost a procento
vyklubanych embryi a nebyl pozorovén rozdil v téchto parametrech pii dlouhodobém
skladovani (Liu et al., 2010). Vysledky prace Liu a kolektiv (2010) tedy souhlasi se zavéry
prace Suquet a kolektiv (1998) a této diplomova prace.

Dalsi prace, ktera se zabyva kvalitou spermatu po dlouhodobém uchovani v tekutém
dusiku je studie autort Liebo a kolektiv (1994), kteti pouzili na IVF 37 let staré bovinni sperma.
Z 670 oocytl se 22 % zacalo délit a pouze 5 % se vyvijelo do stadia blastocysty. Raspa
a kolektiv (2018) testovali vliv skladovani spermii laboratornich mys$i po dobu 2 let
na efektivitu IVF. Dosli k zavéru, Ze pii skladovani spermii nemé délka skladovani vliv na IVF,
ani na porodnost samic mysi, jak v tekutém dusiku, tak pfi teploté¢ v -80 °C. Dlouhodobym
skladovanim spermii se zabyvaji i studie o lidské reprodukei. Napiiklad Feldschuh a kolektiv
(2005) publikovali, ze se Ctyficetileté Zené narodilo dité pochdzejici z umélého oplozeni
kryokonzervovanym spermatem starym 28 let, dalS$i Zena otéhotnéla a narodilo se ji dité

umélym oplozenim spermatem skladovanym 21 let v tekutém dusiku.

Haugan a kolektiv (2007) zkoumali vliv délky skladovani by¢ich inseminacnich davek
na procento zabfeznutych krav po umélé inseminaci. Zjistili, Ze pokud je insemina¢ni davka
skladovéna 2,7-5,3 let, neni mezi témito ddvkami rozdil v zabfezdvani krav po umclé
inseminaci. U skupiny pejet skladovanych del§i dobu, konkrétné od 5,3 let do 6,6 let,
byl statisticky mensi pocet zabtfezlych krav (p < 0,05). AvSak v redlnych ¢islech kravy
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ze skupiny skladovani od 2,7 do 5,3 dni mély primérné procento zabteznuti 55,5 + 0,5 %,
skupina skladované od 5,3 do 6,6 dni pouze 54,1 = 0,5 %. Piestoze u insemina¢nich davek
skladovanych déle jak 5,3 let, dochéazi ke sniZeni procenta zabtfezdvani krav o vice nez jeden
procentni bod, vysledné procento zabtfezavani krav po inseminaci dlouhodobé uchovéavanych
insemina¢nich davek v tekutém dusiku v této praci dosahuje stile vysokych hodnot

(Haugan et al., 2007).

Malik a kolektiv (2015) zjistovali G€inky dlouhodobého skladovani spermatu byka
v kapalném dusiku na motilitu, Zivotaschopnost a vyskyt abnormalit spermii. V této studii
rozmrazovali inseminacni davky skladované v tekutém dusiku po dobu 2, 3, 4, 5 a 6 let.
Zivotaschopnost spermii se vyznamné neliila. Motilita rozmrazenych spermii nebyla
vyznamn¢ odli$na pfi skladovani 1, 2 a 3 roky, avSak pfi del§im skladovani jiz byl zaznamenan
statisticky vyznamny rozdil (p < 0,05). Vyskyt abnormalit spermii se v rdmci délky skladovani
nelisil do tfi let, zatimco u delsi doby skladovani byly abnormality spermii vyrazné zvySeny

(p <0,05) (Malik et al., 2015).

Lessard a kolektiv (2000) zjistili, ze délka skladovani spermii v kapalném dusiku
ovliviiuje hladinu P25b proteinu na povrchu spermii byka, kterd ovliviiuje navazani spermie
na zonu pelucidu vajicka (Parent et al., 1999). P25b patii do skupiny savc€ich proteind spermii,
stejn¢ jako lidsky P34H (Lessard et al., 2000). Navic nizké hladiny tohoto proteinu jsou
pozorovany u byku s niz$i fertilni schopnosti (Parent et al., 1999). Lessard a kolektiv (2000)
formuloval také hypotézu, ze fyzické vibrace mohou zpisobit takzvanou fyzikalni kryoevoluci
povrchovych proteini spermii na rozhrani membranové dvojvrstvy fosfolipida

a extracelularnim ledem.

Z téchto praci vyplyva, ze moznosti poskozeni spermii po nékolika letech skladovani
v teploté -196 °C je genetické poSkozeni, produkce reaktivnich druhii kysliku (ROS) béhem
mrazeni, ¢i ztrata povrchovych proteinii spermii. Mezi genetickd poskozeni patii naptiklad
abnormalita struktury chromatinu a integrity DNA (Malik et al., 2015). Produkce reaktivnich
druhti kysliku (ROS) béhem mrazeni mizZe zpisobit sniZzeni fluidity membrany spermii
a sniZeni funkce spermii po kryokonzervaci (Chatterjee et Gagron, 2001). Ztrata povrchovych

proteind spermii je dillezitd pro oplozeni oocytu (Lessard et al., 2000).

Vysledky studii Huagan a kolektiv (2007) a Malik a kolektiv (2015) jsou v rozporu

s dal$imi nazory na dlouhodobé skladovéani v tekutém dusiku. Napiiklad Ashwood-Smith
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a Friedmann (1979) ptedpokladaji, ze horni hranice pro skladovani v tekutém dusiku je nejméné
200 let. Toto tvrzeni je podpofeno nazorem, Ze v teplotdch pod -120 °C nedochazi k Zadnym
chemickym reakcim a také, ze v tekutém dusiku nejsou mozné zZadné tepelné fizené reakce (Gao
et al., 1997). Reakce, ke kterym muze dojit v teploté -196 °C, jsou fytofyzikalni reakce jako
naptiklad tvorba volnych radikali nebo ionizujici zafeni, které by mohlo byt eventualné
faktorem posSkozujicim DNA (Mazur, 1984). Nicméné moznost poskozeni DNA zafenim

v kontejnerech s tekutym dusikem je zanedbatelna (Whittingham et al., 1977).

Zakladem dlouhodobého skladovéani spermii je samotna prace pii odbéru spermii,
mrazeni davky (Harvey et al., 1982), manipulace s davkou (Buranaamnuay et al., 2016), teplota
a doba rozmrazovani davky (Tri et Tarsisius, 2014). Pfi dlouhodobém skladovani je také velmi
dilezitd péce o kontejner s tekutym dusikem a zejména hlidani hladiny spolu s dopliiovanim
tekutého dusiku. Lze ptedpokladat, ze skladovani spermii v tekutém dusiku po dobu az desitek
let bude mit vliv na naslednou IVF rozmrazenym spermatem. Proto je velmi dtlezit¢ dosdhnout
pfi optimalizaci protokoli pro kryokonzervaci spermii Déania pruhovaného co nejlepSich

vysledkt IVF kryokonzervovanymi ddvkami.

41



7. Z.aveér

Na zakladé¢ vysledki této prace byly formulovany nésledujici zavery. Danio pruhované
pfi tieni v laboratornich podminkach dosahovalo ptezitelnosti embryi 24 po oplozeni ve vysi
81,4 + 4,3 %. Po IVF cgerstvym spermatem se vyvinulo 35,0 + 4,5 % embryi a po IVF

kryokonzervovanymi davkami spermii se vyvinulo primérné 12,5 + 2,2 % embryi.

Pokud se spermie skladovaly v dusiku, vysledek Zivotaschopnych embryi 24 hodin
po oplozeni byl 12,5 + 2,2 %. Pokud se spermie skladovaly v hluboko mrazicim boxu v -80 °C,
bylo primérné vyvinutych embryi 24 hodin po oplozeni 0,1+ 0,1 %. Navic embrya se vyvijela
jen ze spermii skladovanych pouze jeden den a bylo jich minimalni mnozstvi (0,3 + 0,3 %).

Proto spermie Déania pruhovaného nelze skladovat v teploté -80 °C.

Kryokonzervované davky spermii skladované v tekutém dusiku jeden den dosahovaly
24 po IVF uspésnosti 13,4 + 4,7 % zivotaschopnych embryi, davky spermii skladované
v tekutém dusiku jeden tyden 10,7 £ 4,3 % Zivotaschopnych embryi a kryokonzervované davky
spermii skladované dva mésice mély 13,4 + 4,3 % Zivotaschopnych embryi 24 hodin
po oplozeni. Nebyl pozorovan Zadny statisticky vyznamny rozdil v délce skladovani. Spermie

Dénia pruhovaného Ize kryokonzervovat a uchovavat v tekutém dusiku.

Do budoucna je dilezité se zaméfit na optimalizaci protokolu na kryokonzervaci spermiti
Dénia pruhovaného, aby procento oplozenych vajicek a ndsledné procento Zivotaschopnych
embryi bylo co nejvys§i. Déle, vzhledem k relativné kratké délce skladovéni, by bylo
do budoucna vhodné navazat na tuto praci a porovnat del§i Casové intervaly skladovani,
podobné jak to bylo provedeno u byku. Predevsim se zaméfit na délku skladovani delsi nez tfi

roky.
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