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Metodika pouziti ICSI pri asistované reprodukci
hospodarskych zvirat.

Souhrn

Intracytoplazmaticka injekce spermie - ICSI, je mikromanipulac¢ni technika, ktera
umoziuje injekci jedné spermie do oocytu. Umoziiuje tedy feSeni mnoha reprodukcnich
problémi, jako je napiiklad nedostate¢nad motilita spermii. Vyuziti této metody se rozsitilo také
na domestikované i divoce Zzijici druhy, za Gcelem feSeni reproduk¢nich problémt a produkce
geneticky nebo fenotypové elitnich jedinct.

Efektivita této metody u hospodaiskych zvitat se vSak druh od druhu lisi, a to v
souvislosti s anatomickymi a fyziologickymi vlastnostmi gamet jednotlivych druht a také
samotného procesu splynuti téchto bunék - oplozeni.

Cilem této prace bylo poukazat na aktualni poznatky ohledné vyuziti ICSI v asistované
reprodukci hospodaiskych zvifat - teoretické i praktické seznameni s metodou ICSI a shrnuti
aktualnich poznatkt tykajicich se mozného vyuziti této metody v chovech koni, ptezvykavci a
prasat.

Prakticka ¢ast predstavuje vyuziti ICSI pro produkci mezidruhovych zygot. Jelikoz je
pomoci této metody mozné obejit mezidruhové faktory, je umoznén vznik interspecifickych
zygot a toho se d& vyuzit naptiklad pro hodnoceni pohlavnich bun¢k. Konkrétné¢ v tomto
ptipadé se jednalo o vyuziti mySich oocytii pro ICSI pomoci kozlich spermii. Cilem této Casti
bylo praktické vyuziti mikromanipulacni technniky, dokumentace vzniklych zygot a statistické
vyhodnoceni uspés$nosti ICSI.

Experiment probihal ve Vyzkumném tstavu zivo¢isné vyroby v Uhfinévsi pod vedenim
Ing. Jany Rychtarové, PhD. Oocyty byly ziskdvany z mysi hybridniho kmene BDF1, po jejich
hormonalni stimulaci a nasledném usmrceni.

ICSI byla provddéna na mikromanipulatoru Eppendorf PiezoXpert. Vyhodnoceni
fluorescenéniho barveni bylo provadéno na fluorescenénim mikroskopu Olympus BX51.

Experiment byl velmi ovlinén tim, Ze prvni zkuSenosti s praktickym provadénim ICSI
byly ziskdvany pravé b&hem tohoto experimentu. To mélo za nasledek horsi pieZitelnost
oocytll. S Cistym svédomim tedy nelze prokazat, ze byly rozdily mezi skupinami zptsobeny
stavem DNA spermii.

Oplozené i neoplozené oocyty v riznych fazich vyvoje byly zaznamenany a byly
vyuzity pro ukdzku praktického provedeni mikromanipulace. Vytvofeni praktickeé Casti této
prace, véetné samotné prace v laboratofi bylo velmi pfinosné piesto, Ze bylo z hlediska dat a
vyhodnoceni hypotézy neuspésné.

Klic¢ova slova: mikromanipulace, ICSI, reprodukce



Methodology for the use of ICSI in assisted reproduction
of farm animals.

Summary

Intracytoplasmic sperm injection - ICSI, is a micromanipulation technique that allows
the injection of a single sperm into an oocyte. It therefore enables the solution of many
reproductive problems, such as insufficient sperm motility. The use of this method has also
been extended to domesticated and wild species, to solve reproductive problems and produce
genetically or phenotypically elite individuals.

However, the effectiveness of this method in farm animals varies from species to
species, in connection with the anatomical and physiological characteristics of the gametes of
individual species, as well as the process of fusion of these cells - fertilization.

The aim of this work was to point out the current knowledge regarding the use of ICSI
in the assisted reproduction of farm animals - a theoretical and practical introduction to the ICSI
method and a summary of the current knowledge regarding the possible use of this method in
breeding horses, ruminants, and pigs.

The practical part presents the use of ICSI to produce interspecies zygotes. As
interspecies factors can be bypassed using this method, the formation of interspecific zygotes
is enabled and this can be used, for example, for the evaluation of gametes. Specifically, in this
case it was the use of mouse oocytes for ICSI using goat sperm. The aim of this part was the
practical use of the micromanipulation technique, the documentation of the resulting zygotes
and the statistical evaluation of ICSI.

The experiment took place at the Animal Production Research Institute in Uhfinevsi
under the guidance of Ing. Jana Rychtatova, PhD. Oocytes were obtained from mice of the
BDF1 hybrid strain, after their hormonal stimulation and subsequent sacrify.

ICSI was performed on an Eppendorf PiezoXpert micromanipulator. Evaluation of
fluorescence staining was performed on an Olympus BX51 fluorescence microscope.

The experiment was greatly influenced by the fact that the first experience with the practical
implementation of ICSI was gained during this experiment. This resulted in poorer oocyte
survival. Therefore, it cannot be proven in good conscience that the differences between the
groups were due to the DNA status of the sperm.

Fertilized and unfertilized oocytes in different stages of development were recorded and used
to demonstrate the practical implementation of micromanipulation. The creation of the practical
part of this work, including the work in the laboratory itself, was very beneficial, despite the
fact that it was unsuccessful in terms of data and hypothesis evaluation.

Keywords: micromanipulation, ICSI, reproduction
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1 Uvod

Jednim zcili vyvoje biotechnologickych metod je ochrana genetickych zdroji a
zachovani genetické rozmanitosti na urovni in vivo (v zivych organismech) a in vitro
(uchovavani geneticky cenného materialu jako je sperma, oocyty, tkan¢ aj.).

Nejrozsifenéjsi biotechnologickou metodou v oblasti reprodukce HZ je inseminace.
V chovech dojeného skotu je vétSina plemenic inseminovana, na rozdil od chovli koz a ovci ¢i
koni, kde je uspe€sSnost inseminace zejména mrazenym semenem vyrazné nizsi U téchto druhti
zvitat stale existuji rezervy v oblasti kratkodobého i dlouhodobého uchovavani biologického
materialu. Proto je pozornost vénovana studiu mechanismi zrani gamet a procesu oplozeni na
bunécné trovni.

. Velky potencial by tedy u téchto druhti mohla mit metoda intra cytoplasmatické injekce
spermie (ICSI), kterd se napiiklad v chovu koni stava velmi populérni a efektivni metodou.
Mezi vyhody této metody se dé fadit moznost vyuziti spermii, které by za ptirozenych okolnosti
nebyly schopné oplozeni - jedné se napiiklad o spermie se Spatnou motilitou, poskozenym
bicikem, atp. To umoziuje reprodukci geneticky vyznamnych, ale rlznymi zplsoby
znevyhodnénych plemeniki. Je nutné brat v potaz také vySsi pravdépodobnost vyskytu
patologickych jevii béhem vyvoje, zptisobenych poskozenim DNA. S vyuzitim naptiklad
I interspecifické - mezidruhové ICSI je mozné vyhodnocovat tato poSkozeni na principu
vytvofeni mezidruhovych zygot. Metoda mezidruhového oplozeni in vitro byla poprvé pouzita
v osmdesatych letech v rdmci vyvoje metod souvisejicich s posuzovanim nékterych parametra
spermii, které pfimo souvisely s oplozovaci schopnosti. V tomto pokusu je blize popsano
vyuziti metody ICSI jako vyhodnocovaciho prostiedku poskozeni DNA spermii. Byly
vyuzivany mysi oocyty (kmen BDF1), které byly injikovany spermiemi z mrazenych ID kozl.
Zminény biologicky material byl zvolen pro jeho dobrou dostupnost.

Naopak nevyhodou metody ICSI je vSak naro€nost na manudlni zru¢nost technika a
kvalitni laboratorni vybaveni. V neposledni fad¢ je nutné ve vyzkumu dale vénovat pozornost
mechanismiim a fyziologickym aspektim pohlavnich bun¢k hospodaiskych zvirat. Jejich
specifi¢nost a rozdilné naroky neumoziuji plosné a komercni vyuziti ICSI u vSech druht.
Aktualné se tedy védecké skupiny po celém svété snazi tyto negativni faktory odbourat, nebo
nalézt alternativni feSeni.

Vyuziti téchto metod v oborech Zivo€isné vyroby a ochrany genovych zdrojl je zcela
relevantni a to nejen pro hodnoceni stavu biologického materialu ur¢eného pro reprodukéni
ucely, ale hlavné pro reprodukci geneticky kvalitnich jedinct, jejichz gamety jsou béhem tohoto
procesu hodnoceny a vybrany na zaklad€ jejich vlastnosti a kvality. To umoZznuje snizeni
zdravotnich rizik a eliminaci patologickych jevi. Dilezitym aspektem je také fakt, Ze naptiklad
v chovu koni hraje velkou roli penézni hodnota jedinctu a jejich prestiz a exkluzivita. Lidé v
tomto odvétvi maji zajem o investice do kvalitnich chovi a elitnich jedinci, proto je v ICSI v
chovu koni spatfovana budoucnost reprodukce.



2 Védecka hypotéza a cile prace

Cilem této diplomové prace bylo shrnuti aktualnich poznatkl ohledné metodiky ICSI u
hospodaiskych zvitat a ovéfeni hypotézy: metoda konzervace spermii ma vliv na piezitelnost
injikovanych oocytll. Dale pak specifikace fyziologickych mezidruhovych rozdili a mozné
feSeni problému s oplozenim. Teoretickd Cast pfedstavuje shrnuti aktudlnich vyuziti metody
ICSI v asistované reprodkuci hospodaiskych zvirat, konkrétn¢ koni, skotu a prasat.
Mikromanipula¢ni techniky maji pomérné Siroké spektrum vyuziti a uplatni se nejen v IVF, ale
napiiklad i pfi prenatalni diagnostice, nukleotransferech a embryonélnich biopsiich.

Utelem praktické &asti bylo predstaveni ICSI jako metody pro hodnoceni kvality
biologického materidlu. Izolované mysi oocyty byli injikovany kozlimi spermiemi, dochédzelo
tedy k vytvafeni mezidruhovych zygot. Metodika zahrnuje také piehled vSech potfebnych
materiald (chemickych, biologickych i laboratornich). Dulezitym aspektem bylo zvladnuti
metod izolace oocytil, jez zahrnuji hormondlni stimulaci mys$i, jejich usmrceni a vyjmuti
vajecnikli pro samotnou izolaci oocytl. Byl tedy kladen diiraz na Casovou organizaci pro
hormonalni stimulaci a vhodnou dobu izolace biologického materiélu.

Ziskavani a kultivace oocytll byly provadény dle Siroce vyuzivanych laboratornich
protokolt, dle kterych byla pfipravovana kultivaéni média, enzymy umoznujici odstranéni
kumularnich bun¢k oocytu a casova schémata pro uchovani izolovanych a nasledné
injikovanych oocytu.

Stézejnim procesem této prace byla mikromanipulace, konkrétné interspecificka
intracytoplasmaticka injekce spermie, ktera byla konzervovana pomoci jedné z metod pro
uchovani spermii.

Pii pokusu byli pro iICSI pouZity kozli spermie, rozdélené do skupin. Prvni — kontrolni
skupina A pfedstavovala spermie z Cerstvého ejakuldtu odebraného pomoci umélé vaginy
(fedidlo AndroMed). Druha a tieti skupina zahrnovala kryoprezervované spermie odebrané
pomoci umélé vaginy (skupina B) a pomoci elektroejakulace (skupina C).

Rizné zplisoby konzervace s sebou nesou riznou miru poskozeni samcich pohlavnich
bunck. Jedna se o sniZeni motility, snizeni koncentrace oplozenischopnych spermii, naruseni
integrity jejich DNA nebo morfologické poskozeni.

Cilem tohoto pokusu bylo tedy realné provedeni mikromanipulacni techniky ICSI a jeji
vyuziti pro hodnoceni procesu oplozeni. Mikromanipula¢ni techniky jsou obecné pomérné
naro¢né nejen na dovedosti technika, ale i na laboratorni vybaveni. Proto je potfeba brat v potaz
mnoho faktort, véetné faktoru lidského. Velmi vyznamnou roli pak hraje nejen kondice oocytu
ale také fyziologické vlastnosti spermii a jejich schopnost oplozeni. Po splynuti bunék hraje
pak vyznamnou roli stav DNA. Ten je moZny vyhodnotit pomoci fluorescencniho barveni a
nasledného zobrazeni pomoci fluorescen¢niho mikroskopu. Fluorescenéné znacené protilatky
se vazou na poskozené casti DNA, které jsou pfistupné pouze pii rozvinuti - dekondenzaci
chromozomt. Béhem této faze vyvoje zygoty (PN5) jsou tedy ptipadnd poskozeni DNA dobie
monitorovatelna.

Vystupem tohoto pokusu je zakladni statistické vyhodnoceni tspéSnosti ICSI, popsani
rozdild GspéSnosti u vybranych skupin spermii a dokumentace moznych vysledkl
fluorescenéniho barveni, hodnocenych na zakladé detekce histonu YH2AX, jenz detekuje
poskozeni DNA.



3 Literarni reSerse

Intracytoplazmaticka injekce spermie (ICSI) se stala uZzite¢nou technikou pro klinické
uplatnéni v chovu koni. Produkce ICSI blastocyst a potomkt je vSak u vétSiny farméiskych a
voln¢ zijicich druhii nadale omezend. Existuje mnoho technickych rozdili v provedeni ICSI u
riznych druht a jeji promeénlivd ucinnost byva zplusobena riznymi biologickymi a
metodologickymi aspekty. Jednim z hlavnich vyuziti ICSI v zivo¢isné vyrobé je reprodukce
vysoce hodnotnych jedinct. Bohuzel nékteré domaci druhy, jako je skot, vykazuji nizkou
schopnost tvorby prvojader po injekci spermie, coz vedlo k vyvoji riznych protokolii umélé
aktivace a pfedbézného oSetfeni spermii.

ICSI se také vyuziva k produkci geneticky modifikovanych zvitat; pres ¢etné pokusy u
nékolika domdcich druhti se vSak trvale produkovala pouze transgenni prasata. ICSI je
mikromanipulaéni technika, kterd zahrnuje injekci jedné spermie do cytoplazmy zralého
oocytu. Prvni zprava o tvorbé pronukleti po ICSI u savct byla dosazena u gamet kie¢ka (Uehara
& Yanagimachi 1976). V roce 1992 se narodilo prvni dité vytvoiené injekci spermie (Palermo
etal. 1992) a ICSI se nasledné stala celosvétoveé vyznamnou technikou pro lidskou asistovanou
reprodukcei. VyuZiti této techniky se nasledné rozsifilo na dalsi druhy, véetné skotu (Goto et al.
1990), kralika (Hosoi & Iritani 1993), mysi (Kimura & Yanagimachi 1995), ovce (Catt et al.
1996), kon¢ (Cochran et al. 1998), kocku domaci a divoké kockovité Selmy (Pope et al. 1998),
prase (Kolbe & Holtz 2000) a kozu (Wang et al. 2003).

Navzdory tsili nékolika pracovnich skupin po celém svéte je vSak uspéch této techniky
u hospodartskych zvifat omezeny. NejextrémnéjSim piipadem je krava, jejiz mira oplodnéni po
ICSI je kriticky nizka (Arias et al. 2016). U ovci, je GspéSnost vyvoje do blastocysty také nizka,
1 ptes vyvoj umélé aktivaéni 1é€by (Shirazi et al. 2011).

3.1 ICSI v chovu a asistované reprodukci hospodarskych zviiat

3.1.1 ICSI v chovu a reproduckcei koni

Vyvoj technologii asistované reprodukce u koni byl relativné pomaly ve srovnani s
jinymi domacimi zvifaty, jako jsou piezvykavci nebo prasata. V poslednich nékolika letech
vsak doslo k nariistu zajmu o hiibata, ktera pfisla na svét pomoci asistované reprodukce. Vyvoj
efektivnich metod pro ziskavani oocytl z Zivych klisen poté umoznil klinické vyuZiti in vitro
oplozeni. Konvenéni metody IVF, které =zahrnuji zrdni oocytd, kultivaci oocyti
s kapacitovanymi spermiemi a naslednou kultivaci zygot, se u koni na rozdil naptiklad od skotu
ukazly jako neucinné. Tento fakt vedl k vyzkumu vyuziti efektivnéj$i metody produkce embryi
— intracytoplazmatické injekce spermie (ICSI). Tato embrya jsou kultivovdna a nasledné
transcervikalné pfenesena klisné pfijemkyni.

Prvni hiibé produkované pomoci ICSI se narodilo v USA (Squires et al. 1996).
Efektivita bunééného déleni a vyvoje embrya byla ale tehdy nizk4 a bylo obtizné dosdhnout
vyvojového stadia blastocysty. Az vyuziti piezo mikromanipuldtoru zvysilo miru aktivace i
Stépeni oocytd (Galli et al. 2007).

Kultivace embryi byla zpocatku provaddéna in vivo, ve vejcovodu klisny. Témito
metodami bylo mozné ziskat 18 az 36 % Stépenych embryi (Galli et al. 2002). Choi a kol. (2002)

10



ziskal asi 80% miru $tépeni s embryi > 8 bun¢k do 96 hodin od kultivace in vitro. Nové metody
bylo také nutné vyvinout ke kultivaci raného zarodku.

Kli¢ovou motivaci k implementaci ICSI v komer¢nich Slechtitelskych programech byl
posun od ziskavani nizkého poctu preovulacnich oocytt z velkych folikull k ziskavani vétsiho
mnozstvi nezralych oocyti z malych folikuli transvagindlni ultrazvukovou aspiraci.
Preovula¢ni folikuly maji 75-85% efektivitu tvorby zralych oocytl s vys$Sim vyvojovym
potencialem, nez maji oocyty z mensich folikul. Vysoky pocet oocytl, ziskanych z nezralych
folikulti je vhodny pro zrani in vitro a naslednou ICSI (Morris 2018).

Metoda ovum pick up (OPU) pro ziskavani oocyti pro IVF byla vyvinuta v lidské
asistované reprodukci v 80. letech 20. stoleti. Vyuziti této metody se rychle rozsifilo i v chovu
skotu. Provadi se reltivné snadnd a efektivni transvaginalni ultrazvukova metoda OPU, ktera
umoziuje sériovou punkci folikuli (Morris 2018).

Globalné¢ bylo vyvinuto n€kolik riznych technik OPU. Napiiklad pouziti jehly
s dvojitym lumenem zvys$ilo UspéSnost ziskdvani oocyti na vice nez 50 % na folikul.
K samotnému proplachnuti se typicky vyuzivad bud’ komeréni proplachovaci médium nebo
HEPES-pufrované médium M199 s Hanksovymi solemi a fetdlnim bovinnim sérem (Jacobson
2010). Tekutina se udrzuje tepla (37°C) v prubéhu celé procedury, kterd zahrnuje
proplachovani folikulu a seskrabovani jeho stény pro maximalizaci regenerace. Tato kombinace
proplachovani a seSkrabovani je u klisen zasadni, jelikoz na rozdil od skotu je komplex
cumulus-oocyt pevné ptipojen k folikularni stén¢ (Hawley 1995).

ZkuSeni technici jsou nyni schopni ziskavat primérné 5-12 oocytli na jednu OPU
proceduru, Vv zavislosti na po¢tu piitomnych folikuld a dalSich faktorech. Tato zvySena
efektivita je mirné¢ kompenzovéna redukci GspéSnosti zrani tak, ze metafaze II dosdhne béhem
kultivace pfiblizné 50 %. Oproti tomu vétSina oocytl ziskanych z preovula¢nich folikulti u¢inné
zraje in vivo (Hinrichs et al. 2014).

Uspé&sné oplodnéni zavisi na piitomnosti zralého oocytu s chromatinem v metafézi II a
vhodn& zralou cytoplazmou. Uskali komeptence kotiskych oocytd byly a jsou nadale
systematicky a komplexné pfezkoumavany. Mnoho vlastnosti koniskych oocyti se zcela lisi od
charakteristik jinych druht.

Historicky byla tspéSnost IVF u klisen nizkd, takze technika ICSI ptedstavovala
vyznamnou piileZitost (Squires 1996). Pro ICSI byly popsany dva zakladni kroky, které vedou
k aktivaci oocytu a naslednému embrya. Prvnim je u¢inna imobilizace spermie odlomenim
bi¢iku a druhym je proces priniku plazmatickou membranou oocytu (Vanderzwalmen 1996).
Bylo také zjiSténo, Ze samotnd ICSI spolehlivé neindukuje zvySeni intracelularnich oscilaci
Ca2+ potiebnych pro tspésné oplodnéni koniského oocytu. Od zavedeni piezo-manipulatoru se
vSak aktivace oocytl dosahuje jiz konzistentné. Injekce pomoci Piezo systému dochazi k lepsi
permeabilizaci membrany a priinik oolemmou je efektivné;si (Li et al. 2000).

Pro minimalizaci poskozeni oocytu se doporucuje ICSI pipeta s vnitfnim primérem 5-
8 um. Aby se membrana oocytu po ICSI zacelila, uchovavaji se injikovyné oocyty
V manipula¢nim médiu po dobu 1-2 hodin a poté jsou premistény do média kultivacniho.
Béhem prvnich dvou hodin po ICSI je diilezité zabranit zvyseni pH, které negativné ovliviiuje
vznik blastocyst. Je tedy nutné pouzit vhodné pufrované médium a lyzované oocyty pred
kultivaci z kultivaéni misky odstranit (Rader 2016).
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Uspé&snost zabieznuti po pfenosu in vitro produkovanych blastocyst se diky zdokonaleni
kultiva¢nich systémd a morfologické klasifikaci embryi v pribéhu let zlepsila. Casné studie
dosahly na 33-67% uspésnost zabieznuti (Li et al. 2001). Aktualné se uvadi uspésnost v rozméezi
60 az 80 % (Galli et al. 2016). Prib¢h biezosti byl hlaSen jako normalni a hiibata zivotaschopna.
Studie 30 hiibat produkovanych embryotransferem, ICSI a pfirozenym zptisobem neodhalila
zadné vyznamné rozdily v rastu hiibat, placentrarnich parametrech nebo expresi 17 genii
souvisejicich s ristem placenty (Valenzuela 2018).

U koni se ICSI vyuziva kreprodukci elitnich jedinci a umoziuje ptekonavat
fyziologické bariéry. Selhavani superovulace a konvencni in vitro fertilizace byly hlavnim
divodem pro vyuziti ICSI v asistované reprodukci koni.

3.1.2 ICSI v chovu a reprodukci prezvykavci

Uspé&snost vyvoje kravskych embryi po ICSI jsou ve srovnani s embryi produkovanymi
IVF mnohem niz$i. Vice nez 90 % oocytil neni po injekci schopno oscilace Ca2+. VétSina
kravskych embryi tedy vykazuje chyby v dekondenzaci spermii a tvorb¢ prvojader, diky ¢emuz
zastava Gspeésna ICSI komplexni vyzvou (Arias et al. 2015). Diskutuje se, zda jsou tyto
nekonzistence zpusobeny neschopnosti by¢ich spermii vyvolat Gplnou aktivaci oocytli nebo
Spatnou reakci kravské ooplazmy na injek¢ni stimul, coz vyvolava nespravnou dekondenzaci
hlavicky spermii (Aguila et al. 2017).

U druht, jako jsou mysi, lidé a koné, k aktivaci oocytu postacuje samotna ICSI.
Aktivace oocytu je potiebna pro dekondenzaci hlavi¢ky spermie, tvorbu saméiho prvojadra a
zahajeni nasledného embryonalniho vyvoje. U mysi se do stadia blastocysty vyvine pfiblizné
70 % injikovanych oocytil, zatimco u skotu neni uspé$nost vyvoje vyssi nez 12-20 % (Galli et
al. 2003).

Dtvoda nizké vyvojové kapacity bovinnich embryi po ICSI existuje n€kolik. Jednim
Z nich mize byt pravé neuplna aktivace oocytu. Pro zlepSeni aktivace je ICSI kombinovana
s fyzikalni (elektricka stimulace) nebo chemickou aktivaci (etanol, ionomicin). Aktivace
oocytl je pfirozen¢ indukovéana faktorem popsanym jako specificka izoforma fosfolipazy C
(PLC{). Uvolnovani PLC{ muze byt procesem ICSI nardsSeno. Dal§i vyzvou je indukce
intracelularnich vapnikovych vin, ke kterym v oocytu nedochéazi spontanné. To pfispiva
K rychlému rozpadu membran, diky kterému je PLC( volné vystavena cytoplazmé oocytu a
nasledné dochazi k naruseni jeji spravné funkce (Roldan 2006).

Obsah akrozomu injikované spermie ma také potencialné $kodlivy ucinek na oocyt,
ktery ptimo koreluje s velikosti hlavicky spermie (Morozumi & Yanagimachi 2005). Poskozeni
zpusobené akrozomalnimi enzymy zahrnuje napiiklad deorganizaci cytoskeletu injikovanych
oocytl. Jsou vytvareny rtizné strategie pro naruSeni akrozomu a plazmatické membrany, jenz
usnadiiuje dekondenzaci spermii a tvorbu prvojder. Patfi mézi né sonikace, zmrazeni-
rozmrazeni, lyofilizace a oSetfeni chemickymi latkami (dithiothreitol, Triton X-100). Nékteré
Z téchto postupti v§ak zplisobuji poskozeni DNA spermii, coz mize ovlivnit dal§i embryondlni
vyvoj (Watanabe et al. 2010).
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3.1.3 ICSI v chovu a reprodukci prasat

Navzdory nedavnym pokrokiim v oblasti embryologie je produkce prasec¢ich embryi in
vitro omezena, hlavné vysokou mirou polyspermie po konvenc¢nim oplodnéni in vitro (Lee
2006).

V tomto smyslu by technika intracytoplazmatické injekce spermii (ICSI) mohla byt
alternativou k in vitro produkci monospermickych zygot. U praseci ICSI je jednim z hlavnich
problémi selhani dekondenzace jadra spermie a nasledné tvorby funkéniho sam¢iho pronuklea
po injekci spermie do oocytu (Kren et al. 2003).

Pokud jde o prasata, ICSI se stala alternativni technikou oplodnéni pro vyzkumné tcely
(Coy & Romar 2002). V poslednich letech se transgenni prasata stala nepostradatelnymi pro
biomedicinsky vyzkum a jsou vyuzivana v oblasti xenotransplantaci a jako modely pro lidska
onemocnéni. Nicméné konvenéni pronukledrni mikroinjekce, tj. Injekce DNA konstruktd do
prvojader oplozenych oocytu, neni pro produkci transgennich prasat G¢inna (Nottle et al. 1997).
Perry et al. (1999) uvedli alternativni metodu pro produkci transgennich mysich, tzv. ICSI-
mediated gen transfer method. Spermie jsou zde koinkubovany s DNA a néasledné pomoci
mikroinjekce vzpraveny do ooplazmy, coz umoziuje vlozeni nepiivodnich geni do genomu
zarodku pomoci zavedeni molekul DNA navéazanych na hlavicky spermii.

Pokud by tato metoda byla aplikovatelnd na prasata, poskytla by vysoce ucinnou a
jednoduchou metodu produkce transgennich prasat. Tato metoda navic také vyzaduje pouziti
spermii s posSkozenymi plazmatickymi membranami (fyzikalni procesy, povrchové aktivni
latky). NaruSeni plazmatické membrany spermii umoziiuyje DNA asociovat se
submembranovymi strukturami oocytu, coz hraje dilezitou roli pti ptenosu DNA. Postupy pro
toto naruseni v§ak mohou poskodit jadro spermie a tim znemoZnit embryogenezi.

3.2 Interspecificka ICSI

Techniky asistované reprodukce (ART) jsou Siroce vyuzivany s riznymi cili u mnoha
druhti savct. Jednou z téchto technik je praveé ICSI, kterd zvySuje miru oplozeni v ptipad¢, Ze
je kvalita spermatu Spatna (Penfold et al. 2003). Kvalita spermii se odviji od integrity DNA,
pro jejiz hodnoceni se dd vyuzit nékolik postupli, napt. test akridinovou oranzi, barveni
chronomycinem A3, anilinem a toluidovou modii, TUNEL analyza, jednobunécnéd gelové
elektroforéza nebo kometovy test (Shamsi et al. 2011). Tyto metody typicky vyZaduji relativné
vysoky pocet spermii a vykazuji relativné nizkou citlivost. Navic hodnoceni poskozeni DNA u
intaktnich spermii neni pfili§ pfesné, jelikoZ jejich chromatin je siln€ kondenzovany protaminy.
Hlavicka spermie v cytoplazmé oocytu dekondenzuje a tvoii pronuklea, ve kterych jsou
protaminy nahrazeny histony (Yoshida a Perry 2007). Obecné je tak mozné béhem dvou dnti
vyhodnotit, zda je vybrany vzorek spermatu vhodny pro dalsi pouziti ¢i nikoliv, ptipadné zda
je dany ptsob uchovani spermatu vhodny (Rychtafova et al. 2021).

Nizké kvalita spermatu byva pozorovana napiiklad u divokych kockovitych Selem a
omezuje pouziti umélé inseminace nebo IVF (Wildt et al. 1992). Tento problém se vyskytuje
naptiklad u geparda (Acinonyx jubatus) a levharta (Panthera pardus). U obou téchto druhti byl
pozorovan vysoky vyskyt strukturniho pleomorfismu a abnormalit spermii, zptisobenych
genomickou homozygotnosti mezi jedinci. Ukazalo se, Ze gepardi a leopardi ejakulaty
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obsahovaly 71 a 80 % morfologicky abnormalnich spermii, ve srovnani s 29,1 % u kocky
domaéci (Felis catus). Jelikoz ICST umoziiuje selekci morfologicky normalnich spermii, mohla
by byt dilezita pro podporu reprodukce a zachovani genetické biodiverzity u volné zijicich
kockovitych Selem.

Vzhledem k podobnostem mezi volné Zijicimi druhy kocek a kockou domaci, je mozné
zlepsit produkci embryi pomoci ICSI nebo generovanim mezidruhovych embryi pomoci oocyti
kocky domaci piispét k ochrané divokych druhti kocek, z nichz vétSina je povazovéana za
ohrozené (Moro et al. 2014).

3.3 Princip kompetence oocyti

Kompetence oocytu je schopnost oocytu dozrat, podstoupit Uspésné oplodnéni,
doséhnout stadia blastocysty a dat zivotaschopné a zdravé potomstvo. Vyhodnocovéni této
kompetence je komplexni proces, ktery zahrnuje mnoho po sobé jdoucich, soubéZnych a
vzajemné nezavislych kroki, véetné zrani oocytd, jejich oplodnéni a nésledny vyvoj embrya.
Tuto vyvojovou schopnost ziskava oocyt biosyntézou a/nebo skladovanim mnoha klicovych
molekul (Sirard et al. 2006). V nékterych ptipadech definice zahrnuje i potencial k udrzeni
spravného vyvoje plodu az do porodu. Z hlediska vyvojové biologie tato schopnost zahrnuje
za Gcelem piijeti a integrace sam¢iho genomu, jaderné preprogramovani k totipotenci v zygoté
a aktivace embryonalniho genomu. Vyzkum modelovych organism, jako jsou ¢ervi a mouchy
ukazuje, Ze n€které prvky gastrulace jsou naprogramovany jiz v gameté (Munne et al. 2009)

Vzhledem ke slozitosti zahrnutych biologickych procesii bylo obtizné definovat klicové
udalosti nezbytné pro to, aby oocyt ziskal tento potencial. Nicmén¢ panuje obecna shoda v tom,
Ze tvorba zdravé samici gamety zavisi na koordinovaném vyvoji somatickych a zarode¢nych
bunék v ovarialnim folikulu. Tato koordinace vyzaduje nepfetrzitou vyménu informaci mezi
dvéma bunécnymi kompartmenty. Je zndmo mnoho molekularnich jednotek
zprostfedkovavajicich tento dialog a hormonélni a parakrinni kontrolu. Stale ale néteré
biologické aspekty téchto funkci zlstavaji neobjasnéné. Metabolické spojeni zarodecnych
bunék okolnich granul6znich ¢i kumuléarnich buné€k je dileZitym faktorem této interakce, ktera
Vv kone¢ném diisledku podporuje vyvojovou kompetenci. Dillezitymi determinanty kvality
oocytl jsou 1 jaderna a cytoplazmatické zrani, ke kterym dochazi béhem poslednich fazi zrani
oocytl. Zahrnuté molekularni slozky jsou sice znamé, ale musi byt také uspofadany
V koherentnim planu mechanismu potfebného pro vyvojovou kompetenci (Conti & Franciosi
2018).

Vybér oocytii s nejlepSim vyvojovym potencidlem byl pfedmétem intenzivniho
vyzkumu v poslednich nékolika desetiletich a bylo navrzeno nespocet strategii k dosazeni
tohoto cile. Morfologickd kritéria jsou nejpouzivangjSimi paradigmaty, ale fakt, ze 1
nejnormalnéji vypadajici oocyt nebo embryo muze skryvat aneuploidii, tento pfistup limituje
(Munne et al. 2009) a podnitil tak hledani dynamict&jsich morfologickych kritérii. K lepSimu
pochopeni kvality oocytl byly také pouzity nejnovejsi metody v hodnoceni genové exprese
prostiednictvim transkriptomiky nebo genomiky. Nektera omezeni véetné invazivni povahy
tohoto pfistupu v soucasné dobé& brani jeho Sirokému vyuziti (Freour & Vassena 2017).

Nasleduje obsahly vycet a kratky popis tirovni kompetence oocytt.
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Predstavuji klicové kroky, které charakterizuji vyvoj kompetence:
Schopnost obnovit meidézu

Schopnost déleni po oplozeni

Schopnost vyvinu do stadia blastocysty

Schopnost nidace a vyvoje plodu do faze porodu

Schopnost vyvoje a porodu jedince v dobrém zdravotnim stavu
Schopnost obnoveni meidzy

ook whE

3.3.1 Schopnost oocytu obnovit meiézu

Schopnost oocytu obnovit meidzu je pravdépodobné nejsnaze métitelna a je zakladem
casoprostorové synchronie molekul bunééného cyklu. Jakmile oocyty opusti folikuly, maji
schopnost spontanné obnovit meidézu (Edwards 1965). Nejsou zapotiebi zadné stimulacni latky.
Obnoveni meidzy je indikovano tvorbou prvniho polového téliska nebo pomoci specifického
barveni metafdze. Toto obnoveni meidzy je povazovano za dusledek nepfitomnosti
folikularniho inhibitoru (Hampl & Eppig 1995).

3.3.2 Schopnost déleni oocytii po oplozeni

Schopnost délit se po oplozeni je témét automaticka a je vnitinim potencidlem plné
vyvinutych savéich oocytl, jelikoz k déleni bunky miize dojit i bez oplodnéni, napiiklad
pomoci aktiva¢nich podnétt, jako je elektricky proud nebo etanol (Ware et al. 1989). Pokud
k déleni nedochazi, mize to byt disledkem dysfunk¢ni spermie, ktera nedokazala aktivovat
oocyt nebo oocyt sam nemél schopnost podstoupit prvni bunééné déleni (First et al. 1988).

3.3.3 Schopnost vyvinu do stadia blastocysty

Nejkritictéjsi a zaroven klicovy marker kompetence oocytll béZné pouZivany ve vétsiné
laboratofi. Je znamo, ze oplozeny oocyt dosahne faze blastocysty ve vhodnych kultiva¢nich
podminkach béhem 6-9 dnl. Schopnost zachovat embrya vitalni béhem prvniho tydne vyvoje
je ovlivnéna stavem folikulu, ze kterého je oocyt ziskdn. Protoze vétSina ranych embryi, ktera
nedosdhnou stadia blastocysty, je blokovana uz béhem stadia pfemény gamety na zygotu, ke
kterému dochdazi ve stadiu osmi bunék. Dalo by se fict, Ze nekompetentni oocyty nedokazou
vhodné¢ aktivovat embryonalni genom (Barnes & First 1991).

Bé&hem raného vyvoje je v oocytu akumulovdno mnoZstvi proteini a RNA, coZ je
pravdépodobné zodpovédné za spravnou aktivaci embryonélniho genomu. Vzhledem k tomu,
ze blastocysty lze klasifikovat na zakladé jejich morfologie, je zfejmé, Ze jejich kvalita se 1i8i
Vv zévislosti na kritériich, jako je pocet bun€k, hmotnostni pomé&r buiiky, expanze blastocoelu,
celkovy vzhled atd. Jejich schopnost vyvoje az do porodu nebo pteziti kryokonzervace je také
ovlivnéna morfologii i ptivodem - in vitro nebo in vivo (Dinnyes et al. 2000).
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3.4 Kultivace oocytii in vitro

3.4.1 Optimalni podminky a manipulace s oocyty

Podminky, za kterych je provadén odbér a manipulace s gametami a embryi maji
vyznamny vliv na nasledny vyvojovy potencial embrya. P¥i manipulaci s gametami/embryi je
proto nezbytné, aby faktory, jako je teplota, pH, sloZzeni média atd., byly vzdy optimalizovany.
Tato optimalizace je dulezitd pro minimalizaci stresu béhem odbéru a manipulace. Naptiklad
oocyty a embrya savcil by nikdy nemély byt vystaveny médiu bez aminokyselin. Tato prevence
stresu je nezbytnd, at’ uz je doba manipulace kratkd (méné€ nez pét minut) nebo dlouha (nékolik
hodin), jelikoz mlze ovlivnit vyvojovou kompetenci embryi (Gardner et al. 2004).

3.4.2 Aktivace oocytii

Po splynuti spermie s oocytem, spousti spermie aktivaci oocytu, coz je zdkladem pro
asny embryonalni vyvoj. Uplna aktivace oocytu zahrnuje obnoveni meiozy, vytvoreni druhého
polového téliska (PB), uvolnéni kortikalnich ¢astic a tvorbu samc¢iho a samiciho prvojadra
(Swann & Lai 2016). K aktivaci oocytu dochdzi diky oscilaci Ca2+ v ooplasmé&. Faktorem
zodpovédnym za spousténi téchto oscilaci u savct je specificka izoforma fosfolipazy C ve
spermii (Yoon & Fissore 2007).

V ptipadé druhti jako je ¢lovek, mys, kin a kocka domaci, staci k aktivaci oocytu,
udrzeni vyvoje do faze blastocysty a dokonce porodu zivého jedince, samotnd injekce spermie.

Uspésnost vyvoje kravskych ICSI embryi je mnohem niZ&i ve srovnani s IVF embryi.
Vice nez 90 % oocytd neni po injekci spermie schopno oscilace Ca2+ (Malcuit et al. 2006).
VétSina ICSI embryi proto vykazuje neodpovidajici dekondenzaci spermii a nizkou schopnost
tvorby prvojader, diky ¢emuz ztistava ICSI komplikovanou vyzvou (Aguila et al. 2017).

U ovci je po ICSI vyvoj do stadia blastocysty také nizky, ve srovnani s IVF. Narozdil
od bovinni ICSI neni zptsobena selhanim tvorby prvojadra, ale zastavenim vyvoje vétSiny ICSI
embryi ve stadiu 8 az 16 bun¢k (Gomez et al. 1998). Pozd¢ji bylo dosazeno lepSich vysledk
pomoci chemické aktivace, které ale nesetrvaly do pozdé&jSich stadii (Pereyra Bonnet et al.
2008).

3.4.3 Strategie pro zlepSeni schopnosti tvorby prvojader

Jak jiz bylo zminéno, kravské oocyty nejsou po ICSI schopny aktivace. Velky
ekonomicky zajem o tento druh vsak vedl k vyvoji in vitro reprodukénich systémd, které jsou
uzpusobeny pro pozadavky kravskych embryi. Tvorba samcich prvojader po ICSI vSak zGstava
velmi nizké (Sekhavati et al. 2012).

Da se fici, ze byly vytvofeny dva typy strategii: jedna pusobici na oocyt pomoci
exogennich aktivacnich oSetfeni, druhd plisobi na membrany spermii pomoci predbéznych
oSetfeni.

A konecné, zvlastni pozornost vyzaduje mechanické poskozeni spermie, provadéné
pomoci injek¢ni pipety a piezo systému. Béhem ICSI procedury je pied injekci spermii zdméerné
poskozen bicik. Tento ukon je zasadni pro konecny tspéch procedury (Salamone et al. 2017).
Je znamo, ze pouhy stimul injekce spermie do cytoplazmy zralého oocytu je u koni dostate¢ny
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k aktivaci vyvoje embrya. Opakovanou uspeésnost ICSI u koni Ize vysvétlit obsahem a ucinnosti
koniské fosfolipazy C (PLCg), kterd indukuje piky Ca2+ a k jejimuz uvoliiovani v oocytu
dochazi diky pouziti piezo systému (Choi et al. 2003).

3.4.4 Vliv fragmentace DNA na oplozeni

Vyznam poskozeni DNA spermii byl prokdzan studiemi, ve kterych mira poskozeni
DNA korelovala s riznymi ukazateli plodnosti, jako je oplozeni schopnost, schopnost $té€peni
embryi, mira implantace, bfezost a narozeni zivého potomka. Pokud DNA spermii neni schopna
po vstupu do ooplazmy kondenzovat, nemusi dojit k oplozeni. S vy$§i mirou poskozeni DNA
spermie se zvysSuje pravdépodobnost potratu (Spano et al. 2000).

Role standardnich parametr pro hodnoceni spermii se stdva v oblasti asistované
reprodukce diskutabilni. ART obchazi mechanismy ptirozeného vybéru a tim se zvySuje Sance
spermie s abnormalnim genomovym materialem na oplozeni oocytu (Aitken 1999).

O vlivu poskozeni DNA spermii na vysledky po ART existuji rozsahlé studie. VétSina
Z nich prokédzala vyznamné negativni korelace s vyslednymi parametry plodnosti. Nékteré
studie korelaci mezi mirou poskozeni DNA a mirou oplozeni neprokazaly, ale poukéazaly spiSe
na asociace mezi poskozenim DNA a postfertilizaénim vyvoji embrya.

Mnoho studii s vyuzitim metody ICSI prokazalo nizkou korelaci mezi mirou oplozeni
a mirou poskozeni DNA. To poukazuje na fakt, Ze metoda ICSI obchdzi mnoho aspekti
prirozeného vybéru a umoziuje tak spermii s poSkozenou DNA oplodnit oocyt. VétSina téchto
studii nicméné zjistila souvislost s mirou gravidity, z ¢ehoz vyplyva, ze embryo vyuziva urcité
mechanismy, které zabranuji prenosu defektniho genomového materialu na potomstvo.

Rozdil v pozorovanich lze také vysvétlit heterogenitou technik pouzitych k méteni
poskozeni DNA a studované populace (Agarwal & Allamaneni 2004).
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4 Metodika
4.1 Metodika ICSI

Metoda ICSI zahrnuje pouziti slozitého vybaveni, vCetn¢ inverzniho mikroskopu
spojen¢ho s mikromanipulaénim systémem. Mikromanipulator v podstat¢ prevadi
makroskopické pohyby na mikroskopické, coz umoziuje manipulaci s gametami. Je vybaven
dvéma rameny, jedno pfipojené k manipulacni pipeté (holding pipete) a druhé k injekéni pipete,
ktera je v n¢kterych ptipadech ptipojena k systému s piezoelektrickym pohonem.

Manipulaéni pipeta zachyti oocyt tak, aby jeho polové télisko (PB) bylo v poloze 6 nebo
12 ve sméru hodinovych ruci¢ek. Injekéni pipeta, pouzivana pro imobilizaci a drzeni jedné
spermie, projde membranou oocytu metafaze II a ulozi spermii do cytoplazmy. Geneticky
material oocytu se ofekavd v blizkosti PB, proto je polohovani oocytu dilezité, aby se
minimalizovalo poSkozeni chromozomil nebo vieténka (Salamone et al. 2017).

Metodologii ICSI podrobné popsalo nékolik autorti (Yoshida & Perry 2007, Stein &
Schultz 2012, Simopoulou et al. 2016).

Pokud jde o pfipravu vzorku spermatu, v zavislosti na kvalité a pouzitém druhu mohou
byt do ICSI protokoli zahrnuty metody pro selekci pohyblivych spermii, jako je swim-up
metoda nebo separace pomoci hustotniho gradientu. Vzhledem k tomu, Ze je potfeba pouze
jedna spermie na 1 injikovany oocyt, kazdou pejetu s mrazenym spermatem lze odstfihnout na
n¢kolik ICSI davek (Rader et al. 2016).

Po rozmrazeni a selekci spermii je kritickym krokem jejich imobilizace. Za timto
ucelem se vyuziva polyvinylpyrrolidon (PVP) - roztok s vysokou viskozitou, ktery snizuje
pohyblivost spermii (Hyakutake et al. 2015). Pomaly pohyb spermie v PVP umoziiuje ptilozeni
injek¢ni pipety pies bic¢ik spermie a odlomit jej o dno manipula¢ni misky. Vysledné naruseni
bi¢iku spermie nejen usnadiiuje manipulaci se spermii, ale také se predpoklada, Ze usnadiuje
dekondenzaci hlavicky a aktivaci oocytu, coz jsou zékladni kroky béhem cCasného vyvoje
embrya (Morozumi et al. 2006). Odolnost bi¢iku vici jeho naruSeni se u jednotlivych druhti
zvitat lisi, naptiklad u byka je pomérné vysoka.

Pro ICSI jsou vyuzivany komercni nebo rucné vyrdbéné pipety. Protoze se velikost
spermii u jednotlivych druhti 1isi, je tfeba pouzit injekéni pipety s rliznymi vnitinimi priméry.
Tvar pipety dale zavisi na pouzitém systému. Zatimco pro konvenéni metodu nebo laserem
podporovany systém se vyuzivaji zkosené ostré pipety s hrotem. Pii vyuziti piezoelektrického
systému se pouzivaji pipety tupé. Piezoelektricky aktuator je pfipojen k mikromanipula¢nimu
systému (Smits et al. 2012).

Dal$im kritickym krokem je penetrace oolemy. Pokud je pouZit piezoelektricky
aktuator, je postup zna¢n¢ jednodussi. V ptipad¢, Ze piezoelektricky systém neni k dispozici,
bude se obtiznost postupu lisit v zavislosti na elasticité membrany oocyti, kterd se mezi druhy
lisi.

Piezo-ICSI je modifikovana forma mikroinjekce, ktera je uspésné vyuzivana v mySim
IVF-ICSI jiz déle nez tii desetileti. Vyuziva piezoelektricky aktuator (vibrac¢ni krystalova
zakladna) pro umoZnéni mikroinjekce pomoci pipety s tupym koncem. Piezo pulz slouZzi
Kk proraZeni cytoplazmatické membrany a umoziuje uloZeni spermie ptimo do cytoplazmy, a to
bez nutnosti aspirovat cytoplazmu. Bylo publikovano nékolik studii dokazujicich, ze piezo-
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ICSI zvySuje miru oplozeni a snizuje rychlost degenerace oocytll ve srovnani se standardnim
vyzaduje pouziti provozni kapaliny se setrvacnou hmotou uvniti mikroinjekéni pipety pro
aktivaci piezo pulsu. Tato kapalina, ktera je potiebna pro piesné ovladani pulzu, byva rtut’ nebo
fluorinert. Ani u jedné z téchto kapalin neni prokazana klinicka bezpe¢nost (Zander-Fox et al.
2021).

4.2 Vyuziti ICSI pro hodnoceni integrity DNA spermii

4.2.1 Prehled biologického a laboratorniho materialu

Tato prace byla vypracovana na zaklad¢ experimentil a s nimi spojenych ¢innosti, které
byly provadény ve Vyzkumném ustavu Zivo€isné vyroby v Uhfinévsi, v laboratofich Oddéleni
biologie reprodukce. Veskery materidl, biologicky, laboratorni a pfistroje byly ze zdroji
vyzkumného ustavu.

4.2.1.1 Modelové organismy

Mysi oocyty

Pro ucely diplomové prace byly pouzity laboratorni mysi kmene BDF1 a CD1 (Velaz
s.r.0.). Konkrétné samice ve v€ku od 6 do 12 tydnii. MySi oocyty byly vybrany na zaklad¢
morfologickych, fyziologickych a ekonomickych kritérii. Absence lipidovych granul umoziuje
lepsi viditelnost bunéénych struktur. Naptiklad prvojadra, kterd se tvoii po splynuti gamet, jsou
diky tomu pozorovatelnd svételnou binolupou. Déle pak mysi oocyty obsahuji mnozstvi
varianty histonu H2AX, coZ umoziuje jeho detekci fluorescenci.

Yoshida a Perry (2007) doporucuji inbredni kmen B6D2F1, jelikoz se tyto mysi dobie
rozmnoZzuji a efektivné ovuluji. Jejich oocyty jsou v porovnani s jinymi kmeny odolnéjsi pro
mikromanipulace a jejich embrya se uspésné vyviji v in vitro i in vivo podminkach.

Veskeré manipulace a ¢innosti spojené s experimentem byly provadény v souladu se
smérnici 2010/63/EU o ochrané zvifat pouZivanych pro védeckeé ucely.

Spermie

Spermie vyuzit¢ v tomto pokusu, byly odebirany od samcti plemene koza bild
kratkosrsta, které patii mezi genetické zdroje Ceské Republiky. Insemina¢ni davky byly pro
tento pokus rozdé€leny do tti skupin na zakladé pouzitého tedidla, zplisobu odbéru spermii a
mista, kde byly tyto odbéry provedeny (viz tab.)

Tabulka 1: Rozd¢leni skupin spermii

Oznaceni skupiny redidlo zpiusob odbéru misto odbéru

1 AndroMed um¢la vagina 1.ZAS Chorusice
2 AndroMed elektroejakulace CZU, Praha

3 BullXCell elektroejakulace CZU, Praha
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Tabulka 2: Porovnani slozeni fedidel

AndroMed BullXCell
redestilované voda redestilovana voda
glycerol glycerol

kyselina citronova kyselina citrénova
cukry cukry (fruktoza)
pufry pufry

ATB ATB

Tris pufr Fosfolipidy

Vajecny zloutek (1:4)

4.2.1.2 Chemikalie, roztoky a média

Nazev / oznaceni Vyrobce / dodavatel

Ethanol P-LAB, Praha, CZ

Mineralni olej Sigma-Aldrich, St. Louis, USA
Paraformaldehyd (PFA) Sigma-Aldrich, St. Louis, USA
Rtut’ P-LAB, Praha, CZ

M2 medium Sigma-Aldrich, St. Louis, USA
EmbryoMax KSOM Millipore, Praha, CZ

hCG Intervet, Boxmeer, The Netherlands
Sergon (PMSG) Bioveta, [vanovice na Hané, CZ
Hyaluronidaza Sigma-Aldrich, St. Louis, USA
Albumin z bovinniho séra (BSA)  Sigma-Aldrich, St. Louis, USA
PBS Sigma-Aldrich, St. Louis, USA
Phospho-Histone H2A.X Cellsignal, USA

Rabbit mAb

Alexa Fluor Donkey anti rabbit Jackson ImmunoResearch, Ely, UK
Montovaci medium ProLong Invitrogen by Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA,
Gold (Antifade Reagent with USA

DAPI)

Triton X-100 Sigma-Aldrich, St. Louis, USA
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Slozeni manipulaéniho média M2 je dilezitym komponentem a miize ovlivnit nasledny
vyvoj embrya. Vyuziti média M2 se doporucuje pro manipulaci s myS$imi embryi a gametami
pfi laboratorni teploté. M2 médium je modifikovanou alternativou média M16, kdy jsou smési
bikarbonatu nahrazeny HEPES bufferem ((4-(2-hydroxyethyl)-1-piperazineethanesulfonic
acid), ktery umoznuje relativné dlouhou manipulaci mimo CO2 inkubator, jelikoz udrzuje
stabilni pH. Je doplnéno také antibiotickymi slozkami a jako zdroj energie slouzi obsazené
pyruvaty a laktaty, jelikoz naptiklad glukoza neni pro vyvoj embryi vhodnym zdrojem energie
—nedokazi ji ve fazi vyvoje efektivné vyuzivat. Manipula¢ni média vyzaduji pufrovaci systém,
ktery udrzuje pH béhem manipulace. Jsou doporu¢ovana média na bazi HEPES nebo MOPS.
Bez ohledu na fazi vyvoje nebo druh gamet a embryi jsou aminokyseliny (alanin, asparagin,
asparat, glutamat, glycin, prolin, serin) nezbytnou soucdsti manipulacnich médii. Tyto
aminokyseliny maji zdsadni roli pfi udrzovani vitality gamet a embryi tim, Ze ptsobi jako
osmolyty, pH pufry, energetické substraty a cheldtory. I kratkodobd expozice (p€t minut)
embryi manipula¢nimu médiu postradajiciho téchto sedm aminokyselin ma $kodlivy t¢inek na
nasledny vyvoj. Manipulaéni média by méla byt pouzivéna pii pH 7,2-7,3, protoze toto je
fyziologické intracelularni pH pro sav¢éi embrya. To je dilezité hlavné pro manipulaci s oocyty,
protoze se zda, Ze nemaji zadny aktivni transportni systém pH. Manipulacni média jsou obvykle
doplnéna sérovym albuminem (BSA, HSA) nebo syntetickou makromolekulou jako je PVA
(poly-vinyl alcohol). (Gardner et al. 2004)

Ptiprava roztokd:

- PBS:

o 200 ml redestilované vody a jedna tableta PBS. Roztok je nasledné ve
sterilnich nadobach umistén do lednice.

- PVP (fedéné v M2)

o 1,2gPVP v 10 ml M2 média. Po rozpusténi PVP vznika viskdzni tekutina,
ktera byla rozdé€lena do alikvot a umisténa do lednice.

- Manipulaé¢ni medium M2

o Vysledny roztok M2 obsahuje 0,1 % BSA (1 mg BSA + 1 ml média M2)
- PBS/BSA
o BSA je rozpusténo v cCistém PBS roztoku. Vysledny roztok s 1% a 3%
koncentraci BSA.
- PBS/Triton
o Roztok pfipraven nafedénim tritonu X-100 v ¢istém roztoku PBS (20 pl
Tritonu v 10 ml PBS)
- PBS/Paraformaldehyd
o 200 mg paraformaldehydu bylo rozpousténo v 5 ml Cistého roztoku PBS pii
60-70 °C na magnetické michacce
- Hyaluronidaza
o Roztok hyaluronidazy v PBS v koncentraci 0,1 %.
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4.2.1.3 Pristroje

Invertovany mikroskop Olympus [X71
Mikroinjektor Eppendorf CellTram
Mikromanipulator Eppendorf PiezoXpert
Lupa Nikon SMZ645

CO2 inkubator SANYO MCO-17AIC
Laminarni box ThermoScientific MSC
Fluorescen¢ni mikroskop Olympus BX51
Otavovac kapilar MicroForge MF-900

Vytahovac kapilar Puller Sutter P97
Sterilizator EcoCell

Laboratorni centrifuga Eppendorf MiniSpin

4.2.1.4 Ostatni laboratorni materialy
Sklenéné kapilary - holding (1.0x0,58x100mm)
Sklenéné kapilary - mikroinjek¢ni (1.0x0.78x150mm)
Zkumavky Nunc 15 ml
Parafilm Bemis
Petriho misky Nunclon Delta Surface
4well miska Nunc IVF Multidish
Podlozni skla KnittelGlass 76x26 mm

Kryci skla Glaswarenfabrik 12mm
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Olympus, Praha, CZ

Eppendorf, Ri¢any, CZ
Eppendorf, Ri¢any, CZ

Nikon, Praha, CZ

Schoeller, Praha, CZ

Thermo Fisher Scientific, DNK
Olympus, Praha, CZ

Narishige, Tokyo, JAP

Sutter Instrument, Novado, USA
Labor-Komplet, Praha, CZ

Eppendorf, Ri¢any, CZ

Harvard Apparatus, UK

Harvard Apparatus, UK

Thermo Fisher Scientific, DNK
P-LAB, Praha, CZ

Thermo Fisher Scientific, DNK
Thermo Fisher Scientific, DNK
Waldemar Knittel, DE

Glaswarenfabrik Karl Hecht, DE



4.2.2 Vyroba mikromanipulacnich pipet

Vyroba mikromanipulac¢nich pipet vyzaduje specializované vybaveni. Postupii na jejich
vyrobu existuje velké mnozstvi, v zavislosti na ucelu. Oesterle (2008) publikoval ptiruc¢ku pro
vyrobu manipulacnich pipet, ve které¢ uvadi mnoho nastaveni programu pro vytahovac.

Mikromanipulaéni a holdingové pipety byly nejdiive pomoci vytahovace kapilar Puller
Sutter (viz obr. ¢. 1) vyrobeny ze sklenénych kapilar znacky Harvard Apparatus. Programy pro
vytazeni holdingovych a mikromanipula¢nich pipet se lisi. Z jedné sklenéné kapilary tedy byly
ziskany dvé pipety, které jsou poté opéct v zavislosti na ucelu a typu (mikroinjekéni nebo
holdingova) upraveny, vhodné tvarovany a taveny pomoci otavovacky kapilar Microforge MF-
900 (viz obr. ¢. 2).

.
SUTTER INSTRUMENT CO.

Obrazek 1:

Puller Sutter

Obrazek 3: Detail vytahovani pipety
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Holdingova pipeta Harvard Apparatus (1.0 OD x 0.58 ID x 100 L mm)
Uprava v otavovadce:

h

Obrazek 4: holdingova pipeta pied otavenim (foto autor)

Obrazek 5: otavena holdingova pipeta (foto autor)

4

%1

Obrazek 6: ohybani holdingové pipety (foto autor)
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Mikroinjekéni pipeta Harvard Apparatus (1.0 OD x 0.78 ID x 150 L mm)

Obrazek 7: neupravend injek¢ni pipeta (foto autor)

Obrazek 8: upravena injekéni pipeta (foto autor)
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4.2.3 Hormonalni stimulace samic a izolace oocytu

Superovulace byla u mys$ich samic vyvolavana v zasadé podle Rychtarové et.al.2021),
s drobnymi modifikacemi. 5-7 IU hormonu PMSG (pregnant mare serum gonadotropin).
Hormon PMSG je dobfe znamy hormon vyuZivany spolu s gestagenem k vyvolani a
zefektivnéni ovulace napiiklad pfed umélou inseminaci. Jedna se o placentarni glykoprotein
ziskavany ze séra btezich klisen a je vylucovan z endometridlnich kaliSsk v déloze btezich
Klisen. Tento hormon byl aplikovan intraperitonealné, s naslednou aplikaci hormonu hCG po
46-47 hodinach.

Samice byly 16-17 hodin po aplikaci hCG v souladu se Smérnici Evropského
parlamentu a Rady vlady z 22. zafi 2010 (2010/63/EU) o ochran¢ zvifat pouzivanych pro
védecké ucely usmrcovany (dislokace michy v oblasti kréni patete) a z jejich bfisni dutiny byly
izolovany vajeéniky (Vviz obr. ¢. 9). Vajecniky byly vZdy bezprostfedné po vyjmuti umistény do
Petrtho misky s manipula¢nim médiem M2, které bylo miniméalné¢ pil hodiny pfedem
temperovano na 36,4 °C (viz obr. ¢. 10).

Pod svételnou binolupou byl z ampule vejcovodu (viz obr. ¢. 11, 12) izolovan kumulo-
oocytarni komplex. Tento ,,shluk“oocytli a kumuldrnich bunék byl nasledné po dobu nékolika
sekund promyvan v 0,1% roztoku hyaluronidazy, kterda umozni odlou¢eni kumularnich bunék
(viz obr. ¢. 13). Ty byly nasledné odstranény pomoci sklenéné kapilary s vnitinim pramérem
jen o malo vétsim, nez je samotny oocyt. Samotné oocyty byly poté znovu promyty

v manipula¢nim médiu M2 (viz obr. ¢. 14). Je dilezité oocyty zbavit zbytkové hyaluronidazy
jesté pred tim, nez jsou pfemistény do kultiva¢niho média KSOM. V kultivaénim médiu jsou
pfesunuty do inkubatoru, kde je vhodné je nechat pfed mikromanipulaci zotavit z procesu
izolace.

Obrazek 9: izolace vaje¢niku (foto autor) Obrazek 10: izolované vaje¢niky v kapkach M2
(foto autor)
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Obrazek 11: vaje¢nik s nalevkou s ovulovanymi oocyty (foto autor)

r

™

Obrazek 12: protrzeni nalevky a vyplaveni oocyti (foto autor)

Obrazek 13: izolované oocyty s kumularnimi buiikami (foto autor)

-

Obrazek 14: oocyty zbyvené kumularnich bun¢k (foto autor)

27



4.2.4 Priprava spermii pro ICSI

V pokusu byly vyuzity tfi skupiny kryoprezervovanych spermii. Konkrétné se liSily
pouzitym fedidlem (AndroMed/BullXCell) a zpusobem odbéru (uméla vagina nebo
elektroejakulace). Pied kazdou ICSI byla ustfizena piiblizné 0,5 cm dlouha ¢ast pejety, ktera
byla pfiblizn¢ na 10-15 sekund vyjmuta z ze zasobniho kontejneru. VEtsi ¢ast pejety urcena k
dalSimu uchovéni byla poté vlozena zpét. Sperma z odstiizené ¢asti uréené pro ICSI bylo
rozmrazeno a roziedéno v 100 ul ¢istého manipulacniho média M2. Tento roztok byl nasledné
v 500ul zkumavce centrifugovan. Sediment obsahujici spermie byl nasledné pomoci pipety
odebran, znovu nafedén v Cistém médiu a centrifugovan. Potiebujeme jednotlivé spermie,
nefeSime koncentraci ale oplach spermii od fedidla s kryoprotektivni slozkou.

Z takto precisténého sedimentu spermii bylo poté tésné pred ICSI odebirano 20 pl
spermii (fadové stovky spermii- pro zachovani pichlednosti a moznosti vybéru konkrétni
spermie), které bylo nasledné vyuZito pro samotnou manipulaci v kapkach média na
manipula¢ni Petriho misce.

4.2.5 Priprava na mikromanipulaci

Pro mikromanipulaci byly vyuzivany plastové Petriho misky (Nunclon Delta Surface).
Do téchto misek bylo napipetovano nékolik kapek (viz obr. ¢. 15).

/// : 1)

' (2)
3)

, 4)
\ ’ 5)

Obrazek 15: 1 — promyvaci kapky M2; 2 — PVP; 3 - centrovaci kapka M2; 4 — kapky M2 se
spermiemi; 5 — manipula¢ni kapky (foto autor)

Petriho miska s kapkami se poté zalije mineralnim olejem tak, aby kapky zistaly pod
hladinou mineralniho oleje. Do takto pfipravené manipula¢ni misky byly poté piesunuty
Spermie a oocyty urcené k injikovani.

Dale kultivaéni 4-well misky (viz obr. ¢. 16) obsahujici v kazdé jamce cca 700 pl
kultiva¢niho média. Tti z téchto jamek slouzi k promyvani oocytli po manipulaci a jedna pro
finalni kultivaci oocytt.

Obrazek 16: kultivacni 4-well miska
(http://www.spllifesciences.com/en/m21.php?cate=1&idx=236)
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Injekce spermie (ICSI) byla provadéna na manipulatoru (viz obr. ¢. 17) pti laboratorni
teploté. Jesté pred umisténim oocytii do kapek manipulac¢ni misky, bylo provedeno sefizeni
(optimalni hladina, thel, vzdalenost rtuti od Spicky injekéni pipety, atd.) holdingové a
mikroinjek¢éni pipety v centrovaci kapce M2. Po sefizeni byla mikroinjek¢éni pipeta piesunuta
do PVP a nékolikandsobnym nasatim roztoku byla lubrikovdna pro snaz$i manipulaci se
spermiemi. PVP ulpi na vnitini sténé pipety, proto je nutné veskeré zbytkové PVP z pipety
vypustit jesté pred samotnou manipulaci. Zabrani se tak injikovani mnozstvi PVP do oocytu a
jeho nasledné apoptoze.

Je vhodné zminit, Ze samotné detaily tohoto procesu, jako naptiklad rozmisténi a pocet
kapek nebo tvar a tihel kapilér, jsou velmi individudlni a odviji se od preference laboranta.

Obrazek 17: mikromanipulator Eppendorf (foto autor)

426 ICSI

Pii této praci byl zvolen postup, kdy byly pomoci mikroinjekéni pipety spermiim
odd¢leny biciky a jejich hlavicky byly presunuty do manipulaénich kapek s M2. Vyhoda tohoto
postupu byla spatfena v eliminaci pisobeni ptipadnych zbytkovych kryoprotektant a jinych pro
oocyt toxickych latek.

Po rozmisténi hlavicek spermii do jednotlivych manipula¢nich misek byly oocyty
z inkubatoru presunuty do kapek promyvacich (postupné do vSech) a nasledné¢ do kapek
manipulacnich.

Umisténi spermii a oocytll a jejich pfesuny nejen mezi médii, ale i inkubitorem a
manipulatorem, jsou kritické kroky. Je nutné dbat opatrnosti pii préci se sklenénou kapilarou
(vhodna velikost, bez poskozeni) a pocitat s riznymi hustotami a viskozitami roztoki, které
mohou veSkeré manipulace zkomplikovat. Naptiklad PVP se vyuziva pro jeho lubrikacni
vlastnosti, které umoznuji hladsi pohyb spermii uvnitt pipety, ale jeho sloZeni a viskozita
negativné pusobi na oocyty a komplikuje manipulaci, diky ¢emuz miize dochazet k poskozeni
nebo ztraté¢ oocytl. Pro pfemistovani oocytl byly pouzivany sklenéné kapilary s gumovou
dutinkou (viz obr. ¢. 18) pro ru¢ni regulaci tlaku v kapilate, které¢ umoziuji jemné nasati oocytu
a jeho opétovné vypusteéni. Tyto kapildry musi byt optimalné Siroké a bez jakéhokoli poSkozeni
a prace s nimi vyZaduje cit a preciznost laboratorniho technika. Umoziiuje vSak narozdil od
elektronickych ¢i mechanickych pipet velmi kontrolované a pro oocyty vhodnéjsi zachazeni.
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4
Obrazek 18: sklenéna kapilara pro ru¢ni manipulaci s oocyty
https://www.hilgenberg-gmbh.de/en/products/pipettes/mini-pipettes/

Pro samotnou mikromanipulaci byly vyuzity jiz zminéné holdingové a mikroinjekéni
pipety. Holdingova pipeta byla umisténa na levé rameno manipulatoru, mikroinjek¢ni pipeta
pak na pravé rameno s Piezo systémem.

Jesté pfed samotnou manipulaci je nutné do mikroinjekéni pipety aplikovat malé
mnozstvi rtuti, ktera slouZi jako vodici material pro elektricky pulz. Nésledné je tato pipeta jiz
pomoci mikromanipuldtoru naplnéna z kapky PVP, které slouzi pro lubrikaci vnitini stény
kapilary a usnadnuje tak manipulaci se spermiemi. PVP je pro oocyty toxicky, je tedy tieba
pipetu pred samotnou injekci fadné proplachnout v kapkach manipula¢niho média M2.

Nasledné jsou oocyty pomoci holdingové pipety jemnym nasatim zachyceny nejen za
zona pellucida (ZP), ale i za cytoplazmatickou membranu (viz obr. ¢. 19). Pfichycenim
cytoplazmatické membrany je zaji$téno, aby nedoslo k nezddoucimu pohybu pii mikroinjekei.
Velmi dilezita je pii manipulaci také poloha déliciho vieténka. To by se po zachyceni oocytu
mélo optimalné nachéazet na pozici 12 nebo 6 hodin.

Obrazek 19: A —zona pellucida; B — cytoplazmaticka membrana; C — polové télisko; D — oblast
déliciho vieténka (foto autor)

Pomoci mikroinjekéni pipety jsou spermie nasledné pfitlateny ke dnu Petriho misky a

vertikdlnimi a horizontadlnimi pohyby je jim odstranén bic¢ik. Hlavi¢ka spermie je nasledné
nasata do mikroinjekéni pipety (viz obr. €. 20 — A).
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Obrazek 20: A — spermie v injek¢ni pipeté; B — misto priniku injekéni pipety (foto autor)

Obrazek 21: A — misto naruseni ZP; B -

Mikroinjekéni pipeta se jemné ptilozi k zona pellucida (viz obr. ¢. 20 — B) a je aktivovan
silngjsi elektricky pulz (piezzo), ktery narusi ZP (viz obr. ¢. 21 — A) a umozni prunik pipety do
oocytu. Je dilezité, aby byla mikroinjekéni pipeta zbavena ¢asti ZP (viz obr. ¢. 21 — B) jesté
pted samotnou injekci spermie.

Obrazek 22: A — injek¢ni pipeta piilozena k cytoplazmatické membrané (foto autor)




Obrazek 23: A — prohnuti cytoplazmatické membrany oocytu (foto autor)

Pipeta se pfilozi k cytoplazmatické membrané (viz obr. ¢. 22 — A) a jemnym tlakem
dojde k jejimu prohnuti (viz obr. ¢. 23 — A), béhem kterého je pak aktivovan pulz slabsi pro
poruseni membrany tak, aby nedoSlo k destrukci cytoplazmatické membrany a vyliti
cytoplazmy.

Nasledné je hlavicka spermie vypusSténa do cytoplazmy oocytu s co nejmenSim
mnozstvim manipula¢niho média, a to co nejblize smérem k holdingové pipeté (viz obr. ¢. 24
— A), spermie by tedy méla byt umisténa na opacny konec oocytu vi¢i mistu praniku injekéni
pipety. Mikroinjekéni pipeta je nasledné opatrné a pomalu vytazena z oocytu a poté je mozné
uvolnit cely oocyt z holdingové pipety. Nekdy je doporucovano béhem vytahovani injekéni
pipety jemn¢ nasat cytoplazmu a vytvofit pomoci ni “zatku” v otvoru po injekéni pipeté (viz
obr. ¢. 25— A).

Obrazek 24: A — hlavicka spermie v cytoplazmé oocytu (foto autor)

Obrazek 25: A — vytazeni injek¢ni pipety a vytvoreni zatky (foto autor)
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Oocyty byly nasledn¢ po ICSI omyty od manipula¢niho média M2 a pfemistény do
média kultivaéniho (KSOM) a uloZeny na 8-9 hodin do inkubatoru. Po uplynuti této doby by
se oocyty mély nachazet ve vyvojové fazi PNS5 (viz obr. €. 26). V této fazi jsou poté vyjmuty z
kultiva¢niho média, podrobena fixaci a imunofluorescen¢nimu barveni.

3 Fast (0-0.5 h)
Q Medium (0-0.5 h)

Reconstruction

Obrazek 26: znazornéni vyvoje oplozeného oocytu (Scheffler K. et al. Two mechanisms drive
pronuclear migration in mouse zygotes. Nat Commun 12: 841)

Diivodem pro vyuziti metody ICSI v tomto pokusu byl fakt, Ze poskozeni DNA je
nejlépe vyhodnocovdno za podminek, ke kterym dochazi pti splynuti gamet - rozvinuti
chromozomti/dekondenzace. Po vytvofeni zygoty je mozné pomoci fluorescencniho barveni
rozlisit sam¢i a samici prvojadro a na zaklad€ intenzity fluorescence nasledné vyhodnotit miru
poskozeni DNA.

4.2.7 Fixace oocytii a imunofluorescen¢ni barveni

Dtvodem pro vyuZiti metody ICSI v tomto pokusu byl fakt, Ze poSkozeni DNA spermii
je nejlépe vyhodnocovano za podminek, ke kterym dochazi pifi splynuti gamet - rozvinuti
chromozomti/dekondenzace. Optimalni fazi vyvoje je faze PNS, které je ale zygota schopna
dosdhnout pouze za ptredpokladu, Ze nedoslo k jejimu poSkozeni a samotna injekce spermie a
naslednd kultivace oocytli byla provedena precizné. Po vytvofeni zygoty je mozné pomoci
fluorescenéniho barveni rozli§it saméi a samiéi prvojadro, zviditelnit struktury zygoty a
vyhodnotit jeji vyvoj. Vzhledem ke komplikovanosti celé procedury byly zaznamenéany rizné
vysledky.

Obrazek 26: zygota v neoptimalni fazi (PN4) Obrazek 27: partenogeneticky aktivovany
(foto autor) oocyt (foto autor)
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Obrazek 28: reprezentativni piiklady intenzity fluorescence, A — DAPI, B - yH2AX (foto autor)

Ptiblizn¢ 8-9 hodin po ICSI byla provadéna fixace injikovanych oocytt, a to za pouziti
4% PFA (paraformaldehyd).

Fixace je zdkladnim procesem v histochemickych a cytochemickych vyzkumech, pfti
kterych lze pozorovat mikroskopické struktury, jez byly vhodné zpracovany a oSetfeny proti
autolytickym jevim. Paraformaldehyd je polymerizovand forma formaldehydu (FA) a je
obecné upfednostiiovan pied FA, jelikoz zasit'uje aminoskupiny bez zmény terciarni struktury
proteinli. Bunééné struktury tak zlstavaji relativn€ dobte zachovany a zarovei si zachovavaji
prostupnost pro specifické protilatky (Celikkan et al. 2020).

V roztoku PFA byly oocyty ponechany po dobu 15 minut. Dal§im krokem byla
permeabilizace membrany oocytu pomoci 0,2% Tritonu, také 15 minut.

Neiontovy detergent Triton X-100 je jednim z nejcastéji vyuzivanych cinidel
vyuzivanych pro zachovani prostupnosti membrany, jelikoZ interaguje s lipidovymi
dvojvrstvami, které tvofi membrany bunék (Mattei et al. 2011)

Nasledna blokace po dobu 1 hodiny byla realizovana v 3% PBS BSA.

Oocyty byly nasledné imunofluorescenéné barveny pomoci primarni protilatky (ozn.
Phospho-Histone H2A.X — Rabbit mAb). Tato protilatka byla nafedéna v poméru 1:800 v 1%
roztoku PBS/BSA. Do tohoto roztoku s primarni protilatkou byly umistény injikované oocyty
a poté kultivovany po doby 12 hodiny pfi teploté 4 °C. Po uplynuti této doby byly zygoty znovu
proplachnuty v 1% roztoku PBS/BSA a nasledn€ po dobu 1 hodiny kultivovany v sekundarni
protilatce (Alexa Fluor donkey anti rabbit - 1:1000 v 1% PBS/BSA). Dilezité je také, aby byly
jednotlivé kroky barveni provadény v temnu. Poté byla sekundarni protiladtka znovu tiikrat
odmyta v 1% roztoku PBS/BSA (3x15 minut).

Fluorescencné barvené zygoty byly néasledné umistény do kapky montovaciho média
ProLong s DAPI (pro zobrazeni fluorescence). Tyto preparaty pak byly vyhodnocovany
fluorescenénim mikroskopem Olympus BX51.
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5 Vysledky

5.1.1 Hormonalni stimulace samic - ovulace oocyti

V tomto experimentu bylo pouzito 45 mysich samic (BDF1). Bylo provedeno 24 ICSI
procedur (viz. tabulka ¢.3: Vychozi data jednotlivych procedur). Dvé mysi slouzi jako pojistka
pro ptipad, Ze by u jedné z nich selhala hormonélni stimulace a mys tak nebyla v optimalni fazi
cyklu pro ziskani oocyti ve fazi MII. Pokud byla pouzita jedna mys, bylo to z divodu
omezeného poctu laboratornich zvirat.

Z ovulovanych oocytt, které byly vyjmuty z ampule vejcovodu, se daly ptiblizné dvé
tietiny z nich oznacit jako morfologicky kvalitni a v optimalni fazi - tedy metafdzi 1. V
nékterych pripadech §lo o oocyty s zadnym nebo vice nez jednim poélovym téliskem,
nefyziologicky vypadajici cytoplazmou (viz obr. ¢. 29), nebo neoptimalnim stadiem vyvoje
(ptitomnost zarode¢ného vacku). Tyto oocyty byly z dalSiho zpracovani automaticky vyfazeny.

Obrazek 29: nevhodné oocyty (foto autor)

Obrazek 30: optimalni oocyt (foto autor)
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5.2 Uspénost ICSI

Celkem bylo v ramci tohoto experimentu provedeno 24 ICSI procedur. Jak bylo
zminéno, oocyty byly pro injikovani vybirany na zakladé faze jejich vyvoje, stavu polového
téliska, cytoplazmy a cytoplazmatické membrany. Optimalni faze vyvoje oocytu je pro ICSI
metafaze II (viz obr. ¢. 30) je tedy na oocytu viditelna oblast se zvySenym obsahem aktinu - je
oproti zbytku cytoplazmy mirné¢ vypoukla a nachazi se zde délici vieténko. Korektni oocyty
zustavaji kompaktni, jsou pravidelného kruhovitého tvaru a jejich cytoplazma vypliuje vétSinu
oblasti pod ZP.

Na zékladé téchto aspekt bylo ICSI provedeno celkem u 714 oocytl. Manipulaci a
samotnou injekci spermie do ooplasmy piezilo 521 oocyti. Je vSak potieba zminit, Ze samotna
zivotaschopnost injikovaného oocytu velmi uzce souvisi nejen s pouzitim nejmodernéjSich
nastrojii a podminkami prostiedi laboratote, ale i dovednostmi technika, ktery proceduru ICSI
provadi. Od toho se odviji i statistické zpracovani dat. V ptipad€ tohoto experimentu bylo
jednim z cilti praktické provedeni ICSI a ziskani zkusenosti. Fakt, ze zkuSenosti byly rozvijeny
spolu s experimentem, hraje diilezitou roli pii jeho vyhodnocovani. Ovliviiuje totiz vysledky
natolik, Ze nebylo mozné jednoznacné¢ prokazat vliv studovanych aspektti jednotlivych skupin,
jako je druh fedidla a zptsob odbéru.

Byla v8ak prokazana moznost vyuziti metody ICSI pro hodnoceni integrity DNA. Diky
této mikromanipulaéni technice je mozné studovat a hodnotit stav DNA béhem ranych procesi
oplozeni. Behem n¢j totiz dochdzi k dekondenzaci chromozomt, diky ¢emuZ je umoznéno
navazani fluorescencné znacenych protilatek, které se specificky vdzou na mista tzv. zlomi
DNA. Nasledn¢ je pomoci fluorescenéni mikroskopie mozné méfit intenzitu fluorescence a
vyhodnotit tak miru poskozeni vldken DNA.

Dalsi kapitola obsahuje vychozi ¢iselnd data, konkrétné pocty mysi, izolovanych
oocytd, injikovanych oocyttli, oocytl prezivsich ICSI, fixovanych oocytl a zygot.

Nasleduje stru¢né statistické vyhodnoceni rozdili mezi skupinami a zakladni statisticka
charakteristika.
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5.2.1 Statistické vyhodnoceni vychozich dat

Tabulka 3: vychozi data

Vychozi data jednotlivych procedur
skupina pocet |izolované | Injikované | Zivé inj. | fixované
(Cislo proc.) | mysi | oocyty oocyty 00. (1h) | oo. zygoty

A(1) 2 25 19 10 7 4
A(2) 2 29 23 12 8 3
A(3) 2 33 22 17 13 7
A (4) 1 17 10 5 1 0
A (5) 2 31 24 14 9 3
A (6) 2 37 29 19 15 6
A(7) 2 30 20 11 6 3
A(8) 2 34 23 14 10 5
(@A) |15 236 170 102 69 31
I E 30 21 13 9 4
B (9) 2 26 20 15 9 4
B(10) |2 33 25 13 9 6
B(11) 2 29 18 16 12 5
B(12) |2 34 27 13 10 5
B(13) |2 28 19 11 8 3
B(14) |1 20 17 5 3 1
B (15) 2 38 28 14 10 4
B (16) 2 32 23 18 12 5
> (B) 15 240 177 105 73 33
x@B) |2 30 22 13 9 4
c(@7) |2 29 18 12 8 6
C(18) 2 34 24 15 10 4
c(19) |1 18 14 6 4 2
C(20) 2 31 25 17 12 5
C(21) 2 30 23 15 11 4
c@2) |2 31 20 13 9 5
C(23) 2 36 27 16 11 5
c(24) |2 29 23 15 9 3
(9] 15 238 174 109 74 34
@) |2 30 22 14 9 4

> (A,B,C) |45 714 521 316 216 98

X (A,B,C) 30 22 13 9 4
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Tabulka 4: statistické vyhodnoceni ptezivsich injikovanych oocytt

Pocet Zivych injikovanych oocyti
Vyber Pocet Soucet Primer Rozptyl
A 8,00 102,00 12,75 18,79
B 8,00 105,00 13,13 15,27
C 8,00 139,00 17,38 28,27

Tabulka 5: Anova (statistické vyhodnoceni piezivsich injikovanych oocyti)

ANOVA
Zdroj variability | SS Rozdil MS F Hodnota P | F krit
Mezi vybéry 105,6 2,0 52,8 2,5 0,1027 3,467
Vsechny vybéry  436,3 21,0 20,8
Celkem 541,8 23,0
Tabulka 6: statistické vyhodnoceni fixovanych oocytl
Pocet fixovanych oocyti
Vyber Pocet Soucet Priamer Rozptyl
A 8,00 69,00 8,63 18,55
B 8,00 73,00 9,13 8,13
C 8,00 74,00 9,25 6,21
Tabulka 7: Anova (statistické vyhodnoceni fixovanych oocytit)
ANOVA
Zdroj variability SS Rozdil MS F Hodnota P | F krit
Mezi vybéry 1,8 2,0 0,9 0,1 0,9236 3,467
Vsechny vybéry 230,3 21,0 11,0
Celkem 232,0 23,0
Tabulka 8: statistické vyhodnoceni zygot
Pocet zygot
Vyber | Pocet Soucet Priimer Rozptyl
A 8,00 31,00 3,88 4,70
B 8,00 33,00 4,13 2,41
C 8,00 34,00 4,25 1,64
Tabulka 9: Anova (statistické vyhodnoceni zygot)
ANOVA
Zdroj variability | SS Rozdil MS F Hodnota P | F krit
Mezi vybéry 0,6 2,0 0,3 0,1 0,9053 3,467
Vsechny vybéry 61,3 21,0 2,9
Celkem 61,8 23,0
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6 Diskuze

Jak jiz bylo zminéno, intracytoplazmaticka injekce spermie (ICSI), je mikromanipulacni
technika umoznujici injekci jedné spermie do ooplasmy oocytu v piislusné fazi vyvoje (Plermo
etal., 1992). V lidské asistované reprodukci se ICSI vyuziva jiz vice nez ¢tvrt stoleti a stava se
populdrni 1 v asistované reprodukci domacich nebo ohrozenych zvirat. Metoda ICSI totiz
umoziuje piekonavat anatomické ¢i fyziologické aspekty spermie, které zabranuji jejimu
uspésnému oplodnéni oocytu. Muize se jednat naptiklad o nedostate¢nou motilitu spermie, nebo
anatomické zmény v podobé poskozeni ¢i ztraty bic¢iku. Vyuziti metody ICSI je vhodné také
v pripadech, kdy je pocet dostupnych oocytii omezeny a je tak potfeba zvysit Sanci na jejich
oplozeni a nasledny embryonalni vyvoj jedince, jehoz geneticky materidl je cenny, ale
Z riiznych diivodl neni ptirozené schopny oplozeni.

Dalo by se tedy fici, Ze jedinym poZadavkem pro UspéSnou ICSI je spermie s intaktni
DNA. I patologicky jev, jako je globozoospermie, je mozné diky ICSI ptekonat.
Globozoospermie je strukturdlni abnormalita spermii, spojend s nedostatkem specifické
fosfolipazy C (PLCC) a nepfitomnosti akrozomd, jejichz reakce jsou esencidlni pii splynuti
gamet. ICSI tedy umoziuje oplozeni i spermiim, které¢ by ho za ptirozenych okolnosti nikdy
nedosahly. To vyvolava diskuse ohledné bezpecnosti této metody ve smyslu ,,obchazeni
ptirozenych bariér a nechténému poskozeni DNA ¢i pienosu defektniho paterndlniho genomu
(Castro et al. 2019). Existuji obavy, zda vyuzivani této techniky nepovede k reprodukci
potomki, u nichz dojde ke zvySovani vyskytu ptipadné poruchy, ktera se ptenasi skrze otcovsky
genom. Pokud mé tedy samci neplodnost pticinu genetického piivodu, miize po ICSI dojit
k pfenosu genetického zakladu pro neplodnost do nasledné generace.

Negativnim aspektem je moznost pienosu infekénich onemocnéni, jejichz ptenos je prave
diky ICSI umoZnén. Aby mély patogeny vliv na oocyt, musi proniknout ZP, aby mohly plsobit
na cytoplazmatickou membranu. Otvor, ktery vznika po injekci spermie tedy tuhle pfirozenou
bariéru oocytu naruSuje a zvySuje tak riziko kontaminace. Tomu lze ale relativné ucinné
pfedchazet o€isténim od semenné plazmy, nebo pouzitim antimikrobidlni lecby (Bielanski,
2007).

Technika ICSI se provadi za pouziti riznych procedurdlnich postuptl a jeji provedeni se
muze mezi laboratofemi, v zavislosti na preferencich, lisit (Lazzari et al. 2020). K samotné ICSI
je potieba inverzni mikroskop s dvouramennym mikromanipula¢nim systémem. Jedno z téchto
ramen slouZzi pro manipulaci s holdingovou (ptidrzovaci) pipetou a druhé pro injekéni pipetu.
Velikost spermii se mezidruhové lisi a je tfeba ji zohlednit pfi vybéru mikromanipulacnich
pipet. Naptiklad pro byc¢i a praseci spermie jsou vhodné pipety s primérem 9 um, pro koné
S primérem 7 pum.

Samotna ICSI se provadi v kapkach manipulacniho média v Petriho misce. Tato
manipula¢ni média jsou Casto na bazi HEPES pufrovaného média obsahujiciho albumin, laktat
a pyruvat, jako zdroj energie pro oocyty. Kapky manipulacniho média obsahujici oocyty a
spermie, jsou poté zality mineralnim olejem, aby nedochazelo k evaporaci média a zmén¢ jeho
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pH. Spermie je naproti tomu vhodné umistit do kapky polyvinylpyrrolidonu (PVP), jehoz
viskozita snizuje motilitu spermii a umoziuje lubrikaci injekéni pipety pro hladsi prichod
spermie (Hyakutake et al. 2015). Spermie je pfed samotnym nasatim injek¢ni pipetou zbavena
bi¢iku a nasledn¢ vpravena do cytoplazmy oocytu.

Je dilezité zminit, ze ICSI je v dneSni dobé stale mnohem efektivnéjsi v asistované
reprodukci ¢lovéka nez domacich zvirat. Mezi hlavni diivody patii fakt, Ze se vyvojem metody
ICSI a jeji implementaci u riznych Zivoc¢isnych druhti zabyva relativné malo vyzkumnikda.
Fyziologické vlastnosti a jim odpovidajici technologické postupy se mezi jednotlivymi
zivociSnymi druhy Casto vyrazné lisi. Existuje stale velké mnozstvi aspektii oplozeni, které
nejsou dostatecné prozkoumany a které omezuji moznosti vyuziti ICSI a jejiho Gspésného
provedeni.

Mezi tyto aspekty patii naptiklad vlastnosti plazmatické membrany spermii, které jsou u
nckterych druhl piivétivéjsi nez u jinych. Pokud jsou plazmatické membrany spermii velmi
stabilni a odolné, zachovavaji si jejich neporuSenost 1 n€kolik hodin. To mize mit za nasledek
uplné selhani ICSI, respektive zna¢né zpozdéni aktivace oocytu. Tento problém se tyka
napiiklad spermii berani, které maji odolné membrany a po jejich injekci do oocytu nedochazi
K jejimu naruseni a tim padem nedochazi ani k aktivaci oocytu nebo utvoreni cytoskeletarniho
systému. V nékterych pfipadech byl tento problém vyfeSen odstranénim plazmatické
membrany spermie pred samotnou injekci. Pfi tomto pustupu je nezbytné, aby nedoslo
k poskozeni jadra, jelikoz i samotnym odstranénim plazmatické membrany dochazi k jeho

destabilizaci. Spermie bez plazmatické membrany pieZivaji déle v médiich bohatych na draslik
(Yanagimachi 2004).

Membrany jsou ale dulezitym faktorem i z hlediska oocytu. Oolema nezralych oocyti ve
stadiu zarode¢ného vacku (GV) jsou extrémné nachylné k mechanickému poskozeni, a proto je
provedeni ICSI u GV oocytu témét nemozné. Schopnost hojeni oolemy se vyrazné zvysuje po
rozpadu zarode¢ného vacku oocytu, ale i tak se jeji celkova schopnost regenerace mezi druhy
1isi. Podle Kishigamiho a kol. (2004) je oolema aktivovaného mys$iho oocytu odolné;jsi ciici
mechanickému poskozeni neZz v pfipadé oocytli neaktivovanych. Aktivace oocytu pred
samotnou ICSI tedy mliZe zvysit Sanci na Uspéch.

Mezi dalsi feSené problémy patii struktury akrozomu a akrozomalni reakce. Akrozom
spermie obsahuje mnozZstvi hydrolyzujicich enzymi, k jejichz uvoliiovani dochdzi pied
prinikem ZP oocytu. Béhem priniku ZP spermie vétSinu akrozomu ztraci, a do ooplazmy
vstupuji béhem ptirozeného oplozeni pouze vnitini akrozomalni membrana a ¢ast vnéjsi
akrozomalni membrany. Naopak pii konven¢ni ICSI se zavadi spermie s celym akrozomem.
To napftiklad v pfipadé lidskych ¢i mySich spermii a oocytli nedéla vétsi problémy, ale v ptipdé
zivociSnych druhii jako je napt. kieCek zlaty, nedochazi z diivodu ptfitomnosti akrozomu
k dekondenzaci jadra spermie a nemuze tak dojit k oplozeni. Idealnim feSenim by tedy byla
injekce spermii s fyziologicky aktivovanym akrozomem, ale rozliSovani téchto spermii mezi
ostatnimi by bylo obtizné u druhi, jejichz akrozomy zabiraji pouze malou ¢ast hlavicky spermie
(Nakai et al. 2003).
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Jiz zminéna aktivace oocytu je dal§im komplikovanym apektem. Ke zpozdéni aktivace
tedy dochdzi jednak kvili pomalému rozpadu plazmatické membrany spermii, ale také
napfiiklad kvili pfitomnosti manipulacniho média kolem injikované hlavicky spermie. To miize
zpomalovat interakce mezi intracelularnimi slozkami spermii a ooplasmy. Aktivace oocytu
probiha pfirozené diky faktorim obsazenym ve spermii. Pii ICSI je vhodné tyto faktory
stimulovat a usnadnit tak aktivaci a néasledny embryonalni vyvoj. Reagencie pouzivané ke
stimulaci zahrnuji ethanol, ionofor vapniku, stroncium a dal$i. Dal$i z moznosti je aktivace
pomoci elektrického pulzu (Briski & Salamone 2022).

Vyuziti elektrického pulzu souvisi i s modifikaci ICSI pomoci piezo-drill (PD) systému.
Pouziti piezo systému zahrnuje tupou injekéni mikropipetu s piezoelektickou vibracni
kapacitou, ktera umoziiuje prinik do ZP a poruseni plazmatické membrany. To ma za nasledek
snadng&j$i provedeni postupu. Autofi jako Wei a Fukui (2002), nebo Yoshida a Perry (2007) se
shoduji na lepsi Gi€innosti této techniky, ve srovnani s klasickym provedenim ICSI. Naptiklad
u zivocisnych druht jako je skot, jsou plazmatické membrany oocytu odolnéjsi a ptredstavuji
vetsi prekazku pro mikroinjekeni pipetu. Piezo systém je pro prinik membranou efektivngjsi.

Morozumi et al. 2006 zminuje, ze vyuZiti piezo systému by mohlo pomoci pfi naruseni
integrity membrany spermii a naslednym uvolnénim pro aktivaci oocytu potiebné fosfolipazy
C. Anzalone et al. 2016 prokazal naruseni integrity plazmatické membrany spermie po
imobilizaci piezo systémem pomoci barviv, kterd za normalnich okolnosti membranou
neprostoupi. Kitamura (2015) poukazuje na zlepSeni schopnosti tvorby prvojader po pouziti
piezo systému.

Vybaveni s piezo systémem je vSak pomérné drahé a jeho efektivni pouziti vyzaduje
Skoleni a praxi. Vykon piezo systému a jeho ucinnost miZe byt ovlivnéna pouZzitim kapalné
rtuti ve Spicce injekéni mikropipety. Jednéd se vSak o neurotoxicky pusobici latku. Fluorinert,
perfluorovany olej byl testovan jako nahrada rtuti, nicméné i ten ma toxické vlastnosti.

V soucasné dobé¢ se ICSI v asistované reprodukci zvitat nejlépe uplatituje v chovu koni.
Ptesto, ze byly provedeny studie u mnoha druhti zvitat, mezi néz patii neptiklad kralici (Iritani
& Hosoi 1989), skot (Goto et al. 1990), mysi (Kimura & Yanagimachi 1995), ovce (Catt et al.,
1996), kozy (Keskintepe et al. 1997), kocky (Pope et al. 1998), japonské opice (Hosoi et al.
1998), psi (Fulton et al. 1998), prasata (Kolbe & Holtz 2000), gorily (Loskutoff et al. 2004), Ivi
(Damiani et al 2004) a vombati (West et al. 2007) , je v soucasné dobé ICSI efektivni,
ekonomicky rentabilni a perspektivni metodou hlavné v zdjmovém chovu sportovnich koni.

Provedeni ICSI u koni poprvé zaznamenal Squires () a nasledné pouziti piezo systému
bylo dal§im prilomem. ICSI nahradilo neuspésné konvenéni IVF a umoznilo vyuZiti spermatu
Spatné kvality nebo dostupného ve velmi malém mnozstvi, pro produkci embryi. Kultivace
embryii do stddia blastocyt je dilezitou fazi uspésné ART. V piipad¢ komiskych embryi je
napiiklad mozné kryokonzervovat in vitro embrya a tim eliminovat potfebu monitorovani a
kontroly velkého poctu piijemkyn pro pienos Cerstvého embrya. Vyhodou je také moznost
nechirurgického prenosu embrya v rané fazi vyvoje do délohy klisny piijemkyné. K jejich
pfenosu byla v pribéhu let s dobrou UspéSnosti pouzivana fada médii, coz poukazuje na
relativni toleranci embryi vici stresu a na to, Ze se dokazi pfizplsobit in vitro podminkam
(Squires et al. 1996).
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Pocet in vitro produkovanych embryii u skotu mtize byt az dvojnésobny, diky efektivni
superovulaci a technice OPU, ktera ve spojeni s IVF tvofi hodnotnou technologii, ktera je velmi
efektivni a vhodna pro vyuziti v chovech zivocisné produkce skotu. Na rozdil od koni, kde
superovulace neni kvili anatomickym vlastnostem ovarii tak efektivni (Viana 2018). Zacala se
tedy v klinické praxi reprodukce koni uplatiiovat tzv. OPU-ICSI, ktera zahrnuje odbér oocytt
z vajecnikt klisny darkyné a jejich in vitro oplozeni pomoci ICSI (Galli 2016). Bylo navic
zjisténo, ze konské oocyty mohou byt uchovavany pii pokojové teploté (22°C) po dobu az 24
hodin bez ztraty zivotaschopnosti. To umoznuje jejich snadny a bezpecny transport na
specializované pracovisté. Mezi dalsi vyhody patii flexibilita, kterou OPU-ICSI
zprostiedkovava. Lze ji provadét kdykoli béhem roku a da se pro ni vyuzit sperma pro pfirozené
oplozeni nepouzitelné. Otevira tak nové moznosti pro genetické zlepSeni populaci koni a také
vyuziva komer¢ni potencial spolehlivé mrazenych embryi a celosvétového obchodu s nimi
(Squires 2019).

Mikromanipula¢ni technika ICSI umoZnniuje také vyuziti transgeneze. T¢ se dnes
nejcasteji dosahuje injekci zddouciho genu do samciho prvojadra zygoty a ndslednym pfenosem
vyslednych embryii matkam. Pii tomto postupu ale ¢asto dochazi k chimérismu transgenu, coz
znamena, Ze dochézi k jeho integraci pied i po prvnim §tépeni zygot. Uginost se v tomto piipadé
pohybuje okolo 3 %. Transgeneze zprostfedkované pomoci ICSI 1ze dosahnout injekci spermie
se zabudovanym Zadoucim genem do neoplozeného zralého oocytu. Uéinost tohoto postupu
stoupa k7 % a K chimérismu ve vétsin¢ piipadli nedochazi. To poukazuje na fakt, ze je
pozadovany transgen integrovan do genomu pted prvnim $tépenim. Vyuziti tohoto postupu také
umozinuje prenos vétsich fragmentil transgenu (>170 kb) (Perry 1999).

Tato technika byla pouZzita pro produkci transgennich embryi u hospodatskych zvifat,
jako je skot (Sekhavati et al. 2018), ovce (Gou et al. 2002), kon¢ (Zaniboni et al. 2013) a prasata
(Lai et al. 2001).

Zajimavé moZnosti predstavuji kombinace ICSI s nékterymi jiz vyvinutymi
technologiemi. Mezi né patii naptiklad technologie pro konzervaci saméich gamet — lyofilizace.
Prvni ICSI s vyuzitim mrazem vysuSené spermie provedli u mysi Wakayama a Yanagimachi
(1998). Nasledné se povedlo vyprodukovat Zivotaschopnd mysi mlad’ata (Kaneko et al. 2003).
Tyto Gspésné pokusy vedly k vyvoji vyuziti u velkych zvitat, konkrétn¢ u prasat (Nakai et al.
2007), skotu (Lee 2006), ovci (Palazzese et al. 2017) a koni (Choi et al. 2011). Byl dokonce
proveden jakysi futuristicky experiment, kdy bylo lyofilizované mysi sperma V ramci
vesmirného vyzkumu transportovano na Mezindrodni vesmirnou stanici, béhem ¢ehoz bylo
devét mésict uchovavano pii -95 °C a vystaveno kosmické radiaci, kterd je vice nez stokrat
vys$$i nez na Zemi. Tento vzorek spermatu byl nasledné transportovan z vesmiru zpét a pouzit
pro oplozeni mySich oocytl. Vysledkem byli zdravi potomci, shodni s kontrolni skupinou
(Wakayama et al. 2017).

ICSI by mohla byt ndpomocnou také pii vyzkumu novych technologii pro zlepSeni
reprodukce hospodatskach zvitat, jako je derivace zarode¢nych bun¢k z bunék kmenovych, coz
obvykle vede ke vzniku gamet s pro oplozeni nedostatecnymi vlastnostmi. Hayashi et al. (2012)
béhem vyzkumu takto vzniklych gamet produkoval Ziva mysi mlad’ata, coz vedlo k dalsim
vyzkumim vyuziti u hospodaiskych zvitat (Goszczynski et al. 2019). U téchto druht je ale in
vitro gametogeneze stale v ranych experimentalnich fazich vyvoje. Teoreticky by ale bylo
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mozné produkovat celé in vitro generace, a to diky genomickym technologiim, jako jsou SNP
a next-gen sekvenovani. To by umoznilo urychlit geneticky pokrok v populacich
hospodatskych zvitat.

V této praci bylo popsano vyuziti ICSI jako néstroje pro vyhodnocovani miry poSkozeni
paternalni DNA. Béhem faze splynuti bun¢k a nasledného Stépeni dochazi k jedine¢nym jevim
souvisejicich s replikaci DNA. Dochazi k dekondenzaci chromozomt, a to umoziuje
efektivnéjs$i navazani fluorescencné znacenych protilatek na pozadovana mista DNA.

Ugelem této prace tedy bylo piedstaveni metody ICSI a jejich mezidruhovych specifikaci.
Zpusoby jejiho vyuziti, vyhody a nevyhody aplikace této metody. Prakticka ¢ast byla postavena
na zékladé experimentu souvisejicim s vyhodnocovanim poskozeni paterndlni DNA. Tento
zpisob vyuziti je nejen materidlné nenarocny (dobie dostupné mysi oocyty a kozli spermie),
ale 1 ¢asove€. V pripadé cileni na vyvoj zygoty, dochézi k jejimu vyvoji relativné rychle a
ptipadné vysledky lze tak v kratké dob€ zpracovat a vyhodnotit.

Mikromanipulacni technika ICSI tedy pfedstavuje technologii, ktera ma velky potenciél
a vyvoj jejiho vyuziti v asistované reprodukci hospodatskych zvifat by mohl pomoci pii
zachovavani genové variability populaci a urychleni genetického zisku. Umoziuje totiz vyuziti
i za normalnich okolnosti oplozeni neschopnych spermii.
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Zavér

e Mikromanipulaéni technika ICSI bezesporu hraje dilezitou roli v asistované
reprodukci nejen u lidi, ale v posledni dobé i v chovu hospodatskych zvirat. Jeji
uplatnéni je mozné nalézt ve vyzkumnych programech zaméfenych na bunécéné
procesy jako je oplozeni, replikace DNA, nebo monitorovani fyziologického stavu
pohlavnich bunék a posléze raného vyvoje embryi.

e Jeden ze zpusobu takového vyuziti byl popsan v této praci. Bohuzel se vzhledem
k naro¢nosti metody a postupnému ziskavani zkuSenosti nepodafilo ovétit vychozi
hypotézu. To ov§em vypovida o naro¢nosti metody na kvalifikované osoby provadéjici
zminénou proceduru, nevylucuje to vSak jeji vyuziti pfi experimentech podobného
zaméfenti.

e Hlavnim cilem této prace bylo sezndmeni s mikromanipula¢ni technikou ICSI a

e Vyuziti v asistované reprodukci u lidi je Siroce rozsifené a provadi se zcela komeréné.
U zvifat je dosazeni cile produkce zivych potomkl limitovana anatomickymi a
fyziologickymi rozdily, které se vyzkumné tymy snazi prekonavat.

e ICSI se vsoucasné dob¢ zacina efektivné vyuzivat v chovu koni. Je vSak potieba
zminit, Ze kon¢ jsou v dnesni dobé chovani predevsim jako z4jmova zvifata a jejich
produkce neni primarné cilena na produkci zivocisnou. Cilem chovatelil je ziskani
geneticky hodnotnych jedinct a jejich vyuziti v reprodukei i béhem sportovniho zivota
koné. Toto umoznuje ICSI v kombinaci s OPU, kdy je mozné ziskavat oocyty
geneticky ¢i vykonnostné kvalitnich klisen (darkyil), jejich oplozeni a naslednou
btfezost 1 porod pomoci klisen ptijemkyii.

e Za vyuzitim ICSI v chovu koni stoji pfedev§im fakt, ze hodnoty geneticky c¢i
vykonostné¢ kvalitnich jedinci se pohybuji v fadech sta tisici a chovatelé vitaji
moznost reprodukce takto hodnotnych zvifat bez rizika ptenosu infekci, zranéni ¢i
nutnosti transportu na dlouhé vzdalenosti. Metoda ICSI navic umoZziuje vyuziti
samCich pohlavnich bunék, které by za normadlnich okolnosti jiZz nebyly oplozeni
schopné. Chovatelé¢ diky tomu mohou nadéle reprodukovat jedince, ktefi jsou
napiiklad v pokroc¢ilém véku, nebo jsou jejich pohlavni bunky riznym zptisobem pro
reprodukci znevyhodnéné.

e Vpiipad¢ jinych hospodarskych druhii je stale nutné piekonat velké mnoZzstvi
prekazek. Mezi né patii naptiklad problémy s aktivaci oocytli, akrozomovou reakci
nebo dekondenzaci chromozomu.

e Obecné se ale da fict, Ze je metoda ICSI velmi perspektivni a je stale zdokonalovana a
optimalizovana. Pfedstavuje diilezitou soucast vyzkumnych procedur a usiluje se o jeji
efektivni vyuziti v asistované reprodukci nejen u hospodaiskych zvitat, ale 1 divoce
Zijicich ohroZenych druhi.
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9 Seznam pouzitych zkratek a symboli

ICSI — intracytoplasmatic sperm injection (intracytoplazmaticka injekce spermie)
HZ — hospodaiska zvirata

IVF — in vitro fertilization (in vitro oplozeni)

iIICSI — interspecificka ICSI

OPU — ovum pick up

HEPES - N-2-hydroxyethylpiperazine-N-2-ethane sulfonic acid
PLCC — fosfolipaza C

ART — asisted reproduction technologies

PB — polar body (po6lové télisko)

PVP — polyvinylpyrrolidon

ATB — antibiotika

hCG — human chorionic gonadotropin

PMSG - pregnant mare serum gonadotropin

PBS — phosphate buffered saline

BSA — bovinni sérum albumin

PFA — paraformaldehyd

ZP — zona pellucida

FA — formaldehyd

52






