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1. Uvod

Reprodukéni  biotechnologie vyznamné zvysSuji efektivitu Slechtitelské prace a
urychluji dosazeni chovatelskych zaméra. Vyuzitim progresivnich technologickych postupl v
chovu skotu, véetné produkce geneticky cennych in vitro embryi (IVP), Ize relativné rychle
ziskat potomstvo poZadovaného genotypu. Pokud jsou pro oplozeni oocytl in vitro (IVF)
pouzity sexované spermie, je mozno selekcni tlak ve stadé jesté zintenzivnit produkci jedinct
pozadovaného pohlavi. Rozdéleni spermatu elitnich byk( na subpopulace spermii X a Y
pomoci prltokové cytometrie a laserovych sorterli je vysoce progresivhi metodou
umoZiujici ziskat vice nez 90 % spermii nesoucich predikované pohlavni chromozomy
(Khamlor et al. 2014).

Na druhé strané je vSak poufZiti technologie sexovani spermatu pro ziskani potomki
predikovaného pohlavi spojeno s urcitou mirou negativniho dopadu na spermie. Vlastni
proces sexovani plisobi na spermie jako stresovy faktor, ktery mize zpUsobit poskozeni jejich
bunéénych membrdan a DNA vlivem excitace fluorescence, nepfiméreného tlaku nebo
relativné vysoké rychlosti pti pridchodu spermii kapilarami sortert (Seidel and Garner 2002,
Suh et al. 2005). Bylo také dolozZeno, Ze pfi sexovani muze dochdazet k indukci oxidativniho
stresu v mitochondriich i DNA spermii, coZ se projevuje zvySenim fragmentacniho indexu
DNA pramérné o 10 % (Balao da Silva et al. 2016). Podezfeni na vznik bodovych mutaci
vyvolanych béhem sortovani vlivem barveni DNA spermii bisbenzimidem Hoechst 33342 a
UV zareni se vsak neprokazalo. Potvrdily to vysledky IVF oocytd a vyvoje IVP embryi stejné
jako genetickd analyza ziskanych embryi (Underwood et al. 2010, Pozzi et al. 2014).

Ve srovnani s nesexovanymi spermiemi maji sexované spermie nizsi oplozovaci
schopnost, jak po inseminaci (Schenk et al. 2009, Del Olmo et al. 2013), tak i po IVF (Lu and
Seidel 2004, Jo et al. 2014). Jako moZna pficina sniZeni plodnosti po inseminaci sexovanym
spermatem je uvadéna snizend viabilita, motilita a integrita akrozomu spermii. Rozsahla
terénni studie potvrdila desetiprocentni pokles NRR (non return rate) u holStynskych krav po
inseminaci sexovanym spermatem ve srovnani se spermatem nesexovanym. Naproti tomu
podil samic¢iho pohlavi dosahl 85,5 % na rozdil od 47,3 % jalovi¢ek narozenych po inseminaci
konvencnimi insemina¢nimi davkami (Detterer and Meinecke-Tillmann 2011).

Obecné se predpoklada, Ze dalsi z pficin sniZeni plodnosti po inseminaci sexovanymi
davkami mlzZe byt i sniZzeni poétu spermii v inseminaénich davkach z 15-20 x 10° primérné
na 5x10° Sexovani spermii sniZilo také relativni podil transferuschopnych embryi
vyplachnutych po superovulaci donorek (Kaimio et al. 2010). VétSinou se uvadi, Ze zisk
prenosuschopnych embryi pfi pouZiti sexovanych inseminacnich ddvek dosahuje primérné
80% produkce embryi z davek nesexovanych (Wheeler et al. 2006). Podobné zavéry potvrdila
i studie, ve které byla metodou transvaginalni aspirace oocytl a IVF (OPU/IVF) ptipravovana
embrya predikovaného pohlavi od geneticky cennych darkyni (Gamarra et al. 2014). Rozdily
mezi fertilizacni schopnosti spermii X a Y v podminkdach in vitro nebyly nalezeny. Naproti
tomu vyznamné rozdily byly zjistény v podilu IVP embryi u individualnich byku.

Z uvedeného je patrné, Ze ve srovndni sdavkami konvenénimi, maji sexované
inseminacni davky z hlediska koncentrace, motility, integrity bunéénych membrdn a stavu



akrozomu nizsi kvalitu spermii. Vysledky nasi predchazejici studie potvrdily, Ze dopad
procesu sortovani spermii na funkéni stav jejich akrozomu a fertiliza¢ni schopnost se lisi u
testovanych plemenik(l. Lze predpokladat, Ze je zavisly na geneticky podminéné odolnosti
spermii individudlnich byk( k fyzikdlnimu a chemickému stresu, kterému jsou spermie
vystaveny béhem relativné dlouhodobé manipulace pred kryokonzervaci sexovaného
spermatu.

Zmény ve funkénim stavu sexovanych spermii je proto tfeba zohlednit predevsim pfi
modifikaci postupt rutinné pouzivanych pfi IVF a produkci geneticky cennych embryi skotu v
systému in vitro. Metoda fertilizace oocytli donorek spermiemi elitnich byk(, které ve svém
genomu nesou bud chromozom X nebo Y neni u nds v soucasné dobé po technologické
strance zvladnuta a prakticky viibec vyuzivana.

Il. Cile metodiky a jeji vyvoj

Vliv sexovanych spermii na zisk geneticky cennych embryi poZadovaného pohlavi Ize
do urcité miry kompenzovat modifikaci metod separace spermii z inseminacnich davek a
optimalizaci podminek oplozeni oocytl in vitro.

Cilem navrhované metodiky bylo vypracovat systém hodnoceni kvality sexovanych
inseminacnich davek, zvysit ucinnost separace motilnich a viabilnich spermii s intaktnim
akrozomem ze sexovaného spermatu a modifikovat podminky kapacitace spermii a
fertilizace zralych bovinnich oocytli, aby pravdépodobnost ziskani potencidlnich zygot a
ranych embryi skotu byla co nejvyssi. Findlnim cilem metodiky bylo zefektivnit ucinnost
oplozeni bovinnich oocytli sexovanymi spermiemi elitnich plemennych byka.

Aby bylo mozZné vypracovat certifikovanou metodiku, bylo treba realizovat
experimenty s komercné dostupnymi inseminacnimi davkami byk(, které jsou ceskymi
chovateli vyuzivany ke slechténi holstynského skotu. V ramci téchto experimentd, ve kterych
byla srovndvana fertilizaéni schopnost spermii sexovanych v Kanadé a Francii a
nesexovanych spermii shodnych byk(, byly stanoveny odpovidajici dil¢i cile a ziskany
nasledujici poznatky:

v Charakterizovat parametry spermii v sexovanych a nesexovanych davkach
v" Modifikovat metodu separace motilnich spermii ze sexovaného spermatu
v Charakterizovat odezvu sexovanych spermii na kapacita¢ni stimulans

v Standardizovat metodu fertilizace sexovanymi spermiemi v mikrosystému

v Predikovat oplozovaci schopnost sexovanych spermii individualnich byk(



2.1. Charakteristika funkcnich parametrli sexovanych vs nesexovanych spermii

Celkovy pocet spermii v sexovanych inseminacnich davkach byl signifikantné niZzsi,
pramérné o 70 %, ve srovnani s nesexovanymi davkami. Ve srovnani s nesexovanymi
spermiemi byl u sexovanych spermii zjistén pokles motility, primérné o 11,7 %, viability
pramérné o 8,7 % a podilu spermii s intaktnim akrozomem, pramérné o 19,2 %. Na rozdil od
motility a viability spermii byl relativni pokles podilu sexovanych spermii s intaktnim
akrozomem a vzestup podilu spermii s reagujicim akrozomem u individualnich byk{ vysoce
variabilni. Intaktnost akrozomu byla proto vybrana jako rozhodujici parametr pro hodnoceni
kvality spermii v sexovanych inseminacnich davkach bykd, ktery byl doplnén o ukazatele
motility a viability spermii.

2.2. Modifikace metody separace motilnich spermii ze sexovaného spermatu

Dostatecny pocet pohyblivych spermii vinseminaéni ddvce a uéinné metody jejich
separace jsou zakladnim predpokladem pro Uspésnou pripravu IVP embryi, nebot umoznuji
ziskat ze sexované davky potrebny pocet motilnich spermii pro oplozeni oocytll. Vzhledem k
pohybu, nelze pro separaci sexovanych spermii vyuZit standardni techniky pouZivané pro
izolaci nesexovanych spermii, jako jsou technika swim up nebo centrifugace na 45% a 90%
gradientu Percollu. Proto bylo nutné modifikovat techniku centrifugace na hustotnim
gradientu z hlediska koncentrace Percollu, celkové vysky sloupcl, casu a intenzity
centrifugace (x g). Z nesexovanych inseminacnich davek s celkovym podtem 14 x 108 spermii
bylo po separaci standardnimi postupy ziskdno primérné 3,5 x 10® motilnich spermii, ze
sexovanych davek s celkovym poétem 3,5x 10° spermii bylo modifikovanym postupem
izolovdno primérné 0,57 x 10® motilnich spermii. Modifikaci standardni metody izolace
spermii na hustotnim gradientu bylo u sexovanych ddvek dosazeno srovnatelné relativni
vytéZznosti motilnich spermii, primérné 19,8 %, kterd odpovidala vytéZnosti dosazené u
nesexovanych davek testovanych bykd (20,4 %).

2.3. Charakteristika odezvy sexovanych spermii na kapacitacni stimulans

Reakce spermii na kapacitacni stimulans a pribéh jejich akrozomadlni reakce je
rozhodujici pro Uspésnou interakci kapacitovanych spermii se zralymi oocyty, penetraci
oocytl a tvorbu potencidlnich zygot a ranych embryi. JestliZe u nesexovanych spermii
prevaziné vétsiny bykl lze nastup akrozomalni reakce v podminkach in vitro stimulovat
podobné jako in vivo, to je pfitomnosti heparinu, u sexovanych spermii je nezbytné doplnit
heparin o dalsi kapacitacni agens jako je kofein nebo PHE mix (penicillamin, hypotaurin a
epinefrin). Pro nastartovani raného embryondlniho vyvoje je zcela zdsadni akcerelovat
nastup akrozomalni reakce kombinaci nejméné dvou kapacitacnich stimulans, kterou je
nutno testovat na oocytech jatecnich krav. Pro produkci embryi pozadovaného pohlavi je
tfeba ndsledné zvolit kombinaci, ktera vede k nejucinné;jsi penetraci oocytl a monospermii.



2.4. Standardizace metody fertilizace sexovanymi spermiemi v mikrosystému

Vysledky fertilizace a raného embryondlniho vyvoje ukazaly, Ze kultivaéni
makrosystém, pouzivany rutinné pro fertilizaci oocytd geneticky cennych donorek
nesexovanymi spermiemi, neni vhodny pro oplozeni oocytli spermiemi sexovanymi. Bylo
potvrzeno, Ze spermie, které prosly procesem sexovani nejsou schopny v podminkdach in
vitro prekonat barieru expandovaného cumulus oophorus, ktery obklopuje zraly oocyt a
dosahnout odpovidajiciho kontaktu s oocyty. Modifikace fertilizacniho makrosystému a
standardizace mikrosystému umoznila zintenzivnit interakci sexovanych spermii s oocyty,
predevsim redukci poctu kumularnich bunék (¢astecnou denudaci) u COC (kumulus-oocyt
komplextl) a snizenim objemu fertilizaéniho média z 500 pl na 50 pl. U&innost penetrace
oocytl sexovanymi spermiemi testovanych byk( se v mikrosystému zvysila z plvodnich
4,1 % pramérné na 55,0 % pfi 51,3% monospermii.

2.5. Predikce oplozovaci schopnosti sexovanych spermii

V ramci experiment(l bylo potvrzeno, Ze parametr hodnoceni stavu akrozomu lze
vyuzit k progndze fertilizaéni schopnosti sexovanych spermii u individualnich byk(, ponévadz
vyznamné ovliviiuje Ucinnost penetrace, tvorby zygot a vyvoje ranych embryi. Se snizujicim
se podilem motilnich spermii s intaktnim akrozomem a zvySujicim se podilem spermii
s reagujicim akrozomem, které byly izolovanych z inseminacni davky, se snizoval podil
penetrovanych oocytl a celkova ucinnost fertilizace oocytd. U bykl, u kterych zlstal
pramérny podil spermii s intaktnim akrozomem po sexovani vyssi nez 80 %, byla primérna
ucinnost penetrace oocytl vyssi nez 60 % a pridmérnd ucinnost fertilizace oocytl vyssi nez
55 %. Naproti tomu u byka, u kterych klesl podil spermii s intaktnim akrozomem po sexovani
na hodnotu nizsi nez 70 %, byla primérna ucinnost penetrace nizsi nez 50 % a primérna
ucinnost fertilizace nizsi nez 45 %. Bylo také zjiSténo, Ze zatimco vSechny oocyty penetrované
sexovanymi spermiemi jsou oplozené jedinou spermii a pokracuji vraném embryonalnim
VyVoji, u oocytl penetrovanych nesexovanymi spermii tomu tak neni, ponévadz ¢ast oocytl
(5-10 %) je oplozena vice nez jednou spermii a rany vyvoj ukonci.



lll. Vlastni popis metodiky
3.1. Hodnoceni funkénich parametrii sexovanych spermii

3.1.1. Koncentrace

Pejeta vyjmuta z tekutého dusiku je rozmrazena ponorenim do vodni |azné o teploté
35°C po dobu 50 sekund. Pfed stanovenim koncentrace jsou spermie v odebraném vzorku
nafedény a znehybnény v hypotonickém prostredi. Pro vlastni stanoveni poctu spermii je
pouzita Burkerova komurka. Koncentrace je vyjadrena jako pocet spermii v jednom ml
bunécéné suspenze.

3.1.2. Motilita

Bezprostfedné po rozmrazeni pejety je subjektivné stanovena motilita spermii, kdy je
pohyb spermii vySetfen na mikroskopickém sklicku ve svételném mikroskopu s fazovym
kontrastem. Motilita je vyjadrena jako procentudlni podil pohyblivych spermii.

3.1.3. Viabilita

Pro vysetfeni viability je nutno pouZit barveni eosinem/nigrosinem, které
neinterferuje sintenzivni fluorescenci DNA pretrvavajici u sexovanych spermii. Pred
zhotovenim natéru a vySetrenim viability je odebrany vzorek spermii nabarven pomoci 1%
eosinu a 10% nigrosinu v pufrovaném fyziologickém roztoku. Preparat je hodnocen ve
svételném mikroskopu pti zvétseni 400 x. Z kazdého vzorku je hodnoceno 2 x 200 spermii.
Jsou rozliSeny dvé kategorie, Zivé (bezbarvé) a mrtvé (Cervené zbarvené) spermie (obr. 1).
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Obt. 1 - Bovinni spermie po rozmrazeni, barveno eosin/nigrosin, svételnd mikroskopie,
zvetSeni 1.000 X. (A) ziva spermie, (B) mrtva spermie



3.1.4. Integrita akrozomu

Pfed hodnocenim integrity akrozomu spermii je pfipraven natér na podloZni sklo,
ktery je fixovdn v roztoku 35% formalinu. Nasledné jsou spermie obarveny roztokem 5%
anilinové modfi po dobu 10 sekund a poté 0,5% roztokem krystalové violeti po dobu
15 sekund (barveni dle Farellyho). Po osuseni preparatu je morfologicky stav akrozomu
hodnocen ve svételném mikroskopu pfi zvétSeni 1 000 x a pouZziti imerze. Z kazdého vzorku
je hodnoceno 2 x 200 spermii. Na zdkladé morfologického hodnoceni jsou rozliseny tfi
kategorie spermii, spermie s intaktnim akrozomem, spermie s reagujicim akrozomem a
spermie bez akrozomu (obr. 2).
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Obr. 2 - Bovinni spermie po rozmrazeni, barveno dle Farellyho, svételna mikroskopie,
zveétseni 1.000 X. (A) spermie s intaktnim akrozomem, (B) spermie s reagujicim akrozomem,
(C) spermie bez akrozomu

3.1.5. Fertilizac¢ni schopnost

Fertilizacni schopnost spermii se hodnoti za 18 hodin po oplozeni oocytl. Potencidlni
zygoty jsou fixovany po dobu 60 min v 3,7% paraformaldehydu pfi 4°C, barveny roztokem
Sytoxgreen se specifickou vazbou na DNA a vysetfeny fluorescenéni mikroskopii. U¢innost
oplozeni se vyjadfuje jako a) relativni podil oocytl penetrovanych nejméné jednou spermii
b) jako celkova ucinnost normalni fertilizace, to je podil oocytl s jednim formovanym
sam¢im a sami¢im prvojadrem nebo syngamii obou prvojader z celkového poctu
inseminovanych oocytu (obr. 3).



Obr. 3 - Bovinni oocyty za 18 h po oplozeni, barveno SytoxGreen, fluorescenéni mikroskopie,
zvétseni 200 X. (A) normalné oplozeny oocyt s jednim samicim a jednim samcim prvojadrem v
syngamii (Sipka) a dvéma polovymi télisky, (B) abnormalné oplozeny oocyt s jednim sami¢im a
vice saméimi prvojadry v rizném stadiu formovani (polyspermie).

3.2. Metoda separace motilnich spermii ze sexovaného spermatu

Sexované sperma je po rozmrazeni opatrné navrstveno na povrch hustotniho
gradientu Percollu. Gradient je pfipraven v centrifugacni zkumavce tak, Ze pod 40% Percoll
je podvrstven 80% Percoll rozmichany v Tyrodoveé separacnim médiu doplnéném o albumin,
laktat a pyruvat (Sperm-TALP). Nasleduje centrifugace spermatu po dobu 17 minut pfi
440 x g. Po odstfedéni je supernatant obsahujici semennou plazmu, kryoprotektivum a
nepohyblivé spermie odsat a sediment se spermiemi, které aktivné prosly pres separacni
kolonu, je znovu proplachnut centrifugaci v separa¢nim médiu Sperm-TALP po dobu 4 minut
pfi 350 x g. Ke druhému proplachu spermii je jiz pouZito Tyrodovo fertiliza¢ni médium (IVF-
TALP) s pridavkem heparinu a bud kofeinu nebo PHE-mixu, ve kterém je pelet
resuspendovan a znovu centrifugovdan po dobu 4 minut pfi 350xg. Po odstranéni
supernatantu je v sedimentu obsahujicim pouze spermie s progresivnim pohybem vpred
stanovena vysledna koncentrace spermii.

3.3. Metoda fertilizace sexovanymi spermiemi v mikrosystému

Pro oplozeni jsou pouzity oocyty ziskané totalni disekci korové vrstvy ovarii jatecnych
krav post mortem, které zraji v médiu TCM-199 doplnénym 0,2 mM pyruvatem, 15 IU/ml
P.G.600 a 5% bovinniho estralniho séra. Oocyty jsou kultivovany v 500 pl zraciho média,
v jamkach mikroploten NUNC, v atmosfére vzduchu s 5% CO2 a vysokou relativni vlhkosti
po dobu 24 hodin. Zralé oocyty jsou preneseny do centrifugacni zkumavky s 2 ml zraciho
média a c¢astecné zbaveny kumularnich bunék vortexovanim pfi 20 Hz po dobu 45 sec.
Nasledné jsou promyty ve fertilizaénim médiu a preneseny do jamek mikroplotny
obsahujicich mikrokapky fertiliza¢éniho média IVF-TALP. V kazdé zkapek muze byt
kokultivovano se spermiemi az 25 oocytl, a to v poméru 8.000 spermii/oocyt. Vlastni



fertilizace probiha nejdfive v mikrokapkach, nasledné je objem média v jamce navysSen na
450 ul. Potencidlni zygoty jsou preneseny do jamek mikroploten obsahujicich 500 pl
kultivaéniho média Menezo B2 s 10 % bovinniho estralniho séra a kultivovany v inkubatoru s
fizenou atmosférou CO; do pozadovanych embryonalnich stadii.

IV. Srovnani novosti postupti

Z predkladané metodiky je ziejmé, Ze fertilizace oocytl sexovanymi spermiemi byk{
vyZaduje ve srovnani se standardnimi postupy oplozeni oocytl in vitro specifické metodické
pristupy, které jsou rozhodujici pro Uspésnou produkci pfenosuschopnych embryi skotu
pozadovaného pohlavi. Metoda pfipravy IVP embryi predikovaného pohlavi nebyla do
soucasné doby vCR Zadnou zlaboratofi asistované reprodukce rozpracovdna a po
technologické strance zvladnuta tak, aby mohla byt prakticky za¢lenéna do biotechnologii
vyuZivanych u nds v procesu Slechténi. Na rozdil od technologie inseminace plemenic
sexovanym spermatem elitnich bykU, kterad je dlouhodobé rozvijena komerénimi firmami a
prakticky vyuzivany chovateli v zemédélsky vyspélych zemich, v poslednich letech i v CR, je
metoda produkce embryi predikovaného pohlavi v systému in vitro relativné mdlo efektivni.
ZvySeni ucinnosti fertilizace oocytl sexovanymi spermiemi bykd je jednim ze zdkladnich
predpoklad(i jak zefektivnit pfipravu embryi poZzadovaného pohlavi in vitro a vyuZit ji u
geneticky cennych rodicu, tak jak je tomu v chovatelsky vyspélych zemich.

V. Popis uplatnéni certifikované metodiky

Modifikovany postup fertilizace oocytl sexovanymi spermiemi byk{ in vitro je uréen
predevsim subjektlim vyuZivajicim reprodukéni biotechnologie v chovech hospodarskych
zvitat. V prabéhu dalSiho rozvoje téchto metod v reprodukci a Slechténi skotu se metodika
muze stat ucinnym ndstrojem pro zefektivnéni produkce embryi pozadovaného pohlavi
vyuzitelnych jak pro pfimy embryotransfer, tak i pro kryokonzervaci a uchovani genovych
zdroja.

Kromé toho metodika mlzZe najit své uplatnéni i u komerénich subjektd zajistujicich
chovatellim sluzby v oblasti inseminace, ponévadZ systém fertilizace bovinnich oocytld v
podminkach in vitro umoznuje objektivné hodnotit fertilizacni schopnost sexovanych spermii
za standardnich podminek kapacitace a oplozeni a provéfit kvalitu inseminacnich davek
plemennych byku pred jejich pouZitim v inseminaci.



VI. Ekonomické aspekty

Zavedeni fertilizace sexovanymi spermiemi bykl do produkce embryi in vitro
nevyzaduje ve srovnani se standardni metodou fertilizace bovinnich oocytd dalsi financ¢ni
naklady, protoZze metoda umoZiuje vyuzivat soucasné vybaveni IVF laboratore, jako jsou
pfistroje, kultivacni plasty i média. Navic zavedeni fertilizace v mikrosystému umoZznuje snizit
spotfebu sexovanych spermii a relativné drahych fertilizacnich médii i moZnost Uspésné
fertilizovat nizky pocet oocytl, které lze priamérné ziskat od individualnich donorek po
opakovanych transvagindlnich aspiracich (OPU).

Hlavnim ekonomickym pfinosem produkce embryi poZzadovaného pohlavi je
predevsim pfinos pro chovatele, ktery spociva v efektivnéjSim uplatnéni Slechtitelskych
strategii, rychlejSim dosazeni genetického zisku a sniZzeni vynaloZenych financnich
prostredku. Predevsim v chovech mlééného skotu je produkce a transfer embryi a narozeni
jedince samic¢iho pohlavi od geneticky cennych rodici z chovatelského i ekonomického
hlediska zcela zasadni. Ziskani potomstva poZzadovaného pohlavi minimalizuje ztraty vzniklé
produkci embryi, embryotransferem, narozenim a odchovem jedincl nezadouciho pohlavi a
v dUsledku toho sniZzuje celkové naklady na odchov potomstva, které odpovida chovatelskym
zamérlm. Vyznamnym chovatelskym i ekonomickym pfinosem predkladané metodiky je
efektivnéjsi vyuziti reprodukéniho potencidlu geneticky cennych jedincl cestou
raciondlnéjsSiho vyuziti jejich gamet, a to jak v sou¢asném procesu Slechténi skotu, tak i pro
uchovani genovych zdrojd. Konkrétni ekonomicky pfinos metodiky bude zaviset na vyuZiti
metody IVP embryi predikovaného pohlavi chovateli skotu a plemenné hodnoté
selektovanych rodic¢d. ZvySeni naklad(, které pro chovatele predstavuje nakup drazsich
sexovanych inseminacnich davek, je proto nevyznamné.
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