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Vliv pridavku glycerolu v riznych fazich vyroby beranich
inseminac¢nich davek na jejich nasledné kvalitativni
parametry po rozmrazeni

Souhrn

Cilem této diplomové prace bylo zhodnotit vliv pfidavku glycerolu pii pfiprave
inseminacnich davek na zachovéani oplozovaci schopnosti spermii u berani. Bé&hem
experimentu byly pouzity vzorky ejakuldtu beranti plemene valasské ovce. Valasska ovce patii
mezi jeden z geneticky ohrozenych druhti a proces kryokonzervace je pro zachranu téchto
cennych zvifat rozhodujici.

Oplozovaci schopnost spermii byla zjistovana pomoci CASA softwaru a priatokové
cytometrie. Za oplozeni schopné spermie byly povazovany ty, které nemély poskozenou
cytoplazmatickou membranu, mély vysokou celkovou a progresivni motilitu, nemély
poskozeny akrozom a mély zachovanou mitochondridlni aktivitu. Hodnoceny byly také vlivy
pusobici na jednotlivé parametry. Sperma bylo hodnoceno po ekvilibraci a po rozmrazeni.

Byla porovnavana metoda okamzitého ptidavku glycerolu pii fedéni, ktery byl soucasti
fedidla Andromed (obsah 6-7 % glycerolu) s modifikaci, kdy byl glycerol ptidan tésné pted
mrazenim.

Ihned po rozmrazeni byly zjiStény signifikantni rozdily pouze v rdmci hodnoceného
parametru poSkozeni akrozomu a mitochondrialni aktivity. Prikazné lepSich vysledkti dosahl
ejakulat, kdy byla pouzita metoda s pfidavkem glycerolu tésn€ pfed zmrazenim, ktery
vykazoval vysokou mitochondridlni aktivitu 43,3 + 2,69 % a poskozeni akrozomu
22,29+ 1,13 % Hodinu a dvé& hodiny po rozmrazeni byly zjiStény signifikantni rozdily mezi
vSemi jednotlivymi parametry hodnocenymi pomoci priitokové cytometrie.

Jako prikazné horsi se jevi metoda s pozitim fedidla s obsahem glycerolu. Pii pouZiti
této metody mélo hodinu po rozmrazeni posSkozeny akrozom 25,92 + 1,13 % spermii a vysoka
mitochondridlni aktivita byla zjiSténa pouze u 33,25 + 2,69 %.

Ziskané¢  vysledky poskytly slibné ptedpoklady pro zlepSeni kvality
kryokonzervovaného ejakulatu ndmi modifikovanou metodou. Proto je dillezité¢ ovéfit ucinek
této metody formou inseminace.

Kli¢ova slova: prutokova cytometrie, CASA, kryokonzervace, sperma



Influence of glycerol addition in different phases of ram
Insemination doses processing on subsequent sperm

gualitative prameters after thawing
Summary

The aim of this diploma thesis was to evaluate the effect of the addition of glycerol in
the preparation of insemination doses for the preservation of the fertilizing ability of sperm in
rams. During the experiment, samples of Wallachian sheep rams ejaculate were used.
Wallachian sheep belog to one of the genetically endangered species and thy cryopreservation
Is important for the rescue of these valuable animals.

Sperm fertilization capacity was determined using CASA software and flow cytometry.
Fertilizable sperm were considered to be those that did not have damaged cytoplasmic
membrane, had high overall and progressive motility and retained mitochondrial activity, and
no damaged acrosome. The influences acting on individual parameters were also evaluated.
Sperm were evaluated after equilibration and thawing. The method of immediate addition of
glycerol at dilution, which was an ingredient of the Andromed diluent (6-7% glycerol content),
was compared with a modification, in which glycerol was added just before freezing.

Significant differences immediately after thawing were found only within the evaluated
parameter of acrosome damage and mitochondrial activity. Significantly better results were
achieved with the ejaculate, when the method with the addition of glycerol just before freezing
was used, which showed a high mitochondrial activity of 43.3 +2.69 % and acrosome damage
of 22.29 £ 1.13%. One hour and two hours after thawing, significant differences were found
among all individual parameters evaluated by flow cytometry.

The method with use of a diluent containing glycerol appears to be significantly worse.
Using this method, 25.92 + 1.13% sperm showed damaged acrosome and high mitochondrial
activity was found in only 33.25 £+ 2.69 % of sperm one hour after thawing.

Keywords: flow cytometry, CASA, cryopreservation, semen
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1 Uvod

Ovce patii mezi jedny z nejdéle chovanych hospodaiskych druhii zvifat. Chov ovei ma
v Ceské republice bohatou historii. Pro &lovéka jsou ovce po dlouha léta zdrojem kvalitnich
zivo¢isnych produkti, ke kterym fadime maso, mléko, kiizi a v neposledni fade vinu. V Ceské
republice neni spotieba skopového masa v porovnani s ostatnimi staty priliS vysoka, cemuz
odpovidaji i nepfili§ vysoké pocetni stavy ovei v CR. K prosinci roku 2020 bylo evidovano
203 612 kusti ovci.

Cilem vsech chovateld ovci je dosazeni vysoké produkce, jejiz predpokladem jsou vysoké
reprodukéni ukazatele. Zasadni vliv ma vybér kvalitnich plemenikd, jejichz ejakulat slouzi k
vyrobé inseminacnich déavek, ¢i pfirozenou plemenitbu.

Vlivem nedostate¢né optimalizace procesu kryokonzervace pifi vyrob¢ inseminacnich
davek se v praxi uplatituje pfirozené plemenitba.

Vyhoda asistované reprodukce spociva v podstatné menSim poctu pouzivanych beran
V porovnani s pfirozenou plemenitbou.

Ve své praci se zamétuji na optimalizaci procesu kryokonzervace ejakuldtu modifikaci
metody piidavku glycerolu, jelikoz vSechna nova fakta jsou pro dosazeni lepSich vysledki pti
pouziti inseminace stézejni.



2 Védecka hypotéza a cile prace

Hypotéza: Predpokladdme, ze ptidavek glycerolu ve finalni fazi vyroby inseminacnich
davek mtize pozitivné ovlivnit nasledné kvalitu ID po rozmrazeni.

Cil prace: Vyuziti biotechnologickych metod u malych piezvykavci je velmi omezené.
Proto vSechny informace vedouci ke zlepSeni dil¢ich postupt, jsou dulezité s ohledem na
potencialni rozvoj tohoto odvétvi. Glycerol je bézn¢ vyuzivané kryoprotektivum obsazené
v fedidlech pii vyrob¢ inseminacnich davek. Zaroven ma toxicky ucinek na builky. Zkracenim
doby pisobeni glycerolu na pohlavni buniky v prubéhu ekvilibrace mize dojit ke zlepSeni
kvality insemina¢nich davek. Pfedmétem diplomové prace bude ovéfeni tohoto aspektu
a v dasledku optimalizovat zplisob vyroby beranich inseminacnich davek.



3 Literarni reSerse

3.1 Pohlavni organy berana

U vsech samct hospodarskych zvifat jsou pohlavni organy tvoieny kopula¢nim organem,
pohlavnimi zlazami (varlaty), vyvodnymi cestami a pfidatnymi pohlavnimi zldzami. Parova
varlata jsou pohlavni zlazy, které jsou ulozeny v Sourku. Ve varlatech jsou tvofeny samci
pohlavni bunky, spermie. Varlata maji endokrinni ¢ast, kterou ptedstavuji Leydigovy bunky, a
Vv kterych se tvoii sam¢i pohlavni hormon testosteron. Varlata berana jsou ze stran zplostéla a
maji vejCity tvar. U berana se hmotnost varlat pohybuje v rozmezi od 195 do 300 g. Na varlata
navazuji parova nadvarlata. Nadvarlata tvofi klicky vyvodnych kanalka varlete. V nadvarlatech
se nachazi zasoba spermii a spermie zde ziskavaji schopnost pohybu. Nadvarlata se skladaji ze
tii Casti, ztcla, hlavy a ocasu. Dalsi ¢ast pohlavnich orgédnu ptfedstavuje chamovod, ktery
navazuje na ocas nadvarlete a isti do mocové trubice. Chamovod se pied vytusténim do mocové
trubice rozsifuje v ampuli chdmovodu. Od mista vyusténi chdmovodu do mocové trubice
vznika spole¢na vyvodna cesta mocova a pohlavni. Pro malé ptezvykavce je typické, ze se za
zaludem tahne vybézek mocové trubice. U berana dosahuje tento vybézek délky asi 4 cm. Pii
kopulaci dochazi k erekci vybézku mocové trubice. Erekce umozni zavedeni vybézku mocové
trubice az do dé€lozniho krc¢ku samice. Vnéjsi pohlavni ustroji samce piedstavuje penis. Penis
umoznuje vpraveni semene do pohlavnich organii samice a tim muize dojit k pfipadnému
oplodnéni. Na konci penisu se nachdzi zalud, ktery je pfi ochablém stavu kryt kozni
duplikaturou, pfedkozkou. U berana je penis i ve fazi ochabnuti tuhé konzistence, jelikoZ se
jednéd o penis fibroelastického typu. Z ptidatnych pohlavnich zlaz se u berana vyskytuji
vSechny typy, tedy ampule chamovodu, méchytkovitd Zlaza, zldza bulbouretralni a prostata
pouze V roztrouSené¢ podobé. Pridatné pohlavni zldzy produkuji semennou plazmu, kterd
predstavuje zivné médium pro spermie. (Hafez 2000; Jelinek & Koudela 2003; Najbrt 1982).

glans penis
./ collum glandis
free part of the penis

urethral

process L
raphe penis

Obrizek ¢. 1: Penis malych prezvykavcu (Constantinescu 2010)



3.2 Ejakulat

Ejakulat je slozen ze spermii suspendovanych v tekutém médiu. Tekuté médium
oznaCujeme semennd plazma, ktera je nejCastéji bilé az Sedavé barvy. Semenna plazma je
dualezita pro chemickou funkci semene (Gamcik & Kozumplik 1984). Veskeré slozky semenné
plazmy jsou syntetizovany v siti varlete, v nadvarleti a ptidatnych pohlavnich zlazach.
Semenna plazma obsahuje velkou koncentraci bilkovin stejné jako ostatni télni tekutiny
(Dominguez et al. 2008). V ramci jednotlivych druht hospodatskych zvifat existuji znacné
rozdily ve slozeni bilkovin semenné plazmy (Muifio-Blanco et al. 2006). Sekrety ptidatnych
pohlavnich zlaz tvofi vétSinu objemu semenné plazmy. Semennd plazma predstavuje zivné
médium pro spermie a usnadinuje jejich transport. Semenna plazma a tim 1 jeji slozky se ucastni
klicovych procesii. Mezi procesy, na kterych se podileji mizeme zatadit oplodnéni vajicka,
vyvoj zarodku a funkcnost spermii. Mezi slozky semenné plazmy patii organické slouceniny
(peptidy, lipidy, kyselina citronova, aminokyseliny, cytokiny a hormony), ionty (sodné,
draselné, vapenaté, hofeCnaté, zine¢naté a dalsi.) a energetické slouceniny (sorbitol, fruktdza a
glycerylfosfocholin). U ptezvykavci mizeme dale v semenné plazmé nalézt nékteré dusikaté
slouceniny, které predstavuje mocovina, kyselina mocova, kreatinin nebo amoniak. Mezi dalsi
slozky, které nalézame u ptezvykavcl patii nékteré redukéni latky jako hypotaurin ¢i kyselina
askorbova. Obsah jednotlivych slozek je dan sekre¢ni ¢innosti, velikosti a skladovaci kapacitou
samcich pohlavnich organt (Juyena & Stelletta 2011).

Tabulka ¢. 1: SloZeni semenné plazmy u berana (Juyena & Stelletta 2011)

Slozka Beran

Fruktoza (mg/ dl) 150-600
Glukoza (mg/ dl) 09-16
Kyselina citronova (mg/ dl) 110-260
Proteiny (g/dl) 2,30 - 2,50
Lipidy (mg/ dI) 254-396
Fosfolipidy (mg/ dl) /
Kyselina glutamova (mg/ dl) 4,5-5.2
Na (mg/ dl) 120-258
K (mg/ dl) 50-140
Ca (mg/ dl) 6,0 - 15
P (mg/ dl) 4,8-12
CI (mg/ dl) 86
Mg (mg/ dl) 2,0-13
Zn (mg/ dl) 56-179




3.2.1 Spermie

Spermie se tvoii v semenotvornych kanalcich varlat béhem procesu spermatogeneze a
jedna se o zarode¢né bunky s haploidnim poc¢tem chromozomi (Gadella & Luna 2014).
proces spermatogeneze miizeme rozdélit na tfi casti. Prvni faze spermatogeneze
zahrnuje proliferaci spermatogonie. Druhou fazi nazyvame meioza, pii niz dochazi ke
vzniku spermatid, které vznikaji pfes stadium priméarni a sekundarni spermatidy.
Posledni fazi oznacujeme jako diferenciaci, pii které vznikaji specializované buiiky,
spermie. Spermie vSech savcll maji podobnou strukturu a kazd4 spermie je tvofena
hlavou, kr¢kem a bi¢ikem. Hlava spermie méti v priméru 2 az 5 um a obsahuje jadro a
akrozom (Malo et al. 2006). Délka biciku se pohybuje v rozmezi 10-100 um. Bi¢ik se
skladd z komplexu mikrotubulii uspotddanych kolem stiedové cast, kterou tvori
predevsim mitochondrie. VéEtSina cytoplazmy spermie se nachazi v hlavicce a jeji objem
je velmi maly. Jedinym tkolem spermie je pienos genetické informace do oocytu
(Erikson & Health 2014).
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Obrazek ¢. 2 : Sav¢i spermie (Erikson & Health 2014)

3.2.2 Kvantitativni a kvalitativni charakteristiky ejakulatu

3.2.2.1 Koncentrace spermii

Koncentrace spermii pfedstavuje kvantitativni vlastnost ejakulatu, kterd je vyjadiena
poctem spermii v1 ml ejakuldtu a svédci o jeho biologické plnohodnotnosti (Gamcik
& Kozumplik 1984). Fyziologicka koncentrace ejakulatu berana kolisa od 3,5 x 10° do 6 x 10°
spermii na ml ejakulatu (Hafez 2000).

Carvajal-Serna et al. (2018) ve své studii hodnotili kvalitu ejakulatu u beranti plemene
Hampshire a Romney marsh. U plemene Hampshire byla statisticky prokazana vyssi
koncentrace spermii neZ u plemene Romney marsh. Primérna koncentrace u plemene
Hampshire byla 2,4 +163,2 x 10° spermii/ml. U plemene Romney marsh byla primérmna
koncentrace pouze 2,16 + 168,01 x 10° spermii/ml. Mezi jednotlivymi plemeniky v ramci
plemene nebyly zjiStény statisticky vyznamné rozdily mezi naméfenymi koncentracemi



spermii. Primérné hodnoty koncentraci uvedené v této studii jsou nizsi oproti rozmezi, které
pro tento parametr uvadi Gamcik a Kozumplik (1984).

3.2.2.2 Pohyblivost spermii

Mezi jeden z kvantitativnich parametri ejakulatu patii motilita spermii. Motilita spermii
je elementarni parametr pii vysetieni kvality ejakulatu. Motilita spo¢iva ve schopnosti spermii
projit pies pohlavni organy samice a poté oplodnit vajicko. Motilita neboli pohyblivost spermii,
patii mezi parametr, ktery ma vliv na plodnost ovci (David et al. 2015). Aguiar & Tilburg
(2013) ve své studii uvadéji, ze pohyblivost spermii se béhem roku vyrazné nemeéni.

Carvajal-serna et al.(2018) zkoumali vliv plemene na pohyblivost spermii, pfi¢emz
zjistili vyznamné rozdili v motilité spermii u plemen Hampshire a Romney marsh. Pohyblivost
spermii u plemene Romney marsh byla 75,49 + 2,75 %. U plemene Hampshire byla primérna
hodnota pohyblivosti spermii vys$si nez u plemene Romney marsh a dosahovala hodnot 85,45
+ 1,55 %.

Dalsi studie hodnoti vliv sezony na motilitu spermii. Motilita spermii byla hodnocena u
plemen ovci Vychodofriskd ovce a Chios. Bylo zjiSténo, ze nejlepSich vysledkil v ptipadé
hodnoceni motility spermii bylo dosazeno u obou plemen béhem podzimu. Primérnd hodnota
motility spermii béhem podzimu dosahovala u plemene Vychodofriska ovce 75,29 + 1,48 %,
avsak u plemene Chios byla o 0,29 % nizsi. NejhorSich vysledky byly ziskdny béhem jara a
1éta, kdy se primérnad hodnota motility pro plemeno vychodofriskd ovce pohybovala v rozmezi
od 69,21 £ 1,78 % do 70,76 + 1,04 % a pro plemeno Chios od 69,35 = 1,17 % do
70,83 + 1,84 %. Z vysledkii studie vyplyva, Ze procento pohyblivosti spermii mezi jarem a
podzimem kolisa o 5 az 6 % a sezobna mé tedy vyznamny vliv na tento parametr
(Karagiannidis et al. 2000). Vliv sezony na motilitu spermii ve své studii také potvrdili Qureshi
et al. (2013), Malejane et al. (2014) a Catunda et al. (2011).

3.2.2.3 Objem ejakulatu

Mezi dalsi sledovany parametr ejakulatu patii jeho objem. Jedné se o parametr, ktery
piimo ovliviiuje oplozovaci schopnost samci (Jha et al. 2018).

U plemene Suffolk dosahoval obejm ziskany odbérem pomoci umélé vaginy hodnoty
1,2 ml (Hernandez et al. 2012) pfi¢emz Karagiannidis et al. (2000) a Khandoker (2013) uvadéji
vliv plemene na objem ejakulatu. Z dalSich studii bylo zjisté€no, Ze objem ejakulatu zavisi také
na vyzivé (Almeida et al. 2007), respektive télesné kondici plemenika jak uvadi Turri et al.
(2016) a sezoné odbéru (Dominguez et al. 2008). Vliv na objem ejakulatu ma také metoda
odbéru, pficemz bylo zjisténo, Ze pomoci elektroejakulace lze dosdhnout vétsiho objemu
Vv porovnani s odbérem do umélé vaginy (Jha et al. 2018).

Rada autort ve své studii potvrdila vliv plemenné piislunosti na objem ejakulatu.
Srovnani mezi vybranymi plemeny a podrobnéjsi vysledky jsou prezentovany v tabulce €. 2.



Tabulka €. 2: Parametry ejakulatu u vybranych plemen ovci
Morfologie

Objem . s Koncentrace
. ) Pohyblivost spermii . ,
Plemeno  ejakulatu ., L ejakulatu
(mi) spermii (%) (normalni (x10%/ml)
spermie) %
Berani
ROMNey | ) 291019 | 75494275 | 8834+185 | 216416801 | (Corvajal-Serna
marsh et al. 2018)
; rvajal-Sern
Hampshire | 2,81 £0,17 | 8545155 | 94.07+0.85 2389+ 163,22 | (CArvajal-sema
et al. 2018)
(Boland et al.
Suffolk 1,05 +£0,06 30 az 80 X 3281,7+ 108, 6 |1985; Mickelsen
etal. 1981)

3.2.2.4 Morfologie spermii

Kazdy odebrany vzorek ejakulatu obsahuje n¢jaké procento patologickych spermii.
Vyskyt patologickych spermii je nepfimo umérny k plodnosti. Vysoky pocet poskozenych
spermii zpasobuje kuptikladu tepelny stres. Vysoka vlhkost v kombinaci s vysokou teplotou
muze vést ke sterilit€¢ samci po dobu az 6 tydni (Mieusset et al. 2004; Hafez 2000).
Karagiannidis et al. (2000) zjistili, ze velké mnozstvi patologickych spermii se objevuje
Vv ejakulatech, které jsou shromazd’ovany béhem obnovy reprodukéni funkce. Popsali také, ze
dostate¢né mnozstvi Cisté studené vody a zajiSténi dostatecného stinu napomahéd minimalizovat
vliv tepelného stresu. Hafez (2000) uvedl, Ze pokud se ve vzorku ejakulatu vyskytuje vice nez
20 % patologickych spermii, tak 1ze plodnost berana povazovat za spornou. Pro inseminaci by
nemély byt pouzity ejakulaty s vyskytem abnormalnich spermii vys$sim nez 15 %, avsak Solti
et al. (2012) uvadéji, ze rozmezi piijatelného vyskytu patologickych spermii je 20 az 30 %.
Bylo zjisténo, Ze vyskyt patologickych spermii se méni sezonné. Bravo et al. (2014) se zabyvali
sledovanim morfometrickych parametrti béhem sezony. Vysledky studie ukazuji, Ze primérna
délka spermii béhem pfipoustéci sezoény (podzim, zima) kolisala od 8,25 + 0,33 um do 8,36 +
0,34 um, pfi¢emz primérna Siika se pohyboval od 4,87 + 0,18 um do 4,97 + 0,18 um. Bé¢hem
obdobi mimo pfipoustéci sezonu (jaro, 1éto) byla délka spermii pfiblizn¢ 0 0,1 - 0,2 um kratsi
a Sitka o 0,1 pm tenci.

Pro hodnoceni vyskytu abnormélnich spermii by mél byt pouzit vzorek ejakulatu
odebrany maximalné po sedmi dnech sexualni abstinence ne, vSak diive nez po dvou dnech
sexualni abstinence. Pokud se pro hodnoceni vyskytu abnormalnich spermii pouziva vice
vzorkid, mél by byt po€et dni sexudlni abstinence u v§ech hodnocenych vzorkil stejny. Pro
ziskani objektivnich vysledkl je vhodné zkontrolovat minimalné dva az tfi vzorky ejakulatu.
V 85 % ptipadt dava spravné vysledky jiz prvni vzorek, avSak variace mezi jednotlivymi
vzorky jsou velmi vyznamné. Hodnoceni vyskytu patologickych spermii zahrnuje posouzeni
hlavicky, které zahrnuje posouzeni velikosti, tvaru, dale posouzeni akrozomu véetné posouzeni
akrozomalnich vakuol, jejichz pfitomnost se hodnoti pomoci vizudlniho vySetfeni. Dale
hodnoceni zahrnuje analyzu krcku spermie, bi¢iku a spojovaciho oddilu (Lasiene et al. 2013;



Hidalgo & Dorado 2009). Detailni popis vyskytujicich se abnormalit spermii vetné obrazku je
k dispozici v samostatnych ptilohach.

3.2.3 Faktory ovliviiujici kvalitu ejakulatu
3.2.3.1 Obvod Sourku

Vyznamny vliv na kvalitu ejakulatu ma i obvod Sourku, ktery ma vliv na oplodiovaci
schopnost spermii a jejich kvalitu. Pezzanite et al.(2010) ve své studii uvadi, ze obvod Sourku
muze béhem sezény kolisat, coz souvisi s télesnou hmotnosti a pohlavni aktivitou. Béhem
obdobi rozmnozovéani je obvod Sourku vétsi, naopak v obdobi mimo rozmnozovani se obvod
Sourku mize zmensit o 2-3 cm. Dale bylo prokazano, Ze beran, ktery ma byt pouzit pro
reprodukci by mél mit obvod Sourku minimalné 33 cm. Pokud je vSak obvod Sourku mensi, tak
by mél byt beran vyfazen, protoze neni schopen produkce dostate¢ného mnozstvi ejakulatu pro
oplodnéni dostate¢ného mnozstvi samic

Braun et al. (1980) ve své studii provedli méteni obvodu Sourku u 717 beranti. K méfeni
byli pouziti berani deviti odliSnych plemen, pficemz bylo zjisténo, Ze existuje piima imeéra
mezi télesnou hmotnosti a obvodem Sourku. Berani vétSich plemen maji obecné vétsi obvod
Sourku.

Pti hodnoceni obvodu Sourku mohou byt berani klasifikovani tfemi stupni — vynikajici,
uspokojivi, ¢i pochybni, pfi¢emz tato klasifikace se provadi pii zafazeni beranii do plemenitby.
Berani, u nichz byly zjistény pochybné vysledky se znovu premétuji za 48 tydnii. Berani, kteti
dosahli obvodu Sourku ve véku >14 mésici vice nez 35 cm jsou klasifikovani jako vyborni.
(Pezzanite et al. 2010)

Obrazek ¢&. 3: Méfeni obvodu Sourku u berana (Pezzanite et al. 2010)
3.2.32 Vék

Je dokéazéno, Zze za optimalnich podminek prostiedi zvifata rostou v raném veéku,
pricemz po dosazeni pohlavni dospélosti se rist zpomaluje a zcela se zastavi po dosazeni
dospélosti télesné. Stejny trend rastu plati 1 pro vyvoj varlat, kdy v raném veku je rust rychly a
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po dosazeni pohlavni dospélosti nasleduje obdobi pomalého ristu (Karagiannidis et al. 2000).
Dowsett & Knott (1996) ve své studii zkoumali vliv v€ku na morfologii spermii, pfi¢emz
zjistili, ze vyskyt patologického tvaru hlavy spermie se vyskytuje ve vét§i mife ve véku do 2
let, naopak potom se vyskyt spermii s abnormalni hlavou snizoval. K vys$§imu vyskytu spermii
s patologickym tvarem hlavy potom dochézelo po 5 roce véku. Nedokonala spermiogeneze
Vv raném véku pravdépodobné zpusobuje vyskyt vétsiho procenta morfologicky abnormalnich
spermii, po dosazeni pohlavni dospélosti se vyskyt normalnich spermii zvySuje, pfiCemz

Bylo zjisténo, ze zmény ve vyskytu abnormalnich spermii, jsou doprovazeny zménami
vV obvodu Sourku. Do véku 20 mésict se obvod Sourku zvétSoval, avSak mnozstvi vyskytu
patologickych spermii se snizovalo. Po dosazeni tohoto v€ku doslo k ustaleni hodnot, které se
tykaly jak vyskytu abnormalnich spermii, tak obvodu Sourku. Byl prokazén vyskyt vyssiho
poctu abnormalnich spermii ve véku 2 az 5 let, oproti vyskytu patologickych spermii ve veku
mezi 1. a 2. rokem zivota (Ferdinand et al. 2012; Bongso et al. 1982).

Samci, ktefi se pouZivaji k odbéru ejakulatu ¢i v chovu by méli byt ve veéku, kdy
dosahuji optimalnich rstovych schopnosti a maji vyhovujici hodnoty spermiogramu. Pro
spravny vybér plemennych zvitat musi byt hodnoceny reprodukéni ukazatele, které nasledné
porovnavame mezi riznymi plemeny ve stejném véku (Harder et al. 1995).

3.2.3.3 Plemeno

Jednim z faktord, které ovliviiuji vlastnosti ejakulatu, velikost varlat a v neposledni fadé
i velikost téla hospodaiskych zvifat je plemeno (Karagiannidis et al. 2000).

Ke zvétSeni varlat dochazi az po dosazeni pohlavni dospélosti (Al- ghalban et al. 2004).
Karagiannidis et al. (2000) zjistili, ze plemeno ovliviiuje morfologii spermii u hospodaiskych
zvitat, pfi¢emzZ se jednalo zejména o zmény tvard spermii.

Stolc et al. 2009 zkoumali vliv plemene beranti na aktivitu ejakulatu a pocet
produkovanych insemina¢nich davek. Hodnoceno bylo celkem 59 beranti. Z celkového poctu
samctl bylo 42 plemene Sumavské ovce a 17 plemene Valasska ovee. Vyznamny rozdil mezi
plemeny byl prokdzan pouze v poctu produkovanych inseminacnich davek, kde lepSich
vysledki dosahli berani plemene Sumavska ovce, atkoli berani plemene Valasska ovee dosahli
lepsich vysledkdt v jinych parametrech. U plemene Sumavska ovce bylo primérné
vyprodukovano 16,8 + 0,32 inseminacnich davek, oproti tomu u plemene Valasské ovce bylo
primérn¢ vyprodukovano pouze 13,85 + 0,93 inseminacnich davek. U berani plemene
Vala$ska ovce byl pozorovan vétsi objem ejakulatu a vyssi progresivni aktivita spermii pied 1
po fedéni oproti berantim plemene Sumavska ovce.

3.2.3.4 Sezona a teplota

Kazdoro¢ni vykyvy ve fotoperiodé vyvolavaji u ovci sezonnost reprodukeni aktivity. U
samic je sezonnost béhem roku velmi vyrazna, pfiCemz se stiidd obdobi, kdy jsou ovce
pfipraveny na reprodukci (reprodukéni obdobi) s obdobim, kdy ovce nejsou schopny
reprodukce. Obdobi, kdy ovce nejsou schopny reprodukce oznacujeme jako anestrus. U samct
nejsou vykyvy béhem stfidani reprodukéniho a nereprodukéniho obdobi tak velké, pficemz
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spermatogeneze a sexualni aktivita ziistava témét konstantni béhem celého roku. Ke zméndm,
které miizeme pozorovat béhem sezony u samcii patii zména velikosti varlat, zména sexudlniho
chovani tzv. libido sexualis, zména sekrece hormonti a jednotlivych parametrt ejakulatu (César
et al. 2017; Santolaria 2011). Pfimé ptisobeni melatoninu ma prokazatelny vliv na pohyblivost
spermii a dalsi charakteristiky ejakulatu v rdmci obdobi mimo piipoustéci sezonu. Tohoto
zjisténi bylo vyuzito pii inseminaci bahnic béhem anestru berany, kterym byl implantovan
melatonin. Implantovany melatonin zpusobil u beranti vys$si objem Sourku a u bahnic bylo
dosazeno vyssich reprodukénich ukazatelt, i kdyz byla inseminace provedena v obdobi anestru.
Na vysledky inseminace ma kvalita ejakulatu nezastupitelny vliv (Santolaria 2011). I Abecia et
al. (2012) zjistili vliv rozdilné délky svételného dne béhem roku na reprodukéni aktivitu.

3.2.3.5 Vyziva

Jeden z pfednich faktord, které maji vliv na rist a produkci spermii je vyZiva
hospodaiskych zvirat (Widiyono et al. 2017). U malych piezvykavcu Zzijicich v oblasti
tropického podnebného pasu je vyziva jeden z hlavnich moduldtori reprodukéni aktivity,
jelikoz se zde vyrazné neprojevuji vykyvy béhem roku v délce svételného dne. V ostatnich
zemépisnych pasmech je vliv zmény délky svételného dne na reprodukéni ukazatele znacny.
Nejde proto v téchto oblastech vyzivou ovlivnit naptiklad sniZeni velikosti varlat béhem obdobi
mimo reproduk¢ni sezonu. Vyssi iroven krmiva napomaha rychlejs$i obnové velikosti varlat po
otepleni. Maly prezvykavci, stejn¢ jako ostatni hospodaiska zvirata pottebuji pro udrzeni
télesného metabolismu, rustu, produkce a reprodukce dostatek zivin. Vyvazeny obsah bilkovin
v krmné davce a kvalita krmné davky piisobi na zlepseni télesné kondice. Kvalita krmné davky
ma dale vliv na velikost varlat, a tim na parametry ejakulatu, respektive plodnost. Pozitivné
pusobi na rust varlat a produkcei spermii zvySeni piijmu energie z krmné davky (Gebre, 2007).

VyzZiva ma vyznamny vliv na udrZeni a zvySeni sekrece gonadotropinil, ¢imZ sniZuje
vyskyt morfologicky abnormalnich spermii. Nizka Groven vyzivy vede naopak ke snizeni ristu
a snizeni kvality ejakulatu. SniZzend kvalita ejakulatu se potom projevi zvySenym vyskytem
nezralych a sniZenou Urovni reprodukce. Krmivo pro berany by mé¢lo obsahovat dostate¢né
mnozstvi bilkovin, jelikoZ bylo prokazano, Ze pfijem krmiv chudych a bilkoviny negativné
plsobi na pohyblivost spermii, jejich morfologii a dochdzi k depresi ristu varlat a potlaceni
spermiogeneze. U biezich ovci vede vyziva s nizkym obsahem bilkovin a energie ke snizené
plodnosti u jehnat. U novorozenych jehiat se potom vyskytuje snizeny pocet Sertoliho bun€k
varlete, coz se projevuje snizenim budouci kapacity pro produkci spermii. SniZzend uroven
vyzivy dale plisobi na sniZeni sekrece folikulostimula¢niho a luteiniza¢niho hormonu, coz se
projevuje zpomalenym rustem varlat u berankt (Gebre 2007; Smith et al. 2010).

3.2.3.6 Metoda odbéru ejakulatu

U berant miiZzeme pro odbér ejakulatu pouzit dvé rtizné metody. Prvni metoda spociva
v odbéru ejakulatu pomoci umél vaginy a druha v odbéru ejakulatu pomoci elektroejakulace.
Odbér pomoci elektroejakulace spociva v zavedeni sond ¢i elektrod do rekta berana. Postupné
zvySovani elektrického napéti zpisobuje podrazdéni sympatickych nervii a néslednou
ejakulaci. Pti elektroejakulaci dochézi ke stfidani fazi elektrické stimulace se stejn¢ dlouhou
fazi odpocinku. Kazda z fazi trva piiblizné 3 az 5 sekund (Stafford 1995). Dalsi metoda odbéru
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ejakulatu predstavuje odbér pomoci umélé vaginy. Uméla vagina se sklada z vnéjsiho valce,
vnitini vlozky a sbérace. Sbéra¢ mize byt plastovy ¢i sklenény a dlouzi k zachyceni semene.
Pted pouzitim umélé vaginy dochazi k dezinfekci vSech jejich soucasti a k jejimu naslednému
sestaveni. Pfed odbérem dochézi k dezinfekci vSech ¢asti umélé vaginy a jejich naslednému
sestaveni. Po sestaveni umélé vaginy je mezi vnéjsi valec a vnitini vlozku napusténa voda o
teploté 41 az 42 °C, aby odpovidala fyziologickému rozmezi teploty ve vagin¢ piirozené. Ptili§
vysoké teplota uvnitf umélé vaginy muize vést az k poranéni penisu beranti. Odbér berana
pomoci umélé vaginy probiha skokem na atrapu ¢i fantom (Wulster-Radcliffe et al. 2001).
V praxi je odbér pomoci umélé vaginy upfednostiiovanou metodou, avsak tento zptisob odbéru
ejakulatu vyzaduje dostateny trénink. K odbéru pomoci elektroejakulace je pfistupovano jako
K prijatelné alternativé pro nezkuSené samce, ktefi zatim nejsou nauceni odbéru ejakulatu
pomoci umélé vaginy. Ve studii byl zkouman vliv metody odbéru ejakulatu na kvalitu spermii.
Berani byli odebirdani pomoci elektroejakulace a pomoci umelé vaginy ve stejny den. Po odbéru
byly ziskané ejakulaty zamrazeny a po né&jaké dobé probéhlo hodnoceni rozmrazenych
ejakulath. VysSetteni ejakulatu spocivalo v posouzeni pohyblivosti spermii, které bylo
hodnoceno metodou CASA. U vzorkii odebranych pomoci umélé vaginy byla zjiStén
prokazatelné vyssi motilita nez u vzorkd, které byli ziskany odbérem pomoci elektroejakulace.
Po zhodnoceni motility spermii byl ejakulat vysetfen prostfednictvim priatokové cytometrie, ke
byla hodnocena zivotaschopnost spermii, neporuSenost plazmatické membrany a
mitochondrialni aktivita. U ejakulatu odebraného pomoci umélé vaginy bylo dosazeno lepsich
vysledkl zkoumanych parametrti nez u ejakulatu odebraného prostrednictvim elektroejakulace
(Jiménez-Rabadan et al. 2016).

Juyena & Stelletta (2011) ve své studii uvadi Ze muze dojit ke zméné sekreéni ¢innosti
jedné nebo vice pfidatnych pohlavnich Zlaz pti odbéru pomoci elektroejakulace. Nasledkem
zmény sekreéni ¢innosti potom dochazi ke zméné sloZeni semenné plazmy. Bylo zjisténo, Ze
zpisob odbéru ejakulatu miize mit vliv na sloZeni bilkovin a jinych slozek v semenné plazmé
samci. Zména koncentrace nékterych bilkovin mize vést ke zméné kryorezistence vzorkl
spermii a muze hrat kli¢ovou roli v prevenci proti chladovému Soku.

3.2.4 Metody hodnoceni ukazateli ejakulatu
3.2.4.1 Makroskopické a mikroskopické vySetieni ejakulatu

Ihned po odbéru ejakuldtu dochazi k makroskopickému vysetieni (Gamcik &
Kozumplik 1984). Pii makroskopickém vySetfeni dochazi k vizualnimu posouzeni barvy,
objemu a konzistence ejakulatu. V ramci makroskopického vySetfeni mtizeme dale hodnotit
zapach, cizi ptimési ¢1 hodnotu pH. Makroskopické posouzeni je zakladni vySetieni, které vede
k posouzeni funkce piidatnych pohlavnich Zlaz, k odhadu mozného mnozstvi insemina¢nich
davek vyrobenych zejakuldtu a k odhadu koncentrace spermii v ejakulatu. Patologické
zbarveni ejakulatu signalizuje poSkozeni vyskytujici se v reprodukénim traktu samce (Dhurvey
etal. 2012).

Barva ejakulatu berana by méla byt jemné krémova az mlécéné bild, piicemz kazda jina
barva svéd¢i o patologii. Piitomnost krve v ejakulatu zpisobi rizové zbarveni ejakulatu, které
je nasledkem poranéni penisu béhem ziskavani ejakulatu. Sedé ¢ hnédé zbarveni ejakulatu
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signalizuje pfitomnost infekce v reprodukénim ustroji. Zluté zbarveni ejakulatu signalizuje
pritomnost moci, coz je velmi ¢asté u odbéru ejakulatu pomoci elektroejakulace. Ejakulat po
odbéru velmi nepfijemné zapachd a ptritomnosti moci je znehodnocen. V zavislosti na pouzité
metod¢ odbéru ejakulatu se méni i jeho objem. Obecné plati, Ze odbérem pomoci umélé vaginy
dosahneme nizsiho objemu nez odbérem pomoci elektroejakulace. Dalsi faktory ovliviujici
objem ejakulatu je kondice, vék, sezona a frekvence odbéru ejakulatu. Fyziologicky by mél
objem ejakulatu berana dosahovat hodnot 0,5-2 ml. U mladych berankii objem ejakuléatu kolisa
od 0,5 so 0,7 ml. Hodnota objemu ejakulatu miize byt zjisténa pomoci odmérného vélce, ¢i jiné
kalibrované nadoby (Gamcik & Kozumplik 1984).

V ramci mikroskopického hodnoceni ejakulatu posuzujeme koncentraci spermii, jejich
aktivitu, morfologii spermii, pfitomnost cizich pifimési a v neposledni fadé rezistenci a
ptezitelnost spermii. Do mikroskopického vysetfeni fadime vSechny metody zkoumajici vyse
uvedené parametry (Gamcik & Kozumplik 1984)

3.2.4.2 Spektrofotometricka metoda

Spektrofotometrickd metoda slouzi k méfeni koncentrace spermii v ejakulétu, pti¢emz
se jedna o cCasové méné¢ naroCnou metodu v porovnani napiiklad s metodou
hemocytometrickou. Pfistroje jimiZ je koncentrace spermii méfena se nazyvaji
spektrofotometry (Barszcz et al. 2011). Vyhodou spektrofotometrické metody je Casova
nendro¢nost a pomérné malé mnozstvi vzorku potfebné pro vysetieni koncentrace. Nevyhoda
potom spociva v nepfili$ presnych vysledcich, které jsou zavislé na spravném pouziti a kalibraci
pfistroje. Spotfebni material a nastroje pouZivané v ramci této metody patii k t¢ém levnéj$im a
Skoleni laboratornich technikli nevyzaduje pfiliS mnoho casu. Z divodl rychlosti a
jednoduchosti této metody se jedna o nejbéznéji vyuzivanou metodu v centrech pro zpracovani
ejakulatu. Mé&feni pomoci spektrofotometri spo¢iva v méfeni intenzity svétla (Cardeal et al.
2017).

Ejakulat obsahuje mimo spermii i jiné nespermatické slozky mezi které mizeme zaradit
organické a anorganické slouCeniny. Vzorky ejakulatu tedy predstavuji komplexni suspenzi, ve
které neni ptenos svétla odrazem pouze poctu spermii. S charakteristikami suspenze potom
souvisi mnozstvi prenaSen¢ho svétla., coz je zdkladem pro posouzeni koncentrace spermii
pomoci spektrofotometru. Pfi vySetfeni koncentrace spermii chadpeme absorpci svétla jako
rozdil intenzity svétla pfed prichodem suspenzi a po jejim priichodu. MnoZstvi svétla, které je
suspenzi absorbovano je pfimo umérné koncentraci Castic v roztoku. Grafem koncentrace
spermii dle absorbance je pfimka. Analyza pomoci spektrofotometru se provadi za pouziti
monochromatického svétla, jelikoz je vSe zavislé na vinové délce. Pro vySetieni koncentrace
spermii hospodatskych zvitat je pouzivana vinova délka v rozmezi od 500 do 650 nm (Brito et
al. 2016) .
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3.2.4.3 Hemocytometrické vySetieni

Hemocytometrické vySetfeni ejakuldtu patii mezi nejstarsi metody a spociva
vV manudlnim pocitani spermii. Hodnoceni spermii je zalozeno na jejich pfimé vizualizaci a
jedna se o pomérn¢ levnou, avsak ¢asoveé narocnou metodu. Této metody je Casto vyuzivano
v andrologickych laboratofich. Principem této metody je vyuziti komor, ve kterych jsou
spermie pozorovany a nasledné pocitany v urcité oblasti. Pocet spermii potom umozni vypocet
koncentrace spermii na jednotku objemu. Hemocytometr se sklada z tlustého podlozniho skla,
ktery ma obdélnikovy tvar, pticemz uprostied je stted sklicka ve tvaru pismene ,,H, které tak
urcuje dvé oddelené komurky. Po obou stranach pismene ,,H* se nachazeji drzéky, které slouzi
K upevnéni kryciho sklicka nad povrchem pocitacich ploch. Standardni hloubka pocitacich
komor ¢ini 100 um, pficemz nektefi vyrobci vyrabi specifické hemocytometry s jinou
hloubkou. Po upevnéni kryciho sklicka nad pocitaci plochy je hemocytometr pfipraven
Kk pouziti. Po obou stranach pocitacich komor se nachazi vyiez ve tvaru pismene V, do kterého
se kapne asi 10 um vzorku. Na zdklad¢ kapilarniho U¢inku dojde ke vtaZeni tekutiny do
komurky. Kazd4 pocitaci komiirka je opatfena vyrytou pocitaci miizkou, jejiz vzor lisi
v zavislosti na vyrobci (Brito et al. 2016; Hansen 2011).

Nejvice vyuzivanou miizkou pro hodnoceni koncentrace spermii je tzv. Neubauer.
Mtizka je v tomto ptipadé rozdelena do 9 velkych Ctverct, pficemz jeden Ctverec mé rozmer

MV

1 mm?. Centralni &tverec miizky je rozdélen na 25 malych étverci o velikosti 0,2 nebo 0,04
mm?. Ve ¢&tyfech rozich miizky jsou umistény &tverce, které jsou rozdéleny na 16 malych
&tvercti o plose 0,25 mm nebo 0,0625 mm? (Jayme Barbedo 2013). Mezi dalsi pouzivané miizky
patii tzv. Biirkerova komtirka, kterd je rovnéZz rozdélena na 9 ¢tvercu, pfi¢emz plocha jednoho
Stverce je 1 mm?. Jednotlivé étverce (étverce Q) jsou vymezeny tfemi nepierusovanymi ¢arami.
Kazdy étverec Q je rozdélen na 16 mensich &tvercii 0 velikosti plochy 0,2 nebo 0,04 mm?. dalsi
pouzivanou miizkou je miizka dle toma, kterd je tvofena centralnim étvercem o rozméru 1 mm?2,
Centralni ¢tverec je potom rozdélen na 16 mensSich ¢tvercti o velikosti plochy 0,2 nebo

0,04 mm? (Brito et al. 2016).

Overfiow Sample Cover glass

Thoma

Obrazek ¢. 4: Moznosti pocitacich miizek. (Brito et al. 2016)
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3.2.4.4 Fluorescen¢ni mikroskopie

Fluorescencni mikroskopie je zdkladni metodou pouzivanou v oborech bunécné
biotechnologie a biologie. Pomoci fluorescencni mikroskopie Ize sledovat fyziologické
vlastnosti bun¢k. Metoda fluorescen¢ni mikroskopie umoziuje sledovat jednotlivé molekuly
v zivych ¢i fixovanych buikach (Shahsavani & Yousefi 2018). Tuto metodu lze vyuzit pro
hodnoceni neporuSenosti cytoplazmatické membrany spermii, hodnoceni procesu kapacitace
spermii ¢i posouzeni mitochondridlni aktivity a neporusenosti akrozomu. Metoda fluorescencni
mikroskopie piedstavuje alternativu pro pouziti prutokové cytometrie (Magistrini et al. 1997).
Principem fluorescencni mikroskopie je, ze bunky, které jsou predmétem hodnoceni
fluoreskuji. Buiiky jsou v tom piipadé schopny pfijmout energetické kvantum fotontl a uvolnit
energii v podob¢ emise svétla (fluorescence). K fluorescenci dochéazi v nanosekundach (10 e~
%). Dochazi k filtraci svétla s kratkou vinovou délkou za tcelem vizualizace svétla s dlouhou
vlnovou délkou. Faktor, ktery ovliviiuje funkénost fluorescenéni mikroskopie je tzv. Stokestiv
posun. Stokestiv posun je v podstaté rozdil mezi vlnovymi délkami emisniho a excita¢niho
maxima a urcuje silu, dobu a intenzitu fluorescence. Pti fluorescencni mikroskopii se vyuziva
tzv. fluoroforu (Sanderson et al. 2014).

Fluorofory se v mikroskopii uplatiuji diky svym fluorescen¢nim vlastnostem a
schopnosti excitace. Schopnost excitace spociva v presunu elektronti z valen¢nich orbitalti na
vys$si energetickou hladinu po dodani dostatecného mnozstvi energie. Potfebnd energie je
elektronim dodana vlivem narazu fotonid na fluorofory. Fluorofory nevydrzi v excitovaném
stavu pfili§ dlouho, a proto maji tendenci ztracet energii formou emise svétla a tim se postupné
vraci na ptivodni energetickou hladinu. Fluorescencni vlastnosti, emisni a excita¢ni vlnova
délka jsou ur€eny prostfednictvim valen¢niho orbitalu. Pfechod elektront do excitovaného
stavu popisuje tzv. Jablonského diagram. Jablonského diagram popisuje vztahy mezi zakladnim
stavem (S0) a excitovanymi stavy S1 a S2, které mtizeme oznacit jako singletové. Singletovy
stav S2 ma vyssi energetickou hodnotu nez S1 a S1 ma vyssi energii nez SO. Béhem emise
svétla zistava elektron po delsi dobu v excitovaném stavu S1, protoze energeticka mezera
mezi S1 a SO je Sirsi oproti S1 a S2 (Ogundele et al. 2013; Lichtman & Conchello 2005).

Field Aperture
diaphragm diaphragm

Filter - na m Y

cube 7 ' \ |lUV]],b

Arc lamp

Obrazek ¢. 5: Schéma fluorescen¢niho mikroskopu (Lichtman & Conchello 2005)
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3.2.4.5 Pocitacem asistovana analyza spermii (CASA)

CASA (Computer Assisted Sperm Analysis) predstavuje automatizovany systém
obsahujici hardware a software, ktery digitalizuje a vizualizuje nékolik po sobé jdoucich
obrazli. Na zaklad¢ toho, Ze zndme velikost plochy obrazu miizeme vypocitat koncentraci
spermii v ejakulatu a jeho objem. Metoda CASA poskytuje presné vysledky tykajici se
pohyblivosti spermii (Amann & Katz 2004). Vysetfeni motility spermii patii k elementarnim
parametriim, které jsou hodnoceny béhem rutinni analyzy ¢i v experimentéalnich studiich.
Vyhodou je, ze vysledky motility ziskané prostiednictvim softwaru CASA jsou objektivni
(Palacin et al. 2013).

Nekteré systémy CASA dokazou soucasné vyhodnotit nekolik parametrti ejakulatu
najednou, jako naptiklad soucasné vyhodnotit pohyblivost a morfologii spermii. CASA mize
byt také pouzita pro odhad koncentrace spermii v ejakulatu. Metoda CASA je zalozena na
principu vizualizace a digitalizace nékolika po sob& jdoucich snimkl ejakulatu pomoci
mikroskopu (hardwaru). Po fazi vizualizace a digitalizace dochazi k analyze obrazu a nadledné
identifikaci a pocitani spermii (Software). Rozdily mezi jednotlivymi systémy CASA spocivaji
predevsim v odlisném hardwaru a softwaru (Amann & Waberski 2014). Systém CASA vyuziva
samostatnych mikroskopi, pficemz pro umisténi vzorki na pozadovanou soufadnici X/Y a pro
nastaveni zaostfeni na ose Z slouzi manualni ¢i automatické posuvné plosiny. Systémy CASA
vyuzivaji Sirokopasmové osvétleni ve viditelném spektru. Pro tuto metodu je vyuzivan
mikroskop, ktery je opatfen negativnim (pozitivnim) fazovym kontrastem. Jednotlivé snimky
zachycuje obrazovy snima¢ CCD. Zachyceni snimkuti probiha v 0,5 s intervalech, kdy je pfedem
stanovena frekvence pofizovani snimkt (napt. 60 MHz). Zvolena frekvence pofizovani snimkt
je regulovana trvanim impulsu osvétleni stroboskopu ¢i pomoci spousté. VéEtSina systému
CASA pouziva patentovany software k detekci spermii. Na spermii je pfi detekci vytvoren tzv.
centroid, ktery pfedstavuje centralni bod na hlaveé a pouziva se pii sledovani trajektorie spermii.
Detekci hlavy spermie umoznuji pfedem definované parametry, mezi které patii rozméry, pocet
pixelti nebo jas. Vysledna koncentrace spermii miize byt vyznamné ovlivnéna zménou téchto
parametri. Systém CASA pouziva nékolik algoritmi, které pfispivaji k objektivnéjsim
vysledklim. Jde napiiklad o algoritmy, které odlisi spermie s kiiZzenou trajektorii, ¢i spermie,
které se v prib¢hu hodnoceni srazi. Vzorce pouZzivané pro hodnoceni jednotlivych parametri
spermii jsou soucasti softwarového balicku. Oblast, ve které probihd hodnoceni je dana
zvétSenim a objem zéavisi na hloubce komory pouzité pro analyzu. Analyza poskytuje vysledky
jednotlivych parametrti pohyblivosti spermii. Hodnocené parametry jsou kiivocara rychlost
[VCL], primérna rychlost [VAP], ptimocara rychlost [VSL], amplitud lateralniho posunu hlavy
[ALH], linearita kiivocaré drahy [LIN], pfimost primérné cesty [STR] a kmito¢tova frekvence
[BCF] (Brito et al. 2016).
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Obrazek ¢. 6: Oznaceni jednotlivych spermii dle pohyblivosti pomoci CASA (Brito et al. 2016)

Pti pouziti metody CASA je pro detekci spermii pouzit software. Na obrazovce pocitace
(obrazek €. 6) je potom patrné, které spermie jsou pohyblivé (zelena linie) ¢i nepohyblivé (Cerna
teCka). Soucasné probiha automaticky kvantifikace spermii, avsak je znama cela fada faktora,
které ovliviuji vysledky pii pouziti CASA. Bylo zjisténo, ze vysledky mohou byt negativné
ovlivnény zvétSenim, koncentraci spermii, rychlosti pofizovani snimki, typem komory ¢i
pfitomnosti nespermatickych castic, které mohou byt faleSné¢ vyhodnoceny jako spermie.
V ramci objektivizace vysledki je nutné neustale provadét vizudlni posouzeni vzorkl a zjisténé
problémy odstranit jejich upravou (Brito et al. 2016) . Mezi elementarni faktor ovliviiujici
kvalitu vysledkli patfi odborna zpusobilost laborantii, kteti musi byt fadné proskoleni na
pouzivani systému CASA (Fraser & Group 1998).

3.3 Pritokova cytometrie

Pritokova cytometrie, ktera uzivateli umoziuje zkoumat morfologické a fenotypové
charakteristiky jednotlivych bunék. Jedna se o laserovou technologii (Kendall & Riley 2002).

Pro analyzu ejakulatu byla pritokova cytometrie znovu zavedena na pocatku 80. let
20. stoleti. Pomoci pratokové cytometrie lze dosahnout reprezentativni analyzy vzorki
s ohledem na cely ejakulat. Pro objektivni vysledky je potfeba vyhodnocovat vyssi pocet
spermii, ktery by mél byt v fadech tisicti. Vyhodnoceni takového mnozstvi spermii konvencni
analyza (hemocytometrickd metoda, fluorescenéni mikroskopie) neumoznuje, naproti tomu
pritokova cytometrie ano. Technikou pritokové cytometrie lze béhem nékolika sekund
vyhodnotit tisice spermii a tim dosdhnout vyssi reprezentativnosti vysledkll analyzovaného
vzorku (Pefia 2015).

Pritokova cytometrie umoziiuje kromé rychlého automatizovaného pocitani spermii 1
vylouceni nespermatickych ¢astic a ostatnich bunéénych komponent. Jde tedy o velmi piesnou
metodu pro ur¢eni koncentrace spermii (Brito et al. 2016).

Zakladem funkénosti pritokové cytometrie je oddéleni spermii od jinych
nespermatickych Castic a jejich rozptyleni v suspenzi (Hafez 2000).

Nevyhodou priitokové cytometrie jsou vysoké pofizovaci ndklady vybaveni, potfeba
kvalifikovaného pracovnika a slozitost metod, kterymi se pfipravuji vzorky a vyhodnocuji data.
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VSechny vySe zminéné faktory omezuji pouziti pritokové cytometrie pii rutinni analyze
ejakulatu a tato metoda je zatim vyuzivana spise pro vyzkumné Gcely nebo ovéfeni spravnosti
jinych metod. Béhem poslednich let vSak pozorujeme zvyseni pouziti pritokové cytometrie pro
analyzu spermatu (Brito et al. 2016).

3.3.1 Princip

Principem prutokové cytometrie je vyuziti detekce rozptylu svétla a fluorescence
jednotlivych bunék. Eliminace odchylek mezi jednotlivymi vzorky spociva v aplikaci piesnych
objemt, coz je rozdil oproti jinym pouzivanym metodam. Pro davkovani ptesnych objemil jsou
pouzivany pfistroje opatfeny pevné umisténymi elektrodami a detekuji tak pokles hladiny
kapaliny ¢i jsou vybaveny velice pfesnymi injek¢nimi stfikackami, které vstfikuji pfedem
stanoveny objem do systému. Zakladem pro hodnoceni spermii je vyuziti akustické, ¢i
hydrodynamické fokusace, ktera umozni uspoiadani nahodné rozptylenych ¢astic v suspenzi do
jednoho proudu, ve kterém jsou jednotlivé spermie uspotadany za sebou. Spermie jedna po
druhé prochazi vysetiovaci komorou, ve které jsou vystaveny laserovému paprsku. Pokud jsou
spermie obarveny fluorochromy tak fluoreskuji a rozptyluji svétlo laseru. Na zakladé rozptylu
svétla, 1ze urcit relativni velikost jednotlivych ¢éastic oddélit spermie od ostatnich bunék ¢i
necistot (Brito et al., 2016).

Novy piistup pro hodnoceni ejakulatu predstavuje tzv. hmotnostni cytometrie, ktera pro
oznaceni ¢astic vyuziva stabilnich izotopti kovu. Stabilni izotopy kovu jsou nasledné
detekovany pomoci atomové hmotnostni spektroskopie. Princip spociva v pouziti protilatek,
které oznaci stabilni izotopy kovl tim, Ze se na né€ navazou a jsou ndsledné¢ detekovany
hmotnostnim spektrometrem. Analyza je realizovana vstiikovanim bunék do argonové komory.
Buiiky se zde ionizuji a atomizuji, pfi¢emzZ vytvaii tzv. iontovou mlhu. Iontova mlha je poté
analyzovana hmotnostnim spektrometrem. Hmotnostni spektrometr méti obsah kovl v burice.
Pomoci hmotnostni cytometrie 1ze rozlisit jednotlivé buiiky a analyzovat u nich vice nez 40
bunéénych parametri soucasn¢. Hmotnostni cytometrie neni omezena zkoumanim jedné
urovné bunééného metabolismu, proto mohou byt hladiny bilkovin, posttransla¢ni modifikace
¢1 produkty rozkladu bilkovin vyhodnoceny z jednoho pokusu. Béhem experimentu dochazi pti
pouziti hmotnostni cytometrie ke zni¢eni vSech analyzovanych bunék, coZ pfedstavuje velkou
nevyhodu této metody (Cosma et al., 2017).

Nesmime opomenout ani zobrazovaci pritokovou cytometrie, kterd kombinuje funkce
fluorescenéni mikroskopie a pratokové cytometrie. Zobrazovaci pritokova cytometrie
umoziiuje multiparametrickou analyzu nékolika tisicti bunék. Kazda castice, kterd prochéazi
detektorem je zachycena a vyhodnocena formou obrazu. Zobrazovaci cytometrie umoziuje
analyzu morfologickych parametrti v populaci i jednotlivych bunkach (Herzenberg et al.,
2002).

Metodou pratokové spermie Ize dosdhnout sexace spermii za pouZiti piesného barveni
DNA fluoroforem specifickym pro tuto nukleovou kyselinu (Hoechst 33342). V tomto ptipadé
dochdzi k odliSeni subpopulaci Y a subpopulaci X. Ttidéni spermii nasledné umoziuje
vysokorychlostni tfidi¢. Pfikladem muize byt FACS, coz je fluorescentné aktivovany
vysokorychlostni bunéény tiidi¢, ktery umoziuje soucasné obarveni, tfidéni a analyzu bunék.
Rychlost tfidéni spermii se pohybuje okolo 8000 spermii/ s, pfi¢emz ziskavame subpopulaci X
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¢i Y. Jednotlivé subpopulace jsou shromdzdény v podpurnych médiich a mohou byt tak
nasledné pouzity pro oplodnéni in vitro ¢i umélou inseminaci. Toto pieduréeni pohlavi lze
vyuzit u v§ech hospodaiskych druhti zvirat (Garner 2006; Herzenberg et al. 2002).
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Obrazek ¢ .7: Schéma pritokového cytometru (Diaz et al. 2010)

RATE PROFILE

Single cells

3.3.2 Hodnoceni spermii pomoci priitokové cytometrie

Pouziti pritokové cytometrie pro hodnoceni spermii umoznuje vyhodnoceni vice
parametrii soucasné, ¢imz jsou poskytovany spolehlivéjsi vysledky, které umozni piesnéjsi
odhad oplozovaci schopnosti spermii (Pefia 2015). Provedeni analyzy spociva v tom, ze kazda
spermie je obarvena barvivem a mnoZstvi barviva, které je absorbovdno spermii zméfi
pritokovy cytometr, jehoz schéma je znazornéno na obrazku €. 7. Spermie jsou ze vzorku
ejakulatu vstiikovany do uzavieného kanalku, kterym proudi tekutina, coZ umoziuje ziskat
informace o jednotlivych spermiich (Graham 2001). Tekutina, ve které jsou rozptyleny burniky
se postupné rozklada na jednotlivé kapky, pficemz kazda kapka mé schopnost udrzet jednu
bunku (spermii) — technologie jet in air. Technologie jet in air spo¢iva v tom, ze existuje proud
kapaliny, ktery nese buniky. V urcité vzdalenosti od trysky se kapalina rozpadne na jednotlivé
kapicky, pticemz kazda kapicka v sobé nese jednu buiiku a velikost kapicek zavisi na nastaveni
piistroje a velikosti otvoru trysky. Velikost kapek se pohybuje v rozmezi 40-200 mikrond.
Jednotlivé kapi¢ky potom prochdzi laserovym paprskem, ktery zplisobi fluorescenci
jednotlivych barviv absorbovanych spermii. . Nevyhodou tfidict vyuzivajicich technologii jet-
in-air je, ze kapicky, které se pohybuji ve vzduchu poskytuji horsi optické rozliseni v porovnani
s kyvetovymi tfidi¢i. Jejich rychlost tfidéni ovSem piedstavuje znacnou vyhodu. Kyvetové
tiidi¢e (cuvette-based cytometer) pracuji na podobném principu jako vyse uvedené, ale bunky
jsou v tomto ptipadé nuceny protékat kyvetou, ve které interaguji s laserem. Kyveta je pomoci
specidlniho optického gelu spojend se zvétSovacim objektivem, ¢imz je dosazeno lepsi detekce
emitovaného svétla (Schmid, 2012). Pratokova cytometrie vyuziva detektoru, ktery je schopny
zachytit i slabé optické signaly. Detektor, ktery je spojeny s filtry umoziuje prochazet svétlu
pouze o urcitych vinovych délkach a dokaze urcit, zda jednotlivé kapi¢ky obsahuji nebo naopak
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neobsahuji buitku. Pokud kapicka buiiku obsahuje, tak dojde k vyhodnoceni specifické barvy,
se kterou je buiika spojena. Dochazi k vyhodnoceni toho, zda burika je ¢i neni obarvena. Mimo
to je kvantifikovano mnozstvi barvy spojené s kazdou bunkou. Fluorescencni sondy jsou
prutokovym cytometrem detekovany pouze ve spojeni s buitkami (Drummond 2013). Pokud se
ve vzorku vyskytuji nékteré fluorescencni sondy, které nejsou spojeny s buiikou nemusi byt ze
vzorku pred analyzou vymyty. Obecné¢ se vSak doporucuje vzorek pied analyzou promyt,
jelikoz se tim snizi tzv. signal pozadi. Signal pozadi znamena jeho fluorescenci, kterou pii
analyze vidét nechceme. Priutokova cytometrie je zaloZzena na objektivnim méfeni
fluorescenéniho barveni spojeného s bunikami (Graham 2001).

3.3.3 Hodnoceni jednotlivych parametri
3.3.3.1 Hodnoceni Zivotnosti spermii

V ramci pritokové cytometrie lze vyuzit postupti, pii kterych lze vyhodnotit nékolik
parametrl soucasné. Soucasné¢ mohou byt vyhodnoceny parametry jako je Zivotaschopnost
spermii, neporusenost cytoplazmatické membrany, neporuSenost akrozomu a mitochondrialni
aktivita. Pfi analyze jsou Zzivotaschopné spermie definovany jako buiky, které nemaji
poskozenou cytoplazmatickou membranu. Pro hodnoceni neporuSenosti cytoplazmatické
membrany je vyuzito napf. propidium jodidu (PI). Propidium jodid je interkala¢ni ¢inidlo, které
prochazi do bunék, u nichz je cytoplazmatickd membrana poskozend. Bunky s intaktni
cytoplazmatickou membranou zabrani pruniku PI do bunky a barvit jadro (Gillan et al. 2005).
U bunék s poskozenou cytoplazmatickou membranou dochazi k priniku PI do jadra, kde se
vaze na DNA. Po navazani PI na DNA bunky ¢ervené fluoreskuji. (Graham 2001) Mezi dalsi
barviva, ktera se pouzivaji pro hodnoceni Zivotaschopnosti spermii patti ethidium homodimer
(EH), ktery stejné jako propidium jodid pronika do bunék s poskozenou cytoplazmatickou
membranou a vaze se na DNA. Navazani ethidium homodimer na DNA rovnéZ zpisobuje
ervenou fluorescenci. Mezi nejrozsifendjsi barveni patii kombinace Pl a SYBR-14.Cinidlo
SYBR-14 pronika i do bun¢k S neporuSenou membranou a je tedy membranové propustny.
SYBR-14 zpusobuje, ze vSechny bunky fluoreskuji zelené. Pokud maji buniky poskozenou
cytoplazmatickou membranu vytésni PI z buitky SYBR-14 a tim zhasne zelenou fluorescenci
(Anel & Paz, 2010).

3.3.3.2 Hodnoceni mitochondrialni funkce

Mezi zédkladni posuzované parametry spermii pratokovou cytometrie patii
mitochondrialni aktivita. Mitochondrialni aktivita je u spermii hodnocena pomoci barviva
rhodaminul23. Rhodaminl23 je transportovan do mitochondrii, které aktivné dychaji.
Akumulace rhodaminul23 zptisobi zelenou fluorescenci mitochondrii. Pfi pouziti této metody
neni v8ak mozné rozlisit riznou respiraéni aktivitu jednotlivych mitochondrii (Anel & Paz
2010). V dalsi studii byla pouzito mitochondrialni barvivo JC-1, ktera slouzi k separaci spermii
s vysoce funkénimi mitochondriemi od spermii se Spatnou funkci mitochondrii. JC-1 pronika
do mitochondrii a zptisobuje fluorescenci funkénich spermii. JC-1 fluoreskuje v monomernim
stavu monomernim stavu zelené stejné€ jako rhodamil23, avSak se zvySujici se koncentraci JC-
1 uvniti bunky dochazi ke vzniku agregati, které fluoreskuji oranzové. Buiky s vysokou
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mitochondrialni aktivitou fluoreskuji oranzové a buiiky s nizkou mitochondrialni aktivitou
zelené (Gravance et al. 2000).

Nedavno vyvinutou skupinu barviv piedstavuji barviva MitoTracker. Barviva skupiny
MitoTracker akumuluji a barvi aktivni mitochondrie a jsou vysoce specificka. Tato skupina
barviv je dostupnd v Sirokém rozsahu emisni fluorescence. N¢&kolik druhii barviv je

fixovatelnych, ¢imz je umoznéno oddaleni analyzy mitochondrialni aktivity (Anel & Paz,
2010).

3.3.3.3 Hodnoceni akrozomu spermii

Akrozomadlni reakce jsou schopné pouze spermie po kapacitaci. Kapacitaci spermie
prodélavaji v sami¢im pohlavnim tstrojim a pouze spermie schopné akrozomalni rekce maji
schopnost penetrovat zonu pellucidu vajicka (Tulsiani et al. 1998). Mezi casté pfiCiny
neplodnosti samcti je nedostatek, ¢i absence spermii s neporusenymi akrozomy (Carretero et al.
2015). Posouzeni akrozomu muze byt realizovano na zivych bunikach nebo na obarveném
natéru. Pfi posouzeni akrozomu zivych spermii dochazi k jejich obarveni a poté miize ihned
dojit k jejich hodnoceni pomoci pritokové cytometrie ¢i mikroskopu. Pro barveni akrozomalni
oblasti existuje n€kolik barvicich metod, pfi¢emz nedochazi k obarveni postakrozomalni ¢asti
hlavi¢ky spermie. Barveni akrozomalni oblasti 1ze realizovat pii pouziti Giemsova barveni ¢i
Schiffovo ¢inidlo. Giemsovo barveni i Schiffovo ¢inidlo jsou vhodna pro spoustu Zivo¢isnych
druhti. Pfipouziti Giemsova barveni mohou byt pozorovany Ctyii rizné modely spermii
Vv ptipadé obrazové pratokové cytometriec, model LAR (neobarvena oblast akrozomu a
postakrozomalni oblast),zivé spermie s neposkozenym akrozomem (LAI: rizovy akrozom a
neobarvena postakrozomalni oblast), mrtvé spermie s akrozomem, u nichZ probéhla
akrozomalni reakce (DAR: neobarveny akrozom, a tmavéa postakrozomalni oblast), mrtvé
spermie s neporuSenym akrozomem (obarveny akrozom atmava postakrozomalni oblast.
K diferenciaci dochazi i v oblasti bi¢iku spermii, pti¢emz u Zivych spermii jsou bi¢iky zbarveny
rizove u mrtvych maji bi¢iky tmavé zbarveni. Vyse uvedené metody odhaluji pouze ptitomnost
¢1 nepfitomnost akrozomalniho obsahu, proto je jejich pomoci mozné vyhodnotit pouze
dokoncené akrozomalni reakce. Metoda trojitého fluorescencniho barveni umoziuje soucasné
hodnoceni Zivotaschopnosti spermii a intaktnosti akrozomu pomoci pritokové cytometrie. Pi
priutokové cytometrie existuje riziko diskriminace Zivych spermii s porusenou
cytoplazmatickou membranou, chybnému rozliSeni spermii s neposkozenym ¢i poskozenym
akrozomem a k chybnému odliSeni spermatickych ¢astic od nespermatickych (Budai et al.
2014).

3.4 Metody mraZeni spermatu

Odolnost spermii vii¢i mrazeni se 1i8i dle jejich specifickych vlastnosti, mezi které patii
tvar, velikost, slozeni lipidi a dal$i. Z tohoto divodu neni mozné vyvinout jednotny
standardizovany postup mrazeni ejakulatu pro vSechna hospodarskd zvifata. Proces
kryokonzervace ejakulatu umoznuje dlouhodobou ochranu genetickych zdroji u malych
piezvykavci a rozSifeni umélé inseminace v denni produkci. Jako alternativa tradi¢niho
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zpusobu mrazeni ejakulatu muze byt pouzita metoda ultra rychlé zmrazeni (ultra-rapid freezing)
¢i lyofilizace (Dessole et al. 2010).

Pti lyofilizace dochazi k susSeni bunék mrazem. Sublimace ledovych krystalkli ve vzorku
je zakladnim principem lyofilizace. Pti lyofilizace nedochazi k pfimému ptfechodu mezi
kapalnym a plynnym skupenstvim, coz je ¢asto piicinnou poskozeni buné¢k. Mrazeni spermatu
probiha v lyofilizatoru, pficemz, béhem prvotniho suseni dochédzi ke snizeni tlaku a aplikaci
tepla na vzorek ¢imz je iniciovana sublimace. Vypary béhem sublimace prochazeji otvorem
V uzavéru. Primarni suseni konci, pokud jsou ze vzorku odstranény vSechny ledové krystalky.
Sekundérni suSeni se uskuteciiuje zvySenim teploty a snizenim parcidlniho tlaku vodni pary
vV nadob¢. Vyslednym produktem je lyofilizat spermii (Lufio et al. 2014). Vyhodou lyofilizace
jsou nizsi naklady, absence tekutého dusiku a maly prostor pro skladovani spermii (Shahba et
al. 2016). Lyofilizace zplsobuje absenci motility u spermii a poSkozeni jejich cytoplazmatické
membrany, coz je zna¢nou nevyhodou této metody. Spermie, které jsou nepohyblivé mohou
byt transportovany do vajicka pomoci intracytoplazmatické injekce spermii (ICSI), a tim je
zahdjen proces oplodnéni. Pouziti intracytoplazmatické injekce predstavuje vysoce
komplikovanou metodu, a proto ji nelze chapat jako alternativu umélé inseminace (Keskintepe
& Eroglu, 2014).

Ultra rychlé mrazeni piedstavuje dalSi moznou alternativu tradicniho procesu
kryokonzervace. Ultra rychlé mrazeni ejakulatu nevyzaduje pouziti kryoprotektantt, které jsou
nutné pro konvencné pouzivanou kryokonzervaci. Metoda spociva v Sokovém zmrazeni
suspenze spermii pfimym ponotfenim do tekutého dusiku (-196 °C). Pti ultra rychlém mrazeni
dochazi k tuhnuti zivych buné¢k s absenci tvorby ledovych krystalki, coz davé predpoklad pro
mensi poSkozeni spermii (Slabbert et al. 2015). Ve studii byla porovnavana motilita spermii,
neporusenost DNA a akrozomu u Cerstvého ejakulatu, ejakulatu rozmrazeného a ultra rychle
mrazeného. Bylo prokdzano, Ze po ultra rychlém mrazeni ejakulatu vyrazné klesa motilita
spermii. Motilita spermii se po ultra rychlém mrazeni pohybovala v rozmezi od 2 do 7 %. U
Cerstvého ejakulatu byla motilita nejvyssi a praimérnd hodnota byla 92,2 %, u rozmrazené¢ho
ejakulatu bylo dosazeno priamérné motility 42,2 % (Arando et al. 2019). NeporuSenost
akrozomu spermii byla u ultra rychle mrazené¢ho ejakulatu téméf nulova, u rozmrazeného
ejakuldtu se vyrazné snizila a nejlepSich vysledkli bylo dosazeno u cerstvého ejakulatu. U
jednotlivych vzorkl nebyly zjiStény vyznamné rozdily v DNA. Proces mrazeni ejakulatu u
malych ptezvykavci neni doposud optimalizovan, jelikoz jsou jejich spermie vysoce nachylné
K velmi nizkym teplotam (Lv et al. 2018).

Mrazeni beraniho ejakulatu je komplexni proces, ktery je ovlivnén rozsahlou fadu
faktori ovliviiyjicich vyslednou kvalitu ejakulatu, a tim 1 uspéSnost nasledné umelé inseminace.
Pouze 50-60 % populace spermii piezije proces kryokonzervace (Bispo et al., 2011).

3.4.1 Obecny postup

Posouzeni kvality ejakulatu pfedchdzi procesu mrazeni beraniho ejakulatu.
Po posouzeni kvality ejakulatu, dochazi k jeho fedéni pomoci fedidel. Redidla mohou byt na
bazi fruktdzy, kyseliny citronové, fruktdzy, Tris, antibiotik ¢i Zloutku. Ejakulat mlize byt ziedén
jednostupiiovou nebo dvoustupnovou metodou. V piipadé dvoustupniového fedéni je nejprve
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ptidano fedidlo, které neobsahuje glycerol a az ve druhé fazi je ptidano fedidlo, které glycerol
obsahuje. U jednostupiiové metody je jiz pied ekvilibraci jednorazové piidano fedidlo, které jiz
glycerol obsahuje. Po zfedéni ejakulatu nasleduje pomalé ochlazeni spermatu berani na teplotu
5 °C, béhem minimaln¢ 1,5 az 2 hodin. Ochlazené sperma je po dobu 2 az 4 hodin ekvilibrovano
pii teploté 5 °C. Ucelem ekvilibrace je pfizptsobeni spermii na redukovany metabolismus.
Béhem faze ekvilibrace také dochdzi k praniku kryoprotektanti do bunck, ¢imz vznika
rovnovazny stav mezi intracelularni a extracelularni koncentraci glycerolu a jinych osmoticky
aktivnich latek. Po ekvilibraci je ziedény ejakulat uchovavan v peletach o objemu 0,1 — 0,2 ml
a mrazen po dobu 2—4 minut na povrchu suchého ledu (79 °C). Chlazené sperma mize byt dale
zamrazené v pejetach pii pouziti automatického mraziciho stroje, kdy je rychlost mrazeni -8
°C/ min. Pro mrazeni v pejetaich mohou byt pouzity riizné modifikace, kdy jsou pouzity
chlazené nosice. Chlazené nosice se umisti 4 az 6 mm (-75 az -125 °C) nad hladinu kapalné¢ho
dusiku a takto se mrazi po dob 7 az 10 minut. Rozmrazeni pejet vétSinou probihé ve vodni l4zni
o teploté 30 az 40 °C po dobu 20 az 60 sekund V ptipad€ pouziti pelet dochazi k rozmrazeni
bud’ suchou cestou za pouziti suchich sklenénych tub nebo mokrou cestou, kdy jsi pelety
rozmrazeny v piedehiatém rozmrazovacim roztoku. Kone¢na koncentrace glycerolu je u berana
4-6 % (Lv etal., 2018).

3.4.2 Redidla a komponenty pouZivané pii mraZeni ejakulatu

Nunes et al. (2007) uvedli protein (SBU III) bulbouretralniho ptivodu, ktery snizuje
schopnost kryokonzervace spermii pfi pouziti fedidel na bazi mléka. Pro mrazeni ejakulatu se
ukazalo jako optimalni pouziti fedidla na bazi Tris, s obsahem 6 % glycerolu. Jako alternativa
byla navrZena fedidla, kterd minimalizuji interakci spermii a semenné plazmy, kravské mléko
bez lipidd, fedéni bez triglyceridii. Nasledné bylo prokézano, Ze neexistuje znatelny rozdil mezi
celistvyym ejakulatem, ¢&i ejakulatem zbavenym uréitych slozek. Redidla pouZivana pfi
kryokonzervaci jsou latky, které dodéavaji spermii energii, zajiSt'uji ochranu pied biochemickym
a fyzikalnim poskozenim a udrzuji vhodné podminky pro preziti. Redidlo pouzivané ke
kryokonzervaci zahrnuje nepropustny kryoprotektant (mléko, zloutkové médium), penetracni
kryoprotektant (glycerol, propylenglykol, dimethylsulfoxid), pufr (Tris), jeden ¢i vice cukrt
(glukoza, laktoza, trehaldza), stl (citrat sodny), organickou kyselinu (kyselina citronova),
antibiotika jako penicilin a streptomycin (Purdy, 2006).

Pro mraZeni ejakulatu se nej€astéji pouziva fedidlo bez suseného mléka a fedidlo na bazi
Tris obsahujici glukézu. RGzné modifikace téchto fedidel byly zkoumany s riznymi vysledky.
Bylo zjisténo, Ze komercéné dostupné fedidlo na bazi s6ji (Bioxcell®) je lepsi nez fedidlo na
bazi vaje¢ného zloutku (Irvine TYB) a to piedevsim z hlediska zachovani motility mrazenych
spermii pfi pouziti dvoustupniové metody (Roof et al., 2012). Jiménez-Rabadan et al. (2012)
porovnavali G¢inky fedidel u rozmrazeného ejakulatu. Bylo porovnavano komercné vyrabéné
fedidlo na bazi vaje¢ného Zloutku Biladyl (20 % vaje¢ného Zloutku, 7% glycerol) a fedidlo na
bazi s6ji Andromed (ptisada na bazi s6ji a 7% glycerol) s odstifedénym mlékem (7% glycerol).
Zjistili, Ze fedidlo na bazi ptipravku vajecného zloutku Biladyl a fedidlo na bazi s6ji Andromed
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Vv rozmrazeném ejakulatu bylo pfi pouziti odstiedéného mléka (17,7 %), nejvyssi hodnoty
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vykazoval vzorek s komeréné vyrabénym ptipravkem Biladyl (45,3 %) a stfedni hodnota byla
zjisténa u pripravku Andromed (38,8 %). Pfi pouziti fedidla na bazi s6ji (Andromed) bylo
zjisténo nejvyssi procento spermii s neporusenym akrozomem (67,6 %), o néco méné spermii
s neporusenym akrozomem vykazovalo fedidlo na bazi vaje¢ného Zloutku (61,3 %) a nejméné
neporusenych spermii bylo u odstiedéné¢ho mléka (53,5 %). Vysledky nékolika studii ukazuji,
ze Tris — kyselina citronova poskytuje nejvyhodné€jsi pufrovaci systém a je nepiizptisobivejsi
ke spermiim kozli. Vyznamnym faktorem ovlivitujicim spermie je pH. Zmény pH semene
mohou vést k bunéénému a subbunécnému poskozeni spermii. Pro zachovani zivotaschopnosti
a oplozeni schopnosti je nezbytné udrzovat vhodné prostfedi. Dtlezitou roli hraje v tomto
ohledu pufr obsazeny v kryokonzervacnich prostiedcich. Idealni pufr by mél mit neutralni pH,
vysokou rozpustnost ve vodé, minimalni rozpustnost v ostatnich rozpoustédlech, minimalni
ucinky na soli, vyssi iontové sily a chemickou stabilitu. Pufr zvySuje fyzikalni a chemickou
stabilitu plazmatické membrany, pfi¢emz neutralizuje kyseliny vznikajici béhem skladovani.
(Gangawar et al. 2016) Bylo zjisténo, ze hodnota pH ma vyznamny vliv na motilitu a dychani
spermii, pfi¢emz optimalni hodnota pro spermie beranli je 6 — 6,5, kdy spermie vykazuji
nejvyssi piijem kysliku a nejvétsi pohyblivost (Purdy 2006; Fukushara & Nishikawa 2011;
Bartoov et al. 1980).

3.4.3 Faktory ovliviiujici kvalitu ejakulatu po rozmrazeni
3.4.3.1 Vliv fedidel

Lopez Saez et al. (2002) zkoumali rtizné G¢inky tii rdznych typu fedidel na kvalitu
ejakuldtu u berant pii skladovani 5 °C po dobu Sestnicti dni. Jako fedidlo bylo pouzito
odstfedéné mléko (M), TesT (TE) a fedidlo Tris-trehalosa (TR). Z parametri ejakulatu byla
zkoumana pohyblivost spermii a procento neposkozenych akrozoml. Hodnoceni bylo
provadéni kazdych 24 hodin, pficemz bylo zjisténo, Ze nejvyssi pohyblivost byla zachovana
u vzorku ejakulatu s pouzitim fedidla TR (94,7 = 1,36 %), mensi hodnota byla namétena
u tedidla TE (82,4 + 3,08 %) a stfednich hodnot potom doséhl vzorek s pouzitim fedidla M
(89,3 £ 2,17 %). Nejvyssi procento spermii s neporuSenym akrozomem bylo prokazano
u fedidla M (98,3 £ 0,83 %), zatimco nejnizsi procento bylo zjisténo pti pouziti fedidla TR, kde
bylo o vice nez 6 % spermii s neposkozenym akrozomem ménég, stfedni hodnotu potom
vykazovalo fedidlo TE (93,4 + 2,5 %). Do média ureného ke konzervaci se piidavaji
slouceniny rtizného charakteru, jednou z nich je trehaldza, coz je syntetizovany disacharid
pouzivany zdroj energie pro spermie a jako kryoprotektantli. Ve studii byl prokazéan i vyznamny
vliv teploty skladovani na kvalitu ejakulatu, ptficemz bylo zjisténo, Ze spermie skladované pti
teploté 5 °C vykazuji vySs§i parametry zivotaschopnosti a pohyblivosti po del§i dobu oproti
spermiim skladovanym pfi teploté 15 °C.

Soltanpour & Moghaddam (2014) zkoumali vliv fedidel, u kterych se lisilo procentualni
zastoupeni glycerolu a zloutku. Studie byla provedena na ¢tyfech dospélych beranech, pficemz
ejakulat byl odebirdn s pomoci ume¢lé vaginy. Po odbéru byly vzorky smichéany s fedidly. Prvni
fedidlo bylo nafedéno v poméru 1:3, obsahovalo 3,786 g Tris, 2,172 g kyseliny citronové a1l g
fruktézy ve 100 ml destilované vody, nasledné bylo doplnéno 5% (v/v) glycerolu a 5%
vaje¢ného Zloutku, penicilinem (100 000 1U) a streptomycinem (100mg) — vzorek 2, dalsi
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fedidlo bylo nafedéno také v obsahu 1:3, pti¢emz obsahovalo 2,71 g Tris, 1 g kyseliny citronové
a 1,4 g fruktozy ve 100 ml destilované vody a dale doplnéno o 7% (v/v) a 20% vaje¢ného
zloutku, penicilin (100 000 1U) a streptomycin (100 mg) — vzorek 2. Nafedéné vzorky byly
zamrazeny a Vv tekutém dusiku a po rozmrazeni pii 37 °C bylo posouzeno pH, Zivotaschopnost
spermii a pohyblivost v prubéhu 3 dnt skladovani po rozmrazeni. Tris ptisobil jako pufr
zabranujici vykyvim pH, fruktéza a kyselina citronova piedstavovali zdroj energie. U
vajeCného Zloutku bylo prokézéno, ze ochranuje bunéénou membranu béhem chlazeni a
glycerol chrani spermie pied poskozeni membrany béhem procesu zmrazovani. Z vysledkt
studie vyplynulo, ze fedidlo obsahujici 7 % glycerolu a 20 % vaje¢ného zloutku prokazalo vyssi
stupen ochrany spermii nez fedidlo obsahujici 5 % glycerolu a 5 % vaje¢ného zloutku. Pfesnéjsi
vysledky jsou zndzornény v tabulce 7. Dale bylo prokézano, ze u rozmrazenych ejakulatt klesa
procento zivotaschopnych spermii a sniZzuje se pohyblivost spermii s dobou skladovani, coz
uvadi i Lopez Saez et al. (2002).

3.4.3.2 Vliv pridavku aditiv

V ramci mrazeni ejakulatu byly vyzkouSeny riizné typy aditiv za ucelem delsi doby
skladovatelnosti a vyssi prezitelnosti spermii po rozmrazeni. Azawi & Hussein (2013) zkoumali
vliv pfidavku vitaminu C a vitaminu E do fedidla na bazi Tris na délku skladovani spermatu
beranl plemene awassi pfi teploté 5 °C, pticemz byly pouzity vzorky od Sesti dospélych samci.
Kazdy vzorek byl rozdélen na tfi Casti, pficemz jedna ¢ast byla obohacena pridavkem 0,9 mg/
ml vitaminu C, druhé ¢ast byla obohacena o 1 mg/ ml vitaminu E a tieti ¢ast pfedstavovala
kontrolu, tedy byla bez jakéhokoli ptidavku. Vzorky byly skladovany po dobu péti dnl a
kazdych 24 hodin byly spermie obsazené ve vzorcich testovdny na motilitu, vitalitu,
abnormality spermii a defekty akrozomu. Vysledky studie ukézaly, Ze vzorky s pfidavkem
skupinou. Vys$8i procento abnormalnich spermii a defekti akrozomii vykazoval vzorek bez
pridavkl vitaminu C, kde se hodnoty pohybovaly od 37,6 do 71,5 %, oproti tomu u vzorku
obohaceného o vitamin C bylo procento vyskytu abnormalnich spermii a defektli akrozomu
pouze 18,8 — 52,8 %. Z vysledku je zfejmé, Ze ptidavek antioxidantl jako jsou vitaminy C a E
do médii pouZivanych pro uchovani spermatu by mohlo zlepsit kvalitu a Zivotnost spermii.
Stejné tak byl zjistén pozitivni vliv pifidavku selenu bud’ individualné ¢i v kombinaci
s vitaminem E na parametry ejakulatu po rozmrazeni (Zubair et al., 2015).

3.4.3.3 Vliv metody rozmrazeni

Byrne et al. (2000) zkoumali vliv rychlosti mrazeni na kvalitu ejakulatu u Sesti
dospélych berani. Spermie berant jsou nejvice nachylné k poskozeni mezi teplotami -10 °C az
-25 °C, priCemz cilem studie bylo zjistit, jak rychlost mrazeni v tomto kritickém teplotnim
rozpéti ovlivni fertilitu spermii. Byly pouzity dvé riizné rychlosti mraZeni, rychld 5 °C/min od
5 °C do -25 °C a pomala 0,5 °C/ min od 5 °C do -25 °C. Pfi¢emz i v této studii byly lepsi
vysledky spojené vyssi rychlosti mrazeni spermii.

Dalsi z faktort, ktery mize ovlivnit kvalitu ejakulétu po procesu kryokonzervace je metoda
rozmrazeni. Nicolae et al. (2014) zkoumali vliv riznych rozmrazovacich metod na kvalitu
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ejakulatu u péti dospé€lych berant. Optimalizace postupu rozmrazeni ejakuldtu je dilezita pro
zajisténi co nejvyssiho procenta zivotaschopnych spermii. Pfi experimentu bylo pouzito pét
variant rozmrazovani, rozmrazeni pfi teploté 90 ° C po dobu 2 sekund, rozmrazeni pii teploté
75 °C po dobu 10 sekund, rozmrazeni pfi teploté 75 °C po dobu 5 sekund, rozmrazeni pfi teploté
50 °C po dobu 30 sekund a rozmrazeni pii 39 °C po dobu 120 sekund. Vysledky studie ukazali,
ze motilita a zivotaschopnost spermii byla vyznamné vyssi pfi pouziti nizsich teplot po delsi
dobu. Lepsi vysledky vykazovaly ejakulaty rozmrazené pii teplotach 39 °C a 50 °C
(pohyblivost 39+ 2,08 % pro 39 °C a 45 + 2,24 % pro 50 °C; Zivotaschopnost pro 39 °C 45,61
+ 1,83 % a 52,47 £ 2,25 %) oproti ostatnim zplisobim rozmrazeni, kde se pohyblivost spermiti
pohybovala od 10 do 20 % a procento zivotaschopnych spermii kolisalo od 7 do 30 %.

Rychlost rozmrazovani ejakulatu je jeden z velice dulezitych faktorti ovliviiyjicich
zivotaschopnost spermii. U tfiletych beranti byli testovany rizné rychlosti rozmrazeni ejakulatu
pti riznych teplotach. Semeno bylo rozmrazeno po sedmi dnech uskladnéni v tekutém dusiku.
Bylo testovano rozmrazeni ejakulatu berana na vzduchu pfi teploté 20 °C po dobu 8 min, ve
vode¢ pfi teploté vody 0-2 °C po dobu 2 minut. Déle bylo testovano rozmrazeni ejakulatu pti
teploté 20 °C za 1 minutu, 40 °C za 30 sekund, 60 °C za 8 sekund a 80 °C po dobu péti sekund.
Po rozmrazeni ejakulatu byla hodnocena motilita spermii a neporusenost akrozomu spermii.
Utinek rychlosti rozmrazeni ejakulatu byl velmi vyznamny v zavislosti na mrazici kiivce. P¥i
optimalnim zptisobu mrazeni (20 °C/ min) byla rychlosti rozmrazeni vyznamné ovlivnéna
pouze motilita spermii (FMP-freeze-thawn percentage motility), ale pii suboptimalnim zptsobu
mrazeni (2 °C/ min) byla ovlivnéna 1 intaktnost akrozomu spermii. Nebyly zjiStény rozdily
v motilit€ spermii po rozmrazeni ejakulatu ve vode¢ o teploté 60 °C a 80 °C. Velky vliv méla
rychlost rozmraZeni na intaktnost akrozomu. Intaktnost akrozomu u pomalych zplsobi
rozmrazovani se pohybovala od 33-37 % V porovnani s intaktnosti akrozomt spermii, které
byly rozmrazeny ve vodé pii teploté 80 °C, kde se intaktnost akrozomu pohybovala okolo 67
%. Intaktnost akrozomu tUzce souvisi s rychlosti rozmrazeni ejakulatu, ale nebyly zjiStény
vyznamné rozdily mezi rozmrazenim ejakulatu ve vodé o teplote 60 °C a teplot¢ 80 °C.
Optimalni teplota vodni lazné pro rozmraZeni ejakulatu je 60—80 °C (Fiser et al., 1986).

Multifaktoridlni studie analyzovala vliv metody mraZeni ejakulatu, pouZiti
kryoprotektanti a jejich pomér pii fedéni ejakulatu a rychlost rozmrazovani ejakulatu na
pohyblivost spermii a intaktnost akrozomu. Vyss$i rychlost rozmrazeni ejakuldtu (60 °C/ 8
sekund) neméla vliv na pohyblivost a intaktnost akrozomu v porovnani s niz§i rychlosti
rozmrazeni (37 °C/ 20 sekund). Ejakulat byl hodnocen ihned p rozmrazeni a nasledné po 3 a 6
hodinach od rozmrazeni. Motilita a intaktnost akrozomu nebyla ¢asem ovlivnéna pfi porovnani
dvou metod rozmrazeni. Podrobnéjsi vysledky viz. tabulka ¢. 5 (Pontbriand et al., 1989). Vyssi
rychlost rozmrazovani ejakulatu zlepSuje Zivotaschopnost spermii ve srovnani s pomalym
zpusobem rozmrazeni ejakulatu (Robbins et al., 1976).
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Tabulka €. 3 : Vliv riznych zplsobli rozmrazovani na parametry ejakulatu (Nicolae et al.,
2014)

Charakteristiky ejakulatu

Teplota ¢as | Motilita | Zivotaschopnost Mitochondrialni Integrita plazm.
rozmrazeni (%) (%) aktivita (%) membr. (%)
39 °C/ 120

S 39+£2,08| 45,61 +1,83 37,03 £ 1,66 38,97+ 1,84
50°C/30s |45+224 | 52,47+2,25 40,66 + 2,36 46,35+ 2,55
75°C/10s |20+ 1,83 | 27,16 £1,86 22,07 +£2 19,3 +2,07
75°C/5s [30£1,83| 34,48+1,82 28,52 + 1,81 3197+ 1,41
90°C/2s [10£1,29| 1534+1,32 7,1 +1,37 11,36 + 1,36

Tabulka ¢. 4 : Vliv zpisobu rozmrazeni na kvalitu ejakulatu (Pontbriand et al., 1989)

Motilita (%) ‘ % neporusenosti akrozomu
¢as po rozmrazeni
Metoda rozmrazeni 0 hod. 3 hod. 6 hod. 0 hod.
37°C 46,0 £2,2 1450+2,4|43,5+2,7 62,2+33
60 °C 475+2,1143,0+2,7|38,5+1,8 68,3 +4,0
37°C 46,5+£2,5 |42,5+1,7139,0+1,9 59,4 +3,7
60 °C 49,0 +3,046,0+3,6|40,0+3,6 56,6 £2,9

Pro hodnoceni plodnosti byly pouZzity rizné metody rozmrazeni ejakulatu berana.
Pejety byly rozmrazovany pii teploté¢ 70 °C/ Ssekund, 50 °C/ 9 sekund, 35 °C/ 12 sekund.
Vyznamné vyssi plodnost byla odhalena pro sperma rozmrazené pti teploté 70 °C/ 5 sekund ve
srovnani se spermatem rozmrazenym pii teplot¢ 35 °C/ 12 sekund. Nebyl vSak zjistén
statisticky vyznamny rozdil mezi spermatem rozmrazenym pii 70 °C a spermatem
rozmrazenym pii 50 °C (Paulenz et al., 2004).

Spermie rozmrazené pii vyssi teplot¢ 70 °C/ 8 nebo 12 sekund ve srovnéni s nizsi
teplotou 35 °C/ 15 nebo 30 sekund vykazuji vys$si motilitu, celistvost plazmatické membrany a
obecné vyssi kvalitu (Aamdal & Andersen, 1968).

Paulenz et al., 2007 zkoumali vliv riznych postupi rozmrazovani ejakulatu berand na
plodnost ovci. Byly pouzity tfi odliSné teploty rozmrazovani ejakulatu 70 °C/ 8 sekund; 50 °C/
9 sekund a 35 °C/ 12 sekund. Bylo zjisténo, Ze k ¢iselné nejvyssSimu poctu jehnat (59,2 %)
vedlo sperma rozmrazené pii teploté 35 °C/ 12 sekund. Bylo testovano sedm dospélych berani
se znamou plodnosti. Sperma bylo odebirano tfikrat az ctyfikrat za tyden b&hem piipoustéci
sezOny. Pfi experimentu hral vyznamnou roli i typ pouZzité slamky. Lepsi vysledky byly
dosazeny pro minitubes oproti mini straws bez ohledu na zplisob rozmrazeni.

Nordstoga et al., 2009 zkoumali vliv dvou metod rozmrazovani ejakulatu na plodnost
ovci. Sperma bylo odebirano od deviti dospélych berand ve véku 2,5 a 3,5 let. Semeno bylo
odebirano ttikrat az pétkrat tydné béhem piipoustéci sezony. Pouzita byla teplota 35 °C/ 20
sekund a 70 °C/ 8 sekund.
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Tabulka €. 5: Vliv zptisobu rozmrazovani na plodnost ovci (Nordstoga et al., 2009)

Pocet inseminaci | Nepiebéhli Obahnéni
Metoda rozmrazeni pocet procento | pocet | procento
35°C/ 20 sec 275 146 53,1 137 49,8
70 °C/ 8 sec 250 127 50,8 117 46,8

Stuart et al., 2019 pouzili pro rozmrazeni ejakulatu teplotu 37 °C/ 1 min a 42 °C/ 20 sec.
metodé rozmrazeni (36.88 + 0.75 vs. 33.82 + 1.03; P = 0.003).

Bylo hodnoceno sperma od péti 2,5ro¢nich beranti. Sperma bylo odebirdno po dobu tii
po sob¢ jdoucich dni. Zkoumany byly tii metody rozmrazeni ejakulatu 70 °C/ 5 sekund; 50 °C/
9 sekund; 35 °C/ 12 sekund Bylo zjisténo, Ze motilita spermii a intaktnost plazmatické
membrany po rozmrazeni byla vyrazné¢ vyssi u ejakulatu, ktery byl rozmrazen vyssi teplotou za
krats§i dobu. Vyznamné vys$i byla motilita pro pejety rozmrazené pii 70 °C ve srovnani
S pejetami rozmrazenymi pii 35 °C. Pii porovnani teplot 70 °C a 50 °C vsak nebyl prokazan
zadny statisticky vyznamny rozdil (Soderquist et al., 1997).

Technika Al u ovei musi byt zvolena na zakladé typu pouzitého spermatu. Zmrazené
sperma se nedoporucuje pouzivat pro intravaginalni inseminaci, zatimco muize byt pouzito pro
inseminaci intracervikdlni. Vysledky plodnosti po intracervikdlni inseminaci jsou relativné
malé, protoze pii pouziti intracervikalni inseminace se pouze malé procento spermii dostane
K vajicku. VétSina spermii aplikovanych do kréku délohy je vlivem tlaku vyloucena pies vulvu
nebo fagocytovana v reprodukénim traktu samic (O’Meara et al., 2005). Vzhledem k anatomii
délozniho hrdla ovci se pro umélou inseminaci da pouzit pouze velmi maly objem ejakulatu.
Délozni hrdlo u ovce je dlouhé a je tvofeno prevazné pojivovou tkani, lumen je velmi spletity
vlivem pfitomnosti cervikalnich krouzkl (4-7), které poskytuji fyzickou bariéru pro vné;si
kontaminanty. Cervikalni krouzky ptedstavuji hlavni bariéru pro intracervikalni inseminaci,
jelikoZ vlivem jejich zvrasnéni dochdzi Casto k nespravnému nasmérovani pipety a pipeta je
ziidka zavedena do cervikalniho kanalu na vice nez 1 cm (Kershaw et al., 2005). Objem
ejakulatu pouzivany pro intracervikalni inseminaci je mensi nez 0,25 ml a obsahuje relativné
maly pocet spermii (0,2 x 10° spermii), z diivodu zabranéni zpétnému vytoku ejakulatu.
Velikost fedéni je v pfipade intracervikalni inseminace omezena na 1:1 az 1:4 coz predstavuje
nedostate¢nou ochranu ejakulatu vici chladovému Soku, €1 mrazovému poskozeni. Nejvétsi
vyznam ma v dneSni dobé& laparoskopicka intrauterinni inseminace, kdy je sperma aplikovano
pfimo do lumen déloZnich rohi, coZ je misto bliZ§i mistu oplodnéni v porovnani s predchozimi
metodami. Diky laparoskopické inseminaci je mozné obejit bariéru pfedstavovanou krckem
déloznim a snizit mnozstvi ejakuldtu pouzivaného po Al Pocet spermii potiebnych pro
inseminaci je mensi, pfi¢emz objem davky je vyssi, coz umoziuje fedéni ejakulatu ve vyssim
pomeéru a tim lepsi ochranu spermii. Pti pouziti laparoskopické Al je pouzivan mrazeny ejakulat

vvvvv

pohybuje v rozmezi 60—75 % (Solti et al., 2012).
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Tabulka ¢. 6: Vysledky hodnoceni rozmrazeného ejakulatu pti pouziti dvou riznych fedidel
(Soltanpour & Moghaddam 2014)

‘ Zivotaschopnost (%0) ‘ progresivni pohyb (%)
vzorek 1 6,8 + 0,08 60,33 £2,79 57,2+2,76
vzorek 2 6,9 + 0,07 65,5+2,44 61,45 +2,43

3.4.3.4 Vliv pridavku glycerolu

Glycerol je latka, ktera se pouziva jako kryoprotektant. Navzdory této své hodnotné
vlastnosti je glycerol pro spermie metabolicky toxicky a nepfiznivé ovliviiuje neporuSenost
plazmatické membrany v souvislosti s teplotou a jeho koncentraci (Fiser & Fairfull, 1986).

Watson & Martin (1975) zkoumali vliv vaje¢ného zloutku, glycerolu a rychlosti mrazeni
na pocet prezivSich spermii, na jejich motilitu a poruSeni akrozomu. Pouzito bylo Sest riznych
ejakulatt berant. V ptipadé glycerolu byl zkoumén vliv pridavku 2,5 % glycerolu, 7,5 %
glycerolu a vliv fedidla bez pouziti glycerolu. Bylo zjisténo, Ze celkova prezitelnost spermii
byla vyssi v ptitomnosti glycerolu oproti jeho nepouziti. V ptipadé piezitelnosti nebyl prokazan
vyznamny rozdil mezi pridavkem 7,5 % ¢i 2,5 % glycerolu. Oproti tomuto bylo poskozeni
akrozomu v ptipadé glycerolu podstatné vy$$i nez bez jeho pouziti. Stupen poskozeni
akrozomu ptimo souvisel s hladinou glycerolu. Vysledky naznacily, ze zlepSeni kvality miize
spocivat v ptidavku menSiho mnoZzstvi nez 7 % glycerolu, ktery je b&Zzné pouZzivan pro byci
spermie.

Glycerol jako kryoprotektivum zkoumal i Morrier et al. (2002). Zkoumali vliv ptidavku
glycerolu v riznou dobu zpracovani ejakulatu pied mrazenim. Byl pouzit ejakulat od tii beranti
plemene Poll Dorset a ejakulat od jednoho berana plemene Hampshire. Berani byli ve véku 2
az 7 let. Kazdy beran byl pouzit jednou ¢i dvakrat (n = 7). Po odbéru bylo sperma rozdéleno na
dva stejné alikvoty. Alikvoty byly néasledné rozSiteny o Biladyl ¢i Triladyl. V ptipadé pouZiti
triladylu byla pouZzita koncentrace 7 % glycerolu (jednokrokové tedéni). V piipadé Biladylu
bylo nejprve sperma ziedéno roztokem s koncentraci 0 % glycerolu. VSechny alikvoty byly
nasledné pomalu ochlazeny na 5 °C béhem 3 hodin. Po ochlazeni bylo do alikvota s Biladylem
pfidan roztok B, ktery obsahoval 14 % glycerolu a doplnén vajecny Zloutek. Konecna
koncentrace glycerolu byla potom 7 %. -Alikvoty s Triladylem i Biladylem byly zmrazeny
Vv pejetach o objemu 0,25 ml pfimym ponotfenim do kapalného dusiku (-196 °C). Sperma bylo
skladovano v tekutém dusiku po dobu 4 az 8 tydnli. Semeno bylo potom rozmraZeno ponofenim
do vodni 14zné o teploté 37 °C po dobu 30 sekund a nésledné zfedéno. Kvalita ejakulatu byla
hodnocena bezprostfedné po nafedéni (To), 4 hodiny po natedéni (Ts) a 8 hodin po nafedéni
(Ts). Vysledky ukazaly, ze zpisob pridani kryoprotektantti (glycerolu) vyznamné neovlivnil
kvalitu rozmrazeného spermatu z hlediska zivotaschopnosti a motility spermii. Nebyly tedy
prokdzany vyznamné rozdily v kvalité ejakulatu mezi ejakulatem, u kterého byl ptidan glycerol
thned po odbéru, nebo ejakulatem, u kterého byl glycerol ptidan az po ochlazeni na 5 °C.

Déle byl zkouman vliv tfi rtiznych fedidel s rozdilnym pifidavkem glycerolu. Bylo pouzito
sperma od péti berant raznych plemen ve véku 20-24 mésicli. Berani byli zapojeni do
kazdodenniho odbéru ejakulatu béhem reprodukéniho obdobi na severni polokouli (fijen—
listopad). K experimentu byli pouzity vzdy pouze druhé ejakulaty, pti¢emz byly odebirany dva
po sobé¢ jdouci ejakulaty béhem 10 minut. Jeden extender obsahoval 6,4 % glycerolu, druhy
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12,8 % glycerolu a tieti byl bez ptidavku glycerolu. Vsechny ejakulaty pouzité v experimentu
vykazovaly normalni parametry. Byly pouzity ejakulaty o objemu 0,75-2 ml, koncentraci vyssi
nez 2,5x10° spermii/ml, motilitou vy$§i nebo rovnou 70 % a s obsahem mensim &i rovanym 10
% patologickych spermii. Byl zkouméan vliv téchto extenderi na motilitu spermii, jejich
kapacitacni status a neporuSenost plazmatické membrany. Vysledky ukazaly, ze celkova
pohyblivost spermii byla vyznamné ovlivnéna pouzitymi extendery. Subjektivni motilita
vykazovala vyznamné rozdily mezi extendrem s obsahem glycerolu 6,4 % (26 = 2,9 %) oproti
extenderim s obsahem 0 % glycerolu a 12,8 % glycerolu (58 = 2,9 a 53 £ 2,9 %). Absolutni
motilita byla vyznamné¢ niz$i u extenderu s ptidavkem 6,4 % glycerolu (28 + 4,2 %) nez u
extenderu s piidavkem 0 % glycerolu (67 + 4,2 %) a u extenderu s ptidavkem 12,8 % glycerolu
(63 £4,2 %). Podil spermii s intaktni plazmatickou membranou byl u extenderu s pfidavkem 0
% glycerolu vyssi (57 £+ 3,1 %) nez u extenderi s piidavkem 12,8 % a 6,4 % glycerolu (46 +
3,1 % a33+3,1%). Podil spermii, které neprodélaly kapacitaci byl vyznamné vyssi u extenderu
bez piidavku glycerolu (44 + 2,4 %) oproti extenderim s ptidavkem 12, 8 % a 6,4 % glycerolu
(50 = 1,8 % a 58 + 1,8 %). Byly prokazany vyznamné rozdily z hlediska hodnocenych
parametrti mezi pouzitymi extendery (Gil et al., 2003).

Fiser et al. (1986) zkoumali vliv riznych koncentraci glycerolu a rtiznych rychlosti
zmrazeni ejakulatu na kvalitu rozmrazeného ejakulatu berand. Pouzity byly koncentrace
glycerolu v rozmezi od 0 % do 16 %. Ejakulat byl hodnocen po rozmrazeni, které probihalo
vzdy stejnym zplsobem, a to ve vod¢ pti 39 °C po dobu 30 sekund. Nejlepsi miru prezitelnosti
vykazovali ejakulaty, kde byla pouZita koncentrace glycerolu 4 nebo 6 % a rychlost mrazeni se
pohybovala od 10 do 100 °C/ min. PouZity byly rychlosti zmrazeni od 1 do 100 °C/min. Pokud
nebyl pfed zmrazenim ptidan glycerol neptezily zmrazeni ponotfenim do tekutého dusiku zadné
spermie. Toxicky uc¢inek zvySovani koncentrace nad 8 % pfispiva k postupnému snizeni
prezitelnosti rozmrazenych spermii pii t€chto konkrétnich koncentracich.
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4 Materialy a metody

4.1 Plemenici

Vzorky ejakulatu byly pro tcely diplomové prace odebirany v ramci 8 jednotlivych
odbérovych dni. Ejakulat byl ziskavan odbérem dvou beranti plemene valasska ovce, pticemz
ejakulat ziskany jednotlivé odbérové dny byl od obou jedincti smichan. Berani byli oznaceni
usSnimi zndmkami (usni znamka 77808/072, linie Beskyd, narozen 14.1. 2014; uSni zndmka
74801/081, linie Juras, narozen 31. 3. 2016). Berani byli ustijeni v zdzemi Demonstracni a
pokusné staje Ceské zemédélské univerzity v Praze. Ustajeni bylo realizovano ve skupinovém
kotci s permanentnim pfistupem do navazujiciho pastevniho vyb&hu. Ustajovaci prostory,
venkovni plochy a technologické vybaveni vyhovovaly platné legislativé podle zakona ¢.
208/2004 Sb. Zaklad krmné davky béhem celého roku tvofil pastevni porost v kombinaci s
luénim senem z vlastni produkce, které bylo zkrmovano ad libitum. Dalsi slozku krmné davky
tvotily granule (1580 OVCE UNI, De Heus a.s., BuGovice, CR) v mnozstvi 300-500 g/ks/den
dle kondi¢niho stavu zvitat. Ad libitn¢ byly k dispozici také pitna voda a mineralni lizy.
Plemenici byli po celou dobu pod veterinarnim dohledem a po ¢as experimentu nevykazovali
ptiznaky zadnych onemocnéni. V pribehu byl pribézné monitorovan vyzivny stav obou beranti
a télesna kondice se pohybovala v rozmezi 3,5 — 4 body.

4.2  Odbér ejakulatu a zpracovani vzorku

Vzorky ejakulatu byly odebirany v pravidelnych casovych intervalech, v 8 jednotlivych
odbérovych dnech. Pro odbér byla pouzita uméla vagina ur€ena pro odbér ejakulatu malych
prezvykavci (Minitiib GmbH, Tiefenbach, Némecko). Jako sbéra¢ umélé vaginy pro odbér
ejakulatu slouzila sucha nespermicidni ochrana vaginalni sondy, kterd byla vyrobena
zZ ptirodniho latexu. Pfed odbérem byla nespermaticka ochrana nalubrikovéana vazelinou. Po
odbéru byl ejakulat ihned nafedén. Redéni bylo realizovano fedidlem AndroMed (Minitiib
GmbH, Tiefenbach, Germany) urené¢ho pro kryokonzervaci byc¢iho ejakulatu s obsahem
glycerolu 6-7 %. Polovina vzorku byla fedéna glycerolovanym AndroMedem a druha polovina
vzorki byla fedéna AndroMedem bez glycerolu. Redidlo bylo vytemperovano na teplotu 38
°Ca fedéni bylo uskutecnén v poméru 1:4 (spermie : AndroMed). Po nafedéni byly vzorky
preneseny do laboratote, kde doslo k ndslednému zhodnoceni vzorku. Vzorky byly exportovany
pomoci pienosného termoboxu z polystyrenu. V laboratoii byly vzorky uchovany pii pokojové
teploté a hodnoceni probihalo rovnéZ pfi této teploté.

V laboratofi doSlo jesté k pfipadnému dotfedéni ejakulatu s pouzitim AndroMedu bez
glycerolu po zjisténi koncentrace pomoci ptedkalibrovaného spektrofotometru (Genesys 10S
Vis, Thermo Fisher Scientific, Waltham, Massachusetts, USA). Pozadovana finalni
koncentrace byla cca 200 mil. spermii/ ml.

Timto zptisobem nafedény ejakulat byl naplnén do pejet o objemu 0,25 ml. Pejety byly
nasledné uzavieny polyvinyl alkoholem — PVA (IMV Technologies, L"Aigle, Francie).

Pejety se vzorky fedénymi komerénim fedidlem Andromed bez glycerolu byly pfeneseny
V termoboxu, ktery byl opatfen vyhfevnymi bloky pro udrzeni pokojové teploty, do chladici
mistnosti. Teplota v chladici mistnosti se pohybuje v rozmezi 4 az 8 °C. Pejety byly v chladici
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mistnosti umistény v gobleté a poloZeny na nerezové desce. Timto zpisobem byly ponechény
po dobu cca 2 hodin ekvilibrace.

Pejety se vzorky, kde jiz od faze fedéni ejakulatu byl pouzit AndroMed obsahujici 67 %
glycerolu, byly uskladnéna v lednici v laboratofi pfi teploté v rozmezi 4 az 8 °C po dobu cca 2
hodin ekvilibrace.

4.3 Hodnoceni vzorki pied mrazenim

Po ukonceni ekvilibrace (ale pfed mrazenim) bylo provedeno kontrolni hodnoceni
spermatu pomoci CASA a pritokového cytometru.

Hodnoceni pomoci CASA (model iSperm, Aidmics Biotechnology Co., LTD, Taipei City,
Taiwan) spocivalo v hodnoceni celkové a progresivni motility spermii. Opticka cocka
zabudovana v pfistroji byla zahfata pomoci specidlniho USB ohiivace na teplotu 38 °C.
Ejakulat byl nafedén pfislusnym fedidlem na koncentraci 20 mil. spermii/ ml (odpovida
zhruba tfedéni 10 x). Takto ziedény ejakulat byl kapnut v objemu 7 pl na specialni
analyzacni jednorazovou komurku, kterd byla upevnéna na ¢ocku, potom doslo k vyhodnoceni
motility pomoci softwaru.

Pro hodnoceni pomoci prutokového cytometru byl pouzit cytometr Novocyte 3000,
Acea Biosciences, Aglient, Santa Clara, California, USA. Cytometr byl vybaven lasery
emitujici fialové (405 nm), modré (488 nm) a Cervené (640 nm) zafeni. Vzorek spermatu o
finélni koncentraci cca koncentraci cca 20 mil. spermii/ ml byl obarven fluorescen¢nimi barvivy
Hoechst-33342 (Sigma Aldrich, St. Louis, Missouri, USA) o finalni koncentraci 10 pg/ mL,
PNA-FITC (Thermo Fisher Scientific, Waltham, Massachusetts, USA) o findlni koncentraci
0,5 pg/ mL, PI (Sigma Aldrich, St. Louis, Missouri, USA) o finalni koncentraci 8 pg/ mL a
fluorescenénim barvivem MitoTracker Deep Red (Sigma Aldrich, St. Louis, Missouri, USA) o
finalni koncentraci 80 nM. Vzorky byly po obarveni fluorescen¢nimi barvivy inkubovany po
dobu 10 minut ve tmé¢ pfi teploté 38 °C.

Pti hodnoceni vzorku bylo nizkou rychlosti analyzovano minimalné 20 000 ¢astic. Pro
analyzu dat a jejich nasledny sbér byl pouzit software NovoExpress 1.3.0 (Acea Biosciences,
Aglient, Santa Clara, California, USA). Pro oddéleni signdlu nespermatickych castic bylo
vyuzito parametru forward scatter, side scatter a barviva Hoechst-33342. Pii hodnoceni vzorku
byla monitorovdna celkova viabilita bunék (Hoechst-333427/PI'/PNA-FITC/MitoTracker
Deep Red",%), a pak, podil bunék s poskozenou plazmatickou membranou pomoci PI, podil
bun¢k s poskozenym akrozomem pomoci PNA-FITC a v neposledni tadé podil bunék
s vysokou a nizkou mitochondrialni aktivitou pomoci MitoTracker Deep Red".

Pro mraZeni byly nésledné pouzity vzorky ejakulatu, které vykazovaly vice nez 50%
zivotaschopnost. Za oplozeni schopnou spermii byla povaZovana buika, kterd neméla
porusenou plazmatickou membranu, nemé¢la poruSeny akrozom a vykazovala vysokou
mitochondrialni aktivitu ((Hoechst-33342%/PI'/PNA-FITC/ MitoTracker Deep Red").
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4.4 Mrazeni vzorki ejakulitu

Po ukonceni ekvilibrace, by pejety se vzorky fedénymi komer¢nim fedidlem Andromed
bez glycerolu a ekvilibrovany v chladici mistnosti tésné pfed mrazenim otevieny a jejich obsah
smichan s glycerolem (Sigma-Aldrich, St. Louis, Missouri, USA) o finalni koncentraci 6-7 %.
Takto obohacené vzorky o glycerol byly znovu uzavieny do novych pejet pro nasledné mrazeni.
Vse probihalo v chladici mistnosti pii teploté 4 az 8 °C, celéd procedura trvala méné nez 5 min.

Pejety, ekvilibrované v laboratorni lednici se vzorky, kde jiz od faze fedéni ejakulatu byl
pouzit Andromed obsahujici 67 % glycerolu, byly mrazeny hned po ukonceni ekvilibrace.

Samotné mrazeni vzorkl ejakulatu probihalo v pardch tekutého dusiku. Pejety byly
mrazeny pii pouziti termoboxu z polystyrenu, ktery umoznil kontrolovat vzdalenost vzorkt nad
hladinou tekutého dusiku, ¢imZ bylo mozné regulovat rychlost mrazeni (Ptacek et al., 2019).

Savvulidi et al. 2021 ve své praci nékolik modifikaci mrazeni pejet naplnénych ejakulatem.
Pro mou préaci byla vyuzita modifikovanad mrazici kiivka Il, pifi které byly pejety postupné
priblizovany k hladiné tekutého dusiku. Po dobu prvnich tfech minut byly pejety umistény 15
cm nad hladinou tekutého dusiku, potom byly pfiblizeny na vzdalenost 9,5 cm od hladiny
tekutého dusiku, kde byly umistény po dobu 2 minut. Nasledné¢ byly pejety ptiblizeny do
vzdalenosti 5 cm od hladiny tekutého dusiku po dobu 1 minuty. Po uplynuti této doby byly
pejety umistény na vzdalenost mensi nez 0,5 sm od hladiny tekutého dusiku. Primérné rychlost
poklesu teploty u ndmi pouzité mrazici kiivky II ¢inila 17 °C/min.

4.5 Hodnoceni ejakulatu po rozmrazeni

Zamrazené vzorky ejakulatu byli po miniméalné 24 hodindch rozmrazeny pro nasledné
hodnoceni pomoci pritokového cytometru a softwaru CASA.

Rozmrazeni probihalo za pouziti vodni lazné o teploté¢ 38 °C po dobu 30 sekund. Pro
hodnoceni byly vzdy rozmrazeny 2 pejety z chladici mistnosti, kde byl pfidavan glycerol tésné
pfed mrazenim a 2 pejety z lednice v laboratofi, kde jiZ od faze fedéni ejakulatu byl pouzit
Andromed s glycerolem. Rozmrazené vzorky byly nejprve hodnoceny pomoci CASA
a nasledn¢ probéhlo hodnoceni na priitokovém cytometru. Hodnoceni po rozmrazeni probihalo
stejnym zptisobem jako hodnoceni vzorkd pred mrazenim.

Hodnoceni po rozmrazeni probihalo ve tfech ¢asovych intervalech. Prvni bylo uskute¢néno
thned po rozmrazeni (THWO), druhé 1 hodinu po rozmrazeni (THW1) a posledni 2 hodiny po
rozmrazeni (THW?2). V ramci jednotlivych ¢asovych intervalii byla hodnocena celkova motilita
spermii a progresivni motilita spermii pomoci CASA a pomoci pritokového cytometru celkova
viabilita bunék, podil bunck s poskozenou plazmatickou membranou, podil bunéck
s poskozenym akrozomem a déle podil bunék s nizkou a vysokou mitochondrialni aktivitou.
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5 Statisticka analyza dat

Veskera statistickd vyhodnoceni probihala ve statistickém programu SAS (SAS/STAT,
2011). Zakladni statistiky soboru dat CASA a prutokové cytometrie byly analyzovany pomoci
procedury UNIVARIATE. Nasledna analyza variance byla provedena za pouziti generalized
linear model procedury. Jako zavisle proménné byly vyhodnocovany jednotlivé parametry
pratokové cytometrie (celkova viabilita bunck, podil bunék s poskozenou plasmatickou
membranou, podil bunék s poSkozenim akrozomu, a dale podil bunék s vysokou a s nizkou
mitochondrialni aktivitou).

Statistické modely pro vyhodnoceni parametrii protokové cytometrie po ekvilibraci
hodnocené v definovanych ¢asovych intervalech jsou uvedeny nize:

1) VIAegik = pn + DEN; + VAR + DEN * VARj; + eijk
2) PMegijk = n + DENj + VAR; + DEN * VARjj + €ijk
3) AKRegijk = u + DEN; + VAR; + DEN * VARj; + eijk
4) VMAeqijk = u + DENi + VAR; + DEN * VARjj + €ijk
5) NMAegijk = u + DEN; + VAR; + DEN * VARj; + &ijk

kde VI1Aegijk = celkova viabilita bun¢k po eqvilibraci, PMeqijk = podil bunék s poskozenou
plasmatickou membranou po ekvilibraci, AKReqijx = podil bun¢k s poskozenim akrosomu po
ekvilibraci, VMAeqijk = podil bunék s vysokou mitochondrialni aktivitou po ekvilibraci,
NMAegijk = podil bun€k s nizkou mitochondrialni aktivitou po ekvilibraci; DEN; = fixni efekt
i-t¢ho odbérového dne (i = 1. odbérovy den, n 8; i = 2. odbérovy den, n=8; i = 3.odbérovy den,
n=8;i=4.odbérovy den, N =6; i1 = 5. odbérovy den, n = 6, i= 7.0dbérovy den, n=7); VAR =
fixni efekt j-té& varianty ptidavku glycerolu (j = varianta s pfidavkem glycerolu tésné pied
mrazenim, n = 29; j = varianta s glycerolem v prib&hu celé doby ekvilibrace, n = 28); DEN *
VARjj = interakce variant ptidavku glycerolu mezi jednotlivymi odbérovymi dny; eijk =
residualni chyba.

Statistické modely pro vyhodnoceni parametrii priutokové cytometrie po ekvilibraci
hodnocené v definovanych ¢asovych intervalech jsou uvedeny niZe:

6) VIALO,11,t2ik = p + DEN;i + VAR; + DEN * VAR;j + b*VIAeq + eijk

7) PM10,t1,t2iik = u + DEN; + VAR + DEN * VARjj + b*PMeq + eijk

8) AKR 10,t1,t2iik = pn + DEN;j + VAR + DEN * VARj; + b*AKReq + ejjx

9) VMAIO0,t1,t2ik = u + DEN; + VAR; + DEN * VAR;j + b*VMAeq + €ijk

10) NMA 10,t1,t2jjk = u + DEN;j + VAR; + DEN * VARjj + b*NMAeq + eijx

kde VIALO,t1,t2ijk = celkova viabilita bun€¢k po rozmrazeni, po 1 hoding a po 2 hodinach
termického testu piezitelnosti, PMt0,t1,t2ijk = podil bun&k s poSkozenou plasmatickou
membranou po rozmrazeni, po 1 hodin€ a po 2 hodinach termického testu pieZitelnosti,
AKRIO0,t1,t2jjk = podil bun¢k s poskozenim akrozomu po rozmrazeni, po 1 hodiné¢ a po 2
hodinach termického testu piezitelnosti, VMALO,t1,t2ix =  podil bunék s vysokou
mitochondrialni aktivitou po rozmrazeni, po 1 hodin€ a po 2 hodinach termického testu
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prezitelnosti; NMAt0,t1,t2jjk = podil bun¢k s nizkou mitochondridlni aktivitou po rozmrazeni,
po 1 hodiné¢ a po 2 hodindch termického testu prezitelnosti; DEN; = fixni efekt i-tého
odbérového dne (i = 1. odbérovy den, n = 8; i = 2. odbérovy den, n = 8; i = 3. odbérovy den,
n =8; i =4. odbérovy den, n = 6; i = 5.odbérovy den, n = 6; i = 7. odb&rovy den, n = 7); VAR
= fixni efekt j-té varianty pfidavku glycerolu (j = varianta s pfidavkem glycerolu tésné pied
mrazenim, n = 29; j = varianta s glycerolem v prab¢hu celé doby ekvilibrace, n = 28); DEN *
VAR;j = interakce variant pfidavku glycerolu mezi jednotlivymi odbérovymi dny; b*VIAeq =
celkova viabilita bunék po ekvilibraci jako kovaridta, b*PMeq = podil bunck s poskozenou
plasmatickou membranou po ekvilibraci jako kovariata, b* AKReq = podil bun¢k s poskozenim
akrosomu po ekvilibraci jako kovariata, b*VMAeq = podil bun€k s vysokou mitochondrialni
aktivitou po ekvilibraci jako kovariata, b*NMAeq = podil bun¢k s nizkou mitochondrialni
aktivitou po ekvilibraci jako kovariata; ejjk = residudlni chyba.

Statistické rozdily mezi odhadnutymi priméry byly detekovany na hladiné vyznamnosti
P <0,05.
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6 Vysledky

6.1 Vysledky CASA

6.1.1.1 Zékladni charakteristiky — CASA

V tabulce €. 7 jsou uvedeny veskeré zakladni statistické charakteristiky. Celkova motilita
spermii a progresivni motilita spermii. Hodnocené byly vzorky odebirané v 8 rtznych
odbérovych dnech. Hodnoty celkové motility a progresivni motility byly méfeny ihned po
ekvilibraci, ihned po rozmrazeni a hodinu po rozmrazeni. Ze ziskanych vysledki je patrné, Ze
celkova motilita a progresivni motilita se béhem procesu kryokonzervace radikalné snizuje.
Pokles celkové motility je prezentovan grafem ¢.1 a pokles progresivni motility grafem ¢.2.

Tabulka €. 7: Zékladni statistické charakteristiky — CASA

Y Smérodatna - .
Cetnost .. Minimum Maximum
(N) Pramér (%) odchylka (%) (%)
Proménna (%) ’ ’

Colons 12 5041 18,80 22.19 81,85
. ) motilita
po ekvilibraci P —
FOBTESIVIL] 5 20,48 17.19 281 61,28
motilita
SRl 10 11,27 6,44 1.06 22 45
. motilita
pO rozmrazeni Pro I‘esivni
gres 9 451 481 0.21 14.70
motilita
Sell o 10 178 183 022 457
B motilita
1 hod. po rozmrazeni P —
FOSTEsivitl] ) 1.26 X 1,26 1,26
motilita

Graf ¢. 1: Trend poklesu celkové motility od ekvilibrace do 1 hodiny po rozmrazeni
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Zkratky: EQ — ekvilibrované vzorky; TO — ihned po rozmrazeni; T1 — 1 hodina po rozmrazeni
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Graf ¢&. 2: Trend poklesu progresivni motility od ekvilibrace do 1 hodiny po rozmrazeni
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Zkratky: EQ — ekvilibrované vzorky; TO — ihned po rozmrazeni; T1 — 1 hodina po rozmrazeni

6.2 Vysledky priitokové cytometrie
6.2.1 Zakladni charakteristiky — priitokova cytometrie

V tabulce €. 8 jsou uvedeny zékladni statistick¢ charakteristiky pro pritokovou
cytometrie. Uvedeno je procentualni zastoupeni spermii, které byly vyhodnoceny jako
Zivotaschopné, respektive oplozeni schopné. Zastoupeni zivotaschopnych spermii, poSkozeni
plazmatické membrany, poSkozeni akrozomu a mitochondrialni aktivita byla hodnocena u 51
vzorkl po ekvilibraci, 54 vzorkt ihned po rozmrazeni, 54 vzorkl 1 hodinu po rozmrazeni a 53
vzorkl 2 hodiny po rozmrazeni. Primérné zastoupeni zivotaschopnych spermii v inseminacni
davce po ekvilibraci bylo 62,61 + 12,94 %. Thned po rozmrazeni doSlo k zhruba tfindsobnému
poklesu poctu Zivotaschopnych spermii na primérnou hodnotu 24,59 + 6,23 %. K dalSimu
poklesu poctu Zivotaschopnych spermii doslo 1 hodinu a dvé hodiny po rozmrazeni. Poskozeni
akrozomu vzrostlo po rozmrazeni na dvojnasobek, z 15,38 + 7,86 % na 30, 19 £ 14,01 %
(hodinu po rozmrazeni). Po kryokonzervaci doslo také k vyznamnému poklesu mitochondrialni
aktivity. Vysoké mitochondridlni aktivita pfedstavovala ihned po rozmrazeni 57,14 + 29,69 %
a po dvou hodinach po rozmrazeni ¢inila pouze 9,33 + 7,94 %.
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Tabulka €. 8: Zakladni statistické charakteristiky — Priitokova cytometrie

Varianta Ukazatel Cetnost Aritmeticky Smérodatna Minimum | Maximum
pramér (%) odchylka (%) (%) (%)

PAI | 51 62,61 12,94 27,23 81,72

PM 51 36,31 12,93 18,06 72,26

NIl ce M ACR | 51 1538 7.86 4,94 40,12

HMTR | 51 57,14 29,69 15,97 91,82

LMTR | 51 42,39 29,30 7.83 83,59

PAI | 54 24,59 6,23 9,14 34,01

: PM 54 74,82 6,36 65,80 90,57

thned po e = 23,79 12,48 711 60,78
rozmrazeni

HMTR | 54 38,97 16,15 7,24 83,02

LMTR | 54 58,41 16,74 16,92 92,76

PAI | 54 19.31 7.07 4,86 33,54

: PM 54 79.43 7,901 65,97 93,80

L HOGINA R0 o= R 30,19 14.10 8,95 60,98
rozmrazeni

HMTR | 54 16,18 11,28 1,48 38,77

LMTR | 54 80,60 10,90 60,59 98,52

PAI | 53 16,61 8,49 3,29 33,20

: PM 53 82,61 8,58 66,11 96,47

2 hodiny po ey e 29,27 14,06 7.80 66,37
rozmrazeni

HMTR | 53 9,33 7,94 1,19 34,81

LMTR | 53 86,06 727 65,19 93,29

Zkratky: PAI — Zivotaschopnost spermii; PM — poSkozeni cytoplazmatické membrany; ACR
— poskozeni akrozomu; HMTR - vysokd mitochondridlni aktivita, LMTR - nizka
mitochondrialni aktivita

6.2.2 Procentualni zastoupeni Zivotaschopnych spermii po rozmrazeni
6.2.2.1 Popis modelu

Pouzity model vysvétloval promeénlivost ukazatele z 97,72 % a byl prikazny (P <
0,001). V modelové rovnici byl statisticky prikazny vliv obou sledovanych faktort, tedy vliv
odbérového dne (P < 0,001) a vliv metody ptidavku glycerolu (P < 0,001). Detailni popis
statistického modelu je uveden v ptiloze ¢. 11.2.1. Taktéz vysledky vlivu interakce odbérového
dne a metody ptidavku glycerolu jsou prezentovany v samostatné piiloze ¢. 11.3. NiZze jsou
uvedeny fixni vlivy odbérového dne a pouzité metody mrazeni.

6.2.2.2 VIiv odbérového dne

V ramci jednotlivych odbérovych dni byly shledany vyznamné statistické rozdily mezi
jednotlivymi odbérovymi dny. Nejvyssi viabilita u ekvilibrovanych vzorkl vykazoval ejakulat,
ktery byl odebrany 6. odbérovy den. Ejakuldt odebrany 6. odbérovy den vykazoval nejlepsi
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hodnoty v porovnani se vSemi ostatnimi odbérovymi dny, coz bylo podlozeno statisticky
prﬁkaznymi rozdily.

statisticky prikazné ve srovnani se vSemi ostatnimi odbérovymi dny. Ihned po rozmrazeni
vykazoval nejlepsi vysledky ejakulat odebrany rovnéz 6. odbérovy den, avsak vysledky nebyly
statisticky prokazatelné lepsi ve srovnani s 3. a 7. odbérovym dnem. Nejhorsich hodnot dosahl
ithned po rozmrazeni ejakulat odebrany 2. odbérovy den, nebyly vsak statisticky hors$i, nez
vzorky z 1., 4., 5. a 8. dne.

Hodinu po rozmrazeni Vykazoval nejlepsi hodnoty ejakulat odebran}'r 7. odbérovy den,

zjistény u ejakulatu odebrané¢ho 5. odbérovy den, tento Vysledek byl statisticky prukazny
vzhledem ke vSem ostatnim odbérovym dniim.

Dv¢ hodiny po rozmrazeni dosahoval nejvyssich hodnot viabilita ejakulat odebrany 6.
odbérovy den, nebyla vSak statisticky lepsi nez u ejakulatu odebraného 8. den. Nejnizsi hodnoty
2 hodiny po rozmrazeni statisticky prokazatelné¢ vykazoval ejakulat odebrany 5. den.
Procentualni zastoupeni viabilnich spermii v radmci jednotlivych odbérovych dni je
prezentovano v grafu €. 3.

Graf €. 3: Procentudlni zastoupeni viabilnich spermii v jednotlivych odbérovych dnech
(LSM + SEM)
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Zkratky: PAI — zivotaschopné spermie; eq — vzorky hodnocené po ekvilibraci; t0 — vzorek
hodnocené ihned po rozmrazeni; t1 — vzorky hodnocené hodinu po rozmrazeni; t2 — vzorky
hodnocené 2 hodiny po rozmrazeni; a-f = rozdilna pismena vyjadiuji statisticky signifikantni
rozdily (P<0,05) v ramci jednotlivé hodnocenych znakt (PAleq; PAIt0; PAItl; PAIt2) napti¢
jednotlivymi odbérovymi dny.
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6.2.2.3 Vliv pouzité metody pridavku glycerolu

V experimentu byl zkouman vliv pozdéjsiho piidavku glycerolu oproti tradicnimu
zpusobu fedéni, kdy je ejakulat fedén pied ekvilibraci Andromedem s obsahem glycerolu
stanovenym vyrobcem. U ekvilibrovanych vzorkil byly zjistény lepsi hodnoty u rutinniho
zpisobu ptidavku glycerolu (67,72 + 0,46 %) oproti pozdéjSimu piidavku glycerolu (55,71 +
0,47 %). Mezi jednotlivymi metodami piidavku glycerolu byl zjiStén statisticky prikazny
rozdil.

Pti hodnoceni vzorkl ihned po rozmrazeni doslo k poklesu viabilnich spermii zhruba
na polovinu bez ohledu na pouzitou metodu ptidavku glycerolu. I po rozmrazeni byly zjistény
lepsi vysledky u vzorku, kde byla pouzita s metoda s rutinnim ptidavkem glycerolu (25,32 +
0,84 %) oproti metod¢€ s pozd¢€jsim piidavkem glycerolu (24,00 + 0,84 %). Mezi jednotlivymi
metodami vSak nebyl zjistén statisticky signifikantni rozdil.

Hodinu po rozmrazeni vykazovaly lepsi vysledky vzorky, kde byla pouZzita metoda
pozdéjsiho ptidavku glycerolu (22,03 + 0,77 %) vici metod¢ s rutinnim zpiisobem ptidavku
glycerolu (16,53 + 0,77 %). Tyto rozdily byly statisticky priikazné. Stejné tomu tak bylo i dvé
hodiny po rozmrazeni, kdy vyS$$i procento viabilnich bun¢k vykazovaly vzorky, kde byla
pouzita metoda pozd¢jsiho pridavku glycerolu (19,18 £ 0,83 %) oproti metod¢ s rutinnim
zpisobem pridavku glycerolu (14,15 £ 083). I vtomto piipadé byl zjistén statisticky
signifikantni rozdil mezi pouzitymi metodami.

Graf ¢. 4: Vliv metody pifidavku glycerolu na viabilita spermii; LSM + SEM
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Zkratky: 1- rutinni zpsob pridavku glycerolu; 2 — modifikovana varianta s ptidavkem
glycerolu tésné pied mrazenim; a-b=rozdilna pismena vyjadiuji statisticky signifikantni rozdily
(P<0,05) parametri (PAleq, PAItO; PAItl, PAIt2) mezi pouzitymi metodami piidavku
glycerolu
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6.2.3 Procentuilni zastoupeni spermii s poSkozenou cytoplazmatickou membranou,
poskozenym akrozomem a nizkou mitochondridlni aktivitou po kryokonzervaci

6.2.3.1 Popis modelu

Pouzity model vysvétloval proménlivost ukazatele poskozeni cytoplazmatické
membrany z 97,83 % a byl prikazny (P<,0001). V modelové rovnici byl statisticky prikazny
vliv obou sledovanych faktorti, vliv odbérového dne (P <,0001) i vliv pouzité metody ptidavku
glycerolu (P<,0001). Proménlivost ukazatele poskozeni akrozomu byla vysvétlena z 92,47 % a
byl statisticky prikazny (P<,0001). V modelové rovnici byl statisticky prukazny vliv obou
sledovanych faktori, vliv odbérového dne (P <,0001) i vliv pouzité metody pridavku glycerolu
(P<,0001). Pouzity model dale vysvétloval proménlivost ukazatele nizkd mitochondridlni
aktivitaz 98,12 % a byl prukazny (P<,0001). v modelové rovnici byl taktéz statisticky prukazny
vliv obou sledovanych faktord, odbérového dne (<,0001) a pouzité metody pridavku glycerolu
(P<,0001). Detailni popis pouzitého modelu je v samostatné piiloze 11.2.2. Taktéz vysledky
vlivu interakce odbérového dne a metody piidavku glycerolu jsou prezentovany v samostatné
ptiloze €. 11.3. Nize jsou Uvedeny fixni vlivy odbérového dne a pouzité metody mrazeni.

6.2.3.2 Vliv odbérového dne

V ramci jednotlivych odbérovych dni byly zjistény statisticky signifikantni rozdily u
vzorkli ekvilibrovanych, vzorkd ihned po rozmrazeni, hodinu po rozmrazeni i vzorkl
hodnocenych 2 hodiny po rozmrazeni.

Primérné hodnoty namétené ihned po rozmrazeni jsou uvedeny v tabulce ¢. 9. Po
rozmrazeni bylo naméfeno nejvyssi poskozeni cytoplazmatické membrany spermii u vzorka
odebranych 5. (80,19 + 1,41 %) a 2. (83,55 + 2,49 %) odbérovy den. Nejlepsich vysledki bylo
dosaZeno 6. odbérovy den (67,14 + 2,31). Tento vysledek vSak nebyl statisticky prikazny ve
srovnani s 3.a 7. odbérovym dnem, ale v porovnani s ostatnimi odbérovymi dny byly
prokdzany signifikantni rozdily. Po rozmrazeni vykazovaly nejvétsi poSkozeni akrozomu
vzorky odebrané 1. odbérovy den (45,78 + 2,22 %), které vSak byly statisticky prikazné ve
srovnani se vS§emi odbérovymi dny vyjma 2. odbérového dne (27,05 = 5,29 %). NejlepSich
vysledkil z hlediska poskozeni akrozomu bylo dosazeno 3. (17,27 + 2,51 %), 4. (17,44 £ 2,40
%) a 7. (17,90 + 3,02 %) odbérovy den. Rozdily v poskozeni akrozomu mezi jednotlivymi
odbérovymi dny byly ve vétSin€ ptipadil statisticky nepriikazné. Nejniz§i mitochondridlni
aktivitu vykazovaly vzorky odebrané 5. (86,37 = 8,17 %) a 8. (73,26 £ 6,85 %) odbérovy den.
Nejlepsich vysledki s ohledem na mitochondridlni aktivitu bylo dosazeno 2. (41,52 + 10,81 %)
a7.(45,25+ 7,11 %) den.
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Tabulka €. 9: Procentudlni zastoupeni spermii v prabéhu jednotlivych odbérovych dni
Vv Case t= 0 po rozmrazeni; LSM = SEM
odbérovy poskozeni membrany poskozeni akrozomu  nizka mitochondrialni aktivita

den % % %
1 (n=8) 74,80 £+ 1,23 ab 4578 +222a 55,01 £ 3,35 abc
2 (n=8) 83,55+2.49a 27,05+ 5,29 ab 41,52 +£10,81 be
3 (n=8) 72,88 £ 0,75 be 17,27 £2,51b 59,75 £ 5,57 abc
4 (n=6) 75,50 £ 0,85 ab 17,44+ 2,40 b 54,68 £ 3,14 be
5 (n=6) 80,19+ 1,41 a 25,06 £3,01b 86,37 + 8,17 ad
6 (n=8) 67,14 231 ¢ 23.13+£4,16b 59,27 + 3,11 abc
7 (n=7) 71,29 £1,43 be 17,90 £ 3,02 b 45,25 +7,11 ab
8 (n=8) 72,47 £ 1,40 ab 19,24 £2,17b 73,26 £ 6,85 cd

Zkratky: a-d= odlisna pismena ve sloupcich potvrzuji statisticky signifikantni rozdily
(P<0,05); prukazné rozdily jsou mezi jednotlivymi odbérovymi dny

V tabulce ¢. 10 jsou uvedeny primérné hodnoty naméfené 1 hodinu po rozmrazeni.
Hodinu po rozmrazeni bylo s ohledem na poSkozeni plazmatické membrany spermii bylo
nejlepsich vysledkd dosazeno u vzorkl odebranych 6. (71,87 £ 2,09 %), 7. (72,41 £ 1,30 %) a
3. odbérovy den (73,54 + 0,68 %). Tyto hodnoty byly statisticky prikazné v porovnani s 1.,4.
a 5. odbérovym dnem. Nejvétsi poskozeni akrozomu vykazovaly vzorky ziskané 1. odbérovy
den (51,00 £ 2,55 %), které vykazovaly statisticky signifikantni rozdil vii¢i vSem jednotlivym
odbérovym dniim. Dle hodnoceni mitochondridlni aktivity bylo nejhorSich vysledkli dosazeno
5. odbérovy den, kde nizka mitochondrialni aktivita pfedstavovala 95,61 + 4,52 %. Statisticky
prikazny rozdil byl vSak zjistén pouze mezi 2. a 5. odbérovym dnem, mezi ostatnimi
odbérovymi dny nebyl statisticky signifikantni rozdil prikazny.

Tabulka €. 10: Procentualni zastoupeni spermii v pribéhu jednotlivych odbérovych dni
Vv Case t= 1 po rozmrazeni; LSM + SEM
odbérovy  poSkozeni membrany poskozeni akrozomu nizka mitochondrialni aktivita

den % % %
1 (n=8) 8327+1,11a 51,00+ 2,55a 78,86 + 1,86 ab
2 (n=8) 84,27 + 2,25 acf 16,27 + 6,07 be 74,63+ 5,99 a
3 (n=8) 73,54 + 0,68 be 14,39 £ 2,88 ¢ 80,44 + 3,08 ab
4 (n=6) 82,21+0,77 a 32,90+2.75b 86,55+ 1,74 ab
5 (n=6) 91,63 +1,27d 35,16+ 3,46 b 95,61 £4,52b
6 (n=8) 71,87 + 2,09 be 32,54+ 4,78 b 82,36 + 1,72 ab
7 (n=7) 72,41 £ 1,30 be 28,63 £ 3,47 be 72,79 + 3,94 ab
8 (n=8) 76,28 + 1,27 ef 28,65+2,49b 78,79 + 3,80 ab

Zkratky: a-f= odlisna pismena ve sloupcich potvrzuji statisticky signifikantni rozdily
(P<0,05); prukazné rozdily jsou mezi jednotlivymi odbérovymi dny

Dvé hodiny po rozmrazeni vykazovaly nejvys$i poSkozeni plazmatické membrany
vzorky ziskané 5. odbérovy den (95,78 + 1,36 %), nejlepsi vysledek byl naopak zjistén u
vzorkd, které byly ziskany 6. odbérovy den (70,28 + 2,23). Podrobné vysledky hodnocenych
parametrt 2 hodiny po rozmrazeni jsou prezentovany v tabulce ¢. 11.
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Tabulka €. 11: Procentualni zastoupeni spermii v prib¢hu jednotlivych odbérovych dni v ¢ase

t=2 po rozmrazeni; LSM + SEM

odbérovy  poskozeni membrany poskozeni akrozomu nizka mitochondrialni aktivita
den % % %
1 (n=8) 86,65+ 1,19 ac 50,5+3,51a 81,07+ 1,54 a
2 (n=8) 86,05 +2,41 be 31,35+ 8,37 ab 85,81 +4,95ab
3 (n=8) 78,84+ 0,72 be 12,01 +3.97b 85,47 +2,55 ab
4 (n=6) 86,16+ 0,83 ac 36,76 £ 3,79 ac 91,16 £ 1,44 b
5 (n=6) 95,78+ 1,36 f 26,59 + 4,77 be 85,70 + 3,74 ab
6 (n=8) 70,28 + 2,23 dg 23,22 + 6,59 be 89,03+1,43b
7 (n=7) 81,09 £+ 1,39 aegh 36,75+ 4,79 ac 84,67 + 3,26 ab
8 (n=8) 75,23 + 1,36 bh 20,22 + 3,43 be 90,46 + 3,14 ab

Zkratky: a-h= odlisna pismena ve sloupcich potvrzuji statisticky signifikantni rozdily
(P <0,05); prikazné rozdily jsou mezi jednotlivymi odbérovymi dny

6.2.3.3 Vliv metody pridavku glycerolu

Metoda ptidavku glycerolu neméla statisticky vyznamné rozdily ihned po rozmrazeni
Vv piipad¢ hodnoceni poSkozeni plazmatické membrany. LepSich hodnot vSak bylo dosazeno pfti
pouziti tradicniho zpiisobu fedéni ejakulatu, kdy bylo dosazeno primérné hodnoty poskozeni
cytoplazmatické membrany 73,59 £+ 0,90 % oproti metod¢ s pozd¢jsim piidavkem glycerolu,
pii které bylo dosazeno pramérnych hodnot poskozeni cytoplazmatické membrany
75,86 £0,90 %. Hodinu a 2 hodiny po rozmrazeni byly vSak zjiStény statisticky vyznamné
rozdily z hlediska poSkozeni plazmatické mezi jednotlivymi metodami piidavku glycerolu.
Hodinu po rozmrazeni bylo dosazeno lepsich vysledkd u modifikované metody s pozdéjsim
ptidavkem glycerolu, kdy primérna hodnota byla 77,53 + 0,81 %, ale u tradi¢ni metody bylo
dosaZeno primérné hodnoty 81,33 + 0,81 %. I dvé hodiny po rozmrazeni byly zjiStény
prokazatelné lepsi vysledky u modifikované metody ptidavku glycerolu, kdy primérna hodnota
poskozeni cytoplazmatické membrany spermii ¢inila 80,05 + 0,87 %, avSak tradi¢ni metoda
dosahovala primérnych hodnot poskozeni cytoplazmatické membrany az 84,97 + 0,87 %. Je
tedy patrné, Ze lepSich vysledki 1 hodinu a 2 hodiny po rozmrazeni vykazovaly vzorky, u nichz
byla pouzita modifikovana metoda ptidavku glycerolu, coz prezentuje graf €. 5.
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Graf ¢. 5: Vliv metody pridavku glycerolu na poskozeni plazmatické membrany spermii po
kryokonzervaci LSM + SEM
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Zkratky: 1- rutinni zpasob ptidavku glycerolu; 2 —modifikovana varianta s ptidavkem
glycerolu tésné¢ pred mrazenim; a-b=rozdilna pismena vyjadiuji statisticky signifikantni rozdily
(P<0,05) stejnych ¢asovych intervali mezi pouzitymi metodami piidavku glycerolu

Dal8im hodnocenym parametrem bylo poSkozeni akrozomu, pfi¢emZ metoda pfidavku
glycerolu méla statisticky vyznamny vliv na poskozeni akrozomu, kde ve vSech hodnocenych
casovych intervalech dosadhly statisticky lepSich vysledkli vzorky, pfi pouziti metody
S pozdéjsim ptidavkem glycerolu. Thned po rozmrazeni bylo u vzorkii s rutinni metodou
ptidavku glycerolu praméme 25,93 + 1,13 % spermii s poskozenym akrozomem, naproti tomu
pfi pouZziti metody s pozd&j$im ptidavkem glycerolu pouze 22,29 + 1,13 %. I 1 hodinu po
rozmrazeni vykazovaly lepsi vysledky vzorky u nichz byla pouzita modifikovand metoda
ptidavku glycerolu. Primérnd hodnota poSkozeni akrozomu ¢inila pro modifikovanou metodu
24, 69 £ 1,30 %, oproti tomu u vzorka s tradi¢nim zplisobem fedéni bylo poSkozeni akrozomu
zhruba 0 10 % vyssi. Dvé hodiny po rozmrazeni byla zjisténa primérna hodnota poSkozeni
akrozomu u tradi¢ni metody 32,44 + 1,79 %, oproti tomu vzorky, u nichz byla pouzita
modifikovand metoda dosahovali o zhruba 6 % lepsich hodnot (26,91 + 1,79 %) Podrobné¢;si
vysledky z jednotlivych hodnocenych ¢asti po rozmrazeni jsou prezentovany v grafu €. 6.

-43 -



Graf €. 6: Vliv metody ptidavku glycerolu na poskozeni akrozomu spermii po kryokonzervaci,
LSM + SEM
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Zkratky: 1- rutinni zpasob ptidavku glycerolu; 2 —modifikovana varianta s ptidavkem
glycerolu té€sné pfed mrazenim; a-b=rozdilna pismena vyjadiuji statisticky signifikantni rozdily
(P<0,05) u stejnych ¢asovych intervalli mezi pouZzitymi metodami piidavku glycerolu

Metoda ptidavku glycerolu méla také statisticky vyznamny vliv na mitochondrialni
aktivitu. Mitochondridlni aktivita byla ve vS§ech hodnocenych Casech statisticky prukazné lepsi
v piipadé¢ pozdéjsiho pridavku glycerolu oproti tradi¢énimu zptsobu fedéni. Thned po
rozmrazeni ¢inila nizkd mitochondridlni aktivita primérné 53,67 + 2,48 %, ale u modifikované
metody pridavku glycerolu byla hodnota nizké mitochondrialni aktivity o vice nez 10 % niZsi.
Stejné tomu tak bylo i1 v pfipad€ hodnoceni vzorkii 1 hodinu po rozmrazeni, kdy byly zjistény
primérné hodnoty pro metodu tradicniho zpusobu ptidavku glycerolu 88, 14 + 1,38 % a pro
modifikovanou metodu fedéni 74,37 + 1,38 %. Pfi posouzeni nizké mitochondridlni aktivity
doséhla horsich vysledkli, metoda tradi¢niho fedéni spermatu (89,05 £ 1,14 %), oproti metodée
S pozd¢jsim pridavkem glycerolu (84,28 + 1,14 %). Pfi¢emz podrobné vysledky jsou patrné
zgrafuc. 7.

-44 -



Graf ¢ 7: VIiv metody pifidavku glycerolu na mitochondridlni aktivitu spermii po
kryokonzervaci; LSM + SEM
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Zkratky: 1- rutinni zpasob piidavku glycerolu; 2 —modifikovana varianta s piidavkem
glycerolu té€sné pred mrazenim; a-b=rozdilna pismena vyjadiuji statisticky signifikantni rozdily
(P<0,05) u stejnych ¢asovych intervalli mezi pouZzitymi metodami ptidavku glycerolu
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7 Diskuse

Cilem diplomové prace bylo optimalizovat proces kryokonzervace ejakuldtu berani.
Proces kryokonzervace ejakulatu je usp€sné pouzivanou metodou u fady zivocisnych druhda.
Existuji vSak druhy zvifat, u nichz maze byt aplikace metody problematickad. Mezi silné
determinanty plodnosti dosazené po kryokonzervaci mizeme zafadit rozdily v anatomii
sami¢iho pohlavniho Gstroji, mechanismus transportu spermii a G¢innost dodavani spermii.
Spatna preZitelnost spermii a poskozeni cytoplazmatické membrany po kryokonzervaci
predstavuje jeden z hlavnich aspektli uspéSnosti oplodnéni mrazenym spermatem u mnoha
zivociSnych druht Holt (2000). Awad (2011) uvadi, ze udrZzovani motility spermii, jejich
zivotaschopnosti a neporusenosti akrozomu berana po delsi dobu po kryokonzervaci je dilezité
pro dosazeni vysoké miry biezosti po pouziti zmrazeného a nasledné rozmrazeného spermatu.
Jako nejCastéji pouzZivany glycerol uvadi glycerol, ktery je podle nich vzhledem ke své
potencialni toxicité nutné pouzivat v nizkych koncentracich (pod 4 %).

U berantl je obecné znama mala odolnost spermii vi¢i nizkym teplotam. Andreeva et al.,
(2019) proto zkoumali vliv plemene na kvalitu spermii po kryokonzervaci, ptficemz byla
hodnocena morfologie spermii. V ramci jednotlivych plemen byl prokdzan vyznamny rozdil
Z hlediska hodnoceni morfologie spermii. Je tedy jasné, ze kvalitu ejakulatu ovlivituje spousta
genetickych faktora i faktorti prostfedi. V tfadé studii byl hodnocen vliv genetickych faktori na
kvalitu ejakulatu, mezi které patii obvod Sourku (Pezzanite et al., 2010, Braun et al., 1980), vék
(Dowsett & Knott, 1996, Bongso et al., 1982), plemeno (Karagiannidis, Varsakeli, et al., 2000,
Stolc et al., 2009). Naproti tomu byl i prokazan vysoky vliv jednotlivych faktorii prostedi.
Pfi¢emz mezi nejvyznamnéjsi patii vyziva, jejiz vliv ve své studii zminiuje (Widiyono et al.,
2017) a metoda odbéru ejakulatu, kdy byl prokazan vyznamny vliv na jednotlivé parametry
ejakulatu v porovnani odbéru pomoci umélé vaginy a elektroejakulace, coz ve své studii
popisuje Jiménez-Rabadan et al. (2016). Kvalita ¢erstvého ejakulatu ptimo ovlivituje kvalitu
ejakulatu po kryokonzervaci. Pokud Cerstvy ejakulat vykazuje nizké hodnoty v jednotlivych
ukazatelich, tak po nésledné kryokonzervaci dochazi jesté k rapidnéjSimu poklesu kvality nez
u Cerstvého ejakulatu, ktery vykazuje vysokou kvalitu pied kryokonzervaci dle jednotlivych
hodnocenych parametri. Tento fakt je v nasi praci patrny v ramci srovnani kvality ejakulatu
mezi jednotlivymi odbérovymi dny. Proces kryokonzervace u malych pfezvykavci, a tim i u
berana, neni doposud optimalizovan, proto jsem se snazili prostfednictvim nasi prace pfispét ke
zlepSeni jednotlivych parametrii ejakuldtu po kryokonzervaci. Optimalizace spocivala ve
vhodném nacasovani ptidavku kryoprotektantu (glycerolu) pfed mrazenim. Ptidavek glycerolu
byl realizovan dvéma metodami, kdy v jednom ptipadé byl glycerol jiz soucésti fedidla
Andromed a ve druhém byl glycerol pfidan tésné pred mrazenim. Idedlni postup piidavku
glycerolu byl definovan na zaklad¢ spermii, které si po kryokonzervaci zachovaly oplozovaci
schopnost. Pficemz jako spermie se zachovanou oplozovaci schopnosti byly definovany ty,
které mély neporuSenou plazmatickou membranu, neporuSeny akrozom a vysokou
mitochondrialni aktivitu (Jha, Golam Shahi Alam, et al., 2018).

Podle vysledkt této prace existuje statisticky prikazny rozdil mezi pouzitymi metodami
pfidavku glycerolu pfi hodnoceni jednotlivych parametrii pomoci pritokového cytometru.
Oproti tomu nebyl zji$tén signifikantni rozdil mezi jednotlivymi metodami v pfipadé hodnoceni
celkové a progresivni motility pomoci CASA. Gil et al. (2003) se zabyvali pouzitim vhodnych
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fedidel k zachovani adekvatniho poctu spermii se vSemi potfebnymi ukazateli, které jsou
pottebné pro prekonani cervikalni bariéry v pohlavnim ustroji ovci a k dosazeni oplodnéni pti
pouziti rozmrazeného ejakulatu. Glycerol prezentuji jako kryoprotektivum, ktery ma toxicky
vliv na spermie a nepiiznivé ovliviiuje integritu plazmatické membrany v zavislosti na jeho
koncentraci a teploté pii jeho piidavku. Ve studii byl hodnocen vliv fedidla s rozdilnou
koncentraci glycerolu (12,8 % a 6,4 %). U obou koncentraci byl piidavek glycerolu realizovan
dvoustupniovou metodou. V prvnim stupni piidano fedidlo bez glycerolu a ve druh¢ fazi fedidlo
s obsahem glycerolu dle pouzité koncentrace). Hodnoceny byly parametry motility
prostiednictvim CASA. V ramci studie existovaly statisticky vyznamné rozdily mezi fedidly
s rozdilnou koncentraci glycerolu. Hodnocena byla celkova i progresivni motilita. Celkova
motilita a progresivni motilita byla prokazatelné nizsi u fedidla s koncentraci glycerolu 6,4 %
oproti fedidlu s koncentraci glycerolu 12,8 %. V nasi préaci jsme se zabyvali pouze dobou
ptidavku glycerolu, ale vliv jeho finalni koncentrace v fedidle jsme neuvazovali. V ramci
hodnoceni motility v nasi praci prostiednictvim CASA nebyly zjiStény signifikantni rozdily
mezi jednotlivymi parametry. Pfi pouZiti metody s ptidavkem glycerolu tésné pied mrazenim
bylo po kryokonzervaci dosazeno prikazné lepSich vysledki u pejet hodnocenych 1 hodinu a
2 hodiny po rozmrazeni. Thned po rozmrazeni nebyly mezi jednotlivymi metodami ptidavku
glycerolu zjiStény statisticky signifikantni rozdily pfi hodnoceni oplozeni schopnosti spermii.
Pfi pouziti metody s pozdéjsim ptidavkem glycerolu obsahovaly pejety ihned po
rozmrazeni praméerné 24,997 + 0,84 % zivotaschopnych spermii a pejety s pridavkem glycerolu
jiz po tedéni 25,315 + 0,84 %. Jednu hodinu po rozmrazeni obsahovaly pejety s pozdéjSim
ptidavkem glycerolu priméré 22,028 + 0,774 % Zivotaschopnych spermii, ale pejety
s ptidavkem glycerolu jiz pti fedéni obsahovaly pouze 16,530 + 0,774 % Zivotaschopnych
spermii. Stejny trend byl pozorovan i pfi hodnoceni ejakuldtu dvé hodiny po rozmrazeni. Také
Watson & Martin (1975) zkoumali vliv pfidavku glycerolu. Pficemz porovnavali fedidlo bez
piidavku glycerolu, fedidla s obsahem glycerolu 2,5 % a obsahem glycerolu 7,5 %. Byl
zkouman vliv pfidavku glycerolu na pteZitelnost spermii, jejich motilitu a poSkozeni akrozomu.
Celkova pfiezitelnost byla podstatné vyssi v ptipad¢ pouziti fedidel s ptidavkem glycerolu
oproti jeho nepouziti. Naopak pti vyhodnoceni poskozeni akrozomu bylo dosazeno lepSich
vysledki u fedidla, které neobsahovalo glycerol, av§ak poSkozeni akrozomu bylo pifimo tmérné
obsahu glycerolu v fedidle. Dle jejich vysledkd by bylo mozné zlepsit kvalitu semene
pfidavkem fedidla s glycerolem o niz$i koncentraci nez 7 %, kterd se pouZiva u byciho
spermatu. Vliv raznych koncentraci pfidavku glycerolu zkoumali také Fiser & Fairfull, 1984,
pii¢emz dopéli k podobnym vysledkim jako Watson & Martin, (1975), pticemz i v jejich studii
mél pozitivni vliv na kvalitu ejakulatu ptidavek fedidla s obsahem glycerolu mensim nez 7 %.
Awad (2011) ve své studii hodnotil také piidavek dvou riznych koncentraci glycerolu (6 % a
3 %). Zkoumal vliv koncentrace glycerolu v fedidle na Zivotaschopnost spermii, motilitu a
neporusenost akrozomu. Pricemz zjistil, Ze na zivotaschopnost spermii, neporusenost akrozomu
ma pozitivni vliv fedidlo s obsahem glycerolu 3 % oproti piidavku glycerolu s obsahem 6 %.
Byly prokazany podobné vysledky jako u pfedchozich zminénych studii. Farshad et al. (2009)
ve své praci také zkoumali vliv riiznych koncentraci glycerolu na vyslednou kvalitu ejakulatu.
Pouzity byly ¢ty rizné koncentrace glycerolu (1, 3, 5 a 7 %). Celkova motilita spermii,
progresivni motilita a zivotaschopnost spermii vykazovaly prokazatelné lepsi vysledky
(p<0,05) tedidla s vyssi koncentraci glycerolu (7 %). Pii hodnoceni akrozomu byl prokazan
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opacny trend. Nejlepsich vysledkl z hlediska poskozeni bylo dosaZzeno pfi piidavku glycerolu
o0 koncentraci 1 %.

Ntemka et al. 2018 ve své studii uvade¢ji glycerol jako jeden z nejpouzivanéjSich
kryoprotektanti viibec, ktery je schopen proniknout do spermii, vyvolat osmézu a zabranit
tvorbé ledovych krystalkt. Anel et al. (2003) ve své studii zkoumali tfi rizné zpusoby piidavku
glycerolu pifed mrazenim, pfi¢emz kone¢na koncentrace spermii v pejetach (0,25 ml) byla
100 x 105/ ml. V piipadé prvni metody byly p¥idany 2/3 koneéného objemu fedidla jako roztok
A (bez glycerolu) do ¢istého ejakulétu pii teploté 35 °C a nasledné byl vzorek ochlazen na 5 °C
(-0,30 °C/min), po ochlazeni byla pfidana 1/3 kone¢ného objemu fedidla jako roztok B
(konecna koncentrace glycerolu 4 %). Takto nafedény vzorek ejakulatu byl skladovan po dobu
2 hodin pfi teploté 5 °C a nasledné zamrazen v programovatelném mrazaku (- 20 °C/ min az na
-100 °C). V ptipad¢ druhé metody byl vzorek ejakulatu ziedén specifickym roztokem pii 35 °C
(kone¢na koncentrace glycerolu 3 %), nasledné byl vzorek ochlazen na 5 °C (-0,20 °C/min) a
pfi této teplote ponechan 2 hodiny. Poté byl vzorek zamrazen v parach tekutého dusiku. U treti
metody bylo semeno zfedéno 1:1 ve specifickém roztoku (koncentrace glycerolu 2 %), vzorek
byl poté ochlazen na 5 °C (-0,25 °C/min). Nasledné byl vzorek znovu zfedén ve stejném roztoku
na koneCnou bunécnou koncentraci (kone¢na koncentrace glycerolu 4 %). Smés byla
ponechana po dobu 1 hodiny pfi 5 °C a nasledné zamrazena v programovatelném mrazaku (-
20 C/min az na -100 °C). Nejlepsi celkova motilita a progresivni motilita (75,8 % a 55,18 %)
byly ziskany pomoci tfeti metody. Metoda 1 a metoda 3 poskytly vyznamné vyssi hodnoty pro
kinetické parametry (VSL, VAP, LIN) oproti druhé metodé. V rdmci nasi prace byly lepsi
vysledky ziskany pomoci metody s tradi¢nim ptfidavkem glycerolu oproti vysledklim ziskanym
pomoci metody s pfidavkem glycerolu tésn¢ pied mrazenim, coz je v rozporu s tim co uvadi
Ntemka et al. (2018). Lepsich vysledki u tradiéni metody ptidavku glycerolu bylo dosazeno u
obou hodnocenych parametriit pomoci CASA, celkova motilita spermii a progresivni motilita.
Mezi jednotlivymi metodami vSak nebyly zjiStény statisticky vyznamné rozdily. Prvni metoda
poskytla nejhors§i vysledky v Zivotaschopnosti a stavu akrozomu (31,3 % mrtvé buiky
S poskozenymi akrozomy oproti 25,4 % v ptipadé¢ druhé metody a 23,3 % v piipadé treti
metody). Ukazalo se, Ze pouziti jednoduchého fediciho média s ptidavkem glycerolu ve dvou
krocich plisobi produktivné na kvalitu zmrazeného beraniho ejakulatu. V nasi praci, stejné jako
ve studii Anel et al. (2003) se jevi dvoustupiové ptidani fedidla (bez glycerolu, s glycerolem)
jako vhodnéj$i metoda nez metoda s pfidavkem glycerolu ihned pfi fedéni, ackoli byl v této
praci kombinovan piidavek glycerolu v riznych koncentracich. Pouziti jednostupniové c¢i
dvoustupniové metody piidavku glycerolu jiz diive uvedli Salamon & Maxwell (1995), kteti
zkoumali jak n€kolika stupiiové ptidani glycerolu, tak metodu, kdy byl glycerol jednorazoveé
pfidan az pfi teploté 5 °C.

Entwistle & Martin (2006) také zkoumali vliv riznych metod pfidavku glycerolu pfi
teploté 5 °C, avSak nezjistili zddny vyznamny rozdil mezi nékolikastupniovym (konkrétné
tiikrokovém) pfidanim glycerolu v porovnani ptidavku glycerolu jednorazove pfi této teplote.
Pti pouziti jednostupiiového piidavku glycerolu byla namétfena primérnd motilita 31,4 % a
Vv piipadé tiistupniového piidavku glycerolu byla zjiSténa primérnd motilita spermii na Grovni
32,6 %. Neexistoval tedy statisticky signifikantni rozdil mezi jednotlivymi metodami piidavku
glycerolu. Lightfoottt & Salamont (1969) pozorovali vliv riznych teplot, béhem kterych je
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glycerol pfidavan do ejakuldtu, pficemz nebyly zjiStény vyznamné rozdily mezi pfidavkem
glycerolu pii 30 °C nebo pii ptidavku glycerolu pii teploté 5 °C.

Morrier et al. (2002)ve své studii také zkoumali vliv ptidavku glycerolu na kvalitu spermii
po kryoknzervaci. Cilem jejich studie bylo prokazat vliv doby a zptsobu pfidani glycerolu na
kvalitu ejakulatu spermii po rozmrazeni. Ve svém experimentu zkoumali vliv doby ptidavku
glycerolu, kdy byl sledovan rozdil mezi jednostupiiovym fedénim 7% glycerolovanym
fedidlem a dvoustupfiovym zpiisobem fedéni. Pro jednostupnové fedéni byl pouzit extender
Triladylu (7% glycerol), zzedéné vzorky byly ochlazeny na 5 °C béhem 3 hodin v chladici
mistnosti, poté byly zamrazeny piimym ponofenim do kapalného dusiku. V ptipadé
dvoustupniového fedéni byl pouzit fedidlo Biladyl, pficemz byl pfidan pti pokojové teploté.
Natedéné vzorky Biladylem byly pomalu ochlazeny na 5 °C v chladici mistnosti stejn¢ jako u
alikvott s obsahem Triladylu, potom byl pfidan glycerol na findlni koncentraci 7 % glycerolu.
Zmrazeni probéhlo stejné jako u vzorkl s Triladylem. Rozmrazeni semene pfed hodnocenim
probéhlo ve vodni 14zni o teploté 37 °C/ 30 sec. Autofi dospéli k vysledku, ze zplsob ptidavku
glycerolu nema vliv na kvalitu kryokonzervovanych spermii v porovnani obou metod, jelikoz
nebyly zjistény zadné statisticky vyznamné rozdily mezi obémi pouZzitymi metodami, coz témef
odpovida naSim vysledkiim v ptipadé hodnoceni kvality ejakulatu v case T=0 pii porovnani
obou metod, kdy byly signifikantné vyznamné rozdily zjistény pouze u poskozeni akrozomu,
ale v jinych parametrech statisticky vyznamné rozdily nebyly. Avsak Morrier et al., (2002)
provedli hodnoceni kvality ejakulatu po rozmrazeni pouze v ¢ase T=0, pieCemz v nasem
experimentu byly prokazany signifikantni vysledky az v ¢ase T=1 a T=2 po rozmrazeni,
pficemz naptiklad mira viability byla prokazatelné lepsi u ejakultu, kde byl ptidan glycerol
tésné pfed mrazenim, proti metod¢ s ptidavkem glycerolu, kdy byl soucasti fedidla Andromed.
Molinia et al., (1994) zkoumali u¢inek glycerolu na kvalitu beraniho ejakulatu jako potencialné
toxického kryoprotektantu, ktery snizuje fertiliza¢ni schopnost spermii. Ve studii porovnavali
ucinek vybranych latek na kvalitu spermii po rozmrazeni (ethylenglykol, glycerol, dimethyl
sulfoxid, propandiol), avsak i oni dosli k zavéru, ze glycerol zlstava i nadale nejucinnéj$im
kryoprotektantem. Ke stejnému zavéru dosli ve své studii i Salamon & Maxwell, (2000) Colas,
(1975) navrhl, ze glycerol patii k mirné toxickym kryoprotektantim, kdy je mozné jeho toxicitu
sniZit jeho pridavkem pii teplotach bliZicich se 0°C. Uvadi jako vyznamny faktor teplotu pfi,
které je glycerol pfidavan, pfi¢emz porovnaval pfidani glycerolu pfti teploté 30 °C ve srovnani
s pfidanim glycerolu pfi teploté 4 °C, pticemz dosSel k zavéru, ze teplota pii které je glycerol
pfidavan ma signifikantni vliv na pohyblivost spermii, kdy lepSich vyslekti bylo dosazeno pfi
metod¢ pridavku glycerolu pii 4 °C oproti 30 °C. Dale zkoumal vliv doby expozice glycerolu,
pficemz doSel k zavéru, ze doba expozice nema signifikantni vliv na kvalitu beraniho ejakulatu.

Vliv odbérového dne na Zivotaschopnost, a tim potencidlni oplozenischopnost byl zna¢ny.
V ramci jednotlivych odbérovych dni se kvalita ejakuléatu liSila a mezi nékterymi odbérovymi
dny bylo dosaZeno statisticky vyznamnych rozdilii. Primérna hodnota Zivotaschopnych spermit
v ramci jednotlivych odbérovych dni kolisala od 16 % do 32 % v piipadé¢ hodnoceni spermatu
thned po rozmrazeni. Pfi¢emz s prodluzujici se dobou od rozmrazeni (T1, T2) doslo v ramci
vSech odbérovych dni ke snizeni Zivotaschopnosti spermii. lhukwumere & Okere (1990)
provadéli dvakrat tydné odbér ejakulatu u berani po dobu 12 tydni pomoci elktroejakulace.
Odbér ejakulatu byl realizovan vzdy v pondéli a ve ctvrtek. Nasledné doSlo k posouzeni
ejakulatu z hlediska barvy, konzistence, hustoty, progresivni pohyblivosti , koncentrace spermii
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a podilu zivych spermii v ejakulatu. Den odbéru ejakuldtu mél vyznamny vliv na podil
pohyblivych spermii, pficemz primérna hodnota pohyblivych spermii ziskanych z odbéru
Vv pondéli byla 40,1 + 8,3 %, kdezto primérnd hodnota motilnich spermii u ejakuldtu
odebyranych ve ¢tvrtek ¢inila pouze 36,6 = 4,6 %. Mezi dny odbéru tedy existoval statisticky
vyznamny rozdil (P<0,05), v ramci odbérovych dni exitoval vyznamny rozdil i z hlediska
morfologie spermii, kdy pii odbéru v pondéli bylo primérné zastoupeni morfologicky
normalnich spermii 83,0 £ 2,4 %, ale pii odbéru ve ¢tvrtek pouze 75,1 + 5,3 %. Nebyl vsak
zji$tén rozdil mezi objemy ejakulatu v porovnani odbéru v pondéli a ve Ctvrtek.

César et al. (2017) zkoumali vliv sezonnosti na kvalitu ejakulatu, pticemz zjistili, ze béhem
jednotlivych ro¢nich obdobi dochdzi k vyznamnym zméndm vramci jednotlivych
hodnocenych parametrech ejakulatu. Pfi¢emz nejlepsi vysledky pfi hodnoceni jednotlivych
paremtru ejakulatu byly ziskany v obdobi béhem reprodukéni sezony. Vzorky byly od beranii
ziskavéany v pribéhu podzimu a zimy, coz mohlo vést k potencidlné lepSim vysledkiim v nasi
praci. Ptacek et al. (2019) ve své studii provadéli odbér ejakulatu v prubéhu roku. Odbér byl
realizovan v srpnu, Vv fijnu a prosinci. Pfi hodnoceni motility po kryokonzervaci dosahli lepSich
vysledk u vzorkd, které byly odebirany béhem reprodukéniho obdobi, tedy fijna. V nasi praci
byl odbér ejakulatu realizovan jednou tydné (utery), pii¢emz Ari et al. (2011) porovnavali
kvalitu ejakulatu ale frekvence jeho odbéru. Ve své studii porovnavali jednodenni interval
odbéru ejakulatu se ¢tyrdennim intervalem odbéru ejakulatu. Zjistili, ze frekvence odbéru
ejakulatu v jednodennim intervalu ma prokazateln¢ lepsi vliv na jeho kvalitu nez odbér ve
¢tyfdennim intervalu. Tim, Ze v rdmci nasi prace byl odbér realizovan pouze jednou tydné
mohlo dojit k potencialnimu ovlivnéni nasich vysledkd.

Pontbriand et al. (1989) ve své studii provedli multifaktorialni analyzu. Zkoumaly metodu
mrazeni, nékolik kryoprotektivnich latek a rychlost rozmrazovani. VIiv vsech faktort byl
pozorovan vzhledem K Zivotaschopnosti, progresivni motilité¢ a neporusenosti akrozomu. Bylo
zjisteno, Ze vyznamny vliv na Zivotaschopnost spermii md metoda mrazeni a pouzity
kryoprotektant. Dale zkoumali rozdil v kvalité ejakulatu v porovnani mrazeni ejakulatu suchym
ledem (pelety) a mrazeni ejakulatu pomoci tekutého dusiku (pejety). Bylo zjisténo, Ze lepSich
vysledkl pro hodnocené pramatery bylo dosaZzeno metodou mrazeni pomoci tekutého dusiku.
Mezi dal$i vyznamny faktor majici vliv na kvalitu ejakulatu po rozmrazeni patii zplisob metody
mrazeni a rozmrazeni ejakulatu. Metodu rozmrazeni ejakulatu uvedli jako vyznamny faktor
majici vliv na kvalitu ejakulatu po rozmrazeni také Nicolae et al. (2014). Pozorovali pét riznych
teplot rozmrazeni ejakulatu (90°C/ 2 s; 75 °C/ 10 s; 75 °C/ 5's; 50 °C/ 30 s; 39 °C/ 120 s),
pficemz zjistili, Ze pfi nizSich teplotach, konkrétné pti 50 °C a 39 °C bylo dosaZeni lepSich
parametrt z hlediska hodnocenych parameri oproti pouziti vysokych teplot. Podobnou studii
zamé&fenou na metodu rozmrazeni ejakulatu z hlediska pouzité teploty provedl také Fiser et al.
(1986), ktery vsak uvadi jako optimalni teplotu pro rozrazeni 60 — 80 °C.

Mezi dalsi vyznamné faktory majici vliv na kvalitu ejakudtu uvadi spousta autort pridavek
riznych aditiv. Azawi & Hussein (2013) zkoumali vliv pfidavku vitaminu C a vitaminu E do
fedidla na bazi Tris, pficemZ provadéli test prezitelnosti spermii pii teploté¢ 5 °C. Hodnocena
byla motilita, Zivotaschopnost , morfologie spermii a poSkozeni akrozomu. Vysledky ukazaly ,
ze ptidavek vitaminu C a E mél pozitivni vliv na ptezitelnost spermii. Vzorky s piidavkem
vitaminu C e E mély prokazatelné lepsi vysledky nez vzorky, kde nebyl pozit zddny ptidavek
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vitamind. Zubair et al. (2015) se také vénovali vlivu piidavku aditiv na vyslednou kvalitu
ejakulatu, pticemz v jejich studii hodnotili ptidavek vitaminu E a selenu

Dle vysledki nasi prace, 1ze doporucit piidavek glycerolu tésné pfed mrazenim, jelikoz
vzorky, u kterych byla pouzita metoda s pozdéjsim piidavkem glycerolu vykazuji prokazatelné
lep$i parametry kvality ejakulatu jednu a dvé hodiny po rozmrazeni, i kdyz vysledky v ¢ase T=
0 zlepSeni vlivem této metody prokazatelné¢ neukazuji. B€hem inseminace neni semeno
deponovano do pohlavnich organti samice ihned po rozmrazeni, ale surcitou casovou
prodlevou, ¢imz mize vysledek nasi prace, kdy 1 a 2 hodiny po rozmrazeni si ejakulat
zachovava lepsi vysledky hodnocenych parametrii u metody s ptidavkem glycerolu tésné pred
mrazenim, pozitivn¢ ovlivnit procento zabfezavani pii pouziti um¢lé inseminace.

O’Meara et al., 2005 uvadi, ze pouzita technika inseminace je ovlivnéna typem pouzitého
spermatu. Uvadi, Ze zmrazené sperma by se nemélo pouzivat pro intravaginalni inseminaci. Je
vSak vhodné jeho pouziti pro inseminaci intracervikalni. Zna¢nou nevyhodou je, Ze pfii
intracervikalni inseminaci se pouze malé procento spermii dostane k vajicku. Spermie jsou totiz
vlivem tlaku vytlaceny ptes vulvu. Dalsi nevyhodou inseminace je, Ze se da pouzit pouze maly
objem ejakulatu a to ptedevs§im diky anatomickému uzptsobeni délozniho hrdla.

Jelikoz je kvalita ejakulatu po rozmrazeni ovlivnéna velkym poctem faktorti bude dilezité
se do budoucna optimalizaci procesu kryokonzervace nadale vénovat. Optimalizace procesu
kryokonzervace bude pravdépodobné zahrnovat optimalizaci pfipravnych metod v ramci
povahy fedidel, rychlosti ptfidavku glycerolu, ¢i teploty pii, kterych se do smési glycerol
pfidava. V budoucnu by tedy bylo vhodné nadale se optimalizaci metody ptidavku glycerolu
zabyvat, at’ uz z hlediska doby ptidavku, ¢i teploty, pfi které je glycerol ptidavan. Vysledky
nasi prace naznacuji lepsi kvalitu ejakulatu pfi pouziti metody s piidavkem glycerolu tésné pied
mrazenim, 1 kdyZ jsou prokazatelné pouze pii hodnoceni 1 a 2 hodiny po rozmrazeni. Pfi¢emz
nami navrhnutd modifikace by mohla vést ke zlepSeni kvality ejakulatu oproti tradiéné
pouzivané metod¢ jednostupnového piidavku glycerolu.
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8 Zavér

Cilem prace bylo optimalizovat postup piidavku glycerolu pifed mrazenim
inseminac¢nich davek malych prezvykavci. V ramcei experimentu byly zkoumany dvé metody
ptidavku glycerolu. Ptidavek glycerolu byl realizovan tradi¢nim zpusobem a zptisobem kdy byl
piidan tésné pred mrazenim.

U vysSetfovanych vzorka byla hodnocena celkova a progresivni motilita, viabilita buné¢k,
poskozeni cytoplazmatické membrany, poskozeni akrozomu a stupeii mitochondrialni aktivity.

Jako oplozeni schopna bunka byla vyhodnocena ta, ktera nevykazovala poskozeni
cytoplazmatické membrany, neméla poskozeny akrozom a vykazovala dostatecnou
mitochondrialni aktivitu.

Hodnoceni motility probihalo pomoci CASA a zbylé parametry byly hodnoceny za
pouziti pritokové cytometrie.

Ihned po rozmrazeni nebyly zjistitelné prokazatelné vyznamné rozdily mezi metodou
tradi¢niho ptidavku glycerolu a metodou ptidavku glycerolu tésné pted mrazenim.

Statisticky signifikantnich vysledkl bylo dosazeno pti hodnoceni ejakulatu 1 a 2 hodiny
po rozmrazeni, kdy byly lepsi vysledky zjiStény u ndmi vytvofené¢ modifikované metody
pridavku glycerolu.

Némi ziskané vysledky prostiednictvim analytickych metod daly jisté predpoklady pro
lepsi kvalitu ejakuldtu prostfednictvim optimalizace ptidavku glycerolu pied procesem
kryokonzervace. Pricemz proces kryokonzervace hraje vyznamnou roli v zachovani cennych
geneticky ohrozenych druhi zvitat, mezi které patii 1 v nasi diplomové praci pouzité valasské
ovce. V budoucnu by bylo vhodné tyto ziskané predpoklady ovéfit prostiednictvim inseminace.
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10 Seznam pouzitych zkratek a symboli

AV —um¢la vagina

CASA — pocitatem asistovana analyza spermii

VCL — kiivocara rychlost

VAP — primérna rychlost

VSL — ptfimocara rychlost

ALH — amplituda laterarniho posunu hlavy

LIN — linearita kiivocaré drahy

STR — ptimost drahy

BCF — kmitoctova frekvence

IFC — zobrazovaci priitokova cytometrie

FACS — fluorescencné aktivovany bunéény tfidic

DNA — deoxyribonukleova kyselina

EH — ethidium homodimer

Pl — propidium jodid

LAR — neobarvena oblast akrozomu a postakrozomalni oblast
LAI — rizovy akrozom a neobarvené postakrozomalni oblast
DAR — neobarveny akrozom a tmava postakrozomalni oblast
Al — umélé inseminace

ICSI — intracytoplazmatickd injekce spermii

M — fedidlo, odstfedéné mléko

TE — fedidlo, TestT

TR — fedidlo, Tris — trehalosa

-61-



11 Samostatné prilohy

11.1 Vzornik moZnych abnormalit vyskytujicich se u spermii (Lipensky et al., 2014)
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11.2 Pouzité modely

11.2.1 Zivotaschopnost spermii

Tabulka ¢.12: Popis modelu pro Zivotaschopnost spermii

Pouzitd metoda Interakce
R2 P-model Odbérovy den pridavku odbérového dne a | bPAleq
glycerolu pouzité metody
Ekvilibrované
PAI 0,98 <,0001 <,0001 <,0001 <,0001

vzorky

lhnedpo | pa; | 095 | <0001 <,0001 0,4171 <,0001 0,248
rozmrazeni
Lhodinupo | p7; | 097 | <0001 <,0001 0,0008 <,0001 0,716
rozmrazeni
2hodinypo | o5 | g7 <,0001 <,0001 0,0034 <,0001 0,053
rozmrazeni

Zkratky: PAI-zivotaschopnost; r2-koeficient spolehlivosti; b—korekce na vychozi stav po ekvilibraci

11.2.2 Poskozeni cytoplazmatické membrany, poskozeni akrozomu, nizka mitochondrialni
aktivita

Tabulka €. 13: Popis modelu pro poskozeni cytoplazmatické membrany, poskozeni akrozomu, nizkou mitochondrialni

aktivitu
- Interakce
Pouzita odbérového 5]
o o
Rz | Pimodel | Sdbstovy | imetoda dnea = g =
den pridavku pouzité s O s
glycerolu metody a < =
PM | 0978 <0001 <0001| <0001 <,0001
Ekvilibrované = rop T 9924 <po001] <0001 <0001 0,05
vzorky
LMTR | 0981| <0001| <0001| <0001 <,0001
PM | 0943 <0001 <0001| 01961 <0001 | 0226
Ihnedpo 1 Acr | 0gs4| <o001| <o0001| 00386 0,1316 0.007
rozmrazenl 3
LMTR | 0855 <0001| <0001| 00152 0,99 0.004
PM | 0972| <0001| <0001| 0,204 <0001 | (s5gg
Lhodinupo 1 Acp [ 0g71| <0001| <0001| <0001 0,0058 0.667
rozmrazenl ’
LMTR | 0901| <0001| <0001| <0001 0,0183 0,655
PM | 0972| <0001| <0001| 00058 <0001| g9
2hodinypo 1 acp | 0769 <0001| <0001| 0046 0,0395 0.485
rozmrazenl ’
LMTR | 0827 <0001| <0001| 00264 <,0001 0,919

Zkratky: PM — poskozeni cytoplazmatické membrany; ACR — poskozeni akrozomu; LMTR — nizka mitochondrialni
aktivita; r2-koeficient spolehlivosti; b-korekce na pocate¢ni stav po ekvilibraci

-63-




11.3 Interakce mezi odbérovymi dny a pouZitymi variantami pfidavku glycerolu

Tabulka ¢&. 14: Interakce mezi odbérovymi dny a variantou ptidavku glycerolu u ekvilibrovanych vzorkt

Den Varianta Zivotaschopnost spermii (%) Priikaznost
1 71,77 £1,35 a
! 2 67,47 £1,35 a
1 56,31+ 1,35 a
2 2 32,46+ 135 b
1 73,29 £1,35 a
3 2 52,45+135 b
1 71,09 + 1,35 a
‘ 2 58,87 +1,35 b
1 5535+1,35 a
> 2 52,59 +1,35 a
1 81,29 + 1,67 a
° 2 75,69 £ 1,67 a
1 59,05+ 1,35 a
! 2 43,93 1,35 b
1 73,62 £ 1,67 a
8 2 62,27 £1,35 b

Vysvétlivky: varianta 1 — tradi¢ni zptsob ptidavku glycerolu; varianta 2 — metoda pozdgjsiho p¥idavku glycerolu; a-b: rozdilna
pismena prezentuji statisticky signifikantni rozdily (P<0,05); prukazné rozdily se tykaji variant v rdmci odbérovych dni

Tabulka ¢&. 15: Interakce mezi odbérovymi dny a variantou ptidavku glycerolu u vzorkl ihned po rozmrazeni

Den Varianta Zivotaschopnost spermii (%) Priikaznost
1 25,48 £1,63 a
! 2 23,54 +£1,25 a
1 941 41,22 a
? 2 23,54 + 3,85 b
1 32,91 +1,78 a
3 2 21,06 + 1,55 b
1 28,22 +£1,56 a
‘ 2 19,35+ 1,07 b
1 2521+1,29 a
> 2 14,14 + 1,54 b
1 32,01 £2,67 a
° 2 31,87 +2,07 a
1 28,50 + 1,07 a
! 2 26,75 2,48 a
1 20,78 £1,83 a
8 2 31,73 £ 1,01 b

Vysvétlivky: varianta 1 — tradi¢ni zpasob pfidavku glycerolu; varianta 2 — metoda pozd&jsiho piidavku glycerolu; a-b: rozdilna
pismena prezentuji statisticky signifikantni rozdily (P<0,05); prikazné rozdily se tykaji variant v ramci odbérovych dnt
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Tabulka ¢. 16: Interakce mezi odbérovymi dny a variantou piidavku glycerolu u vzorkd 1 hodinu po rozmrazeni

Den Varianta Zivotaschopnost spermii (%) Priikaznost
1 71,77 £ 1,35 a
! 2 67,47 +£1,35 a
1 56,31 1,35 a
? 2 32,46 + 1,35 b
1 73,29 £ 1,35 a
3 2 52,45+ 1,35 b
1 71,09 £ 1,35
‘ 2 58,87 +1,35 b
1 55,35+1,35 a
> 2 52,59 +1,35 a
1 81,29 + 1,67 a
° 2 75,69 + 1,67 a
1 59,05 + 1,35 a
! 2 43,93 +£1,35 b
1 73,62 £ 1,67 a
8 2 62,27 £ 1,35 b

Vysvétlivky: varianta 1 — tradi¢ni zpiisob pfidavku glycerolu; varianta 2 — metoda pozdé€jsiho ptidavku glycerolu; a-b: rozdilna
pismena prezentuji statisticky signifikantni rozdily (P<0,05); prukazné rozdily se tykaji variant v ramci odbérovych dnti

Tabulka €. 17: Interakce mezi odbérovymi dny a variantou piidavku glycerolu u vzorkli 2 hodiny po rozmrazeni

Den Varianta Zivotaschopnost spermii (%) Priikaznost
1 144 +1,61 a
! 2 11,75+ 1,23 a
1 4,13 +1,21 a
? 2 22,16 +£3,81 b
1 23,13 +1,76 a
3 2 19,12+ 1,54 a
1 12,8 +1,54 a
‘ 2 12,17 £ 1,06 a
1 2,63 +1,28 a
> 2 5,01 £1,52 a
1 23,77 +£2,64 a
° 2 33,62 +£2,05 b
1 15,83 £ 1,05 a
! 2 18,73 £2,45 a
1 16,51 + 1,81 a
8 2 30,89 £ 1,00 b

Vysvétlivky: varianta 1 — tradi¢ni zptisob ptidavku glycerolu; varianta 2 — metoda pozdéjsiho ptidavku glycerolu; a-b: rozdilna
pismena prezentuji statisticky signifikantni rozdily (P<0,05); prikazné rozdily se tykaji variant v ramci odbérovych dnt
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Tabulka ¢. 18: Interakce mezi odbérovymi dny a variantou piidavku glycerolu u vzorkl po ekvilibraci

Den Varianta Poskozeni plazmatické membrany (%) Priikaznost
1 27,93 £131 a
! 2 32,17 +1,31 a
1 41,98 +1,31 a
2 2 67,21+ 131 b
1 26,55 +1,31 a
3 2 4743+ 131 b
1 27,71 £1,31
‘ 2 40,71 £ 1,31 b
1 44,54 +1,31 a
° 2 4735+ 1,31 a
1 1845+1,14 a
® 2 24,13+ 1,14 a
1 39,37 +1,31 a
! 2 5297 +1,31 b
1 23,06 +1,14 a
8 2 33,79 +£1,31 b

Vysvétlivky: varianta 1 — tradi¢ni zptisob pfidavku glycerolu; varianta 2 — metoda pozdé€jsiho ptidavku glycerolu; a-b: rozdilna
pismena prezentuji statisticky signifikantni rozdily (P<0,05); prukazné rozdily se tykaji variant v ramci odbérovych dniti

Tabulka ¢&. 19: Interakce mezi odbérovymi dny a variantou piidavku glycerolu u vzorki ihned po rozmrazeni

Den Varianta Poskozeni plazmatické membrany (%) Prikaznost
1 73,35 +1,65 a
! 2 76,26 £ 1,26 a
1 90,16 £ 1,24 a
2 2 76,95 £4,23 a
1 66,55+ 1,80 a
® 2 79,22 £1,75 b
1 70,38 1,67 a
4 2 80,61 £ 1,16 b
1 74,30 £ 1,46 a
° 2 86,08 £ 1,74 b
1 66,55 +2,76 a
° 2 67,74 £2,11 a
1 69,96 + 1,10 a
! 2 72,62 + 2,40 a
1 77,52 £2,18 a
8 2 67,42 +1,16 b

Vysvétlivky: varianta 1 — tradi¢ni zptsob ptidavku glycerolu; varianta 2 — metoda pozdéjsiho ptidavku glycerolu; a-b: rozdilna
pismena prezentuji statisticky signifikantni rozdily (P<0,05); prukazné rozdily se tykaji variant v ramci odbérovych dnti
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Tabulka ¢. 20: Interakce mezi odbérovymi dny a variantou piidavku glycerolu u vzorkt 1 hodinu po rozmrazeni

Den Varianta Poskozeni plazmatické membrany (%) Priikaznost
1 78,34 + 1,49 a
! 2 88,21+ 1,14 b
1 90,91 +£1,12 a
? 2 77,64 +3,83 b
1 71,59 + 1,63 a
3 2 75,49 + 1,58 a
1 82,57 £ 1,51 a
4 2 81,85+ 1,05 a
1 92,73 £1,32 a
> 2 90,53 +1,58 a
1 76,50 £2,49 a
o 2 67,24 + 1,90 b
1 74,37 £ 0,99 a
! 2 70,45 £2,17 a
1 83,65+ 1,97 a
8 2 68,90 + 1,05 b

Vysvétlivky: varianta 1 — tradi¢ni zpisob pridavku glycerolu; varianta 2 — metoda pozdéjsiho ptidavku glycerolu; a-b: rozdilna
pismena prezentuji statisticky signifikantni rozdily (P<0,05); prukazné rozdily se tykaji variant v ramci odbérovych dnti

Tabulka ¢&. 21: Interakce mezi odbérovymi dny a variantou pfidavku glycerolu u vzorkti 2 hodiny po rozmrazeni

Den Varianta Poskozeni plazmatické membrany (%) Priikaznost
1 84,89 + 1,60 a
! 2 88,40 + 1,22 a
1 95,44 £1,20 a
? 2 76,67 £4,10 b
1 76,92 £ 1,74 a
3 2 80,76 + 1,70 a
1 85,60 + 1,62 a
‘ 2 86,72 £ 1,12 a
1 97,01 £1,41 a
> 2 94,55 + 1,69 a
1 74,76 2,67 a
6 2 65,79 + 2,04 b
1 82,58 £ 1,06 a
! 2 79,60 +2.32 a
1 82,58 +£2,11 a
8 2 67,89 £ 1,12 b

Vysvétlivky: varianta 1 — tradi¢ni zpasob p¥idavku glycerolu; varianta 2 — metoda pozd&jsiho piidavku glycerolu; a-b: rozdilna
pismena prezentuji statisticky signifikantni rozdily (P<0,05); prukazné rozdily se tykaji variant v ramci odbérovych dnti
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Tabulka ¢&. 22: Interakce mezi odbérovymi dny a variantou piidavku glycerolu u vzorki po ekvilibraci

Den Varianta Poskozeni akrozomu (%) Priikaznost
1 11,58 1,49 a
! 2 16,31 = 1,49 a
1 26,65 + 1,49 a
2 2 33,11 + 1,49 a
1 11,46 +1,49 a
3 2 12,37 + 1,49 a
1 16,76 £ 1,49 a
4 2 21,23 +£1,49 a
1 11,09 + 1,49 a
° 2 8,06 1,49 a
1 5,69+ 1,29 a
® 2 5,09 +1,29 a
1 20,48 £1,49 a
! 2 23,62 + 1,49 a
1 14,22 1,29 a
8 2 15,43 1,49 a

Vysvétlivky: varianta 1 — tradi¢ni zptisob pridavku glycerolu; varianta 2 — metoda pozdéjsiho ptidavku glycerolu; a-b: rozdilna
pismena prezentuji statisticky signifikantni rozdily (P<0,05); prukazné rozdily se tykaji variant v ramci odbérovych dniti

Tabulka ¢&. 23: Interakce mezi odbérovymi dny a variantou piidavku glycerolu u vzorki ihned po rozmrazeni

Den Varianta Poskozeni akrozomu (%) Prikaznost
1 48,03 +3,34 a
! 2 43,52 +3,01 a
1 35,22 +£4,79 a
2 2 18,89 + 6,66 a
1 19,87 +£3,36 a
3 2 14,67 £3,23 a
1 19,04 + 3,03 a
4 2 15,83 £3,54 a
1 21,74 £3,41 a
° 2 28,39 +£4,01 a
1 23,09 +£4,58 a
° 2 23,16 £4,77 a
1 19,29 + 3,41 a
! 2 16,51 +£4,03 a
1 21,12 +£3,09 a
8 2 17,36 £3,01 a

Vysvétlivky: varianta 1 — tradi¢ni zptisob ptidavku glycerolu; varianta 2 — metoda pozdéjsiho ptidavku glycerolu; a-b: rozdilna
pismena prezentuji statisticky signifikantni rozdily (P<0,05); prikazné rozdily se tykaji variant v ramci odbérovych dnt
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Tabulka ¢. 24: Interakce mezi odbérovymi dny a variantou piidavku glycerolu u vzorkt 1 hodinu po rozmrazeni

Den Varianta Poskozeni akrozomu (%) Priikaznost
1 48,16 + 3,83 a
! 2 53,84 £3,46 a
1 18,38 5,50 a
2 2 14,17 + 7,65 a
1 17,90 + 3,86 a
3 2 10,88 +3,71 a
1 37,47 £3,48 a
4 2 28,33 +4,07 a
1 4325+3,92 a
° 2 27,07 £4,61 a
1 46,34 £5,26 a
° 2 18,74 +5,48 b
1 32,29 +3,92 a
! 2 24,96 + 4,63 a
1 37,80 3,55 a
8 2 19,50 + 3,45 b

Vysvétlivky: varianta 1 — tradi¢ni zpiisob pfidavku glycerolu; varianta 2 — metoda pozdé€jsiho ptidavku glycerolu; a-b: rozdilna
pismena prezentuji statisticky signifikantni rozdily (P<0,05); prukazné rozdily se tykaji variant v ramci odbérovych dnti

Tabulka ¢&. 25: Interakce mezi odbérovymi dny a variantou ptidavku glycerolu u vzorkl 2 hodiny po rozmrazeni

Den Varianta Poskozeni akrozomu (%) Prikaznost
1 46,79 +£5,28 a
! 2 54,21 +£4,77 a
1 23,86 +7,59 a
2 2 38,84 +£10,55 a
1 15,55+ 531 a
3 2 8,47 +5,11 a
1 42,64 +4,79 a
‘ 2 30,88 5,61 a
1 32,89 £5,41 a
> 2 20,29 £6,35 a
1 32,97 +£7,25 a
0 2 13,48 £7.,55 a
1 42,90 +5,40 a
! 2 30,60 + 6,39 a
1 21,95 +4,89 a
8 2 18,49 + 4,77 a

Vysvétlivky: varianta 1 — tradi¢ni zptsob piidavku glycerolu; varianta 2 — metoda pozdéjsiho ptidavku glycerolu; a-b: rozdilna
pismena prezentuji statisticky signifikantni rozdily (P<0,05); prikazné rozdily se tykaji variant v ramci odbérovych dnt
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Tabulka ¢. 26: Interakce mezi odbérovymi dny a variantou piidavku glycerolu u vzorkl po ekvilibraci

Den Varianta Nizka mitochondrialni aktivita (%) Priikaznost
1 12,84 £2,77 a
! 2 64,50 £2,77 b
1 79,26 £2,77 a
? 2 81,14 +2,77 a
1 8,73 £2,77 a
3 2 44,45 +2.77 b
1 76,94 +£2,77
‘ 2 12,3+2,77 b
1 71,53 £2,77 a
> 2 68,82 £2,77 a
1 10,69 + 2,40 a
° 2 74,02 £ 2,40 b
1 18,24 +2,77 a
! 2 22,21 +277 a
1 11,91 £2,40 a
8 2 30,82 +£2,77 b

Vysvétlivky: varianta 1 — tradi¢ni zpiisob pfidavku glycerolu; varianta 2 — metoda pozdé€jsiho ptidavku glycerolu; a-b: rozdilna
pismena prezentuji statisticky signifikantni rozdily (P<0,05); prukazné rozdily se tykaji variant v ramci odbérovych dniti

Tabulka ¢&. 27: Interakce mezi odbérovymi dny a variantou ptidavku glycerolu u vzorkt ihned po rozmrazeni

Den Varianta Nizka mitochondrialni aktivita (%) Prikaznost
1 61,41 £9,53 a
! 2 48,61 £ 7,41 a
1 47,80+ 11,00 a
2 2 3524 +11,49 a
1 62,82 +£10,56 a
® 2 56,68 +4,42 a
1 60,87 +£ 10,41 a
4 2 48,48 £ 9,66 a
1 92,04 £9,07 a
° 2 80,71 + 8,42 a
1 66,07 10,17 a
° 2 52,48 + 10,24 a
1 49,80 + 8,22 a
! 2 40,61 +7,31 a
1 79,98 £9,82 a
8 2 66,53 £5,58 a

Vysvétlivky: varianta 1 — tradi¢ni zpasob p¥idavku glycerolu; varianta 2 — metoda pozd&jsiho piidavku glycerolu; a-b: rozdilna
pismena prezentuji statisticky signifikantni rozdily (P<0,05); prukazné rozdily se tykaji variant v ramci odbérovych dnti
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Tabulka ¢. 28: Interakce mezi odbérovymi dny a variantou piidavku glycerolu u vzorkd 1 hodinu po rozmrazeni

Den Varianta Nizka mirochondrialni aktivita (%) Prikaznost
1 86,89 +£5,28 a
! 2 70,84 £ 4,11 a
1 78,69 £ 6,10 a
2 2 70,57 £ 6,36 a
1 87,30 + 5,85 a
3 2 73,58 £2,45 a
1 94,12 £5,77 a
‘ 2 78,99 £ 5,35 a
1 97,10 £ 5,02 a
> 2 94,12 £ 4,66 a
1 89,06 + 5,63 a
° 2 75,66 £ 5,67 a
1 83,43 £4,56 a
! 2 62,16 +4,05 b
1 88,54 £ 5,44 a
; 2 69,03 +3,09 b

Vysvétlivky: varianta 1 — tradi¢ni zpisob pfidavku glycerolu; varianta 2 — metoda pozdé€jsiho ptidavku glycerolu; a-b: rozdilna
pismena prezentuji statisticky signifikantni rozdily (P<0,05); prikazné rozdily se tykaji variant v ramci odbérovych dnti

Tabulka ¢&. 29: Interakce mezi odbérovymi dny a variantou piidavku glycerolu u vzorkt 2 hodiny po rozmrazeni

Den Varianta Nizka mitochondrialni aktivita (%) Priikaznost
1 91,62 +4,37 a
! 2 70,52 £ 3,40 a
1 83,03 +£5,04 a
? 2 88,58 £5,26 a
1 90,07 = 4,84 a
3 2 80,87 £2,02 a
1 93,03 +4,77 a
¢ 2 89,29 +4.43 a
1 80,74 £4,16 a
> 2 90,66 + 3,86 a
1 92,47 £ 4,66 a
o 2 85,58 + 4,69 a
1 89,92 + 3,77 a
! 2 79,41 £3,35 a
1 91,51 £4,50 a
8 2 89,40 + 2,56 a

Vysvétlivky: varianta 1 — tradi¢ni zptsob ptidavku glycerolu; varianta 2 — metoda pozdéjsiho ptidavku glycerolu; a-b: rozdilna
pismena prezentuji statisticky signifikantni rozdily (P<0,05); prikazné rozdily se tykaji variant v ramci odbérovych dnt
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