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Vliv redidla ejakulatu byki na Zivotaschopnost
kryokonzervovanych inseminac¢nich davek hodnocenou
pritokovou cytometrii

Souhrn
Diplomova prace je zaméfena na hodnoceni vlivu fedidel na Zzivotaschopnost

kryokonzervovanych inseminac¢nich davek, ktera byla posuzovédna pomoci pratokové
cytometrie. V teoretické ¢asti jsou shrnuty zakladni informace o reprodukci skotu, fyziologické
a morfologické vlastnosti ejakulatu byki a zakladni aspekty jeho hodnoceni, dale také metody
jeho zpracovéani, brané¢ ptredevSim z hlediska piidavku LDL do fedidel uzivanych pfi
kryokonzervaci. V praktické ¢asti je zjiStovan vliv piidavku LDL (v koncentraci 0 %, 4 %, 6 %
a 8 %) do fedidla na bazi sojového lecitinu Andromed®. Hypotézou této prace je predpoklad,
ze lze detekovat a kvantifikovat prikazné rozdily v kvalité parametrti spermii, uzce spojenych
s jejich Zivotaschopnosti (tj. integrita bunéénych membran, funk¢nost akrozomu, aktivita
mitochondrii), v insemina¢nich davkach po rozmrazeni ve vztahu Kk typu aplikovaného fedidla.
Na vybrané inseminacni stanici byl odebiran ejakulat od pfedem vybrané skupiny plemennych
bykt (n = 5), a to s dirazem na jejich stejny ve€k, plemeno a podminky vyzivy, ustajeni a
osetfovani. Odebrany ejakulat, spliujici vstupni podminky, byl podle daného schématu
rozdélen na nekolik ¢asti tak, aby vznikly rizné kombinace ptidavku LDL, délky ekvilibrace
(120 nebo 240 minut) a typu mrazici kiivky (standardni 3-fazova nebo modifikovana 2-fazova
mrazici kifivka). Takto vyrobené inseminacni davky byly zmrazeny pomoci automatického
mraziciho boxu a ulozeny v kontejnerech s tekutym dusikem (- 196 °C). Po rozmrazeni (vodni
lazen 38 °C, po dobu 30 sekund) byly hodnoceny parametry Zzivotaschopnosti pomoci
pritokového cytometru.

Statisticky prukazné vysledky dokumentuji nejvyssi primérné procento spermii s
funkénimi mitochondriemi pii pouziti fedidla s 8 % ptidavkem LDL (78,67 %), poté pii 6 %
piidavku (74,59 %) a 4 % piidavku (64,44 %). Nejnizsi primérné procento spermii s funk¢énimi
mitochondriemi bylo nalezeno pii pouziti fedidla bez ptidavku LDL (48,35 %).

Pfi hodnoceni intaktnosti membrany a akrozomu ve vztahu k pfidavku LDL dosahl
nejvyssiho primérného procenta spermii 6% piidavek LDL (34,17 %), poté¢ 8 % ptidavek
(34,06 %) a nasledné 4 % pridavek (33,07 %). Nejnizsi pramérné procento spermii s intaktni
membranou a akrozomem bylo opét zaznamenano u fedidla bez piidavku LDL (32,21 %). Tyto

rozdily vSak nebyly statisticky vyznamné.



Pii hodnoceni parametrii zivotaschopnosti spermii byly navic nalezeny statisticky
vyznamné rozdily mezi byky (P < 0,01), je tudiz patrnd jejich vzajemna individualita
Vv odpovédi na metodiku zpracovani ejakulatu. Taktéz byly nalezeny statisticky vyznamné
rozdily v aktivit¢é mitochondrii a intaktnosti membrany a akrozomu ve vztahu K délce

ekvilibrace (P < 0,01) a v aktivité mitochondrii ve vztahu k pouzité mrazici kiivee (P < 0,05).

Klicova slova: byk, ejakulat, fedidlo ejakulatu, LDL, priitokova cytometrie, Zivotaschopnost



Effect of bulls® semen extender on viability of
cryopreserved insemination doses assessed by flow
cytometry

Summary

Thesis is focused on the evaluation of the bulls® semen extender’s effect on viability of
cryopreserved insemination doses as assessed by flow cytometry. The theoretical part
summarizes basic information about reproduction in cattle, physiological and morphological
properties of bull semen and basic aspects of its evaluation and methods as well as methods of
its processing, especially addition of low density lipoproteins (LDL) into extenders used for
cryopreservation. The practical part presented the effect of LDL addition (at a concentration of
0 %, 4 %, 6 % and 8 %) into extender based on soy lecithin Andromed®. Hypothesis of this
work is the assumption that it is possible to detect the significant differences in the post-thaw
quality parameters of spermatozoa, closely related to its viability (i.e. integrity of cell
membrane, acrosome intactness, mitochondrial activity), in insemination doses in relation to
applied extenders. Semen was being collected at the insemination station from a pre-selected
group of breeding bulls (n = 5) with emphasis on their age, breed and nutritional conditions,
housing and treatment. After initial evaluation, the collected semen was divided into several
parts, according to the given scheme so as to produce different combinations of LDL addition,
equilibration length (120 or 240 minutes) and type of freezing curve (standard 3-phase or
modificated 2-phase freezing curve). Insemination doses produced in this way were frozen
using an automatic freezer and stored in containers with liquid nitrogen (- 196 °C). After
thawing (38 °C water bath, for 30 seconds), parameters of viability were evaluated using a flow
cytometer.

Statistically significant results documented the highest average percentage of
spermatozoa with active mitochondria (calculated out of population of sperm cell with
membrane and acrosome intactness) using extender with 8 % addition of LDL (78.67 %), then
with 6 % addition (74.59 %), and 4 % addition (64.44 %). The lowest average percentage of
spermatozoa with active mitochondria was observed in the diluent without LDL addition (48.35
%).

When evaluating membrane and acrosome intactness related to LDL addition, the highest

average percentage of spermatozoa with intact membrane and acrosome was observed in the



diluent with 6 % addition of LDL (34,17 %), then 8 % addition (34.06 %) and 4 % addition
(33.07 %). The lowest average percentage of spermatozoa with intact membrane and acrosome
was again recorded with the extender without addition of LDL (32.21 %). However, these
differences were not statistically significant.

Furthermore, when evaluating the parameters of spermatozoa viability, statistically
significant differences were found between bulls (P < 0.01), so their mutual individuality in the
response to the semen processing is evident. There were also statistically significant differences
in mitochondrial activity and membrane and acrosome intactness in relation to the length of
equilibration (P < 0.01) and in mitochondrial activity in relation to the freezing curve used (P
< 0.05).

Keywords: bull, sperm, semen extender, LDL, flow cytometry, viability
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1 Uvod

Skot je jednim z nejcastéji chovanych hospodaiskych zvirat. Jeho reprodukce patii mezi
zékladni uzitkové vlastnosti, které vyznamné ovliviiuji jak jeho masnou, tak i mlécnou
uzitkovost. Je to tedy komplexni vlastnost, ktera podminuje ekonomiku a celou podstatu chovu
zvitat. Chovy v Ceské republice se potykaji se zhorSujicimi se reprodukénimi ukazateli,
primérnd uroven plodnosti dojnice je nedostatecnd a situace se tak stava dlouhodobé
ekonomicky neudrzitelnou. Plodnost ovliviiuji jak genetické faktory, tak i faktory vnéjSiho
prostiedi. Na vysledku plodnost dojnic se z velké ¢asti podili i oplozovaci schopnost spermie,
ktera je dana parametry jeji zivotaschopnosti. Plodnost byka je reprezentovana vstupni kvalitou
jeho ejakulatu a vyslednou insemina¢ni ddvkou. Hlavni ekonomicka ztrata spociva v tom, ze se
zvySuji naklady na ustjeni, vyzivu a oSetfovani prave téch byku, kteti toto kritérium nespliuji
a jejich inseminac¢ni davky nejsou schopné oplozeni, s ¢imz se poté zvysuji i ndklady na ustdjeni
nezabiezlych samic.

Nejrozsitenéjsi biotechnologickou metodou u skotu je uméla inseminace (Al), ktera se
nyni celosvétoveé vyuziva pro genetické zlepSeni stad, a to hlavné v chovech mlééného skotu.
Pfi vyuZivani této metody se vyuziva hlavné kryokonzervovanych inseminacnich davek, které
mohou byt skladované po dlouhou dobu v tekutém dusiku (- 196 °C), ¢imz je velmi usnadnéna
jejich distribuce do celého svéta. Proces vyroby a konzervace téchto inseminacnich davek
s sebou vsak piinasi velké riziko poSkozeni spermii, hlavné poskozeni jejich strukturalni
integrity a nasledné snizeni motility. Ke vSem témto posSkozenim dochazi hlavné kvuli
chladovému Soku, ke kterému béhem kryokonzervace dochazi. Proto je dilezité vhodné vybrat
fedici médium, zvolit spravny postup chlazeni, délku ekvilibrace a jeji teplotni podminky a
Vv neposledni fad¢ také zvolit spravnou rychlost mrazeni, ¢imz lze zajistit co nejvyssi pocet
spermii S kvalitnimi parametry Zivotaschopnosti. Najit vSak optimélni podminky pro co
nejkvalitnéj$i zpracovani ejakulatu je velmi obtiZzné, vzhledem k interakcim mezi riznymi
aspekty jeho zpracovani.

Zivotaschopnost spermii je u¢innym parametrem hodnoceni ejakulatu. Aékoliv normalni
ejakulat obsahuje obrovské mnozstvi spermii, ne vSechny tyto spermie jsou zivotaschopné.
Pojem ,,zivotaschopny* ve svém nejzékladnéj§im smyslu znamena ,,zivy*, ackoliv existuji i
jisté faktory, kterou mohou Zivotaschopnost spermii ovlivnit, nehled¢ na to, zda jsou spermie
zivé ¢ mrtvé — Cili ne kazda spermie, ktera je Ziva, je Zivotaschopnd a ma dostate¢nou
fertilizacni schopnost. Primdrnim cilem analyzy spermii, at’ uz klasickou ¢i novou inovativni
technologii, je levné, rychle, a pfedev§im objektivné predpovidat fertilizacni kapacitu
jakéhokoliv daného ejakulatu. Tato fertiliza¢ni kapacita lze predvidat na zéklad€ parametrt
Zivotaschopnosti spermii, kterymi jsou hlavné funkcnost akrozomu, integrita plazmatické
membrany a aktivita mitochondrii.

V soucasné dob¢ se stale vice za¢ina k témto analyzdm vyuzivat pratokového cytometru.
Hodnoceni pritokovou cytometrii bylo poprvé pouzito v 50. letech 20. stoleti. Stava se vice
popularni, a to hlavné kvili rychlosti hodnoceni — dnes$ni pfistroje nabizeji moznost hodnoceni
n¢kolika detekovatelnych fluorescen¢nich parametri métenych v jedné buiice soucasné v jednu
chvili. I pfes to, Ze je tato metoda nakladné;jsi, nabizi pritokova cytometrie v laboratofich rychle
kvalitn€ analyzovat a charakterizovat miliony bun¢k, ¢imz Ize také docilit kvalitnéjsi vysledné
inseminacni davky.
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2 Védecka hypotéza a cile prace

2.1 Hypotéza prace

Hypotézou prace je predpoklad, ze lze detekovat a kvantifikovat prukazné rozdily
V zZivotaschopnosti spermii v inseminacnich davkach bykt po rozmrazeni ve vztahu k typu
aplikovaného tfedidla.

2.2 Cil prace

Cilem préce je vyhodnotit vliv vybranych fedidel na parametry zivotaschopnosti spermiti
(integrita bunéénych membran, funk¢nost akrozomu, aktivita mitochondrii) v inseminacnich
davkach byki po rozmrzeni.
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3 Literarni reSerse

3.1 Reprodukce, plodnost a hodnoceni reproduk¢nich ukazateli

3.1.1 Reprodukce

Reprodukce je biologicky proces, pii kterém organismus reprodukuje potomka, ktery je
mu biologicky podobny. Reprodukce tak umoznuje a zajistuje kontinuitu druhu, generaci po
generaci. Je to zivotné dulezity faktor pii uréovani efektivity Zivo¢isné produkce. V produkci
skotu je dobra reprodukéni vykonnost nezbytna pro efektivni management a produkci jako
celku, 1 kdyz specifické reprodukéni cile mohou do urcité miry zaviset na mistnich podminkach
a na jednotlivych zemédé€lskych systémech a cilech (Ball & Peters 2004). Je tedy ovlivnéna jak
genetickymi vlivy, tak vlivy okolniho prostiedi (Bezdicek & Louda 2016). Z 30 % je
reprodukéni management ovlivnén poruchami reprodukce, z 20 % oSetfovanim a krmenim,
inseminacéni technici ovliviiuji reprodukci z 20 %, 10 % pfipad4 na kvalitu ejakulatu a jeho
oplozovaci schopnost, 10 % na genetické vlivy samce a 5 % piipada na infekce a klimatické
vlivy (Riha et al. 2003).

Repodukéni schopnost dojnic se v poslednich desetiletich postupné snizuje, a to hlavné
kvtli selekci na zvySeni produkce mléka a zlepSeni chovného prostiedi dojnic. Problémy
s reprodukci krav byly v poslednich letech prubézné zkoumany, ale pouze z hlediska samic,
vysledky rozmnozovani krav jsou vSak kromé jinych faktorti ovlivnéné také samci slozkou,
kterou piedstavuje hlavné oplozovaci schopnost byc¢iho ejakulatu (Beran et al. 2011).

3.1.2 Plodnost

Plodnosti rozumime schopnost produkovat zivotaschopné potomstvo (Louda et al. 2008).
je definovana jako schopnost spermie oplodnit a aktivovat vajicko, udrzet embryonalni vyvoj a
obvykle je hodnocena uréenim vlastnosti spermii, jako je jejich morfologie a motilita (de
Oliveira et al. 2013). U skotu se plodnost méfi pomoci fady metrik, jako je napiiklad vek pii
dosazeni puberty, interval teleni, test nepieb&hlych (non-return test) a pregnancy rate dcer.
v disledku jediného pareni s ndhodné€ zvolenym, avS§ak plodnym jedincem opacného pohlavi
vV dobé& od 4 do 16 hodin po néastupu estru u samice (Taylor et al. 2018).

Plodnost 1ze chapat jako takzvany smiSeny efekt sestavajici se ze samici a samc¢i slozky.
Samici slozka, jinak zvana matef'skd nebo pfedstavujici narozeného potomka, je zavisla na
vyvinu délohy, vaje¢nikl a vejcovodl, pocatku cyklicity ovulace po narozeni a v neposledni
fadé také na projevu fije (Riha et al. 2000). Spociva tedy ve schopnosti zabfeznout a ukongit
tuto bfezost porodem zivotaschopného potomka. Samci slozka plodnosti, zvana otcovska,
zahrnuje uspé$né oplozeni vajicka, které¢ ovulovalo, a preneseni otcovské poloviny genetické
informace na potomka (Bezdic¢ek & Louda 2016). Oplozovaci schopnost byka zavisi na kvalité
jeho ejakulatu, kterd je dana objemem ejakuldtu, hustotou spermii, jejich pohyblivosti a
anatomickymi a morfologickymi faktory, a dale na schopnosti oplozeni kravy a pteziti embrya,
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¢imZ je jasné dana vzajemna souvislost mezi saméi a samici slozkou plodnosti (Riha et al.
2000).

Dédivost plodnosti je velmi nizka, pohybuje se v rozmezi 0,10 — 0,20, coz vypovida o
tom, Ze podminky prostiedi ji ovliviluji vice nez genetické faktory jedince (Taylor et al. 2018).
Nevyhovujici plodnost je az z 60 % zptisobena nedostatky v managementu a ze 40 % ve vyZzivé
a krmeni dojnic. Casto je mozno plodnost zlepsit pomoci ekonomicky méné naroénych
opatfeni, jako je zlepSeni organizace a fizeni prace a sledovani a evidence ptiznakl fije
(Kvapilik et al. 2019). I pfesto, Ze je heritabilita nizkd, se se zkracenim genera¢niho intervalu,
kterého se docililo zavedenim genomické selekce, postupné opét dosahuje zlepseni plodnosti
samic. A protoze je geneticka korelace mezi sam¢i a samici plodnosti nizka, ocekava se malé
zlepSeni sam¢i plodnosti jako korelacni reakce na selekci plodnosti samic (Taylor et al. 2018).
Z dtvodu nizké heritability se tedy plodnost nemulze selektovat pouze u samic, ale musi se
zamétovat 1 na selekci bykti. Ta se provadi predevsim s ohledem na jejich schopnosti pouziti
K plemenitbé, tj. na fyzickou schopnost kryt kravu, piizpusobivost pti odbéru ejakulatu pies
umélou vaginu a schopnost poskytnout velké mnozstvi ejakulatu (Riha et al. 2000).

3.1.3 Reprodukéni ukazatelé

Vysledky reprodukce, které predstavuji hlavné zabiezavani plemenic, jsou nezbytné pti
realizaci selek¢énich programi (Louda et al. 2008). Vysledky reprodukce 1ze hodnotit dle celé
fady kritérii (Riha et al. 2003), av$ak tyto ukazatelé se podchycuiji teprve po zafazeni samic i
samct do plemenitby (Riha et al. 2000).

Uroven managementu reprodukéniho procesu ve stadé a uroveii prace inseminacniho
technika a insemina¢ni sluzby vyjadiuji zakladni reprodukéni ukazatelé (Louda et al. 2008).
Mezi tyto ukazatele patii napiiklad test neptebéhlych plemenic (non return test), zabiezavani
po prvni inseminaci, zabfezdvani po vSech inseminacich, insemina¢ni interval, servis perioda
(SP), délka mezidobi, interinseminac¢ni interval, insemina¢ni index, natalita krav (¢ista i hruba)
a poéet zivé odchovanych telat od 100 krav (Riha et al. 2003).

Za ideélni se povazuje ziskani jednoho zdravého telete od kravy za 1 rok, a proto se
reprodukce skotu méné¢ efektivni nez u ostatnich druhtt hospodaiskych zvitat, napt. ovci a prasat
(Ball & Peters 2004). Dobr¢ plodnotsi krav odpovidaji délka insemina¢niho intervalu do 75 dni,
bfezost po prvni inseminaci nad 50 %, inseminac¢ni index do 1,5, délka servis periody do 100
dnti a délka mezidobi do 385 dnti. Pti vysoké uZitkovosti lze tolerovat prodlouzeni mezidobi na

400 dnil spolu s adekvatnim prodlouzenim insemina¢niho intervalu a servis periody (Kvapilik
etal. 2019).
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Tab. 1 Pocty prvnich inseminaci a zabfezavani po v§ech inseminacich (2000 — 2018)

Rok Prvni inseminace (tis.) Biezich po vSech inseminacich (tis.)
Kravy jalovice celkem kravy jalovice celkem
2000 466 185 651 426 177 603
2005 398 163 561 363 157 520
2015 349 154 503 321 149 470
2016 348 153 501 317 147 464
2017 342 151 493 315 146 461
2018 340 150 490 308 144 452

(CMSCH, a.s., 2006; CMSCH, a. s., 2019)

V Tabulce €. 1 jsou uvedeny udaje o poctech prvnich inseminacich a zabiezavani po
vsech inseminacich v letech 2000 — 2018. Poc¢ty prvnich inseminaci krav klesly béhem téchto
let klesly z 466 tisic na 340 tisic. U jalovic nejdiive pocty inseminaci postupné klesaly, poté se
mezi roky 2015 — 2018 drzely na pfiblizn¢€ stejné hranici. V souladu s vyvojem poctu prvnich
inseminaci u krav i jalovic byly i vysledky zabtezavani u téchto dvou skupin — celkové se u
krav i jalovic poéty biezosti po vSech inseminacich snizily.

Z celkového poctu prvnich inseminaci v roce 2000 piipadalo 48,1 % na holStynské
plemeno (H), 41,3 % na Cesky strakaty skot (C) a 10,6 % na masny skot. V prubéhu let 2000 —
2018 se u holstynského plemene postupné procento zvySovalo na 57,1 %, Cesky strakaty skot
klesl na 36,7 % a u masného skotu se procento z prvnich inseminaci snizilo na 6,2 % (viz.
Tabulka ¢. 2). Pfi¢emz nizky podil inseminaci krav masnych plemen poukazuje na pievazujici
podil ptirozené plemenitby u krav chovanych v systému bez trzni produkce mléka (Kvapilik et
al. 2019).

Tab. 2 Prvni inseminace podle plemenné ptislusnosti byku (%)

Rok 1.insem. Plemena — uzitkové typy (% z prvnich inseminaci)
celk. (tis.) H C H+C masna celkem

2000 651 48,1 41,3 89,4 10,6 100,0
2005 561 53,2 40,6 93,8 8,0 100,0
2015 503 56,1 37,7 93,8 6,2 100,0
2016 501 56,2 37,0 93,2 6,8 100,0
2017 493 56,5 37,1 93,6 6,4 100,0
2018 490 57,1 36,7 93,8 6,2 100,0

(CMSCH, a. s., 2006; CMSCH, a. s., 2019)
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Tab. 3 Mezidobi, servis perioda a inseminac¢ni interval

Délka (dni)

Rok . - - - YN

insem. interval servis perioda mezidobi
2000 82,1 117,1 399
2005 83,7 124,3 404
2015 75,4 118,8 404
2016 74,2 116,6 401
2017 737 116,6 401
2018 74,5 116,5 397

(CMSCH, a. s., 2006; CMSCH, a. s., 2019)

V Tabulce €. 3 je porovnani zakladnich ukazatela reprodukce v pritbehu let 2000 — 2018.
Vzhledem k ekonomickému vyznamu plodnosti by mély byt kravy Vv soucasné dobé
inseminovany po oteleni poprvé v praméru o 10 dnti diive a servis perioda a mezidobi by mély
byt o 10 — 15 dnt kratsi. Vysledky chovi s vysokou uzitkovosti a dobrou reprodukci potvrzuji,
ze lze tyto dva zakladni ukazatele v praxi uspésné skloubit. Ztratu z prodlouzeni servis periody
nebo mezidobi nad optimalni délku lze odhadnout na 50 — 70 Kc&/den, resp.
1000 — 1400 K¢/pohlavni cyklus (Kvapilik et al. 2019).

Jelikoz zékladni ukazatelé nedokéazaly vcas odhalit pokles vykonu reprodukce, bylo
dualezité tyto ukazatele doplnit o ukazatele novéjsi, které by zjiStovaly miru vyskytu biezosti u
krav. To pfedstavuje pregnancy rate (mira biezosti) a primérny lakta¢ni den stada (DIM — days
in milk). Pregnancy rate Ize definovat jako podil krav zabtezlych béhem urcitého ¢asového
ramce z poctu krav vhodnych k inseminaci. Logicky by tento asovy ramec mél byt 21 dni, a
to proto, ze je to typicka délka estralniho cyklu. Vypocet pregnancy rate umoznuje posoudit
nejen to, jak dobie kravy zabtezly, ale také jak rychle zabtezly (Niles et al. 2001). Vypocet
pregnancy rate se dle Syriicka & Burdycha (2015) provadi pomoci souinu poméru
vyhledanych #iji (HDR — head detection rate) a procenta zabiezavani (CR — conception rate)
dle vzorce:

PRy, = HDR x CR

HDR — pocet dojnic inseminovanych po dobu 21 dni
~ potet dojnic schopnych zabieznout po dobu 21 dnii

pocet brezich dojnic

CR= —— - 7 —
pocet inseminovanych dojnice

Dalsim dopliikovym reproduk¢im ukazatelem je praimérny lakta¢ni den stada (DIM). Je
od oteleni pro jedno konkrétni zvite, respektive konkrétni den laktace v aktudlni den
sledovani/hodnoceni. Nicménég, prameérny DIM stdda dokumentuje primérny pocet dnii od
oteleni v celém stad¢, a tedy dokumentuje sloZeni stada z hlediska faze laktace a tim efektivity
produkce mléka. Ve stadech s dobrou uUrovni managementu by mél byt DIM kolem
160 — 170 dni (Boztepe & Aytekin 2017).
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3.2 Inseminace

V systému chovu krav bez trzni produkce mléka jsou kravy zapousStény bykem
zafazenym do stada. V piirozené plemenitbé je tento byk, na rozdil od byklt chovanych na
inseminacnich stanicich, vice zatézovan pohybem na pastving, a proto je frekvence piipafovani
plemenic nepravidelna. Diky této skutecnosti navic byci produkuji mensi mnozstvi ejakulatu,
pfi¢emz zabiezavani plemenic neni nijak vyrazn€ negativné ovlivilovano (Louda et al. 2007), a
to hlavné proto, ze v pfirozené plemenitbé ma ejakulat vyssi oplozovaci schopnost oproti
ejakulatu konzervovanému, pouzivaném pii umélé inseminaci (Juyena & Stelletta 2012).
nejlepsi jedince (Brito et al. 2012), diky ¢emuz lze usnadnit genetické zdokonaleni zvifat v
modernich chovech mlé¢ené¢ho skotu (Rehman et al. 2013; Murphy et al. 2018), dale zlepsit
znaky reprodukce (Beran et al. 2011), piedchazet pohlavnim chorobam (Ball et Peters 2004) a
zvysittak i rentability chovu skotu (Brito et al. 2012). V pocatcich inseminace byly insemina¢ni
davky, pied jejich samotnym pouzitim, uchovavany po kratkou dobu. Avsak implementace
techologie hlubokého zmrazeni zcela zménila selekéni a Slechtitelské procesy. Vyssi intenzita
pareni a mira bfezosti krav a jalovic pfinesly trvaly narast po¢tu narozenych telat, v ¢emz hréla
nezastupitelnou roli pravé inseminace. Jeji celosveétové uplatnéni bylo hlavnim impulsem pro
nasledné rozsifeni dalSich procest, jako je naptiklad fizeni estru, mrazeni ejakuldtu, sexovani
spermii, odbér, zmrazeni, kultivace a ptenos embryi a klonovani (Beran et al. 2011).

Aby doslo k oplozeni vajicka, musi se inseminace provést ve spravném stadiu estralniho
cyklu kravy. Je dilezité, aby spermie kondenzovaly a staly se tak schopnymi oplozeni a
zivotaschopnymi po dobu alespoii 24 hodin. Na to, aby se spermie do tohoto stavu dostaly,
potfebuji byt v reprodukénim traktu samice alespon nékolik hodin. Vajicko se s nejvétsi
pravdépodobnosti oplodni, pokud se do 6 hodin po ovulaci dostane do kontaktu se
zivotaschopnymi spermiemi. Optimalni doba pro inseminace je tedy 12 — 24 hodin po zacatku
prvnich projevil fije, ¢imZ se zajisti, Ze spermie dorazi na misto oplodnéni (vétSinou 1/3
vejcovodu) nékolik hodin pfed ovulaci, ktera se obvykle objevuje ptiblizn€ 30 hodin po nastupu
estru (Ball & Peters 2004). Obdobi fije je charakterizovdno zpocatku aktivnim chovanim
plemenice, poté se chovani méni na pasivni, kdy na sebe plemenice nechava skakat ostatni.
Sliznice poSevni piedsin€ je v tomto obdobi zarudla, vulva je edematicka a vytéka z ni sklovity
hlen, ktery ulpiva na ocase a zadi (Riha et al. 2003). Dobrého nagasovani Ize v praxi dosdhnout
vyhledavanim tiji u krav alespon 3x denn¢ kromé doby dojeni a krmeni (Ball & Peters 2004).

Dnes je ejakulat vyuZivany pfi inseminaci uchovavan a distribuovan v plastovych
pejetach se zapeceténym koncem o objemu 0,25 ml nebo 0,5 ml, pricemz vEtsi objem je dnes
jiz méné Casty (Ball & Peters 2004). Nejcastéji pouzivanou metodou inseminace je rektalni
metoda (Riha et al. 2003). P¥i této metodé se pouziva specilni inseminacni ,,pistole” (Ball &
Peters 2004), diky které se da piimo obejit cervikalni bariéra (Verberckmoes et al. 2004). Pii
této metod¢ inseminacni technik uchopi délozni ¢ipek skrz sténu koneéniku, pfitdhne ho
smérem k sobé a udrzuje ho na takové trovni, aby mohl druhou rukou zavadét inseminacni
,.pistoli skrz vaginu pi¥imo do uchopeného délozniho &ipku. Spi¢ka ,,pistole” je zavedena pouze
skrz délozni hrdlo, takze ejakulat je vpraven piimo do délozniho téla. Pokud by Spicka ,,pistole*
nebyla v presné linii s pfednim koncem dé€lozniko ¢ipku, ale byla by vlozena pfilis daleko,
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vSechen ejakulat by byl deponovan do dé€lozniho rohu, coz je v piipad¢ inseminace nezadouci
(Ball & Peters 2004).

Pro potieby inseminace je nejvhodnéjsi kryokonzervovany ejakulat, protoze jeho zpisob
uchovavani umoznuje uskladnéni insemina¢nich davek po prakticky neomezenou dobu a
geneticky material od nejlepSich byka je dostupny bez zemépisnych omezeni. I pii vyuziti
nejlepsich technik béhem procesu kryokonzervace je nepfiznivé ovlivitovana piezitelnost a
Zivotaschopnost spermii, coz znamena, ze pro uspéch inseminace je také velmi dulezita i kvalita
samotného ejakulatu (Lemma & Shemsu 2015).

3.3 SloZeni byc¢iho ejakulatu

Ejakulat se sklada ze spermii suspendovanych v tekutém médiu zvaném semenna plazma
(Juyena & Stelletta 2012).

3.3.1 Semenna plazma

Semennd plazma je komplexni tekutd ¢ast ejakulatu (Juyena & Stelletta 2012) druhovée
specifického mnozstvi a barvy (Jelinek et al. 2003) a pH, které se lisi podle druht, u byk a
beranti je mirn¢ kyselé (6,2 — 7,5). Slozky, které plazma obsahuje, se vylucuji ze sité kanalkt
na zadni sténé varlete (rete testis), nadvarlat (epididymis) a piidatnych pohlavnich zlaz sam¢iho
pohlavniho ustroji, do kterych patii méchyikovité zlazy (semenné vacky), bulbouretralni zlazy
a predstojna Zlaza (prostata). Hlavni ¢ast ejakulatu uvolnéného pii ejakulaci tvoii praveé slozky
vyloucené z téchto ptidatnych zlaz (Juyena & Stelletta 2012).

Plazma se sklad4 z mineralnich latek, iontd (Na*, K*, Zn*, Ca®*, Mg?*, CI"), energetickych
substratii (fruktoza, sorbitol, glycerylfosfocholin), organickych sloucenin (bilkoviny vcetné
cytokind, Kkyselina citronova, aminokyseliny, lipidy), alkalické fosfatazy, asparatu
aminotransferazy, alaninu aminotransferazy, laktatu dehydrogenazy (Juyena & Stelletta 2012),
biologicky aktivnich latek (androgeny, estrogeny a prostaglandiny) (Jelinek et al. 2003) a
V neposledni fad¢€ se v semenné plazmé mohou vyskytovat i dusikaté slouc¢eniny, jako naptiklad
amoniak, mo¢ovina, kyselina mocova, kreatinin, kyselina askorbova (Juyena & Stelletta 2012).
Chemické slozeni a funkce vyméskt ptidatnych pohlavnich zlaz se 1i§i mezi jednotlivymi druhy
(Jelinek et al. 2003), mezi samotnymi jednotlivci v rdmcei jednoho druhu, a dokonce 1 mezi
ruznymi ejakulaty od jednoho samce. Rozdily v koncentracich nékterych prvkil v semenné
plazmé mohou byt navic zplisobeny odchylkami ve vyZivé, managementem, hodnoticimi
metodami, ptisobenim enzymu pfitomnych v semenné plazmé a metabolickou aktivitou spermiti
rozptylenych v semenné plazmé (Juyena & Stelletta 2012).

S nastupem reprodukénich technologii bylo objeveno, Zze pouziti konzervovaného
ejakulatu pro potiebu inseminace, ktera ¢asto zahrnuje rozsahlé fedéni nebo celkové odstranéni
semenné plazmy, vede k niz8§i mife plodnosti nez pii pfirozeném pafeni. Tento dikaz
naznacuje, ze semennd plazma funguje jako médium usnadiiujci transport spermii a Ze jeji
komponenty se ucastni klicovych situaci souvisejicich s funkci ejakulatu, oplozenim a
s vyvinem embrya v reprodukénim traktu samic. Semennd plazma plni plno dilezitych
rozmanitych funkci, mezi které napiiklad patii aktivace spermii a zvySeni jejich motility,
prevence piedcasné aktivace spermii béhem jejich fyziologické ptrepravy, stabilizace
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plazmatické membrany pomoci inhibitori kondenzace, zajisténi ochrany ejakulatu pred
fagocytozou a destrukci v zanétlivém prostiedi, regulace transportu a eliminace spermii, piisobi
jako pufr po zajisténi optimalniho osmotického tlaku a vyzivného média, pomaha pfi interakci
spermii a vajicek a pii pripraveé samiciho reprodukcniho traktu na vyvijejici se embryo, zejména
usnadnénim imunitnich zmén nutnych pro piizptsobeni biezosti (Juyena & Stelletta 2012). Je
ale v8ak znamo, ze semenna plazma ma na oplozovaci schopnost spermii i $kodlivé G¢inky. Za
tyto Skodlivé ucinky jsou zodpovédné dekondenzaéni faktory a faktory inhibujici motilitu.
Kromé toho je semennd plazma Skodliva pti uchovavani spermii, protoze obsahuje faktory,
které negativné ovliviiuji zivotaschopnost spermii. Semennd plazma byka totiz obsahuje
skupinu tzce piibuznych bilkovin vazajicich fosfolipidy (souhrnné zvanych BSP -
phospholipid-binding proteins). Tyto BSP predstavuji 65 % z celkového obsahu proteind
v plazmé, pii ejakulaci se vazou na cholinové fosfolipidy plazmatické membrany spermii a
umociuji kapacitaci spermii vyvolanou lipoproteinem s vysokou hustotou (HDL — high density
lipoproteins) a heparinem, ¢imz se stimuluje snizovani obsahu cholesterolu a fosfolipidu
Z membrany spermii. I pfesto, Ze jsou v urcit¢ mife BSP pro spermie prospé$né, snizovani
obsahu lipidu je z&vislé na Case a koncentraci BSP, a proto miiZe nepfetrzitd expozice spermii
semenné plazmé poskodit jejich membranu (Bergeron et al. 2004).

3.3.2 Spermie

semenotvornych kanalka varlat pii procesu zvaném spermatogeneze. U byka tento proces trva
65 dni, béhem této doby podstupuji spermatogonilni kmenové bunky nejprve mitdzu, pak
meiozu a nasledné fyziologické a morfologické zmény (Parisi et al. 2014). Velikost a tvar
spermii jsou druhové rozdilné, jejich spolecnym znakem je vSak jejich pohyblivost a schopnost
oplozeni. Spermie ma dv& hlavni ¢asti — hlavicku a bi¢ik. VSechny jeji ¢asti jsou pokryty
nepierusovanou dvojvrstvou cytoplazmatickou membranou, kterd spermii ochranuje pred
vnéjSimi vlivy. Tato vrstva mé charakter trilayeru, je acidorezistentni a vysoce permeabilni,
¢imz je umoznéna latkovd vymeéna a také je 1 zvySena citlivost na zmény osmotického tlaku
(Jelinek et al. 2003). Sav¢i spermie jsou piikladem polarizovanych bunék s vysoce ¢lenénou
plazmatickou membranou, ktera se dale déli do tii oddild — jeden pokryvajici akrozom a dalsi
dva pokryvajici bi¢ik (respektive jeho stfedni a hlavni ¢ast), pficem kazdy z t€chto oddilt ma
rizny obsah proteintl a lipidl. VétSinou se tyto oddily jevi jako relativné stabilni, existuji vSak
dikazy o tom, Ze mezi nimi probihd vyména membranovych komponentl jako reakce na
pusobeni vnéjSich podnéti. Tato reorganizace membranovych slozek béhem procest vyvoje,
jako je zrani a kapacitace, je pro spermie kliCova, protoZe piedstavuje mechanismus, ktery
zajisti, ze kli¢ové molekuly jsou ve spravnou dobu na spravném misté pro zprosttedkovani
uspesného oplozeni (James et al. 2004).

Hlavicka spermie je ze stran oplostéla a ma ovalny tvar (Jelin€k et al. 2003). Jeji predni
cast je kryta Cepickovité utvarenym akrozomem (Véznik et al. 2004), coz je struktura vdzana
na membranu, pfitomna nad jadrem spermii (Kumar et al. 2019), obsahujici mukopolysacharidy
a Cetné enzymy (Jelinek et al. 2003), které hraji zasadni roli pfi pronikani spermii skrz zonu
pelucidu (ZP). Vazba spermii na zonu pelucidu vyvolava akrozomalni reakci vedouci k fazi
vngj$i akrozomdlni membrany s plazmatickou membranou vyustujici v naslednou vezikulaci
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(Kumar et al. 2019). Akrozom je dobfe barvitelny diky snizenému obsahu akrozomalni hmoty
mezi dvéma listy akrozomové Cepicky (Véznik et al. 2004). Hlavicka v sobé nese geneticky
material, ktery je lokalizovany v nukleoplazmé, ktera vypliuje celé jadro hlavicky.
Nukleoplazma ma kompaktni a homogenni strukturu, ktera se ze 45 % sestava z chromatinu
(Gamcik et al. 1984). Chromatin je ve zralych spermiich slozen z DNA, ktera je obalena okolo
nukleoproteint, pfedevsim protamint, ale také nékterych histont. Integrita chromatinu spermii
je nezbytna také pro spravnou fyziologii spermii a rany embryonalni vyvoj (de Oliveira et al.
2013). Jadra hlavic¢ek spermii se od jader somatickych bunék 1isi tim, ze maji polovi¢ni obsah
deoxyribonukleové kyseliny a jejich chromatin je ve forma kompaktni hmoty, ne ve form¢e
vlaken (Gamcik et al. 1984).

Bicik a hlavicka jsou spojeny krckem (centriolovou ¢asti), ktery je velmi kratky (2 — 3
um) a jsou v ném uloZeny dvé centrioly za sebou (Jelinek et al. 2003).

Pohybové tstroji spermie predstavuje bic¢ik, ktery je tvoien spojovacim oddilem, hlavnim
oddilem a termindlnim oddilem (Jelinek et al. 2003). Spojovaci oddil je pokryt spirdlnim
obalem tvofenym mitochondriemi. Mitochondrie tvoii zavitnici o 70 — 80 =zavitech
S pravoto¢ivym smérem vinuti, pfi€emz 1 mitochondrie tvoii pfiblizn€ % vinuti (Véznik et al.
2004). Celkem ma byk v této ¢asti bic¢iku ptiblizné 90 mitochondrii (Jelinek et al. 2003). Tvofi
se v nich ATP, a proto jsou tyto mitochondrie zfejmé¢ zodpovédné za pohyb bic¢iku spermie
(Rehman et al. 2013). Zdroj ATP na podporu motility spermii se vSak v oblasti vyzkumu
dlouhodob¢ diskutuje. Byly zvazovany dva hlavni mechanismy na vyrobu energie, a to
oxidativni fosforylace probihajici praveé uvniti mitochondrii ulozenych ve stfedni ¢asti biciku
nebo glykolyza probihajici v hlavnim oddilu bi¢iku (Hung et al. 2008). Hlavni oddil bi¢iku je
40 — 50 pm dlouhy (Jelinek et al. 2003) a pokryva ji fibrozni pochva, ktera se sklada ze dvou
longitudinalnich prvkt probihajicich soubézné s osovymi vlakny. Tato pochva podporuje
pruznost bic¢iku pfi jeho kmitavém a rotaénim pohybu. Terminalni ¢ast je dlouhd ptiblizné 4
um a je tvorena volnym ukoncenim nepropojenych, na povrchu nefixovanych osobych
mikrotubuld a volnych dubletti (Véznik et al. 2004).

3.3.3 Faktory ovliviiujici kvalitu ejakulatu

Stejné jako u jinych druhi hospodaiskych zvifat, je i u byki plodnost vysledkem
vzajemného pisobeni fyziologickych procesli, mezi které patii vyvoj reprodukéniho traktu,
spermatogeneze, ejakulace, libido a kopulace (Kubovicova et al. 2015). Kvalitu ejakulatu lze
popsat jako schopnost spermii pfesunout se z mista deponace ejakuldtu do mista oplodnéni,
déle jako schopnost proniknout oocytem a aktivovat jej k vyvoji embrya. Lze ji definovat
z hlediska motility, morfologie, integrity plazmatickych membran, metabolické aktivity a
schopnosti akrozomu reagovat. VSechny tyto vlastnosti spermii jsou nachylné k mnoha
faktoriim (Sabés-Alsina et al. 2019), jako je naptiklad genetika, epigenetika a okolni prostiedi
(Parisi et al. 2014). Mezi tyto faktory patii plemenna ptislusnost byka, kryptorchismus, vék
jedince, jeho zdravi, vyziva, osetfovani, podminky prostfedi nebo ¢etnost sbéru ejakulatu a jeho
nasledné zpracovani (Karoui et al. 2011; Stadnik et al. 2015b). Dalsi potencialni rizikové
faktory pro snizenou kvalitu spermii jsou odbé&r ejakulatu a jeho nasledné zpracovani, jelikoz
postupy pfi vyrobé insemina¢nich davek, hlavné vybér vhodného fedidla a metody mrazeni,
maji vyznamny vliv na motilitu spermii po rozmrazeni (Siddique et al. 2006).
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Mezi vnitini faktory fadime hlavné faktory tykajici se individuality plemenika, jako je
napiiklad jeho vék, genotyp a obvod varlat (Kubovic¢ova et al. 2015). Primarnimi organy, které
produkuji potfebné hormony a regulatory podilejici se na tvorbé spermii, jsou hypotalamus,
hypofyza a varlata. Tyto organy produkuji klicové hormony — gonadotropin uvoliujici hormon
(GnRH), folikulostimulacni hormon (FSH), luteinizacni hormon (LH), testosteron a inhibin.
Pokud mezi témito hormony neni udrZzena rovnovéha, pifestanou se produkovat normalni
spermie, s ¢imz by se mohla objevit neplodnost (Parisi et al. 2014). Beran et al. (2011) ve své
studii dosli k zavéru, ze aktivita spermii byla po odbéru a zfedéni vyssi u holstynského plemene,
naopak po zmrazeni a romrazeni byla aktivita vyssi u ceského strakatého skotu. Co se tyka véku
jedinct urcitého plemene, je vSeobecné znamo, Ze objem ejakulatu a koncentrace a motilita
spermii se zvysuje s vékem bykl (Kubovicova et al. 2015). Postupujici vék u dospélych bykt
ale postupné prispiva ke zvyseni podilu abnormalnich spermii jak v cerstvém, tak i v mrazeném
ejakulatu (Ahmed et al. 2014). Ve vysoké korelaci s vékem (Brito et al. 2012), produkci spermii
a jejich kvalitou hlavn¢ u mladych byku je obvod varlat (Kubovi¢ova et al. 2015). Existuje
pozitivni korealce mezi objemem ejakuldtu a obvodem varlat, naopak mezi motilitou spermii a
frekvenci vyskytu defektii spermii a obvodem varlat je korelace negativni (Brito et al. 2012)

Mezi vnéjsi faktory fadime slozeni krmné davky, pfidavek aditiv do krmiv, podminky
vnéjsiho prostiedi, frekvence odbéru ejakulatu, ro¢ni obdobi a u druhti se sezénni pohlavni
aktivitou 1 mésic v roce (Kubovicova et al. 2015). Podnebi (teplo, chlad, vitr, vlhkost) miize
ovlivnit pocet spermii, jejich morfologii i fyziologii (Parisi et al. 2014). Reprodukce skotu mtize
byt také ovlivnéna tepelnym stresem — pii vysoké okolni teploté nebo vlhkosti nejsou
termoregulacni mechanismy téla schopny zvysit jeho tepelné ztraty a vnitini télesna teplota se
tak zvySuje nad fyziologické limity, coz vyrazné snizuje kvalitu ejakuatu (Brito et al. 2012).
Proto byla teplota od 5 °C do 15 °C stanovena jako optimalni pro produkci spermatu (Parisi et
al. 2014). Je tieba také vénovat pozornost télesné kondici byku (BCS — body condition score)
—bylo zjisténo, ze spermie byki s vyssim BCS (> 2,75) vykazovaly vyssi tirovei motility ihned
po odbéru a také nizsi pokles motility po mrazeni a nasledném rozmrazovani (Beran et al.
2011). Dalsim velmi dulezitym faktorem ovliviiujicim mnozstvi a kvalitu odebraného ejakulatu
je frekvence jeho odbéru. Bylo zjisténo, ze odbéry ve dvoudennich intervalech ve srovnéni
s intervalem 3,5 dni mély za nasledek snizeni motility spermii, jejich koncentrace a zvyseni
procenta vyskytu abnormalnich spermii a spermii s poskozenou membranou (Ahmed et al.
2014)

Velmi dilezitym faktorem ovliviiujicim kvalitu ejakulatu je vyziva, pficemz za zhorSeni
motility spermii, jejich morfologie, Zivotaschopnosti a koncentrace mlize hlavné nedostatek
kobaltu, zinku, jodu, vitaminu A, vitaminu E a nékterych jinych mineralnich latek (Kubovicova
et al. 2015). Vyvazena vyziva je tedy dualezita hlavné béhem vyvoje telat samct, protoze ma
vyznamny vliv na steroidogenezi varlat v disledku zvySené funkce Leydigovych bunck (Parisi
etal. 2014).

V neposledni fadé maji vliv na kvalitu ejakuldtu i vyrobni technologie insemina¢nich
davek, respektive pouzitd tfedidla a proces a technologie uchovavani inseminacnich davek
(Siddique et al. 2006).
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3.4 Hodnoceni ejakulatu

Pti klinickych andrologickych vysetienich ma hodnoceni spermii prvotfady vyznam,
nebot’ kvalita spermii poskytuje indikaci normality funkce varlat z hlediska poctu spermii,
jejich zivotaschopnosti a normality morfologickych znakt. Stejné tak poskytuje pfedstavu o
normalit¢ epididymalni funkce, tj. zrani spermii, se zobrazenim spravnych morfologickych
znaki, a o aktivované motilit¢ po ejakulaci (Hossain et al. 2011). Pfi procesu hodnoceni
plodnosti samct, diagnostikovani zdravotniho stavu samcich reprodukénich organti (Hossain
zivotaschopnost spermii spolu s akrozomalni integritou (Kumar et al. 2019). Nicméné Gspésné
oplozeni a tvorba zygoty u savCich spermii do zna¢né miry zavisi na kapacité a nasledné
akrozomalni reakci (Kumar et al. 2019).

3.4.1 Makroskopické posouzeni

Vzhledem k tomu, Ze vzorky ejakulatu mohou vykazovat podstatnou odchylku, mély by
byt pfi teploté 37 °C (aby se zabranilo teplotnimu Soku) vysetfeny minimaln¢ 2 fadné odebrané
a prepravované vzorky, idealn¢ odebrané béhem 2 spermatogennich cykla (Vasan 2011).
Pocatecni hodnoceni vzorkt ejakulatu se provadi ihned po odbéru a zahrnuje hlavné posouzeni
jeho objemu a vzhledu, ktery by mél byt u vétSiny druht jednotny, tzn. téméf bily vzhled
(Cenariu et al. 2018; Mocé & Graham 2008). Patologicky muize byt seminalni zabarveni
zpusobeno Cerstvou krvi, 1éky, zloutenkou nebo kontaminaci ejakulatu moci. Fyziologicky
nazloutly nddech vzorkii 1 po delsi abstinenci je zpusoben vétSim mnozstvim riboflavinu,
zapach poté v tomto piipadé zpusobuje oxidace spermii (Mocé & Graham 2008; Vasan 2011).
Objem ejakulatu lze zjistit bud’ pomoci odmérnych znacek na sbérné zkumavce, pielitim
ejakulatu do odmérného valce nebo zvazenim vzorku (Mocé & Graham 2008).

3.4.2 Mikroskopické posouzeni

Zékladni mikroskopickd hodnoceni jednoduSe vyhodnocuji zakladni proménné vzhledu
a Zzivotaschopnosti spermii, nemohou vSak odhalit strukturdlni detaily, biochemické a
metabolické detaily nebo schopnost spermie integrovat s okolim (Hossain et al. 2011).

Mikroskopicky se posuzuje koncentrace spermii, aktivita, intenzita pohybu a
morfologie spermii (Rodriguez-Martinez 2006). Dalsim vyznamnym bodem béhem hodnoceni
ejakulatu je rizna odolnost ejakulovanych spermii vydrzet manipulaéni postupy (vcetné fedéni,
chlazeni, mrazeni a rozmrazovani atd.), kterym jsou dnes spermie podrobovany b&hem
technologii uzivanych pii asistované reprodukci, jako je umélé oplodnéni nebo in vitro
oplodnéni chlazeného, mrazeného nebo sexovaného ejakulatu (Hossain et al. 2011).

Integrita membrany spermie je b&hem mikroskopického hodnoceni hodnocena
intravitalnimi barvicimi testy, které zaznamenéavaji zménu propustnosti membrany a odolnosti
vici hypoosmotickym stavim (HOS — hypoosmotic swelling). Princip tohoto testu vychazi
z predpokladu, ze po priichodu tekutiny skrz neposkozenou membranu zivé spermie dochazi,
za hypoosmotickych podminek, ke zvétSovani objemu a ke staceni bicikti spermii. V tomto
testu vSak mohou 1 spermie s hrani¢ni celistvosti membrany vykazovat faleSné pozitivni
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vysledky, cemuz se dd vyvarovat pomoci kombinace tohoto testu se supravitalnim barvenim
zaloZzenym na e0sin-nigrosinovém zabarvovani vzorkt ejakulatu (Ptinosilova et al. 2014).

Jako bézny néstroj analyzy ejakulatu v klinickych laboratofich na celém svété je uznana
pokrocilej$i pocitacova analyza ejakulatu (Computer assisted semen analysis — CASA)
popisujici pohyby spermii prostfednictvim specifickych parametrti motility. Tyto parametry
jsou podrobngjsi a jejich objektivita ma zasadni vyznam (Cenariu et al. 2018). CASA je vlastné
automaticky systém, ktery je navrzen tak, aby poskytoval pfesné, podrobné a smysluplné
informace o koncentraci spermii, jejich zivotaschopnosti, dynamice nebo morfologii, a aby
provadél statistickou analyzu populace spermii zaloZzenou na vyvoji kontinudlnich snimki
spermii, digitalnim zpracovani a analyze informaci pomoci videokamery, videozaznamu a
pocitace (Le et al. 2014).

VétSina rutinnich hodnoceni ejakulatu zahrnuje malé podvzorky velkého heterogenniho
poctu spermii v ejakulatu. Z toho vyplyva, ze ziskané vysledky maji vlastni velkou variabilitu,
a je tedy potieba analyzy vétsiho poctu spermii. Pokracujici inovace novych fluorescenc¢nich
technik usnadnily tento vyvoj a se zjednodusenim pfistrojové techniky se zavadi pritokova
cytometrie (Gillan et al. 2005; Hossain et al. 2011).

3.4.3 Pritokova cytometrie

Pratokova cytometrie je technologie, kterd pomoci jednoho ¢i vice laserti rychle
analyzuje jednotlivé protékajici buniky nebo cCastice suspendované v pufrovaném solném
roztoku (McKinnon 2018). Je uznavanou metodologii a stala se vyzkumnym néstrojem pfi
hodnoceni ejakulatu zvifete uréeného k chovu (Hossain et al. 2011). Prace s pratokovymi
cytometry vedla k umoznéni méfit a hodnotit najednou vice parametrti spermii, jako napiiklad
jejich  Zivotaschopnost (integrita plazmatické membrany, akrozomalni integrita,
mitochondrialni aktivita, struktura DNA a jiné) nebo reaktivita pfi vystaveni exogennim
podnétiim, coz jsou vlastnosti, které jsou v piimé vazbé s individualnim potencialem plodnosti
jedince (Hossain et al. 2011; Cenariu et al. 2018). Vyuziti pratokovych cytometru tedy vede ke
zvySeni naSich schopnosti tfidit spermie dle potencidlni fertilizaéni kapacity nebo dle
chromozomalniho pohlavi (Hossain et al. 2011). Dalsi vyhodou pfi hodnoceni prutokovym
cytometrem je fakt, Ze lze analyzovat velké mnoZstvi spermii ve velmi kratkém casovém tseku
—az 10 000 — 15 000 spermii/sekundu, coz je podstatné vice nez pii hodnoceni mikroskopickou
analyzou (Gillan et al. 2005). Pratokova cytometrie (s moZznosti tfidéni ¢astic) ma proto
uplatnéni ve vice oborech, jako je imunologie, virologie, molekuldrni biologie a také pfi
sledovani infek¢nich chorob (McKinnon 2018).

Prutokové cytometry vyuzivaji lasery (LASER — akronym z anglického Light
Amplification by Stimulated Emission of Radiation, tj. ,,zesilovani svétla stimulovanou emisi
zafeni‘) jako zdroje svétla k produkci rozptylenych a fluorescencnich svételnych signall, které
jsou Cteny detektory, jako jsou naptiklad fotodiody nebo fotonasobiCe. Tyto signaly jsou
pfevedeny na elektronické signdly, které jsou analyzovany pocitacem (McKinnon 2018).

Cytometry mizeme rozdélit na n€kolik typl, z nichZz jsou nejvyuzivanéjsi analytické a
tiidici. Analytické cytometry se pouZzivaji vyhradn€ pro analyzu bun€k nebo jinych castic,
zatimco tfidici cytometry jsou schopny na zakladé€ vysledkl analyzy fyzicky izolovat potiebné
buniky nebo ¢astice (Hossain et al. 2011).
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3.4.3.1 Princip pritokového cytometru

Pratokovy cytometr je v podstaté sloZzen ze ¢tyf hlavnich systémi — fluidiky, laseru,
detektoru svétla, fidici elektroniky a softwaru. Suspenze bunék proudi skrz tubularni systém,
na urCitych mistech (konkrétné v kyvet¢) je vystavena laserovému osviceni a zaznamenané
emise (zafeni) z tohoto osvétleni jsou digitalizované a zpracované pocitacem, diky kterému jsou
poskytnuty srozumitelné vysledky (Hossain et al. 2011). NejcastéjSimi lasery pouzivanymi
Vv tradi¢nich pratokovych cytometrech jsou 405 nm (fialovy), 488 nm (modry) a 640 m
(¢erveny). Existuji vSak i jiné typy lasert, jako naptiklad ultrafialovy s vinovou délkou 355 nm
(UV), poté 532 nm (zeleny), 552 nm (zeleny) a 561 nm (zelenozluty) (McKinnon 2018).

Nosni tekutina, ktera protéka pres kyvetu pratokového cytometru v laminarnim proudéni,
urcuje smér a rychlost, kterou maji bufiky mit pfi prachodu kyvetou. B€hem tohoto transportu
je mozné detekovat nékolik parametri bunék, jako fluorescence, absorbance a svételny rozptyl,
pficemz se vyuziva jednoho ¢i vice zdroju svétla (lasert) (Hossain et al. 2011). Rozptyl
viditelného svétla se méfi dvéma riznymi sméry — dopfednym smérem (Forward Scatter =
FSC), ktery udava relativni velikost bunky, a 90°smérem (Side Scatter = SSC), ktery udava
vnitini komplexitu nebo zrnitost buriky. Vzorky jsou pro fluorescen¢ni méteni pfipravovany
pomoci barveni nékolika fluorescen¢nimi barvivy, fluorescencné konjugovanymi protildtkami
nebo pomoci transfekce a exprese fluorescencnich proteinti (McKinnon 2018), takze muize byt
posuzovano vice atributii spermie soucasné, coZ zvysuje schopnost korelovat tyto atributy
naptiklad na potencialni oplozovaci schopnosti. Navic t0 umoziuje ziskavat data z rtiznych
subpopulaci v ramci vzorku, ¢imz vyhodnocuje heterogenni populace v riznych stadiich
aktivace. Analyza se tak stdva objektivni, méa vysokou troven experimentalni opakovatelnosti
a ma tu vyhodu, Ze dokaze pracovat bud’ s malymi, nebo velkymi vzorky (Hossain et al. 2011).

3.4.3.2 Uplatnéni pritokového cytometru

3.4.3.2.1 Stanoveni poctu spermii

Celkovy pocet spermii v ejakulatu a celkovy pocet spermii v pejeté jsou velmi dilezitymi
ukazateli kvality a oplozovaci schopnosti ejakulatu. Nicméné piesné urcit poCet spermii
Vv celkovém objemu je velmi narocné a Casové nakladné. Pritokové cytometry se v tomto
pfipadé¢ jevi jako dobra alternativa k urc¢eni celkového poctu spermii, a to hlavné proto, Ze
dokazi rozliSit spermatické buniky od jejich pozistatkil, ale také i jiné bunky nez spermie
(Hossain et al. 2011).

3.4.3.2.2 Neporusenost spermii

Zivotaschopnost spermii a integrita plazmatické membrany. Zivotaschopnost je
klicova vlastnost urcujici kvalitu ejakulatu a také predpokladajici uspesné oplozeni.
Zivotaschopnost je vhodny, nicméné nepfesny termin, protoZe neexistuje jasné vymezeni mezi
zivou a nezivou spermii. Pohyblivou spermii 1ze definovat jako zivotaschopnou, avSak termin
»Zlvotaschopna spermie® je Casto spojen s piitomnosti neporusené¢ plazmatické membrany,
kterd je klicova pro interakce spermii s jinymi burikami a jejich prostfedim. VéEtSina testovacich
souprav zivotaschopnosti tedy pouze vyhodnocuje, zda je plazmaticka membrana porusena
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nebo ne, a to pomoci barviv, kterda nemohou proniknout skrz neporusenou membranu (Hossain
etal. 2011).

Membréna spermii je pfimo nebo nepiimo spjata s mnoha funkcemi spermii, coz
zarucuje jeji schopnost udrzet homeostdzu, vykazovat pohyblivost a schopnost integrovat
s okolnim prostfedim. Ackoliv plazmatickd membrana kryje celou buiku, sklada se z n¢kolika
odliSnych membranovych oddili — oddil pokryvajici vnéjsi akrozomovou membranu, oddil
pokryvajici post-akrozomalni ¢ast hlavicky spermie a oddil pokryvajici cely bicik spermie.
Nejcastéjsi barvivo pro kontrolu membranové integrity pouzivané pii pritokové cytometrii je
propidium jodid (PI), ktery rychle pronikd do nezivych spermii, a to hlavné kvili jejich
narusené plazmatické membran€. NejCastéji pouzivand kombinace barviv urcenych pro
kontrolu integrity membrany je SYBR-14 (Hossain et al. 2011), nové vyvinuté fluorescenéni
barvivo nukleovych kyselin (Garner & Johnson 1995), a propidium jodid (PI), pfi jejichz
pouziti jadra zivotaschopnych spermii fluoreskuji zelen€, zatimco ty s porusenou plazmatickou
membranou jsou zabarveny cervené (Hossain et al. 2011).

Posouzeni propustnosti a stability membriny spermii. Stabilita membrany a
propustnost jsou dve uzce propojené funkce. Hodnoceni propustnosti membrany tedy objasiiuje
jeji organizaci a jeji schopnost podstoupit biofyzikalni zmény, jako je naptiklad i pohyb
kryoprotek¢nich latek béhem kryokonzervace, kterd zptsobuje nevratné poskozeni plazmatické
membrany a naslednou smrt bunék spermii. Pfi zjistovani membranové propustnosti se vyuziva
nové fluorescencni barvivo YO-PRO-1 (Hossain et al. 2011), které za normélnich okolnosti
membranou neprostoupi, avSak po jeji destabilizaci mize prosdknout skrz (Wronski et al.
2002). Déle se vyuziva barvivo zvané Annexin V, které je zavislé na véapniku, a které se
Vv posledni dobé pouziva pro detekci apoptotickych bunék sledovanim externalizace fosfolipidu
fosfatidylserin (FS) v membrané spermie. V normalnich zdravych buikach se fosfatidylserin
nachazi na vnitfnim okraji lipidové dvojvrstvy bunééné membrany, béhem procesu apoptdzy
vSak bunénd membrana prochdzi strukturdlnimi zménami, které zahrnuji translokaci
fosfatidylserinu z nitrobuné¢né strany plazmatické membrany na jeji extracelularni stranu. Pti
hodnoceni integrity plazmatické membrany u kryokonzervovanych davek se vyuziva
kombinace barviv Annexin V a propidium jodid (PI), ale vzhledem k ptitomnosti rozpadlych
bunck a castic vajecného Zloutku z fedidla by tato kombinace barviv mohla pii pouziti
pritokového cytometru nadhodnotit neobarvené subpopulace. A proto se vyuzivaji jiné
kombinace barviv (Hossain et al. 2011).

Integrita akrozomu. Akrozom je membranou uzaviena struktura pokryvajici
predni ¢ast jadra spermie. Zakladnim rysem spermii vSech savci je fakt, ze akrozom obsahuje
silné hydrolyzujici enzymy (Hossain et al. 2011), které hraji kli¢ovou roli pti pronikéni spermii
pies zonu pelucidu (ZP) vajicka (Kumar et al. 2019), proto je neporuSeny akrozom
predpokladem pro Gspésné oplozeni (Rodriguez-Martinez et al. 1997). Dtive byla akrozomalni
integrita hodnocena in vitro pomoci mikroskopu s fazovym kontrastem nebo pomoci svételné
mikroskopie. Nedavno vSak byly vyvinuty barvici techniky na bazi fluorescen¢ni mikroskopie
— barveni chlortetracyklinem (CTC) (Rodriguez-Martinez et al. 1997), kombinaci lektinu
z rostliny Pisum Sativum (PSA) konjugovaného s fluoresceinem isothiokyanatu (FITC) nebo
kombinaci rostlinného lektinu odvozeného z plodu rostliny Arachis hypogaea (PNA) a
konjugovaného opét s fluoresceinem isothiokyanatu (FITC) (Hossain et al. 2011). PSA nemtize
proniknout neporuSenou membranou akrozomu, coZ znamena, Ze se obarvi pouze spermie
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s aktivovanym nebo poSkozenym akrozomem. Vaze se na manozové a galaktézové skupiny
matrixu akrozomu, ma nékolik nespecifickych vazebnych mist na povrchu spermatickych
bun¢k a nespecifickou vazebnou afinitu Kk ¢asticim vaje¢ného zloutku, které maji slabou
fluorescenci a mohou tak byt vyhodnoceny jako Zivé spermie s nepoSkozenym akrozomem. O
PNA se véri, ze ma méné nespecifickou vazebnou afinitu na jinych oblastech spermie, a proto
se povazuje za vhodnou volbu pii hodnoceni spermii v ejakulatu, ktery byl nafedén médiem s
ptidavkem vaje¢ného zloutku (Hossain et al. 2011; Rodriquez-Martinez et al. 1997).

3.4.3.2.3 Stav mitochondrii

Mitochondrie, umisténa ve stfedni ¢asti spermie, vytvaii ziejmé hlavni c¢ast ATP
potfebnou pro metabolismus a pohyblivost spermie. Kromé toho jsou mitochondrie v fadé
bunécnych systémil koordinatory mechanismu apoptdzy, jsou zapojeny do procesu zrani
spermii a hraji dilezitou roli i pii ochrané pfed poskozenim indukovanym kryokonzervaci
(Hossain et al. 2011). K vyhodnoceni mitochondrialni funkce spermii se nejcastéji pouzivaji
barviva JC-1, rhodamine 123 (R123) a MitoTracker™, kter4 jsou transportovana do aktivné
respirujicich mitochondrii a jejich nahromadéni uvnitié téchto mitochondrii zpusobuje, Ze
spermie fluoreskuji (Gillan et al. 2005). Intenzita této flourescence zavisi na celkovém poctu
funk¢nich mitochondrii (Hossain et al. 2011).

3.4.3.2.4 Neporusenost chromatinu

Hodnoceni integrity DNA spermie je nanejvys dilezité vzhledem k ranému vyvoji
embrya v zavislosti na jeho normalité (Hossain et al. 2011). Pfi normalnim vyvoji spermii je
DNA ulozena ve stabilni struktufe chromatinu, kde je plné odolna vic¢i denaturaci (Gillan et al.
2005). Béhem spermiogeneze, kdy je DNA do této struktury formovana, nebo béhem dalsiho
formovani chromatinu béhem epididymélniho zrani nebo vlivem apoptdézy miize dochézet
K chromatinovym abnormalitdm, ¢imz se muiZze chromatinova struktura stat nachylnéjsi
k denauturaci a tim padem muze dojit i k poSkozeni DNA (Hossain et al. 2011). Stav DNA
spermie muze byt vyhodnocen pomoci metachromatickych vlastnosti barviva zvaného
akridinové oranz (AO) (Gillan et al. 2005), které pti navazani na dsDNA (dvouvldknova DNA)
produkuje zelené zafeni a pii navazani na ssDNA (jednovlaknova DNA) nebo na RNA
produkuje zafeni cervené. V Zivych bunkach akridinovd oranz difuzné pronika
cytoplazmatickou membranou a je uchovavana v bunéénych ¢astech snizkym pH, tj.
lyzozomech, coz pii vzruSeni modrym svétlem vede k jejich jasné oranzové fluorescenci. U
bunek, které prochdzeji apoptdzou, dochdzi ke ztraté ¢lenéni dle pH, proto akridinova oranz
prosakuje z kyselych lyzozomi a difuzné se vaze na molekuly RNA a DNA, coz méa za nasledek
Zluto-oranzovou fluorescenci v celé bunice (Byvaltsev et al. 2019).

Obarvovani DNA je také zakladem pfi testech analyzy bunééného cyklu pomoci
saturacniho mnozstvi barviva vazajiciho DNA. Ve vét§in€ ptipada jsou buiky fixovany 70%
roztokem ethanolu. Teprve az poté jsou buiiky obarveny barvivem. Existuji vSak barviva, ktera
se mohou dostat do Zivych bun€k a obarvit DNA, aniZ by buiikku samotnou néjak poskodila.
Takovymto barvivem je napiiklad Hoechst 33342 (McKinnon 2018). Toto barvivo se také
pouziva pii sexovani spermii, kde pronikd skrz membranu spermii a vaze se na jejich DNA
(Hossain et al. 2011).
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3.5 Redidla ejakulatu

Spermie se vyznacuji fluiditou plazmatické membrany a nizkym obsahem vody, diky
¢emuz jsou, viuci jinym bunikam, odoIngjsi vici poSkozeni zpiisobené kryokonzervaci. Ukazalo
se v8ak, Ze kryokonzervace i pies tento fakt vyvolava Skodlivé zmény struktury a funkce
spermii. Tyto zmény zahrnuji tepelny stres zptisobeny zménami teplot (pii chlazeni, mrazeni a
rozmrazovani), dale také osmoticky stres zpusobeny ptidanim kryoprotektivnich cinidel ve
vysoké koncentraci nebo krystalizaci. To ma za nasledek denaturaci bilkovin, smrsténi bunky
a nevratné poskozeni membrany (Khalil et al. 2018) zptisobené ztratou cholesterolu (Simonik
et al. 2019). Proto jsou zapotiebi fosfolipidy a kryoprotektivni latky, stejné tak i optimalni
fedéni, ekvilibrace a postupy chlazeni, aby se piedeslo chladovému Soku, omezila se
krystalizace a minimalizovalo se tak poskozeni spermii (Khalil et. al 2018).

Redéni ejakulatu je proces, ktery vede ke zvyseni objemu zpracovavaného ejakulatu a
tim ke zvySeni mnozstvi vyrobenych inseminacnich dévek, soucasné se fedénim vytvari
podminky pro piezivani spermii in vitro (Mutalik et al. 2014; Louda et al. 2007). Redidlo je
chemické médium pouzivané pro konzervaci, ochranu a prodlouzeni zivotnosti spermii béhem
zpracovani, skladovani a ptfepravy inseminacnich davek. Dobré fedidlo by mélo spermiim
poskytovat energii pro jejich metabolismus, musi zajistit spravny osmoticky tlak, musi udrzet
stalou hodnotu pH vhodného pro by¢i ejakulat (Rehman et al. 2013), musi mit dobrou pufrovaci
schopnost a musi obsahovat malé mnoZstvi elektrolytu (Beran et al. 2014). Redidlo také
zabranuje kontaminaci, a tak poskytuje spermiim ochranu pied mikrobidlnim ristem. Pfi
kryokonzervaci fedidlo ochranuje spermie pied chladovym Sokem, coz umoziuje efektivnéji
vyuzivat reprodukéni potencial samce (Rehman et al. 2013).

Jeden z hlavnich zptsobi, jak snizit negativni dopad kryokonzervace a zvysit kvalitu
inseminaénich davek je tprava nebo modifikace slozeni fedidel ejakulatii (Simonik et al. 2019)
a pouziti vhodné metody mrazeni (Stadnik et al. 2015a). Navzdory velkému vyznamu
pfisuzovaného pouzitému fedidlu, neméame vsak ani dnes idealni kryoprotektivni médium, které
by mohlo zabranit ztraté funkcnosti spermii béhem procesu mrazeni a rozmrazovani (Mutalik
et al. 2014).

Vsechna komer¢né dostupna fedidla miZzeme rozdélit na dvé velké skupiny — fedidla na
bazi Zivocisnych produkti, tzn. fedidla Zloutkova, a na fedidla na bazi rostlinnych produkti,
tzn. fedidla bezzloutkova (Rehman et al. 2013; Kubovicova et al. 2015), mezi které patii fedidla
s ptidavkem sojového lecitinu (Nehring et al. 2005). Podrobngéji se fedidla daji rozdélit dle
pouzitych kryoprotektivnich latek na tfedidla s obsahem odstfedéného mléka, fedidla na bazi
rostlinnych fosfolipidii a na fedidla s obsahem vaje¢ného Zloutku (Siddique at el. 2006).
V poslednich letech se do poptedi dostavaji i lipoproteiny s nizkou hustotou, jakoZzto
komponenty vajecného Zloutku, které mély vyrazny vliv pii zlepSeni oplozovaci schopnosti
inseminacni davky uchovavané pomoci kryokonzervace (Amirat et al. 2005).

3.5.1 Obecné slozeni redidel

Mezi zékladni stavebni kameny fedidla v soucasné dobé patii Bi-destilovana voda
slouzici jako nosi¢ ostatnich komponent, kryoprotektiva, pufry, cukry, antibiotika,
aminokyseliny a mastné kyseliny (Beran et al. 2014).
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Kryoprotektiva se déli na dvé skupiny — kryoprotektanty penetrujici do spermie skrz
plazmatickou membranu pusobici extracelularné 1 intracelularné a kryoprotektanty
neprostupujici do spermie, které ptsobi pouze extracellularné (Swain & Smith 2010). Jako
konvenc¢ni penetrujici kryoprotektant se v fedidlech pouziva glycerol, ktery brani nitrobunécéné
krystalizaci, navic bylo zjisténo, Ze s pfidavkem glycerolu do fedidla se o 15 % zvysila kvalita
parametrii spermii po rozmrazeni. Nicméné glycerol zvySuje pfechodny osmoticky tlak
vyskytujici se pred ekvilibraci, coz ovliviiuje oplozovaci schopnost spermii a tim i celkovou
kvalitu ejakulatu (Rehman et al. 2013). Celkové kryoprotektivni latky zvysuji fluiditu
membrany a ¢asteCné i dehydrataci buiiky, snizuji bod mrazu a tim snizuji pocet a velikost
intracelularnich ledovych krystali vzniklych béhem procesu ochlazovani, mrazeni a
opctovného zahtivani (Rosato &laffaldano 2013). Nepenetrujici kryoprotektanty, mezi které
fedime cukry, aminokyseliny a bilkoviny, pisobi jako osmoprotektanty a zmiriiuji poskozeni
zpusobené pronikdnim penetrujicich kryoprotektanti do bunky. Navic potlacuji rust
intracelularnich ledovych krystall, a to hlavné diky osmotickému tlaku, ktery vytvareji diky
své neschopnosti proniknout skrz plazmatickou membranu (Aisen et al. 2002). Mezi
kryoprotektanty se tfadi i ,,anti-freezing“ proteiny (AFPs), které byly poprvé extrahovany
z krevniho séra ryb z oblasti Antarktidy. Tyto makromolekuly maji extrémné vysokou afinitu
k povrchu ledovych krystali, a proto se na n¢ specificky vazi a inhibuji tak jejich rast (Qadeer
et al. 2015). Navic jsou i schopny zabranit rekrystalizaci (Prathalingam et al. 2006). Diky této
vlastnosti AFP chrani organismy tolerujici nizké teploty. Tyto molekuly byly testovany béhem
kryokonzervace byc¢iho a beraniho ejakulatu (Qadeer et al. 2015).

Pro zajisténi energie v in vitro podminkach a pro dosazeni lepSich vysledki po
rozmrazeni slouzi spermiim kyselina citrénovd, monosacharidy (glukéza, fruktéza) nebo
disacharidy (sacharoza, trehal6za) (Ugan et al. 2016; Amirat et al. 2005). Pfitomnost cukri
pravdépodobné zvysuje odolnnost membran vici morfologickym a fyzikalnim zménam, ¢ehoz
je dokdzano vznikem vodikovych vazeb mezi hydroxylovymi skupinami cukri a polarnimi
konci fosfolipidil, ¢imz v podstaté nahrazuji molekuly vody pii dehydrataci spermii (Beran et
al. 2014). Disacharidy jsou oproti monosacharidim vyhodnégjsi diky lepsi osmotické
dehydrata¢ni indukci a diky snizené tvorbé intracelularnich ledovych krystalt. Disacharid
trehal6za poskytuje ochranu tim, Ze interaguje se skupinami poldrnich ¢asti fosfolipidl
plazmatické membrany a sniZzuje van der Waalsovy interakce mezi uhlovodikovymi fetézci.
Kromeé toho trehaldza zvySuje celistvost plazmatické membrany, osmotickou toleranci a snizuje
ptred¢asnou akrozomalni reakci (Ugan et al. 2016; Ahmad et al. 2015).

Zékladni slozkou jsou 1 pufry, jako naptiklad citrdt sodny, fosfaty nebo
tris(hydroxymethyl)aminomethan (TRIS). Tyto slou¢eniny maji za ukol udrzovat hodnotu pH
vV rozmezi 6,4 — 6,8, ¢imZ se zabrani aglutinaci spermii. K aglutinaci dochazi prave pti snizeném
pH, ke kterému dojde vlivem kyseliny mlécné, jakozto kone€ného produktu metabolismu
ejakulat bylo zvoleno to, které obsahovalo TRIS, vajecny Zloutek a glycerol. Dfive se pouzivaly
jako pufr fosfaty, ovSem kvili své omezené viditelnosti pod mikroskopem byly omezeny
(Rehman et al. 2013).

Obecné je Cerstvy ejakulatu fyzicky zdatného byka prosty mikroorganismi. Ale, 1 za
nejlepsich hygienickych podminek, mize dojit k ur¢ité mikrobialni kontaminaci ejakulatu, a to
hlavné béhem faze jeho odbéru a zpracovani (Meena et al. 2017). Pii fedéni rast bakterii
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podporuje pfitomnost cukru v tedidle a pokojova teplota (20 °C) béhem zpracovani.
Nejcastejsimi kontaminujicimi latkami jsou grampozitivni bakterie spolu s E.Coli a Salmonella
spp. (Rehman et al. 2013). Pred bakterialnimi nebo virovymi infekcemi chrani ejakulat
antibiotika (Ball & Peters 2004). Bylo prokazano, ze nékteré bakterie v ejakulatu jsou odolné
vuci jednotlivym antibiotiklim, proto se zaCaly prosazovat rtizné kombinace vice druhti
antibiotik (Meena et al. 2017). Tyto nové kombinace by mély mit vysokou uroven
antimikrobialni ucinnosti, ale zanedbatelny uc¢inek na spermie (Gloria et al. 2014), protoze
pridavek antibiotik mize ovliviiovat Zivotaschopnost a oplozovaci schopnost spermie (Meena
et al. 2017). Smérnice 2003/43/EC stanovila obsah antibiotik do zfedéného ejakulatu na tyto
hodnoty: Streptomycin 500 pg/ml, Penicilin 500 IU/ml, Lincomycin 150 pg/ml a
Spektinomycin 300 pg/ml (Gloria et al. 2014). Diky nartstajici bakterialni rezistenci vuci
antibiotiki se zaCinaji stale vice pouzivat antimikrobialni peptidy (AMP — antimicrobial
peptides). Jsou to pozitivné nabité polypeptidy s az 100 aminokyselinami ve své molekule
zpisobujici destabiliziaci bakteridlni bunééné membrany. Maji proto potencial k tomu byt nova
generace antibiotik, a to hlavné diky svému Sirokému spektru plsobeni, rychlému niceni
bakterii a absenci vzniku a vyvoje rezistence vici nim. AvSak i tyto latky mohou byt ve
vysokych koncentracich pro spermie skodlivé z hlediska jejich motility a Zivotaschopnosti. To
lze pricist nizké hladiné cholesterolu v plazmatické membrané spermii. Je totiz znamo, ze
pritomnost cholesterolu v membranach eukaryotickych bunék snizuje potencialni cytotoxicitu
antimikrobialnich peptida (Wojcik et al. 2000). Proto by mohlo byt zajimavé vyzkousSet
kombinaci AMP spolu s cyklodextriny, navazané s cholesterolem, k ur¢eni, zda AMP mohou
nahradit bézna antibiotika (Savvulidi et al. 2018).

3.5.2 Bezzloutkova redidla

Poptavka po alternativé vajecného zloutku v fedidlech se v poslednich letech zvysila
kvili variabilité slozeni zloutku, riziku mikrobidlni kontaminace a ptitomnosti steroidnich
hormoni. Alternativou mohou byt fedidla na bazi soji nebo na bazi liposomt (Kumar et al.
2015). Dalsi Zivocisnou alternativou muze byt homogenizované plnotu¢né mléko a Cerstvé
nebo rekonstituované odstiedéné mléko. Jako nahrada mléka Zivocisného puvodu muze
poslouzit mléko kokosové (Vishwanath & Shannon 2000).

Sojovy lecitin je pfirodni smés fosfatidylcholinu, mastnych kyselin (stearova, olejova a
palmitova) (Kumar et al. 2015), glycerolu, glykolipidi a fosfolipidi (Farstad 2009).
Predpokladany uc¢inek sojového lecitinu je nahrazeni fosfolipidi z plazmatické membrany,
které se z ni ztraceji beéhem chlazeni/mrazeni/opétovném rozmrazovani, anebo vytvofeni
ochranné vrstvy na povrchu plazmatické membrany (Simonik et al. 2019). Bezzloutkova
fedidla na bazi kombinace lecitinu a glycerolu neobsahuji Zadné zivocisné proteiny, tim se pfi
jejich pouziti snizuje riziko pfenosu patogent a viri pii udrzeni stejné oplozovaci schopnosti
spermie (Beran et al. 2014).

Prilomovou technologii pfi vyvoji vhodného fedidla ur¢eného pro kryokonzervaci je
pouziti lipozomii. Pro pfipravu lipozomi se pouZziva optimalni sloZeni a koncentrace fosfolipidii
a aktivni slozky vaje¢ného Zloutku, které zajist'uji aktivni ochranu bunky pfi kryokonzervaci.
Lipidy, které tvoii lipozomy, nejsou na rozdil od zivoc¢isnych bilkovin vaje¢ného Zloutku
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pfenasecem infek¢énich latek. Pridani lipozomi do fedidel ma velky vyznam kviili tomu, Ze maji
presné stanovené slozeni a strukturu, pfi¢emz obé tyto vlastnosti lze optimalizovat pomoci
modifikace jejich fosfolipidového slozeni nebo jejich velikosti (Kumar et al. 2015)

Redidla s ptidavkem mléka obsahuji laktozu, ktera nemize prochazet skrz plazmatickou
membranu buiiky, ¢imz se vytvaii osmoticky tlak v okoli buiiky, ktery zabranuje vnitini
bunécné krystalizaci. Diky mlécnému kaseinu jsou navic redukovany i1 Skodlivé proteiny
vazajici fosfolipidy (BSP), takze se snizuje 1 poSkozeni lipidi bunécné membrany a zlepsSuje se
motilita a Zivotaschopnost spermii. Z vyzkumi z poloviny 20. stoleti vyplyva, ze tedidla
obsahujici glycerol a mlé¢nou slozku, tj. fedidla na bazi mlé¢ného glycerolu, ucinila revoluci
v kryokonzervaci ejakulatu (Rehman et al. 2013).

3.5.3 Zloutkova fedidla

Nahly pokles teploty z +5 °C na -196 °C zplsobuje poskozeni pohybového aparatu
spermie a akrozomové Cepicky (Shahverdi et al. 2013) a navic sniZuje celistvost plazmatické
membrany a zvySuje tak jeji propustnost, ¢emuz lze zabranit hlavné pouzitim fedidla
s ptidavkem glycerolu a vajecného Zloutku (Rehman et al. 2013). SuSeny vajecny Zloutek
slepice se sklada z63 % lipida a 33 % bilkovin. Cerstvy vajeény Zloutek lze rozdélit
ultracentrifugaci na plazmu (78 %) a granula (22 %). Granula obsahuji 16 % lipoproteint
s vysokou hustotou (HDL), 4 % fosvitinu a 2 % lipoproteint s nizkou hustotou (LDL — low
density lipoproteins). Naopak v plazmé Zzloutku je hlavni slozkou pravé LDL (66 %), vedlejsi
slozkou jsou livetiny (10 %) (Anton 2007a).

HDL byly dfive znamé jako lipoviteliny, spojuji se dohromady s fosvitiny a tvoii tak
granula. Ty jsou slozena z bilkovin (75 —80 %) a lipida (20 — 25 %), z nichZ je 65 % fosfolipidu,
30 % triglyceridii a 5 % cholesterolu (Anton 2007¢). HDL zptsobuji vylu€ovani cholesterolu
Z plazmatickych membran spermii, a tim dochézi ke zvySeni citlivosti vii¢i chladovym Sokiim
(Amirat et al. 2005).

Vajeény Zloutek a lipoproteiny s nizkou hustotou jsou povazovany za nepenetrujici
kryoprotektanty — ptisobi extracelularné, neprochazeji tedy plazmatickou membranou spermii.
Mohou tedy bud’ chranit plazmatickou membranu, nebo ptisobit jako rozpusténa latka snizujici
bod mrazu média, ¢imz se snizuje moznost vyskytu formovani extracelularnich ledovych
krystali (Vera-Munoz et al. 2010). Pii kryokonzervaci se doporu¢uje maximalni koncentrace
vaje¢ného Zloutku do 20 % (Beran et al. 2014), protoze v ptipadé vyssi koncentrace miiZze byt
Zloutek pro spermie toxicky (Vishwanath & Shannon 2000).

Bylo prokéazano, ze vajecny zloutek zvysuje oplozovaci schopnost spermii uchovavanych
v fedidlech pii teploté okoli, stejné tak i zabranuje poSkozeni spermii pii chlazeni a mrazeni
(Bergeron & Manjunath 2006). Nicméné kvili svému zivo¢isnému pivodu a obsahu HDL
muzZe vajecny zloutek predstavovat hygienické riziko a tim padem i potencialné negativni dopad
na strukturu plazmatické membrany spermii (Stadnik et al. 2015b). Navic jsou ve zloutku
ptritomné substance, které inhibuji respiraci spermii nebo snizuji jejich motilitu, coz zvysuje
pozadavky na jeho nahrazeni (Moussa et al. 2002). Proto se zvysily snahy o nahrazeni
zivocisnych ptidavki fedidel za rostlinné nebo naptiklad za aktivni frakci LDL, coz mlze viem
vyse uvedenym riziklim zabranit (Mutalik, 2014; Stadnik et al. 2015b).
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3.6 LDL - low density lipoprotein

Vajecny Zloutek se ze 2/3 sklada z LDL, které jsou obsazeny hlavné v tekuté ¢asti Zloutku
(v tzv. plazme). Jsou to kulovité ¢astice o praméru 17 — 60 nm a pH 6,3 — 7,5. LDL obsahuji
83 — 89 % lipidit a 11 — 17 % proteind. Lipidy LDL se skladaji ptiblizné z 69 % triglycerida,
26 % fosfolipidli a 5 % cholesterolu (Moussa et al. 2002).

LDL jsou sféricky tvarované a maji tekuté lipidové jadro, které se sklada z triglyceridi a
estert cholesterolu. Toto jadro je obklopené jednou vrstvou fosfolipidii, do které jsou zaclenény
apoproteiny a ¢ast cholesterolu (Moussa et al. 2002; Anton 2007b). Fosfolipidy hraji zasadni
roli ve stabilité struktury LDL, protoze asocia¢ni sily jsou v podstaté hydrofobni (Moussa et al.
2002). Proto jsou LDL zodpovédné za kryoprotektivni vlasnosti vajecného Zloutku a mohou
tak chranit by¢i spermie pied chladovym Sokem zptisobenym béhem mrazeni (Amirat et al.
2004; Pace & Graham 1974). Nejvyssi procento motility, akrozomalni integrity i integrity
membrany vykazovaly po rozmrazeni spermie takového ejakulétu, ktery byl nafadén fedidlem
s piidavkem LDL o koncentraci 8 % (Hu et al. 2011). Navic LDL obsahuji lipofilni
antioxidanty, jako je a-tokoferol a ubichinol, slouzici jako ochrana proti zvySovani obsahu
reaktivnich forem kysliku (ROS — reactive oxygen species) béhem procesu kryokonzervace
(Simonik et al. 2019).

Extrakéni proces ziskani LDL z vaje¢ného zloutku zahrnuje z pocatku natedéni
ziskaného Zloutku izotonickym solnym roztokem (0,17 M NaCl), michani této smési po dobu
1 hodiny a odstfedéni pfi 10000 x g po dobu 45 minut pii 10 °C, pficemz po odstranéni
supernatantu je proces vzdy opakovan. Hlavnim téelem této centrifugace je oddéleni granuli
vaje¢ného Zloutku od plazmy, ktera je nasledné uchovavana pii 4 °C. Poté se do 100 ml plazmy
prida 20,5 g siranu amonného, ¢imz dojde k vysrazeni livetint, které jsou nasledné po dobu 45
minut odstfed’ovany pii 10000 x g. V tomto piipadé se vznikly supernatant dialyzuje po dobu
10 hodin, a to za i€elem eliminace siranu amonného a selektivni koagulace LDL. Na konci této
dialyzy se smés opé&t odstied’uje na 10000 x g po dobu 45 minut a vysledny sediment (pelety)
ptedstavuje LDL s ¢istotou 97 % (Amirat et al. 2004; Moussa et al. 2002).

Mechanismus ochrany spermii pomoci LDL vSak neni pln¢€ objasnény. Spekuluje se o
tom, Zze se LDL spojuji s membranou spermie a poskytuji spermiim ochranu stabilizaci
membrany. Dalsi hypotéza je zaloZena na tom, Ze fosfolipidy pfitomné v LDL vytvoii na
povrchu spermie ochranny film, nebo Ze nahradi fosfolipidy plazmatické membrany spermie,
které se poskodily béhem procesu kryokonzervace (Hu et al. 2011; Bergeron & Manjunath
2006; Stadnik et al. 2015b). Navic, jak jiz bylo zminéno, skupina proteinti vazajicich fosfolipidy
(BSP), ptitomnych v seminalni plazmé, je Skodliva pro spermie pifi konzervaci, protoZe tyto
proteiny indukuji snizovani obsahu cholesterolu a fosfolipidii z membrany spermii (Bergeron
& Manjunath 2006). Tim mizZe dojit k pfed€asné kapacitaci spermii nebo jejich vyssi citlivosti
na chladovy %ok (Simonik et al. 2019). Tyto proteiny viak vzijemné interaguji s LDL
tim teoreticky snizuji jejich poskozeni béhem kryokonzervace (Bergeron & Manjunath 2006).

Simonik et al. (2019) zjistili, ze LDL i s6jovy lecitin maji podobny vliv na zachovani
celistvosti plazmatické membrany spermie. Tim lze pfedpokladat, Ze by tyto dvé slouceniny
mohly plsobit synergicky.

30



3.7 Konzervace ejakulatu

V pocatcich inseminace byly pouzivany davky uchovavané po kratkou nebo stiedni dobu,
byly vSak prokazany negativni zmény v membranach spermii ve vztahu k dob¢ skladovani a
pouzitému fedidlu (Beran et al. 2011). V sou€asné dobé je vice nez 95 % insemina¢nich davek
uchovavano dlouhodobé€, zatimco v ostatnich pfipadech se vyuziva cerstvy zchlazenych
ejakulatu, uchovavany kratkodobé (Murphy et al. 2018; Verberckmoes et al. 2004). Obvykle
obsahuje jedna inseminaéni davka chlazeného ejakulatu 5 x 10° spermii, zatimco
kryokonzervovana davka obsahuje 15 x 10° spermii. Zpracovani chlazeného ejakulatu tedy
pfindsi vice oplozeni schopnych inseminacnich davek z jednoho odbéru, coz usnadiiuje veétsi
vyuziti geneticky lepSich bykl. Na rozdil od mrazeného ejakulatu, kterd musi v Evropské unii
projit tiicetidenni karanténou, miize byt chlazeny ejakulatu pouzit v den odbéru, maximalné
vsak po dobu 3 dnli po odbéru (Murphy et al. 2018). Pfi inseminaci Cerstvym ejakulatem lze,
oproti kryokonzervovanému ejakulatu, pouzit inseminacni davky s men$im objemem
(Verberckmoes et al. 2004). Tento fakt je zptisoben hlavné kvuli procesim probihajicim béhem
kryokonzervace, které maji negativni dopady na spermie. V disledku toho spermie ztraci svou
oplozovaci schopnost, diky ¢emuz klesa i celkova kvalita insemina¢ni davky (Holt 2000).

3.7.1 Kratkodoba konzervace (+5 °C)

Pouziti Cerstvého ejakulatu je pfevazné omezeno na Novy Zéland, dale se také pouziva
Vv Africe, Francii, Australii, Némecku a vychodni Evropé, pficemz pii pouziti chlazeného
ejakulatu v Evropé, jsou inseminacni davky obvykle skladovany pfi teploté 5 °C v fedidle na
bazi TRIS-glycerolu, které se standardné pouziva pii kryokonzervaci ejakuldtu. Na Novém
Z¢€landu jsou davky naopak kvtli dobrym vysledktim plodnosti skladovany pti pokojové teploté
(15 — 27 °C), pod plynnym dusikem v Caprogenovém® fedidle (Verberckmoes et al. 2004),
které je na bazi vajeéného zloutku (Murphy et al. 2018). Verberckmoes et al. (2004) ve své
studii uvedli, ze insemina¢ni davky chlazeného ejakulatu by mély byt pouzity nejpozdéji do 3
dnti, av8ak dosahli skladovéani az po dobu 8 dnil bez vyrazné sniZzeni miry plodnosti, a to hlavné
v fedidlech pfipominajicich iontové slozeni plazmy ocasu nadvarlete a v TRIS fedidle s 10 %
obsahem vajecného Zloutku. Al Naib et al. (2011) ve své praci navic zjistili, Ze si ejakulat skotu
uchovavany po dobti 7 dnti pii teploté okoli zachovava svou schopnost oplodnit oocyt in vitro,
nicméné vSak klesa schopnost spermii migrovat skrz hlen in vitro.

Diky vSem témto faktim je nejvétsi nevyhodou inseminacnich davek chlazeného
ejakulatu pravé jejich kratka skladovatelnost a zivotnost. Prodlouzeni doby skladovatelnosti by
bylo zajimavé hlavng proto, Ze z chlazeného ejakulatu 1ze, diky mensi potfebé poctu spermii (2
— 4 miliony), vyrobit vice insemina¢nich davek, dale by se také snizila pracovni obtiZnost
odbéru a zpracovani ejakulatu a v neposledni fad¢ by se také zjednodusila jeho distribuce
(Verberckmoes et al. 2004).

3.7.2 Dlouhodoba konverzace (-196 °C)

Kryokonzervovany by¢i ejakuldt je k inseminaci mlééného skotu pouZivan jiz od roku
1950 (Guthrie et al. 2002). Kryokonzervace je bézna biotechnologie, ktera umoziuje uchovavat
zivé bunky, organismy a tkdn¢ po delSi dobu. Tato technologie vSak ma na uchovavané
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materidly Skodlivé ucinky, a to hlavné z hlediska tepelych, mechanickych, chemickych a
osmotickych stresorti. Tato poSkozeni jsou obecné spojena s fazovou zménou vody v extra i
intracelularnim prostiedi béhem vsSech fazi (Ucan et al. 2016). Nezbytnou soucasti
technologického procesu vyroby kryokonzervovanych inseminacnich davek je tedy zptsob
chlazeni, ekvilibrace i mrazeni (Stadnik et al. 2015a). Aby byly piekonany $kodlivé ucinky
kryokonzervace a tim se zlepSila kvalita spermii po rozmrazeni, musi byt tyto technologie
mnohokrat optimalizovany (Ugan et al. 2016).

Chlazeni je faze adaptace spermii na zpomaleni metabolismu, pficemz pfi poklesu o 10
°C se metabolismus spermie snizi asi na 10 % ptvodni Grovné (Stadnik et al. 2015a). Jednim
Z hlavnich problémi s chlazenim ejakuldtu na 4 °C je moznost vyskytu chladového Soku, ktery
vSak muze byt minimalizovan diky postupnému chlazeni ejakulatu za pfitomnosti
kryoprotektivnich latek (Vera-Munoz et al. 2011).

Ekvilibrace je proces, ktera nasleduje po zchlazeni insemina¢nich davek, je to tedy
celkova doba, po kterou je spermie v kontaktu s kryoprotektivem pied zmrazenim (Dolezalova
et al. 2016), kterym muze byt napiiklad vajecny zloutek, lecitin nebo glycerol (Vera-Munoz et
al. 2011). Béhem této doby spermie zstavaji v kontaktu se zvolenym osmoticky aktivnim
kryoprotektantem, ktery do nich pronika a ustanovuje rovnovahu koncentraci mezi
intracelularnim a extracelularnim prostfedim (Shahverdi et al. 2013). Vhodné zvolené fedidlo
pomahd udrzet integritu plazmatické membrany spermii a zvySuje jejich procento pieziti
(Dolezalova et al. 2016). Nicméné naptiklad glycerol pronikd do bun€k velmi rychle, tudiz
dostate¢n¢ dlouhé ekvilibracni obdobi je nutné spiSe pro adaptaci membran na nizké teploty
béhem mrazeni, nez pro prostup glycerolu do bunék (Vishwanath & Shannon, 2000; Muifio et
al. 2007). Avsak nejvhodngjsi kombinace pouzitého tedidla a délky ekvilibrace stale neni
dostate¢né uréena (Shahverdi et al. 2013). Dhami et al. (1992) stanovili dobu ekvilibrace od 30
minut do 24 hodin, avSak jako nejvhodné&jsi dobu z tohoto rozmezi posléze stanovili délku
ekvilibrace 2 hodiny pti 5 °C. Zatimco Muifio et al. (2007) ur¢ili tuto optimalni dobu od 4 hodin
do 18 hodin, pfi¢emZ studie ukazaly, Ze kvalita vyrobenych inseminac¢nich davek se zvysila pii
pouziti délky ekvilibrace 18 hodin. Z hlediska produkce davek je vSak snaha o zkraceni doby
ekvilibrace nebo jeji Gplné odstranéni a tim urychleni zpracovani spermii a kryokonzervace
(Dolezalova et al. 2016).

Proces mrazeni zplisobuje uvolnéni latentniho tepla z ejakulatu, ¢imz se méni celkova
teplota okoli vedouci ke tvorbé ledovych krystald (Dolezalova et al. 2015). Zna¢ny vyznam
V procesu mrazeni ma teplota -5 °C az -50 °C, ktera urcuje, zda spermie zlstane v rovnovaze
s extracelularnim prostfedim nebo se postupné prochladi a zvysi se moznost tvorby krystala
(Kumar et al. 2003). Inseminacni davky jsou ulozeny ve specialné upravenych izolovanych
kontejnerech v tekutém dusiku (Ball & Peters 2004). Pod hladinou dusiku je teplota -196 °C,
V jeho parach se teplota pohybuje od -160 °C do -140 °C, ve vlastnim hrdle kontejneru je teplota
jiz kritickd, pohybuje se mezi -25 °C a +10 °C. Za kritickou teplotu par dusiku se povazuje
teplota -130 °C, nazyvana chladova zéna bezpecné teploty. Pii této teploté¢ dochazi k oroseni
inseminacni davky, coz muize pii pfechodném zvySeni teploty pejety vést k procesu
rekrystalizace, pfi kterém mohutnéj$i krystaly pfi nasledném opétovném sniZeni teploty rostou
na ukor drobné¢jsich krystalii a tim porusuji vnitini strukturu spermii a snizuji jejich oplozovaci
schopnost (Louda et al. 2008).
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Interakce teplot a pouzitého fedidla ma vliv na odolnost spermii vii¢i chladovému Soku
(Stadnik et al. 2015b), rozsah poSkozeni zplisobeny timto Sokem zavisi na teploté i na rychlosti
jejiho poklesu, pfi¢emz obecné plati, ze ¢im vyssi je mira chlazeni, tim zavaznéjsi je poskozeni
spermii uréujici jejich naslednou motilitu po rozmrazeni (Andrabi 2007). Souhrnn¢ 1ze fict, ze
vysledek kryokonzervace je ovlivnén i typem a pribéhem mrazici kiivky (Dolezalova et al.
2015).

3.8 Mrazici krivky

Je v§eobecné zndmo, ze proces kryokonzervace snizuje zivotaschopnost spermii o vice
nez 50 % (Kumar et al. 2003; Stadnik et al. 2015a). Spermie nejsou piizptisobeny k pieziti
kryokonzervace, a proto riizn€ reaguji na chlazeni a zahtivani v zavislosti na jednotlivci i druhu
(Kumar et al. 2003). Nizka oplozovaci schopnost je dana poSkozenimi, ke kterym doslo
Vv pribéhu mrazeni (Saragusty et al. 2007). V procesu kryokonzervace je velmi diilezZita rychlost
chlazeni/mrazeni béhem kritické teploty (-5 °C az -50 °C). V této dobé¢ totiZ nejcastéji dochazi
ke tvorb¢ ledovych krystalii a nasledné dehydrataci buniky (Kumar et al. 2003). Je dokdzano, ze
pii vyuziti kontrolovaného systému chlazeni je dosazeno lepsi kvality zmrazeného ejakulatu, a
i vysledky Zivotaschopnosti spermii po rozmrazeni jsou lepsi (Stadnik et al. 2015a). Proto byly
vyrobeny stroje s regulovatelnou rychlosti chlazeni/mrazeni (Kumar et al. 2003).

Podle rychlosti mrazeni lze techniky kryokonzervace rozdélit do dvou hlavnich
kategorii — pomalé mrazeni (konven¢ni) a ultrarychlé mrazeni (vitrifikace). Postupné mrazeni
zahrnuje postupné snizovani teploty, ale intracelularni ledové krystaly, tvofici se béhem tohoto
procesu, maji extrémné Skodlivé Ucinky, proto je potfeba pifidat spravné mnozstvi fedidla
S penetrujicimi kryoprotektanty tak, aby na spermie mélo pozitivni a zaroven netoxické t¢inky.
Technika ultrarychlého mrazeni se vyuzivé ke konzervaci embryi a tkdni. Pfi tomto procesu se
vzorek dostava do vitrifikacniho stavu (stav pfipominajiciho sklo), ¢imz se zabranuje tvorbé
intracelularnich i extracelularnich ledovych krystalti (Rosato & laffaldano 2013).

Ejakulat bykt se dle Muifia et al. (2007) standardné mrazi v parach kapalného dusiku dle
3-fazové mrazici kiivky. Pfi pouziti této kiivky se v prvni fazi vyuZiva teplotni gradient z +4
°C na -10 °C rychlosti -5 °C/min, v druhé fazi z -10 °C na -100 °C rychlosti -40 °C/min a
Vv posledni fazi z -100 °C na -140 °C rychlosti -20 °C/min. Januskauskas et al. (1999) ve své
studii vyuzili k mrazeni byc¢iho ejakulatu 2-fazovou mrazici kiivku, pfi které se v prvni fazi
vyuziva teplotni gradient z +4 °C na -10 °C rychlosti -4 °C/min, ve druhé fazi z -10 °C
na -150 °C rychlosti -40 °C/min. Stradioli et al. (2007) se ve své studii vénovali pomalé
3-fazové mrazici kiivce, pti¢emz pejety s by¢im ejakulatem nejdiive zchladili na -5 °C rychlosti
-3 °C/min, poté vyuZili teplotniho gradientu z -5 °C na -42 °C rychlosti -40 °C/min a v posledni
fazi z -42 °C na -140 °C rychlosti -10 °C/min. Naopak Saragusty et al. (2007) vyuZili rychle;jsi
3-fazové mrazici kiivky, vjejiz prvni fazi klesala teplota z +4 °C na -10 °C
rychlosti -10 °C/min, poté z -10 °C na -100 °C rychlosti -20 °C/min a v posledni fazi z -100 °C
na -140 °C rychlosti -60 °C/min.

Ve studii od Dolezalové et al. (2015) byl potvrzen vyznamny vliv pouZzité mrazici kiivky
a individuality plemenikti na kvalitu a oplozovaci schopnost inseminacnich davek. Vysledky
popisujici interakci obou faktorGi poukazuji na nutnost individualni optimalizace
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kryokonzervace, respektive individualni pouziti mrazici kfivky, u jednotlivych plemeniki
S potencialem zvysit oplozovaci schopnost jejich inseminacnich davek po rozmrazeni.
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4 Metodika

Na vybrané spolupracujici inseminacni stanici byl vypracovan pokus zamétfeny na vyrobu
inseminacnich davek, respektive na jejich fedéni a efekty na jejich néslednou oplozovaci
schopnost. Pokus probihal ve 3 pokusnych dnech (pokus XXIV., XXV. a XXXIIL.), kdy se
opakované odebiral ejakulat od pfedem vybrané skupiny plemennych byku (n = 5), ve které
jsou byci stejného véku, plemene, kondice, pficemz vSichni tito byci méli stejné podminky
ustajeni, vyzivy a oSetfovani. Ejakulat byl poté nafedén fedidlem Andromed®, které viak bylo
rozdéleno na 4 Casti, piicemz do kazdé casti byla piidana frakce vajecného zloutku LDL
cholesterol (low density lipoprotein) v ruznych koncentracich (0 %, 4 %, 6 %, 8 %). Takto
nafedény ejakuldt byl naplnén do pejet, které byly dle inseminacni stanice standarnim
zpisobem zchlazeny na 4 °C, nésledné prosly ekvilibraci a pomoci naprogramovaného
automatického mraziciho boxu byly zmrazeny. Poté byly vlozeny do kontejneru s tekutym
dusikem (-196 °C). Pejety nebyly hodnocené neprodlené€ po vlozeni do kontejnerti, zistaly zde
uloZené az do zahéjeni analyz zpracovavanych pomoci pritokového cytometru, které probihaly
ke konci roku 2019, zacatkem roku 2020. Pti zahijeni analyz byly inseminacni davky
rozmrazeny standardnim zplsobem — ve vodni ldzni (+ 38 °C) po dobu 30 sekund, a nasledné
byla do vzorkl ptidana specialni barviva slouzici k hodnoceni parametri zivotaschopnosti
spermii pomoci pritokové cytometrie. Takto pfipravené vzorky byly pomoci priatokového
cytometru zanalyzovany z pohledu integrity bunéénych membran, funkcénosti akrozomu a
aktivity mitochondrii. Bylo realizovdno statistické hodnoceni vlivu pouzitého fedidla,
Vv doplnéni s ostatnimi vlivy jako naptiklad délka ekvilibrace a typ mrazici kiivky, na vysledky
ptezitelnosti spermii po kryokonzervaci.

4.1 Inseminac¢ni stanice byki

Insemina¢ni davky pro potieby vyzkumu byly ziskdvany na inseminaéni stanici firmy
Natural, spol. s. r. 0., kterd byla registrovana v roce 1991 v obchodnim rejstiiku. Firma se
nachazi v HradiStku pod Mednikem. Ziskala certifikdt EU CZ21790087, ktery ji opraviiuje
k prodeji inseminaénich davek jak v Ceské republice, tak i ve viech zemich Evropské unie a
dalsich statd s unii asociovanych. Firma Natural obdrzela od National Association of Animal
Breeders kod NAAB, jenz ji opraviiuje k volnému vyvozu insemina¢nich davek do USA.

Na této inseminaéni stanici se vyrabi insemina¢ni davky od vétsiny v CR chovanych
plemen skotu — dojnych, masnych i kombinovanych. Za dobu fungovani firmy stanici proslo
pres 340 plemennych bykl dojenych plemen. Vyrabi se a prodavaji se zde davky plemene
Holstyn, Red holstyn, Jersey, Brown swiss i Ayrshire. Déle také davky od Ceského strakatého,
Fleckvieh a Montbeliard. Dlouholetou tradici stanice jsou masna plemena, od roku 1998 proslo
stanici pies 200 plemennych bykli masnych plemen skotu. Z vlastni produkce nabizi stanice
davky 18 masnych plemen.

Vybaveni laboratofe je v souasné dobé na vysoké technické urovni, vyroba je pod
pfisnym veterinarnim dohledem, diky ¢emuz jsou vysledkem insemina¢ni davky vynikajici
kvality z hlediska plodnosti u zdravotnich parametrii. Jejich bezpe¢nou identifikaci zarucuje
kontrolovany systém prace laboratoie 1 odbérovych techniki. Jsou zde splnény vSechny piisné
Ceské 1 evropské hygienické a veterinarni podminky.
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Centrum celé vyrobni linky je manazersky laboratorni program IDA (Minitiibe GmbH,
Tiefenbach, Némecko). Ten umoziiuje tvorbu odbérovych pland, individualné vypocitava
mnozstvi piidavaného fedidla, ¢imz urcuje i predpokladany pocet vyrobenych inseminacnich
davek. Zékladem tohoto programu je systém pocitacové asistované analyzy ejakulatu (CASA
— Computer-assisted sperm analysis), IDENT (elektronicka identifikace byki; Minitiibe GmbH,
Tiefenbach, Némecko), Smart Dispenser (fedéni ejakulatu na pozadované mnozstvi spermii;
Minitibe GmbH, Tiefenbach, Némecko), MPP Quatro (plnéni pejet; Minitiibe GmbH,
Tiefenbach, Némecko) a Domino (zajiStujici potisk pejet; Minitiibe GmbH, Tiefenbach,
Némecko). Systém sleduje cely proces vyroby, odesila a pfijima informace z napojenych
zafizeni a nasledné umoznuje hodnoceni vyroby (Biniova 2016).

4.2 Krmeni byki

Bykim, od kterych byl vyuzit ejakulat, resp. inseminaéni davky, byla podavana stejna
krmna davka. Tato krmna dévka obsahovala:

- 10 kg sena

- Skgslamy

- 0,5 kg s6jového Srotu

- 3 kg smési obilnych Srotl (tato smés obsahovala %5 ovesného Srotu, %5 pSeni¢ného a

% je¢ného)

Do této krmné davky je navic pfiddvana smés mineralii Premin 22 Natural od firmy VVS
Vermétovice s. r. 0. Tento mineralni doplnék obsahuje:

- 25 % zitnych otrub

- 25% KH2PO4

- 19% CaCOs

- 13 % NaCl

- 9% MgO

- 4 % tfepné melasy

- ostatni mineraly
V 1 kg krmné smési je tedy celkem:

- 11,4 % vépnikid - 600 mg CuS0O4.H20

- 6 % fosforu - 3000 mg MnO

- 5,2 % hoi¢iku - 5500 mg Zn0O

- 1250000 i. u. Vitaminu A - 45mg Ca(l103)2

- 250 000 i. u. Vitaminu D3 - 45 mg Co(CH3COO):
- 5000 mg Vitaminu E - 36,5 mg NazSeOs

- 61 mg Vitaminu B1 - 835 mg Niacinu

- 8200 mg FeCOs3 - 800 mg beta karotenu

4.3 Odbér ejakulatu byki a jejich vstupni parametry

Na této inseminacni stanici jsou byci standardné odebirani 4 dny v tydnu vzdy v rannich
hodinach. Pfed kazdym odbérem jsou ocisténi, aby se zamezilo jakékoliv kontaminaci
odebiraného ejakulatu. K odbéru se vyuziva bud’ fantoma nebo byka — atrapy, ktery je vzdy
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velmi klidného charakteru. Ejakulat je odebiran standardnim zptsobem do sterilni, pfedem
vyhtaté a vymazané vaginy, na kterou je pfipojen jednordzovy sbérac.

Diky systému IDENT, ktery zahrnuje oznaceni bykt elektronickymi Cipy s jedineCnym
kodem, dnes technik pouze vytiskne ¢arovy kod obsahujici nezbytné informace a nalepi ho na
dany sbérac.

4.3.1 Vstupni parametry ejakulatu byki

Po odebrani ejakulatu do jednorazového sbérace, kvalita se hodnoti makroskopické, pak
Vv labortofi hodnoti pomoci systému CASA vstupni parametry ejakulatu, podle nichz se
rozhodne, zda je dany ejakulat vhodny k dalSimu zpracovani. Tyto minimdalni vstupni
podminky ve vétSin€é piipadech zahrnuji koncentraci spermii v ejakuldtu minimalné
0,7x10° mm™ a progresivni motilu spermii minimaln& 70 % (Tabulka &. 4).

Ejakulat vyuzity pfi tomto vyzkumu byl po dobu 3 dni odebiran od 5 bykd, ktefi jsou
umisténi pfimo V inseminacni stanici V HradisStku pod Mednikem.

Tabulka €. 4 Vstupni parametry vybranych bykt

Byk 1. odbérovy den (XXIV.) 2. odbérovy den (XXV.) 3. odbérovy den (XXXIIIL.)
konc. | celk.mot. | prog.mot. | konc. | celk.mot. | prog.mot. | konc. | celk.mot. | prog.mot.
l. 0,78 78,8 72,8 0,83 82,9 78,6 0,86 77,1 71,5
1. 0,89 89,1 85,8 1,11 79,3 71,3 0,78 88,5 72,2
Il | 0,75 88,8 87,4 0,75 76,7 73,8 0,81 74,5 70,6
V. 1,55 92,3 90,5 0,80 83,7 80,6 0,73 81,2 73,9
V. 0,94 76,5 75,5 1,30 74,3 72,0 0,77 82,6 78,8

konc. — koncentrace spermif (x 10 mm-3), celk. mot. — celkové motilita (%), prog. mot. — progresivni motilita (%)

4.4 Technologie vyroby inseminacnich davek

Standardné proces vyroby inseminacnich davek zahrnuje fedéni ejakulatu, plnéni
nafedéného ejakulatu do pejet, ekvilibraci a mrazeni. Dfive byla vyroba inseminacnich davek
softwart, je vétSina vyroby jiZ pln€ automatizovana. AvSak pfitomnost lidského faktoru je zde
1 tak dilezita.

Na této inseminacni stanici jsou standardné inseminacni davky po ukonceni procesu
vyroby uskladnény v bance ejakulatu v kontejnerech pod hladinou tekutého dusiku (-196 °C) a
pied opusténim stanice je u vybranych inseminacnich davek opakované prezkusovana motilita
spermii. Pficemz pii prodeji se musi dodrzovat 30denni karanténa stanovend Evropskou unii.

Avsak pro tcely tohoto experimentu byly po zmrazeni insemina¢ni davky pievezeny ve
transportnich kontejnerech na pidu Ceské zemédélské univerzity v Praze, kde byly nasledné
ulozeny taktéz v tekutém dusiku.

4.4.1 Redéni a zpracovani ejakulatu

Hodnoty, jako je objem ejakulatu, koncentrace spermii a jejich motilita, ziskané pomoci
CASA, se odesilaji do systému IDA, ktery vypoc¢te mnozstvi fedidla potfebného pro dany
ejakulat tak, aby vysledna koncentrace aktivnich spermii po rozmrazeni byla 10 mil./ID.
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V tomto pokusu bylo vyuzito bézné€ pouzivané komerc¢ni fedidlo na bézi rostlinnych fosfolipid
AndroMed® (Minitiibe GmbH, Tiefenbach, Némecko). Toto fedidlo obsahuje bidestilovanou
vodu, fosfolipidy, glycerol, kyselinu citronovou, fruktézu, pufry a antibiotika. Pro potieby
tohoto vyzkumu bylo fedidlo rozd€leno na 4 ¢asti, pficemz do kazdé z nich byl ptidan pridavek
LDL v raznych koncentracich. Ejakuldt je nafedén pomoci zafizeni SmartDispenzer, a to
danym fedidlem, které je predem piedehiaté na pozadovanou teplotu (nejcastéji 38 °C) a je
¢erpano piimo do sbérace, ¢imz se zamezuje kontaminaci nezadoucimi elementy.

Takto natfedény ejakulat se v zatavenych sbéraich nechal promisit, aby doslo
k rovnomérné distribuci spermii, ktera je potiebna Kk vytvoreni kvalitnich inseminacnich davek.
Nasledovalo plnéni pejet o objemu 0,25 ml (IMV, L’Aigle, Francie), které zatizuje systém MPP
Quatro, ktery je v tésném spojeni jak s IDA systémem, tak i se systtmem Domino, ktery
zajistuje potisk pejet. Plnicka, jenz je v laboratoii v HradiStku, registruje vzduchové bubliny a
pokud je tieba, plnéni pejet automaticky ukonéi (Biniova 2016).

4.4.2 Ekvilibrace a mrazeni

Vyrobené pejety byly standardnim zplsobem inseminacni stanice postupné zchlazeny na
teplotu 4 °C a ekvilibrovany po dobu 120 nebo 240 minut.

Pti mrazeni byla vyuzita 3-fazova mrazici kiivka klasicky vyuzivand k mrazeni byc¢iho
ejakulatu dle Muifa et al. (2007). Pii pouziti této kiivky se v prvni fazi vyuziva teplotni gradient
z +4 °C na -10 °C rychlosti -5 °C/min, v druhé fazi z -10 °C na -100 °C rychlosti -40 °C/min a
V posledni fazi z -100 °C na -140 °C rychlosti -20 °C/min. Na porovnani vlivu pouzité mrazici
ktivky byla na druhou pulku davek zvolena standardni 2-fazova kiivka dle Januskauskase et al.
(1999). V prvni fazi tato mrazici kiivka vyuziva teplotni gradient z +4 °C na -10 °C rychlosti
-4 °C/min, ve druhé fazi z -10 °C na -150 °C rychlosti -40 °C/min. Postupné klesani teplot
Vv Case u obou kfivek je vysvétleno v Tabulce €. 5 a dale graficky zndzornéno v Grafu ¢. 1.

Toto tizené postupné mrazeni bylo zajiSténo diky automatickému mrazicimu boxu
DigitCool (Digitcool®; IMV CryoBio-Systém, L’Aigle, Francie). Inseminaéni davky byly po
ukonCeni fizeného mrazeni piesunuty a ulozeny do kontejneru s tekutym dusikem a
uchovavany pfi teplote -196 °C.

Tabulka €. 5 Pokles teploty v Case

Bod v grafu Teplota (svisla osa; °C)
(vodorovna Cas (min) 2-fazova mrazici | 3-fazova mrazici
0sa) krivka krivka
1 0,5 4 4
2 2 0 -2
3 3 -4 -6
4 4 -8 -14
5 5 -30 -50
6 6 -70 -84
7 7 -110 -98
8 8 -150 -120
9 9 - -140
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Graf ¢. 1 Prub¢eh pouzitych mrazicich kiivek
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Metoda hodnoceni

V jednom pokusném dnu bylo od jednoho byka vyrobeno celkem 16 inseminaénich
davek, a to tak, aby vznikly rizné koncentrace piidavku LDL (0 %, 4 %, 6 % a 8 %), rizné
délky ekvilibrace (120 minut a 240 minut) a pouzité mrazici kiivky (MK-2f, MK-3f). Schéma
vyroby inseminacnich davek béhem vSech odbérovych dnil je znazornéno v Tabulce ¢.6.
Celkem bylo za v§echny odbérové dny vyrobeno od jednoho byka 48 ID, celkem tedy od vSech
bykt 240 ID. Kazda ID se hodnotila ve 2 opakovanich pro detailngjsi vysledky. Celkové tedy
bylo vyhodnoceno 480 ptipadi. Kazdy ptipad obsahoval 7 parametri, které byly logicky
vybrany tak, aby bylo mozné nasledné zhodnotit Zivotaschopnost spermii. Mezi tyto parametry

a bk wn e

obsah LDL,

vliv individuality byka,

doba ekvilibrace,

typ mrazici kiivky,

procento spermii s neporusenou plazmatickou membranou i neporusenym
akrozomem,

procento spermii s funkénimi mitochondriemi (tzn. s vysokym obsahem barviva
MitoTracker™ Deep Red v mitochondriich) a
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7. procento spermii s nefunkénimi mitochondriemi (tzn. s nizkym obsahem barviva
V mitochondriich).

Tabulka ¢. 6 Schéma vyroby ID béhem vSech odbérovych dnu

N Byk I. Byk II. Byk I11. Byk IV. Byk V.
LDL E MK | LDL E MK | LDL E MK | LDL E MK | LDL E MK
1] o 120 3] 0o [120] 3 [ o [120] 3] o [120] 3 [ 0o [120] 3
2| 4 1120] 3| 4 [120] 3| 4 [120] 3| 4 [120] 3 | 4 [120] 3
3| 6 (1200 3| 6 [120] 3| 6 [120] 3| 6 [120] 3 | 6 [120] 3
4] 8 [120] 3| 8 [120] 3| 8 [120] 3 | 8 [120] 3 | 8 [120] 3
5| 0 (240 3| 0 [240] 3| 0 [240] 3| 0 [240| 3| 0 [240] 3
6| 4 [240] 3| 4 [240] 3| 4 [240] 3| 4 [240| 3 | 4 [240] 3
7| 6 [240] 3| 6 [240] 3| 6 [240| 3| 6 [240] 3| 6 |240] 3
8| 8 (240 3| 8 [240] 3| 8 [240| 3| 8 [240] 3 | 8 [240] 3
9 o [120] 2| o [120] 2 | o [120] 2 | o [120] 2 | 0 [120] 2
10 4 [120] 2 | 4 [120] 2 | 4 [120] 2 | 4 [120] 2 | 4 [120] 2
11 6 [120] 2 | 6 [120] 2 | 6 [120] 2 | 6 [120] 2 | 6 [120] 2
12| 8 [120] 2 | 8 [120] 2 | 8 [120] 2 | 8 [120] 2 | 8 [120] 2
13 o [240] 2 | 0o [240] 2 | 0 [240] 2 | 0 [240] 2 | 0 [240] 2
14 4 240 2| 4 [240] 2| 4 [240] 2 | 4 [240] 2 | 4 [240] 2
15 6 [240] 2 | 6 [240] 2 | 6 [240] 2 | 6 [240] 2 | 6 [240] 2
16| 8 [240] 2 | 8 [240] 2 | 8 [240| 2 | 8 [240| 2 | 8 [240] 2

V — ¢&islo varianty, LDL — ptidavek LDL (v %), E — ekvilibrace (v min), MK — mrazici ktivky (typ 2 nebo 3)
45.1 Rozmrazovani ID a jejich pFiprava pro cytometrickou analyzu

Inseminacni davky byly rozmrazeny ve vodni lazni o teploté¢ 38 + 1 °C po dobu 30
sekund. Thned po rozmrazeni bylo nutné ptidat ke spermatu potifebna fluorescencni barviva,
diky kterym je posléze pomoci pratokového cytometru mozno zhodnotit, dle sledovanych
vlastnosti, Zivotaschopnost spermii.

Aktivitu mitochondrii 1ze posoudit na zaklad¢ obsahu barviva MitoTracker™ Deep Red
(MTR), které je transportovano do mitochondrii. Spermie, které maji vysoky obsah tohoto
barviva, maji tedy funk&ni mitochondrie. Spermie, které maji nizky obsah tohoto barviva maji
naopak nefunkéni mitochondrie.

Barvivo Hoechst 33342 je dobfe rozeznatelna fluorescencni sloucenina emitujici modré
zafeni, ktera se hojné€ vyuziva k barveni jadra. Jako sloucenina véazajici se na malé zarezy DNA
(,DNA minor groove*) muize pronikat bunéénymi membranami, a tudiZ pfednostné obarvi
hlavné jadro buiiky. Diky tomuto barvivu jsme tedy schopni rozeznat bunééné a nebunécné
castice.

Barvivo PNA-FITC je fluorescencni barvivo na bazi rostlinného lektinu odvozeného
z plodu rostliny Arachis hypogaea (PNA) a konjugovaného s fluoresceinem isothiokyanatu
(FITC). SlouZzi k vyhodnoceni akrozomalni integrity spermii. PNA se vdZe na mandzové a
galaktozové skupiny matrixu akrozomu, nemuiZe proniknout neporuSenou membranou
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akrozomu, coz znamena, ze se obarvi pouze spermie s aktivovanym nebo poskozenym
akrozomem. Nizky obsah PNA-FITC tedy znamend, ze akrozom buiiky je neporuseny.
Barvivo PI (propidium iodid) slouzi k posouzeni integrity plazmatické membrany.
Rychle pronika hlavné do nezivych spermii, a to kvili jejich naruSené plazmatické membrané.
Pokud ma tedy bunka vysoky obsah propidium iodidu, ma poskozenou plazmatickou
membranu.
Pii hodnoceni prutokovym cytometrem se vyuzilo specialni jamkové desticky s 96
jamkami. Do jedné jamky se pridava:
- 225 ul PBS (phosphate buffered saline — fosfatem pufrovany fyziologicky roztok)
- 25 pl vzorku rozmrazeného spermatu,
- 2,5 ul barviva Hoechst 33342 (Sigma Aldrich, St. Louis, Missouri, USA) o finalni
koncentraci 10,0 pg/ml,
- 2,5 ul barviva PNA-FITC (Thermo Fisher Scientific Waltham, Massachusetts, USA)
o koncentraci 0,5 pg/ml,
- 2,5 ul barviva PI (Sigma Aldrich, St. Louis, Missouri, USA) o koncentraci 8,0 pg/ml
- a5 pl (finalni koncentrace = 80 nM) barviva MitoTracker Deep Red (MTR) (Thermo
Fisher Scientific Waltham, Massachusetts, USA).
Po ptidani barviv se desticka vlozi na 10 minut do tmy inkubovat (pfi 38 °C), aby se barviva
dostatecné spojila se vSemi spermiemi ve vzorku.

4.5.2 Hodnoceni pratokovym cytometrem

K hodnoceni zivotaschopnosti spermii byl pouzit digitalni pritokovy cytometr
NovoCyte, model 3000, od spole¢nosti ACEA Biosciences (soucast Agilent, Santa Clara,
California, USA). Tento cytometr je vybaven fialovym (o vinové délce 405 nm), modrym (o
vinové délce 488 nm) a Cervenym (o vinové délce 640 nm) laserem a dale také vhodnymi
optickymi filtry pro detekci vyzatovanych fluorescenénich signalt. Vzorky byly hodnoceny
nizkou rychlosti a pro kazdy vzorek bylo zaznamenano minimalné 10 000 udélosti, maximalné
vsak 20 000.

Pro automatizované nastaveni cytometru, sledovani jeho vykonu a pro ziskavani dat
z cytometru byl pouZit NovoExpress software verze 1.3.0 (ACEA Biosciences, soucast Agilent,
Santa Clara, California, USA). V tomto softwaru byly vytvofeny schémata pro bodové grafy,
které bylo pro vSechny ptipady stejné. Tato schémata jsou vzajemné¢ provazéna a zamefila se

vvvvvv

neporusenost plazmatické membrany a aktivitu mitochondrii.
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Obrazek €. 1 Schéma bunék obsahujici DNA
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Obrazek ¢. 2 Typicky cytometricky profil ,,Jomu svétla®, specificky pro spermie
Sample14/ DNA
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S8C-H (107
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Pro zn4dzornéni, na schématu na Obrazku €. 1 jsou zaznamenany ¢éstice, které obsahovaly
DNA. Tyto ¢astice (buiiky) byly rozliSeny na zéklad€ obsahu barviva Hoechst-33342. Z téchto
bunék byly vybrany pouze spermatické buiiky (dle jejich typického cytometrického profilu)
rozliSené na zaklad¢ lomu svétla (Obrazek ¢. 2).

Ze spermatickych bunék se nasledné vybralo procento bunck s jak neporuSenym
akrozomem, tak 1 neporuSenou membranou (zndzornéno na bodovém grafu na Obrazku ¢. 3),
které byly analyzovany na zakladé barviva PNA-FITC a barviva PI.

Dale, z bun€k s jak neporusenym akrozomem, tak i neporusenou membranou byly
analyzovany burniky s Vvysokym nebo nizkym obsahem barviva MitoTracker™ Deep Red
(MTR), tzn. tedy byly analyzovany buriky s aktivnimi nebo neaktivnimi mitochondriemi
(bodovy graf na Obrazku ¢. 4).
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Obrazek ¢. 3 Reprezentativni schéma strategie identifikace spermatickych bunck

S neporusenym akrozomem a neporusenou plazmatickou membranou
- Sampleld/ DNA/spz

FNA-FITCH
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PM & ACR intact ... Neporusena plazmatickd membrana a neporuseny akrozom

Obrazek ¢. 4 Reprezentativni schéma strategie identifikace spermatickych bun¢k s aktivnimi
nebo neaktivnimi mitochondriemi

Samplel/ DNAJ spz /FM & ACR
intact
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4534.57%
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1015
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MTR high ... bunky s vysoky obsahem barviva MTR (= aktivni mitochondrie); MTR low ... buiiky s nizkym obsahem
barviva MTR (= neaktivni mitochondrie)

Ze schémat ze softwaru NovoExpress byla poté vygenerovana data (procenta spermii
Kk jednotlivym parametrim Zzivotschopnosti spermii), se kterymi se dale pracovalo ve
statistickém programu.

4.6 Statistické vyhodnoceni vysledki

Pro statistické vyhodnoceni byl vyuzit program SAS 9.3 (SAS/STAT® 9.3, 2011).
Zékladni parametry souboru byly vypocteny za pomoci procedury UNIVARIATE. Pro staveni
vzajemnych vztahi (korelaci) byla vyuzita procedura CORR. Vhodny model hodnoceni
ukazatelll kvality inseminacnich davek byl vybran za pouziti procedury REG, metody
STEPWISE. Hlavni vyhodnoceni vyznamnosti efekti bylo provedeno v procedure GLM
(ANOVA), snaslednym detailnim vyhodnocenim pomoci Tukey-Kramerova testu.
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Modelova rovnice (ANOVA)

Yijkim=p + SPi + LDL;j + EQUIk + CUR| +€ijkim

kde:
Yiikm — hodnoty zavisle proménné (intaktni membrana a akrozom, funk¢éni mitochondrie,
nefunk¢éni mitochondrie),

u — obecnd hodnota zavislé proménné,

SPi — fixni efekt byka (i= 1, n=96; i= I, n=96; i= Ill, n=96; i= IV, n=96; i= 'V, n=96),
LDL; — fixni efekt pfidavku LDL (j= 0, n=120; j= 4, n=120; j= 6, n=1120; j= 8, n=120),
EQUIk — fixni efekt délky ekvilibrace (k= 120, n=240; k= 240, n=240),

CUR| — fixni efekt mrazici kiivky (I= 2, n=241; |= 3, n=239),

€ijim — ndhodna rezidualni chyba.

V ramci statistického vyhodnoceni byly vyuzity nasledujici statistické prikaznosti P <0,01, P
<0,05aP <0,001.

44



5 Vysledky

Tabulka €. 7 Zakladni statistiky hodnoceného souboru dat

proménna n x S min. | max. se. |V (%)
intaktni membrana a akrozom 480 | 33,38 | 12,51 2,11 | 63,16 0,57 37,47
funk¢éni mitochondrie 480| 66,34 | 30,77 | 2,54 | 99,8 1,40 | 46,38
nefunkéni mitochondrie 480 33,53 | 30,73 0,2 97,46 1,40 91,65
n..... pocet méfeni; X..... aritmeticky prumér; s...... smérodatnd odchylka; min. ...... minimalni hodnota;
max. ...... maximalni hodnota; s.e. ..... sttedni chyba aritmetického priméru; V (%) ...... koeficient variance

V Tabulce €. 7 jsou uvedeny zakladni statistiky hodnoceného souboru dat — pramér,

smérodatna odchylka, minimalni a maximalni hodnota, stfedni chyba aritmetického priméru a
variacni koeficient. Primérné¢ mélo neporusenou membranu a akrozom 33,38 % spermii ze
vSech napocitanych spermii v kazdém vzorku, funkéni mitochondrie (= vysoky obsah barviva
MTR) pak mélo v priméru 66,34 % spermii Vv kazdém vzorku. Nefunk¢éni mitochondrie (=
nizky obsah barviva MTR) mélo v priméru 33,53 % spermii. Koeficient variability pro intaktni
akrozom a intaktni membranu je 37,47 %, koeficient variability pro funk¢éni mitochondrie je
46,38 % a koeficient pro nefunkéni mitochondrie je oproti ostatnim parametrim

Zivotaschopnosti razantné vyssi (91,65 %), je tedy nejvice variabilni. Detailnéji jsou tyto
zakladni statistiky znazornény v Tabulkach 8 — 11, kde jsou tyto statistiky vyhodnoceny dle
zvolenych efekti (pfidavek LDL, individualita byka, délka ekvilibrace, typ mrazici kiivky).

Tabulka €. 8 Zékladni statistiky hodnoceného souboru dat dle ptidavku LDL

LDL proménna N x S min. | max. | s.e. |V (%)

intaktni membrana a akrozom 32,20 | 12,58 | 2,11 [63,16 | 1,15 | 39,07

0 funkéni mitochondrie 120| 48,38 | 31,62 | 2,54 199,68 | 2,89 | 65,36

nefunkéni mitochondrie 51,62 | 31,62 | 0,32 |97,46| 2,89 | 61,27

intaktni membrana a akrozom 33,07 | 12,80 | 7,45 |55,65| 1,17 | 38,69

4 funkéni mitochondrie 120| 64,44 | 30,65 | 2,89 | 99,7 | 2,80 | 47,55

nefunkéni mitochondrie 35,56 | 30,65 | 0,3 [97,11| 2,80 | 86,19

intaktni membrana a akrozom 34,17 | 12,84 | 2,85 |57,83| 1,17 | 37,58

6 funkéni mitochondrie 120| 73,86 | 27,24 |11,34| 99,8 | 2,49 | 36,88
nefunkéni mitochondrie 2562 | 26,91 | 0,2 |88,66| 2,46 |105,06

intaktni membrana a akrozom 34,06 | 11,84 | 2,27 [58,07| 1,08 | 34,76

8 funkéni mitochondrie 120| 78,67 | 24,31 |18,83/99,74| 2,22 | 30,90
nefunkéni mitochondrie 21,33 | 24,31 | 0,26 81,17 | 2,22 |113,96
n..... pocet méfeni; X..... aritmeticky primér; s...... smérodatna odchylka; min. ...... minimalni hodnota; max.

...... maximalni hodnota; s.e. ..... stfedni chyba aritmetického praimeéru; V (%) ...... koeficient variance

45




Tabulka ¢. 9 Zékladni statistiky hodnoceného souboru dle ptidavku LDL

Byk proménna n x S min. | max. | s.e. |V (%)
intaktni membrana a akrozom 21,78 5,76 | 3,2 133,19| 0,59 | 26,45
l. funkéni mitochondrie 96 |64,04|27,45| 9,73 198,42 | 2,80 | 42,87
nefunckni mitochondrie 35,96 |27,45| 1,58 | 90,27 | 2,80 | 76,35
intaktni membrana a akrozom 32,44 11351 | 2,52 | 58,07| 1,38 | 41,63
1. funkéni mitochondrie 96 |43,61(31,61| 2,54 |97,13| 3,23 | 72,49
nefunckni mitochondrie 56,39 (31,61 | 2,87 | 97,46 | 3,23 | 56,06
intaktni membrana a akrozom 38,50(11,03| 2,11 |53,17| 1,13 | 28,64
1. funk¢ni mitochondrie 96 |[79,02(26,91| 7,38 | 99,7 | 2,75 | 34,05
nefunckni mitochondrie 20,98 (26,91 | 0,3 92,62 2,75 | 128,24
intaktni membrana a akrozom 4505| 8,55 | 2,27 | 63,16 | 0,87 | 18,98
V. funké¢ni mitochondrie 96 |75,67|26,87| 8,33 | 99,8 | 2,74 | 35,51
nefunc¢kni mitochondrie 24,33126,87| 0,2 [91,67| 2,74 | 110,46
intaktni membrana a akrozom 29,11 | 7,68 |14,87|48,16| 0,78 | 26,37
V. funk¢ni mitochondrie 9% |69,35(28,06| 4,09 |{98,86| 2,86 | 40,46
nefunckni mitochondrie 29,99 (27,78 1,14 19591 | 2,83 | 92,61
n..... pocet méfeni; X..... aritmeticky primér; s...... smérodatnd odchylka; min. ...... minimalni hodnota; max.
...... maximalni hodnota; s.e. ..... sttedni chyba aritmetického prameéru; V (%) ...... koeficient variance

Tabulka €. 10 Zakladni statistiky hodnoceného souboru dle délky ekvilibrace

ekvilibrace promeénna n x S min. | max. | s.e. v
(%)
intaktni membrana a akrozom 32,32 | 13,73 | 2,11 | 63,16 | 0,89 [42,48
120 funkéni mitochondrie 240| 70,13 | 29,28 | 3,43 | 99,8 | 1,89 |41,76
nefunkéni mitochondrie 2961 | 29,17 | 0,2 |96,57| 1,88 [98,50
intaktni membrana a akrozom 34,43 | 11,08 |13,84|55,65| 0,72 [32,18
240 funkéni mitochondrie 240| 62,55 | 31,80 | 2,54 | 99,17 | 2,05 |50,84
nefunkéni mitochondrie 37,45 | 31,80 | 0,83 |97,46| 2,05 {8491
n..... poCet méfeni; Xx..... aritmeticky pramér; s...... smérodatna odchylka; min. ...... minimalni hodnota; max.
...... maximalni hodnota; s.e. ..... stfedni chyba aritmetického primeéru; V (%) ...... koeficient variance

Tabulka €. 11 Zakladni statistiky hodnoceného souboru dle typu mrazici kiivky

mrazici _ - - \Y
Kiivka proménna n X s | min. |max.| s.e. (%)
intaktni membrana a akrozom 33,13 | 13,80 | 2,11 |58,07| 0,89 41,64
2 funk¢éni mitochondrie 240 | 68,54 | 28,62 | 2,54 199,59| 1,84 41,76
nefunkéni mitochondrie 31,46 | 28,62 | 0,41 |97,46| 1,84 91,00
intaktni membrana a akrozom 33,63 | 11,08 |113,84|63,16| 0,72 |32,95
3 funk¢éni mitochondrie 240 | 64,12 | 32,70 | 2,89 | 99,8 | 2,12 |51,00
nefunkéni mitochondrie 35,62 | 32,65 | 0,2 |97,11| 2,11 |91,65
n..... poCet méfeni; X..... aritmeticky pramér; s...... smérodatnd odchylka; min. ...... minimalni hodnota; max.
...... maximalni hodnota; s.e. ..... stfedni chyba aritmetického primeéru; V (%) ...... koeficient variance
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Tabulka ¢&. 12 Korelace

intaktni membrana a funkéni nefunkéni

akrozom mitochondrie mitochondrie
o r 0,061 0,374 -0,377
CEREIISRL 0,183 <0,001 <0,001
, oye r 0,084 -0,123 0,128
délka ekvilibrace P 0,065 0,007 0,005
tvp mrazici kFivk r 0,020 -0,072 0,068
Yp mrazict Knvy 0,665 0,115 0,138
intaktni membranaa |r 0,333 -0,329
aktozom P <0,001 <0,001
« s . r -0,996
funkcni mitochondire P <0,001

r... korela¢ni koeficient; P...statistickd prikaznost; n... pocet piipadi

Tabulka ¢. 12 obsahuje vyjadfeni vztahl a jejich sily mezi sledovanymi parametry,
popisuje tedy vliv zmény tGrovné jednoho znaku na zménu urovné jinych znaki. Z tabulky
vyplyva, ze mezi obsahem LDL v fedidle a intaktni membranou a akrozomem spermii nebyla
prokazana zadna korelace (P > 0,05). Z této tabulky je patrna stfedné silna korelace mezi
pfidavkem LDL a funk&énimi mitochondriemi (r = 0,374; P < 0,001) a stfedné silna korelace
mezi intaktnim membranou a akrozomem a funk¢énimi mitochondriemi (r = 0,333; P < 0,001).
Vsechny tyto zminéné korelace jsou kladné, coz znamend, ze se zvySovanim hodnot jednoho
znaku se zvySuji i hodnoty znaku druhého. Mezi piidavkem LDL a nefunkénimi
mitochondriemi byla logicky popsana zaporna korelace (r = -0,377; P < 0,001). Stejny trend
byl zaznamendn i u vztahu mezi intaktni membranou a akrozomem a nefunkénimi
mitochondriemi (r = - 0,329; P < 0,001) a také mezi funk¢nimi a nefunkénimi mitochondriemi
(r = -0,996; P < 0,001). Ostatni vztahy mezi hodnocenymi proménnymi nebyly statisticky
prukazné (P > 0,05).

Tabulka €. 13 Zakladni statistiky vyhodnoceni v ANOVA

. o délka typ mrazici
MODEL byk pridavek LDL | .o Kfivky
r2 P F-test P F-test P F-test P F-test P
intaktni
membranaa | 0417 [ <0,001|81,54 |<0,001| 1,1 | 0,349 | 573 | 0,017 | 0,27 | 0,602
akrozom
funkéni 0,327 | <0,001 | 28,78 | <0,001 | 33,01 [ <0,001 | 10,66 | 0,001 | 3,88 | 0,049
mitochondrie
nefunkeni | 359 | 5001 | 2019 | <0001 | 338 |<0,001| 115 |<0,001| 348 | 0,063
mitochondrie

r?.... koeficient variability, P ...koeficient priikaznosti
V Tabulce €. 13 jsou uvedeny zdkladni statistiky pouzité modelové rovnice pro hodnoceni

ukazateldl (neporuSenost akrozomu, neporuSenost membrany a aktivita mitochondrii, zaloZena
na obsahu barviva MitoTracker (MTR)). Pti vyhodnoceni byly vyuzity efekty: byk, pfidavek
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LDL, délka ekvilibrace, typ mrazici kiivky. Model byl statisticky vyznamny pro vSechny
hodnocené proménné (P < 0,001), coZ je znazornéno V piislusném sloupci oznaceném ,,P*.

Pouzitd modelova rovnice pro intaktni membranu a akrozom vysvétlovala zvolenymi
efekty 41,7 % z proménlivosti (P < 0,001). Pro tento ukazatel byl v modelové rovnici prikazny
pouze efekt byka (P < 0,001) a efekt délky ekvilibrace (P < 0,05). Ostatni efekty pro intaktni
membranu a akrozom (piidavek LDL a typ mrazici kiivky) byly bohuzel neprikazné.

Modelova rovnice pro funkéni mitochondrie vysvétlovala zvolenymi efekty 32,7 % z
proménlivosti (P < 0,001). Pro tento ukazatel byl prikazny efekt byka a efekt pfidavku LDL
(P < 0,001). Efekt ekvilibrace a pouzité mrazici ktivky (P = 0,049) nemély na tuto zavisle
proménnou statisticky prikazny vliv, protoze hodnota P v tomto pfipadé nebyla mensi nez 0,05.

Modelova rovnice pro nefunkéni mitochondrie vysvétlovala zvolenymi efekty 33,1 % z
proménlivosti (P < 0,001). Pro tento ukazatel byl prikazny efekt byka, efekt ptidavku LDL i
délka ekvilibrace (P < 0,001). Efekt pouzité mrazici kiivky nem¢l na tuto zavisle proménnou
statisticky prukazny vliv.

Tabulka ¢. 14 Vliv piidavku LDL na parametry Zivotaschopnosti spermii

intaktni membrana a funkéni nefunkéni
LDL (%) akrozom mitochondrie mitochondrie
LSM + SELSM LSM + SELSM LSM + SELSM
0 32,21 + 0,880 4835 +23267 51,65 +2,316~
4 33,07 + 0,880 64,44 +2,3268C2 35,56 +2,3168CP
6 34,17 + 0,880 73,86 + 2,3265P 25,62 £ 23168
8 34,06 + 0,880 78,67 +2,3268°P 21,33 £2,3168P

Stejna pismena znamenaji statistickou prukaznost A-B, C-D, E-F, G-H, I-J, K-L, M-N, O-P, Q-R...P<0,01; a-b,
c-d, e-f...P<0,05

Vliv ptidavku LDL do fedidla na parametry Zivotaschopnosti spermii je znazornén
v Tabulce €. 14. Nejvyssi primérné procento spermii S intaktni membranou a akrozomem bylo
nalezeno pii pouziti fedidla s 6 % piidavkem LDL (34,17 %), poté u fedidla s 8 % piidavkem
LDL (34,06 %), které nasledovalo fedidlo s 4 % piidavkem LDL (33,07 %). Nejnizsi praimérné
procento spermii bylo zaznamenano u fedidla bez ptidavku LDL (32,21 %). Rozdily vS§ak
nebyly nijak statisticky vyznamné. U funkénich mitochondrii bylo nejvyssiho primérného
procentra spermii dosazeno pii pouZiti fedidla s 8 % pifidavkem LDL (78,67 %), poté u 6 %
ptidavku (73,86 %), dale u 4 % ptidavku (64,44 %) a nakonec u fedidla bez ptidavku LDL
(48,35 %). U nefunkénich mitochondrii tomu bylo logicky naopak. VSechny tyto vysledky
tykajici se funkénich/nefunkénich mitochondrii byly statisticky prikazné (P < 0,05; P < 0,01).
Vsechny tyto skutecnosti jsou zndzornény v Grafu €. 2.
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Graf ¢. 2 Vliv pfidavku LDL na parametry Zivotaschopnosti spermii
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Stejna pismena znamenaji statistickou priikaznost A-B, C-D, E-F, G-H, I-J, K-L, M-N, O-P, Q-R...P<0,01; a-b,
c-d, e-f...P<0,05

Hlavnim zdmérem této diplomové prace bylo vyhodnotit vliv piidavku fedidla s riznym
obsahem LDL na hlavni parametry Zivotaschopnosti spermii. Byly vSak zpracovany i vlivy
jiného charakteru (délka ekvilibrace, typ pouzité¢ mrazici kiivky a vliv individuality byka), které
také ovliviuji kvalitu vysledné inseminacni davky, a proto jsou do této prace zahrnuty také jako
dopliikové vysledky, které by mohly byt pfedmétem dalSiho studia.

Tabulka €. 15 Vliv individuality byka na parametry Zivotaschopnosti spermii

intakeni membrana a funkéni mitochondrie | nefunkéni mitochondrie
Byk akrozom

LSM + SELSM LSM + SELSM LSM + SELSM

I 21,78 + 0,984A 64,04 + 2,60142 35,96 + 2,589A42
I 32,44 +0,984B¢ 43,61 +2,601B°¢ 56,39 +2,5898.C
1l 38,50 + 0,984BDE 79,02 + 2,6028P 20,98 + 2,5898D
v 45,05 + 0,984BPFC 75,67 + 2,602°P 24,33 +2,589PP
Vv 29,11 + 0,984BFH 69,31 + 2,602° 30,04 + 2,589P

Stejna pismena znamenaji statistickou prukaznost A-B, C-D, E-F, G-H, I-J, K-L, M-N, O-P, Q-R...P<0,01; a-b,
c-d, e-f...P<0,05

V Tabulce ¢. 15 byl hodnocen vliv individuality byka na parametry Zivotaschopnosti
spermii. Nejniz§i pramérné procento spermii S intaktni membranou a akrozomem bylo
zaznamenanO u byka I (21,78 %). Naopak nejvyssi prumérné procento spermii s intaktni
membranou a akrozomem (45,05 %) mél byk IV. Statisticky vyznamné rozdily v intaktnosti
membrany a akrozomu byly nalezeny mezi byky I, IL, III, IV a V, dale mezi byky [IT a IV a
mezi byky IV a V (P < 0,01). Nejnizsi prumérné procento spermii s funkénimi mitochondriemi
bylo zaznamenano u byka II (43,61 %). Naopak nejvyssi prumérné procento spermii
s funkénimi mitochondriemi (79,02 %) mél byk II1. Statisticky vyznamné rozdily ve funkénosti
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mitochondrii byly zaznamenany mezi byky I, 1l a I1l, a dale mezi byky III, IV a V (P <0,01).
U nefunk¢nich mitochondrii to bylo logicky naopak — nejnizsi procento spermii s nefunkénimi
mitochondriemi mél byk III (20,98 %), nejvyssi procento téchto spermii mél byk I1 (56,39 %).
Vyskyt statisticky vyznamnych rozdilti v nefunk¢nosti mitochondrii byl stejny jako v piipadé
funk¢nich spermii (P < 0,01). Vyvoje téchto trendt jsou znazornény v Grafu ¢. 3.

Graf ¢. 3 Vliv individuality byka na parametry zivotaschopnosti spermii
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Stejna pismena znamenaji statistickou prikaznost A-B, C-D, E-F, G-H, I-J, K-L, M-N, O-P, Q-R...P<0,01; a-b,
c-d, e-f...P<0,05

Tabulka €. 16 Vliv délky ekvilibrace na parametry zivotaschopnosti spermii

intaktni membrana a . . . . nefunk¢éni
délka funkéni mitochondrie . )
- akrozom mitochondrie
ekvilibrace
LSM = SELSM LSM = SELSM LSM = SELSM
120 min 32,32 + 0,623 70,13 + 1,6454 29,61 + 1,638%
240 min 34,43 +0,623° 62,53 + 1,6458 37,47 + 1,6388

Stejnd pismena znamenaji statistickou prikaznost A-B...P<0,01; a-b ...P<0,05

V Tabulce ¢. 16 je znazornén vliv délky ekvilibrace na parametry Zivotaschopnosti
spermii. Pfi ekvilibraci trvajici 120 minut bylo primérné procento spermii s intaktni
membranou a akrozomem 32,32 %, u délky ekvilibrace 240 minut je primérné procento spermii
vyssi (12,11 %), v tomto piipadé byl nalezen statisticky vyznamny rozdil (P < 0,05). Primérné
procento spermii S funkénimi mitochondriemi pti ekvlibraci trvajici 120 minut bylo 70,13 %, u
ekvilibrace trvajici 240 minut bylo procento spermii nizsi (- 7,6 %), ptic¢emz tyto vysledky byly
statisticky vyznamné (P < 0,01). Opa¢ny trend byl zaznamenan ve spojeni s nefunkénimi
mitochondriemi, kdy u ekvilibrace trvajici 120 minut bylo priimérné procento spermii 29,61 %,
u ekvilibrace trvajici 240 minut bylo toto procento o 7,86 % vyssi. Tyto rozdily byly opét
statisticky vyznamné (P < 0,01). Vyvoj téchto trendl je znaroznén v Grafu €. 4.
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Graf ¢. 4 Vliv délky ekvilibrace na parametry Zivotaschopnosti spermii
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Tabulka €. 17 Vliv typu mrazici kiivky na parametry zZivotaschopnosti spermii

o intaktni membrana a funkéni mitochondri nefunkéni
'L‘;;Zli:‘ akrozom U MIocaonarie mitochondrie
LSM + SELSM LSM + SELSM LSM + SELSM
2 33,15+ 0,621 68,62 + 1,6422 31,38 + 1,634
3 33,61 £0,624 64,04 + 1,648" 35,70 £ 1,641

Stejnd pismena znamenaji statistickou prikaznost a-b ...P<0,05

V Tabulce ¢.
Zivotaschopnosti spermii. Pti pouziti 2-fdzové mrazici kiivky bylo primérné procento spermiti
s intaktni membranou a akrozomem 33,15 %, u 3-fazové mrazici kiivky bylo toto primérné
procento nepatrné vyssi (+ 0,46 %). Tento rozdil vSak nebyl statisticky prikazny. Opacény trend
byl zaznamenan u funk¢nosti mitochondrii. Pfi pouziti 2-fa4zové mrazici kiivky bylo primérné
procento spermii s funkénimi mitochondriemi 68,62 %, u 3-fazové mrazici kiivky bylo toto
pramérné procento nizsi (- 4,58 %). Zde vSak byly nalazeny statisticky vyznamné rozdily
(P < 0,05). Nefunkéni mitochondrie mélo pii pouziti 2-fazové mrazici kiivky praimérné 31,38
% spermii, u 3-fazové mrazici kiivky to praimérné bylo o 4,32 % spermii vice. Tyto vysledky

vSak nebyly statisticky vyznamné.

51

17 je zndzornén vliv typu pouzité mrazici kiivky na parametry




Graf ¢. 5 Vliv typu mrazici kiivky na parametry zivotaschopnosti spermii
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6 Diskuze

Ejakulat od bykt byl pfed zpracovanim zhodnocen, a to standardnim zptisobem dle
inseminacni stanice, ktery mize vychazet i z vyzkumu Rodriguez-Martineza (1998), ve kterém
byla pfi hodnoceni zaméfena pozornost na objem, koncentraci, aktivitu a morfologii spermii.
Vstupni Cerstvy ejakulat od vSech bykil z inseminacni stanice splioval vSechny podminky,
které byly i1 v souladu se studii od Loudy et al. (2007) — koncentrace dosahovala minimalné
0,7 x 105 mm?® a progresivni motilita (pohyb spermie vpied za hlavickou) byla
minimalné 70 %.

Hypotézou této diplomové prace je predpoklad, ze 1ze detekovat a kvantifikovat prikazné
rozdily v zivotaschopnosti spermii v inseminacnich davkach byki po rozmrazeni ve vztahu
K typu aplikovaného fedidla (rozdil mezi typy fedidla spocival v riznych koncentracich LDL,
ve v$ech pfipadech bylo vyuzivano fedidlo na bazi sdjového lecitinu Andromed®).

Muzeme vychazet z prvni studie z roku 1974 od Pace et al. a nov¢jsi studie od Moussa et
al. (2002), kde bylo potvrzeno, ze LDL je funkéni kryoprotektivni sloucenina vajeéného
Zloutku, kterd pozitivn€ ovliviluje rizné parametry bycich spermii po rozmrazeni (Amirat et al.
2004; Hu et al. 2010; Hu et al. 2011). Béhem kryokonervace je LDL povaZzovano za jednu
z klicovych latek hrajicich roli pii gelovaténi vaje¢ného zloutku (Wakamatu et al. 1982), pfi
niz je narusena struktura LDL a fosfolipidy, cholesterol a dalsi jeho slozky (kromé& apoproteinti)
mohou byt uvolnény do médii, v nichz jsou spermie rozptyleny. Fosfolipidy a cholesterol tudiz
mohou interagovat s plazmatickou membranou a vytvorit tak jeji ochrannou vrstvu (Martinet
et al. 2003; Amirat et al. 2005). Krom¢ toho cholesterol pfitomny ve struktuie LDL muze
interagovat hloubéji ve struktufe plazmatické membrany, kde se mize zaclenit do fosfolipidi,
¢imz vlastné zvySuje odolnost této struktury b&hem drsnych teplotnich podminek b&hem
kryokonzervace (Bergeron et al. 2004).

Ve studii od Simonika et al. (2019) byly zkoumény G&inky piidavku LDL do fedidel na
bazi sojového lecitinu (Andromed® a Bioxcell®) na Zivotaschopnost spermii a na jejich
akrozomalni a mitochondrialni membranovy potencial. Uginek ptidavku LDL k obou témto
fedidlim na vyskyt spermii s intaktni plazmatickou membranou nebyl prokazan (P > 0,05).
Naopak procento spermii s intaktnim akrozomem bylo vyssi, kdyZ bylo LDL ptidano k fedidlu
Bioxcell® (P < 0,05), zatimco v piipadé fedidla Andromed® s 6 % ptidavkem LDL byly rozdily
nevyznamné. Co se tykd mitochondridlniho potencidlu, pii 6 % piidavku LDL do tedidla
Andromed® doslo k zlepseni mitochondrialniho membranového potencilu po rozmrazeni (P <
0,05), coz u fedidla Bioxcell® nebylo potvrzeno. Tento fakt tykajici se 6 % pridavku LDL do
fedidel potvrdili 1 Bencharif et al. (2008), ktefi tvrdi, Ze pravé tento pfidavek LDL dokaze
zajistit nejlepsi potencial zachovani Zivotaschopnosti spermii. I ptes to, ze v této jejich studii
byl zkouman vliv pouze 6 % ptidavku LDL do dvou riznych fedidel, byly jeji vysledky z ¢asti
v souladu s vysledky této predkladané prace — i zde bylo statisticky prokazano, ze 6 % piidavek
LDL zajistil 2. nejvyssi (hned po 8 % ptidavku LDL) primérné procento spermii s funkénimi
mitochondriemi (tzn. vysoky mitochondridlni membranovy potencidl). Dalsi, kdo zkoumali
vliv ptidavku LDL do tedidla byli Hu et al. (2010), ktefi pfidavali do fedidel, ur¢enych ke
kryokonzervaci, LDL o koncentracich od 7 do 10 % s ptedpokladem, ze tyto piidavky budou
riznym zpusobem ovliviiovat motilitu, mitochondrialni aktivitu, integritu plazmatické
membrany a integritu aktozomu. Pfi 8 % koncentraci LDL bylo dosazeno nejlepSiho vysledku
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z pohledu mitochondrialni aktivity a intaktniho akrozomu (P < 0,05), coz potvrdila i tato
diplomova prace, avSak pouze z pohledu mitochondridlni aktivity, vysledky tykajici se
intaktniho akrozomu zde nebyly statisticky pritkazné. Vyrazn¢ lepsiho vysledku bylo Vv praci
od Simonika et al. (2019) dosazeno u integrity membrany, a to pii 8 % a 9 % koncentraci LDL
(v porovnani s 7 % a 10 % koncentraci LDL a také v porovnani s kontrolni skupinou fedénou
fedidlem obsahujicim 20 % vaje¢ného Zloutku). Ve své studii Hu et al. (2011) také zkoumali
vliv pfidavku LDL, a to v koncentracich 7 %, 8 % a 9 % (opét v porovnani s fedidlem
obsahujicim 20 % vajecného zloutku). Dosli k zavéru, ze nejlepsich vysledkt bylo dosazeno
opét pfi 8 % koncentraci LDL, avSak nyni pouze v pfipad¢ akrozomalni integrity (lepsi o
28,9 % oproti kontrolni skupin€) a integrit¢ plazmatické membrany (lepsi o 10,2 % oproti
kontrolni skuping). Mitochondrialni aktivita v jejich studii nebyla zkouména. Vsechny
vysledky, ke kterym Hu et al. (2011) dosli, byly v rozporu s touto ptedkladanou praci, ponévadz
pii hodnoceni danych dvou parametrii Zivotaschopnosti (intaktni membrana a akrozom) zde
nebyly nalezeny statisticky vyznamné vysledky.

Ve studii od Leite et al. (2010) byly zkoumany dusledky pouziti riznych fedidel (fedidlo
Bioxcell® na bazi sdjového lecitinu a TRIS fedidlo na bazi vajeéného Zloutku a glycerolu) a
primérné procento spermii s neporusenou plazmatickou membranou a akrozomem bylo
zaznamenano pii nulové ekvilibraci pifi pouziti obou fedidel (P < 0,05). Nicméné pii pouziti
fedidla na bazi s6jového lecitinu nebyly zaznamenany zadné statisticky vyznamné rozdily mezi
ekvilibraci trvajici 2 hodiny a 4 hodiny, coz je v rozporu s vysledky této predkladané prace.
Naopak u fedidla na bazi vaje¢ného Zloutku byly nalezeny statisticky vyznamné rozdily mezi
vSemi délkami ekvilibrace (P < 0,05), pfiCemz nejlepSich vysledkii bylo dosazeno pfti
4-hodinové ekvilibraci. Toto tvrzeni je v rozporu s vysledky predkladané diplomové prace, kdy
nebyly nalezeny statisticky vyznamné rozdily mezi riznymi délkami ekvilibrace pti hodnoceni
intaktnosti plazmatické membrany a akrozomu, ale pouze pii hodnoceni funkénosti
mitochondrii (P < 0,01). VSechny tyto skutecnosti oteviraji prostor pro zkouméani mozného
faktu, ze pouziti delsi ekvilibrace zplsobuje vycerpani zasob ATP v buiikach, ¢imz dochazi k
niz§imu podilu spermii s funkénimi mitochondriemi. Béhem nizkych teplot je totiz postupné
pozastavovana glykolyza, jakoZto hlavni zdroj ATP, a i pfesto, Ze je v fedidlech obsazena
glukoza, je pti delsi ekvilibraci ATP (diky absenci glykolyzy) postupné vycerpavano. Ve studii
od Vahedi et al. (2019) byl zkouman vliv hodinové a dvouhodinové ekvilibrace na motilitu
spermii velbloudi (motilitu, linearitu pohybu, ,,beat cross-frequency*, a integritu membrany),
pticemz bylo lepsich vysledkli dosazeno s kratsi, tj. hodinovou, ekvilibraci. S jejich studii se
shoduji i vysledky studie od Abd El-Salaama (2013), ktefi dosli k zavéru, ze lepsich vysledkt
motility spermii a integrity akrozomu je dosaZeno s nulovou ekvilibraci (oproti 2 h a 4 h
ekvilibraci), s ¢imz se ztotoziluje 1 vySe zminéna studie od Leite et al. (2010). Toto pozorovani
muze byt vysledkem dlouhé expozice glycerolu, protoze byla prokézana toxicita
kryoprotektantii na Zivotné dulezité reakce spermii, jako je pravé glykolyza (Fahy et al. 1990).

V préci byly nalezeny statisticky vyznamné rozdily v kvalité parametrt Zivotaschopnosti
po rozmrazeni a zhodnoceni mezi jednotlivymi byky. Louda et al. (2001) ve své praci zminuje,
ze zivotaschopnost spermii je ovlivnéna fadou faktorti, jako naptiklad teplota, pH, osmoticky
tlak nebo individualita byka. Tento poznatek byl potvrzen i studiemi od Berana et al. (2011) a
Stadnika et al. (2015b), ve kterych bylo mimo jiné stanoveno, ze kvalita spermii je ovliviiovana

54



mnoha vnitinimi faktory, jako naptiklad plemeno byka, jeho v€k nebo individualita. S témito
tvrzenimi jsou v souladu i vysledky této prace, kdy u 5 byku byla zaznamenana individualni
odpovéd’ na typ pouzitého fedidla (resp. na rozdilny ptidavek LDL), ktera se projevila riznou
kvalitou vSech parametrii Zivotaschopnosti u vSech insemina¢nich davek, coz opét potvrdilo
studii Stadnika et al. (2015b), kteti se domnivaji, Ze samotny odbér ejakulatu a jeho nasledné
zpracovani predstavuji faktory ovliviiujici vyslednou fertilizacni schopnost inseminacni davky.
S tim je v souladu i prace od Chaveira et al. (2005), ve které bylo také zjisténo, Ze existuje
individualita mezi byky vjejich citlivosti na rizné faktory ovlivilujici néslednou
zivotaschopnost spermii po rozmrazeni. Toto tvrzeni o vlivu individuality byka potvrdila i
studie Dolezalové et al. (2015), kde spermie od jednotlivych byku rozdiln€ reagovali na stejné
podminky, jako naptiklad na typ mrazici kiivky.

Kryokonzervace ejakulatu se pti reprodukci pouziva velmi rozsahle a nejcastéji (Amirat
et al. 2005). Bylo zjisténo, Ze proces mrazeni ma nepiiznivy vliv na dilezité funk¢éni parametry
spermii, jako napiiklad nevratné poskozeni plazmatické membrany nebo akrozomu, kdy
dochazi ke zméné aktivity jeho enzymi, coz ve vysledku ovliviiuje piezitelnost a
Zivotaschopnost spermii (Aires et al. 2003). Z toho vyplyva, ze je dulezité vybrat i spravny typ
pouzité mrazici kiivky s vhodnou rychlosti a poklesy teplot, aby se co nejvice piedeslo
chladovému Soku (Leite et al. 2010). Vysledky této prace ukazaly, ze pti mrazeni dle 2-fazové
a 3-fazové mrazici kiivky nebyly v pfipad¢ intaktni membrany a akrozomu a nefunkc¢nich
mitochondrii nalezeny zadné statisticky vyznamné vysledky. V piipadé funkénich mitochondrii
vsak byly nalezeny statisticky prukazné vysledky (P < 0,05). Ve studii Forero-Gonzaleza et al.
(2012) byl ejakulat mrazen dvéma technikami — konvenéni (horizontalni) a automatizovanou
(vertikalni) v kombinaci  sriznymi  kryoprotektanty  (glycerol, etylenglykol a
dimethylformamid). Pti horizontalni metodé byly insemina¢ni davky po dobu 90 minut vloZzeny
do tepelného boxu s rychlosti chlazeni -0,55 °C/min, a to z teploty 37 °C na 5 °C, poté byly
vlozeny do jiného boxu do par dusiku, kde byly mrazeny rychlosti -19,1 °C/min. Pti vertikalni
metod¢ byly davky prvné chlazeny z 37 °C na 5 °C rychlosti -0,23 °C/min a nasledn¢ mrazeny
rychlosti -15,5 °C na teplotu -120 °C. Bylo zjisténo, ze procentualni podil pohyblivych spermii,
spermii s neporusenou membranou, neporusenym akrozomem a funkénimi mitochondriemi byl
vy$§i pfi obou téchto technikdch mrazeni, avSak pouze pii pouziti glycerolu jako
kryoprotektantu. Jinak mezi konvencéni a automatickou metodou mrazeni bez pouziti
Kkryoprotektantti nebyl zadny vyznamny rozdil. Na tento vyzkum navazuje studie od Martorana
et al. (2014), ktefi zde zkoumali tvrzeni o tom, Ze se spermie stavaji nejcitlivéjsi pii chladovém
Soku, kdyZ jsou z 37 °C ochlazeny na 5 °C, a to bud’ pfili§ pomalou rychlosti, nebo naopak
ptilis rychle — chladovy Sok totiz zvySuje nachylnost k oxida¢nimu poskozeni v dasledku
tvorby reaktivnich kyslikovych latek (ROS), které jsou vyraznym stresovym faktorem
generovanym béhem chlazeni a skladovani pii nizké teploté. Kromé toho mohou byt tyto latky
hlavni pfic¢inou snizené pohyblivosti a schopnosti oplozeni, jelikoz méni bunéénou funkci
naruSenim plazmatické membrany a nésledné tak ni¢i bilkoviny a DNA. Inseminacni davky
byly nejdtive chlazeny (z 22 °C na 0 °C) tfemi riznymi zpiisoby — 0,5 °C/min, 45 °C/min a
93 °C/min. Nasledné byly mrazeny z 0 °C na -110 °C dvéma riiznymi zpusoby — rychlym
(87 °C/min) a pomalym (45 °C/min). Pomalé chlazeni z pokojové teploty, v porovnani se
sttedné rychlym nebo rychlym mrazenim, zajistilo vys$si integritu membrany a vyssi motilitu
spermii po rozmrazeni. Pokud K rychlostem chlazeni byly pouzity stejné (resp. velmi podobné)
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rychlosti mrazeni, byly zaznamenany vyznamné statistické rozdily v integrit¢ membrany,
pokud byly pouzity rozdilné rychlosti vysledky se nijak neliSily. S tim souhlasi i Watson (2000),
ktery tvrdi, Ze pfi rychlejsim poklesu teplot mrazeni dochazi k vyssi tvorbé ledovych krystali,
které¢ ovliviuji naslednou zivotaschopnost spermii po rozmrazeni. To se ovSem neshoduje
s vysledky predlozené prace, kdy hodnoty tykajici se intaktnosti plazmatické membrany nebyly
statisticky prukazné.

Dolezalova et al. (2015) se ve své studii vénovali vlivu odlisnych typt mrazicich kiivek
na prezitelnost spermii z hlediska jejich motility po rozmrazeni. Srovnavali stejné kiivky, jaké
byly pouzity v této praci — standardné pouzivanou 3-fazovou mrazici kiivku (pro mrazeni
spermii byka) ve dvou rychlostech (s rychlejsim a pomalejsim poklesem teplot) S 2-fazovou
mrazici kiivkou, kterd vyuziva nizsi teplotni gradient mrazeni. Jejich vysledky ukazaly, ze pfi
pouziti 2-fazové kiivky bylo dosazeno podstatné vyssich hodnot motility spermii. Nejde vsak
naznacit, zda se tato studie ztotoziiovala s vysledky diplomové prace ¢i ne, protoze stale neni
pln€ objasnén vztah mezi motilitou a sledovanymi parametry zivotaschopnosti.
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7 Zavér

Hlavnim cilem prace bylo vyhodnotit S vyuzitim pratokové cytometrie vliv fedidla
s vybranymi ptidavky LDL, na zivotaschopnost spermii po rozmrazeni kryokonzervovanych
inseminacnich davek.

Vysledky prace ukazaly, ze LDL mlze mit pozitivni vliv na parametry zivotaschopnosti
spermii. Do fedidla Andromed® byly pfidavany riizné koncentrace LDL (0 %, 4 %, 6 % a 8 %),
pricemz nejlepSich vysledki, respektive nejvyssiho procenta spermii s funkcéimi
doséhlo tedidlo s 8 % piidavkem LDL. Vysledky tykajici se intaktni membrany a akrozomu
byly statisticky neprtikazné. Tato skuteCnost by mohla mit pfinos pro praxi pii vyrobé
krykonzervovanych ID, kdy ziejmé vyssi pridavek LDL zajist'uje ochranu spermii pii mrazenti,
resp. zajisti jejich delsi zivotnost po rozmrazeni, a nasledné pfi rozmrazovani, diky cemuz by
se mohla zvysit jejich fertilizacni schopnost a tim by doslo ke sniZeni likvidace inseminacnich
davek, ke které dochazi pravé hlavné v dasledku zhorSené oplozovaci schopnosti spermii pii
vyrobé&/skladovani.

Lze tedy shrnout, Ze stanovena hypotéza nebyla uplné potvrzena, a to hlavné proto, ze
byly detekovany a kvantifikovany urcité rozdily v Zivotaschopnosti spermii V inseminac¢nich
davkach bykt po rozmrazeni ve vztahu k typu aplikovaného fedidla, av§ak pouze z hlediska
jednoho parametru (funkénosti mitochondrie). Vysledky kvality ostatnich parametra (intaktni
membrana a akrozom) nebyly statisticky prukazné.

Jako doplnék této diplomové prace byly soucasti vyzkumu zkoumany i rtizné vlivy pfi
zpracovani inseminacnich davek. Davky byly ekvilibrovany po riizn€ dlouhou dobu (120 minut
a 240 minut) a nasledné byly mrazeny dle riznych mrazicich ktivek (2-fazova mrazici kiivka a
3-fazova mrazici kiivka). Vysledky prace ukdzaly, Ze kone¢né hodnoty tykajici se délky
ekvilibrace byly statisticky prikazné, avSak kratSi ekvilibrace (120 minut) zajistila nizsi
procento spermii s intaktni membrdnou a akrozomem, a naopak vyss§i procento funkénich
mitochondrii (a tim padem logicky mensi procento spermii s nefunkénimi mitochondriemi). U
delsi ekvilibrace (240 minut) byl trend vysledkii opacny — zajistila vyS$$i procento spermii
s intaktni membranou a akrozomem a mensi procento spermii s funk¢énimi mitochondriemi (tzn.
vys$si procento spermii s nefunkénimi mitochondriemi). Z téchto vysledki neni jasné prikazné,
ktery typ ekvilibrace je vhodnéj$i na zpracovani byciho ejakulatu, jelikoz ani jeden typ
neovlivnil v§echny 3 parametry zivotaschopnosti najednou v pozitivnim slova smyslu. Mrazici
ktivky meéla statisticky priikazny vliv pouze na parametr funk¢nich mitochondrii, na v§echny
ostatni parametry nebyl popsan Zadny statisticky vyznamny vliv. VySe popsana zjisténi
dopliuje také vliv individuality byka na sledované parametry spermii po rozmrazeni, ktery se
ve vyzkumu takeé projevil jako statisticky vyznamny.

Zéaverem lze fict, Ze vSechna tato zjiSténi oteviraji prostor pro nové vyzkumy tykajici se
optimalizace procesu vyroby insemina¢nich davek. Tato optimalizace by se m¢la tykat hlavné
vhodného ptidavku LDL, délky ekvilibrace a typu mrazici kiivky, a to vSe ve vztahu
k individualité byka, ktera hraje ve fertilizacni schopnosti insemina¢nich davek velkou roli.
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9 Seznam pouzitych zkratek a symboli

AMP
ATP
BSP
CASA
FITC
GmbH

HDL
ID
LDL
MTR
PNA
PSA
TRIS
ZP

antimicrobial peptides (anitimikrobialni peptidy)

kyselina adenosintrifosfore¢na

phospholipid-binding proteins (bilkoviny vazajici fosfolipidy)
Computer Assisted Sperm Analysis (poc¢itacem fizena analyza ejakulatu)
fluorescein isothiokyanat

Gesselschaft mit beschrankter Haftung (spole¢nost s ru¢enym
omezenim)

high density lipoproteins (lipoproteiny s vysokou hustotou)

inseminacni davka

low density lipoproteins (nizkomolekulové lipoproteiny)

barvivo MitoTracker™ Deep Red

lektin z plodu rostliny Arachis hypogaea

lektin z rostliny Pisum sativum

fedidlo s obsahem organické latky tris(hydroxymethyl)aminomethan
zona pellucida
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