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ZvysSeni kryoprotektivniho ucinku bezzloutkovych redidel semene
pridavkem nizkodenzitniho lipoproteinu

Souhrn

Nizkodenzitni lipoproteiny (LDL) jsou funkéni slozkou vajeéného Zloutku, kterd zajistuje
rezistenci viac¢i chladovému Soku pfi mrazeni a rozmrazovani a zlepSuje motilitu po
rozmrazeni. V dneSni dobé je intenzivné zkoumano pouziti extrahovaného LDL. Doslo by ke
zkvalitnéni inseminacnich ddvek a zamezeni rizika kontaminace pfi pouzivani vajecného
zloutku. Cilem prace bylo ovéfit hypotézu, zda ptidavek LDL zlepsi kryoprotektivni

vlastnosti vybranych bezzloutkovych fedidel byciho ejakulatu.

Experimentalni inseminacni davky byly ziskdny od osmi bykl plemene Holstynsky skot a
Cesky strakaty skot na insemina¢ni stanici Natural s.r.o. v Hradistku pod Mednikem ve
¢tyfech odbérovych dnech. Byla pouzita bezzloutkova fedidla AndroMed® a Bioxcell® se
Ctyfmi typy fedéni - Kontrolni vzorek bez pfidavku LDL, 4%, 6% a 8% pfidavkem LDL.
Davky byly konzervovany standardnim zpisobem a uchovany v tekutém dusiku. Po
rozmrazeni byly pomoci CASA modulu hodnoceny tfi parametry rychlosti motility - VAP,
VSL, VCL a tfi parametry drahy - LIN, STR a WOB. Dale byly stanoveny parametry
prezitelnosti spermii pomoci fluorescen¢niho barveni. U fedidla AndroMed® dosahovaly
nejlepsich vysledku kontrolni vzorek a vzorek s 4% ptidavkem LDL, po dvou inkubace
dosahovaly nejlepsich vysledk vzorky s 6% a 8% piidavkem LDL. Thned po rozmrazeni
bylo ve vSech vzorcich s pfidanym LDL vice Zivych spermii nez v kontrolnim vzorku. Po
dvou hodinach inkubace nebyly rozdily v podilech prikazné. U fedidla Bioxcell® dosahovaly
ihned po rozmrazeni nejlepsich vysledkti vzorky s 6% a 8% piidavkem LDL, po dvou
hodinach inkubace dosahovaly nejlepSich vysledkt vzorky s 4% a 8% piidavkem LDL. lhned
po rozmrazeni i po dvou hodinach inkubace obsahovaly v§echny vzorky s ptfidanym LDL vice
zivych spermii nez kontrolni vzorek. Lepsi efekt ptidavku LDL byl pozorovan u fedidla
Bioxcell® v obou ¢asech inkubace. Parametry piezitelnosti spermii byly pfidavkem LDL

zlepSeny u obou pouZitych fedidel.

Klic¢ova slova: byk, spermie, LDL, motilita, pfezitelnost



Increase of non-yolk semen diluter cryoprotective effects by
low-density lipoprotein addition

Summary

Low density lipoprotein (LDL) is a functional component of the egg yolk, which confers
resistance against cold shock during freezing and thawing and enhances motility after
thawing. Nowadays, it is intensively studied using of the extracted LDL. This would lead to
the improvement of insemination doses and reduce the risk of contamination when using egg
yolk. The object was to test the hypothesis, whether the addition of LDL would improve the
cryoprotective attributes of selected non-yolk thinners for bull semen.

Experimental insemination doses were obtained from eight bulls of Holstein breed and Czech
fleckvieh breed at semen collection center Natural s.r.o. in Hradistko pod Mednikem in four
sampling days. Non-yolk extenders AndroMed® and Bioxcell® were used on four types of
dilution - a control sample without the addition of LDL, 4%, 6% and 8% addition of LDL.
Doses were conserved in a standard manner and stored in liquid nitrogen. Then, after thawing,
were evaluated three parameters of speed motility using CASA module - VAP, VSL, VCL
and three parameters of velocity - LIN, STR and WOB. Further, the parameters of the sperm
viability were determined using fluorescent staining. Using extender AndroMed® the best
results were achieved by the control sample and sample with 4% addition of LDL. After two
hours incubations, samples with 6% and 8% addition of LDL reached the best results.
Immediately after thawing all samples with added LDL had more live sperm count than in the
control sample. No significant differences in the evidence was observed after two hours of
incubation. For Bioxcell® extender, the best results were reached immediately after thawing
in samples with 4% and 8% addition of LDL. All samples with added LDL contained more
live sperm count than the control sample after two hours of incubation. Improved effect of the
addition of LDL was observed in Bioxcell® extender on both times of incubation. The

parameters of sperm viability were improved with both extenders by the addition of LDL.

Key words: bull, sperm, LDL, motility, viability
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1 Uvod

Jednim z vyznamnych odvétvi zeméd€lstvi u nds je reprodukce skotu. V dnes$ni dob¢ se
vyuzivaji dva zékladni zptisoby plemenitby, pfirozena plemenitba a inseminace. Reprodukce
je zavisla na uspé$ném zabieznuti, které pfimo souvisi s kvalitou inseminacnich davek.
Hlavnim impulzem k rozvoji metod konzervace ejakuldtu a metod inseminace byla snaha o
efektivni vyuziti vynikajicich bykti a ekonomickd vyhodnost. V dnesni dob¢ je
nejdulezitéjSim nastrojem managementu chovu hospodaiskych zvifat konzervace ejakulatu.
Dukladné porozuméni biologickych dé&ju pies fyziologii a morfologii spermie az k interakci

spermii s ptidavnymi latkami je zasadni pro Gsp€Snou optimalizaci protokoli.

U byku je nejéastéji vyuzivana dlouhodoba konzervace ejakulatu, kdy jsou inseminacni davky
uchovavany v pejetach v tekutém dusiku. Pfi konzervaci ejakulatu je veliky diraz kladen na
fedidlo ejakulatu a jeho slozeni aby bylo zamezeno poSkozeni membran, ztraté pohyblivosti a
snizené piezitelnosti spermii. Redidlo vyuzivané pro dlouhodobou konzervaci musi slouzit
jako pufr, dodavat spermiim energii, nesmi byt toxické a pfedev§im musi mit kryoprotektivni
ucinek. Proto se hledalo takové kryoprotektivum, které bude mit tyto €inky a zaroven bude
ekonomicky dostupné. V roce 1939 byly objeveny ucinky vajecného Zloutku na ochranu
spermii. Podle nékterych studii jsou ale pies pfidana antibiotika fedidla s pfidanym Zloutkem
vyrazné kontaminovana. K dalS§imu prilomu pfiSlo v roce 1974, kdy byla objevena LDL
frakce vajec¢ného zloutku (low density lipoprotein), ktera zajist'uje rezistenci vici chladovému
Soku pfi mrazeni a rozmrazovani, zlepSuje motilitu po rozmrazeni a nehrozi u ni kontaminace
fedidla. Vyménou vajecného zloutku za aktivni frakci LDL mizeme zabranit
mikrobiologickému zne€is$téni inseminacnich davek. Teprve vroce 2002 byla publikovana
metoda, ktera umoznuje ekonomické ziskavani LDL. Pro uvedeni LDL do praxe je nutné

zhodnotit vhodné koncentrace a presny vliv LDL na spermie ve vztahu k pouzitému fedidlu.



2 Cil prace

Cilem prace je oveftit platnost hypotézy, ze ptipravek LDL zlepsi kryoprotektivni vlastnosti
vybranych bezzloutkovych fedidel byciho ejakuldtu. Dil¢imi cili feSeni bude v inseminacnich
davkach byka fedénych bezzloutkovym fedidlem Andromed® nebo Bioxcell® s rozdilnym

piidavkem LDL stanovit po rozmrazeni

a) parametry motility spermii metodou pocitacem asistované analyzy spermatu (CASA)

b) parametry ptezitelnosti spermii metodou fluorescenéniho barveni

a na zaklade¢ statistické analyzy ziskanych dat zhodnotit efekty testovanych variant fedéni.



3 Literarni reSerse

By¢i ejakulat je tvofen z bunéné slozky (spermie) a tekuté slozky (semenna plazma).
Prezvykavci se vyznacuji malym objemem ejakuldtu s vysokou koncentraci spermii. Je
ejakulovan ve dvou frakcich. Prvni tvoii sekret bulbouretralnich zlaz, upravujici pH uretry,
druhd jiz obsahuje spermie a dal$i slozky semenné plazmy. Objem byciho ejakulatu se
pohybuje mezi 2 az 10 ml, kde mnozstvi spermii v 1 pl se pohybuje obvykle mezi 0,2 - 2
miliony. V ejakuldtu je 4 - 10 miliard spermii (Marvan et al., 2011).

3.1 Spermie

Spermie tvoii nejdulezitéjsi slozku ejakuldtu a jejich hlavni funkci je pfenos genetické
informace do vajicka, ktery je podminén motilitou a oplozovaci schopnosti spermie.
Funk¢nost bunky je déna jejim vyvojem, schopnosti interakce s prostfedim a funkéni

morfologii.

Spermie se tvoii v semenotvornych kanalcich varlat ze spermatogennich bun¢k semenného
epitelu semenotvornych kanalki, které v konecné fazi tvofi sam¢i gamety. Tento proces se
nazyva spermatogeneze, tedy postupna proliferace bun¢k a jejich transformace za vzniku
zralé spermie. Spermatogenezi muzeme rozdélit na dva procesy: spermatocytogenezi, pri
které vznikaji haploidni buiiky, a spermiogenezi, pfi které tyto haploidni bunky ziskavaji svoji
vnitini strukturu a tvar. PIné vyvinuté spermie jsou protdhlé bunky skladajici se ze zplostélé
hlavicky nesouci jadro s genetickou informaci a z bi¢iku obsahujici aparat nezbytny k
bunéénému pohybu (Hafez et Hafez, 2000). Do lumen semenotvornych kanalki jsou
uvoliiovany nezralé spermie. Nékteré jeSté nesou protoplazmatickou kapku, kterd se pfi
prichodu nadvarletem posouva po bi¢iku az do Uplné ztraty, signalizujici jeji zralost.
Oplozeni schopnost ziskava spermie pii pruichodu nadvarletem. Nadvarle rozdélujeme na tfi
¢asti s odliSnymi funkcemi. V hlavé nadvarlete dochazi k resorpci tekutiny, kterd vyplavuje
spermie z varlete. V téle nadvarlete jsou spermie promichany se sekrety nadvarlete, které diky
vysokému podilu tukli zvySuji odolnost povrchovych membran spermie. Nakonec se spermie
koncentruji v ocasu nadvarlete, kde dozravaji a ziistavaji ve stavu anabidzy az do ejakulace

(Ho et Suarez, 2003).



3.1.1 Morfologie spermie

Hlavni funkci spermie je pohyb v sami¢im reprodukénim traktu a penos genetické informace
do vajicka. Témto funkcim je pln€ adaptovan tvar a utvareni vnitinich i vnéjSich struktur
spermatické bunky. Tyto specializované bunky lze rozd¢lit na hlavicku, spojovaci ¢ast biciku
a termindlni ¢ast bi¢iku. Ovalna a zplostela hlavicka je dlouha 9,11 um a Siroka 5,05 um.
Spojovaci ¢ast bic¢iku je dlouhd 14,8 um a terminalni ¢ast 45 - 50 um. Délka celé spermie

byka je 68,9 - 73,9 um (Véznik et al., 2004).

Hlavicka tvofi zéklad byci spermie. Tvar je geneticky kodovan a je relativné konstantni.
Hlavicka spermie nese genetickou informaci a umoziuje enzymaticky prichod do vajicka.
Haploidni DNA je uloZeno v jadie v kondenzovaném stavu ve spojeni s vysoce bazickymi
komplexy proteinti, znamé jako protaminy. Struktura jaderné membrany je zjednodusend, v
pribéhu spermatogeneze se vytraci komplexy jedernych pora (Ho et Suarez, 2003). Haploidni
spermatickd bunka je vysledkem meiotického déleni, ke kterému dochéazi ptfi formovani
spermie (Hafez et Hafez, 2000). Zasadni strukturou hlavicky je akrozom, vznikly jako derivat
Golgiho aparatu. U bycich spermii pokryva asi 52 % hlavicky. MizZeme ho rozdé¢lit na matrix,
vnitini a vné&jsi akrozomalni membranu (Tulsiani et al., 1998). Pro prinik obaly vajicka je
akrozom vybaveny Sirokym spektrem molekul jako jsou glykohydrolazy (hyaluronidaza) a
protedzy (akrozin). Pii akrozomalni reakci splyvd vnéjSi membrana s plazmatickou
membranou, ¢imZ se vystavuji hydrolytické enzymy a membranové receptory. Toto misto se
oznacuje jako ekvatoridlni segment a spermatickd membrana v tomto misté splyva s vajickem

(Wu et al., 2007).

Bic¢ik je ustfedni organ pro pohyb neboli motilitu spermie. Vznika pii Spermiogenezi a
umoziuje Spermii pohyb v samic¢im pohlavnim traktu. Hlavni strukturou bi¢iku je axonema,
svazek mikrotubulli tvofeny jednim centralnim parem a deviti pary mikrotubuli po obvodu
bic¢iku (Fawcett, 1975). Pary mikrotubulli jsou navzajem propojeny nexinovymi spojkami S
centralnim parem stiedovymi paprsky. S nimi jsou asociované dyneinové ATPasy vyuzivajici
energii z ATP a fungujici jako mikrotubuldrni motory. Vlastni pohyb je dan stfidavym

klouzanim jednotlivych mikrotubuld, ohybanim axonemy a relaxaci (Cosson, 1996).



Bicik lze rozdélit na Ctyfi Casti, a to na Cast spojovaci biCik s hlavickou, stfedni ¢ast, hlavni

¢ast a koncovou cast. VSechny maji spole¢nou vnitini mikrotubularni strukturu.

Spojovaci ¢ast je Casto nazyvana jako kréek. Jedna se o spojujici ¢ast hlavicéky a bi¢iku, z niz

v misté puvodni centrioly vychazi axonema do celého biciku.

Stiedni ¢ast zaujima asi ¢tvrtinu délky biciku a je vymezen annulem na pomezi s hlavni ¢asti
bi¢iku. Je to hlavni energetické centrum spermie — je zde lokalizovana helikalni
mitochondrialni pochva, ovinutd okolo axonemy. Pochvu tvofi desitky mitochondrii,

generujici energii pro pohyb bi¢iku (Bennetts et Aitken, 2005).

Hlavni ¢ast biciku tvoti dvé tietiny délky a od stiedni ¢asti je oddélen Jensenovym prstenem.
Axonema je v této Casti kryta fibroznim pouzdrem ovinutym okolo mikrotubulii formou
helixu. Fibrozni pouzdro slouzi také jako zasobarna glykolytickych enzymi a slozek

signalnich drah (Krisfalusi et al., 2006).

Koncova cast je nejkrat$i cast biciku tvofend pouze koncicim fibréznim pouzdrem a

axonemou obalenou plazmatickou membranou (Fawcett, 1975).

Pro spravné fungovani buiky je zcela zasadni funk¢ni plazmatickd membrana. Obecné lze
tfici, ze lipidova slozka plazmatické membrany je zodpovédna za motilitu spermie, jeji
Zivotaschopnost 1 chladovou senzibilitu (Parks et Lynch, 1992). Pii priichodu nadvarletem
ziskava fosfolipidovd membrana povrchovy glykokalyx. Tato struktura hraje dileZitou roli v
preziti spermie, v regulaci kapacitace, ve stabilizaci spermatické membrany ale 1 v umoznéni
penetrace cervikalniho hlenu (Tollner et al., 2008). Membrana spermie je vyrazné
polarizovana a na riznych castech membrany i v riznych fazich oplozovaciho procesu
funguje rozdilny antigenni profil. To je ddno asymetrickym rozloZenim fosfolipidi na
vnitfnim 1 vnéj$im listu membrany, které udrzuji ATP dependentni translokdzy (Miiller et al.,
1994). Zmény v tomto rozloZeni mohou byt ukazatelem zacinajici apoptozy spermie, jejiz
nejvyznamnéj$im markrem je pfitomnost fosfatidylserinu na vnéj$im listu plazmatické
membrany (Anzar et al., 2002). Dulezita je pro funkénost membrany také jeji fluidita, ktera je

ovlivnéna pomérem cholesterolu k fosfolipidam (Parks et Lynch, 1992).



3.1.2 Metabolismus spermie

Pro bunécné déje a pro pohyb je pro spermii dilezitd energie. Energie je uvoliiovana
mitochondriemi, které svou energii uvolnuji pii oxidativnich procesech. Energie je prevadéna
na pohyb a nejvice je vyuzita pro pohyb bic¢iku spermie (Alberts et al., 1998). Pro udrzeni
oplozovaci schopnosti a zakladnich Zivotnich funkci potiebuji spermie nosie energetickych
zdroji. Ve zralych spermiich jsou to proteiny s oznacenim GLUT. Je to skupina tfinécti
adenosin trifosfat (ATP). ATP je tvofen adeninem, ribézou a tiemi zbytky kyseliny
fosforecné. Je pomoci enzymu ATPazy, ktery je obsazen v raménkach dubletovych filament
v bi¢iku spermie, Stépen na adenosin difosfat (ADP) a fosfat za uvolnéni velikého mnozstvi
energie. ATP hraje vyznamnou roli i v membranovém transportu a v udrzovani
membranového potencialu. Spermie ziskavaji energii v podobé ATP dvéma hlavnimi procesy.

Glykolyzou a respiraci (Alberts et al., 1998).

Glykolyza je proces probihajici pti nedostatku kysliku. Spermie rozkladaji cukry (fruktozu,
glukozu nebo mandzu) na kyselinu mlé€nou a to umoZiluje spermiim prezivat v anaerobnich
podminkach (Hafez et Hafez, 2000). Glykolyza je metabolicka draha pfemény glukézy na dvé
molekuly pyruvatu (kyselina pyrohroznova) za vytézku dvou molekul ATP a dvou molekul
NADH. Tento proces probiha v cytosolu bunék a kyselina pyrohroznova piechazi do
mitochondrii a pfes acetyl - CoA se dostava do Krebsova cyklu, ktery je energeticky vyhodny
(Alberts et al., 1998). Postupnou dekarboxylaci a oxidaci Sestiuhlikaté kyseliny citronové se
uvoliiuji redukéni ekvivalenty, které slouzi k syntéze ATP, hlavniho energetického zdroje
buiiky (Turner, 2003). Pf1 hydrolyze ATP se glykolytické enzymy vaZou na fibrozni pochvu
spermie a méni se tak usporddani molekul tubulinu v dubletovych strukturach. To zajistuje

pfisun energie pro pohyb bic¢iku a pohyb spermie vpied (Miki et al., 2002).

Respirace je naopak proces probihajici za pfitomnosti kysliku. Tato metabolickd draha je
mnohem uc¢inn¢j$i pii vyrobé ATP nez glykolyza. Z vazeb kyseliny pyrohroznové je
uvoliiovana chemicka energie za vzniku pohotové energie ATP. Jako odpadni produkty
Stépeni vznikd CO2 a voda. Nejvice energie ATP je vyuzZivano ve spermiich k udrzeni

aktivnich transportnich procesti na membranach (Hafez et Hafez, 2000).



3.2 Semenna plazma

Semennd plazma je nebunécna slozka suspenze ejakulatu a vytvaii vhodné prostiedi pro
pteziti spermii v pohlavnim ustroji samice, které pufracni systémy udrzuji v osmotickém
optimu a zabranuji tak predcCasné kapacitaci (Schoneck et al., 1996). Semenna plazma je
produkovana z vymésku varlat, nadvarlat a ptidatnych pohlavnich zlaz - Cowperovy zlazy,
prostata, semenné vacky, uretralni zlazy a ampule chamovodu. Ampule chamovodu u byka
produkuje sekret s vysokou hladinou fruktozy, kyseliny citronové, Ca, Na a K. Semenna
plazma piedstavuje asi 90% objemu ejakulatu a jsou zde piitomny lipidy, aminokyseliny,
sacharidy, nukleotidy, anorganické ionty, organické kyseliny a vitaminy (Hafez et Hafez,
2000).

V bovinni semenné plazmé se ve vysokych koncentracich vyskytuje Ca?*, dale také Mg?*, CI,
Na" a K*. Z aminokyselin pfedev§im glutamova kyselina a L-agrinin, které slouzi jako mozné
zdroje energie (Patel et al., 1998). Z lipidi se zde nejcastéji vyskytuji fosfolipidy, cholesterol
nebo diglyceridy. Pro aerobni metabolismus je dilezity epididymicky glycerol foforylcholin.
Organicky iont HCO®* produkovany semennymi vacky je hlavnim pufrovacim prostiedkem.
Dale v semenné plazmé najdeme inositol. Pod vlivem testosteronu je v semennych vaccich
syntetizovana z krevni plazmy fruktoza, kterad slouzi jako hlavni energeticky zdroj spermii. V
semennych vaccich vznika také sorbitol (Kumar et Farooq, 1994). Z enzymt obsazenych v
semenné plazmé hraje vyznamnou roli v procesu nastupu kapacitace a v ochrané spermii v
reprodukénim traktu samice acetylhydrolaza destickového aktivacniho faktoru (PAF; Hafez et
Hafez, 2000).

Semennd plazma 1 spermie obsahuji enzymy ochranujici proti oxidativnimu stresu. Jsou to
napiiklad superoxid dismutiaza (SOD), glutatonin reduktaza (GR), glutatonin peroxidaza
(GPx) a katalaza (CAT). Vyskytuje se zde ale také mnoho dalSich enzymu, napiiklad
alaninaminotransferaza (ALT), alkalicka fosfataza (ALP), aspardtaminotransferaza (AST),
gama-glutamil transpeptidaza (GGT) nebo laktat dehydrogenaza (LDH). U nékterych enzymu
zatim neni znama jejich piesnd funkce (Juyena et Stelletta, 2012). V semenné plazmé
muzeme také prokazat pfitomnost nékterych hormont, vcetné androgent, prostaglandind,
estrogent, FSH a LH, inzulin, glukagon, rGstovy hormon nebo také prolaktin a relaxin.

Slozku semenné plazmy tvoii také imunoglobuliny tfidy IgA (Hafez et Hafez, 2000).



V oplozovacim procesu hraji dilezitou roli proteiny a peptidy, které tvoii zakladni slozku
semenné plazmy. Jejich schopnost specifické vazby na rizné ligandy (polysacharidy,
fosfolipidy ¢i lipoproteiny) je spojena i s mechanismem jejich G¢inku. Nejvyznamnéjsi je
vazba proteinli semenné plazmy na membranu spermie, ktera zabrafuje aglutinaci spermie,
predCasné akrozomalni reakci a fagocytéze v sami¢im pohlavnim traktu (Mogielnicka-
Brzozowska et al., 2011). Proteiny patii do vysokomolekularni organické slozky semenné
plazmy a jsou produkovany semennymi vacky a prostatou. NejdulezitéjSimi proteiny v
semenné plazmé jsou BSP proteiny (Binders of sperm). Do této skupiny patii tfi proteiny,
BSP-1, BSP-3 a BSP-5 (Manjunath et al., 2009). Tyto proteiny tvoii az 57 % veskerych
proteinti semenné plazmy a jsou produkovany ampuli chamovodu a semennymi vacky. V in
vivo podminkach brani BSP proteiny kapacitaci tim, Zze se na spermatické membrané vazi na
fosfolipidy, tim se imobilizuji lipidy a spermaticka membrana se destabilizuje (Mogielnicka-
Brzozowska et al., 2011). Dlouhodobé vystavovani proteinim BSP snizuje rezistenci vuci
chladovému Soku a proto je nezadouci u chlazenych a mrazenych inseminacnich davek.
Pfednosti vyuziti vaje¢ného zloutku pro vyrobu inseminacnich davek je, ze se BSP proteiny
pfednostné vazi na molekuly LDL (Lusignan et al., 2011). Pro regulaci kapacitace a
akrozomalni reakce jsou dilezit¢ heparin vazebné proteiny (HBPs), které pomoci vazby na
heparin reguluji jejich nastup (Revah et al.,, 2000). Déle se v semenné plazmé& nachézi

transferin, albumin, prostaglandin D-syntaza (PGDS) a nukleobindin (Souza et al., 2011).

3.3 Zpiisoby hodnoceni kvality ejakulatu

V provozu inseminacnich stanic je nutna pravidelna kontrola kvality ejakulatu na odborné
urovni, jelikoZ je na ni zavisly uspéch inseminaci. Specidlni vySetfovaci metody jsou
pouzivany ke kontrole zdravotniho stavu byka, pii odchylkach zakladnich ukazatelt kvality
ejakulatu, pfi poklesu plodnosti byka nebo pii exportu a importu spermatu. Tyto metody se
rozdéluji na metody vySetfeni Cerstvého spermatu po odbéru a na vySetfeni zmrazeného
spermatu (Kliment et al., 1983). Vzorky byvaji odebirany od zkuSenych bykt pomoci umélé
vaginy, kterd je udrZzovana pfi teplot¢ 39 - 41 °C. Odbéry probihaji nejcastéji v rannich
hodinach pied krmenim a kazdy denni odbér je sloZzen ze dvou odebranych davek s
minimalnim intervalem 30 minut. Kvalita ejakuldtu musi odpovidat pozadavkim stanovenym
normou. Zpracovani odebranych ejakulati se provadi ve sterilované a vyhiaté laboratofi

(Vale, 1994).



3.3.1 Makroskopické hodnoceni ejakulatu

Barva zavisi na kolisani koncentrace spermii v ejakulatu. Barva byciho spermatu se obecné
pohybuje od mlécné k bézové barve, ojedinéle s nddechy modré. Barva ejakulatu se posuzuje

proti svétlu (Kumar et Farooq, 1994).

Objem byciho ejakulatu byva méfen ihned po odbéru. Lisi se v zavislosti na plemeni a véku
byka. U mladych bykl se pohybuje objem vzorku od 1 do 3 ml, zatimco u starSich byki je to
okolo 6 ml (Jelinek, 2003). Zjistuje se méfenim v kalibrovaném valci nebo vazenim na

laboratorni automatické vaze (Louda et al., 2001).

Hodnota pH byc¢iho ejakulatu se pohybuje v rozmezi od 6,4 do 7,0 (Kumar et Farooq, 1994).

Pach se posuzuje ¢ichem ve sbéraci. Dobré sperma ma slaby specificky pach pfipominajici
pach kravského mléka (Louda et al., 2001).

Koncentrace se dé presné vyjadfit pomoci spektrofotometru nebo hemocytometru. Jedna se o
vySetieni hodnotici stupent zakalu, ktery vznikne po standardnim nafedéni ejakulatu. 0.1 ml
byciho ejakulatu se doplni do objemu 10 ml fyziologickym roztokem a dikladné se
homogenizuje. Méfeni je provadéno pii vinové délce 500 nm (VE&znik, 2004). Koncentrace je
dana funk¢ni aktivitou semenotvorného epitelu varlat ale také zdravotnim stavem plemenika
nebo technikou odbéru (Fabbrocini et al., 1995). Jelinek (2003) uvadi primérnou koncentraci

spermii 1 —2 x 10% v mm?®,

3.3.2 Mikroskopické hodnoceni ejakulatu

Mezi zékladni metody mikroskopického hodnoceni spermii patii zhodnoceni morfologické.
Tato metoda miiZe piispét ke zjisténi pficin neplodnosti plemenika.

Morfologicky abnormalni spermie mohou mit veliky vliv na plodnost bykt napiiklad
omezenym pohybem spermii nebo blokovanim fertilizace zdravou spermii (Gamcik et al.,
1992). Pii vySetteni jsou sledovany odchylky od normélni struktury na vSech ¢astech spermie.
Pti posuzovani roztéri je hodnocen procentudlni pomeér abnormalnich spermii a jejich
kvalitativni zmény (Véznik et al., 2000). K hodnoceni jsou pouzivany rizné zptisoby barveni

a mikroskopicka technika. Morfologické zmény lze dé€lit podle mista vzniku na primarni a



sekundarni. Primarni zmény vznikaji v pribéhu spermiogeneze (zmény v nukleoplazmé,
behem vyvodu pohlavnimi cestami nebo pii samotném zpracovani ejakulatu (zmeny hlavicky,
torze bi¢iku a dalsi vyvojové anomalie). Mikroskopicky se také hodnoti procento nezralych

spermii s protoplazmatickou kapkou (Véznik et al. 2004).

Dalsi a zaroven nejvyuzivanéjsi biologické metody jsou testy prezitelnosti a mikroskopicka
hodnoceni aktivity spermii. Testy piezitelnosti jsou dilezit¢é pro posouzeni oplozovaci
schopnosti spermii a posouzeni jejich biologické aktivity (Bacinoglu et al., 2008). U téchto
testil zalezi predevSim na stavu cytoplazmatické membrany spermie. Pouziva se metoda
funkéniho vySetfeni spermii a hodnoti se funkéni a morfologickd rezistence spermii na
zaklad¢ néckolika hodnot po uplynuti urcitého casu. Ve funkénim vySetfeni se vyuziva
hodnoceni aktivity spermii, procenta zivych a mrtvych spermii, rychlost pohybu a aktivity

reduktaz (Louda et al., 2001).

Dlouhodoby chladovy test pfezitelnosti probihda v chladicim boxe pifi teploté
1-3°C. U takto posuzovanych vzorki se nejprve hodnoti aktivita spermii a nasledné se vlozi
do chladni¢ky. Vzorek hodnotime kazdy den ve stejnou dobu a sledujeme pod mikroskopem
na vyhfivané desticce aktivitu spermii. Ejakulaty s dobrou biologickou hodnotou si
zachovavaji po 96h alesponl 50% aktivitu (Louda et al., 2001).

Kratkodoby tepelny test pieZitelnosti posuzuje rychlost, s kterou spermie ztraci aktivitu v
teplém prostiedi kviilli vysSi energetické spotiebé. Tento test nebyva dels$i nez 6 hodin.
Ejakulat se ve vodni lazni ohieje na 38°C. Po dosazeni této teploty se v hodinovych
intervalech odebira vzorek a posuzuje se aktivita spermii. Aktivita se zaznamenava do
zlomkii, kdy na misto Citatele je uveden ¢as a na misto jmenovatele aktivita spermii v
procentech. Za dobry ejakulat je povazovan ten, kde rozdil mezi 0. a 2. hodinou je mensi nez
10 % (Véznik et al., 2004). Vyssi oplozovaci schopnost by méli mit ejakulaty s vétsi absolutni
deélkou Zivotnosti (Louda et al., 2001).

10



vvvvvv

ejakulatu. Pro pohyb v sami¢im pohlavnim traktu a penetraci vaje¢nych obali a membrany je
pro spermii nezbytny progresivni pohyb vpied, ktery je nejvyznamnéjsSim ukazatelem
fertilizacni schopnosti ejakulatu. P¥i tomto pohybu se spermie otac¢i kolem vlastni osy zhruba
3 - 15 krat za vtefinu (Louda et al., 2001). Existuje mnoho faktord, které ovliviiuji motilitu a
latkovou vyménu spermii. Patfi mezi né¢ mnoho endogennich faktord, jako naptiklad veék
plemenika, doba, kterou stravily spermie v nadvarleti, doba po ejakulaci, zrani spermii ale
také veskeré tekutiny, se kterymi pfijde spermie do styku (semennd plazma a tekutiny
samic¢iho pohlavniho traktu). Podstatna je také energeticka zasoba ATP, pohyb biciku,
transport na membrané, membranova integrita, aglutinacni faktory, vazebné proteiny,
protilatky, detergenty a aktivita receptorii. Z exogennich faktort jsou to naptiklad osmolalita,
pH prostiedi, teplota a iontové sloZzeni kontaktnich tekutin, viskozita a hydrodynamika.

Dulezitou roli hraji také anorganické ionty Cu, Zn, Cd, Mn, Hg (Véznik et al., 2004).

Pohyb zralych spermii v ejakulétu je definovan aktivitou biciku. Ten orientuje pohyb vpied za
hlavickou a oznacujeme ho jako pohyb souosy dopfedny. Ve stojicim ejakulatu se spermie
pohybuji neorientované a nahodile, u piezvykavcl se tento pohyb nazyva vitivy (Véznik et
al., 2004). Po kapacitaci a hyperaktivaci v sami¢im traktu se tento pohyb usmériuje
chemotaxi za faktory vylucovanymi vajickem a kumularnimi buiikami a reotaxi spermie, tedy
smérem opac¢nym ke sméru proudéni tekutiny (Ishijima et al., 1992). Motilitu Ize ji hodnotit
mnoha metodami. Bé€Zné je posuzovéana vizudlnim odhadem procenta pohyblivych bunék.
Hodnoceni pohyblivosti se provadi v ejakulatu nafedéném fyziologickym roztokem
pufrovanym fosfatovym pufrem (PB) na pH 6,8. Mala kapka ejakulatu je umisténa na skli¢ko
pfti teploté 37°C a zkouma se pod mikroskopem pfi zvétSeni 200x - 400x (Véznik, 2004). Dale
pro hodnoceni mizeme vyuzit turbidimetrii (Budworth et al., 1987), fotometrické metody,
Doppler spertroskopii (Boyers et al., 1989) nebo metodu pocitaCem asistované analyzy

propojenou s fotomikrografii oznaCovanou CASA (computer assisted sperm analysis).

CASA metoda vyhodnocuje i parametry jako je rychlost, smér a rytmus pohybu (Fabbrocini
et al., 1995). Princip je v pofizovani videosnimku pomoci digitalni kamery a analyzovani
pohybovych vlastnosti spermii pomoci algoritmického zpracovani nejlepSich pohybovych
ukazateli jednotlivych spermii vzhledem k jejich pohybu v mikroskopickém poli (Verstegen
et al., 2002). K hodnocenym parametram rychlosti patii rychlost hlavicky na primérné draze -

VAP (average path velocity), primérna rychlost hlavicky po p¥imé draze mezi pocateénim a
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koncovym bodem méfeni - VSL (straight line velocity), praimérna rychlost spermie na
skute¢né draze od bodu k bodu - VCL (curviliner velocity). Vsechny tyto pohyby se uvadéji v
mikrometrech za sekundu [pm/s]. Dalsi z hodnocenych pohybt jsou parametry drahy, ke
kterym fadime index pfimocarosti pohybu - STR (straightness), ktery vyjadiuje hodnotu
poméru VSL/VAP v procentech, linearitu drahy - LIN (linearity), ktera je primérnou
hodnotou poméru VSL/VCK a vyjadiuje se také v procentech, a stupen oscilace - WOB
(wobble), ktery vyjadfuje hodnotu poméru VAP/VCL x 100. VSechny tyto parametry
umoziuji piesn¢j$i analyzu pohybu spermie, porovnani zmén pred a po kapacitaci, nebo
rozdil mezi pfimocarym aktivovanym a hyperaktivovanym pohybem spermie (Mortimer et
Mortimer, 2013; Verstegen et al., 2002; V&znik et al., 2004).

Hodnoceni integrity membran je dal$im ukazatelem fertilizacni schopnosti spermie. Spermii
pokryva dvojvrstva fosfolipidovd membrana, ve které jsou zaclenény strukturdlni proteiny.
Membréna je z vnéjsi strany chranéna vrstvou slozenou z polysacharidd, tzv. glykokalix. Ten
napomaha k udrzeni povrchového napéti, pH a selektivné ovliviiuje rychlost diftize (VE&znik et
al., 2004). Pro fertilizaéni schopnost spermie je velice dulezita spravna integrita membran.
Podstatou je asymetrické rozdéleni fosfolipidii. Na vnéjsi strané membrany predevsim cholin,
fosfatidylcholin a sfingomyelin a na vnitini strané¢ aminofosfolipidy. Pokud dojde ke zhorSeni
podminek, spermie za¢ne prochazet biologickymi i morfologickymi zménami a nésledné
zacne nekrobioticky proces. Ten se projevuje pronikanim vody a mimobuné¢nych iontl do
buniky. V téchto piipadech nastdvaji zmény piedevSim v oblasti akrozomu, mitochondrii,
povrchové membrany a bi¢iku. Testovani integrity membran tedy poukazuje na kvalitu
spermatu (Véznik et al., 2004).

Mikroskopicky test stanoveni zivych a mrtvych spermii vyuzZiva rozdilu propustnosti
plazmatické membrany u zivych a nekrotizujicich spermii. U funk¢ni spermie vykazuje
membrana silné polarizovanou a stranové odliSnou stavbu. Ta udrzuje elektrochemicky néboj
na membrané a spravnost transmembranového transportu. Ziva a funkéni spermie je schopna
udrZet vysoce charakterizovanou vnitini homeostdzu. Tu ovladda vlastnostmi polopropustné
membrany a transportnimi systémy membrany. U bunky poSkozené nebo nekrotizujici se
vlastnosti membrany radikéaIné liSi a buiika jiz vnitini prostiedi neudrzuje. Do buiiky se tak
dostéavaji latky, které by za normdlnich okolnosti membrana nepropustila. K rozliSeni zivych a
mrtvych spermii vyuzivame barveni eozinem, ktery pronika do mrtvych spermii a na roztéru

je mozné je rozlisit od funkéné zdravych spermii (Louda et al., 2001).
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Test rezistence viuc¢i hypoosmotickému prostiedi (HOS test - Hypoosmotic swelling test) také
vyuziva rozdilnych parametri propustnosti poskozenych membran a Casto se kombinuje s
predeslym testem stanoveni zivych a mrtvych spermii. Pokud je bunka s neporusenou
membranou umisténa do hypoosmotického prostfedi, snazi se vyrovnat osmotickou
nerovnovahu a propousti pfes membranu molekuly vody. To se mikroskopicky projevi na

biciku, ktery se pti zméné objemu zkrouti (Jeyendran et al., 1984).

3.4 Konzervace ejakulatu

Prvni poznatky tykajici se konzervace spermii za nizkych teplot sahaji az do roku 1776, kdy
italsky fyziolog Spallanzani poznamenal, Zze spermie ochlazend snéhem se inaktivovala a
mize byt po ohfati znovu aktivovana (Watson, 1975). V roce 1949 piisel s jednim z
nejdulezitéjSich vyvoju Polge et al., ktefi pouzili glycerol jako kryoprotektivum pro
konzervaci spermii (Polge et al., 1949). Prvni pokusy s glycerolem byly provadény na
driibezim ejakuldtu a pozdéji nasledoval i ejakulat byci. Technologie kryokonzervace semene
pfinesla revolu¢ni zménu v dlouhodobém uchovavani a oteviela prostor pro nové a G€inngjsi
formy Slechténi (Shannon, 1978).

Cilem konzervace ejakulatu je zachovani dobré oplozovaci schopnosti a Zivotaschopnosti
spermii. Dale vyroba maximalniho poctu inseminacnich davek s takovym poctem aktivnich
spermii, ktery odpovida biologickym pozadavkiim pro zajisténi uspésné koncepce (Louda et
al., 2001). Insemina¢ni davky se uskladiuji a bali dvojim zpisobem. Prvni zpusob, kdy se
ejakulat mrazi do pelech o objemu 0,1 cm? a skladuje se v papirovych krabickach popsanych
registrem byka, nazyvame japonska metoda. Druhy zpisob je dnes nejrozsifenéjsi metodou
dlouhodobé konzervace a nazyva se francouzska metoda. Semeno je uskladiiovano v pejetach
0 objemu 0,25 - 0,5cm?® a kazd4 pejeta je znadena presnymi identifikaénimi Gidaji o bykovi,
zemi puvodu a datu odbéru (Jedlicka, 2010). Podle zpiisobu konzervace vyuzivame na
pfipravu inseminacnich dévek odpovidajici fedidlo a zplisob uchovani, kratkodobou nebo
dlouhodobou konzervaci. Oboji ma vyznamny vliv na vitalitu a oplozovaci schopnost spermii
(Gamcik et al., 1992).
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3.4.1 Kratkodoba konzervace

Insemina¢ni davky urcené pro kratkodobou konzervaci uchovavame v chladicim boxe pfi
teploté 2 - 4 °C a vyuzivame je k inseminaci maximaln¢ 2 dny. Tuto dobu miizeme prodlouzit
pouzitim citratu sodného, kdy snizime pH na 6,15. Pro kratkodobou konzervaci vyuzivame
nékolik typu fedidel. Jsou to naptiklad Zloutko-citratové, zloutko-mlécné nebo fedidlo ze
sufeného mléka. Redidlo se musi pfipravovat vzdy &erstvé a je dilezité zachovat jeho
sterilitu. Vajecné zloutky by méli byt Cerstvé a pochdzet z chovl prostych TBC a dalSich
nakaz. Mléko pouzivané do fedidel by mélo byt susené nebo pirevarené. Citrat sodny se

skladuje ve tmé a chladu, s koncentraci 2,98 - 3,28 % a pH 6,7 - 6,85 (Louda et al., 2001).

3.4.2 Dlouhodob4a konzervace

U skotu se k pfipravé inseminacnich davek nejcastéji vyuziva dlouhodobéd konzervace.
Inseminacni davka je ulozena v pejetach a uchovavana pfi teploté

-196 °C v tekutém dusiku v dvouplastovych kontejnerech. Insemina¢ni davky jsou
pfipravovany nejcastéji v pejetdich o objemu 0,25 ml a po rozmrazeni musi obsahovat
minimalné¢ 10 miliont aktivnich spermii. Proto fedéni ejakulatu k piipravé inseminacnich
davek musi odpovidat aktivité spermii v ejakulatu a ptedpokladané aktivité po rozmrazeni

(Véznik et al., 2000).

Proces kryokonzervace muzeme popsat v nékolika po sobé jdoucich krocich. Je to fedéni
spermatu, pfidani kryoprotektantii, ekvilibrace, mrazeni, uchovavani a rozmrazeni. Kazdy z
téchto krokii v sobé nese riziko poskozeni buniky (Thurston et al., 2002). Pfi nespravném
ochlazovani spermii mtize dojit k chladovému Soku spermie, poskozeni bunéénych struktur a
biochemickému poSkozeni spermie. Byva poSkozena zejména membrana, kterd ztraci svou
selektivni propustnost a uvolfiuje mnohé bunétné slozky, vcetné lipidl, proteind a ionti
(Salisbury et al., 1978). Membrana se tak stivad vice propustnd piedevsim pro Ca®* ionty
(Bailey et al., 2000). Pii kryokonzervaci miize dochazet k osmotickému stresu, ktery miizeme
vyvolat dvéma zpisoby - pfidanim kryoprotektiv do fyziologicky izotonického média nebo
zmrznutim extracelularni vody (Johnston et al., 2006). Pii pomalém mraZeni je voda z buiky
vytlaCovana a zvySuje se koncentrace soli v bunice a dochazi k dehydrataci, tento jev se
nazyva solution effect. Tento osmoticky stres lze snizit rychlym zmrazenim, ale to mtize
vyvolat vznik intraceluarnich krystalt, které poskodi vnitini struktury buniky (Hamadeh et al.,
2001).
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Pro dlouhodobou konzervaci pouzivame dvé mrazici techniky. Konvenéni, kdy je rychlost
chlazeni -0,55 °C/min a rychlost mrazeni -19,1 °C/min. Druhd technika je automatizovana s
rychlosti chlazeni -0,23 °C/min a rychlost mrazeni -15 °C/min. Pti hlubokém mrazeni je nutné
hlidat prechod skladovaci teploty nad -130 °C, kdy muaze dojit k rekrystalizaci. K ni dochazi,
pokud vétsi krystaly rostou na ukor mensich a naruSuji tak vnitini strukturu buniky (Louda et

al., 2001).

3.5 Redéni ejakulitu

Dulezitym faktorem pro skladovani zmrazenych spermii je uziti vhodného fedidla. Piedevsim
pro podporu pieziti spermii v in vitro podminkach, navozeni vhodného prostiedi a zvétSeni
objemu. V gerstvé ejakulovaném by¢im spermatu je koncentrace spermii velmi vysoka. Pti
fedéni je tedy nutné stanovit vhodny objem ejakulatu, ktery bude obsahovat dostate¢né
mnozstvi bunék a nebude snizena jeho oplozovaci schopnost (Coulter, 1992). Po odbéru
probéhne makroskopické i mikroskopické zhodnoceni ejakulatu, a pokud je kvalitni, do 15
minut probéhne fedéni. U byka se obvykle poZaduje, aby insemina¢ni davka po rozmrazeni
obsahovala 10 miliont aktivnich spermii pii minimaln¢ 30% aktivité. U né€kterych, zvlasté
cennych byku s vyjimecné¢ dobrou plodnosti, 1ze pocet spermii v inseminacni davce snizit za
predpokladu, ze bude dosahovano dobrého zabiezavani po prvni inseminaci (Louda et al.,

2001).

Jednotlivé slozky ftedidel lze rozdélit podle ucinnosti na - extendory, protektory a
implementory. Extendory v fedidlech zvySujij objem semene a ptiddvaji se k Cerstvému
spermatu. Protektory zajiStuji vyzivu a ochranu spermii v prostfedi mimo organismus a
implementory jesté navic obsahuji latky, které ovliviiuji priichod spermii sami¢im pohlavnim
traktem a pfiznivé pusobi na proces oplodnéni (Gamcik et al., 1992). Pouzita fedidla musi
obsahovat energeticky zdroj pro spermie, dale zajistovat odpovidajici pH a osmoticky tlak.
Redidlo by mélo byt sterilni a netoxické a jeho teplota by méla byt piiblizné stejna jako
teplota ejakulatu +1 °C (Louda et al., 2001).

Do tedidel ptidavame antibiotika zajiStujici ochranu pied infekcemi. Vyuzivaji se pouze

takova antibiotika, ktera neptisobi na spermie toxicky - sulfonamidy (Bousseau et al., 1998).

15



Pro zachovani vhodného osmotického tlaku ptidavame do fedidla soli. Tlak musi odpovidat
nitrobunéénému tlaku spermii. Vyuziva se predevsim 0,9% roztok NaCl, ktery se pridava ke
spermatu v poméru 5:1 (Amirat et al., 2005).

Pufra¢ni vlastnosti fedidla =zajistuje citrat sodny, fosfat nebo tris (hydroxymethyl)
aminomethan (TRIS). Ty udrzuji hladinu pH v rozmezi 6,4 - 6,8 a zabranuji aglutinaci. Dané
pH musi odpovidat biologickym vlastnostem spermie a je také dulezité pii vzniku
nezadoucich zplodin metabolismu spermii - kyseliny mlécné. Nejlépe redukuje spotiebu
kysliku spermiemi a tlumi oxidaci kyseliny mlé¢né fosfatovy pufr. TRIS mizeme v fedidle
pouzit jako TRIS-kyselina citronova (TCA), TRIS-Tes (TEST) nebo TRIS-Hepes (HEPEST)
a podle studii ma nejlepsi vliv na kvalitu spermii po rozmrazeni TCA (Rasul et al., 2000).
Nektera fedidla vyuzivaji pro stabilizaci pH vlastnosti zwitterionu. Zwitterion je iont
chovajici se podle prostiedi soucasné jako kyselina i jako z4sada. Tato fedidla se musi pred

pouzitim fedit citratem sodnym pro lepsi pufracni kapacitu (Tuli et Hortz, 1994).

Jako energeticky zdroj pro spermie slouzi jednoduché cukry jako je fruktdza, glukoza,
manoza ¢i arabidza. U té€chto cukrl se lisi rychlost, kterou jsou tyto cukry metabolizovany.
Laktoza, obsazena v mlécnych fedidlech, je metabolizovana jen omezené (Parkinson et al.,

2001). Cukry v fedidle slouzi zaroven jako nepenetrujici kryoprotektivni latky.

Penetrujici kryoprotektivum je glycerol nebo dimethylsulfoxid (DMSO; Tasdemir et al.,
2012). Kryoprotektiva pridavame do fedidel pro ochranu pied tepelnym nebo chladovym
Sokem, chrani buiiku pred tvorbou ledovych krystalli pfi procesu mrazeni. VéEtSinou takto
vyuzivame vySe zminény glycerol, pfi jehoZ pouziti spermie vykazuji lepSi motilitu,
akrozomalni a mitochondridlni integritu membrany i integritu plazmy. Pti jeho uziti ale asi

85 % spermii vykazuje urcity stupen poranéni na membranach (Forero-Gonzalez et al., 2012).
Dale se vyuZziva vaje¢ny Zloutek, ten ale miZe fedidlo kontaminovat bakteriemi nebo
mykoplasmou. Jako ndhradu muzeme vyuzit z rostlinnych lipida s6jovy lecitin (Aires et al.,
2003). Existuje mnoho vyzkumd, ve kterych se pokouseli zjistit, ktera slozka ve vajecném
Zloutku ma tak vyznamné kryoprotektivni G¢inky. Pace a Graham (1974) ve svych studiich
centrifugovali Zloutek a zjistili, Ze slozka, ktera zajist'uje rezistenci vii¢i chladovému Soku pfi
mrazeni a rozmrazovani a zlepSuje motilitu po rozmrazeni je low-density frakce vajecného
zloutku (LDF) slozena ptedevsim z nizkodenzitnich lipoproteini LDL a nehrozi u néj zadna

kontaminace fedidla.
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Zloutkova fedidla vyuZivaji zloutek na zakladé jeho kryoprotektivnich Gginki. K zasadnimu
priulomu v fedéni a mrazeni pfisel jako prvni Phillips (1939) s uzitim vajec¢ného Zloutku. V
dalsich letech se vajecny zloutek stal nedilnou soucasti fedidel pro uchovani byc¢ich spermii k
um¢lé inseminaci (Salisbury et al., 1978). Byly provadény studie zjistujici nezbytny objem
ptidaného zloutku pro zmrazeni inseminacni davky byka. Bylo zjisténo, ze idealni je 20%
koncentrace vaje¢ného zloutku, jelikoz zvySujici koncentrace zloutku v fedidle méa za
nasledek snizeni pH a tim zhorSuje motilitu spermii (Shannon, 1978). Dnes je vaje¢ny Zloutek
vyuzivan v koncentracich — 16 %, 20 % a 24 % (Vishwanath et Shannon, 2000).
glycerol, cukr, pufry a antibiotika. Dosahuje dobrych vysledk i pfi vysokém stupni fedéni a

po rozmrazeni zistava pohyblivé asi jedna tietina spermii (Amirat et al., 2005).

Bezzloutkova ftedidla jsou vyuzivana hlavné kvili zabranéni kontaminace ejakulatu z
zivocisnych latek. Dalsi vyhodou je Cirost po nafedéni, a tim usnadnéné mikroskopické
hodnoceni spermii. Jak uz bylo vySe zminéno, Zloutek miize byt nahrazen sdjovym extraktem,
jako to vyuziva fedidlo Biociphos-Plus (Thun et al., 2002). Mizeme vyuzit také latky na bazi
mléka, jako naptiklad u fedidla Laiciphos (Bousseau et al., 1998). Nejpouzivanéjsi komercni
bezzloutkova ftedidla jsou napiiklad AndroMed® a Bioxcell®. Tato komeréni fedidla
obsahuji kyselinu citronovou, glycerol, antibiotika, fosfolipidy a antioxidanty. Na piipravu
jsou jednoduché a vyuzivaji se pro dlouhodobou i kratkodobou konzervaci semene (Beran et

al., 2012).

Mnoho studii dokazuje, ze Zloutkovéa fedidla oproti bezzloutkovym maji lepsi Uc¢innost
ochrany spermii pied poskozenim a chladovym Sokem (Beran et al., 2012, Akhter et al., 2010,
Thun et al., 2002). Objevuji se ale také studie, kde bezzloutkova tedidla vykazuji stejné nebo
lepsi vysledky membranové integrity a motility spermii nez Zloutkova fedidla (Moussa et al.,
2002, Gil et al., 2000). To miize byt ale zplisobeno rozdilnymi podminkami, za kterych se
pokusy provadély - naptiklad teplota a doba inkubace (Gil et al., 2000). Dulezitou roli hraje
také individualita plemenika, nejen mezi byky, ale i mezi jednotlivymi odbéry (Beran et al.,

2012).
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3.6 LDL - Low density lipoprotein

Vajecny zloutek se sklada pievazné z 80 % lipoproteind, které jsou tvofeny frakcemi rizné
hustoty (VLDL, LDL, HDL), 16 % livetini — Cisté proteiny a 4 % fosfovitint, které patii
mezi glykoproteiny (McCully et al., 1962).

Ptredpoklada se, ze nizkodenzitni lipoprotein (LDL) obsazeny ve vajecném Zzloutku snizuje
poskozeni spermii pii procesu kryokonzervace (Moussa et al., 2002), zvySuje prezitelnost
spermii (Amirat et al., 2005), ptispiva k zachovani vysoké hladiny oplozeni schopnosti
(Akhter et al., 2011) a zvySuje hladiny motility a mitochondrialni aktivity (Hu et al., 2010).
Hustota LDL je 0,982 g/ml. Jsou to kulovité molekuly veliké v praiméru 17-60 nm obsazené v
plazmé vajec¢ného Zloutku. Jadro je tvofeno triglyceridy, cholesterolem a jeho estery a obal je
tvofen apoproteiny a fosfolipidy (Anton et al., 2003). LDL obsahuje 83 - 89% tukti a 11 -
17% bilkovin. Lipidy LDL jsou sloZeny pfiblizné z 69% triglyceridli, 26% fosfolipidl a 5%
cholesterolu (Moussa et al., 2002). Piitomné hydrofobni fosfolipidy stabilizuji struktury LDL.
Proteiny tvofi fazové rozhrani, snizuji povrchové napéti a tvoii mechanickou bariéru (Anton

et al., 2003).

Slozky obsazené ve vajeném zloutku maji schopnost vytvafet filmy, diky schopnosti
absorpce na fazovém rozhrani oleje a vody (Moussa et al., 2002). LDL muze hrat vyznamnou
roli pfi tvorbé a stabilizaci emulgac¢nich vlastnosti Zloutku. Podstatnd emulgacni schopnost
proteinll je sniZovani povrchového napéti, a tim udrZeni bunééné membrany v neporuseném
stavu béhem mraZzeni a rozmrazovani. Pfi mrazeni a rozmrazovdni se meéni lipidova
organizace a chemické slozeni plazmatické membrany (Graham et Foote, 1987). Podle
nekterych studii se chladem rozrusi tvar fosfolipidové frakce LDL a na povrchu spermie se
vytvoii ochranny film (Quinn et al., 1980), miize ale také nahrazovat poskozené ¢i chybéjici
fosfolipidy na membrané po kryokonzervaci (Graham et Foote, 1987). Vishwanath et al.
(1992) ve své studii uvadi ptimy vztah lipoproteinii vajecného Zloutku s proteiny seminalni
plazmy, které se podle néj vaZi na spermatickou membranu. Na zdkladé té€chto hypotéz
vzniklo mnoho studii, které uvadi, ze LDL frakce vytvaii silné a stabilni vazby s hlavnimi
by¢imi plasmatickymi proteiny BSP, a tim chrani plazmatickou membranu pfed odchodem

cholesterolu a fosfolipidl (Bergeron et al., 2004; Manjunath et al., 2002).
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Vymeénou vajeéného Zloutku za aktivni frakci LDL muzeme zabranit mikrobiologickému
zneCisténi inseminacnich davek. Vysledky studie Bouseau et al. (1998) ukazaly, ze i ptes
pfidand antibiotika do komercné¢ vyrabénych zloutkovych ftedidel byla vyznamné
kontaminovana. LDL Ize ze zloutku extrahovat v Cist¢ formé biochemickou separacni
metodou zvanou ultracentrifugace. Tato metoda je Casoveé naroc¢na a vytéznost LDL je velmi
mald, proto se v soucasnosti pro komeréni vyuziti nepouzivd (Moussa et al., 2002). Dale
muzeme LDL extrahovat pomoci precipitace, kterd je zaloZzena na rychlém zkoncentrovani
izolovaného materidlu srazenim. Srazeni se provadi zménou pH, pomoci neutralnich soli,

organickych rozpoustédel nebo zménou teploty (Bathgate et al., 2006).

Mnoho praci se zabyvalo porovnavanim fedidel, kde byl Zloutek nahrazen frakci LDL.
Redidla s piidavkem LDL autofi porovnavali se Zloutkovymi fedidly (Amirat et al., 2004; Hu
et al., 2010, Akhter et al., 2011; Hu et al., 2011), nebo pouzivali jako kontrolni vzorky fedidlo
se zloutkem a fedidlo s rostlinnymi fosfolipidy (Amirat et al., 2005; Moussa et al., 2002;
Vera-Munoz et al., 2009). LDL izolovali dle Moussy et al., (2002), pfidavali v riznych
koncentracich k ejakulatu a standardnim postupem zamrazili. Po rozmrazeni vzorky
inkubovali ptfi 37 °C po dobu 10 minut a hodnotili motilitu, membranovou a akrozomalni
integritu (Akhter et al., 2011; Amirat et al., 2004; Amirat et al., 2005; Hu et al., 2010, Hu et
al., 2011; Moussa et al., 2002). Vsichni autofi dosli k zavéru, ze LDL 1épe chrani spermie
pted chladovym Sokem nez zloutkova a bezzloutkova fedidla. Nejidealn&jsi koncentrace LDL
frakce pfidavané do mrazenych inseminacnich davek je podle nékolika provedenych studii

8 % (Hu et al., 2010; Hu et al., 2011; Moussa et al., 2002). Akhter et al., (2011) ma ve svych
studiich nejlepsi vysledky s koncentraci 10 %. P#i pouzitych koncentracich nad 10 % byla
pozorovana snizend motilita, z diivodu agregace lipoproteinti a vznikem granul (Moussa et al.,
2002; Hu et al., 2006). Ve vsech studiich byla frakce LDL ptidavana pouze do Zloutkovych
fedidel, studie hodnotici vliv ptidavku LDL k bezZloutkovym fedidltim na parametry motility

zatim testovan nebyl.
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4 Material a metody

Ejakulat byl odebiran od osmi chovnych byka plemene Cesky strakaty a Holstynsky skot na
inseminacni stanici Natural s.r.o. v HradiStku pod Mednikem ve ¢tyfech odbérovych dnech. V
ramci jednoho experimentu byli odebrani dva byci a byla pouzita bezzloutkova fedidla
Andromed® (Minitiibe, Germany) a Bioxcell® (IMV technologies, France) s rozdilnym
podilem LDL (0 %, 4 %, 6 % a 8 %). Odebrané vzorky byly orientacné€ posouzeny a nafedény
na koncentraci 30x10° spermii/ml. Redidla byla piipravena dle pokynd vyrobce den pied
odbéry a mrazenim ejakulatu a skladovéana také pii teploté 4 °C. Vyrobené inseminacni davky
byly zamrazeny v pejetach standardnim zptisobem a uchovany v tekutém dusiku pfi teploté
196 °C. Vsechny piedméty, které piiSly do styku s rozmrazenym ejakulatem, byly

temperovany na teplotu 38°C.

Andromed® je dodavéan ve dvou variantdch. K pokusu byla pouzita jednostupniovéd varianta
(200 ml) s ATB slozkou. Vyrobce deklaruje moznost konzervace inseminacnich davek, ale
také uchovavani Cerstvého spermatu, minimalni mikrobialni kontaminaci a rychlou a snadnou
ptipravu. Pii ptipravé byl smichan obsah lahvicky s 800 ml redestilované vody. Slozeni:
fosfolipidy rostlinného ptvodu, Tris, Kkyselinu citronovou, cukry, antioxidanty, pufry,

redestilovanou vodu a antibiotika (Tylosin, Gentamycin, Spectinomycin, Lincomycin).

Bioxcell® lze pouzit pro davky mrazené i pro davky chlazené (4°C). Redidlo zajistuje
dobrou oplozovaci schopnost i pti nizké koncentraci v davce. Pro pfipravu bylo smichano

250 ml Bioxcellu s 1000 ml redestilované vody. Redidlo miize byt po nafedéni zamraZeno na
teplotu -20°C a nasledovné opét pouzito. Slozeni: nebylo mozné zjistit blizs§i slozeni, firma
neposkytuje informace ani na internetovych strankach, ani v piibalovych informacich.
Poskytuje pouze informace o pouziti antibiotik (Lincomycin, Spectinomycin, Gentamycin,

Tylosin).
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V kazdém pokusu byl pouzit kontrolni vzorek fedidla bez piidaného LDL. LDL bylo
ziskavano ze zloutku slepi¢ich vajec metodou dle Moussy et al. (2002). Vyroba byla zajisténa
spolecnosti Hena s.r.o. Vaje¢ny zloutek byl nejprve rucné oddélen od bilku na filtraénim
papife, aby byl odstranén endosperm a chaldzova poutka. Poté byla skalpelem roziiznuta
vitelinni membréna a Zloutky byly shroméazdény v kadince v chladu pfi teploté 4 °C. Nasledné
byly Zloutky hodinu homogenizovény s 0,17 M roztokem chloridu sodného pii 4 °C. Poté
byla smés 45 minut centrifugovana pii 4 °C a 10 000 x g. Hlavnim ucelem centrifugace bylo
oddé€leni Zloutkovych granul od plazmy. Pro odstranéni livetinii bylo do 100 ml plazmy
pridano 20,5 g siranu amonného a smés byla homogenizovana 1 hodinu pii 4 °C a pfi pH 8,7.
Vylouéené livetiny byly nasledné odstranény centrifugaci pii 10 000 x g po dobu 45 minut.
Supernatant bohaty na LDL byl dalSich 10 hodin dialyzovan za Gcelem eliminace siranu
amonného. Na konci této dialyzy byla provedena posledni centrifugace pii 10 000 x g po
dobu 45 minut a vysledny sediment LDL s ¢istotou nejméné 97 % byl skladovan pii teploté 4
°C.

4.1 Experiment 1 - Stanoveni parametri motility spermii metodou pocitacem
asistované analyzy spermatu (CASA)

V experimentu byly pouzity mrazené inseminacni davky s pfidavkem LDL. Vzorky byly
rozmrazeny ve vodni lazni (Grant, SUB6) o teploté 37 °C po dobu 30 s. Po vyjmuti z vodni
lazné byla pejeta osuSena buniCinou, konce byly odstfihnuty a obsah byl umistén do
mikrozkumavky typu Eppendorf. Do mikrozkumavky bylo ptidano 500 pl fyziologického
roztoku, ktery byl vytemperovan na 39 °C, vypufrovan pomoci Sérensenova pufru na pH 6,8
a zméfen pH metrem (inoLab, Level 1). Po péti minutach inkubace ve vodni lazni, nutnych
pro disperzi spermii v roztoku, byl vzorek homogenizovan a byly odebrany 3 pl pomoci
automatické pipety (Brand) a bylo provedeno hodnoceni motility na vytemperovaném Leja®

sklicku (hloubka 20 um), stejn¢ byly hodnoceny vzorky po 2 hodinach inkubace pii 37 °C.

Motilita spermii byla hodnocena pomoci CASA modulu (NIS Elements Ar 3.2) s kamerou
(Jenoptik, ProgRes CT1) a stereomikroskopem (Nikon, Eclipse E600) s vyhtivanou destickou
(Tokai Hit). U kazdého vzorku bylo snimano 6 riznych poli, které byly nasledné algoritmicky
zpracovany. Sledovany byly nésledujici parametry pohybu - VAP [um/s] primérna rychlost
hlavi¢ky na naptimené draze, VSL [um/s] primérna rychlost méfena po piimce od zacatku do

konce jedné stopy, VCL [um/s] rychlost hlavicky spermie na skute¢né draze, LIN [%]
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linearita, STR [%] index piimocarosti pohybu a WOB [%] stupeni oscilace. Ziskané hodnoty
jednotlivych parametrti motility byly pfeneseny z CASA modulu do programu MS Excel, kde
byly zkontrolovany a utfidény. Statistickd analyza byla provedena pomoci programu
Statistika 12. Pro zhodnoceni dat byla pouzita vicefaktorova analyza rozptylu (ANOVA) s
Scheffého post-hoc testem. Jako kontinudlni zavislé proménné byly hodnoceny hodnoty VSL,
VCL a VAP nebo LIN, STR a WOB v zavislosti na faktoridlnich nezavislych proménnych -
fedidlo (AndroMed® a Bioxcell® s riznou koncentraci LDL) a ¢as inkubace (0 hodin a 2
hodiny). Analyza probihala na hladin¢ vyznamnosti p < 0,05.

4.2 Experiment 2 - Stanoveni parametru pieZitelnosti spermii metodou
fluorescenéniho barveni

Ke stanoveni zivych a mrtvych spermii bylo pouzito fluorescenéni barveni dle Harrison et
Vickers (1990) s pouzitim carboxyfluorescein diacetatu (CFDA), dimethyl sulfoxidu (DMSO)
a propidium jodidu (PI). CFDA byl rozpustén v DMSO v poméru 0,46 mg CFDA / 1 ml
DMSO. PI byl rozpustén ve fyziologickém roztoku (pH 6,8) v poméru 500 pg PI / 1 ml

fyziologického roztoku viz tabulka ¢islo 1.

KOMPONENTY POUZITE MNOZSTVI ‘
0,3 % roztok formaldehydu ve fyziologickém roztoku 1 ul

0,46 mg CFDA /1 ml DMSO 2,1 ul

500 pg PI/ 1 ml fyziologického roztoku 2,1 ul

Tabulka ¢€. 1: SloZeni fluorochromii dle Harris et Vickers (1990).
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Fluorochromy byly smichany tésné pied pouzitim v mikrozkumavce typu Eppendorf v potadi
1 ul 0,3% roztoku formalinu, 2,1 ul CFDA a 2,1 pul PL. Pfi pipetovani (Biohit 0,5 - 10 ul) bylo
dalezit¢, aby barvy neulpivaly na sténé¢ mikrozkumavky a byly na dn¢ smichany. Takto
ptipravené fluorochromy byly uchovavany za nepfistupu svétla v inkubatoru pii 37 °C. Do
kazdé mikrozkumavky s fluorochromy bylo pfidano 100 pl roztoku semene a inkubovano po
dobu 10 minut. Po inkubaci byl vzorek homogenizovan lehkym poklepanim na S$picku
mikrozkumavky. Poté bylo ze vzorku odebrano 8 pl na podlozni sklicko a prekryto krycim
sklickem. To bylo dukladné zafixovano bezbarvym lakem na nehty. Takto byla od kazdého
vzorku piipravena tii sklicka, ktera se skladovala na vyhfevné desce (Vezas, VDI1) piikryta
kartonovym vikem. Skla byla hodnocena na fluorescenénim mikroskopu.

RozliSovaly se zivé, mrtvé a umirajici spermie s intaktnim akrozomem a poruSenou
plazmatickou membranou. Rozdilné barveni spermii dokumentuje obrazek ¢. 1. Kazdé sklo
bylo hodnoceno minimalné do poctu 200 spermii a vysledek byl vyjadien procentudlnim
zastoupenim jednotlivych kategorii spermii.

Ziskané hodnoty parametri ptezitelnosti byly pfeneseny do programu MS Excel, kde byly
zkontrolovany a utfidény. Statistickd analyza byla provedena pomoci programu Statistika 12.

Pro hodnoceni dat byl pouzit test rozdili mezi dvéma pom¢éry.

A

Obrazek ¢. 1: Barveni A) Zivych, B) mrtvych a C) umirajicich spermii.
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5 Vysledky

5.1 Experiment 1 - Stanoveni parametri motility spermii metodou pocitacem
asistované analyzy spermatu (CASA)

5.1.1 Andromed

Charakteristiky pohybu spermii VAP, VSL, VCL, LIN, STR A WOB u konzervovaného
ejakulatu fedidlem AndroMed® v zavislosti na délce inkubace ejakulatu (0 hodin a 2 hodiny)
a na % pridaného LDL uvadéji grafy ¢. 1 - 4. U vétSiny parametrti dochazelo na pocatku
inkubace ke statisticky vyznamnému poklesu motility s rostouci koncentraci pfidaného LDL
oproti kontrolnim vzorkiim. Po dvou hodinach inkubace byl trend opacny a s rostouci

koncentraci LDL se motilita zvySovala.

Graf & 1: Redido AndroMed® — Rychlost spermii na priimérné draze — VAP [pm/s] v

zavislosti na % pridaného LDL a na délce inkubace ejakulatu.
KE —fedidlo s 0 % LDL, E4 - fedidlo s 4 % LDL, E6 - fedidlo s 6 % LDL, E8 - fedidlo s 8 % LDL.
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3 b ¢ Hodnoty pro dany typ fedidla oznatené stejnym indexem se v ¢ase 0 a 2 hodiny nelidi na hlading

vyznamnosti p = 0,05
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Na grafu ¢islo 1 mizeme pozorovat, Ze parametr rychlosti spermii na primérné draze (VAP)
zaznamenal na pocatku inkubace vyrazny pokles motility s rostouci koncentraci ptidaného
LDL. Statisticky vyznamny pokles motility vykazovaly vzorky s 6 % a 8 % ptidavkem LDL
oproti kontrolnimu vzorku a vzorku s 4% ptidavkem LDL. Po dvou hodinach inkubace byl u
téchto koncentraci zaznamendn naopak nartist motility, tyto koncentrace vykazovaly
statisticky vyznamny rozdil od kontrolniho vzorku a od 4 % pifidavku LDL. Na pocatku
inkubace dosahoval nejlepSich vysledki motility kontrolni vzorek a vzorek s 4% ptidavkem
LDL. Ve druhé hodin¢ inkubace dosahovala nejlepSich vysledki motility 6 % koncentrace
ptidaného LDL.

Na grafu ¢islo 2 mizeme pozorovat, ze obdobny trend vykazovala i primérna rychlost

spermii po ptimce (VSL) a rychlost na skute¢né draze (VCL).

Graf & 2: Redidlo AndroMed® — Vztah mezi hodnotami VAP, VCL a VSL [pm/s] na

pocatku a po dvou hodinach inkubace.
KE —tedidlo s 0 % LDL, E4 - fedidlo s 4 % LDL, EG6 - fedidlo s 6 % LDL, E8 - fedidlo s 8 % LDL.
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Graf cislo 3 dokumentuje parametry pohyblivosti. Linearita (LIN) dosahovala v 0. i ve 2.
hodiné inkubace stejnych vysledki motility, pouze ve 2. hodin€¢ inkubace vykazoval od
ostatnich vzorkl statisticky vyznamny narGst motility vzorek s 4% ptidavkem LDL. Index
ptimocarosti (STR) dosahoval v 0. i ve 2. hodiné inkubace také stejnych vysledkta motility.
Na pocatku inkubace zaznamenal statisticky vyznamny pokles motility vzorek s 6%
pfidavkem LDL, ale po dvou hodinach inkubace tato koncentrace zaznamenala naopak
statisticky vyznamny narast motility oproti ostatnim vzorkiim. Stupen oscilace spermii
(WOB) dosahoval v 0. 1 ve 2. hodin¢ inkubace vyrovnanych vysledki, pouze vzorek s 4%

ptidavkem LDL zaznamenal statisticky vyznamny pokles oproti ostatnim vzorkiim.

Graf & 3: Redidlo AndroMed® — Vztah mezi hodnotami LIN, STR a WOB [%] na

pocatku a po dvou hodinach inkubace.
KE —tedidlo s 0 % LDL, E4 - fedidlo s 4 % LDL, EG6 - fedidlo s 6 % LDL, E8 - fedidlo s 8 % LDL.
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Graf cislo 4. dokumentuje rychlost spermii na primémné draze (VAP) v jednotlivych
odbérovych dnech. Z grafu je patrné, Ze vSechny experimenty v 0. hodiné inkubace
dosahovaly vcelku obdobnych vysledkii motility. Po dvou hodinach inkubace doslo k
vyraznému poklesu motility, pouze u prvniho odbérového dne se vysledky pohybovaly ve
stejnych hodnotach jako na po&atku inkubace. Ctvrty odbérovy den zaznamenal v 0. hoding

inkubace vyrazny pokles motility u vzorki s pfidanym LDL oproti kontrolnimu vzorku.

Graf & 4: Redidlo AndroMed® — Rychlost spermii na primérné draze — VAP [pm/s] v

jednotlivych odbérovych dnech na poc¢atku a po dvou hodinach inkubace.
KE —tedidlo s 0 % LDL, E4 - fedidlo s 4 % LDL, EG6 - fedidlo s 6 % LDL, E8 - fedidlo s 8 % LDL.
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Graf cislo 5 dokumentuje procentudlni zastoupeni pohyblivych a nepohyblivych spermii. Na
pocatku inkubace bylo zastoupeni pohyblivych a nepohyblivych spermii v jednotlivych
vzorcich vyrovnané. Statisticky vyznamnych rozdili v procentualnim zastoupeni pohyblivych
spermii oproti kontrolnimu vzorku dosahovaly vzorky s 4% a 8% ptidavkem LDL. Po dvou
hodinach inkubace dosahoval nejhorSich vysledkti v procentualnim zastoupeni pohyblivych
spermii kontrolni vzorek a vzorek s 8% piidavkem LDL. Nejvétsi podil pohyblivych spermii

obsahoval vzorek s 6% piidavkem LDL.

Graf & 5: Redidlo AndroMed® — Procentudlni zastoupeni pohyblivych a nepohyblivych
spermii.

KE —fedidlo s 0 % LDL, E4 - fedidlo s 4 % LDL, E6 - fedidlo s 6 % LDL, E8 - fedidlo s 8 % LDL.
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5.1.2 Bioxcell

Charakteristiky pohybu spermii VAP, VSL, VCL, LIN, STR A WOB u konzervovaného
ejakulatu fedidlem Bioxcell® v zavislosti na délce inkubace ejakulatu (0 hodin a 2 hodiny) a
na % ptidaného LDL uvadéji grafy €. 6 - 9. U vétSiny parametrit dochazelo v 0. 1 ve 2. hodiné
inkubace ke statisticky vyznamnému nartstu motility s rostouci koncentraci pfidaného LDL
oproti kontrolnim vzorkiim. Po dvou hodinach inkubace byl u nékterych vzorkd zaznamenan

statisticky vyznamny pokles motility oproti kontrolnimu vzorku.

Graf & 6: Redido Bioxcell® — Rychlost spermii na primérné draze — VAP [um/s| v

zavislosti na % pridaného LDL a na délce inkubace ejakulatu.
KF —fedidlo s 0 % LDL, F4 - fedidlo s 4 % LDL, F6 - fedidlo s 6 % LDL, F8 - fedidlo s 8 % LDL.
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Graf ¢islo 6 dokumentuje rychlost spermii na primérné draze (VAP). V 0. hodin¢ inkubace
byl zaznamenan vyrazny nartst motility s rostouci koncentraci piidaného LDL. Statisticky
vyznamné narust motility vykazovaly vzorky s 4% a 8% ptidavkem LDL oproti kontrolnimu
vzorku a vzorek s 6% ptfidavkem LDL dosahoval statisticky vyssich hodnot motility i oproti
vzorkliim s 4% a 8% piidavkem LDL. Po dvou hodinach inkubace byl u této koncentrace
zaznamenan naopak pokles motility. Ostatni vzorky vykazovaly obdobny trend jako na

pocatku inkubace, pouze s nizsi rychlosti.

Graf & 7: Redidlo Bioxcell® — Vztah mezi hodnotami VAP, VCL a VSL [pm/s] na
pocatku a po dvou hodinach inkubace.
KF —ftedidlo s 0 % LDL, F4 - fedidlo s 4 % LDL, F6 - fedidlo s 6 % LDL, F8 - fedidlo s 8 % LDL.
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Na grafu ¢islo 7 miizeme pozorovat, Ze obdobny trend vykazovala i primérna rychlost
spermii po ptimce (VSL). V 0. hodin¢ inkubace dosahoval nejlepsich vysledkti vzorek s 6%
ptidavkem LDL, ve druhé hodiné vzorky s 4% a 8% ptidavkem LDL. U parametru rychlosti
na skute¢né draze (VCL) dochazelo na pocatku inkubace ke statisticky vyznamnému nariistu
motility s rostouci koncentraci ptidaného LDL, pouze vzorek s 4% piidavkem LDL
nevykazoval statisticky vyznamny rozdil oproti kontrole. Nejlepsich vysledkt motility
dosahoval vzorek s 6% ptidavkem LDL. Po dvou hodinach inkubace dochazelo statisticky
vyznamnému naristu motility s rostouci koncentraci ptidaného LDL oproti kontrolnimu

vzorku. Nejlepsich vysledkii motility dosahoval vzorek s 8% ptidavkem LDL.

Graf & 8: Redidlo Bioxcell® — VVztah mezi hodnotami LIN, STR a WOB [%] na poéatku

a po dvou hodinach inkubace.
KF —tedidlo s 0 % LDL, F4 - fedidlo s 4 % LDL, F6 - fedidlo s 6 % LDL, F8 - fedidlo s 8 % LDL.
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Graf Cislo 8 dokumentuje parametry pohyblivosti. (LIN) dosahovala v 0. i ve 2. hodiné
inkubace stejnych vysledkli motility bez statisticky vyznamnych rozdili. Index ptimocarosti
(STR) dosahoval v 0. i ve 2. hodin¢ inkubace také stejnych vysledki motility, pouze ve 2.
hodiné vykazoval od ostatnich vzork statisticky vyznamny nariist motility vzorek s 6% a 8%
pfidavkem LDL. Stupeni oscilace spermii (WOB) dosahoval v 0. i ve 2. hodiné inkubace
vyrovnanych vysledkd, na pocatku inkubace vykazoval vzorek s 6% piidavkem LDL

statisticky vyznamny nértst oproti ostatnim vzorkam.

Graf & 9: Redidlo Bioxcell® — Rychlost spermii na primérné draze — VAP [um/s| v
jednotlivych odbérovych dnech na pocatku a po dvou hodinach inkubace.
KF —tedidlo s 0 % LDL, F4 - fedidlo s 4 % LDL, F6 - fedidlo s 6 % LDL, F8 - fedidlo s 8 % LDL.
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Graf Cislo 9 dokumentuje rychlost spermii na primérné draze (VAP) v jednotlivych
odbérovych dnech. Z grafu je patrné, Ze vSechny experimenty na pocatku inkubace
dosahovaly vcelku obdobnych vysledkii motility. Po dvou hodinach inkubace doslo k
vyraznému poklesu motility u tietiho a c¢tvrtého odbérového dne. U prvniho a druhého
odbérového dne se vysledky pohybovaly ve stejnych hodnotach jako v 0. hoding inkubace. Ve
vSech odbérovych dnech dosahovaly vzorky s pfidanym LDL po dvou hodinach inkubace
lepsich vysledkti motility nez kontrolni vzorky, pouze u prvniho odbérového dne vzorek s 6%
piidavkem LDL dosahoval podobnych hodnot jako kontrolni vzorek.

Graf ¢islo 10 dokumentuje procentudlni zastoupeni pohyblivych a nepohyblivych spermii. Na
pocatku inkubace bylo zastoupeni pohyblivych a nepohyblivych spermii v jednotlivych
vzorcich vyrovnané. Statisticky vyznamnych rozdilii v procentudlnim zastoupeni pohyblivych
spermii oproti kontrolnimu vzorku dosahoval vzorek s 8% ptidavkem LDL. Oproti tomuto
vzorku dosahoval statisticky vyznamnych rozdili v procentudlnim zastoupeni pohyblivych
spermii vzorek s 6% ptidavkem LDL. Po dvou hodindch inkubace dosahoval nejhorSich
vysledkl v procentudlnim zastoupeni pohyblivych spermii kontrolni vzorek. Nejvétsi podil

pohyblivych spermii obsahoval vzorek s 8% piidavkem LDL.

Graf & 10: Redidlo Bioxcell® — Procentualni zastoupeni pohyblivych a nepohyblivych
spermii.
KF —fedidlo s 0 % LDL, F4 - fedidlo s 4 % LDL, F6 - fedidlo s 6 % LDL, F8 - fedidlo s 8 % LDL.
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5.2 Experiment 2 - Stanoveni parametri piezitelnosti spermii metodou
fluorescenéniho barveni

Procentudlni zastoupeni zivych a mrtvych spermii v jednotlivych fedidlech dokumentuji grafy

Cislo 11 a 12.

5.2.1 Andromed

Z grafu Cislo 11 muzeme vycist, ze u experimentd s pouzitym fedidlem AndroMed® byl na
pocatku inkubace zaznamenan statisticky vyznamny nartst poctu zivych spermii s rostouci
koncentraci pridaného LDL oproti kontrolnimu vzorkiim. Nejvétsi podil Zzivych spermii
dosahoval vzorek s 4 % ptidaného LDL. Po dvou hodinach inkubace byl podil Zivych spermii ve

vSech vzorcich vyrovnany a nedochéazelo k zaddnym statisticky vyznamnym rozdilim.

Graf & 11: Redidlo AndroMed® — Procentualni zastoupeni Zivych a mrtvych spermii.
KE —fedidlo s 0 % LDL, E4 - fedidlo s 4 % LDL, E6 - fedidlo s 6 % LDL, E8 - fedidlo s 8 % LDL.
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5.2.2 Bioxcell

Z grafu cislo 12 muzeme vyc€ist, Ze u experimentd s pouzitym fedidlem Bioxcell® byl na
pocatku inkubace zaznamenan statisticky vyznamny narGst po¢tu zivych spermii s rostouci
koncentraci pfidaného LDL oproti kontrolnimu vzorkiim. Nejvétsi podil Zivych spermii
dosahoval vzorek s 8 % ptidaného LDL. Po dvou hodinach inkubace byl podil zivych spermii ve
vSech vzorcich vyrovnany. Statisticky vyznamny nariist po¢tu zivych spermii oproti ostatnim

vzorktim byl zaznamenan pouze u vzorku s 8 % ptidaného LDL.

Graf & 12: Redidlo Bioxcell® — Procentuslni zastoupeni Zivych a mrtvych spermii.
KF —fedidlo s 0 % LDL, F4 - fedidlo s 4 % LDL, F6 - fedidlo s 6 % LDL, F8 - fedidlo s 8 % LDL.

80 g . e
70
60 3 d
50
40
30 B % mrtvych
20 B % Zivych
10
0 -
KF Fa F6 F8 KF Fa F6 F8
Bioxcell Bioxcell Bioxcell Bioxcell Bioxcell Bioxcell Bioxcell Bioxcell
OH OH OH OH 2H 2H 2H 2H

ab.¢ Hodnoty pro dany typ fedidla oznagené stejnym indexem se v ¢ase 0 a 2 hodiny neli§i na hladiné vyznamnosti p

=0,05

35



6 Diskuze

V poslednich letech je moznost nédhrady vaje¢ného Zloutku za jeho uc¢innou frakci LDL
intenzivné studovdna (Amirat et al., 2004; Hu et al., 2010; Hu et al., 2011; Moussa et al.,
2002). Ptesny princip ochranného tG¢inku na spermie je stale predmétem studii. Pfredpoklada
se, ze v ném hraje roli mechanické ochrana spermatické membrany (Moussa et al., 2002; Pace
et Graham, 1974) a oddé¢lovani plazmatickych proteini BSP (Bergeron et al., 2004;
Manjunath et al., 2002). Pokud je tedy LDL onou ochrannou slozkou ve Zzloutkovych
fedidlech, jak potvrzuje mnoho studii (Akhter et al., 2011; Amirat et al., 2004; Amirat et al.,
2005; Bergeron et al., 2004; Hu et al., 2010; Hu et al., 2011; Moussa et al., 2002, Pace et
Graham, 1974), je na misté otdzka, zda ptidavek LDL k bezZloutkovym fedidlim bude mit
také pozitivni vliv na pohyblivost a pfezitelnost spermii. Pro zatfazeni do praxe je dulezitym

predpokladem optimalizace koncentraci pfidaného LDL.

V této studii byly pomoci parametri motility a preZitelnosti spermii porovnavany rtizné
koncentrace piidaného LDL ve dvou bezzloutkovych fedidlech, AndroMed® a Bioxcell®.
Optimalni koncentrace LDL frakce ptfiddvana do dlouhodobé uchovavanych inseminacnich
davek s pouzitymi zloutkovymi fedidly je podle n€kolika provedenych studii 8 % (Hu et al.,
2010; Hu et al., 2011; Moussa et al., 2002). Akhter et al., (2011) ma ve svych studiich
nejlepsi vysledky s koncentraci 10 %. Pfi pouzitych koncentracich nad 10 % byla pozorovana
snizena motilita (Moussa et al., 2002; Hu et al., 2006). Vliv pfidavku LDL v bezzloutkovych
fedidlech testovan v Zadnych studiich nebyl. Obecné jsou hodnoty parametrti motility nizsi,
nez u zloutkovych fedidel (Hu et al., 2010; Moussa et al., 2002; Vera-Munoz et al., 2009). K
posouzeni motility byl v této studii vyuzit program CASA (computer assisted sperm analysis),
ktery hodnoti n¢kolik parametrti pohybu spermie podle trajektorie hlavicky (Verstegen et al.,
2002).
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U fedidla AndroMed® dosahovaly vzorky s 6% a 8% ptidavkem LDL u vSech hodnocenych
parametrd rychlosti (VAP, VSL a VCL) po rozmrazeni vyrazné horsich vysledkd. Kontrolni
vzorek bez pfidaného LDL a vzorek s 4% piidavkem LDL dosahovaly vysSich hodnot
motility. Po dvou hodinach inkubace se trend obratil a vzorky s 6% a 8% piidavkem LDL
dosahovaly vyrazné lepSich vysledkii oproti kontrolnimu vzorku a vzorku s 4% ptidaného
LDL ve vSech hodnocenych parametrech. U parametrti pohyblivosti (LIN, STR a WOB) byly
hodnoty motility celkem vyrovnané. Po dvou hodinach inkubace u parametru linearity a

indexu ptimocarosti dosahoval nejlepsich vysledka vzorek s 6% ptidavkem LDL.

Odlisna situace nastala u fedidla Bioxcell®, kde vSechny hodnocené parametry rychlosti
(VAP, VSL a VCL) dosahovaly po rozmrazeni vyrazné lepSich vysledi u vzorkt s pfidavkem
LDL oproti kontrolnimu vzorku bez ptfidaného LDL. Nejlepsich vysledkli dosahoval vzorek s
6% ptidavkem LDL. Po dvou hodindch inkubace zistal trend stejny ale u vzorku s 6%
pridavkem LDL nastal vyrazny pokles motility. To muize byt disledek vycerpani
hyperaktivovanych spermii. Pouze rychlost po skute¢né draze (VCL) méla po dvou hodinach
inkubace stoupajici tendenci s rostouci koncentraci pfidaného LDL oproti kontrolnimu
vzorku. Thned po rozmraZzeni dosahovaly tedy nejlepSich vysledkli vzorky s 6% ptidavkem
LDL, po dvou hodinéach inkubace to byly vzorky s 4% a 8% ptidavkem LDL. U parametra
pohyblivosti (LIN, STR a WOB) byly hodnoty motility celkem vyrovnané.

V provedenych studiich vychazeli nejlepsich vysledkt hodnoty s 8% (Hu et al., 2010; Hu et
al., 2011; Moussa et al., 2002) nebo 10% piidavkem LDL (Akhter et al., 2011). Tyto studie
vsak hodnotily efekt nahrady vajeéného zloutku za aktivni frakci LDL. V nékterych studiich
byla pouzita bezzloutkova fedila bez ptidavku LDL pouze pro srovnani s dalSimi fedidly
(Amirat et al., 2005; Moussa et al., 2002; Vera-Munoz et al., 2009). Amirat et al., (2005) ve
své studii uvadi, Ze mezi Zloutkovym a bezZloutkovym ftedidlem dochéazelo k vyraznym
rozdilim v hodnotach motility, zatimco pouzité¢ bezzloutkové fedidlo dosahovalo podobnych
hodnot jako Zloutkové fedidlo s nahrazenym zloutkem za frakci LDL. V nasi studii byla
frakce LDL pridavana jiz k hotovym fedidlim. Efekt pfidavku LDL v nasi studii byl
prokazan. Pfidani LDL k fedidlu AndroMed® ma kladny dopad na motilitu spermii. Ze
ziskanych dat mizeme ptedpokladat, ze optimalni koncentraci pro fedidlo AndroMed® je

6 % pridaného LDL. Pfidani LDL k fedidlu Bioxcell® méa také kladny dopad na motilitu
spermii. Nejlepsi koncentraci pro fedidlo Bioxcell® je 6 % a 8 % pridaného LDL.
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S pfihlédnutim na procentudlni zastoupeni pohyblivych a nepohyblivych spermii s pouzitym
fedidlem AndroMed® je z naSich vysledkll patrné, Ze na pocatku inkubace bylo nejvice
pohyblivych spermii obsaZzeno ve vzorcich s 4% a 8% ptidavkem LDL. Po dvou hodinach
inkubace obsahoval nejvice pohyblivych spermii vzorek s 6% pifidavkem LDL. U ftedidla
Bioxcell® je procentualni zastoupeni pohyblivych spermii ve vSech vzorcich horsi nez u
ptedchoziho fedidla. Nejvice pohyblivych spermii ihned po rozmrazeni obsahoval vzorek s
6% ptidavkem LDL, déle pak vzorek s 8% ptidavkem LDL. Po dvou hodinach inkubace
obsahovaly vSechny vzorky s ptfidanym LDL vice pohyblivych spermii nez kontrolni vzorek
bez ptidaného LDL, nejvyssi podil pohyblivych spermii obsahoval vzorek s 8% ptidavkem
LDL. Miizeme tedy tvrdit, Ze uziti inseminacnich dévek s pfidavkem LDL muze mit vliv na
uspéSnost zabteznuti u krav, protoze ejakuldt po dob¢ stravené v pohlavnim ustroji samice

bude vice pohyblivy nez i fedidla bez ptidaného LDL.

Vzorky s ptidavkem LDL k fedidlu AndroMed® ihned po rozmrazeni obsahovaly také vyssi
pocet Zivych spermii nez kontrolni vzorek. Nejvice zivych spermii po rozmrazeni obsahoval
vzorek s 4% piidavkem LDL ale 1 ostatni vzorky s pfidanym LDL obsahovaly 60 % Zivych
spermii v insemina¢ni davce. Po dvou hodinach inkubace byl podil Zivych spermii ve vSech
vzorcich vyrovnany a u vSech vzorkd se podil snizil na zhruba 40 %. U fedila Bioxcell®
obsahovaly ihned po rozmraZeni vSechny vzorky s pfidanym LDL vice Zivych spermii nez
kontrolni vzorek. Nejvice Zivych spermii obsahoval vzorek s 8% pfidaného LDL. Po dvou
hodinach inkubace bylo zastoupeni zivych spermii v jednotlivych vzorcich vyrovnané, podil
Zivych spermii u vSech vzorkt snizil zhruba na 40 %, vzorek s 8% pridavkem LDL obsahoval
zhruba 50 % zivych spermii. Z naSich vysledki je tedy patrné, ze ptidavek LDL
k bezzloutkovym fedidliim pfispiva k zlepseni prezitelnosti spermii v inseminacnich davkach.
Ve studiich, kde autofi srovnavaly bezzloutkové fedidlo bez ptidaného LDL se Zloutkovymi
fedidly s nahrazenym Zloutkem za LDL frakci dosahovaly bezzloutkova tedidla lepSich
vysledkl pteZitelnosti neZ Zloutkova fedidla s pfidanym vajeCnym Zloutkem a podobnych
vysledkt jako fedidla s nahrazenym Zloutkem za frakci LDL (Amirat et al., 2005; Vera-
Munoz et al., 2009). Podobnych vysledkii ve svych studiich dosahli i dalsi autofi (Moussa et
al., 2002; Gil et al., 2000).
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Pokud hodnotime parametr rychlosti na praimérmné draze (VAP) u fedidla AndroMed® v
jednotlivych odbérovych dnech, mizeme pozorovat, ze trend je rozdilny s porovnanim
celkovych vysledki. U vétsiny piipadd po dvou hodinach inkubace dosahovala motilita
horSich vysledkii. Pouze prvni odbérovy den byly vysledky shodné v 0. i ve 2. hodin¢
inkubace. Dokonce vzorky s 6% a 8% piidavkem LDL dosahovaly lep$ich vysledki nez v

0. hodiné. U ftedidla Bioxcell® dosahovaly vSechny experimenty na pocatku inkubace
obdobnych vysledkli motility. Po dvou hodinach inkubace doslo k vyraznému poklesu
motility u tfetiho a ¢tvrtého odbérového dne. Ve vsech odbérovych dnech dosahovaly vzorky
s pfidanym LDL po dvou hodinach inkubace lepsich vysledki motility nez kontrolni vzorky
bez pfidaného LDL. Tady mizeme vidét, ze namétené hodnoty jsou ovliviiovany mnoha
faktory. Jednim z faktorGi mulze byt pouziti bykl riznych plemen (v nasem piipadé
Holstynsky skot a Cesky strakaty skot) s individualnimi rozdily ale také tim, Ze byly
odebirani pokazdé rizni byci. Otazkou tedy zlstava, jak dalece jsou efekty univerzalni a zda

by nebylo vhodné se v dalSich studiich zaméfit na individualitu byka.

Ziskané vysledky prokazaly, ze pfidavek LDL k bezZloutkovym fedidlim mé pozitivni vliv
na pohyblivost a pfezitelnost spermii po rozmrazeni. Oplozeni schopnost ejakulatu neni ale
dana pouze parametry motility a preZitelnosti. Pro komplexni posouzeni je tfeba kombinovat
tyto testy s testy integrity membran a akrozomu, s testy metabolického stavu spermie, s
testovanim enzymatické odolnosti spermii a nejlépe také s vysledky zabtezavani krav nebo

daty o in vitro oplozeni.
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7 Zavér

Cilem prace bylo zjistit, zda piidavek LDL v kryokonzervovanych inseminacnich davkach
zlepsi kryoprotektivni vlastnosti bezzloutkovych fedidel AndroMed® a Bioxcell®. Jednalo se
o kvalitativni parametry, piedev§im motilitu a ptezitelnost spermii. Dale néds zajimalo, zda
bude tento efekt rozdilny pii pouziti riznych fedidel a pii riznych koncentracich pridavku

LDL.

U fedidla AndroMed® byl naplnén piedpoklad. Thned po rozmrazeni vykazovaly vzorky s
ptidavkem LDL horsich vysledki nez kontrolni vzorek bez ptidaného LDL ale po dvou
hodinach inkubace se trend vyrazné¢ zménil a vzorky s ptidavkem LDL dosahovaly lepsich
vysledkti motility nez kontrolni vzorek. Pfi celkové analyze pohyblivych a nepohyblivych
obsahovaly vSechny vzorky s pfidavkem LDL v 0. i ve 2. hodin¢ vice pohyblivych spermii
nez kontrolni vzorek. lhned po rozmrazeni bylo ve vSech vzorcich s pfidanym LDL vice
zivych spermii nez v kontrolnim vzorku. Po dvou hodindch inkubace nebyly rozdily v

podilech prikazné.

Oproti tomu u fedidla Bioxcell® byl splnén piedpoklad a v§echny pouzité koncentrace LDL
dosahovaly lepsich hodnot motility oproti kontrolnimu vzorku v 0. i ve 2. hodiné. Thned po
rozmrazeni 1 po dvou hodinédch inkubace byl podil pohyblivych spermii u vzorkl s pfidanym
LDL vys§i nebo stejny jako u kontrolniho vzorku. S piihlédnutim k procentudlnimu
zastoupeni zivych a mrtvych spermii muzeme konstatovat, Zze ihned po rozmrazeni i po dvou
hodinach inkubace obsahovaly vSechny vzorky s pfidanym LDL vice zivych spermii nez

kontrolni vzorek.

Celkove¢ lIze tvrdit, ze ptidavek LDL k fedidlu Andromed® i Bioxcell® ma ptiznivy vliv na

pohyblivost i prezitelnost spermii a je tedy vhodné ptidavat ho do inseminac¢nich davek.
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