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Vliv vybranych obalii kryokonzervovaného ejakulatu

hiebcu na motilitu spermii

Souhrn

Uméla inseminace kryokonzervovanym ejakulatem je jednou z nejrozsifenéjSich metod
reprodukce koni. Oplozovaci schopnost kryokonzervovaného ejakulatu je ovlivnéna mnoha faktory.
Mezi ty nejzakladngjsi 1ze zaradit vek, plemeno a individualitu hiebce, techniku kryokonzervace, typ
pouzitého obalu a objem inseminacni davky (ID). Drtiva vétSina kryokonzervovaného ejakulatu je
uchovavana v 0,5 ml pejetach. Alternativou v§ak mohou byt i vysokoobjemové ID.

Cilem prace je oveérit hypotézu, ze hieb¢i ejakulat kryokonzervovany do 0,5 ml pejet vykazuje
kvalitngjsi vlastnosti v porovnani s kryokonzervaci do 5 ml aluminiovych tub.

Hiebci plemene starokladrubsky kun byli odebirani v Equinnim reprodukénim centru
Pardubice — Mnétice. Odebrané semeno bylo nafedéno komerénim fedidlem GENT a pInéno do 0,5 ml
plastovych pejet a 5 ml aluminiovych makrotub. Kryokonzervované ID byly uchovavany v tekutém
dusiku pii-196 °C. Davky byly rozmrazovany ve vodni lazni o teploté 37 °C po dobu 30 — 60 s.
Motilita spermii byla po rozmrazeni snimana v prub&éhu hodinové inkubace a hodnocena objektivné
pomoci CASA systému. Mezi automaticky méiené parametry patfily celkova a progresivni motilita
a dalsi kinematické parametry piesnéji charakterizujici pohyb jednotlivych spermii. Data byla
statisticky vyhodnocena na hladiné vyznamnosti P < 0,01.

Nativni vzorky ejakulatu vykazovaly lepSi hodnoty motility spermii neZz ejakulat
po rozmrazeni. Ihned po rozmrazeni se celkova a progresivni motilita spermii mezi jednotlivymi obaly
neliSila, signifikantné lepSich vysledkli dosahovaly kinematické parametry motility ve vzorcich
ejakulatu kryokonzervovanych v 0,5 ml pejetach. S prodluzujici se dobou inkubace se hodnoty vSech
parametrd motility spermii postupné zhorSovaly. Poklesy jednotlivych parametri motility spermii byly
zietelné ve vzorcich kryokonzervovanych v 0,5 ml pejetach pfedev§$im V prvni polovin€ inkubace,
v 5 ml makrotubéch spise v polovin€ druhé. Obecné Ize fici, Ze hodnoty celkové a progresivni motility
se vSak mezi jednotlivymi obaly neliily, nicméné jednotlivé kinematické parametry dosahovaly
signifikantné lepSich vysledkt v 0,5 ml pejetach. Kolisani mezi jednotlivymi parametry a hiebci bylo
ihned po rozmrazeni znatelné piedev§im v hodnotach celkové a progresivni motility.

Kryokonzervovany ejakulat starokladrubskych hiebcti vykazoval obecné lepsi hodnoty

motility spermii v 0,5 ml pejetach oproti 5 ml aluminiovym makrotubam.

Kli¢ova slova: hiebec, insemina¢ni davka, kryokonzervace, motilita



Influence of chosen package of cryopreserved stallion’s

ejaculate on sperm motility

Summary

Artificial insemination of cryopreserved semen is one of the most widespread method
of equine reproduction. The fertilising capacity of cryopreserved semen is influenced by several
factors including age, breed and individuality of the stallion, freezing technique, type of packaging
and volume of the insemination dose (ID). Most of the cryopreserved semen is stored in 0,5 ml straws.
However, there are alternatives that use higher volumes.

The aim of this study is to verify the hypothesis, that the semen cryopreserved in 0,5 ml straws
offered better quality than the semen cryopreserved in 5 ml aluminium tubes.

The semen was collected from the Old Kladruber stallions in Equine reproduction centre
Pardubice — Mnétice. Collected semen was diluted with the commercial diluent GENT and filled to the
0,5 ml plastic straws and 5 ml aluminium makrotubes. Frozen ID were stored in liquid nitrogen (-
196 °C). The samples were thawed in a water bath at 37 °C within 30 — 60 s. The sperm motility was
observed after thawing during one hour incubation and assessed objectively with CASA. Among the
automatically evaluated parameters belonged: the total and progressive motility and another kinematic
parameters that define the movement of individual spermatozoa. The data was statistically analysed
and differences were assumed to be significantly different if P < 0,01.

Native semen samples offered better values of sperm motility than semen after thawing.
Immediately after thawing, the total and progressive motility did not differ between the individual
packages, significantly better results of kinematic parameters of motility were reached in the samples
cryopreserved in 0,5 ml straws. All of the parameters of motility progressively worsened during the
incubation. The parameters of samples cryopreserved in 0,5 ml straws dropped obviously especially in
the first half of incubation, while the samples stored in 5 ml macrotubes rather in the second half of
incubation. In general, the values of total and progressive motility, did not differ between the
individual packages, however the outcome of kinematic parameters reached significantly better results
in 0,5 ml straws. Fluctuations between parameters and stallions were obvious after thawing
particularly noticeable were values of total and progressive motility.

Cryopreserved semen of Old Kladruber stallions offered generally better values

of spermatozoa motility in 0,5 ml straws than in 5 ml aluminium macrotubes.

Keywords: stallion, insemination dose, cryopreservation, motility
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1 UVvOD

Uméld inseminace kryokonzervovanym ejakuldtem je jednou z nejrozsSifencjSich
metod reprodukce koni. Oplozovaci schopnost kryokonzervovaného ejakulatu je ovlivnéna
mnoha faktory, naptiklad technikou kryokonzervace semene, obalem a objemem inseminac¢ni
davky (ID) ¢i managementem reprodukce. I ptes stalé zlepSovani techniky mrazeni ejakulatu
existuje zna¢né procento hiebctl, jejichz ejakulat nelze uspokojivé mrazit a po rozmrazeni
nedosahuje dostatecnych kvalit. Velkou roli zde hraje variabilita jednotlivych hiebct i jejich
ejakulat, a tedy individualni schopnost spermii tolerovat proces kryokonzervace.

Cilem vSech kryokonzervacnich metod je zvySit efektivitu kryokonzervace
a vyprodukovat fertilni ID. Problémy s kryotoleranci ejakulatli téchto hafe mrazitelnych
hiebcii by mohlo byt mozné vyfeSit nalezenim vhodného kryokonzervaéniho ftedidla
¢i metody mrazeni. Drtiva vétSina kryokonzervovaného ejakulatu je uchovavana v 0,5 mi
pejetach. Nizkoobjemové pejety vSak nejsou jedinou moznosti, jak uchovavat
kryokonzervovany ejakuldt hiebct. Urcité studie poukazuji na to, ze mrazeni semene
do vysokoobjemovych ID minimalizuje poskozeni spermatickych bun¢k diky zpomaleni
rekrystalizace pfi procesu mrazeni a rozmrazovani.
kvalitativnich ukazatelli nativniho i1 kryokonzervovaného ejakuldtu a casto je povazovana

za indikator kvality a fertility dan¢ho ejakulatu.



2 VEDECKA HYPOTEZA A CIL PRACE

Cilem prace je ovéfit hypotézu, ze hiebCi ejakulat kryokonzervovany do 0,5 ml pejet

vykazuje kvalitngjsi vlastnosti v porovnani s kryokonzervaci do 5 ml aluminiovych tub.



3 LITERARNI PREHLED

3.1 Fyziologie spermie

3.1.1 Reproduk¢ni soustava hirebee

Reprodukéni soustava hiebee zajistuje ti1 zdkladni funkce — tvorbu pohlavnich bungk,
neboli gamet, produkci pohlavnich hormonti a uskute¢néni pohlavniho styku. Sklada se
Z vnitinich a vnéjsich pohlavnich orgénti. Mezi vnitini jsou fazeny varlata a nadvarlata, dale
pak chamovody a ptidatné pohlavni Zlazy (ampule chamovodu, prostata, bulbourethralni
zlazy a semenné vacky). Mezi vnéjsi se fadi penis a Sourek (Parkinson, 2001c¢).

Varlata, pohlavni zlazy hiebce, maji dvé kliCové funkce — produkci spermii, sam¢ich
pohlavnich gamet, a sekreci hormonti nutnych pro normalni funkci nadvarlat a ptidatnych
pohlavnich 714z a pro udrzeni charakteristick¢ho pohlavniho chovani samcii (Amann, 2011b).

Varlata maji vejCity, ze stran mirné zploStély tvar. Velikosti se pohybuji mezi
80 a 140 mm na délku a 50 — 80 mm na Sitku. Hmotnost varlat zavisi na véku hiebce
a aktualnim ro¢nim obdobi (vliv pfipoustéci sezony), pohybuje se okolo 225 g. Varlata jsou
uloZena v Sourku horizontaln¢€, ocas nadvarlete smétuje kaudalné (Amann, 2011a).

Povrch varlete je pokryty tenkou serdzni blankou (tunica vaginalis), pod niz se nachazi
pevné pouzdro — tunica albuginea, ze které vybihaji do varlete vazivové piepazky rozdélujici
parenchym varlete na 100 — 300 lala¢ka. Kazdy laluc¢ek obsahuje 2 — 4 sto¢ené semenotvorné
kanalky (obr. 1) zacinajici slep¢é a sbihajici se do spole¢ného vyvodu varlete — rete testis.
Semenotvorné kandlky (tubuli seminiferi) jsou vystlany zarodecnym spermatogennim
epitelem nasedajicim na bazalni membranu — lamina propria. Zarodecny epitel obsahuje dva
typy bunék — Sertoliho podplirné a spermatogenni. Spermatogenni buiiky reprezentuji
jednotlivd vyvojova stadia spermii — pocinaje spermatogoniemi u bazdlni membrany
a spermiemi, které se uvoliuji do rete testis a jsou odvadény do nadvarlete, konce. Prostor
mezi semenotvornymi kanalky vypliuje intersticidlni fidké vazivo obsahujici Leydigovy

burniky (Amann, 2011a).
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Obr. 1 Semenotvorny kanalek (Amann, 2011a)

3.1.2 Neurohumoralni Fizeni reprodukce

Pohlavni aktivita hiebce je fizena neurohumoralné. Do jejiho fizeni jsou zapojeny
hierarchicky uspotfadané struktury mozkové kury, retikularni formace, limbického systému,
hypothalamu a hypofyzy (Morel, 2003).

Do hormonalniho fizeni reprodukce hiebce jsou zapojeny struktury mozku (epifyza,
hypothalamus a hypofyza) 1 vlastni sam¢i pohlavni Zlazy — varlata. Epifyza neboli SiSinka,
produkuje hormon melatonin, jehoZ hladina je zavisla na stfidani svétla a tmy a nejvyssich
koncentraci dosahuje za tmy. Melatonin ovlivituje cirkadianni i celoro¢ni rytmy, tedy i1 nastup
pohlavni aktivity v jarnich mésicich. Hypothalamus produkuje liberiny (napi. GnRH =
Gonadotropine — Releasing Hormon) a statiny, které fidi uvoliovani hormont
Z adenohypofyzy. GnRH ma vliv na sekreci LH (luteinizacni hormon) a FSH
(folikulostimulaéni hormon) (Roser, 2008). Z hypothalamu jsou dale uvoliiovany peptidové
hormony kisspeptiny, které ovliviiuji reprodukéni funkce i néastup puberty (Hameed et al.,
2011). Na fizeni reprodukénich funkei se podili i hypofyza, podvések mozkovy. Jeji predni
lalok, adenohypofyza, produkuje gonadotropni hormony LH a FSH (Parkinson, 2001c).

Gonadotropiny ovliviiuji nes¢etné mnozstvi reprodukénich funkei a u hiebce je jejich sekrece,
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stejné jako sekrece GnRH, pulza¢ni (Ball, 2014). LH tidi produkci testosteronu Leydigovymi
buntkami ve varlatech (Garner a Hafez, 2000). FSH je dilezity pro zahdjeni spermatogeneze
Vv puberté (Morel, 2003), LH spermatogenezi udrzuje béhem celého zivota hiebce (Parkinson,
2001c).

Hlavnim sam¢im pohlavnim hormonem je testosteron produkovan vlastnimi
pohlavnimi zldzami — varlaty. Tento steroidni hormon vznika z cholesterolu pfi procesu
steroidogeneze. Cholesterol je nejprve pfeménén v mitochondriich na pregnenolon, ktery je
transportovan do hladkého endoplazmatického retikula, kde je postupné preménén
na testosteron (Parkinson, 2001c). Jeho sekrece je fizena nadfazenymi hormony
Z hypothalamu a hypofyzy (Amann, 2011b). Steroidni hormony obecné reguluji €innost
semenotvornych kanalk a ptidatnych pohlavnich zlaz (Parkinson, 2001c). Testosteron se
podili na fizeni spermatogeneze, je zodpovédny za diferenciaci pohlavi u samct a sestup
varlat do Sourku. V dobé pohlavniho dospivani zodpovida za rhst a funkci genitalii
a pridatnych pohlavnich zlaz. Ovliviiuje vyvoj samcich sekundarnich znaki a sam¢i pohlavni
chovani. Taktéz udrzuje aktivitu ptidatnych pohlavnich zlaz. Koncentrace testosteronu je
v pruméru 410 — 460ng/g parenchymu (Amann, 2011b).

V intersticialni tkani varlete se nachéazeji Leydigovy buiiky, jejichz hlavnim tkolem je
biosyntéza steroidnich hormonti, piedevSim testosteronu. Tento typ bunék je fizen LH
Z adenohypofyzy (Johnson et al., 2011).

V semenotvorném epitelu kandlku varlat se nachdzeji Sertoliho podpirné buiky
zajistujici vyzivu spermii. Tyto buiiky jsou regulovany FSH a maji mnoho funkci. Veskeré
funkce vSak nejsou zcela znamé. Predevsim chrani a vyzivuji spermatické bunky, fagocytu;ji
nepotiebné zbytky vyvijejicich se spermii, pfedstavuji bariéru mezi krevnim ob&hem
a semenotvornymi kandlky, produkuji tekutinu a proteiny dilezité pro vyvoj zarodecnych
bungk a dopravuji je skrz semenotvorné kanalky do rete testis. Cim vice Sertoliho bungk
varlata obsahuji, tim vice spermii je ve varlatech tvofeno (Amann, 2011b). Mezi dalsi dilezité
funkce Sertoliho bungk patii produkce hormonit — ABP (androgen binding protein) a inhibinu
(Parkinson, 2001c). ABP, androgeny vdazajici protein, zvySuje koncentraci androgent
v semenotvornych kandlcich. Inhibin je krvi transportovan do adenohypofyzy a tlumi sekreci
FSH negativni zpétnou vazbou (Ball, 2014). Sertoliho buiiky produkuji také anti — Miillerian
hormon (AMH). Tento glykoprotein je poprvé produkovan jiz ve varlatech plodu a je
zodpovédny za regresi Miillerovych vyvodi. Sekrece AMH Sertoliho buiikami pokracuje
I postnatalné a mize byt dulezity pti regulaci diferencovani Leydigovych bunek a produkci

testosteronu (Ball, 2014).



Reprodukce hiebce je od puberty regulovana pomoci chemickych posli neboli
hormont (obr. 2). Na jafe a v 1ét¢ vzrasta libido hiebce a varlata se zvétSuji. ZvysSuje se
produkce spermii 1 koncentrace hormonti v krevni plazmé (Amann, 201 lb). Tato sezoénnost je
svételného dne. Prodluzujici se délka dne zpﬁsobuje snizeni sekrece hormonu melatoninu
z epifyzy. Koncentrace melatoninu ma ptimy vliv na produkci kisspeptini a ty na sekreci
GnRH hypothalamem (Roser, 2008).

Sekrece GNRH hypothalamem ovliviiuje sekreci gonadotropnich hormont LH a FSH
Z adenohypofyzy (Parkinson, 2001c). LH ovliviiuje produkci testosteronu. Nizka hladina
testosteronu stimuluje sekreci LH negativni zpétnou vazbou ptes hypothalamo — hypofyzarni

osu (Garner a Hafez, 2000).
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Obr. 2 Hormonalni #izeni reprodukce hiebce (Garner a Hafez, 2000)



3.1.3 Spermatogeneze

Vznik spermii ¢ili spermatogeneze (obr. 3) je proces bunééné¢ho déleni a formovani
spermii z primordialnich zarode¢nych bun¢k (PGC — primordial germ cell). Spermie jsou
gamety s haploidnim poc¢tem chromozomu (n) tvoiené ve varlatech za podpory Sertoliho
a Leydigovych bun¢k a hormoni (Garner a Hafez, 2000). Spermie se zacinaji vytvaret
ve varlatech hfebce od 1 roku véku (Hafez a Hafez, 2000). Tento chronologicky proces
mitotickych a meiotick¢ého déleni probihd ve stocenych semenotvornych kandlcich varlete
(Johnson et al., 2011).

Délka spermatogeneze neni zavisld na ro¢nim obdobi a u hiebce trva ptiblizné 57 dni
(4, 7 cyklu). Kazda dalsi generace bunék se vyvine za 12, 2 dnti (Amann, 2011b).

Vyvoj sam¢ich gamet za¢ina u bazalni membrany (lamina propria) semenotvorného kanalku,
kde se nachazi nejmladsi zarodecné buiiky. 4 — 5 generaci vyvijejicich se bun¢k postupuje
smérem do lumen kanalku, kam jsou posléze uvolnény zralé spermie (Johnson et al., 2011).

Pro fyziologicky pribéh spermatogeneze je tfeba ve varlatech hiebce teplota okolo 33 °C

(Amann, 2011b).

Amann (2011) dé€li spermatogenezi do 3 fazi:

e Spermatocytogeneze (19, 4 dne)
Spermatocytogeneze zahrnuje stadium mnozeni a rustu. Béhem mnozeni bunék vznika
n¢kolika mitotickymi d€lenimi z ptivodni kmenové buiiky, spermatogonie, primarni
spermatocyt. V obdobi ristu primarni spermatocyty zvétsuji sviij objem.
Spermatogonie se diferencuji z prvopohlavnich bun¢k, gonocytli, v pribéhu druhého
mesice biezosti. V obdobi dospélosti jsou spermatogonie umistény u bazalnich
membran semenotvornych kanalk.
Spermatogonie se mitoticky déli ve dvé dcefiné spermatogonie. Jedna zlstava na
puvodnim misté v blizkosti lamina propria, druhd se dale nékolikrat mitoticky déli az
do stadia priméarniho spermatocytu (Johnsson et al., 2011).

e Meidza — zraci d€leni (19, 4 dne)
Meidza zahrnuje dvé po sobé jdouci zraci déleni, pii kterych je pocet chromozomi
zredukovan na polovinu a dochazi k rekombinaci genetickych vloh (Johnson et al.,
2011).



Prvnim redukénim délenim vznikaji z priméarnich spermatocyta s diploidni (2n) sadou
chromozomt haploidni (n) sekunddrni spermatocyty a znich druhym ekvacnim
délenim spermatidy (n) (Amann, 2011b).
Z jednoho primarniho spermatocytu vznikaji po meiotickém déleni Ctyfi spermatidy
(Johnson et al., 2011).
Spermiogeneze (18, 6 dne)
Spermiogeneze zahrnuje morfologickou pfeménu kulovité spermatidy ve spermii
tvofenou hlavickou a ocasem. Tato metamorfoza probihd ve vybézcich Sertoliho
bunék (Johnson et al, 2011). Dochazi ke kondenzaci jadra, vytvofeni akrozomu
a biciku a ztrat€ vétSiny cytoplasmy a nékterych organel. Odvrzena cytoplasma je
fagocytovana Sertoliho buiikami. Takto utvofena bunika se jiz dale nedéli. Nezralé
spermie se vyznacuje perzistujici protoplasmatickou kapkou (Garner a Hafez, 2000).
Johnson et al. (2011) dale rozdéluji spermiogenezi na Ctyfi ¢asti — golgiho,
akrozomalni, prodluZzovaci a maturacni:
o Golgiho faze
Golgiho aparat vytvari nékolik membranovych vacku, které se spojuji v jeden
akrozomalni vacéek ptiléhajici k jadru. Tento vacek se poté méni v akrozom.
Centrioly migruji k jaderné membran¢ a zaCina se tvofit bicikova axonema.
o Akrozomalni faze
Kolem jadra, které je stale kulaté se rozprostira akrozom, ktery se zplostuje
arozsifuje. Vznikéd tzv. akrozomalni Cepicka. Golgiho aparat se piemistuje
na opacnou stranu bunky smérem od jadra. Bicik je zfejmé&j$i a vyCniva dale
Z bunky.
o ProdluZzovaci faze
Cepicka se dle rozsifuje kolem jadra, které se prodluzuje. Jadro je ve spodni
casti obklopeno manzetou z mikrotubuli. Dochazi k prodluzovani celé
cytoplazmy. Jeden z centriol dale vyristd a vytvaii bicik (flagellum).
o Maturacni faze
Manzeta migruje kaudalné€, nacez je odvrzena a tato zbyla ¢ast cytoplazmy je
fagocytovana Sertoliho bunkami. Spermie, kterym zistava cytoplazmaticka
kapka, nejsou povazovany za zralé. Mitochondrie se hromadi okolo
proximalniho useku bic¢iku a vytvareji ztlustélou ¢ast zvanou stfedni segment.

Nasledné je zrald spermie uvolnéna do lumen tubulu.
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Spermie opoustéjici varlata jsou nepohyblivé a bez schopnosti oplozeni samic¢iho
oocytu. Nejprve musi projit posttranslacnimi mechanismy, jejichz vysledkem je jejich
pohyblivost a oplozenischopnost. Nadvarlata jsou diilezitd pro ziskani oplozenischopnosti,
pridatné pohlavni zlazy pro ziskani progresivniho pohybu spermii. Tyto dynamické zmény
jsou provadény postupné diky neustale se ménicimu prostiedi, kterym spermie béhem zrani

prochazeji (Gadella, 2014).



3.1.4 Nadvarlata, pridatné pohlavni Zlazy, ejakulace, semenna plazma

3.14.1 Nadvarlata

Nadvarlata jsou pfimym pokra¢ovanim varlat a skladaji se ze tii ¢asti. Jsou jimi cauda
(hlava), corpus (télo) a cauda (ocas) nadvarlete. Varlata jsou s nadvarlaty spojeny pomoci
ductuli efferentes, vyvodnych kanalkt varlete (Burns, 2007).

Funkce nadvarlat je zavisla na koncentraci androgenti v krvi. Pokud je tato
koncentrace nizka, funkce nadvarlat je snizena (Parkinson, 2001c). Amann (2011) udava, ze
vétsina funkci nadvarlat nebyla doposud u hiebcti dopodrobna zkoumana. Nicméné z dat
dostupnych a v kombinaci s vysledky jinych druhti je mozné tyto funkce odvodit.

Spermie opoustéjici varle nejsou oplozenischopné. Tuto schopnost ziskavaji
azprocesem zrani spermii pi1 prachodu nadvarletem, ktery zahrnuje ziskani
oplozenischopnosti a pfimého pohybu, jakozto i zmény ve struktufe plazmatické membrany
a metabolismu spermii (Gadella, 2014). Nadbytecna cytoplazma, vétSina tekutiny, proteina
a ostatnich slozek prichazejicich se spermiemi z varlat je resorbovana ve vyvodnych
kanalcich varlete a v hlavé nadvarlete, aby mohla byt poté nahrazena sekrety z nadvarlat
(Burns, 2007). Za tyto zmény jsou zodpovédné enzymy a dal$i proteiny z nadvarletni
tekutiny. Slozeni téchto sekretli obklopujicich spermie je Vv rtiznych ¢astech nadvarlat rozlicné
(Amann, 2011b). Mezi hlavni slozky sekretu nadvarlat jsou fazeny albumin, antibakteridlni
bilkovina laktoferin a dalsi (Roser, 2011).

Pohyb spermii skrz nadvarle je zajistovan peristaltickymi stahy hladké svaloviny
stény nadvarlete. Doba potiebna k priichodu spermii skrz hlavu a télo nadvarlete neni nijak
ovlivnéna ejakulaci a u hiebcli trva v priméru 4, 1 dne. Hlavnimi zoénami skladovani
oplozenischopnych spermii jsou u hiebce ocas nadvarlete a chamovod. Doba stravena
spermiemi v ocasu nadvarlete je zavisla na procesu ejakulace (2 — 10 dni) (Amann, 2011b).
Priichod spermii nadvarletem tedy trva v priméru 5 — 14 dnti (Roser, 2011). Ocasy nadvarlat
dospélého hiebce ve véku 5 — 16 let obsahuji okolo 54 miliard spermii, coz je 61 %

z celkového poctu odchazejiciho odvodnym systémem (Amann, 2011b).
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3.1.4.2 Pridatné pohlavni Zlazy

Mezi pridatné pohlavni zlazy jsou u hiebc fazeny ampule chdmovodu, prostata,
bulbourethralni z1azy a semenné vacky (Parkinson, 2001c).

Spravna funkce ptidatnych pohlavnich zldz je zavisld na koncentraci testosteronu
v periferni krvi. Pfidatné pohlavni zldzy vytvareji vétSinu ejakulacni tekutiny. Spermie
Z ocasu nadvarlete a chamovodu jsou nepohyblivé, dokud nejsou smichany se sekrety
pridatnych pohlavnich zlaz béhem ejakulace. Sekrety z pfidatnych pohlavnich zlaz nejsou
nezbytné pro oplozenischopnost spermii, jiZ spermie z ocasu nadvarlete maji oplozovaci

schopnost (Amann, 2011b).

3.1.4.3 Ejakulace

Doba stravena spermiemi v ocasu nadvarlete je zavisla na procesu ejakulace. Prichod
spermii ocasem nadvarlete tak mtize byt zkracen na 2 — 3 dny u pohlavné aktivniho hiebce
oproti 10 dnim u hiebce pi1 sexudlni pauze. Spermie jsou produkovany nepfetrzité,
bez ohledu na frekvenci ejakulace (Amann, 2011b).

Béhem ejakulace jsou spermie transportovany do chamovodu pomoci stahii hladkeé

svaloviny. Tyto stahy jsou fizeny ze sympatiku autonomni nervové soustavy (Burns, 2007).

Hafez a Hafez (2000) déli ejakulaci na dvé faze — poluci spermii a ejakulaci semene:

e Poluce spermatu
Spermie z nadvarlat a chamovodd jsou jakozto i sekrety ze semennych vacku
a prostaty transportovany pomoci kontrakci hladké svaloviny do zadni ¢asti mocové
trubice (Hafez a Hafez, 2000). Poluce je zplisobena impulsy ze sympatiku (Amann,
2011b).

e Vlastni ejakulace spermatu
Tato faze je aktivovadna transportem semene do prostatické Casti moCové trubice.
Aferentni impulzy stimuluji sakralni a lumbalni nervy erekéniho centra, diky kterym
dochazi k ptferuSovanym kontrakcim perinedlnich svald (Hafez a Hafez, 2000).
Sperma je ejakulovano z mocové trubice v né€kolika silnych vinach pod vlivem

parasympatiku (Amann, 2011b).
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Pocet ejakulacnich vin kolisa od 5 do 10, v priméru dochazi k ejakulaci v 8 vinach.
Na pocatku je semeno ejakulovano pod velkym tlakem, ktery se v pribéhu ejakulace snizuje.
Prvni tfi viny v sobé obsahuji 80 % z celkového poctu ejakulovanych spermii. Skutecny
vyron semene zahrnuje pouze 24 % z celkového trvani ejakulace. Zbytek jsou intervaly mezi
jednotlivymi vyrony semene (Hafez a Hafez, 2000).

Ejakulaci je mozné rozdélit do 3 — 4 frakci. Prvni, prespermaticka frakce je
pravdépodobné tvorena vymeésky bulbourethralnich zlaz a prostaty a neobsahuje spermie.
Druha, spermatické frakce ma mlécny vzhled a je bohat4 na spermie, obsahuje tedy vymésky
nadvarlat a ampuli chamovodii. Tieti frakce, pochédzejici ze semennych vackt, ma Zelatindzni
charakter a obsahuje jen malé mnozstvi spermii, které¢ zbyly v mo€ové trubici. Posledni frakce
je vodnata smés vyméeskl ptidatnych pohlavnich Zlaz a neobsahuje jiz Zaddné spermie (Amann
a Graham, 2011).

3.14.4 Semennd plazma

Semenna plazma obsahuje sekrety ptidatnych pohlavnich Zlaz a nadvarlat. Jeji funkci
je transport spermii i jejich ochrana. Svym slozenim poskytuje spermiim vhodné prostredi
pro aktivaci motility a oplozenischopnosti. Obsahuje nesCetné mnozstvi proteind,

aminokyselin, tuktli, enzymu a dalSich latek (Garner a Hafez, 2000).

3.1.5 Metabolismus spermii, dychani, motilita

3.1.5.1 Metabolismus a dychéani spermii

Spermie nemaji schopnost se délit a jejich biosyntéza je velmi omezend. Témct
veskeré slozky potfebné pro metabolismus a spravné fungovani spermii jsou tedy
syntetizovany béhem spermatogeneze. Po biochemické strance se skladaji z nukleovych
kyselin, bilkovin, tukli a enzymt. Mitochondrialni pouzdro spermie na spojovaci ¢asti bi¢iku

je bohaté na fosfolipidy. (Garner a Hafez, 2000). Spermie obsahuji enzymy anaerobni
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glykolyzy, B-oxidace mastnych kyselin, Krebsova cyklu a dychaciho fetézce, diky nimz stépi
slozité latky na jednodussi a tim ziskavaji potiebnou energii (Varner a Johnson, 2011).

Spermie vyuzivaji pro vytvaieni potiebné energie exogenni i endogenni substraty.
Vétsina energie (90 %) je ziskdvana metabolizovanim exogennich substratii a to zejména
monosacharidd — glukézy a fruktdozy. Spermie hiebci maji, ve srovndni se spermiemi
ostatnich druhii hospodatskych zvirat, omezenou schopnost vyuzivat fruktézu. Tento fakt
miize byt zapfiCinén moznou absenci transportniho proteinu u hieb¢ich spermii (Amann
a Graham, 2011). Glukéza je tedy povaZzovana za hlavni zdroj energie spermii (Varner
a Johnson, 2011). Spermie nedokazou také metabolizovat sorbitol, hlavni slozku semenné
plazmy. Mezi dal$i exogenni substraty vyuzivané spermiemi patii kyselina mlécna, glycerol,
mastné kyseliny a aminokyseliny. Metabolismus endogennich substratii se na vyrobé& energie
podili pouze z 10 %. Mezi tyto substraty se fadi naptiklad fosfolipidy, které jsou oxidovany
vV mitochondriich. Spermie postradaji enzymy pro vyuziti glykogenu jako zdroje energie,
zasoby energie tedy u spermii chybi (Amann a Graham, 2011)

Obecné plati, ze metabolismus spermii (obr. 4) probihd aerobni 1 anaerobni cestou
(Garner a Hafez, 2000). Spermie hiebcli vyuzivaji prevazné¢ metabolismus aerobni (Amann
a Graham, 2011). Anaerobni glykolyzou dochazi k pfeméné glukosy ¢i fruktosy na pyruvat.
Pyruvat je dale vyuzivan v Krebsové cyklu a jeho produkty vstupuji do dychaciho fetézce.
Diky témto aerobnim procesiim odehravajicich se v mitochondriich spojovaci ¢asti bic¢iku
spermii je ziskdvana energie, ktera se ukldda ve formé¢ ATP — adenosintrifosfat (Garner
a Hafez, 2000). Energeticky vytézek z anaerobni glykolyzy jedné molekuly glukézy ¢ini dveé
molekuly ATP, zatimco vytézek z aerobniho Stépeni je nékolikanasobné vyssi. Bumka tak

ziskéava dalSich 34 molekul ATP (Varner a Johnson, 2011).
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Obr. 4 Metabolismus (Amann a Graham, 2011)

Spermie vyuzivaji energii k zahajeni katabolickych procesi jako je naptiklad
glykolyza, k pohybu a udrzeni iontové rovnovdhy. Mezi hlavni faktory ovlivilujici
metabolismus a motilitu spermii se fadi pH, které by se mélo pohybovat v rozmezi 6,2 — 7, 8

(Amann a Graham, 2011).

3.1.5.2 Motilita

Pohyb spermie umoznuje distalni ¢ast bic¢iku bez mitochondrii. Mikrotubuly obsazené
V ocasu spermie se po sob¢ vzajemné posouvaji, coz vede k ohybu ocasu. Pohyb mikrotubulii
je proces vyuzivajici energii ulozenou v ATP. Tato energie je produkovana aerobné
mitochondriemi spojovaci ¢asti bi¢iku a/nebo anaerobni glykolyzou pfimo v ocasu spermie
(Gadella, 2014). Pohyb bi¢iku je tedy vysledkem interakce mezi mikrotubuly, ATP
a dyneinem. Dynein je protein hydrolyzujici ATP na ADP (adenisindifosfat) a Pi (inorganic
phosphate). Dynein se v bi¢iku vaZe na mikrotubuly uspotadané v axonemach a jejich aktivita
nasledné¢ zplsobuje vinivy pohyb bic¢iku (Garner a Hafez, 2000).

Motilitu spermii ovliviiuje nékolik extracelularnich iontli. Mezi slouceniny stimulujici
spermie se fadi POs~ a Na,CO3* a nizké koncentrace K* & Mg?*. Mezi ionty, které inhibuji
motilitu a metabolismus spermii, patii H*, Mn?*, Ca** a vysoké koncentrace Mg?* (Amann

a Graham, 2011).
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3.1.5.2.1 Aktivace motility

Varner a Johnson (2011) uvadi, ze regulace pohyblivosti spermii zavisi na tfech kritickych
faktorech:

e Potlaceni pohyblivosti v rezervoaru spermii (v ocasu nadvarlete a chAmovodu)

e Aktivace motility pfi ejakulaci

e Hyperaktivace ve vejcovodu (kapacitace spermii)

Potlacend motilita je nejspise disledkem kyselého pH v prostfedi nadvarlete. Sekrety
Z ocasu nadvarlete také neobsahuji métitelné mnozstvi bikarbonatu (HCO3), ktery je znam
jako jeden z hlavnich aktivatord motility spermii.

Spermie jsou pfi ejakulaci smichany se semennou plazmou z pfidatnych pohlavnich
714z, ktera obsahuje hydrogenuhli¢itan v pomérné vysokych koncentracich, coz zapticifuje
aktivaci pohyblivosti spermii. Ta se vyznacuje mirnou amplitudou a symetrickymi pohyby
bi¢iku vedouci k pohybu kuptedu. Aktivovana motilita je povazovana za nezbytnou
pro proniknuti spermii do vejcovodu.

Aktivace motility spermii probihd pfes signalni drahy (obr. 5). Hlavnimi signalnimi
slou¢eninami jsou hydrogenuhli¢itany HCOs,, vépenaté ionty Ca®>* a cAMP (cyklicky
adenosin monofosfat). Transmembranovy piechod HCO3 do cytoplazmy spermii zapficini
zvySeni intracelularniho pH, coz vede k regulaci cAMP. Regulace intracelularniho pH
a motility spermie zavisi taktéz na Na, K — ATPazové aktivité a na transmembranové vymeéné
kationti Na™ a K*. Aktivita Na,K — ATPaz je dilezita pro vznik sodikového gradientu, ktery
je nutny pro transport iontli pfes membranu. Tento gradient umoziuje pies prenaSece
sodikovych a draslikovych iontl pfenaSet pomoci spfazenych prenaseci Na* ionty do buiky
a H* ionty do extracelularniho prostoru. Tato vyména iontid je pro aktivaci pohybu spermie
nezbytnd. Na aktivaci motility spermii se podili i vapenaté ionty Ca®*, pro které se oteviou
transmembranové kandly po zvyseni intracelularniho pH.

Do signalni drahy aktivace pohybu spermii jsou také zapojeny proteinkindzy PKA
zavislé na koncentraci cAMP (cAMP — dependent protein kinase A).

sAC (rozpustna adenylylcyklaza, soluble adenylyl cyclase) je enzym, ktery katalyzuje
syntézu intracelularni cAMP. sAC se nachazi v bi¢iku spermii a je taktéZ nutna pro aktivaci
motility. Adenylylcyklaza je stimulovéna piimo ionty HCO3™ nebo Ca?*. Nasledné dochazi
k fosforylaci PKA, coz vede k fosforylaci bi¢ikovych proteint, jez jsou pro aktivaci motility
velmi dilezité.
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Vépenaté ionty zaroven reguluji aktivitu dyneinu skrz ptimou kontrolu centralniho
paru mikrotubuli v axonemé. Zde je velmi dilezita ptitomnost proteinu kalmodulinu (CaM),
ktery na sebe dokaze vazat vapnik a pires kalmodulin kinazu II (CaMK) reguluje funkce

dyneinu a tedy i aktivaci pohybu bi¢iku spermie (Varner a Johnson, 2011).

Activated motility

HCcO: Ca** ca®*
@° e

Protein
SenThr
Phosphorylation y
Protein
= Tyrosone
Phosphorylation

Obr. 5 Aktivace motility (Varner a Johnson, 2011)
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3.2 Odbér a hodnoceni ejakulatu

Odbér a nasledné hodnoceni ejakulatu je nezbytné pro posouzeni jeho kvality.
Posuzovany jsou jednotlivé parametry ejakulatu a jeho vhodnost pro vyrobu inseminaénich
davek (ID). Cilem je zhodnotit, zdali odebirany ejakuldt dosahuje dostatecnych kvalit
a oplozenischopnosti (Parkinson, 2001b). Posouzeni ejakuldtu rovnéz umoznuje kontrolu
kvality semene z hlediska jeho bakterialni kontaminace, ¢imz lze predejit $ifeni pohlavné

pfenosnych chorob (Brinsko et al., 2011).

3.2.1 Odbér ejakulatu

Ejakulat je od hiebcti moZzné odebirat od véku 24 mésici (Ax et al, 2000a). Hiebec je
odebiran na fantom ¢i atrapu. Pro zjednoduseni odbéru i lepsi stimulaci hiebce je pfedvedena
Klisna v tiji (Parkinson, 2001b). Hiebci je tfeba postupné vytvofit na odbéry navyk (Morel,
2003). Odbér je provadén nejcastéji kazdy druhy den (pond€li — stfeda — patek). Pokud je
ejakulat odebiran denné¢, po nékolika dnech je doporucena 2 — 3 denni pauza. (Ax et al,
2000a). Odebirana je pouze spermaticka frakce — takzvany frakciovany odbér. V piipadé
zachyceni celého objemu semene musi byt semennéd plazma odstranéna centrifugaci (Hafez,
2000). Ejakulat se pro mrazeni odebira vétSinou mimo obdobi pripoustéci sezony od fijna
do konce ledna (Sieme, 2011).

Ejakulat je mozné odebirat od hiebcti nékolika zplisoby — do umélé vaginy (artificiel
vagina — AV) ¢i do kondomu, manualni stimulaci penisu hiebce, navozenim ecjakulace
farmakologicky nebo odbérem epididymdlniho semene (Brinsko, 2011). Pii odbéru
do kondomu je vSak kvalita ejakulatu sniZzena piipadnymi neéistotami z kondomu i penisu
hiebce. Z tohoto divodu je ejakulat odebiran pfednostné pomoci umélé vaginy (Ax et al,
2000a).

Prvni uméla vagina pro odbér hiebct byla vyrobena v Rusku na pocatku 20. stoleti.
Ackoliv existuje mnoho rozliénych modeli (Cambridge, Colorado, Missouri, Nishikawa —
Japanese, Hannover...), vSechny jsou ale zaloZeny na stejném principu. Uméla vagina svymi
vlastnostmi (teplota, tlak) imituje pfirozené prostiedi pochvy klisny (Morel, 2003). Tlak
na penis hiebce je zajistén dofouknutim vzduchu pfed vlastnim odb&rem (Parkinson, 2001b).
Mezisténa je naplnéna vodou o teploté 44 — 48 °C, tedy lehce nad teplotou téla. B€hem odbéru

pak teplota dosahuje 44 °C z divodu zabranéni chladovému Soku. Umélé vaginy pro odbér
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hiebcli dosahuji celkové délky okolo 50 cm a vahy 10 kg. Konec umélé vaginy je opatien
jednorazovym sbéracem (Morel, 2003). Veskeré ¢asti umélé vaginy, které ptijdou do kontaktu
s ejakulatem, musi byt z nespermicidniho materidlu. Pfed odbérem je uméla vagina vymazana
nespermicidnim lubrikantem (Brinsko et al., 2011). Penis hiebce je nutné omyt teplou vodou
s mydlem, aby nedoslo ke kontaminaci ejakulatu smegmatem, chlupy a dal$imi necistotami
(Ax et al., 2000a).

Po vzeskoku je ztopotfeny penis hiebce odklonén do umélé vaginy (Parkinson, 2001b).
Po odbéru musi byt sbéra¢ drzen tak, aby nedoSlo ke znecCiSténi spermatu a ihned piemistén
do laboratofe, aby mohl byt ejakulat zhodnocen co nejdiive (Curry, 2007). Béhem transportu
je nutné se vyvarovat nadmérnym otfesim ejakulatu a zajistit jeho ochranu pred svételnym

a chladovym Sokem (Brinsko, 2011).

3.2.2 Hodnoceni nativniho ejakulatu

Hodnoceni nativniho ejakulatu by mélo probihat co nejdiive po jeho odbéru. Ejakulat
je posuzovan makroskopicky (vzhled, objem, cizi pfimiseniny apod.) 1 mikroskopicky
(motilita, koncentrace apod.). Odebrany nativni ejakulat musi byt do nékolika minut nafedén
pro maximalizaci Zivotaschopnosti spermii (Brinsko et al., 2011).

Nejcastéji posuzované parametry a provadéné testy (obr. 6):

e Vzhled a barva ejakulatu — Ejakuladt by mél byt mlécné bily, bez znamek krve, moci

¢i srazenin a ptimisenin (Morel, 2003).

e Objem — Objem ejakulatu kolisa dle individuality hiebce i mezi jednotlivymi odbéry,

pohybuje se mezi 30 a 250 ml (Morel, 2003).

e pH — pH ejakulatu hiebcli se pohybuje v rozmezi 7, 2 — 7, 7. Mize byt ovlivnéno
rocnim obdobim, frekvenci ejakulace a koncentraci spermii v ejakulatu. Pokud je

pocet spermii v ejakulatu nizky, pH se zvySuje (Baumber — Skaife, 2011).

e Motilita — Motilita mize byt hodnocena subjektivné pod svételnym mikroskopem

¢1 objektivné pomoci CASA systému (Morel, 2003).

e Koncentrace — Koncentrace spermii v ejakulatu je hodnocena hemocytometrem
spektrofotometrem ¢i pomoci CASA systému. Koncentrace se pohybuje okolo 30 —

600 x 10%ml. V praxi jsou pro umélou inseminaci akceptovany ejakulaty

s koncentraci 100 — 200 x 10%/ml (Morel, 2003).
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Morfologie — Hodnoceno je % abnormalnich spermii ve vzorku. Abnormality jsou
déleny na primarni, vzniklé v pribéhu spermatogeneze a zrani, sekundarni, vzniklé
ptiejakulaci a tercidlni, vznikajici nevhodnym zachdzenim s jiz ejakulovanym
semenem. Mezi dal$i abnormality se fadi nedozralé spermie s protoplazmatickou
kapkou na bic¢iku (Morel, 2003). Morfologie je hodnocena pod mikroskopem
pfi stondsobném zvétSeni za pouziti olejové imerze. Hodnoceno je minimaln¢ 100 —
200 bun¢k (Baumber — Skaife, 2011). Vysoké % poskozenych spermii vznika
naptiklad pti tepelném stresu. Je nutné poznamenat, ze morfologické abnormality maji
velmi Gzky vztah k plodnosti (Ax et al., 2000b).

% stanoveni Zivych a mrtvych spermii barvenim — Integrita plazmatické membrany
determinuje schopnost zivych bun€k nepropoustét barvivo. Kapka ejakulatu je
smichana s kapkou ¢erveného barviva eosin (obarvi mrtvé spermie) a kapkou tmavée
fialového barviva nigrosin (podklad). Preparat je hodnocen pod mikroskopem pomoci
imerzniho oleje, hodnoceno je minimalné 100 bundk. Zivé buiky zistavaji
neobarvené, mrtvé spermie s poruSenou plazmatickou membranou se zbarvi do rizova
(Baumber — Skaife, 2011).

HOS test (hypoosmotic swelling test) — HOS test hodnoti integritu a propustnost
membrany spermie. Vzorek nativniho ejakulatu (100 pl) je inkubovan 60 minut pii
teploté 37 °C v 1 ml sachar6zového hypoosmotického roztoku o osmolarité¢ 100
mOsm. Hodnoceno je minimalné¢ 100 bunécnych elementi s klasifikaci HOS+
(funk¢ni membrana, stoceny bicik, zivad buinika) nebo HOS- (nefunkéni membrana,
rovny bi¢ik, mrtva buika) (Baumber — Skaife, 2011).

Cytologie — Pritomnost krevnich bun¢k, leukocytt ¢i erytrocytt, které by mohly
negativn¢ ovliviiovat kvalitu ejakulatu (Morel, 2003).

Bakteriologie — Pfitomnost patogennich i nepatogennich (vétSina) agens. Vzorek
semene je pro zjiSténi bakterii nanesen na agar. Po nartistu kolonii jsou identifikovany
napiiklad patogenni bakterie Pseudomonas aeruginosa, Taylorella equigenitalis,

Klebsiella pneumoniae (Morel, 2003).
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Table 20.3. The acceptable range for a normal stallion’s semen parameters.

Parameter Acceptable range

Volume of sperm produced 30-250 mil

Sperm concentration 30-600 x 108 mI-!

Morphology Minimum 40-50% physiologically normal
Live : dead ratio 6.0:4.0

Motility Minimum 40% progressively motile sperm

Longevity at room temperature 459% alive after 3 h
10% alive after 8 h

pH 6.9-7.8
White blood cells = 1500 m~!
Red blood cells = 500 mi-!

Obr. 6 Parametry normalniho ejakulatu hiebct (Morel, 2003)

Je velmi dilezité, aby po celou dobu manipulace 1 pfi hodnoceni byla udrzovéana
teplota vSech materiali, které prijdou s ejakulatem do kontaktu, tedy i fedidel, okolo teploty
téla = 37 — 38 °C (Brinsko et al., 2011). Spermie jsou velmi nachylné na chladovy Sok
a pokud nejsou nastroje, desticka mikroskopu apod. predehiaté na pozadovanou teplotu,

mohou byt vysledky vazné€ ovlivnény (Morel, 2003).
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3.3 Vyroba a rozmrazeni kryokonzervované ID

3.3.1 Vyroba kryokonzervované ID

Metoda kryokonzervace umoziuje dlouhodobé uchovavat ejakulat pro ucely umeélé
inseminace. Po zmrazeni si spermie uchovavaji oplozenischopnost po velmi dlouhou dobu,
jelikoz dochazi k zastaveni jejich metabolismu (Curry, 2007). Obecné lze ftici, ze mrazené
semeno ma horsi oplozovaci schopnost nez chlazené ¢i nativni. Pokud uz kvalita nativniho
ejakulatu u hiebcl nevykazuje dobré vlastnosti, pak neméa smysl ho viibec mrazit (Brinsko
etal, 2011). Usp&né mrazici protokoly zahrnujici odbér ejakulatu, fedéni s piidanim
kryoprotektanti, ekvilibraci, ndsledné mrazeni, uskladnéni a rozmrazeni jsou pouZivany
0d 50. let 20. stoleti. Nicmén¢ stale se hledaji nové postupy, jak stavajici protokoly vylepsit
a zvysit tak fertilizaéni schopnost kryokonzervovaného ejakulatu (Curry, 2007). Pokud je
odebran cely objem ejakulatu, nejen jeho spermatickd frakce, je po zakladnim zhodnoceni
ejakulat nafedén centrifuganim fedidlem, které slouzi jako ochrana pti centrifugaci. Poté je
centrifugovan na 400 — 600g po 8 — 15 minut (Sieme, 2011). Po centrifugaci je odebran
supernatant a zbyvajici suspenze se spermiemi je nafedéna v kryokonzervacnim fedidle

obsahujicim kryoprotektanty (Curry, 2007).

3.3.1.1 Redéni nativniho ejakulatu

Maximalni stupen fedéni je odvozen od minimalniho poctu spermii a objemu
inseminacni davky potfebné pro zabieznuti (Parkinson, 2001a). Ejakuldt je fedén na finalni
koncentraci 40 — 400 x 10° spermii/ml (Clulow et al., 2008). Existuje mnoho rozli¢nych
fedidel, na viechny jsou viak kladeny stejné zékladni pozadavky. Redidlo musi udrZovat
spravnou osmolaritu, pH a koncentraci iontd, poskytovat energii, obsahovat antimikrobialni
slozky, kryoprotektanty apod. Obecné musi fedidlo minimalné zachovéavat oplozeni schopnost
spermii, 1€pe ji jesté zvySovat. VéEtSina fedidel je lehce hyperosmotickd z diivodu dehydratace
spermatickych bun¢k v pribéhu mrazeni. pH je udrZzovano pfidanim pufracni slozky,
naptiklad slou€eniny Tris ¢i HEPES (Curry, 2007). Energetickd sloZzka je zajiSténa

ptitomnosti jednoduchych cukrt, jako je glukdza, fruktdza, manndza ¢i arabindza (Parkinson,
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2001a). Semennd plazma je mikrobidln¢ sterilni, je zde vsak riziko kontaminace b&hem
odbéru a zpracovani ejakulatu. Z tohoto diivodu se do tedidel ptidavaji antibiotika, naptiklad
penicilin nebo streptomycin Vv koncentracich netoxickych pro spermie (Curry, 2007).
Prakticky vSechna fedidla pro kryokonzervovany ejakuldt obsahuji bud’ vaje¢ny zloutek
nebo odstiedéné mléko, popiipadé kombinaci obou téchto zakladnich ingredienci (Hafez,

2000). Mnoho tedidel ejakulatu hospodaiskych zvirat je v soucasné dobé dostupné komeréné
(Brinsko et al., 2011).

3.3.1.2 PInéni natfedéného ejakulatu do ID

Po natedéni je ejakulat plnén do predem ptipravenych obali (Curry, 2007). Jednotlivé
inseminacni davky musi byt vzdy fadné oznaceny — jménem hiebce, Cislem registru, datem
vyroby a identifikaénim kédem dané laboratote a zemé. Natisknout Ize i identifikacni ¢arovy
kod. Pred mrazenim musi byt davky vzdy hermeticky uzavieny (Brinsko et al., 2011).

Po naplnéni a uzavieni insemina¢nich davek nésleduje ekvilibrace, neboli pomalé
zchlazeni v pribéhu 1 — 2 hodin jiz natedéného ejakulatu pied samotnym mrazenim na 5 °C,
je velmi dilezitd z hlediska citlivosti spermii savcti na teplotni Sok. Zchlazovéani probiha
postupné rychlosti okolo -0,25 stupiii/min. 0,5 ml pejety jsou poté zavéSeny horizontaIng asi
5 cm nad hladinu do par tekutého dusiku na 7 minut a ndsledné¢ ponoieny vertikalné
do tekutého dusiku. Teplota pied ponofenim pejet do dusiku je priblizné -120 °C. Popiipad¢ je
mozné pouzit mrazdk S automatickou kontrolou mrazeni a linearnim zchlazovacim
programem (Curry, 2007). Kryokonzervované ID jsou skladovany v kontejneru s tekutym
dusikem. 0,5 ml pejety v plastovych gobletach, velkoobjemové davky vétSinou piimo

ponofené v tekutém dusiku (Brinsko et al., 2011).

3.3.1.3 Kryokonzervace

V pribé¢hu mrazeni a rozmrazovani ejakuldtu muize dojit v podstat¢ ke dvéma
kritickym momentiim — K tvorbé nitrobunééného ledu (pii rychlém zchlazovani) a vzniku tzv.
»solution effect™ (pfi zchlazovani pomalém). ,.Solution effect zac¢ind v pritbéhu mrazeni
spermatu, pii kterém dochazi k vytlatovani vody ze spermie, tedy k jeji dehydrataci, ¢imz se
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zvysuje koncentrace soli. Pokud je prib&h mrazeni pfili§ rychly, voda nestaci spermii opustit
a tvofi se intraceluldrni ledové krystaly ni¢ici bunécné struktury. Z téchto divodu jsou
soucasti kryokonzervacnich fedidel latky s kryoprotektivnimi G€inky, tzv. kryoprotektanty.
Pridanim kryoprotektantd (napfiklad glycerol, DMSO - dimethyl sulfoxid apod.)
do mraziciho média ma za nasledek moznost mrazeni pii nizSich teplotach. Toto
pravdépodobné zpomaluje dehydrataci buiiky a z toho vyplyvajici Skodlivy ,,sollution effect*,
nac¢ez bunky mohou byt chlazeny pomaleji jako prevence proti tvorbé ledovych krystalti
(Hafez, 2000).

Kryoprotektanty jsou tedy veskeré latky pridavané do kryokonzervacniho média
za ucelem zlepsSeni prezitelnosti bun¢k v pribéhu mrazeni. Kryoprotektanty je mozné rozdélit
na dv€ zakladni skupiny — permeabilni a nepermeabilni pfes plazmatickou membranu.
Nepermeabilni zahrnuji cukry (laktoza, sachardéza, LDL = low — density lipoprotein apod.),
lipoproteiny (vejce, mléko, sérum) a dal$i makromolekuly (methyl, celul6za,
polyvinylalkohol apod.). Tyto molekuly interaguji s plazmatickou membranou s cilem
stabilizovat ji. Jejich hlavnim efektem je vSak vytvofit hyperosmotické prostiedi, které
zapti€ini dehydrataci spermatickych bun€k (Graham, 2011). Pfitomnost mlééného Zloutku
v fedidle se ukazalo jako protektivum proti chladovému Soku — vaje¢ny zloutek totiz obsahuje
LDL, ktery ptilne na plazmatickou membréanu, ¢imz ji mechanicky chrani pfed poSkozenim
(Curry, 2007). Permeabilni kryoprotektanty, jako naptiklad glycerol, ethylenglykol, DMSO
apod. jsou svym mechanismem pusobeni efektivnéjsi. Penetruji pfes plazmatickou membranu
a nahrazuji vodu uvnitf bunky. Takto dehydratované bunky a jejich kompartmenty maji
tendenci potlacovat tvorbu intraceluldrnich ledovych krystali. Permeabilni kryoprotektanty
rovnéz zvysuji objem nezamrzlych kanall mezi extracelularnimi ledovymi krystaly a tim
zveétsuji prostor dostupny pro buiiky. Taktéz snizuji koncentraci soli v rozmrazeném roztoku
(Graham, 2011).

Molekuly permeabilnich kryoprotektant penetruji pfes membranu mnohem pomaleji
nez voda. V dusledku tohoto dochazi ke zménam velikosti bun¢k, coz mize mit ni¢ivé
dopady. Spermie n€kterych druhti jsou tolerantni k t€émto zménam osmotického tlaku, hiebci
vsak nikoliv. Z tohoto diivodu musi byt mnozstvi ptidavaného kryoprotektantu kompromisem
mezi pozadovanym minimalnim mnoZstvim pro spravné mrazeni bez poskozeni bun€k a mezi
mnozstvim, které builky toleruji (Graham, 2011). Glycerol jako permeabilni kryoprotektant
byl objeven v roce 1949 (Polge et al., 1949). Spermie hiebcii jsou vSak na glycerol citlivé,
proto musi byt pfiddvan tésné pfed mrazenim a pouze v pro spermie netoxickych

koncentracich (Hafez, 2000). Glycerol by mél tedy tvofit asi 4 — 5 % z kryokonzervaéniho
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média (Brinsko et al., 2011, Graham, 2011). VétSina obecnych kryokonzerva¢nich protokoli
pro sperma savctu udava veétsi rozpéti a to 0,5 — 1,5 M, coz je piiblizn¢ 4 — 10 % (Curry,
2007). V okamziku, kdy je pfidan glycerol do suspenze spermii, zacne voda prostupovat
plazmatickou membranou do extraceluldrniho prostoru, aby vyrovnala vys$i koncentraci
glycerolu vné bunék (Obr. 7). Glycerol nasledné pomalu difunduje do bun¢k (a s nim i voda)

a bunky nabyvaji opét sviij pivodni objem (Graham, 2011).

(a) (D) (c) (d)

Obr. 7 Difuze vody a glycerolu (Graham, 2011)
Pokud je buiika v izotonickém prostiredi (a) piremisténa do prostiredi obsahujici glycerol
(G) v koncentraci pozadované pro kryokonzervaci (b), voda bude difundovat z buriky
rychleji (velka Sipka) neZ glycerol do buriky (mala Sipka) a buiika se bude zmenSovat (c).
KdyZ zaé¢ne glycerol pomalu pronikat do buiiky, voda se za¢ne diky osmotickému tlaku

taktéZ navracet a buiika nabyde zpét svého ptivodniho objemu (d).

3.3.2 Rozmrazeni ID

Inseminacni davky (ID) je nutné rozmrazovat rychle. Pomaly proces by zapfiCinil
rekrystalizaci intracelularniho ledu, coz by mohlo zplsobit poskozeni membran (Parkinson,
2001a). Pii rozmrazovani ledové krystalky taji a voda se navraci zpét do bunck, ¢imz se
snizuje koncentrace soli v roztoku. Buiiky timto procesem rehydratace nabyva svého
puvodniho objemu (Graham, 2011).

Obecny protokol pro rozmrazeni 0, 5 ml pejet zahrnuje rozmrazeni ve vodni lazni
o teploté 37 °C po 30 sekund, 5 ml makrotuby jsou rozmrazovany 40 — 42 sekund pfi teploté
50 °C (Brinsko et al., 2011, Sieme, 2011). Vyhoda 0,5 ml pejet oproti vysokoobjemovym ID
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tkvi v moznosti rychlého a uniformniho rozmrazani celé ID, jelikoz se tepla voda dostane

ihned k celému povrchu pejety (Parkinson, 2001a).

3.3.3 Obaly kryokonzervovanych ID

Piivodné byl ejakulat skladovan v peletach, poté v aluminiovych tubach ¢i plastovych
pejetach (Merkt et al., 1975). Postupné se pieSlo k mrazeni pfedev§im v 0,5 ml ¢i 0,25 ml
pejetach. Alternativou k tomuto maloobjemovému obalu se vyuZivalo mrazeni ejakulatu
ve vétSich objemech, naptiklad ve 4 — 5 ml pejetach (Samper et al., 1998), 12 ml sklenénych
tubach (Zirkler et al., 2005) ¢i 2, 3 nebo 6 ml cryovials/kryonadobach (Kozink et al., 2006).
Dale pak ve 25 ml aluminiovych makrotubach (Tischner, 1979), poptipadé v 15 ml saccich
(Green et al., 2006). Nyni je semeno v drtivé vétSiné ptipadt uchovavano v 0,5 ml pejetéach.
0,5 ml pejety obsahuji pouze 50 — 100 x 10° spermii. Z tohoto divodu musi byt k inseminaci
pouzito 6 — 8 téchto pejet (Brinsko et al., 2011).

Mrazeni spermatu ve velkoobjemovych davkach méd nesporné mnoho vyhod. Za tu
jisté nejdiilezitéjsi je povazovana minimalizace poSkozeni bun€k pii mrazeni semene do obali
s vét§im objemem. Ejakulat po rozmrazeni vykazuje vysSi hodnoty progresivni motility
(Saragusty et al., 2007). Dale se jedna napiiklad o vyhodu pouziti jen jedné davky pro umélou
inseminaci, ¢imZ se sniZuje riziko kontaminace ¢i znehodnoceni nékteré z 0,5 ml pejet, tedy
se vyrazn¢ zjednoduSuje inseminace. Mezi dalsi vyhody patii jednodussi uchovavani vétsich
davek 1 manipulace s nimi. Jednodussi manipulace je cenéna napiiklad pfi identifikaci davek
vyjimanych z kontejneru s tekutym dusikem, kdy jsou vzorky vystaveny vys$Sim teplotam.
Pti pouziti 0,5 ml pejet riskujeme poskozeni bun¢k v disledku rekrystalizace po opétovném
vraceni davky do kontejneru, zatimco vzorky zamrazené do vétSich obali dosahuji
pii pokojové teploté teploty -100 °C az po 2 minutach po vytazeni z tekutého dusiku. Toto
tedy poskytuje vyhodu pfi manipulaci s jednotlivymi davkami a jejich identifikaci, Cili vétsi
prostor pro rozhodnuti, zdali danou davku rozmrazit ¢i vratit zpét do tekutého dusiku.

Ejakulat kryokonzervovany v 0,5 ml pejetich a 2 ml kryotubdch vykazuje
po rozmrazeni stejnou Uroven motility 1 stejné mnozstvi morfologickych defektli. Naproti
tomu vsak u klisen inseminovanych semenem uchovavanym v kryotubach doslo k tspéSnému
zabteznuti v 50 % (3/6) oproti pouze 16,66 % (1/6) u klisen inseminovanych semenem
skladovanym v 0,5 ml pejetdich (Lorenzoni et al, 2011). Pfi srovnani kvality

kryokonzervované¢ho ejakulatu zamrazeného do 0,5 ml pejet a 12 ml sklenénych tub
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vykazoval ejakulat uchovavany ve sklenénych tubach vyssi hodnoty PMOT, vyssi viabilitu
I vyS$8i integritu plazmatické membrany spermii (Saragusty et al., 2007).

Na druhou stranu vSak néktefi autofi uvadéji, ze vysokoobjemové davky vykazuji
horsi parametry ejakulatu po rozmrazeni nez davky zamrazené v 0,5 ml pejetach, ve kterych
probiha proces mrazeni a rozmrazovani mnohem vice uniformé diky vétSimu povrchu
(Loomis a Clark, 1998). Pti srovnani kvality kryokonzervovaného ejakuldtu zamrazeného
do 0,5 ml pejet a 3,6 ml kryotub vykazoval ejakulat uchovavany v kryotubach horsi parametry
motility spermii. Obal v§ak nem¢l vliv na integritu membrany spermii (Kozink et al., 2006).

Efekt obalu vSak nemél vliv pfi srovnani procenta klisen, které zabtezly po inseminaci
ejakuldtem kryokonzervovanym v ID o objemech 0,5 ml, 2 ml a 12 ml. Klisny zabtezly
ve 42 — 45 % pftipadi, ptiCemz rozdily mezi jednotlivymi objemy ID byly bezvyznamné
(Sieme, et al., 2004). Pii srovnani kvality ejakuldtu mrazené¢ho do 0,5 ml a 0,25 ml pejet
nem¢él objem ID Zadny vliv na integritu ani funk¢énost plazmatické a akrozomalni membrany

spermii (Nascimento et al., 2008)

3.4 Kbvalita ejakulatu po rozmrazeni

Obecné lze fici, Zze se procesem mrazeni a rozmrazovani fertilita ejakulatu snizuje.
Kvalita kryokonzervovaného ejakulatu po rozmrazeni je tedy oproti nativnimu ¢i chlazenému
ejakulatu nizsi (Hafez, 2000). Velky vliv na zmény v kvalité ejakulatu ma i samotné prostiedi.
Kvalita semene se zlepSuje béhem prvnich mésici po nastupu puberty a snizuje se ve stari.
Vliv mé taktéz podvyziva ¢i krmivo obsahujici toxické latky, jejichz pfitomnost mtize
narusovat vyvoj varlat 1 samotnou spermatogenezi. Dale mohou kvalitu ejakulatu ovlivnit
délka svételného dne, frekvence ejakulace, stupenn sexudlni pfipravenosti, typ odbéru
aVvneposledni tadé kryokonzervace (Foote, 1978). Kvalita rozmraZzeného semene je
ovlivnéna ptedevsim individualitou hiebce a mrazitelnosti jeho ejakulatu (Loomis a Graham,
2008). Kvalita ejakulatu kolisa i mezi jednotlivymi ejakulaty a odbéry u jednoho hiebce
(Najjar, 2013).

Po rozmrazeni jsou hodnoceny jak kvantitativni, tak i kvalitativni parametry ejakulatu.
Hodnoceni je mozné provadét metodami subjektivnimi nebo objektivnimi s vyuzitim CASA
systému ¢i flow cytometru (Graham, 2011). Kvantitativné 1ze zhodnotit koncentraci spermii
vV rozmraZzeném ejakulatu za pomoci hemocytometru ¢i spektrofotometru. Kvalitativni
zhodnoceni ejakulatu je zaméfeno piedev§im na motilitu, viabilitu a morfologii. Déle lze
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hodnotit napfiklad integritu DNA v hlavicce spermie, akrozomalni reakci ¢i schopnost
kapacitace spermii. Tyto metody nejsou v praxi témét vyuzivané, nachazeji vSak uplatnéni
ve vyzkumu modifikaci stavajicich kryoprotokold, jelikoz lze diky nim komplexnéji posoudit

kvalitu ejakulatu (Colenbrander a Stout, 2011).

3.4.1 Hodnoceni motility

Hodnoceni motility je povazovano za jeden z nejdalezitéjSich kvalitativnich parametrti
ejakulatu po rozmrazeni. Motilita je vSeobecné povazovana za ukazatel viability spermii
vV daném vzorku (Hodder a Liu, 2011). Na druhou stranu je nutné si uvédomit, ze motilita jako
parametr saim o sob¢ je vSak pokladana za velmi slaby indikéator predpovéedi fertility daného
ejakulatu hiebce (Parkinson, 2001a).

Po rozmrazeni by mél vzorek obsahovat idealné 35 a vice % progresivné motilnich
spermii. Pohyblivost mlize byt ovlivnéna mnoha rozlicnymi faktory (Colenbrander a Stout,

2011).

3411 CASA

CASA (computer — assisted sperm analysis) neboli po¢itatem fizena analyza spermii
je systém vyuzivany pro hodnoceni motility (Katila, 2001). Systém ndm poskytuje mnoho
kinematickych parametrii popisujicich pohyb a rychlost spermii (Ball, 2014). Mezi dalsi
kvalitativni a kvantitativni parametry, které 1ze métit CASA systémem, Ize zaradit naptiklad
morfologii ¢i koncentraci ejakulatu (Katila, 2001).

Driivéjsi subjektivni hodnoceni parametrti ejakulatu bylo ovlivnéno mnoha faktory,
diky kterym nebylo moZzné srovndvat tyto vysledky mezi jednotlivymi techniky
a laboratofemi. Odhadované parametry motility se liSily o 30 — 60 % ve stejném vzorku
ejakulatu. Diky témto odchylkdm byl kladen diraz na vyvinuti objektivni metody
pro hodnoceni kvality ejakulatu. Zdznam dat z CASA systému umozZnuje jednoduSe srovnat
vysledky se standardnimi hodnotami (Verstegen et al, 2002). Na rozdil od dfivéjsiho
subjektivniho stanovovani motility odhadem pomoci mikroskopu CASA systém hodnoti

motilitu objektivné a kazdou spermatickou buiiku individudlné (Katila, 2001).
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CASA systém se zacal vyvijet pied vice nez Ctyficeti lety. Od roku 1974 byl vyuzivan
prvni primitivini CASA systém, ktery se sklddal pouze z kamery, mySi a monitoru a dokazal
analyzovat pouze mén¢ nez 30 spermii na 4 — 8 snimcich (Amann a Waberski, 2014). Roku
1985 byla predstavena prvni pln€ automatizovana CASA (Katz et al., 1985). Dnes evidujeme
vice nez 12 CASA systémil pouzivanych pro hodnoceni ejakulatu v mnoha andrologickych
laboratofich i centrech humanni reprodukce (Amann a Waberski, 2014).

Nevyhodou systému CASA je vyssi pofizovaci cena vybaveni, dale nutnost kontroly
kvality a standardizace méteni. PtisluSenstvi zahrnuje mikroskop, video kameru, pocitac
a software analyzujici pohyb (Baumber — Skaife, 2011). I pfes tuto nepatrnou nevyhodu
nabizi systém rychlé¢ a automatizované metody analyzy spermii s vysokym stupném
opakovatelnosti (Baumber — Skaife, 2011). Ziskana data jsou objektivnéjsi. Obzvlasté
v piipadé celkové a progresivni motility (Lorton, 2014). Je vSak nutné poznamenat,
ze vysledky ziskané z raznych typiit CASA systémi nemohou byt vzijemné srovnavany diky

odlisnému nastaveni (Baumber — Skaife, 2011).

3.4.1.1.1 Princip fungovani CASA systému

CASA systém identifikuje pomoci softwaru jednotlivé objekty dle intenzity pixela
na snimanych polich a poté rekonstruuje jejich trajektorie (Verstegen et al., 2002). Snimek
Z mikroskopu je poslan skrz kameru do pocitace, kde je preveden do digitalni podoby. Pocitac
vyobrazi spermie jako bilé hlavicky na tmavém pozadi diky pouziti objektivu s fdzovym
kontrastem. Hlavicky spermii jsou identifikovany pomoci velikosti v pixelech. Rozpéti
velikosti hlavicky je druhové specifické, pirislusné maximum a minimum jsou zadany
do pocitace, ktery identifikuje kazdy objekt v tomto rozpéti jako hlavicku spermie. Krom
velikosti vyuzivd software také jas objektd pro odliSeni spermii od necistot. VSechny
pohyblivé objekty nachéazejici se v rozpéti zadané minimalni a maximalni velikosti jsou
pokladany za spermie a jejich trajektorie jsou sledovany systémem (Baumber — Skaife, 2011).
Na ziskanych trajektoriich je zaloZeno hodnoceni pohybu spermii (Amann a Waberski, 2014).

Identifikace spermie probihd pies detekci tézisté pies algoritmus. Identifikovana je osa
x a 'y (detekce hran) a osa z (autofokus). Pravdépodobnost vyskytu spermie na dal§im snimku
je déana kruznici kolem hlavicky spermie — tzv. maximalni prostorovy posun spermie (Amann

a Waberski, 2014).
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3.4.1.1.2 Faktory ovlivitujici interpretaci vysledki CASA systému

Vystupy CASA systému jsou ovlivnény mnoha ¢initeli vznikajicimi pted i v prubéhu
analyzy. At uz se jednd o ptipravu vzorku, mrazeni a rozmrazovani, pouzité fedici médium,
koncentraci vzorku, hloubku komirky, teplotu pomicek, ¢as uplynuly mezi vzorkovanim
a analyzou, vybaveni poc¢itace ¢i nastaveni systému — threshold (Amann a Waberski, 2014).
Spolehlivost a ptresnost vysledkti zavisi taktéz na zkusSenostech laborantl. Jedna se tedy

0 semiautomaticky systém (Baumber — Skaife, 2011).

3.4.1.1.2.1 Pouzity systém a jeho nastaveni

Rekonstruovand trajektorie mize byt znacn€ ovlivnéna poctem ziskanych snimki
za sekundu. Tento pocCet analyzovanych snimkii za sekundu (frame rate, FPS = frames
per second) je zavisly na typu pouzité kamery. Diive se vyuZzivaly i1 niz$i frekvence 15 ¢i 30
Hz (Verstegen et al., 2002), nyni je nejCastéji vyuzivana frekvence 60 FPS, ¢ili se snima 60
snimkt za sekundu. Pfi pouziti vys$Siho FPS je zrekonstruovana trajektorie spermie piesnéjsi,
tudiz 1 jeji kinetické parametry jsou zpracovany preciznéji. Frame rate je tedy nutné
standardizovat i za i¢elem pozdéjsiho porovnavani vysledkti (Baumber — Skaife, 2011).

Moderni CASA systémy dokazou automaticky zhodnotit mnoho poli a ziskat
vyobrazeni 500 — 2000 i vice spermii pii 50 — 60 FPS (Amann a Waberski, 2014).
Je doporucovano analyzovat parametry pro >300 bun¢k ve vzorku obsazenych v n¢kolika
rozlicnych polich. I vtomto piipadé plati, ze vysledky analyzy mohou byt ovlivnény

selektivnim vybiranim kvalitnich poli laborantem (Baumber — Skaife, 2011).

3.4.1.1.2.2 Manipulace se vzorkem — koncentrace, komurky, fedidla

Hodnoceni probihd ve specidlnich vzorkovacich komtlrkach pod mikroskopem
po nafedéni ejakulitu na pozadovanou koncentraci (Amann a Waberski, 2014). Maximalni
koncentrace spermii pro sniméani CASA systémem by méla byt 50 x 10° spermii/ml,

doporucené je viak ejakulat natedit na 25 x 10° spermii/ml (Katila, 2001). P¥i nespravném
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poméru fedéni a vysoké koncentraci spermii v ejakulatu dochdzi ke zkresleni vysledka
analyzy a trajektorie spermii jsou interpretovany chybné. Spermie nemohou byt spravné
detekovany, pokud se jejich trajektorie béhem sniméani kiizi ¢i pokud dochéazi mezi spermiemi
ke kolizim (Baumber — Skaife, 2011).

Na ptirozeny pohyb spermii ma vliv i pouzitd vzorkovaci komirka, predevsim jeji
hloubka. Standardné se pouzivaji komurky o hloubce 10 ¢i 20 pum. Hloubka snizuje
pravdépodobnost Uniku spermii ze zaostfené ohniskové roviny (osa z) ptfi pouziti ptili§
hluboké komtirky (Lorton, 2014). Pfi hloubce <10 um dochazi k omezovani pohybu spermii
(po ose z) ¢i knezadoucim interakcim se sténami komulrky (Verstegen et al., 2002).
Pouzivanim téchto specidlnich komurek, jako je naptiklad Leya® (Lorton, 2014) ¢i Makler®,
Ize eliminovat variabilitu vysledkt parametrd motility vznikajici pfi pfipravé sklicek s kapkou
ejakulatu hodnocenych subjektivné standardnim zptisobem (Baumber — Skaife, 2011).
Diivodem neptesnosti v méfeni mohou byt také neodborné zachdzeni s komirkou ¢i jeji
¢isténi (Verstegen et al., 2002).

Taktéz tfedici médium muze negativné ovlivnit vystupni hodnoty analyzy. Pouzité
fedidlo by nemélo obsahovat Castice stejné velikosti jako je hlavicka spermie, jak je tomu
napiiklad u zloutkovych ¢i mléénych fedidel. Pokud analyzovana suspenze obsahuje tyto
Castice, systém je nemusi spravné rozpoznat. V tomto piipadé mohou byt pokladany
za nemotilni spermie, ¢imz se snizuje naméfena motilita ejakulatu (Baumber — Skaife, 2011).
Tento problém je mnohymi CASA systémy feSen pouzitim fluorescence k oznaceni DNA

Vv hlavicce spermie (Colenbrander a Stout, 2011).

3.4.1.1.3 Vystupy z CASA systému

Mezi hlavni vystupy z CASA systému patii nejen celkova (TMOT) a progresivni
motilita (PMOT). Mezi dals$i kinematické parametry motility popisujici specifické
charakteristiky pohybu spermii jsou fazeny napiiklad VCL, VSL, VAP (obr. 8), ALH a BCF
(Quintero — Moreno et al., 2003).

e TMOT (total sperm motility, %) je definovana jako procentudlni podil spermii
pohybujicich vy$si neZ minimalni rychlosti definovanou v nastaveni CASA systému.
Obvykle se jednd o hranici 20 pm/s. Spermie pohybujici se rychlosti <20 pm/s jsou
povazovany za statické objekty (Baumber — Skaife, 2011).
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PMOT (progressive motility, %) je zavisld na nastaveni parametri VAP (min.
50 um/s) a STR (75 %) v CASA systému. Hodnota progresivni motility je zavisla na
nastaveni téchto parametrti, vysledky se tedy pfi odliSném nastaveni
mezi jednotlivymi laboratofemi li$i a nelze je mezi sebou porovnavat (Baumber —
Skaife, 2011).

VCL (curvilinear velocity, kiivocara rychlost, um/s) udava rychlost pohybu spermie
na celé trajektorii (point — to — point) za jednotku ¢asu (Quintero — Moreno et al.,
2003). Tato hodnota je tedy z namétenych rychlosti spermie nejvyssi (Baumber —
Skaife, 2011).

VSL (straight line velocity, pfimocard rychlost, pm/s) je odvozena od piimé drahy

mezi prvnim a poslednim bodem métené trajektorie pohybu spermie (Verstegen et al.,

v

Skaife, 2011).
VAP (average pathway velocity, primérna rychlost, pm/s) udava primeérnou rychlost
spermie Vv pribéhu analyzy. VAP je méfena na draze vzniklé napiimenim skute¢né

trajektorie spermie (Baumber — Skaife, 2011).

Obr. 8 Schematické znazornéni rychlostnich parametri mérenych CASA systémem

(Baumber — Skaife, 2011)

ALH (amplitude of lateral head displacement, amplituda lateralniho vyboceni
hlavicky, um) je vypocitana jako Sife oscilace hlavicky od napifimené trajektorie
spermie, odvozeno z VCL a VAP (Quintero — Moreno et al., 2003).

BCF (beat cross frequency, frequency of head displacement, frekvence k¥izeni, Hz)

je frekvence, se kterou hlavicka spermie protind primérnou drahu, cili kolikrat je
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skute¢na draha ptekiizena naptimenou prumérnou drahou (Quintero — Moreno et al.,

2003).

Parametry charakteru pohybu popisujici tvar trajektorie (Quintero — Moreno et al., 2003):

e STR (straightness, pfimost, %) — pfimost primérné drahy je pomér VSL/VAP
v procentech a udava podobnost drahy spermie piimce (Quintero — Moreno et al.,
2003).

e LIN (linearity, linearita, %) — linearita skute¢né drahy je primérnou hodnotou poméru
VSL/VCL uvadéna v procentech (Baumber — Skaife, 2011).

e WOB (wobble, kmitani, %) udava stupein oscilace skutecné drahy kolem jeji
napiimené trajektorie, tedy pomér VAP/VCL v procentech (Quintero — Moreno et al.,
2003).

Na zavér je nutné podotknout, Ze piesnost analyzy je zavisla na konkrétnim nastaveni
CASA systému a algoritml pro rozpoznani motilnich spermii od nepohyblivych ¢astic. Proto
nelze porovnavat vysledky pro tentyz vzorek hodnoceny systémy s rozlicnym nastavenim

(Colenbrander a Stout, 2011).

3.4.2 Faktory ovliviiujici motilitu

Faktory ovliviiujici motilitu mohou byt rozlicného pivodu. At se jednd o faktory
fyziologické ¢i patologické, exogenni ¢i endogenni nebo chyby v managementu odbéru
a zpracovani semene, je nutné jim vénovat patficnou pozornost a pokud mozno se negativnim
vlivim vyvarovat. Veskeré tyto faktory musi byt brany v Gvahu pii identifikaci divodu
snizeného poctu pohyblivych spermii (asthenozoospermie) ¢i uplné absence motility
(azoospermie) v ejakulatu (Hodder a Liu, 2011).

Mezi endogenni faktory jsou fazeny napiiklad vék hiebce, sezonnost ¢i kvalita zrani
spermii, mezi exogenni pak spadaji pfedev§im chyby v managementu reprodukce, napiiklad
kvalita fediciho ¢i kryokonzerva¢niho média — jeho osmolarita, pH a teplota, pfipadné toxicita
latek pouzitych v pfili§ vysokych koncentracich (Ax et al., 2000b). Kvalita pohybu spermii
miZze byt dale ovlivnéna pouZitym lubrikantem v prib&hu odbéru ejakulatu, poptipadé

aplikaci hormondlni 1é¢by (Hodder a Liu, 2011). Buiky mohou byt poniceny i zménami
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teplot v prubéhu mrazeni ¢i rozmrazovani insemina¢nich davek a to hlavné v rozmezi teplot
od -15 do -60 °C (Graham, 2011).

Vyslednd motilita mize byt ovlivnéna 1 Casovym intervalem mezi rozmrazenim
a hodnocenim ejakulatu, jelikoz spermie potiebuji urcitou dobu, aby se vyrovnaly se zménami
osmotického tlaku po rozmrazeni. Zmény v objemu hlavicky spermie v prubéhu tohoto
vyrovnavani tlakli motilitu pfechodné snizuje. Pohyblivost spermii se zvySuje béhem prvnich
5—10 minut po rozmrazeni. Tento fenomén je diuvodem Kk pocate¢ni n€kolika minutové
rozplavbé pred hodnocenim ejakulatu. Nasledn€ se procento motilnich spermii snizuje, jak
buiiky poSkozené kryokonzervaci postupné odumiraji (Colenbrander a Stout, 2011).

Obecné lze tici, ze ejakulat ziskany od peripubertalnich hiebcti vykazuje ve srovnani
S ejakulaty pohlavné dospélych hiebcli snizenou motilitu, navic byla zjisténa 1 nizsi
koncentrace a zvySené procento morfologicky zménénych spermii. Taktéz ejakulat odebrany
po delsi sexudlni pauze Casto vykazuje vyssi koncentrace spermii. Spermie z tohoto prvniho
ejakulatu maji vétSinou snizenou motilitu ve srovnani s ejakulaty odebranymi pozdéji, kdy je
hiebec jiz odebiran pravidelné. Tento typicky vyssi pocet spermii a snizend motilita jsou
vysledkem dlouhodobéjsiho skladovanim spermii v ocasu nadvarlete achamovodu.
Za patologické faktory jsou povazovany zanéty varlat ¢i Sourku zvySujici lokalni teplotu, ¢imz
miiZze byt naruSen normalni priabéh spermatogeneze. Poskozeni muze vyustit az v degeneraci
varlat (Hodder a Liu, 2011).

Vysledky motility mohou byt ovlivnény taktéz samostatnych hodnocenim — at’ uz se
jedna o hodnoceni subjektivni pod mikroskopem ¢i o hodnoceni objektivni pomoci CASA

systému (Graham, 2011).
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4 MATERIAL A METODY

ODBER EJAKULATU

Hiebci plemene starokladrubsky kin (n = 6) byli ustdjeni a odebirdni v Equinnim
reprodukénim centru Pardubice — Mnétice. Pro stabilizaci extragonadalnich rezerv byly
provedeny 2 — 3 odbéry od kazdého hiebce. Nasledné byla odebirana vyhradné spermaticka
frakce ejakulatu za pouziti otevieného typu umélé vaginy, a to 3x (pondé¢li — stieda — patek).
Z kazdého odbéru bylo od kazdého hiebce vyrobeno minimalné 3 x 0,5 ml pejety a 2 x 5 ml
aluminiové makrotuby (schéma pokusu Obr. 9). Odebrané semeno bylo ihned podrobeno
subjektivnimu hodnoceni. Pro kryokonzervaci byly pouzity pouze ejakulaty o celkové

motilit€ > 60 %.

KRYOKONZERVACE A ROZMRAZEN{

Po odbéru a analyze byla spermaticka frakce pirediedéna a centrifugovana 650 x g/15
min. Takto ptipravené sperma byly fedéno komerénim fedidlem GENT (Minitiibe, Némecko)
na vyslednou koncentraci 250 x 10® progresivné motilnich spermii/ID. Touto suspenzi byly
plnény 0,5 ml plastové pejety a 5 ml aluminiové makrotuby. Ekvilibrace semene probihala
2 hodiny pfi 5 °C. Nasledné byly ID vloZeny do polystyrenového boxu (Animal Reproduction
systems, Chino CA, USA). Zde byly ponechany v horizontalni poloze v parach tekutého
dusiku 4 cm nad hladinou po dobu 15 minut. Poté byly ponofeny pfimo do tekutého dusiku,

kde byly skladovany do rozmrazeni. Davky byly rozmrazovany ve vodni lazni o teploté 37 °C

po dobu 30 - 60 s.

HODNOCEN{ MOTILITY

Rozmrazené vzorky byly inkubovany ve vodni 14zni o teploté 37 °C. Pfed zahajenim
pokusu se vzorky inkubovaly 5 min kvuli stabilizaci pohybu spermii a TO je tedy ¢as 5 min
po rozmrazeni. Motilita byla u jednotlivych vzorkt snimana v ¢asech TO, 15, 30, 45 a 60 min.
Ze vzorku byl vzdy odebran pozadovany objem ejakulatu a natedén potfebnym mnozstvim
fediciho média SpermTALP (Tyrode’s Albumin Lactate Pyruvate, redestilovana H>O, NaCl,
KCI, NaH:PO4H20, Na laktat, CaCl2-2H20, MgCl2-6H20, Hepes, NaHCOs, BSA,
Na pyruvat, Gentamicin) na finalni koncentraci 20 X 10° spz./ml. Motilita spermii byla
hodnocena pomoci CASA systému (NIS Elements, ver. 4.30, Laboratory Imaging, Praha,

CR). Hodnoceni kazdého vzorku bylo provedeno analyzou 41 digitalizovanych snimki, které
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byly potizeny v ¢asové smycce 0,66 s, kamerou s frekvenci 60 snimkt/s (DMK 23UMO021,
Imaging Source, Brémy, Némecko). Vzorek suspenze o objemu 4 um byl pienesen
na temperovanou (37 °C) pocitaci komirku Makler® counting chambre (Sefi Medical
Instruments Ltd.) o hloubce 10 pm. Pomoci mikroskopu s fazovym kontrastem, vybavenym
vyhifevnym stolkem (Eclipse E600, Nikon, Tokio, Japonsko), bylo hodnoceno vzdy 6 poli
pfi stondsobném zvétseni.

Za motilni byly povazovany ty spermie, které splnily podminku VAP > 15 pm/s,
za progresivné motilni ty, jejichz VAP > 15 um/s a STR > 30 % (Waite et al., 2008, Ponthier
et al., 2014). Mezi automaticky méfené parametry motility patfily celkova motilita (TMOT,
%), progresivni motilita (PMOT, %), primérna rychlost na napfimené draze (VAP, um/s),
kfivocara rychlost na skutecné draze (VCL, um/s), pfimocara rychlost na ptimé draze (VSL,

um/s) a ptimost naptimené drahy (straightness, STR, %).

STATISTICKE ANALYZY

Data byla statisticky vyhodnocena v programu Statistica (ver. 10, StatSoft, CR).
Kazdému statistickému testu predchazel test homogenity rozptylu a normalniho rozdéleni. Dle
vysledkt téchto testd byly vybrany konkrétni statistické metody, parametrické (studenttv t —
test a analyza rozptylu ANOVA) ¢i neparametrické (Mann — Whitneyuv a Kruskal —
Wallisiiv test). Testy byly hodnoceny na hladin€ vyznamnosti P < 0,01.

odbér ejakulatu

Zpracovani
nativniho
ejakuldtu

fedéni
GENT
0,5 ml 5 ml
(peieta) {tuba)
TO T15 T30 T45 T60

{rozmrazeni) [inkubace 15 min) {inkubace 30 min)| (inkubace 45 min} | |inkubace 60 min)

Obr. 9 Schéma pokusu
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5 VYSLEDKY

Zmény celkové a progresivni motility a vybranych Kkinetickych parametri blize
charakterizujicich motilitu spermii v nativnich vzorcich ejakulitu a po rozmrazeni

v ¢asech inkubace TO, 15, 30, 45 a 60 minut

Kinetické parametry blize charakterizujici motilitu nativnich a rozmrazenych vzork ejakulatu
(TMOT, PMOT, VCL, VAP, VSL, STR) jsou zaznamenany v Tabulce 1. Hodnoty celkové
(TMOT) 1 progresivni (PMOT) motility jsou nejvy$$i v nativnich vzorcich ejakulatu
a po rozmrazeni Se V prubéhu inkubace postupné snizuji. Signifikantni pokles je zietelny
V hodnotdch TMOT mezi nativnim ejakulatem a vSemi Casy inkubace po rozmrazeni a dale
mezi Casy inkubace TO a T60 (P <0,01) a u PMOT mezi nativnim ejakuldtem a vSemi Casy
inkubace po rozmrazeni a dale mezi ¢asy TO a T45 a dale TO a T60 (P < 0,01). Rychlostni
parametry spermii (VCL, VAP, VSL) byly nejvy$si v nativnich vzorcich ejakulatu
a po rozmrazeni se v prubéhu inkubace postupné snizovaly. Signifikantni rozdily jsou zietelné
v poklesech kiivocaré rychlosti (VCL) mezi nativnim ejakuldtem a vSemi Casy inkubace
po rozmrazeni a dale mezi vSemi Casy inkubace navziajem krom T45 a T60 (P < 0,01).
Hodnoty se u priumérné rychlosti (VAP) a pfimocaré rychlosti (VSL) signifikantné snizuji
vzdy oproti pfedchozim ¢asiim inkubace i1 nativnimu ejakulatu: nativ > TO > T15 > T30 > T45
> T60 (P <0,01). Hodnota parametru STR (pfimost) signifikantn¢ kolisa mezi nativnim
ejakulatem a vSemi Casy inkubace, mezi ¢asy TO a T15, TO a T45, T15 a T30, T30 a T45
(P <0,01).
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Tabulka 1

Zmény vybranych parametri blize charakterizujicich motilitu spermii v nativnich vzorcich

ejakulatu a po rozmrazeni v ¢asech inkubace TO, 15, 30, 45 a 60 minut

TMOT PMOT VCL VAP VSL STR

(%) (%) (Lm/s) (Lm/s) (Lm/s) (%)
Nativ | 70,3+3,8" | 53,4+3,6 | 178,4+0,7 | 98,1 £0,4' | 73,6 +0,41 | 72,8 £ 0,2}
TO | 30,0+1,3% | 244+1,1° | 131,7+0,4% | 73,5+0,2%2 | 65,8 +0,2% | 87,5+0,12
T15 | 27,7132 | 224+ 1,12 | 124,1+0,4% | 68,9+0,2% | 62,0+0,2% | 88,2+0,1°
T30 |26,9+1,32% | 21,5+ 1,12 | 121,7+0,4* | 66,8 +0,2* | 59,6 + 0,2* | 87,5+ 0,12
T45 | 24,1 +1,3 | 189+ 1,1° | 117,4+0,5° | 64,9+0,3° | 58,1 +0,3% | 88,2+0,1°
T60 | 232+1,3% | 17.9+1,1° | 1155+0,4° | 63,1 +0,3% | 56,4+0,3% | 88,0+0,1%

123456Hodnoty s riiznymi indexy ve sloupcich se li§i na hladiné vyznamnosti P < 0,01.
TMOT (%) celkova motilita, PMOT (%) progresivni motilita, VCL (um/s) kiivocara rychlost,
VAP (um/s) primérnd rychlost, VSL (um/s) pfimocara rychlost, STR (%) pfimost
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Srovnani vybranych parametra popisujicich motilitu a kinetiku spermii v jednotlivych
obalech (0,5 pejety a 5 ml aluminiové makrotuby) mezi nativnimi vzorky ejakulatu

a vzorky v ¢ase inkubace TO ihned po rozmrazeni

Vybrané parametry blize charakterizujici motilitu rozmrazenych vzorkd ejakulatu
V jednotlivych obalech v ¢ase inkubace TO (TMOT, PMOT, VCL, VAP, VSL, STR)
ve srovnani s parametry nativniho ejakulatu jsou zaznamenany v Tabulce2. Zmény
vybranych parametri mezi jednotlivymi ¢asy inkubace po rozmrazeni budou popsany
v grafech dale. V Case inkubace TO ihned po rozmrazeni se hodnoty parametri TMOT
a PMOT 1i8i v zavislosti na pouZitém obalu. 5 ml makrotuby vykazuji hodnoty lehce vyssi
oproti 0,5 ml pejetdm. Kinetické parametry popisujici rychlosti spermii (VCL, VAP, VSL)
byly v ¢ase TO ihned po rozmrazeni signifikantné vyssi ve vzorcich mrazenych do 0,5 ml
pejet oproti 5 ml makrotubam (P < 0,01). Hodnota parametru STR nabyvala v ¢ase TO ihned
po rozmrazeni signifikantné¢ vysSich hodnot ve vzorcich mrazenych do 5 ml makrotub
(P <0,01). Parametry TMOT a PMOT se signifikantn¢ li§i mezi hodnotami nativniho
ejakulatu a obéma hodnotami v ¢ase TO po rozmrazeni v jednotlivych obalech (P <0,01).
U kinetickych parametri VCL, VAP, VSL a STR Ize pozorovat signifikantni rozdily jak mezi
hodnotami nativnich vzorkii a obéma hodnotami v ¢ase TO po rozmrazeni v jednotlivych

obalech, tak mezi hodnotami po rozmrazeni v jednotlivych obalech navzajem (P < 0,01).
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Tabulka 2
Srovnani vybranych parametrii popisujicich motilitu a kinetiku spermii v jednotlivych obalech
(0,5 pejety a 5 ml makrotuby) mezi nativnimi vzorky ejakulatu a vzorky v ¢ase inkubace TO

ihned po rozmrazeni

T0
i 0,5 ml pejety 5 ml makrotuby
T'(\%T 70,3+ 3,81 28,9 + 2,07 62237
P?Q/ST 53,4 +3,6" 23,1 + 1,72 26,1 + 2,02
(L/rg/';) 178,4 + 0,74 137,0 + 0,52 11045 0,79
(:llff\l/z) 98,1+ 04" 75,8+ 0,32 68,0 + 0,43
(]YI?]/LS) 73,6 + 0,41 66,8 + 0,32 63.4 4 0.4°
S(;ES 72,8 +0,2* 85,5+ 0,12 92,0 +0.2°

123Hodnoty s riiznymi indexy v fadcich se li§i na hladiné vyznamnosti P < 0,01.
TMOT (%) celkova motilita, PMOT (%) progresivni motilita, VCL (nm/s) kiivo€ara rychlost,
VAP (um/s) primérnd rychlost, VSL (um/s) pfimocara rychlost, STR (%) pfimost
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Zmény vybranych parametri motility spermii ve vzorcich ejakulatu v jednotlivych
obalech (0,5 ml pejety a 5 ml aluminiové makrotuby) po rozmrazeni v ¢asech inkubace

TO-T60

Rozdily v hodnotach parametri motility ve vSech ¢asech inkubace po rozmrazeni mezi
jednotlivymi obaly jsou uvedeny v Grafech 1 — 6. Hodnoty parametri TMOT (Graf 1)
i PMOT (Graf 2) se po rozmrazeni v prub&hu inkubace postupné snizuji. 5 ml makrotuby
vykazuji vys§i hodnoty ve vSech ¢asech inkubace pro parametr TMOT 1 PMOT.

Rychlostni parametry VCL (Graf 3) a VAP (Graf 4) nabyvaji signifikantné vySSich hodnot
ve vzorcich mrazenych do 0,5 ml pejet oproti vzorkim mraZzenym do 5 ml makrotub a to
ve vSech Casech inkubace po rozmrazeni (P < 0,01). Signifikantni pokles hodnoty VCL
Vv prubéhu inkubace je zietelny v 0,5 ml pejetach mezi vSemi ¢asy krom T45 a T60, v 5 ml
makrotubach mezi vSemi Casy krom TO a T15, T15 a T30 (P < 0,01). Signifikantni pokles
VAP v priibéhu inkubace je zietelny v 0,5 ml pejetach mezi vSemi Casy krom T30 a T45,
v 5 ml makrotubach mezi vS§emi ¢asy krom TO a T15, T15 a T30 (P <0,01).

Rychlostni parametr VSL (Graf 5) nabyva signifikantné vysSich hodnot v 0,5 ml pejetach
v ¢asech TO a T60, v Casech inkubace T15, T30 a T45 neni rozdil rychlosti VSL mezi
jednotlivymi obaly signifikantni (P < 0,01). Ktivky hodnot VSL v jednotlivych obalech se
mezi Casy T15 a T30 prolinaji (vyssi hodnota parametru VSL v Casech inkubace T15 a T30
u vzorkli mrazenych do 5 ml makrotub oproti vzorkim mrazenych do 0,5 ml pejet).
Signifikantni pokles hodnoty VSL v pritbé¢hu inkubace je zietelny v 0,5 ml pejetach ve vSech
casech krom T45 a T60, v 5 ml makrotubach krom T0 a T15, T15 a T30 (P <0,01).

Parametr STR (Graf 6) nabyva signifikantn¢ vyssich hodnot ve vzorcich mrazenych do 5 ml
makrotub oproti vzorkim mrazenym do 0,5 ml pejet a to ve vSech Casech inkubace
po rozmrazeni (P < 0,01). Signifikantni zmény hodnoty STR v priibéhu inkubace jsou zietelné
pouze u vzorkli mrazenych do v 0,5 ml pejet a to mezi ¢asy TO a T15, T45, T60, dale T15
a T45 a taktéz T30 a T45, T60 (P <0,01). Zde hodnota parametru v pribéhu inkubace kolisa,
obecné je zietelny mirné stoupajici trend. U vzorkd mrazenych do 5 ml makrotub neni

pozorovano zadné signifikantni kolisani hodnot (P < 0,01).
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Graf1
Zmény hodnot parametru TMOT (%) v 0,5 ml pejetach a 5 ml makrotubach ve vzorcich

po rozmrazeni po dobu 60 minutové inkubace
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Graf 2
Zmény hodnot parametru PMOT (%) v 0,5 ml pejetaich a 5 ml makrotubach ve vzorcich

po rozmrazeni po dobu 60 minutové inkubace
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Graf 3

Zmény hodnot parametru VCL (um/s) v 0,5 ml pejetach a 5 ml makrotubach ve vzorcich

po rozmrazeni po dobu 60 minutové inkubace
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2Hodnoty s rtiznymi indexy mezi kiivkami pfedstavujicimi obaly se v jednotlivych &asech

inkubace 1isi na hladiné vyznamnosti P < 0,01.

acdHodnoty s riznymi indexy mezi ¢asy inkubace v ramci jednoho obalu se lidi na hladiné

vyznamnosti P < 0,01.
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Graf 4
Zmény hodnot parametru VAP (um/s) v 0,5 ml pejetach a 5 ml makrotubach ve vzorcich

po rozmrazeni po dobu 60 minutové inkubace
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2Hodnoty s rtiznymi indexy mezi kiivkami pfedstavujicimi obaly se v jednotlivych &asech
inkubace 1isi na hladiné¢ vyznamnosti P < 0,01.
acdHodnoty s riznymi indexy mezi ¢asy inkubace v ramci jednoho obalu se li§i na hlading

vyznamnosti P < 0,01.
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Graf 5
Zmény hodnot parametru VSL (pm/s) v 0,5 ml pejetach a 5 ml makrotubach ve vzorcich

po rozmrazeni po dobu 60 minutové inkubace
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acdHodnoty s riznymi indexy mezi ¢asy inkubace v ramci jednoho obalu se li§i na hlading

vyznamnosti P < 0,01.
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Graf 6
Zmény hodnot parametru STR (%) v 0,5 ml pejetach a 5 ml makrotubach ve vzorcich

po rozmrazeni po dobu 60 minutové inkubace
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2Hodnoty s rtiznymi indexy mezi kiivkami pfedstavujicimi obaly se Vv jednotlivych &asech
inkubace 1isi na hladiné vyznamnosti P < 0,01.
®Hodnoty s riiznymi indexy mezi ¢asy inkubace v ramci jednoho obalu se 1i§i na hlading

vyznamnosti P < 0,01.
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Individualita hiebct v ¢ase TO ihned po rozmrazeni dle jednotlivych obali (0,5 ml

pejety a 5 ml makrotuby)

Individualita hiebcti v ¢ase TO ihned po rozmrazeni dle pouzitych oballi je znazornéna
pro jednotlivé parametry v Grafech 7 — 12.

Hodnoty parametru TMOT (Graf 7) a PMOT (Graf 8) se v 0,5 ml pejetach signifikantné lisi
mezi hfebcem Favory Albuza a vSemi ostatnimi hiebci (P <0,01) a dale mezi hifebcem
Sacramoso Mantova a v§emi ostatnimi hiebci krom Manidy (P < 0,01). V 5 ml makrotubach
se signifikantni rozdil objevuje pro parametr TMOT i PMOT mezi hiebci Aversa a Manida,
Aversa a Sacramoso Mantova, Siglavi a Manida, Siglavi a Sacramoso Mantova, Favory
Albuza a Manida, Favory Albuza a Sacramoso Mantova, Favory Albuza a Santalina
(P <0,01).

Pro rychlostni parametr VCL (Graf 9) nachazime v 0,5 ml pejetach signifikantni rozdily mezi
hiebcem Favory Albuza a v§emi ostatnimi hiebci (P < 0,01), dale pak mezi Siglavim a vSemi
hfebci krom hiebce Sacramoso Mantova (P < 0,01). V 5 ml makrotubach je signifikantni
rozdil zfejmy mezi hiebci Aversa a Favory Albuza, Aversa a Manida, Aversa a Siglavi,
Favory Albuza a Manida, Favory Albuza a Siglavi, Manida a Santalina, Santalina a Siglavi
(P <0,01).

Rychlostni parametr VAP (Graf 10) se v 0,5 ml pejetach signifikantné 1i§i mezi hiebcem
Favory Albuza a vSemi ostatnimi hiebci (P < 0,01), dale pak mezi hfebcem Siglavi a hiebci
Aversa a Manida (P < 0,01). V5 ml makrotubach je pak signifikantni rozdil znat mezi
Siglavim a vSemi ostatnimi hiebci krom Manidy (P < 0,01), dale mezi hiebci Aversa a Favory
Albuza, Aversa a Manida, Manida a Santalina (P < 0,01).

Pro rychlostni parametr VSL (Graf 11) nachdzime v 0,5 ml pejetach signifikantni rozdily
mezi hiebcem Favory Albuza a vSemi ostatnimi hfebci krom hiebce Sacramoso Mantova
(P <0,01) a dale mezi hiebci Aversa a Siglavi (P <0,01). V 5 ml makrotubach je signifikantni
rozdil patrny mezi hfebcem Siglavi a vSemi ostatnimi hiebci (P < 0,01) a dale mezi hiebci
Aversa a Favory Albuza, Aversa a Manida, Manida a Santalina (P < 0,01).

Parametr STR (Graf 12) se v 0,5 ml pejetach signifikantné 1i§i mezi hiebcem Favory Albuza
a vSemi ostatnimi hiebci (P < 0,01) a dale mezi hfebcem Siglavi a hiebci Aversa, Manida
a Santalina (P < 0,01) a hfebcem Manida a hiebci Aversa a Sacramoso Mantova (P < 0,01).
V 5 ml makrotubach je signifikantni rozdil pozorovan pouze mezi hiebci Aversa a Favory

Albuza (P <0,01).
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Graf7
Znézornéni individuality hiebcli pro parametr TMOT v ¢ase TO ihned po rozmrazeni

dle jednotlivych obalt (0,5 ml a 5 ml)
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12Hodnoty s rliznymi indexy se pro parametry vzorkii s objemem 0,5 ml 1i§i na hlading
vyznamnosti P < 0,01.
abciHodnoty s riznymi indexy se pro parametry vzorkll s objemem 5 ml li§i na hlading

vyznamnosti P < 0,01.
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Graf 8
Znazornéni individuality hiebcti pro parametr PMOT v ¢ase TO ihned po rozmrazeni

dle jednotlivych obalt (0,5 ml a 5 ml)
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12Hodnoty s rliznymi indexy se pro parametry vzorkll s objemem 0,5 ml li§i na hladiné
vyznamnosti P < 0,01.
abcdodnoty s riznymi indexy se pro parametry vzorkll s objemem 5 ml li§i na hlading

vyznamnosti P < 0,01.
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Graf 9
Znazornéni individuality hfebcti pro parametr VCL v case TO ihned po rozmrazeni

dle jednotlivych obalt (0,5 ml a 5 ml)
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12Hodnoty s rliznymi indexy se pro parametry vzorkll s objemem 0,5 ml li§i na hladiné
vyznamnosti P < 0,01.
aCHodnoty s riiznymi indexy se pro parametry vzorkii s objemem 5 ml lidi na hlading

vyznamnosti P < 0,01.
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Graf 10

Znazornéni individuality hfebcti pro parametr VAP v case TO ihned po rozmrazeni

dle jednotlivych obalt (0,5 ml a 5 ml)
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12Hodnoty s rliznymi indexy se pro parametry vzorkll s objemem 0,5 ml li§i na hladiné
vyznamnosti P < 0,01.
abcdodnoty s riznymi indexy se pro parametry vzorkll s objemem 5 ml li§i na hlading

vyznamnosti P < 0,01.
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Graf 11
Znazornéni individuality hiebcl pro parametr VSL v case TO ihned po rozmrazeni

dle jednotlivych obalt (0,5 ml a 5 ml)
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Graf 12
Znazornéni individuality hiebcli pro parametr STR v ¢ase TO ihned po rozmrazeni

dle jednotlivych obalt (0,5 ml a 5 ml)
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1238Hodnoty s riiznymi indexy se pro parametry vzorkl s objemem 0,5 ml 1i§i na hladiné
vyznamnosti P < 0,01.
®Hodnoty s riznymi indexy se pro parametry vzorkil sobjemem 5 ml li§i na hlading

vyznamnosti P < 0,01.
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6 DISKUZE

Oplozovaci schopnost kryokonzervovaného ejakulatu je ovlivnéna mnoha faktory.
Mezi nejzékladnéjsi lze zaradit v€k, plemeno a individualitu hiebce i jeho jednotlivych
ejakulatti, techniku kryokonzervace semene, obal a objem ID a management reprodukce
hiebee i klisny (Lorenzoni et al., 2011). Populace plemene starokladrubsky kun je malo
pocetna, Cili dochazi k inbreedingu (pafeni blizce piibuznych jedincti). ZvySovani koeficientu
inbreedingu vede k nezadouci inbreedni depresi. Ta se negativné projevuje ve spojeni
s reprodukcei 1 celkovou fitness jedinct a hrozi pokles genetické variability v radmci celého
plemene (Jakubec et al., 2009).

Procentualni vyjadieni celkové a progresivni motility je jednim z nejcastéji
vyuzivanych parametrti indikujicich kvalitu ejakulatu a to i navzdory jeji nizké vypovidajici
hodnoté o oplozenischopnosti konkrétniho ejakulatu. Zalezi také na konkrétni metodé
zhodnoceni motility. Subjektivni hodnoceni umoziuje pouze odhadnout procentualni
vyjadieni celkové a progresivni motility s tendenci k nadhodnocovani téchto parametrti. Jako
limitujici faktor se zde projevuje lidskd variabilita. Takto potizené vysledky se liSi nejen mezi
jednotlivymi laboratofemi, ale 1 mezi individudlnimi laboranty. Naopak objektivni
zhodnoceni kvality ejakulatu, které je mozné provést napiiklad pomoci CASA systému, je
nesporn¢ presnéjsi a ma mnohem vétsi vypovidajici hodnotu. Motilita sama o sob¢ se vSak ani
Vv tomto piipadé neda povazovat za presny indikator fertility. Pouzitim systému CASA je
mozné ziskat mnoho dalSich kinematickych parametrii poskytujicich pfesné informace

0 charakteru pohybu jednotlivych spermii (Ortega — Ferrusola, 2009).

Zmény vybranych parametri motility spermii v nativnich vzorcich ejakulatu

a po rozmrazeni v ¢asech inkubace T0 — T60

Kryokonzervovany ejakulat Starokladrubskych hiebcii vykazuje thned po rozmrazeni
zhorSené hodnoty vSech parametri oproti hodnotdm ejakulatu nativniho. Celkova
i progresivni motilita a kinematické parametry spermii (VCL, VAP a VSL) se s postupujici
dobou inkubace snizuji. Parametr STR podléha spiSe opaénému trendu a jeho hodnota se
s prodluzujici dobou inkubace zvySuje, €ili dochdzi k postupnému napfimovani primérné

drahy spermie, ktera se svym tvarem postupné vice a vice podoba piimce.
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Hodnota parametru TMOT v nativnim ejakulatu Starokladrubskych hiebci byla nizsi
(70,3 %) oproti hodnoté TMOT 78,7 % v nativnim ejakulatu hiebci dle autorti Lorenzoni
et al. (2011). Divodem tohoto rozdilu mezi obéma hodnotami by mohl byt fakt, ze Lorenzoni
et al. (2011) hodnotili motilitu ejakulatu subjektivné, nikoliv objektivné¢ CASA systémem jak
tomu bylo vnasem experimentu. Taktéz TMOT nabyva v nasem experimentu ihned
po rozmrazeni niz$i hodnoty (30,0 %) oproti hodnotdm udavanym témito autory (43,3 %).
Tato hodnota mtze byt taktéz ovlivnéna faktem, ze semeno Strokladrubskych hiebci bylo
fedéno kryokonzerva¢nim fedidlem na bdzi vajecného Zloutku (Gent) oproti zloutkovo —
mlécnému fedidlu (INRA) pouzitého autory Lorenzoni et al. (2011).

Naméfené parametry motility ihned po rozmrazeni uvedené v této diplomové praci
(TMOT, PMOT, VCL a VSL) jsou az na PMOT niz8i v porovnani s hodnotami naméfenymi
autory Nascimento et al. (2008), coz vyplyva z odlisného nastaveni CASA systému. Rozdil
V nastaveni se tykal snimkové frekvence/s. Pro naS experiment byla pouZita kamera
s FPS 60 Hz oproti 80 Hz v experimentu autord Nascimento et al. (2008). Nastaveni se taktéz
li$ilo minimalni hodnotou pro vytfidéni motilnich a progresivné motilnich spermii. Spermie
byly v nasem experimentu povazovany za motilni, pokud splnily podminku VAP > 15 pum/s
a za progresivné motilni pokud VAP > 15 pm/s a STR > 30 %. Naproti tomu autofi
Nascimento et al. (2008) povazuji za motilni spermie pokud VAP > 20 um/s a progresivné
motilni pokud VAP > 70 um/s, coz by mohlo byt hlavnim diivodem naméteni vysSich hodnot
kinematickych parametri. Rozdil mize byt zplisoben také niz$i koncentraci ID v naSem

experimentu (20 x 108 spz./ml) oproti koncentraci 100 x 10° spz./ml (Nascimento et al., 2008).

Porovnani vybranych parametri motility v jednotlivych obalech (0,5 pejety a 5 ml

makrotuby) mezi nativnimi vzorky ejakulatu a vzorky ihned po rozmrazeni (T0)

Existuje nékolik studii tykajicich se kvality ejakuladtu hiebcli kryokonzervovaného
doID riznych objemi a obali. V soudasnosti je drtiva vétSina ejakulatu hiebct
kryokonzervovand v 0,5 ml pejetach (Saragusty et al.,, 2007). Nizkoobjemové pejety vSak
nejsou jedinou alternativou jak dlouhodob& uchovat mrazeny ejakulat hiebcli. Bylo popsano
mnoho kryokonzervacnich protokol, které se zabyvaji riznymi obaly a objemy ID
(Nascimento et al., 2008) a nabizi se tedy mnoho variant ID, do nichZ je mozné ejakulat
zamrazit. Naptiklad autofi Nascimento et al. (2008) porovnavali kvalitu kryokonzervovaného

ejakulatu htebcti v 0,25 ml a 0,5 ml pejetach ihned po rozmrazeni. Objem pejety vSak témer
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nemél vliv na parametry motility, pouze parametr VCL byl signifikantné vyssi v 0,5 ml
pejetach. Taktéz autoti Maziero et al. (2013) porovnavali kvalitu ejakulatu v téchto obalech
thned po rozmrazeni. Dosli vSak k zdvéru, ze parametry motility po rozmrazeni jsou
signifikantné vyssi v 0,5 ml pejetach oproti hodnotam v 0,25 ml pejetach.

Dale je mozné mrazit ejakulat hiebci do vysokoobjemovych davek (2 ml kryotuby,
2,5 ml pejety, 5 ml pejety, 12 ml sklenéné tuby apod.). Mezi zdkladni vyhody mrazeni
ejakulatu hiebcit do ID s vét§im objemem patii napiiklad jednodussi manipulace s davkou,
niz§i poskozeni bunék v prubéhu kryokonzervace i rozmrazovani, nizsi pocet ID potiebnych
pro inseminaci a tedy i vétsi homogenita celé ID apod. (Salazar et al., 2001). JelikoZ jsou
vyhody mrazeni semene do oballi s vét§imi objemy nesporné, nas experiment byl zaméten
na kryokonzervaci ejakulatu do 5 ml aluminiovych tub. Vysledky kvality ejakulatu byly
po rozmrazeni  hodnoceny  objektivné a  porovnany s hodnotami  ejakulatu
kryokonzervovaného v 0,5 ml pejetich. O  vysledcich ~mrazeni  ejakulatu
do vysokoobjemovych davek existuji pouze omezené informace, o kvalité ejakulatu hiebci
kryokonzervovaného v 5 ml aluminiovych makrotubach informace chybi.

Pii porovnani vysledki parametri motility nativniho ejakulatu a ejakulitu ihned
po rozmrazeni v zavislosti na obalu (0,5 ml pejety a 5 ml makrotuby) nebyla nalezena 100%
shoda mezi vSemi parametry. Je zajimavé, ze hodnoty TMOT a PMOT byly ihned
po rozmrazeni v Case inkubace TO vyssi v 5 ml makrotubach (TMOT 31,6 %, PMOT 26,1 %)
oproti hodnotdm téchto parametrit v 0,5 ml pejetach (TMOT 28,9 %, PMOT 23,1 %), nikoli
vSak prukazné. Mohlo by se tedy na prvni pohled zdat, ze je lepSi mrazit ejakulat hiebct
do 5 ml makrotub. V ptipadé zaméteni se na piesnéjsi vyjadieni pohybu spermii vSak bylo
zjisténo, Ze kinematické parametry VCL, VAP, VSL a STR vykazuji v ¢ase TO ihned
po rozmrazeni signifikantné lepsi vysledky v 0,5 ml pejetach oproti 5 ml makrotubam.
Po podrobnéjSim zkoumani vysledki je tedy zifejmé, Ze kryokonzervovany ejakulat vykazuje
ihned po rozmrazeni leps$i vysledky v 0,5 ml pejetach.

Lorenzoni et al. (2011) porovnavali TMOT ejakulatu kryokonzervovaného v 0,5 ml
pejetdch a 2 ml kryotubach. AC se jedna o jiny typ vysokoobjemové ID, autofi dosli
ke stejnému zavéru. TMOT byla mirné vyssi ve 2 ml kryotubach (41,9 %) oproti 0,5 ml
pejetam (40 %), opét nesignifikantn€. V této studii byla vSak motilita hodnocena subjektivné
pod mikroskopem a autofi se dale nezabyvali dal$imi parametry motility. Subjektivné byla
hodnocena i PMOT autory Saragusty et al. (2007), kteti se zabyvali kryokonzervaci ejakulatu
hiebct do 0,5 ml pejet a 12 ml sklenénych kryotub. PMOT byla v ¢ase inkubace TO ihned
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po rozmrazeni vys$$i ve vysokoobjemovych ID, tedy ve 12 ml kryotubach (50 %) oproti
0,5 ml pejetam (37 %).

Heitland et al. (1996) se zamétili nejen na zakladni parametry TMOT a PMOT,
ale taktéz na kinematicky parametr VCL a to v 0,5 ml a 2,5 ml pejetach. Parametry byly
hodnoceny v ¢ase TO ihned po rozmrazeni pomoci systému CASA a vyssi byly prokazatelné
v 0,5 ml pejetach (TMOT 45 %, PMOT 38 %, VCL 109 unv/s) oproti 2,5 ml pejetdm (TMOT
40 %, PMOT 31 %, VCL 99 pum/s). Hodnoty parametra z experimentu autorit Heitland et al.
(1996) v 0,5 ml pejetach se neshoduji s naSimi hodnotami naméfenymi v 0,5 ml pejetach.
Dtivodem by mohlo byt rozdilné nastaveni CASA systému, jelikoz Heitland et al. (1996)

pouzili niz§i snimkovou frekvenci/s (30 Hz).

Zmény vybranych parametri motility v 0,5 ml pejetich a 5 ml aluminiovych

makrotubach v ¢asech inkubace T0O — T60 po rozmrazeni

Hodnoty parametri motility (TMOT, PMOT, VCL, VAP, VSL, STR) se v priubchu
inkubace postupné zhorSuji. Tento klesajici trend je znatelny v 0,5 ml pejetach 1 5 ml
makrotubach. Parametry TMOT a PMOT dosahovaly vysSich hodnot v 5 ml tubach a to
v prubéhu celé doby inkubace TO — T60. Rozdily oproti hodnotam v 0,5 ml pejetach vSak
nejsou signifikantni. Kinematické parametry motility VCL, VAP a VSL byly po celou dobu
inkubace signifikantné vyssi ve vzorcich mrazenych do 0,5 ml pejet, taktéz parametr STR
vykazoval signifikantné lepsi hodnoty v 0,5 ml pejetach.

TMOT v 5 ml tubach klesla v pribéhu inkubace o 7,1 %, v 0,5 ml pejetach o 6,6 %,
PMOT Klesla v 5 ml tubach o 7,1 %, v 0,5 ml pejetach o 6 %. Clulow et al. (2008) se taktéz
zabyvali zménami TMOT a PMOT vpribéhu inkubace ve vzorcich ejakulatu
kryokonzervovanych do 0,5 ml a 0,25 ml pejet. Motilita byla hodnocena ihned po rozmrazeni
a nasledn¢ v intervalu hodiny v prabéhu ptistich t¥i hodin. Klesajici trend byl ziejmy, i kdyz
byla motilita hodnocena pouze subjektivné pod mikroskopem, nikoliv CASA systémem.
Pravdépodobné diky tomuto Clulow et al. (2008) prezentuji vysledky motility vy$si ihned
po rozmrazeni i po hodinové inkubaci. Kuisma et al. (2006) hodnotili zménu parametru
PMOT v pribéhu inkubace v 0,5 ml, 2,5 ml a 5 ml pejetdich. PMOT byla hodnocena ihned
po rozmrazeni a nasledné v prubéhu pfistich tii hodin, vzdy vSak pouze subjektivné. B&€hem

postupujici doby inkubace vykazoval parametr PMOT taktéz klesajici trend.
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Individualita hiebci v 0,5 ml pejetich a 5 ml aluminiovych makrotubach v case

inkubace TO

Uspéch kryokonzervace ejakulatu hiebcti nezalezi pouze na véku &i plemeni hiebee,
ale taktéz na samotné individualité hiebce 1 kazdého jeho ejakulatu (Loomis a Graham, 2008).
Sieme (2011) uvadi, ze dle procentudlni PMOT nasnimané po rozmrazeni je mozné hiebce
rozd¢lit na dobie ¢i hife mrazitelné. Odhadem asi 20 % hiebcti produkuje ejakulat s dobrou
mrazitelnosti (PMOT > 40 %), 60 % s piijatelnou (PMOT 20 — 40 %) a 20 % s nedostate¢nou
(PMOT < 20 %). Dle autorti Loomis a Graham (2008) jsou pro kryokonzervaci vhodni hiebci,
jejichz minimalné ¢tvrtina zamrazenych ejakulati vykazuje po rozmrazeni PMOT > 30 %
I po 30 minutové inkubaci pii 37 °C.

Tato individualita se projevila 1 mezi ejakulaty Starokladrubskych hiebct. Nejlepsi
parametry ejakulatu vykazoval hiebec Favory Albuza a to v 0,5 ml pejetach 1 5 ml
makrotubach, nejhtife se naopak projevil ejakulat hiebce Sacramoso Mantova. Kolisani mezi
jednotlivymi parametry a hiebci bylo znatelné v Case inkubace TO predev§im v hodnotach
parametri TMOT (0,5 ml pejety 7,2 — 48,8 %, 5 ml tuby 6,3 — 51,3 %) a PMOT (0,5 ml
pejety 5,4 — 39,8 %, 5 ml tuby 4,8 — 44,1 %). Kolisani v ramci kinematickych parametrt
VCL, VAP, VSL a STR nebylo tak markantni.

Lorenzoni et al. (2011) se zabyvali individualitou ejakuldtu hiebct
kryokonzervovaného do 0,5 ml pejet a 2 ml kryotub. Hodnocena byla TMOT a to pouze
subjektivné, proto jsou zde hodnoty mirné vyssi. TMOT kolisala v 0,5 ml pejetach
mezi hodnotami 28,3 — 55 % a ve 2 ml kryotubach mezi hodnotami 30 — 55,6 %. Taktéz
Clulow et al. (2008), ktefi hodnotili kvalitu ejakulatu kryokonzervovaného do 0,25 ml a5 ml
pejet, zminuji zna¢nou variabilitu mezi ejakulaty hiebcli a to nejen v parametrech TMOT
a PMOT, ale i z hlediska morfologickych defektd spermii.

Rozmezi namétenych hodnot kinematickych parametri mezi ejakulaty jednotlivych
Starokladrubskych hiebci kryokonzervovanych v 0,5 ml pejetach je znaéné (VCL 116,9 —
158,2 um/s, VAP 65,4 — 86,7 um/s, VSL 61,5 — 74,5 um/s). Ortega — Ferrusola et al. (2009)
hodnotili kinematické parametry ejakulatu kryokonzervovaného v 0,5 ml pejetach ihned
po rozmrazeni také pomoci CASA systému. Namétené nizsi hodnoty vSech parametrti (VCL
40,8 — 62,1 um/s, VAP 20,7 — 36,8 pm/s, VSL 14,7 — 29,5 pum/s) je mozné vysvétlit
rozdilnym nastavenim CASA systému a pouzité kamery, centrifugaci odebrané¢ho ejakulatu
¢i vyssi koncentraci vzorkl ejakulatu pfi snimani motility spermii.
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Navzdory nazorim, ze ejakulat hfebct kryokonzervovany do vysokoobjemovych ID
dosahuje po rozmrazeni lepSich vlastnosti, vykazoval kryokonzervovany ejakulat
Starokladrubskych hiebcli, po objektivnim zhodnoceni motility jako takové 1 jejich
kinematickych parametrdi, lepsi hodnoty v 0,5 ml pejetach oproti 5 ml aluminiovym
makrotubam.

Motilita a jeji kinematické parametry by mély byt ve studiich zabyvajicich se

ovlivnénim kvality ejakulatu hodnoceny idealn¢ objektivné pomoci CASA systému.
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7 ZAVER

V zavislosti na naSich objektivné namétfenych vysledcich motility spermii vyslo
najevo, ze ejakulat Starokladrubskych hiebct je lepsi kryokonzervovat do 0,5 ml pejet nez
do 5 ml aluminiovych makrotub. Tedy hypotéza, ze hiebli ejakulat kryokonzervovany
do 0,5 ml pejet vykazuje kvalitnéjsi vlastnosti v porovnani s kryokonzervaci ejakulatu do 5 ml
aluminiovych tub, byla potvrzena.

Nativni vzorky ejakulatu vykazovaly lepsi hodnoty nez ejakulat po rozmrazeni a to
ve vsech parametrech. S prodluzujici se dobou inkubace se hodnoty vSech parametr postupné
zhorSovaly. Celkova a progresivni motilita stanovena jak ihned po rozmrazeni, tak v pribéhu
hodinové inkubace nevykazovala mezi zvolenymi typy obald rozdily, ovSem v 5 ml
makrotubach bylo dosazeno vyssich hodnot motility. Naopak kinematické parametry motility
spermii dosahovaly obecné signifikantné vySSich hodnot v 0,5 ml pejetach. Po zaméieni se
na kinematické parametry piesnéji charakterizujici pohyb spermii se tedy ukazalo, ze ejakulat
kryokonzervovany v 0,5 ml pejetach vykazuje po rozmrazeni lepsi vysledky nez ejakulat
v 5 ml tubéch.

Individuélni schopnost tolerance procesu kryokonzervace a rozmrazovani se projevila
i mezi ejakulaty Starokladrubskych hiebct. Kolisani mezi jednotlivymi parametry a hiebci
bylo ihned po rozmrazeni znatelné predevSim v hodnotach celkové a progresivni motility,
kolisani v ramci kinematickych parametr motility spermii nebylo tak markantni. Uspéch
kryokonzervace ejakulatu hiebcii nezalezi tedy pouze na véku ¢i plemeni hiebce, ale také
na samotné individualité hitebce 1 kazdého jeho ejakulatu.

Spravné vyladény proces kryokonzervace miize zlepSit oblast umélé inseminace.
To by mohlo vést k vyuzivani genotypové i fenotypové zajimavych jedinci v plemenitb¢,

u kterych je nutné klasickou metodu kryokonzervace modifikovat.
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9 SEZNAM POUZITYCH ZKRATEK

ABP = androgen binding protein

ADP = adenosinmonofosfat

ALH = amplitude of lateral head displacement (lateralni vykyv hlavicky)
AMH = anti — Miillerian hormon

ATP = adenosintrifosfat

AV = artificiel vagina

BCF = beat cross frequency (frekvence kiizeni)

cAMP = cyklisky adenosin monofosfat

CASA = computer — assisted sperm analysis (poc¢itaCem fizend analyza spermii)
DMSO = dimethyl sulfoxid

DSP = daily spermatozoal production (denni produkce spermii)
FPS = frames per second (pocet snimku za sekundu)

FSH = folikulostimula¢ni hormon

GnRH = gonadotropin — releasing hormon

HOS = hypoosmotic swelling test

ID = insemination dose (insemina¢ni davka)

LDL = low — density lipoprotein

LH = luteiniza¢ni hormon

LIN = linearity (linearita)

PGC = primordial germ cell

Pi = inorganic phosphate

PKA = cAMP — dependent protein kinase A

PMOT = progressive motility (progresivni motilita)

SAC = soluble adenylyl cyclase (rozpustna adenylylcyklaza)
STR = straightness (pfimost)

TMOT = total sperm motility (celkova motilita)

VAP = average pathway velocity (primérna rychlost)

VCL = curvilinear velocity (kifivocara rychlost)

VSL = straight line velocity (pfimocara rychlost)

WOB = wobble (kmitdni)
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