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Moznost nahrady vaje¢ného Zloutku v fedidlech by¢iho semene
pridavkem nizkodenzitniho lipoproteinu

Souhrn

Slepic¢i vajecny zloutek se bézn¢ pouziva jako kryokonzervacni medium fedidla chranici
by¢i spermie béhem kryokonzervace. Jeho u¢inek ziejmé diky pfitomnosti lipoproteinli s nizkou
hustotou (LDL) ve vajecném Zloutku chrani spermie pied tepelnym Sokem a zlepSuje jejich
kvalitativni parametry po rozmrazeni. Cilem této prace bylo ovéfit moznost ndhrady vajecného
Zloutku samotnym LDL u dvou komerénich Zloutkovych fedidel Triladyl® a BULLXcell™ a
ohodnotit vliv LDL na parametry motility a viabilitu spermii po rozmrazeni a je-li mira tohoto
ucinku odlisna podle pouzitého fedidla.

Pokusné inseminacni davky byly ziskdny od 8 bykt rizného v€ku a plemene (Holstyn a
CESRT) v insemina¢ni stanici bykti Hradistko pod Mednikem Natural, spol. s. r. o. Pro
experimenty byla pouzita Zloutkova fedidla Triladyl® a BULLXcell™. Pro kazdé fedidlo byly
pfipraveny 4 experimentalni skupiny — kontrolni vzorek standardné ptipravené fedidlo s vaje¢nym
Zloutkem a modifikované vzorky s 6 %, 8 % a 10 % koncentraci LDL. Jednotlivé davky byly
standardnim zptsobem kryokonzervovany v tekutém dusiku.

Po rozmrazeni a po dvouhodinové inkubaci v 37 °C byly vzorky pomoci metody
pocitacové analyzy semene CASA (NIS Elements Ar 3. 2.) hodnoceny parametry motility spermii
(VAP, VCL, VSL, LIN, STR a WOB), viabilita spermii byla s pouZzitim fluorochromt PI a
CFDA hodnocena fluorescencni mikroskopii. Vysledky této prace ukazaly, ze vSechny
koncentrace s LDL byly rychlejsi u parametri rychlosti VAP, VCL a VSL oproti kontrolnimu
vzorku. Tento trend se nezménil ani po dvouhodinové inkubaci, zddny vyznamny rozdil mezi
tedidly nebyl pozorovan. Vyrazny pokles u pohyblivych a Zivych spermii byl pozorovan u 6 %
koncentrace LDL u obou fedidel, ostatni vzorky, které dopadly lépe, nemély mezi sebou
statisticky vyznamny rozdil.

Na zavér, naSe vysledky ukazuji, ze koncentrace s LDL extrahovaného z vaje¢ného
zloutku maji pozitivni efekt na parametry motility, i po dvouhodinové inkubaci je trend zachovan
pouze s mirnym poklesem rychlosti. Vliv LDL si vedl 1épe u rychlosti nez u podilu pohyblivych a
zivych spermii. Proto nelze podceniovat fyzikalni vlastnosti vzorkii s ohledem na ohodnoceni
vSech parametri. Optimalni koncentrace LDL se pohybuji mezi 8 — 10 %. LDL se jevi jako

plnohodnotnd nédhrada vajecného zloutku.

Kli¢ova slova: byk, CASA, LDL, motilita, spermie



The possibility to substitute egg yolk in bull semen extenders with
low-density lipoprotein suplement

Summary

Hen egg yolk is routinely used as a preservation medium extender protecting bull sperm
during cryopreservation. Its effect probably due to the presence of low density lipoproteins (LDL)
in egg yolk protects sperm before cold shock and improves their quality parameters after thawing.
The objectives of the present study was to verify the possibility of substituting egg yolk LDL
alone with two commercial yolk extenders Triladyl® and BULLXcellTM and evaluate the effect
of LDL on the parameters of motility and viability of sperm after thawing and if the degree of this
effect differs according to extender.

Experimental insemination doses were obtained from 8 bulls of different ages and breeds
(Holstein and Czech fleckvieh) at the insemination center bulls Hradistko pod Mednikem Natural,
spol. s. r. 0. was used for the experiments yolk extenders Triladyl® and BULLXcell™. For each
extender were prepared four experimental groups - a control sample prepared in standard extender
with egg yolk and modified samples with 6%, 8% and 10% concentrations of LDL. The
insemination doses were standard manner cryopreserved in liquid nitrogen.

After thawing and after a two hour of incubation at 37 ° C samples were using computer
methods semen analysis CASA (NIS Elements Ar 3. 2.) evaluated parameters of sperm motility
(VAP, VCL, VSL, LIN, STR and WOB), the viability of the sperm using Pl fluorochromes and
CFDA evaluated by fluorescence microscopy. The results of this study showed that all
concentrations of LDL were faster in speed parameters VAP, VSL and VCL compared to the
control sample. This trend did not change even after two hours of incubation, no significant
difference was observed between the thinners. A significant decrease in moving and live sperm
was observed in 6 % LDL concentration in both solvents, other samples, which fared better, not
each other statistically significant difference.

In conclusion, our results show that the concentration of LDL extracted from egg yolk has
a positive effect on motility parameters, even after two-hour incubation, the trend is maintained
with only a slight decrease in speed. Effect of LDL did better at speed than the proportion of
motile and live sperms. Therefore, physical properties can not be underestimated samples with
regard to the evaluation of all parameters. Optimal concentrations of LDL are between 8-10%.
LDL appears to be a full replacement for egg yolk.

Keywords: bull, CASA, LDL, motility, sperm
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1 Uvod

Umeéla inseminace (Al) je biotechnologickym postupem, ktery je Siroce pouzivan
predevsim kvuli zlepseni genetického potencidlu skotu, zejména mlé¢ného. Kryokonzervace
spermatu byka hraje zasadn roli v tomto procesu. Uspéch kryokonzervace zavisi nejen na
zachovani motility spermii, ale také na udrzovani jejich metabolické funkce (Hu et al., 2010).
Nicméng, geneticky vliv jednotlivych bykt v Al pramyslu je omezen efektivnosti vyroby
insemina¢nich davek (ID), vysoké procento spermii ztraci svou integritu, nebo funkci, kdyz se
podrobi kryokonzervaci. Ptiblizn¢ 40 - 50 % populace spermii nepiezije proces
kryokonzervace ani s optimalizovanymi protokoly. V dusledku toho je G¢elem protokolt
kryokonzervace spermii, véetné pouzitych tfedidel, zabranit smrtici tvorbé vnitrobunéénych
ledovych krystalii a snizit poskozeni membrany béhem a po kryokonzervaci (Vera Munoz,
2009).

Jednim z faktort ovliviiujici vysledek kryokonzervace a posléze rozmrazeni spermatu
je pridani kryoprotektantd do fedidel. Jednim z nejpouzivanéj$ich aditiv s kryoprotektivni
funkci pro komer¢ni fedidla je slepi¢i vajecny zloutek, ale vyskytuji se tvrzeni o ptitomnosti
kryokonzervac¢nich antagonisti ve vaje¢ném Zloutku, které maji negativni vliv na respiraci a
motilitu spermii a dalSim potencialnim rizikem je i1 kontaminace ID bakteriemi. Ochranny
ucinek zloutku je z velké ¢asti pfipisovan na lipoproteiny s nizkou hustotou (LDL), proto se v
laboratofich testuje ucinek LDL, aby mohl slouzit jako nahrada vaje¢né¢ho zloutku v
komer¢nich fedidlech. Pro uvedeni do praxe je nutné zhodnotit vhodné koncentrace a presny

vliv LDL na spermie ve vztahu k pouzZitému fedidlu.

2 Cil prace

Cilem prace je ovéfit platnost hypotézy, ze nahrada vajecného zloutku pii ptiprave
vybranych fedidel byciho ejakuldtu ptidavkem LDL neovlivni negativné kryoprotektivni
vlastnosti pouzitého fedidla. Dil¢imi cili feSeni bude pozorovani inseminacnich davek byka
fedénych standartnim slozenim Zloutkovych fedidlel Triladyl® nebo BullXcell™
S nahrazenim Zloutku v riznych koncentracich LDL (6 %, 8 % a 10 %) po rozmrazeni:

a) parametry motility spermii metodou pocitacem asistované analyzy spermatu (CASA),
b) parametry prezitelnosti spermii metodou fluorescencniho barveni a na zakladé statistické

analyzy ziskanych dat zhodnotit efekty testovanych variant fedéni.



3 Prehled literatury
3.1 Ejakulat

3.1.1 Spermie byka

Spermie savci se sklada z hlavicky, bi¢iku a je zcela obklopena plazmatickou
membranou. Hlavicku od bic¢iku odd¢€luje takzvany zadni prstenec (Amann et Graham, 1993).
Délka spermie byka je piiblizné 80 um (Scanes, 2010). Délka hlavicky je 8 - 10 um, Sitka 4 -
4,5 um a tloustka 1 - 1,5 pm. Hlavicka je slozena z jaderného materialu a akrozomu (Hopper,
2014). Bicik je ptiblizn¢ dlouhy 44 - 53 um a dé€li se na kréek spermie, spojovaci, hlavni a
koncovy oddil bi¢iku (Louda et al., 2001).

Plazmaticka membrana

Spermie je zcela obklopena plasmatickou membranou. Plasmatickd membrana
spermii, v zavislosti na funkci membrany, miZze byt rozdélena do n¢kolika membranovych
domén a subdomén. Domény hlavicky spermie jsou akrozomalni a postakrozomalni oblast.
Plazmatickou membranu akrozomalniho regionu lze rozdélit na akrozomalni ¢apku, cozZ je
specialni vacek, obsahujici glykolipidy a hydrolytické enzymy, a subdoménu nazyvanou jako

ekvatorialni segment (Gadella et al., 2001).

SoubéZzné s akrozomalni membranou mé plazmatickd membrana spermii vliv na tvar a
objem hlavi¢ky spermii. Dale ovliviiuje pohyblivost, tvorbu energie, permeabilitu, kapacitaci
a akrozomalni reakci, a interakci s oocytem (He et al., 2001). Membrana spermie méni své
lipidové slozeni a umisténi lipidovych domén pii fyziologickych udalosti, nez dojde k

oplodnéni (Buhr et al., 1994).

Plazmaticka membrana spermie se sklada z dvojvrstvy fosfolipidia (hydrofilni a
hydrofobni fetézce), cholesterolu, komplexnich sacharidi a proteinu typickych pro
plazmatické membrany (Samper, 2009). Sacharidové struktury jSOu vazany na proteiny nebo
specifické lipidy na vnéjsi strané plazmatické membrany (Gadella et al., 2001). Fosfolipidy se
V plazmatické membrané spermii lisi mezi jednotlivymi druhy savci, ale obecné zahrnuji
fosfatidylethanolamin, fosfatidylinositol, fosfatidylserin, fosfatidylcholin, sfingomyelin,
lysofosfatidylcholin a kardiolipin (He et al., 2001). Na rozdil od jinych druht, sperma bykt
ma vysoky podil fosfatidylethanolaminu a fosfatidylcholinu. Bilkoviny tvoti asi 50 %



z celkové hmotnosti membrany a podle spojeni s membranou jsou bud’ periferni, nebo

integralni (Samper, 2009).

Podle Singera (1972) bunécnou membranu tvoii takzvany model fluidni mozaiky.
Patii, jsem lipidy (fosfolipidy a steroly) s urcitymi funkcemi. Lipidy a proteiny jsou mobilni a
jsou schopny se pohybovat lateralné v roviné membrany. Pfi pokojové teploté jsou
membranové lipidy obecné ve fluidni fazi, ale nékteré domény obsahuji lipidy i v gelové fazi.
V gelové fazi jsou lipidy vice seskupené a méné mobilni. Stupen fluidity zavisi na typu a
mnozstvi pfitomnych lipidi. Naptiklad lipidy s dlouhym fetézcem, jakoz i mens$i mnozZstvi

cholesterolu, zvysuje tekutost membrany pii pokojové teploté (Flesch et Gadella, 2000).
Energeticky metabolismus spermii

Energeticky metabolismus spermii je kli¢ovym prvkem, ktery podporuje funkci
spermii. Udrzeni pohyblivosti spermii a aktivni proteinové modifikace, jako je fosforylace,
muze byt divodem, pro¢ spermie vyzaduji mimotfadné vice adenosintrifosfat (ATP) nez
ostatni buniky. B&hem spermatogeneze v prvnich stadiich jsou pro spermie vyhodnymi
substraty laktat a pyruvat a vyuziti glukdzy je omezen. Avsak b&éhem zrani spermii v
nadvarleti je jiz ptitomna glykolyza. Pohyblivost spermii je podporovana relativné na nizkych
urovnich ATP. Dosazeni vysokych hladin ATP, jsou nezbytné pro fosforylaci tyrosinu v
souvislosti s hyperaktivaci, zatimco akrozomova reakce vyzaduje laktat nebo pyruvat pro
produkci ATP v oxidativni fosforylaci. Kazdy jednotlivy proces vyzaduje jiny substrat a
metabolickou drahu. Pfi analyze genového knockoutu u mysi bylo zjisténo, ze glykolyza je
nezbytna pro funkci mysich spermii a Ze oxida¢ni fosforylace neni nezbytna pro samci
plodnost. To naznacuje, Ze glykolyza by mohla kompenzovat nedostatek oxidativni

fosforylace a obnovit vétsinu funkci spermii (Miki, 2007).
Pohyb spermie

K dispozici je velké mnozstvi pohybovych vzorct spermii, v zavislosti na riznych
vné&jSich i vnitinich faktorech. Také by bylo velmi neobvyklé, aby vSechny spermie v kazdé
populaci spermii, ukazaly stejné pohybové vzory v jednom okamziku. Z nejjednodussiho
hlediska se spermie sklada z hlavicky, spojovaciho oddilu a bic¢iku. Hlavicka obsahuje
chromatin, ktery zistava nedoten, dokud nedojde k oplodnéni. Membrany hlavi¢ky jsou
vysoce specializované a podstupuji fadu zmén béhem prichodu sami¢im reprodukénim

ustrojim. Spojovaci oddil obsahuje spirdlovité uspofadané mitochondrie, které produkuji
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energii potfebnou pro pohyb spermii a bicik, ktery $iii pulzni viny zahajenych ve spojovacim

oddile (Mortimer, 2000).

Bicik obsahuje 9 dublet (mikrotubulovy par; A, B jednotka) uspoiadanych kolem
centralni dvojice mikrotubult (obr. 1.). Od kazdého dubletu k dalSimu dubletu jsou
rozprostieny fady ramének slozenych z dyneinu (ATPazy). Pod vlivem ATP se raménka
dyneinu pohybuji a dotykaji dal$ich mikrotubuli dublet v kruhu a pohybuje tak prvnim
dubletem ve sméru k hlavicce. Raménka s dynein pak uvolni druhy dublet. Na druhé strané,
dynein druhého dubletu se natahne a dotkne tietiho dubletu v fadé, coz druhy dublet posune
kuptfedu. Tento cyklus pokracuje, dokud nebude odeslana vina Sroubovitym smérem podél
bi¢iku. VIna je vidéna jako slouceny spiralovity tder bi¢iku. Jak se vina pohybuje podél
bi¢iku, spermie je pohanéna doptedu a hlavi¢ka spermie je nucena se otacet v 0se sméru cesty
(Mortimer, 2000).

Hlavi¢ka nema Zzadny vliv na smér pohybu, pouze naviguje bi¢ik. Je prokazano, ze
pohybovy vzor spermii je ovlivnén jejich vnéj§im prostfedim. Napiiklad, spermie v semenné
plazm¢ maji niz§i progresivni rychlost a nizsi bo¢ni pohyb hlavicky nez spermie od stejného

ejakulatu, které byly inkubovany ve fertilizaénich podminkach (Serres et al, 1984).

dublet vnéjsi
vhitini dyneinové
raménko

vnéjii dnenzni vldkno

B jednotka

A jednotka

radidlni spojka

centralni par mikrotubuld

Obrazek 1. Schematické znizornéni prufezu hlavniho oddilu bic¢iku sav¢i spermie

(Zdroj: Mortimer, 2000)



Charakteristika motility spermii

Specifické aspekty pohybu spermii, jako je napf. rychlost progrese a vlastnosti
pohybu, prokazuji, ze Gzce souvisi s prunikem spermii do hlenu délozniho krcku. Objektivni a
kvantitativni méfeni pohybovych vlastnosti jednotlivych spermii zjistuje funkéni schopnosti a
potencidlni schopnosti fertilizace. V dasledku toho, je zvySend pozornost vénovana predevsim
hodnoceni motility spermii nez stanoveni hrubého podilu pohyblivych spermii (Mortimer,

1997).

3.1.2 Semenna plazma

Semenna plazma je slozena z nejriznéjSich molekul produkovanych piidatnymi
pohlavnimi Zlazami, které se smisi se spermiemi béhem ejakulace (Boisvert et al., 2004).
Semenna plazma byku je z 90 % tvorena sekrety semennych vacka (Manjunath, et al., 1994).
Z hlavni ¢asti se podili na objemu a slozeni ejakulatu (Moura et al., 2006). Semenna plazma je
velmi dualezita pro metabolismus, funkci, pfeziti a transport spermii do samiciho pohlavniho

ustroji (Hamameh et Gatti, 1998).

Je dobfe znamo, Ze semenna plazma obsahuje ruzné slozky (bilkoviny, enzymy,
lipidy, organické kyseliny, mineralni latky) a kazda slozka ma dulezitou ulohu pti funkci
spermii (Chacur, 2012). Studie ukazaly, ze faktory v semenné plazm¢ (jako jsou napf.
proteiny) mohou, jak pozitivné tak i negativné, ovlivnit parametry fertility spermii (Kumar et
al., 2009), ptikladem je zivotaschopnost a motilita. Killian et al., (1993) pfi analyze semenné
plazmy holstynskych bykua s riznou plodnosti, nalezli ¢tyfi proteiny, které souviseji s byci
fertilitou a zjistili, ze dva z téchto &tyf proteini (26 - kDa, 55 - kDa) semenné plazmy

pozitivné koreluji s fertilitou.

Nekteré bilkoviny v semenné plasmé byka se adsorbuji na povrchu spermii béhem
ejakulace kvuli udrzeni stability plazmatické membrany pred kapacitaci, ke které dochazi
v sami¢im pohlavnim ustroji (Manjunathet et al., 2002). Podminkou fertiliza¢ni schopnosti
spermii je navozeni kapacitace a akrozomalni reakce spermii (Nixon et al., 2007). Tti
proteiny, typu BSP - Al /- A2, BSP - A3, a BSP - 30 kDa, souhrnné nazyvané BSP proteiny,
predstavuji hlavni proteiny by¢i semenné plazmy (Nauc et Manjunath, 2000). Tyto

spermadhesiny jsou typické vysokou afinitou k heparinu, HDL lipoproteiniim a cholinovym



fosfolipidim. Uplatiiuji se zejména pti kapacitaci spermii (Manjunath, et al., 1994). Slozeni
proteinti savct V semenné plazmé se lisi mezi druhy (Boisvert et al., 2004), v sezéné a v

metodé odbéru semene (Giuliano et al., 2008).

3.2 Metody hodnoceni spermatu

Analyza semene je nejbéznéj§im pouzivanym postupem hodnoceni saméiho
fertilizacniho potencialu. Pro hodnoceni kvality semene jsou bézné zkoumany parametry, jako

je pohyblivost, koncentrace a morfologie spermii (Contri et al., 2013).

Po odbéru ejakulatu se hodnoti vlastnosti spermii vztahujici se k mnozstvi a kvalité.
Metody hodnoceni spermatu poskytuji velké mnozstvi informaci o spermiich, jejich
morfologii a funkci. Pfesnost hodnoceni musi byt potvrzena velkym poctem samci. Metody
se déli na zakladni (makroskopické, mikroskopické a biochemické) a specializované.
Korelace sam¢i plodnosti s jednotlivymi charakteristikami ejakulatu je stdle nesmérodatna

(Juhész et al., 2000).

3.2.1 Makroskopické hodnoceni

Makroskopické vySetfeni ejakulatu hodnoti objem (hmotnost) a celkovy vzhled.
Objem ejakulatu je zavisly na druhu, plemeni, véku, a na prostiedi. Mezi faktory, které
ovliviiuji objem ejakulatu, patfi krmeni, zdravotni stav, ustijeni, zpisob a Cetnost odbéru
spermatu a ro¢ni obdobi. Spravné meéfeni objemu pomize stanovit mnozstvi davek pro

umeélou inseminaci (Al) (Samper, 2009).

Makroskopicky vzhled ejakuldtu zavisi na jeho hustoté, kterd je urena koncentraci
spermii, sloZzenim semenné plazmy, a fyziologickymi (epitelidlni buiiky) nebo patologickymi
(mo¢, krev) slozkami. Hodnoti se barva, konzistence, tekutost a pach. Barva spermatu by
méla byt mlécné bild. Jakékoliv rizové nebo Cervené zbarveni miize naznacovat hemospermii
(krev v ejakulétu), coz by mohlo mit neptiznivy dopad na plodnost. Konzistence se méni se
snizujici koncentraci spermii z mlééné az na vodnatou, kterd mtize indikovat snizeny pocet
spermii (oligospermie) nebo absolutni absenci spermii (azoospermie). Barva a konzistence

ejakulatu poskytuji dilezité udaje o vhodnostech ejakulatu pro pouziti v Al (Samper, 2009).
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3.2.2 Mikroskopické hodnoceni

Zakladni mikroskopické vySetfeni ejakulatu hodnoti pohyblivost, koncentraci a

morfologii spermii.

Hodnoceni pohyblivosti je jednim z nejpouzivanéjSich parametri pro hodnoceni
kvality spermii jak v cerstvém nebo kryokonzervovaném spermatu (Contri et al., 2013).
Hodnoceni se provadi vizudln¢ laborantem, proto jsou vysledky subjektivni a dobra zkusenost
referenta je nutna pro provedeni spolehlivého hodnoceni. Z tohoto divodu se vytvotily
techniky zaloZené na pocitacové analyze (napt. CASA), které dokazi hodnotit pohyblivost
spermii podle danych kritérii objektivné (Juhasz et al., 2000). Motilita spermii se vyjadiuje
procentickym odhadem spermii, které se pohybuji progresivné a piipocatre vpred za hlavickou
spermie (minimaln¢ 70 % spermii). Pozoruji se také abnormalni pohyby, ke kterym patii,
pohyb dokruhu, kolébavy pohyb na misté, trhavy nepravidelny pohyb a zpétny a vitivy pohyb
(Véznik et al., 2004).

Koncentrace spermii pfedstavuje pocet spermii na jednotku objemu. Muze byt
méfena pomoci hemacytometru nebo spektrofotometru, kde je odhad zaloZeny na hustoté
roztoku (Samper, 2009). Stanoveni koncentrace spermii v ejakulatu je dulezitym parametrem
pro vyrobu spravné nafedéné inseminacni davky, nebo pro vypocet objemu spermii ve vzorku

pro rizné testy (Juhész et al., 2000).

Pro hodnoceni morfologie spermii se pouziva cela fada metod a klasifikaénych
systémti. Morfologické vlastnosti spermatu mohou byt hodnoceny nebarevnym zkoumdanim,
pufrem solné fixni suspenze nebo obarvenim. Nejcastéji pouzivané techniky barveni jsou
eosin - nigrosin, eosin - anilin modf, Spermac a Giemsa. Neobarvené vzorky mohou byt
analyzovany pomoci diferencialniho interferencniho kontrastu nebo fazovym kontrastem
mikroskopie pfi 1 000x zvétSeni, zatimco v piipad¢ obarvenych vzorkil je vhodné pouze
jediné svételné pole mikroskopu. Podrobnéjsi analyzu lze provést pomoci elektronové

mikroskopie (Juhész et al., 2000).

Hodnoti se procento morfologicky abnormalnich spermii, pfi¢emz se odliSuji primarni
a sekundarni zmény. Primarni zmény vznikaji pfi spermatogenezi jako vyvojové anomalie
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(zmény tvaru hlavicky ¢i akrozomu, zdvojeni struktur ¢i degenerativni formy spermit).
Kdezto sekundéarni zmény spermii vznikaji pfi prichodu vyvodnymi cestami a pfi ejakulaci,
Spatné manipulaci €i nespravné piipravé preparatu. Mikroskopicky se také hodnoti procento

nezralych spermii s protoplazmickou kapkou (Véznik et al., 2004).

Biochemické hodnoceni cjakulatu bézné hodnoti pH semene a méti se spravné
kalibrovanym pH metrem. Roc¢ni sezdna, frekvence ejakulace a koncentrace spermii mize mit
vliv na pH semene. K dispozici je pocet zaznamenanych negativnich korelaci mezi objemem
a pH a mezi poctem spermii v ejakulatu a pH. Jak pocet spermii v ejakulatu klesa, pH se
zvySuje. Abnormalné vysoké pH spermatu miize byt spojeno s infekei vnitiniho pohlavniho

ustroji nebo urospermii (McKinnon et al, 2011).

Tabulka 1. PoZzadavky na kvalitu ID byka: (Piiloha ¢. 5 k vyhlasce ¢. 471/2000 Sb; Véznik et al.,
2004)

) Hustota v o Morf. Priméarni | Nezralé
Byk Objem 3 Aktivita ) pH
1 mm zmeény zmeény spermie
Cerstvé
>4ml | >700000 | >70% |<20% |<10% <2% 6,9
sperma
Dlouhodobé
uchovavané > 700 000 | >30%
sperma

Specializované metody slouzi k hodnoceni funkénosti a viability spermii. Tyto
metody dokézi hodnotit integritu plazmatické membrany, akrozomu a chromatinu, dale
disponovat vyspélejsSimi technologiemi (fluorescenéni mikroskopie, pritokova cytometrie)

(Rodriguez - Martinez, 2013).




Hodnoceni viability

Existuje tada postupil, které jsou navrzeny pro posouzeni viability spermii, at’ jsou
Cerstvé, skladované nebo po kryokonzervaci. Nejbéznéji se pouzivaji kolorimetrické metody,
bud’ s jednou, nebo s dvéma barvami. Barvici postupy jsou jednotné (eosin / nigrosin).
Pouzivaji se k hodnoceni zivotaschopnosti, mortality a morfologie. Tento postup je zalozen na
stupni propustnosti membrany mrtvych spermii, kdy se hlavicky spermii zbarvi ruzoveé
(eozinofilni). Zatimco nizka propustnost zivych spermii vylucuje eosin, a proto udrzuje
bélavou barvu hlavi¢ek spermii. PFitomnost nigrosinu nejen zajistuje odpovidajici kontrast
preparatu, ale také usnadnuje detekci morfologickych abnormalit zptisobené skladovanim in
vitro (Chalah et Brillard, 1998).

Spermie oznac¢ené navazanymi fluorochromy mohou byt bud posuzované podle
fluorescen¢ni mikroskopie nebo priatokovou cytometrii. Fluorescen¢ni mikroskopie je
subjektivni oproti pritokové cytometrii, ale detekce emitovanych fluorescenci snizuje vyskyt

chyb pochazejicich od pozorovatele (Nagy et al., 2003).

V poslednich letech bylo navrzeno nékolik fluorescen¢nich sond, které se pouzivaji
samostatné nebo v kombinacich. Pomahaji ur€it kvalitu spermii tj, Zivotaschopnost a integritu
membrany U ¢erstvého nebo kryokonzervovaného ejakulatu u riznych druhti zvitat. Pouzivaji
se sondy jako je karboxyfluorescein diacetait (CFDA) nebo také kalcein (AM) pro
vyhodnoceni integrity plazmatické membrany (Ericsson et al., 1993). Tyto barvy maji
schopnost pronikat pfes plazmatickou membranu a jsou deesterifikované esterazami U
zivotaschopnych spermii, tato fluorescen¢ni slouc¢enina je uchycena v cytoplazme. Pokud jsou
vystaveny ptislusné vinové délce svétla, zplisobuje to zelenou fluorescenci (excitace: 485 nm;
emise: 520 nm). Z tohoto divodu, pouze zivé buiikky s obéma aktivnimi intracelularnimi
esterazami a neporusenymi plazmatickymi membranami fluoreskuji s t€émito markery (Arruda

etal., 2002).

Kurceni integrity membrany u byka je navrZzeno dudlni barveni pomoci SYBR-14
plus propidium jodidu (PI). SYBR-14 je permeabilni barva pro nukleové kyseliny (excitace:
488 nm, emise: 516nm), obarvi pouze DNA Zivotaschopnych bun¢k. SYBR-14 emituje
zelenou fluorescenci v zavislosti na excitaci. Barveni DNA spermii je vyhodné, protoze

barveni je uniformni a stabilni (Love et al., 2003).



Propidium jodid (PI) je opacnym typem fluorescencni sondy, barvi jadra cervené
(excitace: 530 nm; emise: 617 nm). PI je interkaldrni fluorescencni barvivo, které se pouziva
k oznaceni nukleové kyseliny bez preference na sekvence. Jedna molekula barviva se navaze
na 4 - 5 part bazi. Barvivo neprojde neporusenymi membranami zivych bunék, a pokud maji
bunky cytoplazmatickou membranu porusenou, barvivo volné proudi do bunék. PI se pouziva

pro detekci poskozené membrany (Nieminen, 1995).

Pii metodé barveni CFDA / PIl se hodnoti tfi populace spermii; zelena (Ziva), Cervena
(mrtva), a dualni (umirajici) viz obr. nize. Umirajici spermie jsou charakterizovany zelenym
(CFDA) intaktnim akrozomem a Cervenou (PI) postakrozomalni oblasti. PoSkozené spermie
také ukazuji rizné stupné zelené fluorescence na spojovaci ¢asti bi¢iku, coz miize naznacovat

intaktni mitochondrie (Brito et al., 2003).

Obrazek 2. Hodnoceni viability. A-ziva (CMFDA), B-umirajici, C-mrtva (PI). Zdroj: K.
Zimova, lab. KVD

PocitaCem asistovana analyza spermii (CASA)

V roce 1950 a 1960 byl pozorovan vyznamny pokrok ve studiu pohybu spermii.
Zacatkem roku 1970 pokroky v oblasti vypocetni techniky a softwaru polozily zaklady pro
analyzu spermatu za pomoci pocitacového systému (CASA) (Amann et Katz, 2004). Prvni

systém, ktery prenasel data ptimo z mikroskopu do pocitace a zpracovaval a analyzoval data
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automaticky, se vyvinul az roku 1980 (Katz et al., 1985). Tento systém tvofil zaklad pro
komer¢ni nastroje CASA, dnes S$iroce pouzivany jak klinicky tak i ve vyzkumnych

laboratotich (Amann et Katz, 2004).

Pocitacem asistovanou analyzou spermatu se rozumi pocitacové vyhodnoceni
mikroskopickych snimkii pomoci specifického softwaru, ktery je schopen tyto snimky
analyzovat. V zdsad¢ je mikroskopicky obraz, pfeveden na Cerno bily obraz pomoci
jednoduché cipové videokamery do pocitace (Allahbadia, 2005). Pfestoze je tento systém
analyzy pomérné ndkladny, nabizi rychlé hodnoceni, vyssi stupent opakovatelnosti a mensi

subjektivitu nez u tradi¢nich vizualnich odhadd pohyblivosti (McKinnon et al., 2011).

V soucastné dob¢ je snaha o vétsi vyuziti tohoto systému i ve veterinarni medicing. Je
vSak nutné zohlednit mezidruhové rozdily ejakulatu, respektive pohybové charakteristiky
spermii. To vyzaduje spravné nastaveni parametr pro vysetieni na riznych typech pfistroji
(mezi nejpouzivanéjsi patii CellSoft a HTM / IVOS). Systém CASA byl pouzit u nékolika
druhti zvifat véetné bykt. Dalsi oblasti, kde je CASA stdle vice vyuzivana, je reprodukéni

toxikologie (Véznik, 2004).

Nekteré studie naznacuji, ze odhady koncentrace a pohybovych charakteristik spermii
pomoci CASA vyrazné souvisi S fertilizaéni schopnosti in vitro a in vivo, a ze hodnoceni
pohyblivosti spermii pomoci CASA opravdu ma prediktivni hodnotu pro plodnost (Larsen et
al., 2000).

Mnoho faktorii ovliviiuje uc€innost CASA systémt, naptiklad pfiprava vzorkd,
pocet snimku za sekundu, koncentrace spermii a hloubka pocitaci komory. Nicméng,

spolehlivé vysledky lze ziskat v ptipadé€, pokud jsou dodrzovany postupy (Mortimer, 1994).

Existuje nekolik vyrobct, ktefi vyrab&ji CASA systémy. Tyto systémy jsou schopny
meéfit pohyblivost spermii a jejich kinematiku. Nékteré dokonce mohou byt pouzity k odhadu
koncentrace spermii. Jen nékteré moduly dokazi vyhodnotit morfologii spermii. CASA,
véetné posouzeni motility, koncentrace a morfologie, ma dvé vyhody oproti manualnim
metodam. Je to vysoka piesnost a také poskytuje kvantitativni udaje kinematickych parametra

spermii jako je progresivni pohyb, hyperaktivace a kapacitace spermii (Mortimer et al., 1995).
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Princip CASA

Béznou soucasti CASA je pocita¢, kamera a pamétova karta, na kterou se ulozi
videozaznam. Pocitacovy software slouzi k identifikaci a sledovani vSech spermii na
snimaném poli a provadi veskeré vypocty dat (Mortimer, 2000). Nejdiive se musi obraz z
mikroskopového pole odeslat z kamery a nasledné pievést na digitalni obraz. Obraz z
videokamery se sklada z pravouhlého pole obrazovych elementti neboli pixeld. Sila signélu z
daného pixelu je umérnd jeho jasu nebo intenzit€. Béhem tvofeni videosnimku digitalni
kamerou, se nejprve skenuji sudé fadky v tomto poli a pak liché tadky. Kazdé skenované pole
(nebo videosnimek) tvofi jen polovinu obrazu. Sekvencni dvojice prokladanych obrazovych

snimki posléze vytvoii cely videosnimek (Katz et al., 1985).

V severoamerickych systémech NTSC (National Television Standards Committee)
jsou pole videa generované kazdou 1 / 60 sekundy, je tam tedy 30 snimkl za sekundu. To
znamena, ze kmitoc¢et snimkd je 30 Hz. Kazdy videosnimek je slozen z 525 tadkd. V
evropskych a australskych systémech PAL (Phase Alternativ Line) a SECAM (Sequential
Couleur Avec Memoire) jsou videosnimky generované kazdou 1 / 50 sekundy tedy frekvenci
25 Hz. Proto ma kazdy snimek 625 tadkt. Rozdil mezi syst¢tmem PAL a SECAM a jejich
variantami, je v kodovani barevné informace, v chrominanci, nebo v signalu (Mortimer,
1994). Tvar trajektorie se vyrazn¢ méni poftem snimkii pofizenych za sekundu. Takze
rekonstruovana stejna trat’ pti 30 a 60 Hz (obr. 3.) dokazuje efekt, ze se zméni kinematické

hodnoty trajektorie (Mortimer et Swan 1999).

30 Hz

60 Hz

Obrazek 3. Stejna trajektorie rekonstuovana pri 30Hz a 60 Hz (Zdroj: Mortimer, 2000)
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Nejjednodussim zptisobem jak zobrazit spermie v pocitaci je bud’ pouzitim temného
pole, nebo pomoci negativniho fazového kontrastu, ktery zobrazuje bilé spermie na tmavém
pozadi. Pfi sledovani hlavicky spermie zlistava jas hlavicky pomémné konzistentni i pii
pohybu, tudiz jeji rotace neméni intenzitu bilé barvy. Snimek kazdé hlavi¢ky spermii je pak
digitalizovan a pocita¢ urc¢i pocet obrazovych prvka (pixelt) kazdé detekované hlavicky
spermie (obr.4.) K dispozici je cela tada cisel neboli pixelt, které jsou pfifazené pro
jednotlivé hlavicky spermii. Pocita¢ rozpozna objekt, tedy hlavicku, diky zadani minimalni a
maximalni velikosti pro konkrétni druh, tak Ze se zapocitaji do ofekavaného rozsahu jen ty

objekty, které spliuji konkrétni velikost (Wijchman et al, 1995).

Diive CASA neuméla rozliSovat hlavicku spermie od kouskd ulomkt a jinych
fragmentl podobnych velikosti hlavi¢ky, to bylo zdrojem chyb. Aby se zabranilo témto
chybam, vytvately se nov&jsi a schopnéjsi systémy. Tieba Stromberg-Mika CASA systém fesi
tento problém tak, Ze pozaduje pfipojeni bic¢iku, aby hlavicky spermii byly identifikovany
pozitivné (Wijchman et al, 1995). V alternativnim pfistupu, systém Hamilton Thorne nyni
pouziva IDENT systém, v némz se Hoechst barvivo vaze na DNA spermii, které fluoreskuje a
pocita¢ tuto fluoreskujici spermii oznaci jako pozitivni. Poté, co se identifikuje hlavicka
spermii, je zadana do polohy (X, y) soufadnic v poli mikroskopu a pocitac ji pak jednoduse

A%

nejjasnéj$im misté na hlavi¢ce spermii nazyvany jako referenéni bod (Mortimer, 2000).

Poté, co se vSechny hlavicky spermii identifikuji @ zaznamenaji jako pocitatova data v
jednom poli nebo snimku, se nasledné analyzuje dalsi pole nebo snimek, a digitalizované
hlavicky jsou sledovany pocitaéem. Pocita¢ vyhledava po sobé€ jdouci obraz hlavicky spermii
v pasmu pravdépodobnosti, coz je kruh konkrétniho poloméru kolem hlavicky spermie.
Polomér je ur¢en maximalni vzdalenosti spermie od ocekavané cesty v ramci ¢asové periody.
Tato vzdalenost je Casto nastavena uzivatelem a lisi se v zavislosti na tom, zda jsou spermie

Vv ejakulatu nebo v kultivaénim médiu (Mortimer, 2000).

Pro kazdou spermii je diky referen¢nimu bodu rekonstruovana trajektorie a je
vypoctena fada kinematickych hodnot. Kinematika se pouziva k rozliSeni vzort pohybu
spermii. Pii pouziti CASA, vsSechny spermie v zorném poli maji své trajektorie
rekonstruovany soucasné. To znamena, ze vSechny spermie v poli jsou identifikovany pired
analyzou dalSich snimkt v posloupnosti. Z toho vyplyva, ze pokud je v zorném poli piilis

mnoho spermii, nemusi pfistroj rekonstruovat tyto trajektorie presné. Pokud spermie koliduji
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navzajem, jejich kinematika se na okamzik zméni, a to mize mit vliv na jejich Klasifikaci
pohybu. Také v ptipad¢ trajektorii dvou nebo vice spermii, které se nachazeji ve stejné zoné
pravdépodobnosti, mize CASA trajektorie odmitnout z analyzy, nebo je mtze zahrnout do
analyzy, ale s rizikem nespravné rekonstrukce trati. Proto se doporucuje pouzivat koncentraci

spermii < 40 x 10°/ ml (Mortimer et al, 1995).
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Obrazek 4. Digitalizace a rekonstrukce trajektorie (Zdroj: Mortimer, 2000)

Kinematické vlastnosti spermii

I kdyz bi¢ik spermie tvoii pohyb spermie, moderni systtm CASA stile nemuze
analyzovat spermii pomoci biciku. Proto se stale sleduje hlavicka spermie, ktera je zakladem
pro vSechny kinematické parametry. Analyzy pohybu spermii odvozené od sledovani hlavicky
muze poskytnout velké mnozstvi uzite¢nych informaci o pohybu spermii v ejakulatu (Serres

etal., 1984).

CASA poskytuje objektivni udaje o rychlosti. Kromé uréeni podilu pohyblivych
spermii, tyto systémy umoziuji métfeni kinematickych parametrii jako je rychlost spermii,
linearita, amplituda bo¢niho posunu hlavicky a frekvence kiizeni. I kdyz hodnoty jsou zavislé
na nastaveni stroje. Korelace s bfezosti po in vivo nebo in vitro fertilizaci (IVF) ukazala, ze
hodnoceni pohyblivosti spermii pomoci CASA opravdu mé prediktivni hodnotu pro plodnost
(Irvine et al., 1994; Garrett et al., 2003), ale s tim nesouhlasi Stalhammar et al. (1994) a
Comizzoli et al. (2001) a dalsi.
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Terminologie CASA

V pribéhu let se objevuje nepifeberné mnozstvi terminologie popisujici rizné
pohybové vlastnosti pohyblivych spermii. Nékteré terminy jsou synonymni a popisuji stejné
vlastnosti, ale nékdy se stejny termin pouziva k popisu riiznych vlastnosti. K této matouci a
nepiijatelné situaci doslo na semindii Automatizované analyzy spermii, ktery se konal pod
zastitou Americké andrologické spolecnosti na vyronim zasedani v Houstonu (Texas, USA)
v prubéhu biezna 1988. Byly proto dohodnuty terminologie a zkratky (a odpovidajici
numerické presnosti) pro méefeni tii zdkladnich rychlosti a trajektorii. Tato terminologie byla
nasledné pfijata na mezinarodnim sympoziu ,,Human Sperm Movement and Its Evaluation®
potadand federaci CECOS v Montpellieru (Francie) v dubnu 1988. Pohybové vlastnosti
aktualni vyznam, protoZe poskytuji zaklad pro terminologii soucasné generaci CASA

systémum (Mortimer, 1994).

Kiivocara rychlost (VCL) se vypocita jako soucet linearni spojnice sekvencni polohy
hlavicky spermie podél trati spermie. VCL je v podstaté¢ dvojrozmérnd projekce skutecné
trojrozmérné Sroubovité cesty spermie, jak je ziejmé z Casového rozliSeni (tj. snimki za
sekundu) na zobrazovaci pouzité metodé. Hodnoty VCL jsou uvedeny v mikrometrech za
sekundu na jedno desetinné misto. Rychlost VCL je nékdy oznafovana jako “‘tratova

rychlost”’. Udava tedy miru bunééné vitality. (Mortimer et al., 1988; Bjorndahl et al., 2010).

Stfedni drahova rychlost (VAP) je rychlost podélné primérné drahy spermie.
Vzhledem k tomu, ze primérnd draha muze byt odvozena mnoha riiznymi algoritmy, vcetné
vizualni interpolaci riznych matematickych vyhlazovacich technik, nebo geometrickou
konstrukei, pouZzivad se pfesnd odvozovaci metodika, kterd je u kazdého systému CASA
uvedena. Tudiz se tyto algoritmy liS$i mezi nastroji, takze hodnoty nemusi byt srovnatelné
mezi systémy (Bjorndahl et Kvist, 2003). Také VAP hodnoty jsou uvedeny v mikrometrech

za sekundu na jedno desetinné misto (Bjorndahl et al., 2010).

Linearni rychlost (VSL) je linearni (pfimocard), nebo progresivni rychlost spermie.
Ta se vypocte z linearni vzdélenosti mezi zaatkem a koncem sledované drahy. Je dilezité
poznamenat, ze mnoho CASA systému stale pouziva linedrni rychlosti odkazované na VCL,
coz je vyznamnym zdrojem chyb pro méné zkuSené uzivatele CASA. VSL hodnoty jsou

uvedeny v mikrometrech za sekundu na jedno desetinné misto (Bjorndahl et al., 2010).
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Tvar trajektorie ovliviiuje hodnoty rychlosti. Lze vypocitat méfeni rychlosti spermie diky
ttem pomérum progrese jako je linearita (LIN), pfimost (STR), a kymacivost (WOB),

odvozeny jsou nasledovne:

Linearita LIN = VSL/VCL x 100
Piimost STR = VSL / VAP x 100
Kymacivost WOB = VAP / VCL x 100

Tyto procentualni hodnoty jsou vyjadieny jako cela ¢isla (Mortimer, 1990).
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Obrazek 5. Schematické znazornéni parametri motility (Zdroj: WHO, 2010)

Amplituda bo¢niho posunu hlavy (ALH) se vypocte z amplitud bo¢niho posunu
hlavicky spermii kolem osy progrese (primérné drahy). Ruzné programy CASA pouzivaji
bud’ primérnou hodnotu (ALH primér) vypoétenou z nejméné tii méfeni na riznych mistech
podél trati (manualni analyza), nebo maximalni hodnotu (ALH max) vSech méfeni
provedenych podél trati. Tradi¢né je méteni ALH vyjadieno jako Sitka ptes celou stopu (tj.
dvojnésobek primérného nebo maximdalniho méfeni) v mikrometrech na jedno desetinné
misto. Pouzity typ ALH musi byt v kazdé studii uveden (Serres, et al., 1984; Bjérndahl et al.,
2010).
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Frekvence kiiZzeni (BCF) je pocet opakovani kiizeni trajektorie, které vykona
spermie ve sméru pohybu za jednotku casu (Serres et al, 1984). Vyjadiuje se v hertzich na
jedno desetinné misto. Ve skutecnosti je BCF odvozena od frekvence skute¢ného uderu
bi¢iki a frekvence otaceni (ROF) hlavicky. Ackoli to nemlze byt analyzovano
automatizovanymi systémy CASA, plati, ze ROF je pocet opakovani tocicich se hlav spermii
0 360° za jednotku ¢asu. Napft. lidské spermie pluji v semenné plazmé obvykle (ale ne vzdy) a
otacéi se o 180° na vrcholu kazdé bo¢ni vychylené hlavicky kolem osy progrese. BCF je také
uzitetna hodnota pro odhad hrubych zmén v bi¢ikatém tuderu, ale to mize byt omezeno
pocétem pozorovani, které mohou byt CASA provedeny za sekundu. Pokud existuje vice udert
nez poloviéni pocet pofizenych snimkd za sekundu, je t0 povazovano za neddvéryhodné

(Mortimer et Swan, 1999).

Hyperaktivace je obvykle povazovana za soucast a projev procesu kapacitace, ktera
je vidét u vsech studovanych savci. Avsak regulacni draha, ktera nakonec vede ke zvyseni
bi¢ikovych uderd diky vapnikovym iontim spoustéci hyperaktivaci, muze pracovat i

nezavisle na kapacitaci (Suarez, 2008).

Hyperaktivace se vyznacuje vysokou amplitudou (spiSe v proximalni, nez distalni
oblasti Mortimer, 2000) a asymetrickym bi¢ikovym ohybanim. Pro posouzeni hyperaktivace
potfebujeme znat parametry meéfenych pomoci CASA. Kromé podporovani prichodu zonou
pellucida, hyperaktivace mize také usnadnit uvoliovani spermii z oviduktalnich
rezervoarcich Krypt v istmu a mize pohanét spermie proti hlenu ve vejcovodu (Bjorndahl et
al., 2010). Kinematika hyperaktivovanych spermii je velmi odliSnd od spermii v semenné

plazmé a od spermii nekapacitovanych (Mortimer, 2000).
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3.3 Kryokonzervace

Kryokonzervace je metoda zmrazeni a uchovavani bun¢k a tkani ve specialnim médiu
po mnoho let. Pro dosazeni velmi nizkych teplot se nejcastéji pouziva kapalny dusik - 196 °C
(Chian, 2010). Pro uchovani se pouzivaji specialni dvouplastové kontejnery z oceli, jejichz

bezpecné uskladnéni vyzaduje specidlni mistnost a pravidelnou kontrolu (Louda et al., 2001).

Dulezitym nastrojem pro distribuci genetického potencialu samci je zmrazeni spermii
(Amirat et al., 2004). Prvn¢ byla kryokonzervace spermii vyuZzita v umélé inseminaci (Al)
zvifat, az pak se teprve mrazili lidské spermie (Shehata et Chian, 2010). Ochrana volné
Zijicich zivocichui oteviela cestu k vytvofeni genovych bank (Wildt et al, 1997) a k
prodlouzeni reprodukéniho Zzivota jiz nemocnych zvifat jako prostfedek zabranéni ztraté
dalezitych jedinct v genofondu (Saragusty et al., 2006). U domacich zvifat kryokonzervace

spermatu umoznila zahajeni rozsahlych §lechtitelskych programu (Saragusty et al., 2009).

Kryokonzervace spermii popisuje slozity vicestupiiovy proces konzervovani samc¢ich
pohlavnich bunék. Tento proces zahrnuje odbér spermatu, fedéni a ptidani kryoprotektantt,
postupné ochlazovani, ekvilibraci, mrazeni a nasledné skladovani vzorku v kapalném dusiku
pro budouci pouZziti. Zmrazovani spermatu se provadi v automatickych zmrazovacich, kdy
rychlost a pribéh zmrazovaci kiivky je fizen pocitatem. Kon¢i rozmrazenim spermii a

naslednym pouzitim v Al (Anger et al., 2003).

Metabolické procesy jsou ovlivnény teplotou. Kdyz teplota klesne, bunky mohou
zpomalit nebo zastavit vSechny metabolické procesy. Ale pii extrémné nizké teploté muize
zpusobit bunécnou smrt (Chian, 2010). Existuje nékolik teorii a mechanismi poskozeni bun¢k
béhem kryokonzervace, ale zadny piesné¢ nevysvétluje podstatu tohoto jevu (Fahy et al.,
2004).

Hlavni nevyhodou procesu kryokonzervace je velka ztrata piezitelnosti a funk¢nosti
spermii, 40 - 50 % zivotaschopnych spermii ztraci svou integritu nebo funkci béhem
zmrazovani a rozmrazovani (Holt, 2000). Proces zmrazeni vystavuje spermie k tepelnému
Soku, coz vede k poskozeni plazmatické membrany a akrozomu (Celeghini et al., 2007). Dale
mohou byt pfi zmrazovani a rozmrazovani poSkozeny tyto oddily spermie jako jsou

mitochondrie, axonema a jadro. Chlad, Sok, osmoticky stres, vznik ledovych krystalii nebo
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oxidac¢ni stres jsou hlavnimi zdroji poSkozeni spermii béhem kryokonzervace (Amirat et al.,

2004; Li et al., 2005).

Pii fyzikalnim procesu zmrazovani, ma voda tendenci krystalizovat v ¢istou formu.
Zatimco rozpu$téné nebo suspendované latky se koncentruji ve zbyvajici tekuting. V Zivé
bunce je tento proces velmi destruktivni. V procesu pomérné pomalého zmrazeni se led
nejprve zacéne tvorit v tekutiné obklopujici bunky, a koncentrace rozpusténych latek ve zbylé
tekutin€ se zvySuje. Koncentracni gradient je usazen pies bunécnou sténu a voda se pohybuje
ven z bunky ucinkem osmotickych sil. Jak pokrauje zmrazeni, builka se stava relativné
dehydratovana. Soli se mohou soustiedit na velmi vysoké trovni. Dehydratace muze mit vliv
na celkovou organizaci bunky a na molekularni vazby, z nichz nékteré jsou zavislé na

ptitomnost vody v ur¢itych mistech (Chian, 2010).

Bunéény stres, v dusledku ztraty vody, mulze zpusobit kontakt s intracelularnimi
komponenty, které jsou normalné odd¢€leny, aby se zabranilo jakékoliv destruktivni interakci.
Jak ledové krystaly rostou, mohou byt jimi protrzeny buné¢né membrany. Také mohou byt
protrzeny vysokym koncentraénim gradientem na membrané. Aby se zabranilo dehydrataci,
musi byt uc¢inéna opatieni k zastaveni separace vody ve formu ¢istého ledu tak, aby vSechna
tekutina ztuhla najednou (Chian, 2010).

Oxidacni stres vede ke ztraté pohyblivosti, naruSeni a otoku akrozomalni membrany,
nebo zvysuje propustnost plazmatické membrany spermii. Je dobfe znamo, ze savéi spermie
obsahuji vysoké koncentrace polynenasycenych mastnych kyselin. Proto jsou velmi citlivé na

oxidaéni stres, ktery je zodpovédny za tvorbu reaktivnich forem kysliku (Tuncer et al., 2011).

Plazmaticka membrana spermie je drasticky zménéna béhem kryokonzervace. Existuje
n¢kolik mechanismii, které vedou K poskozeni spermii pii kryokonzervaci. V prubéhu procesu
ochlazovani lipidové slozky plazmatické membrany, zejména fosfolipidy a steroly, podstupuji
reorganizaci, kterd vede k destabilizaci membrany. Dochazi k agregaci dvojvrstvy lipidu,
ktera vede Kk vytvofeni novych spoji mezi lipidy a proteiny. Z tohoto duvodu se fluidita

plazmatické membrany pti kryokonzervaci snizuje (Hammerstedt et al., 1990).

Dalsi negativni vliv, ktery plisobi na plazmatické membrany spermii, je peroxidace
membranovych lipida v disledku tvorby reaktivnich forem kysliku. V disledku peroxidace

membrany spermii dochazi k nevratnym ztratdm pohyblivosti, porucham metabolismu,
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poskozeni membrany, uniku intracelularnich enzymii a snizeni fertilizacnich schopnosti

spermii. Proto se spermie stavaji nachylnéjsi k predcasné akrozomalni reakci (White, 1993).

Déle jsou ovlivnény funk¢ni proteiny, jako jsou proteiny iontovych kanalt, kdy béhem
kryokonzervace dochdzi ke ztratam iont a enzymu. Proto dochazi ke snizeni pohyblivosti a
metabolismu. Kvuli ovlivnéni vépnikovych kanalii pii procesu kryokonzervace se zvysSuje
intracelularni hladina vapniku. To vede k velkym ztratdm, ponévadz dochazi ke kapacitatnim
zménam uz béhem kryokonzervace a tyto cCasteCné kapacitované spermie ztraceji svoji

zivotaschopnost (Bailey et al., 2000).

Proto je ucelem protokold kryokonzervace spermatu, zamezit tvorb&é smrticich
intracelularnich ledovych krystali, a tim snizit poSkozeni membriny béhem a po
kryokonzervaci (Amirat et al., 2004). Poskozeni spermii béhem kryokonzervace muze byt
minimalizovano pomoci optimalizace rychlosti ochlazovani (Holt, 2000). V pfipad¢, ze je
teplota snizena na — 196 ° C v fadu sekund, je mozné zabranit tvorbé ledovych krystald, tento

moderni proces je znam jako vitrifikace (Zachariassen et Kristiansen, 2000).

Cilem kryokonzervace spermii je zachovat jejich Zivotaschopnost a dobrou fertiliza¢ni
schopnost. Odpovidajicim fedénim vyrobit maximalni pocet inseminacnich davek (ID), které
odpovidaji pozadavkiim uspéSného oplozeni. Obvykly pozadavek na ID bylu je 10 milioni
aktivnich spermii a minimalné¢ 30 % spermii s progresivnim pohybem pohybem.
Nejrozsitengj$i metodou dlouhodobé konzervace spermatu je metoda francouzska. Semeno se
mrazi a uchovava ve specialnich dutinkach neboli pejetach o objemu 0,25 nebo 0,5 cm?®
(Louda et al, 2001).

Ekvilibrace bunééna permeabilita

Zménou extracelularniho osmotického tlaku se vytvoii situace, v niz se bunka pokusi
dosahnout rovnovahy bud’ pfirastkem, nebo ubytkem vody. Rovnovaha je dosazena pouze po
ur¢ity Cas. Kinetika pohybu vody z buiky je dana fyzickou strukturou membrany.
Zmrazovani a rozmrazovani bunék muize vést z hlediska osmotického tlaku k bobtnani a
smr$tovani bunék. Proto je dulezité znat toleranci osmotického tlaku kazdého typu bunék a

reakci pusobeni nizkych teplot (Chian, 2010).
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Mnoho bunék, zejména eukaryotické buriky, jsou citlivé na osmoticky stres. Z tohoto
divodu se prostupujici kryoprotektant ptidava postupné do zmrazeného roztoku, aby se
minimalizoval osmoticky stres. To znamena, ze buiiky potiebuji Cas, aby dosahly rovnovahy a
prizpusobily se osmotickému Soku. Rizné typy bunc€k vyzaduji rizny ekvilibracni Cas. Za
normalnich okolnosti nizsi teploty vyzaduji delsi dobu ekvilibrace a vyssi teploty potiebuji
naopak dobu kratsi (Chian, 2010).

Protokoly kryokonzervace bycich spermii obvykle zahrnuji pomalé chlazeni pfi
teploté¢ 4 -5 °© C. Pii této teploté se snizuje metabolicka aktivita spermii. Doba pro dosazeni
rovnovazného stavu pied mrazenim trva nékolik hodin (4-18 h) (Muifio et al., 2007). Podle
Loudy et al., (2001) ekvilibrace probiha po dobu 2 — 3 hodin, kdy se mtize doba ekvilibrace
lisit u jednotlivych fedil a byki.

3.3.1 Kryoprotektanty

Utinek kryoprotektant je popséan tak, Ze snizuji bod tuhnuti a snizuji tvorbu ledovych
krystal ve vodném roztoku. Kryoprotektanty jsou obvykle rozdéleny do dvou velkych tiid na
zaklade jejich schopnosti difundovat pfes bunééné membrany. Penetra¢ni kryoprotektanty
maji schopnost se pohybovat pfes bunééné membrany a nazyvaji se jako permeabilni.

Zatimco ty CO nepenetruji ptes bunééné membrany, se nazyvaji nepermeabilni (Chian, 2010).

Diive se povazovalo za pfiznivé preziti zmrazenych bunck 1 bez ochranného
prostredku. Ale zjistilo se, ze pouzitim vhodného ochranného kryoprotektantu se obvykle
zvysila mira piezitelnosti. V literatufe se uvadi, ze Polge et al. (1949) jako prvni prohlasili, ze
glycerol ma kryokonzervaéni ucinky pro zlepSeni ptezivani bun¢k po rozmrazeni. Pokusy
provadéli na kufecich spermiich. Pfesto, kryokonzervacni vliv glycerolu byl objeven uz

mnohem dfive, nez se uvadi (Keith, 1913).

Polge a jeho kolegové (1949) uchovavali slepici sperma pii - 70 °C a pouzivali ovocny
cukr jako kryoprotektant. Kdyz nahodou zjistili, ze pfidanim glycerolu misto ovocného cukru,
vice ochrani zmrazené sperma, se od t¢ doby zacal pouzivat glycerol jako kryoprotektant.
Tato metoda je oznaCovana jako klasickd a v nékterych kryokonzervacnich zafizenich se

pouziva v podstaté do dnes (Shehata et Chian, 2010).
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Objev glycerolu a pozdégji dimethylsulfoxidu, ktery chrani eukaryotické bunky pied
kryoposkozenim, odstartoval moderni kryobiologii. V soucasné dobé se V polnich
podminkach nejcastéji pouziva glycerol, dimethylsulfoxid, ethylenglykol, propylenglykol.
Kryokonzervacni pusobeni kazdého typu kryokonzervacniho ¢inidla musi byt podobny.
Jelikoz hypotézy, které byly navrzeny, nevysvétluji mechanismus jejich ucinku, je stale

nejasné jakou roli v zmrazeni vlastné hraji (Chian, 2010).

Zmrazeni spermii s glycerolem vedlo k revoluci kryokonzervaéni techniky a vydlazdil
cestu pro ukladani vzorkd spermii az po nékolik let. V soucasné dob& jsou techniky
kryokonzervace spermii rtizné a kazda technika je testovana na efekt ochrany spermii pied
poskozenim a na procento zivych spermii po rozmrazeni. Doposud neni zadny zlaty standard
kryokonzervaéniho protokolu, tudiz se vSechny techniky neustale hodnoti a optimalizuji kvili

lepsim vysledkum (Leffler et Walters, 1996).

Permeabilni kryoprotektivum

Ruzné kryoprotektanty se tispésné pouzivaji v in vitro fertilizaci (IVF) pro zachovani
spermii, embryi a vaji¢ek. Uspéch kazdého typu prostupujiciho kryoprotektantu zavisi
Caste¢né na rychlosti, pii které mohou piejit pres bunééné membrany. Tato rychlost je dana
riznymi faktory, jako je naptiklad viskozita. Nicméné, propustnost je zavisla nejen na
kryoprotektantu samotném, ale také na vlastnostech bunééné membrany, které se lisi u

raznych typt bunék (Pedro et al., 2005).

Penetrace kryoprotektantii je obecné nizka U neiontovych sloucenin s vysokou
rozpustnosti ve vod¢ pfi nizkych teplotach. Doba, kdy mohou tyto chemické slouceniny
difundovat pres bunécné membrany, prostupovat do burky a ekvilibrovat se v cytoplazmeé,
nahrazuje vétsinu intracelularni vody, aniz by v pribéhu bunku dehydratovala. Prostupujici
kryoprotektanty tuhnou pii nizsich teplotach nez voda. Tim se snizi mnozstvi tvorby
intracelularniho ledu pii dané teploté a snizuje se mnozstvi tvorby ledovych krystald uvnitt
organel a membran (Wildt, 2000). Kromé toho se propustnost membran miize lisit u spermii |

mezi jednotlivci nekterych druht, jako je napt. skot a mys (Chaveiro et al., 2006).
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Glycerol

Glycerol, také znamy jako glycerin, je cukerny alkohol. Je bezbarvy, bez zapachu,
viskozni, sladce chutnajici kapalina, ktera je rozpustna ve vodé a ma nizkou toxicitu. Kazda
molekula glycerolu ma tfi-uhlikovy fetézec, s hydroxylovou skupinou (OH) piipojenou ke
kazdému atomu uhliku (obrazek 1.). Hydroxylova skupina je zodpovédnd za vytvareni
hygroskopickych vlastnosti a latky velmi dobie rozpustné ve vodé. Hygroskopicka latka je
takova, ktera ptitahuje molekuly vody z okolniho prostiedi. Mirné se rozpousti v organickych
rozpoustédlech, jako je ethylacetat a diethylether. Jeho teplota tani je pii 18 °C a jeho bod
varu je pii 290 °C. Glycerol je zakladnim prvkem mnoha lipidd. Je soucasti fedidla pro
enzymaticka Cinidla skladovanych pfti teplotach pod O °C, protoze ptitomnost glycerolu
deprimuje teplotu tuhnuti roztoku. Glycerol je kompatibilni S ostatnimi biochemickymi
materialy v zivych bunkach, proto je ¢asto pouzivan v konzervaci bunék k snizeni tvorbé

ledovych krystalti (Chian, 2010).

OH

HO OH

J
9 J9

Obrazek 6. Struktura glycerolu (Zdroj: Chian, 2010)

Dimethylsulfoxid

Dimethylsulfoxid, také znamy jako methylsulfoxid, je ¢ira a bezbarva kapalina.
Centrum siry v dimethylsulfoxidu je nukleofilni k nealkoholickym elektrofilim a kyslik je
nukleofilni k pevnym elektrofilim. Methylové skupiny jsou pon€kud kyselé povahy z divodu
stabilizace vyslednice karbanion u S (O) R skupiny, a tak se deprotonuje se silnymi bazemi,

jako je naptiklad lithiumdiisopropylamid a hydrid sodny. Dimethylsulfoxid je dulezity jako
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polarni aprotické rozpoustédlo, které rozpousti jak polarni tak nepolarni slouceniny.
Rozpousti rizné organické latky, vcetné sacharidi, polymera a peptidd, stejné jako mnoha
anorganickych soli a plynt. Jeho teplota tani je 18,5 °C a bod varu je 189 °C. M4 vyraznou
penetracni vlastnost. Jeho chut' je podobna ¢esneku. Ma nezadouci uéinky, jako jsou

zaludec¢ni nevolnost, citlivost na svétlo, poruchy vidéni a bolest hlavy (Balakin at el., 2006).

Nepermeabilni kryoprotektivum

Nepermeabilni kryoprotektiva jsou obecné polymery s dlouhym fetézcem, pfili§ velké,
aby difundovali do bunék ptes bunéénou membranu. Tyto slouceniny pisobi tak, ze zvysuji
osmolaritu extracelularniho prostoru, coz vede k bun&tné dehydrataci a tim se snizuje
moznost tvorby intracelularnich ledovych krystalti. Predpoklada se, Ze nékteré neprostupujici
kryoprotektanty mtizou byt absorbovany na povrch membrany. Tak inhibuji tvorbu ledovych
krystalti v bezprostfedni blizkosti buiiky tim, ze drzi led v amorfnim stavu. Navic se Casto
pouzivaji v médiich pro rozmrazovani bunék, aby se zabranilo osmotickému Soku. Osmoticky
Sok popisuje jev, ke kterému dochazi, kdyz je osmoticky tlak v intracelularnim prostoru vétsi
nez v extracelularnim prostoru, v dusledku toho dochazi k buné&tné dehydrataci (Swain et
Smith, 2010).

Cukry

Neprostupujicimi  kryoprotektanty jsou bézné mono, oligo a polysacharidy.
Monosacharidy se rozpusti v roztoku snadnéji nez disacharidy. Protoze jsou monosacharidy
nachylngjsi ke glykosylaci, ktera ma za nasledek proteinové interakce, proto se v mnoha
krykonzervac¢nich protokolech pouzivaji di a polysacharidy. Je dilezité si uvédomit, Ze ruzné
cukry poskytuji riznou uroven ochrany béhem kryokonzervace (Fernandez - Santos et al.,
2007).
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Toxicita kryoprotektantii

Toxicita kryoprotektant se tyka alespont dvou efektii. Prvnim je chemicka reakce s
bunkami pfed kryokonzervaci a druha je chemicky zpusobend zménami osmoézy roztoku pii
zmrazeni. V kryobiologii se pouzivaji relativné nizké koncentrace kryoprotektantti a proto
samotné chemikalie nemusi byt velkym problémem z hlediska toxicity. Ale pozor,
koncentrace kryoprotektantli v rychlém mrazeni muze byt relativné vysoka. Pro posouzeni
toxicity kryoprotektantd je nutné zvazit koligativni vlastnosti roztoku (i pfi zmrazeni), které
mohou byt zavislé na jeho bunééné propustnosti pro kazdy kryoprotektant. To muze
zpusobovat osmoticky stres v burnikach pied zmrazenim a po rozmrazeni. Prostupujici rychlost
kryoprotektantd souvisi ptimo Vv zavislosti na teploté. V disledku toho hlavnimi faktory, které
je tieba zvazit pii hodnoceni toxicity kryoprotektantl, jsou jejich koncentrace, expoziéni

teplota, a uplynuly ¢as ve vodném roztoku béhem zmrazeni (Chian, 2010).

Kryoprotektanty mohou na sebe vzajemné pusobit ve smésich, nebo s klicovymi
molekulami buné¢k, ¢imZ se vytvaii jiné nez ty, které by se vyskytovali s individualnimi
kryoprotektantnimi G¢inky. Zda toxicita kryoprotektanti muze byt snizena, nebo ne,
smichanim dvou nebo vice kryoprotektant (v systému, kde je sniZzena koncentrace kazdého
kryoprotektantu) ve vodném roztoku musi byt dale zkoumana (Chian, 2010). Amann et
Pickett (1987) se domnivaji, Ze zaclenénim kryoprotektantli do fedidel miZze snizit n¢kolik

forem bunécnych 1€zi, zpiisobené zmrazovanim a rozmrazovanim.

Zmrazovani a rozmrazovani spermii je slozity proces, ktery zpusobuje nékolik forem
bunéénych 1ézi. Tyto 1éze mohou byt snizeny zaclenénim kryoprotektanti do fedidel (Amann
et Pickett, 1987). Nicmén¢, vSechny konvencni Kryoprotektanty vykazuji toxicitu, zejména
glycerol. To vedlo k vyzkumu najit jiné molekuly, které jsou méné toxické pro bunky. Je
prokazano, ze vystavenim nizkych teplot nékteré rostliny, jako je kukufice, nebo zvifata se
hromadi aminokyseliny, které jsou schopny piezit pfi teplotach pod bodem mrazu. Tyto
aminokyseliny (glutamin) hraji roli v prevenci strukturalnich 1ézi bunék béhem procesu

zmrazovani a rozmrazovani (Amirat - Briand et al., 2009).
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3.4 Redidla pro kryokonzervaci spermii

Redéni ejakulatu pfispiva k pieziti spermii mimo organismus. Redéni musi byt
zahajeno do 15 minut po odbéru. Teplota fedidla i fedéného ejakulatu musi byt stejna = 1 °C.
Redidlo se vzdy ptidava do ejakulatu postupné za stdlého michani. PouZivané sklo musi byt
sterilni a predehraté. Nesmi byt toxické, musi byt sterilni a ekonomicky dostupné (Louda et

al., 2001).

Redidla zvy3uji objem ejakulatu a chrani ho pfed negativnimi faktory béhem a po
kryokonzervaci. Redidla chrani spermie proti $oku z chladu a zabraiiuji aglutinaci spermii,

udrzuji stabilni hodnotu pH a osmotického tlaku (Pileckas et al., 2014).

Semenna plazma chrani spermie pted poskozenim béhem krykonzervace ponékud v
omezené mife. V disledku toho byla vyvinuta celd fada fedidel na zédkladé¢ pH pufra (Tris-
kyselina citronova, HEPES); nizkomolekularnich sacharidt (fruktéza, gluk6za); membranu
chranici ¢inidla (vajeény Zloutek, odtuénéné mléko, glykoproteiny); kryoprotektiv (glycerol a
jiné polyalkoholy, DMSO, aminokyseliny) (Aisen et al., 2000). Dale by mélo obsahovat
dostate¢né mnozstvi soli, k vyrovnani osmolarity pfed zmrazenim a vyhnout se i vysoké

koncentraci soli, aby se zabranilo poskozeni bun¢k (Courtens et Re'ty 2001).

Bezzloutkova fedidla neobsahuji produkty zivoc¢isného ptivodu, eliminuji tak riziko
zavleceni infek¢nich agens spojend s pouZzitim mléka nebo vaje¢ného zloutku (N6thling et al.,
2007). Pouzivaji se komerc¢ni fedidla jako AndroMed® a Bioxcell®, ktera jsou na bazi
sojového lecitinu. Jsou to sterilni, chemicky definované koncentraty. Podle vyrobct obsahuji
fosfolipidy, TRIS, kyselinu citronovou, sacharidy, antioxidanty, pufry, ¢istou vodu, glycerol,
a antibiotika (tylosin, gentamicin, spektinomycin, a linkomycinu) a pro dlouhodobou

konzervaci se uchovavaji pfi teploté¢ — 20 °C (Khalifa et al., 2013).

Diive se predev§im pouzivalo pro kryokonzervaci spermatu homogenizované
plnotuc¢né, Cerstvé nebo rekonstituované odstiedéné mléko, nebo kokosové mléko (Celeghini
et al, 2007). Nyni jsou nejpouzivanéj§im fedidlem v inseminacnich stanicich byku rédidla
Zloutkova. Nejcastéji se pouziva slepi¢i zloutek, ziejme¢ kvili jeho snadné dostupnosti

(Bathgate et al., 2006; Andrabi et al., 2008).
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3.4.1 Vajecny Zloutek

Jako prvni fedidlo byciho spermatu s pfiznivym ucinkem pii nizkoteplotnim
skladovani se pouziva slepi¢i vajeény Zloutek. Vaje¢ny zloutek pomaha spermiim odolat
chladovému Soku ve spojeni s dal§imi komponenty (Bogart et Mayer, 1950). Piesny
mechanismus, kterym vajecny Zloutek zachovava byc¢i spermie celistvé pfi zmrazovani a
rozmrazovani je zatim neznamy (Bathgate et al., 2006). Nyni se komeréné pouziva jako
Triladyl® obsahujici Tris, kyselinu citronovou, sacharidy, glycerol, pufry a smés antibiotik V
souladu s evropskymi ptedpisy 88/407/EHS (Tylosin, Gentamicin, Spektinomycin,
Linkomicin), nebo jemu podobny BULLXcell™. Tyto fedidla neobsahuji Zadnou latku
zivocisného ptivodu pied ptidanim vajecného zloutku. Optidyl® obsahuje ionizovany vajecny
zloutek. Tyto fedidla jsou celkem obliben4, bez ohledu na skutecnost, Ze v disledku ptidavku
¢erstvého vajeéného zloutku, maji proménlivé slozeni. Jejich pouziti bylo podporovano, a to

diky vynikajici ochrang, kterou zajistuji by¢im spermiim (Amirat at el., 2004).

Na rozdil od savci, embrya ptakt nejsou vyzivovana matkou béhem jejich vyvoje a
nemaji moznost odstranéni metabolického odpadu. V disledku toho, vaje¢ny Zloutek
poskytuje dulezité ziviny (bilkoviny, lipidy, vitaminy a mineralni latky), které jsou velmi
dobfe metabolizovany v kufecim embryu. Vajeény zloutek je také velmi atraktivnim zdrojem
zivin pro C¢loveéka: jeho koeficient traveni je srovnatelny s mlékem, a biologické hodnoty

bilkovin ve vejci jsou dokonce lepsi nez u mléénych proteind (Bourgeois - Adragna 1994).

Kazda slozka Zloutku ma zvlastni fyzikalni a chemické charakteristiky odpovédné za
své vlastni funkénimi vlastnostmi. Vaje¢ny zloutek mize ovlivnit a regulovat funk¢ni
vlastnosti jako je pH, iontova sila, zahfivani, zmrazeni a suSeni. Dale Zloutek obsahuje mnoho
slozek nezbytnych pro Zivot. Proto Zloutek pfedstavuje vyznamny zdroj G¢innych latek
pouzitelnych v lékarstvi, farmacii, kosmetice, potravinovych doplinkt a biotechnologickém
prumyslu. Zvlasté prispiva k vytvareni a stabilité téchto emulzi pii tvorbé mezifazového filmu
mezi olejem a vodou. Piesto se Zloutek stale pouziva empiricky. Fyzikalni vlastnosti
Zloutkovych emulzi nejsou zcela kontrolovany, protoze zloutek je slozitda smés vice

lipoproteinti a proteini, které nejsou dobie pochopeny (Anton et al., 2003).
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SloZeni Zloutku

Lipidy zloutku, které jsou vyluéné spojeny s lipoproteiny, se skladaji z62 % z
triglyceridd, z 33 % z fosfolipidt, a méné nez z 5 % z cholesterolu. Karotenoidy ptedstavuji
méné nez 1 % z lipida Zloutku a davaji mu jeho barvu. Proteiny jsou pfitomny jako volné
proteiny nebo apoproteiny (zahrnuté do lipoproteini). Interakce mezi lipidy a proteiny vedou
k tvorbé lipoproteinti S nizkou a vysokou hustotou, které predstavuji hlavni slozky zloutku.
Na zakladé jeho suSiny je zloutek tvofen péti hlavnimi slozkami. Mezi né patii 68 %
lipoproteint s nizkou hustotou (LDL), 16 % lipoproteinti s vysokou hustotou (HDL), 10 %
globulérnich proteinti, 4 % fosfoproteint a 2% mensi proteiny (Huopalahti et al., 2007).

Cholesterol je sterol obsazeny ve vaje¢ném zloutku. Vyplyva to jednak ze slepi¢iho
krmiva a ¢astecné ze syntézy v jatrech pii zpracovani lipoproteinti. To piedstavuje ptiblizné 5
% celkovych lipidua ve volné (85 - 90 %), nebo v esterifikované formé (10 — 15 %). Bez
cholesterolu se podili na struktufe LDL. Estery cholesterolu jsou pfitomny Vv lipidovém jadie
LDL a obsahuji 35% kyseliny olejové, 33 % kyseliny palmitové, 12 % kyseliny linolové a 11
% kyseliny stearové (Kuksis, 1992).

Zloutek je komplexni systém nékolika ¢astic v suspenzi V jasn& zluté tekuting, ktera
obsahuje proteiny. Hlavnimi druhy ¢astic jsou kulicky, profily, a granule. Kulicky jsou mensi
komponenty (1 % ze suSiny Zloutku) a maji primér mezi 4 - 150 um. Objevuji se jako
zhutnéné kapicky lipidu a lipoproteint. Profily jsou kulaté ¢astice o priméru 12 - 48 nm a
jsou povazovany za lipoproteiny s nizkou hustotou. Granule spocivaji v kruhovych
komplexech v rozmezi 0 priméru od 0,3 - 2 um. V dusledku toho, zloutek Ize snadno rozdélit
na dvé frakce po ziedéni (dvakrat) s 0,3 M NaCl a odstfedénim pii 10000 g (30 min) v
zavislosti na zpisobu Tmavée oranzovy supernatant je oznacovan jako plazma a svétlé granule
jsou zvané jako separa¢ni. Redény Zloutek pomahd snizovat jeho viskozitu, coz umoziuje

pohyb a oddélovani ¢astic (Huopalahti et al., 2007).

Granule predstavuji 19 az 23 % z celkové suSiny Zloutku, coz piedstavuje asi 50 %
bilkovin a 7 % lipida v Zloutku. Obsah susiny granuli je 44 %, a obsahuji asi 64 % bilkovin,
31 % tukti a 5 % popela (Anton et Gandemer, 1997). Lipidy granuli tvoii 60% triglyceridi, 35
% fosfolipidd a 5 % cholesterolu. Jsou tvofeny hlavné¢ HDL (70 %) a phosvitinem (16 %)
(Saari et al., 1964).
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Zloutky riiznych druhii ptaka

Redidla obsahujici Zloutek z vajec riznych druht ptakd jinych neZ domécich slepic
vedlo k vyssi motilité a lepsi piezitelnosti spermii u kance, osela nebo hiebce. Vaje¢ny
zloutek kachny, kiepelky nebo slepice obsahuje ruzné komponenty mastnych kyselin,
fosfolipidii a cholesterolu (Trimeche et al., 1997).

Kachni vajecny zloutek mé vice mononenasycenych mastnych kyselin, nez slepici
vajecny zloutek, ktery md zas vice mononenasycenych mastnych kyselin, nez kiepelci
vajecny Zloutek (Bathgate et al., 2006). Kiepel¢i zloutek obsahuje vice fosfatidylcholinu a
mén¢ fosfatidylethanolaminu, @ mén¢ polynenasycenych a nasycenych mastnych kyselin nez
slepi¢i vaje¢ny zloutek (Trimeche et al., 1997). Tyto chemické rozdily mohou vysvétlit
rozdily v motilité a integrité spermii po zmrazeni V fedidlech obsahujici rizné ptaci Zloutky

(Bathgate et al., 2006).

Trimeche et al., (1997) zjistili lepsi ochranu zmrazenych spermii osla v fedidle
obsahujici kiepel¢i vajecny Zloutek ve srovnani se slepi¢im zloutkem. Kryokonzervace
spermatu hiebce s kachnim Zloutkem také mélo lepSi vysledky, pfedevSim ve vySSim
zastoupeni spermii s progresivnim pohybem. Nahrada slepi¢iho zloutku zlepsila celkovou
pohyblivost, piedevsim progresivni pohyb spermii Vrozmrazeném spermatu hiebce.
Nicméné, kachni ani kifepel¢i Zloutek neposkytl lepSi ochranu u kancich spermii béhem

kryokonzervace nez slepi¢i zloutek (Bathgate et al., 2006).

Nasledujici experimenty Lei et al. (2008) porovnavali kryokonzervacni uc¢inky 20%
vajeéného Zloutku raznych druhd ptaku (slepice, husa, kachna, kiepelka a holub) v fedidlech
pro by¢i spermie. Jejich vysledky ukazuji, ze holubi Zloutek ma lepsi kryokonzervaéni G¢inky
na byci spermie oproti ostatnim ptac¢im zloutktim béhem procesu zmrazovani a rozmrazovani.
By¢i spermie v fedidlu s holubimi Zloutky mély lepsi progresivni motilitu i lepsi pieZitelnost.
Tyto vysledky naznacuji, Ze by do budoucna mohl byt holubi Zloutek dobrou néhradou
slepi¢iho Zloutku. Ale jesté nebyl proveden inseminacni test po kryokonzervaci. Proto je

zapotiebi dalsi studie k objasnéni riznych slozek ptacich zloutku (Li el al., 2005).
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Vajecny zZloutek ma tii hlavni nevyhody. Je souc¢asti zivoc¢isného piivodu a predstavuje
potencidlni riziko kontaminace ID bakteriemi. Takova kontaminace je moznym zdrojem
endotoxinii schopné posSkodit potencial plodnosti spermii. Dale je vajeCny zloutek
neprakticky, protoze neni mozné ho ihned pouzit, ale nejprve musi uzivatel vejce rucné rozbit
a peclive izolovat zloutek a odstranit stopy bilku, coz chce zrucnost a je to casové narocné.
Vaje¢ny zloutek je neprakticky taky tim, ze obsahuje granulovany material o stejné velikosti a
tvaru jako spermie. A za tfeti je vajecny zloutek velmi slozity produkt, jehoz slozeni muze byt
velmi variabilni a miiZze se li$it mezi Sarzemi. Jeho lipidové sloZeni se miize ménit i1 s dietou
slepic. Navic Zloutek mohou obsahovat slozky, které maji prospésné, jakoz i skodlivé ucinky

na spermie (Pillet et al., 2011).

Piitomnost nékterych latek ve Zloutku inhibuji dychani spermii nebo snizuji jejich
motilitu, proto se zvySuji naroky nahradit cely zloutek od kryokonzervaéni frakce. Z téchto
divodl, mnoho odbornikii ¢eka na fedidlo s definovanym slozenim. Alesponi omezit rizika
vySe uvedené a udrzet ochranu spermie na vysoké trovni. Velice perspektivni je naptiklad
nizkodenzitni lipoprotein, dale jen LDL (Pace et Graham, 1974). Pozitivni vysledky LDL
byly potvrzeny mnoha vyzkumniky a schopnost LDL jak chrani spermie bé&hem
kryokonzervace je stale intenzivné zkoumano (Demianowicz et Strezek 1996; Moussa et al.,
2002, Amirat at el., 2004).

3.4.2 Nizkodenzitni lipoprotein (LDL - low density lipoprotein)

Nizkodenzitni lipoprotein LDL je hlavni slozkou S$iroce pouzivaného vajecného
zloutku. Protoze dnesni technologie umoziuje snadné a ptiméiené bezpecné extrakce, zahajili
Amirat et al. (2005) sérii pokust ziskat lepsi znalosti o udalostech v priabéhu konzervace
spermii @ vymyslet vyhovujici fedidlo s definovanym slozenim. Zaclenéni LDL do fedidel
byc¢iho spermatu dava lepsi vysledky motility v porovnani sftedidly obsahujici vajecny
zloutek (Moussa et al, 2002; Amirat et al, 2004; Vera Munoz et al, 2009).

LDL obsazeny ve vaje¢ném zloutku je z velké ¢asti zodpoveédny za ochranu spermii v
prub&hu kryokonzervace (Pace et Graham, 1974). Prvni hypotéza navrhuje, ze LDL poskytuje

ochranu spermii stabilizaci membrany. Druha hypotéza naznacuje, ze fosfolipidy pfitomné v
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LDL chrani spermie tak, ze tvofi ochranny film na povrchu spermii, nebo nahradi
membranové fosfolipidy, které jsou ztraceny nebo poskozeny béhem procesu kryokonzervace.
Tretim hypotetickym mechanismem ochrany je navazani LDL na $kodlivé bilkoviny pfitomné

v by¢i seminenné plazm¢ a tak se zlepsi mrazici schopnost spermii (Manjunath et al, 2002).

LDL struktura

Nizkodenzitni lipoprotein je hlavni slozkou Zloutku, tvofi ho asi dvé tietiny z celkové
Zloutkové susiny. Nachazi se hlavné v plazmé, ale maly podil je zahrnut i v granulich (LDLQ).
LDL Zloutku je velice podobny LDL kuteci krve, ktery je syntetizovany Vv jatrech nosnice. Je
transportovan krvi do vaje¢niku, kde je pfeveden do Zloutku bez vétSich zmén ve struktufe a

slozeni (Huopalahti et al., 2007).

LDL tvoii asi 2/3 lipida piitomnych v slepi¢im zloutku. LDL je sféricka castice (17 -
60 nm v priméru, s pramérem asi 35 nm) s lipidovym jadrem v kapalném stavu (triglyceridy
a estery cholesterolu), obklopen monofilmem z fosfolipida a proteind (Obr. 8). LDL je
rozpustny ve vodném roztoku (bez ohledu na pH a iontové podminky) v dusledku jeho nizké
hustoty (0,982). Fosfolipidy jsou neodmyslitelnou soucasti ve stabilité struktury LDL, protoze
asociatni sily jsou v podstat¢ hydrofobni. Ne&které cholesteroly jsou obsazeny ve
fosfolipidovém filmu a zvysuji jeho tuhost (Burley, 1975).
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Obrazek 7. Schematické znazornéni vaje¢ného Zloutku (Zdroj: Huopalahti et al., 2007)
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LDL je slozen z bilkovin (11 — 17 %) a lipida (83 — 89 %; 74 % neutralni lipidy a 26%
fosfolipidy). Jejich populace se sklada ze dvou podskupin a to z LDL1 (10 x 10° Da) a LDL2
(3 x 10° Da). LDL1 predstavuji 20 % celkového LDL a obsahuji dvojnasobné mnoZstvi
protein nez LDL2 (Huopalahti et al.,, 2007). Chemické slozeni obou frakci LDL jsou
podobné, ale proporce mezi apoproteiny a zménami lipida a velikosti se zvySuje S obsahem
lipida. Z funkéniho hlediska se ukazalo, ze LDL je hlavnim pfispévatel emulgacnich
vlastnosti vajecného zloutku. Tato schopnost je jednoznacné zplisobena strukturou LDL,
interakci mezi amfifilnimi apoproteiny a fosfolipidy. Tato sestava z fosfolipidl a apoproteint
umoznuje transport téchto nerozpustnych amfifilnich ¢astic prostfednictvim vodné faze.
Mezifazové filmy LDL jsou tvofeny smési apoproteind a fosfolipidi, které zajistuji jak
snizeni mezifazového napéti tak odolnost proti roztrzeni. Je tedy dovolena tvorba a stabilita

potravinafskych emulzi vyrobenych ze Zloutku (Anton et al., 2003).

Struktura LDL je citliva na technologické procedury (Anton et al., 2003). Pokud se
LDL zahtiva po dobu 10 minut pfi teploté 75 °C, denaturuje. Wakamatu et al. (1982) tvrdi, ze
LDL tvofi béhem zmrazovani a rozmrazovani gel kvali zméné interakce mezi fosfolipidy a
apoproteiny na jejich povrchu. Uvolnénim apoproteint LDL agreguje a vytvoii gel
(Huopalahti et al., 2007).

LDL v redidlech

Skodlivé uginky Zloutku na bunééné struktury byly neocekavané. Po mnoho let byl
vajeény zloutek prohlasovany, ze je vynikajicim fedidlem pro by¢i sperma (Bogart et Mayer
1950). Provedlo se mnoho pokusi, aby se zjistilo, ktera slozka ve vajecném Zloutku poskytuje
spermiim ochranu v prib&éhu procesu zmrazovani a rozmrazovani S cilem pfipravit chemicky
definované fedidlo. Pace a Graham (1974) pomoci ultracentrifugace vy¢istili Zloutek a ziskali
frakci LDL. LDL extrakty maji mit funkce ochranné, zatimco HDL je povazovano za toxické
(Courtens et Re'ty 2001).

Ve zmrazeném stavu organickd c¢ast tedidla, vétSinou LDL, nevytvari dostatecné
vrstvy k ochrané spermii pied kontaktem s velkymi ledovymi krystaly. VEétsi vrstvy by mohly
byt pravdépodobné ziskany s fedidlem, které obsahuji vice LDL. Predchozi studie (Moussa a
kol. 2002) toto vyvraceji, protoze zjistili vyznamny pokles pohyblivosti spermatu pii pouziti

LDL ve vysoké koncentraci v fedidlu.
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Demianowicz et Strezek (1996) potvrdili, Ze LDL ma kryokonzervaci G¢inky. Moussa
et al. (2002) ziskali lepsi vysledky z hlediska motility a pohybovych vlastnosti spermii pfi
vymeéné celého vaje¢ného Zloutku 8 % LDL. Amirat at el. (2010) se domnivaji, ze pouzitim
extrahovaného LDL v by¢im fedidle zlepsi motilitu spermii, jejich zivotaschopnost a integritu
membrany a DNA, a také zlepsi oplozovaci schopnost spermii v in vivo podminkach. Objev
antikryokonzervacnich faktorti a nekonzistentniho slozeni LDL v celém vaje¢ném zloutku

zvysil zajem vyuziti vy¢isténého LDL v kryokonzervaci byc¢ich spermii (Akhter et al., 2008).

Ve studii Amirat et al., (2005) je LDL mnohem méné agresivni pro spermie
inkubovanych az po dobu 4 h, po dobu kompatibilni s vétsinou klasickych protokolti mrazeni.
Zadné zmény na plazmatickych membranach nebyly pozorované, ale na akrozomech velmi
malo zmén sledovanych bylo. Pouze 7 % spermii vylilo obsah akrosomu po 4 hodinach
inkubace. To mohlo odpovidat odumielym spermiim, které zacly autolyzovat. Avsak
pozorovani byla provedena ve vétsich pejetach, nez se pouzivaji v polnich podminkach. Tudiz
se domnivaji, Ze dochazi k rozdilim v pienosu tepla v malych a velkych pejetach. Proto je
mozné, ze relativni frakce Cistych ledovych krystalti a okolni vrstvy fedidla se lisi v riznych
velikostech pejet (Amirat et al., 2005).

VétSina studii uvadi vysledky ucinku LDL na pohyblivost byc¢ich spermii, ale ne na
hodnoceni oplozovaci schopnosti spermatu po zmrazeni S LDL. Fertiliza¢ni schopnost
spermii po kryokonzervaci je dtlezitym faktorem miry zabieznuti u skotu po Al (De Leeuw et
al, 1993). Kromé toho, zadna korelace mezi motilitou a plodnosti spermatu savci zatim
nebyla stanovena (Stalhammar et al., 1994). V dusledku toho je mira motility spermii
nedostateénym prediktorem oplodnéni in vitro a in vivo u mnoha druhti (Comizzoli et al.,
2001). Parametry jako oplodnéni in vitro, hypoosmoticky test (HOS), test na integritu
akrozomu, by mohly byt spojeny s vysledky motility (Amirat et al., 2004). Aby bylo mozné
rozsitit pouzivani tohoto nového LDL fedidla do inseminacnich stanic, je nezbytné provést
dalsi studie fertility. Plodnost mize byt bud’ zhodnocena v laboratofi pomoci testi in vitro

o 24

zmrazovani a rozmrazovani (Larsson et Rodriguez - Martinez, 2000).
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4 Material a metodika

V ramci experimentll byla pouzivana fedidla Triladyl® (Minitube, Germany) a
BULLXcell™ (IMV technologies France) vyrobena v souladu s pokyny vyrobce pied

fedénim ejakulatu a jeho kryokonzervaci.

LDL bylo vyrobeno dle Moussa et al. (2002), vyroba v Biopharm a. s. (Jilové u
Prahy). Poté bylo LDL konzervovano v Hena s.r.o., odkud bylo odebirano po dialyze

konzervacnich latek.

Vsechno vybaveni, které ptislo do kontaktu s ejakulatem, bylo temperovano na teplotu

37+1°C.
4.1 Priprava redidel

Ptiprava tfedidel probihala v laboratofi inseminacni stanice bykt (ISB) v Hradistku
pod Mednikem Natural, spol. s r. 0. dle ndvodu jednotlivych vyrobct v den odbéru.

Pied samotnym fedénim se fedidla zahtala na teplotu 38 + 1 °C.

Triladyl®

K pfipravé fedidla potiebujeme koncentrovany Triladyl, redestilovanou vodu a
vajecny zloutek vpoméru 1 : 3 : 1. Koncentrovany Triladyl (250 g) se rozpustil v
redestilované vodé¢ (750 ml) a do fedidla se nakonec pfidal cerstvy vaje¢ny Zloutek (250 g) ze

znamych zdroji.
BULLXcell™

K ptipravé fedidla potfebujeme koncentrovany BULLXcell, redestilovanou vodu a
vajecny zloutek v poméru 1 : 3 : 1. Lahev s fedidlem je uvadéna do ob&hu jako koncentrat o
objemu 250 ml a pfipravi se zn¢j konecny roztok o objemu 1 250 ml. Koncentrovany
BULLXcell™ (250 ml) se vlozil do vodni 1azn& pii teploté 32 - 34 °C po dobu 10 minut.
Erlenmeyerova banka se naplnila redestilovanou vodou (750 ml) a nechala se temperovat ve
vodni 1azni pii teploté 32 - 34 °C po dobu 10 minut. Cely obsah lahve BULLXcell™ se nalil
do Elenmeyerovy baiky a pridalo se 250g vaje¢ného zloutku.

Priprava vajecného Zloutku

34



Vajecny zloutek byl ziskan se tak, ze se ru¢né rozbil a oddé¢lil bilek od Zloutku.
Pomoci filtraéniho papiru se odstranila chaldza a skalpelem se rozrusila vitelini membrana a

zloutkova plazma se sbirala v kadince.
Priprava LDL

Jako prvni se oddélil vaje¢ny zloutek od bilku. Ruéné pomoci filtra¢niho papiru se
odstranil endosperm a chalazy prostiednictvim skalpelu byla rozrusena vitelinni membrana.
Samotné Zloutky se shromazdily v kadince pfi teploté 4 °C. Timto zplisobem ziskany vajecny
zloutek se ziedil 0,17 M roztokem chloridu sodného a misil se 1 h pfi teplot¢ 4 °C.
Nasledovala centrifugace 10 000x g po dobu 45 minut pfi teploté 4 °C za ucelem odstranéni
zloutkovych granuli. Po odstranéni supernatantu se postup opakoval.

Do 100 ml Zloutkové plazmy byl ptidan siran amonny (0,5 g), aby se ze Zloutku
vylouc¢il livetin a michalo se to po dobu 1 hodiny pfi 8,7 pH a teploté 4 °C. Diky centrifugaci
pii 10 000x g / 45 min se livetin oddé¢lil. Ziskal se supernatant bohaty na LDL, ktery byl
dialyzovan dalsich 10 h za ucelem eliminace siranu amonného a koagulace LDL. Na konci
této dialyzy se smés centrifugovala 10 000x g / 45 min. Vysledny sediment reprezentuje LDL

s Cistotou nejméne 97 %, ktery se skladuje pfti teploté 4 °C.

4.2 Priprava inseminaé¢nich davek

Ejakulat byl ziskan v prostorach ISB HradiStko pod Mednikem Natural, spol. s r. 0. ve
Styfech experimentalnich dnech, od 8 byki réiznych plemen (Hostyn a CESTR) a véku
standardnim zplsobem do umélé vaginy. Odebrany ejakuldt musel projit standardnim
hodnocenim laborantkou na ISB a splilovat parametry nativniho ejakulatu (objem,
koncentrace a pohyblivost spermii). Pokud je nespliioval, nebyl tento ejakulat do experimentu
pouzit. Vzorky s aktivitou vyssi nez 70 % a s koncentraci vyssi nez 0,7 x 10® mm® byly

nasledné natedény jednim z fedidel (Triladyl® - Minitube, Germany, nebo BULLXcell™

IMV technologies France) s riznou koncentraci izolovaného LDL v mnozstvi z celkového

objemu fedidla (6 %, 8 % a 10 %). Standardni slozeni fedidel slouZzilo jako kontrola.

Naredény ejakulat se nechal po dobu 10 minut promichévat na oscilaénim stolku.
Takto pfipravené sperma se automatizované plnilo do pfedem pfipravenych pejet o objemu

0,25 ml a poté se ihned zchladil na 4 °C. Pejety se nechaly ekvilibrovat 2 hodiny pfi teploté 4
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°C. Nasledovalo zmrazeni standardni mrazici kiivkou pro byci ejakuléat, které bylo fizeno
pocitacem ze 4 °C na - 140 °C. Poté byly pejety vlozeny do kontejneru s tekutym dusikem pro
dlouhodobé¢ uchovavani pii teploté - 196 °C.

Tabulka 2. Priibéh statndartni mrazici kiivky (ISB Hradistko).

Charakteristika mrazici STANDARD

kiivky Teplota °C Rychlost °C / min
4 15

1. faze -10 5

2. faze - 100 35

3. faze - 140 20

Délka mrazeni 7 minut 22 sekund

Priibéh standardni mrazici k¥ivky

-10

-30

-50 \\
_ Y

70 \ ——standardni
-80

-110

-130

-150

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15
min
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4.3 Experimenty

Experimenty probéhly na KVD v Laboratofi analyzy obrazu.

Experiment 1 — hodnoceni parametri motility spermii metodou pocitatem asistované

analyzy spermii (CASA)

V experimentu byly pouzity kryokonzervované inseminacni davky, které byly vyrobeny
standardnimi postupy v inseminacni stanici v Hradistku pod Mednikem Natural s.r.0. za pouziti

tedidel: Triladyl® (Minitube, Germany) a BULLXcell™ (IMV technologies France).

ID byly rozmraZeny ve vodni ldzni (SUB6, Grant) 37 °C po dobu 30 s. Nasledné byly
pfidany do mikrozkumavky typu Eppendorf s a pomalu byl pifidavan vytemperovany
fyziologicky roztoku (500 pl). PO 5 minutovém temperovani v 37 °C (nutny pro disperzi
spermif) byly odebrany automatickou pipetou (Brand, Tranferpette®) 3 pl vzorku a nasledng
byly hodnoceny mikroskopické parametry motility spermii v kalibrované pocitaci komirce
Leja® (Products B. V., Nizozemsko) o hloubce 20 um v 6 danych oblastech na jeden vzorek,
které byly algoritmicky zpracovany pomoci CASA. Vzorky byly hodnoceny po rozmrazeni a
po 2 hodinové inkubaci, kdy nasledovala homogenizace vzorku a znovu se odebral vzorek o

objemu 3 pul a pokracovalo se v hodnoceni vzorku.

Pohyblivost spermii byla hodnocena modulem CASA (NIS Elements Ar 3. 2.), pomoci
monochromatické kamery (DMK 23UMO021, IMAGINGSOURCE © Némecko, snima
frekvenci 60 snimkii za sekundu) a stereo mikroskopem Nikon (Eclipse E600, Nikon
Corporation, Japonsko) s vyhiivanou deskou (Tokai Hit MATS - U505S, Getner optics). Byly
hodnoceny vsechny parametry motility, pro samotné hodnoceni byly pouzity parametry
motility VCL, VAP, VSL a LIN, STR aWOB (um/s).
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Experiment 2 — hodnoceni parametra preZitelnosti spermii metodou fluorescen¢niho

barveni

Cilem druhého experimentu bylo zhodnotit viabilitu spermii metodou fluorescencniho

barveni dle Harrison et Vickers (1990).

Pro pfipravu fluorochromti byly potfebné tyto: 5(6) karboxyfluorescein diacetat
(CFDA, C-8166, SIGMA-ALDRICH®), dimethylsulfoxid (DMSO, D-5879, SIGMA-
ALDRICH®), propidium jodid (Pl, P-4170 SIGMA-ALDRICH®) a roztok 0,3 %
formaldehydu s fyziologickym roztokem. Pfipravené roztoky se musely uchovavat za

nepiistupu svétla a pfi teploté - 20 °C.

CFDA se pripravil tak, ze se rozpustil v DMSO v poméru 0,46 mg CFDA / ml DMSO.
PI se rozpustil ve fyziologickém roztoku (pH byk 6,8) v poméru 500 pg Pl / ml

fyziologického roztoku.

Priprava: Rozpusti v: V poméru:

CFDA DMSO 0,46 mg CFDA / ml DMSO
Fyzio. roztok (pH

"l 6,8) 500 pg PI/ ml fyzio. roztok

Pfed samotnym experimentem se roztoky nechaly rozmrazit v inkubatoru (Incucell 55,
BMT Medical Technology s. r. 0.). Poté byly dikladné homogenizovany vortexem a podle
protokolu se napipetovaly na dno mikrozkumavky typu Eppendorf (0,5 ml). Postup protokolu

byl nasleduyjici:
e 2.1 plroztoku CFDA + 2,1 pl roztoku PI+ 1 pul 0,3 % formaldehydu

Ptipravené eppendorfky se vloZily do inkubétoru 37 °C a poté se do nich pipetovalo
100 pl suspenze spermii (o koncentraci 10° — 10° sp./ml), Eppendorfeky se lehce
homogenizovaly a nechaly se inkubovat po dobu 10 minut v inkubatoru pii 37 °C bez
ptistupu svétla. Stejny proces se opakoval po dvouhodinové inkubaci.

Po inkubaci byl vzorek homogenizovan a napipetovalo se 8 pl suspenze na podlozni
sklicko. Na tuto kapku se pfilozilo kryci sklicko a fixovalo se lakem na nehty. Podlozni

sklicko se nechalo zaschnout vtemnu pod krytem a po zaschnuti nasledovalo samotné
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vyhodnoceni v temné mistnosti pod mikroskopem pomoci fluorescen¢niho filtru. Hodnotilo
se 200 spermii na sklicko (kazdému ejakulatu se hodnotily 3 vzorky).

Spermie emitujici zelenou fluorescenci zobrazuji zivé spermie, oproti tomu cCervena
fluorescence zobrazuje mrtvou spermii. Pokud spermie emituje zelenoCervené, jednéd se o
umirajici spermii s nenaruSenym akrozomem a intaktni plasmatickou membranou. Vysledek
se vyjadfil jako procentualni podil jednotlivych kategorii spermii.

Podil Zivych mrtvych spermii byl hodnocen stereo mikroskopem znacky Nikon
(Eclipse E600, Nikon Corporation, Japonsko) s rtutovou vybojkou (C-SHG1, Nikon corp.) a
lampou (LH-M100C-1, Nikon corp.). Pro hodnoceni se pouzivalo zvétSeni 400x a filtr G-2A a
B-2A.

4.4  Statisticka analyza dat

Z vystupu pocitacové analyzy spermatu (CASA) byla data pfenesena do programu MS
Excel, kterd byla utfidéna a zkontrolovana pro svou uplnost. Statisticka analyza byla
zpracovana pomoci programu Statistika 12, metodou vicefaktorové analyzy rozptylu ANOVA
s Schéffeho post-hoc testem. Jako kontinudlni zavislé proménné byly hodnoceny hodnoty
VSL, VCL a VAP a LIN STR a WOB v zavislosti na faktoridlnich nezavislych proménnych
inkubace (v hoding 0 a 2) a fedidlu (Triladyl® a BU LLXcell™ s rozdilnou koncentraci LDL).
Analyza probihala na hladin€ vyznamnosti p < 10°.

Pro viabilitu a pohyblivé spermie se data utfidila v MS Excel, v kterém byly také
vytvoteny grafy. Statisticka vyznamnost se zjistovala v programu Statistika metodou testl

rozdilti mezi dvéma pomery.

Design experimentu

Ukolem ptedkladané prace bylo zjistit vliv koncentrace LDL piidaného k témto dvéma
fedidlim na parametry motility spermii, na vliv Zivotaschopnosti spermii po nulté¢ a dvou
hodinové inkubaci. LDL bylo k fedidliim ptidavano v koncentracich 6 %, 8 % a 10%. Vzdy
byl pouzit kontrolni vzorek fedidla bez ptidaného LDL.
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5 Vysledky

5.1 Experiment 1 — hodnoceni parametri motility spermii metodou

pocitaCem asistované analyzy spermii (CASA)

Triladyl®

Vysledky parametrii motility u rozmrazenych ID fedénych v Triladylu® dokumentu;ji
grafy ¢. 1. — 5. Rychlost spermii v pfipadé parametru VAP v grafu ¢. 1 byla u vSech
koncentraci oproti kontrole vyssi a statisticky odliSna. Ve vSech koncentracich 6, 8 a 10 %
nebyly od sebe rychlosti statisticky rozdilné. Toto platilo i po dvouhodinové inkubaci. Ale co
se tyCe celkové inkubace byl statisticky vyznamny rozdil v rychlostech mezi pocatecni a

dvouhodinovou inkubaci pouze u vzorku s koncentraci LDL 6 % a 8 %.

Graf 1. Redidlo Triladyl® - rychlost spermii na priimérné draze (VAP) v zavislosti na
délce inkubace po rozmrazeni a % pridaného LDL. KTri —fedidlo s 0 % LDL, Tri6 — fedidlo
s6 % LDL, Tri8 —fedidlo s 8 % LDL, Tril0 — tedidlo s 10 % LDL.

Vertikalni sloupce oznafuji 0,95 intervaly spolehlivosti
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ab Hodnoty pro dany typ fedidla oznacené stejnym indexem se v case 0 a 2 hodiny neli$i na

hlading vyznamnosti p < 10
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Rychlosti parametrit VAP, VCL a VSL byly vyrazné nizs$i u kontrol se statisticky
vyznamnym rozdilem, po 2 hodinové inkubaci parametr VCL vykazoval nejvyssi rychlost u
10 %, jinak trendy parametrti jsou si velice podobné viz graf ¢. 2. Po dvouhodinové inkubaci
u parametrit VAP a VCL u kontrol a 10 % koncentrace k vyznamnému rozdilu rychlosti
nedochazelo a také parametr VSL nevykazoval v zddné koncentraci statisticky vyrazny pokles
rychlosti. Zatimco u parametru VAP v 6 % a 8 % koncentraci, u parametru VCL 6 % a 8 %

koncentraci dochazelo ke statisticky vyznamnému sniZeni rychlosti.

Graf 2. Redidlo Triladyl® — vztah mezi hodnotami VAP, VCL a VSL [ v pm /s | v &ase 0
a 2 hodiny. KTri —fedidlo s 0 % LDL, Tri6 — fedidlo s 6 % LDL, Tri8 — fedidlo s 8 % LDL, Tri10 —
fedidlo s 10 % LDL.

Vertikalni sloupce oznatuji 0,95 intervaly spolehlivosti
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U parametrt LIN a WOB vysla kontrola Iépe nez u koncentraci s vyznamnym
statistickym rozdilem. Oproti tomu parametru STR vysla kontrola hiife nez u koncentraci. Po
2 hodinové inkubaci, az na parametr STR v 8 % koncentraci, nebyl mezi kontrolou a
koncentracemi zadny statisticky rozdil. U parametru LIN v6 % a 8 % koncentrace, u
parametru STR u 8 % koncentrace a u parametru WOB 6 % a 8 % koncentrace dochazelo

ke statisticky vyznamnému zvySeni rychlosti. Parametry maji také zna¢né podobny trend.
Graf 3. Redidlo Triladyl® — vztah mezi hodnotami LIN, STR a WOB [%] v &ase 0 a 2

hodiny. KTri — fedidlo s 0 % LDL, Tri6 —fedidlo s 6 % LDL, Tri8 —fedidlo s 8 % LDL, Tri10 —
fedidlo s 10 % LDL.

Vertikalni sloupce oznatuji 0,95 intervaly spolehlivosti
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Na grafu €. 4. je vidét variabilita parametru VAP mezi jednotlivymi experimentalnimi
dny. V porovnani s kontrolami jsou vSechny koncentrace signifikantn¢ odlisné. V pocatecni
inkubaci byla statisticky nejrychlejsi rychlost u experimentu I. oproti dal§im experimentim.
Tudiz mél experiment I. 1 nejrychlej$i koncentrace s LDL. Statisticky vyznamny nejvétsi
pokles rychlosti v koncentracich byl mezi experimentem I. a IV. Po dvouhodinové inkubaci si
op¢t vedl nejlépe experiment Cislo L., ale nejvetsi a statisticky vyznamny pokles rychlosti byl
tentokrat s experimentem cCislo II. Po 2 hodinové inkubaci vSak k statistickym rozdiliim u
vétSiny experimentli nedochdzelo kromé experimentu III. u 10 % koncentrace. V ramci

inkubace experimenty nemély statisticky vyznamny pokles rychlosti.

Graf 4. Redidlo Triladyl® - rychlost spermii na priimérné drize (VAP) v jednotlivych
odbérovych dnech v ¢ase 0 a 2 hodiny. KTri — fedidlo S0 % LDL, Tri6 — fedidlo s 6 %
LDL, Tri8 — tedidlo s 8 % LDL, Tril0 — fedidlo s 10 % LDL.

Vertikalni sloupce oznaéuji 0,95 intervaly spolehlivosti
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Podil pohyblivych spermii viz. graf ¢. 5. vykazoval u vzorku s 6 % koncentraci
nejméné pohyblivé spermie, jak v pocateéni a dvouhodinové inkubaci. Pocet pohyblivych
spermii se po 2 hodinové inkubaci snizil nejvice u 10 % fedidla. V poc¢atecni inkubaci byl
statisticky vyznamny rozdil u 6 % koncentrace mezi kontrolou, 8 % a 10 % koncentraci. Mezi
vzorky kontroly, 8 % a 10 % koncentrace statisticky vyznamny rozdil nebyl. Kdezto po
dvouhodinové inkubaci byl statisticky vyznamny rozdil mezi kontrolou s6 % a 10 %
koncentraci, a mezi 8 % koncentraci s 6 % a 10 % koncentraci. U vzorkti mezi kontrolou a 8
% koncentraci a mezi 6 % a 10 % koncentraci po dvouhodinové inkubaci nebyl statisticky
vyznamny rozdil. Po 2 hodinové inkubaci se u vsSech fedidel se statistickym podstatnym

rozdilem snizil pocet pohyblivych spermii.

Graf 5. Redidlo Triladyl® - procentualni zastoupeni pohyblivych spermii v ¢ase 0 a 2
hodiny. KTri — fedidlo s 0 % LDL, Tri6 — fedidlo s 6 % LDL, Tri8 — fedidlo s 8 % LDL, Tri10 —
fedidlo s 10 % LDL.
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na hlading vyznamnosti p < 10°®
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BULLXcell™

Vysledky parametri motility u rozmrazenych ID fedénych v BULLXcell™

dokumentuji grafy ¢. 6. — 10. V ptipad¢ parametru VAP z grafu ¢. 6. byla rychlost spermii u
vSech koncentraci oproti kontrole vyssi a statisticky rozdilna. Koncentrace fedidel mezi sebou
nebyly v rychlosti statisticky rozdilné ani po dvouhodinové inkubaci. Co se tyce celkové
inkubace nebyl statisticky vyznamny rozdil v jednotlivych fedidlech. Modifikované tedidlo

s LDL vykazovalo lepsi rychlost spermii nezli kontrola.

Graf 6. Redidlo BULLXcell™ - rychlost spermii na primérné draze (VAP) v zavislosti
na délce inkubace po rozmrazeni a % pridaného LDL.. KBU — fedidlo s 0 % LDL, BU6 —
fedidlo s 6 % LDL, BU8 —fedidlo s 8 % LDL, BU10 —fedidlo s 10 % LDL.
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Rychlosti parametri VAP, VCL a VSL byly vyrazné niz$i u kontrol a rozdil byl
statisticky vyznamny i po dvouhodinové inkubaci, proto si jsou trendy velmi podobné viz graf
¢. 7. U parametri VAP a VSL nedochédzelo k vyznamnému poklesu rychlosti po
dvouhodinové inkubaci u kontrol ani u koncentraci. Parametr VCL vykazoval po

dvouhodinové inkubaci statisticky pritkazny rozdil snizeni rychlosti u v§ech koncentraci.
Graf 7. Redidlo BULLXcell™ - vztah mezi hodnotami VAP, VCL aVSL [um/s |

v ¢ase 0 a 2 hodiny. KBU — fedidlo s 0 % LDL, BU6 — fedidlo s 6 % LDL, BU8 —tedidlo s 8 %
LDL, BU10 —fedidlo s 10 % LDL.
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Parametry LIN, STR a WOB mély vys§i trend kontrol oproti koncentraci
S vyznamnym statistickym rozdilem, pouze u parametru STR po druhé inkubaci mezi
kontrolou a koncentracemi nebyl statisticky vyrazny rozdil. Ke statisticky vyznamnému
zvyseni hodnot po dvouhodinové inkubaci dochazelo u parametru LIN a STR v 6, 8 a 10 %

koncentraci a u parametru WOB v 8 % koncentraci.

Graf 8. Redidlo BULLXcell™ — vztah mezi hodnotami LIN, STR a WOB [%] v ¢ase 0 a
2 hodiny. KBU — fedidlo s 0 % LDL, BU6 —fedidlo s 6 % LDL, BU8 —fedidlo s 8 % LDL, BU10 —
fedidlo s 10 % LDL.
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Na grafu ¢. 9. je vidét variabilita parametru VAP mezi jednotlivymi experimentalnimi
dny. V porovnani s kontrolami jsou vSechny koncentrace signifikantné odlisné. V pocatecni
inkubaci byla statisticky nejrychlejsi rychlost koncentraci u experimentu I., koncentrace se
pohybovaly na podobné hladin€ rychlosti. Statisticky vyznamny nejvétsi pokles rychlosti
Vv koncentracich byl mezi experimentem I. a IV. Po dvouhodinové inkubaci si zase vedl
nejlépe experiment ¢islo L., ale nejvetsi a statisticky vyznamny pokles rychlosti byl tentokrat s
experimentem cCislo III. a IV. Po 2 hodinové inkubaci k statistickym rozdiliim dochazelo u
experimentll 1. a II. V rdmci inkubace experimenty nemély statisticky vyznamny pokles

rychlosti.

Graf 9. Redidlo BULLXcell™ - rychlost spermii na priiomérné draze (VAP) v
jednotlivych odbérovych dnech v ¢ase 0 a 2 hodiny. KBU — fedidlo s 0 % LDL, BU6 — fedidlo
$6 % LDL, BU8 —tedidlo s 8 % LDL, BU10 —fedidlo s 10 % LDL.
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Procento pohyblivych spermii viz graf ¢. 10. byl u vzorku s 10 % koncentraci
nejpohyblivéjsi v pocateéni i dvouhodinové inkubaci. Pocet pohyblivych spermii se po 2
hodinové inkubaci nejvice snizil u kontroly. V pocatecni inkubaci byl statisticky vyznamny
rozdil mezi v8emi variantami krom¢ 8 % a 10 % inkubace, kde nebyl statisticky vyrazny
pokles. Po 2 hodinové inkubaci se u vSech fedidel se statistickym podstatnym rozdilem snizil
pocet pohyblivych spermii. U vzorkd mezi 8 % a 10 % koncentraci, mezi kontrolou a 6 %
koncentraci, mezi kontrolou a 10 % koncentraci a mezi 6 % a 10 % koncentraci po
dvouhodinové inkubaci nebyl statisticky vyznamny rozdil. Po dvouhodinové inkubaci byl

statisticky vyznamny rozdil mezi kontrolou s 6 % a 10 % koncentraci, a mezi 8 % koncentraci

s 6 % a 10 % koncentraci.

Graf 10. Redidlo BULLXcell™ - procentuslni zastoupeni pohyblivych spermii v ¢ase 0 a

2 hodiny. KBU — fedidlo s 0 % LDL, BU6 — fedidlo s 6 % LDL, BU8 — fedidlo s 8 % LDL, BU10 —
fedidlo s 10 % LDL.
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5.2 Experiment 2 — hodnoceni parametra preZitelnosti spermii metodou

fluorescenc¢niho barveni

Triladyl®

V pocate¢ni inkubaci vykazovala nejlepsi piezitelnost spermii 10 % koncentrace
s LDL, ale po dvouhodinové inkubaci se procento zivych spermii u 10 % koncentrace s LDL
rapidné¢ snizilo a kontrola vysla nejlépe. V pocateéni inkubaci byla 6 % koncentrace
s ptidavkem LDL statisticky vyznamné& niZ§i oproti koncentracim 8 % a 10 %. Rozdily mezi
kontrolou a koncentracemi v pocatec¢ni inkubaci nebyla statisticky rozdilna. Po 2 hodinové
inkubaci se ve vSech fedidlech s vyznamnym rozdilem snizil pocet zivych spermii. Po
dvouhodinové inkubaci méla opét nejnizsi pocet spermii 6 % koncentrace, ale tentokrat méla

statisticky vyznamny rozdil pouze s kontrolou viz graf ¢. 11.

Graf 11. Redidlo Triladyl® - procentuslni zastoupeni Zivych spermii v ¢ase 0 a 2 hodiny.
KTri — fedidlo s 0 % LDL, Tri6 — fedidlo s 6 % LDL, Tri8 — fedidlo s 8 % LDL, Tril0 — fedidlo s 10
% LDL.
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Hodnoty pro dany typ fedidla oznacené stejnym indexem se v cCase 0 a 2 hodiny nelisi

na hladiné vyznamnosti p < 10°
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BULLXcell™

V pocateéni 1 po dvouhodinové inkubaci vykazovala nejlepSi ptezitelnost spermii
kontrola bez LDL. Nejhiife dopadla u obou inkubaci 6 % koncentrace. V pocatecni inkubaci
byla 6 % koncentrace s ptidavkem LDL statisticky vyznamné nizsi oproti kontrole, 8 % a 10
% koncentraci, ale po dvouhodinové inkubaci byl statisticky zna¢ny rozdil jen s kontrolou. Po
2 hodinové inkubaci se u vSech fedidel se statisticky podstatnym rozdilem snizil pocet zivych

spermii. Dal§im statisticky vyznamnym rozdilem byl v druhé inkubaci mezi kontrolou a 8 %

koncentraci viz graf ¢. 12.

12. Redidlo BULLXcell™ - procentualni zastoupeni Zivych spermii v ¢ase 0 a 2 hodiny.
KBU — fedidlo s 0 % LDL, BU6 — fedidlo s 6 % LDL, BU8 — fedidlo s 8 % LDL, BU10 — fedidlo s 10

% LDL.
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6 Diskuze

Cilem protokolt kryokonzervace spermii, véetné pouzitych tedidel, je zabranit smrtici
tvorb& vnitrobunéénych ledovych krystali a snizit poskozeni membrany bcéhem a po
kryokonzervaci. Vaje¢ny zloutek pomahad ochranit spermie proti tepelnému Soku, ve
spolupraci s dalSimi slozkami v fedidle (Celeghini et al., 2007). Vaje¢ny Zloutek ma i nékolik
nevyhod. Je slozkou zivocisného plivodu a predstavuje pfipadné riziko kontaminace ID
bakteriemi. (Pillet et al., 2011). Obsahuje faktory, které inhibuji respiraci, a snizuji motilitu
spermii (Moussa et al., 2002). VSeobecné¢ je vaje¢ny zloutek velice komplexni produkt, jehoz
lipidové slozeni se muze ménit s dietou slepic.

Kromé toho, vaje¢ny Zloutek obsahuje mnoho komponentt, jako je lecitin, fosfolipidy
a lipoproteiny, které mohou tvofit Zloutkova granula, ktera narusuji mikroskopické hodnoceni
a omezuji pohyb spermii (Thun et al., 2002, Pillet et al., 2011). Z tohoto diivodu je téelem
najit vyhovujici fedidlo s definovanym sloZenim. Ochranny uc¢inek LDL spermii b&hem
kryokonzervace je znam pfedevSim na plazmatické membran¢ spermii (Moussa et al., 2002).
MozZnost zastoupeni vaje€ného Zloutku pomoci LDL v fedidlech kryokonzervovanych ID je v
poslednich letech intenzivné studovand. Zaclenénim LDL do fedidel byciho spermatu
dostavame lepsi vysledky motility v porovnani s fedidly obsahujici vajeény zloutek (Moussa
et al., 2002; Amirat et al., 2004; Vera Munoz et al., 2009, Hu et al., 2010).

V této studii byly pomoci motility a viability porovnavany uspéSnosti rtiznych
koncentraci ptidaného LDL ve dvou Zloutkovych fedidlech Triladyl®, nejbéZznéji pouzivané
komeréni fedidlo, a BULLXcell™, u kterého nebyl zkouman t&inek piidavku LDL. Ve studii
Amirat et al. (2005) fedidlo Triladyl obsahujici zloutek, mélo vice negativni ucinek pro byci
spermie nez LDL nebo bezzZloutkové fedidlo Biociphos, u kterého byl zloutek nahrazen
sterilnim sojovym extraktem, tyto vysledky jsou shodné s vysledky ziskanymi Moussa et al.,
(2002).

Kryokonzervace ovlivituje lipidovou organizaci a chemické sloZeni plazmatické
membrany spermii. Piedpokladé se, ze LDL pfimo nebo nepiimo sniZuje tyto membranové
modifikace spermii. Manjunath et al., 2002 navrhli, ze hlavni mechanismus, kterym LDL
chrani spermie je, ze se LDL specificky interaguje s BSP proteiny (BSP hlavni proteiny byc¢i
semenné plasmy: BSP-Al / A2, BSP-A3 a BSP- 30-kDa - v semenné plazmé se navazi na
povrch spermii pii ejakulaci a stimuluji cholesterol a fosfolipidy k uvolnéni z membrany

spermie, tim dochazi k pfedCasné kapacitaci). LDL snizuje navazani hlavnich proteini ze
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semenné plazmy na plazmatické membrany spermii a tim brani vyplaveni lipidi z membrany
spermii, tak se vysvétluje jeho pfiznivy Géinek (Vera Munoz et al., 2009).

K hodnoceni motility v této praci byl pouzit program CASA, ktery posuzuje rizné
parametry pohyblivosti spermii podle trajektorie hlavicky (Mortimer, 2000). VSechny
namétfené hodnoty jsou ovliviiovany mnoha faktory, které mohou snizit motilitu a propustnost
membran, mize to byt nizkd koncentrace spermii v ID, ponévadz je motilita pfimo umérna se
snizujici se koncentraci spermii (Moussa et al. 2002; Amirat et al., 2005; Vera Munoz et al.,
2009), nebo také pH vyrazné ovlivituje pohyblivost byc¢ich spermii (Contri et al., 2013).

V nasi studii probihal odbér vzorkli ve ¢tyfech experimentalnich dnech. Variabilitu
mezi jednotlivymi experimentalnimi dny jsme ukézali u parametru motility VAP. Nejlépe u
obou fedidel dopadl parametr VAP u experimentalniho dne cislo I. i po dvouhodinové
inkubaci. Jinak Zadny experiment nebyl nikterak extrémné vybocujici, ale minimalni
variabilita se zaznamenala, to lze oddvodnit individualitou jednotlivého byka, kterd je
ovlivnéna napf. plemenem, fedénim nebo frekvenci odbéru semene (Khalifa et al., 2008).
Pouze u experimentu ¢islo II. u fedidla Triladyl® po dvouhodinové inkubaci se koncentrace

vyrazné zhorsily, u fedidla BULLXcell™

zadny takovy pokles nebyl zaznamenan, to mliZze
byt vysvétleno Spatnou manipulaci se vzorkem a dlouhou expozici vzorku mimo
vytemperované prosttedi.

U obou testovanych fedidel hodnocené parametry motility (VAP, VCL a VSL) po
rozmrazeni byly vyznamné lepSi u modifikovanych fedidel s LDL Vv pocate¢ni i po
dvouhodinové inkubaci ve vSech tii koncentraci 6, 8 a 10 % nez klasické slozeni fedidel tedy
kontrolni vzorky bez LDL u obou fedidel Triladyl® a BULLXcell™. V jiné studii se rychlost
a vizualizace spermii vyrazné¢ zlepsila u fedidla Biophos-Plus®, tato pozorovani je pfic¢itano
nizké viskozité bezzloutkovych fedidel (Thun et al., 2002). Pokles rychlosti pohybu po
dvouhodinové inkubaci je v podstaté nizsi ne v pripad¢ bezzloutkovych fedidel(Amirat et al.,
2005; Vera Munoz et al., 2009). Rychlosti spermii u fedidel u parametru VAP a VSL se
pohybovaly v rozpéti 55 — 80 £ 5 um / s. Parametr VCL mél oproti VAP a VSL mnohem
rychlejsi hodnoty, které se pohybovaly v rozmezi 90 — 160 um / s, kdy na nejnizsich
hodnotach se vzdy pohybovaly kontroly. Z téchto dat se neda urcit nejlepsi koncentrace pro
fedidlo Triladyl® ani pro BULLXcell™. Proto je potieba dalSich experimentli pro
optimalizaci vhodné koncentrace LDL do komerénich fedidel.

U bykl parametry motility LIN a VSL ziejmé koreluji s fertilitou (podle Budworth et
al. 1988; Farrel et al., 1998), VAP, VCL, a frekvence pohybtu bi¢ikem (FTM- frequency of
tail movements) (podle Farrel et al., 1998) a (podle Liu et al., 1991) parametry motility LIN,
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VSL, a procento rychlych spermii, uvadi ve své studii Amirat-Briant et al. (2010). Nicméné
Amirat et al. (2004) tvrdi, ze zadna korelace mezi motilitou a plodnosti spermatu savct zatim
nebyla zjisténa. Parametry jako oplodnéni in vitro, hypoosmoticky test (HOS), test na
integritu akrozomu by mohly byt spojeny s vysledky motility. Aby bylo mozné zavést do
inseminacénich stanic LDL, je nezbytné provést dalsi studie fertility (Amirat et al., 2004).
Proto jsme se v této studii zaméfili na vicero parametri motility a zjistili jsme, Ze pohybovy
trend je u obou fedidel velmi podobny a vSechny koncentrace byly signifikantné rozdilné od
kontroly. Proto jsme parametry motility chtéli jeSté ovéfit procentem pohyblivych a zivych
spermii.

Co se ty¢e podilu pohyblivych spermii, tam jsme ziskali konkrétnéjsi vysledky oproti
méteni parametrti motility VAP, VCL, VSL. Po rozmrazeni na poc¢atku inkubace mély obé&
fedidla v kontrole i koncentracich nad 30 % pohyblivych spermii, pozadavek ID po
rozmrazeni je u bycich spermii minimalné¢ 30 % (Louda et al., 202). Bylo tedy splnéno
minimalni procento pohyblivych spermii po rozmrazeni. Ve studii Amirat et al. (2005) pouze
31,8 % spermii bylo pohyblivych po rozmrazeni v tedidle Triladyl. Domnival se, ze je to
dvouhodinové inkubaci zadné fedidlo nemélo nad 30 % pohyblivych spermii, ale pod 20 % se
pohyblivost nepropadla. V tomto testu si nejlépe vedla v pocateéni inkubaci 10 % koncentrace
LDL, ale u fedidla Triladyl® a nebyl zaznamenan statisticky vyznamny rozdil s kontrolou ani
8 % koncentraci, u fedidla BULLXcell™ nebyl zaznamenan statisticky vyznamny rozdil
pouze s 8 % koncentraci. Po dvouhodinové inkubaci nejlépe a se statistickou vyznamnosti
dopadla 8 % koncentrace LDL a kontrola u fedidla Triladyl® a u fedidla BULLXcell™ se
statistickou vyznamnosti 10 % koncentrace LDL. V pocate¢ni inkubaci méla 6 % koncentrace
s LDL nejvétsi propad v hodnotach pohyblivosti, signifikantné odliSny od ostatnich vzorka u
obou fedidel, coz muze byt nasledkem rozdilnosti viskozity vzorkd. Po dvouhodinové
inkubaci méli obé€ fedidla vyznamny propad u vSech fedidel.

V druhém experimentu podil Zivych spermii vykazoval u n¢kterych vzorkil 1 nad 50 %
zivych spermii po rozmrazeni u fedidla Triladyl 8 a 10 % koncentrace a u BULLXcell
kontrola, po dvouhodinové inkubaci se vSechny vzorky pohybovaly nad 30 % zivych spermii.
V tomto experimentu u fedidla Triladyl® nejlépe dopadly koncentrace 10 % a 8 %
signifikantné odlisné od koncentrace 6 %, kde bylo pozorovano nejméné zivych spermii i po
dvouhodinové inkubaci, ale vyznamny rozdil byl tentokrat s kontrolou, kterd méla nejvice
zivych spermii. U fedidla BULLXcell™ po rozmrazeni nejlépe dopadla kontrola a 8 %

koncentrace signifikantné¢ odlisné opét od 6 % koncentrace s nejniZz§im procentem Zivych
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spermii. Po dvouhodinové inkubaci méla znovu kontrola nejvétsi procento zivych spermii a 6
% koncentrace statisticky nejméné zivych spermii. V rdmei poc¢atecni inkubace u obou fedidel
se hodnoty zivych spermii signifikantné propadly po dvouhodinové inkubaci u vSech vzorki.
Ve studiich u bezzloutkovych fedidel mély koncentrace sLDL také lepsi vysledky
v zivotaschopnosti spermii nez u tedidla Triladyl se zloutkem (Moussa et al., 2002; Vera
Munoz et al., 2009).

Studie zabyvajici se nejlepsi koncentraci LDL v fedidlech uvedli 8 % koncentraci
LDL (Moussa et al., 2002; Amirat et al., 2004; Amirat et al., 2005; Vera-Munoz et al., 2009),
a 10 % koncentraci LDL (Akhter et.al.,2011) jako optimalni koncentraci pro dosazeni
nejlepSich vysledkt, naSe prace se s jejich vysledky shoduje. ZvySeni koncentrace LDL
v fedidlu nad 10 % vede ke sniZeni pohyblivosti spermii po zmrazeni a rozmrazeni. Zfejmé to
souvisi s osmotickym tlakem fedidla, ktery se pii vysoké koncentraci LDL snizi. Hypoteticky
ke snizeni osmotického tlaku dochézi v disledku uéinku srazeni fruktozy a soli obsazenych v
fedidlech s LDL. Dalsi moznosti by mohla byt zvySena koncentrace LDL, ktera vede k
agregaci LDL a inaktivaci u¢inku agregovaného LDL (Moussa et al., 2002).

V této studii vysledky jednozna¢né ukazuji pozitivni vliv pfidaného LDL u obou
fedidel Triladyl® a BULLXcell™ na parametry motility spermii oproti kontrole obsahujici
vajecny Zzloutek. Hodnoceni podilu pohyblivych a zivych spermii mélo podobny trend a
nejveétsi propad byl pozorovan u 6 % koncentrace oproti ostatnim vzorkiim kontrol a
koncentracemi 8 % a 10 %, které nemély mezi sebou jednoznacny statisticky rozdil. Proto by
motilita neméla byt jedinym faktorem v hodnoceni fertilizani schopnosti spermii. Hodnoceni

spermii by mélo zahrnout kromé hodnoceni motility a dals$i hodnoceni spermii.
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1 Zavér

Cilem této studie bylo ovétit hypotézu, ze vhodna koncentrace LDL umozni nahradit
vajeény Zloutek ve Zloutkovych fedidlech Triladyl® a BULLXcell™, eventualng zlepsi

pohybovou aktivitu a viabilitu spermif. U fedidla Triladyl® i u fedidla BULLXcell ™

se splnil
pfedpoklad, Ze vSechny koncentrace s LDL 6 %, 8 % a 10 % vykazovaly prikazné lepsi
hodnoty parametri motility VAP, VCL a VSL po rozmrazeni i po dvouhodinové inkubaci
oproti kontrolnimu vzorku bez LDL. Nase experimenty se shodovaly s vysledky rtznych
autorii, ze LDL zlepSuje pohybové vlastnosti spermii. Jako optimdlni a nejefektivnéjsi
koncentrace modifikovaného fedidla s LDL se v dostupné literature uvadi 8 %, v nasi studii
vSechny koncentrace vysly na stejnych hodnotach.

Redidla u testu viability a podilu pohyblivych spermii vykazovaly nejvétsi propad u 6
% koncentrace LDL. Trend pohyblivych spermii v poc¢ateéni inkubaci byl obdobny u obou
fedidel, avSak po dvouhodinové inkubaci u fedidla Triladyl® si nejlépe vedla 8 %
koncentrace, u fedidla BULLXcell™ 10 % koncentrace. Nicméng, co se ty&e Zivych spermii u
fedidla BULLXcell™ si vedla nejlépe kontrola i po 2 hodinové inkubaci, kdezto u fedidla
Triladyl® 10 % koncentrace a kontrola, a po 2 hodinové inkubaci pfedev§im kontrola. V
tomto vysledku musime zohlednit rliznou viskozitu fedidel, protoZe diky zloutku je kontrolni
fedidlo viskozngjsi. Z biologického hlediska jsme kritérium vyznamnosti nastavili na p < 107
a proto jsme dostali presnéj$i vysledky, proto nedochdzelo ke statisticky vyznamnym
rozdilim mezi kontrolou a 8 a 10 % koncentracemi u obou fedidel.

Na zavér, Moussa et al. (2002) vyvinuli snadny zpusob extrahovani LDL ze Zloutku
slepi¢ich vajec. Tato metoda produkuje LDL s 97 % ¢istotou a vytézkem 67 %. LDL ma
vyznamné kryokonzervacni vlastnosti pro byci spermie. Prozatim se LDL stale pouziva pouze
Vv ramci experimentii. Podle nasi studie a vySe uvedenych pouzitim LDL misto vaje¢ného
Zloutku dosahneme vyssi rychlosti motility a lepSich pohybovych vlastnosti spermii. I po
dvouhodinové inkubaci se rychlosti s minimalnim poklesem zachovaly, coz zdaleka neni
pravidlem u bezzloutkovych fedidel. Tento vysledek potvrdil kvalitu Zloutkovych fedidel, byt
u podilu pohyblivych a zivych spermii tento trend neni zcela prikazny. LDL se jevi jako
plnohodnotna nahrada vajecného zloutku v zloutkovych fedidlech. Ale je zapotiebi dalSich
vyzkumi, vyhodnotit a pochopit pfislusnou roli lipidid a apoproteinti v LDL, optimalizovat
metody pro fedéni, kryokonzervaci a rtizna fedidla. Pak se teprve mlze uvazovat o nahradé

vaje¢ného zloutku LDL a jeho pouzivanim v komer¢nich fedidlech v praxi.
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