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Apoptotické zmény v kryokonzervovaném ejakulatu hrebct

Souhrn

Cilem prace bylo zhodnotit vliv casu inkubace, pouzitych obald, fedidel a
individuality hfebci na vyskyt apoptotickych spermii v rozmrazenych insemina¢nich davkach
(ID).

Ejakulat byl odebran od 6 starokladrubskych hiebct standardnim zpiisobem odbéru.
Odebran¢ ejakulaty byly fedény dvéma typy zloutkocitratovych fedidel (GENT a LAKT) a
plnény do 0,5 ml pejet a 5 ml hlinikovych tub, ve kterych byly zmrazeny a uchovavany
v tekutém dusiku. Po rozmrazeni (37°C, 30-60 s.) byly ID hodnoceny na ptitomnost
apoptotickych spermii ihned po rozmraZzeni a v ¢asech inkubace 15, 30, 45 a 60 minut po
rozmrazeni s vyuzitim fluorochromii Yo-Pro 1 a propidium jodidu a fluorescen¢niho
mikroskopu.

Byl zjistén statisticky vyznamny rozdil v zastoupeni apoptotickych spermii po
rozmrazeni mezi ID fedénymi riznym typem fedidla. V ID mrazenych v fedidle Gent bylo
vys§i mnozstvi apoptotickych 1 apoptotickych spermii z celkového poctu Zzivych, coz
naznacuje lep$i prezivani spermii v tomto fedidle oproti laktézovému fedidlu. Byl prokazan
vliv pouzitého obalu na ptitomnost apoptotickych spermii v ID po rozmrazeni. V 5 ml tubach
bylo ihned po rozmrazeni statisticky vyznamné vysSs$i pramérné zastoupeni apoptotickych
spermii nez v 0,5 ml pejetach. S postupujicim casem inkubace nebyly uz rozdily vyznamné.
Naopak procentualni zastoupeni apoptotickych spermii z celkového poctu zivych bylo vyssi
v 0,5 ml pejetach. Statisticky vyznamny byl vSak tento rozdil s 5 ml tubami zaznamenan az po
hodinové inkubaci. Zasadni rozdily byly patrné az pti porovnani kombinaci pouzitych fedidel
a obald. Jako nejlepsi, s pfihlédnutim hlavné k tidaji procentudlniho zastoupeni apoptotickych
spermii z celkového mnoZstvi Zivych, se zda byt pouZiti fedidla Gent a 5 ml tub.

Vyznamny vliv na zastoupeni apoptotickych spermii v kryokonzervovanych ID méla
individualita hiebce. Pro zvyseni kvality produkovanych ID je tieba ptistupovat ke kazdému
hiebci individualng, zvlasté u plemen jako je starokladrubsky kun, u kterého vysoky stupen

inbreedingu miZe vyznamné ovlivnit kvalitu ejakulatu a vyslednou uspésnost reprodukce.

Klic¢ova slova: hiebec, kryokonzervace, insemina¢ni davka, apoptoza



Apoptotic changes in frozen-thawed ejaculate in stallions

Summary

The aim of the study was to evaluate the effect of incubation time, types of packaging ,
extenders and stallion‘s individuality for the presence of apoptotic sperms after thawing
insemination doses (1D).

The semen was collected from six Old Kladrubian stallions by standard collection
method. Collected ejaculates were diluted with two extender types (GENT and LAKT) and
filled into 0.5 ml straws and 5 ml aluminum tubes in which were frozen and stored in liquid
nitrogen. The ID were evaluated for the presence of apoptotic sperm immediately after
thawing (37 °C, 30 - 60 sec.) and after incubation 15, 30, 45 and 60 minutes after thawing
using fluorochromes Yo-Pro 1, propidium iodide and fluorescence microscopy.

There was a statistically significant difference in the presence of apoptotic sperms in
the ID diluted with different types of extender. In the ID frozen in Gent was higher number of
apoptotic and apoptotic sperms from the total number of live cells. This results suggest a
better survival rate of sperm in the extender Gent compared with lactate extender. It was
shown the effect of packaging types for the presence of apoptotic sperms in the ID after
thawing. Immediately after thawing there was statistically significantly higher average
proportion of apoptotic spermatozoa in 5 ml tubes than in 0.5 ml straws. With incubation time
the tests did not demonstrate any significant differences between different types of packaging.
However, the percentage of apoptotic sperm cells from the total number of viable cells was
higher in 0.5 ml straws. Nevertheless this difference was observed as statistically significant
only after 1 hour incubation. When we compared the combination of the extender and the
packaging type there were evident relevant differences. The common use of Gent and 5 ml
tubes seems to give the best outcome.

The stallion‘s individuality had significant effect on the presence of apoptotic sperms
in cryopreserved ID. To increase the quality of produced ID it must be treated individually to
each stallion, especially in case of the Old Kladrubian horse breed. High level of inbreeding

can significantly affect semen quality and the success of reproduction.

Keywords: stallion, cryopreservation, insemination dose, apoptosis
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1 Uvod

Inseminace mrazenou insemina¢ni davkou patii k nejpouzivanéjSim metodam
asistované reprodukce koni. I pfesto, Ze se neustale vylepSuji techniky kryokonzervace
hebciho ejakulatu, se vyskytuji vyrazné rozdily v uspésnosti pouziti této metody. Zakladem
uspéchu je spravna piiprava inseminaéni davky z kvalitniho ejakulatu. Existuje velké
mnozstvi hfebcl, jejichz spermie Spatné snasi proces mrazeni a jejichz ejakulat nelze
uspokojivé mrazit. Hlavnim problémem je variabilita mezi jednotlivymi hiebci. Vzhledem
produkci kvalitnich insemina¢nich davek s odpovidajici fertiliza¢ni schopnosti po rozmrazeni.
Jednim z testdi, ktery by mohl pomoci surenim vhodnosti typu fedidla a metody
kryokonzervace pro konkrétni hiebce a se zlepSenim vysledné uspésSnosti inseminace, je test

na ptitomnost apoptotickych spermii v insemina¢ni davce po rozmrazZeni.



2 Cil prace

Cilem prace je ovétit hypotézu, ze na vyskyt apopticky zménénych spermii hiebcil
V rozmrazené inseminaéni davce ma vliv doba inkubace, forma obalu inseminacni davky

a individualita hiebce.



3 Literarni reSerse

3.1 Spermatogeneze

Vznik a vyvoj pohlavnich bunék - spermatogeneze probiha v pravidelnych cyklech
kontinualné po dosazeni pohlavni dospélosti hiebee (Jelinek a Koudela, 2003; Marvan, 2007).
Délka jednoho cyklu je 57 dni (Morel, 2003). Spermatogeneze se déli na spermatocytogenezi

a spermiogenezi.

3.1.1 Spermatocytogeneze

V embryondlnim zékladu gonad se vyskytuji gonocyty (prvopohlavni buiky), ze
kterych vznikaji spermatogonie. Spermatogonie v obdobi pohlavniho dospivani vstupuji do tii
fazi spermatocytogeneze - faze mnozeni (obdobi mitotického d€leni), ristu a zrani (meidzy).
(Marvan, 2007). Obdobi mnozeni je charakterizovano opakovanym mitotickym délenim
puvodnich kmenovych bunék A-spermatogonii. Z kazdé mateiské A-spermatogonie vzniknou
dvé nestejné velké dcetiné buiiky. VéEtsi dcefind A-spermatogonie zlstava v latentnim stadiu
(interfazi) a mensi builkka intermedidrniho typu dd po opakovaném déleni vzniknout B-
spermatogoniim (Jelinek a Koudela, 2003). Ve fazi ristu dochazi k ristu B-spermatogonii a
K jejich d€leni na spermatocyty I. fadu (primarni spermatocyty). Tyto bunky jsou nejvétsimi
bunikami v semenotvornych kanalcich a nachéazi se ve stfedni vrstvé epitelu. V jejich jadie
jsou chromozémy schopné uspotradani do dvojic. Ve fazi zrani dochdzi k meidze, probiha
prvni a druhé zraci dé€leni, kdy dojde k redukci poctu chromozémi na polovinu. V prvnim
dé€leni vznikaji z primarnich spermatocytli sekundarni spermatocyty (spermatocyty II. fadu).
V druhém meiotickém déleni vznikaji ze spermatocytu II. fadu Ctyfi spermatidy s haploidnim
poctem chromozoml (Marvan, 2007). Béhem spermatogeneze se jednotliva stddia posunuji
K lumenu semenotvorného kanalku. Vzhledem k tomu, Ze kazdy cyklus zacina asi o ¢tvrtinu
délky cyklu pozdéji nez cyklus predchazejici, se v semenotvornych kanalcich nachazeji Ctyfi

bunééné generace nad sebou (Jelinek a Koudela, 2003).

3.1.2 Spermiogeneze

Obdobi metamorfézy (spermiogeneze, spermiohistogeneze) je charakterizovano
pfeménou kulaté spermatidy ve zralou spermii schopnou aktivné proniknout do vajicka a

vnést do n¢ho otcovské geny (Marvan, 2007). Spermiogeneze probihd ve vybézcich Sertoliho
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bunék a jeji fdze jsou oznacovany jako Golgiho stadium, stadium akrozomové cEepicky,
stddium kaudalni manzety a stddium zrani. Dochazi postupné k nékolika zménam. Jadro
spermatidy se prodlouzi, oplosti a posune se k apikalnimu pélu bunky. V centru Golgiho
komplexu spermatidy se formuje akrozomalni vacek, obsahujici akrozomalni zrno.
Akrozomalni vacek se zvétSuje, oplostuje a prikladd na povrch jadra. Postupné se v ném
hromadi hydrolytické enzymy (hyaluroniddza, akrozin, proakrozin, kysela fosfataza,
proteinaza a jiné) a preménuje se v akrozom. Pti zadnim konci akrozomu se vytvari nuklearni
prstenec, pod nimz se organizuji mikrotubuly do valcovitého utvaru-kaudalni manzety.
Dochazi k prodluZzovani buiiky a pfesunu obou centriol k zadnimu pdlu jadra, kde davaji
vznik kréku a osovému vldknu spermie. Distalni centriol je lokomoénim centrem bic¢iku
spermie. Mitochondrie vytvoii spiralovité stoCené vlakno, tzv. mitochondridlni pochvu.
Spermie se uvolni z vybézkli podplirnych bunc€k a je kryta cytoplazmatickou membranou.
Postupuje pres lumen semenotvorného kandlku do vyvodnych cest. Postup spermie do ocasu
nadvarlete, kde se nepohyblivé spermie ukladaji a dozravaji, trva v praiméru 12 dni (Jelinek a
Koudela, 2003, Marvan, 2007).

Enzymy akrozomu slouzi k proniknuti spermie obaly vajicka, centrioly jsou
nepostradatelné k zahajeni bunééného déleni oplozené¢ho vajicka, bi¢ik umoznuje pohyb a
energii zabezpecuji mitochondrie spojovaci Casti bi¢iku. Hlavicka obsahuje jadro s otcovskym

genetickym materidlem (Marvan, 2007).

3.2 Apoptoza

Apoptdza je naprogramovany mechanismus bunécné smrti. Je zivotné dilezita pro
mnoho eukaryotickych bunék, protoze reguluje jejich pocet a odstraiiuje zbyte¢né bunky,
které ohrozuji prezivani. Dochazi pti ni ke spravnému odstranéni bunék, které jsou starnouci,
nepotiebné nebo vadné a sméfuji ke smrti (Martelli et al., 2001; Said et al., 2010).

Programovana bunécnd smrt je zdsadni fyziologicky proces ve vyvoji zivocichl a
rostlin, dalezity pro normalni vyvoj a udrzeni homeostazy (Vaux et Korsmeyer, 1999; Alberts
et al,, 2008). Bunécnd smrt se také uplatiiuje v dospélych organismech, jako regulacni
mechanizmus bunééného déleni (Alberts et al., 2008). Apoptoza je komplementarni k mitdze
a tyto dva fenomény udrzuji rovnovahu, rist nebo involuci tkani (Hengartner, 2000). Funguje
jako kontrola kvality bunééného cyklu a vyvoje, eliminuje buiiky abnormalni, nefunkéni nebo

potencialné nebezpecné (Alberts et al., 2008).


http://www.sciencedirect.com.infozdroje.czu.cz/science/article/pii/S0092867400805644

Pokud je narusena jeji regulace, mize vést k riznym onemocnénim, jako jsou
rakovina, autoimunitni nebo neurodegenerativni choroby (Desagher et Martinou, 2000).
Zivo&isné buiiky jsou schopny rozpoznat poskozeni svych organel a pokud je poskozeni
rozsahlé, dokazi zabit sami sebe apoptéozou. To je velmi dilezité, pokud dojde k poskozeni
DNA a genetickd informace tak miize obsahovat mutace spoustéjici rakovinné bujeni. Buitka
ma rizné moznosti, jak rozpoznat chybovou DNA a pokud ji nedokaze opravit, ¢asto vstupuje
do apoptdzy a usmrti se (Alberts et al., 2008).

Umirajici buiiky, které projdou do finalni faze apoptdézy maji na svém povrchu
molekuly jako je fosfatidylserin. Fosfatidylserin se bézné¢ naléza na cytosolového povrchu
plazmatické membrany, ale je Sifen v pribéhu apoptézy na extracelularni povrch. Tyto
molekuly oznaé¢i buiiku pro fagocytéozu bunkami majici odpovidajici receptory (napiiklad
makrofagy) (Said et al., 2010). Buiiky jsou tak rychle odklizeny a nedojde k zanétlivé reakci a
poskozeni okoli (Li et al., 2003; Martin et al., 2004; Vandivier et al., 2006; Alberts et al.,
2008). Naopak po traumatu umiraji buniky nekrézou, pti které dochazi k vyliti obsahu bun¢k
do okoli a vzniku zanétu (Alberts et al., 2008).

3.2.1 Apoptoza vs. nekroza

Termin apoptéza je vyuzivan jako synonymum k programované bunécné smrti
(Desagher et Martinou, 2000). Nicmén¢ origindlné¢ byl pouzivan k popisu morfologickych
charakteristik urcitého typu buné¢né smrti, ktera je opakem nekrozy (Kerr et al., 1972).
Béhem nekrézy se bunka zvétSuje, jeji mitochondrie rozsifuji, ostatni organely rozpousti a
plasmatickd membrana praskne, uvolni cytoplasmaticky materidl, coz casto vyvolava
zanétlivou reakci. Naopak béhem apoptdzy se cytoplasma smrst'uje, chromatin kondenzuje a
organely si zachovavaji svou integritu. PlazmatickA membrdna se zvini a vystavuje
fosfatidylserin na vngj$i strané. Plasmatickda membrana nepraskne, jako prevence vyliti
celuldrnich komponent do extracelularniho prostoru. Apoptotické buiiky se rozpadnou na
membranové vacky - apoptoticka téliska, kterd jsou rozpoznana a odstranéna fagocytdzou,
coz zabrani zanétu (Desagher et Martinou, 2000).

Apopticka bunééna smrt byla poprvé popsana pied vice nez 30 lety (Kerr et al., 1972)
a byla odliSena od nekrézy vyluéné na zakladé morfologickych kritérii, jako je kondenzace
chromatinu a tvorba apoptotickych télisek. Nasledné¢ se ukézalo, Ze apoptéza se rovnéz
vyznacuje fadou biochemickych zmén, které se vyskytuji v n€kolika organelach vcetné jadra

(Martelli et al., 2001). Biochemické markery apoptdzy zahrnuji aktivaci endonukleéz,



degradaci DNA na oligonukleosomalni fragmenty a aktivaci cysteinovych protedz

nazyvanych kaspazy (Desagher et Martinou, 2000).

3.2.2 Morfologické zmény bunky

Béhem apoptoézy dochazi k charakteristickym morfologickym a biochemickym
zménam (Alberts et al., 2008). U somatickych bunék je charakterizovand pocateénim
smr$ténim bun€k, coz vede k rozpojeni mezibunécnych kontaktli (Caselles et al., 2014).
Bunky ziskaji kulaty tvar a jejich organely se vice koncentruji v cytoplazmé. V jadie dochazi
ke kondenzaci chromatinu (v mnoha ptripadech ptijima napadny srpcovity nebo ptilmésicovity
tvar) (Earnshaw, 1995; Caselles et al., 2014) a specifické nukleazy presné rozstépi DNA
(Caselles et al., 2014). Na konci tohoto procesu, zatimco probihd $tépeni DNA, dojde k
fragmentaci jadra (rozpadne se jaderny obal). Povrch buiiky se obvykle zvini a mize dojit k
rozpadu na mnoho malych intaktnich utvari obalenych membranou, nazyvanych apoptoticka
téliska (Alberts et al., 2008; Caselles et al., 2014).

Hlavni rozdil mezi apoptdzou spermii a somatickych bunék vychazi z kompartmentace
spermii, kdy je jadro fyzicky oddélené od mitochondrii a chromatin je kondenzovany, coz
zabranuje Stépeni DNA indukované pomoci kaspaz (Aitken et al., 2011).

Diilezitymi zménami prochazi plasmaticka membrana apoptotickych bunék. Negativné
nabity fosfolipid fosfatidylserin je za normalnich okolnosti ulozen ve vnitini vrstvé lipidové
dvouvrstvy plasmatické membrany (Alberts et al., 2008; Caselles et al., 2014). Translokace
fosfatidylserinu od vnitiniho k vnéjSimu povrchu plasmatické membrany slouzi jako hlavni
marker apoptdzy pro sousedni butiky a makrofagy k fagocytéze umirajicich bun¢k (Schultz et
Harrington, 2003; Alberts et al., 2008; Munoz-Pinedo, 2012). Na fosfatidylserinu dependentni
pohlceni apoptotickych bunc¢k brani produkci signalnich proteinii vyvolavajicich zanét
(cytokiny) fagocytujicimi buitkami (Alberts et al., 2008).

Fosfatidylserin na povrchu membrany muze byt zviditelnén znaCenym proteinem
Annexinem V, ktery se k nému specificky vaze (Alberts et al., 2008). Této vlastnosti je
vyuzivdno v mnoha studiich zaméfenych na detekci riznych markerit apoptozy, u hiebcl

naptiklad Freitas-Dell’Aqua et al. (2013) a Monteiro et al. (2013).

3.2.3 Mitochondrie
Mitochondrie prodélavaji béhem apoptézy vyznamné zmény jak strukturdlni tak
funkéni. Mitochondrie hraji hlavni roli pfi spousténi apoptdzy ZivocisSnych bunék pomoci
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mnoha stimulli (Susin et al.,, 1998; Desagher et Martinou, 2000). Integruji signdly smrti
pomoci proteini rodiny Bcl-2 a koordinuji kaspdzovou aktivaci pomoci uvoliovani
cytochromu c¢ (Desagher et Martinou, 2000). Proteiny jako je cytochrom c jsou obvykle
uvoliovany z mezimembranového prostoru mitochondrie do cytosolu, coz je vysledkem
propustnosti vnéj$i mitochondrialni membrany (Desagher et Martinou, 2000; Alberts et al.,
2008).

Hlavni funkci mitochondrii je dodévat bunénou energii, ale druhou zasadni funkci je
regulace bunécné smrti (Ott et al., 2007). Kromé toho, tato subceluldrni struktura je hlavnim
zdrojem reaktivnich forem kysliku (ROS), které vznikaji hlavné na komplexech I a III
dychaciho ftetézce. Mitochondriemi generované ROS hraji diilezitou roli v uvoliovani
cytochromu ¢ a dalSich proapoptotickych proteinti, které mohou vyvolat aktivaci kaspaz a
apoptozu (Ortega-Ferrusola et al., 2008). V této souvislosti, byly mitochondrie spermii
identifikovany jako nejcitlivéjsi na kryokonzervaci (Pena et al., 2003) a aktivni kaspazy byly
identifikovany v psich, byc¢ich a hiebCich spermiich po rozmrazeni (Pena et al., 2006; Martin
et al., 2007; Ortega-Ferrusola et al., 2008).

Mitochondrie se zdaji byt nejcitlivéjsi bunécna struktura k chlazeni a zpétnému
zahtati, proto vyzkum na ochranu mitochondrii v pritbé¢hu chlazeni a rozmrazeni mtize byt
vhodnym pfistupem ke zvySeni kvality konského zmrazeného spermatu (Ortega-Ferrusola et
al., 2008).

3.2.4 Faktory — enzymy podilejici se na procesu programované bunécné smrti

Zakladnimi komponenty procesu smrti apoptézou jsou proteiny Bcl-2, Apaf-1
(apoptotic protease-activating factor) a kaspazy (Desagher et Martinou, 2000). Kaspazy jsou
syntetizovany jako neCinné proenzymy, které po proteolytické aktivaci ziskaji schopnost
Stépit klicové intracelularni substraty (Budihardjo et al., 1999), vedouci k morfologickym a
biochemickym zménam spojenych s apoptézou (Desagher et Martinou, 2000).

Apoptoza ve vétSin€ bunck zavisi na permeabilizaci vnéjsi mitochondridlni membrany
(Martinou et Green, 2001). Mezimembranovy prostor mitochondrii obsahuje mnoho proteinti
(pf. cytochrom ¢ a Smac/Diablo), které, pokud jsou uvolnény do cytosolu, aktivuji proteazy
kaspaz (Green, 2005).

Proapoptické a antiapoptotické proteiny rodiny Bcl-2 kontroluji permeabilizaci
mitochondrialni membrany (Desagher et Martinou, 2000; Cory et Adams, 2002). Proteiny pro
preziti jsou napiiklad Bcl-2, Bcl-X,, Mcl-1 a Bcl-w (Keeble et Gilmore, 2007).



Proapoptotické proteiny jsou Bax, Bak a Bok (Desagher et Martinou, 2000; Keeble et
Gilmore, 2007). Dalsi proteiny jako Bid a Bad jsou nezbytné pro interakce mezi ostatnimi
proteiny rodiny Bcl-2. Reguluji aktivitu pro- i proti- apoptotickych proteini (Kelekar et
Thompson, 1998; Wei et al., 2001; Bouillet et Strasser, 2002). Zakladni mechanismus jak
proteiny Bcl-2 reguluji apoptézu je pravdépodobné kontrola uvoliovani cytochromu c
z mezimembranového prostoru mitochondrii (Desagher et Martinou, 2000). Soucasny model
iniciace apoptdzy naznacuje, Ze rozhodnuti o bunééné smrti je zavislé na interakci mezi cleny
rodiny proteinti B¢l-2 (Keeble et Gilmore, 2007).

Mitochondrialni cytochrom c je nezbytny pro aktivaci kaspdz spolecné s dATP a
Apaf-1. Cytochrom c se v cytosolu navaze s Apaf-1, v pfitomnosti ATP nebo dATP a tento
komplex aktivuje prokaspazu 9. Aktivovana kaspdza 9 mize zménit a aktivovat dal$i kaspazy
(Desagher et Martinou, 2000).

Kromé¢ cytochromu ¢ je mnoho dalSich proteinii upoutano do intermembranového
prostoru mitochondrii, jako apoptdézu indukujici faktor (AIF) (Susin et al., 1998), a jsou
uvolnovany béhem apoptdzy. Nicméné se zda, Ze pouze cytochrom c je esencialni pro
programovanou bunécnou smrt (Liet al., 2000). Aktivace kaspaz a bunéfna smrt

bezprostiedné ndsleduje permeabilizaci mitochondrialni membrany (Valentijn et al., 2003).

3.2.4.1 Kaskada kaspaz

Intraceluldrni mechanizmus zodpovédny za apoptdézu je shodny u vSech zivociSnych
bungk. Je zavisly na rodiné€ protedz, které maji ve svém aktivnim misté cystein a $tépi cilové
proteiny kyselinou asparagovou (Alberts et al., 2008). Nazyvaji se kaspazy (cysteinyl-
aspartat-specifické protedzy) (Said et al., 2010). Jsou syntetizovany buitkou v neaktivnich
prekursorech - prokaspazach, které jsou typicky aktivovany proteolytickym $tépenim.
Rozstipani prokaspdz zavisi na jedné ¢i dvou specifickych asparagovych kyselinach a je
katalyzovéno jinou (jiz aktivovanou) kaspézou. Jakmile je aktivovana, kaspdza rozstipne a tim
aktivuje dalsi prokaspdzu, coz vede k zesileni proteolytické kaskady (Alberts et al., 2008).
aktivované, dale rozstipnou a aktivuji dalsi vinu kaspaz, které aktivuji dal$i prokaspazy, nebo
jiné specifické cilové proteiny v buiice. Mezi spoustou cilovych proteinli jsou napiiklad
jadernd lamina. Dal§im cilem jsou proteiny, které normalné drzi DNA-degradujici enzym v

inaktivni formg, jejich odbourani uvolni endonukleazu k rozstipani DNA v jadfe. Dalsimi cili



jsou proteiny cytoskeletu, proteiny udrzujici sousedni bunky u sebe, tim se apoptoticka burika
snadno odd¢li a mize byt lehce pohlcena (Alberts et al., 2008).

Apoptotické iniciatory jsou kaspazy - 2, 8, 9 a 10, které aktivuji efektorové kaspazy (3,
6 a 7), které¢ vedou ke Stépeni riznych substratii a k ukonceni procesu apoptozy. Aktivace
kaspazy 3 rozhoduje o osudu buriky v apoptotické kaskadé, kdy uz se bunika nemutize vratit
zpét do normalniho stavu (Said et al., 2010). Kaspéaza 3 je povazovana za nejvyznamngjsi
efektorovou kaspazu a jeji aktivace znaci v apoptodze ,,bod, odkud neni navratu* (Earnshaw et
al., 1999).

Kaspazova aktivita je vyuzivdna ve studiich jako dikaz probihajici apoptozy
(Monteiro et al., 2013; Freitas-Dell’Aqua et al. 2013; Gallardo Bolafios et al., 2012; 2014;
Caselles et al., 2014). U hieb¢ich spermii byly detekovany kaspazy 3, 7 a 9. Hlavnim mistem
kaspaz je stfedni oddil spermie a v mensSi mife byly zjiStény v bifiku a akrozému spermii
hiebet (Ortega-Ferrusola et al., 2008).

Stejné tak byla kaspaza 9 identifikovana ve studii u skotu (Martin et al., 2007). Také
byly zjistény kaspazy 3 a 7 v beranim spermatu (Martin et al., 2007). U lidi byly aktivovany v
dusledku kryokonzervace kaspazy 1, 3, 8 a9 (Weng et al., 2002; Paasch et al, 2004a; 2004b;
2005; Wiindrich et al., 2006).

Dvé nejlépe pochopené dréhy jak bunka aktivuje kaskadu vedouci k apoptoze jsou
nazvany vnitini a vnéj$i dradha. Kazda vyuzivd své vlastni inicia¢ni prokaspazy. Kaspazova
kaskada je destruktivni a ireversibilni proces, jakmile bunika ptekroc¢i kriticky bod, uz neni

cesty zpét (Alberts et al., 2008).

3.2.5 Vnéjsi draha apoptozy

Extracelularni signalni proteiny se pfichyti na specifické receptory na povrchu buriky,
které funguji jako spoust’ pro vn&jsi drahu apoptdzy. Receptory patii k rodiné TNF (tumor
necrosis faktor). Obsahuji v sobé receptor pro TNF a Fas receptor (Alberts et al., 2008). Fas
receptor se vyskytuje u <10% spermii ve zdravém ejakulatu a >50% spermii
Vv oligozoospermatickém ejakulatu muzi (Sakkas et al,, 1999b), coz naznacuje, ze existuje
mozna spojitost mezi kvalitou spermii a pfitomnosti receptoru Fas (Said et al., 2010). Fas
receptor hraje dilezitou ulohu pfi aktivaci efektorovych kaspaz (Medema et al., 1998;
Thornberry et Lazebnik, 1998, Hetz et al., 2005).

Na povrchu cilovych bunék je aktivovan Fas receptor pomoci Fas ligandli na povrchu

cytotoxickych lymfocyti. Kdyz jsou aktivovdny navazanim Fas ligandd, domény na
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cytosolovém konci Fas receptoru navazou intracelularni adaptorové proteiny, které ptibranim
iniciatorovych prokaspaz (8, 10 nebo obou) vytvoii komplex DISC (death-inducing signaling
komplex). Po aktivaci v DISCU dojde k aktivaci dalSich prokaspaz a ke spusténi apoptdzy
(Alberts et al., 2008).

3.2.6 Vnitini draha apoptozy

Buiikky mohou také vyvolat apoptéozu zevnitit buiiky, vétSinou jako odpovéd na
poskozeni €1 jin€ stresy, jako je naruSeni DNA nebo nedostatek kysliku ¢i zivin (Alberts et al.,
2008). Vnitini draha v odpovéd na stimuly vyvolavajici apoptézu spusti uvolnéni riznych
proteini z mezimembranového prostoru mitochondrii do cytosolu bunky (Schultz and
Harrington, 2003; Alberts et al., 2008). Mezi nejznaméjsi proteiny patii cytochrom c, ktery
zprostiedkovava aktivaci kaspazy 9 (Schultz and Harrington, 2003), spousti kaskadu aktivace
kaspaz, véetné kaspazy 3, ktera podnécuje bunécnou smrt (Caselles et al., 2014).

Cytochrom c se po uvolnéni do cytosolu vaze na prokaspazy-aktivujici protein Apafl,
coz zpusobi, ze se Apafl zméni na kulovity heptamer zvany apoptosome. Proteiny Apafl v
apoptosomu pak navazou prokaspazové proteiny (prokaspaza 9), které se aktivuji v
apoptosomu, stejné jako se prokaspazy 8 a 10 aktivuji v DISC komplexu. Aktivované kaspazy
9 pak aktivuji dalsi kaspazy kaskady a spusti apoptdzu (Alberts et al., 2008).

Vnitini draha apoptozy je ptisné regulovana, aby bunky zabijely samy sebe, jen kdyz
je to nezbytné. Hlavni roli v této regulaci hraji proteiny rodiny Bcl-2. Bcl-2 proteiny reguluji
vnitini drdhu apoptézy hlavné kontrolou uvoliovani cytochromu ¢ a ostatnich
mitochondridlnich mezimembranovych proteini do cytosolu. Pro a proti apoptotické Bcl-2
proteiny se mohou navazat k sobé navzdjem v riznych kombinacich a inhibovat tak svoji
funkci. Na rovnovaze mezi témito dvéma ttidami Bcl-2 proteint zavisi, zda bude bunka Zit, ¢i
zemie vnitini drdhou apoptdzy (Alberts et al., 2008).

V nékterych buiikdch vnéjs$i apoptotickd draha zapojuje vnitini drdhu pro posileni
kaspazové kaskady k zabiti butiky. Protein Bid je spojenim mezi obéma drahami. Kdyz
formy Bid nazvané tBid. TBid se pfesouvaji do mitochondrii, kde inhibuji antiapoptotické
Bcl-2 proteiny a spousti agregaci proapoptotickych proteind pro uvolnéni cytochromu c a
dal§ich proteint z intermembranového prostoru, ¢imz posiluji  signdly vedouci

k programované buné¢né smrti (Alberts et al., 2008).
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3.2.7 Apoptéza béhem spermatogeneze

Apoptoza behem spermatogeneze je fyziologicky jev, ktery se podili na udrzovani
homeostazy ve varlatech odstraniovanim prebytku a abnormalnich zarode¢nych bunék (Guo et
al., 2000; Johnson et al., 2008). Miize se stat, ze abnormalni bunky oznacené pro apoptdzu
projdou varlaty a dostanou se do ejakulatu (Sakkas et al., 1999a; 1999b; 2004) a ten tak
obsahuje zvySené procento abnormalnich a apoptotickych spermii a apoptotickych télisek
(Caselles et al., 2014). Markery apoptdzy maji spojeni se snizenou fertilitou jak u lidi (Shukla
et al., 2011; Caballero et al., 2012) tak i u zvitat, naptiklad u hiebct (Caselles et al., 2014) a
byki (Dogan et al., 2012).

Apoptoéza hraje diilezitou roli nejen pifi zachovani poméru zarode¢nych a Sertoliho
bunéck, ale také v odstranovani vadnych zarodecnych bunck, coZ je stéZejni pro zachovani
kvalitni produkce spermii (Shukla et al., 2011). Pokud jsou varlata vystavena Skodlivym
vlivim jako naptiklad tepelnému stresu ¢i zdnétu Sourku, v ejakulatu se zvySi mnoZstvi
spermii s apoptotickymi markery a vadnou morfologii (Sinha Hikim et al., 2003; Chen et al.,

2004; Wu et al., 2009).

3.2.8 Apoptoza a plodnost

Spermie s typickymi znaky pro apoptozu byly identifikovany u mnoha druhti savca -
u bykt (Anzar et al., 2002), hiebct (Ortega-Ferrusola et al., 2009a), psu (Sokolowska et al.,
2009), berant (Garcia Vazquez et al., 2012) i lidi (Aziz et al., 2007). Cetné studie prokazaly
vztah mezi markery apoptdzy a muzskou neplodnosti (Brugnon et al., 2006; Moustafa et al.,
2004; Said et al., 2004; Zedan et al., 2009). Bylo prokazano, Ze externalizace fosfatidylserinu
a fragmentace DNA se vyskytuji ¢astéji u spermii, které byly pozitivni na aktivni kaspazu 3
(Weng et al., 2002). Byly zjistény korelace mezi markery apoptozy jako je napiiklad vysoka
aktivita kaspaz, translokace fosfatidylserinu nebo fragmentace DNA s morfologicky
abnormalnimi a nezralymi spermiemi (Sakkas et al 2004; Aziz et al 2007), s nizkou
pohyblivosti (Paasch et al., 2004c; Chen et al., 2006), s nizkou Zivotaschopnosti (Anzar et al.,
2002) a nizkou in vitro fertiliza¢ni schopnosti a poétem zabteznuti (Sun et al., 1997; Host et
al., 2000; Fatehi et al., 2006).
Bylo také zjisténo, ze zvySené markery apoptdzy negativné koreluji se schopnosti
penetrace oocytu. Vzorky spermatu se snizenou penetracni schopnosti obsahovaly spermie s
vy$§imi koncentracemi apoptotickych markerli, ve srovnani se vzorky spermatu s dobrou

penetracni schopnosti (Grunewald et al., 2008).
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Apoptdza je v korelaci se snizenou fertilitou spermii a s neplodnosti. Optimalizace
technik pfipravy ejakuldtu, koncentrace kryoprotektantu a zmrazovaci a rozmraZovaci
protokoly by mély minimalizovat indukci apoptézy béhem kryokonzervace spermii, coz by
mélo vyustit ve vyssi uspésnost asistované reprodukce. Pfed zmrazenim by mély byt vzorky
spermatu zpracovany tak, aby doslo ke zvysSeni kvality spermatu po mrazeni (Said et al.,
2010).

3.3 Vyroba insemina¢ni davky

Inseminacni davky (ID) se vyrabi chlazené¢ nebo mrazené, podle toho zda je sperma
urceno k okamzitému pouziti nebo k uloZeni €1 casove ndrocné piepraveé (Graham, 2011).

Pouziti chlazeného/mrazené¢ho spermatu ma mnoho nespornych vyhod, napt. umoziuje
jeho uc¢innou antimikrobidlni 1€€bu a celkovou analyzu semene pied odesldnim, snizeni
nakladl a stresu klisny pii pfepravé, zvySeni poctu klisen, které je jeden hiebec schopen
pfipustit a vybirdni pouze geneticky kvalitnich hiebcii. Mezi nevyhody patfi niZ§i procento
zabtezavani klisen semenem nékterych hiebct a také Spatna odolnost semene nékterych
hiebcti pfi zchlazovani a prepravé (Pickett, 1993). Proto je dulezité peélivé zachazeni

s hfebcem a spermatem a nasledna odborna inseminace klisny (Graham, 2011).

3.3.1 Vyroba mrazZené ID

Kryokonzervace umoznuje dlouhodobé uchovavani spermii od vynikajicich hiebcti a
také rozeslani spermatu po celém svété (Morel, 2003; Brinsko et al., 2011). AvSak inseminace
mrazenym spermatem dosahuje niz§iho procenta zabieznuti nez pii pouziti ¢erstvého nebo
chlazeného (Brinsko et al., 2011).

Pted samotnym mrazenim je dilezit¢ vyhodnoceni kvality ejakulatu, protoze ne kazdy
Ize mrazit. Hiebci vykazuji vysoky stupen individuality, co se mrazeni a pfezivani spermii
ty¢e. Odhaduje se, Ze ptiblizné 20 % hiebcti produkuje sperma, které se mrazi dobie, 60 %
spermatu se mrazi piijatelné a 20 % Spatné (Sieme, 2011a).

K dispozici je mnoho protokold pro uspeésnou kryokonzervaci hieb¢iho spermatu lisici
se mezi jednotlivymi laboratofemi v poctu specifickych komponent ptfidavanych béhem
procesu. Zakladni kroky spolecné pro témét vSechny techniky kryokonzervace jsou: odbér
ejakulatu a jeho zhodnoceni, nafedéni spermatu vhodnym fedidlem, odstranéni vétSiny

semenné plazmy centrifugaci, resuspenzace spermii v fedidle s kryoprotektantem, baleni
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fedéného semene do pejet, zmrazeni v parach tekutého dusiku a skladovani v tekutém dusiku

pfi teploté -196°C (Loomis, 2011).

3.3.1.1 Odbér

Odbér ejakulatu probiha v reprodukénich centrech od hiebet, kteti prosli vybérem a
vyhovuji predepsanym zdravotnim podminkam (Rob a Herc¢ik, 1987). Odbér se provadi do
ruznych typt umélych vagin (Brinsko et al., 2011). Maze byt frakcionovany do zkraceného
typu umeélé pochvy, tzv. oteviené¢ho typu, nebo odber celého ejakulatu do uzavieného systému
se zabudovanym sbéra¢em spermatu (Rob a Her¢ik, 1987). Pti pouziti umélé pochvy se necha
hiebec skakat na fantom nebo na klidnou klisnu (Pycock, 1997).

Nejcastéji se provadi frakcionovany odbér ejakulatu, ke kterému se pouziva zkraceny
model umélé pochvy (pf. Krakovsky nebo Missouri). Tento zpusob odbéru zvySuje
koncentraci spermii a také sniZzuje podil semenné plazmy v ejakulatu a tim se snizuje jeji
negativni vliv na zivotaschopnost spermii. Sperma je tak koncentrovano bez potieby
centrifugace a Casto ma frakcionovany odbér pozitivni vliv na kontaminaci semene
bakteriemi, moc¢i nebo krvi. (Brinsko et al., 2011). Odebrana vysoce koncentrovana frakce
muze byt okamzité nafedéna fedidlem (Loomis, 2011).

Ihned po odbéru musi byt sperma rychle transportovano do laboratoie, aby se
minimalizovalo poskozeni spermii svétlem, Sokem z chladu ¢i nadmérného tepla. VSechny
materidly, které s nim ptichdzeji do styku, musi byt predehiaté na teplotu téla 37-38°C. Pokud
nebylo sperma piefiltrovano pii odbéru, mélo by byt pielito pies filtr pro odstranéni gelu a
cizich necistot. Nasledn¢ se stanovi a zaznamena objem, barva a koncentrace spermii. Pro
zachovani maximalni Zivotnosti spermii musi byt sperma béhem nékolika minut po odbéru
nafedéno vhodnym fedidlem (1:1 az 1:2). Po nafedéni se mikroskopicky stanovuje motilita a

procento pohyblivych spermii (Brinsko et al., 2011).

3.3.1.2 Hodnoceni

Zakladni testy zahrnuji stanoveni objemu, koncentrace, pohyblivosti, morfologie a pH.
Pribézné se provadi test dlouhovékosti, bakteriologicky, cytologicky a hypoosmoticky test

(HOS test) a barveni zivych a mrtvych spermii (Baumber-Skaife, 2011).
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3.3.1.2.1 Makroskopické hodnoceni

Objem ejakulatu — stanovuje se méfenim v kalibrované zkumavce, kalibrovanych
odmérnych valcich nebo vazenim na laboratornich digitalnich vahach (Véznik, 2000).
Normalni objem ejakulatu hiebce je v zavislosti na plemeni 30-250 ml (Morel, 2003).

Barva, konzistence a pach - zavisi na hustoté, ktera je urcena koncentraci spermii, na slozeni
semenné plazmy a ptitomnosti fyziologickych (epitelové buiiky) nebo patologickych (moc,
krev) slozek (Sieme, 2009). Barva je mlécné az Sedavé bild, konzistence vodnata (Gaméik a

Kozumplik, 1992) a sperma ma byt pachové neutralni (Sieme, 2009).

3.3.1.2.2 Mikroskopické hodnoceni

Pfed mikroskopickym hodnocenim se vzorek nafedi vhodnym fedidlem nejlépe do 2
minut po odbéru (Morel, 2003).
Koncentrace - hustota spermii predstavuje pocet spermii na jednotku objemu a udava se
naptiklad v milionech na mililitr (Sieme, 2009). K vypoctu se pouziva spektrofotometr nebo
hemocytometr. Ke klinickému vyuziti se pouzivaji pristroje s fluorescencni technikou
(Baumber-Skaife, 2011). Pro pouziti spermatu k inseminaci je potfeba 100x10°
zivotaschopnych spermii v 1 ml (Morel, 2003).
Motilita - je zakladnim testem pro stanoveni kvality a lze z ni posoudit potencialni fertilitu
hiebce (Baumber-Skaife, 2011). Motilita je vyjaddiena v procentech progresivné¢ pohyblivych
spermii (Sieme, 2009). Subjektivné se posuzuje zaddouci progresivni pohyb vpied pomoci
svételného mikroskopu (Morel, 2003). Dobry hiebec by mél mit okamzitou progresivni
motilitu nad 60 % (Sieme, 2009). Objektivni metodou hodnoceni motility spermii je
pocitacova metoda CASA (Computer Assisted Semen Analysis) (Baumber-Skaife, 2011). Pro
zmrazeni spermatu je vhodna minimalni motilita 50-60 % (Samper a Morris, 1998). Po
rozmrazeni je povazovana za ptijatelnou motilita nad 35 % (Vidament, 2005).
Procento Zivych a mrtvych spermii - se stanovuje vitalnimi barvicimi testy (Véznik, 2000).
Barveni spermii nigrosinem-eosinem umoziuje rozliSeni mrtvych od zivych bunck (Morel,
2003). Membrana slabych nebo mrtvych spermii propousti barvivo, jeZ je obarvi fialové,
zivotaschopné spermie zlistdvaji neobarvené (Baumber-Skaife, 2011). Pomér mrtvych a
Morfologie spermii - se zkouma pod imerznim objektivem pii zvétSeni 100 na vysuSenych

obarvenych natérech spermatu. Hodnoti se minimaln¢ 100-200 spermii (Baumber-Skaife,
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2011). Sperma obsahujici minimaln¢ 65 % normalnich spermii je vhodné pro inseminaci
(Morel, 2003).

pH spermatu - acidita/alkalita se stanovuje na pH metrech (Véznik, 2000; Morel, 2003).
Normalni pH hieb¢iho spermatu se pohybuje mezi 7,2-7,7 (Baumber-Skaife, 2011).
Zivotaschopnost - hodnoceni motility v riznych &asovych intervalech pii skladovani pti
teploté¢ 5 °C, 22 °C nebo 37-38 °C. Chlazené sperma (5°C) by mé¢lo zachovat piijatelnou
pohyblivost (nad 30 %) po dobu nejmén¢ 24 hodin, idealn¢ 48 (Baumber-Skaife, 2011).

Test dlouhovékosti - sperma mtize byt posuzovano v riznych ¢asovych intervalech a za
riznych podminek skladovani (5 °C, 37 °C — test termorezistence). U zmrazen¢ho-
rozmrazené¢ho spermatu se hodnoti motilita pti 1 °C, dokud neustane pohyb (Tischner, 1979),
pii teploté¢ 4 °C po dobu 5 dni (Miiller, 1987) a pti teplot¢ 38 °C 3 hodiny (Bittmar a
Kosiniak, 1992). Pti inkubaci 38 °C se po 2 hodinach ocekava motilita minimalné 15 %
(Sieme, 2009).

HOS test — hypo-osmotic swelling test - v hypoosmotickém prostiedi se spermie diftizi
tekutiny z okoli zvétSuji, aby se vytvofil rovnovazny stav mezi kapalinou uvniti spermii a
extracelularni tekutinou (Sieme, 2009). Spermiim s neporusenou funkéni membranou se bic¢ik
stoCi, s posSkozenou membranou zlstane bicik rovny. Mikroskopicky se hodnoti minimalné
100 bunék a uréi se procento spermii s typicky svinutym bic¢ikem (Baumber-Skaife, 2011).
Vysledky HOS testu mohou predikovat uspesSnost kryokonzervace (Vidament et al., 1998;
Baumber-Skaife, 2011).

Mikrobiologické vySetieni ejakulatu - laboratorni mykologické vySetieni musi byt
provedeno nejpozdéji do 3 hodin a bakteriologické nejpozdéji do 6 hodin po odbéru vzorki.
Mikrobiologické vysetieni se provadi v laboratoti SVU (Statni veterinarni ustav) (Véznik a
kol., 2004). Bakterie lze identifikovat pomoci kultivace na agarové plotné bud’ ze vzorku
spermatu, nebo vytéru z genitalu (Morel, 2003).

Cytologické vySetreni - pfi vySetfeni semene v hemocytometru mohou byt ve vzorku zjiStény
erytrocyty (znacici problém jako je krvaceni) a leukocyty (poukazuji na moznost infekce)
(Morel, 2003).

Pokrocilé testy spermii - podrobn¢jsi hodnoceni spermii jako je urceni schopnosti
kapacitace, akrozomalni integrity, mitochondridlni aktivity a chromatinové integrity
(Baumber-Skaife, 2011) a také detekce markerd apoptozy (Anzar et al., 2002). Ve vétSing
metod se vyuziva fluorescencni mikroskopie a priitokovéa cytometrie. Kombinace vSech testi

umoziuje spolehlivé identifikovat subfertilni hiebce (Baumber-Skaife, 2011).
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3.3.1.2.3 Parametry hiebciho ejakuldtu

Zakladni ukazatele nativniho ejakulatu jsou uvedeny v Tabulce 3.1 dle publikaci

riznych autord.

Objem

Barva
Konzistence

pH

Aktivita spermii

Koncentrace

spermii

Procento
patologickych

spermii

Procento

primarnich zmén

Ukazatele nativniho

semene podle Véznika
a kol. (2004)

> 20 ml

7,2

> 60 %

> 50 000 mm®

<40 %

<15%

Tabulka 3.1: Ukazatele nativniho ejakulatu

3.3.1.3 Redéni

Ukazatele nativniho
semene podle Loudy a
kol. (2001)

50-200 cm® (vyjimeénd
a7 600)

bila az Sedavé bila
vodnata

6,7-7,5

60-80 %

0,1-0,3 x 108/ mm?®

< 30-35%

<10 %

Ukazatele nativniho
semene podle Morela
(2003)

30-250 ml

6,9-7,8

Min. 40 % progresivné

se pohybujicich spermii

30-600 x 10°/ ml

Min. 40-50 %
fyziologicky normalnich

spermii

V idealnim piipadé by mélo dojit k nafedéni spermatu predehiatym fedidlem béhem 2-5

minut po odbéru (Brinsko et al., 2011), napf. zakladnim fedidlem s odtuénénym susenym

mlékem a glukézou (Kenney) nebo chemicky definovanym médiem, jako je INRA 96 (IMV,

Francie) (Loomis, 2011). Sperma se obvykle ziedi v minimalnim poméru 1:1 nebo na ptedem

stanovenou konec¢nou koncentraci 50 az 100 miliont spermii v 1 ml (Loomis, 2011). ZvySeni
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koncentrace spermatu a snizeni koncentrace semenné plazmy se zajiStuje odbérem

spermatické frakce ejakulatu nebo odstfed’ovanim (Brinsko et al., 2011).

3.3.1.3.1 Naredéni po odstredéni

Hiebc¢i sperma ma v porovnani s by¢im relativné nizkou koncentraci spermii. Z tohoto
divodu je nezbytné spermie pied findlnim fedénim koncentrovat, aby bylo mozné adekvatni
natfedéni, baleni do nizkoobjemovych pejet a poskytnuti dostatecného objemu pro inseminaci.
NejbéZzné€jsi metodou koncentrace spermii a odstranéni semenné plazmy je centrifugace
(Loomis, 2011).

Koncentrovana suspenze spermii se po odstranéni semenné plazmy fedi na
pozadovanou kone¢nou koncentraci (Loomis, 2006; 2011; Graham, 2011). K mraZeni je
nejCastéji pouzivana obdoba fedidel pro chlazené sperma s ptidanim kryoprotektantu, napf.

glycerolu (Morel, 2003).

3.3.1.3.2 Redidla pouzivand k vyrobé& mrazené ID

Redidla s dobrymi vysledky pro mrazeni ID musi obsahovat energetické a proteinové
zdroje pro metabolismus spermii, lipoproteiny (napt. mléko, vaje¢ny zloutek nebo jejich
kombinaci) stabilizujici membranu pfi zménach teploty, antibiotika k inhibici ristu a mnozeni
bakterii, pufry k vyvazeni pH a osmotického tlaku, elektrolyty, antioxidanty a kryoprotektanty
(Barbas a Mascarenhas, 2009; Loomis, 2011; Sieme, 2011b; Brinsko et al., 2011).

Cukry jako gluko6za, sachar6za, mandza, laktoza, samostatné nebo v kombinaci dodavaji
spermiim energii, pusobi jako kryoprotektivni Cinitelé nepronikajici membrdnou spermie a
jsou hlavni rozpusténou latkou poskytujici osmotickou rovnovahu roztoku. Lipidy a
lipoproteiny pifedevS§im z vaje¢ného Zloutku se té€sné spojuji s povrchem plazmatické
membrany a mohou podpofit ochranu spermii pii mrazeni a rozmrazovani (Loomis, 2011).
Rizné kryoprotektanty (glycerol, methylformamid, dimethylformamid nebo dimethylsulfoxid
(DMSO), ethylenglykol a propylenglykol) mohou byt pouzity jednotlivé, nebo v kombinaci
(Brinsko et al., 2011; Loomis, 2011).

Podle vyzkumu Sampera a Morrise (1998) se pouziva nejcastéji fedidlo laktéozova
EDTA, jako dalsi INRA 82 sriznymi koncentracemi vajecného Zloutku a glycerolu a

vomezené mife se pouzivd fedidlo na béazi sachardza-vajeCny zloutek (modifikovany
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Kenney), naptfiklad komeréné dostupné INRAFreeze (IMV, Francie) a Gent (Minitube,
Némecko).

Ve studiich Scherzer et al. (2009) a Salazar et al. (2011) zaznamenali po rozmrazeni
lepsi parametry hieb¢ich ID s fedidlem s vy$§im mnozstvim vajeéného zloutku bez pfidanych
mlénych komponent v porovndni s fedidly na bazi mléka. Pfedpoklada se, ze cholesterol
vajeéného zloutku dokaze béhem mrazeni 1épe stabilizovat a chranit buné¢nou membranu
spermie. Naopak Morillo Rodriguez et al. (2011) doporucuji ve své praci fedidlo na bazi
odstfedéné¢ho mléka, oproti fedidlu Gent s vajeCnym Zloutkem. V piipad¢ této studie lze lepsi
vysledky po rozmraZeni hieb¢ich insemina¢nich davek v mlé¢ném fedidle oproti zloutkovému
vysvétlit snizenym obsahem kryoprotektantu glycerolu, ktery castecné nahradili
dimethylformamidem, ¢imz pravdépodobné dosahli snizeni toxického vlivu glycerolu na
spermie. Ve studii Ecot et al. (2001) autofi zaznamenali lepsi fertilitu hiebéiho ejakulatu
zmrazené¢ho vV INRA 82 (fedidlo s odstifedénym mlékem, vajenym zloutkem a glycerolem
doplnénym o cukry a elektrolyty) v porovnani s Kenneyho fedidlem obsahujicim vajecny
zloutek a glycerol.

Gutiérrez-Cepeda et al. (2012) porovnavali vliv fedidel pro mrazeni hiebCich spermii na
DNA fragmentaci po rozmrazeni. V této praci poskytovalo lepsich vysledkti ochrany DNA
spermii fedidlo InraFreeze oproti fedidlu Gent a Botu-Crio, avSak az po inkubaci 6 hodin po
rozmrazeni, do té doby nebyly mezi fedidly zaznamenany vyznamné rozdily v ochrané
hieb&ich spermii. Redidla Gent a Botu-Crio shodné obsahuji cely vaje¢ny Zloutek, oproti
InraFreeze, kde je obsazena pouze sterilizovana zloutkova plazma, coZ by mohlo mit vliv na

moznou piitomnost kryoprotektivnich antagonisti v celém vaje¢ném Zloutku (Pillet et al.,

2011).

3.3.1.3.3 Kryoprotektanty

Kryoprotektanty se vétSinou déli do dvou skupin dle schopnosti prostupovat bunéénou
membranou, na ty pro které je plazmatickd membrana bunck nepropustna a ty pro které je
propustnd (Sieme, 2011b; Graham, 2011).

Kryoprotektanty neprostupné membranou jsou cukry, aminokyseliny, rizné proteiny
(lipoproteiny, vcetné vajecnych, mléénych a séra) a dalsi makromolekuly (napf.
methylceluloza, polyvinylalkohol a polyvinylpyrrolidon) (Sieme, 2011b; Graham, 2011).
Interakce téchto latek se sloZkami plazmatické membrany pfispiva k jeji stabilizaci a
pfedevsim tyto kryoprotektanty vytvaii hyperosmotické prostredi, které indukuje dehydrataci
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bun€k (Graham, 2011). Neprostupujici latky dehydratuji buiiky, coz umozinuje jejich rychlé
zchlazeni bez letalniho poSkozeni (McGann, 1978; Graham, 2011).

Kryoprotektanty propustné membranou jako ethylenglykol, glycerol, propylenglykol,
DMSO a rizné amidy (napf. dimethylformamid, methylformamid) jsou obecné u€innéjsi nez
prvni skupina kryoprotektantti (Sieme, 2011b; Graham, 2011). Prakticky nahrazuji vodu
uvniti buiiky. Dehydratace bunky zabrani tvorbé intraceluldrniho ledu (Meryman, 2007).
ZvySenim objemu nezamrzlych kanalki v extraceluldrnich ledovych krystalcich dochazi
ke zvétSeni dostupného prostoru pro buiky a zaroven ke snizeni koncentrace soli (Amann,
1999).

Vysoké koncentrace kryoprotektantli pii pfidavani a odstraiovani mohou kriticky
ovliviiovat osmoticky tlak a tim byt pro spermie toxické (Amann et Pickett, 1987; Woods et
al., 2004). Je-li piekrocen maximalni osmoticky tlak, bunééné smrstovani v dusledku
dehydratace zplisobené koncentraci kryoprotektantu a ndsledné bobtnani pti jeho odstranovani
muze vést k naruseni bunék (Sieme, 2011b). JelikoZ jeho molekuly pronikaji membranou
pomaleji nez voda, dojde k pfechodné¢ zméné osmotického tlaku, coz miize vést k poSkozeni
buiiky. Spermie lidské a byci zvladaji tyto zmény relativné dobie, na rozdil od hiebCich a
dritbezich. Z tohoto diivodu je diilezité vyrovnat mnozstvi kryoprotektantu tak, aby dostate¢n¢
ochrénilo spermie a zaroven pro né bylo jeSté tolerovatelné¢ (Graham, 2011). Demick et al.
(1976) poukazal na skodlivé tcinky glycerolu na hiebCi spermie, které jsou citlivé na zmeény
osmotického tlaku vyvolané jeho pfidanim nebo odebranim. Redidla pro kryokonzervaci pro
byky obsahuji bézné 7-8 % glycerolu, pro hiebce pouze 4-5 % (Graham, 2011).

Ve studii Alvarez et al. (2014) zkoumali motilitu (CASA), viabilitu (eosin/nigrosin),
akrozomalni integritu (fdzovy kontrast, imerzni mikroskop) a stav membrany (HOS test) po
rozmrazeni ID s rliznymi kryoprotektanty piidanymi do fedidla INRA96. Po rozmrazeni byla
pozorovana vyssi celkova i progresivni motilita s kryoprotektanty GD (Glycerol 2,5% a
Dimethylformamid 2,5%) a DMF (Dimethylformamid 5%) nez u ostatnich kryoprotektiv
(Acetal 5%, Glycerol 2,5% a Acetal 2,5%, Dimethylformamid 2,5% a Acetal 2,5%). Viabilita
po rozmrazeni byla také lepsi s kryoprotektantem DMF a také s G (Glycerol 5%). Podle vSech
testovanych kritérii byly nejlepsi ID s kryoprotektanty GD a DMF nebo G, které mély

srovnatelné vysledky.
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3.3.1.3.4 Vliv mraZeni a fedidel s kryoprotektanty na spermie

Zmrzne-li Cistd voda, vytvari vSechny molekuly krystalickou strukturu. Pokud jsou
v roztoku soli a cukry, v bodu mrazu dojde ke krystalizaci Cisté vody a vzniklé krystaly jsou
od sebe navzajem oddéleny kanaly nezamrzlé vody obsahujici vSechny soli a cukry. K tomu,
aby bunka ptezila kryokonzervaci, musi byt v téchto nezamrzlych kanalech. Buiky, které
Vv téchto kandlech nejsou a jsou zachyceny ledovymi krystaly, zemfou (Amann, 1999).

Pti1 klesajici teploté je stale vice vody z nezamrzlych kanalkd odebrano do rostoucich
ledovych krystald a zbyvajici nezamrzl4 tekutina se stava hypertonickd (Hammersted et al.,
1990). Pokud teplota dale klesa, zbyvajici tekutina v nezamrzlych kanalcich vitrifikuje. Ve
vitrifikovaném stadiu v — 196 °C neustava pohyb molekul, ale dojde v podstaté k zastaveni
metabolizmu bunék a ty v tomto stavu mohou zlstat Zivotaschopné po mnoho let.

Ptidanim rozpusténych latek do vody se snizuje teplota bodu mrazu. Zatimco ¢ista voda
mrzne pi1 0 °C, fyziologicky roztok zamrzd pti -0,6 °C. Pfidanim vice latek se teplota
zamrznuti dale snizuje. Pokud je pfidana kapalina, napt. kryoprotektant ethylenglykol,
glycerol nebo methylformamid, bod tuhnuti se také snizuje, protoze tyto latky zlstdvaji
nezmrazené 1 pii nizkych teplotach, a tak zvétSuji objem nezamrzlych kandlki mezi ledovymi
krystaly. Tyto latky jsou propustné pies membranu, ale jejich osmotické vlivy jsou
piechodné — plisobi pouze pii pridani nebo odebrani z roztoku. Takovéto slouceniny zvysi
celkovy objem nezamrzlych kandlkl a snizuji koncentraci soli, ¢imz omezuji jejich Skodlivé
ucinky (Graham, 2011).

Rozpusténé latky (soli, cukry, bilkoviny nebo jiné molekuly) v rozpoustédle se pohybuji
Z mista o vyS$i koncentraci do mista s niz§i koncentraci, dokud nedosahnou rovnovahy
(Graham, 2011). Pfedevsim propustné kryoprotektanty (napt. glycerol) prostupuji membranou
vyrazné pomaleji nez rozpoustédlo (voda) (Amann, 1999; Meryman, 2007). Ptida-li se
glycerol do semene, bude se voda ptesunovat z kazdé butiky, aby natedila glycerol, mnohem
rychleji nez se bude glycerol dostavat do bunky a buiika se prechodné scvrkne. Glycerol
pomalou difizi do buiiky dosdhne rovnovdhy na obou stranach membrany, vyrovnd se i
mnozstvi vody a buitka se vrati do pivodni velikosti. Na druhé strané, pokud bunky
obsahuji kryoprotektant a ziedi se roztokem bez kryoprotektantu (fedidlo nebo tekutina
pohlavniho ustroji klisny), voda bude pronikat do bun¢k ve snaze nafedit koncentraci
kryoprotektantu rychleji, neZ bude kryoprotektant unikat z buniky, a v disledku toho bude
buiika bobtnat (Hammersted et al., 1990; Amann, 1999; Meryman, 2007). Kryoprotektant

pomalou difuzi dosdhne rovnovadhy a pokud buiika nepraskla, ziskd svlij piivodni objem.
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Schopnost bun€k odolavat prasknuti zavisi na propustnosti membrany vici kryoprotektantu a
vod¢ (buiika bude bobtnat mén¢ s kryoprotektanty, které difunduji pfes membranu rychleji)
(Graham, 2011). Zalezi rovnéz na toleranci k zméndm osmotického tlaku a na velikosti a

tvaru bunky (Hammersted et al., 1990; Meryman, 2007).

3.3.1.4 Obaly — pejety, tuby

Zpocatku bylo sperma mrazeno a uskladiiovano v peletich (Merkt et al., 1975).
Pouzivani pelet se neprokdzalo jako dobry zpiisob ukladani hiebCich inseminacnich davek,
jak je vidét ze studii Pace a Sullivan (1975) a Klug et al. (1975) pti hodnoceni procenta
zabteznuti. Pozd¢ji se ukladalo do hlinikovych tub (Love et al., 1989)a 1 ml, 2,5 ml,4 ml a 5
ml pejet (Martin, 1979; Loomis et al., 1983).

NejvyuzivanéjSim obalem jsou dnes polypropylenové nebo polyvinylchloridové
trubicky - pejety, diky snadné identifikaci a skladovani (Amann, 1998). V koiiské reprodukci
se pouzivaji 0,5 ml, vyjimeéné 0,25 ml pejety, jejichz pomér povrch / objem umoziuje
rovnomérné chlazeni, zmrazeni a rozmrazeni (Love et al., 1989; Sieme, 2011a).

Ve studii Nascimento et al. (2008) porovnavali u hiebéich kryokonzervovanych davek
pejety o objemu 0,25 ml nebo 0,5 ml. Ze vSech klicovych vlastnosti hodnocenych v tomto
experimentu po rozmrazeni, pouze kiivocara rychlost (VCL) byla odlisnd mezi vzorky
ulozenymi v 0,5 ml a 0,25 ml pejetach. VCL byla vyssi v 0,25 ml pejetach. Na zakladé
experimentu lze fici, ze charakteristiky po rozmrazZeni nejsou zavislé na objemu pejety, ale na
dostupnosti kryokonzervacnich latek jednotlivym bunkédm davky. Stejné objemy porovnavali
u hiebcu Clulow et al. (2008) a dosli ke shodnému zavéru, ze rozdilné objemy nemély efekt
na celkovou a progresivni motilitu, morfologii ani stav akrozému. Nicméné¢ Maziero et al.
(2013) zjistili pti porovnani mrazeni hiebéich davek v pejetach o objemu 0,25 ml a 0,5 ml
vSechny parametry lepsi v objemu 0,5 ml pfi hodnoceni po rozmraZeni pomoci CASA.

Lorenzoni et al. (2011) porovnavali GispéSnost mrazeni hieb¢ich spermii v fedidlech
INRAS82 a Nagasa a ve dvou typech obali 0,5 ml pejetdch a 2 ml kryotubdch. V odliSnych
typech oballi nebyly zaznamenany z4dné rozdily v testovanych charakteristikach po
rozmrazeni. Ani mezi kombinacemi fedidla a obalu nebyla zjiSténa zadn4 interakce a vliv na
motilitu. Avsak Kneissl (1993) zaznamenali lepsi vysledky po rozmrazeni u semene
ulozeného v 0,5 ml pejetach v porovnani se 4 ml makrotubami.

Naopak ve studii Saragusty et al. (2007), kde bylo hieb¢i sperma mrazeno v 0,5 ml

pejetach a 12 ml sklenénych tubach, byly ve vétSim objemu po rozmrazeni zjiStény
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signifikantn€¢ lepSi parametry (motilita, viabilita, HOS test) nez v klasickych plastovych
pejetach.

Cordova et al. (2013) porovnavali u kancti pejety o objemu 5 ml a 0,5 ml. Mrazené
vzorky byly hodnoceny ihned po rozmrazeni a po 5 hodinach inkubace pti 15 °C. Ihned po
rozmrazeni nebyly pozorovany zadné signifikantni rozdily mezi vzorky mrazenymi
v rozdilnych objemech (motilita, schopnost oplozeni pii IVF). Bez ohledu na objem pejety,
se po 5 hod inkubace vSechny parametry vyznamné snizily. Nicméné spermie v 5 ml objemu
vykazovaly ve v§ech parametrech lepsi hodnoty nez v pejeté o objemu 0,5 ml

Pro mrazeni beraniho semene bylo zjiSténo, Ze objem 0,5 ml zlepSuje motilitu po
rozmrazeni V porovnani s pejetami o objemu 0,25 ml. Autoii pfedpokladaji, ze je to z diivodu
rozdilnosti povrchu pejet, kterd vede k pomalejSimu mraZeni vétsi pejety, coZ je pro berani
spermie piinosné (Maxwell et al., 1995).

Pti hodnoceni procenta zabfeznuti po inseminaci kryokonzervovanou hieb¢i davkou
dosahuji nejlepsi vysledky (49-76%) davky mrazené v pejetach o objemu 0,5 ml (Sieme et al.,
2003; Vidament, 2005; Barbacini et al., 2008), ale podobnych vysledkt bylo dosazeno i
s hlinikovymi makrotubami o objemu 4 ml (56%) (Miiller, 1987). Love et al. (1989)
porovnavali tispéSnost inseminace kryokonzervovanymi davkami v 4 ml plastovych pejetach
a 10-12 ml hlinikovych tubach u hiebctli. Procento zabieznuti nebylo signifikantné rozdilné.

Pouziti makrotub k inseminaci je jednodussi, protoze cely objem ID je v jedné tubé, na
rozdil od nutnosti pouzit k inseminaci vétsi mnozstvi pejet. Inseminaéni davky ulozené
v makrotubach jsou vyhodné kvili snizeni rizika kontaminace a eliminaci zamény nebo ztraty
pejet. Pfi uskladnéni genetického mrazeného materidlu v kryobankdch by mohlo pouziti
makrotub zredukovat uskladiiovaci naklady a prostor. ID ve vétSich tubach mohou byt také
Iépe oznacené a identifikovatelné. Pokud je potfeba davky vyjmout z tekutého dusiku, mtze
vlivem vzristajici teploty dojit k poSkozeni buné¢k ulozenych v pejetach rychle po vytazeni
mimo kontejner vlivem rekrystalizace. Semeno uloZené ve velkoobjemovém obalu se ohieje
na rizikovou teplotu -100°C pii pokojové teploté za déle nez 2 minuty po odebrani z tekutého
dusiku, coz poskytuje dostatek ¢asu na identifikaci ¢i pfesun davky (Saragusty et al., 2007). U
5 ml obald vlivem velkého poméru objem/povrch dochazi k pomalému ptenosu tepla od
povrchu ke stfedu, coZ ovlivituje rychlost zmény teploty bunék uprostfed davky a to miiZze mit
vliv na homeostédzu a citlivost spermii (Cérdova et al., 2013).

K plnéni pejet se pouZzivaji automatizovana nebo poloautomatizovana plnici zatizeni

vyuzivajici k jejich naplnéni podtlak a zaroven je i automaticky utésiiuji. Kazda davka musi

22



byt jasn¢ oznacena: jméno a identifikacni Cislo hiebce, jméno nebo registracni Cislo

reprodukéniho centra a datum odbéru (Sieme, 2011a; Brinsko et al., 2011).

3.3.1.5 Mrazeni ID

Kmrazeni ID se pouzivaji pary kapalného dusiku v aktivné nebo pasivné
kontrolovaném mrazicim pfistroji. Balené sperma je horizontdln¢ umisténo do dusikatych par
ve stanovené vysce (1-4 cm) nad hladinou kapalného dusiku (Loomis, 2011; Brinsko et al.,
2011). Kontrolovana rychlost mrazeni bun¢k a aktivni ovladani rychlosti chlazeni v prib¢hu
ruznych fazi ochlazovaci kiivky vede k optimalizaci bunééného pteziti (Loomis, 2011).

Jestlize proces mrazeni spermie neposkodi, naslednym skladovanim v kapalném dusiku
neni ovlivnéna jejich integrita, jelikoz metabolicka aktivita pfi této teploté je zanedbatelna.
Bunky jsou pfi teploté -196 °C ve stavu anabidzy S maximalnim omezenim vSech Zivotnich
funkci (Brinsko et al., 2011). Pejety jsou ponofeny do kapalného dusiku ve specidlnich
tancich. 5 ml pejety jsou zavadény do tankt piimo, 0,5 ml pejety se umistuji do plastovych

goblet, které jsou zavéSeny na jednotlivych zavésech (Obrazek 3.1) (Brinsko et al., 2011).

Obrazek 3.1: Kontejner s kapalnym dusikem (http://kone-jansky.cz/nabidka-sluzeb)

3.3.1.6 Rozmrazeni ID

Vétsinou se ID rozmrazuji ve vodni 1azni pti teploté 37-39 °C (Graham, 2011). Teplota

rozmrazovani je obecné dana velikosti pejety. 0,5 ml pejety lze rozmrazit ve vodni lazni o
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teploté 37 °C za 30 sekund (Sieme, 2011a; Brinsko et al., 2011; Lorenzoni et al., 2011). Vzdy
je bezpecné rozmrazeni pii 37 °C, protoze nedojde k poskozeni spermii, i kdyz jsou pejety
ponechany v 1azni nad stanoveny ¢as (Loomis, 2011). N¢ktefi autofi preferuji rozmrazovani
pti 40 °C po dobu 15 s, nebo 38 °C po dobu 30 s (Sieme, 2011a), jini doporucuji rozmrazeni
0,5 ml pejety pii teploté 46 °C po dobu 20 s. (Brinsko et al., 2011).

Velkoobjemové pejety 4-5 ml se rozmrazuji po dobu 40-42 sekund pii teploté 1azné 50
°C (Brinsko et al., 2011). Coérdova et al. (2013) rozmrazovali kan¢i ID v 5 ml pejetach po
dobu 40 sekund a teploté 42°C. Lorenzoni et al. (2011) rozmrazovali tuby o objemu 2 ml pfi
teploté 50°C po dobu 100 sekund. Hieb¢i ID ulozené ve velkoobjemovych tubach ve studii
Saragusty et al. (2007) rozmrazovali pii teploté 37°C po dobu 1 minuty po 90 s pii pokojové
teploté (22-23°C).

3.3.1.6.1 Hodnoceni ID po rozmrazeni

Z kazdého zmrazeného ejakuladtu je vybrdna jedna pejeta, ktera je rozmrazena a
hodnocena. Rozmrazené sperma se nafedi na koncentraci 20-30 mil / ml a inkubuje v 37 °C
po dobu 30 minut a poté je vyhodnocena motilita (Loomis, 2011).

Po rozmrazeni je hodnocena koncentrace spermii. U zmrazené ID urcené ke
komerénimu vyuziti musi deklarovany objem obsahovat minimalné¢ 200 mil. progresivné
pohyblivych spermii a nejméné 30 % spermii po 30 minutach inkubace pii 37 °C by mélo byt
progresivné pohyblivych (Loomis, 2011). Minimalni hodnoty motility se mezi jednotlivymi

centry li$i, pohybuji se v rozmezi 25-40 %, nejcastéji 30-35 % (Sieme, 2011a).

3.3.1.7 Poskozeni bunék béhem mrazeni

Pomérné vysoké procento spermii utrpi béhem zmraZovani ireverzibilni poSkozeni.
naruSenim cytoskeletu a zménami jaderné skladby, coz je dusledek citlivosti spermii
na zmény teploty, vliv osmotickych a oxidacnich stresori a vnitinich toxickych vlastnosti
pfidanych kryoprotektanti (Brinsko et al., 2011). PoSkozeni bunék béhem mraZeni a
rozmrazovani nastava kolem teploty 0 °C, ktera vyvolava chladovy Sok, extracelularni a
hlavné intracelularni tvorbu ledu (Mazur, 1984). Poskozeni spermii muze zpusobit
dehydratace vlivem zmrznuti tekutiny okolo bunék vcetné zvySené koncentrace soli a

naruSeni membrany v disledku bobtndni a smr$tovani (Hammersted et al.,, 1990) a také
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osmotické zmény v prubéhu pfidavani a odstrafiovani kryoprotektantu (Hammersted et al.,
1990; Amann, 1999; Meryman, 2007).

U vétSiny bunc¢k je pfiCinou smrti béhem mrazeni a rozmrazovani tvorba
intracelularniho ledu a poskozeni membrany (Hammersted et al., 1990; Meryman, 2007).
Rychlost chlazeni ovliviluje miru zamrznuti a hypertonické zmény v nezamrzlych kandlcich,
které probihaji pted vitrifikaci (Graham, 2011). Pokud jsou buniky chlazeny pfili§ rychle,
intracelularni voda nema dostatek ¢asu opustit buitku a dojde k vytvoreni intracelularniho
ledu (Amann, 1999). Na druhé strang, je-li teplota snizovana ptili§ pomalu, mohou byt buiky
vystaveny nadmérnym hypertonickym podminkam pftili§ dlouho, nez dojde k vitrifikaci
(Graham, 2011).

3.3.2 Kryokonzervace a apoptéza

Kryokonzervace indukuje bunécnou smrt a poSkozeni piezivSich bunék v samic¢im
pohlavni ustroji nebo in vitro (Watson, 2000; Ortega-Ferrusola et al., 2008; Caselles et al.,
2014). Smrt spermii apoptozou v disledku kryokonzervace byla popsana napiiklad u hiebce
(Ortega-Ferrusola et al., 2008), skotu (Martin et al., 2004) a lidského semene (Said et al.,
2010).

Toxicita nerovnomérné distribuce kryoprotektantii (pt. glycerolu) a osmoticky stres
zpusobeny dehydrataci spolu s fdzovymi piechody v plasmatické membran€, oxidacnim
stresem, pred¢asnym starnutim a fenoménem apoptdzy byly uznany jako hlavni faktory
vysvétlujici snizenou zivotnost kryokonzervovanych spermii (Obrazek 3.2) (Gao et al., 1993;
Martin et al., 2004; 2007; Morris et al., 2007; Ortega-Ferrusola et al., 2008; Said et al., 2010).
Vsechny tyto faktory vedou ke sniZzeni zivotnosti zmrazenych spermii v samic¢im
reprodukénim ustroji. Tato skutecnost je obzvlasté problematicka u druhti, jako jsou koné¢,
ktefi maji dlouhé obdobi fije, vyzadujici peclivou diagndézu nacasovani ovulace a oplodnéni
(Ortega-Ferrusola et al., 2008).

Studie u lidskych spermii a skotu (Duru et al., 2001; Martin et al., 2004; 2007; Paasch
et al.,, 2004a; 2004b; 2005; Wiindrich et al., 2006) ukazuji, Ze zmrazovani/rozmrazovani
vyvolava jev podobny apoptoze, ktery mize vysvétlit snizenou Zivotnost piezivajici populace
spermii. Identifikace bunéénych a molekularnich mechanismli zodpovédnych za sniZenou
zivotnost a jejich kontrola bude mit obrovsky dopad na odvétvi konské reprodukce.

Mrazené/rozmraZené spermie se zvySenou dobou Zivotnosti v sami¢im pohlavnim ustroji by
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snizily pozadavky na pracovni silu (Casté ultrazvukové vySetfeni klisny) spojené s umélym
oplodnénim mrazenou ID (Ortega-Ferrusola et al., 2008).

U jedinct stejného druhu a mezi druhy existuji velké rozdily v mrazitelnosti spermatu
(Giraud et al., 2000; Nufez-Martinez et al., 2007). U hifebct jsou vyrazné rozdily v
mrazitelnosti a prezitelnosti vzhledem k jejich individualité. Standardizovat protokol pro
kryokonzervaci hiebciho spermatu je tedy slozitym ukolem vyzadujicim dal$i vyzkumy

(Caselles et al., 2014).

( Cryopreservation )

b

* Sperm selection
techniques
* Cryoprotectants

Reduced integrity Intralextracellular |
. head Size / ice Formation

A Dehydration |

gyl\poptosis i

| Reactive |

oXygen species jmg,
Lipid
L Peroxidation

| ysfunctlonal spermatozoon I

Decreeeed Decreased Decreeeed
motility fertilizing capacity viability

" Mitochondrial
| dysfunction J

Obrazek 3.2: Schéma skodlivych G¢inkt kryokonzervace na integritu spermii a souvisejicich
udalosti, které vedou k apoptdze a poklesu funkce spermii. Vyuziti vhodnych technik odbéru
spermii a kryoprotekce by mély vést k minimalizaci téchto nepfiznivych a¢inkt (Said et al.,

2010).

3.3.2.1 ZvySené mnozstvi apoptotickych spermii v rozmraZzeném ejakulatu

Studie ukdzaly, Ze markery pro apoptdzou se zvySuji u spermii po kryokonzervaci a
rozmrazovani. Kryokonzervace zvysila projevy apoptdzy vcetné potencidlu mitochondridlni
membrany, aktivace kaspaz, permeability membrany a externalizaci fosfatidylserinu (Martin
et al., 2004).
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Zména v tekutosti mitochondridlni membrany, kterd vznika pti kryokonzervaci, vede
ke zvyseni jejiho potencialu a uvolnéni ROS. Nésledné¢ ROS zptsobuji poskozeni DNA ve
spermiich (Said et al, 2010). Bylo popsano, Zze produkce ROS lidskymi spermiemi a
semennymi leukocyty se zvySila po ochlazeni na 4 © C (Wang et al.,, 1997). Tim padem
kryokonzervované vzorky obsahujici leukocyty mohou byt nachylngjsi k fragmentaci DNA
(Said et al., 2010). Kromé toho, proces kryokonzervace vede ke snizeni antioxidacni aktivity
spermii a ty jsou pak vice citlivé na poskozeni indukovanad ROS (Lasso et al., 1994).

Po kryokonzervaci dochazi vlivem ROS K nardstu spermii s peroxidaci lipidi, S
naru$enou membranovou integritou, potencialem mitochondrialni membrany a s kaspazovou
aktivitou (Ortega-Ferrusola et al., 2009a; Gallardo Bolaios et al., 2012), coz vsechno indikuje
probihajici apoptozu. Byla zjisténa vysokd negativni korelace mezi mnozstvim spermii
s peroxidaci lipidi a spermiemi S intaktni membranou a také se spermiemi s vysokym
membranovym potencidlem mitochondrii. Peroxidace lipidi také vyznamné korelovala
s kaspazovou aktivitou (Ortega-Ferrusola et al., 2009a). Aktivni kaspazy 3,7,9 byly
detekovany u hiebCich spermii (Ortega-Ferrusola et al., 2008) coz naznacuje spusténi vnitini
drahy apoptozy vlivem kryokonzervace.

Kaspéazova aktivita byla jiz diive popsdna u Cerstvého lidského a byc¢iho spermatu
(Weng a kol., 2002; Martin et al., 2004; 2007). Nicmén¢, procento spermii s kaspazovou
aktivitou bylo mnohem vys$s§i ve studii Ortega-Ferrusola et al. (2008) u hiebcti. To lze
vysvétlit pomoci dvou hypotéz — prvni je, ze konské spermie indukuji imunologickou
odpovéd’ v déloze klisny po inseminaci a proto je mozné, ze vétSina spermii ma byt
fagocytovéana a tak mize byt apoptoticky mechanismus zapojeny do pfitazlivosti fagocyti, k
odstranéni ejakuldtu z genitdlii klisny. Apoptéza muze byt tedy fyziologicky mechanizmus
odstranovani spermii v samic¢ich pohlavnich cestach, protoze u hiebce jsou procenta
apoptotickych spermii vysoka (Ortega-Ferrusola et al., 2008; 2009a). Druhé vysvétleni miize
byt ve vztahu k mikrobialni fléfe ejakulatu (Ortega-Ferrusola et al., 2008). Studie u lidskych
spermii prokazaly, Ze pritomnost bakterii indukuje jejich apoptdzu (Villegas, 2005). Hiebci
ejakulat obsahuje bohaté mikrobialni populace. Vysledek studie Ortega-Ferrusola et al.
(2009b) naznacuje, ze mikrobialni flora hraje dilezitou roli v apoptotickém poskozeni, které
vznikd v prib&hu konzervace. Autofi zde kladou dlraz na hygienické zachdzeni, vybér
antibiotik a mozné odstranéni bakterii pfed mrazenim (Ortega-Ferrusola et al., 2009b).

Srovnani Cerstvého proti zmrazenému ejakulatu ukazalo, Ze kryokonzervace
vyznamné zvySuje procento spermii s aktivovanymi kaspazami z 21% na 47%. Koncentrace

aktivovanych kaspaz je u lidskych spermii v pozitivni korelaci s rostouci koncentraci
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glycerolu od 7% do 14% (Grunewald et al., 2005). Pfedpoklada se, ze glycerol miize ptispivat
k aktivaci kaspaz ptimo pftes toxické u€¢inky na mitochondrie béhem kryokonzervace spermii
(Wiindrich et al., 2006).

Ve studii Caselles et al., 2014 zjistili, ze hiebCi ejakulaty s vySSim mnozstvim
apoptotickych télisek (a vyssi aktivitou kaspazy 3) byly vice citlivé k poskozeni a stresu
béhem procesu mrazeni a rozmrazovani a vykazovaly snizenou motilitu a viabilitu oproti
semenim s niz§im procentem apoptotickych télisek. Spermie s niz$i pohyblivosti jsou
nachylnéjsi k poskozeni mrazem a v dusledku toho maji nizsi fertiliza¢ni schopnost (Borges

et al., 2007).

3.3.2.2 Vyuziti Yo-Pro 1 k detekci apoptotickych bunék

Zvysena propustnost membrany je znakem ¢asné apoptdzy jak u somatickych bunék,
tak u spermii (Pefia et al., 2005; Ortega-Ferrusola et al., 2008). Toto zvySeni propustnosti je
spojeno se skutecnosti, Ze apoptotické bunky zacinaji uvolnovat signaly pro jejich vyhledani
fagocyty. Jednémi signaly jsou nukleotidy ATP a UTP, jejichz uvolnéni je zavislé na
propustnosti membrany (Elliott et al., 2009), stejnymi kandly se dostava Yo-Pro 1 do buiky
(Gallardo Bolafios et al., 2012).

Testy, které jsou schopné detekovat apoptotické spermie, mohou identifikovat vadné
spermie v pocatecnich fazich poskozeni, a proto mohou lépe vypovidat o celkové kvalité
spermatu (Anzar et al., 2002). Pouziti Yo-Pro 1 je povazovano za jednoduchou, rychlou,
levnou a opakovatelnou metodu pro detekci apoptdzy v somatickych bunkach (Idziorek et al.,
1995) a spermiich (Martin et al., 2004) a je bézn¢ pouzivan v laboratofich pro detekci ¢asného
poskozeni spermii (Pefia et al., 2005; Nufiez-Martinez et al., 2007; Ortega Ferrusola et al.,
2009).
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4 Material a metody

4.1 Odbér vzorku

Ejakulat byl odebran od 6 starokladrubskych hiebci v ERC s.r.o., Mnétice (CZ
53790026). Odbéry probihaly v obdobi od listopadu 2014 do ledna 2015. Pied odbérem za
ucelem vyroby inseminac¢nich davek byli hiebci nékolikrat odebirani, dokud nebyla ustalena
spermatogeneze. Odbér probihal standardnim zpisobem pomoci fantomu a umélé pochvy

zkraceného typu, umoziujici zachytit pouze spermatickou frakci ejakulatu.

4.2 Hodnoceni ejakulatu

Ihned po odbéru nasledovalo laboratorni hodnoceni. Odebrany ejakulat v kalibrované
baiice byl zvazen na laboratornich vahach (Electronic Precision Scale, RS 232 Minitiibe,
Némecko) pro stanoveni objemu. Pro zhodnoceni motility byla umisténa kapka ejakulatu na
podlozni sklicko umisténé na vyhievné desticce mikroskopu (Leica DM1000, Leica
Microsystems). Subjektivné se stanovilo procentualni zastoupeni motilnich spermii pomoci
fazového kontrastu. Koncentrace semene byla stanovena fotometricky (SDM 6, Minitiibe,
Némecko). Dale byly zpracovany pouze vzorky spliujici kritéria pro vyrobu

kryokonzervované inseminacni davky.

4.3 Mrazeni a rozmrazeni ID

Po hodnoceni nasledovalo piediedéni ejakulati a centrifugace (650 X g/15 min). Po
odstiedéni byl odebrany supernatant rozdélen na dvé skupiny a fedén fedidlem Gent —
zloutkové fedidlo s glycerolem a antibiotiky (Minitiibe, Némecko) nebo laktozovym fedidlem
(laktoza, destilovana voda, 4,4% glycerolu, vaje¢ny Zloutek, citrat sodny, hydrogen uhli¢itan
sodny, antibiotika, EDTA) na kone&nou koncentraci minimalng 250 x 10° progresivnich
spermii v inseminaéni davce (ID). Natedéné semeno se dale manualné plnilo do dvou typu
obali — plastovych pejet o objemu 0,5 ml nebo hlinikovych tub o objemu 5 ml Po
dvouhodinové ekvilibraci pti teploté 5°C, byly davky pfesunuty do polystyrenového boxu a
zmrazeny V horizontalni poloze v parach tekutého dusiku. Po 15 minutach v parach tekutého
dusiku byly ID ulozeny v tanku s tekutym dusikem. Pred samotnym pokusem se pejety a tuby

rozmrazovaly ve vodni 1azni o teploté 37°C po dobu 30 - 60 sekund.
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4.4 Detekce apoptotickych spermii

Po rozmrazeni byly davky ponechany ve vodni 14zni o teploté 37°C a v ptisluSnych
inkubacnich Casech bylo odebrdno potfebné mnozstvi semene a dale zpracovavano. ID se
vzdy hodnotily v ¢ase 0 — ihned po rozmrazeni, a nasledné po 15, 30, 45 a 60 minutach od
rozmrazeni. Pfed ptfidanim fluorochromt se odebrany vzorek dostatecné natedil Tyrodovym
roztokem modifikovanym pro spermie (Sp-TALP) (114 mM NaCl, 3,2 mM KCI, 25 mM
NaHCOs3, 0,34 mM NaH,PO4 x H20, 10 mM laktat sodny, 2,0 mM CaCl , x 2H,0, 0,5 mM
MgCl, x 6H,0, 10 mM HEPES, redestilovana Milli-Q voda) na vysledny objem 50 pul. Po
jemném promichani se do nafedéného vzorku ptidaly 3 pul 25 uM Yo-Pro 1 (Y.P.1; Life
Technologies, Grand Island, USA) a 2,5 ul 0,3 % roztoku formaldehydu pro fixaci bunék.
Nasledovala inkubace 20 minut v temnu na vyhfevné desce o teploté 37°C, po jejimz uplynuti
bylo pfidano 0,75 ul 500ug/ml propidium jodidu (PI; Sigma-Aldrich, Saint Luis, MO). Po
homogenizaci po dobu 1 minuty, byly umistény 3 ul suspenze na podlozni sklo a promichany
s 3 ul Vectashield/DAPI (Vector Labs, Burlingame, USA). Po ptekryti krycim sklickem a
zamontovani laku ndsledovalo hodnoceni na fluorescenénim mikroskopu (Eclipse E600,
Nikon, Tokyo, Japan).

Byly vyhodnocovany 2 kategorie spermii pii vinové délce 500-530 nm pomoci
fluorescen¢niho mikroskopu. Hodnotilo se minimaln¢ 100 spermii na vzorek. Spermie
apoptotické (Y.P.1 pozitivni) emituji zelenou nebo Zlutou barvu. Béhem ranych fazi apoptozy
dochazi ke zméné propustnosti membrany, ktera tak selektivné umoznuje vstup nékterych
DNA vazajicich molekul. Vlivem poskozeni procesem kryokonzervace je zpocatku
membrana propustna pro Y.P.1, nikoli vSak pro PI. Mrtvé/nekrotické spermie, jejichz
membrana je pIn€ propustna pro PI, jsou Cervené zbarvené. Intaktni (Zivé) bunky nepropousti
ani jeden fluorochrom a zistavaji tak neobarvené, zvyraznéné pomoci DAPI vazajici se na

chromatin vSech bunék.

4.5 Schéma pokusu

Natredénim dvéma odlisnymi fedidly a plnénim do dvou typh obald vznikly 4 skupiny
vzorkll - kombinace fedidlo/obal, které byly zmraZeny a hodnoceny po rozmrazZeni v riznych

Casech inkubace (Obrazek 4.1).
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Obrazek 4.1: Schématické znazornéni postupu

4.6 Statisticka analyza

Data byla statisticky vyhodnocena pomoci programu Statistica (ver. 10, StatSoft, CZ).
Pro vyhodnoceni zastoupeni jednotlivych kategorii spermii v ejakulatu byly pouzity vhodné
statistické metody. Po zhodnoceni normalniho rozd€leni a homogenity rozptylt (Shapiro-
Wilkiv a Levenlv test) byla pouzita vhodna analyza rozptylu — jednofaktorova a

vicefaktorovda ANOVA. Data byla hodnocena na hladin¢ vyznamnosti p < 0,05.
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5 Vysledky

Tabulka 1: Primérné zastoupeni apoptotickych spermii v fedidlech GENT a LAKT.
fedidlo t0 t15 t30 t45 t60
GENT (N=115)  42+02"  32+02* @ 3,1+0,2° 2,9 + 0,222 3,0 +0,2%°
LAKT (N=128) | 2,0+02* | 1,7+02° | 13+0,2*" | 1,3+0,2%" 1,5+0,2°

12r0zdilné indexy v fadku oznaduji statisticky vyznamné rozdily (p<0,05)
2Prozdilné indexy ve sloupci oznacuji statisticky vyznamné rozdily (p<0,05)

U inseminacnich davek kryokonzervovanych v fedidle GENT doslo s vzrlstajicim
¢asem inkubace k poklesu vyskytu apoptotickych spermii (Tabulka 1), statisticky vyznamny
byl rozdil pozorovan mezi ¢asem t0 a t45 a t0 a t60 (p<0,05). V laktézovém tedidle (LAKT)
byl vyznamny pokles procenta apoptotickych spermii zaznamenan mezi ¢asem t0 a t30 a tO a
t45 (p<0,05). Vyskyt apoptotickych spermii nebyl v dalSich piipadech ovlivnén dobou
inkubace (p>0,05). Primérné zastoupeni apoptotickych spermii se signifikantné 1i§i mezi

pouzitymi fedidly ve vSech Casech inkubace (p<0,05).

Tabulka 2: Primérné zastoupeni apoptotickych spermii z celkového poétu Zivych spermii
v pouzitych fedidlech GENT a LAKT.

fedidlo t0 t15 t30 t45 t60
GENT (N=115) 29,6 +2,4' 302 +24" | 383+24%  385+24%%  425+24°
LAKT (N=128) | 20,2 +2,3' | 22,0+2,3%%* | 25,1+23" | 304+23%° | 33,8+23°

120zdilné indexy v Fadku oznaduji statisticky vyznamné rozdily (p<0,05)
2Prozdilné indexy ve sloupci oznacuji statisticky vyznamné rozdily (p<0,05)

Jak udavé tabulka 2, v insemina¢nich davkach s fedidlem GENT byl pozorovan
statisticky vyznamny rozdil v zastoupeni apoptotickych spermii z celkového mnozstvi zivych
spermii mezi ¢asem t0 a t45 a t0 a t60 a také mezi Casy t15 a t60 (p<0,05). Stejné tak
v laktézovém fedidle doSlo béhem doby inkubace k nartistu procentudlniho zastoupeni
apoptotickych spermii z celkového poctu zivych. Byl pozorovan statisticky vyznamny rozdil
mezi Casem t0 a t45 a t0 a t60 a také mezi Casy t15 a t60 (p<0,05). Primérny vyskyt
apoptotickych spermii z celkového poctu Zivych se signifikantné li§i v zavislosti na pouzitém
fedidle v inkubaénim case t30 (p<0,05), v ostatnich Casech nebyly mezi fedidly pozorovany

vyznamné rozdily (p>0,05).
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Tabulka 3: Primérné zastoupeni apoptotickych spermii v insemina¢nich davkach v zavislosti

na objemu obalu — 0,5 mla 5 ml.

obal t0 t15 t30 t45 t60

0,5 ml (N=126) | 2,4+0,2° 2,0£0,2 1,7+0,2 1,7+ 0,2 2,0+0,2

5ml (N=117) | 3,602 2,8+02 2,7+0,2 2,4 +0,2° 2,4 +0,2°
12r0zdilné indexy v fadku oznaduji statisticky vyznamné rozdily (p<0,05)
Prozdilné indexy ve sloupci oznacuji statisticky vyznamné rozdily (p<0,05)

Z tabulky 3 je zfejmé, ze u insemina¢nich davek kryokonzervovanych v 5 ml tubach

byl pozorovan statisticky vyznamny pokles apoptotickych spermii mezi casem t0 a t45 at0 a
t60 (p<0,05). U davek zmrazenych v 0,5 ml pejetach nebyl zaznamenan statisticky vyznamny
vliv doby inkubace na zastoupeni apoptotickych spermii (p>0,05). Priimérné procento
apoptotickych spermii se signifikantné 1i§i mezi pouZitymi obaly pouze ithned po rozmrazZeni

t0 (p<0,05), se vzrustajici dobou inkubace nebyly zaznamenany vyznamné rozdily (p>0,05).

Tabulka 4: Prumérné zastoupeni apoptotickych spermii z celkového poctu zivych spermii
Vv zavislosti na objemu obalu — 0,5 mla 5 ml.

obal t0 t15 t30 t45 t60
0,5 ml (N=126) | 26,6 +2,4" | 28,4+24"  31,9+2,3"*° 386+23*° 433423
5ml (N=117) | 22,5+24 @ 23,1+24 30,8 £2,4 29,5+24 | 32,1+£24°
120zdilné indexy v Fadku oznaduji statisticky vyznamné rozdily (p<0,05)
2Prozdilné indexy ve sloupci oznaduji statisticky vyznamné rozdily (p<0,05)

Priimérné procentudlni zastoupeni apoptotickych spermii z celkového poctu zivych
spermii v 0,5 ml pejetdch béhem doby inkubace vzriista (Tabulka 4). Signifikantn¢ se lisi
mnozstvi apoptotickych spermii z Zivych v ¢ase t0 a t45 a t0 a t60. Po hodin¢ inkubace (t60)
se signifikantné¢ zvysil vyskyt apoptotickych spermii z celkového poctu zZivych v porovnani
s hodnotami v ¢asech t15, t30 a t45 (p<0,05). V 5 ml tubach nebyly pozorovany zadné
statisticky vyznamné rozdily mezi riiznymi ¢asy inkubace (p>0,05). Mezi pouZzitymi obaly byl
vyznamny rozdil v zastoupeni apoptotickych spermii z celkového mnozstvi zivych po

hodinové inkubaci (t60) (p<0,05).
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Tabulka 5: Primérné zastoupeni apoptotickych spermii v insemina¢nich davkach v zavislosti

na fedidle a objemu obalu.

Redidlo/obal t0 t15 30 t45 t60

G'%Q'L%m' 67403 | 54203 | 53203 | 46203 | 452035

LAKT 5 ml 1,5+03% | 1,1+£03° | 1,0203% | 09203 | 1.0+03
(N=70)

LAET\IT:gg; mb 5420030 | 24+03° | 17+03° | 17403 | 2,0+03°

GES'\IT:gé? mb 540030 | 170,30 | 17+03° | 18403 | 20403

12r0zdilné indexy v fadku oznaduji statisticky vyznamné rozdily (p<0,05)
4Prozdilné indexy ve sloupci oznaduji statisticky vyznamné rozdily (p<0,05)

Vliv pouzitych fedidel a obald vybranych pro kryokonzervaci hiebCich insemina¢nich
davek na primérny vyskyt apoptotickych spermii shrnuje tabulka 5. Procento apoptotickych
spermii v fedidle GENT v 5 ml tub¢ se signifikantné li§i v Case inkubace t0 a t45 a tO a t60
(p<0,05). U ostatnich kombinaci objemi a fedidel nebyl zaznamenan v mnozstvi
apoptotickych spermii mezi Casy inkubace Zadny statisticky vyznamny rozdil (p>0,05).
V inseminacnich davkéach kryokonzervovanych s fedidlem GENT v 5 ml tubach bylo
pozorovano procento apoptotickych spermii statisticky vyznamné vysS$i v porovnani

S ostatnimi hodnocenymi variantami ve vSech Casech inkubace (p<0,05).

Tabulka 6: Prumérné zastoupeni apoptotickych spermii z celkového poctu zivych spermii

v zavislosti na fedidle a objemu obalu.

fedidlo/obal t0 t15 t30 t45 t60

Gmlg)m' 35,043,7° | 36,0437 | 482+3,7° | 41,0£37° | 42,9437
'—A(§2T7g)m' 141£3,0°| 145300 | 19,1£3,0° | 21.8+3,0° | 24.8:+3,0°
'—AET\IT:gé? M 12764331 31,1433 | 322433 | 40,7433 | 44,6+3,32"
GEé\lluT:gé? M 2584310 262431 | 31,6+3,1 | 369+3,1 | 422+3,1%

L2r0zdilné indexy v fadku oznaduji statisticky vyznamné rozdily (p<0,05)
2Prozdilné indexy ve sloupci oznaduji statisticky vyznamné rozdily (p<0,05)

Primérné mnoZstvi apoptotickych spermii z celkového poctu Zivych spermii ve
vyrobenych inseminaénich davkach béhem inkubace vzristalo u vSech typl pouzitych fedidel
a oballl (Tabulka 6). Statisticky vyznamny rozdil byl zaznamenan pii pouZziti laktézového

fedidla a 0,5 ml pejet mezi Casem t0 a t60 a u fedidla GENT a 0,5 ml pejet mezi ¢asem t0 a
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t60 a také mezi Casem t15 a t60 (p<0,05). Ihned po rozmrazeni (t0), v ¢asech t15, t30 i t45 byl
Vv inseminacnich davkach pozorovan vyznamny rozdil v zastoupeni apoptotickych spermii
z celkového poctu zivych mezi fedidly GENT a LAKT pfi pouziti 5 ml tub (p<0,05). V case
t45 byl také zaznamenan rozdil mezi objemy 5 ml a 0,5 ml v laktézovém fedidle (p<0,05). Po
hodinové inkubaci (t60) byly zaznamenany signifikantni rozdily v zastoupeni apoptotickych
spermii z celkového poctu zivych mezi kombinaci LAKT 5 ml a LAKT 0,5 ml a LAKT 5 ml
a GENT 0,5 ml (p<0,05).

Tabulka 7: Primérné zastoupeni apoptotickych spermii u jednotlivych hiebct v zavislosti na

pouzitém tedidle.

Hiebec Redidlo t0 t15 t30 t45 t60
GENT a a a
o (N=25) 49+0,5 42+0,5 34+0,5 | 35+05 @ 28+05
Siglavi LAKT o
(N=25) 2,4+05 1 23405 1,3+0,5 1,240,5 1,24+0,5
GENT

+ ab,d + 234 19+ N
Favory (N=20) 257 056 2)2 0)6 ,3 0,6 ,9 0,6 3’0 0’6

Albuza LAKT
(N=24)
GENT
(N=25)
LAKT
(N=27)
GENT
(N=13)
LAKT
(N=17)
GENT
(N=16)
LAKT
(N=15)
GENT
Sacramoso | (N=16)
Mantova LAKT
(N=20)

rozdilné indexy ve sloupci oznacuji statisticky vyznamné rozdily (p<0,05)

2,1+05%% | 20+05 | 1,3+05 | 1,7+0,5 | 1,5+05

2,8+£0,5 | 25+£05 | 2,8+0,5 @ 2,6+0,5 23+0,5
Aversa
1,0£0,5° | 08+05" | 09+05 | 08+05 | 0,9+0,5

3,3+0,7 2,8+0,7 2,4+0,7 1,9+0,7 2,5+0,7
Santalina
1,3+ 0,6b 1,0+ 0,6 0,7+ 0,6a 0,4+0,6 0,6 + 0,6a

6,9+£0,6*%  41+06 | 41+0,6"°  3,5+0,6 4,7+0,6
Manida
2,6 £ 0,6 1,9+0,6 | 1,9+0,6 @ 13+06 | 2,6+06

50+0,6*°% | 3,4+0,6 3,7+ 0,6 3,8+£0,6 3,1£0,6

2,6 £0,6 2,1+£0,6 2,1+£0,6 2,1£0,6 2,7+£0,6

ab,cd

Z tabulky 7 je patrné, ze u jednotlivych hiebcil nebylo mnoZzstvi apoptotickych spermii
ovlivnéno dobou inkubace (p>0,05). AvSak pii porovnani vSech hodnocenych hiebcti
Vv jednotlivych ¢asech inkubace byl prokézan vliv individuality hiebce (p<0,05) kromé casu
t45.
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Tabulka 8: Primérné zastoupeni apoptotickych spermii z celkového poctu zivych spermii u

jednotlivych hiebct v zavislosti na pouzitém fedidle.

hiebec

GENT
(N=25)
LAKT
(N=25)
GENT
(N=20)
LAKT
(N=24)
GENT
(N=25)
LAKT
(N=27)
GENT
(N=13)
LAKT
(N=17)
GENT
(N=16)
LAKT
(N=15)
GENT
(N=16)
LAKT
(N=20)

Siglavi

Favory
Albuza

Aversa

Santalina

Manida

Sacramoso
Mantova

ab,cd

Redidlo

t0
24,9 +£ 4,7

17,3 +4,7
15,4 + 5,22
14,9 + 4,8
20,8 +4,7
94+45°
37,9+ 6,5
23,9+5,7
49,3 +5,8"
30,3 + 6,0
41,858

34,0 +£5,2

t15
25,8 £4,7

243+ 4,7
17,0 5,2
17,3 + 4,8
24,6 + 4,7
11,6 + 4,5
36,0 + 6,5
21,3+5,7
47,0 +5,8"
27,8+ 6,0
40,7 + 5,8

35,1 +£5,2

t30
25,6 £4,7°

21,0 +4,7°
19,8 + 5,2°
15,4 + 4,8%P
32,0 £ 4,7
13,6 + 4,5%°
55,1 + 6,5%¢
33,8 45,7
62,9 + 5,7°¢

42,4 +£6,0

51,3+
5 86,C,d

36,6 £5,2

rozdilné indexy ve sloupci oznacuji statisticky vyznamné rozdily (p<0,05)

t45
28,2 +£4,7%¢

25,6 + 4,7%¢
21,6+ 5,2°
20,4 + 4,8°
25,9 + 4,7%¢
16,7 = 4,5°
52,3465
27,5+ 5,7%¢
62,8 + 5,7°°
43,2+ 6,0
58,9 4+ 5,8°

59,5+ 520¢

t60
35,4 +4,7

25,1 + 4,7%¢
33,3 + 5,23¢d

29,4 + 4,8%¢

34,3 +4,7
13,7 +4,5°

48,3 £6,5

31,4 + 5,7%¢¢

66,5 + 5,7°¢4

56,1 + 6,0°

47,7+5,8

62,2 + 5,2°

Z tabulky 8 je zfejmé, ze u jednotlivych hiebcli nebylo mnozstvi apoptotickych

spermii z celkového poctu zivych spermii ovlivnéno dobou inkubace (p>0,05). AvSak pii

porovnani vSech hodnocenych hiebcti v jednotlivych Casech inkubace byl prokazan vliv

individuality hiebce (p<0,05).

36



Tabulka 9: Primérné zastoupeni apoptotickych spermii v insemina¢nich davkach v zavislosti

na hrebci a objemu obalu.

hFebec obal t0 t15 t30 t45 t60
0.5ml | 5ei05 | 26405 | 1.6+05 | 17405 | 20405
. (N=26)
Siglavi 5 mil
m a
(Negay | 462057 | 4005 | 31205 | 31405 | 20405
0,5ml
! + + + + +
- (Nozay | D905 | L7205 | 15405 | 15405 | 16+05
Albuza S mi 29+0,6 | 25+06 | 22406 | 21406 | 2.9+06
(N=20)
0.5ml | 4105 | 10205 | 12405 | 1,0405 | 13+05
(N=27)
Aversa 5ml
(Negs) | 2405 | 23205 | 24205 | 24405 | 1905
0.5ml | 56407 | 15207 | 13407 | 10207 | 12407
. (N=15)
Santalina 5 mi
(Nets) | 23#07 | 2107 | 16207 | 10207 | 17407
0.5ml | 3. 07 | 30207 | 32407 | 31407 | 41+07
. (N=14)
Manida 5 ml
(Ne17) | 33* 0,6°° | 3,1+06 | 3.0+06 | 19+0,6 | 32+06
0.5ml 1 3506 | 27406 | 19406 | 23+06 | 2.5%06
Sacramoso | (N=20) ’ ’ ’ g ’ ) ’ ) ) )
Mantova (I\?:”{L) 43+0,7 | 2,7£07 | 39+07 | 3,6+07 | 33%0]7

2PCrozdilné indexy ve sloupci oznaduji statisticky vyznamné rozdily (p<0,05)

Jak vyplyva z tabulky 9, u jednotlivych hiebcti nebylo mnozstvi apoptotickych spermii
ovlivnéno dobou inkubace (p>0,05). Signifikantni rozdil v primérném mnozstvi
apoptotickych spermii mezi hi‘ebci a obaly byl zaznamenan pouze v inkubacnim case t0 mezi
hiebcem Aversou v 0,5 ml pejeté a hiebci Manidou a Siglavim v 5 ml tubé (p<0,05).
V ostatnich casech nebyly zaznamenany mezi jednotlivymi hiebci a typy pouzitych oball
zadné statisticky vyznamné rozdily procentudlniho zastoupeni apoptotickych spermii

(p>0,05).
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Tabulka 10: Primérné zastoupeni apoptotickych spermii z celkového poctu zivych

Vv zavislosti na htebci a objemu pouzitého obalu.

hrebec Obal t0 t15 t30 t45 t60
(OI\’IS: zrg') 21,8+4,6  268+4,6 245+4,6% 31,5+4.6 | 37,3 +4,6°
Siglavi
(S:”Z‘L) 203+48 | 232+48 22,0+48 | 21,8+489 | 225+48°
0.5ml 1 348 | 184448 188448 | 218487 | 340+ 48
Favory (N:24) 9 9 b 9 b 9 b b 9 b
Albuza SMl 653 156453 | 158453° | 19.8+53" | 277453
(N=20)
0,5 ml 1 2 a a a
(N=27) 6,7+45 | 17,8+45 | 209+45 | 21,4+45 27,7 +45
Aversa 5 ml
’ 13,0+4,7 | 17.8+4,7 | 242+47% | 20,9+47% | 192+47°
(N=25)
0,5 ml a,c
_ (N=15) 32,061  262+61  412+6,1  489+6,1 | 40,6+6,1
Santalina 5 mi
B 28,0+£6,1 | 292+6,1 | 449+6,1 | 27,6+£6,1* | 36,8 +6,1>°
(N=15)
0’5_ mi 488+63  480+63 64,7+6,1° 66,9+6,1°%% | 76,8 £6,1°¢
. (N=14)
Manida 5 ml
B 329+£57 | 292457 | 432457 | 41,8+£57 | 482+57
(N=17)
0.5Ml | 301 153 | 448+53 | 403+53 | 623453 | 60,053
Sacramoso (N:ZO) 9 9 b 9 b 9 b b b b
Mantova (I\51=n1“6) 35,559 | 287+59 | 467+59 | 554=597 | 50459

2Pe407dilné indexy ve sloupci oznaduji statisticky vyznamné rozdily (p<0,05)

Jak je patrné ztabulky 10, u jednotlivych hiebci nebylo mnoZzstvi apoptotickych
spermii Z celkového poctu zivych ovlivnéno dobou inkubace (p>0,05). Thned po rozmrazeni
Vv ¢ase t0 ani po inkubaci 15 minut (t15) nebyly zaznamenany zadné statisticky vyznamné
rozdily v poctu apoptotickych spermii z zivych mezi jednotlivymi hiebci a typy obali
(p>0,05). Pfi porovnani vSech hodnocenych hiebcii v ¢asech inkubace t30, t45 a t60 byl
prokazan vliv individuality hfebce na vyskyt apoptotickych spermii z celkového poctu Zivych

spermii (p<0,05).

Byl prokéazan vliv individuality hiebctl na pfitomnost apoptotickych spermii, jak je patrné
z tabulek 11-22 v piiloze. Procentualni zastoupeni apoptotickych spermii bylo signifikantné
vy$$i (p<0,05) v insemina¢nich davkach v fedidle GENT a 5 ml tubé nez ve vSech ostatnich
kombinacich fedidlo/obal u vétSiny hiebci ithned po rozmraZeni. U hiebce Sacramoso

Mantova byl signifikantni rozdil v zastoupeni apoptotickych spermii zaznamenan pouze
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s kombinaci LAKT 5 ml a u hiebce Favory Albuza s GENT 0,5 ml. Nejméné apoptotickych
spermii bylo zaznamenano v davkach fedénych laktozovym fedidlem a ulozenych v 5 ml tubé
u 5 hitebcll ze 6. V inseminaénich davkach ulozenych v pejetach se u jednotlivych hiebeil
vyskytovaly relativné obdobné hodnoty apoptotickych spermii a také u vétSiny hiebeili
vykazovaly v Case nejvétsi stabilitu.

Zastoupeni  apoptotickych ~ spermii  z celkového  poctu  zivych  spermii
Vv kryokonzervovanych insemina¢nich davkach 1épe u jednotlivych hiebcii odpovida realité,
protoZze u né€kterych hiebcti se vyskytovalo Vv insemina¢nich davkach po rozmrazeni velmi
malé mnozstvi apoptotickych spermii z divodu vysokého procenta mrtvych spermii (data
nejsou soucasti této prace).

Nejvice apoptotickych spermii z celkového poctu Zivych spermii se nachazelo
v inseminacnich davkach kryokonzervovanych v fedidle GENT a 5 ml tubé u vSech hiebct,
krom¢ hiebce Favory Albuza, u kterého bylo nejvyssi primérné zastoupeni apoptotickych
spermii z celkového poctu Zivych v inseminacnich davkach fedénych fedidlem LAKT a
ulozenych v 0,5 ml pejeté. Nejméné apoptotickych spermii z zivych bylo v kombinaci 5 ml
tuby a tedidla LAKT. Spermie s casem inkubace umiraly, takze byl zaznamenan narust
prumérného zastoupeni apoptotickych spermii z celkového poctu zivych. U nékterych hiebeii
byly zaznamenany stabilni hodnoty apoptotickych spermii z zivych spermii v fedidle GENT a
0,5 ml pejeté mezi Casy t0 az t30 (Siglavi, tabulka 12; Favory Albuza, tabulka 14; Manida,
tabulka 20; Sacramoso Mantova, tabulka 22). Stabilni hodoty Vv ¢ase byly u hiebct Siglavi a
Manida zaznamenany také v kombinaci GENT a 5 ml tuba anebo v piipadé hiebct Aversa,
Manida a Sacramoso Mantova v fedidle LAKT a 0,5 ml pejeta (tabulka 16, 20, 22).
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6 Diskuze

Cilem prace bylo ovéfit hypotézu, ze na vyskyt apoptoticky zménénych spermii hiebct
V rozmrazené inseminaéni davce ma vliv doba inkubace, forma obalu inseminacni davky
a individualita hiebce.

Pro detekci apoptotickych spermii v kryokonzervovanych insemina¢nich déavkach
hiebcl jsou vyuzivany rizné fluorochromy, napiiklad Annexin-V spole¢né s propidium
jodidem (PI) pro zviditelnéni translokace fosfatidylserinu na membrané spermie (Gallardo
Bolafios et al., 2012; Monteiro et al., 2013; Franco et al., 2014; Caselles et al., 2014) nebo
Yo-Pro 1 (Y.P.1) vkombinaci sethidium homodimerem (Eth) znacici Casné apoptotické
zmény cytoplazmatické membrany (Ortega-Ferrusola et al., 2008; 2009; Morillo Rodriguez et
al., 2011; Gallardo Bolafios et al., 2012). Shodné¢ jako v naSi studii pouzili k detekci
apoptotickych zmén Y.P.1 a PI v experimentu Yeste et al. (2015) u hieb¢ich a Martin et al.
(2004) u bycich spermii. K detekci probihajici apoptézy po rozmrazeni je také casto
vyuzivana aktivita kaspaz, u hiebcti konkrétné kaspazy 3, 7 a 9 (Ortega-Ferrusola et al., 2008;
Gallardo Bolanos et al., 2012; Monteiro et al., 2013; Caselles et al., 2014).

6.1 Vliv doby inkubace a pouzitych redidel

Zastoupeni apoptotickych spermii v kryokonzervovanych inseminac¢nich davkach (ID)
fedénych fedidlem Gent bylo v dobé rozmrazeni az do 60 minut po rozmrazeni dvojnasobné
vyssi nez v laktézovém fedidle (Tabulka 1). V obou fedidlech doslo béhem c¢asu inkubace ke
snizeni procenta apoptotickych spermii. Tento pokles byl v fedidle Gent signifikantni mezi
zastoupenim apoptotickych spermii ihned po rozmrazeni a hodnotami po inkubaci 45 a 60
minut po rozmrazeni. V laktozovém fedidle byl vyznamny pokles apoptotickych spermii
zaznamenan mezi ¢asem 0 ihned po rozmrazeni a ¢asy inkubace 30 a 45 minut. JelikoZ se
Vv naSem pokusu Casto vyskytovaly ID vykazujici po rozmraZeni velmi vysoké procento
mrtvych spermii a v téchto davkach bylo zastoupeni apoptotickych spermii nizké, I1épe
vypovidd o kvalit¢ kryokonzervovanych inseminacnich davek vypocet zastoupeni
apoptotickych spermii z celkového poctu Zivych. Tento udaj také udava v fedidle Gent vyssi
procentualni zastoupeni nez v laktézovém fedidle (Tabulka 2), ve kterém bylo vice mrtvych
spermii nez v insemina¢nich davkach fedénych fedidlem Gent (nepublikované vysledky).

Podobnych hodnot apoptotickych spermii jako v nasi studii zaznamenali u hieb¢ich

kryokonzervovanych inseminac¢nich davek fedénych fedidlem Gent Franco et al. (2014).
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Absolutni hodnoty procentudlniho zastoupeni apoptotickych spermii byly v této studii nizsi
nez v naSem experimentu, coz je mozné vysvétlit pouzitim jinych chemikalii a také vyuziti
jiné metody detekce - prutokové cytometrie, kterd je vyuzivana ve vétsing studii jako pfesna a
objektivni metoda pii pouziti fluorescencniho barveni bungk.

VysSich hodnot apoptotickych spermii v fedidle Gent Vv porovnani s vysledky
uvedenymi v této diplomové praci zaznamenali Morillo Rodriguez et al. (2011), ktefti
porovnavali vliv riznych fedidel na kryokonzervované spermie andaluskych hiebct. Pouzili
fedidlo Gent, INRA 96 a fedidlo Céceres. Caceres je fedidlo na bazi odstiedéného mléka
s ptidanym kryoprotektantem dimethylformamidem (1,5%) Vv kombinaci se snizenym
obsahem glycerolu (1,5%), ¢imZ se snizuje jeho toxicky vliv (Fahy, 2010). Ukazalo se, Ze
v fedidle Céceres mély spermie po rozmrazeni lepsi motilitu, nez v ostatnich dvou typech
fedidel. Také procento spermii s intaktni membranou bylo vyznamné vy$$i u vzorki
zmrazenych v fedidle Caceres, zatimco mezi fedidly INRA 96 a Gent se neliSilo. Procento
apoptotickych spermii nebylo mezi fedidly vyznamné rozdilné. V ID s tedidlem Céceres
dosahovalo zastoupeni apoptotickych spermii primérné 12,3%, s fedidlem Gent 9,8% a v ID
fedénych pomoci INRA 96 12,6%. Shodné jako v nasi studii zaznamenali vysoké zastoupeni
apoptotickych spermii u ID s nejvétsim mnozstvim zivych spermii. Pfepoctené zastoupeni
apoptotickych spermii z celkového poctu zivych spermii z publikovanych vysledkd studie
Morillo Rodriguez et al. (2011) odpovida naSim vysledkiim pramérného procentualniho
zastoupeni apoptotickych spermii z zivych v fedidle Gent. Zatimco Morillo Rodriguez et al.
(2011) zaznamenali ve své praci nejlepSich vysledkti s mléénym fedidlem, naopak v nasi praci
bylo v lakt6zovém fedidle dosaZzeno horSich vysledku po rozmrazeni, pravdépodobné vlivem
vy$§iho mnozstvi glycerolu (4,4%).

Stejné tak ve studii Yeste et al. (2015), kde byly inseminaéni davky teplokrevnych
hiebcli mrazeny v fedidle INRA-Freeze v 0,5 ml pejetach dosdhli po rozmrazeni vysSich
hodnot apoptotickych spermii nez v nasi studii, ale s pfihlédnutim na pocet mrtvych spermii
vV ddvce primérné zastoupeni apoptotickych spermii z zivych bylo mirné vySsi nez v nasem
pokusu, coz mize byt zplsobeno jinym typem pouzitého fedidla ¢i plemenem hiebct. Pro
detekci apoptotickych spermii u dobfe a Spatné mrazitelnych ejakulatd také pouzili
fluorochromy Yo-Pro 1 a propidium jodid. Dobfe mrazitelny ejakulat ma, jak predpokladaji
autofi studie, stabiln¢j$i membranu, proto vydrzi déle nepropoustét PI, takZze shodné jako
Vv této diplomové praci zaznamenali vyS$Si procentudlni zastoupeni apoptotickych spermii u

vice motilnich a viabilnich vzorkl (Yeste et al., 2015).
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Vliv ¢asu inkubace na pritomnost apoptotickych spermii v ejakulatu hiebci po
rozmrazeni byl publikovan ve studii Yeste et al. (2015). Ejakulaty byly hodnoceny na
ptitomnost apoptotickych spermii po odbéru Cerstvé, ihned po rozmrazeni a nasledné po
hodinové inkubaci. Byl prokdzan vliv kryokonzervace na zastoupeni apoptotickych spermii
Vv ejakulatu, kdy po rozmrazeni bylo procento apoptotickych spermii vyrazné vyssi nez
Vv Cerstvém semeni. VIiv hodinové inkubace se liSil mezi dobfe a Spatné¢ mrazitelnymi
ejakulaty. U dobfe mrazitelnych ejakulatti shodné jako v této diplomové praci zaznamenali
Yeste et al. (2015) se sou¢asnym nartstem mrtvych spermii pokles primérného zastoupeni
apoptotickych spermii, u ejakulati Spatn¢ snasejicich mrazeni naopak doslo po hodinové
inkubaci k nartstu mnozstvi apoptotickych spermii.

Z vysledkl na$i studie vyplyva, ze i pfes vys$i zastoupeni apoptoticky zménénych
spermii v kryokonzervovanych davkach s fedidlem Gent, poskytuje toto fedidlo lepsi ochranu

pfi mraZzeni hiebCich spermii nez fedidlo laktozovée.

6.2 Vliv pouzitych objemii obalii

Pfi porovnani vlivu riznych objemt obalii na kvalitu hiebéich kryokonzervovanych
insemina¢nich davek bylo zaznamenano vice apoptotickych spermii v 5 ml hlinikovych
tubach. Statisticky vyznamné vyssi bylo procentualni zastoupeni apoptotickych spermii v ID
v 5 ml tubach pouze ihned po rozmrazZeni, v ostatnich ¢asech inkubace se od ID v 0,5 ml
pejetach vyznamné neliSilo. Béhem ¢asu inkubace dochazelo u ID v 5 ml tubach k poklesu
prumérného zastoupeni apoptotickych spermii (Tabulka 3). Statisticky vyznamny byl tento
rozdil mezi hodnotami apoptotickych spermii ihned po rozmrazeni a po 45 a 60 minutach
inkubace. V 0,5 ml pejetach se béhem inkubace mnozstvi apoptotickych spermii vyznamné
neliSilo a vykazovalo stabilnéjSich hodnot. Vice apoptotickych spermii z celkového poctu
zivych bylo zaznamenano v 0,5 ml pejetach (Tabulka 4), ale tento rozdil byl signifikantni
pouze az po hodinové inkubaci. V pejetach doSlo béhem inkubace k vyznamnému narastu
procentudlniho zastoupeni apoptotickych spermii z celkového poctu zivych. V aluminiovych
tubach bylo zastoupeni apoptotickych spermii z celkového poctu Zivych stabiln€jsi a ndrtst
nebyl statisticky vyznamny.

Pejety o0 objemu 0,5 ml jsou dnes doporucovany ke kryokonzervaci hieb¢ich spermii.
Hypotéza pro¢ konzervovat sperma do 0,5 ml pejet je, ze poskytuji rovnomérnéjs$i zmrazeni a
rozmrazeni vzhledem k poméru povrchu a objemu (Crockett et al., 2000; Sieme, 2011a).

Pejety, diky velkému poméru povrch/objem, zajistuji rychlé zmrazeni celého obsahu
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S minimdlnimi vykyvy teplot béhem mrazeni. Mala plocha na prifezu umoznuje rychly
prenos tepla mezi obsahem a okolim (Bielas et al., 2003). Po rozmrazeni byly zaznamendny
vyhovujici parametry motility hieb¢iho ejakulatu ulozeného v 0,5 ml pejetach napiiklad ve
studiich Nascimento et al. (2008) a Maziero et al. (2013).

Ve studiich porovnavajicich 0,5 ml pejety s objemnéjSimi obaly nebyl vétSinou
zaznamenan rozdilny vliv na parametry motility heb¢ich ejakulati po rozmrazeni. Lorenzoni
et al. (2011) porovnavali s 0,5 ml pejetami 2 ml tuby, Crockett et al. (2000) nezaznamenali
rozdil s ID mrazenymi v 2,5 ml pejetach a také Samper (1995) udava podobné procentudlni
zastoupeni motilnich spermii po rozmraZeni ID v pejetach o objemu 0,5 ml, 2,5 mla 5 ml

V diiveéjsi studii Kneissl (1993) zaznamenal lepsi vysledky po rozmraZzeni u semene
ulozeného v 0,5 ml pejetach v porovnani se 4 ml makrotubami. Naopak Saragusty et al.
(2007) doporucuji pro hiebce vyuziti velkoobjemovych tub (12 ml sklenéné tuby). Ve vétsich
objemech ID autofi této prace zaznamenali po rozmrazeni lepsi parametry (motilita, viabilita,
HOS test) nez v klasickych plastovych pejetach (0,5 ml). V této studii vSak pouzivali jiné
techniky mraZeni (multitermalni gradient) nez pti komer¢ni vyrobé ID.

Ve studii Bielas et al. (2003) porovnavali vliv obalii na parametry po rozmrazeni
kancich ejakulatt — pouzili 0,2 ml pelety, 5 ml pejety a 2 ml ploché pejety. Nejlepsi kvality po
rozmrazeni dosahovaly ID, které byly mrazeny ve formé pelet anebo baleny do 2 ml plochych
pejet. Také pii porovnani mrazeni kanéich ID v 5 ml a 0,25 ml pejetach byly ve vétsich ID
zaznamenany niz§i hodnoty motility a viability, ale rozdil nebyl signifikantn¢ vyznamny (Dai
et al., 2009). Ve studii Cérdova et al. (2002) také nebyl pozorovan vyznamny rozdil v kvalité
kanc¢ich insemina¢nich davek mrazenych v 0,5 ml nebo 5 ml pejetach (Cordova et al., 2002).
Podobného vysledku bylo dosazeno ve studii Strzezek et al. (2015) u psich ID. Po rozmrazeni
nebyly zaznamendny vyznamné rozdily v celkové motilité¢ ID balenych do 0,25 ml pejet nebo
5 ml aluminiovych tub, avSak vys§i progresivni motilitu a rychlost vykazovaly spermie
ulozené v 0,25 ml pejetach (Strzezek et al., 2015).

Pouziti makrotub k inseminaci snizuje ztraty spermatu béhem ptipravy ID a je také
jednodussi, protoze cely objem ID je v jedné tubé, na rozdil od nutnosti pouzit k inseminaci
vétsiho poctu pejet (Gacitua a Arav, 2005; Saragusty et al., 2007). Insemina¢ni davky ulozené
v makrotubach jsou vyhodné kviili sniZeni rizika kontaminace a eliminaci zimény nebo ztraty
pejet. Inseminacni davky ve vétsich tubach mohou byt také 1épe oznacené, identifikovatelné a
manipulovatelné (Saragusty et al., 2007). Nicméné zmrazovani a rozmrazovani velkych
objemli miize byt problematické s ohledem na pienos tepla, ktery ovlivni nerovhomérné

rychlé mrazeni velkého objemu a rekrystalizaci béhem rozmrazovani (Karlsson a Toner,

43



1996; Gacitua a Arav, 2005). Hlinikové tuby jsou ploché a maji velkou plochu povrchu,
ptenos tepla je tedy rychly. Do tub se také vejde vétsi mnozstvi semene, ale mohou se
vyskytovat rozdilné rychlosti zmrazovani a rozmrazovani v okrajovych a centralnich ¢astech
tuby (Strzezek et al., 2015), coz mize indukovat akrozomalni a membranové poskozeni, které
mize byt pouzitim nizkoobjemové pejety eliminovano (Karlsson a Toner, 1996; Gacitua a
Arav, 2005; Coérdova et al., 2013).

Pti hodnoceni procenta zabfeznuti po inseminaci kryokonzervovanou hieb¢i davkou
dosahuji nejlepsich vysledka (49-76%) davky mrazené v pejetach o objemu 0,5 ml (Barbacini
et al., 2008; Sieme et al., 2003; Vidament, 2005), ale podobnych vysledkd bylo dosazeno i
s hlinikovymi makrotubami o objemu 4 ml (56%) (Miiller, 1987). Love et al. (1989)
porovnavali GispéSnost inseminace kryokonzervovanymi davkami v 4 ml plastovych pejetach
a 10-12 ml hlinikovych tubach u hiebctl. Procento zabteznuti nebylo signifikantné rozdilné.

Procentudlni zastoupeni apoptotickych spermii uvedené v této diplomové praci neni
vyrazn€ rozdilné mezi typy pouZitych obalii, kromé hodnoceni ithned po rozmrazeni. Po
rozmrazeni bylo vice apoptotickych spermii zaznamenano v 5 ml tubach, ve kterych bylo také
vice Zivych spermii nez v 0,5 ml pejetach (nepublikované vysledky). Z nami zjisténych

vysledkt lze oznacit za vhodnéjsi pro kryokonzervaci hiebCich spermii 5 ml tuby.

6.3 Vliv pouzité kombinace Fedidla a obalu

Pii studiu efektu pouzitého fedidla a objemu obalu na zastoupeni apoptotickych
spermii v kryokonzervovanych insemina¢nich davkdch po rozmrazeni bylo nalezeno
signifikantn¢ nejvice apoptotickych i1 apoptotickych spermii z celkového poctu zivych v ID
fedénych fedidlem Gent a ulozenych v 5 ml tubach (Tabulka 5, Tabulka 6). Inseminac¢ni
davky s lakt6zovym fedidlem uchované v 5 ml tubach obsahovaly nejmén¢ jak apoptotickych,
tak apoptotickych spermii z zivych. U vSech kombinaci fedidla a obalu byl pozorovan
Vv jednotlivych casech inkubace pokles apoptotickych spermii, statisticky vyznamné bylo toto
snizeni pozorovdno v ID fedénych fedidlem Gent v 5 ml tubdch mezi hodnotami ihned po
rozmrazeni a po 45 a 60 minutach. MnoZstvi apoptotickych spermii z celkového poctu Zivych
v pribéhu inkubace narlstalo, vyznamny rozdil byl zaznamenan u inseminacnich davek
balenych v 0,5 ml pejetach.

Ortega-Ferrusola et. al. (2008) studovali specifické apoptotické parametry béhem
hlavnich kroku kryokonzervace (u Cerstvého spermatu, po odstfedéni a po rozmrazeni).

Vysledkem jejich prace bylo zjiSténi, Ze S narlstajicim mnoZstvim manipulace s ejakuldtem
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stoupd procentudlni zastoupeni apoptotickych spermii se soucasnym poklesem zivych
spermii. Stejné jako v nasi studii pouzili fedidlo Gent a 0,5 ml pejety, ale zaznamenali vyssi
zastoupeni apoptotickych spermii nez v naSem piipad€, coz mohlo byt zplisobeno pouzitim
rozdilnych chemikalii (ethidium homodimer misto PI), nizkym poctem testovanych vzorka
(n=18) a odlisnym plemenem (andalusky kun) (Ortega-Ferrusola et al., 2008). Vyssi
zastoupeni apoptotickych spermii nez v této diplomové praci zaznamenali po rozmrazeni
inseminacnich davek andaluskych hiebcti fedénych fedidlem Gent v 0,5 ml pejetach také
Garcia et al. (2009). Autofi této studie hodnotili vliv centrifugace po rozmrazeni. Odstranénim
populace mrtvych spermii centrifugaci doslo k vyznamnému zlepSeni vSech parametrii
semene po rozmrazeni (Garcia et al., 2009).

Z vysledkt této diplomové prace je patrné, Zze kombinace fedidla Gent a 5 ml
aluminiovych tub poskytovala nejlepSi ochranu hieb¢im spermiim béhem procesu

kryokonzervace.

6.4 Vliv individuality hiebce

V této diplomové praci jsme potvrdili vyznamny vliv individuality hiebce na
procentudlni zastoupeni apoptotickych spermii v kryokonzervovanych davkach po rozmrazeni
(Tabulka 7). VSichni hiebci méli ihned po rozmrazeni vice apoptotickych spermii v fedidle
Gent (2,7% - 6,9%) nez Vv laktozovém fedidle (1,0%-2,6%). Vliv inkubace byl u kazdého
hiebce rozdilny. V mnoZstvi apoptotickych spermii z celkového poctu zivych byly také
zaznamenany velké individualni rozdily. Vyssi zastoupeni u vSech hiebct bylo po rozmrazeni
zaznamenano V fedidle Gent (15,4%-49,3%) V porovnani s laktozovym fedidlem (9,4%-
34,0%).

Jednim ze zasadnich probléma kryokonzervace u koni je vysoka individualni
variabilita v pfezivani spermii po rozmrazeni mezi jednotlivymi hiebci. Casto je tato
variabilita ptipisovana faktu, ze hiebci nejsou do reprodukce vybirdni na zdklad€ kvality
ejakulatu, ale podle ptivodu a fenotypu (Ortega-Ferrusola et al., 2009).

Morillo Rodriguez et al. (2011) ve své studii porovnavali 3 typy fedidel a v fedidle
Gent zaznamenali nejvétsi variabilitu motility po rozmrazeni mezi hiebei od 7,5% do 52%.
Tato skutecnost naznacuje, ze je tfeba upravit protokoly pro kazdého konkrétniho hiebce.

Také vliv pouZitych objemli obali byl individualni mezi hiebci (Tabulka 9).
Apoptotickych spermii bylo zaznamenano vice v 5 ml tubéch, ale procento apoptotickych

spermii z celkového poctu zivych bylo v aluminiovych tubach nizsi (Tabulka 10).
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Hiebci vykazuji vysokou variabilitu mrazitelnosti ejakulatu, z n€kterych studii
vyplyva, ze 20-50% htebcli vykazuje nedostateCnou odolnost spermii na proces mrazeni
(Tischner, 1979; Miiller, 1987; Vidament et al., 1997). Ve studiich zkoumajicich rizné
kombinace fedidel pro mrazeni hieb&ich spermii byla vzdy zaznamenana vysoka variabilita
mezi jednotlivymi hiebci (Tischner, 1979; Miiller, 1987; Amann a Pickett, 1987; Vidament et
al., 1997; Loomis, 2001; Loomis a Graham, 2008; Scherzer et al., 2009).

Caselles et al. (2014) ve svém vyzkumu zaznamenali velké rozdily mezi jednotlivymi
hifebci v mnozstvi apoptotickych télisek. Byla nalezena signifikantni korelace mezi
mnozstvim apoptotickych télisek a aktivitou kaspazy 3 v cCerstvém semeni. Mnozstvi
apoptotickych télisek Vv Cerstvém ejakulatu mélo vliv na jeho mrazitelnost. Po
zmrazeni/rozmrazeni doSlo k poklesu motility a viability spermii. Studie ukéazala vysokou
negativni korelaci mezi mnozstvim apoptotickych télisek pred zmrazenim a parametry po
rozmrazeni u jednotlivych hiebct (Caselles et al., 2014).

V nasi praci bylo pouZito 6 starokladrubskych hiebcli, mezi nimiZ byla zaznamenana
vysoka variabilita v zastoupeni apoptotickych a zivych spermii v reakci na proces
kryokonzervace a pouziti jednotlivych typt fedidel a obal. Jak uvadi ve své praci Vostra
Vydrova a kol. (2016) soudasna populace starokladrubskych koni v CR je mélo podetna a je
odvozena z nizkého poctu predkili, coz vede k nariistu koeficientu inbreedingu a klesani
genetické diverzity v populaci tohoto plemene. ZvySovani koeficientu inbreedingu miize nést
nezadouci inbredni depresi, kterd se projevuje u vlastnosti spojenych s fitness a reprodukci.
Vysoky koeficient inbreedingu u starokladrubskych hiebcti miize negativné ovliviiovat kvalitu

a odolnost ejakulatu.
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7 Zavér

Byla potvrzena hypotéza, Ze na vyskyt apoptoticky zménénych spermii hiebci

V rozmrazené inseminaéni davce ma vliv doba inkubace, forma obalu inseminacni davky

a individualita hiebce.

V hieb¢ich inseminacnich davkach s fedidlem Gent bylo zaznamenano signifikantné
vy$si zastoupeni apoptotickych spermii nez s lakté6zovym fedidlem.

Statisticky vyznamné vys§i mnozstvi apoptotickych spermii bylo zaznamenano
v inseminac¢nich davkach kryokonzervovanych v 5 ml aluminiovych tubach.

Casem inkubace procentudlni zastoupeni apoptotickych spermii v inseminaénich
déavkach klesa.

V tedidle Gent byl statisticky vyznamny rozdil mezi hodnotami apoptotickych spermii
thned po rozmraZeni a v €asech 45 a 60 minut po rozmrazeni. V laktézovém fedidle
byl signifikantni rozdil zaznamenan mezi ¢asem inkubace 0 a Casy 30 a 45 minut po
rozmrazeni.

Signifikantni pokles apoptotickych spermii byl zaznamenéan v insemina¢nich davkach
uloZenych v 5 ml tubach mezi hodnotami ihned po rozmrazeni a v 45 a 60 minutach
po rozmrazeni. V 0,5 ml pejetach nebyla zména zastoupeni apoptotickych spermii
s dobou inkubace statisticky vyznamna.

Byl prokazan vliv individuality hiebce na zastoupeni apoptotickych spermii
v kryokonzervovanych inseminac¢nich davkach po rozmrazeni.

Nejvhodnéjsi  pro vSechny testované starokladrubské hiebce pro vyrobu
kryokonzervované inseminacni davky je kombinace fedidla Gent a 5 ml hlinikovych

tub.
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9 Prilohy

Tabulka 11: Primérné zastoupeni apoptotickych spermii v insemina¢nich davkach u hiebce
Siglavi v zavislosti na fedidle a objemu obalu.

hiebec redidlo/obal t0 t15 t30 t45 t60

Gingml 8,6+0,7"% 81+0,7"  69+0,7 | 68+0,7  3,8+0,7
L?ﬁlé;“ 2,1+£0,6" | 1,5+0,6° | 0,9+0,6° | 0,9+0,6° | 09+06
Siglavi LA&L%Sm' 28407 | 3,6207° | 19407 | 1,820,7° | 1,6=0,7
GERL&SmI 2,8+0,5" | 2,0£0,5° | 1,4+05" | 1,7£0,5" | 2,3+05

12 rozdilné indexy v Fadku oznacuji statisticky vyznamné rozdily (p<0,05)

Tabulka 12: Primérné zastoupeni apoptotickych spermii z celkového poctu zivych spermii u
hiebce Siglavi v zavislosti na fedidle a objemu obalu.

hi‘ebec redidlo/obal t0 t15 t30 t45 t60
GENT5ml | 303+75 31,8+75  304+75 30,1+75 258+7,5
LAKT5ml | 143+58 | 18,0+5,8 | 17,0+58 | 169+5.8 | 20,6 +5,8

LAKTO05ml | 21,8+7,1 339+71 | 27,0+71  38,6+7,1 | 31,9+7.1

GENTO05ml | 21,9+5,6 | 22,5+5,6 | 22,9+5,6 | 27.1+5.6 | 40,7+5,6

Siglavi

Tabulka 13: Primérné zastoupeni apoptotickych spermii v insemina¢nich davkach u hiebce

Favory Albuza v zavislosti na fedidle a objemu obalu.

Hiebec | Fedidlo/obal t0 t15 t30 t45 t60
GE(IE‘;S)mI 53+0,8  39+08 44+08 @ 3,5+08 | 6,0+0,8
LAKT 5 ml b
+ + + ! +
Favory (N=13) 1,606 | 1,8£06 | 1,0£0,6 = 14=06 | L1£06
Albuza LA&L%im' 2606 | 21+06 | 18+06 | 2.1+06 | 2,0+06
G%RL%SmI 12£0,6" | 1,406 = 1206 | 1,106 | 1,3+06°

2P rozdilné indexy ve sloupci oznaduji statisticky vyznamné rozdily (p<0,05)

65



Tabulka 14: Praimérné zastoupeni apoptotickych spermii z celkového poctu zivych spermii u
hiebce Favory Albuza v zavislosti na fedidle a objemu obalu.
hiebec fedidlo/obal t0 t15 t30 t45 t60
GENTS5ml | 182+85  21,6+85 | 26,6+85 | 30,0+8,5 | 41,3+8,5
Favory LAKTS5ml | 11,2+£6,2 | 123+6,2 | 10,0+6,2 | 143+6,2 | 20,4+6,2

Albuza LAKTO0,5ml | 19,3+6,8  23,1+£6,8 21,8+£6,8 27,5+£6,8 40,0+6,8
GENTO5ml | 13,8+6,2 | 145+6,2 | 162+6,2 | 17,0+6,2 | 28,9+6,2

Tabulka 15: Primérné zastoupeni apoptotickych spermii v insemina¢nich davkach u hiebce

Aversa v zavislosti na fedidle a objemu obalu.

Hrebec redidlo/obal t0 t15 t30 t45 t60
GI%NNl'lf(S))mI 46+0,7% | 46+07*  47+07°  50+07*  3,5+0,7°
L'?NK:Tlg)m' 1,0£0,6° | 08+0,6° | 09+0,6° | 0,6+0,6° | 0,7+0,6°
Aversa
LAKT_0’5 mi 1,1£0,6°  08+0,6° 08+0,6° | 1,0+0,6° | 1,0+0,6°
(N=12)
GE('T'\IT:%; ml 1,606 | 1,1+0,6° | 1,5+0,6° | 0,9+0,6° | 1,5+0,6

29 rozdilné indexy ve sloupci oznaduj statisticky vyznamné rozdily (p<0,05)

Tabulka 16: Primérné zastoupeni apoptotickych spermii z celkového poctu zivych spermii u
hiebce Aversa v zavislosti na fedidle a objemu obalu.

hi‘ebec redidlo/obal t0 115 t30 t45 160
GENT5ml | 23,7+7,1 | 293+71 425+71' 351+71 333+7,1
LAKT 5 ml 58+58 | 102+58 12,058 | 11,4+58 | 9.8+58

LAKTO5ml | 140+6,5 | 13,3+6,5  156+6,5 234+6,5 18,6+6,5

GENTO5ml | 18,8+58  21,4+58 | 250+58  19,7+58 | 349+5.8

120zdilné indexy ve sloupci oznaduji statisticky vyznamné rozdily (p<0,05)

Aversa
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Tabulka 17: Primérné zastoupeni apoptotickych spermii v insemina¢nich davkach u hiebce

Santalina v zavislosti na fedidle a objemu obalu.

Fedidlo/obal
GENT 5 ml
(N=6)
LAKT 5 ml
(N=9)
LAKT 0,5 ml
(N=8)
GENT 0,5 ml
(N=7)

Hyebec

Santalina

t0
4,3 +0,9%

1,1 £0,7°
1,7 +0,8°

2,5+0,8

t15
4,6 +0,9°

0,4 +0,7°
1,6 £0,8°

1,3+0,8°

t30
3,4+0,9°

0,5+0,7°
0,9 +0,8°

1,7+ 0,8

&P rozdilné indexy ve sloupci oznacuji statisticky vyznamné rozdily (p<0,05)

t45
2,4+0,9

0,1 +0,7
0,6 +0,8

1,5+0,8

t60
3,9 +0,9%

0,2 +0,7°
1,0 £0,8°

1,3+0,8°

Tabulka 18: Primérné zastoupeni apoptotickych spermii z celkového poétu zivych spermii u

hiebce Santalina v zavislosti na fedidle a objemu obalu.

hrebec redidlo/obal
GENT 5 ml
. LAKT 5 ml
Santalina LAKT 0.5 ml
GENT 0,5 ml

t0
443492
17,1+7,5
31,6 +7,9
32,5+8,5

t15
51,0+9,2
14,6 + 7.5
289+79
23,1 +8.5

t30
66,6 + 9,2
30,4 +7,5
37,7+ 7.9
453+85

t45
52,3492
11,175
459+79
52,4+85

t60
58,7+9.2
222+75
41,7+79
394+ 8.5

Tabulka 19: Praimérné zastoupeni apoptotickych spermii v insemina¢nich davkach u hiebce

Manida v zavislosti na fedidle a objemu obalu.

Fedidlo/obal
GENT 5 ml
(N=8)
LAKT 5 ml
(N=9)
LAKT 0,5 ml
(N=6)
GENT 0,5 ml
(N=8)

Hfebec

Manida

t0

9,3 + 0,8

1,7+0,7°
4,1+0,9°

4.4+0,8°

t15
5,7+0,8°

0,7 £0,7°
3,7+0,9

2,5+0,8

t30
5,6 +0,8°

0,8 +0,7°
3,7+0,9

2,8 £0,7

2 rozdilné indexy v fadku oznacuji statisticky vyznamné rozdily (p<0,05)
2P rozdilné indexy ve sloupci oznaduji statisticky vyznamné rozdily (p<0,05)

t45
3,2 +0,8°

0,7+0,7
2,1+£0,9

3,8+£0,7

t60
5,0 +£0,8°

1,6 £0,7
3,8+£0,9

44+0,7

Tabulka 20: Primérné zastoupeni apoptotickych spermii z celkového poctu zivych spermii u

hiebce Manida v zavislosti na fedidle a objemu obalu.

hrebec redidlo/obal
GENT 5 ml
. LAKT 5 ml
Manida 5 e mi
GENT 0,5 ml

t0
51,679
16,4 +7,5
51,192
47,1+79

t15
48,9+ 7,9
11,7+7,5
51,9492
451+79
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t30
65,7+ 17,9
23,3+7,5
71,1 £9,2
60,4 +7,5

t45
483+79
36,1+ 7,5
53,8492
75,7+ 7,5

t60
56,2+ 7,9
412+75
78,5+ 9.2
75,6 + 7.5



Tabulka 21: Primérné zastoupeni apoptotickych spermii v insemina¢nich davkach u hiebce

Sacramoso Mantova v zavislosti na fedidle a objemu obalu.

hrebec redidlo/obal t0 t15 t30 t45 t60
Giﬁzgm' 75408 48408 62408 | 57+08 | 52408
LAKTSmME |y ¢ 072 | 10407 | 21407 | 19407 | 1.8+07
Sacramoso (N=9)
Mantova Lﬁﬁi%iml 32+0,6 | 3.0+06 | 21+06 | 23+0,6 | 34+06
GE%L%fm' 32407 | 22407 | 18407 | 24407 | 14407

&P rozdilné indexy ve sloupci oznacuji statisticky vyznamné rozdily (p<0,05)

Tabulka 22: Primérné zastoupeni apoptotickych spermii z celkového poétu zivych spermii u
hiebce Sacramoso Mantova v zavislosti na fedidle a objemu obalu.

hi‘ebec redidlo/obal t0 t15 t30 t45 t60
GENTS5ml  47,1+85 | 37,685  649+85  564+85  51,7+85
Sacramoso | LAKTS5ml | 264+75| 21,8+7,5 | 32.5+7.5 | 54,6+7,5  494+7,5
Mantova | LAKT 0,5ml  40,3+6,8 | 46,1 +6,8 40,0+6,8  63,6+£68 @ 72,7+6,8
GENTO05ml | 37,6+75| 432+75 | 40,8+7,5 | 60.8+75 | 44,5+75

68



