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Vliv pridavku nizkodenzitniho lipoproteinu na kryoprotektivni vlastnosti vybranych
fedidel by¢iho ejakulatu - Triladyl vs. Andromed

Souhrn

LDL je u€inna slozka vaje¢ného Zloutku odpovédna za jeho kryoprotektivni
vlastnosti. Cilem prace bylo ovéfit, zda pfidavek LDL zlepSi kryoprotektivni vlastnosti
vybranych fedidel bycCiho ejakulatu. Testovana byla mozZnost pfidavku LDL do
bezzloutkového fedidla AndroMed® v koncentracich 4, 6 a 8 % a moznost nahrady
vajeCného Zloutku v fedidle Triladyl® pfidavkem LDL o koncentraci 6, 8 a 10 %. Po
rozmrazeni ejakulatu konzervovaného v téchto fedidlech byla hodnocena motilita
spermii (parametr VAP = primérna rychlost pohybu hlavi¢ky spermie po napfimené
draze), podil nepohyblivych spermii za pomoci software CASA (metoda pocitatem
asistované analyzy spermatu) a dale viabilita spermii (metodou fluorescenéniho
barveni).

Dodatek LDL do AndroMed pozitivné ovliviioval rychlost pohybu spermii po
2 hodinové inkubaci, souCasné, zejména u 6% LDL snizoval podil nepohyblivych a
zvysoval podil zivych spermii bezprostfené po rozmrazeni. U Triladylu pfidavek LDL
vyrazné zvysSuje pohyblivost spermii oproti kontrole, ovSem tento parametr byl
nepochybné ovliviiovan vysokou viskozitou fedidla. Trend k navySeni mnoZzZstvi
nepohyblivych spermii byl statisticky nevyznamny. V poméru Zivych a mrtvych spermii
byly vSechny varianty s fedidlem Triladyl identické.

Muzeme opatrné potvrdit hypotézu, ze efekt pouziti LDL je vyraznéjsi v pfipadé
bezZloutkového fedidla Andromed a jako nejvhodnéjSi koncentrace pfidavaného LDL
se jevi 6 %. V pfipadé Triladylu se potvrdila moznost nahrady vaje¢ného Zloutku

samotnym LDL o koncentraci 8 a 10 %.

Klicova slova: byk, inseminace, kryokonzervace, sperma, kryoprotektivum,
Zloutek, LDL



Low-density lipoprotein supplementation effects on cryoprotective

properties of selected bull semen extenders Triladyl vs. Andromed

Summary

LDL is an active element of egg yolk that is responsible for its cryoprotective
properties. Main goal of this thesis was to verify whether LDL additive improves
cryoprotective properties of tested thinners of bull’'s ejaculate. Among tested
variants there was LDL additive put in no-egg-yolk thinner AndroMed in
concentrations of 4, 6 and 8% and option of replacing egg yolk in Triladyl thinner
with LDL additive in concentrations of 6, 8 and 10%.

After defrosting of ejaculate conservated in these thinners there was motility of sperm
measured (VAP parameter — average speed of head movement of sperm on a straight
trajectory) using CASA software (Computer Aided Sperm Analysis) and sperm life
sustainability (viability) using method of fluorescent colouring.

Additive of LDL in AndroMed significantly improved speed of sperm motion after two
hours of incubation and, at the same time, particularly for 6% LDL solution, it caused
decrease in ratio of non moving sperm and increase in number of live sperm just after
defrosting. If LDL used with Triladyl it improves mobility of sperm compared to
examination. Although, this parameter was influenced by high viscosity of the thinner.
A track of trend showing growth in number of immobile sperm proved to be statistically
insignificant. There was same ratio of live sperm and dead sperm in all variants with
Triladyl thinner.

We can carefully confirm hypothesis claiming that effects of use of LDL is more
significant if used with no-egg-yolk thinner Andromed and as most appropriate
concentration of added LDL was matched 6% solution. For Triladyl a possibility of

replacement an egg yolk with LDL itself in concentrations of 8 or 10% was confirmed.
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Seznam priloh:

Pfiloha ¢. 1: Vyhodnoceni analyzy rozptylu pro rychlost spermii na
napfimené draze (VAP) v zavislosti na koncentraci LDL a délce inkubace po
rozmrazeni v fedidle AndroMed pfi pouziti Schéffeho testu.

Pfiloha ¢. 2: Vyhodnoceni analyzy rozptylu pro rychlost spermii na
napfimené draze (VAP) v zavislosti na koncentraci LDL a délce inkubace po
rozmrazeni v fedidle Triladyl pfi pouziti Schéffeho testu.

Pfiloha &. 3: Vyhodnoceni analyzy rozptylu pro procento nepohyblivych
spermii v zavislosti na koncentraci a dobé inkubace v fedidle AndroMed pfi pouZiti
Schéffeho testu.

Pfiloha &. 4: Vyhodnoceni analyzy rozptylu pro procento nepohyblivych
spermii v zavislosti na koncentraci a dobé inkubace v fedidle Triladyl pfi pouZiti
Schéffeho testu.



1 Uvod

Chov zvifat dnes predpoklada ovladnuti fady postupt a biotechnologickych
metod, které umoziuji dale navySovat jeho kvalitu a vyslednou uZitkovost
hospodarskych zvifat. Jednim z Siroce vyuzivanych postupl je uméla inseminace.
Ta napomaha maximalizovat plemenny potencial vybranych jedinct byku.

Aby byla kvalita ejakulatu vybraného pro oplozeni udrzena, je nutno jej
spravné, kratkodobé i dlouhodobé&, uchovavat. Vhodné prostfedi vytvafi fedidla
spermatu. V soucasné praxi inseminaCnich stanic jsou sriznym uspéchem
uzivana komercéné vyrabéna fedidla rizného slozeni. Snahou vyzkumu je dalSi
vylepSovani slozeni fedidel tak, aby se dale navysSily jejich pozitivni vlastnosti,
zejména kryoprotektivita. V této souvislosti se stale Castéji setkavame s terminem
LDL (lipoproteiny o nizké hustoté). LDL jsou uc€innou slozkou vajeéného Zloutku
odpovédnou pravé za jeho kryoprotektivni vlastnosti. Recentni studie upozorfiiuji na
pozorované vylepSeni riznych parametri preZiti a pohyblivosti spermii uchovanych
v komercnich fedidlech s pfidavkem LDL.

Cilem této prace je pfispét k dalSimu poznani této problematiky a ovéfit, zda

pridavek LDL zlepSi kryoprotektivni vlastnosti vybranych fedidel byCiho ejakulatu.



2 Védecka hypotéza a cile prace

Cilem prace bylo ovéfit platnost nasledujicich hypotéz:

- pfidavek LDL zlepSi kryoprotektivni vlastnosti vybranych fedidel by¢iho
ejakulatu (Triladyl, AndroMed)

- efekt bude vyraznéjsi v pfipadé bezZloutkového fedidla AndroMed.

Dil&imi cili FeSeni bylo v inseminacnich davkach byku fedénych Zloutkovym
fedidlem Triladyl nebo bezZloutkovym fedidlem Andromed s rozdilnym pfidavkem
LDL po rozmrazeni stanovit:

a) parametry motility spermii metodou pocitatem asistované analyzy
spermatu (CASA),

b) parametry prezitelnosti spermii metodou fluorescencniho barveni
a na zakladé statistické analyzy ziskanych dat zhodnotit efekty testovanych variant

fedéni.
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3 Literarni prehled
3.1 Kryokonzervace

Kryokonzervaci nejCastéji rozumime zmrazeni bunék v tekutém dusiku
na -196 °C. Uzit je v8ak mozZno i jina mrazici média. Cely proces sestava
z nékolika krokd. Prvnim krokem je nafedéni davky, pak nasleduje pfidani
kryoprotektiva, schlazeni, zmrazeni, poté dlouhodobé ¢&i kratkodobé uchovani
a rozmrazeni. Diky specialnim kryokonzervacnim technikam je mozné zmrazit
spermie, vajiCka i embrya a prechovat je témér nekoneéné dlouho v kryobance
(Rezabek 2000). Bé&zné je ve zmrazeném stavu uchovavano sperma
hospodafskych zvifat; pfi spinéni pfisnych podminek zakona v Ceské republice je

umoznéno i pfechovani humannich bunék.

Skladovani jakychkoliv bunék ve zmrzlém stavu znamena zastaveni jejich
zivotnich pochodl a vyvoje (Vishwanath et Shannon 2000). Pfestoze jsou pfi
kryokonzervaci bufky ohrozeny zménou koncentrace prostifedi a vytvofenim
krystalkd ledu, které mohou burku nevratné poSkodit a zabit (Thurston et al.
2002), jsou vyhody kryokonzervace nesporné. V humanni mediciné€ umozniuje
zmrazovani FeSit mnoho problémi spojenych sreprodukci nebo s riziky
vyplyvajicimi z planované terapie, apod. V chovatelské praxi spocivaji hlavni
vyhody kryokonzervace a nasledné umélé inseminace v eliminaci pfenosu
pohlavnich nakaz zvifat, moznosti ovlivnéni vybéru zvifat do plemenitby a zvySeni
poCtu potomkl vybranych samcu, ktefi byli otestovani po genetické strance.
V neposledni fadé je to i moznost transportu mrazeného spermatu témér po celém
svété (Bailey et al. 2000). Dale je velkou pfednosti moznost realizace koncepci
chovi a plemenafskych programl (Kliment et al. 1983). Zavedenim, byt
rozmrazeného semene, na nejvhodnéjSi misto pro oplozeni se také zvySuje

plodnost, je mozno pfesné urcit dobu oplozeni, apod. (Gam¢ik et Kozumplik 1984).

Experimentalné bylo zamraZovani spermatu ovéfovano jiz v 19. stoleti,
Prevostem v roce 1840 a de Quatrefagesem v roce 1853. Ve Ctyficatych letech 20.
stoleti bylo prokazano, Zze spermie zamrazené 40 dnuU teplotou tuhého oxidu

uhli¢itého, tekutého dusiku a tekutého hélia po rozmrazeni alespor z€asti oZivnhou

-11 -



(Jahnel 1938). V padesatych letech bylo dale objeveno, Zze procento prezivSich
spermii lze vyrazné zvysit pfidanim urcitych fedidel k zamrazovanému ejakulatu.
Prvni takovou latkou byl glycerol. Pozdéji bylo potvrzeno pulsobeni i jinych
neutralnich latek s nizkou molekularni hmotnosti (Lovelock et Polge 1954).

Vhodné slozeni fedidel je dodnes velmi intenzivné zkoumanou problematikou.

Kryokonzervacni techniky se zdokonaluji. Od pomalého mrazeni (technika
Planner), kdy az 50 % bunék bylo zni€eno krystalky ledu, se pfeslo k rychlému
zmrazeni, (technika vitrifikace). Vitrifikace umoznuje bezpelné zmrazit az 75 %
bunék. Uzivana je pro velice maly objem vzorku (0,1 pl) u oocytl (neoplozenych
vajiCek) €i embryi (stadium blastocysty) a spociva ve velmi rychlém ochlazeni
kapiCky kryoprotektiva (roztoku obsahujiciho velkou koncentraci napfiklad
sacharézy, dimethysulfoxidu) s embryem na teplotu kapalného dusiku (-196°C).
Kapalina s embryem se zméni ve vysoce viskozni az sklovitou hmotu (podobnou
svymi vlastnostmi napfiklad pec€etnimu vosku), ktera je nadale uchovavana
v tekutém dusiku v zataveném pouzdérku. Pfed pouzitim se kapka rychle ohfeje
na télesnou teplotu (devitrifikace) a kryoprotektivum se vymyje kultivaénim médiem
(Roy et al. 2014).

NejnovéjSi technika (Cryotop) se jevi jako nejSetrnéjSi a skute¢né po

rozmrazeni pfeziva bez jakéhokoliv postiZzeni nejvice bunék (Hajarian et al. 2011).

Standardni postup mrazZeni spermatu hospodarskych zvifat je nejCastéji
nasleduijici: konvenéni, kdy je rychlost chlazeni asi -0,55 °C/min a rychlost mrazeni
-19,1 °C/min a automatizovany s chlazenim o -0,23 °C/min a mrazenim -15 °C/min
(Louda et al. 2001). Dokladem toho je, Ze ejakulat Ize rozmrazit a zamrazit

opakované (Arav et al. 2003, Saragustya et al. 2009).
3.2 Ejakulat.

Ejakulat je tvofen sloZzkou bunéfnou a nebunécnou. Plazmu dodavaji
pfidatné pohlavni Zlazy ve druhové specifickém mnozstvi (Louda et al. 2001) a
rozdilném pH, které muze kolisat mezi 6,2 az 7,5. (Jelinek et al. 2003). Plazma
vytvari pro spermie vhodné prostfedi fyziologickou hodnotou osmotického tlaku a

pufratnimi schopnostmi, diky ni jsou spermie schopny transportu, a jsou ji
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vyzivovany. Plazmu tvofi mimo jiné mineralni latky, bilkoviny, cukry, kyselina
citronova a askorbova, enzymy a biologicky aktivni sloZky: prostaglandiny,
estrogeny, androgeny (Jelinek et al. 2003). Marvan et al. (2011) konstatuji znaéné
rozdily v poméru plazmy a spermii u rliznych taxont. Podle nich napf. vSezravci,
Selmy a lichokopytnici maji velky objem ejakulatu, ale nizSi koncentraci spermii,
zatimco  pfezvykavci  maji  pomér  opacny, konkrétné skot  asi
2 — 10 ml, pficemz vjednom ml je asi 0,2 az 2 miliony spermii. Konkrétné
u prezvykavcu, ktefi jsou experimentalnimi zivocichy ve zde predkladané praci,
odchazi sperma jednorazové na konci aktu, pfedtim vS8ak je vylouCen sekret
bulbouretralnich Zlaz, ktery upravi pH mocové trubice. Kvalitni ejakulat obsahuje

10 miliard spermii (Marvan et al., 2011).

3.3 Spermie

Spermie se tvofi v semenotvornych kanalcich varlat. Zde je fada typU
vyvijejicich se bunék, které prochazeji procesem spermatocytogeneze (vznik
haploidnich bunék) a spermiogeneze, kdy teprve v posledni fazi vznikaji samci
gamety, které postupnym pruchodem nadvarletem zraji (Sharpe 1994). B&éhem
zrani spermii se méni jeiich naboj, zralé spermie jej maji zaporny (Nicolson et al.
1977). Velikost a tvar spermii je druhové rozdilny (Marvan et al. 2011). PIné
vyvinuté spermie jsou vétSinou protahlé buriky sestavajici z hlavicky obsahuijici
jadro, dale z kréku a biciku, ktery obsahuje aparat nutny k pohybu (Hafez et Hafez
2000). Spermie maji cilenou funkci, kterou je pfenos genetické informace
uchované v jadfe. Spermie byka, se kterymi je proveden experiment této prace,
jsou 68,9 — 73,9 um dlouhé, s ovalnou a zplostélou hlavi¢kou. Ta je 9,11um dlouha
a 5,05 uym Siroka, bicik se sklada z 14,8 ym dlouhé spojovaci a 45 - 50 um dlouhé
hlavni ¢asti (Véznik et al, 2004).

3.3.1 Struktura sam¢i pohlavni buiiky

Hlavicka spermie pfedstavuje nadpolovi¢ni hmotnost celé bunky. Sklada se
z nukleoplazmy (jadro), struktur nuklearniho pdvodu, z akrozomalniho systému
a postakrozomalni Cepicky. V jadfe je vysoce kondenzovany chromatin, ktery je
tvofen deoxyribonukleovou kyselinou a komplexem protein oznacovanych jako

spermatické protaminy. Struktura jaderné membrany je oproti somatickym burikam
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zjednodusena, v pribéhu spermatogeneze se vytraci komplexy jadernych por(
(Ho et Suarez 2003), celé jadro je obaleno perinuklealni thékou tvofenou proteiny
s velkym pocétem disulfidickych mustki (Oko 1995). Pocet chromozomil je
haploidni (Hafez et Hafez 2000). Na predni ¢asti jadra je tzv. CepiCka (akrozom),
ktera je kryta cytoplazmatickou membranou a pod ni se nachazi vnéjSi a vnitini
membrana akrozomalni. Molekularni sloZeni akrozomu podrobné popisuji Miyazaki
et al. (1990) a Tulsiani et al. (1998). Zadni oblast akrozomu je pak oznaCovana
jako eqvatoridlni segment. Tato oblast nese specifické receptory pro oolemu
a spermaticka membrana v tomto misté splyvda s vajiCkem. Distalné od
equatorialniho segmentu po bazi hlavicky je postakrozomalni Capka C&i oblast
(Olson et al. 1983, Gamcik et Kozumplik 1984).

Druhou strukturou spermie po hlavi¢ce je kréek, ktery zajistuje jeji propojeni
s biCikem. Struktura kréku je velmi podrobné popisovana v knize Jonge et Barratt
(2006).

Posledni Casti spermie je biCik, skladajici se z koncové a stfedni Casti
navazujici na kréek. Vnitini strukturu biciku tvoFi axonema a hladké chordy. Cast,
kde se bicik napojuje, sestava z mitochondrialnich obalu, které jsou usporadany do
pravotoCivé Sroubovice. Mitochondrie zde vytvareji ca 70 — 80 zavitl a jejich
povrch je kryt membranou, ktera se vSak liSi od membrany hlavicky a tvofi se
béhem spermiogeneze pozdéji. Podrobnéji k vnitfnim strukturam a pohybum biciku
napfiklad: Bozkurt et Wooley (1993), Inaba (2003), Oko et Clermont (1990), Smith
et Yang (2004). Hlavni biCikova ¢ast je kryta vazivovou pochvou, ktera funkéné
podporuje stavbu bi€iku a jeho pruznost pfi pohybu (Hafez et Hafez 2000, Véznik
et al. 2004).

Pro funkénost spermie ma zasadni vyznam neporuSenost, soudrZnost
a funkceschopnost (integrita) plazmatické membrany. Povrchova membrana
spermie je slozena z dvojvrstvy fosfolipidl a jeji vnéjsi €ast je kryta glykokalixem.
Cytoplazmaticka membrana zajiStuje odolnost bunky a je okolo celé hlavicky
(Gamcik et Kozumplik 1984, Véznik et al. 2004).

Konkrétni fosfolipidy jsou asymetricky rozloZeny na vnitfnim a vnéjSim listu
membrany, udrZzované ATP-dependentnimi translokazami (Muller et al. 1994).
Zména jejich rozloZeni ukazuje na zménu fyziologického stavu. Znamkou

pocCinajici apotozy je u spermie napf. pritomnost fosfatidylserinu na vnéjSim listu
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plazmatické membrany (Anzar et al. 2002).

V nefyziologickych ~ podminkach  dochazi tedy kprostupu vody
a extracelularnich iontd membranou, bunka zvySuje objem. U spermii je citliva
pravé membrana a oblast akrozomu, potom mitochondrialni struktury a biCik. Testy
integrity a testy slouzici k rozliSeni Zivych a mrtvych spermii jsou vétSinou zaloZzeny
na vystaveni jiné koncentraci roztoku a uziti vitalnich barviv pronikajicich do
spermii diky zménam propustnosti membran (Véznik et al. 2004, viz kapitola 1.6

tohoto pfehledu).
3.3.2 Metabolismus spermie

Metabolismus spermii je zalozen na pfitomnosti mitochondrii, které
oxidativnimi procesy energii uvoliuji (reakce ATP — ADP). Jako zdroj pro uvolnéni
metabolické energie se uplatiiuje fruktéza, kyselina mlécnda, intercelularni
plazmalogen a jiné latky zplazmy (Gamcik et Kozumplik 1984). Nosi¢em
energetickych zdroju spermie je skupina 13 proteinl zajiStujicich pfepravu cukr(
a oznacovanych jako GLUT (Bucci et al. 2011).

Vlastni energie spermii je uvolfiovana na zakladé respirace nebo glykolyzy
(Véznik et al. 2004). Respirace funguje za pfitomnosti kysliku. Uplatriuje se pfi ni
kyselina pyrohroznova nebo mlécna, které vstupuji do Krebsova cyklu a jejich
pfeménou vznikaji CO2 a H2O. Oxidace za pfitomnosti kysliku je vyrazné
energeticky ucinnéjsi, diky az 38 novym makroergnim fosfatovym vazbam ziska
spermie asi 60 % celkové volné energie spalenych cukrl (Gamcik et Kozumplik
1984).

Glykolyza probiha pfi nedostatku kysliku (anaerobné) po vycerpani vnéjsich
zasob dostupnych cukrd pro respiraci (Coronel et al. 2005). Tento proces je
dllezity pro preziti spermii v pohlavnich cestach samice. Spermie za¢ne rozkladat
glukézu, fruktézu & manozu na kyselinu mléénou ¢&i pyrohroznovou (pyruvat)
(Vodrazka 2007). Pri tvorbé pyruvatu vznikaji pfenasecové molekuly ATP a NADH.
Pyrohroznova kyselina vstupuje do mitochondrii, kde dale reaguje znamym
biochemickym postupem a vstupuje do Krebsova cyklu (Alberts et al. 1998)
a produktem jsou opét CO2 a H>O. Predpoklada se, ze energie uvolnéna po
rozstépeni ATP pfechazi do kontraktilnich viaken biCiku spermie a vysledkem je

zména molekulového uspofadani tubulinu a nasledny pohyb (Véznik et al. 2004).
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PokracCuji-li anaerobni podminky po delSi dobu, vznika glyko- resp. fruktolyzou

vetSi mnozstvi kyseliny mlé¢né, ktera se nahromadi a zpuUsobi zménu pH

a glykolyzu zastavi — tim je Castecné vysvétlovana ztrata pohyblivosti spermii.
Konkrétné byci spermie jsou schopny metabolizovat obéma zplsoby a jejich

rychlost je velice podobna (Turner 2003).
3.4 Pohyb spermii (motilita)

Vyznamnym parametrem kvality spermii je motilita, Cili schopnost spermii se
pohybovat. K zajisténi tohoto pohybu vyuZiva spermie vétSinu energie ziskané pfi
metabolickych procesech popsanych vySe. Uvolnéna energie adenozintrifosfatu je
transformovana do bilkovin kontraktilnich vlaken biiku a béhem procesu dochazi
k prodluZovani a zkracovani molekularniho uspofadani, ¢imz vznika pohyb (srov.
Brokaw et Kamiya 1987, Jonge et Barratt 2006).

Souosy dopfedny pohyb zralych spermii uruje biCik, ktery tlaci spermie za
hlavickou. V ejakulatu, vkapce ¢i nadobé je pohyb spermii nahodily
a neorientovany, takzvané vifivy (Véznik et al., 2004). Pfi ejakulaci je tento pohyb
zménén a usmérnén taxi spermii. Ty reaguji chemotakticky na vaji¢ka a kumularni
bunky a reotakticky vuci sméru proudéni tekutiny. Pfi progresivni orientované fazi
pohybu se spermie otaci kolem své dlouhé osy s frekvenci 3 — 15 otacek za
sekundu (Ishijima et al., 1992).

Pohyb spermii je ovlivnén raznymi faktory: exogennimi a endogennimi.
V pfipadé endogennich faktorll se jedna zejména o vék jedince, celkovou dobu
pobytu spermii v nadvarleti, dobu mezi uvolnénim (ejakulaci) a hodnocenim,
zpusob zrani spermatu, membranovy transport, pohyb bic¢iku, schopnosti receptor(
a pfitomnost chemickych latek. Exogenni faktory zahrnuji hydrodynamiku,
viskozitu, osmolaritu, pH, teplotu, kvalitu fedidla, atd. Vyznamné je, Ze motilitu
spermii Ize zamérné stimulovat, &i inhibovat za pomoci raznych typl zafeni Ci
riznych chemickych latek, napfiklad chinonu, sloucenin tézkych kovl nebo
anorganickych iontl (Véznik et. al. 2004) a velmi ji prostfednictvim poSkozeni
pohybového aparatu ovliviiuje koncentrace roztoku, ve kterém se nachazeji (Liu et
al. 1998).

Pfi hodnoceni ejakulatu je krom obecného hodnoceni pohyblivosti

posuzovana téz rychlost pohybu spermii, protoze jeji snizovani indikuje spole¢né
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s dal8imi ukazateli pokles kvality ejakulatu (Véznik et al. 2004).

3.5 Konzervace ejakulatu.

Ve v8ech pfipadech, kdy uchovavame ejakulat po delsi dobu, je hlavnim
cilem snaha o udrzeni jeho Zivotaschopnosti a schopnosti oplozeni (Louda et al.
2001). Soucasné usilujeme o ziskani maximalniho mnozstvi inseminacnich davek
z jednoho odbéru, ov8em s takovym poctem spermii, které odpovida potiebé
oplozeni. Louda et al. (2001) uvadéji, Ze vinseminacni davce (ID) ma byt
obsazeno asi 10 miliont aktivnich spermii. Pfi predpokladané 30% moatilité po
rozmrazeni se tak davky standardné fedi na 30 miliona.

Pfi jakékoliv konzervaci se projevuje vliv vnéjSiho prostfedi, jemuz jsou
spermie vystaveny, uCelem konzervace je proto omezit metabolické pochody v co
nejkratSi dob& na minimum a uchovat co nejdéle energeticky potencial a elektricky
naboj spermii (Kliment et al. 1983). Toho Ize dosahnout napfiklad zchlazenim. P¥i
nizkych teplotach v8ak spermie savcl za béznych podminek hynou (chladovy
Sok). Toto hynuti souvisi se zménami lipidovych struktur membrany. Pozitivni vliv
vtomto pfipadé ma vysSi podil cholesterolu. Napfiklad u skotu je podil
cholesterolu nizky, a proto jsou spermie bykd na nizSi teploty choulostivé;jsi
(Drobnis et al. 1993).

Vlastnosti spermii skladovanych v chladirenskych teplotach (4°C) mohou
ovlivnit vhodna fedidla, ktera knim pfiddvame. PFi kratkodobé konzervaci
spermatu staci ejakulat uchovat v chladnicce mezi 2 az 4°C, kde vydrzi 2 dny,
upravou jeho chemického prostfedi se pouZitelnost prodlouzi na 4 dny (Louda et
al. 2001).

Dlouhodobé hluboké zamrazeni pak pfedstavuje velmi riskantni zakrok pro
vSechny Zivé bunky, pfesto pravé v pfipadé spermatu je tato technologie velmi
rozpracovana. Jako médium ke zmrazeni se uziva tekuty dusik, ktery udrzuje
teplotu -196°C a vzorky jsou ukladany v dvouplastovych biokontejnerech
z austenické oceli s vnitfni vakuovou izolaci.

Jak jiz bylo uvedeno vySe, ma kryokonzervace fadu vyhod, ale i uskali.
Nevyhodou samozfejmé& zUstava uhyn bunék &i ztrata nékterych vlastnosti
(Watson 2000). Ztratu integrity nebo funkce spermii potvrzuje fada autort (napf.

Vera - Munoz et al 2009), i optimalni postupy nemusi zajistit vyssi nez 50%
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uspésnost (Gordon 2004). Kriticka je zejména faze vlastniho zmrazovani
a rozmrazovani. PoSkozeni nastava v dusledku zvySené koncentrace soli, ktera
roste stuhnutim vody a vznikd hypertonicky roztok, kterému jsou spermie
vystaveny, coz velmi zatéZuje membranu. Béhem zmrazovani jsou dva kritické
momenty, kteréoznacCujeme jako ,solution effects”, Prvnim je dehydratace spermie
pfi pomalém zchlazovani a druhym tvorba krystalll ledu pfi zmrazeni Sokovém
(Forero — Gonzalez et al. 2012, Louda et al. 2001). Ochlazeni proto musi byt tak
rychlé, aby nedoslo k dehydrataci, ale zase ne tak rychlé, aby uvnitf burky
krystalizoval led. DalSim rizikem muze byt pfechodné zvySeni skladovaci teploty.
Zde muze pri teplotach nad -130°C doijit k rekrystalizaci (vétSi krystalky ledu rostou
na ukor drobnych a drti vnitfni struktury bunék).

Nejcastéji postizenou strukturou je plazmatickd membrana (Hammerstedt et
al. 1990), a to na hlavicce spermie, akrozomu, nebo v misté napojeni biciku
(Amann et Picket 1987, Holt et North 1994). V praxi je problém mortality
a poskozeni spermii pfi a po kryokonzervaci feSen tim, Ze jsou kinseminaci
uzivany davky s mnohonasobné vy$Sim poctem spermii, nez je potfebny (Watson
2000). Tim ovSem nastava problém s efektivitou vyroby vysoce kvalitnich davek
(Rodriguez — Martinez 1998). Nové byla testovana i moznost opakovaného
zmrazeni po predchozim rozmrznuti, a to zfejmé za ucelem dalSiho rozdéleni
zamrazeného velkého objemu ejakulatu do menSich davek (Arav et al. 2003,
Saragusty et al. 2009).

3.6 Posuzovani vhodnosti ejakulatu

Pro uziti ejakulatu pro kryokonzervaci a nasledné rozmrazeni a oplozeni je
rozhodujici jeho kvalita. Nejprve se provadi makroskopické hodnoceni (mnoZstvi,
konzistence, objem, pach, eventualné stanoveni koncentrace spermii), poté se
hodnoti mikroskopicky (posouzeni morfologie spermii, primarni a sekundarni
poskozeni, zralost spermii).

PFi hodnoceni ejakulatu z hlediska vhodnosti jeho pouZiti pro kryokonzervaci
a predpokladu uspésné fertilizace po rozmrazeni se posuzuje pfedevsSim
morfologie spermii a motilita (Hafez et Hafez 2000). Takové hodnoceni v Sir§im
slova smyslu oznaCujeme nejCastéji jako biologickou zkousku vhodnosti resp. testy

prezitelnosti (srov. Bacinoglu et al. 2008). Nicméné jejich vysledky nejsou zdaleka
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smérodatné, napf. Louda et al. (2001) upozornuji na pozorované rozdilné vysledky
mezi vysledkem testl a skute¢nou schopnosti oplozeni.

Nejcastéji uzivané testy jsou nasleduijici:
3.6.1 Zakladni test preZitelnosti

NejcastéjSi a nejpouzivanéjsi vySetfeni spoc€iva v hodnoceni aktivity
spermii, procenta Zzivych spermii, stanoveni rychlosti pohybu, morfologickém
posouzeni a posouzeni rezistence spermii, jakozZ i aktivity reduktaz ve vychozim
Case 0 a po 2 hodinach (Véznik et al. 2004). Za velmi dobry je povazovan ejakulat,
ktery nevykaze rozdil mezi ¢asy 0 a 2 hodiny, uspokojivy (dobry) je ejakulat

s rozdilem do 10 % v uvedeném Case.
3.6.2 Kratkodoby tepelny test piezitelnosti

Test vychazi z faktu, Ze spermie pfi vySSich teplotach rychle ztraceji aktivitu
v dusledku spotfebovani dostupné metabolické energie. Test neni delSi nez 6
hodin. Ejakulat se zahfeje na 38°C ve vodni lazni a kazdou hodinu (poCinaje
vychozim stavem 0) je ze vzorku posouzena aktivita spermii. Louda et al. (2001)
doporuCuji vysledek zapisovat zlomkem, kdy v Citateli je C€as od zacatku
posuzovani a ve jmenovateli procentualni udaj o spermatické aktivité. Za nejlepsi

jsou posuzovany ejakulaty s vétsi absolutni délkou Zivotnosti.
3.6.3 Dlouhodoby chladovy test piezitelnosti

Test vychazi z opacného predpokladu nez test pfedchozi. Po startovnim
posouzeni aktivity se ejakulat uloZi do chladnic¢ky pfi 1 — 3°C a nasledujici dny ve
stejny Cas je na vyhfivaci desticce pod mikroskopem opét hodnocena aktivita.
Louda et al. (2001) povazuje za kritérium pouzitelnosti udrZzeni alespon 50%
aktivity po dobu 96 hodin.

3.6.4 Hodnoceni integrity membran

Tato vySetfeni jsou zaloZzena na priniku barviva do burky, které je velmi
zavislé na stupni poSkozeni membran. Stanovovan je pomér zivych a mrtvych
spermii. Plazmaticka membrana zivé spermie vykazuje polarizovanou a stranové

odliSnou stavbu. Projevem zivotaschopnosti spermie je udrZzovani homeostazy.
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Pokud je spermie poskozena, nekrotizuje, €& se nachazi v apoptoze
(programované bunééné smrti), do bunky se dostavaji latky, které by jinak
membrana nepropustila. Jinymi slovy — naru$sené spermie ochotnéji pfijimaji
barvivo, zatimco Zivé a nepoSkozené se nebarvi (Véznik et al. 2004). PouzZivanym
barvivem je napfiklad eosin (Louda et al. 2001) nebo tropanova modi Giemsa
(Tartaglione et Ritta 2004, Akhter et al. 2011). Vyhodnoceni se provadi po roztéru
na sklicko (Louda et al. 2001).

Jinou variantou ovéreni funkéni integrity membran vici prostfedi o jiné
hustoté je tzv. hypoosmoticky bobtnaci test HOS (hypoosmotic swelling = test
rezistence vUici hypoosmotickému prostredi) a test propidiumjodidem (PI). Pokud je
bufika s neporusenou membranou umisténa do hypoosmotického prostredi
o odpovidajici koncentraci, zacne vyrovnavat osmotickou nerovnovahu a zbavovat
se vody. To se projevi pfedevSim na biCiku, ktery se zkrouti (Jeyendran et al.
1984). Véznik et al. (2004) mimo jiné ovéfili korelaci stoenych bicikd k poctu
Zivych spermii a urcili signifikantni korelacni index o hodnoté r = 0,7819.

Obecné plati, ze plazmaticka membrana spermie je vuC€i osmotickému
poSkozeni odolngjSi nez mechanismy odpovédné za pohyb spermii (Liu et al.
1998).

3.6.5 Hodnoceni motility

Schopnost spermii se pohybovat je rovnéz dllezitym kritériem pro
hodnoceni. Mlze byt posuzovana rliznym zplsobem, subjektivné i objektivné, a to
opticky (Sozanska et al. 2005), laser-Doppler spektroskopii (Boyers et al. 1989),
turbidimetrii (Budworth et al. 1987), fotometrickymi metodami (Barros et al. 1973)
nebo fotomikrografii propojenou s vyhodnocenim za pomoci computeru.

Objektivni hodnoceni motility je nejCastéji provadéno za pomoci
pristrojového vybaveni a rlznych program(: CASA - Computer-assisted sperm
analysis (Mortimer et Mortimer 2013), Hamilton-Thorne sperm analysis a software
CEROS 12 (Bencharif et al. 2008, Vera-Munoz et al. 2009). Tyto postupy jsou
zaloZeny na opakované ¢asové fotomikrografii spojené s rekonstrukci spermatické
stopy, program algoritmicky zpracovava nejlep$i pohybové ukazatele jednotlivych
spermii vzhledem k pohybu v mikroskopickém poli a to podle trajektorie hlavicky

(Verstegen et al. 2002). Hodnoceny jsou nasledujici parametry pohybu, napfiklad
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kfivoCara rychlost (VCL = velocity curvi linear) tj. primérna rychlost spermie na
skute¢né draze od bodu k bodu, rychlost na pfimé draze (VSL = velocity straight
linear) tj. rychlost spermie po pfimé draze mezi dvéma body mezi zalatkem
a koncem méfeni, v8e v um za s (Verstegen et al. 2002). Z téchto veliCin je dale
spoctena linearita (VSL/VCL), ktera se uvadi v %. Index pfimocarosti pohybu
(STR, straightness index) vyjadfuje v procentech hodnotu poméru VSL/VAP, kde
VAP predstavuje primérnou rychlost hlavicky spermie na napfimené draze
(average path velocity). Systétm CASA dokaze dale hodnotit BCF (beat cross
frequency), urcujici, kolikrat skute€na draha spermie protla pomysinou pfimou
drahu

z vychoziho do koncového bodu méfeni (Amann et Katz, 2004). Pfi hodnoceni je
vSak nutno mit na paméti, Ze pohyblivost sama o sobé neni dostateCnym
ukazatelem fyzické schopnosti oplozeni (Vera-Munoz et al. 2009, Moustacas et al.
2011).

3.7 Redéni a Fedidla by¢iho ejakulatu.

Preziti a uchovani spermii v potfebné kvalité velmi napomahaji rizna
viceslozkova fedidla (obsahuji extenderxy protektory a implementory), ktera jsou
do ejakulatu pfidavana (Medeiros et al. 2002) a jak jiz bylo vySe zminéno i rizné
modifikace postupu procesu zchlazeni a zmrazeni pfi uziti rizného fedéni
(Vishwanath et Shannon 2000). Napfiklad Zivotnost zchlazeného spermatu Ize
prodlouZit snizenim pH za pomoci citratu sodného (Zloutkovo citratove fedidlo).
Vyuzivaji se i Zloutko — mlé¢na fedidla a dokonce fedidla s vyuzitim suSeného
mléka (sunaru).

Funkce jednotlivych komponent jsou definovany takto: Extender zvétSuje
objem a chrani, protektor zvySuje ochranu a =zajiStuje vhodnou vyzivu
a implementory jsou saturovany latkami, které pusobi na pohlavni organy samic
a vylepsSuiji prichodnost spermii (Gamcik et Kozumplik 1992).

Pokud je ejakulat po vyhodnoceni uznan vhodnym, do 15 min nasleduje
jeho fedéni pfi stejné fyziologické teploté prostiedi i pouzitych pomlcek. Vhodné
fedidlo musi mit pufraéni kapacitu, musi udrzet osmoticky tlak tj. mit optimum soli
k vyrovnani osmolarity (Courtens et Re'ty 2001) a navic musi pufrovat kvali pH
(Anton et Gandemer 1999), plsobit inhibicné vuci bakteriim (Ball et Peters 2004)
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i mit viskozitiu vhodnou pro zvoleny protokol zamrazeni a obsahovat
kryoprotektivni slozky (Amirat et al. 2005). VétSinou jde o vodny roztok vhodnych
latek.

K vytvorfeni roztoku v8ech latek slouzi destilovana voda. Pufracni latky jsou
citrat sodny, fosfat, Tris — hydroxymethylaminomethan, ktery se v fedidlech uziva
jako Tris-kyselina citrénova (TCA), Tris-Tes (TEST) a Tris-Hepes (HEPEST).
Podle Rasula et al. (2000) nejvétsi pozitivni efekt na kvalitu spermii ma TCA. Pufry
maji za ukol udrzet pH v rozmezi asi 6,4 — 6,8 (Gamcik et Kozumplik 1984, Ball et
Peters 2004). Rovnéz se uzivaji pufry obsahujici ionty (zwitterion), které se mohou
v riznych podminkach dle prostfedi chovat jako kyselina i zasada (Tuli et Hortz
1992).

Soli, které jsou soucasti fedidla, musi vyrovnavat osmotické tlaky, tak aby
tlak odpovidal nitrobunécnému (Amirat et al. 2005). Jde vétSinou o latky na bazi
NaCl (0,9% roztok v poméru 5 : 1).

Vyznamnou slozkou jsou latky, které spermie zasobuji. Jde o jednoduché
cukry (glukéza, fruktdoza, mandza, arabin6za). Cukry se velmi liSi v mozZznostech
jejich vyuziti spermiemi (Parkinson et al. 2001). Zarovenh slouzi jako nepenetrujici
kryoprotektivni latky. Penetrujici kryoprotektivni slozku prfedstavuji glycerol ¢i
DMSO (dimethylsulfoxid) (Tasdemir et al. 2012).

Na ochranu ejakulatu pred infekcemi je Fedidlo obohaceno antibiotiky nebo
sulfonamidy (Bousseau et al. 1998). Legislativa EU kontroluje, aby uzité latky
nebyly pro spermie toxické nebo mutagenni.

Glycerol a lipoproteiny €i vysokomolekularni latky, jako jsou vajeny Zloutek,
mléko Ci rostlinné lipidy pak v fedidlech funguji na ochranu proti tvorbé ledovych
krystall (kryoprotektiva), jinymi moznymi kryoprotektivy jsou etylenglykol C&i
dimethylformamid. PFi pouziti glycerolu spermie vykazuji vysSi motilitu, integritu
plazmatické membrany i akrozomu, pfesto v nékterych pfipadech az 85 % spermii
s glycerolem mlze vykazovat urcity stupeni abnormalit membran (Forero-Gonzalez
et al. 2012). Uginnou latkou mléka jsou kaseinové micely (Bergeron et Manjunath
2006) eventualné laktoza (Bergeron et al. 2007). Z rostlinnych lipidG se pouziva
sojovy lecitin. Vyhodou rostlinnych komponentl je omezeni mikrobialni
kontaminace (Aires et al. 2003).

Jako pfidavek nebo samostatné jsou v soucCasnosti do Fedidel ejakulatu
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ovéfovany i dalSi alternativni latky, nejenom vysokomolekularni latky vajec¢ného
Zloutku. Tak Amirat-Briand et al. (2009) &i Bencharif et al. (2009) uzili u skotu
glutamin a z jejich studii vyplyva velky vyznam vybéru spravné koncentrace latek.
S glutaminem a cukry u byk( dale experimentovali Tuncer et al. (2011).
Opakované provéfovan je vliv trehalézy, napfiklad u prasat (Hu et al., 2009),
berant (Tonieto et al. 2010), nebo v kombinaci s taurinem u buvolt (Reddy et al.
2010). U bykd byl testovan téz iodoxanol (Saragusty et al. 2009). Je mozné, zZe
kombinace téchto sloucenin s LDL po otestovani vhodnych davek a fedéni umozni
dal8i pokrok v kryokonzervaCnich technologiich, nicméné jde dosud o malo

znamou problematiku.

Pro hlubokou kryokonzervaci je dostupno mnoho komercéné vyrabénych
fedidel. Komercni fedidla ejakulatu uzivana ke kryokonzervaci se vyznacuji tim, Ze
obsahuji bilkoviny a glycerol. Jde napfiklad o extrakty ze soji (AndroMed®,
Biociphos®, Bioxcell® a Biladyl®) nebo z odstfedéného mléka (Laciphos®) Ci
z vaje¢neého Zloutku (Biladyl®, Triladyl®, Optidyl®, Tris). Stale vice rozSifené oproti

ostatnim je dnes pouziti fedidel na bazi vajeéného Zloutku (Aires et al. 2003).
3.7.1 BezZloutkova redidla bez ZivociSné bilkoviny

Pouzivana byla pfed rozpracovanim vyuziti vajeného Zloutku a pouzivana
jsou v nékterych pfipadech nadale, protoze vajecny Zloutek vzdy predstavuije riziko
mikrobialni kontaminace, ktera poskozuje oplozovaci schopnosti (Bousseau et al.
1998, Van Wagtendonk-de Leeuw et al. 2000). Obecnou vyhodou bezZloutkovych
fedidel je Cirost, takZe je spermie mozno dobfe studovat pod mikroskopem.

Prvni komer¢ni fedidla bez vajeéného Zloutku byla Biociphos Plus
a AndroMed (viz. Bousseau et Brillard 1994, Hinsch et al. 1997, Muller-Schlosser
et al. 1995). V podstaté se jedna o glycerol doplnény sojovou bilkovinou (sojovy
lecitin) a rGznymi antibiotiky, blize ke slozeni AndroMed napf. Minitibe (2012),
slozeni Biociphos je nevefejné. DalSim typem komer¢niho bezZloutkového fedidla
je Bioxcell. Navic jej Ize pouzivat jak pro zachlazené, tak pro hluboce zmrazené
spermie. SlozZeni je opét firemnim tajemstvim, nicméné je na zakladé predpist EU
potvrzena pfitomnost antibiotik Lyncomycinu, Spectinomycinu, Gentamycinu
a Tylosinu (Cryo tech 2010).
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Nicméné noveé jak Beran et al. (2012) tak dfive Muino et al. (2007) potvrzuiji,

Ze bezZloutkova fedidla vykazuji horsi vysledky nez fedidla se Zloutkem.
3.7.2 BezZloutkové Fedidlo s Zivo¢iSnou bilkovinou

Takovym preparatem je Laciphos vyrabény firmou IMV ve Francii.
Nevyhodou tohoto preparatu je jak moznost mikrobialni kontaminace, tak zhor8ené
vyzivovani spermii, vzhledem k obtiZznéjSi metabolizaci laktézy (Parkinson et al.
2001).

3.8 Redidla s vaje¢nym Zloutkem

Vyhodou Zloutku je jeho velmi dobra ochranna schopnost proti chladovému
Soku (Demianowicz et Strzezek 1996) nevyhodou jiz zminéné riziko kontaminace
(van Wagtendonk-de Leeuw et al. 2000). Bylo potvrzeno, Ze mikrobialni riziko uziti
Zloutkového fedidla je totoZné s kontaminaci Zloutku a to i pfes obsah antibiotik
(Bousseau et al. 1998). Navic sloZeni vajeCného Zloutku je nestalé, protoze je
mimo jiné ovlivnéno plemenem a vyzivou slepic (Hu et al. 2010). Testovano bylo
uziti Zloutku rdznych druhd ptaku, pficemz nejlepsi kryokonzervacni vlastnosti pro
spermie byka vykazal Zloutek holubi (Su et al. 2008), pro buvoly nejlepsi vysledky
vykazal Zloutek kachni (Andrabi et al. 2008). Z praktickych ddvodu se pouziva
Zloutek slepici.

Prikladem fFedidel tohoto typu jsou komer¢ni preparaty Tris, Triladyl nebo
téemér 35 let s obsahen Tris-kyseliny citrédnové, pufru, glycerolu, vody a antibiotik.
Pfed pouZitim se do roztoku vaje¢ny Zloutek pfidava. Optidyl se mirné lisi
sloZzenim, na rozdil od Triladylu obsahuje misto Tylosinu a Gentamicinu Penicilin
a Streptomycin, navic je vajeCny Zloutek ionizovany (Cryo tech 2010, Minitibe,
2012).

Tris koncentrat ma dvé slozky. Obé obsahuji vaje€ny Zloutek, prvni navic
destilovanou vodu a druhda glycerol a antibiotika. Hlavni sloZkou je tris-

hydroxymethylaminomethan, kyselina citronova a fruktoza.
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3.8.1 Redidla na bazi lipoproteinii o nizké hustoté (LDL)

V sedmdesatych letech Pace et Graham (1974) upozornili, Ze
kryoprotektivita vajecného Zloutku je odvisla od pFitomnosti lipoproteini o nizké
hustoté (LDL). To je dale ovéfovano v novéjsSich studiich, napfiklad Moussa et al.
(2002) nebo Amirat et al. (2004, 2005), ktefi ultracentrifugovali vajeCny Zloutek
a kryokonzervacni ucinek LDL potvrdili. Vzhledem ktomu, Ze izolované
lipoproteiny vykazuji vhodné vlastnosti a Ize je sterilizovat napf. gama zafenim
(Pillet et al. 2011), je snaha nahradit jimi uZiti celého Cerstvého Zloutku (Sousa et
al. 2007).

Lipoproteiny jsou krom livetinG a phosvitina hlavni slozky Zloutku, pfevladaiji
v plazmé (asi 80 %) a tvofi asi 2/3 susiny. Hustota LDL je asi 0,982 g/ml (Moussa
et al. 2002). Jde o sférické (= kulovité) Castice mezi 17 az 60 nm v priméru
s jadrem z lipidd neutralnich (triglyceridy, cholesterol). Toto jadro je obklopeno
fosfolipidy a apoproteinem (specifickou bilkovinou). Fosfolipidy diky hydrofobni
povaze vazeb stabilizuji strukturu LDL (Burley 1975), cholesterol pak zvySuje
pevnost.

Obdobné Anton et al. (2003) popisuji LDL podrobnéji jako sférické utvary
s prumérem asi 35 nm, které z 12 % tvofi bilkoviny a z 87 % fosfolipidy, pficemz
jadro utvaru je z triglyceridll, cholesterolu a esteru cholesterolu obaleného vrstvou
apoproteini a fosfolipidd. Podle uvedenych autori obsahuji LDL pét hlavnich
apoproteinl z nichz apoprotein 15kDa je povazovan za nejvice povrchoveé aktivni.

Mechanismy pusobeni LDL pfi kryokonzervaci jsou ruzné. Popsana je
schopnost tvorby komplext s proteiny semenné plazmy, které blokuji vazbu
proteind na membrany spermii a tim padem omezuji vylu€ovani lipidQ, které by
vedlo ke snizeni integrity membran (Graham et Foote 1987, Parks et Graham
fluiditu byly zaznamenany fadou pfedchozich autord (napf. Darin-Bennet et White
1977, White 1993). NaruSeni membranové integrity (destabilizace membran)
zvysuje citlivost buriek spermii na chladovy 8ok a nasledné omezuje motilitu po
rozmrazeni (Manjunath et al. 2002). Lusignan et al. (2011) testovali popsané vazby
a prokazali, ze LDL velmi intenzivné vaze zejména protein oznacovany jako
BSP 1. Nauc et Manjunath (2000) jiz pfedtim stanovili, Ze protein BSP 1 je

nejdalezitéjSi slozkou bilkovin semenné plazmy, kde tvofi 80 % celkového
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mnozstvi. Wagtendonk — de Leeuw et al. (2000) potvrdili, Ze interakce LDL
a bilkovin semenné plazmy je zprostfedkovana fosfatidylcholinem, ale zaroven
vyvratili pfedpoklad, Ze stejnou ochranu poskytne spermiim kazdé fedidlo s timto
fosfolipidem. Ukazali, Ze sojovy fosfatidylcholin vaze proteiny BSP hufe nez fedidla
na bazi Zloutku.

Jinym mechanismem puasobeni LDL je samotna pfilnavost k membrané
spermii, kde LDL tvofi ochrannou vrstvu, ktera sama o sobé chrani bunku
v procesu kryokonzervace (Bergeron et al. 2004), navic dalSimi mechanismy
ovliviiuje (tj. zvySuje) koncentrace fosfolipidi a cholesterolu v plazmatické
membrané.

Naposledy je nutno pfipomenout, Zze LDL ovliviuje c&innost enzymu.
Vzhledem k obsahu polynenasycenych mastnych kyselin v membrané spermii,
jsou tyto citlivé na oxidativni stres (Hu et al. 2011). Ktomu pfi kryokonzervaci
nutné dochazi v dusledku mortality bunék, pfi kterém se uvolfiuji volné kyslikové
radikaly, které maji tendenci oxidovat mastné kyseliny membran dosud
neporusenych spermii. Vysledkem je vyrazné omezeni aZz zastaveni pohyblivosti
spermii (Bilodeau et al. 2001). Uvedeni autofi doloZili uinek LDL na antioxidativni
aktivitu enzymu katalazy, glutation peroxidazy a redukovaného glutationu, které
oxidaci omezuji. Vliv ochrannych enzymu byl potvrzen jiz dfive pfi hodnoceni
fertility (Lamirande et al. 1998). Hu et al. (2010) se zabyvali i optimalizaci mnoZstvi
LDL v fedidle a uvadéji, Zze 8% obsah LDL je nejefektivnéjSi z hlediska ochrany
bunék ve srovnani se 7% a 9%. Jiz dfive bylo indikovano, Ze pouziti LDL ve vyS$Si
koncentraci sice poskytuje vysSi ochranu membranam, ale zaroven vede

k vyznamnému snizeni motility (Moussa et al. 2002).

3.9 Nejnovéjsi poznatky z uziti LDL

Recentné je tedy fadou autor( uziti LDL hodnoceno jako vhodné feSeni pfi
konzervaci spermatu zmrazenim. Praktickému ovérovani postupl a podminek pro
rizné zivocCichy se vénuje fada studii realizovanych in vitro i in vivo.

Pravdépodobné nejastéji testovanymi jsou turoviti, a to jak buvoli, tak tur
domaci (Andrabi et al. 2008, Akther et al. 2011, Amirat et al. 2004, 2005, Vera —
Munoz et al. 2009, Amirat-Briand et al. 2010, Hu et al. 2010, 2011, Moussa et al.
2002 a dalsi). Testovani probiha téz u koni resp. hiebcl (Pillet et al. 2011, 2012,
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Pojprasath et al. 2011), ovci resp. berant (Watson 1981, Moustacas et al. 2011),
kozlu (Ali et al. 2008), kancu (Jiang et al. 2007, Hu et al. 2008), pst (Bencharif et
al. 2008), makaku (Dong et al. 2011). Lze oCekavat testy i u dalSich druhd zvifat,
napfiklad koCek, u kterych jiz byla testovana pouze fedidla s obsahem Zloutku
(Hermansson et Axner 2007).

Amirat et al. (2004) laboratorné ovéfili, Ze LDL lépe uchovavaji kvalitu
ejakulatu byku i oplodfiovaci schopnost po zmrazeni a rozmrazeni lépe nez
komerc¢ni extender Optidyl 1. Dale Amirat et al. (2005) zjistili, ze LDL chrani
spermie byku pfi hlubokém zamrazeni |épe nez Triladyl a Biociphos a LDL je
rovnéz mozno doporucit pro kratkodobé uchovani Cerstvého spermatu (testovany
byly ¢asy 1, 4 a 24 hodiny). Vera-Munoz et al. (2009) srovnavali vliv fedidel
Triladyl, Bioxcell a LDL na vzorky by¢iho ejakulatu o nizké koncentraci spermii
a potvrdili pfi uziti LDL lepSi zachovani integrity membran spermii nez u obou
komercénich preparatl. Amirat-Briand et al. (2009) testovali kombinaci glutaminu
a LDL s cilem ovéfit pozitivni vliv glutaminu a najit optimalni fedéni. Prokazali
kryokonzervacni ucinek glutaminu, ale pouze pfi vhodné koncentraci.
V koncentraci vy$Si nebo nizSi nez optimum vede jeho uziti s LDL k zhorSeni
parametrd motility. Amirat-Briand et al. (2010) pak dale testovali LDL pfimo
v terénu pfi umélych inseminacich krav a nezjistili Zadné vyznamné rozdily mezi
mirou uspésSnosti pfi jejich vyuziti a pfi aplikaci standardniho Tris vajeéného
fedidla. Vhodnost LDL pro kryokonzervaci spermatu berant potvrdili Moustacas et
al. (2011), ale ti zaroven zjistili, Ze se musi jednat o LDL pfirodni a nikoliv
konzervované lyofilizaci, ktera narusuje jejich ochranné schopnosti. Obdobné Pillet
et al. (2011) hlasi, ze plazma vaje¢ného Zloutku (tedy v podstaté LDL) ma
potencial nahradit Zloutek v fedidlech spermatu hiebcl a zaroven potvrzuji
moznost jeji pfedchozi sterilizace gama zarfenim. Plodnost klisen na jeden cyklus
v ramci jejich experimentu byla 60 % po inseminaci s fedidlem na bazi vaje¢ného
Zloutku a 69 % s fedidlem na bazi sterilizované Zloutkové plazmy (= LDL). V dalSi
studii se Pillet et al. (2012) vénuji ovéfeni pouziti liposomu z fosfolipidd vaje¢ného
Zloutku a potvrzuji je jako alternativu k nahrazeni celého Zloutku v mrazicich
fedidlech ejakulatu konovitych.

Akhter et al. (2011) testovali LDL v rizné koncentraci pro kryokonzervaci

spermatu buvoll, Hu et al. (2010, 2011) pak hledali optimalni koncentraci LDL pro
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skot. Pfi 10% koncentraci LDL v fedidle prokazali Akhter et al. (2011) vylepSeni
uspésnosti zamraZzeni a nasledné plodnosti a tuto koncentraci povazuji za
optimalni pro buvola. Na druhé strané Hu et al. (2011) optimalizovali koncentraci
LDL pro skot na 8 %. Jiang et al. (2007) realizovali pilotni studii u kancu a krom
toho, Ze prokazali vliv plemene na rozdily v postiZzeni spermii pfi kryokonzervaci
s LDL, stanovili optimalni koncentraci na 9 %. Bencharif et al. (2008) testovali
rdzné koncentrace LDL u psu a potvrdili jeho pozitivni vliv v porovnani s klasickymi
médii. Nicméné jako optimalni koncentraci stanovili médium s 6 % LDL. Pillet et al.
(2012) u hiebcu navrhuji 4 %. Pro razné zivocisné druhy jsou rozdilné optimalni
koncentrace a pfed uzitim LDL je toto pro kazdy druh zvlast nutno otestovat.
Ponékud v rozporu s pozitivnimi vysledky uziti LDL stoji Dong et al. (2011),
ktefi v pfipadé makakd nezjistili vyrazny rozdil v uspéSnosti uziti LDL v{ci
kompletnimu vajeCnému Zloutku a naznacuji, Zze pro fedidla opi¢iho spermatu

mUze byt nadale vyhodné u Zloutku setrvat.
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4 Metodika

4.1 Zpracovani ejakulatu

Celkem bylo pro experiment pouzito 8 bykl. Ejakulat pro vlastni praci byl
ziskan na inseminacni stanici Natural s. r. 0., Hradistko pod Mednikem. VesSkeré
postupy tykajici se manipulace a procesu kryokonzervace byly provadény na
zakladé standardl inseminacni stanice. K naslednému hodnoceni byl pouzit pouze
ejakulat s aktivitou vy$$i nez 70 % a hustotou vy$si nez 0,7 x 10° ml. Mimo tyto
ukazatele byla rovnéz provedena senzoricka kontrola ejakulatu - pfFitomnost
cizorodych pfimisenin, zapach.

Ejakulat byl nafedén pfislusnym fedidlem v takovém poméru, aby vysledna
koncentrace byla 30 x 10%/0,25 ml a 10 minut homogenizovan. Takto pfipravené
vzorky byly na automatickém plnicim zafizeni plnény do pejet o objemu 0,25 ml.
Poté probéhla ekvilibrace pfi 4 °C po standardni dobu 2 h. Po uplynuti doby
ekvilibrace byly vzorky zmrazeny v pocitalem Fizeném mrazicim pfistroji Mini-
Digitcool (IMV Technologies, Francie). Pro zmrazovaci proces byla pouzita
standardni mrazici kfivka. Po dosaZeni teploty — 140 °C byly pejety vloZzeny pfimo
do tekutého dusiku. Vlastni experiment byl poté realizovan v laboratofi Katedry

veterinarnich disciplin ve spolupraci s Katedrou specialni zootechniky FAPPZ.

4.2 Priprava redidel

V ramci experimentu byla uZita dvé komercné vyrabéna fedidla, bézné
dostupna na Ceském trhu, jedno bez obsahu vajeéného Zloutku, druhé s jeho
obsahem. Konkrétné se jednalo o Triladyl, ktery se bezprostfedné pfed fedénim
obohati o vajeény Zloutek a AndroMed, ktery je na bazi sojového lecitinu.

Priprava fedidel probihala dle navodd jednotlivych vyrobcl v den odbéru
ejakulatu. Redidla byla pfipravena bezprostfedné pred zadatkem experimentu.

Pfed samotnym fedénim doSlo k zahfati fedidel na teplotu 38 £1 °C.
4.2.1 AndroMed

Toto bezZloutkové fedidlo vyrabi spole¢nost Minitube International.

V uvedeném fedidle neni zivodiSna slozka. Je dodavano ve dvou variantach
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v lahvi¢kach o objemu 200 ml a 100 ml. V experimentu byla uZita jednostupriova
varianta (200 ml) jiZ obsahuijici antibiotika (100 ml baleni je ma dodavana zvlast).
AndroMed umoznuje jak kratkodobé uloZeni Cerstvého spermatu tak i dlouhodobé
konzervovat jeho potfebné inseminacni davky. Jeho pfiprava probéhla smiSenim
dodaného mnozstvi pripravku s 800 ml redestilované vody. Hlavni sloZky tohoto
fedidla tvofi rostlinné fosfolipidy, Tris, kyselina citronova, cukry, antioxidanty, pufry,
redestilovana voda a antibiotika (Tylosin, Gentamycin, Spectinomycin, Lincomycin;
mnozstvi antibiotik je v souladu s nafizenim EC 88/407). Pro zjisténi ucinku LDL
byla do standardné pfipraveného fedidla tato slou€enina pfidana v koncentracich
4,6, 8 %.

4.2.2 Triladyl

Triladyl obsahuje vaje¢ny Zloutek a dodava jej spolecnost Minitube
(Némecko). Barva je Cira a objem baleni 0,5 | lahvi¢ky, doporu¢ené podminky
skladovani od vyrobce jsou 5 °C. SloZkami fedidla jsou Tris, glycerol a antibioticka
sloZka - streptomycin, penicilin, lincomycin a spectinomycin.

Vlastni fedidlo je pfipraveno Kk pouziti smisenim dodavaného objemu
s tfictvrté litrem redestilované vody a pfrefiltrovaného vajecného Zloutku (20 %
objemu), ktery byl ziskan mechanickym oddélenim od bilku. Pro fedéni kontrolnich
vzorkl bylo pouzito standardné pfipravené fedidlo s obsahem vajeéného Zloutku.

V experimentalnich variantach byl Zloutek nahrazen 6, 8, 10 % LDL.
4.2.3 LDL (low - density lipoprotein)

LDL byly pfipraveny firmou Hena s. r. o. dle metodiky Moussa et al. (2002)
z vajec pochazejicich od spole¢nosti Biopharm. V ramci této metody byl vajeCny
Zloutek nejprve zbaven albuminu, a to ruéné, koulenim na filtraénim papiru za
ucCelem oddéleni endospermu a chalaze. Vitelinni membrana byla naruSena
skalpelem a vaje¢né Zloutky byly uloZeny do kadinky a udrZovany zchlazené
v lednicce pfi 4°C. Déle byla plazma vaje¢ného Zloutku zfedéna 0,17 M roztokem
chloridu sodného a pak pfi 4°C mixovana po dobu jedné hodiny. Po centrifugaci pfi
10,000 x g po dobu 45 minut pfi 4°C byl odstranén supernatant a postup byl
opakovan. Hlavnim cilem tohoto odstfedéni bylo oddélit granule vajeéného Zloutku

od plazmy. Separovana plazma byla skladovana pfi teploté 4 °C. K odstranéni
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livetinu bylo pfidano 20,5 g siranu amonného do 100 ml plazmy, a tato smés
michana po dobu jedné hodiny pfi pH 8,7 a teploté 4 °C. Livetiny byly nasledné
oddéleny rovnéz centrifugaci pfi 10,000 x g po dobu 45 minut. Supernatant bohaty
na LDL byl dialyzovan 10 hodin za uc€elem odstranéni siranu amonného
a selektivni koagulace LDL. Na konci dialyzy byla smés opét centrifugovana pfi
stejnych parametrech centrifugace a vysledny sediment, ktery obsahoval LDL

s 97% Cistotou ve formé pelet byl uloZzen a skladovan pfi 4°C.

4.3 Hodnoceni kvalitativnich parametri ejakulatu po rozmrazeni

4.3.1 Hodnoceni rychlosti pohybu spermii

Kryokonzervované inseminacni davky byly rozmrazeny ve vodni lazni
(37 °C) po dobu 30 s a pridany k 500 pl vytemeperovaného fyziologického roztoku.
Po péti minutach v 37°C, nutnych pro disperzi spermii v roztoku, byly ze vzorku
odebrany 3 ul a podvrstveny na vytemperovanou pocitaci komurku sklicka Leja®.
Hloubka komdrky je 20 um v 6 polich na jeden vzorek — tzv. kalibrované pocitani
na vyhfevné desce stereomikroskopu. Vzorky ve fyziologickém roztoku se dale
ponechaly v 37°C po dobu dvou hodin a po jemném promichani se z nich opét
odebraly 3 yl a provedlo se hodnoceni motility.

Parametry motility hodnocené systémem CASA (Computer assisted sperm
analysis) byly VAP (um/s), tedy pramérna rychlost hlavicky na napfimené draze,
slouzici k plynulej§imu vyjadfeni pohybu, VCL (um/s) tedy rychlost hlavicky
spermie na skute¢né draze, a VSL (um/s), primérna rychlost méfena pfimkou od
zaCatku do konce jedné stopy. U kazdého vzorku bylo snimano 6 obrazu, které
pak byly algoritmicky zpracovany.

Hodnoty se zapisovaly do tabulky a nasledné byly statisticky vyhodnoceny.
Motilita spermii byla na KVD posuzovana s vyuzitim software CASA (NIS Elements
Ar 3. 2.) za pouZit kamery Imaging Source a stereo mikroskopu (Nikon Eclipse
E600) na vyhfivané podloZce (Tokai Hit). Parametry motility hodnocené systémem
CASA (Computer assisted sperm analysis) byly VAP (um/s), tedy prumérna
rychlost hlavicky na napfimené draze, slouZici k plynulejS§imu vyjadfeni pohybu,
VCL (um/s), tedy rychlost hlavicky spermie na skutec¢né draze, a VSL (um/s),

prumérna rychlost méfena pfimkou od zacatku do konce jedné stopy. U kazdého
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vzorku bylo snimano 6 obrazu, které pak byly algoritmicky zpracovany.
4.3.2 Hodnoceni vyskytu nepohyblivych spermii

Na zakladé parametrd motility vyhodnocenych pomoci CASA bylo
stanoveno procento nepohyblivych spermii, jinymi slovy tedy procento motilnich
spermii v jednotlivych vzorcich. Jako ukazatel rovnéz vyznamny z hlediska kvality
spermii po rozmrazeni dopliuje parametry rychlosti vypocCitané softwarem CASA.

Po exportu vysledki z CASA do MS Excel byly spermie s parametrem
motility VAP nizSim nez 10 ym/s vyfiltrovany jako nepohyblivé a bylo vypocitano

jejich procento z celkového poctu ve vzorku.
4.3.3 Hodnoceni viability spermii

Pro hodnoceni podilu Zivych a mrtvych spermii (viabilita) byla pouzita
metoda dle Harrison et Vickers (1990). Byly pouzity fluorochromy propidium iodid
(PI) a karboxy-fluoresceindiacetat (CFDA). Pl se jako interkalacni Cinidlo vaze na
volné baze DNA a znali tak mrtvé spermie Cervenou barvu. CFDA je po
prostoupeni membranou do zivé spermie aktivovano pomoci enzymu( esteraz
a buriky tak emituji zelené fluorescencni zareni. Pro fixaci spermii byl pouZit 0,3 %
roztok formaldehydu ve fyziologickém roztoku. Nafixovany vzorek s fluorochromy
byl inkubovan po dobu 10 min pfi 37°C za nepfistupu svétla, Fadné
homogenizovan a 8 ul bylo pfeneseno na podlozni sklicko a zamontovano. Vzorky
byly hodnoceny v tripletech, pfi¢emz v kazdém vzorku bylo hodnoeno 200 spermii.

Hodnoceni probihalo pomoci fluorescencniho mikroskopu (Nikon Eclipse EG00).
4.3.4 Statistické zpracovani

Ziskané hodnoty parametrd motility byly pfeneseny z CASA programu do
programu MMS Excel, utfidény a zkontrolovany pro svou uplnost. Statisticka
analyza byla provedena pomoci programu Statistika CZ 12. Pro zhodnoceni dat
byla pouzita vicefaktrorova analyza rozptylu (ANOVA) s Schéffeho post-hoc
testem. Jako kontinualni zavislé proménné byly hodnoceny hodnoty VAP, procento

nepohblivych spermii a podil zivych spermii v zavislosti na faktorialnich

nezavislych proménnych fedidla (AndroMed a Triladyl s rdznou koncentraci LDL)
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a Casu (inkubace v hodiné 0 a 2). Analyza probihala na hladiné vyznamnosti
p<0,05.

4.4 Design experimentu

Design experimentu ukazuje schema na obrazku ¢. 1.

ODBER EJAKULATU

|
[ZPRACOVANI EJAKULATU]
|

TRILADYi ANDROMED

KONTROLNI SKUPINA - standardné pfipravené F(_QNTRO]_Ni SKUPINA - standardné
fedidlo s obsahem vaje€ného Zloutku 20 % pfipravené fedidlo

@éhrada Zloutku za L@

KRYOKONZERVACE podle ‘
standardni mrazici kiivky
|

Hodnoceni kvalitativnich parametr
ejakulatu po rozmrazeni
I
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Obrazek ¢.1: Schéma experimentu diplomové prace.
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5 Vysledky
5.1 Hodnoceni rychlosti pohybu spermii

Vysledek analyzy VAP pro AndroMed ukazuje graf €. 1. Na hladiné
vyznamnosti a = 0,05 byla zamitnuta nulova hypotéza, ktera znéla, Ze neexistuji
statisticky vyznamné rozdily v rychlosti spermii na napfimené draze (VAP)
v zavislosti na délce inkubace po rozmrazeni a % pfidaného LDL do fedidla
AndroMed. Byla tedy pfijata alternativni hypotéza, ktera tvrdi, Ze statisticky
vyznamné rozdily existuji. Pfidavek LDL tedy ovlivnil vlastnosti fedidla a jeho
pusobeni na spermie.

Graf €. 1: Rychlost pohybu spermii na napfimené draze (VAP v um/s)
v zavislosti na % pfidaného LDL v fedidle AndroMed a délce inkubace po
rozmrazeni. (KE — kontrolni vzorek, fedidlo bez LDL, E4 — fedidlo s 4 % LDL, E6 —
fedidlo s 6 % LDL, E8 — fedidlo s 8 % LDL).
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Vertikalni use€ky vyznacuji 0,95% intervaly spolehlivosti

a; b — hodnoty oznaCené shodnym indexem se pro dany typ fedidla a rozdilnou délku inkubace
statisticky vyznamné nelidi (ANOVA, p < 0, 05)

1, 2 — hodnoty oznacené shodnym indexem se pro danou délku inkubace mezi jednotlivymi typy
fedidla statisticky vyznamné neliSi (ANOVA, p < 0, 05)

-34 -



Pomoci Schéffeho testu byl prokdzan vyznamny pokles rychlosti pohybu
spermii po 2 hodinach inkubace ve vSech variantach fedéni. Soucasné fedidla se
6 a 8% pfidavkem vykazovala vyrazné pomalejSi pohyb po rozmrazeni, ale
soucasné vyznamneé vyssi rychlost pohybu po 2 hodinach inkubace oproti kontrole
a varianté se 4 % LDL. Po rozmrazeni vykazovala nejvySSi hodnoty kontrola,
avSak po uplynuti 2 hodin inkubace vykazovala nejrychlejSi pohyb varianta
s koncentraci 6 % LDL. PrisluSné tabulky statistickych vystupl jsou soucasti pfiloh
(pFiloha 1 - 4).

Graf €. 2: Rychlost pohybu spermii na napfimené draze (VAP v um/s) v zavislosti
na % pfidaného LDL v fedidle Triladyl a délce inkubace po rozmrazeni. (KTri —
kontrolni vzorek, fedidlo bez LDL, Tri6 — fedidlo s 6 % LDL, Tri8 — fedidlo s 8 %
LDL, Tri10 — Fedidlo s 10 % LDL.
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Vertikalni use€ky vyznacuji 0,95% intervaly spolehlivosti

a; b — hodnoty oznaCené shodnym indexem se pro dany typ fedidla a rozdilnou délku inkubace
statisticky vyznamné nelisi (ANOVA, p < 0, 05)

1, 2 — hodnoty oznaCené shodnym indexem se pro danou délku inkubace mezi jednotlivymi typy
fedidla statisticky vyznamné neliSi (ANOVA, p < 0, 05)
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Vysledek analyzy VAP pro Triladyl ukazuje graf ¢ 2. Na hladiné
vyznamnosti a = 0, 05 byla zamitnuta nulova hypotéza, ktera znéla, Ze neexistuji
statisticky vyznamné rozdily v rychlosti spermii na napfimené draze (VAP)
v zavislosti na délce inkubace po rozmrazeni a % pfidaného LDL do fedidla
Triladyl. Byla pfijata alternativni hypotéza, ktera tvrdi, Zze statisticky vyznamné
rozdily existuiji.

Rychlost pohybu se u kontroly po 2 hodinach Inkubace zvysSila, zatimco
u experimentalnich variant do8lo k poklesu hodnot. Kromé varianty s 10% LDL
byla tato zména statisticky vyznamna. Hodnoty VAP kontrolnich vzorkd byly
vysoce signifikantné niZsi oproti experimentalnim variantdm. Hodnoty VAP se po
rozmrazeni vyznamné neliSily, po 2 hodinové inubaci vykazovala varianta s 10 %

LDL vyznamné vySSi hodnoty oproti variantdm s 6 a 8 %.

5.2 Hodnoceni podilu nepohyblivych spermii v zavislosti na

koncentraci LDL a dobé inkubace

Zastoupeni nepohyblivych spermii pfi pouZziti fedidla AndroMed ukazuje
graf €. 3. Na hladiné vyznamnosti a = 0,05 byla zamitnuta nulova hypotéza, ktera
znéla, Ze neexistuji statisticky vyznamné rozdily % nepohyblivych spermii
v zavislosti na koncentraci LDL a dobé inkubace. Nicméné nasledny Shéffeho test
nepotvrdil vyznamnost rozdilu mezi jednotlivymi hodnocenymi variantami.
Z vysledku je patrny trend k nizSimu podilu nepohyblivych spermii u varianty s 6 %

LDL oproti ostatnim variantam v€etné kontroly, zejména po 2 hodinové inkubaci.
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Graf €. 3: Procento nepohyblivych spermii v zavislosti na koncentraci LDL a dobé
inkubace v fedidle AndroMed. (KE — kontrolni vzorek, fedidlo bez LDL, E4 —
fedidlo s 4% LDL, E6 — fedidlo s 6% LDL, E8 — fedidlo s 8% LDL).
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Vertikalni use€ky vyznacuji 0,95% intervaly spolehlivosti

a; b — hodnoty oznacené shodnym indexem se tatisticky vyznamné neliSi (ANOVA, p < 0, 05)

Zastoupeni nepohyblivych spermii pfi pouziti fedidla Triladyl ukazuje
graf €. 4. Na hladiné vyznamnosti a = 0,05 byla pfijata nulova hypotéza, ktera
znéla, Ze neexistuji statisticky vyznamné rozdily v % nepohyblivych spermii
v zavislosti na koncentraci LDL a dobé inkubace. Z vysledku je patrny nevyrazny
trend kniZzSimu podilu nepohyblivych spermii u kontroly, pfipadné

u varianty s 8% LDL oproti ostatnim variantam, zejména po 2 hodinové inkubaci.
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Graf €. 4: Procento nepohyblivych spermii v zavislosti na koncentraci LDL a
dobé inkubace v fedidle Triladyl. (KTri — kontrolni vzorek, fedidlo bez LDL, Tri6 —
fedidlo s 6% LDL, Tri8 — fedidlo s 8% LDL, Tri10 — fedidlo s 10% LDL).
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a; b — hodnoty oznaCené shodnym indexem se pro dany typ fedidla a rozdilnou délku inkubace
statisticky vyznamné nelidi (ANOVA, p < 0, 05)

5.3 Hodnoceni viability spermii

Pomér Zivych a mrtvych spermii pfi pouZiti fedidla AndroMed ukazuje
graf €. 5. Na hladiné vyznamnosti a = 0,05 byla zamitnuta nulova hypotéza, ktera
znéla, ze neexistuji statisticky vyznamné rozdily v poméru Zivych a mrtvych
spermii v zavislosti na koncentraci LDL a dobé inkubace.

Po rozmrazeni je patrny signifikantné vysSi podil Zivych spermii ve
variantach s pfidavkem LDL oproti kontrole, pfiCemz varianta se 4% LDL
vykazovala prikazné vy$Si hodnotu nez zbyvajici experimentalni varianty. Po
2 hodinach inkubace podil Zivych spermii vyznamné poklesl ve v8ech variantach
fedidel. Hodnoty kontroly i vdech experimentalnich skupin byly prakticky identicke.
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Graf ¢. 5. Pomér Zivych a mrtvych spermii v zavislosti na koncentraci LDL (4, 6,
8%) a dobé inkubace (0 a 2 h) v fedidle AndroMed.
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Pomér Zivych a mrtvych spermii pfi pouziti fedidla Tril ukazuje graf €. 6. Na
hladiné vyznamnosti a = 0,05 byla zamitnuta nulova hypotéza, ktera znéla, Ze

neexistuji statisticky vyznamné rozdily v poméru zivych a mrtvych spermii
v zavislosti na koncentraci LDL a dobé inkubace.

Graf €. 6. Pomér zivych a mrtvych spermii v zavislosti na koncentraci LDL
(6, 8, 10%) a dobé inkubace (0 a 2 h) v fedidle Triladyl.
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Zastoupeni Zivych a mrtvych spermii je v jednotlivych €asech inkubace
vyrovnané, po 2 hodinach inkubace doslo k prikaznému poklesu podilu Zivych
spermii ve vSech experimentalnich variantach i kontrole.

-39 .-



6 Diskuse

Pfridavek LDL s pfedpokladanym vlivem na kryoprotektivni vlastnosti fedidel
ovérovalo v nedavné dobé& mnozstvi autord (napf. Amirat et al. 2004; Hu et al.
2010; 2011; Moussa et al. 2002). V téchto a dalSich studiich je velkd pozornost
vénovana vhodné koncentraci pouzitého LDL dodatku. Konkrétné Amirat et al.
(2004, 2005), Hu et al. (2010, 2011), Moussa et al. (2002) a Vera-Munoz et al.
(2009) uvadéji jako nejlepsi koncentraci dodanych LDL 8% (pfipadné 10%). Tyto
koncentrace vykazuji nejvy8Si motilitu a membranovou integritu spermii po
rozmrazeni. Jenze pouze Amirat et al. (2005), Moussa et al.(2002) a Vera-Munoz
et al. (2009) pouZili pro test bezZloutkové fedidlo, jmenovité se jednalo o Bioxcell.
AndroMed na vliv pfidavku LDL zatim nikdy testovan nebyl.

Experiment realizovany v ramci této studie mél rozsifit nase znalosti o vlivu
LDL a zpfesnit podminky pro jeho pouziti s dvéma rliznymi fedidly, bezZloutkovym
AndroMedem a fedidlem s pfidavkem Zloutku, Triladylem. Vysledek vice méné
potvrzuje predpoklad, Zze ucinek LDL je patrny spiSe u fedidla, které v puvodni
receptufe vaje€nou slozku nema, tedy v Andro Med, ktery je vice autory
povazovan za jedno z nejlepSich fedidel bycich inseminaénich davek vibec
(Jannet et al. 2005; Stradaioli et al. 2007), byt je také jednim z nejdéle uzivanych
(Bousseau et Brillard 1994, Hinsch et al. 1997, Muller-Schlosser et al. 2001).
V nasem pokusu vykazal AndroMed vysokou hodnotu parametru VAP, pfedevsim
vcase 0. Po 2 hodinach vykazoval tento parametr pfi vSech rozdilnych
koncentracich vyrazné nizSi hodnotu, pficemz 6% dodatek LDL udrzel nejvyS$Si
hodnotu tohoto parametru. To dobfe koresponduje s vysledkem stanoveni
procenta nepohyblivych spermii v dalSim sledovani této studie, kdy v ase 0i 2 h
bylo nejméné nepohyblivych spermii pravé pfi 6% LDL. Toto pozorovani by bylo
mozno jinymi slovy opsat, Ze v AndroMed s pfidanymi 6% LDL si schopnost
pohybu uchovava nejvice spermii, avSak hybou se pomaleji. Mohlo by se jednat
o optimalni rychlost pohybu. Byt se pfedpoklada, Zze sniZzovani rychlosti pohybu
indikuje pokles kvality ejakulatu (Véznik et al. 2004), nelze hodnotit jen pohyb.
Otazkou totiz je, zda vysoka hodnota kritéria VAP sama o sobé mulze byt dobrym
indikatorem oplozeni. Jak vyplyva ze zavérld Vera-Munoz et al. (2009) d&i
Moustacas et al. (2011) tomu tak skute¢né neni. Navic pozorovanim z jiné oblasti

pfirodnich véd (testy toxicity) Ize dolozit, Ze aktivita drobnych organismi na
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bunécné urovni se vyrazné zvySuje (béhaji rychleji) v nevyhovujicich podminkach
prostiedi (Svobodova et al. 1987, Vrabec pers. comm.). Po tomto vzepéti
nasleduje postizeni nebo uhyn. Pokud pfistoupime na tento predpoklad, pak
napadné vysoké hodnoty VAP mohou indikovat pravé blizkou buné&cnou smrt. Je
treba si rovnéz pfipomenout, Ze rychleji pohyb znamena vysSi hladinu
metabolismu a tim dfivéjSi vyCerpani dostupnych zasob nebo kysliku (Coronel et
al. 2005). Anaerobni metabolismus zvySuje koncentraci kyseliny mlécné a ta
ovlivni pH, coz je uvadéno jako jeden z divodu ztraty pohyblivosti spermii (Véznik
et al. 2004).

Z tohoto duvodu je napadné vyrazné zvyseni VAP pfi jakékoliv koncentraci
pfidanych LDL, které bylo pozorovano u Triladylu, v ¢ase 0 i po 2 hodinach. Po 2
hodinach byla nejvyssi hodnota VAP v Triladylu s 10% LDL (graf €. 2), ale zaroven
pfi této koncentraci a Case bylo také nejvySsi procento nepohyblivych spermii (graf
C. 4). To by svédcCilo pro vySe navrzeny vyklad: Posledni hybajici se spermie se
pohybuji velmi rychle a roste procento nepohyblivych, Cili pfidavek LDL zde
nemusi byt pozitivni z hlediska kvality inseminacni davky. Triladyl navic vykazal
Jakykoliv pfidavek LDL procento nepohyblivych spermii zvySil. Tento jev vSak
nemusi byt charakteristicky a na zakladé nékolika malo jedincd bykd uzitych
v pokusu jej nelze generalizovat. Dosud znamé udaje o parametrech motility
potvrzuji, Ze u Zloutkovych fedidel je motilita obecné vysSi (Moussa et al., 2002;
Vera-Munoz et al., 2009; Hu et al., 2010). Na druhé strané v8ak musime upozornit
na moznou metodickou chybu. V pfipravovaném Triladylu byl vyrobcem
doporuceny cely Zloutek v pfipadé pfidanych LDL témito substituovan misto, aby
LDL byla dodana do fedidla, ve kterém jiz Zloutek byl. Pouzity postup mohl mit vliv
na dosazeny vysledek a pravdépodobné bude tfeba dalsi série pokusl k ovérfeni.
Taktéz nemizeme zcela vyloudit vliv exogennich i endogennich faktord.

Faktorem, ktery ma vliv na zjisténou motilitu je nizka koncentrace spermii
v inseminacni davce (Vera-Munoz et al. 2009). Amirat et al. (2005), Hu et al.
(2010) a Moussa et al. (2002); pouzili fedéni spermatu na koncentraci 120 x 10°
spermii/ml, kdeZto v této studii je ejakulat fedén na 30 x 10° spermii/ml. Jde o
étyfnasobny rozdil. K variabilité vysledku mohlo také dojit v disledku plemenné

pFislusnosti ¢i individualni variability bykd, od kterych byl ziskan ejakulat. Vliv také
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mohlo mit plemeno slepic, od kterého byly ziskany Zloutky pro pfipravu LDL
(Bathgate et al., 2006). Samotné zhodnoceni motility je sice vyznamnym nastrojem
v posouzeni kvality ejakulatu (Verstegen et al. 2002), ale oplozovaci schopnost
spermie je dana i jinymi vlastnostmi, které vypisuje Amann (1989). Motilita tak
nesmi byt uzita jako jediné kritérium kvality ejakulatu.

Zajimavé je pozorovani ucinku pfidavku LDL po 2 hodinach inkubace, kde
v pfipadé AndroMed jiz vySe zminéna 6% koncentrace ukazala nizSi procento
nepohyblivych spermii nez kontrola v ¢ase 0. Na tomto pfikladé Ize ilustrovat dalSi
ukol pro navazujici vyzkum, ktery by mohl zpfesnit inseminacni postupy, a to je
stanoveni pfesného postupu ¢asového — tj vymezeni optimalni ¢asové periody pro
to které fedéni LDL pro provedeni inseminace, protoze i zde mize byt vliv na
oplozovaci schopnost znacny. Teoreticky jde napf. u Triladylu o vystihnuti faze,
kdy je nejvysSi vhodna motilita, ale jeSté je pfijatelné procento nepohyblivych

spermii, tak aby se zvysSila pravdépodobnost oplozeni a zabfeznuti.
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7 Zavér

Pfidavek LDL vyrazné zlepSil kryoprotektivni vlastnosti AndroMedu, zvlasté
pokud Slo o procento nepohyblivych spermii. V pfipadé Triladylu se potvrdila
moznost nahrady vajeéného Zloutku samotnym LDL. Hypotézu, Zze LDL zlepSuje
v8echna fedidla spermatu tak pravdépodobné bude nutno pfi dalSim experimentu
modifikovat. V pfipadé Triladylu bylo pozorovano navyseni procenta nepohyblivych
spermii po pfidavku LDL.

Mizeme opatrné potvrdit hypotézu, Zze efekt pouziti LDL je vyrazngjSi v
pfipadé bezZloutkového fedidla Andromed, a jako nejvhodnéjSi koncentrace
dodatku LDL, bude-li k AndroMed dodavano, se prozatim dle naSeho vysledku
jevi 6%. V pripadé Triladylu vykazuje 8 a 10% pfidavek LDL shodné efekty jako
originalni receptura se Zloutkem.

Pokud se zaméfime na jeden z parametrd motility spermii metodou
pocCitaCem asistované analyzy spermatu (CASA), konkrétné na VAP (prumérna
rychlost hlavicky spermie na napfimené draze), pak u Triladylu pfidavek LDL
vyrazné zvySuje pohyblivost spermii, otazkou je zda VAP sama o sobé je vhodnym
kritériem pro posouzeni plodnosti, kdyz se zaroven ukazuje, Ze souCasné se
zvySenim rychlosti pohyblivych spermii stoupa procento zcela nepohyblivych.

Parametry pfezitelnosti spermii hodnocené metodou fluorescenéniho
barveni vychazeji ve prospéch pfidavku LDL do AndroMed, naopak trend u
druhého fedidla nasvédcuje tomu, Ze pfidavek LDL do Triladyl navySuje mnozstvi

nepohyblivych spermii.
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9

draze (VAP) v zavislosti na koncentraci

Prilohy:

Pfiloha €. 1: Vyhodnoceni analyzy rozptylu pro rychlost spermii na napfimené

LDL a délce inkubace po rozmrazeni v

fedidle AndroMed pfi pouziti Schéffeho testu.

O Schéffeho test; proménna VAP (AndroMed)
@
o
o | = | = 1 2 3 4 5 6 7 8
S |8 |g
Z % 2 80,335 62,385 79,627 61,06 | 76,602 | 67,384 74,982 65,834
(0]
1 KE | Oh 0 0,997846 0 0,0097 0 0 0
2 KE | 2h 0 0 0,96445 0 0,000173 0 0,054572
3 E4 | Oh | 0,997846 0 0 0,06891 0 0,000013 0
4 E4 | 2h 0 0,964452 0 0 0 0 0,000299
5 E6 | Oh [ 0,009699 0 0,06891 0 0 0,814676 0
6 E6 | 2h 0 0,000173 0 0 0 0 0,882306
7 E8 | Oh 0 0 0,000013 0 0,81468 0 0
8 E8 | 2h 0 0,054572 0 0,0003 0 0,882306 0
Pfiloha ¢. 2: Vyhodnoceni analyzy rozptylu pro rychlost spermii na
napfimené draze (VAP) v zavislosti na koncentraci LDL a délce inkubace po
rozmrazeni v fedidle Triladyl pfi pouziti Schéffeho testu.
O Schéffeho test; proménna VAP (Triladyl)
@
o
o | o |= 1 2 3 4 5 6 7 8
S| 8§ |E
Z g_L § 57,257 | 61,763 | 84,441 | 76,852 | 82,545 74,567 83,982 | 81,266
(0]
1 KTri | Oh 0,00034 0 0 0 0
2 | KTri | 2h |1 0,000336 0 0 0 0
3 | Tri6 | Oh 0 0 0,70573 0 0,99994310,247718
4 | Tri6 | 2h 0 0 0 0,000019| 0,691553 0 0,035232
5 |tig[on| o o | %797 0,000019 0 0,00859 | 0,979496
6 | Tri8 | 2h 0 0 0 0,69155 0 0 0,000003
7 |mito|on| o o |97 o | o908 0 0,453316
8 |Tito|2n| o o | %277 | 003523 | 09795 | 0000003 |0453316

-55-




Pfiloha &. 3: Vyhodnoceni analyzy rozptylu pro procento nepohyblivych
spermii v zavislosti na koncentraci a dobé inkubace v fedidle AndroMed pfi pouZiti
Schéffeho testu.

Schéffeho test; proménna % nepohyblivych (%nepohyblivych Andromed)

o Pravdépodobnosti pro post-hoc testy
g Chyba: meziskup. PC = ,02544, sv = 56,000
o
S| o ; 1 2 3 4 5 6 7 8
Z |8 |&
% 2 | 0,59668 |0,69571 | 0,57059 |(0,66332(0,51281| 0,54355 | 0,54072 | 0,68419
)
1 |KE| O 0,97911 | 0,999997 | 0,99814 [ 0,99217 [ 0,999576 |0,999402( 0,989882
2 |KE| 1 ]0,979109 0,926005 | 0,99999 | 0,62983 [ 0,815663 |0,800815 1
3 [E4| 0 [0,999997 | 0,92601 0,98574 1 0,99926 | 0,999996 |0,999991| 0,955233
4 |E4 | 1 |0,9981410,99999 | 0,985737 0,82403 | 0,940832 |0,933266 | 0,999999
5 (E6| O [ 0,99217 [0,62983 | 0,999262 | 0,82403 0,99999 ]0,999995| 0,704748
6 |[E6| 1 [0,999576 (0,81566 | 0,999996 | 0,94083 [ 0,99999 1 0,869854
7 |[E8| 0 [0,999402 | 0,80082 | 0,999991 | 0,93327 1 1 0,857501
8 [E8| 1 |0,989882 1 0,955233 1 0,70475 | 0,869854 |0,857501

Pfiloha &. 4: Vyhodnoceni analyzy rozptylu pro procento nepohyblivych
spermii v zavislosti na koncentraci a dobé inkubace v fedidle Triladyl pfi pouziti

Schéffeho testu.
Schéffeho test; proménna % nepohyblivych (% nepohyblivych Triladyl)
o Pravdépodobnosti pro post-hoc testy
% Chyba: meziskup. PC = 251,58, sv = 56,000
o
5| o | = 1 2 3 4 5 6 7 8
2| g (£
% § 60,857 | 63,036 | 67,828 75,74 | 63,441 72,056 66,525 76,586
D
1 KA [ O 1 0,997432 | 0,82827 1 0,957278 |0,999326 | 0,783447
2 | KA | 2 [0,999999 0,999778 | 0,91786 1 0,987474 10,999974 | 0,887715
3 | Aa6 [ 0 |0,997432|0,99978 0,99433 1 0,99988 | 0,999904 1 0,989493
4 | Aa6 | 2 | 0,82827 |0,91786 | 0,994331 0,93019 [ 0,999962 |0,985786 1
5 | Aa8 | 0 [0,999997 1 0,999877 | 0,93019 0,990475 |0,999989 | 0,902869
6 | Aa8 | 2 [0,957278 | 0,98747 | 0,999904 | 0,99996 | 0,99048 0,999425 | 0,999848
7 |Aa10( 0 |0,999326 | 0,99997 1 0,98579 1 0,99999 | 0,999425 0,976386
8 [Aa10| 2 |0,783447|0,88772| 0,989493 1 0,90287 | 0,999848 |0,976386
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