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Srovnani komerc¢nich redidel a jejich kombinaci za ucelem
zlepSeni kryokonzervacnich schopnosti u spermatu berani
valaSské ovce

Souhrn

Cilem této diplomové prace bylo srovnani komercnich fedidel za ucelem zlepSeni
kryokonzervacnich schopnosti u spermatu beranti valasské ovce. Béhem experimentu byly
pouzity vzorky ejakulatu berant plemene valasska ovce. Toto plemeno se fadi mezi genetické
zdroje, kdy proces kryokonzervace hraje vyznamnou roli v uchovani genti tohoto plemene.

Predpokladalo se, ze komercni fedidla pouzitda bud samostatné nebo smichanim v
definovaném poméru ovlivilyji in vitro ukazatele inseminacnich davek po rozmrazeni. M¢la
jsem k dispozici 7 riznych fedidel (1. AndroMed, 2. OviXcell, 3. OptiXcell, 4. AndroMed +
OviXcell + OptiXcell (1:1:1), 5. Andromed + OviXcell (1:1), 6. Andromed + OptiXcell (1:1),
7. OviXcell a OptiXcell (1:1)). Hodnoceni odebraného spermatu probihalo za pomoci CASA
softwaru a prutokové cytometrie. Jako oplozeni schopné spermie jsem brala ty, které mély
vysokou celkovou a progresivni motilitu, nemély poskozeny akrozom, poskozenou
cytoplazmatickou membranu a mély zachovanou mitochondrialni aktivitu. Vyhodnoceni
probihalo po ekvilibraci a po rozmrazeni.

Z naSich vysledkd vyplyva, ze nejlepsi celkové motility, progresivni motility a
zivotaschopnosti spermii po rozmrazeni bylo dosazeno v fedidle z AndroMedu a OptiXcellu,
coz piinasi prekvapivé zjisténi. Zaroven z nasich vysledkd je patrné, Ze nejhorsi variantou pro
mrazeni beraniho spermatu je fedidlo OviXcell. Dosahlo nejhorSich vysledkti v celkové
motilit€, progresivni motilit€ po rozmrazeni, zivotaschopnosti spermii po ekvilibraci 1
rozmrazeni a v ostatnich sledovanych parametrech pfipadn€ nebyly pozorovany signifikantni
rozdily s nejhor§imi vysledky.

Ziskana data poskytuji slibné predpoklady pro zlepSeni kvality kryokonzervovaného
ejakulatu. Do budoucna by bylo vhodné ovéfit kvalitu smichanych fedidel v in vivo
podminkach a zhodnotit miru plodnosti, takto pfipravenych inseminacnich davek. Piipadné 1ze
vyzkous$et namichat odlisné poméry nami zvolenych kombinaci fedidel.

Klicova slova: pratokova cytometrie, CASA, kryokonzervace, sperma



Comparison of commercial extenders and their mixtures
for improving cryoconservation abilities Wallachian rams
sperm

Summary

The aim of this diploma thesis was to compare commercial extenders in order to improve
the cryoconservation capabilities of Wallachian ram sperm. During the experiment, ejaculate
samples from Wallachian sheep were used. This breed ranks among the genetic resources where
the cryoconservation process plays a significant role in preserving the genes of this breed.

Commercial extenders used either alone or mixed in a defined ratio were hypothesized
to affect in vitro parameters of insemination doses after thawing. I had 7 different extenders at
my disposal (1. AndroMed, 2. OviXcell, 3. OptiXcell, 4. AndroMed + OviXcell + OptiXcell
(1:1:1), 5. Andromed + OviXcell (1:1), 6. Andromed + OptiXcell (1:1), 7. OviXcell and
OptiXcell (1:1)). The evaluation of the collected sperm was carried out with the help of CASA
software and flow cytometry. As sperm capable of fertilization, I took those that had high
overall and progressive motility, did not have a damaged acrosome, damaged cytoplasmic
membrane and had preserved mitochondrial activity. The evaluation took place after
equilibration and after thawing.

Our results show that the best total motility, progressive motility and viability of
spermatozoa after thawing were achieved in the extender from AndroMed and OptiXcell, which
is a surprising finding. At the same time, our results show that the worst variant for freezing
ram sperm is the OviXcell extender. It achieved the worst results in total motility, progressive
motility after thawing, sperm viability after equilibration and thawing, and in the other
monitored parameters, possibly no significant differences were observed with the worst results.

The obtained data provide promising prerequisites for improving the quality of
cryoconservation ejaculate. In the future, it would be advisable to verify the quality of the mixed
extenders in in vivo conditions and to evaluate the fertility rate of insemination doses prepared
in this way. Alternatively, you can try mixing different proportions of our chosen combination
of thinners.

Keywords: flow cytometry, CASA, cryoconservation, sperm
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1 Uvod

Ovcactvi u nas ma dlouholetou tradici. V priubéhu let se vyvijela odli$na plemena zamétena

na jiné chovatelské cile. Pivodni valasské ovce vychazi z capovych ovci, které jsou typické pro
oblast Karpat a Balkanu. Do Ceska se dostaly pravdépodobné vlivem kolonizace v 15. a 16.
stoleti. Ve 20. stoleti se o zachranu tohoto plemene zasadil Doc.Ing. Bora Cumlivsky CSc.,
ktery vala§ské ovce nakoupil a zaradil je do vzorniku plemen ovci. Vynikaly svou odolnosti v
horskych vlhkych a naro¢nych podminkach, avsak v dusledku ekonomického zisku bylo
postupné puvodni plemeno na pokraji vymieni. V dne$ni dobé patii mezi kombinovana
plemena a je zafazena do genofondu ohrozenych druhti hospodaiskych zvifat a zaroven je
soudasti seznamu genovych zdroji CR. Podetni stavy valaiské ovce jsou v poslednich letech
pomérné stalé, ale spiSe dochazi k mirnému ubytku. V roce 2022 bylo zapojeno v kontrole
uzitkovosti 1043 kust bahnic. Piednosti jsou obstojné uzitkové vlastnosti vSech sméra (maso,
mléko, vina), z ekonomického hlediska nejvétsi vyhodou je nenarocnost chovu a podpora ze
strany statu ve formeé dotaci.
Chov ovci musi v dnesni dobé odolavat tlaku ze strany chovu a produkce rozsirenéjSich
domacich zvifat pfedevsim dribeze, skotu Ci prasat. Proto dilezitou roli hraji reprodukéni
ukazatele. Vybér vhodnych plemenikti schopnych produkovat kvalitni ejakulat je
pfedpokladem pro udrzeni chovu. Pro zachovani plemene je vSak podstatné dosahovat
vybornych vysledki i v ramci umélé inseminace, jejiz soucasti je piiprava co nejlepSich
inseminacnich davek. Je tfeba optimalizovat proces kryokonzervace pro budouci vyuziti
genovych zdroji. Proto tato prace je zaméfena na zjisténi vhodného fedidla pro vyrobu
inseminac¢nich davek, které by se nasledné€ vyuzivalo v chovatelské praxi. Cilem bylo vyzkouset
kombinace testovanych fedidel v definovaném pomeéru za ucelem zjiSténi piipadného
benefi¢niho u€inku smichanim ucinnych latek vychozich redidel.



2 Védecka hypotéza a cile prace

Hypotéza: Predpokladame, ze komercni fedidla pouzita bud’ samostatné nebo smichanim v
definovaném poméru ovliviiuji in vitro ukazatele inseminaénich davek po rozmrazeni. Redidla
pro kryokonzervaci obsahuji kryoprotektivni latky, které zabrafiuji poSkozeni spermatickych
bunék v prabéhu kryokonzervace. Kazdé fedidlo ma jiné slozeni, tedy riznou skladbu a poméry
protektivnich latek. Z divodu omezeného vyuziti biotechnologickych metod u malych
prezvykavcu jsou pro tento ucel doporucovana i fedidla, primarné€ typovana pro skot.

Cil prace: Cilem bylo vyzkouset bézn¢ dostupna fedidla pro kryokonzervaci malych a velkych
prezvykavci na spermatu berant puvodnich valasskych ovci. Dal§im cilem bylo vyzkouset
kombinace testovanych fedidel v definovaném pomeéru za ucelem zjiSténi piipadného
benefi¢niho ucinku smichanim ucinnych latek vychozich fedidel.



3 Literarni reSerse

3.1 Valasska ovce

Jedna se o paivodni hrubovinné plemeno ovci chovanych na tzemi Ceské republiky. Radi
se mezi plemena s kombinovanou uzitkovosti zameétenych na produkci viny, mléka i masa.
Vlna je smiSeného splyvavého charakteru, kdy sortiment odpovida hodnoceni D/E — E/F.
Nejidealn€jsi pro chov je salasnicky zpusob, kdy ovce se dokazi dobfe adaptovat na nékolika
mesicni zimni ustajeni (Mald, 2011). V horskych a podhorskych oblastech je salasnictvi
typické. Coz znamena, Ze sezonné ovce spasaji vzdalendjsi trvalé travni porosty (Luick, 2004).
Pozitiva sala$nictvi spocivaji v dobré vyzive ovci, optimalni produkei viny, produkci jehnéciho
masa na pastveé a v neposledni fad€ pfispiva k intenzivnimu hnojeni pastvin (Vejcik, 2007). Pii
chovu timto zpasobem je tieba dbat na volnou pastvu, coz vyhovuje pouze oblastem v
extrémnich vysokohorskych krajinach (Luick, 2004). Ovce dokazou vyzivat 1 tzv. absolutni
zdroje krmiv, ¢imz se rozumi pastva, ktera by jinak zistala plné€ nevyuzita (Horak, 2004).

Puvod plemene vychazi z capovych ovci, které jsou typické pro oblast Karpat a Balkanu.
Do Ceska se dostaly pravdépodobné vlivem kolonizace v 15. a 16. stoleti. Ve 20. stoleti se o
zéchranu tohoto plemene zasadil Doc.Ing. Bora Cumlivsky CSc., ktery valagské ovce nakoupil
a zafadil je do vzorniku plemen ovci. Po utoku vlka byl chov pivodni valasky ohrozen a za
podpory nadace Speciae Rara byla ¢ast populace ovci exportovana do Némecka. V roce 2004
doslo k mezinarodni vyméné zvirat a reintrodukci 20 jehnic a 6 berankt (Milerski, 2016).

Ovce jsou mensiho télesného ramce, maji jemnou a harmonickou stavbu téla, konstitu¢né
jsou pevné a vynikaji zivym temperamentem. Hlava ma klinovity tvar spolu s mirnym
klabonosem. Typicka pro né je dlouhovékost, kdy jsou schopné piezivat v extrémnich
klimatickych podminkach a dobfe se ptizpusobi. Berani jsou vzdy rohati, u ovci jsou mozné
ob¢ varianty, spole¢né jsou kratké usi mifici do stran. Co se tvaru téla tyka, tak napadnym
znakem valaSské ovce je pomérné Siroka panev se srazenou zadi, maji rovny hibet a dlouhy
krk. Spénky maji byt pevné. Zbarveny jsou od bilé az po ¢ernou, kdy jsou bézné i strakaté a
Sedé varianty. Primérna hmotnost ovci je 40 — 50 kg, u berand je to kolem 50 — 65 kg
(“Slechtitelsky program plemene valaiska ovce (V),” n.d.).

3.1.1 Genovy zdroj

Hlavnim cilem vytvoreni genovych zdroju je uchovani pivodnich ohrozenych plemen,
nikoli tvorba vysokoproduk¢nich jedincti (Oraveova et al., 2004). Musime se naucit Celit hrozbé
v podobé zmeén klimatu, vyskytu chorob, socialnich zmén, genetickych probléma a
problematické selekci. Musime brat v potaz riziko neocekavanych katastrofickych udalosti,
které mohou vyrazné ovlivnit biologickou rozmanitost (Chrenek & Bulla, 2013)Genetické
zdroje jsou nedilnou soucasti politiky, ktera se u nas v prabéhu let velice méni. Spolu s
ekonomikou podléhaly vlivu statni spravy a spolecnému planovani. Vyvoj byl velice riznorody
v ramci celé nadi historie. V roce 1950 doslo k uprave, byl uveden seznam povolenych plemen
se specifickymi chovatelskymi oblastmi. Na jeho zakladé bylo pfistoupeno k piisnym
podminkam importu. Bylo mozné ho vyuzit jen pro experimentalni a védecké ucely, ¢i na
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testovani. V roce 1995 byl schvalen seznam citajici 29 narodnich plemen a spolu s nim byl 1
pfijat jediny narodni program na ochranu a vyuziti genovych zdroji (Matlova, 2013).

Plodnost | Odchov Ziva hmotnost vkg|Vék vmésicich pro|ZivdA hmot. vkg pro
na obahn. [do 14 dni |jehnatve 100 dnech |zarazeni do plemen. |zarazenido plemen.

% % beranci |jehni¢ky |berani Jehnice berani |jehnice

150 140 22 20 10-12 10-12 38 33

Tabulka 1 Chovni cil dle SCHOK(Milerski, 2016)

Soucasti Narodniho programu je evidence jedinci GZ spolu s genetickym a biologickym
materidlem, ktery je uchovavany v genobance (“154/2000 Sb. Plemenatsky zakon,” 2000.).
Byla vytvotena a Evropskou unii schvéalena chovatelska sdruzeni, ktera maji na starosti
plemenné knihy a samotné Slechtitelské programy (Matlova, 2013). Svaz chovatelt ovci a koz
v CR je povéfen vedenim a evidenci udaji o valaiské ovci. Podminkou pro zafazeni do
genovych zdroj je zapsani v hlavnim oddilu plemenné knihy (Milerski, 2016). Systém je
podporovan, a predev§im financovan statem. Je pfistupny pro vS§echny zeméd¢lce za podminek
dohody se statem. Je tieba vést piislusné zaznamy, poskytovat informace a dodrzovat pravidla.
Plemeno je podrobeno kontrole uzitkovosti a zaroven dochazi k dopliiovani genetického
materialu do genové banky (Putnova et al., 2018). Zarodecné buiiky a biologicky material
valasské ovce je uchovavan kryokonzervaci. Jedna se o metodu, ktera slouzi pro uchovani
neporudenych Zivych bun&k a tkani pii velmi nizka teploté (Borini & Coticchio, 2009). Ugelem
postupt kryokonzervace je snizit poskozeni a pomoci buitkam regenerovat. Protoze oocyty a
embrya jsou vystaveny morfologickym a funkénim poskozenim. Hodnoty poranéni se odvijeji
od faktoru jako je propustnost membran, citlivost, velikost a tvar bunék (Vajta & Kuwayama,
2006)

Pii vybéru zvifat je tieba brat ohled na pfibuznost, dany exteriér a je kladen diraz na
perspektivu pfi zapojeni do reprodukce, kde jde o ziskavani pokracujicich linii plemennych
berant. Dale je tfeba provadét kontrolu uzitkovosti, a to za predpokladu, Ze jsou k dispozici
informace o dvou predeslych generacich v plemenné knize. Pokud jedinec vykazuje ptiznaky
vrozenych ¢i vyvojovych vad nemuze byt veden jako genovy zdroj. Vyjimkou je moznost
genotypizace genu odolnosti viuci klusavce (Milerski, 2016).

3.2 Ejakulat

Hodnoceni spermatu je jedinym nejdilezitéj§im laboratornim testem pro hodnoceni samci
plodnosti. Metodika je vSak slozitd a standardizace obtizna. Vzhledem ke své slozitosti a
subjektiviteé je extrémné obtizné standardizovat hodnoceni spermatu napfic laboratoremi (Brazil
et al., 2004). V poslednich letech doslo k podstatné zméné€ v koncepcnim paradigmatu ohledné
toho, co je ejakulat. Donedavna se mélo za to, ze reprezentativni populace (miliardy) spermii
je tvofena ,ekvivalentnimi“ buiikami se spoleCnym cilem: byt tou, ktera by mohla konecné
oplodnit oocyt. Nova data naznacujici, Ze sada spermii je seskupena do odlisnych subpopulaci
podle jejich kinematickych a morfometrickych charakteristik, oteviela cestu ke
kooperativnéjsimu vidéni. Kromé toho bylo nedavno zjisténo, ze distribuce subpopulaci je u
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jednotlivych zvitat odliSna, coz zfejmé naznacuje, ze existuji ruzné strategie, které 1ze pochopit
v ramci jiného paradigmatu: kompetice spermii mezi rdznymi ejakulaty. Tyto heterogenni
subpopulace spermii v ejakulatu, které vykazuji kinematiku a morfometrické vzory, jsou jiz
néjakou dobu Siroce znamé, ale biologicky vyznam té€chto riznych subpopulaci spermii stale
neni jasny. Z tohoto diivodu je subjektivni hodnoceni kvality semene nahrazovano objektivnimi
hodnoticimi technikami vyuzivajicimi technologii CASA (Valverde et al., 2019). Spermie jsou
nejrozmanitéj$im znamym bunécnym typem a dulezitost diverzity v morfologii spermii jako
markeru plodnosti je uznavana jiz od pocatku 50. let minulého stoleti (Horst et al., 2018).

3.2.1 Ziskavani ejakulatu od beranu

Umela inseminace (Al) u malych pfezvykavci se nejCastéji provadi za pouziti Cerstvého
spermatu vzhledem k nizkému % oplozeni mrazenym spermatem. Kryokonzervace spermatu je
vSak dilezitym nastrojem pro zlepSovani plemennych hodnot nebo se vyuziva v programech na
ochranu ohrozenych druhti, v¢etné malych prezvykavcu. Z tohoto divodu byla v poslednich
letech provedena fada studii s cilem optimalizovat protokoly kryokonzervace spermii. I kdyz je
Casto proces odbéru piehlizen, je prvnim dulezitym krokem procesu kryokonzervace. U malych
prezvykavcl jsou bé€zné€ pouzivanymi metodami odbéru spermatu uméla vagina nebo
elektroejakulace (Jiménez-Rabadan et al., 2016). Objem spermatu odebraného umélou vaginou
je 0,5-1,8 ml a koncentrace spermii je 2,5-6 x 10° / ml. Sperma ziskané elektroejakulaci ma
obecné veétsi objem, ale nizsi koncentraci (Larson, 2021).

3.2.1.1 Odbér pomoci umélé vaginy

Odbér pomoci umélé vaginy je preferovanou metodou, ale vyzaduje pomérné dlouhé
piipravné a tréninkové obdobi. Doba potiebna k vycviceni plemenika ztéZuje odbér spermatu
od velkého poctu berant. Doba vycviku muze byt v fadech nékolika dni nebo muze trvat az 3
tydny, zavisi to na jednotlivych beranech (Wulster-Radcliffe et al., 2001). Pouzivané umélé
vaginy jsou podobné tém, které se pouzivaji pro byky, ale maji jiné rozmery. Skladaji se z
vnéjsiho pouzdra vyrobeného z pryze a vlozky. Vné}si pouzdro je tvoreno dvéma castmi, kdy
do meziprostoru se naplni voda. Vlozka presahuje alespori 2-3 cm za konec vné&jsiho obalu a je
prelozena dozadu, kdy je pomoci gumicek zajiSténa na kazdém konci, aby vytvorila vodotésny
obal. Vlozka by méla byt mirn€ natazena a pfipevnéna na vnéjsi obal tak, aby vytvofila zcela
hladkou plochu bez zahybt. Vnéjsi obal je nasledné do poloviny naplnén vodou o teploté 48—
52 °C, coz zajisti vhodnou teplotu pro odbér. Ta se pohybuje v rozmezi 40-42 °C v dobé odbéru
spermatu. Na druhém konci umélé vaginy je ptipevnén sbérny kuzel ¢i jiny jednorazovy sbérac
(Romano & Christians, 2009). Uméla vagina by méla pfipominat pochvu samice, ¢ehoz lze
dosahnout 1 za pomoci vzduchového ventilu pfidélaného na vnéj§im pouzdru, Ize diky nému
regulovat tlak uvnitf umélé vaginy. Pii odbéru pak dojde k podrazdéni VaterPacciniho a
Ruffiniho receptort, které se nachazeji na penisu (Kos et al., 2019). Konec umé¢lé pochvy v
kontaktu s koncem vlozky je lehce lubrikovan do hloubky ne vétsi nez 3 cm pomoci sklenéné
tyCinky pokryté nespermicidnim lubrikantem (Romano & Christians, 2009). Maze byt vyuzita
1 vazelina nebo sonograficky gel (Kos et al., 2019).

Existuji rizné typy umélych vagin, a to kratky a dlouhy. Kratka uméla vagina ma délku
pouzdra 110 mm a Sitku 55 mm (IMV, Maple Grove, MN) a dlouhd umé¢la vagina ma délku
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pouzdra 200 mm a §itku 58 mm (NASCO, Fort Atkinson, WI) (Romano & Christians, 2009).
(Kozumplik & Gamcik, 1984) uvadi, ze délka vnéjsiho pouzdra je 200-210 mm a ma prameér
50 — 55 mm, zatimco vnitini vlozka ma délku 320 — 360 mm a prameér 30 — 35 mm. U kratké
umélé vaginy je to pak 190 mm. V roce 1931 Milovanov navrhl pavodni model umélé vaginy,
ktery se uchytil a s malymi zménami se pouziva dodnes.

Thned po odbéru spermatu by méla byt uméla vagina oto¢ena smérem dolii a v této poloze
minutu drzena. Tlak se uvolni pomoci ventilu z vlozky — s opatrnosti, aby se zabranilo rozliti
vody do sbérace. Nasledn¢ je vzorek prepipetovan do zkumavky, ohodnocen objem a dopravi
se do laboratofe k makroskopickému a mikroskopickému hodnoceni (Romano & Christians,
2009).

3.2.1.2 Odbér pomoci elektroejakulace

Tato technika odbéru spociva v podavani nizkonapétovych, nizkoproudych elektrickych
impulzii do samciho rekta pomoci transrektalni sondy vybavené elektrodami. Elektrické
impulzy jsou obecné oddé€leny , klidovymi“ obdobimi (2-3 s). Diky impulzim je vyvolana
erekce penisu, emise semene a nakonec ejakulace. Elektrické impulsy stimuluji vétve
hypogastrického plexu obklopujici semenny vacek, prostatu a ductus deferens, dochazi k
uvolnéni semene z ocasu nadvarlete do prostatické mocové trubice. Zaroven vede ke stimulaci
nervu, ktery inervuje proximalni oblast mocové trubice, coz vyvola kontrakci uretralnich svala
a ejakulaci (Silvia Abril-Sanchez et al.,, 2019). Tato varianta odbéru je povazovana za
pfijatelnou alternativu pro bezpeCny a opakovany odbér ejakulatt, pokud plemenici nebyli
trénovani (Jiménez-Rabadan et al., 2016). Ejakulaty odebrané pomoci elektroejakulace maji ve
srovnani s ejakulaty odebranymi pomoci umélé vaginy zvySeny objem kvili pfitomnosti
vy$Siho podilu seminalni plazmy (Ledesma et al., 2015). Technika se ¢asto pouziva k odbéru
spermatu od zvifat sezonnich chovnych druhd, kdy se odebira mimo normalni obdobi
rozmnozovani, té€z se uplatiiuje pii pokusu o odbér spermatu od prepubertalnich berant nebo u
jedinca, ktefi byli izolovani od samic. Elektroejakulace je snadno pouzitelna a ucinna, zaroven
je pro nékteré jedince stresujici a bolestiva. K prekonani negativnich aspektu Ize pred zahajenim
pouziti techniky podat anestetika, sedativa a hormony, coz v§ak maze ovlivnit kvalitu spermatu.
Byly také vyvinuty alternativy jako je transrektalni ultrazvukem fizena masaz ptidatnych
pohlavnich zlaz (S. Abril-Sanchez et al., 2017). (Jiménez-Rabadan et al., 2016) ve své studii
popisuje postup elektroejakulace takto: konecnik je vycistén od vykalt a oblast predkozky je
oholena a omyta fyziologickym roztokem. Nasledné byla pouzita tfielektrodova sonda
pfipojena ke zdroji energie, ktery umoznoval fizeni napéti a proudu. Primér sondy, délka sondy
a délka elektrody byly 3,2, 35,0 a 6,6 cm. Rezim elektorejakulace sestaval z po sobé jdoucich
sérii Ssekundovych pulzi podobného napéti, kdy mezi sériemi byly 5sekundové pauzy. Kazda
série se skladala celkem ze Ctyf pulzi. PocateCni napéti bylo 1 V, které bylo zvySeno v kazdé
sérii az na maximum 5 V.

3.2.2 Metody uchovani spermatu

Nutnost pouzivat berany po delsi dobu nebo v riznych ro¢nich obdobich podnitila vyzkum
skladovani spermii v umélych podminkach. Toho 1ze dosdhnout metodami, které snizuji nebo
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zastavuji metabolismus spermii a tim prodluzuji jejich oplozovaci schopnost. Sperma lze
uchovavat:
1. v kapalném (nezmrazeném) stavu za pouziti snizenych teplot nebo jinych
prostfedkil ke snizeni metabolismu spermii;
2. ve zmrazeném stavu, ktery zahrnuje konzervaci pfi teplotach pod nulou (Salamon
& Maxwell, 2000).

3.2.2.1 Chlazeni

Hlavni zpasoby skladovani spermatu v kapalném stavu je skladovani pfi snizené teploté
(0-5 nebo 10-15 °C) (Salamon & Maxwell, 2000). (Raffel et al., 1940) uvadi, ze nahlé
ochlazeni ma Skodlivy vliv na naslednou respiracni aktivitu spermii. Teplotni Sok se zvySuje se
snizovanim teploty a zaroven se zvysuje s dobou vystaveni niz§i teploté. Pfi postupném
ochlazovani spermatu ve stupnich po 5 °C se aklimatizace spermii zvySuje s délkou intervalu.
Pokud je interval mezi fazemi 2 hodiny, lze sperma zchladit na 1 °C a skladovat pfi této teploté
po dobu 24 hodin. aniz by to znatelné€ ovlivnilo naslednou respiracni aktivitu. Rychlé zahtati
nema Skodlivy vliv na naslednou respira¢ni aktivitu spermii. Teplotni Sok a aklimatizace jsou
faktory, které ovliviiuji zdanlivé optimalni teplotu pro skladovani spermii. Pi rychlém chlazeni
je optimum vysS§i nez pii pomalém chlazeni. Sperma postupné ochlazena na 1 °C a skladovana
pfi této teploteé po dobu 6 dnii si zachovala 74 % své pocatecni respiracni aktivity.

Prednosti této metody je fakt, Ze spermie jsou schopny si az po dobu 24 hodin udrzet svou
oplozovaci schopnost (Louda, 2001). Dle (Larson, 2021) lze sperma berana skladovat az 24
hodin ochlazenim fedéného spermatu na 2°-5 °C (90—120 minut) a udrzovanim pfi této teploté.
Plodnost rychle klesa a je nizka do 48 hodin po odbéru.

3.2.2.2 Mrazeni a ekvilibrace

Prvni zdznamy o zmrazeni spermatu berana pochazeji od (Bernstein & Petropavlovsky,
1937), ktefi tispé€sné pouzili glycerolovy roztok (1 M, 9,2 %) pro skladovani spermii savcu
(kralik, morce, beran, byk, kanec, hiebec) a ptakt (dribez a kachna) spermie pii -21 °C.
(Salamon & Maxwell, 2000) piSou, ze uspéch hlubokého zmrazeni zavisi do zna¢né miry na
rychlosti fedéni spermatu. Pivodné se sperma fedilo, aby chranilo spermie béhem chlazeni,
zmrazovani a rozmrazovani, ale rychlost fedéni se ¢asto ménila s odliSnou standardizaci poctu
spermii v kazdé davce zmrazeného a rozmrazeného spermatu. Po nafedéni se sperma ochladi
na teplotu blizkou 0 °C. Chlazeni je obdobim adaptace spermii na snizeny metabolismus.

Tradi¢né se ekvilibrace povazuje za celkovou dobu, po kterou spermie zistavaji v kontaktu
s glycerolem pred zmrazenim, aby se vytvofila vyvazena intracelularni a extracelularni
koncentrace. Glycerol se podili na nékterych nezadoucich jevech vyskytujicich se béhem
ekvilibrace, jako jsou zmény ve struktufe a biochemické integrit€ spermii a zrychleni
akrozomové reakce. Pro ekvilibraci je nutna perioda ochlazeni na 2—5 °C, jejiz trvani se obecné
pohybuje od 1 do 3 hodin. Rychlé ochlazeni spermatu z 30 °C na asi 15 °C nemusi mit zadny
vliv na pteziti spermii, ale rychlé ochlazeni z 30 °C na 10 °C, 5 °C nebo 0 °C snizuje motilitu
spermii po rozmrazeni (Fiser & Fairfull, 1984).

Zmrazovani a skladovani beraniho spermatu probiha v 0,25-0,3 ml tfidavkovych peletach
nebo v 0,25 ml jednodavkovych syntetickych pejetach pii teploté kapalného dusiku -196 °C,
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coz vede k tispéSnému zachovani Zivotaschopnosti spermii. MiiZe existovat urcity rozdil mezi
berany v pohyblivosti a plodnosti po rozmrazeni nebo mezi jednotlivymi Sarzemi. Pouzitim
zmrazeného a rozmrazen¢ho spermatu muzeme dosahovat 50% uspésSnosti pii cervikalni
inseminaci a 50 %—80% uspé&snosti pii intrauterinni inseminaci. Zmrazovani a rozmrazovani
ale snizuje pocet pohyblivych spermii (Larson, 2021).

3.2.2.2.1 Postup

Standardni techniky kryokonzervace zahrnuji chlazeni spermii s kryoprotektivnimi fedidly
v plastovych pejetach v parach tekutého dusiku. Rizné protokoly maji pfesné udaje o zmrazeni
spermatu pomoci automatického mraziciho stroje. Kvalitu spermii po jejich rozmrazeni
ovliviiuji techniky odbéru, kategorie fedidel spermatu, zda ma byt semenna plazma oddélena
pfed zmrazenim, jak dlouho by mélo byt sperma ekvilibrovano pred zmrazenim (2 h nebo 4 h),
kone¢na koncentrace spermatu (v rozmezi od 50 x 10° /ml az 1000 x 10%/ml), objem pejety
(0,25 ml, 0,5 ml) a zpisoby zmrazovani (suchy led pro pelety, zmrazovani parami tekutého
dusiku nebo fizené zmrazovani semene).

Béhem zmrazovani spermatu se vybrané vzorky spermatu smichaji s fedidlem a postupné
se ochladi na 5 °C. Redé&ni a chlazeni maji za cil prodlouzit Zivotnost a zpomalit metabolickou
aktivitu spermii. Red&ni spermatu se provadi ve specifikovanych pomérech, aby bylo zajisténo,
ze objem spermatu pouzitého k inseminaci ma dostatek spermii potfebnych k aspéSnému
oplozeni. Pfi pfipraveé inseminacni davky by mél byt pocet spermii standardizovan a nafedén
pomoci fedidla. Proces ochlazovani by mél byt provadén postupné a pomalu, kdy cilem je
dosazeni 5 °C behem nékolika hodin (1,5-2,0 h). Pfed vystavenim bun€k hyperosmotickym
podminkam zptisobenym dehydrataci musi byt rychlost ochlazovani dostatecné pomala, aby
umoznila dostateCnou bunécnou dehydrataci a zaroven dostatecné rychle zmrazila zbyvajici
intraceluléarni tekutinu.

Utelem zmrazeni spermatu je postupné snizovat teplotu z 5 °C na -196 °C, aby nedoslo k
poskozeni spermii. Kdyz teplota klesne pod 5 °C a piiblizi se -10 °C, intracelularni voda
zamrzne, ¢imz se spermie vystavi riziku tvorby ledovych krystalti (Saha et al., 2022). Vnéjsi
médium zamrza mezi -5 a—10 °C, pfesto obsah buiky zlstane nezmrazeny a podchlazeny.
Protoze podchlazena voda uvniti bunék ma siln€jsi chemicky potencial nez voda v ¢astecné
zmrazeném extracelularnim roztoku, voda vytéka z bunék osmoticky a venku zamrzne. Sperma
1ze prevést do kapalného dusiku pii -15 °C/min od +5 °C do -100 °C (Salamon & Maxwell,
2000). Existuji dvé moznosti mrazeni, a to manudlni zmrazeni nebo pomoci automaticky
naprogramovaného mraziciho stroje. Pfi manudlni mrazeni se pejety umisti vodorovné na
chlazeny stojan a zmrazi se po dobu 8-10 minut ve vySce 4-6 cm nad hladinou tekutého dusiku
v parni fazi (mezi -75 °C a—125 °C) (Saha et al., 2022). Pro zmrazovani pejet maze byt dilezity
1 tvar mrazici kiivky. Misto linearniho poklesu teploty je lepsi ochlazovat podle parabolovité
kiivky, ¢ehoz 1ze dosahnout zavéSenim pejet 4—6 cm nad hladinou kapalného dusiku (Salamon
& Maxwell, 2000).

3.2.2.2.2 Ugtinek kryokonzervace

K namahani plazmatické membrany pfi ochlazovani spermii mize dojit v disledku zmén
v asymetrii fosfolipidové dvojvrstvy a zménéného funkéniho stavu membrany. Lipidy a
proteiny v tekutém stavu tuhnou, ¢imz vznika tuha a kiehka struktura, citlivéjsi na poranéni.
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Kromé toho jsou spermie vystaveny hyperosmotickému prostiedi, které indukuje prostup vody
a iontl pres membranu, coz vede k dehydrataci bunek. nachylnost k nizkym teplotam a rozdily
mezi druhy tykajici se preziti spermii jsou spojeny s pomeérem obsahu nenasycenych a
nasycenych mastnych kyselin, zejména s podilem cholesterolu v plazmatické membrané.
Zaveérem lze Tici, ze proces kryokonzervace muze poskodit spermie v riznych kompartmentech,
jako jsou membrany (plazmaticka a akrozom), mitochondrie, a dokonce muze dojit k poskozeni
chromatinu. Béhem tohoto procesu je kriticky okamzik, kdy jsou spermie vystaveny teplotdm
pod bodem mrazu. (Castro et al., 2016).

3.2.2.3 Rozmrazeni

V procedufe zmrazeni-rozmrazeni je faze zahfivani stejné dilezita pro preziti spermii jako
faze chlazeni. Spermie, které prezily ochlazeni na -196 °C, stéle Celi fazi rozmrazovani, a proto
musi prekonat dvakrat kritické teplotni zony (-15 °C az -60 °C) (Salamon & Maxwell, 2000).
Obecné po zmrazeni a rozmrazeni umird zhruba 40-50 % spermii. Zatimco zmrazend a
nasledné rozmrazena ID berana muze obsahovat velky podil pohyblivych bunék (40-60 %),
pouze asi 20-30 % z nich je fyziologicky aktivnich (Saha et al., 2022). Uginek zavisi na tom,
zda rychlost ochlazovani byla dostateCné vysoka, aby vyvolala intracelularni zmrazeni, nebo
dostatecné nizka, aby vyvolala dehydrataci bunék. V prvnim pfipade je vyzadovano rychlé
rozmrazeni, aby se zabranilo rekrystalizaci jakéhokoli intracelularniho ledu pfitomného ve
spermiich. Spermie rozmrazené vysokou rychlosti mohou byt také vystaveny na kratsi dobu
pusobeni koncentrované rozpusténé latky a kryoprotektantu (glycerolu) a obnoveni
intracelularni a extracelularni rovnovahy je rychlejsi nez u pomalého rozmrazovani (Salamon
& Maxwell, 2000). Dle (Salamon & Maxwell, 2000) vétSina védci ve svych studiich
rozmrazuje inseminacni davky pfi 38-42 °C, a zaroven pii vysokych teplotach 60-75 °C je
zachovana stejna motilita po rozmrazeni, integrita akrozomu a plodnost spermii. Rychlost
rozmrazovani spermatu musi byt upravena rychlosti zmrazovani, aby se dosahlo nejlepsi miry
preziti spermii. Pomalé rozmrazovani (35 °C po dobu 12 sekund) vede k 63 % a 50 %
pohyblivosti spermii po rozmrazeni a integrit€¢ membrany. Rychlé rozmrazovani (70 °C po dobu
5 sekund) vede k vy$si pohyblivosti spermii po rozmrazeni a integrit€ membrany (67 a 50 %).
Pro rozmrazeni se vyuziva nejCastéji vodni lazen.

3.2.3 Hodnoceni kvality ejakulatu

Vzorek spermatu by mél byt vySetfen do 1 hodiny od odbéru. Nekteré parametry spermatu
mohou totiz byt ovlivnény zpozdénim. Pohyblivost vyrazné klesa po 2 hodinach a nasledné se
postupné snizuje, zatimco hladina reaktivnich forem kysliku (ROS) stoupa. V idealnim ptipade
je sperma umisténo do 37 °C inkubatoru po dobu 30 minut. Charakteristiky analyzy spermatu
1ze rozdélit do tii skupin: makroskopické, mikroskopické a fyziologické (Agarwal et al., 2008).

3.2.3.1 Makroskopické parametry analyzy spermatu

3.2.3.1.1 Vzhled, zkapalnéni, pach
Vzorek by mél mit Sedou az mlécnou barvu, bez viditelnych pfimési. Nemél by byt prili§
tekuty a nesmi obsahovat pfimési krve. Pach by mél byt nevyrazny, nemélo by byt citit po moci.
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3.2.3.1.2 Objem
Stanoveni objemu se provadi v pipeté, valci, ¢i stfikacce. Norma je 0,1 —2,2 ml.

3.2.3.1.3 Viskozita
Berani sperma ma smetanovitou viskozitu.

3.2.3.1.4 Hodnota pH
Mela by se pohybovat v hodnotach 6,3 az 7,5. K méfeni se pouzije papirek s indikacnim
rozmezim (Kozumplik & Gamcik, 1984; Kubicek, 2010).

3.2.3.2 Mikroskopické parametry analyzy spermatu

Mikroskopické vySetfeni spermatu v podstaté hodnoti spermatogenezi. Tato Cast analyzy
spermatu podléha technické chybé, a 1 spolehlivé laboratofe mohou zobrazovat proménlivé
vysledky. Hodnoty také podléhaji urCitym rozdilim mezi jednotlivymi berany, s variabilitou
od jednoho ejakuléatu k dal§imu (Agarwal et al., 2008).

3.2.3.2.1 Aglutinace a pohyblivost spermii

Mikroskopické vySetfeni zalind vytvorenim vlhkého preparatu (kapka semene na
podloznim skli¢ku prekrytd krycim sklickem) vizualizovaného pod 1000nasobnym zvétSenim,
nutna je stabilizace asi jednu minutu a teplota 37 °C (Kubicek, 2010). Touto metodou lze
hodnotit aglutinaci spermii, pfitomnost spermii a subjektivni pohyblivost. Kdyz spermie
pfilnou k nespermalnim elementim (nespecificka aglutinace), mize to znamenat infekci
pridatnych zl4z. Je tfeba mit na paméti, ze maly stupeni aglutinace je normalni (Agarwal et al.,
2008).

3.2.3.2.2 Pocet a koncentrace spermii

Stanoveni koncentrace spermii (pocet spermii na mililitr) a pocet spermii (pocet
spermii/ejakulat) se provadi po zkapalnéni (Agarwal et al., 2008). Biirkerova komurka slouZzi
pro stanoveni poctu spermii, pfipadné lze vyuzit spektrofotometrickou metodu. Hustota
ejakulatu se pohybuje okolo 2—5 milion® spermii na 1 mm?® a déli se na 6 stupiiti (velmi husty
az velmi fidky). Kdyz je sperma urceno pro kratkodobé uchovani, tak je idealni koncentrace 2
x 10°/ 1 mm? u dlouhodobé konzervaci je to 2,8 x 10° /1 mm? (Johansson et al., 2008; Kubicek,
2010).

3.2.3.2.3 Morfologie

vvvvv

parametr. Pfesné posouzeni morfologie je rozhodujici pii hodnoceni neplodnosti. Lze vyuzit
pocitaCovych metod. Nékteré CASA pristroje nabizi moznost hodnotit morfologii spermii.
V jinych piipadech se vyuziva barveni podle Papanicolaua (Kubicek, 2010).

3.2.3.2.4 Motilita
Pohyblivost spermii je odrazem normalniho vyvoje axonémy a zrani spermii v nadvarleti.
Toto je parametr, ktery je vystaven znaénému potencialu technickych chyb v laboratofi.
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Nejb&znéjsi metodou pouzivanou v laboratofich je jednoduchy odhad motility spermii na
nekolika polich. Jedna se o subjektivni metodu nachylnou k nepfesnosti. Dalsi metodou je
hodnoceni pomoci pocitacové analyzy (CASA, viz kapitola 3.4) (Kos et al., 2019; Kubicek,
2010).

3.3 Redidla

Redidla se piidavaji do ejakulatu s cilem vytvofit optimalni podminky pro mraZeni a
skladovani inseminacni davky, zaroven dojde ke zvySeni objemu a tim 1 k po¢tu pouzitelnych
ID, coz sebou nese 1 znacné vyhody s ohledem na ekonomiku chovu. Slozeni fedidel je zalozeno
na nékolika bazich. Spolecné pro vSechny komeréné dostupné produkty je obsah bi-destilované
vody. Vté jsou rozpuStény ostatni komponenty tfedidel jako jsou pufry, kryoprotektiva,
sacharidy, antibiotika, aminokyseliny a mastné kyseliny. Pufry pomahaji udrzovat stalé pH,
jelikoz pii dychani spermii vznika kyselina mlécné a ta okyseluje prostfedi, ¢cimz zpomaluje
spermie, a nakonec dojde k anabioze a umrti spermii (Stadnik et al., 2015).

Pro efektivni vyuziti inseminace u ovci je tieba provést mnoho vyzkumu tykajicich se
metod fedéni a zmrazovani spermatu berani. Sperma se obvykle fedi Trisem a vajeCnym
zloutkem, roztokem fosforeCnanu glukozy, roztokem vajecného zloutku a citratu,
homogenizovanym plnotu¢nym mlékem, Cerstvym a susenym odstfedénym mlékem, roztokem
laktozy a komer&nimi fedidly (Rekha et al., 2016). Usp&sné skladovani spermatu berand jak
v chlazeném, tak i v zmrzlém stavu zavisi na slozeni pouzitého fedidla. Doporu¢ené maximalni
doba skladovani bez zhorSeni plodnosti po inseminaci je tradiéné uvadéna jako kratka, a to 6
az 12 h. Redidla byla vyvinuta a upravena s cilem zlepsit schopnost kryokonzervace spermatu
berant. Bohuzel plodnost po cervikalni inseminaci se zmrazenym, a poté rozmrazenym
spermatem zlstava i nadale vyrazné€ nizsi nez pii pouziti Cerstvych inseminacnich davek
(Kulaksiz et al., 2012).

Nekteré faktory, které prispivaji ke snizeni zivotaschopnosti kryokonzervovaného
spermatu berant patii: sloZzeni fedidla, koncentrace kryoprotektantu, vajeény Zloutek od
raznych druhd ptakd, rychlost chlazeni, zmrazovani a rozmrazovani a také kvalita pouZzitého
spermatu (Kulaksiz et al., 2012). Mnoho studii se zaméfilo na snizeni metabolické aktivity,
protoze se ukazalo, ze pfeziti spermii je nepfimo umémné s jejich metabolickou aktivitou
(Murphy et al., 2017). Redidla jsou pouzivana b&hem zpracovani a skladovani spermatu, coz
ma za nasledek zvySeni objemu ejakulatu a ochranu spermii pied Spatnymi skladovacimi
podminkami, které by teoreticky mohly nastat. Dobré fedidlo musi mit stejny osmoticky tlak
jako semenna plazma, zaroveil musi chranit spermie pred chladovym Sokem, mrazem a
rozmrazovanim a soucasné zachovava jejich zivotaschopnost, souc¢asti jsou i ziviny potiebné
pro metabolismus spermii a kontroluji mikrobialni kontaminaci (Albiaty et al., 2016).

Existuji znacné rozdily v pouzivani fedidel, 1isi se v zavislosti na cilené délce konzervace.
Redidla vhodna pro kratkodobou konzervaci beraniho spermatu jsou stejna jako u skotu,
obsahuji zpravidla citrat sodny, vajeény zloutek, plnotu¢né ¢i odstfedéné mléko, Tris a dalsi.
Idedlni délka konzervace se pohybuje v rozmezi 8 — 12 h od odbéru ejakulatu. U dlouhodobé
konzervace se nekdy vyuziva kryoprotektivni protein nebo roztoky obsahujici oboustranné
pusobici (obojetné) pufry TES, HEPES, PIPES, upravené NaOH na pH 7 (Louda et
Hegediisova, 2009).
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Po objevu kryoprotektivnich vlastnosti vaje¢ného zloutku se bé€zné zacal vyuzivat v
piipravcich pro kryokonzervaci spermatu u téméf vSech druhti hospodafskych zvirat. Vaje¢ny
Zloutek chrani spermie pied poskozenim zptisobenym kryoindukci béhem chlazeni, zmrazovani
a rozmrazovani pfimou interakci s plazmatickou membranou. Navzdory jeho pfiznivym
ucinktm je jeho pouziti spojeno s rizikem mikrobialni kontaminace. Zarovern obsahuje nékteré
nezadouci slozky jako jsou steroidni hormony a jejich prekurzorové molekuly, ty jsou
povazovany za Skodlivé pro integritu spermii. Komercné dostupna tedidla obsahujici sdjovy
lecitin jsou potencialnimi alternativami (Ansari et al., 2017).

Sojovy lecitin se pouziva jako zdroj fosfolipidi pro komercni fedidla dostupna pro
zmrazovani semene, coz umozfiuje nahradit tradicni membranovou ochranu zivocisného
puvodu (vajecny zloutek) (de Paz et al., 2010). Komer¢ni fedidla na bazi sdjového lecitinu jsou
napiiklad Biochiphos plus®, Bioxcell® (IMV, Francie) a AndroMed® (Minitub, Némecko).
Dalsim komeréné dostupnym fedidlem je OptiXcell, coz je bezbilkovinné médium podobné
slozenim vaje¢nému zloutku (Murphy et al., 2017). OviXcell byl vyvinut pro zlepSeni
konzervace spermatu pii 4 °C po dobu 24 hodin a obsahuje antibiotika (imv technologies,
2022). Dle (Arando et al., 2019) lze fict, ze vhodnou alternativou pro skladovani spermii by
mohlo byt chlazeni pfi 5 °C, pfiCemz nejzajimavéj§i moznosti pro fedéni je OptiXcell.
Vzhledem k tomu, ze poskytuje podobnou ucinnost v in vitro 1 in vivo podminkach jako ostatni
fedidla, je mozné jej brat za vhodnou nahradu fedidel zivocisného ptivodu, protoze tim by se
zabranilo moznému S$ifeni chorob.

(Khalifa & Lymberopoulos, 2013) vedli experiment, ktery ukézal nasledujici vysledky:
OviXcell byl lepsi nez tedidlo z mléka a vajecného zloutku v zachovani stability chromatinu
spermii a celkové motility, zarovel nebyl zadny vyznamny rozdil ve fertilit¢ a defekty
chromatinu byly negativné spojeny s pohyblivosti a fertilitou konzervovanych spermii berana.
Navic spermie konzervované v piipravku na bazi mléka meély vétsi pravdépodobnost, ze budou
mit destabilizovanou chromatinovou strukturu nez ty, které jsou konzervované v produktu na
bazi sojového lecitinu (Ovixcell). Vyplyva z toho tedy, ze Ovixcell ® je lepsi nez fedidlo z
mléka a vaje¢ného zloutku v zachovani stability a motility chromatinu.

3.4 CASA (Computer -assisted semen analysis)

Stanoveni koncentrace spermii je kritickou soucasti analyzy spermatu. Systém pocitatové
analyzy spermii (CASA) byl dostupny v roce 1985, nasledné byl piijat a je bézn€ pouzivan jako
rutinni nastroj pro analyzu spermatu (Lu et al., 2014). Jednim z prvnich systémul byl tehdy
znamy CellSoft. Zatimco mnoho publikaci bylo vytvoreno pomoci CellSoft, byla to v podstate
cerna skrinka bez ovérovacich nebo prehravacich funkci a snimkova frekvence omezena na 30
snimku za sekundu. Béhem pocatku 90. let se staly komeréné dostupné sofistikovanéjsi systémy
CASA se snimkovymi frekvencemi 50 a 60 Hz. Mezi né patfily napiiklad Hamilton-Thorne
and Motion Analysis (USA), Sperm Class Analyzer od Microptic SL (Spanélsko), Hobson
Tracker (UK), Sperm Motility Quantifier (Jizni Afrika), SpermVision (Némecko) a Proiser
/ISAS (Spanélsko) a mnoho dalsich. Za poslednich 20 let proly systémy CASA revoluci
predevsim diky pokroku ve vyvoji hardwaru i softwaru, pfiCemz vétSina systému poskytuje
vysokou uroveti kontroly a ovérovani kvality (Horst, 2020). Jedna se o systém, ktery je navrzen
tak, aby poskytoval prfesné a smysluplné informace o koncentraci spermii, jejich
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zivotaschopnosti, dynamice nebo morfologii a provadeél statistickou analyzu populace spermii
na zakladé vyvoje kontinualnich obrazi spermii. Pomoci videokamery dochazi k digitalnimu
zpracovani a analyze informaci a nasledné vysledky vyhodnoti pocitac. Prvni a soucasné
systémy CASA stale vyzaduji odbornou obsluhu, ale ideélni systém CASA potiebuje Clovéka
pouze k udrzeni normélni funkce (Amann & Katz, 2004). Prestoze v systému CASA bylo
pouzito mnoho principt automatizace, je stale zapotfebi manualni zasah k napravé chybného
zachyceni nebo ztracené¢ho zachyceni spermii. S dal§im rozvojem pocitacovych technologii a
elektronickych technologii bude budouci systém CASA vyvinut tak, aby poskytoval jasnéjsi
snimky spermii a aby se zobrazovana trajektorie pohybu spermii vice pfiblizovala skute¢né
draze pohybu. Piedpoklada se, ze budouci systém CASA muze sledovat a analyzovat spermie
¢im dal presnéji (Lu et al., 2014). Schopnost CASA generovat velké soubory dat obsahujici
udaje o motilité z tisic spermii byla prehlizena. Na druhé strané byla vétsi pozornost vénovana
souhrnnym statistikam poskytovanym softwarem, které neukazuji vnitini variabilitu samotného
spermatu (Valverde et al., 2019).

Tradi¢né byl hemacytometr standardem pro kalibraci dalich technologii pouzivanych k
odhadu koncentrace spermii, véetné fotometrie, Coulterovych pocitacu, prutokové cytometrie
a pocitacoveé automatizované analyzy spermatu (CASA). Jednorazova kapilarné plnéna sklicka
se bézné€ pouzivaji ve spojeni s vétsinou aktualné pouzivanych systémi CASA. Byly vzneseny
otazky tykajici se rozdili v méfeni koncentrace spermii mezi systémy CASA (s pouzitim 20
um jednorazova sklicka) a hemacytometrie. Rozdily jsou z velké Casti zptusobeny Segre-
Silberbergovym (SS) efektem, ke kterému dochazi béhem Poiseuilleho toku v tenkych,
kapilarami zatizenych sklickach. Efekt SS muze vést k chybam v odhadu koncentrace ¢astic
(Kuster, 2005). Prestoze manual (“WHO laboratory manual for the examination and processing
of human semen,” 2010) doporucoval systém CASA jako selektivni prostiedek k analyze
vzorkt spermatu, néktefi odbornici zpochybriuji presnost klinické aplikace CASA (Lu et al.,
2014).

Klicem k fungovani systému CASA je, ze snimky spermii mohou byt jasné zachyceny
kamerou a prevedeny na digitalni snimky. Nejbézn€jsim a nejjednoduss$im zpusobem, jak
piistroj CASA vnima spermie, je pouziti tmavého pole nebo negativnich snimkt s vysokym
fazovym kontrastem, takze bilé hlavicky spermii mohou byt zobrazeny na Cerném pozadi.
Obecné plati, ze souradnice spermie se urci bud’ jako jadro hlavicky spermie nebo nejjasnéjsi
bod hlavicky spermie, soufadnice se stanou referencnim bodem a poté pocitaCovy program
hleda souvisly obraz hlavicky spermie ve vybrané oblasti. Poté, co jsou lokalizovany spojité
obrazy hlavicky spermie, Ize urcit soutadnice trajektorie spermie (Akashi et al., 2005).

Parametry pohybu spermii se skladaji hlavné ze tfi hodnot rychlosti pohybu spermii, tfi
hodnot poméru rychlosti a tii odrazejicich charakteristiky kyvani spermii. Tti hodnoty rychlosti
pohybu spermii jsou kfivocara rychlost (VCL), ptimocara rychlost (VSL) a priméma rychlost
drahy (VAP). VCL oznacuje Casoveé zprumérovanou rychlost hlavicky spermie podél jeji
skuteCné kiivocaré drahy, ktera je vzdy nejvyssi mezi hodnotami VCL, VSL a VAP. VSL se
vztahuje k Casov€ zprimérované rychlosti hlavicky spermie podél pfimky mezi jeji prvni
detekovanou polohou a jeji posledni, ktera odrazi Cisty prostor doptfedné motility spermie
behem obdobi pozorovani a je vzdy nejnizsi z hodnot VCL, VSL a VAP. VAP se tyka casoveé
zprumérované rychlosti hlavicky spermie podél jeji prumérné drahy, coz je koncept nejobtiznéji
pochopitelny mezi VCL, VSL a VAP. Primérna draha je urCena vyhlazenim kiivocaré
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trajektorie podle algoritmi v piistroji CASA. Pokud je trajektorie pohybu spermii velmi
pravidelna a linearni, pak VAP je téméf identickd s VSL. Nicméné pro nepravidelnou drahu
pohybu spermii je pak VAP mnohem vyssi nez VSL. Vzhledem k rozdilu v algoritmech mezi
nastroji CASA nemusi byt VAP mezi systémy CASA srovnatelna (“WHO laboratory manual
for the examination and processing of human semen,” 2010). Navic to muze vést k vyznamnym
rozdilim v kolisani (WOB), ptimosti (STR), amplitudé bo¢niho posunu hlavy (ALH,Im) a
ktizovou frekvenci (BCF, Hz). Tti poméry rychlosti jsou linearita (LIN), STR a WOB. LIN
odkazuje na linearitu kfivocaré cesty, konkrétné VSL/VCL. STR odkazuje na linearitu
prumérné cesty, konkrétné VSL/VAP. WOB se tyka oscilace skute¢né drahy kolem primeérné
drahy, vyjadiené jako VAP/ VCL. Tti parametry odrazejici charakteristiky kolisani spermii jsou
ALH, BCF a stiedni uhlovy posun (MAD, stupné). ALH se tyka velikosti lateralniho posunuti
hlavi¢ky spermie kolem jeji primérné drahy, kterou lze vyjadfit jako maximum nebo prumeér
takovych posunt. Technici pracujici v laboratofich by méli znat zpusob vyjadieni ALH pro
piistroj CASA, ktery pouzivali. Protoze rizné ptistroje CASA pocitaji ALH pomoci raznych
algoritmu, nemusi byt hodnoty ALH mezi systémy CASA obvykle srovnatelné. BCF oznacuje
pramérnou rychlost, kterou kfivo¢ara draha protina primérnou drahu, coz je uziteCny parametr
hodnotici zmény v kolisani bi¢iku spermii. Muze se v§ak zménit pomoci FR v systému CASA
(Owen & Katz, 1993).

(Davis et al., 1992) analyzovali 30 vzorka standardni manualni metodou, poté nahrali na
video a znovu analyzovali pomoci dvou riznych pfistroji CASA (syst¢ém HTM, Hamilton-
Thorn Research, Danvers a systém CTS, Motion Analysis Corp., Santa Rosa). Vzorky nahrané
na videozaznam byly analyzovany pomoci CASA pro 5 snimkl na koncentraci spermii (CON)
a procento motility (MOT) a pro 15 snimki na kinematické proménné (pifima rychlost, VSL;
kiivocara rychlost, VCL; linearita, LIN; a amplituda lateralni posunuti hlavy, ALH). Nastaveni
parametra stroje pro oba pfistroje bylo co nejpiesnéji sladéno. Hodnoty CASA byly porovnany
mezi sebou pro vSechna méfeni a s manuadlnimi vysledky pro pocet spermii a procento
pohyblivych spermii. Vysledky ukazaly, ze: 1) Primérné hodnoty HTM a CTS pro CON se
nelisi od manualnich méfeni pro 5- nebo 15-snimkovou analyzu, ale mezi CTS a HTM jsou
vidét nepatrné rozdily; 2) praimérné hodnoty MOT pro 5-snimkovou analyzu jsou vyssi nez pro
15-snimkovou analyzu pro oba pfistroje, ale primémé manualni méfeni procenta motility je
mnohem vyssi nez jakakoliv hodnota CASA; 3) praimérmné VSL a LIN jsou mirn€ vyssi pro
HTM nez CTS, ale parové srovnani ukazuje vysoky stupeni shody mezi nastroji; a 4) stfedni
hodnoty pro VCL a ALH jsou stejné pro oba pristroje a existuje shoda pro srovnani VCL;
parové srovnani ALH vSak odhaluje vyznamné rozdily mezi nastroji.

Ruc¢ni hodnoceni morfologie ziistava problematické kvali lidské subjektivité a také vlivem
nejednotnosti vyuzivané techniky. Tyto diagnostické chyby zté€zuji interpretaci vysledkl a
mohou ovlivnit moznosti hledani feSeni problému. Vyvoj softwaru pro automatizovanou
analyzu morfologie spermii (ASMA) pro zpracovani vzorkti morfologie spermii ma vyhody
oproti manualni mikroskopické analyze, protoze poskytuje rychlejsi, kvantifikovatelna a presna
morfometrickd méfeni. Hodnoceni morfologie a morfometrie pomoci CASA, v minulosti také
bézné oznacované jako pocitacoveé podporovana morfologicka analyza spermii (CASMA), ale
nyni oznacované jako CASA-Morph, je slozity proces, ale technologicky vyvoj v oblasti
zpracovani obrazu a analytickych nastroja v soucasnosti umoziuje odvozeni morfometrickych
parametra a piesné i objektivni urceni tvaru spermii (Horst et al., 2018).
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Vykonnost pristroji CASA ovliviiuje mnoho faktort, napt. ptiprava vzorku, pocet snimk,
koncentrace spermii a hloubka pocitaci komory. Nicméné lze ziskat spolehlivé a
reprodukovatelné vysledky, pokud jsou dodrzovany vhodné postupy. Pii pouziti CASA k
ziskani pohybovych parametrt je tieba sledovat stopy nejméné 200 pohyblivych spermii na
vzorek. Pokud maji byt spermie kategorizovany podle typu pohybu, nebo pokud se planuji dalsi
analyzy variability v ramci jednoho vzorku, je zapotiebi sledovat nejméné 200, idealné 400
pohyblivych spermii. Pocet analyzovanych spermii v kazdém vzorku by mél byt standardizovan

(“WHO laboratory manual for the examination and processing of human semen,” 2010).
Pocitace maji schopnost rychle spocitat stovky spermii béhem nékolika sekund a analyzovat
motilitu, kinematiku, morfometrii, koncentraci a nasledné¢ optimalizovat pocet a spolehlivost
konecnych vyprodukovanych inseminacnich davek (Valverde et al., 2019). Je velmi obtizné
standardizovat a kontrolovat kvalitu systémi CASA. I tak je mozné predlozit minimalné Ctyfi
pozadavky, které maji stavajici systémy CASA spliovat:

1. Hloubka komor pro pocitani spermii pfipojenych k systému CASA by méla byt velmi
pfesna a méla by byt pravidelné testovana. Pouziti nekvalifikovanych komor je
nepiipustné

2. Frekvence by méla dosahovat az 60 Hz pro analyzu koncentrace spermii, motility a
obecné dynamiky, ale pro analyzu kapacity spermii by méla byt alespori 80—100 Hz

3. Nastaveni parametri piistroje a prahovych hodnot by mélo byt standardizovano, aby
byla zajisténa srovnatelnost vysledki mezi piistroji CASA

4. Mira zachycovani ztrat a chyb by méla byt co nejnizsi. Pokud kazdy ze systému CASA
dokaze presné lokalizovat spermie v kazdém poli, srovnatelnost vysledkt se vyrazné
zlepsi (Lu et al., 2014).

CASA se vyuziva pro zlepSeni hodnoceni kvality spermii savct, hodnoceni funkénosti
spermii a vlivu riznych chemickych latek nebo patologii na schopnost oplodnéni spermii. Je
zfejmé, ze tento systém se vyznamné vyvinul a v soucasné dobé je lep§i nez mnoho manuélnich
technik ve vyzkumu a klinickém prostiedi (Horst et al., 2018).

3.4.1 Priprava vzorku

Za prvé, vzorky spermatu pro CASA by mély byt fadné odebrany a spravné piipraveny.
Alikvotni podil rovhomérmneé promichanych vzorkt spermatu je umistén do komory pro sperma
aje pfedem analyzovan systémem CASA. Pokud je koncentrace spermii vysoka, je tfeba vzorek
spermatu odstfedit a zfedit vlastni semennou plazmou, aby byla koncentrace spermii nizsi a
poté se znovu analyzuje (Lu et al., 2014). Systém CASA musi udrzovat vzorek pfi teploté okolo
37 °C, protoze ejakulat je citlivy na teplotu. Charakteristiky motility a koncentrace spermii 1ze
hodnotit v nefedéném spermatu. Pohyblivost spermii lze hodnotit na vzorcich s ideélni
koncentraci spermii (“WHO laboratory manual for the examination and processing of human
semen,” 2010). Koncentrace spermii ve spermatu je typicky velmi koncentrovana u berana (>
3 x 10°/ ml), kozlti a bykd (> 2 x 10° / ml) a méné& koncentrovana u hiebct (> 6 x 108/ ml).
Bohuzel ne vSechny hodnoty motility spermii raznych plemen jsou srovnatelné kvali mnoha
proménnym. Hlavnimi proménnymi jsou rozdily v médiich, rizné velikosti skli¢ek/komor,
systémy CASA s riznymi algoritmy, rizné kamery s ruznymi rozliSenimi a rlznymi
snimkovymi frekvencemi a mnoho dalSich aspektd. Kinematické parametry mezi riznymi
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plemeny berant a kozlli jsou velmi podobné (Horst, 2020). Ve vzorcich s vysokou koncentraci
spermii muze dochazet ke srazkam s vysokou frekvenci a je pravdépodobné, ze budou
zpusobovat chyby. Takové vzorky by mély byt fedény, nejlépe spermatickou plazmou nebo
vhodnym fedidlem. Vzorky lze analyzovat bud pifimo nebo z videozdznamu. Analyza
videozaznamti umoznuje lepsi standardizaci a zajisténi kvality. Vyrobce obvykle doporuci
potiebné nastaveni osvétleni pro maximalni kontrast mezi hlavickami spermii a pozadim.
Existuji urcité neshody ohledné doby, po kterou by meély byt spermie analyzovany, ale pro
zakladni méfeni CASA by méla stait minimalné 1 sekunda (“WHO laboratory manual for the
examination and processing of human semen,” 2010).

3.5 Pritokova cytometrie

Pratokova cytometrie je technologie, ktera poskytuje rychlou multiparametrickou analyzu
jednotlivych bunék v roztoku (McKinnon, 2018). Cytometr je sofistikovany pfistroj méfici vice
fyzikalnich vlastnosti jedné bunky, naptiklad velikost a zrnitost (Adan et al., 2016). Pritokové
cytometry vyuzivaji lasery jako zdroje svétla k produkci signalti rozptyleného i fluorescenc¢niho
svétla. Ty jsou ¢teny detektory, coz jsou piedevsim fotodiody nebo fotonasobice. Tyto svételné
signaly jsou prevedeny na elektronické signaly, které jsou analyzovany pocitaCem a zapsany do
datového souboru ve standardizovaném formatu (.fcs). Populace bunék mohou byt analyzovany
na zaklade jejich fluorescenCnich charakteristik nebo charakteristik rozptylu svétla. V
prutokové cytometrii se pouziva fada fluorescen¢nich ¢inidel. Ty zahrnuji fluorescencné
konjugované protilatky, barviva vazajici nukleové kyseliny, barviva pro zivotaschopnost,
iontova indikatorova barviva a fluorescen¢ni expresni proteiny (McKinnon, 2018). Tento
pfistup déla z prutokové cytometrie mocny nastroj pro detailni analyzu komplexnich populaci
v kratkém Casovém obdobi (Adan et al., 2016). M4 vyuziti v imunologii, molekularni biologii,
bakteriologii, virologii, biologii rakoviny a monitorovani infekcnich chorob. Za poslednich 30
let zaznamenala dramaticky pokrok, ktery umoznil bezprecedentni podrobnosti ve studiich
imunitniho systému a dalSich oblasti bunécné biologie (McKinnon, 2018). Technologie FCM
dosahla urovné vyspélosti, kterd umoziuje jeji zafazeni na seznam dostupnych a rutinnich
metod vyuzivanych v reprodukénich studii jak u lidi, tak 1 u zvitat (Spand & Evenson, 1993).

3.5.1 Co je prutokova cytometrie?

Cytometrie je proces, pii kterém se méfi fyzikalni a/nebo chemickeé vlastnosti jednotlivych
bunék, ptipadné dalsich biologickych nebo nebiologickych Castic v piiblizné stejné velikosti.
V pratokové cytometrii se méfeni provadeji, kdyz buriky nebo Castice prochazeji méficim
zatizenim v tekutin€. Bunééné nebo pritokové tfidéni ma na starosti prutokovy cytometr. Ten
pouziva elektrické a mechanické prostiedky k odvadéni a sbéru bunék (nebo jinych malych
castic) s naméfenymi charakteristikami, které spadaji do rozsahu hodnot, které si sam zvoli
uzivatel. Ani buiky, ani aparat nejsou schopny uvést do pohybu samotny proces. Nezbytnym
kritickym prvkem je proto ¢lovek, jehoz cilem je ziskat interpretaci informaci o vzorku bunek
a v piipade¢ tfidéni je extrahovat ze vzorku. Na nejzakladnéjsi urovni l1ze cytometr povazovat za
,,cernou skiifiku“ s buiikami jako vstupy a Cisly jako vystupy. Kdy vystupy zahrnuji, jak Cisla,
tak samotné vytfizené buiky. Nicmén¢, zatimco nekteré moderni cytometry mohou ziskat
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pozadované vysledky pfi procesu bez dozoru, je nutné podotknout, ze vétSina aplikaci
cytometrie vyzaduje urCité porozumeéni a intelektualni usili ze strany uzivatele (Shapiro, 2005).

3.5.2 Historie

60. 1éta minulého stoleti pfinesly mimotradné souhry udalosti, které zahrnovaly vyvoj v
oblasti vypocetni techniky a laserovych zdroja svétla. S objevem technologie monoklonalnich
protilatek a specifickych fluorochromii DNA se také zvySovala politicka vile bojovat
(a financovat) "valku proti rakoving". V Sedesatych a na pocatku sedmdesatych let 20. stoleti
byl jiz uznan vyznam Pap testu!, ale tato technika nebyla jesté Siroce zavedena kvuli nedostatku
vyskolenych cytotechnologi. Diivéjsi prace davaly nad€ji, Ze pracny screeningovy proces na
sklicku by mohl byt proveden pomoci automatického mikroskopu analyzujiciho obraz, coz by
zmirnilo nedostatek kvalifikovanych cytotechnologti. Velké usili o vyvoj takového pfistroje
vyvinul Narodni onkologicky ustav (National Cancer Institute) v 70. letech 20. stoleti. Na
vyvoji se také spolupodilely nékteré technologicky orientované soukromé spolecnosti, vlada a
prumysl v Japonsku a Evropé€. Prvni piistroje, a dokonce i pozdé&jsi, 1épe konstruované
mikroskopy pro skenovani bunék a analyzu obrazu vSak byly velmi pomalé a trp€ly fadou tehdy
nepiekonatelnych fyzikalnich omezeni. Laserové zdroje svétla jest€ nebyly vyvinuty,
pocitaCové systémy analyzy dat byly pfili§ pomalé pro obrovské mnozstvi dat, které bylo tieba
analyzovat z kazdého obrazu buné¢k, a konvencné piipravené preparaty poskytovaly matouci
obraz prekryvajicich se bunék. Priitokova cytometrie mohla prekonat alespon nékteré z téchto
problému globalnim méfenim omezeného poctu klicovych znakl na kazdé burice a rychlosti
meéteni v fadu stovek bunék za sekundu. Prvni pokus o pocitani nebo meéteni bunék proudicich
v suspenzi je obecné piipisovan Moldvanovi (Melamed, 2001). Moldvan se v roce 1934 poprvé
pokusil zméfit buniky v suspenzi. Pouzili fotoelektrickou metodu k identifikaci bunék
suspendovanych ve vodé (Dey, 2021). Prvni prakticky, klinicky uspésny pfistroj pro pocitani
(a pozdé&ji 1 pro analyzu) krevnich bunék v suspenzi navrhl a pfihlasil k patentovani Walter
Coulter v roce 1949 (Melamed, 2001). Cornwell a Davidson vyvinuli vylepSenou verzi pfistroje
v roce 1950 pomoci bunék zbarvenych trypanovou modii. Buriky v§ak byly ¢asto agregovany
a ucpaly kapilaru. Crosland-Taylor piekonal ucpani pomalym vstfikovanim proudu vzorku do
stiedu rychlej§iho proudu tekutiny prochéazejiciho stejnym smérem skrz trubku (Dey, 2021). V
60. letech 20. stoleti Louis Kamentsky navrhl a sestrojil prvni multiparametrovy pratokovy
cytometr. Tento pfistroj, pivodné urCeny k identifikaci nadorovych bunék v déloznich
cytologickych vzorcich, méfil sou¢asné obsah DNA a celkového proteinu v jedné buiice, a to
rychlosti az tisic bunék za sekundu (Melamed, 2001). VSechny moderni priatokové cytometry
pfijaly tento zakladni princip laminarniho proudéni. Prvni prutokové cytometry mély kiemenny
prutokovy kanal ve tvaru motylka, ktery byl v osvétlen tizce zaostfenym rtutfovym obloukem
nebo halogenovym svételnym paprskem s excitacnimi vinovymi délkami v UV 1 viditelném
spektru. Pratokovy kanal byl umistén na stolku bézného vyzkumného mikroskopu. Absorpce

! St&r onkologické cytologie neboli Pap stér je bezbolestné vysetieni, pii kterém se vyhledavaji znAmky rakoviny
délozniho Cipku a také buriky, které by se mohly na rakovinové zménit (“ThinPrep Pap test | VySetfen |
GynHelp,” n.d.).
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svétla v pozadovanych vlnovych délkdch a rozptyl svétla byly meéfeny filtrovanymi
fotonasobici a senzory rozptylu.

Ackoli cil vyvinout pfistroj, ktery by mohl vySetfovat Pap testy a nahradit cytotechnologa,
nebyl nikdy realizovan, vyvinuté pristroje pratokové cytometrie mély mnohem §ir§i a mnohem
vétsi dopad na biologii a medicinu, nez se kdy predpokladalo (Melamed, 2001). Curbelo a kol.
v Block Engineering, Cambridge, Massachusetts, navrhli prutokovy cytometr s laserovym
excitatnim paprskem o vice vlnovych délkach. Tento stroj byl schopen zaznamenat osm
optickych meéfeni jedné bunky. Nasledné skupina vyvinula multiparametrovy pratokovy
cytometr s vice zdroji laseru (Dey, 2021).

Pratokova cytometrie se za poslednich 60 let vyvinula z jednoparametrovych pfistroja,
které detekovaly pouze velikost bunék, az po vysoce sofistikované pristroje schopné detekovat
13 parametrt soucasné (Macey, 2007). V soucasné dobé¢ je obtizné najit jedinou klinickou nebo
biomedicinskou laboratof, ktera by tuto technologii nevyuzivala. V 80. a 90. letech 20. stoleti
doslo k dramatickému pokroku, ktery je disledkem zdokonaleni pfistrojového vybaveni. Doslo
k zvySeni pfesnosti méfeni a poCtu soucasné meéfitelnych parametri, véetné nejnovéjsi
kombinace pratokové cytometrie s obrazovou cytometrii, zaroven byly objevené nové
protilatky a dalsi sondy bunécnych slozek s novymi technikami méfeni riznych vlastnosti
bunék a bunéénych funkci, to v§e pfimo souvisi s aplikaci pfistroje v klinické a vyzkumné
praxi. Pokrok v kazdé z téchto oblasti zavisi na ostatnich a ovliviiuje je (Melamed, 2001).
V roce 2003 byly zavedeny vysokorychlostni tfidi¢e vyuzivajici digitalni technologii (Macey,
2007).

3.5.3 Zakladni principy prutokové cytometrie

Popis pritokové cytometrie zahrnuje kombinaci nékolika disciplin: elektroniky, vypocetni
analyzy dat, optiky a fluidiky (proudéni v proudu kapaliny) (Givan, 2001). Pratokové cytometry
jsou multiparametrové, zaznamenavaji nékolik meéfeni na kazdé buiice; proto je mozné v ramci
heterogenni populace identifikovat homogenni subpopulaci. Toto je jedna z nejuzitecnéjSich
vlastnosti a ¢ini ji vhodné&jSimi pred jinymi pfistroji, jako jsou tfeba spektrofluorimetry, ve
kterych jsou méfeni zalozena na analyze celé populace. Vétsina komercnich pratokovych
cytometrd ma kapacitu provadét pét nebo vice souCasnych méteni na kazdé burice, ale nékteré
specializované vyzkumné pristroje maji podstatné vétsi kapacitu a pomoci tii laserti je mozné
analyzovat az 11 parametri.

Typicky pratokovy cytometr se sklada ze tfi funkcnich jednotek: jeden ¢i vice zdroju
laserového svétla a snimaci systém, ktery obsahuje vzorek/prutokovou komoru a optickou
sestavu; hydraulicky systém, ktery fidi prichod bunék snimacim systémem a pocitaCovy
systém, ktery shromazduje data plus provadi analytické postupy na elektrickych signalech
prenasenych ze snimaciho systému (Macey, 2007)

Zakladni principy pritokové cytometrie jsou nasledujici:

* Jednotlivé disociované buriky v kapalném médiu.

* Buiky jsou obarveny jednim nebo vice fluorochromy oznacenymi markery.

* Laserovy paprsek svétla dopada na jednotlivé buriky.

* Buiky oznacené fluorochromovym barvivem absorbuji fotony svétla a emituji

fluorescenci.
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» Doptedné svétlo se rozptyluje a emitovana fluorescence z jednotlivych bunék

je detekovana vicenasobnymi fotonasobici.

* Elektronicky impuls je pteveden na elektricky proud a poté preveden na digitalni
data (analogova na digitalni) a je zaznamenan pocitacem.

* Pocitac interpretuje zaznamenana data (Dey, 2021).

3.5.3.1 Osvétleni Castice

Ackoli ne€které priutokové cytometry stale pouzivaji obloukové lampy (a jejich vyhodou je
flexibilita vinové délky osvétleni), vétSina soucasnych piistroju vyzaduje jako zdroj osvétleni
laser (Givan, 2001). Nejbéznéjsi lasery pouzivané v prutokové cytometrii jsou argonové lasery,
které produkuji svétlo o vinovych délkach 351 az 528 nm. Mezi dalsi pouzivané lasery patii
UV lasery, které produkuji svétlo mezi 325 a 363 nm; kryptonové lasery, které produkuji svétlo
mezi 350 a 799 nm; helium-neonové lasery, které produkuji svétlo pti 543, 594, 611 a 633 nm;
a helium-kadmiové lasery, které produkuji svétlo pfi 325 a 441 nm(Macey, 2007). Divodem
pro pouziti lasert je jejich schopnost poskytovat intenzivni osvétleni, které 1ze zaméfit do
malého bodu (analyticky bod). Castice v proudu kapaliny se mohou timto analytickym bodem
pohybovat rychle, ale béhem kratké doby v laserovém paprsku jsou dostatecné osvétleny, aby
se vytvorila fluorescence nebo rozptylené svétlo detekovatelné intenzity(Givan, 2001). Rozptyl
svétla a fluorescence se meéfi pro kazdou jednotlivou castici, ktera projde zdrojem excitace
(Radcliff & Jaroszeski, 1998). Svétlo je rozptyleno ve vSech smérech a rozptyleni v malych
uhlech (0,5-10°) od osy je umérné druhé mocnin€ poloméru koule. Pro méfeni fluorescence a
rozptylu svétla lze pouzit vodou chlazené laserové zdroje s vystupnim vykonem v rozsahu 50
mW-5 W. Vzduchem chlazené lasery maji maximalni vykon 100 mW a nyni se Castéji
pouzivaji spolecné s laserovymi diodami v komer¢nich pfistrojich (Macey, 2007).

Jednim z kli¢i k porozumeéni je spravné pochopeni principi imunofluorescencnich technik,
protoze ty se pouzivaji témér ve vSech testech pratokové cytometrie. Imunofluorescence je
technika, ktera umoziuje vizualizaci bunécnych rysi nebo struktur jejich spojenim s
molekulou, ktera emituje svétlo, kdyz je stimulovana svétlem o samostatné vinové délce
(McCoy, 2002). Je to zarover biologicky test kombinujici pouziti protilatek a fluorescencnich
molekul pro detekci specifickych cila v bunkach a tkanich. Tato technika je velmi citliva a
vSestranna a nachazi ¢etné uplatnéni v oblasti imunologie, bunéné morfologie, genetiky,
diagnostiky a histopatologie (Fritschy & Hartig, 2001). Buiiky nebo castice se pripravuji jako
jednobunécné suspenze pro prutokovou cytometrickou analyzu. Diky tomu mohou protékat
jednotlivé v proudu kapaliny kolem laserového paprsku. Kdyz laserovy paprsek dopada na
jednotlivé buriky, dochazi ke dvéma typum fyzikalnich jevt, které poskytuji informace o
bunkach. Za prvé dochazi k rozptylu svétla, ktery pfimo souvisi se strukturalnimi a
morfologickymi vlastnostmi bunék. Za druhé dochazi k fluorescenci, pokud jsou butiky
pfipojeny k fluorescencni sondé (Givan, 2001). Pro pfesné méteni optickych vlastnosti bunék
musi bunky projit rovhomérné jasnym stiedem zaostienych laserovych paprski. Optika pro
sbér svétla je zamerena na pruseCik bunek s laserovymi paprsky, aby zachytila fluorescenci a
rozptylené svétlo z bunék. Ve snimaci zoné€ prutokového cytometru se provade€ji meéfeni
parametri bunék. U bunécnych tfidica typu stream-in-air je snimaci zona umisténa asi 0,3 mm
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pod Spickou trysky, u jinych cytometrd je umisténa uvniti kyvety (Cossarizza et al., 2019).
Buiiky mohou byt znafeny protilaitkami spojenymi s fluorochromem nebo obarveny
fluorescen¢nimi membranovymi, cytoplazmatickymi nebo jadernymi barvivy. Tak mize byt
usnadnéna diferenciace bunéénych typu, pfitomnost membranovych receptori a antigend,
membranovy potencial, pH, enzymova aktivita a obsah DNA (Macey, 2007). Fluorescencni
sondy jsou obvykle monoklonalni protilatky, které byly navazany s fluorochromy; mohou to
byt také fluorescenCni barviva/reagencie, které nejsou konjugovany s protilatkami.
Fluorescencni sondy reaguji s buitkami nebo ¢asticemi (Givan, 2001).

Fluorescence je excitovana, kdyz bunky prochazeji laserovym excitaénim paprskem, a tato
fluorescence je sbirana optikou v pravém uhlu k dopadajicimu paprsku. Bariérovy filtr blokuje
laserové excitacni osvétleni, zatimco dichroickd zrcadla a piislusné filtry slouzi k vybéru
pozadovanych vinovych délek fluorescence pro méfeni. Fotony svétla dopadajici na detektory
jsou prevadény pomoci fotonasobici na elektricky impuls a tento signal je zpracovavan
analogové-digitdlnim prevodnikem, ktery méni elektricky impuls na numericky signal.
Mnozstvi a intenzita fluorescence jsou zaznamenavany pocitaem a zobrazovany na vizualni
zobrazovaci jednotce jako frekven¢ni rozdé€leni, které miZze byt jednoparametrove,
dvouparametrovy nebo viceparametrové. Castice jsou analyzovany jednotlivé, ale
interpretovany spolecné€. Souhrnny obrazek je znadzornén jako histogram. Jednoparametrové
histogramy obvykle poskytuji informace o intenzit¢ fluorescence a poctu bunék dané
fluorescence, takze slabé fluoreskujici buriky jsou odliSeny od téch, které jsou silné
fluoreskujici. Dvouparametrové histogramy dopfedného uhlu rozptylu a 90° rozptylu svétla
(90° LS) umoziuji identifikaci riznych typt bunék v preparatu na zakladé velikosti a
granularity. Pravy uhel a bo¢ni rozptyl jsou alternativni nazvy pro 90° LS (Macey, 2007).

3.5.3.2 Fluidni systém

Nazev , prutokovy cytometr je odvozen od ,toku“ bunék. Primarnim cilem fluidniho
systému je udrzovat stabilni tok bunék jedné po druhé, aniz by dochézelo k jakékoli turbulenci
v misté zasahu laseru (Dey, 2021). Jednim ucelem fluidniho systému je pohybovat buiikami
jednu po druhé presné skrz snimaci oblast v proudu kapaliny takovym zpusobem, ze kazda
burika je osvétlena stejnym mnozstvim svétla z laserd. V cytometrech s tfidicimi schopnostmi
musi fluidni systém zajistit stabilni oddélovani malych kapicek od proudu kapaliny, kdy kapky
obsahuji buniky urCené k vytfizeni. Buiky jsou nabijeny a vychylovany v elektrickém
poli(Cossarizza et al., 2019). Koaxialni povaha proudu buné¢k se pouziva k udrzeni stalého toku
bunék v bodé styku s laserem. , Koaxialni proud” znamena dva proudy tekutiny, jeden vné&jsi a
druhy vnitini. Vnéjsi tekutina slouzi jako proud tekutiny obklopujici vnitini vzorek obsahujici
bunky. Tekutina vnéj§iho plasté tedy snizuje jakékoli turbulence. Tlak v tekutiné se vzorkem je
vzdy udrzovan mnohem vyssi nez ve vnéjsi tekutiné. Takze vysoky tlak, rozdily v hustoté a
rychlosti tekutiny se vzorkem jsou zodpovédné za zabranéni smichani dvou proudi. Koaxialni
proudéni pomaha pii rovnhomérném osvétleni bunék laserovym paprskem. Je také znamé jako
hydrodynamické zaostfovani. Rychlost toku kyvet Ize ovlivilovat zménou tlaku vzduchu v
prutokové komore. Pokud je tlak vzorku nizsi, pak se prutok kyvet v prutokové komote snizi.
Snizeny tlak vzorku zuzuje paprsek (Dey, 2021).
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3.5.3.3 PocitaCovy systém

Kazda jednotliva udalost v prutokovém cytometru je digitalizovana analogové digitalni
konverzi. Kazdé udalosti je pfideleno Cislo kanalu a je vygenerovana Ciselna hodnota pro vysku,
sitku pulzu atd. Cislo kanalu se prenese do poditade a zaznamena se pro analyzu. Kdyz kapicky
projdou bodem laserového dotazovani, analyzuji se fluorescen¢ni data. Podle nastavenych
kritérii jsou vyhodnocovany jednotlivé kapky okamzité destickou nabijeci elektrody. Nabité
kapky jsou pak vychylovany pomoci vychylovaci desky. Kladné nabita kapka jde smérem k
zaporné nabité desce a zaporné nabité kapky jsou vychylovany smérem ke kladné nabitym
deskam. Tim jsou buriky, které jsou predmétem zajmu, oddéleny od hlavniho proudu toku.

Vyroba histogramu se opira o méteni pulzii dané hodnoty a jejich pfifazeni ke kanalim,
které predstavuji razné napétové urovné. Tento typ analyzy se nazyva ,,pulzni zpracovani®.
Pokazdé, kdyz impulz spadne do jednoho z téchto kanalt, Cita¢ zvysi kanal. Proces pocitani
kazdého pulzu v piislusném kanalu je znamy jako A-to-D konverze. VétSina systéma ma 256
nebo 1024 kanalli pro histogramy s jednim parametrem a mohou byt generovany na zakladé
fluorescence, FALS nebo 90° LS. Pulsy mohou byt zesilovany linearnim nebo logaritmickym
zpusobem. Graf maze zahrnovat v§echny impulsy, malé pulsy budou rozlozeny do vice kanalu
a vetsi pulsy do mensiho poctu kanalid. Timto zpisobem jsou vSechny pulsy pfeneseny na
stupnici histogramu (Macey, 2007).

3.5.4 Ukoly a techniky cytometrie

Kofeny prutokové cytometrie lze vysledovat az k inovacim na pocatek dvacatého stoleti,
Siroké vyuziti zacalo v sedmdesatych letech 20. stoleti se zavedenim prvnich komercné
dostupnych cytometra (McCoy, 2002). Od dob van Leeuwenhoeka a Hooka do poloviny 20.
stoleti se soustfedime na otazky:

1) zda byly ve vzorku ptfitomny buiiky

2) kolik jich tam bylo

3) jaké druhy bunék byly zastoupeny

4) jaké mohou byt jejich funkéni vlastnosti
Odpoveédi se hledaly za pomoci mikroskopického obrazu. Stejné tkoly vSak zastavaji v dnesni
dobé& pro moderni cytometrii.

Prestoze elektrické a akustické vlastnosti plus emise jaderného zafeni z jednotlivych bunék
1ze méfit, jsou opticka méfeni v cytometrii nejbéznéjsi (Shapiro, 2005). Je mocnym nastrojem
pro zkoumani fenotypu a vlastnosti bunék (Macey, 2007). Muzeme fict, ze typickym
cytometrem je tedy specialni mikroskop; stupenl podobnosti je dan pozadavky na méreni, ktera
maji byt provedena. Ty jsou zase diktovany tim, co uzivatel potiebuje védét o vzorku. V
uspésnych aplikacich cytometrickych pokust se vyuziva elektrooptika, elektronika a pocitace
(Shapiro, 2005).

Pratokova cytometrie je zvlasté dulezita pro biologicka zkoumani, protoZze umoziiuje
kvalitativni a kvantitativni zkoumani celych buné€k, které byly oznaCeny Sirokou Skélou
komeréné dostupnych ¢inidel (Givan, 2001). V soucasné dobé se pouziva k ziskani poctu
pomocnych T lymfocytd potiebnych ke sledovani pribéhu a 1é¢by infekce HIV a ke stanoveni
obsahu DNA v burikach, ktera maze pomoci pii hodnoceni progndzy a stanoveni 1écby u
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pacienti s rakovinou prsu a jinymi malignimi onemocnénimi. Tato technologie byla také
pouzita k vyhodnoceni vhodnosti organt pro transplantaci, k izolaci lidskych chromozoma pro
genetické vyzkumy, k oddéleni spermii nesoucich X—a Y-chromozomy pro selekci pohlavi pii
chovu zvifat a in vitro fertilizaci u lidi, k identifikaci hematopoetické kmenové buriky a
pomohla odhalit nekolik Siroce rozsifenych, ale difive neznamych rodd mofskych
mikroorganismi(Melamed, 2001).

3.5.5 Priprava vzorku a sbér dat v prutokové cytometrii

Rozhodujici soucasti postupu je fadna piiprava vzorku. Optimalniho vysledku z pratokové
cytometrie je dosazeno pouze v adekvatné pfipraveném vzorku.
Zékladni cile pfipravy:

1. Zhotoveni jednobunécného preparatu.

2. Suspendovat buriky ve vhodném médiu, které je obvykle izotonické a ma pH 7,3.

3. Mit v pfipravku dostate¢né mnozstvi bunék, obvykle v koncentraci 10° bunék na ml.

4. Oznacit pozadované buiky vhodnym fluorochromovym barvivem nebo obarvit jadra

fluorochromovym barvivem pro DNA pratokovou cytometrii.

Priprava jednotlivych bun€k je jednim z nejkriti¢téjSich krokli pritokové cytometrie.
Pokud nejsou buriky adekvatné disociovany, neni mozné ziskat data. Bunécné spoje mohou byt
naruseny za pomoci enzymu. Enzymy jsou citlivé na teplotu a pfi nizsi teploté nemusi fungovat.
Bézné pouzivané enzymy pro bunécnou disociaci jsou trypsin a papain. Obvykle staci 1 az 2
hodiny inkubace enzymu k vytvofeni jednobunécného piipravku. Enzymaticka metoda je
nevhodna pro imunofenotypizaci. V postupu FCM je tfeba pamatovat na nasledujici body:
zpracovani Cerstvého vzorku vzdy poskytuje lepsi vysledky nez zmrazeny vzorek; objem a
koncentrace primarni protilatky by mély byt vzdy predem titrovany; spravny vybér protilatky
znacené fluorochromem je nezbytny v ptipadé vicebarevného FCM (Dey, 2021).

3.5.6 Prutokova cytometrie v reprodukcni biologii

Studie spermatogeneze byly podpotfeny potfebou rychlého, citlivého, objektivniho a
multiparametrického méfeni reprodukénich ucinki, zaroven bylo potfeba hodnoceni fertilniho
potencialu lidskych a zvitecich spermii spolu s identifikaci subpopulaci zarodecnych bungk,
které prochazeji proliferacnimi i maturacnimi procesy za normalnich i naruSenych podminek.
Vyznamna zlepsSeni byla zavedena za ui¢elem zkoumani diferenciacni drahy spermatogenniho
komplexu a zjevné uniformity zralych spermii. FCM byla pouzita k méfeni bunek varlat a
spermii u riznych druhd, véetné Clovéka. Kone¢nymi body zvazovanymi v toxikologickych
studiich jsou: zménéné poméry zarodeCnych bunék varlat, obsah DNA a RNA, zvySeni
koeficientu variace, indukce diploidnich prodlouzenych spermatid a diploidnich spermii,
zménéna jadernd morfologie, zivotaschopnost spermii, mitochondrialni funkce a struktura
chromatinu spermatu. Pfesnd méfeni obsahu DNA umoziiuje podrobnou analyzu pro urceni
podilu spermii nesoucich chromozom X a Y a tfidéni téchto subpopulaci pro urceni
pohlavi(Spano & Evenson, 1993).

Dle (Martinez-Pastor et al., 2010) patii mezi nejoblibengsi barviva znacici
zivotaschopnost membranove nepropustné sondy propidium jodid (PI) a ethidium homodimer
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(EH). Snadno se pouzivaji, jsou rychlé a lze je excitovat laserem o vinové délce 488 nm, ktery
je soucasti vétSiny cytometrt. Tato barviva vstupuji do bunék s porusenou plazmalemou a po
navazani na nukleové kyseliny emituji cervenou fluorescenci (PI: 636 nm; EH: 617 nm). Jiné
sondy viability emituji zelenou fluorescenci pii vstupu do metabolicky aktivnich bun€k (napf.
karboxyfluorescein diacetat). Kombinace PI a sondy vazajici nukleové kyseliny SYBR-14 je
pravdépodobné nejpouzivanéjsi. SYBR-14 je propustna pro membrany a barvi vSechny
hlavicky spermii zelené. Kdyz PI pronikne do spermii s poskozenou membranou (PM), vytésni
nebo zhasne fluorescenci SYBR-14.

Akrozomalni stav byl hodnocen pomoci sond, které rozpoznavaji cile uvniti akrozomu, a
proto oznacuji ty spermie s posSkozenymi nebo zreagovanymi akrozomy (PA). Lektiny, které se
vazou na glykosidické zbytky v riznych ¢astech akrozomalni membrany, byly pouzity u Siroké
fady druht. Pisum sativum aglutinin (PSA) a Arachis hypogaea aglutinin (PNA) byly
nejpouzivanéjsimi lektiny kvili jejich specificnosti. PNA poskytuje nejveétsi citlivost a specifitu
pfi rozliSovani akrozomi. Spermie znacené lektinem nebo protilatkou mohou byt fixovany, coz
v piipadé€ potfeby umoziuje pozdéjsi analyzu. Akrozomalni sondy jsou obecné konjugovany se
zelenym fluorochrom fluorescein isothiokyanatem (FITC) a kombinovany s zivotaschopnymi
barvivy PI nebo EH. V tomto pfipadé pak mizem rozliSovat buriky s poskozenou plazmatickou
membranou a soucasné i poskozenym akrozomem (PMA) (Martinez-Pastor et al., 2010; Tao et
al., 1993).

Mitochondrie jsou hlavni organelou s kli¢ovou roli ve funkci spermii za fyziologickych
1 biotechnologickych podminek (F. J. Pefia et al., 2009). Barviva MitoTracker ® (Invitrogen,
Life Technologies, Carlsbad, Kalifornie, USA) jsou barviva, ktera akumuluji a barvi aktivni
mitochondrie . Vyhodou je, Ze jsou vysoce specifické, dostupné v §irokém rozsahu emisni
fluorescence a nékolik z nich je fixovatelnych, coz umoziuje kombinaci se sondami
vyzadujicimi fixaci (napf. protilatky) nebo najdou vyuziti pfi pozdé&jsi analyze (Martinez-Pastor
etal., 2010).

(Fernando J. Pefia, 2007) uvadi, ze u spermii byly detekovany zmény podobné apoptoze
a pouziti FCM velmi pomohlo jejimu studiu. Jednim z ¢asnych krokt apoptozy je translokace
fosfatidylserinu z vnitini vrstvy plazmatické membrany na vnéjsi, coz lze detekovat znacenim
anexinem V. Tento marker, konjugovany s FITC, byl analyzovan pratokovou cytometrii k
detekci jemnych membranovych zmén souvisejicich se zpracovanim spermii. V soucasné dobé
je anexin V dostupny konjugovany s Sirokou Skalou fluorochromi, coz umoziuje jeho
kombinaci s Sirsi Skalou sond(Martinez-Pastor et al., 2010).

Test Sperm Chromatin Structure Assay (SCSA) slouzi jako nastroj pro méfeni klinicky
dulezitych vlastnosti integrity jaderného chromatinu spermatu. Test vyuZziva metachromatické
vlastnosti akridinové oranze (AO), DNA sondy a principt pratokové cytometrie. Poskozeny
chromatin spermii mize zhorsit oplozovaci schopnost spermii, snizit uspéSnost oplodnéni in
vitro nebo inseminace, zpusobit potrat nebo abnormality plodu, a dokonce snizit
zivotaschopnost potomkd. AO je metachromaticky fluorochrom, ktery se snadno vklada do
DNA. Pii spojeni s dvouvlaknovou DNA (dsDNA) fluoreskuje zelen€, zatimco pfii spojeni s
jednovlaknovou DNA (ssDNA) fluoreskuje ¢ervené (Evenson & Jost, 2000; Martinez-Pastor et
al., 2010).

(Gillan et al., 2005) ve shrnuti uvadi, ze vétSina laboratornich metod pouzivanych k
hodnoceni kvality spermatu pfili§ nekoreluje s fertilizacni kapacitou. Objev raznych
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fluorochromi a sloucenin konjugovanych s fluorescenénimi sondami umoznil SirSi analyzu
vlastnosti spermii a ve spojeni s pritokovym cytometrem umoznil hodnoceni velkého poctu
spermii. Lze hodnotit fadu charakteristik integrity, zivotaschopnosti a funkce spermii. Stav
DNA spermii byl stanoven pomoci metachromatickych vlastnosti akridinové oranze (AO).
Barveni AO, pokud se pouzije v testu chromatinové struktury spermii (SCSA®), koreluje s
plodnosti u fady druhti. Fragmentaci DNA Ize také hodnotit pomoci testu TUNEL (transferase-
mediated dUTP nick-end labeling), ktery identifikuje zlomy fetézce DNA pomoci znaeni
volnych 3'-OH konct modifikovanymi nukleotidy. Stav akrozomu spermie lze urcit pomoci
fluorescencné znacCenych lektina a fluorescencni acidotropni sondy LysoTracker Green DND-
26. Stav kapacitace byl pozorovan prostiednictvim zmén zprostfedkovanych vapnikem pomoci
chlortetracyklinu (CTC) nebo zménami ve fluidit€ membrany sledovanymi vazbou
fluorescen¢ni amfifilni sondy, Merocyaninu 540. Fluorescencné znaCeny annexin-V, CONBD
a Ro0-09-0198 se pouziva k detekci zmén v distribuci membranovych fosfolipidu.
Zivotaschopnost bunék mutZe byt stanovena pomoci nachylnosti propidium jodidu (PI),
ethidium homodimer-1 (EthD-1) nebo Yo-Pro-1 k pronikani poSkozenymi membranami. Tyto
latky jsou obecné lépe prizpusobitelné klinické prutokové cytometrii nez barvivo Hoechst
33258, které nepropousti bisbenzimidové membrany a které excituje v ultrafialové oblasti a
vyzaduje UV laserové zatfizeni. Mitochondrialni funkci Ize stanovit pomoci rhodaminu 123
(R123) a  MitoTracker Green FM (MITO) a 5,5,6,6'-tetrachlor-1,1',3,3'-
tetraethylbenzimidazolyl-karbocyanin jodidu (JC-1). Pratokova cytometrie je nastroj, ktery
muize byt v budoucnu pouzit k monitorovani mnoha novych potencialnich markert funkce
spermii.
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4 Metodika

Vyzkumna c¢ast této diplomové prace probihala v obdobi od 12.10.2021 do 4.4.2022 a
prace v laboratofi byla ukoncena 25.5.2022. Bylo provedeno celkové 9 odbérovych dnut, kdy
pro potieby této prace se vychazi z vysledka 7 uniformé provedenych odbéra.

4.1 Berani

Vzorky ejakulatu byly ziskavany od berana plemene valasské ovce, ktefi byli chovani na
pozemku Demonstratni a pokusné stije Ceské zemé&dglské univerzity v Praze (50°07'47.6"N
14°22'07.0"E). Prvni beran, ktery byl pro vyzkum nejvice podstatny, se narodil 31.3.2016, usni
znamka byla 74801/081 a patfil do linie Juras. Druhy beran se ucCastnil pouze prvnich dvou
odbérovych dni, a to kvili Spatnému zdravotnimu stavu, ktery souvisel s vys§im vékem. Byl
narozen 14.1.2014, usni znamku mel 77808/072 a patfil do linie Beskyd. V prvnich dvou
odbérovych dnech se podafilo ziskat vzorky od obou beranu a ty nasledné byly v laboratofi
smichany, ostatni odb&rové dny se pouzil pouze ejakulat od prvniho berana.

V Demonstracni a pokusné staji byli berani chovani spolu se dvéma kozly. Ustajeni bylo
celoroné formou zastfeSenych dievénych kotci s moznosti trvalého venkovniho vybéhu.
Zvitata byla minimalné vystavovana umélému osvétleni. Vybeéh sousedil s vedlej§im
prostorem, kde byly chované ovce, kozy a alpaky. Podle zadkona ¢. 208/2004 Sb. ustijeni
odpovidalo nafizenym stanovam.

Vyziva berani byla zaloZena na neomezeném piistupu k lu¢nimu senu a pastevnimu
porostu. Kazdodennim dopliikkem krmné davky bylo 300-500 g/ks granulovaného krmiva
ENERGYS OVCE UNI od vyrobce De Heus a.s., BuCovice, které obsahovalo tento podil latek:
hruby protein 16.20 %, hrubé vlaknina 10.50 %, hruby popel 8.70 %, hrubé oleje a tuky 2.90
%, vapnik 1.50 %, fosfor 0.44 %, sodik 0.35 %, hoi¢ik 0.20 % (“Krmeni, krmné smési a
dopliiky | ENERGYS Ovce Uni 25kg 1580 | RM HOBBY CENTRUM,” n.d.). Berani méli
permanentni pfistup k miskovym jazykovym plastovym napajeCkam a solnému lizu. Beranim
byl zajistén pravidelny veterinarni dohled, bez prokazanych problému.

4.2 Odbér ejakulatu

Odbéry byly provadény prostiednictvim umeélé vaginy od vyrobce Minitib GmbH,
Tiefenbach, Némecko. Pfiprava byla provedena dle postupt popisovanych v metodikach od
(Kos et al., 2019; Romano & Christians, 2009). Jako jednorazovy sbéra¢ se vyuzivala sucha
nespermicidni ochrana vaginalni sondy z pfirodniho latexu. Bylo zapotiebi cca 1 hodinu pred
odbérem v laboratofi nachystat potiebné vybaveni pro odbér, coz obnaselo ptfipravu vaginy,
teplé vody do termosky, vazeliny, sbéracu, pipety, zkumavek na odebrané vzorky a papirovych
utérek spolu s lihem, na prabéznou dezinfekci. VSe bylo ulozeno do polystyrenového boxu
s vytemperovanymi mrazicimi bloky na 38 °C.

Ve staji byla jako atrapa vyuzivana Koza bila kratkosrsta, ktera byla v kotci fixovana a
byl k ni pfipustén vzdy jeden z plemeniku, nasledoval odbér.
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4.3 Zpracovani vzorku a pouzita redidla

Po uspéSném odbéru byl vzorek prepipetovan do zkumavky, ulozen do termoboxu a
prepraven do laboratofe. V laboratofi se nejprve vzorek zhodnotil na pfistroji CASA po
nafedéni pomoci PBS, pokud byla motilita nulova, vzorek se do vyzkumu nezapocitaval.
V ptipadé, ze vzorek vykazoval aktivitu spermii, tak se realizovalo méfeni koncentrace na
predkalibrovaném spektrofotometru (Genesys 10S Vis, Thermo Fisher Scientific, Waltham,
Massachusetts, USA) a nasledovalo fedéni za pomoci jiz pfipravenych vytemperovanych
fedidel (38 °C). Redidlo ¢&islo 1 obsahovalo AndroMed s obsahem glycerolu 6-7 % (Minitiib
GmbH, Tiefenbach, Germany), bylo pfipraveno smichanim s destilovanou vodou v poméru 1:4
(destilovana voda:AndroMed). Redidlo &islo 2 obsahovalo OviXcell® (IMV Technologies,
L Aigle, Francie) na bazi s6jového lecitinu, které se pouziva bez piedchoziho fedéni. Redidlo
&islo 3 OptiXcell® (IMV Technologies, L Aigle, Francie) na bazi lipozom@ bylo pfipraveno
smichanim s destilovanou vodou v poméru 1:2. Redidla 4-7 kombinovala jiz vyjmenovana
pfipravena fedidla, a to néasledovné: fedidlo Cislo 4 kombinovalo AndroMed, OviXcell® a
OptiXcell® v poméru 1:1:1, fedidlo ¢islo 5 bylo pfipraveno z AndroMedu a OviXcellu® (1:1),
fedidlo ¢. 6 obsahovalo AndroMed a OptiXcell® (1:1) a posledni fedidlo Cislo 7 kombinovalo
OviXcell® a OptiXcell® (1:1).

Smichani spermatu s fedidly ¢. 1-7 bylo uskutecnéno v poméru 1:4 a nasledné bylo
ptidano PBS pro ziskani pozadované koncentrace spermii v ID (cca 200 mil. spermii/ ml).
Z eppendorfek se v dalsim kroku plnily pejety o objemu 0,25 ml. Pro kazdou variantu fedidla
jsme pfipravili 3 pejety. Ty jsme uzavirali polyvinyl alkoholem — PVA (IMV Technologies,
L Aigle, Francie). Nasledovala faze ekvilibrace, kdy pejety byly uloZeny na nerezovém nosici
a ponechany cca 2 hodiny v lednici pii teploté v rozmezi 4 - 8 °C.

4.4 Hodnoceni vzorku pred mrazenim

Po ekvilibraci byla vzdy jedna pfipravena pejeta od kazdé varianty hodnocena pomoci
ptistroje CASA (model iSperm, Aidmics Biotechnology Co., LTD, Taipei City, Taiwan) a
prutokového cytometru (Novocyte 3000, Acea Biosciences, Aglient, Santa Clara, California,
USA).

Cilem hodnoceni pomoci CASA bylo zjisténi celkové a progresivni motility spermii
v daném fedidle. Vzorky byly fedény piiblizné¢ 10x s PBS z divodu vysoké koncentrace
spermii pro analyzu. 7 ul vzorku se pipetou naneslo na jednorazovou analyza¢ni komurku, ktera
byla nasledné upevnéna na vyhtatou (38 °C) optickou cocku v pfistroji a probéhlo vyhodnoceni
za pomoci softwaru.

Soucasti cytometru byly lasery emitujici fialové (405 nm), modré (488 nm) a Cervené
(640 nm) zafeni. Vzorky byly naneseny na analyzacni desticku spolu s namichanym Master
Mixem. Ten obsahoval fluorescencni barviva PNA-FITC (Thermo Fisher Scientific, Waltham,
Massachusetts, USA) v koncentraci 0,5 pg/mL; Hoechst-33342 (Sigma Aldrich, St. Louis,
Missouri, USA) v konc. 10 pug/mL; MitoTracker Deep Red (Sigma Aldrich, St. Louis,
Missouri, USA) s koncentraci 80 nM a PI (Sigma Aldrich, St. Louis, Missouri, USA) o
koncentraci 8 pg/ mL. Master Mix jsme pfipravili smichanim: 1 pL. Hoechstt-33342, 1 uL PI,
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1 uL PNA-FITC a 2 puLL MitoTracker Deep Red. Na desku jsme nanesly 100 pl. PBS, 5 puL
Master Mixu a 10 uL vzorku. Pfidanim PBS jsme ziskali cca koncentraci 20 mil. spermii/ ml.
Analyzacni desticka se inkubovala pifi 38 °C 10 minut. Pro vyhodnocovani vzorka
v pratokovém cytometru byla nastavena nizka rychlost, a to kolem 20 000 castic. Nasledovalo
vyhodnoceni softwarem NovoExpress 1.3.0 (Acea Biosciences, Aglient, Santa Clara,
California, USA). Cilem vyhodnoceni bylo ziskani celkové wviability bunek (Hoechst-
33342+/PI-/PNA-FITC-/MitoTracker Deep Red+, %) spolu s podilem spermii, které mély
poskozeny akrozom (PNA-FITC), posSkozenou plazmatickou membranu (PI) a dvoji poskozeni
— akrozomu a plazmatické membrany, dalSim ukazatelem byla mitochondrialni aktivita
(MitoTracker Deep Red+) a intenzita signalu MitoTrackeru. Abychom oddélili nespermatické
Castice, vyuzili jsme parametry side scatter, forward scatter a barvivo Hoechst-33342.
Zivotaschopné spermie byly definovany jako buiiky s neporusenou plazmatickou membranou,
neporusSenym akrozomem a vysokym mitochondridlnim potencialem.
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Obrazek 1 Gatovaci strategie a hierarchie priitokové cytometrie (Savvulidi et al., 2021)

Zkratky: (A) Shluk udalosti byl nejprve identifikovan pomoci bivariaéniho histogramu
boc¢niho rozptylu (SSC) versus piedniho rozptylu (FSC) (1). Spermie byly identifikovany na
zakladé sady gatingu s barvivem Hoechst-33342 (H-342; DNA) (2). Spermie s neporusenou
plazmatickou membranou a akrozomem byly identifikovany na zéklad¢ propidiumjodidu (PI)
a intenzity signalu PNA (PNA-FITC) (3). Nakonec byly zivotaschopné spermie hodnoceny
kombinaci vyse uvedenych fluorescenc¢nich markert s pozitivnimi buiikami Mito Tracker Deep
Red (MTR DR) (H-342+/PNAFITC-/PI-/MTR DR+) (4); (B) Skupiny spermii obsahujicich
DNA s poskozenou plazmatickou membranou (2.1), zhor§enou mitochondrialni aktivitou (2.2)
a poskozenym akrozomem (2.3) (Savvulidi et al., 2021).
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4.5 Mrazeni

Zbyvajici dvé pejety od kazdé varianty byly ihned po ekvilibraci mrazeny v parach
tekutého dusiku. Vyuzivali jsme vyrobeny polystyrenovy termobox (upraveny podle Animal
Reproduction Systems, Inc., Chino, CA, USA), kde byla kontrolovana vyska vzorkt nad
hladinou tekutého dusiku. Dle (Ptacek et al., 2019) 1. faze probiha ve vysce 15 cm po dobu 4
min; 2. faze probiha ve vzdalenosti 9,5 cm, 5 min; 3. faze je ve vySce 5 cm po dobu 6 min a
posledni 4. faze je vySce 1,5 cm, 8 min. Pro nase ucely ale byl pouzit pozménény postup dle
(Savvulidi et al., 2021) a to nasledovny: 15 cm nad povrchem hladiny tekutého dusiku po dobu
3 min; 9,5 cm nad povrchem po dobu 2 min, pak ve vySce 5 cm nad hladinou po dobu 1 min, a
nakonec ve vySce 0,5 cm, par vtefin a pak se v dal§im kroku vzorky pfenesly do kontejneru
s kapalnym dusikem. Timto postupem jsme dosahli poklesu teploty okolo 17 °C/min.

4.6 Hodnoceni po rozmrazeni

Pro vyhodnoceni zmrazenych vzorkl bylo zapotiebi nejprve vzorky vhodnym zptisobem
rozmrazit. K tomuto uc¢elu jsme vyuzivali vodni lazen vytemperovanou na 38 °C, kdy se pejety
se vzorky na 30 vtefin ponofili do vody a nasledné se analyzovaly stejnym zptisobem, jaky je
popsan v kapitole 4.4 Hodnoceni vzorkl pfed mrazenim.
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5 Statistické zpracovani dat

Pro statistické vyhodnoceni ziskanych dat ze softwaru CASA a prutokového cytometru
byl pouzit program SAS (Verze 9.4; SAS Inst. Inc., Cary, NC, USA), analyza byla provedena
procedurami UNIVARIATE a MIXED. V modelové rovnici byl zohlednén vliv odbérového
dne a plemenika jako sdruzeny nahodny efekt, vliv fedidla jako fixni efekt. U ukazatelt po
rozmrazeni byl zohlednén vychozi stav po ekvilibraci formou jako kovariaty. Mezi zavisle
proménné jsme zvolili data z CASA (celkova motilita spermii, progresivni motilita spermii a
VAP, VCL, VSL, LIN a STR) a prutokového cytometru (viabilitu bun€k, pomér bunék s
poskozenym akrozomem, pocet spermii s poskozenym akrozomomem a soucasné poskozenou
plazmatickou membranou, pocet bunék s poskozenou plazmatickou membranou, podil spermii
s vysokym mitochondrialnim membranovym potencidlem a intenzitu signalu MitoTrackeru).
Podrobné vyhodnoceni rozdilu mezi jednotlivymi proménnymi bylo realizovano pomoci
Tukeyho — Kramerova testu.

5.1 CASA

Popis modelu rovnic pro konkrétni zavislé proménné po ekvilibraci pro CASA jsou
nasledujici:

1. Yeqij = p + DEN * BER + RED; + eij
kde Yeqijk = hodnoty celkové motility, progresivni motility, VAP, VCL, VSL, LIN a STR, vSe
po ekvilibraci
L = obecny prumér znaku
DEN * BER= zndhodnény sdruzeny efekt dne a plemenika
RED; = fixni efekt i-té varianty fedidla (i = AndroMed, n = 26; 1 = OviXcell, n = 26; 1 =
Opthcell, n =26; 1= AndroMed + OviXcell + OptiXcell, n =26; 1 = AndroMed + OviXcell, n
= 26; 1= AndroMed + OptiXcell, n = 26; 1 = OviXcell + OptiXcell, n =22)
eij = residualni chyba

Popis modelu rovnic pro konkrétni zavislé proménné po rozmazeni pro CASA jsou nasledujici:
1. Ythwij = p + DEN * BER + RED;+ b1-7 x EQ + eij

kde Ythwijk = hodnoty celkové motility, progresivni motility, VAP, VCL, VSL, LIN a STR,

v§e po rozmrazeni

L = obecny prumér znaku

DEN * BER= zndhodnény sdruzeny efekt dne a plemenika

RED; = fixni efekt i-té varianty fedidla (i = AndroMed, n = 26; 1 = OviXcell, n = 26; 1 =

Opthcell, n =26; 1= AndroMed + OviXcell + OptiXcell, n =26; 1 = AndroMed + OviXcell, n

= 26; 1= AndroMed + OptiXcell, n = 26; 1 = OviXcell + OptiXcell, n =22)

bi-7 x EQ = hodnoty pro dil¢i zavisle proménné po ekvilibraci formou jako kovariaty (celkova

motilita, progresivni motilita, VAP, VCL, VSL, LIN a STR)

eij = residualni chyba

Rozdily ve sledovanych ukazatelich v zavislosti na zvolenych faktorech byly hodnoceny na
hladinach statistické prikaznosti P < 0,05.
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5.2 Prutokovy cytometr

Popis modelu rovnic pro konkrétni zavislé proménné po ekvilibraci pro priatokovou
cytometrii jsou nasledujici:
1. Yeqij = p + DEN * BER + RED; + eij

kde Yeqijk = celkova viabilita bunék, podil bun¢k s poskozenou plazmatickou membranou,
podil bunék s poSkozenim akrozomu, podil bun€k s poskozenou plazmatickou membranou a
poskozenym akrozomem, intenzita signalu MitoTrackeru, vSe po ekvilibraci

L = obecny prumér znaku

DEN * BER= zndhodnény sdruzeny efekt dne a plemenika

RED; = fixni efekt i-té varianty fedidla (i = AndroMed, n = 26; 1 = OviXcell, n = 26; 1 =
Opthcell, n =26; 1= AndroMed + OviXcell + OptiXcell, n =26; 1 = AndroMed + OviXcell, n
= 26; 1= AndroMed + OptiXcell, n = 26; 1 = OviXcell + OptiXcell, n =22)

eij = residualni chyba

Popis modelu rovnic pro konkrétni zavislé proménné po rozmazeni pro prutokovou
cytometrii jsou nasledujici:
1. Ythwij = p + DEN * BER + RED;i+ b7 x EQ + eij

kde Yeqijk = celkova viabilita bunék, podil bun¢k s poskozenou plazmatickou membranou,
podil bunék s poSkozenim akrozomu, podil bun€k s poskozenou plazmatickou membranou a
poskozenym akrozomem, spermie s mitochondridlnim membranovym potencialem a intenzita
signalu MitoTrackeru, v§e po rozmrazeni

L = obecny prumér znaku

DEN * BER= zndhodnény sdruzeny efekt dne a plemenika

RED; = fixni efekt i-té varianty fedidla (i = AndroMed, n = 26; 1 = OviXcell, n = 26; 1 =
Opthcell, n =26; 1= AndroMed + OviXcell + OptiXcell, n =26; 1 = AndroMed + OviXcell, n
= 26; 1= AndroMed + OptiXcell, n = 26; 1 = OviXcell + OptiXcell, n =22)

bi-7 x EQ = hodnoty pro dil¢i zavisle proménné po ekvilibraci formou jako kovariaty (celkova
viabilita bunék, podil bunék s poSkozenou plazmatickou membranou, podil bunék s
poskozenim akrozomu, podil bun¢k s poSkozenou plazmatickou membranou a poskozenym
akrozomem, spermie s mitochondrialnim membranovym potencidlem a intenzita signalu
MitoTrackeru)

eij = residualni chyba

Rozdily ve sledovanych ukazatelich v zavislosti na zvolenych faktorech byly hodnoceny na
hladinach statistické prikaznosti P < 0,05.
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6 Vysledky

6.1 Vysledky CASA

6.1.1 Zakladni charakteristiky

V tabulce ¢. 2 jsou uvedeny veskeré zakladni statistické charakteristiky zavisle
proménnych. Vzorky byly hodnoceny po ekvilibraci a po rozmrazeni, celkem byly analyzovany
vzorky spermatu ze sedmi odb&rovych dni. Byla sledovana celkova motilita spermii,
progresivni motilita spermii a kinematické ukazatele (VAP, VCL, VSL, LIN a STR).

Promé Cetn Ar. Smérodatna Minimum Maximum
nna ost prumeér odchylka
Po MOT 171 48.40 22,969 0 93,63
ekvilibraci PROG 171 32,39 17,476 0 73,91
VAP 171 114,79 39,253 0 189,31
VCL 171 142,41 44 183 0 218,67
VSL 171 9471 37,388 0 185,25
LIN 171 78,84 12,965 0 97,68
STR 171 64,77 16,521 0 92.45
Po MOT 178 12,32 10,265 0 44 68
rozmraze PROG 178 5,60 5,962 0 29,54
ni VAP 178 73,02 40,696 0 205,12
VCL 178 103,82 52,179 0 217,36
VSL 178 52,84 35,902 0 199,28
LIN 178 58,52 28,949 0 100
STR 178 4320 24,696 0 100

Tabulka 2 Zdkladni statistické charakteristiky CASA

Zkratky: Ar. pramér — aritmeticky pramér; MOT — celkova motilita (%); PROG —progresivni
motilita spermii (%); VCL — kiivocara rychlost (um/s); VSL — ptfimocara rychlost (um/s); VAP
— pruméma rychlost drahy (um/s); LIN — linearita kfivocaré drahy (%); STR — pfimoc¢arost
prumérné drahy (%)

6.1.2 Popis modelu

Pouzity model byl statisticky vyznamny pro faktory P < 0,05. Statisticka priikaznost
jednotlivych faktord v modelové rovnici je uvedena v tabulce €. 3 a 4. Z tabulek vyplyva, ze
vSechny faktory po ekvilibraci byly statisticky vyznamné.

Efekt MOT PROG VAP VCL VSL LIN STR
DEN * BER ‘ <.0001 <0001 <0001 <0001 <0001 <0001 <0001
RED ‘ <.0001  0.0029 <0001 <.0001 <0001 <0001 <.0001

Tabulka 3 Vliv fixnich faktorii po ekvilibraci pro hodnoty CASA

Zkratky: MOT - celkova motilita (%); PROG —progresivni motilita spermii (%); VCL —
kiivocara rychlost (um/s); VSL — pfimocara rychlost (um/s); VAP — primérna rychlost drahy
(um/s); LIN — linearita kiivogaré drahy (%); STR — pfimo&arost pramérné drahy (%); RED —
fedidlo; DEN * BER= zndhodnény sdruzeny efekt dne a plemenika
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Co se hodnot po rozmrazeni tyka, tak v pouzitém statistickém modelu byl statisticky prikazny
sdruzeny efekt dne a berana a fixni efekt fedidla u vSech sledovanych znakt krome progresivni
motility. Hodnoty dil¢ich zavisle proménnych po ekvilibraci zohednénych formou kovariat
nebyly prukazné v nami zvolenych statisticky modelech odhadnutych pro ukazatele po
rozmrazeni. VIiv byl zji§tén pouze na celkovou motilitu.

Efekt MOT PROG VAP VCL VSL LIN STR

DEN * BER ‘ <.0001  <.0001 0.0002 <0001 <0001 <.0001 <0001
RED ‘ <.0001  0.0858 0.0018 0.0415 <0001 0.0114 <0001
b1.7 X EQ ‘ <.0001  0.9498 03744 03937 05680  0.5061 0.1204

Tabulka 4 Vliv fixnich faktorii po rozmrazeni pro hodnoty CASA

Zkratky: MOT - celkova motilita (%); PROG —progresivni motilita spermii (%); VCL —
kiivocara rychlost (um/s); VSL — pfimocara rychlost (um/s); VAP — primérna rychlost drahy
(um/s); LIN — linearita kiivogaré drahy (%); STR — pfimo&arost primérné drahy (%); RED —
fedidlo; DEN * BER= znadhodnény sdruzeny efekt dne a plemenika; bi.; x EQ = hodnoty pro
dil¢i zavisle proménné po ekvilibraci formou jako kovariaty (celkova motilita, progresivni
motilita, VAP, VCL, VSL, LIN a STR) po rozmrazeni

6.1.3 Vliv redidla

6.1.3.1 Motilita po ekvilibraci a po rozmrazeni

Z grafu €. 1 je patrné, ze nejniz§ich hodnot celkové motility dosahovaly vzorky fedéné
v OviXcellu (fed ¢. 2) ato 38,732,111 %. Soucasné byl prokazan rozdil mezi timto fedidlem
a C. 1 (AndroMed), 3 (OptiXcell), 4 (AndroMed + OviXcell) a 6 (AndroMed + OptiXcell).
Nejvyssich hodnot (57,6+2,111 %) celkové motility dosahovaly vzorky fedény v fed. €. 6, zde
byl shledan rozdil mezi fedidlem €. 2, 3, 5 (AndroMed + OviXcell) a 7 (OviXcell a OptiXcell).
Je patrné, ze i fedidlo €. 1 a €. 4 dosahovaly dobrych vysledkl (54,05+2,111 a 51,062,111 %)).
V grafu €. 1 jsou uvedeny detailni statisticky vyznamné rozdily.
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1(n=26) 2(n=26) 3(n=26) 4(n=26) 5(n=26) 6(n=26) 7 (n=22)
REDIDLO

Graf 1 Procentualni zastoupeni motilnich spermii po ekvilibraci
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Zkratky: 1 — AndroMed; 2 — OviXcell; 3 — OptiXcell; 4 — AndroMed + OviXcell + OptiXcell
(1:1:1); 5 — AndroMed + OviXcell (1:1); 6 — AndroMed + OptiXcell (1:1); 7 — OviXcell a
OptiXcell (1:1); a-g = odlisna pismena ve sloupcich potvrzuji statisticky signifikantni rozdily
(P<0,05); prukazné rozdily jsou mezi jednotlivymi fedidly

Hodnoty po rozmrazeni jsou zapsany a zobrazeny na grafu ¢. 2. Zde je patrné, ze
nejvyssich hodnot celkové motility bylo dosazeno v fedidle ¢. 6 (AndroMed + OviXcell) a €. 5
(AndroMed + OviXcell). Jejich hodnoty 16,07+1,099 % a 14,66+1,099 % se statisticky
vyznamné liSily od fedidel ¢. 1 a 2, kde byly hodnoty vyrazné€ nizsi (8,86+1,122% a
7,961,168 %).
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Graf 2 Procentualni zastoupeni motilnich spermii po rozmrazeni

Zkratky: 1 — AndroMed; 2 — OviXcell; 3 — OptiXcell; 4 — AndroMed + OviXcell + OptiXcell
(1:1:1); 5 — AndroMed + OviXcell (1:1); 6 — AndroMed + OptiXcell (1:1); 7 — OviXcell a
OptiXcell (1:1); a-b = odlisna pismena ve sloupcich potvrzuji statisticky signifikantni rozdily
(P<0,05); prukazné rozdily jsou mezi jednotlivymi fedidly

6.1.3.2 Celkova progresivni motilita po ekvilibraci a po rozmrazeni

Jak je patrné z grafu €. 3 nejnizs§i progresivitu po ekvilibraci vykazovaly spermie
v fedidle €. 3, a to 25,424+1,882 %. Soucasné byl prokazan statisticky rozdil mezi OptiXcellem
(¢.3) atedidly €. 1, 4 a 5. Ostatni fedidla byla bez prukazného statistického rozdilu a hodnoty
se pohybovaly v podobnych rozmezich od 30,954+2,074 % do 36,05+1,882 %.
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Graf 3 Procentualni vyjddreni progresivni motility po ekvilibraci

Zkratky: 1 — AndroMed; 2 — OviXcell; 3 — OptiXcell; 4 — AndroMed + OviXcell + OptiXcell
(1:1:1); 5 — AndroMed + OviXcell (1:1); 6 — AndroMed + OptiXcell (1:1); 7 — OviXcell a
OptiXcell (1:1); a-c = odli§na pismena ve sloupcich potvrzuji statisticky signifikantni rozdily
(P<0,05); prukazné rozdily jsou mezi jednotlivymi fedidly

Graf ¢. 4 znazorfiuje procento spermii s progresivni motilitou po rozmrazeni. Statisticky
prukazny rozdil po rozmrazeni nebyl ani mezi jednim fedidlem. Pfesto je zde vidét, ze vzorky
v fedidle ¢islo 6 (7,66+0,842 %) mirn€ procentualné prevySovaly ostatni fedidla, napt. nejmensi
progresivitu mély vzorky v OviXcellu a OptiXcellu (4,34+0,841 % a 4,47+0,877 %).
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Graf 4 Procentualni vyjadreni progresivni motility po rozmrazeni

Zkratky: 1 — AndroMed; 2 — OviXcell; 3 — OptiXcell; 4 — AndroMed + OviXcell + OptiXcell
(1:1:1); 5 — AndroMed + OviXcell (1:1); 6 — AndroMed + OptiXcell (1:1); 7 — OviXcell a
OptiXcell (1:1); a = pismeno ve sloupcich potvrzuje, Ze nejsou zadné statisticky signifikantni
rozdily (P<0,05); pritkkazné rozdily nejsou mezi jednotlivymi fedidly

41



6.1.3.3 Dalsi kinematické ukazatele po ekvilibraci a po rozmrazeni

Vysledky VAP, VCL a VSL po ekvilibraci jsou zobrazeny v nasledujici tabulce (€. 5).
Vsechny tyto hodnoty jsou udavany v um/s. Co se VAP tyka, tak zde byly mezi vysledky
vyznamné statistické rozdily. Nejvyssi hodnoty bylo dosazeno v fedidle ¢. 2 (134,65+2,771
um/s) a toto bylo signifikantni v porovnani s fedidly €. 1, 3,4, 6 a 7. Z toho i soucasné vyplyva,
ze tedidlo ¢. 5 mélo vysokou rychlost drahy (124,56+2,771 um/s) a vykazovalo prikazné
rozdily oproti fedidlim €. 1, 3, 6 a 7. Nejnizsi rychlost byla naproti tomu zaznamenana v fedidle
C. 3(92,43+2,77 um/s), které se signifikantné lisilo s fedidly €. 1, 2, 4, 5 a 7. U VCL je situace
obdobn4, kdy nejvyssi hodnota byla namétena u fedidla €. 5 (150,55+3,665 um/s) a u fedidla €.
2 (148,5743,665 um/s). Prikazné rozdily vSak byly dokumenotvany pouze s fedidlem ¢. 3.
Shodné nejhorsi kiivocarou rychlost mélo fedidlo ¢. 3 (127,6143,665 um/s) a to bylo prakazné
sC.2,4a5. Hodnota VSL byla téz s Cetnymi statistickymi rozdily, nejvyssi pfimocara rychlost
byla u fedidla ¢. 2 (125,0142,876 um/s). Zde byl prikazny rozdil v porovnani se vSemi
ostatnimi fedidly. Taktéz nejhorsi rychlost byla u fedidla ¢. 3 (67,28+2,876 um/s), coz bylo
statisticky vyznamné se vS§emi fedidly (kromé €. 6).

U obou hodnot LIN a STR bylo dosazeno nejvyssich Cisel v fedidle ¢. 2 (90,344+1,935
%; 81,98+1,795%) a soucasné tyto hodnoty vykazovaly signifikantni rozdily oproti ostatnim
fedidlim. Nejnizsi hodnoty byly shodné v fedidle ¢. 6 (65,01£1,935 %; 48,94+1,795 %) ai zde
byly shodné signifikantni rozdily s ostatnimi fedidly (kromée ¢. 3) (Tabulka €. 5).

RED VAP (um/s) VCL (um/s) VSL (um/s) LIN (%) STR(%)

1 10542,7712 138,1243,665%  85,56+2.8764 79,13+1,9352 61,32+1,7952
(n=26) 5 d d

2 134,6542,771° 148 57+3.665* 125,0142,876 90,34+1,935> 81,98+1,795¢
(n=26) g

3 924342771 127,61+3,665° 67,28+2.876Y 72,441,935 55 37+1,7954
(n=26) c

4 120,88+2,7719%  147,63+3.665* 100,8+2,876° 81,03+1,935¢ 66,67+1,795%
(n=26) | ¢ e

5 124,56+2,771%¢  150,55+3,665* 105,08+2,876 81,78+1,935¢ 67,33+1,795%
(n=26) : :

6 101,7942,771%  140,98+3.665* 73,83+2,876% 65,01+1,935¢ 48,9441,795°
(n=26) b e

7 109,4343,055% 134,644,039  90,69+3,17°  80,26+2,133% 65,81+1,9782
(n=22) c

Tabulka 5 Kinematické hodnoty CASA pro jednotliva redidla po ekvilibraci; ESM + SE

Zkratky: VAP — primérna rychlost drahy (um/s); VCL — kfivocara rychlost (um/s); VSL —
pfimocara rychlost (um/s); LIN — linearita kiivocaré drahy (%); STR — pfimocarost pramérné
drahy (%), RED - fedidlo; 1 — AndroMed; 2 — OviXcell; 3 — OptiXcell; 4 — AndroMed +
OviXcell + OptiXcell (1:1:1); 5 — AndroMed + OviXcell (1:1); 6 — AndroMed + OptiXcell
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(1:1); 7— OviXcell a OptiXcell (1:1); a-f = odliSna pismena ve sloupcich potvrzuji statisticky
signifikantni rozdily (P<0,05); prikazné rozdily jsou mezi jednotlivymi fedidly

Po rozmrazeni byly vysledky mirné€ odli§né ve srovnani s vysledky zjistované po ekvilibraci
(tabulka ¢. 6). Obecné bylo dosaZeno jen mala prikaznych rozdilG napii¢ jednotlivymi
variantami fedidel. Nejnizsi hodnoty VAP, VCL a VSL byly shodné pozorovany v AndroMedu
(51,64+6,323 um/s; 78,76+7,307 um/s a 35,41£5,669 um/s). Prikazné rozdily byly detekovany
pouze v porovnani s fedidlem ¢. 7. V fedidle €. 7 totiz bylo dosazeno vysokych hodnot VAP,
VCL a VSL (86,636,774 um/s; 111,648,114 um/s; 64,75+6,088 um/s). Vysledky VAP a VSL
byly soucasné vysoké u fedidla ¢. 2 (84,92+7,006 um/s a 79,55+7,169 um/s), coz bylo dolozeno
statistickou signifikanci. U hodnoty LIN byl shledan pouze jeden statisticky vyznamny rozdil
a to mezi fedidlem €. 2 a 4 (rozdil 69,56+4,993 % a 45,3+4,532 %). Ostatni hodnoty LIN byly
v ramci statistické analyzy srovnatelné (52,25+4,547 - 63,74+4,983 %). Podobné& u STR byly
prukazné rozdily mezi fedidlem €. 2 a tedidly €. 1, 3, 4, 5, 6. Podrobéji jsou vysledky zapsany
v nasledujici tabulce €. 6.

RED VAP (um/s) VCL (um/s) VSL (um/s) LIN (%) STR (%)

1 (n=26) | 51,64+6323% 78,76+7,307°  3541+5669% 59,65+4,515® 3820+4 026
2 (n=26) | 84,92+7,006® 97,85+7,34%  7955+7.169® 69,56+4,993%  64,45+5,005
3 (n=26) | 75,68+7,233" 108,27+7,642% 48 62+6,899% 57,67+4,67%  41,07+4,312%
4(n=26)  66,24£6,179" 101,76+7,322% 43 3845573 453445320 31 64+3,094°
5 (n=26) | 66+6,321®  106,46+7,388%® 4528+5717% 52,2544 547% 36 89+4,005%
6 (n=26) 72,21£6,498" 106,89+7,28% 47 63+6,347% 53 34+5194% 33,1944 861%
7 (n=22) | 86,63+6,774° 111,6+8,114>  64,75+6,088% 63,74+4,983% 50 56+4,392

Tabulka 6 Hodnoty CASA pro jednotliva redidla po rozmrazeni; ESM + SE

Zkratky: VAP — primérna rychlost drahy (um/s); VCL — kfivocara rychlost (um/s); VSL —
pfimocara rychlost (um/s); LIN — linearita kiivocaré drahy (%); STR — pfimocarost pramérné
drahy (%); RED — fedidlo; 1 — AndroMed; 2 — OviXcell; 3 — OptiXcell; 4 — AndroMed +
OviXcell + OptiXcell (1:1:1); 5 — AndroMed + OviXcell (1:1); 6 — AndroMed + OptiXcell
(1:1); 7— OviXcell a OptiXcell (1:1); a-c = odli§na pismena ve sloupcich potvrzuji statisticky
signifikantni rozdily (P<0,05); prikazné rozdily jsou mezi jednotlivymi fedidly
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6.2 Vysledky prutokovy cytometr

6.2.1 Zakladni charakteristiky

Tabulka ¢. 7 nam ukazuje zakladni statistické charakteristiky pro pritokovou cytometrii. Jako
zivotaschopné spermie jsme brali spermie bez poskozené plazmatické membrany, bez
poskozeného akrozomu a s mitochondrialni aktivitou. Po ekvilibraci jsme hodnotili 137 vzorka
pro kazdou nami zvolenou proménnou (zivotaschopné spermie; s poskozenou plazmatickou
membranou; s poskozenou plazmatickou membranou a poSkozenym akrozomem;
s poskozenym akrozomem; buriky s vysokym mitochondrialnim membranovym potencialem,
intenzita signalu MitoTrackeru). V tabulce je mozné si vSimnout, ze aritmeticky prumér
viability byl po ekvilibraci 48,50+19,336 %, ale po rozmrazeni doslo k vyraznému poklesu na
11,22+8,176 %, coz predstavuje 4x méné zivotaschopnych spermii. U hodnot znacici poskozeni
je trend opacny, kdy se zvySovalo procento poSkozeni, napt. u PM z 22,32+8.837 % na
40,34+12,789 atd. (viz tabulka ¢. 7)

Promé Cetn Ar.primér Smérodatni Minimum Maximum
nna ost (%) odchylka (%) (%) (%)
Po VIA 137 48,50 19,336 6,57 73,96
ekvilibr  pM 137 2232 8,837 9.42 47,83
aci PMA 137 28091 12,08 14,56 58,99
PA 137 0,25 0,186 0,03 0,97
MMP 137 44,77 20,405 3,5 73,19
ISM 137 5,83 2,55 0,84 14,26
Po VIA 144 11,22 8,176 0,81 36,23
rozmra pM 144 40,34 12,788 13,55 62,15
zeni PMA 144 47095 14,976 24,15 83,95
PA 144 0,48 0,398 0 1,5
MMP 144 8,04 8,042 0,08 33,35
ISM 144 401 1,943 0,66 9,12

Tabulka 7 Zdkladni statistické charakteristiky - priitokovy cytometr

Zkratky: Ar. pramér — aritmeticky prameér; VIA — Zivotaschopné spermie; PM — s poskozenou
plazmatickou membranou; PMA — s poskozenou plazmatickou membranou a poskozenym
akrozomem; PA — s poSkozenym akrozomem; MMP —buiiky s vysokym mitochondridlnim
membranovym potencialem, IMT — intenzita signalu MitoTrackeru;

6.2.2 Popis modelu

Pouzity model byl statisticky vyznamny pro faktory P < 0,05. Statisticka priikaznost
jednotlivych faktord v modelové rovnici je uvedena v tabulce ¢. 8 a 9. Z tabulek vyplyva, ze
vSechny faktory po ekvilibraci byly statisticky vyznamné.
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Efekt VIA PM PMA PA MMP ISM
DEN * BER ‘ <.0001 <.0001 <.0001 <.0001 <.0001 <.0001
RED ‘ <.0001 <.0001 <.0001 0.1061 <.0001 <.0001

Tabulka 8 Vliv fixnich faktorii po ekvilibraci pro hodnoty priitokového cytometru

Zkratky: VIA - zivotaschopné spermie; PM — s poskozenou plazmatickou membranou; PMA
— s poskozenou plazmatickou membranou a poskozenym akrozomem; PA — s poskozenym
akrozomem; MMP —buriky s vysokym mitochondridlnim membranovym potencialem, IMT —
intenzita signalu MitoTrackeru; RED — fedidlo; DEN * BER= znahodnény sdruzeny efekt dne
a plemenika

V pouzitém statistickém modelu pro zhodnoceni cytometrickych udaji po rozmrazeni
byl statisticky prukazny sdruzeny efekt dne a berana a fixni efekt fedidla u vSech sledovanych
znakli. Hodnoty dil¢ich zavisle proménnych po ekvilibraci zohlednénych formou kovariat
nebyly prikazné pro nami zvolené statistické modely, krome jediného faktoru, a to na spermie
s poSkozenou plazmatickou membranou a poskozenym akrozomem. VSe je detailné uvedeno
v tabulce €. 9

Efekt VIA PM PMA PA MMP ISM

DEN * BER ‘ <.0001 <.0001 <.0001 <.0001 <.0001 <.0001
RED ‘ <.0001 <.0001 <.0001 <.0001 <.0001 <.0001
b1.7 X EQ ‘ 0.6411 0.8143 0.0123 0.5581 0.3298 0.8406

Tabulka 9 Vliv fixnich faktorii po rozmrazeni pro hodnoty priitokového cytometru

Zkratky: VIA - zivotaschopné spermie; PM — s poskozenou plazmatickou membranou; PMA
— s poskozenou plazmatickou membranou a poskozenym akrozomem; PA — s poskozenym
akrozomem; MMP —buiiky s vysokym mitochondrialnim membranovym potencidlem, ISM —
intenzita signalu MitoTrackeru; RED — fedidlo; DEN * BER= znahodnény sdruzeny efekt dne
a plemenika; b1z x EQ = hodnoty pro dil¢i zavisle proménné po ekvilibraci formou jako
kovariaty (celkova viabilita bun€k, podil bun€k s poSkozenou plazmatickou membranou, podil
bunék s poskozenou plazmatickou membranou a poskozenym akrozomem, podil bunék s
poskozenim akrozomu, spermie s mitochondrialnim membranovym potencialem a intenzita
signalu MitoTrackeru) po rozmrazeni

6.2.3 Vliv redidla

6.2.3.1 Procentualni zastoupeni zivotaschopnych spermii po ekvilibraci a po rozmrazeni

Kdyz se podivame na graf ¢. 5, muzeme si v§imnou velkého mnozstvi statisticky
vyznamnych rozdilt po ekvilibraci vzorkd. Napt. fedidlo ¢. 2 (OviXcell) se signifikantné lisi
se vSemi porovnavanymi fedidly a potvrzuje tim obsah nejnizsiho procenta zivotaschopnych
spermii (38,53+1,029 %). Naproti tomu se i signifikantné 1i§i fedidlo ¢. 1 s €. 2,3, 5 a7, zaroven
vede nad nimi svym obsahem zivotaschopnych spermii (54,23+1,029 %). Muzeme také fici, ze
fedidla €. 4 (50,7341,029 %) a €. 6 (52,02+1,029 %) dopadly lépe jak primérn€, protoze se
statisticky neliSily od fedidla ¢. 1 a zaroven byl prokéazan rozdil s fedidlem ¢. 2 a 7.
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Graf 5 Procento Zivotaschopnych spermii po ekvilibraci

Zkratky: VIA - zivotaschopné spermie (%); 1 — AndroMed; 2 — OviXcell; 3 — OptiXcell; 4 —
AndroMed + OviXcell + OptiXcell (1:1:1); 5 — AndroMed + OviXcell (1:1); 6 — AndroMed +
OptiXcell (1:1); 7— OviXcell a OptiXcell (1:1); a-e = odliSna pismena ve sloupcich potvrzu;ji
statisticky signifikantni rozdily (P<0,05); prukazné rozdily jsou mezi jednotlivymi fedidly

Z grafu €. 6 vypliva, ze nejhorsi viabilitu po rozmrazeni vykazovaly spermie fedéné
v OviXcellu (4,17+1,147 %), stejné jako tomu bylo u ekvilibrovanych vzorkt. V tomto fedidle
byly shledany signifikantni rozdily v porovnani se vSemi fedidly kromé €. 7, které mélo téz
maly obsah viabilnich bun¢k (8,31+0.98 %). Dilezitym vysledkem je, ze signifikantné byl
prokazan nejlepsi vysledek utedidla ¢. 6. Tento vysledek je dokumentovan prikaznymi rozdily,
a to se vSemi ostatnimi hodnocenymi fedidly.
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Graf 6 Procento Zivotaschopnych spermii po rozmrazeni
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Zkratky: VIA - zivotaschopné spermie (%); 1 — AndroMed; 2 — OviXcell; 3 — OptiXcell; 4 —
AndroMed + OviXcell + OptiXcell (1:1:1); 5 — AndroMed + OviXcell (1:1); 6 — AndroMed +
OptiXcell (1:1); 7— OviXcell a OptiXcell (1:1); a-d = odli$na pismena ve sloupcich potvrzuji
statisticky signifikantni rozdily (P<0,05); prukazné rozdily jsou mezi jednotlivymi fedidly

6.2.3.2 Podil bunék s poskozenou plazmatickou membranou, podil bunék s poSkozenou
plazmatickou membranou a poskozenym akrozomem, podil bunék s poskozenim
akrozomu, buriky s vysokym mitochondrialnim membranovym potencialem,
intenzita signalu MitoTrackeru po ekvilibraci a po rozmrazeni

Primérné hodnoty naméfené po ekvilibraci jsou uvedené v tabulce ¢. 10. Nejvétsi
procento spermii s poSkozenou plazmatickou membranou a procento bunék s poskozenou
plazmatickou membranou a poskozenym akrozomem se nachdzelo vfedidle ¢. 2
(28,56+0,832% a 32,67+0,743 %). Statisticky vyznamny rozdil byl pozorovan mezi timto
fedidlem a vSemi ostatnimi fedidly. V pfipadé bunek s poskozenou plazmatickou membranou
a poSkozenym akrozomem byl prukazny rozdil v porovnani s ostatnimi fedidly kromé fedidla
¢. 7, protoze to obsahovalo podobné 32,55+0,815 % poskozenych spermii. Ostatni hodnoty PM
a PA nevykazovaly statisticky vyznamné rozdil. Mlzeme tedy fici, ze se fedidla statisticky
nelisila a procento poskozeni bylo podobné. Podrobné&jsi popis je uveden v tabulce €. 10.

Procento bunék s vysokym mitochondridlnim membranovym potencidlem bylo nejvyssi
v fedidle €. 6 (49,06+1,443 %) a €. 4 (48,32+1,443 %). Tyto fedidla nevykazovala signifikantni
rozdil jen v porovnani mezi sebou. Nejméne bunék MMP pak bylo v fedidle €. 2 (37,12+1,443
%), kde byl i pozorovan prukazny rozdil s ostatnimi fedidly (mimo €. 1).

Intenzita signalu MitoTrackeru byla nejvyssi u fedidla ¢. 2 (8,41+0,251), coz bylo
vyrazné vice nez u ostatnich fedidel a je zde signifikantni rozdil se vSemi fedidly. Nejhorsi
vysledek byl u fedidla ¢. 1 (4,49+0,251), zde nebyl prukazny rozdil akorat s fedidly ¢. 3 a 6.

RED PM PMA PA MMP ISM

1 (n=26) | 198+0,832"  2566+0,743"  031£0,024" 41,731,443 4,49+0,251°
2 (n=26) | 28.56£0,832° 32,67£0,743°  023+0,024" 37,12£1443°  841+0,251°
3(n=26) | 2241£0,832" 28210743  02+0,024"  47411,443" 5,150,251
4(n=26) 20,890,832 28,130,743 025:0,024" 4832+1443°  6,1240,251%
5(n=26) 22370832 2891+0,743% 027+0,024" 4580+1443"  6,03+0,251%
6 (n=26) 20,39+0,832" 2731£0,743%® 0,27£0,024" 49,06+1443%  549+0,251%
7(m=22) 21,64£0912" 3255:0815°  025+0,026" 44,70+1571°  6,98+0,274"

Tabulka 10 Hodnoty z priitokového cytometru pro jednotliva redidla po ekvilibraci; ESM + SE

Zkratky: PM — s poSkozenou plazmatickou membranou; PMA — s poSkozenou plazmatickou
membranou a poSkozenym akrozomem; PA — s poSkozenym akrozomem; MMP —buiiky
s vysokym mitochondridlnim membranovym potencidlem, ISM - intenzita signalu
MitoTrackeru; RED — fedidlo; 1 — AndroMed; 2 — OviXcell; 3 — OptiXcell; 4 — AndroMed +
OviXcell + OptiXcell (1:1:1); 5 — AndroMed + OviXcell (1:1); 6 — AndroMed + OptiXcell
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(1:1); 7— OviXcell a OptiXcell (1:1); a-e = odli§na pismena ve sloupcich potvrzuji statisticky
signifikantni rozdily (P<0,05); prikazné rozdily jsou mezi jednotlivymi fedidly

Primérné hodnoty naméfené po rozmrazeni jsou uvedené v tabulce ¢. 11. Nejvétsi
procento spermii s poSkozenou plazmatickou membranou se nachéazelo v fedidle €. 1
(51,97+0,977 %), coz je presné opacna situace nez po ekvilibraci. Statisticky vyznamny rozdil
byl pozorovan mezi timto fedidlem a v§emi ostatnimi fedidly. Jako druhé nejhorsi bylo fedidlo
¢. 5 (47,61£0,943 %), kde byl zjistén statisticky rozdil s porovnavanymi fedidly, kromé fedidla
¢. 2, protoze obsah PM byl témér stejny, a to 47,14+1,136 %. Soucasné toto fedidlo mélo
nejvice spermii s poSkozenim akrozomu (0,72+0,054 %), stejné jako fedidlo ¢. 1 (0,61+0,055
%), 5 (0,62+0,054 %) a 4 (0,55+0,054 %). Tyto trendy byly doprovazeny signifikantnimi
rozdily. Podil bunék s poSkozenou plazmatickou membranou a poskozenym akrozomem byl
nejvyssi v fedidle €. 7, a to 58,38+1,294 %, kde byl i prikazny rozdil v porovnani s ostatnimi
fedidly kromé fedidla ¢. 3. Nejlepsich vysledkt v tomto ukazateli vykazovala fedidla ¢. 1
(36,51£1,177 %) a 5 (40,15+1,095 %), zde byl pozorovan rozdil oproti fedidlim ¢. 2, 3, 4, 6 a
7.

Procento bunék s vysokym mitochondridlnim membranovym potencidlem bylo nejvyssi
v fedidle €. 6 (13,54+0,861 %), nejméné pak v fedidle €. 2 (2,36+0,922%), kde byl i pozorovan
prukazny rozdil s ostatnimi fedidly (mimo ¢. 1). Podrobnéjsi vysledky jsou uvedeny v tabulce
¢. 10

Intenzita signalu MitoTrackeru byla nejvyssi u fedidla ¢. 7 (6,02+0,266), coz bylo
dokumentovano signifikantimi rozdily ve srovnéani se vSemi ostatnimi hodnocenymi fedidly.
Nejhorsi vysledek byl naproti tomu zaznamenan u fedidla ¢. 1 (2,03+0,252). Také toto tvrzeni
1ze dokumentovat signifikantnimi rozdily se vS§emi ostatnimi fedidly.

RED PM PMA PA MMP ISM

1 (n=26) S1.97X0977" 3651£1177  0,61£0,055  5,14£0,846™  2,03+0,252°
2 (n=26) 4T14+1136" 46,18£1,203°  0,72£0,054" 236+0,022°  4,34+0,309"
3 (n=26) | 34.34£0,943°  53,28+1,009%% 0,17£0,055°  10,67+0,843%%  4,45+0,234°
4 (n=26)  3534£0954° SLI4=1,101™  0,55:0,054™ 10,38+0,852%  4,04+0,228"
5(n=26) | 47.61£0943%  40,15£1,005"  0,6240,054" 8,54£0,833%¢  3,08+0,228"
6 (n=26) 33,05£0,963° 49.86+1,116"  0,36+0,054% 13,54£0,861°  3,68+0,220
7(m=22) 31,691,036° 5838+1204° 030,059  727£0912%¢  6,02+0,266°

Tabulka 11 Priimérné procentudlni zastoupeni spermii po rozmrazeni; ESM + SE

Zkratky: PM — s poSkozenou plazmatickou membranou; PMA — s poSkozenou plazmatickou
membranou a poSkozenym akrozomem; PA — s poSkozenym akrozomem; MMP —buiiky
s vysokym mitochondridlnim membranovym potencidlem, ISM — intenzita signalu
MitoTrackeru; RED - fedidlo; 1 — AndroMed; 2 — OviXcell; 3 — OptiXcell; 4 — AndroMed +
OviXcell + OptiXcell (1:1:1); 5 — AndroMed + OviXcell (1:1); 6 — AndroMed + OptiXcell
(1:1); 7— OviXcell a OptiXcell (1:1); a-e = odli§na pismena ve sloupcich potvrzuji statisticky
signifikantni rozdily (P<0,05); prikazné rozdily jsou mezi jednotlivymi fedidly
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7 Diskuze

Proces kryokonzervace je jednim z nejdulezitéjSich faktort, které ovliviiuji kvalitu
zmrazené¢ho beraniho spermatu (Matshaba et al., 2014). Vede k poskozeni zpusobenym
predevsim chladovym Sokem, tvorbou intracelularnich ledovych krystalli, oxidacnim stresem,
roztokovym efektem a reorganizaci lipidi a proteini v membranach (Castro et al., 2016).
Presnéji feCeno, ejakulat berana se ukazal jako obtiznéj$i ke kryokonzervaci, nez sperma jinych
hospodarskych zvitat (Abdelhakeam et al., 1991).

Pro kryokonzervaci semene berana byla vyvinuta rizna fedidla a kryoprotektivni latky
(Nur et al., 2010). Redidla spermatu jsou obecn& obohaceny vajeénym Zloutkem. Vajeény
zloutek je hlavni slozkou fedidel pro skladovani a kryokonzervaci spermatu vétSiny druht saveu
vcetné byku, berant, koz, prasat a dokonce i lidi (Forouzanfar et al., 2010). Hlavni nevyhodou
pouziti materialu zivoc¢isného puvodu ve struktute kryokonzervacniho média je hygienické
riziko, pfenos nemoci a mikrobialni kontaminace, kterd nésledné¢ umoziiuje produkci
endotoxint. Dale bylo zjisténo, Ze vajeCny zloutek je antigenni hmota a vyvolava tvorbu
protilatek v systémové cirkulaci a reprodukcnim traktu. Védci zkoumali, jak najit ndhradu za
hlavni slozku fedidel spermatu. Sojovy lecitin rostlinného pivodu by mohl byt lepsi
alternativou. Uginnou slozkou vaje¢ného Zloutku je lipoproteinova frakce s nizkou hustotou,
(jako je lecitin), ktera chrani membrany pfed poruSenim béhem kryokonzervace.
Fosohatidylcholiny, lipoproteiny o nizké hustoté vajecného zloutku, jsou velmi vyznamné pro
ochranu membran spermii v procesu zmrazovani a rozmrazovani. Podobna slozka, jako je
sojovy lecitin, mize byt nahradou za vajecny zloutek v kryokonzervaénich fedidlech spermatu
(Toker et al., 2016). Proto nami zvolena fedidla byla na bazi s6jového lecitinu a OptiXcell je
bezbilkovinné fedidlo vyvinuté na bazi vaje¢ného zloutku.

(Khatun et al.,, 2021) se ve své studii zabyvali nahrazenim vaje¢ného Zzloutku
alternativnim séjovym lecitinem ziskanym z rostlin. Cilem bylo zhodnotit vliv fedidel na bazi
vajecného zloutku a sojového lecitinu na kvalitu kryokonzervovaného semene berani. Ve
srovnani mezi dvéma fedidly pfipravek OviXcell vykazoval lepsi kvalitu spermii jak ve fazi
pred zmrazenim (motilita spermii), tak ve fazi po rozmrazeni. Redidlo spermatu AndroMed®
na bazi sojového lecitinu (Minitibe GmbH) bylo ptivodné vyvinuté pro kryokonzervaci spermii
skotu. Toto komer¢né dostupné fedidlo spermatu obsahuje vysoky podil fosfolipidi podobnych
vajecnému zloutku (hlavné fosfatidylcholin, fosfatidylethanolamin a fosfatidylinositol), jak
uvadi (Fukui et al., 2008). Obecn¢ plati, ze sojovy lecitin se sklada nejen ze smési fosfolipidi,
ale také triglycerida, mastnych kyselin, sterolt, sterolglykosida, aestera, tokoferolt a sacharida
(Scholfield, 1981) Sojovy lecitin byl nedavno rozpoznan jako chemicky definovana alternativa
vajecného zloutku bez patogent pro uspésné skladovani beraniho semene pii nizké teploté (de
Paz et al., 2010; Fukui et al., 2008; Khalifa & Lymberopoulos, 2013) Navzdory zjisténym
uspéchuim v aplikaci komercnich fedidel spermatu na bazi sdjového lecitinu pro kryokonzervaci
spermii berana (ve smyslu in vitro a in vivo), néktefi védci zaznamenali vyrazné snizeni tvorby
blastocyst in vitro, snizeni oplozeni a embryonalni ztraty po zpracovani spermii berana v
komer¢nim fedidle na bazi s6jového lecitinu (Ptacek et al., 2019).

Dalsi pfistup k nahradé LDL z vajec¢ného zloutku a lecitinu je pouziti definovanych
lipidd, jako jsou liposomy. Ochranné vlastnosti liposomt jsou piisuzovany pienosu lipida a
cholesterolu mezi lipozomalni a buné¢nou membranou. Optixcel® je fedidlo na bazi lipozomi
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urCeny pro konzervaci byciho spermatu. Vysledky (Moula et al., 2018) neprokazaly zadnou
vyhodu pfipravku Optixcel® oproti ostatnim fedidlim testovanych v zachovani pohyblivosti
s oplodiiovaci schopnosti spermii. CASA poskytuje objektivni hodnoceni pohyblivosti spermii.
Tento pfistup byl pouzit v mnoha studiich k hodnoceni uc¢inku nékolika tedidel (Duragen®,
Andromed®, Triladyl®, Optixcel®, INRA96®, a Ovipro®) na celkovou motilitu, progresivni
motilitu, VCL, VSL a VAP. Celkové parametry CASA byly u obou plemen berani vyznamné
ovlivnény typem pouzitého fedidla, a to bez ohledu na teplotu skladovani (5 nebo 15 °C) (Moula
et al., 2018). V této diplomové praci byl pozorovan rozdil v celkové motilité€ spermii s riznymi
pouzitymi fedidly. Rozdily byly pozorovany, kdyz se vzala v uvahu interakce mezi
nimi. Nejvys§i  celkova motilita spermii byla pozorovana v fedidle ¢. 6 (AndroMed +
OptiXcell) (57,642,111 %) po ekvilibraci, kde byl shledan rozdil mezi fedidlem €. 2, 3, 5 a 7.
Redidlo & 1a ¢&. 4 dosahovaly také dobrych vysledku (54,0542,111 a 51,06+2,111 %). Po
rozmrazeni nejvyssich hodnot celkové motility bylo taktéz dosazeno v fedidle ¢. 6 (AndroMed
+ OptiXcell) a €. 5 (AndroMed + OviXcell). Jejich hodnoty 16,07+1,099 % a 14,66+1,099 %
se statisticky vyznamné liSily od fedidel ¢. 1 (AndroMed) a 2 (OviXcell), kde byly hodnoty
vyrazné nizsi (8,86+1,122 % a 7,96+1,168 %). Z toho muzeme usuzuvat, ze samotné fedidlo
AndroMed nemusi byt zcela optimalni pro proces kryokonzervace valasskych berand. S
ohledem na to, Ze motilita spermii klesla béhem procesu z 54,05+2,111 % na 8,86+1,122 %.
Kulaksiz et al. (2012) zaznamenali lepsi uchovani spermii v fedidle na bazi mléka a vajec nez
v fedidle na bazi sojovych bobu (pfipravek Andromed®). Snizeni motility v pfipravku
Andromed® je pravdépodobné zpisobeno vysokou viskozitou sojového lecitinu.

Ve studii Matshaba et al. (2014) bylo zjisténo, ze procento progresivni motility spermii
bylo snizeno po procesu zmrazovani a rozmrazovani, bez ohledu na typ pouzité¢ho fedidla.
Redidlo BioXcell ® a OviXcell ® se ukazaly jako lepsi pro udely kryokonzervace semene.
V porovnani s nasimi vysledky je shodné dokazano, ze progresivni motilita se po krykonzervaci
snizila, napt. u fedidla ¢. 5 z 16,07+1,099 % na 6,04+0,844 % a u fedidla ¢. 6 z31,28+1,882 %
na 7,66+0,842 %. Odlisné vsak OviXcell v nasich vysledcich dosahoval nejhorsich hodnot, kdy
progresivni motilita klesla z 32,4224+1,882 % po ekvilibraci na 4,340,841 % po rozmrazeni.

Priutokova cytometrie byla uspésna jako nastroj pro studium nékolika fyziologickych
vlastnosti spermii. Ve studii (del Olmo et al., 2013) bylo zji§téno, ze existuje pfimy vztah mezi
parametry motility a plodnosti, a mitochondrie byly povazovany za zakladni organelu ve
fyziologii spermii. Mitochondrie maji také klicovou roli v riiznych bunécnych funkcich jako je
modulace redoxni rovnovahy, osmotické regulace a homeostaza “** (F. J. Pefia et al., 2009).
(Hammadeh et al., 2001) uvadé&ji, ze posSkozeni DNA spermii bylo spojeno s neplodnosti,
embryonalni ztratou v raném stadiu a genetickymi abnormalitami u potomku. Pfi¢inou by mohl
byt nedostatek protaminu, ktery souvisi s poskozenim DNA. Povaha a stupen interakce mezi
protaminy prostfednictvim disulfidickych vazeb je zasadni pro udrzeni stavu chromatinu v
kondenzovaném stavu. V oplodnéném vajicku dochazi k opa¢nému procesu dekondenzace,
protoze se Stépi protaminové disulfidové vazby a zprostiedkovavaji tvorbu pronuklea. Pro
pozitivni vysledek reprodukce je tedy nezbytna spravna kondenzace a dekondenzace DNA
spermii (Kasimanickam et al., 2007). (Khalifa & Lymberopoulos, 2013) studovali vliv fedidla
spermatu na strukturu chromatinu a zji§t'ovali korelaci mezi integritou chromatinu a plodnosti
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semene. Ani fedidlo ani doba skladovani nemély zadny vliv na vyskyt dekondenzovaného
chromatinu. Na rozdil od fedidla OviXcell ® bylo detekovano zhorSeni motility spermii
(P <0,01) a stability chromatinu ( P < 0,005) po 48 hodinach skladovani v fedidle milk-egg
yolk. Z této studie vyplyva, ze OviXcell ® je lepsi neZ fedidlo z mléka a vajecného Zloutku v
zachovani stability a motility chromatinu. Rozdily v pouzitém fedidle, mife fedéni spermatu,
plemeni nebo véku berani mohou byt zodpoveédné za nesoulad ve vysledcich. V této diplomové
praci vSak nejhorsi viabilitu po rozmrazeni vykazovaly spermie fedéné pravé v OviXcellu
(4,17£1,147 %), stejné jako tomu bylo u ekvilibrovanych vzorkt (38,53+1,029 %) . Ve studii
(Ansari et al., 2016) byla vyslovena hypotéza, ze OptiXcell bude ucinny pfi zachovani kvality
po rozmrazeni a in vivo plodnosti srovnavaného spermatu. V této studii se mira plodnosti
zlepsila, kdyz byly inseminace provadény pomoci spermatu kryokonzervovaného v fedidle
OptiXcell ve srovnani s rutinné pouzivanym fedidlem Tris — kyselina citronova — vajecny
zloutek v polnich podminkach. Podle dostupnych informaci to bylo poprvé, co byla hodnocena
mira plodnosti v OptiXcellu in vivo napii¢ druhy. Z naSich vysledki mizeme konstatovat, ze
hodnoty Zzivotaschopnosti spermii v OptiXcellu byly primémé, kdy po rozmrazeni bylo
zjisténo 15,45+0.867 % viabilnich bunék. V porovnani s OviXcellem se vSak jedna o znac¢né
zlepSeni. Kromé toho ma chemicky definovany OptiXcell vyhody v tom, Ze neobsahuje
zivocis$né bilkoviny, je sterilizovany, ¢iry a pfipraven k pouziti. (Ansari et al., 2016) dospéli k
zaveéru, ze OptiXcell obsahujici lipozomy je ucinngjsi pro zachovani kvality po rozmrazeni a
vede k vyssi plodnosti.

(Khalifa et al., 2013) provedli vyzkum, kde vzali dva po sob¢ jdouci polni experimenty
plodnosti v pribéhu 4 mésict a jejich cilem bylo vyhodnotit vyuziti dvou komerénich fedidel
na bazi sojového lecitinu (AndroMed a BioXcell), hodnocena byla mira brezosti pro chlazeny
a zmrazeny (nasledn€ rozmrazeny) ejakulat berana. Zjistili, ze sperma skladované v BioXcellu
mélo vyssi miru plodnosti nez sperma skladované v AndroMedu. BioXcell a AndroMed jsou
stejné ucinné pii zachovani fertilizaéniho potencialu zralého semene berana. Studie (Pytlik et
al., 2022) hodnotila n¢které parametry spermii, které urcuji kvalitu a v kone¢ném dusledku i
fertiliza¢ni kapacitu kryokonzervovanych spermii, kdy se shodné predpokladalo, ze pouze
intaktni spermie mohou proniknout pies zonu pellucidu a oplodnit oocyt. Dulezité ukazatele,
vcetné zivotaschopnosti, stavu mitochondrialni aktivity, integrity plazmatické membrany a
integrity akrozomu, byly hodnoceny u spermatu ve tfech fedidlech: AndroMed®, BullXcell®
a Optidyl®. Vysledkem bylo, ze fedidla na bazi vajecného zloutku poskytuji vétsi ochranu
spermiim (mensi poSkozeni membrany), nez pii pouziti fedidel na bazi lecitinu. Nami zvoleny
OptiXcell vsak toto tvrzeni piiliz nepotvrzoval, vramci vSech nami hodnocenych ukazatelti
vykazoval velice prumérné az podprumérné vysledky.

Dle (Varela et al., 2020) spermie s niz§im MMP vykazuji vy§si uroven kryokapacitace a
existuje vyznamna souvislost mezi mitochondridlni aktivitou, stabilitou a integritou
plazmatické membrany. Proto mitochondridlni integrita, vyjadiena v parametru MMP, je
kriticky dulezita pro funkci buiky a zivotaschopnost a je také zodpovédna za spravny
metabolismus a motilitu spermii. Ve studii (Pytlik et al., 2022) mél vajecny zloutek vyssi
procento spermii s MMP nez spermie fedéné v fedidlech na bazi sdjového lecitinu.
V predkladané diplomové praci bylo procento bunék svysokym mitochondrialnim
membranovym potencialem nejvyssi v fedidle €. 6 (13,54+0,861 % po rozmrazeni). Z ¢ehoz
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vyplyva, ze kombinace fedidla na bazi sojového lecitinu a fedidla na bazi vajecného zloutku se
jevi jako vhodna alternativa.

(Khalifa et al., 2013) zmifiuje, ze ani veék berana, ani interakce mezi beranem a vékem
nem¢ély zadny vyznamny vliv na kvalitativni znaky ejakulati spermatu (P = 0,11 az 0,27). Ve
spermatu fedéném v AndroMedu v§ak berani ve véku 1,5 az 2,5 roku méli miru bfezosti nizsi
nez berani ve veéku 4,5 az 5,5 let. (Ptacek et al., 2019) dopliuje, Ze to muze byt zptuisobeno
neidentickym biochemickym slozenim mezi dvéma komercnimi fedidly na bazi sojového
lecitinu. Pracovnici, ktefi chtéji prizpisobit komercni fedidla spermatu bykt na bazi sdjového
lecitinu pro zpracovani spermii berand, si musi byt této skuteCnosti védomi. (Salamon &
Maxwell, 2000) potvrdili, ze odezva na konzervacni oSetfeni spermatu, se muze liSit mezi
jednotlivymi plemeny a mezi berany stejného plemene. To muze byt zpisobeno predevsim
rozdily v biochemickém slozeni ejakulatu. Dle (Kasimanickam et al., 2007) muze byt kvalita
spermatu ovlivnéna plemenem, okolni teplotou, Cetnosti odbéru spermatu a vékem. Tyto
faktory mohou ovlivnit spermatogenezi nebo funkci piidatnych zlaz. Také teplota skladovani
muze ovlivnit kvalitu spermii v zavislosti na fedidle pouzitém béhem procesu.
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Zavér

e C(Cilem této prace bylo ovéfit efekt bézné dostupnych fedidel a jejich kombinaci pro
kryokonzervaci spermatu berant pivodnich valasskych ovci. Vysledky této prace
potvrzuji, Ze smichanim fedidel 1ze dosahovat lepsich vysledka.

e Pro kryokonzervaci semene berana byla vyvinuta rizna fedidla a kryoprotektivni
latky. AvSak v porovnani s dostupnymi zdroji nebylo prokazano, ze bézné vyuzivana
komer¢né dostupna fedidla jsou nejlepsi variantou. Z naSich vysledku vyplyva, ze
nejlepsi celkové motility, progresivni motility a zivotaschopnosti spermii po
rozmrazeni bylo dosazeno v fedidle z AndroMedu a OptiXcellu, coz pfinasi
prekvapivé zjisténi.

e ZnaSich vysledku je patrné, ze nejhorsi variantou pro mrazeni beraniho spermatu je
fedidlo OviXcell. Dosahlo nejhorsich vysledka v celkové motilité, progresivni motilité
po rozmrazeni, zivotaschopnosti spermii po ekvilibraci 1 rozmrazeni a v ostatnich
sledovanych parametrech pfipadné nebyly pozorovany signifikantni rozdily
s nejhorsimi vysledky.

e Novy metodicky piistup je hodnoceni nejen samostatnych komercnich redidel, ale také
jejich kombinaci v definovaném poméru. Tato strategie ukazuje zajimavou
perspektivu, nebot’ timto zptisobem Ize dosahovat lepSich vysledkd nez u vychozich
fedidel. Napfiiklad fedidlo ¢. 4 vzniklé smichdnim AndroMedu, OviXcellu a
OptiXcellu (1:1:1) dosahlo nadprimérnych vysledka v progresivni motilit€ a zaroven
dobrého poctu zivotaschopnych spermii. U ostatnich kombinaci je situace podobna.

e Do budoucna by bylo vhodné ovéfit kvalitu smichanych fedidel v in vivo podminkéach
a zhodnotit miru plodnosti, takto pfipravenych inseminacnich davek. Pripadné lze
vyzkouset namichat odli§né poméry nami zvolenych kombinaci fedidel.
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10 Seznam pouzitych zkratek a symbolii

FCM - prutokova cytometrie

ID — inseminacni davka

Al — uméla inseminace

VCL - kiivocara rychlost

VSL — ptimocara rychlost

VAP — primérna rychlost drahy
LIN — linearita kiivocaré drahy
STR - ptimocarost prumérné drahy
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