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Porovnani vlivu rychlosti chlazeni a mrazeni na kvalitu
inseminacni davky hospodarskych zvirat

Souhrn
Kryokonzervace gamet je klicovy krok v umélé inseminaci zvifat. U savcu se dafi
optimalizovat mrazici protokoly a dosahuje se dostacujicich vysledkd. U ptakd stale neni
proces kryokonzervace spermii uspokojivé optimalizovan. Je to zplsobeno jejich odliSnou
morfologickou stavbou. V préci byly porovnany odlisné vysky chlazeni od hladiny tekutého
dusiku a sledovan vliv riznych komercnich rfedidel s pfidavkem kryoprotektantu.

Inseminacni davky byly tvofeny smésnym vzorkem ejakulat(i od ¢tyt kohoutt plemene
¢eskd slepice zlatd kropenatd. Plemeno je zafazeno na seznam genovych zdrojd Ceské
republiky a jedna se o geneticky ohrozeny druh. Kohouti byli chovani za stejnych podminek
v pokusné a demonstraéni stéji pfi CZU v Praze. Pfed a po zamrazeni byla u spermii zmé¥ena
celkovd mobilta na mCASA (iSperm, Aidmics Biotechnology Co., Ltd., Taipei, Thaiwan).
Zivotnost spermii (PMI), celistvost plazmatické membrany (PMD), akrozomdlni pokozeni
(ACRD) a dvoji poskozeni spermii (poSkozeni plazmatické membrany i akrozomu) (PAD) bylo
méreno pomoci pritokového cytometru (Novocyte 3000, Acea Biosciences).

V prvnim experimentu se hodnotil vliv vysky chlazeni na funkéni parametry spermii.
Vybréany byly t¥i vysky — 3,5 cm, 5,0 cm a 7,5 cm. Celkova motilita po rozmrazeni byla nejvyssi
u vysky 5,0 cm. Nejhorsi funkéni parametry vykazovaly spermie pfi chlazeni na vysce 7,5 cm.
Z mérenych parametr( bylo nejvice ovlivnéné dvoji poskozeni spermii. Naopak nejméné bylo
ovlivnéno poskozeni akrozomu.

V druhém experimentu se hodnotil vliv pfidavku tfi rznych fedidel (Poultry media®,
Raptac® a NeXcell®) s pfidavkem 9% kryoprotektantu N-methylacetamid (NMA). Dale se
hodnotil vliv teploty pfi rozmrazeni (5 °C/100 sekund a 40 °C/30 sekund). Celkova motilita byla
na hladiné vyznamnosti p <0,0001 nejvyssi u fedidel Poultry media® a Raptac®. Nejhorsi
vysledky byly u pouziti fedidla NeXcell® (p <0,05). PMD bylo na hladiné vyznamnosti p <0,0001
nejvyssi u fedidla NeXcell®, ACRD dosahovalo na hladiné vyznamnosti p <0,0001 nevyssich
hodnot u fedidla Poultry media® a PAD bylo na hladiné vyznamnosti p <0,0001 nevyssi
u fedidla NeXcell®. RGzné teploty pfi rozmrazeni nemély statisticky vyznamny vliv na
sledované parametry spermii.

Jako nejvhodnéjsi postup kryokonzervace kohoutich spermii bylo vyhodnoceno pouziti
fedidla Poultry media® nebo Raptac® s 9 % NMA a chlazeni 3,5 cm od hladiny tekutého dusiku.
Nejméné vhodné se ukdazalo fedidlo NeXcel® a vyska chlazeni 7,5 cm. Nicméné je nutné brat
v potaz individualitu chovnych jedinc( i rozdily mezi odbérovymi dny.

Klicova slova: ejakuldt, mrazici kfivka, kryokonzervace, fedidla, priitokova cytometrie



Comparison of the effect of cooling and freezing rate on
the quality of the insemination dose of livestock

Summary

Cryopreservation of gametes is a key step in artificial insemination of animals. In
mammals, freezing protocols are already being optimized and are achieving sufficient results.
In avians, cryopreservation of sperm does not achieve nearly as good results. This is due to
their different morphological structure of sperm. In this study different cooling heights from
the level of liquid nitrogen were compared and the effect of different commercial diluents
with the addition of cryoprotectant was investigated.

The insemination doses were made up of a mixed sample of ejaculates from four
roosters of the Czech golden speckled hen breed. The breed is included in the list of genetic
resources of the Czech Republic and is a genetically endangered species. The roosters were
kept under the same conditions in the experimental and demonstration barn at the CZU in
Prague. Sperm were measured for total motility on mCASA (iSperm, Aidmics Biotechnology
Co., Ltd., Taipei, Thailand) before and after freezing. Sperm viability (PMI), plasma membrane
damage (PMD), acrosomal damage (ACRD) and double damage (both plasma membrane and
acrosome damaged) (PAD) were measured using a flow cytometer (Novocyte 3000, Acea
Biosciences).

In the first experiment, the influence of the cooling height on the functional
parameters of the sperm was evaluated. We choose three heights—3.5cm, 5.0cmand 7.5 cm.
Total motility after thawing was highest at a height of 5.0 cm. The worst functional parameters
of sperm were at height of 7.5 cm. Of the parameters measured, double damage was the most
affected. On the contrary, acrosome damage was least affected.

In the second experiment, the effect of the addition of three different diluents (Poultry
media®, Raptac® and NeXcell®) with the addition of 9% cryoprotectant N-methylacetamide
(NMA) was evaluated. Furthermore, the influence of temperature during thawing (5 °C/100
seconds and 40 °C/30 seconds) was evaluated. Total motility was the highest at the p <0.0001
significance level with Poultry media® and Raptac® diluents. The worst results were with the
use of NeXcell® diluent (p <0.05). PMD was the highest at the p <0.0001 significance level with
NeXcell® diluent, ACRD was the highest at the p <0.0001 significance level with Poultry media®
diluent, and PAD was the highest at the p <0.0001 significance level with NeXcell® diluent.
Different temperatures during thawing did not have a statistically significant effect on the
observed sperm parameters.

The use of Poultry media® or Raptac® diluent with 9% NMA and cooling 3.5 cm from
the level of liquid nitrogen was found suitable procedure for cryopreservation of rooster
sperm. The least suitable for us was NeXcel® and a cooling height of 7.5 cm. However, it is
necessary to consider the individuality of the breeding individuals and the differences
between sampling days.



Keywords: ejaculate, cooling rate, cryoconservation, extenders, flow cytometry
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1 Uvod

S rostouci poptdvkou po ZivocisSnych produktech roste i poptdvka po jednoduchych
a rychlych formach produkce zvifat. Velky posun v tomto poskytla uméla inseminace, diky
které mUzeme vyuzivat ty nejlepsi plemeniky z celého svéta, dokonce i takové, ktefi jiz neziji.
Vzhledem k tomu, Ze majitel chovné samice muize vyuZit inseminacni davky, které se mohou
skladovat i nékolik let, neni jiz nutné cekat na spravné nacasovani pritomnosti samce
a vhodnou dobu inseminace samice. Uméla inseminace dale pomaha zachovat ohroZzené
druhy a udrZovat SirSi rozmanitost genetické informace druhu.

Pfi umélé inseminaci lze pouZit inseminacni davky Cerstvé, chlazené nebo mrazené.
Obecné plati pravidlo, Zze ¢im déle chceme déavky skladovat, tim dlkladnéji a naro¢néji je
musime pripravovat. Nativni ejakuldt se nejdfive zcentrifuguje, aby se odstranila semenna
plazma a poté je narfedéna fedidly na poZadovanou koncentraci spermii. Pfi mrazeni pUlsobi
na spermie nebezpecné fyzikalni jevy spojené s poklesem teploty. Mezi ty nejpodstatnéjsi
patfi tvorba ledovych krystal(l. Jako prevence proti tomuto jevu se do fedidel pridavaji latky
ménici vlastnosti vody pfi zamrzani — kryoprotektanty.

Mrazeni inseminacnich davek se provadi podle presnych mrazicich protokol(, které
jsou odlisné pro kazdy Zivocisny druh. | mezi jedinci stejného druhu se vyskytuji rozdily ve
schopnosti spermii odoldvat negativnim vliviilm mrazeni. Je snaha ucelit mrazici protokoly
a najit optimum, které by vyhovovalo vSem jedincim. U hospodafskych zvifat z fad savcl se
jiz dosahuje pomérné dobrych hodnot inseminacnich davek po zamrazeni. Jinak je tomu
u ptakl, konktrétné u kohoutd. Kohouti spermie jsou specifické svym tvarem i slozenim
plazmatické membrdany, coZz znemoziuje poutziti klasickych mrazicich protokold.



2 Védecka hypotéza a cile prace

Cil prace
Cilem diplomové prace je optimalizace chladicich a mrazicich kfivek pro vyrobu
inseminacnich davek u hospodarskych zvirat.

Hypotéza prace

Hypotézou prace je predpoklad, Ze rdznd rychlost poklesu teploty v pribéhu
kryokonzervace ma vyznamny vliv na kvalitativni charakteristiky semene hospodarskych zvirat
a tim i na kvalitu inseminacni davek.

10



3 Literarni reserse
3.1 Ejakulat

Ejakuldatem se rozumi smés spermii a vyméskl pohlavnich zlaz — semenné plazmy. Mezi
hospodarskymi zvitaty jsou velké rozdily v jednotlivych parametrech. Da se fict, Ze ¢im vétsi
objem ejakulatu, tim je mensi koncentrace spermii a naopak. Obecné se v ejakuldatu nesmi
vyskytovat Zadné primési jako krev a hnis. Mél by byt bez vyrazného zapachu a bélavé barvy.

Zatim neexistuje Zadny konkrétni parametr, ktery by presné urc¢oval miru schopnosti
oplozeni ejakuldtu. Nékteré socidlni studie, napfiklad Garcia-Vazquez et al. (2016), poukazuji
na fakt, Ze u koni pfitomnost ostatnich hfebcl v chovu muze ovlivnit kvalitu a celkové
parametry ejakuldtu. U mysSich samci byly dokonce zaznamendny i zmény v poctu
semenotvornych kandlkd ve varleti. Rozdilné parametry ejakuldtu u hospodarskych zvifat
uvadi tabulka ¢islo 1. Objem je ovlivnén mnoZstvim semenné plazmy. Savci maji obecné vétsi
procentudlni zastoupeni semenné plazmy nez ptaci. Celkovd motilita mUzZe byt ovlivnhéna
odbérovym dnem, ale jsou i vyrazné rozdily mezi jedinci stejného druhu.

Tabulka 1: Zdkladni parametry ejakuldtu hospoddrskych zvirat. Pfevzato a upraveno
z (Wiebke et al. 2021; Khodaei-Motlagh et al. 2022; Janosikova et al. 2023).

Kanec Byk Hrebec Kohout
Objem (ml) 100 (50-500) 4(1,5-12) 40 (20-160) 0,6
Koncentrace spermii 0,15 (0,1-1) 0,6 (0,5-2,5) 0,1(0,08-0,35) 6-10
(10°/ml)
Celkova motilita (%) 70 70 70 86,4
3.1.1 Spermie

Spermie, samci gamety, jsou vysoce specializované pohyblivé buriky, které vznikaji v
semenotvornych vaccich ve varleti procesem spermatogeneze. Odtud putuji do nadvarlete,
kde dozravaji. U ptak( je tvorba také zapocata ve varleti, ale dozravaji v chamovodu
(Janosikova et al. 2023), kde také ziskavaji motilitu a fertiliza¢ni schopnost (Partyka & Nizanski,
2022). Délka spermatogeneze je druhové variabilni, zatimco u koné trva 57 dni, u kohouta trva
pouze 12 dni (Jamieson 2007). Jeji délka se u hospodarskych zvifat pohybuje od 47 do 114 pm
(Garcia-Vazquez et al. 2016). Spermie se mezi druhové lisi tvarem hlavicky, slozenim
plazmatikcé membrany i kinematickymi parametry. Tyto rozdily maji za nasledek rizné
vlastnosti spermii, jako napfiklad prezitelnost spermii v samic¢im pohlavnim traktu — spermie
dobytka preziji pouze nékolik hodin, zatim co spermie kohouta preziji i nékolik dni (Partyka &
Nizanski, 2022). Néktefi védci, napf. Roldan (2019), tvrdi, Ze délka spermie muze byt evolucni
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vyhodou pro samce pfi kompetici spermii od vice samcl. Morfologicky se déli na dvé zakladni
Casti — hlavicku a bicik.

Tabulka 2: Rozméry spermii u jednotlivych druht hospoddrskych zvifat (prevzato a upraveno z
Garcia-Vdzquez et al. 2016, Chenoweth & Lorton, 2014).

Druh spermie Hrebec Kanec Byk Kohout
Hlava - Sirka (um) 3,90 4,41 4,30 0,5-0,7
Hlava - délka (um) 7,00 9,08 6,77 12
Stfedni ¢ast biciku (um) 9,80 10,00 9,38 3,7
Hlavni ¢ast biciku (um) 43,80 36,10 36,93 64
Celkova délka biciku (um) 53,60 46,57 46,76 70
Celkova délka spermie
(um) 60,60 55,65 53,53 95

Hlavicka spermie je nejvétsi ¢ast spermie obsahujici haploidni sadu chromozomu.
Kazdy zZivocisny druh ma rozdilné tvary hlavicky i velikosti jednotlivych ¢asti spermie, viz
tabulka 2. Napfriklad spermie hospodafskych zvifat jsou ovdlného az kulatého tvaru, ale
spermie hlodavci ma vyrazny hackovity tvar a je mnohem vétsi (Chenowet & Lorton, 2004).
Spermie ptakd je naopak podlouhld s uUzkou hlavickou. Primér hlavicky je podobny jako
pramér biciku (Janosikova et al. 2023). Rozdilny tvar hlavicky ptaci a savsi spermie je ukazan
na obrazku 1 a 2. U nékterych druht je modifikace tvaru evoluéni mechanismus, jak si spermie
navzajem napomadhaji, aby se jich k oocytu dostalo vétsi mnozstvi. Na apikdlni strané se
nachazi sekrec¢ni organela akrozom.

Obrdzek 1: Kohouti spermie (prevzato a upraveno z Li et
al. 2020).
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Obradzek 2: Spermie hrebce (Herndndez-Avilés et al. 2023).

Bicik je nejdelsi ¢asti spermie. Jeho hlavni funkci je pohyb spermie. Posledni vyzkumy
odhaluji, Ze bic¢ik se nepohybuje pouze v jedné roviné, nybrz Ze rotuje kolem své osy a tim
posouva spermii vpred. Bicik je vysoce specializovana bunécna struktura skladajici se z vice
neZ tisicovky proteinl. Lze ho déle rozdélit na spojovaci ¢ast pfipojenou primo k hlavicce,
stfedni, hlavni a koncovou ¢ast. Vnitini usporadani biciku se nazyvd axonema. Sklada se
z centralné uloZeného paru mikrotubult, kolem kterych je kruhovité usporadanych devét para
mikrotubull. Pohyb je zajistén pomoci mnoha metabolickych drah. Mezi ty nejvyznamnéjsi
patfi Ca* draha a cAMP dependentni proteinkindzova draha (Kumar & Singh, 2021).

3.1.2 Semennd plazma

Semenna plazma se skldada z vyméskl pridatnych pohlavnich zldz — semennych vackd,
predstojné Zlazy, bulbourethrdlni ZIazy a z nadvarlat. Jedna se o sloZitou tekutinu, kterda ma
mnoho funkci. Kazdy Zivoc¢isny druh ma rozdily v objemu a ve sloZeni, které se mize do jisté
miry lisit i mezi jedinci stejného druhu. U ptakl pridatné pohlavni Zlazy zcela chybi a ejakulad
je vysoce koncentrovany. Je nosi¢em pro spermie, vyzivuje a chrani spermie v pohlavnim
traktu samice. Zajistuje a upravuje vhodné pH pro preziti spermii. Semennd plazma je kli¢ova
pro preziti spermii pfi prfirozeném oplodnéni in vivo. Pfi dlouhodobém uchovani spermii na né
ale ma negativni vliv. Pfi pfipravé inseminacnich davek se bézné odstranuje i vice nez 90 %
objemu semenné plazmy. Je rozporuplny efekt pridani semenné plazmy po rozmrazeni ke
spermiim. Nékteré studie uvadéji, ze pridani 50 % plazmy do davky zvysilo motilitu spermii
i po 4 hodinach. Mnoho studii ale naopak uvadi, Ze pridani stejného mnozstvi prispélo
k pred¢asné kapacitaci a po 4 hodinach se sniZila Zivotaschopnost (viabilita)
(Recuero at al. 2019). Je vsak jisté, Ze po odstranéni semenné plazmy dochazi ke zpomaleni
spermii, je tedy nutné dodat alespon nékteré proteiny a antioxidanty ze semenné plazmy
(Yanez-Ortiz at al. 2022).

SloZenim je plazma bohatd na cukry, oligosacharidy, glykany, lipidy, rdzné proteiny
a mnoho dalSich Iatek. Ne u vSech latek zname presnou funkci a jejich vliv v procesu fertilizace.
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U mnoha Zivocisnych druhl (z hospodarskych zvifat napf. hiebec a kanec) je ejakulat
vypuzovan ve frakcich, kdy kazda frakce ma jiné sloZeni podle toho, ktera pfidatna pohlavni
zlaza zrovna vylucuje. Toho lze vyuZit pfi odbéru do umélé vaginy, kdy se odebiraji pouze urcité
frakce. Prvnifrakce je pfedspermiova a obsahuje vymésky predstojné Zlazy. SlouZi k procisténi
mocové trubice. Nasleduje frakce bohatd na spermie. | kdyZ se spermie nachazeji prevazné
v druhé frakci, zhruba 10-20 % z celkové poctu spermii je rozptyleno i do ostatnich frakci. Treti
frakce je chuda na spermie, a pravé ta se ¢asto neodebird, aby nedoslo k naredéni druhé
frakce. Posledni ¢tvrta frakce obsahuje hlavné vymeésky z bulbourethralni Zlazy. Oddélovani
jednotlivych frakci navic zvySuje mrazuvzdornost spermii, protoZe spermie z prvnich
a poslednich dvou frakci nemaji tak dobré vysledky po kryokonzervaci (Recuero at al. 2019).

3.1.3 Odbér ejakulatu

Pti odbéru ejakulatu je dulezité dodrZovat veskera hygienicka opatreni, aby nedoslo ke
kontaminaci spermatu. Odbéry se provadéji na odbérovych stanicich do umélych vagin bud’
s pomoci fantoma nebo s pomoci fijné samice. Samci vyuZzivani k umélé inseminaci by méli byt
dlkladné vybrani a zapsani v plemenné knize.

Dnes jiz existuje nékolik typd umélych vagin s rozdilnou vahou, velikosti nebo druhem
materialu, ze kterych je vyrobena. Obecné vSechny materidly a latky, které se dostanou do
styku s ejakulatem, nesmi mit spermicidni ucinek. Uméla vagina je konstruovana tak, aby
pokud moZno co nejvice simulovala pohlavni trakt samice. Sklada se z nékolika ¢asti — pevného
obalu a dvou vnitfnich vloZek, na konci je zakonéena sbéraci nddobkou. Mezi pevny obal
a prvni vlozku se naléva voda ohfata na teplotu 44-48 °C. Chladnéjsi voda by mohla samci
zpUsobit teplotni Sok, a naopak teplejsi voda by pusobila spermicidné. MlzZeme se setkat
i s modely vyuZivajicimi vzduch. Vnitfni vloZka je pro vétsi ochranu a sterilitu navic ¢asto
doplnéna o jednorazovou vlozku (Dascanio & McCue 2014). Pro vétsi pohodli samce se na
vnitfni vlozku nandsi vazelina ¢i komeréné dostupné lubrikacéni gely (Serafini et al. 2019).

Ne kazdy samec ma ejakuldt vhodny k mrazeni. To je uréeno semennou plazmou
a samotnymi spermiemi. Ejakuldt je vylu¢ovan ve frakcich, kdy na spermie, jak jiz bylo
uvedeno, je nejbohatsi prostiedni frakce. Ihned po odbéru je nutné z ejakuldtu odstranit
nepotrebné frakce a ejakulat prfecedit. Poté je ejakulat, pokud mozno co nejrychleji, dopraven
do laboratore k dalSimu zpracovani. Musi se hlidat, aby veSkery material, ktery pfijde do styku
s ejakulatem, byl vyhrfat na 38 °C. NejlepSich parametri je dosahovano pfi skocich
s nejmensim sexualnim stimulem a béhem jednoho skoku (C. Aurich, 2008). U kohoutt
zlepsuje kvalitu ejakulatu pravidelny odbér idedlné 2-3 x tydné (Janosikova et al. 2023).

Pfi neschopnosti samce pfirozené ejakulace, at uz v disledku zranéni nebo vrozené
vady, je moizné ziskat ejakulat diky chemické stimulaci. Takto ziskany ejakuldt je
koncentrovany (Dascanio & McCue 2014). Dalsi mozZnosti zisku spermii je elektroejakulace.
U té je ale ¢asta kontaminace moci (Melo et al. 2010).

Po Uspésném odbéru je nutné zkontrolovat a ovérit kvalitu ejakulatu. Thned po odbéru
se provadi vizudlni kontrola objemu, pachu, barvy a Cistoty. Méfreni objemu se mlze provadét
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pomoci odmérného vdlce nebo na kalibrovanych vahach (Morel 2008). Nasleduje
mikroskopické vysetfeni v laboratofi pomoci rliznych pristroji. Mezi dllezZité parametry
ejakulatu patfi pocet vitelinnich spermii, jejich koncentrace a motilita. V dnesni dobé jiz
existuji pristroje, které jsou schopny presné zméfit vice parametri najednou a cely proces
pfipravy inseminacni ddvky se tim zrychluje a ulehCuje. V ejakuldtu je mnoho spermii, které se
sice pohybuji, ale maji napfiklad Spatnou trajektorii nebo se pohybuji pouze namisté. Pro
oplozeni schopné spermie je dllezity pohyb vpred, pfipadné ve velkych kruzich, ptfimo za
hlavickou. Takovému pohybu se fika progresivni. Motilita klesa se stafim ejakulatu. Méniseis
teplotou, pfi které je ejakulat uchovan nebo s ménicim se pH vzorku. Pfi zkoumani motility
pod mikroskopem je vysledek znacné ovlivnén lidskym faktorem. Proto se dnes méri motilita
nejcastéji na pristroji CASA (computer-assisted semen analysis) (Love 2016). Standartni CASA
je nastavend na kulovity tvar hlavicky savcd. Ptaci maji rozdilny tvar, ktery je podlouhly
av porovnani se savéimi i tenky. Proto ma méreni ptacich spermii pomoci CASA urdéita
technicka omezeni (Janosikova at al. 2023). Jedna z mozZnosti, jak si ovéfit kvalitu spermatu
pro inseminacni davky, je méreni motility po urcitych ¢asovych intervalech (Love 2016). DalSim
ukazatelem kvality je morfologie spermii. PoSkozeni spermii se déli na primarni a sekundarni.
Primdrni poSkozeni vznika pfi spermatogenezi. Jedna se o zdvojeni hlavicky ¢i bi¢iku nebo
zménu tvaru nékteré casti spermie. Sekunddrni poskozeni je zpUsobeno neSetrnym
zachazenim s ejakuldtem po odebrani (Morel 2008).

U ptdkd je odbér ejakuldtu ponékud narocnéjsi, protoze nemaji pyj jako savci, ale
ejakulace je vylu¢ovana z kloaky. Nejucinnéjsi a dnes nejcastéjsi je odbér pomoci abdominaini
masaze. Odbér spociva v ruéni stimulaci, ktera probiha rychlou masazi jednou rukou na bfisni
strané hned pod panevnimi kostmi (Burrows & Giunn 1937).

3.1.3.1 Prltokova cytometrie

Pratokova cytometrie je komplexni a sloZita pristrojova metoda, kterd se hojné vyuziva
v asistované reprodukci. Slouzi ke zméreni a pripadnému rozdéleni bunék podle navolenych
kritérii. Na pocatku se v cytometru dalo pracovat pouze s burikami, dnesni nejmodernéjsi
cytometrie umoznilo zrychleni zpracovani bunécnych vzorkl, protoZe jsou schopny
zprocesovat a zmérit az 5000 c¢astic za sekundu a vzorky o vysoké koncentraci. Jedina
podminka je, Ze mérené bunky museji byt mensi nez 30 um, aby prosli tenkymi kapildrami.
NeZ se buriky zaénou zpracovavat, je nutné je obarvit fluorescenénimi barvami podle nasich
pozadavk(l. V pfipadé ejakulatu se nejcastéji hodnoti podil zivych a mrtvych spermii,
neporusenost plazmatické membrany a mitochondrialni aktivita. Poté jsou buriky osvétlovany
lasery a snimany fotodetektory. Na zakladé svételnych signal(, jsou rozdéleny podle
nastavenych kritérii (Givan 2011).
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Fotodetektory jsou vlastné soustava ¢ocek, filtrt a rGznych zrcadel, které napomahaji
predat signdly o konkrétnich vinovych délkach spravnym detektorlim. Svételny paprsek
dopadajici na buriku se od ni odrazi do dvou sméru. Ve sméru laseru se odrazi pfimy rozptyl —
FSC (forward scatter). Ten udava velikost ¢astice. Druhy bocni odraz — SSC (side scatter) je
kolmy k paprsku laseru a davd informace o strukture bunécné membrany a o organelach uvnitf
buriky. Pokud ma pratokovy cytometr i schopnost rozdéleni bunék, jsou navic jednotlivé buriky
elektrostaticky nabity a poté jsou vychyleny do jednotlivych sbéracich nddobek. Zakladni
schéma pritokové cytometrie s naslednym rozdélenim bunék ukazuje obrazek 3 (Adan et al.
2017).
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Obrdzek 3: Zakladni schéma pritokové cytometrie (Adan et al.
2017).

Priatokova cytometrie spociva v tom, Ze bunky jsou rozdéleny do suspenze, kde nejsou
spojené zadné dvé buriky k sobé. IdedIni koncentrace méfeného roztoku je 5*10° ml. Nosné
médium suspenze zaroven zabranuje opétovnému shlukovani. Do pfistroje je vzorek vloZen
ve zkumavce, z jejihoZ dna vede tenkd kapilara. Z té jsou jednotlivé ¢astice strhavany plastovou
tekutinou. To se déje na zakladé rozdilnych tlak(i kapalin. Celd smés je poté odvadéna do
pratokové komory. Nejbéznéji pouzivanou plastovou tekutinou je pufrovany fyziologicky
roztok. Pro dukladné méreni napriklad DNA se pouzivd pomaly tok, aby mohla byt kazda
Castice radné osvicena. Naopak pro kvantitativni méreni vzorku o velkém poctu ¢astic se
pouziva rychlejsi pratok. Pro spravny vysledek je nutné nemit ve vzorku zadné vzduchové
bublinky a zajistit, aby se vzorek pohyboval laminarnim proudénim, ne turbulentnim
(Adan et al. 2017). Vzorky se osvétluji monochromatickym svételnym paprskem, jinak feceno
laserem. Dnesni pfistroje vétSinou obsahuji dva az tfi lasery. Nejbéznéji to je argonovy laser
o vinové délce 488 nm, fialovy laser o vinové délce 408 nm a UV laser o vinové délce 350 nm.
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Cim vice laserd je pouzito, tim vice se miZe pouzit fluorescentnich znacek a zkoumat vice
parametr( béhem jednoho méreni (Givan 2011).

Vysledkem prutokové cytometrie je graf. Pokud méfime jeden parametr, ma podobu
histogramu. V pfipadé méreni vice parametrid ma podobu dot plot grafu (Adan et al. 2017).

Specialnim pfipadem pouziti pritokové cytometrie je sexovani spermii nebo embryi.
Sexovanim rozumime rozdéleni podle pohlavi. U savcl urcuje pohlavi plodu spermie
s chromozomem X nebo Y, kdy samice je XX a samec XY. Pro obarveni DNA se pouziva barva
propustnd pres bunécnou membranu Hoechst 33342. Rozdéleni probihd na zdkladé malého
rozdilu v mnoZstvi chromozomdlni DNA (Moore & Hasler 2017). Se sexovanim spermii se
zacalo u skotu, kde je velkd poptavka po kravach pro produkci mléka, a naopak bykd pro masny
pramysl (Aurich & Schneider 2014). Nevyhoda sexovanych spermii je jejich nizka kvalita
a nutnost zvysit koncentraci spermii vinseminacnich davkach. Pfesnost se pohybuje okolo
90 % (Squires 2020).

3.1.4 lzolace epididymalnich spermii

S modernimi technikami je odbér spermatu mozny i post mortem. Tvorba spermii je
zapocata v semenotvornych kandlcich ve varleti, odkud putuji nezralé spermie do nadvarlete,
kde dale dozravaiji a je tu i jejich rezervodr. Nadvarle se sklada ze tii ¢asti — hlavy, téla a ocasu.
Izolace se provadi z posledniho Useku — ocasu. Chovatel kizolaci epididymalnich spermii
pfistupuje nejcastéji po neCekaném uhynu, kastraci samce nebo vazném zranéni, po kterém
jiz dale nebude mozné samce vyuZivat jako plemenika. Tomuto odbéru spermii se téz rika
terminalni odbér a je tim zajisténa posledni moznost vyuzit geneticky potencidl plemenika
jakozto chovného jedince. Spermie ziskané post mortem sice vykazuji nizs$i motilitu nez
spermie ziskané po kastraci, ale po spravném promyti a oSetfeni se jejich hodnoty vyrazné
zlepsuji (Gloria et al. 2016). Po umrti samce zUstdvaji spermie Zivotaschopné az do 48 hodin
po umrti (Alvarenga et al. 2016).

Po izolaci nadvarlete je dllezité podvazat chamovod, aby nedoslo ke ztraté jeho
obsahu. Nasleduje oplachnuti fyziologickym roztokem nebo laktatovym Ringerovym roztokem
od krve ¢i jinych necistot. Varlata a nadvarlata se bud pfimo zpracovavaji na misté nebo se
prevazeji ve specialné upravenych chladicich boxech bez pfistupu vzduchu. Ke zpracovani by
mélo dojit, pokud mozno co nejdfive po izolaci. Spermie se z ocasu nadvarlete ziskavaji
nékolika zpUsoby — aspiraci, rozkrajenim nebo retrogradnim proplachem. Proplach se provadi
proudem tekutiny z injekcni strikacky, kterd je pfipevnéna na chdmovod. Proud je veden pres
ocas a vyplavené spermie jsou zachyceny v misce. Retrogradni proplach ma oproti ostatnim
metoddm vyhodu, Ze ziskdme pouze Cisté spermie bez znecisténi ostatnimi bunécnymi
strukturami. Nékteré studie dokonce uvadéji, ze pfi odbéru epididymalnich spermii je vyssi
vytéznost, nez pri odbéru do umélé vaginy (Melo et al. 2010).

Pfitomnost semenné plazmy je u spermii uréenych k tvorbé inseminacnich davek
pomérné rozporuplnd zdlezitost. Diky tomu, Ze epididymalni spermie Zadnou semennou
plazmu nemaji, nemuseji se pfed samotnou pripravou inseminaénich ddvek centrifugovat. Na
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druhou stranu pfi pokusech, kdy byla k equinnim epididymalnim spermiim semenna plazma
uméle pridana, doslo az u 62 % vzorku ke zlepSeni (Miré et al. 2020).

Kryokonzervace spermii by méla byt provedena nejdéle 96 hodin po odbéru pfi
skladovani do 4 °C. Pfi pokusech nebyl zaznamenan rozdil v motilité u zachlazenych a nasledné
zamrazenych nebo rovnou mrazenych spermii. V tabulce 3 je vidét, Ze epididymalni spermie
vykazuji vyssi odolnost v(i¢i mrazu nez spermie odebrané do umélé vaginy (Melo et al. 2010).

Tabulka 3: Funkcni parametry epididymdlnich, ejakulovanych spermii a spermii
odebranych po kastraci po 24 hodindch pfi skladovani pfi 5 °C — celkovad
motilita (MOT - total motility), progresivni motilita (PM — progressive
motility), membrdnovd integrita (PMI — plasma membrane intergrity)
G1 — spermie odebrané do umélé vaginy, G2 — spermie ziskané ihned
po kastraci, G3 — epididymdlni spermie skladované (Melo et al. 2010).

MOT PM PMI
Gl 60,2 + 16,99 30,8 £ 14,22 41,2 + 20,32
G2 85,1+5,85 46,1 + 8,46 74,9 +10,49
G3 83,1+7,52 38,3+7,14 71,7 +£9,85

Pfi inseminaci klisen davkami o koncentraci 2*108 ml* nemrazenymi epididymalnimi
spermiemi se dosahlo brezosti u 45 % z nich. Po inseminaci rozmrazenymi davkami o stejné
koncentraci klesla u klisen mira brezosti vice jak o polovinu. Po zdvojnasobeni koncentrace
mira brezosti vzrostla az na 66, 6 % (Melo et al. 2010).
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3.2 Inseminacni davka

V chovu hospodarskych zvifat se ve svété stdle Castéji pristupuje k nékteré z mnoha
moznych forem umélé inseminace (Al — artificial insemination). Napfiklad v chovu koni byla
v Némecku v roce 1985 Al pouZita pouze u 2 % sportovnich klisen. V dnesni dobé se pouziva
u vice jak 90 % klisen (Aurich 2012). Chovatelé maji moZnost vyuZit ¢erstvych, mrazenych
i kryokonzervovanych ddvek. Al poskytuje chovatelilm mnoho vyhod. Diky moznosti dopravit
jiz ptipravené davky odpadaji naklady na pfepravu zvifat a s tim spojeny stres pro zvifata.
Pfirozena plemenitba s sebou pfinadsi i znacné riziko poranéni zvifat a pfenosu pohlavnich
chorob. Vzhledem k moZnosti kryokonzervace inseminacnich davek a jejich uchovani po
mnoho let mlzZe chovatel vyuzit plemenika, ktery jiz neni Zivy nebo Zije na druhé strané
zemékoule. Tim dochazi k rozsifeni jeho cenné genetické informace.

3.2.1 Pripravainseminacni davky

U spermatu vhodného k inseminaci je dulezZité se rozhodnout, jak dlouho chceme
davku skladovat. Davky urcené k okamzitému pouZiti do 48 hodin po odbéru staci pouze
prefiltrovat od nedistot a pouzit bud u jedné samice nebo naredit a pouzit u vice samic. Opét
plati pravidlo, Ze vSe, co prijde do styku s ejakulatem, by mélo mit teplotu 38 °C (Aurich 2012).
PFi kratkém skladovani a pouZiti ddvky maximalné do 72 hodin po odbéru, staci davku pouze
naredit a skladovat pfi teploté 5 °C. | pfi pfepravé je klicové pouZivat specialni nadoby, které
jsou schopné udrzet pozadovanou teplotu (Aurich 2008). Diky objeveni antibiotik je mozné
inseminacéni davky skladovat po delsi dobu a nedochazi k mikrobidlnimu rlstu patogent
(Aurich 2012). Obecné plati pravidlo, Ze ¢im déle chceme davky skladovat, tim vice je musime
upravit. Pro delsi skladovani je nutné odstranit 80-95 % semenné plazmy. Nejcastéji se tak
déje pomoci centrifugace, kterd ale neni moc Setrna ke spermiim a dochazi pfi ni ke ztraté az
25 % spermii (Loomis 2011). U koni se centrifuguje 10 minut pfi sile 600 g
(Alvarenga et al. 2016). Po centrifugaci je supernatant odstranén a peleta se spermiemi znovu
rozpusténa. V nékterych laboratofich se snazi najit alternativy k centrifugaci a odstranuji
semennou plazmu pomoci filtrace pres hydrofilni membrany, které zachyti spermie a plazma
jimi protece (Loomis 2011). Na membranu se nanese trocha fedidla, ke kterému se prida
ejakulat. Jeden filtr Ize pouZit u stejného samce az desetkrat za sebou se stejnou ucinnosti
(Alvarenga et al. 2016). U koni se Ize odebrat pouze frakci bohatou na spermie, ostatni frakce
se neodebiraji. U dribeZe neni centrifugace nutnd, protoze ptaci pridatné pohlavni Zlazy
nemaji vyvinuté a jejich ejakulat ma maly objem a vysokou koncentraci spermii. Pfi jesté
delSim skladovani je nutné davky zamrazit pomoci tekutého dusiku. Aby nedoslo ke
znehodnoceni davky vlivem zamrazeni, pfidavaji se ke spermiim kryoprotektanty. Zamrazeni
by mélo probihat co nejpomaleji, udava se <0,3 °C / min, oproti tomu rozmrazeni by mélo byt
co nejrychlejsi (Aurich 2008). Nékteré studie udavaiji vlozit brc¢ka o objemu 0,5 ml do 46 °C po
dobu 20 sekund, jiné doporucuji rozmrazovat pfi teploté 37 °C po dobu 60 sekund (Alvarenga
et al. 2016).
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U koni byly zaznamendny pokusy, kdy se vzala semenna plazma od hrebc(, jejichZ
spermie mély dobré pohybové vlastnosti, a pridala se ke spermiim hiebcl se Spatnymi
pohybovymi vlastnostmi. Po rozmrazeni vykazovaly tyto spermie jejich zlepSeni. To by
nasvédcovalo tomu, Ze Ucinnost semenné plazmy na spermie se liSi podle konkrétniho stavu
spermii u daného jedince (Rigby et al. 2001). Stejné pokusy byly provedené i v chovu prasat,
kde se doslo ke stejnym vysledk{im. To by odpovidalo tomu, Ze odstranéni semenné plazmy je
nutné pouze u samcl se Spatnymi vlastnostmi ejakuldtu, kdezto u jedincl s dobrou
mrazitelnosti nemad Zzadny pozitivni vliv na pohybové vlastnosti spermii po kryokonzervaci.
Stejné pokusy provadéné u bykl nevedly k Zddnym zméndm (Recuero at al. 2019). Nékteré
studie hledaji a selektuji ze semenné plazmy pouze nékteré proteiny, které nasledné pridavaji
do inseminaéni davky na ochranu pred chladovym 3Sokem. U jednotlivych druhl
hospodarskych zvifat se délaji inseminacni davky o rGznych koncentraci a objemech. Tyto
rozdily hodné souviseji s tim, do jakych mist pohlavnich cest samice se inseminacni ddvka
vklada. S rostouci vzdalenosti od délohy, roste i koncentrace spermii nutnd k Uspésnému
oplodnéni. Proto inseminacni davky v chovu prasat maji mnohonasobné vyssi koncentraci,
protoZe se davka vklada do délozniho hrdla. Naopak koriské inseminacni davky miGzou mit
koncentraci nizsi, protoZze se inseminace provadi pfimo do délohy. Jednotlivé parametry
inseminacnich davek jsou uvedeny v tabulce cislo 4 (Wiebke et al. 2021).

Tabulka 4: Zdkladni parametry inseminacnich ddvek u hospoddrskych zvifat (pfevzato a upraveno z
Wiebke et al. 2021).

Kanec Byk Hrebec Kohout
Objem (ml) 50-90 0.23-0.5 10-20 0,25
Pocet 1,5-3,5*10° 2-10*10° >600*10° 25*10°
spermii/davka
Misto Délozni Déloha Déloha Kloaka
inseminace kréek

3.2.2 Typy redidel

Pomoci fedidel se nezvySuje pouze objem, aby se mohlo z jednoho ejakulatu vytvorit
vice davek, ale primarné maiji prodlouzit schopnost spermii oplozeni. Obsahuiji latky, které
spermie vyzivuji, udrzuji stalé pH davky, chrani spermie pred neptiznivymi vlivy chlazeni, ale
i je ochranuiji pred jejich vlastnimi metabolity. Obecné fedidla obsahuji latky, jakou jsou lipidy,
sacharidy, antibiotika a kryoprotektanty. Antibiotika umozniuji delsi skladovani davek. Je vidy
vhodné volit takové kombinace, aby pokryli co nejvétsi skalu bakterii za pouZiti co nejmensich
koncentraci antibiotik. Koncentrace ale nesmi byt zase moc nizka, protoze by mohla vznikat
u bakterii rezistence (Hernandez-Avilés et al. 2019). U kancll se Casto pouziva gentamicin.
Dnesni fedidla se nejcastéji vyrabéji na bazi kravského mléka nebo vajecného Zloutku, ale
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existuji i alternativy ze séji nebo kokosového mléka (Wiebke et al. 2021). Zaroven susené
mléko a vajecny zloutek muUzou fungovat i jako kryoprotektanty (Saha et al. 2022).

Spermie jsou kvuli svému zredukovanému obsahu cytoplazmy extrémné citlivé na
zvySené mnozstvi volnych kyslikovych radikalt (ROS) (Bahrami et al. 2020). Mezi ROS fadime
hydroxylovy radikdl OH", super oxid O, a peroxid vodiku H.0,. Jejich mald koncentrace je
nutna pro dalsi fungovani spermii, ale nesmi prekrocit uréitou mez (Yanez-Ortiz at al. 2022).
Volné radikdly vznikaji neustadle jako konecny produkt mnoha bunéénych déji a znacné
poskozuji chromozomy, mitochondrie a nukleové kyseliny. Pfirozené jsou vychytdavany
extracelularnimi antioxida¢nimi mechanismy v semenné plazmé, ta je ale z velké ¢asti béhem
spermatogeneze pred pfichodem spermii do epididymis odstranéna. ZvySené mnoZstvi ROS
ma za ndasledek poskozeni mitochondrii a naruseni integrity DNA, cozZ zpUsobuje smrt buriky
(Yanez-Ortiz at al. 2022). Pfi oplodnéni in vivo se spermie vyskytuji témér vyhradné
v anaerobnim prostifedi a v oviduktalni tekutiné samice se vyskytuje taurin, ktery také
napomahd chranit spermie pred vysokymi koncentracemi ROS. Pfi manipulaci se spermiemi
pro ucely umélé inseminace se ale spermie dostavaji do aerobniho prostfedi, coZ mlze vést
ke zvySeni koncentraci ROS ve spermiich (Foote at al. 2002). Z toho ddvodu je nutné do redidel
pridavat antioxidanty jako tfeba kataldzu, glutathionperoxidazu, glutamin nebo koenzym Q10
(Bahrami et al. 2020). Pfi pouziti fedidel na bazi kravského mléka muze jako antioxidant
fungovat i mlécna bilkovina kasein (Foote at al. 2002). Jako antioxidanty se mlZou pouZit
i vytazky zrostlin, napfiklad zrozmarynu, moringy olejnodarné nebo =z hiebickovce
kofenného.

3.2.2.1 Redidla na mlééné bazi

Redidla na bazi kravského mléka maji dobré pufraéni vlastnosti a pozitivné pdsobi na
motilitu spermii. PouZivaji se pro pozorovani spermii, centrifugaci a skladovani. Redidla se
pfipravuji z odstfedéného odtu¢néného mléka nebo ze suSeného mléka. Vyhoda téchto
fedidel je to, Ze uZz sama o sobé obsahuji kaseinové micely. Sice neni zndmy princip, jak micely
ochranuji spermie, ale v kombinaci s glycerolem a laktézou jsou vysledky po zamrazeni dobré.
Nicméné pfi pouziti pouze vyfiltrovanych kaseinovych micel a laktézy jsou vysledky horsi
(Loomis 2011). Dalsi latky pozitivné pUsobici na spermie je fosfokasein a B-laktoglobulin
(Pagl et al. 2006). Dalsi latky, které je nutné do tedidel ptidat, jsou pufracni roztoky, jako
napriklad 7,5% roztok hydrogenuhli¢itanu sodného (Jasko et al. 1993). Na trhu je mnoho
komeréné prodavanych fedidel, které se mohou liSit sacharidy, antibiotiky nebo obsahem
pufraénich roztok(. Redidla se prodavaji susend, ktera je nutné naredit redestilovanou vodou,
jiz naredénd nebo zamrazend (Loomis 2011). Na trhu se objevuji i fedidla, ktera nejsou pfimo
na bazi kravského mléka, ale obsahuji mlé¢né proteiny a cukry (Aurich et al. 2007).
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Komercéni redidla na bazi kravského mléka:
INRA 82 (Batellier et al. 1998)

Glukéza o Citrat draselny
o Laktéza o HEPES
o Rafindza o Destilovand voda
o Citrdt sodny

Kenneho redidlo (NFDSMG) (Batellier et al. 1998)
o Susené mléko
o Glukoza

3.2.2.2 Redidla na bazi Zloutku

Diky vysokému obsahu fosfolipidU a lipoprotein(, které napomahaji udrzet integritu
membrany pfi chlazeni i kryokonzervaci, jsou Casto pouzivana fedidla na bazi vaje¢ného
zZloutku. Z lipoproteinl jsou ve Zloutku zastoupeny prevazné nizkodenzitni lipoproteiny LDL
(low density lipoprotein), které se pravdépodobné vazi na membranu rychleji nez Skodlivé
plazmatické peptidy. Nékteré studie dokonce tvrdi, Ze by se LDL mohly zabudovdvat pfimo do
membrany a tim nahradit poskozené membranové fosfolipidy (Bergeron & Manjunath 2006).
Jiné studie tvrdi, Ze po navazani vytvofi LDL ochranny obal kolem plazmatické membrany
spermie a tim ji stabilizuji (Yanez-Ortiz at al. 2022). Byci proteiny semenné plazmy s nimi skvéle
reaguiji, ale reaguji i s cholesterolem, coz neni pfi kryokonzervaci vhodné, protoze odstranéni
cholesterolu z membrany je klicové pro naslednou kapacitaci. Negativni i pozitivni ovlivnéni
zavisi na presné koncentraci, casovém intervalu plsobeni i na mnoZstvi semenné plazmy
ponechané v ejakuldtu (Bergeron et Manjunath 2006). Oproti fedidlim z kravského mléka
jsou ndarocnéjsi na pripravu. Obecné obsahuji redestilovanou vodu, sacharidy (glukézu
a laktézu), vinan sodno-draselny, Zloutek, kyselinu paraaminobenzoovou a riznou kombinaci
antibiotik (Pagl et al. 2006).

Komer¢ni fedidla na bazi vaje¢ného Zloutku:

Tris (Verberckmoes et al. 2005)

Chlorid sodny o Hexahydrat chloridu hofe¢natého
Dihydrat chloridu vapenatého o Hydrogen uhli¢itan sodny
Glukéza, fruktdza o Trisma-79

Vajecny Zloutek

Kyselina citronova

Glycin

Antibiotika

o O O O O O
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CEP-2 (Verberckmoes et al. 2005)

Chlorid sodny Fruktéza
Chlorid draselny Sorbitol
Dihydrat chloridu vapenatého BSA
Hexahydrat chloridu hore¢natého Trisma-79

Hydrogen uhli¢itan sodny Vajecny Zloutek
Kyselina citronova

Antibiotika

Siran sodny

© O O O O O O
0O O O O O O O

Siran draselny

Snaha je vytvofit média o presné definovaném slozZeni, kde kazda Sarze redidla bude
presné stejna. Bohuzel u fedidel vyrobenych z ZivociSnych produktd jako je kravské mléko
a vaje€ny Zloutek toho nelze vidy dosahnout. To mlzZe mit za nasledek negativni ovlivnéni
kvality inseminacni ddvky (Pagl et al. 2006). Proto dnes existuji i fedidla vyrobena pouze
z chemickych sloucéenin, kterd neobsahuiji latky Zivocisné produkce.

Modifikované Lake redidlo (Mosca et al. 2016)

o D-fruktéza o Polyvinyl pyrrolidon
o Octan draselny o Octan hotecnaty
o Glutaman sodny o Glycin

V roce 2007 publikoval tym védcl Aurich at al. (2007) studii, kde porovnaval dvé
fedidla na mlécné bazi (EquiPro, EquiPro TM) a jedno tfedidlo na bazi Zloutku (AndroMed-E).
Ve studii méfil kvalitu hrebciho ejakulatu ihned po odebrani a poté vidy 24 hodin po dobu ¢tyr
dnl. Kvalitu posuzoval na zakladé celkové motility a integrity plazmatické membrany. V den
odbéru byla celkova motilita u vSech vzorkd témér shodnd. Pfi dalSich dnech kontinualné

vvvvvvvv

evvs

Andro-Med-E, viz graf 2. Zajimavé je, Ze i kdyz by méla mit média EquiPro a EquiPro TM stejnd
sloZeni, dosahovala jinych vysledk(. Jednim z moznych vysvétleni je to, Ze fedidlo EquiPro je
prodavano susené a je nutné ho pred pouzitim naredit redestilovanou vodou, ktera muze byt
razné kvality. Na zakladé vysledk( ze studie Ize tvrdit, Ze pro davky, které se pouziji v den
odbéru, prichadzeji v uvahu vSechna tfi redidla. Pfi pouzZiti po 24 hodinach po odbéru je
vhodnéjsi pouzit fedidlo EquiPro.

23



—O— EquiPro

100 - —O— EquiPro TM

—&— AndroMed-E
© 75
=
E
<)
E g 50
>
o
=
[7] 25
(&)
O -
I T T T T
0 24 48 72 96
Cas
(hodiny)

Graf 1: Celkovd motilita (%) spermii po pfiddni Fedidel pfi skladovdni pfi 5 °C po
96 hodin (Aurich 2007).
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Graf 2.: Integrita plazmatické membrdny (%) po priddni redidel pri
skladovdni pfi 5 °C po 96 hodindch (Aurich 2007).
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3.3 Kryokonzervace

Pfi normalni teploté je moZné gamety ¢i embrya skladovat pouze nékolik hodin,
maximalné dni. Pro delsi skladovani aZ v fadu nékolika desitek let, je nutné bunécné struktury
zamrazeni na takto nizkou teplotu se Fikd kryokonzervace. Vzhledem k tomu, Ze pfti takto
nizkych teplotdch se méni veskeré fyzikalni vlastnosti bunék a fedidla, je nutné k béznym
fedidlim dodat specidlni latky tzv. kryoprotektanty. Ty ochrani burnky pfed nepfiznivymi vlivy
vzniklymi mrazenim. MnoZstvi kryoprotektant( se méni v zavislosti na velikosti a typu vzorku.
Déli se na prostupujici a neprostupujici membranou (Yanez-Ortiz et al. 2022).

Kryokonzervace se provadi podle mrazicich protokoll, které jsou pro kazdy Zivocisny
druh odlisné. Jejich standardizace a optimalizace je stale velkym tématem, protoze existuji
velké rozdily mezi druhy, ale i mezi jedinci stejného druhu. Pfes veskeré snahy o optimalizaci
stejné po rozmrazeni dochazi u skotu ke snizeni Zivotaschopnosti az o 50 %, u prasat o 60 %
a nejhlre jsou na tom koné, kde jsou ztraty az 70 % spermii (Yanez-Ortiz et al. 2022).

U savcl je mozZnost kryokonzervovat spermie, oocyty i embrya. Jind situace je tomu
u ptakd, kde je samici gameta modifikovana do velkého vejce a vyvoj zarodku probihd v ném.
Kvali témto zménam je u ptakd mozné mrazit pouze spermie (Janosikova et al. 2023). Navic
kvlli specifickym vlastnostem se zde stale nedosahuje tak dobrych vysledk( a v dnesni dobé
se kryokonzervace ptacich spermii spiSe vyuZzivd pro zachovani genetické informace
ohroZenych druhi v genovych bankach (Partyka & Nizanski, 2022).

3.3.1 Kryoprotektanty

Pti poklesu teplotu pod 0 °C dochazi ve vodném prostiedi ke vzniku ledovych krystald,
které maji pro buriky destrukéni ucinky. Bez pridani latek, zabranujicim vzniku téchto krystald,
by pfi zamrazeni doslo k roztrhani vétSiny bunék a vzorek by tim byl znic¢en. Vznikajici krystaly
k sobé pfitahuji veSkerou vodu z okoli. Tim v okoli vznikaji mista s vysokou koncentraci latek.
Bunky nachazejici se v téchto oblastech se v disledku osmotickych tlak(i sice zmensi, ale
nejsou roztrhany. Kryoprotektanty funguji na principu zabranujicim vzniku krystal( svoji nizsi
teplotou tani. PFi nizkych teplotach dochazi ke zpomaleni az Uplnému zastaveni metabolickych
jevu v burice (Loomis & Graham 2008).

Vznik krystall neni jediné riziko, které bunce pfi zamrazovani hrozi. Pfi poklesu teplot
dochazi v membrané bunék k presmyku fosfolipidd a proteinl a tim se z fluidni membrany
stdva gelova. K presmykim nedochazi jen pfi mrazeni, ale i pfi opétovném zahfivani.
Kryoprotektanty chrani bunky i pred témito jevy (Loomis & Graham 2008).

Kryoprotektanty se déli na dvé skupiny podle toho, jestli prostupuji nebo neprostupuji
bunéénou membranou. Nejéastéji pouzivané prostupujici jsou glycerol, ethylenglykol
a propylenglykol (Loomis 2011). Prostupuiji diky své nizké molekulové hmotnosti (Saha et al.
2022). Tim, jak prostupuji membranou pomalu nahrazuji vodu, kterda je naopak z buriky
vytahovana. Riziko nastdva pfi rozmrazovani, kdyz se naopak vymyvaji z bunék ven. K jejich
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odstranéni se pouziva fyziologicky roztok, ktery do bunék pronika rychleji nez kryoprotektanty
z buniky ven (De Coster et al. 2020). U kryoprotektant( je klicové hlidat spravnou koncentraci
a expozicni teplotu, kterd se u jednotlivych druhl hospodarskych zvifat mlize vyrazné lisit. Pro
savCi spermie je toxicky glycerol v koncentraci vyssi nez 5-7 %, u koni je dokonce toxicka
hodnota vyssi nez 3, 5 % (Yanez-Ortiz at al. 2022). Kohouti spermie jsou na glycerol extrémné
citlivé. Ptijeho pouziti v koncentracich vice jak 2 % zpUsobuje celkovou neplodnost. Jeho Uplné
vymyti ze spermii zase pusobi toxicky (Neville at al. 1971). MoZnou nahradou za glycerol by
mohly byt amidy, napf. methylformamid. Diky své nizsi molekulové hmotnosti, nez ma
glycerol, zplGsobuji mensi osmotické poskozeni. NejlepSich vysledkl je dosahovano kombinaci
amidd a glycerolu (Ydnez-Ortiz at al. 2022). Slibné se jevi prace u kohoutll pouzivajici
nemrznouci proteiny. Ty kineticky zabranuji tvorbé ledovych krystall a zabranuji tim vzniku
tepelnému 3Soku. Nevyhodou téchto proteind je jejich vysoka potizovaci cena
(Janosikova et al. 2023). U hiebcl se Spatnou mrazitelnosti spermii vedlo pouziti amid{ na
misto glycerolu ke zlepSeni motility a viability (Alvarenga et al. 2016). Neprostupujici
kryoprotektanty jsou ¢asto zastoupeny rlznymi sacharidy, které zvysuji viskozitu roztoku.
Bézné pouzivand je sachardza, trehaldéza nebo rafinéza (Consuegra et al. 2019). Jako
neprostupujici kryoprotektanty se mlzou pouZivat i LDL z vaje¢ného Zloutku v optimalini
koncentraci 9 %. Aby se zabranilo ptipadné kontaminaci z vajecného Zloutku, zkousi se LDL
nahradit sdjovym lecitinem, ale snim se zatim nepodafilo docilit stalych wvysledka.
Kontaminaci lze zabranit dehydrataci nebo pasterizaci (Yanez-Ortiz et al. 2022). Jina studie od
Shahverdi et al. (2015) uvadi jako nejlepsi pfidani 4% LDL. Dalsi latky Zivocisné produkce
zlepSujici parametry spermii po kryokonzervaci jsou fetdlni bovinni sérum a bovinni
albuminové sérum (Janosikova et al. 2023). Blank et al. (2020) uvadi, Zze pridanim 5-10% séra
zlepSuje parametry inseminaénich davek. V praxi se nejbéinéji pouzivaji kombinace
prostupujicich a neprostupujicich kryoprotektantd, ¢imz se snizuje jejich toxicita (De Coster et
al. 2020).

Aby kryoprotektanty, obzvlasté ty prostupujici, fungovaly tak jak maji, museji
v dostateCném mnozstvi proniknout do bunky. Ptaci spermie maji svym tvarem hlavicky lepsi
predispozice, aby do nich mohlo kryoprotektant( proniknout vice. Nicméné moznost zvétseni
objemu bunék a tim i Uroven mrazitelnosti spermii Uzce souvisi s obsahem cholesterolu
v membrané. Zatimco u savcl se Casto setkavame s pfiliS vysokym zastoupeni cholesterolu
v membrané, u drlibeZze je tomu presné naopak. Membrana neni elasticka a pfri vétsSich
zménach osmotickych tlak(i dojde snadno k lyzi bunék (Janosikova et al. 2023).

3.3.2 Chlazeni

Kanci spermie obsahuji méné cholesterolu v plazmatické membrané, takie Spatné
snaseji nizké teploty. Standardné se uchovavaiji pfi teploté mezi 15 a 18 °C. Takto uchovana
inseminacni davka je pro ucely umélého oplodnéni pouzitelnd maximalné 10 dni po odbéru.
| kvdli trendu naduzivani antibiotik je i v ramci Al snaha o pouzivani co nejmensich davek
antibiotik, a tak se dnesni vyzkum zaméruje na moznost uchovavani kancich inseminacnich
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davek pfi nizsich teplotach okolo 5 °C (Wiebke et al. 2021). Ve studii Paschoal et al. (2020) bylo
porovnavano pét chladicich protokoll, kdy nejlépe vysly ty protokoly, kde byly davky
ochlazeny pomalu aZ na teplotu 5 °C. Konkrétné nejlépe vySel vzorek, kde byly davky chlazeny
0.01 °C / min na teplotu 25 °C, poté 0.03 °C / min na teplotu 10 °C a poté opét rychlosti
0.01 °C/ min aZ na konecnou teplotu 5 °C. BEhem chlazeni se setrvalo 2—-6 hodin na teploté
22 °C, konkrétné v nejlepsim vzorku se setrvalo 6 hodin. Toto pozastaveni ochlazovani ptispiva
k navyknuti spermii na chlad a tim k zabranéni vzniku teplotniho Soku. Pozorovani a méreni
motility spermii probihalo nasledujicich 144 hodin od odbéru.

Oproti tomu byci spermie snaseji nizké teploty skvéle. V roce 1998 bylo po celém svété
vyrobeno pres 260 milion( inseminacnich davek a z toho bylo celych 95 % kryokonzervovano.

U koni se chlazené sperma bézné skladuje pfiteploté okolo 5 °C. Jakmile klesne teplota
pod 19 °C, jsou spermie citlivé na chladovy Sok a je nutné ochlazovani zpomalit az na
0.05 °C / min. P¥i této teploté si davka uchova prijatelné parametry do 48 hodin po odebrani
(Wiebke et al. 2021).

3.3.3 Mrazeni

Ve chvili, kdy chceme uskladnit inseminacni davky po delsi dobu nez jen par dni, je
nutné je zamrazit, aby se zastavily veskeré metabolické déje uvnitf spermie. Mrazeni je velice
sloZity proces, kdy se musi spravné vyladit rychlost snizovani teploty. Pfi zamrazovani se ve
spermiich déje mnoho zmén, které jsou pro pouZzitelnost spermie pomérné narocné. Teplota
mezi +5 a -15 °C je kriticka z dlivodu fazovych zmén v lipidovych membranach, kdy dochazi ke
zméné fluidity membrany — polotekutd membrana se stava tuhou gelovou membranou.
Snizovani teploty musi byt tak pomalé, aby voda stihla bez poskozeni opustit bunky, ale
zaroven tak rychld, aby nedoslo k jejich dehydrataci. Postupné ochlazovani az zmrazovani
vétsinou probihaji v parach tekutého dusiku. Samotné uchovani zamrazenych ddvek probiha
v tekutém dusiku pftiteploté -196 °C (Saha et al. 2022). Dal$i moznosti ochlazovani a zamrazeni
je pouziti automatickych pfistrojd, které vse ohlidaji samy. Bylo zjisténo nékolik parametrd,
které davaji alespon zakladni informaci o tom, jak dobte je ejakuldt mrazitelny. U prasat a koni
je to protein AKAP4 a HSP90AA1. Dale jsou dulezité aquaporiny nebo tfeba proteiny upravujici
mnozstvi kandlld v mitochondriich pro transport iontl (Yanez-Ortiz at al. 2022).

Standardné je sperma po odebrani vySetfeno a naredéno zakladnim fedidlem
v poméru zhruba 1:1 (v ptipadé koncentrovaného ejakulatu 2:1), poté je zmérena koncentrace
spermii. Nasleduje centrifugace k odstranéni semenné plazmy. Peleta se spermiemi je
nafedéna redidly s kryoprotektivy na poZzadovanou koncentraci spermii. Vzniklé inseminacni
davky jsou naplnény do plastovych bréek o poZadovaném objemu a zamrazeny
(Alvarenga et al. 2016). Nékteré mrazici protokoly nechdvaji ddvky nékolik hodin (4 hodiny) jiz
nafedéné ekvilibrovat pfi teploté 4 °C a az poté je chladi a mrazi 10 minut 4 cm nad hladinou
tekutého dusiku. Poté jsou do néj pfimo vlozeny. Pfi méreni viability a stupné poskozeni
spermii po jednotlivych krocich se zjistilo, Zze k nejvétSimu poskozeni dochdzi pfi samotném
zamrazeni. Plazmatickd membrana vykazovala velké procento poskozeni jiz pfi ekvilibraci
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s fedidlem, coZz je vysvétlovano velkymi zménami osmotickych tlakl v bunce
(Khalil et al. 2018). Vhodné rychlosti chlazeni a mrazeni se |isi u jednotlivych druhd, ale i na
zakladé pouzitého fedidla. Jiny mrazici protokol tak u vyroby equinnich inseminacnich davek
ochlazuje na 5 °C rychlosti 3-5 °C/min, poté rychlosti 20-50 °C/min aZ na konecnou teplotu -
196 °C. Vyrobci u fedidla INRA 96 doporucuji chlazeni 2 hodiny na 5 °C, u ButoCrio doporucuji
vyckat pti 5 °C alespon 20 minut. (Alvarenga et al. 2016). Kontrola viability a motility spermii
by se méla idedlné provadét hned po odebrani ejakulatu, po naplnéni bréek a po rozmrazeni.
PFi kryokonzervaci epididymalnich spermii je nutné je nechat alespori 10 minut inkubovat
s fedidlem, aby se zvysila jejich motilita (Alvarenga et al. 2016).

U mrazeni ptacich spermii se zatim dosahuje pouze $patnych vysledkl a neni tedy
zatim béiné provadéno v chovech. Spatnd mrazitelnost je pravd&podobné zplsobena
odliSnym sloZzenim plazmatické membrany, kde je mnohem vétsi zastoupeni
polynenasycenych mastnych kyselin, které se pfi nizkych teplotach chovaji odlisné a vyzaduiji
mnohem vétsi zastoupeni antioxidant( v fedidle nez savci spermie. Bézné pouzivana redidla
mUZou pro ptaci spermie pUsobit aZ toxicky. DalSim didvodem vétsi nachylnosti k chladovému
Soku je také mensi zastoupeni protein( vici fosfolipidim, nez je tomu u savcl. V zacatcich
kryokonzervace kohoutich spermii se pouZivaly protokoly s pomalym mrazenim az 1-
10 °C/min. Dnes se vice pouzivaji protokoly s rychlejsim mrazenim 20-100 °C/min, ale existuji
i protokoly, kde se teplota sniZzuje az o 1 000 °C/min. Pfi tomto ultra rychlém mrazeni je nutné
pouzit vysoké koncentrace kryoprotektiv, které uz mizou byt pro spermie toxické (Janosikova
et al. 2023).

3.3.4 \Vitrifikace

Specidlnim pripadem kryokonzervace je vitrifikace. Jedna se o proces, pfi kterém jsou
bunky zmrazeny tak, aby se nevytvofrily ledové krystaly. Tomuto stavu fikdme nekrystalické
nebo amorfni tuhnuti. Lze toho dosdhnout dvéma zpusoby. Prvni zplsob je pouZiti vysokych
koncentraci kryoprotektiv, az okolo 80 %. Takto vysoké davky jsou ale pro spermie toxické.
Druhy zpUsob je rychlé zamrazeni, pomoci tekutého dusiku. Pti této metodé je mozné pouzit
méné kryoprotektantl a vzorek s burikami prechdzi rovnou do nekrystalického stavu
(De Coster et al. 2020). Gamety zamrazené pomoci vitrifikace dosahuji po rozmrazeni lepsich
vysledk(l. U spermii se vétSinou pfridavaji neprostupujici kryoprotektanty. Spermie jsou
nejprve ochlazeny v parach dusiku na 5 °C béhem jedné hodiny a nasledné jsou vloZzeny pfimo
do tekutého dusiku (Consuegra et al. 2019). Oocyty a embrya nejsou tak citlivé na zmény
osmotickych tlakll a snesou vyssi koncentraci kryoprotektiv, takze se u nich vice pouZivaji
prostupujici kryoprotektanty (Hidalgo et al. 2018).
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4 Metodika
4.1 Zvirata zafazena do experimentu

Odbér materidlu do experimentu byl ziskdvan od ¢tyf kohoutl plemene ceska zlata
kropenatd. Primérny vék zvirat byl 68 tydn(i. Kohouti byli chovani oddélené v klecovém chovu
v Demonstraéni a pokusné staji u Ceské zemédé&lské univerzity v Praze v kontrolovanych
podminkdch, pfi teploté 20 °C a vlhkosti vzduchu 50-60 %. B€hem celého trvani pokusu méli
pfistup k Cerstvé vodé ad libitum a krmeni byli specidlni komplexni krmnou smési vyrobenou
na miru pro chovy CZU firmou Sehnoutek a synové s.r.o téZ ad libitum.

Plemeno Ceskd zlatd kropenatd bylo vybrano z toho diivodu, Ze se jednd o plvodni
¢eské plemeno, které je zafazeno do genovych zdrojii Ceské republiky. Na nasem Gzemi se
chova jiz po nékolik stoleti.

4.2 Odbér materialu

Odbéry ejakulatu probihaly v obdobi v pribéhu ledna az unora 2022 jednou az dvakrat
tydné vidy v8 hodin rano pomoci dorzo-abdomindlni masazZe, ejakulat byl zachycen do
mikrozkumavek. Odbér provadél vzdy stejny ¢lovék za stejnych podminek v prostredi stdje.
Odebrany ejakulat byl uchovavan pfi teploté 5 °C do dalSiho zpracovani.

4.3 Zpracovani materialu

Po odebrani ejakulatu, byl vzorek prepraven do laboratofi Katedry chovu
hospodarskych zvitat FAPPZ k dalSimu zpracovani. Do experimentu byly vybirany pouze vzorky
bez vyrazného znecisténi. Nejdrive byla u vSech nenaredénych vzork(i zmérena koncentrace
spermii pomoci mobilni CASA (iSperm, Aidmics Biotechnology Co., Ltd., Taipei, Thaiwan), viz
obrazek 4. Pred kazdym mérenim na mCASA byly vzorky naredény na doporucenou
koncentraci od vyrobce 30*10° spermii. Vybrané ejakuldty od v3ech &tyf kohoutd byly
smichdny do jednoho smésného vzorku, u kterého se zméfil celkovy objem. BEhem veskeré
manipulace bylo vse, co pfislo do styku se spermiemi, vychlazeno na 5 °C.
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Obrdzek 4: 1 — mCASA (iSperm, Aidmics Biotechnology Co.,
Ltd., Taipei, Thaiwan), 2 — optickd aparatura, base a cover chip
(archiv autora).

4.3.1 Experimentl

V prvnim experimentu se smésny vzorek ejakulatu naredil redidlem Poultry media® na
koncentraci 100*10° ml* spermii byl 30 minut ekvilibrovat pfi 5 °C. Pfed koneénym pfidanim
kryoprotektiv, bylo od vSech vzork( odebrano 10 pl ke zméreni koncentrace a celkové motility
spermii v mobilni CASA. Nasledné byla do vSech vzorkl pridana kryoprotektivni latka NMA (N-
ethylacetamid) o koncentraci 9 %.

4.3.2 Experiment 2

Smésny vzorek byl nafedén v poméru 1:15 komercénimi fedidly Raptac®, NeXcell®
a Poultry media® na koneénou koncentraci 100*10° ml?! spermii a nechan 30 minut
ekvilibrovat pfi 5 °C. Po narfedéni a ekvilibraci byla namérena motilita stejnym zptisobem, jako
v experimentu 1. Pfed zmrazenim bylo opét ptriddano 9 % NMA.

4.4 Priprava inseminacnich davek, chlazeni a mrazeni

Naredény ejakulat byl ruéné naplnén do plastovych pejet o objemu 0,25 ml. Pejety byly
nasledné uzavieny pomoci tésniciho prasku (IMV Technologies) a vyrovndny na plovaci rack
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v pravidelnych rozestupech. Rack byl umistén nad hladinu tekutého dusiku po dobu 10 minut.
Zchlazené pejety byly vhozeny pfimo do tekutého dusiku. Chlazeni a mrazeni probihalo
v polystyrenovych mrazicich boxech (obrazek 5). Zmrazené inseminacni davky byly az do
dalsiho zpracovani skladovany v tekutém dusiku v kryotanku CD cryo diffusion.

|

Obrdzek 5: Vybaveni potfebné k mrazeni inseminacnich ddvek
(1 — plovouci rack, 2 — tésnici prdsek, 3 — polystyrenovy mrazici box, 4 — pejety,
5 —pinicka na pejety) (archiv autora).

4.4.1 Experiment1l

V prvnim experimentu se hodnotil vliv vysky chlazeni na vyslednou kvalitu
inseminacnich ddvek. Plovouci rack byl nastaven na tfi rlizné vysky —3,5cm, 5,0cm a 7,5 cm.

4.4.2 Experiment 2

Pfi druhém experimentu probihalo chlazeni 5 cm nad hladinou tekutého dusiku
a rozmrazeni pfi 5 °C.

4.5 Hodnoceni inseminacnich davek po rozmrazeni

Rozmrazeni probihalo ve vodni lazni o teploté 5 °C po dobu 100 sekund
v experimentu 1. Ve druhém experimentu se inseminacni davky rozmrazovaly ve vodni lazni
0 5 °C po dobu 100 sekund nebo pfi teloté 40 °C po dobu 30 sekund. Z rozmrazené davky bylo
opét odebrano 10 pl, které byly hodnoceny pomoci mobilni CASA, kde se zjistovala motilita
a progresivni motilita spermii. Vzorky vhodné k poutziti jako inseminacéni davky byly dale
hodnoceny pomoci pritokového cytometru (Novocyte 3000, Acea Biosciences), obrazek 6.
Cytometr disponuje lasery emitujici fialové (405 nm), modré (488 nm) a cervené (640 nm)
zareni.
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V priitokovém cytometru byly vzorky hodnoceny na 96 jamkovych desti¢kach
(mikrotitracni desticka P) (Gama group a.s.). Kazdy vzorek byl méren v tripletech. Veskeré
pripravy a ekvilibrace vzorkd probihala na vyhtivané desce o teploté 38,5 °C 15 minut bez
pFistupu svétla. Vzorek spermii byl nafedén na koncentraci 30*10° ml2.

V jedné jamce bylo:

o 100 pl fosfatového pufru (PBS)
o 10 pl master mixu

e 2 ul Hoechst 33342

e 2ulPl

e 2 ul PNA-FITC

e 4ul MTRDR
o 10 uml vzorku spermii

Vzniklé vzorky byly méreny pratokovym cytometrem a vyhodnoceny softwarem
NovoExpress 1.3.0. Pomoci fluorescenéni barvy Hoechst 33342 (Sigma Aldrich) byla
hodnocena integrita DNA. Propidium iodine (PI) (Sigma Aldrich) slouzi k hodnoceni celistvosti
plazmatické membrany, PNA-FITC (ThermoFischer Scientific) barvi akrozom a MTR DR
(MitoTracker Deep Red) (Sigma Aldrich) dava informace o membranovém potencialu
mitochondrii. Priklad vysledku z pritokového cytometru ukazuje obrazek 7.

Obrazek 6: Pritokovy cytometr - Novocyte 3000, Acea Biosciences (archiv
autora).
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Obrdzek 7: ,Gating strategy” — vysledek z pritokového cytometru: 1 — bodovy graf
zndzornujici silu signdlu FSC oproti SSC poskytuje informaci o populaci bunék. 2 — spermatické
buriky indentifikovdny pomoci barvy Hoechst-33342. 3 — spermatické buriky s intaktni
plazmatickou membrdnou i akrozomem. 4 - spermie s poskozenou membrdnou 5 — spermie
s poskozenym akrozomem (Petricakova et al. 2022).
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5 Vysledky
5.1 Experiment1

5.1.1 Zakladni statistické parametry - mCASA

Vliv vysky chlazeni nad hladinou tekutého dusiku na celkovou motilitu spermii byl
méren béhem tfi odbérovych dnl vidy pred mrazenim a pll hodiny po rozmrazeni
inseminacni davky. Kazdy odbérovy den se v dané vysce chladily dva vzorky, dohromady Sest
vzorkd pro kazdou vysku. Procentudlni celkovd motilita pfed mrazenim a po rozmrazeni pro
kazdou inseminacni davku je zanesena v tabulce 5.

Tabulka 5: Priimérnd celkovd motilita pred mrazenim (MOT BFR) a po rozmrazeni
(MOT THW) pfi chlazeni na tfech riznych vyskdch, Cislo n je pocet vzorkl v méreni, o znaci
smérodatnou odchylku.

Odbérovy n Vyska MOTBFR[%] MOT THW [%)]
den [em] to to
1 2 3,5 70,0+7,0 59,5+8,5
1 2 5,0 81,5+7,5 69,0 £ 4,0
1 2 7,5 79,0+£1,0 56,5+2,5
2 2 3,5 81,5+11,5 64,5+3,5
2 2 5,0 81,5+1,5 62,5+2,5
2 2 7,5 74,0110 51,0+1,0
3 2 3,5 79,5+3,5 55,5+3,5
3 2 5,0 71,5+8,5 67,0+7,0
3 2 7,5 79,0+1,0 52,5+2,5

Nebyl prokazan statisticky vyznamny rozdil mezi vySkou chlazeni 3,5 cm a 5,0 cm
(p <0,05), kdy celkova motilita u vysky 3,5 cm klesla ze 77 % + 5,02 na 59,83 % * 3,68, u vysky
5,0 cm byl pokles o néco nizsi a to ze 78,16 % + 4,71 na 66,17 % + 2,72. Nejvétsi pokles byl
u vysky chlazeni 7,5 cm, kdy celkovd motilita klesla ze 77,33 % + 2,36 na 53,33 % + 2,32, viz
graf 3.
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Celkova motilita pfi riznych vyskach chlazeni
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Graf 3: Celkovd motilita pred mrazenim (MOT BFR) a po rozmrazeni (MOT
THW) pri trech riznych vyskdch chlazeni nad hladinou tekutého dusiku.
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5.1.2 Zakladni statistické parametry — pratokovy cytometr

Zivotaschopnost spermii byla hodnocena méfenim na pritokovém cytometru.
Zivotaschopnost spermii (PMI) se hodnotila na zakladé poskozeni plazmatické membrany
(PMD), celistvosti akrozomu (ACRD) a dvojiho poskozeni Cili poskozeni plazmatické membrany
i poskozeni akrozomu (PAD).
pfi vySce chlazeni 5,0 cm ato z 84,51 % + 0,06 na 66,29 % + 0,06. Nejvyssi pokles byl pfi vysce
7,5 cm z plvodnich 85,60 % + 0,07 na 46,67 % + 0,10.

K poskozeni plazmazmatické membrany dochdzelo na vSech vyskach chlazeni, ale
nejmensi bylo pozorovano u vysky chlazeni 5,0 cm. Z pivodnich 12,94 % + 0,05 vzrostlo na
32,92 % £ 0,06. Nejvyssi poskozeni bylo u vysky chlazeni 3,5 cm, kde z 11,48 % + 0,05 se zvysilo
na 37,51 % £ 0,06.

Poskozeni akrozomu bylo nejmensi pfi vySce 5,0 cm, z 1,66 % = 0,01 kleslo na
0,70 % + 0,00. Naopak nejvyssi poskozeni bylo pti vysce chlazeni 3,5 cm. Z plvodnich
1,47 % + 0,01 kleslo na 1,21 % + 0,01.

Dvoji poSkozeni spermie bylo nejmensi pFi vysce chlazeni5,0cm -z 0,90 % + 0,01 kleslo
na 0,09 % * 0,00. Naopak vyrazné zhorseni bylo pfi vySce 7,5 cm, kde z 1,00 % + 0,01 vzrostlo
na 14,48 % £ 0,10.

Zgrafu 4 je vidét, Ze vySka chlazeni nejvice ovliviiuje dvoji poSkozeni spermii
a Zivotaschopnost spermii jako takovou. Naopak nejméné bylo ovlivnéné poskozeni
akrozomu.
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Z naseho méreni mlzeme usoudit, Ze vliv na poskozeni plazmatické membrany,
akrozomalni poskozeni a dvoji poskozeni spermii nema den odbéru, ale vyska chlazeni nad
hladinou tekutého dusiku.

Zakladni fukéni parametry Zivotaschopnosti spermii
100,00%

66,29%

80,00%
55,79%

60,00% 46,67%

32,92% m3,5cm
40,00% 37,51% 37,37% m50cm

14.88% m75cm
20,00% 0,70% 5,50% 0,09%
1,21%l l1,09% l
PMI P J A

0,00%
MD CfD l l PTD

Pramér [%]

-20,00%

Graf 4: Zdkladni funkéni parametry spermii pro rizné vysky chlazeni po
rozmrazeni (3,5 cm, 50 cm, 7,5 cm) — Zivotaschopné spermie (PMI), spermie
s poskozenou plazmatickou membrdnou (PMD), spermie s akrozomdInim poskozenim
(ACRD), spermie s dvojim poskozenim (PAD).
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5.2 Experiment 2

5.2.1 Statisticka analyza dat

Veskera statistickda vyhodnoceni byla ziskdna pomoci statistického programu SAS
(SAS/STAT, 2013). Naslednd analyza variance byla provedena za pouZiti generalized linear
model procedury. Jako zdvisle proménné byly vyhodnocovdny jednotlivé parametry
pratokové cytometrie PMI, PMD, ACRD, PAD.

Statistické modely pro vyhodnoceni parametr( pritokové cytometrie po ekvilibraci
hodnocené v definovaném ¢asovém intervalu jsou uvedeny nize:

1) VIAeqijkl = p + DENi + EXj + TEMPk + EX * TEMPjk + eijkl

2) PMeqijkl = p + DENi + EXj + TEMPk + EX * TEMPjk + eijkI

3) ACReqijkl = p + DENi + EXj + TEMPk + EX * TEMPijk + eijkl

4) PMACReqijkl = u + DENi + EXj + TEMPk + EX * TEMPijk + eijkl

kde VIAeqijk = celkovd viabilita bunék po eqvilibraci, PMeqijk = podil spermii
s posSkozenou plazmatickou membranou po ekvilibraci, ACReqijk = podil spermii s
poskozenym akrozomem po ekvilibraci, PMACReqijk = podil spermii s dvojim poskozenim -
poskozeny akrozom i plazmaticka membrana; DENi = fixni efekt i-tého odbérového dne (i = 1.
odbérovy den, n=5; i = 2. odbérovy den, n=17; i = 3. odbérovy den, n=12; i = 4. odbérovy den,
n=18;i=>5. odbérovy den, n = 18); EXj = fixni efekt pridavku j-tého fedidla (j = pfidavek fedidla
Poultry media® + 9% NMA, n =15; j = pfidavek redidla Raptac® + 9% NMA, n = 15; j = pfidavek
fedidla NeXcell® + 9% NMA, n = 15); TEMPk = fixni efekt k-té teploty ekvilibrace po rozmrazeni
(k= varianta ekvilibrace pfi teploté 5°C, n = 58; k= varianta ekvilibrace pfi teploté 40°C, n= 68).
EX * TEMPijk = interakce variant ptidavku redidel a teploty ekvilibrace po rozmrazeni; eijkl =
residudlni chyba.

Statistické rozdily mezi odhadnutymi priiméry byly detekovany na hladiné vyznamnosti
P <0,05.

5.2.2 Zakladni statistické parametry - mCASA

Pred kazdym zamrazenim jiz s pfidanymi rfedidly a pul hodiny po rozmrazeni se méfily
zakladni parametry pro celkovou motilitu. Hodnoceny byly vzorky odebrané v péti dnech.
Hodnoceni probihalo na mCASA. Namérené Udaje jsou v tabulce 6. Celkova motilita se méfila
na 81 vzorcich, kdy celkova motilita pred mrazenim dosahovala priimérné 52,27 %. Pal hodiny
po rozmrazeni vyrazné klesla na primérnych 16,98 %. To znaci, Ze béhem mrazeni doslo
k vyraznému poskozeni spermii, které vedlo ke snizeni celkové motility.
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Tabulka 6: Primérné hodnoty motility pred
mrazenim (MOT BFR) a pil hodiny po rozmrazeni (MOT
THW), ¢islo n uddvd pocet vzorkd, o je smérodatnd odchylka.

n Motilita [%)] Min [%] Max [%]
to
MOT BFR 81 52,27 17,00 84,00
17,23
MOT THW 81 16,98 + 0,00 68,00
18,40

Celkovou motilitu v jednotlivych odbérovych dnech pred a po mrazeni ukazuje graf 5.
Nejlepsi motilita pfed mrazenim byla druhy odbérovy den 57,72 %. Naopak nejhorsi byla treti
den 32, 67 %. Po rozmrazeni byla celkova motilita nejlepsi prvni den 31,00 % a nejhorsi treti
den 8,39 %.

Celkova motilita v jednotlivych odbérovych dnech

70,00
57,67 57,72 29,11

56,89
60,00

50,00

40,00

30,00 MOT BFR

MOT THW

Celkova motilita [%]

20,00

10,00

0,00

Odbérové dny

Graf 5: Celkovd motilita pred mrazenim (MOT BFR) a celkovd motilita po rozmrazeni
(MOT THW)

Predchozi udaje jsou spojené z méreni inseminancnich davek naredénymi rdnymi
fedidly. Pfi méreni celkové motility u jednotlivych fedidel vysly podobné vysledky u redidel
Poultry media® a Raptac®. Pfi pouziti Poultry media® klesla celkova motilita z 50,33 % * 15,50
na 23,96 % + 18,80. U Raptacu® klesla z 53,15 % + 15,36 na 23,52 % + 20,13. Vyrazné nejhlre
vySlo fedidlo NeXcell®, kde po rozmrazeni dosahovala priimérnd celkova motilita nizkych
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hodnot pouze 4,22 % + 1,91 z plivodnich 53,33 % + 19,58. Zméfené Udaje jsou zaneseny
v tabulce 7. Kazdé fedidlo bylo pouZito u 27 davek.

Tabulka 7: Ucinek vybraného Fedidla na celkovou motilitu po
rozmrazeni — celkova motilita pred mrazenim (MOT BFR), celkovd motilita
po rozmrazeni (MOT THW), n uddvd pocet vzorkd, o uddvd smérodatnou
odchylku, indexy a, b ve sloupcich potvrzuji statisticky signifikantni rozdily

(P <0,05).
Redidlo n MOT BFR [%] MOT THW [%]
to to
Poultry 27 50,33+ 15,50 23,96 + 18,80°
media®

Raptac® 27 53,15+15,36 23,52 +20,13°
NeXcell® 27 53,33+ 19,58 4,22 +1,91°

5.2.3 Zakladni statistické parametry hodnocené prutokovym cytometrem

Po ekvilibraci byly hodnoceny 3 vzorky sdvéma opkovanimi, kde procento
Zivotaschopnych spermii (PMI) bylo 76,57 % + 9,15. Pfed mrazenim mélo 15,64 % + 6,69
spermii posSkozenou plazmatickou membranu (PMD). 6,49 % * 7,13 spermii mélo pred
zmrazenim poskozeny akrozom (ACRD) a 1,30 % £ 1,43 spermii trpélo poskozenim plazmatické
membrany i akrozomu (PAD). Po mrazeni se hodnotilo 81 vzork (80 u dvojiho poskozeni), kde
36,08 % * 21,70 spermii byla Zivotaschopnych. 58,96 % + 21,84 spermii trpélo po rozmrazeni
na poskozenou membranu a 2,95 % * 4,03 spermii mélo poskozeny akrozom. Na dvoji
poskozeni — poruseni plazmatické membrany a akrozomu bylo postizeno 2 % * 2,81 spermii.
Zmérené hodnoty jsou zaneseny v tabulce 8.

Tabulka 8: Funkcni parametry spermii pred a po rozrazeni —
procentudlni zastoupeni Zivotaschopnych spermii pfed mrazenim (PMI BFR),
spermie s poskozenou plazmatickou membrdnou pred mrazenim (PMD BFR),
s poskozenym akrozomem pred mrazenim (ACRD BFR), spermie s dvojim
poskozeni — plazmatické membrdny a akrozomu pred mrazenim (PAD BFR),
Zivotaschopné spermie po rozmrazeni (PMI BTHW), spermie s poSkozenou
plazmatickou membrdnou po rozmrazeni (PMD THW), s poskozenym
akrozomem po rozmrazeni (ACRD THW), spermie s dvojim poskozenim —
plazmatické membrdny a akrozomu po rozmrazeni (PAD THW), n uddvd pocet
vzorkd, o je smérodatnd odchylka.
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n Pramér [%)] Min [%] Max [%]
to

PMI BFR 9 76,57 £ 64,37 93,73
9,15

PMD BFR 9 15,64 £ 4,77 28,02
6,69

ACRD BFR 9 6,49+ 7,13 0,08 24,96

PAD BFR 9 1,30+£1,43 0,17 5,55

PMI THW 81 36,08 + 3,04 58,65
21,70

PMD THW 81 58,96 + 27,50 94,96
21,84

ACRD 81 2,95+ 4,03 0,12 13,56

THW
PAD THW 80 212,81 0,25 12,03

Z grafu 6 je patrné, Ze po zamrazeni doslo k vyraznému poklesu poctu Zivotaschopnych
spermii. Vyrazné stouplo procento spermii, které mélo poskozenou plazmatickou membranu.
Poskozeni akrozomu se u rozmrazenych spermii sniZilo a u dvojiho poskozeni spermii nedoslo
k vyraznym zménam.

Zivotaschopnost spermii
100,00 76,57
80,00 58,96
60,00
— 36,08
X
t. M BFR
5 40,00 15,6
§ 6.49 HTHW
2 ' 1,30
o 7]
20,00 a l 2,95 2,00
0’00 + i l l
PMI PMD LCRIi JPADl
-20,00

Graf 6: Priimérné namérené hodnoty mérenych parametri na prutokovém
cytometru: spermie bez poskozené plazmatické membrdny (PMI), spermie s poskozenou
plazmatickou membrdnou (PMD), spermie s poskozenym akrozomem (ACRD), spermie
s dvojim poskozenim — s poskozenou plazmatickou membrdnou i akrozomem (PAD).
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5.2.3.1 Procento Zivotaschopnych spermii po rozmrazeni

5.2.3.1.1 Popis modelu

Proménlivost ukazatele byla prokazana z 97, 45% (P <0,0001). V modelové rovnici byl
statisticky prukazny vliv sledovanych faktor(: vliv odbérového dne (P <0,0001) a vliv
pfidavku zvoleného fedidla (P <0,0001). Statisticky prikazny vliv nebyl prokazan
usledovanych parametrd: teplota ekvilibrace po rozmrazeni, Uucinek pridavku
zvoleného fedidla a teploty ekvilibraci pfi rozmrazeni. Dale jsou uvedeny fixni vlivy
odbérového dne a pouzité metody mrazeni.

5.2.3.1.2 Vliv odbérového dne na Zivotaschopnost spermii po rozmrazeni

Béhem experimentu jsme si vSimli, Ze je statisticky vyrazny rozdil v Zivotaschopnosti
spermii 30 minut po rozmrazeni mezi jednotlivymi odbérovymi dny, viz graf 7. Nejvyssi
Zivotaschopnost byla prvni den, kdy po byla rozmrazeni 42,9 % + 1,3. Vysledky nebyly
statisticky vyrazné lepsi nez 2. den. Naopak statisticky nejhorsi byl ¢vrty odbérovy den, kdy po
rozmrazeni dosahovala pouze 28,98 % + 0,86. Prehled viability po rozmrazeni v jednotlivych
dnech uvadi tabulka 9.

Tabulka 9: Vliv odbérového dne na Zivotaschopnost spermii
po rozmrazeni (PMI THW), metoda nejmensich ctverci (LSM),
smérodatnd odchylka (o).

Odbérovy PMI THW LSM [%] P <0,05

den to
1 42,90+ 1,30 1:3,4,5
2 38,85+ 0,86 2:4
3 35,80+ 0,86 3:1,4
4 28,98 + 0,86 4:1,2,3,5
5 37,30+ 0,86 5:1,4
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Graf 7: Vliv odbérového dne na Zivotaschopnost spermii po rozrazeni (PM|
THW), pouZita metoda nejmensich ctverct (LSM).

5.2.3.1.3 Vliv pouZitého fedidla na Zivotaschopnost spermii po rozmrazeni

Zivotaschopnost spermii po rozmrazeni byla vyrazné ovlivnéna pouZitym Fedidlem, viz
tabulka 10. Nejlepsi vysledky byly ziskany za pouZiti fedidla Raptac®, kde po rozmrazeni byla
52,04 % + 0,72. Vysledky nebyly statististicky prokazatelné lepsi nez pfi pouZiti fedidla Poultry
media® — 51,11 % + 0,72. Statisticky vyrazny rozdil byl pfi pouziti fedidla NeXcell®, kde
Zivotaschopnost spermii po rozmrazeni byla pouze 7,07 % + 0,72.

Tabulka 10: U&inek vybraného Fedidla na viatibilitu po
rozmrazeni (PMI THW), pouZita metoda nejmensich ctvercl
(LSM), o znaci smérodatnou odchylku, rizné indexy ve sloupcich
potvrzuji statisticky signifikantni rozdily (P <0,05)).

Redidlo PMI THW LSM [%]

to
Poultry 51,11+ 0,722
media®
Raptac® 52,04 + 0,722
NeXcell® 7,07 £0,72°
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5.2.3.1.4 Vliv teploty ekvilibrace pfi rozmrazovani

Vliv rozdilné teploty (5 °C a 40 °C) pfi ekvilibraci po rozmrazeni shrnuje tabulka 11.
Béhem rozmrazeni dochazelo pfi obou teplotach k poskozeni plazmatické membrany. Pfi
obou teplotdch dochdzelo ke statisticky nevyraznym rozdillm u poskozeni plazmatické
membrany, poskozeni akrozomu a dvojimu poskozeni — poSkozeni plazmatické membrany
a akrozomu.

Tabulka 11: Vliv teploty ekvilibraci po rozmrazeni na viabilitu spermii (PMI THW),
poskozeni plazmatické membrdny (PMD THW), poskozeni akrozomu (ACRD THW) a
dvojiho poskozeni spermii (PAD THW), metoda nejmensich ctverct (LSM), smérodatnd
odchylka (o), shodné indexy a znaci, Ze nebyly pozorovdny statisticky vyznamné rozdily (P
<0,05).

Teplota PMITHWLSM PMD THWLSM ACRD THWLSM PAD THW LSM

rozmrazeni [%]to [%]to [%]to THW [%] t o
5°C 36, 87 £ 0,552 57,62 + 0,622 2,850,142 2,65+0,13°
40 °C 36,61 +0,67° 57,48 £ 0,762 3,04+0,17° 2,87 £0,16°

5.2.3.2 Zastoupeni spermii sposkozenou plazmatickou membrdnou, poskozenym
akrozomem a dvojim poskozenim

5.2.3.2.1 Popis modelu

Proménlivost ukazatele poskozeni plazmatické membrany byl prikazny z 96, 75 %
(P <0,001) V modelové rovnici byl statisticky priakazny vliv sledovanych faktor(: vliv
odbérového dne (P <0,001) a vliv zvoleného fedidla (P <0,001). Teplota ekvilibrace pfi
rozmrazeni a interakce variant pridaného redidla nemély statisticky vyznamny vliv. Ddle
v textu jsou uvedeny fixni vlivy odbérového dne a pouzité metody mrazeni.

Proménlivost ukazatele poskozeni akrozomu byl prikazny z 95,4 % (P <0,001).
V modelové rovnici byl statisticky vyznamny vliv odbérového dne (P <0,001).

Proménlivost ukazatele dvojiho poskozeni — poSkozeni plazmatické membrany
a akrozomu byl prlikazny z 91,7 %. Vliv odbérového dne byl v rovnici statisticky prikazny
(P <0,001).

5.2.3.2.2 Vliv odbérového dne na poskozeni plazmatické membrany

Na poskozeni plazmatické membrany mélo vliv, z jakého odbérového dne davka byla,
viz tabulka 12. Nejvyssi poskozeni bylo 3. odbérovy den, kdy dosahovala 63,33 % + 0,98.
Vysledek se statisticky nelisil od 5. dne. Nejmensi poskozeni bylo prvni odbérovy den, kdy bylo
pouze 44, 98 % t 1,47. Tento den se statisticky vyznamné [iSil od vSech zbylych odbérovych
dng.

43



Tabulka 12: Vliv odbérového dne na poskozeni plazmatické
membrdny po rozmrazeni (PMD THW), metoda nejmensich Ctvercl
(LSM), smérodatnd odchylka (o).

Odbérovy PMD THW LSM P <0,05

den [%] o
1(n=9) 44,98 + 1,47 1: 2-5
2(n=17) 58,80 + 0,98 2:1,2,5
3(n=12) 63,33 +0,98 3:1,2,4
4 (n=18) 59,23 + 0,98 4:1,3
5 (n =18) 61,42 + 0,98 5:1

5.2.3.2.3 Vliv odbérového dne na akrozomalni poskozeni

Nejvyssi akrozomadlni poskozeni bylo 4. odbérovy den, kdy bylo 10,19 % + 0,21.
Vysledek se statisticky vyrazné lisil od vSech ostatnich odbérovych dnd. Naopak nejmensiho
poskozeni se dosahlo 3. odbérovy den a to 0,24 % + 0,21. To se statisticky vyrazné nelisilo od

2. a 5. dne. Hodnoty jsou uvedeny v tabulce 13.

Tabulka 13: Vliv odbérového dne na akrozomové poskozeni po
rozmrazeni (ACRD THW), metoda nejmensich Cctverci (LSM),
smérodatnd odchylka (o).

Odbérovy ACRD THW LSM P <0,05
den [%]to
1(n=9) 2,73+0,32 1: 2-5
2 (n=17) 1,00 + 0,21 2:1,4
3(n=12) 0,24 +0,21 3:1,4
4 (n=18) 10,19+0,21 4:1-3,5
5 (n=18) 0,56 + 0,21 5:1, 4

5.2.3.2.4 Vliv odbérového dne na dvoji poskozeni — plazmatické membrany i akrozomu

Dvoji poskozeni spermie bylo nejvyssi 1. odbérovy den 9,52 % + 0,30, coz se statisticky

vyrazné lisilo od vsech zbylych odbérovych dnli. Nejmensi poskozeni plazmatické membrany

a zaroven akrozomu bylo 3. odbérovy den 0,62 % £ 0,20. Tento vysledek se statisticky vyrazné

neligil od 2. a 5. odbé&rového dne. Udaje jsou zaneseny v tabulce 14.
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Tabulka 14: Vliv odbérového dne na dvoji poskozeni spermii po
rozmrazeni (PAD THW), metoda nejmensich ¢tvercu (LSM), smérodatnd
odchylka (o).

Odbérovy PAD THW LSM [%] P <0,05

den to
1(n=9) 9,52 +0,30 1:2-5
2(n=17) 1,33+1,21 2:1
3(n=12) 0,62 £ 0,20 3:1,4
4 (n=18) 1,61+0,20 4:1,3,5
5(n=18) 0,73+£0,20 5:1,4

5.2.3.2.5 Vliv zvoleného fedidla na poSkozeni plazmatické membrany

Plazmatickd membrana byla po rozmrazeni nejvice poSkozena pfi pouZiti redidla
NeXcell® z 87,03 % + 0,82. To bylo ze statistického hlediska vyrazné odlisné od zbylych dvou
fedidel. Naopak nejmensiho poskozeni se dosdhlo za pouziti Raptacu® 42,57 % + 0,82. Tento
vysledek nebyl statisticky odliSny od pouzi fedidla Poultry media®, viz tabulka 15.

Tabulka 15: Vliv zvoleného redidla na poskozeni plazmatické
membrdny po rozmrazeni (PMD THW), metoda nejmensich Ctverci (LSM),
smérodatnd odchylka (o), ruzné indexy ve sloupcich potvrzuji statisticky
signifikantni rozdily (P <0,05)).

Redidlo PMD THW LSM [%]
to
Poultry media® 43,06 + 0,822
Raptac® 42,57 +£0,82°
NeXcell® 87,03 +0,82°

5.2.3.2.6 Vliv zvoleného fedidla na poskozeni akrozomu

Akrozomalni poskozeni po rozmrazeni bylo nejvyssi pti poutziti fedidla Poultry media®
3,36 % £ 0,18. Nejmensiho poskozeni se dosahlo s fedidlem Nexcell® 2,59 % + 0,18. Oba tyto
vysledky se statisticky neliSily od vysledkl s pouzitym fedidlem Raptac®. Vysledky jsou shrnuty
v tabulce 16.
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Tabulka 16: Vliv zvoleného redidla na akrozomdlni poskozeni po
rozmrazeni (ACRD THW), metoda nejmensich Ctvercl (LSM), smérodatnd
odchylka (o), shodné indexy a znaci, Ze nebyly pozorovdny statisticky
vyznamné rozdily (P <0,05).

Redidlo ACRD THW LSM [%]
to
Poultry media® 3,36 +0,18°
Raptac® 2,87 £0,18?
NeXcell® 2,59 +0,18?

5.2.3.2.7 Vliv zvoleného redidla na dvoji poskozeni

Poskozeni plazmatické membrany a zaroven akrozomalni poskozeni je zaneseno
v tabulce 17. Nejvyssi bylo u davek s fedidlem NeXcell® 3,28 % + 0,17. To se statisticky liSilo od
davek sjinymi pouzitymi rtedidly. Nejmensi dvoji poSkozeni bylo u fedidla Raptac®
1,53 % +0,17. Tyto hodnoty se statisticky neliSily od hodnot poskozeni s pouzitim redidla
Poultry media®.

Tabulka 17: Vliv zvoleného fedidla na dvoji poskozeni -
plazmatické membrdny i akrozomu po rozmrazeni (PAD THW),
metoda nejmensich ctvercu (LSM), smérodatnd odchylka (o), shodné
indexy a znaci, Ze nebyly pozorovdny statisticky vyznamné rozdily (P

<0,05).
Redidlo PAD THW LSM [%]
to
Poultry media® 2,47 £0,17°
Raptac® 1,53+0,17°
NeXcell® 3,28+0,17°
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6 Diskuze

Kryokonzervace inseminacnich davek je dlleZitym nastojem k uchovani cenné
genetické informace ohroZenych zvifat a jeji ndsledné Sifeni po celém svété i napfic
generacemi. Standardné je vyuZivana v chovech zvifat. Tam, kde jiz existuji Uspésné mrazici
protokoly, se pro pfipousténi pouzivaji vyhradné inseminacéni davky. Bohuzel tomu stale tak
neni u vSech druhl hospodarskych zvifat, zejmenéna u ptaka.

Kohouti spermie jsou od savcich spermii morfologicky natolik odlisné, Ze béZzné mrazici
protokoly u nich nefunguji. Inseminace mrazenymi inseminacnimi davkami dosahuje nizké
miry Uspésnosti. Navic, pfi pouziti glycerolu jakozto nejbéznéjsiho kryoprotektiva, je témér
nulova.

Kryokonzervace je zavisla na zvoleném fedidle a kryoprotektantivech.
U hospodarskych zvirat se pouZivaji fedidla Inra 96, Tris nebo univerzalni Kenneho fedidlo.
U drdbeZe jsou komeréné dostupnymi a pouZivanymi fedidly Poultry media®, Raptac®
a NeXcell®. Jejich vyhodou je snadnd manipulace a nizka pofizovaci cena. Vzhledem k tomu,
Ze to jsou komerc¢ni redidla, maji vidy presné stejné slozeni a vSechny Sarze si odpovidaji.

Cilem této studie bylo najit optimalni vySku chlazeni nad hladinou tekutého dusiku
a porovnat jednotliva fedidla. V prvnim experimentu se predpokladalo, Ze optimalni bude
mrazeni 5,0 cm nad hladinou, coZ bylo potvrzeno. Spermie po rozmrazeni dosahovaly ve viech
parametrech nejlepsich hodnot. Vyska chlazeni 3,5 cm oproti 7,5 cm dosahovala vétsi miry
Zivotaschopnosti spermii a mensiho dvojiho poskozeni spermii. V poSkozeni plazmatické
membrany témér nebyl rozdil s vySkou chlazeni 7,5 cm. Oproti tomu vyska chlazeni 7,5 cm
vykazovala mensi hodnoty akrozomdlniho poskozeni. Ze vSech sledovanych parametr( byl
nejvyssi rozdil ve dvojim poskozeni spermii. Naopak nejmensi rozdily byly v poskozeni
akrozomu.

U fedidla NeXcell® vyrobce uvedl, Ze je obohaceno o antioxidanty, proto byl
v experimentu 2 predpoklad, Ze z vybranych tfi fedidel bude nejlepsi. Tato hypotéza se
nepotvrdila. Spermie nafedéné redidlem Nexcel® mély po rozmrazeni Zivotaschopnost pouze
7,07 % £ 0,72. Oproti tomu vzorky s fedidlem Raptac® mély Zivotaschopnost 52,04 % + 0,72.
Vysledek byl statisticky shodny s fedidlem Poultry media®. Poskozeni plazmatické membrany
bylo statisticky nejvyssi pravé s pouzitim redidla NeXcell®, naopak akrozomalni poskozeni bylo
nejmensi. Pti porovnani redidel Poultry media® a Raptac® nebyly zjistény zadné statisticky
vyznamné rozdily ve sledovanych parametrech. Redidlo Poultry media® té? obsahuje
antioxidanty, a navic i latky podporujici integritu plazmatické membrany, coZ ma nejspise vliv
na dobré parametry spermii po rozmrazeni.

V druhém experimentu se sledoval vliv teploty, ve které se inseminacni davky
rozmrazovaly, na funkéni parametry spermii. Byla zvolena teplota 5 °C a 40 °C. Teplota 40 °C
méla simulovat teplotu, které jsou spermie vystaveny v pohlavnich cestach samice. Teplota
5 °C byla zvolena jako testovaci. Obéma teplotam byly inseminaéni davky vystaveny 100
sekund po vyndani z tekutého dusiku. Pfedpokladem bylo, Ze lepsi funkéni parametry budou
mit spermie, které se budou rozmrazovat pfi teploté 5 °C, coz se nepotvrdilo. Po rozmrazeni
nevykazovaly vzorky Zadné statisticky vyznamné rozdily.
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Pfi tvorbé inseminacnich ddvek je duleZité zvolit spravny pomér fedéni, aby se
z jednoho ejakulatu vyrobilo co nejvice davek, u kterych je stdle zachovana schopnost
oplozeni. Ta je dana dostate€nym mnoZstvim Zivotaschopnych spermii v inseminacni ddvce.
U hospodarskych zvifat, jejichz ejakuldt obsahuje vétsi procento semenné plazmy, jsou
spermie pfirozené v mnohem nizSich koncentracich, nez je tomu u ptakd. Kvali absenci
pfidatnych pohlavnich Zlaz, maji ptdci koncentrovany ejakuldt s malym procentualnim
zastoupenim semenné plazmy. Zatim neexistuji Zzadné prakazné studie o idealni koncentraci
spermii vinseminacni davce, a proto se koncentrace v rlznych studii lisi. Studie
Mosca et al. (2016) vyuzivala inseminaénich davek o malé koncentraci 100*10° ml* spermii.
Naopak ve studii Shahverdi et al. (2015) pouZivali v experimentech inseminacni davky
o koncentraci 400*10°. Jsou i studie, kde byla pouZita stfedni koncentrace 300*10° ml?
(Abouelezz et al. 2017). Pro na$ experiment bylo zvoleno Fedéni na koncetraci 100%10° ml.

Pfi kryokonzervaci jsou kryoprotektivni latky nezbytné pro prezitelnost spermii, avsak
neméné dUleZitd je i jejich koncentrace. Pti malych koncentracich pomahaji spermiim prezit
nizké teploty, ale pfi vys$sich koncentracich mohou byt toxické. Spermie kazdého ZivocisSného
druhu maji rozdilnou toleranci ke koncentracim kryoprotektiv. Mezi nejbéznéji pouzivana
prostupujici  kryoprotektiva  patfi  glycerol (GLY), dimethylacetamid (DMA),
dimethylformamid (DMF) a N-methylacetamid (NMA). Recentni studie uvadéji, Ze
koncentrace kryoprotektiv by méla byt v rozmezi od 6 % do 9 % (Partyka & Nizanski 2022).
U naseho experimentu jsme vychazeli ze studii Sasaki et al. (2010) a Mosca et al. (2020).
V experimentu Sasaki et al. (2016) pouzili koncetraci 9% NMA a inseminacni davky chladili
na vysce 4,0-4,5 cm po dobu 30 minut nad hladinou dusiku. Ve studii Mosca et al. (2020)
porovnavali koncentraci NMA 6 % a 9 % a teplotu vodni [dzné pfi rozmrzani 5 °C a 38 °C.
Inseminacni davky chladili na vysce 3,0 cm po dobu 10 minut. V provedeném experimentu
byla zvolena koncentrace NMA 9 %.

Neposledni problém v kryokonzervaci je vySka chlazeni nad hladinou tekutého dusiku
a tim i rychlost, kterou jsou davky zmrazeny. VétsSina studii voli béhem mrazeni jednu vysku
po rtzné dlouhou dobu, jsou ale i studie, napfiklad Blank et al. (2020), kde davky nejprve
chladi pfivysce 11,0 cm po 12 minut a poté vysku snizi na 3,0 cm po dobu 5 minut. Madeddu
et al. (2016) provedli studii, kde porovnavali rlzné vysky chlazeni — v prvnim experimentu
porovnavali vysku 1,0 cm, 3,0 cm a 5,0 cm. V druhém experimentu porovnavali vysku 3,0 cm,
7,0 cm a 10,0 cm. V prvni skupiné nebyly zadné statistické rozdily a ve druhé skupiné byla
nejlepsi vyska chlazeni 3,0 cm nad hladinou tekutého dusiku. Brcka byla vzdy po 10 minutach
ponorena pfimo do tekutého dusiku. Tyto vysledky se v naSem experimentu nepotvrdily.
V nasem experimetu 1 bylo nejlepSich funkénich parametrt dosdhnuto pfi chlazeni na vysce
5,0 cm po dobu 10 minut.

V procesu kryokonzervace gamet je vemi dullezitd i rychlost a teplota, pri které se
gamety rozmrzaji. Ve studiich Miranda et al. (2018) a Mosca et al. (2020) porovnavali dvé
teploty rozmrazovani: 5 °C po dobu 120 sekund (100 sekund) a 37 °C (38 °C) po dobu 30
sekund. V obou studidich mély spermie lepsi funkéni parametry pfi rozmrzani ve vodni lazni
o teploté 5 °C. To se v nasSem experimentu nepotvrdilo. Pfi pouZiti vodni |azné o teploté 5 °C
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a 40 °C nevykazovaly inseminacni davky zadné statisticky vyznamné rozdily v méfenych
parametrech.

Hlavni hypotézou této prace bylo ovéfit tvrzeni, Ze rGznd rychlost poklesu teploty
v prUbéhu kryokonzervace md vyznamny vliv na kvalitativni charakteristiky semene
hospodarskych zvifat a tim ina kvalitu inseminacni ddvek. Tuto hypotézu se nepovedlo
vyvratit ani potvrdit, protoze koneéné vysledky inseminacnich davek jsou vyrazné ovlivnény
pouzitymi fedidly, odbérovymi dny a individualitou jedince. Nejlepsich sledovanych
parametrd spermii bylo dosazeno pfi chlazeni 5,0 cm nad hladinou tekutého dusiku. Celkova
motilita spermii byla po rozmrazeni 66,17 % + 2,72.
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7 Zaveér

Kryokonzervace gamet je narocny proces, ktery predstavuje moznost, jak zefektivnit
chov hospodarskych zvifat. U savcl se jiz dafi optimalizovat a standardizovat mrazici
protokoly. Bohuzel u ptakl se stale nedafi najit optimalni mrazici protokoly. To je prevainé
zpUsobeno rozdilnym tvarem hlavicky jejich spermie a pozménénym slozenim plazmatické
membrany. V dostupnych studiich je velkd rozmanitost v pouZitych postupech mrazeni,
pouzitych fedidel i pfidavku kryoprotektanta.

Cilem diplomové prace byla optimalizace chladicich a mrazicich kfivek pro vyrobu
inseminacnich davek u hospodarskych zvirat.

V experimentech jsme na mCASA méfili celkovou motilitu po rozmrazeni a na
pratokovém cytometru Zivotaschopnost spermii, poskozeni plazmatické membrany,
akrozomalni posSkozeni a dvoji poskozeni spermii — poskozeni plazmatické membrany i
akrozomu.

V prvnim experimentu jsme zjistovali vliv vysky chlazeni nad hladinou tekutého dusiku
(3,5 cm, 5,0 cm a 7,5 cm) na parametry spermii. Ve druhém experimentu jsme méfili vliv
raznych fedidel na kvalitu inseminacéni davky (Poultry media®, Raptac® a NeXcell®). Pokusili
jsme se do experimentu vybrat takova fedidla, ktera jsou snadno dostupnd a je s nimi snadna
manipulace v laboratofi. Dale jsme hodnotili vliv teploty (5 °C a 40 °C) vodni lazné pfi
rozmrazeni.

V prvnim experimentu jsme nejlepSich vysledk( dosahli pfi vySce chlazeni 5,0 cm, kde
mély spermie po rozmrazeni nejvys$si celkovou motilitu, nejvyssi miru Zivotaschopnosti,
nejmensi poskozeni plazmatické membrany, poskozeni akrozomu i dvoji poSkozeni. Naopak
nejhorsi vysledky byly zaznamenany pfi vysce chlazeni 7,5 cm.

Ve druhém experimentu bylo nejlepSich vysledkl dosazeno s fedidlem Raptac®, ale
vysledky nebyly statisticky rozdilné s fedidlem Poultry media®. Naopak nejhure vyslo fedidlo
NeXcell®. Rozdilné teploty vodni |dzné po rozmrazeni nemély zadny statisticky vyznamny vliv
na vysledky.

Pro dalsi studie by bylo uréité vhodné pokradovat v hledani optimalnich mrazicich
protokoll pro ptaci spermie. Pfinosné by bylo zvazit pfidavek i jinych kryoprotektantl (napfr.
neprostupujicich), které by mohly mit pozitivni vliv na funkéni parametry spermii po
rozmrazeni.
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9 Seznam pouzitych zkratek a symbolt

ACRD poskozeni akrozomu

Al uméla inseminance

BFR pfed mrazenim

cAMP dependentni proteinkindzova draha
DMA dimethylacetamid

DMF dimethylformamid

DNA Deoxyribonukleova kyselina

FSC pfimy rozptyl

GLY glycerol

LDL nizkodenzitni lipoproteiny

LSM metoda nejmensich ¢tvercl
mCasa computer-assisted semen analysis
MOT celkova motilita

MTR DR MitoTracker Deep Red

NMA N-methylacetamid

PAD dvoji poSkozeni — plazmatické membrany i akrozomu
PBS fosfatovy pufr

Pl Propidium iodine

PM progresivni motilita

PMD poskozeni plazmatické membrany
PMI integrita plazmatické membrany
ROS volné kyslikové radikaly

SSC bocni rozptyl

THW po rozmrazeni
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