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Vliv ptidavku semenné plazmy na kvalitu rozmrazenych
hiebcCich epididymalnich spermii

Souhrn

Cilem této diplomové prace bylo ovétit hypotézu, ze piidavek semenné plazmy do
rozmrazenych epididymalnich spermii hiebcti zlepsi jejich prezitelnost.

Epididymalni spermie byly ziskany po kastraci péti hfebcti (n = 5) a nasledn¢ mrazeny
se dvéma kryokonzerva¢nimi fedidly L-EDTA (A) a INRAS2 (B). Po rozmrazeni byly davky
(n = 44) rozdé€leny na tii ¢asti a do jednotlivych alikvot byl pfidan fyziologicky roztok (K),
semenna plazma hiebce s primérné mrazitelnym ejakuldtem (SP) nebo semenna plazma
hiebce s nadprimérné dobfe mrazitelnym ejakulatem (S). U kazdého z téchto vzorkl bylo
ithned po rozmrazeni (T0) a po tficeti minutach inkubace (T30) hodnoceno procentualni
zastoupeni zivych spermii a spermii s neporusenou integritou plazmatické membrany, motilita
a kinematické parametry spermii. Statistické zhodnoceni dat bylo provedeno pomoci
Studentova t-testu a analyzy rozptylu na hladiné vyznamnosti P < 0,05.

Procentudlni zastoupeni Zivych spermii a spermii s neporuSenou integritou
plazmatické membrany bylo prikazné vySsi u fedidla A, zatimco motilita a kinematické
parametry spermii byl prikazné vyssi u fedidla B (P < 0,05).

Efekt obou fedidel na hodnocené parametry rozmrazenych epididymalnich spermii byl
srovnatelny u vSech zkoumanych hiebctt (P > 0,05), a to i pfes to, Ze mezi jednotlivymi
hodnotami naméfenymi u téchto hiebcl byly vyznamné rozdily (P < 0,05).

Z dalsich vysledkl je pak patrné, ze ptidavek riznych druhli semenné plazmy nema
vliv na procentudlni zastoupeni zivych spermii ani spermii s neporuSenou integritou
plazmatické membrany (P > 0,05), ma ale signifikantn€ pozitivni vliv na jejich motilitu
(P < 0,05). Pfedpoklad, Ze hiebec s lépe mrazitelnym ejakulatem poskytne kvalitnéjsi
semennou plazmu, ale prokazan nebyl.

Zavérem lze fici, ze ob¢ testovand fedidla poskytovala stabilni hodnoty testovanych
parametrii po rozmrazeni spermii, tudiz lze obé doporucit. Stejné tak l1ze doporucit pridavek
semenné plazmy do rozmrazenych epididymalnich hiebCich spermii, nebot’ ma prokazatelné
pozitivni U¢inky na jejich motilitu. Na plGvodu semenné plazmy pfitom pravdépodobné

zasadné nezalezi.
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Influence of seminal plasma on quality of frozen-thawed
stallion epididymal sperms

Summary

The aim of this study was to prove the hypothesis, that adding seminal plasma into
frozen-thawed epididymal sperms of stallions will improve their survival.

Epididymal sperms were obtained by a surgical castration of five stallions (n = 5) and
then frozen with two cryoprotectants L-EDTA (A) and INRA82 (B). The insemination doses
(n = 44) were divided into three groups after thawing where different agents were added in
individual aliquots: the physiological salt solution (K), seminal plasma from stallion with
standard freezing ejaculate (SP) and seminal plasma from the stallion with extremely well
freezing ejaculate (S). In each of these samples the percent of live sperms and sperms with
intact integrity of plasmatic membrane, motility and kinematics parameters of sperms
immediately after thawing (T0) and after thirty minutes of incubation (T30) were evaluated.
For statistical evaluation Student t-test and ANOVA with level of importance P < 0,05 were
used.

The percentage representation of live sperms and sperms with intact integrity of
plasmatic membrane was significantly better with extender A, while motility and kinematics
parameters of sperms were significantly higher with extender B (P < 0,05).

The effect of both extenders on evaluated parameters was similar in epididymal
sperms from each of the evaluated stallions (P > 0,05), despite significant differences
measured amongst different stallions (P < 0,05).

The results showed that seminal plasma has no influence on the percentage of live
sperms, neither on the percentage of sperms with intact integrity of plasmatic membrane
(P >0,05) but they confirmed the positive influence on the motility and kinematics
parameters of sperms (P < 0,05). The difference amongst the seminal plasmas testified in
favour of seminal plasma from stallion with standard freezing ejaculate did not prove the
premise that the stallion with extremely productive frozen ejaculate had given superior
seminal plasma.

In conclusion we can say, that both extenders gave stable values of tested parameters
of post-thawed sperms, therefor we can recommend both of them. We can also recommend
adding seminal plasma into post-thawed epididymal sperms, because it has significantly

positive outcomes on their motility. The origin of seminal plasma seems not to be important.
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1 Uvod

Se schopnosti ziskat epididymalni spermie se objevily moznosti zachovat inseminacni
davky nejen samcii kastrovanych, ale pfedevsim samci zranénych nebo dokonce néhle
uhynulych. Spermie z nadvarlete pfirozené neprochazi saméim pohlavnim ustrojim a tim
padem se nikdy nedostanou do kontaktu se semennou plazmou. Semennd plazma ovSem
Vv ejakulatu samce tvoii velice podstatnou ¢ast a slouzi ptfedevsim jako zdroj energie, dale pak
k vyplachu vyvodnych pohlavnich cest samce, stejné jako k tpravé pH pochvy samice.

Pti procesu kryokonzervace spermii, at’ uz ejakulovanych nebo epididymalnich, je nutné
ptedchézet riziku poskozeni plazmatické membrany bunék vlivem tvorby ledovych krystalk
vody. Proto je vétSina semenné plazmy a nadbyteéné tekutiny nahrazena tedidlem
s kryoprotektanty. Rozmrazend inseminacni davka pak na rozdil od Cerstvého ejakulatu
postrada velmi podstatny zdroj energie, ktery spermiim umoziuje ptimocary pohyb vpted za
hlavickou.

V této praci bude proto veénovadna pozornost piidavku semenné plazmy do
rozmrazenych epididymalnich heb¢ich spermii, za u¢elem podpory jejich prezitelnosti, a tedy
potencidlniho zvySeni UspéSnosti zabfezdvani samice. Podle dostupnych vyzkumi
20 % semenné plazmy. V této praci bude zkouman vliv ptidavku 33 % semenné plazmy

k epididymalnim hieb¢im spermiim.
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2 Cil prace a hypotéza

Diplomova prace se bude zabyvat ovéfenim hypotézy, ze ptidavek semenné plazmy do

rozmrazenych epididymalnich spermii zlepsi jejich piezitelnost.
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3 Literarni reSerse

Diive nez bude posouzen vliv pfidavku semenné plazmy na kvalitu rozmrazenych
hiebc¢ich epididymalnich spermii, je vhodné uvést pro celistvost textu nékterd fakta. Proto

bude nasledujici podkapitola vénovana saméi pohlavni bunice — spermii.

3.1 Spermie

Spermie jakozto sam¢i pohlavni burika, obsahuje pouze polovi¢ni sadu chromozomu.
JelikozZ je v praci vénovédna pozornost hiebéim spermiim, poloviéni sadou chromozomil se
rozumi 32 (McKinnon et al., 2011). Spermie vznika ve varlatech v procesu zvaném
spermatogeneze. Sklada se z hlavi¢ky, pokryté z vrchu akrozomem a vyplnéné jadrem,
spojovaci casti krcku a bic¢iku, umoziujiciho pohyb. Jako kazda buiika je a svém povrchu

ohranicena plazmatickou membranou (Reece, 2011).

3.1.1 Spermatogeneze

Spermatogeneze je proces vzniku spermii, béhem kterého se zkulaté diploidni
zarodecné buiiky spermatogonie stava haploidni bic¢ikata spermie. Tento proces probiha ve
sto¢enych semenotvornych kanélcich varlete a je fizen hypotalamo-hypofyzarni osou
(Samper, 2008). Spermatogenezi Ize podle Reece (2011) rozdélit na dvé casti -
spermatocytogenezi a spermatohistogenezi. Spermatocytogeneze podle néj zahrnuje fazi
mnozeni, ristu a zrani, spermatohistogeneze pak vlastni metamorfozu.

McKinnon (2011) a Samper (2008) ovsem rozdé€luji spermatogenezi na ¢asti téi. Prvni
faze — spermatocytogeneze zahrnuje mitotické déleni spermatogonii, druha faze oznacuje
obdobi meidzy a jako posledni nastava spermatogeneze, béhem které dochdzi ke zrani a
diferenciaci spermatid.

| kdyz proces rozde€luji rizni autofi rozdiln€, probihd vzdy stejnym zpiisobem a na
stejném misté — ve stocenych semenotvornych kanalcich.

Stocené semenotvorné kanalky jsou hlavni slozkou parenchymu varlete. Obsahuji
nékolik vrstev zarode¢nych bunck v riznych fazich vyvoje, které nasedaji na bazalni
membranu. Vyvoj zarodecné buiikky ve spermii, probihd smérem od bazdlni membrany
K lumen semenotvorného kanalku. Jedna se o kontinualni proces, a tudiz je faze vyvoje

v kazdé ¢asti semenotvorného kanalku rizna (Samper, 2008).
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Krom¢ bazalni membrany a ¢ty az péti vrstev semennych bunck, jsou dilezitou
soucasti varlete také Sertoliho buiiky. Sertoliho buiiky maji kuzelovity tvar a svou zakladnou
nasedaji na bazalni membranu semenotvorného kanalku. Diky tésnym spojim sousednich
bun¢k vytvari krevni varletni bariéru, kterda zamezuje spermiim vstupovat pies bazalni
membranu do intersticia a soucasn¢ udrzuje stalé prostfedi uvniti kanalku (Reece, 2011).
Nazyvaji se rovnéz bunky podpiirné, nebot” poskytuji semennym buiikam nékteré proteiny
dalezité pro vazbu vitaminu A, Zeleza a médi. Dale vytvari také androgeny vazajici protein,
zajistujici spravné mnozstvi testosteronu pro spermatogenezi. Dalsi funkci Sertoliho bun¢k je
fagocytoza prebytecnych ¢asti spermatidy béhem metamorfézy ve spermii (McKinnon, 2011).

Nedilnou soucasti varlete jsou také Leydigovy buiky, vmezetené v intersticiu mezi
jednotlivymi stocenymi semenotvornymi kandlky. Leydigovy bunky vytvaii v Cetnych
endoplasmatickych retikulech cholesterol, ktery je dale metabolizovan na testosteron,
nezbytny pro spermatogenezi. Stalou produkei testosteronu zajist'uji tyto buiiky od puberty az
do konce zivota (McKinnon, 2011).

Vlastni proces spermatogeneze se sklada z n¢kolika mitotickych a dvou meiotickych
déleni. Vysledkem je, Ze z jedné diploidni buniky vznikd velké mnozstvi bun¢k haploidnich.

Na pocatku je buiika nazyvana spermatogonie, ktera se mitoticky déli na dvé dcefiné
bunky. Jedna z nich zlistava jako spermatogonie u bazalni membrany, druha postupuje dale do
lumen jako spermatogonie A. Spermatogonie A podstupuje dal$i mitotické déleni, na
spermatogonie intermedidlniho typu a posléze na spermatogonie B. Nasleduje posledni
mitotické déleni spermatogonii B, béhem kterého vznikaji primarni spermatocyty. Primarni
spermatocyty tedy stale obsahuji diploidni sadu chromozémi. O zmenseni sady chromozémut
na polovinu se postara prvni meiotické déleni, b&hem kterého vznikaji sekundarni
spermatocyty a druhé meiotické déleni, které ma za nasledek vznik spermatid. Jesté¢ pied
uvolnénim ze zarode¢ného epitelu do lumen semenotvorného kanalku, prodélaji spermatidy
transformaci ve spermie. Burika ziskava protahly tvar, kdy z centriolu vznika nejprve bicikova
axonema, pozdéji bicik, na povrchu hlavicky vznika z Golgiho aparatu akrozom a dochazi
rovnéz ke kondenzaci chromatinu. Buiika se zbavuje piebytecné cytoplasmy i organel pomoci
Sertoliho bunék, které piebytecny obsah fagocytuji. Spermie tedy z plivodnich organel
vyuzije pouze jadro, Golgiho aparat, centrioly a mitochondrie. Hotové spermie jsou uvolnény
do lumen kandlku a dale pokracuji pies varletni sit a odvodné kandlky do nadvarlete

(McKinnon, 2011; Samper, 2008).
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Tento proces u hiebce trva 57-58 dni (Samper, 2008) a celkovou produkci hiebéich
spermii 1ze odhadnout na 18-20 X 10° spermii na jeden gram varletniho parenchymu za den
(Johnson et al., 2000).

Proces spermatogeneze podléhd neurohumoralnimu fizeni. Na fizeni spermatogeneze
se podili tyto organy: hypotalamus, hypofyza, epifyza, vomeronasalni organ a samoziejme
varle. Jelikoz se jedna o provazany systém, kazdy organ ovlivituje svou sekreci vSechny
ostatni. Krom¢ téchto organiti maji na hieb¢i chovani a spermatogenezi vliv také taktilni,
sluchové, vizualni a ¢ichové podnéty z okoli (Samper, 2008).

Hypotalamus produkuje pulzni sekreci gonadotropiny uvolfiujici hormon (GnRH). Na
tento hormon reaguje predni lalok hypofyzy produkci luteinizaéniho hormonu (LH) a
folikulostimulaéniho hormonu (FSH). FSH putsobi na Sertoliho buiky, které podnécuje
k produkci sloucenin dulezitych pro spermatogenezi, jako je napiiklad rdstovy faktor,
androgeny vazajici protein, estrogeny nebo aktiviny a inhibiny (Samper, 2008). Pocet
Sertoliho bun€k je v pozitivni korelaci s vahou varlete i s poctem zarode¢nych bunék a s
produkeci spermii (Blanchart et Johnosn, 1997).

Luteiniza¢ni hormon pak ovliviiuje produkci testosteronu v Leydigovych bunkach.
Testosteron pusobi piedev§im v pozdni fazi spermatogeneze, utvaii sekundarni pohlavni
znaky a zvySuje sam¢i libido. Tento hormon je produkovan nejen Leydigovymi buiikami, ale
také v semenotvornych kanalcich a vyvodném kanalku nadvarlete (Samper, 2008).

Nejméné objasnénd je funkce vomeronasdlniho orgédnu. Hfebec pomoci ného vnima
feromony pfitomné samice a diky propojeni vomeronasalniho organu a hypotalamu, dochézi
K pozitivni zpétné vazbé a siln€jsimu vyluc¢ovani GnRH a tim i LH a FSH.

Vliv epifyzy spocivd v produkci melatoninu, ktery vznikd za tmy. U koni jeho
pfitomnost sniZuje tvorbu GnRH, a brzdi tak produkci spermii. Nutno fici, Ze epifyza ma vétsi
vliv na samice, né¢Z na samce, nebot” hfebci na rozdil od klisen zachovavaji pohlavni aktivitu
po cely rok, na podzim a v zimé je ov§em utlumena (Samper, 2008).

Mezi hladinami jednotlivych hormonii plsobi pozitivni 1 negativni zpétnd vazba a

udrzuje tak rovnovéhu organismu.

3.1.2 Anatomie hi'eb¢i spermie

HiebCi spermie je stejn¢ jako spermie vSech ostatnich druhli zvifat vysoce
specializovand bunka, skladajici se z hlavicky, krcku, spojovaci Casti bic¢iku, hlavni ¢asti
bic¢iku a koncové ¢asti bi¢iku. Hlavicka hieb¢i spermie je zplostela a tvarem piipomind padlo.

Délka hlavi¢ky je 6-7 um, cela spermie potom méfi 60-65 pm (Samper, 2008).
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Plazmatick4a membrana

Plazmatickd membrana je dvojvrstva fosfolipidd, ktera tvofi povrch celé spermie.
Krom¢ hydrofilnich fosfatovych hlavicek a hydrofobnich acylovych fetézci obsahuje
membrana také cholesterol a proteiny. Proteiny tvoii asi 50 % molarni hmotnosti celé
membrany a slouzi jako receptory, iontové kandly ¢i pory. Jsou vmezefené bud’to Castecné
nebo prochazi celou membranou (Samper, 2008; Sieme et al., 2015). Cholesterol ptsobi jako
stabiliza¢ni substance a do membrany se ucelné ptidava pied mrazenim spermii, nebot
zvySuje odolnost plazmatické membrany béhem mraziciho procesu (Moore et al., 2005).

Plazmaticka membrana, ackoli pokryva spermii od hlavicky po bic¢ik, ma v riznych
¢astech spermie odlisné slozeni lipidi a proteini (Samper, 2008). | proto Ize plazmatickou
membranu spermie rozliit na akrozomalni a postakrozomalni ¢ast a dale ¢ast biciku, diky
které ma cela spermie negativni nabo;j.

Akrozomalni ¢ast plazmatické membrany je dale mozné rozdélit na predni okrajovou
¢ast, hlavni ¢ast a ekvatorialni segment. V misté ekvatoridlniho segmentu splyva plazmaticka
membrana spermie se zonou pellucidou vajicka béhem casného oplozeni. Postakrozomalni
¢ast plazmatické membrany se nachdzi mezi ekvatoridlnim segmentem a kréckem (Samper,

2008).

Akrozom

Akrozom je struktura vznikajici z Golgiho aparatu. Vyskytuje se na ptedni ¢asti hlavy
spermie, a to mezi plazmatickou membranou a membranou jadernou. Samotny akrozom ma
svou vlastni sadu membran — vnitini a vné&jsi akrozomalni membranu. Uvniti akrozomu je
smés hydrolytickych a glykolytickych emzymi, nejzndméjSi z nich jsou: hyaluronidaza
proakrozin-akrozin, neuraminidaza, fosfolipazy A a C, ¢i B-galaktosidaza. Tyto enzymy jsou

dilezité pti oplozeni (Samper, 2008).

Jadro

Jadro spermie stejné jako jadro kazdé bunky obsahuje genomovou DNA. Ta ale misto
histonli obaluje proteiny zvané protaminy. Protaminy jsou nizkomolekularni proteiny bohaté
na zbytky aminokyselin cysteinu a argininu. Komplex DNA a protamint je navic zpevnén
cetnymi disulfidickymi mustky. Takovyto chromatin by u zdravé spermie mél byt rezistentni
vuci kyselému prostiedi. Tato vlastnost se proto vyuziva pii uréovani plodnosti ¢i neplodnosti

hiebce (Dias et al., 2006; Samper, 2008).
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Kréek

Kréek spermie slouzi jako propojovaci cast mezi hlavickou a bicikem, kdy hlavice
bi¢iku nasedd do implantacni jamky hlavicky spermie. Implanta¢ni jamka je u hiebcich
spermii Casto ulozena excentricky, coz vede k nasazeni bi¢iku mimo stfedovou osu spermie.
Tento jev je u hiebcli povazovan za normalni, a tudiz se toleruje, a to i pfes to, ze takto
vyoseny bi¢ik muze zpisobovat cirkularni pohyb spermie (Brito, 2007; Samper, 2008).

Kréek jako takovy =zahrnuje piipojovaci Cast, proximalni centriol a nékolik
mitochondrii. Ptipojovaci Cast se kromé hlavice bi¢iku sklada také ze segmentovanych
provazci. Segmentované provazce jsou tvoreny vlaknitym proteinem a dale se napojuji na

hladka vlakna, ktera tvoii bic¢ik (Brito, 2007).

Bicik

Misto, ve kterém se zacCinaji spiralizovat mitochondrie, oznacuje zacatek spojovaci
¢asti bic¢iku. Spojovaci ¢ast bic¢iku je charakteristickd pravé mitochondrialni pochvou, dale
pak deviti hladkymi provazci a jimi obklopenym osovym vldknem. Osové vladkno se sklada
z deviti pari mikrotubuld a jednoho paru mikrotubuli uprostied. Pary mikrotubulti maji
kratk4 dyneinova ramena, kterymi se navzajem spojuji, coz umoziiuje pohyb bi¢iku. Pro ten je
zaroven nezbytn¢é dilezitd mitochondridlni pochva, vytvérejici energii ve formé ATP.
Mitochondrialni pochvu tvofi 50-60 mitochondrialnich spiral (Brito, 2007; Samper, 2008).

Hlavni ¢ast bic¢iku je jeho nejdelsi soucasti. Méfi 3044 um a sklada se z osového
vldkna a hladkych vlaken, které namisto mitochondridlni pochvy obklopuje pochva vlaknita.
VIdknitda pochva nema schopnost smrStovat se, ale zajiStuje bic¢iku pruznost, kterou
Kk vykonani pohybu potiebuje (Brito, 2007).

Koncové ¢ast bi¢iku uz neobsahuje ani vlaknitou pochvu, ani hladka vlakna. Tento
kratky zavérecny segment se skladd pouze z osového vldkna obklopeného plazmatickou

membranou (Brito, 2007).

3.1.3 Procesy v nadvarleti

Do nadvarlete se uvolnéné spermie dostavaji pres odvodné kandlky, které se v hlavé
nadvarlete spojuji v jeden stoceny kanalek. Jelikoz spermie uvolnéné ze zarodecného epitelu
nemaji schopnost pohybu, jsou do nadvarlete pfesunovany pomoci tekutiny ze sto¢enych
semenotvornych kanalkli a varletni sit¢ a také pomoci, u hiebct hojné se vyskytujicich,

hladkosvalovych bun¢k (Reece, 2011).
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Spermie postupuji pres hlavu a t€lo do ocasu nadvarlete, kde zistava ulozeno asi 70 %
celkové produkce. Béhem prichodu nadvarletem, ktery trva jeden az dva tydny spermie podle
Coopera (2012) a Dacheuxe et Dacheuxe (2014) postupné ziskavaji schopnost pohybu vpted a
také schopnost oplozovaci. Zisk schopnosti progresivniho pohybu vpfed za hlavickou ovsem
nelze piisoudit nadvarleti bez vyhrady. Dilezitou roli hraje totiz také semennéd plazma, se
kterou se spermie v nadvarleti zakonité nepotkaji. Na nizkou motilitu epididymalnich spermii
upozornuje napiiklad Morris et al. (2002) a Neild et al. (2006) dokonce ptiznava, ze motilita
muZze u spermii z nadvarlete chybét docela.

Na pocatku do nadvarlete vstupuje spermie nezrald a neschopna pohybu. Béhem
posledni faze spermatogeneze ztraci spermie schopnost transkripce a translace, a tudiz se dale
nedéli, veskeré zmény, které¢ v nadvarleti prodélava, jsou pouze na urovni vzniklé spermie a
jsou dany piedevsim prostfedim nadvarlete (Robaire et Hinton, 2001).

Prostiedi kanalku nadvarlete se ve svém prubéhu zna¢né¢ proménuje, Domenikoni et
al. (2016) dokonce rozlisSuje 19 riznych segmentii nadvarlete a operuje s mysSlenkou, ze
nadvarle je vlastné série nékolika organt posklddanych vedle sebe. Epitel nadvarlete se sklada
z nékolika druht bunék. Patfi mezi né piredevSim buiiky hlavni, které ptedstavuji 65-80 %
celkového epitelu a v rizné podobé se vyskytuji po celé délce nadvarletniho kandlku, dale
buiiky bazélni, buiiky imunitniho systému nebo buiiky pohlcujici zbytky cytoplazmy, které se
téz uCastni zmén membran (Robaire et Hinton, 2001). Diky zménam prostfedi se hned
vV predni ¢asti nadvarlete zvysi koncentrace spermii z 108 v 1 ml ve varletni siti na 10° v 1 ml.
Podobn¢ se zvysi 1 koncentrace proteintl, kterd vzroste od varletni sité k distalni ¢asti hlavy
nadvarlete z pivodnich
2-4 mg/ml na 50-60 mg/ml. VétSina proteind je pak u rlznych druhl zvifat stejnd a je
produkovana nadvarletnim epitelem (Dacheux et Dacheux, 2014).

Proteiny mohou byt zapojeny do molekularni vymeény latek, pfipadné jako nosice
hydrofobnich molekul a v neposledni fadé slouZi k ochrané povrchu spermii, nebot’ pfti
vymyti proteind za¢nou spermie neprodlené aglutinovat. Hlavnimi proteiny, produkovanymi
u hiebce na rtiznych mistech nadvarletniho kanalku jsou proteiny lactoferrin a clusterin. U
vétSiny druhil je nejvice zastoupen protein clusterin, ktery u koni tvoii 38,8 % epididymalni
sekrece a vyskytuje se ve tfech izoforméach. Hiebec ma ovSem nejvys$si mnozstvi proteinu
lactoferrinu a to celkem 41,2 % (Dacheux et al., 2012).

V nadvarleti prodélava spermie fadu zmén. Nejpatrnéjsi morfologickou zménou je
posouvani cytoplazmatické kapky po biciku smérem doli. Protoplazmatickd kapka je

typickym znakem nezralé spermie a mizi béhem prichodu stfedni casti hlavy nadvarlete.
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Mezi dalsi procesy, které spermie v nadvarleti podstupuje, patii také zména usporadani
proteint a lipidi membrany na povrchu spermie (Samper, 2008).

Krom¢ morfologickych zmén, dochazi u spermie rovnéz ke zmén¢ aktivity, kterd se
nejprve projevuje nepravidelnym a asymetrickym mrskanim bic¢iku v pocatecnich castech
nadvarlete. To ale postupné, s pruchodem nadvarletem, piechazi v pravidelné a zcela
symetrické vinéni biciku. K pohybu bi¢iku je nutny intraceluldrni cAMP, proto epididymalni
tekutina obsahuje mnozstvi vapenatych a hydrogenuhli¢itanovych iontd, které kontroluji jeho
koncentraci. Dale je nezbytna kaskada po sobé jdoucich fosforylaci a defosforylaci ramen
dyneinu. Vlastni pohyb pak umoziuji mikrotubuly, klouzajici po celé délce biciku (Dacheux
et Dacheux, 2014).

Jiz vySe bylo zminéno, Ze K progresivnimu pohybu vpied za hlavickou nejsou
epididymalni spermie piipraveny vzdy. Toto tvrzeni potvrzuje také studie Neuhauser et al.
(2013), ve které¢ byly zkoumany epididymalni spermie hiebcti. Tyto spermie byly ihned po
odbéru naredény ve fyziologickém roztoku a jejich progresivni motilita se v pruméru
pohybovala kolem 12,65 %. S podobnymi vysledky piichazi i Sharma et al. (1997), ktery u
muzskych epididymalnich spermii zjistil progresivni pohyb vpted jen u 4,5 %.

Tyto studie nevylu€uji u epididymalnich spermii progresivni pohyb vpied, a ani
nevyvraci jejich oplozovaci schopnost, upozoriiuji jen na fakt, Ze v nadvarleti ziskava
schopnost pohybu vpied pouze malé procento spermii. Je tedy nasnad¢, ze semennd plazma
ma zasluhu na zvySeni procenta progresivné motilnich spermii (Neuhauser et al., 2015).

I kdyZ v nadvarleti pohyb vpied nenabyde kazda spermie, vSechny pii priichodu
nadvarletem dozravaji. Znamena to fadu vySe popsanych zmén vedoucich ke schopnosti
aktivovat vlastni hyperaktivni pohyb vpted, spustit kapacitaci, navazat se na zonu pellucidu,

splynout s membranou oocytu a vytvofit zivotaschopné embryo.

3.2 Semenna plazma

Semennd plazma je produktem piidatnych pohlavnich Zlaz a spolu se spermiemi tvofi
ejakulat. Mnozstvi ejakuldtu je u hiebct odlisné podle velikosti jedince, ale také dle ro¢niho
obdobi, potazmo délky slune¢niho dne. Hiebci jsou pohlavné aktivnéj$i na jare a v 1été, tudiz
v obdobi, kdy je den del§i. Primérné se objem celého ejakulatu pohybuje kolem 50-200 cm?,
pfiCemz semenna plazma tvofi jeho pfevaznou cast, tedy 60-80 % (Higgins, 2012; Morel,
2008).

Funkci semenné plazmy je hned nékolik. V prvni fadé dodava spermiim energii, dale
chrani spermie pfed zménami pH a oxidaci a také zajiStuje ochranu proti zménam
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osmotického tlaku. Semenné plazma upravuje prostiedi mocové trubice samce a pohlavniho

ustroji samice a obecné zvySuje oplozovaci schopnost spermii (Reece, 2011).

3.2.1 Pridatné pohlavni Zlazy

Mezi ptidatné pohlavni zlazy lze u hiebce zaradit ampuli chamovodu, semenné vacky,
prostatu a bulbouretralni zlazy. Kazda z téchto zlaz produkuje vlastni sekret, ktery dodava do
ejakulatu dulezité slozky.

Ampule chamovodu vznika rozsifenim chamovodu v misté vstupu do mocové trubice
a z tohoto divodu se nékdy mezi ptidatné pohlavni zlazy neradi. Jedna se o parovou zlazu,
jejiz sekret se z prevazné Casti (asi z 80%) uvoliiuje hned v prvni frakci ejakulatu (Weber et
Woods, 1993). Tento sekret je bohaty na ergothionin, ktery plisobi jako antioxidant a vaZe na
sebe toxické meziprodukty metabolismu spermii (Morel, 2008).

U koni se dale vyskytuji semenné vacky, které u jinych druhi zvifat nesou nazev
meéchytkovité zlazy. Jsou to parové zlazy nachéazejici se po obou stranach moc¢ového méchyte.
Jejich sekret predstavuje pfevaznou ¢ast semenné plazmy a je bohaty na kyselinu citronovou a
draslik, ktery slouzi jako vyZiva spermiim (Morel, 2008). Sekret semennych vacki ma
gelovou konzistenci a uvolfiuje se v postpermiové frakci (Weber et Woods, 1993). Velikost i
sekrece semennych vackt se méni v zavislosti na rocnim obdobi a hladiné testosteronu.
V priibéhu sezony mohou nabyt az 20 cm do délky a 5 cm v priméru, v obdobi sexualniho
klidu jsou znaéné mensi (Schnorbrich et al., 2016).

Dalsi ptidatnou pohlavni zlazou je Zlaza predstojna, jinymi slovy také prostata. Je to
zlaza vyskytujici se okolo mocové trubice mezi bulbouretralni Zlazou a ampuli chamovodu.
Prostata hiebce je v pomé&ru S ostatnimi druhy zvifat nejvétsi. Sklada se ze dvou lalticka
Sirokych 25 mm a dlouhych az 8 cm a krcku Sirokého 10 mm (Schnorbrich et al., 2016).
Prostata produkuje alkalicky sekret s vysokym obsahem proteinti, kyseliny citronové a
zine¢natych iontil. Sekret prostaty neobsahuje zadné cukry a jeho funkci je upravit prostredi
V pochvé samice (Morel, 2008).

Bulbouretralni Zlazy neboli zlazy Cowperovy, jsou Zlazy vyskytujici se nejblize
koteni penisu, po stranach mocové trubice. Jedna se o parové zlazy vejCitého tvaru, dlouhé asi
35 mm a vysoké 22 mm (Schnorbrich et al., 2016). Tyto zlazy produku;ji zésadity, hlenovity
sekret, ktery piisobi baktericidné a slouZi k procisténi mocové trubice, kdy upravuje jeji

kyselé pH, a v neposledni fadé¢ také jako lubrikant (Morel, 2008).
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Neni tedy pochyb, Ze semennd plazma je dulezitou slozkou ejakulatu, kterd svym
slozenim napoméha spermiim proniknout sami¢im pohlavnim ustrojim az do vejcovodu, kde

nasledné dochazi k oplozeni vajicka.

3.3 Ejakulace

Vyronu semene, neboli ejakulaci predchazi erekce penisu a emise spermii a sekretl
pridatnych pohlavnich Zlaz do mocové trubice. Tento proces lze rozd¢€lit na dvé ¢asti prvni —
sexualni vzruseni a druhd - vlastni kopulace (Waheed et al., 2015). Zatimco k erekci mize u
hiebci dochazet bézné¢ i spontdnné, k emisi a ejakulaci dochéazi spontdnné jen ziidka
(McDonnell, 1992). Je tedy nutna intravaginalni stimulace penisu nebo alespon napodobeni
podminek pomoci umé¢lé vaginy.

Erekce je vobou piipadech nutnou podminkou. Dochazi k ni na zakladé vnéjsich
podnétd, kterymi mohou byt fijnd samice, piipadné fantom v odbérové mistnosti. Podnét
k erekci je ovliviiovan ze sakralni oblasti parasympatikem. Béhem erekce dochazi k relaxaci
cév a naliti kavernozniho a houbovitého télesa pyje a soucasné k relaxaci zatahovace pyje
(McDonnell, 1992).

Pokud dojde k mechanické stimulaci pyje, uvolni se pod vlivem sakralniho reflexu malé
mnozstvi sekretu z prostaty. Samotné ejakulaci piedchazi tzv. emise. Emise piedstavuje
uvolnéni spermii a sekretu ptidatnych pohlavnich Zlaz do mocové trubice, doprovazené
uzavienim hrdla mocového méchyie. Tento reflex je fizen z hrudni a bederni michy.

K emisi dochazi diky kontrakci hladkosvalovych bunék nadvarlete, chdmovodu, ampule
chamovodu, méchyikovitych Zzlaz, prostaty a bublouretralnich zldz. Uzavieni mocového
méchyfe je pak zajiSténo kontrakci hladkosvalovych bunék v kr€ku mocového méchyie
(McDonnell, 1992).

Emise slouzi jako spousté¢ vlastni ejakulace. Ejakulace je prudky vyron semene
Z mocové trubice, fizeny sympatikem ze sakrilni oblasti michy. Je zpiisoben rytmickymi
kontrakcemi hladkosvalovych bunék mocové trubice a kaverndzniho télesa (McDonnell,
1992).
Béhem kopulace dochazi k druhoveé specifickému poctu ptirazi. U hiebce se jedna o sedm az
devét kopulacnich pohybi, které vedou k reflexu ejakulace a vytlaceni odpovidajiciho
mnozstvi ejakulatu. Vyron semene u hiebce probiha v 5-10 frakcich se snizujicim se tlakem,
objemem a koncentraci spermii. S kazdou frakci dochazi k charakteristickym pohybiim ocasu

hiebce (McDonnell, 1992).

20



Podle slozeni lze ejakulat rozdé€lit na tii Casti: pre-spermiovou, Spermiovou a
pospermiovou. Pre-spermiova frakce obsahuje vymések bulbouretralnich zlaz a slouzi
predevsim k proplachnuti mocové trubice. Spermiova frakce pak piirozené obsahuje nejvice
spermii a jedna se tedy o n€¢kolik frakci z varlete, nadvarlete a ampule chamovodu, pfi¢emz na
spermie nejbohatsi jsou prvni tii frakce. Posledni Cast ejakulatu pak zahrnuje sekrety ze
semennych vacki a prostaty (Loomis, 2016).

Rua et al. (2016) dokonce uvadi korelaci mezi objemem ejakulatu a chovanim hiebce.
Uvadi, Ze objem ejakulatu je vyssi u hiebei, ktefi béhem kopulace fehtaji a zakusuji se klisné
do krku.

Pro pfirozenou plemenitbu i sbér ejakulatu na inseminac¢nich stanicich je dulezité, aby
proces ejakulace probihal fyziologicky. Ejakulace mize z mnoha divodu selhat, v takovém

ptipadé je nutné, uchylit se k alternativnimu zpiisobu zisku spermii nebo plemenika vytadit.

3.4 Zpisob odbéru epididymalnich spermii

V soucasnosti se u koni k inseminaci vyuzivaji nejéastéji davky ziskané ejakulaci do
umélé vaginy, plnéné do klasickych pejet nebo aluminiovych tub. MlzZe ale nastat situace,
kdy je potifeba uchovat sperma epididymalni. Jednad se predevSim o zranéni, zplsobujici
nemoznost dal§iho odbéru do umélé vaginy, nahlou smrt nebo indikaci ke kastraci u geneticky
cenn¢ho hiebce (Heise et al., 2011). Odbér spermii z nadvarlete tak byva posledni moZnosti,
jak genetickou informaci konkrétniho zvifete zachovat. V jinych ptipadech se odbér
epididymalnich spermii nevyuZziva. Jestlize je hiebec norméalné schopny odbéru
ejakulovanych spermii, byva pouzit pravé tento zpusob, nebot’ odebirat spermie z nadvarlete
zivému sedovanému zvifeti, nebyva zpravidla pfili§ efektivni (Sichtaf et Janosikova, 2017).

Ackoli jsou ejakulované inseminacni davky castéjsi, i epididymalni spermie maji sviyj
vyznam. Johnson et al. (1980) dokonce vyikl myslenku, Ze by epididymalni spermie mohly
byt odoln€jsi chladovému Soku a tim padem lépe mrazitelné. Lepsi motilitu rozmrazenych
epididymalnich spermii ovSem potvrdil jen jeden vyzkum (Volkmann et al., 2001), ve vét§ing
ptipadi dosahuji v tomto parametru lepsich hodnot u spermii ejakulovanych (Heise et al.,
2011). Nelze ovSem opomenout fakt, Ze motilita nemusi byt u epididymalnich, jinak
zivotaschopnych spermii, pfili§ rozvinuta, jak dokladaji Morris et al. (2002) a Neild et al.
(2006). Ta Ize pak stimulovat pfidanim semenné plazmy nebo jiného zdroje energie.

Spermie odebrané z nadvarlete se mohou v riiznych parametrech od ejakulovanych lisit,

nicméné oplozovaci schopnost u nich byva zachovana i po rozmrazeni. Koneckonct i prvni
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narozené hiibé po inseminaci kryokonzervovanym spermatem vzniklo ze spermie odebrané

z nadvarlete (Morris et al., 2002).

Laboratornimu zptisobu odbéru epididymalnich spermii piedchdzi chirurgické
odstranéni varlat, tedy kastrace hiebce. Varlata jsou spolu s nadvarlaty piepravena do
laboratote, kde mize probéhnout odbér spermii.

Pti kastraci je potieba dbat na to, aby veterinaf neporusil nadvarle ani chamovod, nebot’
i vném se vyskytuji oplozeni schopné spermie. Podvazanim chamovodu se predejde
zbyteCnym ztratdam spermii (Roels et al., 2013). Varlata je potieba omyt fyziologickym
roztokem a steriln¢ ulozit. Pro pfevoz se pak pouzivaji polystyrenové boxy s chladicim
médiem, podobné jako pii pfevozu chlazenych inseminacnich davek. Spermie ovSem
zustavaji v nadvarleti Zivotaschopné i po 24 hodinach v pokojové teploté (Falomo et al, 2016;
Roels et al., 2013; Sichtaf et Janosikova, 2017), anebo dokonce 96 hodin pfi teploté¢ 4 °C
(James et al., 2002; Viera et al., 2013).

Jakmile jsou varlata pfevezena na specializované pracovisté, mize zacit izolace spermii.
K izolaci spermii se bézn¢ uzivaji dvé zakladni techniky. U kazdé z nich, je ovSem ze vseho
nejdiive nutné oddélit nadvarle s chamovodem od varlete (Sichtaf et Janosikova, 20117).

Prvni z metod je flotace. Flotace je pomérné jednoducha metoda izolace spermii, ktera
nutné¢ nevyzaduje vysokou odbornost. Ocas nadvarlete spolu s chAmovodem se na 10-15
mistech nafizne skalpelem a umisti do Petriho misky s 5 ml fedidla ohfatého na 37 °C.
V piipad¢€, ze hiebec jiz dfive pasobil na inseminac¢ni stanici, je vhodné pouzit osvédcené
fedidlo. B€hem deseti minut vyplavou spermie z nadvarlete i chamovodu ven do fedidla a po
odebrani tkdné mlzou byt zakonzervovany (Cary et al., 2004; Roels et al., 2013).

Druhou metodou je metoda zpétného vyplachu spermii. Pii této metodé se do
proximalni ¢asti chamovodu zavede jednorazova Spicka nebo jehla napojend na stfikacku S
vyplachovym médiem. Na trovni piechodu téla nadvarlete v ocas nadvarlete se provede fez.
Opatrnym, jemnym tlakem na pist stfikacky se médium protlaci nadvarletem a spermie se
spolu s fedidlem vyplavi ven (Cary et al., 2004; Roels et al., 2013). Tato technika umozni
ziskat vét§i mnozstvi spermii nez metoda flotace (Roels et al., 2013).

Mén¢ ucinné, a tedy téméf nevyuzivané metody, jsou elektroejakulace a perkutanni
aspirace. V obou pifipadech musi byt hiebec pod sedativy. Perkutanni aspirace se déla u
stojiciho hiebce pod lokalni anestezii, elektroejakulace pod anestezii celkovou (Falomo et al.,
2016). Ob¢é metody vedou k zisku malého poctu spermii, jsou ovsem u jednoho zvifete

opakovatelné.
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V nadchazejici kapitole bude popsan proces mrazeni spermii za ucelem jejich uchovani.
Do tohoto procesu zpravidla patii mimo jiné i odstranéni piebytecné semenné plazmy, ktera
pii procesu mrazeni spermiim Skodi. Nabizi se tedy moznost uchovat semennou plazmu
zvlast a do rozmrazenych inseminacnich dévek ji opét piidat, aby spermie nebyly o tuto
drahocennou tekutinu pfipraveny. Nebot semennd plazma muize ovliviiovat membranovou
integritu, motilitu a oplozovaci schopnost hieb¢ich spermii (Gibb and Aitken, 2016).

Dalsim zkoumanym zptisobem, jak ponechat v insemina¢ni davce semennou plasmu, je
piimisit jeji malé mnozstvi v kombinaci s fedidlem jesté pred zamrazenim (Gonzales et al.,

2015).

3.5 Kryokonzervace epididymalnich spermii

Kryokonzervace spermii je osvédCeny zpiisob, jak zachovat spermie oplozeni schopné
po neomezené¢ dlouhou dobu. Epididymalni spermie se sice v Cerstvém stavu vyuzit daji,
nicméné z praktickych diivodii se Castéji mrazi. Jiz bylo feceno, Ze se epididymalni spermie
uchovavaji predevSim pii ndhlém zranéni ¢i Gmrti, a je zfejmé, Ze se tato udalost jen t€zko
synchronizuje s fiji vhodné samice. Proto se epididymalni spermie zpravidla zamrazuji, a
ackoli v porovnani s ejakulovanymi nedosahuji piili§ dobrych vysledku, oplozovaci schopnost
si ve vétSiné pfipadi, s ohledem na mrazitelnost hiebce, ponechdvaji. Morris et al. (2002)
uvadi uspéSnost inseminace klisen epididymalni insemina¢ni davkou mezi 17 % a 30 %.
Heise et al. (2010) uvadi po inseminaci rozmrazenou epididymalni inseminacni davkou
pomérné velké rozpéti zabiezavani od 0 % do 67 %.

Proces mrazeni epididymalnich spermii je totoZny s postupem pii kryokonzervaci
spermii ejakulovanych. Pfed zamrazenim je potfeba zkontrolovat kvalitu ziskaného vzorku.
Ackoli u epididymalnich spermii se hodnoti pted kryokonzervaci pouze koncentrace spermii,

u ejakulovanych spermii se hodnoti celd fada parametrt (Sichtat et Janosikova, 2017).

3.5.1 Obecné vlastnosti ejakulatu

U kazdého ejakulatu 1ze hodnotit vlastnosti mikroskopicky a makroskopicky.
Jako prvni se pfistupuje k makroskopickému hodnoceni, které je mozZné provést
pouhym okem a zahrnuje posouzeni objemu, barvy, konzistence, piipadnych piimési

ejakulatu a ¢ichem je zhodnocen zapach.
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Objem ejakulatu se mize znacné lisit v zavislosti na velikosti hiebce, jeho vytizenosti
¢i ro¢nim obdobi. Samper (2008) udava primérny objem celého ejakulatu 60-120 ml. Objem
je spolu s koncentraci spermii dilezitou informaci ke zjisténi celkového poctu spermii ve
vzorku. Tento udaj je pak nutné pred zamrazenim znat.

Konzistence je dana poctem spermii ve vzorku a sloZzenim semenné plasmy. Muze byt
od krémové az po vodnatou. Pfili§ vodnata konzistence ovSem neni zadouci, nebot’ zna¢i maly
nebo zadny vyskyt spermii. Nemély by se ale vyskytovat ani Zadné srazeniny, vzorek by m¢l
mit rovnomérnou konzistenci v celém objemu (Samper, 2008).

Barva ejakulatu by méla byt mlécné bild. V piipadé vyskytu ¢ervené nebo razové
barvy, nelze vzorek pouzit, nebot’ je poskozen piimési krve. Tento piipad se nazyva tzv.
hemospermie (Samper, 2008). Ackoli Turner et al. (2016) prokazali, Ze pfimés krve
v ejakulatu do 5 % nema na fertilitu vliv a klisny zabtezavaji se stejnou uspé$nosti jako u
inseminacni davky bez piimési krve. Pfimés krve v ejakulatu nad 50 % uz podle nich
zpusobuje naprostou neplodnost.

Dal$i moznou pifimési v ejakuldtu je moc¢. Ta zplisobuje jeho zbarveni do Zluta a
nazyva se urospermie. I takovato davka by méla byt vyfazena jesté pied zamrazenim (Samper,
2008). Ellerbrock et al. (2016) ovSem poukazuje na fakt, ze urospermii daleko citlivéji nez
barva, odhali zvysené pH. Diky méfeni pH je pak mozné odhalit dysfunkci ejakulace u hiebce
daleko diive. Normalni pH se u nefedéného hiebciho spermatu pohybuje mezi 7,2 a 7,7
(Dascanio et McCue, 2014).

Zapach ejakulatu se v laboratofich také bézné testuje. HiebCi ejakulat by mél byt bez
vyrazného zapachu. Zapach ejakulatu mize svédcit o piimesi moci, hnisu ¢i naptiklad vykalt
a nesmi byt pro inseminaci, a tudiZ ani pro zamrazeni vyuZzit (Samper, 2008).

Zakladni mikroskopické hodnoceni zahrnuje zkoumani koncentrace spermii, jejich aktivity,
viability a morfologie.

Koncentraci spermii je mozné métit pomoci hemocytometru nebo Biirkerovy komurky
a mikroskopu. Métfeni pomoci spektorfotometru nemusi byt vzdy pifesné, protoze pristroj
muze zapocitat i jiné buiiky ve vzorku. Koncentrace hieb¢iho ejakulatu se béZzné udava
vrozmezi od 100 do 350 x 10° spermii v jednom mililitru. Diky sezénni proménlivosti
objemu a koncentrace ejakuldtu a zdvislosti koncentrace na Cetnosti odbérii se realnd Cisla
casto pohybuyji mezi
50 a 150 x 10° spermii v jednom mililitru. Podle koncentrace spermii v daném vzorku se

rozhodne o fedéni a poctu inseminacnich davek, které se z daného vzorku vyrobi.
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M¢éteni aktivity probiha bud’to na klasickém svételném mikroskopu odhadem nebo
pomoci pocitace v programu CASA — computer assisted sperm analysis. Spermie normalné
plodného hiebce, by mély vykazovat aktivitu vys$si nez 60 % (Samper, 2008).

Hodnoceni pomoci programu CASA ma zna¢nou vyhodu v rychlosti a piesnosti
analyzy. Je-li aktivita spermii hodnocena pomoci svételného mikroskopu jsou vysledky oproti
objektivnimu pocitaovému programu ovlivnény subjektivnim vnimanim. Cely systém se
sklada z mikroskopu, ktery je pfes videokameru propojen s pocitaCem Se specidlnim
softwarem. Pokud je v mikroskopu zaostfeny, spravné nafedény vzorek, poc¢itatovy program
je schopen oznacit kazdou hlavicku spermie a pokud se spermie pohybuje, zaznamena jeji
trajektorii. Z ni pak vyhodnoti n€kolik kritérii. Prvnim je VCL neboli skute¢na rychlost, jakou
se spermie pohybuje. Dal§imi parametry jsou VAP, ¢ili hodnota rychlosti na primérné trase
spermie a VSL, progresivni rychlost zbodu A do bodu B. Dale systém hodnoti amplitudu
vykyvu hlavicky (ALH) a cetnost kfizovani prumémé drahy (BCF). Na zaklad¢ téchto
vysledku lze vypocitat dalsi parametry (Mortimer, 2013).

Aktivita spermii Uzce souvisi s poctem zivotaschopnych spermii. Metoda hodnoceni
poméru zivych a mrtvych spermii ve vzorku se provadi napiiklad pomoci barviv eosin a
nigrosin. Metoda je zaloZena na funkénosti plazmatické membrany spermie. Ziva spermie
totiZ membranou barvivo nepropusti a zstdva na fialovém podkladu bild. Do mrtvé spermie
ovSem pres membranu eosin pronikd, a tak se pod mikroskopem zobrazi ¢ervené. Tento test
se hodnoti pod svételnym mikroskopem s imerznim olejem a kvili relevantnosti je vhodné
pocitat nejméné sto spermii v jednom vzorku (Heise et al. 2011; Olaciregui, 2014, Samper,
2008).

Stav membrany spermie lze dale otestovat pomoci takzvaného HOS testu. Neild et al.
(2000) dokonce priklada tomuto testu nejvyssi vyznam z hlediska korelace s fertilizacni
schopnosti spermie. HOS test hodnoti propustnost membrany spermie ve specidlnim
hypoosmotickém roztoku z citratu sodného, fruktézy a destilované vody (Goericke-Pesch et
Failing, 2013). Do tohoto roztoku se prida vzorek spermii v poméru 10 : 1, (roztok : spermie)
a necha se inkubovat po dobu 30 minut ve vodni 1azni o teploté 37 °C. Po inkubaci je vzorek
rozetfen na podlozni sklicko a pod svételnym mikroskopem s objektivem 400x, zhodnocen
nejméné na sto spermii. Spermie, které se zkrouti bicik, reaguje na hypoosmotické prostiedi
nasatim vody, a tudiz je Ziva, spermie s rovnym bicikem nevykazuje zadnou reakci na
prostiedi a je oznaCena jako HOS negativni, tedy s poskozenou integritou plazmatické

membrany (Goericke-Pesch et Failing, 2013; Neild et al., 2000).
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Pozornost si zaslouzi také hodnoceni morfologie spermii. Jedna se o zpiisob zjistovani
kvality spermii pomoci svételného mikroskopu. Pod mikroskop se vlozi formaldehydem
fixovany a obarveny preparat, na kterém se, pii zvétSeni 1000x a pies imerzni olej, hodnoti
struktura spermie, od velikosti a tvaru hlaviéky az po bi¢ik. Mize byt zhodnocen také
akrozom a stav membrany. Morfologickych odchylek existuje nespocet, jedna se naptiklad 0
makrocefalie, mikrocefalie, pyriformni tvar hlavicky, zdvojeni hlavicky ¢i bi¢iku, nebo
aplazie mitochondridlni pochvy (Brito, 2007).

Vsechny morfologické vady Ize rozd¢€lit na primarni, které¢ jsou nasledkem chybné
spermatogeneze, sekundarni, tedy vzniklé béhem zrani v nadvarleti a tercidlni, do kterych lze
zahrnout 1 zmény vzniklé chybnym zachazenim (Samper, 2008).

Celkovy vyskyt patologickych spermii by nemél piekrocit hranici 35 %, z toho ovSem
nejvyse 10 % patologickych zmén, které je mozné zatadit do kategorie zmén primarnich.
Dalsi déleni rozliSuje zmény majoritni a minoritni. Majoritni zmény jsou takové, které se
pfimo poji s neplodnosti, jako napiiklad zdvojené formy spermii, defekty akrozomu nebo
proximalni protoplazmatickd kapka. Minoritni zmény pak nejsou pfimo spojeny s neplodnosti
a mezi ty je mozné zafadit uzkou hlavicku, abaxidlni implantaci bic¢iku nebo distalni
protoplazmatickou kapku (Chenoweth, 2005).

Morfologie spermii skvéle odrazi 1 jejich fertilitu, a proto Ize toto hodnoceni vyuZzit
k predikci potencialni oplozovaci schopnosti inseminaéni davky (Brito, 2007).

Dalsi parametry souvisejici s fertilitou spermii byvaji hodnoceny aZ po rozmrazeni a

bude jim vénovana pozornost pozdéji.

3.5.2 Vlastni kryokonzervace epididymalnich spermii

Jakmile je po aspiraci zkontrolovana pod mikroskopem piitomnost spermii a jejich
koncentrace, je zadouci ptistoupit k vlastni kryokonzervaci.

Nejprve se k aspirovanym spermiim pfida promyvaci médium a opatrné se s nimi
promisi. Poté je cely vzorek centrifugovan po dobu 10 minut na 400 g (Cary et al., 2004;
Gangrade, 2013) nebo na 600 g (Heise et al., 2010; Monteiro et al., 2011).

Po centrifugaci se vzorek rozdéli na spermie usazené¢ u dna a zbylou tekutinu. Tu
pfedstavuje predev§im piidané médium, které se po centrifugaci opét odebere. Spermie se
poté nafedi na pozadovanou koncentraci. To se déje pomoci komer¢niho fedidla. Pokud bylo
sperma hiebce jiz difive mrazeno, je vhodné pouzit osvédcené tedidlo. V piipade, ze s

mrazenim spermii u daného hiebce jesté nebyla ucinéna zadné zkuSenost, je vhodné rozdélit
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davky na dvé casti a pouzit dvé bézn€¢ pouzivanad tedidla. Tak lze predejit moznému
neuspéchu alespon z poloviny (Roels et al., 2013).

Médium pro centrifugaci byva na bazi odstfredéné¢ho mléka a zpravidla obsahuje cukry

jako glukézu a laktézu, citrat sodny a draselny, penicilin a deionizovanou vodu. Mrazici
fedidlo navic obsahuje Zzloutek a glycerol (Heise et al., 2010). Existuje ovSem ftada
komer¢nich fedidel, jejichz sloZzeni ma sva specifika. Komercni fedidla se pti kryokonzervaci
vyuzivaji nejcastéji.
Jako kryoprotektant se historicky pouziva praveé glycerol. Ten ma sice schopnost vazat vodu,
je ovsem také toxicky, a proto se v dne$ni dobé snaha, vyvarovat se jeho pouzivani. Toxicita
glycerolu mize mimo jiné zptisobovat denaturaci proteinii a snizovat tak fertilitu spermii.
Céstetné je jeho toxicita zplisobena také osmotickym stresem, nebot glycerol prochézi
membranou spermie pomaleji nez jiné kryoprotektanty (Olaciregui et al., 2014).

V soucasné dob¢ se prevazné vyuzivaji fedidla na bazi vajecného zloutku. I ta maji sva
pro a proti. Mnozstvi vajeéného zloutku zavisi na mnozstvi pfidané semenné plazmy, pred
jejichz toxiny vajecny zloutek spermie ochrani. Semenna plasma se ale pfidava vétSinou aZ po
rozmrazeni davky. Hlavni vlastnosti fedidel na béazi Zloutku je ovSem ochrana pied
chladovym Sokem, kterou umoziiuje piredevSim stavba a komponenty fosfolipidoveé
membrany (Olaciregui et al., 2014).

Odptrci téchto fedidel pfichazi s faktem, Ze slozeni vaje¢ného Zloutku muze byt
zna¢n€ variabilni, a proto lze téZko zobeciiovat jeho uCinky pifi kryokonzervaci. Dalsi
nevyhodou je také riziko mikrobidlni kontaminace spermii pomoci takového fedidla. V tomto

ohledu je ale mozné pouzit pasterizovany vaje¢ny zloutek (Olaciregui et al., 2014).

Po nafedéni spermii na spravnou koncentraci je vzorek rozdélen do pejet. Velikost
pejet u epididymalnich spermii je 0,25 mililitrti, pfipadné na 0,5 mililitra (Cary et al., 2004;
Monteiro et al., 2011; 2013). Velikost pejet zavisi na mnozstvi ziskanych spermii, na tcéelu
jejich budouciho vyuziti 1 na subjektivnim posouzeni technika.
Pejety jsou poté ekvilibrovany pii teploté 4 °C po dobu 20 minut (Monteneiro et al., 2011;
2013) nebo po dobu 60 minut 5 °C (Heise et al., 2010).

V dal$im kroku se pejety s inseminacnimi davkami na 20 minut uloZi do par tekutého
dusiku 3,5 cm (Heise et al., 2010) nebo 6 cm (Monteneiro et al., 2011; 2013) nad hladinou.

Nakonec jsou pejety ponofeny do tekutého dusiku o teploté -196 °C, kde jsou pfi jeho

dostate¢né hladiné uchovéavany po neomezené dlouhou dobu.
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3.5.3 Rozmrazeni a zhodnoceni vzorku

Dftive nez jsou takto zhotovené inseminacni davky urceny ke komercnimu vyuziti,
musi byt jejich vzorek zhodnocen také po rozmrazeni.

Postupy pouzivané k rozmrazeni inseminacnich dévek jsou opét mirné rozdilné. Pejety
se ovSem vzdy rozmrazuji ve vodni lazni. Postupy se lisi pouze teplotou vodni 1azné a dobou,
po kterou je pejeta ve vodni lazni ponechana. Heise et al. (2011) vyuziva pro pejetu o objemu
0,5 mililitra lazen o teploté 37 °C po dobu 30 sekund, Monteniro et al. (2011; 2013) zase 46
°C horkou lazefi pro rozmrazeni béhem 20 sekund. Sichtat et Janosikova (2017) uvadgji
rozmezi teploty vodni 1azn¢€ od 37 °C do 46 °C a délku rozmrazovani jedné pejety na 15-20

sekund.

Stejné jako pred zamrazenim, musi i po rozmrazeni spliiovat insemina¢ni davka rizné
parametry. Nedutlezitéjsi je opét zhodnoceni koncentrace, aktivity, viability a morfologie
spermii. Jelikoz béhem mrazeni, 1 pfes veskerou snahu, dochazi k poskozeni spermii, jsou

tyto parametry hodnoceny méné piisné nez pied zamrazenim.

3.6 Oplozovaci schopnost epididymalnich spermii

Ackoli inseminacni davky mohou byt testovany na nejriznéjSi parametry, je potieba
fici, Ze se jedna pouze o predikci plodnosti, nebot fertilita je ovlivnéna celou fadou faktort.
Fertilni spermie totiZ neznamena pouze spermie ziva, morfologicky nezménéna a pohybujici
se vpted na hlavickou, nybrz také spermie schopna zvladnout priichod sami¢im reprodukénim
traktem, vazbu na zonu pellucidu a jeji penetraci, splynuti s membranou oocytu a tvorbu
zivotaschopného embrya (Dacheux et al., 2016).

Na fertilitu spermii tedy mohou mit vliv 1 dil¢i kroky v pribéhu tvorby inseminacni
davky, jako je naptiklad fedidlo vybrané ke kryokonzervaci ¢i pritbéh mrazeni a rozmrazovani
vzorku. V neposledni fadé se na plodnosti podili také kvalita oocytu klisny, doba a zpisob
plodnosti je poéet Zivé narozenych hiibat z celkového poétu provedenych inseminaci (Sichtaf

et JanoSikova, 2017).

3.6.1 Redidlo a kryokonzervaénni protokol

Vliv vybéru pouzitého fedidla na kvalitu byl jiz prokazan u ejakulovanych spermii
(Loomis et Graham, 2008), u epididymalnich spermii Ize tedy pifedpokladat podobné
vysledky. Je ovSem potfeba danou problematiku jesté provétit, nebot’ vysledky jsou zatim

28



rozporuplné. Papa et al. (2008) prokazal rtizné vysledky motility pii pouziti tfi riznych
kryokonzerva¢nich fedidel, zatimco Bruemmer et al. (2002) rozdily prokazat nedokazali.
Nejnovéjsi vyzkum, porovnavajici ¢tyfi rizna fedidla, ukazuje, ze s ohledem na motilitu
spermii, je nejlépe vyuzitelné fedidlo obsahujici definovany mléény protein. Takové fedidlo Si
ve studii vedlo 1épe nez tfedidlo zloutkové, fedidlo na bazi odstiredéného mléka i tfedidlo
obsahujici kaseinat (Neuhauser et al., 2017).

Neuhauser et al. (2014) zkoumali vliv zpisobu mrazeni na fertilitu spermii. Zjistili, ze
na motilitu nema zptisob mrazeni vliv. Ma podle nich ovSem vliv na viabilitu. Nejvice
mrtvych spermii mélo na svédomi rychlé mrazeni v polystyrenovém boxu s tekutym dusikem.

Jako nejlepsi zplisob mrazeni pak oznacili mrazeni v naprogramovaném mrazicim pftistroji.

Pouzité redidlo i zpisob kryokonzervace je jisté¢ dulezité¢ spravné zvazit. Béhem
kryokonzervace totiz dohazi k poskozovani bunék, nebot jsou vystaveny velkému
osmotickému stresu. Osmoticky stres ovSem nezpusobuje jen proces mrazeni, ale i pridavani
¢1 odebirani fedidel, béhem kterého se spermie musi vyrovnat se zménami ve sloZeni
prostiedi. Nejcastéji pak byvaji poskozeny bunééné membrany (Sieme et al., 2015).

Hypertonickému prostfedi jsou spermie vystaveny, kdyz zamrza okolni tekutina a
zvysuje se v ni tak koncentrace soli. To vede k dehydrataci buriky, ktera se snazi podminky
vnitiniho a vnéjsiho prostfedi vyrovnat pomoci vody. Toto se d&je, pokud k mrazeni dochazi
pfili§ pomalu. Oproti tomu pfi pfili§ rychlém zmrazovani se voda nestihne dostat z buiky ven
a tvoti uvnitt ledové krystalky, coz vede ke smrti buiiky (Sieme et al., 2015).

Spravnou propustnost membrany pro vodu mé zarucit pravé vybrané kryoprotektivni
fedidlo. Kryoprotektanty totiz zvysuji fluiditu membrany a do jisté miry tak dovedou ovlivnit
uspé&snost kryokonzervace. Pozitivni vliv ma napiiklad ptidavek cholesterolu v podobé CLC
(cholesterolem obalené cyklodextriny) nebo glycerol (Sichtaf et Janosikova, 2017).

V této praci byla k mrazeni epididymalnich spermii vyuzita dvé fedidla, a to fedidlo INRAS2
a L-EDTA.

Redidlo INRA 82 je na bazi mléka, L-EDTA mléko neobsahuje, obé fedidla se i i
slozenim antibiotik (Pillet et al., 2008). Vsechny slozky obou fedidel jsou vypsany Vv kapitole
Metodika.

Jiz vySe byl zminén také vliv doby skladovani nadvarlat s epididymalnimi spermiemi
za ruznych tepelnych podminek na jejich fertilitu a uspéSnost zamrazeni. Bezpecné
skladovéani nadvarlat bez zasadniho poskozeni spermii bylo prokazéano pii 4 °C po dobu 96

hodin (James et al., 2002; Viera et al., 2013).
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3.6.2 Pridavek semenné plazmy

Epididymalni spermie na rozdil od ejakulovanych neptichazi do kontaktu se semennou
plazmou, jejiz pozitivni vlastnosti byly zminény vysSe. Snaha vyuzit semennou plazmu ke
zvysenti fertility epididymalnich spermii je proto logickym krokem.

Semenna plazma se ziskava z klasického odbéru ejakulatu. Odebrany vzorek je
centrifugovan na 1000 g po dobu 30 minut pii 5 °C (Papa et al., 2008), 15 minut pii 600 g
(Heise et al., 2010) nebo 10 minut pii 500 g (Morrell et al., 2014). Spermie se diky odstiedivé
sile usadi na dn€ a poté miize byt semenné plazma odebrana a zamrazena na -80 °C pro dalsi
pouziti.

Semennd plazma ovliviiuje kvalitu spermatu, jeji ptidavek pred zamrazenim miize
podle Neuhauser et al. (2015) zvysit stabilitu plazmatické membrany a zmirnit tak poskozeni
béhem mrazeni. Diky tad¢ antioxidantli totiz zvySuje rezistenci proti chladovému Soku i
oxidaénimu stresu. Pfed mrazenim piidavali spolu s kryokonzerva¢nim fedidlem semennou
plazmu i Gonzales et al. (2015). Oleciregui et al. (2014) varuji pied toxickym ucinkem
semenné plazmy b&hem kryokonzervace, ktery se snazi tlumit piidavkem Zloutkového
fedidla. Skodlivost semenné plazmy b&hem kryokonzervace vychazi z faktu, e kromé
mineralnich latek, kyseliny citronové a askorbové, cukri, bilkovin, mnoha enzymd,
prostaglandind, estrogenli a androgeni, je z 97-99 % tvofena vodou, kterd pfi mrazeni buiiku
poskozuje. Pravé proto se semenna plazma pied kryokonzervaci ejakulovanych spermii
odebira. Jeji cileny ptidavek k epididymalnim spermiim proto musi byt v omezeném mnozstvi
(Morrell et al., 2014). Heise et al. (2011) potvrdili pozitivni vliv semenné plazmy na
progresivni motilitu ¢erstvych epididymalnich spermii, vyvratili ovSem, Ze by takto plsobila i
po rozmrazeni. Zaroven ukazuji, Ze semennd plazma ma vliv na sniZeni vyskytu celkovych
defektl spermie, nema ale podle nich vliv na viabilitu morfologicky normalnich spermii.

Morrell et al. (2014) zastavaji nazor, ze ptidavek semenné plazmy pied zamrazenim
zpusobuje produkci peroxidu vodiku a poskozeni chromatinu. Mnohem zajimavéjsi je proto
podle nich pfidavek semenné plazmy k epididymalnim spermiim az po rozmrazeni.

Ptidavek semenné plazmy po rozmrazeni ovliviiuje kvalitu spermii, nebot’ semenna
plazma ma na spermie vliv aktivaéni a ochranny, coz jim umoziiuje bezpe¢ny priachod
reproduk¢énim traktem samice (Neuhauser et al., 2015).

Zatimco Neuhauser et al. (2015) potvrdili, Ze pfidavek semenné plazmy po rozmrazeni

ma pozitivni vliv na motilitu spermii, Morrell et al. (2014) maji ohledn€ motility rozporuplné
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vysledky. Obé studie se ale shoduji, ze pro dosazeni lepsSich vysledki 1ze ptidavat semennou
plazmu jiného jedince stejného druhu.

Neuhhauser et al. (2015) potvrdili G¢innost pfidané semenné plazmy jen pii piidani
mnozstvi odpovidajicimu 20 % i 50 %. Pti dal§im navySeni semenné plazmy na 80 % jiz ale
nezaznamenali zvySovani motility. Pii ptidavku 5 % semenné plazmy nepozorovali dokonce
zadny rozdil oproti kontrole bez semenné plazmy, a tedy zadny pozitivni vliv na motilitu,
podobné jako Morrell et al. (2014).

Heise et al. (2010) uzaviraji, Ze vystaveni epididymalnich spermii u¢inkiim semenné
plazmy pomaha zvysit zabfezavani klisen.

Na zéklad¢ studie Neuhauser et al. (2015) bylo v nasi praci zvoleno mnozstvi ptidané
semenné plazmy na 33 %. Toto Cislo je vyS$i neZ nejniZs§i uc¢inna koncentrace semenné
plazmy (20 %) a zéroven niZ8i nez nejvyssi U€innad koncentrace semenné plazmy (50 %),

kterou udava Neuhauser et al. (2015). Mohlo by tedy byt optimalni.
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4 Metodika

4.1 Design experimentu

V experimentu byly pouzity epididymalni spermie ziskané Kkastraci péti hiebct
(n = 5) uchované zmrazenim v 0,25 ml pejetach. U kazdého z hiebct byla pouzita dvé fedidla.
Pismenem A bylo oznaceno fedidlo L-EDTA, pismenem B fedidlo INRAS&2. V pokusu byl
pak pozorovan vliv kazdého z fedidel na mrazitelnost epididymalnich spermii.

Kazda pejeta byla po rozmrazeni rozdélena na tii ¢asti. Jako kontrolni skupina (K) byly
oznaeny vzorky bez pifidavku semenné plazmy, Vv porovnani s nimi byly hodnoceny také
vzorky, do kterych byla po rozmrazeni pfidana semenna plazma hiebce S prumérné
mrazitelnym ejakulatem (SP) a semenna plazma hiebce s nadprimérné dobfe mrazitelnym
ejakulatem (S). Vzorky jednotlivych skupin byly nasledné natfedény fyziologickym roztokem
na koncentraci 20 x 10% — 40 x 10° spermii v ml, odpovidajici pozadované koncentraci pro
meéfeni programem CASA.

Celkem bylo rozmrazeno 44 pejet od péti riznych hiebet, na kterych bylo po rozdéleni
do skupin (K, SP, S) v ¢ase TO ihned po rozmrazeni a po tficeti minutach inkubace, v Case
T30 uskutecnéno dohromady 264 méfeni procentualniho zastoupeni zivych spermii, spermii
S neporusenou integritou plazmatické membrany, motility a kinematickych parametrd spermii.
Vsechna data byla nasledné vyhodnocena v programu Statistica a porovnana s vysledky diive

uskute¢nénych studii. Design celého experimentu je dale zobrazen také v tabulce tabulcel.

411 Zisk epididymalnich spermii

Spermie byly ziskany od péti riznych hiebct pfi rutinni kastraci v celkové anestezii.
Varlata hiebcl byla pievezena v izolacnich boxech (4 °C) do laboratote, kde od nich byla
oddelena nadvarlata, ze kterych byly pomoci kanyly a 20 ml injekéni stiikacky naplnéné
vzduchem ziskany epididymalni spermie. Ziskané epididymalni spermie byly fedény dvéma
raznymi ftedidly bez glycerolu L-EDTA a INRA82 vpoméru 1:1. Nasledné byly
centrifugovany pii 400 g po dobu 10 minut. Po centrifugaci byl oddélen supernatant a z pelety
bylo 10ul smichano s 990ul 3% roztoku NaCl. Podle potieby byly takto ziskané vzorky
fedény dvéma riznymi fedidly L-ETDA s glycerolem a INRA82 sglycerolem na

pozadovanou koncentraci.
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4.1.2 Kryokonzervaé¢ni Fedidla

Pro pokus byly vyuzity dva druhy kryokonzervaénich fedidel. Cast epididymalnich
spermii byla vzdy nafedéna fedidlem L-EDTA (A) a ¢ast fedidlem INRAS2 (B). Na slozeni
fedidla L-EDTA se podili deionizovana voda, mohohydrat laktozy, hydrogenuhlicitan sodny,
EDTA vajeény zloutek a glycerol. Redidlo INRA 82 obsahuje destilovanou vodu,
monohydrat glukozy, monohydrat laktdzy, pentahydrat rafindézy, dihydrat citratu sodného,
monohydrat citratu draselny, dodecylsulfat sodny, HEPES, odstfedéné mléko, vajecny
zloutek, glycerol a antibiotika penicilin G a gentamycin.

4.1.3 Mrazeni a rozmrazeni epididymalnich spermii

Po nafedéni kryokonzerva¢nimi tfedidly (L-EDTA, INRA82) na pozadovanou koncentraci,
byly spermie umistény do 0,25 ml pejet. Tyto pejety byly chlazeny pti 5 °C po dobu 20 minut
Vv chladni¢ce. DalSich 20 minut byly pejety s epididymalnimi spermiemi umisténé v parach
tekutého dusiku (6 cm nad hladinou) a nakonec byly umistény piimo do tekutého dusiku, kdy
byly uchovany az do rozmrazeni.

Rozmrazeni probihalo ve vodni 14zni o teploté 37 °C a trvalo 30 s. Po rozmrazeni byly vzorky

rozdéleny do tfi kategorii (K, SP a S).

414 Semenna plazma

Po rozmrazeni byl ke vzorkim (SP, S) ptidavano 33 % semenné plazmy. Ta byla ziskana
desetiminutovou centrifugaci odebrané¢ho ejakulatu pii 10000 g. Po centrifugaci byla
semenna plazma odpipetovana ze ziskaného vzorku a ptenesena do 1,5 ml zkumavek
ependorf, ve kterych byla uchovéna pii -80 °C. Pfed pouzitim byla semennd plazma
rozmrazena ve vodni 1dzni o teploté 37 °C.

Semenna plazma pouzitd v pokusu byla ziskana od dvou riznych hiebct. Prvni z nich byla
ziskana od hrebce s primérné mrazitelnym ejakulatem a je ozna¢ovéana pismeny SP. Druhym
donorem semenné plazmy byl hiebec S nadprimérné dobfe mrazitelnym ejakuldtem, jehoz
ejakulat vykazoval tyto primérné hodnoty. Bezprosttedné po odbéru u néj Cinil objem
spermatické frakce 80 ml, koncentrace spermii byla 800-900 x 10%/ml a motilita spermii
>95 %. Po rozmrazeni se motilita pohybovala od 60 do 70 %. Semenna plazma tohoto hiebce
byla ozna¢ena pismenem S. Kontrolni vzorky, které neobsahovaly semennou plazmu byly

znaceny pismenem K.
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4.1.5 Analyza rozmrazenych vzorku

Po rozmrazeni vzorku ve vodni lazni, byly vzorky rozd€leny do tii kategorii (K, SP a
S). 'V Kkategorii kontroly (K) byl vzorek nafedén fyziologickym roztokem o pH 6.8,
v kategorii SP byly epididymalni spermie hiebcti fedény semennou plazmou od hiebce
s prumérn¢ mrazitelnym ejakulatem v poméru 2:1 a v kategorii Sve stejném poméru
semennou plazmou hiebce s nadprimérné¢ dobie mrazitelnym ejakulatem. lhned po
rozmrazeni (TO) byla odebrana ¢ast z kazdé z nich a zhodnocena ve tiech testech. Stejny
postup byl opakovan po tficeti minutdch inkubace ve vodni lazni o teploté¢ 37 °C (T30).

Provadeéné testy byly nasledujici.

Procentualni zastoupeni Zivych spermii

K hodnoceni procentualniho zastoupeni zivych spermii byl vyuzit eosin a nigrosin. Na
hodinové skli¢ko na nahtaté vyhfevni desti¢ce bylo pipetou preneseno 15 pl vzorku (K, SP, S)
a k nému bylo ptidano stejné mnozstvi eosinu. Po jemném promichani po dobu 20 vtefin bylo
pfiddno také stejné mnozstvi nigrosinu a opét jemné promichano po stejné dlouhou dobu. Po
promichani byl na podloznim sklicku proveden natér, ktery byl po zaschnuti zhodnocen za
pouziti imerzniho oleje pod svételnym mikroskopem Nikon Eclipse E100 a objektivem BE
Plan 100x/1,25 Oil. Hodnoceni zastoupeni zivych spermii probihalo v ¢ase TO a T30 a na

jednom skli¢ku bylo hodnoceno nejméné sto spermii.

Procentuilni zastoupeni spermii s neporusenou integritou plazmatické membrany

Membranova integrita byla hodnocena pomoci hypoosmotického testu (HOS). Do
roztoku o osmolarité¢ 150 mOSM/kg byl pfidavan vzorek semene z kazdé testované skupiny
(K, SP, S). Po tficetiminutové inkubaci ve vodni lazni o teploté 37 °C byl zhotoven natér,
ktery byl nasledné¢ hodnocen pod svételnym mikroskopem Nikon Eclipse Ci a objektivem
Nikon Plan 40x/0,65. Na sklicku bylo hodnoceno nejméné 100 spermii. Toto bylo u vSech
vzorkl provedeno v ¢ase TO a T30.

Sledovana byla reakce membrany spermii na hypoosmotické prostiedi, kdy spermie se
zkroucenym bic¢ikem byly hodnoceny jako zZivé s intaktni plazmatickou membranou (HOS+),

spermie s rovnym bi¢ikem jako poskozené ¢i mrtvé (HOS-).

Motilita a kinematické parametry spermii
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K hodnoceni motility a kinematickych parametri spermii byl pouzit program CASA
Nis Elements Ar Nikon, verze 4,5 s kamerou Imaginsource, mikroskoperm Nikon Eclipse Ci
a objektivem Nikon 10x0,25 Ph1l BM, filtr ikon Phase Contrast 0,90 DRY Phl. Z kazdého
vzorku byly do Maklerovy komtrky na vyhfevné desticce (37 °C) pfeneseny 4 ul. Ze vSech
vzorkli bylo hodnoceno Sest zornych poli. Program nésledné vyhodnotil tyto parametry:
celkova motilita (TMOT), progresivni motilita (PMOT), Sitka trajektorie hlavicky (ALH),
frekvence zmény vykyvu hlavicky (BCF), linearita (LIN), ptimost (STR), rychlost po
prumérné draze (VAP), rychlost po skuteéné draze (VCL), rychlost po napiimené draze
(VSL) a kmitani (WOB). Vsechna méteni probéhla v ¢ase TO a T30.

Statisticka analyza

Vysledky ziskané popsanym méfenim byly dale vyhodnoceny v programu Statistica
(verze 12, StatSoft, CZ), kde byly pouzity vhodné testy. K ovéfeni normalniho rozdéleni a
homogenity dat byl pouzit Shapiro-Willkuv test a k nasledné analyze rozptylt jednofaktorova
a vicefaktorovd ANOVA. VSechna ziskana data byla hodnocena na hladiné vyznamnosti

P < 0,05 a vysledky jsou v tabulkach zobrazeny jako praimér + smérodatna odchylka.
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Tab. 1: Design experimentu. Rozdéleni jedné pejety na tfi Casti, kontrolni (K), s ptidavkem
semenné plazmy od hiebce s primérné mrazitelnym ejakulatem (SP) a s pfidavkem semenné
plazmy od hiebce s nadprimérné dobie mrazitelnym ejakulatem (S) a jejich nasledné vyuziti

Vv pribéhu pokusu.

4 ul CASA
25 ul + fyziologicky roztok
T0 15 pl viabilita
80 ul 10 pul + 100 pl HOS
(K) 4 ul CASA
25 pul + fyziologicky roztok
T 30 15 pl viabilita
10 pl + 100 pul HOS
4 ul CASA

25 ul + fyziologicky roztok
T0 ey S 15 pl viabilita

£ | sous 10 pl + 100 ul HOS
Q +
= | 40puISP " !
'-‘E’ (SP) 25 pl + fyziologick k * Ul CASA
5 ul + fyziologicky rozto
S T30 T IOTSIE 15 ul viabilita
10 pl + 100 pl HOS
4 ul CASA
25 pl + fyziologicky roztok
T0 15 pl viabilita
80 ul +
10 pl + 100 pul HOS
40 ul S
4 ul CASA
(S) 25 pl + fyziologicky roztok
T30 15 pl viabilita

10 ul + 100 pl HOS
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5 Vysledky

5.1 Vliv kryokonzervacéniho redidla

Epididymalni spermie kazdého z péti hiebct (n = 5) byly pfed kryokonzervaci nafedény
dvéma ruznymi fedidly: L-EDTA (A) a INRA82 (B). Jejich vliv na procentualni zastoupeni
zivych spermii a spermii s neporusenou integritou plazmatické membrany, motilitu spermii a
kinematické parametry spermii byl posouzen ihned po rozmrazeni (T0) a po tficeti minutach

inkubace (T30).

5.1.1 Procentualni zastoupeni Zivych spermii a spermii s neporusenou integritou
plazmatické membrany

Jak je uvedeno v tabulce 2, byl mezi obéma pouzitymi fedidly (A, B) zjistén statisticky
prikazny rozdil (P < 0,05) v procentualnim zastoupeni zivych spermii v ¢ase TO i T30. Vice
zivych spermii se objevuje u fedidla L-EDTA (A). U zadného z fedidel ovsem nebyl potvrzen
efekt tficetiminutové inkubace (P > 0,05). Tedy i po tficeti minutach se vyskytuje podobny
pom¢ér zivych a mrtvych spermii jako ihned po rozmrazeni, ackoli u fedidla L-EDTA je patrny
vetsi pokles zivych spermii oproti fedidlu INRA82. Obé¢ fedidla vykazuji Zivotnost spermii
pod 50 %.

Podobnych vysledkd bylo dosazeno i u membranové integrity, kde se vice spermii
s neporusenou integritou plazmatické membrany (35,4 % v ¢ase T0) vyskytuje u fedidla
L-EDTA (A). Redidlo INRAS2 (B) oproti tomu dosahuje hodnot HOS+ spermii pouze kolem
15 %. U fedidla A byl potvrzen efekt tficetiminutové inkubace, kdy je v ¢ase T30 statisticky
prikazny (P < 0,05) pokles Zivych spermii oproti ¢asu TO.

Tab. 2: Hodnoty zastoupeni zivych spermii (viabilita, %) a spermii s neporusenou integritou
plazmatické membrany (HOS+, %), ihned po rozmrazeni (T0) a po tficeti minutach inkubace

(T30) u davek mrazenych s fedidlem L-EDTA (A) a INRAS2 (B).

A B
Viabilita| TO 474 + 18,12 38,3+ 13,8°
T30 41,4 + 18,62 34,2 + 14,0
HOS+ T0 35,4+ 22321 15,8 +£9,3°
T30 28,3 + 17,7%2 15,4 +9,0°

ab statisticky pritkazny rozdil v fadku mezi fedidly A a B (P < 0,05)
12 statisticky prikazny rozdil ve sloupci mezi ¢asem TO a T30 u jednotlivych parametri
(P <0,05).
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5.1.2 Motilita

U motility je mozné sledovat hned n€kolik parametri. NejobecnéjsSim ukazatelem je
celkova motilita (TMOT), piesnéjsi ukazatel je potom progresivni motilita (PMOT). Jak je
patrné z tabulky 3, u obou téchto parametra motility se pti pouziti fedidla L-EDTA (A) i
INRA82 (B) vyskytuje podobny trend. U celkové i progresivni motility existuje statisticky
vyznamny rozdil (P < 0,05) mezi obéma fedidly (A, B). U obou parametra (TMOT, PMOT)
byla zaznamenana leps§i motilita pfi pouziti fedidla INRA82 (B). U fedidla L-EDTA (A) byl u
obou parametri motility prokazan efekt inkubace, tedy statisticky vyznamny (P < 0,05)
pokles pohyblivosti spermii po tficeti minutach inkubace v lazni o teploté 37 °C. Redidlo
INRAS2 (B) vykazuje i po tiiceti minutach inkubace (T30) podobnou motilitu (P > 0,05) jako

ihned po rozmrazeni (TO).

Tab. 3: Hodnoty celkové (TMOT) a progresivni (PMOT) motility (%), ihned po rozmrazeni
(TO) a po tficeti minutach inkubace (T30) u davek mrazenych s fedidlem L-EDTA (A) a
INRAS82 (B).

A B
TMOT | TO 0,9 +1,221 1,9+2,7°
T30 0,4 £ 0,622 1,5+3,8°
PMOT | TO 0,6 +0,9%! 1,7 +2,6°
T30 0,2 + 0,422 1,3+3,5°

ab statisticky pritkazny rozdil v fadku mezi fedidly A a B (P < 0,05)
12 statisticky pritkazny rozdil ve sloupci mezi ¢asem TO a T30 u jednotlivych parametri
(P <0,05).

Dalsi kinematické parametry spermii, uvedené v tabulce 4, dosahuji vyssich hodnot ve
vzorcich fedénych INRA82 (B), kde jsou vSechny hodnocené parametry statisticky vyznamné
vyssi (P < 0,05) nez ve vzorcich fedénych L-EDTA (A). Zaroven byl u obou fedidel (A, B)
potvrzen efekt tficetiminutové inkubace, u vSech parametrii Se statisticky vyznamné (P <

0,05) lisi hodnoty mezi casy TO a T30.
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Tab. 4: Hodnoty ALH, BCF, LIN, STR, WOB, VAP, VCL a VSL ihned po rozmrazeni (T0) a
po tficeti minutach inkubace (T30) u davek mrazenych s fedidlem L-EDTA (A) a INRA82

(B).
A B

ALH T0 0,2 +0,5%! 0,3 + 0,61
(um) | T30 0,2 + 0,4%2 0,2 + 0,52
BCF T0 6,7 3,331 7,6 + 4,151
(Hz) T30 6,9 + 3,422 7,4 + 3,952
LIN T0 12,1 + 11,031 16,2 + 13,71
(%) T30 12,5 + 11,022 15,1 + 12,82
STR T0 39,6 + 23,431 47,1 +25,201
(%) T30 40,3 + 23,722 44,7 + 24,82
VAP T0 1,5+ 4,731 2,3+ 8,201
(um/s) | T30 1,2 +3,0%? 2,0 £ 7,12
VCL TO 51+11,5* 6,5+ 16,7%1
(um/s) | T30 4.3 + 7,922 5,7 +13,7°?
VSL TO 0,8 +3,721 1,6 + 7,61
(um/s) | T30 0,6 + 2,042 1,3 + 6,32
WOB T0 27,2 +10,5%1 30,8 + 11,61
(%) T30 27,7 £ 10,52 30,2 + 10,8°2

ab statisticky pritkazny rozdil v fadku mezi fedidly A a B (P < 0,05)
12 statisticky pritkazny rozdil ve sloupci mezi ¢asem TO a T30 u jednotlivych parametri
(P <0,05).

5.2 Vliv kryokonzervaéniho fedidla u konkrétniho hiebce

Kromé& obecného vlivu kryokonzervaéniho fedidla na mrazitelnost epididymalnich
spermii byla pozorovana také interakce epididymalnich spermii konkrétniho hiebce a

vybran¢ho fedidla.

5.2.1 Procentualni zastoupeni Zivych spermii a spermii s neporusenou integritou
plazmatické membrany

V tabulce 5, ktera je uvedena v ptiloze, je patrné, ze procento Zivych spermii je pfi
pouziti fedidla L-EDTA (A) u ctyf z péti hiebcti srovnatelné s pouzitim fedidla INRA82 (B),
a to jak po rozmrazeni (TO), tak po tficetiminutové inkubaci (T30). Redidlo L-EDTA (A)
vykazuje signifikantné (P < 0,05) vyssi procento zivych spermii nez fedidlo INRAS2 (B)
pouze u epididymalnich spermii jednoho z péti hiebcd.

Efekt tficetiminutové inkubace byl prokazan jen u epididymalnich spermii dvou z péti
hiebcti, a to pouze s fedidlem L-EDTA (A). V case T30 byl v téchto vzorcich prokazan
signifikantn¢ niz§i (P < 0,05) vyskyt zivych spermii. U ftedidla INRA82 (B) nebyl

zaznamenan efekt tficetiminutové inkubace (P > 0,05).
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Vyskyt spermii s neporusenou integritou plazmatické membrany je u vétSiny
hiebcl srovnatelny pii pouziti obou fedidel (A, B). Pouze u epididymalnich spermii dvou
hiebcu z péti se projevuje efekt pouzitého fedidla a vzorky fedéné fedidlem INRAS2 (B) maji
signifikantné¢ méné (P < 0,05) spermii S neporusenou integritou plazmatické membrany nez
vzorky fedéné fedidlem L-EDTA (A). Efekt tficetiminutové inkubace nebyl prokazan u

spermii zddného ze zkoumanych vzorkd.

5.2.2 Motilita

Celkova (TMOT) i progresivni (PMOT) motilita maji velmi podobny trend, ktery
Ize sledovat v tabulce 6 (viz ptiloha).

Efekt pouzitého fedidla se projevil signifikantné (P < 0,05) vy$$imi hodnotami
celkové i progresivni motility u vzorkt epididymalnich spermii fedénych INRAS2 (B) oproti
vzorkim s fedidlem L-EDTA (A). Tento efekt se projevil u epididymalnich spermii tii hiebct
Z péti, pouze u jednoho vsak v obou ¢asech (T0, T30).

Efekt tficetiminutové inkubace se projevil u epididymalnich spermii ¢tyt z péti hiebcti.
Epididymalni spermie tii z péti hfebct vykazuji signifikantni (P < 0,05) snizeni motility po
tficetiminutové inkubaci vzorkd s fedidlem L-EDTA (A). Redidlo INRAS2 (B) pak vykazuje
signifikantni (P < 0,05) snizeni motility jen u epididymalnich spermii jednoho ze
zkoumanych hiebci.

Lze tedy konstatovat, Ze pokud existuje prikazny rozdil (P < 0,05) mezi tedidly
L-EDTA (A) a INRA82 (B), dosahuje vyssich hodnot motility fedidlo INRA82 (B), a ze
fedidlo L-EDTA (A) vykazuje ¢asté&ji rozdil (P < 0,05) mezi hodnotami v ¢ase T0 a T30.

Kinematické parametry spermii jsou uvedeny v tabulce 7, kterou Ize najit v ptiloze.

U vétSiny kinematickych parametrii byl prokazan efekt pouZitého kryokonzerva¢niho
fedidla. Ve vétsing piipadii dominuje fedidlo INRAS2 (B) nad fedidlem L-EDTA (A).

Efekt tficetiminutové inkubace byl rovnéz prokdzan ve vétSiné zkoumanych vzork,
Castéji se ovSem vyskytuje u vzorkd fedénych fedidlem L-EDTA (A). Neni ale jednoznaéné,
ze hodnoty s tficetiminutovou inkubaci klesaji. Ptiblizn€ v poloviné ptipadl totiz hodnoty po
inkubaci stoupaji oproti hodnotdm ihned po rozmrazeni. Je zajimavé, ze kinematické
parametry epididymalnich spermii hiebce Cislo 2 stoupaji s ¢asem s fedidlem INRAS2 (B),
kdezto sftedidlem L-EDTA (A) s casem Kklesaji. Obraceny trend lze pozorovat u

epididymalnich spermii hiebce ¢islo 1.
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5.3 Vliv semenné plazmy

Hlavnim cilem této prace bylo zhodnotit, jakym zptisobem ovliviiuje Zivotaschopnost
epididymalnich spermii pfidavek semenné plazmy. Po rozmrazeni byly porovnavany hodnoty
procentudlniho zastoupeni zivych spermii, spermii s neporusenou integritou plazmatické
membrany, hodnoty motility a kinematickych parametrti spermii U vzorki bez pridavku
semenné plazmy (K), spfidavkem semenné plazmy hiebce s primérné mrazitelnym

ejakulatem (SP) nebo semenné plazmy hiebce s nadprimérné dobie mrazitelnym ejakulatem

(S).

5.3.1 Procentualni zastoupeni Zivych spermii a spermii s neporusenou integritou
plazmatické membrany

U procentualniho zastoupeni zivych spermii ani u zastoupeni spermii s neporusenou
integritou plazmatické membrany nebyl prokazan signifikantni rozdil (P > 0,05) mezi
zkoumanymi skupinami vzorka (K, SP, S), nicméné absolutni hodnoty jsou nejvyssi u
semenné plazmy hiebce s nadprimérné dobfe mrazitelnymi spermiemi (S), coz je patrné
z tabulky 8.

V zadném ze zkoumanych vzorkil nebyl potvrzen efekt tficetiminutové inkubace,

nebyl tedy prokazan statisticky vyznamny rozdil (P > 0,05) mezi ¢asem TO a ¢asem T30.

Tab. 8: Hodnoty zastoupeni Zivych spermii (viabilta, %) a Spermii S neporusenou integritou
plazmatické membrany (HOS+, %) ihned po rozmrazeni (T0) a po tficeti minutach inkubace
(T30) bez pfidavku semenné plazmy (K) s piidavkem semenné plazmy hiebce s primérné
mrazitelnym ejakulatem (SP) a s pfidavkem semenné plazmy hiebce s nadprimémé dobie

mrazitelnym ejakulatem (S).

K SP S
Viabilita | TO 41,0 + 16,1 42,4+ 16,6 44,1+ 17,14
T30 35,4+ 17,5 37,7+ 17,5 40,0+ 16,3
HOS+ | TO 272+ 18 245 + 20,4 25,7+21,3
T30 244 £ 16,6 20,3 + 15,4 21,0+143

5.3.2 Motilita

V tabulce 9 je uveden efekt pfidané semenné plazmy na celkovou i progresivni
motilitu v casech inkubace T0 a T30. V ¢ase T0O dosahuje lepsich vysledkd motility ptidavek
semenné plazmy hiebce s nadprimérné dobfe mrazitelnym ejakulatem (S) Vv porovnani se

vzorky bez pridavku semenné plazmy (K). V ¢ase T30 oproti vzorkim bez ptidavku semenné
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plazmy (K), byly zjistény vyssi hodnoty motility u vzorkt s pfidavkem semenné plazmy
hiebce s prumérné mrazitelnym ejakulatem (SP).

Efekt tficetiminutové inkubace se neprojevil pouze u vzorki s piidavkem semenné
plazmy hiebce s primérné mrazitelnym ejakulatem (SP). U obou dalsich vzorka (K, S) byl
prokdzan signifikantni (P < 0,05) pokles celkové i progresivni motility po tficeti minutach
inkubace. U wvzorki s pfidanou semennou plazmou hiebce s primérné mrazitelnym
ejakulatem (SP) jsou absolutni hodnoty v ¢ase T30 dokonce vyssi nez v ¢ase TO. Lze tedy

konstatovat, ze SP udrzi stabilni hodnoty motility po del$i dobu, néZ zbyla dvé fedidla (K, S).

Tab. 9: Hodnoty celkové (TMOT) a progresivni (PMOT) motility (%) ihned po rozmrazeni
(TO) a po tficeti minutach inkubace (T30) bez piidavku semenné plazmy (K) s pfidavkem
semenné plazmy hiebce s primérné mrazitelnym ejakulatem (SP) a s piidavkem semenné

plazmy hiebce S nadprimérné dobie mrazitelnym ejakulatem (S).

K SP S

TMOT | TO 0,8 + 1,21 1,6 £2,0 1,7 +2,8%1
T30 0,3 + 0,5%2 1,7 + 4,5 0,8 + 1,22

PMOT | TO 0,6 + 1,081 1,3+1,7 1,6 +2,8%1
T30 0,2 + 0,32 1,5+ 4,2° 0,6 + 1,22

ab statisticky pritkazny rozdil v fadku mezi nékterymi z fedidel K, SP a S (P < 0,05)
12 statisticky pritkazny rozdil ve sloupci mezi ¢asem TO a T30 u jednotlivych parametri
(P <0,05).

Z hodnot kinematickych parametra spermii, uvedenych v tabulce 10, 1ze vy¢ist, ze
byl potvrzen efekt ptidavku semenné plazmy do rozmrazenych hieb¢ich epididymadlnich
spermii. V naprosté vétsiné dominuji mezi hodnotami kinematickych parametri vzorky
S pfidanou semennou plazmou hiebce s primérné mrazitelnym ejakulatem (SP). Absolutné

Negativni efekt tficetiminutové inkubace na kinematické parametry spermii byl
potvrzen u vzorki bez semenné plazmy (K) a U vzorkli se semennou plazmou hiebce
s nadprimérné dobie mrazitelnym ejakulatem (S). U epididymalnich spermii s pfidavkem
semenné plazmy hiebce s primérné mrazitelnym ejakulatem (SP) nejenZe nebyl pozorovan
pokles hodnot kinematickych parametra spermii po tficeti minutach inkubace, ale v nékterych
piipadech byl dokonce pozorovan jejich narist.

Zvysledki tedy vyplyvd, Ze semenna plazma hiebce s primérné mrazitelnym
ejakulatem (SP) ma vliv na vyssi hodnoty kinematickych parametri spermii a zaroven jako

jedina udrzi tyto hodnoty srovnatelné i po tficetiminutové inkubaci.
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Tab. 10: Hodnoty ALH, BCF, LIN, STR, WOB, VAP, VCL a VSL ihned po rozmrazeni (T0)
a po tficeti minutach inkubace (T30) bez pfidavku semenné plazmy (K) s pfidavkem semenné

plazmy hiebce s primérné mrazitelnym ejakulatem (SP) a s pifidavkem semenné plazmy

hiebce s nadprimérné dobfe mrazitelnym ejakulatem (S).

K SpP S
ALH TO 0,2 0,5 0,3 0,6 0,3 0,6
(um) | T30 0,2 + 0,322 0,3+ 0,6° 0,2 + 0,42
BCF TO 6,7 £ 3,2° 7,4+ 3,901 7,3 + 4,051
(Hz) T30 6,7 + 3,32 7,7 + 4,202 7,1 + 3.4¢2
LIN TO 12 + 10,281 16,2 + 14,2%1 14,4 +12,8%1
(%) T30 11,5 9,722 17,0 + 14,82 13,2 £ 10,62
STR TO 39,2 + 22,631 47,2 + 26,4 43,6 + 24,11
(%) T30 38,1 + 22,122 48,4 + 27,002 41,8 +22,8%2
VAP TO 1,5+5,1%1 2,2 +7301 2,1 +74%%
(um/s) | T30 1,1 +2,8%2 2,4+ 8,102 1,4 + 4,02
VCL TO 4.9+ 12,02 6,5+ 15,9° 6,0 + 14,65
(um/s) | T30 3,9 + 7,282 6,6+ 15,8° 4,6 + 8,952
VSL TO 0,8 + 4,281 1,4 + 6,571 1,4+ 6,9
(um/s) | T30 0,5+ 1,92 1,6 + 7,22 0,8 £ 3,52
WOB T0 27,5+9,9% 30,0 + 12,21 29,4+ 11,41
(%) T30 27,6 +9,8° 30,6 + 12,372 28,9 +9,7¢2
a,b,c

statisticky prikazny rozdil v fadku mezi nékterymi z fedidel K, SP a S (P < 0,05)

12 statisticky pritkazny rozdil ve sloupci mezi ¢asem TO a T30 u jednotlivych parametri
(P <0,05).

5.4 VIiv kryokonzervacnich Fedidel a semenné plazmy

Nejkomplexnéjsi vysledky piinadsi porovnani kombinace dvou kryokonzervacnich
fedidel
L-EDTA (A) a INRA82 (B) ve vzorcich bez piidavku semenné plazmy (K), s ptidavkem 33
% semenné plazmy hiebce s primeérné mrazitelnym ejakuldtem (SP) a s ptidavkem 33 %

semenné plazmy hiebce s nadpramérné dobie mrazitelnym ejakulatem (S).

5.4.1 Procentualni zastoupeni Zivych spermii a spermii s neporusenou integritou
plazmatické membrany

Podrobné hodnoty procentualniho zastoupeni zivych spermii a spermii s neporusenou
integritou plazmatické membrany je mozné najit v tabulce 11.

Pozitivni vliv pfidané semenné plazmy na procentuilni zastoupeni Zivych spermii
nebyl potvrzen ani u davek konzervovanych fedidlem L-EDTA (A) ani u davek
s kryokonzerva¢nim fedidlem INRAS2 (B).
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Efekt pouzitého kryokonzervac¢niho tfedidla byl patrny pouze u kombinace fedidla
L-EDTA (A) a pridavku semenné plazmy hiebce s primérné mrazitelnym ejakulatem (SP), a
to ihned po rozmrazeni (T0). V ostatnich piipadech jsou rozdily mezi pouzitymi fedidly (A,
B) nevyznamné (P > 0,05).

U zadné sledované kombinace nebyl prokazan efekt tficetiminutové inkubace.

U procentualniho zastoupeni spermii s neporuSenou integritou plazmatické
membrany nebyl u vzorkl fedénych L-EDTA (A) prokazan efekt pfidané semenné plazmy
v ¢ase TO ani v ¢ase T30. U vzorktu fedénych INRAS2 bylo nejvice spermii s neporusenou
integritou plazmatické membrany v obou ¢asech (T0, T30) prokazano ve vzorcich bez pfidané
semenné plazmy (K).

Efekt kryokonzervacniho ftedidla byl naopak potvrzen ve vSech sledovanych
skupinach. S pouzitim fedidla fedidla L-EDTA (A) bylo dosazeno lepsich vysledkd nez pti
pouziti fedidla INRAS82 (B).

Efekt tficetiminutové inkubace u zastoupeni spermii s neporusenou integritou

plazmatické membrany prokézan nebyl u zddného ze zkoumanych vzorkd.

Tab. 11: Hodnoty zastoupeni zivych spermii (viabilita, %) a Spermii S neporusenou integritou
plazmatické membrany (HOS+, %) ihned po rozmrazeni (TO0) a po tficeti minutach inkubace
(T30) bez piidavku semenné plazmy (K) s pfidavkem semenné plazmy hiebce s pruimérné
mrazitelnym ejakulatem (SP) a s piidavkem semenné plazmy hiebce S nadprimérné dobie

mrazitelnym ejakulatem (S) u davek mrazenych s fedidlem L-EDTA (A) a INRA82 (B).

A B
K TO 458 + 18,8 37,8122
T30 39,8 + 18,9 31,3+ 15,3

N T0 475+ 17,62 37,5 + 14,4°
Viabilita | SP =435 408+ 18.8 348+ 135
S TO 48,9 + 18,7 39,6 + 15,1

T30 43,5+ 18,7 36,6 = 13,2

K T0 34,8 + 20,32 19,3 + 10,8"1

T30 30,1 + 19,22 18,8+ 11,5 F

T0 35,4 + 22,82 13,2 +7,8P2

HOS+ | SP =35 274+ 18.4° 12,9 £ 5,73
S T0 36,0 + 24,72 14,9 + 8,2°
T30 27,5+ 16,22 14,1 +7.8°

ab statisticky pritkazny rozdil v fadku mezi fedidly A a B (P < 0,05)

12 statisticky pritkazny rozdil ve sloupci mezi dvéma fedidly v ¢ase TO (P < 0,05)
1 statisticky pritkazny rozdil ve sloupci mezi dvéma fedidly v ¢ase T30 (P < 0,05).
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5.4.2 Motilita

U obou parametra motility (TMOT, PMOT), které jsou zobrazeny v tabulce 12, byl
prokazan efekt pfidané semenné plazmy. Pti pouziti fedidla L-EDTA (A) byl tento efekt
prokazan v ¢ase TO a potvrdil lepsi vysledky semenné plazmy hiebce s primérné mrazitelnym
ejakulatem (SP) nad semennou plazmou od hiebce s nadprimémé dobfe mrazitelnym
ejakulatem (S). Pii pouziti fedidla INRA82 (B) byl pozitivni vliv semenné plazmy na
celkovou i progresivni motilitu spermii prokazan v obou ¢asech (T0, T30). V case TO byly
zjistény nejvyssi hodnoty u vzorku fedéného semennou plazmou hiebce s nadprimérné dobie
mrazitelnym ejakulatem (S), v ¢ase T30 zase u vzorku fedéného semennou plazmou hiebce
S priimérné mrazitelnym ejakulatem (SP).

Vliv kryokonzerva¢niho fedidla na celkovou i progresivni motilitu spermii byl
prokazan rovnéz V obou Casech (TO, T30), ovSem pouze pii soucasném fedéni semennou
plazmou hiebce s nadprimérné dobfe mrazitelnym ejakulatem (S). V tomto ptipadé dosahuje
lepsich vysledkt motility fedidlo INRAS82 (B) nez fedidlo L-EDTA (A).

Negativni efekt tficetiminutové inkubace byl prokézan u vzorkd bez semenné plazmy
(K) a se semennou plazmou hiebce s nadprumérné dobie mrazitelnym ejakulatem (S) pii
soucasném pouziti kryokonzervaéniho fedidla L-EDTA (A) a dale u vzorku tfedéného
INRA82 (B) s piridavkem semenné plazmy hiebce s nadprimérné dobie mrazitelnym
ejakulatem (S). Semenna plazma hiebce s primérné mrazitelnym ejakulatem (SP) prokazala
S obéma tedidly (A, B) schopnost zachovat srovnatelné hodnoty celkové 1 progresivni motility

thned po rozmrazeni 1 po tficeti minutach inkubace.
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Tab. 12: Hodnoty celkové (TMOT) a progresivni (PMOT) motility (%) ihned po rozmrazeni
(TO) a po tficeti minutach inkubace (T30) bez ptidavku semenné plazmy (K) s ptidavkem
semenné plazmy hiebce s prumémné mrazitelnym ejakulatem (SP) a s piidavkem semenné

plazmy hiebce S nadpruimémé dobfe mrazitelnym ejakulatem (S) u davek mrazenych

s fedidlem L-EDTA (A) a INRA82 (B).

A B
K T0 0,9 +0,9' 0,8 + 1,5
T30 0,4 +0,6" 0,2+ 0,3
TO 1,2+1,71 1,9+22
TMOT | SP T30 0,5+0,9 2,9+62
S TO 0,5 + 0,6%%! 3,0 + 3,62/
T30 0,2 +0,32" 1,4+ 1,6°"
K TO 0,6 +0,7' 0,6 + 1,21
T30 0,2 +0,3" 0,1 +0,3
TO 0,9 + 1,21 1,7+2,0
PMOT | SP T30 0,3+0,6 2,6 +5,7F
S TO 0,4 + 0,5%%! 2,8 +3 622/
T30 0,1+ 0,22 1,1+1,5°"

I Wstatisticky pritkazny rozdil ve sloupci mezi TO a T30 v ramci jednoho fedidla K, SP, S u

jednoho parametru (P < 0,05).

12 statisticky priikazny rozdil ve sloupci mezi dvéma fedidly v ¢ase TO (P < 0,05)
&b statisticky prikazny rozdil v fadku mezi fedidly A a B (P < 0,05)

T statisticky pritkazny rozdil ve sloupci mezi dvéma fedidly v ¢ase T30 (P < 0,05).

Pro kinematické parametry spermii, zobrazené v pfiloze Vv tabulce 13, plati
nasledujici. Jednoznacné byl prokazan pozitivni efekt pfidavku semenné plazmy na
kinematické parametry epididymalnich spermii. Ihned po rozmrazeni Se Vv malé mife
projevuje i dominance semenné plazmy hiebce s nadprimérné mrazitelnym ejakulatem (S),
ve vétSin€ piipadi ale v obou ¢asech suverénné dominuje semenna plazma hiebce s primérné
mrazitelnym ejakulatem (SP).

Efekt pouzitého kryokonzervacniho tedidla svéd¢i ve vétSing piipadd pro fedidlo
INRA82 (B). To za soucasného ptidavku semenné plazmy (SP, S) dosahuje vyssich hodnot
nez tedidlo L-EDTA (A) u vsech kinematickych parametrt spermii. Pouze u vzorkil bez
ptidavku semenné plazmy dosahuje u nékterych kinematickych parametri spermii lepSich
hodnot fedidlo
L-EDTA (A) nez fedidlo INRA82 (B).

Témeét u vSech kinematickych parametrii spermii byl prokazan efekt tficetiminutové
inkubace. U vétsiny z nich dosahuji vysledky po tficetiminutové inkubaci nizsich hodnot nez

thned po rozmrazeni. Pii souCasné kombinaci fedidla INRAS82 (B) a semenné plazmy hiebce
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S primérné¢ mrazitelnym ejakulatem (SP) Casto hodnoty v case T30 ptevysuji hodnoty
namétené ihned po rozmrazeni.

Lze tedy konstatovat, ze kombinace fedidla INRAS2 (B) a semenné plazmy hiebce
s pramérné mrazitelnym ejakulatem (SP) dosahuje nejvyssich hodnot u vétSiny kinematickych
parametr. Zaroven je tato kombinace schopnd udrzet stalé hodnoty kinematickych parametri

1 po tficeti minutach inkubace, v n¢kterych ptipadech dokonce tyto parametry zvysi.

Vysledné hodnoty by se daly shrnout takto. Ackoli kryokonzervacni fedidlo L-EDTA
(A) vykazuje lepsi vysledky u procentudlniho zastoupeni Zzivych spermii a spermii
S neporusenou integritou plazmatické membrany, Vcelkové a progresivni motilit€¢ i
kinematickych parametrech spermii jednoznac¢né dosahuje lepSich vysledkt fedidlo INRAS2
(B). Je tedy mozné, Ze tedidlo A ma lepsi vliv na ptezitelnost spermii, nicméné vyssi procento
zivych spermii se neodrazi v jejich pohyblivosti. Naopak fedidlo B, nevykazuje tak vysoké
procento zivych spermii, nicmén€ i sniz§im poctem prezivSich spermii vykazuje veétsi
motilitu. Znamena to tedy, Ze pii pouziti fedidla B, je vétsi pocet Zivych spermii schopen
pohybu.

Redidlo INRAS2 (B) také na rozdil od fedidla L-EDTA (A) dokéaze udrzet stalou
uroven motility 1 staly pocet Zivych spermii.

Co se ty¢e tedidel ptidavanych po rozmrazeni, mezi nimi dominuje fedidlo SP, tedy
semennd plazma hiebce s primémé mrazitelnym ejakuldtem. Nebyl tedy prokazan lepsi
ucinek semenné plazmy hiebce s nadprimémé dobie mrazitelnym ejakulatem. Pridavek
jakékoli semenné plazmy (SP, S) po rozmrazeni se ovSem jevi Iépe, nez nechat vzorek bez

zasahu (K).
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6 Diskuse

Cilem této diplomové prace bylo prokazat pozitivni vliv pfidavku semenné plazmy na
ptezitelnost rozmrazenych hieb¢ich epididymalnich spermii. K pokusu byly pouzity vzorky
epididymalnich spermii od péti riznych hiebcti (n = 5), mrazené se dvéma riznymi
kryokonzerva¢nimi fedidly L-EDTA (A) a INRAS2 (B), ke kterym bylo po rozmrazeni
pfidano semenné plazmy od hiebce s primémé mrazitelnym ejakuldtem (SP), semenné
plazmy od hiebce s nadprimérné dobte mrazitelnym ejakulatem (S) nebo byly ponechany bez
piidavku semenné plazmy (K). Kromé vlivu semenné plazmy tak mohl byt pozorovén i vliv

dvou kryokonzervacnich fedidel (A, B).

6.1 Vliv kryokonzervacniho redidla

Zpisob mrazeni a druh pouzitého fedidla byva pomérné Casto predmétem odbornych
studii. Ackoli autofi pouZzivaji rizny zpusob zisku epididymalnich spermii a jejich
ptredptipravy (Melo et al., 2008; Vieira et al., 2013), i rizné zpusoby mrazeni (Melo et al.,
2008; Papa et al., 2008; Vieira et al., 2013), pozornost vénuji piedevS§im vlivu
kryokonzervacnich fedidel na mrazitelnost epididymalnich spermii (Tiplady et al., 2002;
Melo et al., 2008; Papa et al., 2008; Vieira et al., 2013)

V této praci byl prokazan efekt pfidaného kryokonzervaéniho fedidla na mrazitelnost spermii.
Procentualni zastoupeni Zivych spermii a integrita plazmatické membrany spermii byla

prokazatelné lepsi u vzorki fedénych fedidlem L-EDTA v porovnani s fedidlem INRAS2.

Podobné hodnoty zastoupeni Zivych spermii i celkové progresivni motility, jako v nasi
praci, publikovali Tiplady et al. (2002), ti ovSem k mrazeni epididymalnich spermii pouzili
jen jedno fedidlo, a sice laktozo-Zloutkové fedidlo s glycerolem. V porovnani s publikaci
Vieira et al. (2013), ktefi pouzivali fedidlo L-EDTA, bylo v nasem pokusu zjisténo vyssi
procento zivych spermii ve vzorcich mrazenych jak L-EDTA tak INRAS2. Ve vzorcich
mrazenych L-EDTA je rozdil v ¢ase TO pfiblizné¢ 10 %, v ¢ase T30 necelych 20 %. Ve
vzorcich fedénych INRAS2 jsou vysledky v ¢ase TO témét shodné s praci Vieira et al. (2013),
v ¢ase T30 uz ovSem v nasi praci vychdzi hodnoty pfiblizn€ o 10 % vyssi. Shodné s naSimi
vysledky, byl i v publikaci Viera et al. (2013) zaznamenan s pouzitim fedidla L-EDTA pokles
viability spermii béhem tficetiminutové inkubace. Oproti tomu ve vzorcich fedénych INRA82
nebyl zaznamenan tak markantni pokles, tudiz Ize fici, Ze toto fedidlo lépe zachovava

zivotaschopnost spermii po tficetiminutové inkubaci.
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Nizky pocet spermii s neporusenou integritou plazmatické membrany zaznamenany
Vv nasi praci, mize podle Neild et al. (2000) poukazovat na snizenou oplozovaci schopnost
spermii. Neild et al. (2000) totiz oznacuji vSechny vzorky s vysledkem hor$im nez 40 %
spermii s neporusenou integritou membrany jako spermie s pochybnou oplozovaci
schopnosti. V nasem pokusu je HOS+ spermii v nejlepsim ptipade 35,4 %.

Pti hodnoceni motility byl rovnéz zaznamenan efekt pouzitych kryokonzervaénich
fedidel, oviem s opa¢énym vysledkem. Redidlo INRAS2 u motility i dalsich kinematickych
parametrii spermii dosahuje vyrazné vysSich hodnot nez fedidlo L-EDTA. Podobné vysledky
uvadi i Melo et al. (2008). I v jejich publikaci vykazuji epididymalni spermie fedéné fedidlem
INRAS82 vyssi motilitu nez epididymalni spermie fedéné pomoci L-EDTA. Hodnoty
progresivni motility (Melo et al., 2008) jsou navic podobné tém, které byly zjiStény v nasi
praci. Opacnych vysledkil dosahli ale Papa et al. (2008) ktefi zvetejnili praci, kde proti fedidlu
INRA82 dosahuje lepsich vysledkt motility fedidlo L-EDTA. Jejich vysledky celkové i
progresivni motility se navic pohybuji ve vyssich ¢islech. Nutno ovsem podotknout, Ze jejich
metodika obsahuje navic oproti metodice této prace desetiminutovou inkubaci v fedidle Botu-
Semen® pted samotnou kryokonzervaci. Toto fedidlo by mélo podle vyrobce zarugit zvysenou
toleranci spermii proti chladovému Soku a zaroven nenarusit fertilizacni schopnost spermii. Je
tedy ziejmé, Ze spermie v publikaci Papa et al. (2008) byly navic vystaveny dalSimu
kryoprotektivu, které napomohlo spermiim vytvotit hyperosmotické prostiedi, indukovat tak
jejich dehydrataci a stabilizovat membranu pfed zmrazenim (McKinnon et al., 2011). V nasi
praci byly epididymalni spermie vystaveny jen jednomu typu fedidla. To mlZe souviset jak
s niz§imi hodnotami, tak s rozdilnym efektem vybranych tfedidel.

Efekt kryokonzerva¢niho fedidla na mrazitelnost epididymalnich spermii je dle vySe
uvedenych studii nejednoznacny, tudiz nelze jasné potvrdit dominanci n¢kterého z nich. Pti
konzervaci epididymalnich spermii patrné hraje svou ulohu ve vztahu k G¢inku pouZzitého
fedidla, také individualita hiebce, na coz upozornuje Bruemmeer et al. (2002), kdyz apeluje
na vybér fedidla pravé podle individuality konkrétniho hiebce nebo Roels et al. (2013), ktery
radi v pfipadé€ prvniho mrazeni spermii konkrétniho hiebce pouzit alesponl dvé rizna fedidla a

predejit tak pfipadnym ztratam.

6.2 Vliv kryokonzervacéniho Fedidla u konkrétniho hiebce

V nasi praci nebyl prokazéan efekt pouzitého kryokonzerva¢niho fedidla na procentualni

zastoupeni zivych epididymalnich spermii po rozmrazeni u jednotlivych hiebct. Pouze
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epididymalni spermie jednoho z péti hiebcti vykazovaly vyssi zastoupeni zivych spermii pii
pouziti fedidla L-EDTA nez pti fedéni INRA82. Podobné jako u hodnoceni procentualniho
zastoupeni spermii s neporusenou integritou plazmatické membrany, kde se pii porovnani
obou fedidel statisticky prikazné 1isi jen hodnoty spermii dvou hiebct z péti. Ty jsou oviem
zajimavé také z jiného hlediska. Totiz procento spermii s neporusenou integritou plazmatické
membrany u téchto dvou hiebctl pti pouziti fedidla L-EDTA ptekracuji v ¢ase TO hranici 40
% HOS+ spermii, ktera podle Neild et al. (2000) poukazuje na lepsi Zivotaschopnost spermii.

Ostatni autoii se ale pii zkoumani vlivu kryokonzervacniho fedidla u konkrétniho
hiebce spise nez na zastoupeni zivych spermii a spermii s neporusenou integritou plazmatické
membrany zamétuji na motilitu a kinematické parametry spermii. Heise et al. (2011) uvadi, ze
se progresivni motilita epididymalnich spermii ¢tyf zkoumanych hiebct pied zamrazenim
zna¢né lisi (30 %, 10 %, 75 %, 40 %), po mrazeni sfedidlem INRAS2 je sice motilita
epididymalnich spermii mezi jednotlivymi hiebci srovnatelna, ale u epididymalnich spermii
tii ze ¢ty zkoumanych hiebcli doslo k vyraznému poklesu motility oproti hodnotam pted
zamrazenim (10 %, 10 %, 10 %, 5 %). Lze tedy piedpokladat, ze kdyby byla v pokusu (Heise
et al., 2011) pouzita alespont dvé rliznd kryokonzervacni tfedidla, jak doporucuje Bruemer et
al. (2002) ¢i Roels et al. (2013), nemusela by se progresivni motilita po zamrazeni tolik snizit.
To ¢astecné potvrzuje i nas pokus, kde byl pro celkovou i progresivni motilitu potvrzen efekt
pouzitého fedidla u epididymalnich spermii dvou z péti zkoumanych hiebei v ¢ase TO i T30.
U epididymalnich spermii Ctyt z péti hiebct vychézi vyssi hodnoty motility pfi pouZiti fedidla
INRAS82 v porovnani s L-EDTA, i kdyz signifikantni rozdil se objevuje jen u epididymalnich
spermii dvou z péti hiebcl. Vysledky této prace se shoduji s vyzkumem, ktery provedl Melo
et al. (2008), a ve kterém potvrzuje lepsi vysledky motility spermii pfi pouziti fedidla
INRAS2 nez L-EDTA. Na druhou stranu v praci Papa et al. (2008) bylo naopak dosazeno
lepsiho vysledku s fedidlem L-EDTA oproti INRA82

Efekt kryokonzerva¢niho fedidla byl potvrzen i u kinematickych parametrt spermii, kde
dosahuje lepsich vysledku fedidlo INRA82 oproti L-EDTA. Zvyseni hodnot kinematickych
parametrti pak znamena vétsi oplozovaci schopnost spermie, jak upozornuji Neuhauser et al.
(2015), kdyz definuji hlavni rozdil mezi ejakulovanymi a epididymalnimi spermiemi.

Nutno ovSem podotknout, Ze pii pouZiti obou fedidel se vyskytuji vyznamné rozdily
mezi epididymalnimi spermiemi jednotlivych hiebcti, a zatimco nékteré dosahuji pomérné
vysokych hodnot ve vSech zkoumanych parametrech s obéma vybranymi fedidly, jiné maji

s obéma ftedidly hodnoty naopak pomérné nizké. Tyto rozdily muze zpisobovat naptiklad
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individualni kvalita spermii jednotlivych hiebci, jejich tolerance na proces zmrazovani nebo i
mira interakce epididymalnich spermii S anestezii pouzitou béhem kastrace (Morris et al.,
2002).

6.3 Vliv semenné plazmy

Zatimco v tomto pokusu byl sledovan vliv semenné plazmy dvou riznych jedinct
stejného druhu, vétSina praci fesi pouze vliv pridavku semenné plazmy stejného zivocisného
druhu bez ohledu na kvalitu jejiho donora. Neuhauser et al. (2013, 2014) dokonce jako donora
semenné plazmy vyuzivaji hiebce s nizkou kvalitou spermii, pfesto Se V jejich publikaci
hodnoty progresivni motility epididymalnich spermii po rozmrazeni pohybuji okolo 12 %, coz
je vice, nez vychazi v naSem pokusu. Neuhauser et al. (2013, 2014) ale ptidavali po
rozmrazeni 80 % semenné plazmy, na rozdil od naSich 33 %. Lepsi vliv 80 % ptfidané
semenné plazmy na oplozovaci schopnost epididymalnich spermii ale Neuhauser et al. (2015)
v nasledné studii vyvratili, kdyz publikovali, ze se motilita spermii u vzorkd s ptidavkem 80
% semenné plazmy oproti t€ém s 50 % semenné plazmy dale nezvysuje, zaroven ale potvrdili
ze pridavek 50 % semenné plazmy ma na motilitu lepsi vliv nez ptidavek 20 % semenné
plazmy. V na$i praci byl na zaklad¢ této studie pouzit pfidavek 33 % semenné plazmy.
Zamérem Dbylo zjistit, zda je pfidavek 50 % semenné plazmy G¢innéjSi nebo srovnatelny
s ptidavkem 33 % semenné plazmy. Hodnoty motility epididymalnich spermii s ptidavkem 50
% semenné plazmy ale v publikaci Neuhauser et al. (2015) dosahuji vy$Sich hodnot néz
epididymalni spermie s 33 % semenné plazmy v nasi praci.

Zpusob mrazeni ma pak podle Neuhauser et al. (2014) vliv pouze na viabilitu nikoliv na
motilitu epididymalnich spermii. Za rtizné vysledky tak, kromé jiz zminéné koncentrace
semenné plazmy, mohou patrné rizna pouzita fedidla ¢i rizna kvalita spermii zkoumanych
hiebct.

Morrell et al. (2014) i Neuhauser et al. (2015) zkoumali u hiebci rozdil mezi ptidavkem
vlastni semenné plazmy a semenné plazmy jiného hiebce, pfi€emZ nebyl pozorovan
signifikantni rozdil. Podobné ani v nasi praci nebyl pozorovan efekt pfidavku semenné
plazmy (SP, S) na celkovou a progresivni motilitu ani v procentudlni zastoupeni zivych
spermii a zastoupeni spermii s neporuSenou integritou plazmatické membrany. Pouze u
kinematickych parametri motility (ALH, BCF, LIN, STR, VAP, VCL, VSL, WOB) byl ve
vétsing piipadd mezi semennymi plazmami (SP, S) zjiStén statisticky vyznamny rozdil. U

téchto hodnot ovSem navzdory vSem ocekavanim dominuje semenna plazma (SP) od hiebce
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S primérn¢ mrazitelnym ejakuldtem. I zde jsou ale hodnoty nizs$i oproti zavérim studie
Neuhauser et al. (2014).

Ackoliv u hodnot celkové a progresivni motility (TMOT, PMOT) statisticky prikazny
rozdil mezi jednotlivymi plazmami (SP, S) prokazan nebyl, byl prokazan lepsi vliv semenné
plazmy (SP, S) na motilitu spermii oproti kontrolnimu vzorku (K). Nutno ovsem dodat, ze se
hodnoty obou parametri (TMOT, PMOT) pohybuji oproti jinym studiim (Morrell et al., 2014;
Neuhauser et al., 2013, 2014, 2015; Papa et al., 2008) vyrazné nize. Motilita epididymalnich
hraje dulezitou roli pfedevSim procentualni zastoupeni zivych spermii a spermii
s neporusenou integritou plazmatické membrany, a hlavné jejich koncentrace (Dacheux et al.,
2016; Sichtaf et Janosikova, 2017)

U procentualniho zastoupeni zivych spermii a spermii s neporusenou integritou
plazmatické membrany ale pozitivni vliv semenné plazmy (SP, S) oproti kontrolnimu vzorku
(K) prokazan nebyl. Tento fakt je mozné vysvétlit tvrzenim, Ze semenna plazma nema vliv na
viabilitu u morfologicky normalnich spermii (Heise et al, 2011). Je tedy mozné, Ze se jedna
prave o tento piipad, coz by prokazalo hodnoceni morfologie, které by mohlo byt pfinosnym
doplitkem k podobné strukturovanému experimentu

U parametrt motility byl prokazan pozitivni G¢inek semenné plazmy, u procentualniho
zastoupeni Zivych spermii a spermii s neporuSenou integritou plazmatické membrany se
neprokézal. Stejné tak nebyl prokdzan rozdil mezi semennou plazmou hiebce s nadprimérné
dobfe mrazitelnymi spermiemi (S) a hiebce S primérné mrazitelnymi spermiemi (SP), tak
jako jiz diive nebyl prokazan vliv pfidavku vlastni semenné plazmy oproti semenné plazmé
jiného hiebce (Morrell et al., 2014, Neuhauser et al. 2015). Bylo by tedy vhodné jako piedmét
dal§iho zkoumani zafadit problematiku sloZeni semenné plazmy a jeho vlivu na pieZitelnost
spermii. Pak by bylo moZzné 1épe porozumét moznostem piidavku semenné plazmy do
epididymalnich hieb¢ich spermii. Zatim se jevi, ze pivod semenné plazmy, ani mrazitelnost
spermii hiebce, od kterého plazma pochazi, nejsou ukazatele, podle kterych by bylo mozné

odhadnout kvalitu vlastni semenné plazmy.

6.4 Vliv kryokonzervaénich rFedidel a semenné plazmy

Na zavér byl také hodnocen efekt kombinace kryokonzerva¢niho fedidla (A, B) a po
rozmrazeni pfidané semenné plazmy (K, SP, S).

Zatimco v hodnotach zastoupeni zivych spermii nebyly zjistény zadné zasadni rozdily
mezi pouzitymi fedidly, hodnoty ziskané z procentualniho zastoupeni spermii s neporusenou
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integritou plazmatické membrany svéd¢i ve prospéch fedidla L-EDTA. Efekt semenné
plazmy u zastoupeni zivych spermii potvrzen nebyl, u zastoupeni spermii s neporusenou
integritou plazmatické membrany byl potvrzen pouze pti fedéni fedidlem INRA82. Procento
zivych spermii se v nasem pokusu pohybuje od 40 do 50 % pf#i fedéni L-EDTA a piiblizn¢ 0
10 % mén¢ s fedidlem INRAS2. Spermie s neporusenou integritou plazmatické membrany se
s obéma fedidly pohybuji pod hodnotou 40 %, kterou Neild et al. (2000) oznacuji jako hranici
pro predikci oplozeni schopnosti spermii. Nutno ovSem dodat, Ze velmi podobné hodnoty
viability jako v nasi praci publikovali Neuhauser et al. (2014).

Co se motility spermii tyka, objevuje se statisticky vyznamny rozdil mezi fedidly A a B
pouze pii souc¢asném pouziti semenné plazmy od hiebce s nadprimérné dobfe mrazitelnymi
spermiemi (S). Tato semenna plazma (S) nejlépe interaguje s fedidlem INRA82. U
kinematickych parametr motility byl ve vSech vzorcich (K, SP, S) prokazan pozitivni efekt
fedidla INRA82 oproti L-EDTA a soucasné pii pouziti obou fedidel pozitivni vliv semenné
plazmy (SP, S) oproti kontrolnim vzorkiim (K).

Je potieba zminit, Ze v dostupnych studiich se autofi nezabyvaji kombinovanym vlivem
konkrétniho kryokonzerva¢niho fedidla a souCasné pridavkem semenné plazmy. Existuji

ovSem studie, které hodnoti jednotliva fedidla zvlast’ a ty byly diskutovany vyse.

O pozitivnim vlivu semenné plazmy na motilitu a kinematické parametry spermii neni
podle nasich vysledkti pochyb, zrovna tak u¢inky semenné plazmy potvrzuji i Neuhauser et al.
(2013, 2015). Neni ale zatim jasné, zda je semenna plazma univerzalni, a ma tedy stejné
pozitivni G¢inky na spermie vSech hiebcu, jak predpokladaji Morrell et al. (2014) nebo jsou
naroky spermii kaZzdého hiebce individudlni. V nas$i praci vychéazi v kinematickych
parametrech cast&ji lépe semennd plazma hiebce s prumérné mrazitelnymi spermiemi (SP)
nez semenna plazma hiebce s nadprimérné dobie mrazitelnymi spermiemi (S), nezda se tedy,
Ze by kazda semenna plazma méla stejné vlastnosti. Dalsi nejasnost ohledné G¢inku semenné
plazmy je v jejim pouziti. Nejcastéji byly testovany dvé varianty piidavku semenné plazmy, a
sice pridavek pred mrazenim (Heise et al., 2011; Gonzales et al., 2010; Olecragui et al., 2014)
nebo az po zamrazeni (Morrell et al., 2014; Neuhauser et al., 2013; 2014; 2015). Ob¢ metody
maji své vyhody i nevyhody. Pfidavek semenné plazmy pfed zamrazenim je ponckud
jednodussi, nebot’ se tento tkon pouze zacleni po pracovniho postupu mrazeni, oproti tomu
pfidavat semennou plazmu bezprostfedné pfed inseminaci vyzaduje dalsi pracovni krok navic.
Heise et al. (2011) ale publikovali, ze pfidana semenna plazma sice zvysi motilitu

epididymalnich spermii pfed zamrazenim, po rozmrazeni podle nich ale neni tento nardst znat

53



a davaji tak vétsi prednost pridavku semenné plazmy az po rozmrazeni. S tim se ztotoznuje
také Neuhauser et al. (2013; 2014; 2015), ktefi upozoriuji na ochranny vliv semenné plazmy,
umoziujici spermii bezpecny priachod sami¢im pohlavnim traktem az do vejcovodu. Ve své
publikaci (2015) ale jednim dechem dodavaji, Ze zalezi také na mnozstvi pfidané semenné
plazmy.

Nad vyznamem semenné plazmy se zamysli také Bromfield (2018). Ten ve svém ¢lanku sice
uznava, ze semenna plazma neni pro oplozeni nutnd, upozorfiuje ale na myslenku, ze
pritomnost semenné plazmy béhem oplozeni pomaha upravit prostiedi v déloze a pomoci tak
implantaci a lep§imu vyvoji plodu. Semenna plazma podle n¢j mize pomoci snizit napiiklad
¢asnou embryondlni mortalitu.

Ohledné¢ efektu kryokonzervac¢nich fedidel L-EDTA a INRAS2 na oplozovaci schopnost
spermii nejsou vysledky jednoznacné. Kromé faktu, ze spermie riiznych hiebcli maji
sriznymi fedidly riznou mrazitelnost, je zde také fakt, Zze existuje velké mnozstvi
pouzivanych komer¢nich tedidel, jejichz slozeni neni zndmé. Kromé fedidel L-EDTA a
INRAS82, ktera byla pouzita v této praci, byva pfedmétem studii také Botu-Crio®, které
vyzdvihuje naptiklad Melo et al. (2008) nebo Papa et al. (2008). Olecragui et al. (2014) zase
pouziva pasterizovany vajecny zloutek a dimetylformamid. Podle vysledki nasi prace,
dosahuje tfedidlo L-EDTA lepsich vysledkd v poctu zivych spermii a spermii s neporusenou
integritou plazmatické membrany, fedidlo INRA82 zase v celkové i progresivni motilité a
kinematickych parametrech motility. Dulezitou vlastnosti fedidla INRAS82 je fakt, ze se u ngj
neprojevuje negativni efekt tficetiminutové inkubace.

Vhodnost jednoho nebo druhého fedidla by mohly upfesnit napiiklad hodnoty
zabtezavani, z vysledkd, které vysly z této prace, ale s jistotou neni mozné upiednostnit ani

jedno z nich.
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[ Zavér

Hypotéza, ze ptidavek semenné plazmy do rozmrazenych epididymalnich hiebc¢ich
spermii ma pozitivni vliv na jejich pfezitelnost potvrzena nebyla, nebot' vysledky
procentualniho zastoupeni zivych spermii a spermii s neporuSenou integritou plazmatické
membrany nevykazuji statisticky vyznamny rozdil mezi vzorky s pfidanou semennou
plazmou (SP, S) a vzorky bez semenné plazmy (K).

Byl ovsem prokazan pozitivni vliv semenné plazmy na motilitu epididymalnich spermii,
kdy ve vétsSiné piipadi byla motilita po pfidani semenné plazmy (SP, S) vys$i, nez u
kontrolniho vzorku (K). Dale se také neprokazalo, Ze by ptidavek semenné plazmy od hiebce
s nadprimérné dobie mrazitelnymi spermiemi (S) byl lepsi nez ptidavek semenné plazmy od
hiebce s primérné mrazitelnymi spermiemi (SP). Semenna plazma hiebce s primérné
mrazitelnymi spermiemi (SP) dokonce dosahovala lepSich vysledku Castéji nez semenna
plazma hiebce s nadprimérné dobie mrazitelnymi spermiemi (S).

Jako dalsi aspekt byl pozorovan vliv kryokonzerva¢niho fedidla. Ani zde nejsou vysledky
jednozna¢né. Pro procentualni zastoupeni zivych spermii a spermii s neporuSenou integritou
plazmatické membrany dosahuje lepsich vysledkia fedidlo L-EDTA (A), pro motilitu a
kinematické parametry spermii zase fedidlo INRA82 (B). U fedidla INRA82 (B) se ovsem
neprojevuje negativni efekt tficetiminutové inkubace. Zajimavé je, Ze vysledky vSech
zkoumanych parametrt vychazi pro jednotlivd fedidla podobné u spermii vSech hiebcii
zahrnutych do studie (n = 5). I pfes to, ze hodnoty vSech parametrt jsou u hiebct individualni

a navzajem se rizni, efekt fedidel se u vSech projevuje podobnym zptisobem.
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9 Prilohy

Tab. 5: Hodnoty zastoupeni zivych spermii (viabilita, %) a spermii s neporusenou integritou plazmatické membrany (HOS+, %), ihned po
rozmrazeni (TO) a po tficeti minutach inkubace (T30) pro spermie jednotlivych hiebcti (n = 5), mrazené s fedidlem L-EDTA (A) a INRA 82 (B).

1 2 3 4 5
A B A B A B A B A B
Viabilita | TO | 523+72 | 53,7+1,5 | 58,6 +£7,6% | 459+84" | 673+2,1' | 53,7+42 | 289+11,3" | 28,6 £14,6 | 48,5+ 19,8 | 40,9+ 10,4
T30 | 45,7+4,9 | 49,7+29 | 54,4+9,9% | 40,9+7,6° | 54,0+4,42 | 53+2.6 |208+12,2%|23,7+132 | 43,5£17,4 | 37,6 +12,2
HOS+ | TO | 18,0+1,7 | 230+72 | 451+163* | 17,9+8° | 20,7+2,5 | 147+2,5 | 18,6+15,7 | 143+104 | 43,4426,0° | 14,4+9,8
T30 |20,0+1,7 | 157+8,1 | 36,1+13,9° | 168+5,6° | 24,7+8,1 | 163+25| 16,1 +10 | 10,8+9,5 | 32,8+22,4* | 17,4+9,9

ab statisticky pritkazny rozdil v fadku mezi fedidly A a B u jednoho hiebce (P < 0,05)
12 statisticky priikazny rozdil ve sloupci mezi ¢asy TO a T30 u jednotlivych parametr (P< 0,05)

Tab. 6: Hodnoty celkové (TMOT) a progresivni (PMOT) motility (%), ihned po rozmrazeni (TO) a po tficeti minutach inkubace (T30) pro
spermie jednotlivych hiebct (n = 5), mrazené s fedidlem L-EDTA (A) a INRA 82 (B).

1 2 3 4 5
A B A B A B A B A B
TMOT | TO | 0,5+0,5% | 7,6 2,02 | 0,6+0,5 | 1,5+1,3 |1,4+0,5%"| 7,7+6,0° | 05+04 | 12+12 | 1,5+1,9 | 0,9+1,0
T30 [ 02+02 | 1,7+0,8 | 0,5+0,6% | 22+6,9° | 0,0+0,0%2 | 56+53° | 0,1 +02% | 0,6+0,7 | 0,6+0,9 | 1,1+1,3
PMOT | TO | 04+04% |6,7+23 | 04+04 | 1,4+1,3 |1,1£04%1]72+56°| 0303 | 09+1,0 | 1,1+1,4' | 09+1,0
T30 | 0,1+0,1 | 0,9+02% | 03+0,3% | 2,0£6,4° | 0,0+0,02% | 54+51°| 0,1+0,2°2 | 0,5+0,6 | 04+06% | 1,0+1,2

ab statisticky pritkazny rozdil v fadku mezi fedidly A a B u jednoho hiebce (P < 0,05)
12 statisticky pritkazny rozdil ve sloupci mezi ¢asy TO a T30 u jednotlivych parametrt (P < 0,05)
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Tab. 7: Hodnoty ALH, BCF, LIN, STR, WOB, VAP, VCL a VSL, ihned po rozmrazeni (T0) a po tficeti minutach inkubace (T30) pro spermie
jednotlivych hiebct (n = 5), mrazené s fedidlem L-EDTA (A) a INRA 82 (B).

1 2 3 4
A B A B A B A B A B
ALH | TO 0,2+03* | 0,6+1,3> | 03+0,5 0,2 + 0,5 0,2 + 0,52 0,6+1,1° | 02+04* | 02+0,5 0,3 + 0,6%* 0,2 +0,4°
(um) | T30 | 02+0,2% | 0,3£0,6°2 | 0,2+0,5%2 0,3 +0,7>2 0,2 + 0,222 0,4 + 0,6°2 0,2+0,3 0,2+ 0,32 0,2 + 0,4*? 0,2 +0,3°
BCF | TO 6,7+32% | 7.6+44% | 6,7+33%! 7,4+36° 6,5 + 3,331 8,449 | 68+£34% | 74+3,6° 6,6 + 3,331 7,2 + 3,51
(Hz) | T30 | 7,6+3,8%2 | 7,0+4.3%2 | 6,6+3,22 7,4+ 4,1° 7,1 + 3,432 74+£38%2 | 69+32%2 | 75+3,7° 7,1 +3,6%2 6,8 + 3,22
LIN | TO | 11,7+9,28* | 17,0£15,2°* | 12,0+ 10,8*! | 15,0+ 12,6°% | 11,1+10,2%* | 20,1 + 154> | 12,3 +11,12 | 15,1 +11,6° | 12.4+11,4* | 13,9+10,9°
(%) | T30 | 14,6 £11,9%2 | 15,0+13,0°2 | 11,6 +10,5%% | 15,5+13,8°% | 12,4+9,9%% | 14,9+11,0 | 12,4+10,2% | 150+12,3° | 13,5+12,2%2 | 11,9 +9,6>?
STR | TO | 39,5+21,9% | 49,3+26,6™ | 38,9 +22,7*' | 44,5+24,1° | 38,3 +23,5%1 | 54,3 +£26,7°1 | 40+23,9% | 45,7 +24.2°1 | 40,5+24,1>' | 43,4 + 23,71
(%) | T30 | 44,4+24,42 | 443 +£257% | 38,1 £232%2 | 448+24,9" | 40,9+21,7%2 | 46,0 £24,2°2 | 40,5+3,0° | 44,7+24,3°2 | 41,8+25,1*2 | 394 +23,3"2
VAP | TO 1,4+33% | 56+153% | 1,5+3,6% 1,9 + 3,61 1,7 +6,9%* 6,3+£17,2% | 12+£3,6% | 1,7+5,9% 1,8 +£6,7** 1,4 +4,4°
(um/s) | T30 | 1,1+£1,54%2 | 1,843,952 | 1243322 | 32+ ],4°2 1,0 + 0,722 3,1£7,3%2 | 1,0£1,4%2 | 1,3+£2,7P2 1,4 +422 1,3+3,8
VCL | TO | 51£10,0% | 14,4+30,8>1 | 5,1+£9,1*' | 56+£129% | 57144 | 14,7+31,6° | 4,1 +£8,1*' | 53+13,6 | 6,0+16,6** 4.5+ 10,3°
(um/s) | T30 | 3,5+3,1*%2 |6,0+11,9°?| 44+88%2 | 7,8+20,6 3,8 + 3,282 9,0+16,1 | 39+4,6 | 4,3+6,9°? 4,7+ 10,52 43+9,1
VSL | TO 0,7+2,9° |4,5+14,6° | 0,7+2,9? 1,2 +£5,8%1 1,1 6,131 53+16,7° | 0,6 £2,4% | 1,0+4,7°1 1,1 £5,3¢ 0,8 +4,1°
(um/s) | T30 0,5 + 0,92 1,0+3,1° | 0,6+2,2%? 2,3+ 10,252 0,4 + 0,522 2,34+6,9%2 | 0,5+1,02 | 0,7+2,1°2 0,7 + 2,82 0,7+3.4
WOB | TO | 27,2+8,9% | 30,7+12,9° | 27,8 +10,7* | 30,6 £11,0° | 25,6+ 10,1** | 34,0+ 12,31 | 27 +10,5% | 29,8 £10,0°! | 26,9+ 104> | 29,1 +9,8"!
(%) | T30 | 29,4+11,5*2 | 31,2+11,6° | 27,1 £10,4%2 | 30,9 +11,7° | 27,7+9,2*? | 30,1 £9,3%? | 27,5+9,6*2 | 30,1 £10,3°2 | 28,4+ 11,4%? | 27,6+ 9,202

ab statisticky pritkazny rozdil v fadku mezi fedidly A a B u jednoho hiebce (P < 0,05)
12 statisticky pritkazny rozdil ve sloupci mezi ¢asy TO a T30 u jednotlivych parametri (P < 0,05)
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Tab. 13: Hodnoty ALH, BCF, LIN, STR, WOB, VAP, VCL a VSL ihned po rozmrazeni (T0)
a po tficeti minutach inkubace (T30) bez pfidavku semenné plazmy (K) s pfidavkem semenné
plazmy hiebce s primérné mrazitelnym ejakulatem (SP) a s piidavkem semenné plazmy

hiebce s nadprumérné dobfe mrazitelnym ejakulatem (S) u davek mrazenych s fedidlem L-

EDTA (A) a INRAS2 (B).

A B
K TO 0,2 + 0,5%%! 0,2 + 0,5>1!
T30 0,2 + 0,43 0,2 + 0,35
ALH | o TO 0,2 +0,5%%! 0,3 +0,7>2!
(um) T30 0,2 + 0,481 0,3 0,70
S T0 0,2 + 0,4%%! 0,3 + 0,83/
T30 0,2 + 0,327 0,2 + 0,471
K TO 6,5 + 3,121 7,0 + 3,31
T30 6,7 +3,3%" 6,7 + 3,3%"
BCF sp TO 6,8 + 3,642/ 8,1 + 4,202!
(Hz) T30 6,9 £ 3,43B1 8,5 + 4,7°P !
S TO 6,8 + 3,322/ 7,9 + 4,63
T30 7,0 +£3,4%B0 7,2 + 3 50m!
K TO 11,0 + 10,32 13,0 +10,1°>%
T30 11,3 + 10,02 11,8 + 920!
LIN sp TO 13,1 12,022/ 19,8 + 15,6P2
(%) T30 13,9 + 12,32BM! 20,2 + 16,3%P
S T0 12,5 + 10,5%3! 16,9 + 15,0°3!
T30 12,8 + 10,73%! 13,7 + 10,57
K T0 37,1 +22,6 41,3 £22.41
T30 37,4 + 22 43¢ 38,8 +21,7°¢
STR sp T0 41,3 + 24,632 54,2 + 26,8"2
(%) T30 43,3 £ 25,4%B! 53,5 +27,6°P
S T0 40,8 + 22,922 47,6 + 25,1
T30 41,0 23,187 42,7 + 22,57
K T0 1,4 + 5% 1,6 +5,3%!
T30 1,1 +3,28 0 1,0 + 2,300
VAP sp TO 1,7 + 5,4%%! 2,7 +9,0%2!
(um/s) T30 1,3 +3,42%B0 2,4 +10,92B!
S T0 1,4 +3421) 3,1 +10,6°3!
T30 1,1 £2,1 20 1,7 +5,35n!
K T0 5,0+ 12,24 49+ 11,84
T30 4,1 + 82N 3,7+ 6,00
VCL | op T0 5,7 + 13,622/ 74+ 18,2 02!
(um/s) T30 47 +9,12B0 8,4 +20,2 B!
S T0 47 + 8,023 7,9 + 20,4 2!
T30 4,0+5,9 arl 53+ 11,3000
K TO 0,7 + 3,83L! 0,9 + 4,6 %!
VSL T30 0,5+ 1,9%" 0,5+ 2,0%"
(um/s) Sp TO 1,0 + 4,322/ 2,0+ 8,302
T30 0,7 +2,6%B1 2,6 +9,70BM
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S T0 0,7+ 3,021 2,3+10,003!

T30 0,5+1,5%" 1,0 4,807

K TO 26,1+ 10,31 29,0 +£9,3 0Lt

T30 27,1 + 10,52 28,1 + 9,00

WOB sp TO 278+ 11,122 32,6 + 12,8 02!
(%) T30 28,0+ 10,92P 33,2+ 13,1 AN
S T0 27,9 + 10,1 2! 31,6 + 12,7 23!

T30 28,2 +9,923BN 29,6 + 9,50l

A B

ab statisticky pritkazny rozdil v fadku mezi fedidly A a B (P < 0,05)
123 statisticky prikazny rozdil ve sloupci mezi dvéma fedidly v ¢ase TO (P < 0,05)
I Wstatisticky pritkazny rozdil ve sloupci mezi TO a T30 v rdmci jednoho fedidla K, SP, S u

jednoho parametru (P < 0,05).
%P statisticky prikazny rozdil ve sloupci mezi dvéma fedidly v ¢ase T30 (P < 0,05).
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