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Vliv pridavku nizkodenzitniho lipoproteinu na
kryoprotektivni vlastnosti vybranych redidel byc¢iho
ejakulatu — Optidyl vs. Bioxcell

Souhrn

Uméld inseminace kryokonzerovanym spermatem je biotechnologicka metoda
pouzivana po celém svété. Problémem kryokonzervace je redukovana kvalita spermii
po rozmrazeni, az 50 % spermii ztrati integritu membrany a motilitu. To se da ovlivnit
pomoci fedidel sobsahem kryoprotektantu. Jednim z nejpouzivanéjSich kryoprotektanta
je zloutek ze slepic¢iho vejce. Mechanismus jeho kryoprotektivity je stale nejasny. Obsahuje
1 faktory, které spermiim Skodi. Jeho kryoprotektivni frakci je nizkodenzitni lipoprotein (LDL
— low density lipoprotein), ktery je v plazmé Zloutku. Jeho funkci by méla byt stabilizace
membrany, nahrazeni fosfolipidii nebo vyvazovani Skodlivych proteinii ze spermatické
membrany. Cilem této studie bylo zjistit, zda pfidavek LDL do komer¢nich fedidel sojového
fedidla Bioxcell® a Zloutkového tedidla Optidyl®, zlepsi kvalitu spermii po rozmrazeni.
Sperma bylo odebrano bykim (n=8) a nafedéno podle navodu od vyrobce, nasledné byl
pfidin LDL vrizné procentudlni koncentraci (Optidyl®=0 %, 6 %, 8 %, 10 %,
Bioxcell®=0 %, 4 %, 6 %, 8 %). Viabilita se hodnotila pomoci barveni fluorescen¢nimi
sondami dle Harrison et Vickers (1990) a kinematické parametry pomoci automatizovaného
pocitacového systému CASA. Analyza se provadéla po rozmrazeni a po dvou hodinach
inkubace. Viabilita byla na hladin€é vyznamnosti (p<0,05) nejvyssi u pfidavku 8 % LDL
do fedidla Bioxcell® (0h=73,4 %, 2h=53,2 %). U fedidla Optidyl® byl nejefektivné;jsi
ptidavek 8 % LDL (0h=48,2 %, 2h=46,5 %). Procenta motilnich spermii (VAP>15)
po rozmrazeni byla vys$s$i u fedidla Optidyl® (0h=41,55 %, 2h=33,41 %), nez u fedidla
Bioxcell® (0h=33,88 %, 2h=27,42 %). Kinematické parametry motility byly nejvyssi na
hlading vyznamnosti (p<10~) u pfidavku 8 % LDL do fedidla Optidyl®. U fedidla Bioxcell®
nelze udélat zavér, zda byla nejlepsi koncentrace pro kinematické parametry 4 % nebo 8 %
pifidavku LDL. Pro kryokonzervaci byc¢iho semene lze doporucit jako vhodnéjsi 8%

koncentraci ptidavku LDL do fedidla Optidyl®.

Kli¢ova slova: byk, sperma, LDL, motilita, fedidla, kryokonzervace



Low-density lipoprotein supplementation effects on
cryoprotective properities of selected bull semen extenders —
Optidyl vs. Bioxcell

Summary

Artifical insemination with cryopreserved sperm is a biotechnological advancement
used worldwide to aid the reproduction of cattle. The main problem of cryopreservation is a
reduction in the quality of sperm after thawing. Around 50 % of sperm specimen show that
there is membrane loss both in terms of motility and integrity. This might be reduced with
careful selection of the appropriate extender supplements. One of the most popular
cryoprotective supplement is the egg yolk from a hen. How best to reduce the negative effects
of cryopreservation is still unclear and can, if applied incorrectly, even worsen the quality of
the sperm. One known method to protect and support cryopreservation successfully is use of
low density lipoprotein (LDL), which is part of the egg yolk’s plasma which should stabilise
the membrane, replace the phospholipids or aid the removal of harmful proteins from the
sperm’s membrane. The main purpose of this study is to establish whether the addition of
LDL to commercial extenders soya lecitin based Bioxcell® and hen’s egg yolk based
Optidyl® will improve sperm quality after thawing. Sperm has been collected from eight
bulls and diluted with extenders following the instructions of the producer. LDL was added
with varying percentage concentration levels (Optidyl®=0 %, 6 %, 8 %, 10 %,
Bioxcell®=0 %, 4 %, 6 %, 8 %). The viability of the bull semen was then evaluated with the
use of fluorescent probes in accordance with the recommendation of Harrison et Vickers
(1990) and with kinematic parameters in accordance with the automatic computer
programme, CASA. The analysis of the results was performed after thawing and following
two hours of incubation. Viability was significant (p<0,05), with the most successful results
obtained with the use of 8 % LDL to Bioxcell® (0h=73,5 %, 2h=53,2 %). Optidyl® was most
successful with an 8 % supplement of LDL (0h=48,2 %, 2h=46,5 %). Sperm motility after
thawing (VAP>15) was greater with the use of Optidyl® (0h=41,55%, 2h=33,41%), than
Bioxcell® (0h=33,88 %, 2h=27.42 %). Kinematic parameters were (p<10~) highest with the
addition of 8 % of LDL into Optidyl®. Unfortunately we are unable to confirm if an addition
of concentration 4 % or 8 % LDL is better for Bioxcell®. What we can recommend is the

addition of an 8 % LDL concentration into Optidyl® extender.

Keywords: bull, sperm, LDL, motility, extender, cryopreservation
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1 Uvod

Uméléa inseminace je nejpouzivanéjsi biotechnologie na svété (Vera-Munoz et al, 2009).
Rozvoj vyzkumu kryokonzervace zacal roku 1949 objevem kryoprotektivnich vlastnosti
glycerolu (Celeghini et al, 2007). Vyzkum je stale vyvijen zemémi celého svéta. Ptinos
kryokonzervace tkvi v pouziti na farmach, kde pfinds$i moznost pouZiti n€kolika malo elitnich
bykl s nejlepsi provéifenou genetikou na Siroké spektrum krav. V porovnani s piirozenou
plemenitbou umoziuje kryokonzervované sperma mnohem vét$i a rychlejsi Slechtitelsky
pokrok (Vera-Munoz et al, 2009). Slabosti mrazené¢ho spermatu je, ze oproti Cerstvému
spermatu ma nizsi hodnoty oplozenischopnosti, coz vede k pottebé neustalého vyvoje novych
technologii kryokonzervace (Tuncer et al, 2010). Az 40-50 % zivych spermii ztrati béhem
procesu kryokonzervace funkci a integritu. Tato ¢isla mohou byt redukovana pomoci
vyzkumu a vyvoje optimalniho zchlazovani a tfedidel (Hu et al, 2010). Od roku 1949 nebyl
zaznamenan piili§ velky pokrok ve vyvoji fedidel (Holt, 2000). Vyznamného zlepSeni lze
dosahnout pouzitim fedidel, kterd interaguji se spermatem a poskytuji mu béhem procesu
kryokonzervace ochranu. Zloutek z vejce slepice je nyni Siroce pouzivan jako kryoprotektant
v fedidlech spermatu. Jeho vyhoda tkvi v nizkodenzitnim lipoproteinu (LDL-low density
lipoprotein), ktery obsahuje. Pace a Graham (1974) zjistili, Ze frakce LDL vykazuje
kryoprotektivni vlastnosti. To bylo potvrzeno i mnoha dal§imi studiemi. Vyvoj pouzivani
LDL fedidla misto konven¢niho celozloutkového je tedy aktudlni. Jeho vyhodou je lepsi

chemické definice. Vlastnosti LDL ale nejsou jesté zcela prozkoumany (Tuncer et al, 2010).



2 Cil prace

LDL izolovany zvajecného zloutku je odpovédny za kryoprotektivni ucinky
vajecného zloutku v fedidlech ejakulatu. Cilem této prace je ovéiit hypotézy, ze ptidavek
LDL do wvybranych fedidel (Optidyl®, Bioxcell®) zlepSi parametry kvality
kryokonzervovanych byc¢ich spermii, a Ze tento efekt bude vyraznéjs$i v ptipade

bezzloutkového fedidla Bioxcell®.

Dil¢imi cili feSeni bude v inseminacnich davkach bykt fedénych Zloutkovym fedidlem
Optidyl® nebo bezzloutkovym fedidlem Bioxcell® srozdilnym ptidavkem LDL stanovit

po rozmrazeni:

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

b) parametry prezitelnosti spermii metodou fluorescen¢niho barveni

a zhodnotit efekty pouzitého tedidla a ptidavku LDL na zéklad¢ statistické analyzy.



3 Literarni reSerse

Kryokonzervace semene je pokroCild technika pouzivand po celém svéte, kterd
prodluzuje zivotaschopnost spermiim pomoci redukce jejich metabolické aktivity a produkce
toxinti (Kaka et al, 2014). Jeji problematika je feSena jiz delSi dobu, nicméné vysledky
stagnuji. Od prvnich pokusi o kryokonzervaci az po dneSni dny se stdle vypofadavame
se zhorSenou motilitou spermii po rozmrazeni (Walters et al, 2009). Ptes pokroky ve vyvoji
fedidel jako je urCeni spravného zchlazovani a mraZeni, kryokonzervace stdle zplsobuje
poskozeni velkému mnozstvi bunécnych struktur (Celeghini et al, 2007). Toto poSkozeni
muzeme ovlivnit pomoci vyvoje novych protokold a pouziti spravnych kryoprotektantti (Kaka

et al, 2014).

Vysledna kvalita je ovlivnéna uz kvalitou vychoziho zpracovani. Vedle biologie samce
je dulezity 1 odbér. Je tedy dulezité pouzit spravnou techniku odbéru spermatu (Barszcz,

2012).

3.1 Historie

Kryokonzervace je ve veterinarni medicin€ blizce spojena s vyvojem umélé
inseminace (Walters et al, 2004). M4 se za to, Ze prvni usp€Snou umélou inseminaci provedl
Lazzaro Spallanzani vroce 1780 v Italii. Inseminoval hérajici fenu pomoci jehly, kterou
inseminoval semeno piimo do délohy. Za 62 dnii se narodila tii Sténata, kterd odpovidala fen¢
1 darci semene. Prvni zminky o pokusu provedeni kryokonzervace semene jsou praveé
od Spallanzaniho, ktery zkouSel zamrazit semeno pomoci snéhu (Pesch et Hofmann, 2007).
V roce 1799 John Hunter pokracoval v jeho praci a podafilo se mu dosdhnout téhotenstvi
u zeny pomoci umélé inseminace (Walters et al, 2009). O sto let pozdé¢ji Repiquet (1885)
publikoval studii ,,O teoretickych moZnostech praktického vyuziti umélé inseminace
a postuloval aspésnou aplikaci umélého oplodnéni jako néstroje pro moznosti Slechténi zvitat.
Vyzkum vyvoje umélé inseminace a kryokonzervace semene byl publikovan okolo 20. stoleti

(Pesch et Hoffmann, 2007).



Vroce 1880 byl objeven potencidl umélého oplodnéni u zvifat, diky kterému
se da dosahnout zvySeni plodnosti a zvySeni poctu potomkti, které mize byk produkovat
béhem zivota. Anglicky Slechtitel psi mezi lety 1884 a 1896 pouzil umélou inseminaci
na Slechténi nékolika fen pomoci jednoho ejakulatu. Okolo té¢ samé doby francouzsky
veterinaf potvrdil efektivitu umélé inseminace jako cestu pro feSeni plodnosti u koni. Tyto
vysledky zapocCaly pouzivani efektivnosti umélé inseminace. Zaméstnanci center komské
reprodukce zacali cestovat po celé Evropé, odebirat semeno a Slechtit klisny. V Moskvé
Ivanov (1907, 1912) =zahgjil vyzkum umélého oplozeni na ovcich a Milovanov
(1927);(citovano Maxwell et Salomon, 2000) pokracoval v jeho praci. Od roku 1927 bylo
umélé oplodnéni Siroce pouzivano v Slechtitelském programu u skotu (Pesch et Hoffmann,
2007). Vyzkumy techniky umélého oplodnéni, tréninku techniki a zlepSovani metod odbéru
semene a jeho fedéni pokracovaly a vroce 1938 bylo ozndmeno, ze v Rusku bylo uméle

oplodnéno 40 000 klisen, 1,2 milioni krav a 15 miliontd ovci (Walters et al, 2009).

Na zacatku 19. stoleti vétSina vyzkumu umélé inseminace probihala na izemi Evropy
nebo Ruska, ale 1 v USA byly GspéSné pokusy na konich a skotu. V roce 1907 se narodilo tele
po pouziti umélé insemiace L. L. Lewisem v Oklahomské experimentalni stanici. Po tomto
uspesném pokusu u skotu se zvysil zajem o pouziti umélého oplodnéni v USA. V roce 1937
zaCal jeho vyzkum na Univerzit¢ v Missouri a pozdéji i na ostatnich zemédélskych
univerzitach jako Cornell, Minnesota, Nebraska, Wisconsin a Tennessee. V roce 1939 byla
na vyvoj protokoli pro odbér, hodnoceni a konzervaci spermatu domacich zvitrat, hlavné
bykl, vyzkumnymi tymy z nékolika univerzit zalozena Americkd spoleCnost ZivoCiSné
produkce (ASAP) (Foote, 1998). Véfilo se, Ze s investicemi do vyzkumu a vyvoje umélého
oplodnéni zacne byt mlékarensky primysl USA progresivni a bude mit Slechtitelské

programy, diky kterym zacne dobyvat Slechténi z genetické perspektivy (Walters et al, 2009).

Vyzkumné programy napfi¢c celou USA tedy zacaly zkoumat biologii spermatu,
hlavné vyvoj metod odbéru, néstrojii a vybaveni, hodnoceni spermatu, morfologie, slozeni
fedidel spermatu pro biologii spermatu a fundamentalni kryokonzervaci (Foote, 1998). Vyvoj
protokolll na pouzivani kryokonzervovaného semene byki, ktefi maji vyuZziti v primyslu
umélého oplozeni a v mlékarenském primyslu zacal v 50. letech 20. stoleti. Bratton et al,
(1955), dokazali pokusem v polnich podminkach, Ze by¢i sperma zmrazené na -79 C,
uchované na suchém ledu, miZe stale vykazovat vysokou plodnost. Poté bylo vyvijeno

nekolik raznych fedidel, které by dokézaly zachovat vysokou uroven motility rozmrazené¢ho



spermatu. V anglojazycné literatuie se po diskuzi zavedl nazev ,extender” jako zvétSovac

objemu, namisto ,,diluent* jako fedidlo (Walters et al, 2009).

Milnikem v rozvoji pouzivani chlazeného semene bylo zjisténi, ze lipidy ze slepiciho
zloutku mohou ochranovat by¢i spermie pied chladovym Sokem, coZ je citlivost bunék

na redukované teploty (Pesch et Hoffmann, 2007).

Pro vyfeSeni problematiky kryokonzervace se hledaly i dal§i mozné kryoprotektivni
slozky tedidel. Bernstein a Petropavlovsky (1937) byli prvni, kdo popsal pouziti 9,2 %
glycerolu pro kryokonzervaci sav¢iho semene. Kryoprotektivni vlastnosti glycerolu byly
zaméfeny vyzkumem Polga et al (1949) a Polga et Rowsona (1952);(Pesch et Hoffman,
2007). Nasledna prace lipidi v kombinaci s objevem kryoprotektivnich vlastnosti glycerolu
zapocala vyvoj mrazicich fedidel pro kryokonzervaci byciho semene. Soucet téchto objevil
vyustil v mrazici fedidlo Tris-egg yolk glycerol pro kryokonzervaci byciho spermatu, které

je dnes standardné pouzivano (Walters et al, 2009).

Kwvili rozvoji mlékarenského primyslu se mezi lety 1950 a 1960 zvedla poptavka
po spermatu, které by bylo mozno skladovat delSi dobu. Tim padem se vyvoj kryokonzervace
stal hlavnim cilem vyzkumu v zeméd¢€lstvi a vyvoj uspésné kryokonzervace sav€ich spermii
byl zahdjen. Je tieba zdlraznit, ze 1 v dneSni dobé lze efektivné kryokonzervovat jen né€kolik
druhit sav€ich spermii. V téchto piipadech je jeSté¢ uspéch vyjadien pouze motilitou
po rozmrazeni, kterd je asto az o 50 % mensi, nez byla pied kryokonzervaci. Uspdsné
kryokonzervace se vysoce liSi mezidruhové, individudlné u jednoho druhu, i v ejakulatech
jednotliveii. Rozdily jsou silné spjaty s rozdily biofyzickych charakteristik napti¢ typy bunék
(Walters et al, 2009).



3.2 Ejakulat

Vychozi kvalita cerstvého ejakulatu je dulezitd pro uspéSnost kryokonzervace.
Ejakulat se skladd ze dvou frakci, spermii a semindlni plazmy. Vysledné slozeni zalezi
na velikosti a vyvinu pfidatnych pohlavnich zlaz, podilu sekretu zreprodukcnich orgéna
aobjemu spermii. U byka je sloZeni spermatu z 50 % sekret zalveolarni Zlazy, 25 %

z bulbouretralni Z1azy, 7 % z nadvarlat, 5 % z prostaty a 14 % tvoii spermie (Barszcs, 2012).

Seminalni plazma se skladd z vody (90g/100ml), bilkovin (6,8g/100 ml), fruktozy
(460-600 mg%), sorbitolu (10-140 mg%), kyseliny citronové (620-800 mg%),
glycerofosfocholinu (350 mg%) a inositolu (60 mg%) (Barszcz et al, 2012).

Pti ejakulaci je semindlni plazma smichéana s epididymalnim spermatem a slouzi jako
nosi¢ do sami¢iho pohlavniho traktu. Pro spermie mulze byt pfinosna 1 Skodliva. Nékteré
faktory seminalni plazmy podporuji funkce spermii jako je motilita, Zivotnost a schopnost
oplozeni, které usnadiuji kapacitaci. Pomahaji v prevenci vzniku spontanni kapacitace nebo
exocytozy akrozomu, kvili které ztrati oplozenischopnost. Pokud sperma vysoce fedime,
fedime 1 tyto pfidavné benefi¢ni slozky, ¢imz sniZzujeme ochranu spermii (Vera-Munoz et al,
2009). Nicméné seminalni plazma je také zndma tim, ze obsahuje 1 faktory, které Skodi jejich
schopnosti oplozeni. Je tim naptiklad dekapacitaéni faktor. Pti kryokonzervaci mohou tyto

faktory negativné ovliviiovat Zivotaschopnost spermii (Bergeron et al., 2003).

Druhou c¢asti ejakulatu jsou spermie. Jsou to pohyblivé saméi gamety utvarené
v procesu spermiogeneze ze zadrode¢nych bun¢k ve varlatech. Z varlat cestuji do nadvarlat,
kde probihd jejich dozravani. Pln¢ zralé spermie maji hlavicku s jadrem obsahujicim
haploidni pocet chromozomii, bi¢ik s aparatem pro pohyb a kréek s mitochondriemi, ktery
spojuje  hlavicku s bicikem. Celd spermie je pokrytd plazmatickou membranou,
plasmalemmou. Na hlavicce spermie je umistén akrozom, dvojita struktura mezi plazmatickou

membranou a anterior portion (Hafez et Hafez, 2000).



Spermie v sami¢im reprodukénim traktu prochazeji sérii  biochemickych
a fyziologickych zmén, souhrnné nazyvanych akrozomalni reakce (Ickowicz et al, 2012).
Membréana akrozomu zanikne béhem flize a vypusténi (Gadella et al, 2001) akrozomalnich
hydrolytickych enzymt jako je hyaluronidaza (Hafez et Hafez, 2000), které pomahaji pii
navazani na zonu pellicudu (ZP) samic¢i gamety, vajicka (Bedford, 1970). Pfipojeni na ZP
zpisobi vytrysk kationtt vapniku (Ca>"), které zpisobi fiizi membrany na n&kolika mistech.
Ty zméni vnéjsi akrozomalni membranu na formu vezikuli, které disperguji na ZP a vypusti
hydrolitické enzymy. Tyto enzymy pomahaji pfi natraveni ZP. Ztrata dvou vnéjSich membran
odkryje vnitini akrozomalni membrénu jako novou vngjSi membranu a ta zacne zastavat
funkci jako plazmatickd membrédna. Vnitini akrozomalni reakce se druhotné pfipoji na ZP
a spermie, které reagovaly spravng, penetruji ZP a vstoupi do perivitelinniho prostoru, kde
se navaZou na oolemu vajiCka. Po laterndlnim navazadni se membrana a oolema spoji
a spermie je inkorporovana do oocytu, ktery se aktivuje a zahaji efektivni blokaci polyspermie

(Gadella et al, 2001).

Pro ispéSnost kryokonzervace jsou dilezité dalsi faktory. Semeno byki pod 18 mésict
véku odebirané pro potteby umélé inseminace by mélo obsahovat minimalné¢ 60 % spermii
se spravnou progresivitou. Dale by mélo obsahovat alespont 80 % spermii bez morfologickych
zmén a 500 000 spermii na 1 mm’. U bykt nad 18 mé&sict stafi je pozadovano nad 70 %

spermii se spravnou progresivitou, ostatni pozadavky jsou stejné (Barszcz et al, 2012).

Na kvalitu ejakulatu maji vliv rizné typy a techniky odbéru. Byci jsou vybirani
peclivé na zaklad¢ prisnych kritérii z hlediska kvality, Slechtitelské ceny, zdravi a sexualniho

chovani (Barszcz et al, 2012).

Odbér se nejcastéji provadi pomoci umélé vaginy, kterd ma dvojvrstvu vyplnénou
vodou ohfatou na 42-50 C. DileZitym faktorem pro ziskani kvalitniho spermatu je také tlak.
Pro odbér semene za pomoci umélé vaginy jsou zapotiebi dva technici. Semeno je mozné
odebrat 1 pomoci transrektalni palpace. Dale je mozné pouzit i1 elektroejakulaci, ktera
stimuluje panevni nervy sympatiku 1 parasympatiku pomoci pulsi nizkych volti a ampért,

coz zpiusobi erekci a ejakulaci (Baracaldo et al, 2007).



3.3 Hodnoceni kvality ejakulatu

Hodnoceni spermatu je velice dtlezita soucast procesu pied samotnou kryokonzervaci,
kdy se klade diraz na vybér pouze semene odpovidajiciho kritériim pro dalSi zpracovani.
Prvni ¢asti hodnoceni po odbéru je makroskopickd, tedy vizualni a pachové kontrola. Béhem
hodnoceni objemu spermatu se zvazuje 1 v€k byka, protoze mnoZzstvi odebrané¢ho semene
se zvySuje s ristem byka a s jejich vékem. Redukovany objem také ukazuje Spatny postup
v ptipravé byka nebo na chyby béhem odbéru. Zména v parametrech obvykle ukazuje

moznost onemocnéni urogenitalniho traktu (Barszcz et al, 2012).

Objem byciho ejakulatu by mél byt 2-8 ml, barva bila s charakteristickym krémovym
odstinem, textura mlécna, krémové mlécna nebo krémova. Pach by mél odpovidat kravskému
mléku, koncentrace 0,6-1,5 x 10° v mm’. Sperma by m&lo mit pH 6,2-6,8 (Barszcz et al,

2012).

Vizualni kontrola miize objevit zménu barvy semene, ktera je signdlem patologickych
zmén semene. RUZova nebo Cervena barva mize poukazovat na obsah krve ve spermatu, coz
muze byt disledek abraze penisu, naruseni krevnich cév nebo prezence mocovych kamend.
Zelena miize poukazovat na pifitomnost hnisu. Zluta barva semene indikuje pfitomnost mogi.
Vodovité bilda miZze znamenat maly pocet spermii, nebo vodu unikajici zumélé vaginy
Vsechny necistoty, jako jsou chlupy, sldama nebo prach jsou nezddouci. V idedlnim semeni
nejsou zadné shluky a srazeniny. Pokud se néjaké srazeniny objevi az po odbéru, mizou

to byt shluky nezivych spermii nebo zanétlivé bunky (Barszcz et al, 2012).

Morfologie

Detailngjsi informace o kvalité spermii se zjiStuji pomoci mikroskopu (Barszcz et al,

2012).

Pozorovanym spermiim se hodnoti morfologicky tvar na zdkladé€ idealniho zdravého
tvaru hodnoceného druhu. Kromé zdravych jsou ve spermatu obsazeny 1 spermie s defektnimi
poskozenimi. Morfologické vyhodnoceni ejakulatu porovnava celkovy obsah spermii
ve vzorku s typy a mnoZstvim obsazenych poskozenych spermii. Hodnoceni se také zabyva
udanim mnoZstvi obsaZenych ostatnich bunck, jako jsou leukocyty, erytrocyty a epitelidlni

buniky (Barszcz et al, 2012).



Dlvod vzniku poskozenych spermii miiZze byt geneticky, environmentdlni, nebo
kombinace obojiho. Abnormality spermii jsou klasifikovdny jako dédicného plivodu

(Chenoweth, 2005).

Mezi dédi¢né poruchy patii naptiklad: defekty akrozomu (kulaty, zmackany,
nekompletni), defekty hlavicky (abnormalni kondenzace DNA, bez hlavicky, plocha hlavicka,
srolovana hlavicka, jaderny vyhtez), abnormality krcku (dag efekt, pseudo kapka),

abnormality bi¢iku (Chenoweth, 2005).

Poskozeni se déli na primarni a sekundarni. Primdrnim poSkozenim se nazyva
to, které vzniklo béhem spermiogeneze. Poskozeni, kterd vzniknou az po spermiogenezi,
se nazyvaji sekundarni. Priméarni defekty ovliviiuji plodnost vice, nez sekundarni defekty.
Déle se poSkozeni hodnoti jako hlavni a vedlejsi, podle jeho vlivu na plodnost. Hlavni
poskozeni je to, které ma prokazanou spojitost s poSkozenim plodnosti. Vedlejsi poSkozeni

je to, které neposkozuje plodnost natolik (Chenoweth, 2005).

Morfologie byc¢ich spermii se hodnoti vizudlné¢ pod mikroskopem nebo naptiklad
pomoci automatizovaného pocitaového programu Hamilton Thorne s integrovanym
vizualnim systémem (IVOS) po nabarveni podle Farrelyho (Boersma et al, 2001) nebo jinym
barvenim jako je napiiklad Rapid Panoptic, Hemacolor nebo Harriss Haematocylin. Pouzity
protokol barveni mize mit velky vliv na pfesnost pocitani (Garcia-Herreros et al, 2006).
Semeno se také hodnoti spektrofotometrickou analyzou. Miuze se liSit podle protokoll
laboratoti, napfiklad se vzorek 0,02 ml nafedi 1:200 fyziologickym roztokem Natrium
Chloratum 0,9 % a umisti ho do makro kivety. Vysledek analyzy je vytiStény papir
s informacemi, jako je datum analyzy, Cislo vzorku, koncentrace spermii, objem ejakulatu,
koncentrace spermii v jedné davce, objem pozadovaného fedidla, pocet zhotovenych davek

z ejakulatu (Barszez et al, 2012).

Motilita

Motilita spermii je zCasti zdvisld na membranovém transportu. VéEtsi ¢ast spermii
ztrati béhem kryokonzervace membranovou integritu, nez motilitu. Nékteré spermie mohou

byt tedy po rozmrazeni stale pohyblivé, ale piesto posSkozené (Hu et al, 2010).

Norman et al (1962) uvadi, Ze motilita spermii mtize byt poSkozena 1 vnéjSimi vlivy,

jako je vystaveni ptimému svétlu (Foote, 1982).



Castéjsi pivod poskozenych spermii je z vnéjSiho prosttedi. Dale miize mit na kvalitu
spermii vliv 1 genetickd variabilita, inbreedni byci maji vice poSkozenych spermii, nez

outcrossovi (Chenoweth, 2005).

Hodnoceni pohybu spermii se 1i§i podle protokola laboratote. Je mozné vzorek umistit
na vyhiivanou podlozku na 37°C a je zakryt krycim skli¢kem. Nejdiive se na zvétSeni 50x
a 200x hodnoti progrese spermii, ktera se nazyva také vinéni. Vyhodnocuje se procento
spermii se spravnym pozadovanym progresem a uroven aglutinace nafedéného semene.
Progrese se nazyva vinéni, protoze je indukovéna progresi jednotlivé spermie. Hustota
semene odradzi intenzitu této progrese. Hodnoti se na ¢iselné Skale od nuly do péti, pticemz
pét znamena nejvyssi progresi a spermie pouzivané pro ucely umélé inseminace by mély
mit hodnoceni alespoini tfi (Barszcz et al, 2012). Dale je mozné motilitu sledovat pomoci
automatizovanych pocitatovych systémd, jako je naptiklad CASA (Computer-assisted sperm

analysis) (Amann et Waberski, 2014).

CASA je schopna vytvofit objektivni a opakovatelnou analyzu pohybu spermii jako
zméteni oplozenischopnosti a ujisténi kvality semene pouzivaného na umélou inseminaci

(Elsayed et al, 2015).

Systém pouziti CASA ma ti1i fdze. Prvni fazi je pofizeni videosekvence
mikroskopického obrazu ejakulatu. Druha Cast je detekce objektii zaloZena na intenzité pixeld
nebo svételném rozptylu ve snimku. Tteti ¢ast zahrnuje aplikaci specidlniho softwaru, ktery
extrahuje poZadované informace a vytvoii pozadovany vystup (Amann et Waberski, 2014).
Systémy mohou sledovat mnoho hodnot pro morfologické posouzeni kazdé sledované
spermie (Boyers et al, 1989). Pokud je méfen ten samy vzorek dvéma riiznymi systémy
CASA, nebudou pravdépodobné vysledky uplné identické. Hardware a algoritmy rtznych
systtmu CASA jsou totiz rozdilné, piesnost a citlivost kazdého vystupu zélezi
na systémovych nalezitostech softwaru. Hodnotu kazdého vystupu motility nebo koncentrace
spermii ovliviiuje pouzity ftedici roztok, hloubka komirky, hardware a nastaveni

individualniho néstroje (Amann et Waberski, 2014).

Hodnoceni pohybu spermii pomoci CASA je zaloZeno na kinematickych parametrech
individualni spermie, které jsou rekonstruovany jen z pohybu hlavi¢ek. Obvykle CASA

nedovoluje pfimou analyzaci pohybu samotného bi¢iku (Schmidt et Kamp, 2004).
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Bohuzel pro objektivitu studie systémy CASA méii mnoho pohybovych atributa kazdé
buiiky, ale nejsou vzajemné nezadvislé. Mnoho z nich maze zpisobit uspéch nebo selhani
daného experimentu. Pravdépodobnost, Ze ve statistickém vyhodnoceni bude chyba prvniho
stupné, zvysuji vSechny faktory, od nanosu shluku spermii po prasknuti membrany. Proto
se pfed experimentem nastavi rizné stupné¢ zadanych hodnot podle dilezitosti biologického
rozmezi pro rizné podminky a ptredpoklady. Tyto hodnoty mohou byt nizké, stfedni 1 vysoké

(Amann et Waberski, 2014).

Systém CASA zahrnuje kontrolu kvality a vé€rohodnosti vysledkt a jejich chybovost.
V centrech produkce semene je kontrola kvality velice dilezita a zahrnuje zjiSténi

nekvalitnich vzork, které by mély byt vyfazeny (Amann et Waberski, 2014).

Ujisténi o kvalité¢ zajiStuje prevenci defekti ve vysledcich pomoci systematickych

kontrol, zda stroje a technika pracuji spravné a bezchybné (Amann et Waberski, 2014).

Uspéch asistované reprodukce by mohl byt zlepsen pomoci vyzkumu molekul
vstupujicich do bunky a interagujicich s plazmatickou membranou spermii. Proto md CASA

roli v mnoho studiich zahrnujicich vyzkum fedidel spermatu (Farrell et al, 1996).

3.4 Funk¢ni testy spermii

Dvé hlavni kritéria pro hodnoceni spermatu byka jsou motilita a morfologie
(Thundathil et al, 2000). Kromé& nich ale existuji 1 dal§i parametry hodnoceni pro ptesnéjsi
ptedpovéd oplozenischopnosti jako naptiklad index fragmentace DNA a integrita plazmatické
membrany. Pro vyssi spolehlivost urceni oplozenischopnosti je lepSi pouzit kombinaci vice

testll (Kasimanickam et al, 2006).

Prezitelnost

Dalsim velmi dualezitym parametrem hodnoceni kvality spermii je viabilita
(Jankovicova et al, 2008). Pro spravné fungovani bunky je zdkladem integrita membrany
(Harrison et Vickers, 1990). Hodnoti se intaktni membrdana pomoci barveni naptiklad
metodou Hoechst (Jankovicova et al, 2008) barvici metodou eosin-nigrosin (Samplaski et al,
2015) nebo fluorescenénim hraSkovym glutinem (FITC-PSA — fluorescein isothyocyanate

pisum sativum agglutin) (Jankovicova et al, 2008).
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Garner et al (1986) popsali pouziti dvou fluorescentnich sond, karboxyfluorescin
diacetat a proprium jodid, spermii skotu i jinych druhd. Propidium jodid, ktery se vaze
na bunécné DNA a neprostupuje skrze intaktni plazmatickou membranu, a tudiz mize
prostoupit a obarvit jen posSkozené, propustné, bunky. Oproti tomu, pro karboxyfluorescin
diacetat je intaktni membrana propustnd a poté neni schopen bunku opustit. Uvniti bunky
se deesterifikuje nespecifickymi esterazami. Volny karboxyfluorescin neprostupuje skrze

membranu a je fluorescentni, to zptsobuje zelenou fluorescenci (Harrison et Vickers, 1990).

Stav membran

Dal$im funk¢nim testem je HOS test. Jeho principem je svinuti spermii vystavenych
hypotonickému prostfedi. Objem spermie se zvétsi diky osmotickému nasati okolni vody,
plazmatickd membrana spermie tedy kvili zachovani stability zatidi svinuti bi¢iku. Pokud
ale dosahne kritického mnozstvi objemu, praskne a bicik se narovna. By¢i sperma
s maximalné svinutym bi¢ikem zvétsi sviij objem az 3,5-4x. Pokud koncentrace soli stoupne
zpét na isotonickou, spermie vypusti vodu a narovnd bi¢ik do normalniho pohybu. Svinuti
tedy manifestuje redukovanou specifickou gravitaci epidydimalnich byc¢ich spermii. Svinuté
spermie v ejakulatu jsou tedy z divodu hypoosmotického otoku. Diky tomuto mechanismu
je mozné pomoci mikroskopu pozorovat spermie s narusenou funkci membrany (Drevius
et Eriksson, 1966). Jelikoz je HOS test rychld a jednoducha metoda, je Casto pouzivan
(Revell et Mrode, 1994).

Integrita akrozomu a kapacitace

Kapacitace se indukuje v ionoforu kalcia A23187 (Larson, 1999) a biochemické
zmény na akrozomu se daji sledovat pomoci fluorescen¢nich sond jako napiiklad Coomassie
Blue G-250, hraskovy aglutin (FITC-PSA - fluorescein isothyocyanate pisum sativum
agglutin), araSidovy aglutin (FITC-PNA - fluorescein isothyocyanate peanut agglutin),
Merocyanine 540 nebo chlortetracyklin (CTC), jehoz fluorescence je zavisla na kationtech

vapniku (Rathi et al, 2001).
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Aktivita mitochondrii

Membréna mitochondrii je vysoce citliva na proces kryokonzervace. Je z 65-70 %
sloZena z termodynamickych fosfolipidi, kterym se béhem chlazeni nevratné zméni struktura
z tekuté na gelovou (Bucak et al, 2015). Jejich aktivita mize hodnotit podle Garnera et al
(1997) kdy se barvi fluoroforem nebo MitoTrackerem Green FM. Poté se pouzije pratokovy
cytometr a aktivita mitochondrii se hodnoti podle vykazu fluorescen¢nich barev, cervené nebo

zelené (Garner et al, 1997).

Integrita DNA

Test struktury chromatinu se provadi za pouziti akridinové oranzi objevené a vyvinuté
Evensonem et al (1980) je Siroce pouzivand v hodnoceni vztahu fragmentace DNA
k oplozenischopnosti. ~ Fragmentace @~ DNA  zahrnuje  poSkozeni jednovlaknovych
1 dvouvldknovych DNA. Excesivni interakce napfi¢ protaminy miize vést k destabilizaci
chromatinu, coz ma za nasledek paternalni jadernou formaci s indukci brzkého zaniku
embrya. Kondenzace chromatinu a stabilita jsou hlavni faktory pro Gspé$né oplozeni, kterych

je tteba dosédhnout, pokud se hodnoti oplozovaci potencial vzorku semene (Kasimanickam
et al, 2006).

Barveni pouzivd metachromatické vlastnosti akridinové oranzi na rozliSeni mezi
nizkym pH nebo teplem denaturované (Cervena fluorescence jednovldknove) a zivé (zelena
fluorescence dvojité Sroubovice) DNA v chromatinu spermie. Evenson et al (1980) dolozili,
ze by¢i a lidské sperma je oplozenischopnéjsi, pokud ma odolnéjsi jadro spermatu (Evenson
et al, 1998).

Teplotni denaturace DNA in situ zélezi na struktufe chromatinu, jeji zmény
v konformaci chromatinu jsou spojeny s plodnosti. Pritokova cytometrie jader spermii

je novym nezavislym testem pro urceni sam¢i plodnosti (Evenson et al, 1980).
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3.5 Kryokonzervace

Kryokonzervace spoc¢iva v zchlazeni, zamrazeni a nasledném rozmrazeni. Po zvySeni

teploty dochazi obnoveni funkci spermii (Barszcz, 2012).

Zakladem pro uspésSnou kryokonzervaci je sprdvné naiedéni spermatu. Po kontrole
parametr spermii se tedy sperma natfedi zvolenym kryoprotektantem (Barszcz et al, 2012).
Sperma se fedi a konzervuje pro zvyseni objemu, prodlouzeni oplozovaci schopnosti spermii,
pro omezeni pohybu, zachovéani oplozovaci schopnosti a vyvolani reverzibilniho stavu,
anabiozy. Pokud nejsou spermie nafedény, ztraci elektricky naboj, coz zpusobuje vysoka
koncentrace elektrolyt. Tomu lze pfedchazet pfidanim naptiklad neelektrolytickych latek,
které jsou 1 zdrojem energie, jako jsou cukry, proteiny a aminokyseliny. Piidavaji se 1 ionty
sodiku a drasliku, které jsou dilezit¢é pro osmoticky tlak, ionty fosfatové s pufrovaci
schopnosti, ionty bikarbonati pro dychani a nastaveni pH, vapnik a hoicik pro enzymatické
procesy a sira pro syntézu bilkovin. Redidla zajituji metabolismus spermii, chrani je pied
chladovym Sokem, zajiStuji vhodnou osmolaritu, zajistuji vhodny pomér v zastoupeni
elektrolytii a neelektrolytli, jsou v nich latky tlumici rozvoj mikroflory, vhodné pufry a latky
minimalizujici peroxidaci lipidi (Satorre et al, 2012). VétSinou se semeno nafedi tak, aby

po rozmrazeni obsahovalo 10 x 10° aktivnich spermii (Foote, 1982).

Pro plnéni se pouzivaji 0,25 ml polyvinilové slamky. Takto malé objemy napomahaji
rovnomérnému promrzavani. DlleZitym krokem je fadna identifikace. Na slamku je natisknut
symbol plemene, jméno byka a jeho Cislo, ¢islo inseminacéni stanice, datum odbéru a &islo

skoku (Barszcz et al 2012).

Nasledné se semeno ekvilibruje pro vyrovnani osmotického tlaku. Poté se slamky daji
postupné zchladit podle predepsanych protokoli laboratoie, pouziva se napiiklad chlazeni
béhem 3,5-4 hodin na teplotu 4 C (Barszcz et al, 2012). Chladit se mtze i pouze 1-2 hodiny.
Cas chlazeni je variabilni také na zakladé druhu fedidla a druhu zvifete. Pied zamraZzenim
se znovu kontroluje objem ejakulatu, koncentrace, pomér Zivych spermii a morfologie (Foote,

1982).
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Nasledné se daji zamrazit. I tento postup se mize liSit na zaklad¢ protokoll laboratote,
mozné je mrazit podle naprogramované kiivky zamrazovani béhem 7 minut na
teplotu -140C, nebo za 10 min z+5°C na -100°C (Foote, 1982), nebo po natfedéni teplota
klesa 3-4 °C za hodinu (Satorre et al, 2012). Nasledn¢ se naskladni do tekutého dusiku, ktery
ma teplotu -196 C. VSechny tyto kroky jsou zatézi pro kvalitu a funkce spermii (Barszcz et al,
2012).

Dilezitym krokem technologie kryokonzervace je proces rozmrazeni. Sklada
se ze dvou Casti, rozmrazovaci kiivky a findlni teploty rozmraZzeného semene. VéEtSinou
se preferuje rychlé rozmrazovani, hlavné pokud bylo rychlé i mraZeni. Pfi pouZiti rychlého
rozmrazeni se béhem rozmrazovani vytvoii méné Casu pro zformovani ledovych krystalkd,
které poskozuji spermie. Z praktickych ditvodii se semeno vét§inou rozmrazuje ve vodni lazni
v télesné teploté. VétSina organizaci vlastnicich vyrobu inseminacnich davek ma vlastni
specifické instrukce pro postup rozmrazovani jejich semene, aby se poskozeni b&hem
rozmrazovani co nejvice redukovalo. Protokoly postupu rozmrazeni zavisi na pouzivaném

fedidle a zamrazovaci procedute (Foote, 1982).

Rozmrazuje se naptiklad ve vodni lazni na 5 minut v teploté 35 C (Thundathil et al,
2000). Na spravnost vysledki jsou rizné pohledy. Nekteré zdroje uvadéji, ze po rozmrazeni
by semeno byka mélo obsahovat alespoit 50 % spermii s progresivnim pohybem, 6 miliona
spermii s progresivnim pohybem a 80 % spermii bez morfologickych zmén (Barszcz et al,

2012).

Ptes vSechny tyto kroky je kryokonzervace semene stdle spojena se zménami, které
poskozuji spermie a redukuji zivotaschopnost spermii az o 50 % (Akhter et al, 2014). Hlavni
ochranou roli pfed ndhlymi teplotnimi zménami hraji kryoprotektanty, které ochranuji pied
chladovym 1 tepelnym Sokem. Takové Soky mohou zménit prostfedi spermatu a tudiz
poskodit integritu a funkci akrozomu, jadra, mitochondrie, axony i1 plazmatické membrany

(Sharafi et al, 2009).
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Mechanismy poskozeni spermii béhem kryokonzervace

Kryokonzervaci semene komplikuje mnoho faktori. Zchlazovani, mrazeni a nasledné
rozmrazovani vytvari oxidativni stres poskozujici spermatickou membréanu. Tento stres vede
ke ztraté¢ motility, otokiim a poskozeni akrozomalni membrany. To zplisobuje protrZzeni nebo
zvysSenou propustnost plazmatické membrany spermie (Tuncer et al, 2010). Pro oplozovaci
kompetenci spermatu je ale potieba, aby plazmatickdi membrana, akrozomalni membrana,
mitochondridlni membrana a ostatni organely byly intaktni. Tyto membrany jsou extrémné
citlivé na celou skalu poskozeni jako je mechanicky a biochemicky stres, kyslikové volné
radikaly, vysokd senzitivita na osmoticky tlak a jeho zmény (Tuncer et al, 2010)
a kryoposkozeni. Tudiz by stav membran mél byt indikaci spravné a uspésné kryokonzervace

(Kasimanickam et al, 2006).

Amann a Pickett (1987) uvadé€ji, ze poSkozeni plazmatické membrany akrozomu
a funkce mitochondrii béhem mraZeni je zplisobeno zménami teploty a osmolarity. Tyto
zmény zpusobi morfologické zmény v uspotfadani lipidii a v kompozici membrany spermie

(Celeghini et al, 2007)

V hypotonickém prostiedi spermie nasaji okolni vodu a zvétsi sviij objem. Pokud
doséahne kritického mnozstvi, plazmatickda membréana nevydrzi tlak a praskne. Osmoticky tlak

ma tedy velky vliv na spermie (Drevius a Eriksson, 1966).

Béhem zamrazovani se zaCnou formovat ledové krystalky, které zméni funkce
plazmatické membrany, jako napiiklad prerozdéleni fosfolipidi a proteinii drzicich
na membrané, propustnost membrany a iontovou vyménu (Lessard et al 2000, Amann
et Graham, 1993), kterd vyusti vredukovanou Zzivotaschopnost, redukovanou plodnost
(Wingtawan et al 2006) a n¢kdy konec spermie (Bailey et al 2003, Royere et al, 1996);(Kaka
et al, 2015).
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Pro spréavnou funk¢nost membran je dilezita nenarusena funkce cytoskeletu, o kterém
je znamo, ze je citlivy na teplotu. Chlad ostatnim builkdm zpisobuje piedcasnou
depolymerizaci mikrofilamenti (F-aktinu). Hlavni soucast byciho cytoskeletu spermie
je perinuclear theca, kapsule okolo jadra sav€ich spermii, ktera hraje roli pfi udrZzovani

stability membrany (Martinez et al, 2006).

Watson (1995) uvadi, Ze piestoze je jadro spermie povazovano za stabilni ¢ast buiiky,
kterd je méné nachylna na mrdz a rozmrazovani, nez jsou membrany, také mize byt negativné

zasahnuto kryokonzervaci (Celeghini et al, 2007).

Kyslik je pro buiiky sice nenahraditelny, ale produkce reaktivnich forem kysliku (ROS
— reactive oxygen species), mize ohrozit struktury buiky, i presto, Ze je fyziologickym
stavem. Jeji metabolity kysliku mohou poskozovat zivotaschopnost spermii (Hu et al, 2010).
Poskozeni lipidového matrixu kvili oxidativnimu stresu a produkci cytotoxickych aldehydi
zpusobi ztratu membranové integrity, poSkodi membranu béhem teplotni tranzitni faze,

redukuje motilitu, indikuje ztratu oplozenischopnosti a poskozeni DNA (Tuncer et al, 2010).

Ejakulat predstavuje komplex redoxnich systémi, ktery mad vyvazeny stav mezi
antioxida¢nim potencidlem semindlni plazmy a pooxida¢nimi aktivitami spermatozodlniho
metabolismu. Je z¢asti aktivni v nefyziologickém prostiedi jako je napiiklad manipulace
in vitro, coz urcuje spermatozoalni lipidovou peroxidaci (Stradaioli et al, 2007), na kterou
je sav€i sperma nachylné, protoze obsahuje vysoké koncentrace polynenasycenych mastnych
kyselin. Lipidova peroxidace ni¢i strukturu lipidového matrixu spermatické membrany
(Tuncer et al, 2010). Peroxidace lipidad (LPO) zpusobuje depleci ATP a nevratnou ztratu
motility spermii, redukuje spojeni vajicka a spermie a poSkozuje DNA (Stradiaoli, et al,

2007).
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Chladovy Sok a mrazeni je spojeno s chemickymi reakcemi na membrané spermie.
Nedavno bylo objeveno, ze peroxidace spermii se uskuteciiuje pouze na prezitelnych bunkach
a proces je lokalizovan hlavné na spermatickém krc¢ku a bi¢iku. Tyto objevy indikuji
metabolické procesy béhem vzniku endogennich ROS. Znamend to, Zze pokud je oblast
s mitochondriemi peroxidovana, pravdépodobné¢ byl béhem mrazeni a rozmrazovani
poskozeny elektronovy transportni fetézec. To by mohl byt zdroj vzniklych ROS (Stradaioli
et al, 2007).

Mrazeni a rozmrazovani spermatu je komplexni proces vystavujici builky zatézi.
Vsechny konvencni kryoprotektanty jsou ale pro buiiky toxické, hlavné glycerol. Tato
cytotoxicita vede k vyzkumu jinych molekul, které jsou pro buiiky méné toxické, jako jsou

naptiklad sojovy lecitin nebo nizkodenzitni lipoprotein (Amirat-Briandt et al, 2009).

Proces chlazeni, mrazeni a rozmrazovani zpisobuje fyzicky i1 chemicky stres
pro plazmatickou membranu spermii, ktery ma vliv na ptezitelnost a oplozovaci schopnost
(Stradaioli et al, 2007). Mechanicky stres béhem manipulace je pro spermie také velkou zatézi

(Tuncer et al, 2010).
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3.6 Kryokonzervacni redidla

Spermie jsou b&hem procesu kryokonzervace vystaveny velké zatézi, ktera se da
ovlivnit pomoci pouziti sprdvnych kryoprotektant. Do ftedidel se ptidavaji latky, které
zvétSuji objem, ale i ochrafiuji spermie ped chladovym $okem. Casem byla rozpoznana fada
latek, které maji dopad na vysledky kryoprotektanti. Pomoci nich mizeme ovlivnit

oplozovaci potencidl spermii a zabranit pfenosu onemocnéni (Ur Rehman et al, 2014).

Pufry

Hydroxymethyl aminometan (Tris) a kyselina citronova jsou bézné pouzivané pufry
v mnoha typech fedidel pouzivanych u prezvykavcl. Redidlo Tris, obsahujici Zloutek
a glycerol, bylo vyvinuto v roce 1963 a stalo se populdrnim pro Cerstvé 1 mrazené semeno.
Pfred nim byl pouzivan fosfatovy pufr, ale kvili limitovanému vizualnimu zobrazeni
pod mikroskopem bylo jeho pouziti slozité. Semeno ma lehce kyselé pH. Béhem mrazeni
se zvysi metabolické bunécné aktivity a zacne byt produkovana kyselina laktozova a nékteré
dalsi kyseliny. Vngj$i bunécné prostiedi zacne byt kyselejsi, coz ma za nésledek redukci pH.
Redukované pH ma dopad na bun&€nou aktivitu a Zivotnost semene. Nejjednodussi pouzivané
pufry jsou bikarbonaty a sodium citraty. Nejsou ale tolik teplotn¢ stabilni jako Tris, TES,
MOPS a HEPES, které¢ jsou vice stabilni pifi vysokych teplotach a pfi jinych dalSich
okolnostech prosttedi (Ur Rehman et al, 2014).
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Antimikrobialni latky

Aby se zamezila mikrobidlni kontaminace semene, pouzivaji se riizné antibiotické
ingredience. Cerstvé a zdravé semeno by nemélo obsahovat zadné mikroorganismy. Béhem
odbéru pii pouziti umélé vaginy vznika promoc¢ni faktor pro narist bakterii, jako jsou E. Coli
a Salmonella sap., hlavné kvili obsahu fruktozy v fedidle a pokojové teploté pii1 odbéru
kolem 20°C. Dal$i potenciondlni hrozby jsou Clostridium pyogenes a Pseudomonas
aurogenosa. Kontaminace bakteriemi redukuje obsah Zivin dostupnych pro spermie, coz vede
k redukci pH, které ma efekt na motilitu a prezitelnost spermii. Plisn¢ produkuji rizné druhy
endotoxinli a exotoxinli, které poSkozuji sperma. Podle WHO 2003 (World Health
Organization) by mélo vSechno semeno byt mikroorganismi prosté. Pouzivaji se tedy
antibiotika, jako jsou napiiklad penicilin, streptomycin a polymixm-B. Prvni recept
na antibiotika do fedidel ejakulatu podle Cornella (1950) je penicilin spolu se streptomycinem
v koncentraci 1 g/l. Ostatni antimikrobialni latky jako cetifur, apramycin a amonoglykosidy
jako gentamycin kenamycin a neomycin se pouzivaji v koncentraci 0,2 g/l. Kombinace linco
spectinu (300/600 pg) tylosinu pg a Gentamycinu 500 ukdzaly dobré vysledky pii redukci
mykoplazmy a jinych bakterii. VétSina komeréné dostupnych fedidel spermatu na bazi
sojového lecitinu obsahuje gentamycin, lincomycin, tylosin a spectinomycin jako standardni

antibiotika (Ur Rehman et al, 2014).

Proteiny

V roce 1969 bylo objeveno, Ze antarktické ryby umi prezit mraz diky specifickym
proteiniim znamym jako antimrazici proteiny. Pozd&ji se ukézalo, Ze tyto proteiny chrani
bunikky diky modifikaci ledovych krystalkli formujicich se béhem procesu mrazeni. Maji
schopnost rekrystalizace a interaguji s plazmatickou membranou pti nizkych teplotach. Jejich
funkce je pravdépodobné utvoreni ledovych krystalkii ve tvaru prstu a odstréeni ¢ervenych
krvinek do prostoru mezi nimi a tim redukce jejich poSkozeni. Neckteré studie uvadéji,
ze proteiny se navazou na povrch krystalki a utvoii formaci pyramidovych struktur.
Ty mohou byt ostré a poskodit buiiky. Existuje hypotéza, ze spermie by mohly byt chranény
timto zplisobem, protoze jsou mens$i nez erytrocyty. Studie Younise et al (1998) ukazala

zvySenou Cast spermii s intaktnim akrozomem pii pouziti téchto proteini u Simpanziho
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semene a zvySenou prezitelnost a autozomalni aktivitu u beraniho semene (Prathalingam et al,

2006).

BSP, pojmenované ,,binder of sperm®, proteiny specificky interaguji s nizkodenzitnim
lipoproteinem. Jsou sekreovany seminalnimi vacky a jmenuji se BSP-A1/A2, BSP-A3 a BSP-
3kDa (Vera-Munoz et al, 2009). Tyto proteiny reprezentuji 65 % proteinit seminalni plazmy
a jejich biochemické vlastnosti byly jiz extenzivné popsany. Béhem ejakulace vdzou na
spermatickou membranu cholinové fosfolipidy a =zahajuji kapacitaci navozenou
vysokodenzitnimi lipoproteiny a heparinem. Stimuluji cholesterol a fosfolipidovy odtok
z membrany spermie. Stejné BSP proteiny mohou byt Skodlivé pro membrany spermii
in vitro. Lipidovy odtok stimulovany BSP proteiny je Casové a koncentraéné zavisly.
Vystavuje spermie seminalni plazmé, kterd obsahuje BSP proteiny, které mohou poskodit
membranu (Bergeron et al., 2004). Jsou piinosné in vivo, jelikoz se ptipojuji pomoci cholinu
s fosfolipidy na spermatickou membranu, ¢imz zvySuji oplozenischopnost spermie. Z tohoto
davodu je spermie v in vitro prostfedi v kontaktu s excesem BSP proteinu, ktery indukuje
vytok fosfolipidli a cholesterolu z membrany. To zplsobuje redukci odolnosti spermie na
chladovy Sok a mrznuti (Polliet et al, 2010). Pfedpoklada se, Ze tyto proteiny drzi LDL jako

ochranu pfed poSkozenim spermie (Bergeron et al, 2004).

Hypotéza docasn€¢ odejmutého BSP proteinu diky LDL ptedpoklada, Zze BSP
proteinova fixace na spermie probiha jesté piedtim, nez se semindlni plazma odstrani (Hu
et al, 2010). VSechny tyto hypotézy by mohly zc¢asti vysvétlit ochranu spermii b&hem
kryokonzervace sterilizovanou plazmou Zzloutku, ktera obsahuje hlavné¢ LDL (Pillet et al,

2010).

Bovinné sérovy albumin (BSA) je vysoce rozpustny protein piirozené se vyskytujici
v sav€éim semenu, a mize ochranovat bunku pfed poskozujicimi efekty zpisobenymi volnymi
radikaly v oxidativnim stresu. Proto vznikla hypotéza, Ze ptidani BSA do média mize zvysit
motilitu, membranovou integritu, zivotaschopnost a DNA integritu semene (Akhter et al,

2014).

21



Aminokyseliny

V minulych dvaceti letech byl efekt pouziti pfidavku aminokyselin do mrazicich
tedidel sav€ich spermii subjektem mnoha studii. Ukazalo se, ze mohou byt pfinosné, pokud
jsou kombinovéany s dal§imi kryoprotektanty. Koskien et al (1989) ukazali, Ze betain
v koncentraci 2,5 % zvySuje motilitu koniského semene. Cystein, pokud byl ptidany
v koncentraci 0,1% do tedidla obsahujiciho Zloutek a glycerol, umoznil béhem procesu
zmrazeni a rozmrazeni zaznamenatelné zlepSeni kvality a oplozenischopnosti semene zebu

a buvola (Amirant-Briandt, 2009).

Pii pouZiti samotného glutaminu je zaznamenana nizka motilita rozmraZenych
spermii. Jeho piinos je ale prokazan v kombinaci s ostatnimi kryoprotektanty jako jsou
glycerol, dimethyl sulfooxid (DMSO) a propylen glykol ptfidanych do tfedidel obsahujicich
zloutek nebo LDL.

Bylo prokazano, Ze glutamin hraje kryoprotektivni roli v mrazeni by¢iho semene.
Pfesto ale motilita po rozmrazeni neni tak vysokd, jako pfi pouziti zloutku nebo LDL.
Nejlepsi koncentrace pro mrazeni byciho semene byla 10 mM. Vys§i pouziti glutaminu
znamena vyssi osmoticky tlak. Vyssi, nez 120 mM je uz toxickd koncentrace. Redukce
osmotického tlaku nastala v fedidlech obsahujicich glutamin a LDL ze Zloutku, oproti tomu,
co bylo ocekéavano, jelikoz cukry a soli z fedidel neabsorbuji do LDL. Trimeche et al (1996)
predpokladaji, ze redukce osmolarity je zpisobena precipitaci fruktozy a soli. Demonstrovali,
ze zloutek a glutamin se chovaji synergicky, coz je pravdépodobné 1 ptipad LDL a glutaminu.

To by davalo LDL zodpovédnost za kryoprotektivni efekt zloutku (Amirat-Briandt, 2009).

Bylo objeveno, Ze buiky rostlin jako je tabak, nebo 1 builky zvifat odpovidaji
na vystaveni nizké teploté akumulaci uritych aminokyselin jako naptiklad glutation, které
jsou schopné vydrZzet teploty pod nulou. Tyto aminokyseliny hraji roli v prevenci

strukturalnich zmén v bunikdch béhem procesu kryokonzervace (Amirat-Briandt et al, 2009).
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Antioxidanty

Ejakulat obsahuje vlastni pfirodni obranny systém proti oxidativnimu stresu sestaveny
z enzymatickych 1 neenzymatickych komponentii s antioxida¢ni aktivitou, které brani sperma
pied molekulami reak¢nich forem kysliku (ROS) (Akhter et al, 2014). Spermie jsou ¢astecné
zodpovédné za peroxidativni poSkozeni, hlavné béhem mrazeni, kdy mize byt poSkozena
membrdnova integrita, funkce, motilita a oplozenischopnost (Hu et al, 2010). Jelikoz
dospivajici spermie odhodi vétSinu své cytoplazmy béhem findlni Casti spermatogeneze,

mohou tim pfichazet o vétSinu svého enzymatického obranného mechanismu (Hu et al, 2010).

Antioxida¢ni systém se sklada z glutationu (GSH), peroxidovaného glutationu (GSH-
pX), enzymu kataldzy (CAT) a superoxidu dismutazy (SOD). Funguje jako ochrana funkci
buniky pted lipidovou peroxidaci, je tady velmi dilezity pro motilitu a zivotaschopnost

spermii (Hu et al, 2010).

GSH je tripeptid vSudypfitomny v zivych bunkéach (Stradaioli et al, 2007). Hraje
dileZitou roli v intraceluldrnim ochranném mechanismu proti oxidativnimu stresu, jelikoz
muze reagovat s mnoho ROS a jako kofaktor pro glutation peroxidazu. Ta katalizuje redukci
toxickych peroxidaz a hydroperoxidaz. Vysledny oxidovany glutation (GSSG) je redukovéan
na GSH pomoci glutation reduktazy pii pouziti kofaktoru NADPH'. GSH/GSSG pak hraje
dalezitou roli jako redoxni senzor a ochranny agent proti poSkozeni zplisobenym ROS
v mnoha buiikach. GSH je obsazen ve spermatu i1 semindlni plazmé byka (Stradaioli et al,

2007). Gluthation miize byt pouzivan jako kryoprotektant (Tuncer et al, 2010).
GSH-pX muze eliminovat hydrogenperoxid.

Superoxid dismutaza (SOD) je enzym, ktery preménuje ROS. Superoxid aniont
a hydroxylové radikaly ochranuji sav¢i spermie pred oxidativnim poSkozenim (Tuncer et al,

2010).

Roli enzymu kataldzy (CAT) je kontura oxidativniho stresu, ktery zasahuje témcf
vSechny parametry kvality spermie malo. VétSina sav€iho semene ale neobsahuje CAT, nebo

jen malo (Hu et al, 2010).
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Mezi neenzymatické antioxidanty ve spermatu se fadi moc€, kyselina askorbova,
vitamin E, taurin, hypotaurin, karotenoidy, pyruvat a glutation. Proces mrazeni poskozuje
oboji, jak seminalni plazmu, tak 1 bunééné antioxidanty. Seminalni plazma je béhem mraZeni
siln¢ nafedéna a bunécné antioxidanty, které¢ zbyly, jsou tim padem ztraceny béhem mrazeni

a rozmraZeni (Stradaioli et al, 2007).

Ve studii Hu et al (2010) poskytla fedidla by¢iho spermatu zalozend na LDL vyssi
koncentrace motilnich spermii, intaktnich membran a akrozomi. V porovnani s pouze
zloutkovym fedidlem tedy antioxida¢ni enzymy CAT, GSH a GSHpx béhem procesu mrazeni
a rozmraZeni poskytly vétsi ochranu. Redidlo s LDL piimo nebo nepiimo ochrafiuje spermie
tim, Ze redukuje zmény plazmatické membrany spermie. Nauc a Manjunath (2000) dolozili,
7e sperma fedéné Zloutkem po rozmrazeni obsahuje o 80 % méné BSP, nez &erstvé. Redidlo
redukovalo negativni dopad ROS na spermie a 8% ptidavek LDL vySel nejlépe (Hu et al,
2010).

Glycerol

Jeden zhlavnich a nejpouzivangjSich kryoprotektantii pro predchdzeni poSkozeni
spermii je glycerol. Je klasifikovan jako penetrujici kryoprotektant. Byl objeven nahodou
Polgem vroce 1949 béhem experimentovani s kohoutim spermatem. Tento objev zvysil
kryoprotekci a kvalitu po rozmrazeni. Pti pfidani do vaje¢n¢ho tedidla zvySil GspéSnost
o 15 %. Pfedchazi intracelularni krystalizaci, ale mé efekt na oplozovaci schopnost zvySenim
docasn¢ho osmotického tlaku. Predchazi ekvilibraci okolo bunééné membrany, ktera zvysi
osmoticky tlak a ma efekt na parametry kvality semene. Redukce teploty z +5 na -196C
redukuje membranovou integritu a zvySuje propustnost. Béhem tohoto Soku glycerol
poskytuje ochranu spolu s pfidavkem zloutkového lipoproteinu. Piedpoklada se, ze teplotni
zmény rusi lipidy na proteiny asociaci mimo bunééné membrany, coz vede k ztraté funkei (Ur

Rehman et al, 2014).
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Miléko

Laktéza je dulezitou soucasti mléka, kterda nemiiZze difuzovat skrze bunéCnou
membranu a tim pomaha vytvofit osmoticky tlak okolo buiiky. Tim pfedchazi intracelularni
krystalizaci. Navazovani semindlnich proteint je redukovano pomoci kaseinu, tim se redukuje
poskozeni lipidi v bunééné membrané a zvySuje se spermatickd motilita a prezitelnost. Série
vyzkuml  publikovanych v poloviné 20. stoleti na tedidla obsahujici mléko
pro kryokonzervaci spolu s glycerolem udé¢lala revoluci v kryokonzervaci semene (Ur

Rehman et al, 2014).

Mnoho studii uvadi rozdilné vysledky ohledné pouzivani mléka jako kryoprotektantu.
Naptiklad Karabunus et al (1991) uvadéji, Ze vyssi procento spermii mélo zachovanou funkci
mitochondrii a neposkozenou plazmatickou membranu pokud bylo ve Zloutkovém fedidlu,
nez to, které bylo v mlééném fedidlu. Spermie mély 1 chranénéj$i chromatin, pokud byly

ve Zloutkovém fedidlu (Celeghini et al, 2007).

Sojovy lecitin

V minulych dvaceti letech se vyzkum snazil nahradit zivocisné bilkoviny
pomoci rostlinnych bilkovin, aby se pfedeslo pfenosu nemoci a udrZela se bioochrana. Tento
koncept vedl k vyvoji komerénich fedidel bez Zivoc¢iSnych bilkovin jako je naptiklad
Biocephos plus© (IMV Technologies 1"Aigle, Francie) a AndroMed© (Minitube Tiefenbach,
Némecko), ktera jsou velmi populdrni. Hlavni ndhradou za Zzloutkovy komponent fedidel

je lecitin ze sojovych bobl (Ur Rehman et al, 2014).
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Lecitin ze sojovych bobi poskytuje ochranu plazmatické membrané diky obnové
fosfolipida, které jsou naruseny kvuli teploté, a tim ochrafiuje prezitelnost bunky. Sojovy
lecitin je velmi dobrd alternativa pro fosfolipidy obsahujici zloutkové fedidlo. Mnozstvi 25 %
u bykd zvySuje membranovou integritu, akrozomalni integritu, procento Zivych spermii
a motilitu. U bykid je dobrou ndhradou zdroje bilkovin v fedidlu semene obsah jiz 1-2 %
sojového lecitinu. Ve studii Kasimanickam et al (2011) porovnavali sojové lecitinové fedidlo
s mlékem obsahujicim konvencni fedidla a ukéazalo se, Ze mitochondridlni membranovy
potencial se zvysil v sojovém lecitinovém fedidlu. Navic byla zlepSena 1 fragmentace DNA
a motilita spermii v sojovém lecitinu porovnavaném s mléénym fedidlem (Ur Rehman et al,

2014).

Akhter et al (2012) uvadi, Ze 10% sojovy lecitin zvySuje parametry odolnosti
a oplozenischopnosti buvola, a mize slouzit jako alternativa za zloutkové fedidlo (Akhter

et al 2012)
Zloutek

Zloutek z vajec slepic je Gginny kryoprotektant, ktery je Siroce pouzivan v fedidlech
na ochranu pfed chladovym Sokem. Jeho ptinos tkvi v zvySeni funkci spermii a zachovani
schopnosti oplozeni po uskladnéni v tekutém nebo zmraZeném stavu (Bergeron et al, 2004).

Je obsazen v komer¢nich fedidlech jako je naptiklad Optidyl® (Tuncer et al, 2010).

Je to pfirodni olejova emulze, ve které jsou uspotfddany lipidy a proteiny
v supramolekularni shluky s riznou Grovni organizace. LDL je hlavni agent emulzifikacnich
vlastnosti, ale jeho molekularni struktura stale neni zcela znama. Jeho prekurzor je VLDL

(very low density lipoprotein), ktery je také obsazen ve Zloutku (Strixner et al, 2014)

Zloutek je slozen z 68 % LDL, 16 % HDL, 10 % albumini a 4 % fosvitini. LDL
ma hustotu 0,98 a ztoho 83-89 % jsou lipidy a 11-17 % proteiny. Lipidy jsou ze 74 %
neutralni lipidy triglyceridy a cholesterol, a z 26 % fosfolipidy (Pillet et al, 2010).
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Pouzivda se v fedidlech jako primarni, levny, snadno dostupny a nepenetrujici
kryoprotektant. Philips (1939) byl prvni, kdo ozndmil pouZiti zloutku v fedidlech v poméru
1:1 spolu s fosfatovym pufrem. Tim se pouzivani zloutku zpopularizovalo. Bylo doloZeno,
ze 4% pridavek zloutku poskytuje dobré vysledky parametri kvality semene po rozmrazeni
(Ur Rehman et al, 2014). PouZivaji se ale rizné procentudlni koncentrace. Jako standart
je pouzivano 20 % (Ur Rehman et al, 2014). Vyssi koncentrace mize zpusobit poskozujici
efekt a toxicitu, kterou zpusobuje aminokyselinovd oxiddzova aktivita. To muize vést

k pozd¢€jsi nizsi kvalité rozmrazen¢ho spermatu (Akhter et al, 2011a).

Pfestoze se médium obsahujici vaje¢ny zloutek pouziva vice nez 60 let, mechanismy
zajistujici spermatu ochranu timto Zloutkem pted skladovanim, zchlazovanim a zmrazovanim
nejsou zcela jasné. Zda se, Zze za ochranu spermatu pied chladovym Sokem a poskozenim
z mrazeni je odpovédnd nizkodenzitni lipoproteinova frakce ze zloutku. Bylo ptedlozeno
neékolik mechanismi ochrany spermatu témito lipoproteinovymi frakcemi. Predpokladaji,
ze frakce poskytuje ochranu skrze asociaci s membranou spermatu. Jiné hypotézy
predpokladaji, ze frakce predchazi ztrat€¢ membranovych fosfolipidii pomoci zvySeni

tolerance chladu spermiemi (Bergeron et al., 2004).

Vaje¢ny zloutek je snadno dostupny, ale uz ne prakticky, jelikoz nejde pouzit
okamzité. Je zapotfebi manudlné rozbit skofapku a vyjmout Zloutek bez poskozeni,
coz je ¢asoveé narocné. Jeho dalsi nevyhodou je, Ze obsahuje granula stejné velka, jako jsou
spermie, coz muze zkreslovat vysledky pozorovani mikroskopem. Navic je to extrémné
komplexni produkt, ktery se mize vyrazné liSit vajiCko od vajicka. Napiiklad jeho slozeni
lipida se 1i81 na zaklad¢ vyzivy slepice, coz se da standardizovat pouZzitim vajec z jednoho
chovu slepic se stejnou stravou. Nékteré chemické komponenty vajicka také mohou redukovat
respiraci a motilitu spermii. Amirat et al (2004) se domnivaji, ze mize obsahovat nékteré
poskozujici slozky, kter¢é mohou sniZzovat motilitu by¢iho spermatu. Rizikem samotného
zloutku je kontaminace, ktera miiZze pfedstavovat riziko vzniku endotoxinl. Ty mohou narusit
funkce spermii (Pillet et al, 2010). Dale se pfes né mohou S§ifit nemoci a neprakticka je takeé
jejich variabilita (Stradiaoli et al, 2007). Aboagla et al (2003) uvadéji, Ze v kozlim semeni
zloutkova fedidla redukovala akrozomalni integritu. V ptidatnych pohlavnich Zlazach jsou
obsazeny faktory, které vytvaieji poskozeni kvality semene. Zloutkové fedidlo obsahuje

znacné mnozstvi steroidi (Akhter et al, 2011b), jako jsou pregnelenon a progesteron, které
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indukuji akrozomalni reakci. To zpisobuje vysoké riziko mikrobidlni kontaminace, rezidui a

hormonaln¢ aktivnich substanci ve Zloutkovém fedidlu (Ur Rehman et al, 2014).

Pokud vezmeme v potaz vSechny nevyhody Zloutku, je pochopitelné, Ze je potteba
nahradit celozloutkova tfedidla pouze jejich kryoprotektivni frakci (Pillet et al, 2010). Proto
se v poslednich letech rozsifuji argumenty proti pouzivani fedidel zivo¢iSného piivodu, jako
jsou naptiklad Zloutek a mléko. Pravé proto bude preferovana bezpatogenni nahrazka

vajecného zloutku (Stradaioli et al, 2007).

Hledani alternativnich molekul jako ndhradu za zloutek je ale slozité, jelikoZz ptesny
mechanismus, kterym zloutek chrani spermie béhem zamrazovani je stale neznamy. Ptesto je
nejvétsi podil ptfisuzovan LDL (Pillet et al, 2010). Jedno z tedidel, které spliuje tyto
podminky ndhrazky zloutku, je Bioxcell® (Stradaioli et al, 2007).

Obr. 1. Schématicky model granula ze Zloutku slepiciho vejce pri pH 6,5 (Strixner et al,
2014).
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Nizkodenzitni lipoprotein

Lipidova slozka v LDL je transportni forma cholesterolu, ktery je nepostradatelnou
casti plazmatické membrany bunck, kde piedstavuje bariéru, ktera funguje mezi buiikou
a prostfedim, moduluje propustnost a utvari ,rafty”, které koncentruji signalni molekuly.
Cholesterol je také prekurzor pro vyrobu vSech steroidnich hormont, Zlucovych kyselin
a formuje myelinové pochvy kolem axonil. V krevnim fecisti je cholesterol transportovan
v lipoproteinovych ¢asticich. V letech 1950 az 1960 byly fyziology popsany dva hlavni
lipoproteinové nosi¢e cholesterolu vkrvi, a to nizkodenzitni lipoprotein (LDL)

a vysokodenzitni lipoprotein (HDL — high density lipoprotein) (Goldstein et Brown, 2009).

Centrifugaci Zloutku mize byt separovan do dvou hlavnich frakci, granuli a plazmy.
Granula jsou slozena pievazné z HDL a albumint (viz obr. 1.). Granula HDL maji podle Pace
a Grahama (1974) a Thariena et al (1999) negativni vliv na schopnosti spermii. Plazma
je sloZena z 85 % LDL a 15 % albumin. LDL v plazmé& zloutku je hlavnim kryoprotektivem

zloutku. Samotné LDL nyni nemiize byt vyrobeno umélou syntézou (Pillet et al, 2010).

LDL je velkd sféricka Castice s prumérem okolo 35 nm. Jeho jadro se sklada
z triglyceridu, cholesterolu a esteri cholesterolu obklopenych vrstvou apoproteint

a fosfolipida (Pillet et al, 2010).

Plazma se ziskdva primyslovym zpracovanim a muaze byt ptidana do fedidla spermatu
pfipravené¢ho k okamzitému pouziti (Pillet et al, 2010). Pf1 pouziti frakce z plazmy mliZeme
zajistit co nejvice chemicky definované fedidlo. Jeji sterilita mize byt zajiSténa pomoci gama
zéateni. Cely Zloutek sterilovat nelze kviili kompaktnosti. Gama zafeni je bezpecna metoda,
vice preferovana, nez pasterizace, protoze =zajiStuje Uplnou sterilizaci. V porovnani
s pasterizaci je to studeny proces, coz je méné Skodlivé pro fyzikdlné chemické zmény
v ozafovaném produktu. Hypotézou je, Ze ozafena plazma by mohla byt dobrou alternativou

pro celozloutkova fedidla (Pillet et al, 2010).
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Existuje n€kolik hypotéz, jak funguje kryoprotektivita samotného LDL. Zaprvé
se védci domnivaji, ze se navaze na plazmatickou membrdnu spermie béhem mrazeni
a poskytuje ochranu pomoci stabilizace této membrany (Pillet et al, 2010). M¢la by tak
zabranovat odtoku lipidi z membrany (Hu et al, 2010). Byl uz zminén 1 fenomén, ze se LDL
zformuje jako protektivni film na povrchu membrany, ale role lipidi a proteinil stale nebyly
jasné vysvétleny. Navic jsou k této hypotéze 1 protiteze stability LDL na membrané (Hu et al,

2010).

Zadruhé¢ se uvazuje, ze LDL mtize splynout s plazmatickou membranou a nahradit tak
membranové fosfolipidy, které jsou poSkozené nebo zni¢ené béhem mrazeni. Tim, zZe nahradi
nekteré lipidy, mize ochranovat sperma redukci faze tranzitni teploty. Ricker et al (2006)
ale nedavno prokazali, Ze fosfodylcholin ze Zzloutku nebo sojovych bobl asociuji

se spermatickou membranou, ale neinkorporuji se do ni (Hu et al, 2010).

Zatfeti se uvazuje, ze LDL soutézi s poskozenou seminalni plazmou pomoci
kationovych peptidli v navazani na spermatickou membranu, a tim ochranuje spermie (Pillet
et al, 2010). LDF ma vysokou kapacitu pro vyvazani BSP. Jeho navdzani je rychlé, specifické
a stabilni 1 po rozmrazeni. Je dokdzano, ze sperma fedéno zloutkem ma po rozmrazeni o 80 %

méné BSP, nez Cerstvé sperma (Nauc a Manjunath, 2000);(Hu et al, 2010).

LDL se pfipoji na membranu a ochranuje buiiku pred kyslikem. LDL ptridavek ke
spermie, ale tak vysoky podil zvysi riziko mikrobialni kontaminace, ktera miize zpusobit

metritidu a jiné nemoci (Ur Rehman et al, 2014).

Déle se uvadi, ze LDL je odpovédné za proces gelovaténi, amorfnimu tuhnuti, kdy
nedochazi ke krystalizaci béhem rozmrazovani. Béhem tohoto procesu dochazi k rozpadu

LDL a to podporuje dehydrataci spermatu (Hu et al, 2010).

LDL tedy mize redukovat navazani hlavnich proteinli ze semindlni plazmy
na plazmatickou membranu, ¢imz by mohlo pfedchazet Uiniku lipidGi z membréany. To by byl
ptinosny efekt. Zloutek je znamy tim, Ze ochraiiuje spermie, ale také obsahuje faktory, které
inhibuji spermatickou respiraci a snizuji motilitu. Je tedy mozné, Zze tyto faktory v LDL

fedidlu nejsou (Vera-Munoz et al, 2009).
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Witte et al (2009) uvadeji, ze by vajecny zloutek mohl prfedchdzet zvySeni spontanni
kapacitace. Spermie, které spontanné¢ projdou akrozomadlni reakci po ejakulaci nebo
po zamrznuti nejsou schopny pfichytit se na zonu pellucidu a nejsou tedy nadale
oplozenischopné. Ve studii Witte et al (2009) uvadi, Ze 8% ptidavek LDL poskytuje nejlepsi
ochranu integrity spermii. To mize byt z divodu pfimé vymény nebo opravy akrozomalni
membrany fosfolipidii, nebo proto, ze fedidlo obsahujici LDL obsahuje méné progesteronu,

nez zloutek, diky efektu dialyzy na membrané (Hu et al, 2010).

Hu et al (2010) uvadi hypotézu, Ze Zloutkové fedidlo zvySuje efekt peroxiddz. BEhem

kryokonzervace je kvalita spermii zhorSena a spermie jsou poskozeny (Hu et al, 2010).

Pouziti extrahovaného LDL v by¢im spermatu zvySilo motilitu a integritu membrany,

ptezitelnost a integritu akrozomu a DNA in vivo fertilitu (Akhter et al, 2011b).

Amirat et al (2004) ve své studii zjistili, ze motilita spermii je vétSi po rozmrazeni
s fedidlem se samotnym LDL, nez se zloutkovym fedidlem Optidyl®. Vysledky byly 54,4 %
versus 30,2 % (Celeghini et al, 2007). Dale uvadéji, ze vysledky byly lepsi pti pouziti 8 %
¢istého LDL namisto 20% Zloutku v fedidlu Optidyl®. Na téchto vysledcich se shodli 1 Hu et
al, 2010.

Redukci motility a integrity plazmatické membrany spermii po kryokonzervaci mohou
zpusobovat 1 nékteré slozky fedidel. Pro zachovani motility a integrity plazmatické membrany
spermii pfi vysokych koncentracich fedéni bylo v této studii efektivnéjsi LDL fedidlo, nez

Triladyl® a Bioxcell® (Vera-Munoz et al, 2009).

Funkce spermii byla po rozmrazovacim procesu redukovéana, pokud koncentrace LDL

ptevySovala 10 % (Hu et al, 2010).

Studie uvadi, ze nejlepsi ochranu poskytuje 8% suSina LDL v koncentraci 5 a 15
milioni spermii na jednu davku, v porovnani sftedidly Triladyl® a Bioxcell®. S témito
vysledky by se ptidavek LDL do fedidla mohl pouzivat na zlepSeni vlastnosti spermatu misto
fedidla Bioxcell® a Triladyl® na nizSich spermatickych koncentracich. Mize byt ptinosny
také pro sexované semeno, které pottebuje vySSi koncentrace nafedéni (Vera-Munoz et al,

2009).
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3.7 Soucasny stav komerc¢nich redidel

V soucasnosti se pii fedéni a kryokonzervaci byc¢iho semene pouZivaji hlavné
prumyslové vyrabéna fedidla. Ta mohou byt zalozena na Zzivo¢isSném puvodu, jako jsou
zloutkova (Optidyl®, Triladyl®) (Vera-Munoz et al, 2009) a mlécna (Satorre et al, 2012),
nebo na rostlinném plvodu jako fedidla na bazi lecitinu ze sojovych bobil (Bioxcell®,
AndroMed®). Jako dalsi fedidla se vyuzivéa napiiklad gluko6za, citrat sodny nebo Chelaton
trilon komplexon (EDTA) (Satorre et al, 2012).

Optidyl® je koncentrované¢ fedidlo urené pro piimé pouziti pro byc¢i semeno.
Vyrobcem je BIO-VET, Francie. Jeho sloZeni je Tris, ionizovany vajecny Zloutek, glycerol
a antibiotika. Po nafedéni obsahuje jedna davka 500 IU streptomycinu, 500 IU penicilinu,
150 pg linomicynu a 300 pg spectinomicynu. Vajecny zloutek je ionizovan pied pfiddnim

dalSich komponentt, a vysledné fedidlo se poté ionizuje podruhé (Cryo Tech, 2010).

Bioxcell® je vyroben dle receptury bez pouziti zivoCiSnych proteint. Eliminuje
tak zdravotni rizika spojena s pouzitim mléka nebo vajecného Zloutku. Lze jej pouzit pro
zmrazené inseminacni davky na -196C, i pro davky chlazené¢ na 4 ‘C. Semeno mize byt
tedéno pii 4 °C 1 pti 22 'C. Zajistuje dobrou oplozenischopnost spermii 1 p1 nizké koncentraci
v ddvce. Obsahuje mix antibiotik Lincomycin, Spectinomycin, Gentamycin a Tylosin.
Je sterilni. Po nafedéni je na rozdil od zivocisSnych fedidel Ciry, je tedy snadnéj$i sperma
nasledné hodnotit mikroskopem nebo pii pouziti analyzatoru. Mlze byt po nafedéni zamrazen

a nasledné znovu pouzit (Cryo Tech, 2010).

Nedavno bylo pfivedeno na trh nové fedidlo obsahujici sterilizovanou Zloutkovou
plazmu a jmenuje se INRA-Freeze®. Jeho sloZzeni je vice chemicky definovéano
a je ptipraveno pro okamzité pouziti. Ma méné rizik, nez obvykle pouzivana fedidla (Pillet

et al, 2010).

Dosavadni prace teSily nahradu Zloutku v komeréni skupiné fedidel. Nicméné jsou
1 bezzloutkova fedidla, kde by pfidavek LDL mohl dodat vyhody Zloutkovych fedidel bez
negativnich komponent Zloutku. Bezzloutkovad fedidla ale nejsou nyni zcela jednoznacné
spolehlivd jako ta zloutkova. U bezzloutkovych fedidel nebyla moznost ovéfeni piidavku

v v

kde uz zloutek je by mohl zlepsit vlastnosti spermatu po rozmrazeni (Sariozkan et al, 2010).
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4 Material a metody

Sperma pouzité v experimentu bylo odebrano bykim (n=8) plemene Holstyn

a Cervenostrakaté ustdjenym v Natural s.r.o., Hradistko pod Mednikem.

Odbér byl proveden pii jednom skoku na fantom pomoci 30 cm dlouhé umélé vaginy,
s dvojitym vnittkem vyhfatym na télesnou teplotu, na jednom konci vybavené igelitovym
sbérnym sackem. Ihned po odbéru bylo sperma hodnoceno standardnim zpisobem

v laboratotich na misté. Sledoval se objem, koncentrace a motilita.

Pro dalsi zpracovani byly vybrany pouze ejakulaty s koncentraci vétsi nez 0,7 x 10°/ml

a zaroven s obsahem motilnich spermii vyssim nez 70 %.

Semeno bylo rozdéleno do stejnych dilii, podle poctu testovanych variant a nafedéno
na finalni koncentraci 120 x 10° spermii/ml. Byla pouzita dv& fedidla. Optidyl® (BIO-VET,
Francie) na bazi zloutku a Bioxcell® (IMV Technologies, Francie) na bazi sojového lecitinu.
Ob¢ tedidla byla pouzita podle navodu od vyrobce. Do obou skupin vzorkli spermatu
nafedénych fedidly Optidyl® a Bioxcell® bylo pfidano LDL v razném procentualnim

zastoupeni.
Optidyl® s ptidavkem LDL: 0%, 6%, 8%, 10% jsou oznaceny jako 00, O6, O8, O10
Bioxcell® s ptidavkem LDL: 0%, 4%, 6%, 8% jsou oznaceny jako B0, B4, B6, B8

Nizkodenzitni lipoprotein (97%) dodala firma Hena s.r.o. Ceska republika a vejce byla
ziskana z chovu BIOPHARM, Ceska republika. K ziskani LDL byl pouzit protokol podle
Moussa et al, 2002, ktery byl doplnén o pouziti azidu sodné¢ho (0,1 %) z diavodu redukce
sanitarnich rizik. Pred pfidanim LDL byl azid sodny odstranén pomoci extenzivni dialyzy

proti PBS.

Natfedéné¢ sperma bylo naplnéno do polyvinilovych slamek o objemu 0,25 ml

a ekvilibrovano po dobu dvou hodin na 5°C.

Nasledn¢ bylo zamrazeno pomoci automatizovaného stroje DigitCool®, IMV
Technologies, L"Aigle, Francie. PouZita byla standardni mrazici kifivka pro by¢i semeno
a sldmky nasledné vlozeny do tekutého dusiku na -196 C. Vzorky se analyzovaly nejdfive

po jednom tydnu po zamrazeni.
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Pejety se rozmrazovaly ponofenim na 30 vtefin do vodni 14zné vyhtaté na 37°C.
Rozmrazené vzorky byly pifesunuty do plastikovych mikrozkumavek typu Eppendorf o
objemu 1,5 ml a natedény fyziologickym roztokem s pH 6,8 na finalni koncentraci 20-40 x

10° spermii/ml podle Verstgena et al, (2002).

Analyza probihala po 10 minutach po rozmrazeni a znovu po dvou hodinach inkubace

v inkubatoru (IncuCell, Medical Technology, Brno) za stalé teploty 37 C.
Znaceni po rozmrazeni: Oh
Znaceni po dvou hodinach inkubace: 2h

Kinematické parametry pohybu se hodnotily po rozmrazeni pomoci automatizovaného
pocitacového systému CASA s modulem NIS Elements Ar. 4.20 (Laboratory Imaging s.r.o.,
Praha, Ceské republika), pfi pouziti DMK 23UMO021 kamery (Imaging Source, Némecko)
s rychlosti zobrazeni 60 snimka za sekundu, a hodnotilo se stereo mikroskopem (Nikon
Eclipse E600, Japonsko) svyhfivanym stolkem. K hodnoceni se pouzilo 3 ul vzorku
a hodnotilo se pomoci komiirkovych Leja® (Nieuw-Vennep, Nizozemsko) skel s hloubkou
20 um. Hodnotilo se Sest zornych poli v kazdém vzorku. Byly analyzovéany trajektorie

minimalné 200 spermii na jeden snimek. Byly stanoveny nésledujici kinematické parametry:
VAP (Average velocity path) — Rychlost po sttedni draze - pm/s
VCL (Curvilinear velocity) — Rychlost po skute¢né draze - pm/s
VSL (Straight line velocity) — Rychlost po pfimé draze - um/s
ALH (Average lateral head displacement) — Primérnd vychylka hlavicky - pm
BCF (Beatcross frekvention) — Frekvence kmitani - Hz/s
LIN (Linearity) — Linearita — % (VSL/VCL*100)
STR (Straightness) — Rovnost pohybu — Bezrozmérné (VSL/VAP*100)

WOB (Wobble) — Kmitani — Bezrozmérné (VAP/VCL*100), (Nieschlag et Behre,
2000).

Od kazdého vzorku bylo analyzovano 41 snimkt ve frekvenci 60 snimki/s.
Na zékladé VAP>15 byl diferencovan podil motilnich spermii.
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Cast semene, kterému se hodnotila viabilita, bylo obarveno pomoci fluorescentnich
sond propidium jodid a karboxyfluorescein diacetat podle Harrison et Vickers (1990) a od
kazdého vzorku byla zhotovena tti zafixovana sklicka. Pracovni postup fixace byl provadén

po rozmrazeni na vyhtivané podloZce a hotové vzorky byly udrzovany ve tmé.

Nasledné¢ se pod mikroskopem (Nikon Eclipse E600, Japonsko) hodnotila tfi zorna
pole na kazdém sklicku pomoci hodnoceni 200 zivych (zelend fluoresce) a nezivych (Cervena

fluoresce) spermii. Vysledky byly zpracovany do procentualniho zastoupeni.

Data byla zpracovdna v programu Statistica 12, StatSoft. Byla otestovana na
normalitu, poté byla pouzita metoda ANOVA a post hoc testy. Pro viabilitu byl pouzit LSD
Fischerlv test na hladin€¢ vyznamnosti p<0,05. Pro hodnoceni motility byl pouzit Scheffé¢ho
test a z divodu mnoZstvi dat byla nastavena hladina vyznamnosti p<10~. Procenta motilnich

spermii byla hodnocena na zéklad¢ motilita=VCL>15 pm/s.
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5 Vysledky

Hodnoceni viability pomoci barveni fluorescenénimi sondami

Na nulté hodin€ u fedidla Bioxcell® ptidavek LDL oproti kontrole zlepsil viabilitu.
Tento efekt byl nejvyraznéjsi a signifikantni (p<0,05) pti ptidavku 8 % LDL. Trend pietrvava

1 po dvou hodindch inkubace (viz graf ¢. 1.).

U tedidla Optidyl® je na nulté hodin€ u 6 % koncentrace redukovany pocet Zivych
spermii, 1 kdyz neni signifikantni. Po dvou hodinach inkubace 8% ptidavek LDL

signifikantné (p<0,05) pfevysuje ostatni koncentrace (viz graf €. 2.).

Hodnoceni motility pomoci automatizovaného pocitacového systému CASA

Motilita spermii (VCL>15) u fedidla Bioxcell® po rozmrazeni nevykazovala
signifikantni rozdily, ale koncentrace ptidavku LDL 8 % na nulté hodiné vykazovala nejlepsi
vysledky. Po dvou hodinach inkubace nastal pokles a nejlepsi vysledky vykazovala 6%
koncentrace ptidavku LDL (viz graf €. 3).

Motilita spermii (VCL>15) u tedidla Optidyl® po rozmrazeni nevykazovala statisticky
vyznamné rozdily, ale koncentrace pridavku 8 % LDL na nulté¢ hodin¢ vykazovala nejlepsi
vysledky. Po dvou hodindch inkubace nastal pokles a nebyly vyrazné rozdily mezi

koncentracemi piidavku LDL (viz graf¢. 4.).

Byl rozdil mezi tedidly, kdy po rozmrazeni fedidlo Optidyl® (0h=41,55%, 2h=33,41%)
vykazuje vice motilnich spermii, nez fedidlo Bioxcell® (0h=33,88 %, 2h=27,42%).
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Bioxcell®

Ptidavek LDL celkové zlepsil kinematické parametry spermii oproti kontrole. Na nulté
hodin€ piidavek LDL zlepsil parametry ve vSech koncentracich. Po dvou hodinidch nastalo
lehké zhorSeni u 6 % LDL. U VCL vychazel nejlépe ptidavek 4 % LDL a po dvou hodinach
se projevilo lehké zhorSeni u koncentrace 6 %. Stejné¢ tak bylo i u VSL. Pohyblivost byla
celkové nejlepsi pti koncentraci 4 %, ktera signifikantng (p<10~) vybocuje od ostatnich (viz

graf €. 5).

U ftedidla Bioxcell® na nult¢ hodiné u ALH ptidavek LDL pfevySuje kontrolu
ve vSech koncentracich, a to nejvice pti 4%. Po dvou hodinach ptetrvavaji. U BCF kontrola
a 6 % pridavek LDL po dvou hodindch vykazovaly lehké zhorSeni, 1 kdyZ ne signifikantné
(viz graf €. 6).

U hodnot LIN, STR a WOB hladina na nult¢ hodin¢ vyrazn¢ nekolisala. U vSech
hodnot se po dvou hodinach inkubace projevuje zhorSeni 6 % koncentrace ptidavku LDL,
u STR je oproti 6 % koncentraci signifikantné (p<10~) lepsi 8% koncentrace p¥idavku LDL
(viz graf ¢. 7).

Optidyl®

Na nulté hodiné byly kinematické parametry celkové lepsi pfi koncentraci ptidavku
LDL 6 % a 8 %, 1 kdyz nebyly signifikantni. Po dvou hodindch tento rozdil ptetrvaval a jiz
byl signifikantni (p<10~). Po dvou hodinach se signifikantng (p<107) projevilo zhorseni
pohyblivosti pi1 koncentraci ptfidavku LDL 10 %. Pro pohyblivost nejlépe vychdzi

koncentrace 6 %, naopak 10 % je Skodliva (viz graf €. 8).

Na nult¢ hodiné bylo ALH zlepSené¢ pii piidavku LDL oproti kontrole, 1 kdyZz
ne signifikantng. Po dvou hodinach inkubace byla signifikantnd (p<10?) nejlepsi 8%
koncentrace ptidavku LDL, oproti 10% koncentraci LDL, kterd vysla nejhtite. U hodnoceni
parametru BCF byly na nult¢ hodin¢ kontrola a 10 % koncentrace ptfidavku LDL
nesignifikantné zhoreny. Po dvou hodinach inkubace nastal signifikantni (p<10~) rozdil, kdy

se opakoval trend lepsi koncentrace 8 %, nez 10 % (viz graf €. 9).
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U hodnot LIN a WOB na nult¢ hodiné¢ hladina vyrazné¢ nekolisala. U STR byla
signifikantng (p<10~) hordi 8% koncentrace ptidavku LDL. Po dvou hodinach inkubace se u
LIN a WOB signifikantng (p<10~) projevila lepsi koncentrace 8 % spolu se signifikantnim
zhorsenim 10 % koncentrace pridavku LDL. U STR vysla signifikantnd (p<10~) lepsi 6 % a 8
% koncentrace, spolu s opakujicim se zhorSenim pii 10 % koncentraci 10 % ptidavku LDL

(viz graf ¢. 10).

Hodnoceni viability v porovnani koncentraci 8 % obou fedidel vychazi signifikantni
(p<0,05) rozdil mezi fedidlem Bioxcell® na nulté hodin¢ a ostatnimi hodnotami. Koncentrace

8 % tedidla Bioxcell® je tedy na nulté hodiné lepsi oproti fedidlu Optidyl® (viz graf €. 11).

Pti porovnani kontrol vychazi fedidlo Bioxcell® signifikantné (p<0,05) Ilépe (54 %
zivych), nez fedidlo Optidyl® (45 % zivych) (viz graf ¢. 12).
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Vertikalni sloupce oznacuji 0,95 intervaly spolehlivosti
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Graf ¢. 1. Viabilita spermii (zastoupeni zivych/mrtvych spermii v %) v zavislosti
na koncentraci pridavku LDL a délce inkubace — vedidlo Bioxcell®. Hodnoty oznacené

rozdilnymi indexy (odpovidajici barvy) se lisi na hladiné vyznamnosti p < 0,05.
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Vertikalni sloupce oznacuji 0,95 intervaly spolehlivosti
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Graf ¢&. 2. Viabilita spermii (zastoupeni zivych/mrtvych spermii v %) v zavislosti
na koncentraci pridavku LDL a délce inkubace — redidlo Optidyl®. Hodnoty oznacené

rozdilnymi indexy (odpovidajici barvy) se lisi na hladiné vyznamnosti p<0,05.
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popis*inkubace; Priméry MNC
Soucasny efekt: F(3, 51)=,16057, p=,92237
Dekompozice efektivni hypotézy
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Graf ¢ 3. Podil (%) pohyblivych spermii (VCL>15) po rozmrazeni v zavislosti na
koncentraci LDL a délce inkubace — redidlo Bioxcell®. Hodnoty se od sebe nelisi na hladiné

vyznamnosti p<0,05.
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popis*inkubace; Priméry MNC
Soucasny efekt: F(3, 57)=,13013, p=,94180
Dekompozice efektivni hypotézy
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Graf ¢ 4. Podil (%) pohyblivosti spermii (VCL>15) po rozmrazeni v zavislosti na
koncentraci pridavku LDL a délky inkubace — redidlo Optidyl®. Hodnoty se od sebe nelisi na

hladiné vyznamnosti p<0,05.
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Vertikalni sloupce oznacuji 0,95 intervaly spolehlivosti
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Graf ¢&. 5. Parametry VAP, VCL a VSL v zavislosti na koncentraci pridavku LDL a délce
inkubace — redidlo Bioxcell®. Hodnoty oznacené rozdilnymi indexy (odpovidajici barvy)

se lisi na hladiné vyznamnosti p<107.
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Vertikalni sloupce oznacuji 0,95 intervaly spolehlivosti
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Graf & 6. Parametry ALH a BCF v zavislosti na koncentraci pridavku LDL a délce inkubace
— redidlo Bioxcell®. Hodnoty oznacené rozdilnymi indexy (odpovidajici barvy) se lisi

na hladiné vyznamnosti p<10~.
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Vertikalni sloupce oznacuji 0,95 intervaly spolehlivosti
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Graf & 7. Parametry LIN, STR a WOB v zavislosti na koncentraci pridavku LDL a délce
inkubace — redidlo Bioxcell®. Hodnoty oznacené rozdilnymi indexy (odpovidajici barvy)

se lisi na hladiné vyznamnosti p<10~.
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Graf ¢&. 8. Parametry VAP, VCL a VSL v zavislosti na koncentraci pridavku LDL a délce
inkubace — redidlo Optidyl®. Parametry oznacené rozdilnymi indexy (odpovidajici barvy)

se lisi na hladiné vyznamnosti p<107.
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Vertikalni sloupce oznacuji 0,95 intervaly spolehlivosti
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Graf ¢. 9. Parametry ALH a BCF v zavislosti na koncentraci pridavku LDL a délce inkubace
— redidlo Optidyl®. Hodnoty oznacené rozdilnymi indexy (odpovidajici barvy) se lisi
na hladiné vyznamnosti p<10~.
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Vertikalni sloupce oznacuji 0,95 intervaly spolehlivosti
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Graf €. 10. Parametry LIN, STR a WOB v zavislosti na koncentraci pridavku LDL a délce
inkubace — redidlo Optidyl®. Hodnoty oznacené rozdilnymi indexy (odpovidajici barvy) se lisi

na hladiné vyznamnosti p<10~.
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Graf ¢. 11. Viabilita spermii (zastoupeni v % zivych spermiich) v 8% koncentraci pridavku
LDL v zavislosti na inkubaci a redidle — Fedidla Bioxcell® a Optidyl®. Hodnoty oznacené

rozdilnymi indexy se [isi na hladiné vyznamnosti p>0,05.
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Graf ¢&. 12. Viabilita spermii (zastoupeni v % zivych spermiich) v zavislosti na inkubaci
a pouzitém redidlu — Optidyl® a Bioxcell®. Hodnoty oznacené rozdilnymi indexy se lisi na

hladiné vyznamnosti p>0,05.

50



6 Diskuze

Jednim ze zékladnich parametri hodnoceni spermatu je hodnoceni viability. V této studii
vysel podil viabilnich spermii po rozmrazeni s ptidavkem LDL vyss$i u fedidla Bioxcell®, nez
u fedidla Optidyl®. Pfi analyze kontrol bez ptidavku LDL vySelo signifikantn€ 1épe fedidlo
Bioxcell®. Sariozkan et al (2010) uvadé¢ji, ze kvalitn€j$i spermie byly po pouziti fedidla

Optidyl®, nez fedidla Bioxcell® a Tris.

Vysledky této studie uvadéji, kromé 10% ptidavku LDL do fedidla Optidyl®, celkové
zlepSeni viability a kinematickych parametrti spermii po ptfidavku LDL, oproti kontrole.
Akhter et al (2011b) uvadéji, ze ptidavek LDL do byciho spermatu zlepsil jeho motilitu,

integritu membrany, viabilitu, integritu akrozomu a DNA a in vivo fertilitu.

Dalsi dialezity parametr je motilita spermii (VCL>15), ktera byla v tomto experimentu po
rozmrazeni bez signifikantnich (p<0,05) rozdili mezi koncentracemi, ale byla vyssi u fedidla
Optidyl®. Amirat et al (2004) uvadéji, ze v jejich studii byla motilita po rozmrazeni vétsi,
pokud se pouzilo samotné LDL, neZ komercni fedidlo Optidyl®. V této studii bylo ziskdno
vetsi mnozstvi zivych spermii po rozmrazeni, pokud se pouzilo fedidlo Bioxcell®, ale vice
motilnich spermii po rozmrazeni bylo ziskano, pokud se pouzilo fedidlo Optidyl®.
To poukazuje na to, Ze pii pouziti fedidla Bioxcell® je po rozmrazeni sice vice zZivych
spermii, ale jsou nepohyblivé. Je mozné, ze maji poSkozenou mitochondridlni aktivitu.
Celeghini et al (2008) uvadéji, ze v jejich studii, kde sledovali redukovanou motilitu,
poskozeni plazmy a membrany, a redukovanou mitochondrialni aktivitu fedidlo Bioxcell®
vyslo hife, nez fedidlo Botu-Bov®. Na toto téma je zapotiebi udélat vice studii. Podle
Stradaioli et al (2007) mélo fedidlo Bioxcell® lepsi vysledky oproti Tris citratovém fedidlu se
zloutkem ze slepi¢iho vejce, pokud Slo o prezervaci obsahu GSH, motilitu, nekapacitované

spermie a redukovany obsah spermii, kter¢ jiz proSly akrozomalni reakci po rozmrazeni.
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V této studii pfidavek 8 % LDL do jiz Zloutkového ftedidla Optidyl® zlepsil jeho
parametry. Amirat et al (2004) uvadéji, ze lepsi vysledky byly dosazeny, pokud se misto
fedidla s obsahem 20 % Zloutku pouzilo 8 % ptidavku samotného LDL. V tomto experimentu
vychazela koncentrace 10 % ptidavku LDL do fedidla Optidyl® nejhiife oproti ostatnim
koncentracim 1 oproti kontrole. To potvrzuji 1 vysledky Hu et al (2010), které uvadéji,
ze pokud koncentrace ptidavku LDL ptevySovala 10 %, funk¢nost spermii byla redukovéna.
V této studii 4% a 8% koncentrace pridavku LDL do fedidla Bioxcell® vysla lépe, nez
kontrola a 6% ptidavek LDL. Vera-Munoz et al (2009) uvad¢ji, Ze nejlepsi ochranu spermii
po rozmrazeni poskytuje 8% ptidavek LDL v porovnani se samotnym fedidlem Triladyl®

a fedidlem Bioxcell®.

Hodnoceni progresivniho pohybu pomoci automatizovaného pocitatového systému
CASA. V této studii vychazi procento progresivniho pohybu po dvou hodinach inkubace
celkoveé Iépe u fedidla Optidyl®, nez u fedidla Bioxcell®. To potvrzuji 1 Sariozkan et al
(2010), kteti uvadeji, Ze procento progresivni motility spermii u parametrii rychlost po stfedni
draze (VAP), rychlost po pifimé draze (VSL) a linearity (LIN) bylo vyssi po pouziti fedidla
Optidyl®, nez u fedidla Bioxcell® a Tris. Uvadéji, ze nejvyssi hodnota praimérné vychylky
hlavicky (ALH) byla ziskana od fedidla Optidyl®. Podle Liu (1991) jsou u lidského spermatu

v v s

v v

vychdzi u parametru VAP a VSL nejlépe koncentrace 4 % piidavku LDL v fedidle Bioxcell®,
po dvou hodinach je u obou parametri patrné zhorSeni u koncentrace 6% piidavku LDL.
U fedidla Optidyl® je nejlepsi koncentrace pro parametr VAP a VSL 6 % ptidavku LDL. Po
dvou hodinach inkubace je patrné signifikantni (p<10~) zhoreni 10% koncentrace ptidavku
LDL. Parametr linearity je u fedidla Bioxcell® po dvou hodinach inkubace nesignifikantné
zhorSeny u koncentrace 6 % piidavku LDL. U fedidla Optidyl® je po dvou hodinach
signifikantni (p<10~) zlepSeni u koncentrace 8 % pridavku LDL, a signifikantni zhor$eni

u ptridavku 10 % LDL.
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Amirat-Briandt et al (2010) uvadé&ji, Ze pti pouziti samotného LDL, namisto komeréné
dostupnych tedidel, ptfinos LDL pfetrvava 1 po inseminaci, jelikoZ doSlo k GspéSnym
gestacim, 1 presto, Ze nedoSlo k signifikantnim rozdiliim pfi porovnani s kontrolou (Tris

s 20% obsahem zloutku).
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7 Zavér

Viabilita spermii je u ptidavku LDL do tedidla Bioxcell® oproti kontrole lepsi. U fedidla
Optidyl® se piinos projevi az po dvou hodindch inkubace. Pro viabilitu bycich spermii
vychazi nejlépe pridavek 8 % LDL do fedidla Bioxcell®, kdy je pfeZitelnost na Oh v priméru
73,43 % a na 2h 53,21 %. U fedidla Optidyl® je primérnd viabilita na Oh pii pouziti 0 %
ptidavku LDL 50% spermii. Pti pouZiti pfidavku 8 % LDL je primérna viabilita spermii
48,23 %. Po dvou hodinach je s 0 % LDL 40,8 % spermii a s 8 % LDL 46,5 % zivych. Pii
porovnani kontrol vychazi 1épe bezzloutkovy Bioxcell® s 53 % zivych spermii, nez Optidyl®
s45 % zivych spermii. Motilita po rozmrazeni je u fedidla Optidyl® vyssi, nez u fedidla
Bioxcell®. Hodnoceni jednotilivych parametrii je velmi sporné. U fedidla Bioxcell® je sice
viabilita nejlepsi pii koncentraci 8 %, ale z hlediska kinematickych parametri se zejména
po dvou hodinach inkubace zdé nejlepsi 4% koncentrace. Nejhiife vychdzi kontrola a po dvou
hodinach vychazi Spatné také 6% koncentrace. Nelze udélat zavér, zda je u fedidla Bioxcell®
lepsi pridavek LDL v 4% nebo 8% koncentraci. U fedidla Optidyl® nebyly u kinematickych
parametrt na nulté hodiné ptili§ vyznamné rozdily. V obou casech byla pohyblivost vyssi pii
6% koncentraci piidavku LDL. Naopak pii koncentraci 10 % pifidavku LDL se po dvou
hodinach projevuje zpomaleni. Celkoveé se u parametrti opakoval trend zlepSeni po ptidavku
LDL 8 %, spolu se zhorSenim, které nastalo u koncentrace ptidavku LDL 10 %. Podil Zivych
spermii je sice na koncentracich 6 % a 10 % stejny, ale zhlediska pohybu je 10 %
koncentrace LDL horsi. U fedidla Optidyl® nejlépe vychazi ptidavek 8 % LDL. Hypotéza, ze
ptidavek LDL zlepsi parametry kvality spermii, a Ze tento pfidavek bude mit vétSi efekt
v bezzloutkovém fedidle Bioxcell® je potvrzena pouze u viability spermii. U hodnoceni

kinematickych parametrt jsou vysledky sporné.

Celkové je viabilita spermii po rozmrazeni vys$i pi1 pouziti fedidla Bioxcell®, ale
parametry pohyblivosti jsou vyssi u fedidla Optidyl®. Motilita spermii po rozmrazeni je vyssi
pi1 pouziti fedidla Optidyl® (primérné hodnoty: Bioxcell® 0h=33,88%, 2h=27,42%,
Optidyl® 0h=41,55%, 2h=33,41%). Z tohoto divodu se da doporucit k pouziti fedidlo
Optidyl® s ptidavkem 8 % LDL, namisto fedidla Bioxcell®. Je zapotiebi vice studii na toto
téma, jako napfiklad kontrola aktivity mitochondrii po rozmrazeni spermii v ftedidle

Bioxcell®.
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9 Seznam pouzitych zkratek

ASAP — Americka spole¢nost Zivo€isné produkce

ATP — Adenosin trifosfat

BSA — Bovinni albuminové sérum

BSP — Binder of semen protein

CASA — Pocitacem asistovana analyza spermatu

CAT — Enzym katalaza

CTC — Chlor tetracyklin

DNA — Deoxyribonukleova kyselina

DMSO — Dimetyl sulfooxid

EDTA — Chelaton trilon komplexon

FITC-PNA — fluorescen¢ni arasidovy aglutin (fluorescein isothyocyanat peanut agglutin)
FITC-PSA- fluorescencni hraskovy aglutin (fluorescein isothyocyanat pisum sativum)
GOT — Glutamické oxaloacetova transmitdza

GSH — Glutation

GSH-px — Peroxidovany glutation

GSSH - Oxidovany glutation

HOS test- Hypoosmotic sweling test

IVOS — Integrovany vizualni systém

LDF — Nizkodenzitni lipoproteinova frakce

LDL — Nizkodenzitni lipoprotein
LPO — Peroxidovany lipid

HDL — Vysokodenzitni lipoprotein
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NADPH" — Nikotinamidadenindinukleotidfosfat
ROS — Reaktivni formy kysliku

SOD — Superoxid dismutaza

TRIS — Hydroxymethyl aminometan

VLDL - Very low density lipoprotein

WHO - Svétova zdravotnicka organizace

ZP — Zona pellucida
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