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Hodnoceni funkénich parametrt kryokonzervovanych
pohlavnich bunék pomoci pritokové cytometrie

Souhrn

Pratokova cytometrie se stala velmi vyznamnou soucasti hodnoceni kvality ejakulatu
pfi pripravé inseminacnich davek. Cilem této diplomové prace bylo hodnoceni funkcnich
parametrd spermii kohoutd plemene Ceskd zlatd kropenata (n=4) s pfidavkem komer¢nich
fedidel - Poultry media®, Raptac® a NeXcell®, pouZivanych pro kratkodobou konzervaci,

a permabilniho kryoprotektantu NMA o koncentraci 9% .

Pomoci CASA iSperm® (Aidmics Biotechnology Co., Ltd, Taipei, Thaiwan) byla hodnocena
motilita a koncentrace spermii pfed mrazenim (BFRM) a bezprostfedné po rozmrazeni
(THWM). Po rozmrazeni nasledovalo hodnoceni funkénich parametrd spermii v pritokovém
cytometru (Novocyte 3000®, Acea Biosciences, Agilent, Santa Clara, California, USA). V prvnim
experimentu bylo hodnoceno procentualni zastoupeni bunék s neposkozenou plazmatickou
membranou (PMI), s poskozenim akrozomu (ACRD), s poSkozenim plazmatické membrany

(PMD) a s poskozenim akrozomu i cytoplazmatické membrany (PAD).

Nejvyssi hodnoty THWM byly naméreny pfi pouziti fedidla Poultry media®, naopak
nejnizsi pri pouziti redidla NeXcell® (p <0,05). Co se tyCe PMI, nejlepSich vysledk( bylo
dosaZzeno pfi pouZiti fedidla Raptac®. V porovnani se vzorky, které byly nafedény Poultry
media®, se obé namérené hodnoty od sebe navzdjem statisticky neliSily (p <0,05). Pfi aplikaci
fedidla NeXcell® bylo dosazeno nejhorsich vysledk( (p <0,05). Nejvyssi hodnoty PMD byly
detekovany pfi pouziti redidla NeXcell®, nejvyssi ACRD u fedidla Poultry media®. Nejvice

bunék s PAD bylo zjiSténo ve vzorcich s fedidlem NeXcell® (p <0,05).

Druha ¢ast experimentu byla zamérena na porovnani funkénich parametrd spermii
pri pouziti dvou rdznych fluorescencnich barviv - MitoTracker Deep Red® a CellRox Deep Red®.

Vsechny sledované hodnoty se od sebe statisticky vyznamné nelisily (p <0,05).

Klicova slova: hodnoceni spermii, pohlavni burky, CASA, propidium iodide, pratokova

cytometrie



Evaluation of functional parameters of cryopreserved sex
cells using flow cytometry

Summary

Flow cytometry has become a very important part of ejaculate quality evaluation

when preparing insemination doses. The aim of this diploma thesis was to evaluate the
functional parameters of sperm of roosters of the Czech Golden Speckled breed (n=4) with
the addition of commercial extenders - Poultry media®, Raptac® and NeXcell® used for short-
term preservation and a permeable cryoprotectant NMA with the concentration of 9%.

Sperm motility and concentration before freezing (BFRM) and immediately after
thawing (THWM) were assessed using CASA iSperm® (Aidmics Biotechnology Co., Ltd, Taipei,
Thailand). After thawing, the functional parameters of the sperm cells were evaluated
in a flow cytometer (Novocyte 3000®, Acea Biosciences, Agilent, Santa Clara, California, USA).
In the first experiment, the percentage of cells with intact plasma membrane (PMI),
with acrosome damage (ACRD), plasma membrane damage (PMD) and with both acrosome
and cytoplasmic membrane damage (PAD) was evaluated.

The highest THWM values were measured when the extender Poultry media® was used,
while the lowest values were measured when the extender NeXcell® was used (p<0,05).
Regarding PMI, the best results were obtained using the extender Raptac®. Compared to the
samples that were diluted with Poultry media®, both measured values were not statistically
different from each other (p <0,05). The worst results were achieved when NeXcell® was
applied (p<0,05). The highest PMD values were detected using extender NeXcell®, the highest
ACRD with extender Poultry media®. The most cells with PAD were found in samples
with extender NeXcell® (p<0,05).

The second part of the experiment was focused on comparing the functional parameters
of sperm cells using two different fluorescent dyes - MitoTracker Deep Red® and CellRox Deep
Red®. All observed values were not statistically significantly different from each other

(p<0,05).

Key words: sperm evaluation, germ cells, CASA, propidium iodide, flow cytometry
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1 Uvod

Umeéla inseminace se stala vyznamnym ndastrojem zlepSovani genetického potencialu
hospodarskych zvifat, a tedy i prostfedkem pro maximalni geneticky zisk. Odebrany ejakulat
Ize uchovavat mrazeny i nékolik desitek let v tekutém dusiku, pfipadné chlazeny po dobu
nékolika dni. Tato moZnost reprodukce umoznuje vyuziti plemenikl z jinych zemi, zamezuje
rozsifovani pohlavnich chorob, umoziuje ziskani velkého mnozstvi potomk( od plemenika,
a zaroven je ekonomicky velmi vyhodnd (Lemma 2011).

Pro zarazeni plemenik(i do plemenitby je tfeba hodnotit parametry jeho ejakulatu
pro zjisténi jeho kvality a oplozenischopnosti. Ejakuldt lze hodnotit makroskopicky
a mikroskopicky. Pro mikroskopické hodnoceni jsou dnes jiz vynalezeny pfistroje
pro maximalni objektivitu vysledk(. Mezi tyto pfistroje Ize radit pritokovy cytometr a CASA
(Computer Assisted Sperm Analysis). S jejich pomoci Ize objektivné vyhodnocovat motilitu
(pohyblivost), koncentraci a dal$i parametry morfologie spermii (Gillan et al. 2005).

U inseminace cerstvym spermatem plati, Ze v praxi se ejakuldt hodnoti pouze
subjektivné inseminacnim technikem. Pro tyto prfipady byl vynalezen zcela pfenosny polni
systém CASA, diky kterému lze ejakuldt zhodnotit ihned po odbéru a pred naslednou
inseminaci. DukladnéjSi hodnoceni se poté déje vlaboratofi s pouzitim pritokového
cytometru (Broekhuijse et al. 2011).



2 Védecka hypotéza a cile prace
Cil prace

Cilem diplomové prace bylo zhodnotit pouZiti fluorescenénich barviv MitoTracker Deep
Red® a CellRox Deep Red® pfi hodnoceni funkénich parametr( spermatickych bunék pomoci
pratokové cytometrie, vypracovani resSerSe ovyhodach pritokové cytometrie v praxi,
a porovnani cytometrie s CASA (Computer Assisted Sperm Analysis).

Védeckd hypotéza

Hypotézou prace byl predpoklad, Ze lze detekovat prikazné rozdily ve funkcnich
parametrech spermii vinseminacnich davkach hospodarskych zvifat po rozmrazeni pomoci
pratokové cytometrie ve vztahu k typu zvoleného fedidla a kryoprotektivniho agens.



3 Literarni reserse

3.1 Redidla ejakulatu

Reprodukce je zasadni pro vsechny Zivocichy, nebot zajistuje pokracovani existence
druhu. BEhem historie se vyvijely rizné metody jako uméla inseminace a oplodnéni in vitro.

Kryokonzervace spermatu a umélé oplodnéni umoznily celosvétovou distribuci a pouziti
pozadovanych genetickych linii. BEhem poslednich 65 let byla média pro skladovani neustale
revidovdna, zakladni slozky ovSem zlstaly vétSinou nezménény. Jedna se o vajecny Zloutek
a/nebo mléko a glycerol, které predstavuji nepostradatelnou slozku média pro uchovani
spermii ve chlazeném nebo mrazeném stavu (Manjunath 2012).

Umeéla inseminace se provadi ¢erstvym anebo mrazenym spermatem. U inseminace
cerstvym spermatem se spermie uchovavaji pfi nizsi teploté, ktera je individudIni pro kazdy
druh zvitete. U ptacich druhl nejsou techniky asistované reprodukce vyuzity v takové mire
jako u savcl. U ptaciho spermatu dochazi po odbéru spermatu k rychlé ztraté funkci spermii,
proto se u téchto spermii nejcastéji voli cesta inseminace zftedénym spermatem skladovanym
bud pfi pokojové teploté, nebo chlazenym a skladovanym po dobu kratsi nez 24 hodin (Partyka
& Nizanski 2022) .

Redidla ejakuldtu byla vyvinuta kochrané spermii pred $kodlivymi faktory, jako
je osmoticky Sok, oxidacni stres nebo poskozeni bunék ledovymi krystaly. Ejakuldt musi byt
uchovadn v médiu obsahujicim fedidla, ktera zachovdvaji kvalitu ejakuldtu béhem chlazeni
a kryokonzervace, udriuji metabolické procesy spermii a kontroluji pH média béhem
a po rozmrazeni. Redidla stabilizuji vlastnosti, morfologii, motilitu, integritu membran
i akrozomu spermii, a tim je chrani. Musi poskytovat energetické substraty (ATP), antioxidanty
pro snizeni oxida¢niho stresu, antibiotika pro prevenci bakteridlni kontaminace a udrZovat
pH na 6,8-7,2 (Bustani & Baiee 2021).

Existuje mnoho komercné dostupnych redidel, kterd se lisSi zejména v poméru zédkladnich
slozek, podilu glycerolu, pufrech, obsahu antibiotik atd.

3.1.1 V3eobecné sloZky fedidel

3.1.1.1 Vajecny Zloutek

Redidlo na bazi vaje¢ného Zloutku se béZné pouZiva v chlazeném a mrazeném spermatu.
Predstavuje rezervoar cholesterolu a fosfolipidli, které pomahaji chranit plazmatickou
membranu spermii a akrozom pred kryogennim posSkozenim, a zabrafuje ztraté
membranovych fosfolipidd béhem procesu zmrazovani. Protein vajecného Zloutku ma
hydrofobni vlastnosti, kvili kterym nemUze proniknout membranou spermii. Nizkodenzitni
lipoprotein (LDL) udrzuje membranové fosfolipidy béhem kryokonzervace. Ukazalo se,
Ze spermie jsou béhem zmrazeni chranény sekvestraci protein( vazajicich lipidy z LDL



ve vaje¢ném Zloutku. Mimo to obsahuje dalsi lipidy, sacharidy, a mineralni latky. Potvrdilo
se ovsem, Ze LDL jsou aktivni slozky zodpovédné za ochranu spermii (Bustani & Baiee 2021).
Pro skot jsou nejbéinéjsi komercné pouzivana redidla na bazi vaje¢ného Zloutku

Botu-Bov®, BullXcell®, Bovidyl®, Triladyl® (Raheja et al. 2018).

U kohoutli, a vSeobecné u ptacich spermii, je obecné uzndvan vajecny Zloutek
jako ucinna latka v redidlech. ProtoZe je nejvyznamnéjsi aniontova slozka ptaci semenné
plazmy kyselina glutamovd, stala se standardni slozkou redidel ptacdich spermii (Getachew
2016).

3.1.1.2 Mléko

Redidla na bazi mléka jsou pro ochranu spermii stejné G¢inna jako fedidla na bazi
vajecného Zloutku. Pro konzervaci ejakuldtu se pouzZiva odstfedéné nebo plnotuéné miéko.
Maji stejna sloZeni: vodu, bilkoviny, cukry, lipidy a mineralni latky. Odstfedéné mléko ma vsak
<0,1 % lipid{, jelikozZ je ale stejné ucinné jako plnotuc¢né mléko, vyplyva z toho, Ze lipidy nejsou
slozkou odpovédnou za ochranu poskytovanou mlékem. Kaseinové micely budou zfejmé
hlavni ochrannou slozkou Uspésné chranici spermie hiebcu, kozll, beran( a bykd pfi 4-5 °C.
Kromé toho mohou kaseinové micely chranit byci spermie béhem zmrazeni v pritomnosti
glycerolu, neni vSak zndmo, jak kaseinové micely chrani spermie béhem skladovani. Kromé
toho pridani laktdzy k fedidlu obsahujicimu kaseiny zlepSilo Ucinnost fedidla béhem zmrazeni
bycich spermii (Manjunath 2012). Laktéza je hydrofilni a nem(ze difundovat bunécnou sténou
spermii, coZz chrani bunécnou sténu a zabranfiuje mrazovému Soku. Mléko se pro zmrazeni
savcich spermii vétsSinou kombinuje s arabindzou, fruktézou nebo vaje¢nym Zloutkem (Bustani
& Baiee 2021).

Pro hiebce jsou pouZivana fedidla na mlé¢né bazi napf. Sanalac®, pro skot je bézné

komeréné dostupny Laciphos® (Raheja et al. 2018.; Hernandez-Avilés et al. 2021).

3.1.1.3 Sojovy lecitin

Séjovy lecitin je alternativou vajecného Zloutku, a byl Uspésné pouzit pro kryokonzervaci
spermatu. V soucasné dobé se védci domnivaji, Ze fedidla bez Zivocisnych sloZzek mohou snizit
riziko kontaminace prenasené ZivociSnym zdrojem. Sdjovy lecitin lze proto pouZit
jako alternativu k fedidlim na bazi mléka nebo vaje¢ného Zloutku pro kryokonzervaci
spermatu. Aktivni slozky séjového lecitinu a vaje¢ného Zloutku jsou zcela totoZiné. Témito
slozkami jsou kyselina olejovd, kyselina palmitova, kyselina stearova a fosfatidylcholin.
Zabranuji mrazovému Soku zfedéného semene. Prevazujici fosfolipidy ve vétsSiné savcich
biologickych membran mohou spermiim propujcit fyzikalni stabilitu. Na zakladé vysledk
vyzkum je ziejmé, Ze fedidlo obsahujici séjovy lecitin je pravdépodobné nejlepsim redidlem
spermatu u bykd (Bustani & Baiee 2021).



3.1.2 Antioxidanty

RGzné studie odhalily vyznamny podil oxidacniho stresu (0S), ktery je definovan
jako nerovnovaha v redoxnim stavu téla. Je zpUlsoben bud pfili§ vysokymi hladinami oxidant(
nebo naopak nedostatkem antioxidantt (Aitken & Baker 2006, Bollwein & Bittner 2018, Pintus
& Ros Santaella 2021).

Pfi nadmérné produkci reaktivnich forem kysliku (ROS) nebo pfi selhdvani antioxidaéni
aktivity je narusena rovnovaha mezi oxidaci a redukci, a dojde k OS. Spermie jsou na OS velmi
citlivé, protoze obsahuji velmi nizké hladiny enzymatickych antioxidant(i, které nejsou
dostacujici k ochrané spermii pred vysokymi hladinami ROS, a cytoplazma ma mizivé mnozstvi
enzymu schopnych jej neutralizovat. Nerovnovaha mezi oxidanty a antioxidanty ve spermiich
vede k metabolickym porucham. ROS se déli na kyslikové radikdly (hydroxylovy, oxidu
dusnatého, superoxidového aniontu) a neradikdlové derivaty (peroxid vodiku,
peroxydusitanovy anion, kyselina chlorna). Spermie je produkuje v malém mnozstvi, a jsou
dllezité pro iniciaci kapacitace spermii, regulaci zrani spermii a posileni bunécnych signalnich
drah. Je tedy dulezZité vyrovnat redoxni potencial antioxidanty (Kowalczyk 2021).

Spermie jsou chranény rlznymi antioxidanty a antioxidaénimi enzymy v semenné
plazmé i v samotnych burikach, aby se zabrdnilo oxidacnimu poskozeni. Napriklad vitamin E
muze zneSkodnit volné radikaly peroxylu a alkoxylu, které vznikaji u peroxidace lipidt a Mn2*,
zvySuje pohyblivost spermii, Zivotaschopnost, zlepSuje kapacitaci a akrozomové reakce
snizenim oxidacniho stresu (Bansal & Bilaspuri 2010).

Peroxidace lipida je dalezitym aspektem oxidacniho stresu, ktery zkracuje Zivotnost
spermii in vitro a zaroven ovliviiuje uchovani spermatu pro umélou inseminaci. Antioxidanty,
které plsobi jako lapace volnych radikali, byly proto navrieny jako prisady do tedidel
ejakuldtu pro zlepseni konzervace spermatu. Serin je podminéné neesencialni aminokyselina,
kterd hraje dllezitou biologickou roli od syntézy proteint po bunécnou signalizaci. Pridavek
serinu muUZze sniZit oxidacni stres a zvysit aktivitu antioxidacnich enzyma (Chankitisakul et al.
2022).

3.1.2.1 Enzymatické antioxidanty

Enzymatické antioxidanty jsou také jinak zndmé jako pfirodni antioxidanty. Neutralizuji
prebytek ROS a zabranuji poSkozeni bunééné struktury. Skladaji se ze superoxiddismutazy,
kataldzy, glutahionperoxidazy a glutahionreduktdzy (Bansal & Bilaspuri 2010). Enzym
superoxiddismutaza (SOD) v cytoplazmé a v mitochondriich je zodpovédny za spojeni dvou
molekul superoxidového aniontu (O;7) do jedné z molekul peroxidu vodiku (H20), a kataldza
(CAT) a glutathionperoxidaza (GSH-Px) prevadi H.0, na H,0 a 0. Jejich antioxidacni kapacita
se vSak méni s kvalitou spermatu, a také béhem procesu zmrazovani a rozmrazovani. Takové
zmény v enzymovych aktivitdch ve spermatu a také vztah (pozitivni nebo negativni) s kvalitou
spermii mohou byt zplisobeny oxidaénim stresem, protoZe enzymy jsou vyuZivany



v nadmérném mnoistvi k ochrané nebo udrzeni kvality spermatu, nebo proto, ze enzymy
nemaji kapacitu udrZovat kvalitu spermii (Allai et al. 2018).

3.1.2.2 Neenzymatické antioxidanty

Neenzymatické antioxidanty jsou také zndmé jako syntetické antioxidanty. Radi se sem
napriklad koenzym Q10, ktery je pfitomen v mitochondriich spermii a hraje zdsadni roli
pti produkci energie. Q10 inhibuje tvorbu superoxidu. Trehaléza nebo taurin jsou dulezité
antioxidanty v ptipadé aerobniho prostfedi a mrazu. Trehaldza poskytuje lepsi kryoprotekci
po rozmrazeni. Jeji pouziti u beranich, bycich a mySich spermii vyrazné zlepsilo fertilizacni
schopnost (Bansal & Bilaspuri 2010).

Aminokyseliny (AMK) vlastni dllezité antioxidacni vlastnosti a jsou pfitomny v semenné
plazmé. Bylo prokdzano, Ze suplementace fedidel pomoci AMK, napf. taurinu, hypotaurinu,
prolinu, glutaminu, glycinu, histidinu a cysteinu, snizila fragmentaci DNA a zlepSila motilitu,
Zivotaschopnost a integritu membrany beranich spermii po rozmrazeni (Allai et al. 2018).

3.2 Kryokonzervace pohlavnich bunék

Prvni pokusy o kryokonzervaci spermatu byly provedeny pfriblizné pred 200 lety.
Zpocatku byla snaha uchovat spermie ochlazenim ve snéhu. Ve 20. stoleti pfisel védecky
pokrok v podobé objevu kryoprotektivnich vlastnosti glycerolu. Od tohoto objevu doslo
k rapidnimu zlepSeni technik kryokonzervace, diky ¢emuz bylo mozné Uspésné odchovavat
potomstvo po kryokonzervovanych spermiich predevsim u skotu, prasat, koni ¢i ovci.
Dasledkem bylo vystaveni kryobank, a to v 60. letech pro skot a v 70. letech pro ¢lovéka.
Navzdory mnoha Uspéchim se stdle hledd metoda, kterd by opravdu optimdlné zarudila
Zivotaschopnost spermii po kryokonzervaci u riiznych druht Zivocichli (Hezavehei et al. 2018).

Kryokonzervace (neboli zmrazeni) pohlavnich bunék je jednim z nejdllezitéjsich
postupll v biotechnologiich asistované reprodukce. U nékterych hospodarskych zvifat ma
pouZiti kryokonzervovaného spermatu tolik vyhod, Ze se stal vmnoha pfipadech
nepostradatelnym (Ydnez-Ortiz et al. 2021).

Takové dlouhodobé uchovavani bunék je mozné, pokud je metabolismus bunék zcela
zastaven, a to se déje u skladovani bunék pfi -196 stupnich Celsia v kapalném dusiku. Pfi této
teploté neni gzjistitelnd biochemicka aktivita, protoZie neni dostatek tepelné energie
pro chemické reakce, a neni pfitomna kapalnd voda, ktera je potfeba k metabolickym
procestim (Mocé et al. 2016).

Pro zlepSeni kvality spermii a fertilizaéni schopnosti po rozmrazeni se do inseminacni
davky pridavaji enzymatické i neenzymatické antioxidanty a kryoprotektiva (Yanez-Ortiz et al.
2021).



3.1.1 Kryoprotektanty a jejich vlastnosti

Kryoprotektivni ¢inidla maji nepostradatelnou Ulohu v procesu kryokonzervace, protoze
chrani bunku pred negativnimi vlivy pfi mrazeni. MGzZeme je rozdélit dle schopnosti prochazet
plazmatickou membranou na permeabilni (propustné) a nepermeabilni (nepropustné) (Mocé
et al. 2016).

Kryoprotektiva sniZzuji bod mrazu vintra- i extraceluldrnim prostoru, penetruji
a interaguji s cytoplazmatickymi slozkami, a vytvareji ochrannou vrstvu kolem membran
spermii. (Hezavehej et al. 2018). U vétsiny druhl se pouzivaji mrazici média, ktera obsahuiji
jak propustné, tak nepropustné kryoprotektanty, aby ochranily buriku z vnitiniho i vnéjsiho
prostiedi (Yanez-Ortiz et al. 2021).

Mezi propustné kryoprotektanty se  fadi  glycerol,  dimethylsulfoxid,
dimethylacetaldehyd, propylenglykol a ethylenglykol. Tyto latky jsou propustné plazmatickou
membranou a nahrazuji vodu ve spermatu, ve vétsi mire, tzn. pti vyssSich koncentracich,
se ovsem potvrdila jejich toxicita, a oplozovaci schopnost spermii se dramaticky sniZila
pfi vysoké koncentraci téchto kryoprotektantd v mrazicim médiu. Nepropustné
kryoprotektanty jako trehaldza, rafindza, sachardza, citrdt vaje€ného Zloutku, albumin,
polyethylenglykol a polyvinylpyrrolidon jsou latky, které neprochazeji plazmatickou
membranou. Mezi nejnovéji objevené kryoprotektanty se radi séjovy lecitin a lipoprotein
s nizkou hustotou (LDL), které maiji vlastnosti pomahajici proti ROS (Shahverdi et al. 2015;
Hezavehej et al. 2018).

Glycerol je nejvice pouzivany kryoprotektant radici se mezi propustné kryoprotektanty.
PUsobi v lipidové dvojvrstvé membrany, a tim méni rychlost membranové difuze, coz vede
ke sniZzeni koncentrace elektrolytd a smrsténi objemu spermii, aby gamety byly schopny
odolavat nizkym teplotam. Udava se, Ze glycerol je nejvice ucinny propustny kryoprotektant,
a alternativné se zjistilo, Zze napfiklad u prasat doslo ke zlepSeni udrzeni motility spermii
a integrity akorozému pfi pouziti kombinace trehaldzy a glycerolu nez pfi pouZiti samotného
glycerolu. Stejné vysledky se dostavily i u beran(, kde se na rozdil od skotu Zadné zlepseni
nedetekovalo (Yanez-Ortiz et al. 2021).

Dodnes se provadéji studie, které zkoumaji idealni sloZzeni fedidel pro kryokonzervaci
vzhledem k variabilité ejakulatu jednotlivych druhl Zivocichl. Vétsina obsahuje kolem 20 %
vajecného Zloutku a 3-5 % glycerolu jako idedlni pomér mezi intra — a extracelularnimi
kryoprotektanty (Yanez-Ortiz et al. 2021).

Dle studie Bergeron & Manjunath (2006) je vyhodné pouziti vaje¢ného Zloutku
v pritomnosti lipoproteint s nizkou hustotou (LDL), diky nimz je Zloutek schopen navazat
se na plazmatickou membranu a vytvaret ochrannou vrstvu, ktera lipidovou dvojvrstvu
stabilizuje. LDL obsahuje pfriblizné 20 % fosfolipidl, a mize se k bunécné membrané a malym
proteinlim v seminalni plazmé tak pfipojit, a timto zachovat kvalitu spermatu Shahverdi et al.
(2015).

Trendy v dnesni dobé jsou vsak spiSe zaméreny na hleddani alternativ k vaje€nému
Zloutku z ddvodu mozné bakteridlni kontaminace latek zivoc¢iSného plivodu. Pravé takovouto



nahrdazkou by mohl byt sojovy lecitin. Vysledky, konkrétné v mrazeni byc¢iho spermatu, jsou
vSak rozporuplné. Dle studie Aires et al. (2003) doSlo pfi pouZivani lecitinu ke zvySeni
pohyblivosti 0 19 % oproti vajecnému Zloutku, ale vysledky jinych studii nepotvrdily ovlivnéni
motility nebo existenci negativniho ucinku (Crespilho et al. 2012).

3.1.2 MoZnosti poskozeni bunék v procesu kryokonzervace

Pokud by nebyl pfitomen Zadny kryoprotektant, dochdzelo by k destrukci bunécénych
organel, a nasledné smrti buriky ddsledkem chladového Soku a indukce tvoby ledovych
krystald. To se mliZe stat oxidaci bunécnych sloucenin, ale také narusenim a poskozenim
bunéénych struktur (DNA, akrozém, plazmatickd membrana), a to vSe vede ke snizeni
plodnosti. Napriklad reaktivni formy kysliku, jako peroxid vodiku (H20.), superoxidové anionty
(02) a hydroxylové radikaly (OH-), zpUsobuji apoptézu, peroxidaci membranovych lipidd,
naruseni mitochondrii a poSkozeni DNA. Integritu plazmatické membrany mohou snizit zmény
ve slozeni sacharid, zmény v obsahu a umisténi proteinli napf. iontovych kandld béhem
kryokonzervace (Hezavehej et al. 2018). Teplota kolem -10 stupnd Celsia je kriticka vzhledem
k hrozicimu zamrznuti intracelularni tekutiny, a naslednému naruseni bunécnych struktur
mechanickym namahdanim tvorby ledovych krystald. Pti — 5 °C intra- a extraceluldrni tekutiny
nezamrzavaji, a pretrvdvaji v podchlazené metastabilité. Mezi -5 a -10 °C se v extracelularni
tekutiné tvofi led aintraceluldrni voda zUstdvd podchlazena, vtomto pfipadé dochazi
k dehydrataci bunky. Pokud toto nastane, musi byt zamrzani spermii dostate¢né pomalé, aby
nedoslo k zmrazeni intraceluldrni tekutiny, ale dostatecné rychlé, aby se bunka nedostala
do hyperosmotického stavu. PriliSna dehydratace vede k membranovému kolapsu.
Nejvhodnéjsi rychlost zmrazovani je rychlost, kterda umozniuje zmrazeni extracelularni tekutiny
bez tvorby intracelularniho ledu. Optimalni rychlost se lisi dle druhu (Medeiros et al. 2002).

Dalsi poskozeni buriky béhem procesu kryokonzervace muze nastat kvili pfilis vysoké
koncentraci glycerolu. V prasecich spermiich dochazelo kvyraznému snizeni fluidity
specifickych domén plazmatické membrany, a u hiebcl zplsobila koncentrace glycerolu nad
3,5 % depolymerizaci F-aktinu, ktery je nepostradatelny pro integritu cytoskeletu bunky
(Yanez-Ortiz et al. 2021).

3.3 Hodnoceni ejakulatu

Pro oplodnéni oocytu musi ejakulat (spermie) disponovat urcitymi vlastnostmi, které
dokaze jen hrstka laboratornich technik objektivné analyzovat (Dolnik et al. 2019).

V testech pouZivanych pro hodnoceni kvality vzorku ejakuldtu pred inseminaci
se tradi¢né kontroluje procentudini pocet pohyblivych spermii a koncentrace spermii
v jednotlivych vzorcich. Tyto testy se provadéji subjektivné nebo pomoci pocitace, a jsou
schopny predpovédét plodnost vzorku. Dale se pak hodnoti dalsi parametry pomoci pritokové
cytometrie (Gillan et al. 2005).



Motilita spermii je jednim z nejcastéji analyzovanych ukazateld kvality a oplozovaci
schopnosti ejakulatu po kryokonzervaci (Singh et al. 2021). Pohyblivost, neboli motilita
spermii, je ukazatelem pro strukturné a funkéné zdravé spermie — lze tedy dle motility
odhadnout, zda ma vétSina spermii neporusenou plazmatickou membrdnu a normalni
morfologii ¢i nikoliv. Pohyblivost by se méla vyhodnocovat co nejrychleji po odbéru spermatu.
Nedavné studie ukdzaly, Ze koncentrace spermii nepoukazuje na kvalitu spermatu, nybrz zavisi
na velikosti varlat, a mUZe byt ovlivnéna i ¢astym odbérem samce (v pridméru se uvadi
1,2 miliard/ml u byka, 2,0 miliard/ml u beran( a 150 miliard/ml u hiebcll) (Moradpour 2019).

Casto se miZeme setkat s ndzvem Zivotaschopnost spermie. To je oviem nepiesny
termin, protoZe neni jasné stanovena hranice mezi Zivou a neZivou spermii. Termin
Zivotaschopna spermie je castéji spojeny sintaktni plazmatickou membrdnou, protozZe
je kli¢ova pro interakci s oocytem, nez s motilitou (Hossain et al. 2011).

Moderni technologie (jako CASA a pritokova cytometrie) vyrazné vylepsily objektivitu
a presnost v hodnoceni kvality spermii, a tésna korelace hodnot, ziskanych pomoci téchto
technologii, zajistila vyrazny posun v zajisténi kvalitnich inseminacnich davek a uréeni
vhodnych plemenik(i do chovu, protoZe kazda z nich hodnoti duilezitou ¢ast pro zajisténi
oplozenischopnych spermii (Delarnette et al. 2021).

3.3.1 Struktura spermie

Spermie maji dvé hlavni ¢asti — hlavicku a bicik. Hlavicka spermie obsahuje haploidni
jadro s vysoce zhutnénym chromatinem, ktery nese dédi¢nou informaci v DNA. Nad jadrem,
v apikalni ¢asti hlavicky, se nachazi vnitrobunécna organela tzv. akrozom (Teves & Roldan
2022; Bianchi & Wright 2020). Akrozom obsahuje exocytotické granule s enzymy, které
po uvolnéni pomahaji spermiim proniknout do oocytu béhem oplodnéni. Bicik se pfipojuje
k hlaviéce spermie pres kréek (spojovaci oddil), ktery zahrnuje typické nebo atypické
proximalni a distdlni centrioly. Bi¢ik ma tfi rozpoznatelné oblasti: stfedni ¢ast, hlavni ¢ast
a koncovou cast. Stfedni ¢ast obsahuje mitochondrie, které generuji ATP prostfednictvim
oxidativni fosforylace, zatimco hlavni ¢ast mliZe vytvaret ATP prostfednictvim glykolyzy (Teves
& Roldan 2022).

3.3.2 Hodnoceni ejakuldtu pomoci CASA

Pomoci CASA (Computer Assisted Sperm Analysis) hodnotime motilitu a charakteristiku
spermii. Od konce 70. let, kdy byly vynalezeny prvni CASA systémy, je diky jim minimalizovana
subjektivita, kterda nastava pfi manualnim hodnoceni motility. Jejich objektivita je dana
optickou mikroskopii a 2D videomikrografii- CASA (Martinez-Pastor 2021).

Zakladnimi soucastmi této technologie jsou: mikroskop pro vizualizaci vzorku, digitalni
kamera pro snimani obrazkd a pocitaC se specializovaném softwarem pro analyzu pohybu
spermii. Principem systému CASA zaloZenych na mikroskopii je, Ze série po sobé jdoucich
snimk{ pohyblivych spermii ve statickém zorném poli je pofizovana algoritmy pocitacového



softwaru, které pak skenuji sekvence snimku, aby identifikovaly jednotlivé spermie a sledovaly
jejich progresi napfi¢ polem (Vincent et al. 2012).
CASA ma vicero nazvoslovi pro uptesnéni oznaceni, co se ve skutecnosti zrovna hodnoti:
e CASA—Conc —hodnoceni koncentrace,

e CASA—Mot — hodnoceni motility,
e CASA—Morph — hodnoceni morfologie (Boe—Hansen & Satake 2019).

V soucasnosti se preferuji tyto modernéjsi terminy, ale CASA — Morph je zndma jako
CASMA a pro CASA—Mot se pouziva vseobecny termin CASA (Martinez-Pastor 2021).

Systémy CASA tedy nehodnoti pouze motilitu a progresivni motilitu spermii, ale
i lateralni posun hlavicky, primérnou rychlost drahy, ohnuti bi¢iku nebo proximaini kapku
(Kamphuis et al. 2020). Motilita je vyjadiena v procentech, a je definovana jako pocet
pohyblivych bunék déleny celkovym poctem analyzovanych bunék. Burika je povaZzovana
za pohyblivou, pokud jeji primérna rychlost ptrimky (VSL) splnila nebo prekrocila parametr
minimalni rychlosti pohybu (Madhuri et al. 2012). Podle Sundararamana et al. (2012)
je napriklad pro skot minimalni parametr 4,4um/s. Progresivni motilita je definovana jako
populace bunék, které se aktivné pohybuji vpred, a je rovnéz vyjddiena v procentech.

CASMA (Computer Aided Sperm Morphology Analysis) analyzuje veskeré hlavni c¢asti
spermii jako hlavi¢ku, akrozém, stfedni ¢ast a bicik. Predpokladem je poufziti spravné techniky
barveni (nejlépe izotonické a izosmotické barvivo a Cisté pozadi pro analyzu) (van der Horst
2021). Vzorky, ve kterych se jako redilo pouzivalo mléko, vyzaduji zbarveni fluorescencnimi
barvivy, aby bylo mozné spravné rozlisit spermie od jinych castic (Brito et al. 2016).

Az do vyndlezu technologie CASA—Mot (Computer Assisted Semen Analysis for Motility)
byla analyza motility velmi subjektivni. Nyni je systém Siroce pouzivan v klinickych
a vyzkumnych laboratofich. CASA—Mot je pouzivana nejen k hodnoceni celkové motility, ale
i progresivni motility. Je mozné vyuZzit rlizna nastaveni systému a rliznou snimkovou frekvenci,
kterd je nejdulezitéjsi proménnou, protoze dokaze rekonstruovat pohybovou kfivku spermii,
a umozni tedy spravny vypocet hodnot pro rizné pohybové proménné, jako je napfriklad VCL
(celkova draha, kterou spermie zdola za urdity ¢as, v um/s) (Gacem et al. 2020).

Tyto kinematické parametry jsou analyzovany pomoci sady na méfeni polohy spolu
s veSkerou historii stop. Po zméreni jsou k dispozici jako databazovy soubor pro naslednou
analyzu. V béznych populacnich statistikach se analyza motility méri pét vtefin na jednu
spermii, obecné totiz plati, Ze pro pomalejsi spermie jsou délky stop delsi nez pro rychlejsi
spermie (Valverde et al. 2019).

V soucasné dobé existuje vice neZ tucet systém( CASA pro analyzu spermii. Systémy
si jsou velice podobné, liSi se hlavné v pouzitém hardwaru (mikroskopické nastaveni)
a softwaru (zpracovani obrazu a analyza dat) (Brito et al. 2016).

Ve studii Balazi et al. (2020) se sperma napf. naredilo fyziologickym roztokem, bylo
vloZzeno do standardni komurky analyzy a zkoumano mikroskopem.
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Obecné se da Fici, Ze klasicky CASA systém provadi analyzu pohybu prostfednictvim étyr

hlavnich krok(: zachyceni obrazové sekvence spermii, detekce objektu, sledovani objektu

a vypocet charakteristik pohybu jako:

kfivoc¢ard rychlost (VCL) — primérna rychlost nebo rychlost pro viechny
pohyblivé drahy, stejné jako VSL se vypocitava pouze pro pohyblivé bunky
primeérna rychlost drahy (VAP) — méfi se v um/s, je to primérna rychlost po
vyhlazené draze buriky

rychlost pfimé cary (VSL) — méfi se v um/s a je definovdna jako primérna
rychlost mérena v prfimce od zaddtku do konce drdhy, je to mira progrese
buriky vpred

linearita krivocaré drahy (LIN) - vyhodnocuje se na konci kazdé pohyblivé
drahy

primost pramérné drahy (STR) — hodnocena v %, mira pohybu VCL ze strany
na stranu.

Analyza pohybu je zachycena mikroskopem se specidlnim osvétlenim svétlého pole,

a diky specidlnimu softwaru nebo algoritmu je mozné jej vyhodnotit (Amann & Waberski
2014/Elsayed et al. 2015/Madhuri et al. 2012). Vétsina systémud CASA pouziva software
k detekci hlavicky spermie a vytvoreni centrdlniho bodu na hlaviéce (centroid), ktery je

vyuzivan k sledovani drahy (Brito et al. 2016).

Obrdzek 1: CASA (dostupné z www.imv-technologies.com)
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3.4 Hodnoceni ejakuldatu pomoci pritokové cytometrie

Prvni priitokovy cytometr se datuje do 70. let minulého stoleti. Sirsi vyuZiti tohoto
pfistroje bylo umoZnéno diky rozvoji mikroskopickych analyz a schopnosti usnadnovat
diferenciaci specifickych bunécnych populaci od jinych bunék pomoci fluorescenénich barviv.
Poprvé byla tato technologie pfi analyze spermii vyuZita k detekci DNA (Dolnik et al. 2019).
Pratokovy cytometr se stal ddlezity tim, Ze umoznuje analyzu struktur a funkci obrovského
poctu spermii (vice jak 10 000) za velmi kratky ¢as, a mezi nejvétsi vyhody se také fadi, Ze je
schopen hodnotit vice struktur jedné bunky soucasné (Quirino et al. 2022).

Pratokova cytometrie je vyznamny nastroj (viz obr. 2) pro detailni analyzu komplexnich
populaci v kratkém ¢asovém obdobi. Je to pristroj schopny meéfit fyzikalni charakteristiky
bunky, jako napriklad velikost a zrnitost (Adan et al. 2017). Z historického hlediska byl
pratokovy cytometr plvodné pouze jednoparametrovy pristroj hodnotici velikost bunék. Nyni
je schopen vyhodnocovat az dvacet parametr( soucasné (Wilkerson 2012).

NovoCyte

As+ Cygromesen.

2nd Sofbware

Obrdzek 2: Cytometr Novocyte 3000, Acea Biosciences, Aglient, Santa Clara, California, USA
(foto: autor)

Jednd se o technologii, kterd se sklada zvice systému — témi jsou fluidita, optika
a elektronika (viz obr. 1). Pro funk¢ni fluidni systém je zapotiebi kapalina, obvykle pufrovany
fyziologicky roztok, kterd vzorek dopravi na zachytny bod laser(, kde je analyzovéan, a také
vzorek zaostii pro opticky systém. Opticky systém je tvoren lasery a fotodiodami, které rychle
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analyzuji jednotlivé buniky na zdkladé fluorescencnich svételnych signalG. Rozptyl svétla
se mérfi ve dvou smérech — FSC (Forward Scatter), ktery poukaze na relativni velikost buriky,
a SSC (Side Scatter), ktery udava zrnitost bunky. Soucasti priitokového cytometru je také rada
dichroickych a pasmovych filtr(, které udavaji vinovou délku svétla a detekuji ji. Posledni
systém, elektronicky systém, zachycuje signdly z detektor( a prevadi je na digitalni signdly,
které jsou Citelné pocitacem. Pro fluorescenci se ejakulat pfipravuje pomoci fluorescencnich
proteint a fluorescencnich barviv (McKinnon 2019).
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Obrdzek 3: Princip prutokové cytometrie (dostupné z www.infekce.lf1.cuni.cz)

Protoze vétsSina fluorescencnich barviv slouZi pro analyzu somatickych bunék a ne pro
spermie, jsou pred pouZitim nezbytné testy a validace u kazdého druhu bunék, u kterych
se testuje jejich dopad, Ci souvislost s plodnosti a funkci spermii (Boe—Hansen & Satake 2019).

Hodnoceni spermii pritokovym cytometrem je zaloZzeno na zfedéni ejakulatu
fyziologickym roztokem, a naslednym pfidavanim fluorescencnich barviv dle druhu zvifete
a typu analyzovanych parametr( (Balazi et al. 2020).

Pritokova cytometrie je vhodna k ovéreni rliznych hypotéz, jako napfiklad toxickému
dopadu glycerolu jako soucdsti kryoprotektantnich latek, ale pravé také k multiparametrické
analyze, kde se zjistuje mitochondrialni funkce buriky, oxidativni stres, poSkozeni DNA,
integrita akrozému a integrita plazmatické membrdny (Purdy et al. 2021). Akrozomalni
integrita je nezbytnd pro prlnik spermii zénou pellucidu, a tudiZz nezbytna pro uspésné
oplozeni. Mitochondrie jsou u spermie umisténé v jejich stfedni ¢asti, a podileji se na zrani
spermii a ochrané pred poskozenim disledkem kryokonzervace. Hraji klicovou roli v tvorbé
ATP, funkci membrdny a pohyblivosti spermie (Hossain et al. 2011).
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Mezi poskozeni DNA fadime rGzné typy poskozeni, jako je fragmentace DNA, abnormalni
nahusténi chromatinu a chromozomalni aberace. Chromatin je vjadie béhem
spermatogeneze zhustény, a je postupné navinut na histony s protaminy. Tato struktura
dodava spermiim stabilitu chromatinu, ktera je nezbytna pro plodnost spermii. Hlavni dlivody
vzniku fragmentace DNA a poskozeni chromatinu jsou vysoké hladiny reaktivnich forem
kysliku (ROS). Tyto vysoké hladiny reaktivnich forem kysliku vedou k oxida¢nimu stresu (OS)
tim, Ze premohou antioxidaéni obranu semenné plazmy, kterd obsahuje antioxidanty,
a zajistuje spermii ochranné prostredi a dostate¢nou vyZivu. Buriky, které se podileji na vzniku
ROS, jsou abnormalni spermie a leukocyty, nejcastéji neutrofily, které mizeme nachdazet
v ejakulatu. PFilis velky OS koreluje se snizenou koncentraci a motilitou spermii. Abnormalni
spermie se mohou ,,pfimichat” k vyzralym spermiim béhem transportu ze semenotvornych
kandlk( do nadvarlete, a tim poskozovat zdravé buriky jejich vyssi hladinou ROS. Spermie jsou
velmi nachylné na oxidacni stres diky nizké pfitomnosti cytoplazmy, velkému mnoZstvi
polynenasycenych mastnych kyselin v plazmatické membrané a slabému obrannému
mechanismu vici OS (Sharma et al. 2021).

Dal$im dulezitym parametrem hodnoceni, ktery Ize detekovat priitokovym cytometrem,
je pocet spermii, ktery je dllezity pro tvorbu inseminacni davky s poZzadovanou koncentraci
spermii v ejakulatu. Zjistime tak i produkéni schopnost varlat (Dolnik et al. 2019). Nékteré
studie, jako napfiklad dle Svorddovd et al. 2019, pouzivaji prltokovy cytometr pouze
k hodnoceni podilu apoptotickych a nekrotickych spermii v ejakulatu.

Postupem casu se nékolik studii a laboratofi zaméfilo na vyvoj multiparametrickych
testl. Napriklad Pefia (2016) nastavil ctyrbarevny panel pro analyzu tfi parametrd —
permeabilitu plazmatické membrany, integritu membrany a mitochondrialni potencial, nebo
permeabilitu plazmatické membrany, integritu membrdany a oxidacni stres.

Torres et al. (2016) predstavili ¢tyrbarevny panel pro analyzu tfi struktur v kancich
spermiich, a to cytoplazmy, poskozeni akrozému a mitochondridlnich membran za
soucasného pouziti DNA — marker( k vylouceni bunécnych zbytk( z analyzy. DNA — markery
poutzili ve své studii i Peia et al. (2016).

Ve studii od Jakel et al. (2021) byly nastaveny dva ¢tyrbarevné panely pro hodnoceni tfi
parametrd soucasné v kancich spermiich. Testovaly se permeabilita plazmatické membrany,
fluidita a poSkozeni akrozému, nebo pfival vapniku, mitochondridlni membranovy potencidl
a zivotaschopnost. | v této studii za pomoci DNA — markerd.

V neddvné dobé, vroce 2022, se uplatnil Ctyrbarevny panel kanalyze posSkozeni
akrozému, stavu plazmatické membrany a mitochondrialni aktivity dle protokolu na chlazené
a zmrazené kanci sperma (Gonzalez — Castro et al. 2022).

Muzeme logicky predpokladat, ze vicebarevné (tfi a vice barev) pritokové cytometry
maji nékolik vyhod oproti jednobarevnym pratokovym cytometrdm, které mohou byt dllezité
v analyze ejakuldtu (Bucher et al. 2019). Napftiklad u skotu jsou studie na vicebarevnou
pratokovou cytometrii vzacné, ale Nagy et al. (2003) navrhli trojkombinaci barveni propidium
iodidem, SYBR — 14 a PE — PNA pro detekci integrity plazmatické membrany a akrozému.

14



Hallap et al. (2005) pouZili ve své studii dalsi trojkombinaci fluorescenc¢nich barviv, a to
Merocyanine 540, Yo — Pro 1 a Hoechst 33342, kterd analyzuje destabilizaci plazmatické
membrany béhem kryokonzervace.

Kanno et al. (2016) upravili tfibarevny test publikovany Nagyem et al. (2003)
na Ctyrbarevny test pouzitim barviv propidium iodide, SYBR — 14, PE — PNA a Mito Tracker
Deep Red™ pro kombinovanou analyzu vitality spermii, akrozomalniho stavu
a mitochondrialniho membranového potencidlu.

Sdobou se ale samoziejmé sortiment fluorescencnich markerd pro vicebarevnou
pratokovou cytometrii zlepSuje, rozsitil se napfiklad o fialové vyzatujici Calcein Violet AM,
ktery je indikdtorem pro intracelularni esterazovou aktivitu, a ¢ervené vyzarujici cyaninové
barvivo 1,1,3,3,3,3'- hexamethylindodicarbocyanine iodide (Bucher et al. 2019).

VSeobecné se v laboratofich prosadily dvou — nebo ttilaserové priitokové cytometry
na zakladé cenové dostupnosti. Dlvodem, pro¢ jsou vicebarevné pristupy hodnoceni
v bunééné biologii a mediciné porad omezené, souvisi se spektralnim prekryvanim. Proto je
jednim z nejduleZitéjsich krokl pfi vyvoji vicebarevnych testli korekce prekryti (Quirino et al.
2022).

3.4.1 Specifické barviva pro pritokovou cytometrii

Vzorky do prltokového cytometru se obarvuji rdznymi fluorescenénimi barvivy dle
vlastnosti, které chceme zjistit. Kdyz jednotlivé spermie proudi skrz flow cell, jsou vybuzeny
fluorochromy lasery, a vyzarované svétlo o rliznych vinovych délkach je detekovano rtiznymi
optickymi filtry a detektory. Jak jiz bylo vySe receno, vétSina barviv byla vytvorena pro
hodnoceni somatickych bunék, a ne bunék pohlavnich, proto je naprosto zasadni provéreni
kazdé barvy u kazdého druhu i bunééného typu a provedeni testd kvuli jejim pfipadnym
ucinkdm na funkci spermii a tim i na fertilitu (Boe-Hansen & Satake 2019).

3.4.1.1 Vyznam a funkce barviv

Fluorescen¢ni barviva maji rdzné funkce k detekovani bunék. Mezi nejvyznamnéjsi
parametry analyzované pratokovym cytometrem u spermatickych bunék pomoci
fluorochrom( se fadi stupen poskozeni plazmatické membrany, integrita akrozomu,
mitochondridlni membranovy potencidl, reaktivni formy kysliku a detekce genetické
informace (DNA) (Boe-Hansen & Satake 2019).

3.4.1.1.1 Barvy detekujici mitochondridlni membranovy potencial a reaktivni formy kysliku

Savci spermie maji typicky mezi 50 a 75 mitochondriemi. Mitochondrie spermii vykazuji
zvlastni vlastnosti, jsou to ,elektrarny” bunky, maji kliCovou roli pro udrZzeni homeostazy
buriky a jsou zasadni nejen pro motilitu spermii, ale také pro hyperaktivaci, kapacitaci,
akrozomovou reakeci a fertilizaci. Jsou vylu¢né pfitomny ve stfedni ¢asti, tésné ovinuté kolem
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axonémy. Béhem spermiogeneze se mitochondrie sefadi od konce ke konci a spiralovité
se obali kolem biciku, aby vytvofily tlusté mitochondridlni pouzdro tésné pod vnéjsi
plazmatickou membranou buriky (Barbagallo et al. 2020).

VétsSina barviv pouzZivanych pfi hodnoceni mitochondridlniho membrdnového
potencialu difunduje do Zivych bunék a hromadi se v mitochondriich (Hossain et al. 2011).

Mitochondridlni membranovy potencial (MMP) poukazuje na schopnost mitochondrii
vytvaret adenosintrifosfat (ATP). Tento déj Uzce souvisi s pohyblivosti a Zivotaschopnosti
spermii (Pefa et al. 2016).

MMP generovany protonovymi pumpami (komplexy I, 1l a IV) je zasadni slozkou
v procesu ukladani energie béhem oxidacni fosforylace. Spolu s protonovym gradientem tvori
transmembranovy potencial vodikovych iont(, ktery je vyuZit k vyrobé ATP. Hladiny MMP
a ATP v burice jsou udrZovany relativné stabilni, ackoli existuji omezené fluktuace obou téchto
faktoru, které mohou nastat v dlsledku normalni fyziologické aktivity. Trvalé zmény obou
faktord vSsak mohou byt Skodlivé. Dlouhodoby pokles nebo vzestup MMP oproti normalnim
hladindm muze vyvolat nezadouci ztratu Zivotaschopnosti bunék, a byt pfi¢inou rdznych
patologii. Kromé jinych faktorl hraje MMP klicovou roli v mitochondridlni homeostaze
prostfednictvim selektivni eliminace dysfunkcénich mitochondrii. Je také hnaci silou pro
transport iontQ (jinych nez H+) a proteind, které jsou nezbytné pro zdravé mitochondridlni
fungovani (Zorova et al. 2018)

Kyslik ve své dvouatomové formé je v podstaté redukovan, aby se udrZzelo bunécné
dychani a preziti. Toto snizeni vede k tvorbé vysoce reaktivnich kyslikovych metabolitl nebo
reaktivnich kyslikovych forem (ROS), které ovliviiuji rizné bunécné funkce. Na normalnich
fyziologickych urovnich jsou ROS zdsadni pro Zivotné duleZité reprodukcni funkce, jako je
spermatogeneze, udrieni Zivotaschopnosti spermii a zprostfedkovani zrani, hyperaktivace,
kapacita a pohyblivosti spermii a také akrozomové reakce (AR). Prebytek ROS je eliminovan
organizovanym pusobenim antioxidant(l. Kdyz je vSak rovnovdha mezi tvorbou ROS
a antioxidac¢ni kapacitou narusena ve prospéch oxidantd, nekontrolovana tvorba ROS zpUsobi
oxidacni stres (OS), ktery nepfiznivé ovliviiuje morfologii a funkci spermii prostfednictvim
peroxidace lipidl, fragmentace DNA a apoptdzy. Tato kapitola zdlrazriuje endogenni tvorbu
ROS v samcim reprodukénim traktu a jejich fyziologickou roli pfi zprostfedkovani funkci
spermii (Dutta et al. 2020).

Mitochondrie spermii fidi ¢etné funkce, a jsou povazovany za charakteristické znaky
intaktnosti spermii. U lidi a koni je znamo, Ze mitochondrie defektnich spermii jsou hlavnim
zdrojem reaktivnich forem kysliku (ROS). Jednim z déju, vysvétlujicich starnuti a pozdéji smrt
spermie béhem konzervace, je peroxidace lipid(, coZz je oxidativni poskozeni vysoce
nenasycenych lipid{i tvofici membranu spermii, ¢imz dojde k oxidaénimu stresu. Mitochondrie
jsou povaZovany za nejcitlivéjsi organely ve spermiich ohledné zmén vyvolané kryokonzervaci.
NaruSeni mitochondridlniho elektronového transportniho retézce indukuje produkci
mitochondridlni ROS (Davila et al. 2015).

Ve studii Neila-Montero et al. (2021), kterd probihala na beranich spermiich, bylo
zjisténo, Ze za pomoci vyssSich otacek pfi centrifugaci, ktera neni normalnim protokolem pfi
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hodnoceni beranich spermii, ale u nékterych druhl se provadi, bylo dosazeno snizeni
subpopulace spermii sintenzivnim obsahem superoxidovych aniontl v populaci viabilnich
spermii. Bylo to vylozeno jako negativni Ucinek, protoZe produkce superoxidovych aniont
mUze spiSe poukazat na intenzivni mitochondridlni aktivitu nez na oxidac¢ni stres. ROS muze
byt lokalizovdn na mitochondriich, ale mize byt také nalezen v jadre jako potencialni induktor
poSkozeni DNA.

Produkce ATP je nezbytna pro udrZeni motility spermii. Spermie jsou schopny ziskat
energii dvéma cestami, a to bud oxidacni fosforylaci v mitochondriich, nebo glykolyzou.
Zpusoby produkce primarni energie podporujici oplodnéni se u jednotlivych druht zvirat lisi
(Setiawan et al. 2021).

Windsor (1997) zjistil, Ze u beraniho spermatu glykolytickd inhibice neovlivnila fertilitu,
a vychazi se tedy ztoho, Ze pro oplodnéni je nutnda oxidaéni fosforylace funkénich
mitochondrii.

Henning et al. (2022) zjistili, Ze pfi experimentalni inhibici glykolyzy doslo po uskladnéni
spermatu k opétovanému nastoleni motility a mitochondridlni funkce a tim dokazali, Ze kan¢i
spermie jsou plné zavisly na funkéni glykolyze. Ze studie Nesci et al. (2020) vyplynulo, Ze kanci
spermie vyuzivaji z 95 % glykolyzu pro ziskani energie.

U bycich spermii je oxidativni fosforylace prevladajici cestou, protoze v tomto pripadé
by vysoka aktivita glykolytické drahy udrZovala intraceluldrni pH pfilis nizké pro kapacitaci
spermii. Vejcovod krdvy ma velmi nizkou koncentraci glukdzy, coz umoznuje pokracovani
kapacitace (Storey 2008).

U hrebcl bylo zjisténo, Ze se glukdzovy transport béhem kapacitace nezméni, coz
potvrdilo, Ze energetické naroky spermii nejsou pokryty glykolytickymi cestami, ale pouZitim
oxidacni fosforylace (Gibb & Aitken 2015).

Kohouti spermie vyuzivaji obé cesty k bi¢ikovému pohybu, jak glykolyzu, tak
mitochondriadlni oxidaci (Setiawan et al. 2021). Procentualni zastoupeni drah pro motilitu
spermii oviem doted neni prozkoumano (Matsuzaki & Sasanami 2022).

Mnoho autort studii ovsem dospélo k rdznym zavériim, co se tyce hlavni biochemické
drahy pro poskytnuti energie. Podle studii, které byly provedeny na nékolika druzich Zivocichaq,
bylo zfejmé, Ze nelze ucinit jednoznacny zavér. Obé drahy se vzajemné nevylucuji, a spermie
vykazuji takovou vsestrannost ve svém metabolismu, Ze mohou kombinovat obé drahy, dle
dostupnych substratl v samicim genitalnim traktu (Barbagallo et al. 2020).

34.1.1.11 JC-1

Pfi barveni JC — 1 plati to, Ze spermie, které vykazuji vysoky MMP, vyzatuji oranZovou
fluorescenci, zatimco spermie s nizkym MMP sviti zelené (Sutovsky 2015). Jeho hlavni vyhoda
je tedy schopnost rozliSovat mezi vysokym a nizkym MMP. V pripadé kryokonzervace
a nasledného rozmrazeni ovsem nefunguje spravné, pravdépodobné kvllu interakci s fedidly
(Hallap et al. 2005). Hlavni nevyhodou tohoto barviva je, Ze k vyhodnoceni je potifeba dvou
fluorescencnich detektor(, proto se ve vicebarevnych experimentech priitokové cytometrie
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prilis nepouzivd (Hossain et al. 2011). JC — 1 reflektuje MMP a je povaZovana za citlivéjsi
k jemnym zméndm v MMP (Pefia et al. 2016).

3.4.1.1.1.2 MitoTracker Deep Red™

MitoTracker Deep Red™ je Siroce pouZivané barvivo pro analyzu MMP. K rozpoznani
této barvy je potfeba pouze jeden fluorescencni detektor, coz patfi kjeho vyhodam.
Nevyhodou oviem je, Ze k vyhodnoceni je mensi stolni pritokovy cytometr s 488nm laserem
zcela nedostacujici (Hossain et al. 2011).

V posledni dobé jsou barviva MitoTracker dostupnd ve vice barvach, a poskytuji tim
alternativu pro poutZiti ve vicebarevnych experimentech. MitoTracker Deep Red™ pasivné
difunduje pfes membranu, a vaze se na thioly v aktivnich mitochondriich (Pefia et al. 2016).

Pefia et al. (2016) hodnotili prfitomnost populace mrtvych bunék s vysokym MMP.
Vysvétlilo se to tim, Ze MitoTracker DR dokdaze detekovat mitochondrialni hmotu (rovnovaha
mezi tvorbou a degradaci mitochondrii), i kdyz ne tak specificky jako JC-1. Je tedy vhodné
kombinovat MitoTracker DR s barvivem, které detekuje Zivotaschopnost spermii.

3.4.1.1.1.3 Rhodamin 123

K detekci bunék s membranovym potencidlem Ize pouzit napfiklad barvivo rhodamin
123 (R123). Pokud mitochondridlni membranovy potencial postradaji, pronikda do bunék
DiBAC4 (Quirino et al. 2022). DiBAC4 reaguje pomérné pomalu na zmény membranového
potencialu, a dfive byl Siroce vyuzivan v pratokové cytometrii. Je uzitecny zejména pfi méreni
membranové hyperpolarizace indukované akci ATP dependentnich K+ kanall (Yamada et al.
2001). Po depolarizaci bunééné membrany se zaporné nabity oxonol (DiBAC4 je lipofilni,
negativné nabitd oxonolova barva) presune z extracelularniho média do cytosolu. ZvySenim
intracelularni koncentrace barviva se zvysi i jeho vazby na bunééné membrany a dojde k emisi
fluorescence (Wolff et al. 2003).

Jind studie zabyvajici se kohoutim spermatem pouZivala kdetekci funkénich
mitochondrii i propidium iodide (Pl) spole¢né s jinou fluorescencni barvou. Spermie, které maji
aktivni mitochondrie, byly rozpoznany diky pozitivnimu signalu barvy rhodamin 123, a naopak,
pokud byla detekce barvy propidium iodide, znamenalo to nefunkénost mitochondridlniho
membranového potencidlu (Raei et al. 2022).

Nevyhoda R123 je jeho vyplavovani z bunky, pokud mitochondrie zaznamenavaji ztraty
MMP, coZ omezuje jeho pouziti, kdyz je energeticky stav ovlivnén mitochondriemi. Dale neni
zcela spolehlivy kvuli jeho nizké citlivosti a pfitomnosti nékolika energeticky vazebnych mist
na mitochondriich (Hallap et al. 2005).
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3.4.1.1.1.4 CellRox Deep Red™

Barvivo CellRox Deep Red™ je barvivo, které se pouziva k detekci reaktivnich forem
kysliku (ROS) ve spermiich, které maji za nasledek oxidacni stres (OS). Toto barvivo je
oxidovano, pokud dochazi k bunéénému OS, a vykazuje excitaci pfi 640/655 nm. Pokud
nedochdzi k ROS, zlistava CellRox ve svém pocatecnim stavu a nevyzaruje zadnou fluorescenci
(Bianchi et al. 2015).

Ve studii Davila et al. (2015) byly zkoumdny ucinky preruseni toku elektrond
v mitochondriich hifebcl ve dvou specifickych bodech (komplex | a komplex I1). Pomoci CellRox
se hodnotil ROS. Inhibici komplext | a Il se snizil ROS, a to presto, Ze komplex | a Il jsou
povazovany za hlavni zdroje ROS. Vychazi se tedy z toho, Ze CellROX je citlivd hlavné na
superoxidovy anion. Vysvétleni je takové, Ze narusenim elektronového transportniho retézce
se mitochondridlni potencidl zhrouti a superoxid jiz neni produkovan kvali preruseni prenosu
a naslednému uniku elektrond.

3.4.1.1.2 Barvy detekujici integritu plazmatické membrany a akrozému

3.4.1.1.2.1 Propidium iodide

Integrita membrany se bézné posuzuje pomoci propidium iodidu (Pl), ktery se vaze na
DNA, ale neni schopen proniknout, pokud membrana zlstavd neporusena a funkéni. Pro
zlepsSeni presnosti identifikace spermii, které nepfijaly Pl, se pfidava dalsi barvivo, které
pronika vSemi bunkami bez ohledu na stav membrany. Tyto barvy jsou napriklad SYBR 14
a Hoechst 33342 (Herickhoff & Gonzalez-Castro 2019). Nejcastéji pouzivana kombinace je PI
se SYBR 14, pfi které Zivotaschopné bunky zelené fluoreskuji, zatimco poskozené bunky
Cervené (Hossain et al. 2011).

3.4.1.1.2.2 SYBR-14

SYBR — 14 a Pl jsou Siroce pouzivané sondy pro hodnoceni integrity membrany spermii.
Tato barva je membranové permeantni barvivo nukleové kyseliny. Obé tyto barvy jsou DNA
vazebné sondy. Tato kombinace barev rozliSuje pouze mezi Zivymi a mrtvymi spermiemi,
neodhaluje ale stav poskozeni membrany. Detekce jemnéjSich zmén na plazmatické
membrané vyzaduje jemnéjsi sondy. Napfiklad merocyanin 540 umoznuje hodnoceni fluidity
membrany a pomoci Yo Pro—1 Ize analyzovat i mirné zvySeni permeability membrany spermie
(Pefia et al. 2016).

3.4.1.1.2.3 YoPro-1

Yo Pro —1 se standartné pouziva v kombinaci s Pl i s Hoechst 33342. Tyto pary umoziuji
detekci zmén na membrandch spermii v mnohem ¢asnéjsich stadiich nez SYBR — 14/PI, a lépe
koreluji s motilitou a rychlosti spermii (Pefia et al. 2016).
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3.4.1.1.2.4 AnnexinV

Apoptotické zmény bunék se detekuji pomoci Annexinu V, ke kterému se opét pridava
propidium iodide. Pokud jsou bunky negativni na Annexin i Pl, jsou to burky plné
Zivotaschopné. Pokud jsou pozitivni na Annexin V, fadi se mezi ¢asné apoptotické, pokud jsou
pozdné apoptotické, jsou pozitivni na Annexin Vi Pl. Pokud jiZz jsou uplné nekrotické,
jsou pozitivni pouze na PI. Buriky, které se radi mezi pozdné apoptotické a nekrotické, jsou
zarazeny do mrtvych bunék (Raei et al. 2022).

3.4.1.1.25 ARD

Ve svété analyzy pratokovym cytometrem se objevila jeSté dalsi barviva vhodna
ke stanoveni charakteristik membrany. Patfi mezi né aminova reaktivni barviva (ARD), ktera
komunikuje pouze saminy na povrchu plazmatické membrany funkénich bunék. Pokud
je membrana intaktni, ARD reaguje s volnymi aminy uvnitf buriky a zvySuje se zareni, které
slouZi k analyze vitdlnich bunék. Tato ARD barviva jsou dostupnd v rGznych barvach s uzkym
spektrem, a patii mezi né napriklad Zombie, Ghost Dyes a MitoTracker Deep Red™ (Boe—
Hansen & Satake 2019).

3.4.1.1.2.6  PNA/PSA

Akrozomalni integrita se velmi dobfe hodnoti pomoci rostlinnych lektin(, které maji
vysokou homogennost ke glykanim v intaktnim akrozomu pred kapacitaci a akrozomalni
exocytdzou. Proto se fluorescencné konjugované lektiny PNA (Arachis hypogea) a PSA (Pisum
sativum) mohou vazat na abnormalni akrozomy s odkrytymi akrozomalnimi membranami
nebo slozkami cytoplazmy, ale i na akrozomy, u kterych probéhla predcasné kapacitace,
a akrozomy, u kterych doslo k mechanickému poskozeni béhem manipulace a odbéru
ejakuldtu (Sutovsky, 2015).

3.4.1.1.3 Barvy detekujici posSkozenou DNA

3.4.1.1.3.1 Akridinova oranz

Jednim z nejpouzivanéjsich barviv pro oznaceni poSkozené DNA je akridinova oranz
(AO). V ptipadé pritomnosti intaktni dvouvldaknové DNA se excituje zelené zareni, pokud
se detekuje jednovldknova DNA, excituje AO cCervenou fluorescenci (Partyka et al. 2010).
Mze se zkombinovat s LIVE/DEAD Fixable Blue Stain, coZ je sada, ktera se pouziva k analyze
vitality bunék pred fixaci a permeabilizaci, ktera je nutnd pro intracelularni barveni protilatek
atd.

Timto zplsobem lze snadno a jednoduse rozliSit populace spermii podle integrity
plazmatické membrany. Je vSak nutno predtim odstranit semennou plazmu, aby se zabranilo
nespecifické vazbé barviva na proteiny semenné plazmy. KdyzZ se vSak tato metoda barveni
porovnavala s pouZitim dvou nezavislych barviv, a to propidium iodide pro oznaceni integrity
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plazmatické membrany a konvencni SCSA, nebyly zjistény zadné vyznamné rozdily
ve vysledcich (Da Costa et al. 2021).

3.4.1.1.3.2 Hoechst 33342

Hoechst 33342 je velmi ¢asto pouzivanou barvou pro detekci DNA ve spermiich. Pravé
barvivo Hoechst 33342 ma velkou schopnost odlisit spermie, které nesou chromozém X od
spermiii nesouci chromozém Y, na zakladé jejich vazby na DNA (Boe—Hansen & Satake 2019).
Touto schopnosti Ize spermie oddélit pratokovym tfidénim, a tak lze provadét sexace spermii.
Neda se ovSem fici, Ze selekce timto zplsobem je zcela bezpecna a je tfeba vzit v Gvahu
potencionalni zdravotni riziko, protoze vétsina barviv na bazi nukleovych kyselin je mutagenni
(Garner, 2009).

Vétsina technik, které se dnes pouZivaji pro hodnoceniintegrity DNA, je zndma jiz desitky
let, ale probéhly u nich zasadni zmény vedouci ke zdokonaleni. V pfipadé SCSA, techniky, ktera
byla vyvinuta v druhé poloviné 20. stoleti, doSlo k drobnym zménam ohledné jaderné
denaturace (Da Costa et al. 2021).

Test SCSA (sperm chromatin structure assay) poskytuje stabilni statistickd data
s presnosti a opakovatelnosti rychlym a neobjektivnim mérenim pritokovym cytometrem —je
to velmi ucinny test integrity DNA u spermii. SCSA je teoreticky nepfimy test. Analyzuje sklon
DNA spermatickych bunék k poskozeni zplUsobeném kyselou denaturaci, ktera se detekuje
metachromatickym barvivem akridinova oranz (AO). Metoda je zaloZena na tom, Ze buriky,
které obsahuji dvouvldknovou DNA, vyzatuji zelenou fluorescenci, pokud se akridinova oranz
vaZe na poskozenou jednovlaknovou DNA, Cervenou fluorescenci. Uvadi se, Ze presnost
tohoto testu je 100 % (Sharma et al. 2021).

DalSim testem pro analyzu DNA je TUNEL (terminal deoxynucleotidyl transferase —
mediated deoxyuridine triphosphate — nick end labelling). Plivodné byla tato metoda vyvinuta
pro analyzu poskozeni DNA v somatickych bunkach, pozdéji byla upravena pro pouZiti
na spermiich. Spociva v pridani fluoresceinovaného dUTP na 3‘- OH konec fragment(i DNA
pomoci polymerdzy deoxynukleotidyltransferdzy, ktera tento déj katalyzuje. Timto testem
se ukazuje procento bunék s poskozenou DNA. Bunky jsou obarveny pomoci barvy obsazené
v hotovém kitu, a po odstranéni supernatantu se pridava barva propidium iodide (Sharma et
al. 2021).

3.4.1.2 Barviva pro inseminacni davku velkych hospodarskych zvifat

3.4.1.2.1 Byci

Ve studii Bucher et al. (2019), kterd se zabyvala hodnocenim ejakuldtu bykd, byl vyuZzit
jiz zminovany test SCSA pro hodnoceni fragmentace DNA u spermii. Jako fluorescencni
markery byly pouZity Calcein Violet AM, ktery slouZil jako marker pro Zivotaschopnost bunék.
Esterdzoveé aktivni buriky vyzarovaly fialové svétlo. Dale PI, ktery slouzil k detekci intaktni nebo
poSkozené plazmatické membrany na zakladé prezence nebo absence ¢erveného svétla, PE —
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PNA lektin hodnotici akrozomalni stav tim, Ze se barva navaze na vnéjSi akrozémalni
membranu spermii, a bunky s poSkozenym akrozomem vykazuji oranZovou fluorescenci.
Barva Fluo4 AM detekuje koncentraci volného intraceluldrniho Ca?* a dle koncentrace
se vyzatuje zelend fluorescence nizkou nebo vysokou intenzitou. Nakonec bylo pouZito barvivo
DilC1 pro analyzu subpopulaci spermii a mitochondridlniho membranového potencidlu
(MMP). Buriky s vysokou MMP svitily intenzivné cervené.

V dalsi studii hodnotici by¢i ejakulat byly pouZity Pl pro hodnoceni plazmatické
membrany, PNA pro hodnoceni integrity akrozomu, CellTrace Calcein pro analyzu esterazové
aktivity, MitoProbe DilC1 pro hodnoceni MMP a Fluo —4 AM hodnotici procento Zivych spermii
na zakladé koncentrace intraceluldrniho vapniku (Ibanescu et al. 2020).

Pti dalsim vyzkumu inseminacni ddvky byk( se hodnotila Zivotaschopnost spermii
pomoci kitu live/dead (SYBR — 14 a PI) a pro analyzu Zivotaschopnych spermii bylo pouZito
procento zelené zbarvenych spermii. Tentokrat se ovSsem kondenzace chromatinu (analyza
DNA) stanovila barvenim s CMA3 a Yo Pro — 1. Zivotaschopné spermie byly pozitivni na CMA3
a negativni na Yo Pro — 1, nezivotaschopné spermie byly pozitivhi na CMA3 i Yo Pro — 1
(Llavanera et al. 2021).

3.4.1.2.2 Hrebci

K hodnoceni mitochondridlni funkce spermii hiebci pomoci priatokové cytometrie
se nejcastéji pouzivaji sondy JC— 1 (5,5/,6,6" — tetrachlor — 1,1°,3,3" tetraethylbenzymidazolyl
carbocianyn iodine) a barviva MitoTracker. Hrebli spermie jsou vysoce zdvislé
na mitochondrialni produkci ATP, mitochondridlni porucha vede krychlé smrti spermie.
V zavislosti na aktivité mitochondrii generuji spermie velké mnoiZstvi ROS, proto jsou
mitochondrie v hfebdich spermiich citlivymi indikatory stresu spermii béhem celého procesu
kryokonzervace (Pefia et al. 2016).

Dale jsou pro hiebce pouzivany kombinace barev ARD, jako Live/dead, Zombie Green
a Mitotracker Deep Red™ pro stanoveni vitality spermii a mitochondridlniho membranového
potencialu (Boe-Hansen & Satake 2019).

Jiz v roce 2003 byly pouZity barvy jako SYBR — 14, Pl a JC — 1, v té dobé jako pomérné
nova metoda barveni pro vyhodnocovani parametr( spermii na pritokovém citometru, a jak
vySe uvedené studie dokazuji, tyto barvy se osvédcily dodnes (Love et al. 2003).

V jedné z nejnoveéjsich studii ohledné hodnoceni ROS v hiebcich spermiich byla pouzita
sonda dihydroethidia, bunééné permeabilni sonda, kterd excituje fluorescenci po oxidaci
superoxidovym aniontem. Jak jiz bylo uvedeno, mrtvé bunky produkuji ROS, proto se vzorky
obarvily barvou SytoxGreen, kterd prochdzi pouze poskozenymi membranami. Po detekovani
neZivotaschopnych bunék se tato populace odstranila a nasledné se analyzovalo ROS
v Zivotaschopnych bunkach (Bulkeley et al. 2022).
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3.4.1.3 Barviva pro inseminacni ddvku malych hospodarskych zvifat

3.4.1.3.1 Kanci

Pfi hodnoceni kanciho spermatu jsou standardem fluorescenéni membranové
prostupna barviva SYBR — 14 a Hoechst 33342 (H—42) (Boe—Hansen & Satake 2019).

Pro analyzu dalSich membranovych parametrd, jako napf. zmén spojené s apoptdzou,
Ize pouzivat CFDA, ethidium homodimer — 1, cyanine Yo — Pro 1 a Hoechst 33258. Yo — Pro 1
je v bunce detekovatelny pouze tehdy, pokud je plazmatickd membrana nestabilni, naptiklad
pfi poSkozeni nebo apoptdze. Toto barvivo je pouzito ve velkém poctu studii kancich spermii.
Pouziva se také v kombinaci s merocyaninem 540, ktery hodnoti fluiditu plazmatické
membrany - lipofilni molekuly se vaZzou na vnéjsi vrstvu membrany a je nepropustny v pripadé
neposkozené membrany. V kombinaci se tato barviva pouZivaji ke ztotoznéni vitalnich kancich
spermii s poskozenymi lipidy v plazmatické membrané (Boe—Hansen & Satake 2019).

K detekovani MMP se u kancl velmi ¢asto pouziva barvivo JC — 1.

3.4.1.3.2 Berani

Pfi analyzach beraniho spermatu se béiné pouzivd PSA pro integritu akrozomu.
Hodnotici poty spermii excitujici zelenou fluorescenci pro zaznamendani spermii s intaktnimi
a poSkozenymi akrozomy. Pro zjisténi MMP byly pouZity barvy R123 a Pl. Pokud byly spermie
pozitivni pro R123 a negativni pro PI, byly hodnoceny jako buriky s aktivnimi mitochondriemi.
Pro zjisténi apoptotickych zmén v burikach byly vyuZity Annexin V a PI. Jako index téchto zmén
se hodnotila externalizace fosdatidylserinu, coZ je typicky fosfolipid vnitfniho listu plazmatické
membrany. Pro analyzu poskozeni DNA byl pouZzit SCASA test dle postup( jako u pritokové
cytometrie pomoci barviva AO (Asadzadeh et al. 2021).

V dalsim experimentu hodnotici berani inseminacni davku se akrozomalni stav hodnotil
rovnéz PSA lektinem, a integrita plazmatické membrany pomoci kombinace Annexin V a PI.
Barvivem Hoechst33342 se provadélo nékolik pokust zaloZzenych na rlznych koncentracich
barviva a rizné dlouhé dobé plsobeni barviva na spermie. Po barveni bylo mozno analyzovat
motilitu, rychlost pohybu, stav akrozomu, integritu membrany (Bo Quan et al. 2015).

3.4.1.4 Barviva pro inseminacni davku drlibeze

3.4.1.4.1 Kohouti

Ve studii Partyka et al. (2010) byla hodnocena integrita plazmatické membrany spermii
pomoci fluorescencnich sond SYBR-14 a PI, poSkozeni akrozomu pomoci lektinu PNA
a procento Zivych spermii s funkénimi mitochondriemi se stanovilo Rhodaminem 123 a PI.

V dalsi studii, ktera se také zabyvala hodcenim kvality kohoutich spermii pomoci
pratokového citometru, byla pro analyzu pouzita barviva Hoechst-33342 (identifikace
pritomnosti DNA), Pl (detekce poskozeni plazmatické membrany) a PNA lektin (analyza
poskozeni akrozomu) jako nejvhodnéjsi (Petricakova et al. 2022).
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Pro zjisténi MMP spermii driibezZe se vétSinou pouzivd Rhodamin 123 s PI. Rhodamin 123
je transportovan do nitra funkénich mitochondrii. Z toho vyplyva, Zze spermie s funkénimi
mitochondriemi jsou pozitivni na Rhodamin 123 a negativni na obsah Pl (Shahverdi et al.
2015).

V studii Shahverdi et al. (2015) se hodnotila detekce MMP pomoci barviva R123
a  detekce intaktnosti plazmatické membrany v korelaci k apoptotickym stadiim buriky
pomoci Annexinu V — FITC a Pl u kohoutich spermii na pratokovém cytometru.

Stejnou metodu barveni pohlavnich bunék kohoutl zvolila i studie Fattah et al. (2017),
kdy byl pouzit R123 pro MMP a Annexin V s Pl pro zjisténi Zivotaschopnosti buriky nebo jeji
apoptotické ¢i nekrotické stadium.

Dalsi studie, zabyvajici se hodnocenim ejakuldatu kohoutli pomoci priatokového
citometru, zvolila taktéz R123 k detekci MMP. Pro hodnoceni plazmatické membrany byla
zvolena klasicka kombinace barviv SYBR — 14 a PI. Pro analyzu akrozomalniho stavu bylo taktéz
zvoleno nejpouzivanéjsi barvivo PNA. Pro zjisténi obsahu DNA v burikdch byla pouzita
akridinova oranz (AO) (Partyka et al. 2010).

3.4.1.4.2 Krocani

Kombinace barev SYBR — 14 a Pl se poutzivala jiz v prvnich studiich, a pouziva se dodnes
u ejakuldtu krocan. Jiz tehdy se vyuZzivala k detekci Zivych a mrtvych spermii (Donoghue et al.
1995).

| v novodobé studii Christensen et al. (2013) byly pouzity barviva SYBR-14 a Pl pro
stanoveni Zivych a mrtvych spermii.

Kromé bézinych fluorescencnich barviv se ve studii Stowinska et al. (2018) barvily
spermie pomoci barviva Muse, které oznacilo mrtvé bunky tak, ze proniklo pfes nefunkéni
plazmatickou membranu. Produkce ROS byla stanovena Muse Oxidative Stress kitem, ktery je
zaloZzen na pfitomnosti dihydroethidiu (DHE). DHE oxiduje po reakci se superoxidovymi
anionty a vznika fluor-ethidium bromid vazajici DNA, ktery poté Cervené fluoreskuje. MMP
byla stanovena pomoci MitoPotential Dye, lipofilnim barvivem, které funguje jako indikator
bunécéné smrti.

3.5 Porovnani hodnoceni ejakulatu pomoci pritokové cytometrie a CASA

Systémy CASA a prUtokovy cytometr jsou moderni a velmi praktické technologie
objektivniho hodnoceni ejakuldtu. Vétsina studii, jako napfiklad Morell et al. (2018), pouziva
systémy CASA pro hodnoceni motility, a pritokovou cytometrii pro hodnoceni integrity
membrany, stupné ROS, mitochondridlni membrany, poskozeni akrozému a pFitomnosti
obsahu DNA ve spermii. Pratokova cytometrie ma Siroké vyuziti diky presnosti hodnoceni
kvality spermii, své citlivosti a schopnosti analyzovat velky pocet spermii soucasné ve velmi
kratké dobé (Svoradova et al. 2019).
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Systémy CASA se pouZivaji ke stanoveni kinematickych proménnych (celkova motilita
spermii, progresivni motilita spermii, prlmérnd rychlost drdhy atd.). PrGtokova cytometrie
se pouzivda pro hodnoceni poskozeni plazmatické membrany a akrozomu, zjisténi
procentualniho zastoupeni spermii s vy$sSim mitochondrialnim membranovym potencidlem
a procento Zivych spermii s nizsi intracelularni koncentraci vdpniku pomoci vicebarevného
testu s péti fluorescencnimi barvivy (Ibanescu et al. 2020).

Podle studie, ve které se porovnavalo hodnoceni koncentrace spermii pomoci CASA
a prutokového citometru, bylo zjisténo, Ze koncentrace spermii byla ve dnech, kdy bylo
méreno systémem CASA o 10 az 20 procent nizsi, nez kdyz se hodnotila pritokovou cytometrii.
To bylo ovSem znacné ovlivnéno rGznymi dny odebirani, jelikoZ koncentrace spermii
otestovaného berana se den ode dne lisi. Nicméné rozdily mezi technikami nebyly statisticky
vyznamné. Vzdy zdlezi i na peclivosti prace, mimo techniky i spravny pomér fedéni, peclivost
pti pipetovani, spravna kalibrace pfristroji. To vse je velmi dllezité pro ziskani spolehlivych
vysledk(. Jeden velky problém u systémU CASA je, Ze hodnoti i nespermatické burky jako
spermie, a spermie ,pfili§ velké” v disledku aglutinace nehodnoti. Pro presnost vysledku
v systémech CASA je doporuéena imobilizace spermii nebo pouZiti fluorescenénich barviv
DNA. Nejcastéji analyzovanym parametrem u CASA zUstava ovSsem motilita spermii. Méreni
koncentrace spermii touto metodou nedoporucuji ani Svétova zdravotnicka organizace (WHO)
ani Ndrodni asociace chovatel( zvifat. Presnéjsi metodou je pratokova cytometrie, ktera je
schopna vyloudit dalsi slozky spermatu (napft. gel, rizné zbytky atd.), jiné buriky nez spermie
a necistoty. Oproti systémim CASA ma prlitokovy cytometr nevyhody v nakladnosti zafizeni,
naro¢néjsi obsluze a slozitéjSi metodice pfipravy vzorkd (Baldzi et al. 2020).

Pro optimalni hodnoceni kvality spermatu je tfeba pouzit obé technologie. Systém CASA,
ktery je nezbytny pro analyzu motility spermii, a to jak pred, tak po zmrazeni, a pratokovy
cytometr, ktery umoziuje citlivéjsi a slozitéjsi analyzu. Tyto dvé technologie se tak v analyze
spermii dopliuji (Malama et al. 2017).

Technologie pro hodnoceni vlastnosti spermii se postupné méni zdokonalovanim
optiky a schopnosti pfistroji. Vyvoj v systémech CASA i priitokového cytometru je rychly
a neustdle pokracuje (Boe—Hansen & Satake 2019).
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4 Metodika

4.1 Experiment1

4.1.1 Zvifata zafazena do experimentu

Hodnoceni spermii pomoci CASA a pritokové cytometrie bylo provedeno na étyrech
kohoutech plemene Cesk4 zlatd kropenata. Toto plemeno je pGvodni, bylo chovano na Gzemi
CR jiZ po staleti. Nyni je zafazeno do genovych zdrojd. Po celou dobu vyzkumu byli kohouti
chovani v jednotlivych klecich s kontrolovanou teplotou vzduchu kolem 20 °C, a po celou dobu
méli pfistup k vodé a krmeni ad libitum. Kohoutdim byla predkladana specidlni krmna smés
spole¢nosti Sehnoutek a synové s.r.o., ktera byla vyrobena pro Ceskou zemédélskou univerzitu
v Praze. Primérny vék kohoutt byl 68 tydn(.

4.1.2 Odbér spermatu

Ejakulat byl odebiran dvakrat tydné vzdy v 8 hodin rdno stejnym pracovnikem pomoci
dorzo—abdominalni masaze (Burrows and Quinn 1935). Vzorky byly odebirdny po dobu 5 dni,
v obdobi 10.1. az 10.2.2022. Po odbéru byl ejakulat uchovan pfi 5 °C az do doby zpracovani.

4.1.3 Zpracovani inseminaéni davky a hodnoceni pomoci CASA

Prvni méreni CASA probéhlo pred nafedénim, a byla stanovena koncentrace spermii
v ejakuldtu jednotlivych kohoutt. Poté byly vSechny vzorky smichdny dohromady a zvlast
naredény komercné dostupnymi redidly Poultry media®, Raptac® a NeXcell®. Po naredéni
se pouZilo 10ul kazdého vzorku pro hodnoceni koncentrace a celkové motility (viz obr. 5).
K hodnoceni téchto parametrl byla pouzita mCASA (iSperm®, Aidmics Biotechnology Co., Ltd,
Taipei, Thaiwan) (viz obr. 4), ktera je prvnim celosvétovym mobilnim systémem CASA, pomoci
néhoz Ize ejakulat hodnotit i v terénnich podminkach.

Je vybavena nasledujicimi parametry:

optické zvétSeni: 200x

optické rozliseni: 1-1 um

ohfivac: 37 £ 5 °C (dulezité pro hodnoceni savciho ejakulatu)

mMCASA je vhodna k nasledujicim analyzam:
e koncentrace: 10-75 mil/ml — optimalni 30—60 mil/mi
e celkova motilita: 0 % - 100 % pro jakoukoliv koncentraci — optimalni 30-60 mil/ml
e progresivni motilita: 0 % - 100 % pti koncentraci 10-75 mil/ml — optimalni 30-60
mil/ml.
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Celkova doba analyzy ¢ini pro koncentraci a motilitu <20 sekund a pro progresivni pohyblivost
~ 30 sekund.

Obrdzek 4: mCASA (foto: autor) Obrdzek 5: Program iSperm (foto: autor)

Po zhodnoceni vzorkl byly inseminacni ddvky naplnény do pejet (IMV Technologie,
L’Eigle, France) o objemu 0,25 ml. Nasledné byly pejety uzavieny tésnicim praskem (IMV
Technologie, L’Eigle, France). Takto pfipravené inseminacni davky byly nejdfive chlazeny
v parach tekutého dusiku, poté vhozeny pfimo do tekutého dusiku. Takto byly inseminaéni
davky uchovany az do hodnoceni pomoci pratokového cytometru.

Po rozmrazeni pejet byly opét hodnoceny funkéni parametry inseminaénich davek
pomoci CASA a pratokového cytometru.

4.1.4 Hodnoceni pritokovym cytometrem

Pfiprava vzorkd pro analyzu pomoci pratokové cytometrie probiha na vyhtivané desce
(38,5 °C). Pro hodnoceni vzorkd byl pfipraven tzv. plate s 96 jamkami (viz obr. 6). Pro kazdy
vzorek byly pouZity minimalné 3 jamky. Do kazidé jamky bylo napipetovano 100 ul
fyziologického roztoku PBS (fosfatovy pufr), poté nasledoval pridavek 10 pl Master Mixu
(kombinace fluorescencnich barviv) a naposledy 10 ul vzorku.
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Obrdzek 6: Plate s 96 jamkami (foto: autor)

Pro hodnoceni pomoci priitokového cytometru byl pouZit cytometr Novocyte 3000
(Acea Biosciences, Aglient, Santa Clara, California, USA). Cytometr byl vybaven lasery emitujici
fialové (405 nm), modré (488 nm) a cervené (640 nm) zareni. Vzorek spermatu o finalni
koncentraci cca 30 mil. spermii/ml byl obarven fluorescen¢nimi barvivy Hoechst-33342 (Sigma
Aldrich, St. Louis, Missouri, USA) o finalni koncentraci 16,6 pg/ mL, PNA-FITC (Thermo Fisher
Scientific, Waltham, Massachusetts, USA) o finalni koncentraci 0,83 pg/ ml, PI (Sigma Aldrich,
St. Louis, Missouri, USA) o findlni koncentraci 13,3 pg/ ml a fluorescenénim barvivem
MitoTracker Deep Red™ (Sigma Aldrich, St. Louis, Missouri, USA) o finalni koncentraci 80 nM.
Vzorky byly po obarveni fluorescen¢nimi barvivy inkubovany po dobu 10 minut ve tmé pfri
teploté 38 °C.

Pfi hodnoceni vzorku bylo nizkou rychlosti analyzovdno minimalné 20 000 castic.
Pro analyzu dat a jejich nasledny sbér byl pouZit software NovoExpress 1.3.0 (Acea
Biosciences, Aglient, Santa Clara, California, USA) (viz obr. 7). Pro oddéleni signalu
nespermatickych ¢astic bylo vyuzZito parametrl forward scatter, side scatter a barviva
Hoechst-33342.

Varianty sloZzeni Master mixu (na 1 jamku):
e 2ul Hoechst

e 2ulPl
e 2ul PNA-FITC
e 4ul MTRDR
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Obrdzek 7: Vystup ze softwaru NovoExpress 1.3.0. — strategie gatovdni 1 - Shluk bunék
i nespermatickych cdstic byl zpocdtku identifikovdn pomoci dvourozmérného histogramu
s bocnim rozptylem (SSC) versus primym rozptylem (FSC), 2 — Spermie byly identifikovdny
na zdkladé vtokové sady s barvivem Hoechst-33342 (identifikuje obsah DNA), 3 — procento
spermii s intaktni plazmatickou membrdnou a intaktnim akrozomem, 4 — procento spermii
s poskozenymi plazmatickymi membrdnami, 5 — procento spermii s poskozenymi akrozomy
(foto: autor).

4.2 Experiment 2

Vrdmci druhého experimentu bylo postupovdno obdobnym zplUsobem jako pfi
Experimentu 1. Byli zde zafazeni stejni jedinci se stejnym zplsobem Ustajeni a krmnou davkou.
Vzorek ejakulatu byl ziskan stejny zplsobem odbéru. Pro hodnoceni jeho kvality byl zvolen
systém CASA i pritokovy cytometr. Na rozdil od Experimentu 1 zde byly pouZity dvé rizné
varianty sloZzeni Master Mixu, pfi¢emz v jednom ptipadé obsahoval barvivo Mitotracker Deep
Red™, a ve druhém CellROX Deep Red™. Vysledky jednotlivych méreni byly mezi sebou
vzajemné porovnavany.

Varianty sloZeni Master mixu:
Pro barveni s MTR DR (na 1 jamku):
e 2ul Hoechst

e 2ulPl
e 2ul PNA-FITC
e Aul MTR DR

Pro barveni s CellROX DR (na 1 jamku):
2ul Hoechst

e 2ulPl

e 2ul PNA-FITC

e 2ul CellROX DR

e 2ul PBS

29



5 Statisticka analyza dat

5.1 Experiment1

Statistické vyhodnoceni probéhlo ve statistickém programu SAS (SAS/STAT 2013).
Analyza dat byla hodnocena pouzitim generalized linear model procedur a jako zavislé
proménné byly analyzovany jednotlivé parametry vyplyvajici z priitokové cytometrie
tzn. integrita plazmatické membrany bunék, procento bunék s poskozenim akrozomu,
procento bunék s posSkozenou cytoplazmatickou membrdnou a procento bunék s poskozenim
akrozomu i cytoplazmatické membrany.

Statistické modely pro vyhodnoceni parametrl pratokové cytometrie po ekvilibraci
hodnocené v definovaném ¢asovém intervalu uvedeny nize:

1)PMleqjjk| =p+DEN;j +EXj +TEMPK +EX*TEMPj +eijjk,
2)PMDegjjk| =p+DEN; +EXj +TEMP +EX*TEMPjk +ejjk|,
3)ACRDeqijk| =u+DENj +EXj+TEMPK +EX*TEMPijk +ejjkl,
4)PADeqjjk| = 1 + DEN;j + EXj + TEMPk + EX * TEMPijk + ejjkI,

kde PMleqijk = integrita plazmatické membrany bunék po eqvilibraci, PMDeqijk = podil
bunék s poskozenou cytoplasmatickou membranou po ekvilibraci, ACRDeqijk = podil bunék
s poskozenim akrozomu po ekvilibraci, PADeqijk = podil bunék s poskozenim akrozomu
i cytoplazmatické membrany; DEN; = fixni efekt i-tého odbérového dne (i = 1. odbérovy den,
n=9;i=2.odbérovy den, n=17;i=3. odbérovy den, n=12; i=4. odbérovy den, n =18; i =
5. odbérovy den, n = 18); EX;j = fixni efekt pFidavku j-tého fedidla (j = pfidavek fedidla Poultry
media, n = 38; j = pridavek fedidla Raptac, n = 44; j = pridavek redidla NeXcell, n = 42); TEMPk
= fixni efekt k-té teploty ekvilibrace po rozmraZeni (k = varianta ekvilibrace pfi teploté 5°C, n =
58; k = varianta ekvilibrace pfi teploté 40°C, n = 68). EX * TEMPjjk = interakce variant p¥idavku
redidel a teploty ekvilibrace po rozmrazeni; ejjkl = residualni chyba.

Statistické rozdily mezi odhadnutymi priméry byly detekovany na hladiné vyznamnosti
p <0,05.

5.2 Experiment 2

V druhém experimentu byl pouzit tabulkovy editor Microsoft Excel 2021 k analyze
a vyhodnoceni ziskanych dat. V programu byla vyhodnocena popisna statistika ziskanych dat
a byl proveden dvojvybérovy t-test.
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6 Vysledky

6.1 Experiment1

6.1.1 Vysledky CASA - motilita

V Tabulce 1 jsou zndzornény zakladni statistické parametry pro motilitu spermii ze vSech
hodnocenych vzorkl a béhem péti odbérovych dni pred mrazenim i po rozmrazeni.

Tabulka 1: Zdkladni statistické parametry hodnocené systémem CASA, kdy BFRM je motilita
pfed mrazenim a THWM je motilita po rozmrazeni

Cetnost Primér (%) * SEM | Min (%) Max (%)

BRFM 81 52,93 +10,16 32,7 59,1

THWM 81 16,85+ 5,53 8,4 23,6

V Tabulce 2 je uvedena celkova motilita po rozmrazeni na zakladé vlivu tfi rlznych
fedidel (Poultry media, Raptac a NeXcell). Poultry media a Raptac se od sebe statisticky nelisily,
oproti tomu se NeXcell liSil od obou fedidel hodnotou 3,83 % + 2,41.

Tabulka 2: Vliv fedidla na celkovou motilitu po rozmrazeni, kdy THWM je motilita
po rozmrazeni, LSM je metoda nejmensich Ctvercu, SEM je smérodatnd odchylka. Pismena
ve sloupcich ukazuji na statistické rozdily (p<0,05).

Typ Redidla THWM LSM (%) + SEM
Poultry media 23,58 +2,41 a
Raptac 23,12 +2,41°
NeXcell 3,83+2,41°P
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Graf 1: Vliv odbérového dne na motilitu po rozmrazeni (THWM-motilita po rozmrazeni). Lze

vvvvvv

prokazatelné zmény proti 1. a 4-5. Odbérovému dni. Nejhorsi byl tfeti odbérovy den s 8,39 % +
2,89, statisticky se tento den il  ovSem  pouze  oddruhého  dne.
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6.1.2 Vysledky pritokové cytometrie

6.1.2.1 Zakladni charakteristika vysledkd pritokové cytometrie

V tabulce 3 jsou uvedeny zdkladni statistické parametry po rozmrazeni, méreny v péti
odbérovych dnech pritokovou cytometrii. Celkové bylo hodnoceno 81 vzorkl. Procentualné
byly vyhodnoceny ndasledujici parametry: integrita plazmatické membrany, poskozeni
plazmatické membrany a poskozeni akrozomu. Prlimérné procentudlni zastoupeni
Zivotaschopnych spermii bylo 36,74 % £ 4,53, spermii s poskozenou plazmatickou membranou
bylo 57,55 % * 6,49, celkové spermii s poskozenym akrozomem bylo 2,94 % + 3,72
a procentudlni zastoupeni spermii s poskozenou plazmatickou membranou i poskozenym
akrozomem bylo 2,76 % + 3,40.
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Tabulka 3: Zdkladni statistické parametry vyhodnocené prutokovym cytometrem, kdy PMI je
integrita plazmatické membrdny po rozmrazeni, PMD je posSkozeni plazmatické membrdny
po rozmrazeni, ACRD je poskozeni akrozomu po rozmrazeni a PAD je poskozeni plazmatické
membrdny i akrozomu po rozmrazeni.

Cetnost |Primér (%) = SEM Min (%) Max (%)
PMI 81 36,74 £ 4,53 28,98 42,79
PMD 81 57,55 16,49 44,98 63,33
ACRD 81 2,94 +3,72 0,25 10,19
PAD 81 2,76 £ 3,40 0,62 9,52

6.1.2.2 Procentualni zastoupeni Zivotaschopnych spermii po rozmrazeni

6.1.2.2.1 Popis modelu

Proménlivost ukazatele byla prokdzana z 97,44 % (p <0,0001). V modelové rovnici byl
statisticky prlikazny vliv dvou sledovanych faktord, a to vliv odbérového dne (p <0,0001) a vliv
pouzitého fedidla. V nasledujicich podkapitoldch jsou zndzornény vlivy odbérovych dnu
a redidel.

6.1.2.2.2 Vliv pouZitého fedidla na Zivotaschopnost spermii

Tabulka 4 udava vliv pouZiti riznych redidel na integritu plazmatické membrany spermii
po rozmrazeni. Nejlepsi hodnoty byly naméreny u vzork( s fedidlem Raptac s 52,04 % + 0,72.
Vzorky obsahujici fedidlo Poultry media se statisticky vyrazné nelisily. Nejhorsi vysledek byl
naméren u vzork( s redidlem NeXcell 7,07 % + 0,72, ktery se statisticky liSil od obou
predchozich fedidel.

Tabulka 4: Vliv pouZitého redidla na integritu plazmatické membrdny (PMI — integrita
plazmatické membrdny po rozmrazeni, SEM — smérodatnd odchylka, LSM — metoda
nejmensich Ctvercut, pismena ve sloupcich ukazuji na statistické rozdily (p <0,05)).

Typ Redidla PMI LSM (%) * SEM
Poultry media 51,11+ 0’723
Raptac 52,04 £ 0,72°
NeXcell 7,07£0,72°
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6.1.2.2.3 Vliv odbérového dne na Zivotaschopnost spermii

V pribéhu odbérovych dni byly zjistény markantni rozdily vintegrité plazmatické
membrany. Nejvyssi hodnota integrity plazmatické membrany byla zjisténa 1. den vyzkumu
s hodnotami 42,79 % £ 1,29. Nebyl zjistén statisticky vyznamny rozdil u 2. a 5. odbérového
dne. Nejnizsi hodnoty integrity plazmatické membrany byly naméreny 4. den s 28,98 % + 0,86,
kde byl zjistén statisticky rozdil od vSech dni (viz Tabulka 5).

Tabulka 5: Vliv odbérového dne na integritu plazmatické membrdny, kdy PMI je integrita
plazmatické membrdny spermii po rozmrazeni, SEM je smérodatnd odchylka, LSM je metoda
nejmensich Ctvercl a statistické rozdily  jsou zndzornény  p <0,05.

Odbérovy den PMI LSM (%) £ SEM p <0,05
1. 42,79 +1,29 1:3,4
2. 38,85+ 0,86 2:4
3. 35,80 £ 0,86 3:1,4
4. 28,98 £ 0,86 4:1-3,5
5. 37,30+ 0,86 5:4

6.1.2.3 Procentualni zastoupeni spermii s poskozenou plazmatickou membranou,
poSkozenym akrozomem, a poSkozenim akrozomu i cytoplazmatické membrany

6.1.2.3.1 Popis modelu

Proménlivost ukazatele pro poskozeni plazmatické membrdany byla prokazana z 96,75 %
(p <0,0001). V modelové rovnici byl statisticky prikazny vliv dvou sledovanych faktordt, a to
vliv odbérového dne (p <0,0001), a vliv pouzitého fedidla. Pro poSkozeni akrozomu byla
proménlivost ukazatele prokazana z95,40 % (p <0,0001). V modelové rovnici byl taktéz
statisticky prakazny vliv stejnych sledovanych faktort (vliv odbérového dne (p <0,0001) a vliv
pouzitého redidla). Ddle model zndzornil proménlivost ukazatele poskozeni plazmatické
membrany i akrozomu, kterd byla prokdzédna z 91,70 % (p <0,0001). Vliv odbérového dne
(p <0,0001) a pouzitého redidla byl statisticky priikazny v modelové rovnici.

6.1.2.3.2 Vliv odbérového dne a zvoleného fedidla na poskozeni cytoplazmatické membrany

V Tabulce 6 je znazornén vliv odbérového dne na poskozeni plazmatické membrany.
Statisticky nejhorsi s hodnotami 63,33 % + 0,98 byl 3. odbérovy den, ktery ovsem nebyl
prokazatelné horsi nez 5. odbérovy den. Statisticky nejlepsi byl 1. odbérovy den, ktery se lisil
od vsech ostatnich odbérovych dn.
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Tabulka 6: Vliv odbérového dne na poskozeni cytoplazmatické membrdny po rozmrazeni
(PMD), kdy SEM je smérodatnd odchylka, LSM je metoda nejmensich ctvercu a statistické
rozdily jsou zndzornény p <0,05.

Odbérovy den PMD LSM (%) p <0,05
1 (n=9) 44,98 + 1,47 1:2-5
2 (n=17) 58,80 + 0,98 2:1,3
3 (n=12) 63,33 £ 0,98 3:1,2,4
4 (n=18) 59,23 + 0,98 4:1,3
5 (n=18) 61,42 + 0,98 5:1

Vliv zvoleného redidla na poskozeni cytoplazmatické membrany je znazornén v Tabulce
7, kde byl statisticky vyznamny rozdil mezi redidlem NeXcell, ktery s hodnotou 87,03 % £ 0,82
mél nejhorsi vysledek, a fedidly Poultry media a Raptac, kterd mezi sebou neméla statisticky
vyznamny rozdil.

Tabulka 7: Vliv zvoleného redidla na poskozeni cytoplazmatické membrdny po rozmrazeni
(PMD), kdy SEM je smérodatnd odchylka, LSM je metoda nejmensich Ctverci a pismena ve

sloupcich ukazuji na statistické rozdily (p <0,05).
Typ Redidla PMD LSM (%) + SEM

Poultry media 43,1+ 0,82

Raptac 42,57+0,82 @

NeXcell 87,03+ 0,82

6.1.2.3.3 Vliv odbérového dne a zvoleného fedidla na poskozeni akrozomu

Vliv odbérového dne na poskozeni akrozomu je viditelny v Tabulce ¢. 8. Nejvyssi
procentualni zastoupeni bunék s poSkozenym akrozomem byl 4. odbérovy den s 10,19 % +
0,21 a nejnizsi procentuadlni zastoupeni poskozenych bunék byl 3. odbérovy den, ktery nebyl
statisticky prokazatelné lepsi nez 2. a 5. odbérovy den.
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Tabulka 8: Vliv odbérového dne na poskozeni akrozomu po rozmrazeni (ACRD), kdy SEM je
smérodatnd odchylka, LSM je metoda nejmensich Ctverct a statistické rozdily jsou
zndzornény p <0,05.

Odbérovy den ACRD LSM (%) p <0,05
1(n=9) 2,73 +0,32 1:2-5
2 (n=17) 1,00 + 0,21 2:1,4
3 (n=12) 0,25+ 0,21 3:1,4
4 (n=18) 10,19%0,21 4:1-3,5
5 (n=18) 0,56 0,21 5:1,4

Vliv pouzivaného fedidla na poskozeni akrozomu je uveden v Tabulce 9. Raptac neni
statisticky odliSny od obou ostatnich fedidel, ale mezi Poultry media, které mélo procentudlni
nejvyssi zastoupeni posSkozenych bunék s3,36 % + 0,18, a NeXcell, které mélo nejnizsi
procento poskozenych bunék, je statisticky vyznamny rozdil.

Tabulka 9: Vliv zvoleného fedidla na poskozeni akrozomu po rozmrazeni (ACRD), kdy SEM je
smérodatnd odchylka, LSM je metoda nejmensich Ctverct a pismena ve sloupcich ukazuji na
statistické rozdily (p <0,05).

Typ Redidla ACRD LSM (%) + SEM
Poultry media 3,36+0,18°
Raptac 2,87+0,18°
NeXcell 2,60+0,18

6.1.2.3.4 Vliv odbérového dne a zvoleného fedidla na poskozeni akrozomu i cytoplazmatické
membrany

Znazornéni vlivu odbérového dne na poSkozeni akrozomu i cytoplazmatické membrany

vy,

je3.dens 0,62 % +0,20.2.a5. den nebyly statisticky vyznamné rozdilné. Nejvyssi procentualni
zastoupeni bunék bylo 1. den s 9,52 % + 0,30 (viz Tabulka 10).
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Tabulka 10: Vliv odbérového dne na poskozeni akrozomu i cytoplazmatické membrdny
po rozmrazeni (PAD), kdy SEM je smérodatnd odchylka, LSM je metoda nejmensich ctvercli
a statistické rozdily jsou zndzornény p <0,05.

Odbérovy den PAD LSM (%) p <0,05
1 (n=9) 9,52 + 0,30 1:2-5
2 (n=17) 1,33+0,21 2:1

3 (n=12) 0,62 + 0,20 3:1,4
4 (n=18) 1,60 + 0,20 4:1,3,5
5 (n=18) 0,73 +0,20 5:1,4

Pfi porovnani vlivu zvoleného fedidla na posSkozeni akrozomu i cytoplazmatické
membrany, je fedidlo s nejmensim procentem poskozenych bunék Poultry media s 2,47 % +
0,17, Raptac se oproti témito hodnotam statisticky vyznamné nelisi. NeXcell ma nejvyssi
procentudlni zastoupeni poskozenych bunék s 3,28 % + 0,17 (viz Tabulka 11).

Tabulka 11: Vliv zvoleného fedidla na poskozeni akrozomu i cytoplazmatické membrdny
po rozmrazeni (PAD), kdy SEM je smérodatnd odchylka, LSM je metoda nejmensich ctvercli
a mald pismenka ve sloupcich ukazuji na statistické rozdily (p <0,05).

Typ Redidla PAD LSM (%) + SEM
Poultry media 2,47+0,17 °@
Raptac 2,53+0,17
NeXcell 3,280,172

6.1.2.3.5 Vliv teploty ekvilibrace na parametry mérené priatokovou cytometrii

V nésledujici tabulce (Tabulka 12) je znazornén vliv teploty ekvilibrace spermii
po rozmrazeni na parametry hodnocené pritokovou cytometrii. Jsou uvedeny procentudlni
zastoupeni u vSech parametru pfi dvou rtiznych teplotach (5 °C a 40 °C). Hodnoty se statisticky
od sebe nelisily, a to u Zddného z hodnocenych parametra.
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Tabulka 12: Vliv teploty ekvilibrace na parametry mérené prutokovou cytometrii po rozmrazeni
(PMI — integrita plazmatické membrdny, PMD — poskozeni plazmatické membrdny, ACRD —
poskozeni akrozomu, PAD — poSkozeni akrozomu i cytoplazmatické membrdny, SEM -
smérodatnd odchylka, LSM - metoda nejmensich ctverct, a mald pismenka ve sloupcich ukazuji
na statistické rozdily (p <0,05).

Teolot PMI LSM (%) | PMD LSM (%) + | ACRD LSM (%) + | PAD LSM (%) *
eplota + SEM SEM SEM SEM

5°C 36,87+0,55°| 57,62+0,62% | 2,85+0,14° 2,65+0,13 @

40 °C 3661+0,67%| 57,46+0,76°% | 3,04%0,17° 2,87 +0,16 @

6.2 Experiment 2

6.2.1 Zjisté&ni mitochondrialni aktivity spermii pomoci priitokového cytometru

6.2.1.1 Porovnani barviv MitoTracker Deep Red™ & CellRox Deep Red™

V tabulce 13 je zndzornéno porovnani hodnocenych parametr (PMI, PMD, ACRD, PAD)
pomoci pratokové cytometrie pred i po rozmrazeni v zavislosti na pouZivani dvou rdznych
barviv MitoTracker Deep Red™ (MTR) a CellRox Deep Red™, a dvou rliznych fedidel Poultry
media (Extl) a Raptac (Ext2). Nejvyssi procentuadlni zastoupeni bunék s neposSkozenou
plazmatickou membranou (PMI) pted mrazenim bylo zjiSténo u redidla Poultry media (PM)
s hodnotou 82,71 % £ 0,04. Pfi poutziti fedidla Raptac byla PMI 75,43 % £ 0,12. Hodnoty PMI
po rozmrazeni byly nasledujici; PM - 61,94 % + 0,06 a Raptac - 62,61 % + 0,10).

Tabulka 13: Porovndni pridavku barviv MitoTracker Deep Red™ & CellRox Deep Red™ (MTR —
MitoTracker Deep Red™, Ext1BFR — Poultry media pfed mrazenim, Ext2BFR — Raptac pred
mrazenim, Ext1ITHW — Poultry media po rozmrazeni, Ext2THW — Raptac po rozmrazeni)

Ukazatel MTR CellRox

Ext1BFR Primér (%) £ SEM 88,45 + 0,01 88,24 + 0,01
Ext2BFR Primér (%) + SEM 80,30 +0,06 | 85,58+ 0,05
ExtITHWPrimeér (%) £ SEM 60,70 £ 0,07 64,09 £ 0,10
Ext2THW Primér (%) £ SEM 59,63 + 0,09 64,61+ 0,15
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Graf 2: Porovndni pridavku barviv MTR a CellRox na primérné hodnoty parametri s chybovymi
useckami, jako celkovd integrita plazmatické membrdny, poskozeni plazmatické membrdny,
poskozeni akrozomu a poskozeni akrozomu i plazmatické membrdny spermii, a s riznymi
fedidly (MTR - MitoTracker Deep Red™, Ext1BFR — Poultry media pred mrazenim +
kryoprotektant NMA, Ext2BFR — Raptac pred mrazenim + kryoprotektant NMA, Ext1THW —
Poultry media po rozmrazeni, Ext2THW — Raptac po rozmrazeni).
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Podle dvojvybérového t-testu nebyl prokazan statisticky vyznamny rozdil (p <0,05)
mezi prdméry hodnocenych parametrti (PMI, ACRD, PAD, PMD) v zavislosti na pouZivani dvou
rdznych barviv MitoTracker Deep Red™ a CellRox Deep Red™, a dvou rliznych fedidel Poultry
media a Raptac.

Z Grafu ¢. 3 lze soudit, Ze u kohohoutiho spermatu jsou zastoupeny obé cesty
mitochondridlniho metabolismu, protoZze namérené procentudlni zastoupeni barviv
MitoTracker Deep Red™ a CellRox Deep Red™ se neliSilo. Na hodnoty nemél vliv ani pridavek
rdzného redidla. Nase predbéziné vysledky naznacuji, Ze barvivo CellRox Deep Red™ znaci
mitochondrialni aktivitu stejné jako Mitotracker Deep Red™, a nemusi tudiz indikovat pouze
oxidacni stres. Pro potvrzeni nasich vysledk je tfeba provést vice pozorovani.
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7 Diskuze

Hodnoceni fukénich parametri spermii pomoci pritokového cytometru bylo provedeno
na kohoutich spermiich. Vtéto studii bylo pouZito €eské narodni plemeno Ceska zlata
kropenatd, které bylo vroce 1992 zafazeno do genovych zdroji CR. V roce 2020 bylo
evidovano na uzemi CR pouze 186 kus(. Tendence nardstajiciho po&tu v nasledujicich letech
je ale pfizniva.

Pro zachovani takovych genetickych zdrojli je nepostradatelné spravné redéni ejakulatu
a kryokonzervace, kterd se stale vylepsuje vyuzivanim novych kryoprotektantd, aby spermie
zGstala po rozmrazeni co nejvice Zivotaschopna a co nejméné poskozena. Pocet oplodnéné
dribeze, kterd se inseminovala mrazenym spermatem, je oproti Cerstvému spermatu
dramaticky nizsi. Zfejmé dodnes neexistuji standardizované protokoly pro kryokonzervaci
kohoutich spermii.

Kohouti, vSeobecné ptaci, spermie se od savéich spermii znacné odliSuji, a jsou tak
nachylnéjsi k poskozeni béhem procesu kryokonzervace. Proto je cely proces obtiznéjsi
a citlivéjsi na pripadné chyby v mrazicich postupech. Hlavicka spermie u drlibeZe je Uzka
a obsahuje malé mnozstvi cytoplazmy, bicik je delSi a uzsi oproti jinym druhim, a to velmi
ztéZuje pohyblivost spermii v kryoprotektivnich tekutindch, a vede zejména k posSkozeni
mitochondrii ve stfedni ¢asti (Saleh Mohammad et al. 2021).

V experimentu 1 byla porovndvéna tfi redidla v kombinaci s pfidavkem 9 % NMA, a jejich
vliv na funkéni parametry spermii. Nejen fedidla a kryoprotektant NMA hraly roli
ve vyhodnocovani parametrd, ale i odbérovy den. Byly pozorovany znacné odchylky
v porovnani jednotlivych odbérovych dnli a hodnocenych parametrech.

Pro kryokonzervaci semene drlibeze se v soucasnosti pouzivd mnoho redidel, jako je
napf. Lake and Ravie (LR), BHSV, Beltsville a EK. VétSina fedidel se skldda z fosforecnanu
draselného, glutamatu sodného, fruktdzy a octanu sodného kromé jinych pufra a soli. Existuji
také nékterd komercné dostupnd fedidla, véetné Poultry media® bez antibiotik, Raptac®
a NeXcell® (Zong et al. 2023). Vyhoda komercné dostupnych rfedidel Poultry media®, Raptac®
a NeXcell® se projevuje pfi manipulaci vlaboratofi a zaroven v jejich dobré cenové
dostupnosti. V experimentu 1 byl porovnavan vliv fedidel Poultry media®, Raptac® a NeXcell®
na parametry spermii po rozmrazeni. Predpokladalo se, Ze fedidlo NeXcell® dospéje
k nejlepsim vysledkiim, protoZe obsahuje zdroven i antioxidanty. Navzdory ocekdvani mél
v experimentu nejhorsi vysledky, a tak se s hodnotami 3,83 + 2,41 statisticky vyznamné lisil
od Fedidel Poultry media® a Raptac®. Redidla Poultry media® a Raptac® mezi sebou neméla
statisticky vyznamné rozdily.

Dle Zong et al. (2023) byva kohouti ejakulat fedén v poméru 1:1 az 1:4, a studie mezi
sebou neprokazuiji statisticky vyznamné rozdily. V tomto vyzkumu byl ejakuldt fedén v poméru
1:15, nebot neprobéhla Zadn4d studie s timto pomérem fedéni.

Nejvhodnéjsi kryoprotektiva u kohoutich spermii jsou glycerol, dimethylacetamid (DMA)
a NMA. Vysledky rGznych studii poukazovaly na to, Ze pouziti NMA vykazovalo vyssi miru
plodnosti oproti vyuziti DMA. Ve studii Pérez-Marin et al. (2019) presto bylo prokazano,
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Ze pridanim 9 % NMA do fedidla se celkova integrita plazmatické membrany a motilita spermii
zhorsila. Zaniboni et al. (2022) ve své studii porovnavali DMA a NMA mezi sebou, a dosli
k zavéru, Ze DMA bylo nejefektivnéjsi pfi koncentraci 6 %, zato NMA vykazovalo lepsi vysledky
pfi koncentraci 2 %. NMA i DMA ovsem vykazovaly podobny pozitivni ucinek na kvalitu
kryokonzervovaného spermatu. Dle Mosca et al. (2019) Ize kryoprotektanty pouZit v rdznych
koncentracich. V porovndni 6 % a 9 % se pfi 6 % zlepsila kvalita pohybu spermii, ale zaroven
byla negativné ovlivnéna Zivotaschopnost spermii. Ve studii Miranda et al. (2017) bylo
zjisténo, ze pridanim 9 % NMA do ejakuldtu a naslednym rozmrazenim pfi 5 °C se zlepSuje
motilita po rozmrazeni. Zaroven bylo prokazano, Ze teplota 5 °C je pfiznivéjsi pro rozmrazeni
spermii nez 37 °C. Ve studii Pranay Kumar et al. (2018) byly porovnavany tfi rizné koncentrace
(6%, 9%, 12 %) NMA a zjistilo se, Ze pfi 9 % koncentraci bylo 38 % spermii viabilnich, zatimco
pfi 12 % koncentraci bylo pouze 17 % spermii viabilnich. Dle ostatnich studii (Ehling et al. 2012)
Ize také pozorovat zménu plodnosti pfi pouziti NMA u rGznych plemen kurat. Vyzkum Sasaki
et al. (2010) byl velmi podobny nasemu vyzkumu. K nafredénému spermatu, po ekvilibraci pfi
5 °C, bylo pfiddno v poméru 1:1 NMA, a kone¢nd koncentrace méla 9 %. Lihnivost z tohoto
experimentu byla pres 90 %.

Ve studii Hanzawa et al. (2010) byly porovnavany NMA (N-methylacetamid), DMF
(dimethylformamid), DMA (dimethylacetamid) a DMSO (dimethylsulfoxide), a rozmrazeni
probihalo pfi 5 °C. Vysledkem celého experimentu bylo, Ze plodnost spermatu byla mnohem
vySSi u spermii s kryoporektantem NMA neZ u ostatnich.

Na zakladé takovych vysledku rGznych studii byl ve vyzkumu pouzit kryoprotektant NMA
s koncentraci 9 %.

V nasem vyzkumu byl také porovnavan vliv dvou riznych teplot (5 °C a 40 °C) na funkéni
parametry spermii po rozmrazeni. Teplota 40 °C je spermiim fyziologicky blizsi, protoze
pfipomina teplotu uvnitf slepice, do kterého bezprostfedné po inseminaci vstupuji. Teplota
5 °C byla nastavena jako kontrolni. Po rozmrazeni se spermie ekvilibrovaly v obou teplotach
po dobu 30 minut. Vysledkem pokusu bylo, Ze na rozdil od vySe zminéného vyzkumu Miranda
et al. (2017) neexistuje statisticky vyznamny rozdil mezi teplotami. Velmi dulezity aspekt je
samoziejmé i lidskd kompetence a duslednost v provadéni experimentld. Nejpresnéji
se mohou razné experimenty a odbérové dny jednotlivych experiment(i porovnavat, pokud je
zpracovava vidy jeden védéc nebo védécky tym, ktery na vSech experimentech pracuje
se stejnou preciznosti.

V Experimentu 2 byla porovnavana dvé barviva pro pratokovou cytometrii mezi sebou.
Jednalo se o MitoTracker Deep Red™ a CellRox Deep Red™, kterd obé plisobi v mitochondriich.
MitoTracker znazornuje mitochondridlni membranovy potencial a CellRox indikuje reaktivni
formy kysliku. Experiment Plaza Davila et al. (2015) naznacuje, Ze fluorescencni barvivo
CellRox identifikuje predevsim superoxid, a Ze produkce superoxidu muzZe odrazet spise
intenzivni mitochondridlni aktivitu nez oxidacni stres. Podobnych vysledkd bylo dosazeno
i v této praci, kdy byly u obou pouzitych barev naméreny hodnoty, které se od sebe vzdjemné
statisticky neliSily. Je tedy pravdépodobné, Ze CellRox barvi spiSe viabilni bunky s aktivnimi
mitochondriemi, nez buriky s oxidativnim poskozenim.
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8 Zaveér

Cilem této prace bylo posouzeni kvality spermatickych bunék hodnocenim jejich
funkcnich parametrli pomoci pritokové cytometrie, vytvoreni ucelené reserSe o vyhodach
pratokové cytometrie v praxi, a porovnani cytometrie s metodou CASA (Computer Assisted
Sperm Analysis). V ramci diplomové prace byl ziskan ejakulat kohout(, ktery byl analyzovan
jak pristrojem CASA, tak pratokovym cytometrem. Pro experiment bylo zvoleno plvodni ¢eské
plemeno Ceska slepice zlata kropenatd, které je fazeno mezi genetické zdroje.

V ramci prvniho experimentu byly porovnavany funkéni parametry spermii pfi pouZziti tri
rdznych komeréné dostupnych redidel (Poultry media®, Raptac® a NeXcell®). V rdmci pokusu
byla hodnocena celkova motilita pfed mrazenim i po rozmrazeni, integrita plazmatické
membrany, poskozeni plazmatické membrany, poskozeni akrozomu a poskozeni
cytoplazmatické membrany i akrozomu. Z nasich vysledkl vyplyva, Ze nejlepSich hodnot bylo
dosaZzeno pfi pouziti fedidel Poultry media® a Raptac®. Oproti nim nejhorsich vysledkd
bylo dosaZzeno pfi pouziti fedidla NeXcell®.

Druhy experiment byl zaméren na barviva, ktera se béiné pouzivaji pro hodnoceni
kvality spermii v pritokové cytometrii - MitoTracker Deep Red™ a CellRox Deep Red™.
MitoTracker poukazuje na mitochondridlni membranovy potencial a CellRox detekuje
reaktivni formy kysliku. V naSem vyzkumu bylo dosazeno numericky podobnych vysledki
(vCetné statisticky neprtkazného rozdilu), coz znadi, Ze obé testovana barviva jsou potencialné
schopna detekovat mitochondridlni aktivitu.

Na zavér je mozno fici, Ze idedlni a v praxi plné vyuzitelny protokol pro kryokonzervaci
kohoutich spermii doposud nebyl sestaven. Pro =zajisténi rychlejSiho a ekonomicky
vyhodnéjsiho zlepSovani genetického zisku diky kryokonzervaci a umélé inseminaci dribeze je
proto dulezité i naddle pokracovat ve vyzkumu a sestavovani mrazicich protokoll, prinaset
nové inovace zajistujici lepsi preZitelnost a oplozenischopnost spermii po rozmrazeni.

Cilem této prace bylo prokazat hypotézu, Ze |Ize detekovat priakazné rozdily ve funkénich
parametrech spermii vinseminacnich davkach hospodarskych zvifat po rozmrazeni pomoci
pratokové cytometrie ve vztahu k typu zvoleného redidla a kryoprotektivniho agens. Tuto
hypotézu lze na zakladé nasich vysledk( potvrdit, jelikoZ se parametry pfi pouzivani rdznych
fedidel mezi sebou liSily, a je to zjistiteIné pravé na zdkladé pratokové cytometrie. Z naseho
vyzkumu vyplyva, Ze nejlepsi hodnoty méla fedidla Raptac® a Poultry media® v porovnani
k fedidlu NeXcell®, které se od obou fedidel statisticky vyznamné liSilo, a Ze prltokova
cytometrie je spolehlivy ndstroj na hodnoceni parametrl u spermatickych bunék.
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