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Moznosti zvySeni fertiliza¢ni schopnosti inseminacnich
davek vyrobenych pro ucel umélé inseminace ovci

Souhrn

Cilem diplomové prace bylo na zakladé dostupné literatury definovat specifické latky,
které mély pozitivni vliv na motilitu spermatickych buné€k, byly testovany u jinych druht
hospodarskych zvitat nebo clovéka a otestovat tyto latky v experimentalnim modelu beraniho
ejakulatu.

V této praci byl testovanou latkou inhibitor fosfodiesterazy ibudilast. Pracovni roztok
se pripravil rozfedénim této latky v DMSO. Vznikla tak koncentrace 100 mM.

Ejakulat se ziskal od Ctyf beranti plemene valasska ovce. Pro vyrobu vzorku se vzdy
pouzil odbér plemenika, ktery spliioval vSechny pozadavky na minimalni kvalitu ejakulatu.
Ejakulat byl nésledné fedén tfedidlem OptiXcell, a poté se sperma rozdé€lilo do zkumavek.
K prvnim tfem vzorkim byly pfidany tfi rozdilné objemy ibudilastu, roziedéného v DMSO
(0,5, 1, 2 ul). Finalni koncentrace testovaného enhanceru motility byly v téchto objemech 50,
100 a 200 uM. K dalsim tfem vzorkim se pfidaly tfi rozdilné objemy Cistého DMSO, které
odpovidaly objemam ibudilastu s DMSO (0,5, 1, 2 ul). Ve vzorcich tak vznikla 0,05, 0,1 a 0,2%
koncentrace DMSO. Posledni vzorek byl kontrolni, tedy bez pfidanych latek. Po naplnéni do
pejet probihala 2 hodiny ekvilibrace, a poté se vzorky zmrazily. Po rozmrazeni ve vodni lazni
probihala analyza pomoci systému pro hodnoceni motility CASA ve dvou €asech, a to ihned po
rozmrazeni a 3 hodiny od zacatku rozmrazovani.

Pozitivni vliv na celkovou a progresivni motilitu (p<0,05) mél v obou méfenych casech
DMSO o koncentraci 0,05 %, ve srovnani s 50 uM ibudilastem a kontrolou. U koncentraci
DMSO 0,1 a 0,2 % se statisticky vyznamny vliv na celkovou a progresivni motilitu projevil
pouze v case 3 hodiny od zacatku rozmrazovani. Vysledky zde ukazuji na uc¢innou
kryoprotektivni i antioxida¢ni ochranu DMSO, ktera se projevuje pii nizkych koncentracich.

Ibudilast o koncentraci 50 uM pozitivné ovlivnil celkovou motilitu (p<0,05) v Case
meéteni 3 hodiny od rozmrazeni oproti kontrole. Tento jev byl pozorovan i u 100 a 200 pM.
Vliv na progresivni motilitu ve srovnani s kontrolou nebyl statisticky prokazan (p>0,05).
Vysledky dale ukazuji dobré ptisobeni ibudilastu na kinematické parametry motility a linearni
pohyb. Zde byl prokazan statisticky vyznamny pozitivni vliv (p<0,05) na zvySeni rychlosti
téchto parametri u vSech tii konec¢nych koncentraci (50, 100, 200 uM) v case ihned po
rozmrazeni. Méfeni po 3 hodinach od rozmrazeni nepotvrdilo statisticky vyznamny rozdil mezi
témito tfemi variantami ibudilastu a variantami DMSO, 1 kontrolou (p>0,05). Pro zrychleni
pohybu spermii, tedy hyperaktivaci, je dualezité zvySeni hladiny cAMP. Inhibitory
fosfodiesterazy blokuji hydrolyzu cAMP, ¢imz jeho hladina roste. To potvrzuji 1 vysledky nasi
prace, kdy ibudilast prikazné zvysil hodnoty kinematickych parametrt, tzn. primérnou
rychlost drahy, kiivo€arou rychlost a linearni rychlost (um/s) u beranich spermii.

Diky témto vysledkim mame predpoklady pro zlepsSeni kvality inseminacnich davek a
tim 1 fertilizacni schopnosti. Je vSak vhodné tyto predpoklady ovéfit in vivo, metodou polniho
testu.

Klic¢ova slova: beran, motilita, spermie, CASA, enhancer motility



Possibilities of increasing the fertilization capacity of
insemination doses produced for the purpose of artificial
insemination of sheep

Summary

The aim of the diploma thesis was to define, specific substances that had a positive
effect on the motility of sperm cells, were tested in other species of livestock or humans, and to
test these substances in an experimental model of ram ejaculate.

The tested substance was the phosphodiesterase inhibitor ibudilast. The working
solution was prepared by diluting this substance in DMSO. This resulted in a concentration of
100 mM.

The ejaculate was collected from four rams of the wallachian sheep. We always used
the collection of semen, which met all the requirements for the minimum quality of the ejaculate
for the production of samples. The ejaculate was diluted by OptiXcell diluent, and then the
sperm were separated into tubes. Three different volumes of ibudilast diluted in DMSO (0.5, 1,
2 ul) were added to the first three samples. The final concentrations of the tested motility
enhancer in these volumes were 50, 100 and 200 uM. Three different volumes of pure DMSO
were added to the other three samples, corresponding to the volumes of ibudilast with DMSO
(0,5, 1, 2 pul). This resulted in 0,05, 0.1 and 0,2% DMSO concentrations in the samples. The
last sample was a control, i.e. without added substances. Equilibration took place for 2 hours,
and then the samples were frozen. Analysis was performed using the CASA motility assessment
system at two times, immediately after thawing and 3 hours after the start of thawing.

DMSO at a concentration of 0,05% had a positive effect on motility and progressive
motility (p<0,05) at both measured times, compared to 50 uM ibudilast and the control. DMSO
concentrations of 0,1 and 0,2%, was manifested statistically significant effect on total and
progressive motility only within 3 hours from the start of thawing. The results here show the
effective cryoprotective and antioxidant protection of DMSO, which is manifested at low
concentrations

The results further show a good effect of ibudilast on the kinematic parameters of
motility and linear movement. Here is a statistically significant positive effect (p<0,05). The
high level of cAMP is important for hyperactivation of sperm motility. Phosphodiesterase
inhibitors block the hydrolysis of cAMP. This is also confirmed by the results of our work,
when ibudilast significantly increased the values of kinematic parameters, i.e. average
trajectory velocity, curvilinear velocity and linear velocity (um/s) in ram spermatozoa.

Thanks to these results, we have the prerequisites for improving the quality of
insemination doses. However, it is advisable to verify these assumptions in vivo, using the field
test method.

Keywords: ram, motility, sperm, CASA, motility enhancer
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1 Uvod

Dnes je béznou soucasti managementu reprodukce hospodarskych zvifat uméla
inseminace. Ta ma mnoho vyhod, mezi které mizeme zaradit maximalni vyuziti geneticky
kvalitnich plemenikd. Snizuje se také riziko pfenosu mnohych onemocnéni a pieprava, ktera je
pro zvifata stresujici. Soucasti umelé inseminace se stala kryokonzervace pohlavnich bunék.
Diky kryokonzervaci se daji inseminacni davky dovazet a vyvazet, coz umoziuje i pristup
k novym plementim.

Kryokonzervované pohlavni butiky se mohou dlouhodobé skladovat a maji neomezenou
dobu zivotnosti. Toho se vyuziva i pii tvorbé genetickych zdroji, které jsou dulezité pro
zachovani puvodnich plemen, jez jsou cennym zdrojem gend. Z plemen ovci byla do
genetickych zdrojo Ceské republiky zafazena sumavska a valaiska ovce, ktera mé historicky a
kulturni vyznam. Vyuziva se pro adrzbu a obnovu horskych pastvin (Milerski 2019).

Proces zmrazovani vSak butiky poSkozuje. NaruSeni spermatickych bunék se projevuje
snizenou motilitou a vitalitou, coz ma v konecném dusledku negativni vliv na fertiliza¢ni
schopnost. Jako ucinna ochrana pred tvorbou ledovych krystalG se v rutinni praxi vyuzivaji
razné druhy kryoprotektiv.

JelikoZ je progresivni motilita velmi dalezitym parametrem pro uspésné oplodnéni,
testuji se rizné druhy latek, které maji za ukol tuto vlastnost spermie udrzet a podpofit. Ukazalo
se, ze tyto schopnosti maji i latky, které mohou byt soucasti fedidel jako antioxida¢ni ochrana.
Jsou to naptiklad esencialni oleje rostlin Rosmarinus officinalis nebo Moringa oleifera (Shokry
et al. 2021). Schopnost zvySovat motilitu ma i hormon epifyzy melatonin (Zhu et al. 2019).

Mezi testované zesilovace motility se fadi rizné organické slouCeniny a jejich smési,
jako je napftiklad penicilamin, ¢i hypotaurin (El-Shahat et al. 2017) nebo rostlinné flavinoidy,
jako je scutellarin (Sun et al. 2022). Pozitivni vliv na motilitu mohou mit i rastové faktory
(Asimakopoulos et al. 2021). Jako nejucinnéjsi se zatim jevi latky, které patfi do skupiny
inhibitort fosfodiesteraz (Gruber et al. 2022). Pouziti latek, které zvySuji motilitu miize umoznit
detekci zivotaschopnych spermii, a tim zvy§it uspéSnost oplodnéni.
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Predpokladame, ze nékteré chemické latky maji schopnost ovliviiovat motilitu beranich
spermatickych bunék, tudiz mohou byt pfidany jako aditiva k fedidlu za tcelem zlepSeni
fertilizacni schopnosti inseminacnich davek. U nékterych téchto chemickych latek bylo jiz
dfive prokazano, ze zrychluji pohyb spermatickych bunek riznych druhd hospodarskych zvirat
a Clovéka. Je-li jednim z nejdilezit€jSich parametrt kvality spermatickych bunék pohyblivost,
tak je otazkou, zda jsme tento parametr schopni pozitivne€ ovlivnit, a tim zlep§it fertilizacni
schopnost.

Cilem diplomové prace bylo definovat na zadkladé dostupné literatury specifické latky,
které jiz byly pouzity za ucelem zrychleni motility spermatickych bunék u jinych druht
hospodarskych zvitat nebo Clovéka a otestovat tyto latky v experimentalnim modelu beraniho
ejakulatu.
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3 Literarni reSerse

3.1 Fyziologie fertilizace

Migrace spermii v samici pohlavni soustavé je vysoce selektivni proces, ktery zacina v
dobé ejakulace (Mahé et al. 2021). Kratce po koitu dochézi ke koagulaci ejakulatu, coz docasné
omezuje pohyb spermii a jejich postup do dals§i ¢asti samiCi pohlavni soustavy. Béhem
nasledujicich 20 az 30 minut proteolyticky enzym, ktery je produkovany prostatou, srazeninu
postupné zkapalni a umozni spermiim migraci do cervikalniho hlenu (Brannigan & Lipshultz
2008).

Z miliont az miliard dorazi na misto oplodnéni méné nez 100 spermii. V této selekci
hraje rozhodujici roli d€lozni kréek (Sakkas et al. 2015). Transport spermii z pochvy pies
délozni kréek ovliviiuji vlastnosti cervikalniho hlenu, konkrétné mnozstvi a viskozita. Jeho
slozeni se v prubéhu reprodukéniho cyklu méni. Cervikalni hlen ve folikularni fazi obsahuje
méne bilkovin (Maddison et al. 2016), coz usnadiiuje transport spermii s progresivnim
pohybem a normalni morfologii (Fair et al. 2019).

V déloze spermie prichazi do kontaktu s délozni tekutinou a epitelialnimi butikami
endometria. Ty, které jsou mrtvé a abnormalné vyvinuté se z délohy odstrariuji diky déloznim
kontrakcim (Saint-Dizier et al. 2020). Po migraci délohou jsou spermie masivné zadrzovany
v uterotubalnim spojeni, tj. spojeni mezi vejcovodem a délohou, které lze povazovat jako
druhou hlavni selektivni bariéru za déloznim ¢ipkem. Druart et al. (2009) pozoroval 4 hodiny
po inseminaci ovci rostouci pocet spermii od d€loznich rohtt smérem k uterotubalnim spojenim.
Ve vejcovodech byl v§ak zaznamenan prudky pokles. U hospodatskych zvirat jsou selektivni
mechanismy uterotubalniho spojeni stale do znacné miry neznamé (Mahé et al. 2021). Obecné
plati, ze pfes toto spojeni prochazi jen spermie, které maji normalni pohyblivost a specifické
povrchové molekularni vlastnosti (Saint — Dizer et al. 2020).

Béhem své cesty vejcovodem se spermie dostavaji do kontaktu s jeho epitelialnimi
burikami, na které se n€které z nich vazou a tvoii tak oviduktalni rezervoar. Dale pfichazi do
kontaktu se secernovanymi proteiny a extracelularnimi vezikuly. To je nejen dilezité pro
ziskani schopnosti oplodnéni v procesu kapacitace, ale také ke snizeni poctu oplodnéni
schopnych spermii (Mahé et al. 2021).

Utero-tubal
Junction

Isthmus Ampulla

Muscles contractions *esscesssssscssssssssans s

Obrizek 1: Schématické zndzornéni migrace spermii v samici reprodukcni soustavé — (UTJ)
priichod spermii s normalni pohyblivosti, (Isthmus) ziiZeny iisek vejcovodu, kde se
tvori rezervoar spermii, dochazi ke kapacitaci, (Ampulla) dochdzi k oplodnéni
(Mahé et al. 2021)
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3.1.1 Kapacitace

Prvni dulezity objev, tykajici se fertilizace savca, prisel pomoci experimenti s umélym
oplodnénim. Bylo zjisténo, Ze spermie musi stravit urcitou dobu v sami¢im reprodukénim
ustroji, nez je schopna proniknou do vajicka. Tento jev se nazyva kapacitace. Jedna se o
fyziologické zmeény, které savCi spermie musi pro uspéSnost oplodnéni podstoupit (Austin
1952; Chang 1959).

Proces kapacitace muze byt také napodoben in vitro pomoci specifickych médii, ktera
tento proces stimuluji. Za prvé dochazi k destabilizaci plazmatické membrany zménou
usporadani fosfolipidi (de Vries et al. 2003) a redistribuci cholesterolu do apikalni ¢asti
hlavic¢ky spermie. Cholesterol je poté aktivné transportovan pry¢ z plazmatické membrany a ta
se stava fluidnéjsi (tekut€jsi). Tento proces je pro oplodnéni nezbytny (Flesch et al. 2001).

Dochéazi také k hyperaktivaci motility spermii. Hyperaktivace je zavisla na zvySeni
koncentrace intracelularniho vapniku, ktery vstupuje pres specifické kanaly, které jsou
primarné funk¢ni v hlavni ¢asti biciku (Q1 et al. 2007). Tento pohyb je zasadni pro napomahani
uvolniovani spermii z oviduktalniho rezervoaru a pronikani skrz expandovany kumul a zénu
pellucidu oocytu. Po kontaktu se zonou pellucidou dochazi k akrozomalni reakci (Ickowicz et
al. 2012).

3.1.2 Faze fertilizace

3.1.2.1 Faze prvni — penetrace cumulu oophoru a corona radiata

Spermie, které prosly kapacitaci, jsou schopné pomoci enzymu hyaluronidazy prekonat
granuldzni buriky, které ve folikulu tésné obklopuji vajicko a pred ovulaci produkuji velké
mnozstvi kyseliny hyaluronové, diky které vznikd rozsahla extracelularni matrix, tzv.
expandovany kumul (Sadler & Langman 2010). Corona radiata je skupina kumularnich bunék,
které jsou v tésné blizkosti oocytu a komunikuji s nim pomoci mezibunécnych spoji (Randy
2021).

3.1.2.2 Faze druha — penetrace zona pellucida

Zona pellucida je obal vajicka s vlaknitou houbovitou strukturou. Zakladnimi slozkami
zony pellucidy jsou tfi glykoproteiny. Jedna se 0o ZP1, ZP2 a ZP3 (Harris et al. 1994). U ¢lovéka,
makaku, krys a domacich kocek byl dale detekovan Ctvrty glykoprotein ZP4 (Bhakta et al.
2019). V prubéhu oplodnéni se tyto glykoproteiny podileji na rozpoznavani a vazbé gamet a
pusobi jako ligandy pro specifické receptory spermii (Jaworska — Adamu et al. 2022).
Receptory, které nesou spermie, jsou proteinové komplexy, sestavené béhem kapacitace
(Redgrove et al. 2011).

Oligosacharidové postranni fetézce glykoproteinu ZP3 jsou zodpovédné za primarni
vazbu na spermie. Tento proces spousti akrozomalni reakci spermie (Gupta et al. 2021). Kromé
ZP3 se na akrozom spermie vaze také glykoprotein ZP4 (Prasad et al. 2000). ZP2 umoziuje
udrzeni spermii na zoné pellucidé a glykoprotein ZP1 vzajemné propojuje ZP2 a ZP3
(Hoodbhoy & Dean 2004).
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Glykoproteiny také hraji vyznamnou roli v raném vyvoji embrya. Zona pellucida
obklopuje vyvijejici se embryo az do implantace do délohy. Obecné se tedy ma za to, ze se
podili na vyvoji blastocysty a brani implantaci embrya do vejcovodu (Wassarman & Litscher
2008).

Fertilni sam¢i ejakulat obsahuje miliony spermii, z nichz pouze 14 % pohyblivych
spermii je schopno vazat se na zonu pellucidu (Liu et al. 2003). Leung et al. (2023) ve své studii
dale poukazali na fakt, Ze spermie, které se navazaly na zonu pellucidu mely vyrazné vyssi
uroveinl normalni morfologie, integrity DNA a integrity chromatinu ve srovnani s nenavazanymi
spermiemi. Toto pozorovani naznacuje, ze zona pellucida selektivné interaguje se spermiemi,
které maji vysokou schopnost oplodnéni.

3.1.2.2.1 Akrozomalni reakce

Sav¢i akrozom je sekreCni vacek, pfipojeny k jadru spermie. Jeho biogeneze zacina
béhem meidzy a trva cely proces spermiogeneze, tj. morfologické a biochemické zmeény,
kterymi haploidni spermatidy prochézeji od svého vzniku, az po jejich pfeménu ve spermie
(Moreno 2022).

Akrozom obsahuje hydrolytické enzymy, které se pii akrozomalni reakci uvoltiuji do
extracelularniho prostiedi. V jeho nitru se dale hromadi vapenaté ionty (Darszon et al. 2011).

K vyvolani akrozomalni reakce dochéazi po navazani spermie na zonu pellucidu oocytu,
nebo jiz mezi kumularnimi burikami, které tvoti buné¢nou masu kolem oocytu (Jin et al. 2011).
Béhem reakce dochazi k fiizi vnéjsi akrozomalni membrany a plazmatické membrany spermie.
Po splynuti obou membran se obsah akrozomu vyléva do extracelularniho prostiedi spermie
(Avella & Dean 2011). Proteolytické enzymy (jako je napf. akrozin) degraduji
glykoproteinovou vrstvu zona pellucida a nasledné dochazi ke kontaktu mezi spermii a oolemou
(obalem oocytu). Tim dochazi k oplodnéni (Ickowicz et al. 2012). Bylo prokazano, ze
akrozomalni reakce je nezbytny proces, vedouci k oplodnéni vajicka a naruSeni tohoto procesu
vede k sam¢i neplodnosti (Yanagimachi 2022).

3.1.2.3 Faze treti — fuze oocytu a spermie

V této konecné fazi dochazi k adhezi obou bunék. Hlavicka i bicik spermie pronikaji do
oocytu, ale plazmaticka membrana spermie zlstava vn¢ (Sadler & Langman 2010).

3.1.2.3.1 Reakce zony pellucidy

V dasledku fuze spermie s oolemou dochazi k polyspermickému bloku, ktery brani
proniknuti dalsi spermie a vzniku tzv. polyspermie. K tomuto jevu dochazi jak na Grovni zona
pellucida, tak na trovni oocytu (Bukowska et al. 2014).

Po kontaktu spermie s oolemou dochézi ke kortikalni reakci. Oocyt zacne uvolilovat
kortikalni granula, ktera fizuji s oolemou a do perizloutkového prostoru se exocytézou uvoliu;ji
enzymy, jako jsou proteazy, glykosidazy, peroxidaza, kysela fosfataza, dale pak lektiny a zinek
(Fahrenkamp et al. 2020). Tyto enzymy poté modifikuji glykoproteiny zony pellucidy. U ZP3
se vlivem glykosidazy méni struktura oligosacharidovych fetézct, ZP2 je St€pen proteinazami,
coz brani uchyceni dal§ich spermii na zonu pellucidu (Jaworska — Adamu et al. 2022). Po téchto
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enzymatickych modifikacich zona pellucida ztvrdne a ztraci své ligandové vlastnosti pro
receptory spermii (Wassarman & Litscher 2008).

Dale dochazi k obnoveni druhého meiotického déleni a vytvoreni samiciho prvojadra.
Hlavicka spermie se priblizuje k sami¢imu prvojadru, vytvaii samci prvojadro a bicik
degeneruje (Sadler & Langman 2010).

3.2 Moznosti inseminace ovci

3.2.1 Zakladni charakteristiky reprodukce ovci

Ovce pohlavné dospivaji ve véku 5 az 8 mésicu. Jehnice a beranky mizeme poprvé
pouzit k plemenitbé ve véku 10 az 12 mésicu (Liu & Ott 2018).

Vétsina plemen ovci je sezonné polyestricka. To znamena, ze obdobi rozmnozovani je
fizeno roéni dobou a délkou svételné periody. Rije se tedy dostavuje aZ po zkraceni svételného
dne. Jeji nastup dale ovliviiuje vyziva, plemenna piislusnost, nebo nadmoiska vyska (Page &
Hamer 2017). Délka pohlavniho cyklu trva 21 dni (primémé 17,5 dne). Rije je dlouha 20 — 48
hodin a k ovulaci dochéazi po konci fije. Bfezost trva primérné 147 dni (Dunlap 2018).
Anestrus, tedy klidové obdobi, zacina v mirném pasmu v poloviné bfezna a konci koncem
cervence nebo zaCatkem srpna. Vyznacuje se absenci ovulace a sexualniho chovani (Hristova
2007).

Berani maji celorocni spermiogenezi. Mnozstvi a kvalita semene se vSak v priabéhu roku
meéni, coz by mélo byt respektovano i pfi inseminaci mrazenym spermatem (Liu & Ott 2018).

V chovatelské praxi se u ovci uplatiiuji dva zpusoby zapousténi, a to pfirozena
plemenitba a uméla inseminace (Bancheva et al. 2021).

3.2.2 Prirozena plemenitba

V ramci pfirozené plemenitby mizeme zapousténi ovci délit na volné, skupinové,
harémové a individualni. Ovce v fiji mohou byt zjistovany pomoci prubife, tedy mladého
pohlavné aktivniho berana, kterému je, naptiklad pomoci vazektomie, znemoznéno oplodnéni
(Page & Hamer 2017).

Nevyhodou této metody je rychlé vyCerpani plemenika a nizsi pocet zapusténych ovci
(obvykle 30 — 40 ovci na berana). Dale nezname presny termin inseminace a puvod potomstva.
Také se zkracuje doba vyuziti chovného berana, ktery se musi jednou za dva roky vyménit, aby
prenosnych chorob (Tyankov et al. 2000).

Jedna se vSak o levnéj$i a jednodussi metodu na provedeni. Neni potieba zadné specialni
vybaveni, ani vySkoleni specialisté. Pro zvifata je tato metoda minimalné stresové narocna a
dosahuje se pti ni vyssi plodnosti (Baruselli et al. 2018).

3.2.3 Uméla inseminace

Umela inseminace je velmi dulezitym postupem v reprodukci hospodarskych zvifat a
diky kryokonzervaci inseminacnich davek umoziuje vstup novych cizich plemen (Casali et al.
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2017). Jde o zakladni biotechnologickou metodou, kterou 1ze dosdhnout rychlého genetického
pokroku s vyuzitim omezeného pocCtu elitnich plemenikt (Alvares et al. 2015).

Pfi umélé inseminaci se vyuziva Cerstvé, chlazené, nebo zmrazené sperma (Cueto &
Gibbons 2010). Podle mista aplikace insemina¢ni davky se inseminace déli na intravaginalni,
intracervikalni a intrauterinni. Pfi intravaginalni, ¢i intracervikalni metodé se vyuziva
inseminace Cerstvym, nebo chlazenym spermatem. U intrauterinni metody se da vyuzit
inseminace ¢erstvym, chlazenym, ¢i rozmrazenym spermatem (Liu & Ott 2018). Nevyhodou je
drazsi, obtiznéjsi aplikace, ktera vyzaduje specialni vybaveni a kvalifikovaného odbornika. Pro
zvifata je tato metoda vice stresujici. Kryokonzervace také snizuje pohyblivost a
zivotaschopnost spermii (Bancheva et al. 2021).

Mezi vyhody této metody se fadi maximalni vyuziti vysoce produktivnich samci a
prenos jejich cennych dédi¢nych vlastnosti na velky pocet potomki. Snizuje se riziko pfenosu
infek¢nich, parazitarnich a pohlavnich chorob. Je zndm datum inseminace a uplatiiuje se zde
individualni vybér rodi¢t. Kryokonzervace také umoziuje dlouhodobé skladovani a transport
spermii (Amiridis & Cseh, 2012).

3.2.4 Ovliviiovani a regulace pohlavniho cyklu

Mezi tyto metody miizeme zaradit:

o ,.flushing“ neboli stimulace plodnosti vyzivou je kratkodobé zvysSeni krmné davky
pred zapusténim (krmny $ok), zlepsi se tak kondice ovci, coz ma pfiznivy vliv na
ovulaéni aktivitu (Page & Hamer 2017),

e regulaci svételného rezimu, kdy ke stimulaci pohlavni aktivity dojde zvySenym
vylucovanim gonadotropint hypofyzou, ktera reaguje na snizeny pfistup svétla,

e berani efekt, kdy pfitomnost (vazektomovanych) berani ve stadé urychluje nastup
pohlavni aktivity — pfes zvukové, sluchové a Cichové vjemy se stimuluje ovulace a
estralni aktivita (Schoenian 2016).

3.2.4.1 Synchronizace fije

Synchronizace fije znamend vyvolani plodné fije najednou u vétsiho poctu plemenic.
Nejvice se vyuziva v umélé inseminaci, ale lze ji pouzit i u pfirozené plemenitby (Bancheva et
al. 2021). Zakladem metod regulace reprodukc¢nich funkci je pouziti hormonalnich prostredku
(Skliarov et al. 2021). Nejvhodné&jsi jsou syntetické gestageny (latky funkéné shodné
s progesteronem, coz je hormon zlutého téliska), které blokuji vylu€ovani hypofyzarnich
hormont fidicich funkci vaje¢nika. Hladina gestagenti v organismu odpovida stavu sekrecni
faze zlutého téliska. Po jejich vysazeni dochazi k hromadné fiji, ktera se dostavuje za 4 az 7
dna (Page & Hamer 2017). Pro aplikaci gestagenti se nejCastéji pouzivaji poSevni tampony
(Skliarov et al. 2021).
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3.3 Vyroba a uchovavani inseminacnich davek

3.3.1 Odbér spermatu

Odbér spermatu se nejcastéji provadi pomoci umélé vaginy. Dale se také muze vyuZit
elektroejakulace zavedenim sondy do konec¢niku, ¢i odbér z nadvarlete (Ehling et al. 2006).
Uspé&sné odebrani ejakulatu do umélé vaginy zalei na zkuSenostech zvifete a jeho schopnosti
pfizpusobit se metodé. Proto by se na tuto techniku odbéru méla zvifata zacit ptipravovat co
nejdiive (Woelders et al. 2012). Elektroejakulace se obvykle vyuziva u jedinct, ktefi nejsou
schopni adaptace na odbér pomoci uméli vaginy, nebo maji snizené libido (Dovenski et al.
2022).

Umeéla vagina je slozena z vné&jsiho valcovitého plasteé, vyrobeného z odolného plastu a
vnitini meékké vlozky. Prostor mezi vnéjsim plastém a vlozkou je z poloviny vyplnén vodou o
teploté 42 — 45 °C, a poté dofouknut vzduchem. Vlozka musi byt Cista, sucha a horni Cast
vymazana vazelinou. Na druhy konec se pfipojuje sbérac pro ejakulované sperma. Jako atrapa
pro odbér ejakulatu se vyuziva fijna ovce, skopec, ¢i jiny beran. Maze se také pouzit fantom,
tedy uméla konstrukce (De Graaf 2010).

Pro ziskani kvalitniho ejakulatu je doporuceno, aby se u berant provadély 2 — 3 odbéry
denné po dobu 4 -5 dnd, po kterych nasleduji 2 dny odpocinku (Cueto & Gibbons 2010).

Obrazek 2: Uméla vagina (Archiv autora)

17



3.3.2 Zakladni hodnoceni ejakuliatu

3.3.2.1 Makroskopické hodnoceni

Sperma se ihned po odbéru vysetiuje jak makroskopicky, tak mikroskopicky, aby se
urcila jeho schopnost oplodnéni. Makroskopicky se posuzuje barva, zrnitost, pach, obsah
pfimisenin a objem pfimo ve sbéraci (zkumavce) (De Graaf 2010).

Tabulka 1: Parametry ejakuldtu berana (Liu & Ott 2018; De Graaf 2010)

Ejakulat berana
Objem 0,5 -2,0 ml
Koncentrace 2,5 -5 mld/ml
Barva slonovéa kost
Pach nevyrazny
Aktivita min. 70 %
pH 6,2-7,6

Sperma se $patnou kvalitou je vodnaté, prusvitné, bez zrnitosti. Ejakulat musi byt
prosty pfimisenin, jako jsou chlupy, vazelina, prach, pisek, krev, mo¢, hnis atd. (Gamcik &
Kozumplik 1984).

3.3.2.2 Mikroskopické hodnoceni

3.3.2.2.1 Koncentrace

Lze urcit odhadem, kdy se na podlozni sklo d& kapka spermatu a pod mikroskopem se
hodnoti vzdalenost, mezi jednotlivymi spermiemi. Poté se koncentrace obvykle hodnoti na
stupnici od 5, kdy je ejakulat husty a obsahuje vice nez 5 mld/ml spermii, az do 0, kdy je
vzorek ¢iry, vodnaty a neobsahuje zadné spermie (De Graaf 2010).

Hustota 1ze dale stanovit hematocytometricky pomoci Biirkerovy komirky. Spermie se
pocitaji v né€kolika ctvereCcich podlozniho skla Biirkerovy komurky a nasledné se pocty
dosazuji do vzorce. Jedna se o nejpiesnéjsi metodu pro stanoveni koncentrace (Veiga 1995).

Stanoveni hustoty ejakulatu spektrofotometricky je na zakladé stupné zakaleni
standardniho roztoku, ve kterém je rozptyleno odméfené mnozstvi spermatu. Pristroj nam ukaze
hodnotu absorban¢i jednotky, pomoci které nasledné stanovime hodnotu koncentrace. Udaje na
stupnici se prepocitavaji podle tabulky, sestavené pro kazdy fotometr. Pfesnost pfistroje zavisi
na presnosti vypracované kalibra¢ni kfivky (Louda & HegediiSova 2009).

3.3.2.2.2 Morfologie

K hodnoceni morfologie spermii je nejprve nutné vytvorit kvalitni roztér spermatu na
sklicko a nasledné ho obarvit. K tomuto acelu se pozivaji rizné metody barveni (Kos et al.
2019). Spermie jsou hodnoceny na abnormalni stav hlavicky, stfedni ¢asti a biciku (Veiga
1995). Posuzujeme zmény primarni, které vznikaji v dobé spermatogenniho cyklu ve varleti,
sekundarni, které vznikaji pii delSim pobytu spermii v ocasu nadvarlete, béhem ejakulace a
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zpracovani ejakulatu. Také se hodnoti procento nezralych spermii se zadrzenou
protoplazmatickou kapkou na kr¢ku (Kos et al. 2019).

3.3.2.2.3 Vifivost pohybu a motilita

Vitivost pohybu neboli mass motilita je hodnoceni zalozené na pozorovani kapky
Cerstvého ejakulatu pod mikroskopem. Subjektivné se hodnoti pohyb vin a vira (David et al.
2015). Vifivy pohyb spermii souvisi s plodnosti a muze slouzit jako predikce fertilizacni
schopnosti spermii. To bylo prokazano i1 pomoci objektivnich metod (David et al. 2018).

Motilita se také muze hodnotit pod mikroskopem po zfedéni citratem sodnym nebo

fyziologickych roztokem. Hodnoti se pfedev§im progresivni pohyb (v pted za hlavickou), dale
pohyb na misté, zpétny a spermie bez motility (De Graaf 2010).

Alternativou je objektivni hodnoceni motility spermii pomoci CASA (Computer-
Assisted Sperm Analysis), ktera je dnes nejrozSifenéjsi metodou. Tato analyza motility
poskytuje dulezité informace pro hodnoceni kvality spermatu a pro studium vlivu zmén
v mikroprostiedi na specifické charakteristiky pohybu spermii in vitro (Amann & Waberski
2014). Bylo prokazano, ze parametry motility zméfené pomoci systému CASA souvisi
s fertiliza¢ni schopnosti spermii (Van de Hoek et al. 2022).

Del Olmo et al. (2013) ve své studii zjistil, Ze n€kolik parametrit CASA vykazovalo
vysokou pozitivni korelaci s plodnosti po 2 hodinach inkubace ve zmrazovacim extendéru.
Stejné tak Vincente-Fiel et al. (2014) uvedl, Ze v polnim testu ve skupiné berand s vysokou
plodnosti byly vSechny parametry motility CASA vyznamné vys$i, ve srovnani se skupinou, u
které byla plodnost nizka.

3.3.2.2.4 Biologické a biochemické zkousky spermatu

Sleduje se odolnost spermii vici riznym vnéj$im vlivim. Patfi sem napfiklad tepelny
test prozitelnosti, kdy se ejakulat ziedi s fyziologickym roztokem o teploté 39 °C, poté se
napipetuje do zkumavky a zahfiva se ve vodni lazni o teploté 45 °C po dobu 60 min. Hodnoti
se aktivita v intervalech 30 min. do uplného vycCerpani. Dale sem muzeme zatadit zkousku
rezistence spermatu vuci 1% roztoku NaCl, nebo dehydrogenac¢ni zkousku, pfi které se sleduje
rychlost fruktolyzy. Ta se projevuje odbarvenim roztoku, ve kterém je metylénova modr,
spolecn¢ se spermiemi (Louda & HegediiSova 2009).

Test hypoosmotické bobtnavosti (HOS test) hodnoti funkcni integritu plazmatické
membrany spermie. Pozorujeme spermie v hypoosmotickém médiu, ve kterém nabobtnaji
pouze ty, které maji plazmatickou membranu nepotusenu, tj. zivé bunky (Agarwal et al. 2016).

3.3.3 Posouzeni kvality ejakuldtu a inseminac¢nich davek pomoci in vitro analyz

Cilem analyzy inseminacnich davek je urcit fertilizacni potencial vzorku cerstvého,
chlazeného, ¢i kryokonzervovaného spermatu pomoci rychlych a nenakladnych postupt (Mocé
& Graham 2008). In vitro testy jsou v soucasné dobé velmi dalezitym nastrojem k hodnoceni
raznych funkci spermii. Patfi k nim napfiklad analyza motility, morfologie, nebo schopnosti
interakce s oocytem (Bucci et al. 2019).
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3.3.3.1 CASA (Computer Assisted Sperm Analysis)

Tento systém slouzi pro hodnoceni kinetiky a motility spermii. Sklada se z mikroskopu
s fazovym kontrastem, kamery, vyhtivané minidesky, digitizéru obrazu a softwaru pro analyzu
dat. Hlavnim ufelem CASA je analyzovat pohyby spermii restrukturalizaci trajektorie
hlavicky, vyjadiené v hodnotach za jednotku ¢asu (Dovenski et al. 2022).

Vétsina udaju ze systému CASA obsahuje parametry jako je poCet pohyblivych tMOT)
a progresivné pohyblivych spermii (pMOT), kiivocary (VLC, ws) a linearni pohyb (VSL, w/s),
prumérna rychlost trajektorie spermii (VAP, p/s), amplituda lateralniho posunuti hlavy (ALH,
w), frekvence zkfizenych tepa (BCF, Hz), pfimost trajektorie (STR, %) - odhadnuta jako
VSL/VAP a linearita (LIN, %) - odhadnuté jako VSL/VCL (Nikolovski et al. 2019).

Ziskané hodnoty jsou zavislé na nastaveni CASA, coz mize vyznamné ovlivnit
interpretaci vysledkl. Vysledky mohou byt ovlivnény i hustotou a teplotou média, koncentraci
spermii, ale také hloubkou komory. Vysledky by mély byt vzdy doplnény informacemi o
systému CASA, aby mohly byt reprodukovany v riznych laboratornich podminkach (Dovenski
et al. 2022).

Ackoliv O” Meara et al. (2008) neuvedl zadny vztah mezi analyzou CASA a plodnosti
berana ovérenou v polnim testu, Robayo et al. (2008) zjistil, ze nekteré parametry CASA,
kterymi je kiivocary pohyb a primérna rychlost trajektorie spermii, pozitivné koreluji se
schopnosti spermii migrovat hlenem z délozniho ¢ipku. Souhrnné lze tedy fict, ze 1 kdyz
plodnost berana, ovéfenou pomoci polniho testu, nelze pfimo predpoveédét, analyza CASA je

schopna poskytnout informace, které jsou dulezité pro hodnoceni kvality spermatu (Van de
Hoek et al. 2022).

VCL VAP VSL ALH

Obrizek 3: Piistroj pro metodu CASA (Archiv autora) Obrazek 4: Kinetické parametry CASA
(Dovenski et al. 2022)
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3.3.3.2 Pratokova cytometrie

Jedna se o technologii, kterd umoziuje analyzovat velké mnozstvi bunék v kratkém
casovém intervalu (Dovenski et al. 2022). Pritokové cytometry vyuzivaji lasery jako zdroje
svétla k produkei rozptylenych i fluorescenénich svételnych signalu, které jsou Cteny detektory,
jako jsou fotodiody. Tyto svételné signaly jsou nasledné prevedeny na elektronické signaly,
které jsou analyzovany pocitacem a zapisovany do datového souboru (McKinnon 2018).

Tento systém detekuje jak strukturalni, tak fyziologické zmény spermii, které obvykle
nelze detekovat klasickymi metodami. Hodnoti integritu akrozomalni a cytoplazmatické
membrany, strukturu chromatinu, mitochondrie aj. (Dovenski et al. 2022).

Pro tuto analyzu se v prutokové cytometrii pouzivaji fluorescen¢ni Cinidla. Patii mezi
n¢ fluorescencné konjugované protilatky, barviva vazajici nukleové kyseliny atd. (McKinnon
2018), jako je naptiklad propidium jodid, ktery se vyuzivd pro hodnoceni plazmatické
membrany spermii, nebo akridinova oranz, vyuzivand pro hodnoceni integrity chromatinu
(Cunha et al. 2015).

3.3.3.3 Fluorescen¢ni mikroskopie

Pro hodnoceni morfologickych a funkcnich charakteristik spermii mizeme vyuzit i
fluorescencni mikroskopii, kterd vyuziva fluorescencnich sond. Ve spermatologii se vyuziva
napiiklad SYBR green, hodnotici integritu plazmatické membrany, TRITIC (aglutinin z hrachu
setého) k hodnoceni integrity akrozomu aj. Vyhodnoceni se provadi na roztéru vzorku. Hodnoti
se alespoil 200 bunék (Bucci et al. 2019).

3.3.3.4 Western blot

Touto metodou se nejCastéji analyzuje exprese proteinli, které maji vyznam pfi
zkoumani funkci spermii (Bucci et al. 2019). Asi 150 proteina souvisi s pohyblivosti beranich
spermii. Jedna se napiiklad o protein PEBP4, ktery se vyskytuje v hlavni ¢asti bi¢iku, nebo
SPATA18 a CPVL, detekované v mitochondriich (Dovenski et al. 2022). Princip western
blottingu spoCiva v extrakci bunéénych proteind (z tkani, ¢i bunék), jejich kvantifikaci
koncentrace a elektroforetické separace v gelové matrici. Poté dochazi k pfenosu na membranu
s vysokou afinitou k proteinim. Povrch membrany je nutné tzv. zablokovat, aby se zabranilo
nespecifické vazbé&. Blokovani se provadi umisténim membrany do zfedéného roztoku napf.
suSen¢ho mléka. Dale se detekuje antigen protilatkami specifickymi pro sledovany protein a
inkubuje se sekundarni protilatkou, ktera je chemiluminiscen¢ni nebo fluorescencni. Nasledné
se vysledné pasy kvantifikuji pomoci denzitometrického softwaru (Bass et al. 2017).

3.3.3.5 Testy pro detekci poSkozeni DNA

Testd pro detekci poSkozeni DNA existuje hned nékolik. Mizeme se zafadit SCSA
(Sperm Chromatin Structure Assay). Tato metoda méfi nachylnost DNA spermii k denaturaci
po vystaveni vysoké teploté nebo nizkému pH (Dovenski et al. 2022). Vyuziva detekce pomoci
prutokové cytometrie. Metachromaticka barva akridin oranz se vaze na poskozenou DNA a
vysledkem je Cervena fluorescence. (Shamsi et al. 2011).
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Metoda TUNEL (Terminal Deoxynucleotidyl Transferase Mediated dUTP Nick and
Labelling) kvantifikuje zaclenéni biotinylovaného dUTP (nukleotid pouzivany pro znaceni
DNA) na dvojité zlomy DNA. Reakce je katalyzovana templat independentnim enzymem -
terminalni deoxynukleotidovou transferazou (TdT). Hodnoti podil takto oznacenych bunék
s poskozenu DNA, ktery lze méfit ve svételném a fluorescencnim mikroskopu, nebo pomoci
prutokové cytometrie (Evenson et al. 2002).

Test SCD (Sperm Chromatin Disperzion) je zalozen na schopnosti neposkozené DNA
tvofit rozptylenou smycku okolo jadra spermii, tzv. halo efekt (Shamsi et al. 2011). U spermii
s poskozenou DNA, po smichani s roztokem kyseliny a nasledné s lyzaénim pufrem, k tomuto
efektu nedochazi (Fernandez et al. 2003). Hodnoti se pomoci svételného mikroskopu (Shamsi
et al. 2011).

U metody Comet Assay (Single Cell Gell Electrophoresis) jsou buiky vlozeny do
agarozoveho gelu, poté pomoci lyzacniho roztoku o€istény od proteinovych zbytkti a umistény
v elektrickém poli. Pohyb fragmentované DNA z poskozeného chromatinu se stava viditelny.
Bunky s fragmentovanou DNA jsou znaCeny specifickymi barvivy a jevi se jako komety (Singh
et al. 2003). Vyhodnocené parametry (intenzita, délka, pohyb ocasu) jsou analyzovany pomoci
specializovaného softwaru (Shamsi et al. 2011).

3.3.3.6 VysSetfeni schopnosti penetrace oocytu

Pted mezidruhovym kiiZzenim je oocyt chranén zonou pellucidou. K tomuto testu se
vyuzivaji kfecci vajicka zbavena zony pellucidy. Spermie kapacitované v in vitro podminkach
a kfeCci oocyty se umisti do média a po inkubaci se oocyty promyji, barvi a zkoumaji pod
mikroskopem (Dovenski et al. 2022). Je méfeno procento penetrovanych oocytt a poCet spermii
penetrujici kazdy oocyt. Spermie, které jsou schopné oocyt penetrovat mnohonasobné, maji
dobry fertilizacni potencial (Shaban 2007).

Tento test je vSak drahy a slozity na pfipravu. Jeho vyhodou je ale vysoka citlivost pfi
hodnoceni norméalnich funkci spermii a akrozomové reakce (Dovenski et al. 2022).

3.3.3.7 Postkoitalni a kontaktni test

K hodnoceni interakce spermii s hlenem délozniho hrdla se pouziva penetracni test
cervikalniho hlenu. Ten zahrnuje postkoitalni test, kontaktni test cervikalniho hlenu a
penetracni test cervikalniho hlenu (Dovenski et al. 2022).

Postkoitalni test hodnoti schopnost spermii penetrovat a prostoupit skrz sekret. Provadi
se 6 — 12 hodin po pohlavnim styku. Odebere se vzorek cervikalniho hlenu a vyhodnoti se jeho
konzistence, pH, bunécné slozeni a arborizace. Pokud m4 hlen normalni vlastnosti, kontroluje
se pocCet pohyblivych spermii v ném obsazenych. Test je povazovan za pozitivni, pokud je
v kazdém mikroskopickém poli detekovano alesponi 10 pohyblivych spermii. Tento test 1ze
provadét i v in vitro podminkach pti pouziti bovinniho ovulacniho sekretu (Robayo et al. 2008).

Kontaktni test se provadi smichanim kapky cervikalniho hlenu a spermii na podloznim
sklicku. Hodnoti se pocet pohyblivych spermii postupujicich v hlenu. Dal§i variantou tohoto
testu je kapilarni test, pfi kterém je cervikalni hlen umistén v platové kapilare (Sitka 3 mm,
délka 5 cm) a je vertikalné ponofen do vzorku spermatu. Po inkubaci se hodnoti pod
mikroskopem vzdalenost pronikani spermii do kapilary (Dovenski et al. 2022).
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3.3.4 Ovéreni kvality inseminacni davky in vivo
3.3.4.1 Polni test

I pres celou fadu dostupnych laboratornich testd neexistuje zadny, ktery by dokazal
presné predpovedét skutecny fertilizaéni potencial inseminacnich davek, i1 kdyz kombinace
raznych parametri mohou zlepsit prediktivni presnost. K ovéreni kvality inseminacnich davek
in vivo se pouziva metoda polniho testu (Santolaria et al. 2015). K realizaci tohoto testu je
zapotiebi mit k dispozici stddo ovci, které nasledné inseminujeme (Smith et al. 1998).

Metodou polniho testu se nejcastéji oveéiuji korelace mezi plodnosti a parametry motility
spermii, které jsou méfeny pomoci laboratornich metod a systéma (jako je CASA) (Santolaria
et al. 2015). Yaniz et al. (2015) ve své studii upozoriiuje na fakt, ze spermie musi piekonat
délozni cipek a isthmus, hlavni prekazky nejen u ovci. Epitelidlni sliznice zde produkuje
viskozni hlen. To naznacuje, ze jen spermie s vynikajici motilitou dosahnou mista oplodnéni.
Urcyjicim faktorem uspéchu jsou tedy pravdépodobné parametry motility. Santolaria et al.
(2015) ve své studii zabyvajici se prediktivni schopnosti parametri kvality spermii na plodnost,
dospél k zaveru, ze integrita membrany spermii a kfivocary pohyb zméteny systémem CASA
maji prediktivni schopnost nejvétsi. Nejspolehlivéjsi metodou ovéfeni kvality inseminacnich
davek vsak stale zstava polni test.

3.3.5 Redéni ejakulitu

Redénim navysujeme objem ejakulatu, a tim i polet insemina¢nich davek z jednoho
odbéru semene. Déle se vytvafi pfiznivé podminky pro pfezivani spermii mimo organismus
(Mutalik et al. 2014). M&lo by byt provedeno do 150 min. po odbéru. Redidlo musi byt sterilni
a predehraté na stejnou teplotu, jako je teplota ejakulatu (= 1 °C), aby se zabranilo chladovému
Soku. Pridava se postupné, za stalého michani (Ball & Peters 2004).

3.3.5.1 Slozeni fedidel

Tabulka 2: Zdkladni slozky redidel (Beran et al. 2014)

Slozka Piiklad slozky Funkce
Bi-destilovana voda Nosi¢ pro ostatni latky
Citrat sodny, fosfat . . . L
Pufry Y ’ UdrZuji hladinu pH, zabranuji aglutinaci
TRIS
Fruktosa, laktosa, kys. . . . ,
Jednoduché cukry . , U Energie, zvysuji odolnost membran
citronova
Tylosin, Gentamicin, y e : .
Antibiotika y Osm. ep amiein Ochrana pred bakterialni a virovou infekci
Spektinomicyn ...
Aminokyseliny Cystein, glutamin Antioxidac¢ni vlastnosti, zlepSeni motility
Mastné kyseliny Kys. arachidonova Zlepseni kvality ejakulatu po rozmrazeni
Kryoprotektiva
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3.3.5.1.1 Kryoprotektiva

Kryoprotektiva chrani buriky pred prasknutim a roztrhanim ledovymi krystaly, které
vznikaji béhem procesu zmrazovani. Také chrani buiiky pred chladovym Sokem. (Ball & Peters
2004). Daji se délit do dvou skupin:

e latky penetrujici, které prochazi skrz cytoplazmatickou membranu a pusobi tak
intracelularné€ 1 extracelularn€,

e latky nepenetrujici, pusobici pouze extracelularné (Swain & Smith 2010).

Penetrujici kryoprotektanty zvySuji fluiditu membran pfeusporadanim membranovych
lipida a bilkovin. Diky tomu mohou mit na spermie toxicky vliv (Rosato & Iaffaldano 2013).
Patii sem napfiklad glycerol, ktery chrani spermie pfed mechanickym poskozenim b&hem
mrazeni a snizuje bod mrznuti intracelularni i1 extracelularni tekutiny na hodnoty pod bodem
mrazu vody (Deleeuw et al. 1993).

Dale sem muzeme zafadit vajeCny zloutek, ktery zlepSuje funkce spermii a udrzuje
jejich oplozovaci schopnost, diky fosfolipidim a low-density lipoproteinim (LDL), které se
béhem chlazeni dostavaji do membran (Alcay et al. 2016).

Nepenetrujici kryoprotektanty diky své neschopnosti prekonat plazmatickou membranu
vytvareji osmoticky tlak, ktery snizuje bod mrazu média a tim i tvorbu extracelularniho ledu.
Také maji nulovou toxicitu (Aisen et al. 2002). Do této skupiny fadime zejména bovinni sérovy
albumin, trehalézu a sachar6zu (Deleeuw et al. 1993). Pfi zmrazeni spermii berana se jako
kryoprotektivum obvykle pouziva glycerol (Rekha et al. 2016).

3.3.5.1.2 Antioxida¢ni ochrana

Studie Dovenskiho et al. (2022) ukazala, ze ejakulaty berant s vyssi pohyblivosti
spermii obsahovaly niz§i hladinu polynenasycenych mastnych kyselin (PUFA). Vysoké hladiny
PUFA zpusobuji nachylnost spermii k peroxidaci lipidi, coz ovliviiuje stabilitu plazmatické
membrany, ktera vede k naruSeni integrity a k bunééné smrti. ROS také narusuji motilitu
spermii a integritu chromatinu, coz vede ke snizeni oplozeni schopnosti.

Ukazalo se, ze funkci spermii mohou ovlivnit napfiklad rizné esencialni oleje
(Benberkane et al. 2019). Ty mohou pozitivné pusobit na pohyblivost (Yiice et al. 2013),
zivotaschopnost a tlumit negativni nasledky oxida¢niho stresu (Ben et al. 2013). Benberkane et
al. (2019) ve své studii potvrdil schopnost esencialniho oleje z Rosmarinus officinalis chranit
sperma berana pred oxidacnim stresem a poSkozenim kryokonzervaci. Podobny ucinek byl
prokazan i u extraktu z listd Moringa oleifera, jehoz koncentrace 300 a 600 mg/ml vyrazné
zvysila motilitu, zivotaschopnost a zmirnila dopady oxidacniho stresu u rozmrazenych beranich
spermii (Shokry et al. 2021).

Existujyi 1 antioxidanty cilené na mitochondrie. Jednim znich je mitochondrialné
specificky superoxidovy lapa¢ Mito-Tempo. Ten je schopen inhibovat tvorbu ROS béhem
procesu kryokonzervace, a také produkovat dalsi latky k zachovani integrity membranové
fosfolipidové dvojvrstvy (Yang et al. 2018). Zhang et al. (2019) potvrdil ze 10 a 100 uM
koncentrace tohoto antioxidantu zmirniuje kryoposkozeni regulaci intracelularniho oxida¢niho
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metabolismu ve spermiich u asthenozoospermickych pacienti. Dale vyznamné zlepsil kvalitu
koziho spermatu po rozmrazeni (Esmaeilkhanian et al. 2021).

Mezi dalsi antioxidanty patii melatonin, hormon epifyzy. Studie ukazaly, ze vychytava
volné radikaly a reaktivni kyslikové produkty in vivo a in vitro (Galano et al. 2011). Pfidani
melatoninu do fedidla spermii vyznamné zlepSilo motilitu, integritu membrany a snizilo
intracelularni hladiny ROS u berand, byka i lidi (Zhu et al. 2019).

3.3.5.2 Zloutkova vs. bezzloutkova fedidla

Nevyhodou Zloutkovych fedidel mize byt nekonzistentni sloZeni zloutku a granula,
ktera zt€zuji stanoveni aktivity spermii (Ansari et al. 2010). Vhodnou alternativou pro média
na bazi vajeCného zloutku muze byt sojovy lecitin, zejména v podminkach kratkodobé
konzervace (Tabarez et al. 2020).

Bezzloutkova fedidla na bazi kombinace lecitinu a glycerolu neobsahuji zadné zivocisné
proteiny. Jejich pouzitim se sniZuje riziko patogent a virt, pficemz oplozovaci schopnost je
nenarus$ena (Thun et al. 2002).

3.3.5.3 Latky ovliviiyjici motilitu spermii (enhancery)

Technologie kryokonzervace umoziuje spermiim udrzet si biologickou funkci po
zna¢nou dobu a nyni je Siroce vyuzivana ve spermobankach a laboratofich asistované
reprodukce (Mocé et al. 2016). Jedna se o metodu kontroly a ochrany samci plodnosti jak u
domacich zvitat, tak u cloveéka. Vyuziva se pro potteby asistované reprodukce nebo jako zalozni
zdroj spermii (Sharma 2011).

Prestoze pohyblivé spermie maji po rozmrazeni stale plnou fertilizani schopnost,
dochazi k jejich poskozeni procesem zmrazovani (Gomez-Torres et al. 2017). Kvili nesouladu
produkce reaktivnich forem kysliku (ROS) s obsahem antioxidanti je kryokonzervace
divodem vzniku oxidacniho stresu. Navic nedostatek cytoplazmatickych ochrannych
mechanismu ¢ini spermie k tomuto stresu nachylné. To se projevuje oxidaci bunéénych slozek
a poSkozenim bunééné struktury, v€etné plazmatické membrany, DNA a akrozomu (O’connell
et al. 2002). Pusobenim dalSich faktort, jako je tepelny Sok, osmoticky stres a tvorba
intracelularnich ledovych krystald dochazi k naruseni bunék, coz se nakonec projevi snizenou
celkovou motilitou a vitalitou spermii (Gomez-Torres et al. 2017).

V chovu hospodarskych zvifat je kryokonzervace spermii jednou z nejdulezitéjsich
technik umélé inseminace, ktera je vyhodna v mnoha ohledech (Althouse & Rossow 2011).
Avsak spermie hospodarskych zvitat jsou ve srovnani s témi lidskymi citlivéjsi na nizké teploty
a po rozmrazeni se ztraci vice nez 50 % jejich pohyblivosti (Seifi-Jamadi et al. 2017).

Progresivni motilita a vitalita spermii jsou dva kritické parametry pro schopnost
oplodnéni. Oba tyto parametry jsou spojené s mirou oplodnéni u in vitro fertilizace a
intrauterinni inseminace. Proto je hlavnim cilem pfi zpracovani spermii zvysSeni progresivni
motility a vitality (Asimakopoulos et al. 2021). In vitro pouziti latek a 1éCiv, které zvySuji
motilitu, umoziuji detekci zivotaschopnych spermii k vybéru pro ICSI (Ebner et al. 2014) a
zvySuji Sanci, ze se spermie dostanou do oocytd konvencnim zpasobem (IVF, IUI). Dnes se
v rutinni praxi pro umeélou inseminaci vyuzivaji a testuji rizné zesilovaCe motility
(Asimakopoulos et al. 2021).
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3.3.5.3.1 Penicilamin, hypotaurin a epinefrin (PHE)

Smés penicilaminu, hypotaurinu a epinefrinu, zkracené PHE se pouzivaji k posileni a
udrzeni pohyblivosti spermii (Susko-Parrish et al. 1990).

Penicilamin je organicka slouCenina, ktera se sklada z thiolu, aminu a karboxylové
kyseliny. Jedna se o 1€k, ktery se pouziva k 1écbé revmatickych chorob a Wilsonovy nemoci
(Munro & Capell 1997). Bylo zjisténo, ze penicilamin ve smési s epinefrinem zvySuje podil
spermii, u kterych probéhla akrozomalni reakce (Meizel 1985). Jako chelator zinku chrani
spermie pied oxidaci a prodluzuje hyperaktivovanou motilitu (EI-Shahat et al. 2017). Epinefrin
neboli adrenalin je hormon dfené nadledvin, patfici do skupiny katecholamind. Jedna se o
hormon stresové reakce. Pfipravuje télo na vykon (Marvan et al. 1992). Hypotaurin je organicka
kyselina, ktera se vyskytuje ve zluci. V nizkych koncentracich ho obsahuje vétsina zivocisnych
tkani (Bouckenooghe et al. 2006). Udrzuje pohyblivost a zivotaschopnost spermii, reguluje
vstup do oocytu a rovnez se podili na kapacitaci (Leibfried & Bavister 1982). Smés epinefrinu
a hypotaurinu zvysuje rychlost penetrace oocytti spermiemi (Ball et al. 1983).

Pfi urCovani uCinkd ruznych koncentraci PHE a inkubacni doby na motilitu,
hyperaktivitu a akrozomovou reakci beranich spermii in vitro bylo prokazano, ze vysoké
koncentrace PHE (30, 40, 50, 75 a 100 mM/ml) vyznamné motilitu zvySily. Toto zvySeni bylo
pozorovano ihned po zfedéni vzorku a trvalo prvni dvé hodiny inkubacni doby. Poté doslo
k poklesu motility. Podobny nalez byl pozorovan u hyperaktivity. Autofi zde stanovili pisobeni
75 mM/ml PHE po dobu 4 hodin jako idedlni koncentraci pro dosazeni lep$i motility,
hyperaktivity a akrozomové reakce v procesu in vitro fertilizace (El-Shahat et al. 2017).

3.3.5.3.2 Arginin

Arginin je aminokyselina, ktera inhibuje nadmérnou peroxidaci lipidi, zvySuje motilitu
spermii a podporuje kapacitaci (Srivastava et al. 2006).

Sahoo & Gupta (2023) zkoumali, mimo jiné, G¢inek argininu na indukovanou kapacitaci
a zvySeni motility u spermii kozli. Vyznamna ¢ast kozlich spermii si zachovala motilitu a
zivotaschopnost po dobu 2 hodin po piidani argininu i PHE ve srovnani s kontrolni skupinou.
Bylo také pozorovano zvyseni motility jak u vzorki s pfidanym argininem, tak u vzork s PHE.
Dale doslo ke zvySeni poctu kapacitovanych spermii a akrozomovych reakci.

3.3.5.3.3 Scutellarin

Scutellarin je druh flavinoidu, tj. latka, ktera patii do skupiny sekundarnich metabolitt
rostlin. Byl nalezen v turanu (Erigeron breviscapus) a vyuziva se v Cinské mediciné. Ma
protirakovinné, antivirové a antifibrotické ucinky (Dong et al. 2019). Studie Long et al. (2015)
odhalila jeho ochranné ucinky proti poskozeni varlat u potkant, které bylo vyvolané diabetem
typu II. Svou ochrannou funkci také plnil u mySich ovarialnich buné€k, které byly poSkozeny
toxinem (Y1 et al. 2021).

Sun et al. (2022) se rozhodl hodnotit u€inek scutellareinu na funkce lidskych spermii in
vitro. Ackoliv pusobeni 1 pM scutellareinu po dobu 4 hodin motilitu neovlivnilo, koncentrace
10 a 100 uM vyznamné celkovou a progresivni motilitu zvysila.
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Dale byla také méfena schopnost spermii proniknout 1% roztokem methylceludzy, ktery
napodobuje prostfedi v zenském reprodukcnim traktu. Vysledky ukazaly, ze penetracni
schopnost lidskych spermii byla vyrazné zvysSena a odpovidajicim zptisobem vzrostla také
hyperaktivace spermii (Sun et al. 2022).

3.3.5.3.4 Kyselina lysofosfatidova

Kyselina lysofosfatidova (LPA) je glycerofosfolipid, ktery se vyskytuje v mnoha
télesnych tekutinach, jako je krev, folikularni tekutina, slzy, semennd plazma, sliny a volna
bfisni tekutina u pacientek s rakovinou vajec¢nikd (Tanaka et al. 2004; Ye & Chun 2010).
V reprodukénim systému podporuje stimulaci folikult, zlepSuje oplodnéni oocytt a podporuje
Casny embryonalni vyvoj a implantaci embrya (Jo et al. 2014).

Studie Li et al. (2022) ukazala, ze kyselina lysofosfatidova vyznamné zlepsila motilitu
spermii. ZvySeni motility vyvolané kyselinou lysofosfatidovou je zavislé na bovinnim sérovém
albuminu (BSA), ale nezavislé na klasické signalni draze indukované BSA, kdy dochazi
k aktivaci adenylatcyklazy coz vede ke zvyseni cCAMP, nasledné aktivaci PKA a fosforylaci
proteinti (Li et al. 2022). BSA se v kultivatnim médiu pouziva k odstranéni cholesterolu
z plazmatické membrany a nasledné podpore tekutosti cytoplazmatické membrany spermii
(Cross 1998). Dale bylo pomoci specifickych inhibitord vapnikovych kanalt prokazano, ze
LPA podporuje motilitu spermii prostfednictvim vapnikovych kanalt typu L. Existuje nékolik
typu vapnikovych kanalt, z nichz ma kazdy svou specifickou funkci. Tradi¢né se déli na typy
L, N, P/Q a T (Pollard et al. 2017). Vapnikové kanaly fidi mimo jiné pohyby bi¢iku (Darszon
et al. 2011). Kyselina lysofosfatidova by tedy mohla byt pouzita jako nova terapeuticka latka
ke zlepSeni funkce spermii a fertilizace (Li et al. 2022).

3.3.5.3.5 Vliv rastovych faktora

Nékolik studii, které probihaly v prubéhu posledniho desetileti, ukazuji, Ze nékteré
rastové faktory maji pozitivni vliv na progresivni motilitu a vitalitu spermii. Pfedevsim dva
z nich ukézaly dobré vysledky v experimentalnich studiich na zvifatech. Jedna se o IGF-I a
NGFp (Asimakopoulos et al. 2021).

Inzulinu podobny rustovy faktor 1 (IGF-I), také nazyvany jako somatomedin C, je
hormon, ktery se svou stavbou podoba molekularni struktufe inzulinu. IGF-I je produkovan
predevsim jatry a svym pusobenim napodobuje uinky inzulinu. Podporuje preziti, rist a vyvoj
bunék. Podili se na mnoha fyziologickych a patologickych procesech (Puche & Castilla-
Cortazar 2012). Jeho produkce je stimulovana rdstovym hormonem (somatotropinem)
(Decourtye et al. 2017).

Dale bylo zjisténo, ze u clovéka je IGF-I exprimovan také v Sertoliho burkéach,
primarnich spermatocytech, a také slabé v Leydigovych burikach (Vannelli et al. 1988). Je také
pfitomen v semenné plazmé (Glander et al. 1996). Koncentrace IGF-1 v semenné plazmé
vyznamné koreluje s koncentraci a procentem morfologicky normalnich spermii (Glander et al.
1996). Henricks et al. (1998) prokazal, ze IGF-I zvySuje motilitu byc¢ich spermii. To se
prokazalo i1 u spermii koni (Champion et al. 2002) a buvold po rozmrazeni (Selvaraju et al.
2009).
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Nervovy rustovy faktor (NGF) patfi do skupiny neutrofint. Jedna se o protein, znamy
svymi ucinky na vyvoj, preziti a mitotickou aktivitu nervovych bunék. Svym pusobenim také
ovliviiyje jiné typy bunek (Lin et al. 2015). V roce 1988 byla popsana exprese NGF ve varlatech
a nadvarlatech mysi a potkand. Dale byl identifikovan v Leydigovych bunkach, Sertoliho
bunkach, spermatogoniich, nadvarleti a semennych vaccich japonské opice (Jin et al. 2006). U
skotu byl detekovan v ejakulovanych spermiich (Li et al. 2010).

Utinky NGF na parametry spermii byly také studovany u n&kolika druhd zvitat a lidi.
Studie u kiecka ukazala, Ze inkubace spermii s NGF zlepSuje motilitu (Jin et al. 2010). U
spermii skotu se prodlouzila jejich zivotnost (Li et al. 2010). Saeednia et al. (2016) zjistil, ze u
zmrazenych a rozmrazenych vzorkl spermatu od astenozoospermickych pacienti 1écba 0,5
ng/ml NGF vyznamné zvysila motilitu, vitalitu a snizila fragmentaci DNA.

Asimakopoulos et al. (2021) se rozhodl studovat prave in vitro vliv ristovych faktora,
které jsou pritomny v sam¢im reprodukénim systému. Vysledky ukazaly, ze jak IGF-I, tak
NGFp zlepSuje in vitro progresivni motilitu a vitalitu lidskych spermii. Tyto vysledky jsou
v souladu s pfedchozimi studiemi zivocisnych druht a lidi.

3.3.5.3.6 ZvySseni motility spermii pomoci elektrické stimulace

Pohyblivost spermii je rozhodujicim faktorem pro normalni oplodnéni, které je Castecné
podporovano mitochondrialni aktivitou. ATP, ktery je produkovan v mitochondriich,
podporuje fosforylaci proteind jako je serin a tyrosin (Turner et al. 2006). Fosforylace
tyrosinového proteinu v bic¢iku spermie aktivuje jeji motilitu (Sakkas et al. 2003). Ke ztraté
energie vSak Castecné dochazi v dusledku ztraty mitochondrialni funkce (Amaral et al. 2013).
Zavedeni elektrického proudu v rozsahu nanoampéru slouzi jako exogenni zdroj elektrond a
slouzi jako biofyzikalni zdroj pro zvySeni motility spermii (Turner et al. 2006).

Shin et al. (2020) se pokusil zvySit motilitu spermii pomoci enzymatickych
biopalivovych ¢lankti (EBFC). Tyto biopalivové ¢lanky maji nékolik vyhod. Lze je jednoduse
pripravit, elektricky proud se da v nano nebo mikroméfitku snadno ovladat a jsou pro bunécnou
elektrickou stimulaci velmi Setrné (Shin et al. 2020).

Vysledky studie ukazaly, ze optimalni elektricka stimulace zvySuje motilitu spermii o
30 — 40 % tim, Ze dojde k obnoveni fosforylace tyrosinu ve spermiich. Elektricky stimulovana
skupina vSak nevykazovala zvySeni rychlosti nastupu akrozomovych reakci ve srovnani se
skupinou kontrolni. V pfipadé asthenozoospermie bylo 40 % motility po elektrické stimulaci
obnoveno, ov§em k obnoveni pohybu u spermii s 0 % motilitou nedoslo (Shin et al. 2020).

3.3.5.3.7 Inhibitory fosfodiesterazy (PDEI)

Fosfodiesterazy jsou enzymy, které S§tépi esterové vazby a hraji dilezitou roli
v metabolismu celé fady sloucenin. Bylo popsano celkem jedenact typt (Bondarev et al. 2022).
Hydrolyzuji druhé posly, jimiz jsou cyklicky adenosinmonofosfat (cAMP) a cyklicky
guanosinmonofosfat (cGMP), na adenosinmonofosfat (AMP) a guanosinmonofosfat (GMP)
(Buffone et al. 2014).

Cyklicka draha proteinkinazy A (PKA), zavisla na cAMP, hraje hlavni roli v komplexni
signalni kaskadé¢, ktera je zakladem motility spermii (Freitas et al. 2017). U spermii je hladina
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cAMP dynamicky regulovana dvéma hlavnimi enzymy, a to adenylatcyklazami a
fosfodiesterazami (PDE). Tyto enzymy katalyzuji syntézu a degradaci cAMP (Lefévre et al.
2002).

Spermie se skladaji zmRNA né€kolika podtypi PDE. Naptiklad piitomnost PDEI,
PDE3, PDE4 a PDES je hlaSena v lidskych spermiich i v semenné tekutin€ (Richter et al. 1999).
PDE4 zde hraje kliCovou roli v regulaci motility (Fisch et al. 1998) a PDE10A je klicova
hydrolaza, ktera zvysuje kapacitu a pohyblivost spermii. Pfispiva k vice nez 40 % veskeré
aktivity cAMP — PDE (Marechal et al. 2017).

Aktivita spermii je do znacné miry zavisla na povaze a lokalizaci exprimovanych PDE.
PDE4A a PDEA4D byly detekovany v akrozomu hlavicky, coz podporuje roli PDE4 v regulaci
motility bez ovlivnéni akrozomové reakce (Fisch et al. 1998).

Pro zvySeni motility a tim zlepSeni tspeéSnosti umelého oplodnéni 1ze vyuzit inhibitory
fosfodiesterazy (PDEI) (Negri et al. 1996). Nicméné pouze nékteré PDEI byly plné ovéfeny
z hlediska jejich tc¢innosti a bezpecnosti. Nékolik studii uvadi skodlivé ucinky, jako je toxicita
pro spermie a embryo (Lacham-Kaplan & Trounson 1994), vyvolani pfed¢asné akrozomoveé
reakce (Ford et al. 1994), nebo poSkozeni DNA (Unsal et al. 2016).

Tardif et al. (2014) publikoval rozsahly vyzkum, ktery hodnotil uc€innost a bezpecnost
43 raznych sloucenin PDEI na Cerstvém spermatu od normozoospermickych darca a pacienta
se subfertilitou. Vyzkum byl rozdélen do dvou fazi, kde v prvni fazi provedl screening téchto
43 komeréné dostupnych sloucenin s hlaSenou PDEI aktivitou k identifikaci hlavnich
slouCenin, které stimuluji motilitu. Na konci této faze bylo identifikovano 6 sloucenin, které
meély silny uc¢inek na celkovou a progresivni motilitu. Tyto slouceniny byly dale podrobngji
vyhodnocovany ve fazi druhé. Jednalo se o dipyridamol, ibudilast, 8-MeO-IBMX, etazolat
hydrochlorid, papverin a tofisopam. Tyto slouCeniny zvySily penetraci do nahrady cervikalniho
hlenu, jejich pisobenim nebyla vyznamné indukovana akrozomova reakce, stimulace motility
byla udrzovana po dlouhou dobu (180 min.) a ucinek byl pozorovan i po jejich odstranéni.

3.3.5.3.8 Charakteristika vybranych druhtt PDEI

3.3.5.3.8.1 Pentoxifylin (PTX)

Pentoxifylin, derivat methylxantinu je vazoaktivni 1éCivo, které se pouziva k 1écbé
cévnich onemocnéni i muzské neplodnosti (Donate-Correa et al. 2019). ZlepsSuje motilitu
spermii in vivo 1 in vitro (Azgomi et al. 2018), a také zvySuje penetraci cervikalniho hlenu
spermiemi v samicim reprodukéni traktu (Nassar et al. 1999). Jedna se o neselektivni inhibitor
PDES (Lu et al. 2022). Vazebné studie Satish et al. (2021) zalozené na kalorimetrii prokazaly,
ze pentoxifylin vykazuje slabou afinitu k spermaticky specifickym enzymim PDE4A, PDE4D
a PDEI0OA.

Vlivem pentoxifylinu dochazi nejen ke zvySeni poctu akrozomovych reakci (Nassar et
al. 1998), ale také vykazuje antioxidacni vlastnosti vlivem inhibice enzymu xantinoxidazy, coz
vede ke snizeni peroxidace lipida a intracelularnich reaktivnich forem kysliku (ROS),
produkovanych defektnimi spermiemi (Mc Kinney et al. 1996). ROS jsou dilezité pro funkci
spermii. Ve vysoké mife vSak nepfiznivé ovliviiyji cytoplazmatickou membranu spermii a
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integritu genomu. Kromé toho zvysena peroxidace lipida snizuje fluiditu membrany, coz vede
ke snizeni motility spermii a naruSeni zakladnich funkci spermie (Alahmar 2019).

3.3.5.3.8.1.1 Vliv in vitro pouziti PTX na zlepSeni motility

Nékolik studii se zaméfilo na testovani optimalnich davek pentoxifylinu a Casu jeho
pusobeni. Prikladem takové studie je uCinek 5 mmol/l PTX na spermie po dobu jedné hodiny,
kdy doslo u normozoospermického vzorku ke zvySeni aktivity (Banihani & Abu-Alhayjaa
2016). Banihani et al. (2018) inkuboval ve tmé& 1 hodinu pfi 25 °C vzorky spermatu, ke kterym
bylo pfidano 5 mmol/l a 10 mmol/l PTX. Pfidanim 5 mmol/l se vyrazné zvysila progresivni
motilita, avSak pridani 10 mmol/l PTX mélo negativni ucinky, kviili nadmeérné produkci oxidu
dusnatého, ktery neptiznivé ovliviiuje funkci spermii.

Salian et al. (2019) hodnotil u¢inek 1 mmol/l PTX. Vzorky normozoospermikii a
astenozoospermikd inkuboval 60 min. pii teplot¢ 37 °C. Motilita byla vyhodnocovana
v intervalech 1, 4, 24, 48 a 72 hodin. Celkova motilita u normozoospermikii se hodinu po
inkubaci vyrazné zvySila, ale dale se sdel§i inkubacni dobou postupné snizovala. U
astenozoospermickych vzorkid se po hodiné inkubace celkové procento pohyblivych spermii
vyrazné nezvysilo, av§ak procento progresivni motility bylo vyznamné vyssi.

Lu et al. (2022) sestavil systematicky piehled na zakladé dostupnych studii o ucinnosti
a bezpecCnosti PTX. VSechny hodnocené studie uvedly prospésnou roli PTX pfi zlepSovani
progresivni motility spermii. Také bylo prokazano, ze aplikace PTX zvySuje motilitu spermii
po rozmrazeni (Mahaldashtian et al. 2021).

3.3.5.3.8.1.2 Vliv PTX na morfologii spermii

Motilita spermii je ovlivnéna jejich morfologii. Morfologické defekty spermii se
nazyvaji teratozoospermie. Dle referencni hodnoty Svétové zdravotnické organizace se
vyznacuji mén¢€ nez 4 % normalniho tvaru spermii v ejakulatu (Touré et al. 2020). Morfologie
hlavicky je zasadni pro interakci spermie s oocytem. Normalni morfologie biciku se zda byt
nejdilezitéjsim faktorem pro zajisténi pohyblivosti spermii (Lehti & Sironen 2017).

Nabi et al. (2017) aplikoval 3,6 mmol/l PTX na 30 min. a potvrdil, ze PTX dokazal
zvratit Skodlivé u€inky mrazeni na motilitu spermii, ale neindukoval specifické ultrastrukturalni
zmény. Na druhou stranu (Nasimi et al. 2018) ve své studii uvadi, ze peroralni podavani PTX
muze zlepsit normalni morfologicky pomér spermii u idiopatické muzské neplodnosti.

Byly také hodnoceny ucinky pentoxifylinu na chlazené a kryokonzervované sperma
kozy Srouborohé. Autofi zde mimo jiné vyhodnocovali zivotaschopnost a integritu
cytoplazmatické membrany a akrozomt. Chlazené spermie vykazovaly vyznamné zlepSeni.
Kryokonzervované spermie byly hodnoceny pomoci pocitacové analyzy a vysledky rovnéz
naznacuji, ze pfidani 3 a 6 mmol/l PTX snizuje Skody, zpusobené procesem chlazeni a
kryokonzervace (Rahimizadeh et al. 2021).
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3.3.5.3.8.1.3 Vliv PTX na integraci DNA a kvalitu embrya

Morfologie i motilita koreluji s posSkozenim DNA spermii (Meseguer et al. 2012). [ kdyz
aplikace PTX v koncentraci 1,5 mmol/l neuspéla a negativné integritu DNA ovlivnila (Dutra et
al. 2018), nevyznamny rozdil byl pozorovan po pfidani 1 mmol/l PTX (Salian et al. 2019).

Predbézné studie ukazaly, ze PTX vyvolava predc¢asnou akrozomovou reakci (Yovich
1993) a ma toxické ucinky na funkci oocytl a Casny vyvoj embrya (Tournaye et al. 1994), coz
vede k obstrukci embryonalniho vyvoje nebo teratogennim ucinkiim novorozenct (Tournaye
et al. 1995). Tournaye et al. (1993) publikoval, ze davka 3, 6 a 7,2 mmol/l PTX po dobu 30
min. v kultivanim médiu mysich embryi zptsobila pokles poctu bunék blastocyst. V klinickém
prostredi je vSak PTX pfitomen pouze v piipraveném vzorku spermatu a oocyty/embrya mu
nejsou vystaveny (Hattori et al. 2011). Obecné je vyzkum o vlivu PTX na kvalitu a klasifikaci
lidskych embryi velmi vzacny (Mahaldashtian et al. 2021). Navas et al. (2017) sledoval
novorozence po ICSI, u kterého byla pouzita spermie vystavena PTX. Dle klasifikace
novorozeneckych malformaci nebyla frekvence vyznamné vy$si nez frekvence zjisténa u
potomkti po IVF. Tato studie vSak potiebuje dlouhodobé sledovani.

Existuje rozdil v odpovédi spermii na PTX v normoozoospermickych a abnormélnich
vzorcich. Vétsina vyzkumnikl pouzivala koncentraci 3-5 mmol/l PTX a dobu inkubace 10 az
30 minut. PTX vyZzaduje prahovou koncentraci, aby pusobil jako zesilova¢ motility spermii, ale
vysoka koncentrace a dlouha doba expozice mohou mit negativni vliv na parametry spermii a
integritu cytoplazmatické membrany (Mahaldashtian et al. 2021).

3.3.5.3.8.2 Pentoxifylinové analogy

S cilem snizit nezadouci ucinky a zvysit motilitu spermii Satish et al. (2021) studoval
analogy PTX, pomoci strukturné fizeného pfistupu in silico, tedy pocitacovou simulaci.
Hodnoceni in silico ukézalo, ze analogy PTX se vazou pevnéji na PDE a tvorfi stabilni
komplexy. Zejména ex vivo hodnoceni spermii oSetfenych jednim z analogth PTX (PTXm-1)
ukdzalo pfiznivy ucinek pfi mnohem niz§i koncentraci. Prokazal se pomalej§i nastup
akrozomové reakce, prodlouzena zivotaschopnost spermii a vynikajici kvalita embrya.

Modifikované slouceniny mPTX1 az mPTXO6 byly syntetizovany reakci PTX s riznymi
arylaldehydy (nenasyceny aldehyd) za pfitomnosti alkoholického roztoku KOH. I v této studii
tato sloucenina prokézala vynikajici zvySeni motility a prodlouzené preziti spermii in vitro.
Optimalni aktivita mPTX1 byla pozorovana pfi koncentraci, kterd byla Ctyfikrat niz§i nez
vychozi latka. Modifikace také vedla ke snizeni genotoxickych t€inka (Nazari et al. 2022).

3.3.5.3.8.3 Theofylin a ostatni xantinové derivaty

Jedna se o pfirodni derivat methylovaného xantinu, ktery se v malém mnozstvi
piirozené vyskytuje v €aji a kakaovych bobech. Plsobi relaxacnim ucinkem na hladké svalstvo
a stimuluje srdeCni a centralni nervovy systém. Od roku 1922 se diky svym bronchodilata¢nim
ucinkiim vyuziva ke klinické 1écbé astmatu a dalSich respiracnich onemocnéni (Jilani et al.
2021).
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Pisobi jako neselektivni inhibitor fosfodiesterazy (Hendeles et al. 1985) a je
antagonistou adenosinového receptoru. (Jilani et al. 2021). Jeho nevyhodou je uzky rozsah
terapeutickych davek a mnozstvi komplikaci spojenych s 1écbou (Journey & Bentley 2021).

Theofylin také zvysSuje motilitu spermii a penetraci do vajicka (Loughlin & Agarwal
1992). Dle Frot et al. (1998) vSak vykazoval fetalni toxicitu a teratogenni uc¢inky.

Ibis et al. (2021) ve své studii provedl experiment, ktery porovnaval schopnosti
papaverinu, pentoxifylinu a theofylinu zvysit motilitu. Bylo zji§téno, ze theofylin je ve zvySeni
celkové motility lepsi nez ostatni dvé uvedené latky.

Také dalsi xantinové derivaty, jako jsou acefyllin, dyfylin a proxyphyllin zvySily
motilitu ejakulovanych lidskych spermii a mySich testikularnich spermii (Satish et al. 2021).
Acefyllin se pouziva k 1écbé astmatu a bronchitidy (Masood et al. 2018). Dyfylin ma mensi
nezadouci ucinky na zalude¢ni, kardiovaskularni a centralni nervovy systém nez teofylin
(Hudson et al. 1973). Proxyphyllin se také pouziva k 1écbé respiracnich onemocnéni, jako je
obstruk¢ni plicni onemocnéni a astma (Selvig 1981). Satish et al. (2021) uvadi, ze nejsilnéji na
pohyblivost a dlouhovékost spermii ptisobi acefylin.

3.3.5.3.8.4 Papaverin

Papaverin je benzylisochinolinovy opioidni alkaloid, izolovany z latexu Papaver
somniferum (maku setého). Jedna se o inhibitor PDE2-4 (Valentova et al. 2004) a PDE10A.
Blokuje hydrolyzu cAMP i1 cGMP (Mooradian et al. 1989) a ma vasodilatacni a spasmolytické
ucinky (Valentova et al. 2004). Klinicky se pouziva pii 1écbé erektilni dysfunkce
prostfednictvim intrakavernozni injekce (Mooradian et al. 1989).

Ibis et al. (2021) se rozhodl uc¢inek papaverinu jako inhibitoru PDE10A ovéfit na modelu
snizené motility u kryokonzervovanych spermii po rozmrazeni.

Pomoci predbézného experimentu byla optimalni davka papaverinu s nejvyssi rychlosti
motility stanovena na 100 uM/1. Dale byly hodnoceny dva expozi¢ni Casy, a to 30 a 60 minut.
Podrobné parametry motility byly detekovany pomoci metody CASA. Stav akrozomu,
Zivotaschopnost, apoptoza a fragmentace DNA byly hodnoceny prutokovou cytometrii.

Kryokonzervace vyrazné zhorSila parametry motility spermii, ale nedoslo k zadnym
vyraznym zmeénam v akrozomalnim stavu a apoptoze. Papaverin vyznamné zlep§il parametry
motility ve viech intervalech expozice. Zivotnost viak byla niZ8i u ptisobeni 60 min. ve
srovnani s 30 min. Dale bylo poukazano na to, ze papaverin nemél zadny vliv na akrozomalni
zmeény, poskozeni DNA a ztratu zivotaschopnosti (Ibis et al. 2021). Pii testu bezpecnosti na
mySich embryich bylo zjisténo, ze papaverin nezpusobuje zadnou embryotoxicitu (Terriou et
al. 2015). Nicméné k ovéreni, zda je pouziti papaverinu opravdu bezpecné jsou zapotiebi dalsi
klinické studie, v€etné studie vlivu na lidsk4 embrya (Ibis et al. 2021).
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3.3.5.3.9 Nejperspektivnéj§i PDEI pro zlepsSeni motility

Mezi nejperspektivnéjsi inhibitory fosfodiesterazy, které pozitivné ovliviiuji motilitu,
se fadi tofisopam a ibudilast (Tardif et al. 2014). Tofisopam je anxiolytikum, tedy lék
predepisovany k 1écbé priznaki stavu tizkosti. Chemicky se jedna o 2,3-benzodiazepin. Dale
pusobi jako inhibitor PDE4 (Bernard et al. 2008).

Ibudilast je 1éCivo, které bylo uvedeno na trh v Japonsku k 1é¢bé astmatu. Jedna se o

inhibitor PDE (Rolan et al. 2009). V nejvétsi mire inhibuje PDE4 (Huang et al. 2006). Vykazuje
protizanétlivou aktivitu jak v perifernim imunitnim systému, tak v CNS prostfednictvim utlumu
sklerozy, neuropatické bolesti a pii zlepSovani ucinnosti a bezpecnosti opioidi (Rolan et al.
2009).

Pfi testovani vlivu této slouCeniny na motilitu kancich spermii bylo potvrzeno, ze
pfidani ibudilastu do vzorkd, které byly pfedem zahtaté na teplotu 37° C a nasledn€ inkubovany
po dobu 10 minut, doslo ke zvySeni procenta progresivni motility spermii (Madamidola 2015).

K identifikaci riznych typua sloucenin (napfiklad pro muzskou antikoncepci) se pouziva
systém HTS (Gruber et al. 2020). Gruber et al. (2022) jej pouzil k hodnoceni motility lidskych
spermii s cilem identifikovat slouceniny, zvySujici jejich motilitu. Pomoci vykonného
mikroskopu dochazi k zaznamu Casosbérnych snimkt ze dvou pozic v kazdé jamce, kde se
nachazi vzorek. Jednou z hlavnich cilovych skupin screeningu byly PDE. VSechny anotované
inhibitory PDE10A pouzité v této studii, mezi kterymi byl ibudilast a papaverin, mely zesilujici
ucinek na motilitu.

Vi se tedy, ze spermie exprimuji nékolik fosfodiesteraz, lokalizovanych v riznych
oblastech buriky. Pouzitim specifickych typti PDEI 1ze dosahnout zlepSeni motility spermii bez
nepiiznivého ovlivnéni dalSich funkci. Predev§im ibudilast, tofisopam a papaverin, u kterych
byla pozorovana vyrazn€jsi stimulace motility spermii i u vzorku s nizsi vychozi motilitou, byly
oznacCeny za velmi slibné kandidaty pro dalsi testovani bezpecnosti a klinické ucinnosti (Tardif
et al. 2014). Na zakladé tohoto doporuCeni jsme se rozhodli testovat jednu z latek, a to
konkrétné ibudilast, na modelu beraniho ejakulatu.

3.3.6 Konzervace spermatu

Konzervaci beraniho spermatu Ize provadét dvéma zpasoby, a to chlazenim, nebo
mrazenim (Dovenski et al. 2022).

3.3.6.1 Konzervace chlazenim

Jedna se o kratkodobou konzervaci. Jako fedidlo lze vyuzit napf. citrat sodny, vajecny
zloutek, mléko, Tris a dalsi (Louda et al. 2001). Béhem skladovani spermatu v chlazené tekutiné
se metabolismus spermii snizuje a tim se prodluzuje jejich zivotaschopnost na 6-8 hodin
(Dovenski et al. 2022). Nafedéné sperma lze ihned pouzit k inseminaci. Lze uchovavat pfi
teploté 15 °C po dobu 5 — 6 hodin, nebo pii 3 — 5 °C po dobu 12 - 24 hodin (Louda et al. 2001).
Ke skladovani a prepravé se obvykle pouzivaji termo nebo polystyrenové nadoby doplnéné
chlazenymi ampulemi s ledovou kyselinou octovou. Inseminacni davky prepravované pii 5 °C
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je baleno v nadobach z polystyrenu, které jsou vybaveny ldhvemi s mrazenou vodou, gelem,
nebo drcenym ledem (Dovenski et al. 2022).

3.3.6.2 Kryokonzervace

Vystaveni spermii berana niz§im teplotdm vyznamné snizuje jejich zivotaschopnost.
Tyto Skodlivé ucinky lze zmirnit pouzivanim fedidla spermatu obsahujiciho kryoprotektivni
slozky a postupnym snizovanim teplot (Dovenski et al. 2022).

Rychlost zmrazovani by méla byt dostatecné pozvolna, aby se stihla z bunék dostat voda
a minimalizovala se tak tvorba intracelularnich ledovych krystald. Zaroveni se vSak musi
zabranit vazné dehydrataci bunék. Uvadi se, ze vétSina destrukci spermii nastava v teplotni zoné
mezi — 15 a — 30 °C. Béhem zmrazovani inseminacnich davek je tedy sperma naredéno
vhodnym fedidlem a postupné schlazeno na cca 5 °C, tedy ekvilibrovano (Saha et al. 2022). U
berant byly pouzity riizné doby ekvilibrace (od 1 do 5 hodin). Ranjan et al. (2015) a Sharma &
Sood (2020) zjistili, ze 4 hodinova ekvilibracni perioda zlepSuje kvalitu spermatu po
rozmrazeni. Na druhou stranu Baruah et al. (2003) nezjistil zadné vyznamné odchylky
v pohyblivosti ve vzorcich spermatu, které byly ekvilibrovany po dobu 0,5, 1 nebo 1,5 hodiny.
Standardné se tedy vyuziva doba ekvilibrace 1,5 — 2 hodiny (Saha et al. 2022).

Dale se teplota snizuje z5 °C na cca — 125 °C, tim, Ze se pejety s inseminanimi
davkami umisti 4 - 6 cm nad hladinu tekutého dusiku (do pary) na dobu 8 — 10 minut (Saha et
al. 2022). Pfed ponotenim do tekutého dusiku (- 196 °C) by m¢éla byt kone¢na teplota snizena
alesponl na — 130 °C, aby se zastavily vSechny metabolické procesy, vCetné tepelné fizenych
chemickych zmén (Medeiros et al. 2002).

3.3.7 Uchovavani inseminaénich davek

Inseminacni davky, které jsou ulozené v kontejneru (Dewarové nadobé€) s kapalnym
dusikem tzn. pfi teploté — 196 °C maji zivotnost neomezenou dobu.

V horni poloviné hrdla kontejneru se nachazi oblast s teplotou, kterou by mély
inseminacni davky prekroCit pouze tésné pied vlastnim rozmrazenim, jinak hrozi tvorba
ledovych krystalt, které butiky nenavratné poskozuji. Tato oblast je ozna¢ovana jako tzv. , linie
mrazu®. Teplota se zde pohybuje kolem — 100 az — 130° C. Pfi manipulaci by davky mely byt
z kapalného dusiku vyjmuty pouze na kratkou dobu a to 5 — 10 sekund. V nadobé€ je nutné
udrzovat dostate¢nou hladinu tekutého dusiku pravidelnym dolévanim (Povolna 2017).

zitka

/ hrdlo
’ K vnitini plast

/.\‘/
kanystr
K vndjsi plast
Obrazek 5: Popis Dewarovy ndadoby (Povolnd 2017) Obrazek 6: Linie mrazu (Povolna 2017)
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4 Metodika

4.1 Plemenici

Pro tcely této diplomové prace byl pouzit odebrany ejakulat celkem od 4 beranti plemene
valasské ovce. Ejakulat byl pokazdé odebran od vSech 4 plemeniki. Pro vyrobu vzorku se vzdy
pouzil odbér plemenika, ktery spliioval vSechny pozadavky na minimalni kvalitu ejakulatu.
Pouze ve tfech pfipadech byly odbéry smichany z divodu nizkého objemu.

Vsichni plemenici byli ustajeni v Demonstraéni a pokusné staji Ceské zemédélské
univerzity v Praze. Jednalo se o skupinové ustajeni. K dispozici byl skupinovy kotec s volnym
pristupem do venkovniho pastevniho vybéhu. Ustajovaci prostory, venkovni plochy a
technologické vybaveni spliiovaly platnou legislativu dle zadkona ¢. 208/2004 Sb. Krmnou
davku behem celého roku tvorfil pastevni porost doplnény lu¢nim senem ad libitum.
Doplitkovou krmnou davku tvofily granule (1580 OVCE UNI, De Heus a.s., Bu¢ovice, CR)
v mnozstvi 300 - 500 g/ks/den z ohledem na kondicni stav zvifat. Voda byla poskytnuta ad
libitum. Zvitata méla dale volny pfistup k mineralnim lizim. Plemenici byli celou dobu pod
veterinarnim dohledem a po €as experimentu nevykazovali pfiznaky zadnych onemocnéni.

4.2 Odbér ejakulatu

Odbér ejakulatu byl proveden pomoci umélé vaginy pro malé prezvykavce (Minitiib
GmbH, Tiefenbach, Némecko). Pfed odbérem byla uméla vagina nahtata teplou vodou na 38 —
39 °C, dofouknuta na pozadovany tlak a jeji vstupni ¢ast nalubrikovéana vazelinou. Ejakulat byl
odebran do nespermicidniho latexového sbérace, a poté ihned pfenesen automatickou pipetou
do uzaviratelné zkumavky o objemu 10 ml. Béhem transportu do laboratore a nasledného
zpracovani se udrzoval pfi teploté 25 °C az do ekvilibrace.

4.3 Analyza odebraného ejakulitu

Hodnoceni odebraného ejakulatu probihalo v laboratofti pfi teploté 25 °C. Nejprve se na
kapce nativniho ejakulatu hodnotila vifivost pohybu (mass motility) pomoci mikroskopu
s vyhfevnou deskou nahtatou na 38°C. Hodnota mass motilty se u vSech ejakulati vyuzitych
v této diplomové praci pohybovala v rozmezi 4,5 — 5 bodt (na stupnici od 1 —5; 5 bod = velmi
rychly vifivy pohyb).

Déle byla stanovena koncentrace spermii pomoci kalibrovaného spektrofotometru
(Genesys 10S Vis, Thermo Fisher Scientific, Waltham, Massachusetts, USA). Vychozi
koncentrace se u vSech vyuzitych ejakulati pohybovala v rozmezi 1 — 3,5 mld/ml bunék. Poté
se stanovil objem ejakulatu dle stupnice na zkumavce.

4.4 Priprava enhanceru motility ibudilast

Ibudilast (I057 — 10MG, Merck, Germany) byl navazen a rozpus§tén v dimethylsulfoxidu
(DMSO) (2,5 mg/100 ul DMSO). Vychozi koncentrace pracovniho roztoku byla 100 mM. Poté
byl rozdélen do zkumavek a uchovavan ve zmrazeném stavu pii — 20 °C. Zkumavky se
jednotlivé rozmrazovaly na vyhfevné desce (38 °C) vzdy pfed samotnym pouzitim.
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4.5 Priprava inseminacnich davek

Po zhodnoceni byl ejakulat nafedén komerénim fedidlem OptiXcell (IMV Technologies,
L’Aigle, France) o teploté 38 °C na konecny objem 7,5 ml. Koncentrace spermii byla v tomto
objemu primérné 200 mil/ml.

Nasledné se nafedéné sperma automatickou pipetou rozdélilo po 1 ml do 7 zkumavek.
K prvnim tfem vzorkiim spermatu byly pfidany tfi rozdilné koncentrace ibudilastu — viz tabulka
3. K dalsim tfem vzorkim se pfidaly tii rozdilné objemy cistého DMSO, které odpovidaly
objemum ibudilastu s DMSO — viz tabulka 4. Posledni vzorek spermatu byl kontrolni, tzn. bez
pfidanych latek.

Tabulka 3: Koncentrace ibudilastu

Vzorek Pipetovany objem Fi“élinbiul:l(;;cst:l:ltrace
IB + DMSO (0,5) 0,5 ul 50 uM
IB + DMSO (1) 1l 100 uM
IB + DMSO (2) 2 ul 200 uM

Tabulka 4: Objem DMSO

Cislo vzorku Pipetovany objem
4 DMSO (0,5) 0,5 ul
5 DMSO (1) 1 ul
6 DMSO (2) 2 ul
7 ---KONTROLA--

Takto pfipravené sperma bylo plnéno do pejet o objemu 0,25 ml (IMV Technologies,
L’ Aigle, France). Od kazdé varianty byly naplnény tfi pejety, oznaceny pfisluSnym znacenim
(viz obrazek 5) a uzavieny pomoci polyvinylalkoholu (IMV Technologies, L’ Aigle, France).
Pripravené pejety byly nasledné umistény do chladiciho boxu, kde probihala ekvilibrace pfi
teploté 5 °C po dobu 2 hodin.

K mrazeni insemina¢nich davek byl pouzit polystyrenovy mobilni mrazici box. Pejety
byly nejprve umistény 5 cm nad hladinou tekutého dusiku po dobu 10 minut, poté se vlozily
ptimo pod hladinu tekutého dusiku. Takto kryokonzervované pejety byly uchovavany nékolik
dna v kontejneru s tekutym dusikem.
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Obriazek 7: Znacky na filtru pejety (Archiv autora)

4.6 Hodnoceni inseminacnich davek po rozmrazeni
4.6.1 Rozmrazeni

Rozmrazeni pejet probihalo ve vodni lazni, ktera byla predehfata na 39 °C. Pejety se
vkladaly do lazné€ na dobu 30 sekund. Pro naslednou analyzu motility se rozmrazily v§echny
tfi pejety od kazdé varianty a smichaly se dohromady. Veskera prace se vzorky probihala pfi
teploté 38° C.

Obrizek 8: Rozmrazené pejety roztridené dle varianty (Archiv autora)

37



4.6.2 CASA

Analyza motility vzorkt byla provedena pomoci mobilni pocitaCove asistované analyzy
spermii (MCASA) (model 1Sperm, Aidmics Biotechnology Co., LTD, Taipei City, Taiwan).
Pro piipravu jednotlivych vzorkt, které se méftily postupné, bylo pouzito od 50 — 150 ul PBS
(dle vychozi koncentrace kazdého ejakulatu; ptistro mCASA je schopny méfit vzorky které
maji koncentraci v rozmezi 30 — 60 mil/ml bungk) a 10 ul spermatu. Po dikladném promichani
se 10 ul tohoto vzorku automatickou pipetou aplikovalo na podlozni ¢ast jednorazové
analyzaCni komurky. Poté se nasadila kryci Cast této komurky a takto pfipraveny vzorek byl
vlozen do predehraté Cocky (38 °C), ktera je soucasti pristroje mCASA. Software nasledné
vyhodnotil motilitu spermii. U kazdého vzorku se méfila 4 zorna pole.

Meéfeni probihala ve dvou intervalech. Prvni méfeni se provedlo ihned po rozmrazeni
(T1), druhé po 3 hodinach od zac¢atku rozmrazovani (T2). Mezi prvnim a druhym méfenim
byly vzorky uchovavany v termostatu pfi teploté 38°C.

Obrizek 9 a 10: Pristroj mCASA s vyhrivanou cockou pomoci USB kabelu (Archiv autora)
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4.7 Statisticka analyza dat

Nameétené hodnoty z analyzy motility CASA byly exportovany do Microsoft Office
Excel, ve kterém se vytvorila tabulka pro nasledné vyhodnoceni softwarem SAS (SAS/STAT®
verze 9.3., 2011). Jako zavislé proménné byly vyhodnocovany parametry motility métené
pomoci systému CASA (celkova motilita, progresivni motilita, primérna rychlost
trajektorie spermii, kiivocara rychlost, linearni rychlost, linearita a piimost trajektorie).

Modelova rovnice pro jednotlivé ukazatele:
Yijk = u + DENi + VAR] + eijk

¢ Yijk = zavisle proménna (MOT, PROGR, VAP, VCL, VSL, LIN, STR)

e u =prumérna hodnota zavisle proménné

e DENi = i-t4 varianta odbérového dne (i = odbérovy den 1, n = 12; i = odbérovy den 2, n =
12; 1= odbérovy den 3, n = 12; i = odbérovy den 4, n = 12; 1 = odbérovy den 5, n = 12; 1 =
odbérovy den 6, n = 24; 1 = odbérovy den 7, n = 12; 1 = odbérovy den 8, n = 12)

e VAR]j = j-ta varianta objemu latek (j = IB + DMSO (0,5), n =36; j = 1B + DMSO (1), n =
36; j=1B + DMSO (2), n = 36; j = DMSO (0,5), n = 36; j = DMSO (1), n = 36; j = DMSO
(2), n = 36; j = kontrola 7, n = 36)

e eijk = rezidualni chyba

Statisticky vyznamné rozdily byly definovany Tukey — Kramerova testu na hladiné
vyznamnosti p < 0,05.
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S Vysledky

5.1 Zakladni statistické udaje - CASA

Zakladni statistické udaje pro varianty IB+DMSO (0,5) a DMSO (0,5) jsou uvedeny
v tabulce 5. Jedna se o hodnoty méfené ve dvou Casech, a to ithned po rozmrazeni a 3 hodiny
od zacatku rozmrazovani. Tabulka uvadi pro jednotlivé parametry motility aritmeticky primér,
smérodatnou odchylku, minimum a maximum. Hodnocené parametry motility jsou celkova
motilita, progresivni motilita, primeérna rychlost trajektorie spermii, kfivocara rychlost, linearni
rychlost, linearita a pfimost trajektorie.

U jednotlivych parametrid mizeme vidét pokles hodnoty priméru mezi casem méfeni
thned po rozmrazeni a 3 hodiny od zacatku rozmrazeni. Pokles je nejvice patrny u celkové a
progresivni motility.

Podobny pokles byl zaznamenan i u variant IB+DMSO (1) a DMSO (1), a také u
IB+DMSO (2) a DMSO (2). Detailni popis statistickych udaju pro tyto varianty je uveden
v Tabulce 6 a 7.

Tabulka 5: Zdkladni statistické udaje CASA pro varianty IB+ DMSO (0,5) a DMSO (0,5)

Cas B Cetnost Priumér Sr:;:ﬁ;ﬁ::a Minimum Maximum

N) (%) (%) (%) (%)

MOT 108 30,60 18,01 3,90 72,95

PROGR 108 14,97 11,63 1,30 43,80
Thned po VAP 108 96,40 17,65 55,82 151,76
rozmrazeni VCL 108 138,33 21,34 82,93 201,52
(TD) VSL 108 66,33 15,79 34,36 99,07
LIN 108 66,35 8,08 36,79 83,39

STR 108 48,50 8,08 26,00 68,92

MOT 108 18,74 9,31 2,63 43,33

PROGR 108 7,45 4,80 0,00 23,38
3 hodiny od VAP 108 88,94 15,95 55,14 135,27
zatitku VCL 108 138,36 23,26 69,90 225,12

rozmrazovani

(T2) VSL 108 57,13 13,99 28,00 106,33
LIN 108 63,49 10,51 35,59 91,49

STR 108 43,29 9,19 21,81 71,84

Zkratky: MOT (%) — celkovd motilita, PROG (%) — progresivni motilita, VAP (um/s) —
priimérnd rychlost trajektorie, VCL (um/s) — kifivocarda rychlost, VSL (um/s) — linedrni rychlost,
LIN (%) — linearita, STR (%) — primost
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Tabulka 6: Zdkladni statistické uidaje CASA pro varianty IB+DMSO (1) a DMSO (1)

108 27,87 14,64 7,23 69,17
PROGR 108 13,11 8,96 0,00 39,17
VAP 108 93,69 18,06 52,83 142,04
VCL 108 132,90 22,40 71,25 190,76
VSL 108 65,00 16,70 19,42 115,08
LIN 108 66,70 8,10 31,39 88,04
STR 108 49,73 9,26 18,60 76,18
MOT 108 22,00 13,57 1,67 78,46
PROGR 108 8,660 6,13 0,00 32,31
VAP 108 90,29 14,83 56,00 128,78
VCL 108 141,01 23,26 69,90 24491
VSL 108 57,30 11,55 28,00 89,51
LIN 108 62,95 8,99 3549 87,28
STR 108 43,06 7,91 21,30 71,84

Zkratky: MOT (%) — celkovd motilita, PROG (%) — progresivni motilita, VAP (um/s) —
prumérna rychlost trajektorie, VCL (um/s) — kifivocard rychlost, VSL (um/s) — linedrni rychlost,
LIN (%) — linearita, STR (%) — pFimost

Tabulka 7: Zdkladni statistické uidaje CASA pro varianty IB+DMSO (2) a DMSO (2)

108

26,98 16,18 3,66 65,14

PROGR 108 13,14 9,74 0,00 43,96
VAP 108 95,84 17,53 58,00 141,91
VCL 108 135,11 23,48 76,71 202,95
VSL 108 66,48 16,07 34,36 115,31
LIN 108 68,24 9,34 47,47 94,16
STR 108 50,99 11,12 28,47 87,82
MOT 108 17,62 10,97 0,00 48,00
PROGR 108 7,02 6,27 0,00 30,23
VAP 108 87,26 18,08 0,00 140,62
VCL 108 134,14 25,27 0,00 204,49
VSL 108 55,29 14,99 0,00 112,57
LIN 108 61,87 12,29 0,00 91,73
STR 108 43,01 10,46 0,00 74,09

Zkratky: MOT (%) — celkovd motilita, PROG (%) — progresivni motilita, VAP (um/s) —
prumérna rychlost trajektorie, VCL (um/s) — kifivocard rychlost, VSL (um/s) — linedrni rychlost,
LIN (%) — linearita, STR (%) — pFimost
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5.2 Popis modelu

5.2.1 Popis modelu pro varianty IB+DMSO (0,5) a DMSO (0,5)

Tabulka 8 uvadi pouzity model pro varianty IB+DMSO (0,5) a DMSO (0,5), ktery
ukazuje promeénlivost nasledujicich ukazatelti ihned po rozmrazeni: MOT ze 76 %, PROGR ze
78 %, VAP 2 60 %, VCL z 43 %, VSL z 58 %, LIN z 31 %, STR z 32 %. U vS§ech ukazatelu
byla prokazana statisticka vyznamnost u obou sledovanych faktort (P < 0,05).

Promeénlivost ukazateli v Case 3 hodiny od zacatku rozmrazovani byla: MOT z 52 %,
PROGR z 50 %, VAP 223 %, VCL z 19 %, VSL z 25 %, LIN z 34 %, STR z 36 %. Vétsina
ukazateli byla rovnéz statisticky prikazna u obou sledovanych faktora (P < 0,05). Nebyl
statisticky prokazan vliv latky na kinematické parametry motility VAP, VCL, VSL, LIN, STR

(P> 0,05).

Tabulka 8: Popis modelu CASA pro varianty IB+DMSO (0,5) a DMSO (0,5)

Parametry
MOT
PROGR
Thned po VAP
rozmrazeni VCL
(TD) VSL
LIN
STR
MOT
PROGR
3 hodiny od VAP
rozf:::;l;:éni el
LIN
STR

Zkratky: MOT (%) — celkova motilita, PROG (%) — progresivni motilita, VAP (um/s) —
primérnd rychlost trajektorie, VCL (um/s) — kiivocarda rychlost, VSL (um/s) — linedrni rychlost,
LIN (%) — linearita, STR (%) — primost

Mira vyznamnosti: (P<0,05) — existuje statisticka vyznamnost; (P>0,05) — neexistuje

statistickd vyznamnost

R2

0,76
0,78
0,60
0,43
0,58
0,31
0,32
0,52
0,50
0,23
0,19
0,25
0,34
0,36

P-

parametr

<,0001
<,0001
<,0001
<,0001
<,0001
<,0001
<,0001
<,0001
<,0001
0,0018
0,0118
0,0006
<,0001
<,0001
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Odbérovy den

<,0001
<,0001
<,0001
<,0001
<,0001
<,0001
0,0002
<,0001
<,0001
0,0008
0,0049
0,0002
<,0001
<,0001

Latka

0,0003
0,0063
<,0001
0,0123
<,0001
0,0201
0,0014
0,0034
0,0243
0,4375
0,6789
0,5246
0,9052
0,9728



5.2.2 Popis modelu pro varianty IB+DMSO (1) a DMSO (1)

Detailni popis tohoto modelu je uveden v Tabulce 9. Pouzity model ukazoval
proménlivost nasledujicich ukazateld v ¢ase T1: MOT ze 68 %, PROGR ze 65 %, VAP ze 41
%, VCL z 38 %, VSL ze 40 %, LIN ze 34 %, STR ze 40 %. U vétsiny ukazatelt byla prokazana
statisticka vyznamnost obou sledovanych faktort (P < 0,05). Nebyl vSak prokazan statisticky
vyznamny vliv latky na celkovou, progresivni motilitu a VCL (P > 0,05).

Proménlivost ukazatelti v ¢ase T2 byla: MOT ze 60 %, PROGR z 50 %, VAP ze 34 %,
VCL z 20 %, VSL z 22 %, LIN z20 %, STR z20 %. U vétSiny parametri byla prokazana
statisticka vyznamnost obou sledovanych faktort (P < 0,05). Statisticky vyznamny vliv latky
na parametry motility (VAP, VCL, VSL, LIN, STR) nebyl prokazan (P > 0,05).

Tabulka 9: Popis modelu CASA pro varianty IB+DMSO (1) a DMSO (1)

Cas Parametry R2 par::r;le (¢ Odbérovy den Kon};etsﬁ;race
MOT 0,68 <,0001 <,0001 0,5362
PROGR 0,65 <,0001 <,0001 0,0816
Thned po VAP 0,41 <,0001 <,0001 0,0264
rozmrazeni VCL 0,38 <,0001 <,0001 0,7879
(T1) VSL 0,40 <,0001 <,0001 <,0001
LIN 0,34 <,0001 0,0204 <,0001
STR 0,40 <,0001 0,0313 <,0001
MOT 0,60 <,0001 <,0001 <,0001
PROGR 0,50 <,0001 <,0001 0,0004
3 hodiny od VAP 0,34 <,0001 <,0001 0,0965

zacatku

B —— VCL 0,20 0,0064 0,0078 0,1245
(T2) VSL 0,22 0,0035 0,0017 0,4314
LIN 0,20 0,0060 0,0018 0,9992
STR 0,20 0,0071 0,0022 0,9611

Zkratky: MOT (%) — celkova motilita, PROG (%) — progresivai motilita, VAP (um/s) —
primérnd rychlost trajektorie, VCL (um/s) — kiivocarda rychlost, VSL (um/s) — linedrni rychlost,
LIN (%) — linearita, STR (%) — primost

Mira vyznamnosti: (P<0,05) — existuje statistickd vyznamnost; (P>0,05) — neexistuje
statistickd vyznamnost

5.2.3 Popis modelu pro varianty IB+DMSO (2) a DMSO (2)

Detailni popis tohoto modelu je uveden v Tabulce 10. Pouzity model ukazoval
proménlivost nasledujicich ukazatelt v ¢ase T1: MOT ze 76 %, PROGR ze 73 %, VAP z 51
%, VCL ze 42 %, VSL ze 46 %, LIN z 31 %, STR z 37 %. U vétSiny parametra byla prokazana
statisticka vyznamnost obou sledovanych faktort (P < 0,05). Statisticky vyznamny vliv latky
na celkovou, progresivni motilitu a VCL nebyl prokazan (P > 0,05).

Proménlivost ukazatelt v ¢ase T2 byla: MOT z 63 %, PROGR ze 69 %, VAP z 38 %,
VCL 223 %, VSL z 33 %, LIN z 36 %, STR ze 40 %. Nebyl statisticky prokazan vliv latky na
kinematické parametry motility VAP, VCL, VSL, LIN, STR (P > 0,05).
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Tabulka 10: Popis modelu CASA pro varianty IB+ DMSO (2) a DMSO (2)

Cas Parametry R2 parzl;le tr Odbérovy den Konl;iﬁ;race
MOT 0,76 <,0001 <,0001 0,0626
PROGR 0,73 <,0001 <,0001 0,3136
Thned po VAP 0,51 <,0001 <,0001 0,0025
rozmrazeni VCL 0,42 <,0001 <,0001 0,7473
(T1) VSL 0,46 <,0001 <,0001 <,0001
LIN 0,31 <,0001 0,0403 <,0001
STR 0,37 <,0001 0,0055 <,0001
MOT 0,67 <,0001 <,0001 0,02
PROGR 0,69 <,0001 <,0001 0,03
3 hodiny od VAP 0,38 <,0001 <,0001 0,98
mzz;crztzl;‘ién VCL 0,23 0,00 0,00 0,77
i(T2) VSL 0,33 <,0001 <,0001 0,93
LIN 0,36 <,0001 <,0001 0,35
STR 0,40 <,0001 <,0001 0,20

Zkratky: MOT (%) — celkova motilita, PROG (%) — progresivni motilita, VAP (um/s) —
primérnd rychlost trajektorie, VCL (um/s) — kiivocarda rychlost, VSL (um/s) — linedrni rychlost,
LIN (%) — linearita, STR (%) — primost

Mira vyznamnosti: (P<0,05) — existuje statistickd vyznamnost; (P>0,05) — neexistuje
statistickd vyznamnost

5.3 Vliv odbérového dne na parametry motility

5.3.1 Varianty IB + DMSO (0,5) a DMSO (0,5)

V case T1 byly shledany vyznamné statistické rozdily mezi parametry v jednotlivych
odbérovych dnech. Vliv odbérovych dnii na parametry motility u téchto variant popisuje
Tabulka 17 v pfiloze €. 10.1. Ejakulat odebrany 5. odbé&rovy den vykazoval nejlepsi hodnoty
vSech parametrd motility ve srovnani s ostatnimi odbérovymi dny. U celkové (63,83 + 2,66 %)
a progresivni (37,85 + 1,64 %) motility byl 5. odbérovy den prokazan statisticky vyznamny
rozdil (P < 0,05) oproti vSem ostatnim odbérovym dntm.

Nejnizsich hodnot (v rozmezi 16,12 + 2,66 az 21,15 £ 2,66 %) u celkové a progresivni
(v rozmezi 6,87 + 1,16 az 8,20 £+ 1,64) motility dosahoval ejakulat z 1., 2., 3. a 6. odbérového
dne, mezi kterymi nebyl prokdzan zadny statisticky vyznamny rozdil (P > 0,05). Ostatni
parametry motility u téchto odbérovych dnt byly statisticky srovnatelné s dalSimi dny.

V cCase T2 vykazoval nejlepsi hodnoty u celkové a progresivni motility ejakulat z 5. a 8.
odbérového dne. U obou dni byl shledan statisticky vyznamny rozdil oproti ostatnim
odbérovym dnim. Ostatni parametry motility byly srovnatelné s dal§imi odbérovymi dny.
Nejnizsich hodnot celkové a progresivni motility dosahoval ejakulat z 2. odbé&rového dne.
Ostatni parametry motility byly srovnatelné s dalSimi dny. Tabulka 20 pro detailni popis vlivu
odbérového dne v ¢ase T2 je uvedena v piiloze ¢. 10.2.
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5.3.2 Varianty IB+DMSO (1) a DMSO (1)

V cCase T1 byly opét shledany vyznamné statistické rozdily mezi parametry v jednotlivych
odbérovych dnech. Vliv odbérovych dnii na parametry motility u téchto variant popisuje
Tabulka 18 v ptiloze 10.1. Ejakulat odebrany 5. odbérovy den vykazoval nejlepsi hodnoty u
celkové a progresivni motility ve srovnani s ostatnimi odbérovymi dny. U celkové motility
(49,29 + 2,50 %) byl 5. den statisticky srovnatelny se 7. dnem. Progresivni motilita (27,00 +
1,60 %) byla 5. odbérovy den srovnatelna se dnem 4. Ve srovnani s ostatnimi dny byl shledan
statisticky vyznamny rozdil u obou parametra motility (P < 0,05). Ostatni parametry motility u
téchto odbérovych dna byly srovnatelné s dal§imi odbérovymi dny.

NejnizSich hodnot u celkové motility (v rozmezi 11,54 + 2,50 az 20,18 + 1,77 %)
dosahoval ejakulatz 1., 2., a 6. odbérového dne, mezi kterymi nebyl prokazan zadny statisticky
vyznamny rozdil (P > 0,05). U progresivni motility dosahoval nejniz§ich hodnot (v rozmezi
4,88 £ 1,60 az 10,10 + 1,60 %) ejakulat z 1., 2., 3. a 6. odbérového dne, mezi kterymi nebyl
prokazan zadny statisticky vyznamny rozdil. Ostatni parametry motility u téchto odbérovych
dna byly statisticky srovnatelné s dalsimi dny.

V case T2 vykazoval nejlepsi hodnoty u celkové a progresivni motility ejakulat z 5. a 7.
odbérového dne. U obou dni byl shledan statisticky vyznamny rozdil oproti ostatnim
odbérovym dnim. Ostatni parametry motility byly srovnatelné s dal§imi odbérovymi dny.
Nejnizsich hodnot celkové a progresivni motility dosahoval ejakulat z 2. odbé&rového dne.
Ostatni parametry motility byly srovnatelné s dalSimi dny. Tabulka 21 pro detailni popis vlivu
odbérového dne v Case T2 je uvedena v ptiloze ¢. 10.2.

5.3.3 Varianty IB+DMSO (2) a DMSO (2)

V Case T1 byly shledany vyznamné statistické rozdily mezi parametry v jednotlivych
odbérovych dnech. Vliv odbérovych dnii na parametry motility u téchto variant popisuje
Tabulka 19 v ptiloze ¢. 10.1. Ejakulat odebrany 5. odbérovy den vykazoval nejlepsi hodnoty u
celkové a progresivni motility ve srovnani s ostatnimi odbérovymi dny. U celkové motility
(53,93 + 2,38 %) byl 5. den statisticky srovnatelny se 7. dnem. Progresivni motilita (30,29 +
1,52 %) byla 5. odbérovy den srovnatelna se dnem 4. Ve srovnani s ostatnimi dny byl shledan
statisticky vyznamny rozdil u obou parametrti motility (P < 0,05). Ostatni parametry motility u
téchto odbérovych dna byly srovnatelné s dalSimi odbérovymi dny.

Nejnizsich hodnot u celkové motility (v rozmezi 14,44 + 1,68 % az 18,41 + 2,38 %)
dosahoval ejakulat z 1., 2., 3., a 6. odbérového dne, mezi kterymi nebyl prokazan zadny
statisticky vyznamny rozdil (P > 0,05). U progresivni motility dosahoval nejnizsich hodnot (v
rozmezi 5,20+ 1,07 % az 9,95+ 1,52 %) ejakulat z 1., 2., 3. a 6. odbérového dne, mezi kterymi
nebyl prokdzan zadny statisticky vyznamny rozdil. Ostatni parametry motility u téchto
odbérovych dnt byly statisticky srovnatelné s dal§imi dny.

V case T2 vykazoval nejlepsi hodnoty u celkové a progresivni motility ejakulat z 5. odbérového
dne. Byl zde shledan statisticky vyznamny rozdil oproti ostatnim odbérovym dntim (P < 0,05).
Ostatni parametry motility byly srovnatelné s dalSimi odbérovymi dny. NejnizSich hodnot
celkové a progresivni motility dosahoval ejakulat z 1., 2. a 6. odbérového dne mezi kterymi
nebyl shledan statisticky vyznamny rozdil (P > 0,05). Ostatni parametry motility byly
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srovnatelné s dal§imi dny. Tabulka 22 pro detailni popis vlivu odbérového dne v Case T2 je
uvedena v priloze ¢. 10.2.

5.4 Vliv latky na parametry motility

5.4.1 Varianty IB+DMSO (0,5) a DMSO (0,5)

Vliv latky na parametry motility v ¢ase T1 u téchto variant popisuje Tabulka 11. V case
T1 méla nejvétsi vliv na celkovou a progresivni motilitu varianta DMSO (0,5) MOT 37,12 +
1,55 %, PROGR 18,08 + 0,95 %). Tento vliv byl statisticky vyznamny (P < 0,05) oproti varianté
IB + DMSO (0,5) a kontrole. Ostatni parametry motility (VAP, VCL, VSL) vsak nejvice
pozitivné ovlivnila varianta IB + DMSO (0,5). Ve vsech tfech pfipadech byl potvrzen statisticky
vyznamny rozdil oproti variant¢ DMSO (0,5) a kontrole. U parametri LIN a STR nebyl zadny
statisticky vyznamny rozdil mezi variantami IB + DMSO (0,5) a DMSO (0,5). Byl vsak
prokazan rozdil mezi variantou IB + DMSO (0,5) a kontrolou u obou parametrt.

V cCase T2 byl pozorovan nejvétsi vliv na celkovou motilitu u varianty IB + DMSO (0,5)
a DMSO (0,5). U obou variant byla prokazana statistickd vyznamnost oproti kontrole. Na
progresivni motilitu méla statisticky vyznamny vliv pouze varianta DMSO (0,5). Nebyl
pozorovan zadny statisticky vyznamny rozdil (P > 0,05) mezi vlivem obou variant na ostatni
parametry motility (VAP, VCL, VSL, LIN, STR). Vliv odbérovych dnti na parametry motility
v ¢ase T2 u téchto variant popisuje Tabulka 12.

Tabulka 11: Viiv ldtky na parametry motility u variant IB+ DMSO (0,5) a DMSO (0,5) v case

T1
. PROGR
Varianta MOT (%) (%) VAP (nm/s) VCL (um/s)  VSL (um/s) LIN (%) STR (%)
IB-F(ISI;%SO 2826 +155 16,15+095 10357+1,95 14428+284 7485+1.80 6932+1,18 5221+1.17
b
(n = 36) a ab a a a a a
DMSO (0,5) 37,12+1,55 18,08+0,95 93,77+195 134,64 £284 64,75+£180 66,97+1,18 48,61+1.17
(n = 36) b a b b b ab ab
Kontrola 30,43 +£1,55 13,72+095 89.97+1,95 133,19+2.84 6024 +1.80 64,61+118 46,08 +1.,17
(n = 36) a b b b b b b

Varianta: IB+DMSO (0,5) = 50 uM koncentrace ibudilastu v DMSO o objemu 0,5 ul; DMSO
(0,5) = DMSO o objemu objemu 0,5 ul (koncentrace 0,05 uM)

Zkratky: MOT (%) — celkova motilita, PROG (%) — progresivni motilita, VAP (um/s) —
prumérna rychlost trajektorie, VCL (um/s) — kifivocard rychlost, VSL (um/s) — linedrni rychlost,
LIN (%) — linearita, STR (%) — primost

a,b = rozdilnd pismena ve sloupcich popisuji statisticky vyznamné rozdily (P<0,05)
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Tabulka 12: Viiv ldtky na parametry motility u variant IB+ DMSO (0,5) a DMSO (0,5) v case

12
. PROGR
Varianta MOT (%) (%) VAP (nm/s) VCL (um/s)  VSL (um/s) LIN (%) STR (%)
IB-F(ISI;%SO 2050+1,14 7.70+£0.60 87,62+246 13838+3.68 5558+213 63,60+151 42.82+1729
(n —,36) a a a a a a a
DMSO (0,5) 2153+1,14 886+060 9031+246 13927+368 5826+213 6342+151 4324+129
(n=36) a b a a a a a
Kontrola 1630+ 1,14 6,53+0,60 8589+246 13496+3.68 5510+2,13 62, 71+151 4298+1.29
(n=36) b a a a a a a

Varianta: IB+DMSO (0,5) = 50 uM koncentrace ibudilastu v DMSO o objemu 0,5 ul; DMSO
(0,5) = DMSO o objemu objemu 0,5 ul (koncentrace 0,05 uM)

Zkratky: MOT (%) — celkova motilita, PROG (%) — progresivai motilita, VAP (um/s) —
prumérna rychlost trajektorie, VCL (umv/s) — kifivocard rychlost, VSL (um/s) — linedrni rychlost,
LIN (%) — linearita, STR (%) — primost

a,b = rozdilnd pismena ve sloupcich popisuji statisticky vyznamné rozdily (P<0,05)

5.4.2 Varianty IB+DMSO (1) a DMSO (1)

V case T1 nebyl pozorovan zadny statisticky vyznamny rozdil (P > 0,05) mezi vlivem
variant na celkovou a progresivni motilitu. Na ostatni parametry motility (VAP, VSL, LIN a
STR) méla statisticky prikazny vliv varianta IB+DMSO (1). Vliv latky na parametry motility
v ¢ase T1 u téchto variant popisuje Tabulka 13.

Cas T2 ukazuje statisticky vyznamny rozdil mezi variantami (IB+#DMSO (1) a DMSO
(1)) a kontrolou u celkové a progresivni motility. U ostatnich parametrt motility (VAP, VCL,
VSL, LIN STR) nebyl prokazéan zadny statisticky vyznamny rozdil mezi obéma variantami a
kontrolou. Vliv latky na parametry motility v ¢ase T2 u téchto variant popisuje Tabulka 14.

Tabulka 13: Viiv ldtky na parametry motility u variant IB+DMSO (1) a DMSO (1) v ¢ase 11

Varianta  MOT (%) ' 1}%}1‘ VAP (um/s) VCL (um/s) VSL (um/sy LIN(%)  STR (%)
IB“()II;‘SO 28644146 15414093 98504244 133084310 73184228 72384115 5684+ 126
(n — 36) a a a a a a a
DMSO (1) 2779+ 146 1254£093 9077244 13099%3.10 6176228 6424%1.15 4664126
(n =36) a a ab a b b b
Kontrola  30.06% 146 13372093 9000+244 133.90£3.10 59.90£228 6425+1.15 4558+ 126
(n = 36) 2 2 b 2 b b b

Varianta: IB+DMSO (1) = 100 uM koncentrace ibudilastu v DMSO o objemu 1 ul; DMSO (1)
= DMSO o objemu objemu 1 ul (koncentrace 0,1 uM)

Zkratky: MOT (%) — celkova motilita, PROG (%) — progresivai motilita, VAP (um/s) —
prumérna rychlost trajektorie, VCL (umv/s) — kifivocard rychlost, VSL (um/s) — linedrni rychlost,
LIN (%) — linearita, STR (%) — primost

a,b = rozdilnd pismena ve sloupcich popisuji statisticky vyznamné rozdily (P<0,05)
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Tabulka 14: Viiv ldtky na parametry motility u variant IB+DMSO (1) a DMSO (1) v ¢ase 12
Varianta  MOT (%)  TROGR  vup(um/s) VCL (um/s) VSL (umfs) LIN(%)  STR (%)

(%)
IB+1()11;/[SO 2724+£150 10,92+0,76 91,95+2.12 144,85 + 5826+1,80 6287141 4262+1,24
(n = 36) a a a 3,65a a a a
DMSO (1) 2494+150 934+076 89,16+2.12 139,42 + 56,01+1,80 6295+1,41 4298+1,24
(n =36) a a a 3,65a a a a
Kontrola 1650+150 6,55+0.76 8547+2.12 134,30 + 55,06+1,80 6292+1,41 43.10+1,24
(n =36) b b a 3,65 a a a a

Varianta: IB+DMSO (1) = 100 uM koncentrace ibudilastu v DMSO o objemu 1 ul; DMSO (1)
= DMSO o objemu objemu 1 ul (koncentrace 0,1 uM)

Zkratky: MOT (%) — celkova motilita, PROG (%) — progresivni motilita, VAP (um/s) —
prumérna rychlost trajektorie, VCL (um/s) — kifivocard rychlost, VSL (um/s) — linedrni rychlost,
LIN (%) — linearita, STR (%) — primost

a,b = rozdilnd pismena ve sloupcich popisuji statisticky vyznamné rozdily (P<0,05)

5.4.3 Varianty IB+DMSO (2) a DMSO (2)

V ¢ase T1 nebyl pozorovan zadny statisticky vyznamny (P> 0,05) rozdil mezi
variantami IB+DMSO (2), DMSO (2) a kontrolou u celkové a progresivni motility. Na ostatni
parametry motility (VAP, VSL, LIN, STR) meéla statisticky vyznamny vliv varianta
IB+DMSO-2. Vliv latky na parametry motility v ¢ase T1 u téchto variant popisuje Tabulka 15.

U parametra celkové a progresivni motility v Case T2 nebyl pozorovan statisticky
vyznamny rozdil mezi variantou IB+DMSO (2) a DMSO (2), byla vSak prokazana statisticka
vyznamnost mezi DMSO (2) a kontrolou. U ostatnich parametra motility (VAP, VCL, VSL,
LIN a STR) nebyl prokazan zadny statisticky vyznamny rozdil mezi obéma variantami a
kontrolou. Vliv latky na parametry motility v ¢ase T2 u téchto variant popisuje Tabulka 16.

Tabulka 15: Viiv ldtky na parametry motility u variant IB+DMSO (2) a DMSO (2) v ¢ase 11

Varianta ~ MOT (%) © 1}%}1{ VAP (um/s)  VCL (um/s) VSL (um/s) LIN(%)  STR (%)
IB“()ZI;’ISO 2607+139 15224088 10115+2,16 133384314 74964207 74334137 5866+ 155
(n — 36) a a a a a a a
DMSO (2) 2890%139 1347£088 9534£216 13630£3.14 6565£207 6744+137 4962+ 1.55
(n =36) a a ab a b b b
Kontrola 3067+139 1370088 9039£216 13339£3.14 6050£207 6452+137 4608+ 155
(n = 36) a a b a b b b

Varianta: IB+DMSO (2) = 200 uM koncentrace ibudilastu v DMSO o objemu 2 ul; DMSO (2)
= DMSO o objemu objemu 2 ul (koncentrace 0,2 uM)

Zkratky: MOT (%) — celkova motilita, PROG (%) — progresivni motilita, VAP (um/s) —
prumérna rychlost trajektorie, VCL (um/s) — kifivocard rychlost, VSL (um/s) — linedrni rychlost,
LIN (%) — linearita, STR (%) — primost

a,b = rozdilnd pismena ve sloupcich popisuji statisticky vyznamné rozdily (P<0,05)
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Tabulka 16: Viiv ldtky na parametry motility u variant IB+DMSO (2) a DMSO (2) v ¢ase 12

Varianta “f;:)T P 1}%}1‘ VAP (um/s) VCL (um/s) VSL (um/s) LIN(%)  STR (%)

IB*?;;‘SO 18324111 6854061 8538250 13030+  5367+216 6280+ 172 4444+ 143
(n = 36) ab ab a 3,90 a a a a

DMSO (2) 2096+ 111 880061 85732250 13307+ 5391216 5980+172 4085 143
(n =36) a a a 3,90 a a a a
Kontrola 1662+ 111 672+061 85012250 13415+  5473£2.16 62924172 43.024 143
(n =36) b b a 3,90 a a a a

Varianta: IB+DMSO (2) = 200 uM koncentrace ibudilastu v DMSO o objemu 2 ul; DMSO (2)

= DMSO o objemu objemu 2 ul (koncentrace 0,2 uM)

Zkratky: MOT (%) — celkova motilita, PROG (%) — progresivai motilita, VAP (um/s) —
prumérna rychlost trajektorie, VCL (umv/s) — kifivocard rychlost, VSL (um/s) — linedrni rychlost,
LIN (%) — linearita, STR (%) — primost

a,b = rozdilnd pismena ve sloupcich popisuji statisticky vyznamné rozdily (P<0,05)
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6 Diskuze

NenaruSena motilita spermii je nezbytna jak pro oplodnéni pfirozenou cestou, tak u
umélé inseminace. Jedna se o jeden z nejdulezitéjSich parametri pouzivanych pro hodnoceni
kvality ejakulatu (Van de Hoek et al. 2022). Jiz diive byla Spatnd pohyblivost spermii spojena
s nizkou mirou uspéSnosti oplodnéni u clovéka (Guzick et al. 2001), ovce (Wierzbowski &
Kareta 1993) a dalSich druht zvifat. Villani et al. (2022) ve své studii potvrdil, Ze se Gspé€Snost
umélé inseminace zvySuje spolecné se zlepSenim motility spermii.

Cilem mé diplomové prace bylo otestovat jednu z vybranych specifickych latek, které
jiz diive byly pouzity za GiCelem zlepSeni parametrii motility spermatickych bunék. Vybranou
latkou byl inhibitor fosfodiesterazy ibudilast, fedény v DMSO. Jeho tcinek jsme testovali
na experimentalnim modelu beraniho ejakulatu. Vliv ibudilastu byl porovnan s vlivem DMSO,
ktery se ptfidal do vzorka ve tfech stejnych objemech.

Zjistili jsme, ze v ¢ase T1, tedy ihned po rozmrazeni, mél DMSO (0,5) statisticky
prukazny pozitivni vliv na celkovou a progresivni motilitu (MOT 37,12 + 1,55 %, PROGR
18,08 + 0,95 %) ve srovnani s kontrolou (MOT 30,43 + 1,55 %, PROGR 13,72 = 0,95 %) 1
s variantou IB+DMSO (0,5), ktera se rovnala 50 uM koncentraci ibudilastu (MOT 28,26 + 1,55
%, PROGR 16,15+ 0,95 %). Koncentrace DMSO u této varianty odpovidala 0,05 %. Statisticky
vyznamny vliv si tato varianta udrzela i po 3 hodinach od zacatku rozmrazovani. U variant
DMSO (1) a DMSO (2), které odpovidaly koncentracim 0,1 a 0,2 %, se statisticky vyznamny
vliv na celkovou a progresivni motilitu projevil pouze v ¢ase 3 hodiny od zacCatku
rozmrazovani.

DMSO je organické rozpoustédlo, které se pouziva jako penetracni kryoprotektant a
nosi¢ latek, napiiklad antioxidanti. Je béznou soucasti procesu chlazeni a kryokonzervace
spermii (Becerra et al. 2017). Dokéze udrzet pohyblivost spermii pii teploté 4 °C az 10 dni
(Yoshimoto et al. 2017).

Spolecné se svym kryoprotektivnim ucinkem muze DMSO pisobit jako ucinny
antioxidant pfi nizkych koncentracich (Bisconti et al. 2022). Hodnoty téchto koncentraci jsou
v riznych studiich rozdilné. Becerra et al. (2017) potvrdil pozitivni vliv 0,1; 0,5 a 5% DMSO
na parametry motility, jako je progresivni motilita a linearita, pfi inkubaci v 5 °C v riznych
casovych frekvencich. Farshad et al. (2009) ve své studii hodnotil vliv DMSO v koncentracich
I; 1,25 a 1,75 % na parametry motility spermii koz po rozmrazeni. Potvrdil zde dobry vliv
1,75% DMSO na celkovou a progresivni motilitu. Nase vysledky rovnéz ukazaly pozitivni
zvySeni celkové a progresivni motility, a to v nejnizsi pouzité koncentraci 0,05 %. U ostatnich
koncentraci (0,1 a 0,2 %) nebyl jiz zaznamenan vyrazny vliv na tyto parametry oproti kontrole.
Meéfeni v ¢ase 3 hodiny po zacatku rozmrazovani vSak u koncentraci 0,1 a 0,2 % ukézalo
vyznamny statisticky vliv na zlepSeni hodnot celkové a progresivni motility. Vse tedy ukazuje
na pozitivni ptisobeni kryoprotektivnich a antioxidacnich vlastnosti DMSO. Koncentrace od
0,3; 1,5; 2 % muze vést az k 5% poklesu hodnot parametrti spermii, tedy i celkové a progresivni
motility, vitality, nebo integrity akrozomu. Bisconti et al. (2022) tedy doporucuje pouzivat
koncentrace, které jsou nizsi nez tyto hodnoty.

Mnoho studii poukazuje na negativni dopad DMSO pfi vyssich koncentracich. Najafi et
al. (2017) testoval vliv DMSO v koncentraci 3, 5 a 7 % na kryokonzervované berani spermie
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po rozmrazeni. U vSech uvedenych hodnot byl statisticky potvrzeny vliv na vysoké procento
mrtvych spermii, ve srovnani se 7% glycerolem a 3, 5, 7% ethylenglykolem.

Lze tedy fict, ze DMSO dokaze pusobit jako uCinny antioxidant pii nizkych
koncentracich, a tim pozitivné ovliviiovat motilitu. Pfi vysokych koncentracich v§ak ptsobi
cytotoxicky.

Utinek ibudilastu na celkovou a progresivni motilitu se v n&kolika studiich lisil. Tardif
et al. (2014) v prvni fazi svého vyzkumu testoval na Cerstvém spermatu Cloveéka ibudilast
v koncentracich 1, 10 a 100 uM. Nasledné byly vzorky inkubovéany pii 38 °C cca 20 min.
Vysledek ukazal vyrazné zvySeni predevsim progresivni motility oproti negativni kontrole (1%
DMSO). Vliv na celkovou motilitu ale nebyl statisticky prokéazan. Ve druhé fazi se vSak vzorky
se slou¢eninami inkubovaly po delsi ¢as (20 az 180 min). Zde byl jiz prokazan vliv ibudilastu
na zvyseni celkové motility v Case inkubace 20, 60 a 90 minut oproti kontrole. Madamidola
(2015) uvadi statisticky prukazny pozitivni vliv 100 uM koncentrace ibudilastu pouze na
progresivni motilitu pti 37 °C ihned po pfidani slouceniny vici 1% DMSO u Cerstvého
spermatu kance.

V nasi préaci jsme se vSak zabyvali vlivem ibudilastu na kryokonzervované berani
spermie. Koncentrace 50 uM pozitivné ovlivnila motilitu v ¢ase méfeni 3 hodiny od rozmrazeni
(MOT 20,50 + 1,14 %) oproti kontrole (MOT 16,30 + 1,14 %). Tento jev byl pozorovan i u 100
a 200 uM. Vliv na progresivni motilitu ve srovnani s kontrolou nebyl statisticky prokéazan.

Vysledky dale ukazuji dobré pusobeni ibudilastu na kinematické parametry motility a
linearni pohyb. Byl zde prokédzan statisticky vyznamny pozitivni vliv na zvySeni rychlosti
téchto parametrd u vSech tfi kone¢nych koncentraci (50, 100, 200 uM) v case T1, tedy ihned
po rozmrazeni. Méfeni po 3 hodinach od rozmrazeni nepotvrdilo statisticky vyznamny rozdil
mezi t€mito tfemi variantami ibudilastu a variantami DMSO, i kontrolou.

Pro motilitu spermii je velmi dulezita cyklicka draha proteikinazy A, ktera je
regulovana pomoci cyklického adenosinmonofosfatu-cAMP (Freitas et al. 2017). cAMP
aktivuje pohyb a je nezbytny pro hyperaktivaci motility béhem kapacitace. Jednou ze skupin
enzymu, které reguluji hladinu cAMP u spermii jsou prave fosfodiesterazy (Buffone et al.
2014). Ibudilast v nejvétsi mire inhybuje fosfodiesterazu PDE 4 (Huang et al. 2000), ktera je
jednou z nejdulezit€jSich pro regulaci motility (Fisch et al. 1998).

Pro zrychleni pohybu spermii, tedy hyperaktivaci, je dulezité, aby se hladina cAMP
zvysila. Inhibitory fosfodiesterazy blokuji hydrolyzu cAMP, ¢imz jeho hladina roste a ovliviiuje
rychlost motility spermie. To potvrzuji i vysledky nasi prace, kdy inhibitor fosfodiesterazy
ibudilast prikazné zvysil hodnoty kinematickych parametrt, tzn. primérnou rychlost drahy,
kiivocarou rychlost a linearni rychlost (um/s) u beranich spermii.

U vsech tii pripadu koncentraci (50, 100 a 200 uM) byl v méfeni ihned po rozmrazeni
také statisticky prokézan pozitivni vliv na pfimost a linearitu drahy (LIN a STR %) oproti
kontrole. Hyperaktivované spermie lze charakterizovat zvySenim parametrt VSL, VAP a VCL,
ale procentualnim poklesem pifimosti a linearity drahy (LIN a STR), protoze hyperaktivovany
pohyb je asymetricky. Je nezbytny pro uvolnéni spermii z oviduktalniho rezervoaru a dosazeni
oocytu (Shivaji et al. 1995). Z jakého divodu ibudilast v tomto pfipad€ zvysil procento primosti
a linearity pfesné€ nevime, proto je nutné pokracovat v dalsi studii této slouceniny.

Vime, Zze spermie musi v sami¢im reprodukcnim ustroji prekonat neékolik useku, které
hraji dtlezitou roli v jejich selekci. K tomu je zapotiebi nenarusena motilita. Dale je dilezité,

51



aby spermie neméla poruseny akrozom, ktery je nezbytny pro reakci s oocytem. Nékteré
inhibitory fosfodiesteraz mely negativni vliv na akrozom a v neposledni fadé mohou mit
toxicky vliv na vyvijejici se embryo (Navas et al. 2017). K ovéfeni korelace mezi plodnosti a
parametry motility lze vyuzit metodu polniho testu, pfi niz je zapotiebi mit k dispozici stado,
které se bude nasledné inseminovat (Santolaria et al. 2015).

Vysledky naSi prace ukéazaly velmi dobry ucinek ibudilastu, jako jedné z mnoha
sloucenin, které se fadi mezi inhibitory fosfodiesterdz, na parametry motility beranich spermii
po kryokonzervaci. Nevime vSak, zda mohou mit takto oSetfené inseminacni davky zvySeny
fertilizacni potencial. Z tohoto divodu by bylo vhodné dal testovat vliv této slouCeniny nejen
v podminkach in vitro, ale i in vivo, pomoci polniho testu, ktery zlstava nejspolehlivéjsi
metodou pro ovéteni kvality insemina¢nich davek.

52



7 Zavér

Cilem prace bylo otestovat jednu z vybranych sloucenin za ucelem zjisténi, zda ma
pozitivni vliv na parametry motility spermatickych bunek. Touto latkou byl ibudilast, inhibitor
fosfodiesterazy, ktery se roziedil v DMSO. Jeho tcinek jsme testovali na experimentalnim
modelu beraniho ejakulatu.

Hodnoceni parametrd motility probihalo pomoci systému mCASA ve dvou casech.
Prvni méfeni bylo provedeno ihned po rozmrazeni a druhé 3 hodiny od zacatku rozmrazovani.
Utinky koncentraci ibudilastu (50, 100 a 200 uM) byly porovnavany s koncentracemi DMSO
(0,05, 0,1 a 0,2 %) a kontrolou (bez ptidanych latek).

Pozitivni vliv na celkovou a progresivni motilitu byl zaznamenian u DMSO
v koncentraci 0,05 % v obou Casech méteni. Tento statisticky vyznamny vliv se opakoval i u
koncentraci 0,1 a 0,2 % v méfeni 3 hodiny od zacatku rozmrazovani. Pozitivni vliv DMSO na
motilitu ukazuje u¢innou kryoprotektivni a antioxida¢ni ochranu, ktera se projevuje pii nizkych
koncentracich.

Kladny ucinek na celkovou motilitu byl statisticky prakazny u prvnich dvou koncentraci
ibudilastu (50 a 100 uM) v Case méteni 3 hodiny od zacatku rozmrazovani.

U vSech tfi koncentraci (50, 100 a 200 uM) se statisticky prokazal pozitivni vliv na
kinematické parametry motility v ¢ase méteni ihned po rozmrazeni.

Ibudilast mél pozitivni tcinek, a to predev§im na kinematické parametr motility, jimiz
jsou prumérna rychlost trajektorie, kiivocara rychlost a linearni rychlost. Pro zrychleni pohybu
spermii je dulezité, aby stoupla hladina cAMP. Inhibitory fosfodiesterazy blokuji hydrolyzu
cAMP, ¢imz jeho hladina roste. To potvrzuji 1 vysledky nasi prace.

Diky témto vysledkim mame jisté predpoklady pro zlepSeni kvality inseminacnich
davek a tim 1 fertiliza¢ni schopnosti, pomoci inhibitoru fosfodiesterazy ibudilast. V budoucnu
by bylo v§ak vhodné ovéfit tyto predpoklady in vivo, prostifednictvim inseminace a dale testovat
tuto latku v in vitro podminkach.
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°C — stupen Celsia

Aj. —ajiné

AMP — adenosin monofosfat

Atd. — a tak dale

ATP — adenosin trifostat

BSA — bovinni sérovy albumin

cAMP — cyklicky adenosin monofosfat
CASA - Computer Assisted Sperm
Analysis (pocitaCem asistovana analyza
motility spermii)

Cca — cirka (pfiblizn€)

cm — centimetr

DMSO - dimethylsulfoxid
DNA -  deoxiribonucleic
(deoxyribonukleova kyselina)

acid

GMP - guanozin monofosfat

Hod. — hodina

ICSI - intracytoplazmaticka injekce
spermii

IGF-1 - inzulinu podobny rastovy faktor
1 - litr

In vitro

In vivo

IUI — intrauterinni inseminace

IVF —in vitro fertilizace

1 - litr

mg — miligram

Min. — minut

ml — mililitr

mld — miliard/a

mM - milimolarni

mRNA - messenger ribonucleic acid
(messenger ribonukleova kyselina)
NaCl — chlorid sodny

Napft. — naptiklad

NGF — nervovy rastovy faktor

PBS - fosfatem pufrovany fyziologicky
roztok

PDE - fosfodiesterazy

PDEI — inhibitory fosfodiesterazy
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9 Seznam pouzitych zkratek a symboli

UT]J — uterotubal junction (uterotubalni
spojent)

ul — mikrolitr

uM — mikromolarni

PHE — smés

PKA — proteinkinaza A

PTX — pentoxifylin

ROS - reactive oxygen species
(reaktivni forma kysliku)

Tl - zaCatek méfeni ihned po
rozmrazeni

T2 — méfeni po 3 hodinach od zacatku
rozmrazovani

Tj. —to je

Tzn. — to znamena

Tzv. —tak zvany/né

USB - universal serial bus






10 Samostatné prilohy

10.1 Vliv odbérového dne na parametry motility v ¢ase T1

Tabulka 17: Viiv odbérového dne na parametry motility u variant IB+DMSO (0,5) a DMSO
(0,5) v case T'l

0‘“;2;‘“ MOT (%) T 1}%}1{ VAP (um/s) VCL (um/s) VSL (um/s)  LIN (%) STR (%)

1m=12) 16,32 +£2.66 6,90+ 1,64 75,27 £ 3,35 120,45+ 4,87 5147+3.09 67,58+2,02 47,06+2,01
a a a abc a ac abc

2(m=12) 16,12 +2,66 8,08+ 1,64 97,96 + 3,35 139,34 £4.87 6995+3,09 6823+202 50,31+201
a a b bd bed ac abc

3m=12) 21.15+£2,66 820+ 1,64 73,25 +3,35 110,23 £ 4,87 49.07+3.,09 61,85+2,02 4512+201
a a a C a cd a

4m=12) 40,65+2,66 2399+1,64 107,19+335 152,12+4,87 7880+3,09 71,99+2,02 5198201
b b b d cd a abc

5m=12) 63.83+2,66 37.85+1,64 109,66+335 146,07+487 80.88+3,09 72,03+2,02 5467+201
C C b de bc ad b

6 (n=24) 1993 +1,88 6,87+1,16 101,42+237 146,00+3,44 64,03+218 6139+143 4478+142
a a b d d cd C

7m=12) 3947+2,66 16,87+1,64 97,81+3,35 144,55+ 4,87 65,65+3.09 64,05+2,02 4488 +201
b b b d d ac ac

8 (m=12) 38,09+2,66 19,09+1,64 103,63+3,35 140,18+4,.87 73,05+3,09 68,64+2,02 5297+201
b b b abd bed ac ab

Zkratky: MOT (%) — celkovd motilita, PROG (%) — progresivni motilita, VAP (um/s) —
prumérna rychlost trajektorie, VCL (um/s) — kifivocard rychlost, VSL (um/s) — linedrni rychlost,
LIN (%) — linearita, STR (%) — primost

a-d = rozdilnd pismena ve sloupcich popisuji statisticky vyznamné rozdily (P<0,05)

Tabulka 18: Viiv odbérového dne na parametry motility u variant IB+DMSO (1) a DMSO
(1) v case Tl

0‘“;2;‘“ MOT (%) T R(gf)}R VAP (um/s)  VCL (um/s) VSL (um/s)  LIN (%) STR (%)
L1z 677250 656=160 7598419 12172%533 49.19£391 6356%199 43.76%2.16
ac a a ac ac a a
dmo1y (LHHE250 488E160  BLETEAI0 116234533 5724391 64624199 4976+2.16
a a ac ac ad ab a
3@=12) 22,69; 2.50 10,10;; L60 92754198 109,59: 533 58,17: 3.91 69,00;): 1.99 52,98: 2.16
4=tz 038250 2021160 10683419 15479+533 7924391 7235199 SLII+2.16
b b bd b be b a
Smo1y H929%250 27.00£160 10196%419 139.10+533 7259£391 68.76+199 5183+2.16
d b bd bc cde ab a
6mozq 20I8*177 TROELIS 98512296 134814377 6539£276 6465+ 140 50.06+2.16
ac a bd bc bd a a
Tme1z) 4231250 1845160 9786419  14599+533 6477391 6485199 4571%2.16
bd C cde b ae ab a
o1z 150250 1522160 10265%4.19 139.06%533 7298391 6787199 5232%2.16
be cd be bc bd ab a

Zkratky: MOT (%) — celkovd motilita, PROG (%) — progresivni motilita, VAP (um/s) —
prumérna rychlost trajektorie, VCL (um/s) — kifivocard rychlost, VSL (um/s) — linedrni rychlost,
LIN (%) — linearita, STR (%) — primost

a-d = rozdilnd pismena ve sloupcich popisuji statisticky vyznamné rozdily (P<0,05)



Tabulka 19: Viiv odbérového dne na parametry motility u variant IB+DMSO (2) a DMSO
(2) v case Tl

0‘“;2;‘“ MOT (%) T 1}%}1{ VAP (um/s) VCL (um/s) VSL (um/s)  LIN (%) STR (%)

1(m=12) 1549+238 6,69+1,52 79,78 £3,70 125,63 £5,39 55,06+3,56 67.45+235 4643+2.67
a a ac ac ac a a

2(m=12) 1841 +238 9.95+1.,52 91,88 +£3,70 124,68 £5.39 69,13 +3.56 72,82+235 5720+2,67
ac ad ad ac ab a a

3m=12) 17,02+238 6,25+1,52 74,61 £3,70 100,25+5,39 5296+3,56 69.83+235 5547+267
a a C b C a a

4(n=12) 35,75+2,38 2020+1,52 106,83 +3,70 154,51+5,39 77,16+3,56 7145+235 50,54+267
bc bc bd bc bd a a

5m=12) 53,93 +£2,38 3029+1,52 110,69+3,70 14544 +539 79.82+3,56 70,54+235 5443+267
b b b C bd a a

6 (n=24) 1444 +168 520+1,07 97,49 £2,62 141,13 £3.80 62,03 +252 64,05+1,66 4729+1,88
a a de C ac a a

7 (m=12) 4492+238 19.71+152 9557+3,70 140,11+539 6448+356 65,12+235 46,05+2,67
b C ade C acd a a

$(n=12) 2841+238 14,75+1,52 108,17+3,70 143,13+5,39 7567+3,56 68,85+235 5421+267
C cd be C bd a a

Zkratky: MOT (%) — celkovd motilita, PROG (%) — progresivni motilita, VAP (um/s) —
prumérna rychlost trajektorie, VCL (um/s) — kifivocard rychlost, VSL (um/s) — linedrni rychlost,
LIN (%) — linearita, STR (%) — primost

a-d = rozdilnd pismena ve sloupcich popisuji statisticky vyznamné rozdily (P<0,05)

10.2 Vliv odbérového dne na parametry motility v ¢ase T2

Tabulka 20: Viiv odbérového dne na parametry motility u variant IB+DMSO (0,5) a DMSO
(0,5) v case 12

Odgglwy MOT (%) PROGR (%) VAP (um/s) VCL (um/s) VSL (um/s)  LIN (%) STR (%)
1(m=12) 17,27 £ 1,95 9,44 + 1,03 78.66+422 118,52 +6,32 59,84+3,66 7554+259 5457+221
ac a a a abc ac a
2(m=12) 9,35+ 1,95 1,89 £ 1,03 83,20+4,22 14626+6,32 4487+3,66 54,75+2,59 3448+2721
a b ab b a bc b
3m=12) 16,16 + 1,95 5,67 £1,03 84,49+422 13480+6,32 51,59+3,66 60,36+259 40,15+2721
ac ab ab ab abc bed bc
4m=12) 19,65+ 1,95 7,47 £ 1,03 83,95+4.22 13726+632 5494+3,66 64,67+2,59 4126+2721
cde ad ab ab abc cd bc
5m=12) 26,91+ 1,95 13,96 + 1,03 93,94 +422 139.51+6,32 6539+3,66 69,05+2,59 48,05+2721
bd C ab ab bc ad ac
6 (n=24) 13,16 £ 1,38 5,48 £0,73 96,98 +2,99 14497 +447 63,66+2,59 6540+182 45,54+1,56
ae bd b b C d C
7 (m=12) 2472 +1.95 7,88 £ 1,03 82,70 £4,22 126,88+6,32 4953+3,66 57,72+259 39,91+2721
d ad ab ab abc bd bc
8 (n=12) 28.32+1,95 9,79 + 1,03 99,59+422 152,10+6,32 60,69+3,66 5849+259 40,16+2721
b ac ab b abc bd bc

Zkratky: MOT (%) — celkovd motilita, PROG (%) — progresivni motilita, VAP (um/s) —
prumérna rychlost trajektorie, VCL (um/s) — kifivocard rychlost, VSL (um/s) — linedrni rychlost,
LIN (%) — linearita, STR (%) — primost

a-d = rozdilnd pismena ve sloupcich popisuji statisticky vyznamné rozdily (P<0,05)

IT



Tabulka 21: Viiv odbérového dne na parametry motility u variant IB+DMSO (1) a DMSO
(1) v case 12

0‘“;2;‘“ MOT (%) T 1}%}1{ VAP (um/s) VCL (um/s) VSL (um/s)  LIN (%) STR (%)
1m=12) 1475+258 735+131 86,14+3,63 13590+6,27 61,99+3,09 7157+242 50,73 +2,13
ac ac ac ab ab a a
2(m=12) 11,59+2,58 4,08+1,31 87,23+3,63 147.84+627 5097+3,09 5987+242 3863+213
ab ac ac ab a b bed
3m=12) 18.61+258 586+131 81,60+3,63 134,69+6,27 49,67+3,09 5991+242 39,55+2,13
abc a a ab a b C
4(n=12) 2447+258 976+1,31 8146+3,63 132,17+6,27 53,95+3,09 6455+242 42,09+2,13
bc cd a ab ab a ad
5m=12) 34,06 +£2,58 1597+131 83,50+3,63 127,62+6,27 56,70+3,09 66,79+242 4580+213
bde b a a ab a a
1485+1,82 6,50+0,92 101,71 + 152,94 +443 64,16+2.18 6324+171 4436+151
6 (n=24) ac ac 2,57b b b a a
7 (m=12) 41,18+258 15,03+1,31 8846+3,63 133,90+6,27 5442+3,09 5862+242 40,60=+2,13
d bd ab a ab C b
8 (n=12) 23.65+2,58 6,95+1731 100,79 + 151,13 +£6,27 59,68 £3.,09 5876+242 4144+213
ce ac 3,63 bc a ab c a

Zkratky: MOT (%) — celkovd motilita, PROG (%) — progresivni motilita, VAP (um/s) —
prumérna rychlost trajektorie, VCL (um/s) — kifivocard rychlost, VSL (um/s) — linedrni rychlost,
LIN (%) — linearita, STR (%) — primost
a-d = rozdilnd pismena ve sloupcich popisuji statisticky vyznamné rozdily (P<0,05)

Tabulka 22: Viiv odbérového dne na parametry motility u variant IB+DMSO (2) a DMSO
(2) v case 12

Odggl"vy MOT (%) T 1}%}1{ VAP (um/s) VCL (um/s) VSL (um/s)  LIN (%) STR (%)

1m=12) 7.91 £ 1,90 442+1,05 6881+429 10921+6,69 5147+370 72.89+297 5343+245
a a ae a ab ac a

2(m=12) 9,64 1,90 1,86 £1.05 79,31+429 138,04+6,69 3839+3,70 4722+297 30.53+245
a a ab a a b b

3m=12) 18,48+190 6,01 +1,05 82,60+429 133,53+£6,69 5049+370 60,38+297 39,71+245
b ac ab a a acd bd

4(n=12) 21,58+1,90 8,55+1,05 7541+429 121,71+6,69 50,67+3,70 6539+297 4229+245
b C ae a a ce C

5m=12) 35,66 +1,90 20,10£1,05 9285+429 131,36+6,69 66,24+3,70 70.83+£2,97 51,26=+245
C b bd a b ac ac

6 (n=24) 9,56 £1,35 3,52+£0,75 102,31 + 14725+473 64,77+262 62,15+£210 4491+1.73
a ad 3,04 cde b b ace adc

7 (m=12) 22,76+1,90 7,13+£1,05 86,83+4,29 133,04+6,69 5285+3,70 57,05+£297 39,60+245
b cd be a a bde bd

8 (n=12) 2345+1,90 8,08+1,05 9489+429 14591+6,69 57,98+3,70 5882+297 40,44+245
b c be b b bed bd

Zkratky: MOT (%) — celkovd motilita, PROG (%) — progresivni motilita, VAP (um/s) —
prumérna rychlost trajektorie, VCL (um/s) — kifivocard rychlost, VSL (um/s) — linedrni rychlost,
LIN (%) — linearita, STR (%) — primost
a-e = rozdilna pismena ve sloupcich popisuji statisticky vyznamné rozdily (P<0,05)
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