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Moznost ovlivnéni strukturalné funk¢énich charakteristik
kryokonzervovanych bycich spermii pridavkem
nizkodenzitniho lipoproteinu

Souhrn

Nizkodenzitni lipoprotein (LDL) tvofi ucinnou slozku vaje¢ného zloutku a ma
vyznamné kryoprotektivni vlastnosti. Chrani spermie vii¢i chladovému Soku a napomaha udrzet
permeabilitu plazmatické membrany V pribéhu kryokonzervace, ¢imz ptispiva k zachovani
fertilizacni schopnosti spermii po rozmrazeni. Cilem prace bylo zjistit, zda mtze ptidavek LDL
do bezzloutkovych fedidel byc¢iho ejakulatu pozitivné ovlivnit kvalitu inseminac¢nich davek
po kryokonzervaci.

Ejakulat byl odebiran osmi byktim standardnim zptisobem. K nafedéni ejakulatu byly
pouzity dva typy bezzloutkovych fedidel s obsahem sojového lecitinu AndroMed® a Bioxcell®
se zplusoby fedéni — kontrolni vzorek bez LDL a experimentalni vzorek s 6% ptidavkem LDL.
Poté byl nafedény ejakulat plnén do PVC pejet, kryokonzervovan standardnim postupem
auchovan v tekutém dusiku. Pejety byly pied kazdym vyhodnocovanim rozmrazeny
standardnim zptisobem. S vyuzitim CASA byl hodnocen podil spermii s progresivnim
pohybem a zastoupeni spermii V subpopulacich S pomalym, stfedné rychlym a rychlym
pohybem pomoci clusterové (shlukové) analyzy. Viabilita spermii byla vyhodnocena
pritokovym cytometrem a akrozomalni integrita technikou fluorescen¢ni mikroskopie. Ziskané
udaje byly nasledné statisticky zpracovany.

Podil zhruba 50 % progresivné motilnich spermii svéd¢i o kvalité hodnocenych vzorkd.
Rozdily hodnot nebyly zjistény Vv zavislosti na pifidavku LDL nebo pouzitém fedidle
V zastoupeni Spermii u viability ani u progresivni motility, naopak Vv zastoupeni subpopulaci
LDL navysil podil rychlejsich a snizil podil pomalych spermii. Podobné i v fedidle Bioxcell®
byl vys$§i podil spermii oproti fedidlu AndroMed®. Integrita akrozomaélniho vacku byla
pozitivné ovlivnéna LDL pouze u fedidla Bioxcell®.

Hypotéza byla potvrzena Castecné, nebot’ biologicky vyznam prokazanych rozdilti nent
uplné jednoznacny. Je tedy otazkou, zda by byl efekt LDL vyssi, kdyby doslo k vétsi zatézi
spermii béhem zpracovani ejakulatu nebo u ejakulatu problematickych plemenikd s horsi

mrazitelnosti.

Kli¢ova slova: spermie, plazmatickd membrana, kryokonzervace, permeabilita, LDL



The possibility to affect structure-functional
characteristics of the bull cryopreserved sperms by means
of low-density-lipoprotein addition

Summary

Low-density-lipoprotein (LDL) form the active component of the egg yolk and have
significant cryoprotective features. They protect sperm against the cold shock and help
to maintain the permeability of the plasma membrane during cryopreservation, and thereby
contribute to keep fertilizing ability after thawing. The aim of this study was to find out if adding
of the LDL to bull semen extenders without yolk can positively influence the quality
of insemination doses after cryopreservation.

The ejaculate was taken from eight bulls in standard way. Two extenders without yolks
containing soybean lecithin AndroMed® a Bioxcell® were used to dilute the ejaculate. Dilution
methods — control sample without LDL and experimental sample with 6% addition of LDL.
Diluted semen was then filled into PVC straws, cryopreserved by standard procedures
and stored in liquid nitrogen. Straws were thawed before each evaluation in standard way.
Using CASA the proportion of spermatozoa with progressive motility and presence of sperm
subpopulation of slow, medium, and fast motion were evaluated by the cluster analyses. Sperm
viability was measured by flow cytometry and acrosome integrity techniques of fluorescence
microscopy. Finally, data were statistically analyzed.

Share of approximately 50% progressively motile sperm testified the quality
of evaluated samples. There was not found a difference in depending on the addition of LDL
or used extender presence viability of sperm neither at progressive motility, vice versa among
subpopulations LDL raised the share of fast and lowered the amount of slow sperms. Similarly,
in extender Bioxcell® was the share of the sperm higher compared to extender AndroMed®.
Integrity of acrosomal vesicle was positively influence of LDL only in extender Bioxcell®.

The hypothesis was confirmed partly because the biological value of proved differences
is not completely clear. It is therefore question whether the effect of LDL has been higher
if there has been added strain in sperm during processing ejaculate or problematic stallion with

worse freezing ejaculate.
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1 Uvod

V dnesni dobé je uméla inseminace ve spojeni s kryokonzervaci nejvice vyuzivanou
biotechnologickou metodou v reprodukci u skotu. Kryokonzervace spociva v zamrazovani
pohlavnich bunék a umoziuje uchovavani spermii po neomezenou dobu. Hlavnim divodem
k rozvoji kryokonzervace byla nejen snaha o efektivni vyuziti plemennych byku, ale také
ptiznivy vliv na ekonomickou stranku chovu.

I pfes to, ze Vv poslednich desetiletich dochdzelo u procesu kryokonzervace k urcitym
pokroktim, doprovazi jej mnoho nezadoucich vlivi, které maji negativni dopad na piezitelnost
a fertiliza¢ni schopnost spermii. Extrémni zmény teplot zptsobuji biochemické a morfologické
pfemény spermii, jeZ ovliviiuji vlastnosti jejich strukturalné funkénich charakteristik. Proto

je béhem kryokonzervace nesmirné dulezita tloha fedidel pridavanych k ejakulatu. Redidla

I~

podminky mimo pohlavni soustavu a maji kryoprotektivni ti€inky.

Jiz od pocatku kryokonzervace je za dulezitou kryoprotektivni latku povazovan vajeény
Zloutek. Zloutek ale miize obsahovat $kodlivé mikrobialni komponenty, a tim piedstavuje
pro ejakulat riziko kontaminace. Aby byly nezadouci latky obsazené ve Zloutku eliminovany,
dochazelo k nahrazovani Zloutku bezzloutkovymi fedidly na bazi sojového lecitinu. Ovsem
jejich ptinos ke kvalité ejakulatu, a zda predstavuji posun vpied, neni jednoznacny.

Za ochrannou funkci zloutku pravdépodobné zodpovida nizkodenzitni lipoprotein
(LDL) v ném obsazen. LDL ma ziejmé piiznivy vliv na motilitu spermii, integritu plazmatické
membrany i akrozomu po rozmrazeni, a tak miize byt vhodnou nahradou Zloutku v fedidlech.
Je tedy otazkou, zda by LDL mohl zlepsit vlastnosti strukturalné funk¢nich parametrti spermii

po kryokonzervaci i po pridani do bezzloutkovyh fedidel s obsahem sojového lecitinu.



2 Cil prace a védecka hypotéza

Cilem prace bylo potvrdit platnost hypotézy, ze ptidavek nizkodenzitniho lipoproteinu
(LDL) do bezzloutkového fedidla pozitivné ovliviiuje integritu akrozomalni a plazmatické

membrany a motilitu by¢ich spermii po kryokonzervaci.
Pro ovéfeni hypotézy byly stanoveny dil¢i cile:

» zhodnotit vliv LDL na motilitu s vyuzitim CASA a clusterové analyzy
» zhodnotit vliv LDL na integritu plazmatické membrany metodou pratokové cytometrie

» zhodnotit vliv LDL na akrozomalni integritu technikou fluorescenéni mikroskopie.



3 Prehled literatury

Rozmnozovani u savcu patii k zékladnim biologickym vlastnostem organismu,
kdy jedinec vznika splynuti sam¢ich a samicich pohlavnich bunék (Jelinek et al., 2003). Jednim
z ptedpokladi pro plnohodnotné rozmnozovani samct je spravnd funkce pohlavniho ustroji,
piedevsim produkce plnohodnotnych a oplozeni schopnych spermii (Berndtson, 2014). Samci
deponuji spermie do samic¢iho Gstroji béhem sexualniho aktu. Sexualni akt patii k projevim
pohlavni aktivity, kterou mizeme u samct pozorovat od obdobi pohlavniho dospivani a vrcholi
ejakulaci ¢ili vyronem ejakulatu (Trojan et al., 2003; Louda et al., 2007).

Ejakulat je viskozni bélava tekutina (Liillmann-Rauch, 2012), druhové specificka,
co se barvy, konzistence a pachu tyce. U bykl se vyznaCuje malym objemem a velkou
koncentraci spermii (Marvan et al., 2007). Jelinek et al. (2003) ve své publikaci uvadéji
pramérnou koncentraci spermii za fyziologickych podminek 1 — 2 x 10° v mm?®. Spermie
pfedstavuji bunécnou slozku ejakulatu a jsou velmi citlivé na zmény okolniho prostiedi
(Manjunath et Thérein, 2002; Gwathmey et al., 2006; Liillmann-Rauch, 2012). Tekuté prostiedi
ejakulatu predstavuje semenna plazma, ktera vytvaii stabilni prosttedi pro spermie (Liillmann-
Rauch, 2012)

Semenna plazma je tvoiena predevsim sekrety z pfidatnych pohlavnich zlaz (Manjunath
et Thérein, 2002; Liillmann-Rauch, 2012; Setchell, 2014). Obsahuje anorganické latky, lipidy,
sacharidy (Marvan et al., 2007) a proteiny (Gwathmey et al., 2006). Malé mnozstvi zaujima
i tekutina pochazejici z varlete, nadvarlete, chamovodu a mocové trubice (Manjunath
et Thérein, 2002; Gwathmey et al., 2006). Semenna plazma chrani spermie pied neptiznivymi
vlivy okoli (Liillmann-Rauch, 2012), vytvafi jim vhodné prostiedi v sami¢im reprodukénim
traktu a funguje coby ptirozené fedidlo (Jelinek et al., 2003; Liilllmann-Rauch, 2012). Dale
slouzi jako zdroj vyzivy (Marvan et al., 2007) a spermie se stavaji zivotaschopnéjSimi (Maxwell
et al., 1998; Bergeron et al., 2004). Komponenty semenné plazmy stabilizuji plazmatickou
membranu (Maxwell et al., 1998) a proteiny podporuji motilitu a viabilitu spermii (Bergeron
et al., 2004). Napomahaji zabranit samovolné kapacitaci (Maxwell et al., 1998; Medeiros et al.,
2002; Vera-Munoz et al., 2009) nebo akrosomové exocytoze, které by jinak vedly k jejich
neplodnosti (Vera-Munoz et al., 2009). Semenna plazma piedstavuje hlavni podil ejakulatu,
u byka €ini 90 az 95 % z celkového objemu ejakulatu, zbylych 5 az 10 % tvoii spermie (Marvan
et al., 2007).



3.1 Spermie

Spermie neboli zralé pohlavni buniky samcu piedstavuji vyznamnou slozku ejakulatu
(Jelinek et al., 2003; Chenoweth et Kastelic, 2007). Tvorbu pohlavnich bun¢k ovliviiuje veék
samce a produkce se postupné zvySuje od obdobi puberty (Berndtson, 2014). Spermie
jsou kone¢nym produktem spermatogeneze (Eddy, 2006) a maji za kol diky své schopnosti
samostatného pohybu aktivné vyhledavat a oplodnit vajicko - pohlavni buniku samice (Marvan

et al., 2007).

3.1.1 Spermatogeneze

Cely prubéh vzniku a vyvoje spermii je nazyvan spermatogeneze. Jde o velmi slozity
proces, pii némz dochazi k mnoha bunéénym pfeménam (Garner et Hafez, 2000; Chenoweth
et Kastelic, 2007), zahrnujici mitoticka i meioticka déleni (Berndtson, 2014). Tyto buné¢né
pfemény se odehravaji v nékolika fazich: rozmnozovani, ristu, zrani a premény (Louda et al.,
2007). Spermatogeneze probiha ve sténach semenotvornych kanalki varlat (Kaya et al., 2014)
a béhem tohoto komplikovaného procesu mohou vznikat abnormalni spermie (Aitken et Baker,

2013). U byka trva jeden spermatogenni cyklus kolem 54 dnt (Jelinek et al., 2003).

Spermatocytogeneze patii k prvnimu vyvojovému stadiu spermatogeneze, kdy dochazi
k déleni bunék od téch nejméné diferencovanych (Berndtson, 2014). Zahrnuje fazi
rozmnoZzovani, ristu a zrani (Jelinek et al., 2003).

Pocet bun¢k zarode¢ného epitelu, nazyvané spermatogonie, se az do obdobi pohlavniho
dospivani neméni (Marvan et al., 2007; Berndtson, 2014). Béhem faze mnoZeni dochazi
u téchto bunék Kk n¢kolika mitotickym délenim (Trojan et al., 2003; Marvan et al., 2007;
Berndtson, 2014) a spermatogonie se méni na spermatocyty prvniho fadu. Nasleduje faze
rustu, kterou doprovazi redukéni (meiotické) déleni (Trojan et al., 2003; Berndtson, 2014),
kdy u spermatocytt prvniho fadu dochazi k pfeméné na spermatocyty druhého fadu, nazyvané
téz prespermatidy. Pro fazi zrani je charakteristické dalsi meiotické déleni, po némz se vytvori

spermatidy (Garner et Hafez, 2000; Trojan et al., 2003; Berndtson, 2014).

Faze pfemény, nazyvana téZ spermiogeneze nebo spermiohistogeneze, patii k druhému
vyvojovému stadiu spermatogeneze (Jelinek et al, 2003). Spermiohistogeneze je proces,
kdy dochazi k metamorfoze nepohyblivé spermatidy ve zralou pohyblivou spermii (Garner
et Hafez, 2000; Jelinek et al., 2003; Berndtson, 2014). Ma nékolik samostatnych fazi, béhem

nichZ dochézi k fad€ zmén, které spermii postihuji (Marvan et al., 2007).



Golgiho stadium zodpovida za formaci akrozomalniho vacku (Marvan et al., 2007)
a bunka ziskava zaklad bic¢iku (Garner et Hafez, 2000). Dalsi fazi je stadium akrozomové capky
(Garner et Hafez, 2000). Akrozomalni vacek se postupné zvétsSuje a priléha na povrch jadra.
Diky postupnému hromadéni hydrolytickych enzymi dochazi k jeho pfeméné na akrozom
(Marvan et al., 2007). Nasleduje stadium kaudalni manzety, kde dochazi k dokonéeni tvarovani

jadra. V poslednim stadiu zrani je dovrSen vyvoj bi¢iku a akrozomu (Garner et Hafez, 2000).

Zralé pohlavni bunky se vyvijeji prubézné u pohlavné dospélého samce az do vysokého
véku (Vacek, 2006; Louda et al., 2007; Berndtson, 2014). Pouze fadné vyvinuté spermiec mohou

plnit svou fyziologickou roli (Marvan et al., 2007).

3.1.2 Struktura spermie

Spermie patii mezi vysoce specializované buiky slozené ze strukturnich a funkénich
¢asti (Eddy, 2006). Existuji mezidruhové rozdily ve tvaru a velikosti spermii (Jelinek et al.,
2003), naptiklad u byka dosahuje délky 75-80 um, u hiebce 60 um, u kance 50-60 um (Marvan
et al., 2007). Zrala pohlavni buiika samcti se sklada z hlavicky a bic¢iku spojené kréckem (Mann
et Lutwak-Mann, 1981; Trojan et al., 2003; Eddy, 2006; Abou-haila et Tulsiani, 2009)
- spojovacim oddilem (Eddy, 2006).

Hlavi¢ka

Hlavi¢ka spermie vznika z jadra spermatidy a ma ovalné zplostély tvar (Vacek, 2006;
Garner et Hafez, 2000). Vyznamnou ¢ast hlavicky tvofi jadro se zna¢né zkondenzovanym
chromatinem (Eddy, 2006; Sutovsky et Manandhar, 2006). Jadro je pokryto jadernou
membranou (Marvan et al., 2007). Uvniti jadra jsou nahromadény chromosomy (Trojan et al.,
2003; Sutovsky et Manandhar, 2006) obsahujici genetickou vybavu spermie (Vacek, 2006)
s polovicnim mnozstvim DNA (Garner et Hafez, 2000; Barbas et Mascarenhas, 2008).
Cely povrch hlavicky pokryva plazmaticka membrana (Sutovsky et Manandhar, 2006; Marvan
etal., 2007). Tvar hlavicky je variabilni a proteiny, které se vyskytuji na jejim povrchu,
mohou migrovat (Eddy, 2006). U byka je hlavicka spermie zhruba 10 um dlouha, 5 um $iroka
a 1,5 um tlusta (Marvan et al., 2007).

Spermie obsahuje velky sekre¢ni vacek neboli akrozom (Florman et Ducibella, 2006).
Akrozom vznikl jako produkt Golgiho aparatu (Garner et Hafez, 2000) béhem rané faze
spermatogeneze (Kaya et al., 2014). Je to membranovy Gtvar ptipominajici ¢epicku, jenz miize

ménit svoji velikost a hraje dulezitou roli z hlediska oplozovaci funkce diky navdzanym



enzymum. Membrana akrozomu je jedine¢na svym rozdélenim na dvé vrstvy (Eddy, 2006).
Vngj$i membrana akrozomu priléha k cytoplazmatické membrang a vnitini membrana naseda
na membranu jadernou (Eddy, 2006; Marvan et al., 2007). Akrozom pokryva piedni ¢ast jadra
(Florman et Ducibella, 2006) a ze dvou tfetin tvofi vn&jsi ¢ast hlavicky spermie (Trojan et al.,
2003; Eddy, 2006; Setchell, 2014). Uvniti akrozomu je fada peptidd, proteint (Florman
et Ducibella, 2006) a zejména hydrolytické enzymy hyaluroniddza, akrosin a nckteré dalsi
(Trojan et al., 2003; Vacek, 2006; Kaya et al., 2014). Béhem akrozomové reakce dochazi
k rozpadu akrozomalni Cepicky a vyliti hydrolytickych enzymid Vv misté vazby spermie
a vajicka, coz vede k naslednému naruseni obalii oocytu. Hyaluronidaza s akrozinem se podileji

na proniknuti spermie do vajicka (Trojan et al., 2003; Eddy, 2006; Garner et Hafez, 2000).

Bicik

Clenéni bigiku je autory ve svété popisovano odlisné. Eddy (2006) a Toshimori (2009)
ve své publikaci uvadi rozdéleni biciku do ¢tyf zakladnich oddild - kréek, stiedni oddil,
hlavni oddil a koncova ¢ast. Zatimco Jelinek et al. (2003) jej postupné déli na spojovaci,
hlavni a koncovou ¢ast. Vacek (2006) popisuje stifedni oddil bi¢iku, jako slozeny z krcku
a spojovaciho oddilu.

Pocatek biCiku vystupuje od jadra spermie a zdklad vyustuje na rozhrani krcku
a spojovaciho oddilu (Eddy, 2006). Bicik poskytuje spermii zdroj energie a fidi jeji motilitu
v tekutém prostiedi, kterou pottebuje k dosazeni vaji¢ka (Eddy, 2006; Sutovsky et Manandhar,
2006). Pohyb spermii neumoziuje pouze jeho charakteristicka stavba, ktera je fizena unikatnim
uspofadanim mikrotubuli (Sutovsky et Manandhar, 2006), ale také pfitomnost kréku (Vacek,
2006; Marvan et al., 2007).

Celou délkou biciku probihd komplex 9+2 mikrotubuli (Trojan et al., 2003; Eddy,
2006; Setchell, 2014), které tvoii axonema (Eddy, 2006). Jinymi slovy, axonema se sklada
Z centralniho paru mikrotubull a deviti menSich part uspofadanych v kruhu kolem centralniho
(Sutovsky et Manandhar, 2006). Je obklopena vnéjsi vrstvou hustych vlaken vystupujicich
z kréku, az do hlavniho oddilu (Eddy, 2006). Mikrotubuly se po celé délce bic¢iku dokazi
posouvat, diky ¢emuz nabyva ohebnosti (Gadella, 2014). Dale se v bi¢iku nachazeji
mitochondrie a cytoskeletarni sktruktury. Zminéné ttvary jsou z vn&jsi strany slozené
z hustych vlaken a vlaknité pochvy (Toshimori, 2009). Cely povrch bi¢iku je pokryt
plazmatickou membranou (Sutovsky et Manandhar, 2006). Plazmaticka membrana bi¢iku
je rozdé€lena na stiedni, hlavni a distalni ¢ast. Stfedni a hlavni oddil membrany je oddélen

mezikruzim zvanym prstenec. Tento vlaknity prstenec je soucasti cytoskeletu biciku (Eddy,



2006). Bicik spermie je zhruba 50 - 70 um dlouhy (Jelinek et al., 2003) a obecné byc¢i ejakulat
obsahuje nadmérné mnozstvi spermii s deformovanymi bi¢iky (Mann et Lutwak-Mann, 1981).

Kréek spermie spojuje hlavicku s bicikem, je kratky 2-3 pum (Jelinek et al., 2003).
Je to strukturni komplex tvofen zbazalni membrany (Toshimori, 2009). Obsahuje
mitochondrie, které vytvareji nezbytnou energii (Medeiros et al., 2002; Trojan et al., 2003;
Marvan et al., 2007) potiebnou pro mikrotubuly (Trojan et al., 2003; Marvan et al., 2007)
a nezbytnou pro pohyb bi¢iku (Giirler et al., 2016). Kréek spermie tvoii spojovaci oddil,
ktery zahrnuje hlavicku, centrozom (zajiStujici vznik dé¢licitho vieténka) a segmentované
chordy. Centrozom zahrnuje proximalni centriol a hlavni proteiny pericentriolarni matrix,
které se podileji na tvorbé mikrotubulli v momenté, kdy spermie dosahne oocytu (Toshimori,
2009). V krcku spermie muizeme nalézt velice propracovanou strukturu, ktera se vyviji
Vv prib&hu spermatogeneze a ma za ukol nasledné spusténi pokracovani meiosy Il po splynuti
obou pohlavnich bunék (Toshimori, 2009).

Stiedni oddil, nazyvany téZ mitochondrialni ¢ast, je nejsilngjsim oddilem bic¢iku (Eddy,
2006). Tento oddil biciku je pokryt mitochondrialnim plastém (Eddy, 2006; Sutovsky
et Manandhar, 2006) ve tvaru Sroubovice (Sutovsky et Manandhar, 2006; Setchell, 2014)
a je charakterizovan zna¢nym poctem mitochondrii (Jelinek et la., 2003). Obsahuje
kolem 75 — 100 mitochondrii, které vytvareji energii pro spermie (Sutovsky et Manandhar,
2006). Spojovaci dil je slozen zhusté vlaknité struktury, z deviti pfi¢né pruhovanych
nebo segmentovanych sloupct (Eddy, 2006; Sutovsky et Manandhar, 2006).

Hlavni ¢ast bi¢iku je nejdelsi okolo 40 - 50 um (Jelinek et al., 2003; Marvan et al., 2007),
pricemz pramér se zmenSuje (Kaya et al, 2014). Povrch ma pokryt fibrozni pochvou
(Sutovsky et Manandhar, 2006; Marvan et al., 2007) a mitochondrialni plast’ obklopuji vné&jsi
husta vlakna (Eddy, 2006; Sutovsky et Manandhar, 2006). Tento oddil bi¢iku ma za kol
udrzovat soudrznost osovych vlaken, jejich pevnost a pruznost pti kmitani (Jelinek et al., 2003;
Eddy, 2006).

Koncova ¢ast bi¢iku méti zhruba 4 um (Jelinek et al., 2003), je pokryta membranou
(Garner et Hafez, 2000) a tvoii ji pouze osova vlakna bez chord a fibrézni pochvy (Jelinek
et al., 2003).

3.1.3 Plazmaticka membrana spermie

Cely povrch hlavicky a bi¢iku pokryva dvouvrstva plazmaticka membrana (Sutovsky
et Manandhar, 2006; Vacek, 2006). Patfi mezi klicové struktury (Tapia et al., 2012)

a v porovnani od jinych somatickych bunék, je plazmatickd membrana spermii odlisna (Flesch



et Gadella, 2000; Tapia et al., 2012). Je acidorezistentni, vysoce permeabilni a senzitivni
na zmény osmotického tlaku (Jelinek et al., 2003).

PlazmatickA membrana predstavuje pro spermii zakladni ochranu pied vlivy
extracelularniho prostfedi (Jelinek et al., 2003; Tapia et al., 2012). Membranova integrita
a normalni funkceschopnost plazmatické membrany spermie jsou dilezitym piedpokladem
pro uspésné oplozeni (Glander et Schaller, 1999, Flesch et Gadella, 2000), nebot’ intaktni
membrana s akrozomem (Giirler et al., 2016) jsou nezbytné pro prub¢h kapacitace spermii,
akrozomové reakce a nakonec splynuti s oocytem (Véznik et al., 2009; Tapia et al., 2012;
Girler et al., 2016). Propustnost membrany umoziuje spermiim latkovou vyménu (Jelinek
et al., 2003). Latkova vyména je spojena s bunéénym metabolismem (Cross et Hanks, 1991;
Glander et Schaller, 1999). Téméf celda membrana je vytvofena v prib&hu spermatogeneze
béhem premény spermatidy ve zralou spermii (Eddy, 2006).

Flesch et Gadella (2000) uvadi, ze jde o vysoce dynamickou strukturu. Uspotadani
aslozeni plazmatické membrany se v jednotlivych oddilech spermie 1isi (Eddy, 2006).
Podstatny usek membrany hlavicky spermie tvoii oblast akrozomu a postakrozomalni ¢ast.
Plazmaticka membrana akrozomalni ¢asti je rozdélena na okrajovou ¢ast (apikalni ¢ast), hlavni
(pfedni) a ekvatoridlni (zadni) ¢ast. Apikalni a pfedni oddil predstavuji akrozomalni ¢epicku.
Postakrozomalni ¢ast membrany vytvaii plazmatickou membranu mezi zadni ¢asti akrozomu
a spojovacim oddilem spermie. (Eddy, 2006) PlazmatickA membrana je tedy strukturou
S riznymi kompartmenty, které se mohou liSit svym slozenim (Tapia et al., 2012).

Plazmaticka membrana pohlavni buiiky samce je slozena z fosfolipidt, glykolipida
a sfingolipidu (Jones, 1998; Manjunath et Thérien, 2002; Tapia et al., 2012). Fosfolipidy urcuji
zakladni strukturni organizaci membrany (Tapia et al., 2012). Zivé spermie maji asymetrické
rozlozeni fosfolipidli mezi vnitini a vnéjSi membranou (Véznik et al., 2009) a pomér téchto
lipida se mezidruhové 1i§i (Eddy, 2006). Patii knim napiiklad fosfatidylglycerol,
fosfatidylcholin a fosfatidylethanolanim (Manjunath et Thérien, 2002; Tapia et al., 2012).
Jednou z nejdalezitéjsich slozek plazmatické membrany je cholesterol. Udrzuje membranu
ve stabilnim stavu (Aksoy et al., 2010) a ptredstavuje 25 % az 50 % z celkového zastoupeni
lipidi (Mocé et al., 2010). Dalsi slozkou plazmatické membrany spermie jsou nenasycené
mastné kyseliny. Mastné kyseliny ovliviiuji jeji fluiditu, a diky tomu membrana odolava
zménam objemu (Tapia et al., 2012). Povrch membrany je pokryt proteiny a glykoproteiny,
které jsou antigenni povahy (Vacek, 2006). Proteiny obsazené v membrané plni specifické
funkce. Rozeznavame transmembranové, které jsou piimo integrované na lipidovou dvojvrstvu

a funguji jako iontové kandly ¢i receptory. Jsou ¢asto zapojeny do regulace signdlnich procest,



coz umoznuje bunice reagovat na vné¢jsi signaly a mohou mit vyznamny vliv na strukturu
membrany. Druhou skupinou jsou periferni proteiny piipojené k lipidim a proteinim
membrany (Tapia et al., 2012). Hraji kliCcovou roli v bufice pfi rozpoznavani bungk,
coz znamena, ze maji vyznamnou Ulohu pro oplozovaci schopnost spermii. Tyto proteiny
zabranuji pred¢asnému uvolnéni hydrolytickych enzymii z akrozomalniho vacku, stabilizuji
jeho membranu a zamezuji aglutinaci spermii v ejakulatu (Vacek, 2006). Na vnéjsim povrchu
membrany se nachazi i vrstva polysacharidd -glykokalyx. Glykokalyx ma ochrannou funkci,
ovliviiuje rychlost difuize latek, udrzuje pH a povrchové napéti membrany, Ucastni se fertilizace

a jako ostatni proteiny plazmatickou membranu stabilizuje (Véznik et al., 2009).

3.2 Nejvyznamnéjsi fyziologické procesy u spermii

K dramatickym funkénim zméndm dochazi u spermii v pribéhu ejakulace, ale stale
nemaji predpoklady pro Gspésné oplozeni (Visconti et Kopf, 1998; Abou-haila et Tulsiani,
2009). Oplozeni schopnymi se stavaji az poté, co v sami¢im pohlavnim aparatu dojde k celé
fad¢ zmén na mnoha Urovnich spermie, procesy souhrnné nazyvané kapacitace a akrozomalni
reakce. (Wolf et al., 1986; de Lamirande et al., 1997; Breitbart, 2002; Gadella et Visconti,
2006; Abou-haila et Tulsiani, 2009; Gadella, 2014; Kunkitti et al., 2015). Aby vsak mohlo
u spermii k vySe jmenovanym déjam dojit, je pro né stézejni V co nejvyssi mife zachovana

motilita (Sutovsky et Manandhar, 2006).

3.2.1 Motilita spermii

Nejndpadnéjsim funkEnim projevem spermie je jeji pohyb (Utt, 2016). Motilita spermii
hraje dilezitou roli pfi cesté¢ samic¢im pohlavim aparatem za ucelem dosazeni oocytu (Eddy,
2006; Sutovsky et Manandhar, 2006). Aby spermie uspé$né dosahla oocytu, méla by vykazovat
charakteristicky pohyb ptfimo vpted za hlavickou, znamy jako progresivni (Zeron et al., 2016).

Kompetence spermii k pohybu se v pribéhu vyvoje méni (Visconti et Kopf, 1998; Eddy,
2006). Piiopusténi varlete jsou morfologicky diferencované, ale zatim nezpusobilé
pohybu ani oplozeni schopnosti (Visconti et Kopf, 1998). Ani béhem =zrani v nadvarleti
nejsou pro pohyb plné uzptusobené (Eddy, 2006). Schopnost k pohybu spermie ziskaji
az po opusténi nadvarlete vlivem zmén okolniho prostfedi a pfedev§im diky semenné plazmé
(Ltullmann-Rauch, 2012; Kunkitti et al., 2015). V pohlavni soustavé samice se pohyb spermii
meéni v disledku pisobeni sekretii samic¢iho aparatu (Véznik et al., 2004; Suarez et Pacey,
2006).



Aby doslo k oplozeni, je zapotiebi, aby byla motilita spermii v co nejvétsi miie
fyziologicky zachovana, dokud nedojde k proniknuti pies zonu pellucidu oocytu (Mann
et Lutwak-Mann, 1981). Pii jejich vazbé na fasnaty epitel vejcovodu se vytvaii oviduktalni
rezervoar spermii (Bailey et al., 2000). Béhem navazani dochazi k interakci povrchovych
proteini membrany, pti které hraje dulezitou roli glykokalyx. Oviduktélni rezervoar prodluzuje
zivotaschopnost spermii a snizuje progresivitu bunék (Pollard et al., 1991). Béhem nastavajici
hyperaktivace se pohyblivost spermii opét zrychluje a vede k uvolnéni z oviduktalniho
rezervoaru (Gagnon et de Lamirande, 2006). Motilita spermii neni tedy stala a v ejakulatu
se vyskytuji i1 spermie, které progresivni pohyb nevykazuji (Utt, 2016). Za fyziologickych
podminek se V ejakulatu zdravého samce vyskytuje ur€ity podil spermii s progresivnim
pohybem (Holt et al., 2007).

Motilita spermii patii k zakladnim ukazatelim pti hodnoceni kvality spermatu (Utt,
2016). Lze ji posoudit subjektivné pfi podrobnéjsi analyze pomoci mikroskopu pii rizném
rozliSeni a s v€tsi objektivitou pomoci CASA (Celeghini et al., 2008; Martinez-Pastor et al.,
2011). CASA (Computer Aided Sperm Analysis) je pocitaCové asistovana analyza spermii
(Celeghini et al., 2008; Utt, 2016). Tato metoda dovede analyzovat ukazatele, jako je celkova
motilita v procentech i procentualni zastoupeni progresivnich spermii. Dale CASA hodnoti
kinematické parametry motility, kdy je sledovan rozsah a smér kmit hlavicky (Zeron et al.,
2016). Posuzuje kiivocarou (VCL), primérnou (VAP) a pitimocarou (VSL) rychlost pohybu,
dale linearitu (LIN), amplitudu lateralniho vyboc¢eni hlavicky (ALH), pfimost (STR) a pocet
ktizeni trajektorie (BCF). Kazdy vzorek spermii se vyznacuje heterogenitou (Holt et al., 2007).
To znamena, ze Vv jednom ejakulatu koexistuji spermie s odlisnym stupném motility a vyskytuji
se Vném soucasné i rizné subpopulace spermii (Holt et al., 2007; Martinez-Pastor et al.,
2011). Na =zaklad¢é pokrocilych statistickych metod lze tyto subpopulace vyhodnotit,
coz umoziuje detailn€jsi pohled na kvalitu vzorku ve vztahu k oplozovaci schopnosti spermii
(Martinez-Pastor et al., 2011).

Motilita spermii je ovliviiovana mnoha faktory. Patfi k nim pfedevS§im vek jedince,
doba, kterou spermie travily v nadvarleti a zrani pohlavnich bun€k (Véznik et al., 2004).
Dale stav membranovych struktur a metabolické procesy, jez jsou efektivnimi zdroji energie
ve form¢ ATP (Biiyiikleblebici et al, 2014; Layek et al., 2016). ATP je produkovan
mitochondriemi ve spojovaci ¢asti bic¢iku a napomaha pohybu mikrotubuli (Gadella, 2014).
Zdroj energie maji schopnost vytvaret i sacharidy (Biiyiikleblebici et al., 2014) a glykoproteiny
(Jeyendran, 2000) obsazené ve spermiich. Jsou nezbytné pro jejich podporu a spravnou

pohyblivost (Biiyiikleblebici et al., 2014). Nedostatek glykoproteind v semeni mize ovlivnit
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motilitu spermii (Jeyendran, 2000). Dale osmolarita, viskozita a pH (Véznik et al., 2004).
Motilitu spermii ovliviiuje i prostiedi, které je obklopuje, jak bylo zminéno vySe napiiklad
vymésky semenné plasmy (Liilllmann-Rauch, 2012) a sekrety, s nimiz jdou do kontaktu
pii pruchodu sami¢im reprodukénim traktem (Suarez et Pacey, 2006). Na pohyb spermii mohou
mit vliv 1 dal$i latky, se kterymi mohou pfijit do styku béhem biotechnického zpracovani

(Louda et al., 2008).

3.2.2 Kapacitace spermii

Sam¢i pohlavni buniky nemaji schopnost oplodnit vaji¢ko ihned po ejakulaci (Wolf
etal., 1986; Breitbart, 2003; Gadella et Visconti, 2006). Spermie se po kopulaci zdrzuji
Vv reproduk¢nim aparatu samice (Mann et Lutwak-Mann, 1981; Suarez et Pacey, 2006). Béhem
této doby prochazeji procesem kapacitace (Breitbart, 2003).

Kapacitaci rozumime fadu biologickych (Kunkitty etal., 2015) a fyziologickych
piemén, ke kterym dochazi u spermii pii prichodu samici pohlavni soustavou (Wolf et al.,
1986; de Lamirande et al., 1997; Florman et Ducibell, 2006; Gagnon et de Lamirande, 2006).
Tento proces je nezbytny k tomu, aby spermie ziskaly oplozovaci schopnost (Cooper, 1986;
Wolf et al, 1986; Breitbart, 2003; Gadella et Visconti, 2006). Podle Flormana et Ducibella
(2006) je kapacitace definovana jako proces piemén reakci, diky které akrozom spermie ziska
schopnost reagovat na zonu pellucidu oocytu. Autofi uvadéji ruznad mista v samic¢im
reprodukénim aparatu, kde za fyziologickych podminek dochazi ke kapacitaci. Starsi literatura
uvadi jako misto, kde probiha délozni kréek. (Mann et Lutwak-Mann, 1981). Nov¢jsi publikace
tvrdi, ze nastava ve vejcovodu nebo déloze (Viscontiho et Kopfa, 1998; Parrish, 2014). Autofi
se vzajemné nevyluCuji, nebot’ dé¢lozni kréek zajistuje postupné uvolhovani spermii
do vejcovodu (Suarez et Pacey, 2006).

Kapacitace se odehrava na trovni bunky (de Lamirande et al., 1997; Flesch et Gadella,
2000), kdy rozsahlé zmény postihuji celou spermii, hlavicku i bi¢ik (de Lamirande
etal, 1997; Florman et Ducibella, 2006). Dochazi také k malym zménam na trovni
organel, jako jsou cytosol a cytoskelet buiiky (de Lamirande et al., 1997). Kapacitace probiha
i na trovni plazmatické membrany. Méni se vlastnosti membrany spermie, jeji membranovy
potencial, sloZeni lipidd, transmembranovych fosfolipidi (Wolf et al., 1986; de Lamirande
et al., 1997; Florman et Ducibella, 2006) a proteind (WoIf et al., 1986; de Lamirande et al.,
1997). Nastavaji tedy zmény struktury plazmatické membrany (Cooper, 1986; Flesch
et Gadella, 2000), bez nichz spermie neziska oplozovaci schopnost (Flesch et Gadella, 2000).
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Jednim =z prvnich krokd béhem procesu kapacitace je vyplaveni cholesterolu
Z plazmatické membrany spermie (Manjunath et Thérien, 2002; Breitbart, 2003; Purdy
et Graham, 2004). V dusledku vyplaveni cholesterolu dochazi ke zvySené propustnosti
membrany pro vapnik, draslik a hydrogenuhli¢itany (Visconti et Kopf, 1998; Breitbart, 2002;
Purdy et Graham, 2004). Nejprve se zvysi hladina intracelularniho vapniku (Breitbart, 2002;
Flora er Ducibella, 2006; Gadella et Visconti, 2006), coz vede k hyperpolarizaci
membranového potencialu (Florman et Ducibella, 2006) a stejn¢ tak vzroste hladina
hydrogenuhli¢itanu (Breitbart, 2002), ktery je strukturné podobny sekretu v samici pohlavni
soustavé, a proto hraje nezbytnou roli v prabéhu kapacitace pii regulaci pH (Florman
et Ducibella, 2006). Vyssi koncentrace téchto iontt, pfedevs§im vapniku, vedou v membrané
spermie k zahajeni akrozomalni reakce (Meyers et Rosenberger, 1997; Purdy et Graham, 2004).
Pokud je koncentrace kteréhokoliv z iontii nizka, prubéh kapacitace a akrozomalni reakce
mize byt zpomalen. Visconti et Kopf (1998) ve své studii uvadéji, ze absence vapenatych
kationtti miize zminéné déje zcela pozastavit (Visconti et Kopf, 1998).

Spermie se v dusledku procesu kapacitace stavaji hyperaktivnimi (Flesch et Gadella,
2000; Florman et Ducibella, 2006; Gagnon et de Lamirande, 2006). K zahajeni dochazi
ve vejcovodu samice (Marquez et Suarez, 2004) a spociva ve zméné¢ amplitudy vykyvu
hlavicky, kterd vede k odliSnému charakteru pohybu spermii. Pohyb je oznaCovan jako
hyperaktivni (Visconti et Kopf, 1998; Gadella et Visconti, 2006; Gagnon et de Lamirande,
2006) a je charakteristicky vyssi frekvenci i amplitidou vInéni bi¢iku, pficemz otacivy pohyb
spermie kolem své osy zanika (Visconti et Kopf, 1998; Gadella et Visconti, 2006). Tento pohyb
slouzi k uvolnéni spermii z oviduktalniho rezervoaru (Pollard et al., 1991) a napomaha
spermiim pii priniku pfes zonu pellucidu oocytu (Marquez et Suarez, 2004). Hyperaktivace
spermii neni spojena s celym prub&éhem kapacitace, je povazovana pouze za soucast tohoto

déje. (Marquez et Suarez, 2004).

3.2.3 Akrozomalni reakce

Radné probéhla kapacitace je podminkou pro dal§i d&j — akrozomalni reakci (Breitbart,
2003), nebot kapacitaci se aktivuji mechanismy nepostradatelné pro jeji zahajeni. Akrozomalni
reakci rozumime proces, ktery umoZiuje spermii proniknout do vaji¢ka skrz zonu pellucidu
(de Lamirande et al., 1997; Breitbart, 2002; Breitbart, 2003; Gadella et Visconti, 2006; Gadella,
2014).

V pribéhu akrozomalni reakce dochazi ke spojeni plazmatické membrany spermie

spolu s vnéjsi akrozomalni membranou (Wolf et al., 1986; Eddy, 2006) a dochazi k tvorbé
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vacki mezi nimi (Eddy, 2006). Za¢ina se rozpadat plazmaticka membrana akrozomalni ¢epi¢ky
(Wolf et al., 1986; Cech et al., 2006), coz ma za nasledek vyliti obsahu akrozomu (Eddy, 2006;
Gadella, 2014). Uvolnovany jsou adhezni proteiny, tak 1 hydrolytické enzymy,
jako je hyaluronidaza, akrosin, trypsin a dalsi (Wolf et al., 1986; Breitbart, 2003; Cech et al.,
2006). Hyaluronidaza uvoliiovana z akrozomu rozvoliuje buniky corona radiata, nasledné vede
k expanzi kumularnich bunek (Florman et Ducibella, 2006) a usnadiuje spermii prichod pies
zonu pellucidu (Meyers et Rosenberger, 1991; Florman et Ducibella, 2006). Po vazbé
s oocytem dochazi k otevieni vapenatych kanali na membrané spermie. Spermie pii prichodu
obalem vajicka vaze na své receptory progesteron. Spusti se signalni kaskada, nastava zvyseni
koncentrace vapnikovych iontt a dojde k disbalanci pH v bunce (Abou-haila et Tulsiani, 2009).
Vse vyse zminéné je pro proces oplozeni nesmirné dulezité (Breitbart, 2003). OvSem akrozom
mize byt negativné ovlivnén podminkami v prubéhu kyokonzervace, kdy naruseni

jeho integrity vede ke snizeni fertilizaéni schopnosti spermii (Celeghini et al., 2008).

3.3 Kryokonzervace

V soucasné dobé je v reprodukci skotu nejvice rozsitenou biotechnologickou metodou
um¢la inseminace (Layek et al., 2016) ve spojeni s kryokonzervaci (Bailey etet al., 2000).
Vedle chovatelského hlediska nachazi vyuziti i pifi feSeni reprodukcnich poruch (Al-
Makhzoomi et al., 2008).

Kryokonzervace umoznuje oplozeni bez piimého kontaktu mezi jedinci opa¢ného
pohlavi (Al-Makhzoomi et al., 2008), ¢imz lze s jistotou zabranit Sifeni pohlavnich
nemoci (Cross et Hanks, 1991; Bailey et al., 2000; Al-Makhzoomi et al., 2008). Dale ptispiva
ke zlepSeni genetického materialu, a tim lIze, co nejefektivnéji ziskat pfednosti jedince pro dalsi
vyuziti v chovech (Bailey et al., 2000; Medeiros et al., 2002; Koonjaenak et al., 2007; Al-
Makhzoomi et al., 2008; Layek et al., 2016).

Kryokonzervace umoZiuje zamrazeni a dlouhodobé uchovavani spermii (Cross
et Hanks, 1991; Bailey et al., 2000; Barbas et Mascarenhas, 2008; Giirler et al., 2016; Layek
etal., 2016), vsoucasné dobé nejcastéji v PVC pejetach. Vyhoda zamrazovani spociva
v zachovani viability a oplozovaci schopnosti alesponi u ¢asti spermii (Giirler et al., 2016;
Layek et al., 2016) po neomezenou dobu (Layek et al., 2016).

Zmrazovanim jsou pozastaveny metabolické funkce spermii. Pokles teploty pod 4 °C
zpomaluje metabolickou aktivitu buiiky, ovSem aby se metabolické funkce spermie zastavily
upln€, musi dojit k zamrazeni alespoil na -130 °C (Medeiros et al., 2002). Existuje nékolik

moznych technik a rychlosti zchlazovani (Justice et Christensen, 2013).
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Kryokonzervace zahrnuje nékolik standardnich krokt. Nejprve je ejakulat zchlazen
K teplotam blizkym nule. Pomalym chlazenim lze ptedejit chladovému Soku bun¢k. Soucasné
probiha ekvilibrace nutna pro vytvofeni rovnovahy, kdy se spermie adaptuji na zpomaleny
metabolismus (Mederiros et al., 2002) a dochazi k prostupu glycerolu do bunky. Glycerol
modifikuje proces zmrznuti a je dilezitou slozkou fedidel (Lessard et al., 2000; Purdy, 2006).
Ma schopnost nahradit molekuly vody, coz napomaha ke stabilizaci plazmatické membrany
bé¢hem mrazeni (Woelders et al., 1997; Bailey et al., 2000). Zmrazovani spermatu probihé podle
riznych mrazicich kiivek v mrazicich boxech v parach dusiku. Ptipravené zamrazené pejety
jsou skladovany ponoienim do tekutého dusiku pii -196 ° C, az do doby rozmrazeni. (Medeiros
et al., 2002; Benson et al., 2012).

Vysledkem uspésné kryokonzervace jsou do urcité miry zachované metabolické
I bunééné funkce v praxi nejcastéji hodnocené na zakladé ukazatele motility spermii (Mann
et Lutwak-Mann, 1981; Watson, 2000; Biiyiikleblebici et al., 2014). Existuji mezidruhové
rozdily v citlivosti bun¢k (Parks, 1997) a Siroké vyuziti ma predevsim u skotu (Medeiros et al.,
2002). I kdyz v poslednich desetiletich dochazelo k ur¢itym pokrokiim v této biotechnologické
metodé, vysledky piezitelnosti spermii nejsou nijak zavratné (Layek et al., 2016).

3.3.1 Nezadouci uc¢inky kryokonzervace

| pfes to, Ze se kryokonzervace v dnesni dobé hodné vyuziva, je doprovdzena mnoha
nezadoucimi vlivy. Pohlavni bunky samci jsou velmi citlivé na nizké teploty (Medeiros et al.,
2002; Giirler et al., 2016), proto maji kryokonzervované spermie nizsi oplozovaci schopnost
nez ty, které procesem neprosly (Watson, 2000; Medeiros et al., 2002). Negativni dopady
na funkci a plodnost spermii zpisobené kryokonzervaci byly popsany u mnoha druht zvifat,
nejvice vSak u byka (Layek et al., 2016). By¢i spermie jsou diky niz§imu obsahu cholesterolu
citlivgj§i vuci chladovému Soku, oproti tiecba spermiim lidskym (Bailey et al., 2000).
Zivotaschopnost spermii se snizuje az 0 50 % (Gravance et al., 1998; Holt, 2000; Layek et al.,
2016).

Extrémni vykyvy teplot, kterym jsou spermie vystaveny, zptsobuji jejich biochemické
a morfologické pfemény (Vé&znik et al., 2009; Jindal et Sharma, 2010). Béhem kryokonzervace
je zasaZzeno mnoho strukturdln€ funkénich parametrtt spermii (Martin et al., 2004; Jindal
et Sharma, 2010), které vyznamné méni jejich morfologii a fyziologii (Lessard et al., 2000).
Poskozeni buiiky je vyvolano v jednotlivych fazich kryokonzervace odliSnymi mechanismy

(Medeiros et al., 2002).
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Nasledkem rychlého zchlazeni je tzv. chladovy Sok (Medeiros et al., 2002; Isachenko,
2003). Chladovy Sok negativné pusobi na cytoplazmu, cytoskelet a genom nékterych
spermii (Isachenko, 2003). Dochazi k odlisnému seskupeni membranovych fosfolipidd,
a tim K naruseni permeability membrany (Lessard et al., 2000; Medeiros et al., 2002).
Mimo jiné zpusobuje poskozeni regula¢nich mechanismt, které mohou vést ke Spatnému
nacasovani kapacitace i akrozomalni reakce, a tim ke snizeni fertilizaéni schopnosti spermii
po rozmrazeni (Bailey and Buhr, 1994). Chladovému Soku je mozné zabranit pouzitim
vhodného ftedidla, dodrzenim spravného postupu, pii zachovani nalezité rychlosti béhem
zmrazovani arozmrazovani, Coz jistym zpisobem zamezuje i vzniku intracelularnim
a extracelularnim krystalim (Medeiros et al., 2002; Purdy, 2006; Benson et al., 2012).

Urcita populace spermii muze diky negativnimu pusobeni kryokonzervace prodélat
kapacitaéni zmény predCasné. Jedna se o jev nazyvany Kryokapacitace. Dochazi k naruSeni
plazmatické membrany a spermie prodéla podobné zmeény jako pii kapacitaci (Bailey et al.,
2000; Kaneto et al., 2002), avsak vétSina doprovazejicich zmén neni kompletné dokoncena,
a proto mize mit na fyziologickou kapacitaci neblahy dopad (Kaneto et al., 2002). Dochazi
ke ztraté oplozovaci schopnosti jesté pied tvorbou oviduktalniho rezervoaru a dosazenim mista
fertilizace (Bailey et al., 2000).

Béhem kryokonzervace se vytvaieji extracelularni a intracelularni ledové krystaly
(Benson et al.,, 2012). Extracelularni ledové krystaly se tvofi béhem procesu mrazeni
Z extracelularni vody. Tyto ledové krystaly zvySuji koncentraci rozpusténych latek v fedidle,
vytvaii osmoticky gradient na membran¢ a dochazi k buné¢né dehydrataci (Hammerstedt et al.,
1990; Watson, 2000; Layek et al., 2016). Diky tomu dochazi k osmotickému stresu,
ktery zptisobuje poskozeni spermii (Koshimoto et al., 2000). Cim pomalejsi je priibéh procesu
mrazeni, tim dochazi k vys$si buné¢né dehydrataci (Hammerstedt et al., 1990; Layek et al.,
2016). Vzniku osmotického stresu a nasledné dehydrataci lze piedejit vy$$i rychlosti,
pti které 1épe tuhne intraceluldrni tekutina (Layek et al., 2016). Mohou se vSak zacit tvofit
intracelularnich krystaly (Hammerstedt et al., 1990; Tapia et al., 2012), pfi nichz dochazi
Kk zamrznuti vnitrobunééné tekutiny. Intracelularni krystaly mohou narusovat bunééné struktury
(Gao et al., 1997; Barbas et Mascarenhas, 2008; Giirler et al., 2016) a zpasobuji poSkozeni
pro spermie vétSinou smrtelné (Hammerstedt et al., 1900). Mrazici kiivka by tedy méla mit tvar
obraceného ,,U*, kdy je dulezita rychlost zchlazovani i iprava pouzitého tedidla. Zchlazovani
ma probihat dostate¢né rychle, tim padem spermie nejsou na dlouhou dobu vystaveny
rozdilnym osmotickym podminkam, ale na druhou stranu ne pfili§ rychle, nebot tim hrozi

tvorba intracelularnich krystalt (Benson et al., 2012).
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U poskozenych spermii dochazi nejprve ke zmén¢ a ztraté pohybu, poté k poskozeni
dalsich funkci (Thun et al., 2002; Giirler et al., 2016). Relativné stabilni organelou je jadro
(Celeghini et al., 2008), jeho integritu proces kryokonzervace narusuje malo (Giirler et al.,
2016). K nejvyznamnéj$im strukturam, jez jSou v prib&hu mrazeni a rozmrazovani ohrozené,
patii plazmaticka membrana (Medeiros et al., 2002; Glander et Schaller, 1999; Layek et al.,
2016), dale akrozom (Thun et al., 2002; Véznik et al., 2009) zejména jeho vnéjsi akrozomalni
membrana (Medeiros et al., 2002; Layek et al., 2016) a v neposledni fadé mitochondrialni

struktury majici vliv na motilitu spermii (Thun et al., 2002; Véznik et al., 2009).

3.3.2 Motilita spermii

Motilita spermii je v praxi na insemina¢nich stanicich byki nejcastéji hodnocenym
parametrem (Louda et al., 2008). Byva ovlivnéna pfii vystaveni jak nizkym, tak vysokym
teplotdm (Jeyendran, 2000) a dokaze zpusobit vyrazné zmeény ve vlastnostech pohybu
(Gravance et al., 1998; Jeyendran, 2000; Rasul et al., 2001; Celeghini et al., 2008). U ¢erstvého
ejakulatu je prokazatelné vysSi vyskyt pohyblivych bunek (Celeghini et al, 2008),
pticemz U byka se bézné pozaduje alespon 10 milionti aktivnich spermii po rozmrazeni v jedné
pejeté s minimalni aktivitou 30 % (Louda et al., 2008). Crespilho et al, (2012) ve své publikaci
uvadi, Ze mezinadrodni normy pozaduji alesponi 50 % motilnich spermii.

S motilitou spermii uzce souvisi 1 mitochondrialni aktivita. Mitochondrie jsou
Z funk¢éniho hlediska velmi dualezit¢ organely a béhem procesu mrazeni velmi
senzitivni K riznym defektim. Integrita mitochondrii patfi k vyznamnym strukturalné
funkénim parametrim, které muze pribéh kryokonzervace poskodit, nebot’ jsou spojeny
s produkci ATP, ktera tvoii nezbytnou energii potiebnou k pohybu (Tapia et al., 2012). Spermie
postihuji zmény ve struktufe bi¢iku pravé v oddilech, kde se mitochondrie vyskytuji (Celeghini
et al., 2008). Defekty mitochondrii zptisobuji snizenou produkci ATP, a tim i snizenou motilitu
(Thomas et al., 1998). Pouze funk¢éni mitochondrie umoziuji spermiim fyziologicky pohyb,
ktery vede ke spravné fertilizaéni schopnosti (Gadea, 2005).

Kromé poSkozeni mitochondrii dochazi ke snizeni motility i1 diky fedidlim ptidavanym
k ejakulatu. Viskozita a slozeni fediciho média mohou vést ke zméné v amplitudé bic¢iku a horsi
motilité spermii (Celeghini et al., 2008). S motilitou spermii mimo jiné uzce souvisi i integrita

plazmatické membrany a akrozomu (Thun et al., 2002; Giirler et al., 2016)
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3.3.3 Plazmaticka membrana

Jednou z nejvice ohrozenych struktur béhem kryokonzervace je plazmaticka membrana
spermie (Celeghini et al., 2008; Tapia et al., 2012) a to na urovni jak hlavicky, tak i sttedniho
a hlavniho oddilu bic¢iku (Bailey et al., 2000). V dasledku vyraznych vykyvu teplot dochazi
ke zm&nam osmotického tlaku (Barbas et Mascarenhas, 2008; Celehini et al., 2008; Tapia et al.,
2012), buniky mohou zvétSovat nebo zmenSovatsviij objem (Gravance et al., 1998; Tapia et al.,
2012), coz zpusobuje velké mechanické namahani (Hammerstedt et al., 1990; Bailey et al.,
2000), mohou se tvofit ledové krystaly (Benson et al., 2012), ato vSe ma na permeabilitu
I pevnost membrany vyznamny vliv (Parks, 1997; Gravance et al., 1998; Jindal et Sharma,
2010; Tapia et al., 2012).

Osmoticky stres zptsobuje dehydrataci spermii (Barbas et Mascarenhas, 2008; Celehini
et al., 2008; Tapia et al., 2012) a ma vliv na zastoupeni a organizaci fosfolipidi v plazmatické
membrané (Celeghini et al., 2008; Vera-Munoz et al., 2009; Tapia et al., 2012). Odlisné
seskupeni membranovych fosfolipidid v dusledku zmén teplot, mize ovliviiovat aktivitu
proteini, ktera vede k celkové zméné permeability membrany (Medeiros et al., 2002).
Membrana mize byt nachylnd k poskozeni i diky obsahu nasycenych mastnych kyselin.
Pfi poruseni membrany dochazi k uniku kationtti a enzymu ze spermie. (Bailey et al., 2000).
K poskozeni membrany muze dojit 1 pii nezadoucimu vzestupu koncentrace vapniku béhem
rozmrazovani (Tapia et al., 2012). V piipadé Gplné ztraty permeability dochazi k naruSeni
regulacnich systémt vapniku, a t0 ma za nésledek zahajeni kapacitace a akrozomové
reakce v nespravném case (Bailey et Buhr, 1994; Bailey et al., 2000).

Neporusena a pln¢ funkcéni plazmaticka membrana hraje diilezitou roli v oplozovaci
funkci spermie (Glander et Schaller, 1999, Flesch et Gadella, 2000). Naruseni ¢i dokonce ztrata
integrity membrany b&hem kryokonzervace zhorSuje funkce (Celeghini et al., 2008; Layek
et al., 2016) a snizuje fertiliza¢ni schopnost spermie (Bailey et Buhr, 1994; Bailey et al., 2000;
Jelinek et al., 2003). Aby doslo k tspésnému oplozeni, je zachovani plazmatické membrany
spermie po rozmrazeni nesmirné dilezité (Glander et Schaller, 1999, Flesch et Gadella, 2000;
Véznik et al., 2009).

3.3.4 Akrozom

Ptitomnost akrozomalniho vacku u kryokonzervovanych spermii hraje dalezitou roli

b&hem oplozeni (Rasul et al., 2001). Pti poSkozeni akrozomu miize dochazet k naruseni vazby
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spermie s oocytem (Bailey et al, 2000), a proto je zachovani akrozomalni integrity
po rozmrazeni nesmirné dulezité (Layek et al., 2016).

Vyrazné zmény teplot mohou vést k vy$simu vyskytu akrozomalnich defektii (Celeghini
et al.,, 2008; Fukuda et al., 2016). Defekty jsou po rozmrazeni nejcastéji nalezeny na vnéjsi
membrané akrozomu. Objevuji se rozsahlé puchyiky nebo vyrazné vystupky a dochazi
Kk naruseni ¢i dokonce az ke ztraté plazmatické membrany akrozomu (Krogenaes et al., 1994).
V plazmatické membrané akrozomu je fada povrchovych proteinti podilejicich se na vazbé
se zonou pellucidou (Lessard et al., 2000; Eddy, 2006; Fukuda et al., 2016). V duasledku
kryokonzervace mize dojit k segregaci membranovych proteinti nebo dokonce K jejich ztraté
(Lessard et al., 2000). ZhorSend oplozeni schopnost spermii po rozmrazeni muzZe nastat
I pii inaktivaci enzymi vazanych na membranu akrozomu (Lessard et al.,, 2000),
¢i po vyplaveni obsahu akrozomu spolu s hyaluronidazou a jinymi enzymy, jez jsou pro vazbu
s oocytem a naslednym priuchodem spermie kumularnimi bunkami dulezité (Fukuda et al.,
2016).

3.4 Redidla jako protektivni nastroj kryokonzervace

K omezeni nezadoucich ucinkd, postihujicich spermie béhem kryokonzervace, do jisté
miry slouzi fedidla ptidavana k ejakulatu (Parks, 1997; Layek et al., 2016). Redidla maji za tkol
zvétsovat objem spermatu (Mutalik et al., 2014), vytvaret vhodné podminky a napomahat
spermiim pfezit mimo pohlavni soustavu (Benson et al., 2012; Mutalik et al., 2014). Maji stalé
pH a osmoticky tlak, co nejvice podobny fyziologickému (Justice et Christensen, 2013).
Zajistuji spermiim zdroj energie a stabilizuji jejich plazmatickou membranu tim, ze do urcité
miry zabranuji zméndm ve slozeni fosfolipidi v membrané béhem kryokonzervace
(Justice et Christensen, 2013; Mutalik et al., 2014).

Kryokonzervaéni fedidla obsahuji organické pufry (Layek et al., 2016). Dale sacharidy,
které zajist'uji energii (Purdy, 2006; Justice et Christensen, 2013) a spolu s lipidy a proteiny
zvySuji odolnost jejich plazmatické membrany pied morfologickymi zménami (Woelders et al.,
1997; Holt et Penfold, 2014). Antibiotika zpomaluji vyvoj moznych infekci nebo zabraiuji
mnozeni bakterii (Varner et al., 1998). Latky obsazené v fedidlech, které vyrazné napomahaji
spermiim vyrovnat se S procesem zmrazovani a bez nichz neni mozné bunky kryokonzervovat,
oznacujeme jako Kkryoprotektiva. Napomahaji spermiim ptezit mimo pohlavni aparat (Holt
et Penfold, 2014) a zna¢né ovliviuji jejich fyziologicky stav po rozmrazeni (Biiyiikleblebici
et al., 2014). Kryoprotektiva ovliviiuji membranu, ale i déje uvnitt buiky (Ciani et al., 2012;
Biiytikleblebici et al., 2014). Napomahaji spermiim branit vzniku ledovych krystald,
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nebot’ interaguji s molekulami vody a tim potlacuji nasledné vytvaieni vodikovych vazeb
nezbytnych pro jejich tvorbu (Holt et Penfold, 2014).

Podle mechanismu Gi¢inku jsou kryoprotektiva délena na dvé skupiny, latky permeabilni
a nepermeabilni (Holt, 1997; Ciani et al., 2012; Layek et al.,, 2016). Permeabilni latky
prochazeji do spermie skrze plazmatickou membranu a ovliviuji buitku ze vnitf i z vnéjsku
(Ciani et al., 2012). Dochazi ke zvyseni membranové fluidity diky pieskupeni lipida a proteint
(Holt, 1997). Nevyhodou téchto kryoprotektivnich latek je negativni ptisobeni na plazmatickou
membranu spermie. Mlze dochazet k jeji destabilizaci a nasledné denaturaci proteint (Ciani
et al., 2012). Druhou skupinou kryoprotektiv jsou latky nepermeabilni, které neprochézeji skrze
membranu a plsobi pouze extracelularné. (Holt, 1997). I ptes to, Ze nepronikaji do buriky,
stabilizuji vnitini prostedi spermie (Ciani et al., 2012).

Nejbézn€ji pouzivanym kryoprotektantem u inseminacnich davek bykt je glycerol
(Justice et Christensen, 2013; Biiyiikleblebici et al., 2014). Glycerol patii do skupiny latek
permeabilnich (Holt, 2000; Ciani et al., 2012; Layek et al., 2016). Chrani spermie, napomaha
stabilizovat plazmatickou membranu a omezuje tvorbu ledovych krystali b&éhem
kryokonzervace (Watson, 1995; Lessard et al., 2000; Purdy, 2006). V prub¢hu kryokonzervace
miuze glycerol pusobit i negativné, kdyz ovliviiuje osmoticky stres, mozné zmény v organizaci
membrany, poruchy v propustnosti a fluidit¢ (Watson, 1995) a mimo jiné nechrani
mitochondrie pied poskozenim (Thomas et al., 1998). Ke kompenzaci téchto negativnich
ucinku se pouzivaji i dalsi kryoprotektiva pusobici pravdépodobné pouze extracelularné (Holt,
2000; Ciani et al., 2012; Layek et al., 2016), a to vaje¢ny zloutek. (Thun et al., 2002; Justice
et Christensen, 2013) a sojovy lecitin (Amirat et al., 2004).

Proto se v praxi pro zpracovani ejakulatu bykt pouzivaji nejcastéji fedidla zloutkova
a bezzloutkova predevsSim na bazi s6jového lecitinu (Amirat et al., 2004). V soucasné dob¢
je sttedem zajmu objasnit, zda mize nizkodenzitni lipoprotein v fedidle poskytnout spermiim
ochranu (Bergeron et al., 2004) a vést ke zvysSeni efektivnosti po rozmrazeni (Shahverdi et al.,
2015)

3.4.1 Zloutkova redidla

Vajecny zloutek je dulezitou slozkou fedidel byciho ejakuldtu jiz od pocatki
kryokonzervace (Layek et al., 2016). Pomaha spermiim odolavat chladovému Soku (Moussa
etal., 2002; Amirat et al, 2004) a chrani plazmatickou membranu b&hem zmrazovani

a rozmrazovani (Thun et al., 2002; Amirat et al., 2004). Vaje¢ny zloutek se sklada hlavné
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Z lipoproteinti, z nichz 68 % pfedstavuji lipoproteiny s nizkou denzitou a zbylych
16 % lipoproteiny s vysokou hustotou (Anton et al, 2003).

Ochranny uc¢inek zloutku se pfisuzuje nizkodenzitnimu lipoproteinu (LDL),
ktery je v ném obsazen (Moussa et al., 2002). Vaje¢ny zloutek vSak obsahuje i dalsi slozky,
nez ty pozitivné ptsobici (Wall et Foote, 1999) a mohou pfinaset i nezadouci nasledky (Layek
et al,, 2016). Napiiklad vysokodenzitni lipoprotein (HDL) a pfitomnost granul ve Zloutku,
které mohou zpomalovat fyziologické procesy spermii po rozmrazeni (Wall et Foote, 1999).
Zloutek mize inhibovat respiraci spermii, a tim mize dojit ke snizeni jejich motility (Vera-
Munoz et al., 2009). Problémem zloutku mize byt i mikrobialni kontaminace (Wall et Foote,
1999). Vajecny zloutek se doporucuje pouzivat v koncentraci maximalné do 20% (Amirat
et al., 2004; Bencharif et al., 2008), vyssi koncentrace miize mit na spermie negativni Vliv.
Ptikladem komeréné vyrabénych Zloutkovych fedidel jsou Triladyl® a Optidyl®. (Amirat et al.,
2004)

3.4.2 Bezzloutkova redidla

V posledni dobé dochazi k nahrazovani vajecnych fedidel bezzloutkovymi, nebot’ latky
obsazené ve zloutku ptedstavuji riziko mikrobialni kontaminace ejakulatu (Holt, 2000; Layek
et al., 2016). V ramci bezzloutkovych fedidel se u skotu pouzivaji predevsim fedidla na bazi
sojového lecitinu, kdy je vaje¢ny zloutek nahrazen sojovym extraktem (Thun et al., 2002).
Sojovy extrakt pochazi ze sojovych bobii a obsahuje lecitin (Layek et al., 2016).

Sojovy lecitin je slozen z fosfolipidl, konkrétné fosfatidylcholinu a mastnych kyselin
(Vishwanath et Shannon, 2000), proto miize nahrazovat lipoproteiny a fosfolipidy obsazené
ve vaje¢ném Zzloutku (Thun et al., 2002), diky ¢emuz se povazuje za jeho vhodnou nahradu
(Layek et al., 2016). Vzhledem k tomu, ze je sojovy lecitin rostlinného puvodu, eliminuje
moznd rizika kontaminace ejakulatu spojend s pouzitim zloutku jakozto zivociSného materialu
(Thun et al., 2002). V soucasné dob¢ jsou komeréné vyrabéna bezzloutkova fedidla na bazi

sojového lecitinu ke kryokonzervaci spermii bézné pouzivana (Layek et al., 2016).

Porovndnim uc¢innosti Zloutkovych a bezzloutkovych tfedidel s obsahem Sojového
lecitinu se zabyvali napiiklad Bousseau et al. (1998), Thun et al. (2002), Amirat et al. (2004)
nebo Crespilho et al. (2012). Vysledky téchto studii se rozchazeji. Efektivita bezzloutkovych
fedidel neni uplné jednozna¢na a testuje se, zda je mozné ji zvysit pfidanim LDL (Simonik

et al., 2016).
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3.4.3 Nizkodenzitni lipoprotein - LDL

Nizkodenzitni lipoprotein (LDL) je tvofen kKulovitymi molekulami o priméru okolo
35 nm (Anton et al., 2003). Jadro se sklada z triglyceridii, cholesterolu a esterti cholesterolu,
které obklopuje vrstva apoproteinti a fosfolipida (Anton et al., 2003). LDL je tedy slozen
z lipidd a proteind, pficemz lipidy ptedstavuji az 87 % z celku (Anton et al., 2003),
z nichz piiblizné 69 % tvofi triglyceridy, 26 % fosfolipidy a 5 % cholesterol (Moussa et al.,
2002). Fosfolipidy hraji dtlezitou roli ve stabilité struktury LDL (Moussa et al., 2002) a diky
malé hustot¢ je velmi dobfe rozpustny (Anton et al., 2003).

LDL tvoti zhruba dvé tietiny celkového mnozstvi pevnych ¢astic zloutku (Moussa et al.,
2002) a je povazovan za ochrannou komponentu Zloutkovych fedidel (Moussa et al., 2002; Hu
et al., 2010). U Zloutkovych fedidel dochazi ke snizeni motility, coz se nepozoruje u fedidel
s ptidavkem LDL, a to pravdépodobné diky méné slozitému chemickému slozeni LDL oproti
zloutku (Vera-Munoz et al., 2009). Nicméné piesny mechanismus, jak vajeény zloutek
napomaha k ochrané spermii béhem procesu kryokonzervace, neni jasné objasnén (Bergeron
et al., 2004; Hu et al., 2010).

Jednou z hypotéz je, ze LDL chrani a pravdépodobné piiznivé plsobi na spermie
(Moussa et al., 2002; Moraes et al., 2010) diky obsahu fosfolipid (Thun et al. 2002; Shahverdi
et al., 2015), které jsou béhem kryokonzervace uvoliiovany do fediciho média a mohou tvofit
ochranny tenky film na povrchu plazmatické membrany spermie (Manjunath et al., 2002;
Moussa et al., 2002; Bergeron et al., 2004; Hu et al., 2010; Hu et al., 2011; Shahverdi et al.,
2015) Tato vrstva umoziiuje membrané odolat tvorbé ledovych krystali (Shahverdi et al., 2015)
a ztrat¢ membranovych fosfolipida v prabéhu krykonzervace (Thun et al., 2002), ¢imz udrzuje
integritu membrany po rozmrazeni (Moussa et al., 2002; Amirat et al., 2004; Bergeron et al.,
2004; Vera-Munoz et al., 2009; Hu et al., 2010; Hu et al., 2011).

V citovanych publikacich je uvadéna i druha moznost, jak miize LDL pravdépodobné
ochranit spermie, a to diky interakci proteind obsazenych v semenné plazmé byka (Manjunath
et al., 2002; Bergeron et al., 2004). Proteiny semenné plazmy se vazou na povrch spermii
pti ejakulaci (Bencharif et al., 2008) a modifikuji plazmatickou membranu vylu¢ovanim
cholesterolu a fosfolipidi (Manjunath et al., 2002; Bergeron et al., 2004). LDL v fedidle ptsobi
na proteiny semenné plazmy specificky. Zabranuje kontaktu proteinii semenné plazmy
se spermiemi a dokaze snizit jejich neptiznivy vliv na membranu, a tim brani i naslednému
poskozeni plazmatické membrany (Bergeron et al., 2004). Lipidy obsazené v LDL

jsou schopny rychlé vazby na proteiny semenné plazmy, ktera je stabilni i po rozmrazeni (Hu
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et al.,, 2011), coz muze vysvétlit piiznivy Gc¢inek LDL na motilitu (Manjunath et al., 2002;
Bergeron et al., 2004; Vera-Munoz etal., 2009) a viabilitu spermii béhem skladovani
(Manjunath et al., 2002).

At je ochranny mechanismus LDL jakykoliv je ziejmé, ze zodpovida za odolnost proti
chladovému Soku (Moussa et al., 2002), tim i vici stresu, jenz pohlavni bunky béhem mrazeni
doprovazi (Amirat et al, 2004). Predpoklada se, ze snizuje vyskyt moznych modifikaci
na membran¢ (Moussa et al, 2002; Manjunath et al, 2002; Bergeron a kol, 2004; Vera-Munoz
et al., 2009; Moraes et al., 2010; Hu et al., 2011) a ma pfiznivy vliv i na akrozomalni integritu
(Amirat et al., 2004; Amirat-Briand et al., 2010; Hu et al., 2010), coZ se pozitivné odrazi
na pohyblivosti spermii a nékteré kinematické parametry motility (Moussa et al., 2002; Vera-
Munoz et al., 2009; Amirat-Briand et al., 2010; Hu et al., 2010; Simonik et al., 2016). Amirat
et al. (2004) publikovali vysledky, kdy byla az dvojnasobné vyssi pohyblivost spermii
po rozmrazeni u fedidel s nahrazenym zloutkem pravé LDL, tudiz prokazateln¢ zlepSuje
motilitu spermii a Hu et al. (2010) s ni spojuje i lepsi mitochondrialni aktivitu.

LDL je u¢inna komponenta zloutku a vzhledem k tomu, ze ma ziejmé vliv na motilitu
a viabilitu, mize slouzit jako jeho vhodna ndhrada (Manjunath et al., 2002; Bergeron et al.,
2004; Vera-Munoz et al., 2009). Rada autorti napiiklad Moussa et al. (2002) a Vera-Munoz
et al. (2009) se shoduji v optimalni koncentraci LDL v pejetach byki 8 %. Bezzloutkova fedidla
nemaji nijak zavratné vysledky a je zde otazkou, zda se vysledky zlepsi s pfidavkem LDL.
Jelikoz neni pfesné znamy efekt ptidavku LDL k bezzloutkovym fedidlim s obsahem sojového
lecitinu na strukturaln¢ funkéni parametry spermii po kryokonzervace, zabyvala se nase studie

praveé touto problematikou.
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4 Material a metody

Experiment spoc¢ival v testovani u¢inku LDL po jeho ptidani k bezzloutkovym fedidlim
LDL. U¢inky LDL byly ovéfovany prosttednictvim vyhodnocovani strukturalng funké&nich

charakteristik byc¢ich spermii po rozmrazeni v podminkach in vitro.

4.1 Extrakce LDL a priprava iedidel

K izolaci LDL byla pouzita vejce, ktera pochazela z kontrolovaného chovu nosnic
BIOPHARM a. s. a LDL byl extrahovan podle metodiky Moussa et al. (2002).

Nejprve byl vajecny Zloutek oddélen od bilku a filtraCnim papirem byly odstranény
zbytky bilku a chalazova poutka. Déle byla za pouziti skalpelu roziiznuta vitelinni membrana
a zloutky byly prelity do kadinky udrzované pii 4 °C. Zloutky byly nafedény roztokem
NaCl (0,17 M) a homogenizovany po dobu jedné hodiny pii stejné teploté. Po uplynuti doby
byla suspenze centrifugovana 10 000 x g po dobu 45 minut pfi 4 °C, ¢imz byla oddélena plazma
od Zloutkovych granul. K plazm¢é bylo pfidano 20,5 g siranu amonného (Sigma-Aldrich,
Némecko) a opétovnou centrifugaci byly vylouceny livetiny. Vysledny supernatant bohaty
na LDL byl nasledné na 10 hodin dialyzovan. Dialyzou doslo k eliminaci siranu sodného.
Poté byla provedena posledni centrifugace opét pii 10 000 x g po 45 minut a findlnim
sedimentem byl LDL o ¢istoté nejméné 97 %. LDL byl nasledné konzervovan v azidu sodném
(0,1 %), ktery zajiStoval mikrobidlni nezavadnost. Ptfed pouzitim byl azid sodny z LDL

dialyzou odstranén.

K experimentu byla pouzita fedidla na bazi sdjového lecitinu AndroMed® (Minitube,
Tiefenbach, Némecko) a Bioxcell® (IMV Technologie). Tato fedidla byla piipravena
standardnim postupem Vv souladu s pokyny vyrobce. K fedidlum byl ptidan LDL o koncentraci
6 % atedidla bez LDL slouzila jako kontrola.

Pro testovani efektu LDL byly vyhotoveny &tyfi varianty: AndroMed® bez piidavku
LDL, Bioxcell® bez ptidavku LDL, AndroMed® s pridavkem 6% LDL, Bioxcell® s piidavkem
6% LDL.

Vsechna fedidla byla pfipravena vzdy tésné pred za¢atkem experimentu (tzn. pokazdé

cerstve pfipravovana).

23



4.2 Odbér a zpracovani ejakulatu

Ejakulat byl odebirdn osmi bykim standardnim zpiisobem na inseminacni
stanici (Natural s.r.o., Hradistko pod Mednikem, Ceska republika). Kazdy ejakulat
byl podroben zakladnimu posouzeni skolenym laborantem. Byly hodnoceny tyto parametry:
objem ejakulatu, koncentrace spermii a procento pohyblivych spermii. K experimentu
byl pouzit pouze ejakulat, ktery odpovidal limitu pro koncentraci spermii (> 0.7 x 10°/ ml)
a procentu pohyblivych spermii (> 70 %).

Poté byl ejakulat rozdelen na objemoveé shodné dily a nafedén ptislusnou variantou
fedidla na kone¢nou koncentraci 120 x 108 spermii / ml. Nafedény ejakulat byl plnén do PVC
pejet 0 objemu 0,25 ml a ekvilibrovan pii teploté 5 °C po dobu 2 hodin. Po uplynuti této doby
byly pejety kryokonzervovany pomoci pocitatem fizeného mraziciho zatizeni (DigitCool®,
IMV Technologie, Francie) za pouziti bézné mrazici kiivky pro byci ejakulat a poté ponoieny
ptimo do kapalného dusiku (-196 °C).

4.3 Hodnoceni ejakulitu po kryokonzervaci

Pejety byly analyzovany minimaln¢ jeden tyden po kryokonzervaci. Pied kazdym
vyhodnocovanim byly pejety rozmrazeny standardnim zptisobem ve vodni lazni o teploté 37 °C

po dobu 30 vtefin.

4.3.1 Hodnoceni motility spermii

Motilita spermii byla hodnocena pomoci stereo mikroskopu Nikon Eclipse E600
(Nikon, Tokyo, Japonsko) s vyhifivanym stolkem (TokaiHeat, Japonsko) a kamerou DMK
23UMO021 (Imaging Source, Brémy, Némecko). Cely systém CASA (Computer Assisted Sperm
Analysis) pracoval na zaklad¢ softwaru - NIS Elements Ar 4.50 (Laboratory Imaging, s.r.o. -
Praha, Ceska republika).

Pro vyhodnoceni motility pomoci CASA byla nezbytna optimalni konecna koncentrace
20 —40x 10° spermii / ml (Verstegen et al., 2002). Rozmrazené vzorky byly natedény
a preneseny do mikrozkumavek o objemu 1,5 ml a natedény médiem Sperm-TALP (sloZeni
6 mg / ml BSA - bovinni sérovy albumin, 1 mM Na Pyruvate, 50 pg / ml Gentamicine, Sperm-
TL-Stock - slozeni 114 mM NaCl, 3,2 mM KCIl, 0,3 mM NaH;PO4.H,0O, 10 mM Na Lactate,
2 mM CaClz.2H.0, 0,5 mM MgCl..6H20, 10 mM HEPES, 25 mM NaHCO3). Po 10 minutach
inkubace pfi teploté 37 °C a Setrné homogenizaci byly 4 pl vzorku pteneseny do komuirky typu
Makler® (SefiMedical, Haifa, 1zrael) o hloubce 20 um. Pohyb spermii byl snimén objektivem
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10 x s negativnim fazovym kontrastem V Sesti riznych zornych polich na vzorek. Zaznam byl
ukladan frekvenci kamery 60 snimka za sekundu o délce 41 snimki, tzn., ze délka expozice
kamery byla 0,61 s.

Z trajektorie spermii byly hodnoceny kinematické parametry motility. Posouzena
byla kiivocara rychlost (VCL, um / s), primérna rychlost (VAP, um/s), ptimocara rychlost
(VSL, um/s), linearita (LIN, %), amplituda lateralniho vyboceni hlavicky (ALH, pm), pfimost
- STR (%) a pocet kiiZeni trajektorie - BCF (Hz). Poté byly stanoveny parametry celkova
motilita (total motility - TM) na =zakladé minimalni hranice pohyblivych spermii
VAP > 30 um/ s, progresivni motilita na zaklad¢ prahovych hodnot parametrit VAP > 30 um
a STR > 70 % a podil spermii s pomalym, stfedn¢ rychlym a rychlym typem pohybu viz
clusterova analyza podkapitola 4.4. Parametry celkova a progresivni motilita byly hodnoceny

alespon u 200 spermii v jednom vzorku

4.3.2 Hodnoceni viability spermii

Pro vyhodnoceni viability spermii byl pouzit prutokovy cytometetr BD LSRII (BD
Biosciences, USA) s laserem emitujicim zafeni o vinové délce 488 nm a Viability kit
(Thermofisher, USA) obsahujici pro stanoveni integrity plazmatické membrany spermii
reagencie SYBR14 a Propidium jodid.

Nejprve byly piipraveny chemikalie. Zasobni roztok SYBR 14 byl nafedén 50 x
v HEPES buffer saline (10 mM HEPES, 150 mM NaCl, 10 % BSA, pH 7,4) na vyslednou
koncentraci 100 nM. Propidium jodid byl pouzivan nefedény tedy o koncentraci 2,4 mM.
Pejety byly rozmrazeny standardnim zplsobem. Z rozmrazeného objemu 0,25 ml bylo
odpipetovano 8 ul a pieneseno do piipravené prazdné mikrozkumavky. Vzorky spermii byly
nafedény 1 ml média spTALP na kone¢nou koncentraci 1 x 108 spermii / ml. K této suspenzi
bylo dale napipetovano 5 pl fedéného SYBR14 (finalni koncentrace 0,5 nM) a 5 ul propidium
jodidu (finalni koncentrace 0,012 mM). Po pfidani chemikalii byly vzorky fadné a Setrné
homogenizovany a poté inkubovany po dobu 10 minut pfi teploté 37 °C bez ptistupu svétla.
Po vyjmuti z inkubdtoru byly vzorky opét homogenizovdny a nasledné¢ méfeny pomoci
prutokového cytometru. Bylo hodnoceno 15 - 20 000 spermii v kazdém vzorku. OdliSeni
nebunéénych frakei vzorkd napiiklad c¢asti zcela destruovanych bunék nebo shluki
proteinovych komponent fedidla bylo provedeno tzv. gatovanim. Pfi tomto procesu byly
spermie odliSeny jak na zdkladé velikosti ziskané piimym rozptylem svételného zafeni
prochézejicim vzorkem (Front Side Scatter — FSC) viz pfiloha 1, tak na zaklad¢ heterogenity

cytoplazmy, o niZ podaval informaci rozptyl zafeni dopadajiciho na ¢astice kolmo ve smyslu
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drahy paprsku FSC tzv. Side Scatter (SSC) viz ptiloha 2. Fluorescenéni spektrum fluorochromii
bylo detekovano pomoci filtrit 505 - 545 a 605 - 635 nm. Na zakladé¢ znaceni fluorochromy
byla odlisena populace spermii: SYBR14 pozitivni (zivé) od PI negativni (mrtvé) — podavajici
informaci o procentu zivych spermii (ilustrativni hodnota v pfiloze ¢. 3). Nasledné zpracovani

surovych dat probihalo v softwaru FlowJo.

4.3.3 Hodnoceni akrozomalni integrity spermii

Akrozomalni integrita spermii byla hodnocena metodou fluorescenéniho barveni
akrozomi podle metodiky Hu et al. (2011) s vyuzitim fluorescenéniho mikroskopu Nikon
Eclipse E6000 (Nikon, Tokyo, Japonsko), objektiv 40 x Plan Fluor.

K rozmrazenému vzorku bylo pfidano 900 pl média spTALP. Po fadné¢ a Setrné
homogenizaci bylo ze suspenze spermii odebrano 30 ul a po naneseni na podlozni sklicko
byl proveden roztér. Pro kazdy vzorek byla vyhotovena dvé podlozni sklicka s roztérem.
Roztéry osychaly pti pokojové teploté a fixace probihala v barvici nadobé typu Hellendahl
v metanolu po dobu 10 minut. Po vyjmuti a oschnuti byla doprostted sklicka pomoci PAP Pen
liquid rocker (Sigma Aldrich, Némecko) vymezena plocha o velikosti kryciho skla.
Do této plochy bylo pipetou aplikovano 30 ul piipraveného roztoku lektinu ziskaného z Pisum
Sativa konjugovaného s fluorescein isothiokyanatem (PSA - FITC), nasledné bylo sklicko
vloZeno do piipravené vlhké komory, zakryto alobalem a inkubovano 30 minut pii teploté
37 °C bez pristupu svétla. Po vyjmuti z inkubatoru byla skli¢ka tiikrat fadné oplachnuta PBS.
Po oschnuti byla na sklicka nanesena kapka Vectashield/DAPI (Vector Laboratories,USA)
a zamontovana pod kryci sklicko za pouziti laku na nehty. Bylo hodnoceno 200 spermii
na jedno podlozni sklicko, ¢ili 400 spermii na vzorek. Intaktni akrozomy vykazovaly

fluorescenci po celé plose akrozomu bez viditelnych vad ¢i zbobtnani viz obrazek 1.
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Obrazek 1: Ilustracni fotografie z fluorescencniho mikroskopu

4.4 Statistické vyhodnoceni dat

Ziskana data byla statisticky analyzovana pomoci softwaru STATISTICA 12.0.

Procentudlni zastoupeni progresivné motilnich spermii, viabilnich spermii a spermii
s intaktnim akrozomem bylo vyhodnoceno vicefaktorovou analyzou rozptylu — ANOVA
s naslednym Sheffeho post-hoc testem na hladiné vyznamnosti p = 0,05.

Jako zavislé byly hodnoceny parametry procentualni zastoupeni progresivné motilnich
spermii, viabilnich spermii a intaktnich akrozomu. Jako nezavisle proménna figuroval typ
bezZloutkového fedidla na bazi séjového lecitinu AndroMed® a Bioxcell® bez pridavku LDL
a's 6% koncentraci LDL.

K hodnoceni podilu spermii srozdilnym typem pohybu byla pouzita clusterova
shlukova analyza. Ze vSech vzorkl byly hodnoceny pouze spermie motilni (Martinez-Pastor
et al., 2011). Zvolen byl typ shlukové analyzy pracujici na zakladé k -praméri a Euklidovskych
vzdalenosti. Jako proménné pro vypocet blizkosti objekti pravé na zakladé Euklidovskych
vzdalenosti byly vybrany parametry motility spermii ALH, BCF, VAP, VSL, STR (Holt et al.,
2007). Nejprve byly stanoveny shluky (subpopulace) spermii a nasledné byly spermie zattidény

do jednotlivych subpopulaci. Stanoveny pocet subpopulaci v experimentu byl 3 a byly
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hodnoceny v ramci jednotlivych vzorkt (Gonzalez-Abreu et al., 2017). Subpopulaci 1 nalezely
spermie s pomalym pohybem, subpopulaci 2 se stiedné rychlym pohybem a subpopulaci 3
s rychlym pohybem. Rozdily v podilu spermii byly u kazdé subpopulace nasledné hodnoceny
analyzou rozptylu — ANOVA obdobné viz vyse.
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5 Vysledky
5.1 VlivLDL v redidlech s obsahem sojového lecitinu na motilitu spermii

Motilita spermii byla vyhodnocena na zakladé podilu progresivné a celkové motilnich

spermii a dale s ohledem na procentudlni zastoupeni u jednotlivych subpopulaci spermii.
Vliv LDL na procentualni zastoupeni motilnich spermii

Podil progresivné motilnich spermii velmi tésné¢ kopiroval celkové procentudlni
zastoupeni motilnich spermii. Zaroven mezi témito parametry nebyl zjistén statisticky
vyznamny rozdil (ANOVA, p > 0,05). S ohledem na vysledky analyzy byly dale prezentovany
pouze vysledky progresivni motility spermii (viz graf 1).

Pro posouzeni efektu fedidla byla hodnocena data bez ohledu na ptidavek LDL.
U tedidla Bioxcell® bylo nepatrné vyssi procentualni zastoupeni progresivné motilnich spermii
po rozmrazeni oproti fedidlu AndroMed®, aviak rozdily hodnot u fedidla AndroMed®
aBioxcell® nebyly statisticky vyznamné (ANOVA, p > 0,05).

Efekt ptidavku LDL byl ovétovan bez ohledu na pouZité fedidlo. U vzork s pfidavkem
6% LDL bylo mirn¢ vyssi procentualni zastoupeni progresivné motilnich spermii ve srovnani
s kontrolnimi vzorky, ale nebyl zjistén statisticky vyznamny rozdil (ANOVA, p > 0,05).

Pokud jde o interakce obou efektd, byly primérné hodnoty u obou variant s pfidavkem
6 % LDL vyssi oproti odpovidajicim kontroldm. U fedidla Bioxcell® byly priimérné hodnoty
uobou variant o n¢kolik procent vySsi ve srovnani s odpovidajicimi variantami fedidla

AndroMed®. Tyto rozdily oviem nebyly statisticky vyznamné (ANOVA, p > 0,05).
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Graf 1: Procentualni zastoupeni progresivné motilnich spermii v zavislosti na pouzitém
fedidle

Rozdily hodnot v ramci jednotlivych efekt nebyly signifikantni (ANOVA, p > 0,05)
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Vliv LDL na zastoupeni subpopulaci spermii

Motilni spermie byly rozttidény clusterovou analyzou do tfi shlukd. Stfedni hodnoty

vybranych kinematickych parametrii pro jednotlivé subpopulace uvadi tabulka 1.

subpopulace spermii N (%) VCL (pm/s) | VSL (pm/s) | VAP (um/'s) STR (%) ALH ( pm)
1-pomalé? 12066 (22.40%) | 11960019 | 6360 =021 | 7276019 | 8895014 | 4355002
2 - stfedné rychlé P 19988 (37.11%) | 20804 =021 | 2300016 [ 10486012 | 2005008 | 632=001
3 -rychlé © 21807 (40.49%) | 25540 =019 | 12024 =015 | 13627 =013 | 9452003 | 736=01

Tabulka 1: Charakteristika jednotlivych subpopulaci spermii na zakladé vybranych
kinematickych parametra (pramér + SEM — stfedni chyba praméru)

VCL - ktivocara rychlost, VSL — pfimocara rychlost, VAP — primérna rychlost, STR — pfimost,
ALH - amplituda lateralniho vyboéeni hlavi¢ky

a.b.¢ Subpopulace se signifikantné lisily ve viech sledovanych parametrech (ANOVA, p < 0, 05)

Zastoupeni subpopulaci ve vzorcich v zavislosti na zptsobu fedéni zndzornuje graf 2.

Bylo zjiSténo podstatné vys$S$i procentudlni zastoupeni spermii u subpopulace 1
S pomalym pohybem a u subpopulace 2 se stitedné rychlym pohybem a soucasné nizsi podil
spermii s rychlym pohybem u subpopulace 3 pfi pouziti fedidla AndroMed® na rozdil od fedidla
Bioxcell®. Efekt fedidla byl statisticky prokdzan ve vsech tiech testovanych subpopulacich
spermii (ANOVA, p <0,05).

Po ptidani 6% LDL se vyskytovalo méné spermii u subpopulace s pomalym pohybem
a zaroven vice spermii s rychlym pohybem oproti kontrole. U téchto subpopulaci byl efekt LDL
statisticky dokazan (ANOVA, p < 0,05).

V ramci jednotlivych experimentalnich skupin byl u fedidla AndroMed® zjistén vyrazné
niz$i podil pomalych spermii, soucasné¢ vyssi procentudlni zastoupeni rychlych a stfedné
rychlych spermii po ptidani LDL oproti kontrole. Rozdily hodnot mezi skupinami byly
signifikantni (ANOVA, p < 0,05). V ramci variant fedénych fedidlem Bioxcell® byl po pridani
LDL vyznamné niz$i podil stiedné rychlych spermii u subpopulace 2 a zaroven vyssi zastoupeni
rychlych spermii u subpopulace 3. Hodnoty stiedné rychlych a rychlych spermii byly statisticky
prikazné (ANOVA, p < 0,05) oproti subpopulaci 1, kde byl pouze 0 néco mensi podil spermii
s pomalym pohybem po pfidani LDL oproti kontrole, ovsem tento rozdil nebyl statisticky
dokazan (ANOVA, p > 0,05).
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Graf 2: Procentualni zastoupeni spermii u jednotlivych subpopulaci v zavislosti na pouzitém
redidle

ab.¢.d Hodnoty oznacené rliznymi indexy v ramci skupiny byly statisticky vyznamné rozdilné
(ANOVA, p<0, 05)
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5.2 VIiv LDL v redidlech s obsahem sojového lecitinu na viabilitu spermii

Procentualni zastoupeni spermii u viability v zavislosti na typu fedéni ilustruje graf 3.

Pokud jde o efekt typu fedidla bez ohledu na koncentraci LDL, bylo u vzorkl fedénymi
fedidlem AndroMed® vyssi podil viabilnich spermii oproti fedidlu Bioxcell®. Tento rozdil vsak
nebyl statisticky prukazny (ANOVA, p > 0,05).

Pfi hodnoceni efektu LDL bez ohledu na pouzité fedidlo bylo procentudlni zastoupeni
viabilnich spermii u vzorku s pfidavkem 6% LDL téméf vyrovnané s kontrolou. Rozdily hodnot
mezi sledovanymi skupinami nebyly statisticky vyznammé (ANOVA, p > 0,05).

V ramci hodnoceni jednotlivych variant bylo procentudlni zastoupeni viabilnich spermii
u vzorkil fedénych fedidlem AndroMed® v obou variantich vyssi oproti fedidlu Bioxcell®.
U fedidla AndroMed® byl nepatrné niz§i podil viabilnich spermii po ptidani LDL oproti
kontrole na rozdil od fedidla Bioxcell®, kde bylo mirné vyssi procentuélni zastoupeni viabilnich
spermii po pfiddni LDL. OvSem ani u jedné z variant nebyly rozdily hodnot statisticky

dokézané¢ (ANOVA, p > 0,05).

35%
AndroMed®

30 %
B Bioxcell®
0
25% mbez LDL
20 % m 6% LDL
15% AndroMed® kontrolni bez LDL
10 % B AndroMed® + 6% LDL
Bioxcell® kontrolni bez LDL
5%
B Bioxcell® + 6% LDL
0%

efekttypu efekt pfidavku  interakce
fedidla LDL efektl

Graf 3: Procentualni zastoupeni viabilnich spermii v zavislosti na pouzitém fedidle

Rozdily hodnot v ramci jednotlivych efektti nebyly signifikantni (ANOVA, p > 0,05)
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5.3 Vliv LDL v redidlech s obsahem sojového lecitinu na akrozomalni
integritu spermii

Procentudlni zastoupeni spermii s intaktnim akrozomem u jednotlivych testovanych
variant znazoriuje graf 5.

Pti hodnoceni efektu fedidla bez ohledu na koncentraci LDL byl nepatrné vyssi podil
spermii s intaktnim akrozomem u fedidla Bioxcell®, ov§em rozdil hodnot neni statisticky
vyznamny (ANOVA, p > 0,05).

Co se efektu LDL tyce, bylo o néco vyssi procentudlni zastoupeni u vzorki s 6%
pridavkem LDL oproti kontroldm, ani tento rozdil hodnot vSak nebyl statisticky prikazny
(ANOVA, p > 0,05).

V rdamci hodnoceni jednotlivych experimentalnich skupin byl u fedidla AndroMed®
nepatrné¢ vys$$i podil u vzorkd s ptfidavkem LDL, ale statisticky vyznamny rozdil mezi
variantami nebyl zjistén (ANOVA, p > 0,05). Naopak tomu bylo u skupin fedénych fedidlem
Bioxcell®, kdy 6% LDL vyrazné zvySoval vyskyt neporusenych akrozomtl oproti kontrole bez
LDL a po statistickém vyhodnoceni byl zjiStén signifikantni rozdil (ANOVA, p < 0,05).

65 % AndroMed®

b
60 % a
55 % H Bioxcell®
50 %
45 % mbez LDL
()}
0
40 % m6% LDL
35%
30 % AndroMed® kontrolni bez LDL
25 %
20 % ® AndroMed® + 6% LDL
15%
10 % Bioxcell® kontrolni bez LDL
()}
5% ® Bioxcell® + 6% LDL
0%

efekt typu fedidla  efekt pfidavku  interakce efektd
LDL

Graf 4: Procentualni zastoupeni intaktnich akrozomu v zavislosti na pouzitém redidle
ab.¢.d Hodnoty oznacené riiznymi indexy v ramci skupiny byly statisticky vyznamné rozdilné

(ANOVA, p < 0,05)
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6 Diskuze

Béhem poslednich let je zfejmy zidjem o nahrazovani zloutku v fedidlech byc¢iho
spermatu, nebot’ zloutek muze obsahovat Skodlivé mikrobialni komponenty, které vedou
ke kontaminaci ejakulatu (Holt 2000; Layek et al., 2016). Patra se po moznych alternativach,
pricemz k nahrazovani Zloutku dochazi predevsim bezzloutkovymi fedidly na bazi sojového
lecitinu (Thun et al., 2002; Layek et al., 2016). Naptiklad Moussa et al. (2002) i Vera-Munoz
et al. (2009) ovétovali moznost nahrady zloutku samotnym nizkodenzitnim lipoproteinem
(LDL), ktery tvoii jeho hlavni slozku (Anton et al., 2003). Rada studii oznadila LDL
za zajimavou kryoprotektivni latku a autofi se shoduji, Ze LDL jakoZto nahrada Zloutku
zlepSuje motilitu, integritu plazmatické membrany a viabilitu spermii po rozmrazeni
(Manjunath et al., 2002; Moussa et al., 2002; Aires et al., 2003; Bergeron et al., 2004; Vera-
Munoz et al., 2009; Hu et al., 2011). Porovnanim u¢innosti zloutkovych a bezzloutkovych
fedidel na bazi sojového lecitinu se zabyvalo mnoho autorii, vysledky vSak vychazely
nejednoznacné (Bousseau et al., 1998; Thun et al., 2002; Amirat et al., 2004; Crespilho et al.,
2012). Je tedy otazkou, zda by LDL nemohl zlepsit vlastnosti i bezzloutkovych fedidel.
U zloutkovych fedidel, pokud LDL slouzil jako nahrada zloutku se autofi Moussa et al. (2002),
Vera-Munoz et al. (2009) i Hu et al. (2010) shoduji v optimalni koncentraci pfidaného LDL
pro by¢i spermie 8 %, kterd ma pozitivni vliv na motilitu po rozmrazeni, nebot’ Moussa
et al. (2002) narazili na horsi vysledky motility pii koncentracich nad 10 %. Vzhledem k vyse
uvedenému neni piesné znama ucinnost bezzloutkovych fedidel s obsahem sojového lecitinu.
Avsak Simonik et al. (2016) dosli ke slibnym vysledkam po piidavku LDL k bezZloutkovym
fedidlim na bazi sojového lecitinu o jiné koncentraci, a to 6%, nebot’ LDL byl v tomto ptipadé
doplnén ke kompletni receptuie fedidla. Proto byl v této studii cilené testovan efekt LDL
v koncentraci 6 % u bézné pouzivanych bezzloutkovych fedidel pro kryokonzervované byci

spermie - AndroMed® a Bioxcell®.

Motilita spermii patiéi kK vyznamnému ukazateli, ktery je po rozmrazeni hodnocen,
nebot’ jakékoliv poSkozeni spermie se odrazi pravé na jejim pohybu (Thun et al., 2002; Giirler
et al., 2016). Vliv ptidavku LDL na motilitu spermii byl v této praci hodnocen prostiednictvim
pocitaCem asistované analyzy spermii — CASA, jez hodnoti riizné kinematické parametry
motility podle trajektorie hlavicky, 1 procento celkové motility a zastoupeni spermii
s progresivnim pohybem (Verstegen et al., 2002). Celkova motilita byla po kryokonzervaci

vyS$i jen o par procent oproti progresivné motilnim spermiim, a jelikoZ mezi nimi nebyl
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dokazan vyznamny rozdil, byla prezentovana pouze progresivni motilita spermii. Progresivni
motilité se priklada i vyssi vypovidajici schopnost, co se tyce predikce fertility vzorku (Sellem
et al., 2015). Autofi pozaduji za piijatelné alesponn 30 % motilnich spermii po rozmrazeni.
Vysledky této prace vykazovaly velice ptiznivé hodnoty, nebot’ u vSech ¢tyi testovanych
variant se pohybovaly okolo 50 % progresivné motilnich spermii, a Ize je povazovat za kvalitni,
nebot’ jsou prokazatelné vyssi nez pozadované normy (Louda et al., 2008). Mezi jednotlivymi
variantami nebyl vsak podil progresivné¢ motilitnich spermii z celkového mnozstvi ovlivnén
typem fedidla ani vlivem ptidavku 6% LDL.

Jelikoz je progresivni motilita ukazatel velice vSeobecny a jeho vypovidajici hodnota
neni Gpln¢ idedlni, vyuziva se kinematickych parametri z CASA K hodnoceni typu pohybu
spermii (Contri et al., 2010). Kvili nevyhodam pevného tiidéni byla v tomto experimentu
k detailngjSimu rozboru kvality vzorku pouzita Clusterova analyza (Martinez-Pastor et al.,
2011). V experimentu byla kazda subpopulace spermii charakterizovana uréitym typem
pohybu. Ze stiednich hodnot kinematickych parametra byly hodnoceny pomalé, stiedné rychlé
a rychlé spermie. Pfidavek 6% LDL vyrazné ovliviioval pohyb spermii na urovni subpopulaci.
LDL zvysSoval podil spermii Srychlym pohybem u obou testovanych fedidel. U fedidla
AndroMed® vyrazné snizil podil pomalych spermii. Efekt LDL navysil i podil stfedné rychlych
spermii U vzorkt fedénych fedidlem AndroMed® naopak Bioxcell® s piidavkem LDL snizoval
motilitu v této subpopulaci spermii.

Rada autorti napiiklad Moussa et al. (2002), Amirat et al. (2004) i Vera-Munoz et al.
(2009) publikovali vseobecné horsi vysledky motility spermii po rozmrazeni pii pouziti fedidel
se zloutkem oproti fedidlim, kdy LDL slouzil jako nahrada Zloutku. I proto byly vétSinou
provadény kontroly v podobé bezzloutkovych fedidel na bazi sojového lecitinu. OvSem
vysledky neni mozné nijak interpretovat, nebot’ se jedna o rizné fedidla a je obtizné porovnavat
fedidla se zloutkem s fedidly bezzloutkovymi s obsahem lecitinu, které vykazuji odlisnou
viskozitu. Zadna ztéchto studii viak nefeSila piidavek LDL k beZloutkovym fedidlim
s obsahem sojového lecitinu. K piedb&znym vysledkim dosli Simonik et al. (2016),
ktefi se zabyvali ochrannym ucinkem LDL po jeho pfidani pravé Kk témto bezzloutkovym
fedidlim Vv koncentracich 4, 6 a 8 %. JelikoZ se jedna o preliminary results, fesi nase prace
velice podobnou problematiku, ale s rozsifenym souborem hodnocenych parametrd spermit,
nebot’ motilita a kinematické parametry pohybu spermii tizce souvisi s viabilitou a akrozomalni
integritou. Simonik et al. (2016) hodnotili vybrané kinematické parametry motility po ptidani
LDL u stejnych fedidel, jako byla pouzita v této studii. Dosli k zadvéru, Ze vyznamné pozitivni

vliv na motilitu mé ptidavek LDL pii fedéni fedidlem Bioxcell®, ovsem u fedidla AndroMed®
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efekt LDL nebyl dokéazan. Pracovali vsak s jinym souborem plemenikti a dosahli niz§ich hodnot
u motility spermii po rozmrazeni oproti vysledkiim této prace. Ziejm¢ byly rozdily v kvalité
vzorki, a proto nase vysledky vychazely jinak. Je tedy otazkou, zda by byl efekt LDL vyssi,
kdyby doslo k vétsi zatézi spermii béhem zpracovani ejakulatu nebo u ejakulatu

problematickych plemeniki s hor$i mrazitelnosti.

DalSim vyznamnym faktorem ovlivitujici funkceschopnost spermiii po rozmrazeni
je stav plazmatické membrany. Integrita plazmatické membrany podava informaci o viabilité
spermii (Celeghini et al., 2008; Layek et al., 2016). Na viabilitu spermii maji kromé extrémnich
vykyvi teplot v pribéhu kryokonzervace a typu pouzitého fedidla vliv i komponenty semenné
plazmy, konkrétn¢ proteiny v ni obsazené, jak uvadéji Maxwell et al. (1998) a Bergeron et al.
(2004). Zachovani integrity plazmatické membrany vede i k zachovani motility. Pii poSkozeni
vV membrané muze byt naruSeno iontové slozeni a s nim spojena signalizace v souvislosti
S fizenim motility spermii.

Hodnoty jsou relativné nizké v kontextu s motilitou, coz mohlo byt zplisobeno tim,
ze sledovani viability probihalo oddé€lené od sledovani motility a zaroven mohly byt rezervy
V nastaveni metodiky. Mimo jiné mohly souviset 1 s pouzitim prutokové cytometrie, nebot
u studie Simonika et al. (2016) byla viabilita hodnocena mikroskopem a vysledky byly
srovnatelné s motilitou. V této praci se efekt 6% LDL na viabilité¢ spermii po rozmrazeni
neprojevil, coz potvrzuji i vysledky Simonika et al. (2016), také viak piisli s vysledky,
kdy piidavek 8% LDL v fedidle Bioxcell® a 4% LDL v fedidle AndroMed® mél na viabilitu
spermii vyznamny vliv. V tomto experimentu vzorky kryokonzervované v fedidle AndroMed®
vykazovaly vys§i poéet Zivych spermii po rozmrazeni oproti fedidlu Bioxcell®, oviem Simonik
et al. (2016) mély vy3si hodnoty u fedidla Bioxcell®. Autofi Moussa et al. (2002) a Vera-Munoz
et al. (2009) ve své publikaci srovnavali bezzloutkova fedidla bez LDL se zloutkovymi fedidly,
kdy byl Zloutek nahrazen LDL a dosli k zavéru, Zze LDL se pfi ndhrad¢ Zloutku neprojevil
a soucasné tato fedidla doséhla hor$ich vysledka. Efekt LDL na viabilitu spermii po rozmrazeni
prokézali Simonik et al. (2016) oviem u horsich hodnot motility oproti této studii, a proto zde

pravdépodobné nebyl dokdzan efekt na urovni viability.

V tomto experimentu byl dals§im sledovanym parametrem, jenz byva v prubéhu
kryokonzervace Casto poskozen, akrozomalni integrita spermii. Vyhodnocovani akrozomalni

integrity po rozmrazeni je dulezité z hlediska posouzeni fertiliza¢ni schopnosti (Celeghini et al.,
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2008). Integrita akrozomalni membrany byva Casto povazovana za nejcitlivéjsi strukturu
spermii a LDL piedstavuje dilezitou roli ve stabilizaci akrozomalni membrany (Hu et al., 2010)

Pii fedéni fedidlem AndroMed® nemél ptidavek LDL na integritu akrozomu vyznamny
vliv. Odlisna situace nastala u fedidla Bioxcell®, kde bylo signifikantné vice neporusenych
akrozomi u vzorku s ptidavkem 6% LDL. Je zajimavé, ze ve vysledcich této prace bylo
ufedidla Bioxcell® i vyznamné vy$§i podil rychlych spermii ve srovnani s fedidlem
AndroMed®. Jednoznaéné lepsich vysledk®i na integritu akrozomu po pifidani LDL doséhli
naptiklad Moussa et al. (2002) a Hu et al. (2010), kteti publikovali studii, kdy vSak LDL slouzil

jako nahrada zloutku u zloutkovych fedidel.

Thun et al. (2002) a Layek et al. (2016) se domnivaji, Ze bezzloutkova fedidla na bazi
sojového lecitinu mohou diky obsahu fosfatidylcholinu nahrazovat lipoproteiny a fosfolipidy
ve Zloutku. JelikoZ je lecitin rostlinného plvodu, nepfedstavuje rizika spojena s uzitim
kryoprotektivnich latek ZivociSného pivodu tedy Zloutku, k ¢emuz se ptiklanéji 1 Bousseau
et al. (1998). OvSem autofi Thun et al. (2002) dosli k vysledkiim, kdy byla fedidla s obsahem
lecitinu mén¢ G€innd po kryokonzervaci oproti fedidlim zloutkovym.

Zajimavé je, ze vysledky progresivni motility byly v této praci pi1 pouziti
bezzloutkovych fedidel s obsahem sojového lecitinu velmi dobré. Mimo jiné prokazaly, ze LDL
i v téchto fedidlech pusobil v nékterych parametrech z hlediska pohybu, viz subpopulace
spermii a také na podil spermii s intaktnim akrozomem. Otazkou zastava, zda by LDL mohl
mit vyssi efekt u problémovych spermii, nebot’ studie s hor§imi vysledky v kontrolach,
prokazaly vyssi efekt LDL. V této praci byly vysledky progresivni motility velmi dobré
a je tedy otazkou, zda se zamé&fit na horsi ejakulat nebo na testovani citlivéj$i metody na Casné
modifikace plazmatické membrany, napiiklad hodnocenim apoptotickych zmén (Said et al.,
2010). Klepsimu pochopeni rozdila v pohybu by bylo vhodné provadét i analyzy

metabolického stavu spermii.
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7 Zavér

Prace se zabyvala vlivem pfidavku nizkodenzitnitho lipoproteinu (LDL)
do bezzloutkovych fedidel AndroMed® a Bioxcell® na vybrané strukturalng funkéni parametry
kryokonzervovanych byc¢ich spermii. Jejich vyhodnoceni mtize slouzit jako nastroj v posouzeni

kvality a oplozovaci schopnosti spermii po rozmrazeni.

Pii hodnoceni efektu fedidla AndroMed® a Bioxcell® bez ohledu na koncentraci LDL
nebyly zjistény vyznamné rozdily v podilu spermii u viability nebo progresivni motility
ani u spermii S intaktnimi akrozomy. Ovsem vybér fedidla mél vyznamny vliv na pohyb spermii
vyjadieny podilem jednotlivych subpopulaci. U fedidla AndroMed® bylo celkové méné
rychlych spermii ve prospéch téch stiedné rychlych a pomalych oproti fedidlu Bioxcell®

Podobn¢ 6% ptidavek LDL bez ohledu na pouzit¢ ftedidlo ukdzal rozdily
Vv subpopulacich, kdy byl vyrazné vyssi podil rychlych spermii, ale v dalSich parametrech
se neprojevil.

Na trovni jednotlivych experimentalnich variant se efekt ptidavku LDL lisil podle toho,
jaké fedidlo bylo pouzito. LDL snizoval podil pomalych spermii, zvySoval podil rychlych
a U stiedné rychlych spermii byl efekt rozdilny u obou fedidel. Podobné 1 u akrozomalni
integrity LDL signifikantn& navysil podil spermii s intaknim akrozomem u fedidla Bioxcell®.

Oproti tomu v fedidle AndroMed® nemél ptidavek LDL na integritu akrozomu vliv.

Kvalita hodnocenych vzorkli byla velmi dobré a neprojevil se zasadni rozdil mezi
variantami pouzivanych fedidel. Celkové se efekt LDL promitl rozdilnou distribuci spermii
do subpopulaci s rozdilnym pohybem a sou¢asné do podilu spermii s intaktnim akrozomem.
Hypotézu Ize tedy potvrdit ¢asteéné, nebot’ biologicky vyznam prokazanych rozdili neni GpIné
jednozna¢ny. To mohlo byt dano i celkové dobrou kvalitou testovanych vzorku. Je tedy
otazkou, zda by byl efekt LDL vyssi, kdyby doslo k vétsi zatézi spermii béhem zpracovani
ejakulatu nebo u ejakulatu problematickych plemeniki S hor$i mrazitelnosti. K lepsimu
pochopeni pisobeni LDL by bylo vhodné zatadit i dalsi analyzy, naptiklad metabolicky stav

spermii nebo apoptotické zmény.
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10 P¥ilohy

Priloha ¢. 1: Odliseni spermii na zakladé Front side scatteru (FSC)
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Priloha ¢. 2: odliSeni spermii na zaklad¢ Side Scatteru (SSC)
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Priloha ¢. 3: Vysledné procento Zivych spermii SYBR14 pozitivnich ve fluorescencnim

kandle pro Fluorescein isothiokyanat (FITC)
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