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Vliv pridavku semenné plazmy na kvalitu
kryokonzervovanych hrebcich spermii

Souhrn

Cilem prace bylo ovéfit hypotézu, ze pridavek semenné plazmy zlepsi kvalitu
rozmrazenych hieb¢ich spermii.

Odebrany ejakulat byl zfedén laktozo-EDTA-zloutkovym fedidlem. Konecna
koncentrace spermii byla 350 x 10° progresivné pohyblivych spermii v inseminaéni davce (n
= 41). Nasledn¢ byly inseminacni davky (ID) plnény do 5 ml aluminiovych tub, ve kterych
byly zmrazeny v tekutém dusiku. Po rozmrazeni (37 °C/30-60 s) byly rozdéleny do tiech
alikvot. Jedna alikvota zGstala jako kontrolni a obsahovala pouze nafedéné spermie
fyziologickym roztokem. K semenné alikvoté byla pfidana semennd plazma (primérné
mrazitelny hiebec) (33,3 % v/v.). K supersemenné alikvoté se vlozila taktéz semenna plazma
(velmi dobie mrazitelného hiebce) (33,3 % v/v). Alikvoty pochazely od $patné mrazitelnych
hiebcii. U vSech experimentalnich skupin byla hodnocena motilita pomoci systému CASA,
integrita plazmatické membrany (HOS test) a viabilita (eosin/nigrosin) a to v ¢ase T0O — ¢as po
5 minutach (rozplavani spermii) a v ¢ase T30 (30 minut/37 °C).

Nebyl prokéazan statisticky vyznamny rozdil po pfidani semenné i supersemenné plazmy
na motilitu spermii po 30 minutach inkubace. Vét$ina kinematickych parametrt, kromé VCL,
se signifikantné zvysila, po pfidani semenné a supersemenné plazmy. Na subpopulace spermii
mélo vyznamny vliv pfidani semenné a supersemenné plazmy jelikoz doslo k procentudlnimu
zvySeni rychlych spermii, oproti kontrole po 30 minutach inkubace (p<0,05). Byl prokazan
statisticky vyznamny rozdil (p<0,05) ovliviiujici integritu plazmatické membrany, ktera se po
ptidani semenné plazmy, signifikantné snizila. P¥idani supersemenné plazmy se neprojevilo
na procentudlnim zastoupeni spermii s neporusenou membranovou integritou. Na viabilitu
rozmrazenych hiebc¢ich spermii se vliv semenné a supersemenné plazmy neprojevil.

Z této prace je patrny vliv semenné a supersemenné plazmy na rozmrazené Spermie
Spatn¢ mrazitelného hiebce. Po pfidani semenné plazmy, at’ uz od primérné nebo velmi dobie
mrazitelnych hiebcl, K rozmrazenym spermiim, doslo k zméné distribuce subpopulaci, ve
prospéch procentudlniho zastoupeni spermii V rychlé subpopulaci, a proto lze piidavek
semenné plazmy doporucit.

Klicova slova: hiebec, spermie, kryokonzervace, vliv, semennd plazma



Influence of seminal plasma addition on quality of
cryopreserved stallion’s sperms

Summary

The aim of this study was to verify the hypothesis that an addition of seminal plasma
improves the quality of post-thawed stallion sperm.

Collected ejaculates were diluted with lactose-EDTA-egg yolk extender. Final sperm
concentration was 350 x 10° progressively motile sperm per insemination dose (n = 41). Then
the insemination dose (ID) were loaded into 5 ml aluminum tubes and frozen in liquid
nitrogen. The ID were divided into tree aliquots after thawing (37 °C / 30-60 s). One aliquot
remained as a control and contained only diluted sperm with physiological solution. We
added seminal plasma (average stallion freeting) to the seminal aliqout (33° C / v/v). We
added superseminal plasma (very good for freezing stallion) to the superseminal aliquot (33
°C / v/v). The aliquots were from poor freezer stallions. For all experimental groups were
evaluated for the sperm motility (CASA), membrane integrity (HOS test) and viability
(eosin/nigrosin) at time TO — 5 minutes after thawing, and T30 (30 minutes/37 °C).

There was not statistically significant diference between casual specimens and those
after addition of seminal and superseminal plasma on motility after 30 minutes incubation.
Most kinematic parameters, except for VCL, significant increased after addition of seminal
and superseminal plasma. The addition of seminal and superseminal plasma had a significant
effect on sperm subpopulation, because the percentage of fast sperm counts increased
compared to the controles, after 30 minutes incubation (p<0,05). A statistically significant
difference was found in the integrity of the plasma membrane that significantly decreased
after the addition of the seminal plasma (p <0,05). The addition of superseminal plasma, the
percentage of sperm with inactive membrane integrity did not appear. The viability, after
addition of seminal and superseminal plasma, to post-thawed stallions sperms, was not
affected by the addition of seminal or superseminal plasma.

This work shows the influence of seminal and superseminal plasma on post-thawed
sperm of poor-for-freezing stallions. After the addition of seminal plasma, no matter if from
an average or very well-freezing type of stallions to thawed sperm, the distribution of
subpopulations has changed, favoring the percentage of sperm in fast subpopulation, and
therefore the addition of seed plasma may be recommended.

Keywords: stallion, sperm, cryopreservation, influence, seminal plasma
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1 Uvod

Inseminace koni kryokonzervovanym spermatem je k dneSnimu dni jeden
Z nejbézngjsich zplisobi reprodukce mnoha plemen koni, s vyjimkou anglického plnokrevnika
a arabského plnokrevnika.

Oblibenost této metody prameni zjejich vyhod, mezi které patii zamezeni Sifeni
pohlavnich nakaz, omezeni nutnosti pfepravy hiebcti nebo klisen, genové rezervy, vice
inseminacnich davek z jednoho odbéru a v neposledni fad¢ uskladnéni davek na neomezenou
dobu. Tento zpilisob uskladnéni spermatu ma i mnoho nevyhod a tuskali. Pfedev§im proces
mrazeni a rozmrazovani muze negativné ovlivnit integritu akrozomu, viabilitu a motilitu.
V pribéhu let se ukazuje, Ze 1 ptes stale lepsi techniky mrazeni se vyskytuji hiebci, u kterych
je kryokonzervace nevhodnéd. V mnoha pracich se ukazuje, Ze Spatné mrazeni ejakulatu
nékterych hiebct ovlivituje slozeni semenné plazmy.

Semenna plazma tvoii pfevaznou cast ejakulatu hiebce a jeji hlavni ulohou je
poskytnout Ziviny a energii pro spermie a tim zabezpecit prezitelnou a schopnost transportu
v sami¢im pohlavnim traktu. Kvalita semenné plazmy zavisi na individualité jedince, pokud
je nizkd, schopnost ejakulatu projit kryokonzervaci neni dobrd. A proto v dneSni dobé
zjistujeme, z ¢eho se semenna plazma sklada a jaké u€inky maji jednotlivé slozky na spermie.

Vzhledem na jiz prokdzany negativni GCinek semenné plazmy na kryokonzervaci
hiebcich spermii se v soucasnosti ejakulat, pfed mraZenim, centrifuguje a plazma jako takova
se ptidava az po nasledném rozmrazeni.

Otazkou zlstava, zda zpétnym piidanim semenné plazmy po kryokonzervaci lze zlepsit
kvalitu ejakulatu a tim zvysit jeho Zivotaschopnost.

Z téchto informaci miizeme vyvodit, ze je vzdy potieba zjistovat piiCiny neuspéchli
v mrazeni a zlepSovat kvalitu ejakulatu po rozmraZeni a v této praci jsme se zaméfili na

pfidavani semenné plazmy ke spermiim a zjiStovani vlivi, které na spermie bude mit.



2 Cil prace

Cilem diplomové prace bylo ovéfit hypotézu, zda ptidavek semenné plazmy zlepsi
kvalitu spermii po rozmrazeni.

Nasledné¢ se vysledky zpracovaly a vyhodnotily pomoci statistickych metod.



3 Literarni reSerse

3.1 Spermatogeneze

3.1.1 Pohlavni soustava hiebce

Hieb¢i pohlavni soustava se skladd zvarlat, nadvarlat, chdmovodu, ptidatnych
pohlavnich 714z a z penisu.

Varlata jsou ulozena v Sourku. Jedna se o kozni vak, ktery je u hifebce umistén mezi
stehny. Varle pokryva tunica albuginea neboli vazivovy obal. Obal varlete zasahuje az do
parenchymu a vytvafi lalicky. V kazdém lalticku se nachazi semenotvorné kanalky, které¢ jsou
vystlany zarode¢nym epitelem. Zde se vyviji spermie. Tyto kanalky se spojuji do spole¢ného
ptimého kanalku. Ten je pocatkem vyvodnych cest varlete.

Varlata obvykle sestupuji do Sourku poslednich 30 dnil bfezosti nebo prvnich 10 dni po
narozeni. Jsou uloZena horizontaln¢ k t¢lu. Tvofi se zde samci pohlavni hormon testosteron.
Nadvarle se sklada z hlavy, téla a ocasu (Samper, 2009).

Nadvarle je mistem, kde spermie dozravaji (Kittnar a kol., 2015).

Piidatné pohlavni Zlazy hiebce jsou bulbouretralni, t&lo prostaty a méchyikovita. Zlaza
bulbouretrdlni ma u kon& kulovity tvar, hladky povrch a ma nékolik vyvodi. Ukolem
vymesku této zlazy je neutralizovat kyselost mocové roury samce. Prostata hiebce, na rozdil
od byka, ma télo rozd€éIné na dva laloky a roztrousena Cast chybi. Produkuje latky s typickym
zapachem a také poskytuji spermiim vhodné pH prostiedi, které napomaha ptezitelnosti
spermii v pohlavnim ustroji samice. Méchyikovita zlaza ma tvar vacku s hladkych povrchem
a zfasenou sliznici. Sekrety této Zlazy zvySuji pohyblivost spermii a zajist'uji jejich vyzivu

(Marvan, 2011).

3.1.2 Hormonalni Fizeni spermatogeneze

ey

Normdlni spermatogeneze zavisi na spravné funkci epifyzy, neboli SiSinky, na
hypotalamo-hypofyzarni ose a na opioidech vylucovanych z mozku. Melatonin je hormon
epifyzy a ovlivituje negativni zpétnou vazbou gonadotropni realising hormon (GnRH), ktery
se nachdzi v hypotalamu. U hiebce a jinych sezénnich druhli bylo prokazéno, Ze vliv na
uvolnovani GnRH maji opioidy uvoliiované z mozku. Ty cestuji do hypotalamu a v zimnich
meésicich zpasobi pokles tohoto hormonu. Hypotalamo-hypofyzarni o0sa, jejimz hlavnim
hormonem je GnRH, zajistuje uvolfiovani hormont hypofyzy do krevniho ob&hu a tim

ovliviiuje ¢innost varlat. Zpétnou vazbou, na ¢innost hypotalamu a hypofyzy, je sekrece



testikularnich hormont. Z ptedniho laloku hypofyzy, nazyvaného také adenohypofyza, jsou
uvolnovany luteinizaéni (LH) a folikulostimula¢ni (FSH) hormony. LH hormon stimuluje
Leydigovy bunky, které na podnét odpovidaji sekreci testosteronu a estrogeni. Jedna se o
negativni zpétnou vazbu. FSH hormon puasobi na rst a zrani spermii. Jedna se o hlavni
regulator Sertoliho bungk, jejichz sekrety jsou estrogeny, aktivin a jeste inhibin, ktery snizuje
sekreci FSH na urovni hypofyzy. V hypotalamu se nachézi také hormon dopamin, ktery
ovlivituje sekreci prolaktinu (PRL) a také sekreci hormonu §titné zlazy (TSH). PRL a TSH

jsou hormony s nejasnou funkci na ¢innost varlat hiebce (Samper, 2009).

3.1.3 Spermatogeneze

Sklada se ze tii vyvojovych casti. Prvni je spermatocytogeneze. Zde dochazi
k mitotickému déleni spermatogonii. Nejprve se spermatogonie typu Al mitoticky rozdé¢li na
dcefiné bunky. Jejich tlohou je dokoncit spermatogenezi a dat zaklad novym kmenovym
bunkam. Spermatogonie typu Al se v pravidelnych intervalech mitoticky déli. Nejprve na
primarni spermatocyty. Druha c¢ast spermatogeneze je meidza, kdy se z primarniho
spermatocytu stava sekundarni spermatocyt, ktery je podroben morfologické diferenciaci.
Vznikne spermatida, které ma charakteristicky prodlouzeny tvar s kondenzovanym jadrem.
Bunky postupuji od bazalni membrany smérem do vyvodnych semennych cest. Tieti Casti je
spermiogeneze. Ve spermiogenezi probihd zrani a diferenciace spermatid ve spermie.
(Samper, 2009). Spermie jsou odvodnymi kanalky pfepraveny do nadvarlete. Zde dozravaji
(Kittnar a kol., 2015).

Spermie se produkuji v zarode¢ném epitelu semennych kanalkd varlete. Zarode¢ny
epitel se sklada ze Sertoliho bunék a riznych typt zarode¢nych bunék. Mezi semennymi
kanalky v intersticialni tkani se nachazi Leydigovy buriky, které tvoii testosteron.

Ten je spoleéné s hormony a krvi odvadén do semennych tubuli. Doba potiebna
k produkci spermii trva u hiebeti zhruba 55 dni (Amann, 1981).

Marvan et al. (2011) dopliuje, ze obdobi, které miuZeme nazyvat, jako pohlavniho
dospivani samce zafina spermatogenezi. V kandlcich se objevuji prvni volné spermie, ale ne
vSechny dokonc¢i svilj vyvoj a nekteré se zastavi uz ve stadiu 1. nebo II. fddu spermatocytii
anebo spermatid. Po dosaZeni pohlavni dospélosti se u samce spermatogenni cykly opakuji
V podstaté po cely zivot. Samoziejmée se musi ptihlizet i na negativni vlivy, které cely proces

ovlivilyji.



3.1.4 Morfologie a stavba spermie

Spermie hiebce se skladaji z hlavi¢ky, krcku a bi¢iku. Hlavicka spermie je zplostéla
burika lopatkovitého tvaru. Je asi 6-7 um dlouha. Obsahuje jadro, pfekryva ho akrosom. Lze ji
rozd¢lit na ne€kolik ¢asti. Prvni se fika akrosomalni, dalsi jsou pak postakrosomalni ¢epicka a
jadro. Jadro, ulozené v hlavi¢ce, obsahuje chromozomy, které jsou slozené z chromatinu.
Chromatin je komplexem DNA a nékterych proteint. Jadro mé jaderny obal, ktery je slozeny
Z lipidové dvojvrstvy, oddéluje obsah jadra od okolni cytoplasmy. Zral¢ spermie obsahuji
velké mnozstvi aktivnich molekul. Zahrnuji hydrolytické enzymy, jako jsou hyaluronidaza a
proteolytické enzymy, které jsou dulezité pro pfilnavost a prinik zonou pellucidou.
V cytoplasmé v hlavi¢ce se nachazi cytoskeletalni proteiny, které jsou dilezité pro funkci
spermii. Stfedni ¢asti se fika kréek. Je dlouhy 10 um. Spojuje hlavicku a bic¢ik. Ve spojovaci
¢asti hlavicky a kréku jsou segmentované chordy a proximalni a distalni centriola. Déle je zde
velké mnozstvi mitochondrii, které slouzi jako zdroj energie pro spermie (Jasko, 1992).

Bicik 1ze dé€lit na ¢asti spojovaci, hlavni a koncovou. Je dlouhy 44-45 um. Obaluje ho
plazmatickd membrana, ktera dava spermii rizné funkce. Patii mezi né pfilnavost spermie k
vajicku, akrosomova reakce, ziskani aktivni pohyblivosti. Zakladni strukturou, ktera se
v bi¢iku nachézi, je axonema. Je to svazek jedenacti mikrotubulti, kdy se okolo centralniho
paru nachazi devét mikrotubuli. Mezi mikrotubuly jsou rozmisténé mistky. Nachéazi se zde
také dv¢ centrioly, jedna je distalni a jedna je proximalni (Kittnar a kol., 2015).

Cely bicik je pokryt fibrozni pochvou az na koncovy oddil. Na koncové ¢asti je uz jen
cytoplazmatickd membrana (Jelinek, 2003).

Primérna délka konskych spermii je 61-86 um (Jasko, 1992).

3.2 Ejakulat hiebce

Ejakulat je bélava a viskozni tekutina. Sklada se ze dvou ¢asti. Prvni je tekutd, ktera
zahrnuje semennou plazmu a druha je bunécna zahrnujici spermie. Spermie se tvoii ve varleti
a semenna plazma v pfidatnych pohlavnich zlazach (Louda a kol., 2001).

Komérek et al. (1964) uvadi, ze nejvétsi podil ejakuldtu tvoii voda. Dale jsou zde
predevsim draslik, sodik, chlor, vapnik, sira a mnoho dalSich, jako zastupci anorganickych
latek. Z latek organickych se jedna o bilkoviny, cukry a tuky.

Ejakulat a jeho sloZeni je dilezité po vytvofeni pfirozeného prostiedi pro spermie.
Zajistuje jim ochranu ptfed negativnimi vlivy, poskytuje jim vyzivu a umoziiuje pohyb

(Marvan a kol., 2011).



Dusek a kol. (2011) dopliuji, ze kvalita oplozovaci schopnosti spermatu, zavisi nejen
na individualité¢ jedince, ale také na mnoha vnéjSich faktorech, mezi které patii naptiklad

strava nebo kvalita zpracovani insemina¢ni davky — tedy lidsky faktor.

3.2.1 Semenna plazma

Semennd plazma je smés sekreti produkovanych ve varlatech, nadvarleti a ptidatnych
pohlavnich Zlazach. Piidatné pohlavni zlazy hiebce jsou bulbouretralni, pfedstojna,
méchyikovita a ampule chamovodu. Méchytkovita Zlaza produkuje gelovou frakei ejakulatu.
Semenna plazma je ejakulovana v nékolika po sobé nasledujicich frakcich. Uginky a sloZeni
semenné plazmy se li§i individualng. Bulbouretralni tekutina se uvoliiuje v takzvané

prespermiové frakei a tvoii jeji prevaznou cast (Samper, 2009).

Poté béhem spermiové frakce, ktera je bohata na spermie, se vyplavuje tekutina z ampule a

spermie z epididimu. Na zavér, v postspermiové ¢asti, se uvoliiuje frakce ze semennych vacku

(Kereskoski and Katila, 2008).

3.2.1.1 SP proteiny

Proteiny semenné plazmy byly intenzivné zkoumadny, ale stale je o nich vime velmi malo.
Bilkoviny nesou dva nebo ¢tyii moduly fibronektinu typu II. Sekre¢ni proteiny, které jsou
bohaté na cystein (CRISP) a spermadhesiny tvoti hlavni skupiny koniskych proteinii semenné
plazmy. Hlavnimi proteiny hieb¢i semenné plazmy jsou HSP-1 a HSP-2. Tvoii 70-80 %
celkovych proteind. V prespermiové frakci, je bilkovin nejméné. Nejvice je jich v spermiové
frakci. HSP-1,HSP-2 A HSP-4 byly prokazany ve vSech tfech frakcich hiebéiho ejakulatu.
Dale je zde protein HSP-7. Je homologni k prase¢imu AWN. U koni se syntetizuyje AWN
proteinovy homolog ve varlatech, epididimu a v semennych véaccich (Kareskoski and Katila,
2008).

3.2.1.2 Enzymy semenné plazmy

Nachdzi se zde laktat dehydrogenasa (LDH). Dale jsou zde ACT,AP,
aspartataminotrasferaza (AST) a glutamyltrasferaza (GGT). U muzt se vazi na povrch
hlavi¢ek spermii glykosidasy, jako je napiiklad N-acetyl-d-glukoaminidaza (NAG). U hiebctu
byly identifikovany dvé formy glykosidas. Jsou v epididimalni tekutiné a v SP (Kareskoski
and Katila, 2008).



3.3 Odbér spermatu

Utinna metoda odbéru semene, s CO mozn4 nejlepsim moznym vysledkem, je nezbytna
pro umeélou inseminaci (Al) a kryokonzervaci (Torres, 2007).

Pokud dojde k chyb¢ pii odbéru, mize to znamenat snizeni oplozovaci schopnosti
spermii a jejich kvality. Misto odbéru podléhd urcitym kritériim, jako je Cistota, prostornost,
neklouzava podlaha, minimalizace zvukl z okoli nebo zajiSténi bezpecnost lidi i zvifat.
Velikost haly se pohybuje od 20-30 m? podle toho zda se jedna o zkuseného koné nebo ne.
Mlady kun potiebuje vice prostoru. U hiebcil s nizkym libidem se do odbérové mistnosti
privede fijna kobyla, aby se jeho pohlavni aktivita zvySila. Odbér venku je také mozny. Ma
vSak nevyhodu nestalé okolni teploty, pfi niz se miiZe sniZzovat teplota uvniti umélé vaginy
(AV), a také byva problémem prasnd zem, kterou musime pravidelné vlh¢it, aby nedochdzelo
Kk vifeni neCistot a tim k zneCi$téni penisu, ktery se pfed odbérem omyva. NejlepSim
odbérovym mistem venku je travnata a prostorna plocha. Jsou ¢tyfi zpiisoby odebirani hiebce
— kondom, AV, masturbace a farmakologicky indukovana ovulace (Samper, 2009). Nejlépe se
odebird do AV (Jasko, 1992).

Vnitini teplota AV se pohybuje okolo 44 — 48 °C. Déle je upravovan tlak uvnitt AV.
Vnitini ¢ast musi byt kluzka, proto se vyuziva lubrikaéni gel bez obsahu bakteriostatickych
nebo spermicidnich sloucenin. Pfi odbéru by AV méla byt drzena paralelné, smérem
ventralné od bficha. Odebrané semeno se odnasi do laboratote ke zpracovani. Je dilezité, aby
vzdalenost od odbérové mistnosti do laboratofe byla co nejmensi a minimalizovalo se tak
znehodnoceni semene (Samper, 2009).

Nasledné zpracovani musi byt natolik Setrné, aby se co nejvice zamezilo poskozeni
spermii. Pfi manipulaci se semenem si musime dat pozor na nihlé vykyvy teplot anebo na
nadmérnou expozici na slune¢nim svétle a kysliku. Dalsi dilezity faktor, ktery ovliviiuje
ptezitelnou spermii pfi jejich zpracovani je zachovani vSech zatizeni 1 fedidel pfi stalé teploté.

Samotné hodnoceni by mélo byt systematické a rychlé (Jasko, 1992).

3.4 Hodnoceni ejakulatu

Hodnoceni spermatu lze délit na zakladni vySetfeni, které zahrnuje makroskopické a
mikroskopické hodnoceni a na specidlni vySetfeni - biologické zkousky, které se zabyvaji
testy prezitelnosti spermii. Makroskopické zahrnuje vySetfeni objemu, barvy, pH a jiné.
Mikroskopické hodnoceni je zaméfené na motilitu, koncentraci a viabilitu (Louda a kol.,

2001).



Mezi standardni hodnoceni patii morfologie, viabilita a motilita. Dadle mame specialni
hodnoceni, kterd zahrnuji napiiklad hypoosmoticky test (HOS) a mezi nadstandardni pati

DNA fragmentace nebo akrosomalni integrita (Samper, 2009).

3.4.1 Makroskopické vlastnosti ejakulatu

Soucasti makroskopického hodnoceni ejakulatu je objem, pach, barva, pH a
osmolarita. Objem zavisi na druhu, plemeni a véku. Faktory ovliviiujici tuto vlastnost jsou
krmeni, kondice zvifete nebo frekvence odbéru. Ejakulat hiebce je tvoren z veétsi casti
semennou plazmou, kterd je tvofena vymésky ptidatnych pohlavnich zl4z. Jedné se o 95-98 %
ejakuldtu. Primérnym objemem ejakulatu u hiebce je asi 70 ml a celkovym mnozstvim
spermii praimérné okolo 10 miliard (Marvan a kol., 2011).

Cerstvé sperma by mélo byt vodnaté, neprihledné a nagedlé barvy. Takové sperma je
povazovano za fyziologické. Jeho konzistence ovliviiuje vzhled. Cim vice je sperma
koncentrované, tim vice je nasedlé (Samper, 2009).

Pokud je sperma s piimési ¢ervené nebo zluté barvy, znaci to kontaminaci krvi nebo
moci. Dale mlze byt s piimési hnédé barvy a v takovém piipadée se jednad o znecisténi starou
krvi nebo jinymi vymésky. Pach je neutralni (Jasko, 1992).

Normalni pH u nativniho ejakulatu koné se pohybuje od 7,2 do 7,7. Pokud se jedné o
normalniho hiebce, bez obtizi, mize byt pH semene ovlivnéno sezénou, frekvenci odbért
anebo koncentraci spermii. Osmolarita se li$i u jednotlivych hiebcii individualné. U hiebce se
pohybuje mezi 331-336 mOsm. Pokud se vyznamné zméni pH nebo osmolarita, mtiZze to mit

dopad na sniZeni motility spermii a tim teoreticky i sniZeni plodnosti (McCue, 2014).

3.4.2 Mikroskopické vlastnosti ejakulatu

Koncentraci spermii v ejakulatu lze stanovit pomoci spektrofotometru nebo
hemacytometrickou metodou. Pohybuje se od 25 milioni do 50 milionti spermii na mililitr.
Dale se objem spermatu bez gelové frakce vynasobi koncentraci spermii. Tim se zjisti
celkovy pocet spermii v ejakulatu (Jasko, 1992).

Hodnoceni motility spermii je mozné subjektivné, pomoci mikroskopu, nebo
objektivné pomoci pocitacem fizené analyzy spermatu — CASA. Cilem odhadu motility
spermii je urcit procento progresivné se pohybujicich spermii. Procento pohyblivych spermii

je ovlivnéno vyssi koncentraci 1 pH ejakulétu a fedidla (Jasko, 1992).



3.4.2.1.1 Subjektivni hodnoceni motility spermii

Vizuélni odhad pohyblivosti spermii je levnéj$i variantou oproti hodnoceni objektivni
metodou. Je to pfesna metoda, ale musi ji provadéet zkuSeny technik, ktery bude mit piislusna
Skoleni a bude dodrzovat standardni postup. Hodnoceni pohyblivosti spermii pomoci
mikroskopu je vyjadiena v procentech jako oscilacni, to znamena ty, které jsou nazivu, ale
pohybuji se v kruhu, nebo progresivni. Progresivné pohybliva spermie je ta, ktera ma aktivni
pohyb vpted. Takovy pohyb je spravny. Pokud se spermie pohybuje do kruhu, jedna se o
chybnou motilitu. Pii vyhodnoceni spermatu normalné plodného hiebce by méla byt okamzita
progresivni motilita >60 %. Na ¢istém vyhiratém sklicku se kapne asi 2-5 pm velka kapka
fedéného nebo nefedéného spermatu a néasledné se ptiklopi krycim sklickem, které je také
vyhtaté. Je lepsi pokud se sperma pted hodnocenim natedi, protoze Cisté sperma podléhé
Casto aglutinaci a tim se zhor$i pohyblivost spermii. Néasledn¢ se vlozi pod fazovy mikroskop
pti zvétSeni 150-200 X 4. Hodnoceni motility musi probéhnout béhem nekolika mélo minut,
protoze spermie suspendované v semenné plazmé jsou nachylné na zhorSovani motility,
jelikoz semennd plazma neposkytuje vhodné médium pro pohyb spermii. Také je dilezité
zaCit hodnotit od stfedu sklicka, jelikoZ pokrajich rychleji klesa pohyblivost (Samper, 2009).

Jasko (1992) dodava, Ze pocet progresivné motilnich spermii v ejakulatu se pouziva
jako kritérium pfi hodnoceni potencidlni plodnosti hiebce a pro stanoveni optimalni
inseminacni davky. Toto Ccislo je odvozeno vyndsobenim celkového poctu spermii a
progresivn€ motilnich spermii.

Pokud je subjektivni vyhodnoceni motility pouzito jen experimentalné, mélo by
samotné méfeni probihat namétkové a v nejlepSim pfipadé zprimérovat vysledky dvou
hodnotiteld. Mimo motilitu by méla byt jest¢ zaznamendna aglutinace, incidence a pocet
cizich bunék. Aglutinace ma nékolik stupni — nizky, stfedni, vysoky a spermie se vétSinou

spojuji hlavickou (Samper, 2009).
3.4.2.1.2 Objektivni hodnoceni motility spermii

Subjektivni odhady pohyblivosti spermii nejsou piiliS spolehlivé, protoze riizni
pozorovatelé mohou mit rizné metody méteni. Nasledné jsou jejich vysledky méteni odlisné.
Proto byl kladen dtraz na vyvoj objektivnich metod hodnoceni motility. Pocitatovy systém
pro analyzu pohybu spermii byl nejnovéjsi a nejvice spolehlivou metodou, jak urc¢it procento

motilnich spermii a zaroven zanalyzovat jejich pohyb (Jasko, 1992).

10



CASA (pocitatova analyza spermii) je vhodnou volbou pro ohodnoceni motility
spermii a jejich parametri. Lze tuto metodu opakovat a je presnéj$i nezli metoda
s mikroskopem. Podnétem pro rozvoj této analyzy bylo také ohodnoceni zmén na spermiich,
které prosly procesem skladovani. Krom¢ motility a jejich parametri je analyza vybavena
jesté modely pro hodnoceni morfologie a koncentrace spermii. S rozvojem pohybu spermii
nalyzy se vyvijela i technickd stranka zafizeni pro objektivni hodnoceni. Patii mezi né
naptiklad integrované optické hodnoceni, video displej a ohfivaci desticka. Videozaznamy
analyzy pohybu spermii jsou snimany ze zornych poli diky mikroskopu. Vétsinou je 20-30
sérii videozaznamd, které maji 30-60 snimki za sekundu. Po nasnimani analyza zpracuje a
odd¢li spermie od jinych objektli pomoci algoritmi. Snimky, které analyza zpracuje, maji
kinematické parametry. Procento celkové pohyblivych spermii (MOT), progresivni motilitu
(PMOT), prumérnou piimocarou rychlost (VSL), primérnou kiivocarou rychlost (VCL),
pramérnou rychlost drahy (VAP), rovnost (STR = VSL/VAP), linearita (LN = VSL/VCL) a
lateralni dislokace hlavi¢ek (LHD). Vysledky CASA ovliviiuje typ komurky, na kterém se
snimala motilita a ddle mnoZstvi necistot a cizich predmét ve vzorku. Nej€astéji vyuzivanou
je Maklerova komurka, ktera je vyhiatd na 37 °C. Jeji hlavni nevyhodou bylo to, Ze na ni
spermie rychle zasychaly. Modernéj$i modely CASA jsou schopné zanalyzovat 400 bun€k za
2 minuty a tim se cely proces zna¢né urychlil. Dale je moznost hodnotit spermie na
takzvanych Leja komorach, které jsou ihned piipravené k pouziti. Velmi dalezitym faktorem
pro spravné méteni je koncentrace, ktera by méla byt mezi 50x106 spermii / ml.

Mezi technické vlivy méfeni patii doba od naplnéni komurky a zahajeni méteni a dale
pocet mist, kterd se nasnimaji. NezaleZi jen na technice sniméni ale i na tom jaka jsou pouZita
fedidla (Samper, 2009).

Kirk et. al. (2005) uvadé¢ji, ze primérnad motilita kryokonzervovanych spermii byla

26% a 36 % kdyz ty samé vzorky byly zhodnoceny vizualné a pocitatovou analyzou.

3.4.3 Standardni hodnoceni ejakulatu

Patii sem morfologie, viabilita a motilita, ktera jiz byla podrobné&ji popséna v predeslié
¢asti prace.

Védomosti o morfologii a jejich abnormalitaich mohou pomoci pfi zjiStovani snizené
nebo tplné neplodnosti plemenikt (Louda, 2001).

Pro vyhodnoceni morfologie miize byt pouzito mnoho barvicich technik. NejCastéji
jsou hieb¢i spermie obarveny metodou eosin-nigrosin. Je to nejcastéji pouzivana metoda,
protoze odbornik mulze souCasné s morfologii rozpoznat kvalitu membranové integrity

spermie a zhodnoti uroven viability (Samper, 2009).
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Existuje jest¢ metoda Karrase-Kordela, Wels, Farellyho nebo Hankoka. Poskozeni
spermii mizeme délit na primarni a na sekundarni, podle toho kde k jejich vadé doslo.
Primarni nastanou jiz béhem spermatogeneze. Nejcastéji Nevada projevi na tvaru hlavicky,
zméndch na akrozomu nebo abnormalné tvarovaném biciku. K sekunddrnim zméndm dochazii
pfi dlouhodobém skladovani v ocasu nadvarlete, v prabéhu ejakulace nebo Spatnou
manipulaci a pfipravou vzorkd — lidsky faktor. Zmény, které v takovém piipadé mlzeme
pozorovat, jsou na akrozomu, patologické zmény na biciku, hlavi¢ce nebo spojovaci Casti
hlavi¢ky a bi¢iku. (Louda, 2001).

Zivotaschopna, nebo také viabilni, spermie je takova, kterd je schopna udrzet svijj
membranovy potencial, produkuje ATP a vykazuje dalsi bunécné funkce typické pro spermii.
Jednd se o velmi dilezitou soucast hodnoceni, jelikoz viabilni spermie, kterd ztratila
schopnost se pohybovat, a v podminkach in vivo by se tudiz nebyla schopna t¢astnit procesu
oplozeni, V prostfedi in vitro za pomoci techniky intracytoplazmatické injekce spermii (ICSI)
je schopna splynout s vajickem. V ptipadé hieb¢iho ejakulatu nas zajima celkovy pocet
zivotaschopnych spermii na celu populaci spermii. Viabilita je uvddéna v procentech. Jsou tfi
metody hodnoceni viability. Prvni metoda je obarveni spermii, naneseni a provedeni roztéru
na sklicko a ususeny na vzduchu. Nasledné jsou sklicka sledovana pod svételnym
mikroskopem. Druhou metodou je sledovani pod fluorescenénim mikroskopem. Zde miizeme
zvolit suchou metodu, ktera jsou s krycim sklickem nebo mokrou metodu, bez kryciho
sklicka. Tteti moZnosti je pritokova cytometrie. U prvni metody je k obarveni bun&k casto
pouzivan znamy eosin-nigrosin. V piipadé poskozeni membranové integrity eosin pronikne
do buiiky a obarvi ji. Pfi fluorescencni metod¢ je nejCastéji vyuzita kombinace barev SYBR14
a Pl. Pl pronika jen ke spermiim, které jsou poSkozené. Spermie sviti bud’ zelené (viabilni),
nebo Cervené (poSkozend spermie). Dal§im piikladem vyuZivanych barviv je Calcein-AM
(CAM) a PI barvivo, které se osvédcilo hlavné u kryokonzervovanych hieb¢ich spermii.
Pritokova cytometrie je mnohem vyhodnéj$i nez pocitdni bunék, jelikoz dokéaze zachytit

tisice bunék s daleko vyssi statistickou piesnosti (McKinnon et.al., 2001).

3.4.4 Specielni hodnoceni — hypoosmoticky test

HOS byl vyuZzivan pro lidské spermie a nasledné se uplatnil 1 u jinych druhti, mezi
kterymi byl i hiebec (Jeyendran a kol., 1992).

Tento test se vyuzivani zjiStovani funkce membranové integrity pomoci
osmoregulacnich bunék. Spermie reaguji na zménu hypoosmotického stavu morfologickymi

zmeénami a zvétSuje se jejich objem a tedy i velikost. PfiCinou téchto zmén je dosazeni
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bunééné membrany biciku, ¢imz dojde k jeho stoCeni. Svinuti postupuje od koncové Easti
bi¢iku smérem k hlavicce. Idealni hypoosmotikum je takové, které zajisti dostatecny narust
objemu, aby byla vidét zmeéna, ale zéaroven dostatecné¢ maly, aby se zabranilo lyze
spermatické membrany. Optimum je 50 — 150 mOsm / 1. Mezi hodnotami HOS a progresivni
motilitou je velmi dobra korelace. Spermie se svinutym bic¢ikem je povazovana jako ta, ktera

nema porusenou membranovou integritu (Samper, 2009).

3.45 Nadstandardni hodnoceni ejakulatu

Do této skupiny patii napiiklad hodnoceni akrosomu, mitochondridlni integrity nebo
spermatického chromatinu. Mitochondridlni integrita je v uzké korelaci s procentem
viabilnich a motilnich spermii. I u tohoto testu je vyuzivana metoda barveni. Spermie se
obarvi zelené nebo oranzové podle toho, jak je jejich respiratorni funkce vysoka. Pokud maji
vetsi pomér Cervené k zelené, jsou vysoce funk¢ni. Podle jejich aktivity je mizeme délit na
mitochondrie s vysokym, primérnym a nizkym potencidlem. Spermaticky chromatin se
skladd z DNA a nukleoproteinli. Integrita nebo DNA fragmentace miize byt ohodnocena
rizné. Jeden z nejpouzivanéjSich zpasobu je test struktury chromozomii spermii (SCSA).
Nasledné hodnoceni probihda pomoci pritokové cytometrie, kdy se nepoSkozena DNA
zobrazuje zelené a poSkozena (denaturovana DNA) ¢ervené. Vysledek je uvadén v procentech
(Samper, 2009).

Akrosom obsahuje mnoho bilkovin s galaktosylovymi zbytky a pravé ty se snaZime
detektovat pomoci fluoreskujicich lektini a protilaitek. Diky fluorescencni technice a

pritokového cytometru se nasledné vzorky vyhodnoti (McKinnon et.al., 2011).

3.5 Zpracovani semene

Existuji tfi typy zpracovani ejakulatu, Cerstvy, chlazeny a mrazeny. Podle typu
zpracovani lze ejakulat uskladnit na rizn€ dlouhou dobu. V piipadé dlouhodobého uskladnéni
je tfeba pfidat ke spermiim a fedidlu adekvatni podil Zivin a energie na podporu jejich
Zivotaschopnosti. V pfipadé nepfitomnosti téchto latek dochdzi k rychlé spotiebé ptirozenych
zasob energie a zivin spermie, které jsou ulozeny v jeji plazmé. Je nékolik typt
kryoprotekantt, ale nejcastéji je vyuzivané zloutkové.

Cerstvy ejakulat zistava ve stavu, v jakém byl od hiebce odebran a tak nepieZije vice
nez nekolik hodin. Musi se udrzovat pfti stalé télesné teploté (38 °C) a slouzi k okamzitému

zpracovani.
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Chlazeny ejakulat se uchovava pii teploté 3-4 ° C po dobu az 72 hodin. Tato metoda
zpracovani umoziuje dopravu pies veétsi vzdalenosti ve specidlnich naddobach, které udrzuji
sperma chlazené.

Mrazeny ejakulat je zpracovan obdobné jako chlazeny ejakulat ovSem je tfeba ptidat
adekvatni kryoprotektant, kterym je naptiklad glycerol. Mrazeny ejakuldt obsahuje mensi
mnozstvi fedidla, takze je vice koncetrovany (Davies, 2005).

Pii zpracovani ejakulatu pro zmrazeni dodrzujeme nasledujici postup. Nejprve
odebereme sperma bez gelové frakce. Provedeme kontrolu nativni ejakulat, ktera zahrnuje
motilitu a koncentraci. Nasledné¢ musime ejakulat ziedit a dat do centrifugy abychom se
zbavili tekuté ¢asti - supernatantu. Nasledné se ptida fedidlo s obsahem kryprotektivnich latek

a bilkovin. Nakonec se nafedéné spermie zabali a zmrazi se (Samper, 2009).

3.6 Kryokonzervace hireb¢iho spermatu

Obecné lze fici, ze se sperma hiebce da rozdélit na dobfe a Spatné mrazitelné. Dobie
mrazitelni hiebci jsou nasledné klasifikovani jako ti, ktefi maji po rozmrazeni vice jak 40%
progresivné pohyblivych spermii. Spatné mrazitelni jsou potom ti, ktefi maji progresivni
motilitu okolo 20% (Hoffman et.al., 2011).

Technika zmrazovani spermii se neustdle vyviji, pfesto je tento zpusob uchovani
spermii hojn¢ vyuzivan. Ma mnoho vyhod jako jsou niz§i naklady, dostupnost semene,
sniZzeni rizika pfenosu pohlavnich chorob, lepSi nacasovani inseminace nebo zvySeni
genetického souboru. Mezi nevyhody patii sniZzeni poctu biezich samic v zavislosti na tom, 0
jakého hiebce se jedna, zvySené ndklady majitele klisny, zvySeni pracovni sily nebo
nedostate¢na standardizace inseminacnich protokolti, zmrazenym semenem, pro chovné
klisny (Samper, 2009).

Po odbéru a zadkladnim zpracovani spermatu hiebce nasleduje centrifugace spermatu,
ktera ma dva diivody. Prvni z nich je uplna eliminace semenné plazmy a druhym diivodem je
poskytnuti suspenze s vysokou koncentraci spermii. Semenna plazma je nezadouci pfii
zmrazovani protoz poskozuje spermie. A tak se ukdzalo jeji odstranovani jako prospésné
(Amann and Pickett, 1987).

Monteiro et.al. (2011) uvadi, Ze se odebrany ejakulat natedi v poméru 1:1 a
centrifuguje pfi 600 x g/10 minut. Nasledné se piida kryokonzervaéni Zloutkové fedidlo a
op¢t se provede centrifugace, pokud se v supernatantu vyskytuje stale velké mnozstvi spermii.

Konec¢na koncentrace spermii by méla byt 200 milionti viabilnich spermii/ml.
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Nasleduje ekvilibrace, kdy jsou vzorky zabalené do 0,5 ml pejety jsou, pfi teploté 5 °C
po dobu 20 minut (v zavislosti na vyrobci), uskladnény v chladicim boxe a poté jsou
zmrazeny v parach tekutého dusiku tak, Ze se daji 6 cm nad jeho hladinu po dobu 20 minut

(Amann and Pickett, 1987).

3.6.1.1 Baleni vzorka

Jako jedny z prvnich obali byly vyuzivany pelety (Amann and Pickett, 1987). To se
vSak neukdzalo jako nejlepsi zplisob uskladiiovani, a tak se v dnesni dob¢ se pro uchovani
spermatu nejcastéji pouzivaji plastové pejety, které maji 0,5 ml. Jako dalsi alternativou jsou
aluminiové obaly (Awad, 2003).

3.6.1.2 Proces mrazeni

V priibéhu let byly rozvinuty mnohé metody pro kryoprezervaci ejakulatu. Jedna se o
mrazeni v suchém ledu — pomalé mrazeni, rychlé mrazeni - vitrifikace. Aby nedochazelo
k poskozovani bunék vlivem ledovych krystalkli, musi se pouzit fada kryoprotektiv (Green
and Fleming, 1997).

Principem pomalého zmrazovani je postupné chlazeni spermii po dobu 2-4 h ve 2-3
°C. Tuto metodu lze vykonéavat ru¢né nebo pomoci automatického stroje. Optimalni pocatecni
rychlosti mrazeni vzorku, u rué¢ni metody, z pokojové teploty do 5 °C je 0,5-1 °C/1 minutu
(Mahadevan and Trounson, 1983). Nasledn¢ je vzorek mrazeny od 5 °C do -80 °C rychlosti 1-
10 °C/ 1 minutu. Poté je ponofena do kapalného dusiku o teploté -196° C (Thachil and Jewett,
1981). Pomoci automatického stroje lze dle protokolu naprogramovat piistroj pro chlazeni
220 °C na -80 °C pfi frekvenci 1,5 °C za 1 minutu a nasledné az o 6 °C za 1 minutu. Tyto
automatické stroje maji v sobé zabudované desky, které drzi pejety stabilné v zasobniku, kde
jsou chlazené pomoci par tekutého dusiku. K dokonceni mrazeni se pejety odstrani a ponofi se
do tekutého dusiku, kde je teplota -196 °C (Holt, 2000).

Vitrifikace, neboli rychlé mrazeni, je proces, pii kterém neni vyuzivano kryoprotektiv,
ale fedény ejakulat je ponofen piimo do tekutého dusiku na médénych kryolop nosicich
(Nawroth et al., 2002).

Pro vyuziti inseminacni davky je zapotiebi ji rozmrazit a to nasledujicim zpiisobem. Do
vodni lazn¢€, kterd je vyhtata na teplotu 37 °C, se na 30 sekund ponoii pejeta, ktera byla
vyndana z tekutého dusiku. Po vyjmuti z vodni lazn¢ se dokonale pejeta osusi papirem a

obsah se prelije do zkumavky a da se do vodni lazné (Contreras-Mendez and Medrano, 2015).
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3.7 MozZnosti zlepSeni kvality spermii po rozmrazZeni

U kryokonzervovanych spermii savcl se obecné uvadi, ze maji narusenou plodnost ve
srovnani s ¢erstvym spermatem. To se projevi snizenim zivotaschopnosti po rozmrazeni a na
zméndch v poméru subpopulaci. Dlvody ztraty viability jsou rizné. Jedny z nejcastéjSich
faktort jsou slozky fedidla, ptidavek kryoprotektant (glycerol), chladovy Sok nebo proces
centrifugace (Watson, 2000).

Ptitomnost semenné plazmy (SP) je povazovana za prospéSnou pro spermie, jelikoz
obsahuje mnoho proteint, Zivin a energie, ale je Skodliva pro jejich pfeziti pii procesu
mrazeni. Je znamo, ze SP obsahuje mnoho faktord, které pomahaji zachovat funkci spermii,
jako jsou naptiklad dekapacitaéni faktory (Perez-Pe et. al., 2001) ale také dalsi latky, které
zpusobuji inhibici motility spermii (Kordan et. al., 1998)Tyto inhibujici latky maji restrik¢éni
ucinek na motilitu spermii in vitro a na reaktivni druhy kysliku (ROS). ROS jsou skodlivé pro
dlouhodobé preziti spermii (Hammadeh et.al., 2008). Z téchto divodi se semenna plazma u
nékterych druhti (zejména u druhti, které maji vyssi podil semenné plazmy) odstranuje pred
procesem mrazeni a opét se ke spermiim piidava po rozmrazeni v procentualnim zastoupeni u
kterého je ptedpoklad, Ze zvysi jejich Zivotaschopnost (Barrientos-Morales et.al., 2018)

SloZeni semenné plazmy ma vliv nejen na spermie ale 1 na proces mrazeni. Jedna se
ptedevsim o bilkoviny, které jsou v rozmezi HSP-1-HSP-8, s vyjimkou HSP-4. Jsou periferné
vazany na povrch spermii v dob¢ ejakulace. HSP-7, u prasat se jedna o AWN, se miize podilet
na interakci spermie se zonou pellucidou. Enzym laktat dehydrogenasa (LDH) je povazovana
jako vyznamny faktor pro spravnou funkci spermii. Je Gizce spjata s objemem, koncentraci a
urovni viability. Koncentrace enzymi ACT, AP, aspartitaminotrasferaza (AST) a
glutamyltrasferdza (GGT) negativné ovliviiuji objem SP a pozitivné piisobi na koncentraci
spermii. Za vliv téchto enzymil pravdépodobné¢ miize to, zda pochazi z testikularni nebo
epidymalni casti varlete. U muz se vazi na povrch hlavicek spermii glykosidasy, jako je
napiiklad N-acetyl-d-glukoaminiddza (NAG), ktera se jevi jako vyznamna soucast
akrozomalni reakce. Glykosidasy obecné hraji vyznamnou roli pfi zrani spermie a b&hem
oplozovacich procest, ale u muzu snadmérnou expresi glykosidas ziejmé zpiisobuje
neplodnost v dasledku naruSeni funkce spermii (Kareskoski and Katila, 2008).

Tyto vlastnosti bilkovin dopliuje studie Maxwell et.al. (2006), kteti uvadéji, Ze obsah
protein v SP a semennd plazma obecné mtlize bud’ inhibovat, nebo aktivovat funkce spermii.
Hlavni proteiny, které byly izolované a charakterizované v plazmé obsahuji spermadhesin a

fibronektin-II. In vitro manipulace se spermatem, pro umélou inseminaci, zahrnuje procesy
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chlazeni, mrazeni a rozmrazovani a tim méni charakter bilkovin, které jsou vazané na povrch
spermii. Nékteré zmény zplisobené manipulaci mohou byt vratné, ale je to v zavislosti na tom,
jak je ejakulat zpracovavan. Miize dojit k destabilizaci jejich membranu, vlivem zmén
charakteru bilkovin, a také k piredc¢asné kapacitaci a snizeni piezitelnosti. V zavislosti na tom,
kdy tyto proteiny ke spermiim pfidame, miizeme ovlivnit miru ptfezitelnosti.

Tyto studie doplituji Rueda et. al. (2013), ktefi ve své praci uvadeji, Zze kryokonzervace
sniZzuje Zivotaschopnost spermii o 50 % a tudiz se snazili zjistit, které proteiny semenné
plazmy maji vliv na zivotaschopnost a pfezitelnost ejakulatu byka. Vysledky ukazuji, Ze
semenné plazmatické proteiny snizuji poskozeni spermii pfi kryokonzervaci, avSak zalezi na
davce kryoprotektantu a plemeni byka.

Dal$i moznosti, jak ovlivnit zlepSeni kvality spermii po rozmraZeni je spravna
koncentrace glycerolu. Glycerol jako slozka fedidla ovliviiuje Zivotni prostiedi spermie pfi
kryokonzervaci. Tim se tedy zméni reakce spermii na zmrazeni a rozmrazovani. Jeden
Z prvnich dokumentt, ve kterém byl zvefejnén pokus o zmrazovani spermatu, uvedl, Ze asi 25
% hiebcich spermii, které byly oddéleny od semenné plazmy a resuspendovany v pufru,
obsahujicim glukozu a glycerol, piezily zmrazeni na -79 °C a nasledné rozmrazeni. Navzdory
tomu, Ze je glycerol pro UspéSné zmraZeni nezbytny, muze poskodit bunééné membrany
spermie a Cini ji oplozeni neschopnou a to 1 pfes to, Ze se mize po rozmrazeni pohybovat.
Proto je jeho mnozstvi, ptidané do fedidla, omezené (Amann and Pickett, 1987).

Nedilnou soucasti procesu mrazenim centrifugace. Ta ovSem neni zcela neskodna. Jeji
Skodliveé u€inky mohou minimalizovat nizké otacky, které jsou béhem procesu pouZity. Dalsi
variantou je nafedéni spermatu. V kazdém piipadé by pocet pohyblivych spermii mél byt
stejny pied centrifugaci jako po ni. Pokud tomu tak neni, musi se odstfediva sila, doba trvani

centrifugace nebo fedici médium zménit (Amann and Pickett, 1987).

3.8 Pridavek semenné plazmy pred zmraZenim

Gunay et. al. (2006) ve své praci uvadéji vliv semenné plazmy na rozmrazené berani
spermie poté, co se pfed mrazenim do fediciho roztoku ptidédvalo 20 % SP byka. Vysledky
ukazuji, ze se po rozmrazeni zlepSila plodnost a celkové méla podptrny ucinek.

Autofi Ferreira et. al. (2014) ve své praci publikuji, Ze 1 na kozlim ejakuléatu je patrny vliv
poté, co se pfidala semenna plazma do vajecného fedidla. Vysledky ukazuji, Ze po pfitomnost

semenné plazmy v fedidle ptiznivé zvysuje zivotaschopnost kryokonzervovanych spermii.
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Podobné studie byly zvetejnéné i od Aurich et.al. (11996), ktefi ve své publikaci
zkoumaji vliv pfidavku semenné plazmy pfed mrazenim na hieb¢i spermie. Do fedidla se,
pted kryokonverzaci, piida semenna plazma od homologniho hiebce nebo od jinych hiebceu,
ktera ¢ini 30 % z celkového objemu spermatu. Z pokusu vyplyvéa, ze motilita neni vyznamné
ovlivnéna pfidanim semenné plazmy od stejného hiebce. Hrebciim, kteti maji nizkou
pohyblivost spermii po rozmrazeni, a membrana spermii je neporusend, pridavek semenné
plazmy od hiebci, ktefi maji pohyblivost spermii po rozmrazeni vysokou, zvysil motilitu.
Hiebcim se zvySenou motilitou po rozmrazeni, piidavek semenné plazmy od hiebcl se
snizenou motilitou po rozmrazenim, pohyblivost po rozmrazeni snizuje. Pokud se v ejakulatu
hiebce, s vysokou motilitou po rozmrazeni, vyskytuje velké procento poskozenych spermii
s inaktivnim akrosomem, je to zplisobeno pfidanim jeho vlastni semenné plazmy pied
kryokonzervaci. Z toho vypliva, ze slozeni SP u jednotlivet ovliviiuje jejich vhodnost pro
kryokonzervaci.

Al-Essawe et. al. ( 2018) naopak tvrdi, ze pokud se hiebctim odebrala semenna plazma
pfed mrazenim, zlepSila se kvalita spermii po rozmrazeni. Nasledn¢ dodavaji, Ze nebyly
prokazany ptiznivé ucinky, na spermie, pti pouziti SP od dobfe a Spatn€ mrazitelnych hiebcii.

V jiné studii zkouSeli Moore et. al. (2005) opétovné vystavit hieb¢i spermie, pred
kryokonzervaci, semenné plazmé a to bud’ kratkodobé, nebo dlouhodobé. Vysledky ukazuyi,
ze kratkodobé plisobeni SP nemélo vyznamny vliv na motilitu spermii, ale pii delSim

pusobeni se ukazuje jako Skodlivé.

3.9 Pridavek semenné plazmy po rozmraZeni

Jak uvadi studie Fernandez-Gago et.al. (2016) je prokdzano, ze ptidavek semenné plazmy
muize po rozmrazeni pozitivné ovlivnit spermie kancd. Autofi zkoumali vliv 3 rlznych
koncentraci semenné plazmy - 0 %, 10 % a 50 %, od kancu s dobrou fertilitou, po dobu 4
hodin ve 37 °C. Jako nejucinnéjsi se ukazalo 50% plazmy, ktera nejlépe chranila schopnost
spermii se pohybovat a jejich chromatin.

Podobné vysledky zaznamenali Fernandez-Gago et. al. (2013) jiz tfi roky diive, kdy
zjiStovali, zda piidavek plazmy bude mit vliv na kanci spermie. Vysledkem této studie bylo
ovSem tvrzeni, Ze pii pfidani 50 % semenné plazmy zhorSilo, po 4 hodinach inkubace,
zivotaschopnost spermii a zvysilo poskozeni akrosomu. Autofi se domnivaji, Ze je to
zpusobené zvysenym obsahem ROS a modifikuje biologii spermii.

Tyto dvé studie dopliuji i Okazaki et. al. (2009) kteti uvadéji, ze odstranéni SP vyrazné

neovlivnilo motilitu kan¢ich spermii po rozmrazeni. Dale uvadéji, ze zmrazeni spermatu bez
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SP vyrazné€ zvysilo ztratu akrosomu piidani 10 % SP k rozmrazenym spermiim potlacila tyto
zmény na spermiich. Tyto metody zmrazovéani (odstranénim SP ihned po odebrani ejakulatu)
spermii se ukazuji jako prospésné a zvySuji ispéSnosti umelé inseminace u kanct, ktefi maji
Spatn¢ mrazitelné sperma.

Podobn¢ jako u kancl i u berani ma vliv semenné plazmy na spermie pii
kryokonzervaci. Tento ucinek lze pozorovat po rozmrazeni. Promyti semene roztokem
sachardzy a odstranéni SP, pied mrazenim, zajiStuje zvySeni viability. DalsSim faktem je, ze
po podani SP po rozmraZeni, nebo alespon jeji frakce, zvySuje akrosomalni a plazmatickou
membranovou integritu, zivotaschopnost a motilitu Ollero et. al. (1997).

Vliv semenné plazmy na berani spermie po rozmrazeni byl sledovan i v préci Ollero et.
al. (2013). Vysledky této prace ukéazaly, ze proces mrazeni a rozmrazovani predstavuji ztratu
heterogenity spermii a integrity membrany. Tyto ztraty byly méné Casté, kdyz se SP odstranila
pred mrazenim a ptidala se az po rozmrazeni. Navic byla prokdzana zvysena Zivotaschopnost
a heterogenita spermii, u kterych SP nebyla pfitomna.

Moore and Graham (2004) poukazuji, Ze pfidani semenné plazmy po rozmraZeni
hiebc¢ich spermii je nezbytnou prevenci proti pred¢asné kapacitaci a jiz kapacitované spermie
se mohou vratit do stavu ptred kapacitaci. Také je podporovana fertilita.

Mnoho vyzkuml ukazuje, Ze semennd plazma (SP) ma negativni vliv na hieb¢i
spermie béhem jejich skladovani. Jedna se o chlazené i kryokonzervované spermie. Proto se
sniZuje jeji obsah pifed mrazenim. Pokud se SP snizi na pfiblizné <5 %, spermie jsou schopny,
udrzet si motilitu béhem dlouhodobého skladovani, na rozdil od vzorkd, kde se SP
pohybovala okolo 10-30 %. Pokud se SP odstranila uplné, byly zaznamenany vynikajici
vysledky v oblasti integrity DNA a motility spermii. Uginky SP jsou odli$né u jednotlivych
hiebcti. N€které slozky SP jsou nezbytné pro skladovani spermatu a fertilitu.

Proto je nutné pohliZet na hieb¢i sperma individuelng a odstranit vétSinu semenné plazmy
u té€ch hiebcil, kteti maji sperma citlivé na chlazeni a skladovani. Rozdil v pfeziti spermii byl
hodnocen mnoha studiemi. Pfi pouziti pouze spermiové Casti ejakulatu a nafedéni 25 x 106
spermii / ml se zlepSilo udrzovani motility spermii (25 a 24 hodin skladovani), na rozdil od
celkového ejakulatu s niz§im fedénim. Motilita a integrita po rozmrazeni u centrifugovanych
frakci ejakulatu, bohatych na spermie, byla lepsi, nez u necentrifugovaného celého ejakulétu a
necentrifugované frakce bohaté na spermie — spermiové ¢asti (Kareskoski and Katila, 2008).

De Andrade et.al. (2011) pfedchozi studii dopliiuji prokézanim, ze pfidani 20 % SP, po

rozmrazeni, zvySuje plazmatickou a membranovou integritu. Motilita zlistala nezménéna.
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Pokud se pfidala homologni SP, dochadzelo ke snizovani poctu bunck s progresivnim
pohybem. U autologni SP se naopak snizovala amplituda bo¢niho posazeni hlavicky.

Barrientos-Morales et. al. (2018) ve své publikaci naopak uvadéji, ze ptidavek SP pied
mrazenim nijak neovlivnil kvalitu ejakulatu, avSak po pfidani 20% plazmy po rozmrazeni
doslo k nariistu procenta spermii s intaktnim akrozomem.

Pokud porovname vysledky u epidimalnich spermii pak Neuhauser et.al. (2014) ve své
publikaci popisuji, Ze pfidani semenné plazmy po rozmrazeni spermii mize mit aktivacni a
ochranné ucCinky a to predevSim okolo 20 % a 50 %. Vyss§i zastoupeni SP jiz motilitu
nezvysovalo.

Aurich et.al. (1996) dopliuji, ze pridavek semenné plazmy, ktera je od stejného hiebce
jako sperma, po rozmrazeni ovlivnil motilitu z36,0 x 1,6 % na 32,0 x 3,7 % pficemz
McKinnon et.al. (2001) uvadéji, ze ztrita motility, 1 pfes zachovani membranové a

mitochondrialni integrity, je ¢asta u kryokonzervovanych i chlazenych ID.
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4 Material a metodika

4.1 Roztoky

4.1.1 Fyziologicky roztok

Jedna se 0 0,9% vodny roztok chloridu sodného.

4.1.2 Semenna plazma

Ejakulat byl odebran od 10 hiebci s primérmné mrazitelnym semenem Vv
certifikovaném Equinnim reprodukénim centru s.r.o. (ERC). Pro tuto diplomovou praci byly
pouzity dva typy semennych plazem. Od prumémé mrazitelného a od extrémné dobie
mrazitelného hiebce, u které¢ho se semenné plazma pojmenovala jako supersemenna.

Semennd plazma se zpracovavala tak, ze se odebrany ejakulat umistil do 15 ml
centrifuga¢nich zkumavek a nasledné pii 10 000 g po dobu 10 minut probé¢hla centrifugace.
Poté se odebral supernatant, neboli semennd plazma, a ta se rozpipetovala do 1,5 ml
zkumavek ependorf. Takto ptipravené vzorky semenné plazmy se uchovaly pii -80 °C az do
dalsiho pouziti.

Kvalitativni parametry hiebcli, ktefi poskytli super semennou plazmu, byly
nasledujici. Thned po odbéru byl primérny objem 80 ml spermatické frakce, koncentrace byla

800-900 x 10%ml a motilita byla >95 %. Po rozmrazeni byla motilita v rozmezi 60-70 %.

4.2 Odbér, kryokonzervace a rozmrazeni inseminac¢nich davek

Ejakulat byl odebran od 10 hiebcl za pomoci umélé vaginy oteviené¢ho typu a byl
zpracovan ihned po odbéru. Zhodnotila se jeho motilita, koncentrace a objem. Byl nafedén
mléénym fedidlem a byl vlozen do centrifugy na 15 minut pii 650 g. Nasledné byl odstranén
supernatant a spermie byly zfedény lakt6zo-EDTA-zZloutkovym fedidlem. Konecna
koncentrace spermii byla 350 x 10° progresivné pohyblivych spermii v insemina&ni davce. ID
(n = 41). Takto nafedény ejakulat byl zabalen do aluminiovych tub o objemu 5 ml.

Poté se ekvilibrovaly pii 5 °C po dobu 2 hodin a nasledné horizontdlnim mrazenim na
polystyrenové krabici zmrazeny a vlozeny do tekutého dusiku.

Rozmrazeni ejakulatu, po vyjmuti z tekutého dusiku, probehlo pii 37 °C ve vodni lazni
po dobu 30-60 s.
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4.3 Design experimentu

Pro praci byly vybrany insemina¢ni davky od $patné mrazitelnych hiebct s motilitou
20% a méné. Po rozmraZeni se u ID stanovila koncentrace s davka se natedila fyziologickym
roztokem. Takovéto ID se rozd€lily na tfi alikvoty — kontrolni, semennd a supersemenna.
Kontrolni alikvéta zlstala nafedéna jen fyziologickym roztokem. K semenné alikvoté bylo
pfidano 33,3 % semenné plazmy, od primérné mrazitelného hiebce, z celkového objemu
inseminaéni davky. Supersemennd alikvota obsahovala 33,3% plazmy od velmi dobie
mrazitelného hiebce, z celkového objemu ID. Alikvéta semenné plazmy byla oznacena SP a
alikvoza supersemenné plazmy S. Takto piipravené vzorky se nechaly v 37 °C inkubovat po
dobu 5 minut pro ¢as TO. Druhou ¢asti experimentu bylo hodnoceni po uplynuta 30 minutové
inkubace, tedy se jednalo o skupinu vzorkli nazvanou T30. U TO i T30 se hodnotila motilita,

HOS a viabilitu. (Schéma 1).

Schéma 1. Design expermientu

“ m m m e
33,3% ghj,
p|azma /
33,3% gbj,

4.4 Statisticka analyza

Data byla vyhodnocovana pomoci programu Statistika 12. Pro analyzu motility spermii
byla pouzita shlukova analyza (vicerozmérna analyza) s pouzitim shlukové metody k-
priméru. Spermie byly na zadkladé CASA parametri redistribuované do tfech shlukd, které
tvotily kategorie pomalych, stiedné rychlych a rychlych spermii. Na analyzu
hypoosmotického testu a pro test na viabilitu byla vyuzita vhodna analyza rozptylu —
jednofaktorova a vicefaktorova ANOVA. Data byla hodnocena na hladin¢ vyznamnosti (p <
0,05).
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4.5 Hodnoceni

Pro hodnoceni motility byla zvolena objektivni metoda CASA (Nis-Elements, verze

4.30, Laboratory Imaging, Ceska republika). Vzorek o objemu 3 pl byl vlozen na 37°C

predehiatou Maklerova komitrku (Sefi-Medical Instrument, Izrael).

Hodnoceni bylo na principu 41 po sob¢ jdoucich, digitalizovanych obrazu, které byly

Vv Casovém useku 0,66 pofizeny s fotoaparatem pii frekvenci 60 fsp (DMK 23UMO02I;

Imaging Source, Némecko). Méfilo se 6 poli a vyhodnoceni probéhlo pomoci fazového

mikroskopu (Eclipse E600; Nikon) vybaveného nahtivaci desti¢kou, pfedehiaté na 37 °C. Pro

hodnoceni celkové motility se bralo procento spermii, které méli prahové hodnoty STR a

VAP pro progresivni motilitu byly 50% a 30 um /s.

VCL

VAP

VSL

ALH

LIN

WOB

STR

BCF

Véznik (2004) uvadi pi‘ehled parametri, které se hodnoti u pohyblivych spermii:

curvilinear velocity — rychlost hlavicky na skute¢né draze, praimér mezi dvéma body
méfeni

average-path velocity — rychlost hlavicky na pfimé draze. Vyjadii se tim plynulejsi
pohyb.

straight-line velocity — méfeni probiha mezi po¢ate¢nim a kone¢nym bodem a jedna se
o rychlost hlavicky na pfimé draze

amplitude of laterdl head displacemant — odvozenim od VCL a VAP se zm¢éfi
maximalni mozna oscilace hlavi¢ky spermie. Jedna se o odraz pohybu biciku.

lineary — ze vzorce (VSLVCLx100) se vypocita linearita skutecné drahy. Vysledek je
uvadén v procentech.

wobble — ze vzorce (VAP/VCLx100) vypoéteme stupen oscilace skuteéné drahy
kolem jeji naptimené drahy. Vysledek je v procentech.

straightness — pifimost napfimené drahy. VzoreCek procento parametr je
(VSL/VAPx100) [%].

beat cross frequency — jedna se o mnozstvi kolikrat je skute¢na draha piekiiZzena

napifimenou dréhou [Hz].
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45.1 Hypoosmoticky test

K hodnoceni procentudlniho zastoupeni spermii se sto¢enym bic¢ikem bylo vyuZzito
hypoosmotického testu (HOS). Do 100 ul roztoku, ohfatého na 37 °C, se ptidalo 10 um
spermii. Pipetou se naneslo 15 ul spermii na sklicko. Nakonec se roztérovym sklickem, se
skosenou hranou, provedl natér a vzorek se nechal zaschnout na nahtivaci desce. Sklicka se
hodnotila pod fazovym mikroskopem s objektivem 40x, pro ¢as TO i T30. Pocitalo se 200

spermii na sklicko. Vysledky byly zaznamenany v procentech.

45.2 Viabilita

Pro zjisténi procentuelniho zastoupeni viabilnich spermii bylo pouzita metoda barveni
eosinem a nigrosinem. Nejprve se na hodinové sklicko pipetou umistilo 15 pl spermii.
Nasledné se k nim ptidalo stejné mnozstvi eosinu a cely vzorek se jemné promichaval po
dobu 20 vtefin. Po uplynuti tétot doby se ptidalo opét 15 ul nigrosinu a 20 vtefin se lehce
vzorek promichal. Nasledné byl proveden natér.

Hodnotilo se pod imerznim objektivem se zvétSenim 1000x, pro ¢as TO i T30.
V diplomové praci jsou uvedeny dvé skupiny spermii. Ty, které oznacujeme, jako Zivé se
zobrazovaly bile a mrtvé spermie méli Cervenou barvu. Pocitalo se 200 spermii na sklicko.

Vysledky se uvadély v procentech.
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S5 Vysledky

U odebranych vzork bylo zjistovano, zda ptidani semenné plazmy do rozmrazenych spermii
ovlivni jejich motilitu, pficemz byly hieb¢i davky hodnoceny v ¢asech TO a 30 minut.

Celkova motilita se u vSech experimentalnich skupin v ¢ase TO a T30 nelisila, ovSem u
vSech tii skupin doslo k signifikantnimu snizeni v ¢ase T30 oproti TO.

Jednd se o statisticky vyznamny rozdil, kdy u kontrolni skupiny doSlo ke snizeni
primérmych hodnot z 10,9 = 7,0 % na 6,6 = 6,3 %. Semenna plazma v ¢ase 0 byla 10,8 + 8,8
% a po 30 minutidch doslo k poklesu na 5,2 + 4,0 % a primérnd hodnota u supersemenné
plazmy v ¢ase 0 byla 11,9 + 7,0 % a po 30 minutach se snizila na 5,4 + 6,2 % (Tabulka 1).

Progresivni motilita se u vSech experimentalnich skupin v ¢ase TO a T30 nelisila,
ovSem statisticky vyznamna odli$nost byla zaznamenana u jednotlivych skupin na hladiné
vyznamnosti (p<0,05). Kontrolni skupina klesla po 30 minutadch z 9,7 = 7,0 % na 5,4 + 5,5 %.
Skupina semenné plazmy klesla po ¢ase 30 z 9,5 + 8,5% na 4,4 + 3,3% a supersemenna klesla

z10,8+7,0 % na4,8+5,9 %.

Tabulka 1. Rozdily po pfidani semenné nebo supersemenné plazmy na celkovou motilitu

spermii v ¢asech TO a T30.

TMOT [%]
TO T30
K 10,9 + 7,07 6,6 + 6,3°
Sp 10,8 + 8,8° 52+4,0°
S 11,9 + 7,0 54+62°

® hodnoty s riznymi indexy v fadku se 1isi na hlading vyznamnosti (p<0,05)

Tabulka 2. Rozdily po pfidani semenné nebo supersemenné plazmy na progresivni motilitu
v ¢asech TO a T30.

PMOT [%]
TO T30
K 9,7 +7,0% 54+5,5°
Sp 9,5+ 8,5 4.4+33°
S 10,8 + 7,0 4,8 +5,9°

@ hodnoty s riznymi indexy v fadku se li$i na hlading vyznamnosti (p<0,05)
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Byly hodnoceny kinematické parametry v ¢ase TO a nasledné v ¢ase T30 po ptidani
semenné a supersemenné plazmy. ALH po pfidani semenné plazmy bylo v ¢ase TO vyssi nez
po pridani supersemenné plazmy. BCF se po pfidani semenné plazmy zvysilo oproti kontrole.
LIN, STR, VAP, VCL VSL a WOB byly v priméru prokazatelné vyssi po pfidani semenné
plazmy oproti supersemenné plazmé. V Case inkubace 30 byl ALH vyssi po pfidani semenné
plazmy oproti supersemenné. BCF, LIN a STR byly vyssi po pfidani supersemenné plazmy
oproti semenné. VAP, VCL, VSL a WOB byly vyssi po pfidani semenné plazmy oproti
supersemenné plazme.

Dale byl hodnocen rozdil mezi ¢asem inkubace TO a T30. U kontrolni skupiny byl
prokazan rozdil mezi jednotlivymi ¢asy u parametrit BCF, LIN, STR, VAP, VSL a WOB, kdy
v ¢ase 0 byly hodnoty vy$si nez ve 30. U skupiny semenné plazmy byl prikazny rozdil u
vSech uvedenych parametri, kdy v ¢ase 0 byly hodnoty vyssi u BCF, LIN, STR, VAP, VCL,
VSL a WOB. ALH hodnota byla v ¢ase nula nizsi nez v ¢ase T30. Skupina supersemenné

plazmy byla ve vSech parametrech v ¢ase TO vyssi nez ve 30 minutach.

Tabulka 3. Rozdily po pfidani semenné nebo supersemenné plazmy na kinematické parametry

spermii v ¢asech TO a T30.

TO T30
K SP! S* K sp* sP

ALH | 3415 3,0+1,8 371,70 34+16 10,258 33+1,6
BCF | 11,0622 | 11,366 11,6 £6,7° 9,6+5,7% 10,2 +5,8 10,3+5,9
LIN [385+133% | 40,1146 | 40,7+13,7° [333+121®| 36,0+133 372+ 13,0
STR |857+14,5°| 859+153" | 87,6+13,6° |[808+168" | 823+167 85,6+ 13,2
VAP | 424+238% | 50,1£29,1* | 487+273" [37,1+213™ | 408+258 382+227
VCL | 959+482 | 109,8+57,6° | 106,5+54,2° | 92,4+490 | 96,1+580 89,0 £ 454
VSL | 37.4+234% | 445+285" | 440+27,1° [31,0+205" | 34,8+248 33.9+22.6
WOB | 4431117 | 458=122" | 458=115 [40,7+102™ | 43,1+11.2 428+112

® yvedené rozdilné horni indexy v fadku znaéi statisticky vyznamny rozdil (p<0,05) mezi vzorky v TO

Al

parametry oznacené skupiny v ¢ase T30

la, 1b

12

parametrti experimentalni skupiny

*/** rozdilné indexy v fadku znadi statisticky vyznamny rozdil (p<0,05) mezi TO a T30 u v8ech hodnocenych

parametrl experimentalni skupiny
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rozdilné indexy v fadku znaci statisticky vyznamny rozdil (p<0,05) mezi TO a T30 u vSech hodnocenych




Problematika subpopulaci v ejakuldtu je velmi opomijenou ¢asti pti vyhodnocovani.
Pokud mluvime o subpopulacich Ize fici, ze se jedna o skupiny spermii, které se v ejakulatu
rizné rychle pohybuji. MiiZzeme je tedy rozdélit na pomalé, sttedné rychlé a rychlé.

Z grafu je patrné, ze kontrolni skupina se oproti skupiné s pfidanou semennou
plazmou v ¢ase TO vyznamné neliSila v zadné z porovnavanych skupin — pomalych, stfedné
rychlych a rychlych spermii. Oproti tomu po ¢ase inkubace T30 se oproti kontrole u skupiny
supersemenné plazmy signifikantn€ snizil pocet sttedné rychlych spermii a zvysil se pocet
rychlych spermii. Po€et pomalych spermii se nelisil. (Graf 1).

Z toho vyplyva, ze pridavek semenné plazmy pozitivné ovlivnil ejakulat, jelikoz se

zvysil pocet rychlych spermii po 30 minutach.

Graf 1. Rozd¢leni subpopulaci u ejakulatu od $patné mrazitelnych hiebcti. Porovnani kontroly

(K) a semenné plazmy (SP) v ¢ase TO a T30.
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™ hodnoty s riiznymi indexy v sloupci se lisi na hlading vyznamnosti (p<0,05)
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Dale se porovnavala kontrolni skupina (K) a supersemenna plazma (S) v ¢ase TO a
T30 (Graf 2). V case TO se kontrolni skupina od supersemenné plazmy statisticky vyznamné
neliSila. AvSak po 30 minutach inkubace doslo u kontrolni skupiny ke zvySeni poctu stiedné
rychlych spermii a snizeni rychlych spermii. V porovnani se supersemennou plazmou v Case
T30 se zvysil pocet rychlych spermii a zaroven se snizil pocet sttedné¢ pomalych. Pocet
pomalych spermii se nelisil.

Ztoho vyplyva, Ze supersemennd plazma méla pozitvni efekt na procentudlni

zastoupeni rychlych spermii.

Graf 2. Rozdéleni subpopulaci u ejakulatu od $patné mrazitelnych hiebcl. Porovnani kontroly

(K) a supersemenné plazmy (S) v ¢ase TO a T30.
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™ hodnoty s riznymi indexy v sloupci se li§i na hlading vyznamnosti (p<0,05)
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Jako posledni se porovnavala semenna (SP) a supersemenna plazma (S) v ¢ase TO a 30
(Graf 3). Jak je z grafu patrné nebyla zaznamenana statisticky vyznamna odchylka mezi ¢asy

inkubace pii porovnani téchto dvou skupin.

Graf 3. Rozd¢leni subpopulaci u ejakulatu od $patn¢ mrazitelnych hiebcti. Porovnani semenné

plazmy (SP) a supersemenné plazmy (S) v ¢ase TO a T30.
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U testovanych skupin bylo dale zjistovano, zda pridani semenné nebo supersemenné
plazmy ovlivni vysledky hypoosmotického testu. Nasleduji tabulka ukazuje, ze v ¢ase TO se
nevyskytoval mezi testovanymi skupinami vyznamny rozdil. AvSak v ¢ase T30 se skupiny
signifikantn¢ lisily na hladiné vyznamnosti (p<0,05) a to mezi kontrolni skupinou a semennou
plazmou. Pfi porovnani ¢asu inkubace se vyznamné lisila skupina semenné plazmy (p<0,05)

(Tabulka 4).

Tabulka 4. Rozdily po pfidani semenné nebo supersemenné plazmy na integritu membrany

v ¢asech TO a T30.

HOS" [%]
TO T30
K 33,5+ 10,1 34,2 + 8,41
Sp 34,5 +9,8° 29,4 + 10,3
S 33,6 +9,9 329+11,3

®hodnoty s riiznymi indexy v fadku se lidi na hlading vyznamnosti (p<0,05)

2hodnoty s riiznymi indexy ve sloupci se 1isi na hlading vyznamnosti (p<0,05)
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Hodnotila se také viabilita. V case TO u vSech experimentalnich skupin nebyl,
zaznamenam statisticky vyznamny rozdil. Stejné¢ tomu bylo i v ¢ase T30. OvSem pii
porovnani dob inkubace u jednotlivych skupin se data liSila na hladin¢ vyznamnosti (p<0,05)

a to konkrétné u kontrolni skupiny a supersemenné plazmy (Tabulka 5).

Tabulka 5. Vliv pfidani semenné nebo supersemenné plazmy, na viabilitu rozmrazenych

spermii Vv ¢asech TO a T30.

VIABILITA [%]
TO T30
K 47,6 + 9,8 39,3 +10,2°
Sp 457 +83 41,7+11,0
S 46,1 +9,8° 37,8+ 11,1°

®hodnoty s riznymi indexy v fadku se li§i na hlading vyznamnosti (p<0,05)
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6 Diskuze

Obecné lze fici, Ze se sperma hiebce da rozdélit na dobfe a Spatné mrazitelné. Dobie
mrazitelni hfebci jsou nasledné klasifikovani jako ti, ktefi maji po rozmrazeni vice jak 40%
progresivné pohyblivych spermii. Spatnd mrazitelni jsou potom ti, kteifi maji progresivni
motilitu okolo 20% (Hoffman et.al., 2011). Kuisma et.al. (2006) odhadli, Ze asi 20% hiebci je
dobfe mrazitelnych a dalSich 20 % je Spatné¢ mrazitelnych a vétSina hiebcli (tedy 60%)
produkuje sperma nevhodné k mrazeni, avSak Ize jej technikami mrazeni UspésSné
kryokonzervovat.

Vzhledem Kk tomu, ze je zhruba 20% $patné mrazitelnych hiebcti zaméfili jsme se v
této diplomové praci pravé na insemina¢ni davky od takovych hiebcd. Jejich motilita, po
rozmrazeni, byla 20 % a mén¢.

Vysledky této prace ukazuji, ze celkova motilita klesla po 30 minutach inkubace nizsi u
vSech ID, jak u kontrolni tak i u semenné a supersemenné plazmy. Pfi hodnoceni vlivu
pridavku semenné nebo supersemenné plazmy na celkovou motilitu nebyl prokazan
vyznamny efekt. Dale byl hodnocen vliv doby inkubace na progresivni motilitu. Z vysledkta
vyplyva, Ze opét doslo k poklesu primérnych hodnot po 30 minutach. Nejvétsi pokles byl
zaznamenan u ID, kam byla pfiddvana semennd plazma a nejlepsi vysledky, s nejvysSimi
hodnotami, méla kontrolni skupina. Vliv pfidavku semenné nebo supersemenné plazmy, na
progresivni motilitu, nebyl prokazan. Aurich et. al. (1996) testovali pfidani 30 % semenné
plazmy od dobife mrazitelnych hiebcu (tedy s motilitou spermii, ktera se pohybuje okolo 30%
a vice po rozmrazeni), ke spermiim hiebcl s $patnou pohyblivosti, a uvadéji, ze semenna
plazma zvysila procento progresivné motilnich spermii. Pokud se ke spermiim pfidala SP od
Spatn¢ mrazitelného hiebce, snizila se motilitu spermii po rozmrazeni z 36,0 = 1,6 % na 32,0
+ 3,7 % (p < 0,05). Oproti tomu De Andrade et.al. (2011) ve své publikaci taktéZ hodnoti
pfidani semenné plazmy (SP) ke hfeb&im spermiim po rozmrazeni a uvadéji, Ze ptidani 20%
SP, coz je jesté o 11,3% méné nez bylo ptiddvano v této diplomové praci, po rozmrazeni
motilitu neméni. VIiv SP se hodnoti i u epididimalnich spermii a ucinky popisuji napiiklad
Neuhauser et. al. (2014) ktefi uvadéji, Zze pii pfidani 20% - 50% SP, dochazi k aktivacnim
ucinkiim spermii — tedy dochazi kjejich zvySenému pohybu. Pii dal§im zvySovani
procentudlniho podilu semenné plazmy se jiz Zddné vlivy na spermie neprojevovaly, nicméné
V této praci, u ejakulovanych spermiim, se pfidani semenné plazmy (konkrétné 33,3%)
neprokazalo jako uc¢inné pro zvysSeni jejich aktivity. Jak vyplyvad z mnoha publikaci, na

motilitu spermii nema dobry efekt dlouhodobéd inkubace, jelikoz dochazi ke snizovéani
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pohyblivosti spermii. Vysledky uvedenych praci ukazuji, ze pokud se ke $patné mrazitelnym
spermiim hiebcti pfida SP od dobfe mrazitelnych hiebcti, zvysi se motilita. Ve srovnani
s touto diplomovou praci se ovsem prace neshoduji, jelikoz jsme hodnotili ID od Spatné
mrazitelnych hiebcti a tudiz dochéazelo k poklesim v motilité. I pies to, ze prace Neuhauser et.
al. (2014) je hodnocena na epididimalnich spermiich ukazuje, ze pfili§ vysoké procento SP
nezlepsuje motilitu spermii a dokonce dochazi k jejimu snizovani. Proto lze fici, ze nizsi
procento SP je lepsi pro zvySeni motility.

Dale byly v to diplomové praci hodnoceny jednotlivé kinematické parametry spermii.
Z vysledki vyplyva, ze ptidani 33,3% semenné nebo supersemenné plazmy ma statisticky
prikazny vliv na v§echny kinematické parametry v ¢ase TO i T30 (p<0,05).

Vysledky ukazuji, ze hodnoty VAP, VCL a VSL signifikantné narostly v ¢ase TO, oproti
kontrole coz znac¢i lepsi motilitu a tim i1 potencidlni schopnost spermie uplavat delsi
vzdalenost. Stejné statisticky vyznamné vysledky (p<0,05) byly zaznamenany u téchto
parametrti v ¢ase T30 az na parametr VCL u kterého jsme zaznamenaly pokles hodnot oproti
kontrole. Pii hodnoceni vlivu doby inkubace na kinematické parametry, byl zjistén u
jednotlivych ID mezi experimentalnimi skupinami, byl zjistén signifikantni rozdil. U
kontrolni skupiny se parametry VAP a VSL statisticky vyznamné sniZily po 30 minutach
inkubace a u VCL nebyl zjistén vyznamny rozdil. U zkoumanych skupin semenné a
supersemenné plazmy byl ve vSech tfech parametrech — VAP, VCL a VSL zjistén statisticky
vyznamny rozdil, kdy se hodnoty téchto parametri snizily oproti kontrole (p<0,05).
Neuhauser et.al. (2014) ve své praci naopak uvadéji, Ze hodnoty VAP a BCF stoupaji, u
epididimélnich spermii, S rostouci koncentraci semenné plazmy. Toto pravidlo plati az do
50% semenné plazmy. Pticemz pfi pfidani 80% a vice dochédzelo ke sniZeni hodnot. Déle
hodnoty VCL, VSL a ALH byly vyssi po pfidani semenné plazmy s vyjimkou VSL pii 80%
SP. Naproti tomu hodnoty LIN, STR a WOB klesly s rostouci koncentraci SP. Braun a kol.,
(1994) v podobné praci uvadéji, ze semenna plazma je schopna zvysit motilitu bezprostifedné
po jejim ptidani k ejakulovanym i epididimalnim spermiim. Po del$i dobé inkubace se tento
efekt vytraci. Z vysledkl je patrné, ze dlouhodobéd konverzace spermiim pfili§ neprospiva a
odrazi se to pravé na klesajicich hodnotach kinematickych parametri, které jsme v této praci
zaznamenali. Jak vidime v praci Neuhauser et. al. (2014), ktery oproti této diplomové praci
ptidaval ke spermiim o 16,7% (a vice) semenné plazmy, vét§i mnozstvi SP nepiispiva ke
zlepSeni kinematickych parametrti spermii, dokonce je od 80% zhorSovalo. Lepsi vysledky
téchto autorti miZzeme pfisuzovat tomu, Ze epididimalni spermie do té doby nepfiSly do styku

se SP a tudiz pfidavek plazmy by mél mit lepSi u€innost nezli tomu je u ejakulovanych
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spermii, které byly pfedmétem testovani v této diplomové praci. Navic se jednalo v této DP o
ID od hiebct se Spatnou mrazitelnosti ejakulatu, a jak vychazi i z prace autorti Brauna a kol.
(1994) pridavek SP neni pii dlouhodobé inkubaci schopen zajistit zvySeni pohyblivosti
spermii.

V této praci byl kladen diraz i na problematiky subpopulaci, které¢ odrazeji problematiku
motilitu. Je patrné, Ze na procentuelni zastoupeni jednotlivych subpopulaci v ejakulatu ma
vliv Cas inkubace za soucasného porovnani jednotlivych roztokti. Byl prokdzan vyznamny
rozdil mezi kontrolou a semennou plazmou, po 30 minutach, kdy po ptidani semenné plazmy
doslo ke zvySeni procentudlniho zastoupeni rychlych spermii ve stfednérychlé subpopulaci.
Pti porovnavani kontroly a supersemenné plazmy po 30 minutach byl prokdzdn vyznamny
vliv supersemenné plazmy na stiedné rychlé spermie, ale skupina rychlych spermii ztstala
nezménéna. Déle byly v diplomové praci porovnavany plazmy mezi sebou a neprokazal se
statisticky vyznamny rozdil (p>0,05). Autofi Sichtaf a kol. (2017) se zabyvali vlivem riznych
feditel na distribuci subpopulaci spermii v ejakulatu, jak Cerstvém tak mrazeném. S dlirazem
na jejich motilitu. Vysledky ukazaly, ze rizna tedidla ovliviuji podil zastoupeni hiebCich
spermii v subpopulacich, které byly pomalé, stiedni a rychlé pfi¢emz se ukazalo fedidlo Gent
jako lepsi. Tato prace se sice nezabyvala pfidavkem semenné plazmy a jejim vlivem na
subpopulace spermii, ovSem lze na ni ukazat, i to, co uvadéji ve své praci Simonik et al.
(2015), ze zkoumani a hodnoceni riznych vlivii na subpopulace v ejakulatu hiebci velmi
dobie odrédzi kvalitu a biologické vlastnosti ejakulatu a davad ndm lepsi obraz o tom, jak na
spermie pusobi rizné vlivy.

V praci byl také hodnocen vliv pfidavku semenné plazmy na integritu plazmatické
membrany. Je patrné, ze ptidani semenné plazmy ovliviiuje vyznamné procento spermii, které
maji neporusenou plazmatickou membranu (p<0,05). Signifikantné se snizuje procento
spermii s neporusenou integritou plazmatické membranou u semenné plazmy oproti kontrole
v Case T30. Vliv doby inkubace je statisticky vyznamny (p<0,05) u semenné plazmy dojde
k poklesu hodnot. Piidavek semenné plazmy nijak neovlivnil procento spermii s neporusenou
plazmatickou membranou, po 30 minutdch — spermie si udrzely svou integritu po této dobé.
De Andrade et.al. (2011) ve své studii uvadeji, ze ptidani 20 % SP k hieb¢im spermiim, po
rozmrazeni, zvySuje plazmatickou a membranovou integritu a podobné jako u hiebcl i u
beranti Ollero et. al. (1997) se hodnoti vliv semenné plazmy na spermie. Autofi uvadéji, ze po
podani SP po rozmraZeni, nebo alesponi jeji frakce, zvySuje akrosomalni a plazmatickou

membranovou integritu, zivotaschopnost a motilitu. Coyan et. al. (2011) zkoumali G¢inky
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cysteinu a ergothioneinu na rozmrazené berani spermie a z vysledki vyplyva, Ze ptidavek
téchto porovnavanych latek neovlivnil integritu membrany akrozomu spermie.

Garcia et. al. (2008) zkoumali vliv takzvané single-layer (SLC) centrifugace s kombinaci
pridavku Androcoll-E™ na rozmrazené hiebéi spermie a na to, jaky vliv na integritu
membrany tento postup bude mit. Zjistili, Ze se vyrazn¢ zlepSi zastoupeni spermii
S neporusenou integritou plazmatické membrany. Vysledky byly srovnatelné s Cerstvym
ejakulatem. Pfi srovnani s touto diplomovou praci mizeme soudit, ze rozdilné vysledky s De
Andrade et. al. (2011) jsou zptsobeny tim, Ze v této diplomové praci byly pouzity ID od
Spatné mrazitelnych hiebct, kdezto autofi prace vyuzili ve své studii hiebce s prokdzanou
plodnosti. Coyan et. al. (2011) nezaznamenali vyznamny vliv testovanych latek na integritu
membrany a ani v této diplomové praci nebyl zaznamendn efekt semenné plazmy na
rozmrazené hiebCi spermie, proto lze ocekdvat, Ze ptidavek semenné plazmy nema podplirné
ucinky na integritu membrany u rozmrazenych spermii a to mize dokazovat i fakt, ze u
publikace autorii Garcia et. al. (2008) se integrita pfi dané technice zpracovani ejakulatu
zlepsila a tedy lze fici, ze zalezi, do jakych médii se spermie déavaji.

Z vysledkl hodnoceni viability spermii vyplyva, Ze nebyl statisticky vyznamny rozdil po
pfidani semenné a supersemenné plazmy ani v ¢ase TO ani po 30 minutach inkubace.
Statisticky vyznamna rozdil vlivem doby inkubace byl zaznamenan u supersemenné plazmy
oproti kontrole, kdy doslo k poklesu hodnot (P > 0,05). Naopak De Andrade et. al. (2011) ve
své praci uvadéji vliv pridavku semenné plazmy k hifebim spermiim po rozmrazeni a
zminuji, Ze je to klicovy moment, jelikoZ odstranénim semenné plazmy pfed mraZenim a jeji
opétovné pridani, zleps$ilo zivotaschopnost spermii. Ollero et. al. (1997) ve své praci uvadéji,
Ze i u beranll ma vliv semenné plazmy na spermie pii kryokonzervaci. Tento ucinek lze
pozorovat po rozmrazeni, kdy dojde K zvyseni viability. Dal§im faktem je, ze po podani SP po
rozmrazeni, nebo alesponl jeji frakce, zvySuje Zivotaschopnost spermii berand. I pfes to, Ze
prace Ollero et. al. (1997) a De Andrade et. al (2011) uvadéji poztivni vliv SP na spermie po
rozmrazeni a v této DP jsme nepotvrdili pfiznivy u€inek na viabilitu po pfidani semenné ani
supersemenné plazmy, je dllezité, ze nedoslo alespon k poklesu procentudlniho zastoupeni a
je mozné, Ze jsou tyto vysledky ovlivnény pravé tim, ze se jednalo o spermie Spatné
mrazitelnych hiebct a také je tfeba zminit fakt, ktery je znami i z mnoha publikaci, napiiklad

Watson (2000), na spermie ma vliv mnoho faktorti véetné doby inkubace nebo typu fedidel,

vvvvv
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[ Zavér
V této diplomové praci byla potvrzena hypotéza, ze ptidavek semenné plazmy ma vliv na
kryokonzervované hieb¢i spermie. Z vysledkd vyplynuly nasledujici zavéry.
e Na celkovou a progresivni motilitu rozmrazenych hiebCich spermii se vliv
pridavku semenné a supersemenné plazmy neprojevil.
e VétSina kinematickych parametrti, az na VCL, se zvysila, po pfidani semenné a
supersemenné plazmy.
e Procentualni zastoupeni subpopulaci, se signifikantné zvysilo, po 30 minutach
inkubace, po pfidani semenné a supersemenné plazmy.
e Integrita plazmatické membrany se, po pfidani semenné plazmy, signifikantné
snizila. Ptidani supersemenné plazmy se neprojevilo na procentualni zastoupeni
spermii s neporusenou membranovou integritou.

e Na viabilitu rozmrazenych hieb¢ich spermii se vliv semenné a supersemenné

plazmy neprojevil.

Zaveérem lze fici, ze semenna plazma pozitivné ovliviiuje hieb¢i ejakulat od Spatné
mrazitelnych hiebct, pficemZ nebyl prokazan rozdilny nebo efektivngjsi vliv supersemenné
plazmy, ktera byla od dobie mrazitelného hiebce, oproti semenné plazmé od prumérné

mrazitelného hiebce.
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