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Vliv pridavku LDL frakce vajecného Zloutku na motilitu by¢ich spermii

po kryokonzervaci ve vysokém stupni Fedéni

Souhrn

Cilem prace bylo ovéfit hypotézu, zda se zlepsi prezitelnost bycich spermii po rozmrazeni
nahradou vaje¢ného zloutku izolovanym LDL. Druhou hypotézou bylo, zda se zlepsi
ptezitelnost spermii pfidavkem LDL izolovaného z vajecnych Zzloutkti do bezzloutkovych
fedidel.

Celkem se provedlo 8 odbérii od 4 bykd riznych plemen i véku. Byci byli zjedné
inseminaéni stanice Natural HradiStko. Kazdy z ejakulati byl rozdélen na 15 dili. Byla
pouzita 3 komeréné vyrabéna fedidla, a to AndroMed, Bioxcell a Triladyl. AndroMed
a Bioxcell jsou bzZloutkova fedidla, takze frakce LDL byla do fedidla ptidana, kdezto
u Triladylu byl frakci LDL nahrazen vajecny zloutek. Byl vzdy 1 kontrolni vzorek s Cistym
fedidlem, a 3 pokusné varianty s ejakuldtem, ke kterym se fedidlo pfimichalo. Do pokusnych
variant bylo pfidano LDL v koncentraci 4%, 6% a 8% u AndroMedu a Bioxcellu, a 6%, 8%
a 10% u Triladylu.

Hodnotily se parametry motility VCL, VAP, VSL a ALH systémem CASA modulu. Dale se
hodnotila semipermeabilita membran pomoci HOS testu.

Kontrolni vzorek byl u AndroMedu vzdy statisticky odliSny od vzorkl s pfidanym LDL.
Vysledky ukazaly, ze z pouzitych fedidel l1ze doporuc¢it AndroMed s piidavkem 6% frakce
LDL. Konrolni vzorek Bioxcellu byl také prikazné odlisSny od vzorkt s ptidavkem LDL,
ovSem stim rozdilem, Ze tendence kiivky byla klesajici. Z téchto vysledkd vyplyva,
ze Bioxcell neni do budoucna vhodnym fedidlem pro experimenty s ptidavkem frakce LDL.
U Triladylu nebyl rozdil kontroly a vzorki tak vyrazny, ale nejlépe se ukazal 10% ptidavek
frakce LDL. Nevyrazngjsi rozdil mohly zplsobit Zloutkové inkluze v kontrolnim vzorku.
HOS test neprokézal statisticky prikazné rozdily mezi kontrolnimi vzorky a fedidly.

V dalSich pokusech by bylo vhodné se vénovat uz jen fedidlim AndroMedu a Triladylu,
a udélat vice experimentl na nejlepsi koncentrace, popiipadé vyzkouSet koncentrace jiné.
A také se zaméfit na vliv plemene.

Klic¢ova slova: kryokonzervace, LDL, motilita, fedidlo, spermie, zloutek



Effects of egg yolk LDL fraction addition on motility of bull spermatozoa cryopreserved
at a high dilution rate

Summary

The goal of the thesis was to verify the hypothesis whether the persistence of bull's sperm is
getting better after refreezing with substitution of egg yolk with isolated LDL. Additional
hypothesis checked whether the persistence of sperm is getting better with addition of LDL
isolated from egg yolks into egg yolk free extender.

In total 8 samples were carried out from 4 different bulls of different breed and age. The bulls
were taken from an insemination station of Natural Hradistsko. Each of the ejaculates was
divined into 15 parts. Three commercially sold extenders were used such as Andromed,
Bioxcell and Triladyl. AndroMed and Bioxcell are egg yolk free extenders so the fraction of
LDL was added into them. On the contrary, with Tryladil the egg yolk was substituted by the
fraction of LDL. There was always one control sample with plain extender and three samples
with ejaculate into which the extender was added. Into the LDL samples of concentration of
4%, 6% and 8% with Andromed and Bioxcell and 6 %, 8 % and 10 % with Triladyl.

Parametres of motility of VCL, VAP, VSL and ALH were measured by using the CASA
module. Then the semipermeability of membranes was measured by using the HOS test.

At AndroMed the control sample was statistically different in all cases compared to the
samples with added LDL. The results showed that out the used extenders the best one to
recommend is Andromed of 6 % LDL fraction added. The control sample of Bioxcell was
also totally different from the samples with LDL added, but with a difference that the curve
was descending. Out of this results is obvious that Bioxcell is not suitable extender for the
experiments with fraction of LDL fraction. The results with Triladyl were not that different,
the best appeared to be the one with 10 % fraction of LDL. A little differences could be due to
the egg yolk inclusion in control sample. HOS test did not prove statistically any differences
between control samples and extenders.

For the future experiments would be better to use the extenders AndroMed and Triladyl only,
and make more experiments on better concentrations or try different concentrations as well.
And also make more focus on the influence of the breed.

Key words : cryoconservation, LDL, motility, extender, sperm, egg yolk
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1 Uvod

Uméla inseminace je jednou z nejstarSich metod asistované reprodukce. Pro sviij vyznamny
piinos v oblasti Slechténi zvifat (vyuzivanim byklt zlepSovatelil), podil na zlepSeni
zdravotniho stavu zvifat (likvidace pohlavnich ndkaz, onemocnéni a eradikace pfenosnych
onemocnéni, eliminace nositelit dédicné podminénych vad) a vyznamny ekonomicky pfinos,
spocivajici v redukei poc¢tu bykli nezbytnych pro udrzeni potiebné urovné reprodukce skotu
a ve zvySeni hodnoty celych populaci zvifat, si stale udrzuje vyznamné postaveni v oblasti
rozmnozovani. Snahy o efektivnéjs$i vyuziti bykd s vynikajicim genofondem se staly
impulzem pro dalsi rozvoj poznani v oblasti rozmnozovani (Hofirek et al., 2009). Podminkou

pro vykonavani umelé inseminace je spravna konzervace ejakulatu a vhodné fedéni.

Cilem konzervace ejakulatu je zachovat jeho Zivotaschopnost a dobrou oplozovaci schopnost.
Dale pak odpovidajicim fedénim vyrobit maximalni pocet inseminacnich davek s takovym
poctem aktivnich spermii, ktery odpovida biologickym pozadavkiim pro zajisténi tispéSného
oplozeni. Redénim se vytvaii podminky pro pezivani spermii mimo organismus. Redidlo by
melo byt energetickym zdrojem pro spermie, mit dobrou pufrovaci schopnost, maly obsah
elektrolytu, zajistovat pozadovany osmoticky tlak, pH odpovidajici pozadavkim byc¢iho

ejakulatu, nesmi byt toxické, musi byt sterilni a ekonomicky dostupné (Louda et al., 2001).

Diky prospéSnému vlivu pfi kryokonzervaci byciho ejakulatu si bylo povSimnuto vaje¢ného
zloutku. Zloutek, ve spojeni s dal§imi slozkami, pomah4 spermiim odolavat chladovému
Soku. Je bézn¢ pouzivan v 20% koncentraci, jenze nékteré laboratorni studie ukazaly, Ze tato
koncentrace stézuje standardizovat vysledky. Ke zvySeni poZzadavkl na nahrazeni vajecného
Zloutku také pfispéla pfitomnost substanci, které zpomaluji respiraci spermii nebo snizuji

jejich motilitu.



2 Cil prace

Cilem prace bylo ovéfit nasledujici hypotézy. Predpokladame, ze ndhrada vaje¢ného Zloutku
izolovanym LDL zlepsi pfezitelnost bycich spermii po rozmrazeni, a zaroven zlepsi

ptezitelnost spermii ptidanim do bezzloutkovych fedidel.



3 Literarni reSerze

3.1 Semeno

Semeno se sklada ze semenné plazmy a spermii. Semenna plazma obsahuje pievazné sekrety
pohlavnich zlaz. Je to tekutina druhové specifického mnozstvi a barvy, rozdilného pH (6,2 —
7,5) a konzistence. Pfedstavuje pfirozené prostiedi pro spermie, umoziuje jejich vyzivu
a transport v pohlavnich organech samice. Ma relativné staly osmoticky tlak a vyznacuje se
velkymi pufraénimi schopnostmi. Obsahuje mineralni latky, bilkoviny, cukry, kyselinu
citronovou a askorbovou, cetné enzymy a kromé jinych latek i biologicky aktivni slozky,

jako jsou prostaglandiny, estrogeny a androgeny (Jelinek et al., 2003).

Prezvykavci se vyznaCuji malym objemem ejakuldtu s velkou koncentraci spermii.
U piezvykavcil je sperma vypuzeno na konci pohlavniho aktu jednordzovou ejakulaci, kterou
pfedchéazi vylouceni sekretu bulbouretralnich Zlaz, ktery upravuje pH mocové trubice.
Normalni objem ejakulatu byka je 2 - 10 ml. Mnozstvi spermii v 1 ul se pohybuje obvykle
mezi 0,2 — 2 miliony. Celkové mnozstvi spermii v ejakulatu je v hodnotach 4 — 10 miliard
(Marvan et al., 2011).

Vétsina spermii v ejakulatu nikdy nedosahne vejcovodu. Ve skutecnosti pouze nékolik desitek
spermii se piiblizi vajicku a pouze jedna se nakonec Uc€astni oplozeni. Semeno odebrané
pro umélou inseminaci je fedéno, aby byl ziskdn vétsi pocCet inseminacnich davek (Reece,
2003). Obvykle se pozaduje, aby inseminacni davka obsahovala minimaln€¢ 10 miliond
aktivnich spermii pfi aktivité¢ spermii v inseminac¢ni ddvce minimalné 30% (Louda et al.,
2001). Inseminace s davkami obsahujicimi nizké pocty spermii je pouzivano k optimalizaci

vyuziti elitnich byki (Vera-Munoz et al., 2009).
3.2 Spermie

Spermie tvoii nejdilezitéjsi slozku ejakulatu. Jejich velikost a tvar jsou druhové rozdilné,

spole¢nym hlavnim znakem je pohyblivost a schopnost oplozeni (Marvan et al., 2011).

Hlavicka spermie tvoii pfiblizné 51% celkové hmotnosti spermie. Obsahuje akrozom, jadro,
malé mnoZstvi cytoplazmy a cytoskeletarni strukturu. Hlavicka piedstavuje ttvar sloZeny
z n¢kolika strukturdlnich a funkcnich ¢asti. Zaklad tvoii jadro, jehoz ptfedni ¢ast je kryta

¢epickovitym akrozomem. Jadro chromozomu je kondenzované a ve srovnani s jadry jinych



typli bunék zaujimé nejmensi objem. Hlavnim proteinem, vazanym na jadernou DNA je
protamin. Akrozom je specifickd organela, ktera vznikla oddélenim z Golgiho aparatu. Béhem

akrozomalni reakce je obsah akrozomu uvolnén procesem exocytdzy (Gamcik, Kozumplik,

1984).

Zakladni strukturdlni komponentou membrany je dvojvrstevny zaklad fosfolipidii a proteint.
Na vnéjsim povrchu je bunééna membrana pokryta vrstvou polysacharidii zvanou glykokalix.
Vyznam této membranové slozky je viceméné ochranny. Glykokalix je preventivni struktura
stabilizujici bunéfnou membranu, ovliviiujici selektivné rychlost difuze latek bunécnou
membranou, udrzujici pH a povrchové napéti. U spermii tvofi téZ maskovani povrchu

k snizeni rychlosti jejich rekognasce v pohlavnich cestach samic (Véznik et al., 2009).

Integrita a normalni funkceschopnost plazmatické membrany spermii je nezbytny piedpoklad
isp&sné fertilizace. Zivé buiiky si zachovéavaji asymetrické rozdéleni riiznych fosfolipidti mezi
vnitini a vngj$i sténou plazmatické membrany. Jsou-li buiky vystaveny extrémnim
nefyziologickym podminkam, dojde v nich k biochemickym a morfologickym zménam
a nastupu nekrobiotického procesu. Nekréza zacina zhorSenou schopnosti buiiky zachovat
homeostazu, coz vede k influxu vody a extracelularnich iontd. Hydropicka degenerace se
projevi zménou intracelularnich organel a celd bunka se postupné edematicky méni.
U spermie je predevSim postizena oblast akrozomu a povrchové membrany, postupné
mitochondrialni struktury a bi¢ik. Funk¢ni testy integrity plazmatické membrany mohou
potencidlné charakterizovat kvalitu bun€k. Pfi rutinni analyze spermii se mnohdy zjistuje
vyznamné procento mrtvych spermii. VSeobecné je tato bunéénd smrt povazovana
za dusledek bunéénych nekrobiotickych procest, nebot pouzivana vitdlni barviva
pro rozliSeni Zivych a mrtvych spermii pronikaji do spermii zménou permeability plazmatické

membrany (Veznik et al., 2009).
3.2.1 Metabolismus spermii

Zakladni metabolick¢é pochody ve spermatu maji za kol kryti potieby energie,
kterou spermie potfebuji pro svij pohyb. Zdrojem metabolické energie spermii jsou
predevsim fruktdza, kyselina mlécna, intracelularni plazmalogen a dalsi latky, které spermie
savcll Cerpaji prevazné z prostiedi, které je obklopuje — ze semenné plazmy (Gamcik,

Kozumplik, 1984).



Prevaznd cast energie je oxidacemi uvolfiovdna v mitochondriich, v bunice je vSak
spotfebovana na rtiznych funkénich mistech, u spermii v dubletovém systému biciku. Pfenos
energie se déje v bunce transportnimi latkami obsahujicimi snadno Stépitelné chemické vazby
vazby ATP (adenosintrifosfat). ATP je mononukleotid slozeny z adeninu, ribozy a tii zbytka
kyseliny fosforecné (Véznik et al., 2004). ATP slouzi jako pohodlnd a vSestranna rezerva
k pohonu mnoha chemickych reakci v bunkach. ATP vznika v energeticky nevyhodné
fosforylacni reakci, ve které je k ADP piidana fosfatova skupina. Je-li tfeba, odevzda ATP
sviyj energeticky balicek pii energeticky vyhodné hydrolyze na ADP. Znovu vznikly ADP je
potom dostupny pro dalsi kolo fosforylacni reakce, v niz vznikd ATP. ATP je nejhojnéjSim

aktivnim nosi¢em v buikach. Jednim z mnoha ptikladi jeho vyuZiti je dodavka energie

pumpam, které¢ prepravuji latky do bunky i z buiiky (Alberts et al., 1998).

Spermie ziskavaji energii dvéma hlavnimi metabolickymi procesy. Témito procesy jsou

fruktolyza (glykolyza) a respirace (Véznik et al., 2004).
3.2.1.1 Fruktolyza

Glykolyza je hlavni cestou odbouravani glukézy, vzniklé St€penim sacharidovych slozek
potravy a rezervnich polysacharidd. Je to zakladni metabolicky d&j probihajici témét ve vSech
bunkach, napt. v buiikkach savcii se glykolyzou zpracuje 70 a az 80 % potravou piijatych
sacharidl. SlouZi k uvolnéni energie z molekul sacharidi (Vodrazka, 2007). Pfi glykolyze,
probihajici za nepfitomnosti kysliku dochazi k rozbouravani sacharidii za vzniku kyseliny
pyrohroznové a mlécné. Glykolyza je proces, ve kterém spermie byka metabolizuji
z monosacharid predev§im glukézu, fruktézu a mandzu, =z disacharidi maltozu,

Z polysacharidii glykogen, ten v mensi mife (Gamcik, Kozumplik, 1984).

Za anaerobnich podminek je fruktéza rozkladana spermiemi byka enzymy az na kyselinu
mléénou. Hromadéni kyseliny mlé¢né vSak zptsobuje pokles pH, coz vede ke zpomaleni

a nakonec az k zastaveni glykolyzy a tim ke ztraté pohybu spermii.

Féze metabolickych pochodil se rizni vzhledem k prostiedi, ve kterém se spermie nachézeji.
Je mozné vymezit tfi zdkladni fdze metabolismu. Prvni fdzi je metabolismus spermii
v nadvarleti, druhou fazi je metabolismus ejakulovanych spermii v semenné plazmé

nebo fedidlech, a kone¢né tieti fazi je metabolismus spermii v pohlavnich organech samice.



Metabolismus spermii v nadvarleti se vyznacuje predevsim inaktivaci pohybu, zatimco

Vv druhych dvou ptipadech je podminkou pro pohyb spermii (Gamcik, Kozumplik, 1984).
3.2.1.2 Respirace (dychani)

Respirace je proces, pii kterém jsou spermie schopny za ptitomnosti kysliku ziskat energii
pfeménou kyseliny mlééné nebo pyrohroznové za vzniku CO; a H,O (exogenni dychani),
popiipad¢ ziskavaji energii oxidaci Casti rezervniho intraceluldrniho materidlu (endogenni
dychani). Dochazi-li k aerobnimu metabolismu cukrii od samého zacatku, nevznika kyselina
mlécna, ale reakce jde obecné jinym smérem. Z metabolizovatelného substratu jsou
odcerpavany jak CO., tak i vodik, ale i elektrony. Béhem této slozité reakce pfijima
molekularni kyslik elektrony, ¢imz se aktivuje a mize reagovat s vodikem za vzniku vody.
Vytvoii se asi 38 novych makroergnich fosfatovych vazeb, coz piedstavuje asi 60 %
z celkové volné energie, kterd se mize ziskat Gplnym spéalenim cukru (Gamcik, Kozumplik,

1984).
3.2.2 Motilita spermii

Motilita spermii velmi koreluje s fertilitou. Pfi vSech formach pohybu biologickych
organismi spoc¢iva zaklad v pfevodu chemické energie v mechanickou. Z toho je ziejmé,
ze ve svém principu jsou shodné, i kdyz ve svém plsobeni mohou byt funkéné odlisné.
Efektorem tohoto déje jsou kontraktilni proteiny, které se vyskytuji bud’ samy, nebo spolu
s aktivnimi komponentami vyuzivaji ATPazovou aktivitu k ziskani energie. Dychaci fetézce
zabezpecuji latkovou vyménu k tvorbé ATP, jsou lokalizovany ve vnitini mitochondrialni
membrang. V matrix mitochondrii jsou lokalizovany enzymatické systémy cyklu kyseliny
citronové. Urovent oxido-redukénich aktivit mitochondrii je ukazatelem potencionalni
energetické zasoby spermii. Transport ATP ze spojovaci ¢asti je rovnomérny po celé délce

bi¢iku a zpétné transportovan ADP (Véznik et a., 2004).

Energie ziskana pifi metabolickych procesech je prevazné vyuZivana k zajisténi pohybu
spermii (Gamcik, Kozumplik, 1984). Neoddélitelnym atributem pohyblivosti je i1 rychlost
pohybu spermii. Rychlost pohybu spermii je citlivym ukazatelem, ktery dovoluje Casné
posoudit nastupujici vitdlni degradaci ejakuldtu. Z funkéniho hlediska je pohyb spermii
nutnou podminkou jejich priniku do vaje¢né bunky. Proto je pfipravenost energie (ATP)
latkovou vymeénou zakladni potiebou bunééné vybavenosti kazdé spermie (Véznik et al.,
2004).
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Zralé a integritni spermie se prezentuji v ejakuldtu pohybem, ktery se oznacuje jako souosy
doptedny — progresivni. Aktivita bi¢iku orientuje pohyb spermie za hlavickou. V ejakulatu je
pohyb spermii nahodily, neorientovany. Spermie se velmi rychle presméruji v piipadé,
ze vznikne proudéni tekutiny. Rychlost proudéni tekutiny ovliviiuje téZ rychlost pohybu
spermii. Spermie pii svém progresivnim pohybu rotuji kolem své osy s frekvenci 3 — 15
otacek za sekundu. Také tento spirdlovity pohyb jezvySovan proudici tekutinou. Jedna
Z charakteristik pohybu, pozorovana predevs§im u ptrezvykavct, je hromadny pohyb spermii,
ktery se oznacuje jako masovy nebo vifivy. V uzké souvislosti s vifivym pohybem spermii

byly zaznamenany i zmény v elektrickém odporu a akénich prouda (VEznik et al., 2004).

Vsechny faktory ovlivitujici motilitu spermii, ovlivituji i latkovou vyménu a naopak.
Byl stanoven soubor faktori ovliviiujici endogenné i exogenné motilitu spermii.
Z endogennich faktori se uvadi na prvnim mist¢ vék donora, doba pobytu spermii
v nadvarleti, doba mezi a po ejakulaci, zrani spermii — morfologické, fyziologické
a biochemické, energetickd zasoba ATP, membranovy transport, pohyb bic¢iku, vazebné
proteiny, aglutinacni faktory, protilatky, detergenty, membranova integrita a troven aktivity
receptord. Z exogennich faktorii jsou to biofyzikdlni a fyziologické faktory jako:
hydrodynamika, viskozita, osmolalita, pH prostfedi, teplota, iontové slozeni resuspendac¢nich
tekutin. Z kontaktnich tekutin jsou to: likvory epididymalni, semennd plazma, vaginalni
prostiedi, cervikalni sekret, uterinni prostfedi, prostiedi oviduktu. Na stimulaci i inhibici
motility spermii se mohou podilet anorganické ionty (Cu, Zn, Cd, Mn, Hg), exkrecni
produkty, hormony, cyklické nukleotidy, kininy, vn&j$i prostiedi a imunochemické faktory

(Vérnik et al., 2004).
3.2.3 Kapacitace a akrozomalni reakce

Z celkového poctu né€kolika miliard spermii, které se pfi pareni nebo inseminaci dostavaji
do pochvy nebo do dé€lozniho kréku, se do vejcovodu dostava jen nékolik tisic spermii
apouze jedind vnikd do ovocytu. Pfi prichodu spermii pohlavnim ustrojim samice se
odehrévaji slozité biologické pochody, které souviseji s oplozovaci schopnosti, oznatovanou

jako kapacitace spermii (Marvan et al., 2011).

Proces kapacitace piedstavuje fadu fyziologickych zmén, konkrétné odstranéni zbytka
seminalni plazmy pokryvajici povrch spermii, aktivaci latkové vymény a tim jejich pohyb

a konecné vlastni akrozomalni reakci, coz znamena aktivaci akrozomovych enzymul
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a vezikulaci Gsekl zevni membrany akrozomu. Proces kapacitace je druhové odlisny, u byka
trva 6 - 7 hodin (Jelinek et al., 2003). Vlastni proces kapacitace je provdzen zménami
pohyblivosti spermii, jak v pohybu, tak v jejich rychlosti. Kapacita¢ni hypermotilita mutize
zvysit rychlost pohybu spermiii o vice nez 40 % a uvolnéni pohyblivosti v oblasti krcku
spermie zvétSuje prumeér Sroubovice charakteristického dopiedného pohybu. Tento pohyb je
specificky pro kapacitované spermie a oznacuje se jako pohyb hyperaktivovany (Veéznik et

al., 2004).

Akrozomalni reakce spocCivda ve vezikulaci vnéjSiho listu akrozomdlni membrany
S plazmatickou membranou. Vytvofenim péri dochdzi aktivizaci enzymii akrozomalniho
interiéru s pievazné proteolytickou aktivitou. Tento obraz akrozomalni reakce mize byt
detekovan barvicimi postupy zvyraziujicimi povrchové zmény membran. Predstavu, Ze ¢ast
enzymi typu hyaluronidazy a akrozinu je uvoliiovana z akrozomu a ¢ast je vazana k dalsi
aktivité, upfesnili roku 1974 Yanagimachi a Usui, ktefi dolozili tvorbu mikrotubuld
na vnitinim listu akrozomalni membrany z tubulinu pfitomného v akrozomalni matrix.
Tyto mikrotubuly vytvoii vétvickovity povrch na vnitinim listu akrozomdlni membrany
a podrzi na svém povrchu rezervu proteolytickych enzymu, které se mohou aktivné uplatnit
pii pruniku do vajicka. Ti sami autofi dokladaji rozdilné podminky pro pritbéh obou procesu.
Zatimco kapacitace miiZe probihat v mediu prostém Ca?*, k nastupu akrozomalni reakce jsou
esence soucasti prostiedi. Tuto skuteCnost dokumentovali kapacitaci spermii v pfipravném
médiu, a po pfidani Ca2+ nastoupila v pribéhu 10 minut akrozomalni reakce (Véznik et al.,

2004).

V prubé¢hu procesu chlazeni mohou nékteré spermie prodélat zmény, které jsou podobné
zménam nastavajicim pii kapacitaci (Bailey et al., 2008). Tyto zmény se souhrnné nazyvaji
kryokapacitaci. Takové spermie mohou vykazovat predCasnou akrozomalni reakci a tim
ztracet schopnost fertilizovat oocyty in vivo, jesté pied dosazenim ampuly vejcovodu.
Pii fyziologické kapacitaci zpiisobuje zvyseny piijem Ca’* iontii kaskadu fosforylaci vedouci
ke zménadm v enzymatické aktivité a K hyperaktivni motilité¢ spermii. Kryokapacitace je
pred¢asnou kapacitaci, pfi které vétSina charakteristickych rysi fyziologické kapacitace neni

kompletné dokoncena (Kaneto et al., 2002)
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3.3 Kryokonzervace byciho ejakulatu

Historicky vyvoj umélé inseminace formovali moznosti poznavani vlastnosti spermii, coz
ve znané mife zdviselo na rozvoji mikroskopické techniky. Jeji vyuziti umoznilo hloubégji
poznat predevS§im funkci spermii. Prohlubovani téchto poznatkii a postupné zlepSovani
konzervacnich metod ejakuldtu limitovali rozvoj umé¢lé inseminace hospodarskych zvirat.
Mimotadny rozvoj nastal po 2. svétové valce. V tomto obdobi se zacaly vyuzivat znalosti
0 morfologii spermii ziskané elektronovym mikroskopem, které umoznily dalsi prohloubeni
védomosti o funkci spermii a procesu oplozeni. Dulezitym meznikem pii konzervaci bylo
zjisténi ulohy glycerolu pfi1 zmrazeni semene roku 1949. Od tohoto obdobi se zacalo semeno

zmrazovat do ampulek (1951), pejet (1950-1953) a pelet (1963) (Gaméik, Kozumplik, 1984).

Prostfedi a zpisob odbéru semene vyrazné ovlivituji jeho kvalitu. Proto by tyto faktory mély
byt v maximalni mife standardni a pti hodnoceni vysledka vySetfeni semene je tieba je brat
Vv tvahu. Pro volbu metody odbéru ejakulatu je rozhodujici, za jakym ucelem se ejakulat
ziskava. Ejakuldt mize byt ziskdvan pro potieby umélé inseminace, za Ucelem prevence
poruch plodnosti, pro zpiesnéni diagnostiky pfii poruchiach plodnosti nebo pro védecko-

vyzkumna sledovani (Hofirek et al., 2009).

V soucasné dobé se nejcastéji pouziva odbér do umélé pochvy. Vlastni odbér se provadi
na Zivou atrapu (jiny klidny byk) nebo fantom (pevné zabudovany nebo mobilni). V soucasné
dobé se vyuziva k odbéru ejakulatu zkracend pochva s jednorazovym sbéracem, ktera musi
mit v dob& odbéru teplotu 39 — 42°C (Hofirek et al., 2009). Louda et al., 2001 uvadi teplotu
38 — 40°C. Dalsi metodou odbé&ru semene je odbér elektroejakulaci. Této metody se pouziva
vyjimecné, pouze u bykl zlepSovatelll, kteti ze zdravotnich divodl nejsou schopni odbéru
pomoci umélé vaginy. Timto zplisobem se ziska stejny objem ejakulatu, koncentrace spermii
Vv ejakulatu se neméni, pH byva zvySené vlivem vétsiho podilu sekretu uretrdlnich Zlaz.
Aktivita spermii a obsah frukt6zy jsou nizsi (Louda et al., 2001). Posledni moZnosti odbéru
spermatu je odbér masazi ampuli chamovodu, ktera se provadi rektalnim zpisobem. Kvalita
spermatu ziskaného timto zplsobem je nizSi. Odbér spermatu se touto metodou provadi

vyjimecné jen pro diagnostické ucely (Louda et al., 2001).
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3.3.1 Hluboké mrazeni semene

Prvni pokusy s mrazenim semene provadéli Prevost (1840) a de Quatrefages (1853) tak,
7e vystavovali sperma teplotdm od 0 °C do — 17 °C. Avsak teprve Jahnel (1938) prokazal,
7e spermie muzii nejsou umrtveny ani teplotami tuhého oxidu uhli¢itého (- 79 °C), teplotami
tekutého dusiku (-196°C) a také v prostiedi tekutého helia (-269 °C), nebot’ pfi rozmraZeni
po 40 dnech doslo k oziveni spermii. Zasadni obrat v problematice hlubokého chlazeni nastal
po roce 1949, kdy Polge, Smith a Parkes zjistili, ze glycerol piidany ke spermatu brani u¢inné
poskozeni spermii béhem hlubokého chlazeni. Lovelock (1954) upozornil na podobné
pusobeni dalSich neutrdlnich latek nizké molekularni hmotnosti. Hlavni ochranny ucinek
nerozpusténych neutralnich latek spoc¢iva v jejich schopnosti zabranovat piilisSné koncentraci

elektrolyt a jinych latek, které se vyskytuji v fedidle (Gamcik, Kozumplik, 1984).

Poskozeni spermii nastdva néasledkem zvysené koncentrace soli, ke které dochazi postupnym
mrznutim vody, z niz vypadavaji soli, a ve zbytku tekuté faze se tvofi hypertonicky roztok.
Je-li pfidan ke spermatu glycerol, vaze na sebe vodu a chréni ji pfed zmrazenim, ¢imz tato
voda slouzi jako rozpoustédlo pro soli a jiné latky obsazené v roztoku. Zabrani se tak
vytvoreni vysoké koncentrace soli a jejich nepfiznivému pusobeni na spermie. V prub¢hu
hlubokého chlazeni i rozmrazovani dochazi k poSkozeni ur¢itého poctu spermii. Nejcastéji se
toto poskozeni projevuje morfologickymi zménami na hlavickach spermii. Po rozmrazeni je
mozno pozorovat i znané sniZzeni pohyblivosti spermii, pokles glykolyzy a tvorby kyseliny
mlécné. V nekterych piipadech jsou po rozmrazeni zmény ve vitalit€ spermii takového razu,
ze ejakulat neni vhodny k pouziti. K nejvétSimu odumirani spermii béhem hlubokého chlazeni

i rozmrazovani dochazi pii poklesu teploty od 0 °C do — 40 °C (Gam¢ik, Kozumplik, 1984).

V pribéhu zmrazovani a rozmrazovani spermii dochdzi ke sloZitym procesim pfemény
skupenstvi vody a koncentrace roztokli v buiice (spermii) i mimo ni, a tim ik zatizeni
bunééné membrany. Dusledkem tohoto procesu pieziva jen ur€ity pocet spermii (30 — 50 %).
V pribéhu zmrazovani nastavaji v podstaté¢ dva kritické momenty tzv. ,solution effects*
atvorba krystald. Solution effects nastavaji pfevazné pii pomalém zchlazovani, zatimco
nitrobunéény led neboli krystaly vznikaji pfi velmi rychlém zchlazovani spermii. Solution
effect za¢ina v pribéhu mrazeni spermatu, pti kterém dochazi k vytlaCovani vody ze spermie,
ve které se zvySuje koncentrace soli, postupné dochazi k dehydrataci spermie (Louda et al.,

2001).
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3.4 Sexovani spermii

Objeveni a zdokonalovani se v kryokonzervaci otevielo cestu k dalsi zajimavé metodé¢, a to
k metodé¢ sexovani spermii. Vybér pohlavi pfi nebo pted oplozenim je pravdépodobné nejvice
pozadovana biotechnologie viech dob. Jiz Rekové pied 2500 lety se o této otazce zminovali.
Relativné presvédCivé védecké diukazy o tom, ze sam¢i gamety urcuji pohlavi u savct, se
objevili na pocatku 20. stoleti. Od t¢ doby se nespocet investorii snazila vyvinout metodu

oddéleni X a Y spermii (Seidel, 2003).

Po mnoha netspé$nych pokusech o rozliSeni spermii, které davaji samc¢i a které samici
pohlavi, piisel roku 1981 prilom, kdy se prokazalo, ze muze byt méfen piesny obsah DNA
ve spermii. Pocatecni métfeni obsahu DNA spermie zabijelo, ale postupem casu se vyvinul
systém, ktery byl schopen rozliSovani nejen mezi zivymi X a Y spermiemi, ale i tfidéni
do relativné Cistych populaci bez zjevného poskozeni bunék. Nejprve v roce 1989, byla nutna
chirurgicka inseminace, pozdéji se mnozstvi piezivsich spermii zvysilo, a tudiz se mohlo zacit

vyuzivat IVF, potazmo 1 um¢lé inseminace (Garner et Seidel, 2008).

Na konci 80. let byla vyvinuta metoda prutokové cytometrické separace. Tato metoda je
nejucinnéjsi u skotu, u ostatnich druhti hospodaiskych zvirat je zatim pritokova cytometricka
separace méné ucinna. Metoda je zalozena na rozdilu v mnozstvi DNA ve spermiich. U skotu
maji spermie s XX chromozomy o 3,8 % vice DNA a jsou t€z8i nez spermie s chromozomy
XY. Tim, Ze jsou o trochu t&éZ§i a diky fluorescenénimu barvivu, které se vaze na DNA, jsou
po ozéfeni laserem jasngj$i. Nasledné se spermii s XX chromozomy piidéli kladny naboj,
spermii s XY zaporny naboj. Podle naboje jsou spermie na konci kapilary rozdéleny
dle pohlavi (Seidel, 2007).

Ze vSech zvifat je sexovani nejpouzivanéjsi u skotu, diky tvaru spermii. U mlé¢ného skotu je
pozadovano, co nejvice samic, jelikoz byci jsou jakysi ,,odpad”. Dal$im divodem jsou
bezproblémovéjsi porody, protoZze samice maji niz§i porodni hmotnost ptfiblizn€ o 2 kg. Na
druhou stranu je také moZnost ziskat od nejlepSich krav bycky, kteti budou zlepSovateli
chovu. Trendem této metody je pouziti davek s nizkym poctem spermii. Bohuzel zatim
pretrvavaji problémy s hor§imi vysledky zabfezavani. Problémem je pomaly proces sexovani,
a také jeho finanéni narognost. Resenim tohoto problému je zlep3eni technologie sexovani,
pouzivani pouze u jalovic, jelikoz maji vétsi procento zabfezdvani, nez dojnice. A dale

peclivy vybér bykil s dobrou oplozovaci schopnosti (Seidel, 2007).
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3.5 Redéni ejakulitu

Redidla musi spliiovat vhodné podminky prostiedi pro spermie, aby se nesniZila jejich
oplozovaci schopnost po dlouhou dobu, a mohla byt pouzita pro vétsi pocet plemenic

(Kliment et al., 1983). Nejpouzivanéjsimi fedidly jsou fedidla Zloutkova.

Dalsi alternativou jsou mlécna fedidla. Pro uchovani spermii se pouziva zahiivané odstfedéné
nebo plnotu¢né mléko, ve kterém je dany ejakulat ziedén a ulozen pii 4 °C nebo zmraZen
za pritomnosti glycerolu. Zda se, Ze lipidy nejsou hlavni slozkou, kterdje odpoveédna
za ochranu spermii, jelikoz nezdlezi, jestli je pfidané odstfedéné mléko, nebo plnotucné
(Bergeron et Manjunath, 2006). S nejvétsi pravdépodobnosti je nejhlavnéjsi ochrannou
sloZkou kasein, protoze se dokdzalo, Ze izolovany kasein miiZze chranit spermie hiebce, kozla,
berana a byka, jak pii 4°C, tak pii kryokonzervaci. Mechanismus, kterym kasein spermie

chrani, bohuzel neni ptesné znam (Choong et Wales, 1963).

Po pridani laktézy se zvedla ochrana mrazenych byc¢ich spermii, nicméné fedidlo,
které obsahuje pouze laktozu a mineralni latky je nedostacujici na ochranu spermii. Proto se

laktéza bere jako vylepSeni ucinnosti fedidla, ale nikoliv jako dostacujici ochrana (Bergeron

et Manjunath, 2006).
3.5.1 Zloutkova fedidla

Hlavnim cilem pouziti fedidel je zamezit vytvafeni smrtelnych intracelularnich ledovych

krystalli a snizit poskozeni membrany béhem a po kryokonzervaci (Amirat et al., 2004).

Slepic¢i vajeny Zloutek je nezbytnou ptisadou pro piipravu Siroké Skaly potravinovych
emulzi, jako jsou majonézy, salatové dressingy a krémy. Hlavné pfispivd k formovani
a stabilité té&chto emulzi diky vytvoteni povrchového filmu mezi olejem a vodou. Ale Zloutek
je stale pouzivan empiricky a fyzické vlastnosti emulzi Zloutku nejsou zcela kontrolovany,
protoze Zloutek je komplexni smés né¢kolika lipoproteinti a proteintl, tedy slozky, kterym jesté

neni zcela porozuméno (Anton et al., 2003).

V pribéhu poslednich 60 let byly slozky fedidel pribézné revidovany, ale zakladni slozky
zustavaji stejné. Vajecny zloutek, nebo mléko a glycerol piredstavuji nepostradatelné
slouCeniny a pouZzivaji se prakticky ve vSech tedidlech uchovavajici byc¢i ejakulat (Bergeron

et Manjunath, 2006). Vajecny zloutek byl bé&zné pouzivan v 20 % koncentraci, avSak
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laboratorni studie ukazaly, Ze tato koncentrace ztéZuje standardizovat vysledky (Amirat et al.,

2004).

Vajecny zloutek a mléko jsou produkty zivocisného piivodu, a tudiz piedstavuji potencidlni
riziko kontaminace ejakuldtu. DalSim problémem je, Ze jejich sloZzeni neni jednotné.
V disledku toho je rostouci zdjem vyvinout nova fedidla bez pridavkil zivocisného ptivodu.
Je vSak obtizné najit ndhradni substance, jelikoz mechanismy podilejici se na ochran¢ spermiti

u zloutku i mléka zGstavaji nejasné (Bergeron et Manjunath, 2006).

Kwvuli pfitomnosti substanci, které zabranuji dychani spermii nebo snizuji jejich motilitu, se
zacali mnozit pozadavky na nahrazeni celého vajeéného Zloutku. Proto by mohlo byt
prospésné nahradit tyto Skodlivé substance zloutku za pouhou u¢innou frakei zloutku a ptidat
ho po extrahovani do fedidla, spiSe nez cely vaje¢ny Zloutek (Moussa et al., 2002). Vaje¢ny
Zloutek se sklada z 68 % z low-density lipoproteinti (LDL), 16 % high-density lipoproteint
(HDL), 10 % livetint a ze 4 % fosvitind (Anton et al., 2003).

3.5.2 BSP proteiny

By¢i semenna plazma obsahuje rodinu bilkovin BSP — A1/A2, BSP — A3 a BSP — 30 kDa,
jez se souhrnné nazyvaji BSP proteiny. BSP proteiny jsou sekre¢ni produkty semennych
vacku, a predstavuji az 65 % proteinii semenné plazmy byka. Tyto proteiny jsou pifitomny
u vSech savctl, ale jejich koncentrace v semenné plazmé se lisi podle druhu (Bergeron et

Manjunath, 2006).

Tyto proteiny se vazi pii ejakulaci na povrch spermie, a stimuluji cholesterol a odtok
fosfolipidi z membrany (Hu et al., 2011). Bergeron et Manjunath (2006) tvrdi, ze hlavnim
mechanismem, kterym LDL chrani spermie je prostfednictvim sekvestrace hlavnich proteinti
BSP. LDL a BSP proteiny na sebe navzdjem specificky piisobi, tak Ze LDL sniZuje vazbu

proteinill na spermie a zabranuje vytoku lipidii z membrany spermii.

Interakce proteinii BSP a LDL je také spojeno s lecitinem, jehoz pfitomnost v fedidle poméaha
chranit spermie béhem procesu kryokonzervace. Na hiebCi sperma je stejné efektivni lecitin
z vaje¢ného zloutku, jako ze sdjovych bobli. Nicméne na byci sperma je méné efektivni

lecitin rostlinného ptivodu, nez z vaje¢ného Zloutku (Bergeron et Manjunath, 2006).
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3.6 Low — density lipoprotein (LDL)

Ptesny mechanismus, kterym vajecny zloutek pomaha pii ochrané¢ spermii béhem zmrazeni
a rozmrazeni neni znam. Mnoho autorti predklada hypotézu, ze low density frakce Zloutku,
ktera se sklada hlavné z LDL, by mohla byt z velké ¢asti zodpovédna za odolnost proti Soku
Z chladu a za zlepSeni motility uskladnéni. Nékteti autoii predpokladaji, ze LDL by se mohlo
lepit na buné¢né membrany béhem procesu zmrazeni a rozmrazeni, a tim chrani membrany
spermii. OvSem jednotlivé role slozek lipidi a proteini v interakci s membranou spermii

nejsou jasn¢ uréeny (Moussa et al., 2002).

LDL tvoii zhruba dv¢ tretiny celé pevné latky slepi¢iho vaje¢ného zloutku a je lokalizovano
v rozpustné frakci vaje¢ného Zloutku nazyvaného plazma. Hustota LDL piedstavuje
0,982 g/ml (Moussa et al., 2002). LDL jsou velké kulovité ¢astice o praiméru kolem 35 nm
s lipidovym jadrem triglyceridd a esterd cholesterolu obklopené fosfolipidovym
a proteinovym filmem (Anton et al., 2003). Fosfolipidy hraji hlavni roli ve stabilité struktury
LDL, protoZze vazby jsou hlavné hydrofobni. LDL obsahuje 83 — 89 % lipida a 11 — 17 %
proteini. Lipidy LDL jsou tvofeny zhruba 69 % triglyceridy, 26 % fosfolipidy a 5 %
cholesterolu (Moussa et al., 2002).

Donedévna bylo pro ocisténi LDL od vajecného zloutku vSeobecné pouzivana metoda
ultracentrifugace. Tato technika izolace poskytuje vynikajici ¢istotu LDL, ale je to velmi
Casové narocné a extrahované mnoZzstvi je pfili§ malé, aby mohlo byt pouzito pro komer¢ni
vyuziti. Moussa et al, (2002) proto vymysleli zptisob, cilem kterého bylo vyvinout takovou

metodu extrahovani LDL, ktera by dovolovala produkci na primyslové urovni.

Plasma odd¢lena od Zloutku, byla smichdna s 40% siranem amonnym jednu hodinu, aby se
vysrazeli livetiny. pH plasmy bylo nemé&nné 8,7 a teplota byla ustédlena na 4 °C. Supernatant
od sedimentu oddglila centrifugace na 10 000 X g pii 4°C n 45 minut. Supernatant byl poté
nejméné 6 hodin dialyzovan proti destilované vodé, aby se eliminoval sulfat amonny.
Po Gplné eliminaci sulfatu byl roztok znovu odstfedén a plovouci reziduum plné LDL bylo

sebrano (Moussa et al., 2002).

Tato metoda je relativné snadna, protoze nepouziva chromatografii nebo ultracentrifugaci
a neni ¢asoveé narocnd, pouze mirné stupné odstiedéni. LDL je moZné extrahovat za 24 hodin,

poskytuje vybornou ¢istotu LDL (97 %) a uspokojujici vytézek (67 %). Tuto metodu je
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mozné rozvinout na prumyslovou uroven, aby se mohl LDL pouzivat v komer¢nich fedidlech

(Moussa et al., 2002).
3.6.1 Kryoprotektivni tc¢inky LDL

Vroce 1974 ocistili Pace a Graham vaje¢ny zloutek a zjistili, ze frakce LDL vykazala
kryoprotektivni vlastnosti. Poté mnoho dalSich studii potvrdilo, ze LDL oc¢isténé od vaje¢ného
7loutku ma stejné kryoprotektivni pisobeni. Redidlo obsahujici LDL je méné komplexni
vV chemickém slozeni nez standardni fedidlo, a m& ochrannou funkci na plazmatické

membrany, jez jsou vystavené kryokonzervaci (Hu et al., 2011).

Kryokonzervace muze ovlivnit uspofadani lipidi a chemické slozeni plazmatické membrany
spermii. Extender obsahujici LDL je méné komplexni v chemickém sloZeni nez standardni
extender, a ma ochrannou funkci na plazmatickou membranu. LDL miize nabidnout ochranu
spermiim snizenim Skodlivého ucinku semennych plazmatickych proteini na membrany.
Vysledky studie Hu et al. (2010) poskytuji dikazy, ze 8 % LDL by mohlo byt efektivné;si
nez 7 % nebo 9 % LDL.

Je zndmo, ze vajecny Zloutek chrani spermie, ale také obsahuje substance, které zabraiuji
spermiim dychat. V extenderu s celym vajeénym zloutkem je prokazéna u beranich a bycich
ejakulatii, snizena motilita a metabolismus po rozmrazeni. Negativni t€¢inky celého vaje¢ného
zloutku na Zivotaschopnost spermii jsou pfisuzovany HDL. Skodlivé substance v extenderu
LDL chybi. Navic bylo prokdzano, Ze sloZeni vaje¢ného Zloutku je nestalé — zalezi

na plemeni, a vyzive slepic (Hu et al., 2010).

Spermie, jez samovolné prodé€laji akrozomalni reakci po ejakulaci nebo po zmrazeni nejsou
schopné vazby na zonu pellucidu a proto nejsou schopné oplodnit vaji¢ko. Ve studii Hu et al.
(2010) extender obsahujici 8 % LDL poskytuje nejlepsi ochranu akrozomalni integrity, mozna
prostfednictvim pfimého plsobeni skrze vyménu nebo pisobenim fosfolipidi akrozomalni
membrany nebo jednoduse proto, Ze extender obsahujici LDL je méné bohaty na progesteron
nez vajecny zloutek kvuli filtrovacimu efektu membrany. Navic je znamo, ze motilita je
zavisld na membranovém transportu. Procento spermii se ztritou integrity plazmatické
membrany kvili zmraZeni je vyS$§i neZ procento spermii, u kterych je ztrata motility.
Proto mtze byt malé procento rozmrazenych spermii pohyblivych, ale poSkozenych (Hu et
al., 2010).
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Zivotaschopnost spermii miize byt po rozmraZeni oslabena reaktivni formou kysliku (ROS).
K potladeni destruktivnich u¢inki ROS maji spermie antioxidacni systém sestavajici
z superoxiddismutazy (SOD), katalazy (CAT), redukovany glutathion (GSH),
glutathionperoxidaza (GSH-Px), coz se zda byt velmi vyznamné pii ochrané¢ spermii proti
oxida¢nimu poskozeni. OvSem spermie maji vysoky podil polynenasycenych mastnych
kyselin v plazmatické membrané¢ a chybi jim vyznamna cytoplazmaticka soucast obsahujici

anti-oxidanty, a proto snadno podléhaji poSkozeni, hlavné po kryokonzervaci (Hu et al.,
2011).

Vsechny aerobni organismy potiebuji k zivotu kyslik. Ackoliv je produkce reaktivniho
kysliku normalni fyziologicky jev, metabolity kysliku jsou schopné neblaze modifikovat
bunécné funkce, které ohrozuji pteziti buniky. Navic se pfedpoklada, Ze extendery obsahujici
vajecny zloutek mohou zvyraznit u¢inky H,O,. Béhem konzervace se kvalita semene zhorSuje
a spermie byvaji poskozeny. Systém anti-oxidantt skladajici se z GSH, GSH-Px, CAD a SOD
je popsan jako ochranny mechanismus proti peroxidaci lipidd v semeni, a dulezity
pro zachovani motility a Zivotaschopnosti spermii. SOD je dulezitd soucast enzymatického
anti-oxida¢niho systému. Potencialni role enzymu CAT muze fidit oxida¢ni stres u spermii
a ovliviluje téméer vSechny parametry kvality semene, ale vétSina semene savcl obsahuje malo
nebo CAT vubec neobsahuje. GSH hraje dulezitou roli v intracelularnim ochranném
mechanismu proti oxidaénimu stresu, protoze muze ragovat s reaktivnim kyslikem a jako
kofaktor pro glutathion peroxidazu, vyvolava snizeni toxického H20, a hydroperoxidi.
ProtoZe zrajici spermie vytfadi vétSinu své cytoplazmy béhem fidlnich fazi spermatogeneze,
bunky ztrati nékteré z jejich obrannych enzymi. Proto jsou buiky spermii nachylné snadno
nachylné k peroxida¢nimu poskozeni, hlavné po zmrazeni, s nasledujici ztrdtou membranoveé
integrity, poSkozenim buné&cnych funkei, snizenou motilitou a schopnosti oplozeni (Hu et al.,

2011).
3.6.2 Soucasny stav experimentalniho u¢inku LDL v redidlech

Studie Amirata et al. (2005) byla pohanéna myslenkou nalezeni lepsiho fedidla, nez jsou
stavajici. Pro to je potieba n&kolika kritérii. Redidlo pro kryokonzervaci by mé&lo obsahovat
zdroj energie pfirozen¢ vyuzivany bunikami, jako je fruktdza. Zaroven by mél obsahovat dost
soli, které vyrovndvaji osmolaritu pfed zmrazenim, a pfitom zabranit vysokym koncentracim
soli, jez by mohly bunku poskodit. Béhem procesu mrazeni se pocatecni koncentrace soli

zvysi 6,25 krat.
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Navic by mélo fedidlo samoziejmé mit optimalni pH, mit viskdzni charakter, a hlavné by mél
obsahovat propustny netoxicky kryokonzervant s vysokou mirou propustnosti membrany.
V této praci Amirat et al. (2005) nejdiive srovnali ultrastrukturu byc¢ich spermii po inkubaci 1,
4 a 24 hodin pfi 4 °C viedidle obsahujicim vaje¢ny Zloutek — Triladylu, v druhém
obsahujicim LDL a ve tfetim obsahujici jinou komer¢ni ndhradu vaje¢ného Zloutku Biociphu.
Ultrastruktura byla studovana pomoci elektoronového mikroskopu. Poté byly k porovnani
efektd pouzity vzorky po procesu kryokonzervace, a nakonec byla zivotaschopnost spermii

po rozmrazeni zhodnocena mirou motility.

LDL bylo o hodné¢ mén¢ agresivni k buitkkdm inkubovanym az 4 hodiny, tedy doba
srovnatelnd s vétSinou klasickych zmrazovacich protokoll. Nebyly pozorovany zadné zmény
plasmatickych membran, a z4dné nebo velmi malo opravdovych akrozomadlnich reakci.
Pouzeu 7 % bunck se po 4 hodinach ukéazal zvétSeny akrozom bez rozptylené¢ho
akrozomdlniho obsahu. To by mohlo korespondovat s mrtvymi bufikami podléhajicmi
autolyze. Tento vzorec platil i po kontaktu s LDL po dobu 24 hodin, ale bylo piitomno vice
poni¢enych plazmatickych membran a autolyzujicich akrozomi. OvSem 63 % bunék bylo
neposkozenych. Ve zmraZzeném stadiu tvofila organicka ¢ast extenderu, hlavné LDL, vrstvy
nedostate¢né tloustky k ochrané spermii pted kontaktem s velkymi ledovymi krystaly. Bunky
zapusténé z ¢asti v LDL a z ¢asti v ledu vykazovaly ocekavané vzory — siln¢ dehydratované
V ledu, zatimco normalné¢ hydratované nebo mirné¢ dehydratované v LDL, Vv zavislosti
na umisténi bunék v pejetach (Amirat et al., 2005). Vétsich vrstev by pravdépodobné mohlo
byt dosazeno s extenderem obsahujicim vice LDL a tyto extendery by mohly piinést i vice
ochrany, ale studie Moussy et al.,, (2002) prokazala vyznamné snizeni motility semene,
kdyz bylo LDL pouzito ve vy$§im procentu. Motilita, které bylo dosazeno po rozmrazeni,
byla o hodné lepsi nez ta, které bylo dosaZeno u Triladylu. To je pravdépodobné z velké ¢asti

zpusobeno dobrou konzervaci zivych bunék pfed zmrazenim (Amirat et al., 2005).

Po porovnani fedidel bylo zjiSténo, Ze po 1 hodin€ inkubace bylo u Triladylu neposkozenych
46 % spermii, zatimco u LDL a Biociphu byla neposkozend vétSina bun€k. Nejvyssi
procentualni podil akrozomalniho poskozeni byl tedy zaznamenan po inkubaci s Triladylem,
zaroven u Biociphu byl vy$$i neZ u LDL. Po 4 hodinach inkubace bylo u LDL 89,7 %
neposkozenych bunck, coz byla nejvyssi hodnota, protoze Biociphos mél 46,9 %
nepoSkozenych spermii, a Triladyl pouhych 11,6 %. Navic se u Triladylu ukéazalo, ze ma 43

% spermii natrZzenou plazmatickou membranu. LDL vyslo nejlépe 1 po 24 hodinach inkubace,
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jelikoz 63,2 % spermii bylo neporuseno, zatimco u Biociphu pouze 23 % a u Triladylu 5 %
(Amirat et al., 2005).

Motilita, VSL a VAP byly vyznamné vyssi u semene zmrazeného V fedidle obsahujicim 8 %
LDL v porovnani se semenem zmrazenym v Triladylu, ale nebyl nalezen rozdil u VCL.
Mezi fedidly LDL a Biocphem nebyl nalezen vyznamny rozdil, nicméné vyznamny rozdil byl

mezi Triladylem a Biociphem (Amirat et al., 2005).
3.6.3 U&inky LDL na inseminaéni davKky s vysokym stupném ¥edéni

Ztedéni na nizky pocet spermii na davku vede k redukci Zivotaschopnosti po rozmrazeni.
Je totiz mozné, ze ve vysSich mirach zfedéni chybéji nezbytné soucasti semenné plazmy.
Nicméné¢ momentaln¢ je trendem uméla inseminace ddvkami s vysokym stupném fedéni,
jelikoz se optimalizuje vyuziti elitnich plemennych bykt. Proto Vera-Munoz et al. (2009)
vytvofili studii, jejimz cilem bylo zhodnotit G€inky kryokonzervace pii vysokych mirach
zfedéni na motilitu spermii a integritu plazmatické membrany s pouzitim extenderu LDL

ve srovnani s Bioxcellem a Triladylem.

Autofi sledovali zménu motility u Cerstvého a mrazeného ejakulatu, a dle predpokladi mélo
Cerstvé semeno vys§i motilitu nez zmrazené, v riznych mirach koncentrace i extenderech.
Motilita byla vyznamné vy$s$i u semen, které bylo zmrazeno v extenderu obsahujicim 8 %
LDL, v porovnani se semenem zmraZzenym v Triladylu a Bioxcellu. Ztrata motility kvili
zmrazeni byla pro LDL: 20,9%, 32,1%, 44,6% pro koncentraci 120 x 10%, 60 x 10°, 20 x 10°
spermii/ml. Pro Triladyl: 27,5 %, 41,3 %, 56,8 %, a pro Bioxcell byla ztrata: 28,1 %, 40,6 %,

55,7 % pfi stejné koncentraci ejakulatu.

Tyto vysledky dokazuji, ze po zmraZeni ve vysokych mirach ziedéni nebo se snizenymi pocty
spermii na davku vznik4 vyrazna redukce motility by¢iho spermatu a funkénosti membrany.
By¢i semenna plazma obsahuje smés sekreci z varlat, nadvarlat a pfidatnych pohlavnich Zlaz.
To obsahuje prospesné proteiny, které podporuji funkci, motilitu a Zivotaschopnost spermii,
a zaroven pomahaji zabranovat samovolné kapacitaci a akrozomalni reakci, jenz €ini spermii
neplodnou. Pfi nejvysSich ziedénich by mohly byt tyto prospésné elementy ziedény, coz by

snizovalo ochranu spermii (Vera-Munoz et al., 2009).

Redukce motility spermii a integrity membrany se po kryokonzervaci semene lisila dle

pouzité¢ho extenderu, coz naznacuje, ze slouceniny pfitomné v extenderu maji rizné ucinky
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na membranu a bicikové struktury. LDL extender byl v ochrané motility a integrity
plazmatické membrany ve vysokych mirach zfedéni efektivnéjsi, nez Triladyl a Bioxcell.
Jak jiz bylo feCeno, kryokonzervace ovliviiuje uspofadani lipidi a chemické slozeni
V plazmatické membrané¢ spermie (Vera-Munoz et al., 2009). Piidani LDL poskytlo
vyrovnavaci ochranu proti skodlivym G¢inktiim zfedéni a zmrazeni v porovnani s Bioxcellem
a Triladylem. V této studii byl pouzit opét 8 % LDL extender, coz se prokazalo jako nejlepsi
koncentrace, ktera umoznuje ochranu spermiim po zfedéni na 30 milion spermii na davku

(Vera-Munoz et al., 2009).

Mensi pomér spermii s nedot¢enymi a funkénimi membranami po zmrazeni a rozmrazeni,
nez u cerstvého semene naznacuje, ze nékteré spermie byly poSkozeny pravé kvili tomuto
procesu, a to u vSech tii extendert. SniZeni integrity membrany bylo vyznamné mensi u 8 %
LDL, nez bylo u Triladylu a Bioxcellu. Navic byla nalezena vyznamni korelace
mezi procentem pohyblivych spermii a poftem spermii, které zbytnély. Procento spermii se
ztratou integrity membrany béhem kryokonzervace bylo vétsi nez procento spermii, u kterych
byla ztrata motility. To dokdzalo, ze malé procento zmrazenych a rozmrazenych spermii mize

byt stale pohyblivé, ale zaroven poskozené (Vera-Munoz et al., 2009).

Autofi tuto studii uzaviraji tim, ze vyssi zfedéni snizuji pteziti spermii po kryokonzervaci.
Ale 8 % LDL nabizi nejlepsi ochranu spermii pii koncentraci 5 a 15 milionl spermii
na davku, oproti Triladylu a Bioxcellu. LDL extender by tedy mohl byt pouZivan misto téchto
dvou fedidel pii vyssich stupnich fedéni byciho ejakulatu (Vera-Munoz et al., 2009).

3.6.4 GlutaminaLDL

Glutamin je pouzivan ve slozeni fedidel u nékolika zivo€isnych druhti, ale zatim ne u byki.
Proto Amirat-Briand et al. (2009) vytvofili studii, jejimz cilem je demonstrovat
kryoprotektivni roli glutaminu pfi zmrazeni byciho semene a urcit jeho koncentraci za ti¢elem
zlepSeni motility a trajektorie spermii. Mezi aminokyselinami pouZivanymi pro rozmrazovani
zviteciho semene se ukazalo, ze glutamin je efektivni u nékolika druhti: ¢loveék, hiebec, pes,

osel a kozel.

Autofi Vtéto studii provedli 3 experimenty. V prvnim pokusu byl glutamin piidan
do zakladniho media, ktery se sklada z Tris + glycerol 6,4 % (v/v). Druhy pokus byl odlisny,
jelikoz byl glutamin ziedén na 40, 80 a 120 mM a piidan k 8 % LDL. Pfi tfetim pokusu byla
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urCena nejlepSi koncentrace glutaminu, coz byla 40 mM. Glutamin se poté ptidal

do extenderu LDL v 10, 20, 30 a 40 mM koncentraci (Amirat-Briand et al., 2009).

Touto studii Amirat-Briand et al. (2009) ukazali, Ze pouziti glutaminu ve spojeni s 6,4 %
glycerolu (bez vaje¢ného zloutku nebo LDL) ma kryoprotektivni u¢inky. Zahrnuti glutaminu
umoznuje zlepseni parametrd motility a pohybu spermii. Tato studie demonstruje, Ze glutamin
jednoznacné hraje kryoprotektivni roli pfi zmrazeni a rozmrazeni by¢iho semene, ale motilita,
které¢ bylo dosazeno po zmrazeni a rozmrazeni se samotnym glutaminem neni dostate¢na
pro nahrazeni vaje¢ného zloutku nebo LDL v fedidlech. Minimalni motilita vyzadovana
proumélou inseminaci je 30 %. Pouziti glutaminu v koncentraci vétsi nez 40 mM
Vv kombinaci s LDL ve srovnani s LDL bez glutaminu nezlepsuje motilitu spermii. Navic bylo
zaznamenano snizeni motility, kdyZ byl pouzit glutamin v koncentraci 80 mM a vice,
coz naznacuje, ze glutamin je pro spermie ve vysokych koncentracich toxicky. PouZiti
glutaminu v koncentraci 40 mM a vice tudiz neméd praktického vyznamu pii mrazeni byciho
ejakulatu. Nicméné koncentrace niz$i nez 40 mM vedou ke zietelnému zlepSeni motility
spermii. Studie Amirat-Briand et al. (2009) také ukazala, ze 10 mM piidana do extederu LDL
je nejlepsi koncentrace pro zmrazeni byciho ejakulatu, a vede k vyznamnému zlepSeni

motility, tudiz by mohl byt pouzit ke zlepSeni fedidel pro byky.
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4 Metodika

4.1 Charakteristika byku

Do studie byli zafazeny vzorky ejakuldtu rtiznych plemen bykt chovanych na inseminacni

stanici Natural Hradist'ko.

1. NEO 178, ORTY, Holstynské plemeno, narozen 3. 9. 2010

2. NEO 141, CHOICE, Holstynské plemeno, narozen 16. 6. 2010
3. ZAA 729, ROCKY, Aberdeen Angus, narozen 1. 4. 2008

4. ZGA 400, XAVER, Galloway, narozen 6. 3. 2009

4.2 Sbér a zpracovani ejakulatu

Ejakulat byl odebran od bykd na inseminacni stanici Natural Hradistko standardnim
zpusobem do umélé vaginy. Byl posouzen objemu ejakuldtu, koncentraci spermii a procenta
pohyblivych spermii ( > 70 %). Vzorky, které odpovidaly limithm byly transportovany

v chladicim boxu pfi teploté 6 — 8 °C do laboratoie.

Ejakulat byl zfedén na koncentraci cca 30 x 10°® spermii/ml. Pejety byly po naplnéni pomoci
pipety uloZeny do lednice na dobu jejich ustaleni, kterd trvd 4 hodiny. Po této dobé byly
pejety vlozeny do polystyrenového boxu, ktery je upraven pro kryokonzervaci. 10 minut byly
drzeny pii teploté -120 °C v dusikatych parach a nasledn& ponoieny do kapalného dusiku
(-196 °C), kde byly skladovany.

4.3 Priprava redidel

Byl hodnocen vliv ptfidavku LDL o rGznych koncentracich do sloZeni komer¢nich fedidel
AndroMed, Triladyl (obé od firmy Minitiibe Germany) a Bioxcell (od firmy IMV France).
K ptipravé tedidel byl pouzit Ccisty dialyzovany LDL, komeréné vyrabénd tedidla
a deionizovana voda. Nejprve se pies filtracni papir prefiltroval vajeny Zloutek, ktery se
pouzil na pfipravu kontrolnich vzorkl fedidla Triladyl. Zbylé vzorky byly namichany se
stanovenou koncentraci LDL. Triladyl byl namichan v poméru 1 (koncentrat): 3 (voda) : 1
(Zloutek). AndroMed a Bioxcell byly namichany v poméru 1:4 pro kontrolni vzorky,
do zbylych byla pfidana stanovena koncentrace LDL. Zpracovani fedidel i ejakulatu probihalo
v chladicim boxu. Redidla byla pfipravena dle navodu vyrobce a rozdélena na 3 dily,

do kazdého se piidal LDL o urcité koncentraci.
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4.4 Extrakce LDL

LDL bylo pfipraveno v souladu s metodikou Moussy et al., 2002. Slepi¢i vejce byla ziskana

z Biopharm Inc, a vyroba frakce LDL byla zajisténa spolecnosti Henna a.s.

Za prvé, vajecny zloutek musel byt ruéné oddélen od bilku a skutalen na filtracni papir, aby se
oddé¢lili chalazy a stopy bilku drzici se na vitelinni membrané. Poté byla membréana narusena
fezem skalpelu, a Zloutky byly odebrany do kadinky, chlazené ve vodé pii 4 °C. Vajecny
zloutek se ztedil s 0,17 M NaCl a centrifugoval se pii 10 000 x g 45 minut. Po odstranéni
supernatantu se postup opakuje. Aby se odstranili livetiny, ptidalo se 20,5 g siranu amonného
a znovu se centrifugovalo. Supernatant, bohaty na LDL se dalSich 10 hodin dialyzoval proti
destilované vod¢, kvili odstranéni siranu amonného. DalSim krokem byla opét centrifugace,
kdy vznikl vysledny sediment s LDL o Cistoté¢ nejméne 97 %, a ktery byl dale skladovan
pii 4 °C.

4.5 Hodnoceni motility spermii

Motilita spermii byla hodnocena pomoci CASA modulu (NIS Elements Ar 3.2.), s pouzitim
kamery JENOPTIK ProGres CT1 (30 fps) a stereo mikroskop (Nikon Eclipse E600)
s vyhtivanou podlozkou (Tokai Hit). Ze vzorku byl odebran objem 3 pl, ktery byl hodnocen
v kalibrované pocitaci komirce Leja® (hloubka 20 um). Jeden vzorek byl hodnocen
Vv 6 polich. Nativni a kryokonzervované vzorky byly hodnoceny po 5 minutovém temperovani
(,0 hodin®), a po 2 hodinové inkubaci ve vodni lazni pii 37 °C. U obou piipadi byly
posuzovany 3 parametry motility — rychlost hlavicky na skuteéné draze, pramérna rychlost
mezi body méfeni (VCL, um/s), rychlost hlavicky na naptimené dréaze, slouzi k plynulejSimu
vyjaditeni pohybu (VAP, um/s), rychlost hlavicky na ptimé dradze, mezi vychozim

a konecnym bodem méteni (VSL, w/s).
4.6 HOS test

Hypoosmotic swelling test patfi mezi jednoduché priikkazy membranové Urovné spermii
stanovenim jejich semipermeability. U intaktnich bunék vlivem hypoosmotickych podminek
dochazi prinikem vody a zvétSovanim bunééného objemu ke staceni bicikti (Véznik et al.,
2004).
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Rozpustilo se 0,735 g citratu sodného (NazCsHsO7 . 2H0) a 1,351 g fruktézy ve 100 ml
destilované vody. Alikvoty tohoto roztoku se skladovaly zmrazené pii -20 °C. Rozmrazily se
a smisily pfed pouzitim. 1 ml roztoku se zkumavce Eppendorf se zahtal na 5 minut na teplotu
37 °C. Ptidal se 0,1 ml ejakulatu a jemné se promichal. Inkuboval se pti teploté 37 °C po dobu
30 minut. Po inkubaci se promichal a zhotovil se natér. Po dobarveni eosin-nigrosinem se

pozoroval pod imerznim objektivem.
4.7 Statisticka analyza

Ziskané udaje se pribézné zapisovaly do programu MS Excel, po kontrole a upravé dat
probéhla statistickd analyza. Statistickd analyza byla provedena pomoci programu Statistika

12, byly pouzity multifaktorialni metody ANOVA, nasledné Schéffeho post-hoc test.
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5 Vysledky

Vysledky jsou zpracovany po jednotlivych fedidlech, poté jsou porovnany nejlepsi

koncentrace a kontrolni vzorky, a nakonec je vyhodnocen HOS test.

5.1 AndroMed

Vysledky analyzy motility spermii v rozmrazenych inseminacnich davkach na bazi tedidla

AndroMed dokumentuji grafy ¢. 1 — 4.

Kontrolni vzorek se priikazné lisil v ¢ase 0 a 2 hodiny ve vSech hodnocenych parametrech,

mimo parametru VCL.

V case 0 hod. je u 4% koncentrace LDL, a po 2 hodinach, ve vSech hodnocenych parametrech
statisticky vyznamny rozdil. Nejvyraznéjsi je rozdil u parametru VCL, kdy je v ¢ase 0 hodin
rychlost 47,890 um/s a po 2 hodinach se rychlost snizila na 37,087 um/s. U 6% koncentrace
0 hodin je rychlost 24,106 um/s, a po 2 hodinach klesla na 20,191um/s. 6% koncentrace se u
AndroMedu ukéazala jako optimalni. Vysledky 8% koncentrace jsou srovnatelné s 4% - nejsou

mezi nimi statistické rozdily v Zzadném parametru.

Graf €. 1 - Vliv fedidla AndroMed a pfidanych koncentraci frakce LDL na parametr VCL
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a, b, ¢ — hodnoty ozna¢ené shodnymi indexy se statisticky vyznamné neli$i na hladiné vyznamnosti P<0,05.
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Graf €. 2 - Vliv fedidla AndroMed a pfidanych koncentraci frakce LDL na parametr VAP
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a, b, ¢ — hodnoty oznacené shodnymi indexy se statisticky vyznamné neli$i na hladin¢ vyznamnosti P<0,05.

Graf ¢. 3 - Vliv fedidla AndroMed a pfidanych koncentraci frakce LDL na parametr VSL
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a, b, ¢ — hodnoty ozna¢ené shodnymi indexy se statisticky vyznamné neli$i na hladiné vyznamnosti P<0,05.
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Graf €. 4 - Vliv fedidla AndroMed a pfidanych koncentraci frakce LDL na parametr ALH
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a, b, ¢ — hodnoty oznacené shodnymi indexy se statisticky vyznamné neli$i na hladin¢ vyznamnosti P<0,05.
5.2 Bioxcell

Vysledky analyzy motility spermii v rozmrazenych insemina¢nich davkach na bazi tfedidla

Bioxcell dokumentuji grafy ¢. 5 - 8.

U vSech hodnocenych parametrii je u kontrolniho vzorku v ¢ase 0 a 2 hodiny statisticky
vyznamny rozdil, a zaroveil maji vSechny koncentrace u vSech hodnocenych parametri

klesajici tendenci vii¢i kontrolnimu vzorku.

4% koncentrace LDL vysla u Bioxcellu jako nejhorsi. U vSech sledovanych parametrii je
v case 0 a 2 hodiny statisticky prikazny rozdil. Podle grafu ¢. 7 je nejvyrazngjsi rozdil
v parametru VSL, kdy je rychlost 12,985 um/s v ¢ase 0, a 11,072 pm/s po 2 hodinach.
6% koncentrace se opét statisticky 1isi ve vSech parametrech. Nejlépe vysla 8% koncentrace

LDL, opét je mezi vSemi parametry prukazny rozdil.

Po 2 hodinach je prukazny rozdil mezi 4% koncentraci, kdy je rychlost 50,088 pum/s a 8%
koncentraci, kdy je rychlost 30,267 pum/s v parametru VCL. V parametrech VAP a VSL je
vyznamny rozdil mezi koncentracemi 4% a 8% (VAP = 13,600 um/s a 16,404 um/s, VSL =
11,072 pm/s a 13,743 um/s), potom mezi koncentracemi 6% a 8% (VAP = 14,127 um/s a
16,404 pm/s, VSL = 11,416 um/s a 13,743 um/s).
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Graf €. 5 - Vliv fedidla Bioxcell a pfidanych koncentraci frakce LDL na parametr VCL
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a, b, ¢ — hodnoty oznacené shodnymi indexy se statisticky vyznamné neli$i na hladin¢ vyznamnosti P<0,05.

Graf €. 6 - Vliv fedidla Bioxcell a pfidanych koncentraci frakce LDL na parametr VAP
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Graf €. 7 - Vliv fedidla Bioxcell a pfidanych koncentraci frakce LDL na parametr VSL
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a, b, ¢ — hodnoty oznacené shodnymi indexy se statisticky vyznamné neli§i na hladiné vyznamnosti P<0,05.
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Graf ¢. 8 - Vliv fedidla Bioxcell a pfidanych koncentraci frakce LDL na parametr ALH
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5.3 Triladyl

Vysledky analyzy motility spermii v rozmrazenych inseminac¢nich davkach na bazi fedidla

Triladyl dokumentuji grafy ¢. 9 — 12.

Mezi ¢asem 0 a 2 hodiny je u kontrolniho vzorku u vSech parametrt statisticky vyznamny

rozdil.

U Triladylu vysla nejlépe 10% koncentrace, u které je ve vSech sledovanych parametrech

Vv ¢ase 0 a 2 hodiny prikazny rozdil. To samé se da fici i u ostatnich koncentraci.

Nejzajimavéjsim parametrem je ALH, jelikoz dle grafu €. 12 pohyb spermii ve vsech
koncentracich klesa vici kontrolnimu vzorku v obou Casech. Statisticky vyznamny rozdil je
v ¢ase 0 mezi 10% (ALH = 4,7763 um) a 8% (ALH = 4,2034 pum), poté mezi 6% (ALH =
4,5748 pm/s a 8% (ALH = 4,2034 pum). Po 2 hodinach je vyznamny rozdil pouze mezi 10%
koncentraci (ALH = 3,9194 um) a 8% (ALH = 3,6222 pm).

Graf €. 9 - Vliv fedidla Triladyl a pfidanych koncentraci frakce LDL na parametr VCL
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Graf €. 10 - Vliv fedidla Triladyl a pfidanych koncentraci frakce LDL na parametr VAP
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a, b, ¢ — hodnoty oznacené shodnymi indexy se statisticky vyznamné neli$i na hladin¢ vyznamnosti P<0,05.

Graf €. 11 - Vliv fedidla Triladyl a pfidanych koncentraci frakce LDL na parametr VSL
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a, b, ¢ — hodnoty oznacené shodnymi indexy se statisticky vyznamné nelisi na hladiné vyznamnosti P<0,05.
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Graf €. 12 - Vliv fedidla Triladyl a pfidanych koncentraci frakce LDL na parametr ALH
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a, b, ¢ — hodnoty oznacené shodnymi indexy se statisticky vyznamné neli$i na hladin¢ vyznamnosti P<0,05.

5.4 Porovnani nejlepsich koncentraci a kontrolnich vzorki u jednotlivych

parametru

541 VCL

Dle jednotlivych fedidel se nejlépe uplatnily vzorky EA6, EB8 a ET 10. Ukézalo se, Ze po
2 hodinach inkubace je statisticky vyznamny rozdil mezi EA6 (VCL =41,771) a EB8 (VCL =
30,267) i ET10 (VCL = 35,184). Z toho vyplyva, ze v tomto parametru je nejvhodnéjsi EA6.

Kontrolni vzorky maji vSechny mezi sebou statisticky vyznamné rozdily jiz pfed inkubaci.
K1A (VCL = 32,954), K1B (VCL = 50,088) a KIT (VCL = 44,900). Po 2 hodinach inkubace
se od sebe 1isi pouze K1A (VCL =30,462) a K1B (VCL = 37,340). Zajimavosti je, Ze nejlépe
vychazi Bioxcell, ktery po pfidani frakce LDL, se jevi nejhtie.

54.2 VAP

I u tohoto parametru se ukazali po 2 hodinach stejné statisticky vyznamné odliSnosti jako
v predchozim parametru. U EA6 je (VAP = 20,191), EBS ma hodnotu (VAP = 16,404) a
hodnota u ET10 (VAP = 16,136). Vysledkem tedy je, ze opét EA6 vychdzi nejlépe.
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V 0 hoding se od sebe prukazné lisi K1A (VAP = 17,222) a K1B (VAP = 28,234). K1B se
také prikazné odlisSuje od KIT (VAP = 18,352). Po inkubaci zlistdva situace stejna jen
s rozdilnymi hodnotami parametru K1A (VAP = 14,421), K1B (VAP = 19,389), KIT (VAP =
12,238).

54.3 VSL

Statisticky prikazné se u tohoto parametru lisi pouze EA6 (VSL = 16,226) a ET10 (VSL =
12,778) také po 2 hodinach inkubace. Proto mizeme fici, ze ET10 je pro tento parametr

nejméné vhodny.

U VSL zistava situace pred inkubaci, pokud jde o prikazné rozdily stejna. K1A (VSL =
14,478), K1B (VSL = 23,450), KIT (VSL = 12,544). Po inkubaci nastaly zmény v tom
smyslu, Ze mezi sebou li§i vSechny vzorky navzdjem, tudiz K1A (VSL = 11,529), K1B (VSL
=16,069) a K1T (VSL = 8,0083).

544 ALH

Zajimavé je, Ze u parametru ALH se naopak prukazné lisi EA6 (ALH = 4,1807) a EB8 (ALH

=3,3052), opét po inkubaci. TudizZ je v tomto parametru nejméné vhodny EBS.

Pted inkubaci se od sebe navzajem opét vyznamné odliSuji vSechny vzorky, to znamena, ze
K1A (ALH = 3,5258), K1B (ALH = 5,1449), K1T (ALH = 5,7167). Po inkubaci se udaly
zmeény v tom, Ze se prukazné lisi K1B (ALH =4,0394) a KIT (ALH =4,1887) od K1A (ALH
= 3,2565).

Sjistotou tedy mizeme fici, ze AndroMed s 6% piidavkem frakce LDL zachovava
po kryokonzervaci by¢im spermiim nejvyssi motilitu ze vSech pouzitych fedidel a pfidanych
koncentraci, a zarovenn ve vSech sledovanych parametrech motility. Pokud jde o kontrolni

vzorky, tak s nejlepsimi hodnotami pfichazi jednoznaéné Bioxcell.
5.5 HOS test

Hypoosmoticky test ukizal, mimo jiné, vliv plemene na piezitelnost spermii. Vétsi
prezitelnost spermii ukazala mlécnd plemena, jelikoz primér H+ spermii je 38,41525%,
kdezto u masnych plemen je primér 36,125%. U masnych plemen je i vétSi mira variability,

protoze smérodatna odchylka je 15,33127, a u mlé¢nych plemen je pouze 8,731832.
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HOS test neprokazal zadné statisticky vyznamné rozdily mezi kontrolnimi vzorky, ani mezi
pfidanymi koncentracemi frakce LDL. Nicméné objevila se urCita tendence, kterd se
U AndroMedu témér ztotoziuje s vysledky parametri motility, jelikoz ptidavek frakce LDL
také podstatné zvysila kiivku oproti kontrolnimu vzorku. U Bioxcellu Ize také srovnavat
s vysledky parametrii motility, jelikoz oproti kontrolnimu vzorku se kiivka témét nezvedla,
coz napovidéa tomu, ze do Bioxcellu nema pfili§ vyznam ptidavat frakci LDL. Koncentrace
frakce LDL a kontrolni vzorky u Triladylu jsou témét identické, a piiliS se neshoduji
s vysledky parametrtic motility, coz mohly mit za nasledek zloutkové inkluze, a tudiz vétsi

viskozita kontrolniho vzorku, a jeho obtiznéjsi vyhodnoceni.

Graf €. 13 - Vliv fedidel a pfidanych koncentraci frakce LDL na H+ spermie - mlé¢na plemena
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6 Diskuze

Existuje né€kolik zahrani¢nich studii, které se zabyvaji vlivem piidavku frakce LDL.
Po metodické strance jsou totozné, ovSsem od naSi metodiky se lehce odlisuji. Ve studiich
Amirat et al. (2005), Hu et al. (2010) a Moussy et al. (2002), bylo semeno fedéno
na koncentraci 120 x 10° spermii/ml, kdezto v nasi studii bylo semeno zfed&no na koncentraci
30 x 10° spermii/ml, coz mohlo velmi ovlivnit hodnoty parametr motility. To dokazuje
i studie Very — Munoz et al. (2009), u které je jasné klesajici tendence jak motility,
tak propustnosti membran se snizujicimi se pocty spermii na davku. Dal$im divodem
pro neztotoznéni vysledkli mize byt pouziti i masnych plemen v naSem experimentu, kdezto

U ostatnich jsou plemena pouze mlécnd, konkrétné holstynska.

Kontrolni vzorky Bioxcellu nabyvaji vyssich hodnot nez u Triladylu, coz mlize byt zptisobeno
vétsi viskozitou Triladylu kvili zloutkovym inkluzim. OvSem ve srovnani s ostatnimi
studiemi, jsou hodnoty nasSich kontrolnich vzorkl nizsi. Jedinym srovnatelnym parametrem se
studiemi Amirat et al. (2005), Hu et al. (2010) a Moussy et al. (2002) je parametr VCL,
u kterého jsou srovnatelné hodnoty jak u Triladylu, tak u Bioxcellu. Ve studii Hu et al. (2010)
ma parametr VAP u Bioxcellu také srovnatelnou hodnotu s VAP Bioxcellu v nasem

experimentu.

Kryokonzervaéni vlastnosti LDL byly ovéfeny ve studiich, kde se LDL pouZilo jako ndhrada
Zloutku ve Zloutkovych fedidlech (Moussa et al., 2002; Amirat et al., 2004; Amirat et al.,
2005; Hu et al., 2010; Hu et al., 2011). Tyto experimenty obvykle doSly k zavérim, ze
pfi porovnani riznych koncentraci béhem zmrazeni a rozmrazeni, nejlépe vychazi 8%

koncentrace a je vzdy lepsi, nez kontrolni vzorky.

U naSeho experimentu bylo pouZito Zloutkového fedidla Triladylu. NaSe vysledky se
piekvapivé 1isi, jelikoZ u Triladylu vyslo, Ze nejlepsi vliv na spermie ma koncentrace 10%.
To si protife¢i s nazorem Moussy et al. (2002), ktery tvrdi, Ze koncentrace LDL v fedidle
na 10% a vice, vede ke snizeni motility spermii. Nicméné€ i koncentrace 6% a 8%, které

vykazuji horsi vysledky, by mohly byt pouZitelné a jsou pfiblizné€ na stejné Grovni.

Hodnoty sledovanych parametri po zmrazeni a rozmrazeni ziskanych v nasi studii, byly
ve vétsingé piipadl podstatn€ niz$i ve srovnani se studiemi Amirata et al. (2005), Hu et al.

(2010), Amirat — Briand et al. (2010) a Moussy et al. (2002). S posledné zminénym autorem
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jsou velmi podobné hodnoty u parametru VCL, ale u dalSich parametrii jsou také niZsi.
Rozdily mohou byt zptsobeny odliSnou délkou inkubace, nebo mohou byt spojeny s tim,
ze cely proces kryokonzervace byl zjednodusen v naSich laboratornich podminkach. DalSim
divodem muze byt delsi vystaveni ejakulatu pied zpracovanim proteinim byc¢i semenné

plazmy (BSP), které mohou mit negativni vliv na motilitu spermii (Hu et al., 2011).

Bezzloutkova tedidla, ktera jsme zaradili do naseho experimentu, jsou AndroMed a Bioxcell.
Bioxcell byl zahrnut do experimenti Moussy et al. (2002), Very — Munoz et al. (2009)
a Amirata et al. (2005), ale pouze jako kontrolni vzorky. OvSem vliv piidavku frakce LDL
do bezzloutkovych fedidel zatim testovan nebyl. Kromé obecné doporuc¢ované koncentrace
8%, jsme zkusili do fedidel pfidat jesté koncentraci 4% a 6%. Z naSich vysledkl vyplyva, ze
U AndroMedu 1 niz§i koncentrace LDL zvysSila po rozmrazeni uroveii sledovanych parametrti.
Nejlepsi koncentraci pro toto fedidlo se jevi 6% piidavek frakce LDL. Nicméné vyrazné
odlisnéd situace se ukazala u Bioxcellu, kde ani 8%, ani niz$i koncentrace neprokazala
po rozmrazeni zvySeni urovné ani jednoho sledovaného parametru. Naopak kontrolni vzorky
mély vzdy vyssi hodnoty, nez vzorky s ptidavkem frakce LDL. Z toho bychom mohli usoudit,
ze do posledné zminéného tedidla nema pftili§ vyznam ptidavat jakoukoliv koncentraci frakce

LDL.

HOS test neprokazal zadné statisticky vyznamné odliS§nosti mezi kontrolami a sledovanymi
koncentracemi frakce LDL. Objevuji se tendence, které koresponduji s parametry motility. U
AndroMedu se po pfidavku LDL zvysila kifivka oproti kontrolnimu vzorku. Pokud jde o
Bioxcell, kontrolni vzorek ziistava téméf na stejné urovni jako vzorky s ptidanou frakei LDL.
Jediny Triladyl se pfili§ neshoduje s vysledky parametrii motility. Divodem by mohly byt
zloutkové inkluze, a tudiz vétsi viskozita kontrolniho vzorku, ktera ztizila vyhodnocovani
vzorku. Vysledky HOS testu se daji srovnat s vysledky Very — Munoz et al. (2009), které
dosahuji podobnych hodnot v koncentraci 60 x 10° spermii/ml, coz dokazuje dobré vysledky
V nasem experimentu, protoze nasSe koncentrace byla pouze 30 x 10° spermii/ml. Navic nam

HOS test potvrdil vliv plemene na pfeZitelnost spermii.
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1 Zavér

Pro lepsi zachovani zivotaschopnosti spermii je pouziti pfidavku frakce LDL zatim metodou
experimentalni. Nasim cilem bylo zhodnotit u¢inky rtznych koncentraci LDL ptidanych
do komeréné vyrabénych fedidel AndroMedu a Bioxcellu, a ndhradou vaje¢ného zloutku
u Triladylu na motilitu spermii a zvolit tu nejoptimalnéj$i. Kontrolni vzorky AndroMedu
a Triladylu mély niz§i hodnoty parametri motility, nez vzorky s obsahem 4%, 6% a 8%
(10%) pridavku frakce LDL. Nicméné u Bioxcellu tomu bylo naopak. I pfesto se da obecné
fici, ze pouziti pouze extraktu z vajecného zloutku (tedy LDL) je vhodnéjsi, nez pouziti
celého zloutku. A to jak z divodu lepsi manipulace, tak z divodu sterility, ktera je vyssi

u LDL a tim padem je mensi pravdépodobnost kontaminace ejakulatu.

Nase vysledky potvrdily, ze se pii pouziti LDL zlepSuje motilita v fedidlech AndroMed
a Triladyl. Jako nejlepsi fedidlo se jevi AndroMed a k nému pfidana 6% koncentrace frakce
LDL. K Triladylu je nejlepsi, podle naSich vysledkd, pfidavek 10% koncentrace LDL. Nase
vysledky se pfili§ neshoduji s dostupnou literaturou, ktera urCuje jako nejlepsi koncetraci 8%
pridavek frakce LDL. Navic byly provedeny vétSinou pokusy pouze u Triladylu, a Bioxcell

byl pouzit jen jako kontrolni vzorek. U AndroMedu se zatim Zadné experimenty nekonaly.

V dalSich pokusech by bylo zajimavé se zaméfit na stanovené koncentrace frakce LDL
na jednotliva plemena byka. Dale pak vliv AndroMedu a k nému pfidané 6% koncentrace

frakce LDL a vliv na schopnost fertility.
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9 Seznam pouzitych zkratek

K1A — ejakulat + kontrolni vzorek AndroMed

K1B — ejakulat + kontrolni vzorek Bioxcell

K1T - ejakulat + kontrolni vzorek Triladyl + Zloutek
EAS8 — ejakulat + fedidlo AndroMed + 8% LDL

EAG6 — ejakulat + fedidlo AndroMed + 6% LDL

EA4 — ejakulat + fedidlo AndroMed + 4% LDL

EB8 — ejakulat + fedidlo Bioxcell + 8% LDL

EB6 — ejakulat + fedidlo Bioxcell + 6% LDL

EB4 — ejakulat + fedidlo Bioxcell + 4% LDL

ET10 — ejakulat + fedidlo Triladyl + 10% LDL

ET8 — ejakulat + fedidlo Triladyl + 8% LDL

ET6 — ejakulat + tfedidlo Triladyl + 6% LDL

Cas 0 — stav spermii na zagatku testovani

Cas 2 — stav spermii po 2 hodinach inkubace ve vodni lazni v 37,5 °C

H+ spermie — pod mikroskopem stocené bi¢iky, bila nebo rizova barva — zivé
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