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|. Uvod

ZvySovani kvality vysledkid reprodukce skotu predstavuje klicovy predpoklad pro zefektivnéni chovu
skotu a zajisténi produkce hovéziho masa, mléka a mlécnych vyrobk(. Zejména v chovech dojeného
skotu je dnes Siroce vyuzivana uméla inseminace, ktera je zaloZena na pouziti kryokonzervovanych
inseminacnich davek od provérenych plemennych byk( s vynikajicimi produkénimi vlastnostmi.
Reprodukéni Uspésnost je pritom Uzce spojena s kvalitou pouZitych inseminacnich ddvek. K jejich
pripravé se vyuziva ejakulat vysoce kvalitnich bykd, ktery je jesté pred samotnym zpracovanim
podroben dlkladné kontrole. Hodnoceni kvality probihd prostfednictvim standardnich metod,
predevsim stanovenim koncentrace spermii a jejich motility, pficemz se v soucasnosti vétSinou
uplatiiuji moderni softwarové systémy (SCA, CASA). K vyrobé inseminacnich davek je ndsledné
vyuzivan pouze ejakulat, ktery splfiiuje poZzadované parametry.

| pfes rozvoj technologii pro kryokonzervaci spermii a ptipravu a uchovani inseminacnich davek,
vlivem procesu mraZzeni a nasledného rozmrazovani vsak mize dochdazet k naruseni funkcnich
vlastnosti spermii v zavislosti na individudlni citlivosti zvifat k mrazeni (Pfinosilova a kol. 2014).
PfestoZe je nezpochybnitelnou zakladni podminkou pro UspéSnou inseminaci a reprodukci pfedevsim
aktivita spermii, existuji i dal$i funkéni ukazatele, které mohou pomoci pfi posouzeni schopnosti
spermii oplodnit vajicko. Mezi testy, které Ize k posouzeni oplozovacich schopnosti spermii pouZzit patfi
i stanoveni integrity akrozomu. Akrozom je klicovd organela lokalizovana v apikalni ¢asti hlavicky
spermie. Tato vackovitd struktura obsahuje soubor enzym( (napf. hyaluronidazu, akrozin), které
umoznuji spermii proniknout ochrannymi obaly vajicka a oplodnit je. K uvolnéni téchto latek dochazi
béhem tzv. akrozomalni reakce predchazejici splynuti spermie s vajickem. Spermie bez akrozomu nebo
s narusenou integritou akrozomalni membrany tak neni schopna proniknout pres obal vajicka (zonu
pellucidu) a oplodnit je.

Mezi vyznamné nadstavbové metody hodnoceni kvality spermii patfi pravé stanoveni integrity
akrozomu. Integritu membran v akrozomové oblasti je mozno hodnotit nékolika metodami, at jiz ve

fazovém kontrastu, pfimym morfologickym posouzenim po barveni, pomoci monoklonalnich protilatek
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proti intraakrozomalnim proteinim, nebo s vyuZitim vazebné aktivity lektinl Pisum sativum PSA
(Pisum sativum agglutinin) nebo Arachis hypogaea, ptipadné dalSich.

Vtéto metodice je popsdn optimalizovany postup pro hodnoceni integrity akrozomu
kryokonzervovanych spermii skotu po rozmrazeni inseminacnich ddvek pomoci fluorescencné
znaceného lektinu PSA (PSA-FITC). Tento test je vhodnou nadstavbovou technikou hodnoceni
funkéniho stavu kryokonzervovanych spermii nad ramec standardnich metod. P¥i vyuziti PSA-FITC Ize
v mikroskopu spolehlivé rozlisit spermie s intaktnim akrozomem od spermii s poSkozenou ¢i chybéjici
membranou. Tato metoda tak poskytuje daleZité doplnujici informace k rutinnimu stanoveni
zakladnich parametrd, jako jsou koncentrace a motilita, a prispiva k lepsSimu celkovému zhodnoceni

kvality inseminacnich davek.

II. Cil metodiky

Cilem metodiky je optimalizace postupu pro stanoveni integrity akrozomu spermii v inseminacnich

davkach bykd pti pouZiti konjugovaného lektinu PSA-FITC a fixace netoxickym cinidlem.

lll. Vlastni popis metodiky

Reagencie a pFiprava roztoka

Lektin PSA-FITC (Sigma-Aldrich, kat. ¢. LO770-2MG)

96% etanol

PBS, pH 6,8

Fyziologicky roztok - 0.9% NacCl (0,9 g NaCl ve 100 ml destilované vody)

VECTASHIELD Antifade Mounting Medium (Vector, kat.¢. H-1000-10)

Zasobni roztok lektinu PSA-FITC (10mg/ml) - 2 mg PSA-FITC rozpustit v 0,2 ml PBS. Alikvoty o objemu

1 ulv 1,5 ml mikrozkumavkach |ze dlouhodobé uchovdvat v mrazaku pfi -20 °C



Pracovni roztok lektinu PSA-FITC (10ug/ml) pfipravime ptidanim 999 pl fyziologického roztoku do

zkumavky s 1 ul zasobniho roztoku PSA-FITC, pfipravujeme tésné pred pouZzitim

Postup testu

Testovanou inseminacni davku rozmrazime ponorenim pejety do vody o teploté 37 °C na dobu 30
s. Pejetu vyjmeme, osusime, obsah preneseme do mikrozkumavky o objemu 1,5 ml a ponechame 1
min. na plotynce predehraté na 37 °C. Poté jemné promichdme a ptipravime natér z 15 ul suspenze
spermii. Natér nechame zaschnout na vzduchu a fixujeme ponorfenim preparatu do kyvety s 96%
etanolem na 30 min. pfilaboratorni teploté. Poté preparaty vyjmeme a nechame uschnout na vzduchu.
Pted vlastnim testem si pfipravime pracovni roztok lektinu PSA-FITC (10ug/ml) ze zmraZeného alikvotu,
roztok chranime pred svétlem. Naneseme 50 pl tohoto roztoku na preparat a prekryjeme plastovou
folii. Inkubace probiha 30 min. ve vlhké kom(rce v termostatu pti 37 °C. Poté pinzetou odstranime
kryci folii, setfrepeme prebytek roztoku PSA-FITC, na jesté vlhky preparat aplikujeme VECTASHIELD
Antifade Mounting Medium a prekryjeme krycim sklickem. Prepardty chranime pred svétlem.
Hodnoceni probiha ve fluorescenénim mikroskopu pfi zvétSeni 400 — 1 000x s vyuZitim imerzniho oleje.

Posuzuje se minimalné 200 spermii.

Vyhodnoceni testu

U spermii s neporusenou integritou akrozomu dochazi k vazbé konjugovaného lektinu PSA-FITC na
akrozomalni struktury, coz Ize detekovat ve fluorescencnim mikroskopu. Spermie bez akrozomu nebo
s narusenou integritou akrozomalni membrany fluorescenci v apikalni ¢asti nevykazuji. Pro stanoveni
integrity akrozomu spermii ve vzorku je rozhodujici procentualni zastoupeni spermii s fluorescenc¢né
oznacenym akrozomem, které predstavuji funkéni spermie schopné oplozeni. Kvalitni inseminacni
davky vykazuji cetnost PSA-pozitivnich spermii nad 90%.

Priklady spermii s pozitivni a negativni reakci na vazbu PSA-FITC jsou znazornény na Obr. 1.



Obr. 1. Pfiklady spermii byka s pozitivni a negativni reakci na test integrity akrozomalni membrany.

Sipkou je oznaéena spermie bez intaktniho akrozomu a tudiz bez fluorescenéniho signalu PSA-FITC.

IV. Srovnani novosti postupu

V inseminacnich stanicich bykd se pfi hodnoceni kvality spermii v soucasné dobé vétSinou provadi
jen zakladni stanoveni koncentrace a motility spermii, at jiZz v nativnim ejakuldtu nebo
v kryokonzervovanych inseminacnich ddvkach. Tyto analyzy vSak podavaji pouze ¢astec¢né informace o
funkénich vlastnostech spermii a o jejich reakci na kryokonzervaci.

Tato aktualizovand metodika kombinuje postupy zndmé v oblasti lidské reprodukéni mediciny
(WHO 2021) a u hospodarskych zvifat (Vézinik a kol. 2004). Pro vizualizaci akrozomu vyuZiva
fluorescencné znaceny lektin Pisum sativum (PSA-FITC). Celkové se jedna o rychlou a spolehlivou
metodu, ktera nevyzaduje dlouhodobou praxi a zkusenosti pfi hodnoceni, jako je tomu u podrobného
morfologického vysetieni spermii. Optimalizace metodiky pro vySetfeni inseminacnich davek skotu
spociva predevsim ve vyuziti netoxického fixacniho Cinidla (96% etanol v kyveté) misto tradi¢ni fixace
smési metanol:aceton 1:1 nebo 4% roztokem formaldehydu, kdy se fixacni ¢inidlo nechavalo odpafit
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do prostoru. Neni tak nutna prace v digestofi a nedochazi k ohrozeni zdravi pracovnikd. Zasobni roztok
PSA-FITC se pfipravuje rozpusSténim v béZzném PBS pufru misto dfive vyuZivaného roztoku
(HEPES/NaCl/Ca+/NaNs/Mn+) (Véinik a kol. 2004). Pro hodnoceni preparatd metodika navic nové
vyuzivd protizhdaSeci medium (VECTASHIELD Antifade Mounting Medium), které stabilizuje
fluorescenc¢ni signaly a zabranuje jejich vybledavani, at jiz pfi skladovani nebo pfimo pfi hodnoceni ve

fluorescenénim mikroskopu.

V. Popis uplatnéni metodiky

Popsana metodika nalezne uplatnéni v podnicich zamérenych na chov plemennych bykd a produkci
inseminacnich davek a v laboratofich provadéjicich hodnoceni kvality semene. UmoZni ziskat
nadstavbové informace o kvalité produkovanych inseminacnich ddvek a poskytne i podklady pro
pfipadnou negativni selekci bykd, jejichZ spermie se vyznacuji zvySenou citlivosti k mrazeni. Metoda je
po otestovani vyuzitelna i pro jiné druhy hospodafskych a zajmovych zvifat. Mize byt provedena
v laboratofi, kterd disponuje potfebnym technickym vybavenim pro praci se Zivymi spermiemi a

fluorescenénim mikroskopem se zvétSenim minimalné 400x.

VI. Ekonomické aspekty

V rdmci metodiky byla zoptimalizovana technika pro hodnoceni integrity akrozomu u spermii bykd,
které prosly procesem kryokonzervace. Otestovana optimalizace pfinasi mimo jiné odbourani nutnosti
pouziti nebezpecnych toxickych latek a zjednoduseni pripravy pouZivanych roztokd. Tim odbourdva
rizika pro provadéjici pracovniky a zatéZz pro Zivotni prostiedi a zjednodusuje provedeni metody.
Implementace metodiky jako nadstavbového ndstroje hodnoceni kvality inseminacnich ddvek skotu
pak poskytne moZnost Iépe posoudit fertilizac¢ni potencial inseminacnich ddvek a efektivnéji Fidit
vyuzivani byka v chovu. Diky selekci kvalitnich davek Ize zvysit pravdépodobnost Uspésného zabreznuti

a snizit pocet inseminaci nutnych pro dosazZeni brezosti. To se nasledné promitne do Uspor nakladud



spojenych s nadmérnym prodluzovanim servis periody a mezidobi apfispéje k optimalizaci produkéniho
cyklu — at uz jde o udrzeni kontinualni mlé¢né uzitkovosti, nebo zkraceni neproduktivnich interval( u
masnych plemen. V¢asné vyrazeni jedincd se snizenou odolnosti spermii vi¢i mrazeni také umozni
zlepseni genofondu bykd aktivné vyuZivanych k inseminaci. Ekonomické aspekty nelze presné vycislit,
nebot zalezi na aktualnich kvalitativnich parametrech sledovanych bykd a kryokonzervovanych

inseminacnich davek.
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