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Vyroba hrebc¢ich inseminac¢nich davek

Souhrn

Inseminace je nejbéznéj$im zplhsobem reprodukce u koni. Ma-li byt inseminace
uspésna, je mj. nezbytné spravné nacasovani a odborné provedeni inseminace klisny kvalitni
inseminaéni davkou s dostate¢nou koncentraci aktivnich a neposkozenych spermii. Proto je
velmi dilezitd spravna piiprava inseminacnich davek, aby bylo dosazeno pozadované kvality
a tak uspésného zabieznuti klisny.

Vyroba insemina¢ni davky zacina odbérem ejakulatu, nasleduje hodnoceni, a pokud
odebrané sperma splituje kvalitativni parametry, 1ze jej pouzit k vyrob¢é insemina¢nich davek.
Semenna plazma ejakulatu vétSiny hiebci ma negativni vliv na spermie béhem pftipravy
inseminacéni davky, proto je vhodné ji odstranit frakcionovanym odbérem nebo centrifugaci.

Proces chlazeni, mrazeni i rozmrazovani inseminacni davky poskozuje membranu
spermii, narusuje jeji funkcnost, ¢imz dochézi ke snizeni zivotnosti a oplozovaci schopnosti
spermii. Za ucelem eliminovat tato poskozeni se do ejakulatu pfidavaji razné druhy fedidel,
jejichz komponenty musi zajistit ptreziti spermii béhem konzervace, prepravy a skladovani az
do doby inseminace. Z toho divodu je dilezité znat jednotlivé slozky fedidel a jejich vyznam
pro ochranu a zachovani funkénosti spermii. Redidla uréena k mrazeni inseminac¢nich davek
musi poskytovat ochranu spermiim pifi mrazeni v parach tekutého dusiku na vyslednou teplotu
-196 °C. Jejich slozeni vychazi ze zékladnich komponent fedidel urcenych pro vyrobu
chlazenych insemina¢nich davek s ptidanim kryoprotektivnich latek.

Ptisné¢ dodrZzovani pracovnich postupl a doporuceni pro vyrobu inseminacénich davek,
mezi které patii zamezeni kontaminace a znehodnoceni ejakulatu pii odbéru, poméry fedéni,
zajisténi spravné rychlosti a teploty chlazeni/mrazeni a nasledné vhodné zachazeni
s inseminacéni davkou, vyrazné zvysuje fertilizani schopnost spermii.

Odbér kvalitniho ejakulatu, vybér vhodného fedidla a precizni ptiprava inseminaéni
davky mohou zajistit dobré vysledky inseminace. Avsak v kazdém kroku procesu jeji vyroby

je mnoho prilezitosti pro chyby, které mohou vysledek inseminace negativng ovlivnit.

Klicova slova: hiebec, spermie, ejakulat, fedidla, inseminacni davka



Production of stallion’s insemination doses

Summary

Insemination is the most common way of reproduction of horses. In order to make the
insemination of a mare successful, it is necessary to have the right timing and apply good
insemination technique using high quality insemination dose, which contains sufficient
concentration of active and undamaged sperm. That is why the right preparation of
insemination dose is highly important so as to achieve the required quality and therefore to
impregnate the mare.

Preparation of the insemination dose starts with collecting the ejaculate and evaluating
it. If the collected sperm fulfils the quality criteria, it can be used to make the insemination
doses. Seminal plasma has negative effect on sperm during the preparation of insemination
dose, therefore it is convenient to remove it by fractionation or centrifugation.

Process of cooling, freezing and thawing of the insemination dose damages sperm
membrane and reduces its functionality and thus vitality and fertilization ability. In order to
eliminate these damages, different kinds of extenders are added to the ejaculate. The
extenders contain components, which help the sperm to survive during conservation,
transport, storing until the time of insemination and it is important to know the individual
components and their significance for protecting and maintaining the functionality of sperm.
Extenders used for freezing have to provide protection during freezing in liquid nitrogen
vapour up to temperature of -196°C. Their composition is based on basic components of
extenders, which are used to make cooled inseminations doses with addition of
cryoprotectants.

Fertilization ability of sperm is considerably increased by strict adherence to working
methods and recommendations for producing insemination doses such as prevention of
contamination and damage of ejaculate during the collection, dilution ratio, right speed and
temperature of cooling/freezing and appropriate manipulation with the insemination dose.

Collection of high quality ejaculate, choosing the right extender and precise preparation
of insemination dose can guarantee good results of insemination. However, mistakes can

occur in different steps of the production and therefore affect the insemination negatively.

Keywords: stallion, sperm, ejaculate, extenders, insemination dose
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1 Uvod

U koni existuji dvé zakladni metody reprodukce, a to pfirozena plemenitba (jako jedina
mozna a uznand metoda u anglického plnokrevnika) a uméld inseminace (Cerstvym,
chlazenym nebo hluboce zmrazenym semenem).

V soucasné dob& se stava stile popularnéj$i uméld inseminace koni. Jednd se
o techniku, pii které se eliminuji nékteré negativni faktory doprovazejici piirozenou
plemenitbu (napf. poranéni klisny nebo hiebce, pfenos chorob, transport klisny ke hiebci
na velké vzdalenosti, nadmérné vyuzivani a zatézovani hiebce) a soucasné stoupa efektivita
plemenika, kdy z jednoho odbéru je mozné vyrobit vice insemina¢nich davek.

Inseminace ma fadu vyhod pro chovatele — zejména kontrolu spermatu ¢&i vyuziti
relativné nizkého pocétu spermii. Hodnoceni semene po kazdém odbéru napomaha k odhaleni
reprodukénich problémii hiebce, které by jinak nebyly zjistény. V mnoha piipadech je
inseminace jediny zpusob, jak ziskat hiibata od starych a cennych hiebct. Diky moznosti
mrazeni a pfevozu Semene mohou byt klisny oplodnény hiebcem na tisice kilometra daleko,
coz znaéné snizuje naklady na pfevoz hiebct a klisen a umoziuje plemenitbu mezi staty
I svétadily. Inseminace zvySuje moznost pouziti hiebcti s vybérovou genetickou hodnotou a
urychluje zavadéni nového genetického materialu do chovi prostiednictvim dovazeni
inseminacnich déavek.

Uspéch inseminace zavisi jak na ziskani kvalitniho ejakulatu, tak na spravné piipravé
inseminacni davky. Spermie jako Ziva bunka je velmi citliva k vnéjSim vliviim a snadno muze
byt poskozena béhem manipulace s ejakulatem a piipravy inseminacni davky. Existuje fada
doporuceni a postupu, které maji za cil maximalizovat viabilitu spermii az do doby
inseminace. Pro dosazeni maximalni fertility se stale hledaji nové moznosti v pftipravé
inseminacnich davek, postupy a zpisoby fedéni ejakulatu, popiipadé rozdilné koncentrace

jednotlivych komponent fedidel.

2 Cil prace

Cilem prace je sestavit literarni reSerSi pojednavajici o moznostech fedéni hiebciho

ejakulatu pro pfipravu inseminacni davky.



3 Prehled literatury
3.1 Odbér ejakulatu

Odbér ejakulatu probiha v reprodukénich centrech, kde jsou dodrzovana piisna
hygienicka i1 bezpecnostni pravidla. Odebird se od hiebci, ktefi prosli vybérem a vyhovuji
predepsanym zdravotnim podminkam (Rob a Hercik, 1987). Odbér se provadi do raznych
typt umélych vagin (Brinsko et al., 2011). Mize byt frakcionovany do zkraceného typu
umélé pochvy, tzv. otevieného typu, nebo odbér celého ejakuldtu do uzaviené¢ho systému
pochev se zabudovanym sbérac¢em spermatu (Rob a Hercik, 1987).

Um¢la pochva, do niz se mé hiebec odsemenit, musi mit odpovidajici teplotu, tlak a byt
vhodné lubrikovana. Spravného tlaku je dosazeno napusténim vody nebo vzduchu. Optimalni
teplota vody tésné pred odbérem je 48 °C. V piipadé, Ze hiebec neejakuluje, je mozné ji
zvysit az na 50 °C (Pycock, 1997, Brinsko et al., 2011). VSechny pomicky, které ptichazeji
do styku se semenem pii odbéru ejakulatu, musi byt z nespermicidniho materialu (Brinsko et
al., 2011). Pii pouziti umé&lé pochvy existuji dvé metody odbéru ejakulatu, bud'to se necha
hiebec skakat na fantom nebo na klidnou klisnu (Pycock, 1997).

Ihned po odbéru musi byt sperma rychle transportovdno do laboratofe, aby se
minimalizovalo poSkozeni spermii svétlem, Sokem z chladu ¢i nadmérného tepla. VSechny
materialy, které s nim pfichazeji do styku, musi byt pfedehtaté na teplotu téla 37-38°C. Pokud
nebylo sperma prefiltrovano pifi odbéru, mélo by byt pielito pres filtr pro odstranéni gelu a
cizich necistot. Nasledné se stanovi a zaznamena objem, barva a koncentrace spermii. Pro
zachovani maximalni Zivotnosti spermii musi byt sperma b&éhem nékolika minut po odbéru
natfedéno vhodnym fedidlem. Pocate¢ni nafedéni pouzitym fedidlem 1:1 aZ 1:2 je dostacujici,
pokud sperma nebude skladovano déle nez 1 az 2 hodiny pfed inseminaci. Po nafedéni se
mikroskopicky stanovuje motilita a procento pohyblivych spermii (Brinsko et al., 2011).

Néhla smrt, zranéni, kastrace, zdvazné akutni onemocnéni nebo jakdkoli jind udalost
mohou piedéasné ukoncit reprodukéni zivot hiebce. V tomto piipadé existuje moznost
zachovani genetické hodnoty zvifete odebranim varlat s nadvarlaty. Po odstranéni nadvarlete
spermie zistavaji Zivotaschopné do pocatku rozkladu tkané. Odebrané spermie z hlavy
nadvarlete maji stejnou oplozovaci schopnost jako ejakulované sperma po skladovani v 5 °C
po dobu 24 hodin (Bruemmer, 2006; Monteiro et al., 2011).



3.2 Hodnoceni spermatu

Hodnoceni semene se provadi pted kazdou reprodukéni sezoénou, pro zatazeni hiebce do
inseminace, pti podezieni na problémy s plodnosti, pro urceni odolnosti spermii k chlazeni
pfipadné mraZzeni a po odbéru semene urceného K piepravé a inseminaci. Zakladni testy
zahrnuji stanoveni objemu, koncentrace, pohyblivosti, morfologie a pH. Priabézn¢ se provadi
test dlouhovékosti, bakteriologicky, cytologicky a hypoosmoticky test a barveni zivych a
mrtvych spermii. Pokrocilé testy se provadéji pomoci fluorescence (akrozomalni integrita,
schopnost kapacitace, DNA integrita) (Baumber-Skaife, 2011).

V soucasné dob¢ neexistuje jedna jedind zkousSka, ktera by spolehlivé piedpovidala
plodnost hiebce a vzhledem ke slozitosti spermie je nepravdépodobné, Ze by ji n€kdy jeden
test mohl urcit. Schopnost spermie oplodnit vajicko je zavisla nejen na mnoha jejich
vlastnostech a funkcich, ale i na vné&jsich faktorech jako je semenna plazma, zona pellucida,
prostfedi sami¢iho pohlavniho traktu a také na plodnosti klisny. Cilem je ziskat nékolik
veédet, jaké jsou normalni hodnoty a jejich tolerovatelné rozmezi (Baumber-Skaife, 2011).

Pted hodnocenim je dilezité odstranéni gelové frakce ejakulatu. Nejcastéji se vyuziva
filtrace, kdy se odstrani gel a pfipadné necistoty. Podstatné pro praci se spermatem, jak pii
odbéru, tak pii nasledném hodnoceni, je udrZovani teploty piiblizné¢ 38 °C. VSechny
pomtcky, sklicka, stolek mikroskopu atd. musi byt pfedem nahfany, aby se ptedeslo chybam
ve vysledcich hodnoceni. Vzhled, motilita, koncentrace a morfologie spermii by se mély

idealné posuzovat u kazdého odebraného vzorku (Morel, 2003).
3.2.1 Makroskopické hodnoceni

Objem ejakulatu

Objem ejakulatu je zavisly na plemenné ptislusnosti, véku a prostredi. Environmentalni
faktory, které ovliviiuji objem semene, jsou napiiklad krmeni, ustajeni, zplisob a Cetnost
odbéru ejakulatu (Sieme et al., 2004). Také zavisi na ro¢nim obdobi, kdy mimo reprodukéni
sezénu je objem odebraného semene nizsi (Janett et al., 2003). Je dan i mnozstvim semenné
plazmy z ptidatnych pohlavnich zlaz. Objem by se mél stanovovat bez gelové frakce
ejakulatu (Sieme, 2009).

Objem se stanovi méfenim v kalibrované zkumavce nebo kalibrovanych odmérnych
valcich nebo vdZenim na laboratornich digitalnich vahach (Vé&znik, 2000). Nadoba na méteni

musi byt dikladné vyciSténa, aby nedosSlo ke zménadm kvality spermatu. Vazeni spermatu
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probiha v nadobach o zndmé hmotnosti za predpokladu, ze 1 ml spermatu vazi 1 gram.
Stanoveni objemu a koncentrace musi byt provedeno co nejrychleji, aby mohlo byt sperma
natedéno (Baumber-Skaife, 2011).

Normalni objem ejakulatu hiebce je 30-250 ml (Morel, 2003). Mensi objem nez 30 ml
se pro inseminaci nepouziva (Gamc¢ik a Kozumplik, 1992). Spravné meéfeni objemu a
koncentrace spermii je dulezité pro stanoveni celkového pocétu spermii v ejakulatu a uréujici

pro stanoveni mnozstvi inseminacnich davek, které lze z tohoto ejakulatu vyrobit (Sieme,

2009).

Barva, konzistence a pach

Makroskopicky vzhled ejakulatu zavisi na hustoté, ktera je urcena koncentraci spermi,
na slozeni semenné plazmy a pfitomnosti fyziologickych (epitelové builkky) nebo
patologickych (moc¢, krev) slozek (Sieme, 2009). Barva je mlécné az Sedavé bila v zavislosti
na koncentraci spermii, konzistence vodnata (Gamc¢ik a Kozumplik, 1992). Sperma o nizsi
koncentraci ma barvu Sedavou, S vyssi koncentraci ma krémovéjsi vzhled. NaZloutlé sperma
pachnouci po moc¢i indikuje ptitomnosti moci v ejakulatu. Ejakulat Cervené nebo rizové barvy
je s ptimési krve (Baumber-Skaife, 2011). Pokud se ve vzorku ejakulatu vyskytne piimés
krve, mo¢i nebo pritomnost srazeniny, musi byt takovy vzorek vyfazen a vySetfen zdravotni
stav hiebce (Morel, 2003). Rutinng se také posuzuje zapach spermatu. HiebCi sperma ma byt
pachové neutralni. Vzorek, ktery je citit moci, hnilobou ¢i po fekdliich, musi byt zlikvidovan

(Sieme, 2009).
3.2.2 Mikroskopické hodnoceni

Pted mikroskopickym hodnocenim se vzorek nafedi vhodnym fedidlem pro doplnéni
energie spermiim, aby nedoslo k chybnym vysledkiim pfi stanovovani Zivotnosti spermii, a
k zabranéni aglutinace, coz by zhorsilo posuzovani motility. Nafedéni by mélo prob&éhnout
nejlépe do 2 minut po odbéru. Pro prvni nafedéni se pouziva stejné fedidlo jako pii ptipraveé
inseminaéni davky. Nejéast&ji se pouZivaji fedidla na bazi odstfedéného mléka. Redi se

na zaklad¢ koncentrace spermii (Morel, 2003).

Koncentrace
Koncentrace neboli hustota spermii piedstavuje pocet spermii na jednotku objemu a
udava se napiiklad v milionech na mililitr (Sieme, 2009). K vypoétu se pouziva
spektrofotometr nebo hemocytometr. Ke klinickému vyuziti se pouzivaji pfistroje
4



s fluorescencni technikou (Baumber-Skaife, 2011). Pocet spermii na hemocytometru se pocita
pomoci pocitaci miizky a koncentrace se dopocte podle znamého poméru fedéni. Pro pouziti
spektrofotometru se vzorek spermatu fedi 1:30 opticky jasnym fedidlem (napf. 10%
formalinem a 0,9% fyziologickym roztokem). Spektrofotometr pak uréi mnozstvi svétla
prochazejiciho vzorkem, ze kterého vypocitd koncentraci spermii. Normalni koncentrace je
30-600 x 10° spermii v 1 ml nefeddného spermatu. Pro pouZiti spermatu k inseminaci je
potieba 100 x 10° Zivotaschopnych spermii v 1 ml. Vzorky s koncentraci 100-200 x 10° jsou

povazovany za vhodné pro inseminaci (Morel, 2003).

Motilita

Vyhodnoceni motility spermii je zakladnim testem pro stanoveni jejich kvality a 1ze z ni
posoudit potencialni fertilitu hiebce. Pro zafazeni do chovu se doporucuje pro hiebce alespon
miliardu progresivné se pohybujicich spermii. Motilita také urcuje, zda je vhodné pro dané¢ho
hiebce chlazeni nebo mrazeni spermatu. Avsak ani dobra motilita nezarucuje plodnost.

Sperma se hodnoti po natfedéni, protoze nefedéné spermie maji tendenci aglutinovat
(Baumber-Skaife, 2011). Aglutinace je shlukovani spermii, nejéastéji jejich hlavicek, nebo
pripojeni k cizi castici ve vzorku. Stupen aglutinace (nizkd, stfedni, vysokd) by mél byt
zaznamenan (Sieme, 2009). Pred analyzou se sperma fedi nejcastéji zakladnim mlécnym
fedidlem s glukdzou na koncentraci 25-50 x 10° / ml. (Baumber-Skaife, 2011).

Co nejdiive po odbéru se nanese kapka (2-5 pl) ejakuldtu na predehiaté podlozni
sklicko a umisti na vyhfivany (37-40 °C) stolek svételného mikroskopu, jimz se hodnoti
(Morel, 2003; Sieme, 2009). Motilita je velmi ovliviiovana podminkami prostiedi, je proto
dilezité zabranit nadmérnému teplu, chladu, nevhodnému pH a znecisténi podloZzniho a
kryciho sklicka (Baumber-Skaife, 2011).

Motilita je vyjadiena v procentech progresivné pohyblivych spermii (Sieme, 2009) nebo
se hodnoti na stupnici 0-5 (Stupen 0 velmi $patny, 5 vynikajici ejakulat). Posuzuje se zadouci
progresivni pohyb vpied a abnormalni pohyby jako je pohyb na misté, kruhovy, kolébavy
nebo zpétny. Hodnotitelé¢ stanovi podil spermii s pohybem vpied (Morel, 2003). Dobry
hiebec by mél mit okamzitou progresivni motilitu nad 60 %. Vizualni mikroskopick4 metoda
je levnd, jednoduchd, a pokud je provadéna zkuSenym technikem i piesna (Sieme, 2009).
Méné subjektivni je poc¢itacova metoda CASA (Baumber-Skaife, 2011).

Pro zmrazeni spermatu je vhodna minimalni motilita 50-60 % (Samper a Morris, 1998).

Po rozmrazZeni je povazovana za piijatelnou motilita nad 35 % (Vidament, 2005).



Procento Zivych a mrtvych spermii

Stanovuje se vitalnimi barvicimi testy (VE&znik, 2000). Barveni spermii nigrosinem-
eosinem umoziiuje rozliseni mrtvych od Zivych bunék (Morel, 2003). Zivé a mrtvé spermie
maji rozdilnou afinitu k barvivim. Membrana slabych nebo mrtvych spermii propousti
barvivo, jez je obarvi fialové, zatimco u zivotaschopnych spermii nikoliv a zustavaji tudiz
neobarvené (Baumber-Skaife, 2011). Posuzuje se 200 bun¢k pod imerznim objektivem pfi
zvétseni 1 000 x (Véznik, 2000).

Pomér mrtvych a zivych spermii pfijatelny pro inseminace je 4:6 (60 % zivych spermii).
Muze byt pouzit i vzorek S niz§im procentem zivych spermii, pokud mé vysoky celkovy pocet
spermii a nafedi se mén¢, aby byl splnén minimalni pocet zivych spermii v jedné davce

(Morel, 2003).

Morfologicky obraz

Morfologie spermii se zkouméd pod imerznim objektivem pii zvétSeni 100 X na
vysusenych obarvenych natérech spermatu. Hodnoti se minimalné¢ 100-200 spermii
(Baumber-Skaife, 2011).

Abnormality mohou byt klasifikovany jako primarni (porucha spermatogeneze a
procesu zrani spermie), sekundarni (poSkozeni spermii pii zrani v nadvarleti a b&hem
priuchodu vyvodnymi cestami) a terciarni (nevhodné zachazeni pti a po ejakulaci) (Morel,
(Sieme, 2009) a obvykle je charakterizuji spermie Sse dvéma hlavami, dvéma ocasy, se
zakrn€lym nebo stoCenym ocasem ¢i bez néj. Poskozeni vznikla pii ejakulaci jsou
charakteristickd rliznymi abnormalitami ocasu, oddélenim hlavicky a ocasu, poSkozeni po
ejakulaci se pak projevuji ztratou akrozomu nebo protrzenim hlavicky spermie (Morel, 2003).
Nékteré vady zplsobuji casnou embryondlni smrt nebo Uplné€ zabrani oplodnéni (napt. vady
akrozému brani vazb€ na zonu pellucidu a naslednému oplodnéni vajicka), dal§i drobné;si
vady (napf. vady ocasu spermie) zmeéni pohyblivost spermii, takze ji zamezi dostat se
K vajicku. Je vhodné zaznamenat typy vyskytujicich se vad a jejich Cetnost pro lokalizaci
problému hiebce (Sieme, 2009). Pokud se na jedné spermii vyskytuje vice neZ jedna
abnormalita, znamend to zdvazné naruSeni spermatogeneze, ptip. predpoklad sniZené
plodnosti (Love, 2002).

Sperma obsahujici 65 % nebo vice morfologicky normalnich spermii je vhodné pro

inseminaci (Morel, 2003).



pH spermatu

Koncentrace vodikovych iontd — acidita/alkalita se stanovuje na pH metrech (Véznik,
2000; Morel, 2003). Kysel¢ pH ma spermicidni tcinek (Morel, 2003). Abnormalné vysokeé
pH muze indikovat pfitomnost moci nebo infekci vnitiniho pohlavniho tustroji (Baumber-
Skaife, 2011). pH kolem 7,8 signalizuje, Ze nebyl odebran cely ejakulat, protoze prvni
vodnatd frakce ma pH 8,1-8,8 a ovliviiuje tak celkové pH semene (Gamcik a Kozumplik,
1992).

Normalni pH hieb¢iho spermatu se pohybuje mezi 7,2-7,7 (Baumber-Skaife, 2011).
Morel (2003) uvadi pftijatelné pH v rozmezi od 6,9 do 7,8, pficemz idealni je 7,3-7,7. Vliv

na pH ma ro¢ni obdobi, frekvence ejakulace a koncentrace spermii (Baumber-Skaife, 2011).

Zivotaschopnost

Hodnoceni motility v riznych c¢asovych intervalech se vyuziva jako ukazatele
zivotaschopnosti. Hodnoti se pohyblivost pii skladovani pii teploté¢ 5 °C, 22 °C nebo 37-
38 °C. Pokud motilita neni mens$i nez 45 % po 3 hodinach a 10 % po 8 hodinach pfi teplote
22 °C, pak muze byt sperma povazovano za vhodné k inseminaci. Standardni davka
pii skladovani pii 5 °C by méla mit za 24 hodin 500 x 10° progresivné se pohybujicich
spermii. Sperma by mélo zachovat pftijatelnou pohyblivost (nad 30 %) po dobu nejméné
24 hodin, idealnd 48. Zivotnost spermii ovliviiuje spravné nafedéni, druh fedidla a také
zpusob piepravy. Muze byt zlepSena odstfedénim a odstranénim semenné plazmy (Baumber-

Skaife, 2011).

Test dlouhovékosti

Chlazené skladované sperma nebo sperma mraZzené a rozmrazené miZe byt posuzovano
v riznych casovych intervalech a za rtznych podminek skladovéni (5 °C, 37 °C — test
termorezistence). U zmrazeného-rozmrazen¢ho spermatu se hodnoti motilita pii 1 °C, dokud
neustane pohyb (Tischner, 1979), pti teploté¢ 4 °C po dobu 5 dni (Miiller, 1987), pti 38 °C
3 hodiny (Bittmar a Kosiniak, 1992). Pti inkubaci 38 °C se po 2 hodinach o¢ekava motilita
minimalné 15 % (Sieme, 2009).

Pti testu dlouhovékosti probiha inkubace kratkodobé konzervovaného spermatu
V tmavém prostiedi pfi pokojové teplot¢ a v pravidelnych intervalech se urcuje motilita
spermii az na hranici 10 % progresivné se pohybujicich spermii. Dlouhovékost je pak pocet
hodin, za néz sperma dosahlo tohoto poklesu. Dnes se vice vyuziva chlazené sperma, a tak

test dlouhovékosti probiha pii teploté 5 °C, kdy se uréi vhodnost spermatu daného hiebce
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k chlazeni a prepravovani a také odolnost k vlivim prostfedi. Pro test se sperma nafedi
na koncentraci 40-50 x 10°/ ml a zchladi na 5 °C. Uchovéava se v nadob& uréené pro piepravu
po dobu nejméné 24 hodin. Testy motility se provadéji po zahtati po 6, 12, 24 a 48 hodinach
(Baumber-Skaife, 2011).

HOS test — hypo-osmotic swelling test

Integritu cytoplazmatické membrany spermii 1ze posoudit na zakladé analyzy spermie
HOS testem. V tomto testu se charakterizuje membranova integrita testovanim osmoregulacni
schopnosti bunék (Sieme, 2009). Pokud jsou bunky v hypo nebo hypertonickém prostiedi,
mohou se deformovat nebo zmensovat, resp. V dusledku nedostatku nebo nadbytku vody
mize dojit k osmotické nerovnovaze (Baumber-Skaife, 2011). V hypoosmotickém prostiedi
nastane morfologicka zména a spermie se zvétSuji, aby se vytvofil rovnovazny stav mezi
kapalinou uvnitt spermii a extracelularni tekutinou (Sieme, 2009).

Vzorek nefedéného spermatu se smisi pii teplot¢ 37 °C na dobu 60 min.
S hypoosmotickym roztokem sachar6zy (Baumber-Skaife, 2011). Optimalni hypoosmotické
médium vyvine dostateény osmoticky stres, aby doSlo k pozorovatelnému nariistu objemu
spermie, ale zaroven tak maly, Ze nedojde klyze spermatické membrany (Sieme, 2009).
Bunky s neporusenou funkéni membranou zvétSovanim vyrovnavaji vnitini osmoticky tlak a
jejich bicik se sto¢i. Spermiim s poskozenou membranou zustane bic¢ik rovny. Mikroskopicky
se hodnoti minimalné¢ 100 spermii a uréi se procento spermii s typicky svinutym bic¢ikem
(Baumber-Skaife, 2011). Vysledky HOS testu mohou predikovat uspésnost kryokonzervace
(Vidament et al., 1998; Baumber-Skaife, 2011).

Mikrobiologické vysetieni ejakulatu

Semeno hiebce obsahuje fadu nepatogennich pfirozené se vyskytujicich bakterii, ale
do semene se mohou dostat i patogeny, které mohou zptusobit infekci pohlavniho traktu
samice a ovlivnit plodnost (Baumber-Skaife, 2011). Stupen kontaminace semene je
ukazatelem trovné hygienickych podminek chovu a zpiisobu odbéru ejakulatu (Véznik a kol.,
2004). Zbytecné myti penisu mydly mize narusit fyziologickou mikrofloru penisu a podpofit
rast patogennich mikroorganizmt (Baumber-Skaife, 2011).

Odbér vzorku semene 1-1,5 cm® se provadi pfimo ze sbérade ejakulatu pomoci sterilni
pipety do sterilni zkumavky s gumovou zatkou (Véznik a kol., 2004). Pti odbéru vzorku
ejakulatu pro mikrobiologické vysetfeni nesmi dojit ke kontaminaci sbérné nadoby bakteriemi

z vngjSiho zdroje (Baumber-Skaife, 2011). Laboratorni mykologické vySetfeni musi byt
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provedeno nejpozdé€ji do 3 hodin a bakteriologické nejpozdé€ji do 6 hodin po odbéru vzorkd.
Mikrobiologické vysetieni se provadi v laboratoti SVU (Statni veterinarni Gistav) (Véznik a
kol., 2004). Izolace a identifikace patogenti zabrani pienosu infekce pfi inseminaci. Bakterie
1ze identifikovat pomoci kultivace na agarové plotné bud’ ze vzorku spermatu, nebo vytéru
z genitalu (Morel, 2003). Pro umélé oplodnéni mtze byt infikované sperma 1é¢eno antibiotiky

ptitomnymi v fedidle (Baumber-Skaife, 2011).

Cytologické vySetieni

Pfi vySetfeni semene v hemocytometru mohou byt ve vzorku zjistény erytrocyty a
leukocyty. Poget leukocytd v&tsi nez 1 500 ml™ svédéi o problému, napf. infekci, zv1asts je-li
zaroven vysoké pH (Morel, 2003). ZvySeny pocet neutrofild (6 a vice v zorném poli) sveédci
o infekci (Baumber-Skaife, 2011). Takovy vzorek neni vhodny k inseminaci. Koncentrace
erytrocytd nad 500 ml™ zna&i problém jako je krvaceni, poranéni a rovndZ vyluGuje vzorek

z vyuziti k inseminaci (Morel, 2003).

Pokrocilé testy spermii

Dnes je k dispozici moderni technika, ktera umoziuje podrobné&jsi hodnoceni spermii
jako je urCeni schopnosti kapacitace, akrozomalni integrity, mitochondrialni aktivity a
chromatinové integrity. Ve vétsiné metod se vyuziva fluorescenéni mikroskopie a pritokova
cytometrie. Kombinace vSech testli umoziiuje spolehlivé identifikovat subfertilni hiebce

(Baumber-Skaife, 2011).

Test mraZeni

Pfi hodnoceni hiebce v laboratofich, zda je jeho ejakulat vhodny k vyrobé mrazenych
inseminacnich davek, se nejdfive odebere nékolik vzorkd (obvykle 3-5 ejakulati). Kvalita
spermii (morfologie a motilita) a jejich produkce se hodnoti z kazdého ejakulatu k urceni, kdy
je kvalita maximalni a produkce spermii stabilizovana. Jakmile se tohoto dosahne, je dana
htebcei 1-2 dny sexudlni pauza a nasledné se provadi test mraZeni.

Test mrazeni zahrnuje rozdéleni ejakulatu na né¢kolik davek a kazda se zpracuje pomoci
jiného protokolu. Protokoly se li§i v pouzitych fedidlech a v rychlosti chlazeni/mraZeni.
Pejety z kazdého protokolu jsou rozmrazeny a vyhodnocuje se motilita po rozmrazeni a
kombinace fedidlo/rychlost chlazeni, ta, kterd poskytuje nejlepsi kvalitu, se pak pouZziva ke
zpracovani ejakulatu. Pokud je kvalita po rozmrazeni shodnd mezi dvéma nebo vice

protokoly, provadi se k potvrzeni ptesnosti druhy nebo tfeti test mrazeni. Nedosahne-li ani
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jeden ze zakladnich protokoli pozadovaného vysledku v kvalité po rozmrazeni, mize se
vyuzit nékolik modifikaci zdkladnich protokol ve snaze vyrobit komeréné pfijatelné davky

spermatu (Loomis, 2011a).
3.2.3 Parametry hieb¢iho ejakulatu

Zakladni ukazatele nativniho ejakulatu jsou uvedeny v tabulce 3.1 dle publikaci riznych

autoru.
Tabulka 3.1: Ukazatele nativniho ejakulatu
Ukazatele nativniho =~ Ukazatele nativniho ~ Ukazatele nativniho
semene podle semene podle Loudy semene podle Morela
Véznika a kol. (2004) a kol. (2001) (2003)
_ 50-200 cm®
Objem >20 ml - 30-250 ml
(vyjimecné az 600)
Barva - bila az Sedav¢ bila -
Konzistence - vodnata -
pH 7,2 6,7-7,5 6,9-7,8
Min. 40 %
Aktivita spermii > 60 % 60-80 % progresivné se
pohybujicich spermiti
Koncentrace 3 6 3 6
y > 50 000 mm 0,1-0,3 x 10°/ mm 30-600 x 10°/ ml
spermii
Procento Min. 40-50 %
patologickych <40 % < 30-35% fyziologicky
spermii normalnich spermii
Procento
<15% <10 % -

primarnich zmén
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3.3 Vyroba inseminacni davky (I1D)

Po hodnoceni je sperma schvaleno pro pouziti k inseminaci (Morel, 2003). Usp&na
uméld inseminace zahrnuje depozici dostatecného mnozstvi spermii do rozmnoZzovaciho
ustroji klisny ve vhodném case (Samper, 2011). Sperma mize byt pouzito ¢tyfmi zpisoby:
zaprvé nefedéné k okamzitému oplodnéni, za druhé se miize nafedit a pouzit k okamzitému
oplodnéni nékolika klisen (Morel, 2003), za tfeti, pokud ma byt pouzito za 12 a vice hodin,
musi byt pomalu ochlazeno a udrzovano pii teploté 4-8 °C (Morel, 2003; Samper, 2011).
Ctvrtou moZnosti je sperma, které ma byt skladovano déle nez 72 hodin. V takovém piipadé
je doporuceno mrazeni ID a udrzovani v tekutém dusiku az do doby pouziti, tj. nékolik tydnii
nebo let od odbéru (Samper, 2011).

Pokud se sperma pouzije hned po odbéru k inseminaci, staci jej prefiltrovat
pro odstranéni gelu a necistot (Brinsko, 2011a; Samper, 2011) a neni nutné jeho tedéni.
Pro delsi skladovani nebo ptevoz se vzorek semene prefiltruje a nafedi (Brinsko, 2011a).

Pii vyrobé ID se sperma konzervuje chlazenim nebo mrazenim. Hlavnim davodem
konzervace je prodlouzeni Zivotnosti semene pro piepravu a naslednou inseminaci (Graham,
2011).

Pouziti chlazeného/mrazeného spermatu ma mnoho nespornych vyhod, napt. umoznuje
jeho ucinnou antimikrobialni 1éébu a celkovou analyzu semene pied odeslanim, sniZeni
nakladii a stresu klisny pfi pfepravé, zvySeni poctu klisen, které je jeden hiebec schopen
pfipustit a vybirani pouze geneticky kvalitnich hiebcl. Mezi nevyhody patii niZsi procento
zabiezavani Klisen semenem nékterych hiebci a také Spatna odolnost semene nékterych
hiebcti pfi zchlazovani a piepravé (Pickett, 1993). Proto je dilezité peclivé zachazeni

S hfebcem a spermatem a naslednd odborna inseminace klisny (Graham, 2011).
3.3.1 Prediedéni

Zpracovani spermatu musi probéhnout v takovém case, aby nedoSlo k poskozeni
spermii a ty zistaly zivotaschopné (Samper, 2011). Bez ohledu na techniku konzervace, ktera
se pouzije, musi byt béhem nekolika minut po odbéru sperma natedéno vhodnym fedidlem
(Brinsko et al., 2011; Samper, 2011), napi. zakladnim fedidlem S odtuénénym suSenym
mlékem a glukdzou (Kenney) nebo chemicky definovanym médiem, jako je INRA 96 (IMV,
Francie) (Loomis, 2011a).

V idedlnim ptipad¢é by mélo dojit k nafedéni spermatu piedehiatym fedidlem béhem 2-5
minut po odbéru (Brinsko et al., 2011; Samper, 2011). Sperma se obvykle zfedi v minimalnim
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poméru 1:1 nebo na predem stanovenou konec¢nou koncentraci 50 az 100 milion spermii
v 1 ml (Loomis, 2011a). Pokud je nutné jej uchovavat 2 - 4 hodiny a vice, je obvykle nutné
vetsi fedeéni (Brinsko et al., 2011).

Spravné fedidlo tlumi zmény pH nativniho ejakulatu, udrzuje osmolaritu, poskytuje
energetické a proteinové zdroje pro metabolismus spermii, stabilizuje membranu pii zménéach
teploty, snizuje Skodlivé ucinky semenné plazmy, udrzuje antibakteridlni ochranu pomoci
antibiotik a udrzuje integritu chromatinu (Samper, 2011). Je dulezité, aby fedidla, ktera budou
smichana se semenem, byla izotermicka (35-37 °C) k prevenci vzniku tepelného Soku, ktery
muze mit za nasledek nevratné snizeni progresivni motility a poskozeni membrany, a tim
snizeni fertiliza¢ni schopnosti (Loomis, 2011a; Samper, 2011).

Sperma muze byt konzervovdno na rizné¢ dlouhou dobu, nicméné proces a technika
zpracovani musi zajistit ocekdvanou zivotnost ejakulatu. Nafedéné Cerstvé sperma muize byt
uchovavano pfi teploté 20 °C, aniz by ztratilo oplozovaci schopnost po dobu nékolika hodin,
pokud se zabrani expozici pfimému slune¢nimu zateni (Samper, 2011).

Predfedéni ptedchazi centrifugaci. Po odbéru a hodnoceni se ejakulat smicha s vhodnym
odstiedovacim médiem (Graham, 2011b; Brinsko et al.,, 2011). Prvni fedéni Cerstvého
spermatu  se provadi bud fedidly s kombinaci stal/cukr (napf. glukéza-
ethylendiamintetraacetat [EDTA], nebo citrat-EDTA) nebo fedidly s odstfedénym mlékem a
cukrem (napf. Kenney, EZ-Mixin [Animal Reproduction Systems, Chino, CA], INRA 82
[Francie]) (Sieme, 2011b). Funkci odstiedovacich fedidel je zachovani pohyblivosti a
ochrana spermii béhem centrifugace, aby se minimalizovalo poSkozeni bunék (Brinsko et al.,
2011; Graham, 2011b; Sieme, 2011b). Pomér fedéni je bud’ 1:1 nebo na koncentraci 50

miliont spermii / ml (Sieme, 2011b).
3.3.2 Odbér spermatické frakce, ejakulat bez potireby centrifugace

Ve snaze ziskat koncentrované sperma bez centrifugace byla v Polsku vyvinuta
technika, ktera umoziuje sbér pouze na sperma bohaté frakce z ejakulatu (Loomis, 2011a).
Jde o frakcionovany odbér ejakulatu, ke kterému se pouziva zkraceny Krakovsky model
umélé pochvy nebo také zkraceny Missouri model. Zkraceny otevieny typ vaginy umozZiiuje
kontrolu zaludu penisu. Tento zplisob odbéru zvySuje koncentraci spermii a také snizuje podil
semenné plazmy (SP) v ejakulatu a tim se snizuje jeji negativni vliv na Zivotaschopnost
spermii. Sperma je tak koncentrovano bez potieby centrifugace a Casto ma frakcionovany
odbér pozitivni vliv na kontaminaci semene bakteriemi, moc¢i nebo krvi. (Brinsko et al.,
2011).
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Touto technikou vysoce koncentrovana (300-500 mil / ml), na spermie bohata frakce,
muze byt okamzité¢ nafedéna fedidlem. Avsak i takto vysoce koncentrované semeno 1épe

preziva kryokonzervaci, je-li odstfedénim odstranéna SP (Loomis, 2011a).
3.3.3 Centrifugace

Zvyseni koncentrace spermatu a snizeni koncentrace SP se zajiStuje sbérem prvni ¢asti
ejakulatu nebo odstted'ovanim (Brinsko et al., 2011). Ackoliv SP obsahuje latky, které
stimuluji a chrani spermie, mize jeji slozeni u nékterych hiebct negativné ovliviiovat motilitu
a fertilitu spermatu pfed a béhem chlazeni a skladovani pii 5 °C (Aurich, 2011; Alvarenga et
al., 2012). Z tohoto dtivodu je odstfedéni vhodné k minimalizaci potencialnich skodlivych
ucinki SP a zvySeni kvality, zivotaschopnosti a koncentrace spermii (Sieme, 2011b;
Alvarenga et al., 2012).

Moore et al. (2005) prokazal skodlivy vliv SP na hiebli spermie b&hem kryo-
konzervace. Pro zachovani dlouhovékosti spermii je vSak dualezité ponechani 5-20 % SP
V suspenzi po odstiedéni (Loomis, 2006; Aurich, 2011; Brinsko et al., 2011; Brinsko, 2011b;
Sieme, 2011b).

Cas a sila (frekvence otadek) odstfedovani musi byt nastaveny tak, aby se
maximalizoval vynos spermii pii plném zachovani Zivotaschopnosti (Brinsko et al., 2011).
Uspéch centrifugace zavisi na sile (350-700 g) a délce odsttedovani (10-15 min.).
Odstied’ovani s nizsi silou (600 g na 10 min.) ve srovnani s vysokou silou (1 000 g nebo
2000g po dobu 2 min.) zajiStuje lepsi kvalitu spermatu bez potfeby pouZzit tlumici
centrifuga¢ni médium (Weiss et al., 2004).

Bézné je prfedem nafedéné sperma umisténo do 50 ml centrifugacnich zkumavek
s konickym nebo kulatym dnem a spermie jsou odstfedény nizkorychlostni centrifugaci (300-
400 g x 10-15 min.). Po odstranéni vétSiny supernatantu je vysledkem této techniky 70-75 %
pouzitelnych spermii pfi zachovani 5-10 % SP (Loomis, 2006; 2011).

Hlavnim problémem centrifugace je ztrata pfiblizné€ 25 % spermii. Pro pouZziti vétsi sily
centrifugace s minimalizovanim ztrat byla zavedena tzv. cushion odstied’ovaci technika
(s tlumicim médiem) (Aurich, 2011; Alvarenga et al., 2012), pti které pouzita tlumici tekutina
o relativné vysoké denzité umoziuje zvyseni sily a ¢asu odstied’ovani a tim zlepsSuje vyuziti
spermii bez poklesu zivotaschopnosti (Brinsko et al., 2011).

Centrifugacni tlumici média jsou husté piipravky inertniho iodixanolu, které se v malém

objemu umisti pfed centrifugaci na dno zkumavky pod nafedéné sperma (Loomis, 2011a;
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Sieme, 2011b), které pak muze byt centrifugovano po delsi dobu (25-30 min) pii mnohem
vyssi sile (1 000 g), coz ptinasi vEtsi vynos spermii pro vyrobu inseminacni davky. Pti pouziti
tlumené centrifugacni techniky jsou neposkozené spermie koncentrované v tenké vrstvé na
povrchu tlumici latky. VytéZznost je 90-95 % spermii (Loomis, 2011a). Tato technika muize
byt pouzita s fedidlem INRA 96 v kombinaci s médiem na bazi iodixanolu (Aurich, 2011).
Iodixanolova média (60 % hm. / obj. iodixanolu ve vodé [Optiprep z Norska, Eqcellsire
Component B z Francie, CushionFluid z Némecka]) nemaji vliv na kvalitu spermatu po
odstfedéni. Pouziti média s vysokou viskozitou miize mit za nasledek snizeni sedimentace
spermii béhem odstted’ovani (Sieme, 2011b). Vysokorychlostni centrifugace s tlumicim

médiem nema negativni vliv na fertilitu plemenika (Ecot et al., 2005).
3.3.4 Alternativni zpiisoby odstranéni SP

Odstranéni SP z hieb¢iho spermatu pro kryokonzervaci se nejcastéji uskuteciiuje
centrifugaci, ktera vSak muze zpusobit mechanické poskozeni spermii. Novou metodou
odstranéni SP je filtrace pies syntetickou hydrofilni membranu (Sperm Filter; Botupharma,
Botucatu, Brazilie) (Alvarenga et al., 2012; Neto et al., 2013). Filtr s jemnymi pory (2 pm)
umozni prichod fedidlu a semenné plazmé, zatimco spermie zachyti (Loomis, 2011a;
Alvarenga et al., 2012). Filtrace mtize byt pfed dokonéenim piferusena pro zachovani urcitého
mnozstvi SP. Spermie jsou pak splachnuty z filtru fedidlem pted provedenim konec¢ného
fedéni. Tato technika muze byt jednoduchou alternativou u hiebct, jejichz spermie jsou
nachylné k poskozeni pti centrifugaci (Loomis, 2011a). Pii porovnani centrifugace (o sile
600 g na 10 minut) a filtrace nebyly po mrazeni ID patrné zadné rozdily v membranové
integrité¢ spermii, ale filtrace zajiStuje vyznamn€ mensi ztrdtu spermii nez centrifugacni
technika (Neto et al., 2013).

Technika centrifugace zajisti odstranéni SP, ale nedochazi k vybéru vysoce kvalitnich
spermii z ejakulatu, ktery obsahuje smés rtzné kvalitnich spermii (Sieme et al., 2003).
Separacni techniky oddéli spermie od ostatnich bunék nachéazejicich se v ejakulatu a necistot
v SP a tim dojde ke zlepSeni viability spermatickych bun&k ve vzorku (Loomis, 2006).

Techniky pro vybér morfologicky funkénich spermii byly porovnany ve studii Sieme et
al. (2003). S centrifugaci byly srovnany tyto zplsoby separace spermii: migrace spermii
(Swim up metoda); centrifugace s hustym médiem — Percoll (Pharmacia, Uppsala, Svédsko);
a filtrace ptes skelnou vatu, filtrace pres Sephadex (Sigma, Deisenhofen, Némecko) nebo

Leucosorb (Leucocyteadsorption-membrane-type-B; Pall Biosupport, Dreieich, Némecko).
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Tyto metody by mohly poskytnout ID o vyssi kvalité nez s klasickou centrifugaci, kdy
Vv peleté zistavaji poSkozené spermie a dochazi Casto ke ztraté zivotaschopnych spermii.
| kdyz ve studii byly zaznamenany rozdilné ztraty spermii, bylo zji§téno zvySeni
procentualniho mnozstvi progresivné pohyblivych spermii a snizeni procenta spermii
s abnormalitami hlavicek, k ¢emuz doSlo pravdépodobné eliminaci spermii niz8i kvality.
Filtrace pies skelnou vatu s Sephadexem a filtrace pies Leucosorb vedla ke zvyseni motility,
membranové integrity a zivotaschopnosti spermii po skladovani v5 °C po dobu 48 hod.

V porovnani s kontrolnim centrifugovanym fedénym spermatem (Sieme et al., 2003).
3.35 Redéni

Sperma se nejdiive zfedi primarnim fedidlem pied centrifugaci a nasledné finalnim
fedidlem ur¢enym k vyrobé chlazené ID nebo fedidlem s kryoprotektantem k vyrobé mrazené
ID (Sieme, 2011b).

3.3.5.1 Vliv chlazeni a fedidel na bunéénou membranu spermie

Pro pochopeni jak mize byt sperma chlazeno a pro¢ se pouzivaji dana fedidla s jejich
jednotlivymi komponenty, musime védét, co se stane, kdyz jsou buiiky chlazeny, jaké
probihaji zmény v bunécném metabolismu, na membrané a jak tyto zmény v kone¢ném
dusledku ovlivni pteziti bunék (Graham, 2011a).

Bunééna membrana se sklada z dvojvrstvy fosfolipidd, kde hydrofilni ¢asti smétuji
zevné membrany a hydrofobni fetézce mastnych kyselin sméfuji do stiedu membrany.
U hiebcich spermii obsahuje membrana cholin (fosfatidylcholin), serin, ethanolamin a inositol
a také proteiny pro zvySeni komplexnosti membrany (Parks a Lynch, 1992). Fosfatidylcholin
je rovnomérné zastoupen jak ve vnéjsi, tak vnitini vrstvé fosfolipidi, ale ostatni fosfolipidy,
jako je napiiklad fosfatidylserin, se nachazeji hlavné na vnitini strané membrany. Vlivem
poskozeni teplotnim Sokem nebo jinym zptsobem téZkého poSkozeni membrany béhem
chlazeni, v pfipadé¢ zmén na membrané jako je kapacitace a akrozomalni reakce, muze dojit
K obraceni vn&jsi a vnitini vrstvy fosfolipida (Quinn, 1989; Flesch et al., 2001). Mastné
kyseliny pfitomné ve spermatické membrané se skladaji z 14-22 atoma uhliku a obsahuji 0-6
nenasycenych vazeb (Parks a Lynch, 1992). Kyselé mastné fetézce urcuji, zda je membrana
pii ur€ité teploté v tekuté nebo gelové fazi (Quinn, 1989).

Dulezitou slozkou jsou proteiny, které tvoii az 50 % jeji hmotnosti. Mohou byt

integralni (nezbytné pro konstrukci a funkci membrany) nebo periferni (volné na povrchu
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membrany, mohou byt odstranény) (Amann a Graham, 1993; Loomis, 2011Db). Proteiny slouzi
jako kandly pfes membranu, ukotvuji cytoskelet a poméhaji absorbovat bilkoviny SP a
Z okolniho prostiedi (Hammerstedt et al., 1990).

Hlavnimi lipidy membrany jsou fosfolipidy a cholesterol (Obrazek 3.1). Pomér
fosfolipidii a cholesterolu a dal§i membranové vlastnosti spermie se lis$i mezi jednotlivymi
druhy zvifat a tyto rozdily ovliviiuji miru citlivosti spermii k chladovému Soku (Loomis,
2011b). Cholesterol se sdruzuje s kyselymi mastnymi fetézci a vypliiuje mezery uvniti
membrany. V lipidové ¢asti membrany prispiva Kk jeji stabilizaci pfi télesné teploté. Béhem
kapacitace bilkoviny samic¢iho reprodukéniho traktu odstrani cholesterol z membrany
spermie, ta se tim stava mén¢ stabilni a je schopna se spojit s vnéjs$i akrozomalni membranou

a spustit akrozomalni reakci (Langlais a Roberts, 1985).

CHOLESTEROL

CHANNEL Triepisame
or
PORE

Obrazek 3.1: Membrana spermie (Amann a Pickett, 1987)

Po ochlazeni bunky lipidy piechazeji z tekuté fdze do stavu gelu nebo pevného stavu.
Kazdy fetézec piechazi z tekuté faze pfi jiné teploté, coz je zpusobeno jeho rozdilnou délkou
a poctem nenasycenych vazeb v fetézci mastnych kyselin. Je uvadéno, Zze u hiebce tento
ptechod mezi fazemi probiha mezi 19 °C a 8 °C (Moran et al., 1992). Pti ochlazovani se
zacnou lipidy shlukovat uvnitf membrany, uvolni tim vazbu s proteiny v membrang, které se
zacnou sdruzovat mezi sebou a tim méni funk¢ni vlastnosti membrany. Se snizujici teplotou

klesa podil kapaliny v membrané az do gelového stavu. Vzhledem k vyrazné piestavbé lipida
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1 proteinli je zménéna funkce membrany a mlze byt naruSena i po ohfati, kdy vazby mezi
proteiny a lipidy nebudou spravné obnoveny (Hammerstedt et al., 1990).

Cholesterol pfi klesajici teploté snizuje soudrzné sily mezi sousednimi mastnymi
kyselinami a mezi fosfolipidy a tim se snazi zachovat v membrané vétsi mnozstvi tekutiny.
Pokud je dostatek cholesterolu v membrané, snizuje se teplota, pii které nastava fazovy
prechod (kapalina — gel) a cholesterol muze dokonce fazovy piechod uplné eliminovat
(Graham, 2011a).

V dtsledku ochlazeni mize dojit ke zméné ¢i poruSeni bunéénych struktur nebo zméné
funkénosti bunky. Pfimé Skody na cytoplazmatické membrané vyvolané rychlym chlazenim
220 °C na 5 °C indukuje zc¢asti jeji nevratné poSkozeni ztratou membranovych lipidi a
nasledné ztrat€ intracelularnich iontd a molekul. Dojde ke snizeni bunééného metabolismu a
nakonec Kk abnormalnimu kruhovému plavani a rychlé ztraté motility spermii (Watson,
1981a). Tento jev se nazyva chladovy ok, pfi némz dochazi K rychlému poklesu zivotnosti
spermie (Watson, 1981b). Mnoha poskozeni membrany jsou piimym dasledkem nahlého
fazového prechodu, kdy dochézi k prestavbé lipidi a bilkovin, coz muize vést ke zménam
vV normalni membranové struktuie a funkénosti pii 5 °C nebo pii zahiati na 38 °C
(Hammerstedt et al., 1990).

Nepiimé skody se projevi az po zahtati, kdy bunika brzy zahyne. Pii zahtati ne vS§echny
lipidy a proteiny obnovi piivodni interakce, coz miize vést k problémim v membranové
struktufe a funk¢nosti a nakonec az k brzké bunétné smrti. Zchlazené semeno s pfidanym
fedidlem vykazuje mensi membranové poskozeni nez bez fedidla. Diivodem je, ze lipidové a
lipoproteinové latky obsazené v fedidle a fizena rychlost ochlazovani minimalizuji poskozeni
membrany. Chlazenim se zvySuje celkova délka Zivota spermie, ale i pfes pouZiti nejlepsi
techniky, dochazi béhem chlazeni k poSkozeni, které zapiicini krat$i zivotnost spermii po
ohtati, nez je tomu u ¢erstvého spermatu (Graham, 2011a).

Spermie maji vysoce zhuStény chromatin a v pribéhu spermatogeneze ztratily vétSinu
bunécnych organel. Z tohoto diivodu maji omezenou kapacitu pro syntézu bilkovin a opravy
bunéénych struktur a po odbéru relativné kratkou Zivotnost. Metabolismus spermie je
anaerobni (glykolyza) a aerobni (cyklus kyseliny trikarboxylové), neboli bunééné dychani.
Dychani pfevadi monosacharidy na ATP, které je vyuzito pro pohyb spermie. Metabolické
odpadni produkty jako je kyselina mlééna a volné kyslikové radikaly (peroxid vodiku) mohou
nenavratn€ poskodit buiiku. Volné radikaly vyvolaji peroxidaci lipidi, coz vede ke ztraté

bunécné integrity, motility a viability (Pace a Graham, 1974). Produkce kyseliny mlécné
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muze snizit pH kultivaéniho média, které snizuje buné¢nou enzymadlni aktivitu, coZ ma za
nasledek ztratu produkce ATP a nakonec smrt buniky (Graham, 2011a).

Snizit produkci volnych kyslikovych radikali a kyseliny mlécné je mozné dvéma
zpusoby. Prvnim je nafedéni spermatu v fedidle, které neobsahuje kyslik a tim donutit bunky
vyuzivat anaerobni dychani. Redidlo bez kysliku je naptiklad Caprogen (LIC, Hamilton,
Novy Zéland), které je nasyceno plynnym dusikem pro odstranéni veskerého kysliku. V ném
je mozné udrzovat spermie bez jakéhokoliv vlivu na n¢ po dobu 3-6 dnt pii pokojové teploté.
Toto fedidlo je hojné vyuzivané na Novém Zélandu pro uchovavani bycich spermii
(Verberckmoes et al., 2005).

Dalsim zptisobem jak snizit metabolismus spermii je chlazeni. Pokud jsou spermie
ve vhodném fedidle nebo v uzavieném kontejneru, aerobni metabolismus rychle spotiebuje
kyslik a buiika musi vyuZivat anaerobniho metabolismu, jedinym vyslednym produktem je
kyselina mlécna. Pfi poklesu teploty dochdzi ke snizeni pohybu metabolickych enzymut a
ke snizeni metabolickych narok bun¢k (Graham, 2011a). Pokud se sniZuje teplota semene
z télesné teploty (38 °C) na teplotu 5 °C, celkovy metabolismus bunék poklesne piiblizné
na 7 %. Buiiky produkuji méné kyseliny mlé¢né a zpomali se peroxidace lipidi, coz zlepSuje
zivotnost spermii. Pii nizké teplot¢ se také omezi Cinnost membranovych poéra
a membranovych transportérii. Z tohoto ditvodu klesne schopnost buiiky pfijimat energetické
substraty a vylucovat odpadni produkty metabolismu. To nemusi znamenat problém, protoze
metabolismus je na nizké Grovni. Pokud ale teplota ovliviiuje vice jedno nez druhé (transport
nebo metabolismus), mohou nastat problémy bud’ v zachovani dostate¢ného mnoZzstvi ATP
Vv buiice nebo pfi odstrafiovani odpadnich produktii. Takovy problém se pravdépodobné
projevi aZ po delsi dobé skladovani. Sperma hiebce skladované pfi nizkych teplotach nad 2 °C
po dobu 48 hodin ma vyssi procento pohyblivych spermii (Moran et al., 1992). Pii teplotach
0 °C-2 °C neni membrana schopna zachovat pfijem monosacharidii nezbytnych pro bunéény
metabolismus anebo se metabolismus buiiky snizi natolik, Ze builka neni schopna Zivota

(Graham, 2011a).

3.3.5.2 Vliv mrazeni a fedidel s kryoprotektanty na spermie

Zmrzne-li ¢istd voda, vytvaii vSechny molekuly krystalickou strukturu. Pokud jsou
v roztoku soli a cukry, v bodu mrazu dojde ke krystalizaci Cisté vody a vzniklé krystaly jsou
od sebe navzijem oddéleny kanaly nezamrzlé vody obsahujici vSechny soli a cukry. K tomu,
aby bunka prezila kryokonzervaci, musi byt v téchto nezamrzlych kanalech. Bunky, které

Vv téchto kanalech nejsou a jsou zachyceny ledovymi krystaly, zemiou (Amann, 1999).
18



Pii klesajici teploté je stale vice vody z nezamrzlych kanalkti odebrano do rostoucich
ledovych krystalii a zbyvajici nezamrzla tekutina se stava hypertonicka (Hammersted et al.,
1990). Pokud teplota dale klesa, zbyvajici tekutina v nezamrzlych kanalcich vitrifikuje. Ve
vitrifikovaném stadiu v -196 °C neustava pohyb molekul, ale dojde v podstaté k zastaveni
metabolizmu buné¢k a ty v tomto stavu mohou ztistat zivotaschopné po mnoho let.

Ptidanim rozpusténych latek do vody se snizuje teplota bodu mrazu. Zatimco ¢ista voda
mrzne pii 0 °C, fyziologicky roztok zamrza pii -0,6 °C. Ptidanim vice latek se teplota
zamrznuti dale snizuje. Pokud je piidana kapalina, napt. Kryoprotektant ethylenglykol,
glycerol nebo methylformamid, bod tuhnuti se také snizuje, protoze tyto latky zistavaji
nezmrazené i pii nizkych teplotach, a tak zvétsuji objem nezamrzlych kanalkd mezi ledovymi
krystaly. Tyto latky jsou propustné pfes membranu, ale jejich osmotické vlivy jsou
pfechodné — pisobi pouze pii pfiddni nebo odebrani z roztoku. Takovéto slouceniny zvysi
celkovy objem nezamrzlych kanalkti a snizuji koncentraci soli, ¢imz omezuji jejich Skodlivé
uc¢inky (Graham, 2011b).

Rozpusténé latky (soli, cukry, bilkoviny nebo jiné molekuly) v rozpoustédle (nejcastéji
voda) se pohybuji z mista o vyssi koncentraci do mista s nizsi koncentraci, dokud nedosahnou
rovnovahy. Neékteré kryoprotektanty (ethylenglykol, glycerol, methylformamid atd.) jsou
kapaliny, které figuruji v roztoku jako rozpusténé latky nebo jako rozpoustédlo. Je mnoho
latek a rozpoustédel, které mohou proniknout pfes semipermeabilni membrdnu a jiné
nemohou (Graham, 2011b). Pfedevsim propustné kryoprotektanty (napt. glycerol), prostupuji
membranou vyrazné pomaleji nez rozpoustédlo (voda) (Amann, 1999; Meryman, 2007).
Ptida-li se glycerol do semene, bude se voda pfesunovat z kazdé bunky, aby nafedila glycerol,
mnohem rychleji nez se bude glycerol dostavat do butiky, a bunika se prechodné scvrkne.
Glycerol pomalou difizi do bunky dosahne rovnovahy na obou stranach membrany, vyrovna
se 1 mnoZstvi vody a bunka se vrati do plvodni velikosti. Na druhé strané, pokud bunky
obsahuji kryoprotektant (glycerol) a ziedi se roztokem bez kryoprotektantu (fedidlo nebo
tekutina pohlavniho ustroji klisny), voda bude pronikat do bun¢k ve snaze natedit koncentraci
kryoprotektantu rychleji, nez bude kryoprotektant unikat z bunky, a v disledku toho bude
bunka bobtnat (Hammersted et al., 1990; Amann, 1999; Meryman, 2007). Kryoprotektant
pomalou difizi dosdhne rovnovahy a pokud bunika nepraskla, ziskd svlij piivodni objem.
Schopnost bun¢k odolavat prasknuti zavisi na propustnosti membrany viici kryoprotektantu a
vodé (bunka bude bobtnat méné s Kryoprotektanty, které difunduji pfes membranu rychleji)
(Graham, 2011b). Zalezi rovnéz na toleranci k zménam osmotického tlaku a na velikosti a

tvaru bunky (Hammersted et al., 1990; Meryman, 2007).
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Poskozeni bunék béhem mraZeni

Pomémé vysoké procento spermii utrpi béhem zmrazovani ireverzibilni poskozeni.
naruSenim cytoskeletu a zménami jaderné skladby, coz je dusledek citlivosti spermii
na zmény teploty, vliv osmotickych a oxidaénich stresori a vnitfnich toxickych vlastnosti
ptidanych kryoprotektantti (Brinsko et al., 2011). Poskozeni bun¢k b&hem mrazeni a
rozmrazovani nastdva kolem teploty 0 °C, kterd vyvolava chladovy Sok, extracelularni a
hlavné¢ intracelularni tvorbu ledu (Mazur, 1984). PoSkozeni spermii miize zpusobit
I dehydratace vlivem zmrznuti tekutiny okolo bun€k vcetné zvySené koncentrace soli a
naruseni membrany V disledku bobtnani a smr§tovani (Hammersted et al., 1990) a také
osmotické zmény v prib&hu piidavani a odstranovani kryoprotektantu (Hammersted et al.,
1990; Amann, 1999; Meryman, 2007).

U vé&tSiny bun€k je pficinou smrti béhem mrazeni a rozmrazovani tvorba
intracelularniho ledu a poskozeni membrany (Hammersted et al., 1990; Meryman, 2007).
Vzhledem K nizkému mnozstvi aktivni vody uvnitf spermie (cca 15 %) neni tvorba
intracelularniho ledu hlavnim problémem spermie (Morris et al., 2007). Jakmile nezamrzlé
kanalky vitrifikuji, uz k zddnému vyznamnému poskozeni nedojde. Proto neni problém
spermie skladovat v -196 °C (Graham, 2011b). Nicméné zmény, které nastanou
Vv extracelularnim médiu a bunikdch mezi -15 °C a -60 °C, mohou vyvolat poskozeni bunck
(Hammersted et al., 1990). Rychlost chlazeni v tomto rozmezi ovliviiuje miru zamrznuti a
hypertonické zmény v nezamrzlych kanalcich, které probihaji pted vitrifikaci (Graham,
2011b). Pokud jsou buiky chlazeny pfili§ rychle, intracelularni voda nema dostatek Casu
opustit buriku a dojde k vytvofeni intracelularniho ledu (Amann, 1999). Na druhé strang, je-li
teplota sniZovana pfili§ pomalu, mohou byt buniky vystaveny nadmérmym hypertonickym
podminkam p#ili§ dlouho, nez dojde k vitrifikaci (Graham, 2011b).

K malé zméné objemu bunky dochazi, jsou-li bunky zchlazeny z teploty mistnosti
na nékolik stupnd pod nulou, vyraznéj§i zmény pak souviseji se zménami v membrané a
pfestavbou membranovych komponent. Extracelularni roztok za¢ind mrznout, voda se méni
vied a bunky vystavené hypertonickému prostiedi se smr$tuji (Graham, 2011b).
Pti zmenSovani bun€k dochazi k deformaci membrany, ktera mize vést az k jejimu poskozeni

(Hammersted et al., 1990).
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3.3.6 Typy redidel

Redidlo samotné a zpracovani spermatu muiZe mit vyznamny vliv na vysledek
konzervace spermatu. Po skladovani ID musi byt zachovdna motilita, integrita membrany,
mitochondrii a chromatinu (Aurich, 2011). To by nebylo mozné bez ptidani fedidla, které
musi splilovat ur€ité pozadavky: osmolarita stejnd nebo mirn€ vyssi nez ma sperma (300-400
mOsm /1), obsahuje komponenty na stabilizaci pH (6,7-7,2) a kontrolu ristu mikro-
organizmu, Slozky, které chrani sperma pied chladem a snadno dostupny zdroj energie
(metabolizovatelny substrat). Dale také obsahuje latky stabilizujici membranu a metabolické
funkce spermii a komponenty neutralizujici produkty metabolizmu. Zadna ze slozek fedidla
nesmi ovlivitovat vysledky hodnoceni spermatu (Aurich, 2011; Brinsko , 2011b).

Jako ochranné slozky, které pomahaji spermiim ptezit mimo reprodukéni trakt, obsahuji
fedidla komponenty, napt. lipoproteiny a fosfolipidy (z vaje¢ného zloutku, mléka,
odstfedéného mléka, smetany a sojovych vyrobkil), zabraiujici vzniku chladového Soku
stabilizaci bunééné membrany pii fedéni chlazeného hiebéiho spermatu (Graham, 2011a;
Brinsko et al., 2011).

Redidla musi obsahovat metabolizovatelné substraty, cukry jako je napiiklad glukoza,
které poskytuji bohaty zdroj energie pro spermie (Brinsko et al., 2011).

Mikroorganizmy mohou negativné ovlivnit zivotnost spermii béhem skladovani (Aurich
a Spergser, 2007). Kontaminaci spermatu béhem odbéru se nelze zcela vyhnout, ale fedidla
musi byt sterilni. Bakterie v fedidle mohou pochazet z mléka, Zloutku nebo z kontaminace
behem vyroby fedidla ¢i pii manipulaci s nim. Sterilita vSech komponent fedidla by méla byt
peclivé hlidana béhem vyroby a skladovani. Vyrobci bézné testuji bakterialni kontaminaci
svych produkti. Manipulace s fedidlem ma velky vyznam. Po otevfeni a zahtati na teplotu
téla by nemélo byt skladovano po dlouhou dobu, ale nejlépe pouzito okamzité (Aurich, 2011).

Do vétSiny tedidel jsou pfiddvana antibiotika pro zpomaleni nebo zabranéni ristu a
mnozeni bakterialnich organizmt (Varner et al., 1998; Brinsko et al., 2011). Pouzivana
antibiotika jsou naptiklad amikacin, Penicilin G, polymyxin B, ticarcillin, Timentin a
gentamicin (Aurich, 2011; Brinsko et al., 2011; Samper, 2011). Kombinace penicilinu a
gentamicinu efektivné inhibuje rist mnoha mikroorganizmti nachazejicich se ve spermatu a
ma nizké spermatotoxické ucinky (Aurich, 2011). Brinsko et al. (2011) uvadi, ze kombinace
penicilinu a amikacinu nebo Timentinu v mlééném tedidle mohou optimalizovat dlouhodobou

motilitu spermii a zaroven poskytovat dobrou Sirokospektralni antibakterialni aktivitu.
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Samper (2011) doporucuje nepouzivat polymyxin B, protoze ma skodlivy vliv na motilitu
spermii.

Kone¢na koncentrace antibiotik v fedidle je dulezitd, aby nedoSlo k zadnému
negativnimu ucinku na zivotaschopnost a funkénost spermii (Aurich, 2011; Brinsko et al.,
2011). Maximalni tolerovana hladina antibiotik je dana slozenim fedidla (Aurich, 2011).
Gentamicin v koncentraci 1 mg/ ml nemél negativni vliv na sperma v Kenneyho fedidle
(Varner et al., 1998), ale m¢l nepfiznivy vliv na dlouhovékost spermii v jiném mlééném
fedidle — EquiPro (Minitube of America, Verona, WI). Po snizeni koncentrace gentamicinu na
stale u¢innou hladinu 250 ug/ ml nebyly zjistény zadné skodlivé ucinky na kvalitu semene
(Aurich a Spergser, 2007).

Antibiotika mohou byt U¢inna pouze pii teploté vyssi nez 15 °C, svou funkei plni po
nafedéni a béhem chlazeni pouze asi 3-6 hodin. Po dosazeni skladovaci teploty (4-8 °C)
nemaji témét zadny efekt. Rist a mnoZeni bakterii jsou pii teploté 5 °C velmi nizké. Je tedy
ziejmé, ze mnoho antibiotik nezabiji bakterie, ale pouze je inhibuje. Pfimému piisobeni
ptitomnych bakterii nebo jejich toxiniim se proto nelze vyhnout i za ptitomnosti antibiotik
(Aurich a Spergser, 2007). Je tedy velmi dulezité dodrzovat béhem odbéru a zpracovani
optimalni hygienickd opatfeni, aby se bakteridlni kontaminace minimalizovala (Aurich,
2011). Bakterialni flora hiebce a vliv jednotlivych antibiotik na spermie se mize lisit mezi
hiebci (Samper, 2011).

V ptipadech, kdy skladovaci teplota piekro¢i 10-12 °C, mohou byt zapotiebi anti-
mykotika pro eliminaci kvasinek a plisni (Brinsko et al., 2011).

Osmoticky tlak a pH musi byt pfizpusobeny tak, aby se maximalizovalo pfeziti spermii
(Brinsko et al., 2011). Osmolarita spermatu je pfiblizné¢ 300 mOsm /|, u fedidla se mize
pohybovat mezi 250-400 mOsm /1. Pro dlouhovékost hieb¢iho spermatu je vhodna mirna
hyperosmolarita kolem 350 mOsm / | (Aurich, 2011).

pH 6,6 az 7,2 mliZze optimalizovat pohyblivost spermii a zaroven zamezit predCasné
kapacitaci spermii (Aurich, 2011; Brinsko et al., 2011). Pufry pifidavané do fedidla jsou
hlavné¢ hydrogenuhli¢itan sodny (NaHCOg3), citrat sodny a HEPES (2-hydroxyethyl-1-
piperazinethansulfonova kyselina). Nejlepsi pufrovaci schopnosti ma hydrogenuhli¢itan
sodny, ktery udrzuje pH 6,8-7,2, pak HEPES (pH 7-8) a citrat sodny (pH okolo 8). Pufrovaci
schopnost maji také mlééné komponenty fedidla (Aurich, 2011).

Redidla by méla byt schopna neutralizovat metabolické latky, které mohou vést
k poskozeni spermii béhem skladovani (Aurich, 2011). Redéni spermatu s fedidlem na bazi

mléka vede samo o sobé ke zvySeni antioxidacni schopnosti nafedéného semene vzhledem
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K pozitivni interakci mezi SP a fedidlem (Kankofer et al., 2005). Pouziti antioxidantt jako je
kyselina askorbova nebo pyruvat, muze zachovat kvalitu chlazeného spermatu b&hem
skladovani (Bruemmer et al., 2002).

Razna fedidla jsou komeréné dostupnd, néktera mohou byt snadno pfipravena
Vv laboratofich reprodukénich center (Brinsko, 2011a; Brinsko et al., 2011). Pouzivaji se
hlavné dva typy fedidel: mlécna a Zloutkova. Zatim nebylo prokézéano, zda ma lepsi vliv na
Zivotaschopnost a plodnost spermii fedidlo s vaje¢nym Zloutkem nebo mlékem. Redidla
obsahujici mléko a néjaky cukr jsou Castéji pouzivana na celém svété, nez fedidla s vajeCnym

Zloutkem (Brinsko et al., 2011).

3.3.6.1 Mlécna fedidla

Dnesni tedidla pro hfebce mohou obsahovat mléko, idedln¢ odstfedéné mléko se
snizenym obsahem tuku nebo suSené odsttedéné mléko (Brinsko, 2011a; Brinsko et al., 2011,
Sieme, 2011b). Diivéjsi tfedidla obsahovala protein Zzelatiny, ale dnes se jiz nepouZzivaji
(Sieme, 2011b). Dale obsahuji zdroj energie (napt. glukdzu) a antibiotika k zamezeni mnozeni
bakterii. Pfi pouziti gentamicinu nebo amikacinu se pfidava pufr hydrogenuhli¢itan sodny
(8,4%) pro upravu pH. Redidlo se nasledné doplni sterilni deionizovanou vodou (ne
fyziologickym roztokem). pH ftedidla by mélo byt vrozmezi 6,7-7,2 (Brinsko, 2011a).
Slozeni typického mlééného fedidla — odtu¢néna mlécna susina 2,4 g, glukdza 4,9 g, amikacin
100 mg, hydrogenuhli¢itan sodny (8,4%) 2 ml, sterilizovanad deionizovana voda 92 ml
(Brinsko, 2011a). Konkrétni sloZeni nékterych mléénych fedidel je uvedeno v tabulce 3.2.

Nékteré komponenty mléka jsou pro preziti spermii prospésné, jiné znicujici (Batellier
et al., 1997). Na zivotaschopnost spermii pisobi kladn¢ napiiklad mléény komponent nativni
fosfokaseinat, ktery mtize byt pouzit do fedidla misto suSeného odtuénéného mléka (Batellier
etal., 1997; Brinsko et al., 2011). Bylo zjisténo, Ze nativni fosfokaseinat nebo kasein v fedidle
byly lepsi pro zachovani motility spermii po zchlazeni semene na 24-48 hodin nez odtu¢néné
susené mléko. Dalsi vyhodou je nepfitomnost pevnych Castic, které se obvykle v suseném
odstfedéném mléce vyskytuji, a tim zlepSeni mikroskopického pozorovani pohyblivosti
spermii (Brinsko et al., 2011).

Redidlo s odtu¢nénym susenym mlékem a glukézou (NFDSMG), pojmenované po
vynalezci Dr. Robertu M.Kenney, je dostupné v mnoha provedenich (napt. E-Z Mixin

[Animal Reproduction Systems, Chino, CA]). Pouziti fedidel NFDSMG se doporucuje jak pro
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skladovani hiebc¢iho spermatu, tak pro mikroskopické hodnoceni spermii (Sieme, 2011b).

Kennevyho fedidlo je nejcastéji doporu¢ované fedidlo pro hiebce (Samper, 2011).

Redidla vychézejici z ptivodniho receptu podle Kenney et al. (1975) obsahujici susené
odstfedéné odtucnéné mléko a glukozu (NFDSMG) jsou levna, snadno vyrobitelna a mohou
byt ulozena zmrazena (Aurich, 2011). Komercné dostupnd fedidla na zakladé Kenneyho
fedidla se dodavaji v praskové podob¢ a musi byt nafedéna danym objemem redestilované
vody (Brinsko, 2011b). Hlavni rozdily mezi témito fedidly jsou v druzich obsaZenych
antimikrobialnich latek nebo pfidani dalSich cukrt, napf. sacharozy (Brinsko, 2011b; Samper,
2011).

Redidlo NFDSMG zachovava lepsi motilitu spermii nez odstfedéné mléko, ale
v udrzeni fertility se od sebe vyznamné nelisi (Brinsko et al., 2011). VSechna mlé¢na fedidla
lze pouzit jak pro centrifugaci, tak 1 pro skladovani po 24-48 hodin pii teploté 4-6 °C se
zachovanim motility, membranové integrity a fertility (Aurich, 2011).

Pokud je nutné odstied’ovani a skladovani chlazeného spermatu, Padilla a Foote (1991)
uvadéji lepsi kvalitu spermii s pouzitim Kenneyho fedidla doplnénym o Tyrode medium
(KMT), ktery je ve smési v pomé&ru 35 % Tyrode medium + 65 % Kenney.

Dalsim fedidlem hojné¢ pouzivanym v Evropé je INRA 82, které obsahuje odtuc¢néné
mléko (Sieme, 2011b). INRA 82, fedidlo z Francie, se lisi od NFDSMG obsahem cukrti, kdy
vedle glukoézy, laktozy a rafindzy obsahuje dalsi cukry, a také vét§Sim mnozstvim ptidanych
pufrovacich latek — HEPES, citrat draselny a citrat sodny. Jedinou mlécnou slozkou tohoto
fedidla je nativni fosfokaseinat (Aurich, 2011).

Redidlem vhodnym k vyrobé inseminaéni davky je i INRA 96 vyvinuté francouzskymi
pracovniky. Redidlo INRA 96 s definovanym a stalym slozenim se stalo jednim z nejpo-
pularnéjsich fedidel pro kon¢ (Brinsko et al., 2011) a je komeréné dostupné po celém svéte.
Jde o vyvazeny solny roztok obohaceny o fosfokaseinat a je dobfe snaseno spermiemi mnoha
hiebc (Brinsko et al., 2011; Samper, 2011). INRA 96 obsahuje Hankovy soli, HEPES,
glukozu, laktéozu a nativni fosfokaseinat z mléka, ktery je zdrojem bilkovin a chrani
membranu spermie proti chladu. Ostatni mlé¢né slozky byly z tohoto fedidla vylouc¢eny pro
svou potencialni Skodlivost (Brinsko et al., 2011; Aurich, 2011). AvSak antibioticka tGroven
neni pro ne¢které hiebce dostacujici (Brinsko, 2011b; Brinsko et al., 2011), proto je vhodné
doplnit toto fedidlo o Timentin (1 mg /1), ktery pomaha kontrolovat riist bakterii bez naruSeni
osmolarity nebo pH (Brinsko, 2011b).

V Némecku bylo vyvinuto dalsi fedidlo s mlécnou bilkovinou podobné INRA 96 —
fedidlo EquiPro (Pagl et al., 2006). Piesné slozeni nebylo zvefejnéno (Brinsko, 2011b), ale je
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znamo, ze obsahuje definované kaseindty, syrovatkové bilkoviny a vétsi mnozstvi cukr
namisto odstfedéného suseného mléka. V porovnani s Kenneyho fedidlem mélo lepsi

vysledky pfi chlazeni a skladovani spermatu po dobu 48 hodin (Pagl et al., 2006).
Tabulka 3.2: Slozeni nekterych mlécnych redidel

- odtu¢néné susené mléko (NFDSM) 2.4 g
NFDSMG - redidlo Kenney - gluk6za 4.9 g
(Kenney et al., 1975) - gentamicin 100.0 mg
- NaHCO3 (8,4%) 2.0 ml
- deionizovana voda 92.0 ml
- odtu¢néné susené mléko 2.4 g
E-Z Mixin - gluk6za 4.9 g
(Province et al., 1985) - NaHCO3 (7,5%) 2.0 ml
- polymyxin B (50 mg / ml) 2.0 ml
- destilovana voda 92.0 ml

- nizkotu¢né susené mléko (24 Q)

Modifikované Kenneyho - glukéza (26,5 g), sacharoza (40 g)
Fedidlo - 907 ml vody
(Brinsko et al., 2011) - Penicilin G (1 000 000 1U), amikacin (1 g)
- pufr pH 6,8-6,9
Redidlo na bazi odstiedéného - 100 ml odstfedéné¢ho mléka — zahtaté na teplotu 92-
mléka 95 °C po dobu 10 min.
(Brinsko et al., 2011) - polymyxin B (1 000 000 IU)
- 1,3 g nearomatizované Zelatiny rozpusténé v 10 ml
Smetanovo-Zelatinové redidlo sterilni deionizované vody
(Brinsko et al., 2011) - 90 ml smetany

- Penicilin G (1 000 000 IU), streptomycin (100 000 pg),
polymyxin B (20 000 I1U)

Modifikované smetanovo- - 1 litr smetany
Zelatinové Fedidlo - 6 g Zelatiny rozpus$téné v 40 ml 5% dextrozy
(Brinsko et al., 2011) - Penicilin G (1 000 000 1U) nebo amikacin (0,5 g)
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Ve studii LeFrappera et al., 2010 bylo pouzito 6 komerén¢ dostupnych fedidel.
Redidlo EZ Mixin, které obsahuje glukézu, odtuénéné susené mléko a v této studii antibiotika
amikacin a Penicilin G. Kenneyho fedidlo (NASCO, Fort Atkinson, WI) obsahujici odtu¢néné
sudené mléko a glukdza a antibiotickou ochranu zajistuje amikacin a Penicilin G. Redidlo
Universal (NASCO, Fort Atkinson, WI) obsahuje také susené netu¢né mléko s dvéma cukry,
glukézou a sachardézou a byla pouZita stejna antibiotika jako u piedchozich. Redidla EquiPro
a EquiPro CellGuard (Minitube of America, Verona, WI) obsahuji definované kaseinaty a
syrovatkové bilkoviny s cukry sachardézou a glukézou. U obou bylo pouzito antibiotikum
gentamicin (LeFrapper et al., 2010). Poslednim pouzitym fedidlem bylo INRA 96 (IMV,
Maple Grove, MN) s obsahem nativniho fosfokaseinatu, glukézy a laktézy (Aurich, 2005) a
antibiotik penicilinu, gentamicinu a fungicidu amfotericinu B. Kazdy odebrany ejakulat byl
rozdélen a natedén v uvedenych fedidlech, zchlazen a skladovan pii teploté 4 °C. Pomoci
pocitace byla hodnocena motilita (celkova a progresivni) ihned po odbéru, a dale za 24, 48 a
72 hodin. Sperma fedéné fedidly INRA 96, EquiPro a EquiPro Cell Guard si zachovalo
vétSinu motility v pritbéhu 72 hodin. Celkova i progresivni motilita béhem skladovani podle
oc¢ekavani poklesla, ale u vSech sledovanych fedidel v pfijatelném rozsahu za 24 hod. po
odbéru, coz je doporuc¢end doba pro inseminaci chlazenou insemina¢ni davkou (LeFrapper et

al., 2010).

3.3.6.2 Zloutkova fedidla

Pro minimalizovani §kod vznikajicich na membrané spermii béhem chlazeni miize byt
do semene hiebce pridana fada latek (Graham, 2011a). Velmi uzite¢ny je vajecny zloutek,
ktery zabranuje vzniku chladového Soku bunék (Phillips a Lardy, 1940). Béhem chlazeni jsou
pro bunky ze Zloutku podstatné latky jako je LDL — low density lipoprotein (nizkodenzitni
lipoprotein — cholesterol navazany na bilkovinu) (Pace a Graham, 1974; Watson, 1976) a
fosfolipidové casti lipoproteini (Kampschmidt et al., 1953; Watson, 1976; Parks et al., 1981).
Mechanizmus, jak lipoproteiny a fosfolipidy ovliviiuji spermie, neni znam, ale tyto ptidané
latky nezasahuji do membrany (Foulkes, 1977) a mohou byt odstranény omytim bunék
(Watson, 1976; Quinn et al. 1980). Komponenty vajecného Zloutku, zda se, stabilizuji
membrany spermii a tim neutralizuji Skodlivé vlivy béhem fedéni a chlazeni (Aurich, 2011).

Redidla obsahujici vajeény Zloutek poskytuji srovnatelné vysledky jako mlééna fedidla,

ale jsou slozitéj$i na zpracovani, coz Casto vede k horsi kvalité semene nebo ke zhorSeni
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fertility (Malmgren et al., 1994). Na bazi vaje¢ného Zloutku je naptiklad glycinové-Zloutkové
fedidlo Dimitropoulos — fedidlo D11 (Wdockener a Colenbrander, 1993).

SloZeni zloutkového fedidla: 1 000 ml bidestilované vody, 30 g glukozy, 20 g laktozy,
100 g vinanu sodnodraselného, 200 ml Zloutku, 60 ml 10% kyseliny paraaminobenzoove,
ptimés antibiotik penicilinu, streptomycinu a gentamicinu (Véznik a kol., 2000).

V posledni dobé byla vyvinuta fedidla snazici se eliminovat mozny negativni vliv
biologickych latek, které mohou byt obsazeny v mléce nebo vaje¢ném Zzloutku. Nahrada
vajeCného zloutku v fedidle sojovym lecitinem byla provedena s omezenym uUspéchem.
K dispozici je fedidlo pro hiebce na bazi s6ji — AndroMed E (Minitube, Némecko). Kvalita
chlazeného spermatu zpracovaného s AndroMed E je niz8i nez s pouzitim mlécného fedidla,

pokud doba skladovani presahne 24 hodin (Aurich et al., 2007).

3.3.7 Redidla pouZivani k vyrob& mrazené ID

Redidla s dobrymi vysledky pro mraZeni ID musi obsahovat zdroj energie a lipo-
proteint (napt. mléko, vajecny zloutek nebo jejich kombinaci) pro ochranu béhem rychlého
ochlazovéni, antibiotika k inhibici ristu a mnozeni bakterii, pufry k vyvazeni pH a osmo-
tického tlaku, elektrolyty, antioxidanty a kryoprotektanty (Barbas a Mascarenhas, 2009;
Loomis, 2011a; Sieme, 2011b; Brinsko et al., 2011).

Cukry jako glukoza, sachar6za, mandza, laktoza, samostatné nebo v kombinaci dodavaji
spermiim energii, pusobi jako kryoprotektivni ¢initelé nepronikajici membranou spermie a
jsou hlavni rozpusténou latkou poskytujici osmotickou rovnovahu roztoku. Lipidy a lipo-
proteiny piedevsim z vaje¢ného Zloutku se tésné€ spojuji s povrchem plazmatické membrany a
mohou podpofit ochranu spermii pifi mrazeni a rozmrazovani (Loomis, 2011a). Ruzné
kryoprotektanty (glycerol, methylformamid, dimethylformamid nebo dimethylsulfoxid
(DMSO), ethylenglykol a propylenglykol) mohou byt pouzity jednotlivé, nebo v kombinaci
(Brinsko et al., 2011; Loomis, 2011a).

Kromé zdroje energie, proteinti a ochrannych latek jsou do fedidla k mrazeni piidany
dalsi dualezité latky (Sieme, 2011b). Trimeche et al., (1999) udava optimalni koncentraci
aminokyselin v fedidle 30-50 mM. Ve vyssich koncentracich (120-160 mM) sniZzuji motilitu
po rozmrazeni. Ethylendiamintetraoctova kyselina (EDTA) se Casto ptfidava do tfedidla pro
hiebce jako chelatacni ¢inidlo na vazani vapenatych iontl, jimz zabrafiuje vstupu do spermie
a jeji poskozeni béhem chladového Soku (Sieme, 2011b).

Mnozstvi zakladnich latek v jednotlivych fedidlech je velmi variabilni a optimalni

urovenl jedné slozky muze zaviset na obsahu jiné piimési, proto je dikladné pochopeni
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kryokonzervaéniho procesu a reakci spermii na zmrazovani a rozmrazovani velmi dulezité
pro rozvoj nebo progresivni zménu fedidel. Je také tieba si uvédomit, ze motilita neznamena
nutné plodnost (Barbas a Mascarenhas, 2009; Loomis, 2011a). U kazdého nového fedidla,
které ma piijatelnou motilitu po rozmrazeni, ma-li byt pfijato do komerc¢nich protokolii, musi
byt prokazana také dobra oplozovaci schopnost (Loomis, 2011a).

K dispozici jsou riznd fedidla vhodna ke kryokonzervaci hieb¢iho spermatu, ale neni
prokazano, zda je jedno vyrazné lepSi nez druhé (Sieme, 2011b; Brinsko et al., 2011).
Celosvétoveé se dnes pouzivaji dva az tii typy (Sieme, 2011b). Podle vyzkumu Sampera a
Morrise (1998) se pouziva nejcastéji fedidlo laktozova EDTA, jako dalsi INRA 82 s riznymi
koncentracemi vaje¢ného zloutku a glycerolu a v omezené miie se pouziva fedidlo na bazi
sachar6za-vajeny zloutek (modifikovany Kenney). U spermatu fedéného INRA 82 je
uvadéna lepsi pohyblivost po rozmrazeni nez u spermatu fedéného v laktdza-glukéza-EDTA
fedidle (Heitland et al., 1996). Zaména glukoza-EDTA za tedidlo Kenney v modifikaci
laktoza-glukéza-EDTA zvysi pohyblivost spermii po rozmrazeni (Schembri, 2003).

Pfi zmrazeni spermatu S fedidlem Kenney misto INRA 82 byla motilita spermii po
rozmrazeni vyssi, ale podil neporusenych akrozému byl nizsi stejné jako procento zabieznuti
(Kenney 38 %, INRA 82 63 %) (Ecot et al., 2001). Snizena fertilita mize byt zptisobena
obsahem bikarbonatu v fedidle Kenney (Vidament, 2005), ktery mize vyvolat pfed¢asnou
kapacitaci spermii (Sieme, 2011b).

Redidla pro mraZeni inseminaéni davky nebo jejich kombinace s centrifugaénim
médiem jsou ¢asto komerc¢né dostupna a chranéna patentem jako tzv. ,,ready to use* tekutiny,
napt. E-Z Freezin-,,LE* (laktoza-EDTA) a E-Z Freezin-,MFR5“ (Animal Reproduction
Systems, Chino, CA), Ghent (Minitube, Némecko), EqcellSire A+B (IMV, Francie),
BotuCrio (Botupharma, Brazilie), INRAFreeze (IMV, Francie), a EquiPro CryoGard
(Minitube, Némecko). Komercni fedidla jsou sterilni, standardizované kvality, zatimco
individualné pfipravovana se v tomto aspektu znaéné 1isi. Doporucuje se preferovat komeréné
dostupna tedidla pti pfisném dodrzovani pracovniho postupu, aby nedoslo ke kontaminaci
anebo chybé pfi rozpousténi suSenych piipravkill, coz miize vést ke sniZzeni kvality nafedéné¢ho
spermatu. S vyuzitim fedidel ,,ready to use* je mozné se témto problémim vyhnout (Sieme,
2011Db).
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3.3.7.1 Kryoprotektanty

Kryoprotektanty se vétsinou déli do dvou skupin dle schopnosti prostupovat buné¢nou
membranou, na ty pro které je plazmaticka membrana bunék nepropustna a ty pro které je
propustna (Sieme, 2011b; Graham, 2011b).

Kryoprotektanty neprostupné membranou jsou cukry (véetné laktozy, rafinozy,
sachar6zy, mandzy a trehaldzy), aminokyseliny, rtizné proteiny (lipoproteiny, vcetné
vajeénych, mlé¢nych a séra) a dalsi makromolekuly (napi. methylceluléza, polyvinylalkohol a
polyvinylpyrrolidon) (Sieme, 2011b; Graham, 2011b). Interakce téchto latek se slozkami
plazmatické membrany piispiva k jeji stabilizaci a pfedevSim tyto kryoprotektanty vytvari
hyperosmotické prostredi, které indukuje dehydrataci bunék (Graham, 2011b). Je piedpoklad,
ze neprostupujici latky dehydratuji bunky, coz umoznuje jejich rychlé zchlazeni bez letalniho
poskozeni (McGann, 1978; Graham, 2011b).

Kryoprotektanty propustné membranou jako ethylenglykol, glycerol, propylenglykol,
DMSO (dimethylsulfoxid) a rizné amidy (napf. dimethylformamid, methylformamid) jsou
obecné UCinngj$i nez prvni skupina kryoprotektanti (Sieme, 2011b; Graham, 2011b).
Kryoprotekce latek prostupujicich membranou spoc¢iva ve snizeni teploty, pii niz jsou bunky
vystaveny kritické koncentraci soli (Sieme, 2011b). Prakticky nahrazuji vodu uvniti buiky.
Dehydratace buniky zabrani tvorbé intracelularniho ledu (Meryman, 2007). ZvySenim objemu
nezamrzlych kanalka v extracelularnich ledovych krystalcich dochazi ke zvétSeni dostupného
prostoru pro buiiky a zaroven ke snizeni koncentrace soli (Amann, 1999).

Vysoké koncentrace kryoprotektanti pti pridavani a odstraniovani mohou kriticky
ovliviiovat osmoticky tlak a tim byt pro spermie toxické (Woods et al., 2004; Amann a
Pickett, 1987). Je-li ptekrocen maximalni osmoticky tlak, bunééné smrstovani v dusledku
dehydratace zptsobené koncentraci kryoprotektantu a nasledné bobtnani pii jeho odstranovani
muze vést k poskozeni bunék (Sieme, 2011b). Jelikoz jeho molekuly pronikaji membranou
pomaleji nez voda, dojde k pfechodné zméné osmotického tlaku, coz miize vést k poskozeni
buniky. Spermie lidské a by¢i zvladaji tyto zmény relativné dobie, na rozdil od hiebcCich a
driibezich. Z tohoto divodu je dulezité vyrovnat mnozstvi kryoprotektantu tak, aby dostate¢né
ochranilo spermie a zaroven pro né bylo jesté tolerovatelné (Graham, 2011b). Demick et al.
(1976) poukazal na skodlivé ucinky glycerolu na hieb¢i spermie, které jsou citlivé na zmény
osmotického tlaku vyvolané pfidanim nebo odebranim glycerolu. Redidla pro kryokonzervaci

pro byky obsahuji bézné 7-8 % glycerolu, pro hiebce pouze 4-5 % (Graham, 2011b).
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3.3.7.1.1 KRYOPROTEKTANTY NA BAZI LIPIDU

Cytoplazmaticka membrana spermie jako hlavni fyzicka bariéra od vnéjsiho prostiedi je
mistem nejcastéjsiho poskozeni béhem mrazeni. Vady na membrané¢ mohou vzniknout jeji
destabilizaci v dusledku pteskupeni lipidd, ztratou membranovych lipida ¢€i jejich peroxidaci
v disledku tvorby reaktivnich forem kysliku (ROS).

Nejcastéjsimi lipidy v fedidlech urenych k mrazeni ejakulatu jsou lipidy vaje¢ného
zloutku a v mens$i mife obsazené i v mléce. Pfredpokladany mechanizmus ochrany spermie
béhem mrazeni a zahfivani spociva ve vytvoreni vratné vazby mezi lipidy v SP a fuzi lipo-
zO6mu s plazmatickou membranou.

Vajecny zloutek a mléko jako latky zivocisného pivodu nemaji jednotné slozeni a
ptredstavuji potencialni riziko kontaminace spermatu. Je snaha nahradit zivoc¢isné slozky a
vytvofit tak chemicky definovana fedidla s optimalnim slozenim spliujici pozadavky na

biologickou bezpecnost (Sieme, 2011b).

Miléko a mlé¢né komponenty

Pro kratkodobé i dlouhodobé uchovani spermii se pouziva odstiedéné nebo neodstie-
déné mléko spolecné s glycerolem. Pouzivaji se napiiklad fedidla NFDSMG dostupna
v mnoha provedenich, fedidlo INRA 82, INRA 96 nebo EquiPro (Sieme, 2011b).

MIéko je variabilni médium a jeho mechanizmus G¢inku na spermie neni zcela znam.
Nékteré jeho slozky mohou byt pro spermie Skodlivé. Mléko a mlééné komponenty se vSak
vyrazn€é uplatiiuji v prevenci chladového Soku behem chlazeni spermii pfed mrazenim.
Spekuluje se, Ze to zajistuji mlécéné lipidy a lipoproteiny navazanim na plazmatickou
membranu spermie, ¢imz zajisti jeji stabilizaci v prib&éhu chlazeni a mrazeni. Tomu vSak
oponuje skutecnost, ze efektivita odstiedéné¢ho mléka (bez lipidl) je stejna jako plnotu¢ného
mléko (Sieme, 2011b).

Ve srovnani se standardnimi fedidly zachovava pohyblivost a plodnost spermii po dobu
3 dni nejlépe mléény nativni fosfokaseinat (NPPC) (Batellier et al., 1998). Bylo prokazano,
ze ochranny u¢inek na spermie hiebce ma také mlécny protein B-laktoglobulin, jehoz
optimalni koncentrace je 45 g/ | pro skladovani pfi teploté 4 °C a 15g/1 pii teploté 15 °C
(koncentrace B-laktoglobulinu v kravském mléce je 2,7 g/1). Nicméné ochrana spermii 8-
laktoglobulinem je nizsi nez jakou poskytuje NPPC. Neni zcela jasné, jak kasein chrani
spermie, ale piedpoklada se, ze mléko (homogenizované i odstfedéné) obsahuje faktory, které
jsou schopné ovlivnit proteiny vazajici pro skladovani spermii potencionalné Skodlivé lipidy
v SP (HSP-proteiny hieb¢i semenné plazmy). Pravdépodobny hlavni mechanizmus ochrany
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spermii mlékem je tudiz dan interakci bilkovin semenné plazmy s kaseinem. Kromé¢ toho
ptidani laktézy do fedidla s kaseinem zlepSuje jeho G¢innost pti mrazeni (Sieme, 2011b). Zda
se, ze laktoza se také zapojuje do ochrany spermii, ale pokud byl pouzit filtrat mléka
obsahujici pouze laktézu a mineralni latky, nebyla ochrana spermatu béhem skladovani
dostatecna (Pagl et al., 2006). Laktéza je rovnéz soucasti fedidel k mrazeni s vajeCnym
Zloutkem. Je ziejmé, ze laktdza zlepSuje Gcinnost fedidla, ale nedostacuje k ochrané spermii
samostatné (Sieme, 2011b).

Redidla obsahujici mléény kasein jsou k dispozici pod ndzvem INRAFreeze (IMV,
Francie) (Sieme, 2011b).

Vajecny Zloutek

Vajecny Zloutek se v fedidlech pouZiva v koncentracich 0 rozmezi 2-25 %. Ve zloutku
jsou obsazeny lipoproteiny o nizké hustoté (LDL), které jsou pravdépodobné zodpovédné
za ochranu spermie. Vzhledem k neprihlednosti vaje¢ného zloutku neni vhodny k fedéni
pro mikroskopické hodnoceni spermatu. Redidlo s vajeénym Zloutkem se z ditvodu projasnéni
roztoku doporucuje centrifugovat (Sieme, 2011b). K rozpusténi lipidi a lipoproteint
vajecného zloutku a tim zvySeni jejich interakce S membranou spermie mohou byt ptidany
detergenty, napt. Equex STM (delta-amino-sodny laurylsulfat; Minitube, Némecko) (Amann
a Pickett, 1987).

Predpoklada se, ze se LDL z vaje¢ného zloutku navaze na membranu spermie a tim ji
stabilizuje. Kromé& toho se spekuluje, Ze fosfolipidy pfitomné v LDL chrani spermie
vytvofenim ochranného filmu na jejich povrchu, nebo nahrazenim membranovych fosfolipida
ze semenné plazmy, které jsou ztraceny nebo poskozeny v priibc¢hu kryokonzervace. Dalsi
hypotézou je, ze LDL konkuruje $kodlivym peptidim SP ve vazb¢é na membranu spermie a
tim ji chrani (Sieme, 2011b).

Parametry motility spermii jsou lepsi, pokud se pouZzije jiny nez kufeci vaje¢ny Zloutek,
napt. je-li sperma zmrazeno v lakt6zovém fedidle EDTA s doplnénim kachniho vajecného

Zloutku, ktery obsahuje vys$si mnozstvi bilkovin, lipidi a cholesterolu (Clulow et al., 2007).

Fosfatidylcholin

Proces mrazeni a tani vyvolava rozsahlé pieskupovani membranovych lipidi, fosfati-
dylcholiny z vajecného zloutku nebo sdji se pfipoji k membrané spermii a prestoze nejsou
do membrany zabudované, ochrani ji pted poskozenim. Ve srovnani s fedidlem obsahujicim

vajeény zloutek (INRA 82) sojovy i vajecny fosfatidylcholin uchovavaji zivotaschopnost a
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pohyblivost u rozmrazenych spermii stejné¢ dobfe. Spermie kryokonzervované v fedidle se
sojovym fosfatidylcholinem vykazuji stejnou schopnost oplodnéni jako spermie zmrazené
v INRA 82. Pouziti médii se sojovym fosfatidylcholinem misto vaje¢ného Zloutku snizuje
riziko mikrobialni kontaminace (Sieme, 2011b).

Néhrada vajecného Zloutku sojovym lecitinem v fedidle se uspéSné¢ vyuziva pro
kryokonzervaci spermatu skotu (Aires et al., 2003). Modifikace tohoto fedidla uréena pro
koné¢ Andromed-E neobsahuje zadné slozky Zivoc¢isného ptvodu, coz je dilezité hlavné

z hlediska hygienickych pozadavki na ID urcené pro export (Sieme, 2011b).

3.3.7.1.2 GLYCEROL

Prvnim a dodnes nejpouzivanéj$im kryoprotektantem piedevsim u skotu je glycerol
(Sieme, 2011b). Piestoze se predpoklada, ze je pro Konské sperma toxicky, je nadale v malé
koncentraci vyuzivan z divodu nedostatku latek s podobnymi ochrannymi vlastnostmi
(Morel, 2003).

Doporucena koncentrace glycerolu se mezi jednotlivymi laboratofemi lisi, pficemz
optimum dosud neni stanoveno (Sieme, 2011b). Jeho castecna toxicita je dana vlivem
osmotického stresu na spermie, nebot” glycerol prostupuje membranou nejpomaleji ze vSech
kryoprotektantti (Gilmore et al., 1995). Pace a Sullivan (1975) a Demick et al. (1976) uvadéji,
ze glycerol mé negativni vliv na plodnost chlazeného cerstvého spermatu konovitych.

Pti oplodnéni klisen spermatem mrazenym v INRA 82 s riiznou koncentraci glycerolu
(0 %; 2,2 %; 3,5 %; 4,8 %) byla zjisténa nasledujici plodnost: 13/15 (86 %), 8/15 (53 %), 8/15
(53 %), 2/15 (13 %), dle uvedeného potadi. Cili &im vyssi koncentrace glycerolu tim nizsi
fertilita (Vidament et al., 2009). Je tedy nezbytné nalézt kompromis mezi kryokonzerva¢nim a
negativnim vlivem glycerolu na spermie a vyslednou plodnost. Doporuc¢ena koncentrace

glycerolu by neméla ptekrocit rozmezi 2,5-3,5 % (Sieme, 2011b).

3.3.7.1.3 AMIDY

Glycerol je pouzivan jako univerzalni kryoprotektant, pfestoZe jsou znadmy i dalsi,
napt. dimethylsulfoxid, ethylenglykol, methylformamid, dimethylformamid, které mohou mit
stejné nebo i lepsi vysledky (Alvarenga et al., 2005). Idealni kryoprotektant musi mit nizkou
molekulovou hmotnost, vybornou rozpustnost ve vodé a minimalni toxicitu. VSechny amidy
maji ve srovnani s glycerolem mensi molekulovou hmotnost a pfi mrazeni mohou zptsobit

mensi osmotické poskozeni (Sieme, 2011b).
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Ve studii Pasquini et al. (2008) bylo odebrano sperma od hiebcti, ktefi méli $patnou
odolnost spermii viici mrazeni. Sperma bylo odstfedéno v mlééném tedidle (BotuSemen
[Botupharma, Brazilic]) a pejeta byla nasledné resuspendovana fedidly INRA 82, laktdza-
EDTA nebo BotuCrio (které obsahuje smés kryoprotektanti) a dale zpracovano podle
protokolu doporuc¢eného pro kazdé tfedidlo. Po rozmrazeni byla motilita vyssi u fedidla
BotuCrio nez u INRA 82 a laktéza-EDTA (Pasquini et al., 2008).

Vidament et al. (2002) udava, Zze pocty zabieznuti s mrazenym spermatem doplnénym
02 % glycerolu, 3 % glycerolu nebo 2 % dimethylformamidu nebyly statisticky rozdilné
(46 %, 58 %, 50 %). Jindy bylo naopak pozorovano vyznamné zlep$eni plodnosti spermatu
zmrazeného s dimethylformamidem ve srovnani s glycerolem (Medeiros et al., 2002). Z divo-
du rozdilnych vysledkii zminénych studii je proto potieba dalSich rozsahlych testd potvr-
zujicich spravnost vymény glycerolu za amidy v kryokonzervaci hieb¢ich spermii (Sieme,
2011b).

3.3.7.1.4 CHOLESTEROL

U jednotlivych zivociSnych druhii je pomér cholesterolu a fosfolipidi v membrané
odlisny. Membrany obsahujici vice cholesterolu jsou méné nachylné na poSkozeni béhem
chlazeni a mrazeni. Ma-li se piedejit poSkozeni spermie, je nezbytné udrzet membranu
Vv tekutém stavu i pii nizkych teplotach, coz lze pfidanim cholesterolu (Sieme, 2011b).

Cholesterol muze byt snadno zaclenén do membrany pouzitim cyklodextring.
Cyklodextriny (cyklické heptasacharidy) mohou transportovat cholesterol do nebo
z membrany po koncentraénim spadu. Jako Usp&€$né bylo popsano zvySeni membranové
stability zaclenénim cholesterolu s cyklodextriny do fedidla k mraZeni hieb¢iho spermatu

(Combes et al., 2001).
3.3.8 Vyroba chlazené inseminacni davky

Chlazené inseminac¢ni davky se v dnesni dobé pouzivaji velmi ¢asto (Graham, 2011a).
Po odbéru je sperma umisténo do inkubatoru pfi teploté 37 °C. Nasledné jsou zaznamenany
objem a barva ejakulatu a kromé& toho i dalsi charakteristiky jako je koncentrace, pohyblivost
a pokud je tfeba i morfologie spermii, ktera se posuzuje z malého mnozstvi nefedéného
spermatu (Samper, 2011). Ma-li byt ejakulat rozdélen na davky pro vice klisen, je nutné
pfed kone¢nym nafedénim urcit koncentraci, celkovy pocet spermii v ejakulatu a
zivotaschopnost. V piipadé, ze ma byt ejakulat zchlazen pro skladovani, je dilezita volba

vhodného fedidla a zvazeni poteby odstfed’'ovani (Brinsko, 2011a). Sperma je nutno naredit
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vhodnym fedidlem b&éhem nékolika minut po odbéru, aby byla zachovana maximalni
zivotnost spermii (Morel, 2003; Brinsko et al., 2011).

Naredéné sperma od kvalitnich hfebci mize byt uloZzeno v chlazeném stavu nékolik
hodin 1 dni pfed inseminaci, aniz by doslo k vyraznému zhorSeni fertility (Brinsko et al.,
2011). Chlazené hieb¢i sperma lze dnes bézné€ uchovavat po dobu 24-48 hodin, po této dobé
se dramaticky snizi pravdépodobnost zabfeznuti. B&hem chlazeni a skladovani je
zivotaschopnost spermii ovlivnéna koncentraci SP, pfitomnosti ejakulat kontaminujicich
bakterii, expozici kysliku, slozenim fedidla vcetné¢ pouzitych druhl antibiotik, rychlosti
chlazeni a teplotou skladovani (Aurich, 2011).

Vysoky obsah SP ma skodlivy vliv na chlazené sperma (Brinsko, 2011b). Pro maxi-
malni preziti spermii se doporucuje nafedéni spermatu minimalné 1:4 (1 dil spermatu + 4 dily
fedidla), aby koncentrace SP byla méné nez 20 % a kone¢na koncentrace spermii ztstala
nad 25 x 10° spermii v ml (Jasko et al., 1991; Loomis, 2006; Brinsko et al., 2011). N&kte
hfebci maji vyznamny pokles kvality spermatu pii chlazeni a skladovéani déle nez 12 hodin.
U jejich ejakulath je vhodné ¢astecné nebo uplné odstranéni SP, aby bylo zachovano procento
progresivné pohyblivych spermii po skladovani (Samper, 2011). Odstfedéni a castecné
odstranéni SP muze zlepSit pohyblivost spermii, které nesnaseji chlazeni a skladovani

moc dobie (Brinsko et al., 2000).

3.3.8.1 Poméry fedéni

Sperma hiebcti s dobrou plodnosti urc¢ené k okamzitému pouziti (eventualné do 6 hodin
po odbéru) nemusi byt chlazeno a ptevazné se fedi fedidlem v poméru 1:1 az 1:3 v zavislosti
na koncentraci a objemu (Brinsko, 2011a; Samper, 2011). Pomér fedéni se rizni dle koncen-
trace nativniho ejakulatu a celkového poctu progresivné se pohybujicich spermii (Morel,
2003; Samper, 2011). Sperma obsahujici 100 miliont spermii by mélo byt fedéno v poméru
1:3. Pti zvySeni poctu o kazdych 50 miliond spermii v ml se pomér fedéni zvysi o 1. Pokud
koncentrace ejakulatu dosahne 450-500 miliont spermii v ml, je mozné fedit az v poméru
1:10. Nafedéné sperma bude mit vyslednou koncentraci 25-50 miliont spermii v mililitru,
ktera maximalizuje miru jejich pfeziti in vitro (Brinsko et al., 2011; Samper, 2011). Inse-
minace ziedénym spermatem obsahujici 100 x 10° progresivné pohyblivych spermii posky-
tuje velmi dobré vysledky, ale bézn¢ je doporucena koncentrace 500 x 10° spermii (Morel,
2003).
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3.3.8.2 Chlazeni

Rychl¢é zchlazovani spermii z télesné teploty na 5 °C ma za nasledek chladovy Sok,
proto je dulezité provadét chlazeni optimalnim postupem (Graham, 2011a). Hieb¢i spermie
toleruji rychlé zchlazeni na laboratorni teplotu 19 °C - 20 °C (Graham, 2011a; Katila, 2011;
Samper, 2011). Nejvice jsou citlivé na chladovy Sok mezi 19 °C az 8 °C (Moran et al., 1992),
béhem této citlivé faze by mély byt pro dosazeni maximalni Zivotaschopnosti chlazeny
rychlosti < -0,1 °C/ min., nejlépe -0,05 °C/ min. (Graham, 2011a; Brinsko et al., 2011;
Katila, 2011; Samper, 2011). Po dosazeni 8 °C mohou byt spermie bez Skodlivého efektu
chlazeny rychle na vyslednych 5 °C (Douglas-Hamilton et al., 1984; Moran et al., 1992).
Chlazeni muze probihat rychleji u spermatu fedéného fedidlem obsahujicim vaje¢ny zloutek
nez u semene fedéného odtué¢nénym mlékem (Graham, 2011a). Pfili§ rychlé chlazeni muze
vést k ireverzibilnim zménam ve struktufe membrany odd€lenim lipidi a proteind (Douglas-
Hamilton et al., 1984). Lipoproteiny z vajeéného zloutku nebo mléka pomahaji stabilizovat
membranu, a tak umoziuji adaptaci spermii na nizké teploty (Varner et al., 1988).

Piepravni kontejnery jsou konstruovany na pomalé chlazeni spermatu. V Equitainerech
I, 11 je pocatecni rychlost chlazeni -0,3 °C / min., coz neovlivni fertilizaéni schopnost spermii
(Douglas-Hamilton et al., 1984; Brinsko et al., 2011). V jinych nadobach muze byt rychlost
chlazeni vyssi, ale pokud nepifesahne -1 °C / min., nebo naopak nebude pod -0,001 °C / min.,
nemusi bezpodmine¢né dojit ke snizeni pohyblivosti pii skladovani 24 hod. (Douglas-
Hamilton et al., 1984).

3.3.8.3 Teplota uchovavani

Optimalni teplota skladovani zavisi na dob¢, po kterou bude sperma skladovéano, a také
na druhu pouzitého fedidla (Province et al., 1985).

Po nafedéni musi byt sperma okamzité odstranéno z inkubatoru (37 °C). Pokud by bylo
udrzovano pii této teploté, dojde do nékolika hodin k tmrti spermii. Skladovanim semene pti
pokojové teploté se snizi plodnost za 12-24 hodin (Brinsko et al., 2011).

Spermie se pomalu ochlazuji a poté skladuji pii teploté 4-8 °C (Brinsko et al., 2011;
Samper, 2011), coz je pro hieb¢i sperma optimalni teplota skladovani po dobu 48 hod.
(Douglas-Hamilton et al., 1984; Varner et al., 1988; Moran et al., 1992). Pti vyssich teplotach
neni dostate¢né¢ utlumen metabolizmus buiky a pfi teplotach 0-2 °C dochézi k amrti bunky
bud’ snizenou produkci ATP anebo porusSenou rovnovahou mezi metabolizmem a schopnosti

transportovat ziviny a odpadni latky pfes membranu (Graham, 2011a).
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Vliv teploty byl demonstrovan ve studiich Batelliera et al., (1998) a Katily (2011).
Sperma uchovavané pii teploté 15 °C v aerobnim prostfedi po dobu 24 hodin a nafedéné
fedidlem INRA 96 m¢lo lepsi vysledky oplodnéni nez sperma skladované pii teploté 4 °C za
anaerobnich podminek a fedéné Kenneyho fedidlem (Batellier et al., 1998). Stejnou Gc¢innost
fedidla INRA 96 pii 24 hodinovém skladovani v 15 °C jako ve 4 °C prokazala studie Katily
(2011).

3.3.8.4 Skladovani a pfeprava

Inseminacéni davka mtze byt zchlazena a uchovavana v lednici reprodukéniho centra do
doby expedice, nebo muze byt zchlazena v pirepravnich kontejnerech k tomu urcenych.
Komer¢né dostupné systémy pro skladovani a pfepravu inseminacni davky jsou Equitainer I,
I1, Equitainer Clipper (Obrazek 3.2), Equine Express a Equine Semen Transporter (Brinsko et
al.,, 2011; Samper, 2011). Pied vloZenim do piepravni nadoby jsou insemina¢ni davky
ulozeny do plastikovych sackl, nebo plastikovych stiikacek. Na obalu musi byt uvedeny
identifika¢ni tidaje hiebce a datum odbéru. Dalsi informace jsou pak uvedeny na privodnim
formulafi (Brinsko et al., 2011). Vétsina hiebcl ejakuluje vice spermii, nez je nutné k dosa-
zeni maximalni plodnosti. Proto vétSina zasilek obsahuje 1 nebo 2 ID s kone¢nou koncentraci

20-50 x 10° spermii v ml (Samper, 2011).
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Obrazek 3.2: Equitainer 1,11; Equitainer Clipper (http://www.equitainer.com/Equine/)

Doba piepravy v USA je obvykle 12-24 hodin, ale muze byt prodlouZena i na vice
neZ 48 hodin u hiebcti s dobrou kvalitou spermatu a toleranci k chlazeni (Katila, 2011). V CR

se dba na co nejkratsi dobu prepravy, aby inseminace probéhla v den odbéru.
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Prepravni kontejnery musi zajistit ochlazeni ID pozadovanou rychlosti, vydrzet hrubé
zachéazeni a byt schopny udrzet teplotu davky i v extrémnich venkovnich teplotach. Piepravni
nadoba by m¢la uchovat teplotu 4-6 °C nebo alespon pod 10 °C po dobu 24 hodin, nejlépe 48
hodin (Katila, 2011). Udrzovani insemina¢ni davky pii stabilni teploté limituje dobu pfepravy
(Morel, 2003).

Rychlost chlazeni zavisi na velikosti, struktufe a materidlu nddoby, na chladici kapaliné
a také na pocatecni teplot¢ a objemu davky spermatu. K dosazeni vynikajicich vysledki
uvadéji vyrobcei piepravnich kontejnerti informace o optimalnim objemu piepravovaného
spermatu (Katila, 2011). Napt. Equitainer zajistuje postupny pokles teploty o -0,3 °C za
minutu az na teplotu 4-5 °C a je schopen udrzet inseminaéni davky pfti této teploté po dobu
24-48 hodin (Morel, 2003).

Je tedy ziejmé, Ze nejenom v disledku vyvoje fedidel, ale také piepravnich kontejnert,
je zajisténo Siroké vyuziti chlazeného spermatu s dobrymi vysledky i pfi del$im skladovani a

prepravé (Katila, 2011).

3.3.9 Vyroba mraZzené inseminacni davky

Kryokonzervace je proces, ktery umoznuje skladovani semene pod bodem mrazu
(Brinsko et al., 2011). Prvni zabtfeznuti klisny po inseminaci zmrazenym spermatem bylo
publikovano v roce 1957, avsak az ke konci 80. let 20. stoleti se za¢alo mrazené hiebéi sper-
ma Siroce pouzivat (Loomis, 2011a). B&zn¢ se pro kryokonzervaci vyuziva kapalny dusik
0 teploté -196 °C (Brinsko et al., 2011).

Kryokonzervace se provadi u mnoha druhli zvifat s rozdilnymi Uspéchy. Spermie
nekterych druhil 1ze mrazit 1épe nez ostatni, predevs§im kviili rozdilnému chemickému sloZeni
spermatu, které ma vliv nejen na propustnost membrany pro vodu a kryoprotektant, ale také
na jeji stav pii riznych teplotach. Dal§imi rozdily mliZze byt tolerance spermatu na zménu
osmotického tlaku a velikost a tvar bunék (Graham, 2011b).

Kryokonzervace umoziuje dlouhodobé uchovéavani spermii od vynikajicich hiebcl a
také rozeslani spermatu po celém svété (Morel, 2003; Brinsko et al., 2011). Sperma se mrazi
predevsim pro vyvoz a pro vytvofeni genové rezervy spermatu od dobrych hiebcli v ptipadé
jejich kastrace, nemoci nebo smrti (Sieme, 2011a). Majitelé klisny maji moznost vybirat
hiebce z celého svéta a dokonce 1 ty, ktefi jiz zemieli a jejichz sperma bylo zmrazeno a
uchovano. AvSak inseminace mrazenym spermatem ma niz§i procento zabfeznuti nez pfi

pouziti cerstvého nebo chlazeného (Brinsko et al., 2011).
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Sperma ke kryokonzervaci se od hiebct odebira obvykle mimo reprodukéni sezonu, coz
mrazenim je dulezité vyhodnoceni kvality spermatu, protoze ne kazdé lze mrazit (Sieme,
2011a). Rovnéz jsou velmi dulezité pracovni postupy a pribézné kontroly jeho kvality pfi
procesu mrazeni. Pfi mrazeni, rozmrazovani a nasledné inseminaci je Sperma vystaveno
obrovskému stresu, ktery ohrozuje jeho oplozovaci schopnost. Progresivni motilita,
fyziologicky metabolismus, pfitomnost akrozomalnich enzymi a neporuSena funkénost
bunéné membrany jsou dilezité¢ vlastnosti, které musi byt zachovany po kryokonzervaci
(Brinsko et al., 2011). Hiebci vykazuji vysoky stupen individuality, co se mrazeni a prezivani
spermii ty¢e. Odhaduje se, ze ptiblizné 20 % hiebcl produkuje sperma, které se mrazi dobte,
60 % spermatu se mrazi ptijatelné a 20 % Spatné (Sieme, 2011a).

Je-li motilita pted mrazenim pod 50 % (13/21 reprodukénich center v USA pozaduje
>50 %, 8/21 vyzaduje >60 % pohyblivych spermii), sperma je vyfazeno z kryokonzervace
(Samper a Morris, 1998). Pro predikci dobrého vysledku mrazeni muze byt pouzit HOS test
cerstvého ejakulatu (Vidament et al.,, 1998). Ejakulat vhodny pro kryokonzervaci ma
koncentraci > 200 miliont spermii V ml, progresivni motilitu nad 50 % a podil morfologicky
normalnich spermii nad 70 % (Sieme, 2011a).

K dispozici je mnoho protokold pro uspésnou kryokonzervaci hieb¢iho spermatu lisici
se mezi jednotlivymi laboratofemi v poctu specifickych komponenti pfidavanych b&hem
procesu. Neékolik zékladnich krokd vSak maji témét vSechny mrazici techniky spolecné:
nafedéni spermatu vhodnym fedidlem, odstranéni vétSiny SP centrifugaci, resuspenzace
spermii v mrazicim fedidle (obsahujicim smés soli, cukrt, antibiotik, proteind, zdroje lipida
z vaje¢ného zloutku ¢i mléka a kryoprotektivni slozky, napt. glycerol), baleni fedéného
semene do pejet, zmrazeni v parach tekutého dusiku a skladovani pii teploté¢ -196 °C
v tekutém dusiku (Loomis, 2011a).

3.3.9.1 Naredéni po odstfedéni

Hieb¢i sperma ma v porovnani s by¢im relativné nizkou koncentraci spermii. Z tohoto
divodu je nezbytné spermie pied finalnim fedénim koncentrovat, aby bylo mozné adekvatni
nafedéni, baleni do nizkoobjemovych pejet a poskytnuti dostatecného objemu pro inseminaci.
Nejbéznéjsi metodou koncentrace spermii a odstranéni semenné plazmy je centrifugace
(Loomis, 2011a).

Koncentrovana suspenze spermii se po odstranéni SP fedi na pozadovanou konec¢nou

koncentraci (Loomis, 2006; 2011; Graham, 2011b). K mrazeni je nejcastéji pouzivana obdoba
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fedidel pro chlazené sperma s ptidanim kryoprotektantu, napt. glycerolu. Dilezita je volba
vhodného kryoprotektantu, ktery oddali tvorbu ledovych krystali a zabrani poskozeni bunék
(Morel, 2003).

Po nafedéni se spermie vyrovnavanim osmotického tlaku zacnou rychle zmenSovat.
V zavislosti na druhu a teploté pouzitého kryoprotektantu trva piiblizné 1 minutu, nez pro-
nikne do bunky a dosdhne rovnovahy vné a uvnitt bunky, vyrovna se mnozstvi vody na obou
stranach membrany a burika ziska svoji puvodni velikost (Graham, 2011b).

Postupy a fedidla pro kryokonzervaci se lisi podle mrazitelnosti ejakulatu jednotlivych
hiebcti a jeho reakcemi na tato fedidla (Brinsko et al., 2011). Cilem je produkovat co mozna

nejkvalitnéj§i zmrazené sperma od co nejvétsiho procenta hiebet (Loomis, 2011a).

3.3.9.2 Mrazeni ID

K mrazeni ID se nejcastéji pouzivaji pary kapalného dusiku v aktivné nebo pasivné
kontrolovaném mrazicim pfistroji (Loomis, 2011a; Brinsko et al., 2011). Balené sperma je
horizontaln¢ umisténo do dusikatych par ve stanovené vysce (1-4 cm) nad hladinou kapalného
dusiku (Loomis, 2011a; Brinsko et al., 2011). Vyskou nad kapalinou mize byt ovlivnéna
pocateéni teplota a také tvar a prabéh kiivky zchlazovani. Proces chlazeni postupuje stabilni
rychlosti, dokud pejety nedosdhnou teploty dusikatych par. Kontrolovanéd rychlost mrazeni
bunck a aktivni ovladani rychlosti chlazeni v priibéhu rliznych fazi ochlazovaci kiivky vede
k optimalizaci bunééného pieziti. Kritickou ¢asti kiivky je teplota, pfi niz zamrza voda
v suspenzi (-5 az -10 °C) a dochazi k uvolnéni tepla z exotermické reakce. Teplo mize zpu-
sobit tani malych ledovych krystalkli a naslednou rekrystalizaci ve vétsi, potencionalné
Skodlivé, ledové krystaly. VétSina protokolti kontrolovaného mrazeni doporucuje v tomto
teplotnim rozmezi rychlé mrazeni ve snaze minimalizovat mozna poskozeni (Loomis, 2011a).

Néktera kryokonzervaéni fedidla maji lepsi ucinek na zivotnost spermii po rozmrazeni,
je-li fedéné sperma nejprve pomalu ochlazeno na 5°C po dobu 1-3 hodin, naopak jina
(laktozové EDTA fedidlo) u¢inné ochrani spermie, pokud jsou zmrazeny piimo z pokojové

teploty (Graham, 2011b; Brinsko et al., 2011).

3.3.9.3 Rychlost mrazeni

Pro vytvofeni co nejlepSich podminek k pteziti bun€k existuje optimalni rychlost
ochlazovani, ktera je rizna pro jednotlivé druhy bunék a rozdilna pro stejné druhy bunck
Vv jednotlivych fedidlech (Graham, 2011b). Obecné se u hiebciho spermatu doporucuje

nejdiive pomalé zchlazeni z pokojové teploty na 5°C (-0,1°C/min.) za anaerobnich
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podminek. Spermie zvladaji rychlejsi chlazeni v rozmezi 37 °C az 20 °C s naslednym
pomalym chlazenim az na 5°C k udrzeni zivotaschopnosti a minimalizovani U¢inku
chladového Soku, k ¢emuz muze pfispét i piidani kryoprotektantu (napf. vaje¢ny zloutek) do
chladiciho média. Slozeni fedidla k mrazeni mé vliv na délku chlazeni ptfed samotnym
mrazenim. Pfenos spermatu do mraznicky nebo k pardm tekutého dusiku musi probehnout
bez vykyvu teploty (Sieme, 2011a).

Rychlost mrazeni ma velky vliv na sperma hiecbce (Sieme, 2011a). V zavislosti na
pouzitém fedidle funguje dobfe rychlost mrazeni mezi -10°C/min. az -60 °C/ min.
(Graham, 2011Db), Devireddy et al. (2002) uvadi toto rozmezi -20 °C / min. az -100 °C / min.
Nejvhodngjsi zptisob mrazeni je v parach tekutého dusiku v blizkosti hladiny. Rychlost mra-
zeni zavisi na vySce pejet od hladiny. Cim jsou vyse, tim je rychlost mrazeni pomale;jsi. Pii
doporucéené vzdalenosti 2,5-5cm se sperma mrazi rychlosti -45 az -60 °C/ min. a doba
skladovani v parach dusiku je 20 minut (Sieme, 2011a).

Jakmile teplota roztoku dosahne ptiblizné -60 °C az -80 °C (v zavislosti na rozpou-
Stédle, pouzitém kryoprotektantu a jeho koncentraci), dojde k vitrifikaci a bunéény meta-
bolizmus ustane. Za tohoto stavu jsou spermie v podstaté inertni a mohou tak byt skladovany
Vv kapalném dusiku na dlouhou dobu bez vyraznych nasledkd (Foote, 1978). Pejety, které
dosahly teploty -120 °C, se zabali do plastovych goblet a uskladni ponoiené do kapalného
dusiku (-196 °C) az do pouziti (Loomis, 2011a).

3.3.9.4 Uchovavani mrazené ID

K baleni nafedéné¢ho ejakulatu pro kryokonzervaci se dnes nejvice pouZivaji poly-
propylenové nebo polyvinylchloridové trubicky (pejety), které se snadno identifikuji a
skladuji. Tyto pejety se vyrabi o objemu 0,25 ml, 0,5 ml az 5 ml (Kneissl, 1993; Loomis,
2006; Brinsko et al., 2011). Obsah pejet o objemu 0,5 ml mtze byt mrazen homogenné
s lepsimi vysledky po rozmrazeni nez u velkych pejet o objemu 4 nebo 5 ml (Kneissl, 1993;
Brinsko et al., 2011). K plnéni pejet se pouZzivaji automatizovana nebo poloautomatizovana
plnici zafizeni vyuzivajici k jejich naplnéni podtlak a zaroven je i automaticky utésiuji.
Kazdd davka musi byt jasné oznaCena: jméno a identifikacni ¢islo hiebce, jméno nebo
registracni Cislo reprodukéniho centra a datum odbéru (Sieme, 2011a; Brinsko et al., 2011).

Pejety musi byt hermeticky uzavieny pred zahajenim mrazeni. Uvnitt v prostoru pejety
musi byt pfitomen vzduch, aby bylo umoZnéno rozpinani kapaliny. Pfed zah4jenim mraZeni
se vzduchova bublina v utésnéné pejeté tiesenim presune do stiedu kapaliny (Brinsko et al.,

2011). Pejety jsou ponofeny do kapalného dusiku (-196 °C) ve specidlnich tancich. 5 ml
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pejety jsou zavadény do tankl ptimo, 0,5 ml pejety se umistuji do plastovych nadob, které

jsou zavé&Seny na haky (Obrazek 3.3) (Brinsko et al., 2011).

Obrazek 3.3: Kontejner s kapalnym dusikem (http://kone-jansky.cz/nabidka-sluzeb)

Z kazdého cyklu mrazeni je tfeba odebrat kontrolni pejetu, ve které se po zahrati na
37 °C po dobu 10-15 minut hodnoti motilita spermii. Zaznam o vysledcich kontroly po roz-
mrazeni spolecné€ s formulafem o mrazeni doprovazeji sperma pii prepravé nebo uskladnéni
(Brinsko et al., 2011).

Skladované pejety o0 objemu 0,5 ml a 0,25 ml jsou velmi citlivé na zmény tepla, proto je
diilezité s nimi manipulovat opatrné (Graham, 2011b). Cas, kdy se z tekutého dusiku dostanou
do teplejsiho prostiedi, napt. pii pfesunu z jedné nadoby do jiné, by mél byt co nejvice ome-
zeny, nebot’ ohfati davky vlivem expozice vys$im teplotim mulze zplsobit nenapravitelné
Skody (Foote, 1978).

Jestlize proces mrazeni spermie neposkodi, naslednym skladovanim v kapalném dusiku
neni ovlivnéna jejich integrita, jelikoz metabolicka aktivita pfi této teploté je zanedbatelna.
Pokud spermie pfizniv€é zvladnou zmrazeni a rozmrazeni, je mozné jejich skladovani za
teploty -196 °C se zachovanim funkénosti po staleti. Bunky jsou pfi této teploté ve stavu

vegetativniho spanku s maximalnim omezenim vsech zivotnich funkci (Brinsko et al., 2011).

3.3.9.5 Koncentrace spermii v mrazené ID

Koneéna koncentrace spermii se muze pohybovat od (20) 100 miliont spermii / ml az
1,6 miliard spermii / ml v zavislosti na velikosti pejety (Leipold et al., 1998; Brinsko et al.,

2011). Predpoklada se, Ze pieziti spermii je lepSi pii nizsi koncentraci spermii v dusledku
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snazsi dostupnosti kryokonzervacnich latek z okolniho prostfedi. Ackoliv vysokéa koncentrace
muiZe sniZit inseminaéni davku na 1-2 pejety, v piipadé vétsiho feddni (100 x 10° spermii
v ml) byla po rozmrazeni zjisténa lepsi pohyblivost (Sieme, 2011a). Leipold et al. (1998) vsak
uvadi lepsi zabiezavani pii pouziti spermii zmrazenych ve vysoce koncentrovanych dévkach
(1 600 x 10° v ml na rozdil od 400 x 10° spermii v ml).

Kryokonzervaci mohou pfezit pouze bunky, které jsou v nezamrzlych kanalcich, jejichz
objem limituje pocet bun¢k, které mohou byt ucinné zachovany v uréitém objemu roz-
poustédla. Nelze tedy dat miliardu spermii do 0,5 ml rozpoustédla a o¢ekavat, Ze vSechny
miliona spermii v mililitru (Graham, 2011b; Brimsko et al., 2011).

V 5 ml pejeté je obvykle 600-800 milionu spermii, 0,5 ml pejety jich obsahuji méng,
obvykle 50-100 miliont. Adekvatni ID zahrnuje vice nez jednu pejetu (¢asto 6-8) (Brinsko et
al., 2011).

3.3.9.6 Rozmrazeni ID

Optimalni rychlost zahfati mrazené ID je zavisla na rychlosti chlazeni. Buiky, které
byly chlazeny rychle, je tieba i rychle ohtat a naopak ochlazované pomalu je nutno i pomalu
zahtivat. VétSinou se vzorky rozmrazuji, resp. sttedné rychle ohfivaji, ve vodni lazni pfii
teploté 37-39 °C (Graham, 2011b).

Teplota rozmrazovani je obecné dana i velikosti pejety, napt. 0,5 ml pejetu Ize rozmrazit
ve vodni lazni o teplot¢ 37 °C za 30 sekund (Sieme, 201la; Brinsko et al., 2011).
K pravdépodobnému zlepSeni pohyblivosti spermii dojde pii rozmrazovani pejet o objemu
0,5 ml ve vodni 1azni s teplotou 75 °C po dobu 7 sekund, po kterém nasleduje druhé ponoteni
do vodni lazné o 35 °C na 10-30 s. (Sieme, 2011a; Brinsko et al., 2011). Tato technika je
popisovana jako dobra, ale nepraktickd z diivodu nesnadného udrzeni stabilni teploty vodni
lazné 75 °C a nepiesnosti v dodrzeni piesného Casu, nebot’ i 1-2 sekundy pii vysoké teploté
mohou mit pro spermie letalni Gi¢inek. VZdy je bezpecné rozmraZeni pti 37 °C, protoze k pos-
kozeni spermii nedojde, i kdyZ jsou pejety ponechany v lazni nad stanoveny ¢as (Loomis,
2011a). Nekteti autofi preferuji rozmrazovani pii 40 °C po dobu 15 s., nebo 38 °C po dobu 30
S. (Sieme, 2011a), jini doporucuji rozmrazeni 0,5 ml pejety pii teplot€é 46 °C po dobu 20 s.
Cas ponofeni musi byt diislednd méfen, aby nedoslo k prehtati pejety (Brinsko et al., 2011).
Velkoobjemové pejety 4-5 ml se rozmrazuji v ¢ase 40-42 sekund pfi teploté lazné 50 °C
(Brinsko et al., 2011). Po rozmrazeni se pejety osusi celulozou nebo obdobnym materialem

(Sieme, 2011a).
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Zahtivanim pejet béhem rozmrazovani taje led, k buitkkdm se vraci voda a dojde ke sni-
zeni koncentrace soli v roztoku. Spermie se rehydratuji a ziskavaji sviij pivodni objem. Jsou-
li pfed inseminaci nebo v reprodukénim traktu klisny buniky nafedény roztokem, ktery
neobsahuje kryoprotektant, zacinaji bobtnat. Spermie jsou plné kryoprotektantu a skrze
cytoplazmatickou membranu se do bun¢k rychle dostava voda. Pokud je struktura membrany
neporusend, nedojde k prasknuti, a kryoprotektant béhem 60 sekund opousti bunku, a ta se

vraci do normalu (Graham, 2011b).

3.3.9.7 Hodnoceni ID po rozmrazeni

Z kazdého zmrazeného ejakulatu je vybrana jedna pejeta, kterd je rozmrazena a
hodnocena. Rozmrazené sperma se nafedi na koncentraci 20-30 mil / ml a inkubuje v 37 °C
po dobu 30 min. a poté je vyhodnocena motilita (Loomis, 2011a), coz ve vé&tSing repro-
dukénich center zajistuje CASA pfistroj (Samper a Morris, 1998). Pomoci tepelného
zatézového testu, tj. 30 min. inkubace, jsou identifikovany spermie s latentnim poskozenim,
které nemusi byt zifejmé hned po rozmrazeni. Vedle hodnoceni motility se kazdy ejakulat
kultivuje k vylouceni ptitomnosti patogenti (Loomis, 2011a).

K hodnoceni koncentrace spermii existuji riizné piistroje, napt. NucleoCounter SP-100
(Chemometec, Dansko). U zmrazené ID urcené ke komerénimu vyuziti musi deklarovany
objem obsahovat minimalné¢ 200 mil. progresivné pohyblivych spermii po rozmrazeni
anejmeéné 30 % spermii po 30 minutich inkubace pii 37 °C by mélo byt progresivné
pohyblivych (Loomis, 2011a). Minimalni hodnoty motility se mezi jednotlivymi centry li$i,
pohybuji se V rozmezi 25-40 %, nejcastéji 30-35 % (Sieme, 2011a).
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4 Zavér

Inseminace je velmi dilezity a stile se rozvijejici nastroj umélé reprodukce koni.
Zajistuje hlavné véEtsi flexibilitu nez pfirozena plemenitba a mnoho dalSich nespornych
vyhod. Z hlediska uspésnosti zabiezavani klisen je vyhodnéj$i pouzivat chlazené sperma.
Pokud to neni mozné, je nutné pouzit Sperma mrazené.

Inseminace chlazenou inseminacni davkou je dnes nejpouzivangj$im zplisobem
reprodukce koni, postup jeji vyroby je jiz fadu let zavedeny a funguje s dobrymi vysledky po
celém svété. VSechny protokoly vyroby chlazené ID zahrnuji odbér ejakulatu, hodnoceni,
fedéni, chlazeni a rychlou piepravu davky ke klisné. VSechna pouzivana fedidla zajist'uji
dobré zachovani spermii, i kdyz v n€kterych studiich byly mezi nimi zaznamenany urcité
rozdily, je pouze na zkuSenostech a volbé jednotlivych laboratoii reprodukénich center,
kterému fedidlu daji ptednost.

Postup vyroby mrazené ID je komplikovangjsi, jelikoz hiebCi spermie jsou velmi
nachylné a citlivé vi¢i vnéjsim vlivim a chladovému Soku. Vlivem tvorby intracelularniho
ledu, krystalizace extracelularni tekutiny a hyperosmolarity pisobici na buiikky dochéazi ¢asto
k poskozeni membrany a k zaniku spermii. Je proto nutné postup kryokonzervace a nasled-
né¢ho rozmrazeni ID neustdle zefektiviiovat, zkoumat moznosti kryoprotekce a rtzné
koncentrace kryoprotektivnich latek, aby se dosahovalo srovnatelnych vysledkt jak
S chlazenym, tak s mrazenym semenem. Pro zachovani co nejvétsiho poctu bunék je vhodné
pouzit fedidla chemicky definovana a stala, zakoupend a pfipravena k pouZiti a precizné
dodrzet protokol ptipravy ID k danému fedidlu.

Pro uspésnost umelé reprodukce je nutnéa pecliva piiprava insemina¢nich davek, vhodné
zachazeni snimi a nasledné¢ odborné provedeni vSech krokii inseminace odpovédnymi

pracovniky.
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