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Zpracovani ejakulatu hiebcii k vyrobé inseminacnich
davek

Souhrn

Inseminace pfinasi chovatelim znacné benefity, proto je nezbytné respektovat pfi
vyrobé ID veskeré pozadavky na jejich kvalitu. Ejakulat hiebci, slozeny z bunécné a nebunécéné
frakce prochazi pii vyrobé ID nékolika procesy. Semennd plazma, obsahujici specifické
proteiny poskytuje spermatickym buinkdm jistou ochranu, na druhou stranu zplsobuje
komplikace pfi mrazeni ID. Aby se zabranilo nezddoucim vliviim, je tfeba semennou plazmu
pfed samotnym procesem kryokonzervace oddé€lit. Do takto pfipraveného ejakuldtu, ktery
prosel primarni makroskopickou, mikroskopickou kontrolou a kontrolou koncentrace (CASA)
se v zavislosti na zpisobu konzervace (kratkodobd, dlouhodobd) ptidavaji fedidla obsahujici
pufry, cukry, aminokyseliny, mastné kyseliny, antibiotika, antioxidanty a latky zabratujici
poskozeni spermatickych bun€k v procesu chlazeni a mrazeni-kryoprotektanty. S ohledem na
jejich prostupnost bunéfnou membranou se déli na penetrujici a nepenetrujici. Mezi
nepenetrujici patii sacharidy, proteiny a AMK, které stabilizuji koncentrace latek v
intracelularnim prostoru a diky osmotickému tlaku zabraiuji tvorbé extracelularniho ledu.
Oproti tomu penetrujici kryoprotektanty (glycerol, DMS, DMA, DMSO, EG aj.) méni
seskupeni membranovych lipidi a proteind ovliviyjici fluiditu plazmatické membrany. Tim
zabranuji vzniku intracelularniho ledu a chrani tak buiikky v procesu kryokonzervace.
Nevyhnutelné nebo néhlé¢ thyny uspéSnych plemennych hiebci vedou ke stale se
zdokonalujicimu procesu kryokonzervace epididymalnich spermii. Spermie jsou izolovany z
kaudy epididymu retrogradnim vyplachem nebo metodou float-up, ktera se vsak ukazuje jako
méné U¢innd. Spravné nafedéné epididymalni spermie se zpracovavaji jako ID standardnim
zpusobem. Vyhody umélé inseminace jsou nesporné. Protoze se méni zivotni prosttedi i zivotni
styl nejen lidi, ale 1 hospodatskych zvifat, je téma uchovani plodnosti a oplozeni schopnych ID

dynamickym tématem budoucnosti.

Kli¢ova slova: hiebec, ejakulat, inseminacni davka, reprodukce koni, konzervace spermatu



Processing of stallion ejaculate for the production of
insemination doses

Summary

Insemination brings significant benefits to breeders, so it is essential to respect all
quality requirements when producing IDs. The ejaculate of stallions, composed of cellular and
non-cellular fractions, undergoes several processes during the production of ID. The seminal
plasma, containing specific proteins, provides some protection for the sperm cells, but on the
other hand causes complications when freezing the ID. To avoid undesirable effects, the
seminal plasma must be separated before the cryopreservation process. Depending on the
method of preservation (short-term, long-term), diluents containing buffers, sugars, amino
acids, fatty acids, antibiotics, antioxidants and substances preventing damage to sperm cells in
the cooling and freezing process-cryoprotectants-are added to the ejaculate thus prepared,
which has undergone primary macroscopic, microscopic and concentration control (CASA).
Depending on their permeability through the cell membrane, they are divided into penetrating
and non-penetrating. The non-penetrating ones include carbohydrates, proteins and AMK,
which stabilize the concentrations of substances in the intracellular space and prevent the
formation of extracellular ice due to osmotic pressure. In contrast, penetrating cryoprotectants
(glycerol, DMS, DMA, DMSO, EG, etc.) alter the clustering of membrane lipids and proteins
affecting plasma membrane fluidity. This prevents the formation of intracellular ice and thus
protects cells in the process of cryopreservation. Inevitable or sudden deaths of successful
breeding stallions lead to an ever-improving process of cryopreservation of epididymal
spermatozoa. Spermatozoa are isolated from the cauda epididymis by retrograde lavage or by
the float-up method, which, however, is proving to be less effective. Properly diluted
epididymal spermatozoa are processed as ID in the standard manner. The advantages of
artificial insemination are numerous. As the environment and lifestyles of not only humans but
also livestock are changing, the topic of fertility preservation and fertile IDs is a dynamic issue

for the future.

Keywords: stallion, ejaculate, insemination dose, equine reproduction, semen preservation
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1 Uvod

Jednim z hlavnich cild v chovu koni je dosdhnout co nejvétsiho poctu hiibat od
hodnotnych rodict v co nejkrat§im casovém horizontu (Morris 2004). Hodnota sportovnich
koni je urcovana na zdéklad¢ jejich rodokmenu, sportovnich vysledki, konstituce a
temperamentu (Leeb et al. 2005, Varner et al. 2015, Kowalczyk et al. 2019). V Evropé€ je
hodnota koné odvozovéana zejména z jeho sportovni a chovné vykonnosti, kdy tspésni rodice
Casto produkuji kvalitni potomstvo s vybornymi piedpoklady pro jezdecky sport (Kowalczyk
et al. 2019).

Umeélé inseminace se tak stala dilezitym nastrojem v reprodukci koni, ktery vyznamné
pfispiva k ziskavani kvalitnéjSiho potomstva po Spi¢kovych svétovych plemenicich, kteti by
byli pro chovatele nedostupni. Diky insemina¢nim davkam je tak umoznén transport spermatu
plemenika po celém svéte (Pagl et al. 2006).

Zasadnim faktorem, ktery determinuje UspéSnost zabieznuti klisny, je zpracovani
ejakulatu pro umélou inseminaci (Jasko et al. 1992). S cilem dosahnout co nejvétsi tspésnosti
zabtezavani, byly vyvinuty standardizované postupy pro vyrobu inseminacnich davek hiebctl,
jimiz se tato prace zabyva.



2 Cil prace

Cilem této prace je na zaklad¢ dostupnych védeckych zdrojii, sestavit uceleny literarni
ptehled o zpracovani a uchovani insemina¢nich davek hiebci.



3 Literarni reSerse

3.1 Inseminacni davka (ID)

Inseminacni davka je slozend z jednotlivych komponent, které jsou ru¢né vkladany do
sami¢iho reprodukéniho traktu béhem procesu umélé inseminace (Agca & Critser 2006).
Zajisténi vhodného mnozstvi viabilnich a motilnich spermii v inseminacni davce je zdsadnim
faktorem ovlivitujicim pravdépodobnost zabteznuti, nehled¢ na specificky zptisob provadéni
inseminace (Gahne et al. 1998). Idedlni inseminacni davka pro pouziti v Cerstvém, chlazeném
nebo kryokonzervovaném stavu by meéla byt koncipovana tak, aby maximalizovala pocet
spermii na ml, dosdhla maximalniho celkového poctu progresivné pohyblivych spermii,
minimalizovala nutny objem k pfipusténi klisny, nezhorSovala funkci ani zivotnost spermii a
minimalizovala mnozstvi semenné plazmy (Roach et al. 2016).

3.1.1 Benefity ID

Insemina¢ni davka pfinasi mnoho potencialnich benefitl. Jeden z primarnich diivodi pro
aplikaci inseminacni davky spociva v prevenci pohlavné pfenosnych nemoci, nebot’ spektrum
téchto chorob je Sireno pomoci spermatu. Kompetence v prevenci pohlavné pirenosnych chorob
nasledné vyustila v rozvoj umélé inseminace (Parkinson & Morrell 2019). Naptiklad EHV-3,
Taylorella equigenitalis, Pseudomonas aeruginosa a Klebsiella pneumoniae. EAV (virus
arteritidy koni) miZe byt pfitomen v pohlavnim ustroji hebcti, kteti poté mohou pienaset virus
na klisny béhem péfeni. S vyjimkou EHV-3 jsou hiebci obvykle asymptomatickymi pfenaseci
infekce pii pfipousténi klisen (Blanchard et al. 1992).

Zvysend frekvence brezosti, diky pokrocilym postupiim v reprodukéni biologii, pfispiva
ke zlepSeni reprodukéni GspéSnosti. Vyuziti téchto reprodukénich biotechnologii umoziuje
zvySeni procenta biezich klisen po prvni inseminaci. Uméla inseminace eliminuje pfirozené
bariéry, které brani pohybu spermii a dosahuje tak vysSiho procenta zabfezdvani oproti
pfirozenému pfipousténi (Allahbadia 2017). Dal§im piinosem miize byt volba svétovych
plemenikl a dosazeni optimalizace v produkci kvalitnich mlad’at (Bromfield 2018).

3.1.2 Pozadavky na ID

V minulosti, pfiblizné v obdobi 70. let 20. stoleti, byla pro dosazeni nejvyssich pocti
biezosti doporucena inseminacni davka 500 x 10° progresivné pohyblivych spermii (PMS) pii
inseminaci Cerstvym spermatem za podminek, které nebyly zcela optimélni (Brinsko 2006).
Minimalni standardy spermatu na ID hiebct byly zkoumany v kontextu hlavnich omezujicich
faktort, tj. technik konzervace, objemu spermatu, frekvence, nacasovani a pouzité metody
umélé inseminace — minimalni hodnota Cerstvého ejakulatu nesmi byt snizena pod 300 x 10°
PMS (Sieme et al. 2001, Lyle & Ferrer 2005).

Inseminacni davka maze byt ve formé Cerstvého spermatu, které je po odbéru aplikovano
jako inseminacni ddvka nebo z chlazeného spermatu, které je obohaceno o mlécnd nebo
zloutkova tedidla pro zamezeni teplotniho Soku (Brinsko 2006). Takto pfipravené davky se
obvykle skladuji pfi teploté 4-5 °C a jejich pouzitelnost je 48—72 hodin (Clulow & Gibb 2022).
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Rozsifeni inseminace chlazenymi davkami bylo v poslednich desetiletich vyrazné zvySeno ve
vSech zemich, avSak fertilita je Casto niz$i nez pii pouziti Cerstvé davky (Kareskoski et al. 2019).

Pfi pouziti zmrazeného spermatu hiebct je davka spermatu stanovena na celkovy pocet
800 x 10° PMS s motilitou po rozmrazeni nejméné 35 % (Sieme et al. 2001) nebo mimalné 30
% (Brinsko 2006). Koncentrace spermii hiebcti pfi procesu kryokonzervace se obvykle
pohybuje v rozmezi 200 az 300 miliont spermii/ml (Morse-Wolfe et al. 2023).

3.1.3 Skladovani a oznacovani ID

Skladovani kratkodob¢ nebo dlouhodobé konzervovanych spermii hiebcti je nezbytné z
divodua jejich vyuziti pfi umélé inseminaci ¢i intracytoplazmatické injekci spermii (ICSI)
(Hammerstedt & Roy 1993).

Pii neticelném skladovani spermii nésleduje postupny zanik bunck. Zanik je mozny
zpomalit ¢i zabranit teplotni metabolickou restrikci, chlazenim nebo kryokonzervaci, v
zavislosti na pozadované délce skladovani. V situaci, kdy ma byt uméla inseminace provedena
béhem nékolika hodin, jsou spermie obvykle ponechany pii okolni teploté. Pokud je zapotiebi
zachovat Zivotnost spermii po delsi dobu, jsou spermie bud’ chlazeny az na 72 hodin, nebo se
kryokonzervuji na dobu neurcitou (Gibb & Aitken 2016).

Zpisob prepravy miize vyznamné ovlivnit kvalitu inseminacni davky. Pro transport se
vyuzivaji rozmanité typy nadob, jako jsou sacky Whirl-Pak, injekéni stfikacky bez
latexu/gumy, konické zkumavky nebo zkumavky se Sroubovacim uzévérem (Kelley 2024).
Nejvice popularnimi se staly jednorazové, cenové dostupné boxy vyrobené z polystyrenu
(Katila et al. 2011). Zasadnim pozadavkem je nepropustnost skladovaciho zatizeni béhem
ptepravy (Price et al. 2008). Vétsina komerénich chlazenych ptepravnich kontejnert
predstavuje pasivni chladici zafizeni, kde je nezbytné pfidani ledovych cihel do izolovaného
kontejneru. Identifikaéni oznaceni by mélo obsahovat dokumentaci s informacemi o hiebci,
datu a ¢asu odbéru, a také ¢islo stanice (Kelley 2024).

3.2 SloZeni ejakulatu

Ejakulat je slozen ze dvou zakladnich komponent: spermatickych bunék a semenné
plazmy. Semennd plazma je syntetizovana v pfidatnych pohlavnich zldzach a vyvodech,
zatimco spermatické buiiky prochazi procesem spermatogeneze v semenotvornych kanélcich
varlat (Tanga et al. 2021). Objem ejakulatu u hiebcli vykazuje zna¢nou variabilitu mezi
jednotlivci, pficemz vétSinova ¢ast z nich produkuje kolem 100 ml ejakulatu. U nékterych
jedincii miize tento objem dosdhnout az 250 ml (Morel 2008).

3.2.1 Spermatické bunky

Vyznamna uloha v pienosu otcovské genetické informace a v aktivaci oocytu po
fertilizaci je zastdvana spermiemi, které jsou diferencovanymi haploidnimi pohlavnimi
buntkami sam¢ich organismti (Gibb & Aitken 2016).

Samci gameta (viz. Obrazek 1) se sklada ze tii hlavnich ¢asti: hlavicky, stitedniho ¢lanku
a ocasku (Varner et al. 2015). Hlavicka spermie je obklopena plazmatickou membranou a
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obsahuje akrozomalni oddil s enzymy, které pomahaji pti oplozeni. Jadro, nachazejici se v
hlavi¢éece spermie, je obklopeno jadernym obalem a obsahuje genom samce. Hlavicka je
spojena se stiednim ¢asti pomoci spojovaciho ¢lanku. Stiedni ¢ast se sklada z proximalniho
centriolu, mitochondrialniho obalu a vnitini husté struktury vldken. Bi¢ik smétfuje distalné a je
rovnéz pokryty plazmatickou membranou, kterd obklopuje strukturni axoném (Orsolini et al.
2021).

Sperm Tail

Obrazek 1: Anatomie hiebCi spermie: plazmatickdi membrana, akrozom, jadro,
proximalni centriol, mitochondrialni obal, bi¢ik (Orsolini et al. 2021).

Délka spermii hiebcli dosahuje okolo 60 mikrometri (Pesch & Bergmann 2006).
Charakteristiky hlavy spermie hiebce jsou taxonomicky unikétni (viz. Obrazek 2) a zahrnuji
asymetrickou hlavu, ocas paraxialné zasunuty a maly akrozom (Lopez & De Souza 1991). Mezi

dalsi charakteristické znaky patii je$té¢ abaxidlni pfipojeni stiedniho dilu a mala velikost
hlavicky (Ball 2016).

¥ 0 — 2 'C';'
Obrazek 2: Srovnani morfologie spermii hiebce a cloveka (Aitken 2013).
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3.2.2 Semenna plazma (SP)

Semenna plazma, pfirozené mikroprostiedi spermii, obsahuje riznorodé komponenty,
zvlasté proteiny, které jsou esencidlni pro prezitelnost a fertilizaci spermii (Bubenickova et al.
2020). Semenna plazma disponuje specifickymi koncentracemi sacharida, lipidd, elektrolytt a
mineralnich latek, které maji zdsadni vyznam pro optimalni fungovani migrujicich gamet
(Kareskoski & Katila 2008). Produkce semenné plazmy je zajiStovana piidatnymi pohlavnimi
zlazami, které hraji klicovou roli v procesech reprodukce. Rozdily ve vyskytu, rozmérech a
tvarech 714z jsou pozorovany u domestikovanych savci.

U koni jsou vSechny piidatné pohlavni Zlazy ptitomny v parech (ampule chamovodu,
méchytkovité zlazy a bulbouretralni zlazy) nebo v laliiccich (prostata) (Samper 2008). Az 98
% celkového ejakulatu u hiebcil je tvofeno semennou plazmou, kterd je uvoliiovana béhem
ejakulace a plni podstatnou funkci v reprodukei, predevsim jako transportni médium. Kromé
toho je vyuzivéana jako zdroj energie, antioxidantti, enzymu a mineralnich latek. Zahrnuje mikro
a makroprvky, které maji vliv na kvalitu spermii. Mikro a makroprvky, obsazené v semenné
plazmé¢, jsou vyuzivany k udrzeni funk¢ni integrity spermii vlivem véapniku a fosforu, vapnik
ma piiznivy vliv na pohyblivost spermii a vyssi koncentrace hoi¢iku, nez je v krevni plazmé,
pfispiva k aktivité¢ semennych enzymu. Pfi nedostatku hoiciku byva pozorovana ptredCasna
ejakulace (Tirpék et al. 2021).

3.3 Sekrety pridatnych pohlavnich zlaz

3.3.1 Sekrety ampule chamovodu

Distalni casti chamovodu, které se zvétSuji, jsou oznacovany jako ampule. U plné
pohlavné vyvinutych koni dosahuje prumér 15 az 20 mm, zatimco délka ¢ini kolem 20 az 25
cm (Little & Holyoak 1992). Ampule nejen uvoliiuji antioxidanty, které pfispivaji k udrzeni
integrity chemického slozeni a slouzi jesté¢ jako ochrana ptfed oxidativnim stresem (Morel
2008), ale také produkuji mnozstvi proteinti (Ekhlasi-Hundrieser et al. 2005).

3.3.2 Sekrety predstojnych Zlaz (prostaty)

Dvoulalo¢nata 714za, umisténd podél panevni mocové trubice a kaudalné k vezikularnim
zlazam, vznika jako vyvod embryonalni urogenitalni dutiny (Samper 2008). Prostaticky sekret
je prenaSen do mocové trubice skrze mnoho jemnych prostatickych kanalki v zadni sténé
mocové trubice, pfiCemz prostiednictvim tohoto sekretu je upravovano prostfedi v pochveé
samice (Knobbe et al. 2012).

Prostata u hfebcl je ovlivilovdana pohlavnimi hormony, ptfi¢emz cirkulujici testosteron je
pfeménovan na lokalné aktivnéjsi dihydrotestosteron prostiednictvim enzymu So-reduktazy,
coz podporuje rist prostatického epitelu. Velikost prostaty je tak ovlivnéna hladinou
testosteronu v krvi; u zvitat pred dosaZzenim puberty a u kastratti byva obvykle mnohem mensi
nez u intaktnich jedinch. Ultrazvukovym vySetfenim je pozorovatelnd dobfe definovana
prostata u hiebct, ktera se sklada z homogenniho stromatu pripletem malych az stfedné
velkych dutin naplnénych prostatickou tekutinou. Velikost téchto tekutinou naplnénych

13



prostort se zvétsuje béhem sexudlni stimulace (Knobbe et al. 2012). Sekrety jsou zasadité a
zahrnuji rozsahlé mnoZzstvi proteint, citratové kyseliny a zinku (Morel 2008).

3.3.3 Sekrety bulboretralnich zlaz (Cowperovy)

Na kaudalnim konci panevni mocové trubice jsou lokalizovany bulbouretralni Zlazy
(Samper 2008), které maji vejCity tvar a méfti piiblizné 3 az 4 centimetry na délku a 2 az 3
centimetry na Siftku a jsou obklopeny svalovinou. VétSina prespermatické tekutiny je
produkovana témito zlazami, ale mohou nadale vytvéafet a ptispivat tekutinou béhem vsech fazi
ejakulace (Little & Holyoak 1992). Vodnata tekutina v prespermatické frakci, vytvarena témito
zlazami, je uvolilovana pied ejakulaci ke smyti zbytkové moci (Pozor 2022).

3.3.4 Sekrety méchyrkovitych Zlaz (semennych vackii)

Semenné vacky, zndmé téz jako vezikularni zlazy, jsou umistény dorzaln€é od mocového
méchyie a lateralné od ampuli, jsou rozprostieny kraniolateralné do kaudalni ¢asti biisni dutiny
(Varner et al. 2000). Nekdy mohou byt expandovany az do oblasti kranidlni a pfesahovat okraj
panve. Rozsifeni a prodlouzeni vezikularnich 714z je vyvolano sexudlni stimulaci, ¢imZz mohou
dosahovat délky az 12-20 cm a priméru 5 cm. Distalni konce Z14z se sbihaji a prochdzeji pod
prostatou paralelné¢ s ampulami smérem k jejich zakonfeni v mocové trubici. Sekrety
méchytkovitych z1az jsou tvofeny koloidni frakci spermatu (Samper 2008). V méchyikovitych
zlazach jsou také syntetizovany proteiny ze skupiny CRISP (Topfer-Petersen et al. 2005).

3.4 Nadvarle

V nadvarleli hiebce se nachédzeji morfologicky normalni a Zivotaschopné maturované
spermie (Vieira et al. 2013).

Nadvarle je roz¢lenéno na tii ¢asti: hlavu (caput), t€lo (corpus) a ocas (cauda). V hlavé
nadvarlete se nachazi tfinact az patnact vyvodnych kanalki, které vychazeji z varlat a sbihaji
se do jednoho kanalku, tj. nadvarletniho kanalku. Nadvarletni kanélek je ndsledné¢ veden
hlavou, télem a ocasem nadvarlete. Proces zrani spermii probihd v nadvarleti hiebce, kde
nadvarle zahrnuje stoCenou trubici umisténou na zadni strané varlat (Lehmann et al. 2022).
Béhem prichodu spermii nadvarletem dochazi k jejich maturaci a naslednému ziskani
oplozovaci schopnosti (Johnson et al. 1980, Amann et al. 1993). Metabolicka ¢innost spermii
se zvysuje po ejakulaci se smisenim se semennou plazmou (Mann & Lutwak-Mann 1981). Ocas
nadvarlete slouzi jako prostiedi pro udrzeni zralych spermii v klidovém stavu.

3.4.1 Vymésky nadvarlat

Epididymalni sekret je tvofen tekutinou z refe testis (sit’ kanalkl na zadni strané varlete),
ktery je ptrepravovan eferentnimi kanalky v proximalni ¢asti nadvarlete, sekreci a absorpci z
nadvarlete, proteolytickou aktivitou existujicich proteint v tekutiné a urcitou mirou
metabolické aktivity spermii (Sostaric et al. 2008).

Kvalitativni a kvantitativni charakterizace proteinti pfitomnych a vylu¢ovanych do lumen
raznych oblasti nadvarlete hiebce byla provedena pomoci dvourozmérné elektroforézy. Timto
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proteomickym ptistupem bylo identifikovano 201 proteinli v lumen a 117 z nich bylo
vylucovano epitelem v riiznych ¢astech orgdnu. Osmnéct z téchto proteint bylo zodpoveédnych
za 92,6 % celkové sekrecni aktivity nadvarlete, zatimco laktoferin byl utvaren 41,2 % a
klusterinem 24,8 % (Fouchécourt et al. 2000).

3.5 Frakce ejakulatu

Ejakulat hiebce lze rozdélit do prespermatické, spermatické a postspermatické frakce
(Heiskanen et al. 1994, Oliveira et al. 2020). Rozdilnost ejakulatu je zpiisobena odliSnym
obsahem tekutin z pfidatnych pohlavnich zl4z a koncentraci spermii v riznych frakcich (Akcay
et al. 2006).

Ejakulace u hiebce je zahajovana prespermatickou a vodni frakci, kterd neobsahuje
spermie, ale zahrnuje latky jako glycerofosfocholin (GPC), ergothionein a citrat. Tato tekutina
je produkovana prostatou a bulbouretralnimi zlazami (Stelletta et al. 2021). Prvni ¢ast ejakulatu,
ma za ukol ¢isténi mocové trubice a poskytovani lubrikace (Segabinazzi et al. 2018).

Druhé frakce, bohata na spermie, vychazi z ocasu nadvarlete, deferen¢nich kanalkt a
ampuli chdmovodu (Segabinazzi et al. 2018). Termindlni frakei tvoii tekutina obsahujici gel se
zbylymi spermiemi v mo€ové trubici (Segabinazzi et al. 2018).

Béhem ejakulace u koni je pozorovano rozdéleni spermatu do 6-9 spermatickych frakci.
Frakcionova ejakulace uskutectiuje rozsdhly objem spermatu a umoziiuje rozliSeni a
identifikaci riznych spermatickych frakci (Morelli et al. 2021).

3.6 Proteiny semenné plazmy

Vsechny fyziologické modifikace spermii jsou zprostfedkovany proteiny semenné
plazmy (Fiala-Rechsteiner et al. 2023). Pfeména povrchu spermii, probihajici béhem priichodu
spermii sam¢im genitalnim traktem a pokracujici pii ejakulaci, je uskutectiovana pomoci
sekre¢nich proteini semenné plazmy, které jsou hlavné ziskavany z nadvarlete a pfidatnych
pohlavnich zlaz. Proteiny hieb¢i semenné plazmy jsou rozdéleny do tii hlavnich kategorii:
proteiny nesouci dva nebo ¢tyfi moduly fibronektinu typu II (zndmé jako proteiny typu Fn-2),
sekre¢ni proteiny bohaté na cystein (CRISP) a spermadhesiny. V modulaci kapacity spermii se
uplatiiuji proteiny FN-2, které jsou zésadni pro tento proces. Proteiny CRISP jsou zapojeny do
faze spermii a oocytl, vrozené obranné¢ funkce hostitele a blokady iontovych kanald.
Spermadhesiny, specifické pro druhy kopytnikd, projevuji své vazebné vlastnosti na
uhlohydratech a zona pellucida, coz naznacuje jejich ulohu pfi rozpoznavani gamet. Proteiny
semenného typu Fn-2 jsou u hiebce zaznamendny jako nejhojnéji zastoupené slozky (Topfer-
Petersen et al. 2005). Proteiny typu Fn-2 jsou rozprostfeny podél kompletniho pohlavniho
ustroji hfebct (Ekhlasi-Hundrieser et al. 2005). Mnozstvi proteind v hiebci semenné plazmé je
relativné nizké (10 mg/ml) ve srovnani s jinymi savci, ktefi vykazuji obsah bilkovin pfiblizné
v rozmezi 20—60 mg/ml (Von Fellenberg et al. 1985).

Mezi hlavni proteiny semenné plazmy hiebcl jsou zafazeny proteiny (oznacené jako
HSP-1 az HSP-8) s nizkou molekulovou hmotnosti v rozmezi 14-30 kDa (Calvete a kol. 1994).
Béhem ejakulace jsou vSechny tyto proteiny, s vyjimkou HSP-4, povrchové vdzany na spermie.
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HSP-1 a HSP-2 (neboli SP-1 a SP-2) jsou dominantnimi proteiny v semenné plazmé, tvorici
70-80 % celkového proteinu (Calvete a kol. 1994). Ciselné hodnoty byly pridéleny v zavislosti
na pozici genu na chromozomu, podle které jsou dané proteiny prepisovany (Calvete et al. 1994,
Topfer-Petersen et al. 2005).

Ve vsech frakcich spermatu jsou identifikovany proteiny semenné plazmy HSP-1, HSP-
2 a HSP-4. U hiebcii jsou pozorovany vyznamné rozdily v mnozstvi HSP-2 mezi frakcemi.
Nejvyssi koncentrace jsou zaznamenany ve frakci bohaté na spermie (Kareskoski et al. 2005).

3.6.1 Vliv proteinii semenné plazmy na kryokonzervaci

Velké mnozstvi proteinti semenné plazmy interaguje s membranou spermie béhem
ejakulace, coz vyvolava biochemické a strukturdlni zmény, jez ptispivaji k funkci spermii a
interakci gamet. Nicméné role vétSiny téchto proteinli zistava neobjasnéna (Guasti et al. 2020).
Zivotaschopnost spermii ulozenych v semenné plazmé neni udrzena dlouho, coZ je zptisobeno
pfitomnosti nékolika proteini, vcetné¢ klusterinu a hieb¢iho semindlniho plazmatického
proteinu HSP-1 (Guasti et al. 2020). Pfitomnost semenné plazmy muize vyvolat pred¢asnou
kapacitaci a naslednou bunéénou smrt (Love et al. 2005, Akcay et al. 2006, Arruda et al. 2008).

Bylo zjisténo nékolik slozek, které mohou v ur€itém rozsahu vazat tyto proteiny, coz
umoznuje spermiim ziistat feriltilnimi béhem in vitro skladovani v pfitomnosti seminalni
plazmy. Jsou to globularni proteiny obsazené v organickych tekutinach, predev§im v mléce
(Bergeron et al. 2007, Plante et al. 2015) a vajecném zloutku (Bergeron & Manjunath 2006).
Béhem kryokonzervace je semenna plazma ze spermatu obvykle eliminovana, pti¢emz zlstava
pouze 0-5 % ptvodniho objemu semenné plazmy (Moore et al. 2005).

Na zédkladé védeckych studii bylo prokazano, ze kryokonzervace spermii je ovliviiovana
proteiny semenné plazmy hiebcl. Dle studie Amann & Pickett (1987) bylo zaznamenano, ze

odstranéni semenné plazmy je nezbytné pro uspesnou kryokonzervaci. Podle studie Moore et
al. (2005) bylo zjisténo, Ze semenna plazma méla pomérné maly vliv, bez ohledu na to, zda byl
tento vliv pozitivni nebo negativni, na motilitu nebo Zivotaschopnost kryokonzervovanych
spermii u hfebct, pokud byla spermie zmrazena ihned po zpracovani. Kdyz byly spermie
vystaveny vysokym hladindm semenné plazmy (20 % objemovych) po neimérné dlouhou dobu
pfed zmrazenim, semennd plazma se pro proces kryopteziti hiebcich spermii ukazala jako
nepiizniva. V ramci dalsi studie Al-Essawe et al. (2018) bylo zkoumano zvyseni kvality
kryokonzervované¢ho spermatu u hiebctl s prokazatelné hors$i mrazitelnosti. Bylo zjisténo, zZe
pfidani semenné plazmy po rozmrazeni mélo signifikantni pozitivni vliv na kvalitu spermatu u
téchto jedinct. Proces kryopteziti a kapacitni zmény v disledku zmrazovani a rozmrazovani
mohou byt prospésné ovlivnény proteiny obsazenymi v semindlni plazmé, jak bylo
prezentovéano ve studii Oliveira et al. (2020). Bylo zaznamenano, ze pfidani frakci proteinti
semenné plazmy vyznamné zlepSilo motilitu a zivotaschopnost spermii po rozmrazeni
(Bubenickova et al. 2020). Kaseiny, které jsou globularnimi bilkovinami v mléce, jsou soucasti
mnoha fedidel spermatu a dok4zou véazat klusterin, HSP-1 a epididymalni protein vazajici
spermie, coz ma za nasledek stabilizaci membran spermii a snizeni pfed¢asné kapacitace béhem
skladovani in vitro. Je to patrné diivod, pro¢ fada vyzkumnikd nenastifiuje zadné negativni
ucinky Skodlivého vElenéni semenné plazmy, kdyZ je sperma hiebcli vyrazné zfedéno pomoci
fedidel s obsahem mléka (Griffin et al. 2022).
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3.7 Hodnoceni kvality hreb¢iho ejakulatu

Cilem spermatologické evaluace je systematicky analyzovat, zda kvantitativni a
kvalitativni parametry ejakuldtu odpovidaji minimalnim standardiim specifikovanym pro
biologické slozeni ejakulatu hiebcli. Minimalni standardni pozadavky na ejakulaty hiebct
uréenych pro umélou inseminaci jsou publikovany na webovych strankdch Svétové federace
chovateld sportovnich koni (WBFSH) (Samper 2009). Hodnoceni ejakulatu hiebcti je urceno
pro diagnostiku sterility, vyrobu Cerstvych, chlazenych nebo zmrazenych dévek a kontrolu
kvality zmrazené pejety. Makroskopické-fyzikalni a svételné mikroskopické vySetieni
ejakulatu hiebct je zakladem analyzy (Pesch et al. 2006). V soucasné dobé probiha hodnoceni
ejakulatu hebeti od makroskopického posouzeni az po analyzu proteinii spermii (Egyptien et
al. 2023). I pfesto, ze byly vytvofeny systémy pocitacové analyzy spermii (CASA), maji
konvenéni metody S$ir§$i odbornou akceptaci a jsou rozsdhleji uplatiovany, zahrnuji
makroskopické a mikroskopické hodnoceni ejakuldtu laboratornim technikem (Dias et al.
2019).

3.7.1 Makroskopické posouzeni

Makroskopické hodnoceni je provadéno analyzou chemickych a fyzikalnich parametri
ejakulatu, jako je konzistence, barva, objem a pH (Krausz & Farnetani 2023). V ramci
standardniho laboratorniho postupu je jeSt€¢ provadéno zkoumani zapachu ejakulatu.
Makroskopicky charakter ejakulatu je determinovén jeho hustotou, odvozenou z koncentrace
spermii, slozenim semenné plazmy nebo pfitomnosti moc€i, hnisu a krve (Samper 2009).
Zahajeni makroskopické analyzy ejakulatu by mélo byt zahdjeno vySetfenim procesem
zkapaliiovani, optimalné do 30 minut az 1 hodiny po provedeni odbéru (Dias et al. 2019).

Objem spermatu
Objem ejakulatu je ovlivnén druhem, plemenem, vékem a prostiedim jedince. Mezi

faktory, které ovliviiuji mnozstvi ejakuldtu jsou: vyziva, podminky ustajeni, kondice, ro¢ni
obdobi a cetnost odbéru ejakulatu (Samper 2009). Sportovni disciplina a soutézni uroven hiebce
také vyznamné ovliviluje celkovy objem vcetné koncentrace spermii a celkovy pocet
progresivné pohyblivych spermii.

Hiebci, kteti zavodi v parkurovém skakani maji vyssi celkové objemy ejakulatu nez
nesoutézici hiebcei a drezarni hiebei. Mladsi hiebei ve véku 2-4 roky maji nizsi celkové objemy
oproti hfebctim ve véku 5-9 let a 10-14 let (Wilson et al. 2019).

Objem ejakulatu vypovida o celkovém fungovani pridatnych pohlavnich zlaz (Dias et al.
2019) a je ur€ovan bez pritomnosti gelu, kdy zahrnuje pouze hlavni ¢ast, tj. frakci bohatou na
spermii (bez prespermatické frakce a postspermatické frakce). Objem ejakulatu je
zaznamenavan ve sterilnim odmérném valci, ktery je pfedem zahtat na 38°C. Celkovy objem
ejakulatu se pohybuje v rozmezi 60-120 ml, pfi¢emz objem bez gelu je stanoven na 30-100 ml
(Samper 2009). Objemné mnozstvi ejakulatu u hiebct predstavuje signifikantni komplikaci pfi
zpracovani spermii pro umélou inseminaci (Morrell et al. 2009).

Objem ejakulatu, spolu s koncentraci spermii, jsou zdsadnim prvkem pro stanoveni

celkového poctu spermii. Pfesné stanoveni koncentrace ptimo ovliviiuje mnozstvi a kvalitu

17



vyrobenych ID a tim i mnozstvi pfipusténych klisen. Nespravné zméfena koncentrace spermii
muze ovlivnit reprodukéni Gspésnost hiebee (Love 2012).

Konzistence a hustota

Optimalni ejakulat by mél vykazovat homogenitu a prezentovat neprithledny charakter,
coz naznacuje vysokou koncentraci spermii. Naopak prihledny ejakulat signalizuje snizeny
pocet spermii. Lze tedy konstatovat, Ze viskozita a vizualni aspekty ejakulatu jsou ovlivnény
poctem spermii (Tandle 2017). S ubyvajicim poctem spermii dochézi k variabilité¢ koncentrace,
projevujici se od krémové, mlécné, syrovatkové az po vodnatou barvu ejakuldtu. Tato
variabilita muze byt zplsobena snizenou spermatogenezi (oligozoospermie) nebo
nepiitomnosti spermii (azoospermie) (Samper 2009).

Barva
Barva ejakuldtu u hiebcl je stanovena jako bélava az bélavé Seda (Samper 2009).

Pfitomnost odchylky od normativni barevnosti mize byt indikatorem patologického stavu v
oblasti pohlavniho ustroji. Cervend barva ejakulatu je rozpoznavana jako znamka erstvé krve,
hnéda barva signalizuje pfitomnost staré krve, znecisténi nebo kontaminaci, a zlutd barva v
pfipad€ urospermie. Barva je posuzovana proti pfirozenému svétlu co nejdiive po odbéru. V
ptipadé detekce barevné abnormity by vzorek mél byt zcela vylou€en z dalSich analyz (Tandle
2017).

Cizi ptimésiny

V ejakuldtu by meéla byt prokdzdna absence nezadoucich prvki, véetné chlupi,
purulentnich latek, moci, hemoglobinu, vykali a podestylky. Pfitomnost rizové-nacervenalé
pigmentace je diisledek pfitomnosti krve, ktera miize byt zptisobena poranénim zaludu, mocové
trubice nebo patologickym stavem vnitinich genitalii. Detekce lubrikantu v ejakulatu lze
vykladat jako nadmérnou aplikaci lubrikantu (Tandle 2017).

Pach

Ejakulat hiebct byva bézné pachové neutrdlni. Pfitom je dilezité vyloucit mozné zapachy
moci, pfiznaky rozkladu a ejakulaty charakterizované druhové specifickym zapachem vykalt
(Samper 2009).

H

= Dalsi analyza, kterd nesmi byt opomenuta pti celkovém hodnoceni reprodukéniho vykonu
hiebce, je vyhodnoceni ukazatele pH ejakulatu, jenz reflektuje kyselost nebo zésaditost
ejakulatu (McCue 2014). Fyziologické pH by mélo byt stanoveno co nejdiive po odbéru vzorku,
nebot’ prodlouzend inkubace vzorku miize vést k poklesu hodnoty pH. Standardni rozmezi
fyziologického pH surového hiebciho ejakulatu se pohybuje mezi 7,2 a 7,7. Hodnota pH
ejakulatu miize byt ovliviitovana reprodukéni sezonou hiebcee, koncentraci spermii a frekvenci
ejakulaci (McCue 2021).
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3.7.2 Mikroskopické posouzeni

Svételna mikroskopie pfevazné poskytuje odhad fertility hiebcii, zaméteny na motilitu a
morfologické odchylky spermii, které jsou predpokladany jako hlavni indikatory reprodukéni
uspésnosti (Pesch et al. 2006). Posouzeni ejakulatu je subjektivni a posuzuje se 100 az 200
spermii (Merkies et al. 2000).

Analyza motility spermii
Analyza motility zahrnuje jak celkovou, tak progresivni motilitu spermii. Celkova
motilita zahrnuje procento spermii, které jsou aktivné pohybujici se, zatimco progresivni

motilita zahrnuje pouze spermie, které jsou aktivné pohybujici se vpied nebo po velkych
kruzich. Pro dosazeni divéryhodné analyzy motility spermii je nezbytné, aby vSechny
materialy, které pfichazeji do kontaktu s ejakulatem, byly udrzovany v ¢istém, suchém stavu a
zahtaty na teplotu 38 °C. Pro hodnoceni pohyblivosti spermii pod mikroskopem je tieba, aby
bylo provedeno standardni zfedéni na koncentraci 25 x 10° a aby byl zméfen objem ejakulatu.
Na podlozni sklicko je kédpnuta maléa kapka (6-10 pl), a nasledné podrobena mikroskopickému
vySetfeni (Ball 2016). U syrového ejakulatu zdravého hiebce by méla byt celkova motilita nad
70 % a progresivni motilita nad 50—60 % (Vidament 2005).

Posouzeni koncentrace spermii
Koncentrace spermii je vyjadiena jako pocet spermii na mililitr. K posouzeni koncentrace

spermii mize byt vyuzito né€kolik metod. Mezi tyto metody patii pocitani spermii pomoci
hemocytometru, spektrofotometru, elektronického citae Castic, prutokové ph-cytometrie a

obrazového Citace Castic. Metoda s hemocytometrem je povazovana za jednu z metod s nizSimi
néaklady, ale je zndma svoji Casovou narocnosti. Spektrofotometrickd metoda umoziuje Gsporu
Casu a poskytuje dostateCnou presnost. Pro ziskani celkového objemu spermii se vynéasobi
objem ejakulatu bez gelu a koncentrace spermii na mililitr (Ball 2016).

3.7.3 Metody morfologického vySetieni spermii

Morfologické vySetfeni spermii je povazovano za jedno z nejpiesnéjSich méfitek pii
analyze reproduk¢niho zdravi hiebce (Card 2005). Vyznamny vliv na hodnoceni morfologie
spermii hiebcli je vykazovan zvolenou metodou a posuzovatelem, pfi¢emz mohou byt
pozorovany drobné odchylky a rozdily mezi zvolenou metodou a posuzovatelem (Brito et al.
2011). Struktura spermii se ¢asto zkouma pomoci svételného mikroskopu s 1000nasobnym
zvétSenim. Je nezbytné vyhodnotit alespont 100 spermii na identifikaci morfologickych
odchylek a zaznamenat charakter a ¢etnost kazd¢ abnormality (Varner 2008). Existuje nékolik
morfologickych schémat, jez jsou vyuzivana pifi identifikaci morfologickych abnormalit
spermii. V minulosti bylo provadéno klasifikovani morfologickych abnormalit podle jejich
vzniku jako primdrni, sekundarni a tercidlni. Primarni abnormality (viz. Obrazek 3) ukazovaly
na vyvojové odchylky v semenném epitelu jako nasledek abnormalni spermatogeneze,
sekundarni abnormality jsou ty, které vznikly po vystupu spermatickych bunék z varlete, a
tercialni abnormality bi¢ika byly urceny jako nésledek nedostate¢né manipulace s ejakulatem
behem odbéru nebo nésledného zpracovani (Kaya et al. 2014).
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Primarni defekt je zplisoben testikularnim piivodem a zahrnuje jaderné vakuoly a dalsi
specifické anomalie (Card 2005). Ve vyluovacich kandlcich vznikaji sekundarni abnormality
(Varner 2008), jako ptiklad sekundarniho defektu jsou prezentovany proximalni kapénky (Card
2005). Tercialni abnormality se formuji in vitro v reakci na nespravné postupy pii odbéru
ejakulatu (Varner 2008).

Blom (1977) rozliSuje dvé morfologické kategorie abnormalit spermii. Primarni se
projevuji v pribehu spermatogeneze, ¢imz je ilustrovan nespravny prubéh spermatogeneze,
zatimco sekundarni jsou lokalizované ve vylucovacich kanalcich, coz je spojeno narusenim
zrani spermii. Primarné-sekundarni klasifika¢ni systém piedstavuje jednu z ptevladajicich
metod v oblasti morfologické analyzy (Card 2005).

Obrazek 3: Ptiklady morfologickych abnormalit hiebcich spermii:
A: abnormalita hlavi¢ky spermie, B: abnormalita stfedni ¢asti, C: abnormalita bi¢iku, D
a E: pfitomnost cytoplazmatickych kapek (Brito 2007).

3.7.4 Casa

Pocitacem podporovana analyza spermii (CASA — Computer Assisted Semen Analysis)
je v aktudlni dobé efektivné implementovana u hospodaiskych zvitfat (van der Horst 2020).
Inovativni automatizovany systém vyvinuty k poskytovéani piesnych a vyznamnych informaci
o koncentraci spermii, jejich Zivotaschopnosti, dynamice a morfologii (Amann & Katz 2004).
Vedle hodnoceni koncentrace spermii a pohyblivosti spermii (procentualni a kinematicka
seskupeni) je ve specializovanych syst¢émech CASA automatizovana analyza morfologie
spermii, Zivotaschopnost spermii a fragmentace spermii (van der Horst 2020).

Systémy Casa byvaji sloZzeny z videokamery, fazové kontrastniho mikroskopu, ktery je
synchronizovan s pocitaem obsahujicim specializovany software pro ziskavani obrazu a
analyzu dat (Egeberg et al. 2013, Sethi et al. 2021). VétSina systémt zalozenych na mikroskopii
pracuje na principu ziskavani série po sobé jdoucich snimkl pohybujicich se spermii
v nehybném poli. CASA je vybavena sofistikovanym softwarem, ktery pofizuje sekvence
snimk pro identifikaci individuélnich spermii, ¢asto na zaklad¢ morfologie hlav spermii spise
nez ocasl, a sleduje jejich postup v zorném poli. To zahrnuje identifikaci téze bunky v kazdém
snimku na zaklade¢ jeji pozice a extrapolaci této pozice odhadem pravdépodobnosti, Ze se butika
presune pouze o urcitou maximalni vzdalenost mezi jednotlivymi obrazy (Sethi et al. 2021).
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S pomoci CASA, analyzujici pohyby hlavicky spermii, bylo dosazeno vyssi pfesnoti a
spolehlivosti hodnoceni pohyblivosti spermii, pfinaSejici vice informaci nez klasické
subjektivni hodnoceni motility (Verstegen et al. 2002).

Pii zkoumani pohyblivosti za pomoci technologie CASA musi byt zohlednény rizné
faktory, jako jsou technické aspekty, opticka konfigurace, nastaveni softwaru, podminky
snimani, pocet zkoumanych poli, koncentrace a fedéni vzorku a charakteristika analytického
prostoru, které mohou ovlivitovat vysledky (Contri et al. 2010).

S cilem minimalizovat odchylku bylo podniknuto Usili o sjednoceni postupti hodnoceni
motility spermii (CASA) napfi€ riznymi druhy (Amann & Katz 2004).

3.8 Zpracovani ID

Zpracovani ejakulatu, at’ uz je ur¢eno k inseminaci jako Cerstvd, chlazena nebo jako
zmrazend inseminacni davka, podléhd variabilnimu zpracovani se zaminkou zachovat
reprodukéni potencial inseminacni davky (Samper 2009).

Pro zplisob zpracovani je rozhodujici planovand doba uchovani inseminacni davky. Davky,
uréené k okamzitému pouziti do 48 hodin po odbéru, staci pouze prefiltrovat od necistot a
nasledné pouzit bud’ u jedné klisny, nebo je mozné je nafedit a pouzit u vice klisen (Aurich
2012). Pfi dlouhodobém skladovéani hieb¢iho spermatu jsou nezbytné metody, jez snizuji
poskozeni a maximalizuji zivotaschopnost, pfeziti a fertilitu spermii (Loomis 2006).

Mnoho metod zpracovani vyZaduje separaci spermii od semindlni plazmy. Techniky separace
ejakulatu jsou pouzivany z n€kolika divodii. Jeden z nich je zvySeni koncentrace spermii a
odstranéni semindlni plazmy pied chlazenim nebo zmrazenim spermatu. DalSim divodem je
separace spermii od seminalni plazmy a selekce obohacené populace zivotaschopnych spermii
z ejakuldtu (Loomis 2006). Pro dlouhodobé uchovéni je nezbytné 80-95 % semenné plazmy
odstranit. Toto odstranéni se obvykle provadi pomoci centrifugace (Loomis 2011) pii sile 600
g po dobu 10 minut (Consuegra et al. 2018).

Podle studii byla pfitomnost seminalni plazmy prokazana jako Skodliva pro pohyblivost
a membranovou integritu spermii hiebcl a doporucuje se jeji odstranéni centrifugaci (Love et
al. 2005, Akcay et al. 2006, Arruda et al. 2008). Vysoky obsah (vice nez 20 %) seminalni
plazmy je nepfiznivy pro udrZeni pohyblivosti spermii béhem dlouhodobého skladovani (Pruitt
et al. 1993). Bylo zjisténo, ze ptitomnost malého podilu hieb¢i semenné plazmy (0,6-20 %) je
prospesné jak pro parametry spermii, tak pro fertilitu spermii (Jasko et al. 1992, Moore et al.
2005). Jestlize ma byt sperma skladovano déle nez 24 h, nemély by davky obsahovat vice nez
10 % semenné plazmy (Pruitt et al. 1993, Todd et al. 2001).
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3.9 Metody selekce spermii

Mezi metody selekce spermii patii metody swim-up a jednovrstevnad koloidni
centrifugace (Morrell et al. 2017).

3.9.1 Jednovrstevna koloidni centrifugace (SLC)

Optimalizace kvality spermii u riznych druhii, vcetné hiebci, berani a osld, je
dosahovana pomoci metody nazyvané Single Layer Colloidal Centrifugation (SLC). Kvalita
spermii hiebcli mize byt timto zptisobem posilovana v rtiznych situacich a pro rizné ucely v
chovu koni (Morrell & Nunes 2018). SLC jsou poskytovany vysoce kvalitni spermie se
zvySenym poctem pohyblivych a membranové neporuSenych spermii. Oproti tomu byl
zaznamenan vyrazny ubytek spermii béhem centrifugace (Gloria et al. 2016).

Bylo doloZeno, Ze kvalita spermatu hiebcii je dlouhodobé zvySovana (Morrell & Nunes
2018), véetné zdokonalovani morfologie spermii v ejakulatech nizké kvality (Sterbenc et al.
2019). V kontextu této techniky neni pozorovano zlepSeni kvality spermii u vSech hiebct, a
zaroven je sledovana vyznamna ztrata spermii. Standardni mira vytéznosti pfi centrifugaci se
pohybuje mezi 30 % a 40 %, avSak mlze byt t€Z podstatné nizs$i (Edmond et al. 2012). Aby
byla zajisténa optimalni ucinnost této techniky, je nezbytné, aby byla testovana na daném hiebci
pfed odeslanim spermatu k inseminaci. To zahrnuje nejen sledovani miry vytéznosti, ale téz
analyzu morfologického profilu spermii po pouziti centrifugace (Kelley 2024).

Studie Crockett et al. (2001) ukazala, ze odstfedéni a nasledné zmrazeni spermatu, které
proslo ptfedchozim chlazenim po dobu 6-24 hodin, mélo negativni vliv na pohyblivost spermii
po rozmrazeni. Vyzkum naznacuje, Ze zachovani optimalni fertility mlze byt dosaZeno pii
odstfedéni spermatu pii pokojové teploté pied ochlazenim. Dalsi védecké studie Backman et
al. (2004) a Melo et al. (2005) naznacuji, ze predchozi chlazeni spermatu po dobu 18-24 hodin
pted centrifugaci a naslednym zmrazenim neprojevilo zadné neptiznivé vlivy na motilitu nebo
fertilitu spermii po rozmrazeni.

3.9.2 Swim-up metoda (SU)

Metoda swim-up je v in vitro prostfedi vyuzivana k oddéleni pohyblivych spermii od
nepohyblivych, pfi¢emz princip této metody spociva v migraci spermii do kultivaéniho média
(Volpes et al. 2016). SU je zalozena na pfirozené progresivni pohyblivosti spermii, pfi niz
spermie proplavavaji médiem smérem nahoru po dobu 30 az 60 minut (Henkel & Schill 2003).
Pii metod¢ SU dochdzi k akumulaci nejvyssi koncentrace pohyblivych spermii v horni frakei,
zatimco ve spodni frakci jsou uchovany spermie s nizkou nebo zZadnou pohyblivosti. Spermie
v horni frakci prokazuji zvySenou pohyblivost, vyssi primérnou rychlost a vyssi podil normalni
morfologie (Magdanz et al. 2019).

Bohuzel, mira vytéznosti spermii SU je nizkd, coZ naznacuje, ze SU je pouzitelnym
testem pouze pro vzorky s vysokou koncentraci nebo pro metody, jako je intracytoplazmaticka
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injekce spermii (ICSI), které nevyzaduji vyznamny pocet spermii v kone¢né vybrané frakci
(Henkel & Schill 2003, Sieme et al. 2003)

3.9.3 Sexace spermii

Selekce spermii na zdklad¢ pfitomnosti chromozomu X nebo Y je provadéna u mnoha
druhti. Vyznam sexace spermii je zvlasté patrny u koni, kde mohou fenotypy sami¢iho nebo
samciho pohlavi povazovat za vhodnéjsi pro sportovni nebo pro produkéni vysledky (Aurich &
Schneider 2014). Pfi vybéru jednoho nebo druhého pohlavi, jsou fyziologické rozdily mezi
spermiemi nesouci chromozom X a Y kli¢ovymi. Spermie chromozomu X a Y jsou z hlediska
funkc¢nosti oplodnéni v podstaté rovnocenné, nicméné existuji mezi nimi vyznamné rozdily.

Spermie X u hospodaiskych zvitat disponuji o 3-4,2 % vice genetického materidlu nez
spermie Y. Tudiz princip tfidéni pohlavi prostiednictvim pritokové cytometrie je zalozen na
zaklad¢ tohoto rozdilu mezi spermiemi X a Y (Hendriksen et al. 1996). Pro separaci spermii
nesouci chromozomy X a Y se nejcastéji vyuziva pratokova cytometrie. Tfidéni podle pohlavi
pomoci pritokové cytometrie je provadéno s vyuzitim fluorescencniho barveni Hoescht 33342,
pricemz jsou jednotlivé spermie kategorizovany na zakladé rozdili v hmotnosti pohlavnich
chromozomt (Rath & Johnson 2008, Samper et al. 2012, Garner et al. 2013). Pfi separaci
spermii nesoucich chromozomy X a Y u rtiznych druhti byla selekce pohlavi prostfednictvim
priutokové cytometrie uspésna (Garner et al. 2013). V piipad¢ koni byla technologie urceni
pohlavi vyuzita k produkci zivych hiibat, u kterych bylo pohlavi stanoveno s piesnosti
presahujici 90 % (Buchanan 2000, Samper et al. 2012, Rath et al. 2013, Aurich & Schneider
2014).

3.10 Redéni spermatu

Cerstvy ejakulat je mozny pro umélou inseminaci vyuzit pouze po omezeny ¢as. Ejakulat
vSak 1ze udrzet prostfednictvim specifickych fedidel, ur€enych pro inseminaci (Katila 1997).
Redéni ejakulatu je vyuzivano nejen u hiebetl, ale i u Siroké $kaly dalsich druhd. Redénim je
umoznéno preciznéjsi posouzeni kvality ejakulatu a zvySeni jeho Zivotaschopnosti. Pfedevsim
je to nezbytna ¢ast v kontextu uchovavani spermatu hiebct, kde je implementovéano v procesech
chlazeni a zmrazovani (Hayden et al. 2015). Dalsim vyznamnym cilem pfi fedéni ejakulatu je
snizeni objemového podilu seminalni plazmy ve skladované inseminacni davce (Pruitt et al.
1993).

Redidla poskytuji ochranu pied $kodlivymi vlivy, jako je mrazovy a osmoticky $ok,
oxidacni stres a poskozeni bunék ledovymi krystalky. Déle udrzuji vlastnosti spermii, véetné
jejich morfologie, pohyblivosti a zivotaschopnosti, a integritu membran, akrozomi a DNA. Z
tohoto diivodu musi fedidla obsahovat ptiznivé pH, ochranu proti ochlazeni a mrazovému Soku
a antioxidacni aktivitu, s cilem zlepsit kvalitu pro oplodnéni (Bustani & Baiee 2021).

Typicka fedidla jsou sestavena z fyziologickych soli, zivin, pufrovacich latek,
ochrannych latek a latek, které inhibuji mikrobidlni rGst spermii napiiklad antibiotika a
antimykotika. Obvykle se pohybuji v rozmezi pH 6,7-7,2 a osmolality 300-360 mOsm kg-1
(Katila 1997). Do ftedidel spermatu se obvykle ptidavaji pufrovaci slouceniny, jako je
hydrogenuhli¢itan sodny (NaHCO?3) a 2-(4-(2-hydroxyethyl) -1-piperazinyl)-ethansulfonatova
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kyselina (HEPES), pro udrZeni stabilniho pH (Pickett et al. 1976). Cukry, jako je glukoza,
laktoza a fruktdza, slouzi jako zdroje energie pro spermie (Katila 1997). ZvySeni motility
spermii behem skladovani spermatu je ovlivnéno cukry, jako je glukéza (Hernandez-Avilés et
al. 2020). Mezi ochranné latky patii proteiny a lipidy (z mlé¢nych a vajecnych Zloutk) a také
antioxidacni latky (Pickett et al. 1976). Spermie jsou chranény pied teplotnimi zménami,
predevsim chladovym Sokem, za GiCasti vaje¢ného zloutku, mléka a mlécnych vyrobki (Pickett
2021).

Rovnovdha mezi intra — a extracelularnim prostfedim je udrZovana spermiemi
prostiednictvim iontové vymeény a transportu vody pies plazmatickou membranu, tedy aktivnim
a pasivnim transportem vody (Swegen et al. 2015). Osmoticky tlak je udrzovan spravnym
pomérem elektrolyt a neelektrolyti v fedidlech, pficemz pufrovaci Cinidla v fedidlech
prispivaji k prodlouzeni motility spermii (Pickett 2021). Pfidavanim osmoticky aktivnich latek,
jako jsou ionty, cukry a polyoly, je regulovan osmoticky tlak. Ionty, jako je NaCl a KCI, jsou
nahrazeny v fedidle spermatu pro udrzeni osmotického tlaku. Kromé cukrt, jako je glukéza, se
do fedidla mohou pfidavat i aminokyseliny, naptiklad histidin a karnitin, jez mohou slouzit jako
zdroje energie pro spermie (Swegen et al. 2015).

3.10.1 Komponenty redidel

Spermie vétSiny druht save jsou energeticky zavislé na glykolyze (Storey 2008). Pohyb
spermii, ktery je umoznén bic¢ikem spermii, vyzaduje energii. Enzymy a reakce, které jsou
zapojeny do tohoto procesu, jsou umistény v hlavnim ¢lanku ocasu spermii. Pro probihani
glykolyzy je nezbytné, aby gluk6za byla vstiebana do cytoplazmy. Cukr miize byt
transportovan prostfednictvim pasivniho i aktivniho proteinem zprostitedkovaného transportu
(Bucci et al. 2010). Jako substrat pro glykolyzu jsou poskytovany jednoduché cukry, jako je
glukoza nebo fruktoza, zatimco pyruvat a laktat jsou povazovany za zadkladni zdroje pro
produkci energie v mitochondriich (Swegen et al. 2015). Cukry ovliviiuji osmoticky tlak
dehydratujici se buiiky, snizuji mnozstvi intracelularni vody dostupné pro potencialni tvorbu
ledu. Vyjma toho jsou cukry zdrojem energie pro spermie béhem inkubace a chrani
plazmatickou membranu béhem zmrazovani a rozmrazovani piimou interakci s bunéc¢nou
membranou (Alvarenga et al. 2016).

Glukoéza a fruktoza jsou dva nejcastéji se vyskytujici monosacharidy v semenné plazmé
savcl (Setchell et al. 1994). Glukoza byla diagnostikovana jako ptevazujici glykosylovatelny
cukr v semenné plazmé hiebct (Morel et al. 1999). ZhorSeni pohyblivosti spermii hiebctl pii
kryokonzervaci je pozorovano v dusledku nepfitomnosti glukozy v fedidle na bazi mléka,
zatimco koncentrace glukézy dosahujici az 40 mM je spojovéna s optimalnim uchovanim
kinetickych vlastnosti a simultannim zachovanim integrity plazmatické membrany a akrozomu
(Hernandez-Avilés et al. 2020).

Antioxidanty jsou latky, které mohou zpomalit, zabranit nebo eliminovat oxida¢ni
poskozeni biomolekul, jako jsou lipidy, proteiny a nukleové kyseliny (Khlebnikov et al. 2007).
Antioxidacni schopnosti aminokyselin mohou pfispivat k ochrané spermatickych bunék pred
chladovym Sokem v pribéhu ekvilibrace a béhem procesu zmrazovani (Sangeeta et al. 2015).
Specifické aminokyseliny, jako je glutamin, prolin, histidin a glycin, mohou byt aplikovany do
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fedidel spermii k posileni motility a Zivotaschopnosti spermii hiebct po rozmrazeni (Trimeche,
et al. 1999). Naptiklad glutamin prokazuje zlepSeni pohyblivosti spermii hiebci (Renard et al.
1996, Khlifaoui et al. 2005). Prolin, potlacuje oxidaci lipidii a projevuje schopnost pronikat do
spermii, ¢imz brani tvorb¢ ledovych krystald uvnitt bun¢k. Alanin, neesencidlni aminokyselina,
ovliviiuje pohyblivost a zivotaschopnost spermii pii vyssich koncentracich (Koskinen et al.
1989).

Lipidy jsou vyznamnou souc¢asti bunécné membrany spermii, kde jejich slozeni ovliviiuje
rizné biologické funkce. Uspé&Snost pieziti spermii béhem procesti kryokonzervace a
chladového Soku je spojena s lipidy v membrané. Vzhledem k tomu, ze kryokonzervace a
chladovy Sok nejsou pfirozenymi procesy pro spermie, mohou ovliviiovat lipidovou strukturu
a tim 1 celkovou odolnost spermii. Jelikoz spermatické buiilky nejsou ptirozené adaptovany na
tyto zmény a podléhaji stresovym faktorim (Mandal et al. 2014). Pfidavani mastnych kyselin
je zdtivodnéno jejich schopnosti ovliviiovat membranové vlastnosti a celkovou kryorezistenci
spermii hiebctl, a to z hlediska jejich zivotaschopnosti a pohyblivosti po rozmrazeni. SloZeni
mastnych kyselin je Gzce spojeno s tekutosti membran, a tak ptidavek specifickych mastnych
kyselin do fedidla mtize modifikovat vlastnosti membrany a celkovou odolnost spermii hiebct
vici mrazu (Macias Garcia et al. 2011).

Podle vysledki studie Ricker et al. (2006) jsou cista lipidova fedidla schopna ochranit
membrany béhem procesu kryokonzervace. Jejich schopnost udrzet zivotaschopnost, motilitu
a fertilitu spermii se ukazala jako srovnatelna s tradi¢nimi fedidly na bazi vajecného Zloutku.

Poskozeni spermii v dusledku lipidového fazového ptechodu miize byt zmirnéno
pfidanim lipoproteinti s nizkou hustotou ve form¢ vajecného Zloutku nebo mléka do tedidla
(Pace & Graham 1974). V technologii chlazeného spermatu dominuji fedidla postavend na
odstiedéném mléku (Batellier et al. 2001). Mezi zakladni slozky, na kterych jsou zalozena
komer¢né dostupna zmrazovaci fedidla pro hiebce, je vajecny zloutek, ktery se vyuziva jako
kryoprotektant pro sperma u rznych druht savct, véetné hiebcli (Gonzalez-Castro et al. 2019,
Hernandez-Avilés et al. 2023). Komerc¢ni fedidla pro zmrazovani spermatu hiebcti zahrnuji
kryoprotektanty, jako jsou odstfedéné mléko, vaje¢ny Zloutek a glycerol v koncentraci 2-5 %
(Heitland et al. 1996, Martin et al. 1979, Sieme et al. 2016). Variabilita v G¢inku kryoprotektiva
a vhodného davkovani se projevuje jak mezi riiznymi plemeny, tak i u jednotlivych hiebecti v
ramci konkrétniho plemene (Soni et al. 2019).

Mléko a mlécné vyrobky jsou sloZzeny piedevsim z lipoproteinti a fosfolipidi, zatimco
kasein a laktoferin jsou povazovany za hlavni bilkovinné frakce. Mlécné slouceniny jsou
schopny chranit spermie prostfednictvim antioxida¢niho pisobeni a ptfedchdzi zméndm ve
struktufe membranovym lipidim (Manjunath et al. 2002). Struktura mléka zahrnuje latky, které
mohou mit prospé$né, ale i negativni U¢inky na spermie. Specifické frakce mléka, jako
napiiklad a-laktoglobulin, mohou negativné ovlivnit pohyblivost spermii, naopak f-
laktoglobulin a nativni fosfokaseinat jsou pro spermie piinosné (Batellier et al. 1997). Z
nékterych nezadoucich vlivii mléka byla vytvotena fedidla s chemicky definovanym slozenim.
Tyto specidlni fedidla byla navrzena s umyslem eliminovat potenciadlni negativni dopady
spojené s konkrétnimi slozkami mléka (Aurich 2008, Pagl et al. 2006).

25



Vajeény Zloutek je zdrojem fosfolipidii a lipoproteinil, jez pfispivaji k udrzovani
strukturalni a funkéni integrity membrany spermatickych bunék, a tim zvySuji Zivotaschopnost
spermii po rozmrazeni (Hernandez-Avilés et al. 2023). Jednou z hlavnich slozek vaje¢ného
zloutku jsou lipoproteiny o nizké hustoté, které jsou dobie znamy jako hlavni aktivni slozky
vajecn¢ho Zloutku (Amirat et al. 2004, Bencharif et al. 2008). Jako moznou alternativu
vajecného Zloutku Ize vyuzit liposomy, pfedevsim ty, které obsahuji nenasycené lipidy (Ropke
etal. 2011, Pillet et al. 2012). Zaroven se zkoumaji komplexy cyklodextrinu a cholesterolu jako
potencidlni substituty vajeéného zloutku v mrazicich fedidlech (Blommaert et al. 2016, Moraes
etal. 2015). Standardné se vyuziva vajecny zloutek v koncentraci 20 % (Alvarenga et al. 2016).

Doplnovani fedidel o slouceniny zivociSného ptivodu spojuje rizika biologické integrity
s moznou mikrobiologickou zatéZi spermatu. Redidla jsou proto dopliiovana slou¢eninami,
které projevuji schopnost potlacit mikrobiologicky rust, hlavné pii dlouhodobém skladovani pti
zvysenych teplotach (Miiller 2019). Proto jsou v fedidlech spermatu obsazena antibiotika pro
kontrolu bakteridlnich populaci, jez by mohla byt i pfitomna v ejakulovaném spermatu
(Hernandez-Avilés et al. 2019).
Vyzkum a diskuze tykajici se role antibiotik v fedidlech pro sperma hiebcl jsou trvale
pfedmétem zkoumani. Kdy s naridstajicim ohrozenim antimikrobidlni rezistence se klade dlraz
na zkoumani pfistupt, jako je pouziti antibiotik v davkach spermii pro umeélou inseminaci.

Antimikrobidlni latky ¢i jejich smési jsou pravidelné zacleiiovany do fedidel spermatu
jako preventivni opatieni pii pfipravé spermii pro ume¢lou inseminaci (Zabala et al. 2024). V
fedidlech spermatu jsou Casto vyuzivany antimikrobialni latky, mezi né patii B-laktamy
(peniciliny, cefalosporiny), které ovliviiuji syntézu bakteridlni bunécné stény a vedou k lyze a
bunééné smrti. Dale se uvadéji aminoglykosidy (gentamicin, streptomycin, amikacin),
makrolidy (tylosin, spektinomycin) a linkosamidy (linkomycin), jez inhibuji syntézu
bakterialnich proteint (Spinosa et al. 2006).

Podle studie Price et al. (2008) bylo zjisténo, ze piidavek gentamicinu v malém mnoZzstvi
(250 pg/ml) vedl k potlaceni riistu bakterii a zlepSeni pohyblivosti, rychlosti a Zivotaschopnosti
spermii ve spermatu hiebct skladovaném pii teploté 15 °C az 96 hodin, ve srovnani s
kontrolnim vzorkem, ktery nebyl obohacen zddnou antibakterialni latkou. Studie Ramires Neto
et al. (2015) uvadi, ze kombinace penicilinu a gentamicinu (1 000 IU-1 000 mg/ml) v
BotuSemen (fedidlo na bazi odstfedén¢ho mléka) vedla k nizsi bakterialni zatézi v spermatu
hiebetli po zchlazeni ve srovnani s INRA 96, komercénim fedidlem obsahujicim penicilin (105
ug), streptomycin (38 pg) a amfotericin B (0,315 pg). V rdmci studie Zabala et al. (2024) byly
posuzovany tii techniky zpracovani koiiského spermatu (jednoducha centrifugace, jednovrstva
koloidni centrifugace a filtrace) s ohledem na jejich vliv na kvalitu a mikrobialni zatéz, jak
bezprostiedné po zpracovani, tak po 48hodinovém chlazeni. Nebyly zjistény vyznamné rozdily
v kvalité spermatu bezprosttedné po zpracovani mezi témito technikami, s vyjimkou vyssiho
indexu pfimosti u filtrovanych a koloidné centrifugovanych vzorkt. Po 48 hodinach chlazeni
se vyznamn¢ zvysila pouze linearita a index oscilace u koloidné centrifugovanych vzorki.
Analyza mikrobialni zatéZe neodhalila zddné vyznamné rozdily mezi protokoly po ochlazeni a
mensi rozdily mezi nékterymi protokoly a hodnotami surového spermatu. Hodnocené metody
tedy udrzely kvalitu spermatu a snizily mikrobidlni zatéz ve stejném rozsahu jako tradi¢ni
protokol obsahujici antibiotika. AvSak k potvrzeni téchto zjisténi je tfeba dalSich studii.
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Béhem skladovéani spermii vznikaji metabolity z kontaminujicich bakterii, jez mohou
ovlivnit pH fedidla a nésledné metabolismus a pohyblivost spermii (Yaniz et al. 2011). Pro
zabranéni témto zménam by mély byt vyuZzivany zwitteriontové pufry, které odolaji zménam
pH béhem chlazeni (Rasul et al. 2000). Z tohoto diivodu jsou do slozeni komercnich fedidel
spermatu zahrnuty pH pufry a latky odstranujici metabolity, jejichz ukolem je stabilizovat a
neutralizovat G¢inky metabolismu spermii (Morel et al. 1999, Rasul et al. 2000, Aurich 2011).
Pufry, jako je hydrogenuhli¢itan sodny (NaHCO3), citrat sodny a HEPES, byly za¢lenény do
komer¢nich fedidel s funkénim rozsahem pH pro hieb¢i sperma (Aurich 2011). Pufrim je
pfisuzovana role v omezeni vlivu hromadéni CO2 a sekundarné hromadéni kyseliny mlécné z
OXPHOS, resp. Glykolyzy (Clulow & Gibb 2022).

Kryoprotektanty
Kryoprotektanty, oznacované téz jako CPA (Cryoprotective agents), jsou rozdéleny do

dvou kategorii: penetrujici a nepenetrujici (McGann 1978). Penetrujici kryoprotektanty
pronikaji membranou spermii a pusobi jak intracelularné, tak extraceluldrng, zatimco
nepenetrujici kryoprotektanty maji pouze extracelularni G¢inky (Swain & Smith 2010).
Pouzitim obou téchto tfid CPA spolecné€ se zvysSuje Sance bunék na pieziti a zdroven se
reguluje obsah bunééné vody, ¢imz se minimalizuje riziko intraceluldrniho zmrazeni (McGann

1978). Za pomoci kryoprotektantli je zajiStén spermiim odliSny stupenn ochrany pied
kryokonzervaci (McKinnon et al. 2011). Komer¢né mrazici fedidla jsou obvykle slozena z
kombinace penetrujicich a nepenetrujicich kryoprotektantli, pficemz kazdy z nich ma
specifickou ulohu, jez ptispiva k preziti spermii béhem zmrazovani a rozmrazovani ID (Prien
& lacovides 2016).

Penetrujici kryoprotektanty

Pii kryokonzervaci je nezbytné chranit intracelularni struktury a biomolekuly pomoci
specifickych ochrannych latek, které maji schopnost proniknout bunéénou membranou.
Prostupné kryoprotektanty se Casto profiluji jako malé neiontové molekuly (Squires et al.
2004). Penetrujici CPA jsou obecné ucinnéjsi, nez nepenetrujici CPA kvuli jejich vlivu na
bunécné vlastnosti. Nahrazuji vodu uvnitf buniky, coz dehydratuje buiiku a inhibuje tvorbu
intracelularniho ledu, zvétSuji objem nezmrzlych kanalkti mezi krystaly extracelularniho ledu,
¢imz se zvétsi prostor pro builky a snizuji koncentraci soli v nezamrzlém roztoku (Meryman
2007).

Glycerol byl obvykle pouzivan jako hlavni kryoprotektant, avSak jeho toxicita mohla byt
zodpovédna za rozdily ve zmrazitelnosti a fertilit¢ spermii hiebcii. S cilem minimalizovat
toxicitu  glycerolu byla zkoumdana alternativni kryoprotektiva, jako napiiklad
dimethylformamid (DMF) (Soni et al. 2019) a ethylenglykol (Squires et al. 2004). Ziejm¢ je
toxicita glycerolu spojena s osmotickymi a neosmotickymi u¢inky (Macias Garcia et al. 2012).
Nicméné je zjisténo, Ze nékteti hiebei jsou na glycerol piecitlivéli, zatimco jini ho dobfe toleruji
(Prien & lacovides 2016).

Kryoprotektanty s niz$i molekulovou hmotnosti, jako je jiz zminény dimethylformamid
a methylformamid, nebo kombinace rtiznych propustnych kryoprotektantti jsou poskytovany
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podobnou nebo dokonce vy$si mirou kryopfteziti po rozmrazeni diky jejich schopnosti rychle
prochdzet membranou, ¢imz se snizuje osmotické poskozeni membrany (Squires et al. 2004,
Alvarenga et al. 2005, Alvarez et al. 2014, Wu et al. 2015).

Hiebci, jejichz sperma ma nizkou odolnost vici kryokonzervaci, vykazuje vyrazné
zlepSeni v pohyblivosti a fertilit¢ spermii pii pouziti fedidel s obsahem dimethylformamidu a
methylformamidu ve srovnéni s fedidly obsahujicimi glycerol (Alvarenga et al. 2016). Existuje
spojitost mezi rychlosti chlazeni a koncentraci riznych kryoprotektantl (glycerol,
ethylenglykol, dimethylformamid, propylenglykol a dimethylsulfoxid). Spermie jsou schopny
ptezit expozici 1,5 M koncentraci téchto kryoprotektanti pred zmrazenim. Nejvyssi miry
kryozivotnosti jsou dosaZeny pii pouziti 500 mM dimethylformamidu, 250 mM glycerolu a 500
mM ethylenglykolu (Oldenhof et al. 2017).

Ptestoze jejich pfidani vyvolava osmoticky stres kvili rychlejSimu pronikani vody pies
bunéénou membranu nez permeace kryoprotektiva, ndslednym disledkem je pocatecni
osmoticka nerovnovdha a kontrakce bunék. Dochdzi k postupnému ptilivu vody a
kryoprotektiva, az je dosazeno rovnomérné distribuce uvnitf i vné buiiky (Sieme et al. 2016).

Nepenetrujici kryoprotektanty

Nepenetrujicimi kryoprotektanty jsou vysokomolekularnimi CPA, zahrnuji se sem
monosacharidy, disacharidy, trisacharidy, ale 1 bézna aditiva, jako je citrat vajecného zloutku,
albumin, polyethylenglykol a polyvinylpyrrolidon (Santo et al. 2012).

Transportnim médiem pro pienos gamet je semennd plazma, ktera je zaroven podporou
pohyblivosti a piezivani spermii poskytovanim energie ve form¢ jednoduchych cukra (Morel
et al. 1999). Z tohoto divodu jsou zaclenovany do slozeni fedidel nepenetrujici
kryoprotektanty, jako jsou jednoduché cukry, které minimalizuji osmoticky stres, vyvolavaji
dehydrataci bunék a snizuji tvorbu ledovych krystalkll pfi zmrazovani (Holt 2000) zejména
pokud jsou pouzivany v kombinaci s penetrujicimi kryoprotektanty (Amann & Pickett 1987,
Aisen et al. 2002, Moore et al. 2006). Jedna se o glukézu, fruktézu, mandzu, pyruvat, laktozu,
rafindzu (Webb & Arns 2006, Parkinson & Morell 2011) trehalézu a sachar6zu (Amann &
Pickett 1987, Aisen et al. 2002, Moore et al. 2006). Kde zabezpecuji substraty pro tvorbu ATP,
substraty mohou vykazovat kryoprotektivni u¢inek (Arns et al. 1987).

Mezi osmoticky aktivni molekuly patii disacharidy (napf. sachardza, trehal6za), zatimco
osmoticky neaktivni slouceniny zahrnuji polysacharidy (jako je hydroxyethyl Skrob,
maltodextrin) a proteiny (napfi. albumin, polyvinylpyrolidon) (Oldenhof et al. 2013). Sachar6za
a trehaldza jsou nejcastéji pouzivané disacharidy pro ochranu spermii pfed nizkymi teplotami,
nebot’ vykazuji schopnost regulovat extraceluldrni a intraceluldrni osmoticky tlak pfi
zmrazovani (PAN et al. 2017).

28



3.11 Komer¢né dostupna redidla

Vyvinula se celd fada rtiznych chladicich fedidel pro koné (viz. Tabulka 1) a fedidel pro
kryokonzervaci (viz. Tabulka 2) (Aurich 2008). Komerc¢ni fedidla pouzivana pro procesy
chlazeni a zmrazovani spermatu se odliSuji v obsahu latek, osmolarité a schopnosti plisobit jako

kryoprotektanty (Samper 2011).

3.11.1 Komer¢né dostupna fedidla pro kratkodobou konzervaci

Tabulka 1: Redidla a komponenty fedidel pro kratkodobou konzervaci spermatu (Neuhauser et

al. 2019).

Redidla pro chlazené sperma

Redidlo Komponenty

INRA 96 Nativni fosfokaseinaty

Cukry (glukdza, laktéza)

Soli (Hankovy soli, CaCl2, KCl, KH2PO4, MgS0O4, NaCl, Na2HPO4)

Pufry (NaHCO3, HEPES)

Penicilin, gentamicin

Amfotericin B

BotuSemen | Susené odstiredéné mléko

Cukry

Aminokyseliny

Konzervacni latky

Penicilin, gentamicin

Equi Plus Susené odstredéné mléko

Cukry

Pufry

Gentamicin

Gent Odstredéné mléko

Cukry

Pufry

Vajecny Zloutek

Gentamicin

Redidlo INRA 96 je dlouhodobé povazovano za nejlepsi a nejéastdji vyuzivané

(LeFrapper et al. 2010, Novello et al. 2020).
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3.11.2 Komer¢né dostupna redidla pro dlouhodobou konzervaci

Tabulka 2: Redidla a komponenty fedidel pro dlouhodobou konzervaci spermatu (Neuhauser et
al. 2019).

Redidla pro mrazené sperma

Redidlo Komponenty
INRA Freeze Miceldrni mlécna bilkovina (Bos bovis)
Plazma vaje¢ného Zloutku

Cukry

Soli

Pufry

Penicilin, gentamicin

Amfotericin B

Glycerol (2,5 %)

BotuCrio Vajecny Zloutek

Cukry (99 £ 6,1 mM glukdzy)
Aminokyseliny

Konzervacni latky

Gentamicin

Pomocné latky
Methylformamid (4 %) + glycerol (1 %)
EquiPlus Freeze Susené odstredéné mléko

Vajecny zloutek

Cukry

Pufry

Gentamicin sulfat
Glycerol (3 %)
Gent Freeze Odtucnéné mléko

Vajecny zloutek

Cukry
Pufry

Gentamicin sulfat
Glycerol (5 %)

V ramci obchodniho tajemstvi vyrobct je pfesné chemické slozeni latek v fedidle
utajovano (Reckova et al. 2022).
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3.12 Cerstva ID

Cerstvé sperma je standardné zpracovano s pouzitim 500 x 10 spermii/ml s progresivni
pohyblivosti, pficemz je objemovy pomér 1:1 (sperma: fedidlo) a udrzovan je objem mensi nez
60 ml (Love et al. 2002, Varner et al. 1989). K tomu je naptiklad vyuzivano fedidlo, jako je
INRA96 nebo BotuSemen (Pasch 2024).

Po zpracovani by mélo byt sperma inseminovano do klisny, nejlépe v ramci prvnich 12
hodin. V pfipad¢, ze mezi zpracovanim a inseminaci nastane prodleva, davka spermatu je
uchovavana na tmavém misté pii pokojové teploté az do doby pouziti (Love et al. 2002, Varner
et al. 1989). V situaci, kdy se vyskytne prodleva ptesahujici 12 hodin od zpracovéani spermatu,
je doporuceno provést ochlazeni a nasledné uchovani v chlazeném stavu (4 °C) az do doby
pouziti (Kelley 2024). Nebot’” metabolismus spermii pii télesné teploté¢ je velmi aktivni a
generuje zna¢né mnozstvi odpadnich produktl, jako je napiiklad kyselina mlécna a volné
kyslikové radikaly. Kyselina mlééna zvysuje kyselost, coz snizuje aktivitu enzymu, zatimco
volné kyslikové radikaly vyvolavaji peroxidaci lipidd, a to mize zplsobit prinik membran a
poruchu enzymatické aktivity (Graham et al. 2011).

3.13 Chlazena ID

V procesu ptipravy chlazené¢ho spermatu je nezbytné provést odstfedéni s cilem odstranit
semennou plazmu, dosahnout pozadované koncentrace spermii (Pickett et al. 1975, Moore et
al. 2005), coz piinasi snizeni objemu insemina¢ni davky a zdroven zvysSuje pocet
inseminovanych spermii do klisny (Roach et al. 2016). Redéni spermatu pro chlazenou davku
se provadi v rozsahu 5-20 % semenné plazmy (Jasko et al. 1992). Koncentrace spermii,
pohybujici se v intervalu 25 x 10°-50 x 10° spermii/ml (Varner et al. 1987), objem mensi nez
50 ml (Loomis 1993) a pfitomnost 1 x 10° progresivné pohyblivych spermii v kone¢né davce
(Brinsko 2006).

3.13.1 Chlazeni ID

Standardnim postupem chlazené ID je postupné snizovani teploty nafedéného spermatu s
cilem dosahnout kone¢né teploty 4 °C az 10 °C (Katila et al. 2011). Chlazeni a nasledné
skladovani spermii, umoznuje udrzet fertilitu spermii az po dobu 72 hodin, je docileno zejména
snizenim metabolické aktivity spermii az o 93 %. Snizeni metabolické aktivity spermii, ma za
vysledek tsporu energie spermii. Tim je dosazeno redukce poctu metabolickych produktt do
fedidla, kde jsou spermie uchovavany. Pti snizeni télesni teploty na 4 °C je metabolismus snizen
na pouhych 7 % oproti normalni télesné teplote. Nizsi teploty v rozmezi od 0 °C do 2 °C jsou
pro zivotaschopnost spermii nepfiznivé, zatimco teploty nad 10 °C nemusi byt dostate¢né
inhibi¢ni pro metabolické procesy spermii (Graham et al. 2011).

Rychlost ochlazovani spermatu béhem fazového prechodu membrany spermii z tekutého
do gelového stavu (tj. mezi 9 °C a 19 °C) ma zasadni vliv na Zivotaschopnost spermii. V
optimalnim ptipadé by se méla pohybovat okolo -0,05 °C/min (Moran et al. 1992, Graham et
al. 2011).
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V reakci na ochlazeni spermii na 4-6 °C béhem klasického chlazené¢ho skladovani se
mize projevit degradace membrany spermii ¢i vyskyt chladového Soku, coz v konecném
disledku zptisobuje snizeni zivotaschopnosti spermii (Graham et al. 2011). Chladovy Sok se
objevuje pfi rychlém ochlazovani spermii s rychlosti nad 0,3 °C za minutu a charakterizuje se
snizenou a abnormalni pohyblivosti spermii, poklesem integrity akrozomu a narusenim
metabolickych funkci spermii (Aurich 2005). Dochazi k nevratnému poskozeni membrany
spermii v disledku zmén tekutosti a distribuce fosfolipida (Gadella et al. 2001).

Standardni postup zchlazeni spermatu na 4 °C je schopen zachovat dobrou troven fertility
spermatu vétSiny hiebcli po dobu 48 az 72 hodin (Heiskanen et al. 1994, Katila et al. 2011,
Graham et al. 2011).

V porovnani s kryokonzervovanymi ID prokazuje chlazené sperma hiebce vétsi
efektivitu, coz se projevuje jak v zlepSené fertilit¢ spermii, tak v nizSich ndkladech pro
chovatele (Clulow & Gibb 2022).

3.14 Mrazena ID

Vyrazné mnozstvi semenné plazmy vede k nizs§i pohyblivosti spermii po rozmrazeni.
Tudiz ¢astecné odstranéni semenné plazmy je nezbytné pro uspésnou kryokonzervaci a udrzeni
zivotaschopnosti spermii po rozmrazeni (Pickett et al. 1975, Moore et al. 2005). Pfi zmrazovani
hiebciho spermatu je obvykle dosahovana koncentrace 200 milionti bunék na ml, s rozsahem
mezi 100 a 400 miliony/ml (McKinnon et al. 2011). Pfidavani fedidla by mélo probihat
pozvolna pfi souasném pravidelném jemném michéani, dokud neni dosazeno pozadovaného
objemu (McKinnon et al. 2011). Rychly ptidavek a nésledné odstranéni kryoprotektant
projevuje skodlivy dopad na zivotaschopnost a pohyblivost spermii hiebct (Ball & Vo 2001).
Pro stanoveni objemu nezbytného k dosazeni uvedené koncentrace jsou vykonavany rtzné
vypocty (Ecot & et al. 2005).

Stanoveni odhadu poctu 0,5 ml pejet potifebnych k jednomu zmrazeni probiha zpisobem,
kdy se celkovy pocet spermii (vypocéteny pred nafedénim) ndsobi odhadovanym celkovym
objemem na ml (pozadovana koncentrace), nasledné se vysledek déli odhadovanym celkovym
objemem. Poté je sperma vlozeno a skladovano v 0,5 ml pejetach, déle lze celkovy objem
zdvojnésobit a urcit potfebny pocet pejet. Vypocet pouze predpoklada odhad, skuteény pocet
spermii by mél byt stanoven pomoci Nucleocounteru (ChemoMetec) nebo hemocytometru po
pocatecni resuspenzi v mrazicim fedidle. Nasledné plnéni pejet probiha ru¢né nebo s podporou
poloautomatického systému. V priibéhu plnéni je nutné zajistit uplné nasyceni bavinéné zatky
spermatem, pricemz do bréka je vlozena vzduchova bublina o délce 0,5-1,0 cm pro néslednou
expanzi béhem rozmrazovani. Po naplnéni se kazdé br¢ko uzavira prostiednictvim tepelného
tésnéni, sklenéné kulicky nebo tésniciho prasku, aby se zacelil otevieny konec brcka.
Vzduchova bublina je poté premisténa do stifedu bréka pomoci Svihnuti nebo rychlého
jednorazového protiepani a brcka jsou nasledné rovnomérné rozlozena na stojan ve vodorovné
orientaci pro optimalni ochlazovani a zmrazovani (Pasch 2024).

Kryokonzervace spermii je dnes ¢asto provadéna v plastovych pejetach s objemem 0,25
nebo 0,5 ml (Sieme & Oldenhof 2015).
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3.14.1 Kryokonzervace ID

Kryokonzervace, jako postup extrémniho snizeni metabolické aktivity spermii, a
nasledné ponofeni nafedénych spermii do tekutého dusiku pfi teploté -196,4°C poskytuje
moznost jejich skladovani po neomezené dlouhou dobu (Pariz et al. 2020). Kryokonzervace
zlstava preferovanou technologii pro dlouhodobé uchovani saméich gamet (Pena et al. 2011).
Pro dosazeni idedlni kryokonzervace se vyzaduje pouziti kryoprotektiv s minimalnimi
cytotoxickymi ucinky (Davidson et al. 2014) a striktni dodrZeni specifické rychlosti chlazeni
pro dosazeni maximalniho pteziti spermii (Mazur 1963). Béhem postupii kryokonzervace a
rozmrazovani jsou spermie vystavovany fadé potencidlné nezadoucich stresii, jez jsou
nejvyraznégji projevovany ve formé snizené pohyblivosti po rozmrazeni (Brinsko 2006), déle
jsou spermie konfrontovany s toxicitou kryoprotektantd (Macias Garcia et al. 2012),
hyperosmotickym Sokem, a pfi rozmrazovani poté zazivaji hypoosmoticky Sok (Garcia et al.
2012; Cole & Meyers 2011). Koncentrace a typ kryoprotektantd ovliviluji UspéSnost
kryokonzervace (Leibo et al. 1999, Salamon & Maxwell 2000, Watson & Holt 2001,
Fernandez-Santos et al. 20006).

Mrazeni ID
Zmrazovani probiha ve dvou fazich: v prvni fazi je sperma chlazeno z pokojové teploty

na 5 °C rychlosti 3-5 °C/min, pfi¢emz optimalni Cas zavisi na konkrétnim sloZzeni pouzité¢ho
fedidla (Alvarenga et al. 2016). V druhé fazi nasleduje zmrazeni s rychlosti 10-60 °C min—1 az
na teplotu -80 °C. Davky jsou poté ponotfeny do kapalné¢ho dusiku (-196,4 °C) k dlouhodobému
skladovani (Sieme & Oldenhof 2015).

V pfipadé¢ dostupnosti programovatelného mraziciho zafizeni lze toto zafizeni
nakonfigurovat tak, aby ndsledovalo specifikovanou kfivku zmrazovani. Pfi manualnim
postupu je stojan s pejety umistén do chladnicky po dobu 20 minut, nasledné je po dobu 20
minut ponechan ve vysce 3 cm nad parami kapalného dusiku, a nakonec je ponofen do nadrze
s kapalnym dusikem (Pasch 2024).

Rychlost ochlazovani je tésné spjata s membranovymi charakteristikami konkrétniho
bunééného typu a individualné se méni v zdvislosti na specifickych vlastnostech bunécné
membrany (Benson et al. 2012). Zmrazovanim mtize byt zpisobeno hromadéni skodlivych
reaktivnich forem kysliku. Uroven kryotolerance spermii hiebcii koreluje s mnozstvim
produkovanych ROS v mitochondriich (Yeste et al. 2015). Rovnomérné zmrazovani spermatu
v pejetach, znamé téZ jako konvenéni zmrazovani, obvykle zahrnuje vyuziti riznych rychlosti
chlazeni v rGznych teplotnich reZimech (Sieme & Oldenhof 2015).

Bunky spermatu Celi stresu zpiisobenému nizkymi teplotami a osmotickou nerovnovahou.
S poklesem teploty miize dojit k nevratnym zméndm, pficemz osmoticky stres b&hem
kryokonzervace vznika zejména v disledku tvorby extraceluldrniho ledu. Béhem tvorby
extracelularniho ledu dochéazi ke zvyseni koncentrace rozpusténych latek v nezmrazené
extracelularni frakci, coz vede k dehydrataci bunék (Mazur 2004, Meryman 2007). Dehydrace
bun¢k v pribéhu zmrazovani vychazi z transportu vody z bunky, ktery slouzi k udrzeni
rovnovahy mezi intraceluldrni a extraceluldrni koncentraci rozpusténych latek. Tento jev, je
spojeny s nizkymi rychlostmi chlazeni. Pfi rychlém ochlazovani je omezen ¢as na unik vody z
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buiiky, coz udrzuje vyssi intracelularni obsah vody a nasledné vede k vytvareni intracelularniho
ledu (Mazur 1963).

Jednotlivé laboratofe vyuzivaji svou unikdtni metodu zmrazovani, coz zptisobuje vyrazné
rozdily v po&tu spermii obsazenych v jedné pejeté (Miller 2008). Spatna mrazici schopnost je
pfisuzovana pfiblizné poloviné vSech hiebcil, coz se odrazi v produkei spermatu s omezenou
toleranci v procesu kryokonzervace (Sichtaf et al. 2019).

Rozmrazovéni ID

Rozmrazovani kryokonzervovanych inseminacnich davek se fadi mezi primarni
determinanty degradace kvality spermii. Centralnim aspektem ovliviiujicim kvalitu spermii
hebctl je oxidacni poskozeni zpiisobené reaktivnimi formami kysliku. Spermie jsou vyrazné
precitlivélé k oxidativnimu stresu vzhledem k omezené cytoplazmé a snizenému obsahu
intracelularnich antioxidantti (Kawai et al. 2017).

Rozmrazovani je provadéno v zavislosti na pouzité metodé zmrazovani a typu fedidla.
Pejety o objemu 0,5 ml jsou bud’ rozmrazovany pii teploté 37 °C po dobu 30 s nebo pii teploté
46 °C po dobu 20 s, a to v pfedem ohtaté vodni lazni. Po rozmrazeni jsou pejety ihned vyjimany
a peclivé osuseny, nasledné s nimi je provadéno jemné cvrknuti nebo jsou lehce protiepany za
ucelem ptresunu vzduchové bubliny k utésnénému konci pejety (Pasch 2024).

Hodnoceni kvality ID po rozmrazeni
Posuzovani kvality ID po rozmrazeni je zaloZeno na pohyblivosti, Zivotnosti a morfologii

spermii. Zivotnost rozmrazenych spermii je méfena pii 37 °C, 20 °C nebo 5 °C. Hodnoceni
morfologie spermii je povazovano za nejdilezitéjsi indikator kvality. Posuzovani motility je
spiSe subjektivnim méftitkem kvality a méné presnym prediktorem fertility oproti hodnoceni
morfologie spermii (Samper 2009).

Moznost subjektivniho pozorovani celkové a progresivni pohyblivosti po rozmrazeni je
mozné pomoci malé kapky, ktera ziistala v inseminacni pipeté, za pouziti mikroskopu na
zahratém sklicku s krycim sklickem. Vzorek, kviili malému objemu a potencidlni kontaminaci
hlenem z reprodukéniho traktu klisny, nemusi byt reprezentativni pro celou davku.
Komplexngjsi analyza spermatu po rozmrazeni by méla byt provedena s objektivnim
hodnocenim celkové a progresivni pohyblivosti, testem neporusenosti membran,
morfologickym hodnocenim, testem neporusenosti akrozomu a konformitou celkového poctu
spermii na pejetu. Pfitom je tfeba vzit v Gvahu, Ze nejspolehlivéjSim testem fertility je
ptipoustéci zkouska (Love 2018).

Nejsou stanoveny zadné standardizované parametry pro davky zmrazeného spermatu
hiebcl. V minulosti byly obecné primyslové smérnice formulovany s doporu¢enim minimalné
250 miliont progresivné pohyblivych morfologicky normalnich spermii v jedné davce (Metcalf
2007). Minimalni pozadavky pro komer¢ni pouziti inseminacni davky vyzaduji obsah 30-35 %
spermii s progresivni pohyblivosti a celkovym poctem presahujicim 600 milioni (Samper
2009). Aktivita spermii po rozmrazeni je u riznych hiebci, a 1 mezi riznymi ejakulaty téhoz
hiebce znacné variabilni (Brinsko 2006).
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Pridavek semenné plazmy po rozmrazeni prokazuje pozitivni vliv na kvalitu spermatu
hiebcli s nizkou mrazici schopnosti, zejména v oblastech pohyblivosti, integrité¢ plazmatické
membrany a akrozomu (Sichtaf et al. 2019).

3.15 Epididymialni spermie

Spermie z nadvarlat hiebctli jsou oznacovany jako epididymalni spermie (Lehmann et al.
2022). Spermie ziskavané z cauda epididymis, vykazujici oplodnovaci schopnost a pouzivané
pro umélou inseminaci (Olaciregui et al. 2014). Vyznam ziskavani a kryokonzervace
epididymalnich spermii spo¢iva v moznosti uchovat geneticky material cennych zemftelych
hiebcti (Monteiro et al. 2011) obzvlasté pfi neocekdvaném uhynuti hiebce nebo v piipadech,
kdy je nutna kastrace pro udrzeni zdravotniho stavu hiebce (Lehmann et al. 2022).

Odebirani epididymialnich spermii muize byt realizovano prostfednictvim perkutanni
aspirace spermii (PESA) u anestezovanych a stojicich hiebct nebo po chirurgickém odstranéni
(Cary et al. 2004, Bruemmer 2006). Celkova anestezie, bez pouziti lokdlniho anestetika, je
nezbytnd, jinak se projevi spermicidni G¢inek intra-testikularniho podani lidokainu (Falomo et
al. 2016).

Po chirurgickém odstranéni by mélo byt kazdé varle a pifidruzené nadvarle oplachnuto
sterilnim fyziologickym roztokem a umisténo do Cisté nadoby, naptiklad do rektalniho pouzdra
nebo plastového sacku. Po kastraci zlstavaji spermie zivotaschopné, dokud nejsou ovlivnény
rozkladem tkan¢ (Bruemmer 2006, Muradas et al. 2006). Epididymialni spermie savci mohou
byt uchovavany néjaky ¢as v nadvarlatech uhynulych zvirat, av§ak kvalita spermii se zhorSuje
s rozpadem té€la a s postmortalnim intervalem (Songsasen et al. 1998).

3.15.1 Preprava nadvarlete

Dulezitym hlediskem pfi dosahovani co nejvétsi ispéSnosti maximalniho vytézku spermii
z nadvarlete je tfeba vénovat pozornost baleni a pfeprave nadvarlat, coz mize vyrazné pfispet
k z&chrané Zzivotaschopnych spermii. Po chirurgickém odstranéni varlat a nadvarlat jsou
umisténa do pasivniho chladiciho zatfizeni, vyhrazené¢ho pro piepravu chlazeného spermatu.
Nasledné jsou expedovana bud’ do reprodukéniho referencniho centra, které specializuje na
odbér a zmrazeni epididymalniho spermatu, nebo jsou podrobena zpracovani odbornym
I¢katem v adekvatnim zatizeni (Bruemmer 2006).

Je nezbytné provést uréeni, jak dlouho mohou byt spermie skladovany v nadvarleti pred
kryokonzervaci a za jakych teplotnich podminek, nez svou schopnost oplodnit oocyt ztrati
(Vieira et al. 2013).

Hiebdi epididymalni spermie umisténé v nadvarleti jsou schopny ptezit pfi piepravé az
96 hodin pii teploté 4 °C, aniz by doslo ke ztraté zachovani jejich schopnosti oplodnéni (Vieira
et al. 2021). Ovlivnéni uspésného uchovani epididymalnich spermii je determinovano
kombinaci teploty skladovani, rychlosti chlazeni, hygienické kontroly a chemického slozeni
fedidla (Barbas & Mascarenhas 2009).
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3.15.2 Zpisoby odbéru epididymialnich spermii

Odebirani epididymialnich spermii z nadvarlat, jejich kvalitni uchovani a schopnost
oplodnéni jsou vyrazné¢ podminény rychlosti a teplotou odbéru varlat od okamziku thynu
zvitete nebo chirurgické kastrace (Lehmann et al. 2022).

Po ptijezdu do pfislusného laboratorniho zatizeni by mélo byt kazdé nadvarle separovano
od varlete. Poté je izolovan ocas nadvarlete a chamovod a nésledné lze spermie odebrat
(Bruemmer 2006). Ziskévani epidydymialnich spermii je u hiebcili nejcastéji realizovano bud’
retrogradnim vyplachem nebo metodou float-up (Roels et al. 2014). Metoda retrogradniho
vyplachu je obecné spojovana s vyssi vytéznosti spermii ve srovnani s metodou float-up (Roels
et al. 2014). Preferovanou metodou pro odbér epididymalnich spermii u koni je retrogradni
vyplach ocasu nadvarlete, a to s ohledem na pfedpokladanou vyssi vytéznost a nizsi
kontaminaci krve nez pti pouziti metody float-up (Podico & Canisso 2022).

Dodatecn¢ nebyly registrovany zadné vyznamné odchylky pii porovnani spermii
pochazejicich z levého nebo pravého nadvarlete (Contri et al. 2012).

Retrogradni vyplach
Pro ziskani spermii z nadvarlat hiebct je vyuzivana metoda retrogradniho vyplachu (viz.

Obrazek 4), pfi niz je nadvarle proplachovano roztokem, aby byly extrahovany spermatické
buiiky (Podico & Canisso 2022).

Technika retrogradniho vyplachu je provadéna s vyuzitim komeréniho fedidla nebo
¢iré¢ho modifikovaného Tyrodeova média. Tubuly chamovodu a ocas nadvarlete jsou oddéleny
od fascie, obvykle se pracuje distalné od chdmovodu smérem k nadvarleti. Poté je na injekéni
stiikacku obsahujici vyplachové médium ptipojena bud’ tupd jehla o priméru 16 mm, nebo
ohném lesténa sklenéna pipeta (fire-polished glass pipette). Jehla nebo pipeta jsou zavedeny do
lumenu pfedem podvazaného chamovodu, zatimco ocas nadvarlete je umistén v kadince.
Nejdistalngjsi konec kaudalniho nadvarlete (idedlné misto piedchoziho spojeni s télem) je
nafiznuto pro moznost odebrani spermii. Proplachnuti mize vyzadovat ur€ity tlak, je nutné dbat
na to, aby tkan nesjela z konce jehly nebo pipety. Pocet spermii ziskanych na jednom paru
nadvarlat se pohybuje mezi 15 az 25 miliardami (Bruemmer 2006).

———

Obrazek 4: Metoda retrogradniho vyplachu (Bruemmer 2006).
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Float-up metoda

Metoda float-up je povazovana za alternativu pii ziskdvani epididymalnich spermii (viz.
Obrazek 5). Tato metoda je uplatiovana pii diagnostice poSkozeni ¢asti useku chdmovodu v
disledku kastrace, odbéru nebo pii zjiStovani pritomnosti sristll ¢i naddord v této oblasti.
Metoda float-up je rovnéz vyuzivana po provedeni retrogradniho vyplachu, a to v situacich, kdy
je zaznamenana nizka vytéznost spermatickych bunék nebo kdy neni mozné provést retrogradni
vyplach (Podico & Canisso 2022). Pti metod¢ float-up je cauda epididymidis (ocas nadvarlete)
a proximalni ¢ast ductus deferens (blizka ¢ast chdmovodu) nafiznuta na 12 az 15 mistech. Poté
je nadvarle suspendovano v fedidle po dobu 10 minut, a spermie tak mohou voln¢ vplout do
fedidla (Bruemmer 2006). Pfi metod¢ float-up se bézné odebird 4 az 5 miliard spermatickych
bun¢k z jednoho paru nadvarlat (Cary et al. 2004).

V porovnani s retrogradnim vyplachem je metodé float-up piipisovana delsi doba trvani
a zpusobuje vysokou kontaminaci krve (Podico & Canisso 2022).

Obrazek 5: Metoda Float-up (Bruemmer 2006).

Ve studii Martinez-Pastor et al. (2006) bylo provedeno srovnéani technik retrogradniho
vyplachu a float-up metody pro extrakci spermii z nadvarlete, pficemz bylo zaznamenano
dosazeni vyssiho poctu spermii pfi retrogradnim vyplachu. Kromé toho ve vzorku, ziskaném
touto technikou, nebyly zjiStény zadné jiné bunécné typy, coz predstavuje dulezity prvek této
metody.

Studie Talluri et al. (2023) zkoumala dva rGzné postupy ziskani spermii z nadvarlat
hiebei a jejich zmrazitelnost s pouzitim rtiznych kryoprotektantd. Sest nadvarlat od t¥i hiebcii
bylo odebrano po rutinni kastraci. V experimentu bylo nadvarle téhoz hiebce zpracovano jinou
metodou pro ziskani spermii a kryokonzervovana s 5% glycerolem nebo 5% DMF. Retrogradni
metoda proplachovani nadvarlat prokazala vyssi koncentraci spermii ve srovnani s metodou
floatingu. Kvalitativni parametry spermatu byly 1épe obnoveny pii pouziti 5% DMF nez 5%
glycerolu. Celkov¢ Ize konstatovat, ze retrogradni metoda zvysila koncentraci spermii, a 5%
DMEF jako kryoprotektant zajistil pfijatelnou zmrazitelnost spermii z nadvarlat hiebct.
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3.15.3 Redéni epididymalnich spermii

Spermie, jez se vyvijeji ve varleti, jsou ponechany v klidovém stavu v epididymalni
tekuting, dokud nejsou uvolnény pii ejakulaci. Ziedéni epididymalni tekutiny, ktera obklopuje
spermie, a to bud semennou plazmou nebo fedidlem, umoziuje spusténi pohyblivosti a
metabolismu spermii (Turner & Reich 1985).

Po odbéru nasleduje stanoveni koncentrace ziskanych spermii pomoci hemacytometru pii
pouziti kryokonzerva¢niho média nebo météni spektrofotometricky po odbéru do ¢irého média
typu Tyrodova. Epididymalni spermie jsou nasledné zfedény na koncentraci 200 x 10°
spermatickych bunék/ml nebo 400 x 10° spermatickych bun&k/ml (Marks et al. 1994) v
kryokonzerva¢nim fedidle a zmrazi se pomoci standardnich metod.

Typ pouzitého fedidla je zavisly na historii daného hiebce. Nejvhodnéjsi typ mraziciho
fedidla pro uchovéani kryokonzervovanych epididymalnich spermii je stejny jako pro
ejakulované sperme daného hiebce (Bruemmer et al. 2002). Avsak v pfipadé, ze sperma dan¢ho
hiebce nebylo pfedtim zmrazeno, je vhodné rozdélit vzorek na polovinu, pficemz kazda
polovina bude zmrazena v jednom z nejbéznéjsich a komeréné dostupnych fedidel EZ-Freezin
MFRS5 nebo EZ-Freezin LE (Bruemmer 2006). Dalsi vhodnym fedidlem, v ptipad¢, kdy nejsou
k dispozici zadné udaje o zmrazitelnosti spermatu konkrétniho hiebce, mlze byt fedidlo
BotuCrio, protoze epididymalni sperma zmrazené v tomto fedidle vykazuje vyssi celkovou a
progresivni pohyblivost po rozmrazeni nez epididymalni sperma zmrazené v fedidlech INRA-
82 nebo EDTA-Lactose (Melo et al. 2008).

Vzorek muze byt obohacen také semennou plazmou, pfi¢emz obvyklé mnozstvi se
pohybuje od 0,5 ml na 1,6 miliardy spermii (Bruemmer 2002) az do 5 % celkového objemu
(Stout et al. 2000, Cary et al. 2004).

Od jednoho hiebce se obvykle ziskava 5 az 25 ID, které obsahuji 800 x 10 spermii na
davku (Bruemmer 2006).

Védecka studie Falomo et al. (2016) méla za cil zhodnotit uc¢innost kryokonzervace
epididymalnich spermii z hiebct, kteti podstoupili orchiektomii, bud’ bezprosttedné po zakroku
nebo po 24hodinovém skladovani varlat pti 4 °C. Dvé rizna fedidla, Palmer a EGG TECH,
byla zkouména pro jejich vliv na parametry motility spermii pied a po kryokonzervaci. Sest
hiebeti bylo zafazeno do studie a podstoupilo kastraci v celkové anestezii. Parametry motility
ukazaly lepsi vysledky u erstvého spermatu ve srovnani se zmrazenym spermatem. Redidlo
EGG TECH vykazovalo tendenci zlepSovat procento progresivné pohyblivych spermii ve
zmrazeném a rozmrazeném stavu epididymialnich spermii ve srovndni s modifikovanym
Palmerem. Zavérem studie bylo, Ze zpracovani epididymidlnich spermii je mozné az 24 hodin
po kastraci, a obé pouzivana fedidla jsou vhodna pro uchovani epididymialnich spermii.

Ve védeckém experimentu Mir6 et al. (2020) byla zkoumana schopnost dvou komer¢nich
fedidel, Kenney a Gent, udrZet spermie nadvarlete hiebce pfi teploté 4 °C po dobu az 96 hodin.
Pro tento ucel byly odebrany vzorky epididymalniho spermatu od 10 hiebcti, rozdéleny do dvou
skupin (nafedéné v Kenney nebo Gent fedidlu) a nasledné skladovany pii 4 °C po dobu 96
hodin. Mezi fedidly Kenney a Gent nebyly zaznamenany zadné vyznamné rozdily, a to ani v
oblasti zivotaschopnosti, ani v celkové a progresivni pohyblivosti po celou dobu skladovani.
Skute¢né byla motilita a Zivotaschopnost spermii tspésné udrzovana ve vzorcich skladovanych
pti 4 °C, s hodnotami pohybujicimi se v rozmezi od 70 % do 80 %.
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3.15.4 Kryokonzervace epididymalnich spermii

Pro kryokonzervaci hieb¢ich epididymalnich spermii jsou vyuzivany standardni
zmrazovaci techniky, pfi¢emz schopnost epididymalnich spermii odolat kryodestrukci
odpovidéa odpovidajici schopnosti ejakulovanych spermii. Nicméné¢, pti rozhodovani o vhodné
metodé a podminkach skladovani u kazdého hiebce je nezbytné brat v uvahu individualni
rozdily ve zmrazitelnosti (Gloria et al. 2016).

Vysledky studie Weiss et al. (2008) ukazaly, ze po rozmrazeni nebyly pozorovany zadné
rozdily mezi celkovou a progresivni pohyblivosti epididymalniho spermatu ve srovnani s
ejakulovanym spermatem. Po rozmrazeni epididymalnich spermii se nepozoruji Zadné rozdily
mezi celkovou a progresivni pohyblivosti epididymalniho spermatu oproti cerstvému
epididymalnimu spermatu (Gloria et al. 2016).

Studie Olivieri et al. (2023) ukazuje, Zze semenna plazma mulze zvySovat pohyblivost
zmrazenych a rozmrazenych epididymalnich spermii koni. Cilem bylo posoudit ucinek
inkubace spermii s rtiznymi koncentracemi SP. Zkoumano bylo 40 hiebci plemene Silla
Argentino. Sperma bylo kryokonzervovdno a nésledné rozmrazeno. Inkubace s rostouci
koncentraci SP sniZila pohyblivost spermii, ale zlepSila nckteré parametry. Nebyl zjistén
vyznamny vliv na morfologii ani funkci membran spermii. Vysledky naznacuji, Ze
suplementace SP po rozmrazeni nema jednoznacné pozitivni u€inky.
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4 Zavér

Cilem vyroby inseminacnich davek je zajistit distribuci spermatu kvalitnich plemenikt
po celém svété. Cely proces zpracovani ejakulatu, od pocate¢niho hodnoceni kvality, ptes
fedéni, plnéni do pejet, zchlazovani, mrazeni az po rozmrazovani, vyznamné ovliviiuje
vyslednou viabilitu a motilitu spermii v inseminacni davce, a tim i miru uspésného zabtezavani
klisen.

Reprodukce koni pfedstavuje dynamickou a neustale se rozvijejici oblast vyzkumu, kde
dochazi k neustalému pokroku ve vyvoji metod zpracovani hiebciho ejakulatu. Cilem je nejen
zvySeni efektivity chovu, ale také integrace modernich technologii.
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