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Moderni kryoprotektory vyuzivané pri konzervaci
spermatu u malych prezvykavci

Souhrn

Cilem této prace je literarni shrnuti poznatki o modernich kryoprotektorech, které jsou
vyuzivané pii koncervaci spermatu u malych pfezvykavci — ovei a koz. Bakalafska prace je
napsana formou literarni reSerse.

V bakalafské praci jsem se vénovala nejprve metodam konzervace spermatu a
hodnoceni kvality spermatu, coz je velmi dulezité pro vyrobu inseminacnich davek. V této
souvislosti jsem se zminila o prutokové cytometrii a fluorescencni mikroskopii. Tyto dvé
metody nam pomahaji zjistovat kvalitu inseminacni davky.

Nejvyznamnéjsi ¢ast této prace tvoii kryoprotektory a kryokonzervace. Kryoprotektory
jsou latky, které se pridavaji do fedidel, aby nam zlepSily zivotaschopnost, integritu a motilitu
spermii po zmrazeni a ndsledném rozmrazeni. Mezi takovéto latky patfi napt. glycerol, vajecny
zloutek, mateti kaSiCka, antioxidanty nebo antifreeze proteiny. Pouziti kazdé z téchto latek
ptinasi své vyhody a nevyhody, které jsou v této praci popsany. Pii pouzivani fedidel hraje
velmi dalezitou roli i pomér v jakém je dané fedidlo pouZito. Z kryoprotektorti jsem velkou
pozornost vénovala vajeCnému zloutku, matefi kasiCce, antioxidantim a antifreeze proteiniim.

Kryokozervace hraje velmi dulezitou roli v rozmnozovani a §lechténi hospodatskych
zvitat, proto je nesmirné dilezité, aby byla kryokonzervace provedena co nejlépe. V této praci
je proces kryokonzervace popsian velmi dukladné€ i s moznymi problémy, které mohou pfi
kryokonzervaci nastat. V této praci je dale i zminéno, jak je mozné témto problémum
predchazet.

Vice jsem nasla studie, které pojednavaji o problému beraniho spermatu nez kozliho
spermatu.

V zavéru prace jsem se vénovala procesu ultra rychlého mrazeni a lyofilizace.

Klicova slova: vajecny zloutek, matefi kasSiCka, antioxidanty, antifreeze proteiny



Modern cryoprotectants using by preservation of
spermatozoa in small ruminants

Summary

The aim of this study is collecting knowledge about modern cryoprotectants using by
preservation of spermatozoa in small ruminants — sheep and goats. The bachelor thesis is written
in the form of a literary research.

In my bachelor thesis, I first focused on methods of sperm preservation and evaluation
of semen quality, which is very important for the production of insemination doses. In this
context, I mentioned flow cytometry and fluorescence microscopy. These two methods help us
determine the quality of the insemination dose.

The most important part of this work consists of cryoprotectors and cryopreservation.
Cryoprotectors are substances that are added to extenders to improve the viability, integrity and
motility of sperm after freezing and subsequent thawing. Such substances include, for example,
glycerol, egg yolk, royal jelly, antioxidants or antifreeze proteins. The use of each of these
substances brings its advantages and disadvantages, which are described in this work. When
using extenders, the ratio in which the diluent is used also plays a very important role. Of the
cryoprotectors, I paid a lot of attention to egg yolk, royal jelly, antioxidants and antifreeze
proteins.

Cryoconservation plays a very important role in the reproduction and breeding of
livestock, so it is extremely important that cryopreservation is carried out in the best possible
way. In this work, the process of cryopreservation is described very thoroughly with possible
problems that may occur during cryopreservation. In this work, it is also mentioned how these
problems can be prevented.

I have found more studies that deal with the problem of ram semen than goat semen.

At the end of the thesis, I focused on the process of ultra-fast freezing and freeze-drying.

Keywords: egg yolk, royal jelly, antioxidants, antifreezeproteins
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1 Uvod

Kryobiologie a kryokonzervace hraje velmi dulezitou roli pii vyrobé inseminacnich
davek. Kryokonzervace spermatu je jednim z nedtlezitéchsich nastroji, jak zlepsit reprodukcni
technologie v oblasti zootechniky. ZlepSeni reprodukce lze dosahnout nékolika zpusoby.
Jednim ze zpusobu, jak zlepsit reprodukci je zlepSeni kvality spermatu po rozmrazeni, toho
mizeme dosahnout vybérem vhodného kryoprotektoru a fedidla. Usili o zlepSeni ochrany
spermatu malych pfezvykavct jsou zaméfeny na Gpravu fedidla a na pridani raznych slozek pro
udrzeni motility a integrity spermii. To je pfedmétem této bakalafské prace.



2 (il prace

Cilem bakalaiské prace je soupis aktualnich poznatkd tématicky zaméfenych na vyuziti
modernich kryoprotektori pii konzervaci semene malych prezvykavcl. Jako dusledek
bakalarské prace bude navrzeni moznych postupil pro optimalizaci vyroby inseminacnich
davek, poptipadé zlepSeni uspesnosti pii nasledné inseminaci.



3 Literarni reSerse
3.1 Metody konzervace spermatu

Konzervace spermatu vyzaduje depresi nebo preruseni metabolismu spermii, ktery se
provadi kryokonzervaci (Alcay et al., 2017). Alternativné dlouhodobé (zmrazeni) a kratkodobé
(kapalné) skladovani spermii muze vést ke zhorSeni membrany — v disledku prechodi
membréanovych fazi, které se vyskytuji v oblastech vysoce specializované regionalizované
plazmatické membréany spermii (Bucak et al.,2009).

Usili o zlepSeni ochrany koziho spermatu je zamé&feno na upravu fedidla (Alcay et al.,
2017).

S odebranym spermatem se musi zachazet opatrn€, aby nedoslo k teplotnim Sokam,
kontaminaci vodoudezinfekénimi prostiedky, svételnim zafenim a vzduchem, jakoz i jinymi

vvvvv

3.1.1 Kratkodoba konzervace spermatu

Beranni sperma je podstatné citlivej§i na chladovy Sok vzhledem k jejich niz§i molarni
koncentraci cholesterolu/fosfolipida ve srovnani s jinymi druhy. Z tohoto divodu je dilezité
snizit uCinek chladového Soku, naptiklad zvysSenim obsahu cholesterolu na bunééné membrany.
Obsah cholesterolu v membrané spermii a pomér cholesterolu k lipidim je druhové specificky.
To muaze byt divodem rozdili v toleranci spermii na chladovy Sok. Cyklodextriny, cyklické
oligosacharidy, 1ze pouzit ke zméné obsahu cholesterolu v bunéénych membranach (Motamedi-
Mojdehi et al., 2013).

Moce* a kol. (2010) navrhli, ze zachovani vys§i koncentrace cholesterolu ve spermiich
zvySuje jejich zivotaschopnost po rozmrazeni piipadné snizeni kapacitace jako zmeény
v dasledku zamrznuti. Jiz bylo prokazano, ze vysoka hladina cholesterolu zvysuje
membranouvou propustnost kryoprotektort jako je glycerol (Motamedi-Mojdehi et al., 2013).
Na pocatku 60. let byl obecné uznavanym fedidlem pro beranni sperma glukozo-citratovy
zloutek. Optimdlni koncentrace glycerolu je v rozmezi 4-6 % (Salamon et Maxwell, 2000).
Glycerol lze pridat do spermatu v samostatné fedici frakci nebo jedinym pridavkem fedidla
obsahujiciho glycerol (Faigl et al., 2012).

Jiz bylo prokazano, ze kvalita beraniho spermatu se extrémné snizuje po 3-5 dnech
(Amini et al., 2019). Hlavnimi metodami skladovani zfedéného spermatu v kapalném stavu je
skladovani pfi snizené teploteé +5 °C. VétSina umélé inseminace u bahnicek se provadi pomoci
cerstvého spermatu, do kterého bylo ptidano jednoduché fedidlo, protoze maly objem ejakulatu
znamena, ze je obtizné kontrolovat pocet spermii, pokud se pouziva k pfimé inseminaci.
Konecna koncentrace spermatu u inseminacni davky zavisi na zpisobu inseminace, zde se
inseminace provadi béhem rozmnozovaciho obdobi v pfirozeném/synchronizovaném cyklu
nebo po indukénim estru béhem obdobi, kdy neni rozmnozovaci obdobi, a také o tom, jak je
sperma skladovano béhem odbéru a inseminaci (Faigl et al.,2012).

Nejcastéji se beranni sperma ke kratkodobé konzervaci fedi v poméru 1:3 az 4. Mohou se
vSak pouzit i poméry nizsi a to 1:1 az 2 (Kukovics et al., 2011). Pomér fedéni je vétSinou
pomérné maly z divodu minimalizace nadmérného zfedéni semenné plazmy, ktera obsahuje



prospésné proteiny a antioxidanty. Tzv. ,fedici efekt” je totiz Casto oznacovan jako divod pro
snizenou motilitu a fertilizani schopnost beraniho spermatu (Mata-Campuzano et al., 2015).
Po ziedéni musi byt beranni sperma pomalu ochlazovano na 5°C. Toto pomalé chlazeni by
meélo probihat po dobu 1,5 az 2 hodiny (Faigl et al. 2012).

Je tedy nutné pii chlazeni postupovat opatrné. Vlastnosti spermii, a tedy i oplozovaci
schopnost se s prodluzujicim ¢asem konzervace zhorsuji, a to zhoruba o 10-35 % na kazdy den
konzervace v tekutém stavu (Maxwell et Watson, 1996; Salamon et Maxwell, 2000). Je tfeba
se vyhnout rychlému kolisdni teplot chladici smési a zfedéného spermatu. Zjevnou nevyhodou
tekuté skladovanych spermii je jejich omezena zivotnost, omezeni prepravy na velké
vzdalenosti a zabranéni dlouhodobému skladovani. Snizena plodnost je zptsobena snizenim
pohyblivosti a morfologické integrity spermii, to je jesté doprovazeno poklesem transportu a
preziti spermii v reprodukénim traktu samic. Skladovani v tekutém stavu muze vést ke zrani
spermii, a tim ke zvySeni podilu kapacitovanych a na akrozomech reagujicich bunék. Plodnost
a dobu skladovani tekuté ulozeného spermatu lze zlepSit peclivé na¢asovanou intrauterinni
inseminaci pomoci laparoskopie se spermatem, které obsahuje antioxidant (Faigl et al., 2012).
O’Hara a kol. (2010) ve své studii dosli k zavéru, Ze beranni sperma chlazené a skladované pri
15 °C mé kratsi zivotnost, nez je rozpéti chlazené na 5°C. Skladovani pfi teploté 5 °C udrzovalo
pfijatelnou motilitu a Zivotaschopnost az 72 hodin ve srovnani a skladovani pri 15°C.

Hlavnim problémem pfi konzervaci kozliho spermatu je, ze v semenné plazmé jsou
slozky, které narusuji zivotaschopnost spermiiulozenych v médiich, ktera obsahuji vajecny
zloutek a mléko (Faigl et al., 2012). Toxicka interakce s vajeCnym Zloutkemje zptisobena
enzymem koagulujicimvajecny zloutek, ktery je vylucovan bulbouretralni zlazou a koaluguje
vajecny zloutek a hydrolyzuje lecitinna mastné kyseliny a spermicidni lyzolicitiny (Chemineau
et al,1991; Nuti et al., 2007). Sekrece bulbouretralni zlazy ma také toxickouinterakci s mlékem.
Tento efekt byl pfipisovan glykoproteinu lipaze. Tento enzym hydrolyzuje triolein 1 mlécné
triacylglyceridy na volné mastné kyseliny, které siln€ inhibuji pohyblivost a mohou poskobit
membranu spermii (Faigl et al., 2012). Redidla pro kozi sperma pouZivana pii kapalném
skladovani nebo zmrazeni byly zalozeny bud’ na bazi odstfedéného mléka nebo byla odstranéna
semenna plazma pred pouzitim fedidla na bazi vajecného zloutku (Leboeuf et al., 2004).
Nedavna pozorovani naznacuji, ze nizké urovné inkluze vajecné zloutku nevedly k toxickym
ucinkim typickych pro vysokou miru inkluze, proto glukoza-citrat a tris-fruktoza spolu
v kombinaci s nizkou koncentraci vajecného zloutku mohou byt tsp&$né pouzity (Shamsuddin
et al., 2000).

3.1.2 Dlouhodoba konzervace spermatu

Pomalé a rychlé zmrazeni jsou bezné metody pro dlouhodobé uchovani syvcich gamet.
Pfi pomalém zmrazeni jsou vzorky spermatu pomalu zmrazené v kapalném dusiku (Igbokwe et
al., 2019).

V soucasné dobé jsou dvé trisova fedidla, ktera se doporucuji pro bézné pouziti beraniho
spermatu a témi fedidly jsou tris — glukoza vejeCny zloutek a tris-citrat-glukoza — vajecny
Zloutek (Salamon et Maxwell, 2000). Mléko muze byt také pouZito jako zakladni slozka fedidla,
ale musi byt tepelné osetieno, aby se znicil spermicidni laktenin protein v mléce. Pro pouziti se
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upfednostiiuje odstredéné nebo UHT oSetiené mléko (Faigl et al., 2012). Rodriquez-Irazoqui a
kol. (2004) zjistili, ze Bioxcell se jevi jako konven¢ni alternativa fedidla mlécného zloutku pro
zmrazeni beraniho spermatu. Bioxcell poskytuje podobné vysledky plodnosti po cervikalni
inseminaci za rozsahlych podminek fizeni. Bioexcell je fedidlo, které je na bazi soyového
lecitinu. Sojovy lecitin byl nedavno devinovan jako chemicka alternativa vaje¢ného zloutku a
mléka pro skladovani beraniho spermatu pii nizkych teplotach v tekutém a pevném stavu.
Bioexcell je fedidlo, které bylo vyrobeno ve Francii pro komercni ucely firmou IMV
Technologies. Bioxcell byl shleddn vhodnym pro kryokonzervaci beraniho spermatu nejen na
zaklad€ strukturalni a funkéni integrity spermii, ale také diky mife zabfeznuti bahnic po
intracervikalni a intrauterinni incseminaci (Khalifa et al., 2013).

Molinia et al. (1994) pouzil fedici roztoky obsahujici oboustranné pusobici pufry TES,
HEPES, PIPES, upravené na 7 pH s NaOH, dale tris rozfedény citratem sodnym, zahrnujici
13,5 % zloutku, ktery zvysil % neporusenych akrozomu u spermii po rozmrazeni.

Aby se zachovala oplozovaci schopnost spermatu po dlouhou dobu byly testovany rizna
fedidla s rtznymi piisadami. Redidla spermatu obecn& obsahuji jednoduché sacharidy
predevsim glukozu, které slouzi jako zdroj energie, dale obsahuji vajeény zloutek, mléko nebo
sojovy lecitin, aby zabranily chladovému Soku, dalsi slozkou jsou iontové nebo neiontové latky
pro udrzeni pro udrzeni vhodného osmotického tlaku a pH, nakonec obsahuji antibiotika
k prevenci bakteridlni kontaminace. Usili o zlepSeni ochrany beraniho spermatu je zaméfeno
na upravu fedidla, jakoz i na pfidani riznych slozek pro udrzeni motility, oplozovaci schopnosti
a zachovani integrity spermii (Alcay et al., 2015). Napftiklad pouziti fedidel s nizkou hustotou
lipoproteinlt muzou nahradit pouziti vajecného zloutku jako fedidla pifi mrazeni beranich
spermii (Moustacas et al., 2011).

Dlouhodobd konzervace spermatu vede k biologickym a funkénim zménam ve spermii,
coz zhorSuje jejich oplozovaci schopnost. Kromé toho nahlé zmény teploty jako je chladovy
Sok a tvorba a rozpousténi ledu béhem procesu mrazeni a tani ovliviiuji integritu a funkci
akrosomu, jidra, mitochondrii, axonému a plazmatické membrany (Alcay et al., 2015). Je
pozorovana velka variabilita ve schopnosti spermii jednotlivych berand k preziti
kryokonzervace, Cast spermii berani zmrazeni neptezije (Faigl et al., 2012).

V soucasné dobé je nejpouzivanéjs§im kryokonzervacnim komponentem fedidla vajecny
Zloutek, ktery pusobi jako zasobarna fosfolipidii a cholesterolu a pomaha chranit plazmatické
membrany a akrosomy pifed poskozenim vlivem zmén teploty (Sun et al., 2019). Pri
kryokonzervaci beraniho spermatu byla rana fedidla zalozena na citratu, vajecném zloutku,
monosacharidu jako je glukoza nebo fruktéza anebo mléka. Nové vyvinuta mrazici fedidla byla
zalozena na disacharidech (napuf. Laktoza), trisacharidech (napf. rafinoza), komplexnich
polysacharidech (arabskd guma) nebo jinych slozitych molekul napi. polyvinylpyrrolidon
(Faigl et al.,2012).

3.2 Hodnoceni kvality spermatu u berana a kozla

Kvantitativni a kvalitativni parametry ejakulatu by se mély prezkoumat brzy po odebrani
ejakulatu (Faigl et al., 2012).

Kvalita i1 zivotaschopnost berannich spermii se zhorSuje v dusledku zmrazeni a
rozmrazeni. Beranni spermie jsou citlivé na extrémni teplotni zmény. Bylo prokazano, ze



postupy a procesy pouzivané pii kryokonzervaci zptusobuji poskozeni plazmatické membrany
spermii (Marco-Jimenez et al., 2005).

V soucasné dobé jsou nékteré z hlavnich nastroji pro stanoveni kvality spermii
pocitaCove asistovany systém analyzy spermii a specifickd moftidla (mofidla a fluorochromy),
které jsou analyzovany optickymi nebo fluorescen¢nimi mikroskopy nebo prutokovym
citometrem. Nicméné vyCerpavajici hodnoceni morfologie spermii a jejich organel vyzaduje
pouziti zobrazovacich technik s vysokym rozliSenim, které nabizeji vétsi jasnost, jak je tomu v
ptipadé skenovani a prenosové elektronové mikroskopie. Tyto techniky umoziiuji detekce zmén
v membréinich, akrozomech, jadrech, mitochondriich nebo flagellu, které by poskytly
informace o tom proc je snizena kvalita spermii béhem riznych kryokonzervacnich procest.
Rizné metodiky morfologického hodnoceni spermii vyvolavaji rizné variace velikosti spermii
(Arando et al.,2019). Jak ve své studii popsal De Paz a kol. (2011) Sitka spermie je nejvice
meénitelny parametr spojeny s jeho architekturou, pfi¢emz se mé za to, ze hlavni osa (délka)
ukazuje niz§i odchylku. K podobnému zjisténi dosel ve své studii u berannich spermii pod
raznymi kryokonzervanimi postupy i Arando a kol. (2019). Rozméry hlavicky spermif
(plocha, délka, sitka) se lisily podle skladovaci teploty a fedidly pouzivanych pfi
kryokonzervaci, s tim, ze velikost spermii byla ve vzorcich skladovanych pii teploté 5 °C a
ziedénych sachar6zou. Uvedené vzorky ukdzaly kratkou velikost spermii, coz je odvozeno od
toho, ze se dosahlo vétsiho intracelularniho vystupu tekutiny a tim nedochéazi k poskozeni
spermii, které vyplyva z tvorby ledovych krystalt, které vznikaji béhem ultra — rychlého
mrazeni (Arando et al., 2019).

Spermie jsou citlivéj§i na hypertonické nez hypotonické stavy a navrhuje se, aby
k bunéénému poskozeni doslo, kdyz scvrklé buriky nebo vrasCité buiky se vrati do
izotonickych stavu, tj. béhem rozmrazovani nebo oteplovani v pfipadé kryokonzervovanych
spermii. Poté je buné¢na plazmaticka membrana nevratné poskozena a vyvola lyzu u spermii
(Arando et al., 2019). Ruzné reakce na teplotni napéti vznikaji hlavné v dasledku rozdila
v kompozici lipidové membrany. To ma za nasledek, ze beranni spermie maji vyssi pomér
polynasycenych a nasycenych mastnych kyselin a nizsi pomér hladiny cholesterolu a
fosfolipida nez jiné druhy (Bucak et al., 2009).

Chladovy Sok muze poskodit spermie na ruznych urovnich, jako jsou mitochondrie,
plazmatické nebo akrosomové membrany a muze zménit funkcni integritu spermii tim, ze
snizuje jejich schopnost pii hojeni. Kromé toho vyznamné snizeni hladiny antioxidanti spermii
bylo uvedeno jako jedna z pficin zvySené nachylnosti t€chto bunek k preoxida¢nimu poskozeni
po kryokonzervaci (Succu et al., 2011). Succu a kol. (2011) ve své studii zjistili, ze pridani
malatoninu do fedidla beraniho spermatu pozitivné ovliviiuje zZivotaschopnost spermii po
rozmrazeni, parametry pohyblivosti, intraceluldrni koncentraci ATP, DNA integritu a
schopnost hojeni. Podavani melatominu zlepS$ilo kvalitu berannich spermiii mimo hlavni
pfipoustéci obdobi. Melatonin mize mit mimo hlavni pfipoustéci sezonu ucinek na
hypotalamus-hypofyzatestikularni osu, kterd moduluje GnRH a gonadotropin a produkuje
testosteron (Succu et al., 2011).
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3.2.1 Makroskopické posouzeni kvality spermatu

Kvalita spermatu je ovlivnéna sezonou u raznych druht zvifat jako je koza, beran, byk,
kanec, hiebec a buvol. Sezonni zmény reprodukcniho traktu jsou modulovany endokrinnimi
variacemi, které by tak mohli pfimo ovlivnit kryoresistenci spermii (Martinez-Fresneda et al.,
2020).

Makroskopické vysetieni ejakulatu spociva ve vizualnim posouzeni jeho objemu, barvy
a konzistence. Ddle se v ramci tohoto vySetteni hodnoti pH, hustota a pach. Toto posouzeni ma
do urcité miry diagnostickou hodnotu pfi posouzeni funkcnosti pfidatnych pohlavnich zlaz,
k odhadu koncentrace spermatu ¢i mozném poctu inseminacnich davek vyrobenych z ejakuldtu
(Dhurvey et al. 2012). Makroskopické vysetieni ejakulatu se provadi u Cerstvého spermatu
thned po odbéru (Gamcik & Kozumplik 1984).

Ejakulat berana by mél mit barvu mlécné bilou nebo jemné krémovou. Rizova barva
sveédsi o pritomnosti krve. Infekce v reprodukcnim traktu berana se projevuje Sedym nebo
hnédym zbarvenim berana. Objem ejakulatu je ovlivnén vékem a kondici berana, sezonou a
frekvenci odbéru ejakulatu. Objem u dospélého berana by mél kolisat mezi 0,5 az 2 ml, u
mladych zvitat potom v rozmezi od 0,5 — 0,7 ml. Objem ejakulatu u kozla by mél kolisat mezi
0,4 — 3 ml (Gamc¢ik & Kozumplik 1984).

3.2.2 Mikroskopické posouzeni kvality spermatu

V soucasné dobé¢ se pro stanoveni kvality spermii pouziva pocitacove asistovany systém
analyzy spermii (CASA) anebo se pouziva opticka nebo fluorescen¢ni mikroskopie a pritokova
citometrie. Nicmén¢ vycCerpavajici hodnoceni morfologie spermii a jejich organel vyzaduje
pouziti zobrazovacich technik s vysokym rozliSenim, které nabizeji vé&tSi presnost jako
v pfipadé skenovani (SEM) nebo pienosové elektronové mikroskopie (TEM). Tyto techniky
umoziuji dektece zmé€n v membranach, akrozomech nebo mitochondriich, které by poskytly
informace o tom, pro¢ se snizuje kvalita spermii béhem riznych kryokonzervacnich postupt
(Arando et al., 2019).

Pomoci CASA lze zkoumat koncentraci, motilitu a morfologii spermii. Vyhodou je, ze
rozbor je vice objektivni a pfesny nez pii hodnocenim ¢lovékem. Tato metoda dokaze béhem
kratkého Casového intervalu analyzovat velké mnozstvi spermii. Nevyhodou této metody je
vysoka pofizovaci cena a nutnost standardizace parametri pfistroje pro dany druh pred
pouzitim. Na pfistroji je mozné nastavit frekvenci pofizovani snimku, zvétSeni mikroskopu,
velikost sledovanych objektt, velikost a pocet sledovanych poli (Verstegen et al., 2002).

Do mikroskopického vySetfeni spermatu patii veSkeré metody, které hodnoti koncentraci
spermif, aktivitu spermif, cizi pfimési, morfologii spermii, pfezitelnost a rezistenci spermii
(Gamcik & Kozumplik 1984). Tradi¢né€ je koncentrace spermii u malych piezvykavca
(normélni 3,5 az 6 miliard v ml), pohyblivost (pohyb vin, individuélni progresivni pohyb vpted,
pohyb spermii fedénych fedidlem; norlmdlni 80-90 %), morfologie spermii (normalni 70-80
%), to jsou vlastnosti kvantitativni a kvalitativni, které jsou hodnoceny u malych prezvykavca.
Mezi dalsi propracovangjsi tety patii testy tepelné odolnosti, akrosomalni integrity, schopnost
spermii cestovat v riznych médiich (napf. cervikalni hlen, plavani v médiich atd.), test
hyposobotického otoku, oplodnéni in vitro, pocitacové posouzeni motility (Faigl et al., 2012).
Zivotaschopnost berannich spermii po rozmrazeni je niz§i v &asti roku, kdy jsou hladiny



testosteronu a prolaktinu nejvyssi. Predpoklada se, ze sezonni endokrinni zmény, jako je
testosteron a prolactin cirkanudlni fluktace, mize pfimo ovlivnit pfezivatelnost spermii pfi
mrazeni (Martinez-Fresneda et al., 2020).

Melatonin ptisobi na hypofyzu, aby zprostiedkoval sekreci prolaktinu u berani béhem
zmeén délky dne. Funkcni role prolaktinu pfi kontrole gonadalni aktivity a sexualniho chovani
byla zobrazena. Mista nebo receptory vazané prolaktinem jsou Siroce distribuovany v radé
bunék a tkani jako jsou varlata a spermie a tim podporuji steroidogenezi a spermatogenezi ve
varletech. Testosteron je navic nezbytny pro udrzeni spermatogenezevazbou na androgeni
receptor, ktery je vyjadien v riznych typech bun€k jako jsou Setolliho buiky a spermie. Bylo
navrzeno, ze testosteron ovliviiuje tekutost membrany spermii, a proto by mohl ovlivnit
odolnost spermii vi¢i chladovému Soku (Martinez-Fresneda et al., 2020).

3.3 Anylyzacni metody zjiSt'ovani kvality ID

Mnoho metod, které se v soucasné dobé pouzivaji na posouzeni stavu plazmatu, jsou
zalozené na zvySené propustnosti riznych latek poskozenych membran spermii. Tyto metody
zahrnuji méfeni propustnosti membrany vodou v hypoosmotickém roztoku (Ydaniz et al., 2008).

Prutokova cytometrie a fluorescenéni mikroskopie slouzi k posouzeni integrity
membrany velkého poctu bun€k spermii barvenych fluorochromem v relativné kratkém
Casovém obdobi. Tyto metody jsou povazovany za dulezity porok v hodnoceni kvality spermif
(Yaniz et al., 2008).

Béhem posledniho desetileti byla objevena fada fluorochromi a konjugovanych
sloucenin, které s fluorescencnimi sondami umoznily rozsahlejsi anylyzu atributl spermii ve
spojeni s prutokovou cytometrii (Marco-Jimenez et al., 2005).

3.3.1 Prutokova cytometrie

Prutokova cytometrie je metoda jejiz pomoci 1ze hodnotit rizné vlastnosti bunék véetné
spermii, jako je napfiklad jejich pocCet, koncentrace, velikost, integrita membran, akrozimu
nebo kvalita DNA (Ormerod et al., 2000). Tyto parametry jsou detekovdny pomoci optického
systému, ktery zaznamenava, jak se jednotlivé Castice rozptyluji a vyzatuji zafeni (Fernando et
al., 2016). V prutokové cytometrii jsou oznaCené spermie fizeny v laminarnim proudéni, kde
prochézi jedna po druhé burikou, pokud jsou osviceny jednim nebo vice lasery. Rozptylené
nebo vyzarované svétlo je filtrovano zrcadly a filtry, dosahujicich né€kolika fotodetektort, kde
jsou signdly zesileny. Nakonec jsou informace digitalizovdny a prezentoviny v jednotkdch
razné fluorescencni intenzity pro vyzkumné pracovniky (Martinez-Pastor et al., 2010).

Analyzované buriky se oznaci vhodnym barvivem a nasledné rozptylené prochaze;ji
v tekutém mediu prutokovym cytometrem, kde jsou oznaCeny laserem. Nejcastéji je pouzivan
argonovy laser o exsitac¢ni vinové délce 488 nm. Barviva, jez jsou navazana v analyzované
burice, absorbuji svétlo o urcité vinové délce a nasledné vyzaruji svétlo s odlisnou vinovou
délkou. Buriky s rozdilnou vlastnosti pak vykazuji odlisSnou fluorescenci (Ormerod et al.,
2000).

Jednou z metod, kterou prutokova cytometrie pouziva je cell sorting neboli tfidéni
bunék. Vychazi se z toho, ze samci spermie, které obsahuji chromozom Y obsahuji méné
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DNA nez samic¢i spermie s chromozomem X (Ormerod et al., 2000). DNA se obarvi pomoci
barviva, které se na ni navaze. Chromozom X na sebe tim padem navaze vice barviva nez
chromozom Y (Seidel et al., 2007).

Pratokova cytometrie je pouzivana pro hodnoceni spermii z hlediska posouzeni vice
parametrd soucasné, proto poskytuje spolehlivejsi vysledky, které umoziiuji spolehlive)si
odhad oplodiiovaci schopnosti spermii (Pena, 2015). Po provedeni této anylyzy jsou spermie
obarveny a mnozstvi barviva absorbovaného kazdou spermii je méfeno priitokovym
citometrem. Informace o jednotlivych spermiich lze ziskat diky tomu, ze ze vzorku
vstiikovany do uzavieného kanalku, kterym proudi tekutina (Graham, 2001).

Pratokova cytometrie se stala Siroce pouzivanou analyzou spermii, ktera pomalu
nahrazuje jiné techniky, které jsou ¢asové naro¢né a nachylné k chybam (Martinez-Pastor et
al., 2010).

Pratokova cytometrie byla velmi uzite¢na pii hodnoceni kvality spermii tim, ze poskytla
specifické, objektivni, pfesné informace ve srovnani s tradicnimi metodami, které jsou
zalozené na mikroskopii (Marco-Jimenez et al., 2005). Pritokova cytometrie ma schopnost
analyzovat vice vlastnosti spermie najednou, coz je slibné pro nové ptistupy v analyze kvality
spermii, které usiluji o integraci riznych testd s cilem dosahnout lepsiho pochopeni
funkénosti spermii (Martinez-Pastor et al., 2010).

Membranoveé nepropustné sondy propidium jodid a homodimer ethidium jsou
nejpouzivanéj§i moridla k udrzeni zivotaschopnosti. Jiné sondy zivotaschopnosti emituji
zelenou fluoroscencipii vstupu do metabolicky aktivnich bun€k (Martinez-Pastor et al., 2010).

Fixovatelna barviva jsou zachovana po fixaci, coz nam umoziuje zpozdéni analyzy.
Dalsi vyhodou je spole¢né pouziti analyzy zivotaschopnosti s technikami, které vyzaduji
permeabilizaci, ktera mize zpusobit ztratu jinych barviv zivotaschopnosti (Martinez-Pastor et
al., 2010).

3.3.2 Fluorescencni mikroskopie

Fluorescen¢ni mikroskopie je metoda, kterou Ize sledovat fyziologii bunék. Jedna se o
zakladni metodu pouzivanou v oblasti bunééné biologie a biotechnologie, umoziujici sledovat
molekuly v zivych ¢i fixnich burikach (Shahshavi a Youseffi, 2018).

Pomoci fluorescenéni mikroskopie lze napiiklad hodnotit integritu plazmatické
membrany spermii, mitochondridlni aktivitu, kapacitaci spermii a stav akrozomu. Jedn4 se o
metodu, ktera predstavuje alternativu pro prutokovou cytometrii (Magistrinia et al., 1997).
Fluorescenc¢ni mikroskopie vyuziva toho, ze buriky, které jsou predmétem zajmu fluoreskuji, to
znamena, ze musi byt schopné absorbovat energetické kvantum fotont a uvolfiovat energii
emisi svétla, respektive fluorescenci. Fluorescence je emise svétla, ke které dochdzi
v nanosekunddch. Dochdzi k filtraci svétla s kratkou vinovou délkou za ucelem vizualizace
svétla s dlouhou vinovou délkou. Dilezity faktor ovliviiujici fluorescencni mikroskopii je tzv.
Stokestv posun, coz je rozdil mezi vinovymi délkami emisniho a excitatniho minima. Stokestv
posun urcuyje silu fluorescence pro tzv fluorofory, dobu fluorescence a intenzitu fluorescencniho
signdlu, ktery lze z fluoroforu ziskat. Na zaklad€ toho volime vhodna fluorescen¢ni barviva
(Sanderson et al., 2014).



3.4 Kryokonzervace

Kryokonzervace je definovana jako nefyziologicky proces, pfi kterém se spermie
pfizptisobuji osmotickym a teplotnim zmeénam, které chrani pred poskozenim bunécné
membrany a DNA (Saberivand et al., 2021). Kryokonzervace spermau (hlavné pomalé a rychlé
zmrazeni) zaji§tuje zachovani strukturalni a funkeni interity spermii po delsi dobu. Vhodna
technika technka vyzaduje, aby bune¢né membrany spermii byly schopny odolat mrazivmu a
rozmrazovacimu namdhéni pi kryokonzervaci (Igbokwe et al., 2019).

Kryokonzervace spermii je jednou z nejdulezitéjSich a nejpouzivané€jSich metod, které se
vyuzivaji pii konzervaci zivoCiSnych genetickych zdroji tak i vchové a Slechténi
hospodarskych zvifat. Zmrazovani biologického materialu nam umoziuje prakticky ¢asove
neomezené uchovani genofondu vysoce hodnotnych plemennych jedinct, ktefi pfispivaji
k udrzeni specifické genetické diverzity druhi a plemen hospodaiskych zvitat (Spalekova,
Chrenek, 2015).

Kryokonzervace spermatu je jednou z nejdulezitéjSich technik pro zlepSeni reprodukce
zvitat. Nicméné€ pokrocila reprodukéni uc¢innost chovu s pouzitim kryokonzervovaného
spermatu je mozna diky zvySeni kvality spermii po rozmrazeni prostiednictvim vylepSeni
fedidla (Alcay et al., 2017). Na uspésnosti kryokonzervace se podileji rizné parametry jako je
napfiklad slozeni fedidla, pouzity kryoprotektor a rychlost chlazeni a rozmrazovani (Saberivand
et al., 2021). Jiz je prokazano, ze kvalita beraniho spermatu je ovlivnéna pouzitim tfedidel pfi
kryokonzervaci a béhem jejich skladovani (Saberivand et al., 2021). Razné faktory vcetné
osmotického tlaku, fyzio-chemické namahéni a kolisdni teploty mrazem a rozmrazovinim
ovliviiuji parametry kvality spermatu jako je zivotaschopnost, motilita a integrita membrany
behe kryokonzervace (Igbokwe et al., 2019).

Kryokonzervace zpusobuje spermiim fadu fyzikalnich a chemickych poskozeni, jako je
utok volnych radikalt, coz snizuje zivotaschopnost a plodnost spermii. Spermatozoon je
chranén antioxidacnim systémem v sememé plazme, v membrandch a v cytoplazmé, ale tento
systém je CasteCné poruSen a zmeénén behem procesu kryokonzervace (Mata-Campuzano et al.,
2014). Kryokonzervac¢ni postupy spermii indukuji ultrastrukturalni, biochemické a funkcni
zmény, coz snizuje zivotné dualezité parametry, jako jsou pohyblivost nebo Zivotaschopnost
spermii (Arando et al., 2019). Kryokonzervacni proces spermatu, ktery zahrnuje snizeni teploty
zpusobuje oxidacni stres na membranu spermii. To zase vede k nevratnym poskozenim organel
spermii a zménam enzymatickych aktivit, které jsou spojené se snizenou pohyblivosti spermii,
funk¢ni integritou membrany a oplozovaci schopnosti (Bucak et al., 2009). Hlavnimi
strukturami postizenymi chladovym Sokem jsou plazmaticki membrana a akrozom
spermatozonu (Ozturk et al., 2020).

Preziti a pohyblivost spermii nejsou jediné parametry, které vedou ke zlepSeni po
kryokonzervaci (Robles et al., 2019).

Kryokonzervace zptsobuje vyznamné letalni a subletalni poskozeni spermii (Pini et al.,
2018). Bylo prokazano, Ze proces kryokonzervace zpusobuje znacné poSkozeni spermii
bunécnou dehydrataci, osmotickym stresem a intracelularni tvorbou ledu (Pini et al., 2018).
V dusledku toho maji zmrazené a rozmrazené spermie snizenou membranovou a akrosomovou
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integritu, a krom¢ toho dochazi k reorganizaci a poruseni v dulezitych lipidoproteinovych
asociacich v plazmatické membrané (Pini et al., 2018). Buné¢na membrana ma strukturu fluidni
mozaiky, ktera je prevazn slozena z perifernich a integralnich bilkovin, cholesterolu a lipida
(Ozturk et al.,2020). Kryokonzervace také vyznamné snizuje toleranci vici stresoriim jako jsou
reaktivni druhy kysliku a osmoticky Sok (Pini et al., 2018). Tvorba ledovych krystalti, oxida¢ni
poskozeni, poskozeni plazmatické membrany, fragmentace DNA, toxicita kryoprotektori nebo
osmoticky stres jsou nékteré z faktort, které ovliviiuji subceluralni strukturu spermii (Arando
et al., 2019).

Béhem kryokonzervace se obvykle zivotnost spermii snizi o vice nez 50 %. Poskozeni
spermii je zpusobeno tepelnym Sokem, tvorbou ledovych krystald, dehydrataci zménou
koncentrace soli a osmolality (Galarza et al., 2019). Je znamo, ze zivé organismy hromadi
aminokyseliny, které odolavaji chladovému Soku. Aminokyseliny napf. glutamin hraji
dulezitou roli pfi prevenci denaturace svalové hmoty bilkovin u ryb a maji také kryoprotektivni
potencial béhem faze zmrazeni kozich spermii (Bucak et al., 2009).

Kryokonzervace spermii zahrnuje mnoho samostatnych procest, a kazdy z nich mize
pfispet ke zméné proteomu spermii (Pini et al., 2018). Kryokonzervace vyvolava oxidacni stres
na spermiich, ktera zpusobuje nevratné poskozeni struktury spermii a zmény v membranové
tekutosti a enzymatické aktivité. VSechny tyto zmény zhorSuji motilitu, zivotaschopnost,
integritu DNA a oplozovazi schopnost spermii (Alcay et al., 2017). Kromé toho zmrazeni
intracelularni a extracelularni vody vytvari ledové krystaly. Extracelularni ledové krystaly
poskozuji buné€nou membranu osmotickym tlakem. Intracelularni ledové krystaly poskozuji
razné intracelularni organely a struktury (Ozturk et al., 2020).

Kryokonzervace spermiii berant neni ucinna pfi umeélé inseminaci bahnic ve stidech,
ktera jsou chovana pro komeréni ucely (Masoudi, 2016), ale naproti tomu je kryokonzervace
spermatu ucinnou technikou pro zlepSeni programu chovu koz (Alcay S. et al., 2016).
Kryokonzervace naruSuje fosfolipidovou asymetrii v plazmatickych membrandch beranich
spermii. Ultrastrukturalni poskozeni plazmatickych membran dale pak zvySuje nachylnost
k peroxidaci lipid pfi vysoké produkci reaktivnich druht kysliku béhem procesu zmrazeni a
rozmrazeni predisponuji berani spermie snizenou motilitou a oplozovaci schopnosti. Poskozeni
zpsobené oxida¢nim namahanim muze byt obchazeno tim, ze do fedidla beraniho spermatu
pred procesem zmrazeni pfidame antioxidanty (Bucak et al., 2009).

Beranni spermie jsou nejvice nachylné k poskozeni pfi teploté od -10 do — 25 °C (Byrne
et al., 2000). Kryokonzervace beraniho spermatu neni jednoduchy proces. Tento proces
zpusouje vyznamnou miru poskozeni beraniho spermatu (Faigl et al., 2012). Data naznacuji, ze
rozmrazeni beraniho spermatu vyvolava predCasnou kapacitaci spermatu a zkracuje zivotnost
bunék (Salamon et Maxwell, 2000). Doslo také k vyznamnému snizeni motility v dusledku
doby stravené skladovanim v kapalném stavu a pfi rozmrazovani a zmrazeni (Faigl et al., 2012).
Pomoci analyzy CASA Moses a kol. (1995) zjistili, Ze vSechny kinetické parametry beraniho
spermatu byli zménény kryokonzervaci. Spermie prezvykavct jsou charakterizovany vysokou
schopnosti oxida¢niho dychani a neruseného mitochondrialniho dychani, coz je dilezité proto,
aby sperma berana mohlo uspésné proniknout do dé€lozniho Cipku (Faigl et al., 2012).

Navzdory uspéchu, ktery byl dosahnut pti kryokonzervaci spermii, tak postupy, které se
bézn€ pouzivaji, zpusobuji zavazné zmény ve funkCnosti spermii. Nektefi védci se domnivaji,
ze kryokonzervace spermii je zpusobena fragmentaci DNA, ktera zpusobuje, ze se



jednovldknovd DNA ve spermiich ldme (Amidi et al., 2016). Oxidacni stres nejen narusuje
bunééné membrany, ale také zptisobuje lamani a posSkozeni DNA (Ozturk et al., 2020).

Redidla spermatu (hlavn& vajény Zloutek a mléko), ktera se pozivaji pii kryokonzervaci,
chrani spermie pred tepelnym Sokem, podporuji stabilizaci plazmatické membrany a slouzi jako
energetické substraty pro bunky, ¢imz se zachovava jejich zivotaschopnost (Igbokwe et al.,
2019).

Nejcasteji pouzivané fedidlo pro kryokonzervaci kozliho ejakulatu je vajecny zloutek ¢i
odstfedéné mléko. U obou vSak bylo prokézano, ze mohou poskozovat spermie. Kozli spermie
jsou nachylné k biochemickym a fyziologickym procesum, ke kterym dochazi béhem mrazeni
a rozmrazeni ejakulatu. V semenné plazmeé jsou presto piitomny specifické faktory zabranujici
poskozeni zptisobenému kryogennimi postupy (Gangewar et al., 2016). Skodlivé uginky, které
souviseji se semennymi plazmatickymi enzymy, koalugacni enzym vajecného zloutku a
bulbourethralni sekrece glykoproteinu-60 u koziho spermatu maji nepfiznivy ucinek na kozi
spermie pii interakci s fedidlem spermatu zivoc¢isného puvodu jako je vajecny zloutek nebo
mléko. Omezeni, proto vyzaduji ¢astecnou nebo uplnou vymeénu zivocisnych fedidel rostlinymi
fedidli jako je naptiklad mléko z tygfich ofechi, které poskytuji velké mnozstvi vyzivného
mléka pii extrakci (Igbokwe et al., 2019). U kryokonzervace kozliho spermatu jsou
nejpouzivangjsi fedidlo glukoza na bazi odstfedéného mléka a tris-glukoza-kyselina citronova-
vajecny zloutek (Faigl et al., 2012). Hlavni faktor, ktery omezuje Siroké pouzivani zmrazeného
spermatu u reprodukce koz, je snizeni zivotaschopnoti spermii béhem procesu zmrazeni a
rozmrazeni, ktery vede k biologickym a funkénim zménam spermii (Igbokwe et al., 2019).

Studie ukazaly, ze tygii ofechy obsahuji glukozu, fosfolipidy, aminokyseliny, draslik,
vitamin C a E, které jsou dilezitymi slozkami fedidel spermatu. Relativné vyssi motilita
pozorovana u spermii ziedénych mlékem z tygfich ofechil je pfipisovana znacné hladiné
glukozy v tygtich ofesich. Energie je potfebna k tomu, aby se udrzoval metabolismus spermii.
Primarnim zdrojem energie v fedidle spermtu je glukoza. Tygfti ofechy maji vysokou hladinu
fosfolipidia a nizkou viskozitu, a proto je vhodné je pouzivat v fedidlech spermatu (Igbokwe et
al., 2019).

Jimenez-Rabadan a kol. (2015) ve své studii tvrdi, Ze kryokonzervace spermii u malych
prezvykavct byla doposud konvenéni technikou, ktera zahrnuje tfi faze: chlazeni na 5 °C,
ekvilibrace pfi této teploté¢ po promeénlivou dobu a zmrazeni v pardch tekutého dusiku.
Membranové fosfolipidy prochazeji fazovym prechodem pfi ochlazeni z 36 °C na 5°C. Tyto
fazové zmeény jsou specifické pro jednotlivé druhy a vedou k riznym reakcim, které se lisi
v zavislosti na zmény teploty spermii. Béhem fazového prechodu ztraci plazmatickd membrana
spermatozonu svoji strukturu tekuté mozaiky a méni se na gel. Tento pfechod méni kinetiku
enzymi a snizuje zivotaschopnost bun€k po rozmrazeni. Negativni zmény nasledované
fazovym prechodem maji za nasledek poskozeni bunék zplisobené oxidacnim stresem a
chladovym Sokem (Ozturk et al., 2020). Fosfolipidy redukuji tvorbu ledovych krystalti, pomaha
stabilizovat bunéénou membranu a chrani spermie pied chladovym Sokem (Igbokwe et al.,
2019).

Kryokonzervace spermatu je prakticka metoda ukladani spermie buriek a poté zlepsit
genové prednosti a posilit reprodukéni a produkéni vlastnosti. Umélé oplodnéni zmrazenym a
rozmrazenym beranim spermatem vsak u ovci poskytuje nizkou plodnost, coz ma za nasledek,
ze kryokonzervace beraniho spermatu musi byt zlepSena (Amini et al., 2019).
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Béhem kryokonzervace rizné stresory jako je osmoticky tlak, fyzikalné-chemické napéti
a teplotni vykyvy mrazeni a tani, vytvareji ROS (redukce oxidacniho stresu) a také LOP
(peroxidace lipidi) bunécné membrany, se snizuji kvalitativni vlastnosti spermatu jako je
zivotaschopnost, motilita a integrita plazmatické membriany (Amini et al., 2019). Jeden
z dulezitych a ucinych faktori pfi zlepseni kvality spermiii béhem kryokonzervace miize byt
pouziti fedidla a jeho prisad (Saberivand et al, 2021). Reaktivni oxida¢ni latky vznikaji béhem
kryokonzervace spermii a zpusobuji nékteré fyzikalni a chemické zmény v membrané spermii,
proto pocetné vyzkumy zkoumaly ucinek raznych syntetickych a pfirodnich antioxidanti na
spermiich (Baghshahi et al., 2014).

Béhem procesu zmrazeni a rozmrazeni dochazi k riznym biochemickym a funkénim
zménam spermatu. Krystalizace ledu a peroxidace lipidi vyvolavaji oxidacni stres, ktery vede
k tvorbé reaktivnich druhi kysliku (ROS) béhem kryokonzervace. Rovnovaha tirovné ROS je
zjevné zasadni, protoze nadprodukce vede ke snizeni pohyblivosti, zivotaschopnosti a
oplozovaci schopnosti. Spermie jsou chranéné antioxidacnimi systémy v semenné plazmé,
v membranich a v cytoplazmé, ale tento systém je CasteCné odstranén a zménén béhem
kryokonzervace. Proto mize mit pfidani antioxidanti do prodluzovace pozitivni GCinky pfi
kryokonzervaci spermatu riznych druht (Alcay et al., 2016).

Kromé¢ toho naruSeni integrity plazmatické membrany zptasobené odzbrojenim lipidav
membrané béhem kryokonzervace muze vyvolat dalsi bunécné poSkozeni a nasledné vést ke
smrti spermii. HOST (hypoosmoticky test) se nedavno ukazal jako uzitecny pfi detekci jemnych
zmeén ve funkCni integrité na membrané beranich spermii. Bylo oznameno, ze existuje pfima
souvislost mezi funkéni membranovou integritou spermii a pohyblivosti spermii. Pak se da
predpokladat, ze motilita mize souviset s integritou plazmatické membrany (Alcay et al.,
2015). HOST je test, kterym se hodnoti funkcnost plazmatické membrany biciku spermie.
Vzorek ejakuldtu se smisi s hypoosmotickym roztokem. Pokud je bunécna sténa v poradku,
bicik spermie se za¢ne kroutit, zvétSovat sviij objem a nasledné bobtnat (Gadea et al., 2005).
Naruseni plazmatické membrany béhem kryokonzervace spermatu maze mit za nasledek unik
intracelularnich slozek jako jsou metabolické a akrosomalni enzymy a ATP coz vede k poklesu
pohyblivosti a kvality spermii po rozmrazeni spermatu (Saberivand et al., 2021).

Akrosomy beranich spermifi jsou citlivejsi nez u jinych hospodarskych zvirat, pokud se
jedna o preziti pfi kryokonzervaci. Bylo prokazano, ze provést kryokonzervaci beraniho
spermatu je narocnéj§i nez u jinych hospodarskych zvifat. Pro kryokonzervaci beraniho
spermatu byly vyvinuty razna fedidla jako napfiklad lyofilizovany vajecny zloutek (Alcay et
al., 2015).

3.5 Kryoprotektory

Existuji nepropustné neboli wvnéj§i kryoprotektory a propustné neboli wvnitini
kryoprotektory, v zdvislosti na jejich schopnosti proniknout biologickymi membranami. Mezi
nepropustné kryoprotektory patii napiiklad glukoza, sachar6za nebo polyvinylpyrrolidon
(PVP). Mezi propustné kryoprotektory patfi dimethylsulfoxid, 1,2-propandiol, glycerol,
ethylenglykol a metanol (Robles et al., 2019).



Kryoprotektory se ptidavaji do fedidel pfed zmrazenim, aby se snizily ucinky chladového
Soku a oxidaéni stresové faktory (Ozturk et al., 2020). Kryoprotektivni mechanismus
lipoproteint s nizkou hustotou nebyl zcela objasnén, ale neni pochyb o tom, Ze fosfolipidy a
proteinové faktory jsou, zato zodpoveédné (Aboagla & Terada, 2004). Vybér kryoprotektoru je
rozhodujici pro uspéSnou kryokonzervaci spermii (Mata-Campuzano et al., 2015). V oblasti
kryobiologie bylo uspésné testovano mnoho kryoprotektivnich latek pii kryokonzervaci gamet
raznych druht (Ozturk et al., 2020).

Je také zajimavé zminit, ze nékteré bézné pouzivané kryoprotektory maji vysokou
toxicitu (Robles et al., 2019).

Kryoprotektory (Glycerol, ethylen glykol, sacharidy), které se vazou na intracelularni
molekuly vody a zabrariuji tvorbé ledovych krystaltt nemohou vyjit z buriky, pokud jsou
rozmrazeny. Proto je intracelularni osmoticka rovnovaha porusena. Kdyz se extracelularni
ledové krystaly rozpusti béhem tani tak je extracelularni osmoticky tlak vyssi nez
intracelularni osmoticky tlak. Buiikka ma tedy tendenci pfijimat vodu zvenci. Vzhledem
k tomu, ze intracelularni kryoprotektant nemuze odejit z bunky, se burika zvétsuje, coz
nakonec poskozuje bunéénou membranu (Ozturk et al., 2020).

Glycerol je nejcastéji pouzivany propustny kryoprotektor fedidla zmrazeného spermatu,

ale mize byt cytotoxicky (Tonieto et al., 2010). Bylo prokazano, Ze vysoké koncentrace
glycerolu vykazuji toxicky ucinek béhem kryokonzervace. Pokud je koncentrace glycerolu
vys$si nez 8 %, tak ma glycerol toxicky ucinek na beranni sperma (Ozturk et al., 2020). Glycerol
je nejucinjsi kryoprotektant, ktery 1ze pfidat v jednom nebo dvou krocich (Faigl wet al., 2012).
Svij sekundari tcinek glycerol vykazuje v intracelularnim prostiedi (Ozturk et al., 2020).
Redidla s riznymi kryoprotektory jako je glycerol maji byt pouzity k ochrand rtiznych
bunécnych ¢asti (Alcay et al., 2015). Glycerol jako kryoprotektor zabratiuje molekuldm vody,
aby se z nich staly velkoobjemové ledové krystaly béhem procesu mrazeni. Kromé toho, ze ma
glycerol osmoticky ucinek na buiky, tak ma také schopnost se vazat na bunéénou membranu
(Ozturk et al., 2020). Konecna doporucena koncentrace glycerolu je 6-7 %. Mrazici protokoly,
které byly pouzivané pro zmrazeni spermatu jelena jsou velmi podobné tém, které se pouzivaji
pii kryokonzervaci beraniho spermatu (Faigl et al., 2012).

Velké mnozstvi kryoprotektiv vCetné glycerolu a dimethylsulfidoxidu (DMSO) byly
pouzity pii kryokonzervaci gamet raznych druht s riznymi vysledky. Glycerol a DMSO se
obvykle pouzivaji pii koncentraci 67 % v fedidle na bazi kyseliny tris-citronové pii 37 °C pfi
pouziti spermii malych prezvykavct. Glycerol pisobi snizenim bodu tuhnuti vody, chelataci
kovovych iontl, nahrazenim intracelularni vodyprofilu elektrolytu v nezmrzlé Casti. Nékolik
studii ukéazalo synergeticky ucinek pii kombinaci DMSO a glycerolu v fedidle pii kryoprotekci
spermii u n€kterych druhi. DMSO jako rychle propustny kryoprotektor ma nizsi molekulovou
hmotnost nez glycerol (Saberivand et al., 2021).

Zatimco kryoprotektory, jako je vajeCny zloutek, obecné pomahaji minimalizovat
poskozeni, tak rozsah jejich Gc¢ink na spermie nejsou dobie charakterizovany. Kromé toho
modifikace spermii proteomu kryoprotektivnimi €inidly, zvlast€ vsudy pfitomné pouzivanym
vajecnym Zloutkem pozaduje dalsi Setfeni (Pini et al., 2018). Ruzna fedidla na bazi vaje¢ného
zloutku, sojového lecitinu a mléka se pouzivaji k ochrané spermii pied poskozenim b&hem
zpracovani nebo zmrazeni (Moradi et al., 2013).

Ethylenglykol je dalsi kryoprotektor, ktery ma stejny ucinek jako glycerol béhem procesu
zmrazeni a rozmrazeni (Ozturk et al., 2020). Ethylenglykol, zndmy také jako ethan-1,2diol, je
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kryoprotektant, ktery je schopny proniknout do buiky. Vzhledem k tomu, ze molekulova
hmotnost ethylenglykolu je nizsi nez u glycerolu, tak miize ethylenglykol snadno prochazet
bunécnou membranou a je méne toxicky nez glycerol. Pokud vSak snizime koncentraci
glycerolu a ethylenglykolu snizi se ndm motilita spermii (Ozturk et al., 2020).

Jimenez-Rabadan a kol. (2015) ve své tvrdi, ze v poslednich letech bylo provedeno
nékolik studii, aby se =zabranilo pouzivani kryoprotektori zivocisného puvodu. Tak
prodluzovace zalozené na soji nebo fedidlo obsahujici cukry s vysokou molekulovou hmotnosti
v kombinaci s propustnymi kryoprotektanty jako je glycerol, byla studovana u zmrazeni
spermii u mnoha druhii. Kromé toho byly nékteré vyzkumy zaméfeny na vyhodnoceni ucinku
pii pouziti propustnych kryoprotektor, sachardzy nebo dokonce na techniky bez pouziti
kryoprotektort, které jsou spojeny s jinymi metodami konzervace jako je ultra-rychlé mrazeni.
U ovci se konvencni postup zmrazeni pouziva pro kryokonzervaci spermii, i kdyz vzhledem
k jeho omezenému uspéchu s cilem zabranit tvorbé ledovych krystali jsou nové postupy
vyvijeny pii pii ultra rychlém mrazeni (Arando et al., 2019). Nékteti védci naznacuji, ze
kryoprotektory s nizkou molekulovou hmotnosti mohou zplsobit mensi poskozeni spermii ve
srovndni s glycerolem (Ozturk et al., 2020).

Pozorovani spermatu pomoci TEM umoziuje identifikovat podrobné vady pii
kryokonzervacnim postupu, ktery nelze pozorovat svételnou mikroskopii. V soucasné studii
vykazuje stfedni ¢ast celkem 66—73 otaCek mitochondrii v berannim spermatu a jejich vady,
které souviseji s konfiguraci byly dfive spojené s pohyblivosti spermii. TEM ukazuje destrukci
a naruSeni mitochondrialnich cristae se svétlej¢i mitochondrialni matrici ve vitrifikovanych
vzorcich. Zjisténé mitochondridlni vady v téchto skupinach mohou byt pficitany bunécné smrti,
ktera je spojend s poklesem pohyblivosti spermii. Vady mitochondrii zji§ténych TEM ve
vitrifikovanych vzorcich spermii mohou vysvétlit snizenou pohyblivost spermii. Také integrita
akrosomu byla vyznamné snizena po vitrifikaci, toto bylo patrné po celou dobu pozorovani
nepfitomnosti obsahu akrozomu a poskozeni akrosomalni membrany (Arando et al., 2019).
Arando a kol. (2019) dospéli ve své studii, ze vitrifikace ma vysoce negativni dopad na spermie,
a ze je potieba dalSich studii na zavedeni novych ochrannych prostfedki pro membrany
akrosom a mitochondrie béhem vitrifikace.

Cukry se také podileji na kryokonzervaci spermii a slouzi jako regulator osmotického
tlaku a zdroj energie, k redukci tvorby bunécného ledu a kryoprotektor. Trehaloza je disacharid,
ktery vaze dv€ molekuly D-glukozy a stabilizuje membranové fosfolipidy (Ozturk et al., 2020).
Trehaloza muaze byt pouzita jako kryoprotektor, protoze podporuje buriky dehydratace, ktera
snizuje negativni ucinky vody protékajici spermiemi béhem zmrazeni a tvorbu ledovych
krystali. Trehaloza také interaguje s membranou fosfolipidi a bilkovin, coz membrané
poskytuje vice flexibility proti poSkozeni béhem procesu kryokonzervace (Tonieto et al., 2010).
Trehaloza vykazuje sviij ochranny ucinek v extracelularnim prostiedi, tim ze snizuje velikost
molekul vody tim, ze vaze atomy vodiku (Ozturk et al., 2020). Ultramikroskopické poskozeni
plazmatické membrany bylo spojeno pfidavkem EDTA (kyselina ethyldiamintetraoctovd) nebo
trehalozy do mraziciho média (Arando et al., 2019). Tonieto a kol. (2010) ve své studii zjistili,
ze pouziti fedidla obsahujictho 100 mM trehalozy a 8 % LDL (lipoproteiny s nizkou hustotou)
muze zachovat pohyblivost spermii po rozmrazeni a integritu membrany zmrazenych beranich
spermii stejné efektivné jako fedidla tradicnich kryoprotektantd jako je vaje¢ny Zloutek a
glycerol.



Zatimco vajecny zloutek byl Siroce pouzivan jako kryoprotektant, mnoho studii se
zaméfilo na jiné moznosti zejména sojovy lecitin. Sojovy lecitin se vyhyba pouziti produktd
zivocisného puvodu, coz pomaha predchazet mikrobialni kontaminaci a pomaha dosdhnout
standartizace, protoze slozeni vajecného zloutku se muze mezi davkami zna¢né lisit (Mata-
Campuzano et al., 2015).

Sojovy lecitin je pfirodni smes fosfatidylcholinu a nékolika mastnych kyselin (Sun et al.,
2019). Obecné sojovy lecitin fosfatidylcholin obsahuje vétsi mnozstvi arachidonickych kyselin,
dokosahexaenové kyseliny a nenasycenych mastnych kyselin s uhlikatym fetézcem C18
(Sharafi et al., 2014). Sojovy lecitin by mohl nahradit lipoprotein s vysokou molekulovou
hmotnosti a fosfolipidy z vajeCného Zloutku. Muze také zabranit nebo zlepSit poSkozeni
plazmatické membrany spermii, ke kterému dochdzi béhem prodlouzeni, chlazeni a
kryokonzervaci. Jiné studie rovnéz potvrdili, ze sojovy lecitin by mohl byt vhodnou
alternativou vajecného Zloutku pii kryokonzervaci kozliho spermatu kvili lepsi ochrané
membrany pred poskozenim chladovym Sokem. Pro uspésné oplodnéni musi spermie udrzovat
plazmatickou membranu a akrosomdlni integritu. Fosfolipidy a cholesterol ze sojového lecitinu
muzou chranit plazmatickou membranu a akrosom k udrzeni pohyblivosti pfi nizké teploté (Sun
et al., 2019).

Sojovy lecitin chrani chromatim spermii efektivnéji nez vajecny zloutek. Pfedchozi studie
zjistila, ze tento kryoprotektor ma relativné vysokou antioxidacni kapacitu. Proto nizsi stupeni
poskozeni chromatinu a dalsi pfiznivé ucinky jako je nizsi podil poskozenych akrosomi, muze
byt zpiisoben timto vétSim antioxida¢nim ucinkem (Mata-Campuzano et al., 2015). Spermie
navic obsahuji vétsi pomér polynenasycenych tukti a nizky pomér cholesterolu k poméru
fosfolipida, které zpusobuji, Ze je nadmérné citlivy na nadmeérnou produkci reaktivniho kysliku
s naslednou peroxidaci lipida (Sharafi et al., 2014).

Sojovy lecitin snizuje problémy vajecného Zzloutku v fedidle jako je kontaminace,
standartizace a aglutinace. Dale sojovy lecitin poskytuje prostiedi pro peroxidaci lipidi okolo
spermii (Sharafi et al., 2014).

Sojovy lecitin nahrazuje lipoprotein s vysokou molekulovou hmotnosti a fosfolipidy,
které mohou snizit hygienicka rizika u prodluzovacti a mizou zabranit poskozeni plazmatické
membrany spermii béhem prodluzeni, chlazeni a kryokonzervace. Nékolik studiii hodnotilo
ucinky sojoveho lecitinu jako primarniho zdroje lipoproteint v fedidle spermatu pouzivaného
pro kryokonzervaci kozliho spermatu, nékteré vysledky byly slibné pro kvalitu spermatu po
rozmrazeni. Kromé toho sojovy lecitin ma fyziologicky ucinek snizeni chladiciho bodu a
snizeni vymeény plazmogentl, ¢imz se omezi mozné mechanické poskozeni spermii béhem
zpracovani spermatu a kryokonzervace (Sun et al., 2019).

Riizné prirodni prisady, jako je extrakt ze zeleného Caje, extrakt z rozmarynu, rybi olej,
byly zkoumdny, aby se snizilo poSkozeni beraniho spermatu pti kryokonzervaci (Amini et al.,
2019). Pozorovani axenomu po zmrazeni berannich spermii neodhalily vady, ale zjistili, ze pfi
vitrifikaci doslo k nékterym zménam na stfednim useku (absence axenomu a mitochondrif)
nebo na urovni hlavniho tseku jako je absence vnéjSich mikrotubulti (Arando et al., 2019).
Pokus o zavedeni prodluzovace rostlinného ptvodu pro berani sperma v poslednich letech
odhalil, ze exogenni fosfatidylcholin ze sojovych lecitini by byl dokonalym kryoprotektantem
na ochranu spermie proti posSkozeni mrazem a rozmrazenim (Motlangh et al., 2014).
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Strategie pro zlepSeni kvality spermii béhem skladovani, zmrazeni a rozmrazeni muze
byt ve vylepSeni fedidla spermatu. Mnoho studii zkoumalo za timto ucelem pouziti riznych
dopliikovych latek, aby se snizilo poSkozeni spermii béhem skladovani (Amini et al., 2019).
Amini a kol. (2019) ve své studii prokazali, ze ochranna kapacita lyofilizované matefi kasicky
pii piidani do zakladniho prodluzovafe na berenni spermie proti poskozeni zptusobené
chlazenim nebo mrazenim. Ddle Amini a kol. (2019) ve své studii tvrdi, ze stanoveni nékterych
funk¢nich vlastnosti spermii jako je pohyblivost, zivotaschopnost a integrita membrany, by
mohlo odrazet uspésnost skladovani a mize byt povazovano za piijatelné ukazatele pouZitelst
spermii. Béhem procesu rozmrazovani krystalizace ledu a peroxidace lipida zptisocuji funkéni
a biochemické zmény ve spermatozomu, které vyvolavaji oxidacni stres, coz vede k tvorbé
ROS (Alcay et al., 2017).

3.5.1 Vajecny zloutek

Vajecny zloutek je béznou soucasti fedidla spermatu, ktery chrani sperma pred
chladovym Sokem. Predpoklada se, ze vajecny Zloutek ptisobi na uroveini bunécnych membran
(Aboagla & Terada, 2004). Vajecny zloutek je v soucasné dobé nejCastéji pouzivanym
nepronikavéjicim kryoprotektorem (Tonieto et al., 2010). Vajeény zloutek je nejCasté)si
slozkou, ktera se pouziva v fedidlech spermatu savca pii ochrané spermatu pied poskozenim
mrazem. Uginnou slozkou vaje&ného Zloutku je protein s nizkou hustotou, ktery zabraiiuje
chladovému Soku béhem kryokonzervace. Kromé toho jsou fosfolipidy vaje¢ného zloutku jako
je fosfatidycholin, velmi dualezité pro udrzeni integrity spermii béhem procesu zmrazeni a
rozmrazovani (Alcay et al., 2016). Kampscmidt a kol. tvrdi, ze vajeény zloutek chrani sperma
pred a béhem procesu zmrazeni tim, ze vyvolava rezistenci proti chladovému Soku a chrani
pred poskozenim mrazem. Mechanismus uc¢inku, kterym vajecny Zloutek poskytuje ochranu je
pfipisovana pfitomnosti lipoproteint, které pfilnou k membrané spermii béhem
kryokonzervace, ¢imz se spermii zachovaji (Yimer et al., 2014)

Graham a Foote (1987) tvrdi, ze fosfolipidy z vajecného zloutku by se mohly spojit
s membranou spermii a tim snizit teplotu fazového prechodu. To by mohlo pomoc predchazet
chladovému Soku. Kromé toho ma vajecny zloutek dalsi vlastnosti pii ochrané pfed toxickymi
reakcemi slozek semenné plazmy, vCetné antibakterialni kationtové peptidy, které se uvoliiuji
z bilkovin s dlouhym fetézcem a mohou zpusobit vazné poskozeni membrany (Yimer et al.,
2014).

Aboagla a kol. (2004) zjistili, ze vajecny Zzloutek hlavni ochrany prostiedek proti
chladovému Soku, neni snadno rozpustny v roztoku, ktery obsahuje velké mnozstvi trehalozy.
Na druhou stranu by vajecny zloutek mohl byt rozpustny, pokud se piida dodecyl sulfat sodny
(SDS). V tomto ohledu byl SDS zahrnut do mrazicich fedidel spermatu mnoha druht.

Mnoho védcu tvrdi, Ze pfi oplozeni in vitro, pokud je pouzit vajecny zloutek, se vyrazné
zvySuje procento proniklych spermii do oocytli (Aboagla & Terada, 2004). Naproti tomu
Bielfield a kol. (1990) prokdzali, ze myti spermii po inkubaci ve vajecném Zzloutku vyrazné
zvySilo vyskyt reakce na akrosomu, stejné tak procenta spermii proniknutych do oocyti ve
srovni s pouzitim bazélniho cCinidla. Aboagla a kol. (2004) se domnivaji, Ze vajecny zloutek
muze vyvolat reakci na akrosomu spermii pred zmrazenim, coz vede k vy§§im procentualnim



ztratam spermiii po zmrazeni. Pfi pouziti vaje€ného zloutku jako kryokonzervacniho fedidla
spermatu je pozorovana vysoka oplozovaci schopnost spermii, ale zaroven pridani takové
slozky, ktera je zivoci§ného ptivodu, predstavuje potencialni mikrobiologicka rizika (Sun et al.,
2019).

Bylo zjisténo, ze inkubace ve vajecném zloutku muze snizit pomér cholesterolu a
fosfolipidu spermii. (Moubasher et al., 1985)

Aboagla a kol. (2004) ve své praci zmifiuji, ze mechanismus ochrany spermii cukrem
trehal6zou beéhem kryokonzervace byla navrzena nékolika védci. Aboagla a kol. (2004) tvrdi,
ze pouziti trehalozy, pokud je pfidana do fedidla béhem zmrazeni kozich spermii spolu
s vaje¢nym zloutkem mize mit velky vyznam. Dale podle Aboagla a kol. (2004) hraje pridani
vajecného zloutku vyznamnou roli béhem kryokonzervace kozich spermii a ze ptidani trehalozy
vyznamné zlepsilo jeji kryoprotektivni u€inky. Kromé toho ani glycerol ani vajecny zloutek by
sami o sob& nemohli snizit procento neporusenych akrosomi spermii, nicméné kombinace
téchto dvou hlavnich kryoprotekénich latek vyznamné snizuje procento neporuseného
akrosomu spermii. Pini a kol. (2018) ve své studii pfedpokladaji, ze proteom spermii bude
vyznamné zmeénén, jak vystavenim vajeCnému zloutku, tak i kryokonzervaci, a ze proteiny,
které jsou ziskany nebo ztraceny, mohou mit dulezité funk¢ni role, véetné zmény zmrazeného
1 rozmrazeného beraniho sperematu k uspéSnému dosazeni délozniho ¢ipku ovce. Déle Pini a
kol. (2018) zjistili, Ze celkem 15 proteint diive rozpoznanych v proteomech vajecného zloutku
byly ve spermii po pridani vajecného zloutku ve vyrazné vyssich hladinach.

Kryoprotektivni povaha vajecného zloutku je do zna¢né miry pfipisovana proteinu
s nizkou hustotou, je vSak mozné, Ze 1 jiné proteiny, které jsme v této studii rozpoznaly mohou
hrat urCitou roli v kryokonzervaci, napiiklad antioxida¢ni kapacity kovovych chelatora
hemopexinu a transferinu. Nékteré bilkoviny obsazené ve vajeCném zloutku mohou mit
nepiiznivé ucinky na spermie po rozmrazeni. ApoAl, hlavni proteinova slozka lipoproteinu s
vysokou hustotou (HDL), je ustfednim bodem cholesterolu efflux, ktery mize mit negativni
ucinky na funkci spermii (Pini et al., 2018).

Dukazy naznacuji, ze lipoproteiny s nizkou hustotou jako je lecitin jsou frakce vajecného
zloutku vykazujici nejvyssi ochranou schopnost a udrzovat integritu fosfolipidové membrany
spermii béhem kryokonzervace. Kromé toho nékteré studie uvadéji, ze pohyblivost spermii po
zmrazeni je lepsi pfi pouziti Cistych lipoproteini s nizkou hustotou nez pii pouziti celého
vajecného zloutku. Na druhou stranu by mohl byt vaje¢ny zloutek rozpustén pfidanim dodecylu
siranu sodného do fedidla spermatu, aby doslo ke snizeni nezadoucich ucinka. Pfidani dodecylu
siranu sodného do fedidla vaje¢ného Zzloutku napodobuje hydrofobni prostredi existujici
v biologickych membranach bez zmény konformace proteini (Baghshahi et al., 2014). El Kon
a kol. (2010) ve své studii uvedli, ze fedidlo tris-glycerol vajecny zloutek obsahujici 0,05 %
dodecyl siran sodny zlepsil zivotaschopnost, integritu akrozomu a plodnost spermii u koz.

Navic vajeCny zloutek je obvykle zahrnut jako neprostupny kryoprotektor do fedidel
zmrazenych spermii. Hlavni nevyhodou vajecného zloutku je, Ze je to nedefinovana substance,
coz vede k variabilité mezi davkami. Kromé toho je zivoci§ného pivodu, coz by mohlo zptisobit
ptenos chorob (Jimenez — Rabadan et al., 2015). Navzdory ptiznivé efektivité fedidla vaje¢ného
zloutku, je pouziti vaje¢ného zloutku spojeno s rizikem pfenosu onemocnéni a kontaminace
(Sun et al., 2019).
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Redidla také vykazovala riizné u¢inky na mnoho velidin, pfi¢emz vajeény Zloutek a lecitin
vyznamné ovliviiuji vysledek kryokonzervace (Mata-Campuzano et al., 2015).

Nicméné vajeCny zloutek by mohl prezentovat kontaminaci, nekteré slozky by mohly
negativné ovlivnit kryokonzervaci spermii a standartizace je zpochybnéna variabilitou mezi
davkami. Pouziti sojového lecitinu by mohlo zabranit nékrerym problémim a mohlo by to
pfinést vysledky srovnatelné s vajecnym zloutkem (Mata-Campuzano, 2015).

Nedavna studie rovné€z uvedla, ze kozi semenna plazma obsahuje specidlni
enzymkoalugujici vajeCny zloutek, ktery muze ovlivnit Zzivotaschopnost spermii
prostfednictvim interakce s vajeCnym zloutkem. Je tedy obtizné udrzovat kontrolu jakosti na
vysledek kryokonzervace spermatu pii pouziti mrazicich medii na bazi vaje¢ného zloutku (Sun
et al., 2019). Alcay a kol. (2015) ve své studii uspésné kryokonzervoval kozi spermie riznymi
antioxida¢nimi dopliiky lyofilizovanych fedidel na bazi vaje¢ného zloutku, které chranily
motilitu, plazmatickou membrinu, akrosom a integritu DNA. El-Kon a kol. (2010) ve své studii
uvedli, ze fedidlo Tris zloutkovy glycerol, ktery obsahoval 0,05 % SDS zlepsil zivotaschopnost,
integritu akrosomu a oplozovaci schopnost spermii u koz.

Vajecny zloutek a fedidla odstfedéného mléka jsou nejCastéjsi piisady zivociSného
puvodu, které se pouzivji pti kryokonzervaci spermatu. Vajecny zloutek je obecné€ povazovan
za ucinnou slozku prodluzovace spermatu pro ochranu spermii pfed chladovym Sokem a
prechodovym efektem lipidové faze (Alcay et al., 2015).

Lyofilizované fedidlo vajeCny zloutek muZze byt skladovan déle a pouzit pozdéji
v kryokonzervaci spermatu (Alcay et al., 2015). Dlouhodobé skladovana lyofilizovana fedidla
na bazi vaje¢ného zloutku byla pouzita pro kryokonzervaci beraniho spermatu (Alcay et al.,
2016).

Alcay a kol. (2015) se domnivaji, ze lyofilizované fedidlo vaje¢ného zloutku muze byt
uspésné pouzito pifi maraZeni spermatu. Proto muze lyofilizované fedidlo vaje¢ného Zloutku
usnadnit kryokonzervacni procesy spermatu v chovném primyslu ovci.

Redidla na bazi vajeéného Zloutku patiily mezi prvni latky, které zajistily pfiméfenou
motilitu a plodnost po rozmrazeni pro komerc¢ni vyuziti. Vajecny zloutek se pozdéji vyvinul
v univerzalni fedidlo, které naselo uplatnéni pii kryokonzervaci u lidi a zvitat (Sun et al., 2019).

Typ pouzitého vajecného zloutku a koncentrace hraji dalezitou roli pfi kryokonzervaci
kozliho spermatu (Yimer et al., 2014). Yimer a kol. (2014) ve své studii zjistili, ze pfi pouziti
10 % vajec¢ného zloutku v citratu bylo nejvhodnéjsi pro vyssi miru vytéznosti zivych spermii
po rozmrazeni a motilitu. V mnoha studiich se pohybuje motilita po rozmrazeni zmrazeného
kozliho spermatu vajeCnym zloutkem mezi 35,4 — 63,2 %. Alcay a kol. (2016) ve své studii
zjistili, ze se motilita po rozmrazeni ve lyofilizovanych antioxidac¢nich skupinach schoduje se
zjisténim dfivéjsich studii. Hladina vajecného zloutku je u koz proménliva. Napiiklad pouziti
20 % vajecného zloutku v fedidle na bazi Tris spolu s pranim spermatu mélo za nasledek dobrou
kvalitu kozliho spermatu po rozmrazeni (Yimer et al., 2014).

Omega-3 vajecny zloutek v fedidle citratu se zd4 byt ucinny pii zachovani morfologie
spermii béhem kryokonzervace (Yimer et al., 2014). Yimer a kol. (2014) ve své studii zjistili,
ze pouziti Omega—3 mastnych kyselin obohacenych vajeCnym Zzloutkem pravdépodobné
pomohly kompromitovat mozny uc¢inek ocekavané skodlivé interakce mezi EYCE a vajeCnym
zloutkem. Omega-3 mastné kyseliny jsou esencialni polynenasycené mastné kyseliny potiebné
pro fyziologické procesy véetné reprodukce (Yimer et al., 2014).



Bylo zji§téno, ze fedidla obsahujici vajeny zloutek mohou mit Skodlivé uc¢inky na
Zivotaschopnost a integritu akrosomu spermii u nékterych druhi (Baghshahi et al., 2014).
Vysledky studie Baghshahi a kol. ukazaly, ze ndhrada 15 % kompletniho vajecného zloutku s
8 % lyofylizovanym LDL v fedidle mély nepfiznivy vliv na motilitu, parametry pohybu,
zivotaschopnost a integritu plazmatické membrany kryokonzervovanych spermii. Na druhou
stranu kombinace vajecného zloutku s SDS zvysila kvalitu spermii po kryokonzervaci.

3.5.2 Materi kasSicka

Matefi kasicka je husta smetanoveé zluta latka typické viné a kyselé chuté. Kyselost ma
od pH 2,5 do 4,8. neni zcela rozpustnd ani ve vodé€, ani v etylalkoholu, chloroformu, acetonu a
fyziologickém roztoku. Béhem starnuti se vyrazné€ meéni jeji elektricka vodivost, ktera maze byt
ukazatelem jeji kvality (Vesely, 2003).

Mateti kasicka je produkovana v hypo-hltanu a v mandibularnich zlazach délnic véely
medonosné a slouzi jako primarni potrava kralovny vcely medonosné a larv véely medonosné
béhem prvnich tii dni (Moradi et al., 2013).

Objem vody v kaSicce dosahuje hodnot 6570 %, a proto musi byt uchovdvana v chladu,
aby se zabranilo poskozeni a aby byla zachovana jeji nutricni hodnota. Kromé toho je materi
kasicka bohata na ionty vapniku, coz muaze zvySit pohyblivost spermii omezenou kapacitou
bunky spermii. Cukry tvoti do 40 % suSiny, bilkoviny asi 30 %, tuky 12-20 % a mineraln{ latky
az do 4 % susiny (Vesely, 2003; Amini et al.,2019). Nukleové kyseliny se vyskytuji v mnozstvi
okolo 0,35 %. V mateti kaSicce byly prokdzany ve znacnémmnozstvi aminokyseliny, celkem
asi 25 riznychdruhii. Vétsina bilkovin matefi kasicky jsou rizné enzymy. Byl v ni prokazan i
peptid, ktery ma podobné hormonalni ucinky jako inzulin. Ve vyznamném mnozstvi jsou v
mateti kaSiCce obsazeny prakticky vSechny znamé vitaminy. (Vesely, 2003). Mateti kasSicka
také obsahuje 10 — hydroxy — 2 — defeonovou kyselinu jako bioaktivni slozku a nékolik
esencialnich aminokyselin s antioxidacni aktivitou zejména cystein, lysin a arginin (Amini et
al., 2019; Alcay et al., 2017). Kromé& toho uspéSny ucinek suplemenace matefi kasicky na
schopnost oplodnéni spermii byla zjisténa na modelovych laboratornich zvitatech (Alcay et al.,
2017).

Matefi kasicka je velmi citliva na teplo, svétlo, kyslik a styk s kovy. Skladujeme ji nejlépe
v nddobochach z tmavého skla v temnu a pfi teploté do 0 °C. Pfi zmrazeni kaSicky na -15 az 18
°C dbame jen na to, aby se az do okamziku konzumu uchovéavala jen pfti této teploté. Opakované
rozmrzani Skodi mateti kaSicce stejné jako skladovani pfi teplotach nad +5 °C. Nadoby
s kasickou plnime tak, aby v nich bylo co nejméné vzduchu, a hermeticky je uzavirame.
(Vesely, 2003).

Bylo prokazano, ze matefi kaSicka muZze chranit teskularni tkan pfed apoptozou
vyvolanou 6 — merkaptopurinem pomoci regulace drahy PI3K/AKT (Saberivand et al., 2021).

Moradi a kol. (2013) ve své studii zjistili hluboky dopad oxidacniho/nitrosativniho stresu
na kvalitu spermii beéhem skladovani v tekutém stavu. Dale ve své studii zjistili, ze existuji
vyznamné rozdily mezi opakovanim experimentd pifi analyze Cistych dat. Pokud vsak byly
udaje pievedeny do procentualniho formatu, zddné vyznamné rozdily nebyly.

Lyofilizace mateti kaSi¢ky je konzervacni proces, ktery v sobé zahrnuje zmrazeni a
dehydrataci, ktera odstraniuje vodu z matefi kaSicky, a v dasledku toho ji lze skladovat po
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dlouhou dobu pfi pokojové teploté. Kromé toho zachovava chemické a biologické vlastnosti
matefi kasicky. Pramér bilkovin, sacharidd, tuki, popela a vody po lyofilizaci matefi kaSicky
je 34 %, 26,5 %, 22,5 %, 2,5 % a méné nez 5 %. (Amini et al., 2019).

Nekolik analytickych a farmakologickych studii prokazalo Sirokou Skalu biologickych
aktivit v matefi kasiCce, které maji riazné vlastnosti, jako jsou antioxidacni a bunéné ochrané
ucinky (Amini et al, 2019). Pfidani mateti kasicky mélo za nasledek vyznamny ochranny ucinek
na integritu membrany. Ochranny ucinek matefi kaSiCky mizeme prfipisovat jejimu
chemickému slozeni a zeyména jejim hlavnim bilkovinam, v¢etné esencialnich aminokyselin a
kyseliny 10-hydroxy-2 -deceanové, ktera hraje dulezitou roli v integrit€ bunécné membrany
(Moradi et al., 2013).

Amini a kol. (2019) ve své studii tvrdi, ze nedavno bylo navizeno, aby pfidani nizsi
koncentrace Cersvé matefi kasSicky do fedidla spermatu zlepsilo pohyblivost spermii a integrity
plazmatické membrany béhem skladovani berannich spermii pii chladnych teplotach. Rovnéz,
bylo hlaSeno, ze suplementace zmrazeného prodluzovace pomoci matefi kaSicky zlepsila
parametry spermii pii dobé€ inkubace 6 hodin. Ddle Amini a kol. (2019) ve své studii dospéli k
zaveéru, ze suplementace lyofizované matefi kasicky do Tris zloutkového fedidla méla ochranny
ucinek na chlazené a zmrazené berani spermie. Zajimavym zjisténim je, ze pro delsi dobu
skladovani berannich spermii mohou byt k ochrané€ spermii pfed negativnimi vlivy pouzité nizsi
koncentrace matefi kaSicky (Moradi et al., 2013). Saberivand a kol. (2021) ve své studii zjistili,
ze pridani 2% matefi kasSicky v kombinaci s DMSO a glycerolu pfi zmrazeni spermii berant
ma za nasledek snizeni jejich abnormalit, vyssi byla také integrita membrany spermii.

Alcay a kol. (2015) také ukézali, ze suplementace spermatu fedéného s 0,5 a 0,75 %
matefi kasicky mélo blahodarné ucinky na inkubované zmrazené a rozmrazené spermie kozli.

Vyznamny ochranny ucinek matefi kaSicky na spermie béhem procesu zmrazeni a
rozmrazeni muze pochazet zjejiho chemického slozeni jako jsou aminokyseliny (kyselina
aspargovad, cynein, lysin, valin), vitdiminy (C a E) a mineralni soli (Na, C, K, Mg), které jsou
zasadni pro kryokonzervaci spermii (Alcay et al., 2017). Ochrané uc¢inky matefi kaSicky
pravdépodobné souviseji s jejimi antioxidacnimi vlastnostmi, které by méli byt poskytovany ve
spravnych koncentracich. A co je dilezitéjsi mélo by se vzit v uvahu, ze koncentrace matefi
kasi¢ky musi byt ur€ena na zakladé doby skladovani (Moradi et al., 2013).

Predpoklada se, ze obsah prolinu v matefi kasi¢ce modifikuje membranovou strukturu
proti stresovym situacim. Kromé toho cystein a prolin pisobi jako robustni antioxidant, ktery
eliminuje ROS a vytvaii glutation béhem procesu chlazeni a zmrazeni. Navic vitamin C a E a
10-hydroxy-2- decenova kyselina v matefi kasi¢ce chrani buné€nou membranu (Saberivand et
al., 2021).

Saberivand a kol. (2021) ve své studii tvrdi, Ze integrita spermii se zvySsila, kdyz byla do
berannich spermii pfidana 2% matefi kasicky s 6 % DMSO. Normalni kondenzace chromatinu
a DNA integrita spermii je potiebna pro Gspé€sné oplodnéni in vitro. Velky pocet zbytkt histonu
ve spermiich maji za nasledek nizs§i miru oplodnéni a naslednou vadnou produkci embryi pred
implantaci a snizenou miru blastulace (Saberivand et al., 2021). Déle ve své studii Saberivand
a kol. zjistili, ze hladiny MDA byly nizsi u spermii, které byly doplnény 2 % matefi kaSicky
v kombinci s DMSO nebo glycerolem anebo s obéma kryoprotektivy. Pfidani 2 % matefi
kaSicky + 3 % DMSO a 3 % glycerolu do tedidla zlepsSily mikroskopi¢nost a biochemické
parametry beranich spermii po zmrazeni a rozmrazeni.



3.5.3 Antioxidanty

Antioxidanty jsou redukcni latky lehce reagujici s oxidacnimi substancemi, ¢cimz chrani
dulezité molekuly pfed oxidaci. K biologickym antioxidantim fadime vitaminy C a E,
ubichinol a nékteré karotenoidy. Také bilirubin a kyselina mocova chrani pred oxidaci. Zvlasté
dulezity je tripeptid glutathion (Koolman et al., 2012). Antioxidanty jsou hlavni obranné faktory
proti oxida¢nimu namahéani vyvolané volnymi radikaly (Silva et al., 2011). Neékolik
vyzkumniku uvedlo, ze pfidani antioxidantl do kryokonzervacniho média zlepsilo kvalitu
spermatu proti poskozeni peroxidaci (Memon et al., 2012). Rada studii implikovala peroxidaci
lipidové membrany jako pfi¢inu defektu funkce spermii, zejména u berannich spermii, které
obsahuji vétsi mnozstvi polynenasycenych mastnych kyselin s dlouhym fetézcem (Baghshahi
et al., 2014).

Spermie a semennd plazma maji k dispozici primarni antioxidacni systém jako je
superoxiddismutaza, glutathionperoxidaza a kataldza, kterd vylucuje lipidové peroxylové
radikaly, dale ptisobi jako obranny systém proti peroxidaci lipidd. Tento antioxidacni systém je
vSak omezeny a nedostate¢ny (Sharafi et al., 2014). Pfedpoklada se, Ze antioxidanty neutralizuji
volné radikdly v lipidovych fetézcich tim, Ze pfispivaji atom uhliku obvykle z fenolické
hydroxylové skupiny, ktera zase premeériuje fenolické skupiny na stabilni volné radikaly, které
neinicuji ani nesifi dalsi oxidaci lipid( (Baghshahi et al., 2014).

Existuji studie, které naznacuji, ze suplementace fedidla antioxidanty, jako jsou taurin,
kataldza a redukované glutathionové a membranové latky vcetné theralozy uspéSné snizuji
dopad ruznych oxidantt, které vznikaji pii skladovani spermii (Moradi et al., 2013).
Suplementace mrazicich medii antioxidanty muZze snizit negativni dopad ROS a poté zachovat
kvalitu spermii po rozmrazeni (Sharafi et al., 2014).

Razné kryoprotektory vétsinou doplnéné o antioxidanty byly pouzity ve snaze piekonat
bunééné poskozeni zpuisobené kryokonzervaci. Mnoho studii prokazalo, ze fedidla doplnéné o
antioxidanty jsou uzite¢né pro inhibice tvorby ROS u mnoha druhti hospodarskych zvitat
doposud vsak existuji omezené informace pro ochranné ucinky antioxidanta na kryokonzervaci
kozich spermii (Memon et al., 2012). Nadmeérna produkce ROS muze mit vazné dusledky na
strukturu a funkCnost spermii, protoze spermie jsou obzvlasté nachylné k poskozeni zptisobené
ROS (Succu et al., 2011).

Rozlisujeme dva druhy antioxidantd, a to oxidanty enzymatické a neenzymatické (Kefer
et al., 2009). Mezi enzymatické antioxidanty neboli také pfirodni antioxidanty patfi peroxidaza
glutathionu, glutathionova reduktdza, superoxid dismutdza a kataldza. (Alvarez et. al., 1987)
Tyto vSechny pfirodni antioxidanty se podileji na obranné systému spermii (Silva et. al., 2011).
Mezi neenzymatické antioxidanty neboli syntetické antioxidanty nebo také dopliiky stravy patfi
glutathion, urét, kyselina askorbovd, vitamin E, karotenoidy, ubichinony, taurin, hypotaurin,
selen a zinek (Alvarez a Podlost, 1989; Therond et al., 1996).

Cystein a glutathion jsou nejdulezitéj$i neenzymaticke latky, které hraji klicovou roli pfi
eliminaci ROS béhem aerobniho stavu v riznych fazich procesu zmrazeni a rozmrazeni
(Sharafi et al., 2014).

Memon a kol. (2012) ve své studii zjistili, ze pfi pouziti kyseliny askorbové doslo
k vyraznému zlepSeni progresivni motility. Dalsi suplementace antioxidanti v jejich studii
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ukazala nevykonné zlepSeni ve srovnani s kontrolou. Fosfolipidy jsou hlavni slozkou sojoveho
lecitinu a maji antioxidacni vlastnosti (Sun et al.,2019).

Vitamin E je pfitomen zejména v lipidové slozce biologickych membran a jako
antioxidant zde chrani nenasycené lipidy pfed ROS a dalSimi radikaly (Koolman, 2012). Pfidani
vitaminu E spolu s vitaminem C k berannimu spermatu zlepSuji jejich preziti a kvalitu, pokud
jsou chlazené (Azawi a Hussein, 2013).

Alfa-tokoferol je nejucingjsi antioxidacni slouceni vitaminu E rozpustna v lipidech, ktera
neutralizuje lipidové radikaly. Takze je to jedna z hlavnich latek, které chrani membranu proti
ROS a preoxidaci lipidi bez ovlivnéni generace ROS (Jeong et al., 2009, Sharma a Agarwal,
1996). Utinek alfa-tokoferolu se miize ménit v zavislosti na jeho koncentraci, pfi vysokych
koncentracich miize spise plisobit jako oxidacni stimulator nez antioxidant (Minaei et al., 2012).

Mata-Campuzano a kol. (2015) nicméné ziskali nékteré pozitivni u€inky pfi skladovani
beraniho spermatu, a to v pfipad€, ze bylo fedidlo doplnéno o GSH. Nakonec se zaméfili na
testovani interakce antioxidantd s fedidly, ktera se lisi v lipidovém zdroji: vajény zloutek a
sojovy lecitin. Je znamo, ze glutamin hraje regulacni roli v nékolika procesech specifickych pro
bunky, v€etné metabolismu, integritu bunék (apoptodza, bunécna proliferace), syntéze bilkovin
a degradaci, genové exprese a syntézy extraceluldrni matrice (Bucak et al., 2009).

Redidla by také mohla ovlivnit t&innost piidavkd, nasledkem interakce riiznych slozek a
skuteCnosti, ze vajeCny zloutek a lecitin mohou pftispét k celkové antioxidacni aktivité (Mata-
Campuzano et al.,2015).

Mata-Campuzano a kol. (2015) ve své studii vyzkouSeli antioxidanty GSH, Trolox,
merkaptamin a krucin jako dopliiky beraniho spermatu, aby urcili jejich vliv na kvalitu po
rozmrazeni a na odolnost rozmrazeného spermatu, testovaného po inkubaci. Zkonbinovali je se
dvéma raznymi kryoprotektory, vajeény zloutek a sojovy lecitin, za ucelem studia interakci
antioxidantt s kazdym kryoprotektorem. Nekteré antioxidanty, jako je krucin a Trolox, mirné
zvysily urcitou kvalitu veli€in, zatimco merkaptamin mél vét§inou negativni ucinky (Mata-
Campuzo et al., 2015).

Ve své studii Mata-Campuzano a kol. (2015) zjistili, ze antioxidanty mély velmi odliSné
ucinky. Dokonce 1 merkaptamin a GSH, které na zaklad¢ aktivity thiolové skupiny, vykazovaly
nékolik rozdilti. Uginek merkptaminu byl neotekavany, protoze bylo zjisténo, Ze je dostateény
pro zmrazeni beraniho a kozliho spermatu. Mata-Campuzano a kol. (2015) ve své studii déle
zjistili, ze Trolox byl jediny antioxidant, ktery snizil hladinu lipoperoxidace, dale snizil hladinu
malondialdehydu 1,5 promile. Ve skute¢nosti Trolox napravuje zvySenou produkci
malondialdehydu ve vzorcich zmrazenych lecitinem. Mata-Campuzano a kol. (2015) si mysli,
ze schopnost Troloxu zrusit lipoperoxidaci by z n€j mohla ucinit soucast optimalizovanych
prodluzovaci, mozna pii nizSich teplotach a dale zjistili, Ze crocin nezlepsil pohyblivost
spermii, ale chrdanil DNA spermii.

Utinky dopliiki jako jsou antioxidanty, jsou modulovany jinymi fedidly a piipadné
dalSimi parametry jako je rychlost chlazeni, doba rovnovahy nebo zdroj vzorkd (Mata-
campuzano et al., 2015). Lze se domnivat, ze antioxidanty ovliviiuji integritu axosomu a
mitochondrie, dale ze po rozmrazeni spermatu dochazi ke zlepSeni motility a morfologické
integrity nad hlavou, ve stfedni a ocasni ¢asti (Menom et al., 2012).

Nevhodna produkce ROS vede ke snizeni pohyblivosti spermii, zivotaschopnosti spermii.
Uroveii ROS je velmi daleZita. Ve spermatu je piirodni antioxidaéni systém, ale ten je Gastetné



odstranén a vazn€ zménén béhem procesu kryokonzervace. Proto mize mit pfidani antioxidanta
do fedidla pozitivni ucinky pii kryokonzervaci spermatu u riznych druhi (Alcay et al., 2017).
Nadmeérna produkce ROS muze mit vazné disledky na strukturu a funkCnost spermii, protoze
spermie jsou obzvlasté nachylné k poskozeni zpuisobenému ROS. Z tohoto divodu byly rizné
exogeni antioxidanty soucasti maraziciho fedidla a jejich schopnost u¢inné zlepsila funkci a
kvalitu spermii po rozmrazeni (Succu et al., 2011).

Reaktivni latky kyseliny thiobarbiturové (TBARS) maji byt pouzity k detekci peroxidace
lipidG v mnoha télesnych tekutinach a jsou dobfe zavedenym nepifimym méfitkem celkového
oxida¢niho stresu. Vysledky ukazaly, ze pfidani suplementovanych antioxidacnich skupin,
které vyznamné snizuji ROS ve zmrazeném a rozmrazeném spermatu byly pozorovany MDA
(malondialdehyd). Tyto suplementace v fedidlech snizuji produkcio ROS béhem mrazeni a tani,
¢imz chrani spermie pred poskozenim pfi kryokonzervaci (Menom et al., 2012).

Je pozoruhodné, ze nizsi potencial antioxidacni aktivity byl pozorovan v kozlim spermatu
ve srovnani s jinymi druhy. Proto fedidla doplnéné o antioxidanty by mohly vylepSit poskozeni
spermii po rozmrazeni zpusobené oxida¢nim stresem (Sun et al., 2019).

Utinek antioxidantd na kvalitu ejakulovaného spermatu berana b&hem kratkodobé
konzervace nebyl podrobné studovan (Rather et al., 2016). Berani sperma ma dostate¢né
mnozstvi superoxid dismutazy a mnohem niz§i koncentrace peroxidazy glutathionu a kataldzy,
aby se zabranilo oxida¢nimu poskozeni. Tato antioxidacni kapacita v buiikach spermii je
omezend vzhledem k malé cytoplazmatické slozce, ktera obsahuje antioxidanty pro uklid
oxidantd. Proto se koncentrace antioxidanti muze znacné snizit, pokud se sperma ziedi (Bucak
et al., 2009). Kromé& toho bylo zjisténo, ze semenna plazma beraniho spermatu mé nizsi
potencidl antioxidacnich aktivit ve srovnani s jinymi druhy (Motlagh et al., 2014).

Navzdory slibnym vysledkiim se suplemntaci kryokonzervac¢nich medii antioxidanty neni
samoziejmnosti pouziti antioxidanti pfi fedeni medii a chybi udaje o jeho vyuziti
v kryokonzervaci kozliho spermatu (Memon et al., 2012).

Ackoliv mnoho studii zkoumalo ucinky rtznych antioxidantina vysledky rutinnich
spermatologickych hodnoceni, zadna predchozi studie se nezabyvala Ginky antioxidanti
doplnénnych o lyofilizovany vajeény zloutek pii kryokonzervaci kozliho spermatu (Alcay et
al., 2016). Alcay a kol. (2015) ve své studii navrhl porovnavani ruznych antioxidantd
(methionin, cytyamin, BHT) doplnéné o lyofilizované fedidla na bazi vajecného zloutku pro
kvalitu po rozmrazeni a inkubacni odolnost koziho spermatu pomoci testu kvality jako je
motilita a plazmatickd membrana, akrozom a integrita DNA v rozmnoZovaci sezoné.

Alcay a kol. (2016) ve své studii zjistili, ze motilita spermatu po rozmrazovani ve
skupindch obsahujicich methionin, merkaptamin a BHT méla lepsi hodnoty nez kontrolni
skupina pfi 0 h (P <0,05). Skupiny merkaptaminua BHT mély po rozmrazovani lepsi hodnoty
motility nez skupina methioninu. Dale ve své studii zjistili, ze antioxida¢ni skupiny uspésné
chranilyakrosomdlni integritu ve srovnani s kontrolni skupinou po rozmrazeni a inkuba¢ni dobé
(P <00.5). Integrita akrosomu koziho spermatu po rozmrazeni se v mnoha studiich pohybuje
v rozmezi 57,90 — 78,0 % k podobnému vysledku ve své studii dospél i1 Alcay a kol. (2016).

Malondialdehyd se €asto pouziva jako indikator oxidacniho poskozeni. Proto je klicovym
produktem peroxidace polynenasycenych mastnych kyselin v butikach. V soucasné studii byly
hladiny malondialdehydu v antioxidacni skupin€ niz§i nez v kontrolni studii (Alcay et al.,
2016).
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Pribiva dukazi, které naznacuji, ze piirodni latky s antioxida¢nimi uéinky puasobi jako
dvousecné mece, coz znamena, ze vysoka koncentrace exogennich antioxidanti muze narusit
redoxni rovnovahu. Pfedpoklada se, ze vyssi koncentrace exogenniho antioxidantu pisobi jako
prooxidacni a aktivaci cest, jako je zvySena produkce protizanétlivych mediatort, nitrosylace
bilkovin, proglykacni u¢inek a ¢innosti naruujici ¢innost zlaz s vnitini sekreci (Moradi et al.,
2013). V poslednich letech si uzivani pftirodnich antioxidantd ziskalo pozornost nékolika
vyzkumnych pracovnikli. V tomto ohledu je velmi zajimavé poznamenat, ze dvé tietiny druht
rostlin maji 1é¢ivou hodnotu. Mnoho téchto 1éCivych rostlin maji velky antioxidacni potencial
(Motlangh et al., 2014).

Hrebicek je znamy jako u¢inny bylinny antioxidant, ktery obsahuje fenolické slouc¢eniny
hlavné eugenol. Baghshahi a kol. (2014) ve své studii prokazali, ze pii oSetfeni extraktem
hiebicku béhem procesu chlazeni, zmrazeni a rozmrazeni jsou spermie berana nejlépe
chranény, pokud pouzijeme koncentraci 75 pg/ml. Ddle Baghshahi a kol. (2014) ve své studii
zjistili, ze pfi pouziti vySSich koncentraci extraktu hiebiCku, bylo zpozorovano, ze maji
nepfiznivy u¢inek na vSechny parametry spermii berana. Tento vysledek mize byt pfipsan
spermicidnimu ucinku vysokych davek eugenolu. Pouziti extraktu hiebi¢ku o koncentraci 35 a
75 pg/ml mély ptiznivy vliv na motilitu beranich spermii po ochlazeni a po procesu zmrazeni
a rozmrazeni (Baghshahi et al., 2014).

Vodny extrakt z rozmarynu byl pouzit jako konzervacéni a oSetfujici Cinidlo proti
oxida¢nimu stresu v nékolika studiich. Pouziti rozmarynu pii zpracovani spermii a
kryokonzervaci spermatu byl zkoumdn pouze v né€kolika studiich. S ohledem na vySe uvedené
informace se Ize domnivat, ze vodny extrakt z rozmarynu muze byt vhodnym antioxidantem
proti kryokonzerva¢nimu poklesu zivotaschopnosti spermii a motility spermii po rozmrazeni.
Ackoliv pfiznivy ucinek vodného extraktu z rozmarynu jako bylinného antioxidantu byl dobfe
zaveden v literatufe, existuje jen nékolik malo studii, které¢ zkoumaly tc¢inek vodného extraktu
z rozmarynu na savc¢i spermie (Motlangh et al.,2014).

Melatonin piimo neutralizuje G¢inek vysokého pocetu toxickych volnych radikala a vliva
exprese antioxidacniho enzymu, ktery zvysuje hladinu RNA a bilkovin téchto enzymu.
Melatonin byl také schopen chranit spermie pred rtuti, oxidem dusnatym a oxidacnim
poskozeni H202. Bylo prokazéano, ze melatonin je schopny chranit mitochondrii pred
oxida¢nim poskozenim pomoci snizené spotreby kysliku, membranovy potencial a produkci
aniontu superoxidu, aby se udrzela vyroba ATP (Succu et al., 2011).

Casao a kol. (2010) demonstrovali pfitomnost melatoninu v berani plazmé. Jeho
koncentrace silné korelovala s aktivitou tii antioxida¢nich enzymu (glutathionova reduktaza,
superoxid dismutdza a katalaza), coz nasvédCuje tomu, ze melatonin muize hrat roli v
regulaci antioxida¢niho enzymu obrannych systéma ve spermiich jako u jinych typt bunék.
Pfitomnost enzymu CAT byla prokazdna v beranim spermatu. Jeho potencidlni role je ve
starnoucich procesech a kontrole oxida¢niho stresu v buikéch, zejména odstranénim
superoxidového aniontu radikdlni produkce, kterd je generovand NADPH oxiddzou v zivych
burikach (Bucak et al., 2009). Bucak a kol. (2009) ve své studii zjistili, Ze aktivita enzymu CAT
byla ve skupiné€ rozmrazeného spermatu s prodluzovacem SmM glutaminu vy$si nez v jinych
skupinach. Toto zjisténi podpofil svou diivési studii, kterou uskutecnil na ovcich, kde byla
aktivita enzymu CAT zvySena v pfitomnosti riznych antioxidantli po procesu zmrazeni a
rozmrazeni. Pfedpoklada se, ze glutamin vykazoval antioxidacni zvySeni aktivity enzymu CAT



pfi pouziti antioxidacnich Cinidel. Takze napfiklad glutamin muze mit kryoprotektivni ti¢inek
na funk¢ni integritu akrozomu spermii a mitochondrii, zlepSeni pohyblivosti spermii po
rozmrazeni, coz mélo za nasledek snizeni poskozeni spermii (Bucak et al.,2009).

3.5.4 Antifreeze proteiny

Antifreeze proteiny se prirozené vyskytuji u nékolika organismu, které jsou vystavovany
teplotam pod bodem mrazu. Schopnost téchto proteind inhibovat rekrystalizaci ledu spolu
s jejich schopnosti integrovat se s biologickymi membrdanami z nich déla zajimavé molekuly
pro pouziti pii kryokonzervaci (Robles et al., 2019).

Existuje nékolik druht, které pfirozené vykazuji zvlastni ochranu proti nizkym teplotam
a diky své schopnosti produkovat zajimavou skupinu proteind, které se vazou na led a zabrariuji
rastu tvorbe ledovych krystali (Robles et al., 2019).

Antifreeze proteiny mohou byt pfitomny v bakteriich, houbach, korysich, mikrofasach,
hmyzu a rybach (Robles et al., 2019). Antifreeze proteiny jsou skupiny polypeptidi, které se
vyvinuly u bezobratlych, obratlovct, hmyzu a rostlin. Antifreeze proteiny hraji zakladni roli
pro jejich preziti pfi teplotach pod nulou, u téchto druhi ptsobi jako pfirozené kryoprotektory.
Tyto proteiny vyvoldvaji termdlni hystereze a inhibuji rekrystalizaci ledu, snizuji kinetiku
tvorby ledu a ovliviiuji morfologiiledovych krystalti (Correia et al., 2020). V pfirod€ jsou tyto
proteiny rozhodujici pro preziti zvifat v mrazivych podminkach (Robles et al., 2019).

Tyto proteiny mohou byt pouzity pro bunéénou kryokonzervaci vetné spermii, protoze
jejich zarazeni do vzorkuspermatu snizuje ztratu pohyblivosti, zachovava zivotaschopnost,
funkénost membrany a integritu akrosomu v zmrazeném i1 rozmrazeném spermatu u nékolika
druht hospodafskych zvifat jako je beran, buvol, a kralik (Correia et al., 2020).

Tepelnd hystereze a inhibice rekrystalizace ledu spolu s jejich schopnosti integrovat se
s biologickymi membranami jsou dilezité vlastnosti antifreeze proteint. Je zajimavé si
vS§imnout, Ze razné antofreeze proteiny mohou mit riznou aktivitu a mohou se vazat na riznpou
plochu ledovych krystala. Jejich schopnost inhibovat rekrystalizaci ledu je zasadni pfi ochrané
membran proti po§kozeni mrazem. Pokles preziti miize souviset s fyzickym nebo mechanickym
poskozenim, které muize nastat po procesu zmrazeni a rozmrazeni (Robles et al., 2019).

Existuji vsak Ctyfi hlavni typy antifreeze proteint (typ I, typ II, typIll aa typ AFGP —
lipoprotein) s riznymi zpusoby plisobeni a rozdily mimo jiné ve vazani na ledové kiistalové
plochy (Correia et al., 2020).

Vlastnosti antifreezy proteinti pravdépodobné stabilizuji membranové fosfolipidy a
nenasycené mastné kyseliny (Correia et al., 2020). Koncentrace AFP musi byt peclivé
optimalizovany, aby se zabranilo negativnim G¢inkim na pteziti bunék (Robles et al., 2019).
Robles a kol. ve své studii popsali zménu tvaru ledového krystaluvyvolanou suplementaci AFP
ve vysokych koncentracich a jejich skodlivy ucinek na preziti bunek.

Antifreeze proteiny jsou obsazeny v krvi polarnich ryb. Tyto proteiny snizuji bod mrznuti
vody nekoligativnim mechanismem, ktery se nazyva adsorpce — inhibice, ¢imz umoziuji témto
rybam prezit v islandskych motskych vodach (-1,9 °C), tim ze zabratiuji tvorbé ledu v krevnim
obéhu. Kromé toho antifreeze proteiny zabraruji rekrystalizaci ledu, tim ze se vazou pfimo na
tvare ledového krystalu tak, aby se vytvorily malé §pi¢aky ledu (De Vries, 1988).
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V soucasné dobé se zmrazené beranni sperma pouziva v umélé chovu pouze pro
intrauterinni inseminaci s pocetim 60—75 %. Zmrazené sperma neni mozné pouzit pro cervialni
inseminaci, protoze pohyblivost spermii je velmi mala (25-45 %) (Evans et al., 1987). Toto
omezeni lze prekonat zlepSenim postupti mrazeni. Payne a kol. (1994) vyhodnotili v rdmci
celkové studie vliv AFP a AFGP na pohyblivost berannich spermii.

Payne a kol. (1994) ve své studii tvrdi, ze skore pohyblivosti spermii, které jsou méfitkem
kvality spermatu, nebylo ovlivnéno pfidanim antifreeze proteini do fedidla. VSechna oSetieni
dosahla 4 bodi na stupnici motility, a to jak pfed rozmrazenim, tak i po ném. Pilotni
experimenty s koncentracemi AFP a AFGP ukazaly, ze pouziti vyssich koncentraci mélo maly
nebo zadny pfiznivy ucinek na beranni sperma po zmrazeni a rozmrazeni. Pokud se pouzili
niz§i koncentrace antifreeze proteini pohyblivost spermii byla o 10 % vétsi. AFT a AFGP
chrani sperma pted poskozenim béhem mrazeni a po rozmrazeni. (Payne et al., 1994)

Correia a kol. (2020) ve své studii tvrdi, ze zejména bylo prokazéano, ze procento
pohyblivych spermii po rozmrazeni je vétsi po pfidani AFP I a AFGP. Robles a kol. ve své
studii pri§li na to, ze pokud se u berannich spermii pouziji AFP typu I a AFGP typu I
v koncentraci 10 pg/ml tak se po rozmrazeni zlepSila jejich motilita. Rizné AFP, vCetné
rekombinantniho antifreeze proteinu Dendroides canadensis, byly testovany v ruznych
podminkacha a byly zjistény rtzné pfiznivé ucinky béhem skladovani pii 4 °C a béhem
zmrazeni. Po rozmrazeni bylo zjisténo zvysSeni progresivni motility a integrity plazmatické
membrany pii pouziti 0,1 pg/ml AFP typu III, dale zjistili, ze vy$si koncentrace byly neuciné
(Robles et al., 2019).

Je dobfe znamo, ze ledové krystaly rekrystalizuji v blizkosti bodu tani (Knight et al.,
1986). Tento proces muze byt inhibovan antifreeze proteiny (Carpenter et al., 1992). Antifreeze
proteiny chrani sprema pied poskozenim béhem mrazeni a rozmrazovani pii velmi nizkych
koncentracich (Payne et al., 1994).

Reaktivni oxidacni latky se vytvareji béhem kryokonzervace spermii, které zpusobuji
nékteré fyzikalni a chemické zmény v membrané spermii. Proto mnohé védecké studie
hodnotily uc¢inek riznych syntetickych a pfirodnich antioxidanti na spermie. Pfedpoklada se,
ze antioxidanty neutralizuji volné radikaly v lipidovych fetézcich pfenechanim atomu vodiku
obvykle z fenolické hydroxylové skupiny, které na oplatku pievadi fenolické skupiny na
stabilni volné radikaly, které nezahajily dalsi oxidaci lipid( (Baghshagi et al., 2014).

Correia a kol. (2020) ve své studii pfisli nato, ze pouziti AFP I a AFP III pro fedeni
oteviraji zajimavé perspektivy pro rozvoj ucinnéjsi techniky konzervace spermii v chovu ovci.
Koncentrace byli definofidny podle literdrnitho screeningu, vzhledem k tomu, Zze nizsi
koncentrace AFP zlepsuji vysledky kryokonzervace, zatimco vyssi koncentrace by mohly mit
cytologické ucinky pfi pridani do prodluzovace (Correia et al., 2020).

Pridani AFP do beraniho spermatu mélo blahodarné ucinky, které zvySovaly jejich
kryoistiku, zejména u kinetiky spermii, integrity plazmatické membrény a morfologie, které
udrzovaly energii metabolismu bez zvyseni ROS. Pouziti AFP jako kryoprotektantu spermatu
se prokazalo jako nastroj ke snizeni ztraty pohyblivosti, zachovani energie metabolismu a
osmotické rezistence. Béhem kryokonzervace spermii by tvorba ledovych krystald mohla
nevratné poskodit bunky ovliviiyjici plazmatickou membranua morfologii bunék. Postup
mrznuti mize zmenit lipidové membrany, nenavratné seskupit proteiny, aby byly membrany
tuzsi a kieh¢i (Correia et al., 2020).



Ackoliv AFP III neptedstavovaly zadnou vyhodu proti AFP I je tfeba vzit v uvahu, Ze se
jedna o prvni studii, ktera pouziva tento typ antifreezy proteinti u beraniho spermatu (Correia
et al., 2020).

Zda se, ze pridani antifreezy proteind pfi kryokonzervaci berannich spermif se jevi jako
pfiznivé. Pouziti antifreezy proteini pievazn€ typu I zvySuje ochranu spermii béhem
kryokonzervace, coz ma za nésledek vétsi kinetiku spermii, lepsi integritu plazmatu a vétsi
procento normdlnich spermii. Tyto vysledky oteviraji zajimavé moznosti vyuziti antifreezy
proteint jako kryoprotektoru spermatu berant (Correia et al., 2020).

3.6 Ultra rychlé mrazeni

Ultra rychlé mrazeni lze provadét pomoci fedidla bez vajecného zloutku nebo
propustnych kryoprotektantd, které zamezuji negativni ucinky té€chto latek a pouzivaji proteiny
a cukry jako nepropustné extracelularni kryoprotektory (Jimenez — Rabadan et al., 2015).
V soucasné dobé vysledky ziskané pfi ultra rychlém mrazeni beranich spermii nezlepSuji
konvenc¢ni zmrazeni, vykazuji vysoké procento poskozeni spermii a zdaraziuji vliv predchozi
skladovaci teploty. Béhem ultra rychlého mrazeni jsou buiiky vystaveny hyper osmotickym
fedidlim na bazi nepropustnych latek jako jsou sachardza a trehaldza, aby se zabranilo
extracelularnim krystalim zvysit viskozitu fedidla, navozeni intracelularniho odtoku vody a
podporu sklivcového stavu do a kolem spermii, coz snizuje bunétné poskozeni spojené
s krystalizaci béhem procesu kryokonzervace. Protoze jsou spermie vystaveny mediim
s proménlivou molaritou béhem vitrifikace a zmrazeni, ma se zato, ze osmotické zmény mohou
podporit vyskyt morfologickych zmén téchto bunék (Arando at el., 2019). Ultra rychlé mrazeni
indukuje poskozeni bun¢k jako je snizena zivotaschopnost, apoptoza, ztrata integrity DNA a
rozpad bunécné membrany (Igbowke et al., 2019).

Proces vitrifikace byl navrzen jako nova technika, ktera se pouziva pro skladovani
spermii, ale nebyl pouzit pfi rutinni kryokonzervaci spermii z divodu zhorSujiciho se
osmotického ucinku vysokych koncentraci prostouhlych kryoprotektorti. Tato technika je
zalozena na ultra rychlém zmrazeni buriky pfimym ponofenim do tekutého dusiku. Hlavni
vyhodou této metody je zabranéni tvorby ledovych krystali a moznosti pouzit fedidlo
vajecného zloutku. Postup je také rychlejsi, jednodusi v aplikaci a nakladové efektivnéjsi nez
konvencni kryokonzervace. Nevyhodou ultra rychlého mrazeni je, ze vyzaduje vysokou
koncentraci kryoprotektivnich latek, a to ze spermie jsou na tyto latky citlivé. Dal§im omezenim
této metody je, ze dosud byla provadéna pomoci malych objemi a otevienych systému, které
nebrani pfimému kontaktu s kapalnym dusikem (Jimenez — Rabadan et al., 2015).

Nekteré studie, které jsou zaméfeny na ultra rychlé mrazeni spermii v posledni dobé
ukazuji, ze parametry jako motilita nebo akrosom jsou pii ultra rychlém mrazeni spermii
ovlivnény negativné. Implementace technik pro hodnoceni subcelularnich morfologickych
aspektd ve spermatu by mohly pomoc urcit, pro¢ tento proces nepodporuji, a které bunééné
struktury jsou problémovéjsi, aby se tyto postupy zlepsily. Pokud jde o ultra rychlé mrazeni,
tak studie provedené na beranich spermiich, se shoduji na tom, Ze sachardza nabizi mirny
ochranny ucinek pro motilitu, zivotaschopnost a membranové funkce, i kdyz jsou vysledky
ziskané po rozmrazeni (Arando et al., 2019). Arando a kol. (2019) ve své studii prokazali, ze
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beranni sperma trpi vysokym akrosomalnim poskozenim po ultra rychlé mrazeni, pokud byly
vzorky uchovavany pfi teploté 22 °C na rozdil od 5°C. Jimenez — Rabadan a kol. (2015) na
zakladé vysledka provedenych experimenti ve své studii dosli k zavéru, ze fedidla zalozena na
kombinaci sacharéza a glycerol nejsou uzite¢né pro ultra rychlé mrazeni beraniho spermatu.
Avsak ultra rychlé mrazeni pomoci fedidla vaje¢ného zloutku diky jeho nizké koncentraci
spermii nabizi moznost pouzit tuto metodu v budoucnu.

3.7 Lyofilizace

Lyofilizace je konzervacni proces biologickych produkt zahrnujicich jak zmrazeni, tak
dehydrataci. Tento proces je zvlasté vhodny pro vysoce hodnotné biomolekuly jako jsou
proteiny. Pfi zmrazeni a suSeni pii teplotach nizsich nez 30 °C si proteiny zachovaly celou nebo
veEtsi Cast své pocatecni biologické aktivity v suchém stavu. Tento suchy stav nabizi mnoho
vyhod pfi dlouhodobém skladovani (Alcay et al., 2016). Tato technika je bézna pro konzervaci
krevni plazmy, lidskych tkdni pro transplantaci, bakteridlnich a virovych kultur, jakoz i pro
potraviny a léky, aby byla zachovana stabilita a zivotaschopnost po dlouhou dobu (Moustacas
et al., 2011).

Lyofilizace spermatu je slibna technika, ktera muze byt levnou alternativou pro
dlouhodobé skladovédni spermatu v tekutém dusiku. Hlavnim problémem lyofilizace je
poskozeni jednovlaknové a dvouvlaknové DNA v disledku procesu susenim mrazem. Je tfeba
uznat, ze soucCasné lyofilizaéni postupy sleduji metody pouzivané k suSeni potravin nebo
farmaceutickych vyrobki. Standardnim pfistupem piizplisobenym spermiim je zejména jejich
pfimé ponoteni do tekutého dusiku predchozi vakuové sublimace vodni frakce (Palazzese et
al., 2020).

Lyofilizace ohrozuje stabilitu DNA fyzickym poskozenim rychlym chlazenim na -196
°C, které je ndsledovédno vakuovou extrakci vody (Palazzese et al., 2020).

Lyofilizované spermie se rehydratuji pridanim Cisté vody, jejiz objem by mél byt stejny
jako objem suspenze pied lyofilizaci. Kiedéni rehydratovanych vzorkt 1ze pouzit jakykoliv
fyziologicky roztok. Koncentrace ve finalnim rehydratacnim mediu by méla byt takova, aby
bylo snadné vyhledavini jednotlivych spermii pro ucely ICSI (intracytoplazmaticka injekci
injektaz spermie) (Gil et al., 2014).



Zavér

Cilem bakalarské prace je soupis aktudlnich poznatkd tématicky zamérenych na vyuziti
modernich kryoprotektort pfi konzervaci semene.

Ze souhrnu literdrni reSerSe vyplyvd, Ze je velmi dullezité, jak bude kryokonzervace
provedena, jaky kryoprotektor bude pouzit, jaky druh ftedidla pfi kryokonzervaci
pouzijeme. Pti kryokonzervaci spermatu, je pro nas dualezitd prezitelnost spermii pro
rozmrazeni, také chceme, aby spermie po rozmrazeni vykazovaly, co nejmensi znamky
poskozeni a mély dobrou oplozovaci schopnost, proto se pfi kryokonzervaci snazime
vybrat co nejvhodnéjsi kryoprotektor.

Podle dostupnych studii vidim velkou perspektivu pti kryokonzervaci spermatu u malych
prezvykavcl v lyofilizaci.

Na zdkladé dostupnych informaci z odbornych studii je zndat, Ze lyofilizace vaje¢ného
Zloutku, matefi kaSicky a dalSich ma kladné ucinky pfi pouZiti pfi kryokonzervaci spermii u
beran(. Urcité by stalo, zato se vtomto sméru dale zdokonalovat a provadét vice pokusl
na odborné urovni, zejména u berann.

Dalsi oblast, kterd ma potencial a mohla by pfinést dobré vysledky je ultra rychlé mrazeni.
Urcité by stdlo zato, vénovat se také vice problematice u kozli. Nenasla jsem moc studii,
které by se zabyvaly problematikou kryokonzervace kozliho spermatu. Néjaké studie byly
provedeny s vajecnym Zloutkem u kozliho spermatu, a tam byly vysledky pozitivni,
spermie mély po rozmrazeni dobrou motilitu a vétsi vytéZznost. Také lyofilizace vajeéného
Zloutku pfinesla u kozliho spermatu dobré vysledky.

Dale bychom mohli vénot pozornost priodnim antioxidantim. Byla provedena studie, Ze
se jako pfirodni antioxidant u berannich spermii pouzil hfebicek nebo rozmaryn.
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6 Seznam pouzitych zkratek a symboli

LOP peroxidace lipida

ROS reduk¢ni oxidacni stres

MDA malondialdehyd

ID inseminacni davka

TRABS kyselina thiobarbitulova

SDS dodecyl sulfat sodny

HOST hypoosmoticky test

EDTA kyselina ethylendiamintetraoctova
LDL lipoproteiny s nizkou hustotou

EYCE vajecny zloutek v citratovém fedidle
DMSO dimethylsulfidoxid

CASA pocitatova analyza spermatu

AFP antifreeze proteiny

AFPG antifreeze glykoproteiny

ICST intracytoplazmaticka injek¢i injektaz spermie
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