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Perspektivni kryoprotektory vyuzivané pri konzervaci
spermatu u malych prezvykavci

Souhrn
Cilem této prace je literarni shrnuti poznatkl o perspektivnich kryoprotektorech, které

jsou pouzivané pii konzervaci spermatu malych prezvykavcl — koz a ovci. Bakalarské prace
byla psana formou literarni reserse.

Spermie hospodaiskych zvifat maji rizny stupen kryotolerance v zavislosti na jejich
jedine¢nych vlastnostech, jako je velikost, tvar a slozeni lipidd. V dusledku toho neni mozné
vytvorit jednotny postup fedéni, zmrazovani a jednotné moznosti pouziti stejnych tedidel pro
razné druhy zvirat. Vyvoj uspé$ného kryoprotektoru a postupu kryokonzervace spermatu
umozni rozsifeni umélé inseminace v kazdodenni produkci a dlouhodobé uchovani genetickych
zdrojii malych prezvykavci. Nicméné rozsahlé pouzivani umélé inseminace u ovci a koz, je
navzdory své dlouhé historii provazeno obtizemi, zejména pii pouziti zmrazené¢ho spermatu.
Sperma je béhem procesu zmrazovani a rozmrazovani fyzicky a chemicky poskozeno. Toto
poskozeni je u berant a kozli vyrazné vyssi ve srovnani s jinymi druhy hospodaiskych zvitat,
jako napf. u skotu. Z tohoto divodu se fada studii zabyvala faktory ovliviuyjici fertilizacni
schopnost zmrazenych a rozmrazenych spermii. V fedidlech jsou bézn€ pouzivany ochranné
slozky jako glycerol, vajecny Zloutek nebo odtu¢néné mléko. Navzdory uspéchu pii pouzivani
vajecného zloutku a mléka jako slozky semennych fedidlech v§ak mohou existovat problémy s
moznym prenosem patogent. Proto byly uskute¢nény pokusy nahradit vajecny zloutek jinymi
zdroji, jako napftiklad sojovym lecitinem ¢i kokosovou vodou. Navic fada studii sledovala vliv
ptidavku dalsich kryoprotekénich latek latek v definovanych koncentracich.

Dalsi studie by mohly byt zaméfeny na ovéreni kombinace dil¢ich kryoprotektanta,
které soubézné pusobici mohou mit pfiznivej§i vliv na prezitelnost spermii po zmrazeni,
rozmrazeni a nasledné pouziti pii inseminaci. Jako velmi perspektivni pro tuto strategii se jevi
dobré vysledky pfi pouziti smési glycerolu a dimethylsulfoxidu. Tyto vysledky by mohly byt
dale ovérovany pii obohaceni o dalsi kryoprotektivni latky jako ethylenglykol, propylenglykol,
trehal6za nebo LDL.

Klicova slova: CASA, inseminace, koza, ovce, pritokova cytometrie, fedidlo



Promising cryoprotectors used for the ram semen
preservation in small ruminants

Summary

The aim of this paper is to summarize the literature knowledge about prospective
cryoprotectants used in semen preservation of small ruminants - goats and sheep. The bachelor
thesis was written in the form of a literature search.

Farm animal sperm have varying degrees of cryotolerance depending on their unique
characteristics such as size, shape and lipid composition. As a result, it is not possible to
establish a uniform dilution procedure, freezing and uniform options for using the same diluents
for different species. The development of a successful cryoprotectant and semen
cryopreservation procedure will allow the expansion of artificial insemination in daily
production and the long-term preservation of genetic resources of small ruminants. However,
the widespread use of artificial insemination in sheep and goats, despite its long history, is
accompanied by difficulties, particularly when frozen semen is used. Semen is physically and
chemically damaged during the freezing and thawing process. This damage is significantly
higher in rams and goats compared with other livestock species such as cattle. For this reason,
a number of studies have addressed the factors affecting the fertilisation capacity of frozen and
thawed semen. Protective ingredients such as glycerol, egg yolk or skimmed milk are
commonly used in diluents. However, despite the success of using egg yolk and milk as
ingredients in semen extenders, there may be problems with the possible transmission of
pathogens. Therefore, attempts have been made to replace egg yolk with other sources such as
soy lecithin or coconut water. In addition, a number of studies have investigated the effect of
the addition of other cryoprotectants at defined concentrations.

Further studies could be aimed at verifying the combination of partial cryoprotectants,
which acting in parallel may have a more favourable effect on sperm survival after freezing,
thawing and subsequent use in insemination. Good results using a mixture of glycerol and
dimethyl sulfoxide appear to be very promising for this strategy. These results could be further
verified when enriched with other cryoprotective substances such as ethylene glycol, propylene
glycol, trehalose or LDL.

Keywords: CASA, insemination, goat, sheep, flow cytometry, diluent
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Uvod

Konzervace spermatu je klicovou strategii pro udrzeni genetického bohatstvi vzacnych
a ohrozenych druht, a to zejména u malych prezvykavcu, ktefi se vyskytuji v riznych
Castech svéta a Celi hrozbam, jako jsou ztrata biotopu, stres, nemoci a geneticka
homogenizace. Uchovani spermatu téchto druht je tak klicové pro udrZeni jejich genetické
diverzity a pro budouci moznosti jejich reprodukce a obnovy.

V soucasnosti existuje mnoho metod konzervace spermatu, z nichz vétSina se zametuje
na zmrazeni spermatu. Tyto metody vSak Casto vedou k poSkozeni spermatu a snizuji jeho
fertilizacni schopnost, coz ztézuje jeho Gsp€sné znovuobnoveni. Proto je dulezité hledat
nové a ucinnéj$i metody konzervace spermatu, které¢ by minimalizovaly negativni ucinky
zmrazeni a umoznovaly uchovani vysoké kvality spermatu.

Kryoprotektory se jevi jako perspektivni feSeni, protoze pomahaji chranit sperma pred
poskozenim zpusobenym zmrazenim a udrzuji jeho vysokou kvalitu. Tyto latky se
pridavaji do roztoku, ve kterém je sperma uchovano, a slouzi k ochrané spermatu pred
poskozenim, které by jinak mohlo byt zptisobeno zmrazenim. Toto prace se zaméfuje na
posouzeni G¢innosti a vhodnosti riznych kryoprotektort, které se pouzivaji pii konzervaci
spermatu u malych pfezvykavct a pomaha poskytnout vhled do perspektivnich feseni této
problematiky.



2 (il prace

Obecné je znamo, ze sperma u malych pfezvykavci ma nizkou toleranci vici dlouhodobé
konzervaci v tekutém dusiku. Proto vSechny informace, které vedou ke zlepSeni
kryokonzervace, jsou dulezité s ohledem na rozsifeni inseminace v chovech ovci a koz. Cilem
bakalaiské prace je soupis aktualnich poznatki tematicky zaméfenych na vyuziti
perspektivnich kryoprotektkori pii konzervaci semene. Dalsim cilem bakalaiské prace bude
navrzeni moznych postupd pro optimalizaci vyroby inseminacnich davek, popft. potencialniho
zlepSeni uspesnosti pii nasledné inseminaci.



3 Literarni reSerse

3.1 Odbér spermatu

K ziskani ejakulatu je tfeba pouzit samce v reprodukcénim véku. To je vhodny vék pro
chovna zvifata, aniz by bylo ohrozeno jejich zdravi nebo budouci vyvoj. U ranych plemen se
zatazuji do chovu v 8 az 10 mésicich a u ostatnich ve 12 az 18 mésicich. V€k neni tak podstatny
jako uroven fyzického vyvoje zvitat, ktera je ovlivnéna jejich vyzivou a chovatelskymi postupy.
Zvitata by méla byt pouzita k chovu az po dosazeni 70—75 % jejich dospé€lé hmotnosti. V tivahu
se berou také vyvijejici se varlata samcu, ktera méfi 10 cm na délku, 5 cm na Sitku a vazi 275 g.
(Horak 2012).

Ke sbéru spermii lze pouzit elektrickou stimulaci nebo umélou vaginu. Je vsak tfeba
zduraznit, ze elektricka stimulace nemusi byt pro kozu uspésna, protoze mize zmenit slozeni
semenné plazmy, coz snizuje toleranci spermii ke kryozranénim, a tim snizuje kvalitu spermatu
(Nuti 2007). Aby se zabrdnilo tepelnému Soku, Soku z chladu, kontaminaci vodou,
dezinfek¢nimi prostiedky, slunecnim zafenim a vzduchem, jakoz i dal§im procesim nebo
faktorim, které mohou snizit zivotaschopnost spermii, musi se s odebranym spermatem
nakladat opatrné. Je dulezité vyhodnotit kvantitativni a kvalitativni charakteristiky ejakulatu co
nejdiive po odbéru. Obvykle se hodnoti koncentrace spermii (norma: 3,5 az 6,0 miliard),
pohyblivost (vlnovy pohyb/hmotnostni pohyb a individudlni progresivni pohyb
doptfedu/motilita spermii pti fedéni vzorku ndstavcem; norma: 80-90 %) a morfologie (norma:
70-80 %). Kromé toho se provad¢ji i dalsi zkousky, jako je zkouska tepelné odolnosti, akrozom
a integrita membrany, hypoosmotické bobtnani (HOST) nebo oplodnéni in vitro lze pouzit
k posouzeni kvality spermatu (Flaig 2012).

3.1.1 Elektroejakulace (EEJ)

Pii metodé elektroejakulace (EEJ) se pouziva elektroejakulator (transrektalni sonda
s elektrodou), ktery dodava do samciho konec¢niku elektrické impulsy o nizkém napéti a nizkém
proudu, coz zpusobuje erekci penisu, uvolnéni a ndslednou ejakulaci (Abril-Sanchez a kol.
2018; Kang a kol. 2021). NejcCast&ji pouzivanymi pfistroji jsou Baileyho a Ruakurova berani
sonda. Ruakurova sonda produkuje vystup 10—15 V; pfi suchém rektu se doporucuje 15 V
(Laurans a kol. 1950). Pfed zavedenim sondy do hloubky 15-20 cm je tfeba sondu lubrikovat
(Etson a kol. 2004). Je zajimavé, ze k odbéru spermatu EEJ dochazi bez ohledu na sexudlni pud
berana (Terrill a kol., 1940). Beran ejakuluje jiz po tfech az péti stimulacich pfidatnych zlaz
(10 az 15 s). Pti lehkém tlaku smérem dold, ktery sméfuje na panevni dno, se stimulace provadi
sondou v rytmu zapnuto/vypnuto (3—-5 s zapnuto a 5—15 s vypnuto) (Shipley a kol. 2007).

Nejnovéjsi pristroj je vybaven piepinaCem vysoké/nizké hodnoty a umoziuje
naprogramovat nebo ruc¢né zvysit elektricky naboj (vysoké nastaveni je vhodnéjsi pro berany,
zatimco nizké je vhodnéjsi pro kozly). S ejakuldtorem pro berany Lane je tfeba prostatu
masirovat 8—10krat, na rozdil od pfistrojii Bailey a Ruakura. Podle pokyna spolecnosti Lane
Manufacturing Inc. se stimulace provadi také rytmickym zapindnim a vypindnim (4—6 sekund
zapnuto a 5-8 sekund vypnuto, vetné masaze jesté jednou béhem klidového intervalu) (Evans



a kol. 1987). Ejakulace se provadi pti primémé hodnoté 4 V a 90 mA po dobu zhruba 3 minut
pomoci tiielektrodové sondy (250 mm 30 mm) pfipojené k elektroejakulatoru, ktera zajistuje
regulaci napéti a proudu. Se spradvnym vybavenim je tato technika jednoduchd (Etson a kol.
2004). Odbér spermatu od mnoha netrénovanych beranti nebo divokych samct pro tcely chovu
diky pfistupu EEJ je jednodussi a snazsi.

Tato metoda ma vSak néktera omezeni, z nichz jedno spociva v tom, ze EEJ ma niz§i miru
vytéznosti (80%) nez metoda odbéru pomoci umélé vaginy (AV) (100%) z divodu kontaminace
moci nebo nedostateCné reakce na stimulaci EEJ (Barrios a kol., 2005). Béhem odbéru a po
ném by mélo byt sperma chranéno pfed pfimym slunecnim zafenim a teplotnim Sokem
a pohyblivost spermii by méla byt vyhodnocena do 10 minut (Edmondson a Pugh 2012).

Obrazek 1: Elektroejakuldtor
zdroj: (Kos a kol., 2019)

3.1.2 Uméla vagina (AV)

Pro odbér semene berana se nejcastéji pouziva uméla vagina (Liu a Ott 2018). Berani
i osoba, kterd sperma odebird, musi byt fadné vyskoleni. Majitel musi své berany dobfe znat,
ochocit si je a aklimatizovat se na n€. S berany je tfeba Casto manipulovat a drzet je v ohradach
(Steyn 2003).

Pevny plast’ a vlozka, které tvoii AV, jsou k sob& pevné pfipevnény pomoci gumicek.
Lze je zakoupit v obchodé€ nebo vytvorit doma, ale musi byt vodotésné, protoze jakykoli pfimy
kontakt s vodou spermie zabije. Pro zavedeni vody a vzduchu, regulaci teploty a tlaku se do
pouzdra provrta kohout nebo jiny mechanismus (Shipley a kol. 2007). Teplota uvnitt vlozky by
se méla pohybovat mezi 42-45 °C, to je nezbytné pro uspesny odbér. Pokud je AV naplnéna
vodou, ktera ma teplotu mezi 50 °C a 55 °C, obvykle se tim dosdhne spravné vnitini teploty.
Teplota zafizeni je ovlivnéna teplotou prostiedi, proto je tfeba provést upravy. Pro ureni
spravné vnitini teploty a teploty vody pouzijte teplomér. Sbérna trubice by méla byt pred
odbérem zahtata na teplotu 30-37 °C, aby se zabranilo studenému Soku (Steyn 2003).

K mazani otevieného konce se pouziva lubrikacni gel, ktery neni spermicidni a je steriln{
(Shipley a kol. 2007). Po nasednuti berana se mekce uchopi uméla vagina a penis se piesméruje
na otevieny konec AV. Ejakulace nastala pii silném tahu nahoru a dopfedu. AV se otoci
sbérnym sklem smérem dold, uvolni se tlak vlozky a sklo se spermatem se vlozi do teplé lazné
o teploté 30 az 34 °C (Steyn 2003).
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Obrazek 2: Odbér ejakulatu berana pomoci umélé vaginy
zdroj: (Kos a kol. 2019)

3.1.3 Odbér spermatu po kastraci nebo postmortem

Nadvarle je organ, kde dochazi k modifikaci plazmatické membrany spermie, ktera ji
dava schopnost pohybu a oplodnéni (Osuagwuh 2017). Spermie berant si v télisku specificky
rozvijeji pohyblivost a schopnost vazat vajicka (Jones 1998). Spermie lze ziskat z kaudy
epididymis post mortem nebo po odstranéni samc¢ich pohlavnich organa. Postup zahrnuje odbér
varlat a nadvarlat s pouzitim roztoku 0,9 % NaCl, 100 Ul/ml penicilinu G a 100 mg/ml
streptomycin sulfatu. Varlata pak mohou byt dopravena do laboratofe do 2 hodin po pitvé
a udrzovana pii teplot¢ mezi 4 a 8 °C nebo pii pokojové teploté (22 °C), aniz by doSlo
k poskozeni kvality spermii (Mujitaba a kol. 2022). Nadvarle l1ze oddélit od varlete a po
odstranéni tuniky vaginalis dale jej ocistit pomoci Dulbeccova fosfatového pufrovaného
roztoku (DPBS) pfi teploté¢ 37 °C. Spermatické bunky se nasledné extrahuji mletim nebo
krajenim nozem (Ganaie a kol. 2009). Alternativné je lze odebirat také technikou fezu. Po
oddéleni kaudy nadvarlete od chamovodu 1ze provést Sest az osm podélnych fezii ve ventralni
oblasti kaudy nadvarlete. Aby mohly spermie vyplavat do pufru pii pokojové teplote, umisti se
nafiznuta kauda nadvarlete na 30 minut do 3 ml Trisova pufru v Petriho misce o priméru 35 mm
(Mujitaba a kol. 2022). Nakonec lze nafiznuté nadvarle oplachnout 1 ml pufru a dvakrat
proplachnout ve 4 ml pufrového roztoku odstiedénim pti 885 g po dobu 10 minut. Poté je mozné
pelet nafedit (Ahmed a kol., 2019). N¢kolik autord nahradilo pufry prodluzovaci spermatu
zahtatymi na 35 °C po dobu 5 minut (Bergstein-Galan a kol. 2017).

Ve srovndni s ejakulovanym spermatem ma nadvarletni sperma (EPS) obvykle mensi
objem, ale je mnohem koncentrovanéj§i a ma vyssi procento cytoplazmatickych kapének.
Avsak ejakulované semeno berana obsahuje vyssi redukujici cukr (fruktozu) nez nadvarle, které
obsahuje kyselinu askorbovou jako primarni redukujici cukr. V dasledku toho si ejakulované
spermie mohou udrzet vyss$i pohyblivost za anaerobnich podminek (White a Wales 1961).
Chromatin epididymalnich spermii je navic méné kondenzovany nez chromatin ejakulovanych
spermii, takze je ponckud citlivéjsi na podnéty z vnéjSiho prostiedi (Brogna a kol. 2021).
Naproti tomu EPS berana odebrand v 0 a 48 hodindch po smrti vykazuje podobnou schopnost
oplozeni jako ejakulované spermie (Kaabi a kol. 2003). Srovndvaci studie in vitro fertilizace
(IVF) s pouzitim AV a EPS u ovci tento zavér rovnéz potvrdila (Bergstein-Galan a kol. 2017).
Stejné jako ejakulat muze tedy EPS piinést vynikajici vysledky. Na kvalitu spermii ma vsak
vliv Cast nebo segmenty (caput, corpus a cauda) nadvarlete, ze kterych jsou spermie odebrany.
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Vys$si miry bfezosti - 80,0 % (16/20) a 78,0 % (29/37) — bylo dosazeno, kdyz byly bahnice
inseminovdny laparoskopicky pomoci EPS odebranych z distdlni a proximdlni kaudy
nadvarlete namisto ejakulovanych spermii, které vedly k biezosti pouze 72,0 % (21/29) (Parra-
Forero a kol. 2015).

3.14 Porovnani metod odbéru

Vliv technik odbéru na vlastnosti spermatu pfed zmrazenim a po rozmrazeni byl prokdzan
fadou vyzkumu. EEJ-odebrany ejakulat ma vétsi objem a nizsi koncentraci nez AV-odebrany
ejakulat u berana i kozla (Jiménez-Rabadan a kol. 2016). Matthews a kol. (2003) uvadi, ze
technika odbéru neméla zadny vliv na morfologii spermii berant. Quinn a kol. (1968) dosli
k zavéru, ze spermie beranu byly citlivejsi na chladovy Sok, kdyz byly vystaveny semenné
plazmé EEJ, pii¢emz spermie odebrané AV byly odolngjsi. Podobn& Alvarez a kol. (2012)
zaznamenali, ze kvuli vétsi citlivosti na vysokou koncentraci glycerolu byl odbér spermii EEJ
po rozmrazeni ménég kvalitni. Naopak po heterolognim in vitro fertilisation (IVF) vykazovaly
zmrazené ainkubované spermie EEJ vyrazné vétsi podil neposkozenych akrozomd,
mitochondridlnich membranovych potenciali a rychlost Stépeni nez posmrtné odebrana
spermie. Tato zjisténi jsou v souladu se zpravou Marco-Jiménez a kol. (2012) prokazali, ze
ejakulaty ziskané pomoci EEJ mély po rozmrazeni podstatné vyssi intaktni akrozomy a zivé
bunky, které nebyly znehodnoceny, nez ejakulaty ziskané pomoci AV. Podle Marco-Jiménez
a kol. (2012) v dasledku pouziti EEJ pifi odbéru spermatu se mize zménit sekrecni schopnost
jedné nebo vice pridatnych pohlavnich zlaz. Upravuje sloZeni semenné plazmy. Je v souladu se
zjisténimi Barriose a kol. (2005) a Maxwell a kol. (2007), Zze objem a slozeni plazmy, v¢etné
hladiny bilkovin, jsou ovlivnény technikou odbéru.

Zmény ve struktufe spermii zpusobené zménami v semenné plazmé snizuji odolnost jejich
membrany (Marco-Jiménez a kol. 2012) to ma Spatny vliv na plodnost, zivotaschopnost
a schopnost zmrazeni vzorku (Matthews a kol. 2003).

Dal§i nevyhodou metody EEJ je zvySend pravdépodobnost kontaminace moci a/nebo
sekrety pridatnych zlaz. Moznost kontaminace moci by vSak mohla byt snizena vyménou
sbérné trubice mezi jednotlivymi ejakulacemi (Quinn a kol. 1968). Pti odbéru spermatu pomoci
EEJ se zvysSuje koncentrace nizkomolekularnich proteind, coz miize mit pozitivni vliv na
schopnost spermii odoldvat zmrazovani a rozmrazovani. Ro¢ni obdobi mé také vliv na proteiny
spermatické plazmy, pfiCemz v zimé€ a na podzim lze nejlépe pozorovat zvySeni pohyblivosti
zmrazenych rozmrazenych spermii. Kvalita spermatu po rozmrazeni se proto li§i v zavislosti
na rocnim obdobi a technice odbéru. (Marco-Jiménez a kol. 2008).

Ve srovndni se spermiemi odebranymi pomoci AV byly spermie odebrané pomoci EEJ
kvalitnéjsi a odoln€&jsi viuci kryokonzervaci (Marco-Jiménez a kol. 2005). Podle studii, které
byly analyzovany, byly ejakulaty ziskané pomoci AV Ccerstvéj§i a koncentrovanéjsi nez
ejakulaty ziskané pomoci EEJ. Naopak ejakulaty ziskané EEJ obsahuji vE&tsi mnozstvi spermii
a témer vSechny ostatni ukazatele kvality se vyznamné nelisi od ukazatelt kvality spermii
ziskanych AV. VétSina parametra ve vzorcich po rozmrazeni mezi obéma technikami odbéru
se jasn¢ nerozlisuje. To ukazuje, ze metoda EEJ by mohla byt pouzita misto metod AV.
Ejakulaty rozmrazené AV vykazuji vétsi podil celkové pohyblivosti, progresivni pohyblivosti

12



a linearity, i kdyz se od sebe vyrazné nelisi. Podle nékterych zprav je linearita nejlepsSim
a nejdivéryhodnéjsim prediktorem plodnosti (miry Sté€peni) (Quinn a kol. 1968).

3.1.5 Hodnoty ejakulatu berana a kozla

TABULKA 1 HODNOTY EJAKULATU BERANA A KOZLA

Beran Kozel
Objem 1-1,5 (min. 0,5) cm® | 0,4-3 (prdm. 1) cm?
Hustota 2-5 mil. spermii/mm3 | 0,7-5 (prdm. 3) mil./mm3
Pach nevyrazny nevyrazny
Aktivita cca 70% 85%
Barva slonova kost bila, nazloutla
Patologické spermie | do 15% do 15%
Konzistence zrnita zrnita
Nezralé spermie do 2% do 2%
pH 6,2-6,9 6,2-7,5

zdroj: (Louda a Hegedusova 2009)
3.2 Hodnoceni ejakulatu

Analyza spermatu je dilezitou soucasti andrologického screeningu a pomaha nam odhalit
situace zjevné neplodnosti nebo dokonce perspektivni subfertility. Je zfejmé, ze ejakulat musi
byt pred zpracovanim pro umélé oplodnéni nebo oplodnéni in vitro (IVF) vyhodnocen, aby se
posoudil stuperi jeho normality. Toto hodnoceni Casto zahrnuje zdznam objemu, vzhledu,
koncentrace a pohyblivosti spermii. Nékdy se bere v uvahu také morfologie spermii
a pritomnost cizich bunék (Rodriguez-Martinez 2006).

3.2.1 Makroskopické hodnoceni ejakulatu

Makroskopické vySetfeni spermatu zahrnuje v§echna méfeni provedena lidskym okem,
jako je objem, barva, pach, konzistence a viskozita spermatu (Bopape a kol. 2015).

Objem spermatu je dulezitym parametrem pii hodnoceni kvality spermatu. Objem
spermatu se muze u jednotlivych jedinct znaéné lisit, ale normalni hodnoty se u spermatu koz
a beranti pohybuji v rozmezi 0,5 az 2,5 ml, resp. 0,5 az 1,5 ml (Gamcik a kol. 1992). Objem
spermatu se ¢asto méii pomoci odmérnych zkumavek a nizky objem muize naznaCovat problém
s pfidatnymi pohlavnimi zlazami nebo nizky pocet spermii (Dorado a kol. 2017).

Barva spermatu muze také poskytnout cenné informace o kvalit€¢ spermatu. Normalni
kozi sperma je obvykle bilé nebo mirn€ nazloutlé, zatimco normdlni berani sperma je obvykle
bilé nebo mirn€ nepruhledné (Ritar a kol. 1992). Abnormalni barva spermatu, napiiklad Cervena
nebo hnéda, mize naznaCovat pritomnost krve v ejakulatu, ktera mize byt zpisobena zanétem,
infekci nebo traumatem (Gamcik a kol. 1992).

Normélni{ kozi sperma ma specifického nebo normalniho charakteristicky mléény zapach,
zatimco normalni berani sperma je obvykle bez zapachu nebo mirné€ zatuchlé (Wurlina a kol.
2020). Nepiijemné nebo abnormalni pachy, jako je odporny nebo hnilobny zdpach, mohou
naznacovat pritomnost bakterialni kontaminace nebo infekce (Gamcik a kol. 1992).
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Viskozita spermatu je méfitkem odporu tekutiny proti proudéni. Normalni kozi a berani
sperma by mélo mit smetanovitou viskozitu. Naklonénim vzorkovaci nddoby a vyhodnocenim
pfilnavosti kapaliny ke sténé subjektivné urime viskozitu (Kos a kol. 2019). Vysoka viskozita
muize naznaCovat problém s funkci piidatnych pohlavnich Zlaz a nizka viskozita muze
naznacCovat problém s pohyblivosti spermii (Ducha a kol. 2021).

Pritomnost cizorodych latek ve spermatu muze ovlivnit kvalitu spermatu. Normalni sperma
by nemelo obsahovat zadné cizi piimési, jako je krev, hnis, moc¢, pisek, prach, lubrika¢ni gel,
chlupy nebo predkozkové necistoty (Gamcik a kol. 1992).

3.2.2 Mikroskopické hodnoceni

Jednim z pristupt, ktery byl vytvoren k eliminaci lidskych chyb, je poCitaCem asistovana
analyza spermii (CASA), a je jednim z nejdulezitéjSich. Ve srovnani s manualnimi pfistupy je
CASA uziteCnym nastrojem pro hodnoceni spermii, protoze umoziuje objektivni a rychlejsi
vyhodnoceni pohybovych parametr(i spermii. Pro ur€eni schopnosti in vivo nebo IVF vzorka
spermatu je hodnoceni parametri pohyblivosti spermii zasadni. Pohyblivost hodnocena
systémem CASA nabizi konzistentni odhady rtiznych kritérif pohybu spermii (Konyali 2012).

Pro piesnéjsi urceni kvality spermii ve vzorku (Cerstvé, chlazené nebo rozmrazené) je
tieba provést mnoho laboratornich testdl. Zivotaschopnost spermii, znama také jako integrita
membrany spermii, je meéfitkem Casto pouzivanym k posouzeni kvality spermii. Vzorek se
obarvi a v zavislosti na pouzitém barveni pro stanoveni integrity membrany spermii se poté
vySetii pod mikroskopem s jasnym polem nebo fluorescencnim mikroskopem. Barviva
pouzivana pro analyzu v jasném poli jsou cenové dostupnd, umoziiuji odhad tohoto parametru
pomoci jednoduchého vybaveni a umoznuji pratokovou cytometrickou analyzu vzorkd. Pfi
prutokové cytometrii se souCasné méfi a analyzuje mnoho fyzikalnich vlastnosti jednotlivych
castic, typicky bunék, které se pohybuji pomoci laserového paprsku v proudu tekutiny (Konyali
2012). Pomoci prutokové cytometrie pro analyzu spermii Ize objektivné, rychle a soucasné
analyzovat obrovské mnozstvi spermii a vysledky téchto analyz Ize pouzit k odhadu plodnosti
vzorku spermatu. Mnoho analyz spermii, jako je pocCet spermii, zivotaschopnost, ukazatele
podobné apoptdze, pohyblivost, akrozomové reakce spermii nebo obsah a integrita DNA, 1ze
provadét pomoci prutokové cytometrie s vyuzitim jednoho nebo vice fluorescen¢nich barviv
(Nethenzheni 2017).

Touto metodou lze za jednu minutu spocitat priblizn€ 50 000 spermatickych bunék, coz
je jedna z jejich silnych vlastnosti. VSechny metody barveni jsou rychlé a snadné; pozorovat
1ze bud’ na vzduchu vysuSené spermatické buiiky fixované ve fluorescencnim fixativu, nebo
zivé spermatické buiky. V soucasné dobé 1ze fluorescencni sondy pouzit k hodnoceni témer
vSech vlastnosti bunky, které bychom chtéli pozorovat pod fluorescenénim mikroskopem
(Matshaba 2010).

3.2.2.1 CASA

Za poslednich 20 let doslo k vyraznému pokroku ve vyvoji hardwaru 1 softwaru, coz
zpusobilo revoluci v systémech CASA, pfiCemz vétSina systému nabizi vysokou uroven
kontroly a ovéfovani kvality (Mortimer a kol. 2015). Na rozdil od tradi¢niho subjektivniho
vySetieni motility pomohla pocitacem asistovana analyza spermatu (CASA), ktera je zaloZena
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na pohybech hlavicky spermie, zvySit presnost a spolehlivost méfeni motility spermii (Palacin
a kol. 2013). Porovnani vysledkl a schopnost odhalit nepatrné zmény mezi jednotlivymi samci
nebo léCebnymi postupy jsou umoznény dostupnosti udaju shromazdénych pomoci CASA
(Verstegen a kol. 2002). Na vysledky analyzy pohyblivosti pomoci CASA vSak mize mit vliv
i fada proménnych, véetné technika, optiky, nastaveni softwaru, nastaveni pofizovani snimkda,
poctu vySetfovanych poli, koncentrace a fedéni vzorku a analytické komory (Contri a kol.
2010).

Stale vice domécich zvitat je hodnoceno z hlediska kvality a funkce spermii pomoci CASA
(Ngcauzele 2018). Kromé& toho nékteré systémy CASA nabizeji v rdmci automatizované
analyzy kromé funkcnich prvkl, jako je penetrace sliznice spermii a hyperaktivace, také
morfologii, vitalitu, fragmentaci a akrozomovou reakci (Van Der Horst a kol. 2018).

Silnou strankou systémt CASA je schopnost zkoumat vzorec pohybu hlavi¢ky spermie ve
dvou rozmérech, pfiCemz se ignoruje skutecnost, ze se hlavicka pohybuje v ose Z i ve stisnéné
meélké komurce. Systémy rovné€z zaznamenavaji zmény tvaru bic¢iku. Metoda zavadi omezeni,
ktera pravdépodobné zabrani tomu, aby jednotlivé spermie ve vzorku nebo z nékolika vzorka
samcu vykazovaly vzajemné odchylky (Amann a Waberski 2014).

K meéfeni pohyblivosti spermii byl pouzit analyzator CASA a mikroskop Olympus BX40
se 100nasobnym zvétSenim a vyhfivanym stolkem nastavenym na 37 °C. V rtznych
experimentech byly hodnoceny tyto proménné pohyblivosti: procento motility spermii (MS,
%), procento progresivni motility (PS, %), rychlost v kfivce (VCL, um/s), rychlost v pfimce
(VSL, um/s), primérna drahova rychlost (VAP, um/s), linearita spermii (LIN, jako mira
kiivoCaré drahy, VSL/VCL), ptimocarost (STR, jako linearita primérné drahy, VSL/VAP),
kolisani (WOB, mira oscilace skute¢né drahy kolem pramérné drahy, VAP/VCL), amplituda
boc¢niho posunu hlavicky spermie (ALH, um) a kfizova frekvence rytmu (BCF, Hz) (Mortimer
1997). Rovnéz bylo zaznamenano mnozstvi spermii v jednom poli a typ pohybu vpred (rychly,
pomaly a pohyblivy, ale neprogresivni) na zakladé celkového poctu pohyblivych spermii.
Spermie s VCL <75 um/sg a STR > 80 % byly povazovany za pomalu progresivni, zatimco
spermie s VCL > 75 um/sg a STR > 80 % byly povazovany za rychle progresivni (Palacin a
kol. 2013).

3.2.2.2 Prutokova cytometrie

Pfi analyze spermii pratokova cytometrie postupné nahradila ¢asové narocné metody
nachylné k chybam. Je pfislibem pro nové metody analyzy kvality spermii, jejichz cilem je
integrace raznych testt s cilem ziskat hlubsi porozuméni funk¢nosti spermii diky jeji schopnosti
analyzovat vice vlastnosti spermii soucasné (Petrunkina a kol. 2007). ZlepSeni hardwaru,
fluorescenc¢nich sond a metod znaceni navic vedlo ke zvySeni citlivosti (Martinez-Pastor a kol.
2010).

Prutokové cytometry mohou byt zafazeny do vysoce vykonnych postupt, protoze mohou
analyzovat tisice bunek béhem nékolika sekund a zaznamenavat Cetné charakteristiky kazdé
z nich. Jiné metody jen stézi dosahuji jejich opakovatelnosti (typicka analyza 10 000 spermii
vede k 95% C. 1. 1 %). B€hem vySetiovani prutokovou cytometrii jsou oznacené spermie hnany
laminarnim proudénim a posilany po jedné ptres buiiku, kde jsou osvétleny jednim nebo vice
lasery, aby mohly byt vySetfeny. Zrcadla a filtry zaostfuji rozptylené nebo emitované svétlo,

15



nez se dostane do nékolika fotodetektorti, kde se signaly zesili. Udaje se pak digitalizuji
a poskytuji vyzkumnikovi v riznych jednotkach intenzity fluorescence. Data se ukladaji do
béznych soubord flow Cytometry Standard (FCS) (Lo a kol. 2008). To umoziuje pozd¢ji
extrahovat a analyzovat data z kazdého detektoru pro kazdou spermii. Po manualni klasifikaci
typické analyzy spermii obvykle zobrazuji neékolik populaci. Pfesto s ohledem na obrovskeé
objemy dat, které mohou byt generovany, navrhlo nékolik autori pouziti sofistikovanych
statistickych metod k vyuziti vyhod prutokové cytometrie (Martinez-Pastor a kol. 2010).

Priutokova cytometrie je metoda méfeni jednotlivych bunék, které v suspenzi postupné
proudi kolem snimaciho bodu. Pratokovy cytometr je idealni pro hodnoceni heterogennich
populaci, jako jsou spermie, protoze dokaze béhem nékolika minut shromazdit tidaje o vSech
subpopulacich ve vzorku. KdyZz byla pratokova cytometrie pouzita ke stanoveni obsahu DNA
ve spermiich, byl tento postup nejprve prizpisoben hodnoceni spermii (Evanson a kol. 1980).
VysSetieni vlastnosti, jako je zivotaschopnost bunék, akrozomalni integrita, mitochondrialni
funkce, stav kapacitace, fluidita membrdn a stav DNA ve spermatu, se nyni provadi pomoci
prutokové cytometrie. Pro pritokovou cytometrickou analyzu spermii miize byt pfinosem
pokracujici vyvoj novych fluorescencnich barviv a metod (Gillan a kol. 2005).

3.2.2.2.1 Zivotaschopnost a akrosomdlni stav

Nejpouzivanéj§imi barvivy na zivotaschopnost jsou membranové nepropustné sondy
propidium jodid (PI) a ethidium homodimer (EH). Jejich pouziti je rychlé, jednoduché a lze je
aktivovat laserem o vlnové délce 488 nm, ktery se nachazi ve vét§in€ cytometrti. Tato barviva
vstupuji do bunék pres poskozenou bunéénou membranou a pii navazani na nukleové kyseliny
vykazuji €ervenou fluorescenci (PI: 636 nm; EH: 617 nm) (Gillan a kol. 2005). Ostatni sondy
zivotaschopnosti pfi  vstupu do metabolicky aktivnich bunék sviti zelené (napf.
karboxyfluorescein diacetdt) (Garner a kol. 1986). Pravdépodobné nejpouzivanéjsi kombinaci
je kombinace PI a sondy vézajici nukleové kyseliny SYBR-14. VSechny hlavicky spermii se
barvi zelené¢ barvivem SYBR-14, které propousti membranu. Fluorescence SYBR-14 je
vytésnéna nebo potlacena, kdyz PI pronikne do spermii s porusenou membranou (Martinez-
Pastor a kol. 2010). Nékolik autorti navrhlo 7-amino-aktinomycin-D (7-AAD) jako marker
zivotaschopnosti, protoze jeho emisni maximum je pfi 647 nm (Cervend barva), ¢imz se zamezi
interferenci se zelenymi nebo oranzovymi barvivy (spektralni piekryv) (Perticarari a kol. 2007).
V jedné praci bylo k rozliSeni zivotaschopnych a nezivotaschopnych spermii pouzilo kyaninové
barvivo TO-PRO®-3 (stimulované 635-nm He-Ne laserem) (Dominguez-Rebolledo a kol.
2010). Fixovatelna zivotaschopna barviva jsou nové dostupnou volbou (Perfetto a kol. 2006).
Fixovatelna barviva jsou po fixaci zachovana, coz umoziuje odlozit analyzu. Pouziti analyzy
Zivotaschopnosti ve spojeni s metodami vyzadujicimi propustnost ma dalsi vyhodu (coz muaze
zpusobit ztratu jinych barviv zivotaschopnosti) (Martinez-Pastor a kol. 2010).

Akrozomalni stav byl stanoven s vyuzitim sond, které detekuji cile uvnitt akrozomu,
a oznacuji tak spermie s poSkozenymi nebo reagujicimi akrozomy. Spermie, které byly
oznaceny lektinem nebo protilatkou, mohou byt fixovany, coz v pfipadé potieby umozni
pozd¢jsi vySetfeni. Akrozomalni sondy jsou obvykle kombinovany s barvivy PI nebo EH
a konjugovany se zelenym fluorochromem fluorescein isothiokyanatem (FITC) (Martinez-
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Pastor a kol. 2010). V soucasné dobé jsou k dispozici i ve spojeni s fluorochromy emitujicimi
razné vinové délky. Bylo napfiklad navrzeno pouziti PNA konjugovaného s oranzovym
fluorochromem fykoerytrinem (PE-PNA), ktery zapadl mezi zeleny SYBR-14 a Cerveny PI,
auspésné se podafilo pouzit PNA konjugovany s oranzovym fluorochromem
tetrametylrhodamin isothiokyanidtem (TRITC), a to v trojim barveni s YO-PRO®-1
a MitoTracker® Deep Red FM (Dominguez-Rebolledo a kol. 2010).

3.2.2.2.2 Hodnoceni stavu kapacity spermii

Dulezitym faktorem uspé$ného oplodnéni je kapacitace spermii (Martinez-Pastor a kol.
2010). Pomoci fluorescencniho antibiotika chlortetracyklinu (CTC) byl hodnocen stav kapacity
prostfednictvim zmén zpusobenych vapnikem. Bunéfnou membranou spermie prochazi
neutralni a nekomplexované CTC, ktera se poté piesouva do nitrobunéénych kompartmenta
obsahujicich volny vapnik (Tsien 1989). Kdyz se CTC dostane do téchto kompartmentq, ziska
zaporny naboj, vaze vapnik a zesiluje své svételné vlastnosti. Komplex CTC a vapniku se
prednostné se vaze na hydrofobni oblasti, jako je bunéna membrana a vytvari barevné vzory,
které jsou specifické pro nekapacitované (F-), kapacitované (B-) a akrozomalné reagujici (AR-
vzor) spermie (Gillan a kol. 2005).

3.2.2.3 Test hypoosmotického bobtnani (HOST)

Analyzy spermatu kozli jsou zaloZeny na technikach pouzivanych u jinych domacich
druht. V pfipadé testu hypoosmotického bobtnani (HOST), ktery se pouziva k potvrzeni
integrity membrany spermii, je proto dilezité testovat a prizpusobit techniku zvlastnostem
koziho spermatu (Cabrita a kol. 1999). Biochemicky aktivni spermie zvétSuji svij objem, kdyz
jsou vystaveny hypoosmotickym roztokiim, aby bylo dosazeno rovnovahy mezi tekutinovym
kompartmentem uvnitf spermie a vnéj§im prostiedim. Mikroskop s fazovym kontrastem lze
pouzit k posouzeni toho, jak bobtnani méni velikost a tvar bunék. Bicik je v dusledku tohoto
procesu bobtnani nucen svinout se dovniti membrany, coz vede k podpote kulovitého rozsifeni
bunécné membrany pokryvajici ocasek (Fonseca a kol. 2018).

3.2.2.4 Tepelny test prezitelnosti

Za ucelem vyhodnoceni zivotnosti pohyblivosti jako podminky pro pfijeti zmrazeného
spermatu k pouziti v terénu byl proveden tepelny test prezitelnosti inkubaci zmrazeného
rozmrazeného spermatu ve vodni lazni pii 37 °C po dobu 3 hodin (Aboagla a kol. 2003).
Zmrazené rozmrazené spermie byly inkubovany ve vodni lazni pii 37 °C bud’ ihned po
rozmrazeni, nebo po promyti v fedidle na bazi Tris (TCG) odstfedénim pii 1 600 x g po dobu
5 minut pii 30 °C. Po 1, 2 a 3 hodinach inkubace byly vzorky spermii z kazdého oSetfeni
vyhodnoceny za ucelem zjiSténi pohyblivosti a progresivni motility (Aboagla a kol. 2011).

3.3 Umél4 inseminace (Al)
Odvétvi malych prezvykavca se zménilo diky umélému oplodnéni, které umoznilo zlepsit

genetiku, lépe zvladat pohlavné pienosné choroby a reprodukei, §ifit cenné genetické informace
a zachovat genetiku vzacnych plemen (Cseh a kol. 2012). Kli¢ovym nastrojem v produkénich
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systémech je Casovana uméla inseminace (TAI), ktera snizuje naklady na pracovni silu
spojenou s identifikaci fije, coz ma ptfimy dopad na nakladovou efektivitu. Hormonalni 1écba
vSak musi zarucdit pfijatelnou miru bfezosti a byt finan¢né€ rentabilni, aby TAI byla komeréné
vyhodnd (Menchaca a Rubianes 2004).

Pti umélém oplodnéni (Al), coz je druh technologie asistované reprodukce, se do samiciho
reproduk¢niho kanalu pomoci nastroju vstiikne davka spermatu (Alvares a kol. 2015).
V zavislosti na zvolené moznosti uloZeni spermatu existuje mnoho druht pfistupt k umélé
oplodnéni. S Cerstvym spermatem je mozné dosdhnout dobré miry otéhotnéni (50-70 %) pfi
vagindlni (pericervikdlni depozice spermatu), cervikdlni (intracervikdlni depozice spermatu)
nebo intrauterinni (laparoskopicka technika) aplikaci (Faigl a kol. 2012).

Laparoskopické nebo transcervikalni intrauterinni inseminace jsou vSak jedinymi zptsoby,
jak dosahnout piijatelného poctu t€hotenstvi pfi pouziti zmrazeného spermatu (Taqueda a kol.
2011; Cseh a kol. 2012; Kumar a Naqvi 2014). Taqueda a kol. (2011) dosahli 45,8 %, 25,7 %
a 15,4 % biezosti pii pouziti intrauterinni, hluboké cervikalni, resp. cervikdlni Al se zmrazenym
spermatem. Jen malé procento zmrazenych nebo rozmrazenych spermii miize projit dé€loznim
hrdlem, protoze kryokonzervace snizuje vitalitu a pohyblivost. Proto, aby se dosahlo vysoké
miry oté¢hotnéni se zmrazenym spermatem, musi byt sperma umisténo piimo do délozniho
lumenu, v misté oplodnéni (Gillan a Maxwell, 1998; Kershaw a kol. 2005).

Umeélé oplodnéni koz je obvykle zcela srovnatelné s umélym oplodnénim ovci. Protoze je
vSak délozni Cipek koz podstatné pristupnéjsi nez d€lozni Cipek ovci, je provedeni nitrodélozni
inseminace pres délozni Cipek u koz na rozdil od ovci podstatné jednodussi (Chemineau a kol.
1991; Shipley a kol. 2007).

3.3.1 Vaginalni (percervikalni) inseminace

Ve spojeni s vagindlni inseminaci se pouziva sperma cerstvé nebo zmrazené. Bez snahy
o dosazeni délozniho hrdla se sperma ulozi do kraniélni ¢asti pochvy (v nejnizsim bodé/fundusu
pochvy) (nepouziva se vizualni kontrola). Pfi pouziti Cerstvého nebo chlazeného spermatu
muze tento postup prinést nizky, ale stale pfijatelny pocet biezosti. Je také velmi rychly
a jednoduchy na provedeni v terénu. Mira bfezosti ziskana pfi pouziti zmrazeného spermatu je
nepiijatelna a odrazi extrémné neefektivni vyuziti spermatu. Navic po farmaceutické
synchronizaci fije jsou pocty poceti podobné podprimémé. Béhem pfirozené reprodukéni
sezOny, po identifikaci fije, je tedy nejvhodnéjsi pouzivat intravaginalni Al. Pfed ovulaci nebo
12 az 18 hodin po zacatku fije je nejlepsi doba pro Al (Evans a Maxwell 1987). Objem spermatu
by mél byt 0,2 ml a podle doporudeni by mélo byt pouzito nejméné 400 x 10° progresivné
pohyblivych spermii (Faigl a kol. 2012).

Intravaginalni inseminace je Gi€inna pii pouziti pfimo inseminovaného cerstvého spermatu,
selhava vSak pfi pouziti chlazeného nebo zmrazeného spermatu. Samice by meély byt
inseminovany nejmén¢ 12 hodin po prvnim zaznamenani fije po zji§téni prirozené fije (Nuti
2007).

3.3.2 Transcervikalni (intracervikalni) inseminace

Transcervikdlni inseminaci lze kombinovat s pouzitim Cerstvého a chlazeného spermatu,
pfiCemz po hormonalni regulaci fije se dosahuje pfimerené miry zabfeznuti (40-80 %).
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Transcervikdlni uméla inseminace (AI) je metodou volby u malych prezvykavcl, kdy se
pomoci osvétleni lokalizuje nebo zviditelni zevni cervikalni os a inseminacni pipeta se poté
zavede pres spekulum do délozniho hrdla (jemné a do hloubky 5 az 12 mm) bez pouziti
nadmérné sily (Chemineau a kol. 1991).

Nejvhodnéjsi doba pro Al je 55 hodin po odstranéni intravaginalnich progesteronovych
vlozek nebo 15 az 17 hodin po zacatku detekovatelné fije (Salamon a Maxwell 2000). Pokud
jsou nutné dvé inseminace, mély by byt provedeny 50 a 60 hodin po odstranéni vlozky (Anel a
kol, 2005; Paulenz a kol. 2005). Vzhledem k nizkym procentim zabfeznuti (25 az 35 %),
kterych bylo dosazeno pfi cervikalni Al bylo pouziti zmrazeného spermatu nejprve omezeno.
V dusledku sniZené zivotaschopnosti zmrazenych spermii se do mista oplozeni dostaval nizky
pocet zdravych nebo neporuSenych spermii. V dne$ni dobé vSak s rozvojem schopnosti
cervikalni Al pocet biezosti stoupa (Salamon a Maxwell 2000).

Potiebny insemina&ni objem je 0,2 ml a mnozstvi pohyblivych spermii min 200 x 10° (Faigl
a kol. 2012).

3.3.3 Laparoskopicka intrauterinni inseminace

Nejvyznamnéjsim pokrokem v oblasti umélého oplodnéni malych prezvykavca
v poslednich letech je bezpochyby inovace laparoskopické intrauterinni inseminace malych
prezvykavct (Shipley a kol. 2007; Parkinson 2009). Slozita struktura délozniho Cipku ztézuje
pruchod spermii déloznim hrdlem a omezuje prichod inseminaéni pipety do kanalu délozniho
hrdla. Laparoskopicka ptima délozni inseminace pomaha prekonat problém prichodu déloznim
hrdlem (Killeen a Moore 1970). Jelikoz je pro kazdou inseminaci potieba méné spermii
a mnozstvi inseminovanych spermii je umérné vétsi, 1ze pouzit vhodnéjsi miry fedéni, coz vede
k lepSimu uchovani a ochrané spermii béhem kryokonzervace (Shipley a kol. 2007; Parkinson
2009).

Pomoci laparoskopu je sperma zavedeno pfimo do délohy pres délozni sténu. Je nutné
pouzit lokalni anestezii a sedativa. Cerstvé i zmrazené rozmrazené sperma ma vysokou miru
plodnosti a zabfeznuti. Je mozné pouzit mensi pocet spermii, obvykle 40 az 80 miliont spermii
na jednu inseminaci (Sayre a Lewis 1997). Usp&snost této metody se pii spravném provedeni
pohybuje kolem 60-75 %, avSak toto Cislo se li§i v zavislosti na kvalité¢ spermatu, rocnim
obdobi, zdravotnim stavu malych pfezvykavct a zruénosti inseminatora (Perkins a kol. 1996).
Pozadovany inseminacni objem a mnozstvi pohyblivych spermii je 0,05 ml a 20 xx 10°
(minimalné) spermii (Salamon a Maxwell 1995; Salamon a Maxwell 1995; Perkins a kol. 1996;
Parkinson 2009). Praméry ejakulat muze pii spravném nafedéni inseminovat az 50 bahnic
a zkuSeny tym muze byt schopen inseminovat 250—-300 bahnic za jediny den (Cseh a kol. 2012).

Nevyhodou je nutnost pouziti moderniho laparoskopického vybaveni, provedeni
invazivniho chirurgického zakroku a potfeba vétsi technické zru€nosti pro provedeni zakroku.
Do stfedni Casti kazdého délozniho rohu by méla byt vstfiknuta polovina celého mnozstvi
spermatu bez ohledu na to, kde doslo k ovulaci (Killeen a Caffery 1982; Evans a Maxwell
1987).
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3.3.4 Transcervikalni intrauterinni inseminace

Pouziti technologie inseminace je znan€ omezeno neexistenci nechirurgickych metod
pro ovce. Prestoze pfimy pfenos spermatu pomoci laparoskopického pristupu vedl
k uspokojivému poctu biezosti, ma fadu nevyhod. Mezi dalsi metody patii Guelphav pfistup
transcervikdlni inseminace, ktery byl vyvinut a upraven tak, aby umoznil hluboké a bezbolestné
umisténi spermatu do dé€loznich rohti (Buckrell a kol. 1994; Wulster-Radcliffe a Lewis 2002;
Waulster-Radcliffe a kol. 2004; Sohnrey a Holtz 2005). Postup zavadéni inseminacniho katétru
do délozniho hrdla je vSak spojen se snizenim poctu brezosti a jehiiat. Podle nékterych teorii
muze katetrizace aktivovat drahy, které mohou predcasné ukoncit biezost tim, Ze zpusobi
poskozeni délozniho hrdla a vaginalni/délozni stimulaci (Parkinson 2009). Perry a kol. (2010)
zjistili, ze aplikace hyaluronanu intracervikalné 52 hodin po odstranéni houby zlepsila
cervikalni relaxaci, zvySila cervikalni penetraci a podpofila transcervikalni inseminaci u ovci.
Pokud by se sperma mohlo ulozit pouze do jednoho délozniho rohu, bylo by mozné
transcervikalni inseminaci provést jesté snadnéji.

Potfebny inseminacni objem a minimalni pocet pohyblivych spermii je 0,2-0,5 ml
a 100200 x 10° (Faigl a kol. 2011). Az u 75-85 % bahnic m@ize byt délozni hrdlo ptekonano
kvalifikovanymi odborniky; u jehnicek vSak tento zakrok tispé$né provést nelze. Tento pftistup
je spojen s nizkou mirou bfezosti, poskozenim délozniho hrdla, abscesy a infekcemi. Ve
srovnani s laparoskopickou inseminaci je mira zabfeznuti Casto nizsi (Cerstvé sperma: 40—-80
%; mrazené sperma: 30-70 %) (Cseh a kol 2012).

3.4 Konzervace spermatu

Spermie podléhaji ultrastrukturalnimu, biochemickému a funkénimu poskozeni v dusledku
skladovani, zejména pokud jsou zmrazeny, coz snizuje jejich pohyblivost, zivotaschopnost,
schopnost transportu a plodnost. Tyto otazky byly predmétem rozsahlého zkoumani, ptesto je
plodnost konzervovaného spermatu obvykle nizsi nez plodnost Cerstvého spermatu (Roy 1957).

Navzdory schopnosti prodlouzit funkéni zivotnost spermii, nizké teploty vystavuji gamety
neobvyklému stresu (Salamon a Maxwell 2000; Stornelli a kol. 2005), coz snizuje jejich
funk¢nost a zivotaschopnost (Salamon a Maxwell, 1995; Watson, 2000) a schopnost oplodnéni
(Milczewski a kol. 2000; Watson 2000). Aby se tyto negativni dusledky kryokonzervace
snizily, musi se do prodluzovaciho média ptidavat kryoprotektanty (Salamon a Maxwell 2000).

Zvlastnim problémem pii konzervaci koziho spermatu byl nepfiznivy vliv semenné plazmy
na zivotaschopnost spermii v fedidlech obsahujicich vajecny zloutek nebo v mlécnych médiich
(Roy 1957). Enzym znamy jako vajeny zloutkovy koagulacni enzym (EYCE) ze sekretu
bulbouretralni zlazy (BUS) v semenné plazmé byl oznaCovan za pavodce problému s fedidly
vajecného zloutku (Iritani a kol. 1961). Pfic¢inou snizeného pfezivani spermii po skladovani
v fedidlech mléka je proteinova slozka rovnéz z koziho BUS (pojmenovana SBUIII), ktera
interaguje s mléEnymi slozkami v fedidle a siln€ ovliviiuje pohyblivost kozlich spermii. Slozka
bulbourethralu, ktera je za tento dusledek zodpovédna, byla nedavno purifikovana,
charakterizovana a identifikovana jako tricylglycerolova lipaza (Pellicer 1995).
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3.4.1 Kratkodoba konzervace

Hlavnim zptusobem, jak uchovat zfedéné sperma v tekutém stavu, je skladovat je pfi
nizkych teplotach kolem +5 °C. Vzhledem k malému objemu ejakulatu je pii pfimé inseminaci
naro¢né fidit mnozstvi spermatu, proto se pii vétsiné postupt umélé inseminace u bahnic a ovci
pouziva Cerstvé sperma, které bylo prodlouzeno pridanim jednoduchych fedidel (Flaigl a kol.
2012). Na pocatku 60. let 20. stoleti se pro fedéni spermatu beranti bézné€ pouzival glukoza-
citrat-vajeény Zloutek. V souCasné dobé se pro bézné pouziti spermatu beranti doporucuji
fedidla na bazi Tris (Tris-glukéza-vajecny zloutek, Tris-citrat-frukt6za-vajecny zloutek)
(Salamon a Maxwell 2000). Mléko Ize rovnéz pouzit jako zakladni slozku roztahovace, musi
vSak byt tepeln€ upraveno, aby se zniCila spermicidni bilkovina , lactenin® (pfednostné se
pouziva odstfedéné nebo ultra-high temperature (UHT) oSetfené mléko). Béhem poslednich
desetileti vzrostl zajem o vyvoj chemicky 1épe definovanych prodluzovaci spermatu (CDE),
zejména fedidel bez chemickych latek Zivocisného pavodu. Témito studiemi se podarilo
dosahnout dvou cild: zvySeni biologické bezpeCnosti spermatu a zlepSeni uniformity
zpracovani spermatu (Moustacasa a kol. 2011). Podle Rodriguez-Irazoqui a kol. (2003) se
Bioxell (ktery neobsahuje zadné prisady zivociSného ptivodu) jevi jako alternativa k tradi¢nimu
mlécné-zloutkovému fedidlu pro zmrazeni spermatu beranti a nabizi srovnatelné vysledky
reprodukce po cervikdlni uméla inseminace (Al) za extenzivnich podminek managmentu.

Po zfedéni se teplota spermatu postupné snizuje z teploty odbéru (+32 °C) na teplotu
skladovéni (+15 °C nebo +5 °C) (Maxwell a Salamon 1993). Cilem poklesu teploty je zpomalit
zakladni metabolismus organismu a prodlouzit dobu, po kterou spermie ziji od ejakulace do AL
Je tfeba se vyhnout ndhlym zménam teploty chladici smési a zfedéného spermatu. Spermie
uchovdvané v kapalné formeé maji kratkou zivotnost, coz ztézuje jejich pfepravu na velké
vzdalenosti a znemoziuje dlouhodobé uchovavani. Piesto 1ze oplodnit velké mnozstvi samic
pouze malym mnozstvim spermii, naklady na skladovani jsou nizké a sperma 1ze snadno pouzit
v terénu (Flaigl a kol. 2012). Sperma, které bylo nafedéno, by mélo byt pouzito do 8 az 10 hodin
od odbéru, protoze béhem skladovani se jeho plodnost rychle snizuje. Snizena pohyblivost a
morfologicka integrita spermii je pfi¢inou poklesu plodnosti, ke kterému dochazi rychlosti 10-
35 % kazdy den skladovani (Salamon a Maxwell 2000). Motilita a morfologicka integrita
spermii se snizuje, coz ma za nasledek snizeni plodnosti. VySe uvedené procesy vedou ke
zhorSeni transportu a prezivani spermii v sami¢im pohlavnim uGstroji a ke snizeni plodnosti.
Podobné jako skladovani ve zmrazeném stavu mize skladovani v tekutém stavu urychlit zrani
membran spermii, coz vede k vysSimu procentu bunék, které jsou kapacitni a maji akrozomalni
reakci. Tyto buriky maji snizenou vitalitu a omezenou schopnost oplozeni po Al. Poruchy
raného embryonalniho vyvoje byly u nékolika druhid spojeny s oplozenim vyvolanym
starnoucimi spermiemi (Parkinson 2009).

Do tekutého skladovaného spermatu lze pfidat antioxidanty, které prodlouzi jeho
uzite¢nou dobu skladovani a nasledné zvysi jeho reproduk¢ni potencial. Pomoci muaze také
dobfe naCasovana inseminace a vybér techniky (Maxwell a Watson 1996). Podle udaju, které
byly nedavno zjistény, ma sperma berant zchlazené na 15 °C a skladované pii této teploté kratsi
zivotnost nez sperma zchlazené na 5 °C. Ve srovnani se skladovanim pii 15 °C st skladovani
pii 5 °C zachovalo uspokojivou pohyblivost a zivotaschopnost po dobu az 72 hodin (O'Hara
a kol. 2010). Aby bylo dosazeno uspokojivého poctu biezosti, musi byt cervikdlni inseminace
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provedena do 24 hodin po odbéru spermatu. Za urCitych okolnosti vSak lze sperma berant
uchovavané prti teploté 5 °C pouzit k cervikalni inseminaci i 3 dny po odbéru (Cseh a kol. 2012).

3.4.2 Dlouhodoba konzervace

Bernstein a Petropavlovskij provedli prvni studie zmrazeni ov€ich spermii v roce 1937. Pti
svych pokusech pouzili ke zmrazeni spermatu pfi teploté -21 °C propustné kryoprotektanty
obsahujici 9,2 % glycerolu (Salamon a Maxwell 2000). V 50. letech 20. stoleti byly zpocatku
provadény studie ucéinkt glycerolu na kozi sperma (Smith a Polge 1950). Dalsi vyznamnou
zménou v kryokonzervaci spermatu v priabéhu 50. let 20. stoleti bylo nahrazeni suchého ledu
(-79 °C) tekutym dusikem (-196 °C). Pti teploté -196 °C lze zivotaschopnost spermii udrzet po
neomezenou dobu. Ackoli metabolicka aktivita spermii pii -79 °C zcela nepfestava, poskozuje
to jejich plodnost (Foote 2010). Od té doby se mnoho vyzkumi zaméfilo na vybér nejlepsich
kryoprotektantii a zdokonaleni postupii zmrazovani a rozmrazovani ve snaze zmirnit uc¢inky
kryoinvaze na sav¢i spermie. Nicméné i pies tyto objevy miiZze zmrazeni a rozmrazeni zpusobit
ztratu zivotaschopnosti az 50 % spermii (Watson 2000). U ovci je po rozmrazeni stédle
pohyblivych 40-60 % spermii berana. Pouze 20-30 % z nich je vSak biologicky vyuzitelnych
(Medeiros a kol. 2000). Je zajimavé, ze vliv zmrazeni na kozi spermie muze byt i€inngjsi nez
na spermie berant (Foote 2002).

Vzhledem k tomu, ze veSkera metabolicka aktivita je ve zmrazeném stavu zcela potlacena,
kryokonzervace vyrazné prodluzuje dobu, po kterou lze savCi spermie uchovavat in vitro.
Spermie berana si podle Salamon a kol. stale zachovavaji schopnost oplodnéni in vivo pomoci
intrauterinni umélé inseminaci i po 35 letech kryokonzervace (Salamon a kol. 2004)

3.4.2.1 Postup kryokonzervace

Po vyhodnoceni kvality spermatu lze ov¢i sperma fedit pfimo s pouzitim mrazicich
roztaznych prostiedkti na bazi tris, fruktézy nebo glukozy, kyseliny citronové, glycerolu,
antibiotik a vaje¢ného Zloutku. Aby se pfi tomto vySetfovani zabranilo , efektu fedéni“, mél by
se proces fedéni provadét peclive. Mira fedéni se v diivéjSich vyzkumech pohybovala od 11 do
26nasobku (Evans a Maxwell 1987). Pfesto se podle dopliikovych slozek v mrazicich
nastavcich bézné schvaluje pro mrazeni ov¢iho spermatu dvou az pétinasobna mira fedéni
(Salamon a Maxwell 2000; Evans a Maxwell 1987). Pti dvoustuptiovém postupu se k prvnimu
ziedéni ovc¢iho spermatu pouziji mrazici rozsitujici pripravky bez glycerolu. Poté se k dalSimu
prodlouzeni zifedéného spermatu pouziji mrazici rozsifujici prostfedky obsahujici glycerol.
Naproti tomu pii pouziti jednostupiiového postupu se sperma fedi ihned pomoci mrazicich
fedidech s obsahem glycerolu, a to pfed vyrovnanim pii nizké teploté. Typické rozmezi
koncentraci je 4—6 % (Salamon a Maxwell 2000).

V zavislosti na pouzité rychlosti chlazeni je tfeba ov¢i sperma postupné chladit na 5 °C po
dobu minimalné 1,5-2 hodin (Cseh a kol. 2012; Shipley a kol. 2007; Faigl a kol. 2012). Poté se
studené sperma dale stabilizuje po dobu 2—4 hodin pfi této teploté. Béhem ekvilibrace se
spermie musi pfizpisobit niz§imu metabolismu. Kromé toho proces ekvilibrace zptsobuje
vstup kryoprotektanti do bun€k (hlavné glycerolu), coz vede k rovnovaznému stavu mezi
intraceluldrni a extraceluldrni koncentraci glycerolu nebo jinych osmoticky aktivnich latek
(Evans a Maxwell 1987).
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Po ekvilibraci je mozné predmrazeni zfedéného spermatu ve formé pejet (0,1-0,2 ml)
po dobu 3-4 minut na povrchu suchého ledu (-79 °C) (Faigl a kol. 2012). Typicka pejeta, ktera
je snadno dostupna v obchodech, ma délku 130 mm, primér 2,6 mm, Sitku 1,9 mm a tloustku
stény 0,35 mm. Je vyrobeno z polypropylenu nebo polyvinylchloridu (Sansifiena a kol. 2012).
Ke zmrazeni zchlazeného spermatu v pejetich lze také pouzit chlazeny stojan nebo automaticky
mrazdk s rychlosti zmrazovani -8 °C/min. Pejety se Casto pfedmrazuji 7-10 minut v pardch
kapalného dusiku (mezi -75 °C a -125 °C), pokud se pouziva chlazeny stojan (4—6 cm nad
povrchem kapalného dusiku). Sperma se nakonec ihned ponoti do kapalného dusiku (Faigl a
kol. 2012). Obvykle se pejety rozmrazuji ve vodni lazni o teploté 35 °C—40 °C po dobu 30-60
sekund. Spermatické pejety vSak lze rozmrazovat bud’ v ohfdtém rozmrazovacim roztoku
(mokré rozmrazovani), nebo v suchych sklenénych zkumavkach (suché rozmrazovani) (Shipley
a kol. 2007; Chemineau 1991).

Kromé odstranéni nepfiznivych G¢inki vyvolanych semennou plazmou jsou ostatni

operace podobné kryokonzervaci ov¢iho spermatu. Pfijatelné plodnosti lze dosahnout se
zmrazenymi kozimi spermiemi s koncentraci spermif mezi 80-500 x 10° buiikami/ml (Ritar
a kol. 1990; Karatzas a kol. 1997; Purdy 2006).

=5

Obrazek 3: Plnic pejet
zdroj: (Kos a kol. 2019)

3.4.2.2 Osmolalita

Kozi spermie mohou prezit kryokonzervaci a jsou stale Zivotaschopné v ruznych
médiich. Kryokonzerva¢ni médium muze obsahovat Sirokou skalu cukrt, soli a pufri v riznych
molarnich koncentracich, aniz by doSlo k poSkozeni spermii. Kozi spermie davaji pfi
kryokonzervaci prednost hyperosmotickému médiu, i kdyz osmolalita média se muze
v ur¢itych mezich ménit (Pudry 2006). Salamon a Ritar (1982) pozorovali, ze idealni tonicita
média pro kozi spermie obsahujiciho tris-glukosu a kyselinu citronovou je 948 kPa
(540 mOsm). Porovnanim smési pufru Tris a cukrti v riznych osmotickych koncentracich, které
se pohybovaly v rozmezi 737 az 1112 kPa, byl u€inén zavér, ze se jedna o optimalni tonicitu
pro toto médium (Salamon and Ritar 1982). Bowen a kol. (1988) uvedl, Ze pfi zmrazeni kozich
spermii v fedidlech s osmolalitou mezi 425 a 525 mOsm doslo k mens§imu poskozeni nez
u médii s osmolalitou 325 nebo 625 mOsm.
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3.4.2.3 pH

Vyrazné zmény pH spermatu mohou spermie poskodit nebo je dokonce usmrtit. Proto je
pro zachovani zivotaschopnosti a oplozovaci schopnosti spermii zasadni udrzovat spravné
prostredi fizenim zmén pH v kryokonzervacni tekutiné. Seminalni plazma ma nékolik funkci,
z nichz jednou je ochrana spermatickych bunék pfed zménami pH, k ¢emuz vS§ak mé dochazet
in vivo, a nikoli v podminkéch in vitro, k nimz dochazi pii kryokonzervaci (Mann 1954). Aby
se snizily zmény, obsahuji kryokonzervacni média ¢asto chemické latky, které pufruji vykyvy
pH. U médii pro kozi spermie by mél mit pufrovaci roztok obvykle tyto vlastnosti: pKa 7,0
(rozmezi pH 6,0-8,0), byt rozpustny ve vod€ a nepropustny pro membrany, mit minimalni
interakce se solemi, byt minimalné€ ovlivnén koncentraci pufru, teplotou a obsahem ionti na
disociaci pufru, mit komplexotvorné vlastnosti pro kovy a byt schopen odoldvat enzymatické
a neenzymatické degradaci (Graham a kol. 1972).

Ackoli ucinky pH na kozli spermie byly podrobné studovany, zpravy o pH
kryokonzervacnich médii se uvadéji jen ziidka. Roztoky pro fedéni kozich spermii na bazi
vajecného zloutku nebo mléka by vsak obvykle mély mit pH mezi 6,75 a 6,8 (Chauhan a kol.
1994). Fukuhara a Nishikawa (1973) zjistili, ze pH fedidla je rozhodujici pro zvySeni respirace
a pohyblivosti kozich spermii. K maximalnimu pfijmu kysliku kozimi spermiemi dochazi mezi
pH 7,2 a 7,5 a k nejlepsi pohyblivosti spermatickych bunék dochazi mezi pH 7,0 a 7,2, coz
naznacuje, ze pH 7,2 je idealni pH média pro preziti kozich spermii in vitro.

3.4.3 Kryoprotektory

Aby se snizil fyzikalni a chemicky stres, ktery zplsobuje chlazeni, zmrazovani
a rozmrazovani spermatickych bunék, pfidava se kryoprotektant do kryokonzerva¢niho média.
Existuji dva typy kryoprotektantl: penetrujici a nepenetrujici. Pronikajici kryoprotektant je
propustny pro membranu a plsobi jak intra-, tak extracelularné. Pronikajici kryoprotektanty
jsou rozpusténé latky, které prostfednictvim osmoticky fizeného toku vody, ktery se lisi
v zavislosti na molekule, dehydratuji spermie. Kryoprotektant a voda se behem kratké doby
vyrovnaji a vysledkem jsou stejna intracelularni a extracelularni mnozstvi (Amann 1999). Mén¢é
intracelularni vody znamena, ze bod mrznuti spermatické buriky je nizsi a bude se tvofit mén¢e
intracelularniho ledu, coz je vyhodné, protoze intracelularni led zpisobuje odumirani bunék a
snizuje plodnost vzorku spermatu. Pronikajici kryoprotektanty také méni slozeni lipidd a
proteinii v membrang, ¢imz zvysuji tekutost membrany, zptisobuji vétsi dehydrataci pfi nizSich
teplotach a zlepSuji schopnost piezit kryokonzervaci (Holt 2000). Pronikajici kryoprotektanty,
které jsou také znamé jako rozpoustédla, rozpoustéji soli a cukry v kryokonzervacnim médiu.
Nepenetrujici kryoprotektant nemtize proniknout plazmatickou membranou spermie, a proto
pisobi pouze extracelularné. V dusledku toho muze nepenetrujici kryoprotektant zmeénit
plazmatickou membranu buriky nebo pusobit jako rozpoustédlo a snizit teplotu mrznuti média
(Purdy 2006).

3.4.3.1 Kryoprotektivni latky obsazené v komercnich redidlech
Mezi funkce kryokonzervacniho fedidla patii poskytovat spermatickym burikdm zdroje

energie, chranit je pred poSkozenim zpisobenym teplotou a udrzovat prostiedi, které spermiim
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umozni po urcitou dobu piezit. Proto byla kazd4 z mnoha slozek média zkouméana samostatné
1 v kombinaci s cilem maximalizovat zivotaschopnost a plodnost spermii po rozmrazeni.
Médium pro kryokonzervaci kozich spermii obvykle obsahuje penetrujici kryoprotektant
(ethylenglykol, glycerol nebo dimethylsulfoxid), nepenetrujici kryoprotektant (vajeény zloutek
nebo mléko), pufr (Tris nebo Test), jeden nebo vice cukri (laktdézu, rafindzu, glukézu,
sachar6zu nebo trehal6zu), soli (citronan sodny, kyselina citronovd) a antibiotika (penicilin,
streptomycin) (Evans a Maxwell 1987).

Pro kryokonzervaci koziho spermatu se nej¢astéji pouziva odtucnéné susené odstredéné
mléko (Corteel 1974) nebo tris-glukéza (Salamon a Ritar 1982). Zkoumani téchto modifikaci
fedidel prineslo fadu vysledkt (Blash a kol. 2000). Keskintepe a kol. (1998); Blash a kol. (2000)
se v jejich vyzkumech snazily odpovédét na aktualni otazky, zda existuji vhodnd média pro
kryokonzervaci, zda spermie kozli davaji prednost néjakému konkrétnimu médiu pred
ostatnimi a jaka by méla byt idealni koncentrace slozky. K feSeni t€chto problému jsou uvedeny
specifikace tykajici se kryokonzerva¢niho média pro kozi sperma (osmolalita, pH a pufry,
cukry, kryoprotektanty), aby bylo mozné pochopit jejich t¢inky na kozi sperma a nasledné urcit
jejich zarazeni nebo vylouceni z fediciho roztoku.

3.4.3.2 Cukry

Protoze semenna plazma obsahuje cukry, je smysluplné =zaradit cukry do
kryokonzervaéniho fedidla. Kozi sperma snadno vyuziva glukozu, fruktdozu a laktézu a dalsi
cukry k dychani a tyto cukry také zajist'uji osmotickou rovnovahu a kryoprotekei, ale v Cistém
kozlim spermatu ma fruktdza ze vSech cukrt nejvétsi molarni koncentraci (Aboagla a Terada
2003). V fedidlech spermatu je pfitomna fada cukri s Sirokym rozsahem osmolality (6—375
mM) (Evans a Maxwell 1987). Pii rozhodovani, ktery cukr pouzit jako fedidlo, 1ze zohlednit
funkénost chemické latky. Vzhledem k tomu, ze fruktdza je hlavnim palivem pro glykolyzu
v kozli semenné plazmé, zatazeni tohoto cukru do média dava smysl (Pellicer-Rubio a kol.
1997). Podobné¢ jako u jinych organismi je glukéza vynikajicim substratem v metabolismu
kozich spermii a je nezbytnd pro doddvani energie, aby spermatické buiikky mohly normalné
fyziologicky fungovat (Corteel 1974).

Corteel (1974) zjistil, ze odstranéni semenné plazmy ze spermii koz zlepSuje jejich
schopnost zmrazeni v mlééném fedidle. Proto bylo nezbytné, aby tato kryokonzervacni smés
obsahovala glukézu, aby spermie mély snadno dostupny zdroj energie, coz vede ke zvySeni
pohyblivosti spermii (30 % pohyblivosti s gluk6zou ve srovnani s 10 % pohyblivosti bez
glukézy; P < 0,05) po kryokonzervaci. Tyto vysledky jsou v souladu s Fukuhara a Nishikawa
(1973), kteti vysvétlili funkci semenné plazmy, konkrétné jeji povinnost dodavat spermatickym
bunkam energii a ochranu. Proto musi kryokonzerva¢ni médium spliiovat stejné pozadavky,
zejména pii pouziti spermatickych bunek, které byly zbaveny semenné plazmy.

AZ dosud se téma cukrii omezovalo na nizkomolekularni slouceniny (fruktoza a glukoza),
které mohou prochazet plazmatickou membranou spermie. Pfidani cukrt, jako je laktoza,
sachardza, rafindza, trehaldza nebo dextrany, do fediciho Cinidla mize mit razné dopady,
protoze nemohou difundovat pres plazmatickou membranu. V téchto situacich cukry vytvareji
osmoticky tlak, ktery zptisobuje dehydrataci bun€k, a v disledku toho snizuje pravdépodobnost
tvorby intraceluldrniho ledu. Tyto cukry také interaguji s fosfolipidy plazmatické membrény,
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a to vede k tomu, Ze spermie jsou odolnéjsi vii¢i procesu kryokonzervace (Aisen a kol. 2002).
Na rozdil od jednoduchych cukri glukézy a fruktozy pusobi tyto disacharidy prevazné jako
kryoprotektanty. Trehalosa byla neddvno ptidana do fedidel pouzivanych ke zmrazovani kozich
spermii (Purdy 2006).

Bylo zjisténo, ze trehaloza jako zadzracny oligosacharid zlepsuje kvalitu zasobniho
spermatu po rozmrazeni. Kryoprotektivni mechanismus trehalézy béhem kryokonzervace
nicméné dosud nebyl zcela objasnén (Jia a kol. 2021). Nékteti vyzkumnici navic predpokladali,
ze trehaloza ma lepsi kryoprotektivni Ginky na spermie drobnych prezvykavci nez jiné
oligosacharidy, jako je sachar6za (Schulz a kol. 2017). Bylo uvedeno, Ze sacharoza i trehaléza
maji podobnou schopnost zachovat pohyblivost zmrazenych spermii berani (Molinia a kol.
1994). Na rozdil od glukézy nebo fruktéozy nemuze trehaldza pronikat plazmatickou
membranou. Trehalosa proto psobi pfedevs§im jako extracelularni kryoprotektant (Quan a kol.
2012). V soucasné dobé se ke kryokonzervaci spermii berand vyuziva trehaloza a drivejsi
vyzkumy prokazaly, ze trehal6za mize zvysit toleranci spermii berant vuci kryoposkozeni
(Akhtarshenas a kol. 2018).

Procesy, které stoji za schopnosti trehalosy chranit sav¢i spermie pred zmrznutim, jsou
zatim neznamé. Trehalosa mé podstatné vyssi teplotu skelného prechodu (-30 °C) nez jiné
bézné kryoprotektanty, jako je ethylenglykol (-85 °C) a glycerol (-65 °C), které se rovnez
pouzivaji ve stejnych aplikacich (Pereira a Marques 2008). Trehalosa proto muze napomahat
vzniku extracelularnimu ultra rychlému zmrazovani a snizovat tvorbu ledovych krystala. Za
druhé, protoze trehalosa je nepropustny disacharid, maze zvysit extracelularni osmoticky tlak,
dehydratovat buriky a zabranit tvorb& smrticiho intracelularniho ledu (Holt 2000). “Hypotéza o
nahrad€ vody“ uvadi, Ze trehalosa muze prostrednictvim vodikové vazby nahradit vodni obal
makromolekul a zabranit kryoposkozeni, coz je poSkozeni zptisobené procesem zmrazovani a
rozmrazovani (Crowe a kol. 2001). Trehaléza muze také restrukturalizovat plazmatickou
membranu, spojit se s fosfolipidy v plazmatické membran€ a zajistit preziti spermii pfi
kryokonzervaci (Barbas a Mascarenhas 2009). Trehal6zu lze také integrovat do plazmatickych
membran a zabranit tak nadmérné dehydrataci spermii béhem kryokonzervace, ¢imz se
minimalizuje fyzické poskozeni zpiisobené abnormalnimi vykyvy objemu bunék (Cseh a kol.
2012). Kryoprotektivni vlastnosti trehalosy mohou navic souviset s jeji antioxidacni aktivitou
(Igbal a kol. 2016).

3.4.3.3 Synteticka a prirodni antioxidanty

Pro optimalni bunénou cCinnost je nezbytnd spravnd rovnovaha mezi oxidanty a
antioxidanty. Tvorba oxidantl za rliznych stresovych podminek poskozuje burky fyzikalné i
funkéné (Aitkin 2020). Spermatické buiiky maji ve srovnani s jinymi buiikami vyrazn€ nizsi
antioxidacni kapacitu, cozje €ini nachylnéjsimi k oxida¢nimu stresu (Nair a kol. 2006). Enzymy
(superoxiddismutdza, kataldza a glutathionperoxiddza), nizkomolekuldrni antioxidanty
(askorbdt, alfa-tokoferol a beta-karoten), transferin, laktoferin a ceruloplasmin jsou jen nékteré
z antioxidantd, které se nachazeji v seminalni plazmé a spermiich (Aitkin 2020). Spermie jsou
mimoradné citlivé na peroxidacni procesy, protoze béhem spermatogeneze dochazi ke ztraté
zna¢ného procenta cytoplazmy a s ni spojenych slozek, vCetné€ antioxidantu. Nékteré druhy
spermii také obsahuji zna¢né mnozstvi polynenasycenych mastnych kyselin, které se rychle
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oxiduji a snizuji plodnost spermii. Bylo prokazano, ze doplnéni fedidla spermatu antioxidanty
zajistuje konstantni hladinu reaktivnich druhti a snizuje reaktivitu volnych radikalt, coz by
mohlo pomoci udrzet kvalitu a funkénost kryokonzervovanych spermii (Moretti a kol. 2012).

Bylo zjisténo, ze pyruvat je uziteCnym antioxidantem pro konzervaci spermii berand,
zatimco butylovany hydroxytoluen (BHT) zvysil pohyblivost spermii po rozmrazeni (Upreti a
kol. 1998). Kromé toho cetné vyzkumy odhalily pfinegjmensim nékteré pfiznivé ulinky
vitaminu E (Kheradmand a kol. 2006), vitaminu B12 (Hamedani a kol. 2013), BHT (Watson a
Anderson 1983), cysteinu a glycinu (Khalili a kol. 2010) na zmrazené spermie beranu. Pfi
pfidani mnoha antioxidanti do fedidel beraniho spermatu bylo rovnéz zaznamenano zlepSeni
kvality spermatu zmrazenych rozmrazenych spermii (Bucak a kol. 2007). Pti kryokonzervaci
spermii berani v médiu na bazi sdjového lecitinu doplnéném o 4 % a 6 % rozmarynového
extraktu (Rosmarinus officinalis L.) byla zaznamenana vét§i pohyblivost spermii a mensi
tvorba malondialdehydu (Khodaei Motlagh a kol. 2014). Ochranny ucinek silymarinu proti
toxicité bisfenolu A (BPA) na kvalitu spermii uvedl Purdy a kol. (2004) a prokazal, ze
flavonoidy, silibinin a katechin, zlepSuji pohyblivost fedéného chlazeného koziho spermatu.
Kvalita spermii beranti po rozmrazeni byla podobné zlepsena silymarinem (Silva a kol. 2012).
Nicméné piidani silymarinu a kvercetinu do kryokonzerva¢niho média vyznamné snizilo
vitalitu spermii berant, akrozomalni integritu, obsah malondialdehydu a parametry CASA
(Delfanipour 2015).

Etanolovy extrakt ze semen fenyklu (Foeniculum vulgare) Uspésné zlepsil vétSinu
kvalitativnich parametrii spermatu beranu zpracovaného v fedidlech na bazi Tris, vCetné fady
vlastnosti CASA (Mohammadian 2017).

Antioxidanty hypotaurin a cysteamin po rozmrazeni spermatu angorskych koz zlepsily
pohyblivost, morfologii a funk¢ni integritu membran spermii, pfi¢emz nemély vliv na tvorbu
ROS a zvySovaly antioxidacni kapacitu (Bucak a kol. 2009b). Pyridoxin zvysil vitalitu a snizil
parametry oxidacniho stresu kryokonzervovanych spermii u zapadoafrickych zakrslych koz, a
to bud samostatné, nebo v urCitych kombinacich s vitaminem E, vitaminem C nebo
melatoninem (Daramola a kol. 2017).

3.4.3.4 Dalsi kryoprotektivni latky se specifickou funkei

Spermie kozlu byly testovany s fadou membranové propustnych kryoprotektantt, vCetné
glycerolu, dimethylsulfoxidu, ethylenglykolu a propylenglykolu a jejich kombinacemi, ale
nejbeézne€ji pouzivanym penetrujicim kryoprotektantem je glycerol (Purdy 2006). Piidavek
glycerolu muze byt proveden v 1, 2 nebo 3 krocich pii 37 °C nebo 5 °C (Salamon a Ritar, 1982).
Konec¢na koncentrace penetracniho kryoprotektantu v médiu se lisi v zavislosti na toxicité
chemické latky a také na tom, jak G¢inné chrani spermie. Glycerol, (Me2SO) a ethylenglykol se
obvykle pouzivaji v rozmezi 1-8 %, avSak glycerol se ukazal jako nejucinnéjsi po rozmrazeni
spermii (Kundu a kol. 2000). S uspésnymi vysledky byly pouzity také smési kryoprotektanta,
jako je glycerol a Me2SO (Purdy 2006). V porovndni se spermiemi zmrazenymi §
ethylenglykolem (13 %) nebo Me2SO (21 %) bylo zjisténo, ze pouziti samotného glycerolu (6
%) jako kryoprotektantu vede k vy§Simu procentu pohyblivych spermii po kryokonzervaci (35
%). Pti spolecném pouziti glycerolu (6 %) a Me2SO (5,9 %) doslo k synergickému ucinku
kryoprotektanti (Kundu a kol. 2000). Pii samostatném pouziti glycerolu a Me>SO média byla
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pohyblivost po rozmrazeni 33 %, avsak pii pouziti obou kryoprotektant byla pohyblivost po
rozmrazeni 45 % progresivné pohyblivych spermii (Kundu a kol. 2001).

Nejcasteji pouzivanymi nepenetrujicimi kryoprotektanty jsou odtucnéné mléko (10 %)
a vajeCny zloutek (2-20 %). V posledni dobé bylo objeveno nékolik chemickych latek, které
jsou membranoveé nepropustné a mohly by byt pouzity jako kryoprotektanty. (Purdy 2006).
Pomoci spermii z ocasu nadvarlete a média bez vaje¢ného zloutku a glycerolu prokazali, ze
aminokyseliny (l-prolin, l-alanin, glycin nebo Iglutamin) lze pouzit jako kryoprotektiva
v médiich pro kryokonzervaci kozich spermii a dosahnout lepsich vysledk( po rozmrazeni (8—
14 % ptimocare pohyblivosti a 11-19 % celkové obnovy pohyblivosti, 100-150 mM) ve
srovnani s kontrolni skupinou (0 % pohyblivych bunék s 0 mM aminokyselin). Kdyz byly
aminokyseliny spojeny s glycerolem a dimethylsulfoxidem, mély mnohem vétsi ochranny
ucinek, coz vedlo k progresivni pohyblivosti po rozmrazeni o 50-55 % (Kundu a kol. 2001).
Ve stejném vajecném zloutku a bezglycerolovém médiu l1ze jako nepenetrujici kryoprotektanty
pouzit také dextrany (10-2000 kDa), které po rozmrazeni poskytuji 23 a 25 % celkové
a progresivni pohyblivosti (Kundu a kol. 2002). Pfi kombinaci 6,27 mM 10 kDa dextranu
s glycerolem (0,87 M) a dimethylsulfoxidem (0,76 M) a ve srovnani s kontrolou (22 % pfima
pohyblivost a 25 % celkova pohyblivost spermii) bylo pozorovano nejvyssi procento piimé
(58 %) a celkové pohyblivosti spermii (60 %) (Purdy 2006). Vzhledem k jejich riiznym
molekulovym hmotnostem se pfedpokladalo, ze kombinace glycerolu, Me>SO a dextranu bude
mit béhem kryokonzervace ptiznivy ucinek. Spermie budou dehydratovany a snizi se vyvoj
intracelularniho ledu, protoze glycerol a Me>SO jsou membranové propustné. Dextran ma
vzhledem ke své membranové nepropustnosti vétsi vliv mimo spermatickou buiiku, nejspise
tim, ze prerusi extracelularni tvorbu ledu (Kundu a kol. 2002).

Pouziti vajecného zloutku v pfipravcich na prodlouzeni spermatu bylo kritizovano
z n¢kolika divodu, vcetné: 1) Pripravit standardni koncentrace zloutku v fedidle je témeér
nemozné, protoze koncentrace lipoproteint ve zloutku se méni a je ovlivnéna genetikou ptaka,
poctem dni v produkci a podminkami skladovani vajec (Moussa a kol. 2002), 2) ve zloutku jsou
pfitomny také lipoproteiny o vysoké hustoté, které mohou do urcité miry ptsobit proti ucinnosti
LDL (Tonieto a kol. 2010), 3) ve zloutku je pfitomen progesteron, ktery muze urychlit
kapacitaci spermii (Bencharif a kol. 2008), 4) inseminace nafedéného spermatu by v pfipadé
zne€isténi zloutku zvysila pravdépodobnost kontaminace samice (Gil a kol. 2000), 5) nekteré
slozky zloutku zvysuji viskozitu fedidla, coz snizuje pohyblivost a zivotnost spermii tim, ze
brani bunécnému dychani (Aires a kol. 2003), 6) ve zfedéném spermatu brani urcité slozky
zloutku hodnoceni spermii, zejména pomoci CASA (Vera-Munoz a kol. 2009), 7) nizsi
procento neposkozenych akrozomu souvisi se zvySenym obsahem zloutku v fedidle (Fukui a
kol. 2007), 8) jak jiz bylo uvedeno, fedéni koziho spermatu fedidlem obsahujicim vajecny
Zloutek muze byt pro spermatické bunky skodlivé (Zamiri 2020).

Ptiznivé ucinky se pripisuji obsahu lipoproteina s nizkou hustotou (LDL) ve vajeéném
Zloutku; uloha (alohy) zloutkovych bilkovin a lipidt, pokud viibec n€jaka, v tomto procesu vSak
nebyla objasnéna. Lipoproteiny s nizkou hustotou (LDL) ve vaji¢ku zvySily odolnost spermii
berant vuci chladovému Soku (Tonieto a kol. 2010). Navdzanim na bilkoviny spermatické
plazmy lipoproteiny o nizké hustoté brani fosfolipidim a cholesterolu opustit membranu
spermie. Lipidy obsazené v LDL navic vytvareji fyzickou bariéru, ktera chrani membranu pred
chladovym Sokem (Bergeron a Manjunath 2006). Membranové fosfolipidy, které se béhem
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procesu zmrazovani a rozmrazovani neustdle ztraceji a jsou nahrazeny fosfatidylcholinem
a fosfatidylserinem obsazenymi v LDL (Graham a Foote 1987).

Sérovy albumin, LDL a sojovy lecitin byly mezi navrhovanymi ndhradami, které mely
prekonat nevyhody vajecného zloutku (Zamiri 2020). V fedidlech pro berany byl misto
vajecného zloutku pouzit hovézi sérovy albumin (Fukui a kol. 2007). Podle Fukui a kol. (2007)
nebyly pifi dopliiovani spermatu beranti v fedidlech obsahujicich 10 % hovéziho sérového
albuminu nebo 20 % vajecného Zloutku zaznamenany zadné vyznamné rozdily v mife biezosti
a poctu jehnat. Navic vajecny zloutek i albumin mohou obsahovat mikrobialni kontaminaci,
protoze jsou oba zivoc¢iSnymi produkty (Zamiri 2020).

Podle publikovanych zjisténi byl LDL pfi pouziti jako fedidla spermatu kozla a berant
pfinejmensim stejné ucinny jako vajecny zloutek nebo dokonce lepsi (Tonieto a kol. 2010; Ali
Al-Ahmad a kol. 2008). Pripravky LDL maji bohuzel omezenou kapacitu pro skladovani
a postupy extrakce a purifikace LDL jsou slozité a Casové narocné, coz vyzaduje nepretrzitou
extrakci (Zamiri 2020).

Lecitin tvofi pfiblizné 10 % fosfolipidi zloutku a vzhledem ke strukturalni podobnosti
mezi fosfolipidy vajecného zloutku a sdji byla soja navrzena jako potencialni nahrada
vajecného zloutku v sérovych fedidlech, ¢imz se snizuje riziko kontaminace z zivociSnych
produktt (Fukui a kol. 2008). Ve vétsine studii sojovy lecitin zlepsil alespon nékteré vlastnosti
spermii vice nez vajecny zloutek (kde se koncentrace sdjového lecitinu pohybovala od 0,4 %
do 1 %) (Zamiri 2020). Podle Chelucciho a kol. (2015) zmrazeni spermatu kozla Sarda pti 1 %
lecitinu v Tris fedidlu poskytlo nejvice zivotaschopnych, pomémé rychle a progresivné
pohyblivych spermii a vysledky integrity DNA po rozmrazeni. Vys$si mira oplozeni ve srovnani
s komerc¢nim fedidlem a fedidlem obsahujicim vajecny zloutek byla diikazem, ze Tris-lecithin
1épe zachoval funkénost spermii béhem testu oplozeni in vitro. U kryokonzervovanych spermif
koz Chongming White méla fedidla na bazi tris doplnéné o 20 % vajecného zloutku nebo 2 %
sdjového lecitinu srovnatelné vysledky (Sun a kol. 2020).

Navzdory uspéchu pfi pouzivani vajecného zloutku a mléka jako slozky semennych
fedidel vS§ak mohou existovat problémy s moznym pienosem patogent, coZz by mohlo vést
k omezeni vyvozu spermatu (Moreira 2017). Vzhledem k vyse uvedenému se zvySuje hledani
fedidla, které snizuje moznost kontaminace zivocisSnymi patogeny (Reis a kol. 2023). Kokosova
voda byla s dobrymi vysledky pouzita jako semenny fedidlo a ziskala si vét§i oblibu mezi
biotechnologiemi (Del Valle a kol. 2013). Kromé toho, ze se kokosova voda sklada z vody,
sacharidq, bilkovin, soli a vitamindg, je také levna a snadno se pfipravuje (Macedo a kol. 2008).
Studie s pouzitim kokosové vody navic jiz prokazaly zlepSeni integrity a zivotaschopnosti
spermatickych bunék u malych prezvykavcu (Brito a kol. 2019).

Bylo proto navrzeno, ze kokosova voda pouzivana jako fedidlo spermatu poméha udrzet
parametry spermatu, zachovat zivotaschopnost spermatu u malych pfezvykavca a zajistit
pouziti po chlazeni nebo kryokonzervaci (Reis a kol. 2023).

3.44 Metoda ultra rychlého zmrazeni

Ackoli se pfi uchovavani spermatu drobnych prezvykavct hojné pouzivaji klasické metody
kryokonzervace, tyto metody nemohou zcela zabranit tvorbé ledovych krystalt, coz zpisobuje
zna¢né smrstovani bunék a strukturdlni poskozeni (Watson 1995; Gao 1995). Ultra rychlé
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mrazeni bylo navrzeno jako nahradni postup, aby se zabranilo negativnim G¢inkiim vyvolanym
tvorbou ledovych krystala. Proces ultra rychlého mrazeni, ktery se 1isi od bézného zmrazovani,
zahrnuje pifimy fazovy ptrechod vodnych roztoka z kapalného do sklovitého stavu, aniz by
prochdzel fazi tvorby ledovych krystalti (Chunrong a kol. 2019).

Hlavnimi charakteristikami ultra rychlého mrazeni jsou vysokd koncentrace kryoprotektiva
a rychla rychlost zmrazeni/ohtati. Tyto dva prvky spolecné rychle zvySuji viskozitu roztokt
ultra rychlého mrazeni a nasledné brani tvorbeé ledovych krystalk(. Ultra rychlé zmazen{ bylo
uspesné pouzito pro kryokonzervaci sav€ich embryi. Vzhledem k extrémni zranitelnosti spermii
vuci toxickému a osmotickému stresu se vSak piimé pouziti metod vultra rychlého mrazeni
embryi pii kryokonzervaci spermii nedoporucuje (Isachenko a kol. 2003). Embrya maji také
mnohobunécnou strukturu. Proto i kdyz nékteré buriky embrya utrpi poskozeni v dusledku
kryoinvaze, zbyvajici zivé buriky se mohou dale délit a nahradit poSkozené nebo odumielé
buiky (Moussa a kol. 2014). Spermie, které jsou jednotlivymi burikami bez schopnosti
transkripce nebo translace, se nemohou z kryoinvaze zotavit. Spermie, které jsou jednotlivymi
bunikami bez schopnosti transkripce nebo translace, se nemohou z kryoinvaze zotavit. Pfi
pouziti metody intracytoplazmatické injekce spermii (ICSI) pro oplozeni v§ak muze byt vliv
integrity membrany a akrozomu piehlizen vzhledem k funkénimu vyznamu spermii jako
transportu muzské DNA. Ve skuteCnosti se ocasky spermii pti ICSI obvykle ru¢né odstfihavaji,
aby se usnadnil postup. V dusledku toho neni tspéch ICSI zavisly na strukturalni integrité
spermii (Chunrong a kol. 2019).

Ultra rychlé mrazeni muze byt v n€kolika ohledech vyhodnéjsi nez tradicni techniky
kryokonzervace (Jiménez-Rabaddn a kol. 2015). Ultra rychlé mrazeni miZze snizit negativni
ucinky, které pfinasi nadmérna koncentrace rozpusténych latek béhem procesti zmrazovani a
zahfivani, a zabranit tvorb¢ intracelularniho ledu. Dalsi vyhodou je rychlost ultra rychlého
mrazeni, kterd trva jen n€kolik sekund. Kromé toho nemusi byt pro ultra rychlé mrazeni sav¢ich
spermii nezbytné pridani vajecného zloutku. VSeobecné se uznava, ze nejvetsi nevyhodou
vajecného Zloutku je jeho nejasné slozeni, coz muze byt hlavni pii¢inou nejednotnych vysledku
raznych vyzkumnych skupin. Kromeé toho existuje riziko bakterialni kontaminace a pfenosu
onemocnéni prostfednictvim vajecného Zzloutku. Vzhledem ke Skodlivé interakci mezi
fosfolipazou A v seminalni plazmé a vajenym zloutkem je odstranéni vaje¢ného zloutku
zvlasté vyznamné pro kozi sperma (Pudry 2006). Kromé toho nemusi byt glycerol zapotiebi,
pokud se spermie skladuji pomoci vitrifikace (Arando a kol. 2017). Glycerol sice zvySuje
schopnost kryotoleranci spermii, ale mize je také vystavit osmotickému a toxickému stresu
(Chunrong a kol. 2019).

Uginnost ultra rychlého mrazeni spermii viak mZe byt ovlivnéna nékolika omezenimi.
Zpocatku je sklovity stav vzorka ultra rychlého mrazeni pomérné kiehky a snadno se ztraci. Pfi
zahfivani spermii tak mize hrozit vysoké riziko neuspésného procesu utra rychlého mrazeni.
Nedavny vyzkum ukazal, ze poskozeni souvisejici se zahfivanim muze byt zavazné€jsi nez
poskozeni souvisejici se zmrazenim (Quan 2017). Kromé toho utrarychle zmrazené spermie
kvuli vysoké citlivosti na osmotické a chemicky nebezpecné stresory obvykle ztraceji svou
pohyblivost, a proto je tradicni uméla inseminace nepravdépodobna (Jin a kol. 2014).

V soucasné dobé je bohuzel nedostatek informaci o ultra rychlém mrazeni spermatu
malych pfezvykavcl (Chunrong a kol. 2019). Podle zjisténi Aranda a kol. (2017) byla kvalita
ultra rychle mrazenych ovcich spermii byla vyrazné horsi nez kvalita ¢erstvych spermii, ale
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sachar6za muze zlepsit celkovou pohyblivost, zivotaschopnost a fungovani membran, kdyz
byly spermie pfed ultra rychlym zmrazeni nejprve ekvilibrovany pii 5 °C. Za Gcelem ultra
rychlého mrazeni ovc¢ich spermii védci predpokladali, ze sachardza by mohla fungovat jako
potencialni kryoprotektant. Kromé toho mize ekvilibrace pii 5 °C zmirnit kryoinvaze, které u
ov¢ich spermii zpusobuje kryokonzervace vyvolana ultra rychlym zmrazenim (Arando a kol.
2017). V jiné studii Jiménez-Rabadén a kol. (2015) zjistili, ze pfi absenci vaje¢ného zloutku
ultra rychlé zmrazeni smési sacharozy a glycerolu vyrazné snizuje kvalitu zmrazenych ov¢ich
spermii. Naopak spermie ultra rychle zmrazené smési vaje¢ného zloutku a glycerolu v nejnizsi
koncentraci vykazovaly uspokojivou zivotaschopnost, akrozomalni integritu a index
fragmentace DNA, 1 kdyz ultra rychlé zmrazeni pofad vazné poskozovala pohyblivost spermii,
coz ukazuje, Ze vajeCny Zloutek mize napomahat preziti ultra rychle zmrazenych ovc€ich
spermii. Hlavnim nedostatkem téchto dvou vyzkumi je zjisténi, ze vajecny zloutek je prospésny
pro kryozivotnost ultra rychle zmrazenych ovc€ich spermii. Presto je dobfe znamo, ze ultra
rychlé zmrazeni spermii ma tu vyhodu, ze zabranuje negativnim G¢inkiim vajecného Zloutku
(Chunrong a kol. 2019).

Je také dulezité mit na paméti, ze ultra rychlé zmrazeni nemusi byt vhodna pro kazdodenni
vyrobu, protoze k dosazeni rychlého zmrazeni/ohtati a zaruceni sklovitého stavu je zapotiebi
omezeny objem. Pfesto je ultra rychlé zmrazeni piinosné a ma Sirokou Skalu potencialnich
aplikaci jako prostfedek pro uchovani genetickych zdroju hospodaiskych zvifat. Pomoci
technologie ICSI lze vajicko oplodnit spermii 1 v dob€, kdy je zivotaschopnost ultra rychle
zmrazenych spermii nevyhovujici nebo zcela zni¢ena (Chunrong a kol. 2019).

3.4.5 Lyofilizace

Lyofilizované spermie lze skladovat bez pouziti tekutého dusiku, coz piinasi nékolik
vyhod, napfiklad nizsi néklady na prepravu ¢i skladovani a zadné riziko virové infekce
(Bielanski a Vajta 2009). Postup lyofilizace je slozitéjsi nez kryokonzervace, protoze zahrnuje
dalsi krok suSeni nebo dehydratace. Postup lyofilizace obvykle zahrnuje primarni a sekundarni
suSeni a dva fazové prechody (Keskintepe a Eroglu 2015). Béhem procesu primarniho suseni
se vzorky nejprve zmrazi na teplotu nizsi, nez je jejich eutekticka teplota, aby se zménily z
kapalné faze na ledové krystaly. Poté, aniz by prosla prechodnou kapalnou fazi, se zmrzla voda
ve vakuové atmosfére prevede na vodni paru. Vzorky po primarnim suseni stale obsahuji +8 %
az 10 % vlhkosti v zavislosti na slozeni vzorku. Zbyvajici nezmrzla vazana voda musi byt dale
odstranéna desorpci pii sekundarnim suseni, aby byla zachovéana stabilita vzorku pfi podstatné
vys$si teploté, napriklad pii pokojové teploté. Aby se vazana voda v tomto okamziku premeénila
na vodni paru, zahtivaji se vzorky v co nejniz§im vakuu. VysuSené vzorky lze po provedeni
primarniho a sekundarniho suseni uchovéavat pii pokojové teploté nebo v chladnicce (Chunrong
2019).

V soucasné dobé se obcCas objevuji zpravy o lyofilizaci spermii u drobnych prezvykavcu
(Chunrong 2019). Olaciregui a kol. hodnotili vliv teploty skladovani a kyseliny rozmarynové
na integritu DNA lyofilizovanych ovc¢ich spermii. U oocyti mikroinjektovanych
lyofilizovanymi spermiemi byl také testovén jejich vyvojovy potencidl. Tato zjisténi ukazala,
ze ov¢i spermie uchovavané lyofilizaci mohou byt uchovavany pii 4 °C a teplote okoli po cely
rok. Kromé toho muze kyselina rozmarynova snizit poskozeni DNA spermii vzniklych
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lyofilizaci. Nebyly zi§tény zadné rozdily mezi lyofilizovanymi spermiemi a zmrazenymi
spermiemi, pokud jde o tvorbu blastocyst (Olaciregui a kol. 2017). Anzalone a kol. (2018)
nedavno uvedli dalsi potrvzeni, ze lyofilizované ov¢i spermie podporuji vyvoj blastocyst po
ICSI, coz naznacuje, Ze lyofilizace nabizi jiny, cenové dostupny zpusob uchovavani pro
zachovéni biodiverzity. V jejich vyzkumu byly oocyty chemicky aktivovdny ionomycinem, aby
zahdjily embryondlni vyvoj po ICSI s lyofilizovanymi spermiemi.

Vyvoj technologie ICSI koexistuje s ozivenim lyofilizace spermii. K provedeni oplodnéni
oocyty je nutnd technika ICSI, protoze lyofilizované spermie zcela ztraceji schopnost pohybu.
V soucasné dobé je velky prostor pro zlepSeni kvality lyofilizovanych spermii. Neni pochyb
o tom, ze dodateCné postupy suSeni vyuzivané pii lyofilizaci maji za nasledek zavaznéjsi
poskozeni spermii nez kryokonzervace (Chunrong 2019).

Hlavnim cilem konzervace spermii je zachovani plné samci genetické vybavy. Vzhledem
ktomu muze lyofilizace slouzit jako zivotaschopna nahrada konvencnich metod
kryokonzervace. Pro kryokonzervaci je nezbytny kapalny dusik, aby se zastavil metabolismus
spermii. Dlouhodobd kryokonzervace vyzaduje staly pfisun tekutého dusiku a mechanickou
udrzbu mraziciho zafizeni. Zmrazené spermie ztraceji zivotaschopnost, jakmile se zastavi
dodavka tekutého dusiku, zejména v ptipadé neplanovanych katastrof, jako je zemétreseni nebo
tajfun (Kaneko a kol. 2014). Na rozdil od kryokonzervace ma lyofilizace jednoduché
a zvladnutelné pozadavky na skladovani. Kvali vyssi teploté skladovani vSak muze byt
skladovaci stabilita lyofilizovanych spermii nizsi nez u kryokonzervace (Chunrong 2019).
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4 Zavér

Cilem bakalaiské prace je soupis poznatkli zaméfenych na vyuziti perspektivnich
kryoprotektort pti konzervaci semene malych prezvykavci.

Ze souhrnu celé prace vyplyva, ze je velmi dilezité, jak budou vSechny postupy provedeny,
jaké bude zvolené fedidlo a jaky bude zvolen kryoprotektor. Pro konzervaci je velmi dulezité
zvolit spravnou metodu odbéru spermatu, protoze jak vime, odbér je prvni dalezity krok pro
uspesné zvladnuti procesu konzervace. Po odbéru je tfeba vyhodnotit parametry spermatu.
K tomu se pouziva makroskopické a mikroskopické hodnoceni. Nejlep§i moznosti je vyuziti
technologii CASA nebo pratokové cytometrie.

Dalsim krokem je dulezité vybrat co nejlepsi kryoprotektor, ktery zabranuje poskozeni
spermie, zajistuje prezitelnost a dobrou oplozovaci schopnost po rozmrazeni. Jako perspektivni
kryoprotektory byly zvoleny smés glycerolu s dimethylsulfoxidem, sojovy lecitin, LDL nebo
kokosovd voda. Pfi samostatném pouziti glycerolu a Me>SO média byla pohyblivost po
rozmrazeni 33 %, avSak pfi pouziti obou kryoprotektantti byla pohyblivost po rozmrazeni 45 %
progresivné pohyblivych spermii.

Podle publikovanych zjisténi byl LDL pfi pouziti jako fedidla spermatu kozl( a beranti
pfinegjmensim stejné ucinny jako vajeny zloutek nebo dokonce lepsi. Pripravky LDL maji
bohuzel omezenou kapacitu pro skladovani a postupy extrakce a purifikace LDL jsou slozité a
Casove naro¢né, coz vyzaduje nepfretrzitou extrakci.

Ve vétsiné studii sojovy lecitin zlepsil alespon nékteré vlastnosti spermii vice nez vajecny
zloutek (kde se koncentrace sojového lecitinu pohybovala od 0,4 % do 1 %). VyS$§i mira
oplozeni ve srovnani s komer¢nim fedidlem a fedidlem obsahujicim vajecny zloutek byla
dikazem, ze Tris-lecithin Iépe zachoval funkénost spermii béhem testu oplozeni in vitro.

Studie s pouzitim kokosové vody navic jiz prokéazaly zlepSeni integrity a zivotaschopnosti
spermatickych bunék u malych prezvykavcu.

Z téchto zjisténych vysledi se jevi jako nejvice perspektivni smés glycerolu a
dimethylsulfidu, ktera méla velmi ptiznivé vysledky pii porovnani se samostatnym glycerolem.
Dal§im dvou fedidlim jako je sojovy lecitin a kokosové mléko by se mélo vénovat vice
pozornosti a vice se zaméfit na jejich problematiku, protoze z vysledka je zjevné, Ze jsou velmi
dobrou nahradou vajecného zloutku a maji moznost vytésnit moznost prenosti patogend. LDL
se také jevi jako perspektivni, ale velkou nevyhodou je slozitost skladovani a ¢asova narocnost
extrakce, ktera je nezadouci.

Jako nejvice vypovidajici zkousSkou uspésnosti je inseminace. Zde je potieba vybrat
vhodnou metodu inseminace jak z hlediska ndkladnosti, tak z hlediska uspesnosti dané metody.
Ze studii zatim vyplyva, ze laparoskopické nebo transcervikdlni intrauterinni inseminace jsou
vsak jedinymi zpusoby, jak dosahnout pfijatelného poCtu zabtfeznuti pfi pouziti zmrazeného
spermatu. Ve vztahu k tomuto bylo zjisténo, Ze lepSich vysledka bylo dosazeno po inseminaci
cerstvym spermatem.
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6 Seznam pouzitych zkratek a symboli

EEJ
HOST
AV
DPBS
EPS
IVF
v
CASA
MS
PS
VLC
VSL
VAP
LIN
STR
WOB
ALH
BCF
FCS
TCG
EYCE
BUS
SBUIII
UHT
CDE
Al
ICSI
TAI
NaCl
Me2SO
pum

kPa

Elektroejakulace

Test hypoosmotického bobtndni
uméla vagina

Dulbeccova fosfatového pufrovaného roztoku
epidimdlni (nadvarletni) sperma

in vitro fertilizace

in vitro

PocitaCem asistovana analyza spermii
motilita spermif

progresivni motilita

rychlost v kiivce

rychlost v pfimce

prumérna drahova rychlost

linearita spermii

piimocarost

kolisani

amplituda bo¢niho posunu hlavicky spermie
ktizova frekvence rytmu

flow cytometry standard

Tris-based extender

vajecny zloutkovy koagulacni zloutek
sekret bulborentalni zlazy

protejnova frakce z koziho bulborenta
ultra-high temperature

definovany prodluzovac spermatu
uméla inseminace
intracytoplazmatickd injekce spermif
Casovana uméla inseminace

chlorid sodny

dimethylsulfoxid

mikrometr

kilopascal
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mOsm

kDa

v A

X

osmolalita
kilodalton
mensi nez
je vetsi nebo rovno

krat
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