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Moderni kryoprotektory vyuzivané pri konzervaci
spermatu u malych prezvykavciu

Souhrn

Mrazeni spermatu je vyznamnou metodou dlouhodobého uchovani pohlavnich bun¢k a
ma Siroké vyuziti ve vyzkumu, v chovatelské praxi i v oblasti uchovavani genetickych zdroj.
Navzdory Sirokym moznostem uplatnéni stale neumime dokonale vyuzit potencial, ktery nam
nabizi. Vyvoj kryokonzervacnich prostfedkli probiha uz téméf sto let, avSak anatomické a
fyziologické rozdily mezi zivo¢isSnymi druhy brani nalezeni jedné standardizované vSeobecné
platné metody. Hledani vhodnych kryokonzervati je stale aktualni téma. Tato prace shrnula
informace o nejdiskutovanéjSich postupech konzervace spermatu v minulosti 1 soucasnosti a

pokusila se formulovat mozny budouci vyvoj.

Klic¢ova slova: kryokonzervace, mali pfezvykavci, sperma,



Contenporary kryoprotectors used for sperm conservation
of small ruminants

Summary

Sperm freezing is an important method of long-term preservation of sex cells, which is
widely used in research, in breeding practice and in the field of preserving genetic resources.
Despite the wide range of possibilities, we still cannot fully utilize the potential it offers us. The
development of cryopreservation agents has been going on for almost a hundred years, but the
anatomical and physiological differences between animal species prevent finding one
standardized, universally applicable method. Finding suitable cryopreservatives is still a current
topic. This work summarized information about the most discussed sperm conservation

procedures in the past and present and tried to formulate possible future developments.

Keywords: cryoconservation, small ruminants, sperm
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1 Uvod

Vyuziti biotechnologickych metod v chovu malych ptezvykaved mé dosud fadu omezeni.
Vyplyva to z technologie chovu i z biologickych vlastnosti chovanych zvitat. V Ceské republice
chov malych ptfezvykavcu, predev§im ovci a koz, stagnuje, ovsem ve svétovém métitku jsou
mali pfezvykavci diky své schopnosti poskytovat maso, vlnu, kiizi nebo mléko, chépani jako
dalezita soucast zivocisSného prtimyslu, avSak 1 zde dochdzi vzhledem k intenzifikaci
zemeédélstvi a uptfednostiiovani plemen s vysokou produkei k oslabeni genetické diverzity (Lv,
Chunrong et al. 2019).

Kryokonzervace, jakozto metoda uchovani genetického materialu, ma velky vyznam pro
zachovani genetickych zdroju v genovych bankach, ale zaroven pomaha snizovat v mnoha
ohledech néklady na chov zvifat tim, Ze umoznuje vyuZiti umé¢lé inseminace. (Lv, Chunrong et
al. 2019). Tvoii téz zaklad pro ostatni biotechnologické metody.

Pouziti mrazeného spermatu u malych ptezvykavct ma dlouhou historii. Ackoli vyzkum v
oblasti ochrany spermatickych bunék pied chladovym poskozenim pfinesl fadu cennych
poznatkli, kryokonzervace u malych pifezvykavci nedosahuje dostatecné uspokojivych
vysledku, proto je potieba revidovat dosavadni poznatky a hledat nové druhy efektivnich
kryoprotektantil, které by zaroven byly pouzitelné v Siroké chovatelské praxi. Ackoli vyzkum
se vénuje predevsim farmoveé chovanym malym piezvykavctim, a to hlavné ovcim a kozam,
jeho vysledky mohou napomoci i zachran¢ druhti volné zijicich v ptirodé, jako jsou jelenoviti
apod.



2 Cil prace

Cilem préce bylo shromazdit a utfidit poznatky o krykonzervaci spermatu malych
ptezvykavcu s ptihlédnutim k vyznamu kryoprotektivnich latek v ramci jednotlivych metod
kryokonzervace a mechanismu jejich ptisobeni na pteziti a oplozenischopnost spermii.

Vzhledem k tomu, ze mrazeni ejakulatu a jeho uchovavani je komplexni metoda slozena
z fady vzjemné se ovlivijicich krokd, ktera musi brat v potaz i specifické vlastnosti
zpracovavaného materialu, bylo mym zamérem uvést tyto poznatky do souvislosti a na zakladé
pozorovanych vysledkt formulovat mozny smér dal$iho vyzkumu, vedouciho ke zlepSeni
dosud ne zcela uspokojivyh vysledka.



3 Mali prezvykavci

3.1 Charakteristika spermatu malych prezvykavci

Vzhledem ke svému sloZeni a biologickym vlastnostem sperma klade specifické naroky
na proces mrazeni a rozmrazovani. Sperma malych piezvykaved v porovnani s
ejakulatem ostatnich savct vykazuje rozdily, které se tykaji fyzikalnich vlastnosti semene
(objem, pomér jednotlivych slozek, barva a pH), morfologie bun€k 1 chemického slozeni
semenné plazmy. Tyto vlastnosti, které se 1isi i napfi¢ zvifecimi rody, druhy, se li§i zaroven
mezi jedinci v ramci jednoho druhu. Poméry sloZek spermatu jsou variabilni i vzhledem k
sezonnost zvitat.

Sperma se sklada z bunééné slozky, tvotfené spermiemi a ze semenné plazmy. Oproti
vSezravceum, Selmam a lichokopytnikiim maji pfezvykavci mensi objem ejakulatu, semeno vSak
obsahuje vétsi koncentraci spermatickych bunék na 1 ml (Marvan 2017).

Druh Objem (ml) MnozZstvi spermii Mnozstvi  spermii
(miliony) v 1 ml (miliardy)
v ejakulatu
Beran 0,7-3 0,5-5 2-10
Kozel 0,5-2 0,54 2-8

Tabulka 1: Parametry spermatu berant a kozli (Marvan 2017).

3.1.1 Semenna plazma

Srovndme-1i pomér slozek ejakulatu berant a kozlt, 7075 % tvoti semenna plazma, jejiz
ulohou je vyziva, transport a stimulace pohybu spermii (Cibulka et al 2004). Je to tekutina,
ktera obsahuje vymésky piidatnych pohlavnich Zlaz, sekrety z varlat, nadvarlat, chAmovodu a
mocové trubice, pricemz kazda tato slozka ovliviiuje kone¢né vlastnosti ejakulatu.

Sekret z nadvarlat obsahuje vyzivné latky. Svym mirné kyselym pH blokuje motilitu
spermii béhem setrvavani v nadvarleti, kde spolu s nizkou hladinou kysliku, zvy$enou hladinou
oxidu uhli¢itého a snizenou teplotou zabranuje jejich pfedCasnému energetickému vycerpani
(Marvan 2017).

Vymeések tubuldznich zlaz chamovodu a bélavy slabé zasadity sekret méchyikovité zlazy
se misi s mlé¢né zakalenym fidkym sekretem zasadité povahy produkovanym roztrousenymi
bunikami pfedstojné zlazy, ktery je nositelem charakteristického pachu, a dale pak se sekretem
bulbouretralni Zlazy. Vysledna semenna plazma ma smetanovou barvu a pH v rozmezi 6,2-7,5
(Cibulka et al 2004).

Po strance chemické obsahuje semenna plazma celou fadu latek, jako fruktdza, kyselina
askorbova, aminokyseliny, bilkoviny, enzymy, prostaglandiny, androgeny, estrogeny,
mineralni latky, které vytvareji ptirozené prostiedi pro spermatické buiiky (Cibulka et al 2004).
Pro kryokonzervaci spermatu kozli je limitujici ptitomnost fosfolipazy A a SBUIII, zatimco u
beranti je to L-aminooxidaza.
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3.1.2 Spermie

Spermie tvoti 25-30 % objemu ejakulatu (Cibulka et al 2004). Je to haploidni buiika
s minimem cytoplazmy (Eddy 2006). Skldda se z hlavicky a biciku, pFicemz specificka
morfologie, fyziologie, chemické slozeni jednotlivych ¢asti a enzymaticka aktivita spermaticke
buriky s sebou nese nachylnost k mrazovému poskozeni. Naopak vliv tvaru a velikosti na
kryostabilitu buniky nebyl prokazan (Gao et al. 1997).

3.1.2.1 Hlavicka spermie

Hlavicka spermie je nositelkou genetické informace. Vytvaii se béhem metamorfozy
(spermiohistogeneze) zjadra spermatidy. Je pokryta cytoplazmatickou membranou,
charakteristickou vysokym podilem alifatickych nenasycenych mastnych kyselin a obsahem
glykolipidd, fosfolipidll a sterold, z nichz ma vyznamnou ulohu cholesterol, ktery ovliviiuje
tekutost membrany. Na konci zrani je z buiiky vypuzen piebytek cytoplazmy, piedni ¢ast
hlaviéky tvofi akrozém, vznikly z Golgiho komplexu a v zadni ¢asti se nachazi
postakrozomalni zéna.

Hlavi¢ka spermie obsahuje kondenzovany chromatin navazany na polypeptid protamin,
zatimco akrozom je napInén hydrolytickymi enzymy (Bailey 2003). Hlavni funkci maji akrozin
a hyaluronidaza, avsak je zde i mnoho dalSich enzymt, mezi néZ patii fosfatdza, arylamidéza,
arylsulfataza A, B-N-acetylglukozamidaza, fosfolipazy, kolagenazy ¢i esterazy (Yanagimachi
1994).

Vlivem ztraty endoplazmatického retikula a vysoce kondenzované DNA ve spermii
neprobiha transkripce ani syntéza novych proteint a lipidl (Bailey 2003).

3.1.2.2 Bic¢ik spermie

Bicik spermie naseda na implanta¢ni jamku na bazi spermatické hlavicky a je slozen ze
4 casti. Kréek biciku obsahuje chordy a fibrozni pochvu. Spolu s hlavickou spermie tvofi
kloubni spojeni. Na kréek navazuje spojovaci oddil, ktery obsahuje fetéz mitochondrii, stoceny
spiralové kolem osovych vlaken. Vlakna jsou zdkladem hlavniho oddilu bi¢iku, zakonceného
terminalni ¢asti (Cibulka et al 2004). Mitochondrie produkuji adenosintrifosfat (dale ATP),
jakozto zdroj energie nutny k udrzeni pohybu (Medeiros et al. 2002).

3.2 Fyziologické a biochemické procesy probihajici ve spermiich

Spermaticka buika béhem svého vzniku prodelava vyvojova stadia, spojena
s morfologickou i biochemickou piestavbou, pti¢emz ¢ast téchto déji je zahdjena pred ejakulaci
Vv téle samce. Nasleduji v8ak d&je, které jsou zahajeny az po ejakulaci mimo télo samce a jsou
vyvolany reakci na prostiedi samiciho reprodukéniho traktu. Kryokonzervace vstupuje mezi
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tyto procesy a ma za Ukol je oddalit. Volba spravné metody je proto zasadni pro zachovani
zivotnich funkci spermie.

3.2.1 Pre-ejakulacni procesy ve spermatu

3.2.1.1 Zrani spermii

Zraci stadium je posledni fazi spermiogeneze. Spermie, které dosud nemaji schopnost
pohybu, jsou uvolnény do semennych cest a splavovany do ocasu nadvarlete, kde
cytoplazmaticka membrana hlavicky spermie prochazi strukturalni proménou a spermie ziskava
schopnost pohybu.

3.2.1.2 Metabolismus spermie

Biosyntetickd funkce je u spermii velmi mala a je zalozena na katabolické aktivité
(Barbas & Mascarenhas 2009), pii které dochazi k latkové pfeméné prostiednictvim Sté€peni
makromolekul ATP na men$i molekuly za souc¢asného uvolnéni energie. Vlivem pievahy
katabolickych procesi ma spermie omezené mnozstvi energie, které svym metabolismem
postupné vycéerpava. Dochazi k produkci kyseliny mlééné a tim i k poklesu pH. Zastaveni a
opétovné spusténi téchto procest je ukolem efektivni metody kryokonzervace.

3.2.1.3 Oxidace

Sperma obsahuje enzym lipoxygenazu, NADPH oxidazu (NOXS5), ve spermiich beranti
je vyznamné L-aminooxidaza (Upreti et al. 1998). Spolu s oxida¢nimi procesy, které probihaji
v mitochondriich se tyto enzymy v bunce podileji na vzniku reaktivnich druht kysliku (dale
ROS), které jsou puvodci oxidacniho stresu pfi kryokonzervaci spermii (Zamiri 2020).

3.2.2 Post-ejakulacni procesy ve spermatu

3.2.2.1 Kapacitace spermii

Vstupem spermie do pohlavniho Ustroji samice je zah4jen proces kapacitace, zalozeny
na fyziologickych a biochemickych zménach spermatické bunky, Které jsou nezbytné pro
uspeésné oplodnéni vajicka. Cibulka et al. (2004) upozornuji, ze jde o reverzibilni proces
vyvolany sekrety pohlavniho Ustroji samice a v podminkach in vitro jej 1ze moderovat ptidanim
semenné plazmy, ktera dokéaze proces kapacitace zastavit a vratit spermie do piivodniho stavu.

Kapacitaci doprovazi proces hyperaktivace spermie, pii némz se zvysi frekvence
kmitani biciku. Yanagimachi (1994) uvadi, Ze hyperaktivace spermii a akrozomalni reakce
nastava zménou uspotadani cytoskeletarnich proteint, jejich fosforylaci, ztratou povrchovych
proteind a uhlovodikl. Hyperaktivace je podnécovana zvysSenou koncentraci vapenatych ionti
v bi¢ikové ¢asti spermie (Ho & Suarez 2003). Visconti a Kopf (1998) uvadi, ze Ca?* a NaHCO3
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aktivuji uvnitf spermatické bunky adenylatcyklazu, ¢imZ se spousti produkce cyklického
adenosinmonofosfatu (dale cAMP), ktery aktivuje cCAMP dependentni proteinkindzu A, a tim
ovliviiuje narlst tyrosinové fosforylace v biciku spermie.

Béhem kapacitace spermie ziskava schopnost oplodnit oocyt. V dusledku
biochemickych zmén v cytoplazmatické membrané je spusténa akrozomova reakce, umoziujici
prunik spermie do vajicka. Proces je zahajen odStépenim glykoproteint z cytoplazmatické
membrany, ktera se rozpada. Z akrozomu se uvoliiuje enzym hyaluronidaza. Spermie se
dostava svou akrozomalni ¢asti do kontaktu se zonou pellucidou oocytu. Za ptisobeni hormonu
akrozinu se cytoplazmaticka membrana vajicka a spermie spoji a dochazi ke splynuti obou
bunék. | zde hraje roli zvysena hladina véapenatych iontl, kterda ma také za nasledek
depolymeraci proteint aktinu a serinu, které jsou soucasti cytoskeletu a diky tomu membrany
spermie a vajicka mohou splynout. Molekularni podstata déje vSak doposud neni zcela
objasnéna (Bailey et al. 2003).

Vyznamnou ulohu v procesu kapacitace hraje albumin. Vyskytuje se v reprodukénim
traktu samice a mé schopnost vazat cholesterol. Yanagimachi (1994) uvadi, ze snizenim
koncentrace cholesterolu v plazmatické membrané dojde ke zvySeni jeji tekutosti. Zména
postaveni proteini a lipidi zplsobi otevieni iontovych kanalli, coZ ma za nasledek zménu
membréanového potencialu spermatogonii.

Hyperpolarizace membran, procesy spojené s absorpci vapniku a produkei ROS vsak
mohou byt vyvolany i reakci spermii na chlad a ptedstavuji tak problém zvany kryokapacitace
(Purdy 2006). Ukolem metod kryokonzervace je minimalizace téchto d&ji volbou spravného
postupu a vhodnych kryokonzervacénich latek.

3.3 Odbér a zpracovani spermatu

3.3.1 Odbér spermatu

Odbér ejakulatu pro potieby kryokonzervace se provadi pomoci umélé vaginy nebo
elektrostimulaci. Nuti (2007) uvadi, ze u kozli mtze elektrostimulace vést ke zméné slozek
semenneé plazmy. Tibary a Manar (2017) uvadgji, ze existuji studie, které ukazuji, Ze sperma
sbirane elektroejakulaci vykazuje lepsi kryotoleranci nez sperma sbirané do umélé vaginy. Jiné
studie neprokazaly rozdil mezi témito dvéma metodami odbéru a nékteré dokazuji naopak
umélou vaginu u kozla jako lepsi pro zachovani motility po rozmrazeni (Jimenez-Rabadan et
al. 2012)

V ptipad¢ ziskavani genetickych zdroju ¢i zachrany ohrozenych druhit mé vyznam i
odbeér ejakulatu nebo spermii post mortem z ocasu nadvarlete. Vzhledem k tomu, ze u malych
prezvykavcu dochazi béhem fije ke zménam fyzikalnich i biochemickych poméri v ejakulatu
samcl, ma tento fyziologicky jev vliv na kvalitu odebiraného spermatu. Odbér spermatu se
provadi po o€isténi plemenika za pouZiti sterilnich nastroji nejcastéji do umélé vaginy zahtaté
v termostatu na 41-43 °C.
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3.3.2 Hodnoceni kvality spermatu bezprostiedné po odbéru

Vzhledem k tomu, ze metoda kryokonzervace slouzi pfedev§sim biotechnologickym
metodam, z nichz nejrozsifenéjsi je uméla inseminace (dale Al), jejim poslanim je uchovani
kvalitniho biologického materiélu, v tomto piipad¢ spermatu peclivé vybranych, veterinarné
provétenych samci. Odebrané sperma musi dosahovat stanovenych parametrd. Nesmi byt

kontaminovano patogeny a moci.

Hustota Aktivita Morfologie

(spermie v Immd) | (minimalng) | (bez abnormalit-minim4alng)
Beran 2,5 x 108 60 % 80 %
Kozel 2,8 x 108 70 % 86 %

Tabulka 2: Pozadavky na kvalitu spermatu berant a kozl.

Dorado et al. (2010) vSak uvadi, ze 20-30 % spermii ztraci po rozmrazeni oplozovaci
schopnost, proto doporucuji vybirat jen vysoce kvalitni ejakulat s hodnotami aktivity >90 %.
Nesmi byt kontaminovan patogeny a moci. Do deseti minut po odbéru se provadi pii pokojové
teploté 20 az 25 °C makroskopické a mikroskopické vysetieni ejakulatu. Zjist'uje se objem,
barva, konzistence, pach, obsah pfimési, hustota spermatu, aktivita spermii a vyskyt abnormalit,
piipadné se provadéji dalsi testy: test tepelné odolnosti, test integrity akrozomu a membrany,
in vitro fertilizace, nebo HOS test (Faigl 2012, Lv et al. 2019), ktery se osveédcil pii predikci
oplozovaci schopnosti spermii (Lv et al. 2019).

Z hlediska kryokonzervace je vyznamnym ukazatelem piedev§im koncentrace,
pohyblivost a morfologie spermii. Posouzeni zZivotaschopnosti spermii je z&kladni metodou
posouzeni kvality ejakulatu, protoze schopnost oplodnit vaji¢ko ma jen Zivotaschopnd spermie
(Véznik et al. 2004).

Lv etal. (2019) vSak uvadi, ze navzdory prob¢hlym studiim, které se snazily postihnout
korelaci mezi oplozovaci schopnosti spermie a ostatnimi parametry, jako motilita, membranovy
potencial nebo DNA spermii, doposud neni snadné predikovat fertilitu na zakladé pouze
jednoho parametru. Navic oplozeni vajicka spermii je slozity proces, na kterém se podili fada
faktori jako plodnost samice, fijovy cyklus, sezonnost, metoda inseminace (Lv et al. 2019).
Tyto parametry ovliviiuji také vysledky hodnoceni pokusi, tykajicich se kryokonzervace
spermatu, protoze je v tomto ohledu slozité dosahnout srovnatelnych podminek. Louda et al.
(2001) ale upozornuji, ze vysledky testll ejakulatu vykazuji vysokou korelaci s naslednou
plodnosti.

4 Kryokonzervace

Kryokonzervace je pomala technika mrazeni, vyuzivajici par tekutého dusiku ke
konzervaci biologického materidlu za ucelem jeho dlouhodobého uchovéani pfi teploté -196°C.
Pouziva se k uchovavani spermii, oocyt, embryi a zarode¢nych tkani. Zatimco chlazeni
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spermatu poskytuje jen doCasnou ochranu, u kryokonzervace se predpokladd neomezena doba
skladovani (Lv et al. 2019).

Srozvojem biotechnologii, ptedevSim intracytoplazmatické injekce spermie, byla
Vv poslednich letech znovu ozivena metoda vitrifikace, jakozto metoda rychlého mrazeni, ktera
spolu s lyofilizaci otevira nové moznosti uchovani biologického materialu. Metoda vitrifikace
spermatu mé& v porovnani s vitrifikaci embryi horsi vysledky. Navic technologické a
ckonomické aspekty zatim neumoziuji jeji Siroké pouziti v praxi.

4.1 Kryokonzervace spermatu

Jakozto postup k uchovani spermatickych bunék ma mrazeni spermatu Siroké uplatnéni
napfi¢ obory. Kromé reproduk¢éni mediciny, zeméd¢lstvi a akvakultury, zaujima vyznamné
misto v oblasti biotechnologie a ochrany ohrozenych zivoé¢isnych druht (Holt 1997, Andrabi
& Maxwell 2007). Salamon a Maxwell (2000) zmifiuji vyznam konzervovaného spermatu pro
zachovani narodnich plemen. Své misto naSlo v biomedicinském vyzkumu, zaméfeném na
produkci transgennich organismil.. Zavedeni kryokonzervace do praxe prispélo k expanzi
reprodukéni techniky (Medeiros et al. 2002).

4.2 Historie kryokonzervace

Vyvoj metody kryokonzervace souvisi s touhou ¢lovéka objevit biologickou podstatu
rozmnozovani a téchto poznatkid vyuzit v chovu hospodaiskych zvifat ¢i v medicing.

Kdyz vroce 1678 Leeuwenhoek a Hamm poprvé v mikroskopu pozorovali samci
pohlavni bunky, jejich objev vyvolal zdjem o uchovani spermatu a jeho dalsi vyuziti. Prvni
zndmy pokus konzervovat sperma za pouziti teploty pod bodem mrazu provedl italsky
duchovni, profesor ptirodnich véd a fyziolog L. Spallanzani v roce 1776, kdy jako mrazici
médium pouzil snih (Ciani et al. 2012). Oteviel tak cestu Al. O devét let pozdéji se
Spallanzanimu podafilo Gspé$n¢ inseminovat fenu (Goericke-Pesch & Hoffmann 2007).

Metody konzervace spermatu, vyroby insemina¢nich davek a um¢lé inseminace se od
té doby vyvijeji ve vzajemné tésné souvislosti. Uz v roce 1885 formuloval Repiquet myslenku
vyuziti Al pro §lechténi (Goericke-Pesch & Hoffmann 2007). 1. I. Ivanov a V. K. Milovanov ji
aplikovali v chovu ovci a v roce 1927 uz existovaly velké Slechtitelské programy chovu skotu
(Salamon & Maxwell 2000; Goericke-Pesch & Hoffmann).

Ptestoze chlad umoznoval uchovani spermatu, negativné ovliviioval jeho fyziologické
vlastnosti. Zmirnéni u¢inku chladového Soku na odebrané sperma ptidanim vaje¢ného zloutku
se stalo historickym milnikem ve vyvoji kryokonzervace (Salamon a Maxwell 2000).

V roce 1937 byl poprvé popsan kryoprotektivni Ucinek 9,2% roztoku glycerolu na
vzorek spermatu pii teploté -21 °C (Bernstein & Petropavlovsky 1937) a v roce 1949 jej Polge
et al. (1949) pouzili jako kryoprotektant spermatu dribeze. V téze dobé byly uskutecnény prvni
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pokusy o vitryfikaci zabich spermii oSetfenych hypertonickym roztokem sachar6zy (Luyet &
Hodapp 1938).

Jako dalsi milnik v historii kryokonzervace uvadi Lv et al. (2019) zménu mraziciho
média. Nahrazeni suchého ledu (-79 °C) kapalnym dusikem (-196 °C) b&hem padesatych let
dvacétého stoleti vyznamné prodlouzilo dobu pouZitelnosti zmrazeného spermatu.

Lv et al. (2019) déle uvadi, Ze od té¢ doby se pozornost védcu soustiedila na vybér
kryoprotektantti. V roce 1952 se narodilo prvni tele metodou Al s pouZitim zmrazeného
spermatu, pfi¢emz sperma bylo mrazeno pii -79 °C v ampulich (Polge & Rowson 1952).

Technika mrazeni vyvolala experimenty, tykajici se rychlosti mrazeni a rozmrazovani
materidlu, stejné jako nové metody skladovani v peletach a pejetach. Pozornost vénovana
kryoprotektivnim latkdm piesla v soucasnosti novy smér. Konvenéni, komeréné vyrabéna
fedidla jsou obohacovana o vitaminy, antioxidanty a dalsi latky, které maji teoreticky potencial
pozitivné ovlivnit vitalitu a oplozovaci schopnost spermii.

4.3 Vyhody kryokonzervace

Jak uz bylo zminéno, jednou z velkych vyhod kryokonzervace je, Ze semeno ve
zmrazeném stavu mize byt teoreticky uchovano neomezenou dobu (Lv et al. 2019). Z hlediska
ekonomiky, managementu chovu i welfare zvifat ma vyznam i skutec¢nost, ze veskery odebrany
material prochazi zdravotni kontrolou, zvifata neni nutné transportovat na vzdalena mista a
zivotnost zmrazeného ejakulatu piesahuje délku zivota vynikajicich plemenika. AvsSak
konzervace biologického materidlu za pouziti nizkych teplot pfinasi i rizika.

4.4 Nevyhody kryokonzervace

Ptes pokrok, kterym kryokonzervace prosla, stale az 50 % spermii po rozmrazeni ztraci
zivotaschopnost (Watson 2000). Medeiros et al. (2002) uvadi u berana 40—60 % pohyblivych a
pouhych 20-30 % biologicky funkénich spermii po rozmrazeni. V pifipadé ovci autofi
upozoriiuji na problém s intracervikalni Al v dasledku anatomické stavby jejich reprodukéni
soustavy a uvadéji zvySenou embryonalni mortalitu (Gillan et al. 2004, Barbas & Mascarenhas
2009).

Z hlediska ekonomiky a managementu uchovavani biologického materialu v tekutém
dusiku je nevyhodou spotfeba chladiciho média a potieba technickych prostfedkt.
Technologické vybaveni se vSak tyka i metod vitrifikace a lyofilizace.
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4.5 Faktory ovlivitujici kryokonzervaci

Berani a kozli spermie jsou nachyInéjsi k poskozeni chlazenim a mrazenim nez spermie
jinych hospodaiskych zvifat (Evans & Maxwell 1987). Ac¢koli zmrazenim ejakulatu by mélo
dojit k potlaceni metabolickych funkci spermii, Bailey et al. (2003) uvadi, Ze béhem procesu
zmrazeni a rozmrazeni zna¢ny podil spermii ztrati oplozovaci schopnost. La Falci et al. (2002)
rozd¢lili vlivy ovliviiujici kvalitu zmrazeného spermatu na fadu endogennich a exogennich
faktoru, které stoji za letalnim a subletalnim poskozenim bunék mrazem. Lv et al. (2019) uvédi,
7e mechanismus kryoposkozeni neni doposud znam a vidi cestu k odhaleni tohoto procesu ve
vyzkumech proteinii a RNA.

45.1 Exogenni faktory ovliviiujici kryokonzervaci

Mezi exogenni faktory La Falci et al. (2002) fadi rod, druh, plemeno, sezénni odchylky
kvality spermatu i individualni odchylky jedince, dané krmenim. Objevily se v té souvislosti
pokusy ovlivnit vysledky kryokonzervace upravou krmnych davek odebiranych jedinci. Purdy
(2006) analyzoval a potvrdil podil mezidruhovych rozdili na kryosenzitivité. Vliv plemen,
odchylky jedincti v ramci plemen i variabilitu ejakulatu hodnotili Medrano et al. (2010) nebo
Ramon et al. (2013), ktefi tuto variabilitu taktéz potvrdili.

4.5.2 Endogenni faktory ovliviiujici kryokonzervaci

Endogenni faktory dle La Falci et al. (2002) zahrnuji stavbu a biochemické vlastnosti
spermatu. Proces kryokonzervace vychazi z piedpokladu, Ze ve spermatu za b&zné pokojové
teploty probihaji metabolické dé&je, které vedou k vyCerpani energie, okyseleni vnitiniho
prostfedi buiiky a sniZeni oplozovacich schopnosti spermii, kterym se da zabranit mrazenim,
avSak stejné tak dochazi ke sniZeni plodnosti z diivodu posSkozeni spermii mrazenim a
rozmrazovanim, protoZze teplota pod bodem mrazu zpiisobuje fyzikdlni a chemické zmény
VvV membranach spermii, nasledné poskozeni funk¢nosti ¢i bunénou smrt (Zamiri 2020).

Purdy (2006) uvadi, Ze toto poSkozeni je Castecné ireverzibilni. Kromé modifikace
membrany spermii vSak K poskozeni spermii dochazi spoluplsobenim chladového Soku,
oxida¢niho stresu, kolisdnim osmotického tlaku, tvorby ledovych krystalii v buiice 1 toxicitou
kryoprotektantli. Poskozené spermie pak maji snizenou oplozovaci schopnost.

Medeiros et al. (2002) potvrdili vliv sloZzeni plazmatické membrany spermii na schopnost
piekonat zmrazeni.

Salamon a Maxwell (1995) uvadi, ze u ovci je uspokojivych vysledki oplodnéni
zmrazenym spermatem dosazeno jen za predpokladu, ze se pouzije laparoskopickd metoda Al
a sperma se vklada ptimo do vejcovodu ovce. Vyslovili spolu s tim myslenku, Ze rozmrazené
sperma berana neni schopné usp€sné projit rozmnozovacim tstrojim ovce.

Bailey et al. (2003) analyzovali povahu subletalniho poskozeni spermii a v§imli si kromé
sniZzené pohyblivosti i faktu, Ze pocCet Zivych spermii se po rozmrazeni také snizuje, a navic se
u prezivsich spermii snizuje oplozovaci schopnost.
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4.6 Postup kryokonzervace

Kryokonzervace spermatu probiha v nasledujicich krocich: fedéni, kryoprotekce, chlazeni,
mrazeni, skladovani a rozmrazeni. Pro jednotlivé druhy hospodarskych zvifat existuji
standardizované postupy. Pfes dlouhou historii a probihajici vyzkum vsak vysledky stale nejsou
uspokojivé. Kazdy z krokt v rAmci metody kryokonzervace ma vliv na vysledny efekt, proto je
nutné posuzovat proces jako vzajemné propojeny celek.

Obecné pouzivanou teplotou mrazeni spermatu je — 196 °C, cozZ je bod varu tekutého
dusiku. Je to teplota, kdy ustavaji veskeré biochemické procesy v buiice. Ukolem spravné
techniky kryokonzervace je minimalizovat dopady ptsobeni metabolitl latkové premény uvnitf
spermie, fedidel spermatu, osmotického tlaku, tvorby intracelularnich ledovych krystalt.

V soucasnosti se pouzivaji tii metody kryokonzervace: pomalé mrazeni, rychlé mrazeni a
vitrifikace. Metoda lyofilizace také obsahuje krok spojeny s mrazenim spermatu, jeji hlavni
podstatou je vSak vysuseni, které ale ptisobi destruktivné, zejména pokud jde o pohyb spermii.

Pomalé mrazeni je dvou az tiikrokovd metoda mrazeni spermatu, pii které dojde ke
zmrazeni bunek v rozmezi 2-4 h. Sperma se zchlazuje postupné v krocich, béhem nichz jsou ke
spermatu piidavany kryoprotektivni latky v davkach, aby nedochazelo k toxickému Soku a aby
buriky byly schopny redukovat osmoticky tlak. Sperma je zmrazeno z 5 °C na — 80 °C rychlosti
1-10 °C/min. Vzorky v peletach ¢i pejetach jsou ponoteny do tekutého dusiku o teploté — 196
°C. Mrazeni se provadi ru¢n€ nebo za pomoci programovatelnych mrazak, které zmrazi vzorek
z b&Zné pokojové teploty na — 80 °C rychlosti 1,5 °C/min a poté 6 °C/min. Jakmile vzorky
dosahnou nastavené teploty, jsou premistény tekutého dusiku o teploté — 196 °C (Holt 2000).

Metoda rychlého mrazeni je znama od 90. let 20. stoleti. Spo¢iva v mrazeni vzorki v parach
tekutého dusiku po dobu 8-10 min. Vzorek spermatu se nejprve nafedi kryoprotektantem,
naplni se do pejet a neché se inkubovat po dobu 10 minut pfi teploté 4 °C, pejety jsou umistény
horizontalné 15-20 cm nad hladinou tekutého dusiku a mrazeny na — 80 °C po dobu 15 min a
poté jsou ponofeny do tekutého dusiku. Metoda ma nevyhodu v tom, Ze teplotni kiivku nelze
ptesné kontrolovat a teplota mtze kolisat.

Pokud jde o vitrifikaci, Isachenko (2003) vidi vyhody metody v tom, Ze je rychla a pro jeji
provedeni neni potfeba drahého vybaveni. Nevyhodou ve vztahu ke vzorku jsou vysoké hladiny
kryoprotektantti, které zde c¢ini 30-50 %, zatimco pfi pomalém mrazeni se jejich hladina
pohybuje v rozmezi 5-7 %. Takova hladina kryoprotektantu je pro burky toxicka a vystavuje
je velkému osmotickému tlaku. Vysoka hladina kryoprotektantu vSak zptisobuje snizeni bodu
mrznuti roztoku a misto tvorby ledovych krystalti dochdzi k jeho houstnuti az sklovaténi, coz
vede k mens$imu riziku buné¢éné zranéni ledovymi krystaly.

Jakmile je sperma naiedéno, chladi se na 5 °C. Pfi této teploté je ptidan kryoprotektant
(Polge et al. 1949). Proces ptechodu ze zchlazeného do zmrazeného stavu ptedstavuje pro
spermatickou buiiku chladovy stres. Dochazi k pfeskupeni a destabilizaci slozek plazmatické
membrany a influxu vapenatych iontt (Bailey et al.2003).

Medeiros et al. (2002) formulovali faktory, které zplsobuji mezidruhové rozdily
Vv ptisobeni chladového stresu. Jsou jimi: mnozstvi cholesterolu, pomér fosfolipida, obsah lipida
ve dvojvrstvé, stupen nasyceni uhlovodikovych fetézcti a bilkovin v bunkéch.

Membranova permeabilita se chlazenim zvySuje, stava se netésnou. Je ovlivnéna regulace
vapniku a tim 1 bunécné funkce. Jak bylo zminéno dfive, pfijem vapniku béhem chlazeni
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navozuje u spermii kryokapacitaci, ktery vede k flzi mezi plazmatickou a akrozomalni
membranou, coz vede k poSkozeni akrozomu (Purdy 2006). Watson (2000) vyslovil myslenku,
ze struktura membrany podléha genetickym vliviim, zplsobi, Ze sperma nékterych jedinct
v ramci plemene je odolnéjsi vi¢i poskozeni mrazem. White (1993) uvadi, Ze spermie jsou
slozeny z fosfolipidii druhové specifickym zplisobem a kazdy fosfolipid ma piesnou teplotu
fazového prechodu. Stupen strukturdlniho poskozeni tedy zavisi na teploté a lipidovém slozeni.
Spekuloval téz o tom, Ze zvySena propustnost membrany je zpisobena nevratnosti strukturalni
zmény v membranové architektuie, zpiisobené chlazenim pod termotropnim fazovym
prechodem membranovych fosfolipidi. Na piechodu teplot dochazi k nahlé¢ zméné z gelu na
faze tekutych krystali membranovych fosfolipidi, coz vede k nevratnym zménam membranové
stavby a zpusobuje jeji zvySenou propustnost.

Plazmatickd membrana je hlavnim mistem poSkozeni spermie béhem zmrazeni a
rozmrazeni (Hammerstedt et al. 1990). Kdyz je sperma mrazeno, tvoii se v extracelularni
prostoru ledové krystaly, méni se osmoticky tlak a intracelularni tekutina difunduje ze spermie,
¢imz se bunka dehydruje. Pii tani jev probiha obracené. Osmoticky stres ptisobi deformaci
membrany.

4.7 Vliv sloZeni semenné plazmy

Lv et al. (2019) uvadi, ze semenna plasma kozli na rozdil od berani obsahuje enzym
koagulujici vajecny Zzloutek (dale EYCE), ktery muize ohrozit zivotaschopnost spermii v
pritomnosti mléka nebo vaje¢ného zloutku. Jedna se o fosfolipAzu A produkovanou
bulbouretralni zldzou kozli. Fosfolipdza A koaguluje vajecny Zloutek a hydrolyzuje lecitin na
mastné kyseliny a spermicidni lysolecitiny. Také vyvolavé akrozomalni reakci a dekondenzaci
chromatinu (Purdy 2006). Dal$im enzymem, ktery produkuje bulbouretralni Zlaza kozli je 55-
60 kDa glykoprotein lipdza (dale SBUIII), ktera mize vyvolat akrozomalni reakci a nasledné
snizit preziti kozlich spermii zmrazenych v fedidlech na bazi mléka, a navic mize hydrolyzovat
triolein i mlé¢né triglyceridy na volné mastné kyseliny, které siln¢ poskozuji motilitu spermii a
plazmatickou membranu (Pellicer-Rubio & Combarnous 1998). Nuti (2007) se domniva, ze
EYCE a SBUIII ptedstavuji tentyz protein. V kazdém piipadé maji tyto latky negativni vliv na
kryokonzervaci spermatu kozli pii pouziti fedidel na bazi mléka ¢i vaje€ného Zloutku, proto se
ze spermatu kozli semenna plazma odstranuje centrifugaci pti 550-950 g po dobu 10-15 minut.
Odstranovani semenné plazmy ma vsak i negativni vliv, protoze plazma obsahuje latky nutné
pro metabolismus spermii.

Upreti et al. (1998) studovali pfitomnost L-aminooxiddzy ve spermatu néckterych
zvitecich druht (byk, hiebec, beran). Tato latka reaguje s fedidly na bazi vaje¢ného Zloutku a
je vyznamnym zdrojem $kodlivych ROS spolu s Mitochondriemi, lipoxigenazou a NADPH
oxiddzu (NOXS5). Mechanismy vzniku oxidac¢niho stresu ve spermiich definoval Aitken (2020).
Oxidacni stres vede k peroxidaci membranovych lipida a produkcei aldehydi, které se vazou na
DNA a poskozuji ji.
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5 Kryoprotektanty

Kryoprotektanty maji ochrannou funkci tim, Ze chrani buné¢né struktury vné i zevnitt
pted poSkozenim ledovymi krystaly, osmozou nebo chladovym Sokem. Déli se na penetrujici a
nepenetrujici.

5.1 Nepenetrujici kryoprotektanty

Nepenetrujici kryoprotektynty plisobi pouze z vnéj$i strany buné¢né membrany a maji
tak méné negativnich U¢inkli i mensi toxicitu. Mezi nepenetrujici kryoprotektanty patii
bilkoviny, aminokyseliny a cukry, které se chovaji jako osmoprotektanty. Zaroven maji
schopnost mirnit poSkozeni zptisobena penetrujicimi kryoprotektanty.

Osmoprotektanty piispivaji k udrzeni osmotického tlaku uvnité bunky. Maji nizsi
molekularni hmotnost, nepronikaji do buiiky, a proto nejsou pro buiiku toxické. Patii mezi né
bovinni sérovy albumin, trehal6za a sachardza, polyvinylpyrrolidon. Pozitivni vliv trehaldzy na
mrazené buiiky provéfili Eroglu et al. (2000)

5.1.1 Trehaldza

Trehaldéza (a-D-glucopyranosyl-a-D-glucopyranosid) acukry jako je rafindza a
sachar6za jsou v centru pozornosti vyzkumu reprodukce. Jejich osmoprotektivni ucinek
spo¢iva V tom, Ze pusobenim vys§siho osmotického tlaku vytlacuji z buniky vodu, jeZ je za
teploty pod bodem mrazu zdrojem tvorby ledovych krystalti uvniti buniky. Trehal6za navic
reaguje s membranovymi fosfolipidy a jejich pfestavbou zajist'uje jejich vétsi tekutost a snizuje
poSkozeni membrany béhem zmény skupenstvi lipida z tuhého na sklovité (Molinia et al.
1994a)

5.2 Penetrujici kryoprotektanty

Penetrujici kryoprotektanty maji schopnost prochazet plazmatickou membranou a
mohou tak chranit buitku zevnitt 1 zvnéjSku. Zvysuji tekutost membran pomoci prestavby
membranovych lipidii a bilkovin, které se projevuje vétSi dehydrataci buiky pfi nizSich
teplotach. Tim se snizuje tvorba ledovych krystali uvnitt bunék. Do této skupiny patii glycerol
a vajecny zloutek.

VétSina penetrujicich kryoprotektantii jsou sacharidové latky, které vytvari koloidy.
Patii sem glycerol, diethylsulfoxid, ethylenglykol, propylenglykol, které jsou testovany na
kozlich spermiich.
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5.2.1 Vajecny Zloutek

Vajecny zloutek je jednim z nejdéle pouzivanych kryoprotektantl. Jeho ochranna
schopnost je zaloZena na ptitomnosti LDL proteinu a fosfolipida, pronikajicich do spermie.
Aby se zamezilo nezddouci reakci se sekrety bulbouretrdlni zlazy kozlI, hledala se feSeni v
promyvani spermii v roztoku PBS a nasledné centrifugaci (Batista et al. 2014) nebo v pouziti
fedidla s velmi nizkym 2-3% obsahem Zloutku. Nékteré studie testovaly zloutky vajec riznych
ptac¢ich druhti, jako kufe domaci (Gallus gallus domesticus), husa (Anatidae anser), kruta
(Meleagris gallopavo), kachna (Anatidae anas platyrhynchos), kiepelka japonska (Coturmix
japonica) a orebice ¢ukar (Alectoris chukar) na kvalitu spermatu po kryokonzervaci semene
berana. Vysledky ukézaly, Ze vaje¢ny zloutek orebice ma nejlepsi kryoprotektivni t¢inek na
motilitu i vy$si procento zivotaschopnosti (59 %) spermii. Integritu membrany nejlépe zachoval
zloutek kiepel€ich vajec, jinak nebyly pozorovany vétsi rozdily (Kulaksiz et al. 2010).

Vajecny Zloutek je béznou soucasti fedidel spermatu. Chrani spermatické buiky pied
chladovym Sokem béhem mrazeni a rozmrazovani. Pii mrazeni spermii malych ptezvykavcl
ma horsi vysledky neZ pfi mrazeni byciho spermatu. Salamon a Maxwell (2000) uvadéji, ze v
pocatcich vyzkumu mrazeni beranich spermii bylo pouzivano 30-50 % vajecného Zloutku v
fedidle spermatu, pro fedéni beraniho spermatu v ampulich vSak uvadi 3—6 % a pro mrazeni v
peletach 15 %. Dale uvadéji studie, v nichz pfidanim komplexu sachar6za — EDTA — CaNaz
bylo mozné snizit davku vaje¢ného zloutku na 4-5 % a naopak pii mrazeni beraniho spermatu
bez pouziti glycerolu bylo nutné navysit obsah vaje¢ného zloutku na 20—-30 %.

5.2.2 Sojovy lecitin

Vyvojové tendence vV oblasti kryoprotektanti se odklanéji od pouziti fedidel
obsahujicich slozky zivocisného ptivodu. Vznikly studie, hledajicich cestu v pouziti sdjového
lecitinu (Del Valle et al. 2013, Salmani et al. 2014). Sojovy lecitin je fosfolipid, slozeny z
mastnych kyselim, glycerolu, kyseliny fosforecné a cholinu. Pfispiva emulgaci tukli ve vodném
prostiedi, pfestavbou lipidii. Salmani (2014) zjistil, Ze optimalni koncentrace lecitinu v fedidle
spermatu je 1,5 % a sdjovy lecitin je vhodnou alternativou zloutku pro kryokonzervaci spermatu
kozla.

Jerez et al. 2016 zkombinoval sojové mléko a glycerol, které porovnaval s DMF a zjistil,
ze s6jové mléko a glycerol je vhodnéjsi pro kryokonzervaci semene berand.

5.2.3 Glycerol

Glycerol chrani spermie pifed mechanickym poSkozenim ledovymi krystaly tak, Ze
sniZzuje bod mrznuti intracelularni 1 extracelularni tekutiny pod bod mrazu a omezuje zmény
osmotického tlaku. Vysoké koncentrace glycerolu zptsobuji pomalym prichodem pies
bunécnou membranu osmotické poSkozeni (Guthrie et al. 2002).

Glycerol je jeden z nejpouzivanéjSich penetrujicich kryoprotektantd. 1-8% glycerol,
diethylsulfoxid, ethylenglykol jsou pouzivany v fedidlech pro kryokonzervaci kozlich spermii
(Tuli & Holtz 1994), pfi¢emz jsou testovany i kombinace téchto latek. Mnozstvi glycerolu,
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které je mozné pridat ke spermatu je ovlivnéno jeho toxicitou. Optimalni koncentrace glycerolu
zavisi na slozeni fedidla spermatu a Castecné¢ na jeho osmotickém tlaku (Salamon 1968,
Lightfoot & Salamon 1969a, cit. dle Salamon & Maxwell 2000).

5.2.4 Ethylenglykol

Mezi novéjsimi penetrujicimi kryoprotektanty se objevil ethylenglykol, dvojmocny
alkohol, pouzivany bézné v nemrznoucich smésich, ktery se vSak osvédcil hlavné pro
kryokonzervaci embryi. Proto se jim nezabyvam podrobné&ji.

5.3 Moderni kryoprotektanty sprematu malych piezvykavcu

5.3.1 Jednoduché cukry

Spermatické buniky potfebuji energii, pokud maji ptezit v in vitro podminkéach. Za tim
ucelem se do fedidel ptfidavaji jednoduché cukry, jako naptiklad frukt6za, lakt6za nebo kyselinu
citrénovou (Amirat et al. 2005).

Piitomnost cukrti také pravdépodobné zvysuje odolnost membran k rychlym fyzikalnim
a morfologickym zméndm, které nastdvaji pfi rychlém vylouceni vody ze spermii. M4 se za to,
7e je to dano vznikem vodikovych vazeb mezi hydroxylovymi skupina cukrli a polarnimi konci
fosfolipidli, takze nahrazuji molekuly vody pfi dehydrataci spermii. Cukry rovnéz mohou
pomahat pfi prevenci posSkozeni spermii zachytavanim soli do viskdznich a az téméf sklovitych
fazi (Woelders et al. 1997).

Akhter et al. (2014) zjistovali vliv ptidavku fruktézy do fedidel na procento biezosti u
krav. Byla pouzita fedidla na bazi suSeného mléka s ptidavkem fruktdzy a bez ptidavku. Podil
biezich krav po inseminaci byl vyssi u davek s piidavkem frukt6zy.

5.3.2 Hormony

Ptidani melatoninu zkoumali Gallego-Calvo et al. (2015), avsak osvédcil se pouze pro
konzervaci ¢erstvého spermatu kozli, pro kryokonzervaci nevykazoval zadny piinos.

5.3.3 Proteiny

Dle Lv et al. (2019) pfidanim nizkomolekularnich proteinii 15-25 kDa mize zlepsi integritu
bunééné membrany a motilitu spermii po rozmrazeni vzorku. Stejnou funkci ale pfisuzuje také
piidani adhesinu do semenné plasmy.

Pfidani semenné plazmy ke zmrazenym spermiim zlepSilo fertilitu u ovci
inseminovanych transcervikalné (Maxwell et al. 1999). Proteiny jako spermadhesin, SPINK3
(Serine Protease Inhibitor Kazal Type 3 nebo caltrin) zamezuji kapacitaci cestou stabilizace
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membrany nebo inhibice transportu vapniku (Maxwell et al. 2007, Zalazar et al. 2016, cit. dle
Tibary & Manar 2017).

Vysoké koncentrace SPINK3 byla nalezena v semenné plazmé berant s dobrou mrazici
schopnosti spermatozoi (Rickard et al. 2016, cit. dle Tibary & Manar 2017). Tento protein je
znadmy svou schopnosti modulovat hladinu vapniku prostiednictvi ovliviiovani signalnich drah
vedoucich ke kapacitaci. Pfidani rekombinantniho SPINK3 proteinu zlepSilo kvalitu
rozmrazeného spermatu, progresivni motilitu a redukovalo akrozomové poskozeni (Zalazar et
al 2016, cit. dle Tibary & Manar 2017).

5.3.4 Mastné kyseliny

Vzhledem k tomu, ze kryokonzervace spermatu snizuje mnozstvi lipidt a fosfolipida
v ejakulatu, lze pfedpokladat, ze ptidavek mastnych kyselin miize zlepsit kvalitu ejakulatu po
rozmrazeni. Ejaz et al. (2014) zkoumali vliv pfidavku kyseliny arachidonové do fedidla.

V experimentu byly pouzity dvé skupiny fedidel s obsahem vaje¢ného zloutku (ng/ml)
a s obsahem kyseliny arachidonové (ng/ml). Vzorky s piidavkem kyseliny arachidonové
vykazovaly po rozmrazeni lepSi motilitu, integritu akrozému i vétsi podil zivych spermii.

5.3.5 Antioxidanty

V poslednim desetileti se vyzkum metody kryokonzervace ejakulatu berantd a kozla
zam¢efil na pridavani antioxidantii do fedidel spermatu. (Tibary & Manar 2017). Bunécna
membrana spermii obsahuje vysokou koncentraci polynenasycenych mastnych kyselin, proto
je extrémné nachylna k oxida¢nimu stresu béhem kryokonzervace (Del Olmo etal. 2015, Amidi
et al. 2016, Toker et al. 2016, cit. dle Tibary & Manar 2017). Spermatozoa jsou pfitom pied
oxidaci chranéna fadou antioxidantli a enzymul s antioxida¢nimi vlastnostmi, obsazenych
v semenné plazmé i samotnych spermatickych buiikich (Saraswat et al. 2013). Redidla
doplnénd o antioxidanty zlepSuji po rozmrazeni parametry spermatu jako je motilita a
membranova integrita (Bucak et al. 2010)

5.3.5.1 Vitamin E

Vitamin E narusenim fetézce oxidaéni reakce redukuje oxida¢ni stres a odstraniuje volné
radikaly (Saraswat et al. 2013). Vyznamnou Ulohu hraji 1 latky pattici do skupiny thiold, které
taktéz plni detoxikacni a antioxida¢ni roli. (Saraswat et al. 2013) Vitamin E, butylovany
hydroxytoluen (BHT) a Tempo mé¢ly vliv na pfeziti spermii integritu membrany a redukovaly
ztratu motility.

5.3.5.2 Vitamin C

Vitamin C v kombinaci s glutathionem (GSH) pozitivné ovlivnil sperma kozlt béhem
skladovani pii teploté 5 °C.

23



5.3.5.3 Glutathion

Mezi enzymatické antioxidanty patii Glutathion (GSH), Superoxiddismutaza (SOD),
Katalaza, pficemz ptidanim SOD, GSH a mimetikum superoxid dismutizy (MNTBAP) se
snizuje akrozomalni poskozeni (Budai et al. 2014).

5.3.5.4 Trolox

Tibary a Masnar (2017) uvadéji, ze aplikaci Troloxu zkoumali Maira et al. (2010),
Sicherle et al. (2011), Silva et al. (2013) a Camara et al. 2016. Dosp¢li k zavéru, ze Trolox ve
spojeni s fedidlem na bazi vajecného zloutku potlacuje peroxidaci lipidi membrany
spermatickych bunék berana. Soares et al. (2015) dokazal, ze Trolox ptfidany do fedidla na bazi
odstredéného mléka mé pozitivni vliv na integritu cytoplazmatické membrany ve
spermatickych bunkach kozla (Soares et al 2015, cit. dle Tibary & Masnar 2017).

5.3.5.5 Aminokyseliny

Aminokyseliny hraji pfi kryokonzervaci dalezitou roli diky svym antioxidacnim
vlastnostem. Literatura uvadi, ze ptidavek cysteinu do fedidel zlepsil motilitu a Zivotaschopnost
rozmrazenych spermii (Sariozkan et al. 2009).

5.3.5.6 Glutamin

Glutamin muize vyvolat expresi HSP proteinti v in vivo i in vitro prostiedi. Pfidavek
glutaminu do ftedidel lze vyuzit jako kryoprotektiva pro zlepSeni rozmrazenych spermii
(Yamada et al. 2011).

Studie ukazaly, Ze ptidavek glutaminu do fedidla pfed zmrazenim mél za nasledek
vysokou kvalitu spermii po zmrazeni (Bucak et al. 2009). Topraggaleh et al. (2014) prokéazali,
ze ptidavek 7,5 mmol cysteinu a 15 mmol glutaminu vyrazné zvysil motilitu spermii a integritu
membrén po rozmrazeni spermii.

5.3.5.7 Syntetické blokatory vzniku ledovych krystali v buiikach

Zamezeni vzniku ledovych krystalti béhem zmrazovaciho a rozmrazovaciho procesu, je
zakladni problém, kterému kryobiologové celi (Lv et al. 2019). Lv et al. (2019) dale uvadi, ze
v roce 1969 De Vries a Wohlschlag objevili v krvi antarktickych ryb AFP proteiny (antifreeze
proteins), diky kterym tyto ryby dokazou piezit v chladnych vodach. Tyto proteiny snizuji
teplotu mrznuti bunéénych tekutin, zamezuji tak tvorbé ledovych krystalt a v sou¢asnosti jsou
vyuzivany pii kryokonzervaci spermatu beranti, bykt, mysi ¢i Simpanzt (Lv et al. 2019). U
beraniho spermatu jsou schopné zlepsit integritu akrozOmu po rozmrazeni, avSak komercéné
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dostupné jsou pouze AFP I, AFP |11 a glykoprotein, které maji tuto funkci, navic jejich cena je
vysoka, proto se hledaji kryoprotektanty, které by mohly AFP nahradit (Lv et al. 2019).

Ukéazalo se, ze tu funkci by mohl mit modifikovany polyvinylalkohol (Wowk et al.
2005, cit. dle Lv et al. 2019). 1,3,5-cyklohexantriol, 1,3-cyklohexandiol a 1,4-cyklohexandiol
ma vlastnosti schopné ménit parametry vzniku ledovych krystalti Taylor et al. 2004, cit. dle Lv
et al. 2019). Lv et al. (2019) dale uvadi, ze cyklohexantriol dok4ze zabranit apoptoze betanich
spermii béhem mrazeni a rozmrazovani.

5.3.6 Ostatni latky

Rather et al. (2016) prokazali pozitivni vliv taurinu a butylovaného hydroxytoluenu na berani
sperma chlazené na 4 °C po dobu 72 h.

Vhodny model fedidla beraniho spermatu hledali Bucak et al. (2022) zkoumanim raznych
kombinaci vysokych (5 %) a nizkych (3 %) koncentraci glycerolu, trehaldzy a riznych davek
boru. Dospéli k nazoru, ze zvyseni koncentrace boru v fedidle spermatu mize mit vyznamné
nepfiznivé G¢inky na parametry spermii po rozmrazeni, nicméné piiméfené mnozstvi boru
muZe sniZit kryoposkozeni kryokonzervace sav€ich spermii.

Extrakt z hiebickovych pupent (Syzygium aromaticum) v koncentracich 0, 35, 75 a 115
ug/ml pridali do fedidla ov¢iho spermatu Baghshavi et al. (2014). Dospéli k zavéru, ze extrakt
z pupenti hiebicku mél antioxidacni potencial, diky kterému je uzite¢ny jako ptisada do fedidel
spermatu, a ze nejlepSich vysledkli se dosdhne s maximalnim mnozstvim extraktu z pupent
hiebicku 75 pg/ml. Navic bylo zjisténo, Ze kombinace vajeéného zloutku a detergentu zlepSuje
kvalitu spermii v procesech chlazeni, mrazeni a rozmrazovani.

6 Redéni ejakulatu

Ejakulat obsahuje vétsi mnozstvi spermii, nez je potieba k oplodnéni jedné samice, proto
se sperma ihned po odbéru fedi vhodnym fedidlem, ¢imZ je umoZnéno pouZiti spermatu
osvédceného samce pro vice samic (Zamiri 2020). Dochazi tim k optimalnimu vyuziti
bunécného potencialu obsazeného ve spermatu.

Ukolem fedidla je zajistit podminky vhodné pro pieziti spermie mimo organismus.
Sperma musi byt fedéno sterilnim fedidlem za stalého michani do 15 min. po kontrole ejakulatu,
aby bylo zajisténo pieziti co nejvétsiho poctu spermatickych bunék. Pro zabranéni chladovému
Soku musi mit sperma 1 fedidlo stejnou teplotu. Rozmezi teplot se uvadi £1 °C. Parametry
fedidla popsal Louda et al. (2001): fedidlo ma byt zdrojem energie, ma udrzovat osmoticky
tlak, spravné pH, elektrolytickou aktivitu a nesmi byt pro spermie toxické. Spermie se fedi
obvykle pii teploté¢ blizké télesné teplote 30—39 °C.

Bailey et al. (2003) uvadi, ze slozeni fedidel a jejich koncentrace hraje velkou ulohu
Vv zachovani Zivotnich funkci spermii a Ze pii vysoké trovni fedéni funkce spermii klesa. Evans
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a Maxwell (1987) zjistili, ze i rychlost fedéni spermatu ma vliv na pteziti spermii pfi procesu
mrazeni.

Sperma je pted plnénim do pelet ¢i pejet fedéno za tcelem ziskani co nejvétsiho poctu
inseminacnich dévek z kazdého odbéru. Saraswat et al. (2013) uvadi, Ze zamérem je zajistit co
nejvyssi miru oplodnéni co nejmenSim poctem inseminaci davkami s co nejniz§im poctem
spermatickych bunék, aby odebrany materidl byl efektivné vyuzit a pti definovani volby
vhodného poméru semene a fedidla se opird o vysledky studii Evanse a Maxwella (1987) ¢i
Ritara et al. (1990a, b), které uvad¢ji jako vhodny pomér 1:1 az 1:23. Vhodna koncentrace je
80-500 x 10° bun&k/ml (Ritar et al. 1990a, b, Karatzas et al. 1997, Purdy 2006, cit. dle Saraswat
et al. 2013).

Redidla se skladaji z vody, kryoprotektantu, pufru, cukerné slozky, aminokyselin,
mastnych kyselin, antibiotik a antioxidantl, pfi¢emz poméry jednotlivych sloZek se vzajemné
ovliviiuji. Kryoprotektanty, cukerné slozky, antioxidanty, aminokyseliny a mastné kyseliny
byly popsany v piedchazejici kapitole, avSak i voda, pufry a antibiotika maji kryoprotektivni
funkci.

6.1 Voda

Sterilni Bi-destilovana voda ¢i nano-voda tvofi zakladni médium pro jednotlivé slozky
fedidel. Murawski et al. (2015) pii svych experimentech s mrazenim spermatu beranti studovali
pouziti nano-vody, ktera je zbavena klastri v nizkoteplotnim plazmovém reaktoru, ¢imz
ziskava specifické vlastnosti, které by mohly mit potencial zlepsit zivotaschopnost spermatu po
zmrazeni a rozmrazeni. Pokus, ve které porovnali deionizovanou vodu a s nano-vodou ukazal,
ze pii pouziti nano vody se mrazenim vytvarely véEtSi extracelularni krystaly vody. Po
rozmrazeni sperma vykazovalo niz$i hladinu aspartdtaminotransferazy a alkalické fosfatazy.
Pouziti nano-vody pfineslo podstatné zlepSeni oplodiiovaci schopnosti beraniho semene.

6.2 Pufry

Kryoprotektivni u¢inek pufrit v fedidedlech spermatu spociva v regulaci pH. Tibary a
Manar (2017) tadi mezi hlavni pufry pouzivané pro fedéni spermatu malych ptfezvykavci
kyselinu citronovou, Tris, ptipadné pufry obsahujici zwitterion, které maji schopnost
stabilizovat pH v rozmezi 6,4 — 6,8 a zabranit aglutinaci spermii.

Vlivem pufrti na zranitelnost spermii se zabyvali Siddique et al. (2006), ktefi k fedéni
ejakulatu pouzili fedidla o rizné koncentraci TRIS, citrdtu sodného, kyseliny citrénové,
fruktozy, glukézy, laktdézy, vaje¢ného zloutku, glycerolu a antibiotik (penicilinu a
dihydroxystreptomycinu). Dosli k zavéru, ze nejvhodnéj$im fedidlem ke kryokonzervaci bylo
takové, které obsahovalo TRIS a citrit sodny v pomé&ru 1:1.
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6.3 Antibiotika

Pridéani antibiotik do fedidel ma za cil chranit ejakulat pted bakterialnimi nebo virovymi
infekcemi. Kazdé tedidlo mé odliSny obsah antibiotik v rlizném poméru. Antibiotika nemayji
vliv na aktivitu spermii po rozmrazeni (Ennem 1976).

Na druhou stranu, nékteré studie prokazaly, ze je mozné odstranit bakterie ze semene
fyzicky, bez nutnosti pfidani antibiotik (Morrell et al. 2014) metodou SLC (Single layer
Centrifugation) pomoci druhové specifického koloidu (Morrell & Wallgren 2011) a bylo
prokazano zlepSeni kvality spermii u riznych druhil zvifat.

7 Redidla spermatu

Redidla jsou tekutiny na bazi vody a ptidanych latek, jejichZ spolupiisobeni ma pozitivni
vliv na uchovani ejakulatu co nejdelsi dobu pii sou¢asném zachovani jeho fyziologickych a
chemickych vlastnosti. Hraji proto zasadni roli v procesu kryokonzervace ejakulatu.

7.1 Vlastnosti redidel

Redidla maji za kol vytvofit vhodné prostfedi pro preziti spermatickych bunék,
poskytovat jim energii, chranit je pfed poskozenim vlivem zmény teploty (Purdy 2006), proto
by méla mit spravné pH, pufracni schopnost, osmolalitu a méla by chranit bunky pfed
poskozenim mrazem (Salamon & Maxwell 2000). Louda et al. (2001) poukazuje na to, ze by
fedidla méla i ekonomicky dostupnd. Jako hodnotici kritérium pro vlastnosti fedidel se
nejcastéji vyuzivaji vysledky testa preziti a oplodiiovaci schopnosti spermatickych bunck po
rozmrazeni.

7.2 Klasifikace fedidel (dle Salamona a Maxwella)

V roce 1995 Salamon a Maxwell publikovali studii, v niz hodnotili do t¢ doby znama
fedidla spermatu, pticemz je setadili chronologicky podle doby jejich vzniku ¢i uvedeni do
praxe.

7.2.1 Redidla na bazi citratu

Citratova fedidla vstoupila do praxe na sklonku 60. let 20. stoleti. Jedna se o kombinaci
citratu a vhodné cukerné slozky. Salamon a Maxwell (1995) popsali vysledky dosavadnich
vyzkumi a zmifiuji, ze nékteré studie, které provedli Emmens & Blackshaw (1950), Markovié
(1956) a First et al. (1961a, b) vykazovaly lepsi vysledky pii pouziti 0,9 — 1,25% arabindzy,
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jiné zase s pouzitim 1,25% fruktozy (Blackshaw 1960b, Martin 1961, cit. dle Salamon &
Maxwell 1995), ¢i 1,5 — 4,0% glukdzy (Lopatko 1962), Morozov 195743, cit. dle Salamon &
Maxwell 1995), piipadné obohacenim 5,85% arabindzou o 2,4 % urey (Kuznécov &
Kuprijanova 1959, cit. dle Salamon & Maxwell 1995) a uvedli téZ, ze jednoduché cukry
prostupuji buné¢nou membranou spermii a dokazou tak vyrovnavat osmoticky tlak mezi
buitkou a vnéj$im prosttedim. Evans & Maxwell (1987) jiz dfive zminuji Casté pozivani
hypertonickych fedidel pii fedéni beraniho a kozliho ejakulatu.

7.2.2 Redidla na bazi mléka

Redidla na bazi mléka piisobi pozitivné na pieziti spermii po rozmrazeni predevim diky
obsahu proteinovych frakci, a to zejména kaseinu (Medeiros et al. 2002). Pro fedéni beraniho
spermatu se pouziva upravené nafedéné ¢i odstfedéné formé v kombinaci s arabindzou,
fruktozou a vajecnym Zloutkem. Salamon & Maxwell (2000) uvadi, Ze dosavadni nékteré
srovnavaci studie prokazaly u pasterizovaného mléka ¢i pasterizovaného nafedéného a
odstfedén¢ho mléka stejnou ticinnost jako u fedidel o slozeni citrat — vajecny zloutek, mléko —
glukdza — vaje¢ny Zloutek a citrat — gluk6za — vajeény zloutek, avSak vyskytly se i studie, které
vykazovaly lepsi vysledky pii pouziti odstfedéné¢ho mléka, neZ mély pokusy s fedidly citrat —
vajecny zloutek nebo fedidla na bazi fruktdzy a laktézy. Natedéné mléko ve vySe zminénych
kombinacich vstoupilo do praxe, na rozdil od zahfatého homogenizovaného mléka, které
nezvysilo miru pfeziti spermii po rozmrazeni (Salamon & Maxwell 2000).

7.2.3 Redidla na bazi laktézy

Uspé&sné pouziti fedidel s obsahem laktozy pii fedéni by¢iho spermatu vyvolalo pokusy
0 aplikaci téchto fedidel na berani sperma, avSak s rozporuplnymi vysledky (Salamon &
Maxwell 2000). Salamon a Maxwell (2000) dale popsali, Ze fedidlo laktéza — vaje¢ny zloutek
bylo pouzito pro gylcerolované i neglycerolované¢ davky spermatu s néaslednym ptidanim
glycerolovaného INRA média. Disacharidy lakt6za a sachardza, zejména v kombinaci EDTA
— Naz a diethylaminem vykazovaly mensi tvorbu ledovych krystalti v pribéhu mrazeni nez
monosacharidy (Platov 1977 cit. dle Salamon & Maxwell 2000). Salamon a Maxwell (2000)
popisuji i pokusy s fedidly obsahujicimi laktézu, polysacharidem arabskou gumou, arabinovou
kyselinu a dextranem, avsak jejich vysledky nebyly pfili$ uspokojivé.

7.2.4 Redidla na bazi sacharézy

Sachar6za tvoii hlavni slozku syntetickych fedidel, diky schopnosti chranit integritu
akrozomu spermie lépe nez glukdza, fruktdza nebo laktoza (Milovanov & Sokolovskaja 1980b
cit. dle Salamon & Maxwell 2000). Podle Salamona a Maxwella (2000) jsou synteticke
antioxidanty pfidavany do fedidla, aby zabranily peroxidaci spermatickych fosfolipidi a
nenasycenych mastnych kyselin, ¢ehoz Ize dosdhnout i zajisténim anaerobniho prostiedi.
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7.2.5 Redidla na bazi rafinézy

Rafindza se dostala do poptedi zajmu s vyzkumem konzervace byc¢iho spermatu, ktery
provadéli Nagase a Graham (Nagase & Graham 1964, cit. dle Salamon & Maxwell 2000) a
bylo zjisténo, Ze trisacharidy maji lepSi protektivni U¢inek pii mrazeni spermatu nez
monosacharidy a disacharidy (Salamon & Maxwell 2000).

7.2.6 Redidla na bazi Tris

V 70. letech 20. stoleti Salamon a Visser (1972) ucinili pokus se zaclenénim Tris do
fedidel beraniho spermatu (cit. dle Salamon & Maxwell 2000). Bylo zjisténo, ze sperma beranil
odolava koncentraci 250400 mM a glukodza je lepsi cukernou slozkou fedidla obsahujiciho
Tris nez fruktoza, laktéza nebo rafindza. Dle Saraswat et al. (2013), Fisher et al. (1987) uvadéji,
ze Tris ma nejlepsi schopnost zachovani integrity akrozomu spermie a motility, kdyz ma
rozmrazované sperma osmolalitu 375 mOsm/kg a obsahuje 2 % vaje¢ného Zloutku. Komeréné
vyrabéné fedidlo Triladyl®, zaloZzené na bazi Tris ma dobré vysledky pii transcervikalni
inseminaci ovci a ptidani 2% hovéziho séra dale zvySuje integritu akrozému spermii (Salamon
& Maxwell 2000).

Purdy (2006) uvadi, ze v soucasnosti je fedidlo Tris — vaje¢ny zloutek — glukdza a
susené odtu¢néné odstiedéné mléko nejCastéji pouzivané pro krykonzervaci spermatu kozl.
Avsak pfidani vaje¢ného zloutku nejenze snizuje motilitu spermii a jejich pteziti, ale zvySuje
vyskyt akrozomalniho poskozeni u fady zivocisnych druhti (Aboagla et al. 2004, Ritar et al.
1991, Julian et al. 2006, cit. dle Saraswat 2013). Stejné tak protein z bulbouretralni zlazy kozlt
(SBUIII), oznacovany jako 55-60kDa glykoprotein lipdza (BUSgp60), hydrolyzuje
triglyceridy plazmatické membrany a odstfedéného mléka za vzniku mastnych kyselin, které
jsou pro spermie toxické (Pellicer-Rubio & Combarnous 1998).

7.2.7 Redidla na bazi pufri, obsahujici zwitterion, dextran a hydroxy$krob

Salamon a Maxwell (2000) uvadi, ze vysledky testd s pouzitim fedidla Tes, Hepes a
Pipes se pohybuji od $patnych po uspokojivé, avsak Tes v kombinaci s odstfedénym mlékem
nebo Tes, Hepes a Pipes v kombinaci se zwitterionovym pufrem vykazuje u rozmrazeného
spermatu vys$si podil pohyblivych spermii neZ pii fedéni fedidlem slozenym z Tris — glukdza —
vajecny zloutek. Naopak dextran a hydrogenskrob v kombinaci s roztokem slozenym z Tes,
citratu, glycinu, laktézy, rafindzy, fruktézy a kyseliny citrénové v prvnim kroku fedéni
S naslednym druhym krokem fedéni fedidlem mléko — citrat ma lepsi kryoprotektivni ucinek
nez laktoza — vajecny Zloutek.

7.2.8 Redidla na bazi séjového lecitinu

Nahrazeni vajecného zloutku fedidly na bazi sdjového lecitinu vedlo ke zvyseni motility
spermii po rozmrazeni (Roof et al. 2012, cit. dle Saraswat et al. 2013), protoze tim doslo k
odstranéni negativni reakce vaje¢ného Zloutku s lipazou, obsazenou ve spermatu kozlId.
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8 Zavér

Dosavadni téméf stolety vyvoj kryokonzervace naznacil fadu moZnosti, kterymi se tato
metoda muize ubirat. V pribchu let bylo testovano mnoho latek, z nichz fada ma schopnost
efektivné konzervovat sperma malych pfezvykavcel, i kdyz vysledky stale nejsou uspokojivé.
Biochemické vlastnosti spermatu malych pfezvykavci kladou zvySené naroky na sloZeni
fedidel spermatu a volbu kryokonzervantt.

Vyzkumy posledniho desetileti ukazaly cestu ke zlepSeni testovanim ucinkd proteind,
vitaminti, antioxidanti a dalSich latek. Proveéfuji se 1 nepifimé cesty ke zvySeni
oplozrnischopnosti spermii, a to prostfednictvim vyzivy zvitat, ¢i ptisobenim specifickych
druhti zéfeni na spermie. Velké nadé&je vzbuzuji poznatky z oblasti genetiky. Nicméné vyvstava
otdzka pouzitelnosti zkoumanych metod v praxi. V nasich podminkach jsou mali ptezvykavci
chovani predev§im v malochovech a hobby chovech, chovi stfedni velikosti neni mnoho. Proto
je dulezité najit takové metody, které jsou aplikovatelné v téchto podminkach.

Hledani novych kryokonzervacnich c¢inidel nardzi stile na neobjasnénost nékterych
fyziologickych mechanismii bunéfnych d&ju. Zaroven musi byt stale brano v Uvahu, ze
kryokonzervace je mnohakrokova metoda, jejiz jednotlivé ¢asti tvoii provazany celek. Metoda
fedéni ovlivituje poméry pouzitych kryokonzervaénich prostredk.

Z dosavadnich poznatkli vyplyvd, ze antioxidanty mohou do budoucna pomoci zlepsit
vysledky kryokonzervace spermatu malych piezvykavcl, je vSak zapotiebi dalSich studii
k ovéfeni jejich efektivity. V kazdém piipadé je vSak tieba se zaméfit na latky, které jsou
snadno ziskatelné, ekonomicky dostupné, snadno uchovatelné a co nejméné toxické, aby mohly
byt zavedeny do Siroké praxe.
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