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Kryokonzervace spermii volné Zijicich druhi zvirat

Souhrn

Kryokonzervace byla popséana jako metoda pro uchovani spermii, vaji¢ek nebo embryi
pro jejich pozd¢jsi vyuziti. Principem této metody je provedeni postupného ochlazovani az na
teplotu -196°C s pouzitim kryoprotektiva, coz je specialni kryokonzerva¢ni médium pro
uchovani zivotaschopnosti reproduk¢énich bunék v tekutém dusiku pti velmi nizké teploté tak,
aby nedoslo k jejich destrukci.

Cilem procesu kryokonzervace je zabranit tvorby ledovych krystali a dehydrataci
bunky. V okamziku, kdy se teplota blizi bodu mrazu, se Za¢inaji tvofit mimo buiniku
(extracelularni prostor) ledové krystaly a vytvaret tak osmotickou nerovnovahu.

Nerovnovaha ma za nasledek dehydrataci bun¢k. Nasledky zptsobené dehydrataci a
krystalizaci 1ze minimalizovat kontrolou rychlosti chlazeni, pouzivani kryoprotektivnich
latek, udrzovani vhodnych skladovacich teplot a kontrolou rychlosti rozmrazeni.

Pii metod¢ pomalého mrazeni jsou bunky vlozeny do vhodného mraziciho média, kde
jsou ponechany rizny ¢asovy interval (zalezi na samotném zvifeti) az do uplného proniknuti
kryoprotektiv do buiiky a poté chlazeny. Tvorba ledu nemusi nutné zacit pii dosazeni bodu
mrazu.

Bunky podstupujici kryokonzervaci musi odolat fadé velkych a néhlych teplotnich zmén.
V nezmrzl¢ frakci Celi velmi vysoké koncentraci rozpusténych latek, které mohou byt toxicka.
Dehydratace a vysoka koncentrace soli zapfiCinuji ztratu stability v membranach nebo
denaturaci proteinti.

Jako vitrifikace se oznacuje proces vedouci k pfeméné z kapaliny na pevnou latku bez
krystalizace. Vitrifikacni metody zahrnuji pouziti média, které méa na zacatku velmi vysokou
hodnotu koncentrace rozpusténych soli. Led se tedy nemiize tvotit v Zzadné ¢asti vzorku.

Mnoho Zivoc¢isnych druhli je na pokraji vyhubeni, nebo je siln€¢ ohroZeno. Proto
vyuzivame metody, prodluzujici uchovavat geneticky material, ktery umoziiuje jejich
reprodukci. Jako je kryokonzervace.

Kryokonzervace spermatu je v soucasnosti jiz béznou praxi.

Podminkou provedeni kryokonzervace spermii je pouZziti vhodné metody pro ziskéani
ejakulatu. Sbér spermatu pomoci umélé vaginy, je nejéastéjsi technika pouzivana u domacich

zvitat, zejména u skotu (Bhattacharya et al. 2009) a koni. Dal§i moznosti ziskani ejakulatu je



sbér postkoitalnich spermii Tato metoda zachycuje pouze ¢ast vyprodukovaného celkového
mnozstvi spermatu. Sperma muiize byt odebrano piimo ze samiciho reprodukéniho traktu, mize
byt také sbirano pomoci vaginalniho kondomu.

Standartni sbérnou technikou u naprosté vétSiny divoce zijicich druhti savci, za soucasného
pouziti anestezie se stala metoda elektroejakulace.

Zajimavou alternativou pro neinvazivni odbér spermatu je pouziti rektalni manudalni
stimulace ptidatnych pohlavnich zldz. Vyhodou metody neni nutnosti pouziti anestezié, ktera
je tézko indikovatelna u volné zijicich druhti zvirat.

Mezi invazivni metody odbéru ejakulatu je fazen odbér spermatu post mortem nebo po
kastraci. Pro ziskani kvalitnich spermii je velmi nejdalezité zkratit ¢as mezi uhynem zvitete ¢i
kastraci a odbérem spermatu.

Metodou pouzivanou pii ziskavani spermatu kohoutii je masazni technika v oblasti
patefe.

U plazl, podobné jako u ryb, je sperma nejéastéji odebirdno vyuzitim techniky bfi$ni

masaze.

Klic¢ova slova: spermie, kryokonzervace, vitrifikace, volné zijici zvitata



Cryopreservation of sperm cells of wildlife species

Summary

Cryopreservation has been described as a method for preserving sperm, ova or embryos
for later use. The principle of this method is to perform gradual cooling down to -196 ° C using
a cryoprotectant, which is a special cryopreservation medium for maintaining the viability of
reproductive cells in liquid nitrogen at a very low temperature so that they are not destroyed.

The aim of the cryopreservation process is to prevent the formation of ice crystals and
dehydration of the cell. As the temperature approaches freezing, ice crystals begin to form
outside the cell (extracellular space), creating an osmotic imbalance.

Imbalance results in cell dehydration. The consequences of dehydration and
crystallization can be minimized by controlling the cooling rate, using cryoprotectants,
maintaining appropriate storage temperatures, and controlling the thawing rate.

In the slow freezing method, the cells are placed in a suitable freezing medium, where
they are left for a different time interval (depending on the animal itself) until the
cryoprotectants completely penetrate the cell and then cooled. Ice formation does not
necessarily start when the freezing point is reached.

Cells undergoing cryopreservation must withstand a number of large and sudden
temperature changes. In the unfrozen fraction, they face very high concentrations of solutes,
which can be toxic. Dehydration and high salt concentrations cause loss of membrane stability
or denaturation of proteins.

Vitrification is the process of converting from a liquid to a solid without crystallization.
Vitrification methods involve the use of a medium that initially has a very high concentration
of dissolved salts. Thus, ice cannot form in any part of the sample.

Many animal species are on the verge of extinction or are highly endangered. Therefore,
we use methods that prolong the storage of genetic material that allows their reproduction. Such
as cryopreservation.

Cryopreservation of sperm is now a common practice.

The condition for cryopreservation of sperm is the use of a suitable method for obtaining
ejaculate. Sperm collection using an artificial vagina is the most common technique used in
domestic animals, especially cattle (Bhattacharya et al. 2009) and horses. Another way to obtain

ejaculate is to collect postcoital sperm. This method captures only a part of the total amount of



sperm produced. Sperm can be collected directly from the female reproductive tract, it can also
be collected using a vaginal condom.

The method of electroejaculation has become the standard collection technique for the
vast majority of wild mammal species, with the simultaneous use of anesthesia.

An interesting alternative for non-invasive sperm collection is the use of rectal manual
stimulation of the accessory gonads. The advantage of the method is not the need to use
anesthesia, which is difficult to indicate in wild species.

Invasive methods of ejaculate collection include post-mortem or post-castration sperm
collection. To obtain quality sperm, it is very important to shorten the time between the death
of the animal or castration and the collection of sperm.

The method used in obtaining sperm from roosters is a massage technique in the area of
the spine.

In reptiles, similar to fish, semen is most often collected using the technique of abdominal

massage.

Keywords: sperm, cryopreservation, vitrification, wild animals
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1 Uvod

V soucasné dobé¢ 1ze diky moznosti dlouhodobého uchovéni genetického materialu zvysit
moznost preziti mnoha ohrozenych druhil zvifat. Z tohoto diivodu ve spojeni s metodami umélé
inseminace je kladen velky dlraz na vyvoj technik a metodik kryokonzervace ejakulatu riiznych
druhil nejen hospodarskych, ale i divokych druhti zvitat (Pegg 2002).

Vzhledem krychlému rozvoji v oblasti reprodukcnich technologii (umélé oplodnéni,
gameto/embryomikromanipulace, sexovani spermii) je mozné uchovany geneticky material,
ziskany od riznych druhi zvirat, ktery lze vyuzivat i1 za Gc¢elem ochrany diverzity (Santiago-
Moreno et al. 2013).

Spermie v porovnani s oocyty a embryi jsou mnohem dostupnéj$im materidlem, relativné
se snado daji ziskat 1 ve velkém poctu. Jsou dlouhodobé uchovatelné, coz z nich Cini velmi
dalezity potencial genetické informace, pouzivany v ulozistich genomovych zdroji (Sipek et
al. 2019).

Kryokonzervace spermii umoziuje jejich pouziti pro inseminaci samic spermatem samcti
jiz uhynulych, kvalitnich z hlediska uchovani vlastnosti druhu ¢i plemene. CoZz poskytuje

moznost zachovani ¢i 1 zvySeni genetické diverzity dané populace zvirat (Pratt 2017).



2 Cil prace

Cilem této bakalaiské prace bylo sepsat literarni reserSi s informacemi o moznostech
kryokonzervace se zamétenim na kryokonzervaci spermatu volné Zijicich zvifat. Na zékladé¢
prostudované dostupné odborné literatury byly shrnuty nejcastéji pouzivané kryokonzervacni
postupy a jejich principy.

Vzhledem k velké druhové rozmanitosti zvifat, u kterych je kryokonzervace provadéna,
byly do reSerSe bakalarské prace zatazeny i informace o zplisobech ziskani ejalkulatu nejen u

savcl, ale velmi struéné byly zminény 1 metody pouzivané u ptaki, obojzivelniki, hadl a ryb.



3 Literarni reSerse

3.1 Kryokonzervace

Kryokonzervace je metoda pro uchovani spermii, vaji¢ek nebo embryi pro jejich pozdéjsi
vyuziti. Principem této metody je provedeni postupného ochlazovani az na teplotu -196°C s
pouzitim kryoprotektiva, coz je specidlni médium pro uchovani reprodukénich bunek v tekutém
dusiku pfi velmi nizké teploté. Je tedy nutné vytvotit specifické podminky, protoze pokud je
zivy biologicky material vystaven nizkym teplotam, dochézi k destrukci bunék (Pegg 2007).
Ochlazovani ma za nasledek mrznuti kapaliny, coz se projevuje zvySovanim koncentrace latek
rozpusténych ve zbyvajici kapalné fazi. Teorie poSkozeni mrazem piedpokladaji, ze ledové
krystaly poSkodi nebo drazdi buiiky. Ni¢i je tedy pfimym mechanickym plisobenim, nebo je
poskozeni zplisobeno sekundarnimi ucinky prostiednictvim zmén ve slozeni kapalné faze.
Kryoprotektanty zvySuji celkovou koncentraci vSech rozpusténych latek v systému snizuji
mnozstvi ledu vytvareného pii jakékoli dané teploté, ale aby byly biologicky pfijatelné, musi
byt schopny proniknout do bunék a soucasné musi byt malo toxické. Nekteré ze sloucenin
disponuji pozadovanymi vlastnostmi, jako pfiklad lze uvést glycerol, dimethylsulfoxid,
ethandiol, ¢i propandiol (DeVries 1983). Podle ziskanych poznatki je intracelularni zmrazeni
nebezpecné, zatimco extracelularni led je pro biologicky material neSkodny. Je-li znama
propustnost bunécné membrany pro vodu, je mozné piredpoveédét ucinek rychlosti ochlazovani
na preziti bun€k a optimalni rychlost kryokonzervace pak bude kompromisem mezi rizikem
intracelularniho zmrazeni a ucinky koncentrovanych roztokt. Ani extracelularni led vSak neni
neskodny vzdy. Pii tvorbé extracelularniho ledu nastava poskozeni intracelularnich kanalki
bunécné stény. U komplexnich mnohobunéénych systémi je nezbytné nejen zajistit preziti
bunék, ale také zabranit poSkozeni extraceluldrnich bunéénych struktur. Tento problém fesi
moderni metoda kryokonzervace — vitrifikace. Pfi jejim pouziti dochazi ke skokovému
ochlazeni reproduk¢nich bunék na teplotu -196 °C fadové v sekundach (Fahy & Wowk 2007).
Vyuziva se pfi tom média obsahujiciho vysoké davky kryoprotektivnich latek, chranicich
buiiky pted poskozenim. Dojde k vytvoreni sklovité hmoty, kterd je definovana viskozitou
dosahujici dostatecné vysoké hodnoty, aby se chovala jako pevnd latka, ale bez jakékoli
krystalizace. Pti pouziti vitrifikatnich metod je hlavnim problémem toxicita sloucenin
vyuzivanych jako kryoprotektanty (Fahy et al. 1984). Jak v piipad¢ konvencni kryokonzervace
tak pfi vitrifikaci je nutné, aby kryoprotektant prostoupil celou strukturou kryokonzervovaného

materidlu. Existuje mnoho moznosti, jak roztoky pronikaji do bun¢k. Mezi zakladni zplisoby



pronikani roztoku a latek v nich rozpusténych je fazena osmoéza a difuze. Tyto dva zakladni
procesy pronikani do bunék jsou nejrizikovéjSimi faktory pii rozmrazovéani a zmrazovani (Pegg

2007).

3.2 Historie

Uchovévat buiiky prostfednictvim kryokonzervace bylo umoznéno diky schopnosti
glycerolu chranit buiiky pfed mrazem. Vyvoj kryokonzervac¢nich technik m¢l obrovsky dopad
v mnoha oborech, zejména v reproduk¢ni medicin€. Piesto se prvni pokusy souvisejici s
kryokonzervaci datuji pomérn¢ daleko do minulosti. Prvni zminky o pokusech, které zjistovaly
byl vyznamnym anglickym védcem, napsal odborny spis ,,New Experiments and Observations
Touching Cold* (Hunter & Boyl 2020). V 2. poloviné 19. stoleti britsky védec Michael Foster
zkoumal vliv snizovani teploty pod fyziologické rozhrani a jejiho opétného zvySovani na
zivotaschopnost organizmu (Fuller 2003). Dalsi milniky v kryokonzervaci vytvofili v roce 1930
Walton a Hammond, ktefi se zabyvali ptisobenim teploty na krali¢i spermie. V roce 1938 Jahnel
ochladil sperma na -79 °C a Luyet a Hoddapp provedli oziveni spermii vitrifikovanych v

tekutém vzduchu. V roce 1940 Shettles zmrazil sperma pii -269 °C (Sztein 2016).

Skutecny pocatek kryokonzervace se datuje rokem 1948, kdy anglicky biolog C. Polge
vyfiesil problém jak uchovat zivé buniky a tkané pfi velmi nizkych teplotach. Nahodné objevil
kryoprotektivni vlastnosti glycerolu, kdyz se podafilo zajistit pfezivani kohoutich spermii
zmrazenych na — 70 °C. Polge také docilil vysokého procenta zabieznuti u skotu pii pouziti
spermatu, které bylo zmrazeno déle nez jeden rok. Tyto poznatky mély velky vliv na budouci

vyvoj umélého oplodnéni a zlepseni genetického fondu u hospodaiskych zvitat (Pegg 2002).

Vroce 1953 Jerome K. Sherman na University of lowa provadél vyzkum, jehoz
vysledkem bylo GspéSné zmrazeni a rozmrazeni lidskych spermii, coz vedlo k zaloZeni prvni
spermabanky na svété, a nasledné k prvnimu uspéSnému oplodnéni vajicka za pouziti
zmrazenych darcovskych spermii s normalnim pribéhem jeho vyvoje. Vzhledem ke
konzervativnim postojim tehdejsi spolecnosti se vSak prvni dité narodilo az deset let po tomto

objevu (Ombelet & Van Robajs, 2020).

V roce 1964 se zacal pouzivat pojem kryobiologie. Vznikl slou¢enim slov ,.kryo* = zima,
,bilos“ = zivot a ,,loga® = véda. Kryobiologie je tedy védou zkoumajici biologickou aktivitu a

architekturu bunék ovlivnénych nizkymi teplotami. Teploty se casto pohybuji od



hypotermickych po kryogenni hodnoty. Hypotermické skladovani probihd obvykle pfi
teplotach nad 0°C, avSak bez dosazeni normotermickych hodnot (32 — 37°C). Pii
kryokonzervaci je vyuzivano teplotniho rozmezi — 80°C az-196°C. V roce 1964 byla zalozena
Spolecnost pro kryobiologii ,,The Society for Cryobiology“, diky niz doSlo k propojeni
biologickych, 1ékaiskych a fyzikalnich véd, které spole¢né zkoumaji vliv nizkych teplot na

biologické systémy (societyforcryobiology.org 2020).

Dalsi vyvoj kryokonzervace je spojen s vyvojem postupil a technik v asistované
reprodukci. Australsky biolog Alan Trounson v roce 1983 tspésné provedl implantaci lidského
embrya, které bylo zmrazeno tii dny po oplodnéni. V roce 1986 australsky biolog Christopher
Chen jako prvni Uspé$né zmrazil a rozmrazil lidské oocyty. V roce 1988 francouzsky biolog
Yves Menezo ptipravil prvni komer¢ni kultivaéni médium pouzivané pii oplodnéni in vitro.
Navrhl také novou metodu kultivace, kterd embryim umoznila GspéSné rast 5 nebo 6 dni v
inkubatoru a dosdhnout faze blastocysty. Prezentoval zmrazeni a rozmrazeni blastocyst, po
kterém doslo k uspéSnému téhotenstvi. V roce 1993 italsky biolog Gianpiero Palermo ziskal
prvni embrya po intracytoplazmatické injekci spermatu, coz umoznilo otcovstvi i t¢ém jedinciim,

ktefi produkuji velmi malé mnozstvi spermii (History of Cryopreservation 2020).
3.2.1 Historie kryokonzervace v Ceské republice

Vyuzivani kryokonzervace jako metody kuchovavani biologického materidlu
v tehdejsim Ceskoslovensku velice tzce souvisi s existenci Tkafiové ustiedny, kterd byla
zaloZena roku 1952 Rudolfem Klenem v Hradci Kralové. Jak uvadi M¢éticka (2008), doktor
Klen ji definoval jako tkdnovou banku specializovanou na odbér, konzervaci, skladovani a
distribuci riiznych druhii tkani, odebiranych od Zijicich nebo zemielych darci, pro klinické i
experimentélni pouZiti. Slo o velice pokrokovou udélost, protoze v té dobé& jedina tkaiova
banka fungovala jako tajny projekt vale¢ného ndmotnictva ve Spojenych statech americkych.
Postupné byly metody vyuzivané ke konzervaci tkani rozvijeny. V Tkanové ustfedné byla
metoda chemické konzervace nahrazena metodami vyuzivajicimi ke konzervaci nizkych teplot
(Zajickova 2015).

Pro kryokonzervaci a dal$i metody uchovavani tkani a bun¢k pomoci nizkych teplot
ajejich rozvoj je nezbytné technické vybaveni. V Sedesatych letech vyrabélo biologické
kontejnery pro nizkoteplotni konzervaci pouze nékolik desitek firem na svéte.

V Ceskoslovensku jim byl podnik Ferox Dé&&in, ktery od roku 1966 vyrabél biologické
kontejnery pro potieby kryobiologického skladovani a prepravy.



Utinktim nizkych teplot se vénovali nejen odbornici z huméanni mediciny, alei odbornici
z oblasti rostlinné a zivoc¢isné produkce a vyzkumu. V roce 1969 byla vytvotena ,,Sekce pro
biologii nizkych teplot v Ceské biologické spole¢nosti, jez existuje do dnesni doby. Sdruzuje
zhruba 70 ¢lent a spolupracuje s anglickou The Society for Cryobiology (Zajickova 2015).

Také v Ceskoslovensku vyvoj kryokonzervace souvisel, stejné jako v okolnich zemich,
s vyvojem v oblasti asistované reprodukce. Prvni dité se v Ceskoslovensku za pouziti metody

in vitro narodilo pouze 4 roky po svétovém prvenstvi, v roce 1982 (Zajickova 2015).
3.3 Ziskavani ejakulatu volné Zijicich zvirat
Existuje mnoho technik odbéru spermatu. Vzdy by méla byt vybrana nejvhodngjsi

technika v zavislosti na fyziologii a anatomii cilového druhu s pfihlédnutim k okolnostem i

s ohledem na stav dan¢ho zvifete (Santiago-Moreno et al. 2013).

3.3.1 Odbér ejakulatu u savei

cey

Uvedené techniky jsou vyuzitelné u vSech savci, oproti divoce zijicim druhtim vyrazné

Castéji vSak u domacich zvirat.

Uméla vagina

Sbér spermatu pomoci umélé vaginy je nejcastéjsi technika pouzivana u domécich zvirat,
zejména u skotu (Bhattacharya et al. 2009) a koni (Love 1992). Vyuziva se také u ovci a koz
(Marco-Jiménez et al. 2008; Roca et al. 1992), ale i u kraliki (Amann & Foote 2004).

Uméla vagina nabizi vyhodu castého vzorkovani bez stresu, chemického nebo
fyzikéalniho omezeni. Zplsob pouziti, kdy je ve vétSin€ piipadl potieba asistence vyskolené
osoby, vylucuje prakticky tento zpiisob u divokych zvifat. Odbér spermatu pomoci umelé
vaginy je vSak mozny u nékterych divokych druhti chovanych v zajeti, jako jsou naptiklad
divoci prezvykavci — velbloud jednohrby (Camelus dromedarius) (Deen et al. 2003), los
evropsky (A4lces alces), dan¢k evropsky (Dama dama) nebo sob polarni (Rangifer tarandus
tarandus) (Asher et al. 2000), kozorozec ibersky (Capra pyrenaica) a muflon evropsky (Ovis
orientalis musimon) (Santiago-Moreno et al. 2009) a dalsi druhy, jako je slon indicky (Elephas
maximus) (Kitiyanant et al. 2000), kocka stepni (Felis silvestris ornata), koCka bazinna (Felis
chaus), kocka rybaiska (Felis viverrinus) a koCka ¢ernonohd (Felis nigripes) (Pope et al. 1998),
Grevyho zebra (Equus grevyi) (Crump & Crump 1994) a primati jako Simpanz ucenlivy (Pan
troglodytes), ¢i orangutan bornejsky (Pongo pygmaeus) a kosman bélovousy (Callithrix

jacchus) (Morrell & Hodges 1998).



Sbér postkoitilniho spermatu

Dalsi moznosti ziskani ejakulatu je sbér postkoitalnich spermii, i kdyz je timto zptisobem
zachycena pouze Cast vyprodukovaného jeho celkového mnozstvi. Sperma muze byt odebrano
pifimo ze samiciho reprodukéniho tzraktu, jak bylo provedeno u nosorozcli sumatranskych
(Dicerorhinus sumantrensis) (O'Brien & Roth 2000), lamy krotké a lamy alpaky (Lama glama,
Vicugna pacos) (Adams et al. 2009), u Simpanzt (Morrell & Hodges 1998) a u slona indického
(Elephas maximus) (Landowski & Gill 1964). Muze byt také sbirdno pomoci vaginalniho

kondomu, coz bylo uskute¢néno u lam (Bravo et al. 2000).

Elektroejakulace

Elektroejaculace se pfi soucasném pouziti anestezie stala standardni sbérnou technikou u
naprosté vétSiny divoce Zijicich sav€ich druhi. Nutnost navozeni anestezie pii elektroejakulaci
zvysuje riziko negativniho vlivu na zdravotni stav odebiran¢ho jedince (Durrant 2001). Pti
elektroejakulaci je nc€kolik omezujicich faktorii: napi. hodnota napéti a pocet stimulaci
potiebnych pro erekci a ejakulaci (Durrant 1990). Nekteré trankvilizéry a anestetika jsou pfi
elektroejakulaci kontraindikovany (Santiago-Moreno et al. 2013), a rovnéz jejich davkovani je
z fyziologického hlediska a ucCinku stresu druhové 1 individualné odlisné. Zvife pted
elektroejakulaci musi byt vysetieno tak, aby byla anestézie piizptisobena ptisluSnému druhu a
podle potieby mohla byt upravovana i v pribéhu elektroejakulace, aby nedoslo k poranéni
zvéte (Santiago-Moreno et al. 2011).

Elektroejakulace byla provedena u velkého poctu divokych druhti véetné nosorozcii
(Hermes et al. 2005), nedomestikovanych kopytnikti (Abaigar 2001), medvédu (Okano et al.
20006), slont (Howard et al. 1984), divokych kockovitych druhti jako gepard kapsky (Acinonyx
jubatus jubatus), levhart oblackovy (Neofelis nebulosa), irbis (Panthera uncia), levhard
skvrnity (Panthera pardus) a puma americkd (Puma concolor) (Howard et al. 1990 a u
nekterych primath jako je Simpanz, kosman ¢i makak rhesus (Macaca mulatta) (Morrell &

Hodges, 1998).

Transrektalni masaz

Zajimavou alternativou pro neinvazivni odbér spermatu je pouziti rektalni manudlni
stimulace pfidatnych pohlavnich zlaz. Tato metoda byla poprvé provedena u lidi, ale i slont
(Santiago-Moreno et al. 2013) a nosorozct (Schaffer et al. 1998). Tuto techniku Ize provadét

Castéji a na rozdil od elektroejakulace nevyzaduje tato metoda anestézii. U nedomestikovanych



kopytnikl pfi transrektalni masazi 1ze navic pouzit ultrazvukem fizenou stimulaci pfidatnych
pohlavnich zlaz (Santiago-Moreno et al. 2013). Ejakulaty mohou byt také ziskané stimulaci z
perinealni oblasti, coz bylo provedeno napiiklad u delfina skdkavého (Tursiops truncatus)

(Robeck & O'Brien 2004).

Alternativni techniky

Nekteré dalsi alternativni techniky mohou zahrnovat odbér spermii pomoci katetrizace
z mocCove trubice, ale pouze pii pouziti anestetik. To bylo popsano u kocky domaci (Felis
silvestris) (Zambelli et al. 2008). Dale se vyuziva stimulace penisu (u n¢kterych druht kalon)

(Melville et al., 2015).

Odbér spermatu post mortem nebo po kastraci

Mezi invazivni metody odbéru ejakulatu je fazen odbér spermatu post mortem nebo po
kastraci. Pro ziskani kvalitnich spermii je velmi nejdalezité zkratit ¢as mezi uhynem zvitete ¢i
¢1 kastraci a odbérem spermatu. Podminkou pro pteziti spermii pied jejich odbérem a
zpracovanim je uchovani kadaveru ¢i varlat s nadvarlaty v chladu. Tkané jsou uchovavany ve
fyziologickém roztoku pfi teploté 5 az 10 °C. Odebrani spermii by mélo byt provedeno do 24
hodin (Quinn & White, 1967).

Odbér spermii je provadén pomoci retrogradniho vyplachovéani z chamovodu, které je
mozné provést pomoci specifickych médii (Tris, kyselina citronova, glukéza) (Santiago-
Moreno et al. 2009).

Spermie v nadvarleti jsou vii¢i kryokonzervaci pomérmeé citlivé. To je dano nepiitomnosti
semenn¢ tekutiny. Po rozmrazeni jsou méné fertilni. U nékterych druhti pfidani semenné
tekutiny k inseminacni davce uspesnost oplodnéni zvysSuje (Okazaki et al. 2012).

Odbér spermatu touto metodou byl Gspésné uskutecnén u zebry stepni (Equus burchelli),
buvolce pestrého (Damaliscus pygargus pygargus), buvolce bélocelého (Damaliscus pygargus
phillipsi), buvolce modrého (Damaliscus lunatus), impaly (Aepyceros melampus), antilopy
vrané (Hyppotragus niger), nyaly nizinné (Tragelaphus angasii), bahnivce horského (Redunca

fulvorufula) a d’abla medvédovitého (Sarcophilus harrisii) (Abaigar 2001).



3.3.2 Odbér ejakulitu u ptaki

Prvni metodou pouZzivanou pii ziskavani spermatu ptakt byla masazni technika kohoutt.
Tato technika vyzaduje omezeni pohybu ptika pfidrzenim jeho nohou. Masaz probiha
opakovanymi rychlymi pohyby po patefi smérem k ocasu, na btise a za kiidly. Kohout odpovida
erekci kopulaéniho pfivésku. Odebirajici jemné stiskne po stranach kloaku a provede odbér
spermatu z chamovodu do sbérného kontejneru (Gee 1995).

U nékterych druhti je vyuzivana manualni bfiSni masaz. Technika bfiSni masdze musi
byt upravena podle reprodukéni anatomie druhti, u kterych je provadéna. Adaptace metody byla
provedena pro vodni ptaky, béZce, hrabavé ptaky a tinamy. VSechny tyto druhy maji kopula¢ni
piivések podobny penisu (Birkhead et al. 2005). U ptakt, ktefi produkuji malé mnozstvi
ejakulatu a je mozné, ze by doslo k jeho ztratam, 1ze vyuzit odsavaci zatfizeni (Gee & Sexton
1990). Semeno vétsich druhti (¢ap, jestiab, orel) je ziskdvano ve stoje. U volné zijicich ptaka je
také Casto vyuzivano nahradni fantomové samicky. Tato metoda byla nejprve vyuzivana
sokolniky. Ptaci jsou cviceni kopulovat na specidlni zafizeni, takze neni potfeba se zviraty
manipulovat. Diky této technice dochazi k redukci stresu, snizuje se riziko vzniku traumatu a
také je niz8$i kontaminace ejakulatu stolici nebo moc¢i. Objem ejakuldtu se mezi druhy i
jednotlivei vyznamné lisi. U nékterych ptakl je kopulacni chovani zaznamendno, avSak
nedochazi k ejakulaci nebo je produkce spermii velmi omezend az nulova (Saint Jalme et al.

1994).

3.3.3 Odbér ejakulatu u plazi a obojZivelniki

U plazt, podobné jako u ryb, je sperma nejcastéji odebirano vyuzitim techniky bfisni
masaze. U samce se opakované provadi masdz v kaudalni tietin¢ bficha smérem od hlavy ke
kloace. Dojde k uvolnéni spermatu, které mtize byt odebrano z kloaky injek¢ni stiikackou (bez
jehly). Pro relaxaci kloaky, a tak usnadnéni odbéru, je mozné pouzit lokalni anestetika (napf. 1
% lidokain) (Zacariotti et al. 2007). U hadd, jestérek a dal§ich malych plazti se pouziva btisni
masaz (Molinia et al. 2010), u vétsich plazi (naptiklad u zelv), je mozné vyuzit elektroejakulaci
(Kawazu et al. 2014).

U obojzivelniki jsou spermie ziskavany po usmrceni samce, kdy jsou odebrana varlata
k dal$imu zpracovani. Ta jsou macerovana v pufrovaném fyziologickém roztoku, aby doslo
k uvolnéni spermii. Problémem je vyuziti této techniky v piipadé ohrozenych druha (Browne
2002). Naptiklad u mlokt se spermie pii patreni uvolituji do vody, ze které jsou odebrany (Figiel

2013).



Pro podporu tvorby spermii je mozné alternativné¢ samci podat lidsky
choriogonadotropin (hCG) (Mansour et al. 2011). Dalsi metodou zalozenou na hormonélné
vyvolané tvorbé spermii u obojzivelnikli je podavani analogu hormonu uvoliujiciho
luteiniza¢ni hormon LH (Sundararaj 1966).

Spermie mohou byt ziskdvany v relativné velkém mnozstvi z moce (Shishova et al.

2011).

3.3.4 Odbér ejakulatu u ryb

Vzhledem ke komercionalizaci chovu ryb byly vyvinuty techniky umélé reprodukce ryb.
Zakladem je umély vytér, kdy se ziskavaji samici vajicka jikry a sam¢i spermie — mlici.
Techniky, které umoziuji ziskat mli¢i samct, jsou vétSinou druhové specifické. Rybi samec
muze byt uveden do spanku ¢i usmrcen. U zivého jedince se mirnym tlakem piisobi na btiSni
krajinu smérem kaudalnim, dojde tak k uvolnéni spermatu. Je nutné postupovat opatrné, aby
nedoslo ke kontaminaci vzorku vodou, krvi, moc¢i nebo stolici (Graybill 1968). Pokud je samec
usmrcen, jsou z jeho téla vyjmuta varlata, ze kterych je po rozifezani na ¢asti vytlateno mlici

(Pietro et al. 2014).

3.4 Metody mraZeni

Kryokonzervace jako metoda zmrazeni ma ziejmé vyhody, ale také limity pro své pouziti.
Cilem procesu kryokonzervace je zabranit krystalizaci a dehydrataci buiiky. V okamziku, kdy
se teplota blizi bodu mrazu, mohou se mimo buniku zacit tvotit ledové krystaly a vytvafet tak
osmotickou nerovnovahu. Tato nerovnovaha zptsobuje, Ze voda na zakladé¢ osmdzy opousti
buniku, coz vede k dehydrataci bunék. Nasledkem nadmérné dehydratace jsou bunky, které jiz
nejsou schopné Zivota. Skodlivé u¢inky dehydratace a krystalizace 1ze minimalizovat kontrolou
rychlosti chlazeni, pouzivani kryoprotektivnich latek, udrzovani vhodnych skladovacich teplot
a kontrolou rychlosti tani. VSechny tyto d&je interaguji a ovlivituji Zivotaschopnost bun¢k po
rozmrazeni (Pratt 2017).

Dv¢ nejcastéji pouzivané kryokonzervacni metody pro zvifeci zarodecné buiiky jsou
pomalé zmrazovani a vitrifikace. Jedna se o zcela odlisné metody, ale vyuzivajici stejné

fyzikéalné-chemické vztahy.
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Pomalé zmrazeni
Pti pomalém zmrazovani jsou buniky v médiu ochlazeny pod bod mrazu. V ur¢ité fazi se
Srurk Colls and vytvoii hmota ledu z Ccisté krystalicke
Destructed Tissue

vody. Mezi rostouci masou ledu zlstava

cast frakce nezmrazena, ve které jsou

Watee Flux . stlaceny vSechny bunky a vSechny
After Slow Freezing
rozpusténé latky (viz obrazek 1).

> Less Damaged Tissue with

Maintained Integri ¥ 1
. sk g Koncentrace cukri, soli a kryoprotektantu
Gk ok Iz (napf. glycerolu) se zvySuji, zatimco
Water Migration | . , , , v ’
during Freezing | objem nezmrazené frakce kles4. ZvySeni
After Quick Freezing osmotické sily zplsobuje odtok vody z
Obrézek 1 Zdroj: bunék. Pomalé chlazeni  umoznuje

https://discoverfoodtech.com/difference-
between-fast-freezing-and-slow-freezing/
(accessed January 11,2020) moznost tvorby intracelularniho ledu.

dostatecny odtok vody a minimalizujte

S postupujicim  ochlazovanim  viskozita
nezmrzl¢ frakce se stava jiz ptili§ vysokou pro jakoukoli dalsi krystalizaci. Zbyvajici nezmrzla
frakce se tedy zméni na amorfni pevnou latku, kterd neobsahuje zadné ledové krystaly (Kartha
1990).

Prvnim problémem v kryokonzervaci bunék homeotermickych (teplokrevnych) zvitat je
v chlazeni bunék pod télesnou teplotou. Bunky mohou byt poskozeny velmi rychlym
ochlazenim (tepelny Sok) nebo mohou byt poskozeny nizkou teplotou jako takovou (poskozeni
chladem). Chovani a funkce membranovych lipidi a proteini lze teplotou ovliviiovat.
Naptiklad membranové lipidy, které jsou normalné v tekutém krystalickém stavu, mohou
ztuhnout pfi nefyziologické teplote, které muze zménit jejich funkci a zahdjit procesy, jako je
kryokapacitace (produkce reaktivnich druht kysliku, které zvySuji poskozeni membran).
Snizeni teploty miize zplisobit nerovnovahu v bunéénych procesech, protoze rychlost jednoho
procesu muize teplota ovliviiovat vice nez druhého (FAO 2012).

Pii metodach pomalého zmrazovani jsou buiiky vlozeny do vhodného mraziciho média a
chlazeny. Tvorba ledu nemusi nutné zacit pti dosazeni bodu mrazu. Malé ledové krystaly maji
nizsi teplotu mrznuti na zakladé velkého povrchového napéti. Spontanni tvorba ledu se ve
vétsing piipadii objevuje, pokud je roztok zchlazeny na teplotu mezi -5 az -15 °C. To znamena,
ze bunky podstupujici kryokonzervaci musi odolat fad¢ velkych a nahlych teplotnich zmén. V
nezmrzl¢ frakcei bunky ¢eli velmi vysoké koncentraci rozpusténych latek. Dehydratace a vysoka

koncentrace soli mohou vést ke ztraté stability v membranach nebo denaturaci proteint (Crowe
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& Crowe, 1984). Navic vysoké koncentrace soli mohou zptisobit vstup extracelularnich soli do
bunky (Griffiths 1979). Nasledkem ptfekotného odtoku vody je rychly pokles objemu bunék na
piiblizné 50 % jejich plvodniho objemu. To vede ke strukturalni deformaci bunck. Dalsi
mechanické namahani muze byt zplsobeno uzavienim bunék ve velmi uzkych kanalech
nezmrzlého roztoku a stla¢enim mezi rostouci masou ledu (Rapatz & Luyet 1960; Pegg 2007).
Obecnym zkoumanim kryokonzervace bunék a dalSich biologickych systémi bylo
zjisténo, ze kazdy systém ma specifickou optimalni rychlost chlazeni, se snizenym pfezivanim
pii ptili§ nizké rychlosti chlazeni (poSkozeni pomalym chlazenim) nebo pii pfiliS vysokeé
rychlosti (poskozeni rychlym chlazenim) (Mazur et al. 1972).
Rast ledu je rychly proces, ale transport vody pies bunéénou membranu probiha relativné
pomalu, protoze membrana pusobi jako odporova bariéra. Postupem ochlazovani pokracuje
extracelularni rast ledu a voda z nezmrzlé frakce zlstava blizko rovnovaze s rostoucim ledem.
Inracelularni voda ma vtomto okamziku pfili§ vysoky chemicky potencial, aby byla
v termodynamické rovnovaze, mize existovat riziko intracelularni tvorby ledu. Optimalni
rychlost mrazeni nesmi byt pfiliS pomald, ale ani ptili§ rychld. Optimalni rychlost chlazeni
bunék je do zna¢né miry urcena jejich objemem a plochou jejich membranového povrchu
(pomér objemu k povrchu) a permeabilitou membrany do vody a na kryoprotektivni latku.

Tabulka 1: Jednoduchy postup kryokonzervace

etapa postup metody/obecné vybaveni
Priprava vzorkt | Kolekce
Frakce odstedéni
Skladovaci sklenéné ampule brcka sacky zkumavky
nadoby s uzavérem
Zmazeni fizené zmrazeni rychlé zmrazeni | kryoprotektanty | vitrifikace
Kryokozervace | Oznaceni oznacovani lahvi¢ek | vedeni zdznami
Ulozny ulozné boxy, stojany | mrazak LN2 skladovaci
prostor nadoby
Regenerace Nacteni vyhledavani vedeni zaznami
bunék/vyuziti Doprava LN2 izolacni
kontejnery
Rozmrazeni | vodni lazen
Analyza ristové médium
nebo riist

Zdroj:

https://www.technologynetworks.com/cell-science/articles/cryopreservation-freezing-

methods-and-equipment-292855 (accessed January 11,2020)
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Vitrifikace

Jako vitrifikace se oznacuje jakykoli proces vedouci k pfemeéné z kapaliny na pevnou
latku bez krystalizace. Vitrifika¢ni metody zahrnuji pouziti média, které ma na zacatku velmi
vysokou hodnotu koncentrace rozpusténych soli. Led se tedy nemize tvofit v zadné casti
vzorku. Vitrifikovany stav a souvisejici fyzikalné-chemické podminky ziskané pouzitim
vitrifikaéni metody jsou do jisté miry podobné metodam ziskanym pomalym ochlazovanim, ale
zpusob, jak dosdhnout tohoto bodu, je zcela odlisny. Stejné jako v piipadé pomalého zmrazeni
mohou vitrifikaéni metody poskodit buniky nebo tkan¢ Sokem z chladu nebo zptisobit jejich
poskozeni. V zavislosti na pouZzitém materialu a pouZzitém protokolu v§ak mohou byt buiky
nebo tkdné rychle ochlazeny a zda se, ze extrémné vysoka rychlost chlazeni do vitrifikovaného
stavu muze ,,pfedbé¢hnout” Sok z chladu a poSkozeni chladem. Pti vitrifikaci jsou buiiky nebo
tkdn¢ vpraveny do média, které ma velmi vysokou koncentraci kryoprotektivnich Cinidel a
pokud je koncentrace dostate¢né vysoka, vitrifikacni roztoky ztuhnou bez jakéhokoli rizika
tvorby intraceluldrniho nebo extracelularniho ledu béhem chlazeni nebo zahtivani, nezavisle na
pouzité rychlosti. Velmi vysoké koncentrace kryoprotektivniho cinidla mohou zpisobit
poskozeni v dusledku nahlych osmotickych zmén, extrémné nizkého vodniho potencialu nebo

diky chemické toxicité (Rall 1987).

(b) (c)

(d) ("

Obrazek 2. Morfologické zmény lidskych oocytt MII ve vitrifikacnim roztoku, a) pied
vitrifikaci; b) v rovnovazném roztoku c) ve vitrifikacnim roztoku; d) v fedicim roztoku; e) v
promyvacim roztoku; (f) v kultivaénim médiu 5 minut po poslednim promyti (Huang et al.
2019).
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Vymrazovani (lyofizilace)

Skladovani lyofilizovaného biologického materidlu je mimotadné nakladovée efektivni,
protoze neni drahé, a navic je spolehlivé. Material muze byt skladovan pii béznych teplotach a
na rozdil od kryogenniho skladovani nehrozi zadné riziko zavady na zatizeni nebo zranéni osob
tekutym dusikem. Obecné lyofilizace snizuje zivotaschopnost bunék. Prvnim krokem pfi
ptipravé lyofilizovaného materidlu je nutnost piivést biologicky material do vitrifikovaného
stavu. DalSim krokem je pouziti vakua, které zajisti sublimaci pfitomného ledu, a sniZeni
obsahu vody u vitrifikovaného materiadlu. Tim se zvySuje teplota pfechodu do lyofilizovaného
stavu, ktera nakonec dosdhne urovné vyssi, nez je okolni teplota. Na konci tohoto procesu mtize
byt material skladovan pii okolni teploté, pficemz ziistdva ve stabilnim stavu. Je ziejmé, Ze
pocatecni postup, kterym je vitrifikace a pouzité médium, by m¢l byt optimalizovan tak, aby
zajistil v této fazi preziti biologického materidlu. Kromé toho musi byt slozeni média
optimalizovano tak, aby se zabranilo poskozeni bunék diky ucinku dalsi dehydratace materialu

(FAO 2012).

3.5 Kryoprotektiva

Kryoprotektanty jsou chemikalie, které zabraiiuji poskozeni bun€k mrazem; jejich pouziti
v kryoprotektivnich médiich je nedilnou soucasti udrzeni Zivotaschopnosti spermii béhem
procesu zmrazeni (Gilmore et al. 1990). Mezi nejpouzivanéjSi kryoprotektanty patii
ethylenglykol (EG), propylenglykol (PG; 1,2-propandiol), dimethylsulfoxid (DMSO), glycerol
(GLY), formamid (FMD), methanol (METH) a butandiol (BD; 2,3-butandiol). Nejcastéji se
pouziva glycerol, propylenglykol a dimethylsulfoxid.

Kryoprotektivni roztok mtize byt mrazivy roztok nebo mtize byt roztokem nosice. Takovy
roztok umoznuje builkam snadnéjSi prezivani pii nizkych teplotach. Roztok nosi¢e Casto
obsahuje nutri¢ni soli, pufry, osmogeny a inhibitory apoptdzy, udrzuje tak izotonickou
koncentraci (300 milimoll), takZze buniky v nosicich ani nebobtnaji, ani se nesmrst'uji. Behem
procesu zmrazovani zustava koncentrace roztoku nosi¢e vzdy konstantni. Stejné jako nosné
kryoprotektanty existuje i dal§i typ kryoprotektantli nazyvany pronikajici kryoprotektanty.
Zakladni Glohou penetracnich kryoprotektantl je snizeni dehydratace buné¢k a umoznéni riistu
ledu. Penetracni kryoprotektanty jsou hlavnimi slozkami vitrifika¢nich roztoku. Existuji i latky,
které¢ ziistavaji vné bun€k, nepronikajici kryoprotektanty. VEtSinou jsou to makromolekularni
polymery jako napft. polyvinylpyrrolidon (PVP) a polyethylenglykol (PEG). Tyto latky jako

soucasti kryoprotektivnich roztokii inhibuji rst ledu pomoci stejného mechanismu jako u
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penetracnich kryoprotektanti. Tyto kryoprotektanty jsou ve srovnani s penetracnimi
kryoprotektanty ve stejné koncentraci vysoce toxické. Roztoky kryoprotektanti (vitrifikacni
roztoky) také obsahuji slozky, které se nazyvaji blokatory ledu a pfimo pomahaji blokovat jeho
rust. Pfikladem je polyglycerol, polyvinylalkohol, X-1000 a Z-1000 (Bhattacharya 2018).

Pro plsobeni kryoprotektantli je dilezitA membranova permeabilita. Plisobeni
neelektrolyti na membrdnovou permeabilitu bylo studovano na fad¢ typt bunck, vcetné
lidskych krevnich bunék. Faktor urcujici permeabilitu membrany je rozpustnost latky v tucich
a vodikova vazba, kterd snizuje propustnost. Obecné¢ se permeabilita snizuje se zvySujici se
molekulovou velikosti latky. Na rozdil od lidskych krevnich buné¢k, které jsou pro
dimetylsulfoxid asi dvakrat tak propustné nez pro glycerol, jsou lidské spermie pro glycerol
témer tiikrat propustnéjsi nez pro dimetylsulfoxid (Gilmore et al. 1991). Pro lidské Cervené
krvinky a spermie je propustnost pro ethylenglykol velmi vysoka ve srovnani s ostatnimi bézné
pouzivanymi kryoprotektanty. Pro lidské oocyty ma nejvyssi permeabilitu propylenglykol jako
2007). Pro razné typy bunck ma dimetylsulfoxid mnohokrat vy$§i membranovou permeabilitu

nez glycerol (Yu & Quinn 1994).
3.5.1 Toxicita kryoprotektiv

Diky vysokym koncentracim kryoprotektiv lze usmérilovat tvorbu ledu béhem
kryokonzervace bunék, tkani a organti na kryogenni teploty. S rostouci koncentraci téchto latek
se zvySuje jejich toxicita. Toxicita kryoprotektiv byla popsdna jako hlavni piekazka
kryokonzervace vitrifikaci. Bylo vyzkouSeno mnoho zpusobt, které se snazily o pfekonani
problému eliminace ledu pfi mrazeni a zdroven minimalizovaly toxicitu kryoprotektiva,
napiiklad §lo o optimalizaci rychlosti chlazeni a zahtivani, nebo pokusy optimalizovani doby
pridavani kryoprotektiva v prib¢hu chlazeni (Fahy 1986). Zptisoby a latky pouzivané
v soucasnosti v kryokonzervaci zatim nedokazou potlacit toxicitu vyuzivanych kryoprotektiv,
coz je nejvetsi prekazkou kryokonzervace (Fahy et al. 1987).

Toxicita kryoprotektiv je specifickd a nespecifickd. Specifickd toxicita se vaze ke
konkrétni chemikalii a jedna se o €inky piedevsim pii vysokych teplotach, v urcitych buiikach
¢1 organech (Fahy et al. 2004). Nespecifickou toxicitu zptasobuji kryoprotektiva pouzivana pii
kryokonzervaci, kdy dochézi k naruSovani vodikovych vazeb mezi molekulami vody, aby bylo
zabranéno tvorbé ledu. Znalosti u¢inki a mechanizmu specifické toxicity jsou velmi dilezitym

momentem pro volbu vhodnych latek jako kryoprotektantd Towey & Dougan 2012).
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VSechny buriky, tkan¢ a organismy jsou slozeny ze stejnych ¢i podobnych bunéénych
slozek a makromolekul. Abbazari et al. (2013) uvadi, Ze prakticky vSichni védci zabyvajici se
kryokonzervaci se shoduji, Ze toxicitu kryoprotektiv nelze stanovit jednotné pro vSechny buriky,
tkané Ci organismy, protoze se projevuje rizné. Uvadi tedy, ze porozuméni divodim rozdilné
toxicity v ruznych biologickych prostfedich mize vést k pochopeni mechanismii toxicity
kryoprotektiv (Abbazari et al. 2013). Rozdily projevujici se ve vysledcich vyzkumt toxicity
kryoprotektiv mohou vznikat i diky tomu, Ze podminky pii experimentech nejsou stejné. Casto
se pii1 experimentech uvadi odlisna teplota, rizné byva také koncentrace uzité¢ho kryoprotektiva,
doba expozice kryoprotektiva, roztok nosice kryoprotektiva, ale odli$n¢€ jsou provadény i testy
toxicity (test zivotaschopnosti). Toxicita kryoprotektiv se projevuje narusenim nebo
poskozenim bunééné membrany, narusenim funkci enzymii, redukci vyvoje bunck ¢i embryi,
naruSenim pohyblivosti spermii, snizenim funkce mitochondrii, nebo poSkozenim DNA
proteinu ¢i jinych makromolekul. Nékteré ucinky, které jsou povazovany za disledek toxicity
kryoprotektiv, mohou byt ve skuteCnosti zplsobeny napiiklad osmotickym Sokem, ¢i
oxida¢nim stresem (Fahy et al. 1990).

Nadmérny osmoticky stres mize narusit strukturu bilkovin a snizit aktivitu enzymii,

zpisobit poSkozeni DNA a apoptotickou buné¢nou smrt (Christopf 2007).

3.6 Poskozeni kryokonzervaci

Jevy, které mohou zptisobit poskozeni bunék béhem kryokonzervace, se vyskytuji hlavné
béhem faze zmrazeni a projevuji se ucinky na roztok, tvorbou extracelularniho ledu,
dehydrataci a tvorbou intracelularniho ledu.

Pti kryokonzervaci ¢asto dochazi k osmotickému poskozeni, studenému Soku a poskozeni
chladem. Poskozeni biologického materidlu timto zplisobem nelze pficitat toxicité
kryokonzervantti, ale Casto se toto poskozeni za toxicitu zaménuje, protoze kryoprotektiva s
nizkou propustnosti mohou zpusobit vice osmotického stresu nez kryoprotektiva s vysokou
propustnosti (Naccache & Sha'afi 1973). Naptiklad lidské oocyty maji pro etylenglykol asi o
polovinu niz§i permeabilitu ve srovnani s propylenglykolem a dimetylsulfoxidem. Pti pouziti
etylenglykolu je zvySena moznost poSkozeni membrany osmotickym stresem, ale etylenglykol
je vyhodny kryoprotektant, protoze je méné toxicky. Zvolit nejvhodnéjsi kryoprotektant neni
jednoduché (Mullen 2004). U oocytl prasat vedla kryokonzervace s propylenglykolem k
vysSimu preziti nez s etylenglykolem diky vétsi propustnosti (a mensimu poskozeni osmotické
membrany), ale vyvojova kompetence oocytl, které prezily kryokonzervaci, byla vétsi pti

pouziti etylenglykolu, coz naznacuje, ze propylenglykol je toxictéjsi (Somfai et al. 2013).
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Lidské spermie konzervované v 1M etylenglykolu vykazovaly vice zivotaschopnosti nez
spermie kryokonzervované v 1 M glycerolu, protoze etylenglykol je Ctyfikrat vice propustny
pro membranu, a tedy zptisobuje mensi osmotické poskozeni. Pouziti 2 M etylenglykolu
nevedlo k lepsi motilit€¢ nez 1 M glycerolu, coz mize dokladat toxicitu etylenglykolu (Gilmor
et al. 1997).

Poskozeni v disledku chladu znamené poskozeni vyvolané v buiikédch udrzovanych pii
kritickych teplotach, které jsou nizsi nez ty, pti kterych buiiky normélné funguji. Studeny Sok
se tyka snizené zivotaschopnosti bunék, ktera je zptisobena bud’ rychlym nebo vyznamnym
poklesem teploty. U¢inek studeného $oku a poskozeni chladem na buné&éné organely, zejména

v bunéénych membranach, se piekryva (Weber & Marahiel 2002).

3.7 Kryokonzervace gamet

Mnoho zivo€i$nych druhil je na pokraji vyhubeni, nebo je siln€ ohrozeno. U ohroZenych
druhti chovanych v zajeti je snaha o zachovani biologické rozmanitosti. Proto jsou metody,
které umoznuji uchovavat geneticky material, jenz umoziuje jejich reprodukci, jako je
kryokonzervace, stale vice vyuzivany. Kryokonzervace se v soucasnosti pouziva s rostouci
Cetnosti a vytvareji se tak ,,banky genomovych zdroji‘ nebo ,,zmrazené zoologické zahrady*.
Rozhodujicimi body pii kryokonzervaci je stanoveni standardll spermii a citlivost spermii na
zmrazeni. Protokoly, které¢ vznikly na zékladé pouzivani pfi kryokonzervaci gamet a embryi
domaécich nebo neohrozenych druht, byly uzptisobeny pro divoké a ohrozené druhy zvitat. Tyto
reproduk¢ni technologie jsou obvykle druhové specifické a u mnohych divokych druha
neefektivni. Jako primarni bunécny typ v genovych bankéch figuruji zejména spermie, a to diky
své snadnéjsi dostupnosti v dostatecném poctu bunck ve srovnani s oocyty a embryi. Mira
uspesnosti reprodukce zivych mlad’at z kryokonzervovanych gamet nebo embryi je velmi
odli$na. Znacné rozdily lze nalézt jak u jednotlivcti, tak u druhti zvirat. Existuje piedpoklad, ze
odli$nosti mezi zékladnimi charakteristikami gamet mohou ovlivnit i¢innost kryokonzervace a
nasledné tak schopnost narozeni zivych mladd’at. Pfi¢inou nizké uspéSnosti zabieznuti nemusi
byt pouze neucinna kryokonzervace. Omezujicim faktorem mutze byt spiSe nedostatek
informaci a znalosti o reproduk¢ni biologii nékterych druhi. U nékterych druhti je prokazatelny
vliv ro¢niho obdobi na uroven spermatogeneze. V1iv sezonnosti se miize projevit velmi odlisné,
napiiklad téméf uplnym zastavenim spermatogeneze spojenym s recesi varlat (Sipek et al.
2019; Liebo & Songsasen, 2002).

V piipadé voln¢ Zijici zvéte existuje mnoho druhové specifickych charakteristik spermii.

Mezidruhové se 1i$i i objem ejakulatu a jeho koncentrace. Velkoobjemové ejakuléty presahujici

17



100 ml koncentrovaného spermatu lze odebrat od slonii, kancti nebo osld, maly objem v fadu
mikrolitrd maji naptiklad zastupci rodu Ryposovitych (Saragusty et al. 2009). Odlisna je i
koncentrace spermii v ejakulatu. V zéavislosti na druhu se spermie 1isi velikosti 1 tvarem, coz
muze byt nasledek adaptace na konkurenci spermii nebo faktory prostfedi. Napiiklad spermie
vétSiny americkych vacnatcl tvoii béhem svého zrani pary (Moore et Taggart, 1995). Toto
parovani zméni dvé spermatozoa na biflagelarni jednotku, pravdépodobné se zlepSenymi
schopnostmi pohybu, coz zvysi tispeSnost oplozeni vajicka (Moore &Taggart 1995).

Kryokonzervace konven¢niho spermatu je v soucasnosti jiz béznou praxi, kdy protokoly
a kryokonzervanty jsou vyzkouSené a bézné pouzivané. Proto se zacali védci zajimat o spermie,
které by byly extrahovany pfimo z nadvarlete. Spermie ziskané z ocasu nadvarlete maji nékteré
zvlastnosti, jako je absence semenné plazmy a velké mnozstvi distalnich cytoplazmatickych
kapicek, které vyzaduji specialni manipulace, jak pii kryokonzervaci, tak pii oplodnéni (Briz et
al. 1995).

Semeno predstavuje spojeni spermatu se semennou plazmou, kterd je vyluCovana
samcimi pridatnymi pohlavnimi zldzami.

Ve varlatech dochazi ke spermiogenezi, poté nedozralé spermie prechazeji do nadvarlete,
kde nastava dozravani a shromazd’ovani zralych spermii. Nadvarle poskytuje piiznivé prostedi
pro udrzeni spermatu s fertilizacni schopnosti po dobu nékolika tydnt (Tittarelli et al. 2006).

Kryokonzervace spermatu zahrnuje nékolik po sob¢ jdoucich krokii. V piipadé volné
zijicich zvitat je jednim z nejproblematictéjSich krokli samotny odbér spermatu. Nasleduje
vySeteni spermatu, oSetfeni spermatu kryoprotektivy, jeho chlazeni, zmrazeni, uchovani a
rozmrazeni. Pfi vSech téchto krocich muze dojit k poskozeni spermii. Zakladem metod
vedoucich k prodlouzeni ptfezivani spermii je snizeni teploty semene, které vede ke snizeni
metabolické aktivity spermii (Holt et al. 2005). Pro dal$i uchovani spermii je nutné spermie
zmrazit. Proces kryokonzervace spermii vSak zahrnuje sérii fyzikalnich a chemickych zmén,
které mohou v kone¢ném disledku buiiku poskodit (Thurston et al. 2002).

Dulezitym krokem je vySetieni ejakulatu. Jsou hodnoceny zékladni ukazatele kvality:
objem ejakulatu, koncentrace spermii, celkové mnozstvi spermii v ejakulatu, morfologie,
motilita a viabilita spermii (Gadea et al. 2004).

Po tomto zakladnim vySetfeni nastava samotné kryokonzervace. Pfi zmrazovani spermii
se ke zvySeni procenta viabilnich spermii pouzivaji kromé kryoprotektanti i extendery, cozZ jsou
roztoky, obsahujici vétSinou extracelularni latky. Potifebné je druhové specifické piizptisobeni
prodluzovacti zmrazovani, aby byly spermie ochranény proti Skoddm, které jsou zpusobeny

chlazenim, zmrazenim a naslednymi rozmrazovacimi procesy. Proto musi byt pouzity pro
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kazdy druh adekvatni extender (Curry 2000; Thurston et al. 2002). Zptisob a mira
kryokonzervace uzce souvisi s fyziologii spermii a druhu, protoZe rozdily se objevuji i mezi
blizce ptibuznymi druhy nebo dokonce jedinci stejného druhu. (Thurston et al. 2002). Naptiklad
spermie slona indického jsou citlivéjsi na chlazeni nez spermie slona afrického (Swain &
Miller, 2000). Pti vybéru typu kryoprotektivniho roztoku jsou dilezité informace o koncentraci
vajecného zloutku (nebo jeho nahrad), glycerolu, pfitomnost cukri, antibiotik, pufri a dalSich
prisad (Loskutoff et al. 1996; Fernandez-Santos et al. 2007).

Glycerol je povazovan za nejucinnéjsi kryoprotektivum pro spermie velké vétSiny savci.
Citlivost na tento kryoprotektant je druhové odlisnd. Napiiklad pfi zpracovani ejakulatu u
vacnatcl lze pouzit vysoké koncentrace glycerolu > 14 % (Keeley et al. 2012), spermie jinych
druhti zvitat (prase, mys) jsou na glycerol citlivéjsi (Koshimoto et al. 2000). Také u ptaki je
glycerol obvykle povazovan za vhodny kryoprotektant, ale ne vzdy. U nékterych druhti ma
antikoncepcni ucinek (Hammerstedt & Graham, 1992). Zda se, ze dimethylacetamid tyto
antikoncep¢ni u€inky nema a byla s nim dosazena dobra kvalita u zmrazenych spermii, tak 1
mira plodnosti u krit a jefaba kanadského (Blanco et al. 2012). U ryb, obojzivelniki a plazi
byl do glycerolu piidavan methanol, dymethylsulfoxid, ethylenglykol nebo dimethylformamid
v koncentracich v rozmezi 2 az 25 % (Millar & Watson 2001; Johnston et al. 2014).

Pro kryokonzervaci spermii se pouzivaji tfi hlavni metody, a to velmi pomalé zmrazeni,
pomalé zmrazeni a vitrifikace. Nejrozsifenéjsi je technika pomalého zmrazeni. Technika velmi
pomalého zmrazovani spo¢iva v postupném ochlazovani spermii po dobu delsi nez 4 hodiny.
Timto zplisobem se provadi zmrazeni tak, Ze se nejprve pomalu snizi teplota spermatu v lednici
na 5 °C a poté se vzorek umisti do kryoboxu a ochladi se na— 80 °C béhem 2 az 4 hodin. vzorek
je pak uchovéavan v tekutém dusiku (Thachil & Jewett 1981). Optimalni rychlost chlazeni je
urcena druhové. Pii pouziti techniky pomalého mrazeni mé intracelularni voda na opusténi
bun¢k dostatek Casu, coz udrZzuje osmotickou rovnovdhu a zabranuje riziku tvorby
intracelularniho ledu. Technika je obdobnd jako pfi velmi pomalém zmrazovani. Vzorek je
suspendovany spolecné s mrazicim extendérem a je nejprve pomalu ochlazen na asi 5 °C a poté
zmrazen béhem nékolika minut na pozadovanou teplotu (v rozmezi asi - 30 az pod - 100 °C v
zavislosti na protokolu), nasledn¢ je ponoien do tekutého dusiku a ptipraven ke skladovani.
V soucasnosti se vyuzivaji dvé metody. Prvni je vyrovnané mrazeni v parach tekutého dusiku
a druh¢ je smérové mrazeni. Uvnitf par dusiku je teplotni gradient v zavislosti na vzdalenosti
od povrchu hladiny tekutého dusiku a jeho objemu. Pfi mrazeni parami tekutého dusiku se
vzorky umisti bud’ vodorovné na pfeddefinovanou vzdalenost nad povrch tekutého dusiku pro

dosdhnuti pozadované rychlosti chlazeni, nebo jsou umistény uvnitf programovatelné¢ho
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mraziciho zafizeni s fizenou rychlosti mrazeni. Vzdalenost od povrchu kapalného dusiku a doba
trvani expozice zavisi opét na druhu mrazenych spermii. Pouzivaji se mraznicky s regulovanou
rychlosti, kde je desticka pro uchovavani vzorka chlazena tekutym dusikem. Po dokonceni
procesu zmrazeni se vzorky vyjmou a ulozi do kapalného dusiku. Technika smérového
zmrazovani (Arav et al. 2000) se spoléha na fizeny pokles teploty vzorku k pfeddefinovanému
teplotnimu gradientu. To umoziuje ptesnou kontrolu rozptylu tepla a Sifeni ledovych krystala,
morfologie a rychlosti béhem procesu zmrazovani. Smeérové zmrazeni se pouzivd pro
kryokonzervaci spermii Siroké Skaly druhti (Arav & Saragusty 2013). Tato technika je vhodna
pro zmrazovani vzorkil v objemech od standardnich 0,25 ml po 12 ml. Smérové zmrazeni se
také pouziva u vitrifikaci oocytll a embryi (Rubinsky, 1992). Aby bylo dosazeno vitrifikace,
musi nastat rovnovaha mezi viskozitou vzorku, objemem a rychlosti chlazeni (Endo et al. 2012).

K poskozeni spermii vlivem kryokonzervace je nachylna ptredevSim plazmaticka
membrana spermii. AvSak i pfi pouziti vyhovujicich kryokonzervaénich technik dochdzi u fady
savCich druhi k poSkozeni plazmatické membrany zhruba u 50 % spermii. PoSkozeni
plazmatické membrany miize byt zpisobeno neschopnosti spermii dostatecné piizpusobit sviij
objem osmotickym zménam vznikajicim pii formovani a rozpousténi ledovych krystali.
Hlavnimi €initeli poSkozujicimi spermie v pribéhu zmrazovani a rozmrazovani spermatu jsou
osmoticky stres, chlad, mrdz a oxidacni stres (Grossfeld et al. 2008).

Osmoticky stres vznika béhem kryokonzervace spermii plisobenim permeabilnich
kryoprotektiv v isotonickém médiu a zmrznutim extracelularni vody, coz vede ke zvySeni
osmolarity média (Johnston et al. 2006). Diky tomu dochazi k vyméné vody a iontl mezi
buntkou a médiem (Caiza de la Cueva et al. 1997). Pfi rozmrazovani spermii pak zmény
probihaji opacné. Cely proces vyméeny vody a iontll mezi spermii a médiem ma danou ¢asovou
posloupnost. Omezeni osmotického stresu by bylo mozné, pokud by doslo k rychlejSimu
zmrazovani spermii, ovSem tim by doslo ke zvySeni nezadouci tvorby ledovych krystal uvnitt
bunky. Proto je potfeba najit vyvazeny vztah mezi koncentraci kryoprotektiv a rychlosti
mrazeni (Hammadeh et al. 2001).

V pribéhu procesu chlazeni mohou nékteré spermie prodélat zmény, které jsou podobné
zménam nastavajicim pii kapacitaci. Tyto zmény se souhrnné nazyvaji kryokapacitaci a snizuji
funkéni kvalitu a délku zivota spermii (Bailey et al. 2008). Mira poSkozeni spermii chladem
zavisi jak na rychlosti, kterou jsou spermie zchlazeny, tak i na findlni teploté, na kterou se
zchladi. Poskozeni chladem lze redukovat ptidavkem naptiklad glycerolu do mraziciho
kryoprotektantu. Nachylnost spermii k poSkozeni mrazem se 1i§i mezi druhy 1 jedinci (Holt et

al. 2005). Je mozné, Ze by Slo stanovit rychlost kryokonzervace pro konkrétni zvite, protoze
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pokud je chlazeni pfili§ rychlé, voda nestihne ze spermii proniknout do okolniho média a dojde
k tvorbé intracelularnich ledovych krystalki. Pokud je rychlost chlazeni pfiliS pomald,
intracelularni krystaly sice nezacnou vznikat, ale dojde ke zvySeni koncentrace rozpusténych
latek uvniti buiiky. Zména v nitrobunééném pH a zména v iontovém slozeni muze vést k
naruseni plazmatické membrany nebo az k denaturaci DNA spermie. Problémem je, Ze nelze
pln¢ kontrolovat kolisani teploty ve vzorku béhem kryokonzervace, a tak dochézi k naruSeni
optimalniho pribéhu mrazici kiivky. U nékterych programovatelnych zmrazovacu lze ¢aste¢né
rychlost mrazeni kontrolovat a diky tomu vyvozovat, kdy dochazi k tvotfeni krystali (Thurston
et al. 2002).

Vyznamné je také poskozeni spermii oxidaénim stresem. V prabéhu procesu
kryokonzervace savcich spermii dochazi k produkci reaktivnich metaboliti kysliku a tim k
poruseni rovnovahy mezi produkei reaktivnich metabolitl kysliku a antioxidanti (Mazur et al.
2000). Gadea et al. (2004) prokazali na mySich spermiich mechanismus negativniho ptisobeni
reaktivnich metaboliti kysliku na spermie. Ani po piidani pfirozeného antioxidantu

glutathionu se Zivotaschopnost spermii nezlepsila.

Degenerative acrosome exocylosis

DNA fragmentation
Degradation of mRNAs

‘:”!utui‘h 148

Translocation of P1 and H1 Disruption of perinuclear theca

Reduction of
mitochondrial activity

SH
HS

Disruption of disulfide bridges between
cysteine radicals of protamines

Reduction of sperm motility Changes on membrane fluidity/integrity
and on ion channels
Obrazek 3 Hlavni poSkozeni spermatu prasat zpiisobené zmrazovanim a rozmrazovanim

(Yeste et al 2017).
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3.8 Priklady kryokonzervace ejakulatu nékterych volné Zijicich zvirat

V roce 2009 byla publikovana studie, kterd se vénovala odbéru a kvalit¢ semene po
rozmrazeni voln¢ zijicich supti bélohlavych (Gyps fulvus). Odbér spermatu a jeho
kryokonzervace byly provadény na ¢tyfech jedincich pochéazejicich z ptirody i ze zajeti. Odbér
spermatu byl provadén metodou bifisni masdze dvakrat tydné v obdobi prosinec — biezen.
Utinnost odbéru spermatu byla spise nizka (27,9 %) a mezi jedinci se nelisila. U ejakulatu
vSech Ctyf supl nebyly zjistény rozdily v objemu, koncentraci spermii ani jejich
zivotaschopnosti. Po zmrazeni a nasledném rozmrazeni spermatu byla Zivotaschopnost spermii
oproti Cerstvému ejakulatu nizs§i (Madeddu et al. 2009).  Kryokonzervace  spermatu  je
moznosti, jak zachovat geneticky potencial u vzacnych druhli, mezi néz patii sup bélohlavy
(Madeddu et al. 2009)

Kryokonzervaci spermii u muflona evropského (Ovis musimon) a danka evropského
(Dama dama) ziskanych post mortem ve své praci popisuje (Boveda et al. 2018). Byla
posuzovana ucinnost konvenéniho pomalého zmrazovani s vyuzitim glycerolu ve srovnani s
ultrarychlym zmrazenim se sachar6zu misto glycerolu. Posuzovéany byly vlastnosti spermii —
motilita, viabilita, integrita akrozOmu a membran a morfologické abnormality pted a po
kryokonzervaci. Hlavnim pifinosem vyzkumu bylo ovéfeni mozZnosti pouziti metody
ultrarychlého zamraZeni spermii volné Zijicich pfezvykavct pro jednoduchost provedeni a

spolehlivost piimo v terénu (Boveda et al. 2018).
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4 Zavér

V bakalaiské praci byly shrnuty dilezité informace tykajici se zplisobu kryokonzervace
ejakulatu samcu. Jako dilezita soucast reSerSe byla zafazena ¢ast tykajici se raznych metod
odbéru ejakulatu nejen u odlisnych druhti volné Zijicich savc, ale 1 u ptakl, obojzivelnik,
plazi a ryb.

Jako velmi zésadni se ukéazala skute¢nost naléhavé situace v oblasti zachovani druhové
rozmanitosti a pocetnosti populaci jednotlivych druht zvifat. Popsana problematika ukézala
odkryty i dalsi oblasti, kterym je nutné se v tomto sméru jesté v budoucnosti vénovat.

U nékterych vzacnych zvitat reprodukce probihéd velmi pomalu a pfirozeny zpiisob
rozmnozovani v mnoha ptipadech jiz neni mozny. Ptikladem mohou byt severni bili

nosorozci, kterych ve volné ptirod¢ v Africe zije jiz jen n€kolik poslednich kusu. Proto je v

soucasné dobé hlavnim cilem je rozmnoZit a uchovat jejich genetickou informaci.
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