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Modifikace konvencnich redidel za ucelem zlepseni
kvalitativnich  parametri  konzervovaného beraniho
spermatu

Souhrn
Prace je zpracovana jako literarni reSerSe a zabyva se souhrnem poznatkl o zpracovani
ejakulatu a aditivnich pridavkl(l do redidel a naslednym hodnocenim na bazi polnich testu
(inseminace) ¢i specializovanych laboratornich test(.

Jeden z hlavnich dlvodU nizkého vyuziti inseminace v chovu ovci je kvuli tomu, Ze
berani ejakulat ma nizkou kryotoleranci a tudiz buriky po rozmrazeni maji nizkou fertiliza¢ni
schopnost. Média pro konzervaci jsou primarné typovana pro velké prezvykavce. Proces
zpracovani ejakulatu ma nékolik fazi. Jednou z nejdulezitéjsi a nejslozitéjsi ¢asti procesu byla
konzervace ejakuldtu a rozmrazovani, kde dochdzi k nejvétsim ztrdtdm na kvalité inseminaéni
davky.

K ziskavani ejakuldtu od berana se vyuZivd metoda odbéru umélou vaginou, pomoci
elektroejakulace ¢i post mortem. Nejvyuzivanéjsi metoda je pomoci umélé vaginy, jelikoz je to
nejpfirozenéjsi a nejméné stresujici. Méné vyuzivanou metodou je post mortem, neboli po
smrti zvifete.

. Cilem této bakalarské prace bylo zaméfrit se na konvencni fedidla, které byly doplnény
aditivy za ucelem zlepseni kvalitativnich parametr( pro konzervaci beraniho spermatu. Tyto
latky se do redidla pridavaji i za icelem ochrany spermii béhem chlazeni a zmrazovani. Mezi
nejvyznamnéjsimi aditivy patfi antioxidanty, vitaminy, rostlinné extraty a dalsi neméné
vyznamné aditiva. Antioxidanty chrani buriky pfed reaktivni formou kysliku, a diky tomu
udrzuji spermie ve spravné fyziologické Cinnosti. PFi pouziti antioxidantu astrayanthinu bylo
zjisSténo mnoha autory zlepSeni Zivotaschopnosti uloZzeného spermatu. Mezi nejhlavnéjsi
vitaminy patfi vitamin E, trolox, kyselina askorbova ¢i vitamin B12. Vitaminy jsou dllezité
k zachovani kvality spermatu. Rostlinné extraty, které jsou napfiklad z hrebicku, rozmarynu,
zeleného ¢aje, napomahaji ke zlepseni kvality. Velmi pozitivni vliv mélo také poutziti Zelatiny,
ktera zvysila viskozitu média a snizila pohyblivost spermii.

Vyznamnou metodou inseminace byla zjiSténa intracervikdlni metoda, diky nizkym
finanénim nakladdm, jednoduchosti a rychlosti provedeni. Avsak nejlepSich vysledki
zabfezavani dosahla metoda laparoskopickd, kterd je vSak z finanéniho hlediska mnohem
draZsi a jeji proveditelnost je sloZitéjsi i Casové narocné;jsi.

Specializovanymi laboratornimi testy jsou pocitatovda metoda CASA, hypoosmoticky
test a pratokova cytometrie. Pomoci téchto pfistrojovych metod Ize ziskat data o morfologii,
motilité, koncentraci, vitalité spermii, dale analyza DNA a mnozstvi poskozenych a mrtvych
bunék.

Klicova slova: ovce, inseminace, fedéni ejakulatu, konzervace inseminacnich davek,
fedidla



Modification of conventional diluents in order to
improve the quality parameters of conserved ram sperm

Summary

The work is processed as a literature search and deals with a summary of knowledge about
the processing of ejaculate and additive additives to diluents and subsequent evaluation
based on field tests (insemination) or specialized laboratory tests.

One of the main reasons for the low utilization of insemination in sheep farming is due
to the fact that lamb ejaculate has low cryotolerance and therefore the cells have a low
fertilization capacity after thawing. Preservation media are primarily typed for large
ruminants. The ejaculate processing process has several stages. One of the most important
and complicated parts of the process was the preservation of ejaculate and thawing, where
the greatest losses in the quality of the insemination dose occur.

To obtain ejaculate from the ram, the method of collection by artificial vagina,
electroejaculation or post mortem is used. The most used method is using an artificial vagina,
as it is the most natural and least stressful. The less used method is post mortem, or after the
death of the animal. The aim of this bachelor thesis was to focus on conventional diluents,
which were supplemented with additives in order to improve the quality parameters for the
preservation of sheep semen. These substances are also added to the diluent to protect sperm
during cooling and freezing. The most important additives include antioxidants, vitamins,
plant extracts and other equally important additives. Antioxidants protect cells from a reactive
form of oxygen, keeping sperm in proper physiological activity. Using the antioxidant
astrayanthin, many authors have found an improvement in the viability of stored sperm. The
most important vitamins include vitamin E, trolox, ascorbic acid and vitamin B12. Vitamins are
important for maintaining sperm quality. Plant extracts, which are made of cloves, rosemary
and green tea, for example, help to improve quality. The use of gelatin, which increased the
viscosity of the medium and reduced sperm motility, also had a very positive effect.

The intracervical method was found to be an important method of insemination,
thanks to its low financial costs, simplicity and speed of execution. However, the best results
of conception were achieved by the laparoscopic method, which is much more expensive from
a financial point of view and its feasibility is more complex and time-consuming.

Specialized laboratory tests are computer method CASA, hypoosmotic test and flow
cytometry. Using these instrumental methods, data on morphology, motility, concentration,
sperm vitality, DNA analysis and the number of damaged and dead cells can be obtained.

Keywords: sheep, insemination, dilution of ejaculate, conservation of insemination
doses, thinners
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1. Uvod

Konzervace beraniho spermatu na inseminaci je jako u ostatnich hospodarskych zvirat
nejrozsirenéjsi a nejstarsi biotechnologickou metodou, ktera ma velky vyznam na uZitkovost
hospodarskych zvirat.

Tato metoda umoznuje rychlé rozsifeni cennych gen( v populaci a lepsi geneticky
pokrok, kontrolu reprodukce a sniZeni prenosu pohlavnich chorob (Cseh et al. 2012).
Na umélou inseminaci se vyuZiva mensi pocet plemennych berand, jelikoZ ejakulat redime,
abychom ziskali vetsi pocet inseminacnich davek, které obsahuji nizsi koncentraci spermii
(Leboeuf et al. 2006).

V chovu ovci neni rozvoj inseminacnich davek na takové urovni, jako u skotu nebo
prasat, ale postupné se jeho vyuZiti rozviji. Neustdle se zdokonaluji fedidla za ucelem
zlepsSeni kvalitativnich parametri konzervovaného beraniho spermatu. Jelikoz chovatelé
v Ceské republice nejevi vysoky zdjem o chov ovci, tak se zde tolik inseminace nevyuZiva.

Abychom mohli ejakulat pouzit na konzervaci, musi projit hodnocenim. Kvalita semene
se zjistuje ihned po jeho odbéru, a to makroskopickym a mikroskopickym hodnocenim,
stanovenim patologickych spermii a specializovanym vysSetienim.

Zjistujeme objem, konzistenci, koncentraci a aktivitu spermii dale morfologii spermii,
jejich vzhled, pohyblivost a dalsi ukazatele kvality (Louda 2001).

Dalsim hodnocenim, které se provadi je Zivotaschopnost spermii a jejich aktivita pred
mrazenim a po rozmrazeni inseminacni davky. K tomu ndm pomahaji redici roztoky, o kterych
se ve své praci zminuji. Dale jsem se zaméroval na modifikaci konvencnich fedidel, které vedou
ke zlepseni téchto parametra.



2. Cil prace

VyuZiti biotechnologickych metod u malych prezvykavcl je velmi omezené. Proto vSechny
informace vedouci ke zlepseni dil¢ich postupd, jsou dllezZité s ohledem na potencidlni rozvoj
tohoto odvétvi. Cilem bakalarské prace je formou literarni reserSe definovat aktudlni poznatky
tematicky zamérené na aditiva ptidavand do redidel, jejichz ucinkem je zlepSeni kvalitativnich
ukazatell konzervovaného beraniho spermatu. Jako disledek bakalafské prace bude navrzeni
moznych postupll pro optimalizaci vyroby inseminacnich davek, popf. zlepseni Uspésnosti pfi
nasledné inseminaci.



3. Literarni resSerse

3.1. Ziskavani ejakulatu od berana

K odbéru semene se vyuziva nékolik metod. Nejpouzivanéjsi metodou odbéru ejakulatu u
prezvykavcl je odbér do umélé vaginy, ktera je nejvice spolehliva, jelikoZ zvifata nejsou ve
stresu a zisk spermatu je vetSi nez u druhé metody (Malejane et al. 2014). Mezi méné
pouzivané metody radime elektroejakulaci, kvlli mensimu zisku ejakulatu a vétSimu stresu
zvifat pfi  vykondvani. (Gamcik, 1984). Dalsi nepfiliS pouZivanou metodou je
post- mortem a to kvlli jeji sloZitosti provedeni (Kaabi et al. 2003). S odebranim ejakulatem
je potfeba zachdzet velice Setrné, aby nedoslo k tepelnému a chladovému Soku. Dale musime
dbat na to, aby nedochdzelo k pfipadné kontaminaci vody nebo dezinfekénich prostredkd,
slunecniho zareni a vzduchu (Nuti 2007).

Pfi porovnani odbéru spermatu pomoci elektroejakulaci a do umélé vaginy bylo
zjisténo, Ze pfi odbéru elektroejakulaci je objem ejakuldtu vy3si (1,12 cm?) ne? pfi odbéru do
umélé vaginy (0,71 cm?3). Rozdilné hodnoty byli pozorovani pfi koncentraci spermii a jejich
motilité, kde byli tyto hodnoty pfi elektroejakulaci vyrazné nizsi (koncentrace 900-1000 mil.
vl cm3, motilita je 76 %). Hodnoty pfi odbéru do umélé vaginy dosahovali hodnot
(koncentrace 3 586 mil. v 1 cm?3, aktivita je 84 %). Dle vyzkumu Tapaloaga (2016), ktery
zkoumal u obou metod zménu morfologie spermii a dosel k zavéru, Ze ani jedna z metod na
tuto zménu nema vliv. U dalSich pokusl se zjistilo, Ze morfologické zmény na spermiich, se
vyskytuji vice u mladsich jedincl nez u starsich (Akpa 2012).

3.1.1. Odbér spermatu umélou vaginou

Pro odbér spermatu pomoci umélé vaginy se vyuziva stejny typ umélé vaginy, jako se vyuziva
u bykl, akorat atrapa vaginy je zkrdcend, aby se zabrdnilo pfipadnym ztrdtam semene
(Romano & Christians, 2009). Uméla vagina se skldda z pevného vnéjsiho pouzdra ve tvaru
trubky o délce 20 cm a priméru 5 -5,5 cm a vnitini gumové vlozky, ktera se vloZi do pouzdra
a dosahuje délky 32 cm o priméru 3 -3,5 cm (Wernerova 2015) Posledni ¢asti je sklenény
dvoustranny sbéra¢ semene. Pfed samotnym odbérem se mezisténa vyplni vodou o teploté
38 —42 °C, kvdli stimulaci teploty téla samice. Pomoci vzduchového ventilku, ktery se nachazi
na strané pouzdra, regulujeme tlak, ktery samec vyviji na sténu pochvy (Gamcik et al. 1992).
Na vnitfni stranu umélé vaginy se nanese lubrikant s nespermicidnimi latkami, aby nedoslo
k poranéni penisu samce. Nejcastéji se vyuzivd vazelina nebo sonograficky gel (Kos et al. 2019).
Na opacény konec umélé vaginy se pfipevni jednorazovy sbérac semene (Wernerova, 2015). Po
Uspésném odbéru putuje ejakulat do laboratofe, kde se posoudi jeho makroskopické
a mikroskopické vlastnosti viz kapitola ,3.2 Hodnoceni kvality beraniho spermatu”
(Malejane et al 2014). Pro odbér do umélé vaginy se vyuZivd uméla atrapa nebo je mozné
pouzit ovci, kterd je v fiji, pomoci jeji pfitomnosti se zvySuje ziskdni objemu ejakuldtu
a urychluje se i odbér semene. Odbér ejakulatu Ize provadét 1-2 krat denné maximalné 5krat
tydné (Louda 2009). Dle HoSek (2016) je lepsi provadét odbér maximalné 2—3krat tydné. Dle
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vyzkumu Colenbrander (2003) ma pfiznivy vliv na mrazivost spermii pauza 2-3 dny mezi
jednotlivymi odbéry ejakulatu.

3.1.2. Odbér spermatu pomoci elektroejakulace

Dalsi metodou je odbér pomoci elektroejakulace, kde se vyuziva bipolarni elektroda, kterd je
vsunuta do konecniku berana (HoSek 2016). Metoda se nejcastéji pouziva mimo
pripoustéci obdobi u zvifat, které nejsou zvyklé na umélou vaginu (Abril-Sanchez et al. 2017).
Elektroda ma tvar duté tycinky o délce 32—40 cm s priimérem 1-1,5 cm. Na konci pfistroje
jsou dvé elektrody o délce 10 cm (Matthews et al. 2003). Elektroda pusobi cyklické impulzy,
které lze stimulovat postupnym zvySovanim impulz(. Nevyhodou této metody je zména
semenné plazmy, coz vede k poskozeni pti kryokonzervaci (Santiago-Moreno et al. 2009). Dalsi
nevyhodou je jeji bolestiva a pfilis stresujici aplikace, coz vyvolava zvyseni koncentrace
kortizolu v séru a to ma za nasledek zvySenou dechovou a srdecni frekvenci. Pfed samotnym
vsunutim se elektroda vyplachne vlaznym roztokem NaCl, coZ ma za nasledek leh¢i prichod
elektrického proudu. Nakonec se sterilné odisti predkozkovy otvor (Wernerova 2015). Cely
proces trva priblizné 3 minuty (Gamcik et al. 1992). Vhodnéjsi metodou elektroejakulace je
metoda TUMASG, ktera se provadi transrektalnim ultrazvukem fizenou masazi pridatnych
pohlavnich Zl3z. U této metody se nepouZivaji Zadné impulzy nebo mnohem méné nez je tomu
pfi normalni elektroejakulaci. Dle vyzkumu, kde byli porovnani tyto dvé metody, se zjistilo, Ze
mnohem vhodné;jsi metodou pro berana je metoda TUMASG (Abril-Sanchez et al. 2017)

3.1.3. Odbér spermatu post-mortem.

Odbér spermatu post-mortem se fadi mezi chirurgické metody a provadi se, co nejdfive a to
od 0-24hodin (Garde J et al. 1994). Dle jinych vyzkum( Ize vzorky odebrat
z nadvarlete i do 48hodin po smrti zvifete (Kaabi et al. 2003). Jestlize nelze odebrat sperma
z nadvarlete sperma okamzité, je moznost konzervovat celé nadvarle pfi teploté 5 °C
a nasledné do 24hodin zpracovat vzorek (Kishikawa H et al. 1999, Shaken et al. 2008). Tato
metoda je vyhodna pro ziskani genetickych rezerv u cennych zvifat nebo u ohrozenych druh(
(Hewitt et al. 2001). Ejakuldt se odebird z ocasu nadvarlete, kde se na jeho spodnim konci
provede nékolik rezli, které umozni vyplaveni ejakuldtu. Ten je nasledné shromdazdén do
fedidla o teploté 37 °C (Abu et al. 2016).

Kaabi et al. (2003) ve svém vyzkumu pouZil roztok Tes-Tris-fruktézy doplnénym
vaje¢nym Zloutkem (10 %) a glycerolem (4 %). Zmrazovani probihalo pomoci laboratorniho
mrazaku, kde teplota klesala 0-20 °C/minutu. Zjistilo se, Ze spermie prfed zmrazenim i po
rozmrazeni vykazovali Zivotaschopné spermie do 48 hodin po smrti zvifete. Dale zjistili, Ze
spermie z nadvarlete skladované pfi teploté 5 °C dosahovaly lepsi motility a nizsi procento
abnormalnich forem neZ spermie nadvarlete skladované pfi pokojové teploté po 24 a 48
hodinach. S timto vyzkumem souhlasil i Bergstein-Galan et al. (2017).
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3.2. Hodnoceni kvality beraniho spermatu.

Plodnost samcl se hodnoti mnoZstvim a kvalitou ejakulatu, oplozovaci schopnosti spermii a
schopnosti provadét koitus. Hlavnim cilem hodnoceni ejakulatu, je pfedpovédét oplozovaci
kvality beraniho spermatu se provadi makro/mikroskopické laboratorni hodnoceni
(Edmondson et al. 2012). Vysetifeni se provadi ihned po odbéru u berand chovanych v
inseminacnich stanicich, pro vyrobu mrazenych inseminacnich ddvek a to pravidelné. U
berand, ktefi jsou sezonné s ovcemi ve stadé, se vysetfeni provadi 4-6 tydn(i pred zahajenim
pfipoustéci sezony (Louda et al. 2001). DalSim dllezitym hodnocenim je stanoveni
patologickych spermii a specializované vysetfeni ejakulatu (Edmondson et al. 2012).

hlavicka

jadro

stfedova Cast

vinicf
se bicik

/

konecny prstenec

Obrazek 1 Stavba spermie (Trojan S et al. 2002)

3.2.1. Makroskopické posouzeni

Makroskopické posouzeni provadime zrakem a Cichem. Posuzujeme barvu, zrnitost,
konzistenci, obsah primési, objem a pach ejakuldtu (Heidari et al. 2021).

Objem

Mnozstvi ejakuldtu posuzujeme v pipeté ihned po odebrani. Objem by mél mit okolo
0,5-1,5 ml (Gamcik et al. 1992). Mnozstvi objemu ovliviiuje napf: plemeno, genetické
predispozice, intenzita pohlavniho vyuzivani, technika odbéru, kvalita krmeni, ro¢ni obdobi
a zdravotni stav (Véznik et al. 2004).

Hustota a konzistence

Hustota beraniho semene se posuzuje ve sbéradi, kde skrz néj nechdme prochazet
svétlo. Sperma, které ma dobrou kvalitu se poznad tak, Ze je husté a neprlhledné
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(Gamcik & Kozumplik 1992). Konzistence beraniho spermatu by méla byt mlécnd az
smetanova (Youngquist &Threfall 2007).

Barva a pach

Specifickd barva spermatu je dana hustotou a konzistenci semene. Semeno je vétSinou
krémové bilé, jasné Zluté nebo svétle Zluté (Ahmad & Noakes 1996). Ejakulat m{ze mit
i namodraly odstin, pokud je tam vysokd koncentrace spermii. Barvu posuzujeme proti svétiu
nebo tmavé podloZce, na kterou dopada svétlo ve sbéraci (Pena et al. 2005). Pach odebraného
semene by mél byt citit po viné (Gamcik & Kozumplik 1992).

3.2.2. Mikroskopické posouzeni

Mikroskopicky se zjistuje koncentrace spermii v 1 mm?3 a v celém ejakulatu, aktivita
spermii, morfologické vady a pH. (Gamcik 1984).

Koncentrace

Stanovenim koncentrace ejakulatu zjistime nejdilezitéjsi informaci o jeho kvalité
a nasledném zpracovani pfi pfipravé inseminacnich ddvek. Pro spravné urceni hustoty
existuje nékolik zplsobu a to odhadem, fotometricky, hemocytometricky nebo pocitacové
(Wernerova 2015). Hustota ejakuldtu se pohybuje okolo 2—5 miliond spermii na 1 mm?3 a déli
se na 6 stuprid. Od velmi hustého ejakuldtu, ktery ma hodnoty 4-5 x 10° spermii v mm3, aZ po
velmi fidky ejakulat, ktery ma 1 x 10° spermii v mm3. Koncentrace pro kratkodobou konzervaci
ejakuldtu ma mit minimalné 2x 10° v 1 mm?3. Pro dlouhodobou konzervaci by méla byt hodnota
2,8x 10 v 1 mm?® (Johansson et al. 2008).

Motilita

Tufarelli et al. (2010) ve své studii hodnoti motilitu neboli pohyblivost spermii na
stupnici 1-5, kdy hodnota 1 urcovala nepohyblivé spermie a hodnota 5 velmi rychly
progresivni pohyb. Motilita spermii je ovlivnéna kaskddou proteint. Posledni dobou je
zaznamenam veliky pokrok ve vyzkumu proteind a jejich funkci na spermie, ale studie
provadéné na malych prezvykavcich jsou spiSe vzacné (Zhu et al. 2020). Stanoveni Zivych
a mrtvych spermii je velice dllezZité, jelikoZz inseminacni ddvka musi obsahovat minimalné
70 % Zivych spermii (Madhuri et al. 2012). Ke stanoveni Zivych a mrtvych spermii pouzivame
dehydrogenacni zkousku nebo tepelny test prezZitelnosti (Verstegen et al. 2002).

pH

Berani maji pH ejakuldtu v rozmezi okolo 6,4 7,2, které zavisi na hustoté semene. Kvalitni
ejakulat by mél mit pH 6,4 —6,6. Jakmile semeno presahne 7 pH, sniZi se koncentrace spermii
(Gamcik 1984).

3.2.3. Stanoveni patologickych spermii

Morfologické vysetfeni patfi mezi nejobjektivnéjSi metody posuzovani ejakuldtu, které slouzi
jak pro védecké Ucely, tak i pfi provadéni inseminace (de Paz 2011). U¢elem tohoto vysetieni
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je identifikovat berany, co se nemohou kvuli negativnim vysledkiim zaradit do plemenitby.
Pomoci morfologické analyzy zjiStujeme procento tvarové zménénych spermii
a normospermii bez morfologickych vad (Wernerova 2015). Hodnoceni se provadi s Cerstvé
odebranym ejakuldtem, ktery se nanese na sklicko a obarvi se. Dfive se nejc¢astéji pouzivali
metody barveni dle Wels x nebo dle Brandon-Farellyho. Dnes se vsak na stanoveni
patologickych zmén pouziva pfristrojové méreni CASA (Kliment et al. 1989). Pozorujeme
primarni zmény na spermiich béhem spermiogenetického cyklu az po ptrichod spermii do
ocasu nadvarlete. Zmény pozorujeme hlavné na hlavic¢ce, stfednim mitochondrialnim oddilu,
v akrozomu. VSechny tyto zmény poukazuji na poruchy semenotvorného a vyvodného
systému (Gamcik & Kozumplik 1984). Sekundarni zmény nastavaji pfi delSim pobytu spermii
v ocase nadvarlete. Zde pozorujeme vady na biciku, kde jsou morfologické zmény, v disledku
nedokonceného zrani nebo pfi nespravném odbéru a zpracovani semene. Mezi dalsi zmény
patfi nabobtnani, uvolnéni, roztrhnuti akrozomu a hlavicky (Véznik et al. 2004).

Vady spermii

Kvali tvorbé inseminacnich davek musime vysetfovat morfologii spermii u vSech plemenik
(Johansson 1997). Vady spermii jsou zpusobené pfi vyvoji nebo az po Uplném dokonceni
vyvoje. DalSimi negativnimi vlivy, které Skodi vyvoji spermii a jejich morfologii jsou toxiny,
infekce a wvyZiva. AvSak nejvétSi vady jsou vyvolané genetickymi poruchami.
V normalnim ejakuldtu by se nemélo vyskytovat vice jak 15 % téchto pozménénych spermii
(Gamcik & Kozumplik 1992).

Vady spermii na hlavicce

Vady na hlavicce spermie jsou nejcastéjSimi defekty pfi spermiogeneze. Déli se na

poruchy akrozomu, kterych nesmi byt vice nez 10 % a poruchy samotné hlavicky, které nesmi
presahnout 5 % z celkové inseminacni davky. NejcastéjSimi problémy na akrozomu jsou
zbobtndni, zvrasnéni, knoflikovy defekt, svleCeni z hlavicky, perzistujici akroblast a kondenzace
akrozomové hmoty. Castymi vady tvar(i u hlavicky spermie jsou gigantické hlavicky, pfilis malé
hlaviéky, hlavicky hruskovitého tvaru, ziZzeného tvaru, zizeni hlavi¢ky, zvySeny pocet hlavicek
na jedné spermii (Kliment et al. 1989).

Vady spermie na akrozomu

Nejcastéjsi vadou je akrozom nabobtnaly, ke kterému dochazi pfi manipulaci se
spermatem, kdyZz se do sbérade dostane voda. Dalsi zménou akrozomu je kondenzace
akrozomové hmoty k pfednimu okraji hlavicky, zfaseni okraju hlavicek nebo ridzné granulace
v akrozomu (Gamcik et al. 1984).

Vady spermie na biciku

Vady spermii na bic¢iku se déli dle mista umisténi defektu. NejdUlezitéjsi ¢asti jsou
mitochondridlni pochvy, které se nachazi ve spojovaci casti hlavicky a bic¢iku. Prvni z vad
u biciku je jeho uloZeni v implantaéni jamce hlavicky. DalSimi ¢astymi problematiky jsou rlizna
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ohnuti, zlomeni, pfili§ dlouhé nebo kratké biciky, vyssi pocet bicikd, rlizné stoceni biciku,
zdvojeni biciku a oddéleni hlavicky a bi¢iku (Louda et al. 2001).

Tyto vady jsou nejvyznamnéjsi skupinou, které se projevuji na mitochondrialni pochvé.
Hlavnim néasledkem je zeslabeni celého spojovaciho oddilu, a tim dojde k fraktufe biciku.
Pri¢inou je predevsim geneticka predispozice (Barth et al. 1989).

Nezralé spermie

Tyto spermie pozname tak, Ze maji zadrzenou protoplazmatickou kapku na krcku.
V normalnim ejakuldtu, ktery se pouZivd na inseminacni davky, nesmi byt vice nez 2 %
nezralych spermii. (Gamcik & Kozumplik 1984).

3.3. Zpracovani ejakulatu

K ziskani kvalitni inseminacéni davky vede dlouhd cesta. Od zisku semene pres fedéni
a spravné uskladnéni, manipulace s nimi a na konec k dobfe provedené inseminaci. Na vSech
téchto bodech muze dojit k znehodnoceni inseminacéni davky (Gamcik & Kozumplik 1984).
Zpracovani ejakuldtu se déli na fedéni, chlazeni, ekvilibraci a naslednou konzervaci. U¢elem
fedéni a konzervace spermatu je zajistit potfebu maximalniho vyuziti a prodlouzeni oplozovaci
schopnosti spermii, co nejdéle je to mozné (Smerha 1980).

3.3.1. Redidla

Redidla by méla obsahovat pufrovaci schopnost, vhodnou osmolalitu a méla by chrénit
spermie pred kryogennim poskozenim (Maksimovic et al. 2018).

Nejcastéji pouzivana fedidla jsou na bazi tris (hydroxymethyl-aminometan), citratu
sodného a cukrl (fruktézy, glukdzy, sachardzy, rafindzy). Prfidani kyseliny citronové,
antioxidantl, mastnych kyselin a antibiotik lze také zlepsit skladovatelnost ejakuldtu.
PouZivané latky Zivoc¢isného plvodu jsou latky vaje¢ného Zloutku nebo mlécna redidla, kterd
se poutzivaji plnotucna, odstfedéna nebo ve formé UHT mléka. Latky ZivociSného plvodu
pfindsi riziko mikrobialni nakazy (Salamon & Maxwell 2000). Z tohoto dlivodu se vyzkumnici
v poslednich letech zaméruji na zaménu zZivocisnych latek za nezivocisné latky (Gil et al. 2003).

Redidla je moZné si vlastnoru¢né vyrobit nebo zakoupit jiz zhotovené jako napf:
komeréné vyrabéna redidla bez Zivocisnych latek pod nazvem Andromed, Biociphos, Biadyl,
Optidyl, Optixcell, Ovixcell atd. Redidla s Zivocisnymi komponenty pak Triladyl a Ovipro
(Heged(iSova et al. 2012). Mnozstvi pouzitého rfedidla a semene zavisi na metodé zpracovani
spermatu (Faigl et al. 2011).

3.3.1.1 Redidla na kratkodobou konzervaci

Na kratkodobou konzervaci ejakuldtu se vyuZivaji stejné komponenty jako pti konzervaci
byciho ejakulatu. V soucasnosti se pouZivaji fedidla na bazi Tris — glukéza — Zloutek nebo Tris
— citrat — fruktéza — zloutek (Shipley et al. 2007). Redidla pouZivana na kratkodobou konzervaci
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jsou uchovana po dobu 8—12 hodin a jsou vyrabéna v laboratotich nebo v polnich podminkach.
PouZivand fedidla jsou Zloutko-citrdtova, Smerha, Zloutko-citrdtové upravend, mlécna,
komercni fedidla bez komponentl Zivoc¢isSného plvodu (Andromed) nebo s komponenty
7ivocigného ptivodu Tryladyl a ovipro (Cunat 2013).

Napfriklad Lopez Saez et al. (2002) zkoumali Uc¢innost fedidel ejakuldtu u kratkodobé
konzervace. Zabyvali se pohyblivosti spermii a procentem neposkozenych akrozomdu.
Zkoumany ejakulat, byl skladovan pfi 5 °C po dobu Sestnacti dn. Na vyzkum bylo pouzité
fedidlo odstfedéné mléko, redidlo Test, redidlo Tris trehalosa. Vyhodnoceni zkoumanych
hodnot, bylo vidy po 24 hodinach a bylo zjiSténo, Ze nejlepsi vysledky mélo redidlo Tris-
trehalosa. U tohoto redidla byla namérend pohyblivost spermii (94,7 + 1,36 %) a mélo nejnizsi
procento spermii s neposkozenym akrozomem. Ke konzervaci bylo pouzité medium trehaldza,
které bylo zdrojem energie pro spermie a chranilo membrany bunék. Zjistilo se, Ze spermie
skladované pfri teploté 5 °C maji vétsi zivotaschopnost, nez spermie skladované pfi 15 °C
(Lopez Saez et al. 2002).

Kozdrowski et al. (2007)ve svém vyzkumu uvadi, Ze separaci semenné plazmy pomoci
odstfedéni a jejim naslednou ndhradou fedidly zvySime Zivotaschopnost spermii jak pfri
zmrazeni, tak i po rozmrazeni. Redidla, které poufil, jsou tris pufr obsahujici glukdzu, kyselinu
citrénovou a glycerol s pfidavkem vaje¢ného zloutku (Kozdrowski et al. 2007).

Salamon & Maxwell (1995) ve své prdaci uvadéji, Ze:,,Pri redéni laktdzy s arabskou
gumou, citratem, Zloutkem a glycerolem, vychazi bfezost ovci kolem 26—65 %’°. Zatimco pfi
béznych fedidlech laktdzy s vajeénym Zloutkem jsou hodnoty kolem 12-46 %.

Redidla na bazi citrdtu maji mnohem lepsi integritu plazmatické membrany, procento
hybnosti a progresivniho pohybu spermii nez rfedidla na bazi Tris, avSak fedidla na bazi mléka
maji podobné hodnoty, jako méli fedidla na bazi citratu. Redidla na bazi citratu méla
(70,32 + 3,93 %.) a Fedidlo na bazi Tris mélo hodnotu (55,48 + 5,76 %.). Redidla na bazi mléka
méla hodnotu (65,38 + 3,15 %.) a pfi skladovani kolem 24-48 hodin bylo zjisténo, Ze mlécny
fedidlo je pro spermie méné skodlivy nez u ostatnich dvou (Kozdrowski et al. 2007).

3.3.1.2 Redidla na dlouhodobou konzervaci

Mezi zakladni fedidla v dneSni dobé radime destilovanou vodu, kterd slouzi jako nosi¢
komponentl: kryoprotektiva, pufry, cukry, antibiotika, aminokyseliny a mastné kyseliny
(Beran et al. 2014). Na ochranu pfi mrazeni inseminacnich davek se pfidava do fedidel glycerol,
coz je kryoprotektivum a jeho optimdini koncentrace se pohybuje v rozmezi 4-8 %
(Salamon & Maxwell 2000). Kryoprotektiva jsou dllezitou soucasti fedidla, jelikoz chrani buriky
béhem kryokonzervace pred roztrhanim ledovymi krystaly. Ty vznikaji pfi procesu mrazeni.
Dalsi vlastnosti této latky je ochrana bunék pred chladovym Sokem a také zvySuje jejich
odolnost (Ball & Peters 2004). Také dychdani spermii je zakladni Zivotni projev, ktery zapocne
jiz v ejakulatu pomoci produktl latkové vymény kyseliny mlécné. Ta postupné okyseluje
prostredi a zpomaluje pohyb spermii. Dale navozuje anabidzu jejich odumirani (Mutalik et al.
2014). Redidla, kterd se pouzivaji k pfipravé inseminaénich davek, by méla poskytovat
spermiim energii, izotonicky, osmoticky tlak, pufrovaci systém a chranit je pfed chladovym
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Sokem (Edmondson et al. 2012). Vyznamny vliv na motilitu a dychani spermii ma hodnota pH,
jeho optimalni hodnota je okolo 6-6,5. V téchto hodnotach vykazuji spermie nejvyssi prijem
kysliku a motilitu. PouzZivand fedidla jsou dostupné biochemické latky, které ovliviuji
schopnost spermii a predchazi jejich poskozeni v pribéhu mraziciho procesu. Také slouzi jako
ochrana pro spermie béhem mrazeni a zlepSuji motilitu po jeho rozmrazovani
(Siddigue et al. 2006).

Dalsi, kdo zkoumali ejakulat u dlouhodobé konzervace, byli panové Soltanpour &
Moghaddam (2014), ktefi posuzovali pH, Zivotaschopnost spermii a jeji pohyblivost v pribéhu
3 dn( skladovani po rozmrazeni ejakulatu. Ziskany ejakulat, byl smichan s fedidly na bazi Tris
o hmotnosti 3,7 g, kde byl pfidan rfedidlo ve formé 2 g kyseliny citronové a 1 g fruktézy. Druhé
fedidlo bylo na bazi Tris 2,7 g a obsahovalo také 1 g kyselinu citronovou a 1,5 g fruktdzy.
Prisada Tris pusobila jako pufr, ktery zabrarnioval vykyvim pH. Zdrojem energie byly ptisady
fruktdézy a kyseliny citronové. Na ochranu bunécné membrdany spermii béhem chlazeni byla
uréena prisada vaje¢ného Zloutku. Posledni ptisada méla za ukol chranit membranu béhem
procesu. Zvyzkumu bylo zjisténo, Ze lepSi Zivotaschopnost spermii a hodnot pH byli
zaznamenané u druhého redidla, kde vysledky dosahovaly hodnot Zivotaschopnych spermii
priblizné (65,5 + 2,44 %) a hodnota pH byla okolo (6,9 + 0,07).

3.3.2. Redéni ejakulatu

Redé&nim pFed konzervaci spermatu zajistime idealni podminky pro del3i Zivotnost spermii a
zachovani jejich fertiliza¢ni schopnosti. Také pomoci fedéni upravujeme koncentraci spermii,
a tim ziskdme i vétsi objem ejakuldtu, coz vede k nainseminovani vétsiho poctu zvirfat (Mocé
et al. 2020).

V poslednich par letech se pouzivaji tfi metody na fedéni beraniho ejakuldtu: skupiny
extendory, protektory a implementory. Extendory slouzi ke zvétSeni objemu semene, které se
pouziva v Cerstvém stavu. Protektory se pouzivaji také na zvétseni objemu, ale zajistuji zdroj
vyZivy a ochranu spermii v prostfedi mimo organismus po delSi dobu. Treti skupina
implementory slouzi jako skupina protektory, ke kterym byly navic pridany latky plsobici
pfiznivé na pohlavni organy samice, a to zplsobuje pftiznivy proces oplozeni
(Stadnik & DoleZalova 2015).

3.3.2.1 Postup redéni kratkodobych konzervacnich redidel

Nejdrive se musi stanovit objem ejakuldtu a pomoci koncentrace a aktivity spermii se stanovi
pomér Fedéni. Minimalni pocet spermii v inseminaéni davce je 100 x 10° aktivnich spermii,
které jsou obsaZené v inseminaéni davce o velikosti 0,1-0,3 cm? Redéni se provadi okamzité
po odbéru pfimo ve sbéraci. Musime dbat na teplotu ejakulatu, ktera by méla mit kolem 25—
30 C°. Tradi¢ni pomér fedéni se pohybuje v poméru od 1:2 do 1:5. Podle novéjSich fedicich
protokoll se pomér pohybuje mezi 1:10 az 1:15 (Kukovics et al. 2011).

Stanovené mnoizstvi fedidla se nasaje do vyhraté odmérné pipety, kde se necha
pomalu stékat po sténé sbérace do spermatu. Pfi této manipulaci souc¢asné otacime pomalu
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se sbératem. Dale se provede promiseni, kde nasavdme a zase vypoustime smés do sbérace.
Do spermatu se nesmi foukat. Poté se ejakulat nafedi a ndsledné se pouzije k inseminaci.
Uchovava se pfi teploté 15 °C po dobu 5-9 hodin. Zchlazuje se velice pomalu a opatrné na
15 °C. Poté 30 minut uchovdame v lednici pfi teploté okolo 3-5 °C, kde fedény ejakulat
ponechame v nadobce obalené bunicitou vatou. Takto uskladnéné semeno lze pouzit do
12—-24 hodin k inseminaci (Louda & HegediiSova 2009).

3.3.2.2 Redéni dlouhodobé konzervace

Abychom mohli stanovit mnozstvi fedidla k fedéni, musime znat hodnoty hustoty, aktivity a
objemu ejakulatu. V prvni ¢asti je odebrané sperma okamZité redéno po odbéru do poloviny
konecného objemu. Semeno se nésledné ulozi do chladnicky, aby bylo zchlazeno na 1-3 °C
béhem 90 minut. Béhem této doby je dofedéna druha cast redidla, ktera je pfidavana po
kapkach v pribéhu 5 minut. BEhem celého fedéni musi byt zajisténa neustale stejna teplota
fedéného redidla a semene (Louda 2009).

3.3.3. Chlazeni a ekvilibrace

Chlazeni je proces adaptace spermii na zpomaleni metabolismu. Ten se sniZuje
o polovinu s kazdym poklesem teploty o 10 °C. TakZe pokud zchladime spermie z ptvodnich
39 °C na teplotu kolem 5 °C, tak se metabolismus spermii snizi na pouhych 8-10 %
(Amann 1989). Jakmile rychle zchladime spermie, za¢ne redukce rozkladu fruktdzy, obsahu
kysliku a syntézy ATP. Kvali tomu spermie ztraci zasobni energii a nasledné i motilitu. Proto
nafedény ejakuldt zchlazujeme pozvolna, aby nedoslo kchladovému Soku
(Blackshaw & Salisbury 1957).

Dalsi dilezZitou soucasti vyroby inseminacnich davek je ekvilibrace. Jde o proces mezi
zchlazovédnim a mrazenim. Délka ekvilibrace oznacuje celkovy ¢as, béhem kterého ejakulat
zUstava v kontaktu s glycerolem a kryoprotektantem pred zmrazenim. Dle objektivni analyzy
je doba ekvilibrace zasadni krok pro spravné udrzeni motility a integrity membrany spermie
nezdvislé na redidle (Leite et al. 2010). Zde dochazi k tomu, Ze glycerol penetruje do
spermatickych bunék a nastavuje urcitou balanci mezi intraceluldrni a extracelularni
koncentraci. Ekvilibrace spociva v balanci a koncentraci glycerolu, ale i v osmoticky aktivnich
komponent fedidel. Musime zohlednit to, Ze glycerol pronika velice rychle do bunék, takze
dostatecné dlouhé ekvilibra¢ni obdobi je spise nutné pro adaptaci membran spermii na nizké
teploté béhem mrazeni nez pro prostup glycerolu do buriky (Salomon & Maxwell 2000).

Délka ekvilibrace

Délka ekvilibrace je variabilni a trva od 30 minut do 24 hodin pfed nastupem dalsi faze mrazeni
Spousty védcl ve svych vyzkumech dosahli odlisné doby ekvilibrace.

Panové Awad & Dhami (2001) uvadéji ve své praci dobu ekvilibrace na 2 hodiny pfi
5 C°. Ddle uvadi, ze pfri této délce a teploté jsou vysledky preZitelnosti spermii ve srovnani
s variantou bez poutziti ekvilibrace lepsi (Awad 2011).
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Kolektiv Muino et al. (2007) urcili, Ze optimalni délka ekvilibrace je kolem 4—18 hodin.
Nékteré studie dokazuji, Ze ekvilibrace trvajici 18 hodin jsou nejvhodnéjsi z hlediska zvyseni
kvality vyrobenych inseminacnich davek (Muifio et al. 2007). S tim souhlasi ve své publikaci
i Arav et al. (2000) ktery uvadi, Ze pokud prodlouzime dobu ekvilibrace, tak se zvysi oplozovaci
schopnost spermie. Zde, ale vznikd problém mezi pracovni a ¢asovou narocnosti u délky
ekvilibrace ve vztahu kcelkovym nakladdm, které jsou vynaloZené na vyrobu jedné
inseminacni davky.

| pres Sirou skalu vyzkuml, stale existuji pochybnosti ohledné vlivu doby ekvilibrace na
naslednou pohyblivost spermii, jejich integritu spermatickych membran a mitochondrialnich
funkci po rozmrazeni. Minimalni délka ekvilibrace je stdle sporna. Spolurozhoduijici faktor
u ekvilibrace je také teplotni gradient chlazeni. Jeho maximalizace preziti bunék, které jsou
podrobeny zmrazeni a rozmrazeni, vyZaduji peclivy proces mrznuti (Arav et al. 2000).

3.3.4. Konzervace ejakulatu

Zasadni vliv na konzervaci ejakulatu byl zaznamenan v roce 1960. V té dobé byla objevena v
krevni plazmé Arktické tresky bilkovinna latka, ktera se oznaCovala jako ,,Thermal hysteresis”".
Ta umoznovala rybé, Ze nezmrzne i pfi -2,5 °C. Treska pouze zpomalila Zivotni projevy a pfi 1
°C nad nulou pIné ozivala. Latku identifikoval védec jménem Davenport jako antifreeze
glykopeptidy, které jsou vyuzivany ke zmrazeni embryi a pohlavnich bunék hospodarskych
zviratKonzervace ejakuldtu hraje dulezitou roli v reprodukéni biologii. Musime dbat na kvalitu
inseminacni davky, jeho spravné uskladnéni, manipulaci a nakonec dobfe provedenou
inseminaci, kterd je zdkladem kazdého chovu. Hlavnim problémem rozvoje umélé inseminace
u vSech zivocichl je schopnost uchovat Zivotaschopnost spermii mimo organismus, po co
nejdelsi dobu. Konzervace ejakuldtu u vétsiny Zivocisnych druh( vyvolava poskozeni bunék.
Pokud jsou bunky poSkozené, snizuje se Zivotaschopnost a fertilita spermii. Vhodny zpUsob
fedéni zabranfiuje poSkozovani membran spermii (Kubovicova 2011). Konzervace ejakuldtu
beran( je jedna z novéjSich metod, kterd se zacala pouzivat teprve nedavno. Ejakulat berana
oproti ejakuldtu byka je mnohem citlivéjsi na nizsi teploty
a zmrazovani (Stadnik 2015). V poslednich letech se zmrazovani ejakulatd u beran(
zefektivnili, a to za pouZiti izotermickych boxt nebo programovatelného zmrazovace, i kdyz
nedosahuji takovych aplikovanych hodnot jako u skotu (Kubovicova 2011).

Pro konzervaci inseminacni davky se nejéastéji vyuZivaji dvé metody. Skladovani
v tekutém stavu a kryokonzervace neboli mrazeni (Allai et al. 2017).

3.3.4.1 Konzervace v tekutém stavu

Ejakulat, ktery se konzervuje v tekutém stavu, je uréen k pfimému pouzity. Skladovani
inseminacni davky je v teplotach okolo 4 °C. Vyhodou u této metody je, Ze si spermie uchovava
na vysoké urovni svoji oplozovaci schopnost, a to do 48h po odbéru (Louda et al. 2001).
Pouzitim cCerstvého ejakulatu je procento zabfeznuti az 75 % pfi intracervikalni inseminaci,
avsak kazdym dnem skladovani tato schopnost klesd, a to az o 35 % (Heged(iSov4 et al. 2012).
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Nicméné Salamon et al. (1979) zjistili, Ze je moiné dosahnout uspokojivé oplozovaci
schopnosti, a to i po 8 dnech provedeni inseminacni metodou laparoskopickou.

3.3.4.2 Konzervace v mrazeném stavu

Kryokonzervace ejakulatu je jednou z nejhlavnéjSich a nejpouzivanéjSich metod, které se
pouzivaji pfi konzervaci Zivocisnych genetickych zdroj(. Ddle se vyuZivaji v chovu a Slechténi
hospodarskych zvirat. Tato konzervace nam umozZnuje flexibilitu v nacasovani inseminace,
a to i mimo fijivé obdobi (Gordon 2004).

Dle Gordona (2004) je aktivita rozmrazeného beraniho spermatu pfi dlouhodobé
konzervaci velmi dobr3d, ale jeho oplozovaci schopnost byva velmi Spatna az nulova. Mrazeni
snizuje Zivotaschopnost spermii o 50 %. Na nizkou oplozovaci schopnost po rozmrazeni
inseminacnich davek ma vliv pribéh mrazeni. Ejakulat zmrazujeme dostatecné pomalu, aby
voda mohla opustit spermie buriky a nedoslo k poskozeni struktury spermie obdobi
(Gordon 2004).

Sharon (2015) tvrdi, Zze 20 mM "L-glutamin" a 25 mM "L-prolin" mohou byt pouzity,
jako prisada ejakulatu pro zmrazeni ejakuldtu beranl, protoZe zlepSuji charakteristiku
spermatu pred zmrznutim a jeho naslednym rozmrznutim. Musi se brat i ohled na optimalni
rychlost mrazeni, aby bunka presla pres kriticky tepelny rozsah, ktery je okolo -10 az -25 °C.

Dle Kumara et al. (2003) je kriticky tepelny rozsah mnohem vétsi, a to v rozmezi -5 az
-50 °C. Tento kriticky bod pozdéji urci, zda spermie zlstane v rovnovaze s extracelularnim
prostfedim nebo se postupné prochladi a zvysi se moznost tvorby intraceluldrnich ledovych
krystal(l (Kumar et al. 2003).

Rubei et al. (2004) shledali jako kritickou teplotu -6 az -15 °C. Teplota ve vzorku se méni
v zavislosti na biologickém materidlu, tepelné vodivosti a geometrickém tvaru nadoby
(Diller 1992).

Polge et al. (1957) navrhli vyuziti pomalejsiho mrazeni rychlosti 1 az 2 °C/min mezi 5 az
-15 °C, dale pak 4 az 5 °C/min mezi -15 az -79 °C.

Bhosrekar et al. (1994) také propagovali rychlost mrazeni 15 °C/min v intervalu 5 aZ
-100 °C a poté jeho prelozeni do tekutého dusiku. U chlazeni spermii od 4 do -120 °C o rychlosti
20 nebo 30 °C/min. Chlazeni spermii pfinaselo lepsi motilitu a oplozovaci schopnost
v inseminacnich ddvkach (Bhosrekar et al. 1994).

Jednim z prvnich, kdo vyuZzival kontrolované chlazeni inseminacnich davek, byl Ferero-
Gonzalez et al. (2012). Ten dosdhl lepsich kvalit zmrazeného ejakuldatu pomoci rozdilnych fazi
mrazeni, které dosahovali lepSich vysledk( Zivotaschopnosti spermii po rozmrazeni.

Stradaioli et al. (2007) také vyuzival kontrolované chlazeni, kde vyuzZival teplotni
gradient v prvni fazi z 5 °C na -5 °C rychlosti 3 °C/min, v dalsi fazi z -5 °C na -42 °C rychlosti
-40 °C/min a z - 42 °C na -140 °C rychlosti -10 °C/min. Nasledné byly davky vpraveny do
tekutého dusiku -196 °C (Stradaioli et al. 2007).

Mechanismy, které snizuji funkénost Zivotaschopnosti spermii pfi kryokonzervaci je
sloZeni lipidQ a trans dvojvrstvé fosfolipidové asymetrie v plazmatické membrany spermii
(Hinkovska Galcheva et al. 1989). Nasledné prechody béhem ochlazovani a ohfivani
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inseminacnich davek zpusobuji modifikaci plazmatickych membran, coZz vede ke Spatné
plodnosti. (Graham & Pars, 1992). Chladovy Sok vede k nadmérné intracelularni tvorbé
hladiny, ktera je zpGsobena nicenim permeabilitu membran spermii pro vapnik, kterda ma za
nasledek snizeni aktivity spermii a naslednou jejich nekrézu (Robertson et al. 1990). Za pomoci
kryoprotektiv v kryokonzervantech zplUsobime lepsi preZitelnost spermii. O téchto pripravcich
se dozvime vice v nasledujici kapitole,, 3.6.2 Kryoprotektiva”’. Drfive se berani sperma
zmrazovalo v ampulich. Dnes je tato metoda maélo pouzivand a zmrazovani se provadi v PVC
pejetach nebo ve formé pelet, které maji tvar kulicek. Rozdil mezi témito formami je i ve
zpUsobu zmrazovani. V pejetach se provadi zmrazovani pomoci kapalného dusiku. V peletach
se mrazi za pomoci suchého ledu. Na konci tohoto procesu se obé metody uloZi do tekutého
dusiku pfi teploté skladovani -196 °C (Salamon & Maxwell, 2000).

Postup zmrazovani ejakulatu v pejetach

Nafedéné semeno plnime do pejet o celkovém objemu 0,25-0,5 cm?®. Nasleduje
zmrazovani pejet jednostupniovou nebo dvoustupriovou metodou zmrazovani.

Jednostupniové mrazeni spocivd v tom, Ze se semeno naredi v poZzadovaném poméru
i s poZzadovanym mnozstvim glycerinu (5-8 %). Teplota by se méla pohybovat okolo 30 °C.
Ekvilibrace trva 1,5-2 hodiny pfi teploté okolo 5 °C.

U dvoustupniového zmrazeni se semeno po odbéru prefedi na polovi¢ni stupen
konecného fedéni fedidlem bez glycerinu. Nasledné semeno zchladime v ledni¢ce na 5 °C, kde
ho ponechdme 1,5 -2 hodiny. Po uplynuti této doby pfiddme druhou ¢ast redidla
s glycerinem. UloZeni pejet je 3—4 cm nad hladinou tekutého dusiku pfi teploté -80 az -100 ° C
po dobu 7-8 minut. Nasledné se pejety ponofi do kontejneru s tekutym dusikem, kde teplota
dosahuje -195 °C (Zemdankova 2017).

Postup zmrazovani ejakuldatu v peletach

Postup mrazeni beraniho spermatu v peletdch pfi japonské metodé je velice
jednoduchy a se svoji nendaro€nosti na pfistrojové vybaveni nezndméjsi na svété. Jedinou
kontaminace. (Louda &Heged(isova 2009).

K mraZeni touto cestou se pouZiva sloZeni: destilovand voda 100 cm?, citrat sodny 2 g,
glukéza bezvoda 4,8 g, vajecny Zloutek 20 cm? a glycerin 6 cm?.

Ekvilibrace s nafedénim roztokem se provede 1,5-2 hodiny v chladnic¢ce pfi 5-6 ° C.
Ziskané semeno se zmrazuje na suchém ledu o teploté 79 °C. Nasledné se nakapdava do dulkd
zhotovenych dalkovaéem o objemu 0,1-0,3 cm?. Doba zmrazovani je 7-8 minut. Po uplynuti
zmrazovaci doby se pelety pfesypou pomoci nalevky, ktera je vychlazena tekutym dusikem do
kelimku. Ty jsou oznaceny na vnéjsim obvodu cislem berana a nasledné se dovnitf vklada
listecek s Cislem berana, datum odbéru a pocet inseminacnich ddvek. Kelimky se uloZi do
kontejneru, kde je tekuty dusik. Inseminacni ddvky by méli po rozmrazeni dosahovat
minimalné 40 % aktivité spermii (Zemankova 2017).
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3.3.5. Techniky rozmrazovani spermii
Inseminacni davka ve formé pelety

Inseminaéni ddvka ve formé pelety se vloZi do predehiaté zkumavky o objemu 2 cm?. Ta se
ponofi do vodni ldzné o teploté 40 °C. Ve vodni lazni se inseminacni davka rozmrazi
a nasledné se pfidd 1 cm’roztoku citrdtu sodného zahfatého na 39 °C. Nakonec se
z odebraného vzorku provede mikroskopicka zkouska aktivity spermii
(Louda &Heged(isova 2009).

Inseminacni davka ve formé pejety

Inseminacni davka ve formé pejety se rozmrazi ve vodni Iazni o teploté 39°C. Ziskany obsah
ejakuldtu, se promicha prepousténim vzduchové bubliny v pejeté. Nasledné se obsah vytlaci
z pejety do vyhiaté zkumavky s 0,5 cm?roztoku citradtu sodného. Nakonec se provede zkouska
aktivity spermii pod mikroskopem (Shipley et al. 2007).

3.3.5.1 Dalsi metody kryokonzervace

Dalsimi metodami, které se pouzivaji na kryokonzervaci, jsou lyofilizace a vitrifikace,
coZ je novéjsi zplsob mrazeni (Gil et al. 2014, Arando et al. 2019).

Lyofilizace

Je metoda, kde je pouzity material na inseminacni davku smichan s lyofylizacnim médiem a
nasledné vysusen na hodnoty, pfi kterych neprobihd biologické a chemické reakce. Spermie
jsou nejprve zmrazené v tekutém dusiku. Po zmrazeni nasleduje dvoufazova metoda suseni,
ktera probihd za velmi nizkého tlaku, pfi némz led se meéni na vodni paru
(Jennings 2002). Dalsi casti je rehydratace spermii pridani Cisté vody, kde konecni objem by
mél byt stejny jako pred pridanim lyofylizacniho média. Nevyhodou pfi této metodé je, ze
spermie ztraci, kvuli lyofilizaci svoji motilitu, coz vede k pouZity metody ICSI
(Intracytoplazmatické injekce spermii) (Olaciregui et al. 2017). Dalsi velkou nevyhodou je
moznost poskozeni integrity DNA vlivem oxidacniho stresu (Gil et al. 2014). Vyhodou u této
metody je snizeni nakladd na uskladnéni a prepravu inseminacnich davek. Vzorky zmrazené
touto metodou je mozné skladovat pfi teploté 4 °C nebo pfi pokojové teploté az jeden rok
(Anzalone et al. 2018).

Ultra-rychlé mrazeni (vitrifikace)

Dalsim zplsobem kryokonzervace je pomoci procesu ultra-rychlého mrazeni (vitrifikace),
ktera byla navrZena jako nova technika pouzivana hlavné pro skladovani embryi. Tato technika
je zaloZena na ultrarychlém mrazeni bunék pfimym ponorenim do kapalného dusiku. Metoda
se liSi tim, Ze pfi normalni cesté konven¢ni kryokonzervace dochdzi k tvorbé krystalll ledu.
Vitrifikace, ale preménuje roztok z kapalného stavu na sklovaténi stav, bez tvorby
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intracelularniho ledu s moznosti pouziti volného zloutku. Také postup je rychlejsi, jednodussi
v aplikaci a nakladové efektivnéjsi nez konvenéni kryokonzervace.

K ultra-rychlému mrazeni (vitrifikace) se vyuziva vysokd koncentrace kryoprotektiv a
ultrarychlé zmrazeni prfimo do tekutého dusiku. Nevyhodou je pocéatecni kiehkost vzorku a
vysoka cytotoxicita zplsobena vysokymi davkami kryoprotektant(i. Dalsim problém je, Ze
spermie pfi vitrifikaci pfichdzi o pohyblivost. To ma za nasledky vétsi citlivost na osmotické a
chemické ucinky spermii. Avsak tento zplisob ma do budoucna velky potencial, a to za pomoci
technika ICSI (intracytoplazmaticka injekce spermie), kde mohou byt spermie injektované do
oocytl (Jiménez-Rabadan et al. 2015).

S ohledem na nedostatek znalosti o optimalni mife fedidla pfi ultra-rychlém mrazeni
(vitrifikace) byl proveden vyzkum, kde se zkoumala toxicita sachardzy a glycerolu na zékladé
rdznych koncentraci. V druhém vyzkumu se zkoumala toxicita pfi fedidlech s vaje¢nym
Zloutkem. Vysledky z vyzkumu poukazovali na to, Ze fedidla s nizsi koncentraci sachardzy a
glycerolu vykazovaly vyssi procento pohyblivych spermii, Zivotaschopnych spermii a spermii
s intaktnim akrozomem nez s vy$Si koncentraci. Ddale bylo zjisténo synergicky ucinek mezi
cukry a kryoprotektany. To by mohlo vést ke sniZeni koncentrace pouZzité propustné
kryoprotektory, ¢imz by se snizil negativni uc¢inky na spermie béhem vitrifikace.

Na zdkladé celkovych vysledkll bylo zjisténo, Ze fedidla zaloZzend na kombinaci
glycerolu a sachardzy nejsou nijak moc uziteéné pro vitrifikaci. AvSak vitrifikace za pomoci
fedidel s vaje¢nym Zloutkem nabizi slibné vyuziti do budoucna (Arando et al. 2019).

3.4. Modifikace konvencnich fedidel za ticelem zlepSeni zivotaschopnosti
spermii

Upravou konvenénich Fedidel za G€elem zlepeni se zajima spousta odborniku. Aviak
nikdo jeSté nevynalezl zadné fedidlo, které by stoprocentné uchovalo Zivotaschopnost
spermii, zejména u beran(. Posledni roky, je tomuto zlepseni a nahrazeni vénovano mnohém
vice Usili a spousta vyzkumu je na dobré cesté k naleznuti lepSiho konvencniho fedidla.

3.4.1. Aditivni latky v fedidlech

Aditivni latky se do fedidel pridavaji, jelikoz chrani spermie béhem procesu chlazeni
a zmrazovani. To je zplsobovano vysokou koncentraci polynenasycenych mastnych kyselin
v plazmatické membrané spermii berana (Jones & Mann 1976). Kv(li tomu jsou burky tolik
citlivé na chladovy Sok i na peroxidaci lipidd v pfitomnosti reaktivnich forem kysliku
(Holt 2000). Pro spravné udrzeni fyziologické cinnosti je dulezita rovnovaha mezi produkci
reaktivnich forem kysliku a jeji recyklaci kolem spermii. Jakdkoliv nerovnovaha vede k naruseni
funkci spermii prostfednictvim oxidacniho stresu, ktera vede ke ztratam aktivity spermii pfi
dlouhodobém skladovani (Aitken & Gibb 2016). Spermie berana produkuji béhem zpracovani
velké mnoZstvi peroxidu vodiku, coZ ma za nasledek snizeni pohyblivosti po jejich rozmrazeni.
(Maia et al. 2014). Abychom dosahli Uspésnému skladovani, musi se zpomalit bunécnou
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metabolitu spermii a tim se prodlouZi jejich Zivotaschopnost (Aitken & Gibb 2016). K dosazeni
zlepsSeni jejich kvality jsou do redidel pridavani rlizné aditivni latky a kryoprotektanty. Ty jsou
nasledné pouzivany pro lepsi proces chlazeni inseminacnich davek (Fiser 1991).

Redidla jsou navrzeny na zakladé empiricky ovéfenych dat, chranit a udriovat spermie
pfi skladovani a zpracovani spermatu. Vétsina redidel je zaloZzena na mléce nebo na vaje€ném
zloutku. Avsak pouziti fedidel se slozkou ZivociSného plvodu vede k velkému riziku
kontaminace (Bergeron & Manjunath 2006). Stimto problémem souhlasi i fada dalSich
odbornik(. Dle vyzkumu Ptacek et al. (2019) byly zjistény nezadouci ucinky vajecného Zloutku
na plodnost kryokonzervovaného spermatu u beranl. Zjistilo se, Ze Zloutek muizZe svou
produkci metabolitl a toxin( zplsobovat snizeni kvality spermatu, coZz mize svoji pritomnosti
v fedidlech zpUsobovat snizeni motility a dychani spermii (Ptacek et al. 2019).

V dneSnim modernim svété se pokousi oprostit se od téchto ZivociSnych prisad
a nahradit je chemicky definovdnim mrazicim médiem, které by dokazali zlepsit
reprodukovatelné;jsi vysledky. Vyvoj tohoto vhodného média pro sperma berana zUstava stale
v nedohledu (Fukui et al. 2008).

3.4.1.1 Antioxidanty

Ve vyzkumu o zlepseni parametru kvality spermii byly pouzité redidla s pouZitim antioxidantq,
které i v malych koncentracich, zlepsuji funkci spermii béhem konzervace (Mara et al. 2005).
Kazda spermie ma antioxidacni obranny systém, ale pfi fedéni s antioxidanty tento obranny
systém mUZe byt sniZzen (Bucak et al. 2012).

Enzymatické antioxidanty chrani bunky pred reaktivni formou kysliku. Ty udrzuji
spermii ve spravné fyziologické cinnosti (Baumber et al. 2000). Hlavnim aktivnim
antioxidantem v ¢erstvém spermatu je enzym superoxid dismutdza (Marti et al. 2008). DalSimi
antioxidanty jsou kataldza, glutathionperoxidaza a glutathionreduktaza. Patfi sem
i neenzimatické antioxidanty jako jsou methionin, kyselina askorbovd a a-tokoferol
(Bucak et al. 2012).

Fang et al. (2015) zkoumali antioxidacni ucinky astaxanthinu, ktery je povaZovan za
jeden znejsilnéjSich antioxidantl v pfirodé. Pfi vyzkumu zjistili, Ze bé&hem konzervace
suplementace se zlepSila Zivotaschopnost ulozeného spermatu.

3.4.1.2 Enzymy

Enzymatické antioxidanty patfi do makromolekul, které chrani bunky pred pfitomnosti
reaktivnich forem kysliku (Barreiros et al. 2006). Hlavnim aktivnim enzymem v Cerstvém
spermatu je enzym superoxid dismutaza (Marti et al. 2008). Antioxidac¢ni kapacita tohoto
enzymu se meéni jak s kvalitou semene, tak i béhem procesu zmrazovani a rozmrazovani
(Bucak et al. 2008). Mnoho autord poukazovalo na to, Ze spermie po ochlazeni, maji pfedcasné
kapacity a to ma za nasledek nizkou plodnost. Proto by se nemélo zapominat na hodnoceni
motility spermii a mitochondridlni funkci spermii (Camara et al. 2011a). K hodnoceni
mitochondridlnich funkci se vyuziva Clarkovy elektrody. Pomoci toho se méfi rozpusténi kyslik.
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Méreni je zplisobeno enzymy, jiz jsou pfirodnimi katalyzatory a umoznuji preménu substratu
na produkty. Kvili tomu miZeme méfit ubytek kysliku nebo narlst (Marti et al. 2008).

Forouzanfar et al. (2013) uved|, Ze pfidanim 800 U / ml nebo 150 uM enzymu superoxid
dismutaza k rfedidlu poskytlo vétsi ochranu bunkdm spermii berana béhem chlazeni.

Silva et al. (2011) prisli na to, Ze pfidanim 100 U / ml enzymu superoxid dismutaza vedlo
ke zlepsSeni integrity akrozomu a lepsi ochrané mitochondrii spermii.

Dalsi vyznamny enzym je kataldza, kterd funguje jako katalyzator rozkladu peroxidu
vodiku na vodu a kyslik. Pouziva se ke zlepSeni antioxidacni kapacity spermii
(Maxwell & Stojavone, 1996). Maia (2006) zjistila, Ze bylo vyssi procento intaktni plazmy
a akrozomovych membran, kdyz bylo sperma berana kryokonzervovadno pomoci rfedidel, které
obsahovaly vajecny Zloutek Tris-hydroxymethylaminometan (Tris) obsahujici 50 ug/ml
kataldzy. V dalsich pokusech se pfislo na to, Ze zahrnuti 100 a 200 U/ml katalazy do fedidel
muze zabranit Skodlivym ucinkdm chlazeni na celkovou motilitu spermii a umoznit vétsi
procento preziti spermii béhem skladovani kapaliny pfi 5 °C. Redidla obsahujici nad 200 U/ml
kataldazy méli vSak toxicky ucinek pro spermie

DalSimi enzymy pro fizeni koncentraci bunéénych peroxidu jsou, glutathionperoxidaza
a glutathionreduktaza. Patfi sem i neenzimatické antioxidanty jako jsou methionin, kyselina
askorbova a a-tokoferol (Bucak et al. 2012). Zde vsak Silva et al. (2011) pfi svych vyzkumech
nezjistili zadné lepsi ucinky pfi pfidani glutathionperoxidaza. S tim souhlasil i pfi svych
vyzkumech Bucak et al. (2008), kde také nedospéli k Zddnym pozitivnim ucinkim.

3.4.1.3 Vitaminy

Abychom zachovali kvalitu spermii, nesmime zapomenout do média pro uchovani spermatu
pfidat vitaminy. Mezi nejhlavnéjsimi vitaminy patfi alfa-tokoferol, vitamin E, trolox, kyselina
askorbova a vitamin B12. Vitamin alfa-tokoferol je jeden z antioxidantl spermii, ktery se hojné
vyskytuje v membrané spermii (Aitken 1995). Vitamin E je lipofilni antioxidant, ten chrani
polynenasycené mastné kyseliny v tkdnich pred peroxidaci.

Vyzkum Anghel et al. (2010), Azawi & Hussein (2013) a AminiPour et al. (2013) uvadi,
Ze pridani vitaminu E zvySilo Zivotaschopnost a motilitu spermii, které byly uchovavani pfi
teploté 5 °C po dobu 120 hodin a po kryokonzervaci. S timto souhlasil i Kheradmand et al.
(2006) ve svém vyzkumu, kde pridanim 1-2 mg vitaminu E do pufru vaje¢ného Zloutku, zlepsilo
mortilitu a integritu spermatické membrany v chlazeném semeni berana.

Vitamin trolox je analog vitaminu E a je ve vodé rozpustny. Je to antioxidant jako
vitamin E a pouZiva se v biologickych nebo biochemickych aplikacich ke snizeni oxidacniho
stresu nebo poskozeni. Tento analog vitaminu E mél negativni vysledky ohledné kvality spermii
béhem kapalného skladovani ejakulatu. Avsak po rozmrazeni kryokonzervovanych spermii se
zvysila integrita plazmatické membrany i motilita a Zivotaschopnost spermii (Silva et al.2013).

Maia et al. (2007) uvadéji, ze pripravek Trolox v koncentracich od 50 do 100 uM
zvySoval pohyblivost spermii po rozmrazeni.
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Dalsim nejdulezitéjsSim vitaminem je kyselina askorbova, neboli vitamin C. Tento
vitamin udrZuje genetickou integritu spermii tim, Ze zabranuje oxidacnimu poskozeni DNA
spermii. (Sonmez et al. 2005).

Fraga et al. (1991). Azawi & Hussein (2013) zjistili zlepSeni Zivotaschopnosti a motility
spermatu v fedidle na bazi Tris, ktery obsahoval vitamin C o koncentraci 0,9 mg / ml.

Sanchez-Partida et al. (1997) uvadéji, ze zahrnuti kyseliny askorbové do redidla na bazi
Tris pfi 50 nebo 100 mM snizilo procento pohyblivych spermii po rozmrazeni ve srovnani
s kontrolnim vzorkem.

Dalsim vitaminem je vitamin B12, ktery slouzi jako koenzym v biochemickych reakcich,
jako je syntéza methioninu a metabolismus rozvétvenych aminokyselin (Juanchi 2000).

Asadpour et al. (2012) pfisli na to, Ze u fedidla na bazi citratu Tris doplnény vitaminem
B12 o koncentraci 2 mg / ml zlepsili biochemické reakce.

3.4.1.4 Aminokyseliny

Aminokyseliny jsou neenzymatické lapace, které maji antioxidacni vlastnosti a jsou v semenné
prolin, glutamin, glycin, histidin a cystein (Sanchez -Partida et al. 1997). Ty sniZuji fragmentaci
DNA spermie a zlepsSuji pohyblivost, Zivotaschopnost a integritu membrany
spermii po rozmrazeni. Jednou z prvnich zmifnovanych aminokyselin je cystein, ktery chrani
spermie pred toxickymi metabolity kysliku vyvolanymi peroxidaci lipidu (Bucak et al. 2009).

Uysal & Bucak (2007) uvadéji, ze aminokyselina cystein pfi 10 mM chrani vlastnosti
spermii po procesu zmrazeni a rozmrazeni ve vétsi mite nez jiné koncentrace. S timto souhlasi
i Bucak et al. (2008), ktery pridal cystein v koncentraci 5 Mm do fedidla na bazi Tris
suplementovany a do druhého fedidla na bazi sojového lecitinu pfidal 10 mM cysteinu. Obé
zkoumana redidla vedla k vétsi pohyblivosti spermii po rozmrazeni

Dalsi vyznamnou aminokyselinou je methionin, kde Bucak et al. (2012) zjistili, Ze
pfidanim 1, 2 a 4 mM methionin zlepSuje motilitu a Zivotaschopnost spermii béhem skladovani
spermii v kapaliné.

Glutamin je aminokyselina, ktera ma pfiznivy vliv na zlepSeni motility
a zivotaschopnosti béhem mrazeni. Bucak et al. (2008) uvedli, Ze ptridanim 5 mM glutaminu se
zlepSuji vysledky.

Aminokyselina Taurin, kterd je pfidand do fredidla, zlepsuje kvalitu chlazeni,
pohyblivost po rozmrazeni a Zivotaschopnost. (Rather et al. 2016).

3.4.1.5 Rostlinné extraty

Rostlinné wvytazky z rGznych druhd rostlin vedlo v nékolika studiich ke zlepSeni kvality
spermatu (Mehdipour et al. 2016).

Napriklad hrebicek, jenz je bohaty na kyselinu fenolovou, flavonolovou, glukosidy,
fenolové tékavé oleje a taniny. Tyto slouceniny maji schopnost fungovat jako lapac volnych
radikall a jako chelator kovl (Motlagh et al. 2014).
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Baghshahi et al. (2014) uvedli, Ze pfidanim htebi¢kovych pupenl k fedidlu na bazi
vajecného Zloutku Tris o koncentraci 35 a 75 pug / ml, mélo za nasledek lepsi pohyblivost
spermii po ochlazeni a zmrazeni a rozmrazeni.

Extrat z rozmarynu dle prace Motlagh et al. (2014) vedla ke zlepseni celkové motility
a funkénosti plazmatické membrany zmrazeného spermatu, a to pfidanim redidla na bazi
sojového lecitinu, ktery byl doplnény 4 % a 6 % vodniho extraktu z rozmarynu. Studie se tykala
nahrazeni Zivocisnych redidel, které by snizovali nezadouci ucinky. Pfi vyzkumu byli pouzité
syntentické fedidla bez ZivociSnych latek na bazi BSA a AndroMeda za pfitomnosti sojového
lecitinu a redidla na bazi Tris, ktery obsahoval vajecny Zloutek. Z vysledkd bylo zjiSténo, Ze se
mira zabreznuti nelisSila u obou fedidel (Tris 64,5 %, BSA 58 % a AndroMed 56,7%). Mira
bahnéni byla u vSech pozorovanych fediel byla totozna. U redidla Tris byli hodnoty kolem
64 % a na bazi AndroMed byli hodnoty kolem 57 % a u BSA 55 %. U vSech redidel dosahovala
plodnost podobnych vysledku. Pozitivni vysledky vedli k zavéru, Ze by Slo odstranit vSechny
zvifeci fedidla véetné vajecného Zloutku a mléka za ucelem eliminaci hygienickych rizik. Dale
bylo prokazano, ze zivocisni fedidla snizuji integritu akrozomu a Zivotaschopnost ejakulatu po
rozmrazeni (Gil et al. 2010). Redidla na bazi séjovych bobl nedosahoval pozitivnich vysledkd
u plodnosti pti cervikalni inseminaci, kde hodnoty byli 20-30 %. AvSak u metody intrauterinni
byli vysledky okolo 60-80 %. Vyzkum doS3el k zavéru, Ze se rfedidla na bazi ZivociSného média
da nahradit fedidlem AndroMed, ktery lze pouZit pro intrauterinni Inseminaci
(Motlagh et al. 2014.)

Mehdipour et al. (2016) zjistili, Ze pfidanim extraktu ze zeleného caje k fedidlu
sojového lecitinu chrani spermie pred poskozenim, které je zplsobovano oxida¢nim stresem
béhem kryokonzervace.

Provedené studie od (Allai et al. 2017) uvadéji, ze pridanim arganového oleje
a kaktusového oleje v malém mnoizstvi k rfedidlu vajeéného Zloutku nebo k odstfedénému
mléku Tris mélo za ndsledek zvySeni motility spermii a jejich progresivniho pohybu,
Zivotaschopnosti i integritu membran. Nevyhodou bylo, Ze se snizila fragmentace DNA
v semenu a peroxidace lipidd.

Kyselina gallovda a karnosova zlepsuji kvalitu zmrazenych a rozmraZzenych spermii
berana. V této studii byli zjiStovani pozitivni Ucinky kyseliny gallové a karnosové, které by méli
zlepsit kvalitu zmrazenych a rozmrazenych spermii. Tyto latky byli ziskdni z luskd rohovniku a
extraktu z rozmarynu. Vyzkum byl provadén na fedidlu na bazi Tris o obsahu 0,05 nebo 2 mM
kyseliny gallové a 0,05 nebo 0,2 mM kyseliny karnosové. Dle vyzkumu se zjistilo, Ze
spermie doplnéna 2 mM kyseliny gallové mély vétsi celkovou pohyblivost neZz kontrolni
spermie. Suplementace 0,05 kyseliny karnosové vedla k nejlepSi mitochondrialni funkci
zmrazenych a rozmraZenych spermii berana. Ddle se studie zaméfila na slouéeni obou studii
a stanovila pozitivni acinky na plodnost zmrazenych a rozmrazenych spermii
(Bucak et al. 2008).
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3.4.1.6 Dalsi slouceniny

Slouceniny resveratrolu nebo kvercetinu, které jsou neflavonoidové a flavonoidni
polyfenoly se silnou antioxidacni aktivitou. (Stojanovic et al. 2001). Silva et al. (2012) pfidali
slouceninu resveratrolu nebo kvercetinu (5-20 pg / ml) k fedidlu na bazi vaje¢ného Zloutku
Tris. Ten mél za nasledek zlepSeni mitochondridlni membrany a celkové Zivotaschopnosti
spermii.

Anel et al. (1984) uvadi, Ze pouziti slouceniny kofeinu ma za nasledek zlepSeni
stimulace motility a zlepsSeni kvality spermatu. Soeparna et al. (2011) uvedli, Ze tedidla
vajecného Zloutku Tris doplnény o 4 mM kofeinu mélo za nasledek zlepseni kvality spermatu.
Spalekova et al. (2014) uvadéji, 7e kofein ma pozitivni vliv také na pohyblivost spermii v chladu.

Zelatina je dali slouéeninou, co zlep3uje kvalitu ejakuldtu. Meque et al. (2005) ve své
praci srovnavali rizné koncentrace Zelatiny (0,5 %, 1 %, 2% a 4%) v fedidle na bazi sdjového
mléka pro skladovani kapaliny spermatu. Zjistili, Ze nejucinnéjsi koncentrace zelatiny je 0,5%.

NejpouzivanéjSim redidlem ke konzervaci spermatu je mléko. U tohoto
konzervantu vsak fertiliza¢ni schopnost spermii klesa a to zhruba po 8-10 hodindach skladovani.
Ke zvyseni fertilizaci zkusili védci Nagy et al. (2002) a Lopez-Gatius et al. (2005) pouZit Zelatinu,
ktera by méla zvysit viskozitu média a snizit pohyblivost spermii. Metoda byla poprvé zkousena
v prvni poloviné 20. stoleti v nynéjSim Rusku. Ve své novéjsi studii paAnové Nagy a Lopez-Gatius
provedli tuto metodu u kralikl, kde dosli k uspokojivym vysledkim ohledné zachovani
fertilizacni schopnosti u spermii po dobu 72 hodin. Dle Nagy et al. (2002) a Lépez-Gatius et al.
(2005) uvadéji, Ze by pevné skladovani spermatu v Zelatinové podobé mohlo vyresit problémy
ohledné beraniho spermatu. Studie zamérena na pridani Zelatiny do standartniho rediedel
mléka byla navriena, tak aby se zjistili pfinosy pfi skladovani ov¢iho spermatu pfi 15°C.
Posuzovani bylo hlavné na motilitu a integritu membrdn spermii, a to az do 2 dna. Déle se
posuzovala kapacita penetrace in-vitro po 24h skladovani inseminaéni davky. Pfi pokusu bylo
sperma naredéno ve dvou fedidlech. Prvni pouzité rfedidlo bylo CONTROL a druhym fedidlem
byl GEL, ke kterému byla pfidana zelatina. V prvni studii, kde se posuzovala motilita a integrita
spermii, probéhli tfi méreni a to po 2, 24 a 48 hodinach skladovani. Ve druhé studii se
posuzovala kapacita penetrace in vitro po dobu 2 az 24 hodinach v fedidle CONTROL. Ve
druhém fedidle GEL (doplnéném 1,5 g/100 ml Zelatiny) probéhlo posouzeni az po 24 hodin v
fedidle.

Z vysledk( u prvniho pokusu vyplynulo, Ze fedidlo se Zelatinou mélo pozitivné;si vliv
nez rfedidlo CONTROL. V prvnim méreni, které probéhlo po 2 hodinach, se hodnoty nelisili u
pohyblivosti spermii, ale u integrity membran byli pozorované prvni odliSné hodnoty, které
byli lepsi u fedidla GEL. Z dalSich vysledkd vyplynulo, Ze motilita a integrita spermii byla u
fedidla GEL zachovana béhem skladovani az do 48hodin. U druhého fedidla CONTROL byl
pozorovan pokles motility a integrity spermii uz po 24 hodindch skladovani.

U druhého pozorovani se také prokazali lepsi vysledky u fedidla Gel a to pfi schopnosti
pronikani ovcich spermii do jehnécich oocytl in vitro po 24 hodinach skladovani ejakulatu.

Nejvétsi otazkou v této studii je, jak presné Zelatina zlepSuje Zivotaschopnost spermii.
Vi se, Ze spermie v kapalném stavu podléhaji sedimentaci, kterd zplsobuje nejenom vykyvy

28



ph, ale taky zvySuje koncentraci toxickych metabolickych produktl. Predpokladd se, Ze
skladovani v pevném stavu zabranuje této sedimentaci a imobilizaci spermii, kde dochazi ke
snizeni metabolickych narokd ohledné pohybu spermii, co ma nasledné pozitivni vliv na jejich
delsi fertilni zivot. Vysledky v tomto vyzkumu ukazuiji, Ze skladovani v pevném stavu pfi 15 °C
zlepsuje preziti spermii v in vitro (Nagy et al. 2002).

Kanthaxanthin je dalsSi ze sloucenin nachazejici se v rostlinach, zelenych rasach atd.
Souza et al. (2017) ptidali 10 a 25 uM kanthaxanthinu do fedidla na bazi Tris, ktery obsahuje
vajecni Zloutek, ktery byl pouzit pro kryokonzervaci spermatu a v kone¢ném vysledku mél za
zlepseni ochranu spermatu pfi kinetickych zménach po inkubaci pfi teploté 37 ° C po dobu
2 hodin.

3.4.1.7 Semenna plazma

Semennd plazma je komplex slozen z mnoha organickych a anorganickych slozek. Obsahuji
bilkoviny, enzymy a neenzymové antioxidanty, které zlepSuji ochranu spermii pred oxida¢nim
stresem a znemozZnuji kapacitaci spermii (van Overveld et al. 2000). Pfi pridani semenné
plazmy do fedidla byly zjisténé pozitivni vysledky zlepsujici vlastnosti kapalnych, zmrazenych i
rozmrazenych spermii a to: pohyblivost, Zivotaschopnost, integrita akrozomu
a mitochondridlni aktivita (Graham 1994). Nejvétsi slozkou v plazmé je vSak protein a je
povazovan za hlavni modulator funkci spermii.. Jednim ze zkoumanych proteinu byl protein:
zinek-2-alfa glykoprotein, ktery slouZi jako aktivator a intraceluldarni modulator motility
spermii (Brokaw et al.1987).

Soleilhavoup et al.(2014)testovali pfidanim tohoto proteinu do semenné plazmy, kde
pridali 1 ug/ml zinek-2-alfa glykoprotein. Vyzkum prokazal zvyseni motility a rychlost spermii
v den odbéru. Avsak po 24h skladovani byl tento stimula¢ni ucinek skodlivy na konzervaci
spermii

Dle vyzkumu Vishwanath et al.(2003) a Moore et al.(2017) bylo zjiSténo, Ze 5%
semenné plazmy zvysila motilitu spermii az o 40% i rychlost spermii byla mnohem lepsi. Dale
ve studii pfisli na to, Ze motilita spermii je regulovdna zménami ve sloZzeni semenné plazmy.
Také zjistili, Ze je mozné pouzivat semennou plazmu z predchoziho ejakulatu k dofedénijiného
ejakuldtu od stejného jedince nebo od jiného.

V praci dle Mata-Campuzano et al. (2015a) uvadéji, Zze pfidani semenné plazmy pfi 20
% a 40 % koncentracich méli ochranny ucinek na pohyblivost spermii, které byly skladované
v kapaliné po 24 hodinach.

3.4.1.8 Cukr

Cukr ma nékolik funkci pro spermie, ale tou nejdllezitéjsi je, Ze slouZi jako energeticky substrat
pro ejakuldt béhem inkubace (Fukuhara & Nishikawa 1973). Také udrzuji
osmotickou rovnovahu fedidel (Aboagla & Terada 2003). Cukry, které se pouzivaji na fedéni,
jsou monosacharidy (glukéza, galaktéza a fruktdza), disacharidy (sachardza, trehaldza)
a trisacharidy (rafinace).
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Disacharid trehaléza byl pouZivan v mnoha experimentech, kde dosli k zavéru, Ze je
vhodni pro zachovani motility spermii pred zmrazenym a po rozmrazeny.

Bucak et al. (2007) prokazali, Ze pouZitim tedidla na bazi Tris 50 nebo 100 mM
trehaldzy obsahujici glycerol (5 %) a vajecny Zloutek (5%) ma za nasledek zlepSeni motility,
Zivotaschopnosti a integritu membrany.

Trisacharid rafinace hraje dllezitou roli pfi snizeni tvorby ledovych krystalkli béhem
procesu mrazeni (Agca et al. 2002).

Bucak et al. (2013) uvedli, Ze 10mM rafindzy v tedidle zalozeném na Tris si
u zmrazenych a rozmrazenych spermii udrzuje aktivitu spermii i jejich Zivotaschopnost,
mitochondridlni aktivitu a integritu akrozomu.

Ve vyzkumu dle De Leeuw et al. (1993) se vyzkumnici snaZili nahradit Zivocisné redidlo
za pomoci cukernatych aditiv. Prvni médium, které bylo pouzito na vyzkum, obsahovalo 200
mM sacharézy a 2,8 mM glukdézy. Druhé médium obsahovalo pouze disacharidy a to
sachardézu, trehalézu, maltézu a laktozu. Kde kazdy disacharidy obsahoval v fedidle 75 mM.
Treti médium zahrnovalo smés monosacharid(i (50 mM glukdza, 20 mM fruktéza a 20 mM
galaktdza) a stejné disacharidy jako ve druhém vzorku. Vzorky semene berana naredéné ve
zminénych médiich byly chlazeny na 5 °C po dobu 1 hodiny a znovu zahraté az na 37 °C. Pridani
monosacharidl k fedidlu nevedlo k lepSimu zachovani motility nebo Zivotaschopnosti po
ochlazeni, aviak spotieba kysliku byla niz$i nez u suplementl s disacharidy. Suplementy
disacharidli kromé sachardzy také nezvysili Zivotaschopnost. Zjistilo se, Ze disacharidy maji
pfiznivy Ucinek na preziti chlazenych spermii, a to kvuli stabilizaci membranové dvojvrstvy. (De
Leeuw et al. 1993; Lins et al.2004). Na zakladé téchto vysledk( autofi ucinili doporuceni, ze
hodnoceni stavu kapacity a markér(, je dobry pro odhaleni rozdili mezi vzorky spermatu.

3.4.2. Kryoprotektiva

Kryoprotektiva jsou latky, které chrani buiky béhem procesu kryokonzervace
(Singh et al. 1995). Nejzndaméjsim kryoprotektivem je glycerol. Nejlepsi koncentrace, kterd by
se méla pridavat do redidla je mezi 4—7 %. VySsi koncentrace nez 6—7 % jsou Skodlivé pro
preziti spermii. (Salamon & Maxwell 2000).

Podle nékolika studii, které se zajimaly o koncentraci glycerolu v fedidlech, dosli
k zavéru, Ze nejlepsi je pfidat glycerol o koncentraci 3—7 % v redidlech obsahujicich 5-20 %
vajeCného Zloutku. To mélo za vysledek zvySenou motilitu spermii (44-85 %) po
rozmrazeni (Foote El-Alamy et al. 2001).

Gil et al. (2011) zjistili ve svém vyzkumu, Ze pfidavkem 5 % vajec¢ného Zloutku a 2 %
glycerolu do komeréniho redidla typu INRA96, ktery je na bazi mléka, tak i do redidla UHT
mléka prodlouzili Zivotaschopnost spermii o vice jak 48 hodin

Byly zkoumani r0zné kryoprotektivni latky, jako je dimethylsulfoxid (DMSO),
ethylenglykol, albumin, nizkomolekularni polyoly, polymerni slouceniny, povrchové aktivni
latky, cukry rlznych typd a aminokyseliny, ale zZadny nedosahovali lepSich vysledkd nez
glycerol (Salamona & Maxwella 2000).
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Jednim ze zkoumanych kryprotektivnich latek, ktery se pftiblizoval k podobnym
hodnotam glycerolu, byl ethylenglykol. Ve vyzkumu dle Silva et al. (2012), kde srovnaval jeho
ucinky s dalsimi kryoprotektivnimi latkami v nafedéném redidle obsahuijici vajecni Zloutek, byl
pouzité tyto latky: glycerol (5 %), ethylenglykol (3 % nebo 5 %) a acetamid (3 % nebo 5 %).
Vysledky poukazali podobné ucinky ethylenglykolu jako ma glycerol, avsak zadny z pokusu
o prekonani vlastnosti glycerolu nebyl Uspésny.

3.4.3. Redidla obsahuijici vajeéni Zloutek

Vajecni Zloutek v redidle, chrani spermie pred Skodlivymi tGcinky studeného Soku, zachovava
motilitu spermii. Také snizuje ztratu akrozomidlnich enzym( a udrZuje mitochondrialni
membrany spermii (Holt 2000). Zaclenénim vajecného Zloutku do média mizieme snizit
koncentraci glycerolu. Musime dbat na to, Ze zvySeni této koncentrace neznamena, ze se zvysi
ochrana motility spermii (Salamon & Maxwell 2000).

Gil et al. (2003) se pokouseli ve svém vyzkumu ovéfit tuto skutecnost. Ve svém
vyzkumu pfisli na to, Ze zvySenim koncentrace vajecného Zloutku (o vice nez 5 %) v mlécném
zivociSného puvodu a muZe predstavovat potencidlni zdroj mikrobiologickych kontaminantd,
které zabranuji dosahnuti lepsim vysledkiim. Jednou z alternativ u tohoto je média muize byt
praskovy vajecny Zloutek, ktery je pfi tomto procesu pasterizovan, coz ma za nasledek zniceni
bakterii (Garcia et al. 2017). O tomto pokusu se zajimal Jiménez Marco et al. (2004), ktery
srovnaval Cerstvy vajecny Zloutek a vaje¢ny Zloutek v prasku s 10 %, 15 % a 20 % v fedidlech
pro kryokonzervaci a stanovili bakteridlni kontaminaci v fedidlech a kvalitu beraniho spermatu
po zmrazeni a rozmrazeni. V zdvéru dosel k vysledkiim, Ze praskovy vajecny Zloutek vedl
k lepsim vysledkim neZ u Cerstvého vajecného Zloutku.

Jednim z dalSich pokust ohledné nejlepSiho vajecného média byli pfi srovnavani
kratiho a slepic¢iho vaje¢ného Zloutku. Agca et al. (2002) pfisli na to, Ze vyssi pohyblivost,
zZivotaschopnost a akrozomalni integritu spermii dosahovali u kritiho vaje¢ného Zloutku.

Leboeuf et al. (2000) zjistili, Ze je vyhodnéjsi brat vajecni Zloutek od tézkych plemen
klGira nez od plemen pattici do kategorie lehké (Leboeuf et al. 2000).

3.5. Specializované metody in-vitro testi u fertilizacni schopnosti spermii.

Specializovana vysetfeni nejsou nezbytna pro rutinni analyzu spermatu, ale za urcitych
okolnosti mohou prispét ke klinické diagnostice. Vysetieni ejakulatu se provadi pomoci
pocitacovych metod: turbidimetricky, 46 spektrofotometricky, fotomikrografickymi
metodami. DalSimi pfistroji pouZivané, jsou pfristroje zahrnuté do spole¢ného ndzvu CASA
(Computer — Assisted Semen Analysis) a pristroji na bazi laserovych spektroskopd, které jsou
vyuzivané na experimentalni pouzivani (Lukac et al. 2009). K nejmodernéjsim pfristrojim
pouZivané na specializované vysetreni patfi prltokova cytometrie a CASA. Tyto metody
nejvice prispély k zlepSeni vysetifeni motility, morfologickych znak( a stavu akrozomu spermii
(Foote 2002).
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3.5.1. Vysetieni pocitacovou analyzou ejakulatu CASA

Vysetreni pocitacovou analyzou ejakulatu (CASA) bylo vyvinuto v 70. letech. Pfi této metodé
se analyzuji pofizené snimky vzorku ejakuldtu pomoci specidlniho mikroskopu
s videokamerou (Dott et al. 1979). Existuje mnoho typu pristroji CASA, jejichz rozdil najdeme
v hardwaru a softwaru. K nejrozsifenéjsim pfristrojim, jsou pfristroje pod oznacenim HTM
(Hamilton Thorn Motility Analyzer) v rGznych verzich, z nich nejrozsirenéjsi, je verze sytému
IVOS—HTM (obrazek 2) & HTM-CEROS (obrdazek 3) (Crha a Z&kova, 2003). Dal3im velice ¢astym
pristrojem je pristroj CellSoft, ktery je velice vyhledavan, kvali své jednoduchosti a financni
nenarocnosti. Pfistroj oznacovan jako Sperm Quality Analyzer (SQA) (obrazek 4) patfi taky do
skupiny CASA, avsak se spiSe pouziva v humanni mediciné (Lukac et al. 2009).

L
=

'L

Obrdzek 2 Hamilton thorne ivos 2 Obrdzek 3 Hamilton thorne ceros 2
(zdroj medicalexpo.com). (zdroj medicalexpo.com).

Obrazek 4 Sperm Quality Analyzer (SQA) (zdroj medicalexpo.com).
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Dle Crha & Z4kova (2003) uvadéji ve svych vyzkumech, 7e pravdivost vysledkd vy$etieni
CASA se vedou neustdle odborné debaty. Pti tézsich patologiich spermatu je presnost
vySetfeni mensi, a to plati i pfi vysokém poctu spermii. Pfesnost koncentrace je ovlivnéna
pouzitym typem komurky nebo fedénim. S touto pfistrojovou technologii bylo jiz dosazeno
mnoha Uspésnych vysledkd. Vétsina téchto vysledkl vsak byla dosazena u lidi, kdeZto ve
veterinarni mediciné stale zGstava spousta otaznik(l (Verstegen et al. 2002).

Jak uz bylo fe¢eno pomoci CASA Ize zkoumat koncentraci a ddle motilitu, fragmentaci
DNA vitalitu, akrozomdlni reakci a morfologii spermii (Amann & Katz 2004). Metoda
pocitaCovou analyzou je presnéjsi nez hodnoceni ¢lovékem, jelikoZz béhem kratké doby dokaze
analyzovat velké mnoZstvi spermii (Tsakmakidis 2010).

PFistroj CASA se sklada ze specialniho zafizeni s fazovym mikroskopem, video kamerou
a rekordérem, monitorem, pocitacem a tiskarnou. Vzorek spermatu se vklada do specidlni
komUrky a obraz je nasledné digitalizovan. Zmény jsou v obrazu analyzovany a propocitavany
do vystupnich veli¢in (Crha & Zakova 2003). Vzorek ejakulatu se hodnoti v kapce pfeneseném
na specidlnim podloznim skli¢ku, které je na vyhfatém stolku. Nasledné se sklicko upevni na
predehraty vysuty stolek, kde probéhne samotna analyza. Systémy pfristroji maji specidlni
zabudovany mikroskopy, s vyuZitim Sirokopdasovym osvétlenim ve viditelném spektru
i negativnim fazovym kontrastem. VSechny snimky jsou zachycovani pomoci snimace CCD
v pulsekundovych periodach a s predem stanovenou frekvenci snimace. To je nasledné
regulovano pomoci impulsu osvétleni stroboskopem nebo fotoapardtem. Pomoci pfistroje
mulzeme krasné vidét i trajektorii spermii, kde detekujeme hlavu spermie pomoci rozméru,
jasu a poctem pixelu. AvSak tyto parametry ndm mohou ovlivnit stanoveni koncentrace,
a proto se pouzivaji rlizné algoritmy pro rozliSeni spermii, které ktizi trajektorie pohybu. Dalsi
algoritmy pro spravné uréovani jsou u spermii, které béhem pozorovani vystupuji nebo
vstupuji do vzorného pole. Vyhodnoceni objemu je dano zvétSenim a hloubkou komory
pouZzité pro analyzu. Vzorce pouzivané pro tyto parametry nam vyhodnocuji kfivo¢arou
rychlost, primérnou rychlost, pfimocarou rychlost, amplitudu laterdiniho posunu hlavy,
linearita kfivocaré drahy, pfimost primérné cesty a kmitoctivou frekvenci (Brito et al. 2016).

Analyza vétSinou probiha pfi vinovy délce 660 nm nebo 882 nm. Zafizeni si samo vybira
pole pro analyzu nebo se toto pole mlze urcit ru¢né. Vstupni parametry v pfistroji jsou
vyrobcem nastavené, avsak je moiné tyto parametry vlastnorucéné upravit. Nesmime
zapomenout pfi kazdém vyhodnoceni zadat i vystupni parametry. Délka analyzy je dédna dle
hodnoticich
kritérii, ale trva pfiblizné 3 minuty. Vysledky jsou nasledné pfepocitani na cely objem vzorku
a nasledné na objem ejakuldtu. Pfistroj nam je schopny i vypocitat potfebny mnozstvi
ejakulatu na kvalitni inseminacni davku (Lukac et al., 2009). Jedinou nevyhodou je poftizovaci
cena a naslednd standardizace parametrl pfistroje pro dany druh. Dalsi moZnosti tohoto
pfistroje je pofizovaci frekvence snimku, ktera je mezi 15-60 Hz (Mortimer 1994).

Také je schopna zanalyzovat motilitu spermie a vyhodnotit kfivku rychlosti spermii
(Verstegen et al. 2002).

33



7 STR = VSL/VAP
e / LIN = VSL/VCL

Obrazek 5 Hodnoty namérené pomoci CASA (Verstegen a kol. 2002).

Na obrazku 5 vidime tfi rlizné trajektorie. Prvni hodnota oznacena VCL je oznacena,
jako krivocara rychlost. Je to priamérna rychlost mérena na draze, kterou spermie urazi z bodu
A do bodu B, véetné vSech odchylek jejiho pohybu. Druha trajektorie oznacena zkratkou VAP
predstavuje pramérnou rychlost. Posledni trajektorie VSL je oznacovana, jako primérna
primocard rychlost. Vsechny parametry se méfi v um/s. Pomoci téchto Udajd vypocitame
primost trajektorie STR (STR= VSL/VAP v %) a linearitu LIN ( LIN=VSL/VCL V %)
(Verstegen et al. 2002).

Dalsi vyhodou u pfistroje CASA je pozorovani morfologie spermii, jelikoZ Ize analyzovat
parametry, u kterych by to nebylo manudlné mozné. Pfi pozorovani vzorku musime udrzovat
teplotu 37 °C, aby spermie zlstaly na Zivu (Olivares et al. 2017). Dale Olivares et al. (2017) pfi
svém vyzkumu s beranim ejakulatem méli parametry pfistroje nastavené na 25 snimki za
sekundu a zvétseni mikroskopu x100. Pocita¢ provadél rozbor na plose 24 x 24 mm ve vzorku
o objemu 10 pl. Plocha objekt(, kterou pocita¢ vyhodnoti jako hlavicku spermie, byla 18—60
um2. Dle rychlosti kiivkového pohybu (VCL) byly spermie zafazovany do skupin pod 10 um/s
byly klasifikovany jako nepohyblivé, 10—45 um/s stfedné pohyblivé a rychlé nad 75 um/s. Jako
spermie s progresivnim pohybem byly klasifikovany ty, které dosahovaly STR nad 80 %.

3.5.2. Hypoosmoticky test

Je jednoduchy test vitality spermii, ktery se pouzivda k vyhodnoceni nepoSkozenosti
povrchovych plazmatickych membran spermii v oblasti bi¢iku. V hypoosmotickém prostredi
dochazi k priniku vody, coz ma za nasledek zvétSovani bunécéného objemu, a to vede ke
staceni biciku spermii (Hofirek 2009). Tento test je uzitecny, kdyz se chceme vyhnout barveni
spermii, avSak abychom mohli pozorovat bicik, musime ejakulat zfedit s hypoosmotickym
roztokem napfiklad: fruktdézu s citratem sodnym nebo roztokem sachardzy.. U spermii
s nedotéenou membranou dochazi po cca 5 minutdch v hypoosmotickém prostfedi ke
tvarovym zménam biciku (Ramu & Jeyedran, 2012).
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Teplota vzorku pro spravné vyhodnoceni musi mit 37 °C. Roztok se pfipravi
rozpusténim 0,735 g dihydratu citratu sodného a 1,351 g fruktézy ve 100ml destilované vody.
Preparat se smisi s 1 ml roztoku a 100 pl ejakuldtu a nasledné se to celé necha inkubovat po
dobu 30 minut pfi teploté 37 2C. Po inkubaci se 10 pl smiseného smési prenese na podlozni
sklicko a prekryje se krycim sklickem o rozmérech 22 x 22 mm (Gadea 2005).

Obrazek 6 Tvarové zmény biciku spermii (Gadea 2005).

Vyhodnoceni se provadi na mikroskopu s fazovym kontrastem o celkovém zvétseni
200x—400x. Zde zfetelné pozname mrtvé bunky, které zlstavaji beze zmény, zatimco u Zivych
bunék rozeznavame razné druhy zdureni biciku. Obrazek 6 popisuje tvarové zmény biciku
spermii (Gadea 2005).

Nalley & Arifiantini (2014) ve své publikaci uvadi jiny postup, kterym provadi tuto
metodu. Roztok se sklada ze 7,35 g citratu sodného a 13,52 g fruktdzy ve 100ml destilované
vody. Preparat se smisi s 10ul ejakulatu a 2 ml hypoosmotického roztoku. Cely proces probiha
pfi teploté 37 °C a pozorovani je vidy po 15 minutach. Zjistilo se, Ze pfi tfetim méreni vysledky
dosahovali nejlepSich hodnot. (Nalley & Arifiantini 2014).

3.5.3. Pratokova cytometrie

V poslednich letech se pratokova cytometrie vyvinula na Siroce pouzivané techniky, které
detailné poskytuji informace o nehomogennich populacich bunék ve formé cytogramd.
Jednotlivé bunky jsou zobrazovdny, jako body v multidimenzionalnim prostoru, se
souradnicemi pfimého a bocniho svételného rozptylu a intenzitou fluorescence v riznych
vinovych délkach (Evenson et al. 1993). Metoda umozZnuje naraz zkoumat az desitky tisic
bunék a ma Siroké uplatnéni v cytologii, virologii, molekularni biologii a v mnoha odvétvi
v mediciné (McKinnon 2018). Nejvice je vyuzivand pfi polychromatické imunofenotypizaci
krevnich leukocytli a bunék kostni dfené. Ddle se vyuziva jako imunofenotypizace bunécnych
suspenzi izolovanych z jinych télnich tekutin (mo¢, likvor, vypotky) a také z organ(
a lymfatickych tkani. Pratokovd cytometrie se pouziva i na analyzu DNA u fixovanych
i intaktnich bunék, detekci apoptdzy, biofyzikdlni a biochemické stanoveni véetné kinetiky
buné&nych procest (Sinkorova & Zarybnicka 2008).

Metoda stanovuje koncentraci spermii v ¢erstvém nebo rozmrazeném spermatu. Je to
technika se snadnym pouzivanim, ktera je velice presna, kvlli své presnosti a opakovatelnosti.
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Pomoci této techniky dokdzeme skvéle rozlisit spermie od jinych ¢&astic, jako jsou somatické
buriky, tukové burnky nebo bakterie (Evenson et al. 1993).

Pouzivani priitokové cytometrie je velice nakladné na vybaveni a je potreba k nému
kvalifikovaného pracovnika, kvili sloZitosti metod, kterymi se pfipravuji vzorky a vyhodnocuiji
se data. Metoda se teda spiSe vyuziva pro vyzkumné ucely neZz na ovérovani kvalit vzorku
(Ormerod 2000).

Pfistroj se sklada ze tri casti: fluidiky, optiky a elektroniky. SloZeni optiky
v pratokové cytometrie se sklada ze tfi ¢asti: laseru, filtrd a detektor(. Nejcastéji se pouzivaji
lasery o vinovych délkach: délce 488 nm (modrd), 405 nm (fialovd), 532 nm (zelend), 552 nm
(zelend), 561 nm (zlutozelend), 640 nm (Cervend) a 355 nm (ultrafialovd). Abychom mohli
analyzovat buriky, musime vzorek obarvit fluorochromem, coz je molekula, kterd po osviceni
svétlem urcité vinové délky absorbuje energii zareni Nasledné se vzorek da do pritokové
cytometrie, pfesnéji do vySetfovaci komory. Vzorky pro vyzkum jsou aplikovdni na presnych
objemech. Ktomu nam pomahaji elektrody, které detekuji i sebemensi pokles
hladiny. Pro spravnou analyzu je nutné mit bunky rozptylené v tekutiné, kterd je pod tlakem
vstfikovdna do uzavieného kanalku, kde je vzorek hodnocen. Tekutina, ktera obsahuje buriky,
opousti uzavieny kandlek a rozklddd se pomoci trysek na jednotlivé kapky, které jsou
vstfikovani na misto, kde je vzorek hodnocen (Brito et al. 2016). V kazdé kapce je jedna burka
a velikost kapek se pohybuje v rozsahu 40—-200 mikron( Zde jsou kapky vystaveny laserovym
paprskiim, jimiz jsou buriky ozafeni. Toto ozafeni zpUsobi fluorescenci jednotlivych kapek
spojenych se spermii. Barviva na sebe vazou svétlo o urcité vinové délce a buriky s rGznymi
vlastnostmi vyzaruji svétlo s odliSnou vinovou délkou, ¢imzZ vykazuji rozdilnou fluorescenci.
Fotonasobic, ktery je soucasti pratokové cytometrie je schopny zachytit i slabé optické signaly.
Fotondsobic spojeny s filtry umoZiuje prochazet pouze urcitymi vinovymi délkami svétla
a umoznuje urcit, zda jednotlivé kapky obsahuiji ¢&i neobsahuji buriku, a pokud buriku obsahuiji,
tak zhodnoti specifickou barvu, s kterou je burika spojena. Paprsky prochazeji pres bunku ve
dvou raznych smérech, v pfimém a bo¢nim sméru. V pfimém sméru métime rozptyl relativni
velikosti bunky. V boénim sméru pozorujeme rozptyl ve struktufe a Cclenitosti burky
(Ormerod 2000). Fluorescencni svétlo je pomoci ¢ocek a filtrd vedeno na detektory, které

36



sbiraji data do pocitace (Freneau et al. 2009). Na zakladé rozptylu, Ize urcit velikost Castic
a separovat spermie od ostatnich bunék a necistot.

Obrazek 7 Tok pratokovou cytometrii (cs.differbetween.com)

Pratokovd cytometrie je vyuZivdna pro hodnoceni Zivotaschopnosti spermii,
odstranéni nespermatickych ¢asti, mitochondrialni aktivitu, miru poSkozeni DNA, integritu
akrozomu, na sexaci spermii nebo hodnoceni celkové koncentrace. Tok priitokovou cytometrii
je zobrazen na obrdazku 7.

Hodnoceni Zivotaschopnosti spermii, je na zptisobu oznacenych Zivych nebo mrtvych
bunék, kde se jim zbarvi integrita plazmatické membrany a tim krasné uvidime mnozstvi Zivych
a mrtvych spermii. Na toto hodnoceni se nejéastéji vyuziva barvivo propidium jodid, ktery
barvi poskozenou spermii na €erveno (Oldenhof et al. 2011). Zivé bufiky jsou obarvovana
napfriklad barvivem karboxyfluorescein diacetatem, ktery zobrazuje neposkozené spermie
zelené. Kombinaci témito barvivy jsme schopny pozorovat i poskozené buriky, které se zbarvi
obéma barvami. Spermie se zbarvuji, jelikoz barviva se vaiou na jejich DNA.

Zesiloval
— 1
] © .
- laserowy . /
peprsek U e detektor analogove-
, o fluorescence  Cislicovy
hnacivoda 7 4 pfevadnik
YZOrek

Obrazek 7. Tok pratokovou cytometrii (Dolnik et al. 2019).

Na hodnoceni k odstranéni nespermatickych ¢astic pouzivdme barviva Hoechst 33342
nebo kombinace SYBR-14 a propidium iodid. Do této skupiny patfi bakterie, rlizné cizorodé
Castice, krvinky a epitelidlni buniky (Martinez-Pastor et al. 2010).

Hodnoceni koncentrace pomoci prdtokové cytometri se vyuziva, kvali tomu, Ze lze
dosahnout vice presnéjSim vysledkim, nez je tomu u metod béiné pouzivanych jako:
hematocytometr, spektrofotometr, nebo elektronického poditadla bunék (Hossain et al.
2011).
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Metoda na poskozenou DNA spermii je zaloZena na vySetfeni struktury chromatinu
spermii (SCSA). To ndm umoznuje stanovit velké kvantum spermii ve vzorku. Metoda byla
poprvé pospand v roce 1980 v Casopise Science (Evenson et al. 1980). Definuje abnormalni
strukturu chromatinu a jeho zvysenou nachylnost k denaturaci bilkovin spermii. Chromatin se
nachazi v jadre spermie, kde ma za ukol udrzovat jeji DNA (Garcia-Macias et al. 2006). Tyto
pozorované poruchy mohou vznikat béhem spermatogeneze nebo pfi zménach teplotniho
a oxidacniho stresu, ale i vlivem kyselého prostiedi (Aoki et al. 2006). Ejakulat je barven
akridinovou oranzi, kterd vykazuje rozdilnou fluorescenci. Jednovldknova DNA, kterd je
poskozena, se zbarvi do cervena. U dvojvlaknové nedenaturované DNA se zbarvi do zelena
(Falchi et al. 2018).

R
Sperm with intact DNA

.‘-

-

Sperm with damaged DNA

Obrdazek 8 Sperm Chromatin Structure Assay (SCSA) (Evenson et al. 1980)

3.6. Fertilizacni schopnost pfi umélé inseminaci

Uméld inseminace je nejstarsi a nejrozsifrenéjsi technikou asistované reprodukce
v Zivocisné vyrobé, ktera je zaloZena na védeckych poznatcich ohledné biologie a fyziologie
reprodukce (Nuti 2007). Jde o zavedeni spermatu vinseminacnich ddvkdch pomoci
inseminacéniho nastroje do pohlavniho traktu samice. (Barbas & Mascarenhas, 2009). Pouzity
této techniky bylo zavedeno nejprve z hygienickych dlivodd, aby se zabranilo kontaminaci
a Sifeni sexudlnich a nesexualnich nemoci. Nejhlavnéjsimi aspekty u umélé inseminace je jeji
jednoduchost, ekonomickd vyhodnost a velkd Uspésnost. U malych prezvykavcl lze pouZivat
Cerstvy, chlazeny, tak i zmrazeny ejakulat (Chemineau et al. 1991). Umoznuje rychlé Sifeni
zadoucich vlastnosti samc(, které maji pfedpoklady pro vysoky produkéni potencidl. Pomoci
toho muzZeme ejakuldt od nejlepsiho genetického jedince pouZit k impregnaci vice samic, aby
se zvysili pfiznivé geny, pro budouci populaci. (Parkinson, 2009). Uméld inseminace méla
pozitivni vliv i na sniZzeni poctu samcu, coZ vedlo ke sniZeni genetické variability a snizeni
genetickych defektl a zvySeni pfibuzenské plemenitby (Nuti 2007). Dalsi velkou vyhodou pfi
umélé inseminaci je, Ze inseminacni davky usnadnuji transport spermatu na velkou vzdalenost
nebo i vyuzivani téchto davek po otcové smrti (Evans & Maxwell 1987). Nejvice se uméla
inseminace u ovci vyuziva v Jizni Americe a v Australii. Méné se uméld inseminace vyuziva
v Evropé a v Severni Americe (Shipley et al. 2007).
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Prvni zminky o umélé inseminaci ovci

Prvni povésti o inseminaci ovci pochazeji z 16. stoleti. V tomto stoleti poprvé ziskavali semeno
od beranl prirozenou pripoustéci metodou, kde nechali berana naskocit na pripoustéci ovci a
do nadoby odebrali semeno, které zavedli do pochvy ovcim, které byly v fiji (Gamcik &
Kozumplik 1974). V povaleéném obdobi po 1.sv valce doslo k velkému pokroku, kvuli vyvoji
umélych vagin a fantomU. Tyto ndastroje nam pomahaiji ziskat kompletni ejakulat. Zacalo se
provadét i prvni fedéni spermatu. Zredéni puUsobilo proti nepfiznivému Gcinku
semenné plazmy, coZz umozZnilo skladovani spermatu a zvysSil se i objem ejakuldtu pro
inseminaci (Rob & Hercik 1987). V roce 1931 prof. Milavnov sepsal prvni praktickou knihu
o umélé inseminaci skotu a ovci. (,,Uméld inseminace skotu a ovci“). V tomto obdobi se uméla
inseminace vyrazné rozsifila po celém svété. Maxwellem a Evansem byly prvnimi vyzkumniky
zkoumajicimi odbér spermatu a jeji inseminaci u ovci vroce 1987. Zabyvali se jeho
zmrazovanim spermatu a jeho fedénim. Nésledné vydavaji Chemineaue et al. (1991) manudl
k inseminaci ovci a koz.

Dochované historické zminky o inseminaci na naSem Uzemi pochazeji uz z roku 1876
v Jevicku, kde byla prvni specializovand inseminacni stanice pro berany (Faigl et al. 2012).
V dnesni dobé v CR jsou u ovci biotechnologické metody vyuZivany velice malo. Hlavnim
d@ivodem je rapidné snizené stavy ovci. Daldim diivodem je, e v CR neni 7adny realizaéni tym,
ktery by dokazal upravit podminky pro chov ovci, tak Ze bychom mohli konkurovat vyspélym
chovatelskym zemim. V téchto zemich je problematika reprodukce zamérena na intenzivni
Slechténi (Pindaka 2002).

3.6.1. Metody inseminace

Inseminace ovci je obtiznéjsi nez u jinych zvifat, kvuli sloZitosti anatomické stavby
délozniho cipku, kterym je tézsi projit, kvlli vyrazné klikatosti (Fukui & Roberts 1976).
Anatomické slozeni délozniho kréku u bahnice je mensi, tuzsi, uzsi a s klikatéjsim kanalkem.
Cervikdlni kandlek je dlouhy pfiblizné 7 cm a jeho anatomickd stavba ma tvar prstencd.
Prstencové krouzky poskytuji fyzickou bariéru vici vnéjsi kontaminaci, ale také ztézuji kanelaci
a nasledné ukladani spermatu do délohy (Kershaw et al. 2005). Tento faktor nasledné
ovliviuje miru brezosti ziskanou zmrazenym a rozmrazenym semenem, ktery neprojde
déloznim cipkem (Nuti 2007). Kvlli tomu se inseminacni davka deponuje do vstupu délozniho
kréku za pomoci cervikalni metody nebo do déloiniho lumenu sténou délohy pomoci
intrauterinni laparoskopické nebo transcervikdlni metody (Casali et al. 2017). Dle rliznych
vyzkumd, se zjistilo, Ze ¢im hloubéji deponujeme inseminacni davku do pohlavniho Ustroji
samice, tim mlzZeme ocekdvat lepsi zabfeznuti ovci (Milovanov & Sokolovska 1980). Na
inseminaci ovci se nejvice vyuzivaji intravaginalni, intracervikalni a intrauterinni metoda, ktera
se nasledné déli na transcervikalni a laparoskopickou metodu (Fair 2007; Daskin et al. 2016).
Na pouZzivani Cerstvého semene se vyuzivaji metody intravaginalni, intracervikalni. Na pouZiti
zmrazeného semene se vyuzivd metoda intrauterinni (Parkinson 2009).
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3.6.1.1 Intravagindrni metoda

Tento typ se spolu s metodou intracervikalni nejvice pouziva, avsak je nejméné
spolehliva (Polge et al 1970). Pfi této inseminaci se pouziva inseminacni pipeta bez pouziti
poSevniho zrcatka. Davka se deponuje na horni klenbu posevni, nad razici krcku délozniho. Pri
zavadéniinseminacni pipety je jeji Spicka trochu zvednutd smérem ke kosti kfizové, aby nebyla
zavedena do vyusténi mocové trubice. Nejprve se do pipety nasaje malé mnozstvi vzduchu,
potom vlastni inseminacni davka (Youngquist & Threfall 2007). Intravaginalni inseminace je
velice rychla a da se pouzivat i v polnich podminkach. Nevyhodou u této metody je vysoka
spotieba ejakulatu. Metoda se nepouzZivd u mrazeného spermatu, jelikoZz semeno ma
minimalni prezitelnost v pochvé, a proto se pouziva Cerstvy ejakulat nebo chlazeni ejakulat.
Kromeé toho je Uspésnost zabfeznuti velice nizkd a je mnohem vhodnéjsi tuto metodu pouzivat
spise na zjisténi rije. K lepSimu zjiSténi fije u ovci se provadi synchronizace fije, kde mizeme
ve stejny Cas provést u vSech naslednou inseminaci. K pfirozené synchronizaci fije maze byt
zarazeni berana do stdda 2—4 tydny pred ocekdvanou fiji. Dal$i moznosti vyvolani fije je
pouzitych hormonalnich pripravkd gestagenl v kombinaci s injekci PMSG nebo PGF 2 alfa.
IdedIni ¢as pro umélou inseminaci touto metodou je kolem 12-18 hodiny po zacatku fije
(Evans & Maxwell, 1987). Inseminacni davka by méla mit objem 0,3-0,5 ml s koncentraci
kolem 400 x 10° spermii. Uspé&$nost zabfeznuti je kolem 20-60 % (tabulka 1) (Macias et al.
2020).

3.6.1.2 Intracervikalni metoda

vvvvvv

inseminaci mrazenym spermatem u ovci (Anel et al. 2006). Na tuto metodu se pouziva Cerstvy
ejakulat i kratkodobé a dlouhodobé uchovavané semene. Metoda ma pozitivni vysledky pfi
pouziti Cerstvého nebo chlazeného spermatu, ale neni dostate¢né ucinny pfi poufZiti
zmrazenym a rozmrazenym spermatem (Chemineau et al. 1991). Inseminacni davka se
deponuje, pomoci inseminacni pipety 10-20 mm do kanalku délozniho krcku, a to za prvni az
druhou pfic¢nou fasu. (Youngquist & Threfall 2007). K tomuto druhu inseminace se pouziva
spekulum neboli poSevniho zrcatka se svételnym zdrojem, které se zavadi do hloubky
100-130 mm pohlavnim traktem. Zde je potieba davat pozor, aby se semeno nevracelo zpatky
do pipety nebo do pochvy, jelikoz reflux semene by mélo za nasledek nizsi oplodnéni
(King et al. 2004). Kv(li tomuto problému se vyvinul novy typ nasady na inseminacni pipetu
DARIO, ktera minimalizuje reflux semene. Vysledky prokazuji zlepSeni az o 10 % oproti staré
metodé (Macias et al. 2017). Inseminacni davka cerstvého ejakuldatu by méla obsahovat
1 x 10° spermii. U chlazeného spermatu by mél byt pocet spermii 1,5 krat vice nez u éerstvého
semene (Edmondson et al., 2012). Inseminacni davka u rozmrazeného semene by se méla
pohybovat o objemu 0,2ml a méla by obsahovat 200 x 10° spermii (tabulka 1). Usp&3nost
zabfeznuti metodou dlouhodobé je okolo 40-80 % (Fair 2007). Ve vyzkumu dle Paulenz et al.
(2004), kde zkoumali Uspésnost inseminaci mrazenym semenem, dosli k zavéru, Ze
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inseminaéni davka by méla obsahovat minimalné 240 x 10° spermii. Idedlni doba pro Uspésné
zabfeznuti je 15-17 hodin po nastupu zjisténé tije (Chemineau et al. 1991).

3.6.1.3 Intrauterinni metoda

Metoda intrauterinni spociva v deponovani rozmrazené inseminacni davky na kraj
délohy. U této metody se pouzivda mensi procento spermii, aviak objem inseminacni davky
mrazeného spermatu (Edmondson et al. 2012). U intrauterinni metody jsou dva zpUsoby
vpraveni inseminacni davky pres kréek déloini, a to laparoskopicky a transcervikalni
(Faigl et al. 2012).

3.6.1.4 Intrauterinni transcervikalni metoda

Metoda je méné pouzivdna neZ laparoskopickd. Na tuto metodu musime ovci zafixovat ve
specialni kolébce, kde je ovce zafixovand na zddech (Casali et al. 2017). Tato poloha
usnadniuje prichod inseminacni pipetou déloznim Cipkem (Sohnrey & Holtz 2005). Pfi této
metodése nejcastéji vyuziva inseminacni pipeta, spekulum a klesté
(WulsterRadcliffe et al. 2004). Pomoci spekulu rozsifime pochvu a nasledné klestémi
uchopime délozni kréek. Posledni ¢ast vyZaduje vysokou odbornou zkusenost, jelikoz
musime déloZzni kréek prohackovat upravenou inseminacni pipetou a nasledné mlzeme
inseminacéni davku vpravit na rozhrani kr¢ku a délohy (Yungquist & Threlfall 2007). Vpraveni
inseminacni davky do délohy provadime stejné jako u metody intracervikdlni nebo
laparoskopické (Faigl et al. 2011). MraZené berani sperma ma snizenou schopnost prochazet
déloznim krckem a tim maji vyrazné porusenou oplozovaci schopnost. Inseminacni davka ma
objem 0,1-0,5 ml a pocet pohyblivych spermii se pohybuje okolo 60-150 x 10° spermii
(tabulka 1). Uspésnost zabfeznuti se pohybuje u Cerstvého semene mezi 40-70 % a u
mrazeného semene 30-70 % (tabulka 1) (Macias et al. 2020). Dle vyzkumu Killeen a Caffery,
(1982) ukazuji, Ze usazeni semene v jednon déloZznim rohu vede k oplozeni vajicek v obou
rozich. Byla pouZita davka 0,2—0,5 ml s pohyblivymi spermii 100-200 x 10°. Nejvéti nevyhodou
u této metody je moznost poranéni délozniho Cipku, abscesy, infekce nebo Spatna mira biezosti
(Perry et al. 2010).

3.6.1.5 Intrauterinni laparoskopicka metoda

Laparoskopickd inseminace se provadi jak s Cerstvym, tak i mrazenim spermatem.
JeSté, neZz se provede samotnda inseminace, ovce se musi zafixovat, jako je tomu
u trancervikalni metody. (Edmondson et al. 2012). Inseminace touto metodou se provadi
v anestezii pres sténu bfisni vétSinou na levé strané. K této metodé je zapotfebi endoskop,
ktery se spolu se sondou zavadi do bfisni dutiny dvéma operacnimi vpichy. Inseminace se
provadi do obou déloznich rohd, nejlépe doprostired mezi uterotubalnim spojenim a bifurkaci
(Faigl et al. 2011). Zakrok se pohybuje mezi 5-10 minuty a pomoci této metody lze za jeden
den nainseminovat i par stovek bahnic (Luther 2008). Pomoci tohoto postupu se vyhneme
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cervikalni bariéfe a tim se snizi mnoZstvi potfebného spermatu pro Uspésné zabieznuti. Do
obou rohl se ddva inseminaéni ddvka o objemu 0,05-0,10 ml a obsahu 20-50 x 10° spermii
(tabulka 1). Kvali mensimu poctu spermii v téchto inseminacnich davkach lze vytvorit mnohem
vice inseminacnich davek, které maji za nasledek snizeni naklad( (Perkins et al. 1996).

Metoda laparoskopicka dosahuje nejlepsich vysledk( ze vsech metod pouZivané pfri
inseminaci ovci, kvlli vpraveni spermii pres délozni kréek (Casali et al. 2017). Tato metoda se
ale mGze potykat s mnoha nevyhodami, jako je pfipadné zranéni pfi zakroku, pti infekci,
anestezii nebo manipulaci se zvifetem v bezvédomi (McCappin & Murray 2011). Dalsi hlavni
nevyhodou je drahé vybaveni, které potfebujeme pro jeho provedeni a celkovd narocnost
provedeni. VSechny tyto parametry se potom projevuji, na celkové cené inseminacni davky.
Uspédnost zabreznuti p¥i pouZiti erstvého spermatu je okolo 40-70 % a u zmrazeného
30-70 % (tabulka 1) (Youngquist & Threfall 2007). Dalsi studie uvadi Uspésnost dosahujici az
80 % (Anel et al. 2006). Tato metoda se vyuzivd i pfi diagnostice reprodukéniho traktu a
odhalovani zdravotnich problému (Casali et al. 2017).

Metoda Objem ejakulatu Uspésnost Koncentrace spermii
zabreznuti v ID

Intravaginalni 0,3-0,5 ml 20-60 % 400*10°
Intracervikalni 0,05-0,2 ml 40-80 % 200-240*10°
Intrauterinni 0,1-0,5 ml 40-70 % 60-150*10°
transcervikalni
Intrauterinni 0,05-0,1 ml 30-70 % 20-50*10°
laparoskopicka

Tabulka 1Parametry metod inseminace (Chemineau et al. 1991; Casali et al. 2017;
Perry et al. 2010).
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4. Zaveéer

V této praci byly sepsany nejnovéjsi a dosavadni poznatky, tykajici se modifikaci konvencnich
fedidel za ucelem zlepSeni kvalitativnich parametr( konzervovaného spermatu. Z dostupnych
studii vyplyva, Ze nejslozitéjSim procesem pfi vyrobé inseminaéni davky je konzervace a
nasledné rozmrazeni. Mnoho autorl poukazali na rGzné rychlosti chlazeni a mrazeni, avsak
skoro vSichni se shodli, ze kriticky tepelny rozsah se pohybuje od -10 do -25 °C.

Dale jsem se v praci zaméfil na nové alternativy pro zlepseni komerénich fedidel a
moznosti nahrady latek ZivocisSného plvodu za latky rostlinného typu. ,,Dosud nebylo
nalezeno vhodné rostlinné médium, které by mohlo plnohodnotné nahradit latky Zivocisného
plvodu. Ackoliv existuji studie, které prokazuji zlepSeni kvality a plodnosti semene pfi uzity
rostlinnych extraktd”’. K témto studiim fadime napftiklad extrat z rozmarynu, ktery byl doplnén
do fedidla na bazi sdjového lecitinu. Toto fedidlo vedlo ke zlepSeni motility spermii a
funkénosti plazmatické membrany zmrazeného spermatu. Dalsimi rostlinnymi latkami, které
skvéle nahrazovaly Zivocisného latky, jsou zeleny ¢aj a arganovy olej.

Zavérecné poznatky o zlepseni konvencnich fedidel doplnénymi riznymi aditivnimi
l[atkami, které se zabyvaji zlepsenim kvality semene a plodnosti poukazuji na fakt, ze tyto
pfisady z ptirodnich zdroji maji rdzné Ucinky v zavislosti na posuzované proménné kvality
spermatu. Pochopeni biologickych mechanism( téchto doplnk( o kvalité spermatu by
umoznilo zlepSeni stavajicich nebo vyvoj novych fedidel. Ty mohou zvysit kvalitu
konzervovanych spermii berana a ndsledné dosahnout Zadouci miry oplozeni.

Aditivni latky se do fedidel ptiddvaji za ucelem ochrany spermii béhem chlazeni a
zmrazovani. Mezi nejvyznamnéjsi aditiva patfi: antioxidanty, vitaminy, aminokyseliny a
mnoho dalSich vyznamnych latek. Antioxidanty zlepsuji funkci spermii béhem konzervace a
ochranuji spermii pred reaktivni formou kysliku. Mezi nejhlavnéjsi latky jsou superoxid-
dismutdza, astaxanthinu. Vitaminy jsou pfidavani do fedidel za ucelem zlepSeni kvality
spermii. Napftiklad vitamin E, dle nékolika vyzkumu zlepsilo Zivotaschopnost a motilitu spermii.
Dalsi vitaminy, které byly zkoumany na zlepsSeni funkci spermii, byly vitamin C a vitamin trolox.
Aminokyseliny se nachazeji vsemenné plazmé a pridavaji se do fedidel za Ucelem snizeni
fragmentaci DNA spermie, zlepSeni pohyblivosti, Zivotaschopnosti a integrity membrany
spermii po rozmrazeni. Mezi nejhlavnéjsi aminokyseliny jsou methionin, Taurin a cystein, u
kterych bylo prokazano pozadované zlepseni.

V neposledni fadé nasledovalo ovéreni kvality inseminacnich davek. Testovani se
provadi specializovanymi laboratornimi testy a na bazi polnich testl (inseminaci). Kde bylo
zjiSténo, Ze nejlepsich vysledk(l zabrezavani dosahla metoda laparoskopicka, kterd je vsak
z finanéniho hlediska mnohem drazsi a jeji proveditelnost je slozZitéjsi i ¢asové narocnéjsi.
Specializované laboratorni testy se provadi pomoci pfistrojovych metod, jakymi jsou
pratokova cytometrie, hypoosmoticky test a CASA (Computer — Assisted Semen Analysis). Tyto
metody poskytuji kvalitni informace o vlastnostech spermii.
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V navazujici diplomové praci by se mohla porovnavat jednotlivd fedidla u rldznych
plemen beran( a tak zjistit jaké redidlo by bylo nejlepsi pro dané plemeno.
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