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Perspektivni kryoprotektory vyuzivané pri konzervaci
spermatu u pivodnich plemen ovci v CR

Souhrn

Kryokonzervace ejakulatu se pouziva jako metoda zachovani genetického materialu,
a je tudiz dulezita pro zachranu puvodnich plemen ovci. Kryokonzervace umoziuje uchovat
spermie v extrémné nizkych teplotach az do doby, kdy jsou potieba pro inseminaci nebo jiné
reprodukéni techniky. V pripadé pivodnich plemen ovci miize byt kryokonzervace ejakulatu
klicovou metodou pro zachovani genetické rozmanitosti. Uchovani spermatu by mohlo umoznit
obnovu populace daného plemene a tim 1 ochranu jeho genetického materialu pro budouci
generace. Nicmén¢ berani semeno je nachylné na poskozeni v prabéhu kryokonzervace a po
jeho nasledném rozmrazeni. Z tohoto diivodu bylo cilem bakalaiské prace zpracovat formou
literarni reserSe souhrn poznatki o modernich kryoprotektorech.

Kryoprotektory jsou latky pouzivané k ochrané spermatu pred poskozenim béhem
procesu zmrazovani a rozmrazovani. Tyto latky pomahaji snizit tvorbu ledovych krystalt ve
spermatickych buikéach, coz umoziuje zachovat zivotaschopnost spermatu pro inseminaci.
Nejcasteji pouzivanym kryoprotektorem je glycerol. V této praci budou zminény napiiklad i
amidy, antioxidanty, vitaminy a aminokyseliny. Vyzkum v oblasti kryoprotekce spermatu
berant stale pokraCuje a hledaji se nové latky s lepSimi kryoprotektivnimi vlastnostmi a
mensimi vedlejsimi ucinky. V posledni dobé byly zkoumany kryoprotektory zalozené na
ptirodnich latkach, jako jsou naptiklad rostlinné extrakty, mezi které patii hrebicek a rozmaryn.

V navaznosti na vyzkum kryoprotekce spermatu je také dualezité sledovat a
optimalizovat postupy vyroby inseminacnich davek s cilem zlepsit uspésnost inseminace.
Vyroba inseminacnich davek ovci zacina sbérem ejakulatu od berand pomoci umélé vaginy
nebo elektroejakulace. Po odbéru nasleduje vySetfeni a fedéni specialnimi fedidly. Ziedény
ejakulat se uchovava v chlazeném nebo zmrazeném stavu. Inseminace ovci je moderni metoda
reprodukce, ktera umoznuje chovatelim zlepsit genetické vlastnosti stada a zvySit jeho
vykonnost. Beran hraje klicovou roli v procesu inseminace ovci, protoze poskytuje kvalitni
sperma, které je nezbytné pro uspésné oplodnéni vajicka. Bakalarska prace popisuje 4 typy

metod inseminace: intravaginalni, intracervikalni, transcervikalni a laparoskopicka.

Klicova slova: genova rezerva, inseminace ovci, prutokova cytometrie, CASA, fedidlo



Promising cryoprotectors used for the ram semen
preservation in original Czech sheep breeds

Summary

Cryopreservation of semen is used as a method of preserving genetic material and is
therefore important for the conservation of original sheep breeds. Cryopreservation allows
sperm to be stored at extremely low temperatures until they are needed for insemination or other
reproductive techniques. In the case of original sheep breeds, semen cryopreservation may be
a key method for preserving genetic diversity. Preserving semen could enable the restoration of
the population of a given breed and thus protect its genetic material for future generations.
However, ram semen is susceptible to damage during cryopreservation and after subsequent
thawing. For this reason, the aim of the bachelor thesis was to process a summary of knowledge
on modern cryoprotectants in the form of a literary research.

Cryoprotectants are substances used to protect sperm from damage during the freezing
and thawing process. These substances help to reduce the formation of ice crystals in sperm
cells, allowing the sperm to remain viable for insemination. The most commonly used
cryoprotectant is glycerol. This work will also mention compounds such as amides,
antioxidants, vitamins, and amino acids. Research in the field of ram sperm cryopreservation is
ongoing, and new substances with better cryoprotective properties and fewer side effects are
being sought. Recently, natural-based cryoprotectants have been investigated, such as plant
extracts, including clove and rosemary.

In connection with the research on cryopreservation of sperm, it is also important to
monitor and optimize the production procedures of insemination doses in order to improve the
success rate of insemination. The production of sheep insemination doses begins with the
collection of semen from rams using either an artificial vagina or electroejaculation. After
collection, the semen is evaluated and diluted with special diluents. The diluted semen is stored
in a cooled or frozen state. Sheep insemination is a modern reproductive method that allows
breeders to improve the genetic traits of their flock and increase its performance. Rams play a
crucial role in the sheep insemination process as they provide high-quality sperm necessary for
successful fertilization of the egg. The bachelor's thesis describes four types of insemination

methods: intravaginal, intracervical, transcervical and laparoscopic.

Keywords: gene sources, sheep insemination, flow cytometry, CASA, diluent
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1 Uvod

Zmrazovani spermii berant s vyuzitim kryoprotektord je velmi dalezité v modernim
chovu ovci, protoze umoziiuje zlepsit geneticky potencial stada a minimalizovat riziko pfenosu
pohlavnich chorob a infekce mezi zviraty. Kryoprotektory jsou klicovym prvkem pro Gspésné
mrazeni spermii, uchovavani po dobu nekolika mésici az let bez vyrazného snizeni kvality a

jejich nasledné pouziti pro umelou inseminaci.



2 Cil prace

Dulezitym bodem zachranného programu pavodnich plemen ovci je vytvoreni
dostatecného reservoaru kvalitnich inseminacnich davek dlouhodobé€ uchovavanych v tekutém
dusiku. Obecné je znamo, ze sperma u malych pifezvykavci ma nizkou toleranci vaci
konzervaci timto zptisobem. Proto v§echny informace, které vedou ke zlepSeni kryokonzervace,
jsou dulezité s ohledem na zachranu puvodniho Ceského genofondu ovci. Cilem bakalaiské
prace je soupis aktualnich poznatkti tematicky zaméfenych na vyuziti perspektivnich
kryoprotektkoru pii konzervaci semene. Dalsim cilem bakalafské prace bude navrZzeni moznych
postupt pro optimalizaci vyroby inseminacnich davek, popt. potencialniho zlepSeni Gspésnosti

pfi nasledné inseminaci.



3 Literdrni reSerSe
3.1 Spermatogeneze

Spermatogeneze je slozity a specializovany proces redukce DNA a metamorfozy
zarodecnych bunek. Spermatogeneze zahrnuje (1) proliferacni fazi, kdy se spermatogonie déli,
aby nahradily jejich pocet nebo se diferencovaly na dcefiné buriky, které se stavaji zralymi
gametami, (2) meioticka faze, kdy zarodecné bunky prochéazeji redukénim délenim, jehoz
vysledkem jsou haploidni (polovina normalniho komplementu DNA) spermatidy a (3) faze
spermiogeneze, ve které spermatidy prochazeji hlubokou metamorfozou, aby se staly zralymi
spermiemi (Partin 2021).

V prvnim meiotickém déleni vytvaii kazdy chromozom dveé chromatidy, které zastavaji
spojeny a proto maji duplikované geny. V okamziku déleni primarniho spermatocytu na dva
sekundarni spermatocyty obsahuje kazdy spermatocyt jeden chromozém. Ve druhém
meiotickém déleni vznikaji ze sekundarniho spermatocytu dvé spermatidy. V tomto procesu
dojde k oddéleni chromatid a vytvoii se dva duplicitni soubory gent. Kazdy soubor nasledné
prejde do jedné ze dvou vzniklych spermatid. Kazda spermatida obsahuje jen jednu sadu
chromozomu (Reece 2011). Spermatidy se zanotuji do zahybu cytoplazmatické membrany
podpurnych bunéek, kde znich slozitym procesem metamorfozy vznikaji bicikaté spermie.
Hotové spermie se uvolfiuji z podpurnych bun€k, prechazeji do lumenu kanalku a jim do
vyvodnych cest. Vrstva zarodecného epitelu obsahujici spermatidy a spermie se oznacuje jako
pasmo metamorfozy (Marvan et al. 2017).

Spermie

V obdobi pohlavniho dospivani, u berana ve véku 3 — 6 mésicli, zacina spermatogeneze
a v lumenu kanalkt se objevuji prvni volné spermie (Marvan et al. 2017). Spermie je sam¢i
pohlavni burika slozena z hlavicky a biciku. Na biciku se dale nachazi kréek, spojovaci Cast,
hlavni a koncovy oddil. Hlavicka vznikla z jadra a bicik z cytoplazmy spermatidy (Miholova
& Lipsky 1976). Celou spermii pokryva cytoplazmatickd membrana, kterad obsahuje bilkovinu
podobnou keratinu. Je bohatd na histidin, cystin a arginin. Membrana je acidorezistentni a
permeabilni. Bilkoviny tvofi vice nez polovinu hmotnosti spermie (Gamcik & Kozumplik
1984).

Zrani spermii je CasteCné regulovano proteiny pritomnymi v epididymalni tekutiné
(Dacheux et al. 2009). Spermie vSak dosahnou své plné fertilizacni schopnosti az po ejakulaci,
kdy se dostanou do kontaktu se sekrety pfidatnych pohlavnich zlaz a podstoupi druhou sérii
biochemickych a strukturalnich zmén (van Tilburg et al. 2013). Zralé spermie jsou vysoce
specializované bunky se specifickymi funkcemi zaméfenymi na oplodnéni. Proces oplodnéni u
savcu vyzaduje, aby se spermie navazaly a pronikly do zona pellucida, ktera obklopuje oocyt
(Luna et al. 2015).
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Obradzek 1: Spermie berana (Miholovad & Lipsky 1976)

3.2 Ejakulat

Ejakulat berana se vyznacuje malym objemem a vysokou koncentraci spermii (Maxwell
& Evans 1987). Ejakulat se sklada ze spermii a vymésku pridatnych pohlavnich zlaz. Obsahuje
1 bunécné elementy, mezi které patii odloupané epitelie a leukocyty. Pres 90 % jeho celkové
hmotnosti tvoii voda. Z anorganickych latek obsahuje Na, K, Cl, P a stopy Mg. Z organickych
latek bilkoviny, cukry, tuky (Miholova & Lipsky 1976). Hlavni podil ejakulatu predstavuje
svym objemem semennd plazma (u berana 70 — 75 %), ktera je tvorena prevazné vymeésky
ptidatnych pohlavnich zldz. Semenna plazma vytvaii svym pestrym chemickym slozenim
ptirozené prostiedi pro spermie, které je chrani pred nepfiznivymi vlivy, umoziuje jejich pohyb
a je zdrojem vyzivy (Marvan et al. 2017). Na kvalitu 1 kvantitu ma vliv mnoho faktord, mezi
hlavni faktory patii stari, ustajeni, pohyb a vyziva. Mnozstvi a slozeni ejakulatu se u
jednotlivych druht zvitat lisi. Ejakulat berana ma objem 1 — 2 ml a obsahuje 2 — 10 miliard
spermii. Vzhled je fidky, smetanovity (Miholova & Lipsky 1976).

3.3 Odbér ejakulatu

Sperma berant se odebira hlavné ze dvou diavodi: pro hodnoceni zdravého chovu
(plodnost) a k pouziti pro umélou inseminaci (Matthews et al. 2003). Nejcasteji se u beranti
semeno odebira do umélé vaginy, ojedinéle se pouziva 1 elektroejakulace (Gamcik &
Kozumplik 1984).
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3.3.1 Odbér do umélé vaginy

Umela vagina je Siroce pouzivana pro odbér spermatu piezvykavcu. Jedna se o
praktickou metodu a pouziti této techniky nevede ke zménam v kvalité spermatu ve srovnani s
pfirozenou plemenitbou (Abril-Sanchez et al. 2019). Uméla vagina se slada z vnéjsiho vélce a
vnitini vlozky (Gamcik & Kozumplik 1984). Na jeden konec je pfipevnéna sklenéna nebo
plastova sbérna nadoba a na ni je aplikovan kryt nebo rukav, aby se zabranilo chladovému Soku
spermii. Otevieny konec je lubrikovan nespermicidnim sterilnim gelem. Kazdy beran by mél
mit svou vlastni umélou vaginu, ktera musi byt vycisténa vodou, oplachnuta alkoholem a mezi
pouzitim by méla byt vysusena na vzduchu. Odbératelé maji pii manipulaci a odbéru Cisté
vySetfovaci rukavice. Tésn¢ pied pouzitim je tfeba umélou vaginu do poloviny naplnit vodou o
teploté 50 — 55 °C a na jeden konec zasunout sbérnou nadobku. Spravného tlaku se dosahne
vhanénim vzduchu do umélé vaginy pies ovladaci ventil. Pfesny tlak a teplota se budou u
jednotlivych beranu lisit, ale konecna sbérna teplota se pohybuje mezi 40 — 45 °C (Shipley et
al. 2007). Jako atrapa se pouziva ovce v fiji, ovce s uméle vyvolanou fiji, beran, nebo vhodné
pfizptisobeny fantom. Po ejakulaci se uméla vagina opatrné drzi kolmo dolu, aby se ejakulat
dostal co nejdiive do zbé&race semene, ktery se odevzda do laboratotfe (Gamcik & Kozumplik
1984). U berant se bézné provadi 2 — 3 odbéry za den. Objem spermatu odebraného umélou
vaginou je 0,5 — 2,0 ml (Liu & Ott 2018). Uméla vagina vyzaduje piedchozi trénink berant, je
Casoveé narocnéjsi, ale vede k odbéru lepsSich vzorkd spermatu s vyss§i koncentraci a lep§im
procentem zivych spermii (Matthews et al. 2003).

Obrdzek 2: Uméld vagina (osobni archiv)
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3.3.2 Elektroejakulace

Elektroejakulace je spolehlivou metodou ziskavani vzorku spermatu. Obvykle se
pouziva u mladych berant, ktefi nejsou vycviceni k pouzivani umélé vaginy (Napolitano et al.
2020). Pouziti elektroejakulace spociva v podavani elektrickych impulzii do samciho rekta
pomoci transrektalni sondy vybavené elektrodami. To vyvolava erekci penisu, emisi semene a
nakonec ejakulaci (Brindley 1981). Mezi nejbéznéj§i vybaveni patfi sonda Bailey nebo
Ruakura. Tyto typy sond maji jednoduchy vypina¢, ktery poskytuje stimulaci 10 — 15 voltd
30 — 50 sinusovych nebo ctvercovych vin. Berani mohou byt odebirani se sedativy nebo bez
nich, v zavislosti na dovednostech asistentl, frekvenci a cilech odbéru. Beran by mél byt
v poloze na boku. Penis se uchopi tésn€ pod zaludem sterilni gazovou houbou a mocova trubice
smétuje do sbérné nadobky. Je tfeba dbat na to, aby se sperma nedostalo do chladového Soku,
proto je vhodné pouzit vodni lazer kolem odbérové nadoby. Rektum se zbavi vykalt a na sondu
i fitni otvor se nanasi gel. Jemna masaz zlaz pomuize stimulovat berana a usnadnit odbér.
Obecné se tento postup provadi po dobu 10 — 15 sekund a poté se stimulace aplikuje pomoci
sondy v rytmické sekvenci 3 — 5 sekund zapnuto a 5 — 15 sekund vypnuto. K ejakulaci dochézi
po 3 — 5 stimulacich (Shipley et al. 2007). Elektroejakulaci se semeno muiize odebirat bez
poskozeni kvality spermii a §kodlivého vlivu na zdravotni stav berana (Gamcik & Kozumplik
1984). U beranti maji spermie odebrané pomoci elektroejakulace vice intaktni plazmatické
membrany a maji normalni mitochondrialni funkci ve srovnani se spermiemi odebranymi
pomoci umélé vaginy (Ledesma et al. 2014). Marco-Jiménez et al. (2005) ve své studii uvedli,
ze ve vztahu k metodé odbéru byla ovlivnéna pouze koncentrace spermii s vyrazn€ niz§im
poctem spermii na mililitr v ejakulatech ziskanych pomoci elektroejalukace, nez pomoci umélé
vaginy. Elektroejalukaci byl ziskan ejakulat o objemu 1,0 ml a koncentraci spermii 5,2 x
10°/ml, zatimco pii odbéru umélou vaginou byl objem spermii 1,2 ml a koncentrace 6,2 X
10°/ml.

3.4 Hodnoceni ejakuliatu

Pocate¢ni hodnoceni vzorku Cistého spermatu se provadi ihned po odbéru (Mocé &
Graham 2008). Ejakulat mtizeme hodnotit makroskopicky, mikroskopicky a pomoci in vitro
analyz, kterym bude vénovana celd kapitola nize.

3.4.1 Makroskopické

Pohlavné dospély zdravy beran ma objem ejakulatu v priméru 1 — 1,5 cm?. Nejmensi
prumérny objem semene byva na jafe, v 1ét€ se postupné zvétSuje a na podzim je nejvetsi.
Jestlize se ejakulat odebira v prabéhu celého roku, rozdily podle rocniho obdobi jsou malé.
Objem ejakulatu ovliviiuje veék, plemeno, ziva hmotnost berana, vyziva, metoda a frekvence
odbéru. Minimalni objem beraniho ejakulatu, ktery je mozné pouzit pro umélou inseminaci je
0,7 cm? (Gam¢&ik & Kozumplik 1984). Objem spermatu lze uréit pomoci odmérnych znacek na
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odbérové zkumavce, nalitim spermatu do odmérného vélce nebo zvazenim vzorku (Mocé &
Graham 2008).

Berani sperma dobré kvality je neprihledna, husta tekutina smetanovité konzistence,
ktera ma vysokou viskozitu a dobrou zrnitost (Gamcik & Kozumplik 1984). Barvu podmiiiuje
hustota a konzistence semene. Sperma byva krémové Sedé az mlécné (Gamcik & Kozumplik
1984). Mocé & Graham (2008) uvadi, ze by ejakulat mél mit bily vzhled. Semeno muze byt
znec€isténo chlupy, vazelinou, koznimi parazity, prachem, krvi, moci, pfipadné hnisem. Pouziva
se pouze Cisté semeno (Gamcik & Kozumplik 1984).

3.4.2 Mikroskopické

Semeno berana je mozné podle hustoty rozd¢lit na 6 stupnd. Napf. velmi husté sperma
(VH) obsahuje 4 — 5 x 10° spermii v mm? a velmi fidké sperma (O) obsahuje 1 x 10° spermii v
mm?. V pouZitelném semeni nesmi klesnout koncentrace spermii pod 2 x 10° spermii v mm’
(Gamcik & Kozumplik 1984). Koncentraci spermii je mozné urCit pocitanim bunék ve
vyhrazené pocitaci komore nebo hemocytometru, napt. Birker-Tirk. Hemocytometry se
vyznacuji vysokou piesnosti a nizkou cenou, jejich pouziti je v§ak ¢asove naro¢né a zdlouhavé.
Pro stanoveni koncentrace bun¢k lze také pouzit automatizovanou fluorescencni mikroskopii
ve formé nukleopocitact (Pataki et al. 2022). Koncentrace spermii v ejakulatu je potfebna k
urceni, jak moc je tfeba vzorek nafedit pred pouzitim nebo zmrazenim, aby bylo mozné
zahrnout definovany pocet spermii do insemina¢ni davky (Mocé & Graham 2008).

Motilita je jednim z nejdilezit€jSich parametri pouzivanych pro hodnoceni kvality
spermii, poskytuje dulezité informace o energetickém stavu spermii (Palacin 2013).
Pohyblivost spermii berana se bez zfedéni nemuiize spolehlivé urcit, proto se zfed'uje nejcastéji
teplym citratem sodnym v poméru 1 : 20 (0,01 cm?® semene : 0,2 cm? citratu sodného). Mnozstvi
pohyblivych spermii zjisténych odhadem se vyjadiuje desetibodovou stupnici, pfi¢emz jeden
supeti predstavuje 10 % spermii z celkového poctu. Jestlize poCet progresivné se pohybujicich
spermii klesne pod 70 %, ejakulat této kvality se nepouziva (Gamcik & Kozumplik 1984).

pH ejakulatu berana se pohybuje v rozpéti 6,4 — 7,2. Hodnota pH pfimo zavisi na hustoté
semene. Ejakulaty dobré kvality maji pH 6,4 — 6,6, zatimco ejakulaty horsi kvality maji pH 6,9
—7,2. Zvysovani pH nad 7,0 byva zaroven dikazem poklesu koncentrace spermii (Gamcik &
Kozumplik 1984).

Tabulka 1: Vlastnosti semene berana (Gamcik & Kozumplik 1984)

Objem 1-1,5cm’

Konzistence Smetanovita
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Barva Milécna, krémova
Pach Nevyrazny
Minimalni koncentrace v 1 mm? 2 x 10°
Minimalni aktivita 70 %

pH 6,466

3.5 Zpracovani
3.5.1 Redéni

Samotna semenna plazma poskytuje spermiim pouze omezenou ochranu proti zmeénam
teploty (Salamon & Maxwell 1995). Sperma berana se fedi v poméru 1 : 4 — 8, podle kvality
semene a pouzité technologie konzervovani. Aby se zabranilo chladovému Soku, je tfeba
semeno ochlazovat z pokojové teploty postupn&. Nejprve na 15 °C a dale na 2 °C. Red&né
semeno se nejlépe uchovava pii teploté 2 °C. Z jednotlivych fedidel se nejvice osvedcili
glukoézovo-citratové fedidlo a glukozovo-fosfatové fedidlo. Dale je mozné pouzit mlécno-
zloutkové tedidlo (Gamcik & Kozumplik 1984). Nové vyvinuta fedidla, pouzivana predevsim
pro kryokonzervaci, jsou zalozena na disacharidech, trisacharidech, komplexnich
polysacharidech nebo jinych komplexnich molekulach (Cseh et al. 2012). Na potlaceni
mikroflory se mohou do fedidla pfidavat také antibiotika: Penicilin, Streptomyecin,
Chloramphenicol, Polymyxin nebo Gentamycin (Gamcik & Kozumplik 1984).

Redidla zaloZena na citratovém pufru v kombinaci s cukrem byla testovana na spermatu
berana, protoze se osvédcila pfi zmrazovani byc¢iho semene. Tato média vSak méla pfi uprave
pro semeno berana omezeni a vétsina z nich byla upravena. Nazory se liSily na typ cukru, ktery
ma byt pouzit v citratovych médiich. Emmens & Blackshaw (1950) zjistili, ze zahrnuti 0,9 —
1,25 % arabinézy poskytlo nejlepsi pieziti spermii po rozmrazeni. Jini preferovali 1,25 %
fruktdozy nebo 1,5 — 4,0 % glukodzy. Vétsina vyzkumnika zjistila, Ze regenerace spermii po
rozmrazeni se zlepsila, kdyz se zvysila tonicita fedidla (Salamon & Maxwell 1995).

Mléko je izotonické meédium obsahujici mnoho slozek pfiznivych pro udrzeni
zivotaschopnosti spermii. Sperma berana bylo fedéno mlékem hlavné pro okamzité pouziti
nebo pro konzervaci v chlazeném stavu (Salamon & Maxwell 1995). Pro zmrazovani beraniho
semene bylo mléko upraveno v kombinaci s arabinozou, fruktdzou nebo vajecnym zloutkem
(Salamon & Maxwell 2000). Yaniz et al. (2005) ve své studii zkoumali pfeziti spermii
v mléném fedidle s pfidavkem zelatiny (1,5 g zelatiny/100 ml fedidla) pfi teploté skladovani
15 °C. Byla zji§téna mira motily 51 % v fedidle s zelatinou, zatimco u samotného fedidla 44
%. Skladovani v zelatin€ by mohlo mit dva pozitivni u€inky: zabranit sedimentaci spermii a
imobilizovat spermie (snizit metabolické naroky na pohyb) (Yaniz et al. 2005).
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Usp&né pouziti mlééného cukru laktozy jako hlavni slozky fedidel pro zmrazovani
byciho semene podnitilo jeho pouziti pro semeno berand. Uvadi se, Ze kombinace laktozy s
dal§imi slozkami, jako je rafindza a citrat, zlepSuje kryoprotektivni G¢inek ve srovnani s
jednoduchym médiem laktdza-zloutek. Dale bylo zjisténo, ze disacharidy (laktdza a sacharoza)
jsou ucinnéj§i pii snizovani krystalizacni teploty béhem zmrazovani nez monosacharidy
(Salamon & Maxwell 1995).

Sacharéza byla pouzivana jako hlavni slozka syntetickych fedidel, protoze bylo zjisténo,
ze chrani integritu akrozomi spermii 1épe nez glukoza, fruktéza nebo laktoza. Vzhledem k
tomu, Ze semeno berana neobsahuje zadné antioxidanty (na rozdil od jinych druha), syntetické
antioxidanty byly obecné pfidavany k fedidlim sachardzy, aby inhibovaly peroxidaci
fosfolipidl spermii, zejména nenasycenych mastnych kyselin (Salamon & Maxwell 1995).

Komercné dostupna redidla

BioXcell je fedidlo bez zivocisnych bilkovin (na bazi s6jového lecitinu), které se bézné
pouziva pro konzervaci spermii berant a byka. INRA96 je fedidlo na bazi mléka, které bylo
primarné vyvinuto k udrzeni plodnosti semene hiebct, ale v poslednich letech se pouziva také
pro sperma jinych druhti véetné ovci a poskytuje pfijatelnou plodnost po cervikalni inseminaci.
Mezi dalsi komercné dostupna tedidla patii AndroMed, které je na bazi sdjového lecitinu bez
vajecného zloutku (Murphy et al. 2017).

O'Hara et al. (2010) konstatuji, ze skladovani semene berana v INRA96 pii konstantni
teploté 15 °C vedlo k vyznamnému snizeni motility spermii, ale kdyz bylo skladovéano pfi
teploté 5 °C, INRA96 fungoval dobre jak z hlediska fertility in vitro, tak in vivo. V soucasné
studii INRA96 zaznamenala druhé nejvyssi skore celkové a progresivni motility ve srovnani s
ostatnimi fedidly (O'Hara et al. 2010).

Gil et al. (2003) uvedli nedostatek rozdilt v motilit€ a kapacitnim stavu mezi semenem
berana nafedénym v BioXcell a jinym kontrolnim fedidlem. Dale neuvedli zadny rozdil v
plodnosti, coz naznacuje, ze ackoli BioXcell nezlepsil kvalitu spermii in vitro ani in vivo, mohl
by nabidnout bezpecnéjsi alternativu k uchovani spermatu berana kvuli snizenému zdravotnimu
riziku (neobsahuje zivocisné bilkoviny). Murphy et al. (2017) ve své studii zminuji, ze BioXcell
hirte toleruje kolisani teploty, coZz ma za nasledek snizeni plodnosti.

Kasimanickam a kol. (2011) uvedli, ze fedidla na bazi s6ji maji podobné ochranné
ucinky jako vajecny zloutek a jsou lepsi, nez fedidla na bazi mléka.

3.5.2 Konzervace

V soucasnosti se pro skladovani spermatu berana pouzivaji dvé hlavni metody:
konzervace chlazenim a konzervace mrazenim (Allai et al. 2018).
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3.5.2.1 Konzervace chlazenim

Hlavni zptusoby skladovani spermatu v chlazeném stavu jsou skladovani pfi snizené
teploté 0 — 5 nebo 10 — 15 °C (Salamon & Maxwell 2000). Cilem snizeni teploty je zpomalit
bazalni metabolismus a prodlouzit zivotnost spermii od ejakulace po inseminaci (Faigl et al.
2012). Béhem skladovani v tekutém stavu spermie podléhaji sedimentaci, coz mize zpusobit
vykyvy pH a mistni zvySeni koncentrace metabolickych produkti (Anel et al. 2006). V
soucasnosti se pro skladovani chlazeného semene berana obecné pouzivaji fedidla na bazi
vajecného zloutku a mléka. Chlazené zfedéné sperma je dobrou alternativou ke zmrazenému
spermatu, pokud se pouzije béhem kratké doby po odbéru (Kasimanickam et al. 2011). Salamon
et al. (1979) zaznamenali pfijatelnou plodnost pii pouziti zfedéného, chlazeného semene
berana, skladovaného po dobu az 6 dni. Udaje, které ziskal O’Hara et al. (2010) ukazuji, Ze
semeno berana chlazené a skladované pii teploté 15 °C mé kratsi zivotnost nez pti teploté 5 °C.
Skladovani pii 5 °C udrzelo pfijatelnou pohyblivost a zivotaschopnost az 72 hodin ve srovnani
se skladovanim pii 15 °C.

3.5.2.2 Konzervace mrazenim

Spolehliva metoda dlouhodobého konzervovani semene je velmi dilezitym opatfenim
pro intenzifikaci reprodukce ovci (Gamcik & Kozumplik 1984). Kryokonzervace vede k
moznosti distribuce uskladnéného spermatu pro inseminaci samic po celém svété. Po odbéru se
sperma ziedi, ochladi a konzervuje (Mortazavi et al. 2020). Po natfedéni se musi sperma pomalu
ochladit na 5 °C. Chlazeni by mélo probéhnout béhem 1,5 — 2,0 hodin (Shipley et al. 2007).
Poté 1ze sperma zamrazit ve formé pelet nebo pejet (Faigl et al. 2012). Na hluboké zmrazovani
Ize pouZit pouze semeno o koncentraci nejméné 3 — 4 x 10° spermii v mm® s aktivitou 80 %
(Gamcik & Kozumplik 1984). Spermie jsou béhem procesu kryokonzervace vystaveny
drastickym zmeénam teploty, tvorbé ledovych krystald a riznym typim stresu (fyzikalnimu,
chemickému, osmotickému a oxidacnimu), které zhorSuji kvalitu spermii a jejich plodnost
(Peris-Frau et al. 2020). Pfi kryokonzervaci dochéazi k destabilizaci plazmatické membrany
spermii, zméné€ membranové aktivity ATPazy a peroxidaci lipida v disledku tvorby reaktivnich
forem kysliku (Mortazavi et al. 2020). U malych prezvykavcu obsahuje plazmaticka membrana
spermatu vysoké hladiny nenasycenych fosfolipidi a nizké hladiny cholesterolu. Takové
slozeni, zejména nizsi obsah cholesterolu, snizuje odolnost spermii vii¢i procesu zmrazovani a
rozmrazovani (Peris-Frau et al. 2020). Tyto rozdily ¢ini spermie berana velmi nachylné k
peroxidaci lipida plazmatické membrany (Mortazavi et al. 2020). Poskozeni akrozomu spermii
beranti po hlubokém zmrazovani je vyssi, nez u spermii bykd. Normalni (neposkozeny)
akrozomalni systém u beranti ma jen 11,3 — 16,0 %, zatimco u bykt 28,7 — 30,0 % spermii. Pti
pouziti aluminiové folie je procento traumatizace akrozomu spermie nizsi. Dulezitym Cinitelem
je také teplota pii chlazeni a rozmrazovani, pfipadné rychlost jejiho snizovani. Az 50 % spermii
se poskodi béhem fedéni a zchlazovani a dalSich 50 % béhem zmrazovani a rozmrazovani.
Podle intenzity stupné poskozeni lze pouzit toto hodnoceni poSkozeni akrozomu: intaktni
membrana, lehky stupefi bobtnani, ruptura akrozomovych membran, ztrata akrozomu a
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postakrozomalni ¢epicky. Dalsi Casti spermie, které ovliviiuje neadekvatni prostiedi vyvolané
konzervaci spermatu, je mitochondrialni oddil bi¢iku. Jeho poskozeni zptsobuje porusenou
motilitu a spermie se pohybuji na misté. Jen v mensi mife zménam podléha bicik spermie. Na
mitochondrialnim a terminalnim oddilu Ize najit bobtnani, zkfiveni nebo rizné tvary, ptipadné
stupné klickovitého otoCeni biCiku. Na krcku spermie se mize vzacnéji vyskytnout ziaseni
membran (Gamcik & Kozumplik 1984).

Zmrazovani semene do pejet

Semeno se fedi v poméru 1 : 5 — 7 fedidlem, které se sklada z vodného roztoku laktozy,
zloutku a glycerolu. Po zifedéni se semeno ochladi na 5 °C a plni se do pejet o délce 65 mm
s prumérem 3 mm. Pejety se hermeticky uzaviou, umisti se nad hladinou tekutého dusiku a
zamrazi se (Gamcik & Kozumplik 1984). Zmrazovani semene v pejetach se provadi
suspendovanim v parach kapalného dusiku. Spermie berana toleruji fadu rychlosti zmrazovani
(Salamon & Maxwell 2000). Ve Francii se doporucuje zavésit pejety nad tekuty dusik ve 2
krocich, nejprve ve vySce 16 cm po dobu 2 minut, poté ve vysce 4 cm po dobu 3 minut pred
ponofenim do tekutého dusiku. Rychlost chlazeni lze regulovat vzdalenosti pejet od hladiny
tekutého dusiku a velikosti pejet (0,25 ml nebo 0,50 ml) (Leboeuf et al. 2000). Cas od ziskani
po zamrazeni semene by nemélo trvat déle nez 60 minut (Gamcik & Kozumplik 1984).

Zmrazovani semene do pelet

Po laboratornim posouzeni se semeno fedi v poméru 1 : 4. Po zfedéni se semeno
ekvilibruje 2 — 3 hodiny pii 2 — 4 °C, nasledné se zmrazuje 7 minut na suchém led¢€ nebo na
aluminiové folii pii teploté -79 °C do pelet o objemu 0,1 — 0,2 cm?®. Po zmrazeni se pelety
v oznacenych dozach vlozi do kontejneru s tekutym dusikem (Gamcik & Kozumplik 1984).
Zmrazovani pelet na suchém ledu pii -79 °C a ponofeni pelet do tekutého dusiku pii -196 °C je
rychla a jednoducha metoda. Rychlost ochlazovani 1ze regulovat objemem pelet. I kdyz po
rozmrazeni byla zivotaschopnost spermii po peletovani lepsi, nez u pejetovani (které je takeé
Casoveé naroCnéjsi), zmrazeni v pejetach preferuje vétsina komerénich obchodniki, protoze
umoziuje presnéjsi identifikaci davek spermatu (Leboeuf et al. 2000).

3.6 Kryoprotektory

Zakladni princip uchovani bunék, tkani nebo organti po neurcitou dobu pifi nizkych
teplotach spocCivd v potlateni bunécného metabolismu. Kli¢ovym faktorem pro
kryokonzervované spermie pro zachovani jejich funkéni integrity je okolni prostfedi. To musi
spermiim poskytnout pozadované podminky energie, pH, osmolality a iontové sily, aby
vydrzely pokles teploty a minimalizovaly tak fyzikalni zmény, které vedou ke strukturalnimu
poskozeni (Morrell & Mayer 2017).

18



Kryoprotektory jsou latky, které se ptidavaji do fedicitho média, aby chranily buriku pted
poskozenim mrazem (Allai et al. 2018). Snizuji velikost i mnozstvi ledovych krystalka
vzniklych béhem kryokonzervace spermii a tim snizuji poSkozeni plazmatické membrany
zpusobené témito krystaly (Paul et al. 2021). Maji vyznamnou roli pro skladovani pii hlubokych
kryogennich teplotach a schopnosti regenerace bunék. 5 — 15 % koncentrace kryoprotektanta
staci k tomu, aby izolované bunky piezily po zmrazeni a rozmrazeni z teploty kapalného dusiku
(Kar et al. 2019). Kryoprotektory mohou byt klasifikovany na intracelularni a extracelularni
(Peris-Frau 2020). VajeCny zloutek a glycerol jsou nepostradatelné slouceniny pro prakticky
vSechna média pouzivana pro konzervaci spermatu v chlazeném nebo zmrazeném stavu
(Alvarez et al. 2012). U vétsiny druhd jsou média pro kryokonzervaci spermii slozena z pufru
(Tris), extracelularniho kryoprotektoru (vajecny zloutek), intracelularniho kryoprotektoru
(glycerol), zdroje energie (glukoza) a dalSich piisad (antibiotika, vitaminy a antioxidanty)
(Abdelhafez et al. 2009).

3.6.1 Intracelularni kryoprotektory

Intracelularni kryoprotektory maji nizkou molekulovou hmotnost a amfipatické
vlastnosti, prostupuji burikami a jsou ucinné pii minimalizaci poskozeni bunék (Motta et al.
2014). Intracelularni kryoprotektory, jako je glycerol, polyethylenglykol a dimethylsulfoxid
vnikaji do spermatu a vytésiiuji intracelularni vodu, a tak zptisobuji bunéénou dehydrataci. Také
se na intracelularni vodu vazou a zabranuji tvorb¢ intracelularniho ledu, ktery muze poskodit
spermie (Paul et al. 2021). Kryoprotektanty, které se vazou na intracelularni molekuly vody a
zabranuji tvorbé€ ledovych krystali, nemohou pii rozmrazeni buné€k vychazet z bunky. Proto je
narusena intracelularni osmotickd rovnovaha. Kdyz se extracelularni ledové krystaly
rozpoustéji béhem rozmrazovani, extracelularni osmoticky tlak je vy$§i nez intracelularni
osmoticky tlak. Burika ma tedy tendenci pfijimat vodu zvenci. Protoze vSak intracelularni
kryoprotektant nemuaze odtékat a zvysSuje se prostupnost vody do bunky, burika se zvétsuje, coz
nakonec miZe poskodit buné&nou membranu (Oztiirk et al. 2020).

3.6.1.1 Glycerol

Glycerol je nejpronikavéjsi kryoprotektant pouzivany v fedidlech pro zmrazovani
beraniho semene (Allai et al. 2018). Glycerol pfispiva k zachovani integrity spermii pfi
kryokonzervaénich postupech (Alvarez et al. 2012). Ma schopnost pronikat do lipidové
dvojvrstvy a ménit rychlost membranové difuze, coz zpisobuje snizeni koncentrace elektrolytu
a osmotické smrsténi objemu spermii, které jim umoziiuje odolavat nizkym teplotam (Holt
2000). Mnozstvi glycerolu ptidaného do fedidel pro kryokonzervaci je omezené kvili jeho
potencialni cytotoxicité (Allai et al. 2018). Ochranny ucinek je pfipisovan jeho koligativni
vlastnosti a bakteriostatickému tc¢inku. Pisobi také jako fedidlo a snizenim stupné disociace
soli snizuje osmoticky tlak mraziciho média. Glycerol ma schopnost branit nukleaci a rustu
ledovych krystalti (Salamon & Maxwell 1994). Pii rozmrazovani se v§ak mohou vyskytnout
urcité problémy, protoze glycerol neni zcela odstranén z plazmatické membrany. Citlivost
spermii na Skodlivé ucinky glycerolu souvisi s koncentraci a ta se u jednotlivych druhu lisi
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(Alvarenga et al. 2005). Koncentrace poskytujici nejzadan€jsi miru pfeziti po rozmrazeni je
mezi 4 — 7 %. Koncentrace vyssi nez 6 % jsou Skodlivé pro preziti spermii (Salamon & Maxwell
2000). Vysledky néekolika studii ukazaly, ze pfidani glycerolu v koncentracich 3 — 7 % do
fedidel obsahujicich 5 — 20 % vaje¢ného zloutku poskytlo zddouci obnoveni motility (44 — 85
%) po rozmrazeni beranich spermii (Allai et al. 2018). El-Alamy & Foote (2001) ve svém
experimentu testovali ejakulat odebrany od 4 berant Finn a 4 berant Dorset. Redidlo bylo
slozeno z20 % vajecny zloutek-tris-glycerol-STLS (triethanolamin laurylsulfat). Vysledek
prokazal 71 % progresivné pohyblivych spermii od berana Finn a 76 % progresivné
pohyblivych spermii od berana Dorset.

I kdyz bylo provedeno mnoho hodnoceni alternativnich sloucenin, zadna neni tak ti¢inna
jako glycerol, jakozto intracelularni kryoprotektivni prostiedek. Alternativné doslo k nékolika
pokusiim o smichani relativné nizsich koncentraci glycerolu s extracelularnimi kryoprotektivy,
jako je L-glutamin nebo trehal6za (de Mercado et al. 2009). Smichani trehalozy (60 — 100 mM)
s glycerolem v malé koncentraci (1,5 — 3 %) vede k vét§imu kryoprotektivnimu uc¢inku na DNA
zmrazenych a rozmrazenych beranich spermii, nez pii pouZiti pouze 5 % glycerolu (Oztiirk et
al. 2020). Oztiirk et al. (2020) ve své studii porovnavali u¢inky riiznych koncentraci glycerolu
a trehal6zy na parametry spermii berana po rozmrazeni. Ejakulaty odebrali od 6 berani Merino.
Skupina vzorkti obsahujicich 5 % glycerolu vykazovala vyss§i procenta subjektivni motility
(45,62 %), zivotaschopnosti (52,99 %) a mitochondrialni aktivity (45,63 %) spermii ve srovnani
s ostatnimi skupinami. Skupina 3 % glycerolu + 60 mM trehaldzy poskytla druhé nejlepsi
vysledky pro subjektivni pohyblivost (34,37 %), zivotaschopnost (41,86 %) a mitochondrialni
aktivitu spermii (34,99 %). Vysledky dalsiho testu prokazaly, ze pouziti nizkych koncentraci
kryoprotektanti v kombinaci s trehalézou snizilo poskozeni DNA spermii. V souladu s tim
skupina 1,5 % glycerolu + 100 mM trehalézy méla prospéch z vyrazn€ silnéjSiho
kryoprotektivniho u¢inku na integritu DNA (poskozeni DNA spermii 5,96 %) ve srovnani se
skupinou pouze 5% glycerolu (poskozeni DNA spermii 8,89 %). V zavéru studie doporucuji
pouziti zmrazovacich fedidel obsahujicich nizké koncentrace glycerolu (1,5 —3 %) v kombinaci
s trehal6zou, aby se zabranilo vysoké hlading toxického a osmotického poskozeni zpiisobeného
samotnym 5% glycerolem (Oztiirk et al. 2020).

3.6.1.2 Amidy

Dalsi skupinou propustnych kryoprotektanti jsou amidy, zejména methylformamid a
dimethylformamid. Hlavni vyhodou amidi ve srovnani s glycerolem je mensi osmotické
poskozeni kvili niz§i molekulové hmotnosti amida (Alvarenga et al. 2005). Kdyz je glycerol
nahrazen methylformamidem a dimethylformamidem, dochézi k vét§imu zachovani motility,
zivotaschopnosti, mitochondrialniho membranového potencidlu a akrozomalni integrity po
postupech zmrazovani a rozmrazovani (Yanez-Ortiz et al. 2021).
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3.6.2 Extracelularni kryoprotektory

Extracelularni kryoprotektory tvori Stit kolem butiky, ¢imz se minimalizuji ucinky
dehydratace v dusledku procesu zmrazovani (Motta et al. 2014).

3.6.2.1 Vajecny zloutek

Vajecny zloutek je béznou slozkou fedidel spermatu, chrani spermie pied chladovym
Sokem a poskytuje ochranu pfi zmrazovani a rozmrazovani. Pfedpoklada se, ze plisobi na Grovni
bunééné membrany (Salamon & Maxwell 2000). Pfiznivy ucinek vaje¢ného zloutku byl
pfipisovan pfitomnosti lipoproteinti s nizkou hustotou (LDL), které maji schopnost vazat se na
plazmatickou membranu a vytvaret ochranny film, ktery stabilizuje lipidovou dvojvrstvu
(Bergeron & Manjunath 2006). Koncentrace vaje¢ného zloutku pouzivaného v fedidlech pro
zmrazovani semene berana se znacné lisi. Pouziti relativné vysSich koncentraci vaje¢ného
zloutku nemusi nutné vést ke zvySenému zachovani motility spermii. Ackoli vajecny zloutek
prospiva spermiim, protoze je zivo¢iSného puvodu, muze piedstavovat potencialni zdroj
mikrobiologickych kontaminantti, které mohou zhorsit kvalitu spermii. Z tohoto divodu by
mohl byt suSeny vajeCny zloutek bezpecnéjsi alternativou k cerstvému zloutku, protoze
prochézi procesem pasterizace za uCelem zniCeni bakterii (Allai et al. 2018). Gholami et al.
(2012) uvedli vétsi motilitu, zivotaschopnost a akrozomalni integritu spermii berana po
rozmrazeni s fedidlem obsahujicim zloutek krutiho vejce, ve srovnani se zloutkem slepic¢iho
vejce. Soucasny trend omezovani latek zivocisného plivodu podporil hledani alternativ, jak
nahradit vajecny zloutek jako kryoprotektivum z divodu jeho potencialni kontaminace. Jednou
z alternativ je hodnoceni latek rostlinného ptavodu jako potencialnich nahrazek vaje¢ného
zloutku a extracelularnich kryoprotektiv v mrazicich médiich (Murphy et al. 2018). Sojovy
lecitin je jednou z alternativ, ktera ma schopnost usnadnit mechanismus ucinku, ktery je
podobny mechanismu LDL (Vidal et al. 2013).

3.6.2.2 Cukry

Jak monosacharidy, tak disacharidy byly Siroce pouzivany pro skladovani semene
berana. Cukr mé nékolik funkci, napfiklad slouzi jako energeticky substrat pro spermie a
udrzuje osmotickou rovnovahu fedidel. Predchozi studie porovnavaly ucinky riznych
koncentraci monosacharida (glukoza, galaktoza a fruktdza), disacharidi (sacharoza, trehaldza)
a trisacharidu (rafindza) na parametry spermii ve spermatu berana. Glukéza byla navrzena jako
vhodnéjsi nez fruktdza, laktoza nebo rafinoza v fedidle na bazi Tris pro semeno berana (Allai
et al. 2018). Trehaloza je disacharid, ktery stabilizuje membranové fosfolipidy. Pokud
membrana neni stabilizovana, dochéazi k nékolika trhlindm ve vnitini a vn&jsi vrstvé bunécné
membrany, coz vede k bunécné dehydrataci a osmotické nerovnovaze. Trehaloza stabilizuje
bunéénou membranu, zabrafiuje dehydrataci bun€k a projevuje sviij ochranny ucinek v
extracelularnim prostfedi, jelikoz zmensuje velikost molekul vody vazbou na atomy vodiku
(Oztiirk et al. 2019). Bucak et al. (2007) uvedli, Ze ve srovnani s taurinem a glutathionem bylo
nejvyssiho ochranného ucinku dosazeno pii pouziti trehaldzy béhem chlazeného skladovani
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beraniho semene. Vyuziti disacharidd v bunécné ochrané béhem zmrazovani je omezeno,
protoze jsou tyto cukry pfili§ velké a nemaji volny pfistup pies buné€nou membranu. V souladu
s tim nejsou tyto kryoprotektanty tak uc€inné jako ty, které pronikaji do buiky. Pfitomnost
extracelularni trehaldzy je nedostatecna pro maximalni ucinnost ochrany, protoze trehaldza je
vyzadovana na obou stranach bunééné membrany (Motta et al. 2014).

3.6.2.3 Antioxidanty

Doplnéni zmrazovaciho fedidla antioxidanty snizuje negativni ucinky zpusobené
nadmérnou produkci reaktivnich forem kysliku (ROS) béhem kryokonzervace, coz zlepSuje
kryopfteziti spermii. Antioxidanty lze rozdé€lit na enzymatické a neenzymatické a oba typy lze
pfidat do zmrazovactho média. Prvni typ =zahrnuje superoxiddismutizu (SOD),
glutathionreduktazu (GR), glutathionperoxidazu (GPx) a katalazu (CAT), zatimco druhy typ
zahrnuje redukovany glutathion (GSH), vitaminy, rostlinné extrakty (napfiklad aminokyseliny
a proteiny) (Peris-Frau 2020). Potencial antioxidantt pii zlepSovani kvality spermatu se stava
zjevné)§im, kdyz jsou spermie vystaveny stresovym podminkam, jako je vysoka ROS a nizka
antioxidacCni aktivita ejakulatu, coz je Casta charakteristika nekvalitnich ejakulata (Tiwari et al.
2021). Pokroky v nanotechnologiich pfispély k navrhu novych nano-slou€enin, které maji
antioxidacni vlastnosti, jako jsou nanocastice zlata a stiibra obsahujici selen, oxid zinecCnaty a
apoferritin. Pfidani nanocastic selenu do mraziciho fedidla zvysilo zivotaschopnost, motilitu a
integritu chromatinu kryokonzervovanych berannich spermii (Peris-Frau 2020).

Kyselina kavova a jeji derivaty, jako jsou diterpeny, triterpeny, flavonoidy a polyfenoly,
patfi mezi hlavni charakteristické slozky rozmarynu, které maji antioxidacni vlastnosti (del
Baiio et al. 2004). Motlagh et al. (2014) ve své studii zjistili, Ze pfidani 4 — 6 % vodného extraktu
z rozmarynu do fedidla zlepSuje celkovou a progresivni motilitu beranich spermii, bez
jakéhokoli skodlivého vlivu na jejich pohyblivost a rychlost. Pfesny mechanismus, kterym
vodny extrakt z rozmarynu zvysuje kvalitu spermii, zdstava nejasny a je sam o sobé€ velmi
zajimavy. Vodny extrakt rozmarynu obsahuje dulezité lapace volnych radikalt, které mohou
nasledné podporovat mezibunéény antioxidacni systém (Motlagh et al. 2014).

Olivovy olej a nékteré jeho derivaty maji vysoké procento fenolickych slozek s
antioxidacnimi ucinky. Pfitomnost jednoduchého fenolu zvaného hydroxytyrosol (HT) s
vyznamnou antioxida¢ni vlastnosti, byl popsan v plodu olivy s odpovidajicimi pozitivnimi
zdravotnimi uc¢inky (Fernandez-Bolanos et al. 2008). DalSim mensim jednoduchym fenolem,
ktery byl izolovan z olivového oleje, je 3,4-dihydroxyfenylglykol (DHPG). U tohoto
antioxidantu byly zjistény silné antioxidacni a potencialné protizanétlivé vlastnosti (Rodriguez
et al. 2007). Vysledky studie Arando et al. (2019) naznauji, ze pfidani antioxidantd
pochazejicich z olivového oleje (HT, DHPG nebo oboji) do zmrazovaciho fedidla na bazi Tris
nabizi vyznamnou ochranu proti LPO plazmatické membrany u zmrazenych a rozmrazenych
beranich spermii, pfi¢emz zaznamenané hodnoty jsou podobné tém z cerstvych spermii.
Nicméné dalsi charakteristiky spermii, jako je motilita, kinetické a rychlostni parametry,
integrita membrany, stav akrozomu a potencial mitochondrialni membrany nebyly pozitivné
ovlivnény. Krome toho pfidanim HT v kombinaci s DHPG byla zji§téna nizsi zivotaschopnost
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spermii a stav akrozomu ve srovnani s aplikaci jednotlivych antioxidantt. Z tohoto pozorovani
je doporuceno pouziti Cistych antioxidantd (Arando et al. 2019).

Resveratrol a kvercetin jsou popisovany jako silné antioxidanty s podobnym uc¢inkem,
které vyplyvaji z jejich schopnosti inhibovat tvorbu ROS enzymatickymi 1 neenzymatickymi
systémy (Delmas et al. 2005). Protoze resveratrol a kvercetin ovliviiuji intracelularni
uvolniovani vapniku, jsou dulezité pro prevenci akrozomové reakce. Jelikoz jsou tyto
polyfenoly schopny snizovat peroxidaci lipida ve spermatu, maji potencial pii kryokonzervaci
spermatu. Pro stanoveni optimalnich koncentraci jsou vSak nutné dalsi studie (McNiven &
Richardson 2006). Silva et al. (2012) ve své studii zjistili, ze ptfidani bud’ resveratrolu nebo
kvercetinu (5 — 20 pg/ml pro kazdou slouceninu) k fedidlu Tris-vajeCny Zzloutek-glycerol,
snizilo mitochondrialni membranovy potencial beranich spermii.

Hrebicek je znamy jako ulinny rostlinny antioxidant, ktery obsahuje fenolické
slouCeniny (hlavné eugenol) (Baghshahi et al. 2014). Studie Baghshahi et al. (2014) prokéazala,
Ze oSetfeni extraktem z pupent hiebicku béhem procesu kryokonzervace uc¢inn€ chrani spermie
berana a nejlepsi mnozstvi pouzitého extraktu je 75 ug/ml.

3.6.2.4 Vitaminy

Pritomnost vitamint ve spermatu ma dilezitou roli v kvalit€ spermii (Allai et al. 2018).

Vitamin E je jednou z nejucinnéj§ich molekul, o kterych je znamo, ze inhibuji produkei
reaktivnich forem kysliku a peroxidaci lipidd. Vitamin E, lipofilni molekula, se pouziva jako
antioxidant a stabilizator plazmatickych membran (Benhenia et al. 2018). Pfidani vitaminu E v
raznych formach (Trolox, a-tokoferol) do fedidel pro konzervaci spermatu berana muze zlepsit
jeho kvalitu (Allai et al. 2018). Kheradmand et al. (2006) uvedli, ze pfidani 1 nebo 2 mg
vitaminu E k vaje€nému zloutku zlep$ilo motilitu a integritu membrany spermii u chlazeného
semene berana.

Kyselina askorbovéa, znama také jako vitamin C, je ve vodé€ rozpustny vitamin, ktery je
nezbytny pro normalni fungovani téla. Kyselina askorbova mize hrat roli pii udrzovani
genetické integrity bunek spermii tim, ze brani oxidativnimu poskozeni DNA spermii (Allai et
al. 2018). Azawi a Hussein (2013) pozorovali zlepSeni zivotaschopnosti a motility spermii
berana Awassi v fedidle na bazi Tris obsahujici vitamin C v koncentraci 0,9 mg/ml a skladované
pii 5 °C.

Vitamin B 12 je dalsi ve vodé rozpustny vitamin, ktery funguje jako koenzym v tfadé
biochemickych reakci (Allai et al. 2018). Ve studii Fu a Youzhang (2003) uvedli, ze komplex
vitaminu B (3 %) by mohl zlepsit motilitu po rozmrazeni a chréanit integritu membran berana
spermatu béhem kryokonzervace.

3.6.2.5 Melatonin

Neurohormon melatonin je produkovan mnoha burikami, zejména butikami epifyzy, kde
je produkce modulovana ucinky cyklu svétlo-tma. Kvali malé velikosti a vlastnostem
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rozpustnym v tucich a vodé muze melatonin snadno prochazet plazmatickou membranou
raznych bunék. Receptory melatoninu, zejména MT1 a MT2, byly identifikovany v mnoha
bunkach a organech, véetné spermii a oocytt (Tamura et al. 2020). Vzhledem k dulezitosti v
cirkadiannim cyklu ma melatonin hlavni funkce v regulaci t€lesné teploty a sekreci raznych
reproduk¢nich hormont (Pool et al. 2020).

Priznivé uc¢inky melatoninu na kryokonzervaci spermii spoléhaji na jeho silné
antioxidacni vlastnosti a jeho schopnost stimulovat enzymatickou aktivitu SOD, GPx a CAT
(Peris-Frau 2020). Podle bioinformatické analyzy muze mit melatonin pozitivni u¢inky na
zmrazené spermie berana tim, Ze reguluje zmény exprese zivotné dualezitych proteind a
metabolitd souvisejicich s metabolismem a funkci spermii (Li et al. 2023).

Nedavna studie u berana ukazala, ze melatonin zlepSuje mitochondridlni oxidativni
fosforylaci zmrazenych a rozmrazenych spermii potlaenim otevirani mitochondrialnich
permeabilnich prechodovych pord (MPTP). MPTP je viceslozkovy proteinovy agregat v
mitochondriich, ktery ma dvé hlavni funkce: regulaci oxidativni fosforylace pro syntézu energie
a indukci bunééné smrti pii pfeméné na nespecificky kanal. Kdyz je tento komplex otevieny,
mitochondrialni funkce klesa a uvoliiyje se faktor indukujici apoptdzu (bunéénou smrt). Pfidani
melatoninu do zmrazovaciho fedidla zabranuje prodlouzenému otevieni MPTP béhem
kryokonzervace, coz zvysuje produkci ATP a zlepSuje motilitu spermii po rozmrazeni (Peris-
Frau 2020). Je ale mozné, ze kryoprotektivni u€inky melatoninu zavisi na bunééném prostredi,
dobé expozice a jeho koncentraci (Li et al. 2023).

Na zakladé mnoha studii je pouziti melatoninu pfi kryokonzervaci spermii
hospodarskych zvifat obecné slibné. Melatonin ptisobi na ochranu spermii pred poskozenim
vyvolanym oxidativnim stresem b&hem kryokonzervace prostfednictvim nékolika
mechanismi, vCetné piimého vychytavani nadmémého ROS k ochrané kryokonzervovanych
spermii pied Skodlivymi ucinky, stabilizace integrity membrany, zlepSeni mitochondrialni
integrity a funkce, zlepSeni enzymatickych aktivit, inhibice apoptdzy a ochrana DNA spermii.
Melatonin zlepsuje motilitu, rychlost, integritu membrany, fertilizaéni kapacitu a
zivotaschopnost zmrazenych a rozmrazenych spermii (Ofosu et al. 2021).

3.6.2.6 Aminokyseliny

Ochranné uc¢inky aminokyselin proti procesu zmrazovani a rozmrazovani spermii
pochazeji ze skutecnosti, ze nekteré rostliny mohou akumulovat prolinovou aminokyselinu v
reakci na velmi nizké teploty. Studie ukazaly, ze nékteré aminokyseliny, jako je glycin a
glutamin, jsou syntetizovany z glukézy v semenotvornych kanalcich. Nékteré aminokyseliny
(napf. prolin, glutamin, glycin a histidin) byly detekovany v semenné plazmé a byly pouzity
jako fedidlo pro kryokonzervaci spermii berant, nicméné presny molekularni mechanismus
aminokyselin pfi kryokonzervaci vzorkd spermatu zustal neznamy (Merati & Farshad 2021).

Cystein je nizkomolekularni aminokyselina, kterd chrani spermie pied toxickymi
metabolity kysliku, udrzuje kvalitu spermii a zabrariuje ztratam membrany a integrité akrozomu
spermatu berana po rozmrazeni (Allai et al. 2018).

Taurin je sulfonova aminokyselina, ktera je pfitomna v tekutiné nadvarlete a hraje
dilezitou roli v ochrané spermii proti ROS a peroxidaci lipida. Pfiznivy ucinek zaclenéni
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taurinu do fedidla zlepsuje motilitu, Zivotaschopnost a integritu membrany beranich spermii po
rozmrazeni (Allai et al. 2018).

Merati & Farshad (2021) na zakladé svych experimentalnich vysledkd konstatuji, ze
pfidani aminokyselin samotnych nebo spolecn€ s vitaminem E do zmrazovacich fedidel
predstavuje jeho schopnost ucinné chranit kryokonzervované spermie. Toto pozorovani
ukazuje, ze synergicky u€inek 1 mM/ml vitaminu E + 10 mM/ml aminokyselin byl nejlep§im
fedidlem. Lze tedy peclivé konstatovat, ze pouziti aminokyselin v fedidlech samotnych nebo v
kombinaci s vitaminem E muze byt slibnym kryoprotektantem pii zmrazeni spermatu. K
vysvétleni presného problému zmrazovani a presnych ucinkli aminokyselin na zlepseni kvality
kryokonzervovaného beraniho spermatu je vSak zapotiebi dalsich vyzkumt (Merati & Farshad
2021).

Poznatky Bucak et al. (2009) prokazaly, ze suplementace 5 mM glutaminu v fedidle
spermatu byla pfinosem pro zmrazené a rozmrazené berani spermie. Ejakulaty odebrali od 4
akkaramanskych berant a vzorky spermatu byly zifedény fedidlem na bazi tris obsahujicim
glutamin (2,5 nebo 5 mM). Zmrazovaci fedidla doplnéna 5 mM glutaminem vedla k vyssi
rychlosti motility (68,0 %) a hypoosmotickému testu HOS (64,1 %) ve srovnani s 2,5 mM
glutaminem (motilita 57,5 % a HOS 47,5 %).

3.6.2.7 Proteiny

Proteiny jsou potencialné klicovymi faktory s velkym dopadem na kryopfieziti spermii.
Kromé toho byly nékteré specifické proteiny pouzity jako potencidlni biomarkery pro
hodnoceni zmrazeni spermii (Jia 2022).

Bovinni sérovy albumin (BSA) chrani integritu membrany spermii pied teplem.
V riznych studiich bylo uvedeno, ze 10 % nebo 15 % BSA lze pouzit jako nahradu za vajeny
zloutek v fedidlech beraniho spermatu a zvysit pohyblivost a zZivotaschopnost spermii po
procesu zmrazovani a rozmrazovani (Allai et al. 2018).

Binder of Sperm Proteins (BSP) neboli vazebné proteiny spermii jsou hojné proteiny
seminalni plazmy berana, o kterych se pfedpokladd, ze maji vyznamné ochranné ucinky na
spermie béhem chladového Soku. To je v pifimém protikladu k by¢im spermiim, kde BSP
zpusobuji poskozeni spermii béhem manipulace in vitro (Pini et al. 2018). BSP maji pfiznivé
ucinky na kvalitu spermii po rozmrazeni a chrani spermie pfed posSkozenim mrazem (Peris-Frau
et al. 2020).

Antifreeze proteins (AFP) neboli nemrznouci proteiny jsou skupiny polypeptidu , které
se vyvinuly v tekutinach bezobratlych a obratlovct, hmyzu a rostlinach, hrajicich zakladni roli
pro jejich preziti pii teplotach pod nulou, které u téchto druhti piasobi jako pfirozené
kryoprotektory. Tyto proteiny lze pouzit pro kryokonzervaci bunék, vcetné spermii. AFP
snizuji ztratu motility, udrzuji zivotaschopnost, funkénost membrany a integritu akrozomu ve
zmrazeném a rozmrazeném spermatu. Existuji Ctyfi hlavni typy: typ L typ IL, typ III a
glykoprotein — AFGP. Bylo prokazano, ze procento pohyblivych spermii po rozmrazeni je vyssi
po pfidani AFP I a AFGP (Correia et al. 2021). AFP latky vzbudily zgjem o vyzkum v
biomedicinskych oblastech, protoze maji jedine¢né vlastnosti, jako je biologickd nemrznouci
smés (Monteiro et al. 2023). AFP latky interaguji nejen s ledovymi krystaly, ale také s
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bunéénymi povrchy a povrchy rozpusténych latek béhem konzervace pii nizké teploté
(Rubinsky & Devries 1989). Tyto proteiny vyvolavaji tepelnou hysterezi, navozuji
rekrystalizaci ledu, snizuji kinetiku tvorby ledu a ovliviiuji morfologii (Vejketesh & Dayananda
2008). Je obtizné predpoveédét interakce protein-led s membranou spermii, protoze protein
muze béhem teplotnich zmén podléhat strukturalnim zménam a ztracet tak svou ochrannou
schopnost (Antson et al. 2001). Nezavislost na koncentraci AFP byla také pozorovana pfi
kryokonzervaci spermii berana. Predpoklada se, ze zatimco AFP typu I je toxicky béhem faze
predchlazeni, koncentrace 10 pg/ml AFP by mohla vyznamné chrénit spermie (Robles et al.
2019). Vyssi koncentrace AFP by vSak zpusobila tvorbu jehli¢kovitych ledovych krystalt, které
mohou protrhnout bunéénou membranu a snizit preziti kryokonzervovanych bunék po
rozmrazeni (Lee et al. 2020). Proto je vhodna davka AFP kli¢ova pro kryokonzervaci, ktera
velmi zavisi na typu AFP a buiikdch (Wu et al. 2021).

V soucasné dobé& pokrok v proteomickych technologiich poskytuje slibnou pfilezitost
objevit klicové proteiny odvozené ze spermii, které jsou modifikovany procesem
kryokonzervace, a prozkoumat mechanismy kryoposkozeni vedouci k poklesu plodnosti
spermii (Jia 2022).

3.6.2.8 Jiné slouceniny

Astaxanthin, silny Cerveny karotenoidni pigment rozpustny v tucich, ktery se nachazi v
urcitych morskych rostlinach a zvifatech, je uznavan jako jeden z nejsiln€jSich antioxidantu
v prirodé (Allai et al. 2018). Fang a kol. (2015) zkoumali antioxidacni ucinky astaxanthinu na
sperma berana béhem konzervace. Jeho suplementace zlepSila zivotaschopnost skladovanych
spermii berana ochranou integrity plazmatické membrany.

Bylo také popsano, ze pouziti kofeinu (1,3,7-trimethyl-2,6-dioxypurin) mé schopnost
stimulovat motilitu a zlep$it kvalitu spermii berana (Allai et al. 2018). Pfi pouziti koncentrace
4 mM kofeinu, Spalekova et al. (2014) uvedli, e kofein mé&l pozitivni vliv na chlazenou motilitu
spermii, udrzoval motilitu spermii po delsi dobu a snizoval apoptozu.

Karboxymethylceluloza (CMC), derivat celulozy, je nizkoviskozni a netoxicky
aniontovy polysacharid obsahujici karboxymethylové skupiny, které zvysuji rozpustnost ve
vodé€. Vzhledem k tomu, ze jde o vétsi molekulu, je osmoticky neaktivni a mize pusobit jako
neprostupny kryoprotektant (Paul et al. 2021). Studie Paul et al. (2021) prokazala, ze
kombinace glycerolu a CMC byla lepsi nez samotny glycerol pfi obnovée progresivni motility
se zlepSenim zivotaschopnosti spermii v kryokonzervovaném spermatu. Snizeni glycerolu z 6
% na 5 % spolu se suplementaci CMC mélo synergické kryoprotektivni u€inky na semeno
berana (Paul et al. 2021).

Mateti kasicka (RJ) je produkovéana hypofaryngealnimi a mandibularnimi zlazami vcel
délnic a slouzi jako primarni potrava vceli kralovny a vcelich larev. Matefi kaSicka se sklada
hlavné z vody (60 — 70 %), bilkovin (12 — 15 %), cukri, lipid, vitamind, soli a volnych
aminokyselin (Moradi et al. 2013). RJ lapa volné radikaly a ma antioxidac¢ni u€inky (Amini et
al. 2019). Saberivand et al. (2022) v zavéru své prace uvadi, ze pridani 2 % RJ + 3 % DMSO
(dimethylsulfoxid) a 3 % glycerolu do zmrazovaciho fedidla zlepSilo mikroskopické a
biochemické parametry beranich spermii po procesu zmrazovani a rozmrazovani. Matefi
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kasSicka, doplnéna spolu s glycerolem a DMSO v mirném mnozstvi, u¢innéji chrani spermie
pted poskozenim mrazem nez vysoké hladiny (3 a vice %) (Saberivand et al. 2022).

Zajimavou metodou, ktera se v poslednich letech objevila ke zmirnéni nepfiznivych
ucinkd kryokonzervace, je pfidani plazmy bohaté na desticky (PRP) do mrazicich médii. PRP
sestava z unikatni autologni skupiny krevnich desticek, jejichz koncentrace je tfikrat az
sedmkrat vyssi nez fyziologickd koncentrace. U hospodaiskych zvifat bylo pfidani PRP do
kryokonzerva¢niho média hodnoceno pouze u ovci. Doplnéni zmrazovaciho média pro ovci
sperma s pomérem 1:1 (PRP : spermie) ptinasi vétsi celkovou a progresivni pohyblivost spermii
po rozmrazeni (Hernandez-Corredor et al. 2020).

3.7 Rozmrazeni pred inseminaci

Zmrazené sperma lze rozmrazit bud’ v roztoku (mokré rozmrazovani) nebo ve zkumavce
(suché rozmrazovani). Zpocatku se uvadélo, ze je vyhodnéjsi rozmrazovat pelety v roztoku nez
v suchych zkumavkach (Salamon & Maxwell 1995). Semeno se rozmrazuje tak, ze se do
zkumavky pinzetou vlozi 2 — 3 pelety a zkumavka se ponoti na 8 sekund do vody o teploté¢ 60
— 70 °C. Pejety se rozmrazuji ponofenim do vodni lazné€ o teploté 75 °C na 12 sekund. Aktivita
spermii po rozmrazeni se posuzuje pii teploté 40 °C. Semeno pouzitelné pro inseminaci musi
obsahovat nejméné 30 % spermii s progresivnim pohybem a mélo by se pouzit do 30 minut po
rozmrazeni (Gamcik & Kozumplik 1984). Deka & Rao (1987) pozorovali vyssi miru motility
a vice neporusenych akrozomu po rozmrazeni semene pii 37 °C nez pii 5 °C. Prace Andersen
(1969) popisuje, ze rozmrazovani pii 75 °C po dobu 10 sekund bylo lepsi nez pti 35 °C za 30
sekund. Je vSak tfeba poznamenat, ze rozmrazovani spermatu pii 37 °C je v praktickych
podminkach umélé inseminace vhodnéjsi a je také vylouceno riziko prehfati rozmrazeného
spermatu (Leboeuf et al. 2000). Rozmrazené sperma se uchovava ve vodni lazni o teploté 30
°C az do inseminace (Salamon & Maxwell 2000, Shipley et al. 2007).

3.8 Lyofilizace

Konzervace spermii lyofilizaci je nova atraktivni metoda, pomoci které lze spermie
dlouhodobé uchovavat jak v lednici, tak pfi pokojové teploté. To znamend, ze neni potieba
zadny kapalny dusik, coz vyrazné snizuje naklady na skladovani a prepravu (Olaciregui et al.
2017). Proces lyofilizace vede k odstranéni vody, a tim ke konzervaci vzorkl v bezvodém
stavu. Nejprve je tieba vzorek zmrazit pfi nizkych teplotach (krok zmrazeni) a poté se pomoci
procesu sublimace odstrani voda prechodem z pevného do aeriformniho stavu (krok
suseni). Konecny produkt muaze byt snadno piepravovan po celém svéteé (Anzalone et al. 2018).
Rehydratace je proces pouzivany k obnoveni pivodniho slozeni lyofilizovaného produktu.
Lyofilizované spermie se rehydratuji ptfidanim cisté vody, jejiz objem by mél byt stejny jako
puvodni objem suspenze spermii pied lyofilizaci. Koncentrace spermii v kone¢ném
rehydratacnim médiu by méla byt dostate¢na pro ucely injekce spermii do oocytu (Gil et al.
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2014). I pres vyhody této metody zlistava hlavnim omezenim poskozeni spermatu. Spermie po
lyofilizaci ztraci predevsim svou pohyblivost (Olaciregui et al. 2017). Lyofilizace ohrozuje
stabilitu DNA fyzickym poskozenim zptisobenym rychlym ochlazenim s naslednou vakuovou
extrakci vody. Pfi lyofilizaci zpisobuje zmrazeni vzorkt silné mechanické namahani. Pied
zmrazenim nelze pfidat zadny kryoprotektor, protoze jsou pii pokojové teploté kapalné, a proto
nejsou vhodné pro suché skladovani (Palazzese et al. 2020). Prace Palazzese et al. (2020)
prokazala, ze pouze mirné zmrazeni spermii pred susenim zachovéava strukturalni stabilitu a
stabilitu DNA, a to vede k vyznamnému zlepSeni jejich fertilizaéniho potencialu. Protoze sav¢i
spermie ztraceji pii lyofilizaci svou pohyblivost, zivotaschopnost a alespori CasteCné integritu
DNA, musi byt spermie vpravena do oocytu intracytoplazmatickou injekci (ICSI) (Gil et al.
2014).

Soucasné lyofilizacni postupy aplikované na spermie jsou v podstaté podobné tém, které
se pouzivaji pro konzervaci potravin nebo farmaceutickych produkti. Lyofiliza¢ni technologie
pro spermie jsou tedy v ranych stadiich vyvoje. Tyto pokroky by mohly spocivat ve vyvoji
vylepSenych médii pro pouziti této technologie a lyofilizace by mohla byt ti€inna pro nahrazeni
tradicnich zpisobu kryokonzervace spermii (Anzalone et al. 2018). Suché skladovani by
vyrazné zjednodusilo zakladani a spravu biobank, zejména v rozvojovych zemich. Ulozené
genomy mohou byt nakonec rehydratovany a pouzity k rozSifeni populaci zvirat
prostfednictvim prenosu jadra somatickych bunék (Loi et al. 2013).

Obrdzek 3: Sklenéné lahvicky obsahujici lyofilizované spermie (Anzalone et al. 2018)
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3.9 Stanoveni fertiliza¢ni schopnosti in vitro

Hlavnim cilem analyzy spermatu je stanoveni fertilizacniho potencialu vzorku spermatu
pomoci rychlych a nenakladnych postupt. Testovani plodnosti jednotlivych berani umélou
inseminaci je nakladné a narocné na praci. Existuje tedy potfeba vyvinout ucinné laboratorni
meéteni funkce spermii in vitro, které spolehlivé koreluje s plodnosti in vivo (O'Meara et al.
2008).

3.9.1 Pocitacova analyza CASA

CASA (Computer Aided Sperm Analysis) je systém, ktery umoziiuje hodnoceni
trajektorie pohybu spermii v konkrétnim ¢ase vyhodnocenim sekvence kontinualnich snimku
(snimky/s, Hz) ziskanych pomoci mikroskopu s fazovym kontrastem, videokamery a
prohlizenych na obrazovce pocitate (Yanez-Ortiz et al. 2021). Pfestoze standardizace a
optimalizace postupi a vybaveni muze byt problémem, vSechny ruzné pristroje CASA
prokazaly vysokou uroven piesnosti a spolehlivosti. V systémech CASA mohou uzivatelé
vybrat rychlost snimani snimkd (pocet analyzovanych snimkt za sekundu) mezi 15, 30 nebo
60 Hz a mohou vybrat pocet snimka, které maji byt analyzovany, ze kterych bude spermie
uspesné sledovana pro jeji zahrnuti do analyzy pohybu (Tsakmakidis 2010). Pomoci systému
CASA se zaznamenavaji nejen celkové a progresivni hodnoty pohyblivosti spermii, ale také
rychlost [kfivocara (VCL, pum/s), ptfimocara (VCL, um/s) a stiedni (VAP, um/s)] pohybu
kazdého z nich za jednotku Casu. Z téchto proménnych lze urcit dalsi ukazatele, jako je linearita
(LIN, %), ptimost (STR, %) a oscilace (WOB, %) pohybu spermii. Systém také umoziiuje urcit
lateralni posun (ALH, um) a tepovou frekvenci hlavicky (BCF, Hz) (Yanez-Ortiz et al. 2021).
Za poslednich 20 let proSly systémy CASA revoluci predev§im diky pokroku ve vyvoji
hardwaru i softwaru, pfiCemz vétSina systému poskytuje vysokou uroven kontroly a ovérovani
kvality. Nekteré ze systémi CASA navic poskytuji v ramci automatizované analyzy nejen
funkcni aspekty, jako je prinik spermii do sliznice, hyperaktivace, ale také morfologii, vitalitu,
fragmentaci a akrozomovou reakci (Horst 2020). Na rozdil od subjektivniho hodnoceni,
poskytuji systémy CASA konzistentni a spolehlivé vysledky analyzou vice nez 500 spermii pro
vzorek, sledovanim pohybu kazdé spermie. Tyto systémy mohou extrahovat jednotlivé
kinematické parametry pohybu a rozd¢lit celkovou populaci spermii do subpopulaci spermii s
podobnymi charakteristikami motility (obvykle rychla, stfedné rychla, pomala a nepohybliva)
(Del Prete et al. 2022). Stale neni jasné, které charakteristiky pohybu spermii hodnocené CASA
maji skute¢nou diagnostickou hodnotu pro predikci plodnosti a miry oplodnéni u ovci. Nicméné
motilita je §iroce povazovana za jednu z nejdulezitéjSich charakteristik spojenych s oplodiovaci
schopnosti spermii (Tsakmakidis 2010). Hodnoceni motility pomoci systémiit CASA se rychle
stalo zlatym standardem pii hodnoceni spermatu mnoha druha (Del Prete et al. 2022).
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Obrdzek 4: Analyza CASA (osobni archiv)

3.9.2 Prutokova cytometrie

Prutokova cytometrie (FCM) se Siroce pouziva ke studiu sav€ich spermii v oblastech
reproduk¢ni toxikologie, veterinarni védy (k predbéznému vybéru pohlavi potomstva tfidénim
chromozomu X a Y) a klinické andrologie. Pomoci FCM lze nyni rychle méfit rizné vlastnosti
spermii na bazi buiiky po bunce (Cordelli et al. 2005). Tato technologie hodnoti nékolik
vlastnosti spermii, vCetné méfeni plazmatické membrany spermii, integrity akrozomi,
potencialu mitochondridlni membrany, reaktivnich forem kysliku (ROS) a poskozeni DNA
(Quirino et al. 2022). Pouzitim fluorescencnich barviv dochazi ke stanoveni podila
zivotaschopnych (CFDA nebo CDMFDA) a nezivotaschopnych/poskozenych spermii (HED
nebo PI) (Purdy et al. 2021). Nezivotaschopné buiiky mohou byt ureny pomoci membranoveé
nepropustnych barviv nukleovych kyselin, které pozitivné identifikuji mrtvé spermie penetraci
do bunék s poskozenymi membranami. NeporuSend plazmatickd membrana zabrani témto
produktim vstoupit do spermii a zabarvit jadro (Gillan et al. 2005). Néktera barviva je vSak
obtizné pouzit, protoze maji tendenci unikat z bun€k béhem inkubace (Purdy et al. 2021).
Neustale se vyvijeji nova fluorescencni barviva a techniky, které maji potencialni pouziti pti
hodnoceni spermii prutokovou cytometrii (Gillan et al. 2005). Neékolik funk¢nich testu
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vyuzivajicich fluorochromy bylo zaloZeno na barveni spermii a analyze bunék fluorescencni
mikroskopii. Mikroskopické analyza hodnoti maly pocet spermii v populaci, je Casove narocna,
muze byt subjektivni a obvykle méfi pouze jednu spermatickou charakteristiku. Proto
pfizpasobeni téchto analyz automatizované technice, jako je prutokova cytometrie, zajistuje
objektivni a rychlé hodnoceni (de Lima Rosa et al. 2023). Pritokova cytometrie méfi jednotlivé
bunky v suspenzi, jednu po druhé, jak prochazeji detekénim bodem. Béhem né&kolika minut
ziska prutokovy cytometr data o vSech subpopulacich vzork, takze je idealni pro hodnoceni
heterogennich populaci, jako je sperma. Spermie jsou oznaceny vybranym fluorochromem a
pouzivaji se bud’ v zivotaschopném nebo fixovaném stavu. Vybér fluorochromu je ovlivnén jak
aplikaci, tak excitacnimi vinovymi délkami dostupnymi na prutokovém cytometru. Jakmile
jsou spermie oznaCeny, odsaji se a rychle protékaji prutokovou kyvetou nebo proudem ve
vzduchu, kde jsou osvétleny svételnym zdrojem. Ve vétsiné modernich prutokovych cytometri
se pouziva laser, ktery vyzatruje koherentni svétlo o stanovené vinové délce. Kdyz jsou spermie
vySetfovany laserovym paprskem, rozptylené a emitované svétlo je shromazd’'ovano dvéma
CoCkami a tadou optik, delict paprskd a filtrd, coZz vede k meéfeni specifickych pasa
fluorescence (Gillan et al. 2005). Priatokova cytometrie ma také schopnost detekovat znaceni
vice fluorochromy asociovanymi s jednotlivymi spermiemi, coz znamena, ze lze soucasné
hodnotit vice nez jeden atribut spermii. Tato funkce ma dalsi pfinos pro analyzu spermatu,
protoze jen malo jednotlivych parametri spermii vykazuje vyznamnou korelaci s plodnosti in
vivo pro sperma v piijatelném rozsahu normality a ¢im vice parametra spermii 1ze testovat, tim
presnéjsi je predikce plodnosti (Larsson & Rodriguez-Martinez 2000). V soucasné dobé byly
vyvinuty postupy prutokové cytometrie, které soucasné hodnoti zivotaschopnost spermii,
integritu akrozomt a mitochondrialni funkci. Pro tuto analyzu jsou Zivotaschopné spermie
definovéany jako buriky, které maji neporusenou plazmatickou membranu. Tato vlastnost se
hodnoti barvenim vzorku spermatu propidium jodidem (PI). Buiiky s neporusenou
plazmatickou membranou budou branit PI ve vstupu do buiky a obarveni jadra. Buiky s
poskozenou plazmatickou membranou vSak umozni PI vstoupit do buiiky a navazat se na DNA,
coz zpusobi, ze buiiky budou fluoreskovat Cervené (Graham et al. 1990 , Wilhelm et al. 1996).
Akrosomalni integrita se meéfi pomoci rostlinnych lektini. Zpocatku byl k hodnoceni
akrozomalni integrity pouzit fluorescencné¢ znaceny lektin z rostliny hrachu (PSA) (Wilhelm et
al. 1996). Spermie s neporuSenym akrozomem se pii inkubaci s PSA nezbarvi. PSA se vaze na
Casti akrozomalni matrice poskozenych spermii, coz zptsobuje, ze akrozomalni oblast téchto
spermii fluoreskuje (Farlin et al. 1992). Lektiny samy o sobé nejsou fluorescencni, ale mohou
byt zna¢eny mnoha riznymi fluorescencnimi sondami (Graham 2001). Fluorescen¢ni sondy,
jako je H33258, vyzadujici pratokovou cytometrickou analyzu pomoci laseru, ktery pracuje v
oblasti ultrafialového svétla, se pouzivaji méné bézné, protoze to neni standardni funkce u
mensich analytickych stroji. Jednou z alternativ je vSak pouziti fluorometru. Fluorometr je
relativné levné pienosné zafizeni, které umoziuje rychlou analyzu vzorku. Fluorochromy
pouzivané k hodnoceni zivotaschopnosti spermii obéma metodama lze pouzit ve vzajemné
kombinaci. Napftiklad, kdyz se CFDA pouzije spolu s PI, 1ze identifikovat tfi populace bunék:
zivé (zelené), mrtvé (Cervené) a tieti populace, kterd je obarvena obéma a predstavuje umirajici
spermie (Gillan et al. 2005). Harrison & Vickers (1990) pouzili tuto kombinaci s
fluorescenénim mikroskopem a zjistili, ze je G€innym indikatorem zivotaschopnosti Cerstvych
nebo chladem uchovavanych spermii berana. I kdyz existuje mnoho vyhod pouziti pratokového
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cytometru pro rutinni analyzu spermatu, jeho pouZziti je Casto omezeno kvuli nakladim a
obtiznému provozu. Je tudiz zapotiebi zkuSeny operator. Kromé toho je prutokovy cytometr
pomérné velky a nemuze byt vystaven tfesim spojenym s pohybem, coz znamena, Ze vyzaduje
vyhrazené misto v laboratofti (Gillan et al. 2005).

NovoCyte
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Obrdzek 5: Pratokovy cytometr (osobni archiv)

3.9.3 Hypoosmoticky test HOS

HOS hodnoti funkéni stav plazmatické membrany spermii. Princip HOS testu je zalozen
na transportu vody pfes membranu spermii za hypoosmotickych podminek (Leboeuf et al.
2006). Plazmaticka membrana spermii je citliva na poskozeni riznymi faktory, jako je
osmoticky stres nebo peroxidace lipida. Fyzicky tlak zpasobeny osmotickym stresem muze
skonc¢it poSkozenim plazmatické membrany, ale pokud neni prekrocena urcita uroveni stresu,
plazmaticka membrana muZe reagovat a spermie vyvola morfologickou reakci. Hypoosmoticky
test vyuziva tuto nachylnost tim, ze vystavuje vzorky spermatu hypoosmotickym roztokiim
(HS). Pokud je plazmaticka membrana funk¢ni, nasleduje endosmoéza a buiky vykazuji
zvétseni objemu (otok) a stodeni ocasu (Vasquez et al. 2013). Cim vy3si je pocet bunék s
oteklymi membranami, tim lepsi je kvalita plazmatické membrany (Leboeuf et al. 2006). Test
HOS se stal rutinnim hodnocenim pouzivanym k posouzeni integrity plazmatické membrany a
ma vysokou relevanci v technologiich asistované reprodukce (Vasquez et al. 2013).
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3.9.4 Vysetreni struktury chromatinu spermii SCSA

SCSA je test zalozeny na prutokové cytometrii a definuje abnormalni strukturu
chromatinu (Evenson et al. 1980). Tato technika identifikuje spermie s abnormélnim
chromatinem na zékladé metachromatického barviva akridinova oranz (Falchi et al. 2018).
Normalni vyvoj spermii vede k chromatinové struktufe, ve které je DNA plné odolna vici
denaturaci. DNA spermii s abnormalni strukturou chromatinu je v§ak nachylné k denaturaci a
rozsah této abnormality lze detekovat pomoci SCSA. Akridinova oranz interkaluje
dvouvlaknovou DNA (nativni) fluoreskujici zelen€, =zatimco jednovlaknova DNA
(denaturovana) fluoreskuje Cervene. Pomér Cervené k celkové fluorescenci 1ze urcit prutokovou
cytometrii, aby se ziskal index normality/abnormality (Gillan et al. 2005).

3.10 Stanoveni fertilizacni schopnosti in vivo (inseminace)

Inseminace je zasadni biotechnologickd metoda, kterd poméaha vyuzit geneticky cenné
jedince v populaci a zasadnim zpuisobem pomaha zpfesinovat Slechtitelska schémata.
Nezastupitelnou roli ma inseminace v zachranném programu ohrozenych druht hospodatskych
zvitat, kde je inseminace mrazenym ejakulatem genovych rezerv kliCovym bodem tohoto
programu (Ptacek et al. 2023). Umeéla inseminace muze byt vynosnéjsi, nez pfirozena
plemenitba (fizeni stada, zdravotni naklady, genetické kontroly populace) (Raoul & Elsen
2020). U velkého poctu samic lze pouzit geneticky material od malého poctu vynikajicich
samct (Allai et al. 2018). Semeno pouzivané pro inseminaci muze byt Cerstvé (nefedéné,
fedéné) nebo zmrazené (pelety, pejety) (Gamcik & Kozumplik 1984). Existuji tfi klasické
techniky inseminace: vaginalni, cervikalni a transcervikalni intrauterinni. Tyto techniky se
obecné pouzivaji u Cerstvé chlazeného spermatu. Pokud se vezme v uvahu zmrazené sperma,
nejbéznéjsi technikou je laparoskopicka intrauterinni inseminace (Daskin et al. 2016).
Nejrozsitenéjs§i technikou inseminace u ovci je deponovani semene do délozniho Cipku,
obvykle pomoci zrcadla. Délozni Cipek pusobi nejen jako rezervoar, ale i jako bariéra pro
spermie a obecné plati, ze ¢im hloubéji do dé€lozniho Cipku je semeno vpraveno, tim vyssi je
Sance na zabfeznuti (Evans 1988). U ovci, na rozdil od krav, je hlavnim limitujicim faktorem
inseminace obtiznost prichodu inseminacni pipety déloznim Cipkem. Délozni kréek ovce je
maly, uzky, tuhy a klikaty utvar, ktery zt€zuje kanylaci a ukladani semene do délohy (Casali et
al. 2017).

3.10.1 Intravaginalni inseminace

Pfi intravaginalni inseminaci se sperma vpravuje do pochvy bez pokusu o lokalizaci
délozniho Cipku (Faigl et al. 2012). Postup je velmi rychly, snadno se provadi v terénnich
podminkach a mize vést az k prijatelné mife zabteznuti (30 — 50 %), ale dochazi pii ném k
neefektivnimu vyuziti spermatu. Idealni nacasovani inseminace je pted ovulaci, 12— 18 hodin
po zacatku fije. Doporuceny objem spermatu pro pouziti jsou 0,2 ml (Cseh et al. 2012). Tato
metoda neni ucinna pro zmrazeny ejakulat (Evans 1988).
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3.10.2 Intracervikalni inseminace

Preferovanou metodou u malych piezvykavca je intracervikalni inseminace, kdy je
¢ipek lokalizovan pomoci svételného zdroje a inseminacni pipeta je poté protazena zrcatkem
do délozniho ¢ipku (Faigl et al. 2012). Cervikalni inseminace vyuzivajici chlazené sperma je
nejcasteji pouzivanou technikou, pfi¢emz doporuceny objem a pocet pohyblivych spermii je
0,2 ml a 400 x 10° (Cseh et al. 2012). K dosazeni dobré plodnosti, zejména pii pouZiti
zmrazeného semene, se musi semeno deponovat co nejdal do kanalku délozniho Cipku, nejméné
do hloubky 10 — 20 mm mezi prvni a druhou pfi¢nou fasou. Hloubka zavedeni inseminacni
davky o kazdy milimetr do délozniho kanalku zvysSuje plodnost o 10 — 12 %. Sozita stavba
kanalku délozniho ¢ipku s ptitomnosti 5 — 9 pficnych fas Casto prekazi hlubsi intracervikalni
inseminaci. Inseminac¢ni pipeta se zasouva krouzivym pohybem bez pouziti velké sily, protoze
by mohla nastat traumatizace sliznice délozniho ¢ipku (Gamcik & Kozumplik 1984). Zvlastni
pozornost by méla byt vénovana zamezeni zpétného toku spermatu nebo jeho omezeni na
minimum. Idealni doba pro inseminaci je 15 — 17 hodin po nastupu detekované fije (Faigl et al.
2012). Vysledky cervikalni inseminace chlazenym semenem jsou na turovni 40 — 80 %,
mrazenym semenem v tekutém dusiku jsou vysledky nizsi: 15 — 50 % (Ptacek et al. 2023).

3.10.3 Intrauterinni transcervikalni inseminace

Transcervikalni inseminace umoziuje prunik pies délozni hrdlo do délohy (Underwood
etal. 2015). Pomoci zrcatka s kachnim zobakem a externiho zdroje svétla se identifikuje délozni
kréek. Vstup délozniho &ipku je fixovan pomoci netraumatickych Allisovych klesti. Cipek je
uchopen tak, aby umozioval kompletni manipulaci dvéma prsty pro katetrizaci tenkou kovovou
kanylou o pruméru 2 mm a tupym hrotem. Po kanylaci se 0,25 ml semene vypusti co nejhloubégji
nebo pfimo do délohy (Casali et al. 2017). S touto technikou jsou spojena poranéni délozniho
Cipku, abscesy a infekce, avSak ty se lis§i podle operatora, davky spermatu, stavu ovci a
zkusSenosti. Obecné se mira zabfeznuti pfi této technice pohybuje mezi 40 — 70 % pii pouziti
cerstvého sperma a 30 — 70 % pfi pouziti zmrazeného sperma, coz je nizsi nez u laparoskopické
inseminace (Faigl et al. 2012).

3.10.4 Laparoskopicka inseminace

Laparoskopicka inseminace ovci je nejbé€znéji pouzivanou metodou kvili vysoké
plodnosti, které je dosahovano. Tento postup je vSak drahy a vyzaduje odborné znalosti
veterinare (Purdy et al. 2020). Pti laparoskopické metod¢€ se sperma uklada pfimo do lumenu
déloznich rohd. Proto jsme pomoci tohoto postupu schopni obejit cervikalni bariéru a snizit
mnozstvi spermatu pouzivaného pro inseminaci (Faigl et al. 2012). Soucasné techniky
doporucuji inseminovat polovinu celkové davky semene do stiedni oblasti kazdého délozniho
rohu. Pozadovany objem inseminovanych spermii je 0,05 ml a pocet pohyblivych spermii
20 x 10°. Vhodné& nafedény ejakulat lze pouZit k inseminaci aZ 50 ovci a zkuSeny tym miize
byt schopen inseminovat 250 — 300 ovci za den (Cseh et al. 2012).
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I kdyz je laparoskopicka inseminace minimalné invazivni, stale je to chirurgicky zakrok,
a proto jsou mladé, zdravé ovce s odpovidajicim skére télesného stavu (BCS) idealnimi
kandidaty. U zvitat s BCS pod 2 a nad 4 bylo pozorovano snizeni embryonalni zivotaschopnosti
a nasledné niz§i mira biezosti. Doporucuje se drzet zvifata bez krmiva po dobu alespori 16 — 20
hodin a bez vody alesponi 12 hodin, aby se zabranilo naplnéni bficha. Obvykle se doporucuje
lehka sedace, protoze celkova délka vykonu (pfiprava a operace) trva pouze zhruba 10 — 15
minut. Jakmile je potvrzena dostatecna sedace, zvife je zvednuto na specialni laparoskopické
kolébce. Vlna na ventralnim bfiSe je oholena od urovné mléénych zl4z a zasahuje kranialné az
k pupku. Tupéa strukova kanyla pfipojena ke sterilni insufla¢ni hadici je zavedena tak, aby
smétovala lateralné pres svalové vrstvy a intraabdominalné ptes fez dale od chirurga. Insuflace
vzduchu se provadi, dokud neni ventralni bficho dostate¢né napnuté. Jakmile je reprodukéni
trakt vizualizovan, je vedle strukové kanyly vlozen dal§i trokar a kanyla podobné velikosti.
Nabita laparoskopicka inseminacni pistole se zavede timto otvorem a zarovna se proti vétsimu
zakiiveni déloznich roht pod laparoskopickym vedenim. Sperma muze byt aplikovano bud’ do
jednoho nebo obou déloznich rohd. Pfi inseminaci je tfeba dbat na spravnou hloubku umisténi
jehly, aby se zabranilo uniku spermatu do bficha. Jakmile jsou de€lozni rohy injikovany,
provede se rychlé posouzeni, aby se zjistilo, jestli nedochazi k nadmérnému krvaceni nebo
trznym ranam delozniho rohu. Laparoskop a inseminacni pistole jsou vytazeny z kanyl. Kozni
fezy se uzaviou pomoci nevstiebatelného Siciho materialu. Vétsina zvifat se po polozeni na zem
okamzité postavi nebo alespoii zaujme sternalni leh (Sathe 2018). Pfi spravném provedeni ma
tato metoda uspésnost priblizné 60 — 75 %, ale tato mira se bude liSit v zavislosti na kvalité
semene, ro¢ni dobé&, kondici bahnice a zruénosti inseminatord. Mira zabfeznuti dosazena u
zmrazeného spermatu pouzitého touto metodou je vySSi nez u intracervikalni inseminace,
divodem je misto inseminace, které zabrariuje prichodu spermii déloznim Cipkem (Faigl et al.
2012).

Obrdzek 6: Laparoskopickd inseminace (Sathe 2018)
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4 Zavér

Z této literarni reSerSe vyplyva, Ze kryoprotektory jsou nezbytnou soucasti procesu
konzervace spermatu a nasledné inseminace ovci. Diky nim je mozné zachovat kvalitu
spermatu i po jeho zmrazeni a pozdéj§im rozmrazeni. V této praci byly popsany jednotlivé typy
kryoprotektort a jejich vliv na kvalitu spermatu. Spravny vybér kryoprotektoru a pouziti
spravného postupu zmrazovani a rozmrazovani jsou kli¢ové faktory pro uspésnou konzervaci
spermatu ovci. Nejlepsim ze vSech zminénych kryoprotektora se zda glycerol, ktery ma vysoké
procento motility. Smichani 60 — 100 mM trehalozy s glycerolem v malé koncentraci 1,5 — 3
% vede k vétSimu kryoprotektivnimu ucinku spermii, nez pii pouziti samotného glycerolu.
Dale se zda perspektivni pridani glycerolu o koncentraci 3 — 7 % do fedidel obsahujicich 5 —
20 % vajecného zloutku. Bezpecnéjsi alternativou je suSeny vajeCny zloutek.

Pivodni plemena ovci jsou cenna pro svou genetickou rozmanitost, ktera muze byt
ohrozena poklesem populace nebo vyhynutim nékterych plemen. Kryokonzervace spermatu
pavodnich plemen umoziiuje uchovat genetickou informaci pro budouci chov a vyuziti.

Tato prace muze byt pfinosem pro chovatele ovci a védce zabyvajici se reprodukci zvifat,
ktefi mohou vyuzit poznatki k optimalizaci procesu konzervace spermatu ovci a zlepSeni
uspesnosti reprodukce.
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6 Seznam pouzitych zkratek a symboli

CASA pocitaem asistovana analyza spermii
FCM prutokova cytometrie

ROS reaktivni forma kysliku

PSA rostlina hrachu Pisum sativum aglutinin
HOS hypoosmoticky test

SCSA metoda vySetieni struktury chromatinu spermii
DMSO dimethylsulfoxid

SOD superoxiddismutaza

GR glutathionreduktaza

GPx glutathionperoxidaza

CAT katalaza

MPTP mitochondrialni permeabilni ptechodové pory
ATP adenosintrifosfat

BSA bovinni sérovy albumin

BSP vazebné proteiny spermii

AFP nemrznouci proteiny

CMC karboxymethylcelul6za

Al uméla inseminace

HT hydroxytyrosol

DHPG 3.4-dihydroxyfenylglykol

LPO peroxidace lipida
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