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Možnost náhrady vaječného žloutku v ředidlech býčího semene 

přídavkem nízkodenzitního lipoproteinu 

 

Souhrn 

Slepičí vaječný ţloutek se běţně pouţívá jako kryokonzervační medium ředidla chránící 

býčí spermie během kryokonzervace. Jeho účinek zřejmě díky přítomnosti lipoproteinů s nízkou 

hustotou (LDL) ve vaječném ţloutku chrání spermie před tepelným šokem a zlepšuje jejich 

kvalitativní parametry po rozmrazení. Cílem této práce bylo ověřit moţnost náhrady vaječného 

ţloutku samotným LDL u dvou komerčních ţloutkových ředidel Triladyl® a BULLXcellTM a 

ohodnotit vliv LDL na parametry motility a viabilitu spermií po rozmrazení a je-li míra tohoto 

účinku odlišná podle pouţitého ředidla.  

Pokusné inseminační dávky byly získány od 8 býků různého věku a plemene (Holštýn a 

ČESRT) v inseminační stanici býků Hradištko pod Medníkem Natural, spol. s. r. o. Pro 

experimenty byla pouţita ţloutková ředidla Triladyl® a BULLXcellTM. Pro kaţdé ředidlo byly 

připraveny 4 experimentální skupiny – kontrolní vzorek standardně připravené ředidlo s vaječným 

ţloutkem a modifikované vzorky s 6 %, 8 % a 10 % koncentrací LDL. Jednotlivé dávky byly 

standardním způsobem kryokonzervovány v tekutém dusíku. 

Po rozmrazení a po dvouhodinové inkubaci v 37 °C byly vzorky pomocí metody 

počítačové analýzy semene CASA (NIS Elements Ar 3. 2.) hodnoceny parametry motility spermií 

(VAP, VCL, VSL, LIN, STR a WOB),  viabilita spermií byla s pouţitím fluorochromů PI a 

CFDA hodnocena fluorescenční mikroskopií. Výsledky této práce ukázaly, ţe všechny 

koncentrace s LDL byly rychlejší u parametrů rychlosti VAP, VCL a VSL oproti kontrolnímu 

vzorku. Tento trend se nezměnil ani po dvouhodinové inkubaci, ţádný významný rozdíl mezi 

ředidly nebyl pozorován. Výrazný pokles u pohyblivých a ţivých spermií byl pozorován u 6 % 

koncentrace LDL u obou ředidel, ostatní vzorky, které dopadly lépe, neměly mezi sebou 

statisticky významný rozdíl.   

Na závěr, naše výsledky ukazují, ţe koncentrace s LDL extrahovaného z vaječného 

ţloutku mají pozitivní efekt na parametry motility, i po dvouhodinové inkubaci je trend zachován 

pouze s mírným poklesem rychlosti. Vliv LDL si vedl lépe u rychlostí neţ u podílu pohyblivých a 

ţivých spermií. Proto nelze podceňovat fyzikální vlastnosti vzorků s ohledem na ohodnocení 

všech parametrů. Optimální koncentrace LDL se pohybují mezi 8 – 10 %. LDL se jeví jako 

plnohodnotná náhrada vaječného ţloutku. 

 

Klíčová slova: býk, CASA, LDL, motilita, spermie 



 
  

 

 

   

The possibility to substitute egg yolk in bull semen extenders with 

low-density lipoprotein suplement 

 

Summary 
 

Hen egg yolk is routinely used as a preservation medium extender protecting bull sperm 

during cryopreservation. Its effect probably due to the presence of low density lipoproteins (LDL) 

in egg yolk protects sperm before cold shock and improves their quality parameters after thawing. 

The objectives of the present study was to verify the possibility of substituting egg yolk LDL 

alone with two commercial yolk extenders Triladyl® and BULLXcellTM and evaluate the effect 

of LDL on the parameters of motility and viability of sperm after thawing and if the degree of this 

effect differs according to extender. 

Experimental insemination doses were obtained from 8 bulls of different ages and breeds 

(Holstein and Czech fleckvieh) at the insemination center bulls Hradištko pod Medníkem Natural, 

spol. s. r. o. was used for the experiments yolk extenders Triladyl® and BULLXcellTM. For each 

extender were prepared four experimental groups - a control sample prepared in standard extender 

with egg yolk and modified samples with 6%, 8% and 10% concentrations of LDL. The 

insemination doses were standard manner cryopreserved in liquid nitrogen. 

After thawing and after a two hour of incubation at 37 ° C samples were using computer 

methods semen analysis CASA (NIS Elements Ar 3. 2.) evaluated parameters of sperm motility 

(VAP, VCL, VSL, LIN, STR and WOB), the viability of the sperm using PI fluorochromes and 

CFDA evaluated by fluorescence microscopy. The results of this study showed that all 

concentrations of LDL were faster in speed parameters VAP, VSL and VCL compared to the 

control sample. This trend did not change even after two hours of incubation, no significant 

difference was observed between the thinners. A significant decrease in moving and live sperm 

was observed in 6 % LDL concentration in both solvents, other samples, which fared better, not 

each other statistically significant difference. 

In conclusion, our results show that the concentration of LDL extracted from egg yolk has 

a positive effect on motility parameters, even after two-hour incubation, the trend is maintained 

with only a slight decrease in speed. Effect of LDL did better at speed than the proportion of 

motile and live sperms. Therefore, physical properties can not be underestimated samples with 

regard to the evaluation of all parameters. Optimal concentrations of LDL are between 8-10%. 

LDL appears to be a full replacement for egg yolk. 

Keywords: bull, CASA, LDL, motility, sperm 
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1 Úvod 

Umělá inseminace (AI) je biotechnologickým postupem, který je široce pouţíván 

především kvůli zlepšení genetického potenciálu skotu, zejména mléčného. Kryokonzervace 

spermatu býka hraje zásadn roli v tomto procesu. Úspěch kryokonzervace závisí nejen na 

zachování motility spermií, ale také na udrţování jejich metabolické funkce (Hu et al., 2010). 

Nicméně, genetický vliv jednotlivých býků v AI průmyslu je omezen efektivností výroby 

inseminačních dávek (ID), vysoké procento spermií ztrácí svou integritu, nebo funkci, kdyţ se 

podrobí kryokonzervaci. Přibliţně 40 - 50 % populace spermií nepřeţije proces 

kryokonzervace ani s optimalizovanými protokoly. V důsledku toho je účelem protokolů 

kryokonzervace spermií, včetně pouţitých ředidel, zabránit smrtící tvorbě vnitrobuněčných 

ledových krystalů a sníţit poškození membrány během a po kryokonzervaci (Vera Munoz, 

2009). 

Jedním z faktorů ovlivňující výsledek kryokonzervace a posléze rozmrazení spermatu 

je přidání kryoprotektantů do ředidel. Jedním z nejpouţívanějších aditiv s kryoprotektivní 

funkcí pro komerční ředidla je slepičí vaječný ţloutek, ale vyskytují se tvrzení o přítomnosti 

kryokonzervačních antagonistů ve vaječném ţloutku, které mají negativní vliv na respiraci a 

motilitu spermií a dalším potenciálním rizikem je i kontaminace ID bakteriemi. Ochranný 

účinek ţloutku je z velké části připisován na lipoproteiny s nízkou hustotou (LDL), proto se v 

laboratořích testuje účinek LDL, aby mohl slouţit jako náhrada vaječného ţloutku v 

komerčních ředidlech. Pro uvedení do praxe je nutné zhodnotit vhodné koncentrace a přesný 

vliv LDL na spermie ve vztahu k pouţitému ředidlu. 

 

2 Cíl práce 

Cílem práce je ověřit platnost hypotézy, ţe náhrada vaječného ţloutku při přípravě 

vybraných ředidel býčího ejakulátu přídavkem LDL neovlivní negativně kryoprotektivní 

vlastnosti pouţitého ředidla. Dílčími cíli řešení bude pozorování inseminačních dávek býků 

ředěných standartním sloţením ţloutkových ředidlel Triladyl® nebo BullXcell
TM

 

s nahrazením ţloutku v různých koncentracích LDL (6 %, 8 % a 10 %) po rozmrazení: 

a) parametry motility spermií metodou počítačem asistované analýzy spermatu (CASA), 

b) parametry přeţitelnosti spermií metodou fluorescenčního barvení a na základě statistické 

analýzy získaných dat zhodnotit efekty testovaných variant ředění. 
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3 Přehled literatury 

3.1 Ejakulát 

3.1.1 Spermie býka 

Spermie savců se skládá z hlavičky, bičíku a je zcela obklopena plazmatickou 

membránou. Hlavičku od bičíku odděluje takzvaný zadní prstenec (Amann et Graham, 1993). 

Délka spermie býka je přibliţně 80 µm (Scanes, 2010). Délka hlavičky je 8 - 10 µm, šířka 4 - 

4,5 µm a tloušťka 1 - 1,5 µm. Hlavička je sloţena z jaderného materiálu a akrozomu (Hopper, 

2014). Bičík je přibliţně dlouhý 44 - 53 µm a dělí se na krček spermie, spojovací, hlavní a 

koncový oddíl bičíku (Louda et al., 2001).  

Plazmatická membrána 

Spermie je zcela obklopena plasmatickou membránou. Plasmatická membrána 

spermií, v závislosti na funkci membrány, můţe být rozdělena do několika membránových 

domén a subdomén. Domény hlavičky spermie jsou akrozomální a postakrozomální oblast. 

Plazmatickou membránu akrozomálního regionu lze rozdělit na akrozomální čapku, coţ je 

speciální váček, obsahující glykolipidy a hydrolytické enzymy, a subdoménu nazývanou jako 

ekvatoriální segment (Gadella et al., 2001).  

Souběţně s akrozomální membránou má plazmatická membrána spermií vliv na tvar a 

objem hlavičky spermií. Dále ovlivňuje pohyblivost, tvorbu energie, permeabilitu, kapacitaci 

a akrozomální reakci, a interakci s oocytem (He et al., 2001). Membrána spermie mění své 

lipidové sloţení a umístění lipidových domén při fyziologických událostí, neţ dojde k 

oplodnění (Buhr et al., 1994).   

Plazmatická membrána spermie se skládá z dvojvrstvy fosfolipidů (hydrofilní a 

hydrofobní řetězce), cholesterolu, komplexních sacharidů a proteinů typických pro 

plazmatické membrány (Samper, 2009). Sacharidové struktury jsou vázány na proteiny nebo 

specifické lipidy na vnější straně plazmatické membrány (Gadella et al., 2001). Fosfolipidy se 

v plazmatické membráně spermií liší mezi jednotlivými druhy savců, ale obecně zahrnují 

fosfatidylethanolamin, fosfatidylinositol, fosfatidylserin, fosfatidylcholin, sfingomyelin, 

lysofosfatidylcholin a kardiolipin (He et al., 2001).  Na rozdíl od jiných druhů, sperma býků 

má vysoký podíl fosfatidylethanolaminu a fosfatidylcholinu. Bílkoviny tvoří asi 50 % 
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z celkové hmotnosti membrány a podle spojení s membránou jsou buď periferní, nebo 

integrální (Samper, 2009). 

Podle Singera (1972) buněčnou membránu tvoří takzvaný model fluidní mozaiky. 

Patří, jsem lipidy (fosfolipidy a steroly) s určitými funkcemi. Lipidy a proteiny jsou mobilní a 

jsou schopny se pohybovat laterálně v rovině membrány. Při pokojové teplotě jsou 

membránové lipidy obecně ve fluidní fázi, ale některé domény obsahují lipidy i v gelové fázi. 

V gelové fázi jsou lipidy více seskupené a méně mobilní. Stupeň fluidity závisí na typu a 

mnoţství přítomných lipidů. Například lipidy s dlouhým řetězcem, jakoţ i menší mnoţství 

cholesterolu, zvyšuje tekutost membrány při pokojové teplotě (Flesch et Gadella, 2000). 

Energetický metabolismus spermií 

Energetický metabolismus spermií je klíčovým prvkem, který podporuje funkci 

spermií. Udrţení pohyblivosti spermií a aktivní proteinové modifikace, jako je fosforylace, 

můţe být důvodem, proč spermie vyţadují mimořádně více adenosintrifosfát (ATP) neţ 

ostatní buňky. Během spermatogeneze v prvních stádiích jsou pro spermie výhodnými 

substráty laktát a pyruvát a vyuţití glukózy je omezen. Avšak během zrání spermií v 

nadvarleti je jiţ přítomna glykolýza. Pohyblivost spermií je podporována relativně na nízkých 

úrovních ATP. Dosaţení vysokých hladin ATP, jsou nezbytné pro fosforylaci tyrosinu v 

souvislosti s hyperaktivací, zatímco akrozomová reakce vyţaduje laktát nebo pyruvát pro 

produkci ATP v oxidativní fosforylaci. Kaţdý jednotlivý proces vyţaduje jiný substrát a 

metabolickou dráhu. Při analýze genového knockoutu u myší bylo zjištěno, ţe glykolýza je 

nezbytná pro funkci myších spermií a ţe oxidační fosforylace není nezbytná pro samčí 

plodnost. To naznačuje, ţe glykolýza by mohla kompenzovat nedostatek oxidativní 

fosforylace a obnovit většinu funkcí spermií (Miki, 2007).   

Pohyb spermie 

K dispozici je velké mnoţství pohybových vzorců spermií, v závislosti na různých 

vnějších i vnitřních faktorech. Také by bylo velmi neobvyklé, aby všechny spermie v kaţdé 

populaci spermií, ukázaly stejné pohybové vzory v jednom okamţiku. Z nejjednoduššího 

hlediska se spermie skládá z hlavičky, spojovacího oddílu a bičíku. Hlavička obsahuje 

chromatin, který zůstává nedotčen, dokud nedojde k oplodnění. Membrány hlavičky jsou 

vysoce specializované a podstupují řadu změn během průchodu samičím reprodukčním 

ústrojím. Spojovací oddíl obsahuje spirálovitě uspořádané mitochondrie, které produkují 
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energii potřebnou pro pohyb spermií a bičík, který šíří pulzní vlny zahájených ve spojovacím 

oddíle (Mortimer, 2000).  

Bičík obsahuje 9 dublet (mikrotubulový pár; A, B jednotka) uspořádaných kolem 

centrální dvojice mikrotubulů (obr. 1.). Od kaţdého dubletu k dalšímu dubletu jsou 

rozprostřeny řady ramének sloţených z dyneinu (ATPázy). Pod vlivem ATP se raménka 

dyneinu pohybují a dotýkají dalších mikrotubulů dublet v kruhu a pohybuje tak prvním 

dubletem ve směru k hlavičce. Raménka s dynein pak uvolní druhý dublet. Na druhé straně, 

dynein druhého dubletu se natáhne a dotkne třetího dubletu v řadě, coţ druhý dublet posune 

kupředu. Tento cyklus pokračuje, dokud nebude odeslána vlna šroubovitým směrem podél 

bičíku. Vlna je viděna jako sloučený spirálovitý úder bičíku. Jak se vlna pohybuje podél 

bičíku, spermie je poháněna dopředu a hlavička spermie je nucena se otáčet v ose směru cesty 

(Mortimer, 2000).  

Hlavička nemá ţádný vliv na směr pohybu, pouze naviguje bičík. Je prokázáno, ţe 

pohybový vzor spermií je ovlivněn jejich vnějším prostředím. Například, spermie v semenné 

plazmě mají niţší progresivní rychlost a niţší boční pohyb hlavičky neţ spermie od stejného 

ejakulátu, které byly inkubovány ve fertilizačních podmínkách (Serres et al, 1984). 

 

Obrázek 1. Schematické znázornění průřezu hlavního oddílu bičíku savčí spermie 

(Zdroj: Mortimer, 2000) 
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Charakteristika motility spermií 

Specifické aspekty pohybu spermií, jako je např. rychlost progrese a vlastnosti 

pohybu, prokazují, ţe úzce souvisí s průnikem spermií do hlenu děloţního krčku. Objektivní a 

kvantitativní měření pohybových vlastností jednotlivých spermií zjišťuje funkční schopnosti a 

potenciální schopnosti fertilizace. V důsledku toho, je zvýšená pozornost věnována především 

hodnocení motility spermií neţ stanovení hrubého podílu pohyblivých spermií (Mortimer, 

1997).  

 

3.1.2 Semenná plazma 

Semenná plazma je sloţená z nejrůznějších molekul produkovaných přídatnými 

pohlavními ţlázami, které se smísí se spermiemi během ejakulace (Boisvert et al., 2004). 

Semenná plazma býků je z 90 % tvořena sekrety semenných váčků (Manjunath, et al., 1994). 

Z hlavní části se podílí na objemu a sloţení ejakulátu (Moura et al., 2006). Semenná plazma je 

velmi důleţitá pro metabolismus, funkci, přeţití a transport spermií do samičího pohlavního 

ústrojí (Hamameh et Gatti, 1998).  

Je dobře známo, ţe semenná plazma obsahuje různé sloţky (bílkoviny, enzymy, 

lipidy, organické kyseliny, minerální látky) a kaţdá sloţka má důleţitou úlohu při funkci 

spermií (Chacur, 2012). Studie ukázaly, ţe faktory v semenné plazmě (jako jsou např. 

proteiny) mohou, jak pozitivně tak i negativně, ovlivnit parametry fertility spermií (Kumar et 

al., 2009), příkladem je ţivotaschopnost a motilita. Killian et al., (1993) při analýze semenné 

plazmy holštýnských býků s různou plodností, nalezli čtyři proteiny, které souvisejí s býčí 

fertilitou a zjistili, ţe dva z těchto čtyř proteinů (26 - kDa, 55 - kDa) semenné plazmy 

pozitivně korelují s fertilitou. 

Některé bílkoviny v semenné plasmě býků se adsorbují na povrchu spermií během 

ejakulace kvůli udrţení stability plazmatické membrány před kapacitací, ke které dochází 

v samičím pohlavním ústrojí (Manjunathet et al., 2002). Podmínkou fertilizační schopnosti 

spermií je navození  kapacitace a akrozomální reakce spermií (Nixon et al., 2007). Tři 

proteiny, typu BSP - A1 / - A2, BSP - A3, a BSP - 30 kDa, souhrnně nazývané BSP proteiny, 

představují hlavní proteiny býčí semenné plazmy (Nauc et Manjunath, 2000). Tyto 

spermadhesiny jsou typické vysokou afinitou k heparinu, HDL lipoproteinům a cholinovým 
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fosfolipidům. Uplatňují se zejména při kapacitaci spermií (Manjunath, et al., 1994). Sloţení 

proteinů savců v semenné plazmě se liší mezi druhy (Boisvert et al., 2004), v sezóně a v 

metodě odběru semene (Giuliano et al., 2008). 

 

3.2 Metody hodnocení spermatu  

Analýza semene je nejběţnějším pouţívaným postupem hodnocení samčího 

fertilizačního potenciálu. Pro hodnocení kvality semene jsou běţně zkoumány parametry, jako 

je pohyblivost, koncentrace a morfologie spermií (Contri et al., 2013).  

Po odběru ejakulátu se hodnotí vlastnosti spermií vztahující se k mnoţství a kvalitě. 

Metody hodnocení spermatu poskytují velké mnoţství informací o spermiích, jejich 

morfologii a funkci. Přesnost hodnocení musí být potvrzena velkým počtem samců. Metody 

se dělí na základní (makroskopické, mikroskopické a biochemické) a specializované. 

Korelace samčí plodnosti s jednotlivými charakteristikami ejakulátu je stále nesměrodatná 

(Juhász et al., 2000).  

 

3.2.1 Makroskopické hodnocení 

Makroskopické vyšetření ejakulátu hodnotí objem (hmotnost) a celkový vzhled. 

Objem ejakulátu je závislý na druhu, plemeni, věku, a na prostředí. Mezi faktory, které 

ovlivňují objem ejakulátu, patří krmení, zdravotní stav, ustájení, způsob a četnost odběru 

spermatu a roční období. Správné měření objemu pomůţe stanovit mnoţství dávek pro 

umělou inseminaci (AI) (Samper, 2009).   

Makroskopický vzhled ejakulátu závisí na jeho hustotě, která je určena koncentrací 

spermií, sloţením semenné plazmy, a fyziologickými (epiteliální buňky) nebo patologickými 

(moč, krev) sloţkami. Hodnotí se barva, konzistence, tekutost a pach. Barva spermatu by 

měla být mléčně bílá. Jakékoliv růţové nebo červené zbarvení můţe naznačovat hemospermii 

(krev v ejakulátu), coţ by mohlo mít nepříznivý dopad na plodnost. Konzistence se mění se 

sniţující koncentrací spermií z mléčné aţ na vodnatou, která můţe indikovat sníţený počet 

spermií (oligospermie) nebo absolutní absenci spermií (azoospermie). Barva a konzistence 

ejakulátu poskytují důleţité údaje o vhodnostech ejakulátu pro pouţití v AI (Samper, 2009).    
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3.2.2 Mikroskopické hodnocení 

Základní mikroskopické vyšetření ejakulátu hodnotí pohyblivost, koncentraci a 

morfologii spermií.   

Hodnocení pohyblivosti je jedním z nejpouţívanějších parametrů pro hodnocení 

kvality spermií jak v čerstvém nebo kryokonzervovaném spermatu (Contri et al., 2013). 

Hodnocení se provádí vizuálně laborantem, proto jsou výsledky subjektivní a dobrá zkušenost 

referenta je nutná pro provedení spolehlivého hodnocení. Z tohoto důvodu se vytvořily 

techniky zaloţené na počítačové analýze (např. CASA), které dokáţí hodnotit pohyblivost 

spermií podle daných kritérií objektivně (Juhász et al., 2000). Motilita spermií se vyjadřuje 

procentickým odhadem spermií, které se pohybují progresivně a přípočaře vpřed za hlavičkou 

spermie (minimálně 70 % spermií). Pozorují se také abnormální pohyby, ke kterým patří, 

pohyb dokruhu, kolébavý pohyb na místě, trhavý nepravidelný pohyb a zpětný a vířivý pohyb 

(Věţník et al., 2004).  

 

Koncentrace spermií představuje počet spermií na jednotku objemu. Můţe být 

měřena pomocí hemacytometru nebo spektrofotometru, kde je odhad zaloţený na hustotě 

roztoku (Samper, 2009). Stanovení koncentrace spermií v ejakulátu je důleţitým parametrem 

pro výrobu správně naředěné inseminační dávky, nebo pro výpočet objemu spermií ve vzorku 

pro různé testy (Juhász et al., 2000).  

 

Pro hodnocení morfologie spermií se pouţívá celá řada metod a klasifikačných 

systémů. Morfologické vlastnosti spermatu mohou být hodnoceny nebarevným zkoumáním, 

pufrem solné fixní suspenze nebo obarvením. Nejčastěji pouţívané techniky barvení jsou 

eosin - nigrosin, eosin - anilin modř, Spermac a Giemsa. Neobarvené vzorky mohou být 

analyzovány pomocí diferenciálního interferenčního kontrastu nebo fázovým kontrastem 

mikroskopie při 1 000× zvětšení, zatímco v případě obarvených vzorků je vhodné pouze 

jediné světelné pole mikroskopu. Podrobnější analýzu lze provést pomocí elektronové 

mikroskopie (Juhász et al., 2000). 

Hodnotí se procento morfologicky abnormálních spermií, přičemţ se odlišují primární 

a sekundární změny. Primární změny vznikají při spermatogenezi jako vývojové anomálie 
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(změny tvaru hlavičky či akrozomu, zdvojení struktur či degenerativní formy spermií). 

Kdeţto sekundární změny spermií vznikají při průchodu vývodnými cestami a při ejakulaci, 

špatné manipulaci či nesprávné přípravě preparátu. Mikroskopicky se také hodnotí procento 

nezralých spermií s protoplazmickou kapkou (Věţník et al., 2004).  

 

Biochemické hodnocení ejakulátu běţně hodnotí pH semene a měří se správně 

kalibrovaným pH metrem. Roční sezóna, frekvence ejakulace a koncentrace spermií můţe mít 

vliv na pH semene. K dispozici je počet zaznamenaných negativních korelací mezi objemem 

a pH a mezi počtem spermií v ejakulátu a pH. Jak počet spermií v ejakulátu klesá, pH se 

zvyšuje. Abnormálně vysoké pH spermatu můţe být spojeno s infekcí vnitřního pohlavního 

ústrojí nebo urospermií (McKinnon et al, 2011). 

 

Tabulka 1. Požadavky na kvalitu ID býka: (Příloha č. 5 k vyhlášce č. 471/2000 Sb; Věţník et al., 

2004) 

Býk Objem 
Hustota v 

1 mm
3
 

Aktivita 
Morf. 

změny 

Primární 

změny 

Nezralé 

spermie 
pH 

Čerstvé 

sperma 
˃ 4 ml ˃ 700 000 ˃ 70 % < 20 % < 10 % < 2 % 6,9 

Dlouhodobě 

uchovávané 

sperma 

 

˃ 700 000 ˃ 30 % 

    

 

 

Specializované metody slouţí k hodnocení funkčnosti a viability spermií. Tyto 

metody dokáţí hodnotit integritu plazmatické membrány, akrozomu a chromatinu, dále 

funkčnost mitochondrií nebo akrozomu, aj. Jsou technicky náročnější, proto je zapotřebí 

disponovat vyspělejšími technologiemi (fluorescenční mikroskopie, průtoková cytometrie) 

(Rodríguez - Martínez, 2013).   
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Hodnocení viability 

 

Existuje řada postupů, které jsou navrţeny pro posouzení viability spermií, ať jsou 

čerstvé, skladované nebo po kryokonzervaci. Nejběţněji se pouţívají kolorimetrické metody, 

buď s jednou, nebo s dvěma barvami. Barvící postupy jsou jednotné (eosin / nigrosin). 

Pouţívají se k hodnocení ţivotaschopnosti, mortality a morfologie. Tento postup je zaloţen na 

stupni propustnosti membrány mrtvých spermií, kdy se hlavičky spermií zbarví růţově 

(eozinofilní). Zatímco nízká propustnost ţivých spermií vylučuje eosin, a proto udrţuje 

bělavou barvu hlaviček spermií. Přítomnost nigrosinu nejen zajišťuje odpovídající kontrast 

preparátu, ale také usnadňuje detekci morfologických abnormalit způsobené skladováním in 

vitro (Chalah et Brillard, 1998).  

 Spermie označené navázanými fluorochromy mohou být buď posuzované podle 

fluorescenční mikroskopie nebo průtokovou cytometrií. Fluorescenční mikroskopie je 

subjektivní oproti průtokové cytometrii, ale detekce emitovaných fluorescencí sniţuje výskyt 

chyb pocházejících od pozorovatele (Nagy et al., 2003).  

V posledních letech bylo navrţeno několik fluorescenčních sond, které se pouţívají 

samostatně nebo v kombinacích. Pomáhají určit kvalitu spermií tj, ţivotaschopnost a integritu 

membrány u čerstvého nebo kryokonzervovaného ejakulátu u různých druhů zvířat. Pouţívají 

se sondy jako je karboxyfluorescein diacetát (CFDA) nebo také kalcein (AM) pro 

vyhodnocení integrity plazmatické membrány (Ericsson et al., 1993). Tyto barvy mají 

schopnost pronikat přes plazmatickou membránu a jsou deesterifikované esterázami u 

ţivotaschopných spermií, tato fluorescenční sloučenina je uchycena v cytoplazmě. Pokud jsou 

vystaveny příslušné vlnové délce světla, způsobuje to zelenou fluorescenci (excitace: 485 nm; 

emise: 520 nm). Z tohoto důvodu, pouze ţivé buňky s oběma aktivními intracelulárními 

esterázami a neporušenými plazmatickými membránami fluoreskují s těmito markery (Arruda 

et al., 2002). 

K určení integrity membrány u býků je navrţeno duální barvení pomocí SYBR-14 

plus propidium jodidu (PI). SYBR-14 je permeabilní barva pro nukleové kyseliny (excitace: 

488 nm, emise: 516nm), obarví pouze DNA ţivotaschopných buněk. SYBR-14 emituje 

zelenou fluorescenci v závislosti na excitaci. Barvení DNA spermií je výhodné, protoţe 

barvení je uniformní a stabilní (Love et al., 2003).  
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Propidium jodid (PI) je opačným typem fluorescenční sondy, barví jádra červeně 

(excitace: 530 nm; emise: 617 nm). PI je interkalární fluorescenční barvivo, které se pouţívá 

k označení nukleové kyseliny bez preference na sekvence. Jedna molekula barviva se naváţe 

na 4 - 5 párů bází. Barvivo neprojde neporušenými membránami ţivých buněk, a pokud mají 

buňky cytoplazmatickou membránu porušenou, barvivo volně proudí do buněk. PI se pouţívá 

pro detekci poškozené membrány (Nieminen, 1995).  

Při metodě barvení CFDA / PI se hodnotí tři populace spermií; zelená (ţivá), červená 

(mrtvá), a duální (umírající) viz obr. níţe. Umírající spermie jsou charakterizovány zeleným 

(CFDA) intaktním akrozomem a červenou (PI) postakrozomální oblastí. Poškozené spermie 

také ukazují různé stupně zelené fluorescence na spojovací části bičíku, coţ můţe naznačovat 

intaktní mitochondrie (Brito et al., 2003).  

 

Obrázek 2. Hodnocení viability. A-živá (CMFDA), B-umírající, C-mrtvá (PI). Zdroj: K. 

Zimová, lab. KVD 

 

 

Počítačem asistovaná analýza spermií (CASA) 

 

V roce 1950 a 1960 byl pozorován významný pokrok ve studiu pohybu spermií. 

Začátkem roku 1970 pokroky v oblasti výpočetní techniky a softwaru poloţily základy pro 

analýzu spermatu za pomoci počítačového systému (CASA) (Amann et Katz, 2004). První 

systém, který přenášel data přímo z mikroskopu do počítače a zpracovával a analyzoval data 
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automaticky, se vyvinul aţ roku 1980 (Katz et al., 1985). Tento systém tvořil základ pro 

komerční nástroje CASA, dnes široce pouţívaný jak klinicky tak i ve výzkumných 

laboratořích (Amann et Katz, 2004). 

Počítačem asistovanou analýzou spermatu se rozumí počítačové vyhodnocení 

mikroskopických snímků pomocí specifického softwaru, který je schopen tyto snímky 

analyzovat. V zásadě je mikroskopický obraz, převeden na černo bílý obraz pomocí 

jednoduché čipové videokamery do počítače (Allahbadia, 2005). Přestoţe je tento systém 

analýzy poměrně nákladný, nabízí rychlé hodnocení, vyšší stupeň opakovatelnosti a menší 

subjektivitu neţ u tradičních vizuálních odhadů pohyblivosti (McKinnon et al., 2011). 

V součastné době je snaha o větší vyuţití tohoto systému i ve veterinární medicíně. Je 

však nutné zohlednit mezidruhové rozdíly ejakulátu, respektive pohybové charakteristiky 

spermií. To vyţaduje správné nastavení parametrů pro vyšetření na různých typech přístrojů 

(mezi nejpouţívanější patří CellSoft a HTM / IVOS). Systém CASA byl pouţit u několika 

druhů zvířat včetně býků. Další oblastí, kde je CASA stále více vyuţívaná, je reprodukční 

toxikologie (Věţník, 2004).  

Některé studie naznačují, ţe odhady koncentrace a pohybových charakteristik spermií 

pomocí CASA výrazně souvisí s fertilizační schopností in vitro a in vivo, a ţe hodnocení 

pohyblivosti spermií pomocí CASA opravdu má prediktivní hodnotu pro plodnost (Larsen et 

al., 2000).  

Mnoho faktorů ovlivňuje účinnost CASA systémů, například příprava vzorků,  

počet snímků za sekundu, koncentrace spermií a hloubka počítací komory. Nicméně, 

spolehlivé výsledky lze získat v případě, pokud jsou dodrţovány postupy (Mortimer, 1994).  

Existuje několik výrobců, kteří vyrábějí CASA systémy. Tyto systémy jsou schopny 

měřit pohyblivost spermií a jejich kinematiku. Některé dokonce mohou být pouţity k odhadu 

koncentrace spermií. Jen některé moduly dokáţí vyhodnotit morfologii spermií. CASA, 

včetně posouzení motility, koncentrace a morfologie, má dvě výhody oproti manuálním 

metodám. Je to vysoká přesnost a také poskytuje kvantitativní údaje kinematických parametrů 

spermií jako je progresivní pohyb, hyperaktivace a kapacitace spermií (Mortimer et al., 1995). 
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Princip CASA 

Běţnou součásti CASA je počítač, kamera a paměťová karta, na kterou se uloţí 

videozáznam. Počítačový software slouţí k identifikaci a sledování všech spermií na 

snímaném poli a provádí veškeré výpočty dat (Mortimer, 2000). Nejdříve se musí obraz z 

mikroskopového pole odeslat z kamery a následně převést na digitální obraz. Obraz z 

videokamery se skládá z pravoúhlého pole obrazových elementů neboli pixelů. Síla signálu z 

daného pixelu je úměrná jeho jasu nebo intenzitě. Během tvoření videosnímku digitální 

kamerou, se nejprve skenují sudé řádky v tomto poli a pak liché řádky. Kaţdé skenované pole 

(nebo videosnímek) tvoří jen polovinu obrazu. Sekvenční dvojice prokládaných obrazových 

snímků posléze vytvoří celý videosnímek (Katz et al., 1985).  

V severoamerických systémech NTSC (National Television Standards Committee) 

jsou pole videa generované kaţdou 1 / 60 sekundy, je tam tedy 30 snímků za sekundu. To 

znamená, ţe kmitočet snímků je 30 Hz. Kaţdý videosnímek je sloţen z 525 řádků. V 

evropských a australských systémech PAL (Phase Alternativ Line) a SECAM (Sequential 

Couleur Avec Memoire) jsou videosnímky generované kaţdou 1 / 50 sekundy tedy frekvencí 

25 Hz. Proto má kaţdý snímek 625 řádků. Rozdíl mezi systémem PAL a SECAM a jejich 

variantami, je v kódování barevné informace, v chrominanci, nebo v signálu (Mortimer, 

1994). Tvar trajektorie se výrazně mění počtem snímků pořízených za sekundu. Takţe 

rekonstruovaná stejná trať při 30 a 60 Hz (obr. 3.) dokazuje efekt, ţe se změní kinematické 

hodnoty trajektorie (Mortimer et Swan 1999).  

 

Obrázek 3. Stejná trajektorie rekonstuovaná při 30Hz a 60 Hz (Zdroj: Mortimer, 2000) 
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 Nejjednodušším způsobem jak zobrazit spermie v počítači je buď pouţitím temného 

pole, nebo pomocí negativního fázového kontrastu, který zobrazuje bílé spermie na tmavém 

pozadí. Při sledování hlavičky spermie zůstává jas hlavičky poměrně konzistentní i při 

pohybu, tudíţ její rotace nemění intenzitu bílé barvy. Snímek kaţdé hlavičky spermií je pak 

digitalizován a počítač určí počet obrazových prvků (pixelů) kaţdé detekované hlavičky 

spermie (obr.4.) K dispozici je celá řada čísel neboli pixelů, které jsou přiřazené pro 

jednotlivé hlavičky spermií. Počítač rozpozná objekt, tedy hlavičku, díky zadání minimální a 

maximální velikosti pro konkrétní druh, tak ţe se započítají do očekávaného rozsahu jen ty 

objekty, které splňují konkrétní velikost (Wijchman et al, 1995). 

 Dříve CASA neuměla rozlišovat hlavičku spermie od kousků úlomků a jiných 

fragmentů podobných velikostí hlavičky, to bylo zdrojem chyb. Aby se zabránilo těmto 

chybám, vytvářely se novější a schopnější systémy. Třeba Stromberg-Mika CASA systém řeší 

tento problém tak, ţe poţaduje připojení bičíku, aby hlavičky spermií byly identifikovány 

pozitivně (Wijchman et al, 1995). V alternativním přístupu, systém Hamilton Thorne nyní 

pouţívá IDENT systém, v němţ se Hoechst barvivo váţe na DNA spermií, které fluoreskuje a 

počítač tuto fluoreskující spermii označí jako pozitivní. Poté, co se identifikuje hlavička 

spermií, je zadána do polohy (x, y) souřadnic v poli mikroskopu a počítač jí pak jednoduše 

spočítá a určí polohu. Tento bod se určí buď ve středu hlavičky nazývaný jako těţiště, nebo v 

nejjasnějším místě na hlavičce spermií nazývaný jako referenční bod (Mortimer, 2000). 

 Poté, co se všechny hlavičky spermií identifikují a zaznamenají jako počítačová data v 

jednom poli nebo snímku, se následně analyzuje další pole nebo snímek, a digitalizované 

hlavičky jsou sledovány počítačem. Počítač vyhledává po sobě jdoucí obraz hlavičky spermií 

v pásmu pravděpodobnosti, coţ je kruh konkrétního poloměru kolem hlavičky spermie. 

Poloměr je určen maximální vzdáleností spermie od očekávané cesty v rámci časové periody. 

Tato vzdálenost je často nastavena uţivatelem a liší se v závislosti na tom, zda jsou spermie 

v ejakulátu nebo v kultivačním médiu (Mortimer, 2000).  

Pro kaţdou spermii je díky referenčnímu bodu rekonstruována trajektorie a je 

vypočtena řada kinematických hodnot. Kinematika se pouţívá k rozlišení vzorů pohybu 

spermií. Při pouţití CASA, všechny spermie v zorném poli mají své trajektorie 

rekonstruovány současně. To znamená, ţe všechny spermie v poli jsou identifikovány před 

analýzou dalších snímků v posloupnosti. Z toho vyplývá, ţe pokud je v zorném poli příliš 

mnoho spermií, nemusí přístroj rekonstruovat tyto trajektorie přesně. Pokud spermie kolidují 
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navzájem, jejich kinematika se na okamţik změní, a to můţe mít vliv na jejich klasifikaci 

pohybu. Také v případě trajektorií dvou nebo více spermií, které se nacházejí ve stejné zóně 

pravděpodobnosti, můţe CASA trajektorie odmítnout z analýzy, nebo je můţe zahrnout do 

analýzy, ale s rizikem nesprávné rekonstrukce trati. Proto se doporučuje pouţívat koncentraci 

spermií < 40 x 10
6 
/ ml (Mortimer et al, 1995). 

 

Obrázek 4. Digitalizace a rekonstrukce trajektorie (Zdroj: Mortimer, 2000) 

 

Kinematické vlastnosti spermií 

I kdyţ bičík spermie tvoří pohyb spermie, moderní systém CASA stále nemůţe 

analyzovat spermii pomocí bičíku. Proto se stále sleduje hlavička spermie, která je základem 

pro všechny kinematické parametry. Analýzy pohybu spermií odvozené od sledování hlavičky 

můţe poskytnout velké mnoţství uţitečných informací o pohybu spermií v ejakulátu (Serres 

et al., 1984).  

CASA poskytuje objektivní údaje o rychlosti. Kromě určení podílu pohyblivých 

spermií, tyto systémy umoţňují měření kinematických parametrů jako je rychlost spermií, 

linearita, amplituda bočního posunu hlavičky a frekvence kříţení. I kdyţ hodnoty jsou závislé 

na nastavení stroje. Korelace s březostí po in vivo nebo in vitro fertilizaci (IVF) ukázala, ţe 

hodnocení pohyblivosti spermií pomocí CASA opravdu má prediktivní hodnotu pro plodnost 

(Irvine et al., 1994; Garrett et al., 2003), ale s tím nesouhlasí Stalhammar et al. (1994) a 

Comizzoli et al. (2001) a další. 
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Terminologie CASA 

V průběhu let se objevuje nepřeberné mnoţství terminologie popisující různé 

pohybové vlastnosti pohyblivých spermií. Některé termíny jsou synonymní a popisují stejné 

vlastnosti, ale někdy se stejný termín pouţívá k popisu různých vlastností. K této matoucí a 

nepřijatelné situaci došlo na semináři Automatizované analýzy spermií, který se konal pod 

záštitou Americké andrologické společnosti na výročním zasedání v Houstonu (Texas, USA) 

v průběhu března 1988. Byly proto dohodnuty terminologie a zkratky (a odpovídající 

numerické přesnosti) pro měření tří základních rychlostí a trajektorií. Tato terminologie byla 

následně přijata na mezinárodním sympoziu „Human Sperm Movement and Its Evaluation“ 

pořádáná federací CECOS v Montpellieru (Francie) v dubnu 1988. Pohybové vlastnosti 

uvedené v tomto ASA CECOS souladu, jsou odvozeny od analýzy těţiště hlavy a mají zvláště 

aktuální význam, protoţe poskytují základ pro terminologii současné generaci CASA 

systémům (Mortimer, 1994). 

Křivočará rychlost (VCL) se vypočítá jako součet lineární spojnice sekvenční polohy 

hlavičky spermie podél trati spermie. VCL je v podstatě dvojrozměrná projekce skutečné 

trojrozměrné šroubovité cesty spermie, jak je zřejmé z časového rozlišení (tj. snímků za 

sekundu) na zobrazovací pouţité metodě. Hodnoty VCL jsou uvedeny v mikrometrech za 

sekundu na jedno desetinné místo. Rychlost VCL je někdy označována jako ´´traťová 

rychlost´´. Udává tedy míru buněčné vitality. (Mortimer et al., 1988; Björndahl et al., 2010).  

Střední dráhová rychlost (VAP) je rychlost podélné průměrné dráhy spermie. 

Vzhledem k tomu, ţe průměrná dráha můţe být odvozena mnoha různými algoritmy, včetně 

vizuální interpolací různých matematických vyhlazovacích technik, nebo geometrickou 

konstrukcí, pouţívá se přesná odvozovací metodika, která je u kaţdého systému CASA 

uvedena. Tudíţ se tyto algoritmy liší mezi nástroji, takţe hodnoty nemusí být srovnatelné 

mezi systémy (Björndahl et Kvist, 2003). Také VAP hodnoty jsou uvedeny v mikrometrech 

za sekundu na jedno desetinné místo (Björndahl et al., 2010).  

Lineární rychlost (VSL) je lineární (přímočará), nebo progresivní rychlost spermie. 

Ta se vypočte z lineární vzdálenosti mezi začátkem a koncem sledované dráhy. Je důleţité 

poznamenat, ţe mnoho CASA systémů stále pouţívá lineární rychlosti odkazované na VCL, 

coţ je významným zdrojem chyb pro méně zkušené uţivatele CASA. VSL hodnoty jsou 

uvedeny v mikrometrech za sekundu na jedno desetinné místo (Björndahl et al., 2010). 
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Tvar trajektorie ovlivňuje hodnoty rychlosti. Lze vypočítat měření rychlosti spermie díky 

třem poměrům progrese jako je linearita (LIN), přímost (STR), a kymácivost (WOB), 

odvozeny jsou následovně: 

Linearita LIN = VSL / VCL x 100  

Přímost STR = VSL / VAP x 100 

Kymácivost WOB = VAP / VCL x 100 

Tyto procentuální hodnoty jsou vyjádřeny jako celá čísla (Mortimer, 1990). 

 

Obrázek 5. Schematické znázornění parametrů motility (Zdroj: WHO, 2010) 

Amplituda bočního posunu hlavy (ALH) se vypočte z amplitud bočního posunu 

hlavičky spermií kolem osy progrese (průměrné dráhy). Různé programy CASA pouţívají 

buď průměrnou hodnotu (ALH průměr) vypočtenou z nejméně tří měření na různých místech 

podél trati (manuální analýza), nebo maximální hodnotu (ALH max) všech měření 

provedených podél trati. Tradičně je měření ALH vyjádřeno jako šířka přes celou stopu (tj. 

dvojnásobek průměrného nebo maximálního měření) v mikrometrech na jedno desetinné 

místo. Pouţitý typ ALH musí být v kaţdé studii uveden (Serres, et al., 1984; Björndahl et al., 

2010).  
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Frekvence křížení (BCF)  je počet opakování kříţení trajektorie, které vykoná 

spermie ve směru pohybu za jednotku času (Serres et al, 1984). Vyjadřuje se v hertzích na 

jedno desetinné místo. Ve skutečnosti je BCF odvozena od frekvence skutečného úderu 

bičíků a frekvence otáčení (ROF) hlavičky. Ačkoli to nemůţe být analyzováno 

automatizovanými systémy CASA, platí, ţe ROF je počet opakování točících se hlav spermií 

o 360° za jednotku času. Např. lidské spermie plují v semenné plazmě obvykle (ale ne vţdy) a 

otáčí se o 180° na vrcholu kaţdé boční vychýlené hlavičky kolem osy progrese. BCF je také 

uţitečná hodnota pro odhad hrubých změn v bičíkatém úderu, ale to můţe být omezeno 

počtem pozorování, které mohou být CASA provedeny za sekundu. Pokud existuje více úderů 

neţ poloviční počet pořízených snímků za sekundu, je to povaţováno za nedůvěryhodné 

(Mortimer et Swan, 1999).  

 
 

Hyperaktivace je obvykle povaţována za součást a projev procesu kapacitace, která 

je vidět u všech studovaných savců. Avšak regulační dráha, která nakonec vede ke zvýšení 

bičíkových úderů díky vápníkovým iontům spouštěcí hyperaktivaci, můţe pracovat i 

nezávisle na kapacitaci (Suarez, 2008). 

Hyperaktivace se vyznačuje vysokou amplitudou (spíše v proximální, neţ distální 

oblasti Mortimer, 2000) a asymetrickým bičíkovým ohýbáním. Pro posouzení hyperaktivace 

potřebujeme znát parametry měřených pomocí CASA. Kromě podporování průchodu zonou 

pellucida, hyperaktivace můţe také usnadnit uvolňování spermií z oviduktálních 

rezervoárcích krypt v istmu a můţe pohánět spermie proti hlenu ve vejcovodu (Björndahl et 

al., 2010). Kinematika hyperaktivovaných spermií je velmi odlišná od spermií v semenné 

plazmě a od spermií nekapacitovaných (Mortimer, 2000). 
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3.3 Kryokonzervace  

Kryokonzervace je metoda zmrazení a uchovávání buněk a tkání ve speciálním médiu 

po mnoho let. Pro dosaţení velmi nízkých teplot se nejčastěji pouţívá kapalný dusík - 196 °C 

(Chian, 2010). Pro uchování se pouţívají speciální dvouplášťové kontejnery z oceli, jejichţ 

bezpečné uskladnění vyţaduje speciální místnost a pravidelnou kontrolu (Louda et al., 2001). 

Důleţitým nástrojem pro distribuci genetického potenciálu samců je zmrazení spermií 

(Amirat et al., 2004). Prvně byla kryokonzervace spermií vyuţita v umělé inseminaci (AI) 

zvířat, aţ pak se teprve mrazili lidské spermie (Shehata et Chian, 2010). Ochrana volně 

ţijících ţivočichů otevřela cestu k vytvoření genových bank (Wildt et al, 1997) a k 

prodlouţení reprodukčního ţivota jiţ nemocných zvířat jako prostředek zabránění ztrátě 

důleţitých jedinců v genofondu (Saragusty et al., 2006). U domácích zvířat kryokonzervace 

spermatu umoţnila zahájení rozsáhlých šlechtitelských programů (Saragusty et al., 2009).  

Kryokonzervace spermií popisuje sloţitý vícestupňový proces konzervování samčích 

pohlavních buněk. Tento proces zahrnuje odběr spermatu, ředění a přidání kryoprotektantů, 

postupné ochlazování, ekvilibraci, mrazení a následné skladování vzorku v kapalném dusíku 

pro budoucí pouţití. Zmrazování spermatu se provádí v automatických zmrazovačích, kdy 

rychlost a průběh zmrazovací křivky je řízen počítačem. Končí rozmrazením spermií a 

následným pouţitím v AI (Anger et al., 2003).  

Metabolické procesy jsou ovlivněny teplotou. Kdyţ teplota klesne, buňky mohou 

zpomalit nebo zastavit všechny metabolické procesy. Ale při extrémně nízké teplotě můţe 

způsobit buněčnou smrt (Chian, 2010). Existuje několik teorií a mechanismů poškození buněk 

během kryokonzervace, ale ţádný přesně nevysvětluje podstatu tohoto jevu (Fahy et al., 

2004). 

Hlavní nevýhodou procesu kryokonzervace je velká ztráta přeţitelnosti a funkčnosti 

spermií, 40 - 50 % ţivotaschopných spermií ztrácí svou integritu nebo funkci během 

zmrazování a rozmrazování (Holt, 2000). Proces zmrazení vystavuje spermie k tepelnému 

šoku, coţ vede k poškození plazmatické membrány a akrozomu (Celeghini et al., 2007). Dále 

mohou být při zmrazování a rozmrazování poškozeny tyto oddíly spermie jako jsou 

mitochondrie, axonema a jádro. Chlad, šok, osmotický stres, vznik ledových krystalů nebo 
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oxidační stres jsou hlavními zdroji poškození spermií během kryokonzervace (Amirat et al., 

2004; Li et al., 2005).  

Při fyzikálním procesu zmrazování, má voda tendenci krystalizovat v čistou formu. 

Zatímco rozpuštěné nebo suspendované látky se koncentrují ve zbývající tekutině. V ţivé 

buňce je tento proces velmi destruktivní. V procesu poměrně pomalého zmrazení se led 

nejprve začne tvořit v tekutině obklopující buňky, a koncentrace rozpuštěných látek ve zbylé 

tekutině se zvyšuje. Koncentrační gradient je usazen přes buněčnou stěnu a voda se pohybuje 

ven z buňky účinkem osmotických sil. Jak pokračuje zmrazení, buňka se stává relativně 

dehydratovaná. Soli se mohou soustředit na velmi vysoké úrovni. Dehydratace můţe mít vliv 

na celkovou organizaci buňky a na molekulární vazby, z nichţ některé jsou závislé na 

přítomnost vody v určitých místech (Chian, 2010).  

Buněčný stres, v důsledku ztráty vody, můţe způsobit kontakt s intracelulárními 

komponenty, které jsou normálně odděleny, aby se zabránilo jakékoliv destruktivní interakci. 

Jak ledové krystaly rostou, mohou být jimi protrţeny buněčné membrány. Také mohou být 

protrţeny vysokým koncentračním gradientem na membráně. Aby se zabránilo dehydrataci, 

musí být učiněna opatření k zastavení separace vody ve formu čistého ledu tak, aby všechna 

tekutina ztuhla najednou (Chian, 2010). 

Oxidační stres vede ke ztrátě pohyblivosti, narušení a otoku akrozomální membrány, 

nebo zvyšuje propustnost plazmatické membrány spermií. Je dobře známo, ţe savčí spermie 

obsahují vysoké koncentrace polynenasycených mastných kyselin. Proto jsou velmi citlivé na 

oxidační stres, který je zodpovědný za tvorbu reaktivních forem kyslíku (Tuncer et al., 2011). 

Plazmatická membrána spermie je drasticky změněna během kryokonzervace. Existuje 

několik mechanismů, které vedou k poškození spermií při kryokonzervaci. V průběhu procesu 

ochlazování lipidové sloţky plazmatické membrány, zejména fosfolipidy a steroly, podstupují 

reorganizaci, která vede k destabilizaci membrány. Dochází k agregaci dvojvrstvy lipidů, 

která vede k vytvoření nových spojů mezi lipidy a proteiny. Z tohoto důvodu se fluidita 

plazmatické membrány při kryokonzervaci sniţuje (Hammerstedt et al., 1990).  

 

Další negativní vliv, který působí na plazmatické membrány spermií, je peroxidace 

membránových lipidů v důsledku tvorby reaktivních forem kyslíku. V důsledku peroxidace 

membrány spermií dochází k nevratným ztrátám pohyblivosti, poruchám metabolismu, 
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poškození membrány, úniku intracelulárních enzymů a sníţení fertilizačních schopností 

spermií. Proto se spermie stávají náchylnější k předčasné akrozomální reakci (White, 1993). 

Dále jsou ovlivněny funkční proteiny, jako jsou proteiny iontových kanálů, kdy během 

kryokonzervace dochází ke ztrátám iontů a enzymů. Proto dochází ke sníţení pohyblivosti a 

metabolismu. Kvůli ovlivnění vápníkových kanálů při procesu kryokonzervace se zvyšuje 

intracelulární hladina vápníku. To vede k velkým ztrátám, poněvadţ dochází ke kapacitačním 

změnám uţ během kryokonzervace a tyto částečně kapacitované spermie ztrácejí svoji 

ţivotaschopnost (Bailey et al., 2000). 

 

Proto je účelem protokolů kryokonzervace spermatu, zamezit tvorbě smrtících 

intracelulárních ledových krystalů, a tím sníţit poškození membrány během a po 

kryokonzervaci (Amirat et al., 2004). Poškození spermií během kryokonzervace můţe být 

minimalizováno pomocí optimalizace rychlosti ochlazování (Holt, 2000). V případě, ţe je 

teplota sníţena na – 196 ° C v řádu sekund, je moţné zabránit tvorbě ledových krystalů, tento 

moderní proces je znám jako vitrifikace (Zachariassen et Kristiansen, 2000).  

Cílem kryokonzervace spermií je zachovat jejich ţivotaschopnost a dobrou fertilizační 

schopnost. Odpovídajícím ředěním vyrobit maximální počet inseminačních dávek (ID), které 

odpovídají poţadavkům úspěšného oplození. Obvyklý poţadavek na ID býlů je 10 miliónů 

aktivních spermií a minimálně 30 % spermií s progresivním pohybem pohybem. 

Nejrozšířenější metodou dlouhodobé konzervace spermatu je metoda francouzská. Semeno se 

mrazí a uchovává ve speciálních dutinkách neboli pejetách o objemu 0,25 nebo 0,5 cm
3
 

(Louda et al, 2001).  

 

Ekvilibrace buněčná permeabilita  

Změnou extracelulárního osmotického tlaku se vytvoří situace, v níţ se buňka pokusí 

dosáhnout rovnováhy buď přírůstkem, nebo úbytkem vody. Rovnováha je dosaţena pouze po 

určitý čas. Kinetika pohybu vody z buňky je dána fyzickou strukturou membrány. 

Zmrazování a rozmrazování buněk můţe vést z hlediska osmotického tlaku k bobtnání a 

smršťování buněk. Proto je důleţité znát toleranci osmotického tlaku kaţdého typu buněk a 

reakci působení nízkých teplot (Chian, 2010). 



 

21 

 

Mnoho buněk, zejména eukaryotické buňky, jsou citlivé na osmotický stres. Z tohoto 

důvodu se prostupující kryoprotektant přidává postupně do zmrazeného roztoku, aby se 

minimalizoval osmotický stres. To znamená, ţe buňky potřebují čas, aby dosáhly rovnováhy a 

přizpůsobily se osmotickému šoku. Různé typy buněk vyţadují různý ekvilibrační čas. Za 

normálních okolností niţší teploty vyţadují delší dobu ekvilibrace a vyšší teploty potřebují 

naopak dobu kratší (Chian, 2010).  

Protokoly kryokonzervace býčích spermií obvykle zahrnují pomalé chlazení při 

teplotě  4 - 5 ° C. Při této teplotě se sniţuje metabolická aktivita spermií. Doba pro dosaţení 

rovnováţného stavu před mrazením trvá několik hodin (4-18 h) (Muiño et al., 2007). Podle 

Loudy et al., (2001) ekvilibrace probíhá po dobu 2 – 3 hodin, kdy se můţe doba ekvilibrace 

lišit u jednotlivých ředil a býků. 

 

3.3.1 Kryoprotektanty  

 

Účinek kryoprotektantů je popsán tak, ţe sniţují bod tuhnutí a sniţuji tvorbu ledových 

krystalů ve vodném roztoku. Kryoprotektanty jsou obvykle rozděleny do dvou velkých tříd na 

základě jejich schopnosti difundovat přes buněčné membrány. Penetrační kryoprotektanty 

mají schopnost se pohybovat přes buněčné membrány a nazývají se jako permeabilní. 

Zatímco ty co nepenetrují přes buněčné membrány, se nazývají nepermeabilní (Chian, 2010). 

Dříve se povaţovalo za příznivé přeţití zmrazených buněk i bez ochranného 

prostředku. Ale zjistilo se, ţe pouţitím vhodného ochranného kryoprotektantu  se obvykle 

zvýšila míra přeţitelnosti. V literatuře se uvádí, ţe Polge et al. (1949) jako první prohlásili, ţe 

glycerol má kryokonzervační účinky pro zlepšení přeţívání buněk po rozmraţení. Pokusy 

prováděli na kuřecích spermiích. Přesto, kryokonzervační vliv glycerolu byl objeven uţ 

mnohem dříve, neţ se uvádí (Keith, 1913).  

Polge a jeho kolegové (1949) uchovávali slepičí sperma při - 70 °C a pouţívali ovocný 

cukr jako kryoprotektant. Kdyţ náhodou zjistili, ţe přidáním glycerolu místo ovocného cukru, 

více ochrání zmrazené sperma, se od té doby začal pouţívat glycerol jako kryoprotektant. 

Tato metoda je označována jako klasická a v některých kryokonzervačních zařízeních se 

pouţívá v podstatě do dnes (Shehata et Chian, 2010). 
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Objev glycerolu a později dimethylsulfoxidu, který chrání eukaryotické buňky před 

kryopoškozením, odstartoval moderní kryobiologii. V současné době se v polních 

podmínkách nejčastěji pouţívá glycerol, dimethylsulfoxid, ethylenglykol, propylenglykol. 

Kryokonzervační působení kaţdého typu kryokonzervačního činidla musí být podobný. 

Jelikoţ hypotézy, které byly navrţeny, nevysvětlují mechanismus jejich účinku, je stále 

nejasné jakou roli v zmrazení vlastně hrají (Chian, 2010).  

Zmrazení spermií s glycerolem vedlo k revoluci kryokonzervační techniky a vydláţdil 

cestu pro ukládání vzorků spermií aţ po několik let. V současné době jsou techniky 

kryokonzervace spermií různé a kaţdá technika je testována na efekt ochrany spermií před 

poškozením a na procento ţivých spermií po rozmrazení. Doposud není ţádný zlatý standard 

kryokonzervačního protokolu, tudíţ se všechny techniky neustále hodnotí a optimalizují kvůli 

lepším výsledkům (Leffler et Walters, 1996). 

 

Permeabilní kryoprotektivum 

 

Různé kryoprotektanty se úspěšně pouţívají v in vitro fertilizaci (IVF) pro zachování 

spermií, embryí a vajíček. Úspěch kaţdého typu prostupujícího kryoprotektantu závisí 

částečně na rychlosti, při které mohou přejít přes buněčné membrány. Tato rychlost je dána 

různými faktory, jako je například viskozita. Nicméně, propustnost je závislá nejen na 

kryoprotektantu samotném, ale také na vlastnostech buněčné membrány, které se liší u 

různých typů buněk (Pedro et al., 2005).  

Penetrace kryoprotektantů je obecně nízká u neiontových sloučenin s vysokou 

rozpustností ve vodě při nízkých teplotách. Doba, kdy mohou tyto chemické sloučeniny 

difundovat přes buněčné membrány, prostupovat do buňky a ekvilibrovat se v cytoplazmě, 

nahrazuje většinu intracelulární vody, aniţ by v průběhu buňku dehydratovala. Prostupující 

kryoprotektanty tuhnou při niţších teplotách neţ voda. Tím se sníţí mnoţství tvorby 

intracelulárního ledu při dané teplotě a sniţuje se mnoţství tvorby ledových krystalů uvnitř 

organel a membrán (Wildt, 2000).  Kromě toho se propustnost membrán můţe lišit u spermií i 

mezi jednotlivci některých druhů, jako je např. skot a myš (Chaveiro et al., 2006). 
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Glycerol 

 

Glycerol, také známý jako glycerin, je cukerný alkohol. Je bezbarvý, bez zápachu, 

viskózní, sladce chutnající kapalina, která je rozpustná ve vodě a má nízkou toxicitu. Kaţdá 

molekula glycerolu má tři-uhlíkový řetězec, s hydroxylovou skupinou (OH) připojenou ke 

kaţdému atomu uhlíku (obrázek 1.). Hydroxylová skupina je zodpovědná za vytváření 

hygroskopických vlastností a látky velmi dobře rozpustné ve vodě. Hygroskopická látka je 

taková, která přitahuje molekuly vody z okolního prostředí.  Mírně se rozpouští v organických 

rozpouštědlech, jako je ethylacetát a diethylether. Jeho teplota tání je při 18 °C a jeho bod 

varu je při 290 °C. Glycerol je základním prvkem mnoha lipidů. Je součástí ředidla pro 

enzymatická činidla skladovaných při teplotách pod 0 °C, protoţe přítomnost glycerolu 

deprimuje teplotu tuhnutí roztoku. Glycerol je kompatibilní s ostatními biochemickými 

materiály v ţivých buňkách, proto je často pouţíván v konzervaci buněk k sníţení tvorbě 

ledových krystalů (Chian, 2010).  

 

Obrázek 6. Struktura glycerolu (Zdroj: Chian, 2010) 

 

Dimethylsulfoxid 

 

Dimethylsulfoxid, také známý jako methylsulfoxid, je čirá a bezbarvá kapalina. 

Centrum síry v dimethylsulfoxidu je nukleofilní k nealkoholickým elektrofilům a kyslík je 

nukleofilní k pevným elektrofilům. Methylové skupiny jsou poněkud kyselé povahy z důvodu 

stabilizace výslednice karbanion u S (O) R skupiny, a tak se deprotonuje se silnými bázemi, 

jako je například lithiumdiisopropylamid  a hydrid sodný. Dimethylsulfoxid je důleţitý jako 
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polární aprotické rozpouštědlo, které rozpouští jak polární tak nepolární sloučeniny. 

Rozpouští různé organické látky, včetně sacharidů, polymerů a peptidů, stejně jako mnoha 

anorganických solí a plynů. Jeho teplota tání je 18,5 °C a bod varu je 189 °C. Má výraznou 

penetrační vlastnost. Jeho chuť je podobná česneku. Má neţádoucí účinky, jako jsou 

ţaludeční nevolnost, citlivost na světlo, poruchy vidění a bolest hlavy (Balakin at el., 2006).  

 

Nepermeabilní kryoprotektivum 

Nepermeabilní kryoprotektiva jsou obecně polymery s dlouhým řetězcem, příliš velké, 

aby difundovali do buněk přes buněčnou membránu. Tyto sloučeniny působí tak, ţe zvyšují 

osmolaritu extracelulárního prostoru, coţ vede k buněčné dehydrataci a tím se sniţuje 

moţnost tvorby intracelulárních ledových krystalů. Předpokládá se, ţe některé neprostupující 

kryoprotektanty můţou být absorbovány na povrch membrány. Tak inhibují tvorbu ledových 

krystalů v bezprostřední blízkosti buňky tím, ţe drţí led v amorfním stavu. Navíc se často 

pouţívají v médiích pro rozmrazování buněk, aby se zabránilo osmotickému šoku. Osmotický 

šok popisuje jev, ke kterému dochází, kdyţ je osmotický tlak v intracelulárním prostoru větší 

neţ v extracelulárním prostoru, v důsledku toho dochází k buněčné dehydrataci (Swain et 

Smith, 2010). 

Cukry 

Neprostupujícími kryoprotektanty jsou běţně mono, oligo a polysacharidy. 

Monosacharidy se rozpustí v roztoku snadněji neţ disacharidy. Protoţe jsou monosacharidy 

náchylnější ke glykosylaci, která má za následek proteinové interakce, proto se v mnoha 

krykonzervačních protokolech pouţívají di a polysacharidy. Je důleţité si uvědomit, ţe různé 

cukry poskytují různou úroveň ochrany během kryokonzervace (Fernandez - Santos et al., 

2007).  
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Toxicita kryoprotektantů  

 

Toxicita kryoprotektantů se týká alespoň dvou efektů. Prvním je chemická reakce s 

buňkami před kryokonzervací a druhá je chemicky způsobená změnami osmózy roztoku při 

zmraţení. V kryobiologii se pouţívají relativně nízké koncentrace kryoprotektantů a proto 

samotné chemikálie nemusí být velkým problémem z hlediska toxicity.  Ale pozor, 

koncentrace kryoprotektantů v rychlém mraţení můţe být relativně vysoká. Pro posouzení 

toxicity kryoprotektantů je nutné zváţit koligativní vlastnosti roztoku (i při zmrazení), které 

mohou být závislé na jeho buněčné propustnosti pro kaţdý kryoprotektant. To můţe 

způsobovat osmotický stres v buňkách před zmrazením a po rozmrazení. Prostupující rychlost 

kryoprotektantů souvisí přímo v závislosti na teplotě. V důsledku toho hlavními faktory, které 

je třeba zváţit při hodnocení toxicity kryoprotektantů, jsou jejich koncentrace, expoziční 

teplota, a uplynulý čas ve vodném roztoku během zmrazení (Chian, 2010).  

Kryoprotektanty mohou na sebe vzájemně působit ve směsích, nebo s klíčovými 

molekulami buněk, čímţ se vytváří jiné neţ ty, které by se vyskytovali s individuálními 

kryoprotektantními účinky. Zda toxicita kryoprotektantů můţe být sníţena, nebo ne, 

smícháním dvou nebo více kryoprotektantů (v systému, kde je sníţena koncentrace kaţdého 

kryoprotektantu) ve vodném roztoku musí být dále zkoumána (Chian, 2010). Amann et 

Pickett (1987) se domnívají, ţe začleněním kryoprotektantů do ředidel můţe sníţit několik 

forem buněčných lézí, způsobené zmrazováním a rozmrazováním. 

Zmrazování a rozmrazování spermií je sloţitý proces, který způsobuje několik forem 

buněčných lézí. Tyto léze mohou být sníţeny začleněním kryoprotektantů do ředidel (Amann 

et Pickett, 1987). Nicméně, všechny konvenční kryoprotektanty vykazují toxicitu, zejména 

glycerol. To vedlo k výzkumu najít jiné molekuly, které jsou méně toxické pro buňky. Je 

prokázáno, ţe vystavením nízkých teplot některé rostliny, jako je kukuřice, nebo zvířata se 

hromadí aminokyseliny, které jsou schopny přeţít při teplotách pod bodem mrazu. Tyto 

aminokyseliny (glutamin) hrají roli v prevenci strukturálních lézí buněk během procesu 

zmrazování a rozmrazování (Amirat - Briand et al., 2009). 
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3.4 Ředidla pro kryokonzervaci spermií  

 

Ředění ejakulátu přispívá k přeţití spermií mimo organismus. Ředění musí být 

zahájeno do 15 minut po odběru. Teplota ředidla i ředěného ejakulátu musí být stejná ± 1 °C. 

Ředidlo se vţdy přidává do ejakulátu postupně za stálého míchání. Pouţívané sklo musí být 

sterilní a předehřáté. Nesmí být toxické, musí být sterilní a ekonomicky dostupné (Louda et 

al., 2001). 

Ředidla zvyšují objem ejakulátu a chrání ho před negativními faktory během a po 

kryokonzervaci. Ředidla chrání spermie proti šoku z chladu a zabraňují aglutinaci spermií, 

udrţují stabilní hodnotu pH a osmotického tlaku (Pileckas et al., 2014). 

Semenná plazma chrání spermie před poškozením během krykonzervace poněkud v 

omezené míře. V důsledku toho byla vyvinuta celá řada ředidel na základě  pH pufrů (Tris-

kyselina citrónová, HEPES); nízkomolekulárních sacharidů (fruktóza, glukóza); membránu 

chránící činidla (vaječný ţloutek, odtučněné mléko, glykoproteiny); kryoprotektiv (glycerol a 

jiné polyalkoholy, DMSO, aminokyseliny) (Aisen et al., 2000). Dále by mělo obsahovat 

dostatečné mnoţství solí, k vyrovnání osmolarity před zmrazením a vyhnout se i vysoké 

koncentraci solí, aby se zabránilo poškození buněk (Courtens et Re'ty 2001). 

Bezžloutková ředidla neobsahuji produkty ţivočišného původu, eliminují tak riziko 

zavlečení infekčních agens spojená s pouţitím mléka nebo vaječného ţloutku (Nöthling et al., 

2007). Pouţívají se komerční ředidla jako AndroMed® a Bioxcell®, která jsou na bázi 

sojového lecitinu. Jsou to sterilní, chemicky definované koncentráty. Podle výrobců obsahují 

fosfolipidy, TRIS, kyselinu citrónovou, sacharidy, antioxidanty, pufry, čistou vodu, glycerol, 

a antibiotika (tylosin, gentamicin, spektinomycin, a linkomycinu) a pro dlouhodobou 

konzervaci se uchovávají při teplotě – 20 °C (Khalifa et al., 2013). 

 

Dříve se především pouţívalo pro kryokonzervaci spermatu homogenizované 

plnotučné, čerstvé nebo rekonstituované odstředěné mléko, nebo kokosové mléko (Celeghini 

et al, 2007). Nyní jsou nejpouţívanějším ředidlem v inseminačních stanicích býků řědidla 

žloutková. Nejčastěji se pouţívá slepičí ţloutek, zřejmě kvůli jeho snadné dostupnosti 

(Bathgate et al., 2006; Andrabi et al., 2008).  
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3.4.1 Vaječný žloutek 

Jako první ředidlo býčího spermatu s příznivým účinkem při nízkoteplotním 

skladování se pouţívá slepičí vaječný žloutek. Vaječný ţloutek pomáhá spermiím odolat 

chladovému šoku ve spojení s dalšími komponenty (Bogart et Mayer, 1950). Přesný 

mechanismus, kterým vaječný ţloutek zachovává býčí spermie celistvé při zmrazování a 

rozmrazování je zatím neznámý (Bathgate et al., 2006). Nyní se komerčně pouţívá jako 

Triladyl® obsahující Tris, kyselinu citrónovou, sacharidy, glycerol, pufry a směs antibiotik v 

souladu s evropskými předpisy 88/407/EHS (Tylosin, Gentamicin, Spektinomycin, 

Linkomicin), nebo jemu podobný BULLXcell
TM

. Tyto ředidla neobsahují ţádnou látku 

ţivočišného původu před přidáním vaječného ţloutku. Optidyl® obsahuje ionizovaný vaječný 

ţloutek. Tyto ředidla jsou celkem oblíbená, bez ohledu na skutečnost, ţe v důsledku přídavku 

čerstvého vaječného ţloutku, mají proměnlivé sloţení. Jejich pouţití bylo podporováno, a to 

díky vynikající ochraně, kterou zajišťují býčím spermiím (Amirat at el., 2004). 

Na rozdíl od savců, embrya ptáků nejsou vyţivována matkou během jejich vývoje a 

nemají moţnost odstranění metabolického odpadu. V důsledku toho, vaječný ţloutek 

poskytuje důleţité ţiviny (bílkoviny, lipidy, vitamíny a minerální látky), které jsou velmi 

dobře metabolizovány v kuřecím embryu. Vaječný ţloutek je také velmi atraktivním zdrojem 

ţivin pro člověka: jeho koeficient trávení je srovnatelný s mlékem, a biologické hodnoty 

bílkovin ve vejci jsou dokonce lepší neţ u mléčných proteinů (Bourgeois - Adragna 1994). 

Kaţdá sloţka ţloutku má zvláštní fyzikální a chemické charakteristiky odpovědné za 

své vlastní funkčními vlastnostmi. Vaječný ţloutek můţe ovlivnit a regulovat funkční 

vlastnosti jako je pH, iontová síla, zahřívání, zmrazení a sušení. Dále ţloutek obsahuje mnoho 

sloţek nezbytných pro ţivot. Proto ţloutek představuje významný zdroj účinných látek 

pouţitelných v lékařství, farmacii, kosmetice, potravinových doplňků a biotechnologickém 

průmyslu. Zvláště přispívá k vytváření a stabilitě těchto emulzí při tvorbě mezifázového filmu 

mezi olejem a vodou. Přesto se ţloutek stále pouţívá empiricky. Fyzikální vlastnosti 

ţloutkových emulzí nejsou zcela kontrolovány, protoţe ţloutek je sloţitá směs více 

lipoproteinů a proteinů, které nejsou dobře pochopeny (Anton et al., 2003).   
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Složení žloutku 

Lipidy ţloutku, které jsou výlučně spojeny s lipoproteiny, se skládají z 62 % z 

triglyceridů, z 33 % z fosfolipidů, a méně neţ z 5 % z cholesterolu. Karotenoidy představují 

méně neţ 1 % z lipidů ţloutku a dávají mu jeho barvu. Proteiny jsou přítomny jako volné 

proteiny nebo apoproteiny (zahrnuté do lipoproteinů). Interakce mezi lipidy a proteiny vedou 

k tvorbě lipoproteinů s nízkou a vysokou hustotou, které představují hlavní sloţky ţloutku. 

Na základě jeho sušiny je ţloutek tvořen pěti hlavními sloţkami. Mezi ně patří 68 % 

lipoproteinů s nízkou hustotou (LDL), 16 % lipoproteinů s vysokou hustotou (HDL), 10 % 

globulárních proteinů, 4 % fosfoproteinů a 2% menší proteiny (Huopalahti et al., 2007).   

Cholesterol je sterol obsaţený ve vaječném ţloutku. Vyplývá to jednak ze slepičího 

krmiva a částečně ze syntézy v játrech při zpracování lipoproteinů. To představuje přibliţně 5 

% celkových lipidů ve volné (85 - 90 %), nebo v esterifikované formě (10 – 15 %). Bez 

cholesterolu se podílí na struktuře LDL. Estery cholesterolu jsou přítomny v lipidovém jádře 

LDL a obsahují 35% kyseliny olejové, 33 % kyseliny palmitové, 12 % kyseliny linolové a 11 

% kyseliny stearové (Kuksis, 1992).  

Ţloutek je komplexní systém několika částic v suspenzi v jasně ţluté tekutině, která 

obsahuje proteiny. Hlavními druhy částic jsou kuličky, profily, a granule. Kuličky jsou menší 

komponenty (1 % ze sušiny ţloutku) a mají průměr mezi 4 - 150 µm. Objevují se jako 

zhutněné kapičky lipidů a lipoproteinů. Profily jsou kulaté částice o průměru 12 - 48 nm a 

jsou povaţovány za lipoproteiny s nízkou hustotou. Granule spočívají v kruhových 

komplexech v rozmezí o průměru od 0,3 - 2 µm. V důsledku toho, ţloutek lze snadno rozdělit 

na dvě frakce po zředění (dvakrát) s 0,3 M NaCl a odstředěním při 10000 g (30 min) v 

závislosti na způsobu Tmavě oranţový supernatant je označován jako plazma a světlé granule 

jsou zvané jako separační. Ředěný ţloutek pomáhá sniţovat jeho viskozitu, coţ umoţňuje 

pohyb a oddělování částic (Huopalahti et al., 2007).  

Granule představují 19 aţ 23 % z celkové sušiny ţloutku, coţ představuje asi 50 % 

bílkovin a 7 % lipidů v ţloutku. Obsah sušiny granulí je 44 %, a obsahují asi 64 % bílkovin, 

31 % tuků a 5 % popela (Anton et Gandemer, 1997). Lipidy granulí tvoří 60% triglyceridů, 35 

% fosfolipidů a 5 % cholesterolu. Jsou tvořeny hlavně HDL (70 %) a phosvitinem (16 %) 

(Saari et al., 1964).  
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 Žloutky různých druhů ptáků 

Ředidla obsahující ţloutek z vajec různých druhů ptáků jiných neţ domácích slepic 

vedlo k vyšší motilitě a lepší přeţitelnosti spermií u kance, osela nebo hřebce. Vaječný 

ţloutek kachny, křepelky nebo slepice obsahuje různé komponenty mastných kyselin, 

fosfolipidů a cholesterolu (Trimeche et al., 1997). 

Kachní vaječný ţloutek má více mononenasycených mastných kyselin, neţ slepičí 

vaječný ţloutek, který má zas více mononenasycených mastných kyselin, neţ křepelčí 

vaječný ţloutek (Bathgate et al., 2006). Křepelčí ţloutek obsahuje více fosfatidylcholinu a 

méně fosfatidylethanolaminu, a méně polynenasycených a nasycených mastných kyselin neţ 

slepičí vaječný ţloutek (Trimeche et al., 1997). Tyto chemické rozdíly mohou vysvětlit 

rozdíly v motilitě a integritě spermií po zmrazení v ředidlech obsahující různé ptačí ţloutky 

(Bathgate et al., 2006). 

Trimeche et al., (1997) zjistili lepší ochranu zmrazených spermií osla v ředidle 

obsahující křepelčí vaječný ţloutek ve srovnání se slepičím ţloutkem. Kryokonzervace 

spermatu hřebce s kachním ţloutkem také mělo lepší výsledky, především ve vyšším 

zastoupení spermií s progresivním pohybem. Náhrada slepičího ţloutku zlepšila celkovou 

pohyblivost, především progresivní pohyb spermií v rozmraţeném spermatu hřebce. 

Nicméně, kachní ani křepelčí ţloutek neposkytl lepší ochranu u kančích spermií během 

kryokonzervace neţ slepičí ţloutek (Bathgate et al., 2006). 

Následující experimenty Lei et al. (2008) porovnávali kryokonzervační účinky 20% 

vaječného ţloutku různých druhů ptáků (slepice, husa, kachna, křepelka a holub) v ředidlech 

pro býčí spermie. Jejich výsledky ukazují, ţe holubí ţloutek má lepší kryokonzervační účinky 

na býčí spermie oproti ostatním ptačím ţloutkům během procesu zmrazování a rozmrazování. 

Býčí spermie v ředidlu s holubími ţloutky měly lepší progresivní motilitu i lepší přeţitelnost. 

Tyto výsledky naznačují, ţe by do budoucna mohl být holubí ţloutek dobrou náhradou 

slepičího ţloutku. Ale ještě nebyl proveden inseminační test po kryokonzervaci. Proto je 

zapotřebí další studie k objasnění různých sloţek ptačích ţloutků (Li el al., 2005).   
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Vaječný ţloutek má tři hlavní nevýhody. Je součástí ţivočišného původu a představuje 

potenciální riziko kontaminace ID bakteriemi. Taková kontaminace je moţným zdrojem 

endotoxinů schopné poškodit potenciál plodnosti spermií. Dále je vaječný ţloutek 

nepraktický, protoţe není moţné ho ihned pouţít, ale nejprve musí uţivatel vejce ručně rozbít 

a pečlivě izolovat ţloutek a odstranit stopy bílku, coţ chce zručnost a je to časově náročné. 

Vaječný ţloutek je nepraktický taky tím, ţe obsahuje granulovaný materiál o stejné velikosti a 

tvaru jako spermie. A za třetí je vaječný ţloutek velmi sloţitý produkt, jehoţ sloţení můţe být 

velmi variabilní a můţe se lišit mezi šarţemi. Jeho lipidové sloţení se můţe měnit i s dietou 

slepic. Navíc ţloutek mohou obsahovat sloţky, které mají prospěšné, jakoţ i škodlivé účinky 

na spermie (Pillet et al., 2011).  

Přítomnost některých látek ve ţloutku inhibují dýchání spermií nebo sniţují jejich 

motilitu, proto se zvyšují nároky nahradit celý ţloutek od kryokonzervační frakce. Z těchto 

důvodů, mnoho odborníků čeká na ředidlo s definovaným sloţením. Alespoň omezit rizika 

výše uvedené a udrţet ochranu spermie na vysoké úrovni. Velice perspektivní je například 

nízkodenzitní lipoprotein, dále jen LDL (Pace et Graham, 1974). Pozitivní výsledky LDL 

byly potvrzeny mnoha výzkumníky a schopnost LDL jak chrání spermie během 

kryokonzervace je stále intenzivně zkoumáno (Demianowicz et Strezek 1996; Moussa et al., 

2002, Amirat at el., 2004). 

 

 

3.4.2 Nízkodenzitní lipoprotein (LDL - low density lipoprotein) 

Nízkodenzitní lipoprotein LDL je hlavní sloţkou široce pouţívaného vaječného 

ţloutku. Protoţe dnešní technologie umoţňuje snadné a přiměřeně bezpečné extrakce, zahájili 

Amirat et al. (2005) sérii pokusů získat lepší znalosti o událostech v průběhu konzervace 

spermií a vymyslet vyhovující ředidlo s definovaným sloţením. Začlenění LDL do ředidel 

býčího spermatu dává lepší výsledky motility v porovnání s ředidly obsahující vaječný 

ţloutek (Moussa et al, 2002; Amirat et al, 2004; Vera Munoz et al, 2009). 

 LDL obsaţený ve vaječném ţloutku je z velké části zodpovědný za ochranu spermií v 

průběhu kryokonzervace (Pace et Graham, 1974). První hypotéza navrhuje, ţe LDL poskytuje 

ochranu spermií stabilizací membrány. Druhá hypotéza naznačuje, ţe fosfolipidy přítomné v 
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LDL chrání spermie tak, ţe tvoří ochranný film na povrchu spermií, nebo nahradí 

membránové fosfolipidy, které jsou ztraceny nebo poškozeny během procesu kryokonzervace. 

Třetím hypotetickým mechanismem ochrany je navázání LDL na škodlivé bílkoviny přítomné 

v býčí seminenné plazmě a tak se zlepší mrazící schopnost spermií (Manjunath et al, 2002).  

 

LDL struktura 

Nízkodenzitní lipoprotein je hlavní sloţkou ţloutku, tvoří ho asi dvě třetiny z celkové 

ţloutkové sušiny. Nachází se hlavně v plazmě, ale malý podíl je zahrnut i v granulích (LDLg). 

LDL ţloutku je velice podobný LDL kuřecí krve, který je syntetizovaný v játrech nosnice. Je 

transportován krví do vaječníku, kde je převeden do ţloutku bez větších změn ve struktuře a 

sloţení (Huopalahti et al., 2007).  

LDL tvoří asi 2/3 lipidů přítomných v slepičím ţloutku. LDL je sférická částice (17 - 

60 nm v průměru, s průměrem asi 35 nm) s lipidovým jádrem v kapalném stavu (triglyceridy 

a estery cholesterolu), obklopen monofilmem z fosfolipidů a proteinů (Obr. 8). LDL je 

rozpustný ve vodném roztoku (bez ohledu na pH a iontové podmínky) v důsledku jeho nízké 

hustoty (0,982). Fosfolipidy jsou neodmyslitelnou součástí ve stabilitě struktury LDL, protoţe 

asociační síly jsou v podstatě hydrofobní. Některé cholesteroly jsou obsaţeny ve 

fosfolipidovém filmu a zvyšují jeho tuhost (Burley, 1975). 

 

Obrázek 7. Schematické znázornění vaječného žloutku (Zdroj: Huopalahti et al., 2007) 
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LDL je sloţen z bílkovin (11 – 17 %) a lipidů (83 – 89 %; 74 % neutrální lipidy a 26% 

fosfolipidy). Jejich populace se skládá ze dvou podskupin a to z LDL1 (10 × 10
6 

Da) a LDL2 

(3 × 10
6 

Da). LDL1 představují 20 % celkového LDL a obsahují dvojnásobné mnoţství 

proteinů neţ LDL2 (Huopalahti et al., 2007). Chemické sloţení obou frakcí LDL jsou 

podobné, ale proporce mezi apoproteiny a změnami lipidů a velikostí se zvyšuje s obsahem 

lipidů. Z funkčního hlediska se ukázalo, ţe LDL je hlavním přispěvatel emulgačních 

vlastností vaječného ţloutku. Tato schopnost je jednoznačně způsobena strukturou LDL, 

interakcí mezi amfifilními apoproteiny a fosfolipidy. Tato sestava z fosfolipidů a apoproteinů 

umoţňuje transport těchto nerozpustných amfifilních částic prostřednictvím vodné fáze. 

Mezifázové filmy LDL jsou tvořeny směsí apoproteinů a fosfolipidů, které zajišťují jak 

sníţení mezifázového napětí tak odolnost proti roztrţení. Je tedy dovolena tvorba a stabilita 

potravinářských emulzí vyrobených ze ţloutku (Anton et al., 2003).  

Struktura LDL je citlivá na technologické procedury (Anton et al., 2003). Pokud se 

LDL zahřívá po dobu 10 minut při teplotě 75 °C, denaturuje. Wakamatu et al. (1982) tvrdí, ţe 

LDL tvoří během zmrazování a rozmrazování gel kvůli změně interakce mezi fosfolipidy a 

apoproteiny na jejich povrchu. Uvolněním apoproteinů LDL agreguje a vytvoří gel 

(Huopalahti et al., 2007).  

 

 LDL v ředidlech 

Škodlivé účinky ţloutku na buněčné struktury byly neočekávané. Po mnoho let byl 

vaječný ţloutek prohlašovaný, ţe je vynikajícím ředidlem pro býčí sperma (Bogart et Mayer 

1950). Provedlo se mnoho pokusů, aby se zjistilo, která sloţka ve vaječném ţloutku poskytuje 

spermiím ochranu v průběhu procesu zmrazování a rozmrazování s cílem připravit chemicky 

definované ředidlo. Pace a Graham (1974) pomocí ultracentrifugace vyčistili ţloutek a získali 

frakci LDL. LDL extrakty mají mít funkce ochranné, zatímco HDL je povaţováno za toxické 

(Courtens et Re'ty 2001).  

Ve zmrazeném stavu organická část ředidla, většinou LDL, nevytváří dostatečné 

vrstvy k ochraně spermií před kontaktem s velkými ledovými krystaly. Větší vrstvy by mohly 

být pravděpodobně získány s ředidlem, které obsahují více LDL. Předchozí studie (Moussa a 

kol. 2002) toto vyvracejí, protoţe zjistili významný pokles pohyblivosti spermatu při pouţití 

LDL ve vysoké koncentraci v ředidlu. 
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Demianowicz et Strezek (1996) potvrdili, ţe LDL má kryokonzervací účinky. Moussa 

et al. (2002) získali lepší výsledky z hlediska motility a pohybových vlastností spermií při 

výměně celého vaječného ţloutku 8 % LDL. Amirat at el. (2010) se domnívají, ţe pouţitím 

extrahovaného LDL v býčím ředidle zlepší motilitu spermií, jejich ţivotaschopnost a integritu 

membrány a DNA, a také zlepší oplozovací schopnost spermií v in vivo podmínkách. Objev 

antikryokonzervačních faktorů a nekonzistentního sloţení LDL v celém vaječném ţloutku 

zvýšil zájem vyuţití vyčištěného LDL v kryokonzervaci býčích spermií (Akhter et al., 2008). 

Ve studii Amirat et al., (2005) je LDL mnohem méně agresivní pro spermie 

inkubovaných aţ po dobu 4 h, po dobu kompatibilní s většinou klasických protokolů mrazení. 

Ţádné změny na plazmatických membránách nebyly pozorované, ale na akrozomech velmi 

málo změn sledovaných bylo. Pouze 7 % spermií vylilo obsah akrosomu po 4 hodinách 

inkubace. To mohlo odpovídat odumřelým spermiím, které začly autolyzovat. Avšak 

pozorování byla provedena ve větších pejetách, neţ se pouţívají v polních podmínkách. Tudíţ 

se domnívají, ţe dochází k rozdílům v přenosu tepla v malých a velkých pejetách. Proto je 

moţné, ţe relativní frakce čistých ledových krystalů a okolní vrstvy ředidla se liší v různých 

velikostech pejet (Amirat et al., 2005).  

Většina studií uvádí výsledky účinku LDL na pohyblivost býčích spermií, ale ne na 

hodnocení oplozovací schopnosti spermatu po zmrazení s LDL. Fertilizační schopnost 

spermií po kryokonzervaci je důleţitým faktorem míry zabřeznutí u skotu po AI (De Leeuw et 

al, 1993). Kromě toho, ţádná korelace mezi motilitou a plodností spermatu savců zatím 

nebyla stanovena (Stalhammar et al., 1994). V důsledku toho je míra motility spermií 

nedostatečným prediktorem oplodnění in vitro a in vivo u mnoha druhů (Comizzoli et al., 

2001). Parametry jako oplodnění in vitro, hypoosmotický test (HOS), test na integritu 

akrozomu, by mohly být spojeny s výsledky motility (Amirat et al., 2004). Aby bylo moţné 

rozšířit pouţívání tohoto nového LDL ředidla do inseminačních stanic, je nezbytné provést 

další studie fertility. Plodnost můţe být buď zhodnocena v laboratoři pomocí testů in vitro 

nebo AI. Tyto testy poskytují nejspolehlivější způsob hodnocení fertilizace spermatu po 

zmrazování a rozmrazování (Larsson et Rodriguez - Martinez, 2000). 
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4 Materiál a metodika 

V rámci experimentů byla pouţívána ředidla Triladyl® (Minitube, Germany) a  

BULLXcell
TM 

(IMV technologies France) vyrobená v souladu s pokyny výrobce před 

ředěním ejakulátu a jeho kryokonzervací. 

LDL bylo vyrobeno dle Moussa et al. (2002), výroba v Biopharm a. s. (Jílové u 

Prahy). Poté bylo LDL konzervováno v Hena s.r.o., odkud bylo odebíráno po dialýze 

konzervačních látek. 

Všechno vybavení, které přišlo do kontaktu s ejakulátem, bylo temperováno na teplotu  

37 ± 1 °C. 

4.1 Příprava ředidel 

Příprava ředidel probíhala v laboratoři inseminační stanice býků (ISB) v Hradištku 

pod Medníkem Natural, spol. s r. o. dle návodů jednotlivých výrobců v den odběru. 

Před samotným ředěním se ředidla zahřála na teplotu 38 ± 1 °C.  

 

Triladyl® 

K přípravě ředidla potřebujeme koncentrovaný Triladyl, redestilovanou vodu a 

vaječný ţloutek v poměru 1 : 3 : 1. Koncentrovaný Triladyl (250 g) se rozpustil v 

redestilované vodě (750 ml) a do ředidla se nakonec přidal čerstvý vaječný ţloutek (250 g) ze 

známých zdrojů.   

BULLXcell
TM

 

K přípravě ředidla potřebujeme koncentrovaný BULLXcell, redestilovanou vodu a 

vaječný ţloutek v poměru 1 : 3 : 1. Láhev s ředidlem je uváděna do oběhu jako koncentrát o 

objemu 250 ml a připraví se z něj konečný roztok o objemu 1 250 ml. Koncentrovaný 

BULLXcell
TM

 (250 ml) se vloţil do vodní lázně při teplotě 32 - 34 °C po dobu 10 minut. 

Erlenmeyerova baňka se naplnila redestilovanou vodou (750 ml) a nechala se temperovat ve 

vodní lázni při teplotě 32 - 34 °C po dobu 10 minut. Celý obsah láhve BULLXcell
TM 

se nalil 

do Elenmeyerovy baňky a přidalo se 250g vaječného ţloutku.    

Příprava vaječného žloutku 
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 Vaječný ţloutek byl získán se tak, ţe se ručně rozbil a oddělil bílek od ţloutku. 

Pomocí filtračního papíru se odstranila chaláza a skalpelem se rozrušila viteliní membrána a 

ţloutková plazma se sbírala v kádince. 

Příprava  LDL 

Jako první se oddělil vaječný ţloutek od bílku. Ručně pomocí filtračního papíru se 

odstranil endosperm a chalázy  prostřednictvím skalpelu byla rozrušena vitelinní membrána. 

Samotné ţloutky se shromáţdily v kádince při teplotě 4 °C. Tímto způsobem získaný vaječný 

ţloutek se zředil 0,17 M roztokem chloridu sodného a mísil se 1 h při teplotě 4 °C. 

Následovala centrifugace 10 000x g po dobu 45 minut při teplotě 4 °C za účelem odstranění 

ţloutkových granulí. Po odstranění supernatantu se postup opakoval. 

 Do 100 ml ţloutkové plazmy byl přidán síran amonný (0,5 g), aby se ze ţloutku 

vyloučil livetin a míchalo se to po dobu 1 hodiny při 8,7 pH a teplotě 4 °C. Díky centrifugaci 

při 10 000x g / 45 min se livetin oddělil. Získal se supernatant bohatý na LDL, který byl 

dialyzován dalších 10 h za účelem eliminace síranu amonného a koagulace LDL. Na konci 

této dialýzy se směs centrifugovala 10 000x g / 45 min. Výsledný sediment reprezentuje LDL 

s čistotou nejméně 97 %, který se skladuje při teplotě 4 °C. 

 

4.2 Příprava inseminačních dávek 

Ejakulát byl získán v prostorách ISB Hradištko pod  Medníkem Natural, spol. s r. o. ve 

čtyřech experimentálních dnech, od 8 býků různých plemen (Hoštýn a ČESTR) a věku 

standardním způsobem do umělé vagíny. Odebraný ejakulát musel projít standardním 

hodnocením laborantkou na ISB a splňovat parametry nativního ejakulátu (objem, 

koncentrace a pohyblivost spermií). Pokud je nesplňoval, nebyl tento ejakulát do experimentu 

pouţit. Vzorky s aktivitou vyšší neţ 70 % a s koncentrací vyšší neţ 0,7 x 10
6
 mm

3 
byly 

následně naředěny jedním z ředidel (Triladyl® - Minitube, Germany, nebo BULLXcell
TM

 - 

IMV technologies France) s různou koncentrací izolovaného LDL v mnoţství z celkového 

objemu ředidla (6 %, 8 % a 10 %). Standardní sloţení ředidel slouţilo jako kontrola.  

 

Naředěný ejakulát se nechal po dobu 10 minut promíchávat na oscilačním stolku. 

Takto připravené sperma se automatizovaně plnilo do předem připravených pejet o objemu 

0,25 ml a poté se ihned zchladil na 4 °C. Pejety se nechaly ekvilibrovat 2 hodiny při teplotě 4 
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°C. Následovalo zmrazení standardní mrazící křivkou pro býčí ejakulát, které bylo řízeno 

počítačem ze 4 °C na - 140 °C. Poté byly pejety vloţeny do kontejneru s tekutým dusíkem pro 

dlouhodobé uchovávání při teplotě - 196 °C. 

 

Tabulka 2. Průběh statndartní mrazící křivky (ISB Hradištko). 

Charakteristika mrazící 

křivky 

STANDARD 

Teplota °C Rychlost °C / min 

 4 15 

1. fáze - 10 5 

2. fáze - 100 35 

3. fáze - 140 20 

Délka mrazení 7 minut 22 sekund 
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4.3 Experimenty 

Experimenty proběhly na KVD v Laboratoři analýzy obrazu. 

 

 

Experiment 1 – hodnocení parametrů motility spermií metodou počítačem asistované 

analýzy spermií (CASA) 

 

V experimentu byly pouţity kryokonzervované inseminační dávky, které byly vyrobeny 

standardními postupy v inseminační stanici v Hradištku pod Medníkem Natural s.r.o. za pouţití 

ředidel: Triladyl® (Minitube, Germany) a BULLXcellTM (IMV technologies France). 

ID byly rozmraţeny ve vodní lázni (SUB6, Grant) 37 °C po dobu 30 s.  Následně byly 

přidány do mikrozkumavky typu Eppendorf s  a pomalu byl přidáván vytemperovaný 

fyziologický roztoku (500 μl). Po 5 minutovém temperování v 37 °C (nutný pro disperzi 

spermií) byly odebrány automatickou pipetou (Brand, Tranferpette
®
) 3 µl vzorku a následně 

byly hodnoceny mikroskopické parametry motility spermií v kalibrované počítací komůrce 

Leja
®
  (Products B. V., Nizozemsko) o hloubce 20 µm v 6 daných oblastech na jeden vzorek, 

které byly algoritmicky zpracovány pomocí CASA. Vzorky byly hodnoceny po rozmrazení a 

po 2 hodinové inkubaci, kdy následovala homogenizace vzorku a znovu se odebral vzorek o 

objemu 3 µl a pokračovalo se v hodnocení vzorku. 

Pohyblivost spermií byla hodnocena modulem CASA (NIS Elements Ar 3. 2.), pomocí 

monochromatické kamery (DMK 23UM021, IMAGINGSOURCE 
®

, Německo, snímá 

frekvencí 60 snímků za sekundu) a stereo mikroskopem Nikon (Eclipse E600, Nikon 

Corporation, Japonsko) s vyhřívanou deskou (Tokai Hit MATS - U505S, Getner optics). Byly 

hodnoceny všechny parametry motility, pro samotné hodnocení byly pouţity parametry 

motility VCL, VAP, VSL a LIN, STR a WOB (µm / s). 
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Experiment 2 – hodnocení parametrů přežitelnosti spermií metodou fluorescenčního 

barvení 

Cílem druhého experimentu bylo zhodnotit viabilitu spermií metodou fluorescenčního 

barvení dle Harrison et Vickers (1990). 

Pro přípravu fluorochromů byly potřebné tyto: 5(6) karboxyfluorescein diacetát 

(CFDA, C-8166, SIGMA-ALDRICH
®
), dimethylsulfoxid (DMSO, D-5879, SIGMA-

ALDRICH
®
), propidium jodid (PI, P-4170 SIGMA-ALDRICH

®
) a roztok 0,3 % 

formaldehydu s fyziologickým roztokem. Připravené roztoky se musely uchovávat za 

nepřístupu světla a při teplotě - 20 °C.  

CFDA se připravil tak, ţe se rozpustil v DMSO v poměru 0,46 mg CFDA / ml DMSO. 

PI se rozpustil ve fyziologickém roztoku (pH býk 6,8) v poměru 500 µg PI / ml 

fyziologického roztoku.  

Příprava: Rozpustí v: V poměru: 

CFDA DMSO 0,46 mg CFDA / ml DMSO 

PI 
Fyzio. roztok (pH 

6,8) 500 µg PI / ml fyzio. roztok 

 

Před samotným experimentem se roztoky nechaly rozmrazit v inkubátoru (Incucell 55, 

BMT Medical Technology s. r. o.). Poté byly důkladně homogenizovány vortexem a podle 

protokolu se napipetovaly na dno mikrozkumavky typu Eppendorf  (0,5 ml). Postup protokolu 

byl následující: 

 2,1 µl roztoku CFDA + 2,1 µl roztoku PI + 1 µl 0,3 % formaldehydu 

Připravené eppendorfky se vloţily do inkubátoru 37 °C a poté se do nich pipetovalo 

100 µl suspenze spermií (o koncentraci 10
6 

– 10
7
 sp./ml), Eppendorfeky se lehce 

homogenizovaly a nechaly se inkubovat po dobu 10 minut v inkubátoru při 37 °C bez 

přístupu světla. Stejný proces se opakoval po dvouhodinové inkubaci. 

Po inkubaci byl vzorek homogenizován a napipetovalo se 8 µl suspenze na podloţní 

sklíčko. Na tuto kapku se přiloţilo krycí sklíčko a fixovalo se lakem na nehty. Podloţní 

sklíčko se nechalo zaschnout v temnu pod krytem a po zaschnutí následovalo samotné 
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vyhodnocení v temné místnosti pod mikroskopem pomocí fluorescenčního filtru.  Hodnotilo 

se 200 spermií na sklíčko (kaţdému ejakulátu se hodnotily 3 vzorky).  

Spermie emitující zelenou fluorescencí zobrazují ţivé spermie, oproti tomu červená 

fluorescence zobrazuje mrtvou spermii. Pokud spermie emituje zelenočerveně, jedná se o 

umírající spermii s nenarušeným akrozomem a intaktní plasmatickou membránou.  Výsledek 

se vyjádřil jako procentuální podíl jednotlivých kategorií spermií. 

Podíl ţivých mrtvých spermií byl hodnocen stereo mikroskopem značky Nikon 

(Eclipse E600, Nikon Corporation, Japonsko) s rtuťovou výbojkou (C-SHG1, Nikon corp.) a 

lampou (LH-M100C-1, Nikon corp.). Pro hodnocení se pouţívalo zvětšení 400x a filtr G-2A a 

B-2A. 

 

4.4 Statistická analýza dat 

Z výstupu počítačové analýzy spermatu (CASA) byla data přenesena do programu MS 

Excel, která byla utříděna a zkontrolována pro svou úplnost. Statistická analýza byla 

zpracována pomocí programu Statistika 12, metodou vícefaktorové analýzy rozptylu ANOVA 

s Schéffeho post-hoc testem. Jako kontinuální závislé proměnné byly hodnoceny hodnoty 

VSL, VCL a VAP a LIN STR a WOB v závislosti na faktoriálních nezávislých proměnných 

inkubace (v hodině 0 a 2) a ředidlu (Triladyl® a BULLXcell
TM

 s rozdílnou koncentrací LDL). 

Analýza probíhala na hladině významnosti p < 10
-6

. 

Pro viabilitu a pohyblivé spermie se data utřídila v MS Excel, v kterém byly také 

vytvořeny grafy. Statistická významnost se zjišťovala v programu Statistika metodou testů 

rozdílů mezi dvěma poměry. 

 

 

Design experimentu 

Úkolem předkládané práce bylo zjistit vliv koncentrace LDL přidaného k těmto dvěma 

ředidlům na parametry motility spermií, na vliv ţivotaschopnosti spermií po nulté a dvou 

hodinové inkubaci. LDL bylo k ředidlům přidáváno v koncentracích 6 %, 8 % a 10%. Vţdy 

byl pouţit kontrolní vzorek ředidla bez přidaného LDL. 
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5 Výsledky 

5.1 Experiment 1 – hodnocení parametrů motility spermií metodou 

počítačem asistované analýzy spermií (CASA) 

Triladyl® 

Výsledky parametrů motility u rozmrazených ID ředěných v Triladylu® dokumentují 

grafy č. 1. – 5. Rychlost spermií v případě parametru VAP v grafu č. 1 byla u všech 

koncentrací oproti kontrole vyšší a statisticky odlišná. Ve všech koncentracích 6, 8 a 10 % 

nebyly od sebe rychlosti statisticky rozdílné. Toto platilo i po dvouhodinové inkubaci. Ale co 

se týče celkové inkubace byl statisticky významný rozdíl v rychlostech mezi počáteční a 

dvouhodinovou inkubací pouze u vzorku s koncentrací LDL 6 % a 8 %. 

Graf 1. Ředidlo Triladyl® - rychlost spermií na průměrné dráze (VAP) v závislosti na 

délce inkubace po rozmrazení a % přidaného LDL. KTri – ředidlo s 0 % LDL, Tri6 – ředidlo 

s 6 % LDL, Tri8 – ředidlo s 8 % LDL, Tri10 – ředidlo s 10 % LDL.  

 

1,2
Hodnoty označené stejným  indexem se v daném čase neliší na hladině významnosti p <10

-6 

a,b
 Hodnoty pro daný typ ředidla označené stejným  indexem  se v  čase 0 a 2 hodiny neliší na 

hladině významnosti p < 10
-6 
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Rychlosti parametrů VAP, VCL a VSL byly výrazně niţší u kontrol se statisticky 

významným rozdílem, po 2 hodinové inkubaci parametr VCL vykazoval nejvyšší rychlost u 

10 %, jinak trendy parametrů jsou si velice podobné viz graf č. 2. Po dvouhodinové inkubaci 

u parametrů VAP a VCL u kontrol a 10 % koncentrace k významnému rozdílu rychlosti 

nedocházelo a také parametr VSL nevykazoval v ţádné koncentraci statisticky výrazný pokles 

rychlosti. Zatímco u parametru VAP v 6 % a 8 % koncentraci, u parametru VCL 6 % a 8 % 

koncentraci docházelo ke statisticky významnému sníţení rychlosti. 

 

Graf 2. Ředidlo Triladyl® – vztah mezi hodnotami VAP, VCL a VSL [ v µm / s ] v čase 0 

a 2 hodiny. KTri – ředidlo s 0 % LDL, Tri6 – ředidlo s 6 % LDL, Tri8 – ředidlo s 8 % LDL, Tri10 – 

ředidlo s 10 % LDL.  

 
 

 

a,b
 Hodnoty pro daný typ ředidla označené stejným  indexem  se v  čase 0 a 2 hodiny neliší na 

hladině významnosti p < 10
-6 
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U parametrů LIN a WOB vyšla kontrola lépe neţ u koncentrací s významným 

statistickým rozdílem. Oproti tomu parametru STR vyšla kontrola hůře neţ u koncentrací. Po 

2 hodinové inkubaci, aţ na parametr STR v 8 % koncentraci, nebyl mezi kontrolou a 

koncentracemi ţádný statistický rozdíl. U parametru LIN v 6 % a 8 % koncentrace, u 

parametru STR u 8 % koncentrace a u parametru WOB 6 % a 8 % koncentrace docházelo 

ke statisticky významnému zvýšení rychlosti. Parametry mají také značně podobný trend. 

 

Graf 3.  Ředidlo Triladyl® – vztah mezi hodnotami LIN, STR a WOB [%] v čase 0 a 2 

hodiny. KTri – ředidlo s 0 % LDL, Tri6 – ředidlo s 6 % LDL, Tri8 – ředidlo s 8 % LDL, Tri10 – 

ředidlo s 10 % LDL.  

 

 

 

a,b
 Hodnoty pro daný typ ředidla označené stejným  indexem  se  v  čase 0 a 2 hodiny neliší na 

hladině významnosti p < 10
-6 
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Na grafu č. 4. je vidět variabilita parametru VAP mezi jednotlivými experimentálními 

dny. V porovnání s kontrolami jsou všechny koncentrace signifikantně odlišné. V počáteční 

inkubaci byla statisticky nejrychlejší rychlost u experimentu I. oproti dalším experimentům. 

Tudíţ měl experiment I. i nejrychlejší koncentrace s LDL. Statisticky významný největší 

pokles rychlosti v koncentracích byl mezi experimentem I. a IV. Po dvouhodinové inkubaci si 

opět vedl nejlépe experiment číslo I., ale největší a statisticky významný pokles rychlosti byl 

tentokrát s experimentem číslo II. Po 2 hodinové inkubaci však k statistickým rozdílům u 

většiny experimentů nedocházelo kromě experimentu III. u 10 % koncentrace. V rámci 

inkubace experimenty neměly statisticky významný pokles rychlosti.  

 

Graf 4. Ředidlo Triladyl® - rychlost spermií na průměrné dráze (VAP) v jednotlivých 

odběrových dnech v čase 0 a 2 hodiny. KTri – ředidlo S 0 % LDL, Tri6 – ředidlo s 6 % 

LDL, Tri8 – ředidlo s 8 % LDL, Tri10 – ředidlo s 10 % LDL. 

 

 

 

a,b
 Hodnoty pro daný typ ředidla označené stejným  indexem  se v  čase  0 a 2 hodiny neliší na 

hladině významnosti p < 10
-6 
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Podíl pohyblivých spermií viz. graf č. 5. vykazoval u vzorku s 6 % koncentrací 

nejméně pohyblivé spermie, jak v počáteční a dvouhodinové inkubaci. Počet pohyblivých 

spermií se po 2 hodinové inkubaci sníţil nejvíce u 10 % ředidla. V počáteční inkubaci byl 

statisticky významný rozdíl u 6 % koncentrace mezi kontrolou, 8 % a 10 % koncentrací. Mezi 

vzorky kontroly, 8 % a 10 % koncentrace statisticky významný rozdíl nebyl. Kdeţto po 

dvouhodinové inkubaci byl statisticky významný rozdíl mezi kontrolou s 6 % a 10 % 

koncentrací, a mezi 8 % koncentrací s 6 % a 10 % koncentrací. U vzorků mezi kontrolou a 8 

% koncentrací a mezi 6 % a 10 % koncentrací po dvouhodinové inkubaci nebyl statisticky 

významný rozdíl. Po 2 hodinové inkubaci se u všech ředidel se statistickým podstatným 

rozdílem sníţil počet pohyblivých spermií. 

 

Graf 5. Ředidlo Triladyl® - procentuální zastoupení pohyblivých spermií v čase 0 a 2 

hodiny. KTri – ředidlo s 0 % LDL, Tri6 – ředidlo s 6 % LDL, Tri8 – ředidlo s 8 % LDL, Tri10 – 

ředidlo s 10 % LDL. 

 

 

 

a,b,c,d
 Hodnoty pro daný typ ředidla označené stejným indexem se v  čase 0 a 2 hodiny neliší 

na hladině významnosti p < 10
-6 



 

45 

 

BULLXcell
TM

 

Výsledky parametrů motility u rozmrazených ID ředěných v BULLXcell
TM

 

dokumentují grafy č. 6. – 10. V případě parametru VAP z grafu č. 6. byla rychlost spermií u 

všech koncentrací oproti kontrole vyšší a statisticky rozdílná. Koncentrace ředidel mezi sebou 

nebyly v rychlosti statisticky rozdílné ani po dvouhodinové inkubaci. Co se týče celkové 

inkubace nebyl statisticky významný rozdíl v jednotlivých ředidlech. Modifikované ředidlo 

s LDL vykazovalo lepší rychlost spermií neţli kontrola. 

Graf 6. Ředidlo  BULLXcell
TM

 - rychlost spermií na průměrné dráze (VAP) v závislosti 

na délce inkubace po rozmrazení a % přidaného LDL.. KBU – ředidlo s 0 % LDL, BU6 – 

ředidlo s 6 % LDL, BU8 – ředidlo s 8 % LDL, BU10 – ředidlo s 10 % LDL.  

 

 

1,2
Hodnoty označené stejným  indexem se v daném čase neliší na hladině významnosti p <10

-6
 

a,b
 Hodnoty pro daný typ ředidla označené stejným  indexem  se v  čase  0 a 2 hodiny neliší na 

hladině významnosti p < 10
-6
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Rychlosti parametrů VAP, VCL a VSL byly výrazně niţší u kontrol a rozdíl byl 

statisticky významný i po dvouhodinové inkubaci, proto si jsou trendy velmi podobné viz graf 

č. 7. U parametrů VAP a VSL  nedocházelo k významnému poklesu rychlosti po 

dvouhodinové inkubaci u kontrol ani u koncentrací. Parametr VCL vykazoval po 

dvouhodinové inkubaci statisticky průkazný rozdíl sníţení rychlosti u všech koncentrací. 

 

Graf 7. Ředidlo BULLXcell
TM 

-  vztah mezi hodnotami VAP, VCL a VSL [ µm / s ] 

v čase 0 a 2 hodiny. KBU – ředidlo s 0 % LDL, BU6 – ředidlo s 6 % LDL, BU8 – ředidlo s 8 % 

LDL, BU10 – ředidlo s 10 % LDL. 

 

 

 

a,b,c
 Hodnoty pro daný typ ředidla označené stejným  indexem  se v  čase 0 a 2 hodiny neliší 

na hladině významnosti p < 10
-6
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Parametry LIN, STR a WOB měly vyšší trend kontrol  oproti koncentrací 

s významným statistickým rozdílem, pouze u parametru STR po druhé inkubaci mezi 

kontrolou a koncentracemi nebyl statisticky výrazný rozdíl. Ke statisticky významnému 

zvýšení hodnot po dvouhodinové inkubaci docházelo u parametru LIN a STR v 6, 8 a 10 % 

koncentraci a u parametru WOB v 8 % koncentraci. 

 

Graf 8. Ředidlo BULLXcell
TM

 – vztah mezi hodnotami LIN, STR a WOB [%] v čase 0 a 

2 hodiny. KBU – ředidlo s 0 % LDL, BU6 – ředidlo s 6 % LDL, BU8 – ředidlo s 8 % LDL, BU10 – 

ředidlo s 10 % LDL. 

 

 

 

a,b,c
 Hodnoty pro daný typ ředidla označené stejným  indexem  se v  čase 0 a 2 hodiny neliší 

na hladině významnosti p < 10
-6
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Na grafu č. 9. je vidět variabilita parametru VAP mezi jednotlivými experimentálními 

dny. V porovnání s kontrolami jsou všechny koncentrace signifikantně odlišné. V počáteční 

inkubaci byla statisticky nejrychlejší rychlost koncentrací u experimentu I., koncentrace se 

pohybovaly na podobné hladině rychlosti. Statisticky významný největší pokles rychlosti 

v koncentracích byl mezi experimentem I. a IV. Po dvouhodinové inkubaci si zase vedl 

nejlépe experiment číslo I., ale největší a statisticky významný pokles rychlosti byl tentokrát s 

experimentem číslo III. a IV. Po 2 hodinové inkubaci k statistickým rozdílům docházelo u 

experimentů I. a II. V rámci inkubace experimenty neměly statisticky významný pokles 

rychlosti.  

 

Graf 9. Ředidlo BULLXcell
TM

  - rychlost spermií na průměrné dráze (VAP) v 

jednotlivých odběrových dnech v čase 0 a 2 hodiny. KBU – ředidlo s 0 % LDL, BU6 – ředidlo 

s 6 % LDL, BU8 – ředidlo s 8 % LDL, BU10 – ředidlo s 10 % LDL. 

 

 

a,b
 Hodnoty pro daný typ ředidla označené stejným  indexem  se v  čase 0 a 2 hodiny neliší na 

hladině významnosti p < 10
-6
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Procento pohyblivých spermií viz graf č. 10. byl u vzorku s 10 % koncentrací 

nejpohyblivější v počáteční i dvouhodinové inkubaci. Počet pohyblivých spermií se po 2 

hodinové inkubaci nejvíce sníţil u kontroly. V počáteční inkubaci byl statisticky významný 

rozdíl mezi všemi variantami kromě 8 % a 10 % inkubace, kde nebyl statisticky výrazný 

pokles. Po 2 hodinové inkubaci se u všech ředidel se statistickým podstatným rozdílem sníţil 

počet pohyblivých spermií. U vzorků mezi 8 % a 10 % koncentrací, mezi kontrolou a 6 % 

koncentrací, mezi kontrolou a 10 % koncentrací a mezi 6 % a 10 % koncentrací po 

dvouhodinové inkubaci nebyl statisticky významný rozdíl. Po dvouhodinové inkubaci byl 

statisticky významný rozdíl mezi kontrolou s 6 % a 10 % koncentrací, a mezi 8 % koncentrací 

s 6 % a 10 % koncentrací.  

 

Graf 10. Ředidlo BULLXcell
TM

 - procentuální zastoupení pohyblivých spermií v čase 0 a 

2 hodiny. KBU – ředidlo s 0 % LDL, BU6 – ředidlo s 6 % LDL, BU8 – ředidlo s 8 % LDL, BU10 – 

ředidlo s 10 % LDL. 

 

 

 

 

a,b,c,d
 Hodnoty pro daný typ ředidla označené stejným indexem se v  čase 0 a 2 hodiny neliší 

na hladině významnosti p < 10
-6 
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5.2 Experiment 2 – hodnocení parametrů přežitelnosti spermií metodou 

fluorescenčního barvení 

Triladyl® 

V počáteční inkubaci vykazovala nejlepší přeţitelnost spermií 10 % koncentrace 

s LDL, ale po dvouhodinové inkubaci se procento ţivých spermií u 10 % koncentrace s LDL 

rapidně sníţilo a kontrola vyšla nejlépe. V počáteční inkubaci byla 6 % koncentrace 

s přídavkem LDL statisticky významně niţší oproti koncentracím 8 % a 10 %. Rozdíly mezi 

kontrolou a koncentracemi v počáteční inkubaci nebyla statisticky rozdílná. Po 2 hodinové 

inkubaci se ve všech ředidlech s významným rozdílem sníţil počet ţivých spermií. Po 

dvouhodinové inkubaci měla opět nejniţší počet spermií 6 % koncentrace, ale tentokrát měla 

statisticky významný rozdíl pouze s kontrolou viz graf č. 11.  

 

Graf 11. Ředidlo Triladyl® - procentuální zastoupení živých spermií v čase 0 a 2 hodiny. 

KTri – ředidlo s 0 % LDL, Tri6 – ředidlo s 6 % LDL, Tri8 – ředidlo s 8 % LDL, Tri10 – ředidlo s 10 

% LDL. 

 

 

a,b,c,d
 Hodnoty pro daný typ ředidla označené stejným indexem se v  čase 0 a 2 hodiny neliší 

na hladině významnosti p < 10
-6 
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BULLXcell
TM 

 

V počáteční i po dvouhodinové inkubaci vykazovala nejlepší přeţitelnost spermií 

kontrola bez LDL. Nejhůře dopadla u obou inkubací 6 % koncentrace. V počáteční inkubaci 

byla 6 % koncentrace s přídavkem LDL statisticky významně niţší oproti kontrole, 8 % a 10 

% koncentraci, ale po dvouhodinové inkubaci byl statisticky značný rozdíl jen s kontrolou. Po 

2 hodinové inkubaci se u všech ředidel se statisticky podstatným rozdílem sníţil počet ţivých 

spermií. Dalším statisticky významným rozdílem byl v druhé inkubaci mezi kontrolou a 8 % 

koncentrací viz graf č. 12. 

 

12. Ředidlo BULLXcell
TM

 - procentuální zastoupení živých spermií v čase 0 a 2 hodiny. 

KBU – ředidlo s 0 % LDL, BU6 – ředidlo s 6 % LDL, BU8 – ředidlo s 8 % LDL, BU10 – ředidlo s 10 

% LDL.  

 

 

 

 

a,b,c,d
 Hodnoty pro daný typ ředidla označené stejným indexem se v  čase 0 a 2 hodiny neliší 

na hladině významnosti p <10
-6
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6 Diskuze 

Cílem protokolů kryokonzervace spermií, včetně pouţitých ředidel, je zabránit smrtící 

tvorbě vnitrobuněčných ledových krystalů a sníţit poškození membrány během a po 

kryokonzervaci. Vaječný ţloutek pomáhá ochránit spermie proti tepelnému šoku, ve 

spolupráci s dalšími sloţkami v ředidle (Celeghini et al., 2007). Vaječný ţloutek má i několik 

nevýhod. Je sloţkou ţivočišného původu a představuje případné riziko kontaminace ID 

bakteriemi. (Pillet et al., 2011). Obsahuje faktory, které inhibují respiraci, a sniţuji motilitu 

spermií (Moussa et al., 2002). Všeobecně je vaječný ţloutek velice komplexní produkt, jehoţ 

lipidové sloţení se můţe měnit s dietou slepic.  

Kromě toho, vaječný ţloutek obsahuje mnoho komponentů, jako je lecitin, fosfolipidy 

a lipoproteiny, které mohou tvořit ţloutková granula, která narušují mikroskopické hodnocení 

a omezují pohyb spermií (Thun et al., 2002, Pillet et al., 2011). Z tohoto důvodu je účelem 

najít vyhovující ředidlo s definovaným sloţením. Ochranný účinek LDL spermií během 

kryokonzervace je znám především na plazmatické membráně spermií (Moussa et al., 2002). 

Moţnost zastoupení vaječného ţloutku pomocí LDL v ředidlech kryokonzervovaných ID je v 

posledních letech intenzivně studovaná. Začleněním LDL do ředidel býčího spermatu 

dostáváme lepší výsledky motility v porovnání s ředidly obsahující vaječný ţloutek (Moussa 

et al., 2002; Amirat et al., 2004; Vera Munoz et al., 2009, Hu et al., 2010). 

V této studii byly pomocí motility a viability porovnávány úspěšnosti různých 

koncentrací přidaného LDL ve dvou ţloutkových ředidlech Triladyl®, nejběţněji pouţívané 

komerční ředidlo, a BULLXcell
TM

, u kterého nebyl zkoumán účinek přídavku LDL. Ve studii 

Amirat et al. (2005) ředidlo Triladyl obsahující ţloutek, mělo více negativní účinek pro býčí 

spermie neţ LDL nebo bezţloutkové ředidlo Biociphos, u kterého byl ţloutek nahrazen 

sterilním sojovým extraktem, tyto výsledky jsou shodné s výsledky získanými Moussa et al., 

(2002).  

Kryokonzervace ovlivňuje lipidovou organizaci a chemické sloţení plazmatické 

membrány spermií. Předpokládá se, ţe LDL přímo nebo nepřímo sniţuje tyto membránové 

modifikace spermií. Manjunath et al., 2002 navrhli, ţe hlavní mechanismus, kterým LDL 

chrání spermie je, ţe se LDL specificky interaguje s BSP proteiny (BSP hlavní proteiny býčí 

semenné plasmy: BSP-A1 / A2, BSP-A3 a BSP- 30-kDa - v semenné plazmě se naváţí na 

povrch spermií při ejakulaci a stimulují cholesterol a fosfolipidy k uvolnění z membrány 

spermie, tím dochází k předčasné kapacitaci). LDL sniţuje navázání hlavních proteinů ze 
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semenné plazmy na plazmatické membrány spermií a tím brání vyplavení lipidů z membrány 

spermií, tak se vysvětluje jeho příznivý účinek (Vera Munoz et al., 2009). 

K hodnocení motility v této práci byl pouţit program CASA, který posuzuje různé 

parametry pohyblivosti spermií podle trajektorie hlavičky (Mortimer, 2000). Všechny 

naměřené hodnoty jsou ovlivňovány mnoha faktory, které mohou sníţit motilitu a propustnost 

membrán, můţe to být nízká koncentrace spermií v ID, poněvadţ je motilita přímo úměrná se 

sniţující se koncentraci spermií (Moussa et al. 2002; Amirat et al., 2005; Vera Munoz et al., 

2009), nebo také pH výrazně ovlivňuje pohyblivost býčích spermií (Contri et al., 2013). 

V naší studii probíhal odběr vzorků ve čtyřech experimentálních dnech. Variabilitu 

mezi jednotlivými experimentálními dny jsme ukázali u parametru motility VAP. Nejlépe u 

obou ředidel dopadl parametr VAP u experimentálního dne číslo I. i po dvouhodinové 

inkubaci. Jinak ţádný experiment nebyl nikterak extrémně vybočující, ale minimální 

variabilita se zaznamenala, to lze odůvodnit individualitou jednotlivého býka, která je 

ovlivněna např. plemenem, ředěním nebo frekvencí odběru semene (Khalifa et al., 2008). 

Pouze u experimentu číslo II. u ředidla Triladyl® po dvouhodinové inkubaci se koncentrace 

výrazně zhoršily, u ředidla BULLXcell
TM

 ţádný takový pokles nebyl zaznamenán, to můţe 

být vysvětleno špatnou manipulací se vzorkem a dlouhou expozicí vzorku mimo 

vytemperované prostředí. 

U obou testovaných ředidel hodnocené parametry motility (VAP, VCL a VSL) po 

rozmrazení byly významně lepší u modifikovaných ředidel s LDL v počáteční i po 

dvouhodinové inkubaci ve všech tří koncentrací 6, 8 a 10 % neţ klasické sloţení ředidel tedy 

kontrolní vzorky bez LDL u obou ředidel Triladyl® a BULLXcell
TM

. V jiné studii se rychlost 

a vizualizace spermií výrazně zlepšila u ředidla Biophos-Plus®, tato pozorování je přičítáno 

nízké viskozitě bezţloutkových ředidel (Thun et al., 2002). Pokles rychlosti pohybu po 

dvouhodinové inkubaci je v podstatě niţší ne v případě bezţloutkových ředidel(Amirat et al., 

2005; Vera Munoz et al., 2009). Rychlosti spermií u ředidel u parametru VAP a VSL se 

pohybovaly v rozpětí 55 – 80 ± 5 µm / s. Parametr VCL měl oproti VAP a VSL mnohem 

rychlejší hodnoty, které se pohybovaly v rozmezí 90 – 160 µm / s, kdy na nejniţších 

hodnotách se vţdy pohybovaly kontroly. Z těchto dat se nedá určit nejlepší koncentrace pro 

ředidlo Triladyl® ani pro BULLXcell
TM

. Proto je potřeba dalších experimentů pro 

optimalizaci vhodné koncentrace LDL do komerčních ředidel.   

U býků parametry motility LIN a VSL zřejmě korelují s fertilitou (podle Budworth et 

al. 1988; Farrel et al., 1998), VAP, VCL, a frekvence pohybů bičíkem (FTM- frequency of 

tail movements) (podle Farrel et al., 1998) a (podle Liu et al., 1991) parametry motility LIN, 



 

54 

 

VSL, a procento rychlých spermií, uvádí ve své studii Amirat-Briant et al. (2010). Nicméně 

Amirat et al. (2004) tvrdí, ţe ţádná korelace mezi motilitou a plodností spermatu savců zatím 

nebyla zjištěna. Parametry jako oplodnění in vitro, hypoosmotický test (HOS), test na 

integritu akrozomu by mohly být spojeny s výsledky motility. Aby bylo moţné zavést do 

inseminačních stanic LDL, je nezbytné provést další studie fertility (Amirat et al., 2004). 

Proto jsme se v této studii zaměřili na vícero parametrů motility a zjistili jsme, ţe pohybový 

trend je u obou ředidel velmi podobný a všechny koncentrace byly signifikantně rozdílné od 

kontroly. Proto jsme parametry motility chtěli ještě ověřit procentem pohyblivých a ţivých 

spermií.  

Co se týče podílu pohyblivých spermií, tam jsme získali konkrétnější výsledky oproti 

měření parametrů motility VAP, VCL, VSL. Po rozmrazení na počátku inkubace měly obě 

ředidla v kontrole i koncentracích nad 30 % pohyblivých spermií, poţadavek ID po 

rozmrazení je u býčích spermií minimálně 30 % (Louda et al., 202). Bylo tedy splněno 

minimální procento pohyblivých spermií po rozmrazení. Ve studii Amirat et al. (2005) pouze 

31,8 % spermií bylo pohyblivých po rozmrazení v ředidle Triladyl. Domníval se, ţe je to 

následkem poškození spermií jiţ před kryokonzervací spermií (Amirat et al., 2005). Po 

dvouhodinové inkubaci ţádné ředidlo nemělo nad 30 % pohyblivých spermií, ale pod 20 % se 

pohyblivost nepropadla. V tomto testu si nejlépe vedla v počáteční inkubaci 10 % koncentrace 

LDL, ale u ředidla Triladyl® a nebyl zaznamenán statisticky významný rozdíl s kontrolou ani 

8 % koncentrací, u ředidla BULLXcell
TM

 nebyl zaznamenán statisticky významný rozdíl 

pouze s 8 % koncentrací. Po dvouhodinové inkubaci nejlépe a se statistickou významností 

dopadla 8 % koncentrace LDL a kontrola u ředidla Triladyl® a u ředidla BULLXcell
TM

 se 

statistickou významností 10 % koncentrace LDL. V počáteční inkubaci měla 6 % koncentrace 

s LDL největší propad v hodnotách pohyblivosti, signifikantně odlišný od ostatních vzorků u 

obou ředidel, coţ můţe být následkem rozdílností viskozity vzorků. Po dvouhodinové 

inkubaci měli obě ředidla významný propad u všech ředidel. 

V druhém experimentu podíl ţivých spermií vykazoval u některých vzorků i nad 50 % 

ţivých spermií po rozmrazení u ředidla Triladyl 8 a 10 % koncentrace a u BULLXcell 

kontrola, po dvouhodinové inkubaci se všechny vzorky pohybovaly nad 30 % ţivých spermií. 

V tomto experimentu u ředidla Triladyl® nejlépe dopadly koncentrace 10 % a 8 % 

signifikantně odlišné od koncentrace 6 %, kde bylo pozorováno nejméně ţivých spermií i po 

dvouhodinové inkubaci, ale významný rozdíl byl tentokrát s kontrolou, která měla nejvíce 

ţivých spermií. U ředidla BULLXcell
TM  

po rozmrazení nejlépe dopadla kontrola a 8 % 

koncentrace signifikantně odlišné opět od 6 % koncentrace s nejniţším procentem ţivých 
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spermií. Po dvouhodinové inkubaci měla znovu kontrola největší procento ţivých spermií a 6 

% koncentrace statisticky nejméně ţivých spermií. V rámci počáteční inkubace u obou ředidel 

se hodnoty ţivých spermií signifikantně propadly po dvouhodinové inkubaci u všech vzorků.  

Ve studiích u bezţloutkových ředidel měly koncentrace s LDL také lepší výsledky 

v ţivotaschopnosti spermií neţ u ředidla Triladyl se ţloutkem (Moussa et al., 2002; Vera 

Munoz et al., 2009). 

Studie zabývající se nejlepší koncentrací LDL v ředidlech uvedli 8 % koncentraci 

LDL (Moussa et al., 2002; Amirat et al., 2004; Amirat et al., 2005; Vera-Munoz et al., 2009), 

a 10 % koncentraci LDL (Akhter et.al.,2011) jako optimální koncentraci pro dosaţení 

nejlepších výsledků, naše práce se s jejich výsledky shoduje. Zvýšení koncentrace LDL 

v ředidlu nad 10 % vede ke sníţení pohyblivosti spermií po zmrazení a rozmrazení. Zřejmě to 

souvisí s osmotickým tlakem ředidla, který se při vysoké koncentraci LDL sníţí. Hypoteticky 

ke sníţení osmotického tlaku dochází v důsledku účinku sráţení fruktózy a solí obsaţených v 

ředidlech s LDL. Další moţností by mohla být zvýšená koncentrace LDL, která vede k 

agregaci LDL a inaktivaci účinku agregovaného LDL (Moussa et al., 2002). 

V této studii výsledky jednoznačně ukazují pozitivní vliv přidaného LDL u obou 

ředidel Triladyl® a BULLXcell
TM

 na parametry motility spermií oproti kontrole obsahující 

vaječný ţloutek. Hodnocení podílu pohyblivých a ţivých spermií mělo podobný trend a 

největší propad byl pozorován u 6 % koncentrace oproti ostatním vzorkům kontrol a 

koncentracemi 8 % a 10 %, které neměly mezi sebou jednoznačný statistický rozdíl. Proto by 

motilita neměla být jediným faktorem v hodnocení fertilizační schopnosti spermií. Hodnocení 

spermií by mělo zahrnout kromě hodnocení motility a další hodnocení spermií. 
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7 Závěr 

Cílem této studie bylo ověřit hypotézu, ţe vhodná koncentrace LDL umoţní nahradit 

vaječný ţloutek ve ţloutkových ředidlech Triladyl® a BULLXcell
TM

, eventuálně zlepší 

pohybovou aktivitu a viabilitu spermií. U ředidla Triladyl® i u ředidla BULLXcell
TM

 se splnil 

předpoklad, ţe všechny koncentrace s LDL 6 %, 8 % a 10 % vykazovaly průkazně lepší 

hodnoty parametrů motility VAP, VCL a VSL po rozmrazení i po dvouhodinové inkubaci 

oproti kontrolnímu vzorku bez LDL. Naše experimenty se shodovaly s výsledky různých 

autorů, ţe LDL zlepšuje pohybové vlastnosti spermií. Jako optimální a nejefektivnější 

koncentrace modifikovaného ředidla s LDL se v dostupné literatuře uvádí 8 %, v naší studii 

všechny koncentrace vyšly na stejných hodnotách.  

Ředidla u testu viability a podílu pohyblivých spermií vykazovaly největší propad u 6 

% koncentrace LDL. Trend pohyblivých spermií v počáteční inkubaci byl obdobný u obou 

ředidel, avšak po dvouhodinové inkubaci u ředidla Triladyl® si nejlépe vedla 8 % 

koncentrace, u ředidla BULLXcell
TM 

10 % koncentrace. Nicméně, co se týče ţivých spermií u 

ředidla BULLXcell
TM

  si vedla nejlépe kontrola i po 2 hodinové inkubaci, kdeţto u ředidla 

Triladyl® 10 % koncentrace a kontrola, a po 2 hodinové inkubaci především kontrola. V 

tomto výsledku musíme zohlednit různou viskozitu ředidel, protoţe díky ţloutku je kontrolní 

ředidlo viskóznější. Z biologického hlediska jsme kritérium významnosti nastavili na p < 10
-6

 

a proto jsme dostali přesnější výsledky, proto nedocházelo ke statisticky významným 

rozdílům mezi kontrolou a 8 a 10 % koncentracemi u obou ředidel.  

Na závěr, Moussa et al. (2002) vyvinuli snadný způsob extrahování LDL ze ţloutku 

slepičích vajec. Tato metoda produkuje LDL s 97 % čistotou a výtěţkem 67 %. LDL má 

významné kryokonzervační vlastnosti pro býčí spermie. Prozatím se LDL stále pouţívá pouze 

v rámci experimentů. Podle naší studie a výše uvedených pouţitím LDL místo vaječného 

ţloutku dosáhneme vyšší rychlosti motility a lepších pohybových vlastností spermií. I po 

dvouhodinové inkubaci se rychlosti s minimálním poklesem zachovaly, coţ zdaleka není 

pravidlem u bezţloutkových ředidel. Tento výsledek potvrdil kvalitu ţloutkových ředidel, byť 

u podílu pohyblivých a ţivých spermií tento trend není zcela průkazný. LDL se jeví jako 

plnohodnotná náhrada vaječného ţloutku v ţloutkových ředidlech. Ale je zapotřebí dalších 

výzkumů, vyhodnotit a pochopit příslušnou roli lipidů a apoproteinů v LDL, optimalizovat 

metody pro ředění, kryokonzervaci a různá ředidla. Pak se teprve můţe uvaţovat o náhradě 

vaječného ţloutku LDL a jeho pouţíváním v komerčních ředidlech v praxi. 
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