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1 Úvod 

Umělá inseminace je biotechnologická metoda, která je nejvíce využívána v chovu mléčného 

skotu z důvodu její snadné proveditelnosti, úspěšnosti a ekonomické návratnosti (Aires et al., 

2003; Moore et Hasler, 2017). Jsou používány především kryokonzervované inseminační dávky 

(ID). Poslední statistické údaje uvádějí celosvětovou produkci 252 miliony hluboce zmrazených 

ID ročně a 130 milionů provedených inseminací (Thibier et Wagner, 2002; Moore et Hasler, 

2017). Právě kryokonzervace zajišťující kompletní zastavení fyziologických pochodů a 

vývojových procesů spermií (Vishwanath, 2003) je jedním z hlavních faktorů, které ovlivnily 

rozšíření UI do celosvětového měřítka. Významnou výhodou UI je rozšíření možností 

využitelnosti geneticky vhodných a prověřených jedinců, s čímž souvisí mnohonásobně vyšší 

využití ejakulátu býka v porovnání s přirozenou plemenitbou (Whiston et al., 2017; Woods et al., 

2004). Dále je to prakticky neomezená vzdálenost transportu ID a zamezení šíření 

venerologických onemocnění (Bailey et al., 2003). I přes všechny výhody UI je však faktem, že 

významné procento spermií je v průběhu procesu kryokonzervace poškozeno (Watson, 2000; 

Srivastava et al., 2015; Layek et al., 2016).  

Prvním z objevů, týkajících se prodloužení životnosti spermií po odběru ejakulátu, bylo 

odhalení pozitivních účinků vaječného žloutku. Hlavním milníkem v souvislosti přímo 

s kryokonzervací spermií byl náhodný objev kryoprotektivních vlastností účinků glycerolu 

při experimentech se spermiemi býků a narození prvního telete po UI takto uchovávanými 

spermiemi (Polge et Rowson, 1952). Od tohoto objevu se optimalizací procesu kryokonzervace 

spermií býků zabývalo mnoho dalších výzkumných prací. I přesto však není v dnešní době 

procento přeživších, oplození schopných spermií uspokojivé (Layek et al., 2016). Z tohoto 

důvodu je důležité zkoumat možnosti ovlivňování efektivity procesu kryokonzervace. Jednou 

z hlavních cest je optimalizace a modifikace složení ředidel semene (Watson, 2000; Hu et al., 

2010; Yeste, 2015), a tím redukce negativních vlivů působících na spermie v průběhu celého 

procesu kryokonzervace. 

Zvyšování efektivity a optimalizace procesu kryokonzervace spermií je tedy důležité jak 

pro zvyšování úspěšnosti umělé inseminace skotu, tak z hlediska přínosu nových poznatků do 

vědního oboru kryobiologie. 
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2 Literární přehled 

2.1 Faktory ovlivňující spermie v průběhu procesu kryokonzervace 

I přes dlouhé období, jež uběhlo od zásadního objevu kryoprotektivních vlastností glycerolu a 

úspěšného zmrazení spermií, byly protokoly vypracované na počátku padesátých let jen mírně 

pozměněny. Všeobecně se uvádí, že oplozovací schopnost hluboce zmrazených ID je 

dostačující (Hu et al., 2010). Faktem ovšem zůstává, že je stále 40–50 % spermií během tohoto 

procesu nenávratně poškozeno (Layek et al., 2016). V průběhu procesu kryokonzervace jsou 

spermie vystaveny podmínkám vymykajícím se fyziologickým standardům. Je zde řada 

fyzikálních a chemických stresových faktorů ovlivňujících jejich strukturální a funkční 

integritu (Morris et al., 2012). Do výčtu těchto vlivů jsou řazeny: teplotní změny, tvorba 

intracelulárních a extracelulárních ledových krystalů, odchylky extracelulárního prostředí od 

izotonických podmínek spojené s toxickým působením kryoprotektantů a oxidativní stres (Gadea 

et al., 2008; Tapia et al., 2012). 

 

2.1.1 Teplotní změny 

Spermie savců nejsou adaptovány k přežití teplot, kterých je dosahováno v průběhu procesu 

kryokonzervace, a to především z hlediska lipidového složení a propustnosti iontů plazmatickou 

membránou. To je kompenzováno možností transformace struktury lipidů v plazmatické 

membráně (PM) odehrávající se při teplotách od 36 do 17 °C (Parks et Graham, 1992; Sparr et 

al., 2002), přičemž k největším změnám ve struktuře lipidů dochází při teplotách 15–5°C 

(Drobnis et al., 1993). Tyto změny jsou popisovány jako tzv. chladový šok. Na tento stresový 

faktor reagují spermie rozdílně, v závislosti na druhu, což je dáno především odlišným lipidovým 

složením PM a různou mírou citlivosti spermií jednotlivých druhů zvířat ke 

kryokonzervaci (Srivastava et al., 2013). Jeho letální následky lze částečně zredukovat vhodnou 

rychlostí poklesu teplot při zchlazování spermií (Benson et al., 2012). Tento fenomén ovlivňuje 

další komponenty PM, jako jsou struktury proteinového charakteru, které se mohou vlivem 

alterací lipidů shlukovat, a může docházet k narušení jejich funkčních vlastností. Takovým 

příkladem mohou být iontové kanály CatSper (Chen et al., 2017). Jedním z hlavních faktorů 

poukazujících na průběh chladového šoku je tak narušení permeability PM a její regulace. Jak 

uvádí Drobnis et al. (1993), dochází ke snižování koncentrace intracelulárního K
+
 a zvyšování 

Ca
2+

, což následně ovlivňuje aktivitu bičíku (motilitu) a další struktury spermií. Důsledkem 

zvýšené koncentrace vápenatých kationtů mohou být také předčasné kapacitační změny, které 

negativně ovlivňují potenciální fertilizační schopnost spermií (Srivastava et al., 2015).   
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2.1.2 Tvorba intracelulárních krystalů 

Další faktor ovlivňující přežitelnost spermií při procesu kryokonzervace je tvorba ledových 

krystalů. Zde platí všeobecně známé pravidlo říkající, že struktura buněk zmrazených příliš 

rychle je nenávratně poškozena kvůli tvorbě intracelulárních krystalů vody a v opačném případě 

buňky zchlazované příliš pomalu jsou poškozovány dlouhou expozicí prostředí o vysoké 

koncentraci solutů (Benson et al., 2012). Redukce či v některých případech eliminace těchto 

negativních vlivů je docíleno využíváním vhodných kryoprotektantů a mrazících křivek (Pena et 

al., 2011). V nedávné době bylo však kolektivem autorů (Morris et al., 2007) pomocí 

elektronové mikroskopie a diferenciální skenovací kalorimetrie prokázáno, že při současně 

využívaných mrazících křivkách pro spermie hřebců již nedochází k tvorbě intracelulárních 

krystalů. Potenciální nebezpečí poškození buněk tak proto představují především krystaly 

extracelulární. 

 

2.1.3 Tvorba extracelulárních krystalů 

S tvorbou extracelulárních ledových krystalů nepřímo souvisí další ze stresových faktorů 

negativně ovlivňující funkční vlastnosti spermií změny v osmotických podmínkách. Tento typ 

krystalů vystavuje spermie hypertonickým podmínkám (Koshimoto et al., 2000), a to díky 

procesu nukleace ledových krystalů potažmo vytvoření krystalů vody při zchlazení média 

k teplotě tuhnutí. Soluty jsou poté disociovány ve zbývající dosud nezmrzlé vodě, čímž stoupá 

osmotický tlak roztoku, v němž jsou spermie přítomny (Watson, 2000). 

 Jak dále upřesňuje Holt (2000b) a je rovněž patrné z výsledků elektronové mikroskopie 

(Morris et al., 1999), spermie individuálně mohou být ve zmrzlém médiu současně lokalizovány 

v podmínkách s vyšší či nižší koncentrací solí. Pro omezení negativního vlivu extracelulárních 

krystalů platí všeobecné pravidlo, že při vyšší rychlosti zchlazování suspenze (spermie + ředidlo) 

dochází k omezení přítomnosti dosud nezmrzlé vody a tím ke snížení působení 

hyperosmotických podmínek (Benson et al., 2012). Zároveň však musí být rychlost zmrazování 

dostatečně pomalá ve vztahu k eliminaci letálních krystalů intracelulárních (Woods et al., 2004; 

Benson et al., 2012).  

 

2.1.4 Přítomnost permeabilních kryoprotektantů 

K odchylkám od izotonických podmínek přispívá nezanedbatelným dílem rovněž přítomnost 

permeabilních kryoprotektantů v ředidlech (Tapia et al., 2012).  

 Přidání ředidla k ejakulátu má tak významný dopad na tvorbu hypertonického charakteru 

extracelulárního prostředí. Intracelulární voda je tak ve směru nižšího chemického potenciálu 
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(vyšší koncentrace osmoticky aktivních látek) transportována ven z buněk a paralelně dochází ke 

zmenšování objemu spermií (Mazur et Koshimoto, 2002). V průběhu rozmrazování je situace 

opačná, spermie jsou vystavovány podmínkám hypoosmotickým. V důsledku tohoto je voda do 

cytoplasmy přijímána až do té doby, než dojde k vyrovnání koncentrací solutů mezi 

intracelulárním a extracelulárním prostorem, tím je tedy jejich objem zvětšován. Právě kvůli 

těmto dvojnásobně působícím osmotickým změnám, na které jsou spermie velmi citlivé, dochází 

primárně k porušení integrity plazmatické membrány (Tapia et al., 2012). Navíc bylo zjištěno u 

spermií býků (Guthrie et al., 2002) a hřebců (Macias Garcia et al., 2011c), že fluktuace v 

osmotických podmínkách působí více negativně v porovnání s konstantním vystavováním 

hypertonickým podmínkám. 

 

2.1.5 Oxidativní stres 

Oxidativním stresem se rozumí stav nerovnováhy mezi produkcí reaktivních forem kyslíku a 

antioxidativním systémem sloužícím k jejich redukci či k regeneraci struktur, které již byly 

zasaženy. Právě zmiňované reaktivní formy kyslíku (Reactive Oxygen Species - ROS) jsou 

hlavními sloučeninami působícími negativní změny (Agarwal et al., 2003). Jestliže je tvorba 

ROS v rovnovážném stavu s funkcí antioxidativního systému, působí na fyziologické procesy 

spermií např. na kapacitaci a akrozomální reakci (O'Flaherty et Matsushita-Fournier, 2017). ROS 

jsou sloučeniny vytvářené biochemickými reakcemi mezi inertním kyslíkem a organickými 

molekulami. Zahrnují především volné radikály, což jsou chemické látky, které obsahují 

minimálně jeden nepárový elektron a jsou přitom stabilní. Tento fakt zajišťuje právě jejich 

vysokou reaktivitu s organickými sloučeninami (Griveau et LeLannou, 1997). 

Gamety jsou všeobecně velmi citlivé právě na změny způsobené ROS. V případě spermií 

je tato citlivost způsobena specifickým složením plazmatické membrány, omezenými 

schopnostmi antioxidativního systému a neschopností opětovné syntézy poškozených 

komponent (Gadea et al., 2013). V průběhu procesu kryokonzervace jsou spermie vystavovány 

zvýšeným koncentracím těchto vysoce reaktivních sloučenin, přičemž s jejich zvýšenou produkcí 

souvisí změny v průběhu chladového šoku (Chatterjee et al., 2001). Toxicita ROS souvisí s 

inaktivací proteinů, poškozením DNA a peroxidací nenasycených lipidů (O'Flaherty et 

Matsushita-Fournier, 2017). Poslední uvedený vliv je v případě spermií velmi významný z 

hlediska vysokého podílu fosfolipidů v plazmatické membráně obsahujících řetězce 

polynenasycených kyselin. To ve výsledku vede k destabilizaci plazmatické membrány, a tím k 

modifikaci aktivity enzymů na ni vázaných a nakonec k buněčné smrti (Aitken et Baker, 2004). 

Mimo tento uvedený vliv má kryokonzervace negativní dopad na koncentraci intracelulárního 
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glutationu, který hraje velice významnou roli v antioxidativním systému spermií býků i dalších 

druhů (Gadea et al., 2011; Castro et al., 2016). Souhrnem těchto vlivů je tedy ve výsledku opět 

potenciálně snižována schopnost spermií přežít a zachovat si oplozovací schopnost. 

 

Výše uvedené faktory negativně ovlivňují spermie v průběhu procesu kryokonzervace. 

Přičemž primární strukturou, na kterou má kryokonzervace především dopad, je plazmatická 

membrána (Khalil et al., 2018). 

 

2.2 Plazmatická membrána – kritická struktura z pohledu kryokonzervace 

Plazmatická membrána pokrývající celou spermii je typickým příkladem vysoce 

kompartmentalizované struktury. V průběhu spermatogeneze, při diferenciaci kulatých spermatid 

ve spermie protáhlého tvaru, je PM dělena na 3 kompartmenty, jenž tvoří tzv. subdomény mající 

specifický komplement proteinů a lipidů (Gadella et Luna, 2014). První z nich pokrývající 

hlavičku spermie jsou součástí akrozómu, ekvatoriálního segmentu a postakrozomální části. 

Další dva kompartmenty se nachází na střední části v hlavním oddíle bičíku (Gadella et al., 

1994). Mezi těmito jednotlivými subdoménami dochází k výměně membránových komponent a 

jsou tak zajišťovány fyziologické procesy a jejich kontrola (James et al., 2004). Tzv. 

kompartmentalizace PM je z hlediska kryokonzervace vlastností, která může působit negativně, a 

to kvůli skutečnosti, že dává jednotlivým částem různé vlastnosti (Morris et al., 2012). 

 

2.2.1 Složení plazmatické membrány spermií 

Buněčná membrána je tvořena lipidovou dvojvrstvou tvořenou zejména fosfolipidy skládajícími 

se z polární a nepolární části interagujících s řadou proteinů. Orientace polárních částí (hlaviček) 

lipidů, jež mohou mít různou chemickou strukturu, je směrem k vodnému prostředí. Nepolární 

části jsou tedy orientovány směrem k sobě (Tapia et al., 2012). Distribuce lipidů ve dvojvrstvě je 

nehomogenní, neustále dochází k laterálním změnám jejich pozic. Tento pohyb též 

nazývaný „flip-flop“ je umožňován činností ATP dependentních enzymů flipáz a flopáz. 

Posledním typem enzymů, který je však na ATP nezávislý, jsou skramblázy, fungující opačně 

tzn. jejich funkcí je omezení asymetrie lipidové dvojvrstvy PM. 

Složení PM spermií je specifické, jsou zde glycerol-fosfolipidy s převahou 

fosfatydilcholinu a fosfatydiletanolaminu, jejichž zastoupení je mezidruhově stálé (Parks et 

Lynch, 1992). Dále jsou zde fosfatydilserin, fosfatydilinositol, lysofosfatydilcholin, 

sfingomyelin, kardiolipin (Gadella et Luna, 2014). Glycerol-fosfolipidy, všeobecně, jsou 
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charakteristické svou stavbou, základní strukturou je glycerol, na kterém jsou hydroxylové 

skupiny na C1, C2 esterifikovány v mastné kyseliny a skupina OH- na C3 je esterifikována 

na fosfát. Významná část těchto fosfolipidů je však složena z plazmalogenů, v nichž jsou dlouhé 

nenasycené řetězce mastných kyselin (C-20; C-24) vázány přes vazbu éterovou (Lenzi et al., 

2000; Le Guillou et al., 2013). Spermie se od ostatních typů savčích buněk dále výrazně liší 

obsahem plasmalogenů, které v některých případech představují více jak 18 % z celkového 

množství glycerol-fosfolipidů tvořících jejich PM (Oresti et al., 2011). Jak uvádí Fuchs et al. 

(2007) velmi pravděpodobně mají schopnost eliminovat volné radikály a dále je zde předpoklad, 

že jsou důležité pro tvorbu makro a mikrodomén potřebných z hlediska kompartmentalizace PM 

spermií (Gorgas et al., 2006). 

Z hlediska kryokonzervace jsou významné mezidruhové rozdíly ve složení PM, 

především z hlediska zastoupení mastných kyselin, přesněji jejich zbytků tvořících hydrofilní 

konce fosfolipidů a jejich stupně nasycenosti (Tapia et al., 2012). Nejvýznamněji jsou 

ve struktuře PM spermií hospodářských zvířat zastoupeny acylové zbytky kyseliny 

dokosahexanové (C22:6 n-3) a dokosapentaenové (22:5 n-6). U spermií býků je nejčastěji 

zastoupenou mastnou kyselinou ve struktuře fosfolipidů C22:6 n-3 (Schiller et al., 2003), stejně 

tak u spermií kanců (Cerolini et al., 2000), u hřebců je to 22:5 n-6 (Macias Garcia et al., 2011b). 

Vysoký obsah zbytků polynenasycených mastných kyselin dává plazmatické membráně spermií 

výraznou fluiditu, která zajišťuje vyšší elasticitu. Přičemž tato vlastnost přímo ovlivňuje 

schopnost buňky přizpůsobovat svůj objem daným podmínkám (Wathes et al., 2007). Všeobecně 

lze říci, že vyšší podíl polynenasycených mastných kyselin v PM pozitivně koreluje s procentem 

spermií vykazujícím intaktní PM, právě z důvodu zvýšení fluidity, potažmo flexibility PM. 

Opačný vliv má pak vyšší podíl dlouhých nasycených řetězců mastných kyselin, jenž způsobuje 

nepoddajnost PM (Macias Garcia et al., 2011b). Na druhou stranu však zvýšený výskyt 

násobných vazeb ve struktuře acylových zbytků znamená vyšší citlivost k poškození volnými 

radikály, a tudíž náchylnost k peroxidaci lipidů PM (Wathes et al., 2007). Úroveň zastoupení 

určitých mastných kyselin v PM hraje významnou roli především z hlediska senzitivity spermií 

vůči kryokonzervaci v rámci mezidruhových i individuálních rozdílů (Macias Garcia et al., 

2011b). 

Dalším velice důležitým ukazatelem udávajícím senzitivitu PM ke kryokonzervaci je 

poměr cholesterolu k fosfolipidům. Cholesterol je podstatnou složkou PM, představuje 25–50 % 

lipidů PM, což tvoří až 90 % celkového buněčného cholesterolu. Strukturálně se steroly liší od 

ostatních polárních lipidů tím, že jejich hydrofilní část je tvořena malými hydroxylovými 

skupinami. Ty jsou navázány na hydrofobní část tvořenou čtyřmi cyklickými uhlíkatými řetězci, 
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kde je na opačném konci než se nachází skupina OH-, připojen rozvětvený uhlíkatý 

řetězec (Moce et al., 2010a). Cholesterol je důležitým prvkem regulace membránové fluidity. 

Nad hranicí teploty ovlivňující strukturální podobu lipidů PM ji snižuje a naopak při teplotách 

pod touto hranicí ji zvyšuje (Purdy et Graham, 2004). Bylo potvrzeno, že změna lipidového 

složení PM týkající se zvýšení procentuálního zastoupení cholesterolu, vlivem přídavku 

cyklodextrinů nesoucí tuto sloučeninu, představuje pro spermie vyšší odolnost vůči chladovému 

šoku a přežitelnost po kryokonzervaci (Purdy et Graham, 2004; Moce et al., 2010b). Zvýšený 

podíl cholesterolu by mohl rovněž snížit změny podobné kapacitaci spermií vyvolávané 

kryokonzervací, které negativně ovlivňují jejich fertilizační schopnosti (Cormier et Bailey, 

2003). Ze sterolů je dále zastoupen desmosterol. Jeho přítomnost byla objevena již v roce 1974 

autory Bleau et Vandenhe, avšak prozatím nebyl zjištěn jeho přesný význam. Předpokládá se, že 

jeho úloha bude obdobná, jako byla potvrzena v případě cholesterolu (Travis et Kopf, 2002; Saez 

et al., 2011).  

Zatímco fosfolipidy představují strukturální elementy PM, membránové proteiny plní její 

specifické funkce. Proteiny jsou děleny do dvou základních skupin podle jejich připojení na PM 

a to na transmembránové a periferní. Proteiny transmembránové jsou začleněny přímo do 

lipidové dvojvrstvy. Především jako iontové kanály a přenašeče se účastní selektivního přenosu 

molekul skrz membránu a dále regulačních a signálních procesů. Druhou skupinu tvoří periferní 

proteiny, jež jsou na PM nepřímo navázány pomocí interakce s polárními hlavičkami fosfolipidů 

a zaujímají hlavní roli při oplození a regulaci dalších fyziologických procesů (Tapia et al., 2012). 

Reorganizací lipidů v průběhu kryokonzervace a narušením jejich interakce s proteinovou 

složkou může rovněž docházet k jejímu nevratnému poškození. To může způsobit změny 

vedoucí k fenoménu všeobecně nazývanému „kryokapacitace“ (Cormier et Bailey, 2003), jelikož 

je PM důležitým prvkem v signální kaskádě procesu kapacitace spermií (Signorelli et al., 2012). 
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2.2.2 Změny v plazmatické membráně v průběhu kryokonzervace 

Plazmatická membrána je za fyziologických podmínek charakteristická svým fluidním stavem. 

Fluidita je jednou ze základních vlastností PM a je ovlivňována především poměrem obsahu 

fosfolipidů a cholesterolu a také teplotou. Při poklesu teploty na určitou mez dochází ke změnám 

v uspořádání lipidů v PM. Při zchlazování se lipidy transformují, což vede ke změně fluidního 

stavu PM v přechodný - na rozhraní fluidní a krystalické formy. Současně dochází ke změnám v 

uspořádání acylových zbytků (Oldenhof et al., 2015; Sieme et al., 2015). Poté je v průběhu 

zmrazování měněn přechodný stav PM v krystalický, kdy se současně s pokračující změnou 

postavení zbytků mastných kyselin stává PM rigidní. Teplota, při které dochází k těmto změnám, 

se liší v závislosti na délce uhlovodíkových řetězců a jejich nasycenosti. Jakmile je této teploty 

dosaženo, dojde ke změně konformace daného typu lipidů, které poté agregují s ostatními lipidy 

v PM nacházejícími se ve stejném stavu. Část lipidů však zůstává za těchto podmínek ve 

fluidním stavu až do dosažení následující specifické teplotní změny. Právě přechody mezi částmi 

PM, kde již přechod lipidů do krystalické formy proběhl a částmi ve fluidním stavu, představují 

slabá místa, kde může dojít k mechanickému poškození (Hammerstedt et al., 1990; Sieme et al., 

2015). K poškození až do tohoto stádia nemusí vždy dojít, narušení PM může být na úrovni 

funkce iontových kanálů a dalších regulačních částí. Tato populace spermií může být pak v 

částečně kapacitovaném stavu, což znamená jejich zkrácenou životnost a sníženou fertilizační 

schopnost (Bailey et al., 2000; Bailey, 2010). Z hlediska procesu kryokonzervace, je to obsah 

cholesterolu v PM, jenž udává její rezistenci vůči nízkým teplotám. Hraje roli při stabilizaci 

PM (Bergeron et al., 2003; Aksoy et al., 2010), i přes to, že je fluidita PM v přítomnosti většího 

množství cholesterolu vyšší, si spermie zachovávají výrazně lepší viabilitu (Purdy et Graham, 

2004). Cholesterol působí také pozitivně při stabilizaci řízení aktivity transmembránových 

proteinů (Tannert et al., 2007). Spermie s vyšším podílem cholesterolu k fosfolipidům jsou 

charakteristické vyšší odolností vůči procesu kryokonzervace (Moce et al., 2010b). 
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Změny způsobené zmiňovanými faktory mají v průběhu kryokonzervace negativní dopad 

primárně na plazmatickou membránu spermií (Yeste, 2015). Ultrastrukturální studie Khalil et al. 

(2018) tento fakt na základě výsledků elektronové mikroskopie jasně potvrdila (viz. Obr. 1). Její 

integrita však dále souvisí s dalšími strukturami a organelami, jako je akrozóm či mitochondrie 

(Sieme et al., 2015; Khalil et al., 2018). Přičemž narušení jejich morfologické a funkční integrity 

(Morris et al., 2012) následně vede ke snížení jejich fertilizační schopnosti (Oldenhof et al., 

2015). Odolnost PM spermií je dána především lipidovým složením, zejména co se týče 

přítomnosti cholesterolu společně se zastoupením polynenasycených mastných kyselin (Macias 

Garcia et al., 2011a; Yeste, 2015). 

 

Právě opatření vedoucí k potlačení změn na plazmatické membráně či k modifikaci jejího složení 

představují možnosti pro zdokonalování kryokonzervačních protokolů především s důrazem na 

složení ředidel semene (Hu et al., 2011; Yeste, 2015). 

 

2.3 Ředidla používaná pro kryokonzervaci semene býků 

Jelikož spermie čelí během procesu kryokonzervace řadě negativně působících vlivů, musí být 

pro kryokonzervaci spermií použito vhodné ředidlo. Všeobecně musí být v receptuře ředidel 

semene přítomny složky (iontové nebo neiontové povahy) udržující osmolaritu a pH. Dále je 

důležitý zdroj lipoproteinů či jiných vysokomolekulárních složek, jako vaječný žloutek či mléko, 

působící jako nepermeabilní kryoprotektanty proti chladovému šoku (Holt, 2000a; Layek et al., 

2016). Další složkou je glycerol či alternativy jako propan-diol, dimethylsulfoxid (DMSO), 

acetamid či etylen-glykol představující permeabilní kryoprotektanty. Především prvně 

Obr. 1 Změny na PM býčích spermií v průběhu procesu kryokonzervace. A ihned po odběru; B v průběhu 

zchlazování; C po kryokonzervaci (Khalil et al., 2018) 
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jmenovaný glycerol je v největší míře používán v ředidlech pro kryokonzervaci spermií 

býků (Vishwanath et Shannon, 2000; Morris et al., 2012). Pro tyto permeabilní kryoprotektanty 

je z hlediska jejich použití významná hranice jejich toxicity (Fahy, 2010). Jako zdroj energie 

slouží v receptuře ředidel glukóza, fruktóza a jiné jednoduché cukry. Navíc mohou některé 

sacharidy, jako trehalóza či rafinóza, ve vyšších koncentracích mít podobný kryoprotektivní 

účinek, jako je tomu u permeabilních kryoprotektantů (Malo et al., 2010). Poslední složkou 

ředidel semene jsou aditiva, jako enzymy, antibiotika pro minimalizaci růstu mikroorganismů 

původem ze semenné plazmy a zamezení kontaminace. Dále to mohou být aminokyseliny 

ochraňující strukturu plazmatické membrány nebo také antioxidanty (Gadea et al., 2011; Moore 

et Hasler, 2017).    

   

 Rozdělení druhů ředidel je dáno především na základě přítomného zdroje 

vysokomolekulárních kryoprotektivních sloučenin nepermeabilního charakteru (Layek et al., 

2016). Jsou to ředidla s těmito složkami výhradně neživočišného původu, a to v největší míře s 

obsahem extraktu ze sóji – sójového lecitinu (fosfatydilcholinu) např. Biociphos®, Bioxcell® 

(IMV, Francie), Andromed® (Minitübe, Německo). Dalším druhem jsou ředidla s obsahem 

vaječného žloutku, např. BullXcell (IMV, Francie), Triladyl® (Minitübe, Německo), Optidyl® 

(Biovet, Francie) nebo na bázi odstředěného mléka např. Laciphos® (IMV, Francie). Právě 

ředidla, v nichž je obsažen vaječný žloutek, jsou hojně využívaná při kryokonzervaci spermií 

býků a dalších hospodářských zvířat (Leite et al., 2010; Singh et al., 2014; Layek et al., 2016). 

Pozitivní vlastnosti ředidel na bázi vaječného žloutku jsou však negativně ovlivňovány několika 

faktory. V první řadě je to skutečnost, že ne všechny složky vaječného žloutku jsou 

charakteristické pozitivním působením v průběhu kryokonzervace. Některé složky, jako 

vysokodenzitní lipoprotein (High Density Lipoprotein - HDL) obsažený ve žloutkových 

granulách, mohou negativně působit na respiraci spermií (Demianowicz et Strzezek, 1996; Wall 

et Foote, 1999). Navíc vaječný žloutek představuje možné hygienické riziko, že mikrobiální 

kontaminace ředidla s obsahem žloutku je srovnatelná s kontaminací samotného žloutku 

(Bousseau et al., 1998; Aires et al., 2003). K této skutečnosti se přidává další faktor, kterým je 

variabilita složení vaječného žloutku, což přímo souvisí s problémem standardizace receptury 

ředidla (Aires et al., 2003; Singh et al., 2014). Dále může přítomnost žloutku negativně ovlivnit 

laboratorní postupy při mikroskopickém hodnocení parametrů spermií (van Wagtendonk-de 

Leeuw et al., 2000; El-Sharawy et al., 2012).  
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Potenciální překážky a rizika ředidel na bázi vaječného žloutku byly omezeny 

uvedením ředidel s obsahem sójového lecitinu (Layek et al., 2016). Nebyl však prokázán 

srovnatelný vliv této kryoprotektivní složky. Dosavadní studie hodnotící kryoprotektivní 

schopnosti ředidel na bázi sójového lecitinu a vaječného žloutku ve vztahu k in vitro a in 

vivo ukazatelům prokázaly různorodé výsledky, ve větší míře ve prospěch ředidel s obsahem 

vaječného žloutku (Gil et al., 2000; van Wagtendonk-de Leeuw et al., 2000; Thun et al., 2002; 

Aires et al., 2003; Crespilho et al., 2012). 

Po vyvinutí receptury ředidel s obsahem sójového lecitinu následoval další důležitý 

krok spojený s modifikací kryokonzervace spermií. Byl zdokonalen postup získávání 

kryoprotektivní složky vaječného žloutku – LDL a byly testovány jeho kryoprotektivní účinky 

(Moussa et al., 2002; Anton et al., 2003), což otevřelo prostor pro další možnosti modifikace 

složení médií pro kryokonzervaci spermií. 

 

2.4 LDL kryoprotektivní složka vaječného žloutku 

Další možností jak předcházet negativním vlivům vaječného žloutku je tedy využití pouze jeho 

funkční, kryoprotektivní složky – LDL. Vaječný žloutek obsahuje 78 % plazmy a 22 % granul. 

Jde o velice komplexní směs lipoproteinů a proteinů, u nichž dosud není známa jejich přesná 

funkce. Žloutková granula obsahují hlavně lipoproteiny o vysoké hustotě, 70 % (High Density 

Lipoprotein), a 16 % fosfitinů (Hevonoja et al., 2000). Naproti tomu žloutková plazma obsahuje 

především nízkodenzitní lipoprotein (Low Density Lipoprotein – LDL), který zahrnuje polovinu 

obsažených fosfolipidů a cholesterol, jež působí jako ochrana proti chladovému šoku (Murphy et 

al., 2017). Žloutková plazma s majoritním zastoupením LDL je tedy zodpovědná za 

kryoprotektivní vlastnosti žloutku (Pace et Graham, 1974; Moussa et al., 2002).  

 

2.4.1 Charakteristika LDL a jeho kryoprotektivní působení 

LDL tvoří dvě třetiny hmoty vaječného žloutku, jsou to sférické částice o velikosti 17–60 nm. 

Lipidové jádro je složeno z triglyceridů a esterů cholesterolu, obklopováno vrstvou fosfolipidů a 

proteinů (viz. Obr. 2). Celkově obsahuje 83–89 % lipidů a 11–17 % proteinů (Moussa et al., 

2002; Anton et al., 2003). LDL bylo separováno poprvé již v roce 1974 (Pace et Graham, 1974) 

následně byla metoda separace zdokonalena ve smyslu vyšší efektivity produkce standardizace a 

čistoty frakce LDL (Moussa et al., 2002).  
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Obr. 2 Ilustrativní nákres struktury částice LDL (Harisa et Alanazi, 2014) 

 

Přesné mechanismy kryoprotektivního působení LDL nejsou dosud přesně popsány. Jedním 

z možných mechanismů je schopnost LDL přilnout k PM spermií a vytvořit tak ochranný 

film (Bergeron et al., 2004). Bylo zjištěno, že LDL hraje významnou roli v průběhu procesu 

gelace vaječného žloutku (Wakamatu et al., 1982; Primacella et al., 2018). Při tomto procesu, 

který je spouštěn kryokonzervací, dochází k rozvolnění struktury LDL. Vazby mezi lipidy a 

fosfolipidy jsou narušovány, přičemž právě naopak je tomu u vazeb mezi proteiny. Triglyceridy 

a fosfolipidy jsou tak uvolňovány do média a apoproteiny obalující jádro částic LDL se stávají 

méně rozpustnými a vytváří gel. Fosfolipidy poté mohou tvořit ochranný film na povrchu 

PM (Hu et al., 2010). Je však také možné, že by mohly být celé molekuly vázány na PM spermií 

(Bergeron et al., 2004). Těmito interakcemi může být vytvářena mechanická bariéra chránící 

fázové rozhraní PM proti narušení (Martinet et al., 2003). Navíc dochází k inkorporaci LDL do 

struktury PM, a tím ke zvyšování obsahu cholesterolu a fosfolipidů v plazmatické membráně, 

což znamená jejich vyšší odolnost v průběhu kryokonzervace (Bergeron et Manjunath, 2006). 

Dalším mechanismem působení LDL na spermie je jeho schopnost vytvářet velice stabilní 

komplexy s BSP-A1, BSP-A2, BSP-A3 a BSP-30-kDa, souhrnně nazývané BSP (Bovine Sperm 

Binder) proteiny (Lusignan et al., 2011b). Ty tvoří 80 % celkového množství bílkovin semenné 

plazmy. BSP jsou na fosfatydilcholin v PM spermií vázány ihned po ejakulaci (Srivastava et al., 

2012), dále mají schopnost vázat se na kapacitační faktory (heparin, HDL), z čehož vyplývá 

jejich pozitivní efekt. Avšak na druhou stranu je zde také jiný efekt než ten fyziologický. Jsou-

li spermie vystavovány proteinům po delší dobu, jako např. v průběhu procesu kryokonzervace, 

je jejich účinek negativní kvůli schopnosti těchto proteinů stimulovat vylučování cholesterolu a 

fosfolipidů z PM (Lusignan et al., 2011b; Rodriguez-Martinez et al., 2011; Srivastava et al., 

2013). To vede ke zvýšení citlivosti spermií na proces kryokonzervace ve vztahu např. 
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k chladovému šoku (Therien et al., 1999; Morris et al., 2012) nebo vlivem destabilizace PM 

může dojít k předčasným kapacitačním změnám spermií (Cormier et Bailey, 2003; Faezah et al., 

2014). LDL, jak bylo zjištěno autory (Lusignan et al., 2011b), je charakteristické velkou 

kapacitou pro vazbu těchto proteinů, a navíc vytvořené vazby jsou velice stálé, a to i 

po rozmrazení. Dále bylo prokázáno, že vazba LDL na BSP proteiny je nasycená, rychlá a 

specifická (Manjunath et al., 2002; Lusignan et al., 2011b). Jiným pozitivním vlivem LDL je 

jeho příznivé působení na antioxidativní aktivitu enzymů katalázy (CAT), glutation 

peroxidázy (GSH-Px) a redukovaného glutationu (GSH), které hrají důležitou roli při zachování 

fertilizační schopnosti spermií (Hu et al., 2011). Kvůli vysokému podílu polynenasycených 

mastných kyselin v plazmatické membráně, jsou spermie citlivé právě na poškození oxidativním 

stresem, jenž je vysokou měrou ovlivňován kryokonzervací (Tapia et al., 2012). Právě 

antioxidativní aktivita výše jmenovaných enzymů byla díky přítomnosti LDL v ředidle 

prokazatelně zvýšena (Hu et al., 2011; Perumal et al., 2016). 

Výše uvedené mechanismy působení LDL příznivě ovlivňují kvalitativní parametry 

spermií a působí tak pozitivně na udržení jejich fertilizační schopnosti po rozmrazení. Veškeré 

studie zabývající se efektem LDL na spermie býků po rozmrazení hodnotily jeho vliv v podobě 

náhrady vaječného žloutku v receptuře ředidel. Autoři Moussa et al. (2002) kromě zdokonalení 

postupu získávání LDL, jako první odhalili skutečnost, že optimální koncentrací je 8 % LDL v 

ředidle z hlediska procentuální motility spermií býků po rozmrazení. Dalšími autory byl tento 

fakt potvrzen a doplněn o další výsledky poukazující na pozitivní vliv této koncentrace LDL na 

další in vitro parametry spermií, jako je integrita plazmatické a akrozomální membrány 

zachování aktivity mitochondrií či integrity DNA (Amirat et al., 2005; Hu et al., 2010; Hu et al., 

2011).  

Pouze v omezeném počtu studií zabývajících se efektem LDL na spermie býků byly 

zahrnuty ředidla na bázi sójového lecitinu a to pouze v kontrolních skupinách. Jak z hlediska 

motility spermií, tak integrity plazmatické a akrozomální membrány byly tyto parametry 

signifikantně zlepšeny vlivem LDL, které v ředidlech nahrazovalo vaječný žloutek, v porovnání 

s ředidly s obsahem rostlinného lecitinu (Amirat et al., 2005; Vera-Munoz et al., 2011).  

 

Ve všech výše uvedených studiích nebyl popsán žádný postup konzervace LDL po jeho 

získání. Z toho vyplývá menší úroveň jeho potenciálního praktického využití. To by mohlo být 

zdokonaleno možností konzervace LDL pomocí azidu sodného, který by mohl mimo 

prodloužení doby jeho použitelnosti rovněž eliminovat také hygienická rizika (Hyldgaard et al., 
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2014), jež jsou hojně diskutovaným tématem (Bousseau et al., 1998; Aires et al., 2003; Layek et 

al.; 2016). 

Absence konzervace LDL tak otevírá otázku možnosti otestování jeho ošetření po výrobě 

pomocí azidu sodného. To by znamenalo jeho stabilizaci, omezení mikrobiálního rizika, 

prodloužení doby použitelnosti a tím zvýšení potenciální úspěšné translace výsledků výzkumu 

do praxe.  

 

 Pozitivní efekty LDL byly ve všech případech testovány a potvrzeny v souvislosti 

s eliminací vaječného žloutku z receptury ředidel, tedy jeho substituce pomocí LDL (např. 

Moussa et al., 2002; Hu et al., 2011). Jen v omezeném počtu studií byly pro srovnání 

dynamických vlastností ředidel zařazeny i vzorky spermií, v kontrolních skupinách, ošetřené 

ředidly na bázi sójového lecitinu. I v tomto případě spermie ředěné v ředidlech, kde byl vaječný 

žloutek nahrazen LDL vykazovaly po rozmrazení lepší kvalitativní parametry v porovnání s 

ředidly s obsahem sójového lecitinu (Amirat et al., 2004; Amirat et al., 2005; Amirat-Briand et 

al., 2009). 

 Dosavadní studie zabývající se srovnáním kryoprotektivního efektu ředidel s obsahem 

vaječného žloutku s ředidly na bázi sójového lecitinu neprokázaly shodující se výsledky. 

S ohledem na potvrzené pozitivní efekty LDL vyvstává tedy otázka, zda by se pozitivní účinky 

LDL mohly projevit ve spojení s ředidly na bázi sójového lecitinu a dojde tak ke zlepšení jejich 

kryoprotektivních vlastností. Navíc ve prospěch této hypotézy hraje roli i skutečnost, že LDL je 

možno využívat jako bio-nanomolekulu při transportu terapeutických substancí na buněčné 

úrovni (Harisa et Alanazi, 2014), což ukazuje na jeho vynikající schopnost interakce s PM. 

 

2.5 Hodnocení kvalitativních parametrů spermií 

Hodnocení kvalitativních ukazatelů spermií slouží k posouzení jejich funkčního stavu související 

do jisté míry s jejich potenciální fertilizační schopností. Na inseminačních stanicích je 

z praktického hlediska prováděno hodnocení omezeného počtu parametrů spermií, a to v rámci 

vstupní kvality ejakulátu po odběru a následně pro ověření úspěšnosti kryokonzervace. Ve 

výzkumu, při vývoji nových postupů týkající se zpracování spermií, kam patří samozřejmě i 

modifikace ředidel semene, je k hodnocení jejího vlivu využívána širší škála funkčních 

parametrů spermií.  

 Jedním ze základních ukazatelů kvality spermií je jejich motilita (Sellem et al., 2015). 

Toto hodnocení může být prováděno dvěma způsoby. Subjektivní hodnocení s sebou nese řadu 
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možných vlivů, které mohou výsledek zatížit chybou (Contri et al., 2010). Významně 

objektivnější metodou s větší možností standardizace v rámci určité laboratoře je počítačem 

řízená analýza spermií (Computer Assisted Sperm Analysis - CASA) (Amann et Waberski, 

2014). V tomto případě nehraje hlavní roli lidské oko, ale kamera převádějící pohyb spermií do 

digitální podoby a počítačový software se specifickými algoritmy, který vypočítává řadu 

individuálních kinematických parametrů společně s ukazatelem procentuální celkové a 

progresivní motility. Avšak i v případě použití této metody může dojít k zatížení výsledků 

chybou a to ve všech fázích procesu hodnocení vzorku od použití vhodné komůrky po vhodné 

statistické zpracování a interpretaci dat (Holt et al., 2007; Gallego et al., 2017). Tato metoda byla 

využívána v našich studiích, bylo tedy velmi relevantní se hlouběji zabývat jak faktory 

s možným dopadem na kvalitu výsledků, tak i dalším vývojem stávajícího softwaru v laboratoři 

Katedry veterinárních disciplin. Z tohoto důvodu bylo naplánováno zpracování review 

zaměřeného na aktuální stav poznání týkající se CASA s důrazem na faktory ovlivňující 

výsledky a metody zpracování dat. Pro zpřesněním výsledků kvalitativní analýzy spermií po 

rozmrazení bylo nutné doplnit výše uvedené hodnocení motility o analýzu dalších funkčních 

parametrů (Sellem et al., 2015). Mezi ty patří v první řadě viabilita, primárně spojována 

s integritou plazmatické membrány (Gillan et al., 2008). Intaktnost této struktury může být 

hodnocena na základě schopnosti buňky nepřijmout do cytoplasmy barvivo Eosin. 

Sofistikovanější alternativou pro tuto základní metodu je použití fluorochromů 

charakteristických jejich vyšší specifitou. Jde například o karboxyfluorescein di-acetát nebo 

SYBR 14 v kombinaci s propidium jodidem, který je nejčastěji využíván pro značení mrtvých 

buněk z důvodu schopnosti interkalace mezi porušené báze DNA (Kumar et al., 2017). SYBR 14 

je jedna z nejlepších variant díky jedinečné vlastnosti, být vázán pouze na neporušenou DNA, 

proto podává velice objektivní výsledky i při hodnocení spermií po rozmrazení, kde je velké 

riziko interference fluorochromu se složkami ředidla (Graham et al., 1990; Petrunkina et al., 

2010). Další strukturou nezbytnou pro úspěšné oplození je akrozóm. Jeho integritu je možné 

fluorescenčně stanovit nejčastěji na základě specifické vazby lektinů na sacharidy obsažené v 

akrozómu. Přičemž pro hodnocení spermií býků je uváděno vhodnější použití lektinu původem 

z Pisum Sativum (PSA). Soubor funkčních parametrů, které v současnosti již patří na 

experimentální úrovni ke standardům, uzavírá stanovení mitochondriální aktivity. Nejčastěji je 

využíváno fluorochromu MitoTracker, kdy princip funkce spočívá v jeho akumulaci uvnitř 

funkčních mitochondriích. Přičemž musí být bráno na zřetel, zda bude využita aldehydová fixace 

či nikoli. 
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 U těchto fluorescenčních metod je nespornou výhodou vysoká specifita a možnost 

využití průtokové cytometrie přinášející vysokou objektivitu výsledků z důvodu velkého počtu 

pozorovaných spermií v porovnání s počítáním buněk na mikroskopických preparátech (Hossain 

et al., 2011). 
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3 Hypotézy a cíle 

 

Byly stanoveny hypotézy:  

 

 Modifikace receptury vybraných ředidel pomocí LDL bude mít pozitivní dopad 

na rezistenci spermií vůči chladovému šoku 

 Modifikace receptury vybraných ředidel na bázi sójového lecitinu pomocí LDL povede 

ke zvýšení jejich kryoprotektivních vlastností 

 Substitucí vaječného žloutku v ředidle pomocí LDL ošetřeného azidem sodným bude 

dosaženo výsledků srovnatelných se standardy uváděnými v literatuře. 

 

 

Pro ověření hypotéz byly stanoveny následující cíle: 

 

 Stanovit efekt LDL v ředidlech semene na rezistenci spermií býků vůči chladovému šoku 

před kryokonzervací  

 Stanovit efekt adice LDL do ředidel na bázi sójového lecitinu na funkční parametry 

spermií býků po kryokonzervaci 

 Ověřit standardní účinnost LDL při substituci vaječného žloutku v ředidle v porovnání 

s publikovanými standardy s ohledem na použití azidu sodného pro jeho dlouhodobé 

uchovávání 

 Optimalizovat metodiku pro hodnocení motility spermií pomocí počítačem řízené 

analýzy (CASA) 

o Analýza aktuálního stavu problematiky  

o  Aplikace teoretických a praktických poznatků do praxe v laboratoři Katedry 

veterinárních disciplin včetně modifikace stávajícího softwaru.  
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4 Publikované práce 

 

4.1 Počítačem řízená analýza spermií současný stav poznání, faktory ovlivňující výsledky 

a translace poznatků do modulu CASA - NIS Elements 4.50  

 

Motilita spermií je jeden ze základních ukazatelů funkční integrity potažmo fertility po jejich 

kryokonzervaci. V posledních letech se zvýšila objektivita metod hodnocení díky zavedení 

počítačem řízené analýzy spermií (anglický ekvivalent Computer Assisted Sperm Analysis - 

CASA) (Mortimer, 2000; Amann et Waberski, 2014). Z výzkumné sféry se v poslední době 

značnou měrou rozšířila do praxe a je hojně využívána pro kontrolu kvality na inseminačních 

stanicích býků (Kathiravan et al., 2011). Pro dosažení zmiňované vyšší objektivity a 

opakovatelnosti výsledků je nutné dodržet řadu zásad a doporučení, které poté vedou jak k vyšší 

porovnatelnosti výsledků napříč laboratořemi, tak ke zpřesnění tolik žádané predikce fertility 

spermií následně v podmínkách in vivo.  

 

V této souvislosti byl stanoven cíl: Optimalizovat metodiku pro hodnocení motility spermií 

pomocí počítačem řízené analýzy (CASA). 

 

Na Katedře veterinárních disciplin je dlouhodobě používán software NIS Elements (Laboratory 

Imaging s.r.o., Praha). Ovšem, co se týče modulu CASA, musel být z hlediska specifických 

požadavků modifikován. Z tohoto důvodu bylo zpracováno podrobné review, které se soustředilo 

na informace o klíčových aspektech této metody shrnující aktuální poznatky týkající se celé řady 

faktorů ovlivňujících výstupy a metodické postupy zpracování dat. Dále to byly i praktické 

zkušenosti z několikaměsíční stáže na Veterinární fakultě Univerzity v Murcii (Španělsko), jež 

umožnily aktivní podíl na dalším vývoji modulu CASA.  

V rámci spolupráce s touto firmou byl tak modul na základě připomínek a návrhů modifikován a 

byla vytvořena jeho finální podoba. Co se týče konkrétních změn v softwaru, byl především 

doplněn o důležité funkce zajišťující zpřesnění výsledků, kontrolu při analýze nasnímaných 

vzorků a uživatelsky příjemnější práci se získanými daty. 

 

 

Bylo tak dosaženo translace teoretických a praktických poznatků do praxe laboratoře Katedry 

veterinárních disciplin. Konkrétně šlo o tyto nejdůležitější softwarové modifikace: I) 
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přidání/odebrání nasnímaných objektů z následující analýzy; II) kontrolní výpočet koncentrace 

před snímáním spermií; III) okamžitý výpočet celkové a progresivní procentuální motility 

spermií; IV) automatický export dat do souboru Excel; V) uživatelské rozhraní zajišťující lepší 

kontrolu nad pořízenými daty. 

 Tímto byly vytvořeny podmínky pro experimentální studie týkající se tématu této 

disertační práce a rovněž pro další výzkumné týmy Katedry veterinárních disciplin.  

 

 

Publikace: 

Simonik, O., Sichtar, J., Krejcarkova, A., Rajmon, R., Stadnik, L., Beran, J., Dolezalová, M., 

Biniova, Z. 2015. Computer assisted sperm analysis – the relationship to bull field fertility, 

possible errors and their impact on outputs: A review. Indian Journal of Animal Sciences. 85 (1). 

3-11.  

 

Dalším výstupem na základě zpracovaného review a praktických zkušeností ze zahraničních 

stáží bylo vytvoření detailního manuálu pro práci s modulem CASA softwaru NIS Elements 

4.50. (viz příloha č 1.) 
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4.2 Ovlivnění rezistence spermií býků vůči chladovému šoku - vliv přítomnosti LDL 

v ředidlech semene před kryokonzervací  

 

Již v průběhu procesu postupného zchlazování a ekvilibrace, jakožto jednoho z kroků 

kryokonzervace spermií, dochází ke značné negativní zátěži (Barbas et Mascarenhas, 2009). 

Jedním z hlavních projevů stresových podmínek jsou změny v lipidové struktuře plazmatické 

membrány vedoucí k nevratným změnám především, co se týče obsahu cholesterolu (Salmon et 

al., 2016). Je známo, že tato molekula dokáže s plazmatickou membránou interagovat, je tedy 

evidentní, že hraje klíčovou roli ve stabilitě plazmatické membrány a ochraně jejich funkčních 

vlastností (Moce et al., 2010a; Le Guillou et al., 2016).  

 

 

Hypotéza: Modifikace receptury vybraných ředidel pomocí LDL bude mít pozitivní dopad na 

rezistenci spermií vůči chladovému šoku.  

 

Cíl: Stanovit efekt LDL v ředidlech semene na rezistenci spermií býků vůči chladovému šoku. 

 

Vliv LDL před vlastní kryokonzervací spermií byl hodnocen na základě jejich rezistence vůči 

chladovému šoku v průběhu dvouhodinného termodynamického testu supravitálním barvením 

pomocí eosinu a nigrosinu.  

 Prvotní výsledky ukázaly srovnatelné procento spermií s intaktní plazmatickou 

membránou v přítomnosti LDL v porovnání s kontrolními skupinami ředidel na začátku i na 

konci dvouhodinového termodynamického testu. Na základě podrobnější statistické analýzy, 

která zohledňovala interakci LDL se specifickým typem ředidla, byl odhalen pozitivní vliv adice 

6% LDL do ředidla Bioxcell. Obdobný vliv byl pozorován i po dvou hodinách 

termodynamického testu, kdy stejná koncentrace LDL největší měrou zredukovala procento 

spermií s porušenou plazmatickou membránou.  

 

 Bylo tedy prokázáno, že již před kryokonzervací LDL vykazuje pozitivní efekt 

v kontextu použitého ředidla s obsahem sójového lecitinu na plazmatickou membránu spermií. 

Potvrdil se tak potenciál testování vlivu adice LDL ve smyslu zvyšování kryoprotektivních 

vlastností této kategorie ředidel.  
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Publikace: 

Beran, J., Šimoník, O., Stádník, L., Rajmon, R., Ducháček, J., Krejcárková, A., Doležalová, M., 

Šichtař, J. 2013. Effect of bull, diluter and LDL-cholesterol concentration on spermatozoa 

resistence against cold shock. Acta Universitatis Agriculturae et Silviculturae Mendelianae 

Brunensis. 61 (6). 1575-1581. 

 

Beran, J., Šimoník, O., Rajmon, R., Stádník, L., Doležalová, M., Krejcárková, A., Ducháček, J., 

Šichtař, J. 2016. Effect of LDL addition into selected bull sperm diluters on resistance of 

spermatozoa against cold shock. Acta universitatis agriculturae et silviculturae mendelianae 

brunensis. 64 (2). 395-399. 
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4.3 Možnost zvýšení kryoprotektivních vlastností ředidel bez obsahu vaječného žloutku - 

vliv adice LDL do ředidel na bázi sójového lecitinu na funkční parametry spermií 

býků po rozmrazení 

 

I přes dlouhodobou snahu výzkumných týmů zvýšit efektivitu kryokonzervace spermií býků je 

v současnosti uváděno jak vědeckými zdroji (Layek et al., 2016), tak i z praxe (MVDr. 

Koubková CRV Czech Republic spol s.r.o. 2017, pers. comm.), že až 50 % buněk je nenávratně 

během procesu kryokonzervace poškozeno. Jednou z hlavních strategií, jak zvýšit procento 

intaktních spermií po rozmrazení, a tím kvalitu inseminačních dávek, je modifikace receptury 

ředidel semene, především co se týče obsažených kryoprotektantů (Moce et al., 2010a). Široce 

využívána jsou ředidla s obsahem vaječného žloutku (Celeghini et al., 2008), ovšem přítomnost 

žloutku představuje určité překážky a rizika (Amirat et al., 2004; Amirat et al., 2005). U ředidel 

bez obsahu komponent živočišného původu, kde je obsažen sójový lecitin nebyla prozatím 

jednoznačně prokázána srovnatelná kryoprotektivní účinnost v porovnání s prvně jmenovanými 

(Crespilho et al., 2012; Murphy et al., 2017). Pro zachování životaschopnosti a tím i fertilizační 

schopnosti spermií je zásadní zachování integrity plazmatické membrány. Z tohoto hlediska je 

velice podstatný cholesterol, přičemž LDL, jako hlavní komponenta vaječného žloutku 

podmiňující jeho kryoprotektivní vlastnosti, ve své struktuře cholesterol nese, spolu s další 

důležitou složkou, kterou jsou antioxidanty (Anton et al., 2003; Harisa et Alanazi, 2014). Je tedy 

otázkou, zda by LDL mohlo přispět ke zvýšení kryoprotektivních vlastností ředidel s obsahem 

sójového lecitinu. 

 Vzhledem k tomu, že LDL není komerčně dostupné, jeho izolace probíhala na základě 

publikované metodiky (Moussa et al., 2002). Pro účely dlouhodobějšího uchovávání LDL byl 

metodický postup ve finálních fázích modifikován přidáním konzervantu azidu sodného. Námi 

izolovaný LDL bylo tedy nutné otestovat ve smyslu porovnatelnosti s výsledky ostatních autorů.  

 

Hypotéza: Modifikace receptury vybraných ředidel na bázi sójového lecitinu pomocí LDL 

povede ke zvýšení jejich kryoprotektivních vlastností. 

 

Cíl: Stanovit efekt adice LDL do ředidel na bázi sójového lecitinu na funkční parametry spermií 

býků po kryokonzervaci. 

V prvotní studii byla testována širší škála ředidel a koncentrací LDL. Vliv LDL na funkci 

spermií po rozmrazení byl hodnocen na základě průměrných hodnot kinematických parametrů 

motility spermií a jejich viability. Výsledky ukázaly pozitivní efekt 6% LDL v případě adice do 
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ředidla Bioxcell, tato koncentrace se tak ukázala ve spojení s tímto ředidlem jako potenciálně 

optimální.  

 V navazující studii byl hodnocen vliv adice LDL do ředidel na bázi sójového lecitinu již 

jen ve vybrané koncentraci 6%. Na základě zpracovaného review a praktických zkušeností 

ze zahraniční stáže byl použit alternativní statistický přístup k hodnocení motility spermií 

z CASA clusterovou analýzou. Tato multiparametrická statistická metoda zohledňuje 

biologickou podstatu vzorků tím, že poskytuje možnost hodnocení jednotlivých subpopulací 

spermií ve vzorku (Holt et al., 2007). Pozitivní vliv LDL na distribuci jednotlivých subpopulací 

spermií byl zřetelný u obou vybraných ředidel Bioxcell i Andromed. Podobně jako u motility se 

projevil pozitivní vliv LDL i na integritu akrozómu spermií. Signifikantní se ukázal v případě 

adice LDL do ředidla Bioxcell. Zajímavé je, že při hodnocení funkčního stavu mitochondrií se 

efekt LDL ukázal jako významný naopak u ředidla Andromed. Procento živých spermií po 

rozmrazení s intaktní plazmatickou membránou nebylo překvapivě přítomností LDL v žádném 

z ředidel podpořeno. Lze předpokládat, že rozdíly ve vlivu LDL mohou souviset s odlišným 

složením samotných ředidel, především co se týče procentuálního zastoupení a sójového lecitinu.  

 

 Výsledky studií ukázaly prokazatelný efekt adice LDL do ředidel s obsahem sójového 

lecitinu, kdy konkrétní dopad na spermie po rozmrazení souvisí s použitým ředidlem. Adicí LDL 

je tedy možné zvyšovat kryoprotektivních vlastnosti ředidel s obsahem sójového lecitinu. 

 

Hypotéza: Substitucí vaječného žloutku v ředidle pomocí LDL ošetřeného azidem sodným bude 

dosaženo výsledků srovnatelných se standardy uváděnými v literatuře.  

Cíl: Ověřit standardní účinnost LDL při substituci vaječného žloutku v ředidle a porovnat 

s publikovanými standardy s ohledem na použití azidu sodného pro jeho dlouhodobé 

uchovávání. 

Z hlediska praktické využitelnosti bylo důležité ověřit standardní kvalitu a funkci námi 

produkovaného LDL. V rámci studie Simonik et al. (2016) byla testována i substituce vaječného 

žloutku v ředidlech pomocí LDL, přičemž výsledky byly shodné s výstupy studií ostatních 

autorů. Ukázala se tak standardní kvalita a funkce námi produkovaného LDL, které bylo 

v konečných fázích izolace přechodně konzervováno azidem sodným. 
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Byla tedy potvrzena možnost prodloužené skladovatelnosti LDL před jeho použitím. Tento fakt, 

jako další prvek novosti představuje důležitý krok z hlediska potenciálu praktického využití LDL 

a translace výsledků výzkumu do praxe. 
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5 Sumární diskuze 

V současnosti je umělá inseminace kryokonzervovaným semenem nejpoužívanější 

biotechnologickou metodou v chovu mléčného skotu. Nicméně navzdory dlouhé době, která 

uplynula od prvních objevů možnosti kryokonzervace spermií býků (Polge et Rowson, 1952), je 

v současnosti uváděno, že je až padesát procent spermií během tohoto procesu nenávratně 

poškozeno (Layek et al., 2016). V souvislosti se současným poklesem reprodukční výkonnosti 

plemenic (Anggraeni et al., 2016) je tedy zcela zřejmé, že snahy o zvýšení efektivity 

kryokonzervace, a tím výsledně kvality inseminačních dávek jsou velice žádoucí. Jednou 

z hlavních cest, jak omezit působení negativních vlivů kryokonzervace a zvýšit tak její 

úspěšnost, je modifikace složení ředidel semene (Holt, 2000a). Prakticky nejpoužívanější 

alternativou široce využívaných ředidel s obsahem vaječného žloutku (Murphy et al., 2018) jsou 

ředidla na bázi sójového lecitinu (Muino et al., 2008; Layek et al., 2016). Ta sice eliminují určité 

problémy, které představuje přítomnost vaječného žloutku (Bousseau et al., 1998; Amirat et al., 

2005; Ansari et al., 2010), ovšem studie zabývající se problematikou porovnatelnosti protektivní 

účinnosti těchto dvou typů ředidel se ve výsledcích rozcházejí např. (Crespilho et al., 2012; 

Murphy et al., 2017).  

 

 Výsledky studie autorů Pace et Graham (1974) jako první ukázaly, že funkční složkou 

vaječného žloutku odpovědnou za jeho kryoprotektivní vlastnosti je LDL. Po publikaci metodiky 

pro jeho efektivnější izolaci (Moussa et al., 2002) následovaly další studie, jež na základě 

substituce vaječného žloutku pomocí LDL v ředidlech semene býků prokázaly jeho pozitivní 

působení na spermie býků po rozmrazení např. (Hu et al., 2010; Hu et al., 2011). Námi 

používané LDL bylo produkováno na základě navržené metodiky výzkumným týmem Moussa et 

al. (2002), která byla ovšem částečně modifikována přidáním azidu sodného, z důvodů možnosti 

jeho dlouhodobějšího skladování. Součástí naší práce bylo ověření standardních vlastností námi 

produkovaného LDL. Dle našich výsledků se jako nejoptimálnější, z hlediska motility spermií, 

pro substituci vaječného žloutku jevila 8% koncentrace LDL, což se shoduje i s pracemi 

ostatních týmů (Amirat et al., 2004; Hu et al., 2011).  Námi připravované LDL tak 

vykazovalo standardní vlastnosti i po jeho konzervaci, což zvyšuje jeho potenciální praktickou 

využitelnost.  

 

Naše studie byly primárně zaměřeny na posouzení vlivu adice LDL do ředidel s obsahem 

sójového lecitinu. Pravděpodobné mechanismy působení LDL a sójového lecitinu jsou obdobné 

(Bergeron et Manjunath, 2006; Zhang et al., 2009). Ovšem sójový lecitin postrádá ve své 
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struktuře cholesterol, což je zásadní složka z hlediska rezistence spermií vůči kryokonzervaci 

(Moce et al., 2010a). Částice LDL kromě vysokého obsahu cholesterolu s sebou nesou také 

antioxidanty (Anton et al., 2003; Alvarez-Rodriguez et al., 2013). LDL je tak substancí 

s vysokým potenciálem zvyšovat kryoprotektivní vlastnosti ředidel s obsahem sójového lecitinu. 

 

Negativním faktorům jsou spermie vystaveny již před samotnou kryokonzervací 

v průběhu postupného zchlazování a ekvilibrace naředěného semene, neboť už v této fázi působí 

faktory chladového šoku narušující fyziologickou funkci PM (Morris et al., 2012). Vzhledem 

k tomuto faktu se naše prvotní studie zabývaly vlivem LDL na spermie již v těchto fázích 

kryokonzervace. Hodnocení odolnosti probíhalo na základě procentuálního zastoupení spermií s 

intaktní PM, což je primárně poškozovaná struktura v průběhu procesu kryokonzervace (Moce et 

al., 2010b; Tapia et al., 2012; Khalil et al., 2018). Výsledky prokázaly pozitivní vliv LDL ve 

spojení s vybranými ředidly na bázi sójového lecitinu Andromed a Bioxcell na rezistenci spermií 

vůči chladovému šoku. Zjištění pozitivního efektu LDL již v prvotních fázích procesu 

kryokonzervace nám poskytlo relevantní podklad pro následné testování vlivu LDL ve 

specifických typech ředidel po vlastní kryokonzervaci.  

 

V průběhu samotné kryokonzervace jsou buňky nadále vystavovány značné zátěži. 

Snižující se teplota dále vede k přechodu fluidního stavu membrány v krystalickou formu (Sieme 

et al., 2015) a současně jsou spermie vystavovány fluktuacím osmotického tlaku zapříčiněného 

tvorbou extracelulárních krystalů (Holt, 2000a; Morris et Acton, 2013). Výsledky předchozích 

studií ostatních autorů, které byly všechny zaměřeny na možnost náhrady vaječného žloutku 

v ředidlech ejakulátu býků pomocí LDL, prokázaly jeho pozitivní vliv na řadu funkčních 

parametrů spermií býků po rozmrazení (Hu et al., 2011; Perumal et al., 2016). Naše prvotní 

výsledky ukázaly, že adice 6% LDL pozitivně ovlivňovala průměrné hodnoty kinematických 

parametrů motility spermií, především ve spojení s ředidlem Bioxcell. Co se týče vlivu LDL na 

viabilitu spermií, nebyla prokázána statistická významnost.  

V navazující studii bylo semeno odebráno podstatně většímu počtu býků 

při několikanásobném opakování a současně byl efekt adice LDL na kvalitu spermií 

po rozmrazení hodnocen na základě širší škály funkčních parametrů. Tím byla podpořena váha 

výsledků z hlediska potenciální fertilizační schopnosti spermií (Sellem et al., 2015). Navíc byla 

analýza vybraných parametrů spermií objektivizována jak použitím průtokové cytometrie 

(Hossain et al., 2011), tak využitím clusterové analýzy pro vyhodnocení dat z CASA. Tato 

multiparametrická statistická metoda umožňuje hodnocení vzorku na základě přítomnosti 



80 
 

různých subpopulací spermií (Holt et al., 2007), přičemž její použití bylo iniciováno na základě 

zpracovaného review (Simonik et al., 2015) a praktických zkušeností ze  zahraničních stáží. 

Clusterová analýza je v současnosti vědeckou společností přijímána jako nejvhodnější statistický 

postup pro hodnocení kinematických parametrů motility spermií. Zohledňuje heterogenitu 

populace spermií ve vzorku, což udává její vysokou vypovídající biologickou hodnotu (Holt et 

Van Look, 2004), a lze tak s její pomocí přesněji odhalit vliv modifikace podmínek při 

kryokonzervaci (Muino et al., 2008; Sichtar et al., 2017).  

Získané výsledky ukázaly signifikantní efekt adice LDL na zastoupení spermií 

v subpopulacích zahrnující rychlé a pomalé u obou vybraných ředidel. Navíc se LDL jeví jako 

optimálnější po přidání do ředidla Bioxcell, protože v tomto případě byl nárůst procenta 

v subpopulaci zahrnující spermie s rychlým pohybem nejvýraznější. Významnost procentuálního 

zastoupení spermií v této subpopulaci dokládají výsledky studie (Ferraz et al., 2014), pozitivně 

korelující s výsledky in vitro oplození. Co se týče výsledků procenta progresivně motilních 

spermií (PMOT), nebyl účinek LDL prokázán. To zřetelně ukazuje na velmi obecnou 

vypovídající schopnost tohoto nejčastěji v praxi hodnoceného parametru spermií.  

LDL při nízkých teplotách dosahovaných v průběhu kryokonzervace hraje klíčovou roli 

při tzv. gelaci vaječného žloutku (Wakamatu et al., 1982; Primacella et al., 2018). Při tomto 

procesu dochází k rozvolňování struktury LDL a následnému uvolnění obsažených fosfolipidů a 

cholesterolu LDL do média obklopující spermie, čímž je umožněna jejich interakce s PM a 

tvorba ochranného filmu (Martinet et al., 2003). Byla prokázána vysoká afinita LDL k vazbě do 

vnějšího listu PM (Le Guillou et al., 2016), čímž je pozměňován poměr zastoupení cholesterolu 

k fosfolipidům a tím je docíleno potenciálně vyšší rezistence této struktury vůči kryokonzervaci 

(Bergeron et al., 2004). Tento princip hraje klíčovou roli v kryoprotektivním působení vaječného 

žloutku v ředidlech semene (Oldenhof et al., 2015). Vyšší koncentrace cholesterolu v PM jsou 

schopny pozitivně ovlivňovat rovněž stabilitu proteinových struktur (Sultan, 2010) a udržovat 

tak jejich biologickou aktivitu související s procesy nezbytnými pro úspěšnou fertilizaci, jako je 

např. kapacitace (Travis et Kopf, 2002) nebo vazba spermie na oocyt (Jankovicova et al., 2016). 

Naše výsledky ovšem neukázaly v žádném z vybraných ředidel signifikantně pozitivní vliv adice 

LDL na integritu PM. To není sice zcela ve shodě s výsledky předešlých studií hodnotících LDL 

jako substituent vaječného žloutku, ovšem na druhou stranu jsou tyto výsledky obdobné jako 

v případě studie autorů (Amirat et al., 2005). Ta díky využití elektronové mikroskopie poskytla 

vůbec nejdetailnější náhled na fungování LDL v rámci PM, výsledky neukázaly významnou 

podporu její ultrastrukturální integrity. Navíc působení LDL na funkční stav plazmatické 

membrány může být za možnostmi detekovatelnosti použité metody pro hodnocení. Jeho vliv 
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může být pozorovatelný na mnohem jemnější úrovni, například ve spojení s udržením integrity 

proteinových struktur v PM. Ve spojení s našimi výsledky ukazujícími pozitivní vliv LDL 

na motilitu se jako pravděpodobný jeví pozitivní vliv LDL na A-kinase anchored protein 

(AKAP4) úzce související s motilitou spermií (Luconi et al., 2011). 

 Vliv LDL se může projevit v rámci dalších buněčných struktur úzce souvisejících s PM 

(Perumal et al., 2016). Proto bylo do studie zařazeno i hodnocení efektu LDL na míru poškození 

akrozómu spermií po rozmrazení. Výsledky ukázaly pozitivní vliv 6% koncentrace LDL v 

ředidle Bioxcell
® 

na míru intaktnosti této struktury důležité pro úspěšné navázání spermie a 

oplození oocytu. Tato koncentrace byla prokázána jako optimální z hlediska rezistence spermií 

vůči chladovému šoku již před kryokonzervací (Beran et al., 2016). Tento pozitivní efekt by 

mohl být spojen se schopností LDL nepřímo působit na udržení stability a funkční integrity PM. 

LDL je charakteristické vysokou afinitou k proteinům rodiny BSP (Bovine Sperm Binder), kdy 

prodloužená expozice spermií těmto proteinům vede k destabilizaci PM (Lusignan et al., 2011a).  

 Další významnou vlastností LDL jsou antioxidační účinky, které udává obsah 

antioxidačních složek α-tokoferolu a ubiquinolu (Alvarez-Rodriguez et al., 2013). Vysoký podíl 

polynenasycených mastných kyselin v PM spermií zvyšuje významně jejich predispozice 

k poškození volnými kyslíkovými radikály (Tapia et al., 2012). Spermie mají navíc velice 

omezenou kapacitu antioxidativního systému (Gharagozloo et Aitken, 2011). Bylo prokázáno, že 

přítomnost LDL pozitivně ovlivňuje aktivitu enzymů katalázy, superoxid dismutázy a glutathion 

peroxidázy (Gharagozloo et Aitken, 2011). Celková antioxidativní aktivita LDL byla prokázána 

na vyšší úrovni i v porovnání s ředidly na bázi sójového lecitinu (Alvarez-Rodriguez et al., 

2013). Naše výsledky ukázaly významný vliv vybrané 6% koncentrace LDL na zachování 

integrity mitochondrií. Byla tak dále prokázána vysoká relevantnost adice LDL nesoucího 

s sebou antioxidanty do ředidel na bázi sójového lecitinu. Přítomnost LDL v těchto ředidlech tak 

ovlivňuje pozitivně funkční stav mitochondrií spermií po rozmrazení a potenciálně tím zvyšuje 

jejich fertilizační schopnost. Mitochondrie spermií jsou nejvíce náchylnými organelami spermií 

na zvýšené hladiny reaktivních forem kyslíku, kterých je během procesu kryokonzervace 

dosahováno (Yeste, 2015). Je všeobecně uváděno, že co se týče motility, 50 % spermií po 

rozmrazení ji ztrácí. Ovšem toto procento může být vyšší právě díky nepatrným změnám právě 

na mitochondriích, jež během posuzování motility není možné zhodnotit. Tento fakt je velice 

dobře zřetelný i z výsledků naší poslední studie. Tyto sub-letální alterace vedou jak k navýšení 

procenta spermií se sníženou oplozovací schopností (Layek et al., 2016), tak k negativnímu 

ovlivnění zbývající populace spermií kvůli nastartování procesů apoptózy (Roca et al., 2016).  
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 Výsledky působení adice LDL na zachování integrity akrozómu a mitochondrií se 

v kontextu s vybranými ředidly liší. To poukazuje pravděpodobně na jejich rozdílné složení. 

Tuto hypotézu podporují i výsledky nedávno provedené rozsáhlé studie autorů Murphy et al. 

(2017), kde samotná SL ředidla vykazovala odlišné protektivní účinky. Lze to vysvětlit možnou 

interferencí zvýšené koncentrace sójového lecitinu přítomného v ředidlech a přidávaného LDL. 

Překročení limitního množství fosfatidylcholinu inhibuje jeho pozitivní účinky (Futino et al., 

2010). Informace o přesném obsahu sójového lecitinu ve vybraných komerčně vyráběných 

ředidlech jsou nicméně nedostupné.  

 

 Kryobiologie spermií je progresivním vědním oborem a problematika modifikace složení 

ředidel semene je velice aktuálním tématem. Nedávno bylo na trh uvedeno ředidlo Optixcell 

(IMV, Francie) s obsahem uměle připravovaných lipozómů s navázaným cholesterolem. Ovšem 

tato alternativa se na základě výsledků studie Murphy et al. (2017) nejeví zcela jako optimální. 

Ředidlo neposkytovalo dostatečnou ochranu při uchovávání již ve zchlazeném stavu, v 

porovnání jak s ředidly žloutkovými, tak na bázi sójového lecitinu. Navíc výsledky prokázaly 

stejný trend i při testování in vivo, kdy se jako nejoptimálnější ukázalo ředidlo s obsahem 

vaječného žloutku. Tyto výsledky potvrzuje biofyzikální studie, jejíž výstupy ukázaly na 

signifikantně nižší afinitu lipozómů k PM spermií v porovnání s LDL. 

Pokud jde o další alternativu, jak obohatit PM spermií o cholesterol, je to využití cyklodextrinů, 

na které může být navázán a transportován. Ovšem prozatím se tato možnost nachází stále 

v experimentální fázi. Bylo však prokázáno, že tato alternativa může mít za následek prodloužení 

doby potřebné ke kapacitaci spermií, což představuje významný problém z hlediska načasování 

AI, a tím praktické využitelnosti této alternativy. Ukázaly se tak limitující vlastnosti uměle 

připravovaných substancí a ve studii Murphy et al. (2017) byly rovněž potvrzeny rozporuplné 

výsledky porovnatelnosti protektivních účinků ředidel na bázi sójového lecitinu a vaječného 

žloutku. 

 Je tedy zřejmé, že naše studie, jež se zabývaly testováním naprosto nové varianty 

modifikace ředidel s obsahem sójového lecitinu, představují významný krok k možnosti zvýšit 

jejich kryoprotektivní vlastnosti.  
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6 Závěr 

Účinnost kryoprotektantů obsažených v ředidlech semene je jedním ze zásadních faktorů 

rozhodujících o úspěšnosti kryokonzervace spermií. LDL, majoritní složka plazmy vaječného 

žloutku, je charakteristický jak svými výjimečnými protektivními vlastnostmi, tak i specifickou 

strukturou předurčující ho k jeho použití jako bio-nanomolekuly.  

 Výsledky našich studií ukázaly, že LDL v interakci s vybranými ředidly na bázi sójového 

lecitinu Andromed a Bioxcell působí pozitivně již před vlastní kryokonzervací, v průběhu 

zchlazování spermií. Po kryokonzervaci se pozitivní vliv adice LDL projevil rovněž, a to 

ve shodné koncentraci 6 %. Efekt LDL po rozmrazení se projevil v distribuci subpopulací 

motilních spermií, zvýšením procenta spermií s intaktním akrozómem a neporušenou 

mitochondriální funkcí. 

 Výsledky substituce vaječného žloutku ve žloutkových ředidlech samotným LDL byly 

obdobné, jako v případě prací ostatních autorů. Byla tak ověřena standardní kvalita námi 

produkovaného LDL a zároveň se tímto potvrdila možnost uchovávání LDL v azidu sodném. 

Bylo tedy umožněno dlouhodobější skladování většího množství LDL získaného z konkrétní 

šarže vajec, což je důležité z hlediska udržení standardního složení ředidel.  

Tento fakt znamená významné podpoření potenciální translace výsledků našeho výzkumu 

do praxe.  

 Výzkum byl veden zcela novým směrem zvyšování kryoprotektivní účinnosti ředidel 

semene býků s obsahem sójového lecitinu. Lze konstatovat, že LDL představuje substanci 

s významným potenciálem pro zvyšování kryoprotektivních vlastností tohoto typu ředidel. Naše 

práce otevřela novou cestu ke zvýšení efektivity kryokonzervace spermií býků a zároveň byl 

vědní obor kryobiologie spermií obohacen o nové poznatky týkající se synergie 

kryoprotektivního působení LDL a bezžloutkových receptur ředidel na bázi sójového lecitinu.  

 V budoucnu by bylo vhodné ověřit efekt LDL v navazující in vivo studii, případně 

hlouběji zkoumat jeho působení na proteinové struktury v plazmatické membráně, klíčové 

z hlediska fertilizační sc 

hopnosti spermií. 
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