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Uvod

Umeld insemindcia predstavuje prvi generaciu biotechnologického pokroku, ktory vyrazne
prispel k zlepsSeniu genetickych vlastnosti hospodéarsky vyznamnych zvierat, pri ktorych sa
vyuziva ejakulat jedného samca na insemindaciu viacerych samic. Tieto techniky poskytuju
pre chovatelskl prax a zivoc¢iSnu vyrobu mnohé vyhody. Ide najméa o zvySovanie kvality
genofondu pre zlepSenie uzitkovych vlastnosti zvierat a pokles rizika prenosu choréb,
nakolko sa eliminuje fyzicky kontakt medzi zvieratami. V neposlednom rade su to tiez
ekonomické dovody, ktoré sa prejavia v poklese pracovnych a materidlovych nakladov v
Zivocisnej vyrobe. Umeld inseminacia by nebola mozna bez technik dlhodobého uchovavania
samcieho genetického materialu, ¢o zabezpecuje proces kryokonzervacie spermii v podobe
inseminacnych davok. Zmrazovanie, ale aj rozmrazovanie spermii pred samotnou
inseminaciou, vSak vedie k nadprodukcii volnych radikalov, konkrétnejSie reaktivnych
foriem kyslika (ROS), ktoré preukazatelne zhorsuji pohyblivost spermii, poskodzuji ich
membranu a predovsetkym znizuju fertilizaény potencial spermii. Prva publikacia, ktora
naznacovala Skodlivé ucinky reaktivnych foriem kyslika na spermie bola uverejnena uz pred
80 rokmi a v sucasnosti je vSseobecne zname, ze nadprodukcia ROS je spédjana s poskodenim
funkcii samcich gamét s naslednou infertilitou. Délezitym aspektom ovplyviiujucim
uspesnost umelej insemindcie je teda pridavanie protektivnych latok s antioxidacnou
aktivitou do zmrazovacieho média. Hoci samotné spermie a semenna plazma disponuji
prirodzenym obrannym antioxidaénym systémom, pri kryokonzervacii dochadza v
spermatickych bunkdach k rozvoju oxidativneho stresu. Z tohto dévodu sa mnozstvo studii
venuje problematike doplnenia antioxidantov k ejakulatu, pricom aditivne latky by mali mat
schopnost ochranit samcie reprodukcné bunky nielen poc¢as procesu zmrazovania vzoriek,
ale zachovat optimalne prostredie aj po ich rozmrazeni a pocCas naslednej manipulacie.

Kryokonzervacia

Za osvedceny a efektivny sposob uchovavania ejakulatu hospodarskych zvierat sa povazuje
uz niekolko desatroci jeho konzervovanie mrazenim. Aj napriek neustalej snahe
optimalizovat kryokonzervacné protokoly sa neda pri zmrazovani iplne vyhnut poskodeniu
zarodo¢nych buniek. Reakcia saméich gamét na jednotlivé kroky kryoknzervacie sa znaCne
1iSi u jednotlivych druhov zvierat, ale vSeobecne plati, Ze spermie prezivavcov su v

SciCell Magazin - Odborny online magazin, rocnik 2023. ISSN 2585-9137


mailto:hgreifova@gmail.sk

S @MAGAHN
CIEELL Uloha antioxidantov v kryokonzervécii saméich pohlavnych buniek
hospodarskych zvierat

porovnani s inymi druhmi extrémne citlivé na teplotné zmeny v priebehu konzervacie.
Zmrazovacie protokoly sa liSia v rade prvkov celého procesu, zdkladné kroky maju ale vSetky
postupy spolocné. Zahrnaju odber ejakulatu a jeho riedenie v mraziacom extenderi, ktorého
obsah a koncentracia jednotlivych zloziek (zmes soli, sacharidov, proteinov, lipidov a
antibiotik) sa 1i$i v zavislosti od Zivo¢iSneho druhu a pouzitého protokolu. Dalej sa materiél
bali do uzatvorenych pejet o réznom priemere, ochladzuje sa a zmrazuje pomocou tekutého
dusika a jeho par. Takto sa zabezpeci zakonzervovanie spermii, ktoré sa dlhodobo skladuju v
tekutom dusiku pri teplote -196 °C.

VSeobecne plati, Ze zmrazovanie spermii vedie k poklesu vyskytu Zivotaschopnych spermii
priblizne o 50-60 %, preto je pre uspesné oplodnenie potrebna az trikrat vacsia davka
biologického materialu, ako pri pouziti ¢erstvého ejakulatu. Kvalita kryokonzervvanych
spermii zavisi najma od rychlosti zmrazovania a rozmrazovania a tiez od zlozenia
extenderov, ktoré slizia ako médium pre riedenie odobratého ejakulétu.

Oxidativny stres

S rozvojom oxida¢ného stresu v bunkach su spojené pocetné fyziologické i patofyziologické
javy, ako je napriklad starnutie, zapal, karcinogenéza alebo imunologicka obrana proti
infekciam. OxidacCny stres sa povazuje za jeden z najdolezitejSich faktorov, ktory prispieva k
nizkej kvalite kryokonzervovanych spermii. PoSkodenie buniek je vyvolané nadmernou
produkciou kyslikovych a od kyslika odvodenych oxidantov a neschopnostou biologického
systému rychlo detoxikovat tieto reaktivne intermediaty, alebo rychlo zahdjit reparacné
mechanizmy na opravu uz vzniknutych skod.

K nadprodukcii volnych radikalov dochadza v priebehu celého procesu kryokonzervacie a
nasledného rozmrazovania ejakuldtu. Navyse je preukazany aj vztah oxida¢ného stresu k
znizovaniu koncentracie prirodzenych bunkovych antioxidantov, ktoré proti volnym
radikdlom bojuju. Dochédza tak k nerovnovdhe medzi tvorbou volnych radikalov a
dostupnymi antioxidacnymi mechanizmami bunky. Okrem bunkovych proteinov a DNA je
vysoko citliva na pdsobenie oxidativneho stresu najma plazmatickd membrana spermii,
pricom tento fakt je spojeny s jej lipidovym charakterom. Membrana spermii totiz obsahuje
vysoku koncentraciu polynenasytenych mastnych kyselin, ktoré primarne podliehaju
poskodeniu vplyvom volnych radikdlov v procese lipidovej peroxidacie. Tento dej prebieha
mechanizmom retazovych reakcii, ktoré vedu k trvalému poskodeniu bunkovej membrany a
tym k celkovému naruseniu funkcii spermatickej bunky a jej schopnosti fertilizacie po
rozmrazeni.
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Oxidacné poskodenie spermie vplyvom kryokonzerva¢ného procesu
Antioxidacné suplementy pridavané do mraziacich médii

Casto vyuZivanym antioxidantom v kryokonzerva¢nym médiach je vitamin E, ktory

v kombindcii s vitaminom C vyrazne zlepsSuje zivotaschopnost spermii a kvalitativne
parametre spermii po rozmrazeni. Vitamin E predstavuje najefektivnejSiu antioxida¢nua
zliceninu, ktora neutralizuje lipidové radikaly prave preto, Ze je to molekula rozpustna

v tukoch a poskytuje tak vyznamnu ochranu citlivej lipidovej membréne spermii. Vo vode
rozpustnym analégom vitaminu E je trolox, ktory ma vysokd schopnost zachytavat volné
radikély a rovnako sa ¢asto vyuZiva na suplementéciu mraziacich médii. Uéinnt zlt¢eninu
predstavuje tiez glutation, ktory sa priamo podiela na neutralizacii reaktivnych foriem
kyslika, ako aj na udrziavani vitaminov E a C vo funk¢nej forme. Vzhladom na nizky obsah
bunkovej cytoplazmy v spermiach, prirodzent antioxida¢ni ochranu spermii predstavuje
najma semenna plazma, ktora obsahuje antioxidacné enzymy ako superoxiddismutaza

a kataldza. Riedenie spermii v mraziacich médiach teda logicky obsah tychto enzymatickych
antioxida¢nych systémov znizuje, preto sa tiez do extenderov kryokonzervovanych spermii
Casto pridavaji exogénne. DalSou vyuZivanou zli¢eninou je L-cystein, neesencidlna
aminokyselina, ktora lahko prenikd bunkovou membrénou a podiela sa na vnitrobunkove;
produkcii vysSie spominaného glutationu a posobi tiez ako stabilizator membran. Za
zmienku stoji aj melatonin, ktory sa prirodzene vyskytuje v semennej plazme a do médii sa
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pridava ako stimulant antioxidacnych enzymov a zachytavac reaktivnych foriem kyslika a
dusika. Selén predstavuje dobre znamy stopovy prvok, ktory rovnako zohrava déleziti ulohu
pri aktivacii antioxidacnych enzymov a pri suplementdacii mraziacich extenderov dosahuje
dobré vysledky.

Z prirodnych antioxidantov, ktoré poskytuju vysokd mieru ochrany kryokonzervovanym
spermiam pred ucinkami oxidacného stresu, je to napriklad izoflavon genistein, ktory sa
prirodzene vyskytuje v séji a inych strukovinach. Ma priamy antioxidac¢ny ucinok na
integritu DNA spermii, znizuje produkciu reaktivnych foriem kyslika a zlepsuje pohyblivost
spermii po rozmrazeni. Resveratrol a kvercetin ako polyfenolické latky so silnou
antioxidaCnou aktivitou preukdazali svoj protektivny u¢inok na kryokonzervované spermie
schopnostou vychytavania volnych radikalov a znizovanim peroxidacie membranovych
lipidov. Najucinnejsi a lahko dostupny karotenoid je lykopén, ktory je schopny zabranit
peroxidacii v semennej plazme. p-karotén rovnako chrani bunkové membréany spermii pred
peroxidaciou lipidov. Pritomnost lykopénu v mraziacich extenderoch zlepsuje
zivotaschopnost spermii po rozmrazenii, chrani integritu DNA a udrziava nizku mieru
lipoperoxidacie v membranach. Katechiny ako biologicky aktivne latky so silnou
antioxida¢nou vlastnostou sa prirodzene vyskytuju v zelenom caji. Ich antioxida¢na aktivita
je 20-nasobne vyssia ako napriklad pri vitamine C a preukdzatelne znizuju hladiny
reaktivnych foriem kyslika v kryokonzervovanych spermiach.

Zaver

Kryokonzervacia spermii je zakladnym predpokladom uspesnosti umelej insemindacie, ktora
patri k beznym biotechnologickym postupom riadenej reprodukcie hospodarsky vyznamnych
zvierat. Tento proces dlhodobého uchovavania samcieho genetického materidlu vSak
negativne ovplyvnuje kvalitu spermii po ich rozmrazeni, ¢o sa prejavuje zhorSenim
morfolégie, pohyblivosti, samotnej Zivotaschopnosti a integrity DNA spermii. Doplhanie
mraziacich médii antioxidaCnymi latkami sa povazuje za G¢inny spésob ochrany spermii
bykov, baranov, kancov, psov, ale aj ludi, pred oxidativnym stresom, ktory sa povazuje za
hlavny faktor zlej kvality kryokonzervovanych spermii. Treba vSak pripomentt, ze u¢inok
kazdého antioxidantu v kryomédiu zavisi od Zivoc¢iSneho druhu, koncentracie a typu
pouzitého média, Co robi z tejto technoldgie z pohladu vyvoja optimélnych aplikacii
antioxidacnych zlicenim a ich kombinécii beh na dlha trat.
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