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Predikce fertilizační schopnosti inseminačních dávek býků 
pomocí průtokové cytometrie a jiných laboratorních in 

vitro analýz 

Souhrn 

V práci jsou shrnuty in vitro analýzy kvality spermatu související se schopností predikce 
fertilizace inseminačních dávek (ID) býků. Zaměřila jsem se také na výrobu inseminačních 
dávek od odběru ejakulátu až po zamrazení do tekutého dusíku. Dodržení správnosti každého 
krokuje zásadní pro výslednou kvalitu ID. 

Inseminace u skotu je jednou z nej významnějších biotechnologických metod v 
živočišné výrobě. Základem pro inseminaci jsou inseminační dávky, které vykazují určité 
parametry kvality. K ověření kvality spermatu jsou využívány in vitro analýzy, které jsou 
schopné predikovat schopnost fertilizace. 

V práci je představeno několik zásadních laboratorních in vitro analýz, které se pro 
analýzu spermatu využívají nejen v komerčních laboratořích pro výrobu ID. Oproti polním 
testům (in vivo) jsou laboratorní analýzy (in vitro) ekonomicky i časově výhodnější. 

Průtoková cytometrie patří mezi klíčové metody při analýze kvality inseminačních 
dávek. Tato metoda umožňuje hodnocení více parametrů současně v krátkém časovém úseku. 
Mezi parametry kvality inseminačních dávek hodnocené na průtokovém cytometru patří 
například integrita plazmatické membrány, akrozomu, D N A a mitochondriální aktivita. 
Průtoková cytometrie je rychlá metoda s vysokou přesností a citlivostí. 

Mezi další významné analýzy je řazena počítačem podporovaná analýza spermií, také 
nazývána jako systém C AS A. Tato metoda je využívána pro hodnocení motility spermií. 
Systém C AS A je schopen vyhodnotit více parametrů současně. Jednotlivé kinematické 
parametry spermií jsou extrahovány a následně rozděleny do skupin s obdobnými 
charakteristikami motility. 

Pro hodnocení inseminačních dávek by bylo ideální nalezení takové in vitro metody, 
která by plně korelovala s polní plodností. 

Nicméně fertilizační schopnost spermií závisí na mnoha faktorech, nejen na jediné 
vlastnosti, a hraje zde klíčovou roli i samotná samice. 

Klíčová slova: Inseminace, ID býků, průtoková cytometrie, přežitelnost 



Prediction of the fertilizing capacity of bull insemination 
doses by means of flow cytometry and other laboratory-

based in vitro assays 

Summary 

In vitro semen quality analyses related to the ability to predict fertilization of 
insemination doses (ID) of bulls are summarized. I also focused on the production of 
insemination batches from ejaculate collection to freezing in liquid nitrogen. Getting each step 
right is critical to the resulting quality of ID. 

Insemination in cattle is one of the most important biotechnological methods in animal 
production. The basis for insemination are insemination batches that exhibit certain quality 
parameters. In vitro analyses are used to verify semen quality and are able to predict fertilization 
ability. 

In this paper, several essential laboratory in vitro assays are presented that are used for 
semen analysis not only in commercial laboratories for ID production. Compared to field tests 
(in vivo), laboratory analyses (in vitro) are more economical and time efficient. 

Flow cytometry is one of the key methods in analyzing the quality of insemination 
batches. This method allows the evaluation of several parameters simultaneously in a short 
period of time. The quality parameters of insemination batches evaluated by flow cytometry 
include plasma membrane integrity, acrosome, D N A and mitochondrial activity. Flow 
cytometry is a rapid method with high accuracy and sensitivity. 

Other important analyses include computer-assisted sperm analysis, also known as the 
C A S A system. This method is used to assess sperm motility. The C A S A system is capable of 
evaluating multiple parameters simultaneously. Individual sperm kinematic parameters are 
extracted and then grouped into groups with similar motility characteristics. 

For the evaluation of insemination doses, it would be ideal to find an in vitro method 
that fully correlates with field fertility. 

However, the fertilizing ability of sperm depends on many factors, not just a single 
characteristic, and the female herself plays a key role. 

Keywords: Insemination, bull ID, flow cytometry, survivability 
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1 Úvod 
Umělá inseminace (UI) patří mezi první biotechnologie, které byly využity ke zlepšení 

reprodukce a genetiky hospodářských zvířat (Foote 2002). UI byla poprvé úspěšně aplikována 
na dobytek na počátku 20. století (Moore & Hasler 2017). Měla obrovský dopad celosvětově u 
mnoha druhů zvířat, zejména u mléčného skotu. (Foote 2002). Rennerberg et al. (2017) trdí, 
že až 90 % dojného skotu ve vyspělých zemích je narozeno právě po umělé inseminaci. 
Následný vývoj umělé inseminace zahrnoval vývoj prvních ředidel, vynalezení 
elektroejakulátoru, přidávání antibiotik do spermatu během 30. a 40. let 20. století. K zásadní 
události došlo v roce 1949, kdy byla poprvé využita kryokonzervace spermatu pomocí 
glycerolu (Moore & Hasler 2017). 

Přijetí technologie umělé inseminace ve světě bylo impulsem pro vývoj dalších 
technologií, j ako j e třídění spermií pro výběr pohlaví, embryotransfer a Honování (Foote 2002). 
UI je nejméně invazivní metodou asistované reprodukce v oblasti chovu zvířat. Smyslem umělé 
inseminace je urychlit genetické zlepšení zvířat, a tím zvýšit jejich užitkovost. Cíle je 
dosahováno prostřednictvím přísné selekce geneticky kvalitních plemeníků jejichž sperma je 
používáno k oplodnění tisíců samic (Awan et al. 2021). Byly vyvinuty nové, vysoce účinné 
metody hodnocení plemeníků (Foote 2002). 

Predikce plodnosti spermií má prvořadý význam pro chovná stáda zvířat, kde je 
aplikována umělá inseminace (Gadea 2005). 

Výsledek inseminace může být ovlivněn mnoha faktory. Mezi nej důležitější faktory 
patří plodnost býků (Filipčík et al. 2023). Konkrétní býk může být využit i statisíckrát při 
umělém oplodnění (Kastelic 2013). Plodnost býka je definovaná jako schopnost spermie 
oplodnit oocyt a podporovat embryonální vývoj. Přesné hodnocení kvality spermatu jako 
prediktorů plodnosti u býků zůstává klíčovým výzkumným cílem pro další pokrok v 
genetickém výběru u skotu. (Bollwein & Malama 2023; Ôzbek et al. 2021). 

Kvalita a kvantita spermatu býků je zodpovědná za reprodukční úspěch v chovu skotu 
(Tanga et al. 2021). Mezi parametry kvality spermatu býků patří objem, hustota, motilita, 
koncentrace spermií (Sankhi et al. 2019). Morrell (2014) uvádí, že mohou být zkoumány i další 
parametry jako například integrita plazmatické membrány, akrozomu, D N A a mitochondriální 
aktivita. 

V posledních desetiletích bylo vyvinuto značné úsilí pro zlepšení opakovatelnosti a 
přesnosti metod, jejichž prostřednictvím hodnotíme kvalitu spermatu ve vzorcích čerstvě 
odebraných ejakulátů nebo zmrazených a rozmražených šarží spermatu (Bollwein & Malama 
2023). 

Každá chovatelská společnost má své vlastní standardy kontroly kvality pro dávky 
zmrazeného spermatu pro umělou inseminaci. Pro dosažení standardů je odebraný ejakulát 
hodnocen na koncentraci, pohyblivost spermií a na morfologii, v závislosti na interních 
standardech kvality společnosti. (Hurri et al. 2022). 

Vzorky čerstvého spermatu, které splňují tyto prahové hodnoty, jsou zmrazený jako 
inseminační dávky. K dalšímu hodnocení kvality spermií dochází až po rozmrazení a následně 
j sou uvolněny k prodeji pouze vzorky, které v této fázi dosahují přijatelných prahových hodnot. 
(Hurri et al. 2022). 
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Fertilizace je složitý proces a neexistuje žádná spolehlivá metoda, která by dokázala 
vyhodnotit komplikované interakce, ke kterým dochází od transportu spermií k oplodnění 
(Larsson & Rodriguez-Martinez 2000). Potvrzená březost je jediným nezvratným důkazem, že 
spermie je schopna oplodnění (Roldan 2007). Jen málo jednofunkčních testů skutečně odráží 
plodnost in vivo (Oh et al. 2010). 

Hlavním cílem kontroly kvality spermatu je určit souvislost mezi kvalitou spermatu a 
plodností. (De Jarnette et al. 2022). V současné době existují desítky laboratorních metod, které 
jsou zaměřeny na predikci plodnosti. Tyto metody vykazují určitou míru korelace s fertilizační 
schopností (Larsson & Rodriguez-Martinez 2000), a proto je důležité pečlivě sledovat 
využívané in vitro analýzy, zhodnotit jejich schopnosti a posoudit jejich potenciál v predikci 
fertilizační schopnosti. (Amann & Waberski 2014). 
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2 Cíl práce 
Cílem této bakalářské práce je podrobněji prozkoumat průtokovou cytometrii a další in 

vitro analýzy spermatu, které slouží k posouzení jeho kvality a predikci fertilizační schopnosti. 
Dále na základě získaných poznatků určit která analýza nejvíce souvisí s fertilizační schopností. 
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3 Literární rešerše 

3.1 Obecná fyziologie fertilizace u skotu 

Fertilizace je definována jako proces spojení dvou gamet, vajíčka a spermie. Po setkání 
vajíčka a spermie ve vejcovodu se spustí proces, který vede k oplození, vzniku a vývoji nových 
jedinců. Proces začíná druhově specifickou vazbou spermie na vajíčko a končí jejich splynutím 
(Wassarman et al. 2001). 

Oplodnění je sekvence koordinovaných molekulárních událostí zahrnujících sloučení 
spermie s vajíčkem, fúzi pronukleí a promísení mateřských a otcovských chromozomů. První 
formou života je zygota (diploidní buňka) ze které vznikne nový organismus (Georgadaki et al. 
2016). 

Při oplození se do pochvy dostanou miliony spermií. Rada z nich v kyselém prostředí 
zemře. Spermie poté prochází skrz cervikálním hlen směrem k děloze a poté k vejcovodům. 
Děloha díky svým kontakcím usnadňuje spermiím průchod až k vejcovodům. K oplodnění 
dochází v horní třetině vejcovodu. (Georgadaki et al. 2016). Wassarman et al. (2001) uvádí, že 
nejde pouze o náhodné setkání spermie s vajíčkem, ale hraje zde roly tzv. Chemoantrakt. Jde o 
tepelně stabilní peptidy, které produkují folikulární buňky obklopující vajíčko (Wassarman et 
al. 2001). 

Spermie musí zůstat ve vejcovodu přibližně 6 hodin, aby získaly schopnost oplodnění. 
Během této doby spermie procházejí řadou biochemických transformací, které se souhrnně 
nazývají kapacitací (Zoca et al. 2023). Kapacitace býčích spermií zahrnuje vyplavování 
cholesterolu (Štiavnická et al. 2023), přeměnu fosfolipidové plazmatické membrány (zejména 
expozici zbytků fosfatidylserinu) (Bollwein & Malama 2023), příliv vápníku, zvýšení 
intracelulárního pH (Štiavnická et al. 2023), migraci proteinů na povrchu plazmatické 
membrány, vznik oblastí bez proteinů (Ferrer et al. 2017), ztenčení plazmatické membrány a 
také odhalení receptoru pro fúzi s oocyty. Kapacitaci také doprovází změna vzorce motility z 
progresivní na hyperaktivovanou, což zvyšuje propulzi spermií, usnadňuje jejich uvolnění z 
rezervoáru spermií a také penetraci skrz zonu pellucidu obklopující oocyt. Kapacitace je 
dokončena teprve tehdy, když se spermie spojí se zónou pellucida a uvolní svůj akrozomální 
obsah (Štiavnická et al. 2023). Poté co se spermie setká s vajíčkem musí se nejprve navázat 
druhově specifickým způsobem k silnému extracelulárnímu povlaku zvanému zona pellucida. 
Jakmile se spermie naváže na zonu pellucidu, musí podstoupit akrozomovou reakci neboli 
buněčnou exocytozu (Wassarman et al. 2001). Což je exocytotický proces závislý na Ca2+. 
(Yanagimachi 2011). Akrozomální reakce je charakterizována mnohočetnými fúzemi 
plazmatické membrány v přední oblasti hlavičky spermie s vnější akrozomální membránou 
přímo pod plazmatickou membránou (Yanagimachi 2011). 

Spermie poté musí proniknout skrze zonu pellucidu do periviteliního prostoru kde se 
naváže na plazmatickou membránu se kterou bude probíhat fúze. Jakmile dojde k fúzi jedné 
spermie není již možná fúze s dalšími spermiemi (Wassarman et al. 2001). Jakmile spermie 
vstoupí do oocytu při oplodnění, hlavička spermie se dekondenzuje a vytvoří samčí pronukleus, 
což je zásadní událost směrem k vytvoření zygoty (Hossain et al. 2011). V tento okazmžik se 
vytvoří jediná diploidní buňka, zygota, ze které se vyvine nový individuální organismus 
(Georgadaki et al. 2016). 
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3.2 Inseminační dávky (ID) pro potřeby umělé inseminace 

3.2.1 Inseminace 

Umělá inseminace (UI) je uznávána jako šlechtitelská metoda, která přispívá ke zlepšení 
populací hospodářských zvířat (Barszcz et. al. 2012). 

U skotu hraje umělá inseminace zásadní roli nejen pro úspěšné založení březosti, která 
je předpokladem pro zahájení následné laktace, ale také pro urychlení genetického zlepšení a 
usnadnění distribuce semene od geneticky elitních samců (Diskin 2018). Umělá inseminace je 
základní technikou v chovných programech s testováním potomstva. Poskytuje příležitost 
vybrat si plemeníky, u kterých bylo prokázáno, že přenášejí požadované vlastnosti na další 
generaci a minimalizuje riziko šíření pohlavně přenosných chorob (brucelóza, listeróza, 
leptospiróza, trichomoniáza) a genetických vad. Inseminace také zvyšuje intenzitu selekce, 
protože je potřeba méně chovných býků (Tadesse 2010). Další z hlavních výhod umělé 
inseminace je eliminace nákladů a nebezpečí při udržování býka na farmě. Umožňuje páření 
zvířat s velkými rozdíly ve velikosti bez toho, aniž by došlo ke zranění kteréhokoli ze zvířat. Je 
možné inseminovat zvířata, která odmítají stát nebo přijímat samce i v době říje. Pomáhá v 
udržování přesných záznamů o chovu a otelení a zvyšuje míru zabřezávání (Johnson 2011). 

Navzdory dobře známým výhodám umělého oplodnění jsou zde stále i chovatelé kteří 
preferují přirozenou plemenitbu ve svých chovech. Hlavní argument odůvodňující jejich volbu 
jsou údajně vyšší náklady při využití inseminace ve srovnání s náklady na chov býků. (Thomas 
2014). Zmiňují též zvýšené náklady vyplývající z prodloužených intervalů porodů z důvodu 
nízké míry detekce říje při použití umělé inseminace. UI je také více náchylná na lidské 
pochybení při načasování zapouštění i při samotném zákroku (Thomas 2014). 

3.2.2 Činitelé ovlivňující kvalitu ejakulátu 

Vzhledem k tomu, že umělá inseminace je u skotu široce používána, hodnocení 
spermatu hraje zásadní roli nejen při úspěšném zabřeznutí, ale také při usnadnění genetického 
zlepšení a a splnění produkčních cílů. U býků ovlivňují kvalitu spermatu vnirřní faktrory 
faktory j ako věk, plemeno, genetické založení, zdraví a tělesná kondice. Dále pak vněj ší faktory 
jako jsou interval odběru, výživa, roční období (Tanga et al. 2021), stres (např. onemocnění 
nebo tepelný stres z prostředí) které mohou ovlivnit motilitu a morfologii spermií (Dalton 
2019). 

Plodnost samců je důležitým faktorem reprodukce skotu, protože jeden býk je využíván 
k oplození mnoha krav, zejména po zavedení technologie umělého inseminace. Hodnocení 
samčí plodnosti je založeno především na hodnocení spermatu po rozmrazení pomocí 
konvenčních parametrů, jako je pohyblivost spermií, morfologie, životaschopnost, integrita 
membrány a akrozomu (Kathiravan et al. 2011). Ačkoli se na výskytu neplodnosti podílejí 
samci i samice stejnou mírou, význam samčí neplodnosti je u skotu vyšší kvůli širokému využití 
umělé inseminace, kdy se sperma jednoho býka používá k zapouštění několika tisíc krav (Raval 
et al. 2024). Plodnost býka je definovaná jako schopnost spermie oplodnit oocyt a podporovat 
embryonální vývoj (Bollwein & Malama 2023; Ózbeketal. 2021). Plemenní býci j sou vybíráni 
na základě jejich schopnosti projít testy, které zahrnují fyzické posouzení zdatnosti býků a 
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konvenční mikroskopické hodnocení kvality spermatu. Plodnost je však multifaktoriální 
vlastnost ovlivněná několika faktory a pro úspěšnou fertilizaci musí být spermie strukturálně a 
funkčně kompetentní. Hodnocení motility a morfologických parametru spermií proto 
nepředpovídá schopnost oplodnění, protože spermie s normální pohyblivostí a morfologií 
mohou při procesu oplození selhat. (Raval et al. 2024). 

Významné procento reprodukčních selhání u skotu je připisováno subfertilitě býků a 
subfertilní býci mohou vést k významným finančním ztrátám. Kromě toho se kvalita spermatu 
může v průběhu života býka lišit a dokonce i plodní býci mohou produkovat ejakuláty se 
špatnou schopností oplodnění v závislosti na jejich věku nebo prostředí. Protože nelze 
předpokládat plodnost býka, je nutněji sledovat pravidelným zkoumáním chovných záznamů 
a posuzováním kvality semene (Sellem et al. 2015). 

Jeden ejakulát obsahuje dostatečné množství spermií pro tisíce inseminací, avšak pouze 
10 až 20 inseminací neředěného spermatu. Od jedinců starších 18 měsíců by měl přijatý ejakulát 
obsahovat minimálně 70 % pohyblivých spermií (s přímočarým pohybem), 80 % spermií bez 
morfologických změn a 500 tisíc spermií v 1 mm3. (Barszcz et al. 2012). 

3.3 Metody odběru ejakulátu 

Pro odběr spermatu u býků lze využít více metod. Mezi nejčastěji využívané metody 
patří odběr pomocí umělé vagíny a elektroejakulace (EEJ). Alternativně lze využít i trasrektální 
masáže či aspirace spermatu přímo z pochvy krávy (Palmer 2005). 

Odběr spermatu pomocí umělé vagíny je nejběžněji používaný v inseminačních 
stanicích a umožňuje také pozorování dalších aspektů včetně reprodukčního chování. (Rego et 
al. 2015) Odběr spermatu touto metodou vyžaduje aktivní účast býka a velmi se přibližuje 
přirozenému rozmnožování (Palmer 2005). Odběr spermatu do umělé vagíny, avšak vyžaduje 
dobrou fyzickou kondici býků, normální libido a v neposlední řadě také výcvik a dobrou 
manipulovatelnost (Rego et al. 2015). 

Umělá vagína byla významným pokrokem v procesu odběru vzorků spermatu a byla 
vynalezena v roce 1914 a ve 30. letech 20. století j i vědci v Rusku upravili pro použití u býků. 
(Moore & Hasler 2017) Při této metodě je sperma odebráno pomocí jednorázové zkumavky 
připojené k předehřáté (38 °C) sterilní umělé vagíně (Bucher et al. 2019). Nespornou výhodou 
umělé vagíny je skutečnost, že můžeme odebírat čisté vzorky, které nejsou kontaminovány 
vaginálními sekrety. Narozdíl od předchozích pokusů odebírat ejakulované sperma ze 
skutečných vagín samic (Moore & Hasler 2017). 

Při elektroejakulaci se do samčího rekta umístí transrektální sonda, která je vybavena 
elektrodami, které vysílají elektrické pulzy o nízkém napětí (Pernas et al. 2023). 

Pro elektroejakulaci je nutná vhodná fixace býka a pokud je spravována vhodně 
vyškolenými osobami tak vzorky spermatu lze odebrat od velké většiny samců. Vzorky 
odebrané elektroejakulaci mohou mít větší objem a nižší koncentraci spermií ve srovnání se 
vzorky získanými odběrem do umělé vagíny (Rego et al. 2015). Elektroejakulace domácích 
zvířat byla poprvé popsána v roce 1936. Většina moderních elektroejakulátorů využívá 
sinusový puls o frekvenci 20-30 cyklů/s. Nelze však popřít, že reakce zvířat při vědomí na EEJ 

6 



představuje problém v oblasti welfare. Intenzivní svalové kontrakce, zápasení, vokalizace a 
občasné převrácení do lehu spojené s EEJ u býků svědčí o jejich nepohodlí (Palmer 2015). 

3.4 Makroskopické metody hodnocení odebraného ejakulátu 

Odebraný ejakulát by měl mít relativně jednotný, neprůhledný vzhled, který svědčí o 
vysoké koncentraci spermií. Ejakulát se skládá ze spermií a tekuté části zvané semenná plazma. 
Konečné složení semene závisí na úrovni vývoje přídatných pohlavních žláz, podílu sekretů z 
reprodukčních orgánů a na celkovém objemu spermií. Vůně by měla připomínat kravské 
kravské mléko a textura by měla být mléčná nebo jako mléko se smetanou. (Ax et al. 2016). 

Barva spermatu je prvním sledovaným parametrem viditelný pozorováním, který se 
provádí mezi ostatními charakteristikami spermatu (Kanchan & Matharoo 2015). 

Barva by měla být bílá či krémová. Za patologické jsou považovány následující barvy 
ejakulátu (Ax et al. 2016): 

• Růžová nebo červená - naznačují přítomnost krve, která se objevuje jako výsledek 
abraze penisu, močových kamenů 

• Zelená - naznačuje přítomnost hnisu 
• Žlutá - svědčící o přítomnosti moči 
• Vodnatá bílá - naznačuje menší množství spermií nebo vody, která se 

dostala do spermatu při odběru (Ax et al. 2016). 

3.5 Mikroskopické metody hodnocení odebraného ejakulátu 

3.5.1 Hodnocení motility odebraného ejakulátu 

Motilita je jedním z nej důležitějších parametrů používaných pro hodnocení kvality 
spermií (Contri et al. 2010). Byly popsány nízké, ale významné vztahy mezi motilitou a 
fertilitou (Sellem et al. 2015). Motilita je nezbytná pro to, aby spermie dosáhly místa oplodnění 
ve vejcovodu. Byly však popsány velké rozdíly v subjektivním odhadu motility spermií, a to i 
při hodnocení stejných ejakulátu (Contri et al. 2010). Vysoký počet nepohyblivých a 
neživotaschopných spermií může být způsoben epididymální patologií. Vysoký počet 
nepohyblivých a životaschopných spermií může být způsoben strukturálními defekty bičíku. 
(Sunder & Leslie 2022). 

Procento pohyblivých spermií bylo rutinně hodnoceno vizuálním odhadem pomocí 
mikroskopu ve světlém poli. Které zahrnovalo použití světelného mikroskopu a mikroskopu s 
fázovým kontrastem s použitím objektivů 20 a 40x. Mikroskop by měl být vybaven ohřívačem 
stolku, který lze nastavit na 37 °C, a úrovně zvětšení by měly umožnit jasnou vizualizaci vzorků 
spermií (Tanga et al. 2021). 

Manuální hodnocení se však ukázalo jako pomalé, přibližné a základní. Navíc je vysoce 
citlivé na subjektivní chyby a je třeba školit techniky, aby se zvýšila opakovatelnost odhadu 
(Přete et al. 2022). Proto se Počítačově asistovaná analýza spermatu (CASA) v současnosti 
stává nej oblíbenější metodou hodnocení motility spermií. (Sellem et al. 2015). 
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3.5.2 Hodnocení koncentrace a morfologie odebraného spermatu 

Stanovení koncentrace spermií spolu s hodnocením morfologie je důležitou metodou 
pro hodnocení plodnosti. Koncentraci spermií na ml spermatu lze určit spočítáním spermií v 
komoře hemocytometru (Tanga et al. 2021). Počty spočítaných buněk jsou však při této metodě 
nízké (několik stovek), a výsledky jsou proto statisticky nepřesné. Později byly zavedeny 
spektrofotometrické metody (miktobuňky a fotometry), potenciálně přesnější, ale trpící tím, že 
zbytky nespermatických částic ve vzorku by můžou rušit a zkreslovat výsledky (Petrukina & 
Harrison 2011). Existuje také možnost podhodnocení či nadhodnocení počtu spermií v 
závislosti na typech používaných přípravků. Kalibrace zařízení pro měření koncentrace je 
zásadní pro zajištění přesného počtu spermií na dávku. Kromě těchto metod lze koncentraci 
spermií stanovit také pomocí C A S A a průtokového cytometru (Tanga et al. 2021). Čerstvě 
odebraný býčí ejakulát by měl dosahovat koncentrace spermií 0,6 až 1,5 x 106 v mm3 a pH 6,2 
až 6,8 (Ax et al. 2016). Při morfologickém hodnocení se zjišťuje také přítomnost dalších buněk, 
jako např. leukocytu, erytrocytu, epitelových buněk atd (Barszcz et al. 2012). 

Morfologické abnormality vyplývající z poruch během spermatogeneze mohou mít 
nepříznivý vliv na funkci spermií a fertilitu (Sellem et al. 2015; Sunder & Leslie 2022) a 
vzhledem k místu vzniku defektu se rozlišují na dvě skupiny rozlišují: 

• I - Primární změny vzniklé během spermatogeneze a jsou výsledkem 
patologických procesů ve varlatech. 

• II - Sekundární změny, které se objevují po definitivním vytvoření spermie a 
jejím opuštění varlat. 

Mezi časté defekty hlavičky spermie u skotu patří: oddělená hlavička, defekty velikosti 
a tvaru hlavičky, jaderné vakuoly, akrozomální defekty, dvojitá hlavička. Mezi defekty střední 
části spermie patří distální reflex střední části, prohnutá střední část, proximální kapky, 
pseudokapky, abaxiální připojení ocasu, dvojitá střední část a segmentální aplazie. Mezi vady 
ocasu zahrnovaly ohnutý ocas a stočený ocas. (Menon et al. 2011). 

Příčiny defektní struktury spermií mohou být environmentálni, genetické nebo 
kombinace obou. Ačkoli environmentálni příčiny jsou považovány za nej častější, roste seznam 
příčin, které mohou spermie způsobit strukturálních defektů, které jsou považovány za 
genetického původu. Přestože je dědičnost plodnosti býků obecně považována za nízkou, určité 
aspekty plodnosti býků, včetně morfologických abnormalit spermií, jsou geneticky podmíněné 
(Chenoweth 2005). 

Mezi časté geneticky podmíněné vady patří (Chenoweth 2005): 
• Defekty akrozomu (knoflíkovitý, zvlněný a neúplný) 
• Vady hlavy (abnormální kondenzace, dekapitace, kulatá hlava, srolovaná hlava, jaderný 

hřeben) 
• Abnormality střední části (defekt „Dag", defekt „vývrtka") 
• Vady ocasu („defekt pahýlu ocasu", primární ciliární dyskineze) (Chenoweth 2005) 
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normal giant micro double head double body long head rough head abnormal neck tail defect 

Obrázek 1 Vybrané morfologické abnormality spermií 
(https://myloview.com/poster-sperm-morphology-normal-and-abnormal-sperm-no-C8A0989) 

Peny (2021) ve své studii popsal abnormality spermiií, které neměli žádný vliv na 
plodnost býka. Patří mezi ně spermie s abaxiálním ocasem, spermie s menší segmentální 
aplaziíl, distálními kapénky, mírně ohnutým středem či spermie mírně pyriformní (Perry 2021). 

Dle studie Enciso et al. (2011) existuje jasný vztah mezi morfologicky abnormálním 
býčím spermatem a špatnou kvalitou DNA. Zejména velké abnormality spermií, které by 
potenciálně mohly mít genetický původ nebo být výsledkem abortivního apoptotického 
mechanismu jsou úzce spojeny s přítomností vysoce poškozené molekuly D N A (Enciso et al. 
2011). 

Je prokázáno, že jakýkoli environmentálni stres dostatečný k tomu, aby způsobil zvýšení 
cirkulujícího kortizolu je dostatečný k ovlivnění morfologie spermií. Analogické abnormality 
byly pozorovány po vystavení teplu, ať už v důsledku obezity, abnormality šourku, klimatu 
nebo zvýšené teploty. Ukázalo se, že nutriční nedostatky během vývoje, ať už prenatální, před 
odstavením nebo před prodejem ovlivňují zrání spermií. V dospělosti může mít omezení výživy 
nebo změna diety škodlivé účinky zejména u býků predisponovaných k rozvoji určitých 
abnormalit spermií (Tanga et al. 2021). 

Morfometrické charakteristiky spermií jsou jedním z nej důležitějších ukazatelů 
plodnosti. Je všeobecně uznáváno, že morfologie spermií má významný vliv na plodnost in vivo 
i in vitro a proto je nedílnou součástí funkčního testu spermií. Pro hodnocení morfologie spermií 
se používají různé metody fixace a přípravy nátěru. Pro žádný konkrétní živočišný druh však 
nebyla standardizována optimální metoda. V rámci laboratoří i mezi nimi existuje vysoká 
variabilita, pokud jde o přesné hodnocení morfologie spermií. Počítačová analýza morfologie 
spermií je známá jako automatizovaná morfometrická analýza spermií (ASMA). A S M A 
umožňuje morfologické hodnocení živých spermií. (Tanga et al. 2021). 
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3.6 Výroba a uchovávání inseminačních dávek 

V současnosti se býčí semeno nejčastěji plní do francouzských pejet o objemu 0,25 nebo 
0,50 ml. Kromě toho, že usnadňují balení spermatu, označování, skladování a přepravu, 
usnadňují pejety také jednotnější kontrolu zmrazování a rozmrazování, což v konečném 
důsledku vede k lepší obnově spermatu po rozmrazení. Velkou nevýhodou pejet je však jejich 
náchylnost k nesprávnému zacházení, zejména 0,25 ml brček, které jsou nej oblíbenější v 
Evropě a Kanadě. Pejety o objemu 0,25 ml mají velký poměr povrchu k objemu ve srovnání s 
brčky o objemu 0,5 ml, což je činí náchylnými k rychlým teplotním výkyvům (Diskin 2018). 

Ejakulát naplněný v pejetách lze uchovávat krátkodobě (zhruba 3 dny při teplotě okolo 
5 °C) či dlouhodobě (po neomezeně dlouhou dobu při uložení při -196 °C v kapalném dusíku) 
(Gillespie & Flanders 2010; Murphy et al. 2016). 

Inseminační dávky jsou nejprve ekvilibrovány při 4 °C po dobu 24 hodin. A poté 
dochází k zmrazování pomocí počítačem podporované mrazicí komory s rychlostí poklesu 
teploty 4,7 °C/min až -10 °C, 29 °C/min až -68 °C a 10 °C/min až -140 °C. A Hned poté je 
zmrazené sperma skladováno v kapalném dusíku (-196 °C) (Bucher et al. 2019). Seidel ve své 
studii (2011) doporučil, aby 3 s byly maximální dobou pro přesun 0,25 ml brček z jedné nádrže 
s tekutým dusíkem do druhé bez poškození spermatu a podobně pro přesun z nádrže do 
rozmrazovací baňky (Seidel 2011). 

Optimální metoda zmrazení musí zaručit uspokojivou životaschopnost spermií i po 
rozmrazení. Nemělo by docházet k poškození plazmatické membrány, akrozomu ani ke 
zhoršení mitochondriální aktivity. Pro úspěšnou kryokonzervaci spermií má rychlost 
zmrazování zásadní význam. Rychlost zmrazení dostatečně pomalá, aby mohla voda opustit 
buňky spermií. Tím se zabrání krystalizaci intracelulární vody a následnému kryopoškození 
během zmrazování. Na druhou stranu optimální rychlost zmrazování musí být dostatečně 
rychlá, aby buňky během zmrazování rychle prošly kritickým teplotním rozsahem (-10 °C až-
25 °C) (Savullidi et al. 2021). 

3.6.1 Rozmrazování ID 

Rozmrazování zmrazeného spermatu by mělo probíhat maximální rychlostí. Rychlé 
rozmrazování snižuje škodlivé účinky rekrystalizace a rehydratace vody, a tím zabraňuje 
poškození membrány spermií a cytoplazmy. Kritická teplotní zóna pro tvorbu ledových 
krystalů je mezi -50 °C a 0 °C. Rychlá progrese touto teplotní zónou znamená, že sperma 
přechází ze skelného do tekutého stavu a ledové krystaly nemají dostatek času na vytvoření 
(Diskin 2018). Nejčastěji praktikovaná je teplota rozmrazování 35 °C po dobu 45 sekund, 
jelikož zvyšuje pohyblivost spermií ve srovnání se spermatem rozmrazovaným při jiných 
teplotách. (Moore & Hasler 2017). Manipulace se spermatem, je kriticky důležitá. Rozmrazené 
sperma je třeba chránit před chladem a tepelnými šoky a inseminovat do 6 až 8 minut po 
rozmrazení (Diskin 2018). 
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3.6.2 Poškození spermií v průběhu kryokonzervace 

Chladový šok při zmrazování a rozmrazování snižuje kvalitu spermií. Proto byla 
vyvinuta řada ředidel, aby se snížilo poškození způsobené mrazem a zlepšila se životaschopnost 
po rozmrazení (Ugur et al. 2019). 

Ve srovnání s čerstvým ejakulátem je životaschopnost zmrazených - rozmražených 
spermií stále v průměru relativně nízká a mezi plemennými býky se významně liší. 
Kryokonzervace býčích (a lidských) spermií předstihla ostatní druhy, přesto stále existuje 
prostor pro zlepšení, protože velké části spermií jsou stále značně poškozeny (Madeja et al. 
2022). Proces kryokonzervace obecně snižuje životaschopnost spermatu a poškozuje všechny 
struktury spermií, čímž narušuje schopnost oplodnění (Ugur et al. 2019). Při výrobě 
inseminační ch dávek j e funkční stav spermií je ovlivněn mnoha faktory, jako je pH, osmotický 
tlak a stres spojený se změnami teploty (Vodička et al. 2022). Tyto stresové faktory zasahují 
do struktury membrán spermií, mění funkce membránových proteinů a iontových kanálů, 
způsobují předčasnou kapacitaci, předčasnou akrozomovou reakci a vytváří nadměrné reaktivní 
formy kyslíku. Kromě toho kryokonzervace snižuje jak metabolismus spermií, tak 
mitochondriální aktivitu a mění strukturu chromatinu spermií. Všechny tyto účinky mají za 
následek nižší motilitu a fertilizační schopnost zmrazených a rozmražených spermií (Gomes et 
al. 2020). Januskauskas et al. (2003) je své studii tvrdí, že kryokonzervace primárně ovlivňuje 
membrány spermií. Rozsah poškození membrány se může lišit od změn v organizaci, fluiditě, 
permeabilitě a lipidovém složení membránové dvojvrstvy až po celkové narušení membrány. 
Mezi membrány spermií ovlivněné kryokonzervací patří plazmatická membrána, vnější 
akrozomální membrána a mitochondriální membrány (Januskauskas et al. 2003). 

Kryokonzervace také snižuje funkční a strukturální integritu býčích spermií a je spojena 
s produkcí reaktivních forem kyslíku (ROS). Oxidační stres během zmrazování spermatu savců 
může způsobit funkční a strukturální poškození spermií (Baumber et al. 2005). Přestože býčí 
sperma má přirozený obranný systém proti ROS, je považován za nedostatečný v ochraně 
spermií při stresu zprostředkovaném kryokonzervací (Nichi et al. 2016). Pomocí přidání 
vhodných kryoprotektivních látek eliminujeme vznik těchto negativních účinků. Proces 
chlazení a zmrazování je třeba vést pomocí optimálních křivek (Vodička et al. 2022). 

3.7 Ředění ID 

Ředění spermatu je běžně používaný postup, který umožňuje přesnější hodnocení 
kvality spermatu a zlepšuje jeho životnost. Ředění je obzvláště důležité pro skladování 
spermatu, jelikož se komerční účely využívá hlavně zmrazené sperma (Hayden et al. 2015). 

Úspěšná kryokonzervace spermií závisí na několika vzájemně propojených faktorech, 
včetně počáteční kvality spermatu, složení ředidla, použitých kryoprotektivech, chladicím 
protokolu, balení, rychlosti rozmrazování a také na vzájemném působení těchto složek, jakož i 
na individuálních rozdílech u jednotlivých zvířat (Layek et al. 2016). 

Zdokonalování výroby inseminační ch dávek je proto stále nepřetržitým procesem 
mimořádného významu, protože po rozmrazení se obnoví přibližně jen 50 % spermií, a to i při 
nej rafinovanějších a nej kontrolovanějších podmínkách a úpravách zmrazování (Layek et al. 
2016). 
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3.7.1 Kryoprotektiva 

K ochraně spermií před fyzikálními a chemickými stesory jsou využívána 
kryoprotektiva které se přidávají do ID. Kryoprotektivní látky nemohou zabránit změnám v 
membránové fázi, ale mohou snížit rychlost dehydratace během zmrazování, což pak snižuje 
tvorbu ledových krystalů v buňce. (Ugur 2019) Vhodně zvolená kryoprotektiva jsou důležitým 
faktorem v procesu kryokonzervace. Měli by vykazovat vlastnosti jako je adekvátní pH, dobrá 
pufrovací kapacita, vhodná osmolalita a schopnost chránit spermie před kryogenní lézí (Patel 
etal. 2016). 

3.7.1.1 Penetrující kryoprotektanty 

Glycerol 

Penetrační kryoprotektivní látky, jako je glycerol, procházejí buněčnou membránou a 
chrání buňku před poškozením způsobeným pomalým zmrazením. Glycerol je nej rozšířenější m 
kryoprotektantem pro býčí spermie, protože snižuje mechanické poškození spermií během 
procesu zmrazování (Fernandez-novo et al. 2021). Pokud je glycerol použit ve vyšších než 
stanovených koncentracích, může však způsobit velké osmotické poškození spermií, protože 
prochází membránou spermií mnohem pomaleji než jiná kryoprotektiva (Guthrie et al. 2002). 
Některé studie poukázali na to, že nízkomolekulární kryoprotektivum, jako je ethylenglykol 
(EG), může způsobit menší poškození spermií, než když se použij e glycerol, protože jeho nízká 
molekulová hmotnost mu umožňňuje snadněji procházet plazmatickou membránou 
(Fernandez-novo et al. 2021). V posledních letech se glycerol nebo ethylenglykol běžně 
používají jako kryoprotektivum u býků (Ta§demir et al. 2013). 

Jednoduché cukry 
Cukr udržuje osmotický tlak ředidel tím, že indukuje dehydrataci buněk a menší tvorbu 

ledových krystalů. (Purdy 2006). Cukr je také využíván spermiemi jako zdroj energie 
prostřednictvím glykolýzy a mitochondriální oxidační fosforylace k podpoře motility a pohybu 
spermií (Naing et al. 2010). 

3.7.1.2 Nepenetrující kryoprotektanty 

Nepenetrující kryoprotektanty jsou obecně velké molekuly, jako jsou 
polymery,disacharidy, proteiny nebo aminokyseliny. Mezi disacharidy používanými jako 
kryoprotektiva vykazuje nejlepší kryoprotektivní účinek sacharóza. (Iaffaldano et al. 2014). 

Nepenetrující kryoprotektivní činidla, včetně dextrózy, dextranu a polyethylenglykolu, 
mimo jiné, podporují rychlou dehydrataci buněk, aby se zabránilo tvorbě ledových krystalů; 
často se používají společně s penetračními kryoprotektivními činidly (Fernandez-novo et al. 
2021). 

Vaječný žloutek 
Vaječný žloutek patří mezi nepenetrující kryoprotektanty jelikož obsahuje velké 

molekuly. Vaječný žloutek je široce používán v ředidlech pro zmrazování spermatu a osvědčil 
se jako účinný pro ochranu savčích spermií před chladovým šokem během procesu zmrazování 
a rozmrazování. (Holt 2000). 
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Štandartne se pro kryokonzervaci spermatu skotu používají ředidla na bázi 20% 
vaječného žloutku. Ačkoli je známo, že vaječný žloutek zabraňuje poškození buněk během 
kryokonzervace, přítomnost látek v granulích žloutku včetně lipoproteinů s vysokou hustotou 
(HDL) a minerálů inhibuje dýchání spermií a snižuje jejich pohyblivost (Ugur et al. 2019). 
Avšak lipoproteiny s nízkou hustotou (LDL) vaječného žloutku chrání spermie před 
poškozením tím, že pokrývají membránu spermií během zmrazování a rozmrazování 
(Laffaldano et al. 2014). Ačkoli většina ředidel obsahuje samotný vaječný žloutek jako 
kryoprotektant, některé mohou být doplněny glycerolem. Ohledně využití vaječného žloutku 
jako ředidla však existují i určité obavy ohledně biologické bezpečnosti a možnosti, že obsah 
vajec může změnit strukturu a fyziologii spermií. (Ugur et al. 2019). 

3.7.2 Bezžloutková ředidla 

Většina konvenčních ředidel spermatu je na bázi vaječného žloutku, zatímco relativně 
nově vyvinutá ředidla se skládají výhradně z rostlinných složek (Murphy et al. 2018). Rostlinná 
ředidla by měla poskytovat srovnatelnou kvalitu zmrazených inseminačních dávek a zároveň 
eradikovat možné nevýhody ředidel na bázi vaječného žloutku, jako je přenos nemocí, 
mikrobiální riziko a potíže se standardizací. Stále však přetrvávají obavy ze snížení plodnosti, 
když se při kryokonzervaci býčího semene používají kryoprotektiva na rostlinné bázi (Layek et 
al. 2016). Zatímco některé studie potvrdily srovnatelnou kvalitu in vitro nebo míru plodnosti 
inseminační dávky, která byla ředěna kryoprotektantem bez vaječného žloutku. (Vodička et al. 
2022). Fernandez-novo et al. (2021) tvrdí, že komerčně dostupná ředidla na bázi sójového 
lecitinu mohou ovlivnit některé faktory spermatu jako například motilitu spermií. 

3.7.3 Antibiotika 

Použití antibiotik v ředidlech spermatu přispívá k zachování kvality a bezpečnosti 
samčích zárodečných buněk, zejména proto, že většina mikroorganismů vzniklých při 
zpracování spermatu dokáže přežít teploty tekutého dusíku (-196°C). (Moreira et al. 2022). 
Bakterie se můžou dostat do ejakulátu během jeho odběru a zpracování. Některé typy bakterií 
mají škodlivý vliv na kvalitu spermatu během skladování a některé mohou způsobit 
onemocnění u inseminovaných samic (Morrell et al. 2014). Pokud by došlo k bateriální 
kontaminaci inseminační dávky mohlo by to také ovlivnit některé morfologické a funkční 
parametry spermií (Moreira et al. 2022). Nejčastěji se využívají antibiotika jako gentamicin, 
tylosin, linkomycin-spektinomycin, penicilin, streptomycín, amikacin a popřípadělze využít i 
jejich kombinace (Morrell et al. 2014). 

3.7.4 Alternativy antibiotik 

Moreira et al. (2022) uvádějí, že nespecifické užívání antibiotik může přispět k rozvoji 
bakteriální rezistence a naznačují, že některá antibiotika mohou negativně ovlivňovat kvalitu 
spermatu. Z toho důvodu se diskutují o možnosti vyhnout se používání antibiotik v ředidlech 
pro kryokonzervaci spermatu, a to především proto, že samotný proces kryokonzervace také 
způsobuje snížení bakteriální zátěže (Moreira et al. 2022). 

Alternativní metody inhibice bakterií ve spermatu jsou založeny na přidání 
nekonvenčních antimikrobiálních látek, jako jsou rostlinné extrakty, antimikrobiální peptidy, 
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nanočástic oxidu železitého nebo využití metod centrifugace při které dochází k separaci 
bakterií od spermií (Morrell et al. 2014). 

3.7.5 Antioxidanty a aminokyseliny 

Aminokyseliny hrají důležitou roli v prevenci oxidačního poškození spermií během 
konzervace (Patel et al. 2016). Antioxidanty jsou molekuly, které inhibují tvorbu reaktivních 
forem kyslíku (ROS) a peroxidaci lipidů. Superoxiddismutáza, glutathionperoxidáza a kataláza 
patří mezi antioxidanty, které jsou významné pro funkci spermií, protože chrání spermie před 
oxidačním stresem. Glutathion (GSH) je silný antioxidant, který chrání býčí spermie před 
volnými kyslíkovými radikály. Dalším významným antioxidantem pro integritu spermií je 
Resveratrol, který hasí superoxidové, hydroxylové a kovy indukované radikály. Proto chrání 
chromatin spermií a membrány před poškozením ROS. Endogenní antioxidanty přítomné ve 
spermatu skotu nejsou dostatečné k zajištění integrity spermií proti oxidativnímu stresu při 
kryokonzervaci. Ke zlepšení životaschopnosti rozmražených spermií je zapotřebí suplementace 
antioxidantů (Ugur et al. 2019). 

Vitamin E také hraje důležitou roli při ochraně spermií jako antioxidant. Suplementace 
spermatu vitaminem E pozitivně ovlivňuje motilitu spermií, integritu membrány a membránový 
potenciál (Ugur et al. 2019). 

Methionin, který je prekurzorem glutathionu chrání spermie před oxidačním 
poškozením a podílí se na detoxikaci buňky. Přidání methioninu do spermatu se napomáhá 
udržení normální morfologie spermií (Ugur et al. 2019). 

Karnitin a inositol mají ochranný vliv na integritu akrozomu, zlepšují motilitu spermií 
a snižují poškození D N A (Ugur et al. 2019). 

Cystein je neesenciální aminokyselina, lapač volných radikálů a prekurzorová molekula 
glutathionu která zvyšuje intracelulární produkci glutathionu in vivo i in vitro. (Tuncer et al. 
2010). Cystein má kryoprotektivní účinek na funkční integritu akrosomu a mitochondrií, což 
zlepšuje motilitu spermií po rozmražení. (Patel et al. 2016) 
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3.8 Posouzení kvality ID pomocí in vitro analýz 

Tradiční hodnocení kvality spermatu in vitro zahrnuje subjektivní hodnocení motility, 
odhad podílu spermií s normální morfologií a odhad koncentrace spermií. I když tyto testy 
stanoví minimální standardy pro sperma používané pro inseminaci, mají omezenou hodnotu 
pro predikci následné plodnosti vzorku (Rodriguez-Martinez 2003). V důsledku toho byla 
pozornost zaměřena na hodnocení dalších aspektů kvality spermatu jako prediktorů plodnosti, 
jako je životaschopnost, akrozomální integrita, mitochondriální aktivita a integrita plazmatické 
membrány. I když bylo dosaženo určitého úspěchu, jen málo jednotlivých parametrů spermií in 
vitro vykazuje spolehlivou a opakovatelnou korelaci s fertilizací (Rodriguez-Martinez 2003). 
Obecně korelace mezi testy in vitro a fertilitou prokázaly vysokou variabilitu mezi různými 
studiemi (Gliozzi et al. 2017). 

3.8.1 Počítačem řízená analýza spermií (CASA) 

Systém CASA, poprvé založený v roce 1980, se vyvinul v přesnou počítačovou techniku 
a software, který poskytuje kvantitativní měření pro objektivní a přesné posouzení pohyblivosti 
spermií a kinematiky. Tato technika využívá principu zachycování kontinuálních obrazů 
pohyblivých spermií z mikroskopického pole a převádí obrazy na video obrazy s různou 
akviziční frekvencí (snímky s-1, Hz) (Ugur et al. 2019). 

C A S A přinesla zlepšení v kvantitativní analýze kvality spermií z hlediska přesnosti a 
preciznosti ve srovnání s konvenčními metodami měření motility (Tanga et al. 2021). Na rozdíl 
od subjektivního hodnocení motility poskytují systémy C A S A konzistentní a spolehlivé 
výsledky analýzou více než 500 spermií v jednom vzorku a sledováním pohybu každé spermie. 
Její systém může extrahovat jednotlivé kinematické parametry pohybu a rozdělit celkovou 
populaci spermií do subpopulací spermií s podobnými charakteristikami motility (obvykle 
rychlá, středně rychlá, pomalá a nepohyblivá). Hodnocení motility pomocí systému C A S A se 
tak rychle stalo standardem při hodnocení spermatu mnoha druhů (Přete et al. 2022). Moderní 
systémy C A S A dokážou automaticky zobrazit více polí v mělké komoře na vzorky a zachytit 
tak stroboskopické snímky 500 až >2000 spermií, při 50 nebo 60 snímcích za sekundu (Amann 
& Waberski 2014). 

Systém C A S A má však určitá omezení, ovlivněná vyšší koncentrací spermií, která 
narušuje progresivní motilitu. Během analýzy spermatu mohou nedostatky, jako jsou záběry s 
nízkým kontrastem a artefakty nečistot, negativně ovlivnit přesnost softwaru CASA. V 
takových případech je koncentrace spermií značně nadhodnocena a procento motility spermií 
je podhodnoceno (Tanga et al. 2021). 

15 



T x 

© 
r t: j:: 

®@ ®® @® 
CtQUtt --'Ji F'* Ne>! .'.. ro: . Help 

• M X j 
~7] Sfto* [Hl 

E • Progresucn & veiocity 

[ď 1 PfOOfWiKÍ ! I C". 

L-J 1 Med t um pfOOŕWír. * 41.S 

Q | Non prognttiM* • '4 .9 \ 

(2) Inwobto • 5.7% 
2) 0 Vetaeity 

4 í t | * 1 

* «* X 

M i 

Obrázek 2 Analýza motility spermií v systému C A S A 
(https://www.micropticsl.com/portfolio-items/sca-production-motility-concentration-analysis-

window/) 

3.8.1.1 Systémové komponenty 

Systém C A S A se běžně skládá z mikroskopu pripojeného k videokameře pro snímání 
videosekvencí a počítače. Nedávno byl pro systém C A S A vyzkoušen světelný mikroskop s 
vylepšením obrazu a speciálním algoritmem pro sledování spermií (Ugur et al. 2019). 
Videokamera zachycuje mikroskopické snímky spermií, které jsou následně digitalizovány 
počítačem na základě počtu obrazových prvků (pixelů) pokrytých hlavičkou spermie. Uživatel 
může definovat rozsah pixelů pokrytých hlavičkami spermií pro různé druhy. Ke snížení 
množství chyb v důsledku nečistot v daném rozsahu pixelů používají různé systémy C A S A 
různé přístupy. Některé vyžadují připojený ocásek s identifikovanou hlavičkou spermie, 
zatímco jiné používají barvení IDENT, při němž je fluorescenční barvivo vázané na D N A v 
hlavičce spermie rozpoznáno počítačem. Hlavním omezením použití fluorescenčního barviva 
k odlišení hlavičky spermie od zbytků je však to, že spermie musí být během analýzy ve statické 
poloze. Ačkoliv je velmi užitečné pro odhad koncentrace spermií, pro odhad parametrů 
pohyblivosti využít nelze. (Kathiravan et al. 2011) 
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3.8.1.2 Princip funkce systému 

V dnešní době se trhu nachází více než 12 systémů C A S A pro vyhodnocování spermií 
zvířat. Většina z nich stanoví centroid pro každou spermii, vyhodnotí pohyb buněk a na základě 
toho stanový trajektorii. Některé se zaměřují na hromadný pohyb populace spermií spíše než 
na jednotlivé spermie (Amann & Waberski 2014). Zachycené obrazy jsou skenoványa 
vizualizovány pomocí tmavého pole nebo negativního vysokofázového kontrastu, aby bylo 
možné sledovat pohyb každé jednotlivé spermie s ohledem na intenzitu snímku (Ugur et al. 
2019). V mikroskopu s tmavým polem a negativním fázovým kontrastem se bílé hlavičky 
spermií vizualizují na tmavém pozadí a jas hlaviček spermií se využívá ke stanovení polohy 
centroidů v po sobě jdoucích polích. U fluorescenčního optického mikroskopu se hlavička 
spermie identifikuje pomocí barvení fluorescenčním barvivem, které se váže na D N A spermie 
(Kathiravan et al. 2011). 

Použitý algoritmus se u různých systémů C A S A liší, ale základní princip příslušných 
krokuje následující. První krok zahrnuje stanovení polohy centroidů hlavičky spermie v po 
sobě jdoucích polích pomocí odhadu pravděpodobnosti, kterou by spermie mohla projít 
(Mortimer 2000). Druhý krok algoritmu stanoví počet centroidů, které se mají analyzovat pro 
trajektorii spermie, na základě minimálního přiděleného časového intervalu. Třetí krok určuje 
minimální průměrnou vzdálenost mezi po sobě jdoucími videopolemi, kterou musí spermie 
překonat, aby byla nadále považována za pohybující se. V posledním kroku algoritmus určuje 
počet dopředných videopolí, která se mají hledat pro obnovení kontaktu s dráhou chybějícího 
centroidů. Takto se rekonstruuje trajektorie pohybu spermie a odhaduje se řada kinematických 
parametrů (Kathiravan et al. 2011). 

3.8.1.3 Měřené parametry 

C A S A poskytuje parametry motility [progresivní motilita (%), celková motilita (%)] a 
kinematické charakteristiky pro hodnocení spermií, jako je rychlost, linearita a laterální posun, 
který definuje trajektorii. Toto široce používané měření pohybu spermií zahrnuje rychlosti, jako 
je přímá (VSL), křivočará (VCL), průměrná dráha (VAP), linearita dopředně progrese (LIN, 
poměr V S L k V C L ) a amplituda laterálního posunu hlavy (ALH). Díky vysoce kvalitnímu 
hardwaru a softwaru s otevřeným zdrojovým kódem jsou současné systémy C A S A také 
užitečnější pro měření morfometrie (rozměru) spermií a zároveň umožňují posouzení 
koncentrace a morfologie (Ugur et al. 2019). 

Tyto parametry C A S A byly modelovány a matematicky zpřesněny tak, aby popisovaly 
parametry pohybu každé spermie při jejím průchodu mikroskopickým polem. Celková 
pohyblivost je poměr pohyblivých buněk k celkové koncentraci buněk vyjádřený v procentech. 
Progresivní pohyblivost je počet buněk vyjádřený v procentech, které se pohybují rychlostí 
dráhy větší než střední mezní hodnota V A P a mají STR větší než standardizovaný práh. 
Progresivní rychlost (VSL) je přímá vzdálenost mezi začátkem a koncem dráhy dělená 
uplynulým časem. Dráhová rychlost (VAP) je definována jako celková vzdálenost podél 
vyhlazené průměrné dráhy pro každou buňku dělená uplynulým časem. Z těchto parametrů 
rychlosti je V C L vždy nej vyšší ze tří hodnot, zatímco V S L je nejnižší hodnotou. Při 
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pravidelných a lineárních trajektoriích pohybu spermií se V A P téměř rovná VSL. Pokud je 
dráha spermie nelineárni s vysokým stupněm bočního pohybu hlavičky, pak bude V A P 
mnohem vyšší než VSL. Přímost měří odchylku dráhy buňky od přímky. Je to poměr V S L / 
V A P . Linearita měří odchylku dráhy buňky od přímky. Je to poměr V S L / V C L . A L H odpovídá 
střední šířce kmitání hlavy při pohybu spermie. Křížová frekvence rytmu se určuje měřením 
frekvence, s jakou dráha spermie kříží dráhu buňky v obou směrech. BCF je užitečná hodnota 
při odhadu hrubých změn v bičíkovém rytmu a závisí na snímkové frekvenci přístroje. 
Nej důležitější aspekt analýzy údajů ze systémů C A S A spočívá do značné míry v pochopení 
skutečnosti, že odhad průměrů kinematických parametrů nemůže být vhodným přístupem. 
Základním důvodem je, že u většiny kinematických parametrů populace analyzovaných spermií 
neodpovídá statistickému normálnímu rozdělení, a proto parametrická statistika není vhodnou 
metodou pro analýzu dat (Holt et al. 2007). Průměrné hodnoty neposkytují mnoho informací o 
skutečné struktuře populace spermií, a proto je nezbytné odhadnout podíl subpopulací spermií 
s různými kinematickými vzorci (Kathiravan et al. 2011). 

VAP (Path velocity) 

Obrázek 3 Trajektorie pohybu spermií zobrazující různé charakteristiky pohybu vyhodnocené 
pomocí C A S A (https://www.semanticscholar.org/paper/Objective-sperm-motion-analvsis-to- 
assess-dairy-Kathiravan-Kalatharan/f6f692debl70e090143af80d06b2c39e711d8496). 

Při výpočtu hodnoty korelace mezi fertilizační schopností a parametry měřené C A S A 
byla nalezena významná korelace s V S L (přímou rychlostí) kde byla určena hodnota r2= -0.12 
(Sellem et al. 2015). 

Jako nej významnější hodnocený parametr nejvíce korelující s fertilizační schopností se 
však jeví celková a progresivní motilita, kdy Přete et al. (2022) konstatoval r = 0,848 pro 
celkovou motilitu a r = 0,84 pro progresivní motilitu. 

Farrell et al. (1998) ve své studii zaznamenali velmi vysokou korelaci mezi 
kombinovanými parametry motility měřenými pomocí C A S A a plodností býků s dobrou 
prediktivní hodnotou (r 2 = 0,63-0,98). Stejně tak Januskauskas et al. (2000) zaznamenali 
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významnou korelaci mezi procentem lineárně pohyblivých spermií s fertilizační schopností. 
Mezi různými proměnnými C A S A se progresivní motilita podílela na 62,6 % a spolu s 
integritou membrány přispěla k 64,1 % variability procenta oplození. Měření rychlosti (VAP a 
VSL) mělo významný vliv na oplození in vitro, ale přispělo pouze 41,2 % k jeho variabilitě 
(Kathiravan et al. 2011). 

Dle studie Filipčík et al. (2023) vykazují některé parametry mezi sebou významnou 
vzájemnou korelaci. Korelace mezi progresivní a celkovou motilitou byla určena 0,99 tudíž 
mezi těmito dvěma znaky je silný vztah. Byla také zjištěna vysoká korelace mezi celkovým 
počtem spermií a koncentrací (r=0,71). Celkový počet spermií měl střední korelaci s objemem 
(r=0,54). Mapel et al. (2022) zjistili, že motilita spermií negativně korelovala s anomáliemi 
hlavičky (r = -0,7083 ± 0,0002) a bičíku: (r = -0,7739 ± 0,0002). 

3.8.1.4 Hromadný vířivý pohyb 

Hromadný vířivý pohyb (hrubá motilita neboli množství víření) v neředěném vzorku 
spermatu udává skóre motility mass score (MMS) (Nagata et al. 2019). Tyto víry a vlny jsou 
způsobeny rychlým pohybem životaschopných spermií, což napomáhá počátečnímu třídění 
ejakulátu (Ramu & Jeyendran 2012). M M S je vyjádřena jako procento pohyblivých 
(životaschopných) buněk a molitity. Procento pohyblivých buněk (%) se odhaduje vizuálním 
měřením, přičemž počet spermií ve všech zorných polích se bere jako 100 (Nagata et al. 2019). 

Hromadný výřivý pohyb je hodnocen v neředěné kapce spermatu umístěné na 
podložním sklíčku bez krycího sklíčka. Intenzitu pohybu vln lze rozdělit do čtyř kategorií 
(Nagata et al. 2019): 

• velmi dobrá - intenzivní víření, rychlé tmavé a světlé vlny 
• dobrá - pomalej ší víření, vlny ne tak intenzivní 
• uspokojivá — pomalý pohyb s menším počtem vln 
• špatná - velmi malá nebo žádná vířivá aktivita 

(Nagata et al. 2019) 

3.8.2 Průtoková cytometrie 

Průtoková cytometrie je technologie, která poskytuje rychlou multiparametrickou 
analýzu jednotlivých buněk v roztoku. Při průtokové cytometrii se využívají lasery (McKinnon 
2018) nebo u starších přístrojů rtuťové obloukové lampy (Hossain et al. 2011) jako zdroje světla 
k produkci signálů rozptýleného i fluorescenčního světla, které jsou čteny detektory, jako jsou 
fotodiódy nebo fotonásobiče. Tyto signály jsou převedeny na elektronické signály, které jsou 
analyzovány počítačem a zapsány do datového souboru ve standardizovaném formátu (.fcs) 
(McKinnon 2018). 

Pomocí FC lze současně hodnotit více parametrů spermií, což zvyšuje schopnost 
korelovat tyto atributy například s potenciální fertilizační kapacitou. Navíc umožňuje získat 
data z různých subpopulací v rámci vzorku, a tak vyhodnotit heterogenní populace v různých 
stavech aktivace. Analýza se tak stává objektivní, má vysokou úroveň opakovatelnosti 
experimentu a má výhodu, že je možné pracovat s malými i velkými vzorky (Hossain et al. 

19 



2011). V průtokové cytometrii se používá řada fluorescenčních barviv. Mezi ně patří barviva 
vázající DNA, barviva pro životaschopnost, iontová indikátorová barviva a fluorescenční 
expresní proteiny. Průtoková cytometrie je výkonný nástroj, který má aplikace v imunologii, 
molekulární biologii, bakteriologii, virológii, biologii rakoviny a monitorování infekčních 
onemocnění. (McKinnon 2018). 

Průtoková cytometrie v oblasti reprodukce 
Průtoková cytometrie má široké využití při studiu spermií v oblastech reprodukční 

toxikologie (pro sledování účinků z environmentálních, pracovních a terapeutických expozic), 
veterinární vědě (předvolba pohlaví potomstva) a klinické andrologii (k posouzení 
individuálního potenciálu plodnosti) (Cordelli et al. 2005). Zavedení průtokové cytometrie pro 
hodnocení kvality spermatu bylo důležitým mezníkem ve veterinární andrologii. Jedná se o 
vynikající systém, který umožňuje analyzovat tisíce jednotlivých buněk v krátkém čase (Ugur 
et al. 2019). Za necelou jednu minutu umožňuje FC vyhodnotit 50 000 spermií (Graham 2001). 
V současné době používáme průtokovou cytometrii pro hodnocení parametrů jako integrita 
akrozomu, plazmatické memrány, D N A a mitochondriální funkci. Objev různých fluorochromů 
a fluorescenčních sond umožnil širší analýzu kvality spermií na biochemické, ultrastrukturální 
a funkční úrovni (Gillan et al. 2005). Kromě toho lze pomocí průtokové cytometrie měřit 
chromozomální integritu spermií a schopnost spermií podstoupit kapacitaci a akrozomální 
reakci (Graham 2001). 

Pro hodnocení funkčního stavu spermií byla popsána široká škála fluorochromů s dobře 
definovanými excitačními a emisními spektry, které jsou běžně označované jako „barvy". 
(Bucher et al. 2019). Většina aplikací průtokové cytometrie v reprodukční medicíně a zejména 
ve veterinární andrologii stále používá pouze dvě nebo v nej lepším případě tři barvy, opticky 
konfigurované nanejvýš dvěma lasery (Petrukina & Harrison 2011). Testy využívající 3 nebo 
více barev mají několik výhod oproti jejich jednobarevným analogům. Umožňují identifikaci 
dílčích populací spermií, které současně demonstrují soubor různých atributů nabízejících 
podrobnější pohled na funkční heterogenitu spermií (Bucher et al. 2019). 

Sellem et al. (2015) zjistili, že nej silnější pozitivní korelace s fertilizační schopností byla 
pozorována s mitochondriální aktivitou (r2=0.073) a akrozomální integritou (r2=0.104). 
Nej silnější negativní koralace byla spojena s fragmentací D N A (r2= 0.082) Tyto korelace byly 
příliš nízké na to, aby bylo možné předpovědět fertilizační schopnost pouze na základě pouze 
jediného parametru. Proto ve studii bylo použito několik kombinací a byly posouzeny pomocí 
vícenásobných regresí, aby se získaly modely pro predikci plodnosti (Sellem et al. 2015). 
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Obrázek 4 Průtokový cytometr NovoCyte® 3000 (archiv autorky) 

3.8.2.1 Systémové komponenty 

Tradiční průtokové cytometry se skládají ze tří systémů (Ugur et.al. 2019): 
• fluidika 
• optika 
• elektronika 

Tyto systémy využívají měření fyzikální optiky a chemických fluorescenčních 
charakteristik částic v tekutině, když prochází laserovým zdrojem. (Ugur et.al. 2019) 

Fluidní systém řídí průtok buněk nebo částic přístrojem (Robinson et al. 2023). Skládá 
z kapaliny v plášti (obvykle pufrovaný fyziologický roztok), která je pod tlakem, aby dodala a 
zaostřila vzorek detekční bod, kde je vzorek analyzován (McKinnon 2018). Optický systém se 
skládá z excitační optiky (lasery) a sběrné optiky (fotonásobiče nebo PMT a fotodiódy), které 
generují viditelné a fluorescenční světelné signály používané k analýze vzorku (Robinson et al. 
2023). Rada dichroických filtrů směruje fluorescenční světlo ke specifickým detektorům a 
pásmové filtry určují vlnové délky světla, které jsou čteny, aby bylo možné detekovat a měřit 
každý jednotlivý fluorochrom. Dichroické filtry propouštějí světlo s kratší nebo delší vlnovou 
délkou a odrážejí zbývající světlo pod úhlem. Například filtr 450 Dichroic Long Pass (DLP) 
propouští světlo, které má delší vlnovou délku než 450 nm, přes filtr a odráží kratší vlnové 
délky světla pod úhlem, aby bylo odesláno do jiného detektoru. Pásmové filtry detekují malé 
okénko specifické vlnové délky světla. Například pásmový filtr 450/50 propouští fluorescenční 
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světlo, které má vlnovou délku 450 nm +/- 25 nm, přes filtr, který je čten detektorem 
(McKinnon 2018). Systém elektroniky a sběru dat je obvykle integrován do softwaru pro 
analýzu dat (Robinson et al. 2023). 

Obrázek 5 Analýza na průtokovém cytometru (archiv autorky) 

3.8.2.2 Princip průtokové cytometrie 

Průtoková cytometrie zaznamenává jednotlivé buňky v suspenzi, které prochází 
detekčním bodem. Následně průtokový cytometr získává data o všech subpopulacích vzorku 
(Rosa et al. 2023). FC vyžaduje malé množství spermií značených fluorescenčními markety , 
které se vstřikují do průtokové kyvety v přístroji. V oblasti detekčního bodu laserový paprsek 
dopadá na vzorek (Ugur et al. 2019). Když laser dopadne na buňku světlo je rozptýleno kolem 
okrajů buňky a vzniká difrakční obrazec podél dráhy laserového paprsku. Protože se jedná o 
velmi silný signál, jednoduchá fotodióda může převést rozptýlené světlo na elektrický signál 
(Bakke 2024). 

K dispozici jsou dva typy systémů průtokové cytometrie, z nichž jeden má třídicí 
schopnosti (fluorescenčně aktivovaná průtoková cytometrie-FACS) umožňuje fyzickou 
separaci a purifikaci buněk. Druhý systém třídídící schopnosti nemá a měří fluorescenční emise 
vysoce opakovatelným a přesným způsobem (Ugur et al. 2019). 
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3.8.2.3 Barviva pro průtokovou cytometrii 

Pro hodnocení funkčního stavu spermií byla popsána široká škála fluorochromů s dobře 
definovanými excitačními a emisními spektry, která sjou běžně označována jako barviva. 
(Bucheretal. 2019). 

Barviva pro plazmatickou membránu 
Kombinace SYBR-14 a Propidium jodidu pro hodnocení plazmatické membrány 

spermií byla poprvé použita už v roce 1994 pro hodnocení životaschopnosti spermií (Robles & 
Martínez-Pastor 2013). V tomto kombinovaném barvení jádra životaschopných spermií 
fluoreskují zeleně, zatímco ty s erodovaným plasmalemem jsou kontrastně zbarveny červeně 
(Hossain et al. 2011). SYBR-14 je zelené barvivo, které snadno obarví všechnajádra bez ohledu 
na to zda je plazmatická membrána spemií intaktní či poškozená. Propidium jodid je 
interkalační činidlo červené barvy, které může barvit jádro pouze v případě, že je poškozena 
plazmatická membrána (Robles & Martínez-Pastor 2013). Jako alternativa propidium jodidu 
může být použit ethidium homodimer-1 (EthD-1) nebo Yo-Pro-1 (Gillan et al. 2005). Toto 
duální barvení je vhodné jak pro fluorescenční mikroskopii, tak pro průtokovou cytometrii 
(Robles & Martínez-Pastor 2013). 

Barviva pro akrozom 
Pro zjištění integrity akrozomu spermií se nejčastěji používá metoda založena na 

barvení fluorescenčním rostlinými lektiny (Martínez-Pastor et al. 2010). Pisum sativum 
aglutinin (PSA) je hrachový lektin, který se váže na manosové a galaktózové skupiny v 
akrozomální matrici. Jelikož PSA nemůže projít intataktní akrozomální membránou obarví 
pouze akrozomy poškozených spermií (Nagy et al. 2003). Jeho nevýhodou je příbuznost s 
vaječným žloutkem, který se používá jako součást ředidel spermií a nespecificky se váže na 
spermie. V důsledku toho může být akrozomální stav vyhodnocen nesprávně (Lybaert et al. 
2009). 

Nej oblíbenější lektin používaný k posouzení integrity akrozomu je aglutinin Arachis 
hypogaea (PNA). Je to lecitin z arašídových semen, který se váže na galaktózové skupiny na 
vnější akrozomální membráně a vykazuje nízkou nespecifickou vazebnou sílu k jiným částem 
spermií (Yi et al. 2012). Lektiny cílené na akrozomy lze kombinovat s jinými barvivy na 
vícebarevných panelech průtokové cytometrie které umožňují posouzení stavu akrozomu ve 
vztahu k dalším buněčným funkcím, jako je mitochondriální funkce, esterázová aktivita a 
především intracelulární hladiny Ca2+ (Bollwein a Malama 2023). Při výzkumu může být též 
použita protilátka anti-CD46, která je zaměřena na akrozomální matrix (Robles & Martínez-
Pastor 2013). Několik studií také uvádí použití metody barvení pomocí Comassie Blue G-25 
(Bollwein a Malama 2023). 

Barviva pro mitochondrie 
Mitochondriální funkci lze stanovit pomocí rhodaminu 123 (R123) a MitoTracker 

Green F M (MITO) a 5,5',6,6'-tetrachlor-l,l',3,3'-tetraethylbenzimidazolyl- karbocyanin jodidu 
(JC-1) (Gillan et al. 2005). Nej rozšířenější je rhodamin 123 (R123), jedná se o kationtovou 
sloučeninu, která se akumuluje v mitochondriích a fluoreskuje zeleně, intenzita fluorescence 
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závisí na celkovém množství funkčních mitochondrií (Hossain et al. 2011). Mitochondriální 
sonda MitoTracker Green je ve vodném roztoku nefluorescenční, ale po akumulaci v 
mitochondrií ch fluoreskuje zeleně bez ohledu na potenciál mitochondriální membrány (Gillan 
et al. 2005). JC-1 je monomer který v nízké koncentraci umožňuje zelené zabarvení a umožňuje 
rozlišovat spermie se špatně či vysoce funkčními mitochondriemi. Byl pozorován určitý vztah 
mezi barvením JC-1 a motilitou, i když korelace s motilitou je regulována mnoha faktory. Ve 
vysoce funkčních mitochondriích se koncentrace JC-1 uvnitř mitochondrií zvyšuje a barvivo 
tvoří agregáty, které fluoreskují oranžově. Když byly spermie rozděleny do skupin s vysokým, 
středním a nízkým mitochondriálním potenciálem na základě fluorescence JC-1, byly míry in 
vitro fertilizace vyšší ve skupině s vysokým potenciálem než ve skupině s nízkým potenciálem. 
JC-1 byl také úspěšně použit k měření mitochondriální funkce pomocí fluorometrie. Hlavní 
slabinou JC-1 je, že k vyhodnocení jednoho atributu spermie jsou potřeba dva fluorescenční 
detektory, a proto je méně použitelný ve vícebarevných FC experimentech (Hossain et al. 
2011). 

Barviva pro DNA 
Buněčná D N A může být obarvena fluorochromem buď v nefixovaných, obvykle ještě 

živých buňkách, nebo v buňkách po jejich fixaci. Barvení živých buněk (supravitální barvení) 
vyžaduje použití fluorochromu, který proniká plazmatickou membránou a stechiometricky 
barví DNA. Bohužel výběr takových fluorochromu je omezený. Hoechst 33342 je jedním z 
takových barviv a při použití v kombinaci s barvivem pro snímání membránového potenciálu 
DÍOC5 nabízí relativně dobré rozlišení při měření obsahu D N A v živých buňkách. Barvivo je 
excitováno při vlnové délce U V (350 nm) a fluoreskuje modře (460 nm). Dalším 
fluorochromem, který se používá k supravitálnímu barvení DNA, je DRAQ5 (Darzynkiewicz 
etal. 2011). 

Kombinace barviv pro průtokovou cytometrii 
Většina aplikací průtokové cytometrie v reprodukční medicíně a zejména ve veterinární 

andrologii stále používá pouze dvě nebo v nejlepším případě tři barvy, opticky konfigurované 
nanejvýš dvěma lasery. Vzhledem k technickým možnostem stávajícího vybavení a pečlivému 
plánování fluorescenčních barviv je snadno možné zkoumat složitou sekvenci procesů měřících 
šest nebo více parametrů současně ve stejném vzorku, přičemž všechny parametry řeší různé 
funkční vlastnosti spermií (Petrunkina & Harrison 2011). Bucher et al. (2019) ve své studii 
poprvé zkombinoval 5 fluorescenčních sond v jediném testu průtokové cytometrie, aby se 
současně vyhodnotili životaschopnost, akrozomální stav, intracelulární hladiny vápníku a 
mitochondriální funkci kryokonzervovaných býčích spermií. Analýza dat odhalila funkční 
heterogenitu populace rodičovských spermií i podřadných skupin spermií v každém vzorku 
spermatu. Změny funkčního stavu spermií byly dále zvýrazněny podrobením spermií 
krátkodobé inkubaci při 38 °C. Zjištění odhalila část funkční heterogenity kryokonzervovaných 
spermií, jinak nedetekovatelných pomocí 1- nebo 2- barevných testů. Ještě důležitější je, že 
multiparametrická charakterizace funkčnosti spermií pomocí průtokové cytometrie umožnila 
spolehlivější predikci schopnosti oplodnění býků (Bucher et al. 2019). 
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3.8.2.4 Hodnocené parametry průtokové cytometric 

Poškození plazmatické membrány 
Integrita plazmatické membrány je nezbytná pro přežití spermií uvnitř samičího 

reprodukčního traktu. Při intaktní plazmatické membráně by měla zůstat zachovaná schopnost 
oplození a osmotická rovnováha buňky. Plazmatická membrána také působí jako bariéra mezi 
intra a extracelulárním prostorem (Flesch & Gadella 2000). Poškození plazmatické membrány 
spermií vede k nevratné ztrátě jejích funkcí. Vzhledem k vysokému obsahu nenasycených 
mastných kyselin v plazmatické membráně jsou savčí spermie citlivé na oxidační stres. 
Nadměrná peroxidace poškodí plazmatickou membránu a vede ke ztrátě motility a plodnosti 
(Aurich 2005). Dokonce i v samicím genitálním traktu j sou spermie vystaveny mnoha faktorům 
které způsobují poškození plazmatické membrány nebo indukujícím buněčnou smrt. Do 
vejcovodu se tedy dostane pouze několik set až tisíc buněk z miliard ejakulováných (Morris et 
al. 2000). Funkční integritu plazmatické membrány spermatu lze stanovit funkčními testy 
(stanovení motility, rezistence vůči hypoosmotickému médiu) nebo různými metodami barvení. 
Dnes jsou preferována fluorescenční barviva, která umožňují hodnocení membránově 
neporušených buněk. Použití průtokové cytometrie výrazně zlepšilo přesnost těchto metod 
(Aurich 2005). 

Poškození akrozomu 
Akrozom je membránou uzavřená struktura pokrývající přední část hlavičky spermie. 

Akrozom obsahuje enzymy nezbytné pro proniknutí do obalů vajíčka (Martínez-Pastor et al. 
2010). Proces chlazení a zmrazování spermatu může akrozomální membránu poškodit a 
způsobit neplodnost spermií, protože dojde ke ztrátě nitrobuněčných molekul nebo k 
předčasnému uvolnění akrozomální ho obsahu (Glazar & McCue 2021). Integrita akrozomu 
může být analyzována řadou metod (Martínez-Pastor et al. 2010). K přesnému zjištění integrity 
akrozomu však lze použít fluorescenční mikroskopii. Některé lektiny, rostlinné proteiny, se 
vážou pouze na enzymatický obsah akrozomu. Tyto proteiny jsou velké a nemohou projít 
neporušenou membránou. Tyto lektiny lze označit fluorescenčními sondami, a pokud došlo k 
poškození membrány, dostanou se do kontaktu s akrozomálními enzymy ulpívajícími na 
hlavičce spermie a naváží se na ně, což způsobí fluorescenci akrozomální oblasti. Spermie, 
které mají nepoškozené akrozomy, však neumožní vazbu lektinů a nebudou fluoreskovat 
(Glazar & McCue 2021). 

Poškození DNA 
D N A spermie je pevně zabalena, aby chránila genom během epididymálního tranzitu, 

ejakulace a interakce se samicím pohlavním traktem před oplodněním. Většina D N A je obalena 
protaminy, menší množství zůstává jako chromatin vázaný na histon a D N A je připojena k 
jaderné matrici (Petrunkina & Harrison 2011). D N A spermií je organizováno specifickým 
způsobem, který zachovává chromatin v jádře kompaktní a stabilní, v téměř krystalickém stavu. 
Zrání v nadvarleti ve vývoji spermie zahrnuje konečnou fázi organizace chromatinu, ve které 
se mezi cysteinovými zbytky tvoří intra- a intermolekulární disulfidové můstky s vysokým 
obsahem protaminů. Celý tento proces přináší organizaci DNA, která neumožňuje pouze 
ochranu genetické informace před vnějšími vlivy při přenosu do vajíčka, ale také obsahuje 
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konktrétní plán přepisu D N A po oplodnění (Cordelli et al. 2005). Integrita D N A spermie je 
nezbytná pro dodání neporušené D N A do oocytu pro úspěšné oplodnění a embryonální vývoj. 
Spermie s poškozenou D N A mohou oplodnit oocyt, ale neudrží březost, což má za následek 
předčasnou embryonální smrt nebo potrat (Raval et al. 2024). Aberace během spermiogeneze 
nebo během zrání spermií mohou vést ke strukturálním defektům v chromatinu. Pro analýzu 
lze použít metody průtokové cytometrie (Petrunkina & Harrison 2011). Vzhledem k důležitosti 
přesného přenosu genetické informace k potomkům bylo vyvinuto několik metod založených 
na FC pro detekci D N A a pro detekci ve změn chromatinu ve spermiích (Cordelli et al. 2005). 
Abnormality chromatinu spermií a poškození D N A můžou pramenit z poškození 
premeiotického kompartmentu testikulárních buněk (Cordelli et al. 2005). Alternativně se může 
jednat i o důsledek apoptózy během spermatogeneze, přerušení řetězce D N A během 
remodelace chromatinu spermií během spermiogeneze, fragmentace D N A indukované ROS v 
genitálním traktu nebo v důsledku toxinů z prostředí. (Talwar & Hayatnagarkar 2015). 

Dle studie Enciso et al. (2011) existuje jasný vztah mezi morfologicky abnormálním 
býčím spermatem a špatnou kvalitou DNA. Zejména velké abnormality spermií, které by 
potenciálně mohly mít genetický původ nebo být výsledkem abortivního apoptotického 
mechanismu jsou úzce spojeny s přítomností vysoce poškozené molekuly D N A (Enciso et al. 
2011). 

V tzv. sperm chromatin structure assay (SCSA) je chromatin spermií částečně 
denaturován in situ a poté obarven akridinovým oranžovým barvivem, které interkaluje s DNA. 
Vyjadřuje však různé fluorescenční vlastnosti v závislosti na tom, zdaje D N A jednovláknová 
nebo dvouvláknová: červená v prvním případě a zelená v druhém. V některých případech je 
postup SCSA kombinován s počítáním buněk a umožňuje současné stanovení počtu a 
koncentrace spermií (Petrunkina & Harrison 2011). 

V testu T U N E L (terminal deoxynucleotidyl transferase dUTP nick end labeling) jsou 
spermie fixovány a denaturovaný, aby došlo k rozpletení D N A a umožnění přístupu transferázy. 
Pomocí této transferázy se na 3'-hydroxylové konce všech volných zlomů ve vláknech D N A 
naváže deoxyribonukleotid konjugovaný s fluorochromem. Úroveň značení v každé spermii 
může být kvantifikována průtokovou cytometrií pro indikaci stupně přerušení vlákna v hlavičce 
spermie (Petrunkina & Harrison 2011). 

Nedávno byla zavedena jednodušší technika pro sledování fragmentace D N A ve 
spermiích, Sperm Chromatin Dispersion Assay. Hlavní výhodou této metody oproti jiným je, 
že každý test vyžaduje velmi malý počet spermií. Navíc je test velmi nákladově efektivní. To 
umožnilo vývoj nového přístupu ke studiím fragmentace DNA, kdy se vzorky spermatu 
inkubují po dobu 24-48 hodin a dynamika fragmentace D N A se vypočítává z opakovaných 
testů spíše než z jediného jednorázového (Petrunkina & Harrison 2011). 

Mitochondriální aktivita 
Mitochondrie jsou velmi náchylné k poškození během zmrazování a jakékoli 

abnormality v jejich morfologii nebo funkci se projeví poklesem kvality spermií. Nedávný 
výzkum fyziologie spermií klade stále větší zájem o mitochondrie jako biomarker zdraví a 
plodnosti spermií. Jako energetické „ elektrárny " buňky je úloha mitochondrií pro samčí 
plodnost přímo spojena s motilitou, ale tyto organely jsou také klíčové pro hyperaktivaci 
spermií, kapacitaci, akrozomální reakci a integritu DNA. Mitochondrie produkují fyziologické 
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hladiny reaktivních forem kyslíku (ROS), které se zabývají buněčnými signálními cestami 
souvisejícími s redox. Avšak zvýšená produkce ROS může mitochondrie poškodit. 
Mitochondriální D N A (mtDNA) j e také náchylná k oxidativnímu poškození a mutace v mtDNA 
mohou ohrozit funkci spermií (Madeja et al. 2021). 

Mitochondriální oxidoreduktivní enzymový aparát lze testovat pomocí indikátorů, jako 
je nitrotetrazolium, které produkuje modrý nerozpustný pigment ve středu a kolem něj. 
Vyhodnocení lze provést v nátěrech kde spermie se správnou mitochondriální aktivitou mají 
obarvený střed. Jsou také vyvinuty nepřímé semikvantitativní testy, které mohou poskytnout 
nepřímý důkaz mitochondriální aktivity v závislosti na množství vyvinuté barvy. Bylo zjištěno, 
že test má významnou korelaci s parametry motility spermií (Talwar & Hayatnagarkar 2015). 
Sellem et. al. 2015 ve své studii určil, že hodnota korelace mezi mitochondriální aktivitou 
kryokonzervovaného spermatu skotu a fertilizační schopností nabývá 0.271. 

3.8.3 Fluoroscenční mikroskopie 

Většina funkčních testů využívajících fluorochromy byla vyvinuta barvením spermií 
požadovaným fluorochromem a zkoumáním buněk fluorescenční mikroskopií, aby se ověřila 
přesnost hodnoceného parametru. Mikroskopická analýza však měří pouze malý počet spermií 
v populaci, je časově náročná, může být subjektivní a obecně měří vlastnosti spermií 
individuálně. Přizpůsobením těchto hodnocení pro použití s průtokovým cytometrem lze 
fluorescenční markety přesně a rychle použít k měření vlastností spermií ve velkém měřítku 
(Gillan et al. 2005). Použití fluorochromů a sloučenin konjugovaných s fluorochromy umožnilo 
zkoumání plazmatické membrány, integrity chromatinu a DNA, akrozomu, mitochondriální 
aktivity a oxidačního stresu. Spojení těchto proměnných se považuje za pokročilé a zajišťuje 
konzistentní analýzu kvality spermatu a lepší posouzení fertilního potenciálu (Rosa et al. 2023). 

3.8.4 Zobrazovací průtoková cytometrie 

První zobrazovací průtoková cytometrie byla představena již v roce 2005. Zobrazovací 
průtokové cytometrie (IFC) kombinuje vlastnosti průtokové cytometrie a fluorescenční 
mikroskopie s pokroky v algoritmech zpracování dat. IFC umožňuje multiparametrickou 
fluorescenční a morfologickou analýzu tisíců buněk a má jedinečnou schopnost identifikovat 
shromážděné buňky podle jejich skutečných obrazů (Barteneva et al. 2012). Vícekanálové 
digitální snímky stovek tisíc jednotlivých buněk lze pořídit během několika minut a zahrnují 
několik fluorescenčních kanálů a také světlé pole (procházející světlo) a tmavé pole (rozptýlené 
světlo) (Doan etal. 2018). 

3.8.5 Oxidační stres 

Oxidační stres je popisován jako poškození spermií vycházející z oxidace v důsledku 
reaktivních forem kyslíku. Předpokládá se, že stres z kryokonzervace a následného 
rozmrazování může produkovat reaktivní formy kyslíku, které mohou působit na citlivá místa 
ve strukturách spermií a enzymových polích (Petrunkina & Harrison 2011). Oxidační stres 
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může být definován jako nerovnováha mezi produkcí reaktivních forem kyslíku (ROS) a 
schopností antioxidantů j e vychytávat. Určitá hladinaROS je nezbytná pro funkce spermií,jako 
je kapacitace, akrozomová reakce, fúze spermie-oocyt a fosforylace proteinového tyrosinu. 
Vysoké hladiny ROS však mají nepříznivý vliv na funkčnost spermií, což vede k vysoké míře 
(20-40 %) neplodnosti (Hossain et al. 2011). Spermie jako každá jiná buňka neustále vyžadují 
02 pro metabolismus, ale produkované škodlivé metabolity, jako je ROS, mohou modifikovat 
buněčnou funkci nebo buňku poškodit a ohrozit její přežití. Seminální plazma přirozeně 
obsahuje různé antioxidanty, které pomáhají chránit spermie proti takovým oxidantům (Talwar 
& Hayatnagarkar 2015). Bylo prokázáno, že reaktivní formy kyslíku (ROS) negativně ovlivňují 
přežití spermií a jejich plodnost prostřednictvím svého působení na struktury lipidové 
membrány (Sellem et al. 2015). Oxidační stres u spermií zhoršuje jejich plodnost. To je 
způsobeno produkcí ROS včetně radikálů, jako je hydroxylový radikál (OH), superoxidový 
anion (02) a neradikálový peroxid vodíku (H202). Během kryokonzervace a rozmrazování 
procházejí spermie chladovým šokem, který pak vede k nadměrné ROS a peroxidaci lipidů. 
ROS a oxidační druhy lze nejlépe detekovat pomocí průtokové cytometrie (Ugur et al. 2019). 
Při tomto testu jsou spermie vystaveny působení H202. Spermie, které na H202 reagují, jsou 
považovány za ROS pozitivní a spermie, které na tuto nereagují, jsou považovány za ROS 
negativní (Zoca et al. 2023). 

3.8.6 Test penetrace spermií (SPA) 

SPA hodnotí funkční kapacitu spermií zkoumáním jejich způsobilosti v různých 
biologických procesech nezbytných pro oplození: kapacitace, akrozomální reakce, splynutí s 
vitelinní membránou až po konečný bod dekondenzace chromatinu (Vogiatzi 2013). K 
předpovědi plodnosti rozmražených býčích spermií je optimalizován test penetrace spermií 
(SPA) s použitím oocytů křečka a výsledky testu jsou porovnány s polní plodností. Pro zvýšení 
penetrace spermií jsou spermie předem inkubovány a koinkubovány s oocyty v médiu 
obsahujícím různé koncentrace heparinu (0 až 50 ug/ml). Koinkubace s 10 ug/ml heparinu 
vykazuje nej vyšší penetraci spermií (P<0,05) a je považována za optimalizovanou metodu SPA. 
(Parketal. 2012). 

3.8.7 Test vazby spermie na zonu pellucidu (hemizonový test) 

Hemizonový test je funkční homologní model interakce gamet, který využívá neživé, 
rozříznuté oocyty ke zkoumání schopnosti spermií vázat se na glykoproteinové receptory 
ZP3/ZP4 na povrchu zóny pellucidy a zahájit akrozomální reakci v příslušném časovém 
rozmezí. Hlavním principem tohoto testuje hodnocení vazby spermií na zonu pellucidu (ZP) a 
její číselná interpretace pomocí výpočtu hodnoty hemizona assay indexu. (Vogiatzi et al. 2013) 
Panda et al. 2022 ve své popisují významou pozitivní korelaci Hemizona assay indexu (r = 
0,83) s fertilizační schopností. 

Během testu jsou spermiemi in vitro inkubovány s uměle vyrobenými oocyty nebo 
jinými buňkami obsahujícími zonu pellucidu. Po inkubaci se sleduje, zda dochází k navázání 
spermií na ZP a následnému proniknutí spermie skrz tuto vrstvu, což je nezbytný krok k 
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oplodnění v přirozeném procesu. Sledování tohoto procesu umožňuje získat informace o kvalitě 
spermií a jejich fertilizační schopnosti (Panda et al. 2022). 

3.8.8 Test akrozomální reakce 

Během testu akrozomální reakce je populace kapacitovaných spermií stimulována k 
akrozomové reakci a uvolnění akrosinu v kultivačním médiu. Jednotlivé spermie, které 
reagovaly akrozomy, mohou být detekovány řadou metod včetně značení fluorescenčními 
lektiny, monoklonálními protilátkami proti specifickým proteinům nebo histochemickým 
barvením. Průtoková cytometrie může být také použita k detekci akrozomální reakce spermií 
pomocí specifického barvení fluorochromem (Talwar & Hayatnagarkar 2015). V posledních 
letech byla vyvinuta řada FC testů, které se zaměřují se na schopnost spermií kapacitovat. Tyto 
testy zahrnují detekci časných změn v plazmatické membráně spermií prostřednictvím vazby 
merocyaninu, zvýšené vychytávání vápníku pomocí Fluo-3, fosforylaci povrchového tyrosinu 
pomocí antifosfotyrosinových protilátek konjugovaných s fluorochromem a indukci 
akrozomové reakce pomocí lektinů konjugovaných s fluorochromem (Petrunkina & Harrison 
2011). 

3.8.9 Test vazby hyaluronanu 

Test vazby hyaluronanu (HBA) hodnotí zralost spermií v čerstvém vzorku spermatu. 
H B A je jednoduchá technika navržená jako součást standardní analýzy spermatu, která 
umožňuje předpovědět kvalitu spermií a oplozovací potenciál. Diagnostické využití H B A je 
však stále předmětem zkoumání (Lazarevic et al. 2010). Kyselina hyaluronová (HA) neboli 
hyaluronan je glykosaminoglykan přítomný ve vejcovodu, děloze a děložním hrdle. Je hlavní 
složkou kumulární matrix obklopující oocyt a zonu pellucidu, kde usnadňuje vazbu zralých 
spermií, které si během přestavby své plazmatické membrány vyvinuly receptory vázající H A 
umístěné na povrchu. (Awan et al. 2021). Interakce spermií s hyaluronanem byla využita k 
vývoji testu pro hodnocení spermií in vitro, který je známý jako Hyaluronan Binding Assay 
(HBA®) (Huszar et al. 2006). V testu se používají sklíčka/misky potažené HA, a předpokládá 
se, že pouze zralé spermie exprimující receptory H A se navážou na sklíčka/misky potažené HA. 
Na základě toho můžeme rozlišit zralé a nezralé buňky (Huszar et al. 2006; Lazarevic et al. 
2010). Misky potažené H A se používají také proselekci a/nebo separaci zralých spermií pro 
techniky asistované reprodukce. Mezi H B A a plodností byla nalezena silně pozitivní korelace 
(r = 0,824, p < 0,01), která predikuje 67,9% variabilitu (r 2 = 0,679, p < 0,01) v plodnosti. H B A 
také silně pozitivně korelovala s životaschopností spermií (r = 0,679, p < 0,01), motilitou (r = 
0,434, p < 0,01), vysokou integritou plazmatické membrány (r = 0,316, p < 0,01) a hladinou 
nefragmentované D N A (r = 0,236, p < 0,05) (Awan et al. 2021). 

3.8.10 Test hypoosmotického bobtnání 

Test hypoosmotického bobtnání (HOS) hodnotí funkční integritu plazmatické 
membrány spermií a slouží také jako užitečný indikátor fertilního potenciálu. Funkční integritu 

29 



lze demonstrovat umožněním reakce spermií v hypoosmotickém médiu (Agarwal et al. 2022). 
Je založen na skutečnosti, že transport tekutiny probíhá přes intaktní buněčnou membránu za 
hypoosmotických podmínek, dokud není dosaženo rovnováhy. V důsledku přílivu tekutiny se 
buňka roztáhne a vyboulí, zejména v ocasu, a tuto změnu lze snadno pozorovat mikroskopem 
s fázovým kontrastem (Ramu & Jeyendran 2012). Membrána v živých buňkách je 
polopropustná, proto buňky s neporušenými membránami (živé buňky) budou v hypotonických 
roztocích bobtnat. Test HOS má vysokou reprodukovatelnost a přesnost a úzce koreluje 
se schopností spermií in vitro fertilizovat (Agarwal et al. 2022). Pro testování HOS se 
hypoosmotický roztok připraví přidáním 0,735 g dehydrátu citrátu sodného a 1,351 g D-
fruktózy ve 100 ml destilované vody. Dobře promíchaný 0,1 ml alikvot spermatu se smíchá s 1 
ml roztoku HOS. Vzorek se jemně promíchá kontinuálním odsáváním a uvolněním pipety a 
inkubuje se při 37 °C po dobu 30 minut. Po inkubaci se 1 kapka směsi spermatu umístí na 
podložní sklíčko a následně překryje krycím sklíčkem. Tento test se provádí jako duplikát. 
Procento spermií vykazujících otok ocasu se počítají pod čočkou s fázovým kontrastem 40x 
(Agarwal et al. 2022). 

3.8.11 Hodnocení vitality spermií 

Nejčastěji používanou metodou pro hodnocení vitality spermií je kombinované barvení 
EosinNigrosin (EN). V této metodě je eosin supravitální barvivo a nigrosin je purpurové 
barvivo, které slouží jako kontrastní barvivo (Agarwal et al. 2022). Padesát mikrolitrů dobře 
promíchaného spermatu se umístí do jamky Boernerova podložního sklíčka. Přidá se stejný 
objem barviva E N . Vzorek se dobře promíchá dřevěným míchadlem a nechá se 30 sekund 
odležet. Bezprostředně poté se deset mikrolitrů směsi umístí na označené matné sklíčko a 
vytvoří se tenký nátěr. Tento krok se provede duplicitně. Po zaschnutí nátěru na vzduchu se na 
montážní médium umístí krycí sklíčko (Moskovtsev et al. 2013). Kapka imerzního oleje se 
umístí na každé z namontovaných sklíček a každé z nich je pozorováno pod mikroskopem ve 
světlém poli s lOOOnásobným zvětšením. Tento krok se provádí dvakrát na každém snímku. 
Spočítají se vitální (nezabarvené) a nevitální (zabarvené) spermie (Agarwal et al. 2022). 

3.8.12 Spermatická Proteomika 

Proteomika je slibná technologie pro pochopení faktorů podílejících se na samčí 
plodnosti. (Astwitha et al. 2023). Analýza bovinní semenné plazmy prováděná ve studii Gomes 
et al. (2020) se opírala o vícerozměrnou technologii identifikace proteinů a nástroje 
bioinformatiky. Tento přístup umožnil identifikaci 1 445 proteinů, což v současnosti 
představuje nej větší soubor údajů o proteinech v seminální plazmě od býků nebo jakéhokoli 
druhu přežvýkavců (Gomes et al. 2020). 

V posledních letech přibývá studií, které kombinují metody tradičně používané ve 
spermatologii, jako je počítačově asistovaná analýza spermií (CASA), průtoková cytometrie a 
mikroskopické hodnocení spermií, s technikami molekulární biologie, které se zaměřují na 
R N A nebo proteinový profil spermií. Tento přístup se odráží od hlubšího porozumění 
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molekulárních mechanismům, které jsou základem fenotypových charakteristik spermií, a 
efektivnější prognózu plodnosti býků (Bollwein & Malama 2023). 

Ve své nedávné práci Talluri et. al. (2022) sledovali vysoce výkonnou multiomickou 
analýzu, aby charakterizovali transkriptom , proteom a metabolom v kryokonzervovaných 
spermiích býků s vysokou a nízkou plodností. V integrované analýze cytometricky 
hodnocených funkčních vlastností spermií a omických dat autoři odhalili korelaci 
životaschopnosti spermií, akrozomální integrity a mitochondriální funkce s několika 
biomolekulami, včetně transkriptů, které se účastní signálních drah prolaktinu a syntézy 
mitochondriálních proteinů (Talluri et al. 2022). 

3.8.13 Spermatická transkriptomika 

Během oplodnění skotu samec přenáší na potomka nejen genomovou D N A spermie, ale 
také celou řadu RNA, včetně kódujících a nekódujících RNA, jako je například messengerová 
R N A (mRNA), transferová R N A (tRNA), malá nukleolární RNA, malá nekódující RNA, 
dlouhá nekódující R N A (IncRNA), malá jaderná RNA, ribozomální R N A (rRNA) a další. 
Vzhledem k tomu, že množství R N A na spermatickou buňku ( spRNA ) je velmi nízké (30 až 
200 fg), je použití přímého vysokokapacitního sekvenování pro spermatické buňky nevhodné 
(Li et al. 2023). R N A ze spermií jsou extrahovány pomocí speciálního roztoku a úspěšně 
profilovány s využitím různých platforem sekvenování R N A (Selvaraju et al. 2022). Existuje 
několik transkriptomických studií na býčím spermatu za použití různých technik (Ózbek et al. 
2021). Wang et al. (2019) použili ve své studii sekvenování R N A specifické pro vlákno k 
profilování transkriptomu spermatu (IncRNA a mRNA) a ke zjištění funkcí IncRNA a mRNA 
v pohyblivosti býčích spermií. Detekovali 20 875 transkriptů genů kódujících proteiny ve 
spermatu a našli 19 různých mRNA mezi spermiemi s vysokou a nízkou motilitou. V roce 2002 
byla provedena analýza mikročipů pro lidské spermie a bylo zjištěno 3 000 jedinečných spRNA. 
RNA-seq poskytla mnohem úplnější profil transkriptů lidských spermií, což umožnilo 
identifikovat, kvantifikovat a charakterizovat známé i dříve neznámé RNA. Několik studií se 
zaměřilo na charakterizaci spRNA skotu. Bylo zjištěno, že několik mRNA, IncRNA a miRNA 
koreluje s kvalitativními znaky spermatu býků. Tradičně se však mělo za to, že tyto spRNA 
j sou transkripčními zbytky po spermatogenezi, protože v cytoplazmě a jaderném genomu chybí 
28S rRNA a 18S rRNA během transkripčního dormance.V nedávné době byly v některých 
studiích nalezeny transkripty, které se podílejí na pohyblivosti spermií. (Li et al. 2023). Nové 
důkazy naznačují, že R N A spermií mohou být potenciálními markety pro hodnocení 
spermatogenních dějů a úspěšnosti procesu oplodnění. R N A spermií jsou také potenciálními 
kandidáty pro předpověď úspěšného embryonálního vývoje, udržení březosti a také zdraví 
potomků. Profilování R N A spermií tak může být neinvazivní metodou pro předpověď plodnosti 
býků. V budoucnu se může stát počátečním krokem pro screening býků pro šlechtitelský 
program (Selvaraju et al. 2022). 
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4 Diskuze 
Umělá inseminace s použitím spermatu geneticky nadřazených plemeníků zůstává 

jednou z nejúčinnějších biotechnologií, které byly komerčně využily pro účely chovu zvířat. 
Genetický pokrok však nemůže nastat, pokud nedojde k fertilizaci. Inseminační stanice, které 
poskytují kryokonzervované býčí sperma pro komerční využití, jsou závislé na in vitro testech 
kvality spermatu. Hlavním účelem hodnocení spermiíí je studovat vztah mezi kvalitou spermatu 
a jeho schopností fertilizovat. Ačkoliv toto odvětví bylo založeno na subjektivním hodnocení 
pohyblivosti. Průtoková cytometrie a Počítačová analýza spermatu (CASA) nabízejí 
objektivnější a opakovatelnější měření kvalitativních znaků u spermatu. (De Jarnette et al. 
2022) 

Gliozzi et al. (2017) uvádí, že korelace mezi testy in vitro a fertilizační schopností 
prokazuje vysokou variabilitu napříč různými studiemi. 

Během mého vlastního studia a čtení odborných článků o dané problematice. Vidím 
nej větší potenciál ve spojitosti s fertilizaci v průtokové cytometrii. Průtoková cytometrie přináší 
možnost posouzení integrity plazmatické membrány spermií, stavu akrozomu a integrity DNA, 
a také funkčnosti mitochondrií. Jednou z hlavních výhod této metody je schopnost analyzovat 
velké množství spermií během krátké doby (až několik tisíc buněk za vteřinu) a hodnotit 
najednou více paramerů spermatu. 

Zhang et. al. (1999) pozorovali, že jednotlivé parametry FC u býčích spermií významně 
nekorelovaly s polní plodností. Avšak u kombinovaných parametrů byla korelace významná. 

Sellem et al. (2015) také tvrdí, že korelace jednotlivých parametrů FC jsou příliš nízké 
na to, aby bylo možné předpovědět fertilizační schopnost pouze na základě jediného parametru. 
A v jejich studii nejvyšší korelaci s fertilizační schopností u jednotlivých parametrů vykazovala 
mitochondriální aktivita (r2=0.073) a akrozomální integrita (r2=0.104) (Sellem et al. 2015). 

Za další vysoce predikce schopnou analýzu bych označila systém CAS A, která je 
schopna posoudit motilitu a morfologii spermií. A stejně jako průtoková cytometrie dokáže 
posoudit najednou více parametrů. 

Nagy et al. (2015) tvrdí, že motilita je jednou z nej důležitějších charakteristik spojených 
s fertilizační schopností spermií a došli k závěru, že V A P je nej užitečnější charakteristika 
motility spermatu, která má klinický význam při predikci plodnosti. 

Kathiravan et. al. (2011) ve své práci zmiňují, že pro predikci fertilizace u býčího 
spermatu hodnocených pomocí systému C A S A mohou být užitečné parametry progresivní 
pohyblivosti a rychlosti, jako jsou V C L , V S L a dráhová rychlost V A P . Avšak též uvádí, že 
parametry jako STR, LIN, BCF, A L H nemají u býků narozdíl například od lidského spermatu 
téměř žádnou pozitivní korelaci s fertilizaci (Kathiravan et. al. 2011). 

Mapel et al. (2022) je své studiu u hnědých švýcarských býků zjistili, že pohyblivost 
spermií pozitivně korelovala s plodností býků (r = 0,1598 ± 0,0002). 

Avšak Raval et al. (2024) tvrdí, že hodnocení motility a morfologických parametrů 
spermií nepředpovídá schopnost oplodnění, protože i spermie s normální pohyblivostí a 
morfologií mohou při procesu oplození selhat. 
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Amann a Waberski (2014) uvádějí, že stále není zcela jasné, které parametry pohybu 
spermií, získané pomocí systému CASA, jsou schopny spolehlivě předpovídat jejich fertilizační 
schopnost. 

I přes vysokou přesnost, spolehlivost a rychlost zařízení C A S A (Amann & Waberski 
2014), je pozorován nesoulad v počtu narozených zvířat, pokud je tato analýza prováděna 
samostatně. Důvodem je, že pohyblivost spermií je pouze jedním ze základních a nezbytných 
předpokladů pro úspěšné dokončení biologické funkce spermie a oplodnění oocytu (Graham & 
Moce 2005). Amann & Waberski (2014) souhlasí, že zatím není jasné, které charakteristiky 
pohybu spermií, stanovené systémem CASA, jsou schopny předpovědět jejich fertilizační 
schopnost. 
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5 Závěr 
Všechny zde uvedené in vitro analýzy jsou schopny do určité míry predikovat schopnost 

fertilizace. Avšak jak již bylo zmíněno nej významnější mi metodami korelující s fertilizací j sou 
beze sporu průtoková cytometrie a systém C AS A. A také jejich těsná vzájemná korelace 
přispívá k uvědomění, že se jedná o celkem spolehlivé prektory fertilizace. Avšak je třeba 
konstatovat, že oplození velmi komplikovaný proces na to, aby mohl být kompletně testován 
během in vitro podmínek, které máme v současné době k dispozici. Stále nemáme k dispozici 
žádnou 100% spolehlivou metodu, která by napodobovala složité a důležité interakce mezi 
spermiemi a samicím pohlavním ústrojím, k nimž dochází během transportu spermií do místa 
oplození. I přes to, s využitím kombinací nej významnějších analýz jako C A S A a průtoková 
cytometrie jsme schopni fertilizační schopnosti spermií do vysoké míry predikovat. 

Díky svým mimořádným možnostem analýzy a třídění jednotlivých buněk se průtoková 
cytometrie široce používá v mnoha oblastech. Navzdory svému významnému dopadu mají 
současné komerční systémy průtokové cytometrie následující nevýhody: vysoká cena, rozměr 
přístroje a neustálé požadavky na údržbu vyškoleným personálem. Z ekonomických důvodů 
jsou průtokové cytometry jsou obvykle k dispozici pouze v laboratořích s dostatečnými 
finančními prostředky. 

Avšak v součastné době roste potřeba přenosných, levných a bezúdržbových platforem 
průtokové cytometrie. Jako jedním z řešení se jeví integrovat průtokovou cytometrii do 
čipových zařízení. Díky čipům by se snížila pořizovací cena i cena za údržbu tudíž by analýza 
na průtokovém cytometru byla mnohem dostupnější pro více pracovišť. Přestože průtoková 
cytometrie na čipu zatím není široce dostupná, stále pokračuje výzkum a vývoj v této oblasti. 
Proto věřím, že s pokračujícím pokrokem v technologii budou laboratoře na čipu stále více 
využívány v praxi. 

Ajak jsem již popsala, za další vysoce predikce schopnou analýzu bych označila systém 
CASA. Jako hlavní úskalí systému C A S A shledávám v tom, že ne všechny pohyblivé spermie 
lze definovat jako fertilizace schopné. I přes to, že motilita spermií je považována za důležitý 
prediktivní parametr fertilizace dle mého samostatné posouzení motility není dostatečné k 
predikci fertilizace u spermatu. Jelikož C A S A nedokáže odhalit skryté defekty buněk, které 
mohou mít za následek horší nebo špatnou kvalitu rozmražených vzorků ejakulátu. Proto bych 
vždy analýzu C A S A doplnila vyšetřením na průtokovém cytometru. Popřípadě i s jinými 
analýzami uvedenými v této práci. 

Myslím, že volba této problematiky je opodstatněná, protože otázka vývoje 
laboratorních testů, které by dokázaly přesně předpovědět oplodňovací schopnost vzorku 
býčího semene, není ve světě dosud vyřešena. I proto bych se jí chtěla nadále zabývat i v 
následujícím studiu a diplomové práci. 
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