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Predikce fertiliza¢ni schopnosti inseminacnich davek bykii
pomoci priutokové cytometrie a jinych laboratornich in
vitro analyz

Souhrn

V praci jsou shrnuty in vitro analyzy kvality spermatu souvisejici se schopnosti predikce
fertilizace insemina¢nich davek (ID) bykt. Zaméfila jsem se také na vyrobu inseminacnich
davek od odbéru ejakulatu az po zamrazeni do tekutého dusiku. Dodrzeni spravnosti kazdého
kroku je zasadni pro vyslednou kvalitu ID.

Inseminace u skotu je jednou z nejvyznamnéjSich biotechnologickych metod v
zivoCisné vyrobé. Zakladem pro inseminaci jsou inseminacni davky, které vykazuji urcité
parametry kvality. K ovéfeni kvality spermatu jsou vyuzivany in vitro analyzy, které jsou
schopné predikovat schopnost fertilizace.

V praci je predstaveno nékolik zasadnich laboratornich in vitro analyz, které se pro
analyzu spermatu vyuzivaji nejen v komercnich laboratofich pro vyrobu ID. Oproti polnim
testim (in vivo) jsou laboratorni analyzy (in vitro) ekonomicky i casoveé vyhodnéjsi.

Pratokova cytometrie patii mezi klicové metody pii analyze kvality inseminacnich
davek. Tato metoda umoziiuje hodnoceni vice parametrti soucasné v kratkém Casovém useku.
Mezi parametry kvality inseminacnich davek hodnocené na prutokovém cytometru patii
napiiklad integrita plazmatické membrany, akrozomu, DNA a mitochondrialni aktivita.
Prutokova cytometrie je rychla metoda s vysokou presnosti a citlivosti.

Mezi dalsi vyznamné analyzy je fazena pocitaCem podporovana analyza spermii, také
nazyvana jako systém CASA. Tato metoda je vyuzivana pro hodnoceni motility spermii.
Systém CASA je schopen vyhodnotit vice parametri soucasné€. Jednotlivé kinematické
parametry spermii jsou extrahovany a nasledné rozdéleny do skupin s obdobnymi
charakteristikami motility.

Pro hodnoceni insemina¢nich davek by bylo ideéalni nalezeni takové in vitro metody,
ktera by pIné korelovala s polni plodnosti.

Nicméné fertilizani schopnost spermii zavisi na mnoha faktorech, nejen na jediné
vlastnosti, a hraje zde kli¢ovou roli i samotna samice.

Klicova slova: Inseminace, ID byku, prutokova cytometrie, prezitelnost



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, DNA 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
CASA system. This method is used to assess sperm motility. The CASA 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 Uvod

Uméla inseminace (UI) patii mezi prvni biotechnologie, které byly vyuzity ke zlepSeni
reprodukce a genetiky hospodarskych zvitat (Foote 2002). UI byla poprvé uspesné aplikovana
na dobytek na pocatku 20. stoleti (Moore & Hasler 2017). M¢éla obrovsky dopad celosvétove u
mnoha druhti zvitat, zejména u mlécného skotu. (Foote 2002). Rennerberg et al. (2017) trdi,
ze az 90 % dojného skotu ve vyspélych zemich je narozeno pravé po umélé inseminaci.
Nasledny vyvoj umélé inseminace zahrnoval vyvoj prvnich fedidel, vynalezeni
elektroejakulatoru, pfidavani antibiotik do spermatu béhem 30. a 40. let 20. stoleti. K zasadni
udalosti doslo vroce 1949, kdy byla poprvé vyuzita kryokonzervace spermatu pomoci
glycerolu (Moore & Hasler 2017).

Prijeti technologie umeélé inseminace ve svét€ bylo impulsem pro vyvoj dalSich
technologii, jako je tfidéni spermii pro vybér pohlavi, embryotransfer a klonovani (Foote 2002).
Ul je nejméné invazivni metodou asistované reprodukce v oblasti chovu zvitrat. Smyslem umélé
inseminace je urychlit genetické zlepSeni zvifat, a tim zvySit jejich uzitkovost. Cile je
dosahovano prostfednictvim piisné selekce geneticky kvalitnich plemeniki jejichz sperma je
pouzivano k oplodnéni tisici samic (Awan et al. 2021). Byly vyvinuty nové, vysoce ucinné
metody hodnoceni plemenikt (Foote 2002).

Predikce plodnosti spermii méa prvorady vyznam pro chovna stada zvitat, kde je
aplikovana uméla inseminace (Gadea 2005).

Vysledek inseminace mize byt ovlivnén mnoha faktory. Mezi nejdilezitéjsi faktory
patii plodnost byka (FilipCik et al. 2023). Konkrétni byk mize byt vyuzit i statisickrat pfi
umélém oplodnéni (Kastelic 2013). Plodnost byka je definovand jako schopnost spermie
oplodnit oocyt a podporovat embryonalni vyvoj. Presné hodnoceni kvality spermatu jako
prediktord plodnosti u byktu zastava klicovym vyzkumnym cilem pro dalsi pokrok v
genetickém vybéru u skotu. (Bollwein & Malama 2023; Ozbek et al. 2021).

Kvalita a kvantita spermatu byku je zodpovédna za reproduk¢ni aspéch v chovu skotu
(Tanga et al. 2021). Mezi parametry kvality spermatu bykt patfi objem, hustota, motilita,
koncentrace spermii (Sankhi et al. 2019). Morrell (2014) uvadi, ze mohou byt zkoumany 1 dalsi
parametry jako napfiklad integrita plazmatické membrany, akrozomu, DNA a mitochondrialni
aktivita.

V poslednich desetiletich bylo vyvinuto zna¢né usili pro zlepseni opakovatelnosti a
presnosti metod, jejichz prostiednictvim hodnotime kvalitu spermatu ve vzorcich Cerstvé
odebranych ejakulatii nebo zmrazenych a rozmrazenych Sarzi spermatu (Bollwein & Malama
2023).

Kazda chovatelska spolecnost ma své vlastni standardy kontroly kvality pro davky
zmrazeného spermatu pro umélou inseminaci. Pro dosazeni standardi je odebrany ejakulat
hodnocen na koncentraci, pohyblivost spermii a na morfologii, v zavislosti na internich
standardech kvality spole¢nosti. (Hurri et al. 2022).

Vzorky Cerstvého spermatu, které spliyji tyto prahové hodnoty, jsou zmrazeny jako
inseminacni davky. K dal§imu hodnoceni kvality spermii dochézi az po rozmrazeni a nasledné
jsou uvolnény k prodeji pouze vzorky, které v této fazi dosahuji ptijatelnych prahovych hodnot.
(Hurri et al. 2022).



Fertilizace je slozity proces a neexistuje zadna spolehliva metoda, ktera by dokazala
vyhodnotit komplikované interakce, ke kterym dochéazi od transportu spermii k oplodnéni
(Larsson & Rodriguez-Martinez 2000). Potvrzena btezost je jedinym nezvratnym dikazem, ze
spermie je schopna oplodnéni (Roldan 2007). Jen malo jednofunkénich testd skutecné odrazi
plodnost in vivo (Oh et al. 2010).

Hlavnim cilem kontroly kvality spermatu je urcit souvislost mezi kvalitou spermatu a
plodnosti. (De Jarnette et al. 2022). V soucasné dobé¢ existuji desitky laboratornich metod, které
jsou zaméfeny na predikci plodnosti. Tyto metody vykazuji urcitou miru korelace s fertilizacni
schopnosti (Larsson & Rodriguez-Martinez 2000), a proto je dulezité peclivé sledovat
vyuzivané in vitro analyzy, zhodnotit jejich schopnosti a posoudit jejich potencial v predikci
fertilizacni schopnosti. (Amann & Waberski 2014).



2 (il prace

Cilem této bakalarské prace je podrobngji prozkoumat pritokovou cytometrii a dalsi in
vitro analyzy spermatu, které slouzi k posouzeni jeho kvality a predikci fertilizaéni schopnosti.
Dale na zakladé ziskanych poznatkl urcit ktera analyza nejvice souvisi s fertilizani schopnosti.



3 Literarni reSerse
3.1 Obecna fyziologie fertilizace u skotu

Fertilizace je definovana jako proces spojeni dvou gamet, vajicka a spermie. Po setkani
vajicka a spermie ve vejcovodu se spusti proces, ktery vede k oplozeni, vzniku a vyvoji novych
jedincl. Proces zacina druhove specifickou vazbou spermie na vajicko a konci jejich splynutim
(Wassarman et al. 2001).

Oplodnéni je sekvence koordinovanych molekularnich udalosti zahrnujicich slouceni
spermie s vajiCkem, fuzi pronuklei a promiseni matetskych a otcovskych chromozomu. Prvni
formou zivota je zygota (diploidni burika) ze které vznikne novy organismus (Georgadaki et al.
2016).

Pii oplozeni se do pochvy dostanou miliony spermii. Rada z nich v kyselém prostredi
zemfe. Spermie poté prochazi skrz cervikalnim hlen smérem k déloze a poté k vejcovodim.
Déloha diky svym kontakcim usnadiuje spermiim prachod az k vejcovodim. K oplodnéni
dochazi v horni tfetiné vejcovodu. (Georgadaki et al. 2016). Wassarman et al. (2001) uvadi, ze
nejde pouze o nahodné setkani spermie s vajickem, ale hraje zde roly tzv. Chemoantrakt. Jde o
tepelné stabilni peptidy, které produkuji folikularni butiky obklopujici vajicko (Wassarman et
al. 2001).

Spermie musi zdstat ve vejcovodu piiblizné 6 hodin, aby ziskaly schopnost oplodnéni.
Béhem této doby spermie prochéazeji fadou biochemickych transformaci, které se souhrnné
nazyvaji kapacitaci (Zoca et al. 2023). Kapacitace bycich spermii zahrnuje vyplavovani
cholesterolu (Stiavnicka et al. 2023), pfeménu fosfolipidové plazmatické membrany (zejména
expozici zbytkd fosfatidylserinu) (Bollwein & Malama 2023), priliv vapniku, zvySeni
intracelularniho pH (Stiavnicka et al. 2023), migraci proteinti na povrchu plazmatické
membrany, vznik oblasti bez proteini (Ferrer et al. 2017), ztencCeni plazmatické membrany a
také odhaleni receptort pro fuzi s oocyty. Kapacitaci také doprovazi zména vzorce motility z
progresivni na hyperaktivovanou, coz zvysSuje propulzi spermii, usnadiuje jejich uvolnéni z
rezervoaru spermii a také penetraci skrz zonu pellucidu obklopujici oocyt. Kapacitace je
dokoncena teprve tehdy, kdyZz se spermie spoji se zonou pellucida a uvolni svij akrozomalni
obsah (Stiavnicka et al. 2023). Poté co se spermie setka s vajickem musi se nejprve navazat
druhoveé specifickym zpliisobem k silnému extracelularnimu povlaku zvanému zona pellucida.
Jakmile se spermie navaze na zonu pellucidu, musi podstoupit akrozomovou reakci neboli
bunécnou exocytozu (Wassarman et al. 2001). Coz je exocytoticky proces zavisly na Ca2+.
(Yanagimachi 2011). Akrozomalni reakce je charakterizovana mnohocetnymi fuzemi
plazmatické membrany v piedni oblasti hlavicky spermie s vnéj§i akrozomalni membranou
ptimo pod plazmatickou membranou (Yanagimachi 2011).

Spermie poté musi proniknout skrze zonu pellucidu do periviteliniho prostoru kde se
navaze na plazmatickou membranu se kterou bude probihat fuze. Jakmile dojde k fuzi jedné
spermie neni jiz mozna fuze s dal§imi spermiemi (Wassarman et al. 2001). Jakmile spermie
vstoupi do oocytu pii oplodnéni, hlavicka spermie se dekondenzuje a vytvori samci pronukleus,
coz je zasadni udalost smérem k vytvoreni zygoty (Hossain et al. 2011). V tento okazmzik se
vytvori jedind diploidni bunka, zygota, ze které se vyvine novy individudlni organismus
(Georgadaki et al. 2016).



3.2 Inseminacni diavky (ID) pro potieby umélé inseminace

3.2.1 Inseminace

Umeéla inseminace (UI) je uznavana jako Slechtitelska metoda, ktera prispiva ke zlepSeni
populaci hospodarskych zvitat (Barszcz et. al. 2012).

U skotu hraje uméla inseminace zasadni roli nejen pro uspé$né zalozeni biezosti, ktera
je predpokladem pro zahajeni nasledné laktace, ale také pro urychleni genetického zlepSeni a
usnadnéni distribuce semene od geneticky elitnich samcta (Diskin 2018). Uméla inseminace je
zakladni technikou v chovnych programech s testovanim potomstva. Poskytuje prilezitost
vybrat si plemeniky, u kterych bylo prokazano, ze prenaSeji pozadované vlastnosti na dalsi
generaci a minimalizuje riziko Sifeni pohlavné prenosnych chorob (bruceloza, listeroza,
leptospirdza, trichomonidza) a genetickych vad. Inseminace také zvySuje intenzitu selekce,
protoze je potieba méné chovnych bykd (Tadesse 2010). Dalsi z hlavnich vyhod umélé
inseminace je eliminace nakladi a nebezpeci pii udrzovani byka na farmeé. Umoziuje parfeni
zvitat s velkymi rozdily ve velikosti bez toho, aniz by doslo ke zranéni kteréhokoli ze zvitat. Je
mozné inseminovat zvifata, ktera odmitaji stat nebo pfijimat samce 1 v dobé fije. Pomaha v
udrzovani piesnych zaznamu o chovu a oteleni a zvySuje miru zabfezavani (Johnson 2011).

Navzdory dobie znamym vyhodam umélého oplodnéni jsou zde stale i chovatelé kteti
preferuji ptirozenou plemenitbu ve svych chovech. Hlavni argument odtvodriujici jejich volbu
jsou udajné vyssi naklady pfi vyuziti inseminace ve srovnani s naklady na chov byku. (Thomas
2014). Zminuji téz zvysené naklady vyplyvajici z prodlouzenych intervalti porodii z diivodu
nizké miry detekce fije pii pouziti umélé inseminace. Ul je také vice nachylnad na lidské
pochybeni pii nacasovani zapousténi i pii samotném zakroku (Thomas 2014).

3.2.2 Cinitelé ovliviiujici kvalitu ejakuldtu

Vzhledem k tomu, ze uméla inseminace je u skotu Siroce pouzivana, hodnoceni
spermatu hraje zasadni roli nejen pii uspéSném zabieznuti, ale také pti usnadnéni genetického
zlepSeni a a splnéni produkénich cild. U bykta ovliviiuji kvalitu spermatu vnirini faktrory
faktory jako vék, plemeno, genetické zalozeni, zdravi a télesnd kondice. Dale pak vnéjsi faktory
jako jsou interval odbéru, vyziva, rocni obdobi (Tanga et al. 2021), stres (napf. onemocnéni
nebo tepelny stres z prostedi) které mohou ovlivnit motilitu a morfologii spermii (Dalton
2019).

Plodnost samct je dilezitym faktorem reprodukce skotu, protoze jeden byk je vyuzivan
k oplozeni mnoha krav, zejména po zavedeni technologie umélého inseminace. Hodnoceni
samCi plodnosti je zalozeno pfedevSim na hodnoceni spermatu po rozmrazeni pomoci
konvenénich parametrt, jako je pohyblivost spermii, morfologie, Zivotaschopnost, integrita
membrany a akrozomu (Kathiravan et al. 2011). Ac¢koli se na vyskytu neplodnosti podileji
samci i samice stejnou mirou, vyznam sam¢i neplodnosti je u skotu vy$si kviili Sirokému vyuziti
umélé inseminace, kdy se sperma jednoho byka pouziva k zapousténi nékolika tisic krav (Raval
et al. 2024). Plodnost byka je definovana jako schopnost spermie oplodnit oocyt a podporovat
embryonalni vyvoj (Bollwein & Malama 2023; Ozbek et al. 2021). Plemenni byci jsou vybirani
na zakladé jejich schopnosti projit testy, které zahrnuji fyzické posouzeni zdatnosti bykl a



konvencni mikroskopické hodnoceni kvality spermatu. Plodnost je vSak multifaktorialni
vlastnost ovlivnéna nékolika faktory a pro uspésSnou fertilizaci musi byt spermie strukturalné a
funkéné kompetentni. Hodnoceni motility a morfologickych parametri spermii proto
nepiedpovida schopnost oplodnéni, protoze spermie s normalni pohyblivosti a morfologii
mohou pfi procesu oplozeni selhat. (Raval et al. 2024).

Vyznamné procento reprodukénich selhani u skotu je pfipisovano subfertilité bykt a
subfertilni byci mohou vést k vyznamnym finan¢nim ztratim. Kromé toho se kvalita spermatu
muze v prubéhu zivota byka lisit a dokonce i plodni byci mohou produkovat ejakulaty se
Spatnou schopnosti oplodnéni v zavislosti na jejich véku nebo prostiedi. Protoze nelze
predpokladat plodnost byka, je nutné ji sledovat pravidelnym zkoumanim chovnych zaznamu
a posuzovanim kvality semene (Sellem et al. 2015).

Jeden ejakulat obsahuje dostatecné mnozstvi spermii pro tisice inseminaci, av§ak pouze
10 az 20 inseminaci nefedéného spermatu. Od jedinct starSich 18 mésict by mél pfijaty ejakulat
obsahovat minimalné€ 70 % pohyblivych spermii (s pfimo¢arym pohybem), 80 % spermii bez
morfologickych zmeén a 500 tisic spermii v 1 mm3. (Barszcz et al. 2012).

3.3 Metody odbéru ejakulatu

Pro odbér spermatu u bykt Ize vyuzit vice metod. Mezi nejcastéji vyuzivané metody
patii odbér pomoci umélé vaginy a elektroejakulace (EEJ). Alternativné lze vyuzit i trasrektalni
masaze €i aspirace spermatu piimo z pochvy kravy (Palmer 2005).

Odbér spermatu pomoci umélé vaginy je nejbéznéji pouzivany v inseminacnich
stanicich a umoziiuje také pozorovani dalSich aspekta véetné reprodukéniho chovani. (Rego et
al. 2015) Odbér spermatu touto metodou vyzaduje aktivni ucast byka a velmi se priblizuje
ptirozenému rozmnozovani (Palmer 2005). Odbér spermatu do umélé vaginy, avsak vyzaduje
dobrou fyzickou kondici bykt, normalni libido a v neposledni fadé také vycvik a dobrou
manipulovatelnost (Rego et al. 2015).

Umela vagina byla vyznamnym pokrokem v procesu odbéru vzorkd spermatu a byla
vynalezena v roce 1914 a ve 30. letech 20. stoleti ji védci v Rusku upravili pro pouZiti u byku.
(Moore & Hasler 2017) Pii této metodé€ je sperma odebrano pomoci jednorazové zkumavky
pfipojené k predehtaté (38 °C) sterilni umélé vaginé (Bucher et al. 2019). Nespornou vyhodou
umélé vaginy je skuteCnost, Ze muzeme odebirat Cisté vzorky, které nejsou kontaminovany
vaginalnimi sekrety. Narozdil od predchozich pokusi odebirat ejakulované sperma ze
skuteCnych vagin samic (Moore & Hasler 2017).

Pti elektroejakulaci se do samciho rekta umisti transrektalni sonda, ktera je vybavena
elektrodami, které vysilaji elektrické pulzy o nizkém napéti (Pernas et al. 2023).

Pro elektroejakulaci je nutna vhodna fixace byka a pokud je spravovana vhodné
vyskolenymi osobami tak vzorky spermatu lze odebrat od velké vétSiny samci. Vzorky
odebrané elektroejakulaci mohou mit vétsi objem a niz8i koncentraci spermii ve srovnani se
vzorky ziskanymi odbérem do umélé vaginy (Rego et al. 2015). Elektroejakulace domécich
zvitat byla poprvé popsana v roce 1936. Vétsina modernich elektroejakulatori vyuziva
sinusovy puls o frekvenci 20-30 cykli/s. Nelze vSak popfit, Ze reakce zvirat pii védomi na EEJ



predstavuje problém v oblasti welfare. Intenzivni svalové kontrakce, zapaseni, vokalizace a
obcasné prevraceni do lehu spojené s EEJ u byki svédci o jejich nepohodli (Palmer 2015).

3.4 Makroskopické metody hodnoceni odebraného ejakulitu

Odebrany ejakulat by mél mit relativné jednotny, neprihledny vzhled, ktery svédc¢i o
vysoké koncentraci spermii. Ejakulat se sklada ze spermii a tekuté Casti zvané semenna plazma.
Konecné slozeni semene zavisi na urovni vyvoje piidatnych pohlavnich zlaz, podilu sekreta z
reprodukénich organt a na celkovém objemu spermii. Viné by meéla pripominat kravskeé
kravské mléko a textura by mela byt mlécna nebo jako mléko se smetanou. (Ax et al. 2016).

Barva spermatu je prvnim sledovanym parametrem viditelny pozorovanim, ktery se
provadi mezi ostatnimi charakteristikami spermatu (Kanchan & Matharoo 2015).

Barva by mé¢la byt bila ¢i krémova. Za patologické jsou povazovany nasledujici barvy
ejakulatu (Ax et al. 2016):

e Ruzova nebo Cervena — naznaCuji pfitomnost krve, ktera se objevuje jako vysledek
abraze penisu, mocovych kament

e Zelena — naznacuje pifitomnost hnisu

o Zluta— svédeici o ptitomnosti mo¢i

e Vodnata bila — naznacuje mensi mnozstvi spermii nebo vody, ktera se
dostala do spermatu pti odbéru (Ax et al. 2016).

3.5 Mikroskopické metody hodnoceni odebraného ejakulatu

3.5.1 Hodnoceni motility odebraného ejakulatu

Motilita je jednim z nejdilezitéjSich parametri pouzivanych pro hodnoceni kvality
spermii (Contri et al. 2010). Byly popsany nizké, ale vyznamné vztahy mezi motilitou a
fertilitou (Sellem et al. 2015). Motilita je nezbytna pro to, aby spermie dosahly mista oplodnéni
ve vejcovodu. Byly vSak popsany velké rozdily v subjektivnim odhadu motility spermii, a to i
pii hodnoceni stejnych ejakulati (Contri et al. 2010). Vysoky pocet nepohyblivych a
nezivotaschopnych spermii muze byt zpusoben epididymalni patologii. Vysoky pocet
nepohyblivych a zivotaschopnych spermii mize byt zptsoben strukturalnimi defekty biciku.
(Sunder & Leslie 2022).

Procento pohyblivych spermii bylo rutinné hodnoceno vizualnim odhadem pomoci
mikroskopu ve svétlém poli. Které zahrnovalo pouziti svételného mikroskopu a mikroskopu s
fazovym kontrastem s pouzitim objektivii 20 a 40x. Mikroskop by mél byt vybaven ohfivatem
stolku, ktery 1ze nastavit na 37 °C, a irovné zvétSeni by mély umoznit jasnou vizualizaci vzorku
spermii (Tanga et al. 2021).

Manualni hodnoceni se v§ak ukéazalo jako pomalé, pfiblizné a zakladni. Navic je vysoce
citlivé na subjektivni chyby a je tieba Skolit techniky, aby se zvySila opakovatelnost odhadu
(Prete et al. 2022). Proto se Pocitacové asistovana analyza spermatu (CASA) v soucasnosti
stava nejoblibenéjsi metodou hodnoceni motility spermii. (Sellem et al. 2015).



3.5.2 Hodnoceni koncentrace a morfologie odebraného spermatu

Stanoveni koncentrace spermii spolu s hodnocenim morfologie je dilezitou metodou
pro hodnoceni plodnosti. Koncentraci spermii na ml spermatu lze urcit spocitanim spermii v
komote hemocytometru (Tanga et al. 2021). Pocty spocitanych bunék jsou vSak pti této metodé
nizké (nékolik stovek), a vysledky jsou proto statisticky nepiesné. Pozdéji byly zavedeny
spektrofotometrické metody (miktoburiky a fotometry), potencidlné piesnéjsi, ale trpici tim, ze
zbytky nespermatickych ¢astic ve vzorku by miZzou rusit a zkreslovat vysledky (Petrukina &
Harrison 2011). Existuje také moznost podhodnoceni ¢i nadhodnoceni poctu spermii v
zavislosti na typech pouzivanych ptipravkl. Kalibrace zafizeni pro méfeni koncentrace je
zasadni pro zajisténi presného poctu spermii na davku. Kromé téchto metod 1ze koncentraci
spermii stanovit také pomoci CASA a pritokového cytometru (Tanga et al. 2021). Cerstvé
odebrany byci ejakulat by mél dosahovat koncentrace spermii 0,6 az 1,5 x 106 v mm3 a pH 6,2
az 6,8 (Ax et al. 2016). Pti morfologickém hodnoceni se zjistuje také piitomnost dalSich bunék,
jako napf. leukocytu, erytrocytu, epitelovych bunék atd (Barszcz et al. 2012).

Morfologické abnormality vyplyvajici z poruch béhem spermatogeneze mohou mit
nepiiznivy vliv na funkci spermii a fertilitu (Sellem et al. 2015; Sunder & Leslie 2022) a
vzhledem k mistu vzniku defektu se rozlisuji na dvé skupiny rozlisu;i:

o I — Primari zmény vzniklé béhem spermatogeneze a jsou vysledkem
patologickych procest ve varlatech.

o IT — Sekundarni zmény, které se objevuji po definitivnim vytvofeni spermie a
jejim opusténi varlat.

Mezi casté defekty hlavicky spermie u skotu patfi: oddélend hlavicka, defekty velikosti
a tvaru hlavicky, jaderné vakuoly, akrozomalni defekty, dvojita hlavicka. Mezi defekty stiedni
Casti spermie patfi distalni reflex stfedni Casti, prohnuta stfedni ¢ast, proximalni kapky,
pseudokapky, abaxialni pripojeni ocasu, dvojita stiedni cast a segmentalni aplazie. Mezi vady
ocasu zahrnovaly ohnuty ocas a stoCeny ocas. (Menon et al. 2011).

Pficiny defektni struktury spermii mohou byt environmentalni, genetické nebo
kombinace obou. Ackoli environmentalni pfiiny jsou povazovany za nej¢asté]si, roste seznam
pficin, které mohou spermie zpusobit strukturalnich defektd, které jsou povazovany za
genetického pavodu. Piestoze je dédicnost plodnosti byki obecné povazovana za nizkou, urcité
aspekty plodnosti bykt, vcetn€ morfologickych abnormalit spermii, jsou geneticky podminéné
(Chenoweth 2005).

Mezi casté geneticky podminéné vady patii (Chenoweth 2005):

e Defekty akrozomu (knoflikovity, zvinény a neuplny)

e Vady hlavy (abnormalni kondenzace, dekapitace, kulata hlava, srolovana hlava, jaderny
hieben)

e Abnormality stfedni Casti (defekt ,,Dag", defekt , vyvrtka™)

e Vady ocasu (,,defekt pahylu ocasu, primarni ciliarni dyskineze) (Chenoweth 2005)
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Obrazek 1 Vybrané morfologické abnormality spermii
(https://myloview.com/poster-sperm-morphology-normal-and-abnormal-sperm-no-C8A0989)

Perry (2021) ve své studii popsal abnormality spermiii, které nemeéli zadny vliv na
plodnost byka. Patfi mezi n€ spermie s abaxiadlnim ocasem, spermie s mensi segmentalni
aplaziil, distalnimi kapénky, mirn€ ohnutym stfedem ¢i spermie mirn€ pyriformni (Perry 2021).

Dle studie Enciso et al. (2011) existuje jasny vztah mezi morfologicky abnormalnim
by¢im spermatem a Spatnou kvalitou DNA. Zejména velké abnormality spermii, které by
potencialné mohly mit geneticky ptuvod nebo byt vysledkem abortivniho apoptotického
mechanismu jsou uzce spojeny s pritomnosti vysoce poSkozené molekuly DNA (Enciso et al.
2011).

Je prokazano, ze jakykoli environmentalni stres dostateCny k tomu, aby zptasobil zvyseni
cirkulujiciho kortizolu je dostate¢ny k ovlivnéni morfologie spermii. Analogické abnormality
byly pozorovany po vystaveni teplu, at' uz v dasledku obezity, abnormality Sourku, klimatu
nebo zvySené teploty. Ukazalo se, ze nutri¢ni nedostatky béhem vyvoje, at’ uz prenatalni, pred
odstavenim nebo pred prodejem ovliviiuji zrani spermii. V dospélosti mize mit omezeni vyZivy
nebo zména diety Skodlivé ucinky zejména u bykd predisponovanych k rozvoji urcitych
abnormalit spermii (Tanga et al. 2021).

Morfometrické charakteristiky spermii jsou jednim z nejdalezité€jSich ukazatelt
plodnosti. Je vSeobecné uznavano, ze morfologie spermii ma vyznamny vliv na plodnost in vivo
iinvitro a proto je nedilnou soucasti funkcniho testu spermii. Pro hodnoceni morfologie spermit
se pouzivaji rizné metody fixace a ptipravy natéru. Pro zadny konkrétni zivocisny druh vSak
nebyla standardizovana optimalni metoda. V ramci laboratofi 1 mezi nimi existuje vysoka
variabilita, pokud jde o pfesné hodnoceni morfologie spermii. PocitaCova analyza morfologie
spermii je znama jako automatizovana morfometricka analyza spermii (ASMA). ASMA
umoziuje morfologické hodnoceni zivych spermii. (Tanga et al. 2021).
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3.6 Vyroba a uchovavani inseminacnich davek

V soucasnosti se by¢i semeno nejcastéji plni do francouzskych pejet o objemu 0,25 nebo
0,50 ml. Kromé toho, ze usnadfiuji baleni spermatu, oznacovani, skladovani a piepravu,
usnadiiuji pejety také jednotnéjSi kontrolu zmrazovani a rozmrazovani, coz v konecném
disledku vede k lepsi obnové spermatu po rozmrazeni. Velkou nevyhodou pejet je vsak jejich
nachylnost k nespravnému zachazeni, zejména 0,25 ml brcek, které jsou nejoblibenéjsi v
Evropé a Kanadé. Pejety o objemu 0,25 ml maji velky pomér povrchu k objemu ve srovnani s
brcky o objemu 0,5 ml, coz je ¢ini nachylnymi k rychlym teplotnim vykyvam (Diskin 2018).

Ejakulat naplnény v pejetach lze uchovavat kratkodob€ (zhruba 3 dny pfi teploté okolo
5 °C) ¢i dlouhodobé (po neomezené dlouhou dobu pii ulozeni pii -196 °C v kapalném dusiku)
(Gillespie & Flanders 2010; Murphy et al. 2016).

Inseminacni davky jsou nejprve ekvilibrovany pii 4 °C po dobu 24 hodin. A poté
dochéazi k zmrazovani pomoci pocitatem podporované mrazici komory s rychlosti poklesu
teploty 4,7 °C/min az -10 °C, 29 °C/min az -68 °C a 10 °C/min az -140 °C. A Hned poté je
zmrazené sperma skladovano v kapalném dusiku (-196 °C) (Bucher et al. 2019). Seidel ve své
studii (2011) doporucil, aby 3 s byly maximalni dobou pro pfesun 0,25 ml brcek z jedné nadrze
s tekutym dusikem do druhé bez poskozeni spermatu a podobné pro presun z nadrze do
rozmrazovaci bariky (Seidel 2011).

Optimalni metoda zmrazeni musi zarucit uspokojivou zivotaschopnost spermii i po
rozmrazeni. Nemélo by dochazet k poskozeni plazmatické membrany, akrozomu ani ke
zhorSeni mitochondridlni aktivity. Pro uspéSnou kryokonzervaci spermii ma rychlost
zmrazovani zasadni vyznam. Rychlost zmrazeni dostateCné pomala, aby mohla voda opustit
buriky spermii. Tim se zabrani krystalizaci intracelularni vody a naslednému kryoposkozeni
béhem zmrazovani. Na druhou stranu optimalni rychlost zmrazovani musi byt dostate¢né
rychla, aby buriky béhem zmrazovani rychle prosly kritickym teplotnim rozsahem (-10 °C az-
25 °C) (Savullidi et al. 2021).

3.6.1 Rozmrazovani ID

Rozmrazovani zmrazeného spermatu by mélo probihat maximalni rychlosti. Rychlé
rozmrazovani snizuje Skodlivé ucinky rekrystalizace a rehydratace vody, a tim zabraruje
poskozeni membrany spermii a cytoplazmy. Kritickd teplotni zéna pro tvorbu ledovych
krystal je mezi -50 °C a 0 °C. Rychla progrese touto teplotni zonou znamena, Ze sperma
prechazi ze skelného do tekutého stavu a ledové krystaly nemaji dostatek Casu na vytvoreni
(Diskin 2018). Nejcast&ji praktikovana je teplota rozmrazovani 35 °C po dobu 45 sekund,
jelikoz zvySuje pohyblivost spermii ve srovnani se spermatem rozmrazovanym pii jinych
teplotach. (Moore & Hasler 2017). Manipulace se spermatem, je kriticky dulezita. Rozmrazené
sperma je tieba chranit pied chladem a tepelnymi Soky a inseminovat do 6 az 8 minut po
rozmrazeni (Diskin 2018).
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3.6.2 Poskozeni spermii v prubéhu kryokonzervace

Chladovy Sok pfi zmrazovani a rozmrazovani snizuje kvalitu spermii. Proto byla
vyvinuta fada fedidel, aby se snizilo poskozeni zpiisobené mrazem a zlepsila se zivotaschopnost
po rozmrazeni (Ugur et al. 2019).

Ve srovnani s Cerstvym ejakulatem je zivotaschopnost zmrazenych — rozmrazenych
spermii stale v prumeéru relativné nizka a mezi plemennymi byky se vyznamné lisi.
Kryokonzervace bycich (a lidskych) spermii predstihla ostatni druhy, pfesto stile existuje
prostor pro zlepSeni, protoze velké Casti spermii jsou stale znaéné€ poskozeny (Madeja et al.
2022). Proces kryokonzervace obecné snizuje zivotaschopnost spermatu a poSkozuje vSechny
struktury spermii, ¢imz naruSuje schopnost oplodnéni (Ugur et al. 2019). Pii vyrobé
inseminacnich davek je funk¢ni stav spermii je ovlivnén mnoha faktory, jako je pH, osmoticky
tlak a stres spojeny se zménami teploty (Vodicka et al. 2022). Tyto stresové faktory zasahuji
do struktury membran spermii, méni funkce membranovych proteini a iontovych kanalg,
zpusobuji predcasnou kapacitaci, pfedCasnou akrozomovou reakci a vytvaii nadmérné reaktivni
formy kysliku. Kromé& toho kryokonzervace snizuje jak metabolismus spermii, tak
mitochondrialni aktivitu a méni strukturu chromatinu spermii. VSechny tyto ucinky maji za
nasledek nizsi motilitu a fertilizani schopnost zmrazenych a rozmrazenych spermii (Gomes et
al. 2020). Januskauskas et al. (2003) je své studii tvrdi, ze kryokonzervace primarné ovliviiuje
membrany spermii. Rozsah poskozeni membrany se mize lisit od zmén v organizaci, fluidité,
permeabilité a lipidovém slozeni membranové dvojvrstvy az po celkové naruseni membrany.
Mezi membrany spermii ovlivnéné kryokonzervaci patii plazmatickd membrana, vnéjsi
akrozomalni membrana a mitochondrialni membrany (Januskauskas et al. 2003).

Kryokonzervace také snizuje funk¢ni a strukturalni integritu by¢ich spermii a je spojena
s produkci reaktivnich forem kysliku (ROS). Oxidacni stres béhem zmrazovani spermatu savcu
muize zpusobit funkcni a strukturalni poskozeni spermii (Baumber et al. 2005). Prestoze byci
sperma ma pfirozeny obranny systém proti ROS, je povazovan za nedostateCny v ochrané
spermii pii stresu zprostfedkovaném kryokonzervaci (Nichi et al. 2016). Pomoci piidani
vhodnych kryoprotektivnich latek eliminujeme vznik téchto negativnich ucinkd. Proces
chlazeni a zmrazovani je tfeba vést pomoci optimélnich kiivek (Vodicka et al. 2022).

3.7 Redéni ID

Redéni spermatu je b&zné pouzivany postup, ktery umoziiuje piesn&jsi hodnoceni
kvality spermatu a zlepiuje jeho Zivotnost. Red&ni je obzvlasté dileZité pro skladovani
spermatu, jelikoz se komercni ucely vyuziva hlavné zmrazené sperma (Hayden et al. 2015).

Uspé&sna kryokonzervace spermii zavisi na n&kolika vzajemné propojenych faktorech,
veetné pocatecni kvality spermatu, slozeni fedidla, pouzitych kryoprotektivech, chladicim
protokolu, baleni, rychlosti rozmrazovani a také na vzajemném ptisobeni téchto slozek, jakoz i
na individualnich rozdilech u jednotlivych zvitat (Layek et al. 2016).

Zdokonalovani vyroby inseminacnich davek je proto stale nepfetrzitym procesem
mimotadného vyznamu, protoze po rozmrazeni se obnovi piiblizné jen 50 % spermii, a to 1 pfi
nejrafinovanéjSich a nejkontrolovanéj§ich podminkach a Gpravach zmrazovani (Layek et al.
2016).
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3.7.1 Kryoprotektiva

K ochrané¢ spermii pred fyzikalnimi a chemickymi stesory jsou vyuzivana
kryoprotektiva které se ptidavaji do ID. Kryoprotektivni latky nemohou zabranit zménam v
membranové fazi, ale mohou snizit rychlost dehydratace béhem zmrazovani, coz pak snizuje
tvorbu ledovych krystala v burice. (Ugur 2019) Vhodné zvolena kryoprotektiva jsou dilezitym
faktorem v procesu kryokonzervace. M¢li by vykazovat vlastnosti jako je adekvatni pH, dobra
pufrovaci kapacita, vhodna osmolalita a schopnost chranit spermie pied kryogenni 1ézi (Patel
et al. 2016).

3.7.1.1 Penetrujici kryoprotektanty

Glycerol

Penetracni kryoprotektivni latky, jako je glycerol, prochazeji bunéénou membranou a
chrani bunku pred poskozenim zpiisobenym pomalym zmrazenim. Glycerol je nejrozsirenéjsim
kryoprotektantem pro by¢i spermie, protoze snizuje mechanické poskozeni spermii béhem
procesu zmrazovani (Fernandez-novo et al. 2021). Pokud je glycerol pouzit ve vysSich nez
stanovenych koncentracich, mize vSak zpusobit velké osmotické poskozeni spermii, protoze
prochazi membranou spermii mnohem pomaleji nez jina kryoprotektiva (Guthrie et al. 2002).
Nékteré studie poukézali na to, ze nizkomolekularni kryoprotektivum, jako je ethylenglykol
(EG), muze zpusobit mensi poskozeni spermii, nez kdyz se pouzije glycerol, protoze jeho nizka
molekulova hmotnost mu umozinuje snadnéji prochazet plazmatickou membranou
(Fernandez-novo et al. 2021). V poslednich letech se glycerol nebo ethylenglykol bé&zné
pouzivaji jako kryoprotektivum u bykt (Tasdemir et al. 2013).

Jednoduché cukry

Cukr udrzuje osmoticky tlak fedidel tim, ze indukuje dehydrataci bun¢k a mensi tvorbu
ledovych krystali. (Purdy 2006). Cukr je také vyuZzivan spermiemi jako zdroj energie
prostfednictvim glykolyzy a mitochondrialni oxidacni fosforylace k podpote motility a pohybu
spermii (Naing et al. 2010).

3.7.1.2 Nepenetrujici kryoprotektanty

Nepenetrujici  kryoprotektanty jsou obecné velké molekuly, jako jsou
polymery,disacharidy, proteiny nebo aminokyseliny. Mezi disacharidy pouzivanymi jako
kryoprotektiva vykazuje nejlepsi kryoprotektivni ucinek sacharoza. (Iaffaldano et al. 2014).

Nepenetrujici kryoprotektivni ¢inidla, v€etné dextrozy, dextranu a polyethylenglykolu,
mimo jiné, podporuji rychlou dehydrataci bunek, aby se zabranilo tvorbé ledovych krystali;,
Casto se pouzivaji spolecné s penetracnimi kryoprotektivnimi €inidly (Fernandez-novo et al.
2021).

Vajec¢ny zloutek

VajeCny zloutek patfi mezi nepenetrujici kryoprotektanty jelikoz obsahuje velké
molekuly. Vajecny zloutek je Siroce pouzivan v fedidlech pro zmrazovani spermatu a osvédcil
se jako ucinny pro ochranu sav¢ich spermii pred chladovym Sokem béhem procesu zmrazovani
a rozmrazovani. (Holt 2000).
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Standartné se pro kryokonzervaci spermatu skotu pouzivaji fedidla na bazi 20%
vajecného zloutku. Ackoli je znamo, ze vajeCny Zloutek zabratuje poskozeni bun¢k béhem
kryokonzervace, ptitomnost latek v granulich Zloutku vcetné lipoproteint s vysokou hustotou
(HDL) a mineralt inhibuje dychani spermii a snizuje jejich pohyblivost (Ugur et al. 2019).
Avsak lipoproteiny s nizkou hustotou (LDL) vajecného zloutku chrani spermie pred
poskozenim tim, ze pokryvaji membranu spermii béhem zmrazovani a rozmrazovani
(Laffaldano et al. 2014). Ackoli vétSina fedidel obsahuje samotny vajeCny zloutek jako
kryoprotektant, nékteré mohou byt doplnény glycerolem. Ohledné vyuziti vajecného zloutku
jako tedidla vSak existuji i urCité obavy ohledné biologické bezpecnosti a moznosti, ze obsah
vajec muze zmenit strukturu a fyziologii spermii. (Ugur et al. 2019).

3.7.2 Bezzloutkova redidla

Vétsina konvencnich fedidel spermatu je na bazi vaje¢ného zloutku, zatimco relativné
nove vyvinuta fedidla se skladaji vyhradné z rostlinnych slozek (Murphy et al. 2018). Rostlinna
fedidla by méla poskytovat srovnatelnou kvalitu zmrazenych inseminacnich davek a zaroven
eradikovat mozné nevyhody fedidel na bazi vajecného zloutku, jako je pfenos nemoci,
mikrobidlni riziko a potize se standardizaci. Stale vSak ptetrvavaji obavy ze snizeni plodnosti,
kdyz se pfi kryokonzervaci byciho semene pouzivaji kryoprotektiva na rostlinné bazi (Layek et
al. 2016). Zatimco nékteré studie potvrdily srovnatelnou kvalitu in vitro nebo miru plodnosti
inseminacni davky, ktera byla fedéna kryoprotektantem bez vaje¢ného zloutku. (Vodicka et al.
2022). Fernandez-novo et al. (2021) tvrdi, ze komer¢né dostupna fedidla na bazi sdjového
lecitinu mohou ovlivnit nékteré faktory spermatu jako napiiklad motilitu spermii.

3.7.3 Antibiotika

Pouziti antibiotik v fedidlech spermatu pfispiva k zachovani kvality a bezpecCnosti
samcCich zarodeCnych buné€k, zejména proto, ze vétSina mikroorganismii vzniklych pfi
zpracovani spermatu dokaze prezit teploty tekutého dusiku (-196°C). (Moreira et al. 2022).
Bakterie se mizou dostat do ejakulatu béhem jeho odbéru a zpracovani. Nékteré typy bakterii
maji Skodlivy vliv na kvalitu spermatu béhem skladovani a nékteré mohou zplsobit
onemocnéni u inseminovanych samic (Morrell et al. 2014). Pokud by doslo k baterialni
kontaminaci inseminacni davky mohlo by to také ovlivnit nekteré morfologické a funkcni
parametry spermii (Moreira et al. 2022). NejcCastéji se vyuzivaji antibiotika jako gentamicin,
tylosin, linkomycin-spektinomycin, penicilin, streptomycin, amikacin a popfipadélze vyuzit i
jejich kombinace (Morrell et al. 2014).

3.7.4 Alternativy antibiotik

Moreira et al. (2022) uvad¢ji, ze nespecifické uzivani antibiotik mize prispét k rozvoji
bakterialni rezistence a naznacuji, ze néktera antibiotika mohou negativné ovliviiovat kvalitu
spermatu. Z toho divodu se diskutuji o moznosti vyhnout se pouzivani antibiotik v fedidlech
pro kryokonzervaci spermatu, a to pfedev§im proto, ze samotny proces kryokonzervace také
zpusobuje sniZeni bakterialni zatéze (Moreira et al. 2022).

Alternativni metody inhibice bakterii ve spermatu jsou zaloZzeny na pfidani
nekonvencnich antimikrobialnich latek, jako jsou rostlinné extrakty, antimikrobialni peptidy,
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nanocastic oxidu Zzelezitého nebo vyuziti metod centrifugace pifi které dochazi k separaci
bakterii od spermii (Morrell et al. 2014).

3.7.5 Antioxidanty a aminokyseliny

Aminokyseliny hraji dilezitou roli v prevenci oxidacniho poskozeni spermii béhem
konzervace (Patel et al. 2016). Antioxidanty jsou molekuly, které inhibuji tvorbu reaktivnich
forem kysliku (ROS) a peroxidaci lipida. Superoxiddismutaza, glutathionperoxidaza a katalaza
patii mezi antioxidanty, které jsou vyznamné pro funkci spermii, protoze chrani spermie pied
oxida¢nim stresem. Glutathion (GSH) je silny antioxidant, ktery chrani byci spermie pred
volnymi kyslikovymi radikaly. DalSim vyznamnym antioxidantem pro integritu spermii je
Resveratrol, ktery hasi superoxidové, hydroxylové a kovy indukované radikaly. Proto chrani
chromatin spermii a membrany pfed poSkozenim ROS. Endogenni antioxidanty pfitomné ve
spermatu skotu nejsou dostatecné k zajisténi integrity spermii proti oxidativnimu stresu pri
kryokonzervaci. Ke zlepSeni zivotaschopnosti rozmrazenych spermii je zapotiebi suplementace
antioxidant (Ugur et al. 2019).

Vitamin E také hraje dulezitou roli pii ochrané spermii jako antioxidant. Suplementace
spermatu vitaminem E pozitivn€ ovliviiuje motilitu spermii, integritu membrany a membranovy
potencial (Ugur et al. 2019).

Methionin, ktery je prekurzorem glutathionu chrani spermie pred oxida¢nim
poskozenim a podili se na detoxikaci buriky. Pfidani methioninu do spermatu se napomaha
udrzeni normalni morfologie spermii (Ugur et al. 2019).

Karnitin a inositol maji ochranny vliv na integritu akrozomu, zlepsuji motilitu spermii
a snizuji poSkozeni DNA (Ugur et al. 2019).

Cystein je neesencialni aminokyselina, lapac volnych radikalt a prekurzorova molekula
glutathionu kterd zvySuje intracelularni produkci glutathionu in vivo i in vitro. (Tuncer et al.
2010). Cystein ma kryoprotektivni ucinek na funk¢ni integritu akrosomu a mitochondrii, coz
zlepSuje motilitu spermii po rozmrazeni. (Patel et al. 2016)
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3.8 Posouzeni kvality ID pomoci in vitro analyz

Tradicni hodnoceni kvality spermatu in vitro zahrnuje subjektivni hodnoceni motility,
odhad podilu spermii s normalni morfologii a odhad koncentrace spermii. I kdyz tyto testy
stanovi minimalni standardy pro sperma pouzivané pro inseminaci, maji omezenou hodnotu
pro predikci nasledné plodnosti vzorku (Rodriguez-Martinez 2003). V dusledku toho byla
pozornost zaméfena na hodnoceni dalSich aspektt kvality spermatu jako prediktorti plodnosti,
jako je zivotaschopnost, akrozomalni integrita, mitochondrialni aktivita a integrita plazmatické
membrany. I kdyz bylo dosazeno urcitého uspéchu, jen malo jednotlivych parametra spermii in
vitro vykazuje spolehlivou a opakovatelnou korelact s fertilizaci (Rodriguez-Martinez 2003).
Obecné korelace mezi testy in vitro a fertilitou prokazaly vysokou variabilitu mezi riznymi
studiemi (Gliozzi et al. 2017).

3.8.1 Pocitaem Fizena analyza spermii (CASA)

Systém CASA, poprvé zalozeny v roce 1980, se vyvinul v pfesnou pocitacovou techniku
a software, ktery poskytuje kvantitativni métreni pro objektivni a pfesné posouzeni pohyblivosti
spermii a kinematiky. Tato technika vyuziva principu zachycovani kontinualnich obrazi
pohyblivych spermii z mikroskopického pole a prevadi obrazy na video obrazy s riznou
akviziéni frekvenci (snimky s-1, Hz) (Ugur et al. 2019).

CASA pfinesla zlepSeni v kvantitativni analyze kvality spermii z hlediska pfesnosti a
preciznosti ve srovnani s konven¢nimi metodami meéteni motility (Tanga et al. 2021). Na rozdil
od subjektivniho hodnoceni motility poskytuji systémy CASA konzistentni a spolehlivé
vysledky analyzou vice nez 500 spermii v jednom vzorku a sledovanim pohybu kazdé spermie.
Jeji systém muze extrahovat jednotlivé kinematické parametry pohybu a rozdélit celkovou
populaci spermii do subpopulaci spermii s podobnymi charakteristikami motility (obvykle
rychla, stfedné rychla, pomaléa a nepohybliva). Hodnoceni motility pomoci systému CASA se
tak rychle stalo standardem pfti hodnoceni spermatu mnoha druhti (Prete et al. 2022). Moderni
systémy CASA dokazou automaticky zobrazit vice poli v mélké komote na vzorky a zachytit
tak stroboskopické snimky 500 az >2000 spermii, pfi 50 nebo 60 snimcich za sekundu (Amann
& Waberski 2014).

Systém CASA ma vSak urcitd omezeni, ovlivnéna vyssi koncentraci spermii, ktera
narusuje progresivni motilitu. Béhem analyzy spermatu mohou nedostatky, jako jsou zabéry s
nizkym kontrastem a artefakty necistot, negativné ovlivnit pfesnost softwaru CASA. V
takovych pfipadech je koncentrace spermii znacné nadhodnocena a procento motility spermii
je podhodnoceno (Tanga et al. 2021).
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Obrazek 2 Analyza motility spermii v systému CASA
(https://www.micropticsl.com/portfolio-items/sca-production-motility-concentration-analysis-
window/)

3.8.1.1 Systémové komponenty

Systém CASA se bézné sklada z mikroskopu pfipojeného k videokamete pro snimani
videosekvenci a pocitace. Nedavno byl pro systém CASA vyzkouSen svételny mikroskop s
vylepSenim obrazu a specialnim algoritmem pro sledovani spermii (Ugur et al. 2019).
Videokamera zachycuje mikroskopické snimky spermii, které jsou nésledné digitalizovany
pocitacem na zakladé poctu obrazovych prvku (pixeld) pokrytych hlavickou spermie. UZivatel
muze definovat rozsah pixelt pokrytych hlavickami spermii pro rizné druhy. Ke snizeni
mnozstvi chyb v dusledku necistot v daném rozsahu pixelt pouzivaji rizné systémy CASA
razné pristupy. Neékteré vyzaduji pfipojeny ocasek s identifikovanou hlavickou spermie,
zatimco jiné pouzivaji barveni IDENT, pfi némz je fluorescencni barvivo vazané na DNA v
hlavicce spermie rozpoznano pocitacem. Hlavnim omezenim pouziti fluorescen¢niho barviva
k odliseni hlavicky spermie od zbytkl je vSak to, ze spermie musi byt béhem analyzy ve statické
poloze. Ackoliv je velmi uzite¢né pro odhad koncentrace spermii, pro odhad parametr
pohyblivosti vyuzit nelze. (Kathiravan et al. 2011)
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3.8.1.2 Princip funkce systému

V dnesni dobé se trhu nachazi vice nez 12 systémia CASA pro vyhodnocovani spermii
zvirat. VétSina z nich stanovi centroid pro kazdou spermii, vyhodnoti pohyb bunék a na zaklade
toho stanovy trajektorii. Nékteré se zametuji na hromadny pohyb populace spermii spise nez
na jednotlivé spermie (Amann & Waberski 2014). Zachycené obrazy jsou skenovanya
vizualizovany pomoci tmavého pole nebo negativniho vysokofazového kontrastu, aby bylo
mozné sledovat pohyb kazdé jednotlivé spermie s ohledem na intenzitu snimku (Ugur et al.
2019). V mikroskopu s tmavym polem a negativnim fazovym kontrastem se bilé hlavicky
spermii vizualizuji na tmavém pozadi a jas hlavicek spermii se vyuziva ke stanoveni polohy
centroidd v po sobé€ jdoucich polich. U fluorescen¢niho optického mikroskopu se hlavicka
spermie identifikuje pomoci barveni fluorescenénim barvivem, které se vaze na DNA spermie
(Kathiravan et al. 2011).

Pouzity algoritmus se u riznych systémi CASA lisi, ale zakladni princip pfislusnych
kroku je nasledujici. Prvni krok zahrnuje stanoveni polohy centroidu hlavicky spermie v po
sobé jdoucich polich pomoci odhadu pravdépodobnosti, kterou by spermie mohla projit
(Mortimer 2000). Druhy krok algoritmu stanovi pocet centroidu, které se maji analyzovat pro
trajektorii spermie, na zakladé minimalniho pfidéleného Casového intervalu. Treti krok urcuje
minimalni primérnou vzdalenost mezi po sobé€ jdoucimi videopolemi, kterou musi spermie
prekonat, aby byla nadale povazovana za pohybujici se. V poslednim kroku algoritmus urcuje
pocet doptednych videopoli, ktera se maji hledat pro obnoveni kontaktu s drahou chybéjiciho
centroidu. Takto se rekonstruuje trajektorie pohybu spermie a odhaduje se fada kinematickych
parametra (Kathiravan et al. 2011).

3.8.1.3 Mérené parametry

CASA poskytuje parametry motility [progresivni motilita (%), celkova motilita (%)] a
kinematické charakteristiky pro hodnoceni spermii, jako je rychlost, linearita a lateralni posun,
ktery definuje trajektorii. Toto Siroce pouzivané méfeni pohybu spermii zahrnuje rychlosti, jako
je ptfima (VSL), kfivocara (VCL), prameérna draha (VAP), linearita dopfedné progrese (LIN,
pomér VSL k VCL) a amplituda lateralniho posunu hlavy (ALH). Diky vysoce kvalitnimu
hardwaru a softwaru s otevienym zdrojovym kodem jsou soucasné systémy CASA také
uzite¢n€j§i pro méfeni morfometrie (rozméru) spermii a zarovefi umoZzfiuji posouzeni
koncentrace a morfologie (Ugur et al. 2019).

Tyto parametry CASA byly modelovany a matematicky zptresnény tak, aby popisovaly
parametry pohybu kazdé spermie pfii jejim pruchodu mikroskopickym polem. Celkova
pohyblivost je pomér pohyblivych bunék k celkové koncentraci bunek vyjadieny v procentech.
Progresivni pohyblivost je poCet bun€k vyjadifeny v procentech, které se pohybuji rychlosti
drahy vétsi nez stfedni mezni hodnota VAP a maji STR vét§i nez standardizovany prah.
Progresivni rychlost (VSL) je pfima vzdalenost mezi zaCatkem a koncem drahy délena
uplynulym casem. Drahova rychlost (VAP) je definovana jako celkova vzdalenost podél
vyhlazené primeérné drahy pro kazdou buriku délena uplynulym Casem. Z téchto parametra
rychlosti je VCL vzdy nejvyssi ze tfi hodnot, zatimco VSL je nejniz§i hodnotou. Pfi
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pravidelnych a linedrnich trajektoriich pohybu spermii se VAP téméf rovna VSL. Pokud je
draha spermie nelinearni s vysokym stupném boc¢niho pohybu hlavicky, pak bude VAP
mnohem vyssi nez VSL. Pifimost méfi odchylku drahy buriky od pfimky. Je to pomér VSL /
VAP. Linearita méti odchylku drahy buriky od pfimky. Je to pomér VSL/VCL. ALH odpovida
sttedni Sifce kmitani hlavy pii pohybu spermie. Ktizova frekvence rytmu se urcuje méfenim
frekvence, s jakou draha spermie kiizi drahu buriky v obou smérech. BCF je uziteCna hodnota
pfi odhadu hrubych zmén v bicikovém rytmu a zavisi na snimkové frekvenci pfistroje.
Nejdulezit€jsi aspekt analyzy tdaju ze systémi CASA spociva do zna¢né miry v pochopeni
skuteCnosti, ze odhad priméri kinematickych parametri nemize byt vhodnym pfistupem.
Zakladnim divodem je, Ze u vétSiny kinematickych parametri populace analyzovanych spermii
neodpovida statistickému normalnimu rozdéleni, a proto parametricka statistika neni vhodnou
metodou pro analyzu dat (Holt et al. 2007). Primérné hodnoty neposkytuji mnoho informaci o
skutecné struktufe populace spermii, a proto je nezbytné odhadnout podil subpopulaci spermii
s ruznymi kinematickymi vzorci (Kathiravan et al. 2011).

VAP (Path velocity)

VCL (Track speed)

VSL (Progressive velocity)
Obrazek 3 Trajektorie pohybu spermii zobrazujici rizné charakteristiky pohybu vyhodnocené
pomoci CASA (https://www.semanticscholar.org/paper/Objective-sperm-motion-analysis-to-
assess-dairy-Kathiravan-Kalatharan/f6£f692deb170e090143af80d06b2¢39e711d8496).

Pti vypoctu hodnoty korelace mezi fertilizacni schopnosti a parametry meéfené CASA
byla nalezena vyznamna korelace s VSL (pfimou rychlosti) kde byla urena hodnota r2=-0.12
(Sellem et al. 2015).

Jako nejvyznamnéjsi hodnoceny parametr nejvice korelujici s fertilizani schopnosti se
vSak jevi celkova a progresivni motilita, kdy Prete et al. (2022) konstatoval r = 0,848 pro
celkovou motilitu a r = 0,84 pro progresivni motilitu.

Farrell et al. (1998) ve své studii zaznamenali velmi vysokou korelaci mezi
kombinovanymi parametry motility méfenymi pomoci CASA a plodnosti bykd s dobrou
prediktivni hodnotou (r 2 = 0,63-0,98). Stejn¢ tak Januskauskas et al. (2000) zaznamenali
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vyznamnou korelaci mezi procentem linearné pohyblivych spermii s fertilizacni schopnosti.
Mezi riznymi proménnymi CASA se progresivni motilita podilela na 62,6 % a spolu s
integritou membrany piispéla k 64,1 % variability procenta oplozeni. Méfeni rychlosti (VAP a
VSL) mélo vyznamny vliv na oplozeni in vitro, ale ptispelo pouze 41,2 % k jeho variabilité
(Kathiravan et al. 2011).

Dle studie Filip¢ik et al. (2023) vykazuji nékteré parametry mezi sebou vyznamnou
vzajemnou korelaci. Korelace mezi progresivni a celkovou motilitou byla urena 0,99 tudiz
mezi témito dvéma znaky je silny vztah. Byla také zjisténa vysoka korelace mezi celkovym
poctem spermii a koncentraci (r=0,71). Celkovy pocet spermii mél stfedni korelaci s objemem
(r=0,54). Mapel et al. (2022) zistili, ze motilita spermii negativné korelovala s anomaliemi
hlavigky (r = -0,7083 + 0,0002) a bigiku: (r = -0,7739 + 0,0002).

3.8.1.4 Hromadny virivy pohyb

Hromadny vifivy pohyb (hruba motilita neboli mnozstvi vifeni) v nefedéném vzorku
spermatu udava skore motility mass score (MMS) (Nagata et al. 2019). Tyto viry a vlny jsou
zpusobeny rychlym pohybem Zivotaschopnych spermii, coz napomaha pocateCnimu tfidéni
gjakulatu (Ramu & Jeyendran 2012). MMS je vyjadiena jako procento pohyblivych
(zivotaschopnych) bunek a molitity. Procento pohyblivych bunék (%) se odhaduje vizualnim
meétenim, priCemz pocet spermii ve vSech zornych polich se bere jako 100 (Nagata et al. 2019).

Hromadny vyfivy pohyb je hodnocen v nefedéné kapce spermatu umisténé na
podloznim sklicku bez kryciho skli¢ka. Intenzitu pohybu vin lze rozdélit do ctyf kategorii
(Nagata et al. 2019):

velmi dobra — intenzivni vifeni, rychlé tmavé a svétlé viny

e dobra — pomalejsi vifeni, viny ne tak intenzivni

e uspokojivda — pomaly pohyb s mensim poctem vin

e 3patna — velmi mala nebo zadna vifiva aktivita
(Nagata et al. 2019)

3.8.2 Prutokova cytometrie

Pratokova cytometrie je technologie, ktera poskytuje rychlou multiparametrickou
analyzu jednotlivych buné€k v roztoku. Pfi prutokové cytometrii se vyuzivaji lasery (McKinnon
2018) nebo u starsich pristroji rtutové obloukové lampy (Hossain et al. 2011) jako zdroje svétla
k produkei signalt rozptyleného i fluorescenéniho svétla, které jsou Cteny detektory, jako jsou
fotodiody nebo fotonasobice. Tyto signaly jsou prevedeny na elektronické signaly, které jsou
analyzovany pocitaCem a zapsany do datového souboru ve standardizovaném formatu (.fcs)
(McKinnon 2018).

Pomoci FC lze soucCasné hodnotit vice parametri spermii, coz zvySuje schopnost
korelovat tyto atributy napfiklad s potencialni fertilizacni kapacitou. Navic umoziuje ziskat
data z riznych subpopulaci v ramci vzorku, a tak vyhodnotit heterogenni populace v riznych
stavech aktivace. Analyza se tak stava objektivni, ma vysokou urovenl opakovatelnosti
experimentu a ma vyhodu, Ze je mozné pracovat s malymi i velkymi vzorky (Hossain et al.

19



2011). V pratokové cytometrii se pouziva fada fluorescencnich barviv. Mezi né€ patii barviva
vazajici DNA, barviva pro zivotaschopnost, iontova indikatorova barviva a fluorescencni
expresni proteiny. Pritokova cytometrie je vykonny nastroj, ktery ma aplikace v imunologii,
molekularni biologii, bakteriologii, virologii, biologii rakoviny a monitorovani infek¢énich
onemocnéni. (McKinnon 2018).

Prutokova cytometrie v oblasti reprodukce

Pratokova cytometrie ma Siroké vyuziti pfi studiu spermii v oblastech reprodukcni
toxikologie (pro sledovani ucinka z environmentalnich, pracovnich a terapeutickych expozic),
veterinarni védé (pfedvolba pohlavi potomstva) a klinické andrologii (k posouzeni
individualniho potencialu plodnosti) (Cordelli et al. 2005). Zavedeni pritokové cytometrie pro
hodnoceni kvality spermatu bylo dilezitym meznikem ve veterinarni andrologii. Jedna se o
vynikajici systém, ktery umoziluje analyzovat tisice jednotlivych bunék v kratkém ¢ase (Ugur
et al. 2019). Za necelou jednu minutu umoziiuje FC vyhodnotit 50 000 spermii (Graham 2001).
V soucasné dobé€ pouzivame prutokovou cytometrii pro hodnoceni parametri jako integrita
akrozomu, plazmatické memrany, DNA a mitochondrialni funkci. Objev riznych fluorochromi
a fluorescencnich sond umoznil §irsi analyzu kvality spermii na biochemické, ultrastrukturalni
a funkéni urovni (Gillan et al. 2005). Kromé toho lze pomoci prutokové cytometrie méfit
chromozomalni integritu spermii a schopnost spermii podstoupit kapacitaci a akrozomalni
reakci (Graham 2001).

Pro hodnoceni funk¢niho stavu spermii byla popsana Siroka skala fluorochromi s dobie
definovanymi excitaCnimi a emisnimi spektry, které jsou bézné€ oznaCované jako ,barvy*.
(Bucher et al. 2019). Vétsina aplikaci pratokové cytometrie v reprodukéni medicin€ a zejména
ve veterinarni andrologii stale pouziva pouze dvé nebo v nejlepsim pripadé tfi barvy, opticky
konfigurované nanejvy§ dvéma lasery (Petrukina & Harrison 2011). Testy vyuzivajici 3 nebo
vice barev maji n€kolik vyhod oproti jejich jednobarevnym analogim. Umoziiuji identifikaci
dil¢ich populaci spermii, které soucasné demonstruji soubor riznych atributii nabizejicich
podrobnéjsi pohled na funkcni heterogenitu spermii (Bucher et al. 2019).

Sellem et al. (2015) zjistili, ze nejsilnéjsi pozitivni korelace s fertilizacni schopnosti byla
pozorovana s mitochondrialni aktivitou (r2=0.073) a akrozomalni integritou (r2=0.104).
Nejsilngjsi negativni koralace byla spojena s fragmentaci DNA (2= 0.082) Tyto korelace byly
prilis nizké na to, aby bylo mozné predpovédét fertilizacni schopnost pouze na zakladé pouze
jediného parametru. Proto ve studii bylo pouzito nékolik kombinaci a byly posouzeny pomoci
vicenasobnych regresi, aby se ziskaly modely pro predikci plodnosti (Sellem et al. 2015).
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Obrazek 4 Pratokovy cytometr NovoCyte® 3000 (archiv autorky)

3.8.2.1 Systémové komponenty

Tradi¢ni pratokové cytometry se skladaji ze tii systémua (Ugur et.al. 2019):

° fluidika
o optika
° elektronika

Tyto systémy vyuzivaji méfeni fyzikalni optiky a chemickych fluorescencnich
charakteristik Castic v tekutiné, kdyz prochazi laserovym zdrojem. (Ugur et.al. 2019)

Fluidni systém fidi pratok bunék nebo Castic pristrojem (Robinson et al. 2023). Sklada
z kapaliny v plasti (obvykle pufrovany fyziologicky roztok), ktera je pod tlakem, aby dodala a
zaostfila vzorek detek¢ni bod, kde je vzorek analyzovan (McKinnon 2018). Opticky systém se
sklada z excitacni optiky (lasery) a sbérné optiky (fotonasobice nebo PMT a fotodiody), které
generuji viditelné a fluorescencni svételné signaly pouzivané k analyze vzorku (Robinson et al.
2023). Rada dichroickych filtrd sméruje fluorescenéni svétlo ke specifickym detektorim a
pasmove filtry urcuji vinové délky svétla, které jsou Cteny, aby bylo mozné detekovat a mefit
kazdy jednotlivy fluorochrom. Dichroické filtry propoustéji svétlo s kratsi nebo delsi vinovou
délkou a odrazeji zbyvajici svétlo pod uhlem. Napftiklad filtr 450 Dichroic Long Pass (DLP)
propousti svétlo, které ma delsi vinovou délku nez 450 nm, pfes filtr a odrazi krat§i vinové
délky svétla pod tthlem, aby bylo odeslano do jiného detektoru. Pasmové filtry deteku;ji malé
okénko specifické vinové délky svétla. Naptiklad pasmovy filtr 450/50 propousti fluorescencni
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svétlo, které ma vlnovou délku 450 nm +/- 25 nm, pfes filtr, ktery je Cten detektorem
(McKinnon 2018). Systém elektroniky a sbéru dat je obvykle integrovan do softwaru pro
analyzu dat (Robinson et al. 2023).

Obrazek 5 Analyza na pratokovém cytometru (archiv autorky)

3.8.2.2 Princip prutokové cytometrie

Pratokova cytometrie zaznamenava jednotlivé buriky v suspenzi, které prochazi
detekénim bodem. Nasledné prutokovy cytometr ziskava data o vSech subpopulacich vzorku
(Rosa et al. 2023). FC vyzaduje malé mnozstvi spermii znaCenych fluorescencnimi markery ,
které se vstfikuji do pratokové kyvety v pfistroji. V oblasti detekéniho bodu laserovy paprsek
dopada na vzorek (Ugur et al. 2019). Kdyz laser dopadne na burtiku svétlo je rozptyleno kolem
okraji bunky a vznika difrakéni obrazec podél drahy laserového paprsku. Protoze se jedna o
velmi silny signal, jednoducha fotodioda muze prevést rozptylené svétlo na elektricky signal
(Bakke 2024).

K dispozici jsou dva typy systémi prutokové cytometrie, z nichz jeden ma tidici
schopnosti (fluorescencné aktivovana pratokova cytometrie-FACS) umoziuje fyzickou
separaci a purifikaci bun¢k. Druhy systém tfididici schopnosti nema a méfi fluorescencni emise
vysoce opakovatelnym a presnym zpusobem (Ugur et al. 2019).
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3.8.2.3 Barviva pro prutokovou cytometrii

Pro hodnoceni funk¢niho stavu spermii byla popsana Siroka skala fluorochromi s dobie
definovanymi excitaCnimi a emisnimi spektry, ktera sjou bézné oznaCovana jako barviva.
(Bucher et al. 2019).

Barviva pro plazmatickou membranu

Kombinace SYBR-14 a Propidium jodidu pro hodnoceni plazmatické membrany
spermii byla poprvé pouzita uz v roce 1994 pro hodnoceni zivotaschopnosti spermii (Robles &
Martinez-Pastor 2013). V tomto kombinovaném barveni jadra Zzivotaschopnych spermii
fluoreskuji zelené, zatimco ty s erodovanym plasmalemem jsou kontrastné zbarveny Cervené
(Hossain et al. 2011). SYBR-14 je zelené barvivo, které snadno obarvi vSechna jadra bez ohledu
na to zda je plazmatickd membrana spemii intaktni ¢i poskozena. Propidium jodid je
interkala¢ni Cinidlo Cervené barvy, které muaze barvit jadro pouze v piipad€, Ze je poSkozena
plazmaticka membrana (Robles & Martinez-Pastor 2013). Jako alternativa propidium jodidu
muze byt pouzit ethidium homodimer-1 (EthD-1) nebo Yo-Pro-1 (Gillan et al. 2005). Toto
dualni barveni je vhodné jak pro fluorescencni mikroskopii, tak pro pritokovou cytometrii
(Robles & Martinez-Pastor 2013).

Barviva pro akrozom

Pro zjisténi integrity akrozomu spermii se nejCastéji pouzivd metoda zalozena na
barveni fluorescen¢nim rostlinymi lektiny (Martinez-Pastor et al. 2010). Pisum sativum
aglutinin (PSA) je hrachovy lektin, ktery se vaze na manosové a galaktozové skupiny v
akrozomalni matrici. Jelikoz PSA nemulze projit intataktni akrozomalni membranou obarvi
pouze akrozomy poskozenych spermii (Nagy et al. 2003). Jeho nevyhodou je ptibuznost s
vajeCnym zloutkem, ktery se pouziva jako soucast fedidel spermii a nespecificky se vaze na
spermie. V disledku toho muze byt akrozomalni stav vyhodnocen nespravné (Lybaert et al.
2009).

Nejoblibengjsi lektin pouzivany k posouzeni integrity akrozomu je aglutinin Arachis
hypogaea (PNA). Je to lecitin z araSidovych semen, ktery se vaze na galaktézové skupiny na
vnéj$i akrozomalni membrané a vykazuje nizkou nespecifickou vazebnou silu k jinym castem
spermii (Yi et al. 2012). Lektiny cilené na akrozomy lze kombinovat s jinymi barvivy na
vicebarevnych panelech pritokové cytometrie které umoziuji posouzeni stavu akrozomu ve
vztahu k dal§im bunéénym funkcim, jako je mitochondrialni funkce, esterazova aktivita a
predevsim intracelularni hladiny Ca2+ (Bollwein a Malama 2023). Pfi vyzkumu muze byt téz
pouzita protilatka anti-CD46, ktera je zaméfena na akrozomalni matrix (Robles & Martinez-
Pastor 2013). N¢kolik studii také uvadi pouziti metody barveni pomoci Comassie Blue G-25
(Bollwein a Malama 2023).

Barviva pro mitochondrie
Mitochondrialni funkci lze stanovit pomoci rhodaminu 123 (R123) a MitoTracker
Green FM (MITO) a 5,5',6,6'-tetrachlor-1,1',3,3'-tetraethylbenzimidazolyl- karbocyanin jodidu

(JC-1) (Gillan et al. 2005). Nejroz§irenéjsi je rhodamin 123 (R123), jedna se o kationtovou
slouceninu, ktera se akumuluje v mitochondriich a fluoreskuje zelené, intenzita fluorescence
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zavisi na celkovém mnozstvi funkEnich mitochondrii (Hossain et al. 2011). Mitochondrialni
sonda MitoTracker Green je ve vodném roztoku nefluorescencni, ale po akumulaci v
mitochondriich fluoreskuje zelené bez ohledu na potencial mitochondrialni membrany (Gillan
et al. 2005). JC-1 je monomer ktery v nizké koncentraci umoziiuje zelené zabarveni a umoziiuje
rozliSovat spermie se Spatné ¢i vysoce funkénimi mitochondriemi. Byl pozorovan ur€ity vztah
mezi barvenim JC-1 a motilitou, 1 kdyz korelace s motilitou je regulovana mnoha faktory. Ve
vysoce funkénich mitochondriich se koncentrace JC-1 uvnitf mitochondrii zvySuje a barvivo
tvoti agregaty, které fluoreskuji oranzové. Kdyz byly spermie rozdéleny do skupin s vysokym,
sttednim a nizkym mitochondrialnim potencialem na zakladé fluorescence JC-1, byly miry in
vitro fertilizace vySssi ve skupiné s vysokym potencidlem nez ve skuping s nizkym potencialem.
JC-1 byl také uspé$né pouzit k méfeni mitochondrialni funkce pomoci fluorometrie. Hlavni
slabinou JC-1 je, ze k vyhodnoceni jednoho atributu spermie jsou potieba dva fluorescencni
detektory, a proto je méné pouzitelny ve vicebarevnych FC experimentech (Hossain et al.
2011).

Barviva pro DNA

Bunécna DNA miuize byt obarvena fluorochromem bud’ v nefixovanych, obvykle jeste
zivych burikach, nebo v burikach po jejich fixaci. Barveni zivych bunék (supravitalni barveni)
vyzaduje pouziti fluorochromu, ktery pronika plazmatickou membranou a stechiometricky
barvi DNA. Bohuzel vybér takovych fluorochromt je omezeny. Hoechst 33342 je jednim z
takovych barviv a pfi pouziti v kombinaci s barvivem pro snimani membranového potencialu
DiOCS5 nabizi relativné dobré rozliSeni pii méfeni obsahu DNA v zivych burikach. Barvivo je
excitovano pii vlnové délce UV (350 nm) a fluoreskuje modie (460 nm). Dal§im
fluorochromem, ktery se pouziva k supravitalnimu barveni DNA, je DRAQS (Darzynkiewicz
et al. 2011).

Kombinace barviv pro prutokovou cytometrii

Vétsina aplikaci pratokové cytometrie v reprodukcni medicin€ a zejména ve veterinarni
andrologii stale pouziva pouze dvé nebo v nejlepsim pripadé tfi barvy, opticky konfigurované
nanejvys dvéma lasery. Vzhledem k technickym moznostem stavajiciho vybaveni a peclivému
planovani fluorescencnich barviv je snadno mozné zkoumat slozitou sekvenci procest méficich
Sest nebo vice parametri soucasné ve stejném vzorku, piicemz vSechny parametry fesi rizné
funk¢ni vlastnosti spermii (Petrunkina & Harrison 2011). Bucher et al. (2019) ve své studii
poprvé zkombinoval 5 fluorescencnich sond v jediném testu pratokové cytometrie, aby se
soucasn€ vyhodnotili zivotaschopnost, akrozomalni stav, intracelularni hladiny vapniku a
mitochondrialni funkci kryokonzervovanych bycich spermii. Analyza dat odhalila funkéni
heterogenitu populace rodicovskych spermii 1 podfadnych skupin spermii v kazdém vzorku
spermatu. Zmeény funkéniho stavu spermii byly dale zvyraznény podrobenim spermii
kratkodobé inkubaci pii 38 °C. Zjisténi odhalila ¢ast funkéni heterogenity kryokonzervovanych
spermii, jinak nedetekovatelnych pomoci 1- nebo 2- barevnych testt. Jesté dulezitéjsi je, ze
multiparametricka charakterizace funk¢nosti spermii pomoci prutokové cytometrie umoznila
spolehlive§jsi predikei schopnosti oplodnéni bykt (Bucher et al. 2019).
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3.8.2.4 Hodnocené parametry prutokové cytometrie

PoSkozeni plazmatické membrany

Integrita plazmatické membrany je nezbytnd pro pieziti spermii uvniti samiciho
reproduk¢niho traktu. Pii intaktni plazmatické membrané by méla zistat zachovana schopnost
oplozeni a osmoticka rovnovaha buriky. Plazmaticka membrana také pusobi jako bariéra mezi
intra a extracelularnim prostorem (Flesch & Gadella 2000). Poskozeni plazmatické membrany
spermii vede k nevratné ztrat€ jejich funkci. Vzhledem k vysokému obsahu nenasycenych
mastnych kyselin v plazmatické membrané jsou sav€i spermie citlivé na oxidacni stres.
Nadmeérna peroxidace poskodi plazmatickou membranu a vede ke ztraté motility a plodnosti
(Aurich 2005). Dokonce i v samic¢im genitalnim traktu jsou spermie vystaveny mnoha faktorim
které zpusobuji poskozeni plazmatické membrany nebo indukujicim bunécnou smrt. Do
vejcovodu se tedy dostane pouze nékolik set az tisic bunék z miliard ejakulovanych (Morris et
al. 2000). Funk¢ni integritu plazmatické membrany spermatu lze stanovit funkénimi testy
(stanoveni motility, rezistence vi¢i hypoosmotickému médiu) nebo riznymi metodami barveni.
Dnes jsou preferovana fluorescencni barviva, kterd umozfiuji hodnoceni membranoveé
neporusenych bunek. Pouziti prutokové cytometrie vyrazné zlepSilo presnost téchto metod
(Aurich 2005).

PoSkozeni akrozomu

Akrozom je membranou uzaviena struktura pokryvajici pfedni ¢ast hlavicky spermie.
Akrozom obsahuje enzymy nezbytné pro proniknuti do oball vajicka (Martinez-Pastor et al.
2010). Proces chlazeni a zmrazovani spermatu muze akrozomalni membranu poskodit a
zpusobit neplodnost spermii, protoze dojde ke ztrat€é nitrobunéénych molekul nebo k
predcasnému uvolnéni akrozomalniho obsahu (Glazar & McCue 2021). Integrita akrozomu
muze byt analyzovana fadou metod (Martinez-Pastor et al. 2010). K pfesnému zjisténi integrity
akrozomu vsak lze pouzit fluorescencni mikroskopii. Nékteré lektiny, rostlinné proteiny, se
vazou pouze na enzymaticky obsah akrozomu. Tyto proteiny jsou velké a nemohou projit
neporusenou membranou. Tyto lektiny 1ze oznacit fluorescen¢nimi sondami, a pokud doslo k
poskozeni membrany, dostanou se do kontaktu s akrozomalnimi enzymy ulpivajicimi na
hlavicce spermie a navazi se na n€, coz zpusobi fluorescenci akrozomalni oblasti. Spermie,
které maji neposkozené akrozomy, vSak neumozni vazbu lektini a nebudou fluoreskovat
(Glazar & McCue 2021).

PoSkozeni DNA

DNA spermie je pevné zabalena, aby chranila genom béhem epididymalniho tranzitu,
ejakulace a interakce se sami¢im pohlavnim traktem pfed oplodnénim. VétSina DNA je obalena
protaminy, mens§i mnozstvi ziistava jako chromatin vazany na histon a DNA je pfipojena k
jaderné matrici (Petrunkina & Harrison 2011). DNA spermii je organizovano specifickym
zpusobem, ktery zachovava chromatin v jadie kompaktni a stabilni, v témé&f krystalickém stavu.
Zrani v nadvarleti ve vyvoji spermie zahrnuje konecnou fazi organizace chromatinu, ve které
se mezi cysteinovymi zbytky tvoii intra- a intermolekularni disulfidové mustky s vysokym
obsahem protamint. Cely tento proces pfinasi organizaci DNA, ktera neumoziiuje pouze
ochranu genetické informace pred vnéjSimi vlivy pii pfenosu do vajicka, ale také obsahuje
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konktrétni plan piepisu DNA po oplodnéni (Cordelli et al. 2005). Integrita DNA spermie je
nezbytna pro dodani neporusené DNA do oocytu pro uspeésné oplodnéni a embryonalni vyvoj.
Spermie s poskozenou DNA mohou oplodnit oocyt, ale neudrzi bfezost, coz ma za nasledek
predcasnou embryonalni smrt nebo potrat (Raval et al. 2024). Aberace béhem spermiogeneze
nebo béhem zrani spermii mohou vést ke strukturalnim defektim v chromatinu. Pro analyzu
1ze pouzit metody prutokové cytometrie (Petrunkina & Harrison 2011). Vzhledem k dulezitosti
presného prenosu genetické informace k potomkim bylo vyvinuto nékolik metod zalozenych
na FC pro detekci DNA a pro detekci ve zmén chromatinu ve spermiich (Cordelli et al. 2005).
Abnormality chromatinu spermii a poSkozeni DNA mulzou pramenit z poskozeni
premeiotického kompartmentu testikularnich bunék (Cordelli et al. 2005). Alternativné se muze
jednat 1 o dusledek apoptéozy béhem spermatogeneze, preruseni fetézce DNA béhem
remodelace chromatinu spermii béhem spermiogeneze, fragmentace DNA indukované ROS v
genitalnim traktu nebo v disledku toxint z prostiedi. (Talwar & Hayatnagarkar 2015).

Dle studie Enciso et al. (2011) existuje jasny vztah mezi morfologicky abnormalnim
by¢im spermatem a Spatnou kvalitou DNA. Zejména velké abnormality spermii, které by
potencialné mohly mit geneticky ptuvod nebo byt vysledkem abortivniho apoptotického
mechanismu jsou Uzce spojeny s pritomnosti vysoce poSkozené molekuly DNA (Enciso et al.
2011).

V tzv. sperm chromatin structure assay (SCSA) je chromatin spermii Caste¢né
denaturovan in situ a poté obarven akridinovym oranzovym barvivem, které interkaluje s DNA.
Vyjadiuje vSak rizné fluorescenéni vlastnosti v zavislosti na tom, zda je DNA jednovlaknova
nebo dvouvlaknova: Cervend v prvnim piipadé a zelena v druhém. V nékterych ptipadech je
postup SCSA kombinovan s pocitanim bunék a umoziiuje soucasné stanoveni poctu a
koncentrace spermii (Petrunkina & Harrison 2011).

V testu TUNEL (terminal deoxynucleotidyl transferase dUTP nick end labeling) jsou
spermie fixovany a denaturovany, aby doslo k rozpleteni DNA a umoznéni pfistupu transferazy.
Pomoci této transferazy se na 3'-hydroxylové konce vSech volnych zlomt ve vlaknech DNA
navaze deoxyribonukleotid konjugovany s fluorochromem. Uroveii znadeni v kazdé spermii
muze byt kvantifikovana prutokovou cytometrii pro indikaci stupné preruseni vlakna v hlavicce
spermie (Petrunkina & Harrison 2011).

Nedavno byla zavedena jednodussi technika pro sledovani fragmentace DNA ve
spermiich, Sperm Chromatin Dispersion Assay. Hlavni vyhodou této metody oproti jinym je,
ze kazdy test vyzaduje velmi maly pocet spermii. Navic je test velmi nakladové efektivni. To
umoznilo vyvoj nového piistupu ke studiim fragmentace DNA, kdy se vzorky spermatu
inkubuji po dobu 24-48 hodin a dynamika fragmentace DNA se vypocitava z opakovanych
testd spiSe nez z jediného jednorazového (Petrunkina & Harrison 2011).

Mitochondrialni aktivita

Mitochondrie jsou velmi nachylné k poskozeni béhem zmrazovani a jakékoli
abnormality v jejich morfologii nebo funkci se projevi poklesem kvality spermii. Nedavny
vyzkum fyziologie spermii klade stdle vétSi zajem o mitochondrie jako biomarker zdravi a
plodnosti spermii. Jako energetické ,, elektrarny “ buiiky je tloha mitochondrii pro samci
plodnost pfimo spojena s motilitou, ale tyto organely jsou také klicové pro hyperaktivaci
spermii, kapacitaci, akrozomalni reakci a integritu DNA. Mitochondrie produkuji fyziologické
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hladiny reaktivnich forem kysliku (ROS), které se zabyvaji bunénymi signalnimi cestami
souvisejicimi s redox. AvSak zvySena produkce ROS miZe mitochondrie poskodit.
Mitochondrialni DNA (mtDNA) je také nachylna k oxidativnimu poskozeni a mutace v mtDNA
mohou ohrozit funkci spermii (Madeja et al. 2021).

Mitochondrialni oxidoreduktivni enzymovy aparat lze testovat pomoci indikatort, jako
je nitrotetrazolium, které produkuje modry nerozpustny pigment ve stiedu a kolem ng¢j.
Vyhodnoceni l1ze provést v natérech kde spermie se spravnou mitochondrialni aktivitou maji
obarveny stfed. Jsou také vyvinuty nepfimé semikvantitativni testy, které mohou poskytnout
nepiimy dikaz mitochondrialni aktivity v zavislosti na mnozstvi vyvinuté barvy. Bylo zjisténo,
Ze test ma vyznamnou korelaci s parametry motility spermii (Talwar & Hayatnagarkar 2015).
Sellem et. al. 2015 ve své studii urcil, ze hodnota korelace mezi mitochondrialni aktivitou
kryokonzervovaného spermatu skotu a fertilizani schopnosti nabyva 0.271.

3.8.3 Fluoroscen¢ni mikroskopie

Vétsina funkénich testll vyuzivajicich fluorochromy byla vyvinuta barvenim spermii
pozadovanym fluorochromem a zkoumanim bunék fluorescen¢ni mikroskopii, aby se ovéfila
ptresnost hodnoceného parametru. Mikroskopicka analyza vSak méfi pouze maly pocet spermii
v populaci, je Casov€ narofna, muze byt subjektivni a obecné méfi vlastnosti spermii
individualn€. Pfizpisobenim téchto hodnoceni pro pouziti s prutokovym cytometrem lze
fluorescencni markery presné a rychle pouzit k méfeni vlastnosti spermii ve velkém métitku
(Gillan et al. 2005). Pouziti fluorochromt a sloucenin konjugovanych s fluorochromy umoznilo
zkoumani plazmatické membrany, integrity chromatinu a DNA, akrozomu, mitochondrialni
aktivity a oxidacniho stresu. Spojeni téchto proménnych se povazuje za pokrocilé a zajistuje
konzistentni analyzu kvality spermatu a lepsi posouzeni fertilniho potencialu (Rosa et al. 2023).

3.8.4 Zobrazovaci prutokova cytometrie

Prvni zobrazovaci prutokova cytometrie byla pfedstavena jiz v roce 2005. Zobrazovaci
prutokové cytometrie (IFC) kombinuje vlastnosti pritokové cytometrie a fluorescencni
mikroskopie s pokroky v algoritmech zpracovani dat. IFC umozfiuje multiparametrickou
fluorescen¢ni a morfologickou analyzu tisich bunék a ma jedinecnou schopnost identifikovat
shromazdéné bunky podle jejich skutecnych obrazi (Barteneva et al. 2012). Vicekanalové
digitalni snimky stovek tisic jednotlivych bunék lze pofidit béhem nékolika minut a zahrnuji
nékolik fluorescencnich kanalt a také svétlé pole (prochazejici svétlo) a tmavé pole (rozptylené
svétlo) (Doan et al. 2018).

3.8.5 Oxidacni stres

Oxidacni stres je popisovan jako poskozeni spermii vychazejici z oxidace v disledku
reaktivnich forem kysliku. Predpoklada se, ze stres z kryokonzervace a nasledného
rozmrazovani muze produkovat reaktivni formy kysliku, které mohou putisobit na citliva mista
ve strukturach spermii a enzymovych polich (Petrunkina & Harrison 2011). Oxidacni stres
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muze byt definovan jako nerovnovaha mezi produkci reaktivnich forem kysliku (ROS) a
schopnosti antioxidantd je vychytavat. Ur¢ita hladina ROS je nezbytna pro funkce spermii, jako
je kapacitace, akrozomova reakce, flize spermie-oocyt a fosforylace proteinového tyrosinu.
Vysoké hladiny ROS vSak maji neptiznivy vliv na funk¢nost spermii, coz vede k vysoké mite
(2040 %) neplodnosti (Hossain et al. 2011). Spermie jako kazda jina buiika neustale vyzaduji
02 pro metabolismus, ale produkované skodlivé metabolity, jako je ROS, mohou modifikovat
bunécnou funkci nebo buriku poskodit a ohrozit jeji preziti. Seminalni plazma pfirozené
obsahuje rizné antioxidanty, které pomahaji chranit spermie proti takovym oxidantim (Talwar
& Hayatnagarkar 2015). Bylo prokazano, ze reaktivni formy kysliku (ROS) negativné ovliviiuji
preziti spermii a jejich plodnost prostfednictvim svého plsobeni na struktury lipidové
membrany (Sellem et al. 2015). Oxida¢ni stres u spermii zhorSuje jejich plodnost. To je
zpusobeno produkci ROS vcetné radikalt, jako je hydroxylovy radikal (OH), superoxidovy
anion (02) a neradikalovy peroxid vodiku (H202). Béhem kryokonzervace a rozmrazovani
prochazeji spermie chladovym Sokem, ktery pak vede k nadmérné ROS a peroxidaci lipidu.
ROS a oxidacni druhy lze nejlépe detekovat pomoci priatokové cytometrie (Ugur et al. 2019).
Pfi tomto testu jsou spermie vystaveny pusobeni H202. Spermie, které na H202 reaguji, jsou
povazovany za ROS pozitivni a spermie, které na tuto nereaguji, jsou povazovany za ROS
negativni (Zoca et al. 2023).

3.8.6 Test penetrace spermii (SPA)

SPA hodnoti funk¢ni kapacitu spermii zkoumanim jejich zpusobilosti v ruznych
biologickych procesech nezbytnych pro oplozeni: kapacitace, akrozomalni reakce, splynuti s
vitelinni membranou az po kone¢ny bod dekondenzace chromatinu (Vogiatzi 2013). K
predpovédi plodnosti rozmrazenych bycich spermii je optimalizovan test penetrace spermii
(SPA) s pouzitim oocytu kiecka a vysledky testu jsou porovnany s polni plodnosti. Pro zvyseni
penetrace spermii jsou spermie piedem inkubovany a koinkubovany s oocyty v médiu
obsahujicim rizné koncentrace heparinu (0 az 50 ug/ml). Koinkubace s 10 pg/ml heparinu
vykazuje nejvyssi penetraci spermii (P<0,05) a je povazovana za optimalizovanou metodu SPA.
(Park et al. 2012).

3.8.7 Test vazby spermie na zonu pellucidu (hemizonovy test)

Hemizonovy test je funkéni homologni model interakce gamet, ktery vyuziva nezivé,
rozfiznuté oocyty ke zkoumani schopnosti spermii vazat se na glykoproteinové receptory
ZP3/ZP4 na povrchu zoény pellucidy a zahgjit akrozomalni reakci v pfislusném casovém
rozmezi. Hlavnim principem tohoto testu je hodnoceni vazby spermii na zonu pellucidu (ZP) a
jeji Ciselna interpretace pomoci vypoctu hodnoty hemizona assay indexu. (Vogiatzi et al. 2013)
Panda et al. 2022 ve své popisuji vyznamou pozitivni korelaci Hemizona assay indexu (r =
0,83) s fertilizaéni schopnosti.

Béhem testu jsou spermiemi in vitro inkubovany s uméle vyrobenymi oocyty nebo
jinymi butikami obsahujicimi zonu pellucidu. Po inkubaci se sleduje, zda dochazi k navéazani
spermii na ZP a néslednému proniknuti spermie skrz tuto vrstvu, coz je nezbytny krok k
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oplodnéni v piirozeném procesu. Sledovani tohoto procesu umoziiuje ziskat informace o kvalité
spermii a jejich fertilizaéni schopnosti (Panda et al. 2022).

3.8.8 Test akrozomalni reakce

Béhem testu akrozomalni reakce je populace kapacitovanych spermii stimulovana k
akrozomové reakci a uvolnéni akrosinu v kultivatnim médiu. Jednotlivé spermie, které
reagovaly akrozomy, mohou byt detekovany fadou metod vcetné znaceni fluorescenCnimi
lektiny, monoklonalnimi protilatkami proti specifickym proteinim nebo histochemickym
barvenim. Pritokova cytometrie muze byt také pouzita k detekci akrozomalni reakce spermii
pomoci specifického barveni fluorochromem (Talwar & Hayatnagarkar 2015). V poslednich
letech byla vyvinuta fada FC testt, které se zaméfuji se na schopnost spermii kapacitovat. Tyto
testy zahrnuji detekci Casnych zmén v plazmatické membrané spermii prostfednictvim vazby
merocyaninu, zvysSené vychytavani vapniku pomoci Fluo-3, fosforylaci povrchového tyrosinu
pomoci antifosfotyrosinovych protilatek konjugovanych s fluorochromem a indukci
akrozomové reakce pomoci lektini konjugovanych s fluorochromem (Petrunkina & Harrison
2011).

3.8.9 Test vazby hyaluronanu

Test vazby hyaluronanu (HBA) hodnoti zralost spermii v Cerstvém vzorku spermatu.
HBA je jednoducha technika navrzena jako soucast standardni analyzy spermatu, ktera
umoziuje predpovédéet kvalitu spermii a oplozovaci potencial. Diagnostické vyuziti HBA je
vSak stale pfedmétem zkoumani (Lazarevic et al. 2010). Kyselina hyaluronova (HA) neboli
hyaluronan je glykosaminoglykan pfitomny ve vejcovodu, déloze a déloznim hrdle. Je hlavni
slozkou kumularni matrix obklopujici oocyt a zonu pellucidu, kde usnadriuje vazbu zralych
spermii, které si béhem prestavby své plazmatické membrany vyvinuly receptory vazajici HA
umisténé na povrchu. (Awan et al. 2021). Interakce spermii s hyaluronanem byla vyuzita k
vyvoji testu pro hodnoceni spermii in vitro, ktery je znamy jako Hyaluronan Binding Assay
(HBA®) (Huszar et al. 2000). V testu se pouzivaji sklicka/misky potazené HA, a predpoklada
se, Ze pouze zralé spermie exprimujici receptory HA se navazou na sklicka/misky potazené HA.
Na zakladé toho mizeme rozlisit zralé a nezralé buriky (Huszar et al. 2006; Lazarevic et al.
2010). Misky potazené HA se pouzivaji také proselekci a/nebo separaci zralych spermii pro
techniky asistované reprodukce. Mezi HBA a plodnosti byla nalezena siln€ pozitivni korelace
(r=0,824, p <0,01), ktera predikuje 67,9% variabilitu (r 2 = 0,679, p < 0,01) v plodnosti. HBA
také siln€ pozitivné korelovala s zivotaschopnosti spermii (r = 0,679, p < 0,01), motilitou (r =
0,434, p < 0,01), vysokou integritou plazmatické membrany (r = 0,316, p < 0,01) a hladinou
nefragmentované DNA (r = 0,236, p < 0,05) (Awan et al. 2021).

3.8.10 Test hypoosmotického bobtnani

Test hypoosmotického bobtnani (HOS) hodnoti funkéni integritu plazmatické
membrany spermii a slouzi také jako uziteny indikator fertilniho potencialu. Funkéni integritu
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1ze demonstrovat umoznénim reakce spermii v hypoosmotickém médiu (Agarwal et al. 2022).
Je zalozen na skuteCnosti, ze transport tekutiny probiha ptes intaktni bunéénou membranu za
hypoosmotickych podminek, dokud neni dosazeno rovnovahy. V dasledku pfilivu tekutiny se
burika roztahne a vybouli, zejména v ocasu, a tuto zménu lze snadno pozorovat mikroskopem
s fazovym kontrastem (Ramu & Jeyendran 2012). Membrana v zivych buiikach je
polopropustna, proto buiiky s neporusenymi membranami (zivé butiky) budou v hypotonickych
roztocich bobtnat. Test HOS ma vysokou reprodukovatelnost a presnost a uzce koreluje
se schopnosti spermii in vitro fertilizovat (Agarwal et al. 2022). Pro testovani HOS se
hypoosmoticky roztok pfipravi pfidanim 0,735 g dehydratu citratu sodného a 1,351 g D-
fruktozy ve 100 ml destilované vody. Dobie promichany 0,1 ml alikvot spermatu se smicha s 1
ml roztoku HOS. Vzorek se jemné promicha kontinuadlnim odsavanim a uvolnénim pipety a
inkubuje se pii 37 °C po dobu 30 minut. Po inkubaci se 1 kapka smési spermatu umisti na
podlozni sklicko a nasledné prekryje krycim sklickem. Tento test se provadi jako duplikat.
Procento spermii vykazujicich otok ocasu se pocitaji pod ¢ockou s fazovym kontrastem 40x
(Agarwal et al. 2022).

3.8.11 Hodnoceni vitality spermii

Nejcaste€ji pouzivanou metodou pro hodnoceni vitality spermii je kombinované barveni
EosinNigrosin (EN). V této metodé je eosin supravitalni barvivo a nigrosin je purpurové
barvivo, které slouzi jako kontrastni barvivo (Agarwal et al. 2022). Padesat mikrolitrd dobfe
promichaného spermatu se umisti do jamky Boernerova podlozniho sklicka. Prida se stejny
objem barviva EN. Vzorek se dobfe promicha dfevénym michadlem a necha se 30 sekund
odlezet. Bezprostiedné poté se deset mikrolitri smési umisti na oznacené matné sklicko a
vytvori se tenky natér. Tento krok se provede duplicitné. Po zaschnuti natéru na vzduchu se na
montazni médium umisti kryci sklicko (Moskovtsev et al. 2013). Kapka imerzniho oleje se
umisti na kazdé z namontovanych skli¢ek a kazdé z nich je pozorovano pod mikroskopem ve
svétlém poli s 1000nasobnym zvétSenim. Tento krok se provadi dvakrat na kazdém snimku.
Spocitaji se vitalni (nezabarvené) a nevitalni (zabarvené) spermie (Agarwal et al. 2022).

3.8.12 Spermaticka Proteomika

Proteomika je slibna technologie pro pochopeni faktorti podilejicich se na samci
plodnosti. (Astwitha et al. 2023). Analyza bovinni semenné plazmy provadéna ve studii Gomes
et al. (2020) se opirala o vicerozmérnou technologii identifikace proteini a nastroje
bioinformatiky. Tento pfistup umoznil identifikaci 1 445 proteinl, coz v soucasnosti
predstavuje nejvetsi soubor udaji o proteinech v seminalni plazmé od bykt nebo jakéhokoli
druhu prezvykavca (Gomes et al. 2020).

V poslednich letech pfibyva studii, které kombinuji metody tradi¢n€ pouzivané ve
spermatologii, jako je pocitacové asistovana analyza spermii (CASA), prutokova cytometrie a
mikroskopické hodnoceni spermii, s technikami molekularni biologie , které se zaméfuji na
RNA nebo proteinovy profil spermii. Tento pfistup se odrazi od hlub§iho porozuméni
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molekularnich mechanismim, které jsou zakladem fenotypovych charakteristik spermii, a
efektivnéjsi prognozu plodnosti bykt (Bollwein & Malama 2023).

Ve své nedavné praci Talluri et. al. (2022) sledovali vysoce vykonnou multiomickou
analyzu, aby charakterizovali transkriptom , proteom a metabolom v kryokonzervovanych
spermiich bykd s vysokou a nizkou plodnosti. V integrované analyze cytometricky
hodnocenych funk¢nich vlastnosti spermii a omickych dat autofi odhalili korelaci
zivotaschopnosti spermii, akrozomalni integrity a mitochondrialni funkce s nékolika
biomolekulami, vCetné transkriptt, které se ucCastni signalnich drah prolaktinu a syntézy
mitochondrialnich proteind (Talluri et al. 2022).

3.8.13 Spermaticka transkriptomika

Béhem oplodnéni skotu samec pienasi na potomka nejen genomovou DNA spermie, ale
také celou fadu RNA, vcetné koduyjicich a nekodujicich RNA, jako je naptiklad messengerova
RNA (mRNA), transferova RNA (tRNA), malad nukleolarni RNA, mala nekodujici RNA,
dlouha nekodujici RNA (IncRNA), mald jaderna RNA, ribozomalni RNA (rRNA) a dalsi.
Vzhledem k tomu, ze mnozstvi RNA na spermatickou buiku ( spRNA ) je velmi nizké (30 az
200 fg), je pouziti ptimého vysokokapacitniho sekvenovani pro spermatické buriky nevhodné
(Li et al. 2023). RNA ze spermii jsou extrahovany pomoci specialniho roztoku a uspésné
profilovany s vyuzitim riznych platforem sekvenovani RNA (Selvaraju et al. 2022). Existuje
nékolik transkriptomickych studii na by¢im spermatu za pouziti riiznych technik (Ozbek et al.
2021). Wang et al. (2019) pouzili ve své studii sekvenovani RNA specifické pro vlakno k
profilovani transkriptomu spermatu (IncRNA a mRNA) a ke zjisténi funkci IncRNA a mRNA
v pohyblivosti byCich spermii. Detekovali 20 875 transkripti gent kodujicich proteiny ve
spermatu a nasli 19 riznych mRNA mezi spermiemi s vysokou a nizkou motilitou. V roce 2002
byla provedena analyza mikroCipt pro lidské spermie a bylo zjisténo 3 000 jedinecnych spRNA.
RNA-seq poskytla mnohem uplngjsi profil transkriptd lidskych spermii, coz umoznilo
identifikovat, kvantifikovat a charakterizovat znamé i diive neznamé RNA. N¢kolik studii se
zaméfilo na charakterizaci spRNA skotu. Bylo zji§téno, ze nékolik mRNA, IncRNA a miRNA
koreluje s kvalitativnimi znaky spermatu bykt. Tradicné se vSak mélo za to, ze tyto spRNA
jsou transkripcnimi zbytky po spermatogenezi, protoze v cytoplazme a jaderném genomu chybi
28S rRNA a 18S rRNA béhem transkripcniho dormance.V nedavné dobé byly v nékterych
studiich nalezeny transkripty, které se podileji na pohyblivosti spermii. (Li et al. 2023). Nové
dikazy naznacuji, ze RNA spermii mohou byt potencialnimi markery pro hodnoceni
spermatogennich dé&ju a Gspésnosti procesu oplodnéni. RNA spermii jsou také potencialnimi
kandidaty pro predpovéd uspéSného embryonalniho vyvoje, udrzeni biezosti a také zdravi
potomki. Profilovani RNA spermii tak miize byt neinvazivni metodou pro predpovéd plodnosti
bykd. V budoucnu se muze stat pocateCnim krokem pro screening byku pro Slechtitelsky
program (Selvaraju et al. 2022).
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4 Diskuze

Umela inseminace s pouzitim spermatu geneticky nadfazenych plemenikt zistava
jednou z nejucinnéjsich biotechnologii, které byly komercné vyuzity pro ucely chovu zvitat.
Geneticky pokrok vsak nemize nastat, pokud nedojde k fertilizaci. Inseminacni stanice, které
poskytuji kryokonzervované byci sperma pro komercni vyuziti, jsou zavislé na in vitro testech
kvality spermatu. Hlavnim u¢elem hodnoceni spermiii je studovat vztah mezi kvalitou spermatu
a jeho schopnosti fertilizovat. Ackoliv toto odvétvi bylo zalozeno na subjektivnim hodnoceni
pohyblivosti. Pritokova cytometrie a PocitaCcova analyza spermatu (CASA) nabizeji
objektivnéjsi a opakovatelnéjsi mefeni kvalitativnich znakd u spermatu. (De Jarnette et al.
2022)

Gliozzi et al. (2017) uvadi, ze korelace mezi testy in vitro a fertilizacni schopnosti
prokazuje vysokou variabilitu napfi¢ riznymi studiemi.

Béhem mého vlastniho studia a ¢teni odbornych ¢lankti o dané problematice. Vidim
nejvetsi potencial ve spojitosti s fertilizaci v prutokové cytometrii. Pritokova cytometrie piinasi
moznost posouzeni integrity plazmatické membrany spermii, stavu akrozomu a integrity DNA,
a také funkcnosti mitochondrii. Jednou z hlavnich vyhod této metody je schopnost analyzovat
velké mnozstvi spermii béhem kratké doby (az nékolik tisic bunék za vtefinu) a hodnotit
najednou vice paramert spermatu.

Zhang et. al. (1999) pozorovali, ze jednotlivé parametry FC u byc¢ich spermii vyznamné
nekorelovaly s polni plodnosti. Av§ak u kombinovanych parametri byla korelace vyznamna.

Sellem et al. (2015) také tvrdi, ze korelace jednotlivych parametra FC jsou prili§ nizké
na to, aby bylo mozné predpoveédét fertilizacni schopnost pouze na zakladé jediného parametru.
A vjejich studii nejvyssi korelaci s fertilizacni schopnosti u jednotlivych parametra vykazovala
mitochondrialni aktivita (r2=0.073) a akrozomalni integrita (r2=0.104) (Sellem et al. 2015).

Za dalsi vysoce predikce schopnou analyzu bych oznacila systém CASA, ktera je
schopna posoudit motilitu a morfologii spermii. A stejné jako prutokova cytometrie dokaze
posoudit najednou vice parametrd.

Nagy et al. (2015) tvrdi, ze motilita je jednou z nejdulezit€jSich charakteristik spojenych
s fertilizaCni schopnosti spermii a dosli k zavéru, ze VAP je nejuziteCnéjsi charakteristika
motility spermatu, ktera ma klinicky vyznam pfi predikci plodnosti.

Kathiravan et. al. (2011) ve své praci zminuji, ze pro predikci fertilizace u byciho
spermatu hodnocenych pomoci systému CASA mohou byt uziteCné parametry progresivni
pohyblivosti a rychlosti, jako jsou VCL, VSL a drahova rychlost VAP. AvSak téz uvadi, ze
parametry jako STR, LIN, BCF, ALH nemaji u bykt narozdil napfiklad od lidského spermatu
témet zadnou pozitivni korelaci s fertilizaci (Kathiravan et. al. 2011).

Mapel et al. (2022) je své studiu u hnédych Svycarskych byka zjistili, ze pohyblivost
spermii pozitivn¢ korelovala s plodnosti bykt (r = 0,1598 + 0,0002).

Avsak Raval et al. (2024) tvrdi, ze hodnoceni motility a morfologickych parametrt
spermii nepfedpovida schopnost oplodnéni, protoze i spermie s normalni pohyblivosti a
morfologii mohou pfi procesu oplozeni selhat.
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Amann a Waberski (2014) uvadéji, ze stale neni zcela jasné, které parametry pohybu
spermii, ziskané pomoci systému CASA, jsou schopny spolehlivé predpovidat jejich fertilizacni
schopnost.

I pfes vysokou presnost, spolehlivost a rychlost zatfizeni CASA (Amann & Waberski
2014), je pozorovan nesoulad v poctu narozenych zvifat, pokud je tato analyza provadéna
samostatné. Divodem je, Ze pohyblivost spermii je pouze jednim ze zakladnich a nezbytnych
predpokladd pro tspésné dokonceni biologické funkce spermie a oplodnéni oocytu (Graham &
Mocé 2005). Amann & Waberski (2014) souhlasi, ze zatim neni jasné, které charakteristiky
pohybu spermii, stanovené systémem CASA, jsou schopny predpovédét jejich fertilizacni
schopnost.
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S Zavér

Vsechny zde uvedené in vitro analyzy jsou schopny do urcité miry predikovat schopnost
fertilizace. AvSak jak jiz bylo zminéno nejvyznamnéj§imi metodami korelujici s fertilizaci jsou
beze sporu prutokova cytometrie a systém CASA. A také jejich tésna vzajemna korelace
prispiva k uvédomeni, ze se jedna o celkem spolehlivé prektory fertilizace. Avsak je tfeba
konstatovat, ze oplozeni velmi komplikovany proces na to, aby mohl byt kompletné testovan
beéhem in vitro podminek, které mame v soucasné dob¢ k dispozici. Stale nemame k dispozici
zadnou 100% spolehlivou metodu, ktera by napodobovala slozité a dulezité interakce mezi
spermiemi a sami¢im pohlavnim ustrojim, k nimz dochazi béhem transportu spermii do mista
oplozeni. I pfes to, s vyuzitim kombinaci nejvyznamnéjSich analyz jako CASA a pratokova
cytometrie jsme schopni fertilizacni schopnosti spermii do vysoké miry predikovat.

Diky svym mimotradnym moznostem analyzy a tfidéni jednotlivych bunék se priatokova
cytometrie Siroce pouziva v mnoha oblastech. Navzdory svému vyznamnému dopadu maji
soucasné komercni systémy prutokové cytometrie nasledujici nevyhody: vysoka cena, rozmér
pfistroje a neustalé pozadavky na udrzbu vyskolenym personalem. Z ekonomickych divodi
jsou prutokové cytometry jsou obvykle k dispozici pouze v laboratofich s dostateCnymi
financnimi prostiedky.

Avsak v soucastné dobé roste potieba prenosnych, levnych a bezudrzbovych platforem
prutokové cytometrie. Jako jednim z feSeni se jevi integrovat prutokovou cytometrii do
¢ipovych zafizeni. Diky ¢ipim by se snizila pofizovaci cena i cena za udrzbu tudiz by analyza
na prutokovém cytometru byla mnohem dostupnéjsi pro vice pracovist. Piestoze pratokova
cytometrie na Cipu zatim neni Siroce dostupna, stale pokracuje vyzkum a vyvoj v této oblasti.
Proto véfim, ze s pokracujicim pokrokem v technologii budou laboratofe na Cipu stale vice
vyuzivany v praxi.

Ajak jsem jiz popsala, za dal$i vysoce predikce schopnou analyzu bych oznacila systém
CASA. Jako hlavni uskali systému CASA shledavam v tom, Ze ne vSechny pohyblivé spermie
1ze definovat jako fertilizace schopné. I pfes to, ze motilita spermii je povazovana za dulezity
prediktivni parametr fertilizace dle mého samostatné posouzeni motility neni dostatecné k
predikci fertilizace u spermatu. Jelikoz CASA nedokéaze odhalit skryté defekty bunek, které
mohou mit za nasledek horsi nebo Spatnou kvalitu rozmrazenych vzorkt ejakulatu. Proto bych
vzdy analyzu CASA doplnila vySetienim na pratokovém cytometru. Popfipad€ i s jinymi
analyzami uvedenymi v této praci.

Myslim, ze volba této problematiky je opodstatnénd, protoze otazka vyvoje
laboratornich testt, které by dokazaly presné predpoveédét oplodnovaci schopnost vzorku
byc¢iho semene, neni ve svété dosud vyfeSena. I proto bych se ji chtéla nadale zabyvat i v
nasledujicim studiu a diplomové praci.
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