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SOUHRN A RESUME, KLICOVA SLOVA
Néazev préace: Aspekty spermatologického vysetieni nativniho bovinniho ejakulatu

V bakalaiské praci bylo popsano pohlavni Ustroji byka, hormonalni regulace, tvorba
spermii a ejakulatu. Dale se zamé&fuje na odbér a metody odbéru ejakulatu. Prace se
zabyvala studii morfologicky zménénych spermii a jejich vlivem na plodnost byk.
U morfologickych vad se nejvice jednalo o popis primarné a sekundarné¢ zménénych
spermii. VySetfeni nativniho ejakulatu bylo rozdéleno na makroskopické,
mikroskopické, mikrobiologické a specidlni. Na konci bakalafské prace byla uvedena
kapitola o automatickych systémech vyhodnocovani ejakulati. Z téchto systému byl

popsan systém vyhodnocovani ejakulatu CASA a pritokova cytometrie.
Klic¢ova slova:

Spermie, ejakuldt, inseminace, uméld vagina, morfologicky abnormalni spermie,

CASA, pritokova cytometrie
Néazev préace (Anglicky): Aspects spermatological of examination native bovine semen

In this bachelor thesis was described the reproductive system of a bull, hormonal
regulation, sperm production and sperm, was also focused on the collection and
sampling methods ejaculate. Work dealt with of studies of morphologically abnormal
sperm and their influence on the fertility of bulls. At morphological defects been
described primary and secondarily changed spermatozoa. Examination of native
ejaculate was divided into microscopical, microbiological and special. At the end of this
bachelor thesis was given the chapter on automated scoring systems ejaculates. Of those

systems been described system for evaluating ejaculate CASA and flow cytometry.
Key words:

Sperm, ejaculate, insemination, artificial vagina, morphologically abnormal sperm,
CASA, flow cytometry
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1 Uvob
Reprodukce a jeji neustalé zlepsovani je vzhledem ke svému vyznamu stale hlavnim

cilem vsech chovateli hospodaiskych zvitfat. Reprodukce neboli plodnost je nejcennéjsi
vlastnosti v chovu skotu. Mimofadného vyznamu nabyva piedevsim =z hlediska
ekonomickeho, kdy reprodukce souvisi s produkci. Zakladnim cilem chovatele by tedy
meéla byt biezi plemenice po co nejkvalitngj§im bykovi a nasledné ziskani zdravého

mladéte.

Plemenaisky postup, kterym zajistujeme reprodukci a tim tvorbu nového potomstva,
se nazyva plemenitba. V chovu skotu se vyuzivaji dva zakladni zpisoby plemenitby:

prirozena plemenitba nebo inseminace, popfipad¢ se miize vyuzivat kombinace obou.

Pfirozena plemenitba je metodou, ktera se uplatituje téméf vzdy vyhradné v chovech
masnych plemen skotu. Jde o pfirozeny zpusob patreni, kdy dochazi k pohlavnimu

styku mezi samcem a samici.

Inseminace je plemenaiské opatieni vedouci ke zlepSeni plemennych a uzitkovych
vlastnosti zvifat. V dne$ni dobé se jedna o hlavni zplsob oplodiovani v chovu, kdy
se do rodidel samice vpravi insemina¢ni davka spermatu v ¢erstvém nebo po konzervaci
upraveném stavu. Vyznam inseminace spoiva ve zvySeném vyuziti vynikajicich

plemenikd a pfedchazeni pohlavnich chorob.

Dobte ftizend promysSlend inseminace zvySuje ve srovnani s pfirozenym pafenim
procento bfezosti, Zivotnost a biologickou hodnotu potomstva. Zakladnim
predpokladem kladného vysledku inseminace je nezdvadny odbér spermatu od naprosto
zdravého, plemendisky hodnotného a provéfeného byka, déale objektivni posouzeni,
spravna konzervace a pieprava spermatu a konec¢né i jeho vhodné, technicky dokonalé

vpraveni do pohlavniho Ustroji plemenice v fiji.

Kazdy ejakulat slouzici k vyrob€ inseminacnich dévek je posuzovan jako samostatna
biologicka jednotka a je provéfovan piedepsanymi laboratornimi zkouskami, jako jsou
mikroskopicke, makroskopické, biologické a dalsi vySetieni. Teprve po kladném

vyhodnoceni téchto zkouSek se z nativniho ejakuldtu mize stat inseminacni davka.



2 CiL PRACE
Cilem prace je prostudovani a porozuméni problematice nativniho bovinniho ejakulatu.

Prace se bude vénovat piedev§sim studii rozmnozovaciho ustroji bykt a hlavnim
metodam vysSetfeni nativniho ejakulatu, jako jsou makroskopické, mikroskopické,
mikrobiologické a specialni vySetfeni. A dale se zamé&fi na posouzeni kvality nativniho

ejakulatu a jejich parametri.
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3 LITERARNI PREHLED

3.1 Sam¢i pohlavni organy (Organa genitalia masculina)
Hlavni ¢asti jsou pohlavni zlazy — varlata (testes), jejich prvotadou funkci je produkce

pohlavnich bunék — spermii. Tyto parové organy jsou uloZeny ve zvlaStnim prostoru,
ktery u domécich savci tvoti Sourek (scrotum). Totéz umisténi plati i pro nadvarlata
(epididymis), ktera jsou neoddélitelné spojena s varlaty a tvori prostor pro dozravani,
uchovani a transport spermii. Nadvarlata pfechazi do chamovodu (ductus deferens),
ktery Usti do panevni ¢asti mocové trubice a spolu s mocovody vytvaii canalis
urogenitalis. Kolem panevni ¢asti canalis urogenitalis se seskupuji ptidatné pohlavni
zlazy — semenné vacky (glandulae vesiculares), zlaza piedstojna neboli prostata
(glandula prostatica) a bulbouretralni Zzlazy — Zlazy Cowperovy (glandulae
bulbourethrales). K pfidatnym pohlavnim zlazdm jsou téz zatazovany ¢asti chamovodu
obsahujici drobné zlazky, piipadné ampuly chamovodu (ampulae ductuli deferentes).
Vsechny vyvody téchto zlaz usti v panevni ¢ast mocové roury. Jejich sekrety se misi
S vyluCovanymi pohlavnimi butikami a tvoii semeno, (sperma — ejakulat). Spole¢ny
mocovy a semenny vyvod je tvofen po opusténi panevni dutiny sam¢im pohlavnim
udem (penis). Penis slouzi k pfenosu semene pii kopulaci do pohlavnich cest samice
a k tomuto Ucelu je téz tvarové piizptsoben (Véznik et al., 2004). Pohlavni Ustroji byka

je zobrazeno v piiloze (Obréazek 1).

3.1.1 Pohlavni zlazy (gonady)
U samcu tvofi pohlavni Zlazy parové organy (varlata) utvarené k sekrecni a inkrecni

aktivité. Varle (testis, orchis) je organ tvaru rota¢niho elipsoidu s riznou délkou dlouhé
osy u riiznych druhli zvifat, rozdily tvaru jsou i mezi plemeny. Velikost varlat pfimo
ovliviiuje potencionalni produkci spermii (Foote, 1977). Varlata jsou uloZena
v Sourku, ktery je zavéSen v oblasti tfisel a skladd se z vnéjSich a wvnitinich vrstev

(Hopper, 2015).

Sekrecni funkci varlat predstavuje produkce spermii a inkreéni funkci tvorba

specifickych pohlavnich hormont — androgend.

Parenchym varlat je stavén podle typu tubulosnich Zlaz. Varlata jsou obklopena
vazivovym obalem, ktery se nazyva bélava blana (tunica albuginea) (Reece, 1998), na
kterou intimné naseda visceralni obal serdzy (tunica vaginalis propria, epiorchium).
Pfes tuto povrchovou blanitou strukturu je patrnd cévni pletet oznaCovand stratum
vasculare a tvoiena siti a. a v. testicularis. Sto¢ené semenotvorné kanalky, tubuli nebo
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canaliculi ~ seminiferi  contorti  tvofi  vzdjemné  anastomozujici  lalicky
(Véznik et al., 2004). Ve sto¢enych semenotvornych kandlcich se tvofi spermie a jedna
se 0 nejvétsi soucast parenchymu varlat (Reece, 1998). Semenné kanalky totiz obsahuji
spermatogonie, z nichz se vyvijeji zralé spermie (Hopper, 2015). Sténa kanalka je
tvofena bazalni membranou, myoidnimi builkami a lymfatickym endotelem tvoftici
blanku oznacovanou jako membrana propria, na tu naseda zarode¢ny epitel. Zarode¢ny
epitel je tvofen témito druhy bunék: Sertoliho podpurnymi bunikami, Leydigovymi

(intersticialnimi) a pohlavnimi bunikami s jejich vyvojovymi stadii (Véznik et al., 2004).

V misté, kde na varle naseda nadvarle, vytvari ztlustéla albuginea vazivovy hiebenovity
utvar, mediastinum testis, corpus Highmori, nofici se do nitra varlete. Timto utvarem
probihaji cévy krevni i mizni spolu snervy a prochdzi kol nepravidelnych
Stérbinovitych  kanalkd, rete testis, sem vyuastuji kratké terminalni konce
semenotvornych kanalkd (tubuli recti). Z mediastina vystupuji vazivové piepazky
(septula testis), které rozd€luji parenchym varlete na mnozstvi kuzelovitych nebo
pyramidovitych lalac¢ku (lobuli testis), obsahujicich vzdy dva az tfi semenotvorné
kanalky (Véznik et al., 2004), vazivové piepazky dale zaji$t'uji ochranu a integritu
parenchymatozni tkané (Reece, 1998). Zrete testis vychazeji v oblasti extremitas
capitata vyvodné kanalky tubuli seu ductuli, canaliculi efferentes. Pocet téchto kanalkt

je rozliény jednak dle druhu zvifat, ale i jedincti (12 az 23) (Véznik et al., 2004).

Mnoho spermii, které se vytvoti ve varlatech, je fagocytovano ve vyvodném systému,

kterym prochéazeji, nebo odchazi moci (Reece, 1998).

Spermatogenni viny

Pokud by vSechny ¢asti semenotvornych kanalkli vykazovaly ve stejném Case stejnou
aktivitu, nemohla by byt zajiSténa kontinualni produkce spermii, protoze pro
spermiogenezi (vyvoj od spermatogonie po spermii) u bykt je potfeba okolo 64 dnii.
K mitotickému déleni kmenovych bunék dochazi u byka kazdych 14 dnti (cyklus), proto
spermatogeneze Vv oddilu ptilehlém k lumen (v adlumindlnim kompartmentu) vyzaduje
4,6 cykla, (64/14). Cyklus muze byt zahajen v jednom dni v jednom segmentu
semenotvorného kandlku, pfisti den v sousednim a tak proces nepietrzité pokracuje.
V ptipad¢ byka trva tento cyklus 14 dnl a zapojuje do spermatogeneze 14 segmentl
kanalku. Adluminalni kompartment uvnitt kazdého segmentu podstoupi 4 az 6 cykli

nez je spermie uvolnéna do lumen semenotvorného kandlku. Nové uvolnéni spermii
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nastavd denné v kazdém znéslednych 14 segmentl. Toto kontinualni uvolfiovani
spermii ze 14 segmentil tvoii spermatogenni vinu a kazdy kanédlek mtize prodélat vice
nez 15 vin. Segmenty se aktivuji z centra kazdého kanalku obéma sméry k rete testis.
Tak je naprogramovanim cinnosti sousednich segmentti do cyklu v rizném case

zajiSténa nepretrzita produkce spermii (Reece, 1998).
Termoregulace varlat

Horecka, klimatické teplo, ukladani tuku v okoli Sourku, omrzliny a mechanické
poranéni, vSechny tyto vlivy mohou naruSovat termoregulaci varlat. Vnitini teplota
Sourku byka se udrZzuje v rozmezi 33 - 34,5°C. Dokonce malé zvySeni teploty nad toto
rozmezi muze zpusobit zadvazné poruchy spermatogeneze. Co se ty¢e hypoxie, zda se,
7e varlata savcu jsou schopna Spravné pracovat i na pokraji hypoxie. U byka je
testikularni tepna stoena v cévni kuzel a je obklopena zilnim pletencem (plexus
pampiniformis), ktery je 3,5 az 4,5 m dlouhy, jeho svinovani vytvati protiproud,
Mmechanismus vymeény tepla a ma za nésledek také zpomaleni pratoku krve. Tim je
snizen pulz a omezen piivod krve tepnami k testikularni tk&ni. Po vzestupu teploty se
zvysi i rychlost metabolismu, ktery potiebuje zasobit kyslikem, i pfes potfebu kysliku se
pritok nezvysi a nastane hypoxie varlat. Je zajimavé, Ze ptaci a savci s vnitrobfiSnimi
varlaty nemaji problémy s testikularni hypoxii. Krev ptichazi do varlat pfimo aortou,
coZ ma pii normalni teploté varlat za néasledek prokrveni a okysliceni krvi teploty téla

(Barth a Bowman, 1994).

Faktory ovlivitujici ¢innost varlat
Puberta

Funkce varlat se zacinaji projevovat na pocatku puberty. Pfedpoklada se, Ze puberta je
zavisla na poklesu citlivosti hypotalamu vi¢i testosteronu a tak je LH secernovan ve
vétsim mnoZzstvi. ZvySeni koncentrace LH stimuluje Leydigovy bunky k vétsi sekreci
testosteronu a zacinaji se projevovat vSechny jeho sekundéarni Gcinky. Pro zacéatek
spermiogeneze Vv puberté je nezbytny FSH (Reece, 1998). Kvalita semene se zlepsi

béhem né&kolika prvnich mésicti po puberté a klesé ve staii (Foote, 1977).
Ostatni faktory

Varlata jsou velmi citliva na nejruznéjsi neptiznivé vlivy, jakymi jsou napiiklad teplo,

stres, toxicita, hypoxie, svételné zafeni, a genetické poruchy (Barth a Bowman, 1994).

13



Zivotni prostfedi vyznamné piispiva ke kolisani kvality spermatu, toto ovlivnéni miize

byt trvalé nebo docasné.

Podvyziva a poziti toxickych latek miize mit zasadni vliv na wvyvoj varlat
a spermatogenezi, reproduk¢ni systém ma vsak zna¢nou regeneracni schopnost, pokud

nejsou dietni nedostatky vazné a dlouhotrvajici.

Zvysena teplota zivotniho prostiedi ma vliv na nelplné sestoupeni varlat
(kryptorchismus), vysoké teploty nebo zanéty Sourku jsou Skodlivé pro spermatogenezi
vSech savcl. Chladné teploty se zdaji byt neskodné, pokud nedojde k omrznuti tkani
(Foote, 1977).

Podpiirné bunky Sertoliho

Jsou somatické builky nasedajici na bazalni membranu a vmezefujici se mezi bunky
spermiogenetického epitelu (Véznik et al.,, 2004). Sertoliho buniky poskytuji

,opatrovnickou péci“ (ochranu a vyzivu) vyvijejicim se spermiim (Reece, 1998).

Sertoliho buriky jsou bohaté vybaveny pro podporu spermiogeneze. Desmozomalnim
spojenim s bazalni membranou a tésnym a volnym spojenim jednotlivych bun¢k mezi
sebou dotvari hemospermatickou bariéru a podminky pro difuzni latkovou bunécnou
vymeénu. Bariéra, kterou tvofi Sertoliho buiiky, ma pfedevs§im charakter imunologické
bariéry k zabranéni rekognoskace autoantigenii spermatocytii a spermatid. Prinik
ptipadnych toxint je mozny pienosem z bazalnich ¢&asti Sertoliho bunék do
adluminarnich ¢asti, kde ptisobi pfimo na pokrocild stadia vyvijejicich se pohlavnich
bunck. Sertoliho bunky zabezpec€uji svou sekrecni aktivitou tekutinu vypliujici lumen
semenotvornych kanalkii a soucasné jeji recirkulaci. Sertoliho bunky vyznamné
participuji na spermiaci, coZ je komplexni proces dozravani spermatid ve vazb¢ na
Sertoliho buniky a jeho ukonceni je uvolnéni spermatid do lumen kanalkl. Interakce
téchto bunéénych zastupcl je vyznamna, nebot’ ne vSechny spermatidy musi byt z této
vazby uvolnény a potom jsou fagocytovany. Fagocytarni aktivita Sertoliho buné¢k je
vyznamna, nebot je tak zabezpeCena jednak fagocytdéza degenerovanych spermatid
adale veskeré uvolnéné cytoplazmy, organel a residudlnich télisek z pozlstatka
spermiohistogeneze (Véznik et al., 2004). Sertoliho bunky rozdéluji semenotvorné
kandlky na dvé casti (1) vnéjsi bazalni cast umoziiuje kontakt zarodecné epitelové

bunky — tzv. bazalni kompartment a (2) vnitini ¢ast, ve které jsou prostory mezi
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Sertoliho buitkami, komunikujici centralné slumen kanalkd — tzv. adluminalni

kompartment (Reece, 1998).

Sto¢ené semenoplodné kanalky jsou dulezité tim, ze v nich vznikaji spermie. Vyvijeji se
slozitou pfeménou pohlavnich bunék tvoficich druhou bunécnou soucast vystelky
to¢itych kanalkt. Proces, kterym se ze spermiogonie vyviji spermie, se oznacuje

spermiogeneze (Véznik et al., 2004).

Spermatogeneze
Vyraz spermatogeneze se vztahuje na cely proces zahrnujici transformaci kmenovych

bunék (zarodeénych epitelovych bunck) na spermie. V procesu spermatogeneze se
vyskytuji dva typy dé€leni, a to mitéza (d€leni bunck, pti kterém kazdd nova buika
zustava diploidni, neboli ma 2n pocet chromozomii) a meidza (déleni, kdy kazda nova
burika ma polovi¢ni poéet chromozomil). V poc¢ate¢nim stadiu prvniho meiotického
déleni vytvari kazdy chromozom z chromozomového paru dvé chromatidy, které
zustavaji spojeny dohromady, a tak tyto chromozomy maji duplikované geny. Pti
rozdéleni primdrniho spermatocytu na dva sekundarni spermatocyty (prvni meiotické
déleni) kazdy spermatocyt obsahuje jeden chromozom (coZz jsou dvé spojené
chromatidy) ptislusného chromozomového paru. Pti druhém meiotickém dé€leni vznikaji
z kazdého sekundéarniho spermatocytu dvé spermatidy. Pii tomto déleni se od sebe
chromatidy uvolni a vytvoti se dva duplicitni soubory genti. Kazdy soubor potom piejde
do jedné ze dvou vzniklych spermatid. Kazdé4 spermatida, kterd se nakonec utvofi, ma
pouze polovinu genti ptivodni spermatogonie. Podobn¢ i vzniklé vajicko ma poloviéni
pocet chromozomi, takZe zygota, vznikld oplozenim vajicka spermii, ma diploidni

pocet chromozomu (Reece, 1998).

Kmenové buiiky (spermatogonie) jsou uloZzeny v bazalni ¢asti semenotvornych kanalkd.
Pti mitotickém déleni vznikne ze spermatogonie jedna stejnd buiika, kterd zlstava
ulozena na plvodnim mist¢ a druhd, kterd se nazyvd spermatogonie typu A
(A-spermatogonie). Ta pak migruje pies Sertoliho bunécnou bariéru do vrstvy bunek
blizko dutiny kanalku (adluminalni kompartment). Spermatogonie typu A prod¢lavaji
mitotické déleni, které nékdy zahrnuje nékolik generaci bunck. Vznika tak velké
mnozstvi spermatogonii typu B (B-spermatogonie). Tyto buiiky se naposledy mitoticky
déli a vysledkem je tvorba primdrnich spermatocyti s poftem chromozomii = 2n.

Primarni spermatocyty se dale meioticky déli a wvznikaji znich sekundarni
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spermatocyty, ze kterych po druhém meiotickém déleni vznikaji spermatidy (pocet
chromozomtt = n). U byki vznikda 64 spermatid z jedné spermatogonie typu A.
Spermatidy dozravaji v oblasti blizko lumen kanalku. Dozravani zahrnuje sérii

jadernych a cytoplazmatickych zmén nazyvanych spermiogeneze (Reece, 1998).

Spermiogeneze

Pii spermiogenezi nastupuji za sebou dvé vyvojové faze: spermiocytogeneze
a spermiohistogeneze. Pfi spermiocytogenezi lze od sebe odd¢lit tii za sebou nasledujici
periody: periodu rozmnozovani, periodu rustu a periodu zrani. Pfi téchto pochodech
postupuji za sebou od bazélni membrany smérem k lumen kanéalki nové a nové bunécéné
Utvary. Zékladem bun€k semennych jsou spermiogonie (pfip. spermatogonie), které
V jejich vyvojovych stadiich oznacujeme jako typ A (ptip. A1, Az, As) typ IM a typ B.
Posledni se miotickym dé€lenim, neliSicim se od déleni ostatnich somatickych bunék,
déli na dva spermiocyty /. radu, (ptip. spermatocyty |. radu), které nartstaji a déli se
prvnimi fazemi redukéniho déleni — meiosou — na dva spermiocyty 7. 7adu (ptip.
spermatocyty II. radu). Tento typ bunék se oznaCuje téZ jako prespermatidy a ma
relativné nejkrat$i dobu existence v pribéhu spermiogenetického cyklu. Dé&lenim
prespermatid se ukoncuje redukéni déleni a vznikaji dvé spermatidy. Vznikem tohoto
typu semennych bunék je wukonfena spermiocytogeneze a nastupuje proces

metamorfozy oznaCovany jako spermiohistogeneze nebo téz spermatelioza.

V pribéhu spermiohistogeneze prochéazi sférickd forma spermatidy strukturdlnimi
zménami, kterymi se zméni do formy zralé spermie. Jednotlivé vyvojové kroky se tykaji
jednak transformace jadra spermatidy, které se méni postupné zménou jaderného
chromatinu, ztratou tekutiny a kondenzaci do krystalické formy deoxyribonukleové
kyseliny. Tento proces je provazen vytvorenim akrozomalniho (cefalického) aparatu,
ktery méa zaklad v Golgiho aparatu. Vakuoly a granula Golgiho aparatu vydeéli zvétsujici
se vakuolou, ktera se vypliiuje homogennim materidlem z pivodnich granuli, tato
struktura se n€kdy oznacuje jako idiosom, pokud tuto Cast ztotozilujeme s atrakcni
funkéni sférou. Zakladni vakuolu oznacujeme jako  proakrozomalni vakuolu
a nahloucenou hmotu jako proakrozomalni granulum. Vyvijejici se akrozom naseda na
dosud sférické jadro spermatidy a vytvari cepickovy utvar, ktery vnitinim listem kryje
jadernou membranu a vnéj$im listem se pfiblizuje k plasmatické membrané¢ spermatidy.
Spermatida se ve svém postaveni orientuje akrozomalni ¢asti k bazi kanalku a jeji tvar

se protahuje do ovoidniho nebo eliptického tvaru. Oproti této apikalni ¢asti spermatidy
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se zaina formovat manzZeta tvofena endoplazmatickym retikulem. Toto vyvojové
stadium nese pii typizaci i toto oznaceni. V Casové souslednosti se rozdéluji centrioly
do dvou uzlu, z nichZ proximalni se umist'uje v blizkosti jadra a distalni z polohy vuci
jadru, se dislokuje vice k periferii bunky. Centriol je buné¢na organela valcovitého
tvaru na povrchu obdéna deviti filamenty. Proximalni centriol da vznik implanta¢ni
ploténce, resp. nodulus anterior, distalni centriol se rozdéli na dvé c¢asti, z nichz
proximalné&ji ulozena se ptiblizi k jadru a da zaklad tvorbé bic¢iku. Distalnéji uloZena
¢ast vytvoii prstenec zakoncujici spojovaci cast bic¢iku a ukonceni mitochondrialni

spiraly, tento prstenec se oznacuje jako Jensentv prstenec (VEznik et al., 2004).

Mitochondrialni spirala

Je tvofena sestavenim mitochondrii do pravotocivé, zaklady bi¢iku obkruzujici, vrstvy
spojovaci ¢asti biciku, ktera piedstavuje zdroj ATP potiebného k pohybu spermii.
Mitochondrialni oddil bi¢iku (spojovaci €ast) je tvofena komplexem osovych vldken
s charakteristickym uspofadanim pro vétSinu kinocilii a bic¢ikt. Stfed této vldkenné
soustavy tvofi dvé osova vlakna, ktera jsou obdana deviti pary vlaken — dublet. Tato
dvojvlakna piedstavuji strukturalni spojeni vlakna a mikrotubulu s propojovacimi
bilkovinnymi vybéZzky, které zabezpecuji pohyb biciku. Vnéjsi obkrouzeni tohoto
osoveho zdkladu tvofi devét masivnéjSich vlaken, které predstavuji tzv. hladké chordy.
Na tento zaklad nasedd mitochondrialni pochva. Za utvarem oznacovanym jako
Jensenliv prstenec zacina hlavni ¢ast biCiku, kterd ve svém zékladu ma stejné sloZeni.
Na misté¢ mitochondridlni pochvy se v této ¢asti bi¢iku nachazi fibrozni pochva, ktera je
tenci, jakoZz 1 celd hlavni ¢ast bic¢iku. Tato fibrozni pochva ma stfedni, longitudinalné
probihajici vldkna, podrzujici rovny tvar biciku a vysilajici hiebenovité vybézky
obkruzujici celou strukturu. Tyto pochvy se s délkou bi¢iku zuzuji tak, ze v terminalni
¢asti zcela chybi. Termindlni ¢ast biciku tvoii jen fonéma a 1 ta je redukovana. Cely
bi¢ik je pokryt povrchovou membranou, ktera vSak v celém rozsahu nema puvod

v o7

Vv plasmatické membrané spermatidy (Véznik et al., 2004).

Akrozom
Jak jiz bylo uvedeno, vznika ze souboru bunéénych organel ozna¢ovanych jako Golgiho

apardt. Vakuola z ¢asti tohoto aparatu nalehne na proximalni ¢ast jadra a vytvofi
Cepickovity Utvar tvofeny vnitinim listem akrozomu, pfiléhajicim k membrané jadra
a vngjSim listem situovanym pod plasmatickou membranou. Mezi témito dvéma listy je

rozprostfena akrozomalni hmota vznikld z piivodniho granula Golgiho aparatu a svym

17



sloZzenim pfipominajici lyzozém. Velikost akrozomu, jakoz i jeho termindlni zakonceni
je odlisné u spermii jednotlivych predstaviteld hospodarskych zvifat. U byka kryje
akrozom proximalni polovinu hlavicky spermie a zakonCeni obou listd intimné
spojenych s membranou jadernou je nerovnomérné, takze tvofi v ekvatorialnim
segmentu mésickovité vykrojeni. U kance tvofi délka akrozomu asi dvé tretiny délky
hlavicky a dolni listy vytvari vzhled ekvatoridlniho segmentu ve formé ptilkruhové
klenby. Obdobny vzhled ma akrozom u hiebce jen jeho baze je téméf rovna. Spodina
akrozomu, ptredevsim povrchovy list, se vnofuje do tmelového materialu kalisku jadra.
Akrozom je vyznamnou funk¢ni organelou spermie a stanoveni jeho integrity je jednim
z kriterii hodnoceni kvalitativnich ukazatelt ejakulati. Povrch akrozomu je Kkryt
plazmatickou membréanou, kterd pokryva celou hlavicku spermie. Na akrozomu a na
povrchové membrané dochazi k vyznamnym zménadm v procesu kapacitace, ktery

predchazi fertilizaci.

Ductuli efferentes testis po vystupu z varlete se skladaji v husté klicky a vzajemné se
propojuji. Tato ¢ast vyvodi tvofi proximalni ¢ast nadvarlete (epididymis)

(Véznik et al., 2004).

3.1.2 Vyvodné cesty

Nadvarle (epididymis)

Nadvarle shromazd’uje a ukladd do zasoby spermie, které jsou dopravovany do
nadvarlete proudem tekutiny ze semenotvornych kanalkd. V nadvarleti spermie
dozravaji a ziskavaji schopnost pohybovat se ptimo doptedu (na rozdil od cirkularniho
pohybu) a schopnost oplozovaci. Dochdzi ke zménam na jaderném chromatinu
(komplex DNA — protein) a zménam povrchové struktury plazmatické membrany.
Nadvarle zacind na té ¢asti varlete, kde do ného vstupuji cévy a nervy (Reece, 1998).
Nadvarle je tvofeno jedinym stoéenym kandlkem (ductus epididymis), ktery ma svij
zéklad ve Wolfoveé vyvodu. Nadvarle pfiseda intimné€ na povrch varlete a je tvofeno
hlavou nadvarlete (caput epididymidis) (Véznik et al., 2004), do které se dostavaji
spermie a varletni tekutina vyvodnymi kanalky z rete testis (Reece, 1998), télem

nadvarlete (corpus epididymidis) a ocasem (cauda epididymidis) (Vé&znik et al., 2004).

Proximalni ¢ast hlavy nadvarlete je vyznamné aktivni jak sekrecni, tak resorbéni funkci
a zabezpecuje dalsi postup spermii kinociliemi cylindrického epitelu bez dalSich piimési

tekutin nebo bunééného detritu. Tuto ¢ast téz oznacujeme jako coni vanuli (Véznik et
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al., 2004). Podle nov¢jsich poznatkli byl metodou fluorescencni mikroskopie v hlavé
nadvarlete pozorovan vyrazny vyskyt lipokalinu typu prostaglandin D syntéza, zatim
co ve zbytku nadvarlete bylo stfedné slabé pozorovani. Vyrazny vyskyt byl také na
apikalnim hiebeni akrozomu ejakulované spermie. Prostaglandin D syntdza ma nejspise

vyznam v dozravani spermii (Gerena et al., 2000).

Spermie se shromazd'uji a uchovavaji zejména v ocasu nadvarlete. Soustied’uje se jich
zde okolo 70% celkové produkce (Reece, 1998). Spermie, které jsou ulozené v ocasu
nadvarlete, jsou ve stavu anabidzy, ktery brani metabolismu spermii a ztrdtam jejich
energie (Vé&znik et al., 2004).

Pted vystupem z ocasu nadvarlete se nadvarletni vyvod rozsifuje, napfimuje a pokracuje
jako chdmovod (ductus deferens) (Véznik et al., 2004). Mnoho spermii, které se vytvori
ve varlatech, je fagocytovano ve vyvodném systému, kterym prochazeji, nebo odchazi
moci (Reece, 1998).

Chéamovod (ductus deferens)
Chamovod je pokra¢ovanim vyvodného systému z ocasu nadvarlete do panevniho

useku mocové trubice (Reece, 1998). Chamovod jako samostatny vyvod je tvofen
sliznici, svalovinou a ser6zou. Po vystupu z ocasu nadvarlete prochazi dutinou
Sourkovou, tfiselnym kanalem, dutinou biisni (V&znik et al., 2004), spolu s varletni
tepnou, zilou, nervem, lymfatickymi cévami a svalem vnitinim zdvihacem varlete
(musculus cremaster internus) (Reece, 1998) a dostava se do dutiny panevni aZ na
dorzalni plochu mo¢ového méchyte (Véznik et al., 2004). Tento cely ttvar se nazyva
semenny provazec (Reece, 1998). U hiebce a prezvykavcd se pred vstupem do uretry
chamovod rozsifi do vietenovitého utvaru a vytvoii ampulu chamovodu (ampulla
ductus deferentis). Zlaznata ¢ast ampuly chamovodu vyluéuje sekret stimulujici
metabolismus spermii. Na semenném hrbolku (colliculus seminalis) vstupuji
chdmovody jako ductus eiaculatorius spole¢né s vyvody semennych vacka do uretry.
(Véznik et al., 2004).

3.1.3 Pridatné pohlavni zlazy (glandulae genitales accesoriae)

Jsou uloZeny v panevni oblasti u mocové trubice (Véznik et al., 2004). Produkuji
sekrety, které jsou vyprazdinovany do panevni ¢asti mocové trubice v blizkosti ulozeni
tdchto 714z (Reece, 1998). Jejich sekrety tvoii semennou plazmu. Rizeni sekrece je

vazéano na hormondlni aktivitu parenchymu varlat a produkci testosteronu, vyméSovani
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pak na dobu ejakulace.(Véznik et al., 2004). Pii ejakulaci se sekrety ptidatnych
pohlavnich zl4z (oznaCované jako semenna plazma) smisi se spermatem a tekutinou

nadvarlete a vytvaii se semeno.

Zlazy jsou tvarové i velikosti druhovée odlisné a né€které mohou u urcitych zivoc¢isnych

druhii chybét (Reece, 1998).

Viacky semenné (vesiculae s. glandulae seminales)

Jsou uloZeny na horni plose moc¢ového méchyte vedle ampuli chamovodu, s nimiz Gsti
bud’to spole¢né (byk a hiebec) nebo samostatné (kanec) do mocové roury na semenném
vrcholku. Semenné vacky jsou lalickovité zlazy vyrazné velikosti, které u prezvykavcl
a kance maji kompaktni strukturu a u hiebce jsou vakovité. U psa a kocoura nejsou
vytvofeny. Sekret semennych vacku tvoii u byka 10 — 40% celkového objemu
ejakulatu, u hiebce 25 — 35% a u kance 10 — 30%. Sekret semennych vacki obsahuje
cukry, slouzici spermiim jako zdroj energie, bilkoviny, volné aminokyseliny, kyselinu
mlécnou a citronovou, z enzymui piedevsim alkalickou a kyselou fosfatdzu a cetné
anorganické latky. Rozvoj a funkce semennych vacki, stejné jako i1 dalSich ptidatnych
pohlavnich 7laz jsou fizeny inkre¢ni ¢innosti varlat, tj. Grovni produkce testosteronu
(Véznik et al., 2004).

Zldza piedstojnd (prostata)

Je svalové zlaznaty organ, ktery obepind zacatek mocové trubice (Veéznik et al., 2004).
Prostata se mize vyskytovat v né¢kolika formach, které se odviji podle dvou hlavnich
Casti prostaty: t€lem a roztrouSenou c¢asti (Schillo, 2009). U byka, kance a malych
pfezvykavci je tato zlaza tvofena neparovym utvarem a disseminovanou zldznatou
strukturou podél mocové trubice, kam usti ¢etnymi vyvody. U psa je relativné nejvetsi
a obkruzuje kréek mocového méchyfe a Cast uretry. Paroveé je zalozena prostata
u hiebce, kdy oba pomérné velké lateralni laloky spojuje stiedni ¢ast mostu (istmus
prostatae). Na celkovém objemu ejakulatu se sekrety prostaty podili riznou velikosti,
u byka v rozsahu 4 — 6%, u hiebce 25 — 30%, u kance cca. 30% a u psa je podil nejvetsi
a tvoii 85 — 90%. Také pH sekretu je velmi rozdilné napt. u psa a byka je pomérné
kyselé a pohybuje se kolem pH 6,5, naproti tomu u hiebce je pH 7,0 — 7,2 a u kance je
pH 7,0 — 8,0 (Véznik et al., 2004).

Na funkci prostaty negativné pusobi infekce nebo zanétlivé poruchy, které mohou mit

vliv na jeji sekre¢ni funkci a funkci semennych vacku. Infekce prostaty muze zpasobit
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¢astecné nebo uplné ucpani ejakulacnich kanalkl a vede Casto k oligospermii a dokonce
I azoospermii. Infekce semennych vacka Casto zpisobuje podstatné snizeni objemu

ejakulatu a nizkou koncentraci semenné fruktézy (Mortimer, 1994).

Bulbouretrdlni Zlazy (glandulae bulbourethrales, Cowperi)

Jsou parové zalozené zlazy u mocové trubice v misté jejiho vychodu z panve. Sekret
bulbouretralnich 714z je zdsadity, tvofi ochranu spermii neutralizaci zbytkl kyselé moci
v uretie. Caste¢né se podili i na lubrikaci. Nejvétsi podil v ejakulatu tvoii sekrety
bulbouretralnich zl4z u kance, coZ odpovida i jejich anatomickému vzhledu. Sekret
Cowperovych zlaz u kance se pii styku s ostatnimi sekrety méni v Zelatin6zni hmotu,
kterd se formuje v zrna Sedo — bilé az nazloutlé barvy, jeho pH je 7,5. Vyvojové
odpovidaji bulbouretralni zlazy Bartoliniho zl4zdm u samic. Bulbouretralni zlazy nejsou

vytvofeny u psa (Véznik et al., 2004).

3.1.4 Kopulac¢ni organ

Pyj (penis, fallus)

Pyj je sam¢i kopulaéni (pafici) organ (Reece, 1998). Organ, jehoz anatomické
usporadani zabezpec€uje prenos semene do pohlavnich cest samice (Véznik et al., 2004).
Vzhledem k této funkci ma zvlastni stavbu, ktera umoziuje, ze se pii pohlavnim
podrazdéni napiimi a zvétsi svllj objem, aby mohl byt zasunut do pochvy samice
(Komarek et al, 1964). Semeno prochazi moc¢ovou trubici, ktera je v ném uloZena
(Reece, 1998). Mocova trubice vychazi z hrdla mo¢ového méchyie a konci v otvoru na
konci penisu (Schillo, 2009). Jeho morfologické a strukturalni uspofadani je rozdilné
U jednotlivych druht zvitat (Véznik et al., 2004). Kofen penisu odstupuje pomoci dvou
ramen od kaudédlni hrany sedaci kosti. Na kofen navazuje télo penisu, které je
zakonéeno zaludem (Reece, 1998). Nervové centrum pro erekci (centrum genitospinale)
lezi v nejkaudalnéjsi Casti spinalni michy a je to pravé erekce, kterd na zakladé
funkénich zmén na penisu rozdéluje tento ogan do nékolika typl. ZvétSeni
aprodlouzeni  penisu pii erekci je zalozeno budto na  piekrveni
kavernoznich - topofivych téles (hiebec, pes) nebo na vyrovnani esovitého zakiiveni
penisu bez jeho vyznamného zbytnéni (pfezvykavcei) (Véznik et al., 2004). Kaverndzni
tkan je tvofena souborem krevnich sinusti, oddélenych listy vazivové tkané. Hiebec ma
znaéné¢ mnozstvi kaverndzni tkané v poméru k vazivu, tim dosahuje pfi erekci vétsiho

zvétSeni penisu nez byk, kde pomér erektilni a pojivové tkan¢ je mensi (Reece, 1998).
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Rozmanitost tvarl pyje je téz dana riznym utvarenim zaludu pyje (glans penis). Tento
je nejvyraznéji vytvoren u hiebce a psa. Uprostied zaludu pyje, tvoficiho rizici, je
jamka (fossa glandis), kde vy¢niva vybézek mocové trubice (processus urethrae). U psa
ma glans penis dva tseky a oba jsou vyztuzeny pyjovou kosti (0s penis), kaudalnéji
ulozena c¢ast zaludu tvoii uzly (bulbus glandis), které mohutné zdufi pro kopulaci
a napomabhaji tak ke svazani. U byka a malych piezvykavcu je Zalud pyje malo vyrazny,
predni ¢ast se oznacuje jako ptilba Zaludu (galea glandis) a zfejmé je vyusténi mocové
roury (Véznik et al.,, 2004). U byka se penis staci v esovitém ohbi, coz dava
neztopofenému penisu esovity tvar. Pfi erekci pyje dochédzi k natazeni (vyrovnani)

ohybu (Reece, 1998).

3.2 Hormonalni regulace

Reprodukéni funkce samci jsou fizeny souhrou nervového a endokrinniho systému.
Regula¢ni mechanismy jsou soucasti geneticky zafixovaného vnitiniho fidiciho
systému, ktery je ovliviiovan vné&jSim Cinitelem — casem, ktery je zodpovédny za

druhové¢ a individualné typicky pribéh reprodukénich déji.

Nadfazenym orgénem pro fizeni pohlavni ¢innosti je centralni nervovy systém (CNS).
Centra vlastniho fizeni reprodukénich funkci jsou umisténa v mezimozku a v zadnich
partiich michy. Mechanismus neurohumoralniho ¥izeni za¢ina v oblasti mozkové kiry,
kam jsou situovdny podnéty zrakové, cichové, hmatové a sluchové ptichazejici
z vnéjsiho prostiedi, ale i podnéty vnitini. Po jejich registraci a integraci jsou presunuty
do hypotalamu a hypofyzy. V hypotalamu jsou determinovany dvé lokality, které se
podili na fizeni pohlavni Cinnosti. Pfedni tzv. rostrdlni sexudlni centrum, odpovida
oblasti area praeoptica medialis a nukleus suprachiasmaticus, druhé kaudalni centrum
odpovida lokalité¢ nukleus infundibularis, nukleus ventromedialis a nukleus arcuatus.
Posledni jsou umistény v blizkosti medialni eminence u odstupu hypofyzy. Hypofyza je
s touto lokalitou v izkém cévnim spojeni, které je soucasti hypofyzarniho portalniho
ob&hu (Véznik et al., 2004).

3.2.1 Hypotalamus
Je nevyrazna ¢ast mozku, ktera vSak centruje vyznamné funkc¢ni aktivity. Na kontrole

sexualni aktivity se podili sekreci gonadoliberinu (GnRH — gonadotropin releasing
hormon). Jde o dekapeptid, ktery zabezpecuje uvolnéni obou gonadotropnich hormont
Z hypofyzy. Dilezité je jeho pulzacni uvoliiovani. Hlavnim zdrojem sekrece je u samcti

tonické centrum, uloZzené V hypotalamu v bazalni, medialni ¢asti kaudalné¢ od
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cyklického centra v oblasti nucleus arcuatus a nucleus ventromedialis. Funkce
tonického centra je ovliviiovana predevsim zpétnovazebnym puisobenim produkovanych
sexagenii — gonadalnich steroidnich hormont. Jejich vy$si hladiny brzdi produkci

GnRH, naproti tomu nizké tuto produkci zesiluji (Véznik et al., 2004).

3.2.2 Hypofyza
Podvések mozkovy — je fazen do zlaz s vnitini sekreci, je soucasti diencefala. DéEli se na

predni a zadni lalok. Adenohypofyza ( piedni lalok) fidi celou fadu dalSich Zlaz — mezi
nimi i gonady. Zadni ¢ast — neurohypofyza — vyluéuje nékteré hormony, které jsou do ni
transportovany po vytvoieni v jiné ¢asti mozku — hypotalamu. Hypofyza potencuje
stimuly vychazejici z hypotalamu produkci gonadotropnich hormont (GnRH). Hlavni
gonadotropiny uvolfiované z hypofyzy po stimulaci GnRH jsou lutropin (LH,
luteiniza¢ni hormon, oznacovany téz ICSH, intersticialni buiniky stimulujici hormon)

a folitropin (FSH, folikuly stimulujici hormon).

Uplatnéni gonadotropinli v fizeni reprodukcnich funkci: gonadotropiny jsou po
chemické strance glykoproteiny, které po navazani na receptory cilovych tkéni svou
specifickou vazbou, tlohou prvniho posla, vyvolavaji prostfednictvim adenocyklazy
zvySenou tvorbu CAMP (cyklicky adenosinmonofosfat), druhého posla, ktery uvolni
z vazebnych bilkovin proteokinazy, jejichz aktivitou dojde k specifické bunééné reakci
a produkci steroidniho hormonu. U samct jsou cilovym mistem pro lutropin (LH)
Leydigovy buiiky v intersticiu parenchymu varlat a vySe popsanym mechanismem
dochazi k produkei testosteronu. Folitropin (FSH) je glykoprotein, jehoz vazebnym
mistem u samct jsou receptory Sertoliho bun¢k. Funkce Sertoliho bunék je folitropinem
stimulovana podporou syntézy RNA k produkci proteind, v¢etné specifického proteinu
vazajiciho androgeny (ABP — androgen binding protein) a k produkci inhibinu
(Véznik et al., 2004).

3.2.3 Gonadotropni hormony - sexageny
Pod vlivem hypotalamickych GnRH se ve specializovanych bunikach adenohypofyzy

vytvafeji dva gonadotropni hormony - FSH a LH. Chemicky se jedna
o vysokomolekularni glykoproteiny s pomérné vysokou molekulovou hmotnosti, které

jsou pohlavné nespecificke.

Folikuly stimulujici hormon (FSH, folitropin) u samct stimuluje riist semenotvornych

kanalkt a tvorbu spermii, ¢innost Sertoliho bun¢k a produkci hormonu inhibinu.
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Luteiniza¢ni hormon (LH, lutropin) u samct také oznacovany jako intersticidlni buiky
stimulujici hormon (ICSH) ptsobi na intersticidlni bunky (Leydigovy) a stimuluje

tvorbu specifického pohlavniho hormonu testosteronu (Jelinek et al., 2003).

3.2.4 Testosteron
Leydigovy builky jsou zodpovédné za produkci muzského hormonu testosteronu a jsou

umistény v intersticidllnim prostoru mezi semennymi kanalky (Hopper, 2015).
Piedstavuji strukturalni zaklad pro inkrecni aktivitu parenchymu varlat. Zde se tvofi
nekolik typi pohlavnich hormoni (androgenti), znichz je pravé testosteron
nejdalezitéjsi. Biologické ucinky tohoto saméiho hormonu jsou generalni pro rozvoj
samce. Testosteron zajistuje vyvoj samciho typu genitalu u plodu, po sexualnim dozrani
navozuje rast pohlavnich orgénd, ovliviiuje rozvoj a funkci ptidatnych pohlavnich Zlaz,
pusobi na vyvoj sekundarnich pohlavnich znaki, ovlivitluje metabolismus, ma vliv na
rozvoj kosti a kostry, stimuluje produkci erytropoetinu a spolu s inhibinem ovliviiuje
zpétnou vazbou produkci gonadoliberinu a gonadotropini (VE&znik et al., 2004).
Vysoké hladiny testosteronu jsou nezbytné pro béznou funkci varlat a nadvarlat
(Barth a Bowman, 1994). Testosteron je steroid, ktery se tvoii v intersticialnich bunikach
varlat. Uvolnény testosteron prechazi do semenotvornych kanalkd a je vazan
specifickymi vazebnymi proteiny (ABP) na recepcnich mistech Sertoliho bunék. Do
krevni plazmy ptechazi ve vazbé na transportni protein - globulin (TEBG) a dostava se
tak k cilovym tkanim v organismu. Hladiny testosteronu jsou zna¢né kolisavé, jednak
pro epizodicky rytmus uvolfiovani testosteronu, jednak pro sezonnost pomérné Castou

u nekterych druhi zvitat (Véznik et al., 2004).

3.2.5 Inhibin
Je peptid, ktery byl prokdzan v parenchymu varlat — semenotvornych kanalcich, v lymfé

a sekretech z rete testis. Jeho pfitomnost byla téZ potvrzena i v ejakulatech. Mistem jeho
vzniku jsou Sertoliho buiiky a jeho Gc¢innost je fazena do zpétnovazebnich mechanismu
zacilenych na kontrolu sekrece FSH. Lokalné se pfedpoklada jeho i€ast na mitotické

inhibici a je proto tazen do latek s funkci chalonti (Véznik et al., 2004).
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3.3 Ejakulat

3.3.1 Semenna plazma
Semenna plazma vytvari v sami¢im pohlavnim ustroji vhodné prostfedi pro preziti

spermii (Reece, 1998) a obsahuje prevazné sekrety pridatnych pohlavnich zlaz. Je to
tekutina druhové specifického mnozstvi a barvy, rozdilného pH (6,2 - 7,5) a konzistence
(Jelinek et al., 2003). Je bohata na elektrolyty, fruktzu, kyselinu askorbovou a dalsi
vitaminy. I kdyz mutze dojit k oplozeni spermiemi, které se nesetkaly se semennou
plazmou, maji spermie v semenné plazmé vétsi oplozovaci potencial. Jednotlivé druhy
zvitat se ve sloZeni semenné plazmy lisi. Stald a nekolisajici slozka mezi v§emi druhy je
fruktéza. Vyhodou fruktézy jako energetického zdroje miize byt skutecnost, ze pro

vstup do spermie nepotiebuje energii.

V semenné plazmé je pifitomno nékolik prostaglandini. Ma se za to, Ze pomdhaji
oplozovani dvéma zpusoby: (1) prostaglandiny reaguji s hlenem sliznice kréku
a upravuji jej pro pruchod spermii a (2) ne€které z pritomnych prostaglandini zptisobuji
kontrakce hladké svaloviny a existuje nazor, ze je tim v déloze a vejcovodech

napomahdano transportu spermii smérem k vajecnikiim.

Vétsina spermii v ejakulatu nikdy nedosahne vejcovodu. Ve skutecnosti pouze nékolik
desitek spermii se pfiblizi vajicku a pouze jedna se nakonec ucastni oplozeni

(Reece, 1998).

Podil semenné plazmy na celkovém objemu ejakuldtu je rozdilny. Stejné tak je
i rozdilny podil sekretu jednotlivych piidatnych pohlavnich zl1az na celkovém objemu

ejakulatu. U byka ¢ini podil semenné plazmy 90% (Jelinek et al., 2003).

3.3.2 Spermie

vvvvvv

a spole¢nym hlavnim znakem je pohyblivost a schopnost oplozeni. Jsou 50 — 80 pm
dlouhé. Se zietelem na ptitomnost sexchromozomu jsou mezi nimi nepatrné hmotnostni
rozdily. Spermie s malym heterochromozomem Y (androspermie) jsou lehéi nez
spermie s vétsim heterochromozomem X (gynospermie). Hlavicka spermie je 5-10 pm
dlouha a jeji utvareni u jednotlivych druhli je rozdilné, jak je zobrazeno v pfiloze
(Obrazek 2). Je ze stran oplostéla, ovalného tvaru a jeji piedni Cast je kryta Cepickou,
ktera je dobfe barvitelnd — akrozom. Pokryva piedni ¢ast hlavicky spermie. Hlavicku

spermie tvoii predevSsim jadro s kondenzovanym chromatinem a obsahujicim
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deoxyribonukleovou kyselinu nesouci genetické informace pro vlastnosti nového
jedince. Bicik spermie je 50-70um dlouhy a pifedstavuje pohybové Ustroji spermie.
Bic¢ik je spojen s hlavickou krckem (centriolovou c¢asti). Bicik spermie je tvofen
spojovacim oddilem, hlavnim oddilem a koncovym (termindlnim) oddilem. Kréek
spermie je kratky (2-3um) a spojuje hlavicku s bi¢ikem spermie. Obsahuje dva za sebou
ulozené centrioly. Distalni centriol je obklopen deviti pfi¢né segmentovanymi provazci
neboli chordami. Z distalniho centriolu pak vystupuje osové vlakno tvofené 9+2 duplety
mikrotubuld. Spojovaci (mitochondrialni) oddil bi¢iku navazuje na centriolovy oddil. Je
charakterizovan ptitomnosti zna¢ného po¢tu mitochondrii (u byka 90). Hlavni oddil
biciku je nejdelsi (40-50um) a jeho podkladem podobné jako V predchéazejicim
mitochondrialnim oddilu je osové vlakno obklopené nesegmentovanymi chordami
a obalené fibrozni pochvou z homogenni a siln¢ kontrastni hmoty. Jejim ukolem je
zabezpectovat soudrznost osovych vlaken a jejich pevnost a pruznost pii kmitani bi¢iku.
Koncovy (termindlni) oddil bi¢iku méfi cca 4 um a je tvofen pouze osovym vldknem

bez chord a fibrozni pochvy (Jelinek et al., 2003).

Cela spermie je pokryta nepferusovanou dvouvrstevnou cytoplazmatickou membréanou,
ktera piedstavuje zakladni ochranu spermie. Je acidorezistentni, vysoce permeabilni
acitlivda na zmény osmotického tlaku. Permeabilita membrany umoziuje latkovou
vyménu spermii. Na zakladé poznatku, Ze cytoplazmatickd membrana u zivych spermii
nepropousti néktera barviva (eozin, fluorochromy), byla vypracovana metoda vitalné
letdlniho barveni, umoziujici rozliSovat zivé a mrtvé spermie. Poskozeni permeability
membran mize nastat pti dlouhodobé konzervaci spermii (pfi zmrazovani) a stat se tak

pti¢inou snizené oplozovaci schopnosti spermii (Jelinek et al., 2003).

(Jelinek et al. 2003) dale uvadi tabulku, ve které porovnava ejakulaty jednotlivych

druht zvifat.
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Tabulka 1: objem, pH, koncentrtace, mnoZstvi spermii a vzhled ejakulatu u

jednotlivych druhu zvirat (Jelinek et al., 2003)

Druh | Primérny | pH Primérna Celkové Vzhled ejakulatu

objem ejakulatu | koncentrace | mnozstvi

ejakulatu spermii ® spermii

(ml) (tis.) v ejakulatu (v

miliardach)
byk 4 6,4-7,0 1000 4 bélave nazloutly,
smetanovity

beran 1 6,5-7,0 3000 3 nazloutly, smetanovity
kozel 1 6,2-7,0 3000 3 nazloutly, smetanovity
hiebec 70 6,7-7,8 120 8 Sedavé bélavy, vodnaty
kanec 250 6,8-7,9 150 40 bélavy, mlécné

vodnaty

Tabulka 2: Zakladni ukazatele nativniho byc¢iho semene (Véznik et al., 2000)

objem v ml >4
koncentrace spermif v mm?® > 700 000
pH 6,9
procento pohyblivych spermii >70
rychlost pohybu spermif v um.s™ 80

index endogennich reduktaz > 180
procento patologickych spermii celkem <20
procento primarnich zmén <10

3.4 Odbér ejakulatu

Princip inseminace jako aktivniho zasahu ¢lovéka do rozmnoZovani zvitrat byl objeven

podle povésti jiz Araby ve 14. stoleti. Prvni védecké zpravy o inseminaci se vSak

zaCinaji objevovat az v 16. stoleti (Kovar a Sobek, 1965).

Inseminace je aktivnim

cilevédomym zasahem do procesu rozmnozovani hospodarskych zvifat, pii kterém

nedochédzi Kk paficimu aktu, aby se ucelné zamezil piimy styk pohlavnich partneri

(Polak, 1961). Inseminace se tedy od pafeni lisi pfedevSim tim, Ze mezi ejakulaci
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spermatu a jeho vpravenim do pohlavniho Gstroji plemenice je ur¢ita ¢asova piestavka.
Tato piestavka umoziiuje nejen zhodnoceni ziskaného ejakulatu, ale vyuzivame
ji pfedev§im k jeho upravé, aby se mohl vyuzit pro vétSsi mnozstvi plemenic

(Kovar a Sobek, 1965).

V dnesni dobé je velka vétsina dojnic Evropy, USA a Kanady oplodiovana uméle.
Umélé oplodnéni u krav strzni produkci masa je také populérni, ale zejména
u Cistokrevnych stad. Vyhodou umélého oplodnéni oproti ptirozenému oplodnéni je to,
ze umoznuje rychlé genetické zlepSeni tim, Ze umoziuje vyuziti téch nejlepsich bykt
(Rouge, 2002). Velky vyznam ma také pro tlumeni pohlavnich nékaz a je vyhodné i
z hlediska ekonomiky kdy neni zapotiebi velky pocet plemennych byku
(Kovar a Sobek, 1965).

Samci plodnost je dulezitym faktorem v reprodukci skotu, ve stadé krav se k chovu
bézné vyuziva jeden byk (Contri et al., 2013). N¢ktefi byci zplodili i vice nez 100 000
potomki pies umélé oplodnéni. Semeno je nejcastéji odebirano bykim pomoci umélé
vaginy (Rouge, 2002). V prubéhu let byly vyvinuty postupy pro maximalni ziskani
spermii, zachovani vysoké kvality semene a minimalizaci kontaminace. Adekvéatni
sexualni stimulace, optimalni teplota a tlak uvniti umé¢lé vaginy, optimalni frekvence
odbéru na zakladé miry produkce spermii uvnitt varlat, to vSe je kli¢em k maximalizaci

produkce spermii (Parks, 2006).

Nejcastéji se pouziva odbér semene do umélé vaginy, z dalSich metod se mize pouZzit
metoda elektroejakulace a v ojedinélych pfipadech metoda masaze méchyikovitych zlaz
(Gamcik et al., 1976).

K odbéru ejakulatu se pouzivaji rizné typy umélych vagin (Louda, 2001). Jedna se o
zvlastni aparaturu, ktera je ptizpiisobena fyziologickym pomértim jednotlivych druht
zvirat a respektuje i biologické vlastnosti spermatu (Kovai a Sobek, 1965). Konstrukce
umélé pochvy se v pribéhu let mirn¢ zmeénila za ucelem snizeni ztrat spermii a rizika
poskozeni penisu (Parks, 2006). V soucasné dobé se pouzivaji umélé vaginy zkracené,

dlouhé 30 cm vybavené jednorazovym sbéracem kornoutovitého tvaru z polyetylénu.

Piiprava umélé vaginy
Piiprava um¢lé vaginy k odbéru se provadi ve zvlastni, k tomu uréené mistnosti spojené
S prostorem pro odbér. Pted piipravou si technik pro odbér oblékne pracovni plast,

pfezuje se a peclivé si umyje ruce teplou vodou a mydlem. Pfed kazdym odbérem se
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piekontroluje t&snost mezistény vaginy. Mezisténa vaginy se naplni asi 100 cm® vody
0 takové teploté, aby pfi odbéru uvnitt vaginy dosahla 38 — 40 °C. Um¢la vagina se
opatii sbéracem tak, Ze se mezi sbéra¢ a vlozku vklada savy sterilni papir k zachyceni
povrchovych necistot z umélé vaginy. Takto pfipravené vaginy se mohou umistit pied
odbérem do termostatu o teploté 40 °C. Pfed pouzitim se uméla vagina vymaze sterilni
vazelinou pomoci sterilni sklenéné tyce. Pfed odbérem se dofoukne mezi stény umélé
vaginy vzduch tak, aby tlak c¢inil pfiblizné 530 kPa. K tepelné izolaci slouzi obal
z molitanu, ktery se pied pouzitim nahfiva na teplotu asi 35°C. Navléka se na
jednorazovy sbéra¢. Po odbéru se drzi vagina uGstim dold tak, aby se zabranilo stékani
necistot do spermatu. V piipravné laboratofi se odstfihne obal se spermatem, ktery se
pfeda do laboratofe k dalSimu zpracovéani a zapiSe se registr byka. V laboratofi se obal
se spermatem vklada do zarezt v polystyrénové desce, kterd ma laboratorni teplotu. Ze
sbérace se odebere vzorek spermatu k laboratornimu posouzeni. Ve sbéraci se semeno

fedi a probiha v ném i ekvilibrace (postupné zchlazeni). Sbérac je jednorazovy.

Piiprava atrapy

Zatim co technik odbéru piipravuje umeélou pochvu, ptfivede oSetfovatel do pfipoustédla
byka — atrapu, spravné ji fixuje, dezinfikuje a pak osusi celou jeji zad’. Dezinfekce zadé
byka atrapy se provadi po kazdém odbéru a pted dalSim odbérem. Atrapa nahrazuje
fijici se plemenici. Jako atrapy se vybiraji byci klidného temperamentu a po ctyfech
odbérech se stiidaji, jelikoZ jsou znacné =zatéZzovany zadni koncetiny, hlavné
ve hleznech (Louda, 2001). Jako ekvivalent zivé atrapy se mohou vyuzivat také umélé
fantomy rozli¢nych typt, které mohou mit popfipadé¢ i uvnitf rGzn€ upevnénou

a sefizenou umélou pochvu (Polék, 1961).

K odbéru jsou byci fadné ocisténi s dokonale omytou piedkozkou ve vlazné vodé
a mydlem. Bezprostiedné pied odbérem se bykiim ocisti pfedkozka a chvostek suchou
bunicitou vatou. Byk je pfivadén oSetfovatelem k atrapé a provadi se jeho
vydrazd'ovani. Technik odbéru je pfipraven na pravé strané atrapy, na levé ruce ma
navlecenou jednordazovou rukavici a Vv pravé ruce drzi umélou vaginu sklonénou tstim
dolti asi 35°. Zpusob ptipravy byka na odbér (tzv. pohlavni vydrazd’ovani) je zavisly na
individualnich vlastnostech. Byk je nalezité pripraven k odbéru tehdy, je-li pyj vysunut
a odkapavaji-li vymesky piidavnych zlaz pohlavnich. Pfi skoku byka na atrapu uchopi
technik odbéru predkozku, odkloni ji ponékud k sob€, usmérni pyj k tsti umélé pochvy

a nechéa byka dorazit (Louda, 2001).
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Byci se odebiraji v obvyklou pfedem stanovenou dobu, nejdiive vSak 3 hodiny po
nakrmeni. Frekvence odbéru se stanovi individudlné pro kazdého byka, pficemz se
piihlizi k jeho véku, neurokonstitu¢nimu typu, kondici a zdravotnimu stavu. Optimalni
je 8 — 14 odbéra v mésici. U mladych byka do 2 let je frekvence odbéru nizsi 1x za

tyden (Louda, 2001).
Odbér spermatu elektroejakulaci

Této metody se pouziva vyjimecn€, pouze u bykid zlepSovateld, ktefi ze zdravotnich
divodui nejsou schopni odbéru pomoci umélé vaginy. Timto zpisobem se ziska stejny
objem ejakulatu, koncentrace spermii v ejakulatu se neméni, pH byva zvysené vlivem
vétsSiho podilu sekretu uretralnich zlaz (pH = od 7,0 do 7,4). Aktivita spermii a obsah

fruktézy jsou nizsi.

K odbéru se pouzivaji bipolarni elektrody, zdrojem proudu pro elektroejakulator byva
baterie nebo elektricka sit’. Napéti potfebné k vyvolani ejakulace se pohybuje od 3 do
20 V. Elektrody jsou tycovité a zavadi se rektem do krajiny panevni na tiroven vacku
semennych. Dal$im typem jsou elektrody tzv. prstencoveé, které se navlékaji na prsty

ruky navle¢ené do gumové rukavice osetiené parafinem (Louda, 2001).

U byka ur¢eného k odbéru se fixuji zadni koncetiny. Vyprazdni se rektalni otvor.
Predkozka se vyplachne 1 — 2 % roztokem NaCl. Ruka s elektrodou se zavede do rekta
na Uroven vackl semennych a pfistroj se uvede do chodu. Ejakulace probiha pii napéti
proudu 10 — 30 V a jeho intenzité 40 — 60 mA. Drazdéni se provadi opakované 3 — 5x
pii délce 3 — 5 sekund. Erekce pyje se dostavi pfi intenzité proudu az 100 mA. VétSinou

probiha ejakulace bez erekce pyje do prepucia (Louda, 2001).
Odbér spermatu masazi ampuli chamovodu

Masaz ampuli chamovodu se provadi rektalnim zplisobem. Kvalita spermatu ziskaného
timto zptsobem je niz$i. Odbér spermatu se touto metodou provadi vyjimeéné jen pro

diagnostické ucely (Louda, 2001).

3.5 Morfologické vySetieni spermii
Morfologie spermii odrazi zdravi semenotvornych kanalk a do jist¢ miry 1 varlete.

Vyznam morfologie spermii v by¢i plodnosti byl dobie zdokumentovan. Pochopeni
vyznamu konkrétnich typu abnormalit spermii Vv ejakulatu umoziuje diagnostikovat

neplodnost a mize pomoct pifi vyhledavani byku s produkci abnormalnich spermii
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(Freneau et al., 2009). Spermatické abnormality jsou jiz dlouho spojovany se samci
neplodnosti a sterilitou. Obecné struktura spermii muize hrat vyznamnou roli jak

v oplozeni, tak vysledku gravidity (Chenoweth, 2005).

Pokud provadime morfologické vySetfeni spermii, jednd se o zhodnoceni jejich
morfologické normality, u kterého maji byt vyuzivana striktni kriteria. Normalni musi
byt hlavicka, kréek, spojovaci cast, stiedni C¢ast biciku i1 koncova cast biciku
(Weiss et al., 2010). Morfologicky abnormalni spermie mohou ovlivnit plodnost
vytvofenim defektni zygoty anebo blokovanim fertilizace normalnich spermii.

Morfologicky malformované spermie omezuji, pohyb spermii (Gamc¢ik et al., 1976).

Zakladnim predpokladem pro ziskani objektivnich vysledkli pfi morfologickém
vySetfeni spermii je spravnd pfiprava natéru vysetfovaného ejakulatu. Natér ma byt
jemny, souvisly a neposkozeny. Také je dillezité, aby byla spravné pfipravena sklicka,
ktera museji byt dokonale ¢ista a odmasténa. Preparaty uréené k morfologickému
vySetfeni maji byt zhotovené do 30 minut po odbéru. Je to potiebné z toho divodu, ze
starnuti semene bez pouziti konzervacnich prostiedktl zapficinuje zménu hodnot pH.

Postupné  odumirani nékterych  spermii  zapfiCifiuje  morfologické zmény

(Gaméik et al., 1976).

Za normalnich okolnosti nesmi frekvence malformovanych spermii u byka piesahnout
vic jak 15- 20% patologicky zménénych spermii. Z celého mnozstvi patologickych
spermii nesmi degenerativni formy piekrocit 5%, tvarové zménéné hlavicky
5% a zmény na akrozomu 10%. Nezralé spermie (zadrzena protoplazmaticka kapka na
kréku nebo spojovacim oddile) nesmi piekrocit 2% (Gamcik et al., 1974). Pti hodnoceni
patologickych spermii je nutno dodrZovat zésadu, ze z jednorazového vySetfeni nelze
vyvozovat konené zavéry a Ze je nutné vySetfeni opakovat vzdy v 3 — 5 dennich
intervalech. Vysledek pozorovani se zapisuje do tabulky. Celkem se posuzuje pii
jednom vysetieni 300 — 500 spermii. Pouziva se olejové imerze a zvétseni 1000 — 1500

krat (Louda, 2001).

Pii vzniku defektnich spermii se uplatiiuje vliv celé fady cinitelli toxicko-infekéniho,
fyzikaln¢ chemického, alimentarniho a genetického ptivodu. Podle mista vzniku zmény
na spermii lze rozdélit morfologické zmény spermii na primarni a sekundarni
(Gamcik et al., 1974)
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Chenoweth a Lorton tadi morfologické zmény spermii do klasifika¢niho systému pro
abnormalni spermie a rozdé€luji je takto: podle mista ptivodu - priméarni nebo sekundarni
zmény a dale zmény funkéniho vyznamu - hlavni ¢i vedlejsi (podle zavaznosti). Hlavni
vady spermie jsou ty vady, u kterych bylo prokazano, Ze poSkozuji plodnost a mezi

vedlejsi patii ty, které maji maly vliv na plodnost (Chenoweth a Lorton, 2014).

Primarni zmény vznikaji béhem spermiogeneze az do piichodu spermii do ocasu
nadvarlete. Tyto zmény ukazuji na poruchy semenotvorného a vyvodného systému.
Mezi primarni zmény se zatazuji napiiklad degenerativni zmény spermii, zmény tvaru
na hlaviéce (napf. hruskovitd, vejéita, citronovitd apod.), zmény V nukleoplazmé
spermii, zmény na akrozomu, zmény na spojovacim oddile bi¢iku spermie, vyvojové

anomalie spermie a jiné.

Sekundarni zmény vznikaji pti del$im pobytu spermii v ocase nadvarlete. Sem
zafazujeme 1 zmény, které vznikaji v momenté ejakulacniho reflexu az po posouzeni
semene a defekty vyvolané pii nespravném zhotoveni preparatu, teploty prostiedi (Sok
z chladu), jako i technologického postupu pii odbéru, fedéni a chlazeni ejakulatu nebo
pii zpracovavani na inseminacni davky. Mezi sekundarni zmény patii naptiklad zmény
na hlavickach spermii — bobtnani, uvolnéni, roztrhani akrozomu, nékteré dvojité formy,

roztrhany bi¢ik, torze bi¢iku a nezralé formy spermii (Gamcik et al., 1976).

3.5.1 Zmény na hlavickach spermii
Odchylky od normalniho tvaru hlavicek se hodnoti s ptihlédnutim na funkci hlavicky

jako nositelky genetické hmoty a penetracniho Gtvaru. Zmény se mohou projevit v tvaru
a uspofadani akrozomu, v tvaru a velikosti hlavi¢ky (pfi nespravném obsahu DNK-
deoxyribonukleové kyseliny) a zmény na bazi hlavicky. Rizné zmény na hlavickach

spermii jsou zobrazeny v ptiloze (Obrazek 3-4).

Na nerovnomérné rozdéleni DNK poukazuje mala nebo abnormalné velka hlavicka. Pti
nekterych virovych pohlavnich chorobach je mozné pozorovat vySSi procento
malformaci hlavi¢ek spermii, jako jsou zuzené, ovoidni a hruskovité (pyriformni)
(Gaméik et al., 1976). Dalsi znamé zmény na hlavickach jsou kuzelovité, kulaté,
amorfni, vakuolizovang, hlavicky s malymi akrozomalnimi oblastmi, zdvojené hlavicky
a kombinace vyse uvedenych defekti (Weiss et al., 2010). Celkové nema vyskyt téchto
anomalii pfekrocit hranici 5% (Louda, 2001).
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3.5.2 Zmény na akrozomu spermii
Mezi nejcastéjsi malformace spermii patii rozlicné anomalie akrozomu. Nejcastéji jde

0 svleceny akrozom, perzistenci ekvatorialniho segmentu a bobtnani akrozomu.

U svle¢en¢ho akrozomu je hlavicka v pfedni ¢asti zuzend a rovnomérné zabarvena.
Neékdy zistava jako zbytek spermii po svleCeném akrozomu pllmésickovity utvar
nazyvany perzistence ekvatorialniho segmentu. Tato malformace vznika sekundarné pti

starnuti spermii v ocasu nadvarlete.

Bobtnani akrozomu vznika pii poruSené propustnosti protoplasmatického obalu
akrozomu (Gamcik et al., 1976). Jde o nejcastéj$i anomalii. K této zmeéné dochazi i pii
manipulaci se spermatem, zejména kdyz se dostane do sbérace voda. Akrozom obvykle

praskne a akrozomova hmota se vylije do prostiedi (Louda, 2001).

Kondenzace akrozomové hmoty K propadlému okraji hlavicky vznikd nakupenim
akrozomové hmoty ve formé tmavé zbarveného pasu. Projevuje se i jako seskupeni do
tmavych granuli, které kontrastuji s ploSnymi svétle zbarvenymi ¢astmi nebo normalnim
zbarvenim nékterych usekl akrozomu, mezi kterymi jsou vidét svétlé utvary. Akrozom

ma mapovity nebo mramorovany vzhled. Tyto anomalie vznikaji p#i virovych infekcich.

Perzistujici akroblast byva pfi¢inou snizené fertility bykd. Vyznacuje se specifickou
anomalii, kterd se tvoii na apikalni casti hlavicky. Pfi mikroskopickém vySetieni
semene se anomalie jevi jako knoflikovity Gtvar nebo kulicka zasazend na piednim
okraji hlavicky, ptipadné presahujici ptfes jeji piedni okraj. Kromé& perzistujiciho
akroblastu se mohou vyskytovat u byki se snizenou plodnosti tzv. méchytkovité utvary
na akrozomu. Anomalie maji tvar kraterovitych vyvysenin, prohloubenin nebo vyklenkt

(Gamcik et al., 1976).

3.5.3 Zmény ve vnitrni strukture nukleoplasmy spermii
Vyskyt malformaci nukleoplasmy na mikroskopické trovni je méné Casty. Patii sem

spermie, které se tvarem odli$uji od normalné formovanych spermii, naptiklad bunikové
Utvary s nedostate¢né diferencovanou hlavickou. Do skupiny morfologickych zmén
nukleoplasmy se zménou obsahu DNK patii diploidni spermie, spermie s chybnym
obsahem DNK a soucasné s poruchou modelovaciho mechanismu (hlavicky s hiebeny
a jiné tvarove odchylky hlavicek), dvojité hlavicky — geminy a dvojité hlavicky, které se

lisi tvarovou zménou nebo stupném vyzrani nukleoplasmy.
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Diploidni spermie jsou spermie se siln€jsi hlavickou a dvéma biciky. Hlavicky

diploidnich spermii se intenzivnéji barvi a maji dvojnasobny obsah DNK.

Nékteré tvarové defekty nukleoplasmy maji na fezech podobu pismen Y, U, V nebo O.
Pfi¢inou vzniku téchto defektli je nerovnomérné rozlozeni jaderné hmoty béhem

spermiogeneze. Podobnou zménou nukleoplasmy se vyznacuji dvojité hlavicky
(geminy).

Do skupiny zmén ve vnitini struktufe nukleoplasmy patfi spermie s granulovanou

nukleoplasmou, pravé vakuoly (invaginace nuklearni membrany) a mikrovakuoly.

Vakuoly patii mezi primarni zmény nukleoplasmy a ve svételném mikroskopu jsou
ostfe ohranicené¢ a bezbarvé. Velké mnozstvi vakuol se vyskytuje pii poruchach
spermiogenese predevsim zanétlivého plivodu. Mohou se vyskytovat i mikrovakuoly,
které se zjiStuji elektronovym mikroskopem. Jejich ulozZeni je ndhodné, nejcastéji je

mozné je najit na bazi hlavicky.

Odchylky muze vykazovat také baze hlavicky spermie, napf. plo$na, prolakla, Siroka
nebo Uzkd baze. Tyto malformace vznikaji pii koneéné fazi spermiogeneze.

(Gaméik et al., 1976).

3.5.4 Zmény na biciku spermii
Do komplexu zmén je mozné zahrnout rozlicné degenerativni zmény na jednotlivych

Castech bic¢iku spermii (Gaméik et al., 1976). Dale se uvadi napiiklad kratky,
mnohocetny, vlasenkovity nebo zlomeny bic¢ik, zahnuty o vice nez 90°, nerovhomérné
Siroky, stoceny nebo vzajemné kombinace (Weiss et al., 2010). Rizné druhy zmén na
biciku spermii jsou zobrazeny v ptiloze (Obrazek 5). Dulezité jsou piredev§im anomalie

na spojovacim oddile.

Anomalie, u které jsou hlavicky oddélené od bi¢iku, se nazyva dezintegrace spermii
(dekapitace spermii) a vyvolava Gplnou neplodnost. Tato anomalie vznika pfi prichodu
spermie hlavou nadvarlete a souvisi s migraci rezidualni protoplazmy z kréku spermie
na distalni konec spojovaciho oddilu bi¢iku. Volné bic¢iky jsou pohyblivé, takze sperma
bykil s uvolnénymi hlavickami vykazuje rozli¢ny stupet metabolické aktivity. Defekt
dekapitovanych spermii je tieba posuzovat opatrné, protoze mize jit o artefakty, které

vznikaji pfi nespravné pripraveé preparati.
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Nejcast¢jsi malformaci na spojovacim oddile bi¢iku je jeho zkraceni, prodlouZzeni,
ztlusténi, zuzeni a preruseni. U normalné vyvinutych spermii je pomér délky hlavicky
k délce spojovaciho oddilu 1:1,5. Malformaci spojovaciho oddilu je mozné najit ve
form¢ preruseni nékterého jeho useku, dale jako holé osové vlakno nebo jako nitkovité
vyvinutd mitochondrialni spiradla. VSechny tyto anomadlie porusuji kinetické centrum

a motilitu spermii a podle procenta postizeni vyvolavaji fertilizacni poruchy.

Do skupiny tvarovych zmén biciku patfi zdvojeny bicik, excentricky nasazeny bicik,
torze biciku rozliéného stupné, klickovité otoceny bicik, nalomeny bic¢ik a nékteré dalsi

anomalie.

U zdvojeného biciku byva mitochondridlni systém vétSinou zachovany, mitochondrie

reaguji na endogenni reduktézy.

V Useku stiedni casti (v misté spojeni hlavicky a bic¢iku) se vyskytuji anomalie
spoCivajici v abnormalnim spojeni bic¢iku, v tzv. excentrickém nasazeni bic¢iku. Bicik
neni umistény centradlné v ose hlavicky, ale nachédzi se u jedné strany baze hlavicky
spermie. Tato anomalie vyvolava neplodnost tim, Ze zpusobuje zménu ve sméru
pohybu. Jde o pohyb do kruhu a zpiisobuje, Ze se spermie nemohou pohybovat smérem
doptedu. Tato anomadlie se vyskytuje ziidka a pii vyskytu vysSiho procenta takovychto
spermii u byka vyvolava poruchy plodnosti.

Do skupiny anomalii mitochondridlni spiraly, které jsou dédi€né podminéné, patii
vyvrtkovity defekt. U této malformace je spojovaci oddil nerovny (drsny)

a mitochondrialni material je v ném nepravidelné rozdéleny (Gamcik et al., 1976).

3.5.5 Nezralé spermie
Do skupiny téchto malformaci patii spermie se zadrzovanou protoplasmatickou kapkou,

které pochazeji z vyvojového stadia spermiogenetického cyklu. Nezralé formy spermii
maji protoplasmatickou kapku uloZzenou proximalné¢ na kréku spermie. Postupnym
dozravanim se kapka posunuje distalné. MnoZstvi protoplasmatickych kapek
VvV proximalni ¢asti mize ovlivnit fertilitu plemenika. U piezvykaveu s normalni
plodnosti se vyskytuje ve 2-3% (Gamcik et al., 1976). V normalnim ejakulatu byka
nesmi byt vice neZ 2% nezralych spermii. Pfi vyS$§im vyskytu nezralych spermii

Vv ejakulatu je tfeba sledovat vyskyt dal$ich vyvojovych vad (Louda, 2001).

Dalsim projevem nezralych spermii je zvySeny vyskyt vyvojovych spermiogenetickych
forem — spermiogonie, spermiocyty I. a II. fadu a spermatidy. VEtsi mnozstvi nezralych
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a vyvojovych forem spermii poukazuje na poskozeni semenotvorného epitelu a poruchy
Vv transformaci  spermii. Tento nélez provazi také vys§i vyskyt primarné

malformovanych spermii (Gamcik et al., 1976).
Vztah morfologickych zmén k poruchdm plodnosti

Jakakoliv odchylka od normalniho tvaru a struktury spermie se poklada za nenormalni.

Hodnoti se:

a) rozdily u jednotlivych druhi zvifat (naptiklad byk, beran, kozel, kanec, hiebec),
b) piirozena variabilita mezi ejakulaty riznych plemenikt (v ramei druhu),
C) pfirozena variabilita mezi ejakulaty jednoho plemenika,

d) pfirozena variabilita vyskytu anomalii ve stejném ejakulatu.

Abnormality na spermiich mohou byt pfi¢inou bezsymptomatickych poruch plodnosti.
Primérny pocet patologickych spermii velmi kolisd a zavisi na mnoha Cinitelich. Za
fyziologicky vyskyt mizeme pokladat 5-10% zmén. Velmi piisné se hodnoti primarni

zmeény testikularniho piivodu (Gamcik et al., 1976).

Spermie s protoplazmatickou kapkou a ostatnimi moZznymi anomaliemi jsou zobrazeny
Vv priloze (Obrazek 6).

3.5.6 Morfologicky abnormalni spermie MAS
Pojem morfologicky abnormalni spermie (MAS) zahrnuje vSechny spermie, na kterych

se vyskytuji vady odliSujici hodnocenou spermii od morfologicky normalniho stavu.
Zahrnuje v sobé jak vady bézné oznaCované za patologické, tak vady, které 1ze oznacit

za fyziologické.

Morfologické vySetieni spermii patii mezi nejobjektivnéjsi metody posuzovani
kvalitativni urovné ejakulatd. Nicmén€ schopnost hodnoticitho posoudit spravné
vSechny vady ma zésadni vliv na vysledek tohoto vySetieni. Pfi posuzovani spermii je
pozornost zaméfena na hlavicku, krcek, spojovaci ¢ast a biCik. Vyskyt vad tak lze
ocekavat na vSech Castech spermie. Jak uz bylo zminéno, zékladni klasifikace zmén na
spermiich je podle ptivodu vzniku. Prvni skupina jsou vady vyvojové (primarni), druha
skupina jsou vady ziskané (sekundarni). Primarni vady zahrnuji zejména obdobi vyvoje
spermie. Sekundarni zmény vznikaji az po definitivnim morfologickém ukonceni
vyvoje spermie, piicemZ mohou vzniknout uz pii procesu dozravani a uchovavani

spermii v pohlavnich vyvodnych cestach (Lipensky et al., 2014).
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Hodnoceni morfologického obrazu

Z&kladnim a nejjednodussim zplsobem vySetieni preparatu je prosté pocitani
normalnich a morfologicky abnormalnich spermii (Lipensky et al., 2014). Do
diferencialniho hodnoceni spermii by mély byt zahrnovany jen bezpe¢né rozpoznatelné
spermie. Nezralé bunky, kulaté spermatidy, samostatné ¢i ulomené hlavicky nejsou
pocitany a byvaji zaznamenany zvlast (Weiss et al., 2010). Rozméry hlavi¢ky spermii
byka jsou: délka 9,11 um; Sitka 5,05 um (Véznik et al., 2000). Bi¢ik ma byt rovny,
uniformni, nesto¢eny (Weiss et al., 2010), spojovaci ¢ast je velka cca 14,8um a hlavni
¢ast 45 — 50 um (Véznik et al., 2000). Takovéto vySetfeni je pomérné¢ jednoduché,
nicmén¢ neposkytuje zadné informace o charakteru vad spermii a tim padem ani o jejich
zavaznosti. Pro tento zplisob hodnoceni spermii sta¢i obycejny papir, kde lze pocty
spermii prubézné zapisovat. Praktictg;si feSeni je pouziti n¢které formy elektronického

pocitadla.

V piipadé¢ podrobného hodnoceni je kazdd morfologicky abnormalni spermie
zaznamenana i s pfislusnou vadou, pfiCemz je na zadvér mozné ziskat piehled
o frekvenci vyskytu téchto vad. Princip a soucasné i nevyhoda tohoto zpisobu
hodnoceni spociva v tom, Ze ke kazdé hodnocené¢ MAS je pro zjednoduSeni pfifazena
pouze jedna vada. AvSak na nékterych spermiich se miZe vyskytovat vad vice.
V takovém piipad¢ se do zdznamu piednostné zapisuje vada podle pfedem stanovené
priority (Lipensky et al., 2014). Idealn¢ by méla byt morfologickda hodnoceni
multiparametrova oproti starSimu zpisobu popisu, kdy prioritu mél ,,majoritni* defekt,
s vétsi dualezitosti hlavicky, vzhledem ke stfedni Céasti a stfedni casti k biciku
(Weiss et al., 2010). Nevyhodou tohoto feseni je ve srovnani se zakladnim hodnocenim
vy$§i Casova naroCnost, plynouci z nutnosti zapsat kazdou spermii s vadou

(Lipensky et al., 2014).

Striktni metoda hodnoceni morfologie spermii piinasi nejkomplexnéj$i moznost
posouzeni frekvence vyskytu MAS ze vSech tii uvedenych metod hodnoceni spermii.
Striktni metoda hodnoceni uz bere v potaz vSechny vady vyskytujici se na jedné
spermii. Nedochazi tak ke ztratam jakychkoli tdaji o zachycenych vadach. Z tohoto
divodu je v pritbéhu vySetfeni nutné evidovat pocet vSech hodnocenych spermii, pocet
MAS a pocet jednotlivych zachycenych vad. Na zakladé téchto tdajt 1ze nejenom zjistit
procentické zastoupeni MAS, ale i tzv. index teratospermie neboli index poctu

jednotlivych vad ptipadajicich na jednu morfologicky abnormalni spermii.
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VyuZivany software pii morfologickém hodnoceni

Detailni analyza morfologie spermii (DeSMA) je nastupcem dfive pouzivaného
programu SASMO. Jedné se o velice jednoduchy, hardwarové i uzivatelsky nenaro¢ny
pocitacovy program disponujici vstiicnym uzivatelskym prostiedim. Program DeSMA
pfedstavuje vyznamnou pomoc v oblasti objektivizace morfologického hodnoceni
kvality ejakuldtd. A to jak v mediciné¢ veterinarni, tak humanni a ve vSech
inseminacnich provozech a provozech asistované reprodukce. Jednou z jeho nejvétsich
vyhod je, ze umoznuje soucasné vyhodnotit veskeré zmény, které na spermii najdeme,
coz je zasadni piedpoklad striktni analyzy. VSechny vypoétené ukazatele pak maji

vyznam pro detailnéjsi interpretaci ziskanych vysledki.

Software vyuZivajici propojeni PC a mikroskopu

Zakladni programy umoznujici zachyceni obrazu a jeho nasledné hodnoceni na
monitoru jsou uréené ke zjednoduseni klasického vySetieni preparatu. Jejich vyuziti je
vyhodné piedevsim pro zacatecniky, nebot’ zde mimo jiné odpada problém s piipadnou
nejistotou, kterd spermie uz byla zapocitana a kterd ne. V uzivatelském prostiedi
programu je mozné kazdou spermii oznacit a ptidat k ni zvolenou vadu. Celd tiha
posuzovani vyskytu vad je ovSem stile na uzivateli. V zavéru program sam vyhotovi
vysledny protokol. Pokrocilejsi programy jiz umoziuji vyuziti techniky analyzy obrazu.
Programy disponujici poloautomatickym systémem analyzy obrazu uzivateli
automaticky vyhledavaji spermie na pofizeném obrazu a informuji ho o dosazeni
pozadovaného poctu spermii. UZzivatel vSak stdle musi ke kazdé z nich pfifadit
odpovidajici vadu z nabidky programu. Oba zminéné ptistupy jsou urcené predevsim
pro zjednoduSeni prace. PriliS mnoho dalSich vyhod oproti klasickému
mikroskopickému hodnoceni vSak neptinasi. Nejdokonalej§i systémy umoziuji plné
automatickou detekci vizualné dobie odhalitelnych vad na spermiich spolu s detailni
morfometrii. Operator zde zdanlivé nemusi disponovat pfiliSnou zkuSenosti
S hodnocenim spermii, nebot’ tu ma primarné na starost dany program. NezkuSeny
uzivatel vSak jen téZko poznd, zdali program neud¢lal v hodnoceni chybu, jelikoz ji sdm
nebude schopen odhalit. Nékteré vady nemusi byt programem zachyceny vilbec a mize
se také stat, Ze vada bude pfifazena k analyzované spermii chybné. Navic plati, ze ne
vSechny vady jdou timto zpisobem hodnotit. Detekce mnoha vad tak byva mimo
moznosti téchto programi. Role kvalitniho laboranta je tak stale nezastupitelna.

Nevyhodou mize byt i skutecnost, Ze tyto programy pracuji pouze s naprogramovanymi
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metodami barveni. V piipad¢, Ze je pouzita metoda jina, nemusi vysledky odpovidat

skute¢nému stavu (Lipensky et al., 2014).

3.6 VySetreni ejakulatu

3.6.1 Makroskopické
Provadi se ihned po odbéru ejakulatu, jesté ve sbéraci. Hodnoti se objem nebo

hmotnost, smyslové hodnoceni zrnitosti — hustoty, barvy, pachu, ¢istoty nebo cizich
pfimisenin.
Objem ejakulatu je variabilni a zna¢né kolisa. Zjistuje se méfenim v kalibrovaném valci

nebo vazenim na laboratorni automatické vaze (v gramech).

Konzistence, zrnitost se u kazdého ejakulatu posuzuje ve sbéraci v prochazejicim nebo
dopadajicim svétle. Husté sperma dobré jakosti je vazka nepriihledna tekutina, zpravidla
smetanového mirn¢ zrnitého vzhledu, zrnité shluky spermatu se pomalu pohybuji.

Ridké sperma $patné jakosti je vodnaté, priisvitné, bez zrnitosti.

Barva se posuzuje proti svétlu. Dobré sperma je bélavé barvy, v nékterych ptipadech
Sedobilé nebo mirné nazloutlé. Spatné sperma, které se nehodi k inseminaci, byva
zbarveno Zlutozelen¢ nebo zelené pfimisenim hnisu, moce nebo nezadoucimi
mikroorganismy. Spatné je také sperma s pfimési krve (Louda, 2001). Projevujici se
naCervenalou barvou kvili vyskytu cervenych krvinek, tento stav se nazyva
hematospermie  (Rajasingam, 2000). Zlutavé zabarveni muZe byt zplisobeno

flavinovymi barvivy obsazenymi v Krmivu.

Pach se posuzuje cichem ve sbéraci. Dobré sperma ma specificky slaby pach,
pfipominajici pach kravského mléka. Nazelenalé sperma pachne moci. O pfimiseninach

hnisu svéd¢i hnilobny zapach.

Cizi pfimiseniny byvaji nejcastéji chlupy, vazelina, necistota z ptedkozky nebo také
prach nebo pisek pokud se odbér provadi venku. Hnis se zjist'uje pfi zanétu semennych
vackl, pyje nebo varlat a predkozky. Dobré sperma mé& byt bez pifimisenin

(Louda, 2001).

3.6.2 Mikroskopické

Hodnoceni aktivity
U hodnoceni aktivity se jedna o zhodnoceni charakteru pohybu, kdy se urcuje smér

arozsah kmitd hlavicky spermie. Progresivni pohyb spermii vpted za hlavickou je
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jednim z nevyznamnéjsich ukazatel oplozovaci neboli fertiliza¢ni schopnosti ¢erstvého
ejakulatu. Pfimy progresivni pohyb spermii je znakem jejich funkéni plnohodnosti
a vyjadiuje se Vv procentech. Ejakulaty urCené k pfimé inseminaci nebo urené ke
konzervaci museji vykazovat minimalni aktivitu 70%. S prodluzujici se dobou po
odbéru dochazi v ejakulatu k tzv. vitalni degeneraci spermii, pii které se rychlost
ptfimocarého pohybu zpomaluje a ten se méni na pohyb kruhovy, postupné nasleduje

pohyb pierusovany a trhavy, pozdéji pohyb ustava.

Aktivita spermatu se posuzuje u kazdého ejakulatu. Ze sbérace se odebere kapka
spermatu, ktera se promicha v 1, 5 cm?® citratu sodného zahf4tého na teplotu 39°C+ 1°C,
ptikryje se tenkym krycim sklickem a posuzuje se pii 200 az 300 ndsobném zvétSeni.
Hodnoti se minimalné¢ 3 zorna pole a odhadem se stanovi procentické zastoupeni
spermii pohybujicich se vpted za hlavickou. Mikroskop je opatfen fazovym kontrastem
a mikroskopicky stolek je vyhiivan destickou na 39°C+ 1°C. Vedle pohybu ptimocarého
vptred za hlavickou je tteba sledovat i ostatni druhy pohybu, které se hodnoti jako
zavadné (kolébavy, kruhovy, na misté, zpétny). Nezadouci je 1 shlukovani spermii, tzv.

aglutinace.

Hodnoceni virivosti pohybu ejakuldtu

Hodnoceni vitivosti pohybu ejakuldtu vyjadiuje spolecné hodnoceni hustoty
a pohyblivosti spermii. Hodnoti se Cerstvy, nefedény, tzv. nativni vzorek ejakulatu. Na
vyhtaté podlozni skli¢ko s dilkem se nanese kapka nefedéného ejakulatu. Prikryje se
krycim sklickem. Preparat se umisti na vyhiivanou desticku mikroskopu a pozoruje se
pii zvétseni 100 nebo 200 nasobném. V zorném poli kvalitniho ejakulatu Ize pozorovat
pohyb ve vlnach, které se rychle stfidaji. U fidkého ejakuldtu lze pozorovat pomaly
pohyb bez vyrazného vitfivého pohybu. Ejakulaty se podle vifivosti pohybu hodnoti
ttemi stupni (1= ejakulat bez vifivého pohybu, 2 = pomaly vifivy pohyb, 3 = velmi

rychly vifivy pohyb).

Stanoveni hustoty — koncentrace ejakulatu
Hustota je koncentrace spermii v ejakulatu a je dana funk¢ni aktivitou semenoplodného

epitelu varlat, vékem, zdravotnim stavem plemenika, pfipravenosti a technikou odbéru
ejakulatu. Plemenici s opakované nizkou koncentraci spermii v ejakulatu, tzv.

oligospermii, ktera je geneticky podminéna se vytazuji.

Stanoveni hustoty se provadi n¢kolika zplsoby:
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Stanoveni hustoty spermatu fotometricky, kdy pfistroj zajistuje objektivni pfesnost,
rychlost méfeni a malou spotiebu spermatu. Piesnost je zavisla na dobré funkci pfistroje
a na piesn¢ vypracované kalibracni kiivce. V soucasné dobé se pouziva fotometr
digitalni. Na zdkladé¢ zmeéfeni stupné zakaleni standardniho roztoku, ve kterém je
rozptyleno odméfené mnozstvi spermatu, se zjisti jeho hustota. Vychozi stupen fedéni je
stanoven podle typu piistroje. Udaje na stupnici se prepoditavaji podle tabulky
sestavené pro kazdy fotometr na mnozstvi spermii v 1 mm?® nafedéného spermatu.
Jednou za mésic se kontroluje pfesnost méfeni fotometru porovnanim vysledka
S hodnotami zjisténymi pocitanim v Biirkerové komirce. Rozdil nesmi byt vyss$i nez
15%. Postacuje overit hustotu tii ejakulati o rozdilné hustoté. Kontrolu piesnosti

fotometru lze téZ provést pomoci tzv. standardii podle navodu ke kalibraci.

Stanoveni hustoty spermatu hematocytometricky se stanovuje poéitanim spermii
v Blrkerové komirce. Louda uvadi dva druhy pocitani spermii. V prvnim pfipadé se
pocitaji spermie lezici uvniti ctverecku o velikosti 1/16 mm? a vSechny spermie, jejichz
hlavicky se dotykaji nebo leZi na levé a horni strané ¢tvereCku. Pocitaji se spermie v 10
Ctvereccich. Vypocet se provede tak, Ze se soucet poctu spermii z 10 ¢tvereckl vyndsobi
3200 a zjisti se tak pocet spermii v 1 mm?®. V druhém piipadé se pocitaji spermie v 10
mensich &tveredeich o velikosti 1/25 mm? a vSechny spermie, jejichz hlavicky se
dotykaji nebo lezi na levé a horni strand &tverecku. Pocet spermii v 1 mm? se zjisti
nasobenim pramérného poctu spermii v 1 ¢tverecku ¢islem 50 000. U obou metod se
opakuje pocitani s dalsi kapkou ze stejného melanzéru (po protfepani a odkapani)
a neni-li rozdil vétsi nez 15%, vypocita se primérny pocet spermii. Poéitaji se spermie
ve Ctvereccich lezicich thlopfi¢né, aby se 1épe postihlo rozprostieni vzorku po celé

plose.

Pii stanoveni hustoty spermatu spermiodenzimetrem podle Karrase se do Karrasova
klinu odpipetuje 0,1 cm® 1% roztoku NaCl. Po opatrném promichani obsahu se odedte
na stupnici spermiodenzimetru hodnota, ktera je jeste¢ dobfe viditelna. Podle tabulky se
stanovi koncentrace spermii v 1 cm®. Chyba se pohybuje kolem + 5% od skute¢ného

poctu spermii.

Stanoveni hustoty spermatu bykli odhadem se vyuziva na inseminacnich stanicich

pouze ve vyjime¢nych piipadech. Tento zpusob hodnoceni je vhodny v polnich
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podminkach u bykt vyuzivanych v pfirozené plemenitbé. VySetieni ejakulatu se

provadi pied zac¢atkem piipoustéciho obdobi (Louda, 2001).

Tabulka 3: Odhad hustoty spermatu podle prostorového usporadani

spermii v zorném poli mikroskopického obrazu (Louda, 2001)

Oznaceni Pocet spermii | Charakteristika mikroskopického obrazu
spermatu (mil./mm?)
(hustoty)

VH — velmi husté Nad 1,5 V zorném poli jsou spermie natésnané a

pohybuji se té€sné vedle sebe tak, ze mezi nimi

nejsou zadné mezery

H — husté 1,0-15 V zorném poli se spermie pohybuji husté
vedle sebe. Mezi jednotlivymi spermiemi jsou
pouze malé svétlé prouzky. Vzdalenost mezi
spermiemi neni Vvétsi, nez Sitka hlavicky

spermie.

SH — stfedné husté 0,7-1,0 Mezi jednotlivymi spermiemi jsou patrné
mezery, vzdalenost mezi spermiemi dosahuje

aZ do poloviny délky spermie

R - fidké 0,2-0,7 Mezi spermiemi v zorném poli jsou mezery
velikosti poloviny az celé délky spermie.

Jednotlivé spermie Ize zietelné rozlisit.

O — ojedinglé Do 0,2 V zorném poli jsou viditelné pouze ojedinélé
spermie spermie.

A —ejakulat bez V  zomém poli jsou pouze vymesky

spermii pridatnych pohlavnich Zzlaz, neobsahuji ani

7ivé ani mrtvé spermie.

Stanoveni hustoty spermatu mikroskopicky odhadem podle Gétze. Pii této metod¢ se
pouziva k odhadu hustoty nefedéné nebo fedéné sperma citratem sodnym v poméru
1:50 u byka. Hustota se stanovi na zdkladé vzdalenosti mezi hlavickami spermii
u nefedéného spermatu, nebo na zakladé poctu spermii v zorném poli dle tabulky
(Louda, 2001).
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Tabulka 4: Odhad hustoty spermatu podle prostorového usporradani

spermii v zorném poli mikroskopického obrazu podle Gotze (Louda, 2001)

Plemenik | Stupen Naredéné sperma Redéné sperma | Stupni hustoty
hustoty (vzdalenost mezi (pocet spermii odpovidajici
hlavickami spermif) v zorném poli) | pocet spermii
(mil/mm?)
Byk 0 zadna nebo ojedinéle 0-1 0
1 Ojedin€lé spermie 2-8 Do 0,2
2 Y5 az cela délka spermie 9-20 0,2-0,7
3 Y délky hlavicky 21-40 0,7-1,0
4 Délka hlavicky, malé 42 — 80 a vice nad 1,0
svétlé pruhy

3.6.3 Mikrobiologické

Plodnost a nezavadnost spermatu je ¢asto ovliviitovana mikroby, ktefi znecist'uji sperma
i pii peclivém odbéru (Polak, 1961). Cerstvy ejakulat nesmi obsahovat patogenni
zéarodky ani plisné. Oborové normy piipousti maximalné¢ 5000 nepatogennich
mikroorganismu v inseminaéni davce. (Louda, 2001). Nejcastéji se sperma infikuje pii
odbéru, kontaminaci z pfedkozkového vaku bykll a pfi ziedovani ejakulatu.
V predkozce Zije rizny pocet mikrobll, ktery je ovlivilovan ustdjenim, oSetfovanim

a ¢istotou byku (Polak, 1961).

Mikrobiologické vySetfeni spermatu se provadi ve Statnim veterindrnim ustavu.
Odebrany vzorek spermatu pro bakteriologické vySetieni musi byt doruc¢en do 6 hodin
po odbéru, vzorky pro mykologické vySetieni do 3 hodin po odbéru. Odbér vzorku
1-1,5 cm® se provadi pfimo ze sbérace sterilni pipetou. Vzorek se pipetuje do sterilni
zkumavky uzaviené gumovou zitkou. Zkumavka musi byt oznaena registrem byka
a odesila se s privodnim protokolem, ktery obsahuje ¢islo plemenika, majitele, datum
amisto odbéru a dalsi udaje uptesnujici divod vySetfeni. K vySetfeni se nejCastéji

pouzivaji tzv. ,, Mikrobiotesty* (Louda, 2001).

Bakterie, mykoplazmata, chlamydie, viry, houby, protozoa mohou byt nejen pii¢inou
chorobnych afekci (chorobné postizeni) na pohlavnich organech samcu zavinujicich
impotentia coeundi (neschopnost pohlavniho styku) nebo impotentia generandi
(sterilita), ale n¢které z nich plisobi bezprostiedné toxicky na spermie a poskozuji je,
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kontaminuji zftedéné semeno a rozkladanim fedidel a zménou prostiedi, v némz jsou

chovany spermie, omezuji jejich piezivani.

Vyznam plemenikt pfi pfenaSeni infekci na plemenice zalezi na charakteru infekce. Pii
pohlavnich nakazach, jejichz plivodci jsou pfendseni pfevazné pohlavnim stykem nebo
inseminaci infikovanym semenem, je plemenik hlavnim zdrojem infekce plemenic
(Gamc¢ik a Kozumplik et al., 1984).

3.6.4 Specialni vySetreni (biologické zkousky)
V biologickych testech se sleduje odolnost spermii vici riznym vnéjSim vlivim.

Provadi se dlouhodoby chladovy test, kratkodoby tepelny test, zjiStuje se odolnost
spermii viuc¢i chladovému Soku a odolnost spermii viici ptsobeni 1% roztoku NaCl

(Louda, 2001).

Testy preZitelnosti spermatu

Testy pfezitelnosti spermatu jsou dilezité pro posouzeni biologické hodnoty
a oplozovaci schopnosti spermii. Mezi vysledky téchto testl a skute¢nou plodnosti byla

zjisténa vysoka korelace.

Krdatkodoby tepelny test pieZitelnosti

Pti kratkodobém tepelném testu piezitelnosti se do zkumavky odméii 0,5 — 1 cm®
spermatu (fedéného nebo nefedéného). Zkumavka se spermatem se vlozi do vodni 1dzné
a postupné zahieje na 38°C. Po dosazeni uvedené teploty se zaznamena zacatek testu.
V hodinovych intervalech se ze zkumavky odebiraji vzorky a provadi se posouzeni
aktivity spermii. Aktivita se zaznamenava ve zlomku, do jehoZ citatele se uvede cas,
ktery uplynul od zacatku testu, a do jmenovatele aktivita v %. Doba trvani testu nebyva
delsi jak 6 hodin, jelikoz se spermie v teplém prostiedi rychle vyzivaji a ztraceji
aktivitu. Ejakulaty s vétsi absolutni délkou Zivotnosti jsou biologicky jakostnéjsi a maji

vys$§i oplozovaci schopnost (Louda, 2001).

Dlouhodoby chladovy test pieZitelnosti

Do malé zkumavky se odméii 3 cm® nafedéného spermatu, posoudi se aktivita spermii
a vzorek se vlozi do chladnicky (teplota 1 - 3°C) a zapiSe se Cas. Kazdy den ve stejnou
dobu sledujeme aktivitu spermii pod mikroskopem s vyhiivaci destickou a vysledky
peclivé zaznamenavame. Dobré ejakulaty si zachovavaji po dobu 96 hodin od odbéru

aktivitu alespon 50% (Louda, 2001).
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ZkousSka rezistence spermatu

Rezistence spermatu je ukazatelem odolnosti spermii viici ptisobeni 1% roztoku NaCl.
Vyjadiuje se stupném zfedéni zkouseného spermatu timto roztokem, ktery se v ur¢itém
casovém sledu piidava ke spermatu, a to az do okamziku, kdy ustane pfimocary pohyb

spermii vpied za hlavickou (Louda, 2001).

ZkouSka Zivych spermii na odolnost viic¢i chladovému Soku

Touto zkouskou se posuzuje reakce spermii na rychlé zchlazeni. Do kapilary se nasaje
0,1 cm® erstvého spermatu, spodni konec se uzavie plastelinou nebo gumovou
Cepickou a kapilara se ponofi na 10 minut do vodni lazné o teploté¢ 0°C. Pak se ze
spermatu zhotovi roztér, u n¢hoz se provede barveni na Zzivé spermie. Procento
nezbarvenych — zivych spermii je vyrazem odolnosti viéi chladovému $oku

(Louda, 2001).

Stanoveni procenta Zivych a mrtvych spermii barvenim

Touto biologickou zkouSkou se ziska obraz o kvalité ejakulatu. Je zaloZena na rozdilné
afinité¢ zivych a mrtvych spermii k barvivim. Mrtvé nebo oslabené spermie pfijimaji
barvivo, zivé spermie nepropoustéji semipermeabilni membranou barvivo a zlstavaji
bilé. Mélo Zivotaschopné spermie se znacné snizenym metabolismem se barvi bledé
rizove az Cervené. Jednou z vyuzivanych metod je napiiklad barveni eosinem, kdy jsou
spermie v dobé barveni zivé, maji bilou hlavicku a mrtvé spermie maji Cervenou

hlavicku. Vypocéte se procento odumielych spermii (Louda, 2001).

Stanoveni koncentrace vodikovych ionti — pH spermatu
Kyselost spermatu je vyrazem ¢innosti a zdravého stavu ptidatnych pohlavnich zlaz. Ma

byt stanovena do 15 minut po odbéru, jelikoZ se Zivotni pochody spermii méni, zejména
u prezvykavcl. Ejakulat bykd s pH pod 6,4 anebo nad 7,5 mé snizenou oplozovaci
schopnost a k inseminaci se nesmi pouzivat. Vodnaty ejakulat miva pH nad 7,5. Pro
méteni pH se miiZze vyuZzivat nitrazinovy papirek, na kterém vznikne po namoceni do
spermatu barevny odstin, ktery se porovna s barevnou srovnavaci stupnici. Pfesnéjsi

zpusob stanoveni pH je pomoci pH-metru (elektrometricky) (Louda, 2001).

3.6.5 Automatické systémy hodnoceni kvality ejakulatu
Pouzivani pocitacovych metod na analyzu ejakultu, hodnoceni fertility a sterility ve

veterinarni a humanni andrologii ziskava zna¢nou pozornost v celosvétovém méfitku. Je

mnozstvi zpusobl a zatizeni pro hodnoceni kvality ejakulatu naptiklad: turbidimetricky,
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spektrofotometricky, fotomikrografickymi metodami. Dale jsou to pfistroje, které jsou
zahrnuté do skupiny pod spolecnym nazvem CASA (Computer — Assisted Semen
Analysis) a také piistroje které se v souCasnosti ovefuji, piipadné pouzivaji na

experimentalni trovni, na bazi laserovych spektroskopt (Lukac et al., 2009).

K modernim a nejvice vyuzivanym zpusobim automatického hodnoceni ejakulatu patii
dnes prutokova cytometrie a CASA. Tyto dvé metody piispély ke zlepSeni kvantifikace
pohybu spermii. Tyto techniky umoziuji lepsi hodnoceni morfologickych znaki

spermie a stavu akrozomu (Foote, 2002).

Piistroje skupiny CASA

Jedna se o pfistroje v souCasnosti nejpouzivanéjsi pii vysSetiovani kvality spermii
U muzii nebo samcii hospodaiskych a laboratornich zvitat (Lukac et al., 2009). Cilem
pocitacové analyzy spermatu — CASA je stanoveni kompletné standardizovanych
objektivnich a opakovatelnych testli pro stanoveni koncentrace, pohybu a morfologie.
Zatizeni se sklada ze specialniho zafizeni s fd&zovym mikroskopem, video kamerou
a rekordérem, monitorem, pocitaCem a tiskarnou, jak je vidét v piiloze (Obrazek 7).
Sperma je umisténo ve specialni komurce, obraz je digitalizovan a zmény v obrazu jsou
analyzovany a propocitavany do vystupnich veli¢in. Pfi hodnoceni pohybu Se stanovuje
naptiklad: linearni rychlost (straight-line velocity — VSL), primérna rychlost na
skute¢né draze (curvilinear velocity — VCL), parametry oscilace a mnoho dalsich
veli¢in. Timto zptisobem muze byt také detekovan hyperaktivni pohyb spermie, ktery je
povazovan za znamku uvolnéni spermie ze seminalni plazmy a schopnosti fertilizovat
(oplodnit) oocyt (Crha a Zakova, 2003).

K nejrozsifengjsim piistrojim pro analyzu spermii, které patii do skupiny CASA, jsou
analyzatory spermii pod oznacenim HTM (Hamilton Thorn Motility Analyzer)

Vv rtiznych verzich. V soucasnosti nejrozsifenéjsi verzi je 10 nebo sytém IVOS — HTM.

Ejakulat se hodnoti v kapce pienesené na specialné upravené podlozni skli¢ko
s mikrocelulami na vyhfivaném stolku. Toto podlozni sklicko se upevni na piedehraty
vysuvny stolek. Samotna analyza probih4a automaticky na zakladé ivodem zadanych
parametrti. Vyhodnoceni probihd na zakladé velikosti, pohyblivosti, svétlosti, odrazu
a zadrzovani svételnych paprskl spermiemi. Analyza mtize probihat pifi vinové délce
660 nm nebo 882 nm. Piistroj si vybira pole pro analyzu bud’ automaticky, nebo se

muze manualné urcit. Vstupni parametry jsou vyrobcem piimo nastavené pro vybrané
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druhy spermii, pfipadné je mozné tyto udaje nastavit pro vlastni ucely. Ptfi kazdém
vyhodnoceni spermii musi byt zadané také vystupni parametry, podle kterych doslo
k analyze vzorku. Samotna délka analyzy je zavisla na zadanych hodnoticich kritériich,
ale trva maximalné tii minuty. Vystupni udaje zaznamenava tiskarna. Udaje obsahuji

zakladni data a vysledky analyzy.
Vysledky analyzy jsou:

e Pohyblivost v (%)

e Celkovy pocet spermii (10°/ ml, v celém vzorku, v insemina¢ni davce)
e Stiedni drdhova rychlost — VAP (mm/s)

e Progresivni pohyb ve vzorku, v davce (%)

e Pfimost pohybu — STR (%)

e Rychlost drahy (mm/s)

e Progresivni rychlost (mm / s)

e Linearita — ptimost pohybu (%)

e Lateralni pohyb hlavicky (mm)

e Plocha hlavicky (mm?)

Dané vysledky jsou piepocitané na objem vzorku, objem celého ejakulatu a pfistroj je
schopny zjistit mnozstvi ejakulatu, které je potfebné na kvalitni inseminacni davku

podle kritérii.

DalSim pfistrojem zahrnutym do skupiny CASA je pfistroj CellSoft. Jedna se
o kompaktni a velmi jednoduchy analyzator spermii, ktery nabizi Sirokou skalu
vysledki jako HTM. Princip analyzy je totozny jako u ptedchézejiciho pfistroje.

Analyzator hodnoti:

e Koncentraci spermif (10°/ ml)

e Pohyblivost spermii (%)

e Progresivni pohyb (%)

e Lateralni pohyb hlavicky (mm)

e Primérna linerni rychlost (mm.s™)
e Primérn4 linearita (mm.s™)

e Frekvence prekiizeni praimémé drahy (mm.s™)
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Tento pfistroj pro svoji jednoduchost a finan¢ni nendro¢nost patii mezi nejvyhodné;jsi

pro laboratofe inseminacnich stanic.

Dalsim pristrojem ze skupiny CASA je pfistroj s oznacenim Sperm Quality Analyzer
(SQA). M& jednoduchou obsluhu a wvykazuje dobrou korelaci mezi indexem
pohyblivosti, koncentraci spermii a mnozstvim jinych parametri pro hodnoceni spermii.
Tento pfistroj se vyuziva hlavné v humanni andrologii, pfitom je kvalitou srovnatelny
sHTM analyzatorem. SQA pracuje na systému, pii kterém zachytava rozdilnou
optickou denzitu jako souhrn pohyblivych ¢asti. Na analyzu je potfebné malé mnozstvi

ejakulatu. SQA vyhodnocuje tyto parametry:

¢ Index pohyblivosti spermii
e Objem (ml)

e Koncentraci (10°/ ml)

e Pohyblivost (%)

e Koncentraci pohybuijicich se spermii (10° / ml)

I u tohohle pfistroje je mozné zadat parametry, podle kterych mé analyzu vykonat a tim
ziskat co nejlepsi vysledky. Tento pfistroj vykazuje vysokou spolehlivost, jen vznikaji
problémy mezi hodnocenimi spermii a pfipadnymi necistotami ve vzorku. Proto je

vyuziti mozné jen v Cistych prostorech (Lukac et al., 2009).

O validité vysledkt vySetieni CASA se vedou stale odborné debaty. Piesnost vySetieni
také ovlivnéna pouzitym typem komirky a fedénim (Crha a Zakova, 2003).
S technologii CASA jiz bylo dosaZeno spousty zajimavych vysledkd, ackoliv to bylo
zejména u lidi, mnoho otazek zlstava a museji byt zodpovézeny pro dal$i rozvoj této

technologie ve veterinarni mediciné (Verstegen et al., 2002).

Priitokovd cytometrie

Pratokova cytometrie (FCM) je v soucasné dob& povazovana za standardni metodu
analyzy castic (vétSinou bunck) v suspenzi. V ramci klinické praxe je nejcastéji
vyuzivana pti polychromatické imunofenotypizaci krevnich leukocytii a bunék kostni
dfené, ale bézné jsou i dalsi aplikace jako imunofenotypizace bunécnych suspenzi
izolovanych zjinych télnich tekutin (mo¢, likvor, vypotky) a také z organi
a lymfatickych tkani. Kromé technik zalozenych na specifickém rozpoznavani antigenti
protildtkami se v FCM pouzivaji i dalsi pfistupy, jako jsou kvantitativni analyza DNA
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u fixovanych nebo dnes uz i intaktnich bun&k, detekce apoptozy, biofyzikalni
a biochemicka stanoveni vcetn¢ kinetiky bunéénych procest, asociace a disociace
makromolekul a v poslednich letech se objevila cela fada dalSich stanoveni
(Sinkorova a Zarybnicka, 2008).

Pritokova cytometrie je technika pro stanoveni koncentrace spermii v ¢erstvém nebo
rozmrazeném spermatu. Je to technika s velkou piesnosti, opakovatelnosti, rychlosti
a snadnym pouzivanim. Vyznamnou vyhodou této techniky je schopnost rozliSeni mezi
spermiemi a jinymi casticemi (napfiklad somatickymi bunikami, tukovymi kapénkami
nebo bakteriemi), které zasahuji do jinych systému pocitani. Tento pfistup pocitani
spermii poskytuje vynikajici postup kontroly kvality a poctu spermii zpracovdvaného

spermatu (Evenson et al., 1993).
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4 DISKUSE
Stanoveni kvalitativnich parametrt ejakulatu je dilezité pro ziskani kvalitniho spermatu

a zafazeni nebo vyrazeni plemennych bykti z plemenitby. Po odebrani ejakulatu se
nativni ddvka musi nejprve vysetiit makroskopicky, mikroskopicky a je podrobena
i mikrobiologickym a specidlnim vySetfenim. V dne$ni dob¢é existuje fada
automatickych systému pro vyhodnocovani kvality jednotlivych ejakulatd. Tyto

systémy slouzi k urychleni a zjednoduSeni prace, a maji se vyvarovat chybam, které

wrwe

Mezi jednu z automatickych metod patii pritokova cytometrie, o které Evenson et al.
(1993) uvadi, ze je to technika s velkymi vyhodami, jako jsou: pfesnost, opakovatelnost,
rychlost a jednoduchost. Priitokova cytometrie dokdze rozlisit spermie od ostatnich
castic v ejakulatu. Gillan et al. (2005) uvadi, Zze pii kombinaci s fluorescenénimi
sondami pfistroj umoziiuje rozsahlej$i analyzy vlastnosti spermii jako naptiklad
zivotaschopnost a v budoucnu bude moci monitorovat mnoho potencidlné novych

markert funkce spermii.

Dalsi automatickou metodou je CASA, kterd zahrnuje vice pfistroju. Dle Footeho
(2002) je to metoda, ktera piispéla ke zlepSeni kvantifikace pohybu spermii. Tato
technika umoznuje lepsi hodnoceni morfologickych znakd spermie a stavu akrozomu.
Dle Lukace et al. (2009) se jednd o pfistroje v soucasnosti nejpouzivanéjs$i pii
vySetfovani kvality spermii u muzii nebo samcti hospodaiskych a laboratornich zvifat.
Crha a Zakova (2003) uvadi, 7e cilem pocitatové analyzy spermatu — CASA je
stanoveni kompletné standardizovanych objektivnich a opakovatelnych testd pro
stanoveni koncentrace, pohybu a morfologie spermii. Verstegen et al. (2002) uvadi, ze
metodu analyzy spermatu CASA je potieba dale rozvijet pro vyuziti ve veterinarni
medicing. Crha a Zakova (2003) upozoriiuji na validitu vysledki vysetfeni CASA,
o kter¢ se vedou stile odborné debaty. Pfesnost vySetfeni je men$i pii téZSich
patologiich spermatu nebo vysokém poctu spermii. Koncentrace je také ovlivnéna
pouzitym typem komurky a fedénim. Na tuto problematiku odkazuje také
Contri (2010), ktery uvadi, ze tato metoda je omezena hlavné koncentraci spermii ve

vzorku a vzorek je nutné spravné tedit.

Morfologické zmény spermii maji vyznamny vliv na oplodnéni. Pfi morfologickém
vysetieni se dle Lipenského (2014) mlze vyuzivat obycejného zdpisu tuzkou do
formulafe, kam jsou zaznamenadvany pouze spermie normalni nebo morfologicky

50



zménéné, ale nezapisuji se konkrétni vady. Dalsi metodou je podrobné hodnoceni, kdy
se zaznamenava kazd4 morfologicky zménéna spermie i s pfislusnou vadou, ale kazdé
spermii je pfifazena pouze jedna vada, i kdyz jich spermie miZe mit vice. Zapisuje se
vada s vysSi prioritou. Podle Weise et al. (2010) by mélo byt hodnoceni
multiparametrove. Lipensky (2014) dale uvadi modernizovanou moznost propojeni
mikroskopu a pc s poloautomatickymi softwary, které¢ usnadnuji praci. Véznik et al.

(2000) potvrzuje, ze je takovéto elektornické pocitadlo velice efektivni.

Gamc¢ik a Kozumplik et al. (1984) uvadi rozdéleni defekti spermii na primarni
a sekundarni, jako je uvedeno v literarni Casti bakalafské prace. Podle Chenowetha,
(2014) se daji morfologické zmény rozliSovat také na hlavni ¢i vedlejsi podle
zavaznosti, hlavni defekty jsou ty, u kterych bylo prokazano, Ze poSkozuji plodnost
amezi vedlejsi patii ty, které maji na plodnost maly vliv. Ajitkumar (2011) uvadi, ze
hlavni vady zahrnuji vétSinou abnormality hlavicky spermii a stfedni Casti, dale
proximalni cytoplazmatické kapky a jednotlivé abnormality, které jsou zastoupeny
vysokym procentem. Vedlejsimi vadami jsou smycky na biciku, a distalni

cytoplazmatické kapicky.

Ferenau (2010), porovnaval dvé metody zkoumani morfologie spermii u bykut. Prvni
metodou byla svételnd mikroskopie a barveni eosin-nigrosinem, kterd dokéaze lépe
rozliSovat méné zdvazné vady spermii. Druhou metodou bylo vyuziti interferencniho
kontrastu, u kterého bylo v jeho studii prokazano, ze je tato metoda U¢inngjsi pro

zjisténi zadvaznych (hlavnich) vad spermii.
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5 ZAVER

Analyza spermatu byka je odedavna nedilnou soucasti v procesu Slechténi skotu. Je
zadouci, aby zvifata méla co nejlepsi piivod a tim byla do jist¢ miry zarucena jejich
vysokd uzitkovost. Byk, ktery vykazuje co moznd nejlepsi vysledky pfi
spermatologickém vySetfeni, potenciondlné zarucuje dobry geneticky potencial,
maximalni uzitkovost a zachovani dobrého zdravi a produk¢ni dlouhovékost.
Z takového byka se stava byk plemenny a pro zemédélsky podnik se tak stava velkym

ekonomickym piinosem.

Tato prace se zabyvala vySetfenim nativniho ejakulatu, které¢ ptredchézi samotné vyrobé
inseminacnich davek byka. Metodika odbéru ejakulatu je po literarni strance dobie
popsand a z technického hlediska se v pribéhu Casu vyrazné nezménila. 1 nadale
zustava nejbéznéjsi metodou odbéru skok byka na atrapu nebo fantdm a odbér ejakulatu
do umélé vaginy. Nativni ejakulat je nasledn€ provérovan predepsanymi vySetiovacimi

metodami, které prokazi, zda je ejakulat vhodny ke zpracovani na inseminacni davky.

Makroskopicky se vySetfuje objem ejakulatu, konzistence, barva, pach a cizi
pfimiseniny. U makroskopického vySetfeni se posuzuje, zda jde o ,,dobré* nebo
,,Spatné“ sperma a normy uvadi pouze to, jak by mél ejakulat vypadat. Posouzeni
ejakulatu s vyjimkou hodnoceni objemu tak v podstaté zavisi pouze na zkuSenostech

hodnoticiho laboranta.

Mikroskopické vysetfeni zahrnuje hodnoceni aktivity spermii, kde by mél byt pod
mikroskopem vidét progresivni pohyb spermii vpied za hlavi¢kou, ktery je jednim
z nejvyznamnéjsich ukazateltt oplozovaci schopnosti. Dale se hodnoti vifivost pohybu
gjakulatu a hustota ejakulatu, které se stanovuji vice metodami. Vyhodnoceni

jednotlivych mikroskopickych vySetieni se provadi dle pfesné stanovenych kritérii.

Neméné dilezité je morfologické vySetfeni spermii. Morfologie spermie a jakakoliv jeji
zména ma piimy vliv na plodnost plemenika, proto je jejimu vySetfeni vénovana velka
pozornost. VE&dci se 1 nadéale snazi posoudit, které zmény spermii maji vétsi nebo mensi

vliv na oplozovaci schopnost.

Nejvétsiho pokroku v poslednich letech doséhla pocitacova technika, ktera je vyuzivana
jak v humanni, tak veterinarni medicing, a u které se da i do budoucna o¢ekavat vyvoj

a zdokonalovani hlavné v oblasti automatickych systému vyhodnocovani ejakulatu.

52



Pocita se s objevenim novych markeri, softwarti a metod pro zjisténi plodnosti s €O

nejvetsi presnosti a V co nejkratSim Case.
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