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Srovnání komerčních ředidel a jejich kombinací za účelem 
zlepšení kryokonzervačních schopností u spermatu beranů 

valašské ovce 

Souhrn 

Cílem této diplomové práce b y l o srovnání komerčních ředidel z a účelem zlepšení 
kryokonzervačních schopností u s p e r m a t u beranů valašské o v c e . Během e x p e r i m e n t u b y l y 
použity v z o r k y ejakulátu beranů p l e m e n e valašská o v c e . T o t o p l e m e n o s e řadí m e z i genetické 
z d r o j e , k d y p r o c e s k r y o k o n z e r v a c e h r a j e významnou r o l i v uchování genů t o h o t o p l e m e n e . 

Předpokládalo s e , že komerční ředidla použitá buď samostatně n e b o smícháním v 
definovaném poměru ovlivňují i n v i t r o u k a z a t e l e inseminační c h dávek p o rozmrazení. Měla 
j s e m k d i s p o z i c i 7 různých ředidel ( 1 . A n d r o M e d , 2 . O v i X c e l l , 3 . O p t i X c e l l , 4 . A n d r o M e d + 
O v i X c e l l + O p t i X c e l l ( 1 : 1 : 1 ) , 5 . A n d r o m e d + O v i X c e l l ( 1 : 1 ) , 6 . A n d r o m e d + O p t i X c e l l ( 1 : 1 ) , 
7 . O v i X c e l l a O p t i X c e l l ( 1 : 1 ) ) . Hodnocení odebraného s p e r m a t u probíhalo z a p o m o c i C A S A 
s o f t w a r u a průtokové c y t o m e t r i e . J a k o oplození schopné s p e r m i e j s e m b r a l a t y , které měly 
v y s o k o u c e l k o v o u a progresivní m o t i l i t u , neměly poškozený a k r o z o m , poškozenou 
c y t o p l a z m a t i c k o u membránu a měly z a c h o v a n o u mitochondriální a k t i v i t u . Vyhodnocení 
probíhalo p o e k v i l i b r a c i a p o rozmrazení. 

Z našich výsledků vyplývá, že n e j lepší celkové m o t i l i t y , progresivní m o t i l i t y a 
životaschopnosti spermií p o rozmrazení b y l o dosaženo v ředidle z A n d r o M e d u a O p t i X c e l l u , 
což přináší překvapivé zjištění. Zároveň z našich výsledků j e patrné, že nejhorší v a r i a n t o u p r o 
mrazení beraního s p e r m a t u j e ředidlo O v i X c e l l . Dosáhlo nejhorších výsledků v celkové 
motilitě, progresivní motilitě p o rozmrazení, životaschopnosti spermií p o e k v i l i b r a c i i 
rozmrazení a v ostatních sledovaných p a r a m e t r e c h případně n e b y l y pozorovány signifikantní 
rozdíly s nejhoršími výsledky. 

Získaná d a t a poskytují slibné předpoklady p r o zlepšení k v a l i t y kryokonzervovaného 
ejakulátu. D o b u d o u c n a b y b y l o vhodné ověřit k v a l i t u smíchaných ředidel v i n v i v o 
podmínkách a z h o d n o t i t míru p l o d n o s t i , t a k t o připravených inseminačních dávek. Případně l z e 
vyzkoušet namíchat odlišné poměry námi zvolených kombinací ředidel. 

Klíčová slova: průtoková c y t o m e t r i e , C A S A , k r y o k o n z e r v a c e , s p e r m a 



Comparison of commercial extenders and their mixtures 
for improving cryoconservation abilities Wallachian rams 

sperm 

Summary 

T h e a i m o f t h i s d i p l o m a t h e s i s w a s t o c o m p a r e c o m m e r c i a l e x t e n d e r s i n o r d e r t o i m p r o v e 
t h e c r y o c o n s e r v a t i o n c a p a b i l i t i e s o f W a l l a c h i a n r a m s p e r m . D u r i n g t h e e x p e r i m e n t , e j a c u l a t e 
s a m p l e s f r o m W a l l a c h i a n s h e e p w e r e u s e d . T h i s b r e e d r a n k s a m o n g t h e g e n e t i c r e s o u r c e s w h e r e 
t h e c r y o c o n s e r v a t i o n p r o c e s s p l a y s a s i g n i f i c a n t r o l e i n p r e s e r v i n g t h e g e n e s o f t h i s b r e e d . 

C o m m e r c i a l e x t e n d e r s u s e d e i t h e r a l o n e o r m i x e d i n a d e f i n e d r a t i o w e r e h y p o t h e s i z e d 
t o a f f e c t i n v i t r o p a r a m e t e r s o f i n s e m i n a t i o n d o s e s a f t e r t h a w i n g . I h a d 7 d i f f e r e n t e x t e n d e r s a t 
m y d i s p o s a l ( 1 . A n d r o M e d , 2 . O v i X c e l l , 3 . O p t i X c e l l , 4 . A n d r o M e d + O v i X c e l l + O p t i X c e l l 
( 1 : 1 : 1 ) , 5 . A n d r o m e d + O v i X c e l l ( 1 : 1 ) , 6 . A n d r o m e d + O p t i X c e l l ( 1 : 1 ) , 7 . O v i X c e l l a n d 
O p t i X c e l l ( 1 : 1 ) ) . T h e e v a l u a t i o n o f t h e c o l l e c t e d s p e r m w a s c a r r i e d o u t w i t h t h e h e l p o f C A S A 
s o f t w a r e a n d f l o w c y t o m e t r y . A s s p e r m c a p a b l e o f f e r t i l i z a t i o n , I t o o k t h o s e t h a t h a d h i g h 
o v e r a l l a n d p r o g r e s s i v e m o t i l i t y , d i d n o t h a v e a d a m a g e d a c r o s o m e , d a m a g e d c y t o p l a s m i c 
m e m b r a n e a n d h a d p r e s e r v e d m i t o c h o n d r i a l a c t i v i t y . T h e e v a l u a t i o n t o o k p l a c e a f t e r 
e q u i l i b r a t i o n a n d a f t e r t h a w i n g . 

O u r r e s u l t s s h o w t h a t t h e b e s t t o t a l m o t i l i t y , p r o g r e s s i v e m o t i l i t y a n d v i a b i l i t y o f 
s p e r m a t o z o a a f t e r t h a w i n g w e r e a c h i e v e d i n t h e e x t e n d e r f r o m A n d r o M e d a n d O p t i X c e l l , w h i c h 
i s a s u r p r i s i n g f i n d i n g . A t t h e s a m e t i m e , o u r r e s u l t s s h o w t h a t t h e w o r s t v a r i a n t f o r f r e e z i n g 
r a m s p e r m i s t h e O v i X c e l l e x t e n d e r . I t a c h i e v e d t h e w o r s t r e s u l t s i n t o t a l m o t i l i t y , p r o g r e s s i v e 
m o t i l i t y a f t e r t h a w i n g , s p e r m v i a b i l i t y a f t e r e q u i l i b r a t i o n a n d t h a w i n g , a n d i n t h e o t h e r 
m o n i t o r e d p a r a m e t e r s , p o s s i b l y n o s i g n i f i c a n t d i f f e r e n c e s w e r e o b s e r v e d w i t h t h e w o r s t r e s u l t s . 

T h e o b t a i n e d d a t a p r o v i d e p r o m i s i n g p r e r e q u i s i t e s f o r i m p r o v i n g t h e q u a l i t y o f 
c r y o c o n s e r v a t i o n e j a c u l a t e . I n t h e f u t u r e , i t w o u l d b e a d v i s a b l e t o v e r i f y t h e q u a l i t y o f t h e m i x e d 
e x t e n d e r s i n i n v i v o c o n d i t i o n s a n d t o e v a l u a t e t h e f e r t i l i t y r a t e o f i n s e m i n a t i o n d o s e s p r e p a r e d 
i n t h i s w a y . A l t e r n a t i v e l y , y o u c a n t r y m i x i n g d i f f e r e n t p r o p o r t i o n s o f o u r c h o s e n c o m b i n a t i o n 
o f t h i n n e r s . 

Keywords: f l o w c y t o m e t r y , C A S A , c r y o c o n s e r v a t i o n , s p e r m 
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1 Úvod 
Ovčáctví u nás má d l o u h o l e t o u t r a d i c i . V průběhu l e t s e vyvíjela odlišná p l e m e n a zaměřena 

n a j iné chovatelské cíle. Původní valašské o v c e vychází z cápových ovcí, které j s o u typické p r o 
o b l a s t K a r p a t a Balkánu. D o Česka s e d o s t a l y pravděpodobně v l i v e m k o l o n i z a c e v 1 5 . a 1 6 . 
století. V e 2 0 . století s e o záchranu t o h o t o p l e m e n e z a s a d i l D o c . I n g . B o r a Čumlivský C S c , 
který valašské o v c e n a k o u p i l a zařadil j e d o vzorníku p l e m e n ovcí. V y n i k a l y s v o u odolností v 
horských vlhkých a náročných podmínkách, avšak v důsledku ekonomického z i s k u b y l o 
postupně původní p l e m e n o n a p o k r a j i vymření. V dnešní době patří m e z i kombinovaná 
p l e m e n a a j e zařazena d o g e n o f o n d u ohrožených druhů hospodářských zvířat a zároveň j e 
součástí s e z n a m u genových zdrojů ČR. Početní s t a v y valašské o v c e j s o u v posledních l e t e c h 
poměrně stálé, a l e spíše dochází k mírnému úbytku. V r o c e 2 0 2 2 b y l o z a p o j e n o v k o n t r o l e 
užitkovosti 1 0 4 3 kusů b a h n i c . Předností j s o u obstojné užitkové v l a s t n o s t i všech směrů ( m a s o , 
mléko, v l n a ) , z ekonomického h l e d i s k a n e j větší výhodou j e nenáročnost c h o v u a p o d p o r a z e 
s t r a n y státu v e formě dotací. 
C h o v ovcí musí v dnešní době odolávat t l a k u z e s t r a n y c h o v u a p r o d u k c e rozšířenějších 
domácích zvířat především drůbeže, s k o t u či p r a s a t . P r o t o důležitou r o l i hrají reprodukční 
u k a z a t e l e . Výběr vhodných plemeníků schopných p r o d u k o v a t kvalitní ejakulát j e 
předpokladem p r o udržení c h o v u . P r o zachování p l e m e n e j e však podstatné d o s a h o v a t 
výborných výsledků i v rámci umělé i n s e m i n a c e , jejíž součástí j e příprava c o n e j lepších 
inseminačních dávek. J e třeba o p t i m a l i z o v a t p r o c e s k r y o k o n z e r v a c e p r o budoucí využití 
genových zdrojů. P r o t o t a t o práce j e zaměřena n a zjištění vhodného ředidla p r o výrobu 
inseminačních dávek, které b y s e následně využívalo v chovatelské p r a x i . Cílem b y l o vyzkoušet 
k o m b i n a c e testovaných ředidel v definovaném poměru z a účelem zjištění případného 
benefičního účinku smícháním účinných látek výchozích ředidel. 
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2 Vědecká hypotéza a cíle práce 
Hypotéza: Předpokládáme, že komerční ředidla použitá buď samostatně n e b o smícháním v 
definovaném poměru ovlivňují i n v i t r o u k a z a t e l e inseminační c h dávek p o rozmrazení. Ředidla 
p r o k r y o k o n z e r v a c i obsahují kryoprotektivní látky, které zabraňují poškození spermatických 
buněk v průběhu k r y o k o n z e r v a c e . Každé ředidlo má j iné složení, t e d y různou s k l a d b u a poměry 
protektivních látek. Z důvodu omezeného využití biotechnologických m e t o d u malých 
přežvýkavců j s o u p r o t e n t o účel doporučována i ředidla, primárně typovaná p r o s k o t . 

Cíl práce: Cílem b y l o vyzkoušet běžně dostupná ředidla p r o k r y o k o n z e r v a c i malých a velkých 
přežvýkavců n a s p e r m a t u beranů původních valašských ovcí. Dalším cílem b y l o vyzkoušet 
k o m b i n a c e testovaných ředidel v definovaném poměru z a účelem zjištění případného 
benefičního účinku smícháním účinných látek výchozích ředidel. 

9 



3 Literární rešerše 

3.1 Valašská ovce 

Jedná s e o původní hrubovlnné p l e m e n o ovcí chovaných n a území České r e p u b l i k y . Radí 
s e m e z i p l e m e n a s k o m b i n o v a n o u užitkovostí zaměřených n a p r o d u k c i v l n y , mléka i m a s a . 
V l n a j e smíšeného splývavého c h a r a k t e r u , k d y s o r t i m e n t odpovídá hodnocení D / E - E / F . 
Nejideálnější p r o c h o v j e salašnický způsob, k d y o v c e s e dokáží dobře a d a p t o v a t n a několika 
měsíční zimní ustájení (Malá, 2 0 1 1 ) . V horských a podhorských o b l a s t e c h j e salašnictví 
typické. Což znamená, že sezónně o v c e spásají vzdálenější trvalé travní p o r o s t y ( L u i c k , 2 0 0 4 ) . 
P o z i t i v a salašnictví spočívají v dobré výživě ovcí, optimální p r o d u k c i v l n y , p r o d u k c i jehněčího 
m a s a n a pastvě a v neposlední řadě přispívá k intenzivnímu hnojení p a s t v i n (Vejčík, 2 0 0 7 ) . Při 
c h o v u t ímto způsobem j e třeba dbát n a v o l n o u p a s t v u , což v y h o v u j e p o u z e o b l a s t e m v 
extrémních vysokohorských krajinách ( L u i c k , 2 0 0 4 ) . O v c e dokážou vyžívat i t z v . absolutní 
z d r o j e k r m i v , čímž s e rozumí p a s t v a , která b y j i n a k zůstala plně nevyužita (Horák, 2 0 0 4 ) . 

Původ p l e m e n e vychází z cápových ovcí, které j s o u typické p r o o b l a s t K a r p a t a Balkánu. 
D o Česka s e d o s t a l y pravděpodobně v l i v e m k o l o n i z a c e v 1 5 . a 1 6 . století. V e 2 0 . století s e o 
záchranu t o h o t o p l e m e n e z a s a d i l D o c . I n g . B o r a Čumlivský C S c , který valašské o v c e n a k o u p i l 
a zařadil j e d o vzorníku p l e m e n ovcí. P o útoku vlků b y l c h o v původní valašky ohrožen a z a 
p o d p o r y n a d a c e S p e c i a e R a r a b y l a část p o p u l a c e ovcí exportována d o Německa. V r o c e 2 0 0 4 
došlo k mezinárodní výměně zvířat a r e i n t r o d u k c i 2 0 J e h n i c a 6 beránků ( M i l e r s k i , 2 0 1 6 ) . 

O v c e j s o u menšího tělesného rámce, mají j e m n o u a h a r m o n i c k o u s t a v b u těla, konštitučné 
j s o u pevné a vynikají živým t e m p e r a m e n t e m . H l a v a má klínovitý t v a r s p o l u s mírným 
k l a b o n o s e m . Typická p r o ně j e dlouhověkost, k d y j s o u schopné přežívat v extrémních 
klimatických podmínkách a dobře s e přizpůsobí. B e r a n i j s o u vždy rohatí, u ovcí j s o u možné 
obě v a r i a n t y , společné j s o u krátké uši mířící d o s t r a n . C o s e t v a r u těla týká, t a k nápadným 
z n a k e m valašské o v c e j e poměrně široká pánev s e sraženou zádí, mají rovný hřbet a dlouhý 
k r k . Spěnky mají být pevné. Z b a r v e n y j s o u o d bílé až p o černou, k d y j s o u běžné i strakaté a 
šedé v a r i a n t y . Průměrná h m o t n o s t ovcí j e 4 0 - 5 0 k g , u beranů j e t o k o l e m 5 0 - 6 5 k g 
("Šlechtitelský p r o g r a m p l e m e n e valašská o v c e ( V ) , " n . d . ) . 

3.1.1 Genový zdroj 

Hlavním cílem vytvoření genových zdrojů j e uchování původních ohrožených p l e m e n , 
n i k o l i t v o r b a vysokoprodukčních jedinců (Oravcová e t a l . , 2 0 0 4 ) . Musíme s e naučit čelit hrozbě 
v podobě změn k l i m a t u , výskytu c h o r o b , sociálních změn, genetických problémů a 
problematické s e l e k c i . Musíme brát v p o t a z r i z i k o neočekávaných katastrofických událostí, 
které m o h o u výrazně o v l i v n i t b i o l o g i c k o u r o z m a n i t o s t ( C h r e n e k & B u l l a , 2013)Genetické 
z d r o j e j s o u nedílnou součástí p o l i t i k y , která s e u nás v průběhu l e t v e l i c e mění. S p o l u s 
e k o n o m i k o u podléhaly v l i v u státní správy a společnému plánování. Vývoj b y l v e l i c e různorodý 
v rámci celé naší h i s t o r i e . V r o c e 1 9 5 0 došlo k úpravě, b y l u v e d e n s e z n a m povolených p l e m e n 
s e specifickými chovatelskými o b l a s t m i . N a j e h o základě b y l o přistoupeno k přísným 
podmínkám i m p o r t u . B y l o možné h o využít j e n p r o experimentální a vědecké účely, či n a 
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testování. V r o c e 1 9 9 5 b y l schválen s e z n a m čítající 2 9 národních p l e m e n a s p o l u s ním b y l i 
přijat jediný národní p r o g r a m n a o c h r a n u a využití genových zdrojů (Mátlová, 2 0 1 3 ) . 

P l o d n o s t 
n a o b a h n . 
% 

O d c h o v 
d o 1 4 dnů 
% 

Živá h m o t n o s t v k g 
jehňatve 1 0 0 d n e c h 

Věk v měsících p r o 
zařazení d o p l e m e n . 

Živá h m o t . v k g p r o 
zařazení d o p l e m e n . 

P l o d n o s t 
n a o b a h n . 
% 

O d c h o v 
d o 1 4 dnů 
% beránci jehničky b e r a n i J e h n i c e b e r a n i J e h n i c e 

1 5 0 1 4 0 2 2 2 0 1 0 - 1 2 1 0 - 1 2 3 8 3 3 

Tabulka 1 Chovní cil dle 5 * C / / O A ' ( M i l e r s k i , 2 0 1 6 ) 

Součástí Národního p r o g r a m u j e e v i d e n c e jedinců G Z s p o l u s genetickým a biologickým 
materiálem, který j e uchovávaný v g e n o b a n c e ( " 1 5 4 / 2 0 0 0 S b . Plemenářský zákon," 2 0 0 0 . ) . 
B y l a vytvořena a E v r o p s k o u unií schválena chovatelská sdružení, která mají n a s t a r o s t i 
plemenné k n i h y a samotné šlechtitelské p r o g r a m y (Mátlová, 2 0 1 3 ) . S v a z chovatelů ovcí a k o z 
v ČR j e pověřen vedením a evidencí údajů o valašské o v c i . Podmínkou p r o zařazení d o 
genových zdrojů j e zapsaní v hlavním oddílu plemenné k n i h y ( M i l e r s k i , 2 0 1 6 ) . Systém j e 
podporován, a především financován státem. J e přístupný p r o všechny zemědělce z a podmínek 
d o h o d y s e státem. J e třeba vést příslušné záznamy, p o s k y t o v a t i n f o r m a c e a dodržovat p r a v i d l a . 
P l e m e n o j e p o d r o b e n o k o n t r o l e užitkovosti a zároveň dochází k doplňování genetického 
materiálu d o genové b a n k y (Putnová e t a l . , 2 0 1 8 ) . Zárodečné buňky a biologický materiál 
valašské o v c e j e uchováván kryokonzervací. Jedná s e o m e t o d u , která slouží p r o uchování 
neporušených živých buněk a tkání při v e l m i nízká teplotě ( B o r i n i & C o t i c c h i o , 2 0 0 9 ) . Účelem 
postupů k r y o k o n z e r v a c e j e snížit poškození a p o m o c i buňkám r e g e n e r o v a t . Protože o o c y t y a 
e m b r y a j s o u v y s t a v e n y morfologickým a funkčním poškozením. H o d n o t y poranění s e odvíjejí 
o d faktorů j a k o j e p r o p u s t n o s t membrán, c i t l i v o s t , v e l i k o s t a t v a r buněk ( V a j t a & K u w a y a m a , 
2 0 0 6 ) 

Při výběru zvířat j e třeba brát o h l e d n a příbuznost, daný exteriér a j e k l a d e n důraz n a 
p e r s p e k t i v u při zapojení d o r e p r o d u k c e , k d e j d e o získávání pokračujících linií plemenných 
beranů. Dále j e třeba provádět k o n t r o l u užitkovosti, a t o z a předpokladu, že j s o u k d i s p o z i c i 
i n f o r m a c e o d v o u předešlých generacích v plemenné k n i z e . P o k u d j e d i n e c v y k a z u j e příznaky 
vrozených či vývojových v a d nemůže být v e d e n j a k o genový z d r o j . Výjimkou j e možnost 
g e n o t y p i z a c e g e n u o d o l n o s t i vůči k l u s a v c e ( M i l e r s k i , 2 0 1 6 ) . 

3.2 Ejakulát 

Hodnocení s p e r m a t u j e jediným n e j důležitějším laboratorním t e s t e m p r o hodnocení samčí 
p l o d n o s t i . M e t o d i k a j e však složitá a s t a n d a r d i z a c e obtížná. V z h l e d e m k e své složitosti a 
subjektivitě j e extrémně obtížné s t a n d a r d i z o v a t hodnocení s p e r m a t u napříč laboratořemi ( B r a z i l 
e t a l . , 2 0 0 4 ) . V posledních l e t e c h došlo k podstatné změně v koncepčním p a r a d i g m a t u ohledně 
t o h o , c o j e ejakulát. Donedávna s e mělo z a t o , že reprezentativní p o p u l a c e ( m i l i a r d y ) spermií 
j e tvořena „ekvivalentními" buňkami s e společným cílem: být t o u , která b y m o h l a konečně 
o p l o d n i t o o c y t . Nová d a t a naznačující, že s a d a spermií j e s e s k u p e n a d o odlišných subpopulací 
p o d l e j e j i c h kinematických a morfometrických c h a r a k t e r i s t i k , otevřela c e s t u k e 
kooperativnějŠímu vidění. Kromě t o h o b y l o nedávno zjištěno, že d i s t r i b u c e subpopulací j e u 
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jednotlivých zvířat odlišná, což zřejmě naznačuje, že existují různé s t r a t e g i e , které l z e p o c h o p i t 
v rámci j iného p a r a d i g m a t u : k o m p e t i c e spermií m e z i různými ejakuláty. T y t o heterogenní 
s u b p o p u l a c e spermií v ejakulátu, které vykazují k i n e m a t i k u a morfometrické v z o r y , j s o u j iž 
nějakou d o b u široce známé, a l e biologický význam těchto různých subpopulací spermií stále 
není jasný. Z t o h o t o důvodu j e subjektivní hodnocení k v a l i t y s e m e n e nahrazováno objektivními 
hodnotícími t e c h n i k a m i využívajícími t e c h n o l o g i i C A S A ( V a l v e r d e e t a l . , 2 0 1 9 ) . S p e r m i e j s o u 
n e j rozmanitějším známým buněčným t y p e m a důležitost d i v e r z i t y v m o r f o l o g i i spermií j a k o 
m a r k e r u p l o d n o s t i j e uznávána j iž o d počátku 5 0 . l e t minulého století ( H o r s t e t a l . , 2 0 1 8 ) . 

3.2.1 Získávání ejakulátu od beranů 

Umělá i n s e m i n a c e ( A I ) u malých přežvýkavců s e nejčastěji provádí z a použití čerstvého 
s p e r m a t u v z h l e d e m k nízkému % oplození mrazeným s p e r m a t e m . K r y o k o n z e r v a c e s p e r m a t u j e 
však důležitým nástrojem p r o zlepšování plemenných h o d n o t n e b o s e využívá v p r o g r a m e c h n a 
o c h r a n u ohrožených druhů, včetně malých přežvýkavců. Z t o h o t o důvodu b y l a v posledních 
l e t e c h p r o v e d e n a řada studií s cílem o p t i m a l i z o v a t p r o t o k o l y k r y o k o n z e r v a c e spermií. I když j e 
často p r o c e s odběru přehlížen, j e prvním důležitým k r o k e m p r o c e s u k r y o k o n z e r v a c e . U malých 
přežvýkavců j s o u běžně používanými m e t o d a m i odběru s p e r m a t u umělá vagína n e b o 
e l e k t r o e j a k u l a c e (Jiménez-Rabadán e t a l . , 2 0 1 6 ) . O b j e m s p e r m a t u odebraného umělou vagínou 
j e 0 , 5 - 1 , 8 m l a k o n c e n t r a c e spermií j e 2 , 5 - 6 x 1 0 9 / m l . S p e r m a získané elektroejakulací má 
obecně větší o b j e m , a l e nižší k o n c e n t r a c i ( L a r s o n , 2 0 2 1 ) . 

3 . 2 . 1 . 1 Odběr pomocí umělé vagíny 

Odběr pomocí umělé vagíny j e p r e f e r o v a n o u m e t o d o u , a l e vyžaduje poměrně dlouhé 
přípravné a tréninkové období. D o b a potřebná k vycvičení plemeníků ztěžuje odběr s p e r m a t u 
o d velkého počtu beranů. D o b a výcviku může být v řádech několika dní n e b o může t r v a t až 3 
týdny, závisí t o n a jednotlivých b e r a n e c h ( W u l s t e r - R a d c l i f f e e t a l . , 2 0 0 1 ) . Používané umělé 
vagíny j s o u podobné těm, které s e používají p r o býky, a l e mají j iné rozměry. Skládají s e z 
vnějšího p o u z d r a vyrobeného z pryže a vložky. Vnější p o u z d r o j e tvořeno dvěma částmi, k d y 
d o m e z i p r o s t o r u s e naplní v o d a . Vložka přesahuje alespoň 2 - 3 c m z a k o n e c vnějšího o b a l u a j e 
přeložena d o z a d u , k d y j e pomocí gumiček zajištěna n a každém k o n c i , a b y vytvořila vodotěsný 
o b a l . Vložka b y měla být mírně natažena a připevněna n a vnější o b a l t a k , a b y vytvořila z c e l a 
h l a d k o u p l o c h u b e z záhybů. Vnější o b a l j e následně d o p o l o v i n y naplněn v o d o u o teplotě 4 8 -
5 2 °C, což zajistí v h o d n o u t e p l o t u p r o odběr. T a s e p o h y b u j e v rozmezí 4 0 - 4 2 °C v době odběru 
s p e r m a t u . N a druhém k o n c i umělé vagíny j e připevněn sběrný kužel či j iný jednorázový sběrač 
( R o m a n o & C h r i s t i a n s , 2 0 0 9 ) . Umělá vagína b y měla připomínat p o c h v u s a m i c e , čehož l z e 
dosáhnout i z a p o m o c i vzduchového v e n t i l u přidělaného n a vnějším p o u z d r u , l z e díky němu 
r e g u l o v a t t l a k uvnitř umělé vagíny. Při odběru p a k d o j d e k podráždění V a t e r P a c c i n i h o a 
R u f f i n i h o r e c e p t o r u , které s e nacházejí n a p e n i s u ( K o s e t a l . , 2 0 1 9 ) . K o n e c umělé p o c h v y v 
k o n t a k t u s k o n c e m vložky j e l e h c e lubrikován d o h l o u b k y n e větší než 3 c m pomocí skleněné 
tyčinky pokryté nespermicidním l u b r i k a n t e m ( R o m a n o & C h r i s t i a n s , 2 0 0 9 ) . Může být využita 
i vazelína n e b o sonografický g e l ( K o s e t a l . , 2 0 1 9 ) . 

Existují různé t y p y umělých vagín, a t o krátký a dlouhý. Krátká umělá vagína má délku 
p o u z d r a 1 1 0 m m a šířku 5 5 m m ( I M V , M a p l e G r o v e , M N ) a dlouhá umělá vagína má délku 
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p o u z d r a 2 0 0 m m a šířku 5 8 m m ( N A S C O , F o r t A t k i n s o n , W I ) ( R o m a n o & C h r i s t i a n s , 2 0 0 9 ) . 
(Kozumplík & G a m čík, 1 9 8 4 ) uvádí, že délka vnějšího p o u z d r a j e 2 0 0 - 2 1 0 m m a má průměr 
5 0 - 5 5 m m , zatímco vnitřní vložka má délku 3 2 0 - 3 6 0 m m a průměr 3 0 - 3 5 m m . U krátké 
umělé vagíny j e t o p a k 1 9 0 m m . V r o c e 1 9 3 1 M i l o v a n o v n a v r h l původní m o d e l umělé vagíny, 
který s e u c h y t i l a s malými změnami s e používá d o d n e s . 

I h n e d p o odběru s p e r m a t u b y měla být umělá vagína otočena směrem dolů a v této p o l o z e 
m i n u t u držena. T l a k s e uvolní pomocí v e n t i l u z vložky - s opatrností, a b y s e zabránilo rozlití 
v o d y d o sběrače. Následně j e v z o r e k přepipetován d o z k u m a v k y , o h o d n o c e n o b j e m a dopraví 
s e d o laboratoře k makroskopickému a mikroskopickému hodnocení ( R o m a n o & C h r i s t i a n s , 
2 0 0 9 ) . 

3 . 2 . 1 . 2 Odběr pomocí e l e k t r o e j a k u l a c e 

T a t o t e c h n i k a odběru spočívá v podávání nízkonapěťových, nízkoproudých elektrických 
impulzů d o samčího r e k t a pomocí transrektální s o n d y vybavené e l e k t r o d a m i . Elektrické 
i m p u l z y j s o u obecně odděleny „klidovými" obdobími ( 2 - 3 s ) . Díky impulzům j e vyvolána 
e r e k c e p e n i s u , e m i s e s e m e n e a n a k o n e c e j a k u l a c e . Elektrické i m p u l s y stimulují větve 
hypogastrického p l e x u obklopující semenný váček, p r o s t a t u a d u c t u s d e f e r e n s , dochází k 
uvolnění s e m e n e z o c a s u n a d v a r l e t e d o prostatické močové t r u b i c e . Zároveň v e d e k e s t i m u l a c i 
n e r v u , který i n e r v u j e proximální o b l a s t močové t r u b i c e , což vyvolá k o n t r a k c i uretrálních svalů 
a e j a k u l a c i ( S i l v i a Abril-Sánchez e t a l . , 2 0 1 9 ) . T a t o v a r i a n t a odběru j e považována z a 
přijatelnou a l t e r n a t i v u p r o bezpečný a opakovaný odběr ejakulátů, p o k u d plemeníci n e b y l i 
trénováni (Jiménez-Rabadán e t a l . , 2 0 1 6 ) . Ejakuláty odebrané pomocí e l e k t r o e j a k u l a c e mají v e 
srovnání s ejakuláty odebranými pomocí umělé vagíny zvýšený o b j e m kvůli přítomnosti 
vyššího podílu seminální p l a z m y ( L e d e s m a e t a l . , 2 0 1 5 ) . T e c h n i k a s e často používá k odběru 
s p e r m a t u o d zvířat sezónních chovných druhů, k d y s e odebírá m i m o normální období 
rozmnožování, též s e uplatňuje při p o k u s u o odběr s p e r m a t u o d prepubertálních beranů n e b o u 
jedinců, kteří b y l i izolováni o d s a m i c . E l e k t r o e j a k u l a c e j e s n a d n o použitelná a účinná, zároveň 
j e p r o některé j e d i n c e stresující a bolestivá. K překonání negativních aspektů l z e před zahájením 
použití t e c h n i k y p o d a t a n e s t e t i k a , sedatíva a h o r m o n y , což však může o v l i v n i t k v a l i t u s p e r m a t u . 
B y l y také v y v i n u t y a l t e r n a t i v y j a k o j e transrektální u l t r a z v u k e m řízená masáž přídatných 
pohlavních žláz ( S . Abril-Sánchez e t a l . , 2 0 1 7 ) . (Jiménez-Rabadán e t a l . , 2 0 1 6 ) v e své s t u d i i 
p o p i s u j e p o s t u p e l e k t r o e j a k u l a c e t a k t o : konečník j e vyčištěn o d výkalů a o b l a s t předkožky j e 
o h o l e n a a o m y t a fyziologickým r o z t o k e m . Následně b y l a použita tříelektrodová s o n d a 
připojená k e z d r o j i e n e r g i e , který umožňoval řízení napětí a p r o u d u . Průměr s o n d y , délka s o n d y 
a délka e l e k t r o d y b y l y 3 , 2 , 3 5 , 0 a 6 , 6 c m . Režim e l e k t o r e j a k u l a c e sestával z p o sobě jdoucích 
sérií 5sekundových pulzů podobného napětí, k d y m e z i sériemi b y l y 5sekundové p a u z y . Každá 
série s e skládala c e l k e m z e čtyř pulzů. Počáteční napětí b y l o 1 V , které b y l o zvýšeno v každé 
sérii až n a m a x i m u m 5 V . 

3.2.2 Metody uchování spermatu 

N u t n o s t používat b e r a n y p o delší d o b u n e b o v různých ročních obdobích podnítila výzkum 
skladování spermií v umělých podmínkách. T o h o l z e dosáhnout m e t o d a m i , které snižují n e b o 
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zastavují m e t a b o l i s m u s spermií a tím prodlužují j e j i c h oplozovací s c h o p n o s t . S p e r m a l z e 
uchovávat: 

1 . v kapalném (nezmraženém) s t a v u z a použití snížených t e p l o t n e b o j iných 
prostředků k e snížení m e t a b o l i s m u spermií; 

2 . v e zmrazeném s t a v u , který z a h r n u j e k o n z e r v a c i při teplotách p o d n u l o u ( S a l a m o n 
& M a x w e l l , 2 0 0 0 ) . 

3 . 2 . 2 . 1 Chlazení 

Hlavní způsoby skladování s p e r m a t u v kapalném s t a v u j e skladování při snížené teplotě 
( 0 - 5 n e b o 1 0 - 1 5 °C) ( S a l a m o n & M a x w e l l , 2 0 0 0 ) . ( R a f f e l e t a l . , 1 9 4 0 ) uvádí, že náhlé 
ochlazení má škodlivý v l i v n a následnou respirační a k t i v i t u spermií. Teplotní šok s e zvyšuje s e 
snižováním t e p l o t y a zároveň s e zvyšuje s d o b o u vystavení nižší teplotě. Při postupném 
ochlazování s p e r m a t u v e stupních p o 5 °C s e a k l i m a t i z a c e spermií zvyšuje s délkou i n t e r v a l u . 
P o k u d j e i n t e r v a l m e z i fázemi 2 h o d i n y , l z e s p e r m a z c h l a d i t n a 1 °C a s k l a d o v a t při této teplotě 
p o d o b u 2 4 h o d i n , aniž b y t o znatelně o v l i v n i l o následnou respirační a k t i v i t u . Rychlé zahřátí 
nemá škodlivý v l i v n a následnou respirační a k t i v i t u spermií. Teplotní šok a a k l i m a t i z a c e j s o u 
f a k t o r y , které ovlivňují zdánlivě optimální t e p l o t u p r o skladování spermií. Při rychlém chlazení 
j e o p t i m u m vyšší než při pomalém chlazení. S p e r m a postupně ochlazená n a 1 °C a skladovaná 
při této teplotě p o d o b u 6 dnů s i z a c h o v a l a 7 4 % své počáteční respirační a k t i v i t y . 

Předností této m e t o d y j e f a k t , že s p e r m i e j s o u s c h o p n y s i až p o d o b u 2 4 h o d i n udržet s v o u 
oplozovací s c h o p n o s t ( L o u d a , 2 0 0 1 ) . D l e ( L a r s o n , 2 0 2 1 ) l z e s p e r m a b e r a n a s k l a d o v a t až 2 4 
h o d i n ochlazením ředěného s p e r m a t u n a 2 ° -5 °C ( 9 0 - 1 2 0 m i n u t ) a udržováním při této teplotě. 
P l o d n o s t r y c h l e klesá a j e nízká d o 4 8 h o d i n p o odběru. 

3 . 2 . 2 . 2 Mražení a e k v i l i b r a c e 

První záznamy o zmrazení s p e r m a t u b e r a n a pocházejí o d ( B e r n s t e i n & P e t r o p a v l o v s k y , 
1 9 3 7 ) , kteří úspěšně použili glycerolový r o z t o k ( 1 M , 9 , 2 % ) p r o skladování spermií savců 
(králík, morče, b e r a n , býk, k a n e c , hřebec) a ptáků (drůbež a k a c h n a ) s p e r m i e při - 2 1 °C. 
( S a l a m o n & M a x w e l l , 2 0 0 0 ) píšou, že úspěch hlubokého zmrazení závisí d o značné míry n a 
r y c h l o s t i ředění s p e r m a t u . Původně s e s p e r m a ředilo, a b y chránilo s p e r m i e během chlazení, 
zmrazování a rozmrazování, a l e r y c h l o s t ředění s e často měnila s odlišnou standardizací počtu 
spermií v každé dávce zmrazeného a rozmraženého s p e r m a t u . P o naředění s e s p e r m a ochladí 
n a t e p l o t u blízkou 0 °C. Chlazení j e obdobím a d a p t a c e spermií n a snížený m e t a b o l i s m u s . 

Tradičně s e e k v i l i b r a c e považuje z a c e l k o v o u d o b u , p o k t e r o u s p e r m i e zůstávají v k o n t a k t u 
s g l y c e r o l e m před zmrazením, a b y s e vytvořila vyvážená intracelulární a extracelulární 
k o n c e n t r a c e . G l y c e r o l s e podílí n a některých nežádoucích j e v e c h vyskytujících s e během 
e k v i l i b r a c e , j a k o j s o u změny v e struktuře a biochemické integritě spermií a zrychlení 
akrozomové r e a k c e . P r o e k v i l i b r a c i j e nutná p e r i o d a ochlazení n a 2 - 5 °C, jejíž trvání s e obecně 
p o h y b u j e o d 1 d o 3 h o d i n . Rychlé ochlazení s p e r m a t u z 3 0 °C n a a s i 1 5 °C nemusí mít žádný 
v l i v n a přežití spermií, a l e rychlé ochlazení z 3 0 °C n a 1 0 °C, 5 °C n e b o 0 °C snižuje m o t i l i t u 
spermií p o rozmrazení (Fišer & F a i r f u l l , 1 9 8 4 ) . 

Zmrazování a skladování beraního s p e r m a t u probíhá v 0 , 2 5 - 0 , 3 m l třídávkových peletách 
n e b o v 0 , 2 5 m l jednodávkových syntetických pejetách při teplotě kapalného dusíku - 1 9 6 °C, 
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což v e d e k úspěšnému zachování životaschopnosti spermií. Může e x i s t o v a t určitý rozdíl m e z i 
b e r a n y v p o h y b l i v o s t i a p l o d n o s t i p o rozmrazení n e b o m e z i jednotlivými šaržemi. Použitím 
zmrazeného a rozmraženého s p e r m a t u můžeme d o s a h o v a t 5 0 % úspěšnosti při cervikální 
i n s e m i n a c i a 5 0 % - 8 0 % úspěšnosti při intrauterinní i n s e m i n a c i . Zmrazování a rozmrazování 
a l e snižuje počet pohyblivých spermií ( L a r s o n , 2 0 2 1 ) . 

3 . 2 . 2 . 2 . 1 P o s t u p 
Standardní t e c h n i k y k r y o k o n z e r v a c e zahrnují chlazení spermií s kryoprotektivními ředidly 

v plastových pejetách v parách tekutého dusíku. Různé p r o t o k o l y mají přesné údaje o zmrazení 
s p e r m a t u pomocí automatického mrazícího s t r o j e . K v a l i t u spermií p o j e j i c h rozmrazení 
ovlivňují t e c h n i k y odběru, k a t e g o r i e ředidel s p e r m a t u , z d a má být semenná p l a z m a oddělena 
před zmrazením, j a k d l o u h o b y mělo být s p e r m a ekvilibrováno před zmrazením ( 2 h n e b o 4 h ) , 
konečná k o n c e n t r a c e s p e r m a t u ( v rozmezí o d 5 0 x 1 0 6 / m l až 1 0 0 0 x 1 0 6 / m l ) , o b j e m p e j e t y 
( 0 , 2 5 m l , 0 , 5 m l ) a způsoby zmrazování (suchý l e d p r o p e l e t y , zmrazování p a r a m i tekutého 
dusíku n e b o řízené zmrazování s e m e n e ) . 

Během zmrazování s p e r m a t u s e vybrané v z o r k y s p e r m a t u smíchají s ředidlem a postupně 
s e ochladí n a 5 °C. Ředění a chlazení mají z a cíl prodloužit životnost a z p o m a l i t m e t a b o l i c k o u 
a k t i v i t u spermií. Ředění s p e r m a t u s e provádí v e specifikovaných poměrech, a b y b y l o zajištěno, 
že o b j e m s p e r m a t u použitého k i n s e m i n a c i má d o s t a t e k spermií potřebných k úspěšnému 
oplození. Při přípravě inseminační dávky b y měl být počet spermií standardizován a naředěn 
pomocí ředidla. P r o c e s ochlazování b y měl být prováděn postupně a p o m a l u , k d y cílem j e 
dosažení 5 °C během několika h o d i n ( 1 , 5 - 2 , 0 h ) . Před vystavením buněk hyperosmotickým 
podmínkám způsobeným dehydratací musí být r y c h l o s t ochlazování dostatečně pomalá, a b y 
umožnila dostatečnou buněčnou d e h y d r a t a c i a zároveň dostatečně r y c h l e z m r a z i l a zbývající 
intracelulární t e k u t i n u . 

Účelem zmrazení s p e r m a t u j e postupně snižovat t e p l o t u z 5 °C n a - 1 9 6 °C, a b y nedošlo k 
poškození spermií. Když t e p l o t a k l e s n e p o d 5 °C a přiblíží s e - 1 0 °C, intracelulární v o d a 
z a m r z n e , čímž s e s p e r m i e vystaví r i z i k u t v o r b y ledových krystalů ( S a h a e t a l . , 2 0 2 2 ) . Vnější 
médium zamrzá m e z i - 5 a - 1 0 °C, přesto o b s a h buňky zůstane nezmražený a podchlazený. 
Protože podchlazená v o d a uvnitř buněk má silnější chemický potenciál než v o d a v částečně 
zmrazeném extracelulárním r o z t o k u , v o d a vytéká z buněk o s m o t i c k y a v e n k u z a m r z n e . S p e r m a 
l z e převést d o kapalného dusíku při - 1 5 °C/min o d + 5 °C d o - 1 0 0 °C (Salámon & M a x w e l l , 
2 0 0 0 ) . Existují dvě možnosti mražení, a t o manuální zmrazení n e b o pomocí a u t o m a t i c k y 
naprogramovaného mrazícího s t r o j e . Při manuální mražení s e p e j e t y umístí vodorovně n a 
chlazený s t o j a n a zmrazí s e p o d o b u 8 - 1 0 m i n u t v e výšce 4 - 6 c m n a d h l a d i n o u tekutého dusíku 
v parní fázi ( m e z i - 7 5 °C a - 1 2 5 °C) ( S a h a e t a l . , 2 0 2 2 ) . P r o zmrazování p e j e t může být důležitý 
i t v a r mrazící křivky. Místo lineárního p o k l e s u t e p l o t y j e lepší o c h l a z o v a t p o d l e p a r a b o l ovité 
křivky, čehož l z e dosáhnout zavěšením p e j e t 4 - 6 c m n a d h l a d i n o u kapalného dusíku (Salámon 
& M a x w e l l , 2 0 0 0 ) . 

3 . 2 . 2 . 2 . 2 Účinek k r y o k o n z e r v a c e 
K namáhání plazmatické membrány při ochlazování spermií může dojít v důsledku změn 

v a s y m e t r i i fosfolipidové d v o j v r s t v y a změněného funkčního s t a v u membrány. L i p i d y a 
p r o t e i n y v tekutém s t a v u t u h n o u , čímž vzniká tuhá a křehká s t r u k t u r a , citlivější n a poranění. 
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Kromě t o h o j s o u s p e r m i e v y s t a v e n y hyperosmotickému prostředí, které i n d u k u j e p r o s t u p v o d y 
a iontů přes membránu, což v e d e k d e h y d r a t a c i buněk, náchylnost k nízkým teplotám a rozdíly 
m e z i d r u h y týkající s e přežití spermií j s o u s p o j e n y s poměrem o b s a h u nenasycených a 
nasycených mastných k y s e l i n , zejména s podílem c h o l e s t e r o l u v plazmatické membráně. 
Závěrem l z e říci, že p r o c e s k r y o k o n z e r v a c e může poškodit s p e r m i e v různých k o m p a r t m e n t e c h , 
j a k o j s o u membrány (plazmatická a a k r o z o m ) , m i t o c h o n d r i e , a d o k o n c e může dojít k poškození 
c h r o m a t i n u . Během t o h o t o p r o c e s u j e kritický okamžik, k d y j s o u s p e r m i e v y s t a v e n y teplotám 
p o d b o d e m m r a z u . ( C a s t r o e t a l . , 2 0 1 6 ) . 

3 . 2 . 2 . 3 Rozmrazení 

V proceduře zmrazení-rozmrazení j e fáze zahřívání stejně důležitá p r o přežití spermií j a k o 
fáze chlazení. S p e r m i e , které přežily ochlazení n a - 1 9 6 °C, stále čelí fázi rozmrazování, a p r o t o 
musí překonat dvakrát kritické teplotní zóny ( - 1 5 °C až - 6 0 °C) (Salámon & M a x w e l l , 2 0 0 0 ) . 
Obecně p o zmrazení a rozmrazení umírá z h r u b a 4 0 - 5 0 % spermií. Zat ímco zmrazená a 
následně rozmražená I D b e r a n a může o b s a h o v a t velký podíl pohyblivých buněk ( 4 0 - 6 0 % ) , 
p o u z e a s i 2 0 - 3 0 % z n i c h j e f y z i o l o g i c k y aktivních ( S a h a e t a l . , 2 0 2 2 ) . Účinek závisí n a t o m , 
z d a r y c h l o s t ochlazování b y l a dostatečně vysoká, a b y v y v o l a l a intracelulární zmrazení, n e b o 
dostatečně nízká, a b y v y v o l a l a d e h y d r a t a c i buněk. V prvním případě j e vyžadováno rychlé 
rozmrazení, a b y s e zabránilo r e k r y s t a l i z a c i jakéhokoli intracelulárního l e d u přítomného v e 
spermiích. S p e r m i e rozmrazené v y s o k o u rychlostí m o h o u být také v y s t a v e n y n a kratší d o b u 
působení koncentrované rozpuštěné látky a k r y o p r o t e k t a n t u ( g l y c e r o l u ) a obnovení 
intracelulární a extracelulární rovnováhy j e rychlejší než u pomalého rozmrazování (Salámon 
& M a x w e l l , 2 0 0 0 ) . D l e ( S a l a m o n & M a x w e l l , 2 0 0 0 ) většina vědců v e svých studiích 
r o z m r a z u j e inseminační dávky při 3 8 - 4 2 °C, a zároveň při vysokých teplotách 6 0 - 7 5 °C j e 
zachována stejná m o t i l i t a p o rozmrazení, i n t e g r i t a a k r o z o m u a p l o d n o s t spermií. R y c h l o s t 
rozmrazování s p e r m a t u musí být u p r a v e n a r y c h l o s t i zmrazování, a b y s e dosáhlo nejlepší míry 
přežití spermií. Pomalé rozmrazování ( 3 5 °C p o d o b u 1 2 s e k u n d ) v e d e k 6 3 % a 5 0 % 
p o h y b l i v o s t i spermií p o rozmrazení a integritě membrány. Rychlé rozmrazování ( 7 0 °C p o d o b u 
5 s e k u n d ) v e d e k vyšší p o h y b l i v o s t i spermií p o rozmrazení a integritě membrány ( 6 7 a 5 0 % ) . 
P r o rozmrazení s e využívá nejčastěji vodní lázeň. 

3.2.3 Hodnocení kvality ejakulátu 

V z o r e k s p e r m a t u b y měl být vyšetřen d o 1 h o d i n y o d odběru. Některé p a r a m e t r y s p e r m a t u 
m o h o u totiž být ovlivněny zpožděním. P o h y b l i v o s t výrazně klesá p o 2 hodinách a následně s e 
postupně snižuje, zatímco h l a d i n a reaktivních f o r e m kyslíku ( R O S ) stoupá. V ideálním případě 
j e s p e r m a umístěno d o 3 7 °C inkubátoru p o d o b u 3 0 m i n u t . C h a r a k t e r i s t i k y analýzy s p e r m a t u 
l z e rozdělit d o tří s k u p i n : makroskopické, mikroskopické a fyziologické ( A g a r w a l e t a l . , 2 0 0 8 ) . 

3 . 2 . 3 . 1 Makroskopické p a r a m e t r y analýzy s p e r m a t u 

3 . 2 . 3 . 1 . 1 V z h l e d , zkapalnění, p a c h 

V z o r e k b y měl mít šedou až mléčnou b a r v u , b e z viditelných příměsí. Neměl b y být příliš 
tekutý a nesmí o b s a h o v a t příměsi k r v e . P a c h b y měl být nevýrazný, nemělo b y být cítit p o moči. 
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3 . 2 . 3 . 1 . 2 O b j e m 

Stanovení o b j e m u s e provádí v pipetě, válci, či stříkačce. N o r m a j e 0 , 1 - 2 , 2 m l . 

3 . 2 . 3 . 1 . 3 V i s k o z i t a 
Beraní s p e r m a má s m e t a n o v i t o u v i s k o z i t u . 

3 . 2 . 3 . 1 . 4 H o d n o t a p H 
Měla b y s e p o h y b o v a t v hodnotách 6 , 3 až 7 , 5 . K měření s e použije papírek s indikačním 

rozmezím (Kozumplík & Gamčík, 1 9 8 4 ; Kubíček, 2 0 1 0 ) . 

3 . 2 . 3 . 2 Mikroskopické p a r a m e t r y analýzy s p e r m a t u 

Mikroskopické vyšetření s p e r m a t u v podstatě hodnotí s p e r m a t o g e n e z i . T a t o část analýzy 
s p e r m a t u podléhá technické chybě, a i spolehlivé laboratoře m o h o u z o b r a z o v a t proměnlivé 
výsledky. H o d n o t y také podléhají určitým rozdílům m e z i jednotlivými b e r a n y , s v a r i a b i l i t o u 
o d j e d n o h o ejakulátu k dalšímu ( A g a r w a l e t a l . , 2 0 0 8 ) . 

3 . 2 . 3 . 2 . 1 A g l u t i n a c e a p o h y b l i v o s t spermií 
Mikroskopické vyšetření začíná vytvořením vlhkého preparátu ( k a p k a s e m e n e n a 

podložním sklíčku překrytá krycím sklíčkem) vizualizovaného p o d lOOOnásobným zvětšením, 
nutná j e s t a b i l i z a c e a s i j e d n u m i n u t u a t e p l o t a 3 7 °C (Kubíček, 2 0 1 0 ) . T o u t o m e t o d o u l z e 
h o d n o t i t a g l u t i n a c i spermií, přítomnost spermií a subjektivní p o h y b l i v o s t . Když s p e r m i e 
přilnou k nespermálním elementům (nespecifická a g l u t i n a c e ) , může t o z n a m e n a t i n f e k c i 
přídatných žláz. J e třeba mít n a paměti, že malý stupeň a g l u t i n a c e j e normální ( A g a r w a l e t a l . , 
2 0 0 8 ) . 

3 . 2 . 3 . 2 . 2 Počet a k o n c e n t r a c e spermií 
Stanovení k o n c e n t r a c e spermií (počet spermií n a m i l i l i t r ) a počet spermií (počet 

spermií/ejakulát) s e provádí p o zkapalnění ( A g a r w a l e t a l . , 2 0 0 8 ) . B i i r k e r o v a komůrka slouží 
p r o stanovení počtu spermií, případně l z e využít s p e k t r o f o t o m e t r i c k o u m e t o d u . H u s t o t a 
ejakulátu s e p o h y b u j e o k o l o 2 - 5 milionů spermií n a 1 m m 3 a dělí s e n a 6 stupňů ( v e l m i hustý 
až v e l m i řídký). Když j e s p e r m a určeno p r o krátkodobé uchování, t a k j e ideální k o n c e n t r a c e 2 
x 1 0 6 / 1 m m 3 , u dlouhodobé k o n z e r v a c i j e t o 2 , 8 x 1 0 6 / l m m 3 ( J o h a n s s o n e t a l . , 2 0 0 8 ; Kubíček, 
2 0 1 0 ) . 

3 . 2 . 3 . 2 . 3 M o r f o l o g i e 
M e z i p a r a m e t r y s p e r m a t u j e t o n e j subjektivnější a nejobtížněji standardizovatelný 

p a r a m e t r . Přesné posouzení m o r f o l o g i e j e rozhodující při hodnocení n e p l o d n o s t i . L z e využít 
počítačových m e t o d . Některé C A S A přístroje nabízí možnost h o d n o t i t m o r f o l o g i i spermií. 
V j iných případech s e využívá barvení p o d l e P a p a n i c o l a u a (Kubíček, 2 0 1 0 ) . 

3 . 2 . 3 . 2 . 4 M o t i l i t a 

P o h y b l i v o s t spermií j e o d r a z e m normálního vývoje axonémy a zrání spermií v n a d v a r l e t i . 
T o t o j e p a r a m e t r , který j e v y s t a v e n značnému potenciálu technických c h y b v laboratoři. 
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Nejběžnější m e t o d o u používanou v laboratořích j e jednoduchý o d h a d m o t i l i t y spermií n a 
několika polích. Jedná s e o subjektivní m e t o d u náchylnou k nepřesnosti. Další m e t o d o u j e 
hodnocení pomocí počítačové analýzy ( C A S A , v i z k a p i t o l a 3 . 4 ) ( K o s e t a l . , 2 0 1 9 ; Kubíček, 
2 0 1 0 ) . 

3.3 Ředidla 

Ředidla s e přidávají d o ejakulátu s cílem vytvořit optimální podmínky p r o mražení a 
skladování inseminační dávky, zároveň d o j d e k e zvýšení o b j e m u a tím i k počtu použitelných 
I D , což s e b o u n e s e i značné výhody s o h l e d e m n a e k o n o m i k u c h o v u . Složení ředidel j e založeno 
n a několika bázích. Společné p r o všechny komerčně dostupné p r o d u k t y j e o b s a h bi-destilované 
v o d y . V té j s o u rozpuštěny ostatní k o m p o n e n t y ředidel j a k o j s o u p u f r y , k r y o p r o t e k t i v a , 
s a c h a r i d y , a n t i b i o t i k a , a m i n o k y s e l i n y a mastné k y s e l i n y . P u f r y pomáhají udržovat stálé p H , 
jelikož při dýchání spermií vzniká k y s e l i n a mléčná a t a o k y s e l u j e prostředí, čímž z p o m a l u j e 
s p e r m i e , a n a k o n e c d o j d e k anabióze a úmrtí spermií (Stádník e t a l . , 2 0 1 5 ) . 

P r o efektivní využití i n s e m i n a c e u ovcí j e třeba provést m n o h o výzkumů týkajících s e 
m e t o d ředění a zmrazování s p e r m a t u beranů. S p e r m a s e o b v y k l e ředí T r i s e m a vaječným 
žloutkem, r o z t o k e m fosforečnanu glukózy, r o z t o k e m vaječného žloutku a citrátu, 
homogenizovaným plnotučným mlékem, čerstvým a sušeným odstředěným mlékem, r o z t o k e m 
laktózy a komerčními ředidly ( R e k h a e t a l . , 2 0 1 6 ) . Úspěšné skladování s p e r m a t u beranů j a k 
v chlazeném, t a k i v zmrzlém s t a v u závisí n a složení použitého ředidla. Doporučené maximální 
d o b a skladování b e z zhoršení p l o d n o s t i p o i n s e m i n a c i j e tradičně uváděna j a k o krátká, a t o 6 
až 1 2 h . Ředidla b y l a v y v i n u t a a u p r a v e n a s cílem zlepšit s c h o p n o s t k r y o k o n z e r v a c e s p e r m a t u 
beranů. Bohužel p l o d n o s t p o cervikální i n s e m i n a c i s e zmrazeným, a poté rozmrazeným 
s p e r m a t e m zůstává i nadále výrazně nižší než při použití čerstvých inseminačních dávek 
( K u l a k s i z e t a l . , 2 0 1 2 ) . 

Některé f a k t o r y , které přispívají k e snížení životaschopnosti kryokonzervovaného 
s p e r m a t u beranů patří: složení ředidla, k o n c e n t r a c e k r y o p r o t e k t a n t u , vaječný žloutek o d 
různých druhů ptáků, r y c h l o s t chlazení, zmrazování a rozmrazování a také k v a l i t a použitého 
s p e r m a t u ( K u l a k s i z e t a l . , 2 0 1 2 ) . M n o h o studií s e zaměřilo n a snížení metabolické a k t i v i t y , 
protože s e ukázalo, že přežití spermií j e nepřímo úměrné s j e j i c h m e t a b o l i c k o u a k t i v i t o u 
( M u r p h y e t a l . , 2 0 1 7 ) . Ředidla j s o u používána během zpracování a skladování s p e r m a t u , což 
má z a následek zvýšení o b j e m u ejakulátu a o c h r a n u spermií před špatnými skladovacími 
podmínkami, které b y t e o r e t i c k y m o h l y n a s t a t . Dobré ředidlo musí mít stejný osmotický t l a k 
j a k o semenná p l a z m a , zároveň musí chránit s p e r m i e před chladovým šokem, m r a z e m a 
rozmrazováním a současně zachovává j e j i c h životaschopnost, součástí j s o u i živiny potřebné 
p r o m e t a b o l i s m u s spermií a kontrolují mikrobiální k o n t a m i n a c i ( A l b i a t y e t a l . , 2 0 1 6 ) . 

Existují značné rozdíly v používání ředidel, liší s e v závislosti n a cílené délce k o n z e r v a c e . 
Ředidla vhodná p r o krátkodobou k o n z e r v a c i beraního s p e r m a t u j s o u stejná j a k o u s k o t u , 
obsahují z p r a v i d l a citrát sodný, vaječný žloutek, plnotučné či odstředěné mléko, T r i s a další. 
Ideální délka k o n z e r v a c e s e p o h y b u j e v rozmezí 8 - 1 2 h o d odběru ejakulátu. U dlouhodobé 
k o n z e r v a c e s e někdy využívá kryoprotektivní p r o t e i n n e b o r o z t o k y obsahující oboustranně 
působící (obojetné) p u f r y T E S , H E P E S , P I P E S , upravené N a O H n a p H 7 ( L o u d a e t 
Hegedúšová, 2 0 0 9 ) . 
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P o o b j e v u kryoprotektivních vlastností vaječného žloutku s e běžně začal využívat v 
přípravcích p r o k r y o k o n z e r v a c i s p e r m a t u u téměř všech druhů hospodářských zvířat. Vaječný 
žloutek chrání s p e r m i e před poškozením způsobeným kryoindukcí během chlazení, zmrazování 
a rozmrazování přímou interakcí s p l a z m a t i c k o u membránou. N a v z d o r y j e h o příznivým 
účinkům j e j e h o použití s p o j e n o s rizikem mikrobiální k o n t a m i n a c e . Zároveň o b s a h u j e některé 
nežádoucí složky j a k o j s o u steroidní h o r m o n y a j e j i c h prekurzorové m o l e k u l y , t y j s o u 
považovány z a škodlivé p r o i n t e g r i t u spermií. Komerčně dostupná ředidla obsahující sójový 
l e c i t i n j s o u potenciálními a l t e r n a t i v a m i ( A n s a r i e t a l . , 2 0 1 7 ) . 

Sojový l e c i t i n s e používá j a k o z d r o j fosfolipidů p r o komerční ředidla dostupná p r o 
zmrazování s e m e n e , což umožňuje n a h r a d i t tradiční membránovou o c h r a n u živočišného 
původu (vaječný žloutek) ( d e P a z e t a l . , 2 0 1 0 ) . Komerční ředidla n a bázi sójového l e c i t i n u j s o u 
například B i o c h i p h o s plus®, Bioxcell® ( I M V , F r a n c i e ) a AndroMed® ( M i n i t u b , Německo). 
Dalším komerčně dostupným ředidlem j e O p t i X c e l l , což j e bezbílkovinné médium podobné 
složením vaječnému žloutku ( M u r p h y e t a l . , 2 0 1 7 ) . O v i X c e l l b y l v y v i n u t p r o zlepšení 
k o n z e r v a c e s p e r m a t u při 4 °C p o d o b u 2 4 h o d i n a o b s a h u j e a n t i b i o t i k a ( i m v t e c h n o l o g i e s , 
2 0 2 2 ) . D l e ( A r a n d o e t a l . , 2 0 1 9 ) l z e říct, že v h o d n o u a l t e r n a t i v o u p r o skladování spermií b y 
m o h l o být chlazení při 5 °C, přičemž n e j zajímavější možností p r o ředění j e O p t i X c e l l . 
V z h l e d e m k t o m u , že p o s k y t u j e p o d o b n o u účinnost v i n v i t r o i i n v i v o podmínkách j a k o ostatní 
ředidla, j e možné j e j brát z a v h o d n o u náhradu ředidel živočišného původu, protože tím b y s e 
zabránilo možnému šíření c h o r o b . 

( K h a l i f a & L y m b e r o p o u l o s , 2 0 1 3 ) v e d l i e x p e r i m e n t , který ukázal následující výsledky: 
O v i X c e l l b y l lepší než ředidlo z mléka a vaječného žloutku v zachování s t a b i l i t y c h r o m a t i n u 
spermií a celkové m o t i l i t y , zároveň n e b y l žádný významný rozdíl v e fertilitě a d e f e k t y 
c h r o m a t i n u b y l y negativně s p o j e n y s pohyblivostí a f e r t i l i t o u konzervovaných spermií b e r a n a . 
Navíc s p e r m i e konzervované v přípravku n a bázi mléka měly větší pravděpodobnost, že b u d o u 
mít d e s t a b i l i z o v a n o u c h r o m a t i n o v o u s t r u k t u r u než t y , které j s o u konzervované v p r o d u k t u n a 
bázi sójového l e c i t i n u ( O v i x c e l l ) . Vyplývá z t o h o t e d y , že O v i x c e l l ®je lepší než ředidlo z 
mléka a vaječného žloutku v zachování s t a b i l i t y a m o t i l i t y c h r o m a t i n u . 

3.4 CASA (Computer -assisted semen analysis) 

Stanovení k o n c e n t r a c e spermií j e k r i t i c k o u součástí analýzy s p e r m a t u . Systém počítačové 
analýzy spermií ( C A S A ) b y l dostupný v r o c e 1 9 8 5 , následně b y l přijat a j e běžně používán j a k o 
rutinní nástroj p r o analýzu s p e r m a t u ( L u e t a l . , 2 0 1 4 ) . Jedním z prvních systémů b y l t e h d y 
známý C e l l S o f t . Zat ímco m n o h o publikací b y l o vytvořeno pomocí C e l l S o f t , b y l a t o v podstatě 
černá skříňka b e z ověřovacích n e b o přehrávacích funkcí a snímková f r e k v e n c e omezená n a 3 0 
snímků z a s e k u n d u . Během počátku 9 0 . l e t s e s t a l y komerčně dostupné sofistikovanější systémy 
C A S A s e snímkovými f r e k v e n c e m i 5 0 a 6 0 H z . M e z i ně patřily například H a m i l t o n - T h o r n e 
a n d M o t i o n A n a l y s i s ( U S A ) , S p e r m C l a s s A n a l y z e r o d M i c r o p t i c S L (Španělsko), H o b s o n 
T r a c k e r ( U K ) , S p e r m M o t i l i t y Q u a n t i f i e r (Jižní A f r i k a ) , S p e r m V i s i o n (Německo) a P r o i s e r 
/ I S A S (Španělsko) a m n o h o dalších. Z a posledních 2 0 l e t prošly systémy C A S A revolucí 
především díky p o k r o k u v e vývoji h a r d w a r u i s o f t w a r u , přičemž většina systémů p o s k y t u j e 
v y s o k o u úroveň k o n t r o l y a ověřování k v a l i t y ( H o r s t , 2 0 2 0 ) . Jedná s e o systém, který j e navržen 
t a k , a b y p o s k y t o v a l přesné a smysluplné i n f o r m a c e o k o n c e n t r a c i spermií, j e j i c h 
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životaschopnosti, d y n a m i c e n e b o m o r f o l o g i i a prováděl s t a t i s t i c k o u analýzu p o p u l a c e spermií 
n a základě vývoje kontinuálních obrazů spermií. Pomocí v i d e o k a m e r y dochází k digitálnímu 
zpracování a analýze informací a následně výsledky vyhodnotí počítač. První a současné 
systémy C A S A stále vyžadují o d b o r n o u o b s l u h u , a l e ideální systém C A S A potřebuje člověka 
p o u z e k udržení normální f u n k c e ( A m a n n & K a t z , 2 0 0 4 ) . Přestože v systému C A S A b y l o 
použito m n o h o principů a u t o m a t i z a c e , j e stále zapotřebí manuální zásah k nápravě chybného 
zachycení n e b o ztraceného zachycení spermií. S dalším r o z v o j e m počítačových technologií a 
elektronických technologií b u d e budoucí systém C A S A v y v i n u t t a k , a b y p o s k y t o v a l jasnější 
snímky spermií a a b y s e zobrazovaná t r a j e k t o r i e p o h y b u spermií více přibližovala skutečné 
dráze p o h y b u . Předpokládá s e , že budoucí systém C A S A může s l e d o v a t a a n a l y z o v a t s p e r m i e 
čím dál přesněji ( L u e t a l . , 2 0 1 4 ) . S c h o p n o s t C A S A g e n e r o v a t velké s o u b o r y d a t obsahující 
údaje o motilitě z tisíců spermií b y l a přehlížena. N a druhé straně b y l a větší p o z o r n o s t věnována 
souhrnným statistikám poskytovaným s o f t w a r e m , které neukazují vnitřní v a r i a b i l i t u samotného 
s p e r m a t u ( V a l v e r d e e t a l . , 2 0 1 9 ) . 

Tradičně b y l h e m a c y t o m e t r s t a n d a r d e m p r o k a l i b r a c i dalších technologií používaných k 
o d h a d u k o n c e n t r a c e spermií, včetně f o t o m e t r i e , Coulterových počítačů, průtokové c y t o m e t r i e 
a počítačově automatizované analýzy s p e r m a t u ( C A S A ) . Jednorázová kapilárně plněná sklíčka 
s e běžně používají v e spojení s většinou aktuálně používaných systémů C A S A . B y l y v z n e s e n y 
otázky týkající s e rozdílů v měření k o n c e n t r a c e spermií m e z i systémy C A S A ( s použitím 2 0 
u m jednorázová sklíčka) a h e m a c y t o m e t r i e . Rozdíly j s o u z velké části způsobeny S e g r e -
Silberbergovým ( S S ) e f e k t e m , k e kterému dochází během P o i s e u i l l e h o t o k u v tenkých, 
kapilárami zatížených sklíčkách. E f e k t S S může vést k chybám v o d h a d u k o n c e n t r a c e částic 
( K u s t e r , 2 0 0 5 ) . Přestože manuál ( " W H O l a b o r a t o r y manuál f o r t h e e x a m i n a t i o n a n d p r o c e s s i n g 
o f h u m a n s e m e n , " 2 0 1 0 ) doporučoval systém C A S A j a k o selektivní prostředek k analýze 
vzorků s p e r m a t u , někteří odborníci zpochybňují přesnost klinické a p l i k a c e C A S A ( L u e t a l . , 
2 0 1 4 ) . 

Klíčem k fungování systému C A S A j e , že snímky spermií m o h o u být jasně z a c h y c e n y 
k a m e r o u a převedeny n a digitální snímky. Nejběžnějším a nejjednodušším způsobem, j a k 
přístroj C A S A vnímá s p e r m i e , j e použití tmavého p o l e n e b o negativních snímků s vysokým 
fázovým k o n t r a s t e m , takže bílé hlavičky spermií m o h o u být z o b r a z e n y n a černém pozadí. 
Obecně platí, že souřadnice s p e r m i e s e určí buď j a k o jádro hlavičky s p e r m i e n e b o nejjasnější 
b o d hlavičky s p e r m i e , souřadnice s e s t a n o u referenčním b o d e m a poté počítačový p r o g r a m 
hledá souvislý o b r a z hlavičky s p e r m i e v e vybrané o b l a s t i . Poté, c o j s o u lokalizovány spojité 
o b r a z y hlavičky s p e r m i e , l z e určit souřadnice t r a j e k t o r i e s p e r m i e ( A k a s h i e t a l . , 2 0 0 5 ) . 

P a r a m e t r y p o h y b u spermií s e skládají hlavně z e tří h o d n o t r y c h l o s t i p o h y b u spermií, tří 
h o d n o t poměru r y c h l o s t i a tří odrážejících c h a r a k t e r i s t i k y kývání spermií. Tři h o d n o t y r y c h l o s t i 
p o h y b u spermií j s o u křivočará r y c h l o s t ( V C L ) , přímočará r y c h l o s t ( V S L ) a průměrná r y c h l o s t 
dráhy ( V A P ) . V C L označuje časově zprůměrovanou r y c h l o s t hlavičky s p e r m i e podél její 
skutečné křivočaré dráhy, která j e vždy n e j vyšší m e z i h o d n o t a m i V C L , V S L a V A P . V S L s e 
v z t a h u j e k časově zprůměrované r y c h l o s t i hlavičky s p e r m i e podél přímky m e z i její první 
d e t e k o v a n o u p o l o h o u a její poslední, která odráží čistý p r o s t o r dopředně m o t i l i t y s p e r m i e 
během období pozorování a j e vždy nejnižší z h o d n o t V C L , V S L a V A P . V A P s e týká časově 
zprůměrované r y c h l o s t i hlavičky s p e r m i e podél její průměrné dráhy, což j e k o n c e p t n e j obtížněji 
pochopitelný m e z i V C L , V S L a V A P . Průměrná dráha j e určena vyhlazením křivočaré 
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t r a j e k t o r i e p o d l e algoritmů v přístroji C A S A . P o k u d j e t r a j e k t o r i e p o h y b u spermií v e l m i 
pravidelná a lineární, p a k V A P j e téměř identická s V S L . Nicméně p r o n e p r a v i d e l n o u dráhu 
p o h y b u spermií j e p a k V A P m n o h e m vyšší než V S L . V z h l e d e m k rozdílu v a l g o r i t m e c h m e z i 
nástroji C A S A nemusí být V A P m e z i systémy C A S A srovnatelná ( " W H O l a b o r a t o r y manuál 
f o r t h e e x a m i n a t i o n a n d p r o c e s s i n g o f h u m a n s e m e n , " 2 0 1 0 ) . Navíc t o může vést k významným 
rozdílům v kolísání ( W O B ) , přímosti ( S T R ) , amplitudě bočního p o s u n u h l a v y ( A L H , l m ) a 
křížovou frekvencí ( B C F , H z ) . Tři poměry r y c h l o s t i j s o u l i n e a r i t a (LESÍ), S T R a W O B . L I N 
o d k a z u j e n a l i n e a r i t u křivočaré c e s t y , konkrétně V S L / V C L . S T R o d k a z u j e n a l i n e a r i t u 
průměrné c e s t y , konkrétně V S L / V A P . W O B s e týká o s c i l a c e skutečné dráhy k o l e m průměrné 
dráhy, vyjádřenéjako V A P / V C L . Tři p a r a m e t r y odrážející c h a r a k t e r i s t i k y kolísání spermií j s o u 
A L H , B C F a střední úhlový p o s u n ( M A D , stupně). A L H s e týká v e l i k o s t i laterálního posunutí 
hlavičky s p e r m i e k o l e m její průměrné dráhy, k t e r o u l z e vyjádřit j a k o m a x i m u m n e b o průměr 
takových posunů. T e c h n i c i pracující v laboratořích b y měli znát způsob vyjádření A L H p r o 
přístroj C A S A , který používali. Protože různé přístroje C A S A počítají A L H pomocí různých 
algoritmů, nemusí být h o d n o t y A L H m e z i systémy C A S A o b v y k l e srovnatelné. B C F označuje 
průměrnou r y c h l o s t , k t e r o u křivočará dráha protíná průměrnou dráhu, což j e užitečný p a r a m e t r 
hodnotící změny v kolísání bičíku spermií. Může s e však změnit pomocí F R v systému C A S A 
( O w e n & K a t z , 1 9 9 3 ) . 

( D a v i s e t a l . , 1 9 9 2 ) a n a l y z o v a l i 3 0 vzorků standardní manuální m e t o d o u , poté nahráli n a 
v i d e o a z n o v u a n a l y z o v a l i pomocí d v o u různých přístrojů C A S A (systém H T M , H a m i l t o n -
T h o r n R e s e a r c h , D a n v e r s a systém C T S , M o t i o n A n a l y s i s C o r p . , S a n t a R o s a ) . V z o r k y nahrané 
n a videozáznam b y l y analyzovány pomocí C A S A p r o 5 snímků n a k o n c e n t r a c i spermií ( C O N ) 
a p r o c e n t o m o t i l i t y ( M O T ) a p r o 1 5 snímků n a kinematické proměnné (přímá r y c h l o s t , V S L ; 
křivočará r y c h l o s t , V C L ; l i n e a r i t a , LESÍ; a a m p l i t u d a laterální posunutí h l a v y , A L H ) . Nastavení 
parametrů s t r o j e p r o o b a přístroje b y l o c o nejpřesněji sladěno. H o d n o t y C A S A b y l y porovnány 
m e z i s e b o u p r o všechna měření a s manuálními výsledky p r o počet spermií a p r o c e n t o 
pohyblivých spermií. Výsledky ukázaly, že: 1 ) Průměrné h o d n o t y H T M a C T S p r o C O N s e 
neliší o d manuálních měření p r o 5 - n e b o 15-snímkovou analýzu, a l e m e z i C T S a H T M j s o u 
vidět nepatrné rozdíly; 2 ) průměrné h o d n o t y M O T p r o 5-snímkovou analýzu j s o u vyšší než p r o 
15-snímkovou analýzu p r o o b a přístroje, a l e průměrné manuální měření p r o c e n t a m o t i l i t y j e 
m n o h e m vyšší než jakákoliv h o d n o t a C A S A ; 3 ) průměrné V S L a LESÍ j s o u mírně vyšší p r o 
H T M než C T S , a l e párové srovnání u k a z u j e vysoký stupeň s h o d y m e z i nástroji; a 4 ) střední 
h o d n o t y p r o V C L a A L H j s o u stejné p r o o b a přístroje a e x i s t u j e s h o d a p r o srovnání V C L ; 
párové srovnání A L H však o d h a l u j e významné rozdíly m e z i nástroji. 

Ruční hodnocení m o r f o l o g i e zůstává problematické kvůli lidské subjektivitě a také v l i v e m 
n e j e d n o t n o s t i využívané t e c h n i k y . T y t o diagnostické c h y b y ztěžují i n t e r p r e t a c i výsledků a 
m o h o u o v l i v n i t možnosti hledání řešení problému. Vývoj s o f t w a r u p r o a u t o m a t i z o v a n o u 
analýzu m o r f o l o g i e spermií ( A S M A ) p r o zpracování vzorků m o r f o l o g i e spermií má výhody 
o p r o t i manuální mikroskopické analýze, protože p o s k y t u j e rychlejší, kvantifikovatelná a přesná 
morfometrická měření. Hodnocení m o r f o l o g i e a m o r f o m e t r i e pomocí C A S A , v m i n u l o s t i také 
běžně označované j a k o počítačově podporovaná morfologická analýza spermií ( C A S M A ) , a l e 
nyní označované j a k o C A S A - M o r p h , j e složitý p r o c e s , a l e technologický vývoj v o b l a s t i 
zpracování o b r a z u a analytických nástrojů v současnosti umožňuje odvození morfometrických 
parametrů a přesné i objektivní určení t v a r u spermií ( H o r s t e t a l . , 2 0 1 8 ) . 
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Výkonnost přístrojů C A S A ovlivňuje m n o h o faktorů, např. příprava v z o r k u , počet snímků, 
k o n c e n t r a c e spermií a h l o u b k a počítací k o m o r y . Nicméně l z e získat spolehlivé a 
reprodukovatelné výsledky, p o k u d j s o u dodržovány vhodné p o s t u p y . Při použití C A S A k 
získání pohybových parametrů j e třeba s l e d o v a t s t o p y nejméně 2 0 0 pohyblivých spermií n a 
v z o r e k . P o k u d mají být s p e r m i e kategorizovány p o d l e t y p u p o h y b u , n e b o p o k u d s e plánují další 
analýzy v a r i a b i l i t y v rámci j e d n o h o v z o r k u , j e zapotřebí s l e d o v a t nejméně 2 0 0 , ideálně 4 0 0 
pohyblivých spermií. Počet analyzovaných spermií v každém v z o r k u b y měl být standardizován 

( " W H O l a b o r a t o r y manuál f o r t h e e x a m i n a t i o n a n d p r o c e s s i n g o f h u m a n s e m e n , " 2 0 1 0 ) . 
Počítače mají s c h o p n o s t r y c h l e spočítat s t o v k y spermií během několika s e k u n d a a n a l y z o v a t 
m o t i l i t u , k i n e m a t i k u , m o r f o m e t r i i , k o n c e n t r a c i a následně o p t i m a l i z o v a t počet a s p o l e h l i v o s t 
konečných vyprodukovaných inseminačních dávek ( V a l v e r d e e t a l . , 2 0 1 9 ) . J e v e l m i obtížné 
s t a n d a r d i z o v a t a k o n t r o l o v a t k v a l i t u systémů C A S A . I t a k j e možné předložit minimálně čtyři 
požadavky, které mají stávající systémy C A S A splňovat: 

1 . H l o u b k a k o m o r p r o počítání spermií připojených k systému C A S A b y měla být v e l m i 
přesná a měla b y být pravidelně testována. Použití nekvalifikovaných k o m o r j e 
nepřípustné 

2 . F r e k v e n c e b y měla d o s a h o v a t až 6 0 H z p r o analýzu k o n c e n t r a c e spermií, m o t i l i t y a 
obecné d y n a m i k y , a l e p r o analýzu k a p a c i t y spermií b y měla být alespoň 8 0 - 1 0 0 H z 

3 . Nastavení parametrů přístroje a prahových h o d n o t b y mělo být standardizováno, a b y 
b y l a zajištěna s r o v n a t e l n o s t výsledků m e z i přístroji C A S A 

4 . Míra zachycování ztrát a c h y b b y měla být c o nejnižší. P o k u d každý z e systému C A S A 
dokáže přesně l o k a l i z o v a t s p e r m i e v každém p o l i , s r o v n a t e l n o s t výsledků s e výrazně 
zlepší ( L u e t a l . , 2 0 1 4 ) . 

C A S A s e využívá p r o zlepšení hodnocení k v a l i t y spermií savců, hodnocení funkčnosti 
spermií a v l i v u různých chemických látek n e b o patologií n a s c h o p n o s t oplodnění spermií. J e 
zřejmé, že t e n t o systém s e významně v y v i n u l a v současné době j e lepší než m n o h o manuálních 
t e c h n i k v e výzkumu a klinickém prostředí ( H o r s t e t a l . , 2 0 1 8 ) . 

3.4.1 Příprava vzorku 

Z a prvé, v z o r k y s p e r m a t u p r o C A S A b y měly být řádně odebrány a správně připraveny. 
Alikvotní podíl rovnoměrně promíchaných vzorků s p e r m a t u j e umístěn d o k o m o r y p r o s p e r m a 
a j e předem analyzován systémem C A S A . P o k u d j e k o n c e n t r a c e spermií vysoká, j e třeba v z o r e k 
s p e r m a t u odstředit a zředit vlastní s e m e n n o u p l a z m o u , a b y b y l a k o n c e n t r a c e spermií nižší a 
poté s e z n o v u a n a l y z u j e ( L u e t a l . , 2 0 1 4 ) . Systém C A S A musí udržovat v z o r e k při teplotě o k o l o 
3 7 °C, protože ejakulát j e citlivý n a t e p l o t u . C h a r a k t e r i s t i k y m o t i l i t y a k o n c e n t r a c e spermií l z e 
h o d n o t i t v neředěném s p e r m a t u . P o h y b l i v o s t spermií l z e h o d n o t i t n a vzorcích s ideální 
koncentrací spermií ( " W H O l a b o r a t o r y manuál f o r t h e e x a m i n a t i o n a n d p r o c e s s i n g o f h u m a n 
s e m e n , " 2 0 1 0 ) . K o n c e n t r a c e spermií v e s p e r m a t u j e t y p i c k y v e l m i koncentrovaná u beranů ( > 
3 x 1 0 9 / m l ) , kozlů a býků ( > 2 x 1 0 9 / m l ) a méně koncentrovaná u hřebců ( > 6 x 1 0 8 / m l ) . 
Bohužel n e všechny h o d n o t y m o t i l i t y spermií různých p l e m e n j s o u srovnatelné kvůli m n o h a 
proměnným. Hlavními proměnnými j s o u rozdíly v médiích, různé v e l i k o s t i sklíček/komor, 
systémy C A S A s různými a l g o r i t m y , různé k a m e r y s různými rozlišeními a různými 
snímkovými f r e k v e n c e m i a m n o h o dalších aspektů. Kinematické p a r a m e t r y m e z i různými 
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p l e m e n y beranů a kozlů j s o u v e l m i podobné ( H o r s t , 2 0 2 0 ) . V e vzorcích s v y s o k o u koncentrací 
spermií může docházet k e srážkám s v y s o k o u frekvencí a j e pravděpodobné, že b u d o u 
způsobovat c h y b y . Takové v z o r k y b y měly být ředěny, nejlépe s p e r m a t i c k o u p l a z m o u n e b o 
vhodným ředidlem. V z o r k y l z e a n a l y z o v a t buď přímo n e b o z videozáznamu. Analýza 
videozáznamů umožňuje lepší s t a n d a r d i z a c i a zajištění k v a l i t y . Výrobce o b v y k l e doporučí 
potřebné nastavení osvětlení p r o maximální k o n t r a s t m e z i hlavičkami spermií a pozadím. 
Existují určité n e s h o d y ohledně d o b y , p o k t e r o u b y měly být s p e r m i e analyzovány, a l e p r o 
základní měření C A S A b y měla stačit minimálně 1 s e k u n d a ( " W H O l a b o r a t o r y manuál f o r t h e 
e x a m i n a t i o n a n d p r o c e s s i n g o f h u m a n s e m e n , " 2 0 1 0 ) . 

3.5 Průtoková cytometrie 

Průtoková c y t o m e t r i e j e t e c h n o l o g i e , která p o s k y t u j e r y c h l o u m u l t i p a r a m e t r i c k o u analýzu 
j ednotlivých buněk v r o z t o k u ( M c K i n n o n , 2 0 1 8 ) . C y t o m e t r j e sofistikovaný přístroj měřící více 
fyzikálních vlastností jedné buňky, například v e l i k o s t a z r n i t o s t ( A d a n e t a l . , 2 0 1 6 ) . Průtokové 
c y t o m e t r y využívají l a s e r y j a k o z d r o j e světla k p r o d u k c i signálů rozptýleného i fluorescenčního 
světla. T y j s o u čteny d e t e k t o r y , což j s o u především fotodiódy n e b o fotonásobiče. T y t o světelné 
signály j s o u převedeny n a elektronické signály, které j s o u analyzovány počítačem a zapsány d o 
datového s o u b o r u v e standardizovaném formátu ( . f c s ) . P o p u l a c e buněk m o h o u být analyzovány 
n a základě j e j i c h fluorescenčních c h a r a k t e r i s t i k n e b o c h a r a k t e r i s t i k r o z p t y l u světla. V 
průtokové c y t o m e t r i i s e používá řada fluorescenčních činidel. T y zahrnují fluorescenčně 
konjugované protilátky, b a r v i v a vázající nukleové k y s e l i n y , b a r v i v a p r o životaschopnost, 
iontová indikátorová b a r v i v a a fluorescenční expresní p r o t e i n y ( M c K i n n o n , 2 0 1 8 ) . T e n t o 
přístup dělá z průtokové c y t o m e t r i e mocný nástroj p r o detailní analýzu komplexních populací 
v krátkém časovém období ( A d a n e t a l . , 2 0 1 6 ) . M á využití v i m u n o l o g i i , molekulární b i o l o g i i , 
b a k t e r i o l o g i i , virológii, b i o l o g i i r a k o v i n y a monitorování infekčních c h o r o b . Z a posledních 3 0 
l e t z a z n a m e n a l a dramatický p o k r o k , který umožnil bezprecedentní p o d r o b n o s t i v e studiích 
imunitního systému a dalších oblastí buněčné b i o l o g i e ( M c K i n n o n , 2 0 1 8 ) . T e c h n o l o g i e F C M 
dosáhla úrovně vyspělosti, která umožňuje její zařazení n a s e z n a m dostupných a rutinních 
m e t o d využívaných v reprodukčních studií j a k u lidí, t a k i u zvířat (Spáno & E v e n s o n , 1 9 9 3 ) . 

3.5.1 Co je průtoková cytometrie? 

C y t o m e t r i e j e p r o c e s , při kterém s e měří fyzikální a / n e b o chemické v l a s t n o s t i jednotlivých 
buněk, případně dalších biologických n e b o nebiologických částic v přibližně stejné v e l i k o s t i . 
V průtokové c y t o m e t r i i s e měření provádějí, když buňky n e b o částice procházejí měřícím 
zařízením v tekutině. Buněčné n e b o průtokové třídění má n a s t a r o s t i průtokový c y t o m e t r . T e n 
používá elektrické a mechanické prostředky k odvádění a sběru buněk ( n e b o j iných malých 
částic) s naměřenými c h a r a k t e r i s t i k a m i , které spadají d o r o z s a h u h o d n o t , které s i sám zvolí 
uživatel. A n i buňky, a n i aparát n e j s o u s c h o p n y uvést d o p o h y b u samotný p r o c e s . Nezbytným 
kritickým p r v k e m j e p r o t o člověk, jehož cílem j e získat i n t e r p r e t a c i informací o v z o r k u buněk 
a v případě třídění j e e x t r a h o v a t z e v z o r k u . N a n e j základnej ší úrovni l z e c y t o m e t r považovat z a 
„černou skříňku" s buňkami j a k o v s t u p y a čísly j a k o výstupy. K d y výstupy zahrnují, j a k čísla, 
t a k samotné vytřízené buňky. Nicméně, zatímco některé moderní c y t o m e t r y m o h o u získat 
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požadované výsledky při p r o c e s u b e z d o z o r u , j e nutné p o d o t k n o u t , že většina aplikací 
c y t o m e t r i e vyžaduje určité porozumění a intelektuálni úsilí z e s t r a n y uživatele ( S h a p i r o , 2 0 0 5 ) . 

3.5.2 Historie 

6 0 . léta minulého století přinesly mimořádné s o u h r y událostí, které z a h r n o v a l y vývoj v 
o b l a s t i výpočetní t e c h n i k y a laserových zdrojů světla. S o b j e v e m t e c h n o l o g i e monoklonálních 
protilátek a specifických fluorochromů D N A s e také zvyšovala politická vůle b o j o v a t 
( a f i n a n c o v a t ) "válku p r o t i rakovině". V šedesátých a n a počátku sedmdesátých l e t 2 0 . století 
b y l j iž uznán význam P a p t e s t u 1 , a l e t a t o t e c h n i k a nebylaještě široce z a v e d e n a kvůli n e d o s t a t k u 
vyškolených cytotechnologů. Dřívější práce dávaly naději, že pracný screeningový p r o c e s n a 
sklíčku b y m o h l být p r o v e d e n pomocí automatického m i k r o s k o p u analyzujícího o b r a z , což b y 
zmírnilo n e d o s t a t e k kvalifikovaných cytotechnologů. Velké úsilí o vývoj takového přístroje 
v y v i n u l Národní onkologický ústav ( N a t i o n a l C a n c e r I n s t i t u t e ) v 7 0 . l e t e c h 2 0 . století. N a 
vývoji s e také spolupodílely některé t e c h n o l o g i c k y orientované soukromé společnosti, vláda a 
průmysl v J a p o n s k u a Evropě. První přístroje, a d o k o n c e i pozdější, lépe konstruované 
m i k r o s k o p y p r o skenování buněk a analýzu o b r a z u však b y l y v e l m i pomalé a trpěly řadou t e h d y 
nepřekonatelných fyzikálních omezení. Laserové z d r o j e světla ještě n e b y l y v y v i n u t y , 
počítačové systémy analýzy d a t b y l y příliš pomalé p r o obrovské množství d a t , které b y l o třeba 
a n a l y z o v a t z každého o b r a z u buněk, a konvenčně připravené preparáty p o s k y t o v a l y matoucí 
o b r a z překrývajících s e buněk. Průtoková c y t o m e t r i e m o h l a překonat alespoň některé z těchto 
problémů globálním měřením omezeného počtu klíčových znaků n a každé buňce a rychlostí 
měření v řádu s t o v e k buněk z a s e k u n d u . První p o k u s o počítání n e b o měření buněk proudících 
v s u s p e n z i j e obecně připisován M o l d v a n o v i ( M e l a m e d , 2 0 0 1 ) . M o l d v a n s e v r o c e 1 9 3 4 poprvé 
p o k u s i l změřit buňky v s u s p e n z i . Použili f o t o e l e k t r i c k o u m e t o d u k i d e n t i f i k a c i buněk 
suspendovaných v e vodě ( D e y , 2 0 2 1 ) . První praktický, k l i n i c k y úspěšný přístroj p r o počítání 
( a později i p r o analýzu) krevních buněk v s u s p e n z i n a v r h l a přihlásil k patentování W a l t e r 
C o u l t e r v r o c e 1 9 4 9 ( M e l a m e d , 2 0 0 1 ) . C o r n w e l l a D a v i d s o n v y v i n u l i vylepšenou v e r z i přístroje 
v r o c e 1 9 5 0 pomocí buněk zbarvených t r y p a n o v o u modří. Buňky však b y l y často agregovány 
a u c p a l y kapiláru. C r o s l a n d - T a y l o r překonal ucpání pomalým vstřikováním p r o u d u v z o r k u d o 
středu rychlejšího p r o u d u t e k u t i n y procházejícího stejným směrem s k r z t r u b k u ( D e y , 2 0 2 1 ) . V 
6 0 . l e t e c h 2 0 . století L o u i s K a m e n t s k y n a v r h l a s e s t r o j i l první multiparametrový průtokový 
c y t o m e t r . T e n t o přístroj, původně určený k i d e n t i f i k a c i nádorových buněk v děložních 
cytologických vzorcích, měřil současně o b s a h D N A a celkového p r o t e i n u v jedné buňce, a t o 
rychlostí až tisíc buněk z a s e k u n d u ( M e l a m e d , 2 0 0 1 ) . Všechny moderní průtokové c y t o m e t r y 
přijaly t e n t o základní p r i n c i p laminárního proudění. První průtokové c y t o m e t r y měly křemenný 
průtokový kanál v e t v a r u motýlka, který b y l v osvětlen úzce zaostřeným rtuťovým o b l o u k e m 
n e b o halogenovým světelným p a p r s k e m s excitačními vlnovými délkami v U V i viditelném 
s p e k t r u . Průtokový kanál b y l umístěn n a s t o l k u běžného výzkumného m i k r o s k o p u . A b s o r p c e 

1 Stěr onkologické c y t o l o g i e n e b o l i P a p stěr j e bezbolestné vyšetření, při kterém se vyhledávají známky r a k o v i n y 
děložního čípku a také buňky, které b y se m o h l y n a rakovinové změnit ( " T h i n P r e p P a p tes t | Vyšetření | 
G y n H e l p , " n . d . ) . 
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světla v požadovaných vlnových délkách a r o z p t y l světla b y l y měřeny filtrovanými 
fotonásobiči a s e n z o r y r o z p t y l u . 

Ačkoli cíl v y v i n o u t přístroj, který b y m o h l vyšetřovat P a p t e s t y a n a h r a d i t c y t o t e c h n o l o g a , 
n e b y l n i k d y realizován, vyvinuté přístroje průtokové c y t o m e t r i e měly m n o h e m širší a m n o h e m 
větší d o p a d n a b i o l o g i i a medicínu, než s e k d y předpokládalo ( M e l a m e d , 2 0 0 1 ) . C u r b e l o a k o l . 
v B l o c k E n g i n e e r i n g , C a m b r i d g e , M a s s a c h u s e t t s , n a v r h l i průtokový c y t o m e t r s laserovým 
excitačním p a p r s k e m o více vlnových délkách. T e n t o s t r o j b y l s c h o p e n z a z n a m e n a t o s m 
optických měření jedné buňky. Následně s k u p i n a v y v i n u l a multiparametrový průtokový 
c y t o m e t r s více z d r o j i l a s e r u ( D e y , 2 0 2 1 ) . 

Průtoková c y t o m e t r i e s e z a posledních 6 0 l e t v y v i n u l a z jednoparametrových přístrojů, 
které d e t e k o v a l y p o u z e v e l i k o s t buněk, až p o v y s o c e sofistikované přístroje schopné d e t e k o v a t 
1 3 parametrů současně ( M a c e y , 2 0 0 7 ) . V současné době j e obtížné najít j e d i n o u k l i n i c k o u n e b o 
biomedicínskou laboratoř, která b y t u t o t e c h n o l o g i i nevyužívala. V 8 0 . a 9 0 . l e t e c h 2 0 . století 
došlo k dramatickému p o k r o k u , který j e důsledkem zdokonalení přístrojového vybavení. Došlo 
k zvýšení přesnosti měření a počtu současně měřitelných parametrů, včetně n e j novější 
k o m b i n a c e průtokové c y t o m e t r i e s o b r a z o v o u cytometrií, zároveň b y l y objevené nové 
protilátky a další s o n d y buněčných složek s novými t e c h n i k a m i měření různých vlastností 
buněk a buněčných funkcí, t o vše přímo souvisí s aplikací přístroje v klinické a výzkumné 
p r a x i . P o k r o k v každé z těchto oblastí závisí n a ostatních a ovlivňuje j e ( M e l a m e d , 2 0 0 1 ) . 
V r o c e 2 0 0 3 b y l y z a v e d e n y vysokorychlostní třídiče využívající digitální t e c h n o l o g i i ( M a c e y , 
2 0 0 7 ) . 

3.5.3 Základní principy průtokové cytometrie 

P o p i s průtokové c y t o m e t r i e z a h r n u j e k o m b i n a c i několika disciplín: e l e k t r o n i k y , výpočetní 
analýzy d a t , o p t i k y a f l u i d i k y (proudění v p r o u d u k a p a l i n y ) ( G i v a n , 2 0 0 1 ) . Průtokové c y t o m e t r y 
j s o u multiparametrové, zaznamenávají několik měření n a každé buňce; p r o t o j e možné v rámci 
heterogenní p o p u l a c e i d e n t i f i k o v a t homogenní s u b p o p u l a c i . T o t o j e j e d n a z n e j užitečnějších 
vlastností a činí j i vhodnějšími před j inými přístroji, j a k o j s o u třeba s p e k t r o f l u o r i m e t r y , v e 
kterých j s o u měření založena n a analýze celé p o p u l a c e . Většina komerčních průtokových 
cytometrů má k a p a c i t u provádět pět n e b o více současných měření n a každé buňce, a l e některé 
specializované výzkumné přístroje mají podstatně větší k a p a c i t u a pomocí tří laserů j e možné 
a n a l y z o v a t až 1 1 parametrů. 

Typický průtokový c y t o m e t r s e skládá z e tří funkčních j e d n o t e k : j e d e n či více zdrojů 
laserového světla a snímací systém, který o b s a h u j e vzorek/průtokovou k o m o r u a o p t i c k o u 
s e s t a v u ; hydraulický systém, který řídí průchod buněk snímacím systémem a počítačový 
systém, který shromažďuje d a t a p l u s provádí analytické p o s t u p y n a elektrických signálech 
přenášených z e snímacího systému ( M a c e y , 2 0 0 7 ) 

Základní p r i n c i p y průtokové c y t o m e t r i e j s o u následující: 
• Jednotlivé disociované buňky v kapalném médiu. 
• Buňky j s o u o b a r v e n y jedním n e b o více f l u o r o c h r o m y označenými m a r k e t y . 
• Laserový p a p r s e k světla dopadá n a jednotlivé buňky. 
• Buňky označené fluorochromovým b a r v i v e m absorbují f o t o n y světla a emitují 
f l u o r e s c e n c i . 
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• Dopředně světlo s e r o z p t y l u j e a emitovaná f l u o r e s c e n c e z jednotlivých buněk 
j e detekována vícenásobnými fotonásobiči. 
• Elektronický i m p u l s j e převeden n a elektrický p r o u d a poté převeden n a digitální 
d a t a (analogová n a digitální) a j e zaznamenán počítačem. 
• Počítač i n t e r p r e t u j e zaznamenaná d a t a ( D e y , 2 0 2 1 ) . 

3 . 5 . 3 . 1 O světí ení části c e 

Ačkoli některé průtokové c y t o m e t r y stále používají obloukové l a m p y ( a j e j i c h výhodou j e 
f l e x i b i l i t a vlnové délky osvětlení), většina současných přístrojů vyžaduje j a k o z d r o j osvětlení 
l a s e r ( G i v a n , 2 0 0 1 ) . Nejběžnější l a s e r y používané v průtokové c y t o m e t r i i j s o u argonové l a s e r y , 
které produkují světlo o vlnových délkách 3 5 1 až 5 2 8 n m . M e z i další používané l a s e r y patří 
U V l a s e r y , které produkují světlo m e z i 3 2 5 a 3 6 3 n m ; kryptonové l a s e r y , které produkují světlo 
m e z i 3 5 0 a 7 9 9 n m ; helium-neonové l a s e r y , které produkují světlo při 5 4 3 , 5 9 4 , 6 1 1 a 6 3 3 n m ; 
a helium-kadmiové l a s e r y , které produkují světlo při 3 2 5 a 4 4 1 n m ( M a c e y , 2 0 0 7 ) . Důvodem 
p r o použití laserů j e j e j i c h s c h o p n o s t p o s k y t o v a t intenzivní osvětlení, které l z e zaměřit d o 
malého b o d u (analytický b o d ) . Částice v p r o u d u k a p a l i n y s e m o h o u tímto analytickým b o d e m 
p o h y b o v a t r y c h l e , a l e během krátké d o b y v laserovém p a p r s k u j s o u dostatečně osvětleny, a b y 
s e vytvořila f l u o r e s c e n c e n e b o rozptýlené světlo detekovatelné i n t e n z i t y ( G i v a n , 2 0 0 1 ) . R o z p t y l 
světla a f l u o r e s c e n c e s e měří p r o každou j e d n o t l i v o u částici, která p r o j d e z d r o j e m e x c i t a c e 
( R a d c l i f f & J a r o s z e s k i , 1 9 9 8 ) . Světlo j e rozptýleno v e všech směrech a rozptýlení v malých 
úhlech (0,5-10°) o d o s y j e úměrné druhé mocnině poloměru k o u l e . P r o měření f l u o r e s c e n c e a 
r o z p t y l u světla l z e použít v o d o u chlazené laserové z d r o j e s výstupním výkonem v r o z s a h u 5 0 
m W - 5 W . V z d u c h e m chlazené l a s e r y mají maximální výkon 1 0 0 m W a nyní s e častěji 
používají společně s laserovými d i o d a m i v komerčních přístrojích ( M a c e y , 2 0 0 7 ) . 

Jedním z klíčů k porozumění j e správné pochopení principů imunofluorescenčních t e c h n i k , 
protože t y s e používají téměř v e všech t e s t e c h průtokové c y t o m e t r i e . I m u n o f l u o r e s c e n c e j e 
t e c h n i k a , která umožňuje v i z u a l i z a c i buněčných rysů n e b o s t r u k t u r j e j i c h spojením s 
m o l e k u l o u , která e m i t u j e světlo, když j e stimulována světlem o samostatné vlnové délce 
( M c C o y , 2 0 0 2 ) . J e t o zároveň biologický t e s t kombinující použití protilátek a fluorescenčních 
m o l e k u l p r o d e t e k c i specifických cílů v buňkách a tkáních. T a t o t e c h n i k a j e v e l m i citlivá a 
všestranná a nachází četné uplatnění v o b l a s t i i m u n o l o g i e , buněčné m o r f o l o g i e , g e n e t i k y , 
d i a g n o s t i k y a h i s t o p a t o l o g i e ( F r i t s c h y & Hártig, 2 0 0 1 ) . Buňky n e b o částice s e připravují j a k o 
jednobuněčné s u s p e n z e p r o průtokovou c y t o m e t r i c k o u analýzu. Díky t o m u m o h o u protékat 
jednotlivě v p r o u d u k a p a l i n y k o l e m laserového p a p r s k u . Když laserový p a p r s e k dopadá n a 
jednotlivé buňky, dochází k e dvěma typům fyzikálních jevů, které poskytují i n f o r m a c e o 
buňkách. Z a prvé dochází k r o z p t y l u světla, který přímo souvisí s e strukturálními a 
morfologickými v l a s t n o s t m i buněk. Z a druhé dochází k f l u o r e s c e n c i , p o k u d j s o u buňky 
připojeny k fluorescenční sondě ( G i v a n , 2 0 0 1 ) . P r o přesné měření optických vlastností buněk 
musí buňky projít rovnoměrně jasným středem zaostřených laserových paprsků. O p t i k a p r o 
sběr svět la je zaměřena n a průsečík buněk s laserovými p a p r s k y , a b y z a c h y t i l a f l u o r e s c e n c i a 
rozptýlené světlo z buněk. V e snímací zóně průtokového c y t o m e t r u s e provádějí měření 
parametrů buněk. U buněčných třídičů t y p u s t r e a m - i n - a i r j e snímací zóna umístěna a s i 0 , 3 m m 
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p o d špičkou t r y s k y , u j iných cytometrů j e umístěna uvnitř k y v e t y ( C o s s a r i z z a e t a l . , 2 0 1 9 ) . 
Buňky m o h o u být značeny protilátkami spojenými s f l u o r o c h r o m e m n e b o o b a r v e n y 
fluorescenčními membránovými, cytoplazmatickými n e b o jadernými b a r v i v y . T a k může být 
usnadněna d i f e r e n c i a c e buněčných typů, přítomnost membránových r e c e p t o r u a antigénu, 
membránový potenciál, p H , enzymová a k t i v i t a a o b s a h D N A ( M a c e y , 2 0 0 7 ) . Fluorescenční 
s o n d y j s o u o b v y k l e monoklonální protilátky, které b y l y navázány s f l u o r o c h r o m y ; m o h o u t o 
být také fluorescenční b a r v i v a / r e a g e n c i e , které n e j s o u konjugovány s protilátkami. 
Fluorescenční s o n d y reagují s buňkami n e b o částicemi ( G i v a n , 2 0 0 1 ) . 

F l u o r e s c e n c e j e excitována, když buňky procházejí laserovým excitačním p a p r s k e m , a t a t o 
f l u o r e s c e n c e j e sbírána o p t i k o u v pravém úhlu k dopadajícímu p a p r s k u . Bariérový filtr b l o k u j e 
laserové excitační osvětlení, zatímco dichroická z r c a d l a a příslušné filtry slouží k výběru 
požadovaných vlnových délek fluorescence p r o měření. F o t o n y světla dopadající n a d e t e k t o r y 
j s o u převáděny pomocí fotonásobičů n a elektrický i m p u l s a t e n t o signál j e zpracováván 
analogově-digitálním převodníkem, který mění elektrický i m p u l s n a numerický signál. 
Množství a i n t e n z i t a fluorescence j s o u zaznamenávány počítačem a zobrazovány n a vizuální 
zobrazovací j e d n o t c e j a k o frekvenční rozdělení, které může být jednoparametrové, 
dvouparametrový n e b o víceparametrové. Částice j s o u analyzovány jednotlivě, a l e 
interpretovány společně. Souhrnný obrázek j e znázorněn j a k o h i s t o g r a m . Jednoparametrové 
h i s t o g r a m y o b v y k l e poskytují i n f o r m a c e o intenzitě fluorescence a počtu buněk dané 
fluorescence, takže slabě fluoreskující buňky j s o u odlišeny o d těch, které j s o u silně 
fluoreskující. Dvouparametrové h i s t o g r a m y dopředného úhlu r o z p t y l u a 90° r o z p t y l u světla 
(90° L S ) umožňují i d e n t i f i k a c i různých typů buněk v preparátu n a základě v e l i k o s t i a 
g r a n u l a r i t y . Pravý úhel a boční r o z p t y l j s o u alternativní názvy p r o 90° L S ( M a c e y , 2 0 0 7 ) . 

3 . 5 . 3 . 2 Fluidní systém 

Název „průtokový c y t o m e t r " j e o d v o z e n o d „toku" buněk. Primárním cílem fluidního 
systému j e udržovat stabilní t o k buněk jedné p o druhé, aniž b y docházelo k jakékoli t u r b u l e n c i 
v místě zásahu l a s e r u ( D e y , 2 0 2 1 ) . Jedním účelem fluidního systému j e p o h y b o v a t buňkami 
j e d n u p o druhé přesně s k r z snímací o b l a s t v p r o u d u k a p a l i n y takovým způsobem, že každá 
buňka j e osvětlena stejným množstvím světla z laserů. V c y t o m e t r e c h s třídicími s c h o p n o s t m i 
musí fluidní systém z a j i s t i t stabilní oddělování malých kapiček o d p r o u d u k a p a l i n y , k d y k a p k y 
obsahují buňky určené k vytřízení. Buňky j s o u nabíjeny a vychylovány v elektrickém 
p o l i ( C o s s a r i z z a e t a l . , 2 0 1 9 ) . Koaxiální p o v a h a p r o u d u buněk s e používá k udržení stálého t o k u 
buněk v bodě s t y k u s l a s e r e m . „Koaxiální p r o u d " znamená d v a p r o u d y t e k u t i n y , j e d e n vnější a 
druhý vnitřní. Vnější t e k u t i n a slouží j a k o p r o u d t e k u t i n y obklopující vnitřní v z o r e k obsahující 
buňky. T e k u t i n a vnějšího pláště t e d y snižuje jakékoli t u r b u l e n c e . T l a k v tekutině s e v z o r k e m j e 
vždy udržován m n o h e m vyšší než v e vnější tekutině. Takže vysoký t l a k , rozdíly v hustotě a 
r y c h l o s t i t e k u t i n y s e v z o r k e m j s o u zodpovědné z a zabránění smíchání d v o u proudů. Koaxiální 
proudění pomáhá při rovnoměrném osvětlení buněk laserovým p a p r s k e m . J e také známé j a k o 
hydrodynamické zaostřování. R y c h l o s t t o k u k y v e t l z e ovlivňovat změnou t l a k u v z d u c h u v 
průtokové komoře. P o k u d j e t l a k v z o r k u nižší, p a k s e průtok k y v e t v průtokové komoře sníží. 
Snížený t l a k v z o r k u zužuje p a p r s e k ( D e y , 2 0 2 1 ) . 
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3 . 5 . 3 . 3 Počítačový systém 

Každá jednotlivá událost v průtokovém c y t o m e t r u j e digitalizována analogově digitální 
konverzí. Každé události j e přiděleno číslo kanálu a j e vygenerována číselná h o d n o t a p r o výšku, 
šířku p u l z u a t d . Číslo kanálu s e přenese d o počítače a zaznamená s e p r o analýzu. Když kapičky 
p r o j d o u b o d e m laserového dotazování, analyzují s e fluorescenční d a t a . P o d l e nastavených 
kritérií j s o u vyhodnocovány jednotlivé k a p k y okamžitě destičkou nabíjecí e l e k t r o d y . Nabité 
k a p k y j s o u p a k vychylovány pomocí vychylovací d e s k y . Kladně nabitá k a p k a j d e směrem k 
záporně nabité d e s c e a záporně nabité k a p k y j s o u vychylovány směrem k e kladně nabitým 
deskám. Tím j s o u buňky, které j s o u předmětem zájmu, odděleny o d hlavního p r o u d u t o k u . 

Výroba h i s t o g r a m u s e opírá o měření pulzů dané h o d n o t y a j e j i c h přiřazení k e kanálům, 
které představují různé napěťové úrovně. T e n t o t y p analýzy s e nazývá „pulzní zpracování". 
Pokaždé, když i m p u l z s p a d n e d o j e d n o h o z těchto kanálů, čítač zvýší kanál. P r o c e s počítání 
každého p u l z u v příslušném kanálu j e známý j a k o A - t o - D k o n v e r z e . Většina systémů má 2 5 6 
n e b o 1 0 2 4 kanálů p r o h i s t o g r a m y s jedním p a r a m e t r e m a m o h o u být generovány n a základě 
f l u o r e s c e n c e , F A L S n e b o 90° L S . P u l s y m o h o u být zesilovány lineárním n e b o logaritmickým 
způsobem. G r a f může z a h r n o v a t všechny i m p u l s y , malé p u l s y b u d o u rozloženy d o více kanálů 
a větší p u l s y d o menšího počtu kanálů. Tímto způsobem j s o u všechny p u l s y přeneseny n a 
s t u p n i c i h i s t o g r a m u ( M a c e y , 2 0 0 7 ) . 

3.5.4 Úkoly a techniky cytometrie 

Kořeny průtokové c y t o m e t r i e l z e v y s l e d o v a t až k inovacím n a počátek dvacátého století, 
široké využití začalo v sedmdesátých l e t e c h 2 0 . století s e zavedením prvních komerčně 
dostupných cytometrů ( M c C o y , 2 0 0 2 ) . O d d o b v a n L e e u w e n h o e k a a H o o k a d o p o l o v i n y 2 0 . 
století s e soustředíme n a otázky: 

1 ) z d a b y l y v e v z o r k u přítomny buňky 
2 ) k o l i k j i c h t a m b y l o 
3 ) j aké d r u h y buněk b y l y z a s t o u p e n y 
4 ) jaké m o h o u být j e j i c h funkční v l a s t n o s t i 

Odpovědi s e h l e d a l y z a p o m o c i mikroskopického o b r a z u . Stejné úkoly však zůstávají v dnešní 
době p r o moderní c y t o m e t r i i . 

Přestože elektrické a akustické v l a s t n o s t i p l u s e m i s e jaderného záření z jednotlivých buněk 
l z e měřit, j s o u optická měření v c y t o m e t r i i nejběžnější ( S h a p i r o , 2 0 0 5 ) . J e mocným nástrojem 
p r o zkoumání f e n o t y p u a vlastností buněk ( M a c e y , 2 0 0 7 ) . Můžeme říct, že typickým 
c y t o m e t r e m j e t e d y speciální m i k r o s k o p ; stupeň p o d o b n o s t i j e dán požadavky n a měření, která 
mají být p r o v e d e n a . T y j s o u z a s e diktovány tím, c o uživatel potřebuje vědět o v z o r k u . V 
úspěšných aplikacích cytometrických pokusů s e využívá e l e k t r o o p t i k a , e l e k t r o n i k a a počítače 
( S h a p i r o , 2 0 0 5 ) . 

Průtoková c y t o m e t r i e j e zvláště důležitá p r o biologická zkoumání, protože umožňuje 
kvalitativní a kvantitativní zkoumání celých buněk, které b y l y označeny širokou škálou 
komerčně dostupných činidel ( G i v a n , 2 0 0 1 ) . V současné době s e používá k získání počtu 
pomocných T lymfocytů potřebných k e sledování průběhu a léčby i n f e k c e H I V a k e stanovení 
o b s a h u D N A v buňkách, která může p o m o c i při hodnocení prognózy a stanovení léčby u 
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pacientů s r a k o v i n o u p r s u a j inými maligními onemocněními. T a t o t e c h n o l o g i e b y l a také 
použita k vyhodnocení v h o d n o s t i orgánů p r o t r a n s p l a n t a c i , k i z o l a c i lidských chromozomů p r o 
genetické výzkumy, k oddělení spermií nesoucích X - a Y - c h r o m o z o m y p r o s e l e k c i pohlaví při 
c h o v u zvířat a i n v i t r o f e r t i l i z a c i u lidí, k i d e n t i f i k a c i hematopoetické kmenové buňky a 
p o m o h l a o d h a l i t několik široce rozšířených, a l e dříve neznámých rodů mořských 
mikroorganismů(Melamed, 2 0 0 1 ) . 

3.5.5 Příprava vzorků a sběr dat v průtokové cytometrii 

Rozhodující součástí p o s t u p u j e řádná příprava v z o r k u . Optimálního výsledku z průtokové 
c y t o m e t r i e j e dosaženo p o u z e v adekvátně připraveném v z o r k u . 
Základní cíle přípravy: 

1 . Zhotovení jednobuněčného preparátu. 
2 . S u s p e n d o v a t buňky v e vhodném médiu, které j e o b v y k l e izotonické a má p H 7 , 3 . 
3 . Mít v přípravku dostatečné množství buněk, o b v y k l e v k o n c e n t r a c i 1 0 5 buněk n a m l . 
4 . Označit požadované buňky vhodným fluorochromovým b a r v i v e m n e b o o b a r v i t jádra 
fluorochromovým b a r v i v e m p r o D N A průtokovou c y t o m e t r i i . 

Příprava jednotlivých buněk j e jedním z n e j kritičtějších kroků průtokové c y t o m e t r i e . 
P o k u d n e j s o u buňky adekvátně disociovány, není možné získat d a t a . Buněčné s p o j e m o h o u být 
narušeny z a p o m o c i enzymů. E n z y m y j s o u citlivé n a t e p l o t u a při nižší teplotě nemusí f u n g o v a t . 
Běžně používané e n z y m y p r o buněčnou d i s o c i a c i j s o u t r y p s i n a p a p a i n . O b v y k l e stačí 1 až 2 
h o d i n y i n k u b a c e e n z y m u k vytvoření jednobuněčného přípravku. Enzymatická m e t o d a j e 
nevhodná p r o i m u n o f e n o t y p i z a c i . V p o s t u p u F C M j e třeba p a m a t o v a t n a následující b o d y : 
zpracování čerstvého v z o r k u vždy p o s k y t u j e lepší výsledky než zmrazený v z o r e k ; o b j e m a 
k o n c e n t r a c e primární protilátky b y měly být vždy předem titrovány; správný výběr protilátky 
značené f l u o r o c h r o m e m j e nezbytný v případě vícebarevného F C M ( D e y , 2 0 2 1 ) . 

3.5.6 Průtoková cytometrie v reprodukční biologii 

S t u d i e s p e r m a t o g e n e z e b y l y podpořeny potřebou rychlého, citlivého, objektivního a 
multiparametrického měření reprodukčních účinků, zároveň b y l o potřeba hodnocení fertilního 
potenciálu lidských a zvířecích spermií s p o l u s i d e n t i f i k a c i subpopulací zárodečných buněk, 
které procházejí proliferačními i maturačními p r o c e s y z a normálních i narušených podmínek. 
Významná zlepšení b y l a z a v e d e n a z a účelem zkoumání diferenciační dráhy spermatogenního 
k o m p l e x u a zjevné u n i f o r m i t y zralých spermií. F C M b y l a použita k měření buněk v a r l a t a 
spermií u různých druhů, včetně člověka. Konečnými b o d y zvažovanými v toxikologických 
studiích j s o u : změněné poměry zárodečných buněk v a r l a t , o b s a h D N A a R N A , zvýšení 
k o e f i c i e n t u v a r i a c e , i n d u k c e diploidních prodloužených s p e r m a t i d a diploidních spermií, 
změněná jaderná m o r f o l o g i e , životaschopnost spermií, mitochondriální f u n k c e a s t r u k t u r a 
c h r o m a t i n u s p e r m a t u . Přesná měření o b s a h u D N A umožňuje p o d r o b n o u analýzu p r o určení 
podílu spermií nesoucích c h r o m o z o m X a Y a třídění těchto subpopulací p r o určení 
pohlaví(Spano & E v e n s o n , 1 9 9 3 ) . 

D l e (Martínez-Pastor e t a l . , 2 0 1 0 ) patří m e z i n e j oblíbenější b a r v i v a značící 
životaschopnost membránově nepropustné s o n d y p r o p i d i u m j o d i d ( P I ) a e t h i d i u m h o m o d i m e r 
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( E H ) . S n a d n o s e používají, j s o u rychlé a l z e j e e x c i t o v a t l a s e r e m o vlnové délce 4 8 8 n m , který 
j e součástí většiny cytometrů. T a t o b a r v i v a vstupují d o buněk s porušenou p l a z m a l e m o u a p o 
navázání n a nukleové k y s e l i n y emitují červenou f l u o r e s c e n c i ( P I : 6 3 6 n m ; E H : 6 1 7 n m ) . Jiné 
s o n d y v i a b i l i t y emitují z e l e n o u fluorescenci při v s t u p u d o metabolický aktivních buněk (např. 
k a r b o x y f l u o r e s c e i n diacetát). K o m b i n a c e P I a s o n d y vázající nukleové k y s e l i n y S Y B R - 1 4 j e 
pravděpodobně n e j používanější. S Y B R - 1 4 j e propustná p r o membrány a barví všechny 
hlavičky spermií zeleně. Když P I p r o n i k n e d o spermií s poškozenou membránou ( P M ) , vytěsní 
n e b o z h a s n e fluorescenci S Y B R - 1 4 . 

Akrozomální s t a v b y l h o d n o c e n pomocí s o n d , které rozpoznávají cíle uvnitř a k r o z o m u , a 
p r o t o označují t y s p e r m i e s poškozenými n e b o zreagovanými a k r o z o m y ( P A ) . L e k t i n y , které s e 
vážou n a glykosidické z b y t k y v různých částech akrozomální membrány, b y l y použity u široké 
řady druhů. P i s u m s a t i v u m a g l u t i n i n ( P S A ) a A r a c h i s h y p o g a e a a g l u t i n i n ( P N A ) b y l y 
n e j používanějšími l e k t i n y kvůli j e j i c h specifičnosti. P N A p o s k y t u j e n e j větší c i t l i v o s t a s p e c i f i t u 
při rozlišování akrozomů. S p e r m i e značené l e k t i n e m n e b o protilátkou m o h o u být fixovány, což 
v případě potřeby umožňuje pozdější analýzu. Akrozomální s o n d y j s o u obecně konjugovány s e 
zeleným fluorochrom fluorescein isothiokyanátem ( F I T C ) a kombinovány s životaschopnými 
b a r v i v y P I n e b o E H . V t o m t o případě p a k mužem rozlišovat buňky s poškozenou p l a z m a t i c k o u 
membránou a současně i poškozeným a k r o z o m e m ( P M A ) (Martínez-Pastor e t a l . , 2 0 1 0 ; T a o e t 
a l . , 1 9 9 3 ) . 

M i t o c h o n d r i e j s o u hlavní o r g a n e l o u s klíčovou rolí v e f u n k c i spermií z a fyziologických 
i biotechnologických podmínek ( F . J . P e f i a e t a l . , 2 0 0 9 ) . B a r v i v a M i t o T r a c k e r ® ( I n v i t r o g e n , 
L i f e T e c h n o l o g i e s , C a r l s b a d , K a l i f o r n i e , U S A ) j s o u b a r v i v a , která akumulují a barví aktivní 
m i t o c h o n d r i e . Výhodou j e , že j s o u v y s o c e specifické, dostupné v širokém r o z s a h u emisní 
fluorescence a několik z n i c h j e fixovatelných, což umožňuje k o m b i n a c i s e s o n d a m i 
vyžadujícími fixaci (např. protilátky) n e b o n a j d o u využití při pozdější analýze (Martínez-Pastor 
e t a l . , 2 0 1 0 ) . 

( F e r n a n d o J . P e f i a , 2 0 0 7 ) uvádí, že u spermií b y l y detekovány změny podobné apoptóze 
a použití F C M v e l m i p o m o h l o jejímu s t u d i u . Jedním z časných kroků apoptózy j e t r a n s l o k a c e 
f o s f a t i d y l s e r i n u z vnitřní v r s t v y plazmatické membrány n a vnější, což l z e d e t e k o v a t značením 
a n e x i n e m V . T e n t o m a r k e r , konjugovaný s F I T C , b y l analyzován průtokovou cytometrií k 
d e t e k c i j emných membránových změn souvisejících s e zpracováním spermií. V současné době 
j e a n e x i n V dostupný konjugovaný s širokou škálou fluorochromů, což umožňuje j e h o 
k o m b i n a c i s širší škálou sond(Martínez-Pastor e t a l . , 2 0 1 0 ) . 

T e s t S p e r m C h r o m a t i n S t r u c t u r e A s s a y ( S C S A ) slouží j a k o nástroj p r o měření k l i n i c k y 
důležitých vlastností i n t e g r i t y jaderného c h r o m a t i n u s p e r m a t u . T e s t využívá metachromatické 
v l a s t n o s t i akridinové oranže ( A O ) , D N A s o n d y a principů průtokové c y t o m e t r i e . Poškozený 
c h r o m a t i n spermií může zhoršit oplozovací s c h o p n o s t spermií, snížit úspěšnost oplodnění i n 
v i t r o n e b o i n s e m i n a c e , způsobit p o t r a t n e b o a b n o r m a l i t y p l o d u , a d o k o n c e snížit 
životaschopnost potomků. A O j e metachromatický fluorochrom, který s e s n a d n o vkládá d o 
D N A . Při spojení s dvouvláknovou D N A ( d s D N A ) fluoreskuje zeleně, zatímco při spojení s 
jednovláknovou D N A ( s s D N A ) fluoreskuje červeně ( E v e n s o n & J o s t , 2 0 0 0 ; Martínez-Pastor e t 
a l . , 2 0 1 0 ) . 

( G i l l a n e t a l . , 2 0 0 5 ) v e shrnutí uvádí, že většina laboratorních m e t o d používaných k 
hodnocení k v a l i t y s p e r m a t u příliš n e k o r e l u j e s fertilizační k a p a c i t o u . O b j e v různých 
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fluorochromů a sloučenin konjugovaných s fluorescenčními s o n d a m i umožnil širší analýzu 
vlastností spermií a v e spojení s průtokovým c y t o m e t r e m umožnil hodnocení velkého počtu 
spermií. L z e h o d n o t i t řadu c h a r a k t e r i s t i k i n t e g r i t y , životaschopnosti a f u n k c e spermií. S t a v 
D N A spermií b y l s t a n o v e n pomocí metachromatických vlastností akridinové oranže ( A O ) . 
Barvení A O , p o k u d s e použije v t e s t u chromatinové s t r u k t u r y spermií (SCSA®), k o r e l u j e s 
plodností u řady druhů. F r a g m e n t a c i D N A l z e také h o d n o t i t pomocí t e s t u T U N E L ( t r a n s f e r a s e -
m e d i a t e d d U T P n i c k - e n d l a b e l i n g ) , který i d e n t i f i k u j e z l o m y řetězce D N A pomocí značení 
volných 3 ' - O H konců modifikovanými n u k l e o t i d y . S t a v a k r o z o m u s p e r m i e l z e určit pomocí 
fluorescenčně značených lektinů a fluorescenční acidotropní s o n d y L y s o T r a c k e r G r e e n D N D -
2 6 . S t a v k a p a c i t a c e b y l pozorován prostřednictvím změn zprostředkovaných vápníkem pomocí 
c h l o r t e t r a c y k l i n u ( C T C ) n e b o změnami v e fluiditě membrány sledovanými v a z b o u 
fluorescenční amfifilní s o n d y , M e r o c y a n i n u 5 4 0 . Fluorescenčně značený a n n e x i n - V , C 6 N B D 
a R o - 0 9 - 0 1 9 8 s e používá k d e t e k c i změn v d i s t r i b u c i membránových fosfolipidů. 
Životaschopnost buněk může být s t a n o v e n a pomocí náchylnosti p r o p i d i u m j o d i d u ( P I ) , 
e t h i d i u m h o m o d i m e r - 1 ( E t h D - 1 ) n e b o Y o - P r o - 1 k pronikání poškozenými membránami. T y t o 
látky j s o u obecně lépe přizpůsobitelné klinické průtokové c y t o m e t r i i než b a r v i v o H o e c h s t 
3 3 2 5 8 , které nepropouští bisbenzimidové membrány a které e x c i t u j e v ultrafialové o b l a s t i a 
vyžaduje U V laserové zařízení. Mitochondriální f u n k c i l z e s t a n o v i t pomocí r h o d a m i n u 1 2 3 
( R 1 2 3 ) a M i t o T r a c k e r G r e e n F M ( M I T O ) a 5 , 5 ' , 6 , 6 ' - t e t r a c h l o r - l , l ' , 3 , 3 ' -
t e t r a e t h y l b e n z i m i d a z o l y l - k a r b o c y a n i n j o d i d u ( J C - 1 ) . Průtoková c y t o m e t r i e j e nástroj, který 
může být v b u d o u c n u použit k monitorování m n o h a nových potenciálních markerů f u n k c e 
spermií. 
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4 Metodika 
Výzkumná část této diplomové práce probíhala v období o d 1 2 . 1 0 . 2 0 2 1 d o 4 . 4 . 2 0 2 2 a 

práce v laboratoři b y l a ukončena 2 5 . 5 . 2 0 2 2 . B y l o p r o v e d e n o celkově 9 odběrových dnů, k d y 
p r o potřeby této práce s e vychází z výsledků 7 uniformě provedených odběrů. 

4.1 Berani 

V z o r k y ejakulátu b y l y získávány o d beranů p l e m e n e valašské o v c e , kteří b y l i chováni n a 
p o z e m k u Demonstrační a pokusné stáje České zemědělské u n i v e r z i t y v P r a z e (50°07'47.6"N 
14°22'07.0"E). První b e r a n , který b y l p r o výzkum nejvíce podstatný, s e n a r o d i l 3 1 . 3 . 2 0 1 6 , ušní 
známka b y l a 7 4 8 0 1 / 0 8 1 a patřil d o l i n i e J u r a s . Druhý b e r a n s e účastnil p o u z e prvních d v o u 
odběrových dní, a t o kvůli špatnému zdravotnímu s t a v u , který s o u v i s e l s vyšším věkem. B y l 
n a r o z e n 1 4 . 1 . 2 0 1 4 , ušní známku měl 7 7 8 0 8 / 0 7 2 a patřil d o l i n i e B e s k y d . V prvních d v o u 
odběrových d n e c h s e podařilo získat v z o r k y o d o b o u beranů a t y následně b y l y v laboratoři 
smíchány, ostatní odběrové d n y s e použil p o u z e ejakulát o d prvního b e r a n a . 

V Demonstrační a pokusné stáji b y l i b e r a n i chováni s p o l u s e dvěma k o z l y . Ustájení b y l o 
celoročně f o r m o u zastřešených dřevěných kotců s možností trvalého venkovního výběhu. 
Zvířata b y l a minimálně vystavována umělému osvětlení. Výběh s o u s e d i l s vedlejším 
p r o s t o r e m , k d e b y l y chované o v c e , k o z y a a l p a k y . P o d l e zákona č. 2 0 8 / 2 0 0 4 S b . ustájení 
odpovídalo nařízeným stanovám. 

Výživa beranů b y l a založena n a neomezeném přístupu k lučnímu s e n u a pastevnímu 
p o r o s t u . Každodenním doplňkem krmné dávky b y l o 3 0 0 - 5 0 0 g / k s granulovaného k r m i v a 
E N E R G Y S O V C E U N I o d výrobce D e H e u s a . s . , Bučovice, které o b s a h o v a l o t e n t o podíl látek: 
hrubý p r o t e i n 1 6 . 2 0 %, hrubá vláknina 1 0 . 5 0 %, hrubý p o p e l 8 . 7 0 %, hrubé o l e j e a t u k y 2 . 9 0 
%, vápník 1 . 5 0 %, f o s f o r 0 . 4 4 %, sodík 0 . 3 5 %, hořčík 0 . 2 0 % ("Krmení, krmné směsi a 
doplňky | E N E R G Y S O v c e U n i 2 5 k g 1 5 8 0 | R M H O B B Y C E N T R U M , " n . d . ) . B e r a n i měli 
permanentní přístup k miskovým jazykovým plastovým napaječkám a solnému l i z u . Beranům 
b y l zajištěn pravidelný veterinární d o h l e d , b e z prokázaných problémů. 

4.2 Odběr ejakulátu 

Odběry b y l y prováděny prostřednictvím umělé vagíny o d výrobce M i n i t i i b G m b H , 
T i e f e n b a c h , Německo. Příprava b y l a p r o v e d e n a d l e postupů popisovaných v metodikách o d 
( K o s e t a l . , 2 0 1 9 ; R o m a n o & C h r i s t i a n s , 2 0 0 9 ) . J a k o jednorázový sběrač s e využívala suchá 
nespermicidní o c h r a n a vaginální s o n d y z přírodního l a t e x u . B y l o zapotřebí c c a 1 h o d i n u před 
odběrem v laboratoři n a c h y s t a t potřebné vybavení p r o odběr, což obnášelo přípravu vagíny, 
teplé v o d y d o t e r m o s k y , vazelíny, sběračů, p i p e t y , z k u m a v e k n a odebrané v z o r k y a papírových 
utěrek s p o l u s l i h e m , n a průběžnou d e z i n f e k c i . Vše b y l o uloženo d o polystyrénového b o x u 
s vytemperovanými mrazícími b l o k y n a 3 8 °C. 

V e stáji b y l a j a k o a t r a p a využívána K o z a bílá krátkosrstá, která b y l a v k o t c i fixována a 
b y l k ní připuštěn vždy j e d e n z plemeníků, následoval odběr. 
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4.3 Zpracování vzorku a použitá ředidla 

P o úspěšném odběru b y l v z o r e k přepipetován d o z k u m a v k y , uložen d o t e r m o b o x u a 
přepraven d o laboratoře. V laboratoři s e n e j p r v e v z o r e k z h o d n o t i l n a přístroji C A S A p o 
naředění pomocí P B S , p o k u d b y l a m o t i l i t a nulová, v z o r e k s e d o výzkumu nezapočítával. 
V případě, že v z o r e k v y k a z o v a l a k t i v i t u spermií, t a k s e r e a l i z o v a l o měření k o n c e n t r a c e n a 
předkalibrovaném s p e k t r o f o t o m e t r u ( G e n e s y s 1 0 S V i s , T h e r m o F i s h e r S c i e n t i f i c , W a l t h a m , 
M a s s a c h u s e t t s , U S A ) a následovalo ředění z a p o m o c i j iž připravených vytemperovaných 
ředidel ( 3 8 °C). Ředidlo číslo 1 o b s a h o v a l o A n d r o M e d s o b s a h e m g l y c e r o l u 6 - 7 % ( M i n i t i i b 
G m b H , T i e f e n b a c h , G e r m a n y ) , b y l o připraveno smícháním s d e s t i l o v a n o u v o d o u v poměru 1 : 4 
(destilovaná v o d a : A n d r o M e d ) . Ředidlo číslo 2 o b s a h o v a l o OviXcell® ( I M V T e c h n o l o g i e s , 
L A i g l e , F r a n c i e ) n a bázi sójového l e c i t i n u , které s e používá b e z předchozího ředění. Ředidlo 
číslo 3 OptiXcell® ( F M V T e c h n o l o g i e s , L A i g l e , F r a n c i e ) n a bázi l ipozomů b y l o připraveno 
smícháním s d e s t i l o v a n o u v o d o u v poměru 1 : 2 . Ředidla 4 - 7 k o m b i n o v a l a j iž vyjmenovaná 
připravená ředidla, a t o následovně: ředidlo číslo 4 k o m b i n o v a l o A n d r o M e d , OviXcell® a 
OptiXcell® v poměru 1 : 1 : 1 , ředidlo číslo 5 b y l o připraveno z A n d r o M e d u a OviXcellu® ( 1 : 1 ) , 
ředidlo č. 6 o b s a h o v a l o A n d r o M e d a OptiXcell® ( 1 : 1 ) a poslední ředidlo číslo 7 k o m b i n o v a l o 
OviXcell® a OptiXcell® ( 1 : 1 ) . 

Smíchání s p e r m a t u s ředidly č. 1 - 7 b y l o uskutečněno v poměru 1 : 4 a následně b y l o 
přidáno P B S p r o získání požadované k o n c e n t r a c e spermií v I D ( c c a 2 0 0 m i l . spermií/ m l ) . 
Z e p p e n d o r f e k s e v dalším k r o k u p l n i l y p e j e t y o o b j e m u 0 , 2 5 m l . P r o každou v a r i a n t u ředidla 
j s m e připravili 3 p e j e t y . T y j s m e uzavírali p o l y v i n y l a l k o h o l e m - P V A ( I M V T e c h n o l o g i e s , 
L A i g l e , F r a n c i e ) . Následovala fáze e k v i l i b r a c e , k d y p e j e t y b y l y uloženy n a nerezovém nosiči 
a ponechány c c a 2 h o d i n y v l e d n i c i při teplotě v rozmezí 4 - 8 °C. 

4.4 Hodnocení vzorků před mrazením 

P o e k v i l i b r a c i b y l a vždy j e d n a připravená p e j e t a o d každé v a r i a n t y h o d n o c e n a pomocí 
přístroje C A S A ( m o d e l i S p e r m , A i d m i c s B i o t e c h n o l o g y C o . , L T D , T a i p e i C i t y , T a i w a n ) a 
průtokového c y t o m e t r u ( N o v o c y t e 3 0 0 0 , A c e a B i o s c i e n c e s , A g l i e n t , S a n t a C l a r a , C a l i f o r n i a , 
U S A ) . 

Cílem hodnocení pomocí C A S A b y l o zjištění celkové a progresivní m o t i l i t y spermií 
v d a n é m ředidle. V z o r k y b y l y ředěny přibližně l O x s P B S z důvodu vysoké k o n c e n t r a c e 
spermií p r o analýzu. 7 u l v z o r k u s e p i p e t o u n a n e s l o n a jednorázovou analyzační komůrku, která 
b y l a následně upevněna n a vyhřátou ( 3 8 °C) o p t i c k o u čočku v přístroji a proběhlo vyhodnocení 
z a p o m o c i s o f t w a r u . 

Součástí c y t o m e t r u b y l y l a s e r y emitující fialové ( 4 0 5 n m ) , modré ( 4 8 8 n m ) a červené 
( 6 4 0 n m ) záření. V z o r k y b y l y n a n e s e n y n a analyzační destičku s p o l u s namíchaným M a s t e r 
M i x e m . T e n o b s a h o v a l fluorescenční b a r v i v a P N A - F I T C ( T h e r m o F i s h e r S c i e n t i f i c , W a l t h a m , 
M a s s a c h u s e t t s , U S A ) v k o n c e n t r a c i 0 , 5 u g / m L ; H o e c h s t - 3 3 3 4 2 ( S i g m a A l d r i c h , S t . L o u i s , 
M i s s o u r i , U S A ) v k o n c . 1 0 u g / m L ; M i t o T r a c k e r D e e p R e d ( S i g m a A l d r i c h , S t . L o u i s , 
M i s s o u r i , U S A ) s koncentrací 8 0 n M a P I ( S i g m a A l d r i c h , S t . L o u i s , M i s s o u r i , U S A ) o 
k o n c e n t r a c i 8 u g / m L . M a s t e r M i x j s m e připravili smícháním: 1 \\L H o e c h s t t - 3 3 3 4 2 , 1 \\L P I , 
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1 u L P N A - F I T C a 2 u L M i t o T r a c k e r D e e p R e d . N a d e s k u j s m e n a n e s l y 1 0 0 [ o L P B S , 5 p L 
M a s t e r M i x u a 1 0 u L v z o r k u . Přidáním P B S j s m e získali c c a k o n c e n t r a c i 2 0 m i l . spermií/ m l . 
Analyzační destička s e i n k u b o v a l a při 3 8 °C 1 0 m i n u t . P r o vyhodnocování vzorků 
v průtokovém c y t o m e t r u b y l a n a s t a v e n a nízká r y c h l o s t , a t o k o l e m 2 0 0 0 0 částic. Následovalo 
vyhodnocení s o f t w a r e m N o v o E x p r e s s 1 . 3 . 0 ( A c e a B i o s c i e n c e s , A g l i e n t , S a n t a C l a r a , 
C a l i f o r n i a , U S A ) . Cílem vyhodnocení b y l o získání celkové v i a b i l i t y buněk ( H o e c h s t -
3 3 3 4 2 + / P I - / P N A - F I T C - / M i t o T r a c k e r D e e p R e d + , % ) s p o l u s podílem spermií, které měly 
poškozený a k r o z o m ( P N A - F I T C ) , poškozenou p l a z m a t i c k o u membránu ( P I ) a dvojí poškození 
- a k r o z o m u a plazmatické membrány, dalším u k a z a t e l e m b y l a mitochondriální a k t i v i t a 
( M i t o T r a c k e r D e e p R e d + ) a i n t e n z i t a signálu M i t o T r a c k e r u . A b y c h o m oddělili nespermatické 
částice, využili j s m e p a r a m e t r y s i d e s c a t t e r , f o r w a r d s c a t t e r a b a r v i v o H o e c h s t - 3 3 3 4 2 . 
Životaschopné s p e r m i e b y l y definovány j a k o buňky s neporušenou p l a z m a t i c k o u membránou, 
neporušeným a k r o z o m e m a vysokým mitochondriálním potenciálem. 
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Obrázek 1 Gatovací strategie a hierarchie průtokové cytometrie ( S a w u l i d i e t a l . , 2 0 2 1 ) 

Zkratky: ( A ) S h l u k událostí b y l n e j p r v e identifikován pomocí bivariačního h i s t o g r a m u 
bočního r o z p t y l u ( S S C ) v e r s u s předního r o z p t y l u ( F S C ) ( 1 ) . S p e r m i e b y l y identifikovány n a 
základě s a d y g a t i n g u s b a r v i v e m H o e c h s t - 3 3 3 4 2 ( H - 3 4 2 ; D N A ) ( 2 ) . S p e r m i e s neporušenou 
p l a z m a t i c k o u membránou a a k r o z o m e m b y l y identifikovány n a základě p r o p i d i u m j o d i d u ( P I ) 
a i n t e n z i t y signálu P N A ( P N A - F I T C ) ( 3 ) . N a k o n e c b y l y životaschopné s p e r m i e h o d n o c e n y 
kombinací výše uvedených fluorescenčních markerů s pozitivními buňkami M i t o T r a c k e r D e e p 
R e d ( M T R D R ) ( H - 3 4 2 + / P N A F I T C - / P I - / M T R D R + ) ( 4 ) ; ( B ) S k u p i n y spermií obsahujících 
D N A s poškozenou p l a z m a t i c k o u membránou ( 2 . 1 ) , zhoršenou mitochondriální a k t i v i t o u ( 2 . 2 ) 
a poškozeným a k r o z o m e m ( 2 . 3 ) ( S a w u l i d i e t a l . , 2 0 2 1 ) . 
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4.5 Mrazení 

Zbývající dvě p e j e t y o d každé v a r i a n t y b y l y i h n e d p o e k v i l i b r a c i m r a z e n y v parách 
tekutého dusíku. Využívali j s m e vyrobený polystyrénový t e r m o b o x (upravený p o d l e A n i m a l 
R e p r o d u c t i o n S y s t e m s , I n c . , C h i n o , C A , U S A ) , k d e b y l a kontrolována výška vzorků n a d 
h l a d i n o u tekutého dusíku. D l e (Ptáček e t a l . , 2 0 1 9 ) 1 . fáze probíhá v e výšce 1 5 c m p o d o b u 4 
m i n ; 2 . fáze probíhá v e vzdálenosti 9 , 5 c m , 5 m i n ; 3 . fáze j e v e výšce 5 c m p o d o b u 6 m i n a 
poslední 4 . fáze j e výšce 1 ,5 c m , 8 m i n . P r o naše účely a l e b y l použit pozměněný p o s t u p d l e 
( S a w u l i d i e t a l . , 2 0 2 1 ) a t o následovný: 1 5 c m n a d p o v r c h e m h l a d i n y tekutého dusíku p o d o b u 
3 m i n ; 9 , 5 c m n a d p o v r c h e m p o d o b u 2 m i n , p a k v e výšce 5 c m n a d h l a d i n o u p o d o b u 1 m i n , a 
n a k o n e c v e výšce 0 , 5 c m , pár vteřin a p a k s e v dalším k r o k u v z o r k y přenesly d o k o n t e j n e r u 
s kapalným dusíkem. Tímto p o s t u p e m j s m e dosáhli p o k l e s u t e p l o t y o k o l o 1 7 °C/min. 

4.6 Hodnocení po rozmrazení 

P r o vyhodnocení zmrazených vzorků b y l o zapotřebí n e j p r v e v z o r k y vhodným způsobem 
r o z m r a z i t . K t o m u t o účelu j s m e využívali vodní lázeň v y t e m p e r o v a n o u n a 3 8 °C, k d y s e p e j e t y 
s e v z o r k y n a 3 0 vteřin ponořili d o v o d y a následně s e a n a l y z o v a l y stejným způsobem, jaký j e 
popsán v k a p i t o l e 4 . 4 Hodnocení vzorků před mrazením. 

3 5 



5 Statistické zpracování dat 

P r o statistické vyhodnocení získaných d a t z e s o f t w a r u C A S A a průtokového c y t o m e t r u 
b y l použit p r o g r a m S A S ( V e r z e 9 . 4 ; S A S I n s t . I n c . , C a r y , N C , U S A ) , analýza b y l a p r o v e d e n a 
p r o c e d u r a m i U N I V A R I A T E a M I X E D . V modelové r o v n i c i b y l zohledněn v l i v odběrového 
d n e a plemeníka j a k o sdružený náhodný e f e k t , v l i v ředidla j a k o fixní e f e k t . U ukazatelů p o 
rozmrazení b y l zohledněn výchozí s t a v p o e k v i l i b r a c i f o r m o u j a k o kovariáty. M e z i závisle 
proměnné j s m e z v o l i l i d a t a z C A S A (celková m o t i l i t a spermií, progresivní m o t i l i t a spermií a 
V A P , V C L , V S L , LESÍ a S T R ) a průtokového c y t o m e t r u ( v i a b i l i t u buněk, poměr buněk s 
poškozeným a k r o z o m e m , počet spermií s poškozeným a k r o z o m o m e m a současně poškozenou 
p l a z m a t i c k o u membránou, počet buněk s poškozenou p l a z m a t i c k o u membránou, podíl spermií 
s vysokým mitochondriálním membránovým potenciálem a i n t e n z i t u signálu M i t o T r a c k e r u ) . 
Podrobné vyhodnocení rozdílu m e z i jednotlivými proměnnými b y l o realizováno pomocí 
T u k e y h o - K r a m e r o v a t e s t u . 

5.1 CASA 

P o p i s m o d e l u r o v n i c p r o konkrétní závislé proměnné p o e k v i l i b r a c i p r o C A S A j s o u 
následující: 

1 . Y e q i j = n + D E N * B E R + ŘEDi + e i j 
k d e Y e q i j k = h o d n o t y celkové m o t i l i t y , progresivní m o t i l i t y , V A P , V C L , V S L , LESÍ a S T R , vše 
p o e k v i l i b r a c i 
| j , = obecný průměr z n a k u 

D E N * B E R = znáhodněný sdružený e f e k t d n e a plemeníka 
R E D i = fixní e f e k t i-té v a r i a n t y ředidla ( i = A n d r o M e d , n = 2 6 ; i = O v i X c e l l , n = 2 6 ; i = 
O p t i X c e l l , n = 2 6 ; i = A n d r o M e d + O v i X c e l l + O p t i X c e l l , n = 2 6 ; i = A n d r o M e d + O v i X c e l l , n 
= 2 6 ; i = A n d r o M e d + O p t i X c e l l , n = 2 6 ; i = O v i X c e l l + O p t i X c e l l , n = 2 2 ) 
e i j = residuální c h y b a 

P o p i s m o d e l u r o v n i c p r o konkrétní závislé proměnné p o rozmazení p r o C A S A j s o u následující: 
1 . Y t h w i j = \i + D E N * B E R + ŘEDi + b 1-7 x E Q + e i j 

k d e Y t h w i j k = h o d n o t y celkové m o t i l i t y , progresivní m o t i l i t y , V A P , V C L , V S L , LESÍ a S T R , 
vše p o rozmrazení 
| j , = obecný průměr z n a k u 

D E N * B E R = znáhodněný sdružený e f e k t d n e a plemeníka 
R E D i = fixní e f e k t i-té v a r i a n t y ředidla ( i = A n d r o M e d , n = 2 6 ; i = O v i X c e l l , n = 2 6 ; i = 
O p t i X c e l l , n = 2 6 ; i = A n d r o M e d + O v i X c e l l + O p t i X c e l l , n = 2 6 ; i = A n d r o M e d + O v i X c e l l , n 
= 2 6 ; i = A n d r o M e d + O p t i X c e l l , n = 2 6 ; i = O v i X c e l l + O p t i X c e l l , n = 2 2 ) 
b i - 7 x E Q = h o d n o t y p r o dílčí závisle proměnné p o e k v i l i b r a c i f o r m o u j a k o kovariáty (celková 
m o t i l i t a , progresivní m o t i l i t a , V A P , V C L , V S L , LESÍ a S T R ) 
e i j = residuální c h y b a 

Rozdíly v e sledovaných ukazatelích v závislosti n a zvolených f a k t o r e c h b y l y h o d n o c e n y n a 
hladinách statistické průkaznosti P < 0 , 0 5 . 
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5.2 Průtokový cytometr 

P o p i s m o d e l u r o v n i c p r o konkrétní závislé proměnné p o e k v i l i b r a c i p r o průtokovou 
c y t o m e t r i i j s o u následující: 

1 . Y e q i j = n + D E N * B E R + ŘEDi + e i j 

k d e Y e q i j k = celková v i a b i l i t a buněk, podíl buněk s poškozenou p l a z m a t i c k o u membránou, 
podíl buněk s poškozením a k r o z o m u , podíl buněk s poškozenou p l a z m a t i c k o u membránou a 
poškozeným a k r o z o m e m , i n t e n z i t a signálu M i t o T r a c k e r u , vše p o e k v i l i b r a c i 
| j , = obecný průměr z n a k u 
D E N * B E R = znáhodněný sdružený e f e k t d n e a plemeníka 
R E D i = fixní e f e k t i-té v a r i a n t y ředidla ( i = A n d r o M e d , n = 2 6 ; i = O v i X c e l l , n = 2 6 ; i = 
O p t i X c e l l , n = 2 6 ; i = A n d r o M e d + O v i X c e l l + O p t i X c e l l , n = 2 6 ; i = A n d r o M e d + O v i X c e l l , n 
= 2 6 ; i = A n d r o M e d + O p t i X c e l l , n = 2 6 ; i = O v i X c e l l + O p t i X c e l l , n = 2 2 ) 
e i j = residuální c h y b a 

P o p i s m o d e l u r o v n i c p r o konkrétní závislé proměnné p o rozmazení p r o průtokovou 
c y t o m e t r i i j s o u následující: 

1 . Y t h w i j = n + D E N * B E R + ŘEDi + b 1-7 x E Q + e i j 

k d e Y e q i j k = celková v i a b i l i t a buněk, podíl buněk s poškozenou p l a z m a t i c k o u membránou, 
podíl buněk s poškozením a k r o z o m u , podíl buněk s poškozenou p l a z m a t i c k o u membránou a 
poškozeným a k r o z o m e m , s p e r m i e s mitochondriálním membránovým potenciálem a i n t e n z i t a 
signálu M i t o T r a c k e r u , vše p o rozmrazení 
| j , = obecný průměr z n a k u 

D E N * B E R = znáhodněný sdružený e f e k t d n e a plemeníka 
R E D i = fixní e f e k t i-té v a r i a n t y ředidla ( i = A n d r o M e d , n = 2 6 ; i = O v i X c e l l , n = 2 6 ; i = 
O p t i X c e l l , n = 2 6 ; i = A n d r o M e d + O v i X c e l l + O p t i X c e l l , n = 2 6 ; i = A n d r o M e d + O v i X c e l l , n 
= 2 6 ; i = A n d r o M e d + O p t i X c e l l , n = 2 6 ; i = O v i X c e l l + O p t i X c e l l , n = 2 2 ) 
b i - 7 x E Q = h o d n o t y p r o dílčí závisle proměnné p o e k v i l i b r a c i f o r m o u j a k o kovariáty (celková 
v i a b i l i t a buněk, podíl buněk s poškozenou p l a z m a t i c k o u membránou, podíl buněk s 
poškozením a k r o z o m u , podíl buněk s poškozenou p l a z m a t i c k o u membránou a poškozeným 
a k r o z o m e m , s p e r m i e s mitochondriálním membránovým potenciálem a i n t e n z i t a signálu 
M i t o T r a c k e r u ) 
e i j = residuální c h y b a 

Rozdíly v e sledovaných ukazatelích v závislosti n a zvolených f a k t o r e c h b y l y h o d n o c e n y n a 
hladinách statistické průkaznosti P < 0 , 0 5 . 
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6 Výsledky 

6.1 Výsledky CASA 

6.1.1 Základní charakteristiky 

V t a b u l c e č. 2 j s o u u v e d e n y veškeré základní statistické c h a r a k t e r i s t i k y závisle 
proměnných. V z o r k y b y l y h o d n o c e n y p o e k v i l i b r a c i a p o rozmrazení, c e l k e m b y l y analyzovány 
v z o r k y s p e r m a t u z e s e d m i odběrových dní. B y l a sledována celková m o t i l i t a spermií, 
progresivní m o t i l i t a spermií a kinematické u k a z a t e l e ( V A P , V C L , V S L , L I N a S T R ) . 

Promě Četn Ar . Směrodatná Minimum Maximum 
nná ost průměr odchylka 

Po M O T 1 7 1 4 8 , 4 0 2 2 , 9 6 9 ~Ô~ 9 3 , 6 3 
ekvilibraci P R O G 1 7 1 3 2 , 3 9 1 7 , 4 7 6 0 7 3 , 9 1 

V A P 1 7 1 1 1 4 , 7 9 3 9 , 2 5 3 0 1 8 9 , 3 1 
V C L 1 7 1 1 4 2 , 4 1 4 4 , 1 8 3 0 2 1 8 , 6 7 
V S L 1 7 1 9 4 , 7 1 3 7 , 3 8 8 0 1 8 5 , 2 5 
L I N 1 7 1 7 8 , 8 4 1 2 , 9 6 5 0 9 7 , 6 8 
S T R 1 7 1 6 4 , 7 7 1 6 , 5 2 1 0 9 2 , 4 5 

Po M O T 1 7 8 1 2 , 3 2 1 0 , 2 6 5 0 4 4 , 6 8 
rozmraze P R O G 1 7 8 5 , 6 0 5 , 9 6 2 0 2 9 , 5 4 
ní V A P 1 7 8 7 3 , 0 2 4 0 , 6 9 6 0 2 0 5 , 1 2 

V C L 1 7 8 1 0 3 , 8 2 5 2 , 1 7 9 0 2 1 7 , 3 6 
V S L 1 7 8 5 2 , 8 4 3 5 , 9 0 2 0 1 9 9 , 2 8 
L I N 1 7 8 5 8 , 5 2 2 8 , 9 4 9 0 1 0 0 
S T R 1 7 8 4 3 , 2 0 2 4 , 6 9 6 0 1 0 0 

Tabulka 2 Základní statistické charakteristiky CASA 

Zkratky: A r . průměr - aritmetický průměr; M O T - celková m o t i l i t a ( % ) ; P R O G -progresivní 
m o t i l i t a spermií ( % ) ; V C L - křivočará r y c h l o s t ( u m / s ) ; V S L - přímočará r y c h l o s t ( u m / s ) ; V A P 
- průměrná r y c h l o s t dráhy ( u m / s ) ; L F N - l i n e a r i t a křivočaré dráhy ( % ) ; S T R - přímočarost 
průměrné dráhy ( % ) 

6.1.2 Popis modelu 

Použitý m o d e l b y l s t a t i s t i c k y významný p r o f a k t o r y P < 0 , 0 5 . Statistická průkaznost 
jednotlivých faktorů v modelové r o v n i c i j e u v e d e n a v t a b u l c e č. 3 a 4 . Z t a b u l e k vyplývá, že 
všechny f a k t o r y p o e k v i l i b r a c i b y l y s t a t i s t i c k y významné. 

Efekt M O T P R O G V A P V C L V S L L I N S T R 
D E N * B E R < 0 0 0 1 < 0 0 0 1 < 0 0 0 1 < 0 0 0 1 < 0 0 0 1 < 0 0 0 1 < 0 0 0 1 
Ř E D < . 0 0 0 1 0 . 0 0 2 9 < . 0 0 0 1 < . 0 0 0 1 < . 0 0 0 1 < 0 0 0 1 < 0 0 0 1 

Tabulka 3 Vliv fixních faktorů po ekvilibraci pro hodnoty CASA 

Zkratky: M O T - celková m o t i l i t a ( % ) ; P R O G -progresivní m o t i l i t a spermií ( % ) ; V C L -
křivočará r y c h l o s t ( u m / s ) ; V S L - přímočará r y c h l o s t ( u m / s ) ; V A P - průměrná r y c h l o s t dráhy 
( u m / s ) ; L F N - l i n e a r i t a křivočaré dráhy ( % ) ; S T R - přímočarost průměrné dráhy ( % ) ; R E D -
ředidlo; D E N * B E R = znáhodněný sdružený e f e k t d n e a plemeníka 
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C o s e h o d n o t p o rozmrazení týká, t a k v použitém statistickém m o d e l u b y l s t a t i s t i c k y průkazný 
sdružený e f e k t d n e a b e r a n a a fixní e f e k t ředidla u všech sledovaných znaků kromě progresivní 
m o t i l i t y . H o d n o t y dílčích závisle proměnných p o e k v i l i b r a c i zohedněných f o r m o u kovariát 
n e b y l y průkazné v námi zvolených statistický m o d e l e c h odhadnutých p r o u k a z a t e l e p o 
rozmrazení. V l i v b y l zjištěn p o u z e n a c e l k o v o u m o t i l i t u . 

Efekt M O T P R O G V A P V C L V S L L I N S T R 
D E N * B E R < 0 0 0 1 < 0 0 0 1 0 . 0 0 0 2 < 0 0 0 1 < 0 0 0 1 < 0 0 0 1 < 0 0 0 1 
Ř E D < 0 0 0 1 0 . 0 8 5 8 0 . 0 0 1 8 0 . 0 4 1 5 < 0 0 0 1 0 . 0 1 1 4 < 0 0 0 1 
bi-7 x E Q < 0 0 0 1 0 . 9 4 9 8 0 . 3 7 4 4 0 . 3 9 3 7 0 . 5 6 8 0 0 . 5 0 6 1 0 . 1 2 0 4 

Tabulka 4 Vliv fixních faktorů po rozmrazení pro hodnoty CASA 

Zkratky: M O T - celková m o t i l i t a ( % ) ; P R O G -progresivní m o t i l i t a spermií ( % ) ; V C L -
křivočará r y c h l o s t ( u m / s ) ; V S L - přímočará r y c h l o s t ( u m / s ) ; V A P - průměrná r y c h l o s t dráhy 
( u m / s ) ; L I N - l i n e a r i t a křivočaré dráhy ( % ) ; S T R - přímočarost průměrné dráhy ( % ) ; R E D -
ředidlo; D E N * B E R = znáhodněný sdružený e f e k t d n e a plemeníka; b 1-7 x E Q = h o d n o t y p r o 
dílčí závisle proměnné p o e k v i l i b r a c i f o r m o u j a k o kovariáty (celková m o t i l i t a , progresivní 
m o t i l i t a , V A P , V C L , V S L , L I N a S T R ) p o rozmrazení 

6.1.3 Vliv ředidla 

6 . 1 . 3 . 1 M o t i l i t a p o e k v i l i b r a c i a p o rozmrazení 

Z g r a f u č. 1 j e patrné, že n e j nižších h o d n o t celkové m o t i l i t y d o s a h o v a l y v z o r k y ředěné 
v O v i X c e l l u (řed č. 2 ) a t o 38,73±2,111 %. Současně b y l prokázán rozdíl m e z i t ímto ředidlem 
a č. 1 ( A n d r o M e d ) , 3 ( O p t i X c e l l ) , 4 ( A n d r o M e d + O v i X c e l l ) a 6 ( A n d r o M e d + O p t i X c e l l ) . 
Nejvyšších h o d n o t (57,6±2,111 % ) celkové m o t i l i t y d o s a h o v a l y v z o r k y ředěny v řed. č. 6 , z d e 
b y l shledán rozdíl m e z i ředidlem č. 2 , 3 , 5 ( A n d r o M e d + O v i X c e l l ) a 7 ( O v i X c e l l a O p t i X c e l l ) . 
J e patrné, že i ředidlo č. 1 a č. 4 d o s a h o v a l y dobrých výsledků (54,05±2,111 a 51,06±2,111 % ) . 
V g r a f u č. 1 j s o u u v e d e n y detailní s t a t i s t i c k y významné rozdíly. 

l(n=26) 2(n=26) 3(n=26) 4(n=26) 5(n=26) 6(n=26) 7(n=22) 

ŘEDIDLO 

Graf 1 Procentuální zastoupení motilních spermií po ekvilibraci 
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Z k r a t k y : 1 - A n d r o M e d ; 2 - O v i X c e l l ; 3 - O p t i X c e l l ; 4 - A n d r o M e d + O v i X c e l l + O p t i X c e l l 
( 1 : 1 : 1 ) ; 5 - A n d r o M e d + O v i X c e l l ( 1 : 1 ) ; 6 - A n d r o M e d + O p t i X c e l l ( 1 : 1 ) ; 7 - O v i X c e l l a 
O p t i X c e l l ( 1 : 1 ) ; a - g = odlišná písmena v e sloupcích potvrzují s t a t i s t i c k y signifikantní rozdíly 
( P < 0 , 0 5 ) ; průkazné rozdíly j s o u m e z i jednotlivými ředidly 

H o d n o t y p o rozmrazení j s o u zapsány a z o b r a z e n y n a g r a f u č. 2 . Z d e j e patrné, že 
nejvyšších h o d n o t celkové m o t i l i t y b y l o dosaženo v ředidle č. 6 ( A n d r o M e d + O v i X c e l l ) a č. 5 
( A n d r o M e d + O v i X c e l l ) . J e j i c h h o d n o t y 1 6 , 0 7 + 1 , 0 9 9 % a 14,66±1,099 % s e s t a t i s t i c k y 
významně lišily o d ředidel č. 1 a 2 , k d e b y l y h o d n o t y výrazně nižší ( 8 ,86±1 ,122% a 
7,96±1,168 % ) . 

l(n=26) 2(n=26) 3(n=26) 4(n=26) 5(n=26) 6(n=26) 7(n=22) 

ŘEDIDLO 

Graf 2 Procentuální zastoupení motilních spermií po rozmrazení 

Z k r a t k y : 1 - A n d r o M e d ; 2 - O v i X c e l l ; 3 - O p t i X c e l l ; 4 - A n d r o M e d + O v i X c e l l + O p t i X c e l l 
( 1 : 1 : 1 ) ; 5 - A n d r o M e d + O v i X c e l l ( 1 : 1 ) ; 6 - A n d r o M e d + O p t i X c e l l ( 1 : 1 ) ; 7 - O v i X c e l l a 
O p t i X c e l l ( 1 : 1 ) ; a - b = odlišná písmena v e sloupcích potvrzují s t a t i s t i c k y signifikantní rozdíly 
( P < 0 , 0 5 ) ; průkazné rozdíly j s o u m e z i jednotlivými ředidly 

6 . 1 . 3 . 2 Celková progresivní m o t i l i t a p o e k v i l i b r a c i a p o rozmrazení 

J a k j e patrné z g r a f u č. 3 n e j nižší p r o g r e s i v i t u p o e k v i l i b r a c i v y k a z o v a l y s p e r m i e 
v ředidle č. 3 , a t o 25,42±1,882 %. Současně b y l prokázán statistický rozdíl m e z i O p t i X c e l l e m 
(č.3) a ředidly č. 1 , 4 a 5 . Ostatní ředidla b y l a b e z průkazného statistického rozdílu a h o d n o t y 
s e p o h y b o v a l y v podobných rozmezích o d 30,95±2,074 % d o 36,05±1,882 %. 
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l(n=26) 2(n=26) 3(n=26) 4(n=26) 5(n=26) 6(n=26) 7(n=22) 

ŘEDIDLO 

G r a / 1 5 Procentuální vyjádření progresivní motility po ekvilibraci 

Zkratky: 1 - A n d r o M e d ; 2 - O v i X c e l l ; 3 - O p t i X c e l l ; 4 - A n d r o M e d + O v i X c e l l + O p t i X c e l l 
( 1 : 1 : 1 ) ; 5 - A n d r o M e d + O v i X c e l l ( 1 : 1 ) ; 6 - A n d r o M e d + O p t i X c e l l ( 1 : 1 ) ; 7 - O v i X c e l l a 
O p t i X c e l l ( 1 : 1 ) ; a - c = odlišná písmena v e sloupcích potvrzují s t a t i s t i c k y signifikantní rozdíly 
( P < 0 , 0 5 ) ; průkazné rozdíly j s o u m e z i jednotlivými ředidly 

G r a f č. 4 znázorňuje p r o c e n t o spermií s progresivní m o t i l i t o u p o rozmrazení. S t a t i s t i c k y 
průkazný rozdíl p o rozmrazení n e b y l a n i m e z i jedním ředidlem. Přesto j e z d e vidět, že v z o r k y 
v ředidle číslo 6 (7,66±0,842 % ) mírně procentuálně převyšovaly ostatní ředidla, např. nejmenší 
p r o g r e s i v i t u měly v z o r k y v O v i X c e l l u a O p t i X c e l l u (4,34±0,841 % a 4,47±0,877 % ) . 

ON 

5 6 

l(n=26) 2(n=26) 3(n=26) 4(n=26) 5(n=26) 6(n=26) 7(n=22) 

ŘEDIDLO 

Graf 4 Procentuální vyjádření progresivní motility po rozmražení 

Zkratky: 1 - A n d r o M e d ; 2 - O v i X c e l l ; 3 - O p t i X c e l l ; 4 - A n d r o M e d + O v i X c e l l + O p t i X c e l l 
( 1 : 1 : 1 ) ; 5 - A n d r o M e d + O v i X c e l l ( 1 : 1 ) ; 6 - A n d r o M e d + O p t i X c e l l ( 1 : 1 ) ; 7 - O v i X c e l l a 
O p t i X c e l l ( 1 : 1 ) ; a = písmeno v e sloupcích p o t v r z u j e , že n e j s o u žádné s t a t i s t i c k y signifikantní 
rozdíly ( P < 0 , 0 5 ) ; průkazné rozdíly n e j s o u m e z i jednotlivými ředidly 
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6 . 1 . 3 . 3 Další kinematické u k a z a t e l e p o e k v i l i b r a c i a p o rozmrazení 

Výsledky V A P , V C L a V S L p o e k v i l i b r a c i j s o u z o b r a z e n y v následující t a b u l c e (č. 5 ) . 
Všechny t y t o h o d n o t y j s o u udávány v u m / s . C o s e V A P týká, t a k z d e b y l y m e z i výsledky 
významné statistické rozdíly. Nejvyšší h o d n o t y b y l o dosaženo v ředidle č. 2 (134,65±2,771 
u m / s ) a t o t o b y l o signifikantní v porovnání s ředidly č. 1 , 3 , 4 , 6 a 7 . Z t o h o i současně vyplývá, 
že ředidlo č. 5 mělo v y s o k o u r y c h l o s t dráhy (124,56±2,771 u m / s ) a v y k a z o v a l o průkazné 
rozdíly o p r o t i ředidlům č. 1 , 3 , 6 a 7 . Nejnižší r y c h l o s t b y l a n a p r o t i t o m u zaznamenána v ředidle 
č. 3 (92,43±2,77 u m / s ) , které s e signifikantně lišilo s ředidly č. 1 , 2 , 4 , 5 a 7 . U V C L j e s i t u a c e 
obdobná, k d y nejvyšší h o d n o t a b y l a naměřena u ředidla č. 5 (150,55±3,665 u m / s ) a u ředidla č. 
2 (148,57±3,665 u m / s ) . Průkazné rozdíly však b y l y dokumenotvány p o u z e s ředidlem č. 3 . 
Shodně nejhorší křivočarou r y c h l o s t mělo ředidlo č. 3 (127,61±3,665 u m / s ) a t o b y l o průkazné 
s č. 2 , 4 a 5 . H o d n o t a V S L b y l a též s četnými statistickými rozdíly, nejvyšší přímočará r y c h l o s t 
b y l a u ředidla č. 2 (125,01±2,876 u m / s ) . Z d e b y l průkazný rozdíl v porovnání s e všemi 
ostatními ředidly. Taktéž nejhorší r y c h l o s t b y l a u ředidla č. 3 (67,28±2,876 u m / s ) , což b y l o 
s t a t i s t i c k y významné s e všemi ředidly (kromě č. 6 ) . 

U o b o u h o d n o t L I N a S T R b y l o dosaženo nejvyšších čísel v ředidle č. 2 (90,34±1 3 935 
%; 81 ,98±L795%) a současně t y t o h o d n o t y v y k a z o v a l y signifikantní rozdíly o p r o t i ostatním 
ředidlům. Nejnižší h o d n o t y b y l y shodně v ředidle č. 6 (65,01±1,935 %; 48,94±1,795 % ) a i z d e 
b y l y shodně signifikantní rozdíly s ostatními ředidly (kromě č. 3 ) ( T a b u l k a č. 5 ) . 

Ř E D V A P (um/s) V C L (um/s) V S L (um/s) L I N (%) S T R ( % ) 
1 
(n=26) 

105±2,771 a 138,12±3,665 a 

b 
85 ,56±2,876 a f 79 ,13± l ,935 a 

d 
61 ,32± l ,795 a 

d 

2 
(n=26) 

134,65±2,771 b 148,57±3,665 a 125,01±2,876 
g 

90 ,34± l ,935 b 81 ,98±l ,795 c 

3 
(n=26) 

92,43±2,771 c 127,61±3,665 b 67,28±2,876 b 7 2 , 4 ± l , 9 3 5 a c 55 ,37± l ,795 d 

e 

4 
(n=26) 

120,88±2,771 d e 

g 
147,63±3,665 a 100,8±2,876 c e 81 ,03± l ,935 d 

c 
66 ,67± l ,795 a 

5 
(n=26) 

124,56±2,771 b e 150,55±3,665 a 105,08±2,876 
c 

81 ,78± l ,935 d 

e 
67 ,33± l ,795 a 

6 
(n=26) 

101,79±2,771 a c 140,98±3,665 a 

b 
73 ,83±2,876 a b 65 ,01± l ,935 c 48 ,94± l , 795 b 

c 

7 
(n=22) 

109,43±3,055 a s 134,6±4,039 a b 90,69±3,17 f e 80,26±2,133 a 

e 
65 ,81± l ,978 a 

Tabulka 5 Kinematické hodnoty CASA pro jednotlivá ředidla po ekvilibraci; ESM± SE 

Zkratky: V A P - průměrná r y c h l o s t dráhy ( u m / s ) ; V C L - křivočará r y c h l o s t ( u m / s ) ; V S L -
přímočará r y c h l o s t ( u m / s ) ; L I N - l i n e a r i t a křivočaré dráhy ( % ) ; S T R - přímočarost průměrné 
dráhy ( % ) ; Ř E D - ředidlo; 1 - A n d r o M e d ; 2 - O v i X c e l l ; 3 - O p t i X c e l l ; 4 - A n d r o M e d + 
O v i X c e l l + O p t i X c e l l ( 1 : 1 : 1 ) ; 5 - A n d r o M e d + O v i X c e l l ( 1 : 1 ) ; 6 - A n d r o M e d + O p t i X c e l l 
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( 1 : 1 ) ; 7 - O v i X c e l l a O p t i X c e l l ( 1 : 1 ) ; a - f = odlišná písmena v e sloupcích potvrzují s t a t i s t i c k y 
signifikantní rozdíly ( P < 0 , 0 5 ) ; průkazné rozdíly j s o u m e z i jednotlivými ředidly 

P o rozmrazení b y l y výsledky mírně odlišné v e srovnání s výsledky zjišťované p o e k v i l i b r a c i 
( t a b u l k a č. 6 ) . Obecně b y l o dosaženo j e n mála průkazných rozdílů napříč jednotlivými 
v a r i a n t a m i ředidel. Nejnižší h o d n o t y V A P , V C L a V S L b y l y shodně pozorovány v A n d r o M e d u 
(51,64±6,323 u m / s ; 78,76±7,307 u m / s a 35,41±5,669 u m / s ) . Průkazné rozdíly b y l y detekovány 
p o u z e v porovnání s ředidlem č. 7 . V ředidle č. 7 totiž b y l o dosaženo vysokých h o d n o t V A P , 
V C L a V S L (86,63±6,774 u m / s ; 111,6±8,114 u m / s ; 64,75±6,088 u m / s ) . Výsledky V A P a V S L 
b y l y současně vysoké u ředidla č. 2 (84,92±7,006 u m / s a 79,55±7,169 u m / s ) , což b y l o doloženo 
s t a t i s t i c k o u signifikancí. U h o d n o t y L I N b y l shledán p o u z e j e d e n s t a t i s t i c k y významný rozdíl 
a t o m e z i ředidlem č. 2 a 4 (rozdíl 69,56±4,993 % a 45 ,3±4,532%). Ostatní h o d n o t y L I N b y l y 
v rámci statistické analýzy srovnatelné (52,25±4,547 - 63,74±4,983 % ) . Podobně u S T R b y l y 
průkazné rozdíly m e z i ředidlem č. 2 a ředidly č. 1 , 3 , 4 , 5 , 6 . Podroběji j s o u výsledky zapsány 
v následující t a b u l c e č. 6 . 

Ř E D V A P (um /s) V C L (um /s) V S L (um /s) L I N ( % ) S T R (%) 
1 (n=26) 51,64±6,323 a 78,76±7,307 a 35,41±5,669 a 59,65±4,515 a b 38,29±4,026 a c 

2 (n=26) 84,92±7,006 b 97,85±7,34 a b 79,55±7,169 b 69,56±4,993 a 64,45±5,005 b 

3 (n=26) 75,68±7,233 a 

b 
108,27±7,642 a b 48,62±6,899 a b 57,67±4,67 a b 41,07±4,312 a c 

4 (n=26) 66,24±6,179 a 

b 
101,76±7,322 a b 43 ,38±5 ,573 a c 45,3±4,532 b 31,64±3,994 c 

5 (n=26) 6 6 ± 6 , 3 2 1 a b 106,46±7,388 a b 45,28±5,717 a c 52,25±4,547 a b 36,89±4,005 a c 

6 (n=26) 72,21±6,498 a 

b 
106,89±7,28 a b 47,63±6,347 a b 53,34±5,194 a b 33 ,19±4 ,861 a c 

7 (n=22) 86,63±6,774 b l l l , 6 ± 8 , 1 1 4 b 64,75±6,088 b c 63 ,74±4 ,983 a b 50,56±4,39 a b 

Tabulka 6 Hodnoty CASA pro jednotlivá ředidla po rozmrazení; ESM± SE 

Zkratky: V A P - průměrná r y c h l o s t dráhy ( u m / s ) ; V C L - křivočará r y c h l o s t ( u m / s ) ; V S L -
přímočará r y c h l o s t ( u m / s ) ; L I N - l i n e a r i t a křivočaré dráhy ( % ) ; S T R - přímočarost průměrné 
dráhy ( % ) ; Ř E D - ředidlo; 1 - A n d r o M e d ; 2 - O v i X c e l l ; 3 - O p t i X c e l l ; 4 - A n d r o M e d + 
O v i X c e l l + O p t i X c e l l ( 1 : 1 : 1 ) ; 5 - A n d r o M e d + O v i X c e l l ( 1 : 1 ) ; 6 - A n d r o M e d + O p t i X c e l l 
( 1 : 1 ) ; 7 - O v i X c e l l a O p t i X c e l l ( 1 : 1 ) ; a - c = odlišná písmena v e sloupcích potvrzují s t a t i s t i c k y 
signifikantní rozdíly ( P < 0 , 0 5 ) ; průkazné rozdíly j s o u m e z i jednotlivými ředidly 
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6.2 Výsledky průtokový cytometr 

6.2.1 Základní charakteristiky 

T a b u l k a č. 7 nám u k a z u j e základní statistické c h a r a k t e r i s t i k y p r o průtokovou c y t o m e t r i i . J a k o 
životaschopné s p e r m i e j s m e b r a l i s p e r m i e b e z poškozené plazmatické membrány, b e z 
poškozeného a k r o z o m u a s mitochondriální a k t i v i t o u . P o e k v i l i b r a c i j s m e h o d n o t i l i 1 3 7 vzorků 
p r o každou námi z v o l e n o u proměnnou (životaschopné s p e r m i e ; s poškozenou p l a z m a t i c k o u 
membránou; s poškozenou p l a z m a t i c k o u membránou a poškozeným a k r o z o m e m ; 
s poškozeným a k r o z o m e m ; buňky s vysokým mitochondriálním membránovým potenciálem, 
i n t e n z i t a signálu M i t o T r a c k e r u ) . V t a b u l c e j e možné s i všimnout, že aritmetický průměr 
v i a b i l i t y b y l p o e k v i l i b r a c i 48,50±19,336 %, a l e p o rozmrazení došlo k výraznému p o k l e s u n a 
11,22±8,176 %, což představuje 4 x méně životaschopných spermií. U h o d n o t značící poškození 

j e t r e n d opačný, k d y s e zvyšovalo p r o c e n t o poškození, např. u P M z 22,32±8,837 % n a 
40,34±12,789 a t d . ( v i z t a b u l k a č. 7 ) 

Promě Cetn Ar . průměr Směrodatná Minimum Maximum 
nná ost (%) odchylka (%) (%) (%) 

Po V I A 1 3 7 4 8 , 5 0 1 9 , 3 3 6 6 , 5 7 7 3 , 9 6 
ekvilibr P M 1 3 7 2 2 , 3 2 8 , 8 3 7 9 , 4 2 4 7 , 8 3 
aci P M A 1 3 7 2 8 , 9 1 1 2 , 0 8 1 4 , 5 6 5 8 , 9 9 

P A 1 3 7 0 , 2 5 0 , 1 8 6 0 , 0 3 0 , 9 7 
M M P 1 3 7 4 4 , 7 7 2 0 , 4 0 5 3 , 5 7 3 , 1 9 
I S M 1 3 7 5 , 8 3 2 , 5 5 0 , 8 4 1 4 , 2 6 

Po V I A 1 4 4 1 1 , 2 2 8 , 1 7 6 0 , 8 1 3 6 , 2 3 
rozmra P M 1 4 4 4 0 , 3 4 1 2 , 7 8 8 1 3 , 5 5 6 2 , 1 5 
zeni P M A 1 4 4 4 7 , 9 5 1 4 , 9 7 6 2 4 , 1 5 8 3 , 9 5 

P A 1 4 4 0 , 4 8 0 , 3 9 8 0 1,5 
M M P 1 4 4 8 , 0 4 8 , 0 4 2 0 , 0 8 3 3 , 3 5 
I S M 1 4 4 4 , 0 1 1 , 9 4 3 0 , 6 6 9 , 1 2 

Tabulka 7 Základní statistické charakteristiky - průtokový cytometr 

Zkratky: A r . průměr - aritmetický průměr; V I A - životaschopné s p e r m i e ; P M - s poškozenou 
p l a z m a t i c k o u membránou; P M A - s poškozenou p l a z m a t i c k o u membránou a poškozeným 
a k r o z o m e m ; P A - s poškozeným a k r o z o m e m ; M M P -buňky s vysokým mitochondriálním 
membránovým potenciálem, P M T - i n t e n z i t a signálu M i t o T r a c k e r u ; 

6.2.2 Popis modelu 

Použitý m o d e l b y l s t a t i s t i c k y významný p r o f a k t o r y P < 0 , 0 5 . Statistická průkaznost 
jednotlivých faktorů v modelové r o v n i c i j e u v e d e n a v t a b u l c e č. 8 a 9 . Z t a b u l e k vyplývá, že 
všechny f a k t o r y p o e k v i l i b r a c i b y l y s t a t i s t i c k y významné. 
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Efekt V I A P M P M A P A M M P I S M 
D E N * B E R . 0 0 0 1 < 0 0 0 1 < 0 0 0 1 < 0 0 0 1 < 0 0 0 1 < 0 0 0 1 
ŘED < . 0 0 0 1 < . 0 0 0 1 < . 0 0 0 1 0 . 1 0 6 1 < . 0 0 0 1 < . 0 0 0 1 

Tabulka 8 Vliv fixních faktorů po ekvilibraci pro hodnoty průtokového cytometru 

Zkratky: V I A - životaschopné s p e r m i e ; P M - s poškozenou p l a z m a t i c k o u membránou; P M A 
- s poškozenou p l a z m a t i c k o u membránou a poškozeným a k r o z o m e m ; P A - s poškozeným 
a k r o z o m e m ; M M P -buňky s vysokým mitochondriálním membránovým potenciálem, U V I T -
i n t e n z i t a signálu M i t o T r a c k e r u ; R E D - ředidlo; D E N * B E R = znáhodněný sdružený e f e k t d n e 
a plemeníka 

V použitém statistickém m o d e l u p r o zhodnocení cytometrických údajů p o rozmrazení 
b y l s t a t i s t i c k y průkazný sdružený e f e k t d n e a b e r a n a a fixní e f e k t ředidla u všech sledovaných 
znaků. H o d n o t y dílčích závisle proměnných p o e k v i l i b r a c i zohledněných f o r m o u kovariát 
n e b y l y průkazné p r o námi zvolené statistické m o d e l y , kromě jediného f a k t o r u , a t o n a s p e r m i e 
s poškozenou p l a z m a t i c k o u membránou a poškozeným a k r o z o m e m . V s e j e detailně u v e d e n o 
v t a b u l c e č. 9 

Efekt V I A P M P M A P A M M P I S M 
D E N * B E R < 0 0 0 1 < 0 0 0 1 < 0 0 0 1 < 0 0 0 1 < 0 0 0 1 < 0 0 0 1 
Ř E D < . 0 0 0 1 < . 0 0 0 1 < . 0 0 0 1 < . 0 0 0 1 < . 0 0 0 1 < . 0 0 0 1 
bi-7 x E Q 0 . 6 4 1 1 0 . 8 1 4 3 0 . 0 1 2 3 0 . 5 5 8 1 0 . 3 2 9 8 0 . 8 4 0 6 

Tabulka 9 Vliv fixních faktorů po rozmrazení pro hodnoty průtokového cytometru 

Zkratky: V I A - životaschopné s p e r m i e ; P M - s poškozenou p l a z m a t i c k o u membránou; P M A 
- s poškozenou p l a z m a t i c k o u membránou a poškozeným a k r o z o m e m ; P A - s poškozeným 
a k r o z o m e m ; M M P -buňky s vysokým mitochondriálním membránovým potenciálem, I S M -
i n t e n z i t a signálu M i t o T r a c k e r u ; R E D - ředidlo; D E N * B E R = znáhodněný sdružený e f e k t d n e 
a plemeníka; b i - 7 x E Q = h o d n o t y p r o dílčí závisle proměnné p o e k v i l i b r a c i f o r m o u j a k o 
kovariáty (celková v i a b i l i t a buněk, podíl buněk s poškozenou p l a z m a t i c k o u membránou, podíl 
buněk s poškozenou p l a z m a t i c k o u membránou a poškozeným a k r o z o m e m , podíl buněk s 
poškozením a k r o z o m u , s p e r m i e s mitochondriálním membránovým potenciálem a i n t e n z i t a 
signálu M i t o T r a c k e r u ) p o rozmrazení 

6.2.3 Vliv ředidla 

6 . 2 . 3 . 1 Procentuální zastoupení životaschopných spermií p o e k v i l i b r a c i a p o rozmrazení 

Když s e podíváme n a g r a f č. 5 , můžeme s i vš imnou velkého množství s t a t i s t i c k y 
významných rozdílů p o e k v i l i b r a c i vzorků. Např. ředidlo č. 2 ( O v i X c e l l ) s e signifikantně liší 
s e všemi porovnávanými ředidly a p o t v r z u j e tím o b s a h nejnižšího p r o c e n t a životaschopných 
spermií (38,53±1,029 % ) . N a p r o t i t o m u s e i signifikantně liší ředidlo č. 1 s č. 2 , 3 , 5 a 7 , zároveň 
v e d e n a d n i m i svým o b s a h e m životaschopných spermií (54,23±1,029 % ) . Můžeme také říci, že 
ředidla č. 4 (50,73±1,029 % ) a č. 6 (52,02±1,029 % ) d o p a d l y lépe j a k průměrně, protože s e 
s t a t i s t i c k y nelišily o d ředidla č. 1 a zároveň b y l prokázán rozdíl s ředidlem č. 2 a 7 . 
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l(n=26) 2(n=26) 3(n=26) 4(n=26) 5(n=26) 6(n=26) 7(n=22) 

ŘEDIDLO 

Graf 5 Procento životaschopných spermií po ekvilibraci 

Zkratky: V I A - životaschopné s p e r m i e ( % ) ; 1 - A n d r o M e d ; 2 - O v i X c e l l ; 3 - O p t i X c e l l ; 4 -
A n d r o M e d + O v i X c e l l + O p t i X c e l l ( 1 : 1 : 1 ) ; 5 - A n d r o M e d + O v i X c e l l ( 1 : 1 ) ; 6 - A n d r o M e d + 
O p t i X c e l l ( 1 : 1 ) ; 7 - O v i X c e l l a O p t i X c e l l ( 1 : 1 ) ; a - e = odlišná písmena v e sloupcích potvrzují 
s t a t i s t i c k y signifikantní rozdíly ( P < 0 , 0 5 ) ; průkazné rozdíly j s o u m e z i jednotlivými ředidly 

Z g r a f u č. 6 vyplívá, že n e j horší v i a b i l i t u p o rozmrazení v y k a z o v a l y s p e r m i e ředěné 
v O v i X c e l l u (4,17±1,147 % ) , stejně j a k o t o m u b y l o u ekvilibrovaných vzorků. V t o m t o ředidle 
b y l y shledány signifikantní rozdíly v porovnání s e všemi ředidly kromě č. 7 , které mělo též 
malý o b s a h viabilních buněk (8,31±0.98 % ) . Důležitým výsledkem j e , že signifikantně b y l 
prokázán nejlepší výsledek u ředidla č. 6 . T e n t o výsledekje dokumentován průkaznými rozdíly, 
a t o s e všemi ostatními hodnocenými ředidly. 

l(n=26) 2(n=26) 3(n=26) 4(n=26) 5(n=26) 6(n=26) 7(n=22) 

ŘEDIDLO 

Graf 6 Procento životaschopných spermií po rozmrazení 
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Zkratky: V I A - životaschopné s p e r m i e ( % ) ; 1 - A n d r o M e d ; 2 - O v i X c e l l ; 3 - O p t i X c e l l ; 4 -
A n d r o M e d + O v i X c e l l + O p t i X c e l l ( 1 : 1 : 1 ) ; 5 - A n d r o M e d + O v i X c e l l ( 1 : 1 ) ; 6 - A n d r o M e d + 
O p t i X c e l l ( 1 : 1 ) ; 7 - O v i X c e l l a O p t i X c e l l ( 1 : 1 ) ; a - d = odlišná písmena v e sloupcích potvrzují 
s t a t i s t i c k y signifikantní rozdíly ( P < 0 , 0 5 ) ; průkazné rozdíly j s o u m e z i jednotlivými ředidly 

6 . 2 . 3 . 2 Podíl buněk s poškozenou p l a z m a t i c k o u membránou, podíl buněk s poškozenou 
p l a z m a t i c k o u membránou a poškozeným a k r o z o m e m , podíl buněk s poškozením 
a k r o z o m u , buňky s vysokým mitochondriálním membránovým potenciálem, 
i n t e n z i t a signálu M i t o T r a c k e r u p o e k v i l i b r a c i a p o rozmrazení 

Průměrné h o d n o t y naměřené p o e k v i l i b r a c i j s o u uvedené v t a b u l c e č. 1 0 . N e j větší 
p r o c e n t o spermií s poškozenou p l a z m a t i c k o u membránou a p r o c e n t o buněk s poškozenou 
p l a z m a t i c k o u membránou a poškozeným a k r o z o m e m s e nacházelo v ředidle č. 2 
(28 ,56±0,832% a 32,67±0,743 % ) . S t a t i s t i c k y významný rozdíl b y l pozorován m e z i t ímto 
ředidlem a všemi ostatními ředidly. V případě buněk s poškozenou p l a z m a t i c k o u membránou 
a poškozeným a k r o z o m e m b y l průkazný rozdíl v porovnání s ostatními ředidly kromě ředidla 
č. 7 , protože t o o b s a h o v a l o podobně 32,55±0,815 % poškozených spermií. Ostatní h o d n o t y P M 
a P A n e v y k a z o v a l y s t a t i s t i c k y významné rozdíl. Můžeme t e d y říci, že s e ředidla s t a t i s t i c k y 
nelišila a p r o c e n t o poškození b y l o podobné. Podrobnější p o p i s j e u v e d e n v t a b u l c e č. 1 0 . 

P r o c e n t o buněk s vysokým mitochondriálním membránovým potenciálem b y l o nejvyšší 
v ředidle č. 6 (49,06± 1 , 4 4 3 % ) a č. 4 (48,32± 1 , 4 4 3 % ) . T y t o ředidla n e v y k a z o v a l a signifikantní 
rozdíl j e n v porovnání m e z i s e b o u . Nejméně buněk M M P p a k b y l o v ředidle č. 2 (37,12±1,443 
% ) , k d e b y l i pozorován průkazný rozdíl s ostatními ředidly ( m i m o č. 1 ) . 

I n t e n z i t a signálu M i t o T r a c k e r u b y l a nejvyšší u ředidla č. 2 (8,41±0,251), což b y l o 
výrazně více než u ostatních ředidel a j e z d e signifikantní rozdíl s e všemi ředidly. Nejhorší 
výsledek b y l u ředidla č. 1 (4,49±0,251), z d e n e b y l průkazný rozdíl akorát s ředidly č. 3 a 6 . 

Ř E D P M P M A P A M M P I S M 

1 (n=26) 19,8±0,832 a 25,66±0,743 a 0,31±0,024 a 4 1 , 7 3 ± l , 4 4 3 a c 4,49±0,251 a 

2 (n=26) 28,56±0,832 b 32,67±0,743 c 0,23±0,024 a 37 ,12± l ,443 c 8,41±0,251 e 

3 (n=26) 22,41±0,832 a 28 ,21±0 ,743 a d 0,2±0,024 a 4 7 , 4 1 ± l , 4 4 3 a 5,15±0,251 a c 

4 (n=26) 20,89±0,832 a 28 ,13±0 ,743 a b 0,25±0,024 a 4 8 , 3 2 ± l , 4 4 3 b 6 , 1 2 ± 0 , 2 5 1 b c d 

5 (n=26) 22,37±0,832 a 28 ,91±0 ,743 b d 0,27±0,024 a 4 5 , 8 0 ± l , 4 4 3 a 6 , 0 3 ± 0 , 2 5 1 b c d 

6 (n=26) 20,39±0,832 a 27 ,31±0 ,743 a b 0,27±0,024 a 4 9 , 0 6 ± l , 4 4 3 b 5 ,49±0,251 a d 

7 (n=22) 21,64±0,912 a 32,55±0,815 c 0,25±0,026 a 4 4 , 7 0 ± l , 5 7 1 a 6,98±0,274 b 

Tabulka 10 Hodnoty z průtokového cytometru pro jednotlivá ředidla po ekvilibraci; ESM ± SE 

Zkratky: P M - s poškozenou p l a z m a t i c k o u membránou; P M A - s poškozenou p l a z m a t i c k o u 
membránou a poškozeným a k r o z o m e m ; P A - s poškozeným a k r o z o m e m ; M M P -buňky 
s vysokým mitochondriálním membránovým potenciálem, I S M - i n t e n z i t a signálu 
M i t o T r a c k e r u ; Ř E D - ředidlo; 1 - A n d r o M e d ; 2 - O v i X c e l l ; 3 - O p t i X c e l l ; 4 - A n d r o M e d + 
O v i X c e l l + O p t i X c e l l ( 1 : 1 : 1 ) ; 5 - A n d r o M e d + O v i X c e l l ( 1 : 1 ) ; 6 - A n d r o M e d + O p t i X c e l l 
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( 1 : 1 ) ; 7 - O v i X c e l l a O p t i X c e l l ( 1 : 1 ) ; a - e = odlišná písmena v e sloupcích potvrzují s t a t i s t i c k y 
signifikantní rozdíly ( P < 0 , 0 5 ) ; průkazné rozdíly j s o u m e z i jednotlivými ředidly 

Průměrné h o d n o t y naměřené p o rozmrazení j s o u uvedené v t a b u l c e č. 1 1 . N e j větší 
p r o c e n t o spermií s poškozenou p l a z m a t i c k o u membránou s e nacházelo v ředidle č. 1 
(51,97±0,977 % ) , což j e přesně opačná s i t u a c e než p o e k v i l i b r a c i . S t a t i s t i c k y významný rozdíl 
b y l pozorován m e z i t ímto ředidlem a všemi ostatními ředidly. J a k o druhé nejhorší b y l o ředidlo 
č. 5 (47,61±0,943 % ) , k d e b y l zjištěn statistický rozdíl s porovnávanými ředidly, kromě ředidla 
č. 2 , protože o b s a h P M b y l téměř stejný, a t o 47,14±1,136 %. Současně t o t o ředidlo mělo 
nejvíce spermií s poškozením a k r o z o m u (0,72±0,054 % ) , stejně j a k o ředidlo č. 1 (0,61±0,055 
% ) , 5 (0,62±0,054 % ) a 4 (0,55±0,054 % ) . T y t o t r e n d y b y l y doprovázeny signifikantními 
rozdíly. Podíl buněk s poškozenou p l a z m a t i c k o u membránou a poškozeným a k r o z o m e m b y l 
n e j vyšší v ředidle č. 7 , a t o 5 8 , 3 8± 1 , 2 9 4 %, k d e b y l i průkazný rozdíl v porovnání s ostatními 
ředidly kromě ředidla č. 3 . Nejlepších výsledků v t o m t o u k a z a t e l i v y k a z o v a l a ředidla č. 1 
(36,51±1,177%) a 5 (40,15±1,095 % ) , z d e b y l pozorován rozdíl o p r o t i ředidlům č. 2 , 3 , 4 , 6 a 
7 . 

P r o c e n t o buněk s vysokým mitochondriálním membránovým potenciálem b y l o nejvyšší 
v ředidle č. 6 (13,54±0,861 % ) , nejméně p a k v ředidle č. 2 (2,36±0,922%), k d e b y l i pozorován 
průkazný rozdíl s ostatními ředidly ( m i m o č. 1 ) . Podrobnější výsledky j s o u u v e d e n y v t a b u l c e 
č. 1 0 

I n t e n z i t a signálu M i t o T r a c k e r u b y l a nejvyšší u ředidla č. 7 (6,02±0,266), což b y l o 
dokumentováno signifikantími rozdíly v e srovnání s e všemi ostatními hodnocenými ředidly. 
Nejhorší výsledek b y l n a p r o t i t o m u zaznamenán u ředidla č. 1 (2,03±0,252). Také t o t o tvrzení 
l z e d o k u m e n t o v a t signifikantními rozdíly s e všemi ostatními ředidly. 

Ř E D P M P M A P A M M P I S M 

1 (n=26) 51,97±0,977 a 36 ,51± l ,177 a 0,61±0,055 a 5,14±0,846 a c 2,03±0,252 a 

2 (n=26) 47 ,14± l ,136 b 4 6 , 1 8 ± l , 2 0 3 b 0,72±0,054 a 2,36±0,922 c 4,34±0,309 b 

3 (n=26) 34,34±0,943 c 5 3 , 2 8 ± l , 0 9 9 c d e 0,17±0,055 b 10 ,67±0 ,843 b d e 4,45±0,234 b 

4 (n=26) 35,34±0,954 c 5 1 , 1 4 ± l , 1 0 1 b d 0,55±0,054 a c 10,38±0,852 b e 4,04±0,228 b 

5 (n=26) 47,61±0,943 b 40 ,15± l ,095 a 0,62±0,054 a 8 ,54±0 ,833 a b d 3,98±0,228 b 

6 (n=26) 33,05±0,963 c 4 9 , 8 6 ± l , 1 1 6 b d 0,36±0,054 b c 13,54±0,861 e 3,68±0,229 b 

7 (n=22) 31 ,69± l ,036 c 58 ,38±l ,294 e 0,3±0,059 b 7 ,27±0 ,912 a b d 6,02±0,266 c 

Tabulka 11 Průměrné procentuální zastoupení spermií po rozmrazení; ESM ± SE 

Zkratky: P M - s poškozenou p l a z m a t i c k o u membránou; P M A - s poškozenou p l a z m a t i c k o u 
membránou a poškozeným a k r o z o m e m ; P A - s poškozeným a k r o z o m e m ; M M P -buňky 
s vysokým mitochondriálním membránovým potenciálem, I S M - i n t e n z i t a signálu 
M i t o T r a c k e r u ; Ř E D - ředidlo; 1 - A n d r o M e d ; 2 - O v i X c e l l ; 3 - O p t i X c e l l ; 4 - A n d r o M e d + 
O v i X c e l l + O p t i X c e l l ( 1 : 1 : 1 ) ; 5 - A n d r o M e d + O v i X c e l l ( 1 : 1 ) ; 6 - A n d r o M e d + O p t i X c e l l 
( 1 : 1 ) ; 7 - O v i X c e l l a O p t i X c e l l ( 1 : 1 ) ; a - e = odlišná písmena v e sloupcích potvrzují s t a t i s t i c k y 
signifikantní rozdíly ( P < 0 , 0 5 ) ; průkazné rozdíly j s o u m e z i jednotlivými ředidly 
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7 Diskuze 
P r o c e s k r y o k o n z e r v a c e j e jedním z n e j důležitějších faktorů, které ovlivňují k v a l i t u 

zmrazeného beraního s p e r m a t u ( M a t s h a b a e t a l . , 2 0 1 4 ) . V e d e k poškození způsobeným 
především chladovým šokem, t v o r b o u intracelulárních ledových krystalů, oxidačním s t r e s e m , 
roztokovým e f e k t e m a reorganizací lipidů a proteinů v membránách ( C a s t r o e t a l . , 2 0 1 6 ) . 
Přesněji řečeno, ejakulát b e r a n a s e ukázal j a k o obtížnější k e k r y o k o n z e r v a c i , než s p e r m a j iných 
hospodářských zvířat ( A b d e l h a k e a m e t a l . , 1 9 9 1 ) . 

P r o k r y o k o n z e r v a c i s e m e n e b e r a n a b y l a v y v i n u t a různá ředidla a kryoprotektivní látky 
( N u r e t a l . , 2 0 1 0 ) . Ředidla s p e r m a t u j s o u obecně o b o h a c e n y vaječným žloutkem. Vaječný 
žloutek j e hlavní složkou ředidel p r o skladování a k r y o k o n z e r v a c i s p e r m a t u většiny druhů savců 
včetně býků, beranů, k o z , p r a s a t a d o k o n c e i lidí ( F o r o u z a n f a r e t a l . , 2 0 1 0 ) . Hlavní nevýhodou 
použití materiálu živočišného původu v e struktuře kryokonzervačního média j e hygienické 
r i z i k o , přenos nemocí a mikrobiální k o n t a m i n a c e , která následně umožňuje p r o d u k c i 
endotoxinů. Dále b y l o zjištěno, že vaječný žloutek j e antigenní h m o t a a vyvolává t v o r b u 
protilátek v systémové c i r k u l a c i a reprodukčním t r a k t u . Vědci z k o u m a l i , j a k najít náhradu z a 
hlavní složku ředidel s p e r m a t u . Sójový l e c i t i n rostlinného původu b y m o h l být lepší 
a l t e r n a t i v o u . Účinnou složkou vaječného žloutku j e lipoproteinová f r a k c e s nízkou h u s t o t o u , 
( j a k o j e l e c i t i n ) , která chrání membrány před porušením během k r y o k o n z e r v a c e . 
F o s o h a t i d y l c h o l i n y , l i p o p r o t e i n y o nízké hustotě vaječného žloutku, j s o u v e l m i významné p r o 
o c h r a n u membrán spermií v p r o c e s u zmrazování a rozmrazování. Podobná složka, j a k o j e 
sójový l e c i t i n , může být náhradou z a vaječný žloutek v kryokonzervačních ředidlech s p e r m a t u 
( T o k e r e t a l . , 2 0 1 6 ) . P r o t o námi zvolená ředidla b y l a n a bázi sójového l e c i t i n u a O p t i X c e l l j e 
bezbílkovinné ředidlo vyvinuté n a bázi vaječného žloutku. 

( K h a t u n e t a l . , 2 0 2 1 ) s e v e své s t u d i i zabývali nahrazením vaječného žloutku 
alternativním sójovým l e c i t i n e m získaným z r o s t l i n . Cílem b y l o z h o d n o t i t v l i v ředidel n a bázi 
vaječného žloutku a sójového l e c i t i n u n a k v a l i t u kryokonzervovaného s e m e n e beranů. V e 
srovnání m e z i dvěma ředidly přípravek O v i X c e l l v y k a z o v a l lepší k v a l i t u spermií j a k v e fázi 
před zmrazením ( m o t i l i t a spermií), t a k v e fázi p o rozmrazení. Ředidlo s p e r m a t u AndroMed® 
n a bázi sójového l e c i t i n u ( M i n i t u b e G m b H ) b y l o původně vyvinuté p r o k r y o k o n z e r v a c i spermií 
s k o t u . T o t o komerčně dostupné ředidlo s p e r m a t u o b s a h u j e vysoký podíl fosfolipidů podobných 
vaječnému žloutku (hlavně f o s f a t i d y l c h o l i n , f o s f a t i d y l e t h a n o l a m i n a f o s f a t i d y l i n o s i t o l ) , j a k 
uvádí ( F u k u i e t a l . , 2 0 0 8 ) . Obecně platí, že sójový l e c i t i n s e skládá n e j e n z e směsi fosfolipidů, 
a l e také triglyceridů, mastných k y s e l i n , sterolů, sterolglykosidů, aesterů, tokoferolů a sacharidů 
( S c h o l f i e l d , 1 9 8 1 ) Sojový l e c i t i n b y l nedávno rozpoznán j a k o c h e m i c k y definovaná a l t e r n a t i v a 
vaječného žloutku b e z patogenů p r o úspěšné skladování beraního s e m e n e při nízké teplotě ( d e 
P a z e t a l . , 2 0 1 0 ; F u k u i e t a l . , 2 0 0 8 ; K h a l i f a & L y m b e r o p o u l o s , 2 0 1 3 ) N a v z d o r y zjištěným 
úspěchům v a p l i k a c i komerčních ředidel s p e r m a t u n a bázi sójového l e c i t i n u p r o k r y o k o n z e r v a c i 
spermií b e r a n a ( v e s m y s l u i n v i t r o a i n v i v o ) , někteří vědci z a z n a m e n a l i výrazné snížení t v o r b y 
b l a s t o c y s t i n v i t r o , snížení oplození a embryonální ztráty p o zpracování spermií b e r a n a v 
komerčním ředidle n a bázi sójového l e c i t i n u (Ptáček e t a l . , 2 0 1 9 ) . 

Další přístup k náhradě L D L z vaječného žloutku a l e c i t i n u j e použití definovaných 
lipidů, j a k o j s o u l i p o s o m y . Ochranné v l a s t n o s t i l iposomů j s o u přisuzovány přenosu lipidů a 
c h o l e s t e r o l u m e z i lipozomální a buněčnou membránou. Optixcel® j e ředidlo n a bázi lipozomů 
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určený p r o k o n z e r v a c i býčího s p e r m a t u . Výsledky ( M o u l a e t a l . , 2 0 1 8 ) neprokázaly žádnou 
výhodu přípravku Optixcel® o p r o t i ostatním ředidlům testovaných v zachování p o h y b l i v o s t i 
spermií beranů. M o t i l i t a b y l a považována z a j e d n u z n e j důležitějších c h a r a k t e r i s t i k spojených 
s oplodňovací schopností spermií. C A S A p o s k y t u j e objektivní hodnocení p o h y b l i v o s t i spermií. 
T e n t o přístup b y l použit v m n o h a studiích k hodnocení účinku několika ředidel (Duragen®, 
Andromed®, Triladyl®, Optixcel®, INRA96®, a Ovipro®) n a c e l k o v o u m o t i l i t u , progresivní 
m o t i l i t u , V C L , V S L a V A P . Celkové p a r a m e t r y C A S A b y l y u o b o u p l e m e n beranů významně 
ovlivněny t y p e m použitého ředidla, a t o b e z o h l e d u n a t e p l o t u skladování ( 5 n e b o 1 5 °C) ( M o u l a 
e t a l . , 2 0 1 8 ) . V této diplomové práci b y l pozorován rozdíl v celkové motilitě spermií s různými 
použitými ředidly. Rozdíly b y l y pozorovány, když s e v z a l a v úvahu i n t e r a k c e m e z i 
n i m i . N e j vyšší celková m o t i l i t a spermií b y l a pozorována v ředidle č. 6 ( A n d r o M e d + 
O p t i X c e l l ) (57,6±2,111 % ) p o e k v i l i b r a c i , k d e b y l shledán rozdíl m e z i ředidlem č. 2 , 3 , 5 a 7 . 
Ředidlo č. 1 a č. 4 d o s a h o v a l y také dobrých výsledků (54,05±2,111 a 51,06±2,111 % ) . P o 
rozmrazení nejvyšších h o d n o t celkové m o t i l i t y b y l o taktéž dosaženo v ředidle č. 6 ( A n d r o M e d 
+ O p t i X c e l l ) a č. 5 ( A n d r o M e d + O v i X c e l l ) . J e j i c h h o d n o t y 1 6 , 0 7 + 1 , 0 9 9 % a 14,66±1,099 % 
s e s t a t i s t i c k y významně lišily o d ředidel č. 1 ( A n d r o M e d ) a 2 ( O v i X c e l l ) , k d e b y l y h o d n o t y 
výrazně nižší (8,86±1,122 % a 7,96±1,168 % ) . Z t o h o můžeme u s u z u v a t , že samotné ředidlo 
A n d r o M e d nemusí být z c e l a optimální p r o p r o c e s k r y o k o n z e r v a c e valašských beranů. S 
o h l e d e m n a t o , že m o t i l i t a spermií k l e s l a během p r o c e s u z 54,05±2,111 % n a 8,86±1,122 %. 
K u l a k s i z e t a l . ( 2 0 1 2 ) z a z n a m e n a l i lepší uchování spermií v ředidle n a bázi mléka a v a j e c než 
v ředidle n a bázi sojových bobů (přípravek Andromed®). Snížení m o t i l i t y v přípravku 
Andromed® j e pravděpodobně způsobeno v y s o k o u v i s k o z i t o u sójového l e c i t i n u . 

V e s t u d i i M a t s h a b a e t a l . ( 2 0 1 4 ) b y l o zjištěno, že p r o c e n t o progresivní m o t i l i t y spermií 
b y l o sníženo p o p r o c e s u zmrazování a rozmrazování, b e z o h l e d u n a t y p použitého ředidla. 
Ředidlo B i o X c e l l ® a O v i X c e l l ® s e ukázaly j a k o lepší p r o účely k r y o k o n z e r v a c e s e m e n e . 
V porovnání s našimi výsledky j e shodně dokázáno, že progresivní m o t i l i t a s e p o k r y k o n z e r v a c i 
snížila, např. u ředidla č. 5 z 1 6 , 0 7 + 1 , 0 9 9 % n a 6 , 0 4 + 0 , 8 4 4 % a u ředidla č. 6 z 3 1 , 2 8 + 1 , 8 8 2 % 
n a 7 , 6 6 + 0 , 8 4 2 %. Odlišně však O v i X c e l l v našich výsledcích d o s a h o v a l nejhorších h o d n o t , k d y 
progresivní m o t i l i t a k l e s l a z 3 2 , 4 2 2 4 + 1 , 8 8 2 % p o e k v i l i b r a c i n a 4 , 3 4 + 0 , 8 4 1 % p o rozmrazení. 

Průtoková c y t o m e t r i e b y l a úspěšná j a k o nástroj p r o s t u d i u m několika fyziologických 
vlastností spermií. V e s t u d i i ( d e l O l m o e t a l . , 2 0 1 3 ) b y l o zjištěno, že e x i s t u j e přímý v z t a h m e z i 
p a r a m e t r y m o t i l i t y a plodností, a m i t o c h o n d r i e b y l y považovány z a základní o r g a n e l u v e 
f y z i o l o g i i spermií. M i t o c h o n d r i e mají také klíčovou r o l i v různých buněčných funkcích j a k o j e 
m o d u l a c e redoxní rovnováhy, osmotická r e g u l a c e a h o m e o s t á z a C a + + ( F . J . Peňa e t a l . , 2 0 0 9 ) . 
( H a m m a d e h e t a l . , 2 0 0 1 ) uvádějí, že poškození D N A spermií b y l o s p o j e n o s neplodností, 
embryonální ztrátou v raném stádiu a genetickými a b n o r m a l i t a m i u potomků. Příčinou b y m o h l 
být n e d o s t a t e k p r o t a m i n u , který souvisí s poškozením D N A . P o v a h a a stupeň i n t e r a k c e m e z i 
p r o t a m i n y prostřednictvím disulfidických v a z e b j e zásadní p r o udržení s t a v u c h r o m a t i n u v 
kondenzovaném s t a v u . V oplodněném vajíčku dochází k opačnému p r o c e s u d e k o n d e n z a c e , 
protože s e štěpí protaminové disulfidové v a z b y a zprostředkovávají t v o r b u p r o n u k l e a . P r o 
pozitivní výsledek r e p r o d u k c e j e t e d y nezbytná správná k o n d e n z a c e a d e k o n d e n z a c e D N A 
spermií ( K a s i m a n i c k a m e t a l . , 2 0 0 7 ) . ( K h a l i f a & L y m b e r o p o u l o s , 2 0 1 3 ) s t u d o v a l i v l i v ředidla 
s p e r m a t u n a s t r u k t u r u c h r o m a t i n u a zjišťovali k o r e l a c i m e z i i n t e g r i t o u c h r o m a t i n u a plodností 
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s e m e n e . A n i ředidlo a n i d o b a skladování neměly žádný v l i v n a výskyt dekondenzovaného 
c h r o m a t i n u . N a rozdíl o d ředidla O v i X c e l l ® b y l o detekováno zhoršení m o t i l i t y spermií 
(P < 0 , 0 1 ) a s t a b i l i t y c h r o m a t i n u (P < 0 , 0 0 5 ) p o 4 8 hodinách skladování v ředidle m i l k - e g g 
y o l k . Z této s t u d i e vyplývá, že O v i X c e l l ® j e lepší než ředidlo z mléka a vaječného žloutku v 
zachování s t a b i l i t y a m o t i l i t y c h r o m a t i n u . Rozdíly v použitém ředidle, míře ředění s p e r m a t u , 
p l e m e n i n e b o věku beranů m o h o u být zodpovědné z a n e s o u l a d v e výsledcích. V této diplomové 
práci však n e j horší v i a b i l i t u p o rozmrazení v y k a z o v a l y s p e r m i e ředěné právě v O v i X c e l l u 
(4,17±1,147 % ) , stejně j a k o t o m u b y l o u ekvilibrovaných vzorků (38,53±1,029 % ) . V e s t u d i i 
( A n s a r i e t a l . , 2 0 1 6 ) b y l a v y s l o v e n a hypotéza, že O p t i X c e l l b u d e účinný při zachování k v a l i t y 
p o rozmrazení a i n v i v o p l o d n o s t i srovnávaného s p e r m a t u . V této s t u d i i s e míra p l o d n o s t i 
zlepšila, když b y l y i n s e m i n a c e prováděny pomocí s p e r m a t u kryokonzervovaného v ředidle 
O p t i X c e l l v e srovnání s rutinně používaným ředidlem T r i s - k y s e l i n a citrónová - vaječný 
žloutek v polních podmínkách. P o d l e dostupných informací t o b y l o poprvé, c o b y l a h o d n o c e n a 
míra p l o d n o s t i v O p t i X c e l l u i n v i v o napříč d r u h y . Z našich výsledků můžeme k o n s t a t o v a t , že 
h o d n o t y životaschopnosti spermií v O p t i X c e l l u b y l y průměrné, k d y p o rozmrazení b y l o 
zjištěno 15,45±0.867 % viabilních buněk. V porovnání s O v i X c e l l e m s e však jedná o značné 
zlepšení. Kromě t o h o má c h e m i c k y definovaný O p t i X c e l l výhody v t o m , že n e o b s a h u j e 
živočišné bílkoviny, j e sterilizovaný, čirý a připraven k použití. ( A n s a r i e t a l . , 2 0 1 6 ) dospěli k 
závěru, že O p t i X c e l l obsahující l i p o z o m y j e účinnější p r o zachování k v a l i t y p o rozmrazení a 
v e d e k vyšší p l o d n o s t i . 

( K h a l i f a e t a l . , 2 0 1 3 ) p r o v e d l i výzkum, k d e v z a l i d v a p o sobě jdoucí polní e x p e r i m e n t y 
p l o d n o s t i v průběhu 4 měsíců a j e j i c h cílem b y l o v y h o d n o t i t využití d v o u komerčních ředidel 
n a bázi sójového l e c i t i n u ( A n d r o M e d a B i o X c e l l ) , h o d n o c e n a b y l a míra březosti p r o chlazený 
a zmrazený (následně rozmrazený) ejakulát b e r a n a . Z j i s t i l i , že s p e r m a skladované v B i o X c e l l u 
mělo vyšší míru p l o d n o s t i než s p e r m a skladované v A n d r o M e d u . B i o X c e l l a A n d r o M e d j s o u 
stejně účinné při zachování fertilizačního potenciálu zralého s e m e n e b e r a n a . S t u d i e (Pytlík e t 
a l . , 2 0 2 2 ) h o d n o t i l a některé p a r a m e t r y spermií, které určují k v a l i t u a v konečném důsledku i 
fertilizační k a p a c i t u kryokonzervovaných spermií, k d y s e shodně předpokládalo, že p o u z e 
intaktní s p e r m i e m o h o u p r o n i k n o u t přes z o n u p e l l u c i d u a o p l o d n i t o o c y t . Důležité u k a z a t e l e , 
včetně životaschopnosti, s t a v u mitochondriální a k t i v i t y , i n t e g r i t y plazmatické membrány a 
i n t e g r i t y akrozomů, b y l y h o d n o c e n y u s p e r m a t u v e třech ředidlech: AndroMed®, BullXcell® 
a Optidyl®. Výsledkem b y l o , že ředidla n a bázi vaječného žloutku poskytují větší o c h r a n u 
spermiím (menší poškození membrány), než při použití ředidel n a bázi l e c i t i n u . Námi zvolený 
O p t i X c e l l však t o t o tvrzení příliž n e p o t v r z o v a l , vrámci všech námi hodnocených ukazatelů 
v y k a z o v a l v e l i c e průměrné až podprůměrné výsledky. 

D l e ( V a r e l a e t a l . , 2 0 2 0 ) s p e r m i e s nižším M M P vykazují vyšší úroveň k r y o k a p a c i t a c e a 
e x i s t u j e významná s o u v i s l o s t m e z i mitochondriální a k t i v i t o u , s t a b i l i t o u a i n t e g r i t o u 
plazmatické membrány. P r o t o mitochondriální i n t e g r i t a , vyjádřená v p a r a m e t r u M M P , j e 
k r i t i c k y důležitá p r o f u n k c i buňky a životaschopnost a j e také zodpovědná z a správný 
m e t a b o l i s m u s a m o t i l i t u spermií. V e s t u d i i (Pytlík e t a l . , 2 0 2 2 ) měl vaječný žloutek vyšší 
p r o c e n t o spermií s M M P než s p e r m i e ředěné v ředidlech n a bázi sójového l e c i t i n u . 
V předkládané diplomové práci b y l o p r o c e n t o buněk s vysokým mitochondriálním 
membránovým potenciálem nejvyšší v ředidle č. 6 (13,54±0,861 % p o rozmrazení). Z čehož 
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vyplývá, že k o m b i n a c e ředidla n a bázi sojového l e c i t i n u a ředidla n a bázi vaječného žloutku s e 
jeví j a k o vhodná a l t e r n a t i v a . 

( K h a l i f a e t a l . , 2 0 1 3 ) zmiňuje, že a n i věk b e r a n a , a n i i n t e r a k c e m e z i b e r a n e m a věkem 
neměly žádný významný v l i v n a kvalitativní z n a k y ejakulátů s p e r m a t u ( P = 0 , 1 1 až 0 , 2 7 ) . V e 
s p e r m a t u ředěném v A n d r o M e d u však b e r a n i v e věku 1,5 až 2 , 5 r o k u měli míru březosti nižší 
než b e r a n i v e věku 4 , 5 až 5 , 5 l e t . (Ptáček e t a l . , 2 0 1 9 ) doplňuje, že t o může být způsobeno 
neidentickým biochemickým složením m e z i dvěma komerčními ředidly n a bázi sójového 
l e c i t i n u . Pracovníci, kteří chtějí přizpůsobit komerční ředidla s p e r m a t u býků n a bázi sójového 
l e c i t i n u p r o zpracování spermií beranů, s i musí být této skutečnosti vědomi. (Salámon & 
M a x w e l l , 2 0 0 0 ) p o t v r d i l i , že o d e z v a n a konzervační ošetření s p e r m a t u , s e může lišit m e z i 
jednotlivými p l e m e n y a m e z i b e r a n y stejného p l e m e n e . T o může být způsobeno především 
rozdíly v biochemickém složení ejakulátů. D l e ( K a s i m a n i c k a m e t a l . , 2 0 0 7 ) může být k v a l i t a 
s p e r m a t u ovlivněna p l e m e n e m , okolní t e p l o t o u , četností odběru s p e r m a t u a věkem. T y t o 
f a k t o r y m o h o u o v l i v n i t s p e r m a t o g e n e z i n e b o f u n k c i přídatných žláz. Také t e p l o t a skladování 
může o v l i v n i t k v a l i t u spermií v závislosti n a ředidle použitém během p r o c e s u . 
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Závěr 
• Cílem této práce b y l o ověřit e f e k t běžně dostupných ředidel a j e j i c h kombinací p r o 

k r y o k o n z e r v a c i s p e r m a t u beranů původních valašských ovcí. Výsledky této práce 
potvrzují, že smícháním ředidel l z e d o s a h o v a t lepších výsledků. 

• P r o k r y o k o n z e r v a c i s e m e n e b e r a n a b y l a v y v i n u t a různá ředidla a kryoprotektivní 
látky. Avšak v porovnání s dostupnými z d r o j i n e b y l o prokázáno, že běžně využívaná 
komerčně dostupná ředidla j s o u nejlepší v a r i a n t o u . Z našich výsledků vyplývá, že 
n e j lepší celkové m o t i l i t y , progresivní m o t i l i t y a životaschopnosti spermií p o 
rozmrazení b y l o dosaženo v ředidle z A n d r o M e d u a O p t i X c e l l u , což přináší 
překvapivé zjištění. 

• Z našich výsledků j e patrné, že n e j horší v a r i a n t o u p r o mrazení beraního s p e r m a t u j e 
ředidlo O v i X c e l l . Dosáhlo nejhorších výsledků v celkové motilitě, progresivní motilitě 
p o rozmrazení, životaschopnosti spermií p o e k v i l i b r a c i i rozmrazení a v ostatních 
sledovaných p a r a m e t r e c h případně n e b y l y pozorovány signifikantní rozdíly 
s nejhoršími výsledky. 

• Nový metodický přístup j e hodnocení n e j e n samostatných komerčních ředidel, a l e také 
j e j i c h kombinací v definovaném poměru. T a t o s t r a t e g i e u k a z u j e zajímavou 
p e r s p e k t i v u , neboť tímto způsobem l z e d o s a h o v a t lepších výsledků než u výchozích 
ředidel. Například ředidlo č. 4 vzniklé smícháním A n d r o M e d u , O v i X c e l l u a 
O p t i X c e l l u ( 1 : 1 : 1 ) dosáhlo nadprůměrných výsledků v progresivní motilitě a zároveň 
dobrého počtu životaschopných spermií. U ostatních kombinací j e s i t u a c e podobná. 

• D o b u d o u c n a b y b y l o vhodné ověřit k v a l i t u smíchaných ředidel v i n v i v o podmínkách 
a z h o d n o t i t míru p l o d n o s t i , t a k t o připravených inseminačních dávek. Případně l z e 
vyzkoušet namíchat odlišné poměry námi zvolených kombinací ředidel. 
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H o r s t , G . v a n d e r , M a r e e , L . , d u P l e s s i s , S . S . 2 0 1 8 . C u r r e n t p e r s p e c t i v e s o f C A S A 
a p p l i c a t i o n s i n d i v e r s e m a m m a l i a n s p e r m a t o z o a . R e p r o d u c t i o n , F e r t i l i t y a n d 
D e v e l o p m e n t . 3 0 ( 6 ) . 8 7 5 - 8 8 8 . d o i : 1 0 . 1 0 7 1 / R D 1 7 4 6 8 . 

i m v t e c h n o l o g i e s 2 0 2 2 . , N o v e m b e r 1 O v i X c e l l . . 
Jiménez-Rabadán, P . , S o l e r , A . J . , Ramón, M . , G a r c i a - A l v a r e z , O . , M a r o t o - M o r a l e s , A . , 

I n i e s t a - C u e r d a , M . , Fernández-Santos, M . R . , M o n t o r o , V . , Pérez-Guzmán, M . D . , 
G a r d e , J . J . 2 0 1 6 . I n f l u e n c e o f s e m e n c o l l e c t i o n m e t h o d o n s p e r m c r y o r e s i s t a n c e i n s m a l l 
r u m i n a n t s . A n i m a l R e p r o d u c t i o n S c i e n c e . 1 6 7 . 1 0 3 - 1 0 8 . d o i : 
1 0 . 1 0 1 6 / J . A N I R E P R O S C I . 2 0 1 6 . 0 2 . 0 1 3 . 

J o h a n s s o n , C . S . , M a t s o n , F . C , L e h n - J e n s e n , H . 2 0 0 8 . E q u i n e s p e r m a t o z o a v i a b i l i t y 
c o m p a r i n g t h e N u c l e o C o u n t e r S P - 1 0 0 a n d t h e e o s i n - n i g r o s i n s t a i n . A n i m a l R e p r o d u c t i o n 
S c i e n c e , d o i : 1 0 . 1 0 1 6 / j . a n i r e p r o s c i . 2 0 0 8 . 0 5 . 1 0 2 . 

K a s i m a n i c k a m , R . , K a s i m a n i c k a m , V . , P e l z e r , K . D . , D a s c a n i o , J . J . 2 0 0 7 . E f f e c t o f b r e e d a n d 
s p e r m c o n c e n t r a t i o n o n t h e c h a n g e s i n s t r u c t u r a l , f u n c t i o n a l a n d m o t i l i t y p a r a m e t e r s o f 
r a m - l a m b s p e r m a t o z o a d u r i n g s t o r a g e a t 4 ° C . A n i m a l R e p r o d u c t i o n S c i e n c e . 1 0 1 ( 1 ) . 
6 0 - 7 3 . d o i : h t t p s : / / d o i . O r g / 1 0 . 1 0 1 6 / j . a n i r e p r o s c i . 2 0 0 6 . 0 9 . 0 0 1 . 

K h a l i f a , T . , L y m b e r o p o u l o s , A . 2 0 1 3 . C h a n g e a b i l i t y o f s p e r m c h r o m a t i n s t r u c t u r e d u r i n g 
l i q u i d s t o r a g e o f o v i n e s e m e n i n m i l k - e g g y o l k - a n d s o y b e a n l e c i t h i n - b a s e d e x t e n d e r s 
a n d t h e i r r e l a t i o n s h i p s t o f i e l d - f e r t i l i t y . C e l l a n d T i s s u e B a n k i n g 2 0 1 3 1 4 : 4 . 1 4 ( 4 ) . 6 8 7 -
6 9 8 . d o i : 1 0 . 1 0 0 7 / S 1 0 5 6 1 - 0 1 2 - 9 3 5 7 - 6 . 

K h a l i f a , T . , L y m b e r o p o u l o s , A . , T h e o d o s i a d o u , E . 2 0 1 3 . A s s o c i a t i o n o f s o y b e a n - b a s e d 
e x t e n d e r s w i t h f i e l d f e r t i l i t y o f s t o r e d r a m ( O v i s a r i e s ) s e m e n : A r a n d o m i z e d d o u b l e -
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b l i n d p a r a l l e l g r o u p d e s i g n . T h e r i o g e n o l o g y . 7 9 ( 3 ) . 5 1 7 - 5 2 7 . d o i : 
1 0 . 1 0 1 6 / J . T H E R I O G E N O L O G Y . 2 0 1 2 . 1 1 . 0 0 9 . 

K h a t u n , A . , F a z i l i , M . R . , M a l i k , A . A . , S h a h , R . A . , K h a n , H . M . , C h o u d h u r y , A . R . , N a i k o o , 
M . , L o n e , F . A . , M a l i k , A . 2 0 2 1 . I n V i t r o A s s e s s m e n t o f T r i s E g g Y o l k a n d S o y b e a n 
L e c i t h i n B a s e d E x t e n d e r s f o r C r y o p r e s e r v a t i o n o f C r o s s b r e d R a m S e m e n . C r y o l e t t e r s . 
4 2 ( 2 ) . 7 3 - 8 0 . 

K o s , V . , Andrlíková, M . , Ledabylová, A . , Marková, B . , Novotný, R . 2 0 1 9 . Příručka p r o 
praktická cvičení z a n d r o l o g i e . VETERINÁRNÍ A F A R M A C E U T I C K Á U N I V E R Z I T A 
B R N O . 

Kozumplík, J . , Gamčík, P . 1 9 8 4 . Andrológia a umělá inseminácia hospodářských z v i e r a t : 
celoštátna vysokošolská učebnica p r e vysoké školy veterinárske /. Příroda. 

Kubíček, V . 2 0 1 0 . Spermatologické vyšetření. C e n t r u m Andrologické Péče, České 
Budějovice. R e t r i e v e d f r o m w w w . u r o l o g i e p r o p r a x i . c z  

K u l a k s i z , R , C e b i , C . , V e t e r i n a r y , E . A . - T . J . o f , 2 0 1 2 , u n d e f i n e d 2 0 1 2 . T h e e f f e c t o f 
d i f f e r e n t e x t e n d e r s o n t h e m o t i l i t y a n d m o r p h o l o g y o f r a m s p e r m f r o z e n o r s t o r e d a t 4 C . 
J o u r n a l s . T u b i t a k . G o v . T r . 3 6 ( 2 ) . 1 7 7 - 1 8 2 . d o i : 1 0 . 3 9 0 6 / v e t - l 1 0 3 - 1 1 . 

Küster, C . 2 0 0 5 . S p e r m c o n c e n t r a t i o n d e t e r m i n a t i o n b e t w e e n h e m a c y t o m e t r i c a n d C A S A 
s y s t e m s : W h y t h e y c a n b e d i f f e r e n t . T h e r i o g e n o l o g y . 6 4 ( 3 ) . 6 1 4 - 6 1 7 . d o i : 
h t t p s : / / d o i . O r g / 1 0 . 1 0 1 6 / j . t h e r i o g e n o l o g y . 2 0 0 5 . 0 5 . 0 4 7 . 

L a r s o n , J . W . 2 0 2 1 . R a m R e p r o d u c t i v e M a n a g e m e n t - M a n a g e m e n t a n d N u t r i t i o n - M S D 
V e t e r i n a r y M a n u a l . . R e t r i e v e d M a r c h 6 , 2 0 2 3 , f r o m 
h t t p s : / / w w w . m s d v e t m a n u a l . c o m / m a n a g e m e n t - a n d - n u t r i t i o n / m a n a g e m e n t - o f -
r e p r o d u c t i o n - s h e e p / r a m - r e p r o d u c t i v e - m a n a g e m e n t ? q u e r y = r a m % 2 0 m a n a g m e n t 

L e d e s m a , A . , M a n e s , J . , Ríos, G . , A l l e r , J . , C e s a r i , A . , A l b e r i o , R . , H o z b o r , F . 2 0 1 5 . E f f e c t o f 
S e m i n a l P l a s m a o n P o s t - T h a w Q u a l i t y a n d F u n c t i o n a l i t y o f C o r r i e d a l e R a m S p e r m 
O b t a i n e d b y E l e c t r o e j a c u l a t i o n a n d A r t i f i c i a l V a g i n a . R e p r o d u c t i o n i n D o m e s t i c 
A n i m a l s . 5 0 ( 3 ) . 3 8 6 - 3 9 2 . d o i : 1 0 . 1 1 1 1 / R D A . 1 2 5 0 0 . 

L o u d a , F . 2 0 0 1 . I n s e m i n a c e hospodářských zvířat s e základy biotechnických m e t o d . Česká 
zemědělská u n i v e r z i t a - A F . I S B N : 8 0 - 2 1 3 - 0 7 0 2 - 1 . 

L o u d a , F . , Hegedušová, Z . 2 0 0 9 . I n s e m i n a c e ovcí - intenzifikační f a k t o r šlechtitelské práce. 
Agrovýzkum Rapotín. I S B N : 9 7 8 - 8 0 - 8 7 1 4 4 - 0 9 - 1 . R e t r i e v e d f r o m 
h t t p s : / / w w w . v u c h s . c z / m a i n / a g r o v y z k u m / i n s e m i n a c e - o v c i - i n t e n z i f i k a c n i - f a k t o r - 
s l e c h t i t e l s k e - p r a c e 

L u , J . C , H u a n g , Y . F . , Lü, N . Q . 2 0 1 4 . C o m p u t e r - a i d e d s p e r m a n a l y s i s : p a s t , p r e s e n t a n d 
f u t u r e . A n d r o l o g i a . 4 6 ( 4 ) . 3 2 9 - 3 3 8 . d o i : 1 0 . 1 1 1 1 / A N D . 1 2 0 9 3 . 

L u i c k , R . 2 0 0 4 . T r a n s h u m a n c e i n G e r m a n y . . 
M a c e y , M . G . 2 0 0 7 . P r i n c i p l e s o f f l o w c y t o m e t r y . F l o w C y t o m e t r y : P r i n c i p l e s a n d 

A p p l i c a t i o n s . 1 - 1 5 . d o i : 1 0 . 1 0 0 7 / 9 7 8 - 1 - 5 9 7 4 5 - 4 5 l - 3 _ l / C O V E R . 
Malá, G . 2 0 1 1 . C h o v dojných ovcí - zásady správné chovatelské p r a x e : certifikovaná 

m e t o d i k a . . 
Martínez-Pastor, F . , M a t a - C a m p u z a n o , M . , A l v a r e z - R o d r i g u e z , M . , A l v a r e z , M . , A n e l , L . , d e 

P a z , P . 2 0 1 0 . P r o b e s a n d T e c h n i q u e s f o r S p e r m E v a l u a t i o n b y F l o w C y t o m e t r y . 
R e p r o d u c t i o n i n D o m e s t i c A n i m a l s . 4 5 ( S U P P L . 2 ) . 6 7 - 7 8 . d o i : 1 0 . 1 1 1 1 / J . 1 4 3 9 -
0 5 3 1 . 2 0 1 0 . 0 1 6 2 2 . X . 
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Mátlová, V . 2 0 1 3 . M a n a g e m e n t o f f a r m a n i m a l g e n e t i c r e s o u r c e s i n t h e C z e c h R e p u b l i c . 
S l o v a k J o u r n a l o f A n i m a l S c i e n c e . 4 6 ( 4 ) . 1 2 7 - 1 3 0 . 

M a t s h a b a , B . , M p h a p h a t h i , M . L . , S c h w a l b a c h , L . M . , G r e y l i n g , P . C , N e d a m b a l e , T . L . 
2 0 1 4 . 5 6 C O M P A R I S O N O F 4 D I F F E R E N T D I L U E N T A G E N T S O N 
C R Y O P R E S E R V A T I O N O F S E M E N F R O M U N I M P R O V E D I N D I G E N O U S S O U T H 
A F R I C A N G O A T S . R e p r o d u c t i o n , F e r t i l i t y a n d D e v e l o p m e n t . 2 6 ( 1 ) . 1 4 2 - 1 4 2 . d o i : 
1 0 . 1 0 7 1 / R D V 2 6 N 1 A B 5 6 . 

M c C o y , J . P . 2 0 0 2 . B a s i c p r i n c i p l e s o f f l o w c y t o m e t r y . H e m a t o l o g y / O n c o l o g y C l i n i c s o f 
N o r t h A m e r i c a . 1 6 ( 2 ) . 2 2 9 - 2 4 3 . d o i : 1 0 . 1 0 1 6 / S 0 8 8 9 - 8 5 8 8 ( 0 1 ) 0 0 0 1 5 - 6 . 

M c K i n n o n , K . M . 2 0 1 8 . F l o w C y t o m e t r y : A n O v e r v i e w . C u r r e n t P r o t o c o l s i n I m m u n o l o g y . 
1 2 0 ( 1 ) . 5 . 1 . 1 - 5 . 1 . 1 1 . d o i : 1 0 . 1 0 0 2 / C P I M . 4 0 . 

M e l a m e d , M . R . 2 0 0 1 . A b r i e f h i s t o r y o f f l o w c y t o m e t r y a n d s o r t i n g . M e t h o d s i n C e l l 
B i o l o g y . 6 3 . 3 - 1 7 . 

M i l e r s k i , I . M . 2 0 1 6 . M e t o d i k a uchování genetického z d r o j e zvířat P l e m e n o : Valašská o v c e . . 
M o u l a , A . , A l l a i , L . , B a d i , A . , E l K h a l i l , K . , E l A m i r i , B . 2 0 1 8 . E f f e c t o f e x t e n d e r a n d s t o r a g e 

t e m p e r a t u r e o n s p e r m m o t i l i t y p a r a m e t e r s o f l i q u i d r a m s e m e n . . 
M u r p h y , E . M . , M u r p h y , C , O ' M e a r a , C , D u n n e , G . , E i v e r s , B . , L o n e r g a n , P . , F a i r , S . 2 0 1 7 . 

A c o m p a r i s o n o f s e m e n d i l u e n t s o n t h e i n v i t r o a n d i n v i v o f e r t i l i t y o f l i q u i d b u l l s e m e n . 
J o u r n a l o f D a i r y S c i e n c e . 1 0 0 ( 2 ) . 1 5 4 1 - 1 5 5 4 . d o i : 1 0 . 3 1 6 8 / J D S . 2 0 1 6 - 1 1 6 4 6 . 

N u r , Z . , Z i k , B . , U s t u n e r , B . , S a g i r k a y a , H , O z g u d e n , C . G . 2 0 1 0 . E f f e c t s o f d i f f e r e n t 
c r y o p r o t e c t i v e a g e n t s o n r a m s p e r m m o r p h o l o g y a n d D N A i n t e g r i t y . T h e r i o g e n o l o g y . 7 3 
( 9 ) . 1 2 6 7 - 1 2 7 5 . d o i : 1 0 . 1 0 1 6 / J . T H E R I O G E N O L O G Y . 2 0 0 9 . 1 2 . 0 0 7 . 

Oravcová, M . , H u b a , J . , Hetényi, L . , B u l l a , J . , Mátlová, V . , Kadlečík, O . 2 0 0 4 . F a r m a n i m a l 
g e n e t i c r e s o u r c e s i n t h e S l o v a k R e p u b l i c . 
H t t p : / / A g r i c u l t u r e j o u r n a l s . C z / D o i / 1 0 . 1 7 2 2 1 / 4 3 2 8 - C J A S . H t m l . 4 9 ( 1 0 ) . 4 3 0 - 4 3 5 . d o i : 
1 0 . 1 7 2 2 1 / 4 3 2 8 - C J A S . 

P e n a , F . J . , R o d r i g u e z M a r t i n e z , H , T a p i a , J . A . , O r t e g a F e r r u s o l a , C , G o n z a l e z F e r n a n d e z , 
L . , M a c l a s G a r c i a , B . 2 0 0 9 . M i t o c h o n d r i a i n m a m m a l i a n s p e r m p h y s i o l o g y a n d 
p a t h o l o g y : A r e v i e w . R e p r o d u c t i o n i n D o m e s t i c A n i m a l s . 4 4 ( 2 ) . 3 4 5 - 3 4 9 . d o i : 
1 0 . 1 1 1 1 / J . 1 4 3 9 - 0 5 3 1 . 2 0 0 8 . 0 1 2 1 l . X . 

P e n a , F e r n a n d o J . 2 0 0 7 . D e t e c t i n g s u b t l e c h a n g e s i n s p e r m m e m b r a n e s i n v e t e r i n a r y 
a n d r o l o g y . A s i a n J o u r n a l o f A n d r o l o g y . 9 ( 6 ) . 7 3 1 - 7 3 7 . d o i : 1 0 . 1 1 1 1 / J . 1 7 4 5 -
7 2 6 2 . 2 0 0 7 . 0 0 3 1 1 . X . 

Ptáček, M . , Stádníková, M . , S a w u l i d i , F . , Stádník, L . 2 0 1 9 . R a m s e m e n c r y o p r e s e r v a t i o n 
u s i n g e g g y o l k o r e g g y o l k - f r e e e x t e n d e r s : P r e l i m i n a r y r e s u l t s . S c i e n t i a A g r i c u l t u r a e 
B o h e m i c a . 5 0 ( 2 ) . 9 6 - 1 0 3 . 

Putnová, L . , S t o h l , R . , Vrtková, I . 2 0 1 8 . G e n e t i c m o n i t o r i n g o f h o r s e s i n t h e C z e c h R e p u b l i c : 
A l a r g e - s c a l e s t u d y w i t h a f o c u s o n t h e C z e c h a u t o c h t h o n o u s b r e e d s . J o u r n a l o f A n i m a l 
B r e e d i n g a n d G e n e t i c s = Z e i t s c h r i f t F u r T i e r z u c h t u n g U n d Z u c h t u n g s b i o l o g i e . 1 3 5 ( 1 ) . 
7 3 - 8 3 . d o i : 1 0 . 1 1 1 1 / J B G . 1 2 3 1 3 . 

Pytlík, J . , S a w u l i d i , F . G , Ducháček, J . , C o d l , R . , V r h e l , M . , N a g y , S . , Stádník, L . 2 0 2 2 . 
E f f e c t o f e x t e n d e r o n t h e q u a l i t y a n d i n c u b a t i o n r e s i l i e n c e o f c r y o p r e s e r v e d H o l s t e i n b u l l 
s e m e n . C z e c h J o u r n a l o f A n i m a l S c i e n c e . 6 7 ( 3 ) . 7 5 - 8 6 . 
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R a d c l i f f , G . , J a r o s z e s k i , M . J . 1 9 9 8 . B a s i c s o f f l o w c y t o m e t r y . M e t h o d s i n M o l e c u l a r B i o l o g y 
( C l i f t o n , N . J . ) . 9 1 . 1 - 2 4 . d o i : 1 0 . 1 3 8 5 / 0 - 8 9 6 0 3 - 3 5 4 - 6 : 1 / C O V E R . 

R a f f e l , J . T . , S a x , D . , S e r e b r o v s k a y a , K . , S h a p i r o , R . L , S t a d l e r , N . L , ; S T a d l e r , L . J . , 
S p r a g u e , L . J . 1 9 4 0 . T h e e f f e c t s o f l o w t e m p e r a t u r e a n d a c c l i m a t i z a t i o n o n t h e 
r e s p i r a t o r y a c t i v i t y a n d s u r v i v a l o f r a m s p e r m a t o z o a . P r o c e e d i n g s o f t h e R o y a l S o c i e t y 
o f L o n d o n . S e r i e s B - B i o l o g i c a l S c i e n c e s . 1 2 9 ( 8 5 7 ) . 5 1 7 - 5 2 7 . d o i : 
1 0 . 1 0 9 8 / R S P B . 1 9 4 0 . 0 0 5 0 . 

R e k h a , A . , Z o h a r a , B . F . , B a r i , F . Y . , A l a m , M . G . S . 2 0 1 6 . C o m p a r i s o n o f c o m m e r c i a l 
T r i l a d y l e x t e n d e r w i t h a t r i s - f r u c t o s e - e g g - y o l k e x t e n d e r o n t h e q u a l i t y o f f r o z e n s e m e n 
a n d p r e g n a n c y r a t e a f t e r t r a n s c e r v i c a l A I i n B a n g l a d e s h i i n d i g e n o u s s h e e p ( O v i s a r i e s ) . 
S m a l l R u m i n a n t R e s e a r c h . 1 3 4 . 3 9 - 4 3 . d o i : 1 0 . 1 0 1 6 / J . S M A L L R U M R E S . 2 0 1 5 . 1 2 . 0 0 7 . 

R o m a n o , J . E . , C h r i s t i a n s , C . J . 2 0 0 9 . S p e r m l o s s u s i n g d i f f e r e n t a r t i f i c i a l v a g i n a s i n r a m s . 
S m a l l R u m i n a n t R e s e a r c h . 8 3 ( 1 - 3 ) . 8 5 - 8 7 . d o i : 
1 0 . 1 0 1 6 / J . S M A L L R U M R E S . 2 0 0 9 . 0 4 . 0 0 4 . 

S a h a , A . , A s a d u z z a m a n , M . , B a r i , F . Y . 2 0 2 2 . C r y o p r e s e r v a t i o n T e c h n i q u e s f o r R a m S p e r m . 
V e t e r i n a r y M e d i c i n e I n t e r n a t i o n a l . 2 0 2 2 . d o i : 1 0 . 1 1 5 5 / 2 0 2 2 / 7 3 7 8 3 7 9 . 

S a l a m o n , S . , M a x w e l l , W . M . C . 2 0 0 0 . S t o r a g e o f r a m s e m e n . A n i m a l R e p r o d u c t i o n S c i e n c e . 
6 2 ( 1 - 3 ) . 7 7 - 1 1 1 . d o i : 1 0 . 1 0 1 6 / S 0 3 7 8 - 4 3 2 0 ( 0 0 ) 0 0 1 5 5 - X . 

S a w u l i d i , F . G . , P t a c e k , M . , Málkova, A . , B e r a n e k , J . , S t a d n i k , L . 2 0 2 1 . O p t i m i z i n g t h e 
c o n v e n t i o n a l m e t h o d o f s p e r m f r e e z i n g i n l i q u i d n i t r o g e n v a p o u r f o r W a l l a c h i a n s h e e p 
c o n s e r v a t i o n p r o g r a m . H t t p : / / A g r i c u l t u r e j o u r n a l s . C z / D o i / 1 0 . 1 7 2 2 1 / 2 2 6 / 2 0 2 0 - 
C J A S . H t m l . 6 6 ( 2 ) . 5 5 - 6 4 . d o i : 1 0 . 1 7 2 2 1 / 2 2 6 / 2 0 2 0 - C J A S . 

S c h o l f i e l d , C . R . 1 9 8 1 . C o m p o s i t i o n o f s o y b e a n l e c i t h i n . J o u r n a l o f t h e A m e r i c a n O i l 
C h e m i s t s ' S o c i e t y . 5 8 ( 1 0 ) . 8 8 9 - 8 9 2 . d o i : 1 0 . 1 0 0 7 / B F 0 2 6 5 9 6 5 2 . 

S h a p i r o , H . M . 2 0 0 5 . P r a c t i c a l f l o w c y t o m e t r y . J o h n W i l e y & S o n s . I S B N : 0 4 7 1 4 3 4 0 3 5 . 
Spanô, M . , E v e n s o n , D . P . 1 9 9 3 . F l o w c y t o m e t r i c a n a l y s i s f o r r e p r o d u c t i v e b i o l o g y . B i o l o g y 

o f t h e C e l l . 7 8 ( 1 - 2 ) . 5 3 - 6 2 . d o i : 1 0 . 1 0 1 6 / 0 2 4 8 - 4 9 0 0 ( 9 3 ) 9 0 1 1 4 - T . 
Stádník, L . , Doležalová, M a r t i n a . , Ducháček, Jaromír. 2 0 1 5 . V l i v mrazící k r i v k y n a 

kvalitativní u k a z a t e l e inseminační dávky : uplatněná certifikovaná metodikaCeská 
zemědělská u n i v e r z i t a , F a k u l t a a g r o b i o l o g i e , potravinových a přírodních zdrojů, k a t e d r a 
speciální z o o t e c h n i k y . P r a h a . Česká zemědělská u n i v e r z i t a , F a k u l t a a g r o b i o l o g i e , 
potravinových a přírodních zdrojů, k a t e d r a speciální z o o t e c h n i k y . I S B N : 9 7 8 - 8 0 - 2 1 3 -
2 6 1 5 - 6 . 

T a o , J . , C r i t s e r , E . S . , C r i t s e r , J . K . 1 9 9 3 . E v a l u a t i o n o f m o u s e s p e r m a c r o s o m a l s t a t u s a n d 
v i a b i l i t y b y flow c y t o m e t r y . M o l e c u l a r R e p r o d u c t i o n a n d D e v e l o p m e n t . 3 6 ( 2 ) . 1 8 3 - 1 9 4 . 
d o i : 1 0 . 1 0 0 2 / M R D . 1 0 8 0 3 6 0 2 0 9 . 

T o k e r , M . B . , A l c a y , S . , G o k c e , E . , U s t u n e r , B . 2 0 1 6 . C r y o p r e s e r v a t i o n o f r a m s e m e n w i t h 
a n t i o x i d a n t s u p p l e m e n t e d s o y b e a n l e c i t h i n - b a s e d e x t e n d e r s a n d i m p a c t s o n i n c u b a t i o n 
r e s i l i e n c e . C r y o b i o l o g y . 7 2 ( 3 ) . 2 0 5 - 2 0 9 . d o i : 1 0 . 1 0 1 6 / J . C R Y O B I O L . 2 0 1 6 . 0 5 . 0 0 1 . 

V a j t a , G . , K u w a y a m a , M . 2 0 0 6 . I m p r o v i n g c r y o p r e s e r v a t i o n s y s t e m s . T h e r i o g e n o l o g y . 6 5 ( 1 ) . 
2 3 6 - 2 4 4 . d o i : 1 0 . 1 0 1 6 / J . T H E R I O G E N O L O G Y . 2 0 0 5 . 0 9 . 0 2 6 . 

V a l v e r d e , A . , C a s t r o - M o r a l e s , O . , M a d r i g a l - V a l v e r d e , M . , S o l e r , C , V a l v e r d e , A . , C a s t r o -
M o r a l e s , O . , M a d r i g a l - V a l v e r d e , M . , S o l e r , C . 2 0 1 9 . S p e r m k i n e m a t i c s a n d 
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m o r p h o m e t r i c s u b p o p u l a t i o n s a n a l y s i s w i t h C A S A s y s t e m s : a r e v i e w . R e v i s t a d e 
Biológia T r o p i c a l . 6 7 ( 6 ) . 1 4 7 3 - 1 4 8 7 . d o i : 1 0 . 1 5 5 1 7 / R B T . V 6 7 I 6 . 3 5 1 5 1 . 

V a r e l a , E . , R o j a s , M . , R e s t r e p o , G . 2 0 2 0 . M e m b r a n e s t a b i l i t y a n d m i t o c h o n d r i a l a c t i v i t y o f 
b o v i n e s p e r m f r o z e n w i t h l o w - d e n s i t y l i p o p r o t e i n s a n d t r e h a l o s e . R e p r o d u c t i o n i n 
D o m e s t i c A n i m a l s . 5 5 ( 2 ) . 1 4 6 - 1 5 3 . d o i : h t t p s : / / d o i . o r g / 1 0 . l l l l / r d a . 1 3 5 9 9 . 

V e j čík, A . 2 0 0 7 . T e o r i e a p r a x e v c h o v u ovc í : odborná m o n o g r a f i e = T h e o r y a n d p r a c t i c e o f 
s h e e p b r e e d i n g : p r o f e s s i o n a l m o n o g r a p h . . 

W u l s t e r - R a d c l i f f e , M . C , W i l l i a m s , M . A . , S t e l l f l u g , J . N . , L e w i s , G . S . 2 0 0 1 . T e c h n i c a l n o t e : 
A r t i f i c i a l v a g i n a v s a v a g i n a l c o l l e c t i o n v i a l f o r c o l l e c t i n g s e m e n f r o m r a m s . J o u r n a l o f 
A n i m a l S c i e n c e . 7 9 ( 1 2 ) . 2 9 6 4 - 2 9 6 7 . d o i : 1 0 . 2 5 2 7 / 2 0 0 1 . 7 9 1 2 2 9 6 4 X . 
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10 Seznam použitých zkratek a symbolů 
F C M - průtoková c y t o m e t r i c 
I D - inseminační dávka 
A I - umělá i n s e m i n a c e 
V C L - křivočará r y c h l o s t 
V S L - přímočará r y c h l o s t 
V A P - průměrná r y c h l o s t dráhy 
L I N - l i n e a r i t a křivočaré dráhy 
S T R - přímočarost průměrné dráhy 
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