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Predikce fertiliza¢ni schopnosti inseminacnich davek
kohoutt pomoci laboratornich in vitro analyz

Souhrn
Védci se snazi vyvinout laboratorni testy, které by piesné predpovédely fertilizacni

schopnost vzorku spermatu. Tento cil se vSak zda nedosazitelny a s nejvétsi pravdépodobnosti
ho bude velmi t&zké dosahnout kvili komplexni povaze problému. Cast problému vyplyva
z mnozstvi atributli, kterych musi spermie pro oplodnéni vajicka dosahnout, a z toho, jak
mohou laboratorni testy vyhodnotit vSechny tyto atributy soucasn€. Pro hodnoceni kvality
spermatu se nejcastéji pouziva procento pohyblivych spermii ve vzorku, vyhodnoceno pomoci
systému CASA (pocitacem podporovana analyza spermii). Tento test vSak pfili§ nekoreluje
s fertilitou vzorkd spermatu, protoze hodnotime pouze jeden atribut spermii, a to je
pohyblivost. Dal§im casto pouzivanym systémem je pritokovd cytometrie, pomoci které
muzeme vyhodnotit vice atributli naraz.

Tato bakalaiské prace se snazi ptijit na systém hodnoceni kvality vzorku spermii, ktery
nejvice koreluje s fertilizacni schopnosti inseminacnich davek kohoutd.

V literarni reserSi jsou popsany zakladni procesy potfebné pro ziskani inseminaéni
davky, jako je odbér ejakulatu, fedéni ejakulatu a nasledné vyroba inseminacni davky. A dale
JSOu popsany nejcastéji pouzivané systémy a testy pro zjiSténi jejich kvality (CASA,
prutokova cytometrie a funk¢ni testy spermii) a jejich korelace s fertilizacni schopnosti.
Kli¢ova slova: inseminace, insemina¢ni davky kohoutu, pritokova cytometrie, CASA,

prezitelnost



Prediction of the fertilizing capacity of rooster
iInsemination doses by means of laboratory-based in vitro
assays

Summary

Scientists are trying to develop laboratory tests that accurately predict the fertilizing
ability of a sperm sample. However, this goal seems unattainable and will most likely be very
difficult to achieve due to the complexity of the problem. Part of the problem stems from the
number of attributes a sperm must achieve to fertilize an egg, and how lab tests can evaluate
all of these attributes simultaneously. The percentage of motile sperm in the sample, evaluated
using the CASA (Computer Assisted Sperm Analysis) system, is most often used to assess
sperm quality. However, this test does not correlate very well with the fertility of the sperm
samples because we only evaluate one sperm attribute, which is motility. another frequently
used system is flow cytometry, with the help of which we can evaluate several attributes at
once.

This bachelor's thesis tries to come up with a system for evaluating the quality of the
sperm sample, which is most correlated with the fertilizing abilities of insemination doses of
roosters.

The literature review describes the basic processes required for obtaining insemination
doses, such as collection of ejaculate, solution of ejaculate and subsequent production of
insemination doses. Furthermore, the most frequently used systems and tests are used to
determine their quality (CASA, flow cytometry and functional sperm tests) and their

correlation with fertilization ability.

Keywords: insemination, rooster insemination doses, flow cytometry, CASA, survivability
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1 Uvod

Jednou z nejvétsich ekonomickych ztrat v oblasti chovu dribeze je velky pocet
neoplozenych vajec, kterd jsou produkovéana pro ucely lihnuti. Ve snaze snizit tuto ztratu je
fada vyzkuml zamétena na fertilizacni schopnost driibeze a nalezeni laboratornich testt, které
by ji dokazaly spolehlivé odhadnout.

Plodnost jako znak zahrnuje genetické a negenetické faktory, pochazejici od samct i
samic, které ovliviiuji oplodnéni vaji¢ek a vyvoj embrya (Brillard 2003). U domaci dribeze je
vsak jediny samec schopen béhem svého zivota obslouzit mnoho samic, pfispiva k plodnosti
mnoha vajec a poskytuje 50 % genetického materialu, takze plodnost samce je pravdépodobné
jednim z primarnich faktorG omezujicich plodnost vajec. V souladu s tim jsou samci
povazovani za odpovédné za pokles plodnosti hejna (Bramwell a kol. 1995), a proto jsou
povazovani za cil pro feSeni problému s neplodnosti.

Cilem analyzy spermatu je urcit fertiliza¢ni potencial vzorku spermatu (at’ uz jde o
Cerstvé, chlazené nebo zmrazené a nasledné rozmrazené), pomoci rychlého a nendkladného
postupu. V piehledu literatury Graham a kol. (1980) uvedli, Ze korelace mezi plodnosti a testy
motility, morfologie a Zivotaschopnosti se pohybovaly od 0,06 do 0,86 a Ze z&dny test
konzistentné neposkytoval konzistentni Zadouci korelace s plodnosti. Cast pfi¢iny tohoto
nedostatku konzistence je zpusobena piesnosti idaji o plodnosti (Amann 1989), ¢astec¢né je
zpusobena multifaktorialni povahou funkce spermii a ¢asteéné nepiesnosti méfeni in Vvitro.

Existuje mnoho metod hodnoceni kvality spermatu a odhadu fertiliza¢niho potencidlu
spermii. Né&které z nich jsou povaZovany za subjektivni, jiné vyZaduji specialni laboratorni
vybaveni. Tradi¢ni metody hodnoceni spermatu pouzivané k hodnoceni kvality spermatu
zahrnovaly odhad procenta pohyblivych spermii (na piedehiatém podloznim skli¢ku),
morfologii spermii (s riznymi technikami barveni) a koncentraci v jednotkové davce (pomoci
pocitaci komory). Konven¢ni hodnoceni spermatu pomoci svételného mikroskopu je stéle
vice nahrazovano technikami fluorescen¢niho barveni, pocCitatem asistovanym systémem
analyzy spermii (CASA) a pritokovou cytometrii (Partyka a kol. 2010; Nagy a kol. 2003).

Tato bakalafskd prace se bude vénovat problematikdm jednotlivych laboratornich
systéml hodnoceni fertilizacni schopnosti vzorkl spermatu a jejich schopnosti odhadnout
fertilizacni schopnost inseminacnich davek kohoutt.



2 Cil prace

Kyvalita inseminacnich davek pouzivanych v umélé inseminace dribeze hraje klicovou
roli pro jeji celkovou tspéSnost. S pojmem ,kvalita inseminacnich davek* té€sné souvisi jejich
fertiliza¢ni schopnost. Dnes jsou k dispozici desitky laboratornich in vitro analyz (prutokova
cytometrie, CASA a jiné), z nichz kazdy vyhodnocuje jen néktery dil¢i ukazatel kvality
inseminaénich davek. Obrovskou vyhodou je, Ze in vitro analyzy jsou mnohem levnéjsi a
rychlej$i ve srovnani s testy in vivo (polni testy). Vzhledem k extrémné slozité biologické
podstaté procesu oplodnéni vSak zadny z laboratornich in vitro analyz neni schopen bezpecné
piedpovédét fertilizacni schopnosti insemina¢ni davky. Soucasné pouziti vice laboratornich in
vitro analyz muze zlepsit ptedpoveéd’. Cilem této prace proto bude podat piehled laboratornich
in vitro analyz za ucelem vybéru téch, které nejvice souvisi s fertilizacni schopnosti
inseminac¢nich davek kohoutu.



3 Literarni reSerse

3.1 Obecna Fyziologie fertilizace drubeze

U ptaku se vyvinuly pavodni reprodukéni procesy, které jsou velmi uc¢inné pro adaptaci
zvifat do velmi proménlivych podminek prostiedi. Oviparita se vyvinula k produkci
telolecitalnich vajicek s tvrdou skotapkou, coz umoziuje autonomni vyvoj embrya ve vysoce
chranéném mikroprostiedi. Vysoce specializovand produkce vajec ma za nasledek u
dospélych samic vétSiny ptacich druhti vyvoj pouze jednoho vejcovodu. Vejcovod sdili dve
hlavni funkce:

1) skladovani a vybér spermii pied polyspermickym oplodnénim oocytu v infundibulu

2) tvorbu vnéjsi vitelinni blany, bilku a skofapky vajicka, ktera pfispiva k autonomii
vyvoje embrya. Vejcovod je také mistem tvorby a déleni zygoty az do stadia 30-50 tisic
bungk, kdy je genom embrya aktivovan do faze ovipozice (Blesbois & Brillard 2007). Mezi
dalsi funkce patii pfitomnost tubult pro uklddani spermii v uterovaginalni junkci (UVJ)
vyvinuté pro dlouhodobé skladovani spermii coz poskytuje ,,adaptivni svobodu® samici k
udrZeni fertilizaéniho potencialu i v nepfitomnosti samci. Spermie jsou produkované dvéma
intraabdominalnimi varlaty. Samci télesna teplota (41-43°) mtze souviset s kratkym ¢asovym
intervalem potfebnym pro spermatogenezi (Aire 2007). Napiiklad u kutete, perli¢ky, kachny a
kruty, je délka spermatogeneze ptiblizné 14 dni, coz poskytuje samcim rozsifeny potencial
produkovat velké mnozstvi gamet v daném case. Po jejich evakuaci z rete testis jsou ptaci
spermie rychle transportovany pies nadvarle do chamovodu, kde jsou po omezenou dobu
skladovany (napft. 2-3 dny u kufete) pted exportem pti ejakulaci (Williamse 1981). Na rozdil
od sav€ich druhG u ptdkd neexistuji zddné piidatné pohlavni zlazy. Rychlost a nizka
specializace na transport ptacich spermii v sam¢im traktu je v rozporu s vysokou sloZzitosti
jejich skladovani u samice (od 10 dnii u kiepelky az 70 dni u kruty) (Aire 2007). Skladovani
spermii v zenském traktu poslouzilo k rozvoji piivodni reprodukéni adaptace. Tedy vybér
plemeniki s vysokym reprodukénim potencidlem na zakladé preferenc¢niho vybéru a
skladovéni jejich spermatu se pravdépodobné vyvinulo u voln¢ zijicich druhii (Birkhead &
Brillard, 2007). U domacich druhti se vyvoj genealogického vybéru v dribezarském primyslu
podiidil standardizaci vajec a produkci masa. Kontrola reprodukénich vykont vsak stale neni
optimélni a produkce, kvalita a ucinnost skladovani sam¢i gamety nebyly Siroce brany v
potaz. To ma nyni za nasledek konvenéni Slechténi s ¢astymi poklesy reprodukéni vykonnosti.
Proces in vivo skladovani spermii ve vejcovodu je také vyzvou pro vyvoj vhodnych
metodologii k uchovani spermii in vitro, protoze ptac¢i spermie musi jeSté projit normalni
procesy selekce a dlouhodobého skladovani SST v sami¢im pohlavnim traktu po skladovani
in vitro (Hammerstedt 1999; Brillard 2004; De Jong & Guemene 2011).

Spermie dozréavaji ve varlatech a nadvarlatech u vétSiny druht savci. U kohouttl, stejné
jako pravdépodobné u jinych druht ptakd, vSak kone¢né dozravéani probiha v chamovodu
(vyvody, které transportuji spermie z nadvarlete do ejakulacniho organu) (Bernal a kol. 2022).
Produkce spermii je iniciovana dostateCnou sekreci hormonu uvoliujiciho gonadotropin
(GnRH) z hypotalamu, sekrece luteiniza¢niho hormonu (LH) a folikuly stimulujiciho
hormonu (FSH) pfednim lalokem hypofyzy a sekreci gonaddlnich steroidli (testosteron a
estrogen). Luteinizacni hormon ptsobi na Leydigovy buiky uvniti varlata a stimuluje



produkci progesteronu, ktery se pfemécnuje na muzsky pohlavni hormon testosteron.
Testosteron v semenotvornych tubulech je nezbytny pro spermatogenezi, zatimco Leydigovy
bunky piestavaji reagovat na udrzovani vysokych hladin LH (Senger 2003). Varlata jsou
obklopena vrstvou pojivové tkané obsahujici semenotvorné tubuly a Leydigovy bunky. V
intersticialnich bunkach varlat se produkuje né¢kolik androgenti, ale hlavnim hormonem v krvi
je testosteron. Testosteron je nezbytny pro vyvoj sekundarnich pohlavnich znakli a pro
normalni pafici chovani samcu. Je také nezbytny pro produkci spermii a udrzovani samc¢iho
vyvodného systému. Tento hormon také napomaha spermatocytogenezi, transportu spermii a
jejich ukladani v sami¢im reprodukéniho traktu (Beardonet a kol. 2004). Kdyz kohout
dosdhne dospélosti, je produkce testosteronu stimulovana zvysujici se koncentraci
cirkulujicich gonadotropint (Etches 1996). Hlavnimi gonadotropiny jsou FSH a LH, které se
U samct také nazyvaji intersticidlni bunéény stimulacni hormon (ICSH). Oba gonadotropni
hormony jsou vylu¢ovany ptedni hypofyzou (Salisbury a kol. 1978). FSH jako takovy ptsobi
na zarode¢né buiky v semenotvornych kanalcich varlat a podporuje spermatogenezi az do
vySe stadia sekundarnich spermatocyti. LH stimuluje Leydigovy buniky k produkci
testosteronu a dalsich androgent (Hafez 2000).

3.1.1 Spermatogeneze

Spermatogeneze je proces dé¢leni a diferenciace, pii kterém vznikaji spermie v
semennych kanalcich varlat a ktery se skladd ze dvou fazi, a to spermatocytogeneze a
spermiogeneze (Gordon 2005). Podle ptfedchoziho autora je spermiogeneze metamorfni
proces, pii kterém nedochazi k bunéénému déleni a fetézec udalosti vede ke vzniku ocasku
spermie. Zmény v morfologii spermii lze pozorovat u jadernych proteinti, velikosti bungk,
jejich tvaru a polohy akrozomalnich granuli a lokalizace centriol. Pocet vytvofenych spermii
zavisi na poctu pfitomnych Sertoliho a Leydigovych bunék. Golgiho aparat je jednou z
bunéénych organel, kterd se nachazi v blizkosti jadra spermie a kterd vede ke vzniku
subcelularni organely zndmé jako akrozom. Akrozom se vyviji a tvoii ¢epicku nad pfedni
Casti jadra a rozSifuje se, dokud nepokryje dvé tretiny piedni ¢asti jadra (Senger 2003).
Béhem faze zrani dochazi k tplné diferenciaci spermatid s kone¢nou tvorbou bi¢ika (hlavni a
koncovy dil), sestavenim mitochondrii (stfedni Cast), krékové ¢asti a uplnou kondenzaci a
tvarovanim jadra (Beardonet a kol. 2004).

3.1.2 Fertiliza¢ni schopnost spermii

Pocatecni udalosti oplozeni u ptakt je fixace spermie na zonu pelucidu, ktera obklopuje
oocyt pfi ovulaci. Po fixaci nasleduje akrozomova reakce (AR), proces anexocytdzy
zahrnuyjici fizi meziplazmatickd membrdna spermii a vnéjSi akrozomalni membrana
(Okamura & Nishiyama 1978a). Vrchol hlavicky spermie, ktery prosel akrozomovou reakeci,
pfichazi do kontaktu s plazmatickou membranou vajicka. Poté, co se cely povrch vnitini
akrozomalni membrany dostane do tésné¢ho kontaktu s plazmatickou membranou vajicka, ob¢
membrany se spoji a vytvoii souvislou membranu. VSechny ¢asti spermii, které postradaji
plazmatickou membranu, pronikaji do ooplazmy. Jak se hlavicka spermie posouva hloubéji
do ooplazmy, chromatin se zacne rozptylovat a hlavicka spermie se preméni na velké kulovité
jédro s nizkou elektronovou hustotou. V pozd¢jsi fazi premény se kolem jadra objevi mnoho
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malych vacka, které nasledné splynou a vytvoii dvé souvislé membrany. Tyto membrany
predstavuji muzsky pronuklearni obal. Ke kondenzaci chromatinu dochazi v jadfe, aby se
vytvoril muzsky pronukleus. V prabéhu utvareni muzského pronukleu se subakrozomalni
ty¢inka a ocas oddéluji od hlavy a rozpadaji se. Mnoho spermii mlize podstoupit AR a poté
proniknout do ptac¢iho oocytu po splynuti mezi vnitfni membranou oocytu akrozomu a
plazmatickou membranou oocytu (Okamura & Nishiyama 1978b). Prednostné pronikaji do
blizkosti na zarodecné ploténky, ale ne na zarodecnou ploténku a pak se vyvine k vytvoteni
saméich pronuklei (Stepinska & Bakst 2007). Tvorba pronuclei zahrnuje hluboké zmény v
jadrech spermii, véetné dekondenzace chromatinu a nasledného vzniku jaderné membrany.
Nicméné, pouze jeden muzsky pronucleus je zapojen do zavérecné syngamie. Role
polyspermie u ptakl stale zistava otazkou. Jedna hypotéza zahrnuje mnozstvi fosfolipazy C
zeta (PLCC) produkované spermiemi, které je potfebné k aktivaci oocytu (Coward a Kol.
2005).

3.2 Pohlavni soustava

Sam¢i reprodukéni trakt se sklada z varlat, nadvarlat, chdmovodu a kloaky. Spermie
jsou ulozeny se zastavenou motilitou v chamovodu az do ejakulace. Samic¢i reprodukéni trakt
se skladd z vaje¢niku, vejcovodu a ovulovaného oocytu prochazejiciho vejcovodem.
Ejakulované spermie jsou ulozeny v =zasobnich spermatickych tubulech umisténé v
uterovaginalnim spojeni do doby ovulace. K oplozeni dochazi v infundibuldlni ¢asti
vejcovodu. Jak bylo uvedeno vyse, spermie ulozené v chamovodu maji schopnost hybnosti,
avSak iniciace motility je zastavena (Leeson 2009).

Na rozdil od vétSiny savct, varlata kohouta funguji pfi normalni télesné teploté témet
41 °C, protoze varlata jsou hluboko uvniti télni dutiny v blizkosti ledvin. Pfed zralosti, jsou
malé, kazdé jen 1-2 g. Podobné jako situace s vajecnikem u slepice, se velikost dramaticky
zvétsuje kolem osmnactého tydne a varlata jsou zrala o hmotnosti kolem 15-20 g. Produkce
spermii a velikost varlat ptimo koreluji, a velikost varlat také do jisté miry pozitivné koreluje
s velikosti téla. Denni produkce spermii je asi 100 milionti ha gram hmotnosti varlat, ktera je
pomérné konstantni bez ohledu na frekvenci pafeni nebo odbéru. ,,Primérni® samci v hejnu
jsou pravdépodobné nejucinnéjsi pro udrZeni plodnosti. Samec muize produkovat sperma jiz
ve dvanactém tydnu veéku, v zavislosti na velikosti téla a svételném reZimu. Nicméné spermie
od takovych kohoutti jsou malokdy zivotaschopné a efektivni zralost se nevyvine, dokud
nebudou mit vék okolo osmnaécti tydnii (Leeson 2009).

3.3 Ejakulat

Aviarni ejakuldt obsahuje malo semenné plazmy, a proto je semeno husté (Etches
2000). Koncentrace spermii v ejakulatu u kohoutt je variabilni a pohybuje se od 1,00 — 12,40
x 106 x mm? (Lede¢ a kol. 1981), respektive 0,50 — 7,00 x 106 x mm? (Gam¢ik a kol. 1992) a
pfi kazdodennim odbéru se koncentrace postupné snizuje (Smerha a kol. 1980). Samdi
pohlavni bunka domaci dribeze je dlouhd, cylindricka a na obou koncich zizena. Objem
kohoutiho ejakulatu se pohybuje mezi 0,20 a 0,62 cm® (Machal & Kiivanek 2002).
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3.3.1 Odbér ejakulatu

Odbér zahrnuje omezeni samce drzenim, prsami smérem doll, obvykle na stole nebo na
kolenu odbératele, ktery obvykle sedi. Ptak je drzen jinym pracovnikem piipadné v né¢jakém
typu mechanické nozni svorky. Bficho je pak pevné masirovano jednou rukou a druhou rukou
je drZzen pies hibet a pies ocasni pefi. Falus se zvétsi po tieti az Sesté takové masazi v
zavislosti na variaci mezi samci a v tuto dobu sbératel rychle polozi ruce kolem kloaky.
Kloaka se lisuje shora a zdola pomoci palce a ukazovacku, které umoznuji ventilaci evert out
(Leeson 2009). Semeno se pak odsaje z povrch falusu pfimo do odbérové nadoby. Postup
masaze kloakalni oblasti mize byt proveden podruhé, aby byla vypuzena druha davka
semene. Sperma se odebira ¢tytikrat az Sestkrat za tyden (Kharayat a kol. 2016).

Objemy spermatu odebraného z dribeze se pohybuji od 0,1 do 1,5 ml. Kohout
produkuje v pruméru 0,6 ml ejakulatu (Taye & Esatu 2022). Rizni kohouti stejného druhu
Casto produkuji rizné objemy semene v ruznych ¢asech (Getachew 2016). Primérny objem
ejakulovany pomoci techniky masaze bficha je ptiblizné 0,25 ml (Gordon, 2005). Bylo
zjisténo, Ze zaznamenany objem spermatu se pohybuje od 0,37 do 0,73 ml (Peters s kol.
2008). Primérna koncentrace spermii ve spermatu dribeze je mnohem vys$si (6—-10x109
spermii /ml) nez u byc¢iho spermatu (1-2x109 spermii /ml) a funkce spermatu dribeze je
negativné ovlivnéna nadmérnym ziedénim jako efekt ziedéni (Parker & McDaniel 2006).

3.3.2 Posouzeni kvality

3.3.2.1 Motilita a mobilita spermii

Pohyblivost spermii mize byt progresivni (vpted a rychla) nebo neprogresivni (nahodny
pohyb nebo kmitani) pohyb. Obecné se urcuje progresivni motilita pii teploté okoli pomoci
mikroskopu pii malém zvétSeni (technika hang-drop) popt. pomoci pocitaéem podporované
analyzy spermatu (CASA) (Bakst a kol. 2013). Ukazalo se, ze pohyblivost hodnocena
mikroskopicky ma malou korelaci s plodnosti a odhali pouze to, Ze spermie jsou pohyblivé.
Test mobility spermii ziskal popularitu jako meéftitko jednotlivce, schopnost produkovat
vysoce mobilni spermie. Test mobility spermii definuje schopnost spermii pohybovat se
nez samci produkujici méné pohyblivé spermie. Test mobility spermii je a dilezity nastroj pro
vybér téch nejplodnéjsich samci k pouziti pti umélé inseminaci (Froman 2006).

3.3.2.2 Koncentrace spermii

Pokud se ma sperma fedit, je nejlepsi mit pired zahdjenim odbéru v nddob¢ na sperma
zndmy objem fedidla (médium podobné tkanové kultuie, které je pfipraveno k udrZeni
Zivotaschopnost spermii) pii teploté okoli. Pii bézné umélé reprodukei krut se sperma deseti
az dvandcti samct shromazd'uje v jedné nadobé a po odbéru kazdého samce se jemné
promichd. Stanovi se objem spermatu a pokud je davka pro umélou inseminaci zaloZena na
poctu spermii (obvykle 250-350 milioni spermii na davku), ur¢i se koncentrace spermii.
Metody pro stanoveni koncentrace spermatu jsou:

1. Pfima metoda: Hemocytometr je pfimé metoda pro odhad koncentrace spermii.
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2. Nepfimé¢ metody: Objem sbalenych bunék (PCV): Oznafuje se také jako
spermatokrit. Stanoveni koncentrace spermii pomoci objemu sbalenych bunék je témér
totozné se stanovenim hodnot krevniho hematokritu (Bakst a kol. 2013). Sperma nasaté do
mikrohematokritovych zkumavek se odstfeduje v hematokritové centrifuze, dokud nejsou
spermie pevné zabaleny (10 min), stanovy se procento zabalenych spermatickych bunck
vzhledem k piivodnimu objemu spermatu v mikrozkumavce. Koncentrace spermii se odvodi
pomoci konverzniho faktoru nebo grafickym vynesenim koncentrace spermii sériové
fedénych vzorkl z poctli na hematocytometru s odpovidajicimi hodnotami spermatokritu.

Opticka hustota (OD; fotometrie): Optické hustota (OD) se stanovi pomoci a fotometru.
Opticka hustota vysoce zfedéného spermatu je piimo umeérna koncentraci spermii, a poskytuje
tak odhad koncentrace spermii. Stejn¢ jako u metody PCV se koncentrace spermii odvozuje
pomoci konverzniho faktoru nebo pfedem odvozené standardni kiivky porovnavanim a
grafickym znazornénim (Kharayat a kol. 2016)
neplodnosti, které¢ jsou spojeny s nizkou hodnotou tohoto parametru. Pfesné méteni
koncentrace spermii stanovené CASA zlstava problémem u kazdého druhu (Verstegen a kol.
2002).

3.3.2.3 Zivotaschopnost spermii

Pocet mrtvych a abnormalnich spermii ve vzorku by mél byt méné nez 10 % (Leeson
2009). Zivotaschopnost spermii se uréuje pomoci barveni eosinen a nigrosinem a naslednym
mikroskopickym vysetfenim. Zivé Zivotaschopné spermie zistavaji na ¢erném (nigrosinovém)
pozadi bilé nebo bezbarve, protoZze jejich membrana je pro eosin nepropustna, mrtvé spermie
vSak eosinové barvivo piijimaji a pii pohledu pod mikroskopem pii osmdesat az stondsobném
zvétSeni se jevi rizové. Normdlni ptaci spermie maji vzhled ,,Cerva® s tenkym symetricky
tvarovanym télem zakoncenym kratkym (15-20 % délky) tenkym ocaskem (Leeson 2009).
Tyto normalni spermie jsou jemné¢ zakfivené. VétSina abnormalnich spermii se vyznacuje
silnym prohnutim v oblasti hlavy, stfedu nebo ocasu (Kharayat a kol. 2016).

3.4 Vyroba inseminacni davky

3.4.1 Redéni spermatu

Sperma lze natedit tak, aby pokrylo asi 5-20 slepic. Stupeini fedéni zavisi na pocatecni
koncentraci spermii, kterd se u jednotlivych kohoutii a v pribéhu Casu lisi. VétSina fedidel
obsahuje glutamat sodny, glukézu, fruktdézu a specializované pufry k udrzeni pH na hodnoté
kolem 7,0 a osmolarity kolem 400 miliosmolt. Glutamat je obzvlasté dulezity, pokud ma byt
sperma skladovano déle nez 4-6 hodin. Drubezi sperma reaguje velmi Spatné na
kryokonzervaci z hlediska plodnosti. Davka spermatu je 100—200 miliond spermii/inseminaci
v 50 mikrolitrech objemu (Etches 2000). Celkovy objem zfedéného spermatu (V) se pocita
podle nasledujiciho vzorce: V = nefedény objem (ml) x koncentrace spermii/ bunck na
inseminaci x 0,05 ml. Objem potiebny k nafedéni spermatu tedy bude: Celkovy objem
ziedéného semene — objem ejakulatu. Existuji rizné druhy fedidel spermatu, které jsou
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komer¢né dostupné. Sperma lze fedit roztokem zndmym jako modifikovany Ringertv roztok.
Tento modifikovany Ringertiv roztok je velmi levny a snadno dostupny. Slozeni
modifikovaného Ringerova roztoku je nasledujici: Chlorid sodny- 0,68g, Chlorid draselny
0,173g, Chlorid vépenaty 0,0 642 g, Siran hotecnaty 0,025g, Hydrogenuhli¢itan sodny
0,025g, Destilovana voda 100ml (Kharayat a kol. 2016).

3.4.2 Kryokonzervace

Kryokonzervace minimalizuje naklady spojené s udrzbou zvitat a zatizeni, jako je
persondl, voda, energie a prostor. Prodluzuje dobu, po kterou Ize z jednotlivych organismu
vyprodukovat potomstvo, snizuje potfebu udrzovat zivé populace, poskytuje flexibilitu pro
planovani budoucich experimentl a vyzkumnych projekti a mize zabranit katastrofalni ztraté
nenahraditelnych vyzkumnych linii. U zebficek se kryokonzervace spermatu bézn¢ praktikuje
od 80. let 20. stoleti.

Navzdory skutecnosti, ze kryokonzervace zdrodecnych bunék je cennym nastrojem pro
driibezaisky primysl, neni zmrazeni spermatu driibeze dosud v praxi €asto pouZivanym
postupem. Kvalita zmrazené¢ho a rozmrazené¢ho spermatu driibeze, jakoz i miry plodnosti
ziskané po umélé inseminaci pouzitim kryokonzervovaného spermatu jsou relativné nizké. To
je Castecné zpusobeno nekterymi jedinecnymi biologickymi a fyziologickymi vlastnostmi
dribezich spermii, které je <cini potencialné nachylnéjsimi k poskozeni mrazem.
Kryokonzervace je Skodlivy proces a vyvolavd mnoho nepfiznivych zmén spermii.
Zmrazovani a rozmrazovani vede ke strukturdlnimu poskozeni mitochondrii a akrozomalni
oblasti a modifikuje permeabilitu bunééné membrany. Uchovani spermii obecné vyZzaduje
sniZzeni nebo preruseni fyziologického metabolismu, ¢imzZ se prodlouzi doba zivotaschopnosti
téchto gamet. Spermie jsou morfologicky a fyziologicky jedine¢né, diferencované a jsou to
polarizované buiiky, které maji integralni funkci pfenosu otcovské DNA a aktivaci oocytu po
oplodnéni. Existuje vSak mnoho druhové specifickych rozdili ve spermatu, zejména pokud
jde o morfologii hlavicky spermii, specifické kinematické parametry, slozeni plazmatické
membrany nebo mrazici kapacitu. Hlavni vysvétleni téchto rozdilti spociva v pritomnosti
specifickych, vysoce diferencovanych, reprodukénich funkci mezi druhy. Tyto jedinecné
druhové funkce, jako je doba Zivotaschopnosti spermii uvniti Zenského genitalniho traktu, se
mohou liSit od nékolika hodin (tj. dobytek) aZ po né€kolik dni (tj. kufe). Dalsi faktory, které
mohou mit za nasledek modulaci funkce spermii, zejména souvisejici se skladovanim
spermatu, jsou to ty, které souviseji s moznosti prodlouzeného pieziti po odbéru spermatu,
nachylnosti k peroxidaci lipidd (LPO) in vitro, nachylnosti k oxidativnimu stresu (OS) a
nakonec ty, které urcuji dobu zivotaschopnosti spermii po rozmrazeni. To znamena, Ze kazdy
aspekt spermatu, od morfologie po molekularni mechanismy modulace fyziologickych funkci
spermii, je ptizpusoben zpusobem, ktery vede ke zvySené plodnosti zvifat kazdého druhu
(Donoghue & Wishart 2000).

Kryokonzervace spermatu je vSak dileZitou biotechnologickou strategii pouZivanou k
uchovani a ochrané genetickych zdroji, které jsou u nékterych druhli stile vazngji
omezovany, a ke zvySeni biologické rozmanitosti zvifat tam, kde doslo nebo je mozné riziko
pfibuzenské plemenitby. Tento postup by nebyl mozny bez ndhodného pozorovani
Christophera Polgeho, provedeného pied vice nez 70 lety, které zménilo myslenky tykajici se
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schopnosti kryokonzervace spermatu, pokud jde o zivotaschopnost spermii po provedeni
postupll zmrazeni a rozmrazeni. Byly to skute¢né€ kohouti, nikoli sav¢i spermie, které byly
prvnimi zmrazenymi pomoci glycerolu, avSak i kdyz po prvotnim zjiSténi potencidlu tohoto
postupu pietrvava zajem o toto téma, stale se provadi velkd vétSina kryokonzervace vzorka
spermatu pouzivanych pro komercéni umélou inseminaci U savct. Diivodem této situace jsou
vysoké naklady na piipravu a skladovani zmrazenych ejakulati ve srovnani s trzni cenou
jednodennich kufat, stejné jako horsi nez optimdlni kvalita spermatu a v kone¢ném dusledku
vysledky umélé inseminace, které jsou vyrazné niz§i nez pii pouziti vzorku cerstvého
spermatu pro umélou inseminaci ptakd (Blesbois 2007). Néktera z téchto omezeni jsou
dasledkem struktury ptadich spermii. Dribezi spermie, vétSinou z fadu Galliformes, maji
nitkovitou morfologii, pficemz hlavicky spermii jsou relativné uzsi a del$i, coz ma za
nasledek mensi objem bunék nez u sav¢ich gamet (Santiago-Moreno a kol. 2016). Membrana
ptaci spermie obsahuje vice polynenasycenych mastnych kyselin (PUFA) neZ spermie savci a
ma mensi obsah bilkovin, niz§i pomér cholesterol/fosfolipid a vétsi celkovou tekutost pii
fyziologickych teplotach (Cerolini a kol. 2006). Na rozdil od sav¢ich spermii ziskavaji kuteci
spermie motilitu a fertiliza¢ni schopnosti poté, co byly transportovany z varlete do ductus
deferens (Howarth 1983). Akrozomova reakce je nutna pro schopnost oplodnéni spermii, ale
na rozdil od savci neexistuje zadny ditkaz, ze u ptacich spermii existuje kapacitacni proces,
zatimco tento proces je nezbytny pro oplodnéni savéimi spermiemi (Howarth 1970). Stiedni
¢ast spermii kohoutli obsahuje pfiblizné¢ 30 mitochondrii a ve stiedni casti nékterych
kiepelcich spermii je az 1000 mitochondrii, pfi¢emZ mitochondrie jsou nedilnou soucésti
energetického vyuziti pro pohyb bi¢ikl. Bicik, ktery je u kohoutich spermii velmi dlouhy (90
um), usnadnuje transport spermii do zasobnich tubulll uterovagindlniho spojeni, kde mohou
byt spermie skladovany a ziistat Zivotaschopné po né€kolik tydnil, nez jsou transportovany do
mista oplodnéni v infundibulu Zenského reprodukéniho systému. Tyto biologické vlastnosti
jsou nedilnou soucasti funkci energetického metabolismu a dochézi k prodlouzeni konzervace
pii zachovani fertilizacni kapacity (po dobu 3 tydnl) v reprodukénim traktu samic ptaka ve
srovnani s tim, co se vyskytuje u savci (Nguyen a kol. 2014).

3.4.3 Skladovani spermatu v kapalném stavu

Skladovani spermatu v kapalném stavu pfi teplotach mezi 4 a 5 °C se pouZziva ke sniZeni
metabolismu spermii a udrZeni zivotaschopnosti spermii po relativné del$i dobu, neZ je tomu
u vzorkd spermatu skladovanych pii pokojové teploté (Donoghue & Wishart 2000; Blesbois
& Brillard 2007). U sav¢ich druht je skladovani spermatu v kapalném stavu se zachovanim
zivotaschopnosti spermii mozné po del§i dobu nez u ptakd. To bylo Castecné zplsobeno
nedostatkem potieby kryokonzervace spermatu v komercnich podnicich pro produkci dribeze
ve srovnani s potfebami skladovani spermatu v odvétvich Zivocisné vyroby potravin na bazi
savcl. Semeno savcill, zejména hospodarskych zvitat, ale také psii, je ¢asto piepravovano do
jinych oblasti svéta z mista, kde bylo sperma odebrano samciim pied pouzitim pro umélou
inseminaci. U drubeze se zasilky chlazeného spermatu pro umeélou inseminaci v komercnich
podnicich zfidka kdy pouzivaji, takze doba potifebna pro skladovani spermatu je kratsi,
obvykle mezi 24 a 48 hodinami po dobé, kdy doslo k odbéru od kohoutd. Je to predevsim
proto, ze béhem 48 hodin po odbéru spermatu od samct ptaki dochazi k vyraznému snizeni
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zivotaschopnosti a funkce spermii (Blesbois & Brillard 2007). Snizeni zivotaschopnosti
driibezich spermii béhem 48 hodin po odbéru spermatu je vétSinou spojeno s vyraznymi
zménami ve slozeni lipidii plazmatickych membran spermii. Krati spermie ztraceji jak
fosfolipidy, tak volny cholesterol béhem 48 hodin po odbéru spermatu, pokud jsou
skladovany pii 4 °C (Zaniboni & Cerolini 2009), a reprodukéni vykonnost je obvykle
neuspokojiva, pokud jsou uchovavany za téchto podminek, a to i kdyz jsou slepice
inseminovany spermatem skladovanym po dobu mirné del$i nez 6 hodin (Sexton & Fewlass
1978).

3.5 Uméla inseminace

Techniky asistované reprodukce nejsou u ptacich druhli vyuzivany v takové mite, jako u
mnoha savcil. U ptaciho spermatu dochdzi po odbéru spermatu k rychlé ztraté funkci spermii
(Blesbois a kol. 2007, Blesbois & Brillard, 2007), proto je u ptakt nejpouzivangjsi technikou
um¢éla inseminace se ziedénym spermatem skladovanym bud’ pii pokojové teploté, nebo
chlazené a skladované po dobu kratsi nez 24 hodin. Kromé¢ toho jedinym ptac¢im druhem, u
kterého k rozmnozovani dochdzi pouze v diasledku vyuziti umélé inseminace je krita.
Kryokonzervace ptac¢iho spermatu se vSak ve vétsi mife vyuzivd pro ucely biobankovani
vzorkdl spermatu ohrozenych plemen v narodnim méfitku spiSe nez pro skladovani
insemina¢nich davek pro umélou inseminaci v chovatelskych programech (Blesbois a kol.
2007).

Vzhledem k vysoké koncentraci spermii v krtim spermatu poskytuje optimalni
plodnost 0,025ml (2 miliardy spermii) nefedéného smésného spermatu, inseminovaného v
pravidelnych intervalech 10-14 dnd (Kharayat a kol. 2016). U kufat, kvili nizsi koncentraci
spermii a krat§Simu trvani plodnosti, je tfeba 0,05 ml nefedéného smésného spermatu v
intervalu 7 dni. Chovani slepice v dfepu naznacuje vnimavost a ¢as pro prvni inseminaci. Pro
dosaZeni maximalni plodnosti 1ze s inseminaci zacit pfed prvnim snaSenim vajec. Plodnost ma
tendenci klesat v pozdé¢jsich fazich snasky, proto muze byt odiivodnéné inseminovat Castéji
nebo pouzit vice spermii na inseminacni davku. Interval mezi inseminaci a ovipozice by mél
byt 8-18 hodin pro dosazeni maximalni plodnosti (Etches 2000).

3.5.1 Metody umélé inseminace

Obecné existuji dva zplisoby umélé inseminace u dribeze. Tyto metody jsou

vvvvvvvvv

postupem inseminace dribeze je uloZeni spermatu pfimo do stfedni ¢asti pochvy (Cole &
Cupps 1977).

3.5.1.1 Intraperitoneélni inseminace

Tato technika umélé inseminace neni spolehlivd. Pfi této technice se ostrou jehlou
prorazi bfis$ni sténa a zavede se kanyla, ktera ulozi sperma v oblasti vajecniku (Cole & Cupps
1977).
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3.5.1.2 Vaginalni inseminace

Jedna se o nejcastéji pouzivany postup umélé inseminace a jsou K nému zapotiebi dva
pracovnici. Tato technika byla vyvinuta ve 30. letech 20. stoleti a spo¢iva v tlaku na bficho
slepice a evertingu (oto¢eni smérem ven) vaginalniho otvoru pies kloaku (Quinn & Burrows
1936; Cole & Cupps 1977). Tento postup se také oznacuje jako prasknuti, odvzdu$néni nebo
everting slepice. Sperma se uklada 2—4 cm do poSevniho otvoru soucasné s uvolnénim tlaku
na bficho slepice. Inseminace se provadi sterilnimi slamkami, stfikackami nebo plastovymi
trubickami. Ve velkych komer¢nich provozech se bézné pouzivaji automatizované davkovace
spermatu s jednotlivymi bréky naplnénymi stanovenou davkou spermatu (Aisha & Zain
2010). Zacinate tim, ze slepici pfidrzite hlavou doli proti svému télu stejnym zpisobem,
jakym jste drzeli kohouta pifi odbéru ejakulatu. Vyvinutim silného tlaku na levou stranu
pruduchu zpusobite, ze se kloaka (urogenitalni otvor u ptakt) vyvrati, musite pouzit palec a
ukazovacek k obnaZeni vejcovodu (vaginy). Podle Aisha (2010), je vejcovod otvor na levé
stran¢ kloaky vedle fitniho otvoru. Inseminaéni trubici muzete zasunout co nejdale do
vejcovodu, poté vytladit sperma a zaroven uvolnit tlak na kloaku. Uvolnénim kloaky se
sperma dostane dale do téla slepice. Inseminaci slepic Ize provést béhem dvou po sobé
jdoucich dnti a poté jednou tydné. Protoze vétSina slepic nosi rano vejce ve vajecniku, ¢imz
brani cesté spermii k vajecniku, méla by inseminace probihat v odpolednich hodinach po
snisce (Aisha & Zain 2010).

3.6 Posouzeni kvality vyrobenych a konzervovanych inseminac¢nich davek
pomoci in vitro analyz

Korelace mezi plodnosti vzorka spermatu a vysledky z laboratornich testli se u riznych
zkoumanych studii velmi meénily (korelace mezi plodnosti a pohyblivosti spermii se
pohybovaly od 0,15 do 0,84; korelace mezi plodnosti a morfologickymi testy se pohybovaly
od 0,06 do 0,86 a korelace mezi plodnosti a zivotaschopnost bunék se pohybovala od 0,33 do
0,66) (Graham 2001).

3.6.1 Computer Asistent Sperm Analysis

Prvni komeréni systémy CASA (Computer Asistent Sperm Analysis) byly poprvé
uvedeny na trh v 80. letech, pfi¢emZ jednim z prvnich byl tehdy dobfe zndmy systém
CellSoft. Zatimco mnoho publikaci bylo vytvoieno pomoci CellSoft, byla to v podstaté ¢erna
skiiitka bez funkci ovéfovani nebo piehravani a snimkova frekvence omezend na 30 snimkl
za sekundu (Mortimer 1990; Amann & Waberski 2014). Béhem pocatku 90. let se staly
komeréné dostupné sofistikovangjsi systémy CASA se snimkovymi frekvencemi 50 a 60 Hz
Mezi né patiily napiiklad Hamilton-Thorne and Motion Analysis (USA), Sperm Class
Analyzer od Microptic SL (Spanélsko), Hobson Tracker (UK), Sperm Motility Quantifier
(Jizni Afrika), SpermVision (Némecko) a Proiser/ ISAS (Spanélsko) a mnoho dalgich.

Za poslednich 20 let prosly systémy CASA revoluci piedevsim diky pokroku ve vyvoji
hardwaru 1 softwaru, pficemz vétSina systému poskytuje vysokou uroven kontroly a ovéfovani
kvality (Mortimer a kol. 2015; van der Horst a kol. 2018). CASA se stale vice pouziva pfi
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hodnoceni kvality a funkce spermii u domacich zvirat (Amann & Waberski 2014; Mortimer a
kol. 2015; van der Horst a kol. 2018). Nékteré ze systémi CASA navic poskytuji v ramci
automatizované analyzy nejen funkéni aspekty, jako je prunik spermii do sliznice,
hyperaktivace, ale také morfologii, vitalitu, fragmentaci a akrozomovou reakci (van der Horst
a kol. 2018).

PocitaCova analyza spermii poskytuje prostiedky pro objektivni klasifikaci dané
populace spermii. Pomoci digitalnich snimkt dréhy kazdé spermie jsou pfistroje CASA
schopny pomoci algoritmii zpracovani analyzovat pohybové vlastnosti spermii. Mezi bézné
uvadéné parametry CASA patii kiivocara rychlost (VCL), coz je primérna rychlost métfena
na aktudlni trase z bodu do bodu, kterou buitka sleduje, v mikrometrech za sekundu;
amplituda bo¢niho posuvu hlavicky v mikrometrech (ALH); kiizova frekvence (BCF), coz je
frekvence, pfi které hlavicka spermie kiizi primérnou dréhu spermie v Hertzech; primérna
rychlost drahy (VAP), kterd odpovidd primérné rychlosti vyhlazené drahy bunky v
mikrometrech za sekundu; rychlost na pifimce (VSL), ktera piedstavuje primérnou rychlost
meéfenou v piimce od zacatku do konce jedné drahy v mikrometrech za sekundu; pfimost
(STR), coz je primérnd hodnota poméru VSL/VAP v procentech (tato piimost hodnoti
blizkost bunécné drahy k piimce, pricemz 100 % odpovidda optimalni ptfimocarosti); a
konec¢né linearita (LIN), coz je prumérnd hodnota poméru VSL/VNCL v procentech (linearita
odhaduje blizkost drahy bunky k ptfimce). Tyto Parametry CASA byly modelovany a
matematicky zptesnény tak, aby co nejlépe popisovaly parametry pohybu kazdé spermie pii
jejim pohybu mikroskopickym polem (Boyer a kol. 1989).

Podle nizké hranice VAP (LVV) a stiedni hranice VAP (MVV), se celkova populace
spermii rozdéli do ctyt kategorii (na zakladé klasifikace WHO, 161, 163): rychla, kde VAP je
vétsi nez MVV; stiedni, kde LVV je mensi neZ VAP a VAP je mensi nez MVV; pomala, kde
VAP je men$i nezZ LVV; a statické, tvofené podilem vSech buné€k, které se béhem analyzy
nepohybuji. Procento progresivnich spermii zahrnuje pohybujici se bunky s VAP> MVV a
STR> So (So = mezni hodnota pfimocarosti pro stanoveni progresivnich spermii). Kfivocara
rychlost je primérna vzdalenost za jednotku Casu mezi po sobé jdoucimi polohami
jednotlivych spermii. Pfimocara rychlost je rychlost spermie v pfimém sméru. Jedna se o miru
progrese vpted. Linearita je ur€ena vydélenim pfimé VSL VCL. Mezi dal$i méteni patii bocni
posun hlavicky, frekvence bi¢iku a analyza kruhového pohybu. ALH je dulezity parametr,
protoze se jedna o jeden z parametri ovliviyjici vysledek IVF (Jeulin a kol. 1996) a
schopnost spermii proniknout cervikalnim hlenem a splynout s oocyty (Aitken a kol. 1992).
Tento parametr je velmi dilezity, protoze udava intenzitu bic¢iku spolu s frekvenci rotace
bunék (David a kol. 1981), které jsou pravdépodobné dilezité pro postup spermii do
cervikalniho hlenu a do oball pert-oocytl. K identifikaci trajektorii je zapotiebi minimalné 15
bodt pii 30 Hz nebo 30 bodii pti 60 Hz (aktivace trvajici alesponi 0,5s) (Mortimer a kol.
1995).

Analyza distribuce subpopulace bun€k s riznymi charakteristikami motility umoziiuje
lep$i hodnoceni fertilizacniho potencidlu spermii. Také miize byt uZite¢né pii predikci
zmrazitelnosti spermatu vybrat ,,dobré mraznicky* nebo vyloucit ,,Spatné mrazni¢ky*. Je tfeba
zduraznit, Ze selektivni smrt nejvice nehybnych a oslabenych spermii pii1 kryokonzervaci vede
k situaci, kdy normalni parametry CASA vykazuji ,pseudoenhancement” kinematiky.
Parametry stfedni rychlosti a linearity tedy mohou byt po zmrazeni vyssi. To je zplisobeno
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skutecnosti, ze subpopulace nejodolngjSich bunck, které preziji zmrazeni-rozmrazeni, mize
mit vy$si primérné kvalitativni parametry nez vétsi populace pohyblivych spermii v Cerstvém
spermatu. Prestoze kryokonzervaci ptezije pouze polovina nebo tfetina populace spermii,
jejich stfedni rychlost mize byt vyssi ve srovnani s rychlostnimi parametry vétsi populace
spermii v Cerstvém spermatu. Nekteti vySetfovatelé (Katkov & Lulat 2000) pozorovali
zvySeni kinematickych parametrti (KP) vzorku po zmrazeni-rozmrazeni a soucasné byly
pozorovany podstatné ztraty motility po rozmrazeni (procento pohyblivych bunék). Moznym
vysvétlenim tohoto jevu je selektivni eliminace nejpomalejsi subpopulace v rdmci vzorkda.
Tento ,paradox CASA* je zplsoben podstatnym selektivnim vyloucenim pomalu se
pohybujicich bun¢k z pohyblivé frakce méfené po zmrazeni-rozmrazeni.

Pohyb spermii je jednim z dilezitych parametrti kvality spermatu. Hodnoceni motility
zavisi na strukturalni a funk¢ni integrité spermii a umoziuje predikci fertiliza¢niho potencialu
spermatu (Wishart & Palmer 1986).

VCL i) VAP {umis) VSL (umis) STRIR)  LIN(R)

B %L 132 105 83 75 62

| 4 oo 230330RBBEQ  fam

Obrdzek 1: Mobilni pocitacem podporovand analyza spermatu (mCASA).
Archiv autora

3.6.1.1 Procento motility (MOT)

Podle Madhuri a kol. (2012) je procento motility spermii definovano jako pocet
pohyblivych bun€k vydélenych celkovym poctem analyzovanych bunék a vyjadieno v
procentech. Burika je povazovana za pohyblivou, pokud jeji primérna rychlost na pfimce
(VSL) splnila nebo ptekrocila parametr minimalni pohyblivosti. Pro analyzu je tfeba
analyzovat nejméné 200 bunck, aby bylo mozné vyjadfit procento pohyblivych bunék
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(Madhuri a kol. 2012). Negativni korelace —0,31 + 0,035 byla nalezena mezi poctem
defektnich spermii a motilitou. To naznacuje, ze spermie, které maji relativné nizkou motilitu
muzou mit vysoky vyskyt morfologickych defektt (Allen & Champion 1955).

3.6.1.2 Progresivni motilita (PMOT)

Progresivni motilita je definovdna jako populace bunck, které se aktivné pohybuji
vpied, a je vyjadiena v procentech (Agnieszka a kol. 2012). Progresivné pohybliva spermie je
definovana jako ta, ktera ma primérnou drahovou rychlost (VAP)> 50 pum/s a pomeér
ptimocarosti (STR)> 75 % (Seyoum 2020).

Korelace mezi procenty pohyblivych nebo progresivné pohyblivych spermii ve vzorku
spermatu a plodnosti nejsou v riznych studiich konzistentni (0,015-0,84) ( Graham a kol.
1980 ). Kladna korelace 0,72 + 0,018 byla prokazana mezi hodnocenim motility a plodnosti

(Allen & Champion 1955).

3.6.1.3 Ptima rychlost (VSL)

Tato se méti v um/s a je definovdna jako primérna rychlost méfend na piimce od
zacatku do konce dréhy. Je to mira postupu buniky vpted a vypocita se vynasobenim kiivocaré
rychlosti (VCL) stfedni pfimkovou rychlosti a vydélenim 100. Vypocita se pro populaci
pohyblivych bun€k zprimérovanim primérnych hodnot jednotlivych bun¢k (Madhuri a kol.
2012).

3.6.1.4 Kiivocara rychlost (VCL)

Tato hodnota se vypocitd jako primérna skalarni rychlost (nebo rychlost) pro vSechny
pohybové drahy. Vypocita se tak, Ze se celkova vzdalenost urazenéd podél kazdé drahy vydéli
casovym intervalem. Stejné jako VSL se populaéni VCL pocita pouze pro pohyblivé bunky a
dosahuje se zprimérovanim primérnych hodnot z kazdé jednotlivé buniky. Podle Ulfina a kol.
(2014) se rovnéz méti v um/s a definuje se jako Casové primérna rychlost hlavicky spermie
podél jeji skutecné kiivocaré drahy, jak je vnimana ve dvou rozmérech pod mikroskopem.

3.6.1.5 Rychlost primérné drahy (VAP)

ME¢ti se také v um/s a je definovéana jako primérna rychlost na vyhlazené draze buiky.
Vypocitava se vyhlazenim skutecné drahy a pouziva se k charakterizaci celkové trajektorie
spermatické bunky (Agnieszka a kol. 2012; Ulfina a kol. 2014).

3.6.1.6 Stiedni linearity (LIN)

Vzdalenost, kterou spermaticka butika urazi po své normalni (neboli nevyhlazené) draze
se oznacuje jako jeji hruby posun. Pfimé vzdalenost od pocate¢niho bodu do jeho aktudlni
polohy X-Y (vzdusnou carou) se oznaCuje jako Cisty posun. Pomér téchto dvou mér
vynasobeny 100 (tj. VSL*100/VCL) je mirou linearity pro spermie. Vyhodnocuje se na konci
kazdé pohybové drahy a vSechny hodnoty pohyblivych drah se zpriméruji, aby se vytvoftilo
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jediné Cislo pro zpravu. Builka, kterd plave v pfimce ma hodnotu 100 a bunka, kterd prave
dokoncila kruznici, méla okamzitou hodnotu nula (Ulfina a kol. 2014).

3.6.1.7 Amplituda bo¢niho posunu hlavy (ALH)

Pro kazdou bunku se vypocitd vzdalenost mezi skuteCnou vypocita se kiivolakou a
hladkou (nebo primérnou) dréhou. Tyto hodnoty jsou nékdy oznacuji jako RISERS. Tento
parametr (ALH) je vypoc¢itdn pomoci maximalni hodnoty RISER pro kazdou drahu a poté se
vypocita jako primérnad hodnota vSech jednotlivych maxim jako jedind hodnota, ktera se
zahrne do zpravy o boc¢nim posunuti hlavy populace pohyblivych bunék (Madhuri a kol.
2012). Podle Agnieszky a kol. (2012) se tento parametr méfi v um a definuje se jako stfedni
Sitka kmitani hlavi¢ky pfi pohybu spermatické bunky. Riizné pfistroje CASA pocitaji ALH
pomoci riiznych algoritmi, takZe hodnoty nemusi byt mezi systémy srovnatelné¢ (WHO
2010).

3.6.1.8 Kfivocaré Frekvence (BCF)

Meéii se v Hz a definuje se jako primérnd frekvence, pti které kiivocara draha spermii
protina jeji primérnou drahu (Madhuri a kol. 2012). Agnieszka a kol. (2012) také definuji
tento parametr jako frekvenci, s jakou se hlavicka spermie pohybuje tam a zpét po své draze
napfi¢ bunkou (Agnieszka a kol. 2012).

3.6.1.9 Hyperaktivace

Jednou ze zmén, které signalizuji dosaZeni kapacitniho stavu, je projev hyperaktivované
motility. Tento pohyb se vyznacuje rozvojem vysoké rychlosti, velkou amplitudou bo¢niho
posunu a asymetrickymi bi¢ikovymi vlnami. Hyperaktivita usnadiiuje oddé€leni spermii z
vejcovodného epitelu a prinik do zony pellucidy (ZP). Tento vzor rytmu generuje
charakteristicky neprogresivni vzor pohybu hvézdy, ktery je automaticky identifikovan a
kvantifikovan systémy CASA (Nizanski a kol. 2009; Rota a kol. 1999).

3.6.1.10 Morfologie

Vysetfovani spermii pomoci systému pocitacové morfologické analyzy spermii (CASA)
ma technickd omezeni, protoZe tyto systémy byly navrZeny tak, aby zkoumaly spermie savci
s ptiblizné kulovitou hlavou (Santiago-Moreno a kol. 2016). U krutich a kufecich spermii se
kréni oblast stfedni ¢asti skladd z proximalniho a prodlouzZeného distalniho centriolu. Naproti
tomu spermie perliCek obsahuji pouze jednu prodlouzenou centriolu a souvisejici
pericentriolarni vybézky. Pricné fezy centriolli maji typické ,,vétrnikové* uspotfaddani deviti
tripletovych mikrotubulti zapusténych do valcovité, husté stény (Thurston & Hess 1987).

Studie naznacuji, ze vzorky spermatu s vyssim procentem morfologicky abnormalnich
spermii vykazuji snizenou plodnost (Lavara a kol. 2005). Ackoli morfologie spermii
ovliviiuje plodnost, neékteré z téchto vlastnosti mohou byt kompenzovatelné, coz znamena, ze
plodnost lze =zlepsit, pokud je inseminovdno vice spermii, zatimco jiné jsou
nekompenzovatelné (Saacke a kol. 2000; Walters a kol. 2005), coz zt€zuje korelace mezi
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hodnocenim morfologie a plodnosti. Snizend fertiliza¢ni kapacita a embryonalni vyvoj
spojeny s morfologicky abnormalnimi spermiemi je mnohostrannym problémem (Walters a
kol. 2005). Negativni korelace —0,55 + 0,027 byla zjisténa mezi pocet defektnich spermii a
pocty potomkul. Z této korelace se odvozuje, ze ¢im méné¢ pozorovanych morfologickych
defektti ve spermiich tim lepsi plodnost. Vysoké procento defektnich spermii znamena
snizeny pocet oplozeni schopnych spermii (Allen & Champion 1955).

3.6.2 Pritokova cytometrie

Pratokova cytometrie je moderni technika, ktera vznikla v 1ékaiském a veterinarnim
andrologickém vyzkumu, dokaze analyzovat tisice jednotlivych spermii za méné nez minutu.
Tato metoda mize soucasné analyzovat nékolik indikator souvisejicich se spermiemi (napf.
integritu membrany, obsah DNA a mitochondridlni aktivitu), riznych aspektii souvisejicich s
fertiliza¢ni kapacitou nebo stresovou odolnosti spermii. Kromé toho lze sperma analyzovat
jako celek pro rozliseni jednotlivych populaci spermii. Napiiklad spermie s poskozenymi
cytoplazmatickymi membranami lze odlisit od spermii s neposkozenymi cytoplazmatickymi
membranami. Pritokova cytometrie rychle poskytuje piesné informace o velikosti, tvaru a
struktufe bunék. Bylo vyvinuto nékolik fluorescencnich barviv pro pouziti s priatokovou
cytometrii, coz umoziuje vyzkumnikiim zkoumat funkéni stav a specifické bunééné procesy.
Aplikace prutokové cytometrie pro hodnoceni kvality spermii savcl hodnoti Zivotaschopnost
spermii, integritu akrozomu, kapacitni stav, fragmentaci DNA, mitochondridlni aktivitu,
apoptotické zmény, lipoperoxidaci a oxidacni stres. Dlouhodobé pouzivanou kombinaci je
SYBR-14, propustné barvivo, které mize prochazet intaktni bunénou membranou, a
propidium jodid (PI), ktery se miiZze dostat pouze do bunék s poskozenymi membranami.

U savct jsou fluorescenéni barviva pouzivana k hodnoceni kvality spermatu v Cerstvém
stavu, uchovavanych a kryokonzervovanych vzorkt (Garner a kol. 1994). Uzite¢nost téchto
barviv zavisi na schopnosti membrany spermii selektivné absorbovat nebo vyloucit tyto
barviva z bunky. Integrita plazmatické membrany se hodnoti pomoci riznych membranové
permeabilnich nespecifickych esterazovych substratl, jako je karboxydimethylfluorecein
diacetat (CMFDA), karboxyeosin diacetat (CEFDA) nebo Calcein-AM (Haugland 1989;
Ericsson a kol. 1993). Tyto enzymové substraty jsou snadno hydrolyzovatelné vnitinimi
esterazami, vysledkem je fluorescenéni membranou nepropustny zeleny fluorofor (Waggoner
1990), ktery je zadrzen spermii. Nové barvivo SYBR-14, které zabarvuje jadra zivych
spermii, bylo nedavno vyvinuté k urceni integrity membrany hovéziho spermatu (Garner a
kol. 1994). Barviva, ktera umoznuji odhady zivotaschopnosti spermii mizou byt spojena s
tradi¢nimi barvivy pro oznaceni mrtvych bun¢k, propidium jodidem (PI) a ethidiové dimery
(EthD-1 a EthD-2), které snadno zabarvi mrtvé nebo umirajici spermie. Protokoly, které se
maji pouZzit pii hodnoceni spermatu driibeze jsou velmi omezené. U kufat se fluorogenni
barviva karboxyfluorescein diacetait (CFDA) a propodium jodide pouzivaji k rozliSeni tii
populaci spermii; Zivé spermie, membrany poSkozené nebo mrtvé spermie a prechodné
populace (Bayyari a kol. 1990). Prutokova cytometrie je rychlym prostiedkem hodnoceni
Zivotaschopnosti spermii a organel stav zalozeny na diferencialni fluorescenci barveni
(Garner a kol. 1986; Graham a kol. 1990). Tato analytickd metoda ma oproti klasické
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laboratoti fadu vyhod. Velky pocet bunék lze vyhodnotit (10 000 za vzorek) béhem kratké
doby (1 min) a mnohocetné organely jednotlivych spermii vyhodnocovat naraz (Garner a
kol.1994). Zivotaschopnost spermii a VCL prokézaly vyznamnou, i kdyz omezenou
prediktivni kapacitu na plodnost (Santolaria a kol. 2015). Procento Zivotaschopnych bunék,
stanovené prutokovou cytometrii, se zda byt nejpifiméfenéj§im laboratornim testem
korelujicim s plodnosti (Wilhelm a kol. 1996). Procento zivych bunék detekovanych
pritokovou cytometrii koreluje (r=0,68) s plodnosti hiebce (Wilhelm a kol. 1996). Korelace
mezi celkovym poctem Zivotaschopnych spermii v inseminacni davce a polni plodnosti je
nizka, ale vyznamna (r = 0,051, P = 0,016), coZ naznacuje, ze hodnoceni integrity plazmatické
membrany muze slouzit jako ndkladové vyhodna metoda kontroly kvality zmrazenych a
rozmrazenych inseminacnich davek bykl (Alm a kol. 2001).

Obrazek 2: Moderni priitokova cytometrie.
Archiv autora.
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Obrazek 3: Vysledky ziskané priitokovym cytometrem.
Archiv autora.
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3.6.2.1 Poskozeni plazmatické membrany

Podle Partyky a kol. (2010) se integrita membrany spermii hodnoti dualnimi
fluorescen¢nimi sondami SYBR-14 a propidium jodidem (PI) (sada zivé/mrtvé spermie,
Invitrogen ™, Eugene, OR, USA). Cerstvé, zmrazené a rozmrazené vzorky se ziedi EK
fedidlem na koncentraci 50 x 106 spermii na ml. Alikvoty 300 ul suspenze spermatu se
smichaji s 5 ul pracovniho roztoku SYBR-14 a sm¢s se inkubuje pfi teploté mistnosti po dobu
10 minut. Pracovni roztok se ziska zfedénim komeréniho roztoku SYBR-14 v destilované
vodé v poméru 1:49. Po inkubaci se buiiky kontrastné obarvi 5 pl PI 5 minut pfed analyzou
(Partyka a kol. 2010).

Ctyti subpopulace udalosti analyzovanych pritokovym cytometrem Se zaznamenaji
vytvoienim dvourozmérnych bodovych grafi fluorescence PI (detektor FL1) versus SYBR-14
(detektor FL2). Procento spermii ve zbytku populace se upravi na 100 %. Populace Pl —
SYBR+ byla PI negativni, ale obarvena SYBR-14 a vykazuje zelenou fluorescenci, coz
ukazuje, ze tyto buiky mély plazmatickou membranu neporusenou. Populace PI+ SYBR —
obsahovala bunky s cervenou fluorescenci a bez znamek fluorescence SYBR-14, coz
naznacuje, ze tyto bunky byly mrtvé a populace PI+ SYBR+ vykazujici SYBR-14 a PI
pozitivni barveni je povazovana za umirajici (Partyka a kol. 2011). Integrita membran spermii
je nezbytnou podminkou pro zachovani funkci spermii béhem skladovani v reprodukénim
traktu samice a pronikani perivitelinni vrstvou oocytu (Bongalhardo a kol. 2002). Naruseni
integrity plazmatické membrany zpiisobené zménou usporadani lipidd v membran¢ béhem
kryokonzervace muze vyvolat dalsi poSkozeni bunck a nasledné vést ke smrti
spermii (Blesbois a kol. 2005). Plazmatickd membrana spermii je nezbytna pro stabilni
metabolické funkce, kapacitu, integraci s bunikami vejcovodi, vazbu na zonu pellucidu,
akrozomovou reakci a fuzi membran. Ztrata integrity této struktury je tedy povazovana za
neslucitelnou s Zivotaschopnosti spermii a hodnoceni stavu plazmatické membrany spermii
muze byt uzitecné pro predikci fertiliza¢ni schopnosti spermii (Brito a kol. 2003; Rodriguez-
Martinez 2003).

3.6.2.2 Poskozeni akrozomu

Podle Partyky a kol. (2010) se akrozomalni poskozeni hodnoti tak, ze se sperma ziedi
NaCl 0,9 % na koncentraci 50 x 106spz/ml. Cast (500 pl) zfedéného semene se umisti do
cytometrickych zkumavek a ptfida se 1 ul fykoerythrinu znaceného roztokem aglutininu z
araSidia (PE-PNA) (Invitrogen) (10 ug/ml). Vzorky se smichaji a inkubuji po dobu 5 minut pii
teploté mistnosti ve tm¢. Bunky se kontrastné obarvi 1 pl komeréniho roztoku propidium
jodidu 2 minuty pted analyzou. Disrupce akrozomt byla identifikovana pro pozitivitu na PE-
PNA (Zlutad fluorescence) a mrtvé buniky pro pozitivitu na propidium jodid (Cervena
fluorescence). Byly ukazany Ctyfi populace spermii: Zivé bunky s intaktnim akrozomem, Zivé
bunky s rupturou akrozomu, mrtvé buiiky s intaktnim akrozomem a mrtvé bunky s rupturou
akrozomu (Partyka a kol. 2010). Posouzeni akrozomalniho stavu je velmi dilezitou soucasti
hodnoceni spermatu s ohledem na roli této struktury v udrzeni schopnosti spermii pronikat do
zony pellucida vajicka (u savcil) nebo do obalu vajicka (u ptdk) a schopnosti splyvat s
plazmatickou membranou vaji¢ka. Buniky si musi zachovat normalni akrozom, aby bylo

24


https://www.sciencedirect.com/topics/agricultural-and-biological-sciences/plasma-membrane

zajisténo, ze k akrozomové reakci mize dojit ve vhodnou dobu k usnadnéni
oplodnéni (Esteves a kol. 2007). Zasadni vyznam ma také stanoveni stavu akrozomu u
kryokonzervovanych spermii, protoze kryokonzervace ptimo poskozuje membranu spermie,
coz je nasledovano ztratou obsahu akrozomalni matrice (Partyka a kol. 2010).

Akrozomalni stav 1ze hodnotit pomoci lektini, jako je arasidovy aglutinin z Arachis
hypogaea (PNA) nebo aglutinin Pisum Sativum (PSA), konjugovany s fluorescen¢nimi
sondami, jako je fluorescein isothiokyanat (FITC), fykoerythrin (PE) nebo Alexa Fluor
(Nizanski a kol. 2012). Nekteré buniky vykazuji intaktni stav akrozomu, zatimco jiné jsou
akrozomov¢ reagované. Akrozomova reakce muze byt fyziologickou soucésti zrani spermii
pfed oplodnénim nebo muize byt projevem akrozomdlniho poskozeni v disledku
kryokonzervace (falesnad akrozomova reakce). Ob¢ akrozomalni zmény mohou byt presné
detekovany fluorochromy. Piimé stanoveni procenta spermii s poskozenym akrozomem v
Spravna funkce akrozomu se kontroluje také indukci akrozomové reakce ionoforem A23187,
ionty, progesteronem, vejcovodnou tekutinou, zona pellucida ZP nebo prvky ZP a
posouzenim spravné reakce zarode¢nych bunék na tuto stimulaci (Liu & Baker 1996;
Ochninger a kol. 2014). Srovnani poc¢tu/procenta bunék reagujicich na akrozom po stimulaci
bun¢k spontanni akrozomové reakce je povazovano za dobry nastroj pro hodnoceni potencialu
oplodnéni spermii. Vysledky metaanalyzy odhalily vysokou prediktivni schopnost testd
indukované akrozomové reakce pro predikci oplodnéni (Oehninger a kol. 2014).

3.6.2.3 Poskozeni DNA

Mezi metodami pouzivanymi pro detekci zmén ve stavu DNA je piesnym, v€asnym a
nakladové efektivnim diagnostickym néstrojem stanoveni struktury chromatinu ve spermatu
spermatu. Metoda SCSA je zaloZena na ptredpokladu, Ze strukturné abnormalni chromatin je
nachylngjsi ke kyselé nebo tepelné denaturaci a vyuZzivda metachromatickych vlastnosti
akridinové oranze (AO). Toto barvivo emituje fluorescenci v zeleném pruhu, kdyz se vklada
do neporusené dvojité Sroubovice DNA. Kdyz je barvivo spojeno s RNA a denaturovanou
DNA, emituje fluorescenci v ¢erveném pruhu (Partyka a kol. 2010).

Poskozeni DNA je dtlezitym prvkem kvality spermii, ktery je tieba posoudit, protoze
koreluje nejen se zhorSenou fertilitou in vivo a in vitro, ale také se zdravim potomku (Aitken
2006).

3.6.2.4 Poskozeni mitochondrii

Procento spermii s funkénimi mitochondriemi bylo odhadnuto, jak popsal Partyka a kol.
(2010). Stru¢né fe¢eno, sperma se ziedi NaCl 0,9 % na koncentraci 100 x 106spz/ml. Casti
(1000 ul) zfedéného spermatu se umisti do cytometrickych zkumavek a 20 ul pracovniho
roztoku Rhodaminu 123 (R123, Invitrogen) (0,01 g/ml) ziskan¢ho zfedénim zasobniho
roztoku Rhodaminu 123 (0,1 g/ml; 0,1 g Rhodaminu 123 byl zfedén v 1 ml NaCl 0,9 % v
NaCl 0,9 % v poméru 1:10. Vzorky byly smichany a inkubovany po dobu 20 minut pfi teploté
mistnosti ve tm¢. Buniky byly kontrastné obarveny 1 ul komer¢niho roztoku propidium jodidu
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2 minuty pfed analyzou. Funkéni mitochondrie byly identifikovany pro pozitivitu na
Rhodamin 123 (zelena fluorescence) a mrtvé bunky pro pozitivitu na propidium jodid
(¢ervena fluorescence). Byly identifikovany dvé populace spermii: zivé spermie s aktivnimi
mitochondriemi a Zivé spermie s neaktivnimi mitochondriemi (Partyka a kol. 2010).

3.6.2.5 Oxidativni stres

Ptesny mechanismus snizeni fertilizaéni schopnosti kryokonzervovanych spermii neni
dosud zcela objasnén. Existuji vSak studie o uloze reaktivnich forem kysliku (ROS) ve
fungovani spermii a jejich fertilizaéni schopnosti po kratkodobé konzervaci a kryokonzervaci
(Chatterjee a kol. 2001). Mnoho studii ukazalo, Ze hlavnim diivodem abnormalniho fungovani
spermii je peroxidace lipidi (LPO) a antioxida¢ni nerovnovaha zpiisobena vyskytem
oxida¢niho stresu (Aitken a kol. 2006).

Oxidac¢ni stres vyskytujici se ve spermii je jev spojeny se zvySenou rychlosti oxidace
buné&¢nych komponentti a nadmérnou produkci ROS (Aitken a kol. 1996). Nizka intenzita
oxida¢niho stresu mize mit pfiznivé ucinky na builky, zatimco jeho vysoka hladina muze
zpusobit destrukci nukleovych kyselin, proteind, lipidd a sacharidli, coz nakonec vede k
bunécéné smrti (Agarwal a kol. 2005). Vliv oxidaéniho stresu je zvlasté dulezity pii skladovani
spermii a jejich kryokonzervaci. Chatterjee & Gagnon (2001) zjistili zvy$enou produkci ROS
V procesu zmrazovani a rozmrazovani spermatu. Hlavnimi misty jeho vzniku jsou
mitochondrie a membrany spermii, které jsou zvlasté citlivé na poSkozeni ndhlymi zménami
teploty. Aerobni builka obsahuje substraty a enzymy k prevenci nebo omezeni tvorby a
mnozeni ROS, ale antioxida¢ni obrana spermii je relativné slaba a tyto zadrode¢né burky jsou
velmi nachylné k oxida¢nimu stresu (Partyka a kol. 2010).

3.7 Funkéni testy spermii

3.7.1 Test penetrace spermii

Testy penetrace oocytl zahrnuji vicendsobné penetrace spermii oocytem a umoziuji
pozorovani pronuklearniho vyvoje. Aplikace testu na oocytech kiecka bez zén byla pouzita k
hodnoceni plodnosti muzi (Freeman a kol. 2001) a domacich zvitat (De los Reyes a kol.
2009). Test penetrace spermii je ¢asov€é méné naro¢na technika nez test in vitro fertilizace
(IVF), protoze oocyty mohou byt nezralé a po vyhodnoceni jiz nejsou dale vyvijeny. V tomto
testu jsou spermie pfitomné v perivitelinnim prostoru a v ooplazmé oocytli pozorovany pod
fluorescenéni mikroskopii s pouzitim Hoechst 33258, PI nebo svételnou mikroskopii (aceto-
orcein) (Hay a kol. 1997; Hewitt & England 1997). Vsechny abnormality spermii a zmény
kryokonzervovanych spermii mohou ovlivnit kone¢né procento oplodnénych oocytil a casovy
prubé¢h penetrace spermii oocytovou zénou pellucidou.

3.7.2 Test vazby spermie na zonu pellucidu

Schopnost spermii vazat se na perivitelinni vrstvu je stéZejnim krokem pii oplodnéni.
Test na vazbu spermatu byl vyvinut tak, aby napodoboval tento krok in vitro a na
kvantifikovat pocet navazanych spermii (Barbato a kol 1998). Tento test vyuziva
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mikrotitracni desticky potazené extraktem z kufteci perivitelinové vrstvy. Procento spermii ve
vzorku se vaze na mikrojamku, nenavazané spermie jsou vymyty a vazané spermie jsou
kvantifikovany. Rozdily ve kvalit¢ spermatu jednotlivych kohoutl jsou timto testem
detekovany. Rozdily ve vazbé spermii jsou prediktivni plodnosti u n€kolika riznych linii
kurat (Barbato a kol. 1998; Barbato 1999).

Vazebny test vyzaduje urcité technické dovednosti a ¢as. Data mohou byt shromazdéna
na misté inkubace suspenze spermatu znamé koncentrace na testovaci desticce a nasledné
odplavovani nenavdzanych spermii. Zavérecna analyza a hodnoceni samct se provadi mimo
pracovisté a zahrnuje specializované vybaveni. Tento test byl upraven a zjednodusen pro
pouziti v komer¢nich hejnech (Gill a kol. 1998).

3.7.3 Test vazby hyalorunu

Tento test je zaloZen na skute¢nosti, ze kyselina hyaluronova se selektivné vaze na zralé
spermie s neporuSenym akrozomem a S lep$i morfologii (Huszar a kol. 2003). Spermie, které
se dokazaly vazat na kyselinu hyaluronovou, dokoncily spermatogenetické procesy
remodelace plazmatické membrany spermii, cytoplazmatickou extruzi a nuklearni nahradu
histon-protamin. Vazba kyseliny hyaluronové se spermiemi indikuje bunéénou zralost,
zivotaschopnost a spermie s neporusenymi akrozomy. Pouze zralé, pohyblivé spermie se vazi
na hyaluron prostiednictvim specifickych receptorti (Cayli a kol. 2003; Huszar a kol. 2003).

3.7.4 Test hypoosmotického bobtnani

Test hypoosmotikého bobtnani je zalozen na principu, Ze Zivotaschopné spermie maji
neporusen¢ membrany. V  hypoosmotickych podminkdch jsou proto bobtnédni
cytoplazmatického prostoru a sto¢eni ocasu znaky pozorované u intaktnich spermii. Mrtvé
spermie tento jev nevykazuji. Tento test vysoce koreluje s vysledky jinych metod hodnoceni
spermatu, jako je motilita a morfologie, ale stale existuje jen malo udaji o jeho vyznamu pro
plodnost (Goericke-Pesch & Failing 2013; Kumi-Diaka 1993).
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4 Zavér
Cil prace, sepsani pichledu in vitro analyz a porovnani jejich moznosti predikovat
fertilizacni schopnost inseminacnich davek kohouti, byl splnén.

Ze zjisténych informaci vyplyva, ze pritokova cytometrie ma nejvetsi potencial predikce
fertilizani schopnosti ztoho divodu, ze hodnoti vice atributi spermie soucasné (Stav
akrozomu, plazmatické membrany, mitochondrii a DNA).

Na zéklad¢ piehledu doporucuji pouziti minimalné¢ dvou systéma hodnoceni spermii
zaroven. Pouziti systému CASA (a to zejména parametry procenta motility a progresivni
motility) a pratokové cytometrie (vyuzity parametri poskozeni plazmatické membrany,
poskozeni akrozomu a poSkozeni mitochondrii) je dle mého ndzoru nejlepsi kombinace pro
ziskani vysoké korelace vysledki se skute¢nou plodnosti kohoutd.
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