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Predikce fertilizační schopnosti inseminačních dávek 

malých přežvýkavců pomocí CASA a jiných laboratorních 

in vitro analýz 

 
 

Souhrn 

 

Tato bakalářská práce shrnula běžně používané laboratorní in vitro analýzy pro 

předpověď fertilizační schopnosti inseminačních dávek ovcí a koz. Pro uvedení 

do problematiky byly definovány pojmy umělá inseminace (AI), ejakulát, jeho složení a odběr, 

proces kapacitace a fertilizace. Zmíněno bylo též zpracování ejakulátu, které je zásadní pro 

správnou výrobu inseminačních dávek (ID) a může značně ovlivnit jejich kvalitu a oplozovací 

schopnost. Dále se práce zabývala proteomikou spermií, která přímo souvisí se správným 

fungováním spermií. 

Pozornost byla především věnována samotnému hodnocení inseminačních dávek 

v laboratoři před a po zmrazení v tekutém dusíku. V práci byly představeny specifické 

vlastnosti spermií i přístrojové metody, jako je CASA a průtoková cytometrie. 

Byly diskutovány principy fungování a výhody a nevýhody těchto metod. Přístroj CASA 

analyzuje pohyblivost spermií, která vysoce koreluje s plodností spermatu. Dalším způsobem 

objektivního hodnocení vzorků spermií je průtoková cytometrie analyzující vlastnosti, které 

mohou souviset s polní plodností. Oproti polním testům (in vivo) jsou laboratorní analýzy 

(in vitro) ekonomicky i časově výhodnější. V posledních letech proto dochází k jejich 

zdokonalení a častějšímu využívání. 

Kvalitní inseminační dávky jsou předpokladem pro dosažení požadované plodnosti. 

Výběr nejkvalitnějších vzorků již v laboratoři by zlepšil výslednou plodnost a zefektivnil celý 

proces. 

Samotná otázka výběru laboratorní in vitro analýzy, která by nejvíce korelovala s testy 

in vivo, však zůstává neobjasněna. Výsledky zkoumaných studií naznačují, že výběr jediné 

laboratorní metody pro stanovení fertilizační schopnosti ID je problematický a málo spolehlivý. 

Hodnocení více parametrů a kombinace laboratorních metod může přinést přesnější výsledek. 

Studie naznačují, že pohyblivost a životaschopnost jsou vlastnosti, které vykazují nejsilnější 

korelaci s oplozovací schopností spermií. Měření pomocí přístroje CASA umožňuje analýzu 

více parametrů pohyblivosti, zatímco průtoková cytometrie zachycuje více dalších vlastností 

spermií. Tyto metody jsou považovány za nejlepší dostupné nástroje pro předpověď oplozovací 

schopnosti inseminačních dávek. Pro dosažení uspokojivých výsledků v budoucnu je však 

nutné jejich zdokonalení a lepší pochopení související problematiky. 
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přežitelnost 



 

Prediction of the fertilizing capacity of small ruminants 

insemination doses by means of CASA and other 

laboratory-based in vitro assays 

 
 

Summary 

 

This bachelor thesis reviewed commonly used laboratory in vitro assays for 

the prediction of fertilizing ability of insemination doses in sheep and goats. The terms artificial 

insemination (AI), ejaculate, its composition and collection, and the process of capacitation 

and fertilization were defined to introduce the subject. The work also focused on the processing 

of the ejaculate, which is essential for the correct production of insemination doses (ID) and can 

significantly influence their quality and fertilization capacity. Furthermore, the thesis dealt with 

sperm proteomics, which is directly related to the proper functioning of spermatozoa. 

The review mainly focused on the actual evaluation of insemination doses 

in the laboratory before and after freezing in liquid nitrogen. It introduced the specific 

properties of spermatozoa as well as instrumental methods used for their analysis, such as 

CASA and flow cytometry. The principles of operation and the advantages and disadvantages 

of these methods were discussed. CASA instrument analyses sperm motility, which highly 

correlates with sperm fertility. Another way of objectively evaluating semen samples is flow 

cytometry which analyses sperm characteristics that may be related to field fertility. Compared 

to field tests (in vivo), laboratory analyses (in vitro) are more economical and time-efficient. 

They have therefore been improved and increasingly used in recent years. 

Quality insemination doses are a prerequisite for achieving the desired fertility. 

Selecting the best quality samples already in the laboratory would improve the resulting fertility 

and make the whole process more efficient. 

However, the actual question of the choice of the laboratory in vitro assay that correlates 

most closely with in vivo tests remains unresolved. Results of the reviewed studies indicate that 

selecting a single laboratory method to determine the fertilizing capacity of ID is problematic 

and unreliable. Assessing multiple parameters and combining laboratory methods can bring 

a more accurate result. The studies suggest that motility and viability are the characteristics 

that show the strongest correlation with sperm fertilization capacity. CASA instrument enables 

the analysis of multiple motility parameters, while flow cytometry captures multiple other 

sperm properties. These methods are considered the best available instruments for predicting 

the fertilizing ability of insemination doses. However, their improvement and a better 

understanding of the issues involved are necessary to achieve satisfactory results in the future. 
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1 Úvod 

Reprodukční biotechnologie jsou důležitým nástrojem pro genetické zlepšování 

populace, protože umožňují zvýšit genovou frekvenci jedinců s lepším genotypem. Mezi 

nejznámější reprodukční biotechnologie patří umělá inseminace. Z důvodu jejího širokého 

využívání dochází ke snížení genetické variability v populaci kvůli nízkému počtu potřebných 

samců, možné šíření genetických defektů a chorob a zvýšení koeficientu příbuzenské 

plemenitby (Faigl et al. 2012). Obtížná může být také identifikace říje (Bergstein-Galan et al. 

2017). Přesto tato metoda asistované reprodukce přináší chovatelům mnoho výhod. Díky 

využití technik indukce a synchronizace říje chovatel zná předpokládaný termín porodů u svých 

samic a může tak racionálně rozvrhnout pracovní sílu a zkrátit období mezi porody. Navíc se 

zabraňuje přenosu nemocí, protože zdravotní stav samců využívaných pro umělou inseminaci 

je přísně kontrolován. 

Pro dosažení požadované plodnosti je nezbytný kvalitní ejakulát a z něj zpracované 

inseminační dávky. Testování plodnosti samců pomocí páření nebo umělé reprodukce (in vivo) 

je nákladné a časově náročné a umožňuje testovat pouze omezený počet samců. Laboratorní 

metody netrpí těmito nevýhodami a k testování různých aspektů kvality spermatu  

a inseminačních dávek bylo navrženo několik metod, z nichž některé byly korelovány s polní 

plodností (Larsson & Rodrı́guez-Martı́nez 2000). 

Predikce fertilizační schopnosti inseminačních dávek je zásadní pro zajištění přijatelné 

plodnosti oplozených samic. Z tohoto důvodu byla v posledních letech provedena řada studií 

s cílem vyvinout metodu, která dokáže nejlépe předpovědět oplozovací schopnost 

inseminačních dávek. 

Se zvyšováním světové populace výrazně roste poptávka po ovčích a kozích produktech. 

Tito malí přežvýkavci se snadno chovají, vyžadují relativně malé počáteční investice a mají 

krátký generační interval, což zemědělcům přináší rychlou návratnost investic. V době 

nedostatku zboží a surovin mohou ovce a kozy poskytovat vysoce kvalitní živočišné produkty, 

jako je mléko, maso a vlna, a vytvářet tak velký potenciál pro zemědělce a průmyslová odvětví 

(González-Marín et al. 2021). Proto je poslední dobou věnována čím dál větší pozornost 

reprodukčním technologiím u malých přežvýkavců. K úspěšné umělé inseminaci jsou nezbytné 

objektivní laboratorní analýzy spermatu, které budou schopny předpovědět oplozovací 

schopnost inseminačních dávek. 

Metoda hodnocení inseminačních dávek, která by vysoce (ideálně úplně) korelovala 

s polní plodností, by zefektivnila celý proces umělé inseminace, z důvodu využití pouze vysoce 

kvalitních ID. Fertilizační schopnost spermií však nezávisí pouze na jedné vlastnosti  

a významnou roli hraje mnoho různých faktorů, včetně samotné samice. 
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2 Cíl práce 

Kvalita inseminačních dávek (ID) používaných v umělé inseminaci malých přežvýkavců 

hraje klíčovou roli pro její celkovou úspěšnost. S pojmem „kvalita inseminačních dávek“ těsně 

souvisí jejich fertilizační schopnost. Dnes jsou k dispozici desítky laboratorních in vitro analýz 

(computer-assisted semen analysis – CASA a jiné), z nichž každý vyhodnocuje jen některý dílčí 

ukazatel kvality ID. Obrovskou výhodou je, že in vitro analýzy jsou mnohem levnější a rychlejší 

ve srovnání s testy in vivo (polní testy). Vzhledem k extrémně složité biologické podstatě 

procesu oplodnění však žádná z laboratorních in vitro analýz není schopna bezpečně 

předpovědět fertilizační schopnost inseminační dávky. Současné použití více laboratorních 

in vitro analýz může zlepšit předpověď. Cílem této práce proto bylo podat přehled laboratorních 

in vitro analýz za účelem výběru těch, které nejvíce souvisí s fertilizační schopností ID beranů 

a kozlů. 
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3 Literární rešerše 

3.1 Umělá inseminace 

Umělá inseminace (AI) je proces, při kterém se spermie ručně vkládají do reprodukčního 

traktu samice. Tento postup je považován za nejstarší biotechnologii používanou v chovu zvířat 

a za jednu z účinných strategií genetického zlepšování a zvyšování reprodukční výkonnosti 

hospodářských zvířat (Morotti et al. 2016). 

Použití umělé inseminace bylo původně zavedeno z hygienických důvodů, aby se 

zabránilo šíření pohlavních a nepohlavních chorob. Chovatelé rychle shledali výhodu také 

v rychlém zavedení cenných genů do populace s cílem zlepšení produkce. Po dostupnosti 

kryokonzervovaného spermatu byly ekonomické výhody poskytované vyšší mírou plodnosti 

a zrychleným genetickým pokrokem ještě výraznější. Snížením počtu spermií v inseminační 

dávce bylo možné zvýšit počet inseminací a genetická hodnota potomků se enormně zvýšila. 

Tím došlo k zefektivnění šlechtitelských programů. Umělá inseminace se nejvíce využívá 

u mléčného skotu (Faigl et al. 2012). 

Salamon & Maxwell (1995) konstatují, že konzervace spermatu zajímá chovatele 

hospodářských zvířat od doby, kdy se začalo uvažovat o umělé inseminaci (AI). První pokusy 

o umělou inseminaci zahrnovaly pouze krátké časové prodlevy mezi odběrem spermatu a jeho 

přenosem do příjemkyní, protože spermie mají mimo reprodukční trakt při okolních teplotách 

pouze omezenou dobu přežití. Rozsáhlé programy umělé inseminace hospodářských zvířat 

ve 20. století vyžadovaly uchování spermií v umělých podmínkách po delší dobu. Toho bylo 

možné dosáhnout metodami, které snižovaly nebo zastavily metabolismus spermií, a tím 

prodloužily jejich oplozovací schopnost. 

3.1.1 Malí přežvýkavci 

V Jižní Americe a Austrálii je umělá inseminace široce rozšířená i v chovech malých 

přežvýkavců (ovce a kozy). Na rozdíl od Severní Ameriky a západní Evropy, kde se umělá 

inseminace u těchto druhů využívá výrazně méně kvůli vysokým nákladům na indukci 

a synchronizaci říje, manipulaci a inseminaci ovcí a koz na rozdíl od přirozeného způsobu 

plemenitby. Umělá inseminace však pro chovatele přináší mnoho výhod. Díky využití technik 

indukce a synchronizace říje chovatel zná předpokládaný termín porodů u svých samic. Navíc 

se zabraňuje přenosu nemocí, protože zdravotní stav samců využívaných pro umělou 

inseminaci je přísně kontrolován. Přísná selekce a nízký počet požadovaných samců pro umělou 

inseminaci zapříčinilo snížení genetické variability, možné šíření genetických defektů a chorob 

a zvýšení koeficientu příbuzenské plemenitby (Faigl et al. 2012). 

Pro umělou inseminace malých přežvýkavců se běžně využívá čerstvého spermatu 

vzhledem k nízké plodnosti, které se obvykle dosahuje po použití zmraženého spermatu (Faigl 

et al. 2012). Kryokonzervace spermatu je však důležitým nástrojem pro zušlechťování 

či zachování plemen různých druhů, včetně malých přežvýkavců. Proto je snahou optimalizovat 

postupy kryokonzervace (Jiménez-Rabadán et al. 2016). 

Baldassarre (2016) uvádí, že čerstvé sperma je upřednostňovanou metodou zpracování, 

pokud je ve stádě přítomen samec, a to zejména v období plemenitby, kdy je produkce a kvalita 
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spermatu na vrcholu. Pokud má být ejakulát použit okamžitě a u většího množství samic, lze 

provést inseminaci čistým spermatem. Baldassarre (2016) dále popisuje, že pokud je třeba 

sperma použít u několika samic a/nebo interval mezi odběrem a inseminací bude delší než 

1 hodina, mělo by být naředěno pomocí izotonického a pufrovaného ředidla (např. komerční 

médium pro výplach embryí, médium s pufrem HEPES 199). Chlazené sperma je strategií 

volby za okolností, kdy je konkrétní samec sdílen s chovateli nacházejícími se v relativně 

blízkém okolí nebo je jim sperma prodáváno. V takových případech bude inseminátor cestovat 

z jedné farmy na druhou, přičemž sperma bude skladováno při teplotě okolo 4 °C, což umožňuje 

jeho použití do 24 hodin od odběru při zachování vysoké plodnosti. K uchování spermatu 

během chlazení byla úspěšně použita různá ředidla, od sterilizovaného (UHT) 2% tučného 

mléka až po komerční ředidla (např. INRA96, IMV, Francie). Nakonec je zmrazené sperma 

upřednostňovanou volbou v případech, kdy je požadováno dlouhodobé uchování (např. pro 

uvádění samčího spermatu na trh, rozdílné využití spermatu v jednotlivých sezónách a zajištění 

uchování genetiky v případě úhynu zvířete). Silva & Gadella (2006) varují, že kryokonzervace 

může způsobit rozsáhlé poškození integrity plazmatické membrány spermií a přivodit 

významné ztráty plodnosti stáda, protože tento parametr přímo souvisí s procesem oplození. 

Problém, který se pojí s používáním umělé inseminace, je uchování spermatu. S rozvojem 

AI ve 20. století bylo nutné přepravovat sperma z místa odběru na místo, kde bylo sperma 

využito. Mimo jiné bylo zapotřebí pokrýt velké množství samic během delšího časového období 

nebo v různých ročních podmínkách. To vše vyžadovalo uchování spermatu v umělých 

podmínkách (Maxwell & Salamon 1993). Konkrétně se jedná o skladování semene v tekutém 

(nezmrazeném) stavu, za použití snížených teplot nebo jiných prostředků ke snížení 

metabolismu spermií, a uchování ve zmrazeném stavu při teplotě pod bodem mrazu (Maxwell 

& Salamon 1993). 

3.1.2 Metody umělé inseminace 

Metody umělé inseminace u malých přežvýkavců se liší v porovnání s metodami 

využívanými u skotu. Důvodem jsou anatomické rozdíly mezi těmito druhy. Vzhledem 

k malým rozměrům ovcí a koz není možné provést rektální palpaci k upevnění děložního hrdla 

pro aplikátor spermatu nebo průchod Foleyho katétru do dělohy (Bergstein-Galan et al. 2017). 

Dle Baldassarre (2016) obecně platí, že způsob uložení spermatu určuje preferovaná metoda 

inseminace. Lze konstatovat, že čím je sperma poškozenější, tím hlouběji je třeba sperma uložit, 

aby bylo dosaženo přijatelné míry oplození. Hluboká vaginální inseminace je většinou 

vyhrazena pro čerstvé sperma, zatímco intracervikální inseminace se používá pro chlazené 

a zmrazené sperma. Pro dosažení vysoké míry zabřeznutí (> 70 %) u zmrazeného spermatu je 

však nutné nitroděložní (intrauterinní) uložení spermatu. U ovcí je účinná intrauterinní 

inseminace možná pouze pomocí laparoskopie. Laparoskopická intrauterinní inseminace byla 

poprvé popsána v 80. letech 20. století v Austrálii (Killen & Caffery 1982). Tato metoda je 

účinná, ale nákladná, časově náročná, vyžaduje technickou zdatnost a anestezii a je omezen 

počet použití u dané samice (Evans & Maxwell 1987). Tento postup také vyvolává obavy 

o welfare zvířat, která jsou inseminována pomocí chirurgické intrauterinní inseminace (Banner 

1995; King et al. 2004).  
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Shipley et al. (2007) popisuje, že ovce mají složitý kanál děložního hrdla, který je 

přibližně 7 cm dlouhý s řadou 6 až 8 dozadu obrácených kanálků, které znesnadňují až 

znemožňují transcervikální inseminaci, protože s děložním hrdlem nelze manipulovat 

per rectum jako u krávy. Použití čerstvého spermatu, vaginální a cervikální depozice může vést 

k přijatelné míře zabřeznutí, pokud je použita vhodná dávka spermatu. 

Lepších výsledků v zabřezávání může být dosaženo laparoskopickou intrauterinní nebo 

transcervikální inseminací, čímž se předejde problému s transportem spermií přes děložní hrdlo 

a možné stárnutí spermií v děložním traktu samice, dojde k vyšší šanci oplodnění vajíček a ke 

snížení embryonálních ztrát (Maxwell & Salamon 1993). 

Používání spermatu tříděného podle pohlaví při umělé reprodukci se již dlouho propaguje 

jako žádoucí nástroj ke zvýšení reprodukční účinnosti, zejména v mléčném průmyslu, kde 

samci mají jen malou nebo žádnou obchodní hodnotu. Třídění podle pohlaví bylo úspěšně 

zaznamenáno u jiných přežvýkavců (skotu, ovcí a jelenovitých), ale zatím ne u koz. Očekává 

se však, že tuto technologii bude možné stejně efektivně provádět i u spermatu koz, protože 

rozdíl v hmotnosti DNA X a Y je u nich ve stejném rozmezí (3-4 %), jak uvádí Baldassarre 

(2016). Pravděpodobně nejnáročnější překážkou pro využití sexovaného spermatu u ovcí a koz 

je nalezení reprodukčního centra, které by nabízelo tuto službu u malých přežvýkavců, protože 

většina z nich pracuje nepřetržitě s tříděním spermatu skotu podle pohlaví (Baldassarre 2016). 

3.2 Složení ejakulátu 

3.2.1 Ejakulát 

Bearden et al. (2004) charakterizují ejakulát jako výměšek pohlavních žláz samce 

obsahující spermatické buňky a tekutinu z přídatných pohlavních žláz. Bearden et al. (2004) 

také uvádí, že objem ejakulátu berana se pohybuje v rozmezí od 0,75 do 1,2 ml o motilitě 60 až 

80 % při koncentraci přibližně 2 miliardy spermií/ml. Očekává se, že přibližně 60-70 % 

spermatických buněk ve spermatu vykazuje progresivní motilitu s průměrnou rychlostí 

6 mm/minuta. Ve vysoce kvalitním spermatu má 80-90 % spermatických buněk normální 

morfologii. Koncentrace, motilita a morfologie jsou důležitá kritéria v hodnocení spermatu před 

použitím v umělé inseminaci (Amiridis & Cseh 2012). 

Ax et al. (2000a) dodávají, že beraní sperma je mléčně bílé nebo světle krémové barvy. 

Růžové zbarvení indikuje přítomnost krve, pravděpodobně v důsledku zranění, a je proto 

nežádoucí. Kontaminaci nebo infekci reprodukčního traktu berana značí šedé a hnědé zbarvení. 

Při použití elektroejakulátoru k odběru spermatu mohou berani močit a tím zhoršit kvalitu 

odběru. Takto poškozený ejakulát se vyznačuje silným zápachem, žlutou barvou a zředěnou 

koncentrací. Kontaminované vzorky je třeba zlikvidovat. Použitá metoda odběru přímo 

ovlivňuje objem spermatu. Větších objemů je dosahováno elektroejakulací ve srovnání s odběry 

do umělé vagíny (AV). Objem ejakulátu je také ovlivněn věkem a zdravotním stavem 

konkrétního samce, ročním obdobím, dovednostmi sběrače spermatu a frekvencí odběru. 

Objem spermatu se pohybuje od 0,5 do 2,0 ml u dospělých zvířat a 0,5-0,7 ml u mladých beranů. 

Sperma kozlů je šedavě bílé až žluté a jeho barva se liší více než u spermatu beranů. 

Varianty barev jsou pozorovány i mezi jednotlivými samci a mezi ejakuláty téhož samce. 

Objem ejakulátu je 1,0 ml s rozmezím od 0,5 do 1,2 ml (Ax et al. 2000). 
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Hodnota koncentrace spermatu se liší na základě plemene, věku, krmení a sezóny, proto 

se údaje v různých publikacích liší. Field & Taylor (2008) uvádí koncentraci spermií 

v ejakulátu berana v rozmezí od 2,0×109 do 3,0×109 spermií/ml, zatímco dle Ax et al. (2000a) 

beraní ejakulát obsahuje 3,5×109 až 6,0×109 spermií/ml. Koncentrace spermií kozlů je 2,0×109 

až 3,5×109 spermií/ml (Field & Taylor 2008). Jiná práce (Ax et al. 2000a) uvádí u kozlů rozmezí 

od 2,5×109 do 5,0×109 spermií/ml. 

Ejakulát malých přežvýkavců se vyznačuje malým objemem a vysokou koncentrací 

spermií a celkový počet spermií potřebných na inseminační dávku je u ovcí a koz vyšší než 

například u skotu (Sullivan 1970; Maxwell & Evans 1987; Shamsuddin et al. 2001). 

Maxwell & Evans (1987) také uvádí, že počet spermií potřebných pro umělou inseminaci závisí 

mimo jiné na místě zavedení spermatu do pohlavního ústrojí samice (vaginální, cervikální nebo 

intrauterinní) a typu použitého spermatu (čerstvé, chlazené nebo zmrazené). Čím blíže je 

sperma v místě uložení k místu oplodnění, tím nižší je objem spermatu potřebný pro AI. Kromě 

toho musí být celkový počet pohyblivých spermií obvykle větší při použití zmrazeného 

spermatu ve srovnání s chlazeným spermatem (Macías et al. 2020). 

3.2.2 Spermie 

Spermie (spermatické buňky) jsou samčí gamety nacházející se v ejakulátu samců. 

Tato buněčná suspenze obsahuje kromě spermií také sekrety z přídatných pohlavních žláz 

samčího pohlavního traktu. Tekutá část této suspenze se nazývá semenná plazma. Spermie jsou 

tvořeny v semenotvorných kanálcích varlat, kde se nachází řady buněk v různém stádiu vývoje, 

od zárodečných buněk po samčí gamety (Garner & Hafez 2000). 

Plně vyvinutá spermatická buňka se dělí na hlavičku, střední část a bičík obsahující aparát 

nezbytný pro motilitu. Spermatická buňka přežvýkavců dosahuje délky 60-70 μ. Hlavička je 

zploštělá, okolo 4 μ široká a 0,5 μ silná, dlouhá 8-10 μ (Bearden et al. 2004). Celá spermatická 

buňka je obklopena plazmatickou membránou (plazmalemou). Jádro se nachází uvnitř hlavičky 

a u malých přežvýkavců je zploštělé. Přední část hlavičky obklopuje akrozom, což je oblast 

tvořící čepičku nad půlkou až třemi čtvrtinami plochy hlavičky spermie a vzniká 

z akrozomálních granul a vezikul mladé spermatidy (Nicander & Bane 1966). Bičík je rozdělen 

na střední, hlavní a koncovou část (Garner & Hafez 2000). 

Bearden et al. (2004) zdůrazňují, že mezi důležité součásti hlavičky patří jádro obsahující 

genetickou informaci, postnukleární čepička pokrývající zadní část jádra a akrozom. Akrozom 

obsahuje enzymy potřebné pro průnik do corona radiata a zona pellucida. Nepoškozený 

akrozom je zásadní pro úspěšné oplození vajíčka. Během stárnutí spermatické buňky se 

akrozom postupně uvolňuje od hlavičky. 

Místo, kde se bičík připojuje k hlavičce, se nazývá implantační oblast a obsahuje 

proximální centriolu. Během procesu fertilizace bývá hlavička a bičík spermie v tomto úseku 

rozdělena. Podobné oddělení je někdy vidět u tepelně poškozeného spermatu. Střední, zesílená 

část bičíku je lokalizována těsně za proximální centriolou. Tato část zahrnuje mitochondriální 

pouzdro obsahující enzymy pro přeměnu fruktózy a dalších energetických substrátů 

na vysokoenergetické sloučeniny, které může spermie využít. Hlavní a koncová část bičíku 

se liší tím, že koncová část neobsahuje ochranný plášť. Hlavním rysem bičíku je axiální vlákno. 

Axiální vlákno je svazek drobných fibril, který začíná u proximálního centriolu a prochází 
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celým bičíkem. Střední pár malých filament je obklopen kruhem devíti párů malých fibril. 

Devět větších fibril obklopuje kruh devíti párů malých fibril přes velkou část délky bičíku. 

Kontrakce těchto fibril způsobují kmitání bičíku, které pohání spermie dopředu (Bearden et al. 

2004). 

Graham & Mocé (2005) vysvětlují, že složitost spermií je částečně dána tím, že každá 

spermie je vícekomorová buňka, která musí mít mnoho různých vlastností, aby byla schopna 

oplodnit oocyt (vajíčko). Každá spermie musí mít: pohyblivost; aktivní mitochondrie, které 

dodávají energii nezbytnou pro pohyblivost; neporušené akrozomální membrány, které jsou 

schopny procházet kapacitačními změnami, a tím umožnit akrozomální reakci ve správný 

okamžik; receptory, které umožňují buňce navázat se na zona pellucida a na oolemmu (obal 

oocytu); plazmatické membrány, které umožňují splynutí s oolemmou a jádro, které je schopné 

správné dekondenzace, jaderné reorganizace a genetického výkonu pro udržení zygotického 

a embryonálního vývoje. 

3.2.3 Semenná plazma 

Tekutá součást spermatu se nazývá semenná plazma. Nejvíce se na její tvorbě podílejí 

přídatné pohlavní žlázy, malé množství tekutiny je součástí koncentrátu spermií, který pochází 

z nadvarlat a chámovodů. Semenná plazma slouží jako pufrovací živné médium, které 

pozastavuje a udržuje plodnost spermií. Obsahuje proteiny, anorganické ionty, pufrovací látky, 

energetické substráty a další organické komponenty. Sodík a chlor jsou hlavními 

anorganickými ionty v semenné plazmě. Anorganické látky spolu s organickými látkami 

pomáhají udržet stálý osmotický tlak, který je optimální pro přežití spermií (Bearden et al. 

2004). 

Kromě anorganických iontů se v semenné plazmě nacházejí organické ionty, které slouží 

jako pufrovací činidla. Hlavním organickým iontem je hydrogenuhličitan, který chrání sperma 

před změnami pH. Protože se pufry v semenné plazmě nevyskytují v dostatečném množství, 

aby zabránily snižování pH při skladování spermatu, musí být přidána kvalitní ředidla 

zajišťující dostatečnou pufrovací kapacitu pro dlouhodobé skladování (Bearden et al. 2004). 

Největší zastoupení ve spermatu dle hmotnosti tvoří bílkoviny, a právě ty mají majoritní vliv 

na funkci spermií (Evans & Maxwell 1987). 

Bearden et al. (2004) uvádí, že semenná plazma obsahuje několik organických sloučenin, 

které slouží primárně jako energetické substráty pro spermie. Mezi hlavní patří fruktóza, 

sorbitol a glycerylfosforylcholin (GPC). Jsou jedinečné v tom, že se jinde v těle nenacházejí 

v podstatném množství. Fruktózu mohou spermie využít jako energetický substrát 

za anaerobních podmínek skladování a aerobních podmínek vyskytujících se v samičím 

pohlavním traktu. Sorbitol a GPC jsou využitelné pouze za aerobních podmínek. Vedlejší 

produkt anaerobního metabolismu fruktózy, kyselina mléčná, se hromadí ve skladovaném 

spermatu a teoreticky může být použit jako energetický substrát, pokud je umístěn v aerobních 

podmínkách. Ve spermatu býků a beranů se fruktóza nachází ve vysokých koncentracích, 

ale její množství je výrazně nižší ve spermatu kanců a hřebců. Inositol a kyselina citrónová 

nejsou používány jako energetické substráty, ale nacházejí se v semenné plazmě v poměrně 

vysokých koncentracích oproti jiným částem těla. 
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Poiani (2006) konstatuje, že semenná plazma hraje důležitou roli při ovlivňování motility 

spermií a udržování jejich životaschopnosti v děloze. Mimo jiné také poskytuje energetické 

substráty, které řídí oxidativní fosforylaci, stabilizují plazmatickou membránu spermií, 

zabraňují předčasné kapacitaci a akrozomové reakci spermií vyskytujících se v děloze. 

Dle Leahyho & De Graafa (2012) se zdá, že semenná plazma působí jako ochranné médium při 

zpracování spermií beranů in vitro. Důvody tohoto rozdílného účinku mohou být zapříčiněny 

vlivem hlavních proteinů semenné plazmy přežvýkavců, BSP proteiny. 

Složení semenné plazmy se u různých druhů liší v závislosti na relativním podílu velikosti 

přídatných pohlavních žláz (Mann 1964). Vezikulární žláza je u malých přežvýkavců velká, ale 

prostata, ampula a bulbouretrální žlázy jsou relativně malé nebo rozptýlené, takže produkují 

koncentrovaný ejakulát o malém objemu (Maxwell et al. 2007). 

3.3 Kapacitace 

Spermie musí setrvat určitou dobu v samičím pohlavním ústrojí a podstoupit změny, aby 

byla schopna proniknout do vajíčka a oplodnit jej. Tento proces nazývaný kapacitace zřejmě 

probíhá v istmické části vejcovodu. Během kapacitace dojde k modifikaci nebo odstranění 

povrchových složek spermie způsobené sekrety pohlavního traktu, což způsobuje destabilizaci 

fosfolipidové dvojvrstvy a umožňuje akrozomální aktivaci. Dále dochází k úbytku cholesterolu 

na povrchu spermie, pozměnění glykosaminoglycinů a změnám iontů při průchodu spermií 

pohlavním traktem samice. Tímto způsobem kapacitace zabraňuje předčasné aktivaci 

akrozomu, dokud spermie nedosáhne místa oplodnění a nedostane se do kontaktu s vajíčkem 

(Hafez & Hafez 2000). Důležitou roli v tomto procesu u přežvýkavců hraje heparin a různé 

proteiny semenné plazmy, které se vážou na fosfolipidy na membráně spermatu (Desnoyers 

& Manjunath 1992; Therien et al. 1995). 

3.4 Fertilizace 

Proces oplodnění (fertilizace) začíná navázáním spermie na vajíčko a jeho následným 

proniknutím dovnitř a spojením jader spermatické a vaječné buňky. Výsledná diploidní buňka 

nesoucí genetickou informaci nově vzniklého jedince se nazývá zygota (Bearden et al. 2004). 

Bearden et al. (2004) zdůrazňují, že aby se spermie stala schopnou úspěšného oplození, 

potřebuje projít procesem kapacitace. 

García-Vázquez et al. (2016) konstatují, že po přirozené nebo umělé inseminaci je cílem 

spermií dostat se do místa oplození. Pouze část ze všech spermií v reprodukčním traktu samice 

se k vajíčku dostane a jen jedna spermie je schopná vajíčko oplodnit. Úspěšnost spermie při 

dosažení místa oplodnění a samostné oplodnění vajíčka závisí na některých jejich vlastnostech 

(tj. dobrá pohyblivost, odpovídající morfologie a normální stav DNA). 

Je známo, že ejakulát se skládá z různých subpopulací spermií. Tyto subpopulace 

se vyznačují rozdíly v pohyblivosti, stavu fragmentace DNA, morfologii nebo tvaru a velikosti, 

citlivosti na signální molekuly a mnoha dalších vlastnostech důležitých pro úspěšnou fertilizaci 

(Holt & Fazeli 2016). Mattner (1966) uvádí, že u přežvýkavců je děložní krček rezervoárem, 

kde dochází ke shlukování spermií a jejich postupné migraci do dělohy a vejcovodů. 

Pro abnormální spermie je děložní krček místem, který nejsou schopny překonat. 
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Prvním krokem v procesu oplození je penetrace spermie skrz buňky corona radiata 

za působení dvou enzymů – hyaluronidázy a penetračního enzymu, které jsou obsaženy 

v hlavičce spermie. Na zona pellucida se nachází zonální protein 3 (ZP3), který spouští 

akrozomální reakci potřebnou k navázání spermie na tento glykoproteinový obal vajíčka. 

Sekrece akrosinu z hlavičky spermie umožní penetraci zony pellucidy, proniknutí do její 

extracelulární matrix a do perivitelinního prostoru, kde spermie splyne s vitelinní membránou. 

V ten okamžik splynou s vitelinní membránou i kortikální granule a vyprázdní svůj obsah 

do perivitelinního prostoru, čímž dojde ke spuštění reakce zony pellucidy, která znemožní 

proniknutí dalších spermií do vajíčka (polyspermie). Po proniknutí spermie do cytoplazmy 

dochází k vitelinnímu bloku, děj podobný reakci zony pellucidy, který se také podílí na 

zabránění vzniku polyspermie. Uvnitř cytoplazmy dochází k oddělení bičíku od hlavičky 

spermie. Samčí a samičí prvojádra se formují a následně splynout za vzniku zygoty, čímž je 

dokončeno oplodnění (Bearden et al. 2004). 

3.5 Metody odběru ejakulátu 

Wulster-Radcliffe et al. (2001) popisují, že prvním důležitým krokem kryokonzervace 

je odběr ejakulátu. Pro odběr ejakulátu beranů a kozlů jsou využívány dvě hlavní metody. 

Používanější metodou je odběr pomocí umělé vagíny, na kterou si však musí samec zvyknout. 

Jiménez-Rabadán et al. (2016) upozorňuje, že pro netrénované jedince je vhodnější druhá 

metoda, která využívá elektroejakulátor. U této metody byla ovšem zjištěna horší snášenlivost 

u kozlů. Elektroejakulace u nich ovlivňuje složení semenné plazmy a snižuje schopnost spermií 

přežít konzervaci (Jiménez-Rabadán et al. 2016). 

3.5.1 Umělá vagína 

Umělá vagína svým tvarem, teplotou i tlakem imituje prostředí přirozené vagíny 

(viz Obrázek 1). Jedná se o nejrychlejší a nejhygieničtější variantu odběru z dostupných metod 

(Bearden et al. 2004). Ax et al. (2000b) popisují umělou vagínu jako hadici o délce 20-25 cm 

a průměru 5 až 7 cm obsahující pryžovou vložku. Také zdůrazňují, že je důležité mít vložku 

promazanou lubrikantem. Když samec nasedá na samici/atrapu nebo fantom (umělá 

konstrukce), jeho penis je jemně veden dovnitř umělé vagíny. Vnitřní teplota umělé vagíny 

by se měla pohybovat okolo 40 °C (Chang & Walton 1940; Bergstein-Galan et al. 2017). 

Je důležité zajistit, aby byla skleněná sběrná zkumavka teplá (37 °C) a nezpůsobila spermiím 

chladový šok. Samci většinou skáčou na fantom a následně ejakulují (Bearden et al. 2004). 

Pro tyto účely může být použita i připoutaná samice (Althouse 2007). Jedinci musí být 

vycvičeni k použití umělé vagíny, ale většinou není obtížné je to naučit. Nejlepší je ejakulát 

odebírat na vrcholu připouštěcí sezóny, hodnotí Ax et al. (2000b). Velký důraz je kladen 

na hygienu během celého procesu. Po odběru ejakulátu je zapotřebí umělou vagínu řádně umýt 

a sterilizovat. Shipley et al. (2007) konstatují, že ejakulát získaný při odběru do umělé vagíny 

obvykle neobsahuje nadměrné množství sekretu přídatných žláz, a proto je považován 

za kvalitnější než ejakulát odebraný pomocí elektroejakulátoru. 
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Obrázek 1: Jednotlivé části umělé vagíny (zdroj: archiv autorky) 

 

3.5.2 Elektroejakulace 

Elektroejakulace je upřednostňována u samců, jejichž sperma nemůže být z určitých 

důvodů odebráno do umělé vagíny. Jedná se o situace, kdy je samec zraněný a nemůže 

na umělou figurínu vyskočit, projevuje nižší sexuální aktivity vzhledem k věku, nebo jiné 

důvody, které zamezují použití umělé vagíny. Semeno by tímto způsobem nemělo být 

odebíráno samcům, kteří neprojevují normální sexuální chování nebo nejsou schopni ejakulace, 

protože tyto nežádoucí vlastnosti mohou být způsobeny geneticky, a tedy by mohly být 

přeneseny na potomstvo. Elektroejakulace u beranů a kozlů může být provedena ve stoje nebo 

vleže na stole. Někteří berani při této metodě nereagují, jiní poskytují semeno nízké kvality 

(Bearden 2004). Brindley (1981) popisuje, že použití elektroejakulace spočívá v podávání 

elektrických pulzů o nízkém napětí a proudu do samčího rekta pomocí transrektální sondy 

vybavené elektrodami. To vyvolá erekci penisu, emisi semene a nakonec ejakulaci. Ačkoli je 

tato technika snadno použitelná a účinná, může být pro samce stresující a bolestivá (Staford 

et al. 1996; Bath 1998; Orihuela et al. 2009). 

3.5.3 Manipulace s odebraným ejakulátem 

Ax et al. (2000b) popisují, že po odběru je skleněná zkumavka obsahující ejakulát uložena 

do vodní lázně o teplotě 30 °C, dokud vzorek nedosáhne této teploty. S odebraným ejakulátem 

je potřeba zacházet opatrně, aby nedošlo k tepelnému a chladovému šoku, kontaminaci vodou, 

dezinfekčními prostředky, slunečním zářením, vzduchem a dalšími faktory, které by mohly 

snížit životaschopnost spermií (Faigl et al. 2012). Zvýšením teploty nad 40 °C spermie snižují 

svou metabolickou aktivitu, čímž je negativně ovlivněna jejich životaschopnost (Sabés-Alsina 

et al. 2016). Všechny nádoby, které přicházejí do kontaktu se spermatem, by měly být plastové 

nebo skleněné a vyčištěny laboratorními čistícími prostředky (Shipley et al. 2007). 
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3.6 In vitro vyhodnocení ejakulátu 

Farrel at el. (1998) zdůrazňují, že kvalitativní a kvantitativní parametry ejakulátu by měly 

být vyhodnoceny co nejdříve po odběru. Standardní metodou hodnocení plodnosti samců, 

kromě přímého hodnocení jejich schopnosti oplodnit samice, je vyšetření ejakulátu. Žádný test 

přesně nepředpovídá plodnost vzorku ejakulátu, nicméně zkoumání různých fyzikálních 

vlastností může určit větší potenciál plodnosti. Hodnotí se vzhled, objem, koncentrace, motilita, 

morfologie a kvalita ejakulátu (Ax et al. 2000a). 

Faigl et al. (2012) doplňují, že sofistikovanější hodnocení zahrnuje testy tepelné 

odolnosti, akrozomální integrity, schopnosti spermií pohybovat se v různých médiích 

(např. cervikální hlen, plavání v médiích), test hypoosmotického bobtnání, oplodnění in vitro 

(IVF) a počítačové hodnocení motility (Computer Assisted Semen Analyses – CASA). Amann 

& Hammerstedt v roce 2000 správně předpověděli, jak bude kvalita spermatu hodnocena 

v budoucnu. Základní úrovní by mělo být mikroskopické hodnocení, a to buď vizuálně pomocí 

mikroskopu s fázovým kontrastem nebo s využitím jednoduchého počítačového systému 

(systém CASA), který by řešil otázky, zda je většina spermií progresivně pohyblivá a zda má 

vysoké procento spermií normální morfologii (nízký výskyt tvarových znaků, o nichž je známo, 

že jsou spojeny s neplodností). Dnes by se v rámci sekundárního screeningu testovaly jednotlivé 

spermie průtokovou cytometrickou analýzou. Lepší sekundární screening by mohl využívat 

nové přístroje a techniky k hodnocení pohybu a morfologie spermií ve vlhkém preparátu 

současně s vícesondovým hodnocením biochemických vlastností (Amann & Hammerstedt 

2000). Konkrétně by testy měly schopnost poskytovat podrobné informace o specifických 

vlastnostech spermií, jako je akrozomální integrita, integrita plazmatické membrány 

a mitochondriální membránový potenciál (Ax et al. 2000a). 

Bylo učiněno mnoho pokusů o korelaci výsledků výše uvedených in vitro testů a plodnosti 

samic oplodněných hodnoceným spermatem. Oplozovací schopnost však nezávisí na jediném 

parametru spermatu, ale také na plodnosti samice (plemeni), typu říje (přirozená nebo 

hormonálně manipulovaná), ročním období a místě uložení spermatu (Faigl et al. 2012). 

V důsledku toho nejsou v případě hodnocených ejakulátů vhodných k použití korelace mezi 

testy in vitro a plodností tak vysoké. Nedávno shromážděné údaje získané metodou CASA u lidí 

a zvířat však naznačují korelaci mezi některými parametry pohyblivosti spermatu a plodností 

po umělém oplodnění (Farrel et al. 1998; Zhang et al. 1998; Januskauskas et al. 2003; WHO 

2010). 

Množství spermií a objem ejakulátu určují, kolik samic může být z daného odběru 

oplozeno (Ax et al. 2000a). U ejakulátu kozla je požadovaná motilita spermií vyšší než 80 % 

a zastoupení více než 85 % morfologicky normálních spermií (Bulgin 1992). Beraní sperma 

s pohyblivostí větší než 85 % a obsahem méně než 10 % abnormálních spermií je považováno 

za vysoce kvalitní (Ax et al. 2000b). Oplozovací schopnost však nezávisí pouze na těchto dvou 

parametrech. Celkové množství živých spermií na jednu inseminaci je důležitější než procento 

abnormálních spermií. Neschopnost jediné spermie proniknout do zona pellucida vajíčka 

je považována za jeden z limitujících faktorů plodnosti ejakulátu (Ax et al. 2000b). 

Ejakulát je zpracován tak, aby byl použit jako čerstvý, zchlazený, nebo zmrazený. U koz 

se častěji využívá čerstvé a chlazené sperma, zatímco v chovu ovcí se upřednostňuje sperma 
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zmrazené. Typická inseminační dávka používaná pro intracervikální nebo intrauterinní 

inseminaci obsahuje až 200×106 spermií v množství do 0,25 ml (Ax et al. 2000b). 

3.6.1 Koncentrace 

Koncentrace spermií je měřena pomocí hemacytometru, kolorimetru nebo 

spektrofotometru. Hemacytometr je mikroskopické sklíčko s přesně rýhovanými komůrkami. 

Počet spermií v komůrce se počítá ručně při zvětšení 200 až 400× (Martins et al. 2016). Jedná 

se o velmi časově náročnou, avšak přesnou metodu. Tento způsob měření může být nahrazen 

spektrofotometrem nebo kolorimetrem, který bude kalibrován na hemacytometr. Výhodou 

těchto technik je jejich přesnost a rychlost. Pro stanovení koncentrace spermií je vhodným 

nástrojem spektrofotometr, který je kalibrován na 550 nm (viz Obrázek 2). Roztok používaný 

pro ředění ejakulátu je 2,9% citrát sodný a 5 ml 10% formalínu na litr. Spektrofotometry však 

nejsou přesné s kontaminovaným spermatem a použití zakalených ředidel (extenderů) před 

odhadem koncentrace může také zkreslit výsledek (Ax et al. 2000a). Měření koncentrace 

spermií pomocí kolorimetru se nevyužívá u spermatu kozlů kvůli barevným odchylkám (Ax 

et al. 2000a). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Obrázek 2: Spektrofotometr (zdroj: archiv autorky) 

 

3.6.2 Progresivní motilita spermií 

Motilita (pohyblivost) vzorku je vyjadřována jako procento buněk, které jsou pohyblivé 

vlastní silou. Progresivně pohyblivá spermie je taková, která se pohybuje nebo postupuje 

z jednoho bodu do druhého víceméně přímočaře. Většina ejakulátů vykazuje jiné typy 
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pohyblivosti. Patří mezi ně jak krouživý pohyb, tak pohyb způsobený abnormalitou bičíku 

a vibrační nebo kolébavý pohyb často spojený se stárnutím (Ax et al. 2000a). Arruda et al. 

(2005) prohlašují, že subjektivní analýza pohybu spermií byla jednou z prvních technik 

používaných pro hodnocení spermatu a je stále nejpoužívanější, především v terénu. 

Bearden et al. (2004) považují progresivní motilitu za nejdůležitější individuální test 

kvality, protože plodnost vysoce koreluje s počtem pohyblivých spermií. Yániz ve své studii 

(2015) došel k závěru, že berani s vysokou a nízkou plodností mají jasné rozdíly 

v morfometrických a kinematických subpopulacích spermií a že nejkonzistentnějšími ukazateli 

plodnosti jsou celková progresivní motilita a podíl spermií s velkou a dlouhou hlavičkou 

přítomných v ejakulátu. 

Varner et al. (1991) vysvětlují, že pro hodnocení motility spermií se nejčastěji používá 

světelná mikroskopická analýza spermií při zvětšení 200-400×. Měření se provádí s čerstvým 

ejakulátem a následně po přidání extenderu. Hodnocení syrového ejakulátu je ukazatelem 

výkonnosti spermií ve vlastní tekutině přídatných pohlavních žláz. Měření v této formě může 

být znesnadněno vysokou koncentrací spermií, což komplikuje rozeznání jednotlivých znaků 

pohyblivosti. K překonání tohoto omezení by mělo být sperma zředěno v kvalitním extenderu 

na koncentraci 25×106 spermií/ml, konkrétně v pufru citrátu sodném, doplňují Martins et al. 

(2016). Kasimanickam et al. (2007) ve své studii ředili sperma beranů na koncentraci 50×106  

a 200×106 spermií/, přičemž lepších výsledků (strukturální, funkční a pohybové parametry) 

během doby skladování dosahovalo sperma ředěné do vyšší koncentrace. 

Mezi parametry motility patří: procento pohyblivých spermií (normální hodnoty od 70 do 

90 %), procento progresivně pohyblivých spermií, rychlost spermií (na základě stupnice od 0 

do 4), dlouhověkost pohybu v čerstvém ejakulátu (při pokojové teplotě 20-25 °C) a ve spermatu 

po použití extenderu (při pokojové teplotě, nebo v chladu 4-6 °C). Přidání extenderu může 

mírně ovlivnit motilitu, obvykle zvýšením rychlosti spermií. Obecně se spermie ve zředěném 

spermatu pohybují v dlouhém polokruhovém vzorci. Po přidání extenderu mohou spermie 

vykazovat krouživé pohyby, které většinou po 5-10 minutách odezní. Pokud spermie plavou 

v těsném kruhu, znamená to, že mohly být vystaveny chladovému šoku. Kmitavý pohyb je 

spojován se stárnutím a vysycháním spermatických buněk (Ax et al. 2000a). 

Verstegen et al. (2002) však varují před hlavními omezeními této metody, kterými jsou 

subjektivita, nízká opakovatelnost a malý počet analyzovaných buněk. Kromě těchto omezení 

mohou výsledky ovlivnit některé vnější faktory a efektivní hodnocení vzorku je časově náročné. 

Vysoká subjektivita analýzy při použití hodnocení optickou mikroskopií podnítila vývoj 

automatizovaných systémů pro počítačovou analýzu spermatu (CASA). 

3.6.3 Hromadný vířivý pohyb 

Mezi metody hodnocení motility, které se v praxi běžně používají, patří také hodnocení 

hromadného vířivého pohybu (mass motility). Tato technika hodnotí trojrozměrný kolektivní 

vlnový pohyb skupiny spermií v neředěném, nativním ejakulátu. Jedná se o rychlou, snadno 

proveditelnou, levnou metodu hodnocení pohyblivosti spermií, která předpovídá jejich 

oplozovací schopnost, což ji činí velmi atraktivní pro využití v praxi (David et al. 2008; David 

et al. 2015). Ve studii David et al. (2015) byla kapka 5 μl čerstvého ejakulátu nanesena 

na předehřáté skleněné sklíčko (≈37 °C) a okraj kapky byl pozorován při malém zvětšení 
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(objektiv 10×) na tepelně řízeném stolku mikroskopu s fázovým kontrastem. Pozorování 

na okrajích kapky umožňuje posoudit rychlé vlnění černých vln a vírů na šedém pozadí, které 

se označuje jako hromadný vířivý pohyb spermií. 

Intenzita pohybu vln a vírů na okraji vzorku se hodnotí podle stupnice od 0 (žádný pohyb) 

do 5 (velmi rychlý vířivý pohyb) na základě původní metody popsané Evansem a Maxwellem 

(1987). David et al. (2015) zjistili, že s nárůstem skóre pohyblivosti spermií u ejakulátů beranů 

se ve všech studovaných centrech umělé inseminace zvýšila i míra bahnění. Tyto výsledky 

naznačují, že hmotnostní pohyblivost spermií obecně předpovídá oplozovací schopnost 

jednotlivých beraních ejakulátů. Navzdory tomu je účinnost hodnocení hromadné vířivého 

pohybu používaného pro zajištění kvality spermatu v praxi omezena jeho subjektivitou 

(Rodríguez‐Martínez 2003). Existuje několik studií, které se zabývají vývojem matematických 

modelů pro hodnocení vířivých pohybů (Degond et al. 2014; Degond & Yu 2015). Další vývoj 

těchto objektivních metod a experimentální aplikace ke stanovení potenciálních korelací 

s plodností je nezbytný, aby se zjistilo, zda tato metoda poskytuje výhodu oproti tradiční 

subjektivní analýze hromadného vířivého pohybu spermií (Van de Hoek et al. 2022). 

3.7 Zpracování ejakulátu 

Leahy & De Graaf (2012) vysvětlují, že proces zpracování ejakulátu se skládá z ředění, 

chlazení, zmrazování, opětovného zahřívání a případného třídění podle pohlaví. Některé 

laboratoře do procesu zahrnují i mytí spermií, kdy dojde k odstranění semenné plazmy s cílem 

zlepšit kvalitu rozmrazeného spermatu (Leahy & De Graaf 2012; Roof et al. 2012). Mytí 

spermií je však časově náročné a může způsobit jejich poškození (Miro et al. 2009). Při procesu 

ředění čerstvého ejakulátu extenderem dochází k současnému snížení koncentrace semenné 

plazmy (Höfner et al. 2020). In vitro manipulace se spermiemi však může negativně ovlivnit 

jejich oplozovací schopnost tím, že může dojít ke změně proteinů na povrchu spermií a ke 

snížení množství semenné plazmy v prostředí spermií (Leahy & De Graaf 2012). Předpokládá 

se, že část poškození během zpracování ejakulátu může být způsobena také nadměrným 

ředěním, o kterém je známo, že vede k zastavení motility spermií, metabolické aktivity 

a fertilizačního potenciálu. Tento jev byl označen jako „efekt ředění“ (Mann 1964) a lze jej 

zvrátit přidáním semenné plazmy (Maxwell & Johnson 1999). Účinnost metody se však liší, 

konstatují Leahy & De Graaf (2012). 

3.7.1 Ředění ejakulátu 

Shipley et al. (2007) prohlašují, že pro lepší manipulaci a měření je výhodnější ejakulát 

naředit. Mimo jiné ředění poskytuje spermiím vhodné prostředí pro uchování během 

manipulace a následného procesu inseminace. Motilita a koncentrace určují poměr ředění 

ejakulátu. Vzorek, který má skóre 5 v pohybu i koncentraci, může být ředěn až v poměru 4 : 1 

(ředidlo : ejakulát). Většina ejakulátů se ředí v poměru 2 : 1 ve prospěch ředidla. Ejakulát 

s hodnotou 2 by se neměl ředit a měl by být použit pouze v čerstvém stavu. Lze použít přírodní 

nebo syntetické ředidlo. Kravské mléko je nejčastěji používaným přírodním ředidlem. Běžně 

používanými syntetickými ředidly je fruktóza, kyselina citronová, 

tris(hydroxymethyl)aminomethan, vaječný žloutek a destilovaná voda. Ředidlo i ejakulát 



22 

 

by měly mít při ředění stejnou teplotu (30 °C). Přidání ředidla do spermatu snižuje šok pro 

spermie. Nikdy by se nemělo přidávat sperma do ředidla. Směs by měla být následně mírně 

promíchána a mělo by dojít k vyhodnocení spermatu, aby se potvrdila životaschopnost spermií 

(Ax et al. 2000a). 

Ejakulát kozlů je méně koncentrované oproti beranímu, poměr ředění je proto nižší. Když 

se pro ředění použije vaječný žloutek, přidané množství u ejakulátu kozlů je výrazně nižší než 

v případě ředění beraního spermatu (14 ml vs 2,5 ml). Semenná plazma kozlů se odstředí 

centrifugací spermatu. Tato metoda vyžaduje stanovení koncentrace spermií v odstředěném 

vzorku před zředěním (Ax et al. 2000a). 

3.7.2 Mrazení spermatu 

Existuje mnoho protokolů pro zmrazení spermatu malých přežvýkavců. Byly popsány 

jednostupňové a dvoustupňové metody, ale vzhledem k jednoduchosti se nejčastěji používá 

metoda jednostupňová. Sperma se zředí kryoprotektantem na konečný stupeň předmrazení při 

30 °C. Poté se pejety (slámky) naloží do vodní lázně a pomalu zchladí na 5 °C umístěním 

do chladničky po dobu 1,5 až 2 hodin. Chlazení je obdobím adaptace spermií na snížený 

metabolismus (Salamon & Maxwell 2000). V závislosti na laboratoři nebo ředidle se sperma 

poté buď zmrazí nad dusíkovými parami (4 cm pro 0,25 ml slámky nebo 6 cm pro 0,5 ml 

slámky) na zchlazeném (5 °C) stojanu, nebo se ponechá v chladničce ještě několik hodin, aby 

došlo k equilibraci. Po 8 až 10 minutách v páře se sperma ponoří do kapalného dusíku (teplota 

-195,8 °C) a odtud se uloží do goblet, které se vloží do kontejneru s kapalným dusíkem ke 

skladování (Bearden et al. 2004), jak je znázorněno na Obrázku 3. Sperma lze také zmrazit 

v peletách pomocí bloku suchého ledu, do kterého byly pomocí kovově tyče vyraženy 

prohlubně, do nichž se napipetuje naředěné sperma o objemu 0,1-0,15 ml. Tato technika 

nevyžaduje drahé nebo sofistikované vybavení, ale označení a identitu spermatu je obtížnější 

zachovat (Shipley et al. 2007). 

Tradičně se za ekvilibraci považuje celková doba, po kterou zůstávají spermie před 

zmrazením v kontaktu s glycerolem, během níž proniká do spermatické buňky a vytváří 

vyváženou intracelulární a extracelulární koncentraci. Ekvilibrace zahrnuje rovnováhu 

koncentrací nejen glycerolu, ale i ostatních osmoticky aktivních složek ředidla. Glycerol se 

podílí na některých nežádoucích jevech, ke kterým dochází během ekvilibrace, jako jsou změny 

struktury a biochemické integrity spermií a urychlení akrozomové reakce. Ačkoli je lze 

ve světle ostatních příznivých kryogenních vlastností glycerolu přehlížet, je třeba také zmínit, 

že toto médium může do jisté míry nepříznivě ovlivňovat plodnost (Salamon & Maxwell 2000). 
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Obrázek 3: Uložení inseminačních dávek v kontejneru s tekutým dusíkem při teplotě -196 °C 

(zdroj: archiv autorky) 

 

3.7.2.1 Komplikace při mrazení spermatu 

Chelucci et al. (2015) upozorňují na fakt, že spermatické buňky podléhají biochemickým 

a funkčním změnám v důsledku dlouhodobého skladování spermií, což omezuje jejich 

schopnost oplodnění. Akrozom, jádro, mitochondrie, axonema a plazmatická membrána jsou 

také ovlivněny rychlými teplotními změnami, jako je chladový šok, tvorba a rozpouštění 

ledových krystalků během procesu zmrazování a rozmrazování (O’Connell et al. 2002; Nur et 

al. 2010). Komplikací může být také oxidační stres, ke kterému jsou náchylné membrány 

spermie z důvodu vysokého obsahu polynenasycených mastných kyselin (Chelucci et al. 2015). 

Tremellen (2008) vysvětluje, že oxidační stres nastává, když produkce potenciálně 

destruktivních reaktivních forem kyslíku (ROS) překročí přirozenou antioxidační obranu těla, 

což vede k poškození buněk. ROS, definované jako ionty kyslíku, volné radikály a peroxidy, 

jsou generovány spermiemi a semennými leukocyty ve spermatu a způsobují neplodnost dvěma 

klíčovými mechanismy. Za prvé poškozují membránu spermií, čímž snižují jejich pohyblivost 

a schopnost splynout s oocytem. Za druhé, ROS mohou měnit DNA spermií, což vede k přenosu 

defektní otcovské DNA na plod. Aby se zabránilo intracelulární krystalizaci a oxidativnímu 

stresu, sperma se běžně ředí kryoprotektivním extendrem. 

Zmrazování kozího spermatu je poněkud náročné kvůli přítomnosti sekretů 

bulbouretrálních žláz (lipáz), které v interakci s vaječným žloutkem a mlékem vytvářejí látky 

toxické pro spermie. To vedlo k potřebě vyvinout alternativní metody zmrazování, při nichž se 

sperma buď odstředí, aby se odstranila semenná plazma před zředěním ve standardních 

extendrech (např. 20% vaječný žloutek), nebo se použijí nízké koncentrace vaječného žloutku 
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(2 %), což může potenciálně vést k nedostatečné ochraně membrán spermií. Stejně tak sperma 

beranů vyžaduje zmrazení s extenderem obsahujícím snížené množství vaječného žloutku 

(~8 %), aby spermie co nejlépe přežily. V poslední době byly vyvinuty komerční extendery bez 

složek živočišného původu (mléko nebo vaječný žloutek) s cílem zvýšit hygienickou 

bezpečnost při zpracování spermatu (např. BioXcell® od společnosti IMV, Francie; 

AndroMed® od společnosti Minitube, Německo). Ačkoli byly tyto extendery původně vyvinuty 

pro skot, ukázalo se, že jsou velmi užitečné i pro konzervaci spermatu malých přežvýkavců, 

aniž by bylo nutné sperma před přidáním extenderu odstřeďovat (Baldassarre 2016). 

Faktem je, že úspěšná kryokonzervace spermatu beranů a kozlů je však stále 

v nedohlednu, protože značné procento spermií nepřežije proces zmrazení a rozmrazení. 

Spermie jsou během kryokonzervace zničeny v důsledku různých koncentrací 

kryoprotektivních chemikálií a v případě, že sperma není chlazeno optimální rychlostí chlazení. 

Proto je pro úspěšné zmrazení spermií beranů zásadní znát optimální rychlost chlazení s 

protokoly zmrazování a rozmrazování pro maximální obnovu životaschopných a funkčních 

spermatických buněk (Saha et al. 2022). Definice optimálních protokolů kryokonzervace je 

cílem studií i u kozlů (Anghel et al. 2010; Jiménez-Rabadán et al. 2013, Zanganeh et al. 2013)  

3.7.3 Rozmrazování spermatu 

Salamon & Maxwell (2000) zdůrazňují, že při postupu zmrazování a rozmrazování je 

fáze zahřívání pro přežití spermií stejně důležitá jako fáze chlazení. Spermie, které přežily 

zchlazení na -196 °C, stále čelí výzvě zahřívání a rozmrazování, a musí tedy překonat 

dvojnásobek kritické teplotní zóny (-15 °C až -60 °C). Na přežitelnost spermií má vliv jak 

rychlost ochlazování, tak rozmrazování (Mazur 1985). Účinek závisí na tom, zda byla rychlost 

ochlazování dostatečně vysoká, aby vyvolala nitrobuněčné zmrznutí, nebo dostatečně nízká, 

aby došlo k dehydrataci buněk. V prvním případě je nutné rychlé rozmrazení, aby se zabránilo 

rekrystalizaci případného vnitrobuněčného ledu přítomného ve spermiích. Spermie 

rozmrazované vyšší rychlostí mohou být také kratší dobu vystaveny působení koncentrovaného 

roztoku a kryoprotektiva (glycerolu) a obnovení intracelulární a extracelulární rovnováhy je 

rychlejší než při pomalém rozmrazování. 

Dle studie vědeckého týmu Söderquist et al. (1997) vede pomalé rozmrazování (35 °C po 

dobu 12 s) k 63 % motilitě spermií po rozmrazení a 52 % integritě membrány. Rychlé 

rozmrazování (70 °C po dobu 5 s) vede k vyšší pohyblivosti spermií po rozmrazení a k vyšší 

integritě membrán (67 %, resp. 50 %). Několik studií naopak prokázalo, že delší doba 

rozmrazování je vhodnější než doba kratší (Almquist et al. 1982; Gaillard & Kupferschmied 

1982). Pejeta se obvykle rozmrazuje ponořením do vodní lázně o teplotě 37 °C na 12-30 sekund 

(Foote 1999). Tuli et al. (1991) ve své studii varují, že při teplotách vyšších než 37 °C se teplota 

a čas stávají výrazně nebezpečnějšími, protože tyto vysoké teploty mohou při nesprávném 

postupu rozmrazování vést k masivnímu úhynu spermií. Jednotlivé ejakuláty spermií beranů 

jsou vhodné pro konzervaci a inseminaci pouze tehdy, pokud je procento spermií pohybujících 

se vpřed vyšší než 40 % po rozmrazení a 30 % po 5-6 hodinách inkubace (Evans & Maxwell 

1987). 

Obecně platí, že po zmrazení a rozmrazení odumírá zhruba 40-50 % populace spermií 

(Watson 2000, Saha et al. 2022). Přežitelnost může být snížena z 85,6 na 34,3 % 
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u rozmrazených spermií kozlů. Zatímco sperma beranů po rozmrazení může obsahovat velký 

podíl pohyblivých buněk (40-60 %), pouze asi 20-30 % z nich je fyziologicky aktivních 

(Salamon & Maxwell 2000; Watson 2000; Medeiros et al. 2002). 

3.8 Hodnocení rozmrazeného spermatu 

Bearden et al. (2004) vysvětlují, že předchozí testy byly prováděny za účelem zjištění, 

zda je ejakulát dostatečně kvalitní pro zpracování. Další hodnocení následuje po rozmrazení 

spermatu. Míra přežitelnosti semene po zmrazování a rozmrazování ejakulátu různých samců 

a různých odběrů od stejného samce se značně liší. K úspěšné umělé inseminaci je zapotřebí 

dostatečné množství pohyblivých spermií v inseminační dávce. Proto je přesné hodnocení 

spermatu po zmrazení a rozmrazení zásadní pro úspěšnost zabřezávání samic. 

3.9 Objektivní hodnocení pohyblivosti spermií 

Bylo vyvinuto několik postupů pro objektivní hodnocení pohyblivosti spermií (Holt 

1995). Jedná se o časosběrnou fotomikrografii, videomikrografii s přehráváním po jednotlivých 

snímcích, spektrofotometrii a počítačovou analýzu. V referenčních laboratořích se jako 

objektivní způsob hodnocení motility spermií používá systém počítačové analýzy spermatu 

(Computer Assisted Semen Analysis – CASA). 

3.9.1 CASA 

Počítačem řízená analýza spermií (Computer Assisted Semen Analysis – CASA) byla 

poprvé popsána Dottem a Fosterem (1979). Systémy CASA se obvykle skládají z mikroskopu 

s fázovým kontrastem propojeného s počítačem se speciálním softwarem pro získávání obrazu 

a analýzu dat (Egeberg et al. 2013). Tato metoda poskytuje prostředky pro objektivní klasifikaci 

dané populace spermií (viz Obrázek 4). Za použití digitálních snímků dráhy každé spermatické 

buňky umožňuje přístroj CASA pomocí algoritmů zpracování analyzovat pohybové vlastnosti 

spermií a také některé proměnné (např. linearita), které silně korelují s plodností, jak udávají 

Verstegen et al. (2002). I když jsou systémy CASA vynikajícími výzkumnými nástroji, je 

sporné, zda se budou v dohledné době používat v rutinním zpracování (Ax et al. 2000a). 

Motilita je široce považována za jednu z nejdůležitějších charakteristik spojených 

s oplozovací schopností spermií (Tsakmakidis 2010). Amann & Waberski (2014) ale 

upozorňují, že CASA nedokáže přesně předpovědět plodnost, která bude získána se vzorkem 

spermatu. Pokud jsou však současné systémy CASA pečlivě validovány, poskytují informace 

důležité pro zajištění kvality spermatu plánovaného pro uvedení na trh a pro pochopení 

rozmanitosti reakcí spermií na změny mikroprostředí ve výzkumu. 

Aplikace barviva (Hoechst 333420), které je adsorbováno DNA v hlavičkách spermií, 

a využití ultrafialového stroboskopického světla umožňuje systému CASA počítat nepohyblivé 

spermie a sledovat a analyzovat vzorce pohyblivosti motilních spermií i v ředidle plnotučného 

mléka. Pohyblivost obarvených spermií byla porovnána s pohyblivostí neobarvených spermií 

stejných ejakulátů a nebyl zaznamenán žádný nepříznivý vliv barvení (Ax et al. 2000a). 

Arruda et al. (2011) zdůrazňují, že hlavní výzvou při používání systému CASA je 

standardizace laboratorního nastavení, což dokládá vysoká variabilita výsledků různých 
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výzkumných skupin. Jedním z příkladů této výzvy je použití předem definované koncentrace 

spermií (25 až 50×106 spermií/ml) pro analýzu, zejména čerstvého ejakulátu, který je 

koncentrovanější než zmrazené sperma. Mimo jiné mohou být cizí částice (s podobnou velikostí 

jako hlavička spermie) v nástavcích rozpoznány systémem jako spermie, což může ovlivnit 

výsledky. Mezi některé automatické analyzátory patří systém IDENT, který je založen na 

barvení DNA spermií fluorescenčními sondami (Hoechst 33342), což snižuje chybovost při 

hodnocení spermií a poskytuje spolehlivější výsledky (Arruda et al. 2011). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Obrázek 4: Hodnocení pohyblivosti spermií pomocí CASA (zdroj: https://proiser.com/semen-

sperm-analysis/casa-systems-sperm-analyzers/isasv1-sperm-analyzer/) 

 

3.9.2  Parametry 

Popis pohyblivosti pomocí CASA zahrnuje: křivočará rychlost (VCL), průměrná dráhová 

rychlost (VAP), přímočará rychlost (VSL), amplituda bočního posunu hlavičky (ALH), 

linearita (LIN), křížová frekvence rytmu (BCF), střední úhlové posunutí (MAN), oblast 

hlavičky sledované spermie, doba sledování každé spermie (Ax et al. 2000a). Verstegen et al. 

(2002) doplňují, že dalším parametrem je přímočarost (STR), která je definovaná jako průměrná 

hodnota poměru VSL/VAP v procentech a odhaduje blízkost dráhy spermatické buňky 

k přímce, přičemž hodnota 100 % odpovídá optimálnímu stavu.  Linearita (LIN) značí 

průměrnou hodnotu poměru VSL/VCL v procentech a odhaduje blízkost křivočaré trajektorie 

spermatické buňky k přímce. Tyto parametry CASA byly modelovány a matematicky 

zpřesněny tak, aby co nejlépe popisovaly parametry pohybu každé spermie při jejím průchodu 

mikroskopickým polem. 

Měření parametrů CASA je citlivé na variabilitu vzorku spermií, stejně jako na použitý 

systém, frekvenci pořizování snímků, druh, koncentraci spermií, teplotní analýzu, zkušenosti 

pozorovatele (Mortimer 2000) a použitý hardware a software (Castellini et al. 2011). Frekvence 
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(12, 25, 50, 100, 200 Hz) pořizování obrazu je jednou z nejdůležitějších konfigurací zařízení, 

stejně jako hloubka komory, která může ovlivnit odhad koncentrace spermií, projevy motility 

v důsledku omezení posunu nebo vést k interakcím mezi buňkami a stěnami komory (Verstegen 

et al. 2002). 

Studie Santolarieho et al. (2015) prováděná na beranech prokázala významný (P < 0,05) 

vztah mezi životaschopností spermií a plodností ejakulátu. Plodnost se zvýšila s každým 

zvýšením životaschopnosti o jednotku (faktorem 1,01) a VCL (faktorem 1,02). Ve zmiňované 

studii bylo také zjištěno, že integrita membrán spermií a VCL mají prediktivní schopnost pro 

polní plodnost, i když omezenou, zatímco struktura populace spermií a statická fragmentace 

DNA s polní plodností nesouvisí. V souladu s těmito výsledky je i studie  

Vicente-Fiela et al. (2014), ve které bylo pozorováno, že spermie beranů s vysokou plodností 

vykazovaly vyšší životaschopnost, VCL a VSL než spermie beranů s nízkou plodností. 

Sánchez-Partida et al. (1999) hodnotili vztah mezi charakteristikami motility 

rozmražených spermií analyzovanými metodou CASA a plodností po umělé inseminaci 

u bahnic a dospěli k závěru, že objektivní analýza motility spermií v podmínkách in vitro 

inkubace pomáhá nalézt parametry, které by mohly souviset s plodností. Smith et al. (1998) 

uvedli významnou korelaci parametrů motility CASA a plodnosti v terénu. Robayo et al. (2008) 

navíc zkoumali vztah mezi vzorci motility CASA a migrací spermií berana v cervikálním hlenu 

ovce a uvedli, že VCL a VAP jsou jediné kinematické parametry spermií, které pozitivně 

korelují se schopností spermií migrovat v cervikálním hlenu ovce. Toto zjištění by naznačovalo, 

že specifické kinematické parametry propůjčující spermiím schopnost kolonizovat a migrovat 

epitelovým hlenem, mohou být důležitým determinantem pro proces oplození. CASA je 

dobrým přístrojem pro identifikaci kvalitních ejakulátů i v případě kozlů (Cox et al. 2006; 

Dorado et al. 2010a, Dorado et al. 2010b). 

3.9.3 Limity 

I přes již zmíněnou vysokou přesnost, spolehlivost a rychlost dosaženou pomocí zařízení 

CASA (Matos et al. 2008; Amann & Waberski 2014), je pozorován nesoulad v počtu 

narozených zvířat, pokud je toto počítačové hodnocení prováděno samostatně. K tomu dochází 

z důvodu, že pohyblivost spermií je pouze jedním ze základních a nezbytných předpokladů pro 

úspěšné dokončení biologické funkce spermie a oplodnění oocytu (Graham & Mocé 2005). 

Amann & Waberski (2014) souhlasí, že zatím není jasné, které charakteristiky pohybu spermií, 

stanovené systémem CASA, jsou schopny předpovědět jejich fertilizační schopnost. 

Absence univerzálních standardů nastavení komplikuje porovnávání výsledků mezi 

různými laboratořemi, což znamená, že systém CASA je užitečný pouze pro hodnocení 

kinetických charakteristik v rámci laboratoře (Castellini et al. 2011). Amann & Waberski 

(2014) upozorňují, že jakékoli měření pomocí CASA může reflektovat pouze stav spermií 

v daném okamžiku, kdy jsou suspendovány v syntetickém médiu v omezeném prostoru. 

Médium (nebo dřívější zpracování spermatických buněk) může ovlivnit výsledné hodnoty 

jakéhokoli měřeného parametru a prostorová omezení komory pro vzorky ovlivňují pohyb 

spermií. 
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3.9.4  Budoucnost 

Mortimer et al. (2015) shrnují, že CASA má obrovský potenciál jako výzkumný nástroj 

v reprodukční toxikologii, v živočišné výrobě a pro klinické analýzy u lidí. Není pochyb o tom, 

že systémy CASA bude potřeba v budoucnosti důkladně testovat a přizpůsobit je rozdílným 

potřebám laboratoří pro klinickou andrologii u lidí, laboratoří pro chov domácích zvířat 

a laboratoří pro testování a výzkum reprodukční toxikologie. Kromě toho budou muset 

zahrnovat také funkční testy kvality spermatu, které pomohou při kvantifikaci relativní 

plodnosti, a ne pouze měřit popisné parametry spermatu jako takového. 

Naléhavé zlepšení technologie CASA se musí týkat morfologické analýzy spermií a také 

začlenění testů funkce spermií do platforem. Budoucí systémy CASA by mohly zajistit lepší 

klinický význam analýzy spermatu tím, že by integrovaly automatizovanou analýzu parametrů 

spermatu a hodnocení funkčnosti spermií a možná i začlenění molekulárně biologických 

aspektů analýzy spermatu do databáze se specializovanými statistickými analytickými 

schopnostmi. Tento typ přístupu by mohl být přijat také pro oblast chovu domácích zvířat, aby 

bylo možné lépe předpovídat relativní plodnost samců (Mortimer et al. 2015). 

Wabersi et al. (2022) se ve své práci zaměřují na hodnocení mobilního přístroje CASA. 

Pokrok v multifunkčních postupech chytrých technologií totiž vedl k vývoji přenosných 

systémů CASA ve spojení s mobilními telefony nebo tablety (iSperm mCASA, která je 

zobrazena na Obrázku 5). Je pozoruhodné, že tato zařízení poskytují téměř identické 

kinematické veličiny jako standardní systémy a zahrnují také měření koncentrace spermií. 

Mobilní systémy CASA jsou široce prodávány pro „domácí testování“ pohyblivosti 

a koncentrace spermií v lidských vzorcích (Kobori et al. 2016; Agarwal et al., 2018, Cheon 

et al., 2019). Pro použití u domácích zvířat jsou mobilní systémy určeny především pro kontrolu 

kvality spermatu na farmách před šlechtěním nebo tam, kde nejsou dostupné stolní systémy 

CASA (Waberski et al. 2022). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Obrázek 5: Přístroj iSperm mCASA (zdroj: archiv autorky) 
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3.10 Cytometrie 

Laboratorní testy, které se používají k posouzení kvality vzorku spermatu před jeho 

použitím k umělé inseminaci, tradičně zahrnují hodnocení procenta pohyblivých spermií (buď 

subjektivně, nebo pomocí počítače), procenta spermií s normální morfologií a koncentrace 

v jednotkové dávce. Hlavním cílem všech analýz spermatu je přesně, objektivně, rychle a levně 

předpovědět plodnost vzorku. Nicméně běžně používané laboratorní testy často těmto kritériím 

nevyhovují a nemají dobrou korelaci s oplozovací schopností spermií (Gillan et al. 2005). 

Spermie jsou komplexní buňky, které musí splňovat mnoho atributů (motilita, neporušený 

akrozom, schopnost vázat se na zona pellucida a další vlastnosti zajišťující fertilitu), aby byly 

schopné oplodnit oocyt. Spermie mohou být neplodné z různých důvodů. Proto byla snaha 

vyvinout efektivnější laboratorní testy, které by dané parametry vzaly v úvahu a hodnotily více 

parametrů najednou. K tomuto účelu byla vyvinuta analýza průtokovou cytometrií, která je 

objektivní a vysoce opakovatelnou metodou (Graham 2001, Martins et al. 2016). Umožňuje 

také proteomickou analýzu na úrovni jednotlivých buněk, což je velice důležitá schopnost, 

protože ejakulát je heterogenní vzorek a průměrné hodnoty mohou zakrývat významné 

biologické informace (Ortega-Ferrusola et al. 2017a). 

Výsledky studie Johnson et al. (1995) ukazují, že nalezení jediného testu k vyhodnocení 

fertilizačního potenciálu spermií je stále těžko uchopitelné. Použití několika testů v kombinaci, 

jako je motilita, akrozomální integrita a fluorescenční hodnocení integrity membrány, by však 

přidalo významnou důvěryhodnost k odhadu funkce spermií. 

3.10.1 Průtoková cytometrie   

Funkční kapacitu spermií lze hodnotit pomocí průtokové cytometrie (viz Obrázek 6), 

která umožňuje stanovit životaschopnost a integritu buněk, a to s přesnějšími výsledky 

a v kratším čase ve srovnání s dřívějšími mikroskopickými technikami (Graham 2001; Cordelli 

et al. 2005; Gillan et al. 2005; Hossain et al. 2011). Průtokový cytometr dokáže během několika 

minut získat údaje o všech subpopulacích ve vzorku, takže je ideální pro hodnocení 

heterogenních populací, jako jsou spermie (Gillan et al. 2005). Analýza pomocí fluorescenční 

cytometrie je objektivní, přesná a vysoce opakovatelná (Ax. et al. 2000a; Martins et al. 2016). 

Limitujícím faktorem pro její rutinní využívání v komerčních labratořích je však cena zařízení 

a také požadavek na zkušenou obsluhu (Martins et al. 2016). 

Tato metoda umožňuje změřit 50 000 buněk za méně než 1 minutu a vyhodnotit více 

fluorescenčních barviv spojených s jednotlivými spermiemi (Graham 2001). Tato vlastnost má 

pro analýzu spermatu další výhodu, protože jen málo parametrů jednotlivých spermií vykazuje 

významnou korelaci s plodností in vivo u spermatu v přijatelném rozmezí normality (Larsson 

& Rodrı́guez-Martıńez 2000) a čím více parametrů spermií lze testovat, tím přesnější je 

předpověď plodnosti (Amman & Hammerstedt 1993). 

 

 

 

 

 



30 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Obrázek 6: Průtokový cytometr NovoCyte® 3000 (zdroj: archiv autorky) 

 

3.10.1.1  Princip 

Graham (2001) vysvětluje, že při analýzách pomocí průtokové cytometrie se spermie 

obarví fluorochromem a množství barviva, které každá spermie přijme, je měřeno průtokovým 

cytometrem. Spermie ve vzorku jsou vstříknuty do uzavřeného kanálu, kterým protéká tekutina 

(viz Obrázek 7). Jakmile tekutina obsahující buňky opustí uzavřený kanál, rozpadne se na 

jednotlivé kapky, z nichž každá obsahuje jednu buňku. Proud kapek prochází paprskem laseru, 

který způsobí fluorescenci všech fluorescenčních skvrn spojených se spermiemi. Fotonásobiče 

spojené s filtry, které propouštějí pouze specifické vlnové délky světla, umožňují určit, zda daná 

kapka obsahuje buňku či nikoli. Pokud kapka buňku obsahuje, je možné definovat, s jakými 

specifickými skvrnami a v jakém množství je tato buňka spojena. Protože fluorescenční sondy, 

které nejsou spojeny s buňkami, nejsou detekovány průtokovým cytometrem, není třeba barviva 

před analýzou ze vzorku vymývat. Gillan et al. (2005) konstatují, že analýza je objektivní, má 

vysokou úroveň opakovatelnosti a její výhodou je také možnost pracovat s malými vzorky. 

Průtoková cytometrie má také schopnost detekovat značení více fluorochromy spojenými s 

jednotlivými spermiemi, což znamená, že lze současně hodnotit více než jeden atribut spermií. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Obrázek 7: Princip průtokové cytometrie (zdroj: https://www.creative-

bioarray.com/support/principle-of-the-flow-cytometry.htm) 
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3.10.1.2  Parametry 

Průtoková cytometrie byla vyvinuta pro současné hodnocení životaschopnosti spermií, 

akrozomální integrity, mitochondriální funkce, stavu kapacitace, fluidity membrán a stavu 

DNA (Graham et al. 1990; Graham 2001; Gillan et al. 2005; Hossain et al. 2011). Neustále se 

vyvíjejí nová fluorescenční barviva a techniky, které mají potenciální využití pro průtokové 

cytometrické hodnocení spermií (Gillan et al. 2005). 

3.10.1.2.1 Životaschopnost spermií 

Analýza životaschopnosti buněk je založena na integritě plazmazické membrány spermií. 

K fluorescenčnímu barvení spermií za účelem stanovení životaschopnosti lze přistupovat 

dvěma způsoby: fluorochromy používané k označení životaschopných buněk a fluorochromy 

používané k označení neživotaschopných buněk. Použití průtokového cytometru ke stanovení 

podílu životaschopných kančích spermií bylo vyvinuto několika laboratořemi v 80. letech 20. 

století. Resli et al. (1983) použili fluorescein diacetát (FDA), Garner et al. (1986) ve své studii 

použili 6karboxyfluorescein diacetát (CFDA) nebo byly později využívány 

6karboxymethylfluorescein diacetát (CMFDA) a kalcein acetomethylester (CAM) (Donoghue 

et al. 1995), které bývají stabilnější než původní FDA. Barviva FDA, CFDA, CMFDA a CAM 

vstupují do spermií přes membránu a v životaschopných buňkách jsou esterázami přeměněny 

na nepropustnou fluorescenční sloučeninu, která se uchovává v cytoplazmě (Gillan et al. 2005). 

Neživotaschopné buňky mohou být určeny pomocí membránově nepropustných barviv 

nukleových kyselin, které pozitivně identifikují mrtvé spermie penetrací do buněk 

s poškozenými membránami. Neporušená plazmatická membrána zabrání těmto produktům 

proniknout do spermie a obarvit jádro. Běžně používaná barviva zahrnují fenanthridiny. Jedná 

se například o propidium jodid (PI; Matyus et al. 1984), ethidium homodimer-1 (EthD-1; 

Althouse & Hopkins 1995), kyanin Yo-Pro (Kavak et al. 2003) a bizbenzimidazol Hoechst 

33258 (Gundersen & Shapiro 1984). Wilhelm et al. porovnávali plodnost kryokonzervovaných 

spermií hřebců s řadou laboratorních hodnocení kvality spermatu a zjistili, že životaschopnost, 

hodnocená průtokovou cytometrií pomocí PI, byla jediným laboratorním testem, který 

koreloval s plodností hřebců (r = 0,68). Významný vztah mezi životaschopností spermií 

a plodností byl také pozorován ve studiích Vicente-Fiely et al. (2014) a Santolarieho et al. 

(2015), které byly prováděny u beranů. 

Garner et al. (1994) konstatují, že v poslední době se staly populárními membránou 

propustné DNA fluorochromy, jako je SYBR-14, které značí životaschopné buňky s funkčními 

iontovými pumpami. Hodnocení životaschopnosti spermií pomocí barvení nukleovými 

kyselinami je považováno za méně variabilní než barvení na bázi enzymů a DNA spermií je 

považována za vhodnější buněčný cíl díky své barvicí schopnosti a rovnoměrnosti barvení 

(Garner et al. 1996). 

Fluorescenční sondy, jako je H33258, které vyžadují průtokovou cytometrickou analýzu 

s laserem pracujícím v ultrafialovém světle, se používají méně často, protože tato funkce není 

standardní součástí menších analytických přístrojů. Jednou z alternativ je však použití 

fluorometru. Fluorometr je relativně levné přenosné zařízení, které umožňuje rychlou analýzu 

vzorku. Januskauskas et al. (2001) použili H33258 k detekci neživotaschopných býčích spermií 

pomocí fluorometru a zjistili negativní korelaci mezi procentem poškozených buněk a polní 
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plodností (r = -0,57). Další možností jsou fluorescenční nástavce pro zařízení pro počítačovou 

analýzu spermatu. Například fluorescenční funkce IDENT přístroje Hamilton-Thorne IVOS 

umožňuje barvení pomocí H33258, díky čemuž je možné posoudit životaschopnost spermií 

spolu s jejich pohyblivostí. Fluorochromy používané k hodnocení životaschopnosti spermií 

oběma přístupy lze použít ve vzájemné kombinaci. Například při použití CFDA spolu s PI lze 

identifikovat tři populace buněk: živé, které jsou zbarveny zeleně, mrtvé, které jsou červené, 

a třetí populaci, která je obarvena oběma barvivy a představuje odumírající spermie (Gillan et 

al. 2005). Harrison & Vickers (1990) použili tuto kombinaci s fluorescenčním mikroskopem 

a zjistili, že je účinným indikátorem životaschopnosti čerstvých, inkubovaných nebo chladem 

šokovaných spermií kance a berana. 

V současnosti je jednou z nejběžněji používaných kombinací barvení životaschopnosti 

SYBR-14 a PI, komerčně prodávané jako LIVE/DEAD Sperm Viability Kit. Oba fluorochromy 

se zaměřují na stejnou buněčnou složku, což eliminuje nejednoznačnost, která může nastat, 

když jsou cíleny na samostatné složky. Při použití v kombinaci jádra živých spermií fluoreskují 

zeleně (SYBR-14) a degenerující buňky, které ztratily integritu membrány, se barví červeně 

(PI). Tato technika barvení byla použita u řady druhů, včetně berana (Garner & Johnson 1995). 

Barvení životaschopnosti lze také použít v kombinaci s barvivy pro hodnocení dalších složek 

funkce spermií průtokovou cytometrií (Gillan et al. 2005). Ve studiích Christensena (2002) 

a Mocého & Grahama (2008) životaschopnost spermií vysoce korelovala s plodností. 

3.10.1.2.2 Akrozomální integrita 

Integrita akrozomu se měří pomocí lektinů (Pisum sativum agglutinin – PSA nebo 

Arachis hypogaea agglutinin – PNA) konjugovaných s fluorescencí. PSA je lektin z rostliny 

hrachu, který se váže na α-manózu a α-galaktózu v akrozomální matrix. Protože PSA nemůže 

proniknout neporušenou akrozomální membránou, obarví pouze poškozené spermie (Cross et 

al. 1986). Kontakt barviv s akrozomální matrix vyvolává zelenou fluorescenci (Graham et al. 

1990; Graham 2001; Hossain et al. 2011). PNA je lektin z podzemnice olejné, který se váže na 

β-galaktózové části spojené s vnější akrozomální membránou fixovaných spermií, což indikuje 

buňky s neporušených akrozomem (Mortimer et al. 1987). Předpokládá se, že Arachis 

hypogaea agglutinin vykazuje méně nespecifické vazby na jiné oblasti spermatické buňky, což 

vede některé pracovníky k upřednostňování tohoto aglutininu před PSA (Graham 2001). 

Výsledky těchto analýz umožňují identifikovat skupiny buněk s poškozenými nebo 

neporušenými plazmatickými membránami a/nebo akrozomy, shrnují Martins et al. (2016). 

Další metodou detekce akrozomální integrity je LysoTracker™ Green DND-26, který je 

specifický pro acidotropní organely, jako je akrozom (Gillan et al. 2005). 

3.10.1.2.3 Mitochondriální funkce 

Spermie přežvýkavců se vyznačují vysokou schopností oxidativní respirace a nenarušená 

mitochondriální respirace je důležitá proto, aby spermie mohly úspěšně proniknout přes děložní 

hrdlo a zachovaly si vysokou úroveň oplozovací schopnosti. Poškození mitochondrií může 

významně přispívat ke špatné plodnosti pozorované po umělé inseminaci do děložního hrdla 

zmrazeným spermatem a může vysvětlovat zlepšení plodnosti, když se děložní hrdlo obejde 

a spermie se vloží přímo do dělohy (Faigl et al. 2012).  
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Pro hodnocení mitochondriální funkce spermií byly použity fluorochromy, Rhodamin 

123 (R123) a MitoTrackerTM (MITO). Tyto fluorochromy jsou transportovány do mitochondrií 

během aktivního dýchání a jejich akumulace v mitochondriích způsobuje zelenou fluorescenci. 

Bylo zjištěno, že mitochondriální funkce dobře koreluje mezi oběma použitými metodami 

(R123 a MITO) a také s hodnocením životaschopnosti pomocí SYBR-14 a mikroskopickým 

odhadem pohyblivosti (Gillan et al. 2005). Fluorochrom JC-1 je lipofilní kationtové 

fluorescenční karbokyaninové barvivo, které umožňuje odlišit buňky s vysokou 

mitochondriální funkcí (oranžové zbarvení) od spermií se slabou mitochondriální funkcí 

(zelené zbarvení), což poskytuje přesnější odhad procenta spermií s vysokou mitochondriální 

funkcí v populaci spermií (Graham et al. 1990; Gravance et al. 2001). 

3.10.1.2.4 Stav kapacitace a fluidita membrán spermií 

Kapacitační stav byl hodnocen pomocí změn zprostředkovaných vápníkem za použití 

fluorescenčního antibiotika chlortetracyklinu (CTC). Neutrální a nekomplexovaný CTC 

prochází buněčnou membránou spermií a vstupuje do intracelulárních prostor obsahujících 

volný vápník (Tsien 1989). Po vstupu do intracelulárních prostor se CTC negativně nabíjí 

a váže vápník, čímž se stává více fluorescenčním. Komplex CTC a vápníku se přednostně váže 

na hydrofobní oblasti, jako je buněčná membrána, což vede ke vzniku barevných vzorů 

charakteristických pro nekapacitované (F-), kapacitované (B-) a akrozomálně reagující (AR) 

spermie. Pozorování vzorů barvení CTC se rutinně provádí pomocí fluorescenční mikroskopie 

(Saling & Storey 1979) a Maxwell a Johnson (1997) ho upravili pro průtokový cytometr. 

Gillan et al. (1997) pomocí fluorescenčního mikroskopu zjistili, že rozmrazené beraní 

spermie obsahují více buněk B-vzoru než čerstvé spermie a že se čerstvé a rozmrazené spermie 

chovají odlišně při koinkubaci s monovrstvami epiteliálních buněk oviduktu (OECM), jak 

prokázala studie Gillan et al. (2000). Rozmrazené spermie se okamžitě vázaly na OECM 

a začaly se uvolňovat po dvouhodinové inkubaci. Avšak pouze malá část čerstvých spermií se 

navázala na OECM okamžitě, přičemž jejich podíl se zvýšil na maximum po 2 hodinách a poté 

se postupně uvolňovaly. Změněný stav membrány rozmrazených spermií může ovlivnit jejich 

interakci se samičím reprodukčním traktem, a tím i plodnost. 

Ke zkoumání fosfolipidových změn probíhajících v plazmatické membráně spermií lze 

použít také inkorporační techniky využívající značené fosfolipidové analogy a vazebné 

proteiny. Například 6-(7-nitrobenz-2-oxa-1,3-diazol-4-yl)aminokaproyl (C6NBD)-fosfolipidy 

jsou indikátory fosfolipidové asymetrie v plazmatické membráně spermie (Gadella et al. 1999). 

3.10.1.2.5 Stav DNA 

Průtoková cytometrie může také detekovat abnormality ve struktuře chromatinu (DNA) 

a monitorovat reakce během kapacitace spermií, což poskytuje informace o dlouhověkosti 

a výkonnosti buněk (Cordelli et al. 2005; Hossain et al. 2011). Martins et al. (2016) dodávají, 

že průtokový cytometr je schopen rozpoznat spermie po kapacitaci, kdy dochází k odtoku 

cholesterolu z plazmatické membrány do semenné plazmy, což vede ke zvýšení tekutosti 

plazmatické membrány. Touto technikou lze také zjistit zvýšení intracelulárního volného 

vápníku potřebného pro kapacitaci spermií. 

Stav DNA spermií lze určit pomocí metachromatických vlastností akridinové oranže 

(AO) v testu struktury chromatinu ve spermatu (SCSA®) (Evenson et al. 1980). Normální vývoj 
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spermií vede k chromatinové struktuře, ve které je DNA plně odolná vůči denaturaci. DNA 

spermií s abnormální strukturou chromatinu je však k denaturaci náchylná a rozsah této 

abnormality je detekován pomocí SCSA®. AO interkaluje dvouvláknovou DNA (nativní) 

fluoreskující zeleně, zatímco jednovláknová DNA (denaturovaná) fluoreskuje červeně. Poměr 

červené k celkové fluorescenci lze určit průtokovou cytometrií za účelem získání indexu 

normality/abnormality (Gillan et al. 2005). Gillan et al. (2005) dále dospěli k závěru, že tato 

metoda má potenciál eliminovat některé samce s nízkou plodností a může být prediktivní pro 

samce s vysokou plodností. 

3.10.2 Zobrazovací cytometrie 

Zobrazovací průtoková cytometrie (IFC) kombinuje fluorescenční mikroskopii 

a vysokokapacitní možnosti průtokové cytometrie, což zjednodušuje zpracování dat při 

zobrazování jednotlivých buněk, avšak za cenu omezené prostorové informace (Gupta et al. 

2019). Tato metoda vyřešila výzvy spojené se zobrazováním buněk v průtoku zahrnující 

dosažení dostatečné citlivosti fluorescence, vytvoření snímků s vysokým prostorovým 

rozlišením, kombinaci fluorescenčního zobrazování s jinými způsoby zobrazování, jako je 

světlé pole (procházející světlo) nebo tmavé pole (rozptýlené světlo), a zobrazování všech 

buněk v průtoku. 

Systém kombinuje přesnou metodu elektronického sledování pohybujících se buněk 

s multispektrálním zobrazovacím systémem s vysokým rozlišením, který umožňuje získat 

několik snímků každé buňky v různých režimech zobrazování. Dnešní komerční provedení 

pořizuje současně šest snímků každé buňky s fluorescenční citlivostí srovnatelnou s běžnou 

průtokovou cytometrií a kvalitou obrazu 40× až 60× mikroskopie (Basiji et al. 2007). 

3.10.3 Limity 

Navzdory výhodám průtokové cytometrie, jako je rychlost a přesnost výsledků, 

informace o populaci spermií v heterogenním vzorku a možnost použití malých objemů vzorků, 

je stále omezená kvůli vysoké ceně zařízení a potřebě zkušené obsluhy. Přestože je k dispozici 

kompaktní zařízení pro snadnou přepravu, má zařízení omezený počet optických filtrů, 

upozorňují Martins et al. (2016). 

3.10.4 Budoucnost 

Analýza spermatu je stále založena na světelné mikroskopii pro hodnocení počtu spermií, 

pohyblivosti, morfologie a integritě membrán na základě testů vylučujících barvivo. Mnoho 

případů samčí neplodnosti zůstává nediagnostikováno. Nedávný vývoj v biologii spermií 

umožňuje nové způsoby zkoumání a diagnostiky této idiopatické neplodnosti. Odhaluje se 

proteom spermií a rozšiřují se také znalosti o funkčnosti spermií (Ortega-Ferrusola et al. 

2017b). 

Jsou popsány nedávné pokroky v cytometrii, které umožňují vícenásobné analýzy v rámci 

jedné buňky v kombinaci s výkonnými statistickými nástroji, jako rozšiřující se podoblast ve 

spermatologii. Větší využívání pokročilých průtokových cytometrů v andrologických 

laboratořích umožní rychlý rozvoj multiparametrické, vícebarevné průtokové cytometrie, která 
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rozšíří klinické aplikace a výzkumné možnosti proteomických přístupů založených na 

průtokové cytometrii, zejména v podoborech klinické andrologie a biotechnologie spermií 

(Ortega-Ferrusola et al. 2017b). Kromě toho vývoj výpočetní průtokové cytometrie (Levine et 

al. 2015; Saeys et al. 2016) aplikované na analýzu spermií usnadní interpretaci dat a získávání 

dalších informací z každé konkrétní analýzy. Tento přístup byl nedávno aplikován na studii 

ejakulátu hřebců, kterou hodnotil vědecký tým Ortega-Ferrusola et al. (2017a). Své uplatnění 

najde i v chovech dalších hospodářských zvířat, kde testy pomocí průtokové cytometrie 

založené nebo doplněné proteomickými testy do značné míry zlepší kvalitu dávek, čímž se 

výrazně zvýší ziskovost tohoto odvětví (Ortega-Ferrusola et al. 2017b). 

Implementace multiparametrická a výpočetní průtokové cytometrie kombinuje možnosti 

detekce více proteinů se studiem funkčnosti proteinů na úrovni jedné buňky. To povede 

k rychlému rozšíření našich znalostí o biologii spermií s využitím v reprodukční medicíně 

a biotechnologiích, uzavírá Ortega-Ferrusola et al. (2017b). 

Roste potřeba přenosných, levných a bezúdržbových platforem průtokové cytometrie pro 

diagnostiku a monitorování kvality spermatu. Vývoj mobilních zařízení, zejména fotoaparátů 

v mobilních telefonech, umožnil vznik několika nákladově efektivních a v terénu přenosných 

zobrazovacích technologií, včetně optofluidní mikroskopie bez objektivu a optofluidní 

fluorescenční zobrazovací cytometrie založené na mobilních telefonech (Cui et al. 2008; Zhu 

et al. 2011). Tato miniaturizovaná a automatizovaná platforma na bázi mikrofluidů, 

tzv. „laboratoř na čipu“ (lab-on-a-chip flow cytometry), poskytuje chvályhodnou kvalitu 

obrazu a v některých příkladech dokonce trojrozměrné zobrazení buněk (Bishara et al. 2012; 

Lapsley et al. 2013; Wei et al. 2013). Tyto systémy jsou však nejvhodnější pro relativně malý 

objem vzorku (Han et al. 2016). Současným úkolem výzkumníků je snížení nákladů a zvýšení 

výkonu systémů průtokové cytometrie (Lapsley et al. 2013). 

3.11 Morfologie spermií 

Morfologie spermií je vedle pohyblivosti jednou z charakteristik, které vysoce korelují 

s plodností (Arruda et al. 2011). Kruger & Coetzee (1999) konstatují, že hodnocení morfologie 

spermií podle přísných kritérií je jednoduchá a nákladově efektivní metoda, která může být 

použita jako každodenní pomůcka pro lékaře a vědce při přijímání správných klinických 

rozhodnutí. 

Každý ejakulát obsahuje určité množství abnormálních spermií. Pokud se takové spermie 

vyskytují v rozmezí 8-10 %, nemají nepříznivý vliv na plodnost. V případě, že množství 

abnormálních spermií přesahuje 25 % celkového množství spermií v ejakulátu, lze očekávat 

zhoršení fertility, vysvětluje Bearden (2004). Morfologické abnormality mají největší vztah 

k plodnosti hospodářských zvířat. Procento abnormálních spermií se u malých přežvýkavců 

mění podle sezóny. Vyšší počet abnormálních spermií je pozorován na jaře, přičemž jejich 

množství klesá s blížícím se obdobím rozmnožování (Ax et al. 2000a). 

Abnormální spermie lze klasifikovat jako spermie obsahující abnormální hlavičky 

(primární abnormality), cytoplazmatické kapénky (sekundární abnormality) a abnormální 

bičíky (terciální abnormality). Kategorie abnormálních hlaviček zahrnuje asymetrické, zužující 

se, hruškovité, obří, mikro a dvojité hlavy. Mezi abnormální bičíky se řadí zvětšené, zlomené, 

ohnuté, nitkovité, zkrácené, s dvojitou střední částí, spolu se stočenými, smyčkovými 
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a dvojitými bičíky. Spermie s abnormalitami bičíku jsou většinou nepohyblivé nebo vykazují 

sníženou pohyblivost. Cytoplazmatické kapénky jsou tvořeny na krčku spermií během 

spermiogeneze a obvykle se ztrácejí během dozrávání v nadvarleti. Pokud jsou takové spermie 

přítomny v ejakulátu, jsou považovány za nezralé a neschopné oplození (Ax et al. 2000a). 

Abnormální spermie je možné členit také na základě jejich předpokládaného původu 

(Milovanov 1940; Blom 1950). V tomto systému jsou vady, které se objevují během 

spermatogeneze, považovány za primární a vady, které se vyvinou po spermiogenezi, za 

sekundární (Chenoweth 2005). 

Stres působí na nárůst abnormalit spermií. Nejprve se projeví zvýšením počtu spermií 

s cytoplazmatickými kapénkami, které jsou známkou toho, že proces zrání nebyl úspěšně 

dokončen (Bearden et al. 2004). Dle Axe et al. (2000a) tepelný stres způsobuje vysoký počet 

poškozených spermií. Období vysoké okolní teploty v kombinaci s vysokou vlhkostí může 

způsobit sterilitu samce po dobu až šesti týdnů. 

De Paz et al. (2011) zdůrazňují, že přesnost hodnocení morfologie spermií závisí na 

pečlivé přípravě, fixaci a barvení spermií. Jednou z hlavních technik hodnocení morfologických 

vlastností spermií je analýza stěru spermatu na sklíčku. Pro hodnocení pod mikroskopem lze 

použít různé metody barvení (růžový bengál, giemsa, 3% eosin, červené kongo, eosin-nigrosin, 

modifikovaná Karrasova metoda) nebo metodu zvlhčené komory (Papa et al. 1988; CBRA 

2013). Je možné také použít Wrightovo a Williamsovo barvení. Obarvené preparáty se 

zkoumají pod mikroskopem za velkého zvětšení (400×). Zkoumá se nejméně 150 spermií, 

přičemž abnormální spermie se rozdělují do 5 kategorií: bezbičíkaté, abnormální hlavičky, 

abnormální ocásky, abnormální útvary (formace) bičíku s proximální cytoplazmou, abnormální 

útvary bičíku s distální kapénkou (Ax et al. 2000a). 

Morfologie spermií může být vyhodnocena dvěma způsoby. Prvním z nich je stanovení 

relativního podílu buněk v rámci předem definované morfologické kategorie a posouzení vlivu 

abnormálních forem na oplozovací schopnost vzorku spermatu (de Paz et al. 2011). Druhým 

způsobem je výpočet základních morfologických rozměrů spermií (jedná se o hlavičku, 

akrozom, střední část a další části spermie) a definováním základních buněčných biotypů 

pomocí statistických technik, které umožňují analyzovat oplozovací potenciál spermií (Kruger 

& Coetzee 1999). 

Problém s různými parametry spermatu spočívá v absenci jednotné prahové hodnoty v 

literatuře, která by stanovovala fertility a subfertilitu. Byly však učiněny pokusy o stanovení 

prahové hodnoty morfologie spermií. Studie Krugera et al. (1988) měla za cíl korelovat 

procento normálních spermií vyhodnocených různými pozorovateli s počítačovou metodou 

IVOS (analyzátor morfologie spermií). Výsledky se významně nelišily a bylo zjištěno, že 

počítač poskytuje vynikající opakovatelnost normálních a abnormálních buněk. 
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3.12 Morfometrické vyšetření spermatu 

3.12.1 CASMA 

Nedostatečná objektivita při hodnocení morfologie spermií byla podnětem k vývoji 

počítačové analýzy morfometrie spermií (CASMA či ASMA), která umožňuje objektivní 

analýzu rozměrů hlavičky spermie (Gravance et al. 1995). Měření maximálního a minimálního 

průměru hlavičky spermie, procenta akrozomu (plocha akrozomu dělená plochou hlavičky) 

a elipsového faktoru (minimální průměr hlavičky dělený maximálním) slouží ke klasifikaci 

buněk podle jejich tvaru na: normální (pravidelný tvar hlavičky), zúžené, kulaté, makro 

a amorfní mikro (nepravidelná hlavička), dodávají Hirai et al. (2001) a Arruda et al. (2011). 

Systémy CASMA mají potenciál poskytovat objektivní, přesná a precizní měření spermií, 

avšak měření získaná ze stejného vzorku různými přístroji se mohou výrazně lišit (De Paz et al. 

2011). Toto tvrzení potvrzují studie Hirai et al. (2001) a Arruda et al. (2011), které konstatují, 

že CASMA vykazuje velké rozdíly ve výsledcích (11 až 23 %). Může to být způsobeno několika 

faktory, jako je příprava vzorku (fixace a barvení buněk před hodnocením), složitost analýzy 

ve srovnání s jinými automatizovanými metodami a omezený počet spermií hodnocených 

v jednom poli. 

Studie na kozlech prováděná Hidalgem et al. (2007) ukázala, že rozdíly 

v morfometrických měřeních spermií jsou pravděpodobně biomarkerem souvisejícím 

s potenciálem plodnosti a abnormální strukturou chromatinu. Vztah mezi plodností 

a morfometrií hlavičky u beraních spermií se liší v závislosti na metodice měření. Podle 

Krugera a Coetzee (1999) se nejlepších výsledků dosahuje při použití světelného mikroskopu 

s digitální kamerou a konvenční analýzy obrazu. 

3.12.2 CASMA-F 

Nedávno byla vyvinuta automatická metoda hodnocení morfometrie spermií CASMA-F, 

která kombinuje fluorescenční mikroskopii a analýzu obrazu s otevřeným softwarem (Yániz 

et al. 2012). Tato metoda omezuje faktory s potenciálním vlivem na morfometrické výsledky. 

Fluorescenční barvení zlepšuje kontrast mezi spermií a pozadím ve srovnání s tradičními 

metodami barvení a specificky označuje jádro spermie. Dobrý kontrast mezi spermií a pozadím 

umožňuje přesnější výběr hranic spermatických buněk a usnadňuje automatizaci morfometrie 

spermií. Specifické značení jádra buněk je důležité také proto, že umožňuje snadnější oddělení 

sousedních spermií a zvýšení koncentrace spermií s cílem zkrátit čas potřebný k jejich 

morfometrii. Pomocí CASMA-F lze úspěšně barvit spermie různých druhů stejnou 

fluorescenční sondou, což umožňuje přímé srovnání mezi druhy (Vicente-Fiel et al. 2013a, 

Vicente-Fiel et al. 2013b). Vicente-Fiel et al. (2014) při své studii naměřili u beranů s vysokou 

plodností větší plochu jader spermií, jejich obvod a délku (P < 0,05) stanovenou pomocí 

CASMA-F. Spermie s velkou a dlouhou hlavičkou byly přítomny v ejakulátu beranů s vyšší 

plodností i v případě studie Yánize et al (2015). 



38 

 

3.13 Proteomika 

Proteomika je věda zabývající se studiem proteinů v genomu. Je považována za klíčovou 

oblast rozvíjejícího se výzkumu v postgenomické éře (Brewis 1999; Aebersold & Mann 2003; 

Tyers & Mann 2003). Vzhledem ke skutečnosti, že proteiny, konkrétně interakce proteinů 

s proteiny, jsou zodpovědné za buněčné funkce, je pro získání nových poznatků o těchto 

procesech rozhodující, aby byla provedena komplexní a systematická identifikace 

a kvantifikace proteinů exprimovaných v buňkách a tkáních. Na rozdíl od genomu není proteom 

stálou vlastností organismu, ale může se lišit například v důsledku stavu onemocnění, jak ve 

své studii popisují Banks et al. (2001). Pokroky v oblasti dvourozměrné elektroforézy pro 

separaci proteinů a zejména hmotnostní spektrometrie pro sekvenování peptidů, která 

usnadňuje identifikaci proteinů, vedly k rychlému rozšíření této oblasti v celém 

biomedicínském výzkumu (Blackstock & Weir 1999; Pandley & Mann 2000). Brewis & Wong 

(1999) a Pixton et al. (2004) míní, že spermie jsou vhodným typem buněk pro proteomické 

studie, protože jsou transkripčně neaktivní. Díky této vlastnosti se u nich neuvažuje o syntéze 

nových proteinů, jak je tomu známo u zralých buněk. Vzhledem k neschopnosti spermií 

syntetizovat proteiny de novo jsou hlavní funkce spermií, jako je motilita a kapacitace, přísně 

regulovány, což zahrnuje redoxně závislou tyrozinfosforylaci proteinů spermií (O'Flaherty 

2015). Selhání těchto systémů však vede k oxidačnímu stresu a buněčné smrti (Morielli 

& O'Flaherty 2015). 

Přesný odhad plodnosti beranů je nezbytný pro šlechtitelský průmysl za účelem snížení 

neplodnosti samců související s problémy s početím. Z těchto faktorů spermií, které se nedají 

kompenzovat, je pravděpodobnější, že souvisí s řadou vnitřních determinant, včetně poškození 

nebo abnormalit v DNA, stavu chromatinu (Rathke et al. 2014), protaminových proteinových 

markerů a molekul RNA, jako jsou malé nekódující RNA (Dogan et al. 2015; Capra et al. 2017), 

které souvisejí s plodností samců. U nekompenzovatelné plodnosti nejsou molekulární defekty 

spermií zjistitelné běžnými metodami. Výsledky nedávných studií naznačují, že existují 

základní faktory spojené se samčí plodností, a to pomocí vysoce výkonného omického 

výzkumu, který objasňuje odlišné transkriptomické, metabolomické, genomické a proteomické 

biomarkery (Menezes et al. 2019; Hitit et al. 2020; Menezes et al. 2020; Özbek et al. 2021). 

Výsledky studií zaměřených na kvantitativní proteomiku spermií naznačily, že množství 

proteinů souvisí s kvalitou spermií, plodností, kapacitací a akrozomovou reakcí (Netherton 

et al. 2018; Panner Selvam et al. 2019). Proteomické profilování spermií i semenné plazmy 

poukázalo na význam proteinových markerů spojených s fenotypy plodnosti a zmrazitelnosti 

spermií (Dogan et al. 2015; Aslam et al. 2019; Gomes et al. 2020). Také ve studii Pini et al. 

(2016) byly proteomy spermií, semenné plazmy a proteomické profily spermií berana (Zhu 

et al. 2020) stanoveny jako související s markery plodnosti spermií. 

Studie Hitit et al. (2021) se zabývala existencí potenciálních proteinových markerů pro 

hodnocení kvality spermatu a odhad oplozovací schopnosti spermií beranů. Proteiny hojněji 

identifikované u spermií beranů s vyšší plodností (94,5±2,8 %) se převážně podílely na motilitě 

(GO:0001539, GO:0005929, GO:0060294). Protein akrozomální membrány SPACA3, který je 

uváděn jako biomarker plodnosti byl nejvíce regulovaným proteinem u beranů s vyšší 

plodností. U této stupiny beranů bylo také zjištěno vyšší zastoupení proteinů HADHA 

(hydroxyacyl-CoA dehydrogenáza/3-ketoacyl-CoA thioláza/enoyl-CoA hydratáza, 
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podjednotka A) a HADHB (hydroxyacyl-CoA dehydrogenáza/3-ketoacyl-CoA thioláza/enoyl-

CoA hydratáza, podjednotka B), které se podílejí na produkci ATP (Asghari et al. 2017). 

Zatímco množství proteinu HADHA bylo již dříve pozitivně spojováno s plodností kanců, 

existuje také názor, že se jedná o biomarker plodnosti u beranů, protože malé množství tohoto 

proteinu v kryokonzervovaných spermiích je spojeno s nižší pohyblivostí spermií ve srovnání 

s čerstvými vzorky (Peris-Frau et al. 2019). 

Hitit et al. (2021) také zaznamenali vyšší zastoupení enolázy 1 (ENO1) ve spermatu 

beranů s vyšší plodností. Tento protein hraje důležitou roli v metabolickém procesu 

monokarboxylových kyselin a je zapojen do dráhy glykolýzy/glukoneogeneze (KEGG:00010). 

Kromě ENO1 se aldoláza A (ALDOA) a ENO4 podílejí na degradaci mastných kyselin, 

a mohou tak být důležitými proteiny ve spermiích pro regulaci tvorby energie, a tedy i plodnosti 

beranů. U skupiny beranů s nižší plodností (89.4 ± 7.2 %) se ve větší míře vyskytoval protein 

mitochondriálního pyruvátového přenašeče 2 (MPC2), který souvisí s aktivací procesu 

pyruvátového metabolismu. Tato skutečnost naznačuje, že i pyruvát by mohl být důležitý pro 

oplozovací schopnost spermií beranů. 

Ve studii Zhu et al. (2020) bylo zkoumáno složení proteinů spermií beranů a kozlů. 

Proteiny identifikované ve spermiích malých přežvýkavců se podílejí především na 

metabolických drahách pro tvorbu energie a snižování oxidačního stresu. Konkrétně vyšší 

množství proteinů spermií u beranů souvisí s imunitní ochrannou a kapacitační aktivitou, 

zatímco proteiny, které inhibují kapacitaci spermií, vykazují větší množství u kozlů. Ukazuje 

se, že pro dosažení vysoké kvality zmrazených spermií by se kryokonzervace spermií u kozlů 

měla lišit od kryokonzervace u beranů. Kromě toho by tyto rozdílné proteiny mohly být cílem 

výzkumu pro zlepšení umělé inseminace. 

3.14 Transkriptomika spermií 

Nová studie Donnellana et al. (2022) se zaměřila na hodnocení exprese mRNA a miRNA 

ve spermiích býků s cílem vysvětlit variabilitu v jejich plodnosti. I když centra umělé 

inseminace provádějí důkladné laboratorní kontroly kvality spermatu, především na základě 

pohyblivosti a morfologických parametrů spermií po rozmrazení, býci se mohou stále výrazně 

lišit ve své plodnosti v terénu. Mezi býky používanými komerčně pro AI, kteří prošli rutinními 

kontrolami kvality spermatu, mohou být až 25% rozdíly v míře početí (Larson & Miller 2000). 

Navzdory různým vícerozměrným a statistickým přístupům, které byly vyvinuty, žádný 

jednotlivý test ani kombinace testů nedokáže spolehlivě a konzistentně předpovědět plodnost 

v terénu. To je zřejmé z prací Sellema et al. (2015) i Bernecice et al. (2021), kteří dokázali 

vysvětlit přibližně 40 %, resp. 47 % variability plodnosti holštýnských býků pomocí hodnocení 

parametrů založených na průtokové cytometrii a CASA. Nedávná studie Narudy et al. (2020) 

zvýšila vysvětlenou variabilitu v polní plodnosti býků na 59 % přidáním měření intracelulárních 

metabolitů a vybraných stopových prvků (jako jsou aminokyseliny, Fe a Zn) ve spermiích 

norských červených býků. To naznačuje, že další faktory, jako jsou specifické biochemické 

a/nebo molekulární charakteristiky spermií, by mohly vysvětlit část zbývající variability a jejich 

hodnocení by mohlo zlepšit předpověď plodnosti býků (Donnellan et al. 2022). 

Byla provedena řada studií, které se snažily rozluštit úlohu mRNA v plodnosti býků 

a uváděly souvislosti s expresí určitých mRNA s kvalitou spermatu a mírou zabřeznutí 
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plemeníků, jako jsou transkripty genů CRISP2, CCT8 a PEBP1 (Arangasamy et al. 2011), AK1, 

IB5, TIMP2 a PLCz1 (Kasimanickam et al. 2012), PRM1 (Ganguly et al. 2013), ADIPOQ, 

AR1 a AR2 (Kasimanickam et al. 2013), BMP2 a TRADD (Parthipan et al. 2017), AQP7 

(Kasimanickam et al. 2017) nebo CB1 a FAAH (Kumar et al. 2018). V nedávné studii 

využívající metodu RNA-seq Card a jeho kolegové identifikovali 3 227, respektive 5 366 

transkriptů, které jsou ve spermiích rozdílně exprimovány mezi populacemi býků s vysokou 

a nízkou plodností (Card et al. 2017). 

MiRNA fungují zejména při potlačování RNA a posttranskripční regulaci genové 

exprese. Podobně jako u mRNA byla identifikována rozdílná exprese miRNA mezi býky, kteří 

se liší z hlediska plodnosti, například bta-miR-502-5p a bta-miR-1249-3p (Fagerlind et al. 

2015) nebo bta-miR-15a a bta-miR-29b (Menezes et al. 2020). Capra et al. (2017) identifikovali 

83 rozdílně exprimovaných miRNA mezi býky s vysokou a nízkou pohyblivostí spermií, 

přičemž tyto miRNA cílí na biologické dráhy související s apoptózou. Nedávno Turri et al. 

(2021) uvedli 13 diferenciálně exprimovaných miRNA mezi býky s nízkou a vysokou 

plodností, přičemž miR-423-3p byla vysoce exprimována mezi býky s nízkou plodností, o níž 

je známo, že je spojena s těžkou astenozoospermií u lidských spermií. Ve stejné studii měla 

miR-191 zvýšenou expresi u býků s vysokou plodností a již dříve byla pozitivně spojena 

s mírou oplození blastocyst (Xu et al. 2020). 

Cílem studie Donnellana et al. (2022) bylo identifikovat rozdílně exprimované mRNA 

a miRNA ve spermiích populace býků se spolehlivě odlišnou plodností. Mezi seznamem 

nejvíce exprimovaných mRNA bylo pět již popsáno v předchozích publikacích: transkripty 

genů PRM1, CHMP5, CCDC18, HMBG4 a KIF5C (Card et al. 2013; Card et al. 2017; 

Selvaraju et al. 2017). Nejvíce exprimované miRNA identifikované v této studii jsou podobné 

těm, které popsali Sellem et al. (2020), přičemž nejvíce exprimovanou miRNA je bta-miR-100 

a 13 z 20 miRNA je společných pro obě studie. Toto překrytí dvou studií využívajících zcela 

nezávislé skupiny býků dodává zjištěním na validitě. Stejně jako v případě mRNA-seq odhalila 

analýza miRNA pouze 13 rozdílně exprimovaných miRNA. Nicméně několik z těchto miRNA 

je v souvislosti s plodností obzvláště důležitých. Zejména bta-miR-155, měla zvýšenou expresi 

ve varlatech kuřat s nízkou pohyblivostí spermií (Liu et al. 2018). Podobně i ve studii 

Donnellana et al. (2022) byla tato miRNA u býků s vysokou plodností snížena. Na základě 

hodnocení mRNA a miRNA ze spermií stejných jedinců v této studii je zdůrazněna důležitá 

účast PRM1 a miRNA na plodnosti býků. Jejich začlenění jako biomarkerů do profylaktického 

screeningu spermatu býků poskytne další vhled do biologie nevysvětlitelných rozdílů v polní 

plodnosti mezi býky vykazujícími přijatelné funkční a morfologické charakteristiky spermií. 

Hodnocení spermií pomocí transkriptomiky může být využito i v případě malých přežvýkavců, 

jak potvrzuje studie Warra et al. (2023).  
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4 Závěr 

• Ovce a kozy se významně podílejí na celosvětové produkci masa, mléka, vlny a kůže.  

V neustále rostoucí světové populaci hrají malí přežvýkavci významnou roli 

především pro ekonomiky rozvojových zemí, a to zejména těch, které mají drsné 

klimatické podmínky nebo neúrodnou půdu. Zlepšení umělé inseminace je proto 

žádoucí nejen u skotu, kde je umělá inseminace běžně využívanou praktikou. U ovcí 

a koz může také významně přispět k lepší ekonomice a zajištění dostatku potravin 

nejen v rozvojových zemích. 

• Znalost oplozovací schopnosti inseminačních dávek již v laboratoři by umožnila 

využívat k umělé inseminaci pouze kvalitní materiál, který by zajistil vysokou 

úspěšnost zabřezávání a zefektivnil celý proces. Za tímto účelem je prováděno mnoho 

studií. Přesné predikce fertilizační schopnosti ID pomocí in vitro analýz však ještě 

nebylo dosaženo. Výzkumníci citovaní v této práci se shodují, že hodnocení více 

parametrů spermií najednou zvyšuje přesnost predikce fertilizační schopnosti daných 

vzorků spermatu. 

• Motilitu a životaschopnost spermií lze však považovat za vlastnosti, které vysoce 

korelují s oplozením. Výsledky zkoumaných studií naznačují, že dnes využívané 

přístroje CASA a průtoková cytometrie mohou k předpovědi významně pomoci. Je 

však zapotřebí dalších studií, zdokonalení dnes používaných přístrojů  

a zlepšení jejich finanční dostupnosti pro širší využití. Mám v plánu se touto 

problematikou zabývat i nadále v mé navazující diplomové práci.  
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