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Predikce fertilizaCni schopnosti insemina¢nich davek
malych prezvykavci pomoci CASA a jinych laboratornich
in vitro analyz

Souhrn

Tato bakalarska prace shrnula bézn€ pouzivané laboratorni in vitro analyzy pro
predpovéd fertilizacni schopnosti inseminacnich davek ovci a koz. Pro wuvedeni
do problematiky byly definovany pojmy ume¢la inseminace (Al), ejakulat, jeho slozeni a odbér,
proces kapacitace a fertilizace. Zminéno bylo téz zpracovani ejakulatu, které je zasadni pro
spravnou vyrobu inseminacnich davek (ID) a mize znacn€ ovlivnit jejich kvalitu a oplozovaci
schopnost. Dale se prace zabyvala proteomikou spermii, ktera pfimo souvisi se spravnym
fungovanim spermii.

Pozornost byla predev§im veénovana samotnému hodnoceni insemina¢nich davek
v laboratofi pfed a po zmrazeni v tekutém dusiku. V praci byly predstaveny specifické
vlastnosti spermii i pfistrojové metody, jako je CASA a pratokova cytometrie.
Byly diskutovany principy fungovani a vyhody a nevyhody téchto metod. Pfistroj CASA
analyzuje pohyblivost spermii, ktera vysoce koreluje s plodnosti spermatu. Dal§im zpisobem
objektivniho hodnoceni vzorkli spermii je prutokova cytometrie analyzujici vlastnosti, které
mohou souviset s polni plodnosti. Oproti polnim testim (in vivo) jsou laboratorni analyzy
(invitro) ekonomicky i1 cCasové vyhodnési. V poslednich letech proto dochazi k jejich
zdokonaleni a Castéj§imu vyuzivani.

Kvalitni insemina¢ni davky jsou predpokladem pro dosazeni pozadované plodnosti.
Vybér nejkvalitnéjSich vzorkt jiz v laboratofi by zlepsil vyslednou plodnost a zefektivnil cely
proces.

Samotna otazka vybéru laboratorni in vitro analyzy, ktera by nejvice korelovala s testy
in vivo, vSak zistava neobjasnéna. Vysledky zkoumanych studii naznacuji, ze vybér jediné
laboratorni metody pro stanoveni fertilizacni schopnosti ID je problematicky a malo spolehlivy.
Hodnoceni vice parametrti a kombinace laboratornich metod muze pfinést presnéjsi vysledek.
Studie naznacuji, ze pohyblivost a zivotaschopnost jsou vlastnosti, které vykazuji nejsilngjsi
korelaci s oplozovaci schopnosti spermii. Méfeni pomoci pfistroje CASA umoziuje analyzu
vice parametrii pohyblivosti, zatimco prutokova cytometrie zachycuje vice dalSich vlastnosti
spermii. Tyto metody jsou povazovany za nejlepsi dostupné nastroje pro predpovéd’ oplozovaci
schopnosti insemina¢nich davek. Pro dosazeni uspokojivych vysledkii v budoucnu je vSak
nutné jejich zdokonaleni a lepsi pochopeni souvisejici problematiky.

Klicova slova: inseminace, ID berant, ID kozli, prutokova cytometrie, CASA, proteomika,

prezitelnost



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 (Al), 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.

Keywords: insemination, ram ID, goat ID, flow cytometry, CASA, proteomics, survivability
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1 Uvod

Reprodukéni biotechnologie jsou dilezitym nastrojem pro genetické zlepSovani
populace, protoze umoziuji zvysit genovou frekvenci jedinci s lepSim genotypem. Mezi
nejznaméjsi reprodukéni biotechnologie patii uméla inseminace. Z divodu jejiho Sirokého
vyuzivani dochazi ke snizeni genetické variability v populaci kvuli nizkému poctu potiebnych
samci, mozné Sifeni genetickych defekti a chorob a zvySeni koeficientu pribuzenské
plemenitby (Faigl et al. 2012). Obtizna mize byt také identifikace fije (Bergstein-Galan et al.
2017). Presto tato metoda asistované reprodukce pfinasi chovatelim mnoho vyhod. Diky
vyuziti technik indukce a synchronizace fije chovatel zna predpokladany termin poroda u svych
samic a muze tak racionalné rozvrhnout pracovni silu a zkratit obdobi mezi porody. Navic se
zabrafiuje pfenosu nemoci, protoze zdravotni stav samct vyuzivanych pro umélou inseminaci
je prisné kontrolovan.

Pro dosazeni pozadované plodnosti je nezbytny kvalitni ejakulat a z né zpracované
inseminacni davky. Testovani plodnosti samcti pomoci pafeni nebo umélé reprodukce (in vivo)
je nakladné a Casoveé naroCné a umoziuje testovat pouze omezeny pocet samcu. Laboratorni
metody netrpi témito nevyhodami a k testovani ruznych aspektd kvality spermatu
a inseminacnich davek bylo navrzeno né€kolik metod, z nichz nékteré byly korelovany s polni
plodnosti (Larsson & Rodriguez-Martinez 2000).

Predikce fertiliza¢ni schopnosti inseminacnich davek je zasadni pro zajisténi pfijatelné
plodnosti oplozenych samic. Z tohoto divodu byla v poslednich letech provedena fada studii
scilem vyvinout metodu, kterda dokaze nejlépe predpovédét oplozovaci schopnost
inseminacnich davek.

Se zvySovanim svétové populace vyrazné roste poptavka po ovcich a kozich produktech.
Tito mali prezvykavci se snadno chovaji, vyzaduji relativné malé pocatecni investice a maji
kratky generacni interval, coz zemédélcim piinasi rychlou navratnost investic. V dobé
nedostatku zbozi a surovin mohou ovce a kozy poskytovat vysoce kvalitni zivo¢i§né produkty,
jako je mléko, maso a vina, a vytvaret tak velky potencial pro zemédélce a primyslova odvétvi
(Gonzalez-Marin et al. 2021). Proto je posledni dobou vénovana ¢im dal vétsi pozornost
reproduk¢nim technologiim u malych prezvykavci. K tspésné umélé inseminaci jsou nezbytné
objektivni laboratorni analyzy spermatu, které budou schopny predpovédét oplozovaci
schopnost insemina¢nich davek.

Metoda hodnoceni inseminacnich davek, kterd by vysoce (idealné uplné€) korelovala
s polni plodnosti, by zefektivnila cely proces umélé inseminace, z divodu vyuziti pouze vysoce
kvalitnich ID. Fertilizaéni schopnost spermii vSak nezavisi pouze na jedné vlastnosti
a vyznamnou roli hraje mnoho riznych faktort, v€etn€ samotné samice.
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Kvalita insemina¢nich davek (ID) pouzivanych v umélé inseminaci malych prezvykavctu
hraje klicovou roli pro jeji celkovou uspéSnost. S pojmem , kvalita inseminacnich davek™ tésné
souvisi jejich fertilizacni schopnost. Dnes jsou k dispozici desitky laboratornich in vitro analyz
(computer-assisted semen analysis — CASA ajiné), z nichz kazdy vyhodnocuje jen néktery dilci
ukazatel kvality ID. Obrovskou vyhodou je, ze in vitro analyzy jsou mnohem levnéjsi a rychlejsi
ve srovnani s testy in vivo (polni testy). Vzhledem k extrémné slozité biologické podstaté
procesu oplodnéni vSak zaddna z laboratornich in vitro analyz neni schopna bezpecné
predpovédét fertilizaéni schopnost inseminacni davky. Soucasné pouziti vice laboratornich
in vitro analyz muze zlepsit predpovéd’. Cilem této prace proto bylo podat piehled laboratornich
in vitro analyz za uCelem vybéru téch, které nejvice souvisi s fertilizaéni schopnosti ID berant
a kozl.



3 Literarni reSerse
3.1 Uméla inseminace

Umeélé inseminace (Al) je proces, pii kterém se spermie ru¢né vkladaji do reprodukéniho
traktu samice. Tento postup je povazovan za nejstarsi biotechnologii pouzivanou v chovu zvitat
a za jednu z uCinnych strategii genetického zlepSovani a zvySovani reprodukéni vykonnosti
hospodarskych zvitat (Morotti et al. 2016).

Pouziti umélé inseminace bylo puvodné zavedeno z hygienickych davodd, aby se
zabranilo §ifeni pohlavnich a nepohlavnich chorob. Chovatelé rychle shledali vyhodu také
v rychlém zavedeni cennych gend do populace s cilem zlepSeni produkce. Po dostupnosti
kryokonzervovaného spermatu byly ekonomické vyhody poskytované vyssi mirou plodnosti
a zrychlenym genetickym pokrokem jesté vyraznéjsi. Snizenim poctu spermii v inseminacni
davce bylo mozné zvysit pocet inseminaci a geneticka hodnota potomki se enormné zvysila.
Tim doslo k zefektivnéni Slechtitelskych programii. Uméla inseminace se nejvice vyuziva
u mlécného skotu (Faigl et al. 2012).

Salamon & Maxwell (1995) konstatuji, ze konzervace spermatu zajima chovatele
hospodarskych zvitat od doby, kdy se zacalo uvazovat o umelé inseminaci (Al). Prvni pokusy
o umélou inseminaci zahrnovaly pouze kratké ¢asové prodlevy mezi odbérem spermatu a jeho
pfenosem do piijemkyni, protoze spermie maji mimo reprodukéni trakt pii okolnich teplotach
pouze omezenou dobu preziti. Rozsahlé programy umélé inseminace hospodarskych zvitat
ve 20. stoleti vyzadovaly uchovani spermii v umélych podminkach po delsi dobu. Toho bylo
mozné dosdhnout metodami, které snizovaly nebo zastavily metabolismus spermii, a tim
prodlouzily jejich oplozovaci schopnost.

3.1.1 Mali prezvykavci

V Jizni Americe a Australii je uméla inseminace Siroce rozsifena i v chovech malych
prezvykavct (ovce a kozy). Na rozdil od Severni Ameriky a zapadni Evropy, kde se uméla
inseminace u téchto druht vyuziva vyrazné méné kvuli vysokym nakladim na indukci
a synchronizaci fije, manipulaci a inseminaci ovci a koz na rozdil od pfirozeného zptusobu
plemenitby. Uméla inseminace v§ak pro chovatele pfinasi mnoho vyhod. Diky vyuziti technik
indukce a synchronizace fije chovatel zna predpokladany termin poroda u svych samic. Navic
se zabrafiuje prenosu nemoci, protoze zdravotni stav samci vyuzivanych pro umélou
inseminaci je pfisné kontrolovan. Prisna selekce a nizky pocet pozadovanych samct pro umélou
inseminaci zapfiCinilo snizeni genetické variability, mozné Sifeni genetickych defektt a chorob
a zvySeni koeficientu piibuzenské plemenitby (Faigl et al. 2012).

Pro umélou inseminace malych prezvykavci se bézné vyuziva Cerstvého spermatu
vzhledem k nizké plodnosti, které se obvykle dosahuje po pouziti zmrazeného spermatu (Faigl
et al. 2012). Kryokonzervace spermatu je vSak dulezitym nastrojem pro zuslechtovani
¢i zachovani plemen riznych druhti, véetn€ malych prezvykavcl. Proto je snahou optimalizovat
postupy kryokonzervace (Jiménez-Rabadan et al. 2016).

Baldassarre (2016) uvadi, ze Cerstvé sperma je uptednostiiovanou metodou zpracovani,
pokud je ve stade¢ pritomen samec, a to zejména v obdobi plemenitby, kdy je produkce a kvalita
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spermatu na vrcholu. Pokud ma byt ejakulat pouzit okamzité a u vét§iho mnozstvi samic, lze
provést inseminaci Cistym spermatem. Baldassarre (2016) dale popisuje, Zze pokud je tieba
sperma pouzit u nékolika samic a/nebo interval mezi odbérem a inseminaci bude delsi nez
1 hodina, mélo by byt nafedéno pomoci izotonického a pufrovaného redidla (napt. komercni
médium pro vyplach embryi, médium s pufrem HEPES 199). Chlazené sperma je strategii
volby za okolnosti, kdy je konkrétni samec sdilen s chovateli nachazejicimi se v relativné
blizkém okoli nebo je jim sperma prodavano. V takovych piipadech bude inseminator cestovat
zjedné farmy na druhou, pfi¢emz sperma bude skladovano pfi teploté okolo 4 °C, coz umoziiuje
jeho pouziti do 24 hodin od odbéru pii zachovani vysoké plodnosti. K uchovani spermatu
béhem chlazeni byla uspésné pouzita rizna fedidla, od sterilizovaného (UHT) 2% tu¢ného
mléka az po komercni fedidla (napt. INRA96, IMV, Francie). Nakonec je zmrazené sperma
upfednostiiovanou volbou v pfipadech, kdy je pozadovano dlouhodobé uchovani (napt. pro
uvadéni samciho spermatu na trh, rozdilné vyuziti spermatu v jednotlivych sezonach a zajisténi
uchovani genetiky v pfipadé thynu zvifete). Silva & Gadella (2006) varuji, ze kryokonzervace
muze zpusobit rozsahlé poskozeni integrity plazmatické membrany spermii a piivodit
vyznamné ztraty plodnosti stada, protoze tento parametr pfimo souvisi s procesem oplozeni.

Problém, ktery se poji s pouzivanim umélé inseminace, je uchovani spermatu. S rozvojem
Al ve 20. stoleti bylo nutné prepravovat sperma z mista odbéru na misto, kde bylo sperma
vyuzito. Mimo jiné bylo zapotiebi pokryt velké mnozstvi samic béhem del§iho ¢asového obdobi
nebo v ruznych ro¢nich podminkach. To vSe vyzadovalo uchovani spermatu v umélych
podminkach (Maxwell & Salamon 1993). Konkrétné se jedna o skladovani semene v tekutém
(nezmrazeném) stavu, za pouziti snizenych teplot nebo jinych prostfedki ke snizeni
metabolismu spermii, a uchovani ve zmrazeném stavu pfi teploté¢ pod bodem mrazu (Maxwell
& Salamon 1993).

3.1.2 Metody umélé inseminace

Metody umeélé inseminace u malych prezvykavcu se liS§i v porovnani s metodami
vyuzivanymi u skotu. Divodem jsou anatomické rozdily mezi témito druhy. Vzhledem
k malym rozmérim ovci a koz neni mozné provést rektalni palpaci k upevnéni délozniho hrdla
pro aplikator spermatu nebo prichod Foleyho katétru do dé€lohy (Bergstein-Galan et al. 2017).
Dle Baldassarre (2016) obecné plati, ze zpusob ulozeni spermatu urcuje preferovana metoda
inseminace. L.ze konstatovat, ze ¢im je sperma poskozenéjsi, tim hloubéji je tfeba sperma ulozit,
aby bylo dosazeno pfijatelné miry oplozeni. Hlubok4 vaginalni inseminace je vétSinou
vyhrazena pro Cerstvé sperma, zatimco intracervikalni inseminace se pouziva pro chlazené
a zmrazené sperma. Pro dosazeni vysoké miry zabfeznuti (> 70 %) u zmrazeného spermatu je
vS§ak nutné nitrod€lozni (intrauterinni) ulozeni spermatu. U ovci je ucinna intrauterinni
inseminace mozna pouze pomoci laparoskopie. Laparoskopicka intrauterinni inseminace byla
poprvé popsana v 80. letech 20. stoleti v Australii (Killen & Caffery 1982). Tato metoda je
ucinnd, ale nakladna, ¢asové narocna, vyzaduje technickou zdatnost a anestezii a je omezen
pocet pouziti u dané samice (Evans & Maxwell 1987). Tento postup také vyvolava obavy
o welfare zvifat, ktera jsou inseminovana pomoci chirurgické intrauterinni inseminace (Banner
1995; King et al. 2004).
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Shipley et al. (2007) popisuje, ze ovce maji slozity kanal délozniho hrdla, ktery je
pfiblizné 7 cm dlouhy s fadou 6 az 8 dozadu obracenych kanalkl, které znesnadfiuji az
znemozfuji transcervikalni inseminaci, protoze s deloznim hrdlem nelze manipulovat
per rectum jako u kravy. Pouziti Cerstvého spermatu, vaginalni a cervikalni depozice muze vést
k pfijatelné mife zabfeznuti, pokud je pouzita vhodna davka spermatu.

Lepsich vysledkt v zabfezavani mize byt dosazeno laparoskopickou intrauterinni nebo
transcervikalni inseminaci, ¢imz se piedejde problému s transportem spermii pies délozni hrdlo
a mozné starnuti spermii v déloznim traktu samice, dojde k vyssi §anci oplodnéni vajicek a ke
snizeni embryonalnich ztrat (Maxwell & Salamon 1993).

Pouzivani spermatu tfidéného podle pohlavi pii umélé reprodukci se jiz dlouho propaguje
jako zadouci nastroj ke zvySeni reprodukcni ucinnosti, zejména v mlécném prumyslu, kde
samci maji jen malou nebo zadnou obchodni hodnotu. Tfidéni podle pohlavi bylo uspésné
zaznamenano u jinych prezvykavcl (skotu, ovci a jelenovitych), ale zatim ne u koz. Ocekava
se vSak, ze tuto technologii bude mozné stejné efektivné provadét i u spermatu koz, protoze
rozdil v hmotnosti DNA X a Y je u nich ve stejném rozmezi (3-4 %), jak uvadi Baldassarre
(2016). Pravdépodobné nejnarocnéjsi prekazkou pro vyuziti sexovaného spermatu u ovci a koz
je nalezeni reproduk¢niho centra, které by nabizelo tuto sluzbu u malych prezvykavcu, protoze
vétsina z nich pracuje nepfetrzité s tfidénim spermatu skotu podle pohlavi (Baldassarre 2016).

3.2 Slozeni ejakulatu

321 Ejakulit

Bearden et al. (2004) charakterizuji ejakulat jako vymeések pohlavnich zlaz samce
obsahujici spermatické buiiky a tekutinu z ptidatnych pohlavnich zlaz. Bearden et al. (2004)
také uvadi, ze objem ejakulatu berana se pohybuje v rozmezi od 0,75 do 1,2 ml o motilité 60 az
80 % prti koncentraci pfiblizné 2 miliardy spermii/ml. Ocekéava se, ze ptiblizné¢ 60-70 %
spermatickych buné€k ve spermatu vykazuje progresivni motilitu s primérnou rychlosti
6 mm/minuta. Ve vysoce kvalitnim spermatu ma 80-90 % spermatickych bun€k normaélni
morfologii. Koncentrace, motilita a morfologie jsou dalezita kritéria v hodnoceni spermatu pied
pouzitim v umélé inseminaci (Amiridis & Cseh 2012).

Ax et al. (2000a) dodavaji, ze berani sperma je mlécn¢ bilé nebo svétle krémové barvy.
Razové zbarveni indikuje piitomnost krve, pravdépodobné v disledku zranéni, a je proto
nezadouci. Kontaminaci nebo infekci reprodukéniho traktu berana znaci Sedé a hnédé zbarveni.
Pti pouziti elektroejakulatoru k odbéru spermatu mohou berani mocit a tim zhorsit kvalitu
odbéru. Takto poskozeny ejakulat se vyznacuje silnym zapachem, zlutou barvou a ziedénou
koncentraci. Kontaminované vzorky je tfeba zlikvidovat. Pouzita metoda odbéru piimo
ovliviluje objem spermatu. Vétsich objemu je dosahovano elektroejakulaci ve srovnani s odbéry
do umélé vaginy (AV). Objem ejakulatu je také ovlivnén vékem a zdravotnim stavem
konkrétniho samce, rocnim obdobim, dovednostmi sbérace spermatu a frekvenci odbéru.
Objem spermatu se pohybuje od 0,5 do 2,0 ml u dospélych zvitat a 0,5-0,7 ml u mladych berand.

Sperma kozlt je Sedavé bilé az zluté a jeho barva se liSi vice nez u spermatu berant.
Varianty barev jsou pozorovany i mezi jednotlivymi samci a mezi ejakulaty téhoz samce.
Objem ejakulatu je 1,0 ml s rozmezim od 0,5 do 1,2 ml (Ax et al. 2000).
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Hodnota koncentrace spermatu se li$i na zadklade plemene, véku, krmeni a sezony, proto
se udaje v riznych publikacich lisi. Field & Taylor (2008) uvadi koncentraci spermii
v ejakulatu berana v rozmezi od 2,0x10° do 3,0x10° spermii/ml, zatimco dle Ax et al. (2000a)
berani ejakulat obsahuje 3,5%10” az 6,0x10° spermii/ml. Koncentrace spermii kozli je 2,0x10°
az3,5x10° spermii/ml (Field & Taylor 2008). Jina prace (Ax et al. 2000a) uvadi u kozl{i rozmezi
od 2,5%10° do 5,0x10° spermii/ml.

Ejakulat malych prezvykavci se vyznaCuje malym objemem a vysokou koncentraci
spermii a celkovy pocet spermii potfebnych na inseminacni davku je u ovci a koz vys§i nez
napiiklad u skotu (Sullivan 1970; Maxwell & Evans 1987; Shamsuddin et al. 2001).
Maxwell & Evans (1987) také uvadi, ze pocet spermii potfebnych pro umélou inseminaci zavisi
mimo jiné na misté zavedeni spermatu do pohlavniho ustroji samice (vaginalni, cervikalni nebo
intrauterinni) a typu pouZitého spermatu (Zerstvé, chlazené nebo zmrazené). Cim blize je
sperma v misté ulozeni k mistu oplodnéni, tim niz§i je objem spermatu potiebny pro Al. Kromé
toho musi byt celkovy pocet pohyblivych spermii obvykle vétsi pfi pouziti zmrazeného
spermatu ve srovnani s chlazenym spermatem (Macias et al. 2020).

3.2.2 Spermie

Spermie (spermatické burky) jsou sam¢i gamety nachazejici se v ejakulatu samca.
Tato buné&cna suspenze obsahuje kromé spermii také sekrety z pfidatnych pohlavnich zlaz
samciho pohlavniho traktu. Tekuta Cast této suspenze se nazyva semenna plazma. Spermie jsou
tvoreny v semenotvornych kanalcich varlat, kde se nachazi fady bun€k v rizném stadiu vyvoje,
od zarode¢nych bunék po sam¢i gamety (Garner & Hafez 2000).

Plné vyvinuté spermaticka butika se déli na hlavicku, stfedni ¢ast a biCik obsahujici aparat
nezbytny pro motilitu. Spermaticka bunka prezvykavctu dosahuje délky 60-70 p. Hlavicka je
zplostéla, okolo 4 p §irokd a 0,5 p silna, dlouha 8-10 p (Bearden et al. 2004). Cela spermaticka
buiika je obklopena plazmatickou membranou (plazmalemou). Jadro se nachazi uvnitt hlavicky
a u malych ptrezvykavci je zplostélé. Predni cast hlavicky obklopuje akrozom, coz je oblast
tvorici Cepicku nad pilkou az tfemi Ctvrtinami plochy hlavicky spermie a vznika
z akrozomalnich granul a vezikul mladé spermatidy (Nicander & Bane 1966). Bicik je rozdélen
na stifedni, hlavni a koncovou cast (Garner & Hafez 2000).

Bearden et al. (2004) zduraziuji, Ze mezi dulezité soucasti hlavicky patfi jadro obsahujici
genetickou informaci, postnuklearni ¢epicka pokryvajici zadni cast jadra a akrozom. Akrozom
obsahuje enzymy potiebné pro prunik do corona radiata a zona pellucida. Neposkozeny
akrozom je zasadni pro uspéSné oplozeni vajicka. Béhem starnuti spermatické buriky se
akrozom postupné uvoliiuje od hlavicky.

Misto, kde se biCik pfipojuje k hlavicce, se nazyva implantani oblast a obsahuje
proximalni centriolu. Béhem procesu fertilizace byva hlavicka a bi¢ik spermie v tomto useku
rozdelena. Podobné oddéleni je nékdy vidét u tepelné poskozeného spermatu. Stredni, zesilena
cast biciku je lokalizovana tésn€ za proximalni centriolou. Tato cast zahrnuje mitochondrialni
pouzdro obsahujici enzymy pro preménu fruktézy a dalSich energetickych substratt
na vysokoenergetické sloucCeniny, které muze spermie vyuzit. Hlavni a koncova cast biciku
se lisi tim, Ze koncova Cast neobsahuje ochranny plast. Hlavnim rysem biciku je axialni vlakno.
Axiélni vlakno je svazek drobnych fibril, ktery zacina u proximalniho centriolu a prochézi
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celym bi¢ikem. Stfedni par malych filament je obklopen kruhem deviti pard malych fibril.
Devét vétSich fibril obklopuje kruh deviti pard malych fibril pfes velkou ¢ast délky biciku.
Kontrakce téchto fibril zpisobuji kmitani biciku, které pohani spermie dopfedu (Bearden et al.
2004).

Graham & Mocé (2005) vysvétluji, ze slozitost spermii je Castecné dana tim, ze kazda
spermie je vicekomorova burika, ktera musi mit mnoho riiznych vlastnosti, aby byla schopna
oplodnit oocyt (vajicko). Kazda spermie musi mit: pohyblivost; aktivni mitochondrie, které
dodavaji energii nezbytnou pro pohyblivost; neporusené akrozomalni membrany, které jsou
schopny prochézet kapacitatnimi zménami, a tim umoznit akrozomalni reakci ve spravny
okamzik; receptory, které umoziuji bufice navazat se na zona pellucida a na oolemmu (obal
oocytu); plazmatické membrany, které umoziuji splynuti s oolemmou a jadro, které je schopné
spravné dekondenzace, jaderné reorganizace a genetického vykonu pro udrzeni zygotického
a embryonalniho vyvoje.

3.2.3 Semenna plazma

Tekuta soucast spermatu se nazyva semennd plazma. Nejvice se na jeji tvorbé podileji
pridatné pohlavni zlazy, malé mnozstvi tekutiny je soucasti koncentratu spermii, ktery pochazi
z nadvarlat a chamovodi. Semenna plazma slouzi jako pufrovaci zivné médium, které
pozastavuje a udrzuje plodnost spermii. Obsahuje proteiny, anorganické ionty, pufrovaci latky,
energetické substraty a dal§i organické komponenty. Sodik a chlor jsou hlavnimi
anorganickymi ionty v semenné plazmé. Anorganické latky spolu s organickymi latkami
pomahaji udrzet staly osmoticky tlak, ktery je optimalni pro preziti spermii (Bearden et al.
2004).

Kromé anorganickych iontt se v semenné plazmé nachazeji organické ionty, které slouzi
jako pufrovaci €inidla. Hlavnim organickym iontem je hydrogenuhlicitan, ktery chrani sperma
pfed zménami pH. Protoze se pufry v semenné plazmé nevyskytuji v dostatecném mnozstvi,
aby zabranily snizovani pH pfi skladovani spermatu, musi byt pfidana kvalitni fedidla
zajistujici dostateCnou pufrovaci kapacitu pro dlouhodobé skladovani (Bearden et al. 2004).
Nejvétsi zastoupeni ve spermatu dle hmotnosti tvoii bilkoviny, a praveé ty maji majoritni vliv
na funkci spermii (Evans & Maxwell 1987).

Bearden et al. (2004) uvadi, Ze semenna plazma obsahuje neékolik organickych sloucenin,
které slouzi primarné jako energetické substraty pro spermie. Mezi hlavni patii fruktoza,
sorbitol a glycerylfosforylcholin (GPC). Jsou jedine¢né v tom, Ze se jinde v téle nenachazeji
v podstatném mnozstvi. Fruktézu mohou spermie vyuzit jako energeticky substrat
za anaerobnich podminek skladovani a aerobnich podminek vyskytujicich se v samicim
pohlavnim traktu. Sorbitol a GPC jsou vyuzitelné pouze za aerobnich podminek. Vedlejsi
produkt anaerobniho metabolismu fruktézy, kyselina mlécna, se hromadi ve skladovaném
spermatu a teoreticky muze byt pouzit jako energeticky substrat, pokud je umistén v aerobnich
podminkach. Ve spermatu byka a berana se fruktéza nachazi ve vysokych koncentracich,
ale jeji mnozstvi je vyrazné nizsi ve spermatu kancli a hiebci. Inositol a kyselina citronova
nejsou pouzivany jako energetické substraty, ale nachazeji se v semenné plazmé v poméerné
vysokych koncentracich oproti jinym castem téla.
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Poiani (20006) konstatuje, Ze semenna plazma hraje dulezitou roli pfi ovliviiovani motility
spermii a udrzovani jejich zivotaschopnosti v déloze. Mimo jiné také poskytuje energetické
substraty, které fidi oxidativni fosforylaci, stabilizuji plazmatickou membranu spermii,
zabranuji predCasné kapacitaci a akrozomové reakci spermii vyskytujicich se v déloze.
Dle Leahyho & De Graafa (2012) se zda, ze semenna plazma pusobi jako ochranné médium pfi
zpracovani spermii beranti in vitro. Divody tohoto rozdilného Gc¢inku mohou byt zapfic¢inény
vlivem hlavnich proteini semenné plazmy ptezvykavct, BSP proteiny.

Slozeni semenné plazmy se u riznych druhti lisi v zavislosti na relativnim podilu velikosti
ptidatnych pohlavnich zlaz (Mann 1964). Vezikularni zlaza je u malych prezvykavct velka, ale
prostata, ampula a bulbouretralni zlazy jsou relativné malé nebo rozptylené, takze produkuji
koncentrovany ejakulat o malém objemu (Maxwell et al. 2007).

3.3 Kapacitace

Spermie musi setrvat urcitou dobu v sami¢im pohlavnim ustroji a podstoupit zmény, aby
byla schopna proniknout do vajicka a oplodnit jej. Tento proces nazyvany kapacitace ziejme
probiha v istmické Casti vejcovodu. Behem kapacitace dojde k modifikaci nebo odstranéni
povrchovych slozek spermie zptasobené sekrety pohlavniho traktu, coz zptisobuje destabilizaci
fosfolipidové dvojvrstvy a umoziiuje akrozomalni aktivaci. Dale dochazi k ubytku cholesterolu
na povrchu spermie, pozménéni glykosaminoglycini a zmé€nam iontt pii prichodu spermii
pohlavnim traktem samice. Timto zpusobem kapacitace zabranuje piredCasné aktivaci
akrozomu, dokud spermie nedosahne mista oplodnéni a nedostane se do kontaktu s vajickem
(Hafez & Hafez 2000). Dulezitou roli v tomto procesu u piezvykavcu hraje heparin a rizné
proteiny semenné plazmy, které se vazou na fosfolipidy na membrané spermatu (Desnoyers
& Manjunath 1992; Therien et al. 1995).

3.4 Fertilizace

Proces oplodnéni (fertilizace) zacina navazanim spermie na vajicko a jeho naslednym
proniknutim dovnitf a spojenim jader spermatické a vajecné buriky. Vysledna diploidni buiika
nesouci genetickou informaci nové vzniklého jedince se nazyva zygota (Bearden et al. 2004).
Bearden et al. (2004) zdlraziiuji, Ze aby se spermie stala schopnou uspé$ného oplozeni,
pottebuje projit procesem kapacitace.

Garcia-Vazquez et al. (2016) konstatuji, Ze po pfirozené nebo umélé inseminaci je cilem
spermii dostat se do mista oplozeni. Pouze ¢ast ze vSech spermii v reproduk¢nim traktu samice
se k vaji¢ku dostane a jen jedna spermie je schopna vaji¢ko oplodnit. Usp&snost spermie pii
dosazeni mista oplodnéni a samostné oplodnéni vajicka zavisi na n€kterych jejich vlastnostech
(j. dobra pohyblivost, odpovidajici morfologie a normalni stav DNA).

Je znamo, Ze ejakulat se sklada z rtiznych subpopulaci spermii. Tyto subpopulace
se vyznacuji rozdily v pohyblivosti, stavu fragmentace DNA, morfologii nebo tvaru a velikosti,
citlivosti na signalni molekuly a mnoha dalsich vlastnostech dilezitych pro uspésnou fertilizaci
(Holt & Fazeli 2016). Mattner (1966) uvadi, Ze u piezvykavcu je délozni krek rezervoarem,
kde dochazi ke shlukovani spermii a jejich postupné migraci do délohy a vejcovoda.
Pro abnormalni spermie je délozni kr¢ek mistem, ktery nejsou schopny ptekonat.
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Prvnim krokem v procesu oplozeni je penetrace spermie skrz buniky corona radiata
za pusobeni dvou enzyml — hyaluronidazy a penetraéniho enzymu, které jsou obsazeny
v hlavicce spermie. Na zona pellucida se nachazi zonalni protein 3 (ZP3), ktery spousti
akrozomalni reakci potfebnou k navazani spermie na tento glykoproteinovy obal vajicka.
Sekrece akrosinu z hlavicky spermie umozni penetraci zony pellucidy, proniknuti do jeji
extracelularni matrix a do perivitelinniho prostoru, kde spermie splyne s vitelinni membranou.
V ten okamzik splynou s vitelinni membranou i kortikalni granule a vyprazdni svij obsah
do perivitelinniho prostoru, ¢imz dojde ke spusténi reakce zony pellucidy, ktera znemozni
proniknuti dalSich spermii do vajicka (polyspermie). Po proniknuti spermie do cytoplazmy
dochazi k vitelinnimu bloku, d&j podobny reakci zony pellucidy, ktery se také podili na
zabranéni vzniku polyspermie. Uvnitf cytoplazmy dochazi k oddé€leni bic¢iku od hlavicky
spermie. Samci a samici prvojadra se formuji a nasledné splynout za vzniku zygoty, ¢imz je
dokonceno oplodnéni (Bearden et al. 2004).

3.5 Metody odbéru ejakulatu

Waulster-Radcliffe et al. (2001) popisuji, ze prvnim dilezitym krokem kryokonzervace
je odbér ejakulatu. Pro odbér ejakulatu berani a kozld jsou vyuzivany dveé hlavni metody.
Pouzivanéj$i metodou je odbér pomoci umélé vaginy, na kterou si vSak musi samec zvyknout.
Jiménez-Rabadan et al. (2016) upozoriiyje, ze pro netrénované jedince je vhodnéjsi druha
metoda, ktera vyuziva elektroejakulator. U této metody byla ovSem zjisténa horsi snasenlivost
u kozlu. Elektroejakulace u nich ovliviiuje sloZeni semenné plazmy a snizuje schopnost spermii
prezit konzervaci (Jiménez-Rabadan et al. 2016).

3.5.1 Uméla vagina

Umeéla vagina svym tvarem, teplotou i1 tlakem imituje prostiedi pfirozené vaginy
(viz Obrazek 1). Jedna se o nejrychlejsi a nejhygienictejsi variantu odbéru z dostupnych metod
(Bearden et al. 2004). Ax et al. (2000b) popisuji umelou vaginu jako hadici o délce 20-25 cm
a pruméru 5 az 7 cm obsahujici pryZzovou vlozku. Také zdaraziuji, ze je dalezité mit vliozku
promazanou lubrikantem. Kdyz samec naseda na samici/atrapu nebo fantom (uméla
konstrukce), jeho penis je jemné veden dovnitf umélé vaginy. Vnitini teplota umelé vaginy
by se meéla pohybovat okolo 40 °C (Chang & Walton 1940; Bergstein-Galan et al. 2017).
Je dllezité zajistit, aby byla sklenéna sbérna zkumavka tepla (37 °C) a nezplsobila spermiim
chladovy Sok. Samci vétSinou skaCou na fantom a nasledné ejakuluji (Bearden et al. 2004).
Pro tyto ucely muze byt pouzita i piipoutana samice (Althouse 2007). Jedinci musi byt
vycviCeni k pouziti umélé vaginy, ale vétSinou neni obtizné je to naucit. Nejlepsi je ejakulat
odebirat na vrcholu pfipoustéci sezony, hodnoti Ax et al. (2000b). Velky duraz je kladen
na hygienu béhem celého procesu. Po odbéru ejakulatu je zapotebi umélou vaginu fadné umyt
a sterilizovat. Shipley et al. (2007) konstatuji, ze ejakulat ziskany pii odbéru do umélé vaginy
obvykle neobsahuje nadmérné mnozstvi sekretu pfidatnych zlaz, a proto je povazovan
za kvalitné€j§i nez ejakulat odebrany pomoci elektroejakuléatoru.
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Obrazek 1: Jednotlivé Casti umelé vaginy (zdroj: archiv autorky)

3.5.2 Elektroejakulace

Elektroejakulace je upfednostiiovana u samcu, jejichz sperma nemuze byt z urCitych
divodi odebrano do umélé vaginy. Jedna se o situace, kdy je samec zranény a nemuze
na umélou figurinu vyskocit, projevuje nizsi sexudlni aktivity vzhledem k véku, nebo jiné
divody, které zamezuji pouZziti umélé vaginy. Semeno by timto zptusobem nemélo byt
odebirano samctm, ktefi neprojevuji normalni sexualni chovani nebo nejsou schopni ejakulace,
protoze tyto nezadouci vlastnosti mohou byt zptusobeny geneticky, a tedy by mohly byt
preneseny na potomstvo. Elektroejakulace u berant a kozIi mize byt provedena ve stoje nebo
vleze na stole. Ne€kteti berani pii této metod€ nereaguji, jini poskytuji semeno nizké kvality
(Bearden 2004). Brindley (1981) popisuje, ze pouziti elektroejakulace spociva v podavani
elektrickych pulzii o nizkém napéti a proudu do samciho rekta pomoci transrektalni sondy
vybavené elektrodami. To vyvola erekci penisu, emisi semene a nakonec ejakulaci. Ackoli je
tato technika snadno pouzitelna a G€inna, mize byt pro samce stresujici a bolestiva (Staford
et al. 1996; Bath 1998; Orihuela et al. 2009).

3.5.3 Manipulace s odebranym ejakulatem

Ax etal. (2000b) popisuji, Zze po odbéru je sklenénad zkumavka obsahujici ejakulat ulozena
do vodni 1azné o teploté 30 °C, dokud vzorek nedosahne této teploty. S odebranym ejakulatem
je potieba zachazet opatrné, aby nedoslo k tepelnému a chladovému Soku, kontaminaci vodou,
dezinfek¢nimi prostfedky, slunecnim zarenim, vzduchem a dalSimi faktory, které by mohly
svou metabolickou aktivitu, ¢imz je negativné ovlivnéna jejich zivotaschopnost (Sabés-Alsina
et al. 2016). VSechny nadoby, které pfichazeji do kontaktu se spermatem, by mely byt plastové
nebo sklenéné a vycistény laboratornimi Cisticimi prostfedky (Shipley et al. 2007).
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3.6 Invitro vyhodnoceni ejakuliatu

Farrel at el. (1998) zduraznuji, ze kvalitativni a kvantitativni parametry ejakulatu by mély
byt vyhodnoceny co nejdiive po odbéru. Standardni metodou hodnoceni plodnosti samci,
krom& pfimého hodnoceni jejich schopnosti oplodnit samice, je vysetieni ejakulatu. Zadny test
presné nepiedpovida plodnost vzorku ejakulatu, nicméné zkoumani raznych fyzikalnich
vlastnosti muze urcit vétsi potencial plodnosti. Hodnoti se vzhled, objem, koncentrace, motilita,
morfologie a kvalita ejakulatu (Ax et al. 2000a).

Faigl et al. (2012) dopliuji, ze sofistikovan&jsi hodnoceni zahrnuje testy tepelné
odolnosti, akrozomalni integrity, schopnosti spermii pohybovat se v rtznych médiich
(napt. cervikalni hlen, plavani v médiich), test hypoosmotického bobtnani, oplodnéni in vitro
(IVF) a poc¢itacové hodnoceni motility (Computer Assisted Semen Analyses — CASA). Amann
& Hammerstedt v roce 2000 spravné predpovédéli, jak bude kvalita spermatu hodnocena
v budoucnu. Zakladni urovni by meélo byt mikroskopické hodnoceni, a to bud’ vizualné pomoci
mikroskopu s fazovym kontrastem nebo s vyuzitim jednoduchého pocitacového systému
(systém CASA), ktery by fesil otazky, zda je vétSina spermii progresivné pohybliva a zda ma
vysoké procento spermii normalni morfologii (nizky vyskyt tvarovych znak, o nichz je znamo,
ze jsou spojeny s neplodnosti). Dnes by se v ramci sekundarniho screeningu testovaly jednotlivé
spermie prutokovou cytometrickou analyzou. Lepsi sekundarni screening by mohl vyuzivat
nové pristroje a techniky k hodnoceni pohybu a morfologie spermii ve vlhkém preparatu
souCasn¢ s vicesondovym hodnocenim biochemickych vlastnosti (Amann & Hammerstedt
2000). Konkrétné by testy meély schopnost poskytovat podrobné informace o specifickych
vlastnostech spermii, jako je akrozomalni integrita, integrita plazmatické membrany
a mitochondrialni membranovy potencial (Ax et al. 2000a).

Bylo u¢inéno mnoho pokust o korelaci vysledki vyse uvedenych in vitro testa a plodnosti
samic oplodnénych hodnocenym spermatem. Oplozovaci schopnost v§ak nezavisi na jediném
parametru spermatu, ale také na plodnosti samice (plemeni), typu fije (pfirozend nebo
hormonalné manipulovanda), ronim obdobi a misté ulozeni spermatu (Faigl et al. 2012).
V disledku toho nejsou v piipadé hodnocenych ejakulati vhodnych k pouziti korelace mezi
testy in vitro a plodnosti tak vysoké. Nedavno shromazdéné udaje ziskané metodou CASA u lidi
a zvirat v§ak naznacuji korelaci mezi nékterymi parametry pohyblivosti spermatu a plodnosti
po umélém oplodnéni (Farrel et al. 1998; Zhang et al. 1998; Januskauskas et al. 2003; WHO
2010).

Mnozstvi spermii a objem ejakulatu urCuji, kolik samic muze byt z daného odbéru
oplozeno (Ax et al. 2000a). U ejakulatu kozla je pozadovana motilita spermii vyssi nez 80 %
a zastoupeni vice nez 85 % morfologicky normalnich spermii (Bulgin 1992). Berani sperma
s pohyblivosti vetsi nez 85 % a obsahem méné nez 10 % abnormalnich spermii je povazovano
za vysoce kvalitni (Ax et al. 2000b). Oplozovaci schopnost v§ak nezavisi pouze na téchto dvou
parametrech. Celkové mnozstvi zivych spermii na jednu inseminaci je dilezitéjsi nez procento
abnormalnich spermii. Neschopnost jediné spermie proniknout do zona pellucida vajicka
je povazovana za jeden z limitujicich faktorti plodnosti ejakulatu (Ax et al. 2000Db).

Ejakulat je zpracovan tak, aby byl pouzit jako Cerstvy, zchlazeny, nebo zmrazeny. U koz
se Casteji vyuziva Cerstvé a chlazené sperma, zatimco v chovu ovci se uprednostiiuje sperma
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zmrazené. Typickd inseminacni davka pouzivana pro intracervikalni nebo intrauterinni
inseminaci obsahuje az 200x10° spermii v mnozstvi do 0,25 ml (Ax et al. 2000b).

3.6.1 Koncentrace

Koncentrace spermii je meéfena pomoci hemacytometru, kolorimetru nebo
spektrofotometru. Hemacytometr je mikroskopické sklicko s presné ryhovanymi komirkami.
Pocet spermii v komurce se pocita ruéné pii zvétSeni 200 az 400x (Martins et al. 2016). Jedna
se o velmi Casove narocnou, avSak presnou metodu. Tento zptisob méfeni mize byt nahrazen
spektrofotometrem nebo kolorimetrem, ktery bude kalibrovan na hemacytometr. Vyhodou
téchto technik je jejich pfesnost a rychlost. Pro stanoveni koncentrace spermii je vhodnym
nastrojem spektrofotometr, ktery je kalibrovan na 550 nm (viz Obréazek 2). Roztok pouzivany
pro fedéni ejakulatu je 2,9% citrat sodny a 5 ml 10% formalinu na litr. Spektrofotometry vsak
nejsou presné s kontaminovanym spermatem a pouziti zakalenych fedidel (extendert) pied

odhadem koncentrace muze také zkreslit vysledek (Ax et al. 2000a). Méfeni koncentrace
spermii pomoci kolorimetru se nevyuziva u spermatu kozlt kvili barevnym odchylkam (Ax
et al. 2000a).

Obrazek 2: Spektrofotometr (zdroj: archiv autorky)

3.6.2 Progresivni motilita spermii

Motilita (pohyblivost) vzorku je vyjadfovana jako procento bun¢k, které jsou pohyblivé
vlastni silou. Progresivné pohybliva spermie je takova, ktera se pohybuje nebo postupuje
zjednoho bodu do druhého viceméné piimocCare. VétSina ejakulati vykazuje jiné typy
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pohyblivosti. Patfi mezi n€ jak krouzivy pohyb, tak pohyb zpisobeny abnormalitou biciku
a vibrani nebo kolébavy pohyb Casto spojeny se starnutim (Ax et al. 2000a). Arruda et al.
(2005) prohlasuji, ze subjektivni analyza pohybu spermii byla jednou z prvnich technik
pouzivanych pro hodnoceni spermatu a je stale nejpouzivanéjsi, predevsim v terénu.

Bearden et al. (2004) povazuji progresivni motilitu za nejdulezitéjsi individualni test
kvality, protoze plodnost vysoce koreluje s poctem pohyblivych spermii. Yaniz ve své studii
(2015) doSel kzavéru, ze berani s vysokou a nizkou plodnosti maji jasné rozdily
v morfometrickych a kinematickych subpopulacich spermii a Ze nejkonzistentnéjSimi ukazateli
plodnosti jsou celkova progresivni motilita a podil spermii s velkou a dlouhou hlavickou
ptitomnych v ejakulatu.

Varner et al. (1991) vysvétlyji, ze pro hodnoceni motility spermii se nejcastéji pouziva
svetelnd mikroskopicka analyza spermii pii zvétSeni 200-400%. Méfeni se provadi s Cerstvym
ejakulatem a nasledné po pridani extenderu. Hodnoceni syrového ejakulatu je ukazatelem
vykonnosti spermii ve vlastni tekutiné ptidatnych pohlavnich zlaz. Méfeni v této formé muze
byt znesnadnéno vysokou koncentraci spermii, coz komplikuje rozeznani jednotlivych znaka
pohyblivosti. K pfekonani tohoto omezeni by mélo byt sperma zfedéno v kvalitnim extenderu
na koncentraci 25x10° spermii/ml, konkrétné v pufru citratu sodném, dopliiuji Martins et al.
(2016). Kasimanickam et al. (2007) ve své studii fedili sperma beranti na koncentraci 50x10°
a 200x10° spermii/, pticemz lepsich vysledki (strukturalni, funkéni a pohybové parametry)
behem doby skladovani dosahovalo sperma fedéné do vyssi koncentrace.

Mezi parametry motility patfi: procento pohyblivych spermii (normalni hodnoty od 70 do
90 %), procento progresivné pohyblivych spermii, rychlost spermii (na zakladé stupnice od 0
do 4), dlouhovekost pohybu v Cerstvém ejakulatu (pii pokojové teplote 20-25 °C) a ve spermatu
po pouziti extenderu (pii pokojové teploté, nebo v chladu 4-6 °C). Pridani extenderu muze
mirné ovlivnit motilitu, obvykle zvySenim rychlosti spermii. Obecné se spermie ve ziedéném
spermatu pohybuji v dlouhém polokruhovém vzorci. Po pfidani extenderu mohou spermie
vykazovat krouzivé pohyby, které vétSinou po 5-10 minutach odezni. Pokud spermie plavou
v tésném kruhu, znamena to, ze mohly byt vystaveny chladovému Soku. Kmitavy pohyb je
spojovan se starnutim a vysychanim spermatickych bunek (Ax et al. 2000a).

Verstegen et al. (2002) vSak varuji pfed hlavnimi omezenimi této metody, kterymi jsou
subjektivita, nizka opakovatelnost a maly pocet analyzovanych bunék. Kromé téchto omezeni
mohou vysledky ovlivnit n€které vnéjsi faktory a efektivni hodnoceni vzorku je Casové narocné.
Vysoka subjektivita analyzy pfi pouziti hodnoceni optickou mikroskopii podnitila vyvoj
automatizovanych systému pro pocitacovou analyzu spermatu (CASA).

3.6.3 Hromadny virivy pohyb

Mezi metody hodnoceni motility, které se v praxi bézné€ pouzivaji, patii také hodnoceni
hromadného vifivého pohybu (mass motility). Tato technika hodnoti trojrozmérny kolektivni
vlnovy pohyb skupiny spermii v nefedéném, nativnim ejakulatu. Jedna se o rychlou, snadno
proveditelnou, levnou metodu hodnoceni pohyblivosti spermii, kterd predpovida jejich
oplozovaci schopnost, coz ji ¢ini velmi atraktivni pro vyuziti v praxi (David et al. 2008; David
et al. 2015). Ve studii David et al. (2015) byla kapka 5 ul Cerstvého ejakulatu nanesena
na predehiaté sklenéné sklicko (=37 °C) a okraj kapky byl pozorovan pii malém zvétSeni
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(objektiv 10x) na tepelné fizeném stolku mikroskopu s fazovym kontrastem. Pozorovani
na okrajich kapky umoziuje posoudit rychlé vinéni Cernych vin a vird na Sedém pozadi, které
se oznacuje jako hromadny vifivy pohyb spermii.

Intenzita pohybu vIn a vird na okraji vzorku se hodnoti podle stupnice od 0 (zadny pohyb)
do 5 (velmi rychly vifivy pohyb) na zaklad€ ptivodni metody popsané Evansem a Maxwellem
(1987). David et al. (2015) zjistili, ze s narastem skore pohyblivosti spermii u ejakulati berana
se ve vSech studovanych centrech umélé inseminace zvysila i mira bahnéni. Tyto vysledky
naznaCuji, ze hmotnostni pohyblivost spermii obecné ptredpovida oplozovaci schopnost
jednotlivych beranich ejakulatd. Navzdory tomu je ucinnost hodnoceni hromadné vifivého
pohybu pouzivaného pro zajisténi kvality spermatu v praxi omezena jeho subjektivitou
(Rodriguez-Martinez 2003). Existuje nékolik studii, které se zabyvaji vyvojem matematickych
modelt pro hodnoceni vifivych pohybt (Degond et al. 2014; Degond & Yu 2015). Dalsi vyvoj
téchto objektivnich metod a experimentalni aplikace ke stanoveni potencidlnich korelaci
s plodnosti je nezbytny, aby se zjistilo, zda tato metoda poskytuje vyhodu oproti tradicni
subjektivni analyze hromadného vifivého pohybu spermii (Van de Hoek et al. 2022).

3.7 Zpracovani ejakulitu

Leahy & De Graaf (2012) vysvétluji, ze proces zpracovani ejakulatu se sklada z fedéni,
chlazeni, zmrazovani, opétovného zahfivani a ptipadného tfidéni podle pohlavi. Nekteré
laboratore do procesu zahrnuji i myti spermii, kdy dojde k odstranéni semenné plazmy s cilem
zlepsit kvalitu rozmrazeného spermatu (Leahy & De Graaf 2012; Roof et al. 2012). Myti
spermii je v§ak Casove narocné a muze zpusobit jejich poSkozeni (Miro et al. 2009). Pii procesu
fedéni Cerstvého ejakulatu extenderem dochazi k souCasnému snizeni koncentrace semenné
plazmy (Hofner et al. 2020). In vitro manipulace se spermiemi vS§ak muze negativné ovlivnit
jejich oplozovaci schopnost tim, ze maze dojit ke zmén€ proteind na povrchu spermii a ke
snizeni mnozstvi semenné plazmy v prostiedi spermii (Leahy & De Graaf 2012). Predpoklada
se, ze Cast poskozeni béhem zpracovani ejakulatu muze byt zptisobena také nadmérmnym
fedénim, o kterém je znamo, ze vede k zastaveni motility spermii, metabolické aktivity
a fertilizaniho potencialu. Tento jev byl oznaCen jako ,efekt fedéni“ (Mann 1964) a lze jej
zvratit ptidanim semenné plazmy (Maxwell & Johnson 1999). Uginnost metody se vak lisi,
konstatuji Leahy & De Graaf (2012).

3.7.1 Redéni ejakulitu

Shipley et al. (2007) prohlasuji, ze pro lepsi manipulaci a méfeni je vyhodnéjsi ejakulat
nafedit. Mimo jiné fedéni poskytuje spermiim vhodné prostiedi pro uchovani béhem
manipulace a nasledného procesu inseminace. Motilita a koncentrace urcuji pomér fedéni
ejakulatu. Vzorek, ktery ma skore 5 v pohybu i koncentraci, mize byt fedén az v poméru 4 : 1
(tedidlo : ejakulat). Vétsina ejakulatt se fedi v poméru 2 : 1 ve prospéch fedidla. Ejakulat
s hodnotou 2 by se nemél fedit a mel by byt pouzit pouze v Cerstvém stavu. Lze pouzit pfirodni
nebo syntetické fedidlo. Kravské mléko je nejCastéji pouzivanym piirodnim fedidlem. Bézné
pouzivanymi syntetickymi redidly je fruktoza, kyselina citronova,
tris(hydroxymethyl)aminomethan, vajeény Zloutek a destilovana voda. Redidlo i ejakulat
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by mély mit pfi fedéni stejnou teplotu (30 °C). Pfidani fedidla do spermatu snizuje Sok pro
spermie. Nikdy by se nemélo pridavat sperma do fedidla. Smés by méla byt nasledné¢ mirné
promichana a mélo by dojit k vyhodnoceni spermatu, aby se potvrdila zivotaschopnost spermii
(Ax et al. 2000a).

Ejakulat kozla je méné koncentrované oproti beranimu, pomér fedéni je proto nizsi. Kdyz
se pro fedéni pouzije vajecny Zloutek, pfidané mnozstvi u ejakulatu kozll je vyrazné€ nizsi nez
v piipadé fedéni beraniho spermatu (14 ml vs 2,5 ml). Semenna plazma kozlt se odstredi
centrifugaci spermatu. Tato metoda vyzaduje stanoveni koncentrace spermii v odstfedéném
vzorku pfed zfedénim (Ax et al. 2000a).

3.7.2 Mrazeni spermatu

Existuje mnoho protokolti pro zmrazeni spermatu malych prezvykavci. Byly popsany
jednostupniové a dvoustupriové metody, ale vzhledem k jednoduchosti se nejCastéji pouziva
metoda jednostupriova. Sperma se ziedi kryoprotektantem na konecny stupen predmrazeni pfi
30 °C. Poté se pejety (slamky) nalozi do vodni 1azné a pomalu zchladi na 5 °C umisténim
do chladnicky po dobu 1,5 az 2 hodin. Chlazeni je obdobim adaptace spermii na snizeny
metabolismus (Salamon & Maxwell 2000). V zavislosti na laboratofi nebo fedidle se sperma
poté bud’ zmrazi nad dusikovymi parami (4 cm pro 0,25 ml slamky nebo 6 cm pro 0,5 ml
slamky) na zchlazeném (5 °C) stojanu, nebo se ponecha v chladnicce jesté nékolik hodin, aby
doslo k equilibraci. Po 8 az 10 minutach v pare se sperma ponoii do kapalného dusiku (teplota
-195,8 °C) a odtud se ulozi do goblet, které se vlozi do kontejneru s kapalnym dusikem ke
skladovani (Bearden et al. 2004), jak je znazornéno na Obrazku 3. Sperma lze také zmrazit
v peletaich pomoci bloku suchého ledu, do kterého byly pomoci kovové tyCe vyrazeny
prohlubné, do nichz se napipetuje nafedéné sperma o objemu 0,1-0,15 ml. Tato technika
nevyzaduje drahé nebo sofistikované vybaveni, ale oznaceni a identitu spermatu je obtizné&jsi
zachovat (Shipley et al. 2007).

Tradi¢n€ se za ekvilibraci povazuje celkova doba, po kterou zistavaji spermie pied
zmrazenim v kontaktu s glycerolem, béhem niz pronika do spermatické buniky a vytvari
vyvazenou intracelularni a extracelularni koncentraci. Ekvilibrace zahrnuje rovnovahu
koncentraci nejen glycerolu, ale 1 ostatnich osmoticky aktivnich slozek fedidla. Glycerol se
podili na nékterych nezadoucich jevech, ke kterym dochazi béhem ekvilibrace, jako jsou zmény
struktury a biochemické integrity spermii a urychleni akrozomové reakce. Ackoli je lze
ve svétle ostatnich priznivych kryogennich vlastnosti glycerolu prehlizet, je tieba také zminit,
Ze toto médium muze do jisté miry nepfiznive ovliviiovat plodnost (Salamon & Maxwell 2000).
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Obrazek 3: Ulozeni inseminacnich davek v kontejneru s tekutym dusikem pfi teploté -196 °C
(zdroj: archiv autorky)

3.7.2.1 Komplikace pFi mrazeni spermatu

Chelucci et al. (2015) upozoriuji na fakt, ze spermatické buiiky podléhaji biochemickym
a funkénim zménam v disledku dlouhodobého skladovani spermii, coz omezuje jejich
schopnost oplodnéni. Akrozom, jadro, mitochondrie, axonema a plazmaticka membrana jsou
také ovlivnény rychlymi teplotnimi zménami, jako je chladovy Sok, tvorba a rozpousténi
ledovych krystalkii béhem procesu zmrazovani a rozmrazovani (O’Connell et al. 2002; Nur et
al. 2010). Komplikaci mize byt také oxidacni stres, ke kterému jsou nachylné membrany
spermie z divodu vysokého obsahu polynenasycenych mastnych kyselin (Chelucci et al. 2015).
Tremellen (2008) vysvétluje, ze oxidacni stres nastdva, kdyz produkce potencialné
destruktivnich reaktivnich forem kysliku (ROS) piekroci pfirozenou antioxidacni obranu téla,
coz vede k poskozeni bunék. ROS, definované jako ionty kysliku, volné radikaly a peroxidy,
jsou generovany spermiemi a semennymi leukocyty ve spermatu a zptisobuji neplodnost dvéma
klicovymi mechanismy. Za prvé poskozuji membranu spermii, ¢imz snizuji jejich pohyblivost
a schopnost splynout s oocytem. Za druhé, ROS mohou ménit DNA spermii, coz vede k pfenosu
defektni otcovské DNA na plod. Aby se zabranilo intracelularni krystalizaci a oxidativnimu
stresu, sperma se b&zné fedi kryoprotektivnim extendrem.

Zmrazovani koziho spermatu je pon€kud narocné kvuli pfitomnosti sekret
bulbouretralnich zlaz (lipaz), které v interakci s vajenym zloutkem a mlékem vytvareji latky
toxické pro spermie. To vedlo k potieb& vyvinout alternativni metody zmrazovani, pfi nichz se
sperma bud’ odstfedi, aby se odstranila semenna plazma pfed zfedénim ve standardnich
extendrech (napt. 20% vajecny zloutek), nebo se pouziji nizké koncentrace vajecného zloutku
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(2 %), coz muze potencialn€ vést k nedostatecné ochrané membran spermii. Stejné tak sperma
beranti vyzaduje zmrazeni s extenderem obsahujicim snizené mnozstvi vajecného Zzloutku
(~8 %), aby spermie co nejlépe piezily. V posledni dobé byly vyvinuty komer¢ni extendery bez
slozek zivocisného plivodu (mléko nebo vajeCny zloutek) s cilem zvysit hygienickou
bezpeénost pii zpracovani spermatu (napf. BioXcell® od spoleénosti IMV, Francie;
AndroMed® od spole&nosti Minitube, Némecko). A¢koli byly tyto extendery piivodné vyvinuty
pro skot, ukazalo se, ze jsou velmi uzitecné i pro konzervaci spermatu malych prezvykavca,
aniz by bylo nutné sperma pred pfidanim extenderu odstfed’ ovat (Baldassarre 2016).

Faktem je, ze uspé$na kryokonzervace spermatu berani a kozlG je vSak stale
v nedohlednu, protoze znacné procento spermii nepiezije proces zmrazeni a rozmrazeni.
Spermie jsou béhem kryokonzervace =zniCeny v dusledku riznych koncentraci
kryoprotektivnich chemikalii a v pfipadé€, Ze sperma neni chlazeno optimalni rychlosti chlazeni.
Proto je pro uspés$né zmrazeni spermii beranti zasadni znat optimalni rychlost chlazeni s
protokoly zmrazovéani a rozmrazovani pro maximalni obnovu zivotaschopnych a funkénich
spermatickych bun€k (Saha et al. 2022). Definice optimalnich protokold kryokonzervace je
cilem studii i u kozlti (Anghel et al. 2010; Jiménez-Rabadan et al. 2013, Zanganeh et al. 2013)

3.7.3 Rozmrazovani spermatu

Salamon & Maxwell (2000) zdiraziuji, ze pfi postupu zmrazovani a rozmrazovani je
faze zahtivani pro preziti spermii stejn¢ dilezita jako faze chlazeni. Spermie, které prezily
zchlazeni na -196 °C, stale Celi vyzveé zahfivani a rozmrazovani, a musi tedy prekonat
dvojnasobek kritické teplotni zony (-15 °C az -60 °C). Na ptezitelnost spermii ma vliv jak
rychlost ochlazovani, tak rozmrazovani (Mazur 1985). U¢inek zavisi na tom, zda byla rychlost
ochlazovani dostatecné vysoka, aby vyvolala nitrobunécné zmrznuti, nebo dostate¢né nizka,
aby doslo k dehydrataci bunék. V prvnim pfipadé je nutné rychlé rozmrazeni, aby se zabranilo
rekrystalizaci pfipadného vnitrobunéného ledu pifitomného ve spermiich. Spermie
rozmrazované vySsi rychlosti mohou byt také kratsi dobu vystaveny pisobeni koncentrovaného
roztoku a kryoprotektiva (glycerolu) a obnoveni intracelularni a extracelularni rovnovahy je
rychlejsi nez pfi pomalém rozmrazovani.

Dle studie védeckého tymu Soderquist et al. (1997) vede pomalé rozmrazovani (35 °C po
dobu 12 s) k63 % motilit€ spermii po rozmrazeni a 52 % integrit¢ membrany. Rychlé
rozmrazovani (70 °C po dobu 5 s) vede k vySsi pohyblivosti spermii po rozmrazeni a k vyssi
integrit¢ membran (67 %, resp. 50 %). Neékolik studii naopak prokéazalo, ze delsi doba
rozmrazovani je vhodnéjsi nez doba krat§i (Almquist et al. 1982; Gaillard & Kupferschmied
1982). Pejeta se obvykle rozmrazuje ponotenim do vodni 1azné o teploté 37 °C na 12-30 sekund
(Foote 1999). Tuli et al. (1991) ve své studii varuji, ze pfi teplotach vyssich nez 37 °C se teplota
a Cas stavaji vyrazné nebezpecnéjSimi, protoze tyto vysoké teploty mohou pii nespravném
postupu rozmrazovani vést k masivnimu thynu spermii. Jednotlivé ejakulaty spermii berana
jsou vhodné pro konzervaci a inseminaci pouze tehdy, pokud je procento spermii pohybujicich
se vpred vyssi nez 40 % po rozmrazeni a 30 % po 5-6 hodinach inkubace (Evans & Maxwell
1987).

Obecné plati, ze po zmrazeni a rozmrazeni odumira zhruba 40-50 % populace spermii
(Watson 2000, Saha et al. 2022). Pfezitelnost muze byt snizena z 85,6 na 34,3 %
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u rozmrazenych spermii kozli. Zatimco sperma beranti po rozmrazeni mize obsahovat velky
podil pohyblivych bunék (40-60 %), pouze asi 20-30 % z nich je fyziologicky aktivnich
(Salamon & Maxwell 2000; Watson 2000; Medeiros et al. 2002).

3.8 Hodnoceni rozmrazeného spermatu

Bearden et al. (2004) vysvétluji, ze predchozi testy byly provadény za ucelem zjisténi,
zda je ejakulat dostate¢né kvalitni pro zpracovani. Dals§i hodnoceni nasleduje po rozmrazeni
spermatu. Mira prezitelnosti semene po zmrazovani a rozmrazovani ejakulatu riznych samcu
a ruznych odbéra od stejného samce se znacné lisi. K uspésné umélé inseminaci je zapotiebi
dostate¢cné mnozstvi pohyblivych spermii v inseminacni davce. Proto je pfesné hodnoceni
spermatu po zmrazeni a rozmrazeni zasadni pro uspésnost zabfezavani samic.

3.9 Objektivni hodnoceni pohyblivosti spermii

Bylo vyvinuto nékolik postupli pro objektivni hodnoceni pohyblivosti spermii (Holt
1995). Jedna se o Casosbé&rnou fotomikrografii, videomikrografii s pfehravanim po jednotlivych
snimcich, spektrofotometrii a pocitaovou analyzu. V referencnich laboratofich se jako
objektivni zptsob hodnoceni motility spermii pouziva systém pocitaCové analyzy spermatu
(Computer Assisted Semen Analysis — CASA).

3.9.1 CASA

PocitaCem fizena analyza spermii (Computer Assisted Semen Analysis — CASA) byla
poprvé popsana Dottem a Fosterem (1979). Systémy CASA se obvykle skladaji z mikroskopu
s fazovym kontrastem propojeného s pocitacem se specialnim softwarem pro ziskavani obrazu
a analyzu dat (Egeberg et al. 2013). Tato metoda poskytuje prostredky pro objektivni klasifikaci
dané populace spermii (viz Obrazek 4). Za pouziti digitalnich snimkt drahy kazdé spermatické
buriky umoziuje ptistroj CASA pomoci algoritmil zpracovani analyzovat pohybové vlastnosti
spermii a také nékteré proménné (napf. linearita), které siln¢ koreluji s plodnosti, jak udavaji
Verstegen et al. (2002). I kdyz jsou systémy CASA vynikajicimi vyzkumnymi nastroji, je
sporné, zda se budou v dohledné dobé& pouzivat v rutinnim zpracovani (Ax et al. 2000a).

Motilita je Siroce povazovana za jednu z nejdulezitéjSich charakteristik spojenych
s oplozovaci schopnosti spermii (Tsakmakidis 2010). Amann & Waberski (2014) ale
upozoriuji, ze CASA nedokaze presné predpoveédét plodnost, ktera bude ziskana se vzorkem
spermatu. Pokud jsou vSak soucasné systémy CASA peclivé validovany, poskytuji informace
dulezité pro zajisténi kvality spermatu planovaného pro uvedeni na trh a pro pochopeni
rozmanitosti reakci spermii na zmény mikroprostiedi ve vyzkumu.

Aplikace barviva (Hoechst 333420), které je adsorbovano DNA v hlavickach spermii,
a vyuziti ultrafialového stroboskopického svétla umoziuje systému CASA pocitat nepohyblivé
spermie a sledovat a analyzovat vzorce pohyblivosti motilnich spermii i v fedidle plnotu¢ného
mléka. Pohyblivost obarvenych spermii byla porovnana s pohyblivosti neobarvenych spermii
stejnych ejakulatt a nebyl zaznamenan zadny nepfiznivy vliv barveni (Ax et al. 2000a).

Arruda et al. (2011) zdaraziuji, ze hlavni vyzvou pii pouzivani systému CASA je
standardizace laboratorniho nastaveni, coz doklada vysoka variabilita vysledkti riznych
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vyzkumnych skupin. Jednim z piikladu této vyzvy je pouZiti predem definované koncentrace
spermii (25 az 50x10° spermii/ml) pro analyzu, zejména &erstvého ejakulatu, ktery je
koncentrovanéj§i nez zmrazené sperma. Mimo jiné mohou byt cizi ¢astice (s podobnou velikosti
jako hlavicka spermie) v nastavcich rozpoznany systémem jako spermie, coZz muze ovlivnit
vysledky. Mezi nékteré automatické analyzatory patii systém IDENT, ktery je zalozen na
barveni DNA spermii fluorescencnimi sondami (Hoechst 33342), coz snizuje chybovost pii
hodnoceni spermii a poskytuje spolehlive;si vysledky (Arruda et al. 2011).
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Obrazek 4: Hodnoceni pohyblivosti spermii pomoci CASA (zdroj: https://proiser.com/semen-
sperm-analysis/casa-systems-sperm-analyzers/isasv1-sperm-analyzer/)

3.9.2 Parametry

Popis pohyblivosti pomoci CASA zahrnuje: kiivocara rychlost (VCL), primérna drahova
rychlost (VAP), pfimocara rychlost (VSL), amplituda bo¢niho posunu hlavicky (ALH),
linearita (LIN), ktfizova frekvence rytmu (BCF), stfedni thlové posunuti (MAN), oblast
hlavicky sledované spermie, doba sledovani kazdé spermie (Ax et al. 2000a). Verstegen et al.
(2002) dopliyji, ze dal§im parametrem je piimocarost (STR), ktera je definovana jako primérna
hodnota poméru VSL/VAP v procentech a odhaduje blizkost drahy spermatické bunky
k pfimce, pficemz hodnota 100 % odpovida optiméalnimu stavu. Linearita (LIN) znaci
pramérnou hodnotu poméru VSL/VCL v procentech a odhaduje blizkost kiivocaré trajektorie
spermatické bunky k pfimce. Tyto parametry CASA byly modelovany a matematicky
zpresnény tak, aby co nejlépe popisovaly parametry pohybu kazdé spermie pii jejim pruchodu
mikroskopickym polem.

Meteni parametrit CASA je citlivé na variabilitu vzorku spermii, stejn€ jako na pouzity
systém, frekvenci pofizovani snimkd, druh, koncentraci spermii, teplotni analyzu, zkusSenosti
pozorovatele (Mortimer 2000) a pouzity hardware a software (Castellini et al. 2011). Frekvence
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(12, 25, 50, 100, 200 Hz) pofizovani obrazu je jednou z nejdilezitéjsich konfiguraci zafizeni,
stejné jako hloubka komory, ktera mize ovlivnit odhad koncentrace spermii, projevy motility
v disledku omezeni posunu nebo vést k interakcim mezi burikami a sténami komory (Verstegen
et al. 2002).

Studie Santolarieho et al. (2015) provadéna na beranech prokéazala vyznamny (P < 0,05)
vztah mezi zivotaschopnosti spermii a plodnosti ejakulatu. Plodnost se zvysila s kazdym
zvySenim zivotaschopnosti o jednotku (faktorem 1,01) a VCL (faktorem 1,02). Ve zmifiované
studii bylo také zjisténo, Ze integrita membran spermii a VCL maji prediktivni schopnost pro
polni plodnost, 1 kdyz omezenou, zatimco struktura populace spermii a staticka fragmentace
DNA s polni plodnosti nesouvisi. V souladu stémito vysledky je 1 studie
Vicente-Fiela et al. (2014), ve které bylo pozorovano, ze spermie beranti s vysokou plodnosti

Sanchez-Partida et al. (1999) hodnotili vztah mezi charakteristikami motility
rozmrazenych spermii analyzovanymi metodou CASA a plodnosti po umélé inseminaci
u bahnic a dospéli k zavéru, ze objektivni analyza motility spermii v podminkéch in vitro
inkubace pomaha nalézt parametry, které by mohly souviset s plodnosti. Smith et al. (1998)
uvedli vyznamnou korelaci parametra motility CASA a plodnosti v terénu. Robayo et al. (2008)
navic zkoumali vztah mezi vzorci motility CASA a migraci spermii berana v cervikalnim hlenu
ovce a uvedli, ze VCL a VAP jsou jediné kinematické parametry spermii, které pozitivné
koreluji se schopnosti spermii migrovat v cervikalnim hlenu ovce. Toto zji§téni by naznaCovalo,
ze specifické kinematické parametry proptijcujici spermiim schopnost kolonizovat a migrovat
epitelovym hlenem, mohou byt dilezitym determinantem pro proces oplozeni. CASA je
dobrym pfistrojem pro identifikaci kvalitnich ejakulatd i v ptipad€ kozli (Cox et al. 2006;
Dorado et al. 2010a, Dorado et al. 2010b).

3.9.3 Limity

I pes jiz zminénou vysokou piesnost, spolehlivost a rychlost dosazenou pomoci zatfizeni
CASA (Matos et al. 2008, Amann & Waberski 2014), je pozorovan nesoulad v poctu
narozenych zvitat, pokud je toto pocitacové hodnoceni provadéno samostatné. K tomu dochazi
z divodu, Ze pohyblivost spermii je pouze jednim ze zakladnich a nezbytnych predpokladi pro
uspesné dokonceni biologické funkce spermie a oplodnéni oocytu (Graham & Mocé 2005).
Amann & Waberski (2014) souhlasi, ze zatim neni jasné, které charakteristiky pohybu spermii,
stanovené systémem CASA, jsou schopny piedpovédét jejich fertilizacni schopnost.

Absence univerzalnich standardi nastaveni komplikuje porovnavani vysledkli mezi
raznymi laboratofemi, coz znamena, ze systém CASA je uziteCny pouze pro hodnoceni
kinetickych charakteristik v ramci laboratofe (Castellini et al. 2011). Amann & Waberski
(2014) upozoriuji, ze jakékoli méfeni pomoci CASA muze reflektovat pouze stav spermii
v daném okamziku, kdy jsou suspendovany v syntetickém médiu v omezeném prostoru.
Médium (nebo diivéjsi zpracovani spermatickych buné€k) muze ovlivnit vysledné hodnoty
jakéhokoli méfeného parametru a prostorova omezeni komory pro vzorky ovliviluji pohyb
spermii.
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3.9.4 Budoucnost

Mortimer et al. (2015) shrnuji, ze CASA ma obrovsky potencial jako vyzkumny néstroj
v reproduk¢ni toxikologii, v zivoci§né vyrobé a pro klinické analyzy u lidi. Neni pochyb o tom,
ze systémy CASA bude potieba v budoucnosti dikladné testovat a prizpusobit je rozdilnym
potfebam laboratofi pro klinickou andrologii u lidi, laboratofi pro chov domacich zvirat
a laboratofi pro testovani a vyzkum reprodukéni toxikologie. Kromé toho budou muset
zahrnovat také funkcni testy kvality spermatu, které pomohou pii kvantifikaci relativni
plodnosti, a ne pouze méfit popisné parametry spermatu jako takového.

Naléhavé zlepSeni technologie CASA se musi tykat morfologické analyzy spermii a také
zaclenéni testd funkce spermii do platforem. Budouci systémy CASA by mohly zajistit lepsi
klinicky vyznam analyzy spermatu tim, ze by integrovaly automatizovanou analyzu parametri
spermatu a hodnoceni funkcnosti spermii a mozna i zaclenéni molekularné biologickych
aspekti analyzy spermatu do databaze se specializovanymi statistickymi analytickymi
schopnostmi. Tento typ pfistupu by mohl byt pfijat také pro oblast chovu doméacich zvitat, aby
bylo mozné 1épe predpovidat relativni plodnost samct (Mortimer et al. 2015).

Wabersi et al. (2022) se ve své praci zamétuji na hodnoceni mobilniho piistroje CASA.
Pokrok v multifunkénich postupech chytrych technologii totiz vedl k vyvoji pfenosnych
systémii CASA ve spojeni s mobilnimi telefony nebo tablety (iSperm mCASA, ktera je
zobrazena na Obrazku 5). Je pozoruhodné, Ze tato zafizeni poskytuji téméf identické
kinematické veliCiny jako standardni systémy a zahrnuji také méfeni koncentrace spermii.
Mobilni systémy CASA jsou S§iroce prodavany pro ,domaci testovani“ pohyblivosti
a koncentrace spermii v lidskych vzorcich (Kobori et al. 2016; Agarwal et al., 2018, Cheon
et al., 2019). Pro pouziti u domacich zvifat jsou mobilni systémy urceny predevsim pro kontrolu
kvality spermatu na farmach pred §lechténim nebo tam, kde nejsou dostupné stolni systémy
CASA (Waberski et al. 2022).
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Obrazek 5: Ptistroj iSperm mCASA (zdroj: archiv autorky)
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3.10 Cytometrie

Laboratorni testy, které se pouzivaji k posouzeni kvality vzorku spermatu pred jeho
pouzitim k umélé inseminaci, tradiéné zahrnuji hodnoceni procenta pohyblivych spermii (bud’
subjektivné, nebo pomoci pocitace), procenta spermii s normalni morfologii a koncentrace
v jednotkové davce. Hlavnim cilem vSech analyz spermatu je piesné, objektivné, rychle a levné
predpovédét plodnost vzorku. Nicméné bézné pouzivané laboratorni testy asto témto kritériim
nevyhovuji a nemaji dobrou korelaci s oplozovaci schopnosti spermii (Gillan et al. 2005).

Spermie jsou komplexni buriky, které musi splfiovat mnoho atributti (motilita, neporuseny
akrozom, schopnost vazat se na zona pellucida a dalsi vlastnosti zajistujici fertilitu), aby byly
schopné oplodnit oocyt. Spermie mohou byt neplodné z riiznych divodl. Proto byla snaha
vyvinout efektivnéjsi laboratorni testy, které by dané parametry vzaly v uvahu a hodnotily vice
parametrd najednou. K tomuto ucelu byla vyvinuta analyza prutokovou cytometrii, ktera je
objektivni a vysoce opakovatelnou metodou (Graham 2001, Martins et al. 2016). Umoziiuje
také proteomickou analyzu na trovni jednotlivych bunék, coz je velice dulezita schopnost,
protoze ejakulat je heterogenni vzorek a pramérné hodnoty mohou zakryvat vyznamné
biologické informace (Ortega-Ferrusola et al. 2017a).

Vysledky studie Johnson et al. (1995) ukazuji, Ze nalezeni jediného testu k vyhodnoceni
fertilizacniho potencialu spermii je stale t€zko uchopitelné. Pouziti nékolika testti v kombinaci,
jako je motilita, akrozomalni integrita a fluorescencni hodnoceni integrity membrany, by vsak
pfidalo vyznamnou divéryhodnost k odhadu funkce spermii.

3.10.1 Prutokova cytometrie

Funk¢ni kapacitu spermii Ize hodnotit pomoci prutokové cytometrie (viz Obrazek 6),
kterd umoziiuje stanovit zivotaschopnost a integritu bunék, a to s presn€jSimi vysledky
a v krat§im Case ve srovnani s dfivéjsimi mikroskopickymi technikami (Graham 2001; Cordelli
et al. 2005; Gillan et al. 2005; Hossain et al. 2011). Prutokovy cytometr dokaze béhem nékolika
minut ziskat udaje o vSech subpopulacich ve vzorku, takze je idealni pro hodnoceni
heterogennich populaci, jako jsou spermie (Gillan et al. 2005). Analyza pomoci fluorescenc¢ni
cytometrie je objektivni, presna a vysoce opakovatelna (Ax. et al. 2000a; Martins et al. 2016).
Limitujicim faktorem pro jeji rutinni vyuzivani v komer¢nich labratofich je vSak cena zafizeni
a také pozadavek na zkuSenou obsluhu (Martins et al. 2016).

Tato metoda umoziiuje zmefit 50 000 bunek za méné nez 1 minutu a vyhodnotit vice
fluorescencnich barviv spojenych s jednotlivymi spermiemi (Graham 2001). Tato vlastnost ma
pro analyzu spermatu dals§i vyhodu, protoze jen malo parametrt jednotlivych spermii vykazuje
vyznamnou korelaci s plodnosti in vivo u spermatu v pfijatelném rozmezi normality (Larsson
& Rodriguez-Martinez 2000) a ¢im vice parametrd spermii lze testovat, tim pfesnéjsi je
predpoveéd’ plodnosti (Amman & Hammerstedt 1993).
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Obrazek 6: Priitokovy cytometr NovoCyte®™ 3000 (zdroj: archiv autorky)

3.10.1.1 Princip

Graham (2001) vysvétluje, ze pii analyzach pomoci prutokové cytometrie se spermie
obarvi fluorochromem a mnozstvi barviva, které kazda spermie pfijme, je méfeno pritokovym
cytometrem. Spermie ve vzorku jsou vstfiknuty do uzavieného kanalu, kterym protéka tekutina
(viz Obrazek 7). Jakmile tekutina obsahujici buriky opusti uzavieny kanal, rozpadne se na
jednotlivé kapky, z nichz kazda obsahuje jednu buiiku. Proud kapek prochazi paprskem laseru,
ktery zpusobi fluorescenci vSech fluorescencnich skvrn spojenych se spermiemi. Fotonasobice
spojené s filtry, které propousté]i pouze specifické vinové délky svétla, umoziuji urcit, zda dana
kapka obsahuje buriku ¢i nikoli. Pokud kapka buriku obsahuje, je mozné definovat, s jakymi
specifickymi skvrnami a v jakém mnozstvi je tato buika spojena. Protoze fluorescencni sondy,
které nejsou spojeny s burikami, nejsou detekovany pratokovym cytometrem, neni tieba barviva
ptred analyzou ze vzorku vymyvat. Gillan et al. (2005) konstatuji, ze analyza je objektivni, ma
vysokou uroveni opakovatelnosti a jeji vyhodou je také moznost pracovat s malymi vzorky.
Pratokova cytometrie ma také schopnost detekovat znaceni vice fluorochromy spojenymi s
jednotlivymi spermiemi, coz znamena, ze 1ze soucasné hodnotit vice nez jeden atribut spermii.
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Obrazek 7: Princip prutokové cytometrie (zdroj: https://www.creative-
bioarray.com/support/principle-of-the-flow-cytometry.htm)
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3.10.1.2 Parametry

Prutokova cytometrie byla vyvinuta pro soucasné hodnoceni Zivotaschopnosti spermii,
akrozomalni integrity, mitochondrialni funkce, stavu kapacitace, fluidity membran a stavu
DNA (Graham et al. 1990; Graham 2001; Gillan et al. 2005; Hossain et al. 2011). Neustale se
vyvijeji nova fluorescencni barviva a techniky, které maji potencialni vyuziti pro prutokoveé
cytometrické hodnoceni spermii (Gillan et al. 2005).

3.10.1.2.1 Zivotaschopnost spermii

Analyza zivotaschopnosti bunék je zaloZena na integrité plazmazické membrany spermii.
K fluorescen¢nimu barveni spermii za ucelem stanoveni zivotaschopnosti lze pfistupovat
dvéma zpusoby: fluorochromy pouzivané k oznaceni zivotaschopnych bunék a fluorochromy
pouzivané k oznaceni nezivotaschopnych bunék. Pouziti pritokového cytometru ke stanoveni
podilu zivotaschopnych kancich spermii bylo vyvinuto n€kolika laboratofemi v 80. letech 20.
stoleti. Resli et al. (1983) pouzili fluorescein diacetat (FDA), Garner et al. (1986) ve své studii
pouzili  6karboxyfluorescein  diacetat (CFDA) nebo byly pozd&i vyuzivany
okarboxymethylfluorescein diacetat (CMFDA) a kalcein acetomethylester (CAM) (Donoghue
et al. 1995), které byvaji stabilnéjsi nez puvodni FDA. Barviva FDA, CFDA, CMFDA a CAM
vstupuji do spermii pies membranu a v zivotaschopnych burikach jsou esterdzami preménény
na nepropustnou fluorescencni slou€eninu, ktera se uchovava v cytoplazmé (Gillan et al. 2005).

Nezivotaschopné buiiky mohou byt ureny pomoci membranové nepropustnych barviv
nukleovych kyselin, které pozitivné identifikuji mrtvé spermie penetraci do bunek
s poSkozenymi membranami. NeporuSena plazmaticka membrana zabrani t€émto produktim
proniknout do spermie a obarvit jadro. Bézné pouzivana barviva zahrnuji fenanthridiny. Jedna
se napiiklad 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. porovnévali plodnost kryokonzervovanych
spermii hiebct s fadou laboratornich hodnoceni kvality spermatu a zjistili, ze Zivotaschopnost,
hodnocena prutokovou cytometrii pomoci PI byla jedinym laboratornim testem, ktery
koreloval s plodnosti hiebct (r = 0,68). Vyznamny vztah mezi Zivotaschopnosti spermii
a plodnosti byl také pozorovan ve studiich Vicente-Fiely et al. (2014) a Santolarieho et al.
(2015), které byly provadény u berant.

Garner et al. (1994) konstatuji, ze v posledni dobé se staly popularnimi membranou
propustné DNA fluorochromy, jako je SYBR-14, které znaci zivotaschopné buiiky s funkénimi
iontovymi pumpami. Hodnoceni zivotaschopnosti spermii pomoci barveni nukleovymi
kyselinami je povazovano za méné variabilni nez barveni na bazi enzymi a DNA spermii je
povazovana za vhodnéjsi bunécny cil diky své barvici schopnosti a rovnomérnosti barveni
(Garner et al. 1996).

Fluorescen¢ni sondy, jako je H33258, které vyzaduji pritokovou cytometrickou analyzu
s laserem pracujicim v ultrafialovém svétle, se pouzivaji méné Casto, protoze tato funkce neni
standardni soucasti menSich analytickych pfistroja. Jednou z alternativ je vSak pouziti
fluorometru. Fluorometr je relativné levné pifenosné zafizeni, které umoziiuje rychlou analyzu
vzorku. Januskauskas et al. (2001) pouzili H33258 k detekci nezivotaschopnych by¢ich spermii
pomoci fluorometru a zjistili negativni korelact mezi procentem poSkozenych bunek a polni
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plodnosti (r =-0,57). Dalsi moznosti jsou fluorescencni nastavce pro zafizeni pro pocitac¢ovou
analyzu spermatu. Napfiklad fluorescencni funkce IDENT pfistroje Hamilton-Thorne IVOS
umoziuje barveni pomoci H33258, diky cemuz je mozné posoudit zivotaschopnost spermii
spolu s jejich pohyblivosti. Fluorochromy pouzivané k hodnoceni zivotaschopnosti spermii
obéma piistupy lze pouzit ve vzajemné kombinaci. Naptiklad pii pouziti CFDA spolu s PI l1ze
identifikovat tfi populace bunék: zivé, které jsou zbarveny zelené, mrtvé, které jsou Cervené,
a tieti populaci, ktera je obarvena obéma barvivy a predstavuje odumirajici spermie (Gillan et
al. 2005). Harrison & Vickers (1990) pouzili tuto kombinaci s fluorescencnim mikroskopem
a zjistili, ze je ucinnym indikatorem zivotaschopnosti Cerstvych, inkubovanych nebo chladem
Sokovanych spermii kance a berana.

V soucasnosti je jednou z nejbéznéji pouzivanych kombinaci barveni zivotaschopnosti
SYBR-14 a PI, komer¢né prodavané jako LIVE/DEAD Sperm Viability Kit. Oba fluorochromy
se zamétuji na stejnou bunécnou slozku, coz eliminuje nejednoznacnost, ktera mize nastat,
kdyz jsou cileny na samostatné slozky. Pti pouziti v kombinaci jadra zivych spermii fluoresku;i
zelené (SYBR-14) a degenerujici buriky, které ztratily integritu membrany, se barvi Cervené
(PI). Tato technika barveni byla pouZita u fady druhti, v€etné berana (Garner & Johnson 1995).
Barveni zivotaschopnosti Ize také pouzit v kombinaci s barvivy pro hodnoceni dal§ich slozek
funkce spermii pratokovou cytometrii (Gillan et al. 2005). Ve studiich Christensena (2002)
a Mocého & Grahama (2008) zivotaschopnost spermii vysoce korelovala s plodnosti.

3.10.1.2.2 Akrozomalni integrita

Integrita akrozomu se méfi pomoci lektint (Pisum sativum agglutinin — PSA nebo
Arachis hypogaea agglutinin — PNA) konjugovanych s fluorescenci. PSA je lektin z rostliny
hrachu, ktery se vaze na a-mandzu a a-galaktozu v akrozomalni matrix. Protoze PSA nemuze
proniknout neporusenou akrozomalni membranou, obarvi pouze poskozené spermie (Cross et
al. 1986). Kontakt barviv s akrozomalni matrix vyvolava zelenou fluorescenci (Graham et al.
1990; Graham 2001; Hossain et al. 2011). PNA je lektin z podzemnice olejné, ktery se vaze na
[-galaktozové Casti spojené s vng€jsi akrozomalni membranou fixovanych spermii, coz indikuje
buriky s neporusenych akrozomem (Mortimer et al. 1987). Predpokladd se, ze Arachis
hypogaea agglutinin vykazuje mén¢ nespecifické vazby na jiné oblasti spermatické burnky, coz
vede nékteré pracovniky k uptfednostiiovani tohoto aglutininu pfed PSA (Graham 2001).
Vysledky té€chto analyz umoziuji identifikovat skupiny bunék s poSkozenymi nebo
neporuSenymi plazmatickymi membranami a/nebo akrozomy, shrnuji Martins et al. (2016).
Dal§i metodou detekce akrozomalni integrity je LysoTracker™ Green DND-26, ktery je
specificky pro acidotropni organely, jako je akrozom (Gillan et al. 2005).

3.10.1.2.3 Mitochondrialni funkce

Spermie prezvykavci se vyznacuji vysokou schopnosti oxidativni respirace a nenarusena
mitochondrialni respirace je dulezita proto, aby spermie mohly Gspé€sné proniknout pies délozni
hrdlo a zachovaly si vysokou urover oplozovaci schopnosti. Poskozeni mitochondrii muze
vyznamné prispivat ke Spatné plodnosti pozorované po umélé inseminaci do délozniho hrdla
zmrazenym spermatem a muze vysvétlovat zlepSeni plodnosti, kdyz se délozni hrdlo obejde
a spermie se vlozi pfimo do délohy (Faigl et al. 2012).
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Pro hodnoceni mitochondrialni funkce spermii byly pouzity fluorochromy, Rhodamin
123 (R123) a MitoTracker™ (MITO). Tyto fluorochromy jsou transportovany do mitochondrii
béhem aktivniho dychani a jejich akumulace v mitochondriich zptsobuje zelenou fluorescenci.
Bylo zjisténo, ze mitochondrialni funkce dobfe koreluje mezi obéma pouzitymi metodami
(R123 a MITO) a také s hodnocenim zivotaschopnosti pomoci SYBR-14 a mikroskopickym
odhadem pohyblivosti (Gillan et al. 2005). Fluorochrom JC-1 je lipofilni kationtové
fluorescencni  karbokyaninové barvivo, které umoziuje odli§it buiky s vysokou
mitochondrialni funkci (oranzové zbarveni) od spermii se slabou mitochondrialni funkci
(zelené zbarveni), coz poskytuje presnéjsi odhad procenta spermii s vysokou mitochondrialni
funkci v populaci spermii (Graham et al. 1990; Gravance et al. 2001).

3.10.1.2.4 Stav kapacitace a fluidita membran spermii

Kapacitacni stav byl hodnocen pomoci zmén zprostredkovanych vapnikem za pouziti
fluorescencniho antibiotika chlortetracyklinu (CTC). Neutralni a nekomplexovany CTC
prochéazi bunéénou membranou spermii a vstupuje do intracelularnich prostor obsahujicich
volny vapnik (Tsien 1989). Po vstupu do intracelularnich prostor se CTC negativné nabiji
a vaze vapnik, ¢imz se stava vice fluorescen¢nim. Komplex CTC a vapniku se pfednostné vaze
na hydrofobni oblasti, jako je bunétna membrana, coz vede ke vzniku barevnych vzort
charakteristickych pro nekapacitované (F-), kapacitované (B-) a akrozomalné reagujici (AR)
spermie. Pozorovani vzoru barveni CTC se rutinn€ provadi pomoci fluorescen¢ni mikroskopie
(Saling & Storey 1979) a Maxwell a Johnson (1997) ho upravili pro pratokovy cytometr.

Gillan et al. (1997) pomoci fluorescen¢niho mikroskopu zjistili, Ze rozmrazené berani
spermie obsahuji vice bunék B-vzoru nez Cerstvé spermie a ze se Cerstvé a rozmrazené spermie
chovaji odlisné pii koinkubaci s monovrstvami epitelialnich bunék oviduktu (OECM), jak
prokazala studie Gillan et al. (2000). Rozmrazené spermie se okamzité¢ vazaly na OECM
a zacCaly se uvolniovat po dvouhodinové inkubaci. AvSak pouze mal4 ¢ast Cerstvych spermii se
navazala na OECM okamzite, pficemz jejich podil se zvySsil na maximum po 2 hodinéch a poté
se postupné uvolniovaly. Zménény stav membrany rozmrazenych spermii maze ovlivnit jejich
interakci se samic¢im reprodukénim traktem, a tim 1 plodnost.

Ke zkoumani fosfolipidovych zmén probihajicich v plazmatické membrané spermii l1ze
pouzit také inkorporacni techniky vyuzivajici znaCené fosfolipidové analogy a vazebné
proteiny. Napiiklad 6-(7-nitrobenz-2-oxa-1,3-diazol-4-yl)aminokaproyl (C6NBD)-fosfolipidy
jsou indikatory fosfolipidové asymetrie v plazmatické membrané spermie (Gadella et al. 1999).

3.10.1.2.5 Stav DNA

Prutokova cytometrie mize také detekovat abnormality ve struktufe chromatinu (DNA)
a monitorovat reakce béhem kapacitace spermii, coz poskytuje informace o dlouhovekosti
a vykonnosti buné€k (Cordelli et al. 2005; Hossain et al. 2011). Martins et al. (2016) dodavaji,
ze prutokovy cytometr je schopen rozpoznat spermie po kapacitaci, kdy dochazi k odtoku
cholesterolu z plazmatické membrany do semenné plazmy, coz vede ke zvySeni tekutosti
plazmatické membrany. Touto technikou lze také zjistit zvySeni intracelularniho volného
vapniku pottebného pro kapacitaci spermii.

Stav DNA spermii lze urCit pomoci metachromatickych vlastnosti akridinové oranze
(AO) v testu struktury chromatinu ve spermatu (SCSA®™) (Evenson et al. 1980). Normalni vyvoj
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spermii vede k chromatinové struktufe, ve které je DNA plné odolna vuci denaturaci. DNA
spermii s abnormalni strukturou chromatinu je vSak k denaturaci nachylna a rozsah této
abnormality je detekovan pomoci SCSA®. AO interkaluje dvouvlaknovou DNA (nativni)
fluoreskujici zelen€, zatimco jednovlaknova DNA (denaturovand) fluoreskuje Cervené. Pomeér
Cervené k celkové fluorescenci lze urcit pratokovou cytometrii za Gcelem ziskani indexu
normality/abnormality (Gillan et al. 2005). Gillan et al. (2005) dale dospéli k zavéru, ze tato
metoda ma potencial eliminovat neékteré samce s nizkou plodnosti a miize byt prediktivni pro
samce s vysokou plodnosti.

3.10.2 Zobrazovaci cytometrie

Zobrazovaci pratokova cytometrie (IFC) kombinuje fluorescenéni mikroskopii
a vysokokapacitni moznosti prutokové cytometrie, coz zjednoduSuje zpracovani dat pfi
zobrazovani jednotlivych bunék, avSak za cenu omezené prostorové informace (Gupta et al.
2019). Tato metoda vyfesila vyzvy spojené se zobrazovanim buné€k v prutoku zahrnujici
dosazeni dostatecné citlivosti fluorescence, vytvoreni snimkd s vysokym prostorovym
rozliSenim, kombinaci fluorescencniho zobrazovani s jinymi zpusoby zobrazovani, jako je
svetlé pole (prochazejici svétlo) nebo tmavé pole (rozptylené svétlo), a zobrazovani vSech
bunék v prutoku.

Systém kombinuje presnou metodu elektronického sledovani pohybujicich se bunék
s multispektralnim zobrazovacim systémem s vysokym rozliSenim, ktery umoziuje ziskat
nékolik snimka kazdé buriky v raznych rezimech zobrazovani. Dnesni komer¢ni provedeni
pofizuje soucasné Sest snimku kazdé bunky s fluorescencni citlivosti srovnatelnou s béznou
prutokovou cytometrii a kvalitou obrazu 40x az 60> mikroskopie (Basiji et al. 2007).

3.10.3 Limity

Navzdory vyhodam pratokové cytometrie, jako je rychlost a pfesnost vysledkd,
informace o populaci spermii v heterogennim vzorku a moznost pouziti malych objemu vzorkd,
je stale omezena kvuli vysoké cené zafizeni a potfebé zkusené obsluhy. Piestoze je k dispozici
kompaktni zafizeni pro snadnou piepravu, ma zafizeni omezeny pocet optickych filtrd,
upozoriuji Martins et al. (2016).

3.10.4 Budoucnost

Analyza spermatu je stale zalozena na svételné mikroskopii pro hodnoceni poctu spermii,
pohyblivosti, morfologie a integrit€¢ membran na zakladé testi vylucujicich barvivo. Mnoho
ptipadi sam¢i neplodnosti zastava nediagnostikovano. Nedavny vyvoj v biologii spermii
umoziuje nové zpusoby zkoumani a diagnostiky této idiopatické neplodnosti. Odhaluje se
proteom spermii a rozSifuji se také znalosti o funkcnosti spermii (Ortega-Ferrusola et al.
2017b).

Jsou popsany nedavné pokroky v cytometrii, které umoziuji vicenasobné analyzy v ramci
jedné buriky v kombinaci s vykonnymi statistickymi nastroji, jako rozsifujici se podoblast ve
spermatologii. Veétsi vyuzivani pokrocCilych prutokovych cytometri v andrologickych
laboratofich umozni rychly rozvoj multiparametrické, vicebarevné pratokové cytometrie, ktera
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roz$ifi klinické aplikace a vyzkumné moznosti proteomickych pfistupt zalozenych na
prutokové cytometrii, zejména v podoborech klinické andrologie a biotechnologie spermii
(Ortega-Ferrusola et al. 2017b). Kromé toho vyvoj vypocetni pratokové cytometrie (Levine et
al. 2015; Saeys et al. 2016) aplikované na analyzu spermii usnadni interpretaci dat a ziskavani
dalSich informaci z kazdé konkrétni analyzy. Tento pfistup byl nedavno aplikovan na studii
ejakulatu hiebct, kterou hodnotil védecky tym Ortega-Ferrusola et al. (2017a). Své uplatnéni
najde i v chovech dalSich hospodaiskych zvirat, kde testy pomoci pratokové cytometrie
zalozené nebo doplnéné proteomickymi testy do znacné miry zlepsi kvalitu davek, ¢imz se
vyrazné zvys$i ziskovost tohoto odvétvi (Ortega-Ferrusola et al. 2017b).

Implementace multiparametricka a vypocetni pritokové cytometrie kombinuje moznosti
detekce vice proteind se studiem funkcénosti proteini na urovni jedné buriky. To povede
k rychlému rozsiteni naSich znalosti o biologii spermii s vyuzitim v reprodukéni mediciné
a biotechnologiich, uzavira Ortega-Ferrusola et al. (2017b).

Roste potieba prenosnych, levnych a bezadrzbovych platforem priatokové cytometrie pro
diagnostiku a monitorovani kvality spermatu. Vyvoj mobilnich zafizeni, zejména fotoaparati
v mobilnich telefonech, umoznil vznik nékolika nakladové efektivnich a v terénu prenosnych
zobrazovacich technologii, v¢etné optofluidni mikroskopie bez objektivu a optofluidni
fluorescencni zobrazovaci cytometrie zalozené na mobilnich telefonech (Cui et al. 2008; Zhu
et al. 2011). Tato miniaturizovana a automatizovana platforma na bazi mikrofluidd,
tzv. ,laboratof na Cipu“ (lab-on-a-chip flow cytometry), poskytuje chvalyhodnou kvalitu
obrazu a v nékterych ptikladech dokonce trojrozmérné zobrazeni bunék (Bishara et al. 2012;
Lapsley et al. 2013; Wei et al. 2013). Tyto systémy jsou vSak nejvhodnéjsi pro relativné maly
objem vzorku (Han et al. 2016). Soucasnym ukolem vyzkumnika je snizeni nakladi a zvySeni
vykonu systému pratokové cytometrie (Lapsley et al. 2013).

3.11 Morfologie spermii

Morfologie spermii je vedle pohyblivosti jednou z charakteristik, které vysoce korelu;i
s plodnosti (Arruda et al. 2011). Kruger & Coetzee (1999) konstatuji, ze hodnoceni morfologie
spermii podle piisnych kritérii je jednoducha a nakladové efektivni metoda, ktera muze byt
pouzita jako kazdodenni pomucka pro lékafe a védce pfi pfijimani spravnych klinickych
rozhodnuti.

Kazdy ejakulat obsahuje urcité mnozstvi abnormalnich spermii. Pokud se takové spermie
vyskytuji v rozmezi 8-10 %, nemaji nepfiznivy vliv na plodnost. V pfipad€, ze mnozstvi
abnormalnich spermii presahuje 25 % celkového mnozstvi spermii v ejakulatu, 1ze ocekavat
zhorSeni fertility, vysvétluje Bearden (2004). Morfologické abnormality maji nejvétsi vztah
k plodnosti hospodaiskych zvifat. Procento abnormalnich spermii se u malych prezvykavca
meéni podle sezony. Vyssi poCet abnormalnich spermii je pozorovan na jafe, pficemz jejich
mnozstvi klesa s blizicim se obdobim rozmnozovani (Ax et al. 2000a).

Abnormalni spermie lze klasifikovat jako spermie obsahujici abnormalni hlavicky
(primarni abnormality), cytoplazmatické kapénky (sekundarni abnormality) a abnormalni
biciky (tercialni abnormality). Kategorie abnormalnich hlavicek zahrnuje asymetrické, zuzujici
se, hruskovité, obfi, mikro a dvojité hlavy. Mezi abnormalni biciky se fadi zvétSené, zlomené,
ohnuté, nitkovité, zkracené, s dvojitou stfedni casti, spolu se stoenymi, smyckovymi
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a dvojitymi biciky. Spermie s abnormalitami bi¢iku jsou vétSinou nepohyblivé nebo vykazuji
snizenou pohyblivost. Cytoplazmatické kapénky jsou tvofeny na krcku spermii béhem
spermiogeneze a obvykle se ztraceji béhem dozravani v nadvarleti. Pokud jsou takové spermie
pfitomny v ejakuléatu, jsou povazovany za nezralé a neschopné oplozeni (Ax et al. 2000a).
Abnormalni spermie je mozné Clenit také na zakladé jejich predpokladaného pavodu
(Milovanov 1940; Blom 1950). V tomto systému jsou vady, které se objevuji béhem
spermatogeneze, povazovany za primarni a vady, které se vyvinou po spermiogenezi, za
sekundarni (Chenoweth 2005).

Stres pusobi na nartist abnormalit spermii. Nejprve se projevi zvySenim poCtu spermii
s cytoplazmatickymi kapénkami, které jsou znamkou toho, ze proces zrani nebyl uspésné
dokoncen (Bearden et al. 2004). Dle Axe et al. (2000a) tepelny stres zpusobuje vysoky pocet
poskozenych spermii. Obdobi vysoké okolni teploty v kombinaci s vysokou vlhkosti muze
zpusobit sterilitu samce po dobu az Sesti tydnda.

De Paz et al. (2011) zdaraziuji, ze presnost hodnoceni morfologie spermii zavisi na
peclivé pripravé, fixaci a barveni spermii. Jednou z hlavnich technik hodnoceni morfologickych
vlastnosti spermii je analyza stéru spermatu na sklicku. Pro hodnoceni pod mikroskopem Ize
pouzit rizné metody barveni (rizovy bengal, giemsa, 3% eosin, Cervené kongo, eosin-nigrosin,
modifikovana Karrasova metoda) nebo metodu zvlhéené komory (Papa et al. 1988; CBRA
2013). Je mozné také pouzit Wrightovo a Williamsovo barveni. Obarvené preparaty se
zkoumaji pod mikroskopem za velkého zvétSeni (400%). Zkouma se nejméné 150 spermii,
pficemz abnormalni spermie se rozde€luji do 5 kategorii: bezbicikaté, abnormalni hlavicky,
abnormalni ocasky, abnormalni ttvary (formace) bi¢iku s proximalni cytoplazmou, abnormalni
utvary biciku s distalni kapénkou (Ax et al. 2000a).

Morfologie spermii mize byt vyhodnocena dvéma zpasoby. Prvnim z nich je stanoveni
relativniho podilu bunék v ramci predem definované morfologické kategorie a posouzeni vlivu
abnormalnich forem na oplozovaci schopnost vzorku spermatu (de Paz et al. 2011). Druhym
zpusobem je vypocet zakladnich morfologickych rozméri spermii (jedna se o hlavicku,
akrozom, stfedni Cast a dal§i Casti spermie) a definovanim zakladnich bunécnych biotypt
pomoci statistickych technik, které umoziu;ji analyzovat oplozovaci potencial spermii (Kruger
& Coetzee 1999).

Problém s riznymi parametry spermatu spociva v absenci jednotné prahové hodnoty v
literature, ktera by stanovovala fertility a subfertilitu. Byly vSak u¢inény pokusy o stanoveni
prahové hodnoty morfologie spermii. Studie Krugera et al. (1988) méla za cil korelovat
procento normalnich spermii vyhodnocenych riznymi pozorovateli s pocitacovou metodou
IVOS (analyzator morfologie spermii). Vysledky se vyznamné neliSily a bylo zjisténo, ze
pocita¢ poskytuje vynikajici opakovatelnost normalnich a abnormalnich bunék.
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3.12 Morfometrické vySetieni spermatu

3.12.1 CASMA

Nedostate€na objektivita pfi hodnoceni morfologie spermii byla podnétem k vyvoji
pocitacové analyzy morfometrie spermii (CASMA ¢i ASMA), ktera umoziuje objektivni
analyzu rozméru hlavicky spermie (Gravance et al. 1995). Méfeni maximalniho a minimalniho
pruméru hlavicky spermie, procenta akrozomu (plocha akrozomu délena plochou hlavicky)
a elipsového faktoru (minimalni prameér hlavicky déleny maximalnim) slouzi ke klasifikaci
bunék podle jejich tvaru na: normalni (pravidelny tvar hlavicky), zizené, kulaté, makro
a amorfni mikro (nepravidelna hlavicka), dodavaji Hirai et al. (2001) a Arruda et al. (2011).
Systémy CASMA maji potencial poskytovat objektivni, pfesna a precizni méfeni spermit,
avSak méteni ziskana ze stejného vzorku riznymi pfistroji se mohou vyrazné lisit (De Paz et al.
2011). Toto tvrzeni potvrzyji studie Hirai et al. (2001) a Arruda et al. (2011), které konstatuyji,
ze CASMA vykazuje velké rozdily ve vysledcich (11 az23 %). Mlze to byt zpusobeno nékolika
faktory, jako je priprava vzorku (fixace a barveni bunék pred hodnocenim), slozitost analyzy
ve srovnani s jinymi automatizovanymi metodami a omezeny pocet spermii hodnocenych
v jednom poli.

Studie na kozlech provadéna Hidalgem et al. (2007) ukazala, ze rozdily
v morfometrickych meéfenich spermii jsou pravdépodobné biomarkerem souvisejicim
s potencialem plodnosti a abnormalni strukturou chromatinu. Vztah mezi plodnosti
a morfometrii hlavicky u beranich spermii se li§i v zavislosti na metodice meéteni. Podle
Krugera a Coetzee (1999) se nejlepsich vysledka dosahuje pfi pouziti svételného mikroskopu
s digitalni kamerou a konvencni analyzy obrazu.

3.12.2 CASMA-F

Nedavno byla vyvinuta automaticka metoda hodnoceni morfometrie spermii CASMA-F,
ktera kombinuje fluorescencni mikroskopii a analyzu obrazu s otevienym softwarem (Yaniz
et al. 2012). Tato metoda omezuje faktory s potencialnim vlivem na morfometrické vysledky.
Fluorescenc¢ni barveni zlepSuje kontrast mezi spermii a pozadim ve srovnani s tradi¢nimi
metodami barveni a specificky oznacuje jadro spermie. Dobry kontrast mezi spermii a pozadim
umoziuje presnéjsi vybeér hranic spermatickych bunék a usnadfiuje automatizaci morfometrie
spermii. Specifické znaCeni jadra bunék je dulezité také proto, ze umoziuje snadn€jsi oddéleni
sousednich spermii a zvySeni koncentrace spermii s cilem zkratit ¢as potfebny k jejich
morfometrii. Pomoci CASMA-F lIze uspés$né barvit spermie raznych druht stejnou
fluorescencni sondou, coz umoziuje piimé srovnani mezi druhy (Vicente-Fiel et al. 2013a,
Vicente-Fiel et al. 2013b). Vicente-Fiel et al. (2014) pfi své studii naméfili u berant s vysokou
plodnosti vétsi plochu jader spermii, jejich obvod a délku (P < 0,05) stanovenou pomoci
CASMA-F. Spermie s velkou a dlouhou hlavickou byly pfitomny v ejakulatu berand s vyssi
plodnosti 1 v pfipadée studie Yanize et al (2015).
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3.13 Proteomika

Proteomika je véda zabyvajici se studiem proteinti v genomu. Je povazovana za klicovou
oblast rozvijejiciho se vyzkumu v postgenomické éfe (Brewis 1999; Aebersold & Mann 2003;
Tyers & Mann 2003). Vzhledem ke skuteCnosti, ze proteiny, konkrétné interakce proteind
s proteiny, jsou zodpovédné za bunécné funkce, je pro ziskani novych poznatkd o téchto
procesech rozhodujici, aby byla provedena komplexni a systematicka identifikace
a kvantifikace proteinti exprimovanych v burikach a tkanich. Na rozdil od genomu neni proteom
stalou vlastnosti organismu, ale muZze se lisit napiiklad v dasledku stavu onemocnéni, jak ve
své studii popisuji Banks et al. (2001). Pokroky v oblasti dvourozmérné elektroforézy pro
separaci proteini a zejména hmotnostni spektrometrie pro sekvenovani peptida, ktera
usnadrniuje identifikaci proteind, vedly k rychlému rozSifeni této oblasti v celém
biomedicinském vyzkumu (Blackstock & Weir 1999; Pandley & Mann 2000). Brewis & Wong
(1999) a Pixton et al. (2004) mini, ze spermie jsou vhodnym typem bunék pro proteomické
studie, protoze jsou transkripcné neaktivni. Diky této vlastnosti se u nich neuvazuje o syntéze
novych proteint, jak je tomu znamo u zralych bun€k. Vzhledem k neschopnosti spermii
syntetizovat proteiny de novo jsou hlavni funkce spermii, jako je motilita a kapacitace, piisné
regulovany, coz zahrnuje redoxné zavislou tyrozinfosforylaci proteini spermii (O'Flaherty
2015). Selhani téchto systému vSak vede k oxidacnimu stresu a bunécné smrti (Morielli
& O'Flaherty 2015).

Presny odhad plodnosti berant je nezbytny pro §lechtitelsky primysl za Gcelem snizeni
neplodnosti samcu souvisejici s problémy s pocetim. Z téchto faktorti spermii, které se nedaji
kompenzovat, je pravdépodobnéjsi, ze souvisi s fadou vnitinich determinant, véetné poskozeni
nebo abnormalit v DNA, stavu chromatinu (Rathke et al. 2014), protaminovych proteinovych
markert a molekul RNA, jako jsou malé nekodujici RNA (Dogan et al. 2015; Capra et al. 2017),
které souviseji s plodnosti samcti. U nekompenzovatelné plodnosti nejsou molekularni defekty
spermii zjistitelné béznymi metodami. Vysledky nedavnych studii naznacuji, ze existuji
zakladni faktory spojené se samci plodnosti, a to pomoci vysoce vykonného omického
vyzkumu, ktery objastiuje odli§né transkriptomické, metabolomické, genomické a proteomické
biomarkery (Menezes et al. 2019; Hitit et al. 2020; Menezes et al. 2020; Ozbek et al. 2021).

Vysledky studii zamétenych na kvantitativni proteomiku spermii naznacily, ze mnozstvi
proteinu souvisi s kvalitou spermii, plodnosti, kapacitaci a akrozomovou reakci (Netherton
et al. 2018; Panner Selvam et al. 2019). Proteomické profilovani spermii i semenné plazmy
poukazalo na vyznam proteinovych markera spojenych s fenotypy plodnosti a zmrazitelnosti
spermii (Dogan et al. 2015; Aslam et al. 2019; Gomes et al. 2020). Také ve studii Pini et al.
(2016) byly proteomy spermii, semenné plazmy a proteomické profily spermii berana (Zhu
et al. 2020) stanoveny jako souvisejici s markery plodnosti spermii.

Studie Hitit et al. (2021) se zabyvala existenci potencialnich proteinovych markert pro
hodnoceni kvality spermatu a odhad oplozovaci schopnosti spermii beranti. Proteiny hojnéji
identifikované u spermii berant s vyssi plodnosti (94,54+2,8 %) se pievazné podilely na motilité
(GO:0001539, GO:0005929, GO:0060294). Protein akrozomalni membrany SPACA3, ktery je
uvadén jako biomarker plodnosti byl nejvice regulovanym proteinem u berand s vySsi
plodnosti. U této stupiny beranti bylo také zjiSténo vySsi zastoupeni proteini HADHA
(hydroxyacyl-CoA  dehydrogenéaza/3-ketoacyl-CoA  thiolaza/enoyl-CoA  hydrataza,
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podjednotka A) a HADHB (hydroxyacyl-CoA dehydrogenéaza/3-ketoacyl-CoA thiolaza/enoyl-
CoA hydrataza, podjednotka B), které se podileji na produkci ATP (Asghari et al. 2017).
Zatimco mnozstvi proteinu HADHA bylo jiz dfive pozitivné spojovano s plodnosti kanci,
existuje také nazor, ze se jedna o biomarker plodnosti u berant, protoze malé mnozstvi tohoto
proteinu v kryokonzervovanych spermiich je spojeno s niz§i pohyblivosti spermii ve srovnani
s Cerstvymi vzorky (Peris-Frau et al. 2019).

Hitit et al. (2021) také zaznamenali vySsi zastoupeni enolazy 1 (ENOI1) ve spermatu
berani s vys$si plodnosti. Tento protein hraje dulezitou roli v metabolickém procesu
monokarboxylovych kyselin a je zapojen do drahy glykolyzy/glukoneogeneze (KEGG:00010).
Kromé ENOI1 se aldolaza A (ALDOA) a ENO4 podileji na degradaci mastnych kyselin,
a mohou tak byt dulezitymi proteiny ve spermiich pro regulaci tvorby energie, a tedy i plodnosti
berant. U skupiny berant s nizsi plodnosti (89.4 £ 7.2 %) se ve vétsi mife vyskytoval protein
mitochondrialniho pyruvatového pienaseCe 2 (MPC2), ktery souvisi s aktivaci procesu
pyruvatového metabolismu. Tato skuteCnost naznacuje, Ze i pyruvat by mohl byt dulezity pro
oplozovaci schopnost spermii berant.

Ve studii Zhu et al. (2020) bylo zkoumano slozeni proteinti spermii berant a kozld.
Proteiny identifikované ve spermiich malych prezvykavci se podileji predev§im na
metabolickych drahach pro tvorbu energie a snizovani oxida¢niho stresu. Konkrétné vyssi
mnozstvi proteinli spermii u berani souvisi s imunitni ochrannou a kapacitacni aktivitou,
zatimco proteiny, které inhibuji kapacitaci spermii, vykazuji vét§i mnozstvi u kozli. Ukazuje
se, ze pro dosazeni vysoké kvality zmrazenych spermii by se kryokonzervace spermii u kozla
méla lisit od kryokonzervace u beranti. Kromé toho by tyto rozdilné proteiny mohly byt cilem
vyzkumu pro zlepSeni umélé inseminace.

3.14 Transkriptomika spermii

Nova studie Donnellana et al. (2022) se zaméfila na hodnoceni exprese mRNA a miRNA
ve spermiich byka scilem vysvétlit variabilitu v jejich plodnosti. I kdyz centra umélé
inseminace provadéji dikladné laboratorni kontroly kvality spermatu, pifedevsim na zakladé
pohyblivosti a morfologickych parametri spermii po rozmrazeni, byci se mohou stale vyrazné
lisit ve své plodnosti v terénu. Mezi byky pouzivanymi komercné pro Al ktefi prosli rutinnimi
kontrolami kvality spermatu, mohou byt az 25% rozdily v mife poceti (Larson & Miller 2000).
Navzdory riznym vicerozmémym a statistickym pfistupim, které byly vyvinuty, zadny
jednotlivy test ani kombinace testli nedokaze spolehlivé a konzistentné predpovedét plodnost
v terénu. To je zfeymé z praci Sellema et al. (2015) i Bernecice et al. (2021), kteti dokazali
vysveétlit piiblizné 40 %, resp. 47 % variability plodnosti holstynskych bykt pomoci hodnoceni
parametrd zalozenych na prutokové cytometrii a CASA. Nedavna studie Narudy et al. (2020)
zvySila vysvétlenou variabilitu v polni plodnosti bykt na 59 % pfidanim méfeni intracelularnich
metaboliti a vybranych stopovych prvka (jako jsou aminokyseliny, Fe a Zn) ve spermiich
norskych Cervenych byku. To naznacuje, ze dalsi faktory, jako jsou specifické biochemické
a/nebo molekularni charakteristiky spermii, by mohly vysvétlit Cast zbyvajici variability a jejich
hodnoceni by mohlo zlepsit predpovéd plodnosti byka (Donnellan et al. 2022).

Byla provedena fada studii, které se snazily rozlustit tlohu mRNA v plodnosti byku
auvadély souvislosti s expresi urCitych mRNA s kvalitou spermatu a mirou zabieznuti
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plemenikd, jako jsou transkripty gentt CRISP2, CCT8 a PEBP1 (Arangasamy et al. 2011), AK1,
IBS, TIMP2 a PLCz1 (Kasimanickam et al. 2012), PRM1 (Ganguly et al. 2013), ADIPOQ,
ARIT 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 nedavné studii
vyuzivajici metodu RNA-seq Card a jeho kolegové identifikovali 3 227, respektive 5 366
transkriptt, které jsou ve spermiich rozdiln€ exprimovany mezi populacemi bykt s vysokou
a nizkou plodnosti (Card et al. 2017).

MiRNA funguji zejména pii potlaovani RNA a posttranskripéni regulaci genové
exprese. Podobné jako u mRNA byla identifikovana rozdilna exprese miRNA mezi byky, ktefi
se lisi z hlediska plodnosti, napfiklad 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 rozdilné exprimovanych miRNA mezi byky s vysokou a nizkou pohyblivosti spermii,
pficemz tyto miRNA cili na biologické drahy souvisejici s apoptézou. Nedavno Turri et al.
(2021) uvedli 13 diferencialné exprimovanych miRNA mezi byky s nizkou a vysokou
plodnosti, pficemz miR-423-3p byla vysoce exprimovana mezi byky s nizkou plodnosti, o niz
je znamo, Ze je spojena s t€zkou astenozoospermii u lidskych spermii. Ve stejné studii méla
miR-191 zvySenou expresi u bykd s vysokou plodnosti a jiz diive byla pozitivné spojena
s mirou oplozeni blastocyst (Xu et al. 2020).

Cilem studie Donnellana et al. (2022) bylo identifikovat rozdilné exprimované mRNA
a miRNA ve spermiich populace byka se spolehlivé odliSnou plodnosti. Mezi seznamem
nejvice exprimovanych mRNA bylo pét jiz popsano v predchozich publikacich: transkripty
geni PRM1, CHMP5, CCDC18, HMBG4 a KIF5C (Card et al. 2013; Card et al. 2017,
Selvaraju et al. 2017). Nejvice exprimované miRNA identifikované v této studii jsou podobné
tém, které popsali Sellem et al. (2020), pfiCemz nejvice exprimovanou miRNA je bta-miR-100
a 13 z 20 miRNA je spolecnych pro obé studie. Toto piekryti dvou studii vyuzivajicich zcela
nezavislé skupiny bykt dodava zjisténim na validité. Stejné jako v pfipadé mRNA-seq odhalila
analyza miRNA pouze 13 rozdiln€ exprimovanych miRNA. Nicméné nekolik z téchto miRNA
je v souvislosti s plodnosti obzvlasté dalezitych. Zejména bta-miR-155, méla zvySenou expresi
ve varlatech kufat s nizkou pohyblivosti spermii (Liu et al. 2018). Podobné i ve studii
Donnellana et al. (2022) byla tato miRNA u byku s vysokou plodnosti snizena. Na zakladé
hodnoceni mRNA a miRNA ze spermii stejnych jedinct v této studii je zduraznéna dulezita
ucast PRM1 a miRNA na plodnosti byku. Jejich zaclenéni jako biomarkerti do profylaktického
screeningu spermatu byka poskytne dalsi vhled do biologie nevysvétlitelnych rozdila v polni
plodnosti mezi byky vykazujicimi pfijatelné funkcni a morfologické charakteristiky spermii.
Hodnoceni spermii pomoci transkriptomiky muze byt vyuzito i v pfipadé malych prezvykavci,
jak potvrzuje studie Warra et al. (2023).
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4 Zavér

e Ovce a kozy se vyznamn¢ podileji na celosvétové produkci masa, mléka, viny a kize.
V neustale rostouci sveétové populaci hraji mali pfezvykavci vyznamnou roli
predev§im pro ekonomiky rozvojovych zemi, a to zeyjména téch, které maji drsné
klimatické podminky nebo neurodnou pudu. ZlepSeni umélé inseminace je proto
zadouci nejen u skotu, kde je uméla inseminace bézné€ vyuzivanou praktikou. U ovci
a koz muaze také vyznamné prispét k lepsi ekonomice a zajisténi dostatku potravin
nejen v rozvojovych zemich.

e Znalost oplozovaci schopnosti inseminac¢nich davek jiz v laboratofi by umoznila
vyuzivat k umélé inseminaci pouze kvalitni material, ktery by zajistil vysokou
uspesnost zabtezavani a zefektivnil cely proces. Za timto ti¢elem je provadéno mnoho
studii. Pfesné predikce fertilizacni schopnosti ID pomoci in vitro analyz vSak jesté
nebylo dosazeno. Vyzkumnici citovani v této praci se shoduji, ze hodnoceni vice
parametrd spermii najednou zvySuje presnost predikce fertilizacni schopnosti danych
vzorkl spermatu.

e Motilitu a zivotaschopnost spermii lze vSak povazovat za vlastnosti, které vysoce
koreluji s oplozenim. Vysledky zkoumanych studii naznacuji, ze dnes vyuzivané
piistroje CASA a pratokova cytometrie mohou k predpovédi vyznamné pomoci. Je
vSak zapotiebi dalSich studii, zdokonaleni dnes pouzivanych pfistroju
a zlepSeni jejich finan¢ni dostupnosti pro S$ir§i vyuziti. Mam v planu se touto
problematikou zabyvat i nadale v mé navazujici diplomové praci.
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