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Predikce fertiliza¢ni schopnosti inseminacnich diavek byki
pomoci CASA a jinych laboratornich in vitro analyz.

Souhrn

Hlavnim cilem bakalarské prace bylo zaméfit se na systém CASA a dalsi laboratorni in
vitro analyzy, zjistit, do jaké miry koreluji s predikci fertilizacni schopnosti a vyhodnotit, ktera

z nich ma v tomto ohledu nejvétsi potencial.

Nedilnou soucasti reprodukce v chovu skotu je uziti umélé inseminace. Aby byla uméla
inseminace efektivni, je tfeba produkce a uzivani kvalitnich inseminacnich davek, které jsou
schopné oplodnéni. K vyhodnoceni kvality se vyuzivaji in vitro analyzy, které jsou schopné
vyhodnotit vlastnosti spermii v inseminacni davce a na zakladé toho predikovat fertilizacni

schopnost.

Za nejvyznamngjsi analyzu je povazovan systém CASA, ktery se zaméfuje prevazné na
hodnoceni parametri spojenych s motilitou, nové€jsi systémy jsou vSak schopné vyhodnotit i
morfologii spermii. Vzhledem k tomu, ze motilita spolu s morfologii vykazuji vysokou korelaci
s fertilizacni schopnosti, jsou povazovany za nejvyznamnéjsi ukazatele kvality. Z toho davodu
je pravé CASA nejrozsitfenéjsi analyzou hodnotici kvalitu inseminacnich davek, jelikoz dokaze

vyhodnotit oba parametry.

Dal§im vyznamnym parametrem korelujicim s fertilizaéni schopnosti je integrita
akrozomu. Tu Ize vyhodnotit pomoci prutokové cytometrie, ktera je schopna vyhodnotit i dalsi
parametry jako je integrita plazmatické membrany, integrita DNA a mitochondrialni aktivita.
Diky své schopnosti vyhodnotit vice atributi najednou v kratkém casovém useku se tak

prutokova cytometrie dostava do popredi pii analyze kvality inseminacnich davek.

Soubéznym wuzitim téchto dvou analyz lze predikovat fertilizacni schopnost
inseminacnich davek. Dalsi in vitro analyzy pak lze uzit jako dopliikovou metodu k ovéfeni
ziskanych vysledki nebo v pripadé selhani fertilizace navzdory pfiznivym vysledkim

ziskanych systémem CASA a pritokovou cytometrii.

Klicova slova: inseminace, ID bykd, CASA, prezitelnost, fertilizaéni schopnost



Prediction of the fertilizing capacity of bull insemination
doses by means of CASA and other laboratory-based in
vitro assays

Summary

The main aim of the bachelor thesis was to focus on the CASA system and other
laboratory in vitro assays, to determine to what extent they correlate with the prediction of

fertilization capacity and to evaluate which of them has the greatest potential in this respect.

The use of artificial insemination is an integral component in cattle reproduction. To be
effective, artificial insemination requires the production and use of quality insemination doses
that are capable of fertilisation. In vitro analyses are used to evaluate the quality of the sperm

in the insemination doses and to predict fertilisation capacity.

The most important analysis is considered to be the CASA system, which focuses
mainly on the evaluation of parameters related to motility, but newer systems are also able to
evaluate sperm morphology. Since motility and morphology show a high correlation with
fertility, they are considered the most important quality indicators. For this reason, CASA is the
most widely used analysis to assess the quality of the insemination doses, as it can evaluate

both parameters.

Another important parameter correlated with fertilization capacity is the integrity of the
acrosome. This can be evaluated by flow cytometry, which is also capable of evaluating other
parameters such as plasma membrane integrity, DNA integrity and mitochondrial activity. Due
to its ability to evaluate multiple attributes at once in a short period of time, flow cytometry is

now at the forefront of insemination doses quality analysis.

By using these two analyses in parallel, the fertilizing ability of insemination doses can
be predicted. Other in vitro analyses can then be used as a complementary method to verify the
results obtained or when fertilization fails despite favourable results obtained by CASA and

flow cytometry.

Keywords: insemination, ID of bulls, CASA, survivability, fertilizing ability
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1 Uvod

Umeéla inseminace (UI) je v dnesni dob€ nezbytnou soucasti reprodukce v chovu skotu.
Poprvé byla uspésné aplikovana na pocatku 20. stoleti. Hlavnim cilem UI bylo zvySeni miry
genetického zisku v populacich hospodafskych zvifat a na zakladé toho zapocal jeji rozvoj
(Moore & Hasler 2017; Goshme et al. 2021). To zahrnovalo objev a vylepSovani fedidel
spermatu a pokrok v oblasti odbéru ejakulatu, jako napf. uziti fantoma nebo vynalez
elektroejakulatoru (Moore & Hasler 2017). Nejvyznamnéj§im objevem se vSak stala v roce
1949 kryokonzervace spermii glycerolem (Brinsko et al. 2011; Moore & Hasler 2017). Prvni
pokus kryokonzervace byl proveden Polgem et al. (1949) na spermatu dribeze. Dribezi sperma
bylo zmrazeno glycerolem pfi teploté -79 °C, coz je teplota pevného oxidu uhlicitého, a po
rozmrazeni se u spermii obnovila normalni motilita. Nasledné Polge & Rowson roku 1952

prokazaly stejny uspéch s by¢im spermatem (Moore & Hasler 2017).

V soucasné dobé je Ul ve velké mite roz§ifena po celém svété. A to zasluhou moznosti
nepfitomnosti bykd na farmach, s tim souvisejici zvySena bezpeCnost pracovnikli a snizeni
pfenosu onemocnéni mezi zvifaty, umoznéni mezinarodni distribuce ejakulatu, a predevsim
zvySeni potencialu plemennych bykid s pfesnym genetickym hodnocenim (Moore & Hasler
2017; Goshme et al. 2021). K rozsifeni distribuce na mezinarodni trovni doslo hlavné diky

pokroku v odbéru ejakulatu a uchovéavani ID (Moore & Hasler 2017).

V soucasnosti je cilem Ul produkce kvalitnich ID s dobrym genetickym materidlem, které
budou dosahovat vysoké miry plodnosti (Goshme et al. 2021). Za timto G¢elem byly vynalezeny
metody vySetfeni jak Cerstvé odebraného ejakulatu, tak rozmrazenych ID, které byly
kryokonzervovany (Kasimanickam et al. 2019). Snahou je vyhodnotit zivotaschopnost spermii
a predikovat jejich fertilizacni schopnosti. Momentalné existuji desitky testt a laboratornich
analyz, které jsou zpusobilé k vyhodnoceni dil¢ich ukazatela kvality a pomoci nichz lze
odhadnout jiz zminénou fertiliza¢ni schopnost (Bissonnette et al. 2009; DeJarnette et al. 2022).
Bezkonkuren¢ni vyhodou laboratornich in vitro analyz je jejich rychlost a nizkonakladovost

oproti in vivo (polnim) testim (DeJarnette et al. 2022; Kasimanickam et al. 2019).

Je nezbytné zaméfit se na uzivané in vitro analyzy, definovat jejich schopnosti a
vyhodnotit potencial v odhadu fertilizacni schopnosti (Amann & Waberski 2014). Toto bude

mym cilem v pfipadné navazujici diplomové praci.



2 (il prace

Cilem této prace je zaméfit se a podat prehled o laboratornich in vitro analyzach,
pouzivanych pfi vyhodnocovani kvality inseminacnich davek a nasledné predpovédét, které in
vitro analyzy nejpravdépodobnéji predikuji fertilizacni schopnost inseminacnich davek byka.
Spolu s tim nahlédneme do rozvoje umélé inseminace a zohlednime procesy, které mohou

ovlivnit kvalitu spermatu, jako je vyroba a kryokonzervace inseminacnich davek.



3 Literarni reSerse

3.1 Odbér ejakulatu

Pivodni pokusy odbéru spermatu probihaly za velkych ztrat spermii a s vysokym rizikem
pfenosu onemocnéni mezi zvifaty. Odbér probihal nésledovné: byk naskocil na kravu a
ejakuloval do pochvy, nasledné bylo sperma z pochvy odebrano za pomoci houby, sacku nebo
injek¢ni stiikacky (Moore & Hasler 2017). Dalsi alternativou odbéru spermatu byla ejakulace
byka po transrektalni masazi ampuli chamovodu a pfidatnych pohlavnich zlaz. Béhem tohoto
odbéru vSak dochézelo ke kontaminaci moci a také dochazelo k nizké koncentraci spermii
(Moore & Hasler 2017). Mezi vyznamny pokrok nélezi uziti umélé vaginy, ktera zajistuje
odbér cCistych vzorka spermatu bez kontaminace. Poprvé byla uméla vagina pouzita v roce 1914
spoleCnosti Amantea pii odbéru ejakulatu psa, nasledné v roce 1930 byla Ruskymi védci
upravena pro odbér ejakulatu bykd (Moore & Hasler 2017). Dale doslo k vynalezeni
elektroejakulatoru, ktery se vyuzival pfevazné u byku, ktefi nebyli vhodni pro odbér spermatu
na fantoma a do umélé vaginy. Z divodu zvySeni poptavky po UI doslo k maximalizaci
zaméfeni na metody odbéru ejakulatu. Prokazalo se, ze za pomoci pozitivnich podnéti ¢i
pouzitim fantoma pied ejakulaci doslo u bykt k vyvolani sexualniho vzruseni a tim doslo ke

zvySeni koncentrace a pohyblivosti spermii (Moore & Hasler 2017).
3.1.1 Makroskopické hodnoceni

Pred hodnoceni ejakulatu je tfeba zhodnotit aktualni stav samotného byka, a to
z hlediska zdravi, kondice a libida (Pipan et al. 2021). Makroskopicky se u ejakulatu hodnoti
barva, pH, pach, objem a konzistence. Barva ejakulatu byku je krémové bila az nazloutla, pH
se pohybuje na neutralni hodnoté 6-7, pach je specificky, objem je cca 7,50 ml a konzistence

by méla byt husta (Nagata et al. 2019; Susilowati et al. 2021).
3.1.2 Mikroskopické hodnoceni

Jedna se o subjektivni hodnoceni ejakulatu pomoci svételného mikroskopu. Po odbéru
se provadi za uCelem poskytnuti informaci o vhodnosti ejakulatu pro dalsi zpracovani,
reproduk¢ni schopnosti byka, udava potencionalni pocet davek a je také nedilnou soucasti pro
presné fedéni a nasledné baleni (Moore & Hasler 2017). Hodnoti se koncentrace spermii,

progresivni motilita, celkova motility s pozadovanym minimem 65 % a morfologie, u niz se
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vyzaduje min. 65 % morfologicky norméalnich spermii (Zoca et al. 2020; DeJarnette et al. 2022).

Koncentraci spermii 1ze také zméftit pomoci fotometru (Pipan et al. 2021).

Mikroskopické hodnoceni se provadi i u davek, které byly kryokonzervovany a nasledné
rozmrazeny. V tomto pfipadé se hodnoti pohyblivost a morfologie. Pohyblivost vzorkt
rozmrazenych ve vodni 1azni pfi teploté 37 °C se stanovuje bud’ ithned po rozmrazeni nebo 3 h
po rozmrazeni, po celou dobu jsou vSak vzorky inkubovany pfi stale teploté (DeJarnette et al.
2022). Taktéz samotné vySetfeni pod mikroskopem probiha za stalé teploty 37 °C (Zoca et al.
2020). Pohyblivost se hodnoti v nékolika zornych polich a nasledné jsou vysledky
z jednotlivych zornych poli zprimérovany a zaokrouhleny (DelJarnette et al. 2022), u
rozmrazenych spermii je pozadovana min. koncentrace 60 % (Zoca et al. 2020). Morfologické
hodnoceni se provadi po fixaci spermii 0,2 % formalinem a nasledné lze odhalit defekty
hlavicky klasifikovany jako primarni defekty, anebo defekty biciku klasifikovany jako
sekundarni defekty (Zoca et al. 2020; DeJarnette et al. 2022).
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3.2 Inseminacni diavky (ID)

Zasluhou vzniku ID mohlo dojit k rozvoji organizované UI (Moore & Hasler 2017).
Jejich primarnim ucelem je zachovani zivotaschopnosti spermii az do samotné inseminace
(Nagata et al. 2019). Zakladnim principem zachovani zivotaschopnosti spermii je zpomalit
nebo inhibovat jejich metabolickou aktivitu ochlazenim na nizké teploty (Brinsko et al. 2011).
Bylo zfejmé, ze jeden ejakulat obsahuje dostatené mnozstvi spermii pro tisice inseminaci,
kdezto s nezfedénym spermatem to bylo pouze 10-20 inseminaci (Moore & Hasler 2017). Na
pocatku bylo sperma fedéno médiem, které obsahovalo glukézu, fosfatovy pufr a siran sodny.
Nasledné doslo k prilomu pfi pouziti vajeéného zloutkového fosfatového pufru jako tedidla
spermatu (Brinsko et al. 2011). Pozdé&ji se zjistilo, ze vafené mléko Ize také pouzit jako médium
pro prodlouzeni zivotaschopnosti spermii se srovnatelnou plodnosti (Brinsko et al. 2011; Moore
& Hasler 2017). Rozdily mezi fedidly spermatu a médii byly ve schopnosti prodlouzit motilitu
a plodnost spermii (Brinsko et al. 2011; Moore & Hasler 2017). Casem doslo k nahradé
fosfatového pufru citratovym pufrem, ktery ma stejné konzervacni schopnosti, ale je navic
schopny rozptylit tukové globule z vajecného zloutku, coz zvysSuje jasnost spermatu a zlepSuji

se tak podminky pro mikroskopické vysetieni. (Moore & Hasler 2017).

V dnesni dobé je jak pro producenta i pro nakupujiciho zasadni kvalita ID (Amann &
DeJarnette 2012). Zakladnimi pozadavky je, aby vyrobena ID obsahovala dostate¢né mnozstvi
kvalitnich zivotaschopnych spermii, diky ¢emuz se maximalizuje pravdépodobnost nasledné
bfezosti u samic (DeJarnette et al. 2022). Dale je také pozadovano, aby jejich puvod byl od
geneticky kvalitnich jedincti za Gicelem zlepseni PH potomkt (Goshme et al. 2021). Od téchto

faktort se nasledné odviji i odpovidajici cena za ID (Amann & DeJarnette 2012).
3.2.1 VyrobaID

Pii vyrobé ID se provadi fedéni ejakulatu pomoci fedidel. Mezi nejbéznéji uzivané
fedidlo se fadi vajeCny zloutek spolu s fosfatovym pufrem (Moore & Hasler, 2017; DeJarnette
et al. 2022). Redidla spermatu obsahuji ochranné slozky, jenz spermiim umoziiuji peziti mimo
reprodukéni organy, a také maji schopnost prodlouzit motilitu i plodnost spermii, ¢imz se
odliSuji od zminénych medii. Diky témto vlastnostem jsou fedidla spermatu dnes hojné

uzivanym fedidlem (Moore & Hasler 2017; Brinsko et al. 2011).

Pokud se podrobné&ji zaméfime na fedidla spermatu, tak zéakladni slozkou jsou

lipoproteiny. Ty, které jsou obsazeny v mléce nebo v jiz zminéném vajeCném zloutku, maji
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schopnost ochranit spermie pred teplotnim Sokem stabilizaci bunéénych membran. Nelze
opomenout pfitomnost metabolizovatelného substratu, jako je glukoza, ktera je pro spermie
bohatym zdrojem energie (Brinsko et al. 2011). Uzivanim vajecného zloutku ¢i mléka je
prospesné z hlediska jeho bohatosti na ziviny, je s nim vSak spojené riziko v podobé vyskytu
riznych mikroorganismi a jejich nasledného rustu, coz ma prokazatelné vliv na plodnost. Je
tedy nezbytné pfidani ATB do fedidel, mezi nejuzivangjsi typy fadime penicilin a streptomycin
(Brinsko et al. 2011; Moore & Hasler 2017). Jejich uzitim, spolu se spravnymi hygienickymi
postupy a screeningem nemoci, lze pfispet k vymyceni chorob, a to zejména pohlavnich (Moore

& Hasler 2017).

Pokud hodlame ID zmrazit a nasledné rozmrazit, nesmime opomenout uziti
kryoprotektivniho ¢inidla, které ochrani spermie pied jejich poSkozenim a pted tvorbou
vnitinich ledovych krystald, jez ovliviyji strukturu spermii a nasledné zvysuji osmoticky tlak
(Moore & Hasler 2017). Jako kryoprotektivum se nej€astéji uziva glycerol, ktery po rozmrazeni
dokaze obnovit motilitu spermii na fyziologické hodnoty (Brinsko et al. 2011). Glycerol je
vhodnym kryoprotektivem hlavné diky své schopnosti vyrovnavat elektrolyty ve spermatu

(Brinsko et al. 2011; Moore & Hasler 2017).

Pred nafedénim ejakulatu je tfeba predehiat fedidlo na shodnou teplotu s ejakulatem,
cozje 37 °C, v idealnim pfipadé by k nafedéni mélo dojit béhem 2—5 min po ejakulaci (Brinsko
et al. 2011). Redéni provadime na zakladé nasledného uziti. Pokud hodlame ID uzZit okamZité,
fedime v poméru 1:1. Pti delSim skladovani pfed inseminaci, cca 2—4 h, je nutné fedéni s vétSim
pomérem fedidla. Tim maximalizujeme preziti spermii v in vitro podminkach, idealni pomér je
1:4 (. 1 dil spermatu na 4 dily fedidla) (Brinsko et al. 2011). Po zfedéni se provadi odstfedéni,
¢imz se z ejakulatu odstrani prebytek semenné plazmy, kterou 1ze uchovat pro ucely dalSich
analyz. Semenna plazma v ID by méla dosahovat max. 20 % (Brinsko et al. 2011). Natfedéné a
odstedéné sperma plnime do tzv. pejet, coz jsou rizné barevna bréka o objemu 0,25 ml (Vigolo
et al. 2022) skoncentraci 10 az 20 miliond spermii (Moore & Hasler 2017). Proces
automatizovaného plnéni probiha za teploty 4 °C. Kazda pejeta je oznacena kédem plemene,

identifikacnim cislem byka, datem odbéru a kodem inseminacni stanice (Vigolo et al. 2022).
3.2.2 Uchovani ID

Pfi uchovéavani ID je primarnim cilem zachovat maximalni pocet zivotaschopnych
spermii az do samotné inseminace (Nagata et al. 2019). Zakladnim principem, jak toho docilit,

je zpomaleni ¢i Uplné potlaceni metabolické aktivity ochlazenim na nizké teploty. NejcastéjSim

13



typem chlazeni je mrazeni, a to diky moznosti dlouhodobého uchovani ID (Richardson et al.
2017). V puvodnich pokusech mrazeni spermatu spolu s fedidlem a kryoprotektivem, viz. vyse,
se uzivalo pevného oxidu uhli¢itého (CO2) a alkoholu. Mrazeni probihalo pouze do teplot -79
°C, ale z duvodu jeho tézkopadnosti dochazelo k tvorbé krystalti a tim i k poSkozeni spermii
(Moore & Hasler 2017). Co se tyCe prvnich pokust uziti tekutého dusiku, jenz se primarné
uziva ke kryokonzervaci v dnesni dobé, tak k jeho vyvoji doslo az po nahradé sklenénych
vakuovych nadob za izolované kontejnery (Moore & Hasler 2017). Pfinosem tekutého dusiku

vvvvv

nizkonakladové skladovani (Moore & Hasler 2017; Vigolo et al. 2022).

Jak jiz bylo zminéno v dnesni dobé se k dlouhodobému uchovavani ID davek uziva
tekutého dusiku (N2). Jiz po ziedéni ejakulatu dochazi k postupnému zchlazovani a v prabéhu
plnéni teplota dosahuje 4 °C. Po naplnéni pfemistime pejety do programovatelného mrazaku,
kde vybereme mrazici program. Mrazeni mame dvojiho typu, bud'to rychlé nebo pomalé. U
obou typl zmrazime pejety sinseminacni davkou na -140 °C a nasledné je ponofime do

tekutého N, jehoz teplota dosahuje -196 °C (Vigolo et al. 2022).

14



3.3 Poskozeni spermii v priubéhu kryokonzervace a rozmrazovani ID

V prabéhu zmrazovani a rozmrazovani muaze dojit k poskozeni funkce a plodnosti az u
50 % spermii (Moore & Hasler 2017; Nagata et al. 2019). Pro kryokonzervované byci sperma
je charakteristické vyznamné snizeni motility rozmrazenych spermii, to vsak 1ze kompenzovat
zvySenim poctu spermii v ID (Amann & DelJarnette 2012; Richardson et al. 2017, Goshme et
al. 2019), nebo tomu zabranit rozmrazenim pfi teploté 35 °C po dobu 45 s, coz je v dnesni dobé
Siroce praktikovano (Moore & Hasler 2017). Také bylo prokazano, ze pomalym ochlazovanim
po dobu nékolika hodin byla motilita spermii vyssi, a to pravdépodobné diky moznosti
pfizptsobit se nizkym teplotam. (Moore & Hasler 2017). Mezi dal§i mozné zmény zpisobené
kryokonzervaci se tadi poskozeni ¢i odstranéni povrchovych proteini, zmény lipidového
slozeni v plazmatické membrané nebo predCasna kapacitace (Richardson et al. 2017). Tyto
zmény vSak nelze nijak kompenzovat (Amann & DelJarnette 2012; Richardson et al. 2017).
Zivotaschopnost spermii je ohrozena prevazné v dobg, kdy se teploty okoli pohybuji v rozmezi
od -15 °C do -60 °C, proto je nutné uzivani fedidel, které spermiim poskytnou tepelnou ochranu

(Moore & Hasler 2017).

Kratce po rozmrazeni kryokonzervovaného spermatu se pii teplot¢ 37 °C provadi
posouzeni procenta progresivné pohyblivych spermii, pfipadné morfologie (DeJarnette et al.
2022). Pro vyhodnoceni zivotnosti spermii in vivo laboratofe uzivaji ,stress test“ neboli
zatézovy test (Amann & Delarnette 2012). Pfi tomto testu jsou spermie po rozmrazeni na dobu
1 az 4 h inkubovany pii teploté 37 °C. Po uplynuti doby je hodnocena motilita, 1ze vyhodnotit
i integritu akrozomu. Takto 1ze odhalit, zda v prubéhu kryokonzervace a rozmrazovani nedoslo

k poskozeni ¢i umrtveni spermii (Amann & DeJarnette 2012).
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3.4 Posouzeni kvality vyrobenych a kryokonzervovanych ID pomoci in vitro

analyz

Zoca et al. (2020) tekli, ze kryokonzervace mize zpusobit nenavratné poskozeni spermii, které
muze ovlivnit schopnost spermii oplodnit vajicko. Primarnim cilem posuzovani kvality
vyrobenych a kryokonzervovanych ID je tedy zjistit korelaci mezi kvalitou rozmrazeného
spermatu a fertilitou (DelJarnette et al. 2022). Na zakladé znalosti hodnot téchto dvou
proménnych Ize nasledné strategicky vyuzit k identifikaci a vyfazeni nevhodnych vzorka ¢i
plemenikd, u kterych se predpoklada spatna fertilita (Amann & Waberski 2014). V dnesni dobé
jiz existuje mnoho in vitro laboratornich analyz, diky kterym lze nasledné posoudit a vyhodnotit
kvalitu ID. Abychom ziskali smysluplné hodnoceni kvality spermatu, je tfeba uziti vice
laboratornich analyz (Zoca et al. 2020). DeJarnette et al. 2022 poukéazal mj. na vyznamnou
existenci korelace mezi jednotlivymi analyzami. VSechny analyzy, at' uz subjektivni ¢i
objektivni, zahrnuji lidskou slozku, jelikoz uzivani automatizovanych zafizeni v laboratofi je
spolehlivé az po validaci, specifickém nastaveni a pravidelné provadéné kalibraci (Amann &
DeJarnette 2012). Amann & DelJarnette (2012) také neopomenuli zminit lidsky faktor pfi
manipulaci se vzorky, fedéni, pfipravé k vySetfeni a nasledném vybéru hodnoceni. Toto
vSechno ma vliv na nasledné vysledky a nezavisle tak mize dojit k jejich zkresleni. Je tfeba vzit
na mysl i to, ze podminky, za kterych je sperma vySetfovano, neodpovidaji prostfedi, kterému

budou spermie vystaveny po Ul (Amann & Waberski 2014).
3.4.1 Computer-Assisted Sperm Analysis (CASA)

V prekladu ,pocitaCem podporovana analyza spermii“ je automatizovany systém
uzivany k vizualizaci a digitalizaci obrazii spermii, je urCen ke zpracovani a analyze dat a
poskytuje presné informace o kinematice jednotlivych spermatickych bunek (Sethi et al. 2021).
Mezi lety 1974 az 1975 byl zahajen vyvoj prvniho primitivniho systému a plné automatizované
systémy CASA se zacaly uzivat od roku 1992 (Amann & Waberski 2014). K pokroku pfispél
hlavné€ rozvoj zafizeni pro zachyceni obrazu z mikroskopu, narist vypocetniho vykonu
soucasn¢ se zmenSenim velikosti pocitacli s novymi pocitaCovymi jazyky a rozsifenim
softwarovych algoritmii. Zakladni pojmy pro identifikaci spermii a jejich pohybové vzorce jsou
vSak téméf nemeénné (Amann & Waberski 2014). Moderni systémy CASA mohou automaticky
zobrazit vice poli v mélké komoie vzorku pro zachyceni a analyzu vice nez 500 spermii

(Amann & Waberski 2014; Prete et al. 2022). Za 1 s Ize poftidit a uchovat informace az 60
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snimkt a poskytnout tak rychlou analyzu nejen pro kazdou spermii, ale i pro celou populaci
(Amann & Waberski 2014; Sethi et al. 2021). Nekolik systémi dokaze zaroveri s pohybem
vyhodnotit i morfologii a detekovat pfipadné abnormality (DeJarnette et al. 2022).

3.4.1.1 Systémové komponenty

Systém CASA je slozen znékolika komponent. Zéakladnimi komponentami jsou
mikroskop, videokamera a pocita¢ se softwarem (Sethi et al. 2021) viz obr. 1. Videokamera
snimé obraz z objektivu mikroskopu, ktery je oznacovan jako meziobraz (Amann & Waberski
2014; Sethi et al. 2021). PocCet rozeznanych bodu v objektu se zvySuje se zvétSenim a vyssi
¢iselnou clonou objektivu videokamery, zaroven ale dochazi k poklesu hloubce ostrosti, na
kterou méa dale vliv 1 vinova délka osvétleni a index lomu média obsahujici spermie (Amann &
Waberski 2014). Tato nataveni se provadi prostfednictvim softwaru a neni tedy tfeba provadét
mechanické upravy, jez by mohly ovlivnit snimany obrazec (Sethi et al. 2021). Nasledné¢ je
obraz poslan do pocitace a ten jej pfevede na digitalni obraz a softwarem je pak analyzovana
pohyblivost a vyhodnocena morfologie (Sethi et al. 2021). V dnesni dob¢ existuji komercni, ale
1 volné dostupné softwary, které 1ze vyuzit jako takika stejné spolehlivou levnéjsi alternativu

(Prete et al. 2022).

{\
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Obr. 1 Systém CASA Amann & Waberski (2014)
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3.4.1.2 Princip funkce systému

Funkce vétSiny systémt CASA je zalozena na principu stanoveni centriodu u kazdé
spermie a jejich propojenim v po sobé jdoucich snimcich s naslednym vyhodnocenim
trajektorie pohybu (Amann & Waberski 2014; Sethi et al. 2021), viz obr. 3. Dalsi systémy
CASA jsou schopny generovat vlastnosti pixelti v obraze, jez zobrazuji spermie s asovymi
fluktuacemi signalu v po sobé jdoucich snimcich (Amann & Waberski 2014). Oba tyto typy se
zamétuji na pohyb jednotlivych spermii. Amann & Waberski (2014) ve své studii v§ak zminili
i existenci systémdu, jenz se zaméfuji na hromadny pohyb spermii. VSechny systémy jsou
schopny na zakladé nasbiranych dat rozdélit celkovou populaci spermii na subpopulace dle
pohybovych charakteristik, a to na obvykle rychlé, sttedné rychlé, pomalé a nehybné (Prete et
al. 2022). Realny vyhodnoceny obraz s trajektoriemi spermii lze vidét na obr. 2A.

Pti morfologické analyze se obvykle provadi vyhodnoceni na zakladé jednoho ¢i vice
snimku, ale nékteré systémy vyhodnocuji morfologicke statistiky ze vSech pofizenych snimkt

(Amann & Waberski 2014). Obrazec s vyhodnocenou morfologii spermii lze vidét na obr. 2B.

Obr. 2 Vyhodnoceni A: pohybu spermii, B: morfologie spermii pomoci CASA upraveno
dle Amann & Waberski (2014)
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3.4.1.3 Priprava vzorku

Pro analyzu se uzivaji vzorky z 2 ¢i 3 pejet od kazdého byka se stejnym datem odbér.
Pejety jsou rozmrazeny ve vodni lazni o teploté 37 °C po dobo nejméné 60 s a nasledné je jejich
obsah vyprazdnén do 2ml Eppendorfovy zkumavky (Zoca et al. 2020; DeJarnette et al. 2022).
Vysetitovani je obvykle provadéno po standardnim ziedéni spermatu v komplexnim roztoku
nebo v roztoku jednoduchych soli (Amann & Waberski 2014). Naredény vzorek je nasledné po
dobu 2 s homogenizovan (Zoca et al. 2020). Pro analyzu pohybu lze uzit podlozni sklicko ¢i
jednorazovou komoru, na niz se vzorek nanasi pomoci pipety. Uziti jednorazovych komor je
Castéjsi diky kontrolované hloubce, ¢imz nedochazi k pohybu spermii nahoru a dol mimo
hloubku ostrosti mikroskopu, je vSak tfeba spravné nastaveni systému. (Amann & Waberski
2014). Pro analyzu morfologie u nékterych systémt CASA je tfeba provést obarveni vzorku na

podloznim skli¢ku a nasledné suseni (Amann & Waberski 2014).

3.4.1.4 Mérené parametry

Mezi parametry pohybu, které je CASA schopna vyhodnotit, fadime celkovou motilitu
(TM, %), progresivni motilitu (PM, %), linearitu (LIN, %) a piimost (STR, %), tyto hodnoty
jsou vypocitany skrze parametry zjisténé na trajektorii spermie. Mezi parametry vyhodnocené
dle trajektorie se fadi kfivocara rychlost (VCL, mm/s), primérna rychlost drahy (VAP, mm/s),
pfimocara rychlost (VSL, mm/s), primérny bo¢ni posun hlavy (ALH, mm) a frekvence kfizeni
tepu (BCF, Hz) (Prete et al. 2022; Vigolo et al. 2022). Za zasadni parametry pii hodnoceni
kvality spermii se povazuje VAP, VSL a VCL (Prete et al. 2022) Jednotlivé parametry na

trajektorii spermie jsou znazornény na obr. 3.
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Obr. 3 Trajektorie spermie vyhodnocena systémem CASA upraveno podle Amann &
Waberski (2014)

Celkova motilita je vyhodnocena jako procento spermii, které vykazuji pramérnou
rychlost drahy >25 pum/s a pfimou rychlost >20 pum/s, progresivni motilita je vyhodnocena jako
procento spermii, které vykazuji primeérnou rychlost drahy >25 pm/s a pfimost je >75 %.
Ptimost je pocitana jako VSL/VAP*100 a linearita je pocitana jako VSL/VCL*100 (Vigolo et
al. 2022).

Prete et al. (2022) béhem své studie zjistil, ze s zivotaschopnosti spermii nejvice
koreluje TM (r = 0,848) a PM (r = 0,84), nejméné pak BCF (r = 0,335), STR (r = 0,24) a LIN
(r=0,099), zbyvajici parametry dosahovaly stfednich hodnot korelacnich koeficient. Dale pfi
jeho studii byla zjisténa korelace mezi mitochondrialnim membranovym potencialem a VCL,
kdy r = 0,848. Nasledn¢ konstatoval, ze parametry pohybu spermii spolu s morfologii a

integritou akrozomu maji vysokou prediktivni hodnotu ve fertilizacni schopnosti ID bykd.

Pfi morfologické analyze je CASA schopna vyhodnotit morfologii hlavicky,
akrozomalni stav, ohnuti ¢i svinuti stfedni ¢asti nebo biciku, po vystaveni fluorochromim lze
odhalit intaktnost plazmatické membrany a novéjsi systémy jsou schopny odhalit 1 pfitomnost

cytoplazmatické kapky. (Amann & Waberski 2014).
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3.4.1.5 Mass (Gross) motility

S analyzou spermatu pomoci systému CASA tUzce souvisi 1 vySetfeni mass motility,
jinak také gross motility (Nagata et al. 2019). Jedna se o subjektivni hodnoceni provadéné
techniky za pomoci svételného mikroskopu s vyhfivanym stolkem, kdy se hodnoti mnozstvi
vitivého, nebo také vinového pohybu, v nefedéném vzorku (Nagata et al. 2019; Goshme et al.
2021). Udava tzv. hmotnostni skore pohyblivosti (MMS) vyjadiené jako procento pohyblivych
bunék, které se odhaduje vizualnim méfenim. Pfi méfeni se povazuje 100 spermii ve vSech
zornych polich (Nagata et al. 2019). Pohyblivost 1ze klasifikovat 2 zptusoby. Pii vyzkumu
Nagata et al. (2019) hodnotil pohyblivost do 3 skupin zna¢enymi ,+*.  +++ je energicky
pohyb vypadajici jako vir, 1ze vidét nejvetsi pohyb vpred. ,++ je aktivni pohyb vpred a .+ je
slaby pohyb. Goshme et al. (2021) uzil 5 bodovou stupnici s procenty zalozenymi na intenzité

motility. Stupnice vypada nasledovné:

1. Velmi Spatna: malo aktivni se slabym pohybem (cca 10 % aktivnich spermiti)
Spatna: malo aktivni (2040 % aktivnich spermii)

Slus$na: pomaly pohyb (40-70 % aktivnich spermii)

Dobra: spermie vykazuji husty energeticky pohyb (75-90 % aktivnich spermii)

AR

Velmi dobra: husty, zakaleny a rychly pohyb (>90 % aktivnich spermii)

Goshme et al. (2021) pfi svém vyzkumu zjistil, Ze mass motility mize byt ovlivnéna
rozmrazovacimi metodami, kdy u kazdého rozmrazovaci postupu byla odliSna prameérna
procentudlni mass motilita. Goshme et al. (2021) tak na zaklad€ své studie doporucil uziti
rozmrazovani davek pfi teploté 37 °C po dobu 30 s. Nacez Nagata et al. (2019) svou studii
zjistil, ze spermie, které pred kryokonzervaci vykazovaly vysoky stupeil mass motility, mély
ptiznivé vysledky v polnich testech, tedy v poctu oplodnéni. Z téchto dvou studii vypliva, ze
selekci spermii dle mass motility a uzitim spravného rozmrazovaciho procesu lze dosdhnout

dobrych vysledkt oplodnéni.
3.4.2 Prutokova cytometrie

V komer¢nim prostfedi poskytuje rychlou a objektivni analyzu kvality spermatu
s reprodukovatelnym hodnocenim (DeJarnette et al. 2022; Rosa et al. 2023). Béhem nékolika
minut dokaze prutokovy cytometr ziskat data o vSech spermatickych burikach ve vzorku a

zaroven je schopen v kazdé burice otestovat vice atributd soucasné (Rosa et al. 2023).
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3.4.2.1 Princip funkce systému

Existuje n€kolik druhti pratokovych cytometrti, veétSinou se odliSuji vyrobcem,
uzivanym systémem ¢i lasery. Zde ovSem vznikd otazka, ze nékteré lasery nejsou schopny
kooperace s uritymi fluorescenénimi barvivy. (Zoca et al. 2020). Princip funkcnosti je vSak
stejny. Sklada se ze 4 zakladnich komponent, a to laseru, fluidniho systému, optického systému
a analyza¢niho software viz. obr. ¢. 4. Fluidnim systémem dochazi k nasavani suspenze bun¢k,
které jsou dale pohanény klaseru, kde jsou ozafeny laserovym paprskem a svétlem
vychazejicim z optického systému, to nazyvame jako detekcni bod. Spermie jsou pohanény tak,
aby detek¢nim bodem prochazela vzdy jen jedna spermaticka burika. V detek¢nim bodé dochazi
k rozptylu svétla a detekci fluorescence. Nasledné je intenzita fluorescence zaznamenana a

vyhodnocena analyza¢nim softwarem (Rosa et al. 2023).

Analyzac¢ni software —»
Fluidni systém

Opticky systém

Detektory
fluorescenci

Detek¢ni bod

Obr. 4 Princip pratokové cytometrie upraveno dle Rowley (2012)

3.4.2.2 Hodnocené parametry

Pratokovy cytometr je schopen vyhodnotit integritu a stabilitu plazmatické membrany
spermii, stav akrozomu, mitochondrialni aktivitu a integritu DNA (Rosa et al. 2023). Pii studii
Zoca et al. (2020) byl zjistén Siroky rozsah korelace mezi integritou plazmatické membrany a
fertilitou s korela¢nim koeficientem 0,05 — 0,56. DelJarnette et al. (2022) zjistil vysokou

korelaci mezi integritou DNA a zivotaschopnosti spermii, ale korelace s predikci fertilizacni
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schopnosti byla o poznani nizs§i. Mocé & Graham (2008) uvedli, ze zivotaschopnost spermii

stanovena pomoci prutokového cytometru vysoce koreluje s fertilizacni schopnosti byku.

3.4.2.3 Fluorescenéni barviva

Existuji desitky az stovky fluorescencnich barviv, kdy kazdé barvivo se uziva
k vyhodnoceni jiného parametru a ma své excitani a emisni optimum, pfi kterém je schopné
fluorescence. Mezi ty nejznaméjsi a nejvyuzivané]si se fadi barviva Hoechst 33342, propidium
jodid (PI), PNA-lectin (peanut agglutinin), MTR DR (MitoTracker Deep Red) a akridinova
oranz (AO) (Zoca et al. 2020). Hoechst 33342 s excitatnim optimem 405 nm a emisnim
optimem 450/50 nm se prednostné vaze v oblasti dvojité Sroubovice a lze tak detekovat
pfitomnost spermatickych bun€k na arovni DNA, obsazené bunécné zbytky neobsahuji DNA,
a tim padem nejsou obarveny (Zoca et al. 2020; Rosa et al. 2023). PI s excita¢nim optimem 488
nm a emisnim optimem 695/40 nm detekuje poSkozeni plazmatické membrany (Zoca et al.
2020; Delarnette et al. 2022; Rosa et al. 2023). PNA-lectin s excitanim optimem 635 nm a
emisnim optimem v rozmezi 655-730 nm je schopen odhalit poskozeni akrozomu (Zoca et al.
2020). MTR DR s excita¢nim optimem 641 nm a emisnim optimem 662 nm vyhodnocuje
mitochondrialni aktivitu (Zoca et al. 2020; Rosa et al. 2023). Akridinova oranz hodnoti integritu
DNA spermie (DeJarnette et al. 2022) a je schopna ¢ervené a zelené fluorescence (Zoca et al.
2020). Excita¢ni optimum AO je 488 nm, emisni optimum pro ¢ervenou fluorescenci je 630/50
nm a pro zelenou fluorescenci 513/30 nm (Zoca et al. 2020). Nelze opomenout skutecnost
citlivosti barviv na svétlo, je tedy tfeba uchovavat je v prostredi bez pristupu svétla (Rosa et al.

2023).

3.4.2.4 Priprava vzorku

Pro pratokovou cytometrii se vzorek pfipravuje obdobné jako pii vySetieni systémem
CASA, jelikoz tato dvé vysetieni vétSinou probihaji soucasn€. Vzorek se ziskava z 2 ¢i 3 pejet
od jednoho byka s odbérem provedenym ve stejny den. Pejety jsou rozmrazeny ve vodni 1azni
o teploté 37 °C po dobu min. 60 s. Nasledné se odstfihne konec pejety a obsah se vylije do 2ml
Eppendorfovy zkumavky (Zoca et al. 2020, DeJarnette et al. 2022). Pti cytometrickém vySetfeni
se nasledné provadi fedéni fluorescen¢nimi barvivy. Pomér fedéni je dan uzivanym typem
cytometru. U kazdého cytometru je zakladem naredéni vzorku tak, aby byl software schopen
vyhodnotit kazdou buiiku samostatné. Redéni se provadi ve specialnich 96jamkovych

destickach s kulatym dnem (Zoca et al. 2020; Rosa et al. 2023). Po nafedéni je vzorek
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inkubovan za nepfitomnosti svétla pri teploté 37 °C (Rosa et al. 2023) nebo 35 °C (DeJarnette
et al. 2022) po dobu 15 min (DeJarnette et al. 2022; Rosa et al. 2023).

3.4.3 Zobrazovaci prutokova cytometrie

Jedna se o propojeni vyhod fluorescencni mikroskopie s prutokovou cytometrii. Oproti
prutokové cytometrii je zobrazovaci pratokova cytometrie schopna vyhodnotit spermatické
bunky vice dopodrobna (Rosa et al. 2023). Systém kombinuje elektronické sledovani bunek
s multispektralnim zobrazovacim systémem s vysokym rozliSenim, ktery umoziiuje ziskat
nékolik snimkd kazdé bunky v riznych zobrazovacich rezimech (Thongkham et al. 2021). Lze
tak identifikovat buriky nejen na zakladé¢ fluorescence, ale také dle velikosti, tvaru, textury a

nesoucich chromozomu (Thongkham et al. 2021).
3.4.4 Fluorescencni mikroskopie

Neékolik funk¢nich testt je zaloZeno na barveni spermii pomoci fluorochroma a nasledné
analyze bunék fluorescencni mikroskopii. Pti této analyze se uziva svételny mikroskop, jenz je
schopen vnimat fluorescen¢ni barviva. Pred mikroskopovanim je tfeba sledovany vzorek
obarvit. Na zaklad¢ uzitych barviv lze odhalit urcita poskozeni spermii. Ve skute¢nosti se v§ak
timto vySetfenim hodnoti pouze mala Cast spermii, ¢imz pak muze dojit ke zkreslenym
vysledkim. Mezi dalsi nevyhody lze zafadit i Casovou naroCnost a subjektivitu. Oproti
predeslym analyzam, které jsou schopny vyhodnotit vice parametrii najednou, fluorescencni

mikroskopii obvykle vyhodnotime pouze jednu spermatickou charakteristiku (Rosa et al. 2023).
3.4.5 Test funkce spermii

Jedna se o komplex testl, jez se vétSinou provadi az v piipadech s hrani¢nimi parametry
nebo s anamnézou selhani oplodnéni v minulosti. Formy testl jsou navrhovany a schvalovany
vyzkumniky a jsou schopné detekovat funkce urcitych ¢asti spermii a poskytuji tak prehled o

udalostech pti oplodnéni (Talwar & Hayatnagarkar 2015).

3.4.5.1 Hypoosmoticky bobtnajici test (HOS)

Pomoci tohoto testu se hodnoti vitalita spermii. Je zalozen na schopnosti zivych spermii
odolavat mirnému hypoosmotickému stresu, pii némz membrany bobtnaji a dosahuji
ustaleného stavu, kdy tekutina prochdzi do bun€k a je Cerpana neporusenou funkéni

membranou. Pokud jsou pfitomny mrtvé spermie, jejich membrana je porusena a tim padem se
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v hypotonickém médiu nezvétsuji (Stanger et al. 2010). Reagujici spermie vykazujici otok
hlavy a stoCeny bicik jsou oznaCeny jako HOS pozitivni (Pipan et al. 2021). Déle lze spermie
subjektivné vyhodnotit a klasifikovat stupnici A az G na zakladé mnozstvi otokd a stupné
zvlnéni biciku. Existuje korelace mezi reakci spermii na hypoosmoticky tlak a fragmentaci
DNA, kdy spermie hodnocené stupni D, E a F vykazuji niz$i fragmentaci DNA oproti spermiim
na stupnici A, B a C (Stanger et al. 2010).

3.4.5.2 Vitalita spermii barvenim

Jedna se o test hodnotici zivotaschopnost spermii. Hodnoceni se provadi pomoci
mikroskopu, princip testu je zalozen na obarveni spermii a odrazi se na podilu zivych spermii,
jejichz plazmatické membrany jsou schopné vyloucit extracelularni latky, jako jsou uzivana
barviva (Goshme et al. 2021). Lze si tak zkontrolovat i pfesnost hodnoceni pohyblivosti, jelikoz
procento zivych spermii by melo mirné pirekracovat celkové procento pohyblivych spermii
(Bjorndahl et al. 2003). Zivé spermie jsou ty, které zistaly neobarvené a mrtvé ty, které
vykazuji jakykoliv stupen rizové Ci Cervené barvy (Goshme et al. 2021). K barveni lze také
pouzit eosin-nigrosin, ktery mrtvé spermie obarvi na rizovou a nigrosin zbarvi pozadi do tmavé

barvy, coz nasledné usnadiiuje vyhodnoceni preparatu (Bjorndahl et al. 2003; Goshme 2021).

3.4.5.3 Reaktivni formy kysliku (ROS)

Spermie pro svilj metabolismus neustale vyzaduji kyslik. Reaktivni formy kysliku jsou
produkované Skodlivé metabolity, které potencionalné mohou mit patologické ucinky. ROS
modifikuji funkci bunék nebo je poskodi az do ohrozeni jejich preziti (Henkel et al. 2005).
V nizkych dévkach spermiim umoziuji kapacitaci, hyperaktivaci a akrozomalni reakci, ale
nadmérné mnozstvi vede ke ztraté motility, naruSeni integrity membrany a zvySenému
poskozeni DNA (Vigolo et al. 2022). Semenné plazma obsahuje proteiny, inhibitory ROS a
antioxidanty, jez spermie pied témito Skodlivymi metabolity chrani. Oxidac¢ni stres tedy vznika
az v piipad¢, kdy neexistuje rovnovaha mezi ROS a antioxidanty (Henkel et al. 2005; Vigolo
et al. 2022). Hladinu ROS v ejakulatu Ize odhadnout riznymi chemickymi metodami nebo testy
s pouzitim oxida¢nich indikatora (Vigolo et al. 2022). Henkel et al. (2005) zjistil negativni vliv
ROS produkovanych leukocyty obsazenych v ejakulatu na koncentraci spermii, pocet motilnich
spermii a poskozeni DNA, zatimco ROS produkované spermiemi negativné koreluji se
samotnou motilitou a také s poctem motilnich spermii. Pivod ROS ma tak vliv na misto

poskozeni a tim je nasledné ovlivnéna fertilizacni schopnost spermii (Henkel et al. 2005).
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3.4.5.4 Test indexu mitochondrialni aktivity

Mitochondrialni aktivita je nezbytnd pro mnoho funkci spermii. Mitochondrie
koncentrované ve stfedu spermii oxidativni fosforylaci produkuji ATP, znéhoz spermie
ziskavaji energii pro svou bicikovou aktivitu, ktera je potfebna pro prichod sami¢im pohlavnim
aparatem (Bulkeley et al. 2021). Mitochondrialni oxido-reduk¢ni enzymovy aparat se testuje
indikatory nitrotetrazoliové modfi, ktera produkuje modry nerozpustny pigment ve stredni ¢asti
a kolem ni. Obarveni stfedové casti se hodnoti jako dobra mitochondrialni aktivita a pfi
neobarveni jako §patnd mitochondrialni aktivita. Jedna se o jednoduchy a spolehlivy test, proto

jej 1ze doplnit do bézné analyzy spermatu (Mukhopadhyay et al. 2008).

Na zaklade studii provedenych Krzyosiakem et al. (1999) bylo predpokladalo, ze
mitochondrialni oxidacni fosforylace neni nezbytna pro motilitu spermii. Uvedli, ze motilita
byCich spermii, s poskytnutim glykolytického substratu, muze byt pohanéna vyhradné
anaerobnim metabolismem, tedy glykolyzou. Tuto skutecnost vyvraci Mukhopadhyay et al.
(2008), ktery zjistil vyznamnou korelaci mezi mitochondrialni aktivitou a motilitou spermii,
kdy dle predikéni rovnice byla zjisténa korelace 88,74 %. K tomuto faktu se ptiklani i Magdanz
et al. (2019), ktery ve své studii uvedl, ze spermie se zvySenou mitochondridlni aktivitou maji
vyS§si motilitu. Na zakladé téchto studii provedl Bulkeley et al. (2021) vyzkum, pifi némz zjistil
urcitou korelaci mezi mitochondrialni aktivitou a celkovou a progresivni motilitou spermii, ne
vSak takovou, jakou oCekaval na zaklade studie Magdanz et al. (2019). Bulkeley et al. (2021)
fekl, Ze nesrovnalosti lze pripsat Cetnym experimentalnim faktorim, véetné rozdila ve slozeni

média a zpracovani spermatu. Je tedy nezbytné provedeni dalSich budoucich studii.

3.4.5.5 Testy fragmentace DNA

Integrita samciho genomu hraje zasadni roli pfi zahdjeni zivotaschopného
embryonalniho vyvoje. K poskozeni DNA muze dojit z nékolika divodt, napf. jiz zminénou
zvySenou hladinou ROS (Palermo et al. 2014). Spravné sbalenda DNA je studovana
dekondenzaci in vitro, indukovanou kyselinou ethylendiamintetraoctovou (EDTA),
glutathionem, ktery je mj. pfitomen v oocytu, nebo dithiotreitolem (Tomlinson et al. 2001).
Spermie s poskozenou nebo Spatné sbalenou DNA pak nevykazuji plnou dekondenzaci. Je tfeba
vzit v potaz, ze ne vSechny zjisténé vady DNA maji vliv na vyvoj embrya (Palermo et al. 2014).

Pokud je v ejakulatu podil spermii vykazujici poSkozeni zanedbatelny, maze byt davka i tak
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dostatecné vhodna pro oplodnéni a normalni vyvoj bfezosti, protoze nikdy nevyjde 100%

negativni prediktivni hodnota (Tomlinson et al. 2001; Palermo et al. 2014).

3.4.5.6 Akrozomalni test

Jedna se o in vitro vazebny test, kdy se zjiStuje schopnost receptorti na akrozomalni
membrané vazat se na kyselinu hyaluronovou (Bastiaan et al. 2003). Provadi se vazbou na
kyselinu hyaluronovou imobilizovanou na plastovém nebo sklenéném povrchu (Huszar et al.
2003). Pritomnost a funkénost téchto receptord je dilezita pro navozeni specifického
kapacitniho vzorce motility a také pro vazbu z6n (Bastiaan et al. 2003). Dal§im typem testu je
zelatinovy test, ktery vyhodnocuje proteolytickou aktivitu akrozomalnich enzymt (Huszar et
al. 2003), které pomahaji spermiim proniknout do zony pellucidy (Bastian et al. 2003). Princip
testu je zalozen na zelatinovém filmu pokryvajicim podlozni sklicko, kdy po kontaktu
s proteolytickymi enzymy z akrozomu zpusobi jeho rozklad, to umozni prichod svétla a v okoli
hlavicky spermie vznikne ,,svatozai, kterou 1ze zkoumat pomoci mikroskopu (Huszar et al.
2003). Spermie s nepfitomnou ,svatozafi“ jsou vyhodnoceny jako negativni z hlediska
akrozomalniho stavu a funkce (Huszar et al. 2003). Mocé & Graham (2008) poukazali na silnou

korelaci mezi procentem pohyblivych spermii a procentem spermii s neporu§enym akrozomem.

3.4.5.7 Morfologie

Jedna se o klasifikacni systém, ktery hodnoti morfologii spermii na zakladé urcenych
standardu, kdy spermie nespliiujici dana kritéria jsou pak povazovany za abnormalni (Bastiaan
et al. 2003). Hodnoceni se provadi mikroskopovanim obarveného a vysuseného natéru na
podloznim skli¢ku (Zoca et al. 2020). Poté se provede vyhodnoceni poctu abnormalnich a
normalnich spermii a stanovi se jejich procentualni zastoupeni (Bastiaan et al. 2003). U byka

je pozadovano min. 65 % morfologicky normalnich spermii (Zoca et al. 2020; DeJarnette 2021).

Pfi hodnoceni morfologie spermii lze uzit tzv. index tetrazoospermie (TZI), jez je
dobrym prediktorem oplodnéni (Menkveld et al. 2001). Menkveld et al. (2001) to popsal jako
index vicenasobnych anomalii, kdy se pocita celkovy pocet spermii a nasledné se vede zaznam
o poctu normalnich a abnormalnich spermii. Déle se pozorovani zamé&fuje pouze na abnormalni
spermie a jsou sledovany pro max. 4 nejcastéj§i abnormality. Zjisténé samostatné abnormality
jsou nasledné vydéleny poctem vSech nalezenych abnormalnich spermii a tim se ziska TZI
(Menkveld et al. 2001). Studie prokazuji, ze vySsi procento abnormalnich spermii vykazuje

snizenou plodnost ID (Mocé & Graham 2008).
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3.4.5.8 Protilatky proti spermiim

Jedna se o pozorovani protilatek obsazenych v hlenu, jenz se nachazi v pohlavnim
aparatu samice. Protilatky lze detekovat riznymi testy, mezi ty nejpouzivanéj§i fadime
imunoperlickovou zkousku, smiSenou antiglobulinovou reakce nebo ELIS A test. Pomoci téchto
testd vSak nelze urcit, do jaké miry je protilatkami ovlivnéna fertilizacni schopnost spermii (Lu
& Zha 2000). Testy pro detekci protilatek proti spermiim jsou uzivany pievazné u lidské

populace, to vSak neznamena, Ze tyto testy nelze praktikovat i v chovu skotu.

3.4.6 Spermaticka proteomika

Zabyva se studiem proteomu spermii a semenné plazmy. Byci spermaticky proteom je
slozen ze stovek proteint, a i pies to, ze funkce vétsiny proteind je stale neznama, nelze vyloucit
jejich zapojeni do fertilizacni schopnosti (Kasimanickam et al. 2019). Viana et al. (2018) tekl,
ze proteiny semenné plazmy hraji zasadni roli v ochrané spermii, kapacitaci, akrozomalni
reakci, vazbé spermie na vajicko, oplodnéni a pocateCnim embryonalnim vyvoji. Jakakoliv
zména v Cetnosti specifickych proteini mize zpusobit zménu funkce spermii a snizit tak

schopnost oplodnéni (Kasimanickam et al. 2019).

Princip je zalozen na extrakci proteini spermii a nasledném stanoveni celkové
koncentrace proteinti pomoci Bradfordovy metody, ktera je zalozena na principu vazby protein-
barvivo (Kasimanickam et al. 2019). Thned po odbéru se provede centrifugace pro zisk proteina
ze semenné plazmy a nasledné se stanovi koncentrace rozpustného proteinu (Viana et al. 2018;
Kasimanickam et al. 2019). Ze ziskanych proteini spermii a semenné plazmy se vyrobi gely,
které jsou 3x po dobu 20 min promyty v roztoku obsahujicim kyselinu fosforecnou a ethanol,
nasledné se provede barveni geli vloZenim do roztoku s kyselinou fosforec¢nou, ethanolem a
siranem amonnym s pfidanymi 2 ml barviva na dobu 72 h (Kasimanickam et al. 2019). Gely
jsou nasledné skenovany a vyhodnoceny softwarem, jenz porovnava skvrny ve vzorcich
s vygenerovanym hlavnim gelem, ktery pfedstavuje nejlepsi vzor skvrn (Moura et al. 2006;
Kasimanickam et al. 2019). Mnozstvi proteinu je méfeno jako Casti na milion celkové optické
hustoty skvrn (Moura et al. 2013). Viana et al. (2018) a Kasimanickama et al. (2019) zjistili, ze
byci s vyssi relativni hladinou proteind obsazenych ve spermiich a semenné plazmé vykazovali
vys§i plodnost. Lze tedy konstatovat korelaci mezi hladinou proteint a fertiliza¢ni schopnosti.
Viana et al. (2018) pfi svém vyzkumu definovali 6 proteini vykazujicich nejvyssi korelaci
s plodnosti a pomoci normalizovanych cetnosti vSech 6 proteini tak vypocital korelaci

s hodnotou 0,83.
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3.4.7 Spermaticka transkriptomika

Zabyva se studiem transkriptomu spermii, coz je soubor molekul RNA vzniklych
transkripci DNA. Spermatogeneze zahrnuje transkripci tisict gent a diky nedavnému pokroku
v transkriptomice byl odhalen fakt, ze zralé spermie do oocytu dodavaji mimo otcovského
haploidniho genomu také rizné typy RNA jako napf. mRNA, tRNA, rRNA, piRNA a miRNA
(Donnellan et al. 2022). Bissonnette et al. (2009) mj. ve své studii prokazal také pfitomnost
nékterych transkriptd, jeZ jsou spojeny s motilitou spermii. Dale existuji dikazy naznacujici

podil mRNA na kapacitaci, oplodnéni a Casné embryogenezi (Donnellan et al. 2022).

Princip je zaloZen na extrakci transkripti RNA ze spermatickych bunék (Bissonnette et
al. 2009; Sellem et al. 2020; Donnellan et al. 2022). K tomu lze uzit rizné extrak¢ni protokoly
provadéné na zakladé doporuceni vyrobcu, kazdy protokol v§ak mize mit odlisny vytézek RNA
(Bissonette et al. 2009). Je tedy nezbytné dbat na spravny vybér extrakéniho protokolu. Po
extrakci se posoudi kvalita RNA metodou RT-PCR, ktera se mj. uziva k ovéfeni nepfitomnosti
kontaminantd v preparatu (Bissonette et al. 2009; Donnellan et al. 2022). Extrahovana RNA je
skenovana a vyhodnocena systémem na zakladé pfedchozich analyz standardniho ejakulatu
s dobrou spolehlivosti (Sellem et al. 2020). Studie Bissonette et al. (2009) se zabyvala
transkriptomem RNA jako potencionalnim multiparametrickym nastrojem pro predikci
plodnosti, pomoci néhoz identifikovat specifické markery pro rizné parametry spermatu, jako
napf. motilita. V nedavné studii Donnellan et al. (2022) odhalil, Ze ne vSechny transkripty maji
vliv na fertilizaéni schopnost bykt. Princip jejich studie byl zaloZen na porovnavani

transkriptomt byku s vysokou a nizkou fertiliza¢ni schopnosti in vivo.

29



4 Diskuse

Jak jiz bylo fecCeno, tak umeéla inseminace je v dneSni dob& nezbytnou soucasti
reprodukce v chovu skotu. Stim uzce souvisi kvalita inseminacnich davek, kterou lze
vyhodnotit pomoci laboratornich in vitro analyz, na které jsem se zaméfila v této praci. Cilem
pak bylo stanovit, ktera laboratorni in vitro analyza nejvice koreluje s predikci fertilizacni
schopnosti. Na zakladé toho bylo prostudovano nékolik analyz a testt, které se uzivaji v bézném
provozu, ale také jsem se zaméfila na ty, které nejsou az tolik uzivané ¢i je jejich vyvoj teprve

v prvopocatku.

Z mych poznatkd, které jsem nabrala béhem studie o této problematice, mohu
konstatovat, ze jako nejucinnéjsi analyza, ktera je schopna predikovat fertilizacni schopnost, se
jevi systém CASA. A to hlavné diky své schopnosti vyhodnotit vice ukazatelt, které souvisi
s fertilizacni schopnosti, jako je motilita a morfologie. Jako nejvyznamné&jsi hodnoceny
parametr nejvice korelujici s fertilizacni schopnosti se jevi celkova a progresivni motilita, kdy
Prete et al. (2022) konstatoval r = 0,848 pro celkovou motilitu a r = 0,84 pro progresivni
motilitu. I dle mého nazoru je motilita skutecné jednim z nejdilezitéjSich parametrti, diky nimz
odhadnout schopnost oplodnéni, jelikoz poskozené spermie jsou Casto imotilni. K tomuto
zavéru jsem dospéla po prostudovani testd a analyz, které vyhodnocovaly rizna poskozeni

spermii vétSinou s nasledkem poskozeni motility.

S vySetfenim CASA také uzce souvisi vySetfeni mass motility, kdy se hodnoti mnozstvi
vifivého pohybu pred fedénim pomoci svételného mikroskopem. Jak poukazaly studie zminéné
v této kapitole, jedna se o velmi dobry ukazatel kvality spermatu. Sperma vykazujici vysokou
hodnotu mass motility nasledné dosahovalo dobrych vysledki pii vySetieni CASA a také
ptiznivych vysledkd v poctu oplodnéni, jak prokazal Nagata et al. (2019) ve své studii.

Jako dalsi vyznamnou analyzu povazuji pratokovou cytometrii, ktera se, obdobné jako
CASA, vyznacuje schopnosti hodnotit vice parametrd najednou. U prutokové cytometrie je
tteba vyzdvihnout zptsobilost k testovani nékolika atributii v jedné burice za pomérné kratkou
dobu. Nelze vSak konstatovat, ktery parametr nejvice koreluje s fertilizacni schopnosti. Pokud
se na hodnocené parametry zaméfime jako na celek, jsou rozhodn€ vyznamnym prediktorem

ve fertiliza¢ni schopnosti.

Zbyvajici sledované analyzy a testy bych v praxi doporucila pouze jako dopliikové,
pokud vysledky ziskané systémem CASA a prutokovou cytometrii nekoreluji se skuteCnou

fertiliza¢ni schopnosti, tedy v pfipadé selhani oplodnéni i pres ptiznivé vysledky téchto dvou
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analyz. Nebo také jako ovéfeni v€rohodnosti ziskanych vysledkd. A to z davodu jejich
naroc¢nosti at’ uz ¢asové ¢i financni.

Nelze opomenout fakt, ze vSechna vySetfeni probihaji v definovanych
standardizovanych podminkéch, které jsou odlisné od téch, kterym jsou spermie vystaveny po
umélé inseminaci. OdliSnost podminek mize mit vliv na funk¢nost spermii v pohlavnim
aparatu samice. Zde tedy vznika otazka. Muzeme ziskané vysledky opravdu povazovat za
veérohodné v predikci fertilizaéni schopnosti? Tato otdzka je spiSe polemizujici, jelikoz
oplodnéni jako takové je slozity fyziologicky proces, ktery muze byt ovlivnén i ze strany
samice. Zadna analyza zatim neni schopna 100% predikce skute¢né plodnosti byka, a to pravé
z divodu odlisnosti podminek in vitro a in vivo. OvSem kombinaci nejvyznamnéjsich analyz,
tedy systému CASA a prutokové cytometrie, 1ze opravdu vyhodnotit, ze ID je schopna
oplodnéni a uzit ji tak v pramyslu umélé inseminace. Zaroven diky tomu muzeme vytadit ID a

plemeniky vykazujici nedostateCnou kvalitu a zlepsit tak efektivitu a ekonomiku provozu UL
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5 Zavér

Bylo zjisténo, ze kazda in vitro analyza do urcité miry koreluje s predikci fertilizacni
schopnosti. Jako nejvyznamnéjsi, s nejvyssim koeficientem korelace a nizkou narocnosti, byly
vyhodnoceny systém CASA a prutokova cytometrie. Byla zjisténa i pozitivni korelace mezi
témito dvéma analyzami. Také bylo zjisténo, ze ID davka je ovlivnéna mnoha faktory, jako
napft. zpusobem fedéni, kryokonzervaci, uzitym rozmrazovacim procesem ad., coz mize mit za

nasledek odlisné vysledky ve skute¢né plodnosti.

Do budoucna bych urcité doporucila rozsifit analyzu spermatu o proteomiku, jelikoz
proteiny hraji zasadni roli v n€kolika funkcich spermii a z velké Casti se podili na samotném
procesu oplodnéni. Zkoumani by¢iho proteomu si do budoucna urcité zaslouzi vétsi pozornost,
jelikoz funkce vétSiny proteint zistava stale neznama. Podrobnym zkoumanim a objevenim

funkci proteind tak budeme moci odhalit jejich vliv na spermie a fertilizacni schopnost.
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7 Seznam pouzitych zkratek a symboli

ad. — a dalsi

ATB — antibiotika

ATP — adenosintrifosfat
cca — priblizné

h —hodina

ID — inseminacni davka
max. — maximalné

min — minuta

mj. — mimo jiné

MK - mastné kyseliny
ml — milimetr

napft. — napftiklad

obr. — obrazek

PH — plemenna hodnota
r — korelacni koeficient
ROS - reaktivni forma kysliku
s — sekunda

tj. —to je

tzv. — tak zvanych

UI — um¢la inseminace
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