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Návrh uživatelů, pro které je výsledek stanoven jako doporučený k využití v praxi 
 
Metodika byla vytvořena na základě výsledků analýzy energetického metabolismu a vlivu 
testikulárního germinálního tumoru (Testicular Germ Cell Tumour - TGCT) na změny 
v oxidativní fosforylaci spermií a variabilitu efektu inhibitorů komplexů dýchacího řetězce.  
Metodika byla optimalizována pro vzorky spermií po rozmrazení, má sloužit jako nástroj pro 
rutinní klinické zpracovávání vzorků a být využita pro standardizované nastavení k hodnocení 
parametrů vzorků spermií u pacientů s TGCT. 
Metodika je plánována být implementována do diagnosticko-léčebného managementu pacientů 
s TGCT, se zaměřením na zachování fertility ve třech subjektech (VFN, FTN, FN Motol). 
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Název metodiky: Analýza bioenergetického metabolismu spermií mužů 

1. Cíl: Standardizace metodiky pro hodnocení energetického metabolismu spermií mužů 
pomocí Extracellular Flux (XF) analyzátoru 

2. Úvod 

Spermie jsou k oplození specializované buňky a pro svoji funkci potřebují stabilní a nenarušený 
přísun energie, která vzniká především prostřednictvím oxidativní fosforylace (OXPHOS) a 
glykolýzy. Míra využití těchto bioenergetických drah ve spermiích je druhově specifická a liší 
se v různých vývojových a fyziologických stádiích. Bylo prokázáno, že u lidských spermií je 
OXPHOS dominantní metabolickou dráhou pro tvorbu ATP v procesu diferenciace tzv. 
spermiogeneze, během zrání (maturaci) a v pohyblivosti (motilitě) spermií. Zatímco glykolýza, 
je přednostně využívána k podpoře specifických funkcí jako je kapacitace (finální stádium 
maturace) a akrozomální reakce spermií (nutné k průniku spermie obaly vajíčka), které vyžadují 
větší množství energie dostupné v určitých časových intervalech (du Plessis et al., 2015; 
Tourmente et al., 2022). Navíc se ukázalo, že ve fyziologii spermií hraje důležitou roli také 
metabolická dráha oxidace mastných kyselin (Kuang et al., 2021). Navzdory nízkému počtu 
mitochondrií (Hirata et al., 2002) a sníženému obsahu cytoplazmy (Irigoyen et al., 2022) jsou 
spermie vysoce metabolicky aktivní buňky. To potvrzuje i skutečnost, že nejhojněji jsou 
v proteomu spermií zastoupeny proteiny související s energetickým metabolismem (Amaral et 
al., 2013). Je zřejmé, že dysregulace bioenergetických drah ve spermiích může přímo narušovat 
mužskou plodnost. Snížená plodnost je globálním problémem a celosvětově v současné době 
trpí neplodností každý šestý pár (“Infertility Prevalence Estimates, 1990–2021”). Z těchto 
případů nelze u 72 % identifikovat pomocí současných diagnostických nástrojů příčinu a jsou 
klasifikovány jako tzv. nevysvětlitelná (idiopatická) neplodnost (Schubert et al., 2019). 

Je známo, že hlavní příčiny mužské neplodnosti souvisejí s poruchami tvaru (morfologie) a 
pohyblivosti spermií, přičemž snížená pohyblivost spermií může být spojena až s 60 % případů 
idiopatické mužské neplodnosti (Tüttelmann et al., 2006). Motilita spermií je přímo závislá na 
přísunu energie ve formě ATP, který vzniká při výše jmenovaných metabolických procesech. 
OXPHOS a glykolýza mohou být analyzovány například pomocí Extracellular flux analyzer 
Seahorse (Agilent). Tato technologie je díky fungování v reálném čase, využití nativních 
vzorků bez nutnosti aplikace fluorescenčních značek a vysoké citlivosti představuje nástroj 
využitelný v klinické praxi. Jednou z indikací mužské neplodnosti může být diagnóza 
testikulárního germinálního tumoru (Testicular Germ Cell Tumour – TGCT). Incidence tohoto 
nádoru je ve většině zemí na vzestupu (“Cancer Over Time,” n.d.; Gurney et al., 2019) a 
vzhledem k zásadnímu vlivu této patologie na funkční parametry spermií (Marchiani et al., 
2023) je třeba komplexní analýza spermií včetně měření energetického metabolismu. I když je 
tato technologie rozšířena v oboru imunologie i výzkumu rakoviny, v reprodukční biologii není 
tento analytický přístup doposud standardizován a využíván. 

Hlavním cílem metodiky pro bioenergetickou analýzu lidských spermií bylo nastavit parametry 
za účelem rozšíření portfolia diagnostických přístupů v klinické andrologii. Aktuálně se tento 
přístup v praxi nepoužívá, proto byla metodika testována na různých úrovních: i) efekt 
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použitého měřícího média na kvalitativní parametry spermií; ii) efekt použitého měřícího média 
na spotřebu kyslíku jako ekvivalentu míry OXPHOS; iii) definování vhodné koncentrace 
inhibitorů ETC; iv) komparativní analýza míry OXPHOS a glykolýzy (zdravý dárce – 
normozoospermic vs. pacient TGCT). Předkládané komplexní nastavení protokolu pro měření 
doplněné o detailní návod pro korektní přístup ke zpracování dat přináší nový nástroj pro 
diagnostiku a personalizovanou léčbu neplodnosti. 

3. Popis metodiky 

 Nastavení standardního „work-flow“ pro hodnocení bioenergetického metabolismu spermií 
Analýza spermií pomocí „extracellular flux“ (XF) analyzátoru probíhá ve speciálních 
mikrotritračních destičkách dodávaných výrobcem přístroje. Spermie ať v nativním stavu nebo 
po rozmrazení musí být promyty a preinkubovány v manipulačním médiu, které poskytuje 
spermiím vhodné extracelulární prostředí. To je pak dále využito i pro měření. Dle pokynů 
výrobce v médiu nesmí být přítomen hydrogenuhličitan sodný a další pufrovací složky typu 
HEPES musí být omezeny na polovinu původní koncentrace. V souočasné době se 
v laboratořích nevyužívá pouze jedno standardní médium pro zpracování spermií. Výběr média 
pro manipulaci se spermiemi je přitom zássadní, neboť používaná média mohou ovlivnit 
funkční parametry spermií jako je viabilita a mitochondriální aktivita. Tento negativní efekt 
může mít dopad na výsledky samotného měření. Výsledky testování vlivu tří dále 
specifikovaných médií na parametry spermií v pre-analytické části měření energetického 
metabolismu jsou uvedeny v grafu č. 1A. Pro účely metodiky bylo testováno 1. XF médium 
doporučované výrobcem XF analyzátoru; 2. HTF (human tubal fluid) medium používané pro 
práci s humánními spermiemi v in vitro podmínkách; a 3. Sp-TALP medium (modifikovaný 
Tyrodův roztok) využívaný pro manipulaci se savčími spermiemi obecně. Shodné parametry 
(motilita, viabilita a mitochondriální aktivita) u testovaných médií byly analyzovány v post-
analytické části (graf č. 1B). Spermie jsou během analýzy vázány na dno jamek destičky 
pomocí vodného roztoku konkanavalinu A (viz příloha – Protokol), což je lektin vázající 
galaktózové a manózové zbytky glykoproteinů nacházejících se na hlavičce spermií. Efekt 
vazby spermií na konkanavalin A, který by mohl zasahovat do výsledků vlastního měření, nebyl 
prokázán jako signifikantní, stejně jako efekt následného výplachu pomocí manózového pufru 
(graf č. 1C). Finálně byla jednotlivá média testována během analýzy energetického 
metabolismu a získané bazální hodnoty spotřeby kyslíku (Oxygen Consumption Rate – OCR) 
spermií během analýzy v jednotlivých médích jsou specifikovaná v grafu č. 1D.  
Z důvodu zvýšení efektivity měření bioenergetického metabolismu spermií bylo původní HTF 
médium modifikováno, aby byla snížena jeho pufrační kapacita. Této vlastnosti média bylo 
docíleno snížením koncentrace HEPES (4-(2-hydroxyethyl)-1-piperazineethanesulfonové 
kyseliny) na 5 mM, což je důležité z hlediska principu fungování XF analyzátoru, a tím 
přesnosti dosažených výsledků. Výstupem bylo inovativní složení modifikovaného (mHTF) 
media, které se prokázalo jako nejvhodnější pro přípravu i analýzu spermií pomocí XF 
analyzátoru a bylo dále používáno v experimentální části, kde byl zjišťován vliv patologie – 
TGCT na energetický metabolismus spermií.  
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Graf č. 1. Testování vlivu použitých médií (Sp-TALP, HTF, XF) na funkční parametry spermií 
v podmínkách in vitro v pre-analytické (A) a post-analytické (B) fázi měření energetického metabolismu 
pomocí XF analyzátoru. Vliv vazby spermií pomocí konkanavalinu A a výplachu spermií pomocí methyl-
manózového pufru na mitochondriální membránový potenciál spermií (C). Vliv testovaných médií na 
hodnoty bazálního hodnoty spotřeby kyslíku (OCR) (D). 

 
 
Vzhledem k inovativnímu charakteru metody, vysoké citlivosti a absenci v klinické humánní 
andrologii byly testovány tři následující koncentrace rozpřahovače protonového gradientu 

v mitochondriích – FCCP (1; 1,5 a 2 M) používaného při MitoStress protokolu. Graf č. 2 

dokládá, že optimální koncentrace FCCP je 1 M, která byla následně využívána ve všech 
dalších měřeních. Vzhledem k všeobecně nejvýraznější reakci spermií na tuto látku byla daná 
titrace nejzásadnější.  
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Graf č. 2. Titrace koncentrace mitochondriálního rozpřahovače FCCP ve vztahu k OCR.  

 
Standardně využívaný protokol pro Mitostress test byl rozšířen o finální přídavek 
2-deoxyglukózy, tzv. kombinovaný protokol, což umožňuje analýzu acidifikace média 
(extracelullar acidification rate – ECAR) a z něho derivovaných parametrů jako glykolytická 
aktivita, glykolytická kapacita a glykolytická rezerva (Graf č. 3). Tato modifikace přináší oproti 
hodnocení ECAR během MitosStress test protokolu relevantní výpočet uvedených parametrů, 
což je v souladu s aktuálním doporučení výrobce (Romero et al., 2021). Náš postup představuje 
nový a specifický přístup pro paralelní hodnocení OXPHOS a glykolýzy na jednom vzorku a  
v jedné jamce což přináší praktické význam pro vzorky spermí o nízké koncentraci jak 
u ejakulátů normozoospermiků tak pacientů s TGCT patologií.  

Graf č. 3. Reprezentativní příklad kombinovaného protokolu spolu s derivovanými parametry 
glykolytické aktivity. 

 
V dalším kroce byl hodnocen mitochondriální bioenergetický stav kryokonzervovaných 
spermií pacientů s TGCT a porovnán s kontrolní skupinou normozoospermiků, aby byla 
zjištěna role mitochondriální dysfunkce v souvislosti se sníženou mírou přežití 
kryokonzervovaných spermií u pacientů s TGCT. Vliv patologického stavu u TGCT pacientů 
nebyl u průběhu křivky OCR signifikantní (p ≥0,05), ale u parametrů počítaných ze 
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specifických bodů křivky byl statisticky významný rozdíl prokázán u maximální respirace a 
zbytkové kapacity (spare respiration) (viz. vysvětlení v příloze – Protokol) (Graf č. 4A, B). 
Tyto parametry byly v obou případech nižší u TGCT pacientů, což ukazuje na snížení 
schopnosti reagovat na stresové podmínky jako je kryokonzervace, která je jediným nástrojem 
jak uchovat spermie a zachovat plodnost pacienta do budoucna. Navíc se u vzorků pacientů 
prokázala vyšší interindividuální (mezi jedinci) variabilita (Graf č. 4C, D). U parametrů 
kalkulovaných z ECAR byly hodnoty obdobné u pacientů a zdravých dárců tzv. 
normozoospermiků tedy bez statistické signifikance. U křivky ECAR je vidět snížená bazální 
hodnota u TGCT pacientů s obdobným průběhem měření v dalších úsecích protokolu (Graf č. 
5A, B). 

Graf č. 4. Porovnání průběhu OCR hodnot během Mitostress test protokolu u pacientů s TGCT a 
normozoospermických dárců (A). Derivované parametry z měření OCR Mitostress test protokolem 
u pacientů a normozoospermických dárců (B). Interindividální variabilita OCR derivovaných 
parametrů normozoospermiků a TGCT pacientů reprezentovaná heatmapou (C, D).  
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Graf č. 5. Porovnání průběhu ECAR hodnot měřených při využití kombinovaného protokolu pro 
Mitostress test u pacientů s TGCT a normozoospermických dárců (A). Derivované parametry z ECAR 
hodnot u pacientů a normozoospermických dárců (B). 

Vzhledem k relativně vysokému výskytu idiopatickému snížení plodnosti je vhodné zařadit do 
oboru andrologie citlivější a specifičtější analýzy, založené na měření bioenergetického 
metabolismu. V posledních letech je bráno na zřetel hodnocení vajíček tzv. oocytů a embryí. 
Tento trend jde paralelně s velkým nárůstem intracytoplazmatické injekce spermií (ICSI), kdy 
pro tuto metodu je za potřebí minimum spermií. Avšak recentní metaanalýza ukázala, že 
klinické výsledky metod ICSI versus oplození v kultivační jamce, tzv. IVF (in vitro fertilizace) 
jsou na podobné úrovni (Wang et al., 2024) avšak je doloženo, že spermie se významně podílí 
na úspěšnosti fertilizace a kvalitě embrya (Vallet-Buisan et al., 2023). Bohužel, aktuální stav, 
kdy je k oplození využívána ve většině případů metoda ICSI, upozadil analýzu spermií a vývoj 
nových metod hodnocení funkčních parametrů.  

 

4. Srovnání novosti postupů 

Nedostatek studií energetického metabolismu lidských spermií přináší prostor pro zavedení 
sjednocené metodiky základního měření energetického metabolismu jak u zdravých 
(normozoospermických) dárců tak u pacientů zatížených patologickými stavy jako je TGCT. 
XF analyzátor je uživatelsky vstřícným řešením pro měření energetického metabolismu řady 
typů buněk a tkání. Většina studií v oblasti reprodukční biologie sleduje energetický 
metabolismus převážně myších spermií, ovšem XF analyzátor je užíván při analýze dat 
neplnohodnotně či chybně. Navíc u myšího modelu jsou hodnoceny spermie z nadvarlete tzv. 
epididymální nikoli ejakulované, a tím pádem je ignorován vliv semenné plazmy. Protokoly 
pro analýzu energetického metabolismu se liší podle typu buněk i cíle pozorování. Vzhledem 
k absenci standardizovaného protokolu pro lidské spermie přredložená metodika přináší novou 
optimalizaci měření energetického metabolismu lidských spermií za využití XF analyzátoru. 
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S využitím předloženého kombinovaného protokolu,  optimalizovaného složení měřícího 
média a koncentrace jednotlivých inhibitorů je umožněno paralelně sledovat kapacitu 
OXPHOS i glykolýzy. Vzhledem k tomu, že XF analyzátor představuje metodu pro měření 
spotřeby kyslíku a změn pH v médiu s přisedlými buňkami, předložená metodika předkládá 
způsob imobilizace a přichycení spermií na analyzovanou destičku pomocí konkanavalinu A. 
Tato metoda zároveň neinterferuje s  měřením ani s funkčními parametry spermií. Součástí 
metodiky je i výplach imobilizovaných přichycených spermií pomocí manózového pufru, který 
účinně a bez negativních vlivů umožňuje uvolnění spermií zpět do média. Tím je zajištěna 
možnost následné analýzy vzorku po provedení měření energetického metabolismu. Tento 
metodický postup a měření funkčních parametrů spermií (motility, viabilita, mitochondriální 
aktivita) nebyl doposud publikován, a proto námi předložený metodika je unikátní a přináší 
nový nástroj ke standardizaci protokolu měření energetického metabolismu spermií mužů. 

 

5. Popis uplatnění metodiky 

Varianta XF analyzátoru – XFp pro 8 jamkové destičky je nejmenším typem s integrovaným 
displejem. Představuje vhodnou alternativu pro instalaci a použití v klinické laboratoři. 
Původní protokol trvající hodinu a půl byl v rámci předložené metodiky modifikován a 
otestován. Přínosem modifikace je zkrácení délky měření na 45 minut, což je zvyšuje 
životaschopnost (viability) spermií v in vitro podmínkách a potenciál klinického využití. 
Uživatelský manuál, který zahrnuje detailní popis přípravy médií, vzorku spermií, inhibitorů a 
práci s naměřenými daty představuje nové řešení pro analýzu metabolického stavu spermií na 
základě měření OXPHOS a glykolýzy. Post-analytická fáze tvoří významnou část vhodné 
diagnostiky (Šálek et al., 2016) a pro porovnání výsledků jednotlivých pacientů a stanovení 
„zdravé“ skupiny pacientů je potřeba zavést normalizovaný protokol, který bude následovat 
stejný postup a podmínky měření. Vzhledem k tomu, že kombinovaný protokol v předložené 
metodice přináší možnosti paralelního měření OXPHOS a glykolytické aktivity u spermií, 
zajištuje plnohodnotný obraz energetického metabolismu spermií se sníženým množstvím 
vzorku na minimum, což je významné zvláště u vzorků pacientů s TGCT. S využitím 
jednoduchého výpočtu jednotlivých parametrů je možné stanovit celkovou metabolickou 
hodnotu vzorku a porovnat individuálně pacienty v měřené skupině či v průběhu léčby. 
Výsledné parametry, jako jsou bazální respirace, glykolytická rezerva či maximální respirace, 
tak poukazují na reálný stav vzorku spermií a reflektuje jejich funkčí kavlitu a fertilizační 
schopnost. Defekty v energetickém metabolismu jedné nebo obou metabolických drah tak 
přispěje k odhalení souvisejících příčin neplodnosti.  

 

6. Socio-ekonomické aspekty metodiky 

K úspěšnému oplození vajíčka musí spermie vynaložit značné množství energie a pokrytí 
energetické potřeby je klíčovým parametrem jejich funkčnosti. Sledování metabolického 
profilu spermií představuje elegantní a účinný prostředek pro odhalení případných poruch 
v mitochondriálním i cytosolickém metabolismu, který může být příčinou snížené fertilizační 
schopnosti jedince. Využití XF analyzátoru přináší možnosti zavedení standardizovaného 
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protokolu pro analýzu parametrů definujících u spermií respiraci (OXPHOS) a glykolytickou 
aktivitu. Nmi předložený kombinovaný protokol umožňuje měření obou těchto metabolických 
dějů zároveň, čímž je umožněno měření vzorků s malým počtem spermií. Následná analýza dat 
je časově nenáročná a přináší rychlý a snadný nástroj pro odhalení případných metabolických 
poruch spermií a sledování kvality spermií v závislosti na průběhem léčby a rekonvalescence 
u pacientů s TGCT. 

Obecný charakter parametrů spermií, daných WHO manuálem a hodnocených v rámci 
spermiogramu, se v řadě případů jeví jako nedostatečný z hlediska predikce reálného funkčního 
a fertilizačního potenciálu spermií. V aktuální doplněné verzi WHO manuálu mají již pevné 
místo pokročilé metody hodnocení kvality spermií jako je analýza integrity DNA či stanovení 
biochemických markerů. Předkládaná metodika přináší nový přístup do palety nástrojů pro 
hlubší analýzu spermií s vysokou informativní hodnotou a využití pro personalizovaný přístup 
k řešení a léčbě mužské neplodnosti. Personalizovaný přístup má pozitivní dopad na řešení 
idiopatické infertility a patologických stavů u onkologických pacientů s přesahem do metod 
užívaných pro zachování jejich reprodukčního potenciálu do budoucna.  
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