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Kvalitativni parametry kryokonzervovaného hrebc¢iho
ejakulatu s pridavkem specifické proteinové frakce semenné
plazmy

Souhrn
Cilem diplomové prace je ovéiit hypotézu, ze ptidavek heparin vazajici proteinové

frakce semenné plazmy k ejakulatu pfed zamrazenim, zvysi kvalitu rozmrazeného ejakulétu.

Ejakulat byl odebran standardnim zptsobem od Sesti hiebci. Spermie byly nafedény
kryokonzerva¢nim fedidlem. Jednotlivé proteinové frakce byly piidavany k nafedénym
spermiim ve tfech koncentracich 150, 250 a 500 pg/ml. Takto pfipravené semeno se dale
manualné¢ plnilo do plastovych pejet o objemu 0,5 ml, ve kterych bylo zmrazeno a dale
uchovavano v tekutém dusiku. Po rozmrazeni (37°C, 30 s.) byla kvalita kryokonzervovaného
ejakulatu hodnocena na turovni funk¢nosti plasmatické membrany (HOS test), integrity
plasmatické membrany (testovani viability) a integrity akrosomu.

Ptidavek heparin-nevazajici a heparin-vazajici proteinové frakce semenné plazmy
do ejakulatu hiebcti pfed zmrazenim nemél vliv na vysSi zastoupeni spermii s funkéni
plasmatickou membranou, spermii s neporusenou integritou plasmatické membrany a obsah
mrtvych spermii s poskozenou integritou akrosomu po rozmrazeni. Zaznamenali jsme
signifikantni zvySeni obsahu Zzivych spermii s neporusenou integritou akrosomu
po rozmrazeni v insemina¢nich davkach s ptfidavkem heparin-vazajici proteinové frakce
semenné plazmy pied zmrazenim.

Na kvalitu rozmrazenych spermii nemél signifikantni vliv pfidavek heparin-nevazajici
a heparin-vazajici proteinové frakce v nami vybranych koncentracich.

Na jednotlivé hifebce nemél ptidavek heparin-nevazajici a heparin-vazajici proteinové
frakce signifikantni vliv na kvalitu rozmrazenych spermii. Individualita hiebce pfi pfidavku
heparin-nevazajici a heparin-vazajici proteinové frakce méla signifikantni vliv na funkénost
a integritu plasmatické membrany, ovSem neméla signifikantni vliv na integritu akrosomu
rozmrazenych spermii.

Na zaklad¢ vysledkl této prace mizeme obecné konstatovat, Ze pfidavek heparin-
vazajici proteinové frakce nemél zasadni pfiznivy, ale ani Skodlivy, vliv na spermie
po rozmrazeni. Navic mUzeme fici, Ze piidavek heparin-nevazajici proteinové frakce meél

témet shodny vliv na kvalitu rozmrazenych spermii.

Kli¢ova slova: HEP+. Hiebec. Hypoosmoticky test. Kryokonzervace. Spermie. Viabilita.



Qualitative parameters of cryopreserved stallion ejaculate
with addition of specific protein fraction from seminal plasma

Summary

The goal of this thesis is to verify the hypothesis that the addition of heparin
binding protein fraction of seminal plasma to ejaculate before freezing will increase the
quality of thawed ejaculate.

Ejaculate was collected in a standard way from six stallions. The spermatozoa were
diluted with cryopreservative diluent. The individual protein fractions were added to the
diluted spermatozoa in three concentrations of 150, 250 and 500 pg/ml. The seed prepared
this way was further manually filled into 0.5 ml plastic straws, where in which it was frozen
and kept in liquid nitrogen. After thawing (37°C, 30 sec.),was quality of cryopreserved
gjaculate quality was assessed at plasma membrane functionality (HOS test), plasma
membrane integrity (viability testing) and acrosome integrity.

Addition of non-heparin binding and heparin binding protein fraction of seminal
plasma the pre-freezing stallion ejaculate did not affect the higher plasma functional sperm
count, sperm with intact plasma membrane integrity, and the content of dead sperm with
damaged acrosome integrity after thawing. We noted a significant increase in live sperm
content with intact acrosome integrity after thawing in insemination doses with addition of
heparin binding protein fraction of seminal plasma before freezing.

The quality of thawed spermatozoa was not significantly affected by the addition of
non-heparin binding and heparin binding protein fractions at our selected concentrations.

The addition of non-heparin binding and heparin binding protein fractions did not
significantly affect the quality of thawed sperm on individual stallions. The individuality of
the stallion with the addition of non-heparin binding and heparin binding protein fraction had
a significant effect on the functionality of and plasma membrane integrity, but did not
significantly affect the integrity of the acrosome thawed sperm.

Based on the results of this work, we can generally conclude that the addition of
heparin binding protein fraction was not essential, but also not harmful, the effect on sperm.
after thawing. In addition, the addition of non-heparin binding protein fraction has almost the

same effect on the quality of thawed sperm.

Keywords: HEP+. Stallion. Hypoosmotic sweling test. Cryopreservation. Sperm. Viability.
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1 UVOD

Kryokonzervace je diilezity néstroj jako asistenéni reprodukéni technika (Patel et al.
2016). Kryokonzervace nabizi nékolik vyhod — dostupnost ejakulatu bez ptitomnosti hiebce a
tim 1 vétsi flexibilitu pii inseminaci, prepravu spermatu na mnohem vétSi vzdalenosti
bez omezeni prepravni vzdalenosti (jako je tomu u Cerstvého ¢i chlazeného spermatu). Stale,
ale neni mozné zmrazit ejakulat nekterych hiebct uspésné. V chovu koni se hiebei vybiraji
hlavné podle jejich vykonu jen s nepatrnym ohledem na kvalitu spermatu ¢i schopnost
spermii prezit béhem kryokonzervace. Ve vysledku jsou ziskdvany ejakuléaty Spatné kvality
neschopné piezit skladovani a zmrazeni (Al-Essawe et al. 2018a). Kryokonzervace miize
¢i rozmrazovani (Neuhauser et al. 2013). Tyto procesy zpusobuji strukturdlni a funkéni
poskozeni plasmatické membrany a vnitinich organel spermii (Al-Essawe et al. 2018b).
Odolnost proti poSkozeni b&hem kryokonzervace zavisi do znané miry na sloZeni
plasmatické membrany. Pfestavba plasmatické membrany béhem zrani v nadvarleti ¢i po
kontaktu se semennou plazmou vede k snizené odolnosti pii chlazeni a mrazeni (Neuhauser et
al. 2014).

Semenna plasma je spojena se Skodlivym t¢inkem na kapacitaci spermii (Usuga et
al. 2017), proto pied kryokonzervaci dochazi k odstranéni téméf celé semenné plazmy,
aby negativn¢ neovliviiovala kvalitu spermii po rozmrazeni (Alghamdi et al. 2002; Moore et
al. 2005). U jednotlivych hiebcti ma na vhodnost kryokonzervace spermatu vliv individualni
slozeni semenné plazmy (Aurich et al. 1996). Mogielnicka-Brzozowska & Kordan (2011)
zminili moznost pfidani specifickych plazmatickych proteini do semene pro zachovani

vlastnosti odpovédnych za efektivni oplozeni po skladovani.



2 CiL PRACE

Cilem diplomové prace je ovérit hypotézu, ze piidavek heparin vazajici proteinové

frakce semenné plazmy Kk ejakulatu pied zamrazenim, zvysi kvalitu rozmrazeného ejakulatu.



3 LITERARNI RESERSE
3.1 Anatomie

Reprodukéni soustava hiebcli je tvofena penisem, pfidatnymi pohlavnimi zldzami,

chamovodem, semennym provazcem, nadvarlaty a varlaty.

Penis

Penis obsahuje specifické struktury, které jsou potiebné pro kopulaci (Akers & Denbow
2013). Penis koné¢ je muskulokavernézniho typu a v dobé€ klidu je asi 50 cm dlouhy. Béhem
maximalni erekce se penis stava trikrat del§i. Pyj je slozen z mocCové trubice, topotivého
télesa, houbovitého télesa, nervl, cév a svalii. Ventraln¢ je ulozena mocova trubice obklopena
houbovitym télesem. V kranidlni ¢asti penisu tvoii houbovité téleso zalud pyje. Topofivé
téleso je kaudalné pifipevnéno dvéma rameny k sedaci kosti panve, Vv kranidlni ¢asti penisu
je ulozeno predeviim dorzalng. Zalud penisu tvoii houbovité téleso, které je stavebné méekéi
nez téleso topofive. Toto uspofddani ma chranit pohlavni orgény klisny béhem pafeni (Budras
et al. 2009). Topotivé téleso jde kontinualné s zilami zodpovédnymi za naplnéni dutin krvi pfi
erekci. Po ventrdlni strané mocové trubice se tdhne sval obemykajici mocovou trubici,
ktery je zodpovédny za posun spermii a moci. Pfedkozka obklopuje Zalud penisu a je tvofena
dvojitym zahybem pokoZzky. Piedkozka ma funkci ochrany vlastniho penisu (Munroe &
Weese 2011).

Piidatné pohlavni Zlazy

Ptidatné pohlavni zlazy tvofi tekutinu, kterd je slozkou semenné plazmy. Mezi piidatné
pohlavni Zlazy se fadi ampule chamovodu, semenné vacky, prostata a bulbouretralni Zlazy
(Akers & Denbow 2013). Hiebec ma ve svém pohlavnim aparatu zastoupeny vsechny tyto
zlazy. Semenné vacky lezi na dorzalni plose mocového méchyie a jedna se o laliickovitou
strukturu. Prostata obklopuje kréek mocového méchyte. Jednd se o tuboalveolarni Zlazu.
Ampule chamovodu je rozsifena ¢ast chamovodu, kterd se nachazi nad mocovym méchytrem.
Bulbouretralni zlaza lezi na mocové trubici v oblasti, kde vychazi z panve. M4 laltckovitou

strukturu a je parova (Budras et al. 2009).



Chamovod

Jedna se o parovou trubicku, ktera slouzi jako vyvodna cesta pro ejakulat. Zacind v ocasu
nadvarlete a kon¢i napojenim na mocovou trubici. Chdmovod prochézi semennym provazcem
a posevnim kandlem az do dutiny bfi$ni. V dutiné bfisni stoupd dorzokauddlnim smérem
a vstupuje do panevni dutiny. Zde se chamovody rozsifuji v ampuli chamovodu, a to nad
mocovym meéchyfem. Poté se u krécku mocového méchyfe zanotuji pod prostatu. Spojuji
se s vyvodem meéchyikovité zlazy a spolecné vstupuji do mocové trubice (Marvan a kol.

1992).

Semenny provazec

Semenny provazec se skladd z chdmovodu, varletni tepny a Zily, miznich cév a nervi.
Tento utvar vede od nadvarlete do poSevniho kanalu (Akers & Denbow 2013). Semenny
provazec je obalen utrobnim listem poSevniho obalu. Pfes semenny provazec prochazi
varletni tepna, kterd se v blizkosti varlat dé€li do né¢kolika vétvi a privadi k varlatim
a nadvarlatim ziviny. Sit’ zil naopak opousti tyto dvé struktury a obklopuje varletni tepnu,
tim se vytvari zilni pleteii. Jedna se o protiproudé usporadani tepny a zil, které zajistuji
ochlazovani krve v tepné, aby nedochazelo k ohfivani varlat a nadvarlat a tim k nespravné

spermatogenesi (Munroe & Weese 2011).

Nadvarle

Nadvarle zajiStuje prostfedi potiebné pro dozravani a skladovéani spermii (Akers &
Denbow 2013). Nadvarle je spletity nerozvétveny utvar slozeny z kanalku, ktery je dlouhy
zhruba sedmdesat metrti. Hlava nadvarlete je zploStéla struktura, kterd se nachazi podél
kranidlni hranice varlat. T¢€lo lezi z dorsolateralni strany varlete a naddle pokracuje jako ocas.
Ocas je vyrazna struktura, ktera je spojena s kaudalnim poélem varlat (Munroe & Weese
2011). Hlava nadvarlete nepfesahuje kranialni pdl varlete, ale ocas je delsi (Budras et al.
2009). Sténa kandlku nadvarlete je slozena ztidkého vaziva, hladkosvalovych bunék
a zepitelu, ktery je na =zaCatku dvojvrstvy cylindricky a postupné se sniZuje
az na jednovrstevny cylindricky €1 kubicky. Tyto buiiky vymé&Suji sekret dillezity pro vyzivu
spermii, ale také resorbuji latky, které vznikaji pti rozpadu neejakulovanych spermii (Marvan
a kol. 1992). V nadvarleti spermie podstoupi fadu morfologickych a fyziologickych zmén.

Mezi hlavni zmény patii zmény plasmatické membrany. Tyto zmény probihaji pfi prichodu



hlavou a télem nadvarlete. Ocas nadvarlete slouzi jako skladisté zralych spermii (Munroe &
Weese 2011).
K hlavovému konci varlete je pevné piipojena hlava nadvarlete. V této ¢asti jej téz Siroce

prekryva (Marvan a kol. 1992).

Varle

Varle je parovy organ, ktery slouzi k produkci spermii a hormonti. Varlata jsou ulozena
v Sourku mimo dutinu bfiSni (Akers & Denbow 2013). Varlata maji tvar oboustranné
stlatené¢ho a zkracené¢ho vejce (Budras et al. 2009). Povrch varlete je kryt bélavym obalem,
ktery je velmi pevny. Tento obal je protkan krevnimi cévami, které jsou na pohled viditelné.
Vnitiek varlete je rozd€len vazivovymi pifepazkami, které vybihaji z bélavého obalu. Mezi
pfepazkami se nachazi parenchym varlete, ktery se skladd z dvou az ctyf stocenych
semenotvornych kanalkt (Marvan a kol. 1992). Semenotvorny kanalek je vystlan
semenotvornym epitelem. V semenotvorném epitelu se nachazeji riizna stadia vyvoje spermii.
Nalezneme vném také Sertoliho buinky (Amann RP. 2011). Kanalek je obklopeny
peritubuldrnimi buiitkami, spojovacimi prvky, kapilary a Leydigovymi buiikami. Kazdy konec
semenotvorného kanalku usti do varletni sité, ktera je spojena s nadvarletem (Akers &
Denbow 2013).

Sourek

Sourek hiebce je umistén ve stydké krajiné. Sourek se sklada ze dvou oddélenych
pouzder, ktera chrani varlata, nadvarle, semenny provazec a sval zvany zatahova¢ Sourku.
Sourek udrzuje teplotu varlat o par stupiiti niz§i neZ je teplota t&la, coz je dilezité pro
spravnou spermatogenezi. Sténa Sourku je slozena z vrstvy kize, Gtrobniho listu posevniho
obalu a bélavého obalu. Pravé bélavy obal vytvari pro kazdé varle samostatné pouzdro

(Munroe & Weese 2011).

3.2 Hormonalni Fizeni

Dtlezitymi regulatory reprodukéni fyziologie jsou vizudlni, hmatové, sluchové a
¢ichové vjemy.

Funkci reproduk¢nich organti #idi neuroendokrinni systém, ktery zahrnuje
specializované skupiny orgdnt nervovych bunck a endokrinni tkang, které vylucuji chemické
posly nazyvané hormony. Ty jsou pfepravovany pomoci krve od jednoho organu k ovladani

funkce jiného organu (Amann RP. 2011). Hypotalamus spojil centralni nervovou soustavu



s endokrinnim systémem do hypotalamo-hypofyzarniho systému portadlnim obchem,
aby koordinoval funkci gonad. Nervovy systém hraje zasadni roli pfi regulaci aktivity gonad
pomoci mechanismu zpétné vazby. Existuje inhibi¢ni neboli negativni zpétna vazba a

stimula¢ni neboli pozitivni zpétna vazba (Hafez et al. 2000).

Sidinka

Sisinka neboli epifyza syntetizuje hormon melatonin. Melatonin hraje dileZitou roli
v n¢kolika oblastech fyziologie. Jeden zvlivi ma na reprodukéni systém, a to diky
pozitivnimu vztahu mezi dennim svételnym cyklem a tvorbou spermii (Satta et al. 2018).
Syntéza a sekrece melatoninu je znacné zvySena béhem tmy, naopak dlouhé svételné dny
u koni jsou zodpoveédné za snizeni sekrece melatoninu (Hafez et al. 2000). Melatonin ma vliv
na zlepSeni pohyblivosti spermii, progresivni pohyb, rychlost a plodnost spermii. Naopak
nebyla zjisténa zadna korelace mezi motilitou, koncentraci a morfologii spermii (Satta et al.

2018).

Hypotalamus

Hypotalamus vyviji kontrolu nad hypofyzou vylucovanim nékolika peptidickych
hormoni. Hypotalamus tvoii tyto hormony: vazopresin, oxytocin, gonadotropin releasing
hormon (GnRH), somatostatin a somatokrinin ( Kannan CR. 2011). Hypotalamus vylucuje
gonadotropin releasing hormon - GnRH, ktery stimuluje hypofyzu k vylucovani folikuly
stimulujiciho hormonu - FSH a luteiniza¢niho hormonu - LH (Brinsko et al. 2011). GnRH
poskytuje humoralni vazbu mezi nervovym a endokrinnim systémem. V reakci na neuralni
signaly se GnRH uvoliuje v pulsech do hypotalamo-hypofyzarniho portalniho systému

a putuje do ptedni ¢asti hypofyzy (Hafez et al. 2000).

Hypofyza

Hypofyza je velmi dilezitd endokrinni zlaza. Je rozdélena na tii laloky. Nejvétsi
je adenohypofyza neboli pfedni lalok hypofyzy. Obsahuje zhutnélé epitelidlni bunky,
které vylucuji mnoho znamych hormont hypofyzy jako je LH, FSH a dalsi (Akers & Denbow
2013). 'V distalni casti adenohypofyzy bazofilni epitelialni buiky vyluéuji hormony,
které maji vliv na reprodukéni biologii. Jedna se o dva hormony, a to folikuly stimulujici
hormon a luteiniza¢ni hormon. Folikuly stimulujici hormon hraje roli pfi produkci spermii
a luteiniza¢ni hormon puUsobi na intersticialni bunky ve varlatech (Jones & Lopez 2014).

U samct FSH ptlisobi na zarode¢né buiiky v semenotvornych kanalcich varlat a je zodpovédny



za spermatogenesi az do stadia sekundarnich spermatocytii. V dalSich fazich spermatogenese
pusobi androgeny z varlat. Produkci androgenti stimuluje piisobeni LH na Leydigovy bunky
(Hafez et al. 2000). Poté nasleduje druhy nejvétsi lalok, a to neurohypofyza neboli zadni
lalok. Neurohypofyza ma odliSnou bunécnou strukturu oproti pfednimu laloku. V této oblasti
se vyskytuji nervové bunky a hormony tohoto laloku jsou syntetizovany bunikami

v hypotalamu (Akers & Denbow 2013).

Varle

Leydigovy bunky ve varlatech hiebc produkuji testosteron a také velké mnozstvi
estrogentl. Vysoka koncentrace testosteronu je nezbytna pro spermatogenesi (Brinsko et al.
2011). Testosteron reguluje funkce ptidatnych pohlavnich Zlaz a udrzuje libido hiebce —
to vSe ptes krevni obéh (Munroe & Weese 201). Sertoliho buniky produkuji proteinovy
hormon inhibin, ten ma vliv na hypofyzu a tlumi sekreci FSH (Brinsko et al. 2011). Aktivin
nalezeny v tekutin¢ varlat stimuluje sekreci FSH (Hafez et al. 2000). Hormon FSH
po navazani na receptory v Sertoliho bunkach signalizuje k sekreci androgen vazajiciho
proteinu neboli ABP (Sharma & Agarwal 2011). Androgen vazajici protein (ABP)
ma vysokou afinitu na vazani androgennich steroidd, je vylucovan do lumen semenotvornych
kanalkti a transportuje se do nadvarlete. Tento protein je transportovan do nadvarlat,
coz naznacuje funkci mistniho transportniho proteinu pro testosteron z varlat do nadvarlat
(Westphal U. 1986). ABP zvysuje koncentraci androgenti k zahdjeni nebo pokracovani
procesu spermatogenese (Sharma & Agarwal 2011).

GnRH se uvoliluje pulsnim zpiisobem V reakci na neurdlni ¢i hormondlni podnéty.
GnRH je transportovan pies hypotalamo-hypofyzarni portdlni systém do pfedni casti
hypofyzy, kde ovliviluje uvoliiovani gonadotropnich hormonti LH a FSH. Hormony LH
a FSH putisobi na buiky varlat, kde reguluji spermatogenezi a produkci testosteronu (Munroe
& Weese 2011). Primarnim efektem LH je nepiima podpora spermatogenese pies stimulaci
Leydigovych bun¢k k produkci testosteronu. Sertoliho buiiky uvnité semenotvorného epitelu
udrzuji spermatogenezi v reakci na pusobeni FSH a testosteronu (Brinsko et al. 2011).
Hormon FSH interaguje se Sertoliho bunikami, které poskytuji podporu a vyzivu pro rozvoj
a tvorbu spermii (Sharma & Agarwal 2011). Tyto dva proteinové hormony maji zpétnou
vazbu Kk predni Casti hypofyzy (Munroe & Weese 2011). Testosteron ma negativni zpétnou
vazbu na vylu¢ovani GnRH hypotalamem. Touto vazbou potlacuje také reakci adenohypofyzy

na dostupny GnRH a tim nedochazi k uvolnéni LH. Pokud hladina testosteronu v krvi klesne,



tato vazba se rozrusi a dochazi k opétovnému vylucovani. Syntéza a sekrece FSH je mnohem
mén¢ zavisld na dostupny GnRH nez LH. Sekreci FSH ovliviiuji predevSim proteinové
hormony Sertoliho bunék inhibin a aktivin. Tyto dva hormony ptisobi na adenohypofyzu,
kterou bud’to potlacuji (inhibin) nebo stimuluji (aktivin) k sekreci FSH s malym nebo zadnym
ucinkem na sekreci LH (Amann RP. 2011).

3.3 Spermatogenese

Cyklus spermatogenese je popsan jako fada zmén v dané oblasti semenotvorného
epitelu (Akers & Denbow 2013). Spermatogenese je proces déleni a diferenciace, pii kterém
se spermie produkuji v semenotvornych kandlcich. Semenotvorné kanalky jsou slozeny
ze somatickych bunék (Sertoliho buiiky) a zarodecnych bunék (spermatogonie, spermatocyty
a spermatidy). Tii typy zarodecnych bun€k rozdé¢luji spermatogenesi na spermatocytogenesi,
meidsu a spermiogenesi. Spermatocytogenese zahrnuje mitotické déleni bunék pro zvyseni
vytézku spermatogenese, produkci kmenovych bun¢k a primarnich spermatocyti. Béhem
meidsy probihaji dvé bunécné deéleni, kterd redukuji pocet chromozomi na haploidni pocet,
a vysledkem jsou Ctyfi spermatidy. Spermiogenese je diferenciace ve zralé spermatidy,
které jsou uvoliovany z lumen povrchu kanalku jako spermie (Johnson et al. 1997). Ty
pokracuji pies hlavu, télo a ocas nadvarlete, kde prodé€lavaji proces dozravani (Garner &
Hafez 2000).

Funkéni tkan varlete zahrnuje semenotvorny epitel a Leydigovy bunky. Leydigovy
bunky se nachazeji V intersticialnim prostoru varlat. U podkladové bazalni membrany
semenotvorného epitelu se nachazeji Sertoliho bunky, které zasahuji az do lumen kanalku.
Jsou velmi strukturované a obsahuji fadu vyvijejicich se bunék, které tvoii sténu kanalkd.
Dale se zde nachézeji zarode¢né buiniky spermatogonie. Sertoliho buniky do zna¢né miry
kontroluji osud spermatogonii. Kazda Sertoliho buiika se snazi zachytit maximalni pocet
zarodeCnych bunck. To znamend, Ze absolutni pocet spermii vyprodukovanych za den
je spojen shustotou Sertoliho bun¢k uvnitf semenotvornych kanalkd. Bazalni oblast
semenotvorného kanélku osidluji spermatogonie a asné spermatocyty. Od bazalni membrany
smérem do lumen kanalku se nachézeji vSechny ostatni zarodecné bunky. Ne vSechny buiky
v kanalku dozravaji spole¢né, nachazeji se v ném tedy rtizné stupné zralosti spermii (Akers &
Denbow 2013).



Spermatogonie vznikaji z gonocytli umisténych v prekurzorovych semennych tubulech
béhem druhého mésice biezosti (Johnson et al. 2011). Spermatogonie se objevuji jako kulaté
bunky s malymi kulatymi jadry a tmavou skvrnou diky pfitomnosti velkého mnozstvi
chromatinovych granul (Garner & Hafez 2000). Spermatogonie jsou nejméné diferencované
Z hlavnich buné¢k a odlisSuji se od ostatnich typti skutecnosti, ze podstupuji mitotické déleni.
Spermatogonie s jadrem jsou hladké, hrubé nebo intermedialni struktury, oznacovany jako typ
A, typ B a typ I (intermedialni). Kazda nové vznikld spermatogonie obdrzi dva chromosomy
(X aY) ajejich DNA se replikuje tak, ze kazda dcefina bunika po mitotickém d¢leni obdrzi
pouze jeden chromosom z paru (jedna bunika X chromosom, druha Y). Dé¢leni spermatogonii
vede k produkci primarnich spermatocytt (Ball BA. 2014).

Varlata obsahuji primarni 1 sekundarni spermatocyty, které se od ostatnich odliSuji
tim, Ze podstupuji meiotické déleni. Primarni spermatocyty jsou nejvice vyvinuté zarode¢né
bunky po spermatogoniich, které replikuji DNA (Ball BA. 2014). Oproti spermatogoniim
maji veétsi jadra (Hafez B. & Hafez ESE. 2000). Podstupuji prvni reduk¢ni déleni a tim
vznikaji sekundarni spermatocyty, které obdrzi duplicitni kopie pouze jednoho chromozomu
Z paru. Zatimco u déleni primarniho spermatocytu obdrzi kazda dcefina bunka (sekundarni
spermatocyt) dvé kopie bud’ X chromosomu ¢i Y chromosomu. Sekundarni spermatocyty
nereplikuji DNA, jejich déleni zahrnuje pouze oddéleni identickych partt chromosomt,
coz vede k vzniku haploidnich spermatid (Ball BA. 2014).

Spermatidy jsou nejvice vyvinuty ze vSech tfi zarodecnych stadii. Nedéli se,
ale prochazeji transformac¢nimi zménami (Ball BA. 2014).

Spermatidy podstupuji proces zvany spermiogenese, béhem n¢hoz se z kulatych
spermatid tvofi spermie. Tento proces nastava az po plné ukoncené meidse. Morfologické
zmény béhem procesu vedou ke koneénému vzhledu spermii (Sharma & Agarwal 2011). Tyto
zmény zahrnuji kondenzaci jaderného chromatinu, tvorbu spermii S bi¢ikem a vyvoj
akrosomu (Garner & Hafez 2000). Vyvojova stadia spermatid béhem procesu spermiogenese
jsou rozdéleny do ¢tyt fazi, a to Golgiho faze, faze Cepicky, prodluzovaci faze a dozrévaci
faze (Johnson et al. 2011).

Golgiho faze spermatid mé vyrazny Golgiho aparat, ktery produkuje vezikuly
s vazbou na jadernou membranu. Tyto malé vezikuly fizuji k vytvofeni akrosomalnich vacku,
které sousedi s jadrem. Tim se vytvoii akrosom, ktery je spojen s jadernou membranou a
obsahuje vezikuly s enzymy (Johnson et al. 2011). Zaroven tim spermatida dostava specificky

zplostély a SpiCaty tvar hlavicky. Nadale béhem této faze migruji centrioly v cytoplasmé na



zakladnu jadra. Z proximalniho centriolu se zaklada implantacni pfistroj k ukotveni biciku
Vv blizkosti jadra (Sharma & Agarwal 2011).

Ve fazi Cepicky se tvori vyrazna Cepice nad jadrem pokryvajici asi 30-50 % povrchu
(Sharma & Agarwal 2011). Cepicka se tvoii tehdy, kdyz se akrosomaélni vezikuly zplosti
a zaCinaji se rozprostirat nad jadrem (Johnson et al. 2011). V této fazi se také vyvijeji
komponenty biciku, které jsou tvofeny z distdlniho centriolu. Komponenta se protahuji az
za okraj bunétné cytoplasmy. Rany vyvoj bi¢iku sestdva ze dvou centralnich trubicek
periferné obklopenych deviti pary trubi¢ek (Garner & Hafez 2000).

Prodluzovaci faze spermiogenese je charakterizovana vyraznymi zménami
Vv okoli jadra a vyvijejicich se koncli spermatid, tvofi se vyrazna hmota akrosomu nad jadrem
(Garner & Hafez 2000). Cepicka se nadale rozklada nad jadrem, a to se za¢ina prodluZovat
(Johnson et al. 2011). Akrosom, ktery té€sné piiléha k jadru, se také kondenzuje a prodluzuje
tak, aby odpovidal tvaru jadra (Garner & Hafez 2000). Membrana akrosomu je anatomicky
rozdélena na vnitini akrosomdlni membranu, kterd je spojena s vné&jSi akrosomalni
membranou V Girovni equtorialniho segmentu po obvodu. Upravami v akrosomalni morfologii
a biochemii je zajistén prichod spermii pifes nadvarle. Ve zralych spremiich akrosom
obsahuje mnozstvi aktivnich molekul, jak uvnitf akrosomalni matrice, tak na wvnitini
akrosomalni membrang. Tyto aktivni molekuly, které zahrnuji sortiment proteinovych
receptorl a hydrolytické enzymy, jsou povazovany za velice dlleZité pro adhezi a prinik
spermii skrz zonu pellucidu a navazani spermie na membranu oocytu (Varner & Johnson
2011). Ptedposledni faze se vyznacuje tim, ze se tvoii kaudalni manzeta, ktera vystupuje
na kaudalni hranici akrosomu, kde volné¢ obklopuje axonem (Sharma & Agarwal 2011).
V cylindrické manzeté je specializovana struktura cytoplasmy tzv. ,.chromatoidni“ téleso,
které se kolem axonemy kondenzuje za vzniku struktury podobné kruhu. Tento kruh neboli
prstenec vytvoii v blizkosti proximélniho centriolu a nasledné migruje podél ocasu.
Mitochondrie dfive distribuované v cytoplasmé spermatidy se koncentruji v blizkosti
axonemy, kde tvoii pouzdro, které charakterizuje sttedni ¢ast bi¢iku. Faze dozravani spociva
v kone¢né transformaci prodlouzenych spermatid do bungk, které se maji uvolnit do lumen.
V ramci zivo€isného druhu, jadro a chromatinové granule podléhaji progresivni kondenzaci.
Ptechodné proteiny v chromatinu jsou nahrazeny protaminy, protoze tvoii jemny homogenni
materidl, ktery rovhomérné vyplnuje celé¢ jadro. Podkladovych devét partt hrubych vldken
tvori vlaknity plast. Tato hruba vlakna jsou spojena v sloupky Vv kréku spermatidy. Prstenec
migruje distalné od své polohy v blizkosti jadra podél ocasu az do mista, kde bude stiedni

oddil hlavni ¢asti biciku. Mitochondrie se stdvaji tésné sbalenymi do kontinualniho plasté
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(Garner & Hafez 2000). Vétsina cytoplasmy ze spermatidy je vyfazena jako zbytkové téleso a
spermatida se pohybuje smérem k lumen semenotvorného kanalku. Jakmile je prodlouzeni
spermatid kompletni, Sertoliho bunka zbavi spermie piebyte¢né cytoplasmy, ktera se okolo
vyvijejici se spermie stahuje. Spermie je nakonec uvolnéna do lumen kanalku (Sharma &

Agarwal 2011).
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Obrazek 1: Schéma semenotvorného kanalku (Sharma & Agarwal 2011).

Ne vSechny buiiky v kanalku dozravaji spole¢né, nachazeji se v ném tedy riizné stupné
zralosti. Vlna vyvoje definuje postupné potadi stadii spermatogenese, které vznika po celé
délce kanalku (Akers & Denbow 2013). Vina tohoto vyvoje potiebna k dokonceni cyklu
semenného epitelu u koni trva 12 dni (Garner & Hafez 2000). Délka cyklu je definovana jako
doba mezi uvolnénim spermii, novym vyvojem bunék a opétnym uvolnénim spermii (Johnson
et al. 2011). Usek kanalku v jednom stupni vyvoje sousedi obvykle s ¢astmi kanalkii, které
pravé prodélaly predchozi stupen cyklu (Hafez B. & Hafez ESE. 2000). U koni je popsano
osm etap tohoto cyklu (Johnson et al. 2011). V prvni etapé¢ dochazi k uvolnéni spermii do
lumen kanalku a vzhled epitelu je charakterizovan tiplnou nepiitomnosti spermii. Naopak jsou
pfitomny priméarni spermatogonie a Sertoliho buriky v blizkosti bazalni membrany. MiiZe se

Vv epitelu nachazet i par kultivovanych spermatid v oblasti blize lumen. V druhé etapé se
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zacinaji prodluzovat spermatidy. Ve tieti etapé se prodluzujici spermatidy zacinaji hromadit
nebo seskupovat Vv uzkém spojeni Sertoliho bundk. Ctvrta etapa se vyznatuje vyskytem
sekundarnich spermatocytii. Pokracuji etapy pét az osm, béhem kterych nadale expanduje
epitel v dalsi stadia, dokud nejsou spermie uvolnény do lumen kanalku, a v daném useku
zacind novy cyklus. Mezi semenotvornym kandlkem a krvi je bariéra, kterd brani prostupu
velkym molekuldm a imunitnim buiikdm, které by mohly zplsobit autoimunitni reakci.
Autoimunitni reakce by mohla mit negativni dopad na vyvijejici se spermie podléhajici

meiodze (Akers & Denbow 2013).

3.3.1 Plasmaticka membrana

Obalem zivych bunék je plasmatickd membrana, kterd je tenkd a prlsvitna.
Plasmatickd membrana pokryva celou spermii a je kontinualni, a to az do akrosomalni reakce,
smrti ¢i do starnuti buiky. Na spermii plasmatickd membrana tvofi tii zony: lipidovou
dvojvrstvu, rozhrani (fosfolipid-voda) a glykokalyx (Amann & Graham 2011). VSechny
bunécné membrany jsou slozeny z lipidid a proteind. NejhojnéjSimi membranovymi lipidy
jsou fosfolipidy (Albert et al. 2005). Kompozice fosfolipidi pfitomnych v buiikach tvoii
spontann¢ fosfolipidovou dvojvrstvu. V kazdé vrstvé tvori uhlovodikové fetézce fosfolipida
hydrofobni jadro, které je ve vétSiné membran tlusté 3 az 4 nm. Povrch membrany tvofi
hydrofilni vrstva, tvofena hlavic¢ky fosfolipidd. Tyto hlavicky maji kolem 2 nm (Lodish et al.
2016). Hydrofilni hlavicka je spojena se zbytkem molekuly pies fosfatovou skupinu (Albert et
al. 2005). Na povrch membrany mohou byt absorbovany proteiny. Proteiny se misi s lipidy
a reprezentuji ptiblizné 50% hmotnosti membrany. V membrané pievladaji fosfolipidy
a cholesterol. Proteiny uvniti téchto lipidd jsou povazovany za integralni nebo periferni.
Integralni proteiny jsou podstatné pro strukturu membrany a perifern€ jsou spojené
S membranou, ale jsou snadno odstranitelné. Nékteré integralni proteiny slouzi jako pory
¢i kanaly pfes membranu nebo jsou povrchovymi receptory pro jiné molekuly. Mnoho
proteinl na vnéjSim povrchu obsahuje postranni fetézce sacharidii, které maji tendenci mit
Cisty negativni naboj. Pfitahuji a volné€ se vazi na dalsi proteiny v médiu okolo spermii. Diky
glykokalyxové oblasti se miizou zménit v zavislosti na médiu, ve kterém se nachazeji (Amann
& Graham 2011).

Hiebci v plasmatické membrané spermii maji pomér cholesterolu a fosfolipidu
0,36 (Amann & Graham 1993), oproti tomu byci v plasmatické membrané spermii maji

pomer cholesterolu a fosfolipidi 0,51 (Parks & Graham 1992). Dale se v membran¢ nachazi
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cholin, ethanolain a sfingomyelin (Amann & Graham 2011). V plasmatické membrané se
nachazeji tfi typy lipidd. Typickd membrana je slozena z fosfoglyceridd, sfingolipidi
a steroidi. VSechny tfi typy lipidi jsou amfipatické molekuly s hydrofilni hlavou
a hydrofobnim océskem. Tyto molekuly maji amfipaticky charakter stejny, jen se lisi
V chemickych strukturach, hojnosti vyskytu a funkci v membran¢ (Lodish et al. 2016).
Fosfatidylcholin je nejbéznéjsi typ fosfolipidii u vétSiny bunck. Obsahuje malou molekulu
cholinu pfipojenou k fosfatu a jeho hydrofilni hlavi¢ce s dvéma fetézci uhlovodiki, které tvori
hydrofobni konce. V plasmatické membrané se nachézeji glykolipidy v necytosolové poloviné
dvojvrstvy, tudiz jsou jejich cukerné skupiny vystaveny vné&jSimu prostifedi. Tyto cukerné
skupiny tvoii soucast ochranného plasté sacharidii obklopujici vétSinu zivocisSnych bunék.
V nizké mife plasmatickd membrdna obsahuje inositolové fosfolipidy, které hraji roli pfi
ptfenosu signalu z povrchu buiiky do utrob bunky (Albert et al. 2005). Glykolipidy tvoii 2 az
10% z celkového poctu lipidi v plasmatickych membranach. V membrané se vyskytuji také
fosfoglyceridy a jejich derivaty glycerol 3 — fosfat. Jednd se o typickou molekulu
fosfogylycerolu tvotici hydrofobni konec. Negativné nabita fosfatova skupina a kladné nabita
skupina ¢i hydroxylova skupina v hlavové skupiné interaguji siln€ s vodou. Druhou tfidou
membranovych lipidd jsou sfingolipidy. Jsou odvozeny od sfingosinu a aminoalkoholu
S dlouhym uhlovodikovym fetézcem a obsahuji mastné kyseliny s dlouhym fetézcem
pfipojenym k sfingosinové aminoskupiné. Ze sfingolipidii se nejvice vyskytuje fosfocholin,
ktery je pfipojen k termindlni hydroxylové skupiné sfingosinu. Sfingomyelin je fosfolipid,
jehoz celkova struktura je docela podobna fosfatidylcholinu. Jiné sfingolipidy jsou
amfipatické glykolipidy, jejichZz polarni skupiny jsou cukry. Cholesterol a jeho derivaty
predstavuji tfeti dulezity faktor membranovych lipidl, steroidl. Zakladni struktura
je ¢tyikruhovy uhlovodik. Cholesterol je hlavni steroidni sloZka tk&ni zvifat. Ma hydroxylovy
substituent na jednom kruhu, je amfipaticky, ale mize interagovat s vodou. Cholesterol je
charakteristicky pro plasmatické membrany sav¢ich bunék (Lodish et al. 2016). Spermie
u riznych druht se lisi ve sloZeni a lokalizaci fosfolipidii, dale v povaze mastnych acylovych
postrannich fetézcl, které se lisi mezi ur€itymi oblastmi plasmatické membrany. Pomér
cholesterolu vii¢i fosfolipidiim urcuje tekutost membrany. Obecné plati, Ze ¢im véEtsi je podil
cholesterolu, tim méné¢ je membrdna tekutd a pruznd. Cholesterol poméahd udrzovat
fosfolipidy v ndhodném lamelarnim uspotadani. Za uréitych podminek se mohou lipidy
zmeénit na krystalické pole (ve fazi prechodu) a proteiny se agreguji. To vyvolava nestabilitu
membrany a muze ji nendvratné poskodit. Jednim z faktorh, ktery to muze zpusobit,

je zchlazovani (Amann & Graham 2011).
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Plasmatickd membrana slouzi jako bariéra, kterd chrani obsah buniky od promichani
s okolnim prostfedim, délad ovSem vice nez jen to. Plasmatickou membranou prochazi dovnitt
ziviny a nazpét skrz membranu odchdzi odpadni latky, proto je prostoupena vysoce
selektivnimi pumpami a kanaly. Ty jsou tvofeny molekulami proteint. Dalsi proteiny
Vv plasmatické membrané¢ umoziuji reakci bunky na zmény v jejim okoli. Plasmaticka
membrana umi ménit svij tvar tim, ze zvétSuje sviij povrch pfiddnim membranovych slozek
bez ztraty celistvosti. Diky tomu mize burika rust a deformovat se (Albert et al. 2005).
Fosfolipidova dvojvrstva ma dvé dualezité¢ vlastnosti. Prvni je, Ze hydrofobni jadro je
nepropustna bariéra, kterd brani diftizi ve vod¢ rozpustnych molekul skrz membranu. Dullezité
je, ze tato jednoducha bariérova funkce je doplnéna pfitomnosti membranovych proteint,
které zprostiedkovavaji transport molekul skrz plasmatickou membranu, pro které je jinak
tato fosfolipidova dvojvrstva nepropustnd. Druhou vlastnosti membrany je jeji stabilita.
Dvojita struktura je udrzovdna van der Waalsonovymi silami mezi lipidovymi fetézci.
Spermie maji dlouhé §tihlé rozsiteni plasmatické membrany nazyvané cilium neboli bi¢ik. To
umoziiuje pohyb spermii v médiu (Lodish et al. 2016). Funkce membrany spermii se

regionalné 1isi (Amann & Graham 2011).
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Obrazek 2: Schéma plasmatické membrany (Albert et al. 2005).

3.4 Zrani v nadvarleti

Hlava nadvarlete je pocate¢ni segment a spolu s télem nadvarlete poskytuji prostiedi,

které alespoil ¢astecné fidi u€inky testosteronu na zrani spermii. Ocas nadvarlete slouZzi jako
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nadrz pro zralé spermie. Tam spermie cekaji na ejakulaci spusténou sexudlni stimulem
(Brinsko et al. 2011). Funkéni schopnosti maji rtizné epitelialni bunky obklopujici nadvarle
a androgeny (Garner & Hafez 2000). Rozdily v prostfedi nadvarlete a funkénosti spermii
béhem prichodu nadvarletem mize ménit vyvoj schopnosti spermii vazat se na epitelialni
buiiky vejcovodu a tvofit reservoar spermii (Carneiro et al. 2017). Kazda anatomické cast
nadvarlete se vyznacuje vlastni sekrecni aktivitou, coz mé za nasledek biochemické prostiedsi,
ve kterém dochazi k postupnym interakcim s membranou spermie (Sostaric et al. 2008).

Spermie uvolfiované do lumen semenotvorného kanalku béhem spermatogenese jsou
nezralé. Tyto bunky jsou nepohyblivé a zkanalkti jsou vyplaveny pomoci tekutin
pochazejicich ze Sertoliho bun¢k (Garner & Hafez 2000). Spermie jsou transportovany
z varlat do nadvarlat, v némz spermie béhem prichodu dozravaji. Tim ziskavaji potencialni
schopnost oplodnit vaji¢ko (Guimaraes et al. 2012). Transport do nadvarlete je podporovan
kontraktilnimi pohyby varlat a tekutinou, ktera vyplavuje spermie z kanalku, a také sekrety
epitelidlnich bunc¢k lemujici varletni sit’. Tato testikularni tekutina obsahuje nékolik
unikatnich protein véetné ABP, které jsou vyluCovany do lumen semenotvornych kanalku
Sertoliho bunikami. ABP tvofi komplex s androgeny. Vysledny komplex poméha transportu
androgent do hlavy nadvarlete (Garner & Hafez 2000).

Prostfedi v ocasu nadvarlete drzi spermie v metabolicky klidovém stavu, aby se
zabranilo pfedCasné aktivaci. U hfebce ma odhadovanou kapacitu pro ukladani spermii na
deset ejakulatii (Guimaraes et al. 2012).

Zrani zahrnuje nekolik funkénich zmén: postupnou ztratu vody, ztratu cytoplasmatické
kapky, nepohyblivé spermie ziskavaji schopnost stat se pohyblivymi po kontaktu se
semennou plazmou (Guimaraes et al. 2012), morfologické a biochemické zmény plasmatické
membrany spermii v reakci na sekrety nadvarlat a jejich rizné proteiny. Hlavni viditelnou
zménou pii zrani spermii v nadvarleti je, ze spermie ztraci cytoplasmatickou kapku. U vétsiny
druhti se kapka pohybuje distaln€ podél biciku béhem priichodu nadvarletem. OvSem nékteré
spermie obsahuji tuto zbytkovou kapku cytoplasmy i v ocasu nadvarlete (Sostaric et al. 2008).
Vzhled plasmatické membrany spermii je pozménén béhem zrani. Zrani obvykle zahrnuje
zmenseni velikosti a zmény tvaru apikalniho segmentu, zmény v hustot¢ a distribuci
membrany. Kromé toho se akrosom béhem prichodu prestavuje. Nékteré proteiny prochazi
posttranslaénim zpracovanim a roz$t€penim. Dochazi tak ke zméné slozeni plasmatické
membrany, predev§im diky zméné poméru glykoproteinii a sterold. ZvySuje se negativni
naboj povrchu spermie a piemisténi povrchovych antigenli. SoubéZné nastava ptidani,

eliminace nebo modifikace povrchovych protein. Zmény fosfolipidové kompozice zahrnuji
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selektivni a progresivni ztratu fosfolipidd, coz vede ke zvySenému podilu cholesterolu. Vyssi
obsah cholesterolu v kombinaci s aktivni Gdrzbou asymetrické distribuce fosfolipida
stabilizuje membranu zralych spermii pro uchovani v ocasu nadvarlete. Zmény membrany
béhem zrani nejsou omezeny pouze na hlavicku spermii. Adsorbce ¢i interakce s n€kolika
glykoproteiny a peptidy jsou také pozorovany v plasmatické membrané ocasu (Sostaric et al.
2008).

Do lumen nadvarlete je vylu¢ovano nékolik stovek proteini. VéEtsina téchto proteint je
vyluCovana v oblasti hlavy, coz piedstavuje asi 73% celkové sekrece nadvarlat. Sekre¢ni
aktivita se vyrazn¢ snizuje v ocasu nadvarlete. Nékteré piimo modifikuji povrch nebo slozeni
spermii. Dal$i méni charakteristiku plasmatické membrany spermii, a to transportnimi
¢i vazebnymi funkcemi (Dacheux et al. 2003). Béhem pruchodu nadvarletem ziskavaji
spermie nové proteiny, znichZz nékteré tvoii ochranné vrstvy, jiné jsou integrovany
jako integralni membranové proteiny (Sostaric et al. 2008). Proteiny, které spermie absorbuji
béhem prichodu nadvarletem, jsou klasicky oznacované jako ,,potahovaci proteiny. VétSina
ochrannych proteinti ptisobi jako hlavni slozky membrany a mohou byt z povrchu odstranény
pomoci izotonickych ¢i hypertonickych roztokd (Sullivan et al. 2007). U hiebce je 92%
celkové sekrece proteinti v nadvarleti forma zhruba 18 proteind, které zahrnuji laktoferin,
klastrin, prokatepsin D, cholesterol transfer protein, glutation peroxidasa, beta-N-acetyl-
hexosaminidaza a prostaglandin D2 syntaza. Rizné proteiny v tekutiné nadvarlat plni rizné
role. Naptiklad protein clusterin, vazajici cholesterol, vaze na sebe hydrofobni slouceniny
(Dacheux et al. 2003). Majoritni zastoupeni V sekretech nadvarlat ma glykosyl
fosfatidylinositol (GPI), ktery je zakotveny na plasmatickou membranu spermii. Ukotveni
proteintl na plasmatickou membranu naznacuje, ze proteiny vylu¢ované nadvarletem jsou na
membranu spermie pienaseny neobvyklym mechanismem (Sullivan et al. 2007).

Pienos nékterych proteinii na plasmatickou membranu spermii je zprostfedkovano
epididysomy (Sostaric et al. 2008). Epididymosomy jsou elektronové husté vezikuly
vyluCované apokrinné. Proteiny asociované s epididymosomy nejsou zpracovany
endoplasmatickym retikulem a Golgiho aparatem, tudiz jsou charakterizovany neobvyklou
glykosylaci a postradaji také signalni peptid na svém N-konci (Sullivan a kol. 2007).
Epididymosomy jsou bohaté na cholesterol (Rejrati et al. 2006) a pochazeji z riznych oblasti
nadvarlat, diky ¢emu maji odpovidajici rozdily ve sloZeni bilkovin. To se odraZi ve zpisobu
interakce bilkovin, které pfenaseji na spermie. Dosud vSak bylo identifikovano velmi malo
proteinti asociovanych s epididysomy a presné funkce zlstavaji neznamé (Frenette et al.
2006).
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3.5 Semenna plazma

Semeno obsahuje spermie a semennou plazmu, ktera je tekuta a tvofi se v ptidatnych
pohlavnich zlazach saméiho reprodukéniho traktu (Garner & Hafez 2000). Semenna plazma
se sklada ze sekretii varlat, nadvarlat, chdmovodu a ptidatnych pohlavnich zlaz (Topfer-
Petersen et al. 2005). Objem semenné plazmy raznych druhti savct se lisi pfitomnosti
a velikosti pfidatnych pohlavnich zldz. Ty vedou ke zméndm v jejich relativnim slozeni
a objemu semena. U nékterych druhti semenna plazma piedstavuje az 95-98 % celkového
objemu semene (Rodrigues-Martinez et al. 2011). Ocekava se, ze slozeni se bude liSit
Vv zavislosti na genetice, stavu zvifete a na prostiedi, kde zvife Zije. Hfebci mohou ménit
slozeni ejakulatu pod kontrolou testosteronu, ktery je schopny reagovat na pfitomnost samice
s ur¢itou charakteristikou. Semenna plazma je schopna podporovat spermie v ochrané proti
oxida¢nimu stresu (Jeannerat et al. 2017), protoze slouZzi jako ochranné a vyzivné médium pro
spermie (Garner et Hafez 2000). Obsahuje také dekapacitacni faktory, které se adsorbuji
na povrch plasmatické membrany. Tyto dakapacitacni faktory potlacuji pred¢asné zahajeni
kapacitace béhem pruchodu spermii pies kréek do vejcovodi (Varner & Johnson 2011).
Ukazuje se, ze semenna plazma hraje roli v modulaci spermii a jejich schopnosti interagovat
s epitelem a sekrety samiciho pohlavniho traktu. Je také nosi¢em signal pro samici pohlavni
trakt, zvlasté pro imunitni systém (Rodrigues-Martinez et al. 2011).

Pti ejakulaci se spermie setkavaji se semennou plazmou a pravé tak s prostasomy
(Sostaric et al. 2008). Proces, ktery se bézné povazuje za ejakulaci, zahrnuje tii potiebné
kroky. Nejprve dochazi k erekci, nasleduje emise a konc¢i to ejakulaci. Emise zahrnuje
slouceni spermii se semennou plazmou z chamovodu a ocasu nadvarlete. Béhem ejakulace
dochazi k vylouéeni semene skrze mocovou trubici (Amann RP. 2011).

Prostata vyluéuje vodnatou tekutinu do panevni ¢asti mocové trubice a zlomek tekutiny
prostaty je vylucovan jako preejakulat. Dale emise a ejakulace jsou frakce bohaté na spermie,
sekrety nadvarlat, tekutiny prostaty a vodnaté tekutiny bulbouretralnich zlaz. Nasleduje ne
vzdy pfitomna gelova neboli postspermiova frakce. Ta pochdzi predevS§im z méchyikovité
zlazy. Funkce této frakce neni zcela zndma. Neni Upln€ zndma sekrece Zlaz ampule
chamovodu co se tyka pfinosu pro ejakulat (Amann RP. 2011).

Semenna plazma obsahuje specifické proteiny, hormony, antimikrobialni latky,
supresory imunity, tuky, cukry, soli a rizné typy bunék, véetné imunitnich bunék (Jeannerat
et al. 2017) neobvykle vysoké hladiny Kyseliny citrénové, ergothionein,

glycerolfosforylcholin, sorbitol. Nachazi se tam také znatelné mnozstvi kyseliny askorbové,
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aminokyselin, mastnych kyselin a enzymu (Garner & Hafez 2000). Dale také obsahuje
bikarbonat, ktery moduluje motilitu spermii a destabilizuje plasmatickou membranu béhem
kapacitace (Rodrigues-Martinez et al. 2011).

Peptidy a proteiny semenné plazmy vynikaji vysokym obsahem (Rodrigues-Martinez et
al. 2011). Vétsina proteinti nalezenych v semenné plazmé se vaze na plasmatickou membranu
spermii (Mogielnicka-Brzozowska et Kordan, 2011), jsou tedy zapojeny do piestavby
povrchu spermii, ke které dochdzi béhem priichodu spermie sam¢im 1 sami¢im genitalnim
traktem (Topfer-Petersen et al. 2005). Proteiny jsou dilezité pro funkci spermii a vztahuji se
kK interakci spermii s riznymi prostfedimi Vv pohlavnim traktu samice smérem k oocytu
(Rodriguez-Martinez et al. 2011). RuUzné hormony jako jsou androgeny, estrogeny,
prostaglandiny, FSH, LH a podobné hormony na rist, inzulin, glukagon, prolaktin, relaxin,
leptinovy hormon a enkefaliny se nachazeji v semenné plazmé, také antimikrobialni slozky
véetné imunoglobulini tiidy IgA (Garner & Hafez 2000). lontové prostiedi semenné plazmy
ma silny vliv na funkci spermii (Pesch et al. 2006). V semenné plazmé se nachazi vapnik,
sodik, draslik, zinek a méd’ (Hamad et al. 2014). Zinek byl ve velkém mnozstvi nalezen ve
spermatu savcu a bylo zjisténo, Ze je rozhodujici pro spermatogenesi (Shquirat et al. 2013),
ma totiz vliv na motilitu a stabilitu chromatinu (Rodrigues-Martinez et al. 2011). Mé&d’ je
dalezitym prvkem pro mnohé metaloenzymy a metaloproteiny, které se podileji na
energetickém nebo antioxida¢nim metabolismu (Hamad et al. 2014). V semenné plazmé se
vyskytuji vitaminy A, C a E. Nékteré vitaminy byly popsany jako dilezit¢é pro bunécény
ochranny systém proti oxidativnimu poskozeni (Almeida et al. 2005). Mimo vitaminy patii
mezi komponenty semenné plazmy enzymatické a neenzymatické antioxidanty (Usuga et al.
2017).

Stejné jako tekutina znadvarlat obsahuje semennd plazma vezikularni struktury
(Ronquist & Brody 1985). Tyto vezikuly jsou produkovany prostatickymi epitelidlnimi
bunikami, kde se akumuluji v takzvanych skladovacich vaccich. Po exocytése do lumen
prostaty se prostasomy misi s ejakuldtem. Membrana obklopujici prostasom je bohata na
cholesterol, sfingomyelin a nasycené mastné kyseliny (Arienti el al., 1998). Piestoze ptesna
funkce prostasomti neni znama, ma né€kolik reprodukénich roli véetné zvyseni motility
spermii (Burden et al. 2006). Bylo také zjiSténo, Ze prostasomy nejspiSe zabranuji pres vyssi
obsah cholesterolu tomu, aby byl akrosom citlivy na progesteron (Cross & Mehasreshti 1997).
Prostasomy mohou také nepiimo ovlivnit oplodnéni tim, Ze spermie chrani pfed utokem

imunitnich bun€k v sami¢im pohlavnim traktu (Babiker et al. 2002; Katimura et al. 1995)
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Byly také popsany prostasomy s antibakterialni, antioxida¢ni a virovou neutraliza¢ni aktivitou
(Katimura et al. 1995; Andersson et al. 2002).

Ne vsSechny spermie se setkaji se vSemi sekrety pfidatnych pohlavnich Zzlaz,
protoze jsou dodavané do ejakulatu v diferencialnim porfadi. Semenna plazma ma ruzné
koncentrace slozek, vcetné peptidii a proteind. Specifické peptidy a proteiny pisobi jako
signaly pro sami¢i imunitni systém, aby nedoslo k odmitnuti, ale toleranci Spermii

(Rodriguez-Martinez et al. 2011).

3.6 Kapacitace a akrosomalni reakce

Ejakulované spermie nejsou okamzit¢ schopné oplozeni oocytu. Musi absolvovat
definitivni dozrani v reproduk¢nim traktu samice a prochdzi dvéma procesy. Jednim procesem
je kapacitace a druhym je akrosomalni reakce (Brinsko et al. 2011). K oplozeni vajicka musi
byt sperma vysoce pohyblivé a schopné podstoupit akrosomovou reakci, diky které penetruje
do vajicka (Hafez B. & Hafez ESE. 2000).

Kapacitace je definovdna jako soubor zmén, které ¢ini spermie schopné podstoupit
akrosomovou reakci. Béhem pobytu v sami¢im traktu spermie podstupuji proces kapacitace,
ktery zahrnuje fadu zmén na spermiich, které primarné reaguji na signaly pochdazejici
od oocytu a jeho kumularnich bun¢k a tim ziskavaji schopnost oplodnit oocyt. Pokud je
kapacitace neuplna, nejsou spermie schopny dokoncit proces oplozeni. Fyziologické zmény
spermii b&éhem kapacitace prokazuji hyperaktivovanou motilitu a schopnost podstoupit
akrosomovou reakci (Varner & Johnson 2011).

Béhem kapacitace dochazi k membranovym zménam, efluxu cholesterolu z membrany
a nesCetnému mnozstvi enzymatickych procesi. Kapacitacni proces znacné snizuje
zivotaschopnost spermii (Varner & Johnson 2011). Kapacitace zpusobuje destabilizaci
fosfolipidové dvojvrstvy, coZ umoziiuje akrosomalni aktivaci. Takové zmény mohou
zahrnovat vycerpani cholesterolu z membrany spermii, zménu poméru glykosaminoglykani
a zmény iontd (Hafez B. & Hafez ESE. 2000). Béhem kapacitace spermie ztraceji z povrchu
nékteré proteiny tzv. dekapacitacni faktory, které jsou poskytované nadvarletem
a pii ejakulaci sekrety semennych vacka. To je doprovdzeno bikarbonatovymi zménami
lipidd plasmatické membrany spermii. Steroly a jejich sirany jsou pfitomny ve spermiich
a sterolsulfaty jsou pfitomny v genitadlnim traktu samic a folikularni tekutin€. Enzymatickym
St€penim polarnich esterd na nepolarni steroly se méni fluidita membrany. Cholesterol

odstranény pomoci bilkovin a vazajici sterol méni stav mikrodomény lipidd membrany. Ztrata
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cholesterolu z membrany spermii je dulezity krok v dusledku zvySeni membranové fluidity
a usnadiiuje piipadnou membranovou fuzi potiebnou pro akrosomovou reakci a vazby
spermie na membranu oocytu (Nieschlag et al. 2010).

K akrosomové reakci dochazi spontanné (progesteron, folikuldrni tekutina,
prostaglandiny) nebo zprostiedkovanymi ligandy, jako je zona pellucida. Funkce akrosomalni
reakce spociva v tom, ze spermie musi projit glykoproteinovymi vrstvami obklopujici oocyt,
aby dosahly zona pellucida. Akrosomova reakce se muze vyskytnout pied nebo po pfipojeni
hlavickyk glykoproteinovym receptorim na zona pellucida. Pro pfipojeni je nezbytny
neporuseny akrosom. Vazba hlavi¢ky spermie se uskutecniuje pies receptor ZP3 a umoziuje
interakci K jinym zonam, které stimuluji aktivovani akrosomi. Akrosom spermie reaguje
na prostfedi a v misté¢ prichodu vytvaii ,diru“, pfes kterou spermie prochazi. Penetrace
spermie pies zona pellucida trvd vrozmezi 5-15 minut po pfipoutani spermii. Béhem
akrosomové reakce se objevuje masivni priliv Caz+ Koncentrace intracelularniho Cays je ve
spermii nizkd, predevSim v oblasti hlavy 1 biciku, diky pfitomnosti antigenu Caps
zprostiedkovaného ATPasou a vyménnym systémem Cap+/H+ Vv plasmatické membrané
(Hafez B. & Hafez ESE. 2000). Béhem akrosomové reakce dochazi k fuzi vnéjsi akrosomalni
membrany s plasmatickou membranou spermie za vzniku vezikulli na pfedni ¢asti akrosomu.
Ty vedou k uvolnéni obsahu akrosomalnich vacka (Brinsko et al. 2011). Fuze a vezikulovani
hydrolytickych enzymt uvoliiuji akrosom, jako je napiiklad hyaluroniddza a akrosin. Tyto
enzymy se podileji na penetraci spermie pies zona pellucida. Akrosin byl dlouho povazovan
za esencialni oblast lysinu pro penetraci spermii, ale pocet pfitomnych enzymi, které jsou
v akrosomalni membran¢, naznaCuje, Ze kombinace enzymi pusobi synergicky béhem
penetrace. To je v souladu s heterogenni strukturou glykoproteinového obalu zona pellucida.
Enzymy vystavené béhem akrosomové reakce jsou potiebné pro priichod spermie ptes oblast
zona pellucida, ale také nutné pro motilitu spermii. Tak jako akrosomalni reakce iniciuje
prunik zona pellucida, mize glykoprotein ZP2 slouzit jako sekundéarni spermaticky receptor,
ktery udrzuje pfipojeni spermii béhem prichodu touto oblasti. Akrosomova reakce je také
pfedpokladem pro fUzi mezi plasmatickou membranou oocytu a plasmatickou membranou
spermii. Oocyt nemlze podstoupit fuzi s neakrosomalné aktivovanymi spermiemi, piestoze
jsou ptipojeny k povrchu membrany (Hafez B. & Hafez ESE. 2000).

Kapacitace tedy vede k akrosomalnim zménam potfebnym pro penetraci spermii
do vajicek. Urcité funkce proto zabranuji predCasné aktivaci akrosomu az do okamziku,

kdy spermie dosahne mista oplozeni a pfichazi do kontaktu s vajickem
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(Hafez B. & Hafez ESE. 2000). To jsou mista signalnich transduk¢nich komplexi zapojenych
do rozpoznani a vazby v oblasti zona pellucida (Nieschlag et al. 2010).

3.7 Proteiny semenné plazmy a jejich vliv na funkci spermii

VétSina proteind nalezenych v semenné plazmé se vaze na plasmatickou membranu
spermii (Mogielnicka-Brzozowska & Kordan 2011), jsou tedy zapojeny do ptestavby povrchu
spermii, ke které dochézi béhem prichodu spermie sam¢im a samicim genitalnim traktem.
Proteiny pokryvaji cely povrch plasmatické membrany spermie, brani aglutinaci spermii,
predCasné akrosomové reakci a fagocytdéze v pohlavnim traktu samic. Bylo prokazano,
ze proteiny semenné plazmy pfispivaji k ¢asnym a centralnim krokGim pii oplozeni, jako je
zalozeni rezervoaru spermii ve vejcovodech a kapacitace (Topfer-Petersen et al. 2005).
Proteiny semenné plazmy hraji specifickou roli zejména diky své schopnosti vazat rizné typy
ligandd, jako jsou napiiklad polysacharidy, lipidy a ionty (Mogielnicka-Brzozowska
& Kordan 2011). Semenné proteiny koni maji tendenci tvofit multiproteinové agregaty,
které piredstavuji asi 70 % celkového poctu proteinti semenné plazmy koni. Obsah bilkovin
v plazm¢ koni je relativné nizky (10 mg / ml) oproti semenné plazmé savci obsahujici
ptiblizn¢ 20-60 mg/ml. Proteiny semenné plazmy se déli na heparin-vazajici proteiny
a heparin-nevazajici proteiny (von Fellenberg et al. 1985). Proteiny semenné plazmy koni
tvoii HSP-1 az HSP-8 (Calvete et al. 1994).

U koni se heparin vaZe na ejakulované spermie a moduluje kapacitani proces,
¢imz zvySuje schopnost spermii, aby podstoupily akrosomovou reakci indukovanou zona
pellucida (Florman & Babcock 1991). Doposud nebyly identifikovany u koni faktory
ovliviiyjici schopnost podstoupit akrosomovou reakci. Lze tedy predpokladat, ze specificky
ucinek heparinu na spermie muze byt in vivo zprostiedkovan heparin-vazajicimi proteiny
(Manjunath & Therien 2002). Vétsina izolovanych proteind koni, konkrétné HSP-1, HSP-2,
HSP5 az HSP8 maji heparin-vazebnou schopnost (Topfer-Petersen et al. 2005). Heparin-
vazajici proteiny se vazou na plasmatickou membranu a pokryva hlavicku spemie
(Mogielnicka-Brzozowska & Kordan 2011). Schopnost vazat heparin naznacuje potencialni
ulohu pii oplozeni. Vazba heparinu je vlastnost, ktera zavisi na stavu agregace proteinQ
plasmatické membrany spermie. HSP-1 a HSP-2 jsou asociovany k vytvotfeni oligomerQ
vazajicich heparin, ale také existuji jako heparin-nevazajici modulace agregacniho stavu

(Calvete et al. 1995b). Heparin glykosaminoglykany (GAG) jsou vylucovany ve velkém
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mnozstvi epitelem samiciho reprodukéniho traktu, zejména béhem folikularni faze cyklu.
Zmény obsahu GAG v plasmatické membrané spermii se Vyskytuji, béhem transportu spermii
samié¢im reproduk¢nim traktem. Bylo zji$téno, Ze heparin-vazajici proteiny semenné plazmy
ptispiva k askrosomové reakci pomoci interakce s heparin glykosaminoglykany. Disociace
téchto latek z povrchu plasmatické membrany béhem kapacitace spermii pravdépodobné
zavisi na heparinovém procesu zvySovani ionti Cay+ v akrosomové matrici (Mogielnicka-
Brzozowska & Kordan 2011). Heparin-vazajici proteiny zvySuji schopnost akrosomové
reakce v odezvé na heparin a dalsi proteiny v oblasti zona pellucida (Patel et al. 2016).
Heparin-nevazajici proteiny zvysuji Zivotaschopnost a motilitu spermii, nicméné to vede
k drastickému poklesu schopnosti oplozeni (Caballero et al. 2004b). Brandon et al. (1999)
uvadi molekulovou hmostnost SP proteind (pojmenované také jako HSP proteiny) SP-1 a SP-
2 72kDa, SP-3 18kDa, SP-4 16kDa, popsané Killianem et al. (1993). VSechny tyto proteinové
skupiny, s vyjimkou HSP-4, se vazi na povrch spermii.

HSP -1 je polypeptid tvofeny 121 aminokyselinami s ¢tyfmi glykosyla¢nimi misty.
Obsahuje dvé tandemové uspofadané domény Fn II (fibronektinového typu), jimz predchazi
dlouhy kysely N-koncovy segment (Calvete et al. 1995a). HSP-1 je pfitomny ve vSech
frakcich ejakulatu (Rodriguez-Martinez et al. 2011). Primarni struktura HSP-2 je v podstaté
totozna s HSP-1, ma pouze krat$i N-terminalni segment a ma dvé glykosylacni mista. Tyto
dva proteiny jsou pfitomny v rovnovdzném pomeéru a jejich neoddélitelnd smés je oznacovana
jako HSP-1/2 (Calvete et al. 1995a). HSP- 1/2 je spojeni dvou malych proteint tepelného
Soku. HSP-1/2 je hlavni protein semenné plazmy koni, ktery vykazuje aktivitu podobnou
chaperonu (CLA) tim, Ze chrani rGzné cilové proteiny pfed tepelnym, chemickym a
oxida¢nim stresem. Bylo zjisténo, ze polydisperzita a povrchova hydrofobnost HSP -1/2 je
pro chaperenovou aktivitu proteinu dulezita (Sankhala et al. 2012; Kumar & Swamy 2016b).
Povrchové aktivni latky méni nékteré vlastnosti proteini jako je hydrofobnost, naboj ¢i
konformace zménou vazby (Chaturvedi et al. 2016) Aniontové povrchové aktivni latky ¢i
neutralni povrchové aktivni latky zvysuji chaperonovou aktivitu HSP-1/2, dale také inhibuji
agregaci cilovych protein. Kationtové povrchové aktivni latky zvySuji tepelnou agregaci
ADH (alkohol dehydrogenasa) a enolazy a také snizuji chaperenovou aktivitu HSP-1/2.
Chaperenové stroje exprimované buitkou maji antiagregacni vlastnosti a solubilizuji agregaty
nebo je oznacuji za degradacni cesty. Agregace bilkovin je disledkem nespravného rozlozeni
bilkovin a je pfi¢inou mnoha onemocnéni. Proto proteiny tepelného Soku vytvateji komplexy
S nenapojenymi bilkovinami a pomahaji pfi jejich opétovném skladani na aktivni konformaci

(Kumar & Swamy 2017). Kulkarni et al. (1996) fikaji, ze heparin-vazajici proteiny chrani
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akrosin, chrani proti tepelnému Soku a jako spousta neidentifikovanych proteinti ovliviiuje
fertilni schopnost spermii. HSP-1/2 ma afinitu pro cholin fosfolipidy. Interakce HSP-1/2
s fosfolipidovymi membranami a heparinem se zdaji byt fyziologicky vyznamné vzhledem
k jejich zapojeni do kapacitace spermii (Sankhala et al. 2012). Protein homologni s HSP -1/2
je pfitomen u mnoha dalSich savci, jako je tfeba analog u skotu PDC-109. Ten je nejlépe
charakterizovanym ¢lenem této rodiny (Kumar & Swamy 2017) a bylo u néj prokazano,
7e se ucastni pocateénich krokd oplozeni, jako je kapacitace (Topfer-Petersen et al. 2005).

Mal¢é klicové proteiny typu Fn II jsou charakterizované dvéma konzervovanymi
tandemové uspradanymi moduly fibronektinu, také oznacovany jako BB domény. Kromé
toho nesou jeden nebo dva kratké vysoce kyselé N-koncové peptidové useky nebo jiné
polypeptidy (Calvete et al. 1995a) a prodlouzené tiseky aminokyselin, které jsou variabilni
mezi jednotlivymi bilkovinami (Caballero et al. 2012). Proteiny typu Fn II jsou nejhojnéjsi u
skotu. Malé proteiny HSP-1 a HSP-2 jsou syntetizovany pifevazné ampulou chamovodu.
Zatimco EQ-12, vétsi protein typu Fn II, je vyluCovany hlavné v nadvarleti (Saalmann et al.
2001; Ekhlasi-Hundrieser et al. 2005). Tyto proteiny se té€sné spojuji se spermii b&hem
epididymaniho pfenosu a pii ejakulaci jsou ptfitomny na ejakulovanych spermiich.
Nejvyraznéjsi znak proteint Fn II typu je jejich schopnost interagovat s fosfolipidy spermie a
jejich heparin-vazebnou schopnosti (Calvete et al. 1997). Schopnost vazat spermie je
sprostfedkovana specifickymi interakcemi s cholinovymi lipidy plasmatické membrany
spermii. Vlastnost vazat heparin je v oblasti BB proteint (Wabh et al. 2002).

HSP-5 nesouvisi se znamymi bilkovinami. Sekvence N-terminalu neodpovidéd funkéni
sekvenci charakterizovaného proteinu jiného druhu.

HSP-6 a HSP-8 jsou riizné isoformy proteinu, ktery patii do kallikreinového typu
proteinové rodiny. N-koncové sekvence obou isoforem vykazuji vysoky stupeii homologie
s lidskym prostatickym specifickym antigenem (PSA), o kterém bylo zjiSténo, Ze Stépi
semenné koagula (Johnsson et al. 2005).

Protein HSP-7 byl jako jediny protein zaélenén do rodiny spermadhesini a je to
homolog prasec¢iho proteinu AWN-1, ktery vykazuje vazbu na zonna pellucida (Reinert et al.
1996), stejn¢ tak i konsky HSP-7. Protein je vylucovany do varletni sit¢, chamovodu a
semennych vacku. Spermadhesiny byly poprvé popsany v semenné plazmé prasat, kde tvori
hlavni frakce malych proteinii vazajicich heparin. Piedstavovaly prvni ¢leny skupiny, které
charakterizovala CUB doména obsahujici 110 az 133 aminokyselin (Bork & Beckmann 1993)
Tato doména je stabilizovana dvéma disulfidovymi mustky sousednich cysteinovych zbytki

(Romero et al. 1997). Spermadhesiny jsou multifunkéni proteiny vykazujici schopnost vazat
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ligand na heparin (Topfer-Petersen et al. 2005). Jsou zapojeny do zaloZeni rezervoaru
v sami¢im pohlavnim traktu, kapacitace a interakce spermie-zona pellucida (Topfer-Petersen
et al. 1998). Spemadhesiny jsou glykoproteiny, jejichz biologicka aktivita zavisi jak
na sekvenci, stupni glykosilace ¢i agregaci, tak i na schopnosti vazat heparin. Jsou spojeny
s vice ucinky na spermie. Zda se, Ze stabilizuji plasmatickou membranu a akrosom tésné¢ pred
kapacitaci (Rodriguez-Martinez et al. 2011). Heparin vazajici spermadhesiny inhibuji
kapacitaci, chlazenim indukovanou kapacitaci a kryokonzervaci indukované kapacitacni
zmény (Vadnais & Roberts 2010).

Mezi heparin-nevazajici proteiny se fadi skupina CRISP, kam se u hiebct fadi HSP-3
(nebo také CRISP-3). Je produkovan ampuli chamovodu a semennymi vacky (Giese et al.
2002). U fady druhti bylo prokazano, ze exprese této genové rodiny je pod androgenni
kontrolou. Geny koni exprimuji CRISP1 podél celého nadvarlete, zatimco CRISP2 produkuji
semenn¢ vacky, nadvarle, ale i varle. CRISP proteiny jsou charakterizovany 16 invariantnimi
cysteinovymi zbytky. U kazdého ¢lena je vzdalenost mezi pfislusnymi cysteinovymi zbytky
ptisné zachovana. VSechny cysteinové zbytky jsou disulfidové vazany, ¢imz se molekula déli
ve tfech oblastech. N-terminal je prodlouzen o zhruba 50 aminokyselin a N-koncovy
cysteinovy Kklastr je tvofeny tfemi disulfidy a C-termindlni doménou bohatou na cystein
obsahujici 10 cysteinovych zbytkti (Guo et al. 2005) Bylo zjisténo, Ze rizné ¢leny rodiny
CRISP jsou zapojeny do funkci tykajicich se fuze spermii a oocytil, vrozené obranné funkce
sami¢i pohlavni soustavy a blokace iontového kanalu. Proteiny CRISP spermii koni se
nachazeji v postakrosomalni oblasti a poloviné bi¢iku (Topfer-Petersen et al. 2005). HSP-3 (u
koni také CRISP-3) je spojen s plodnosti prostfednictvim své role selektivni ochrany proti
PMN (polymorfonuklearni leukocyty) vazby na buniky. Prvni frakce ejakulatu koni obsahuje
inhibitor akrosinu , PSA (prostaticky specificky antigen) ¢i proteiny podobné kalikreinu (jako
je HSP-6 a HSP-8 reprezentujici isoformy) (Rodriguez-Martinez et al. 2011).

Z dostupnych zdroji neni zfejma vazba HSP-4 k heparinu. Calvete et al. (1994)
predpoklada, Ze protein HSP-4 souvisi s produktem podobnému genu kalcitonin. Kalcitonin
ma korelaci s motilitou spermii u neplodnych samcti (Mungan et al. 2001), také vysoké
hladin¢ kalcitoninu zabrafuji ,,nadmérné kapacitaci®“ a spontanni akrosomové reakci (Fraser et

al. 2005).
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3.8 Kryokonzervace

Béhem kryokonzervace dochdzi k extrémni zméné teploty a osmolarity. Béhem tohoto
procesu vznika tvorba ledovych krystall,, coz vede k vétsi extracelularni koncentraci solutu
a nasledné hyperosmolarité. Buiika na tyto pochody reaguje ztratou vody a smr§tovanim
objemu za ucelem vyrovnani koncentrace rozpusténé latky mezi intracelularnim
a extracelularnim prostorem. Naopak objem bunky se zvySuje pasivné difuzi vody, kdyz
jsou bunky vystaveny hypotonickému pusobeni extracelularniho prostiedi, jako je tomu
Vv piipadé rozmrazovani (Maziero et al. 2013). Tyto zmény vedou k deformaci bunéénych
membran od zacatku dehydratace az po pohyb molekul ze spermii béhem rozmrazovani.
Plasmatickd membrana pusobi jako pfekazka branici rustu ledovych krystalt z media do
bunky (Amann & Pickett 1987).

Propustnost bunéénych membran mtze byt naruSena kryoprotektanty, které ovliviuji
ptesmyk fosfolipidd a bilkovin v plasmatické membrané, coz ovlivituje potencidl fuze
membrany (Amann & Pickett 1987).

Pii tepelném prechodu dochazi k chladovému Soku, kdy plasmatickdi membrana
ptechazi z kapalného do krystalického stavu ¢i naopak. Tyto zmény brani v pohybu lipida
Vv plasmatické membran¢, coz vede k tvorbé malych lipidovych oblasti. Tato agregace vede
k zvySeni propustnosti membrany a poklesu metabolické aktivity (Maziero et al. 2013),
nadéle dochézi k ztraté intracelularnich molekul a iontl, ke kruhovému pohybu a predcasné
ztraté motility. Béhem této faze se méni stav membrany v disledku zmény tvaru fosfolipida
indukované chlazenim. Mastné acylové fetezce se rovnaji a prodluzuji, coz molekulam
umoznuje tésné paralelni Sbaleni acylovych zbytkl. V krystalickém poli se fosfolipidy
nemohou pohybovat ndhodnym zplisobem. Zachovavaji se pouze malé ostriivky kapalnych
lipidQ, které ziistavaji integralni. Rozsah téchto oblasti, kde se sdruzuji bilkoviny, zéavisi
na rychlosti zchlazeni. Agregace bilkovin mize mit za nasledek zvySenou propustnost
membrany a snizeni metabolické funkce. ZvySena akumulace vapniku ve spermiich koreluje
S poSkozenim membrany. Toto zvySeni miize mit za nasledek aktivaci fosfolipaz, coz mlze
zvysit hydrolyzu fosfolipidi. Takova zména fosfolipidi a akumulace volnych mastnych
kyselin by mohla vést k narustu propustnosti mitochondrialnich a plasmatickych membran,
coz vede k potencialni smrti bunék. Vysledkem je hlubokd zména propustnosti membrany
a buné¢na smrt (Amann & Pickett 1987).

Ke zméné povahy plasmatické membrany dochédzi i béhem mrazeni v navaznosti

na zapocatych zménach béhem chlazeni. Lze ptedpokladat, Ze zmény na spermiich zpiisobené
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béhem chladového Soku zhorSuje dopad zmén vyvolanych béhem mrazeni ¢i rozmrazovani.
Spermie poskozené ledovymi krystaly, extracelularnimi ledovymi krystaly ¢i zménami béhem
dehydratace, které vedou k poSkozeni plasmatické membrany, nedavaji spermiim velkou
moznost zlstat Zivotaschopnymi pfi -196°C. B&hem zmrazovani zadina extracelularni voda
zamrzat do ledovych krystalli a zacinaji se také vylucovat soli, které se hromadi a zvySuji
koncentraci Vv zatim nezamrzlé extracelularni vodé. Hromadéni soli zvySuje osmoticky
gradient plasmatické membrany a voda uvniti spermii za¢ina vytékat ven, kde nadale zamrza.
Odtokem vody dochazi k dehydrataci spermie. Pfi pomalém chlazeni je dostatek Casu
K prichodu vody zbunky ven, aby se koncentrace intracelularnich rozpusténych latek
omezila. Tim dochdzi k odstranéni podchlazeni a wudrzeni chemického potencidlu
intracelularni vody s vodou extracelularni. Buiika se tak postupné dehydratuje a netvoii se
intracelularni led. Naopak pokud je rychlost chlazeni velka, rychlost pohybu vody z buriky je
nedostateéna pro udrZzeni rovnovahy a buiika se ¢im dal vice ochlazuje. Nakonec se
rovnovaha chemického potencialu vody obnovi intracelularnim zmrzazenim. Buiiky, které se
dehydratovaly, aby sniZily svlij vnitini obsah vody, maji nizkou pravdépodobnost, ze budou
tvofit intracelularni led. Tvorba velkych intracelularnich ledovych krystali zpusobuje
poskozeni a smrt bunc¢k. Pokud dochazi k tvorbé mikrokrystalti ledu béhem pomalého
chlazeni ve spermii, nemusi to pro ni byt az tak skodlivé. Nicméné bunky, které obsahuji tyto
mikrokrystaly, se musi velmi rychle zahfat, aby nedoSlo k rekrystalizaci téchto malych
krystalii na velké krystaly, které by buiiku poskozovaly. Pokud ziistane 15 % extracelularni
vody nezmrazené, preziti bunék zlstava vysoké. Piedpoklada se, ze pii pomalém zmrazovani
jsou buiiky izolovany v uzkych kanalech rozmrazeného roztoku mezi velkymi ledovymi
krystaly. Tyto kanaly se s klesajici teplotou postupné zmensuji, a tim se se rozsifuje ledové
pole. Ackoliv se bunky béhem dehydratace zmensuji, zmensujici se prostor vede k poskozeni
bunék. Kryoprotektanty ovliviiuji presmyk fosfolipidii a proteinli v plasmatické membrané
a tim 1 potencidl membranové fuze. Naplnéni bunky kryoprotektanty vede ke zméné polarity
bunécného prosttedi a propustnosti bunéénych mambran. Typickym kryoprotektantem
je glycerol (Amann & Pickett 1987).

Dochazi také k mitochondrialni dysfunkci souvisejici S poklesem zivotaschopnosti
spermii. VSechny procesy béhem kryokonzervace mohou vést k nadmémé produkci
reaktivnich druhti kysliku (ROS), které pti homeostaze s antioxidacni kapacitou hraji klicovou
roli nékolika funkci spermii jako je hyperaktivace, kapacitace, akrosomalni reakce a interakce
spermii s oocyty. Reaktivni druhy kysliku mohou byt extrémné agresivni vici struktufe

spermii, napadaji bilkoviny, sacharidy, lipidy a také organely (Rocha et al. 2018; Al-Essawe
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et al. 2018b). Oxidacni stres byl identifikovan jako hlavni pficina nizké schopnosti oplozeni
spermii. Vysoky obsah polynenasycenych mastnych kyselin v plasmatické membran¢ spermii
koni zplsobuje, Ze jsou spermie nachylnéjsi k utoku volnych radikali béhem zmrazovani.
To omezuje pouziti kryokonzervovaného spermatu pro procesy, jako je uméld inseminace
(Usuga et al. 2017). Mezi vyrazné oxida¢ni poskozeni patii poskozeni chromatinu, membran
a bilkovin spermii (Ball BA. 2008). Produkty z peroxidace lipidi, tj. malondialdyhydy,
mohou byt skodlivéjsi nez ROS. Maji delsi polocas rozpadu, coz zptsobuje redukci motility
spermii, fragmentaci DNA a poSkozeni vazebnych mist spermie-oocyt, coz vede
k neplodnosti (Rocha et al. 2018; Al-Essawe et al. 2018b).

Spermie jsou také vystaveny riznym osmotickym stresim béhem skladovani, které
jsou disledkem vystaveni hypertonickym médiim nebo v disledku osmotickych zmén béhem
zmrazeni. Rada zmén vyvolanych b&hem zpracovani a skladovani spermii koni mize
indukovat apoptotické zmény, které mohou nepftiznivé ovlivnit preziti ¢i funkei spermii. Tyto
procesy se VvV mnoha piipadech objevuji jako vzajemné provazané (Ball BA. 2008).
Apoptopické jevy mohou zplsobit smrt ¢i zplisobit rizné stupné poskozeni struktur spermii,
které jsou dulezit¢ pro dlouhovékost. Béhem zahajeni apoptézy dochazi k ztraté integrity
plasmatické membrany, kdy fosfatidylserin, ktery je normalné¢ pfitomen uvniti membrany
zdravé bunky, je translokovan na vnéjSi stranu membrany. Jako spousSté¢ apoptézy u koni
byly detekovany kaspazy tii, sedm a devét. Tyto apoptotické buiiky maji snizenou motilitu po
rozmrazeni, snizenou zivotaschopnost V reprodukénim traktu samic. To je velmi
problematické u konti, jelikoz klisny maji dlouhé obdobi estru, a proto je obtizné urcit nejlepsi

¢as inseminace S ohledem na ovulaci (Monteiro et al. 2013).
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4 MATERIAL A METODY

4.1 Zpracovani semenné plazmy

Ejakulat byl odebran od hiebce s primérné mrazitelnym semenem v certifikovaném
Equinnim reprodukcnim centru s.r.0. (ERC). Ziskané vzorky byly centrifugovany 10 000 x g
10 minut, supernatant (semenna plazma) byl odebran a znovu centrifugovan 10 000 x g 10
minut. Poté nasledovala mikroskopicka kontrola pfitomnosti spermii v semenné plazmé,
a pokud se zde zadné nenachdzely, byl supernatant uskladnén pii -80°C az do konecného

zpracovani.
4.2 1zolace proteinii semenné plazmy

Proteiny semenné plazmy byly separovany na afinitnim nosi¢i Heparin-Sepharose (GE
Healthcare) na dvé frakce: heparin vazajici a heparin nevazajici. Vzorek semenné plazmy byl
rozmrazen pii laboratorni teploté a nasledné centrifugovan 10 000g x 5 min. Poté byl vzorek
nanesen na kolonu Heparin-Sepharose, ktera byla pfipojena k pumpé a automatickému
sbéraci. Prutok pumpy pii sbéru HEP- frakce byl 1,5 ml/10 min a sbéra¢ ménil zkumavku
kazdych 10 min. Pfi sbéru HEP- frakce byla kolona po nasati semenné plazmy piipojena
k zasobniku s roztokem PBS (solny roztok pufrovany sulfatem), kterym byla kolona po dobu
separace promyvana. Po uplynuti 150 min byla kolona pfepojena na roztok 3M NaCl v PBS,
ktery pii pritoku 4 ml/10 min po dobu 60 min uvolioval navazané HEP+ proteiny z kolony.
Jednotlivé zkumavky s roztoky po separaci byly proméfeny spektrofotometrem (Biochrom,
Libra S22, Fisher Scientific) pfi vinové délce 280 nm na obsah proteint. Frakce s absorbanci
nad 0,03 mg/ml byly zamrazeny a ponechany v mrazdku pted dal$im krokem pfiipravy
proteinovych frakci — dialyzou.

Jednotlivé proteinové frakce byly nasledné dialyzovany a lyofilizovany. Dialyza ptes
dialyza¢ni membranu (Membrana-Cel Dialysis Tubing, MWCO 3500, SERVA) probihala po
dobu 48 hodin v 3% roztoku kyseliny octové o obsahu 4,5 litru. Roztok kyseliny octové byl
minimalné 3x béhem 2 dn vyménén za Cerstvy z divodu odstranéni vSech soli z roztoku
proteinovych frakci. Po dialyze byly frakce prométeny na konduktometru (Eutech ECTestr
11, OAKTON Instruments) pro stanoveni obsahu soli a kontrolu ucinnosti dialyzy. Pred
naslednou lyofilizaci se vzorky proteinovych frakci umistily do mraznicky v lyofilizacnich
bankéach. Zmrazené proteinové frakce v lyofiliza¢nich bankéch byly lyofilizovany (LYOVAC
GT 2 E, FINN-AQUA) ptes noc az do doby tplného vysuseni.
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4.3 Odbér ejakulatu

Ejakulat byl odebran od 6 hiebcli v Zemském hiebcinci Pisek, s.p.o. Odbéry probihaly
od biezna 2018 do prosince 2018. Pfed odbérem za ucelem vyroby inseminacnich davek byli
hiebci nékolikrat odebirdni, dokud nebyla ustidlena spermatogenese. Odbér probihal
standardnim zpisobem pomoci fantomu a umélé pochvy za ptitomnosti fijici klisny. Thned
po odbéru nasledovalo laboratorni hodnoceni. Pro dal§i zpracovani byl vybran ejakulat
s motilitou minimalné¢ 70% a musel spliiovat minimdlni poZzadavek na koncentraci

300x10%/ml.

4.4 Mrazeni a rozmrazeni inseminaénich davek

Po hodnoceni ejakulatu nasledovalo ptedfedéni ejakulatu mlécnym fedidlem (dle
Kenneyho) v poméru 1:2-5 a centrifugace 700 g/13 minut. Po odstfedéni byl odebran
supernatant. Vznikla peleta spermii byla nafedéna kryokonzervacim Zloutkovym fedidlem
INRA82 s proteinovymi frakcemi na finalni koncentraci 250 x10%/ml. Jednotlivé proteinové
frakce byly pfidavany K nafedénym spermiim ve tfech koncentracich 150, 250 a 500 ug/ml,
dohromady bylo vyprodukovano 88 vzorkl zamrazeného spermatu.

Takto pfipravené semeno se dale manudlné plnilo do plastovych pejet o objemu 0,5 ml.
Po dvouhodinové ekvilibraci pii teploté 5°C, byly pejety piesunuty do polystyrenového boxu
a zmrazeny v horizontalni poloze, 4 cm nad parami tekutého dusiku. Po 15 minutach v parach
tekutého dusiku byly insemina¢ni davky ulozeny do kontejneru s tekutym dusikem. Pejety se

rozmrazovaly ve vodni lazni o teploté 37°C po dobu 30 sekund.

4.5 Priprava rozmrazeného vzorku na mikroskopické hodnoceni

Po rozmrazeni byly davky ponechany 5 minut ve vodni 1azni o teploté 37°C a posléze
bylo odebrano potfebné mnozstvi semene pro hodnoceni efektu pridavku heparinovych frakci
na kvalitu rozmrazenych spermii. Pfed analyzou bylo semeno vzdy dostatecné nafedéno
Tyrodovym roztokem modifikovanym pro spermie (Sp-TALP) (114 mM NacCl; 3,2 mM KClI,
25 mM NaHCOs; 0,34 mM NaH,PO4 X H20; 10 mM laktat sodny; 2,0 mM CaCl; x 2H,0; 0,5
mM MgCl, x 6H,0; 10 mM HEPES, redestilovana Milli-Q voda).
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4.6 Hodnoceni funkénosti plasmatické membarny (HOS)

HOS test neboli hypoosmoticky test. Nejdiive jsme si pripravili hypoosmoticky roztok
(7,35 g citratu sodného; 13,51 g fruktozy rozpusténé v 1000 ml destilované vody) s kone¢nou
osmolaritou 150 mOsmol/litr. Nadale bylo 100 pl hypoosmotického roztoku smichano s 10 ul
nafedéného spermatu. Inkubace probihala po dobu 30 minut v 14zni o 37°C. Po uplynuti této
doby byl vzorek jemné¢ promichan a rozetien na podlozni sklicko. Po zaschnuti doslo
k vyhodnoceni vzorku na 200 spermiich. Spermie byly fazeny do dvou kategorii a to HOS+,
neboli s neporusenou plasmatickou membranou (sto¢eny bi¢ik) a HOS-, neboli s porusenou

plasmatickou membranou (rovny bic¢ik). Vzorek byl hodnocen objektivem s rozliSenim 40x.

4.7 Hodnoceni integrity plasmatické membrany a akrosomu

Pomér zivych a mrtvych spermii a poskozeni a stav akrosomalni membrany
byl stanoven pomoci pratokového cytometru (BD LSRFortessaTM SORP) s vyuzitim
fluorescen¢nich barev — propidium jodid (PI) barvici mrtvé spermie, PNA (peanut agglutinin)
vazajici se k akrosomu (identifikuje vnéj$i akrosomovou membranu ve spermiich a indukuje
integritu akrosomu) a Hoechst, ktery zvyrazni jadra bun€k a pomize v odliSeni nebunéénych
komponent ejakulatu. Pejety byly rozmrazeny (30 s, 37°C), nasledovala centrifugace
vspTalp 5 min 700 X g, po odstranéni supernatantu bylo odebrano 5 ul pelety spermii.
Spermie byly roziedény v 1 ml spTalp a ke vzorku byly pifidany fluorescencni barvy —
Hoechst 5 ul, PI 5 pl a PNA-FITZ 1 pl. Takto piipravené vzorky byly hodnoceny
Vv pritokovém cytometru. Hodnoceno bylo minimalné 30 tisic bun¢k na vzorek. Pro zobrazeni
signalu FITC (PNA) byl pouzit laser o excitaci 488 nm a emise 525nm, pro PI
excitace 561 nm a emise 610 nm. Pro Hoechst excitatice 346 nm a emise 460 nm. Napéti bylo
nastaveno pro optimalni snimani signdlu podle kontrolnich vzorkidl s jednotlivymi
samostatnymi fluorescenénimi barvami. Pfed samotnym méfenim byly pro vhodné nastaveni
pratokového cytometru pfipraveny negativni kontroly bez fluorescencnich barev pro eliminaci

piipadné autofluorescence.

4.8 Statisticka analyza

Data byla statisticky vyhodnocena pomoci programu Statistica (ver. 10, StatSoft, CZ).
Po testovani normalniho rozdéleni dat a homogenity rozptyli byla pouzita vhodna analyza
rozptylu (parametricka) — jednofaktorova a vicefaktorova analyza roztpylu (ANOVA). Data

jsou prezentovana, jako LSM + SEM a byla hodnocena na hladin€é vyznamnosti p < 0,05.

30



5 VYSLEDKY
5.1 Hypoosmoticky test (HOS)

Tabulka 1: Popisné statistiky nabobtnalych spermii (HOS+).

Median Minimum Maximum Varia¢ni koeficient

Kontrola | 17,0 6,0 33,4 44,27
H- 14,5 5,2 32,0 43,21
H+ 17,56 3,5 42,0 53,83
H- 125 15,25 6,3 32,0 47,44
H+ 125 14,0 3,5 32,0 55,42
H- 250 15,0 5,2 24,87 40,0

H+ 250 | 20,35 5,0 39,5 48,8

H- 500 13,75 6,0 26,5 39,1

H+500 |17,8 6,5 42,0 59,45

K = kontrolni skupina, H- = heparin-nevdzajici proteinova frakce, H+ = heparin-vazajici
proteinova frakce, H- 125 = pridavek 125 ug/ml heparin-nevazajici proteinové frakce, H+
125 = pridavek 125 ugiml heparin-vazajici proteinové frakce, H- 250 = pridavek 250 ug/ml
heparin-nevdzajici proteinové frakce, H+ 250 = pridavek 250 ug/ml heparin-vdzajici
proteinové frakce, H- 500 = pridavek 500 ug/ml heparin-nevdzajici proteinové frakce, H+
500 = pridavek 500 ug/ml heparin-vdzajici proteinové frakce.

Popisné statistiky pro HOS+ rozmrazené spermie, ke kterym byly pied zmrazenim

pridavany rizné proteinové frakce a jejich koncentrace jsou vyjadieny v Tabulce 1.

31



Graf 1: Primérné zastoupeni nabobtnalych spermii (HOS+) v kontrolnich vzorcich (K)
a vzorcich obsahujici heparin-nevazajici (H-) a heparin-vazajici (H+) proteinové

frakce.

20 ~
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% zastoupeni HOS+ spermii

K frakce H- frakce H+

U inseminacnich davek kryokonzervovanych bez ptidavku proteinové frakce semenné
plazmy (K) bylo praimémé zastoupeni nabobtnalych spermii (HOS+) 17,7 + 2,2 %.
Inseminaéni davky s pfidavkem H- po rozmrazeni vykazovaly 15,3 + 1,3 % HOS+ spermii.
Ptidavek H+ do kryokonzervovanych insemina¢nich davek vykazovaly 18,3 + 1,7 % HOS+
spermii. Na funkci plasmatické membrany rozmrazenych spermii nemél ptidavek

heparinovych frakei pted kryokonzervaci signifikatni vliv (p > 0,05).
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Graf 2: Primérné zastoupeni nabobtnalych spermii (HOS+) ve tiech koncentracich (125, 250
a 500 pg/ml) v kontrolnich vzorcich (K) a vzorcich obsahujici heparin-nevazajici

(H-) a heparin-vazajici (H+) proteinové frakce.
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Kontrolni skupina (K) inseminacni davek bez pfidavku proteinové frakce obsahovala
17,8 + 2,5 %nabobtnalych spermii (HOS+).

Inseminacni davky s ptidavkem 125 pg/ml H- a H+ mély 18,4 +2,6 % a 159+ 2,7 %
HOS+ spermii, dle uvedeného potadi.

Ptidavek 250 pg/ml H- a H+ do insemina¢nich davek obsahoval 14,1 + 2,5 % a 20,0 +
3,2 % HOS+, dle uvedeného potadi.

Insemina¢ni davky s500 pg/ml H- obsahovaly 14,2 + 2,5 % HOS+ spermii,
a inseminanci davky s 500 pg/ml H+ mély obsah 19,7 + 3,0 % HOS+ spermii.

Ptidavek heparinovych frakei v riznych koncentracich ptfed kryokonzervaci
inseminacnich davek nemél na funkcnost plasmatické membrany spermii signifikantni vliv

(p > 0,05).
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Graf 3: Primérné zastoupeni nabobtnalych spermii (HOS+) u jednotlivych hiebct (hiebec
¢. 1, 2, 3, 4 a5) v kontrolnich vzorcich (K) a vzorcich obsahujici heparin-nevazajici

(H-) a heparin-vazajici (H+) proteinové frakce.
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T, 1 steyné indexy oznacuji statisticky vyznamné rozdily mezi kontrolnimi vzroky
(p > 0,05).

A, B, C, D stejné indexy oznacuji statisticky vyznamné rozdily mezi vzorky
s obsahem heparin-nevazajici (H-) proteinové frakce (p > 0,05).

a, b, ¢ stejné indexy oznacuji statisticky vyznamné rozdily mezi vzorky s obsahem
heparin-vazajici (H+) proteinové frakce (p > 0,05).

Na individudlni urovni jednotlivych hiebcli (n = 5) nebyl zjistén signifikantni vliv
adice heparin-nevazajici (H-) a heparin-vazajici (H+) proteinové frakce na procentualni
zastoupeni spermii s funkéni plasmatickou membranou (p > 0,05).

Kontrolni skupina (K) méla 20,8 + 6,4 % nabobtnalych spermii (HOS+). Inseminacni
davky hiebce 1 obohaceny o H- po rozmrazeni vykazovaly 9,2 + 3,7 % HOS+ spermii. Davky
s pridavkem H+ frakce mély 18,7 + 4,5 % HOS+ spermii.

Hiebec 2 mél vyskyt HOS+ spermii u kontrolni skupiny (K) 17,8 + 4,5 %.
Inseminanéni davky s ptfidavkem H- a H+ mély obsah 16,7 + 2,9 % a 14,2 + 3,7 % HOS+

spermii, dle uvedeného potadi.
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Kontrolni skupina bez piidavku specifické proteinové frakce (K) u hiebce 3 méla
obsah HOS+ spermii 28,5 + 3,7 %. Inseminaéni davky hiebce 3 s pfidavkem H- a H+
obsahovaly 22,1 + 2,1 % a 26,8 = 2,1 % HOS+ spermii, dle uvedeného potadi.

Hiebec 4 mél obsah 7,7 + 4,5 % HOS+ spermii V insemina¢nich davkach bez piidavku
proteinové frakce (K). Piidavek H- frakce mél obsah 8,8 + 2,4 % HOS+ spermii a H+ byl
obsah 9,8 + 3,7 % HOS+ spermii.

Hiebec 5 mél u kontrolni skupiny (K) obsah 13,3 + 3,7 % HOS+ spermii. Piidavek H-
a H+ do insemina¢nich davek obsahoval 16,1 + 2,1% a 19,1 + 3,2 % HOS+ spermii,
dle uvedeného potadi.

Byl zjistén signifikantni vliv interakce ,,hfebec a frakce* na procentudlni zastoupeni

HOS+ spermii v rozmrazenych inseminaénich davkach (p < 0,05).

5.2 Integrita plasmatické membrany

Tabulka 2: Popisné statistiky spermii s neporusenou plasmatickou membranou (PI-).

Median Minimum Maximum Variacni koeficient

K 23,45 7,1 42,9 41,54

H- 18,1 8,1 43,3 43,85

H+ 19,15 9,2 46,7 1,98

H- 125 18,6 9,5 39,9 40,69

H+ 125 25,25 9,9 46,7 46,7

H- 250 20,25 8,1 43,3 48,0

H+ 250 24,05 9,2 40,4 48,26

H- 500 16,3 8,3 38,6 46,4

H+ 500 16,9 13,0 28,9 28,53

K = kontrolni skupina, H- = heparin-nevdzajici proteinova frakce, H+ = heparin-vazajici

proteinova frakce, H- 125 = pridavek 125 ug/ml heparin-nevdzajici proteinové frakce, H+
125 = pridavek 125 ug/ml heparin-vdzajici proteinové frakce, H- 250 = pridavek 250 ug/ml
heparin-nevdzajici proteinové frakce, H+ 250 = pridavek 250 ug/ml heparin-vaizajici
proteinové frakce, H- 500 = pridavek 500 ug/ml heparin-nevdzajici proteinové frakce, H+
500 = pridavek 500 ug/ml heparin-vdzajici proteinové frakce.

Popisné statistiky Pl- rozmrazené spermie, ke kterym byly pfed zmrazenim ptidavany

rizné proteinové frakce a jejich koncentrace jsou vyjadieny v Tabulce 2.
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Graf 4: Pramérné zastoupeni spermii s neporuSenou plasmatickou membranou (PI-)
v kontrolnich vzorcich (K) a heparin-nevazajici (H-) a vzorcich obsahujici

heparin-vazajici (H+) proteinové frakce.
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Kryokonzervované insemina¢ni davky bez ptidavku specifické proteinové frakce (K)
dosdhly primérného =zastoupeni 22,4 + 2,6 % spermii s neporusenou plasmatickou
membranou (Pl-). Inseminacni davky s pfidavkem H- frakce mély 20,8 = 1,6 % PI- spermii.
Inseminacni davky s ptidavkem H+ frakce obsahovaly 22,2 + 1,9 %PI- spermii.

Na integritu plasmatické membrany spermii nemé¢l ptidavek heparinovych frakci pred

kryokonzervaci signifikantni vliv (p > 0,05).
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Graf 5: Primérmné hodnoty spermii s neporusenou plasmatickou membranou (Pl-) ve tiech
koncentracich (125, 250 a 500 pg/ml) v kontrolnich vzorcich (K) a vzorcich obsahujici

heparin-nevazajici (H-) a heparin-vazajici (H+) proteinové frakce.
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Kontrolni insemina¢ni davky bez pridavku proteinové frakce (K) obsahovaly
24,3 + 2,8 % spermii s neporusenou plasmatickou membranou (PI-).

Inseminacéni davky s pfidavkem 125 pg/ml H- mély obsah 20,0 + 2,9 % PI- spermii.
Inseminacni davky s piidavekm 125 pg/ml H+ obsahovaly 25,6 + 3,1 % PI- spermii.

Obohacené insemina¢ni davky o 250 pg/ml H- a H+ mély 21,2 + 28 %
a 22,4+ 3,7 % PI- spermii, dle uvedeného poradi.

Insemina¢ni davky s ptidavkem 500 pg/ml H- a H+ obsahovaly 20,9 + 2,8 %
a 17,8 + 3,4 % PI- spermii, dle uvedeného potadi.

Na viablitu spermii nemél ptidavek heparinovych frakci v riznych koncentracich pred

kryokonzervaci inseminacnich davek signifikantni vliv (p > 0,05).
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Graf 6: Prumémé hodnoty spermii s neporuSenou plasmatickou membranou (Pl-) u
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jednotlivych hiebet (hiebei €. 1, 2, 3, 4 a 5) v kontrolnich vzorcich (K) a vzorcich

obsahujici heparin-nevazajici (H-) a heparin-vazajici (H+) proteinové frakce.
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vzroky (p > 0,05).

A, B, C, D stejné indexy oznacuji statisticky vyznamné rozdily mezi vzorky
s obsahem heparin-nevazajici (H-) proteinové frakce (p > 0,05).

a, b, ¢, d, e stejné indexy oznacuji statisticky vyznamné rozdily mezi vzorky
s obsahem heparin-vazajici (H+) proteinové frakce (p > 0,05).

Na individudlni arovni jednotlivych hiebcti (n = 5) nebyl zjistén signifikantni vliv
piidavku heparin-nevazajici (H-) a heparin-vazajici (H+) proteinové frakce na procentualni
zastoupeni spermii s neporusenou plasmatickou membréanou (p > 0,05).

Inseminaéni davky hiebce 1 bez ptidavku proteinové frakce (K) obsahovaly
33,4 £ 6,9 % spermii s neporusenou plasmatickou membranou (Pl-). Inseminac¢ni davky
s piidavkem H- a H+ obsahovaly 18,4 + 4,0 % a 31,5 + 4,9 % PI- spermii, dle uvedeného

potadi.
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Kontrolni insemina¢ni davky (K) hiebce 2 obsahovaly 17,6 = 4,9 % PI- spermii.
Inseminacni davky hiebce 2, které byly obohaceny o H- a H+ obsahovaly 16,2 + 3,1 %
a 19,1 +4,0 % PI- spermii, dle uvedeného potadi.

Insemina¢ni davky bez ptidavku specifické proteinové frakce (K) u hiebce
3 obsahovaly 24,5 + 3,0 % PI- spermii. Pfidavky H- a H+ do kryokonzervovanych
inseminac¢nich davek mély obsah 20,1 + 3,0 % a 19,7 £+ 3,0 % PI- spermii, dle uvedené¢ho
potadi.

Htebec 4 obsahoval ve svych kontrolnich inseminacnich davkach (K) 12,1 + 4,9 % PI-
spermii. Inseminacni davky s piidavkem H- a H+ obsahovaly 12,8 £ 2,6 % a 16,3 + 4,0 % PI-
spermii, dle uvedeného poradi.

Kontrolni insemina¢ni davky hiebce 5 mély obsah 36,0 + 4,0 % PI- spermii. Obsah
324 £ 23 % a 31,6 £ 3,4 % PI- spermii mély inseminaéni davky s obsahem H- a H+,
dle uvedeného potadi.

Byl zjistén signifikantni vliv interakce ,,hiebec a frakce* na procentualni zastoupeni

Pl- spermii v rozmrazenych insemina¢nich davkach (p < 0,05).
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Graf 7: Primérné hodnoty spermii s neporuSenou plasmatickou membranou (PI-)
u jednotlivych hiebct (hiebei €. 2, 3, 4 a 5) ve tiech koncentracich (125, 250 a 500
ug/ml) v kontrolnich vzorcich (K) a vzorcich obsahujici heparin-nevazajici (H-)

a heparin-vazajici (H+) proteinové frakce.
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Na individudlni urovni jednotlivych hiebcli (n = 4) nebyl zjistén signifikantni vliv
ptidavku heparin-nevazajici (H-) a heparin-vazajici (H+) proteinové frakce na % zastoupeni
spermii S neporusenou plasmatickou membranou (p > 0,05) a nebyl potvrzen ani signifikantni
vliv koncentrace na procentualni zastoupeni spermii S neporuSenou plasmatickou membréanou
(p > 0,05). Nezavisle proménna ,,hfebec” ma signifikantni vliv na procentualni zastoupeni PI-
spermii v rozmrazenych inseminac¢nich davkidch (p < 0,05). Kombinace nezavisle
proménnych , koncentrace a ,,frakce nem¢l signifikantni vliv na procentualni zastoupeni PI-
spermii v rozmrazenych inseminanncich davkach (p > 0,05).

Kryokonzervované inseminacni davky hiebce 2 bez ptidavku proteinové frakce (K)
mely zastoupeni 17,6 £ 51 % spermii s neporusenou plasmatickou membranou (Pl-).
Insemian¢ni davky s ptidavkem 125 ug/ml H- a H+ mély obsah 28,6 + 5,1 %
a 30,2 % £ 7,2 PI- spermii, dle uvedeného potadi. Inseminaéni davky s ptidanymi 250 pg/ml
H- a H+ obsahovaly 17,2 + 51 % a 13,0 + 7,2 % PI- spermii, dle uvedené¢ho poradi.
Insemina¢ni davky obohacené o 500 pg/ml H- mély obsah 14,6 = 4,1 % PI- spermii a
inseminacni davky s ptidavkem 500 pg/ml H+ obsahovaly 14,1 + 7,2 % PI- spermii.
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U hiebce 3 kontrolni inseminacni davky (K) bez ptidavku proteinové
frakce obsahovaly 24,5 + 4,1 % PI- spermii. Insemina¢ni davky hiebce 3 obohacené o
125 pg/ml H- a H+ obsahovaly 17,1 + 4,1 % a 20,6 = 4,1 % PI- spermii, dle uvedeného
poradi. Insemina¢ni davky s 250 pg/ml H- proteinové frakce obsahovaly 19,9 + 4,1 % PI-
spermii a s piidavkem 250 pg/ml H+ mély obsah 21,4 + 4,1 % PI- spermii. Inseminacéni davky
hiebce 3 obohacené o 500 pg/ml H- obsahovaly 23,3 + 4,1 % PI- spermii, u pfidavku H+
obsahovaly 17,1 % + 4,1 PI- spermii.

Kontrolni insemina¢ni davky hiebce 4 obsahovaly 12,1 + 5,1 % PI- spermii. Pridavek
125 pg/ml H- obsahoval 15,5 % + 5,1 PI-. Inseminan¢i davky s obsahem 125 pg/ml H+
obsahovaly 15,7 + 5,1 % PI- spermii. Insemina¢ni davky s pfidavkem 250 pg/ml H- a H+
obsahovaly 12,1 + 4,1 % a 23,0 + 7,2 % PI- spermii, dle uvedeného potadi. Obsah
11,0 £ 5,1 % PI- spermii mély inseminaéni davky s piidavkem 500 pg/ml H-. Inseminaéni
davky obohacené o 500 pug/ml H+ obsahovaly 17,6 + 7,2 % PI- spermii.

U hiebce 5 obsahovaly kontrolni insemina¢ni davky (K) 35,9 + 4,1 % PI- spermii.
Insemina¢ni davky obohacené o 125 pg/ml H- a H+ obsahovaly 29,0 + 4,1 % a 34,7 + 5,1 %
Pl- spermii, dle uvedeného poradi. Ptidavek 250 pg/ml H- a H+ do inseminaénich davek mél
obsah 34,4 + 4,1 % a 28,2 + 7,2 % PI- spermii, dle uvedeného potadi. Inseminan¢ni davky
obohacené o 500 pg/ml H- obsahovaly 33,7 + 4,1 % PI- spermii a ptidavek 500 pg/ml H+ mél
obsah 28,9 = 7,2 % PI- spermii.
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5.3 Integrita akrosomu
5.3.1 Zivé spermie s nepo$kozenym akrosomem

Tabulka 3: Popisné statistiky pro zivé spermie s neporusenou integritou akrosomu (PNA-)

z celkového poctu zivych spermii.

Median Minimum Maximum Varia¢ni koeficient

K 67,35 315 76,2 25,45

H- 64,65 0 87,2 52,84

H+ 65,86 16,1 93,6 33,79

H- 125 61,8 0 78,8 65,5

H+ 125 76,95 55,9 92,3 14,99

H- 250 69,7 17,0 87,2 40,24

H+ 250 64,85 16,1 93,6 37,61

H- 500 56,2 0 78,2 54,49

H+ 500 53,95 16,2 73,7 43,05

K = kontrolni skupina, H- = heparin-nevdazajici proteinova frakce, H+ = heparin-vazajici

proteinova frakce, H- 125 = pridavek 125 ug/ml heparin-nevdzajici proteinové frakce, H+
125 = pridavek 125 ug/ml heparin-vdzajici proteinové frakce, H- 250 = pridavek 250 ug/ml
heparin-nevdzajici proteinové frakce, H+ 250 = pridavek 250 ug/ml heparin-vdzajici
proteinové frakce, H- 500 = pridavek 500 ug/ml heparin-nevdzajici proteinové frakce, H+
500 = pridavek 500 ug/ml heparin-vdzajici proteinové frakce.

Popisné statistiky pro PNA- rozmrazené spermie, ke kterym byly pfed zmrazenim

pridavany rizné proteinové frakce a jejich koncentrace jsou vyjadieny v Tabulce 3.
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Graf 8: Pramérné hodnoty zivych spermii s neporuSenou integritou akrosomu (PNA-)
z celkového poctu zivych spermii v kontrolnich vzorcich (K) a vzorcich obsahujici

heparin-nevazajici (H-) a heparin-vazajici (H+) proteinové frakce.
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Kryokonzervované insemina¢ni davky bez ptidavku specifické proteinové frakce (K)
m¢ély obsah 56,9 + 6,1 % zivych spermii s neposkozenou integritou akrosomu z celkového
poc¢tu zivych spermii (PNA).

Inseminaéni davky s piidavkem H- mély 52,2 + 3,7 % PNA- spermii a inseminaéni
davky s ptidavkem H+ obsahovaly 64,9 = 4,6 % PNA- spermii, tento rozdil je statisticky
signifikantni (p < 0,05).
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Graf 9: Primérné zastoupeni zivych spermii s neporusenou integritou akrosomu (PNA-)
z celkového poctu zivych spermii ve tfech koncentracich (125, 250 a 500 pg/ml)
Vv kontrolnich  vzorcich (K) a vzorcich obsahujici heparin-nevazajici (H-)

a heparin-vazajici (H+) proteinové frakce.
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Kontrolni insemina¢ni davky (K) mély obsah zivych spermii s neposkozenou
integritou akrosomu z celkového poctu zivych spermii (PNA-) 59,6 + 6,4 %.

Obsah 41,6 + 6,7 % PNA- spermii mély insemina¢ni davky s koncentraci 125 pg/mi
H-, naopak obsah 75,8 + 7,0 % mély inseminacni davky s piidavkem 125 pg/ml H+.

Pridavek 250 pg/ml H- a H+ obsahoval 61,4 + 6,4 % a 68,4 + 8,4 % PNA- spermii,
dle uvedeného potadi.

Po pfidani 500 pg/ml H- a H+ do inseminacnich davek byl obsah 51,6 + 6,4 %
a 48,4 + 7,8 % PNA- spermii, dle uvedeného potadi.

Ptidavek heparinovych frakei v riznych koncentracich do kryokonzervovanych

inseminacnich davek nemél signifikantni vliv (p > 0,05) na neposkozenou integritu akrosomu.
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Graf 10: Primérné zastoupeni zZivych spermii s neporuSenou integritou akrosomu (PNA-)
z celkového poctu zivych spermii u jednotlivych hiebct (hiebei €. 1, 2, 3, 4 a 5)
Vv kontrolnich vzorcich (K) a vzorcich obsahujici heparin-nevazajici (H-) a heparin-

vazajici (H+) proteinové frakce.
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Na individualni urovni jednotlivych hiebcti (n = 5) nebyl potvrzen signifikantni vliv
piidavku heparin-nevazajici (H-) a heparin-vazajici (H+) proteinové frakce na procentualni
zastoupeni Zivych spermii S neporusenou integritou akrosomu (p > 0,05).

Hiebec 1 mél 68,4 £ 22,5 % zivych spermii s neposkozenou integritou akrosomu
z celkového poctu zivych spermii (PNA-) u kontrolnich inseminaénich davek (K).
Inseminacni davky s obsahem H- a H+ m¢ly obsah 52,1 + 13,0 % a 60,2 = 16,0 % PNA-
spermii, dle uvedeného potadi.

Kontrolni davky (K) u hiebce 2 obsahovaly 36,3 = 16,0 % PNA- spermii. Pfidavek H- a H+
mél obsah 42,2 + 10,1 % a 52,3 + 13,0 %, dle uvedenéh poiadi.

Hiebec 3 v kontrolnich davkach obsahoval 60,7 = 13,0 % PNA- spermii. Inseminac¢ni
davky s pfidavkem H- obsahovaly 52,5 + 7,5 % PNA- spermii. Kryokonzervované
insemina¢ni davky obohacené o H+ obsahovaly 61,3 + 7,6 % PNA- spermii.

45



Inseminacni davky hiebce 4 bez piidavku proteinové frakce (K) mély obsah

70,3 £ 16,0 % PNA- spermii. Inseminan¢ni davky s ptidavkem H- a H+ obsahovaly
65,4 + 8,6 % a 75,6 = 13,0 % PNA- spermii, dle uvedeného potadi.
Inseminacni davky hiebce 5, které byly kontrolni (K) obsahovaly 68,4 + 13,0 %

PNA- spermii. Pfidavek H- a H+ do inseminacnich davek mély obsah 57,4 + 7,5 %
a 78,5+ 11,2 %PNA- spermii, dle uvedeného potadi.

Graf 11:

Pramérné zastoupeni zivych spermii s nepoSkozenou integritou akrosomu (PNA-)
z celkového poctu zivych spermii u jednotlivych hiebct (hiebei €. 2, 3, 4 a 5) ve
tiech koncentracich (125, 250 a 500 pg/ml) v kontrolnich vzorcich (K) a vzorcich

obsahujicich heparin-nevazajici (H-) a heparin-vazajici (H+) proteinové frakce.
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Na individuélni Grovni jednotlivych hiebcl (n = 4) nebyl potvrzen signifikantni vliv

ptidavku heparin-nevazajici (H-) a heparin-vazajici (H+) proteinové frakce na procentualni

zastoupeni zivych spermii s neporusenou integritou akrosomu (p > 0,05) a nebyl potvrzen ani

signifikantni vliv koncentrace na procentudlni zastoupeni Zzivych spermii s neporusenou

integritou akrosomu (p > 0,05). Nezéavisle proménna ,hiebec” ma signifikantni vliv na

procentualni zastoupeni PNA- spermii v rozmrazenych inseminacnich davkach (p < 0,05).
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Kombinace nezavisle proménnych ,koncentrace” a ,,frakce” nemecli signifikantni vliv na
procentudlni zastoupeni PNA- spermii v rozmrazenych inseminac¢nich davkach (p > 0,05).

Kontrolni insemina¢ni davky (K) hiebce 2 obsahovaly 36,3 + 14,1 % Zivych spermii
s neposkozenou integritou akrosomu z celkového poétu zivych spermii (PNA-). Inseminan¢ni
davky hiebce 2 obohacené o 125 pg/ml H- a H+ obsahovaly 65,0 = 14,1 % a 81,0 + 19,9 %
PNA- spermii, dle uvedeného potadi. Inseminanéni davky s obsahem 250 pg/ml H- a H+
mély obsah 24,3 + 141 % a 59,8 £ 19,9 % PNA- spermii, dle uvedeného potadi.
Inseminanéni davky s 500 ug/ml H- obsahuji 39,1 + 11,5 % PNA- spermii a obsah u 500
pg/ml H+ byl 16,2 + 19,9 % PNA- spermii.

Kontrolni insemina¢ni davky (K) hiebce 3 bez piidavku proteinové frakce obsahovaly
60,7 + 11,5 % PNA- spermii. Inseminan¢ni davky s obsahem 125 pg/ml H- a H+ obsahovaly
43,8 £ 115 % a 73,2 £ 11,5 % PNA- spermii, dle uvedené¢ho potadi. Inseminanéni davky
s 250 pg/ml H- mély obsah 57,4 + 11,5 % PNA- spermii. Obohacené insemina¢ni davky
0 250 pg/ml H+ obshovaly 69,3 + 11,5 % PNA- spermii. Inseminan¢ni davky s ptidavkem
500 pg/ml H- a H+ mély obsah 56,1 + 11,5 a 41,4 + 11,5 % PNA- spermii, dle uvedeného
poradi.

Hiebec 4 mél obsah 70,3 + 14,1 % PNA- spermii u kontrolnich insemina¢nich davek
(K). Insemina¢ni davky s ptidavkem 125 pg/ml H- obsahovaly 73,8 + 14,1 % PNA- spermii a
inseminanéni davky s ptidavkem 125 pg/ml H+ mély obsah 76,6 + 14,1 % PNA- spermii.
Inseminanéni davky hiebce 4 obohaceny o 250 pg/ml H- a H+ obsahovaly 71,2 + 11,5 %
a 16,1 = 19,9 % PNA- spermii, dle uvedeného pofadi. Inseminan¢ni davky s obsahem 500
pg/ml H- a H+ obsahovaly 48,3 = 14,1 % a 73,7 + 19,9 % PNA- spermii, dle uvedeného
poradi.

Inseminan¢éni davky bez pfidavku proteinové frakce hiebce 5 obsahovaly
68,4 = 11,5 % PNA- spermii. Obsah 35,7 + 11,5 % PNA- spermii obsahovaly inseminannc¢i
davky hiebce 5 s pridavkem 125 pg/ml H-. Naproti tomu inseminan¢ni davky s obsahem 125
pug/ml H+ obsahovaly 88,5 + 14,1 % PNA- spermii. Pfidavek 250 ug/ml H- a H+ mé&l obsah
774+115% a 72,1 £ 19,9 % PNA- spermii, dle uvedeného potadi. Pridavek 500 pg/ml H-
mel 59,2 + 11,5 % PNA- spermii, zatimco piidavek 500 pg/ml H+ mél obsah 64,9 + 19,9 %
PNA- spermii.
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5.3.2 Mrtvé spermie s poskozenym akrosomem

Tabulka 4: Hodnoty popisné statistiky pro mrtvé spermie s poSkozenou integritou akrosomu
(PNA+) z celkového poctu mrtvych spermii.

Median Minimum Maximum Variacni koeficient
K 39,9 29,3 54,2 19,53
H- 36,2 0 91,2 51,69
H+ 35,2 8,8 80,4 44,99
H- 125 39,3 0 91,2 56,52
H+ 125 29,55 8,9 52,6 48,35
H- 250 31,4 27,5 88,9 53,02
H+ 250 35,95 8,8 80,4 51,11
H- 500 39,9 0 85,1 48,39
H+ 500 403 27,3 59,2 25,82
K = kontrolni skupina, H- = heparin-nevdazajici proteinova frakce, H+ = heparin-vazajici

proteinova frakce, H- 125 = pridavek 125 ug/ml heparin-nevazajici proteinové frakce, H+
125 = pridavek 125 ugiml heparin-vazajici proteinové frakce, H- 250 = pridavek 250 ug/ml
heparin-nevdzajici proteinové frakce, H+ 250 = pridavek 250 ug/ml heparin-vdizajici
proteinové frakce, H- 500 = pridavek 500 ug/ml heparin-nevdzajici proteinové frakce, H+
500 = pridavek 500 ug/ml heparin-vdzajici proteinové frakce.

Popisné statistiky pro PNA+ rozmrazené spermie, ke kterym byly pfed zmrazenim

pridavany rizné proteinové frakce a jejich koncentrace jsou vyjadieny v Tabulce 4.
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Graf 12: Primérné zastoupeni mrtvych spermii s poskozenou integritou akrosomu (PNA+)
z celkového poctu mrtvych spermii V kontrolnich vzorcich (K) a vzorcich

obsahujici heparin-nevazajici (H-) a heparin-vazajici (H+) proteinové frakce.
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Kontrolni skupina inseminacnich davek (K) méla vyskyt mrtvych spermii
s poskozenou integritou akrosomu z celkového poc¢tu mrtvych spermii (PNA+) 40,6 + 4,5 %.
Inseminaéni davky doplnéné o H- dosahly obsahu 41,9 + 2,8 % PNA+ spermii. Pfidavek
proteinové frakce H+ obsahovaly 34,6 + 3,4 % PNA+ spermii.

Na poskozenou integritu akrosomu spermii nemél ptidavek heparinovych frakci pred

kryokonzervaci signifikantni vliv (p > 0,05).
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Graf 13: Primérné zastoupeni mrtvych spermii s poSkozenou integritou akrosomu (PNA+)
z celkového poctu mrtvych spermii ve tfech koncentracich (125, 250 a 500 pg/ml)
Vv kontrolnich vzorcich (K) a vzorcich obsahujici heparin-nevazajici (H-)

a heparin-vazajici (H+) proteinové frakce.
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Kontrolni skupina kryokonzervovanych inseminac¢nich davek (K) méla obsah
39,3 £ 5,0 % mrtvych spermii s poskozenou integritou akrosomu z celkového poctu mrtvych
spremii (PNA+).

Insemina¢ni davky s koncentraci 125 pg/ml H- a H+ obsahovaly 45,9 + 52 %
a27,8+5,5% PNA+ spermii, dle uvedeného potadi.

Inseminaéni davky obhacené o 250 pg/ml H- proteinové frakce mély 40,7 + 5,0 %
PNA+ spermii. Piidavek 250 pug/ml H+ do inseminanénich davek obsahoval 34,8 + 6,6 %
PNA+ spermii.

Insemina¢ni davky s koncentraci 500 ug/ml H- mély 37,8 = 5,0 % PNA+ spermii a
ptidavek 500 pg/ml H+ mél obsah 42,9 + 6,1 % PNA+ spermii.

Ptidavek heparinovych frakci v riznych koncentracich pfed kryokonzervaci nemél

signifikantni vliv (p > 0,05) na poskozenou integritu akrosomu.
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Graf 14: Primérné zastoupeni mrtvych spermii s posSkozenou integritou akrosomu (PNA+)
z celkového poctu mrtvych spermii u jednotlivych hiebct (hiebei €. 1, 2, 3,4 a 5)
Vv kontrolnich vzorki (K) a vzorcich obsahujici heparin-nevazajici (H-)

a heparin-vazajici (H+) proteinové frakce.
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Na individudlni urovni jednotlivych hiebcti (n = 5) nebyl potvrzen signifikantni vliv
piidavku heparin-nevazajici (H-) a heparin-vazajici (H+) proteinové frakce na procentudlni
zastoupeni mrtvych spermii s poruSenou integritou akrosomu (p > 0,05).

Kontrolni inseminaéni davky (K) bez pfidavku proteinové frakce obsahovaly
31,4 + 16,2 % spermii s poskozenou integritou akrosomu z celkového poctu mrtvych spermii
(PNA+). Inseminac¢ni davky hiebce 1 spfidavkem H- a H+ obsahovaly 47,9 + 94 %
a25,1 +£11,5 % PNA+ spermii, dle uvedeného potadi.

Insemina¢ni davky hiebce 2 bez ptidavku proteinové frakce (K) dosahovaly
43,9 + 11,5 % PNA+. Nejvyssi pocet 49,0 = 7,3 % PNA+ u hiebce 2 obsahovaly inseminacni
davky obohacené o H- proteinovou frakci. Inseminanéni davky s pfidavkem H+ proteinové
frakce mély obsah PNA+ spermii 32,2 + 9,4 %.

Hiebec 3 m¢l obsah 42,1 + 9,4 % PNA+ spermii u kontrolnich inseminacnich
davek (K). Inseminan¢ni davky hiebce 3 s pfidavkem H- a H+ mély obsah 50,2 + 5,4 %
a4l,1+5,4 % PNA+ spermii, dle uvedené¢ho potadi.
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Inseminan¢i davky bez ptidavku proteinové frakce (K) hiebce 4 mély obsah
32,4 +£ 11,5 % PNA+ spermii. Inseminacni davky s pfidavkem H- proteinové frakce mély
34,3 £ 6,1 % PNA+ spermii. Obohacené insemina¢ni davky o H+ obsahovaly 26,0 = 9,4 %
PNA+ spermii.

Kontrolni  skupina insemina¢ni davek (K) wu hiebce 5 obsahovala
35,8 £ 9,4 %PNA+. Obohacené kryokonzervované inseminacni davky H- a H+ obsahovaly
40,7 £5,4 % a 27,9 + 8,1 % PNA+ spermii, dle uvedeného poradi.

Graf 15: Primérné zastoupeni mrtvych spermii s posSkozenou integritou akrosomu (PNA+)
z celkového poctu mrtvych spermii u jednotlivych hiebct (hiebei €. 2, 3, 4 a 5)
vetiech koncentracich (125, 250 a 500 pg/ml) v kontrolnich vzorcich (K) a vzorcich

obsahujici heparin-nevazajcici (H-) a heparin-vazajici (H+) proteinové frakce.
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Na individualni urovni jednotlivych hiebci (n = 4) nebyl potvrzen signifikantni vliv
adice heparin-nevazajici (H-) a heparin-vazajici (H+) proteinové frakce na procentualni
zastoupeni mrtvych spermii s poruSenou integritou akrosomu spermii (p > 0,05) a nebyl
potvrzen ani signifikantni vliv koncentrace na procentualni zastoupeni mrtvych spermii
s poSkozenou integritou akrosomu spermii (p > 0,05). Nezavisle proménna ,hiebec*
ma signifikantni vliv na procentudlni zastoupeni mrtvych spermii s porusenou integritou

akrosomu spermii v rozmrazenych inseminacnich davkach (p < 0,05). Kombinace nezavisle
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proménné ,koncentrace a frakce* nemél signifikantni vliv na procentudlni zastoupeni
zastoupeni mrtvych spermii s poruSenou integritou akrosomu spermii v rozmrazenych
inseminanncich davkach (p > 0,05).

Kontrolni inseminaéni davky (K) bez pridavku proteinové frakce hiebce 2 obsahovaly
43,9 £+ 11,4 % mrtvych spermii s poSkozenou integritou akrosomu z celkového poctu mrtvych
spermii (PNA+). Insemina¢ni davky obohacené o 125 pg/ml H- a H+ mély obsah
30,2 + 11,4 a 14,1 + 16,1% PNA+ spermii, dle uvedené¢ho potadi. Inseminann¢i davky
s ptidavkem 250 ug/ml H- a H+ obsahovaly 67,0 + 11,4 a 32,0 = 16,1 % PNA+ spermii,
dle uvedeného poradi. Insemina¢ni davky hiebce 2 s 500 pg/ml H- mély obsah 55,3 £ 9,3 %
a pridavek 500 pg/ml H+ obsahoval 50,5 + 16,1 % PNA+ spermii.

Inseminanéni davky bez pifidavku proteinové frakce (K) u hiebce 3 mély obsah
42,1 £ 9,3 % PNA+ spermii. U hiebce 3 inseminac¢ni davky s ptidavkem 125 pg/ml H-
obsahovaly 56,7 + 9,3 %. Piidavek 125 pg/ml H+ obsahoval 35,9 + 9,3 % PNA+ spermii.
Inseminanéni davky hiebce 3 obohacené o 250 pg/ml H- a H+ mély obsah 48,0 + 9,3 %
a 37,5+ 9,3 % PNA+ spermii, dle uvedeného pofadi. Ptidavek 500 pug/ml H- v insemina¢nich
davkach mél obsah 45,9 + 9,3 % PNA+ spermii. Inseminan¢ni davky s obsahem 500 pg/ml
H+ mély 49,9 + 9,3 % PNA+ spermii.

Kontrolni skupina inseminancich davek u hiebce 4 obsahovala 32,4 + 11,4 % PNA+
spermii. Inseminac¢ni davky s obsahem 125 pg/ml H- a H+ obsahovaly 30,6 + 11,4 %
a 254 = 11,4 % PNA+ spermii, dle uvedeného potadi. Inseminancni davky obohacené
0 250 pg/ml H- a H+ obsahovaly 30,5 + 9,3 % a 80,4 + 16,1 % PNA+ spermii, dle uvedeného
poradi. Obohacené inseminacni davky o 500 pg/ml H- a H+ obsahovaly 43,7 + 11,4 %
a 27,3+ 16,1 % PNA+ spermii, dle uvedeného potadi.

Hiebec 5 mél obsah 35,8 = 9,3 % PNA+ spermii Vinseminan¢nich davkach bez
ptidavku proteinové frakce (K). Inseminan¢ni davky s ptidavkem 125 pg/ml H- a H+
obsahovaly 54,0 = 9,3 % a 19,1 + 11,4 % PNA+ spermii, dle uvedeného poiadi. Inseminan¢ni
davky obohacené o 250 ug/ml H- a H+ mély obsah 30,7 = 9,3 % a 35,0 + 16,1 % PNA+
spermii, dle uvedeného poradi. Pfidavek 500 pg/ml H- a H+ do inseminaénich davek u hiebce
5 obsahoval 37,7 +£ 9,3 % a 38,4 + 16,1 % PNA+ spermii, dle uvedeného poradi.
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6 DISKUSE

Cilem diplomové prace je ovérit hypotézu, ze piidavek heparin vazajici proteinové

frakce semenné plazmy k ejakulatu pied zamrazenim zvysi kvalitu rozmrazeného ejakulatu.

Pied kryokonzervaci je standardné téméf cela semennd plazma odstranéna,
aby negativn¢ neovliviiovala kvalitu spermii po rozmrazeni (Alghamdi et al. 2002; Moore
et al. 2005). Nicméné se zd4, ze ponechani urcitého objemu semenné plazmy u spermii
pted kryokonzervaci by mohlo mit pozitivni efekt na kvalitu rozmraznych spermii (Aurich
et al. 1996). Semenna plazma obsahuje supresory imunity, tuky, cukry, soli, rizné typy bun¢k
a predevsim pak specifické proteiny (Jeannerat et al. 2017). Nékteré z nich se oznacuji jako
dekapacita¢ni faktory, které se navazuji na povrch plasmatické membrany a potlacuji
predcasné zahdjeni kapacitace (Varner & Johnson 2011). Semennd plazma hraje téz dalezitou
roli v modulaci spermii a jejich schopnosti interagovat s epitelem a sekrety samiciho
pohlavniho traktu (Rodrigues-Martinez et al. 2011). Proteiny proto hraji u semenné plazmy
nezastupitelnou roli v remodelaci plasmatické membrany spermie a ovliviuji tak jeji

funkénost (Manjunath et al. 2002).

Proteiny semenné plazmy se déli na heparin-vazajici a heparin-nevazajici proteiny
(Topfer-Petersen et al. 2005). Je ptedpokladano, ze heparin-vazajici proteiny patii mezi
proteiny, které by mohly zvysit schopnost oplozeni spermii po rozmrazeni tim, Ze se navazou
na plasmatickou membranu spermii, ¢imz se muize snizit poskozeni plasmatické membrany
spermii zplisobené zmrazenim (Lessard et al. 2000). V nasem experimentu nemél piidavek
heparin-nevazajici a  heparin-vazajici  proteinové  frakce  semenné  plazmy
do kryokonzervacniho fedidla vliv na funkcnost a integritu plasmatické membrany spermii
po rozmrazeni. V soucasné dob¢ neexistuji odborné prace, které by byly zaméfeny na efekt
pfidavku heparinovych frakci u epididymalnich ¢i ejakulovanych spermii hiebeti. Existuji
ovSem odborné prace, které jsou zaméteny na efekt piidavku heparinovych frakei
u epididymalnich spermii buvolli (Arangasamy et al. 2005; Harshan et al. 2006; Singh et al.
2007; Kumar et al. 2008) a ejakulovanych spermii bykt (Patel et al. 2016). Harshan et al.
(2006) ve své praci uvadéji, ze pridavek heparin-vazajicich proteinii k epididymalnim
spermiim vyrazné zhorsil funk¢énost 1 integritu plasmatické membrany ve srovnani s kontrolni
skupinou. Singh et al. (2007) ve své praci vystavili epididymalni spermie buvold heparin-

vazajicim proteintim, coz vedlo také k vyraznému zhorseni funkénosti i integrity plasmatické
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membrany spermii po rozmrazeni. Patel et al. (2016) uvadéji, ze kryokonzervace byciho
ejakulatu s ptidavkem heparin-vazajici proteinové frakce vedla ke sniZzeni obsahu spermii
s funkéni plasmatickou membranou po rozmrazeni, ovSem vV jejich experimentu nemel
ptidavek heparin-vazajici frakce vliv na obsah spermii s neporuSenou plasmatickou
membranou po rozmrazeni.

Nase vysledky se neshoduji s vysledky praci kolektivu autortt Harshan et al. (2006)
a Singh et al. (2007). Caste¢né se shoduji se studii Patel et al. (2016), a to ve zkoumaném
efektu ptidavku na integritu plasmatické membrany. Je tedy vidét, Ze vysledky zminovanych
studii jsou znacné rozporuplné. Rodrigez-Martinez et al. (2011) zminuji, ze zména
ve funkcnosti plasmatické membrany béhem kryokonzervace miize byt pficitdna riznym
koncentracim membranového cholesterolu. Pravé spermie s vy$Sim obsahem cholesterolu
v plasmatické membrané maji 1épe odolavat vlivim poSkozeni b&hem procesu
kryokonzervace (Srivastava et al. 2013). V plasmatické membrané spermii hiebct je pomér
cholesterolu a fosfolipidii 0,36 (Amann & Graham 1993) a u bykt 0,51 (Parks & Graham
1992). I ptes vyssi zastoupeni cholesterolu v plasmatické membrané bykt prave
kryokonzervace ejakulatu bykl s pfidavkem heparin-véazajici proteinové frakce nedosahla
lepsich vysledki v obsahu spermii s neporusenou integritou plasmatické membrany
po rozmrazeni (V porovnani sna$im experimentem). Dale, oproti naSemu experimentu,
vyvolal ptidavek heparin-vazajici proteinové frakce negativni efekt (Patel et al. 2016), coz je
pomérné prekvapivé vzhledem k publikovanym pozitivnim efektim proteini semenné plazmy
(Rodriguez-Martinez et al. 2011). Napiiklad protein HSP-1/2 chrani rtizné cilové proteiny
pied tepelnym, chemickym a oxidanim stresem (Kumar et al. 2008). Singh et al. (2007)
ve své praci zminuji, ze Zloutkové fedidlo vyvolava interakci s heparin-vazajicimi proteiny,
coz zabranuje heparin-vazajicim proteinim plisobit na spermie. MiZeme se tedy domnivat,
ze pouziti Zloutkového fedidla, jak tomu bylo v naSem piipadé i Patel et al. (2016), mlzZe
potlacovat funkci heparin-vazajicich proteind na spermie. Zda se ovSem, ze tento efekt je
vyrazn€j$i u byku. Salazar et al. (2011) ve své praci uvadéji, ze na kvalitu rozmrazenych
spermii hiebcli ma vliv slozeni fedidla. Rozmrazené spermie dosahovaly vyssi kvality,
pokud byly zamrazeny ve Zloutkovém fedidle na rozdil od mlé¢ného fedidla. Papa et al.
(2011) testovali nahrazeni vajeéného Zloutku sojovym lecitinem a dosahli podobnych
vysledkii u hiebéich rozmrazenych spermii. OvSem spermie, které se zamrazily spolu
se sojovym lecitinem, vykazovaly niz§i miru plodnosti. Je tedy patrné, ze efektivita
proteinovych frakei pfidavanych do kryokonzervacniho fedidla bude do jisté miry ovlivnéna

prave sloZzenim samotného fedidla, a na to by mél byt bran zfetel.
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V nasem experimentu jsme zaznamenali signifikantni vliv ptidavku heparin-nevazajici
a heparin-vazajici proteinové frakce do kryokonzerva¢niho tedidla na zastoupeni zivych
spermii s neporuSenou integritou akrosomu po rozmrazeni. Pfidavek heparin-nevazajici
a heparin-vazajici proteinové frakce do kryokonzerva¢niho fedidla nemél vliv na snizeni
poskozeni integrity akrosomu u mrtvych spermii po rozmrazeni. Harshan et al. (2006)
uvadéji, ze pridavek heparin-vazajici proteinové frakce k epididymalnim spermiim buvold
zvysil poskozeni akrosomalni integrity po rozmrazeni. Singh et al. (2007) ve své praci
vystavili epididymalni spermie buvolll pouze heparin-vazajicim proteintim, coz vedlo
k zvySeni poskozeni integrity akrosomu spermii po rozmrazeni. Patel et al. (2016) uvadéji,
ze kryokonzervace byc¢iho ejakulatu s pfidavkem heparin-vazajici proteinové frakce nevedla
Kk rozdilnému zastoupeni spermii po rozmrazeni s akrosomovou reakci oproti kontrolnim
inseminaénim davkam. Opét se tedy ukazuje, Ze jednotlivé proteinové frakce mayji
pravdépodobné odlisny efekt, pokud jsou ptfidany k epididymalnim a ejakulovanym spermiim.
U ejakulovanych spermii je heparin-vazajici protein HSP-7 zapojen do stabilizace akrosomu
tésné ptred kapacitaci (Rodriguez-Martinez et al. 2011) a nezafazeny protein HSP-4 zabratniuje
spontanni akrosomové reakci (Fraser et al. 2005). Muzeme tedy fici, ze nase vysledky
nepiimo potvrzuji stabilizacni efekt jednotlivych proteinti zastoupenych v semenné plazmé.

Semennd plazma obsahuje rizné proteinové frakce, do kterych patfi mnoho proteinti
a jejich koncentrace je zasadni pro jejich efekt (Manjunath et al. 2002). Proto jsme se zaméfili
na testovani riiznych koncentraci (125, 250 a 500 pg/ml) u jednotlivych testovanych frakci.
V naSem experimentu zaméfeném na funkci plasmatické membrany spermii a neporusenou
integritu  plasmatické membrany po rozmrazeni nebyl prokazan vliv piidavku heparin-
nevazajici a  heparin-vazajici  proteinové  frakce v jednotlivych  koncentracich
do kryokonzervaéniho fedidla. Arangasamy et al. (2005) testovali buvoli epididymalni
spermie s piidavek heparin-vézajici proteinové frakce v koncentracich 10, 20, 30, 40, 50 a 60
pg/ml.  Nejvy$Siho zastoupeni spermii s funkéni plasmatickou membranou doséhly
koncentrace 20 a 40 ug/ml. Harshan et al. (2006) ve své praci pouzivali piidavek 40 a 80
pg/ml heparin-vazajici frakce k epididymalnim spermiim buvold. Skupiny inseminacnich
davek s ptidavkem 40 pg/ml vykazovaly sniZeni poSkozeni funk¢nosti plasmatické membrany
a poskozeni integrity plasmatické membrany spermii po rozmrazeni oproti piidavku 80 pug/ml.
Patel et al. (2016) ve svém experimentu ptidavali do by¢iho ejakulatu koncentrace 10, 20 a 40
pg/ml heparin-vazajici proteinové frakce. Nejlepsich vysledkd v obsahu spermii s funkéni
plasmatickou membranou a neporusenou integritou plasmatické membrany dosahl ejakulat

doplnény o 20 pg/ml oproti ptidavku 10 a 40 pg/ml heparin-vazajici proteinové frakce.
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Kumar et al. (2008) ptidavali k epididymalnim spermiim buvolti koncentrace 80 pg/ml
heparin-nevazajici, 80 ug/ml heparin-vazajici proteinové frakce, 80 pug/ml heparin-nevazajici
a 80 ug/ml heparin-vazajici proteinové frakce dohromady, 400 pg/ml heparin-nevazajici
proteinové frakce, piidavek 80 upg/ml heparin-vazajici a 400 pg/ml heparin-nevazajici
proteinové frakce dohromady. Piidavek heparin-vazajici proteinové frakce mél vyznamné
niz§i zastoupeni spermii u sledovanych parametrd (HOS, viabilita, integrita akrosomu).
Ejakulat oSetfeny samotnym piidavkem heparin-nevazajici proteinové frakce meél lepsi
hodnoty zkoumanych parametrii ve srovnani s kontrolni skupinou, coz indikuje, Ze tento
pfidavek heparin-nevazajici proteinové frakce zlepSil mrazitelnost spermii. Zda se,
ze heparin-nevazajici proteinova frakce muze omezit poskozeni spermii zpiisobené heparin-
vazajici proteinovou frakci béhem kryokonzervace, pokud jsou pfidavany k ejakulatu
najednou.

V nasem experimentu se oproti ostatnim vyzkumim neprojevil efekt pridavku
koncentrace heparin-vazajici proteinové frakce. Manjunath et al. (2002) popisuji, ze vyssi
koncentrace proteinii bovinni semenné plazmy odstraniuje vice cholesterolu a fosfolipida
z plasmatické membrany spermii bykl, coz ma za nasledek jeji destabilizaci, a snizuje jeji
odolnost proti poskozeni béhem procesu kryokonzervace, coz se nepotvrdilo v testovani
Kumar et al. (2008), kteti pfidavali k epididymalnim spermiim koncentraci 400 pg/ml
heparin-nevazajici a 80 pg/ml heparin-vazajici proteinové frakce. Manjunath et al. (2002) také
uvadéji, Ze ejakulat zfedény Zloutkovym fedidlem mulZe sniZzovat Skodlivy ucinek proteint
semenné plazmy bykl na modifikaci plasmatické membrany spermii a dosahuje i lepSiho
skladovani spermii. Pravé zloutkové tfedidlo ve své praci pouzivali i Kumar et al. (2008),
coz mohl byt jeden z faktorl, pro¢ se neprojevil Skodlivy G¢inek proteini semenné plazmy.
Ani v nasich vysledcich neni zaznamenana koncentrace, ktera by vyrazné ovlivnila snizeni
obsahu spermii s neporusenou plasmatickou membranou oproti kontrolni skupiné, pouZzivali
jsme Zloutkové fedidlo stejné jako Kumar et al. (2008).

Ptidavek heparinovych frakci v riznych koncentracich do kryokonzervac¢niho fedidla
nepotvrdil signifikantni vliv na zastoupeni Zivych spermii s nepoSkozenou integritou
akrosomu a zastoupeni mrtvych spermii s poskozenou integritou akrosomu po rozmrazeni.
V praci Harshan et al. (2006) prokazali vliv koncentrace heparin-vazajicich proteint
na integritu akrosomu. LepSiho efektu dosdhla nizsi koncentrace. V préci Patel et al. (2016)
nem¢la koncentrace signifikantni vliv na integritu akrosomu. Kumar et al. (2008) prokazali
efekt koncentrace heparin-vazajicich proteint. Lepsi integrity akrosomu dosahly vsechny

testované koncentrace heparin-nevazajici proteinové frakce (80 a 400 pg/ml) oproti heparin-
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vazajici proteinové frakci ¢i kombinaci obou heparinovych proteinovych frakci. Efekt
ptidavku heparinovych frakci na integritu akrosomu byl podobny jako efekt u plasmatické
membrany. Kumar et al. (2008) uvadéji, ze pravé heparin-nevazajici proteinova frakce
pomaha pii udrzovani membranové integrity stabilizaci proteinovych prvki v lipidové matrici

plasmatické membrany.

Déle jsme v predkladané diplomové praci sledovali zastoupeni spermii s funkcni
plasmatickou membranou a neporuSenou integritou plasmatické membrany po rozmrazeni
u jednotlivych hfebcti (n = 5) v inseminacnich davkach s ptfidavkem heparin-nevazajici
a heparin-vazajici proteinové frakce do kryokonzervaéniho fedidla. Ani zde nebyl prokazan
signifikantni vliv heparin-nevéazajici a heparin-vézajici proteinové frakce na individudlni
urovni jednotlivych hiebct. Byl zjistén signifikantni vliv interakce ,hiebec a frakce*
na procentualni zastoupeni spermii s funkcéni plasmatickou membranou a neporusenou
integritou plasmatické membrany po rozmrazeni mezi hiebei. Stejné zavéry publikovali Patel
et al. (2016) ve své praci, kde popisuji rozdilnou funk¢nost plasmatické membrany
a zastoupeni spermii s neposkozenou integritou plasmatické membrany mezi jednotlivymi
testovanymi byky (n = 6) s ejakulatem doplnénym o heparin-vazajici proteinovou frakci.
Na individualni trovni jednotlivych hiebcti (n = 5) nebyl potvrzen signifikantni vliv ptidavku
heparinovych frakci na zastoupeni zivych spermii s neporuSenou integritou akrosomu
a mrtvych spermii s poskozenou integritou akrosomu. V praci Patel et al. (2016) se lisilo
zastoupeni akrosomalniho poSkozeni spermii po rozmrazeni mezi jednotlivymi testovanymi

byky (n = 6).

Rozdily v mife pfeziti spermii béhem kryokonzervace existuji nejen mezi druhy
(Darin-Bennett & White 1977), ale také mezi jednotlivymi samci v ramci druhu. Tyto rozdily
jsou pravdépodobné vzhledem k inherentnim rozdilim mezi obéma druhy a jedinci v ramci
biochemie a metabolismu spermii. Nejpravdépodobnéjsi ditvod variability mezi jednotlivymi
hiebci je, jak dobfe si jejich sperma uchova svou schopnost oplozeni béhem kryokonzervace
(Loomis & Graham 2008). Hiebci se vybiraji do chovu hlavné podle jejich vykonu jen
s nepatrnym ohledem na kvalitu spermatu ¢i schopnost spermii ptezit proces kryokonzervace.
Tim, Ze téméf neexistuje selekce znakid reprodukce, produkuje pouze 20 % hiebcl sperma,
které lze zmrazit dobte, a piiblizné¢ 20 — 50 % hiebct produkuje sperma, které lze zmrazit
Spatné (Vidament et al. 1997; Hoffmann et al. 2011). Spermie od $patné¢ mrazitelnych hiebcti

vykazovaly nizsi limity osmotické tolerance béhem kryokonzervace. Byla u nich také snizena
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zivotaschopnost a zvySena akrosomova reakce, pokud byly mrazeny svice nez 2 %
kryoprotetivnich latek, zatimco spermie od dobfe mrazitelnych hiebcti jsou schopny odolavat
koncentracim kryoprotektivnich latek az do 3 % (Hoffman et al. 2011). Jeden z moznych
pristupll pro zvyseni kvality kryokonzervovani ejakulatu je vybér pouze vysoce kvalitniho
ejakulatu (Loomis & Graham 2008). Hladina celkovych protein pifitomnych v cerStvém
ejakulatu je dulezitou charakteristikou pro mrazitelnost a plodnost byki (Arangasamy et al.
2005). Pravé individualni obsah proteini v semenné plazmé mize hrat kliCovou roli na
mrazitelnost ejakulatu mezi jednotlivymi hiebei. V1iv semenné plazmy na vlastnosti
rozmrazenych spermii je kontroverzni u riznych druht (Pini et al. 2018). Dle Jeannerat et al.
(2017) se ocekava, ze slozeni semenné plazmy bude vykazovat rozdily v zavislosti na
genetice, stavu zvifete a prostiedi, kde zvife Zije. Hfebci mohou ménit sloZeni ejakulatu pod
kontrolou testosteronu, ktery je schopny reagovat na pifitomnost samice s urcitou
charakteristikou. Semenna plazma je schopna podporovat spermie Vv ochrané proti
oxida¢nimu stresu. U dobfe mrazitelnych hiebct nekteré studie uvadéji ptiznivy vliv semenné
plazmy na integritu akrosomu (de Andrade et al. 2011). Na druhé strané v nékterych studiich

nebyl nalezen zadny uc¢inek (Moore et al. 2005; Al-Essawe et al. 2018a).

59



7 ZAVER

Pridavek heparin-nevazajici a heparin-vazajici proteinové frakce semenné plazmy
do ejakulatu hiebcti pfed zmrazenim nemél vliv na vys$i zastoupeni spermii s funkéni
plasmatickou membranou, spermii s neporusenou integritou plasmatické membrany a obsah
mrtvych spermii s poSkozenou integritou akrosomu po rozmrazeni. Zaznamenano ovsem bylo
signifikantni zvySeni obsahu zivych spermii s neporuSenou integritou akrosomu
po rozmrazeni v inseminacnich davkéach s piidavkem heparin-vézajici proteinové frakce
semenné plazmy.

Zjistili jsme, Ze ndmi vybrané koncentrace heparin-nevazajicich a heparin-vazajicich
proteinovych frakci nemély vliv na kvalitu rozmrazenych spermii.

Individualita hiebce pii ptidavku heparin-nevazajici a heparin-vazajici proteinové
frakce meéla signifikantni vliv na funkénost a integritu plasmatické membrany, ale neméla
signifikantni vliv na integritu akrosomu rozmrazenych spermii. Na urovni hfebce nemél
pridavek heparin-nevazajici a heparin-vazajici proteinové frakce signifikantni vliv na kvalitu
rozmrazenych spermii.

Hypotéza, Zze piidavek heparin-vazajici proteinové frakce semenné plazmy
pfed zmrazenim zvysi kvalitu rozmrazeného ejakulatu, se nepotvrdila. Navic jsme v této
diplomové préci otestovali 1 efekt piidavku heparin-nevézajici frakce a dosli jsme ke stejnym
zaveéram jako pii pouziti heparin-vézajici frakce.

Semenna plazma obsahuje mnoho rlznych latek, a jestlize se zabyvame pouze
jednotlivymi proteinovymi frakcemi, je vidét dle vysledkl této diplomové prace a jinych
studii, ze efekt se miiZze a nemusi projevit. Dle dostupnych zdroju je ziejmé, Ze nejsou stale
objeveny vSechny proteiny semenné plazmy a prozkoumany interakce mezi nimi. Navrhuji,
aby se izolovaly jednotlivé proteiny semenné plazmy, u kterych je prokazdn vztah
k mrazitelnosti, a v dalsich studiich tyto jednotlivé proteiny testovat zvlast. Tyto studie by

mohly byt pfinosné pro zajisténi Gspésné kryokonzervace hiebéiho ejakulatu.
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