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Vliv pridavku proteinovych frakci semenné plazmy na
motilitu hrebc¢ich spermii

Souhrn

Cilem této diplomové prace je prokazat, ze pridavek proteinovych frakci semenné
plazmy ke hfeb¢im spermiim pfed mrazenim, mé vliv na jejich motilitu po rozmrazeni. Celad
prace je zaméfena na motilitu jiz od samého zacatku, tedy od kapitol anatomie a fyzilogie
spermii.

Sperma pouzité v experimentu bylo odebirano standardnim zptisobem od Sesti hiebcti
rizného véku i plemene. Odebrany ejakulat byl nafedén fedidlem s kryokonzervacnimi latkami
a Z kazdého odbéru bylo vytvofeno sedm pokusnych alikvot — jedna kontrolni, tfi s ptidavkem
heparin-vazajici frakce proteinii semenné plazmy (HEP+) a tfi s pfidavkem heparin-nevazajici
frakce proteinti semenné plazmy (HEP-). Proteinové frakce byly pfidany ve tfech koncentracich
- 125, 250 a 500 pg/ml. Takto ptipravené vzorky byly naplnény do polypropylenovych pejet o
objemu 0,5 ml, zamraZeny a uchovavany v tekutém dusiku. Rozmrazeny byly ve vodni lazni o
teploté 37 °C (30 sekund), nasledné byly nafedény na vhodnou koncentraci a ihned hodnoceny
systémem CASA.

Ptidavek proteinovych frakci nemél signifikantni vliv na celkovou motilitu ani
progresivni motilitu spermii, nicméné jednotlivé kinematické parametry motility spermii byly
ovlivnény nejen ptidanou frakci HEP+ ¢i HEP-, ale 1 jednotlivymi koncentracemi. Na&s
experiment prokazal, Ze ob¢ proteinové frakce mohou v urcité koncentraci pozitivné¢ ovlivnit
kinematické parametry. Pii porovnani obou frakci a kontrolni skupiny bez rozliSeni
jednotlivych koncentraci, mély nejlepsi hodnoty kinematickych parametri vzorky s ptidavkem
HEP- proteinové frakce. Spermie s HEP+ proteinovou frakci mély ve dvou parametrech horsi
hodnoty nez skupina s HEP-, ale i tak jejich vysledky byly lepsi nez u kontrolni skupiny. Frakce
HEP+ méla v porovnani s kontrolni skupinou pozitivni U¢inky na pohyb spermii
v koncentracich 125 pg/ml a 500 pg/ml, zatimco koncentrace 250 pg/ml méla Géinky negativni.
Frakce HEP- m¢la signifikantni pozitivni uc¢inky v koncentraci 125 ug/ml, koncentrace 500
pug/ml méla srovnatelné vysledky s kontrolni skupinou a koncentrace 250 ug/ml zptisobila ve
vétsing kinematickych parametr zhorSeni namétenych hodnot.

Nas experiment se také zabyval individualitou jednotlivych hiebcil, protoze rozdily
vV mrazitelnosti hiebcich spermii jsou zna¢né. Vidament et al. (1997) a Hoffmann et al. (2011)
uvadéji, Ze pouze 20 % hiebeli produkuje ejakulat, ktery je mozné mrazit bez vyrazného snizeni
jeho kvality, a 20 — 50 % hiebct produkuje ejakulat, ktery naopak procesy mrazeni a rozmrazeni
netoleruje. I nase vysledky prokézaly, Ze kinematické parametry motility spermii jSou u
kazdého hiebce ovlivnény pfidavkem proteinovych frakci semenné plazmy riznym zplsobem.

Kli¢ova slova: hiebec, motilita, semennd plazma, heparin-vazajici proteinova frakce semenné
plazmy, heparin-nevazajici proteinova frakce semenné plazmy, spermie



Influence of specific seminal plasma proteins addition on
motility of stallions spermatozoa

Summary

The goal of this thesis is to prove that addition of seminal plasma protein fractions to
stallion spermatozoa before cryopreservation affects their motility after thawing. The focus of
this thesis is on motility from the very beginning, that means from the sperm anatomy and
physiology chapters.

The sperm used in the experiment had been collected by standard collection method
from six stallions of different age and breed. Collected ejaculates were diluted with extender
containing cryopreservation chemicals and every collected ejakulate was divided into seven
experimental patches — one control, three with addition of heparin-binding seminal plasma
protein fraction (HEP+) and three with addition of heparin-non-binding seminal plasma protein
fraction (HEP-). Protein fractions were added in three concentrations — 125, 250 and 500 pg/ml.
Prepared patches were filled into 0.5 ml polypropylene straws, freezed and storaged in liquid
nitrogen. After thawing (30 sec in 37 °C water bath) the batches were diluted to suitable sperm
concentration and immediately assessed by CASA system.

The addition of protein fractions did not significantly affect neither total sperm motility
nor progressive sperm motility, but individual kinematic parameters of sperm motility were
affected not only by adding protein HEP+ or HEP- fraction but also by used concetrations. Our
experiment proved that both seminal plasma protein fractions can positively affect kinematic
parameters of spermatozoa when used in correct concentration. Overall results of comparison
of both protein fractions and control group showed that the best values of kinematic parameters
reached batches with addition of HEP- protein fraction. Spermatozoa in batches with addition
of HEP+ protein fraction showed lower values in two parameters in comparison to HEP-
batches, but even though the results were better than values of spermatozoa in control batches.
In comparison to the control group, HEP+ protein fraction showed positive effects on sperm
motility when concentrations 125 pg/ml and 500 pg/ml were added, while in 250 pg/ml
concentration the kinematic parameters of sperm motility were lower than in control batches.
HEP- protein fraction showed significant positive effects in 125 pg/ml concentration, while 500
pg/ml concentration showed similar results like control group, and 250 pg/ml concentration had
negative effect on most of the kinematic parameters of sperm motility.

Our experiment also considered the individuality of the stallions, because the
differences in sperm freezability are substantial. Studies Vidament et al. (1997) and Hoffmann
et al. (2011) present as fact, that only 20 % of stallions are good freezers (their ejaculates are
not negatively affected by freezing-thawing proceses) and 20 — 50 % of stallions are bad
freezers (their ejaculates do not tolerate freezing-thawing proceses). Our results confirm that
values of kinematic parameters of sperm motility varies greatly in response to addition of
seminal plasma protein fractions among stallions.



Keywords: stallion, motility, seminal plasma, heparin-binding seminal plasma protein fraction,
heparin-non-binding seminal plasma protein fraction, spermatozoa
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1 Uvod

S rychlym postupem dne$niho vyvoje Slechténi zvifat roste poptavka po semeni téch
nejvykonnéjSich hiebct. Jelikoz pfirozenou plemenitbou by nebylo mozné naplnit rostouci
poptavku, roste zajem o inseminacni davky. I pfesto, ze z jednoho odebraného ejakulatu je
vétSinou mozné vytvoiit vetsi pocet inseminacnich davek, nemusi byt jejich mnozstvi
dostatecné. Proto je snaha odebirat plemeniky nejen béhem piipoustéciho obdobi, ale
celorocné, takze je nutné insemina¢ni davky dlouhodobé uchovavat pomoci kryokonzervace.
Nicméné pouze priblizné 20 % hiebct produkuje semeno, které dobie toleruje procesy mrazeni
a rozmrazeni, aniz by kvalita rozmrazeného ejakulatu vyrazné poklesla, a zdaleka ne vsichni
vykonnostn¢ zadani hiebci patti do této skupiny s dobie mrazitelnym ejakulatem. Proto se
mnoho dne$nich vyzkumi vénuje latkam, které by mohly pomoci uchovat i ejakulaty hebct se
Spatnou mrazitelnosti v dobré kvalité. Mezi zkoumané¢ latky, které by mohly vyfesit problém
s mrazenim hieb¢ich spermii, patii i proteiny jejich semenné plazmy. Semennd plazma je sekret
produkovany ptidatnymi pohlavnimi Zldzami, ktery po smiseni se spermiemi pii ejakulaci tvoti
semeno. Mezi slozky semenné plazmy patéi cukry, vitaminy, mineraly, aminokyseliny a
proteiny. VétSina proteini semenné plazmy ma schopnost se vazat na plazmatickou membranu
spermii a tim ovlivilovat nékteré vlastnosti a schopnosti spermii, naptiklad odolnost viici
tepelnému stresu béhem kryokonzervace. Proteiny semenné plazmy lze rozd¢lit na dvé frakce
- heparin-vazajici a heparin-nevazajici, podle jejich vztahu k heparinu. Heparin je latka
produkovanad epitelem sami¢i pohlavni soustavy, jejiz funkci je kromé jinych i1 indukce
kapacitace spermii, a tedy spusSténi akrozomové reakce. Mnoho studii se jiz zabyvalo vlivem
proteinti semenné plazmy na motilitu ¢i fertilitu spermii u riznych druha savct vcetné byk,
kancti a hirebcti. Tato prace je zamétena na piidavek heparin-vazajici 1 heparin-nevazajici frakce
proteinii semenné plazmy ve tiech koncentracich ke spermiim hiebcl pred jejich zamrazenim
a sleduje, jak je ovlivnéna motilita spermii po rozmrazeni.
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2 Védecka hypotéza a cile prace

Cilem prace je ovétit hypotézu, ze pridavek heparin vazajici frakce semenné plazmy
pted kryokonzervaci zlepsi motilitu hieb&ich spermii po rozmrazeni.
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3 Literarni reSersSe

3.1 Anatomie a fyziologicka funkce pohlavniho traktu hiebce

3.1.1 Reprodukéni soustava hiebce

Reprodukéni soustava hiebce se skladd z paru varlat, nadvarlat a chamovodd,
ptidatnych pohlavnich 714z a penisu. Varlata a nadvarlata jsou ulozena externé v Sourku, coz je
velmi dtlezité pro korektni prubéh spermatogeneze. Ptidatné pohlavni zlazy se nachazeji
V dutin€ panevni (Amann 2011a).

Varlata jsou hlavnimi pohlavnimi zldzami samct, jejichz hlavni funkci je produkce
nezralych spermii a sam¢iho pohlavniho hormonu - testosteronu. Parenchym varlat je tvofen
semenotvornymi kanalky a vmezefenou tkani, kde se nachdzeji Leydigovy buniky sekretujici
testosteron. Epitel semenotvornych kanalkd je tvofen zarodecnymi buiikami, které jsou
procesem metamorfozy preménovany na spermie, a Sertoliho buiikami, které koordinuji déleni
zarodecnych bunék a diferenciaci budoucich spermii. Semenotvorné kandlky se sbihaji do
kanalku rete testis, které vedou vytvofené nezralé spermie z varlete do nadvarlete (Amann
2011a).

Nadvarlata jsou mistem, kde dozravaji nezralé¢ spermie proudici z varlat. Nadvarle je
anatomicky rozdéleno do tfi ¢asti: hlava, télo a ocas. Proximalné do hlavy nadvarlete vstupuje
13 — 15 kanalkd vedoucich z rete testis (Amann et al. 1977; Hemeida et al. 1978), které se
V hlavé nadvarlete spojuji v jediny kanalek nadvarlete (Hemeida et al. 1978). Kazda c¢ast
nadvarlete ma jinou funkci. Epitel proximalni ¢asti kanalkti hlavy nadvarlete resorbuje vétSinu
tekutiny a latek v ni rozpusténych, ktera ptitéka z varlat spolu se spermiemi, a zaroven jiné
latky sekretuje. Vétsi Cast hlavy a celé télo nadvarlete jsou mistem, kde probihd maturace

ey e

spermie (Amann 2011a).

Chamovod je trubice vedouci spermie z ocasu nadvarlete do ampule chdmovodu a
nasledné pokracuje jako mocova trubice ven z téla (Amann 2011a). Do mocové trubice Usti
vyvody jednotlivych ptidatnych zlaz, jejichz vymésky se pfidavaji k ejakulovanym spermiim a
tvofi semennou plazmu (Amann 2011Db).

Penis je sam¢i kopulaéni organ. Je tvofen dvéma druhy topofivych téles; kavernéznim,
které je schopno naplnit se krvi a umoznit tak erekci penisu, a houbovitym, které udrzuje
mocovou trubici otevienou a také tvofi Zalud penisu, coZ je bohaté inervované a na tlak citlivé
zakonceni penisu (Amann 2011a).
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3111 Ptidatné pohlavni zlazy

Ptidatné pohlavni zlazy jsou parova ampule chamovodu, parové semenné vacky,
neparova prostata a parové bulbouretralni zlazy. Souborné vSechny ptfidatné pohlavni Zlazy
tvofi vétSinu semenné plazmy ejakulatu. Thompson et al. (1979) uvadi, Ze normalni funkce
vsech ptidatnych pohlavnich zlaz je zavisla na dostupnosti testosteronu v perifernim krevnim
ob¢hu. Spermie z ocasu nadvarlete a chdmovodu jsou imobilni do té doby, nez ptijdou do
kontaktu se sekrety ptidatnych pohlavnich z14z (Amann 2011b).

Semenné vacky jsou podlouhlé duté kapsy v priméru 5 cm Siroké a 15 — 20 cm dlouhé
ustici do mocové trubice mezi mocovym mechyfem a prostatou. Produkuji zelatinovy sekret,
jehoZ mnozstvi zaleZi na sezoné a individualnim hiebci. Nejveétsi mnozstvi semenné plazmy
semenné vacky tvoii od dubna do cervence (Mann & Lutwak-Mann 1981). Tyto sezonni zmény
¢1 rozdily mezi jednotlivymi hiebci v mnozstvi gelu v ejakuldtu mohou byt zplisobeny
rozdilnymi koncentracemi testosteronu v krvi (Amann 2011b).

Prostata je pevna uzlikovitd 7laza, ktera je tvofena dvéma laloky spojenymi tenkym
krckem, obklopujici mocCovou trubici (Amann 2011a). Sekret prostaty je fidky, vodovy a tvori
nejvetsi frakei ejakulatu, obzvlast pokud ejakulace nasleduje 1 — 3 hodiny po pfedchozi (Mann
& Lutwak-Mann 1981). Pravdépodobna funkce je vycisténi mocové trubice béhem ejakulace
(Amann 2011b).

Bulbouretralni Zlazy jsou velmi malé a nachazeji se lateralné na mocové trubici
kaudaIné od prostaty pobliz panevniho dna. Produkuji velmi malou frakci semenné plazmy
(Amann 2011b).

3.1.2 Hormonalni fizeni spermatogeneze

Funkce reprodukénich organi je kontrolovana z velké casti neuroendokrinnim
systémem. Ten je tvofen specializovanymi skupinami tél nervovych bunck a endokrinni tkant,
které produkuji chemické slouceniny, které¢ nazyvame hormony (Roser 2011). Tyto hormony
Jsou z mista sekrece transportovany krevnim obéhem do organu, jehoz funkci maji ovliviiovat,
V ftizeni funkce reproduk¢niho traktu ma svou roli i autonomni nervova soustava, ktera ridi
napiiklad pasivni transport nemotilnich spermii nadvarlaty a chamovody, erekci, emisi a

ejakulaci, ale neuroendokrinni soustava ma v fizeni reprodukéni soustavy vétsi rozsah (Amann
2011b).

Hlavnimi zlazami, které sekretuji hormony ovladajici funkci reprodukénich organt, jsou
hypotalamus, ktery produkuje gonadotropin-uvoliujici hormon (GnRH), hypofyza produkujici
folikulostimula¢ni hormon (FSH) a luteiniza¢ni hormon (LH) a varlata, ve kterych se sekretuje
testosteron, androgeny-vazici hormon (ABP), aktivin, inhibin a oxytocin. Cely mechanismus
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hormonalniho fizeni funguje na zakladé zpétnych vazeb, které mohou byt pozitivni nebo
negativni (Roser 2011).

GnRH

Gonadotropin-releasing hormon, ¢esky gonadotropin-uvoliujici hormon pochazi
Z hypotalamu, ktery piimo kontroluje reprodukéni funkce organismu. GnRH je uvoliiovan
v kratkych pulzech a je opét rychle z krve odstraniovan, coz stimuluje buniky v adenohypofyze,
které sekretuji gonadotropni hormony — LH a FSH (Roser 2011).

FSHaLH

Oba tyto hormony jsou sekretovany adenohypofyzou a jejich produkce je fizena hormonem
GnRH pozitivni zpétnou vazbou — tedy ¢im vice GnRH je v krvi, tim vice je podporovana
sekrece navazujicich hormonti. FSH je navic fizen jesté aktivinem a inhibinem. FSH neni u
hiebcli nezbytné nutny k udrzeni spermatogeneze na rozdil od jinych ZivocisSnych druht, ale
ma svou funkci pfi zahdjeni spermatogeneze a také fidi sekreci ABP Sertoliho buiikami. Funkci
LH je kontrola produkce testosteronu. LH je uvoliovan v pulzech, coZ znamena, Ze se
periodicky zvySuje koncentrace LH v krvi, ktera je vedena do varlat (Roser 2011).

Testosteron

Testosteron je produkovan Leydigovymi bunkami, které se nachazeji v intersticialnim
prostoru varlat, tedy mezi semenotvornymi kanalky. Leydigovy bunky neustale produkuji
bazalni mnozstvi testosteronu a nékolika dalSich steroidnich hormont, nicméné periodicky jsou
stimulovany hormonem LH ke zvySeni produkce. Pfitomnost testosteronu ve varlatech je
naprosto klicova pro normalni pribéh spermatogeneze, je ovSem nezbytnad i v hlavé a téle
nadvarlete (Orgebin-Crist et al. 1975; Amann 1987; Robaire & Hermo 1988) pro sekreci
proteinti buiikami epitelu (Amann 2011b). Také koncentrace testosteronu v periferni krvi je
dalezita, protoze tidi zpétnou negativni vazbou produkci GnRH. Pokud je koncentrace
testosteronu v krvi relativné vysoka, je potlacena sekrece GnRH, ¢imz je potlacena sekrece LH,
a tim padem 1 testosteronu. Kdyz koncentrace poklesne, je opét zahdjena produkce GnRH a
hladina testosteronu opét roste (Thompson et al. 1979; Irvine et al. 1986).

ABP

Androgeny vazici protein je produkovan Sertoliho bunikami a jeho funkci je, jak nazev
fika, vazat na sebe androgeny, napiiklad dihydrotestosteron a 3a-androstanediol (Amann
2011b) a transportovat je do riznych ¢asti reprodukéniho traktu (Roser 2011).

Inhibin a aktivin
Funkci inhibinu a aktivinu je kontrolovat ¢innost adenohypofyzy a ovliviiovat produkci
FSH, aniz by byla ovlivnéna produkce LH, a tim padem i produkce testosteronu. Aktivin
stimuluje sekreci FSH a inhibin ji potlacuje (Roser 2011).
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Oxytocin

Oxytocin je produkovan Leydigovymi buitkami do intersticialni tekutiny a jeho funkci
je usnadnit rytmické kontrakce semenotvornych kanalkti, ¢imz napomahd transportu spermii
(Knickerbocker et al. 1988).

3.1.3 Spermatogeneze a zrani spermii

Spermatogeneze je proces, pii kterém z jedné kulaté diploidni buiiky vznikaji Ctyfi
haploidni pohyblivé bunky s bi¢ikem, které jsou schopny po dozrani a prichodu sami¢im
reprodukénim traktem oplodnit oocyt. Jako spermatogenezi oznacujeme dva hlavni déje, a sice
bunééné déleni a transformaci spermatogonii na spermie. Cely tento proces se odehrava
v semenotvornych kanalcich varlat, u hiebct trva ptiblizné 57 dni (Amann et al. 1976; Amann
1981; Pickett et al. 1989; Johnson 1990) a je mozné ho rozdélit na tii faze —
spermatocytogeneze, meioza a spermiogeneze (Amann 2011b).

Spermatocytogeneze trva 19,4 dne a je charakterizovana mitotickym délenim
spermatogonii a jejich diferenciaci na primdrni spermatocyty. Béhem této faze se
spermatogonie mitoticky d€li pro zachovani svého poctu a zaroven pro produkci primarnich
spermatocytl. Faze meiozy trva také 19,4 dne, kdy na homolognich chromozomech primarnich
spermatocyti dochazi ke ,,crossing-overu« (vymeéné ¢asti genetické informace na homolognich
chromozomech) a nasledné dochazi k meiotickému déleni, kdy z diploidnich bunék vznikaji
haploidni spermatidy. Posledni fazi je spermiogeneze, ktera trva 18,6 dne a je charakteristicka
diferenciaci a funk¢ni specializaci, které premeéni kulatou bunku na butiku s bi¢ikem (Amann
2011b). Féaze spermiogeneze ma nékolik stadii. Béhem Golgiho stadia se vytvari vacek
obsahujici enzymy, ktery se diferencuje v akrozom, a centrioly migruji k jadru, kde z distalniho
centriolu vznika axonema. Béhem faze Cepicky se vacek zplosti a zformuje se do Cepicky
obalujici jadro — akrozomu. Faze prodluzovani je fazi, kdy se prodluzuje jadro a vznika
manzeta. Manzeta je organela specifickd pouze pro spermatické bunky. Sklada se
Z mikrotubulll navzajem propojenych dyneinovymi raménky, které jsou obalené pochvou.
Posledni fazi je faze dozrani, kdy manzeta migruje kaudaln¢ po tvoreném biciku budouci
spermie a mitochondrie se koncentricky fadi k sob¢ v oblasti stiedni ¢asti bi¢iku (Johnson et al.
2011). Na konci této faze jiz plné vyvinuté bunky opoustéji lumen semenotvornych kanalkt
varlete a jsou nazyvany spermie. Tyto spermie jesté nejsou schopné oplodnit oocyt, protoze
nejsou zralé. Proces zrani spermii probiha v nadvarlatech, kam jsou spermie z varlat pasivné

vyplavovany pomoci kontrakénich pohybt hladké svaloviny semenotvornych kanalkti (Amann
2011b).

V kazd¢ funk¢éni zoné nadvarlete je slozeni lumindlni tekutiny, ktera ptichazi do
kontaktu s nezralymi spermiemi, jiné a ma béhem maturace spermii jinou funkci. Enzymy a
proteiny obsazené v luminalni tekutiné modifikuji plazmatickou membranu a dalsi ¢asti
spermii. VSechny tyto zmény nakonec vedou k ziskani schopnosti oplodnit oocyt a progresivné
se pohybovat vpied, a také ke zmé&nam v metabolismu spermii (Glover & Nicander 1971;
Orgebin-Crist et al. 1975; Johnson et al. 1978; Cooper 1986; Lopez et al. 1987; Amann 1988;
Robaire & Hermo 1988). Epitel kanalku nadvarlete produkuje proteiny, které postupné
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interaguji s membranou spermie a méni tim jeji slozeni. Nicméné pro spravné a kompletni
dozrani spermii je nutné, aby byly spermie posouvany mezi jednotlivymi funkénimi ¢astmi
kanalku nadvarlete v dostatecné¢ pomalém tempu, pii kterém mohou prob&hnout vsechny
potiebné metabolické zmény (Orgebin-Crist et al. 1975; Cooper 1986; Robaire & Hermo 1988).

Spermie, které jsou skladovany v ocasu nadvarlete, jsou jiz zralé, tedy schopné projit
procesem kapacitace a oplodnit zraly oocyt. Nicméné dokud se nachazeji v nadvarleti, jsou
udrzované v chemické anabidze, coz znamend, ze nejsou aktivné pohyblivé (Amann 2011b).
Johnson et al. (1978) sice uvadi, ze Cast hiebCich spermii mize byt schopna se aktivné
pohybovat uz v distalni ¢asti téla nadvarlete, presto je vSak obecné uzndvanéjsi fakt, Ze se
spermie zacinaji aktivné pohybovat az po kontaktu se semennou plazmou pii ejakulaci (Varner
& Johnson 2011).

Procesem zrani spermii pfi prachodu nadvarletem se zabyvala studie Magistrini et al.
(1987), ktera prokazala, Ze hiebCi spermie odebrané z hlavy nebo proximdlni ¢asti téla
nadvarlete jsou po pfidani do solného fyziologického roztoku nemotilni, zatimco procento
motilnich spermii odebranych z ocasu nadvarlete piidanych do pufrovaciho fedidla je podobné
procentu motilnich spermii ejakuldtu dané¢ho hiebce. TakZze pokud se progresivni motilita
pouzije jako métitko pro zrani spermii, da se podle Magistrini et al. (1987) fici, ze zrani spermii
je dokoncené uz pied jejich vstupem do ocasu nadvarlete. Johnson et al. (1978) potvrzuje, Ze
hieb¢i spermie opoustéjici varle do kanalkli nadvarlete se posouvaji pomoci peristaltickych
kontrakci okolnich tkani, ale uz v distalni ¢asti téla nadvarlete ziskavaji schopnost se samy
aktivné pohybovat, musi tedy byt udrzovany v anabidze.

3.1.4 Spermie

Spermii je mozné rozdélit na dvé hlavni ¢asti - hlavicku a bicik. Hlavicka je tvotfena
pievazné akrozomem a koncentrovanym jadrem s haploidnim poc¢tem chromozomi, zatimco
bicik se sklada z krcku, spojovaci €asti, prstence, hlavni Casti bi¢iku a koncové casti bic¢iku
(Varner & Johnson 2011). Hlavni struktura, ktera je zodpovédna za pohyb spermie, se nazyva
axonema. Axonema prochazi bi¢ikem spermie a sklada se z centralniho paru mikrotubul
obklopeného vngjsim prstencem deviti dubletd mikrotubull, ktery je k centralnimu paru
pfipojen deviti radidlnimi paprsky. Vnéj$i pary mikrotubuld jsou navzajem propojeny
nexinovymi spoji. Kazdy z vnéjSich dubleti ma vnitini a vnéj$i dyneinové raménko. ATPaza
pfitomnd v téchto dyneinovych ramenech konvertuje chemickou energii na mechanicky pohyb
jednotlivych vnéjsich part mikrotubulti kazdého zv1ast’, coz umozituje ohybani bi¢iku (Hodder
& Liu 2011).

Dalsi strukturalni elementy napoméhajici motilité¢ spermie jsou vnéj$i denzni vldkna a
fibrozni pochva. Denzni vldkna, pokryvajici vnéj$i prstenec mikrotubularnich dubletd,
poskytuji bi¢iku strukturaIni oporu. Tato vldkna probihaji od kréku spermie pies spojovaci oddil
az do vetsi casti hlavniho oddilu bi¢iku, kde konci. V distalni ¢asti hlavniho oddilu a v
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koncovém oddilu bi¢iku se jiz nenachazeji. Fibrozni pochva pokryva hlavni oddil bi¢iku a
poskytuje mu pevnou oporu. Také byly ve fibrozni pochvé objeveny proteiny, které se podileji
na signalni kaskadé pohybu bic¢iku a metabolismu spermie (Turner et al. 1999).

Dyneinova raménka, nachazejici se na vnéjSich dubletech mikrotubuld, potiebuji pro
generovani pohybu biciku zdroj energie. Tato energie je poskytovana molekulami
adenosintrifosfatu (ATP), které jsou tvofeny mitochondriemi aerobnim dychanim nebo
anaerobni glykolyzou lokdIn€ v hlavni ¢asti bi¢iku. Mitochondrie se ve spermii nachdzeji pouze
vV mitochondrialni vrstvé ve spojovaci ¢asti bi¢iku spermie. Mitochondrie jsou zde ulozeny
helikaln¢, u hiebee typicky v padesati otockach kolem vnéjsiho prstence osovych mikrotubulti
(Amann & Graham 1993).

3.14.1 Mechanismus pohybu spermie

Spermie se pohybuji pomoci kmitavych pohybt ve vysoké frekvenci. Sila pro pohyb
bi¢iku je vyvijena posunovanim vnéjSich dubleti mikrotubuld, které je fizené molekuldrnimi
motory — dyneiny. Aktivita dyneint je regulovéana radialnimi paprsky fosforylaci proteint, které
vedou k ohnuti bi¢iku. Signalni mechanismus modulace motility spermii zahrnuje nékolik
signalnich molekul, membranovych receptorti a kanali, které aktivuji samotny pohyb bic¢iku
spermie (Inaba 2003).

Jednou z dulezitych signalnich molekul ovliviiujici motilitu spermii je cholesterol,
protoze ovliviiuje fluiditu membrany spermii. DalSi dilezitou signdlni molekulou je oxid
dusnaty (NO), ktery tidi produkci dalSiho signalniho posla, cyklického guanosinmonofosfatu
(¢cGMP). CGMP aktivuje specifické typy transportniho kanalu pro pfenos iontu K*, ¢imz je
nasledn¢ zpiisobena hyperpolarizace membrany. Membranova hyperpolarizace stimuluje
n¢kolik napétim-tfizenych transportnich kanali nebo iontovych pfenaSect. Napiiklad pfenasece
Na*/H*, ktery indukuje intracelularni alkalizaci - vytvoii prostiedi, ve kterém se zvysi aktivita
dyneinovych enzymi. Signalni molekuly cAMP reguluji aktivitu nékterych kanald Ca?*.
Zvyseni intracelularni koncentrace iontti Ca?* aktivuje dalsi signalni molekuly a transportni
kandly a zptsobi zménu asymetrie pohybu bic¢iku. Mnozstvi molekul cGMP a cAMP je fizeno
diesterazami systémem negativni zpétné vazby (Inaba 2003).

Hlavni roli v regulaci pohybu axonemy ma fosforylace proteint (Inaba 2003) tyrosinu
(Hayashi et al. 1987; Visconti et al. 1995; Dey & Brokaw 1991; Si & Okuno 1999). Bylo
zjisténo nekolik proteinil, které jsou fosforylovany pravdépodobné z diivodu aktivace motility
spermii. Fosforylace tyrozinu je vétSinou regulovdna cAMP-dependentni proteinkindzou
(Hayashi et al. 1987; Visconti et al. 1995). Fosforylace proteini cAMP-dependentni kinazou a
proteinovou tyrosin kindzou moduluje proteiny bi¢iku a tim aktivuje motilitu spermie.

Zmény sméru pohybu spermii jsou zptusobené modulaci oscilac¢nich vin bi¢iku. Tento
proces zahrnuje Ca®*-dependentni zmény ve flagelarni asymetrii (Brokaw 1979). Ionty vapniku
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cili na systém radialnich paprska pfipojujicich vnéjsi dublety k centralnimu paru (Bannai et al.
2000; Smith  2002) pomoci vapnik-vazajicich proteinii jako je kalmodulin a nékolik
kalmodulin-vazajicich proteini (Wasco et al. 1989; Ueno et al. 2003). Nékteré vapnik-vazajici
proteiny jsou komponenty nebo piidruzené proteiny vnéjSich dyneinovych ramének, které také
mohou byt zapojeny v asymetrickém pohybu bic¢iku (Inaba 2003).

Mechanismus pohybu bic¢iku spermie zajistuji dyneinova raménka, ktera vyuZzivaji
energii z ATP k zachyceni sousedniho mikrotubulového dubletu vzdy pouze na jedné strané
prvniho dubletu, ¢imz vytvaii postupnou vinu ohybu bi¢iku, kterd se Sifi po celé jeho délce.
Vzdy po posunuti dubletii vii¢i sobé se raménko prvniho dubletu odpoji, a raménko druhého
dubletu se pripoji na tfeti dublet, viici kterému posune druhym dubletem, a tak vlna postupuje
dal. Jak vlna postupuje po celé délce biciku, spermie je pohanéna vpied a hlavicka rotuje kolem
dlouh¢ osy sméru pohybu (Mortimer 2000).

3.2 Vyroba kryokonzervované inseminacni davky

S postupnym zlepSovanim technologii asistované reprodukce roste poptavka po
genetickém materidlu nejlepSich plemenikti. Pokryti rostouci poptavky vyZaduje vyuZivani
inseminacnich davek (ID), které umoZni produkovat vice hiibat na plemenika za rok (Panarace
et al. 2014). Z jednoho ejakulatu je mozné vytvofit pomérné vysoky pocet ID, a zaroven je pii
inseminaci snizené riziko pienosu infek¢nich nemoci mezi hiebci a klisnami. Dalsi vyhodou je
moznost vyuzit i plemeniky z jinych stati, nebo moznost uchovavat vyrobené ID po delsi
casové obdobi (Miller 2008). Uchovani ID je mozné kratkobobé (Kayser et al. 1992) nebo
dlouhodobé (Hernandéz et al. 2018). Pti kratkodobém uchovani je sperma chlazeno na teploty
vyss§inez 0 °C, neni tedy nutné ptidavat kryoprotektiva, ktera jsou pro spermie toxicka (Squires
et al. 2004), avSak uchovani oplozenischopnych spermii je mozné pouze v ramci hodin az
n¢kolika dnli, nicméné i1 piestoze spermie nejsou vystaveny procesu mrazeni, jsou vystaveny
poskozujicimu chladovému Soku (Watson 1981). Dlouhodobé uchovavani mrazenych ID je
velmi efektivni, jelikoz je mozné odebirat hiebce po cely rok i mimo reprodukéni sezonu
(Pickett & Shiner 1994), nicméné kvalita rozmrazenych spermii je niz8$i nez kvalita spermii
nativniho nebo chlazeného ejakuldtu (Jasko et al. 1992). Vidament (2005) ve své studii
prokazal, Zze pouze 30 - 35 % hiebcil zafazenych do programu kryokonzervace ID ve Francii
produkovalo spermie, které po rozmrazeni vykazovaly uspokojivé hodnoty progresivni
motility, a dalsi autofi studii Tischner (1979), Vidament et al. (1997) a Loomis & Graham
(2008) provedenych v USA a v Evropé jeho vysledky potvrdili (30 — 50 % plemenikt
s uspokojivymi vysledky kvality spermii po rozmrazeni). Obecné se odhaduje, Ze ejakulat
produkovany 20 % hiebct je dobfe mrazitelny, 60 % hiebcli produkuje ejakulat, ktery mé po
rozmrazeni ptijatelnou kvalitu, a 20 % hiebci produkuje ejakulat, ktery procesy mraZeni a
rozmrazeni netoleruje vitbec (Vidament et al. 1997).
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3.2.1 Odbér ejakulatu

Ejakulat je mozné odebirat n¢kolika zplisoby, nicméné je i par pravidel, ktera by se vzdy
méla dodrzovat. Napiiklad asistujici personal by mél byt vyskoleny a zb&hly v manipulaci
s hiebci pfi odbéru. Misto, kde odbér probira, by mélo byt prostorné, tedy bezpecné pro hiebce
i pro personal, a podlaha by méla byt pevnd, porézni, dobfe omyvatelna, nenachylna
Kk opotiebeni a nesmi klouzat (Love 1992). VSechny pomitcky, které jsou k odbéru pouzity,
musi byt nahfaty na 45 — 50 °C a pouzity lubrikant a ostatni materidly nesmi byt spermicidni
(Sichtaf et al. 2014).

Konkrétni techniky odbéru a pouzité pomucky, které mohou byt pouzity samostatné
nebo v kombinaci jsou odbér ze skoku na fantoma, za ptitomnosti fijici klisny, s pouzitim moci
Pomoci uzavieného typu je odebiran ejakulat cely, zatimco pomoci otevieného typu je mozné
odebrat pouze Zadanou frakci ejakulatu bohatou na spermie (Love 1992).

Thned po samotném odbéru je nutné co nejrychleji transportovat ejakulat do laboratote,
kde probéhne hodnoceni kvality ejakulatu. VSechny pomtcky, které s ejakulatem ptijdou do
kontaktu, musi byt nahfaty na 37 - 38 °C. Kvalita ejakulatu je uréovana pomoci méteni objemu
ejakulatu, koncentrace spermii, motility, pfezitelnosti spermii (HOS test), procenta zivych a
mrtvych spermii, morfologie, piipadné bakteriologického a cytologického testu (Sichtaf et al.
2014).

3.2.2 Kryokonzervace

Kryokonzervace semene plemenikli je velmi zddana a dulezitd metoda pouzivana
V odvétvi reprodukce koni, nicméné jeji vyuziti je limitovano nizkou fertilitou nékterych
plemenikii. Divodem muze byt naptiklad osmoticky stres, kterym spermie prochazi po pfidani
kryoprotektantli pred samotnym mrazenim, protoze pouzivany glycerol je pro spermie toxicky
(Fahy 1986; Hammerstedt & Graham 1992). Dal§imi davody mohou byt chladovy Sok, ktery
zpusobi nevratné poSkozeni spermii, které je charakteristické abnormalnim pohybem, rapidnim

snizenim motility, poskozenim akrozomu a plazmatické membrany, ¢i snizenym metabolismem
(Quinn 1989; Samper et al. 1991).

Samotnad kryokonzervace nasleduje po laboratornim vyhodnoceni kvality nativniho
ejakulatu a pokracuje se pouze s témi, jejichz parametry jsou alesponi dostacujici, protoze
mrazeni a nasledné rozmrazeni kvalitu vyznamné snizuje (Graham 1996). Prvnim krokem po
vyhodnoceni kvality je centrifugace, kdy se odstrani vétSina semenné plazmy. Nasledné se
spermie nafedi do pozadované koncentrace vhodnym fedidlem, které obsahuje cukry, soli,
kryoprotektanty, lipidy (vaje¢ného Zloutku nebo mlécné), proteiny a antibiotika. Takto
ptipraveny ejakulat je napIlnén do polypropylenovych pejet vétSinou o objemu 0,5 ml, které jsou
oznaceny identifikacnimi tidaji. Poté jsou hotové pejety bud’ manudlné stabilizovany ve 4 - 7
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°C, poté piesunuty nad pary tekutého dusiku a nakonec ponoteny do - 196 °C (Sichtaf et al.
2014), nebo je mozné vyuzit automatickych pftistrojli, které pejety postupné zchlazuji az
zamrazuji podle zvoleného protokolu (Wu et al. 2015).

Pro rozmrazeni ID je nutné pejetu vytdhnout z tekutého dusiku pomoci pinzety nebo
peanu a ihned celou ponofit do vodni lazné o teploté 37 °C, aby se zabranilo pomalému
rozmrazovani. Po 30 sekundéch je pejeta z 1azn€ vytazena, diikladné osusena, protoze voda je
spermicidni, zataveny konec pejety se odstfihne a ID se vypusti bud’ do zkumavky, pokud je
uréena k testovani, nebo do ,,inseminaéni zbrané «, pokud je uréena k inseminaci (Sichtai 2014).

Redidla

Redidla spermatu pouzivana pii mrazeni ejakulatu obsahuji energeticky bohaté
slouc¢eniny, proteiny, lipidy, lipoproteiny, antibiotika, pufrovaci a kryoprotektivni latky
(Loomis 2011). Cukry a soli jsou rozpustény v médiu ve vysokych koncentracich a maji vice
dalezitych funkci. Cukry samoziejmé funguji jako zdroje energie pro metabolismus spermii
pfed mrazenim a po rozmrazeni, ale béhem samotného procesu mrazeni slouzi i jako
membranou nepronikajici kryoprotektiva membrany spermii, latky udrzujici osmotickou
rovnovahu a také zabranuji vytvareni ledovych krystali, které mohou poskodit membranu
spermii a tim bunky poskodit. Konkrétné se vyuzivaji cukry glukdza, sachardza, laktoza a
mandza, bud’ samostatné¢, nebo v kombinaci vice ruznych sacharidi (Loomis 2011).
Lipoproteiny a lipidy jsou dilezitou soucésti fedidel z divodu stabilizace membrany pfi
tepelnych zménach, jde tedy opét o kryoprotektanty nepronikajici membranou. NejCastéji
vyuzivané zdroje lipoproteinii jsou mléko (naptiklad EDTA) a vaje¢ny Zloutek (naptiklad
komer¢ni fedidlo Gent (Minitube, Némecko)). Ve studii Neuhauser et al. (2013) bylo zjisténo,
ze fedéni spermatu fedidly na bazi odtucnéné¢ho mléka nebo vaje¢ného Zloutku zlepsilo nebo
alespont udrzelo motilitu spermii odebranych z riznych ¢asti nadvarlete hiebcti. Antibiotika
maji zabranit bakteridlnimu rstu v semeni, a tedy i pfenosu nemoci ¢i vzniku zanétu délohy
(Pickett & Amann 1987). Do fedidel pouzivanych pro fedéni hiebciho spermatu se pouziva
hlavné gentamycin sulfat a polymycin B sulfat (Squires et al. 1981). Kryoprotektiva pronikajici
membranou (napiiklad glycerol) maji pomahat stabilizaci membrany spermie béhem mrazeni a
rozmrazeni tim, Ze zabrani vytvéareni ledovych krystali uvnitf bunck. Nicméné pokud
kryoprotektanty nejsou pouzity spravnym zpusobem nebo se pouziji ve $patné koncentraci,
mohou negativné ovlivnit motilitu spermii, pfipadné i jejich oplozovaci schopnost (Hodder &
Liu 2011).

3.3 Kbvalita ejakulatu po rozmraZeni

Proces zamraZeni i rozmrazeni je pro spermie velmi destruktivni, proto je vhodné
minimalné na zacatku sezony provést testy mrazitelnosti semene plemeniki, kteti maji byt
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zafazeni do skupiny pro kryokonzervaci ID (Sichtat et al. 2014). Mezi testy uréujici kvalitu
spermatu po rozmrazeni patfi napiiklad viabilita spermii, potencial mitochondrialni membrany,
integrita plazmatické membrany a membrany akrozomu, celkova motilita a progresivni motilita
(Wu et al. 2015).

3.3.1 Motilita

Z moznych parametrd, které se pouzivaji k hodnoceni hieb¢iho spermatu, se motilita
spermii v daném vzorku (Varner et al. 1991). Spermie, které se hybou malo nebo se nehybou
vibec, jsou v piipad€, kdy se nepouziva asistované reprodukéni metody, povazovany za
neschopné oplozeni vajicka (Turner 2003). Podle Voss et al. (1981) mtze byt plodnost
individualniho hifebce neuspokojiva 1 piesto, Ze motilita spermii je v pofadku, a proto by
samotna motilita nikdy neméla byt pouzivana k odhadu plodnosti hiebce (Varner et al. 1993),
nebot” spermie potiebuje k tspéSnému oplodnéni oocytu vice vlastnosti.

Aktivovana motilita je fyziologickd a typickd symetrickym pohybem bi¢iku spermie
S nizkou amplitudou, jehoZz vysledkem je relativné pfimocary pohyb spermie. Tento druh
pohybu je mozné vidét u pravé ejakulovanych spermii a je povazovan za nezbytny pro pohyb
spermii k vejcovodu a nasledné vejcovodem k oocytu. Aktivovana motilita je velmi dulezita
pro optimalni fertilitu, jelikoz imobilni spermie nejsou schopné se dostat k uterotubalnimu spoji
(Turner 2005).

3311 CASA systém — princip

Systém CASA (Computer-assisted sperm analysis) byl vyvinut pro objektivni
hodnoceni spermii. CASA analyzuje trasy velkého poctu spermii, ze kterych nasledné stanovi
kinematické parametry (tabulka 1 a obrazek 1).

Systém CASA se skladd z kamery, pocitace a stithové karty. Pocitacovy software
identifikuje a sleduje vSechny spermie na snimcich videa a poté ziskana data vyhodnoti. Snimek
pole pod mikroskopem je poslan z kamery do pocitate a ptreveden do digitdlniho snimku.
Nejjednodussi moznosti zobrazeni spermii pro zachyceni systémem pocitace je pouZiti temného
pole nebo negativniho fazového kontrastu, kde se hlavicky spermii zobrazuji bile na ¢erném
pozadi. Svétlost hlavicky na snimku zistdva stejné konzistentni i béhem pohybu spermie,
protoze rotace hlavicky neméni intenzitu bilé na snimku. Obraz kazdé spermie je pak
digitalizovan. Nasledné pocita¢ stanovi pocet pixell, které hlavicka pokryva. Je jasné urcené
rozmezi poctu pixelll, které je akceptovatelné pro hlavicku spermie s pfedpokladem, Ze se
pocitd s minimalni a maximalni velikosti spermii jednotlivych Zivoc¢iSnych druht. Pocita¢
nasledné rozeznava objekty, které odpovidaji velikosti a tvaru hlavicky spermie (Mortimer
2000).
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Tabulka 1. Parametry, pomoci kterych CASA hodnoti motilitu spermii.

- average-path velocity

VAP - rychlost hlavicky po naptimené draze — vyjadieni pohybu po primérné

kiivce

- curvilinear velocity
VCL
- rychlost hlavicky na skute¢né draze — primér mezi dvéma body méteni

- straight-line velocity
VSL
- rychlost hlavi¢ky na pfimé draze od pocatecniho bodu k poslednimu

- amplitude of lateral head displacemant

ALH , vus e ey, . .
- odvozenim od VCL a VAP se zméii maximalni mozna oscilace

hlavi¢ky spermie — odraz pohybu bic¢iku.

- beat cross frequency
BCF
- kolikrat skutecna draha spermie ptekiizi napiimenou drahou [Hz]

- straightness
STR - ptimost naptimené drahy

- VSL/ VAP x 100 [%]

- linearity
LIN - linearita skute¢né drahy

- VSL/VCL x 100 [%]

- Wobble
WOB - stupeil oscilace skute¢né drahy kolem jeji napiimené drahy

- VAP/VCL x 100 [%]

(Véznik 2004)
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Obrazek 1. Znazornéni jednotlivych kinematickych parametra

VAP*

BCF

VCL

Calculated parameters:
LIN* = VSL*/VCL x 100
STR = VSL*VAP* x 100

(Sloter et al. 2006)
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3.3.2 Faktory ovliviiujici motilitu

Bylo popsano nékolik skupin faktort, které mohou mit na motilitu spermii hiebcii velky
vliv. Tyto faktory mohou byt fyziologické, patologické a také se sem ftadi chyby
Vv managementu hiebce, véetné Spatného odbéru ¢i zpracovani ejakulatu. Mezi fyziologické
faktory patii naptiklad pfili§ nizky nebo vysoky veék plemenika (Card 2005), dlouhé obdobi
sexualniho klidu a ro¢ni obdobi, ve kterém se hiebec odebird (Magistrini et al. 1987).
Patologické faktory zahrnuji zranéni varlat, edémy, zanéty a také zvySenou teplotu celého
organismu, tedy hore¢ku. ZvySena teplota varlat neumoziuje spravny prubéh spermatogeneze
a vyprodukované spermie mohou mit nejen sniZzenou motilitu, ale také mohou byt nezralé nebo
morfologicky defektni. Také degenerace varletni tkdné¢ souvisejici s nartstajicim vékem je
fazena k patologiim. Mezi faktory ovlivitujici motilitu spermii, které¢ lze zpusobit Spatnym
managementem, patfi nespravné sloZzend krmnd davka, hormonalni 1écba hiebce, pouziti
spermicidniho lubrikantu pfi odbéru semene nebo nevhodné fedidlo spermatu (Hodder & Liu
2011). Nové techniky hodnoceni kvality spermatu umoziuji navic hodnotit interakce spemii
s okolnimi tekutinami - semennou plazmou, hlenem v sami¢im reproduk¢énim traktu nebo
kultivaénim ¢inidlem pfi in vitro oplozeni (Rodriguez-Martinez & Vega 2013). Kareskoski et
al. (2006) ve své studii prokazali, ze ptidavek malého mnozstvi semenné plazmy ke spermiim
pfed mraZenim mél pozitivni u€inky na motilitu a pfeziti spermii po rozmraZeni.

3.4 Semenna plazma

Semenna plazma (SP) je tekuta frakce ejakulatu, ktera ma dualezitou roli v procesech
zrani spermii, kapacitace a interakce spermie s oocytem. Tato tekutina je komplexni smés latek,
které jsou sekretovany hlavné v nadvarlatech a ptidatnych pohlavnich Zlazach a slouzi jako
piepravni médium ejakulovanych spermii do samiciho pohlavniho traktu. Navic ma SP mnoho
efekt na funkci spermii i na celé pohlavni ustroji samice — modulace odpovédi imunitniho
systému (Assreuy et al. 2002; Alghamdi et al. 2004), ovlivnéni transportu spermii a u prasnic
muze za jistych podminek ovlivnit ovulaci (Waberski et al. 1995). Studie Topfer-Petersen
(1999) tvrdi, ze kombinace ucinkt komponent SP podporuje pieziti spermii v sami¢im
pohlavnim traktu a zarucuje, ze se funkéné kompetentni spermie dostanou k ovulovanému
vajicku do mista fertilizace vcas.

SP obsahuje proteiny a nebilkovinné substance, jako jsou napiiklad ionty a organické
slouceniny nizké molekularni hmotnosti, mezi které patii tfeba volné aminokyseliny,
monosacharidy, lipidy, polyaminy, prostaglandiny a steroidni hormony. VSechny tyto
komponenty SP maji diileZitou roli béhem fyziologickych procest, kterymi spermie prochazi
(Topfer-Petersen et al. 2005).
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3.4.1 Komponenty semenné plazmy

3411 Ionty a vitaminy

Ionty a jejich koncentrace maji v SP nezastupitelné misto (Pesh et al. 2006). Zinek
kuptikladu ma kriticky dulezitou roli pfi spermatogenezi a Vyskytuje se v semeni savcu ve
vysokych koncentracich (Shquirat et al. 2014). Méd’ je velmi dualezitd pro syntézu mnoha
metaloenzym a metaloproteinti, které se ucCastni energetického metabolismu a také
metabolismu antioxidanti. Nicméné pokud se méd’ nachazi ve formé iontu Cu?" a ve vysoké
koncentraci, miize se tento stopovy prvek velmi rychle stat toxickym pro mnohé buiiky (Usuga
et al. 2017)

Juyena & Stelletta (2012) uvadi, ze funkce spermii je na koncentraci iontti velmi zavisla.
Usuga et al. (2017) zjistili, ze pti vysoké koncentraci médi v SP mély hiebCi spermie lepsi
hodnoty celkové motility, progresivni motility, kinematickych parametrit VCL a ALH a nizsi
hodnoty celkové motility, progresivni motility, vitality spermii a integrity plazmatické
membrany spermii. Ve stejné studii byla také prokazana pozitivni korelace mezi koncentraci
hot¢iku a hodnotami celkové motility, progresivni motility, kinematickymi parametry rychlosti
spermie a vitality spermii, zatimco korelace mezi hoi¢ikem a abnormalni morfologii spermii
byla stejné jako u médi negativni. Divodem pozitivni korelace hoi¢iku s hodnotami kvality
spermatu hiebcli mtize byt fakt, Ze hot¢ik je soucasti témét vSech enzymatickych systémtl, a je
povazovan za ukazatel sekrece semennych vacku. Zinek muze ovliviiovat motilitu tim, Ze
potlaci vyuziti energie pies systém ATP a pres regulaci rezerv energie fosfolipidi (Juyena &
Stelletta 2012).

Zelezo se vétsinou vyskytuje vazané v transferrinu, ktery je produkovan Sertoliho
bunikami; v haptoglobinu, ktery produkuji Sertoliho, Leydigovy a zarode¢né buiky; a v
laktoferrinu, ktery produkuji spermie a semenné vacky. Jmenované proteiny obsahuji
katalyticky inaktivni Zelezo kvili zamezeni extenzivni oxidace (Pesh et al. 2006). Vysledky
studii, které se zabyvaly ptidavkem zeleza, jsou méné jednoznacné nez vysledky experimentii
s ptidavkem hot¢iku. Usuga et al. (2017) zjistili negativni korelaci mezi koncentraci Zeleza
Vv ejakulatu a celkovou motilitou, vitalitou spermii, abnormalni morfologii a integritou
plazmatické membrany. Nizkd koncentrace zeleza v ejakulitu byla v pozitivni korelaci s
vysledky vitality spermii a integrity membrany, zatimco vysok4a koncentrace pozitivné
korelovala s vysledky celkové a progresivni motility.

Dalsi skupinou latek obsazenou v SP jsou vitaminy. Né&které vitaminy tvoii dilezity
ochranny systém proti poskozeni spermii oxidacnim stresem (Almeida & Ball 2005).
Koncentrace n€kterych vitamini obsazenych v SP je zavisla na jejich pfijmu organismem
z vngjsiho prostiedi, naptiklad konzumaci (Williams & Carlucci 2006). Nicméné naptiklad
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vitamin C mél pfi vysokém mnozstvi v SP skodlivy efekt na vitalitu spermii a normalni
morfologii spermii v Cerstvém spermatu. Podobné pfi nizké koncentraci vitaminu A mély
hodnoty vitality spermii a integrity plazmatické membrany lepsi vysledky. Toto mize byt
vysvétleno faktem, Zze nékteré antioxidanty vyskytujici se v SP se mohou stat prooxidanty
(Carocho & Ferreira 2013), nicmén¢ tato jejich moznd funkce je podminéna koncentraci a
charakterem sousednich molekul (Villanueva & Kross 2012).

Usuga et al. (2017) zjistili, Ze vysoké koncentrace vitaminu E, médi, zeleza a zinku
zlepsily integritu plazmatické membrany spermii a vitalitu spermii v ¢erstvém ejakulatu. Tento
efekt mize byt vysvétlen skutecnosti, Ze tyto mikroelementy SP jsou soucasti antioxidativniho
systému hiebctli, ktery je schopny neutralizovat nebo odstranit nékteré formy reaktivniho
kysliku (ROS) (Waheed et al. 2013). DL-a-tokoferol (vitamin E) je nejen dileZitou soucasti
obranného systémemu proti bunéénému poskozeni oxidativnim stresem, ale i lipofilni
komponentou, ktera nejen odstraiuje radikaly kysliku z membrany, ale také zachycuje lipidové
peroxylové radikaly, které ziejm¢ maji dilezitou roli v Sifeni fetézové reakce lipidové
peroxidace. (Almeida & Ball 2005; Carocho & Ferreira 2013)

Podle studie provedené autory Usuga et al. (2017) dosahovaly vSechny hodnocené
kinematické parametry motility rozmraZenych spermii krom& hodnot ALH a BCF nejlepSich
hodnot pfii nizké koncentraci vitaminu C v SP. Takze autoti dosli ke stejnému zavéru jako ve
studii Waheed et al. (2013), ktera potvrdila negativni u¢inek vysoké koncentrace vitaminu C na
kvalitu rozmrazenych spermii. V jiné studii (Vasconcelos et al. 2013) bylo zjisténo, zZe
suplementace vysokymi koncentracemi kyseliny askorbové (vitamin C) pfidanim do ID ma
negativni efekt i na peroxidaci lipidii plazmatické membrany mrazenych hiebcich spermii. To
muze byt zpiisobeno ptitomnosti pfechodnych kovi, které vitamin C méni na vysoce reaktivni
radikaly, které fetézem destrukci okolnich molekul a atomti vytvaii jesté vice volnych radikalt.
Navic ma kyselina askorbova schopnost zvySovat uvolfiovani téchto piechodnych kovi
Z proteini, ¢imz opét podporuje nezadouci tvorbu volnych radikali.

3.4.1.2 Proteiny

vvvvvv

membranu spermii (Katila & Kareskoski 2006), ¢imz mohou ovliviiovat pteziti spermii pti
kryokonzervaci a ndsledném rozmrazeni, a také branit kapacitacnim zméndm, ke kterym miize
béhem téchto procest dochazet (Topfer-Petersen et al. 2005).

Proteiny SP jsou sekretované hlavné v nadvarlatech a ptidatnych pohlavnich Zlazach.
Ucastni se remodelace povrchu spermii, kterou spermie prochazi béhem metamorfozy pii
prichodu sam¢im pohlavnim traktem a nasledné i pozdéji béhem ejakulace. Béhem tohoto
procesu, ktery se nazyva post-testikularni maturace spermii, ziskavaji spermie schopnost
oplodnit oocyt. Proteiny SP piispivaji k pocatecnim a centralnim krokiim fertilizace: vznik
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rezervoaru spermii ve vejcovodu, modulace kapacitace a interakce gamet (Topfer-Petersen et
al. 2005).

Skupina proteint, které je mozné identifikovat v SP, je velmi riznoroda. Je mozné najit
hormony, enzymy, inhibitory proteinaz, rustové faktory proteini a glykoproteini, u kterych
stale neni jasné, jakou maji funkci (Topfer-Petersen et al. 2005).

Obsah proteinti v SP hiebct je relativné nizky, 10 mg/ml, na rozdil od jinych savci, u
kterych se obsah proteinti pohybuje mezi 20 — 60 mg/ml (Topfer-Petersen et al. 2005). Autoti
von Fellenberg et al. (1985) zjistili, Ze semenné proteiny hiebci (piiblizn€ 70 %) inklinuji ke
tvorb¢é multiproteinovych agregatti o molekulové hmotnosti kolem 800 kDa, které jsou tvoieny
proteiny o hmotnosti 11 — 30 kDa.

Proteiny obsazené v hieb¢i SP jsou oznacovany jako HSP (horse seminal plasma
proteins) 1 — 8. Tyto proteiny, které izolovali a popsali Calvete et al. (1994), maji nizkou
molekulovou hmotnost 14 — 30 kDa a tvofi vétSinu celkového mnozstvi proteind v SP. VétSina
izolovanych hieb¢ich semennych proteint, konkrétné HSP-1, HSP-2, HSP-3, HSP-5, HSP-6,
HSP-7 a HSP-8, podobné jako u bykt a kancti byla objevena na povrchu spermii, coz indikuje
potencialni roli pti oplodnéni. Tyto proteiny, krom& HSP-4, ktery je podobny kalcitoninu, tedy
maji vlastnost vazat se na spermie a mohou byt izolovany z ejakulovanych ,,umytych® spermii
(Topfer-Petersen et al. 2005). Mungan et al. (2001) uvadi, ze v mysi a muzské SP pozitivné
korelovalo mnozstvi kalcitoninu s motilitou spermii. Fraser et al. (2005) uvadi, ze HSP-4 je
preventivnim opatfenim proti ,,0ver-capacitation = piekapacitovani® spermii a spontanni
akrozomové reakci tim, Ze kapacitaci reguluje pomoci systému adenylatcyklaza / cAMP.

Proteiny SP kopytnatcti se d€li na tfi rodiny, které obsahuji Casto se vyskytujici
proteinové moduly. Tyto rodiny se nazyvaji Fn-2, CRISP a spermadheziny, pficemz u vétSiny
druht, kromé hiebcti, jsou v SP nejvice zastoupeny proteiny rodin Fn-2 a spermadhesiny.
Htebci maji pouze jeden protein fazeny mezi spermadhesiny a vétSina jejich proteini jsou tedy
Fn-2 a CRISP proteiny (Kelly et al. 2006; Calvete & Sanz 2007)

Proteiny Fn-2 typu jsou charakterizovany dvéma nebo ¢tyfmi Fn-2 fibronektinovymi
doménami typu Il tandemové spojenymi za sebou a jsou v celkovém mnozZstvi proteinil nejvice
zastoupeny. Proteiny Fn-2 se podileji na modulaci kapacitace spermii a patii mezi n¢ HSP-1 a
HSP-2. Proteiny typu Fn-2 jsou tvotfeny v riznych ¢astech saméiho traktu (Topfer-Petersen et
al. 2005), coz dokazuje napiiklad fakt, ze protein EQ-12 je produkovan v téle a ocasu
nadvarlete, zatimco malé proteiny HSP-1 a HSP-2 se syntetizuji ptevazné v ampuli chAmovodu
(Saalmann et al. 2001; Ekhlasi-Hundrieser et al. 2005a). Nejvyraznéjsi vlastnosti proteinii SP
Fn-2 typu je jejich schopnost specificky interagovat s fosforylcholinem (druhem fosfolipida
bunééné membrany spermie) a schopnost vazat heparin, coz je jeden z glykosaminoglykand,
které se nachazeji v sami¢im reprodukcénim traktu a maji schopnost indukovat kapacitaci
spermii (Varner et al. 1993). Proteiny Fn-2 typu se na membranu spermii navazuji az v oblasti
téla nadvarlete a distalnéjSich ¢astech samc¢iho pohlavniho traktu. Navazuji se na membranu v
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post-akrozomalni ¢asti a stfedni ¢asti biciku pevnou vazbou a na membranach ejakulovanych
spermii jsou vzdy pritomné (Topfer-Petersen et al. 2005).

Dalsim typem proteinti jsou CRISP proteiny, které jsou bohaté na cystein. CRISP
proteiny se ucastni procest fuze spermie s oocytem a blokady priichodu iontdi pfes membranu
(Topfer-Peterson et al. 2005). Patii sem proteiny CRISP-1 — CRISP-4 a HSP-3, ktery se mize
nazyvat i CRISP-3. Protein CRISP-1 se syntetizuje pouze v nadvarlatech, zatimco CRISP-2 se
syntetizuje nejen v nadvarlatech, ale také ve varlatech a semennych vaccich (Giese et al.
2002a,b). Podle studie Schambony et al. (1998a) je hiebec jako Zivocisny druh unikatni v tom,
ze jednim z nejvice zastoupenych proteini jeho SP je protein CRISP-3, ktery je syntetizovan
v ampuli chamovodu a také ve slinnych zlazach. Protein CRISP-4 byl objeven ve varletnich
kanalcich mysi (Jalkanen et al. 2005). CRISP proteiny jsou lokalizovany na ekvatoridlni a post-
akrozomalni ¢asti spermie a stfedni ¢asti biiku, a na membranu spermie se vazi uz v téle
nadvarlete (Schambony et al. 1998b). Proteiny rodiny CRISP nejsou na membranu vazany
pevnég, takZe k jejich umyti staci roztok s vysokou koncentraci soli, 1 kdyz ur€ité mnozstvi
proteintt vZdy na membrané zlstane navazano. Bylo prokazano, ze mnozstvi CRISP proteint,
které na membrané spermii ziistava i po umyti piimo koreluje s fertilitou individualnich hiebct
(Reineke et al. 1999). Ruazné profily exprese geni pro CRISP proteiny u hiebci s riznou
fertilitou mohou poskytnout porozuméni pro nezbytnost obsahu téchto proteinti v ejakulatech
hiebcti pro uspésnou reprodukei koni. Jako priklad pravdivosti tohoto tvrzeni mize byt fakt, ze
u kryptorchidi viibec neprobiha exprese genti pro protein CRISP-2 ve varlatech ani
v nadvarlatech (Reineke & Topfer-Petersen, unpublished).

Proteiny, které se fadi mezi spermadheziny se objevuji pouze v semenné plazmé
kopytnatct, tedy bykl, kanct a hiebcti. U hiebeii byl objeven pouze jediny protein, ktery je
fazen do skupiny spermadhezinti, protein HSP-7 (T6pfer-Petersen et al. 2005). Tento protein je
schopny vazat karbohydraty a také intaktni zonu pellucidu. Moznou funkci tohoto proteinu by
tedy mohlo byt napomahani pfi rozpoznani gamet (Reinert et al. 1996). Narozdil od jinych
proteintt SP 1 od spermadhezinti jinych Zivo¢isnych druhti je u hfebcti mozné detekovat HSP-7
uz na membranich spermatogonii, dale ve spermiich odebranych z rete testis a kanalku
nadvarlete, a také v sekretu semennych vacku (Reinert et al. 1997; Hoshiba & Sinowatz 1998).
Mistem navazani HSP-7 na membranu spermii je ekvatoridlni segment.

Vsechny proteiny HSP patii mezi heparin-vazajici proteiny (Topfer-Petersen et al.
2005) kromé jediné¢ho z nich, a tim je HSP-3 (Magdaleno et al. 1997). HSP-3 nebo také CRISP-
3 byl identifikovan jako jeden z proteinli, ktery je v pozitivni korelaci s fertilitou hiebcti
(Schambony et al. 1998a).

3.4.2 Heparin a jeho interakce s proteiny semenné plazmy hiebcti

Heparin sulfat patii mezi glykosaminoglykany, které jsou sekretovany epitelem samic¢i
reprodukéni soustavy hlavné béhem folikularni faze estralniho cyklu (Kumar et al. 2013). U
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nékterych savcl je zndmo, ze funkci glykosaminoglykani (GAG) je spusténi kapacitace
spermii (Varner et al. 1993) a Ze efekt GAG je zprostfedkovan heparin-vazajicimi proteiny SP,
které obaluji membranu ejakulovanych spermii (Miller et al. 1990). Tyto poznatky vedly
Kk pfesvédéeni, Ze v SP jsou faktory, které reguluji stav spermii pozitivné i negativné. Negativni
faktory mohou naptiklad maskovat mista vazby na zon¢ pellucidé, nebo mohou stabilizovat
membranu spermii, coz zabrani predCasné akrozomové reakci. Postupné uvoliovani
negativnich faktorti béhem kapacitace spermii dovoluje expresi endogennich nebo vnéjsich
faktord, které na interakci gamet a zonou pellucidou-indukovanou akrozomovou reakei pisobi
pozitivné¢ (Florman & First 1988).

U hiebctl, kancti a bykl je mozné izolovat vétSinu proteini SP diky jejich vlastnosti
vazat se na heparin. U mnoha druhtl savci véetné bykt (Miller et al. 1990) a hiebct (Varner et
al. 1993) se heparin vaze na ejakulované spermie a moduluje proces kapacitace, ¢imz zvySuje
schopnost spermii podstoupit akrozomovou reakci vyvolanou zonou pellucidou (Florman &
Babcock 1991). I piestoze faktory ovliviujici schopnost hieb¢ich spermii projit akrozomovou
reakci stdle nebyly identifikovany, da se podle autori Manjunath & Therien (2002)
predpokladat, Ze specificky efekt heparinu na spermie mtize byt in vivo zprostiedkovan pomoci
heparin-vazajicich proteini SP. Nicméné slozeni proteinti SP a fyziologicky efekt heparinu na
spermie se li$i mezi jednotlivymi zivo¢isnymi druhy (Calvete et al. 1995a). U hiebci je vliv
heparinu na kapacitaci spermii mirny. Kan¢i spermie pro in vitro kapacitaci heparin nepotiebuji
viubec (Calvete et al. 1995a; Calvete et al. 1995b). U byki bylo zdokumentovano, ze navazani
heparinu na membranu spermii, ma pfi in vitro kapacitaci vyznamny vliv (Therien et al. 1995;
Calvete et al. 1995a; Calvete et al. 1995b).

V hieb¢im ejakulétu jsou v nejvyssi koncentraci proteiny HSP-1 a HSP-2 — tvoii 70 —
80 % obsahu vsech proteinti (Topfer-Petersen et al. 2005). Podle vysledkt studie Calvete et al.
(1997) proteiny HSP-1 a HSP-2 tvoti agregat, ktery je nasledné schopny vazat heparin a
fosforylcholin, pfi¢emz fosforylcholin vytvofeny proteinovy agregat opét Stépi na puvodni
samostatné proteiny, které heparin nevazou. Jina studie (Calvete et al. 1995¢) tvrdi, Ze oba
proteiny HSP-1 a HSP-2 mnohou byt, na rozdil od ostatnich proteinti, heparin-vazajici i
heparin-nevazajici i vV monomernim stavu, zalezi na tom, v jaké glykoformé je protein
uspotfadan. Ostatni proteiny, jak jiz bylo zminéno vyse, jsou rozdéleny jasné. Tedy HSP-4 —
HSP-8 jsou heparin-vazajici, zatimco HSP-3 je heparin-nevazajici (Magdaleno et al. 1997).

3.4.3 Vliv proteint semenné plazmy na spermie

Mnoho studii se zabyva G¢inkem proteinii semenné plazmy u savct, hlavné u bykid a
kancii, kvili moZnému sniZeni nevratného poSkozeni spermii béhem procesiit mrazeni a
rozmraZzeni ejakulatu, a tedy pozitivnimu ovlivnéni motility a fertility sam¢ich gamet. Bylo
zjiSténo, ze heparin-vazajici (HEP+) proteiny plsobi pozitivné na kapacitaci spermii,
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akrozomovou reakci a alternaci odpovédi imunitniho systému samice na pfitomnost spermit
v reproduk¢nim traktu (Patel et al. 2016). HEP+ proteiny, navdzané na membranu spermie
byki, v prostiedi sami¢iho traktu navazi heparin, a nasledné¢ zvysi schopnost spermie projit
procesem akrozomové reakce (AX et al. 2002). Navazani proteini izolovanych ze SP muze
snizit poSkozujici dopad chladového Soku na plazmatickou membranu by¢ich spermii (Barrios
et al. 2000). Studie Shi et al. (1998) potvrzuje, ze HEP+ proteiny chrani spermie pted tepelnym
stresem béhem kryokonzervace a pomahaji udrzet intracelularni homeostazu spermii muza.
Studie Kumar et al. (2008) prokazala, ze HEP+ proteiny chrani spermie pied peroxidaci lipida
béhem kryokonzervace. Bylo také potvrzeno, ze piidavek urcitych proteini SP byka (rFAA a
I'TIMP-2) ke spermiim pfed mrazenim pomohl stabilizovat membranu akrozomu a tim snizil
jeho poskozeni po rozmrazeni (Alvarez-Gallardo et al. 2013). Naopak u kancii bylo v nativnim
ejakulatu prokazano, ze HEP+ proteiny SP nemély zadny pozitivni efekt na preZitelnost
spermii, zatimco HEP- proteiny — konkrétné PSP-1 a PSP-2 heterodimer — mély pozitivni
ucinky na prezitelnost, stav akrozomu, motilitu a mitochondrialni aktivitu (Garcia et al. 2006;
Caballero et al. 2008).

HEP+ proteiny jsou na membrané epididymalnich spermii bykl navazany vzacné, ale
na ejakulovanych spermiich je jich jiz navazano velké mnozstvi (Miller et al. 1990). U samct
skotu navazani proteini SP na membranu spermii zvySuje pocet mist, kam se muze vazat
heparin. Navazovani proteinii na membranu probihd 20 — 30 min po smichani spermii se SP a
ejakulaci. Bovinni proteiny SP stimuluji uvolfovani cholesterolu z plazmatické membrany.
Cholesterol je pokladan za jeden z faktoru stabilizujich membranu spermii (Yeagle 1985) a jeho
efflux je signalem pro reorganizaci nebo destabilizaci membrany (Manjunath & Therien 2002).

Kareskoski & Katila (2008) béhem experimentti s rozmrazenym hieb¢im semenem
zjistili, ze piidani SP jako celku ke spermiim pied kryokonzervaci ma na rozmrazené spermie
neblahy ucinek. Nicméné piitomnost urCitého mnozstvi SP se zda byt nezbytna pro Uspésné
uchovavani zivych spermii a zachovani jejich oplozenischopnosti (Kareskoski & Katila 2008;
jsou spermiim k dispozici, se nachazeji pravé v semenné plazmé (Fazeli & Salimi 2016). Usuga
et al. (2017) zjistili, ze ptidani kazdé z jimi pouzitych komponent lyofilizované SP k davce
spermii pied jejich zamrazenim, mélo pozitivni efekt na kvalitu rozmrazeného ejakulatu. Pri
ptidani stfedni koncentrace vSech proteinli obsazenych v SP byly naméfeny vyssi hodnoty
celkové motility, progresivni motility, kinematickych parametrt VSP a VAP, a lepsi hodnoty
abnormalni morfologie a integrity plazmatické membrany. Pfidani vysoké koncentrace proteinti
naopak negativné plsobilo na celkovou motilitu, progresivni motilitu a integritu membrany, a
pozitivné na kinematické parametry VSP, VAP a ALH, vitalitu spermii a abnormalni
morfologii. Pfidani stfedni koncentrace proteini SP plsobilo pozitivné na procento motility u
cerstvého semene, zatimco pfidani vysoké koncentrace proteini zpusobilo lepsi vysledky pro
vitalitu spermii a integritu plazmatické membrany. OdliSnost efektl plisobeni
jednotlivych koncentraci SP mliZe byt vysvétlena riiznym mnoZstvim odliSnych proteind v SP,
kdy kazdy ma jinou funkci - nckteré proteiny maji pozitivni efekt, jiné maji efekt spise
poskozujici (Jobim et al. 2004).
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Usuga et al. (2016) uvadi, ze vysoké mnozstvi vSech proteini SP muize vést k vetsi
proteinové oxidaci a tim padem i ke snizeni kvality spermatu. U hi'ebcli maji proteiny, jako jsou
naptiklad CRISP-3 a HSP-2, pozitivni efekt na fertilitu a vysokou odolnost vii€i procestiim
mrazeni a rozmrazeni semene, zatimco proteiny jako jsou kallikrein, laktoferrin, klusterin a
HSP-1 maji negativni ucinek. (Novak et al. 2010; Jobim et al. 2011)
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4 Metodika

4.1 Odbér ejakulatu

Ejakulat byl odebran od 7 hiebct ze Zemského hiebCince Pisek, s.p.o. (CZ71294562).
Hiebci byli riiznych plemen a rizného véku v rozmezi 5 — 22 let. Odbéry probihaly v bfeznu,
dubnu, srpnu a prosinci roku 2018. Pied odbérem ejakulatu pro vyrobu pokusnych inseminaénich
davek byli hiebci nékolikrat odebirdni kviili ustaleni spermatogeneze. Odbér probihal standardnim
zpisobem pomoci fantomu a umélé pochvy za piitomnosti fijné klisny. Thned po odbéru byl
ejakuldt podroben laboratornimu hodnoceni. Pro dal$i zpracovani byl vybran ejakulat
s motilitou minimaIné 70% a musel spliiovat minimalni pozadavek na koncentraci 300 x 10°
/ml.

4.2 Odbér a zpracovani semenné plazmy

Semenna plazma byla odebrana z ejakuldtu hiebce s primérné mrazitelnym semenem v
certifikovaném Equinnim reproduk¢énim centru s.r.0. (ERC). Ejakulat byl centrifugovan 10 000
x g 10 minut, supernatant (SP) byl odebran a znovu centrifugovan 10 000 x g 10 minut. Poté
byl mikroskopicky zkontrolovan, zda jsou v supernatantu pfitomnosny spermie. Po prokazani
jejich neptitomnosti byl supernatant uskladnén pii — 80 °C az do nasledného zpracovani.

4.3 Izolace proteinii semenné plazmy

Proteiny semenné plazmy byly separovany na afinitnim nosic¢i Heparin-Sepharose (GE
Healthcare) na dvé frakce: heparin-vazajici (HEP+) a heparin-nevazajici (HEP-).
Predpfipravena semennd plazma byla rozmrazena pii laboratorni teploté a nasledné
centrifugovana 10 000 x g 5 min. Poté byl vzorek nanesen na kolonu Heparin-Sepharose, ktera
byla ptipojena k pumpé a automatickému sbéraci. Prutok pumpy pti sbéru HEP- frakce byl 1,5
ml / 10 min a sbéra¢ ménil zkumavku kazdych 10 min. Pti sbéru HEP- frakce byla kolona po
nasati semenné plazmy pfipojena k zdsobniku sroztokem PBS (solny roztok pufrovany
sulfatem), kterym byla frakce po dobu separace promyvana. Po uplynuti 150 min byla kolona
ptepojena na roztok 3M NaCl v PBS, ktery pti pratoku 4 ml/ 10 min po dobu 60 min uvoliioval
navazané HEP+ proteiny z kolony. Jednotlivé zkumavky s roztoky po separaci byly prométeny
spektrofotometrem (Biochrom, Libra S22, Fisher Scientific) pii vinové délce 280 nm na obsah
proteintll. Frakce s absorbanci nad 0,03 mg / ml byly zamraZeny a ponechany v mrazaku pted
dal§im krokem ptipravy proteinovych frakci — dialyzou.
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Jednotlivé proteinové frakce byly nasledné dialyzovany a lyofilizovany. Dialyza trvala
48 hodin a byla provedena v 3% roztoku Kyseliny octové o obsahu 4,5 1. Vyseparované
proteinové frakce v dialyza¢ni membrané¢ (Membrana-Cel Dialysis Tubing, MWCO 3500,
SERVA) byly ponotené do roztoku kyseliny octové, ktery byl po celou dobu separace pomalu
promichavan. Roztok kyseliny octové byl minimélné¢ 3x béhem 2 dnli vyménén za Cerstvy z
diivodu odstranéni vSech soli z proteinovych frakci. Po dialyze byly frakce pfeméieny na
konduktometru (Eutech ECTestr 11, OAKTON Instruments) pro stanoveni obsahu soli a
kontrolu, zda probéhla dialyza v potadku. Pfed naslednou lyofilizaci se vzorky proteinovych
frakci umistily do mrazédku v lyofilizaénich bankach. Zmrazené proteinové frakce
Vv lyofiliza¢nich barikach byly lyofilizovany (LYOVAC GT 2 E, FINN-AQUA) ptes noc az do
uplného vysuSeni.

4.4 Priprava pokusnych insemina¢nich davek

Po odbéru byl ejakulat nafedén mléénym fedidlem (dle Kenneyho) v poméru 1:2-5 a
nasledné centrifugovan 700 x g 13 minut. Po odstfedéni byl odebran supernatant a vznikla
peleta spermii byla nafedéna kryokonzerva¢nim fedidlem s ptidavkem proteinovych frakei na
finalni koncentraci 250 x 10° /ml. Jednotlivé proteinové frakce byly pridany k nafedénym
spermiim ve tfech koncentracich 125, 250 a 500 pg/ml. Ziskana peleta spermii po odstfedéni
byla rozdélena do 7 alikvot, pficemz 1 byla kontrolni bez piidavku proteinovych frakei, ke 3
byly ptidany proteiny semenné plazmy HEP+ frakce a ke zbylym 3 byly ptidany proteiny HEP-
frakce ve vySe zminénych koncentracich. Takto pfipravené alikvoty byly naplnény do
polypropylenovych pejet o objemu 0,5 ml a ndsledné dvé hodiny ekvilibrovany pii teploté 5
°C. Poté byly pejety piesunuty do polystyrenového boxu 4 cm nad hladinu tekutého dusiku,
kde byly ulozeny 15 minut v horizontalni poloze a nasledné byly tyto insemina¢ni davky
uloZeny do kontejneru s tekutym dusikem. Rozmrazeny byly 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 14zni o teploté 37 °C. Poté byl
ejakulat nafedén a hodnocen pro zjisténi vlivu piidavku proteinovych frakei na motilitu
rozmrazenych spermii. Pro nafedéni rozmraZzeného semene byl pouzivan Tyrodovy roztok
modifikovany pro spermie (Sp-TALP) (114 mM NaCl; 3,2 mM KCI; 25 mM NaHCOs; 0,34
mM NaH2PO4 x H20; 10 mM laktat sodny; 2,0 mM CaClz x 2H20; 0,5 mM MgCl. x 6H20; 10
mM HEPES, redestilovana Milli-Q voda).
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4.6 Hodnoceni motility spermii pomoci systému CASA

Rozmrazené insemina¢ni davky byly nafedény Tyrodovym roztokem (Sp-TALP) na
koncentraci spermii 20 x 10° / ml z diivodu ziskéni optimalni koncentrace pro hodnoceni
pomoci systému CASA (Nis-Elements, verze 4.30, Laboratory Imaging, Ceska republika).
Naiedény vzorek o objemu 4 ul byl napipetovan do Maklerovy komurky (Sefi-Medical
Instrument, Izrael) predehiaté na 37 °C. V kazdém vzorku se pomoci digitalni kamery (DMK
23UMO021; Imaging Source, Némecko) nastavené¢ na frekvenci 60 fsp nasnimalo 6 poli
rovnomérné rozmisténych po plose celého vzorku. Ze ziskanych zdznami CASA systém
hodnotil nasledujici kinematické parametry: ALH (um/s), BCF (Hz), STR (%), VAP (um/s),
VCL (pm/s), VSL (um/s) a WOB (%). Spermie byly povaZzovany za motilni pf1i VAP > 15 pm/s
a spermie s progresivni motilitou spliiovaly VAP minimalné 30 pm/s a STR minimalné 50 %.

4.7 Statisticka analyza

Data byla statisticky vyhodnocena pomoci programu Statistica (ver. 12, StatSoft, CZ).
Pro vyhodnoceni jednotlivych kinematickych parametrii motility spermii v ejakulatu byly
pouzity vhodné statistické metody. Po testovani normalniho rozdéleni dat a homogenity
rozptyla byla pouzita jednofaktorova a vicefaktorova analyza rozptylu (ANOV A). Pro detailni
zhodnoceni efektu ptidavku testovanych latek byl pouzit Fischeriv LSD test. Data jsou
prezentovana jako LSM + SEM a byla hodnocena na hladin¢ vyznamnosti p < 0,05.
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5 Vysledky

Tabulka 1. Vliv pfidavku heparin-vazajici (HEP+) a heparin-nevazajici (HEP-) frakce na
celkovou (TMOT) a progresivni (PMOT) motilitu hfeb¢ich spermii po rozmrazeni.

Skupiny
Motilita (%) K HEP+ frakce HEP- frakce
TMOT 19,8 +3,4 16,5+2,3 17,5+1,8
PMOT 18,6 +3,2 15,6 £2,2 16,5+ 1,7

Vysledky celkové a progresivni motility hieb¢ich spermii uvedené v tabulce 1 ukazaly,
ze ptidavek HEP+ a HEP- proteinovych frakci semenné plazmy pied kryokonzervaci zpisobil
mirné snizeni hodnot motility spermii po rozmrazeni oproti hodnotam, kterych dosahovaly
skupiny s ptidanim HEP+ frakce, av§ak hodnoty tfech porovnavanych skupin se mezi sebou
statisticky nelisily (p<0,05).

Tabulka 2. Vliv ptidavku riiznych koncentraci (125, 250, 500 pg/ml) heparin-vazajici (HEP+)
frakce semenné plazmy na celkovou (TMOT) a progresivni (PMOT) motilitu hiebcich spermii
po rozmrazeni.

Skupiny koncentraci HEP+ frakce (pg/ml)

Motilita (%) K H+ 125 H+ 250 H+ 500
TMOT 19,8 £ 3,4 17,9 +£3,9 16,7 +3,9 14,4+ 4,3
PMOT 18,6 £ 3,2 17,1 £3,7 15,7 +3,7 13,7+ 4,1

Z tabulky 2 je patrné, ze piidavek HEP+ proteinové frakce semenné plazmy ke
spermiim pfed mraZzenim zpusobil snizeni hodnot celkové i progresivni motility po rozmrazeni.
Se stoupajici koncentraci proteinovych frakci klesaly hodnoty motility spermii, nicméné rozdily
op¢t nebyly statisticky vyznamné (p<0,05).
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Tabulka 3. Vliv ptidavku rtiznych koncentraci (125, 250, 500 ng/ml) heparin-nevazajici
(HEP-) frakce semenné plazmy na celkovou (TMOT) a progresivni (PMOT) motilitu hieb¢ich
spermii po rozmrazeni.

Skupiny koncentraci HEP- frakce (pg/ml)
Motilita K H- 125 H- 250 H- 500
PMOT 18,6 £3,2 18,4 +3,1 142 +2.38 17,5+3,2
TMOT 19,8 £3.4 19,7+3,3 14,6 £3,0 18,8 £3,4

Vliv pfidavku riznych koncentraci HEP- proteinové frakce semenné plazmy je uveden
v tabulce 3. Ptidavek HEP- proteinové frakce v koncentraci 125 pg/ml mél srovnatelné
vysledky hodnot celkové a progresivni motility hieb¢ich spermii po rozmrazeni s kontrolni
skupinou (K). Pti pfidani HEP- frakce v koncentraci 250 pg/ml dosahovaly rozmrazené spermie
motility spermii pouze mirné snizil oproti hodnotam motility spermii v kontrolni skupiné (K).
Ani zde se hodnoty motility spermii jednotlivych skupin statisticky neliSily (p<0,05).

Efekt ptfidani proteinovych frakci ke spermiim pfed zamraZenim u hodnot
kinematickych parametrii byl statisticky prikazny (p<0,05). Vysledky uvedené v tabulce 4.
prokazaly, ze pridavek proteint HEP+ a HEP- frakci ke spermiim mél signifikantni vliv
(p<0,05) na parametry ALH, LIN, STR a WOB, zatimco na parametry BCF, VAP, VCL a VSL
statisticky vyznamny vliv nemél. Po ptidavku HEP- proteinové frakce dosahovaly rozmrazené
spermie nizSich hodnot parametru ALH v porovnani s hodnotami spermii ve skupiné K
(p<0,05). Naopak hodnoty parametrit LIN, STR a WOB rozmrazenych spermii byly po piidani
HEP- frakce vys$si oproti hodnotam skupiny K (p<0,05). Po piidavku proteint HEP+ frakce
dosahovaly spermie niz§ich hodnot parametru LIN v porovnani se skupinou s piidavkem HEP-
proteinoveé frakce, ale soucasn¢ byly hodnoty skupiny HEP+ vyssi nez u K (p<0,05). Hodnoty
parametru STR byly vyssi pii pfidani proteint HEP+ frakce spolu s hodnotami spermii s
piidanou HEP- frakci v porovnéni s kontrolni skupinou (p<0,05). Hodnoty parametru WOB
byly prikazné niz$i u skupiny spermii s piidavkem proteini H+ frakce spolu s kontrolni
skupinou v porovnani se vzorky s ptidavkem HEP- frakce (p<0,05). Pfidavek obou frakci mél
tedy pozitivni vliv na pfimocary pohyb spermii vpied v porovnani se skupinou K.
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Ptidani riznych koncentraci HEP- proteinové frakce mélo signifikantni vliv na v§echny
métené kinematické parametry spermii kromé BCF (viz tabulka 5). Hodnoty parametru ALH
byly vys$$i u skupiny K a koncentrace 125 upg/ml v porovnani s vysledky vzorkua
s koncentracemi HEP- proteinové frakce 250 a 500 pg/ml (p<0,05). Hodnoty parametru LIN
byly signifikantné vyssi pti pfiddni HEP- frakce v koncentraci 125 pg/ml soucasné s 250 pg/ml
VvV porovnani s kontrolni skupinou spolu se spermiemi s pfidanim koncentrace 500 pg/ml
(p<0,05). Hodnoty parametru STR byly vyssi u koncentraci 125 pg/ml a 250 pg/ml v porovnani
s hodnotami kontrolnich vzorki (p<0,05). U parametrit VAP a VSL méla nejvyssi namétené
hodnoty skupina vzorkt s koncentraci 125 pg/ml v porovnani s ostatnimi skupinami (p<0,05).
Hodnoty parametru VCL byly prokazatelné nizsi pti koncentraci 250 pg/ml v porovnani s
koncentracemi 125 a 250 pg/ml spolu s kontrolou. Parametr WOB mé¢l niz§i hodnoty u
kontrolni skupiny a vzorki spermii s pfidanim koncentrace 500 pg/ml, zatimco priikkazné vyssi
hodnoty byly naméteny u koncentrace 125 pg/ml (p<0,05).

Jak je zfejmé z vysledkt v tabulce 6, ptidavek jednotlivych koncentraci HEP+
proteinové frakce ma odlisné ucinky nez ptidavek HEP- frakce ve stejnych koncentracich.
Ptidani HEP+ frakce ke spermiim pted zamrazenim signifikantné ovlivnilo hodnoty vSech
meétfenych kinematickych parametrt (p<0,05). Hodnoty parametru ALH byly nizsi pii ptidani
koncentrace 250 pg/ml v porovnani s ostatnimi skupinami, které se mezi sebou statisticky
neliSily (p<0,05). Hodnoty parametru BCF byly nizsi pii1 ptiddni HEP+ proteinové frakce v
koncentraci 250 ug/ml nez pii piidani koncentrace 500 pg/ml (p<0,05). Parametr LIN shodné
s parametrem WOB mély vyssi hodnoty u koncentraci 125 a 500 pg/ml v porovnani s kontrolni
skupinou spolu se skupinou spermii s ptidanou koncentraci 250 pg/ml (p<0,05). U parametru
STR byly vysledky statisticky nizs§i u kontrolni skupiny v porovnani se vzorky s piidanou
HEP+ frakci, jednotlivé koncentrace se vSak mezi sebou nelisily (p<0,05). Hodnoty parametrti
VAP, VCL a VSL byly nizsi pii pifidani HEP+ proteinové frakce v koncentraci 250 pg/ml
(p<0,05). U parametru VCL byly shodné lepsi vysledky u kontrolni skupiny, koncentrace 125
1500 pg/ml. U parametrt VAP a VSL méla kontrolni skupina signifikantn¢ vyssi hodnoty nez
koncentrace 250 pg/ml a soucasné koncentrace 125 pg/ml spolu s koncentraci 500 pg/ml méla
statisticky vy$§i hodnoty nez kontrola (p<0,05).
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Jak je vidét v tabulce 7, ptidavek HEP+ a HEP- proteinovych frakci semenné plazmy
hiebeti v koncentraci 125 pg/ml signifikantn€ ovlivnil (p<0,05) hodnoty parametrti LIN, STR,
VAP, VSL a WOB, zatimco hodnoty parametri ALH, BCF a VCL se mezi skupinami
statisticky neliSily. Hodnoty parametra LIN, STR, VAP a VSL shodn¢ ukazaly, ze ptidavek
HEP+ i HEP- frakci v koncentraci 125 pg/ml signifikantné zvysil naméfené hodnoty
vV porovnani s kontrolni skupinou (p<0,05). Naopak u parametru WOB byly hodnoty u
kontrolnich vzorkd spolu s frakci HEP+ v koncentraci 125 pg/ml nizs§i nez u HEP- frakce v
koncentraci 125 pg/ml (p<0,05).

Pridavek proteinovych frakci semenné plazmy v koncentraci 250 pg/ml signifikantné
ovlivnil vS§echny kinematické parametry rozmrazenych spermii (p<0,05), jak doklada tabulka
8. Hodnoty parametri ALH a VCL byly vyss§i u kontrolni skupiny v porovnani s pfidanim
HEP+ a HEP- proteinovych frakci v koncentraci 250 ug/ml (p<0,05). Parametr BCF mél vyssi
hodnoty pii piidani HEP- frakce v koncentraci 250 pg/ml v porovnani s ptidanim HEP+ frakce
v koncentraci 250 pg/ml (p<0,05). U parametra LIN a WOB byly hodnoty signifikantné vyssi
pti ptidani HEP- frakce oproti skupiné spermii s pfidanim HEP+ frakce spolu s kontrolni
skupinou (p<0,05). U parametru STR byly nejniz§i naméfené hodnoty u kontrolni skupiny,
hodnoty HEP+ frakce byly signifikantné vyssi a sou¢asné hodnoty HEP- frakce byly vyznamné
vyS$8i v porovnani s kontrolou spolu se skupinou s ptidanim HEP+ frakce (p<0,05). Hodnoty
parametri VAP a VSL byly signifikantné niz§i u HEP+ frakce oproti hodnotdm kontrolni
skupiny spolu se skupinou s ptidanou HEP- frakci (p<0,05).
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Ptidani HEP+ a HEP- proteinovych frakci k hfebcim spermiim pfed kryokonzervaci
v koncentraci 500 pg/ml signifikantné ovlivnilo vSechny kinematické parametry kromé BCF a
VCL (tabulka 9). Hodnoty parametru ALH byly vys$i u kontrolni skupiny spolu se skupinou
s HEP+ frakei v porovnani se skupinou s pridavkem HEP- frakce (p<0,05). Hodnoty parametru
STR byly u kontrolni skupiny nizsi oproti hodnotam, kterych dosahly spermie s ptidanim HEP+
a HEP- frakei (p<0,05), vysledky obou frakei se v§ak mezi sebou neliSily. Hodnoty parametrti
LIN, VAP, VSL a WOB byly shodn¢ vyssi pii pfidani HEP+ frakce v koncentraci 500 pg/ml
V porovnani s kontrolni skupinou a se skupinou s piidanim HEP- proteinové frakce (p<0,05).
Pii porovnani kontrolni skupiny a skupin s ptidavkem HEP+ a HEP- proteinovych frakci
v koncentraci 500 pg/ml méla jednoznaéné vyssi hodnoty kinematickych parametrd skupina s
pridavkem HEP+ frakce v porovnani s hodnotami ostatnich skupin spermii (p<0,05).

Ptidavek HEP+ a HEP- proteinovych frakci se vyznamné 1iSil ve svém t¢inku na kinematické
parametry spermii jednotlivych hiebet (p<0,05), jak je uvedeno v tabulce 10. Spermie jednoho
(htebec E) ze Sesti hiebctli vyuzitych v experimentu na pfidani proteinovych frakci nereagovaly
signifikantni zménou kinematickych parametrt (p<0,05). U tii (hiebci B, D a F) ze Sesti hiebct
byl vidét signifikantné rozdilny efekt po ptidavku HEP+ a HEP- frakci na rozmrazené spermie
u péti a vice kinematickych parametrti (p<0,05). U spermii poslednich dvou (hiebci A a C) ze
Sesti hiebcil bylo signifikantni ovlivnéni ptidavkem HEP+ a HEP- frakci prokézéno u jednoho
a dvou parametrti (p<0,05). Pfi bliz§im pohledu na hodnoty kinematickych parametr spermii
hitebet, u kterych mél pridavek proteinovych frakei signifikantni efekt na vice parametra, lze
zjistit, Ze rozmrazené spermie hiebce B dosahovaly vyssich hodnot pii ptidani HEP+ 1 HEP-
frakci oproti kontrolni skupiné (p<0,05). Spermie hiebce D dosahovaly vyssich hodnot pii
piidani HEP- proteinové frakce spolu se spermiemi v kontrolni skupin€¢ v porovnani se
skupinou s pridanim HEP+ frakce (p<0,05). RozmraZzené spermie hiebce F dosahovaly vyssich
hodnot po pfidani HEP+ proteinové frakce, zatimco kontrolni skupina a skupina s pfidanou
HEP- frakci mély niz§i hodnoty méfenych parametri motility spermii (p<0,05). Rozmrazené
spermie hiebce C, které na ptidavek proteinovych frakci reagovaly signifikantni zménou pouze
v parametru VCL, mély lepsi hodnoty u skupiny s piidavkem HEP- frakce v porovnani se
skupinou s pfidanou HEP+ frakci, a hodnoty kontrolni skupiny se statisticky nelisily (p<0,05).
Rozmrazené spermie hiebce A, které na pridavek proteinovych frakci reagovaly zménou
v parametrech LIN a WOB, dosahovaly vyssich hodnot v kontrolni skupiné v porovnani se
skupinou s ptidavkem HEP- frakce, zatimco hodnoty skupiny s ptidavkem HEP+ frakce se od
ostatnich skupin nelisily (p<0,05).
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6 Diskuze

Kryokonzervace spermatu je dilezity prostiedek asistované reprodukce koni, avsak tento
proces ma na znacnou ¢ast ejakulatu negativni vliv, v€etné snizeni motility spermii a naruseni
integrity jejich membrany (Pace & Sullivan 1975; Moffet et al. 2003; Vidament 2005). Proto
se mnoho vyzkumu zabyva moznostmi, jak docilit snizeni negativnich efekt kryokonzervace
na spermie, at’ uz reformulaci pouzivanych protokolii nebo vytvofenim novych ptistupti
(Medeiros et al. 2002). Byly provedeny studie zabyvajici se napiiklad efektem ptidavku
enzymu a antioxidant ke spermiim pied mrazenim (Baumber et al. 2005), pripadné efektem
ruznych fedidel na kvalitu rozmrazenych spermii (Neuhauser et al. 2013). I ptesto, Ze bylo jiz
diive prokazano, Ze odstranéni vEtSiny semenné plazmy z hieb¢iho ejakulatu pired jeho
dlouhodobym uchovavanim ma pozitivni vliv na pfezitelnost spermii a zvySuje jejich motilitu
(Varner at al. 1987), nejnovéjsi studie se zabyvaji vlivem piidavku malého mnozstvi semenné
plazmy (Alghamdi et al. 2002), nebo efektem ptidani lyofilizovanych proteinti semenné plazmy
(Usuga et al. 2017).

Tato prace se zabyvala efektem pridavku heparin-vazajici (HEP+) a heparin-nevazajici
(HEP-) proteinové frakce SP ke spermiim hitebcti pied kryokonzervaci. Vysledky prokazuji, ze
piidani HEP+ 1 HEP- frakce SP nemélo zadny statisticky vyznamny vliv na procento celkové
ani progresivni motility rozmraZzenych spermii vSech hiebcti v nasem experimentu v zadné
Z pouzitych koncentraci (p<0,05). Pii pohledu na kinematické parametry motility spermii
hodnocené systémem CASA vsak signifikantni rozdily zaznamenany byly (p<0,05).

Pti porovnani efektu pfidani HEP+ a HEP- proteinové frakce bylo zjiSténo, ze ptidavek
frakce HEP+ zvysil hodnoty parametri LIN a STR oproti kontrolni skupin¢. Ptidani HEP-
frakce zvysilo hodnoty parametrt LIN, STR a WOB nejen vuci kontrolni skupiné, ale i oproti
frakci HEP+ (p<0,05). V obecném porovnani obou frakci tedy méla lepsi vysledky v hodnotach
pozorovanych kinematickych parametrti frakce HEP-, shodné jako ve studii Centurion et al.
(2003) provedené na kan¢im nativnim ejakulatu.

v v

hodnoty kinematickych parametrti v porovnani s kontrolni skupinou. Naopak HEP+ frakce
V koncentraci 250 pg/ml zapti¢inila pokles hodnot sedmi z osmi kinematickych parametra
(p<0,05). Naopak koncentrace 125 pg/mla 500 pg/ml zapfi¢inily vy$si hodnoty parametri LIN,
STR a VAP, coz znamena, Ze spermie pfi téchto dvou koncentracich byly rychlejsi a smér jejich
pohybu byl ptiméjsi nez u kontrolni skupiny a skupiny s pfidanou koncentraci 250 pg/ml. Ve
studii Harshan et al. (2006) byly v experimentu pouzity jiné koncentrace a zkoumal se ejakulat
jiného Zivoc¢isného druhu, nicméné podle jejich vysledkti mél buvoli ejakulat s pfidavkem nizsi
koncentrace HEP+ frakce (40 pg/ml) vy$s$i motilitu nez kontrolni skupina, zatimco vyssi
koncentrace (80 pg/ml) se od kontrolni skupiny neliSila. Pravdépodobny diivod, pro¢ nejvyssi
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fakt, ze HEP+ frakce je tvofena mnoha proteiny raznych funkci, které jsou zastoupeny v riizném
mnozstvi, tudiz ptfidani rozdilnych koncentraci miize mit velmi odliSné u¢inky (Jobim et al.
2004).

Nejlepsi hodnoty s pridavkem frakce HEP- mély spermie, ke kterym byla ptidana
koncentrace 125 pg/ml, a konkrétné se zvySeni hodnot tykalo parametra LIN, STR, VAP, VSL
a WOB (p<0,05). Draha rozmrazenych spermii tedy opét byla piimé&jsi a rychlost vyssi.
Pozitivni u€inky piidavku HEP- frakce SP na motilitu rozmrazenych spermii zaznamenala i
studie Kumar et al. (2008) provedena na ejakulatu bykt. Podle jejich vysledkt byla naméfena
motilita vzorka s ptidavkem HEP+ frakce (vzorky pouze HEP+ a vzorky s pfidavkem obou
frakci soucasné€) nizsi (p<0,05) nez u vzorku kontrolnich i s pfidavkem pouze HEP- frakce.
Nejvyssi motilita byla v této studii naméfena u vzorkd s nejvyssi koncentraci HEP- frakce. U
vzorki s HEP+ frakei byla naméfena niz$i progresivni motilita nez u vzorkt s ptidavkem obou
frakci, z cehoZz autofi vyvodili zavér, Ze pravé piidavek frakce HEP- snizil poSkozeni
rozmrazenych spermii. Podobné vysledky publikovaly i studie Harshan et al. (2006) a Singh et
al. (2007) pii mrazeni ejakulati buvoli. Kumar et al. (2008) své vysledky vysvétluje faktem,
7ze BSP heparin-véazajici proteiny SP bykd iniciuji efflux cholesterolu a fosfolipidi
Z plazmatické membrany spermii. Praveé cholesterol je jednim z faktord, ktery udrzuje stabilitu
membrany (Yeagle 1985) a zvySuje odolnost spermii vic¢i poSkozeni stresovymi faktory,
kterym jsou vystaveny béhem procesu mraZeni a rozmrazeni. Podle jejich vysvétleni proteiny
HEP- frakce mohou snizit mnozstvi heparin-vazajicich proteint, které se navazou na membranu
spermii, ¢imz mohou snizit efflux cholesterolu z membrany spermii, a tedy zvysit jeji stabilitu
a odolnost viici stresovym faktortiim.

Pfi porovnani jednotlivych koncentraci HEP+ a HEP- frakci mezi sebou bylo zjisténo,
ze pii pridani nizkych koncentraci obou frakci (125 pg/ml) maji spermie vyssi hodnoty
kinematickych parametr nez kontrolni skupina, konkrétné v parametrech LIN, STR, VAP a
VSL. V nizSich koncentracich tedy jak HEP+ tak HEP- frakce maji pozitivni vliv na
kinematické parametry motility rozmrazenych spermii hiebct. Pfi navySeni mnoZzstvi proteinti
vSak jsou jiz rozdily mezi frakcemi zietelné. V koncentraci 250 pg/ml byly hodnoty
kinematickych parametra s pfidavkem HEP+ frakce vyznamné niz$i nez hodnoty HEP- frakce
ve stejné koncentraci (p<0,05). Pti pridani nejvyssi koncentrace proteini 500 pg/ml naopak
frakce HEP+ byly hodnoty kinematickych parametrii vyznamn¢ vy$§i nez hodnoty HEP- frakce
ve stejné koncentraci (p<0,05). Stejné€ jako jiné studie jsme tedy potvrdili, Ze vliv proteini
semenné plazmy je zavisly na pouzité koncentraci. Studie Jasko et al. (1991) a Pruitt et al.
(1993) prokazaly, ze pti kratkodobém uchovavani chlazeného ejakulatu hiebcti mély vysoké
koncentrace (50 — 60 %) SP skodlivé G¢inky na motilitu spermii. Niz§i koncentrace (20 %) jiz
poskozujici efekt na motilitu po 24 — 48 hodinach chlazeni neméla (Jasko et al. 1992; Rigby et
al. 2001), ale dalsi studie zjistily, Ze pfi koncentraci SP < 10 % byla motilita po 48 h lepsi nez
pti ptidavku 20 % SP (Palmer 1984, Pruitt et al. 1993). Nicméné podle vysledka studie Todd
et al. (2001) je optimalni koncentrace SP v chlazeném ejakulatu jesté nizsi, 1,25 nebo 2,5 %.
Pti téchto hodnotach koncentrace SP byly naméfeny vyss$i hodnoty progresivni motility nez u
vzorkl s 10 % SP. I studie Kumar et al. (2008) prokézala, ze vliv pfidané koncentrace proteinil
SP je zna¢ny. Podle jeho vysledk byla progresivni motilita by¢ich spermii v pozitivni korelaci
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s koncentraci ptidané HEP- frakce. Ve studii Moore et al. (2005), ve které se autofi zabyvali
efektem doby inkubace spermii v SP pred kryokonzervaci, bylo také prokdzano, ze koncentrace
SP je dilezita. Pti inkubaci spermii po dobu 2 hodin pied zamrazenim s ptidavkem 5 % SP bylo
procento motilnich spermii po rozmrazeni vyssi nez pii pouziti koncentrace 20 %, nicméné
dobou inkubace (2 - 6 hodin) piezitelnost rozmrazenych spermii ovlivnéna nebyla.

Utinek semenné plazmy na pieziti mraZenych spermii je stale diskutovan; studie Jasko
et al. (1992); Maxwell et al. (1996); Moore et al. (2005) potvrdily pozitivni u¢inek, zatimco
studie Love et al. (2005) a Akcay et al. (2006) zaznamenaly spiSe negativni u¢inek. Jednim
z diivodii rozporuplnych vysledkl studii zaméfenych na vliv pfidavku proteinovych frakci
k hieb&im spermiim mohou byt podle Sichtat et al. (2019) rozdilné metody zpracovani
pouzitého semene (vSechny spermie nebo pouZiti selekce nejlepSich spermii), zpracovani SP
(heterogenni nebo homogenni), koncentrace SP (5%, 20%, nebo vice) a ¢as, kdy je SP pfidana
(pted mrazenim nebo po rozmrazeni).

Dals$im diivodem rozdilnych vysledki jednotlivych studii je 1 individualita hiebct, coz
jsme prokazali 1 v naSem experimentu. Prace Aurich et al. (1996) uz se zamétuje pfimo na
rozdily mrazitelnosti ejakulatu hiebcii a uvadi, ze se motilita spermii Spatné¢ mrazitelnych
hfebctl po rozmraZeni zlepSila, kdyZ byla ke spermiim pfed mraZenim pfidana SP od dobie
mrazitelnych hiebeli. Naopak kdyZ ke spermiim dobie mrazitelnych hiebcl byla pfiddna SP
Spatné€ mrazitelnych hiebct (motilita spermii po rozmraZeni byla < 20 %), tak byla progresivni
motilita spermii po rozmrazeni znacn¢é snizena, prestoze viabilita spermii ovlivnéna nebyla. |
V nasem experimentu si lze v§imnout, jak individualita hfebct ovlivituje vysledky motility
spermii po rozmrazeni. Konkrétné¢ hiebec E (viz tabulka 10) mél hodnoty kinematickych
parametri motility spermii bez vyznamného rozdilu mezi kontrolni skupinou a HEP+ a HEP-
skupinami, spermie hiebce C reagovaly na piidavek proteinovych frakci v jednom parametru a
naopak u hiebce F bylo mozné zaznamenat rozdily u 7 z 8 kinematickych parametra.
Individualitu hiebcii v mrazitelnosti jejich ejakulat potvrdila i studie Jobim et al. (2011). Podle
jejich vysledka se vyznamné liSilo relativni mnozstvi nékolika proteinti semenné plazmy hiebcti
s dobfe mrazitelnym semenem (good freezers = GF) a se Spatné¢ mrazitelnym semenem (bad
freezers = BF). Konkrétné se jednalo o proteiny CRISP-3, HSP-1 a HSP-2. Protein CRISP-3
byl elektrofozérou v polyakrylovém gelu identifikovan ve dvou rtznych molekularnich
hmotnostech, pfi¢emz ejakulaty GF obsahovaly vétsi relativni mnoZstvi tohoto proteinu ve vétsi
molekularni hmotnosti (80 to 85 kDa), zatimco ejakulaty BF obsahovaly vétsi relativni
mnozstvi proteinu CRISP-3 s mensi molekularni hmotnosti (25 kDa). Protein HSP-1 byl
nalezen ve vétsim relativnim mnozstvi u BF hiebcii v porovnani s relativnim mnozstvim
Vv ejakulatech GF. Naopak protein HSP-2 se ve vétSim relativnim mnozstvi vyskytoval
v ejakulatech GF v porovnani se skupinou BF. Tyto vysledky potvrdila studie Jobim et al.
(2004) v podobném experimentu s proteiny SP bykd. Bylo zjisténo, ze protein HSP-2 je
analogem proteintit BSP-1/2 obsazenych v by¢i SP a ze stejné jako u proteinu HSP-2 bylo vyssi
relativni mnoZstvi proteini BSP-1/2 identifikovano v ejakulatech GF bykii v porovnani se
skupinou BF.
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[ Zavér
Hypotéza, ze pridanim HEP+ proteinové frakce semenné plazmy K hieb¢im spermiim pied

kryokonzervaci 1ze zvysit jejich motilitu po rozmraZeni, byla potvrzena.

e Pridavek HEP+ a HEP- frakci nemé¢l vliv na procento celkové ani progresivni motility
rozmrazenych spermii

e Piidavek HEP+ a HEP- frakci pfed mrazenim ovlivnil kinematické parametry spermii
po rozmrazeni

e Pii pridani HEP+ frakce byly naméteny vyssi hodnoty kinematickych parametrti
motility spermii pfi pouziti koncentraci 125 a 500 pg/ml v porovnani s hodnotami

kontrolnich vzorkt

e Pii ptidani HEP- frakce byly naméfeny vys$i hodnoty kinematickych parametri v
koncentraci 125 pg/ml v porovnani s hodnotami kontrolnich vzorkt

e Byl prokdzan signifikantni vliv individuality hiebcl na efekt pfidavku proteinovych
frakci k ejakulatu pted kryokonzervaci
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