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Vliv přídavku proteinových frakcí semenné plazmy na 

motilitu hřebčích spermií 
 

Souhrn 

 

Cílem této diplomové práce je prokázat, že přídavek proteinových frakcí semenné 

plazmy ke hřebčím spermiím před mražením, má vliv na jejich motilitu po rozmražení. Celá 

práce je zaměřena na motilitu již od samého začátku, tedy od kapitol anatomie a fyzilogie 

spermií. 

 Sperma použité v experimentu bylo odebíráno standardním způsobem od šesti hřebců 

různého věku i plemene. Odebraný ejakulát byl naředěn ředidlem s kryokonzervačními látkami 

a z každého odběru bylo vytvořeno sedm pokusných alikvot – jedna kontrolní, tři s přídavkem 

heparin-vázající frakce proteinů semenné plazmy (HEP+) a tři s přídavkem heparin-nevázající 

frakce proteinů semenné plazmy (HEP-). Proteinové frakce byly přidány ve třech koncentracích 

- 125, 250 a 500 μg/ml. Takto připravené vzorky byly naplněny do polypropylenových pejet o 

objemu 0,5 ml, zamraženy a uchovávány v tekutém dusíku. Rozmraženy byly ve vodní lázni o 

teplotě 37 °C (30 sekund), následně byly naředěny na vhodnou koncentraci a ihned hodnoceny 

systémem CASA. 

 Přídavek proteinových frakcí neměl signifikantní vliv na celkovou motilitu ani 

progresivní motilitu spermií, nicméně jednotlivé kinematické parametry motility spermií byly 

ovlivněny nejen přidanou frakcí HEP+ či HEP-, ale i jednotlivými koncentracemi. Náš 

experiment prokázal, že obě proteinové frakce mohou v určité koncentraci pozitivně ovlivnit 

kinematické parametry. Při porovnání obou frakcí a kontrolní skupiny bez rozlišení 

jednotlivých koncentrací, měly nejlepší hodnoty kinematických parametrů vzorky s přídavkem 

HEP- proteinové frakce. Spermie s HEP+ proteinovou frakcí měly ve dvou parametrech horší 

hodnoty než skupina s HEP-, ale i tak jejich výsledky byly lepší než u kontrolní skupiny. Frakce 

HEP+ měla v porovnání s kontrolní skupinou pozitivní účinky na pohyb spermií 

v koncentracích 125 μg/ml a 500 μg/ml, zatímco koncentrace 250 μg/ml měla účinky negativní. 

Frakce HEP- měla signifikantní pozitivní účinky v koncentraci 125 μg/ml, koncentrace 500 

μg/ml měla srovnatelné výsledky s kontrolní skupinou a koncentrace 250 μg/ml způsobila ve 

většině kinematických parametrů zhoršení naměřených hodnot. 

 Náš experiment se také zabýval individualitou jednotlivých hřebců, protože rozdíly 

v mrazitelnosti hřebčích spermií jsou značné. Vidament et al. (1997) a Hoffmann et al. (2011) 

uvádějí, že pouze 20 % hřebců produkuje ejakulát, který je možné mrazit bez výrazného snížení 

jeho kvality, a 20 – 50 % hřebců produkuje ejakulát, který naopak procesy mražení a rozmražení 

netoleruje. I naše výsledky prokázaly, že kinematické parametry motility spermií jsou u 

každého hřebce ovlivněny přídavkem proteinových frakcí semenné plazmy různým způsobem. 

 

Klíčová slova: hřebec, motilita, semenná plazma, heparin-vázající proteinová frakce semenné 

plazmy, heparin-nevázající proteinová 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 μg/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 μg/ml and 500 μg/ml were added, while in 250 μg/ml 

concentration the kinematic parameters of sperm motility were lower than in control batches. 

HEP- protein fraction showed significant positive effects in 125 μg/ml concentration, while 500 

μg/ml concentration showed similar results like control group, and 250 μg/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 Úvod 

 

S rychlým postupem dnešního vývoje šlechtění zvířat roste poptávka po semeni těch 

nejvýkonnějších hřebců. Jelikož přirozenou plemenitbou by nebylo možné naplnit rostoucí 

poptávku, roste zájem o inseminační dávky. I přesto, že z jednoho odebraného ejakulátu je 

většinou možné vytvořit větší počet inseminačních dávek, nemusí být jejich množství 

dostatečné. Proto je snaha odebírat plemeníky nejen během připouštěcího období, ale 

celoročně, takže je nutné inseminační dávky dlouhodobě uchovávat pomocí kryokonzervace. 

Nicméně pouze přibližně 20 % hřebců produkuje semeno, které dobře toleruje procesy mražení 

a rozmražení, aniž by kvalita rozmraženého ejakulátu výrazně poklesla, a zdaleka ne všichni 

výkonnostně žádaní hřebci patří do této skupiny s dobře mrazitelným ejakulátem. Proto se 

mnoho dnešních výzkumů věnuje látkám, které by mohly pomoci uchovat i ejakuláty hřebců se 

špatnou mrazitelností v dobré kvalitě. Mezi zkoumané látky, které by mohly vyřešit problém 

s mražením hřebčích spermií, patří i proteiny jejich semenné plazmy. Semenná plazma je sekret 

produkovaný přídatnými pohlavními žlázami, který po smísení se spermiemi při ejakulaci tvoří 

semeno. Mezi složky semenné plazmy patří cukry, vitamíny, minerály, aminokyseliny a 

proteiny. Většina proteinů semenné plazmy má schopnost se vázat na plazmatickou membránu 

spermií a tím ovlivňovat některé vlastnosti a schopnosti spermií, například odolnost vůči 

tepelnému stresu během kryokonzervace. Proteiny semenné plazmy lze rozdělit na dvě frakce 

- heparin-vázající a heparin-nevázající, podle jejich vztahu k heparinu. Heparin je látka 

produkovaná epitelem samičí pohlavní soustavy, jejíž funkcí je kromě jiných i indukce 

kapacitace spermií, a tedy spuštění akrozomové reakce. Mnoho studií se již zabývalo vlivem 

proteinů semenné plazmy na motilitu či fertilitu spermií u různých druhů savců včetně býků, 

kanců a hřebců. Tato práce je zaměřena na přídavek heparin-vázající i heparin-nevázající frakce 

proteinů semenné plazmy ve třech koncentracích ke spermiím hřebců před jejich zamražením 

a sleduje, jak je ovlivněna motilita spermií po rozmražení. 
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2 Vědecká hypotéza a cíle práce 

 

Cílem práce je ověřit hypotézu, že přídavek heparin vázající frakce semenné plazmy 

před kryokonzervací zlepší motilitu hřebčích spermií po rozmrazení.  
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3 Literární rešerše 

3.1 Anatomie a fyziologická funkce pohlavního traktu hřebce 

 

3.1.1 Reprodukční soustava hřebce 

Reprodukční soustava hřebce se skládá z páru varlat, nadvarlat a chámovodů, 

přídatných pohlavních žláz a penisu. Varlata a nadvarlata jsou uložena externě v šourku, což je 

velmi důležité pro korektní průběh spermatogeneze. Přídatné pohlavní žlázy se nacházejí 

v dutině pánevní (Amann 2011a). 

 

Varlata jsou hlavními pohlavními žlázami samců, jejichž hlavní funkcí je produkce 

nezralých spermií a samčího pohlavního hormonu - testosteronu. Parenchym varlat je tvořen 

semenotvornými kanálky a vmezeřenou tkání, kde se nacházejí Leydigovy buňky sekretující 

testosteron. Epitel semenotvorných kanálků je tvořen zárodečnými buňkami, které jsou 

procesem metamorfózy přeměňovány na spermie, a Sertoliho buňkami, které koordinují dělení 

zárodečných buněk a diferenciaci budoucích spermií. Semenotvorné kanálky se sbíhají do 

kanálků rete testis, které vedou vytvořené nezralé spermie z varlete do nadvarlete (Amann 

2011a).  

 

Nadvarlata jsou místem, kde dozrávají nezralé spermie proudící z varlat. Nadvarle je 

anatomicky rozděleno do tří částí: hlava, tělo a ocas. Proximálně do hlavy nadvarlete vstupuje 

13 – 15 kanálků vedoucích z rete testis (Amann et al. 1977; Hemeida et al. 1978), které se 

v hlavě nadvarlete spojují v jediný kanálek nadvarlete (Hemeida et al. 1978). Každá část 

nadvarlete má jinou funkci. Epitel proximální části kanálků hlavy nadvarlete resorbuje většinu 

tekutiny a látek v ní rozpuštěných, která přitéká z varlat spolu se spermiemi, a zároveň jiné 

látky sekretuje. Větší část hlavy a celé tělo nadvarlete jsou místem, kde probíhá maturace 

spermií, která vyžaduje specifické sekrety epitelu. V ocasu nadvarlete se skladují již zralé 

spermie (Amann 2011a). 

 

Chámovod je trubice vedoucí spermie z ocasu nadvarlete do ampule chámovodu a 

následně pokračuje jako močová trubice ven z těla (Amann 2011a). Do močové trubice ústí 

vývody jednotlivých přídatných žláz, jejichž výměšky se přidávají k ejakulovaným spermiím a 

tvoří semennou plazmu (Amann 2011b). 

 

Penis je samčí kopulační orgán. Je tvořen dvěma druhy topořivých těles; kavernózním, 

které je schopno naplnit se krví a umožnit tak erekci penisu, a houbovitým, které udržuje 

močovou trubici otevřenou a také tvoří žalud penisu, což je bohatě inervované a na tlak citlivé 

zakončení penisu (Amann 2011a). 
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3.1.1.1 Přídatné pohlavní žlázy 

Přídatné pohlavní žlázy jsou párová ampule chámovodu, párové semenné váčky, 

nepárová prostata a párové bulbouretrální žlázy. Souborně všechny přídatné pohlavní žlázy 

tvoří většinu semenné plazmy ejakulátu. Thompson et al. (1979) uvádí, že normální funkce 

všech přídatných pohlavních žláz je závislá na dostupnosti testosteronu v periferním krevním 

oběhu. Spermie z ocasu nadvarlete a chámovodu jsou imobilní do té doby, než přijdou do 

kontaktu se sekrety přídatných pohlavních žláz (Amann 2011b). 

 

Semenné váčky jsou podlouhlé duté kapsy v průměru 5 cm široké a 15 – 20 cm dlouhé 

ústící do močové trubice mezi močovým měchýřem a prostatou. Produkují želatinový sekret, 

jehož množství záleží na sezóně a individuálním hřebci. Největší množství semenné plazmy 

semenné váčky tvoří od dubna do července (Mann & Lutwak-Mann 1981). Tyto sezónní změny 

či rozdíly mezi jednotlivými hřebci v množství gelu v ejakulátu mohou být způsobeny 

rozdílnými koncentracemi testosteronu v krvi (Amann 2011b). 

 

Prostata je pevná uzlíkovitá žláza, která je tvořena dvěma laloky spojenými tenkým 

krčkem, obklopující močovou trubici (Amann 2011a). Sekret prostaty je řídký, vodový a tvoří 

největší frakci ejakulátu, obzvlášť pokud ejakulace následuje 1 – 3 hodiny po předchozí (Mann 

& Lutwak-Mann 1981). Pravděpodobná funkce je vyčištění močové trubice během ejakulace 

(Amann 2011b). 

 

Bulbouretrální žlázy jsou velmi malé a nacházejí se laterálně na močové trubici 

kaudálně od prostaty poblíž pánevního dna. Produkují velmi malou frakci semenné plazmy 

(Amann 2011b). 

 

 

3.1.2 Hormonální řízení spermatogeneze 

Funkce reprodukčních orgánů je kontrolována z velké části neuroendokrinním 

systémem. Ten je tvořen specializovanými skupinami těl nervových buněk a endokrinní tkání, 

které produkují chemické sloučeniny, které nazýváme hormony (Roser 2011). Tyto hormony 

jsou z místa sekrece transportovány krevním oběhem do orgánu, jehož funkci mají ovlivňovat. 

V řízení funkce reprodukčního traktu má svou roli i autonomní nervová soustava, která řídí 

například pasivní transport nemotilních spermií nadvarlaty a chámovody, erekci, emisi a 

ejakulaci, ale neuroendokrinní soustava má v řízení reprodukční soustavy větší rozsah (Amann 

2011b). 

 

Hlavními žlázami, které sekretují hormony ovládající funkci reprodukčních orgánů, jsou 

hypotalamus, který produkuje gonadotropin-uvolňující hormon (GnRH), hypofýza produkující 

folikulostimulační hormon (FSH) a luteinizační hormon (LH) a varlata, ve kterých se sekretuje 

testosteron, androgeny-vážící hormon (ABP), aktivin, inhibin a oxytocin. Celý mechanismus 
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hormonálního řízení funguje na základě zpětných vazeb, které mohou být pozitivní nebo 

negativní (Roser 2011). 

 

GnRH 

Gonadotropin-releasing hormon, česky gonadotropin-uvolňující hormon pochází 

z hypotalamu, který přímo kontroluje reprodukční funkce organismu. GnRH je uvolňován 

v krátkých pulzech a je opět rychle z krve odstraňován, což stimuluje buňky v adenohypofýze, 

které sekretují gonadotropní hormony – LH a FSH (Roser 2011). 

 

FSH a LH 

Oba tyto hormony jsou sekretovány adenohypofýzou a jejich produkce je řízena hormonem 

GnRH pozitivní zpětnou vazbou – tedy čím více GnRH je v krvi, tím více je podporována 

sekrece navazujících hormonů. FSH je navíc řízen ještě aktivinem a inhibinem. FSH není u 

hřebců nezbytně nutný k udržení spermatogeneze na rozdíl od jiných živočišných druhů, ale 

má svou funkci při zahájení spermatogeneze a také řídí sekreci ABP Sertoliho buňkami. Funkcí 

LH je kontrola produkce testosteronu. LH je uvolňován v pulzech, což znamená, že se 

periodicky zvyšuje koncentrace LH v krvi, která je vedena do varlat (Roser 2011). 

 

Testosteron 

Testosteron je produkován Leydigovými buňkami, které se nacházejí v intersticiálním 

prostoru varlat, tedy mezi semenotvornými kanálky. Leydigovy buňky neustále produkují 

bazální množství testosteronu a několika dalších steroidních hormonů, nicméně periodicky jsou 

stimulovány hormonem LH ke zvýšení produkce. Přítomnost testosteronu ve varlatech je 

naprosto klíčová pro normální průběh spermatogeneze, je ovšem nezbytná i v hlavě a těle 

nadvarlete (Orgebin-Crist et al. 1975; Amann 1987; Robaire & Hermo 1988) pro sekreci 

proteinů buňkami epitelu (Amann 2011b). Také koncentrace testosteronu v periferní krvi je 

důležitá, protože řídí zpětnou negativní vazbou produkci GnRH. Pokud je koncentrace 

testosteronu v krvi relativně vysoká, je potlačena sekrece GnRH, čímž je potlačena sekrece LH, 

a tím pádem i testosteronu. Když koncentrace poklesne, je opět zahájena produkce GnRH a 

hladina testosteronu opět roste (Thompson et al. 1979; Irvine et al. 1986). 

 

ABP 

Androgeny vážící protein je produkován Sertoliho buňkami a jeho funkcí je, jak název 

říká, vázat na sebe androgeny, například dihydrotestosteron a 3α-androstanediol (Amann 

2011b) a transportovat je do různých částí reprodukčního traktu (Roser 2011).  

 

Inhibin a aktivin 

Funkcí inhibinu a aktivinu je kontrolovat činnost adenohypofýzy a ovlivňovat produkci 

FSH, aniž by byla ovlivněna produkce LH, a tím pádem i produkce testosteronu. Aktivin 

stimuluje sekreci FSH a inhibin ji potlačuje (Roser 2011). 

 

 

 

 



 

15 
 

Oxytocin 

Oxytocin je produkován Leydigovými buňkami do intersticiální tekutiny a jeho funkcí 

je usnadnit rytmické kontrakce semenotvorných kanálků, čímž napomáhá transportu spermií 

(Knickerbocker et al. 1988). 

  

3.1.3 Spermatogeneze a zrání spermií 

Spermatogeneze je proces, při kterém z jedné kulaté diploidní buňky vznikají čtyři 

haploidní pohyblivé buňky s bičíkem, které jsou schopny po dozrání a průchodu samičím 

reprodukčním traktem oplodnit oocyt. Jako spermatogenezi označujeme dva hlavní děje, a sice 

buněčné dělení a transformaci spermatogonií na spermie. Celý tento proces se odehrává 

v semenotvorných kanálcích varlat, u hřebců trvá přibližně 57 dní (Amann et al. 1976; Amann 

1981; Pickett et al. 1989; Johnson 1990) a je možné ho rozdělit na tři fáze – 

spermatocytogeneze, meioza a spermiogeneze (Amann 2011b). 

Spermatocytogeneze trvá 19,4 dne a je charakterizována mitotickým dělením 

spermatogonií a jejich diferenciací na primární spermatocyty. Během této fáze se 

spermatogonie mitoticky dělí pro zachování svého počtu a zároveň pro produkci primárních 

spermatocytů. Fáze meiozy trvá také 19,4 dne, kdy na homologních chromozomech primárních 

spermatocytů dochází ke „crossing-overu“ (výměně části genetické informace na homologních 

chromozomech) a následně dochází k meiotickému dělení, kdy z diploidních buněk vznikají 

haploidní spermatidy. Poslední fází je spermiogeneze, která trvá 18,6 dne a je charakteristická 

diferenciací a funkční specializací, které přemění kulatou buňku na buňku s bičíkem (Amann 

2011b). Fáze spermiogeneze má několik stádií. Během Golgiho stádia se vytváří váček 

obsahující enzymy, který se diferencuje v akrozom, a centrioly migrují k jádru, kde z distálního 

centriolu vzniká axonema. Během fáze čepičky se váček zploští a zformuje se do čepičky 

obalující jádro – akrozomu. Fáze prodlužování je fází, kdy se prodlužuje jádro a vzniká 

manžeta. Manžeta je organela specifická pouze pro spermatické buňky. Skládá se 

z mikrotubulů navzájem propojených dyneinovými raménky, které jsou obalené pochvou. 

Poslední fází je fáze dozrání, kdy manžeta migruje kaudálně po tvořeném bičíku budoucí 

spermie a mitochondrie se koncentricky řadí k sobě v oblasti střední části bičíku (Johnson et al. 

2011). Na konci této fáze již plně vyvinuté buňky opouštějí lumen semenotvorných kanálků 

varlete a jsou nazývány spermie. Tyto spermie ještě nejsou schopné oplodnit oocyt, protože 

nejsou zralé. Proces zrání spermií probíhá v nadvarlatech, kam jsou spermie z varlat pasivně 

vyplavovány pomocí kontrakčních pohybů hladké svaloviny semenotvorných kanálků (Amann 

2011b). 

 

V každé funkční zóně nadvarlete je složení luminální tekutiny, která přichází do 

kontaktu s nezralými spermiemi, jiné a má během maturace spermií jinou funkci. Enzymy a 

proteiny obsažené v luminální tekutině modifikují plazmatickou membránu a další části 

spermií. Všechny tyto změny nakonec vedou k získání schopnosti oplodnit oocyt a progresivně 

se pohybovat vpřed, a také ke změnám v metabolismu spermií (Glover & Nicander 1971; 

Orgebin-Crist et al. 1975; Johnson et al. 1978; Cooper 1986; Lopez et al. 1987; Amann 1988; 

Robaire & Hermo 1988). Epitel kanálku nadvarlete produkuje proteiny, které postupně 
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interagují s membránou spermie a mění tím její složení. Nicméně pro správné a kompletní 

dozrání spermií je nutné, aby byly spermie posouvány mezi jednotlivými funkčními částmi 

kanálku nadvarlete v dostatečně pomalém tempu, při kterém mohou proběhnout všechny 

potřebné metabolické změny (Orgebin-Crist et al. 1975; Cooper 1986; Robaire & Hermo 1988). 

 

Spermie, které jsou skladovány v ocasu nadvarlete, jsou již zralé, tedy schopné projít 

procesem kapacitace a oplodnit zralý oocyt. Nicméně dokud se nacházejí v nadvarleti, jsou 

udržované v chemické anabióze, což znamená, že nejsou aktivně pohyblivé (Amann 2011b). 

Johnson et al. (1978) sice uvádí, že část hřebčích spermií může být schopna se aktivně 

pohybovat už v distální části těla nadvarlete, přesto je však obecně uznávanější fakt, že se 

spermie začínají aktivně pohybovat až po kontaktu se semennou plazmou při ejakulaci (Varner 

& Johnson 2011). 

 

Procesem zrání spermií při průchodu nadvarletem se zabývala studie Magistrini et al. 

(1987), která prokázala, že hřebčí spermie odebrané z hlavy nebo proximální části těla 

nadvarlete jsou po přidání do solného fyziologického roztoku nemotilní, zatímco procento 

motilních spermií odebraných z ocasu nadvarlete přidaných do pufrovacího ředidla je podobné 

procentu motilních spermií ejakulátu daného hřebce. Takže pokud se progresivní motilita 

použije jako měřítko pro zrání spermií, dá se podle Magistrini et al. (1987) říci, že zrání spermií 

je dokončené už před jejich vstupem do ocasu nadvarlete. Johnson et al. (1978) potvrzuje, že 

hřebčí spermie opouštějící varle do kanálků nadvarlete se posouvají pomocí peristaltických 

kontrakcí okolních tkání, ale už v distální části těla nadvarlete získávají schopnost se samy 

aktivně pohybovat, musí tedy být udržovány v anabióze. 

 

 

3.1.4 Spermie 

Spermii je možné rozdělit na dvě hlavní části - hlavičku a bičík. Hlavička je tvořena 

převážně akrozomem a koncentrovaným jádrem s haploidním počtem chromozomů, zatímco 

bičík se skládá z krčku, spojovací části, prstence, hlavní části bičíku a koncové části bičíku 

(Varner & Johnson 2011). Hlavní struktura, která je zodpovědná za pohyb spermie, se nazývá 

axonema. Axonema prochází bičíkem spermie a skládá se z centrálního páru mikrotubulů 

obklopeného vnějším prstencem devíti dubletů mikrotubulů, který je k centrálnímu páru 

připojen devíti radiálními paprsky. Vnější páry mikrotubulů jsou navzájem propojeny 

nexinovými spoji. Každý z vnějších dubletů má vnitřní a vnější dyneinové raménko. ATPáza 

přítomná v těchto dyneinových ramenech konvertuje chemickou energii na mechanický pohyb 

jednotlivých vnějších párů mikrotubulů každého zvlášť, což umožňuje ohýbání bičíku (Hodder 

& Liu 2011). 

 

Další strukturální elementy napomáhající motilitě spermie jsou vnější denzní vlákna a 

fibrózní pochva. Denzní vlákna, pokrývající vnější prstenec mikrotubulárních dubletů, 

poskytují bičíku strukturální oporu. Tato vlákna probíhají od krčku spermie přes spojovací oddíl 

až do větší části hlavního oddílu bičíku, kde končí. V distální části hlavního oddílu a v 
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koncovém oddílu bičíku se již nenacházejí. Fibrózní pochva pokrývá hlavní oddíl bičíku a 

poskytuje mu pevnou oporu. Také byly ve fibrózní pochvě objeveny proteiny, které se podílejí 

na signální kaskádě pohybu bičíku a metabolismu spermie (Turner et al. 1999). 

 

Dyneinová raménka, nacházející se na vnějších dubletech mikrotubulů, potřebují pro 

generování pohybu bičíku zdroj energie. Tato energie je poskytována molekulami 

adenosintrifosfátu (ATP), které jsou tvořeny mitochondriemi aerobním dýcháním nebo 

anaerobní glykolýzou lokálně v hlavní části bičíku. Mitochondrie se ve spermii nacházejí pouze 

v mitochondriální vrstvě ve spojovací části bičíku spermie. Mitochondrie jsou zde uloženy 

helikálně, u hřebce typicky v padesáti otočkách kolem vnějšího prstence osových mikrotubulů 

(Amann & Graham 1993).  

 

 

3.1.4.1 Mechanismus pohybu spermie 

Spermie se pohybují pomocí kmitavých pohybů ve vysoké frekvenci. Síla pro pohyb 

bičíku je vyvíjena posunováním vnějších dubletů mikrotubulů, které je řízené molekulárními 

motory – dyneiny. Aktivita dyneinů je regulována radiálními paprsky fosforylací proteinů, které 

vedou k ohnutí bičíku. Signální mechanismus modulace motility spermií zahrnuje několik 

signálních molekul, membránových receptorů a kanálů, které aktivují samotný pohyb bičíku 

spermie (Inaba 2003).  

 

Jednou z důležitých signálních molekul ovlivňující motilitu spermií je cholesterol, 

protože ovlivňuje fluiditu membrány spermií. Další důležitou signální molekulou je oxid 

dusnatý (NO), který řídí produkci dalšího signálního posla, cyklického guanosinmonofosfátu 

(cGMP). CGMP aktivuje specifické typy transportního kanálu pro přenos iontu K+, čímž je 

následně způsobena hyperpolarizace membrány. Membránová hyperpolarizace stimuluje 

několik napětím-řízených transportních kanálů nebo iontových přenašečů. Například přenašeče 

Na+/H+, který indukuje intracelulární alkalizaci - vytvoří prostředí, ve kterém se zvýší aktivita 

dyneinových enzymů. Signální molekuly cAMP regulují aktivitu některých kanálů Ca2+. 

Zvýšení intracelulární koncentrace iontů Ca2+ aktivuje další signální molekuly a transportní 

kanály a způsobí změnu asymetrie pohybu bičíku. Množství molekul cGMP a cAMP je řízeno 

diesterázami systémem negativní zpětné vazby (Inaba 2003). 

 

Hlavní roli v regulaci pohybu axonemy má fosforylace proteinů (Inaba 2003) tyrosinu 

(Hayashi et al. 1987; Visconti et al. 1995; Dey & Brokaw 1991; Si & Okuno 1999). Bylo 

zjištěno několik proteinů, které jsou fosforylovány pravděpodobně z důvodu aktivace motility 

spermií. Fosforylace tyrozinu je většinou regulována cAMP-dependentní proteinkinázou 

(Hayashi et al. 1987; Visconti et al. 1995). Fosforylace proteinů cAMP-dependentní kinázou a 

proteinovou tyrosin kinázou moduluje proteiny bičíku a tím aktivuje motilitu spermie.  

 

Změny směru pohybu spermií jsou způsobené modulací oscilačních vln bičíku. Tento 

proces zahrnuje Ca2+-dependentní změny ve flagelární asymetrii (Brokaw 1979). Ionty vápníku 
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cílí na systém radiálních paprsků připojujících vnější dublety k centrálnímu páru (Bannai et al. 

2000; Smith 2002) pomocí vápník-vázajících proteinů jako je kalmodulin a několik 

kalmodulin-vázajících proteinů (Wasco et al. 1989; Ueno et al. 2003). Některé vápník-vázající 

proteiny jsou komponenty nebo přidružené proteiny vnějších dyneinových ramének, které také 

mohou být zapojeny v asymetrickém pohybu bičíku (Inaba 2003).  

 

Mechanismus pohybu bičíku spermie zajišťují dyneinová raménka, která využívají 

energii z ATP k zachycení sousedního mikrotubulového dubletu vždy pouze na jedné straně 

prvního dubletu, čímž vytváří postupnou vlnu ohybu bičíku, která se šíří po celé jeho délce. 

Vždy po posunutí dubletů vůči sobě se raménko prvního dubletu odpojí, a raménko druhého 

dubletu se připojí na třetí dublet, vůči kterému posune druhým dubletem, a tak vlna postupuje 

dál. Jak vlna postupuje po celé délce bičíku, spermie je poháněna vpřed a hlavička rotuje kolem 

dlouhé osy směru pohybu (Mortimer 2000). 

 

 

3.2 Výroba kryokonzervované inseminační dávky 

S postupným zlepšováním technologií asistované reprodukce roste poptávka po 

genetickém materiálu nejlepších plemeníků. Pokrytí rostoucí poptávky vyžaduje využívání 

inseminačních dávek (ID), které umožní produkovat více hříbat na plemeníka za rok (Panarace 

et al. 2014). Z jednoho ejakulátu je možné vytvořit poměrně vysoký počet ID, a zároveň je při 

inseminaci snížené riziko přenosu infekčních nemocí mezi hřebci a klisnami. Další výhodou je 

možnost využít i plemeníky z jiných států, nebo možnost uchovávat vyrobené ID po delší 

časové období (Miller 2008). Uchování ID je možné krátkobobě (Kayser et al. 1992) nebo 

dlouhodobě (Hernandéz et al. 2018). Při krátkodobém uchování je sperma chlazeno na teploty 

vyšší než 0 °C, není tedy nutné přidávat kryoprotektiva, která jsou pro spermie toxická (Squires 

et al. 2004), avšak uchování oplozeníschopných spermií je možné pouze v rámci hodin až 

několika dnů, nicméně i přestože spermie nejsou vystaveny procesu mražení, jsou vystaveny 

poškozujícímu chladovému šoku (Watson 1981). Dlouhodobé uchovávání mražených ID je 

velmi efektivní, jelikož je možné odebírat hřebce po celý rok i mimo reprodukční sezónu 

(Pickett & Shiner 1994), nicméně kvalita rozmražených spermií je nižší než kvalita spermií 

nativního nebo chlazeného ejakulátu (Jasko et al. 1992). Vidament (2005) ve své studii 

prokázal, že pouze 30 - 35 % hřebců zařazených do programu kryokonzervace ID ve Francii 

produkovalo spermie, které po rozmražení vykazovaly uspokojivé hodnoty progresivní 

motility, a další autoři studií Tischner (1979), Vidament et al. (1997) a Loomis & Graham 

(2008) provedených v USA a v Evropě jeho výsledky potvrdili (30 – 50 % plemeníků 

s uspokojivými výsledky kvality spermií po rozmražení). Obecně se odhaduje, že ejakulát 

produkovaný 20 % hřebců je dobře mrazitelný, 60 % hřebců produkuje ejakulát, který má po 

rozmražení přijatelnou kvalitu, a 20 % hřebců produkuje ejakulát, který procesy mražení a 

rozmražení netoleruje vůbec (Vidament et al. 1997). 
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3.2.1 Odběr ejakulátu  

Ejakulát je možné odebírat několika způsoby, nicméně je i pár pravidel, která by se vždy 

měla dodržovat. Například asistující personál by měl být vyškolený a zběhlý v manipulaci 

s hřebci při odběru. Místo, kde odběr probírá, by mělo být prostorné, tedy bezpečné pro hřebce 

i pro personál, a podlaha by měla být pevná, porézní, dobře omyvatelná, nenáchylná 

k opotřebení a nesmí klouzat (Love 1992). Všechny pomůcky, které jsou k odběru použity, 

musí být nahřáty na 45 – 50 °C a použitý lubrikant a ostatní materiály nesmí být spermicidní 

(Šichtař et al. 2014). 

 

 Konkrétní techniky odběru a použité pomůcky, které mohou být použity samostatně 

nebo v kombinaci jsou odběr ze skoku na fantoma, za přítomnosti říjící klisny, s použitím moči 

říjící klisny, použití umělé vagíny a její typ. Umělá vagína může být uzavřená nebo otevřená. 

Pomocí uzavřeného typu je odebírán ejakulát celý, zatímco pomocí otevřeného typu je možné 

odebrat pouze žádanou frakci ejakulátu bohatou na spermie (Love 1992). 

 

Ihned po samotném odběru je nutné co nejrychleji transportovat ejakulát do laboratoře, 

kde proběhne hodnocení kvality ejakulátu. Všechny pomůcky, které s ejakulátem přijdou do 

kontaktu, musí být nahřáty na 37 - 38 °C. Kvalita ejakulátu je určována pomocí měření objemu 

ejakulátu, koncentrace spermií, motility, přežitelnosti spermií (HOS test), procenta živých a 

mrtvých spermií, morfologie, případně bakteriologického a cytologického testu (Šichtař et al. 

2014). 

 

 

3.2.2 Kryokonzervace  

 Kryokonzervace semene plemeníků je velmi žádaná a důležitá metoda používaná 

v odvětví reprodukce koní, nicméně její využití je limitováno nízkou fertilitou některých 

plemeníků. Důvodem může být například osmotický stres, kterým spermie prochází po přidání 

kryoprotektantů před samotným mražením, protože používaný glycerol je pro spermie toxický 

(Fahy 1986; Hammerstedt & Graham 1992). Dalšími důvody mohou být chladový šok, který 

způsobí nevratné poškození spermií, které je charakteristické abnormálním pohybem, rapidním 

snížením motility, poškozením akrozomu a plazmatické membrány, či sníženým metabolismem 

(Quinn 1989; Samper et al. 1991).  

  

Samotná kryokonzervace následuje po laboratorním vyhodnocení kvality nativního 

ejakulátu a pokračuje se pouze s těmi, jejichž parametry jsou alespoň dostačující, protože 

mražení a následné rozmražení kvalitu významně snižuje (Graham 1996). Prvním krokem po 

vyhodnocení kvality je centrifugace, kdy se odstraní většina semenné plazmy. Následně se 

spermie naředí do požadované koncentrace vhodným ředidlem, které obsahuje cukry, soli, 

kryoprotektanty, lipidy (vaječného žloutku nebo mléčné), proteiny a antibiotika. Takto 

připravený ejakulát je naplněn do polypropylenových pejet většinou o objemu 0,5 ml, které jsou 

označeny identifikačními údaji. Poté jsou hotové pejety buď manuálně stabilizovány ve 4 - 7 
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°C, poté přesunuty nad páry tekutého dusíku a nakonec ponořeny do - 196 °C (Šichtař et al. 

2014), nebo je možné využít automatických přístrojů, které pejety postupně zchlazují až 

zamražují podle zvoleného protokolu (Wu et al. 2015). 

 

 Pro rozmražení ID je nutné pejetu vytáhnout z tekutého dusíku pomocí pinzety nebo 

peánu a ihned celou ponořit do vodní lázně o teplotě 37 °C, aby se zabránilo pomalému 

rozmražování. Po 30 sekundách je pejeta z lázně vytažena, důkladně osušena, protože voda je 

spermicidní, zatavený konec pejety se odstřihne a ID se vypustí buď do zkumavky, pokud je 

určena k testování, nebo do „inseminační zbraně “, pokud je určena k inseminaci (Šichtař 2014).  

 

 

Ředidla 

 

Ředidla spermatu používaná při mražení ejakulátu obsahují energeticky bohaté 

sloučeniny, proteiny, lipidy, lipoproteiny, antibiotika, pufrovací a kryoprotektivní látky 

(Loomis 2011). Cukry a soli jsou rozpuštěny v médiu ve vysokých koncentracích a mají více 

důležitých funkcí. Cukry samozřejmě fungují jako zdroje energie pro metabolismus spermií 

před mražením a po rozmražení, ale během samotného procesu mražení slouží i jako 

membránou nepronikající kryoprotektiva membrány spermií, látky udržující osmotickou 

rovnováhu a také zabraňují vytváření ledových krystalů, které mohou poškodit membránu 

spermií a tím buňky poškodit. Konkrétně se využívají cukry glukóza, sacharóza, laktóza a 

manóza, buď samostatně, nebo v kombinaci více různých sacharidů (Loomis 2011). 

Lipoproteiny a lipidy jsou důležitou součástí ředidel z důvodu stabilizace membrány při 

tepelných změnách, jde tedy opět o kryoprotektanty nepronikající membránou. Nejčastěji 

využívané zdroje lipoproteinů jsou mléko (například EDTA) a vaječný žloutek (například 

komerční ředidlo Gent (Minitube, Německo)). Ve studii Neuhauser et al. (2013) bylo zjištěno, 

že ředění spermatu ředidly na bázi odtučněného mléka nebo vaječného žloutku zlepšilo nebo 

alespoň udrželo motilitu spermií odebraných z různých částí nadvarlete hřebců. Antibiotika 

mají zabránit bakteriálnímu růstu v semeni, a tedy i přenosu nemocí či vzniku zánětu dělohy 

(Pickett & Amann 1987). Do ředidel používaných pro ředění hřebčího spermatu se používá 

hlavně gentamycin sulfát a  polymycin β sulfát (Squires et al. 1981). Kryoprotektiva pronikající 

membránou (například glycerol) mají pomáhat stabilizaci membrány spermie během mražení a 

rozmražení tím, že zabrání vytváření ledových krystalů uvnitř buněk. Nicméně pokud 

kryoprotektanty nejsou použity správným způsobem nebo se použijí ve špatné koncentraci, 

mohou negativně ovlivnit motilitu spermií, případně i jejich oplozovací schopnost (Hodder & 

Liu 2011). 

 

 

 

3.3 Kvalita ejakulátu po rozmražení 

 Proces zamražení i rozmražení je pro spermie velmi destruktivní, proto je vhodné 

minimálně na začátku sezóny provést testy mrazitelnosti semene plemeníků, kteří mají být 
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zařazeni do skupiny pro kryokonzervaci ID (Šichtař et al. 2014). Mezi testy určující kvalitu 

spermatu po rozmražení patří například viabilita spermií, potenciál mitochondriální membrány, 

integrita plazmatické membrány a membrány akrozomu, celková motilita a progresivní motilita 

(Wu et al. 2015). 

 

3.3.1 Motilita 

Z možných parametrů, které se používají k hodnocení hřebčího spermatu, se motilita 

spermií považuje za jednu z nejdůležitějších, neboť se dá obecně považovat za odraz viability 

spermií v daném vzorku (Varner et al. 1991). Spermie, které se hýbou málo nebo se nehýbou 

vůbec, jsou v případě, kdy se nepoužívá asistované reprodukční metody, považovány za 

neschopné oplození vajíčka (Turner 2003). Podle Voss et al. (1981) může být plodnost 

individuálního hřebce neuspokojivá i přesto, že motilita spermií je v pořádku, a proto by 

samotná motilita nikdy neměla být používána k odhadu plodnosti hřebce (Varner et al. 1993), 

neboť spermie potřebuje k úspěšnému oplodnění oocytu více vlastností. 

 

Aktivovaná motilita je fyziologická a typická symetrickým pohybem bičíku spermie 

s nízkou amplitudou, jehož výsledkem je relativně přímočarý pohyb spermie. Tento druh 

pohybu je možné vidět u právě ejakulovaných spermií a je považován za nezbytný pro pohyb 

spermií k vejcovodu a následně vejcovodem k oocytu. Aktivovaná motilita je velmi důležitá 

pro optimální fertilitu, jelikož imobilní spermie nejsou schopné se dostat k uterotubálnímu spoji 

(Turner 2005). 

 

3.3.1.1 CASA systém – princip 

Systém CASA (Computer-assisted sperm analysis) byl vyvinut pro objektivní 

hodnocení spermií. CASA analyzuje trasy velkého počtu spermií, ze kterých následně stanoví 

kinematické parametry (tabulka 1 a obrázek 1).  

 

Systém CASA se skládá z kamery, počítače a střihové karty. Počítačový software 

identifikuje a sleduje všechny spermie na snímcích videa a poté získaná data vyhodnotí. Snímek 

pole pod mikroskopem je poslán z kamery do počítače a převeden do digitálního snímku. 

Nejjednodušší možností zobrazení spermií pro zachycení systémem počítače je použití temného 

pole nebo negativního fázového kontrastu, kde se hlavičky spermií zobrazují bíle na černém 

pozadí. Světlost hlavičky na snímku zůstává stejně konzistentní i během pohybu spermie, 

protože rotace hlavičky nemění intenzitu bílé na snímku. Obraz každé spermie je pak 

digitalizován. Následně počítač stanoví počet pixelů, které hlavička pokrývá. Je jasně určené 

rozmezí počtu pixelů, které je akceptovatelné pro hlavičku spermie s předpokladem, že se 

počítá s minimální a maximální velikostí spermií jednotlivých živočišných druhů. Počítač 

následně rozeznává objekty, které odpovídají velikosti a tvaru hlavičky spermie (Mortimer 

2000). 
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Tabulka 1. Parametry, pomocí kterých CASA hodnotí motilitu spermií. 

VAP 

- average-path velocity 

- rychlost hlavičky po napřímené dráze → vyjádření pohybu po průměrné 

křivce 

VCL 

- curvilinear velocity 

- rychlost hlavičky na skutečné dráze → průměr mezi dvěma body měření 

VSL 

- straight-line velocity 

- rychlost hlavičky na přímé dráze od počátečního bodu k poslednímu 

ALH 

- amplitude of lateral head displacemant 

- odvozením od VCL a VAP se změří maximální možná oscilace 

hlavičky spermie → odraz pohybu bičíku. 

BCF 

- beat cross frequency 

- kolikrát skutečná dráha spermie překříží napřímenou dráhou [Hz] 

STR 

- straightness 

- přímost napřímené dráhy 

- VSL / VAP x 100 [%] 

LIN 

- linearity 

- linearita skutečné dráhy 

- VSL / VCL x 100 [%] 

WOB 

- Wobble 

- stupeň oscilace skutečné dráhy kolem její napřímené dráhy 

- VAP / VCL x 100 [%] 

(Věžník 2004)  
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Obrázek 1. Znázornění jednotlivých kinematických parametrů 

 
 

 (Sloter et al. 2006)  

  



 
 

24 
 

 

3.3.2 Faktory ovlivňující motilitu 

Bylo popsáno několik skupin faktorů, které mohou mít na motilitu spermií hřebců velký 

vliv. Tyto faktory mohou být fyziologické, patologické a také se sem řadí chyby 

v managementu hřebce, včetně špatného odběru či zpracování ejakulátu. Mezi fyziologické 

faktory patří například příliš nízký nebo vysoký věk plemeníka (Card 2005), dlouhé období 

sexuálního klidu a roční období, ve kterém se hřebec odebírá (Magistrini et al. 1987). 

Patologické faktory zahrnují zranění varlat, edémy, záněty a také zvýšenou teplotu celého 

organismu, tedy horečku. Zvýšená teplota varlat neumožňuje správný průběh spermatogeneze 

a vyprodukované spermie mohou mít nejen sníženou motilitu, ale také mohou být nezralé nebo 

morfologicky defektní. Také degenerace varletní tkáně související s narůstajícím věkem je 

řazena k patologiím. Mezi faktory ovlivňující motilitu spermií, které lze způsobit špatným 

managementem, patří nesprávně složená krmná dávka, hormonální léčba hřebce, použití 

spermicidního lubrikantu při odběru semene nebo nevhodné ředidlo spermatu (Hodder & Liu 

2011). Nové techniky hodnocení kvality spermatu umožňují navíc hodnotit interakce spemií 

s okolními tekutinami - semennou plazmou, hlenem v samičím reprodukčním traktu nebo 

kultivačním činidlem při in vitro oplození (Rodriguez-Martinez & Vega 2013). Kareskoski et 

al. (2006) ve své studii prokázali, že přídavek malého množství semenné plazmy ke spermiím 

před mražením měl pozitivní účinky na motilitu a přežití spermií po rozmražení. 

 

3.4 Semenná plazma 

 

Semenná plazma (SP) je tekutá frakce ejakulátu, která má důležitou roli v procesech 

zrání spermií, kapacitace a interakce spermie s oocytem. Tato tekutina je komplexní směs látek, 

které jsou sekretovány hlavně v nadvarlatech a přídatných pohlavních žlázách a slouží jako 

přepravní médium ejakulovaných spermií do samičího pohlavního traktu. Navíc má SP mnoho 

efektů na funkci spermií i na celé pohlavní ústrojí samice – modulace odpovědi imunitního 

systému (Assreuy et al. 2002; Alghamdi et al. 2004), ovlivnění transportu spermií a u prasnic 

může za jistých podmínek ovlivnit ovulaci (Waberski et al. 1995). Studie Töpfer-Petersen 

(1999) tvrdí, že kombinace účinků komponent SP podporuje přežití spermií v samičím 

pohlavním traktu a zaručuje, že se funkčně kompetentní spermie dostanou k ovulovanému 

vajíčku do místa fertilizace včas. 

 

SP obsahuje proteiny a nebílkovinné substance, jako jsou například ionty a organické 

sloučeniny nízké molekulární hmotnosti, mezi které patří třeba volné aminokyseliny, 

monosacharidy, lipidy, polyaminy, prostaglandiny a steroidní hormony. Všechny tyto 

komponenty SP mají důležitou roli během fyziologických procesů, kterými spermie prochází 

(Töpfer-Petersen et al. 2005).  
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3.4.1 Komponenty semenné plazmy 

 

3.4.1.1 Ionty a vitamíny 

 

Ionty a jejich koncentrace mají v SP nezastupitelné místo (Pesh et al. 2006). Zinek 

kupříkladu má kriticky důležitou roli při spermatogenezi a vyskytuje se v semeni savců ve 

vysokých koncentracích (Shquirat et al. 2014). Měď je velmi důležitá pro syntézu mnoha 

metaloenzymů a metaloproteinů, které se účastní energetického metabolismu a také 

metabolismu antioxidantů. Nicméně pokud se měď nachází ve formě iontu Cu2+ a ve vysoké 

koncentraci, může se tento stopový prvek velmi rychle stát toxickým pro mnohé buňky (Usuga 

et al. 2017) 

 

Juyena & Stelletta (2012) uvádí, že funkce spermií je na koncentraci iontů velmi závislá. 

Usuga et al. (2017) zjistili, že při vysoké koncentraci mědi v SP měly hřebčí spermie lepší 

hodnoty celkové motility, progresivní motility, kinematických parametrů VCL a ALH a nižší 

počet spermií s abnormální morfologií. Naopak nízká koncentrace mědi zapříčinila nejnižší 

hodnoty celkové motility, progresivní motility, vitality spermií a integrity plazmatické 

membrány spermií. Ve stejné studii byla také prokázána pozitivní korelace mezi koncentrací 

hořčíku a hodnotami celkové motility, progresivní motility, kinematickými parametry rychlosti 

spermie a vitality spermií, zatímco korelace mezi hořčíkem a abnormální morfologií spermií 

byla stejně jako u mědi negativní. Důvodem pozitivní korelace hořčíku s hodnotami kvality 

spermatu hřebců může být fakt, že hořčík je součástí téměř všech enzymatických systémů, a je 

považován za ukazatel sekrece semenných váčků. Zinek může ovlivňovat motilitu tím, že 

potlačí využití energie přes systém ATP a přes regulaci rezerv energie fosfolipidů (Juyena & 

Stelletta 2012).  

 

  Železo se většinou vyskytuje vázané v transferrinu, který je produkován Sertoliho 

buňkami; v haptoglobinu, který produkují Sertoliho, Leydigovy a zárodečné buňky; a v 

laktoferrinu, který produkují spermie a semenné váčky. Jmenované proteiny obsahují 

katalyticky inaktivní železo kvůli zamezení extenzivní oxidace (Pesh et al. 2006). Výsledky 

studií, které se zabývaly přídavkem železa, jsou méně jednoznačné než výsledky experimentů 

s přídavkem hořčíku. Usuga et al. (2017) zjistili negativní korelaci mezi koncentrací železa 

v ejakulátu a celkovou motilitou, vitalitou spermií, abnormální morfologií a integritou 

plazmatické membrány. Nízká koncentrace železa v ejakulátu byla v pozitivní korelaci s 

výsledky vitality spermií a integrity membrány, zatímco vysoká koncentrace pozitivně 

korelovala s výsledky celkové a progresivní motility.  

 

Další skupinou látek obsaženou v SP jsou vitamíny. Některé vitamíny tvoří důležitý 

ochranný systém proti poškození spermií oxidačním stresem (Almeida & Ball 2005). 

Koncentrace některých vitamínů obsažených v SP je závislá na jejich příjmu organismem 

z vnějšího prostředí, například konzumací (Williams & Carlucci 2006). Nicméně například 
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vitamín C měl při vysokém množství v SP škodlivý efekt na vitalitu spermií a normální 

morfologii spermií v čerstvém spermatu. Podobně při nízké koncentraci vitamínu A měly 

hodnoty vitality spermií a integrity plazmatické membrány lepší výsledky. Toto může být 

vysvětleno faktem, že některé antioxidanty vyskytující se v SP se mohou stát prooxidanty 

(Carocho & Ferreira 2013), nicméně tato jejich možná funkce je podmíněna koncentrací a 

charakterem sousedních molekul (Villanueva & Kross 2012). 

 

Usuga et al. (2017) zjistili, že vysoké koncentrace vitamínu E, mědi, železa a zinku 

zlepšily integritu plazmatické membrány spermií a vitalitu spermií v čerstvém ejakulátu. Tento 

efekt může být vysvětlen skutečností, že tyto mikroelementy SP jsou součástí antioxidativního 

systému hřebců, který je schopný neutralizovat nebo odstranit některé formy reaktivního 

kyslíku (ROS) (Waheed et al. 2013). DL-α-tokoferol (vitamín E) je nejen důležitou součástí 

obranného systémemu proti buněčnému poškození oxidativním stresem, ale i lipofilní 

komponentou, která nejen odstraňuje radikály kyslíku z membrány, ale také zachycuje lipidové 

peroxylové radikály, které zřejmě mají důležitou roli v šíření řetězové reakce lipidové 

peroxidace. (Almeida & Ball 2005; Carocho & Ferreira 2013) 

 

Podle studie provedené autory Usuga et al. (2017) dosahovaly všechny hodnocené 

kinematické parametry motility rozmražených spermií kromě hodnot ALH a BCF nejlepších 

hodnot při nízké koncentraci vitamínu C v SP. Takže autoři došli ke stejnému závěru jako ve 

studii Waheed et al. (2013), která potvrdila negativní účinek vysoké koncentrace vitamínu C na 

kvalitu rozmražených spermií. V jiné studii (Vasconcelos et al. 2013) bylo zjištěno, že 

suplementace vysokými koncentracemi kyseliny askorbové (vitamín C) přidáním do ID má 

negativní efekt i na peroxidaci lipidů plazmatické membrány mražených hřebčích spermií. To 

může být způsobeno přítomností přechodných kovů, které vitamín C mění na vysoce reaktivní 

radikály, které řetězem destrukcí okolních molekul a atomů vytváří ještě více volných radikálů. 

Navíc má kyselina askorbová schopnost zvyšovat uvolňování těchto přechodných kovů 

z proteinů, čímž opět podporuje nežádoucí tvorbu volných radikálů.  

 

 

3.4.1.2 Proteiny 

 

Proteiny patří mezi nejdůležitější komponenty SP. Tyto proteiny se navazují na 

membránu spermií (Katila & Kareskoski 2006), čímž mohou ovlivňovat přežití spermií při 

kryokonzervaci a následném rozmražení, a také bránit kapacitačním změnám, ke kterým může 

během těchto procesů docházet (Töpfer-Petersen et al. 2005).  

 

Proteiny SP jsou sekretované hlavně v nadvarlatech a přídatných pohlavních žlázách. 

Účastní se remodelace povrchu spermií, kterou spermie prochází během metamorfózy při 

průchodu samčím pohlavním traktem a následně i později během ejakulace. Během tohoto 

procesu, který se nazývá post-testikulární maturace spermií, získávají spermie schopnost 

oplodnit oocyt. Proteiny SP přispívají k počátečním a centrálním krokům fertilizace: vznik 
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rezervoáru spermií ve vejcovodu, modulace kapacitace a interakce gamet (Töpfer-Petersen et 

al. 2005). 

 

Skupina proteinů, které je možné identifikovat v SP, je velmi různorodá. Je možné najít 

hormony, enzymy, inhibitory proteináz, růstové faktory proteinů a glykoproteinů, u kterých 

stále není jasné, jakou mají funkci (Töpfer-Petersen et al. 2005). 

 

Obsah proteinů v SP hřebců je relativně nízký, 10 mg/ml, na rozdíl od jiných savců, u 

kterých se obsah proteinů pohybuje mezi 20 – 60 mg/ml (Töpfer-Petersen et al. 2005). Autoři 

von Fellenberg et al. (1985) zjistili, že semenné proteiny hřebců (přibližně 70 %) inklinují ke 

tvorbě multiproteinových agregátů o molekulové hmotnosti kolem 800 kDa, které jsou tvořeny 

proteiny o hmotnosti 11 – 30 kDa. 

 

Proteiny obsažené v hřebčí SP jsou označovány jako HSP (horse seminal plasma 

proteins) 1 – 8. Tyto proteiny, které izolovali a popsali Calvete et al. (1994), mají nízkou 

molekulovou hmotnost 14 – 30 kDa a tvoří většinu celkového množství proteinů v SP. Většina 

izolovaných hřebčích semenných proteinů, konkrétně HSP-1, HSP-2, HSP-3, HSP-5, HSP-6, 

HSP-7 a HSP-8, podobně jako u býků a kanců byla objevena na povrchu spermií, což indikuje 

potenciální roli při oplodnění. Tyto proteiny, kromě HSP-4, který je podobný kalcitoninu, tedy 

mají vlastnost vázat se na spermie a mohou být izolovány z ejakulovaných „umytých‟ spermií 

(Töpfer-Petersen et al. 2005). Mungan et al. (2001) uvádí, že v myší a mužské SP pozitivně 

korelovalo množství kalcitoninu s motilitou spermií. Fraser et al. (2005) uvádí, že HSP-4 je 

preventivním opatřením proti „over-capacitation = překapacitování‟ spermií a spontánní 

akrozomové reakci tím, že kapacitaci reguluje pomocí systému adenylátcykláza / cAMP.  

 

Proteiny SP kopytnatců se dělí na tři rodiny, které obsahují často se vyskytující 

proteinové moduly. Tyto rodiny se nazývají Fn-2, CRISP a spermadheziny, přičemž u většiny 

druhů, kromě hřebců, jsou v SP nejvíce zastoupeny proteiny rodin Fn-2 a spermadhesiny. 

Hřebci mají pouze jeden protein řazený mezi spermadhesiny a většina jejich proteinů jsou tedy 

Fn-2 a CRISP proteiny (Kelly et al. 2006; Calvete & Sanz 2007) 

 

Proteiny Fn-2 typu jsou charakterizovány dvěma nebo čtyřmi Fn-2 fibronektinovými 

doménami typu II tandemově spojenými za sebou a jsou v celkovém množství proteinů nejvíce 

zastoupeny. Proteiny Fn-2 se podílejí na modulaci kapacitace spermií a patří mezi ně HSP-1 a 

HSP-2. Proteiny typu Fn-2 jsou tvořeny v různých částech samčího traktu (Töpfer-Petersen et 

al. 2005), což dokazuje například fakt, že protein EQ-12 je produkován v těle a ocasu 

nadvarlete, zatímco malé proteiny HSP-1 a HSP-2 se syntetizují převážně v ampuli chámovodu 

(Saalmann et al. 2001; Ekhlasi-Hundrieser et al. 2005a). Nejvýraznější vlastností proteinů SP 

Fn-2 typu je jejich schopnost specificky interagovat s fosforylcholinem (druhem fosfolipidů 

buněčné membrány spermie) a schopnost vázat heparin, což je jeden z glykosaminoglykanů, 

které se nacházejí v samičím reprodukčním traktu a mají schopnost indukovat kapacitaci 

spermií (Varner et al. 1993). Proteiny Fn-2 typu se na membránu spermií navazují až v oblasti 

těla nadvarlete a distálnějších částech samčího pohlavního traktu. Navazují se na membránu v 
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post-akrozomální části a střední části bičíku pevnou vazbou a na membránách ejakulovaných 

spermií jsou vždy přítomné (Töpfer-Petersen et al. 2005). 

 

Dalším typem proteinů jsou CRISP proteiny, které jsou bohaté na cystein. CRISP 

proteiny se účastní procesů fúze spermie s oocytem a blokády průchodu iontů přes membránu 

(Topfer-Peterson et al. 2005). Patří sem proteiny CRISP-1 – CRISP-4 a HSP-3, který se může 

nazývat i CRISP-3. Protein CRISP-1 se syntetizuje pouze v nadvarlatech, zatímco  CRISP-2 se 

syntetizuje nejen v nadvarlatech, ale také ve varlatech a semenných váčcích (Giese et al. 

2002a,b). Podle studie Schambony et al. (1998a) je hřebec jako živočišný druh unikátní v tom, 

že jedním z nejvíce zastoupených proteinů jeho SP je protein CRISP-3, který je syntetizován 

v ampuli chámovodu a také ve slinných žlázách. Protein CRISP-4 byl objeven ve varletních 

kanálcích myši (Jalkanen et al. 2005). CRISP proteiny jsou lokalizovány na ekvatoriální a post-

akrozomální části spermie a střední části bičíku, a na membránu spermie se váží už v těle 

nadvarlete (Schambony et al. 1998b). Proteiny rodiny CRISP nejsou na membránu vázány 

pevně, takže k jejich umytí stačí roztok s vysokou koncentrací soli, i když určité množství 

proteinů vždy na membráně zůstane navázáno. Bylo prokázáno, že množství CRISP proteinů, 

které na membráně spermií zůstává i po umytí přímo koreluje s fertilitou individuálních hřebců 

(Reineke et al. 1999). Různé profily exprese genů pro CRISP proteiny u hřebců s různou 

fertilitou mohou poskytnout porozumění pro nezbytnost obsahu těchto proteinů v ejakulátech 

hřebců pro úspěšnou reprodukci koní. Jako příklad pravdivosti tohoto tvrzení může být fakt, že 

u kryptorchidů vůbec neprobíhá exprese genů pro protein CRISP-2 ve varlatech ani 

v nadvarlatech (Reineke & Töpfer-Petersen, unpublished). 

  

Proteiny, které se řadí mezi spermadheziny se objevují pouze v semenné plazmě 

kopytnatců, tedy býků, kanců a hřebců. U hřebců byl objeven pouze jediný protein, který je 

řazen do skupiny spermadhezinů, protein HSP-7 (Töpfer-Petersen et al. 2005). Tento protein je 

schopný vázat karbohydráty a také intaktní zonu pellucidu. Možnou funkcí tohoto proteinu by 

tedy mohlo být napomáhání při rozpoznání gamet (Reinert et al. 1996). Narozdíl od jiných 

proteinů SP i od spermadhezinů jiných živočišných druhů je u hřebců možné detekovat HSP-7 

už na membránách spermatogonií, dále ve spermiích odebraných z rete testis a kanálku 

nadvarlete, a také v sekretu semenných váčků (Reinert et al. 1997; Hoshiba & Sinowatz 1998). 

Místem navázání HSP-7 na membránu spermií je ekvatoriální segment. 

 

 Všechny proteiny HSP patří mezi heparin-vázající proteiny (Töpfer-Petersen et al. 

2005) kromě jediného z nich, a tím je HSP-3 (Magdaleno et al. 1997). HSP-3 nebo také CRISP-

3 byl identifikován jako jeden z proteinů, který je v pozitivní korelaci s fertilitou hřebců 

(Schambony et al. 1998a). 

 

 

3.4.2 Heparin a jeho interakce s proteiny semenné plazmy hřebců 

 Heparin sulfát patří mezi glykosaminoglykany, které jsou sekretovány epitelem samičí 

reprodukční soustavy hlavně během folikulární fáze estrálního cyklu (Kumar et al. 2013). U 
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některých savců je známo, že funkcí glykosaminoglykanů (GAG) je spuštění kapacitace 

spermií (Varner et al. 1993) a že efekt GAG je zprostředkován heparin-vázajícími proteiny SP, 

které obalují membránu ejakulovaných spermií (Miller et al. 1990). Tyto poznatky vedly 

k přesvědčení, že v SP jsou faktory, které regulují stav spermií pozitivně i negativně. Negativní 

faktory mohou například maskovat místa vazby na zoně pellucidě, nebo mohou stabilizovat 

membránu spermií, což zabrání předčasné akrozomové reakci. Postupné uvolňování 

negativních faktorů během kapacitace spermií dovoluje expresi endogenních nebo vnějších 

faktorů, které na interakci gamet a zonou pellucidou-indukovanou akrozomovou reakci působí 

pozitivně (Florman & First 1988). 

 

 U hřebců, kanců a býků je možné izolovat většinu proteinů SP díky jejich vlastnosti 

vázat se na heparin. U mnoha druhů savců včetně býků (Miller et al. 1990) a hřebců (Varner et 

al. 1993) se heparin váže na ejakulované spermie a moduluje proces kapacitace, čímž zvyšuje 

schopnost spermií podstoupit akrozomovou reakci vyvolanou zonou pellucidou (Florman & 

Babcock 1991). I přestože faktory ovlivňující schopnost hřebčích spermií projít akrozomovou 

reakcí stále nebyly identifikovány, dá se podle autorů Manjunath & Therien (2002) 

předpokládat, že specifický efekt heparinu na spermie může být in vivo zprostředkován pomocí 

heparin-vázajících proteinů SP. Nicméně složení proteinů SP a fyziologický efekt heparinu na 

spermie se liší mezi jednotlivými živočišnými druhy (Calvete et al. 1995a). U hřebců je vliv 

heparinu na kapacitaci spermií mírný. Kančí spermie pro in vitro kapacitaci heparin nepotřebují 

vůbec (Calvete et al. 1995a; Calvete et al. 1995b). U býků bylo zdokumentováno, že navázání 

heparinu na membránu spermií, má při in vitro kapacitaci významný vliv (Therien et al. 1995; 

Calvete et al. 1995a; Calvete et al. 1995b). 

  

V hřebčím ejakulátu jsou v nejvyšší koncentraci proteiny HSP-1 a HSP-2 – tvoří 70 – 

80 % obsahu všech proteinů (Töpfer-Petersen et al. 2005). Podle výsledků studie Calvete et al. 

(1997) proteiny HSP-1 a HSP-2 tvoří agregát, který je následně schopný vázat heparin a 

fosforylcholin, přičemž fosforylcholin vytvořený proteinový agregát opět štěpí na původní 

samostatné proteiny, které heparin nevážou. Jiná studie (Calvete et al. 1995c) tvrdí, že oba 

proteiny HSP-1 a HSP-2 mnohou být, na rozdíl od ostatních proteinů, heparin-vázající i 

heparin-nevázající i v monomerním stavu, záleží na tom, v jaké glykoformě je protein 

uspořádán. Ostatní proteiny, jak již bylo zmíněno výše, jsou rozděleny jasně. Tedy HSP-4 – 

HSP-8 jsou heparin-vázající, zatímco HSP-3 je heparin-nevázající (Magdaleno et al. 1997). 

 

 

 

3.4.3 Vliv proteinů semenné plazmy na spermie 

 

 Mnoho studií se zabývá účinkem proteinů semenné plazmy u savců, hlavně u býků a 

kanců, kvůli možnému snížení nevratného poškození spermií během procesů mražení a 

rozmražení ejakulátu, a tedy pozitivnímu ovlivnění motility a fertility samčích gamet. Bylo 

zjištěno, že heparin-vázající (HEP+) proteiny působí pozitivně na kapacitaci spermií, 
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akrozomovou reakci a alternaci odpovědi imunitního systému samice na přítomnost spermií 

v reprodukčním traktu (Patel et al. 2016). HEP+ proteiny, navázané na membránu spermie 

býků, v prostředí samičího traktu naváží heparin, a následně zvýší schopnost spermie projít 

procesem akrozomové reakce (Ax et al. 2002). Navázání proteinů izolovaných ze SP může 

snížit poškozující dopad chladového šoku na plazmatickou membránu býčích spermií (Barrios 

et al. 2000). Studie Shi et al. (1998) potvrzuje, že HEP+ proteiny chrání spermie před tepelným 

stresem během kryokonzervace a pomáhají udržet intracelulární homeostázu spermií mužů. 

Studie Kumar et al. (2008) prokázala, že HEP+ proteiny chrání spermie před peroxidací lipidů 

během kryokonzervace. Bylo také potvrzeno, že přídavek určitých proteinů SP býků (rFAA a 

rTIMP-2) ke spermiím před mražením pomohl stabilizovat membránu akrozomu a tím snížil 

jeho poškození po rozmražení (Alvarez-Gallardo et al. 2013). Naopak u kanců bylo v nativním 

ejakulátu prokázáno, že HEP+ proteiny SP neměly žádný pozitivní efekt na přežitelnost 

spermií, zatímco HEP- proteiny – konkrétně PSP-1 a PSP-2 heterodimer – měly pozitivní 

účinky na přežitelnost, stav akrozomu, motilitu a mitochondriální aktivitu (García et al. 2006; 

Caballero et al. 2008). 

 

HEP+  proteiny jsou na membráně epididymálních spermií býků navázány vzácně, ale 

na ejakulovaných spermiích je jich již navázáno velké množství (Miller et al. 1990). U samců 

skotu navázání proteinů SP na membránu spermií zvyšuje počet míst, kam se může vázat 

heparin. Navazování proteinů na membránu probíhá 20 – 30 min po smíchání spermií se SP a 

ejakulaci. Bovinní proteiny SP stimulují uvolňování cholesterolu z plazmatické membrány. 

Cholesterol je pokládán za jeden z faktorů stabilizujích membránu spermií (Yeagle 1985) a jeho 

efflux je signálem pro reorganizaci nebo destabilizaci membrány (Manjunath & Therien 2002). 

 

Kareskoski & Katila (2008) během experimentů s rozmraženým hřebčím semenem 

zjistili, že přidání SP jako celku ke spermiím před kryokonzervací má na rozmražené spermie 

neblahý účinek. Nicméně přítomnost určitého množství SP se zdá být nezbytná pro úspěšné 

uchovávání živých spermií a zachování jejich oplozeníschopnosti (Kareskoski & Katila 2008; 

Carocho & Ferreira 2013), jelikož nejdůležitější formy obranného systému antioxidantů, které 

jsou spermiím k dispozici, se nacházejí právě v semenné plazmě (Fazeli & Salimi 2016). Usuga 

et al. (2017) zjistili, že přidání každé z jimi použitých komponent lyofilizované SP k dávce 

spermií před jejich zamražením, mělo pozitivní efekt na kvalitu rozmraženého ejakulátu. Při 

přidání střední koncentrace všech proteinů obsažených v SP byly naměřeny vyšší hodnoty 

celkové motility, progresivní motility, kinematických parametrů VSP a VAP, a lepší hodnoty 

abnormální morfologie a integrity plazmatické membrány. Přidání vysoké koncentrace proteinů 

naopak negativně působilo na celkovou motilitu, progresivní motilitu a integritu membrány, a 

pozitivně na kinematické parametry VSP, VAP a ALH, vitalitu spermií a abnormální 

morfologii. Přidání střední koncentrace proteinů SP působilo pozitivně na procento motility u 

čerstvého semene, zatímco přidání vysoké koncentrace proteinů způsobilo lepší výsledky pro 

vitalitu spermií a integritu plazmatické membrány. Odlišnost efektů působení 

jednotlivých koncentrací SP může být vysvětlena různým množstvím odlišných proteinů v SP, 

kdy každý má jinou funkci - některé proteiny mají pozitivní efekt, jiné mají efekt spíše 

poškozující (Jobim et al. 2004). 

 

https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC5003984/#b7-ajas-29-9-1247
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC5003984/#b8-ajas-29-9-1247
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC5003984/#b8-ajas-29-9-1247
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC5003984/#b30-ajas-29-9-1247
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC5003984/#b17-ajas-29-9-1247
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC5003984/#b4-ajas-29-9-1247
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Usuga et al. (2016) uvádí, že vysoké množství všech proteinů SP může vést k větší 

proteinové oxidaci a tím pádem i ke snížení kvality spermatu. U hřebců mají proteiny, jako jsou 

například CRISP-3 a HSP-2, pozitivní efekt na fertilitu a vysokou odolnost vůči procesům 

mražení a rozmražení semene, zatímco proteiny jako jsou kallikrein, laktoferrin, klusterin a 

HSP-1 mají negativní účinek. (Novak et al. 2010; Jobim et al. 2011)  
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4 Metodika 

4.1 Odběr ejakulátu 

   

Ejakulát byl odebrán od 7 hřebců ze Zemského hřebčince Písek, s.p.o. (CZ71294562). 

Hřebci byli různých plemen a různého věku v rozmezí 5 – 22 let. Odběry probíhaly v březnu, 

dubnu, srpnu a prosinci roku 2018. Před odběrem ejakulátu pro výrobu pokusných inseminačních 

dávek byli hřebci několikrát odebíráni kvůli ustálení spermatogeneze. Odběr probíhal standardním 

způsobem pomocí fantomu a umělé pochvy za přítomnosti říjné klisny. Ihned po odběru byl 

ejakulát podroben laboratornímu hodnocení. Pro další zpracování byl vybrán ejakulát 

s motilitou minimálně 70% a musel splňovat minimální požadavek na koncentraci 300 x 106 

/ml. 

 

 

4.2 Odběr a zpracování semenné plazmy 

 

Semenná plazma byla odebrána z ejakulátu hřebce s průměrně mrazitelným semenem v 

certifikovaném Equinním reprodukčním centru s.r.o. (ERC). Ejakulát byl centrifugován 10 000 

x g 10 minut, supernatant (SP) byl odebrán a znovu centrifugován 10 000 x g 10 minut. Poté 

byl mikroskopicky zkontrolován, zda jsou v supernatantu přítomnosny spermie. Po prokázání 

jejich nepřítomnosti byl supernatant uskladněn při – 80 °C až do následného zpracování. 

 

4.3 Izolace proteinů semenné plazmy 

 

Proteiny semenné plazmy byly separovány na afinitním nosiči Heparin-Sepharose (GE 

Healthcare) na dvě frakce: heparin-vázající (HEP+) a heparin-nevázající (HEP-). 

Předpřipravená semenná plazma byla rozmražena při laboratorní teplotě a následně 

centrifugována 10 000 x g 5 min. Poté byl vzorek nanesen na kolonu Heparin-Sepharose, která 

byla připojena k pumpě a automatickému sběrači. Průtok pumpy při sběru HEP- frakce byl 1,5 

ml / 10 min a sběrač měnil zkumavku každých 10 min. Při sběru HEP- frakce byla kolona po 

nasátí semenné plazmy připojena k zásobníku s roztokem PBS (solný roztok pufrovaný 

sulfátem), kterým byla frakce po dobu separace promývána. Po uplynutí 150 min byla kolona 

přepojena na roztok 3M NaCl v PBS, který při průtoku 4 ml / 10 min po dobu 60 min uvolňoval 

navázané HEP+ proteiny z kolony. Jednotlivé zkumavky s roztoky po separaci byly proměřeny 

spektrofotometrem (Biochrom, Libra S22, Fisher Scientific) při vlnové délce 280 nm na obsah 

proteinů. Frakce s absorbancí nad 0,03 mg / ml byly zamraženy a ponechány v mrazáku před 

dalším krokem přípravy proteinových frakcí – dialýzou. 
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Jednotlivé proteinové frakce byly následně dialyzovány a lyofilizovány. Dialýza trvala 

48 hodin a byla provedena v 3% roztoku kyseliny octové o obsahu 4,5 l. Vyseparované 

proteinové frakce v dialyzační membráně (Membrana-Cel Dialysis Tubing, MWCO 3500, 

SERVA) byly ponořené do roztoku kyseliny octové, který byl po celou dobu separace pomalu 

promícháván. Roztok kyseliny octové byl minimálně 3x během 2 dnů vyměněn za čerstvý z 

důvodu odstranění všech solí z proteinových frakcí. Po dialýze byly frakce přeměřeny na 

konduktometru (Eutech ECTestr 11, OAKTON Instruments) pro stanovení obsahu solí a 

kontrolu, zda proběhla dialýza v pořádku. Před následnou lyofilizací se vzorky proteinových 

frakcí umístily do mrazáku v lyofilizačních baňkách. Zmražené proteinové frakce 

v lyofilizačních baňkách byly lyofilizovány (LYOVAC GT 2 E, FINN-AQUA) přes noc až do 

úplného vysušení.  

 

 

4.4 Příprava pokusných inseminačních dávek 

Po odběru byl ejakulát naředěn mléčným ředidlem (dle Kenneyho) v poměru 1:2-5 a 

následně centrifugován 700 x g 13 minut. Po odstředění byl odebrán supernatant a vzniklá 

peleta spermií byla naředěna kryokonzervačním ředidlem s přídavkem proteinových frakcí na 

finální koncentraci 250 x 106 /ml. Jednotlivé proteinové frakce byly přidány k naředěným 

spermiím ve třech koncentracích 125, 250 a 500 μg/ml. Získaná peleta spermií po odstředění 

byla rozdělena do 7 alikvot, přičemž 1 byla kontrolní bez přídavku proteinových frakcí, ke 3 

byly přidány proteiny semenné plazmy HEP+ frakce a ke zbylým 3 byly přidány proteiny HEP- 

frakce ve výše zmíněných koncentracích. Takto připravené alikvoty byly naplněny do 

polypropylenových pejet o objemu 0,5 ml a následně dvě hodiny ekvilibrovány při teplotě 5 

°C. Poté byly pejety přesunuty do polystyrenového boxu 4 cm nad hladinu tekutého dusíku, 

kde byly uloženy 15 minut v horizontální poloze a následně byly tyto inseminační dávky 

uloženy do kontejneru s tekutým dusíkem. Rozmraženy byly ve vodní lázni o teplotě 37 °C po 

dobu 30 sekund. 

 

4.5 Příprava rozmraženého vzorku na mikroskopické hodnocení 

Po rozmrazení byly dávky ponechány 5 minut ve vodní lázni o teplotě 37 °C. Poté byl 

ejakulát naředěn a hodnocen pro zjištění vlivu přídavku proteinových frakcí na motilitu 

rozmražených spermií. Pro naředění rozmraženého semene byl používán Tyrodový roztok 

modifikovaný pro spermie (Sp-TALP) (114 mM NaCl; 3,2 mM KCl; 25 mM NaHCO3; 0,34 

mM NaH2PO4 x H2O; 10 mM laktát sodný; 2,0 mM CaCl2 x 2H2O; 0,5 mM MgCl2 x 6H2O; 10 

mM HEPES, redestilovaná Milli-Q voda).  
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4.6 Hodnocení motility spermií pomocí systému CASA 

Rozmražené inseminační dávky byly naředěny Tyrodovým roztokem (Sp-TALP) na 

koncentraci spermií 20 x 106 / ml z důvodu získání optimální koncentrace pro hodnocení 

pomocí systému CASA (Nis-Elements, verze 4.30, Laboratory Imaging, Česká republika). 

Naředěný vzorek o objemu 4 µl byl napipetován do Maklerovy komůrky (Sefi-Medical 

Instrument, Izrael) předehřáté na 37 °C. V každém vzorku se pomocí digitální kamery (DMK 

23UM021; Imaging Source, Německo) nastavené na frekvenci 60 fsp nasnímalo 6 polí 

rovnoměrně rozmístěných po ploše celého vzorku. Ze získaných záznamů CASA systém 

hodnotil následující kinematické parametry: ALH (µm/s), BCF (Hz), STR (%), VAP (µm/s), 

VCL (µm/s), VSL (µm/s) a WOB (%). Spermie byly považovány za motilní při VAP ≥ 15 µm/s 

a spermie s progresivní motilitou splňovaly VAP minimálně 30 µm/s a STR minimálně 50 %.  

 

4.7 Statistická analýza 

 Data byla statisticky vyhodnocena pomocí programu Statistica (ver. 12, StatSoft, CZ). 

Pro vyhodnocení jednotlivých kinematických parametrů motility spermií v ejakulátu byly 

použity vhodné statistické metody. Po testování normálního rozdělení dat a homogenity 

rozptylů byla použita jednofaktorová a vícefaktorová analýza rozptylu (ANOVA). Pro detailní 

zhodnocení efektu přídavku testovaných látek byl použit Fischerův LSD test. Data jsou 

prezentována jako LSM ± SEM a byla hodnocena na hladině významnosti p < 0,05. 
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5 Výsledky 

 

Tabulka 1. Vliv přídavku heparin-vázající (HEP+) a heparin-nevázající (HEP-) frakce na 

celkovou (TMOT) a progresivní (PMOT) motilitu hřebčích spermií po rozmražení. 

 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 

 

 Výsledky celkové a progresivní motility hřebčích spermií uvedené v tabulce 1 ukázaly, 

že přídavek  HEP+ a HEP- proteinových frakcí semenné plazmy před kryokonzervací způsobil 

mírné snížení hodnot motility spermií po rozmražení oproti hodnotám, kterých dosahovaly 

spermie bez přídavku proteinů semenné plazmy (K). Hodnoty motility spermií byly nejnižší u 

skupiny s přidáním HEP+ frakce, avšak hodnoty třech porovnávaných skupin se mezi sebou 

statisticky nelišily (p<0,05). 

 

 

Tabulka 2. Vliv přídavku různých koncentrací (125, 250, 500 µg/ml) heparin-vázající (HEP+) 

frakce semenné plazmy na celkovou (TMOT) a progresivní (PMOT) motilitu hřebčích spermií 

po rozmražení. 

 Skupiny koncentrací HEP+ frakce (µg/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, že přídavek HEP+ proteinové frakce semenné plazmy ke 

spermiím před mražením způsobil snížení hodnot celkové i progresivní motility po rozmražení. 

Se stoupající koncentrací proteinových frakcí klesaly hodnoty motility spermií, nicméně rozdíly 

opět nebyly statisticky významné (p<0,05). 
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Tabulka 3. Vliv přídavku různých koncentrací (125, 250, 500 µg/ml) heparin-nevázající    

(HEP-) frakce semenné plazmy na celkovou (TMOT) a progresivní (PMOT) motilitu hřebčích 

spermií po rozmražení. 

 

 Skupiny koncentrací HEP- frakce (µg/ml) 

Motilita K H- 125 H- 250 H- 500 

PMOT 18,6 ± 3,2 18,4 ± 3,1 14,2 ± 2,8 17,5 ± 3,2 

TMOT 19,8 ± 3,4 19,7 ± 3,3 14,6 ± 3,0 18,8 ± 3,4 

 

 Vliv přídavku různých koncentrací HEP- proteinové frakce semenné plazmy je uveden 

v tabulce 3. Přídavek HEP- proteinové frakce v koncentraci 125 µg/ml měl srovnatelné 

výsledky hodnot celkové a progresivní motility hřebčích spermií po rozmražení s kontrolní 

skupinou (K). Při přidání HEP- frakce v koncentraci 250 µg/ml dosahovaly rozmražené spermie 

nejnižších hodnot motility. Přídavek proteinů HEP- frakce v koncentraci 500 µg/ml hodnoty 

motility spermií pouze mírně snížil oproti hodnotám motility spermií v kontrolní skupině (K). 

Ani zde se hodnoty motility spermií jednotlivých skupin statisticky nelišily (p<0,05). 

 

Efekt přidání proteinových frakcí ke spermiím před zamražením u hodnot 

kinematických parametrů byl statisticky průkazný (p<0,05). Výsledky uvedené v tabulce 4. 

prokázaly, že přídavek proteinů HEP+ a HEP- frakcí ke spermiím měl signifikantní vliv 

(p<0,05) na parametry ALH, LIN, STR a WOB, zatímco na parametry BCF, VAP, VCL a VSL 

statisticky významný vliv neměl. Po přídavku HEP- proteinové frakce dosahovaly rozmražené 

spermie nižších hodnot parametru ALH v porovnání s hodnotami spermií ve skupině K 

(p<0,05). Naopak hodnoty parametrů LIN, STR a WOB rozmražených spermií byly po přidání 

HEP- frakce vyšší oproti hodnotám skupiny K (p<0,05). Po přídavku proteinů HEP+ frakce 

dosahovaly spermie nižších hodnot parametru LIN v porovnání se skupinou s přídavkem HEP- 

proteinové frakce, ale současně byly hodnoty skupiny HEP+ vyšší než u K (p<0,05). Hodnoty 

parametru STR byly vyšší při přidání proteinů HEP+ frakce spolu s hodnotami spermií s 

přidanou HEP- frakcí v porovnání s kontrolní skupinou (p<0,05). Hodnoty parametru WOB 

byly průkazně nižší u skupiny spermií s přídavkem proteinů H+ frakce spolu s kontrolní 

skupinou v porovnání se vzorky s přídavkem HEP- frakce (p<0,05). Přídavek obou frakcí měl 

tedy pozitivní vliv na přímočarý pohyb spermií vpřed v porovnání se skupinou K. 
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 Přidání různých koncentrací HEP- proteinové frakce mělo signifikantní vliv na všechny 

měřené kinematické parametry spermií kromě BCF (viz tabulka 5). Hodnoty parametru ALH 

byly vyšší u skupiny K a koncentrace 125 µg/ml v porovnání s výsledky vzorků 

s koncentracemi HEP- proteinové frakce 250 a 500 µg/ml (p<0,05). Hodnoty parametru LIN 

byly signifikantně vyšší při přidání HEP- frakce v koncentraci 125 µg/ml současně s 250 µg/ml 

v porovnání s kontrolní skupinou spolu se spermiemi s přidáním koncentrace 500 µg/ml 

(p<0,05). Hodnoty parametru STR byly vyšší u koncentrací 125 µg/ml a 250 µg/ml v porovnání 

s hodnotami kontrolních vzorků (p<0,05). U parametrů VAP a VSL měla nejvyšší naměřené 

hodnoty skupina vzorků s koncentrací 125 µg/ml v porovnání s ostatními skupinami (p<0,05). 

Hodnoty parametru VCL byly prokazatelně nižší při koncentraci 250 µg/ml v porovnání s 

koncentracemi 125 a 250 µg/ml spolu s kontrolou. Parametr WOB měl nižší hodnoty u 

kontrolní skupiny a vzorků spermií s přidáním koncentrace 500 µg/ml, zatímco průkazně vyšší 

hodnoty byly naměřeny u koncentrace 125 µg/ml (p<0,05).  

 

 

 

Jak je zřejmé z výsledků v tabulce 6, přídavek jednotlivých koncentrací HEP+ 

proteinové frakce má odlišné účinky než přídavek HEP- frakce ve stejných koncentracích. 

Přidání HEP+ frakce ke spermiím před zamražením signifikantně ovlivnilo hodnoty všech 

měřených kinematických parametrů (p<0,05). Hodnoty parametru ALH byly nižší při přidání 

koncentrace 250 µg/ml v porovnání s ostatními skupinami, které se mezi sebou statisticky 

nelišily (p<0,05). Hodnoty parametru BCF byly nižší při přidání HEP+ proteinové frakce v 

koncentraci 250 µg/ml než při přidání koncentrace 500 µg/ml  (p<0,05). Parametr LIN shodně 

s parametrem WOB měly vyšší hodnoty u koncentrací 125 a 500 µg/ml v porovnání s kontrolní 

skupinou spolu se skupinou spermií s přidanou koncentrací 250 µg/ml (p<0,05). U parametru 

STR byly výsledky statisticky nižší u kontrolní skupiny v porovnání se vzorky s přidanou 

HEP+ frakcí, jednotlivé koncentrace se však mezi sebou nelišily (p<0,05). Hodnoty parametrů 

VAP, VCL a VSL byly nižší při přidání HEP+ proteinové frakce v koncentraci 250 µg/ml 

(p<0,05). U parametru VCL byly shodně lepší výsledky u kontrolní skupiny, koncentrace 125 

i 500 µg/ml. U parametrů VAP a VSL měla kontrolní skupina signifikantně vyšší hodnoty než 

koncentrace 250 µg/ml a současně koncentrace 125 µg/ml spolu s koncentrací 500 µg/ml měla 

statisticky vyšší hodnoty než kontrola (p<0,05).  
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 Jak je vidět v tabulce 7, přídavek HEP+ a HEP- proteinových frakcí semenné plazmy 

hřebců v koncentraci 125 µg/ml signifikantně ovlivnil (p<0,05) hodnoty parametrů LIN, STR, 

VAP, VSL a WOB, zatímco hodnoty parametrů ALH, BCF a VCL se mezi skupinami 

statisticky nelišily. Hodnoty parametrů LIN, STR, VAP a VSL shodně ukázaly, že přídavek 

HEP+ i HEP- frakcí v koncentraci 125 µg/ml signifikantně zvýšil naměřené hodnoty 

v porovnání s kontrolní skupinou (p<0,05). Naopak u parametru WOB byly hodnoty u 

kontrolních vzorků spolu s frakcí HEP+ v koncentraci 125 µg/ml nižší než u HEP- frakce v 

koncentraci 125 µg/ml (p<0,05).  

 

 

 

Přídavek proteinových frakcí semenné plazmy v koncentraci 250 μg/ml signifikantně 

ovlivnil všechny kinematické parametry rozmražených spermií (p<0,05), jak dokládá tabulka 

8. Hodnoty parametrů ALH a VCL byly vyšší u kontrolní skupiny v porovnání s přidáním 

HEP+ a HEP- proteinových frakcí v koncentraci 250 µg/ml (p<0,05). Parametr BCF měl vyšší 

hodnoty při přidání HEP- frakce v koncentraci 250 µg/ml v porovnání s přidáním HEP+ frakce 

v koncentraci 250 µg/ml (p<0,05). U parametrů LIN a WOB byly hodnoty signifikantně vyšší 

při přidání HEP- frakce oproti skupině spermií s přidáním HEP+ frakce spolu s kontrolní 

skupinou (p<0,05). U parametru STR byly nejnižší naměřené hodnoty u kontrolní skupiny, 

hodnoty HEP+ frakce byly signifikantně vyšší a současně hodnoty HEP- frakce byly významně 

vyšší v porovnání s kontrolou spolu se skupinou s přidáním HEP+ frakce (p<0,05). Hodnoty 

parametrů VAP a VSL byly signifikantně nižší u HEP+ frakce oproti hodnotám kontrolní 

skupiny spolu se skupinou s přidanou HEP- frakcí (p<0,05).  
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 Přidání HEP+ a HEP- proteinových frakcí k hřebčím spermiím před kryokonzervací 

v koncentraci 500 μg/ml signifikantně ovlivnilo všechny kinematické parametry kromě BCF a 

VCL (tabulka 9). Hodnoty parametru ALH byly vyšší u kontrolní skupiny spolu se skupinou 

s HEP+ frakcí v porovnání se skupinou s přídavkem HEP- frakce (p<0,05). Hodnoty parametru 

STR byly u kontrolní skupiny nižší oproti hodnotám, kterých dosáhly spermie s přidáním HEP+ 

a HEP- frakcí (p<0,05), výsledky obou frakcí se však mezi sebou nelišily. Hodnoty parametrů 

LIN, VAP, VSL a WOB byly shodně vyšší při přidání HEP+ frakce v koncentraci 500 μg/ml 

v porovnání s kontrolní skupinou a se skupinou s přidáním HEP- proteinové frakce (p<0,05). 

Při porovnání kontrolní skupiny a skupin s přídavkem HEP+ a HEP- proteinových frakcí 

v koncentraci 500 μg/ml měla jednoznačně vyšší hodnoty kinematických parametrů skupina s 

přídavkem HEP+ frakce v porovnání s hodnotami ostatních skupin spermií (p<0,05). 

 

Přídavek HEP+ a HEP- proteinových frakcí se významně lišil ve svém účinku na kinematické 

parametry spermií jednotlivých hřebců (p<0,05), jak je uvedeno v tabulce 10. Spermie jednoho 

(hřebec E) ze šesti hřebců využitých v experimentu na přidání proteinových frakcí nereagovaly 

signifikantní změnou kinematických parametrů (p<0,05). U tří (hřebci B, D a F) ze šesti hřebců 

byl vidět signifikantně rozdílný efekt po přídavku HEP+ a HEP- frakcí na rozmražené spermie 

u pěti a více kinematických parametrů (p<0,05). U spermií posledních dvou (hřebci A a C) ze 

šesti hřebců bylo signifikantní ovlivnění přídavkem HEP+ a HEP- frakcí prokázáno u jednoho 

a dvou parametrů (p<0,05). Při bližším pohledu na hodnoty kinematických parametrů spermií 

hřebců, u kterých měl přídavek proteinových frakcí signifikantní efekt na více parametrů, lze 

zjistit, že rozmražené spermie hřebce B dosahovaly vyšších hodnot při přidání HEP+ i HEP- 

frakcí oproti kontrolní skupině (p<0,05). Spermie hřebce D dosahovaly vyšších hodnot při 

přidání HEP- proteinové frakce spolu se spermiemi v kontrolní skupině v porovnání se 

skupinou s přidáním HEP+ frakce (p<0,05). Rozmražené spermie hřebce F dosahovaly vyšších 

hodnot po přidání HEP+ proteinové frakce, zatímco kontrolní skupina a skupina s přidanou 

HEP- frakcí měly nižší hodnoty měřených parametrů motility spermií (p<0,05). Rozmražené 

spermie hřebce C, které na přídavek proteinových frakcí reagovaly signifikantní změnou pouze 

v parametru VCL, měly lepší hodnoty u skupiny s přídavkem HEP- frakce v porovnání se 

skupinou s přidanou HEP+ frakcí, a hodnoty kontrolní skupiny se statisticky nelišily (p<0,05). 

Rozmražené spermie hřebce A, které na přídavek proteinových frakcí reagovaly změnou 

v parametrech LIN a WOB, dosahovaly vyšších hodnot v kontrolní skupině v porovnání se 

skupinou s přídavkem HEP- frakce, zatímco hodnoty skupiny s přídavkem HEP+ frakce se od 

ostatních skupin nelišily (p<0,05). 
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6 Diskuze 

 

Kryokonzervace spermatu je důležitý prostředek asistované reprodukce koní, avšak tento 

proces má na značnou část ejakulátu negativní vliv, včetně snížení motility spermií a narušení 

integrity jejich membrány (Pace & Sullivan 1975; Moffet et al. 2003; Vidament 2005). Proto 

se mnoho výzkumů zabývá možnostmi, jak docílit snížení negativních efektů kryokonzervace 

na spermie, ať už reformulací používaných protokolů nebo vytvořením nových přístupů 

(Medeiros et al. 2002). Byly provedeny studie zabývající se například efektem přídavku 

enzymů a antioxidantů ke spermiím před mražením (Baumber et al. 2005), případně efektem 

různých ředidel na kvalitu rozmražených spermií (Neuhauser et al. 2013). I přesto, že bylo již 

dříve prokázáno, že odstranění většiny semenné plazmy z hřebčího ejakulátu před jeho 

dlouhodobým uchováváním má pozitivní vliv na přežitelnost spermií a zvyšuje jejich motilitu 

(Varner at al. 1987), nejnovější studie se zabývají vlivem přídavku malého množství semenné 

plazmy (Alghamdi et al. 2002), nebo efektem přidání lyofilizovaných proteinů semenné plazmy 

(Usuga et al. 2017).  

 

 Tato práce se zabývala efektem přídavku heparin-vázající (HEP+) a heparin-nevázající 

(HEP-) proteinové frakce SP ke spermiím hřebců před kryokonzervací. Výsledky prokazují, že 

přidání HEP+ i HEP- frakce SP nemělo žádný statisticky významný vliv na procento celkové 

ani progresivní motility rozmražených spermií všech hřebců v našem experimentu v žádné 

z použitých koncentrací (p<0,05). Při pohledu na kinematické parametry motility spermií 

hodnocené systémem CASA však signifikantní rozdíly zaznamenány byly (p<0,05). 

  

Při porovnání efektu přidání HEP+ a HEP- proteinové frakce bylo zjištěno, že přídavek 

frakce HEP+ zvýšil hodnoty parametrů LIN a STR oproti kontrolní skupině. Přidání HEP- 

frakce zvýšilo hodnoty parametrů LIN, STR a WOB nejen vůči kontrolní skupině, ale i oproti 

frakci HEP+ (p<0,05). V obecném porovnání obou frakcí tedy měla lepší výsledky v hodnotách 

pozorovaných kinematických parametrů frakce HEP-, shodně jako ve studii Centurión et al. 

(2003) provedené na kančím nativním ejakulátu.  

 

 Proteinová frakce HEP+ v nejnižší a také nejvyšší koncentraci výrazně zvýšila (p<0,05) 

hodnoty kinematických parametrů v porovnání s kontrolní skupinou. Naopak HEP+ frakce 

v koncentraci 250 µg/ml zapříčinila pokles hodnot sedmi z osmi kinematických parametrů 

(p<0,05). Naopak koncentrace 125 µg/ml a 500 µg/ml zapříčinily vyšší hodnoty parametrů LIN, 

STR a VAP, což znamená, že spermie při těchto dvou koncentracích byly rychlejší a směr jejich 

pohybu byl přímější než u kontrolní skupiny a skupiny s přidanou koncentrací 250 µg/ml. Ve 

studii Harshan et al. (2006) byly v experimentu použity jiné koncentrace a zkoumal se ejakulát 

jiného živočišného druhu, nicméně podle jejich výsledků měl buvolí ejakulát s přídavkem nižší 

koncentrace HEP+ frakce (40 µg/ml) vyšší motilitu než kontrolní skupina, zatímco vyšší 

koncentrace (80 µg/ml) se od kontrolní skupiny nelišila. Pravděpodobný důvod, proč nejvyšší 

a nejnižší koncentrace HEP+ frakce měly lepší výsledky než přídavek střední koncentrace je 
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fakt, že HEP+ frakce je tvořena mnoha proteiny různých funkcí, které jsou zastoupeny v různém 

množství, tudíž přidání rozdílných koncentrací může mít velmi odlišné účinky (Jobim et al. 

2004).  

 

Nejlepší hodnoty s přídavkem frakce HEP- měly spermie, ke kterým byla přidána 

koncentrace 125 µg/ml, a konkrétně se zvýšení hodnot týkalo parametrů LIN, STR, VAP, VSL 

a WOB (p<0,05). Dráha rozmražených spermií tedy opět byla přímější a rychlost vyšší. 

Pozitivní účinky přídavku HEP- frakce SP na motilitu rozmražených spermií zaznamenala i 

studie Kumar et al. (2008) provedená na ejakulátu býků. Podle jejich výsledků byla naměřená 

motilita vzorků s přídavkem HEP+ frakce (vzorky pouze HEP+ a vzorky s přídavkem obou 

frakcí současně) nižší (p<0,05) než u vzorků kontrolních i s přídavkem pouze HEP- frakce. 

Nejvyšší motilita byla v této studii naměřena u vzorků s nejvyšší koncentrací HEP- frakce. U 

vzorků s HEP+ frakcí byla naměřena nižší progresivní motilita než u vzorků s přídavkem obou 

frakcí, z čehož autoři vyvodili závěr, že právě přídavek frakce HEP- snížil poškození 

rozmražených spermií. Podobné výsledky publikovaly i studie Harshan et al. (2006) a Singh et 

al. (2007) při mražení ejakulátů buvolů. Kumar et al. (2008) své výsledky vysvětluje faktem, 

že BSP heparin-vázající proteiny SP býků iniciují efflux cholesterolu a fosfolipidů 

z plazmatické membrány spermií. Právě cholesterol je jedním z faktorů, který udržuje stabilitu 

membrány (Yeagle 1985) a zvyšuje odolnost spermií vůči poškození stresovými faktory, 

kterým jsou vystaveny během procesu mražení a rozmražení. Podle jejich vysvětlení proteiny 

HEP- frakce mohou snížit množství heparin-vázajících proteinů, které se navážou na membránu 

spermií, čímž mohou snížit efflux cholesterolu z membrány spermií, a tedy zvýšit její stabilitu 

a odolnost vůči stresovým faktorům. 

 

 Při porovnání jednotlivých koncentrací HEP+ a HEP- frakcí mezi sebou bylo zjištěno, 

že při přidání nízkých koncentrací obou frakcí (125 µg/ml) mají spermie vyšší hodnoty 

kinematických parametrů než kontrolní skupina, konkrétně v parametrech LIN, STR, VAP a 

VSL. V nižších koncentracích tedy jak HEP+ tak HEP- frakce mají pozitivní vliv na 

kinematické parametry motility rozmražených spermií hřebců. Při navýšení množství proteinů 

však jsou již rozdíly mezi frakcemi zřetelné. V koncentraci 250 µg/ml byly hodnoty 

kinematických parametrů s přídavkem HEP+ frakce významně nižší než hodnoty HEP- frakce 

ve stejné koncentraci (p<0,05). Při přidání nejvyšší koncentrace proteinů 500 µg/ml naopak 

frakce HEP+ byly hodnoty kinematických parametrů významně vyšší než hodnoty HEP- frakce 

ve stejné koncentraci (p<0,05). Stejně jako jiné studie jsme tedy potvrdili, že vliv proteinů 

semenné plazmy je závislý na použité koncentraci. Studie Jasko et al. (1991) a Pruitt et al. 

(1993) prokázaly, že při krátkodobém uchovávání chlazeného ejakulátu hřebců měly vysoké 

koncentrace (50 – 60 %) SP škodlivé účinky na motilitu spermií. Nižší koncentrace (20 %) již 

poškozující efekt na motilitu po 24 – 48 hodinách chlazení neměla (Jasko et al. 1992; Rigby et 

al. 2001), ale další studie zjistily, že při koncentraci SP ≤ 10 % byla motilita po 48 h lepší než 

při přídavku 20 % SP (Palmer 1984, Pruitt et al. 1993). Nicméně podle výsledků studie Todd 

et al. (2001) je optimální koncentrace SP v chlazeném ejakulátu ještě nižší, 1,25 nebo 2,5 %. 

Při těchto hodnotách koncentrace SP byly naměřeny vyšší hodnoty progresivní motility než u 

vzorků s 10 % SP. I studie Kumar et al. (2008) prokázala, že vliv přidané koncentrace proteinů 

SP je značný. Podle jeho výsledků byla progresivní motilita býčích spermií v pozitivní korelaci 
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s koncentrací přidané HEP- frakce. Ve studii Moore et al. (2005), ve které se autoři zabývali 

efektem doby inkubace spermií v SP před kryokonzervací, bylo také prokázáno, že koncentrace 

SP je důležitá. Při inkubaci spermií po dobu 2 hodin před zamražením s přídavkem 5 % SP bylo 

procento motilních spermií po rozmražení vyšší než při použití koncentrace 20 %, nicméně 

dobou inkubace (2  - 6 hodin) přežitelnost rozmražených spermií ovlivněna nebyla. 

 

Účinek semenné plazmy na přežití mražených spermií je stále diskutován; studie Jasko 

et al. (1992); Maxwell et al. (1996); Moore et al. (2005) potvrdily pozitivní účinek, zatímco 

studie Love et al. (2005) a Akcay et al. (2006) zaznamenaly spíše negativní účinek. Jedním 

z důvodů rozporuplných výsledků studií zaměřených na vliv přídavku proteinových frakcí 

k hřebčím spermiím mohou být podle Šichtař et al. (2019) rozdílné metody zpracování 

použitého semene (všechny spermie nebo použití selekce nejlepších spermií), zpracování SP 

(heterogenní nebo homogenní), koncentrace SP (5%, 20%, nebo více) a čas, kdy je SP přidána 

(před mražením nebo po rozmražení).  

 

Dalším důvodem rozdílných výsledků jednotlivých studií je i individualita hřebců, což 

jsme prokázali i v našem experimentu. Práce Aurich et al. (1996) už se zaměřuje přímo na 

rozdíly mrazitelnosti ejakulátu hřebců a uvádí, že se motilita spermií špatně mrazitelných 

hřebců po rozmražení zlepšila, když byla ke spermiím před mražením přidána SP od dobře 

mrazitelných hřebců. Naopak když ke spermiím dobře mrazitelných hřebců byla přidána SP 

špatně mrazitelných hřebců (motilita spermií po rozmražení byla ≤ 20 %), tak byla progresivní 

motilita spermií po rozmražení značně snížena, přestože viabilita spermií ovlivněna nebyla. I 

v našem experimentu si lze všimnout, jak individualita hřebců ovlivňuje výsledky motility 

spermií po rozmražení. Konkrétně hřebec E (viz tabulka 10) měl hodnoty kinematických 

parametrů motility spermií bez významného rozdílu mezi kontrolní skupinou a HEP+ a HEP- 

skupinami, spermie hřebce C reagovaly na přídavek proteinových frakcí v jednom parametru a 

naopak u hřebce F bylo možné zaznamenat rozdíly u 7 z 8 kinematických parametrů. 

Individualitu hřebců v mrazitelnosti jejich ejakulátů potvrdila i studie Jobim et al. (2011). Podle 

jejich výsledků se významně lišilo relativní množství několika proteinů semenné plazmy hřebců 

s dobře mrazitelným semenem (good freezers = GF) a se špatně mrazitelným semenem (bad 

freezers = BF). Konkrétně se jednalo o proteiny CRISP-3, HSP-1 a HSP-2. Protein CRISP-3 

byl elektrofozérou v polyakrylovém gelu identifikován ve dvou různých molekulárních 

hmotnostech, přičemž ejakuláty GF obsahovaly větší relativní množství tohoto proteinu ve větší 

molekulární hmotnosti (80 to 85 kDa), zatímco ejakuláty BF obsahovaly větší relativní 

množství proteinu CRISP-3 s menší molekulární hmotností (25 kDa). Protein HSP-1 byl 

nalezen ve větším relativním množství u BF hřebců v porovnání s relativním množstvím 

v ejakulátech GF. Naopak protein HSP-2 se ve větším relativním množství vyskytoval 

v ejakulátech GF v porovnání se skupinou BF. Tyto výsledky potvrdila studie Jobim et al. 

(2004) v podobném experimentu s proteiny SP býků. Bylo zjištěno, že protein HSP-2 je 

analogem proteinů BSP-1/2 obsažených v býčí SP a že stejně jako u proteinu HSP-2 bylo vyšší 

relativní množství proteinů BSP-1/2 identifikováno v ejakulátech GF býků v porovnání se 

skupinou BF. 
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7 Závěr 

Hypotéza, že přidáním HEP+ proteinové frakce semenné plazmy k hřebčím spermiím před 

kryokonzervací lze zvýšit jejich motilitu po rozmražení, byla potvrzena. 

 

 Přídavek HEP+ a HEP- frakcí neměl vliv na procento celkové ani progresivní motility 

rozmražených spermií 

 

 Přídavek HEP+ a HEP- frakcí před mražením ovlivnil kinematické parametry spermií 

po rozmražení 

 

 Při přidání HEP+ frakce byly naměřeny vyšší hodnoty kinematických parametrů 

motility spermií při použití koncentrací 125 a 500 µg/ml v porovnání s hodnotami 

kontrolních vzorků 

 

 Při přídání HEP- frakce byly naměřeny vyšší hodnoty kinematických parametrů v 

koncentraci 125 µg/ml v porovnání s hodnotami kontrolních vzorků 

 

 Byl prokázán signifikantní vliv individuality hřebců na efekt přídavku proteinových 

frakcí k ejakulátu před kryokonzervací 
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