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Kapacitace hreb¢ich spermii

Souhrn

Spermie jsou sam¢i pohlavni buniky, které se tvoii v semenotvornych kanalcich varlat.
Spermie béhem svého zZivota prochazeji nékolika zndmymi i neznamymi maturaénimi zménami
v d&jich zvanych kapacitace a akrozomalni reakce v prostiedi sami¢iho reprodukéniho traktu.
Schopnost oplodnéni vyzaduje dvé faze zrani spermii. Prvni se vyskytuje v nadvarleti, kde
dochazi k fyziologickym zméndm v obsahu lipid a proteinii v membran¢ spermii. Po zrani
v nadvarleti vyzaduje spermie dal$i povrchové upravy, ke kterym dochézi uvniti samiciho
pohlavniho traktu, konkrétné ve vejcovodu.

Po ejakulaci béhem priichodu sami¢im pohlavnim traktem dochézi ke zracimu procesu
zvanému kapacitace. Kapacitace spermii je uspofadanad sekvence procest, které predstavuji
dynamické déje nezbytné pro oplodnéni oocyti in vivo nebo in vitro. Béhem kapacitace dochazi
k biochemickym i fyziologickym zménam, které souvisi s hyperaktivaci pohybu spermie
umoznujici spermiim vazat se a pronikat do zona pellucida a nasledné fuzovat s oocytem. Tyto
zmeény spolu s naslednou akrozomovou reakci jsou nezbytné pro proniknuti do zona pellucida,
a také pro spojeni se s plazmatickou membranou oocyta.

In vivo kapacitace nastiva v sami¢im reprodukénim traktu, coz je prostiedi, které
vhodné reguluje interakce mezi gametami a podporuje oplodnéni. Po uloZeni ejakulatu do
d€lohy je zivotaschopna populace spermii transportovdna do mista oplodnéni ve vejcovodu.
V case ovulace se spermie navazané na epitel vejcovoda aktivuji a nasledné uvolni z epitelu
vejcovodu, aby se setkaly se zralym oocytem.

In vitro kapacitaci 1ze napodobit pomoci inkubace spermii v nadobé v definovanych
médiich za spravnych podminek. Spermie hiebci se sice dokazou in vitro vazat na zona
pellucida, bohuZel ale nedokaZou iniciovat né€kterou reakci v blizkosti oocytu a nemohou tedy
pronikat do perivitelinniho prostoru. Selhdni penetrace spermii nejspise souvisi s nepiitomnosti
optimalizovaného média pro oplodnéni in vitro obsahujici molekuly nezbytné pro podporu
kapacitace spermii hiebcti. Neuspokojivé vysledky in vitro fertilizace u koni jsou s nejvetsi
pravdépodobnosti zplisobeny nedostate¢nou kapacitaci spermii v duasledku chybéjiciho
optimalniho kapacitaéniho média pro hiebce.

Kli¢ova slova: kapacitace, akrozomalni reakce, spermie, ejakulat, hfebec



Capacitation of stallion spermatozoa

Summary

Sperm are male sex cells that form in the seminiferous tubules of the testes. Sperm
undergo several known and unknown maturational changes during their lifetime in processes
called capacitation and acrosomal reactions in the environment of the female reproductive tract.
The ability to fertilize requires two stages of sperm maturation. The first occurs in the
epididymis, where physiological changes in the lipid and protein content of sperm occur. After
maturation in the epididymis, sperm require further surface modifications that occur within the
female reproductive tract, specifically in the fallopian tube.

After ejaculation, during passage through the female genital tract, a maturation process
called capacitation occurs. Sperm capacitation is an ordered sequence of processes that
represent the dynamic events necessary for fertilization of oocytes in vivo or in vitro. During
capacitation, biochemical and physiological changes occur that are related to the
hyperactivation of sperm movement allowing sperm to bind and penetrate the zona pellucida
and subsequently fuse with the oocyte. These changes, together with the subsequent acrosome
reaction, are necessary for penetration of the zona pellucida and also for fusion with the oocyte
plasma membrane.

In vivo capacitation provides the female reproductive tract, an environment that
appropriately regulates gamete interactions and promotes fertilization. Once the ejaculate is
placed in the uterus, a viable sperm population is transported to the site of fertilization in the
fallopian tube. At the time of ovulation, sperm attached to the fallopian tube epithelium are
activated and subsequently released from the fallopian tube epithelium to meet the mature
oocyte.

In vitro capacitation can be mimicked by incubating sperm in a container in defined
media under the correct conditions. Although stallion spermatozoa can bind to the zona
pellucida in vitro, unfortunately they cannot initiate some reactions in the vicinity of the oocyte
and thus cannot penetrate the perivitelline space. The failure of sperm penetration is probably
related to the absence of an optimized medium for in vitro fertilization containing molecules
necessary to promote sperm capacitation in stallions. Failure of equine in vitro fertilization is
most likely due to the inability to bind to the zona pellucida due to lack of capacitation.

Keywords: capacitation, acrosome reaction, sperm, ejaculate, stallion
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1 Uvod

Kapacitace je velice dilezity proces zrani, ktery spermie podstupuji po ejakulaci béhem
jejich prichodu sami¢im pohlavnim traktem. Tyto biochemické zmény umoziuji spermiim
vazat se a pronikat do zona pellucida a nasledné fizovat s oocytem. Plazmatickd membrana
spermie fuzuje s vn&jsi akrozomalni membranou, coz ma za nasledek exocytickou udalost
zndmou jako akrozomova reakce, kterd zahrnuje uvolnéni lytickych enzymt, které lokalné
rozpoustéji zona pellucida (Leemans et al. 2019). Kapacitace také zahrnuje zmény
v pohyblivosti spermii, znamé jako hyperaktivace, kdy spermie zméni charakter svého pohybu.
Spermie se pohybuji rychleji do kruhu, cozZ poméha spermiim odpoutat se z oviduktalniho
rezervoaru a proniknout tak do zona pellucida (Yanagimachi 1994). Kapacitace vede k
akrozomalnim zménam potiebnym pro penetraci spermii do vajic¢ka, a zaroven brani piedasné
aktivaci akrozomu, dokud spermie nedosdhnou mista oplodnéni a nedostanou se do kontaktu
s vajickem (Mckinnon 2011).

Ke kapacitaci mtze dojit in vivo, béhem prichodu sami¢im pohlavnim traktem nebo in
vitro, béhem inkubace spermii za spravnych podminek (Cheng 1998). U koni je proces
kapacitace oproti jinym druhdm popsan velmi ziidka. Konvenéni in vitro fertilizace neni pii
praci s komiskymi gametami velice u¢inné. Na celém svété se narodila pouze 2 hiibata
pochazejici z in vitro oplozeni, obé& pied vice nez 25 lety. Uspéch téchto dvou piipadi byl
ptipoc¢ten ko-inkubaci in vitro oocyti s hieb¢imi spermiemi oSetfenymi iontoforem vapenatym.
Dodnes probiha spolecnd inkubace zralych oocytll s kapacitovanymi spermiemi, coZ je
standartni metoda pro produkujici embrya in vitro u nékolika jinych druht (Leemans et al.
2016). U koni ale stale konvenéni in vitro fertilizace nefunguje, a proto nejdou zavést napiiklad
nékteré biotechnologické metody reprodukce jako je in vitro fertilizace. O procesu kapacitace
se vi mnohem vice u jinych druhli naptiklad u kance nebo byka. Tyto poznatky
o jinych druzich ndm mohou pomoci i v reprodukci u koni.



2 Cil prace

Cilem prace bylo sestavit literarni reSersi na téma kapacitace spermii hiebcti.



3 Literarni reSerse
3.1 Anatomie reproduk¢ni soustavy hirebeii

Funk¢ni anatomie reprodukéni soustavy hiebeil se sklada z primarnich, sekundarnich,
a navic z ptidatnych pohlavnich organti. Mezi primarni organy patii dvé varlata, kterd maji
exokrinni a endokrinni funkci a Sourek, ktery je zodpovédny za ochranu varlat a ma
termoregulacni funkci. Sekunddrnimi organy jsou nadvarlata, odvodné zily, mocova trubice
a penis. Pokud jde o pfidatné pohlavni organy, jedna se o semenné vacky, bulbouretralni zlazy,
prostatu a ampule chamovodu (Abdel-baky et al. 2020).

3.1.1 Primarni pohlavni organy

Primarnimi organy jsou varlata, ktera jsou zodpovédnd za produkci spermii (tento
proces se nazyva spermatogeneze) a samciho pohlavniho hormonu testosteronu. Ten podporuje
vyvoj ptidatnych pohlavnich zldz, vede k vytvafeni sekundarnich sexudlnich znaki
a podminuje chovani samct jako je pafeni, ale také ma vliv na télesny rist (Abdel-baky et al.
2020). Testosteron, produkovany Leydigovymi bunkami, pfechdzi navazanim na protein
vazajici androgen do sousednich Sertoliho bun¢k, kde ptisobi. Sertoliho buiiky jsou fizeny jak
folikostimulaénim hormonem FSH, tak i testosteronem. Je znamo, Zze FSH spousti proces
spermatogeneze, rozviji spermatogonie na sekunddrni spermatocyty. Testosteron poté
dokoncuje jejich vyvoj ze sekundarnich spermatocytl na spermie pfipravené k priichodu do
nadvarlete ke zrani (Morel et al. 2008).

Kazdé varle je zavéSeno v Sourku semennym provazcem v tfiselné oblasti, ktery se tdhne
od bficha k jeho Uiponu na varle. Varle hiebce je ve svislé poloze obvykle vejCitého tvaru, jeho
velikost je dilezitd p¥i hodnoceni plemenného hiebce. Cim vétsi varlata jsou, tim jsou
vykonngjsi pro velkou produkci a skladovani spermii (Abdel-baky et al. 2020). Varlata mohou
vazit 300-350 g na par. Jejich velikost roste alometricky s obecnym télesnym riistem az do
dosazeni konecné télesné velikosti, ptiblizné do 5 let véku (Morel et al. 2008).

Sourek je mirné previsly vak vysunuté kiize zavéieny mezi stehny, ve kterém jsou
uloZena varlata. Teplota varlat v Sourku ¢ini 33 °C. Funkci Sourku je zajiSténi niz$i nez télesné
teploty pro spravny vyvoj spermii. Je rozdélen do dvou Sourkovych komor, zvenku rozdeleny
Sourkovymi koznimi §vy a zevniti vazivovou prepazkou (Abdel-baky et al. 2020). Sourek se
sklada z né€kolika vrstev. Vrchni vrstva kiize obsahuje n€kolik rozptylenych chloupkt, pod ni
se nachazi jemna elastickd tkan, kterd reaguje na zmény vnéjsi teploty. Vnitini vrstva je tenka
obsahujici velké mnozstvi mazovych a potnich zlaz, které pomahaji varlatim s termoregulaci
(Abdel-baky et al. 2020).

3.1.2 Sekundarni pohlavni organy

Nadvarle se sklada z hlavy, téla a ocasu. Funguje jako skladovaci prostor a misto
kone¢ného dozravani spermii pred ejakulaci (Abdel-baky et al. 2020).

Hlava nadvarlete je rozsifend a pevné piipojend k hlavovému konci varlete. Sklada se
z 15-20 lalacka, které se skladaji z klicek odvodnych kanalki varlete. T¢lo nadvarlete se
pfipojuje na hlavu a ma tvar protdhlého tzkého oblouku, volné pfipojeného k varleti. Pred



koncem ocasu varlete se t€lo nadvarlete rozsifuje a prechazi v ocas nadvarlete. Ocas nadvarlete
ma zaobleny kuzelovity tvar a o 2-3 cm ptesahuje ocasni konec varlete (Marvan et al. 2017).
Ocas nadvarlete je rezervoarem zralych spermii, kde jsou drzeny v metabolickém klidovém
stavu, aby se zabranilo pfedcasné aktivaci. U hifebce méa odhadovanou kapacitu pro uloZeni
dostate¢ného mnozstvi spermii pro 10 ejakulati (Sostaric et al. 2008). Zivotaschopnost spermii
v ocasu nadvarlete se po 24 hodinach pti 22 °C prudce snizuje, ale dobré vysledky viability
byly hlaSeny pro spermie nadvarlete hiebct po dobu az 96 hodin, pokud jsou varlata udrzovany
pii teploté 4 °C (James et al. 2002).

Penis hiebce se sklada ze tii Casti. Z kotene, ktery spojuje penis s panvi dvéma silnymi
vazy a parem svall. Z t€la, které je hlavni ¢asti a z zaludu, coz je citlivy volny konec penisu
(Abdel-baky et al. 2020). V klidové poloze je penis zatazeny, a tudiz chranény v piredkozce. V
této poloze jej drzi svaly, véetné¢ zatahovaciho svalu. Penis hiebce je svymi dvéma koteny
ptipevnén ke spodni ¢asti panevni kosti ischiocarvendznimi svaly. Zde ve svém pocatku je penis
také drzen v poloze zavésnym vazem piipevnénym k panvi. Topofivé téleso je nejveétsi Cast
penisu. Je obsaZeno v obalu varlete, fibro-elastickém pouzdru, ktery udrzuje integritu penisu,
ale stale umoziuje zdvojnasobeni velikosti pozorované pii erekci. Podél spodni Casti penisu je
sval zatahovac, jehoz kontrakce vraci penis do ptredkozky (Morel et al. 2008). Délka penisu u
hiebce je 50-60 cm. Pfi plné erekci se penis mize az zdvojnéasobit na 80-90 cm na délku a 10
cm na $itku. Pii ejakulaci se velikost zaludu ztrojnasobi, ¢imz dojde k otevieni délozniho ¢ipku,
aby se umoznilo ukladani spermii pifimo do dé€lohy, muze také hrat roli v prevenci po¢ate¢niho
uniku spermatu z klisny (Abdel-baky et al. 2020).

3.1.3 Pridatné pohlavni organy

Samci vétSiny druht maji fadu piidatnych Zlaz, pficemz relativni velikost zlaz odrazi
relativni diileZitost jejich sekretli v semenné plazmé. Semenna plazma je hlavni tekuta frakce
spermatu. Semennd plazma je dilezitou soucasti pro dopravu spermatu ke klisn¢ a zajistuje
konec¢né zrani. Hlavni funkci této plazmy je poskytovani energie, ochrana pfed zménami
osmotického tlaku, pH a pted oxidaci (Morel et al. 2008).

Vedlejsi pohlavni Zlazy, parové semenné vacky nebo také vezikularni zlazy, jsou
lalo¢naté zl4zy umisténé na obou stranach mocového mechyfte a jsou asi 16-20 cm dlouhé. Jsou
lalo¢naté a svym vnéj$im vzhledem pfipominaji velké vlasské ofechy. Vylucuji veliké mnozstvi
semenné plazmy s vysokou koncentraci drasliku, kyseliny citronové a gelu. Jejich funkce,
a tedy 1 objem sekrece, zavisi na koncentraci cirkulujiciho testosteronu (Morel et al. 2008).

Prostata se skldda ze dvou pyramidélnich lalok. U dosp€lého hiebce je kazdy lalok
témet 4 az 6 cm Siroky a 2 az 4 cm tlusty. Prostata je lalocnata zlaza umisténa na kranidlnim
konci mocové trubice, obepinajici ji ze vSech stran. Sekrece prostaty u hiebce jsou zéasadité
a maji vysoky obsah bilkovin, kyseliny citronové a zinku. Tato tekutina pomaha pii Cisténi
mocové trubice pro priachod spermii béhem ejakulace (Little & Woods 1987).

Bulbouretralni zlazy nebo Cowpersovy Zlazy jsou dvé vej¢ité zlazy umistény nejblize
ke kotfenu penisu. Jsou témeét 3 az 4 cm dlouhé a 2 az 3 cm Siroké lezici na obou stranach
mocové trubice v blizkosti ischidlniho oblouku. Tyto zlazy produkuji pre-ejakulacni ¢iré, fidké
a vodnaté tekutiny, které obsahuji pufry, Ziviny a stabilizatory pro spermie. Jejich sekrece mtize
také pusobit jako lubrikant usnadnujici priachod spermii (Little & Woods 1987).
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Ampulové zlazy jsou parové vybézky chamovodu v misté, kde se setkavaji s mocovou
trubici. Tyto zlazy vyznamné pfispivaji jak k pre-spermatickym frakcim, tak k frakcim bohatym
na spermie. Jejich sekrety maji vysoky obsah ergothioninu a antioxida¢niho cinidla, které
pusobi na vy¢isténi produktii metabolismu spermii (Morel et al. 2008).

3.2 Spermie

3.2.1 Stavba spermii

Spermie jsou samci pohlavni buiiky, které se tvoii v semenotvornych kanalcich varlat.
Tyto tubuly obsahuji komplexni fadu vyvijejicich se zarode¢nych bungk, které nakonec tvori
sam¢i gamety. Plné zformovana spermie je podlouhla bunka, kterd se skladad z hlavicky,
obsahujici jadro a z bi¢iku obsahujici aparat nezbytny pro motilitu bun¢k. Celd spermie je
pokryta plazmatickou membranou. Krcek spojuje hlavicku spermie s jejim bicikem, ktery je
rozdeélen na stiedni, hlavni a koncovou ¢ast (Mckinnon 2011).

Spermie jsou velmi zvlastni buniky, protoZe béhem svého Zivota prochéazeji nékolika
dalezitymi kroky zrani, které jsou vysledkem jejich interakce s rtiznymi prostiedimi, kterymi
migruji a riznymi funkcemi, které plni. V nadvarleti ziskavaji spermie motilitu a fertilitu
pusobenim sekreti epitelidlnich bunék a slozek lumindlnich tekutin. Pfi ejakulaci se stavaji
pohyblivymi a jsou ovliviiovany slozkami semenné plazmy, i kdyz jesté nejsou schopné
oplodnit oocyt (de Lamirande et al. 1997).

Hlavicka spermie je prevazné tvorena jadernym materidlem, ktery obsahuje haploidni
pocet chromozoml (Morel et al. 2008). Jadro obsahuje geneticky material ve formé vysoce
kondenzované DNA (Brito 2007). Je pokryto redukovanym jadernym obalem, ze kterého byly
béhem spermiogeneze odstranény komplexy jadernych porii (Sutovsky & Manandhar 2006).

Hlavi¢ka spermie ma dvojitou membranu (vnéj$i bunéfnou membranu a vnitini
jadernou membranu s vyjimkou oblasti akrozomu v horni ¢asti hlavy, kde je dalsi akrozomova
membrana). Dilezitost akrozomalni membrany se ukéze, kdyz se uvazuje o oplodnéni. Je
zodpovédna za rozpad bunééné membrany a jaderné membrany spermii pii oplodnéni, coz
umoziuje fuzi samc¢iho a samic¢iho jadra (Morel et al. 2008). Hlavicka spermie hiebce je ovalné
elipticky tvar s pon¢kud siln€jsim koncem (Brito 2007).

Kréek spermie je kratky spojovaci segment mezi hlavou a ocasem. Kréek obsahuje
spojovaci kus proximalnich centriol a n€kolik malych mitochondrii. Spojovaci kus obsahuje
segmentované sloupce, které jsou tvotreny z vlaknitého proteinu a kazdy sloupec je v krckové
oblasti srostly se za¢atkem jednoho z deviti vldken (Brito 2007).

Bicik hiebci spermie je 50-70 pm dlouhy a piedstavuje pohyboveé ustroji spermie. Bicik
je spojen s hlavickou centriolovou ¢asti. Bicik je tvofen spojovacim oddilem, hlavnim oddilem
a koncovym oddilem (Mckinnon 2011).

Akrozom je dvousténnd struktura umisténa mezi plazmatickou membranou a predni
¢asti hlavicky spermie (Mckinnon 2011). Akrozom pokryva piedni ¢ast hlavicky spermie
a obsahuje hydrolytické enzymy, které se uvoliuji, aby spermie pronikly do oocytu. Kromé
toho se pfedpokladd, Zze protedzy a hydroldzy obsazené v akrozomu hraji roli v penetraci
komplexu oocytarniho kumulu kromé zona pellucida (Orsolini et al. 2021).
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Plazmatickd membréna spermie hraje kritickou roli v regulaci interakce spermie
s vajickem. Béhem spermatogeneze je plazmatickd membréana spermie a mnohé z jejich dalSich
struktur ptizplisobena jeji roli béhem transportu sami¢im pohlavnim traktem a interakci
s oocytem. Plazmatickd membrana spermie vstupujici do nadvarlete vsak jesté neni zcela zrala
a b¢hem prichodu pfes nadvarle se plazmatickda membrana vyznamné meéni uvolnénim,
modifikaci a absorbci proteint a lipidi (Gadella et al. 2001). Ve skuteCnosti je plazmaticka
membrana mistem nejvyraznéjSich zmén béhem zrani v nadvarleti. Je dobfe znamo, Ze
plazmatickd membrana spermii mé& schopnost absorbovat rtizné latky ze svého prostiedi.
Nékteré z nich pochazeji ze semenotvorného tubulu, nadvarlete a chdmovodu (Yanagimachi
1981).

Vnéjsi plazmatickd membrana muaze byt rozdélena na akrozomalni, postakrozomalni,
oblast krcku, stfedni ¢ast a hlavni ¢ast. Kazda oblast membrany miize byt charakterizovana
fosfolipidovou dvojvrstvou heterogenné exprimovanych lipid, proteind, sacharid
a cholesterolu, které se primarné vytvaii béhem spermatogeneze. Povrch buiiky je navic pokryt
glykokalyxem, siti glykoproteinii a glykolipidd, které jsou ptipojené k matrici oligosacharidli
a polygosacharidi, o kterych je znamo, zZe napomahaji spravné funkci spermii, a také poméhaji
pfi preziti v prichodu samié¢im reprodukénim traktem (Orsolini et al. 2021).

Existuji znacné rozdily ve slozeni lipidii plazmatické membrany spermii u riznych
druhii savct. Také ale existuje obecné podobnost. Napiiklad plazmatickd membrana kancich
spermii obsahuje ptiblizné 67 % fosfolipidl, 25 % neutrdlnich lipidii a 8 % glykolipidi (Vos et
al. 1994). Spermie hiebce se ale lisi pfedev§im relativné vysokym obsahem cholesterolu.
Membréana spermii hiebce obsahuje pfiblizné 57 % fosfolipidd, 37 % cholesterolu a 6 %
glykolipidii (Gadella et al. 2001). Hieb¢i a dalsi sav¢i spermie sdileji tu vlastnost, Ze
fosfoethanolaminglyceridy a fosfocholinglyceridy obsahuji téméf vyhradné 22:5 nebo 22:6
mastnych kyselin, coZ je pro spermie zcela unikatni (Vos et al. 1994).
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Obr. 1. Schematické znazornéni spermii hiebce. Panel A: fez spermii. Panel B: subdomény
plazmatické membrany hlavicky spermie (povrchovy pohled). Panel C: Akrozomova reakce.
PIné c¢ary predstavuji membranové dvojvrstvy: (1) plazmatickd membrana; (2) vnéjsi
akrozomalni membrana; (3) akrozomova tekutina; (4) vnitfni akrozomalni membrana; (5)
jaderny obal; (6) jadro; (7) jaderny kruh; (8) mitochondrie; (9) proximdlni ¢ast biciku (stfedni
¢ast); (10) prstencovy prstenec; (11) distalni ¢ast biciku (hlavni a koncové c¢asti); (12) vlaknité
pouzdro; (13) apikalni subdoména; (14) pre-ekvatorialni subdoména; (15) ekvatorialni
subdoména; (16) post-ekvatoridlni subdoména; (17) smiSené vezikuly vzniklé béhem
akrozomové reakce fuzi plazmatické membrany s vnéj$i akrozomalni membréanou.

Gadella et al. 2001/Animal Reproduction Science 68:249-265

3.2.2 Spermatogeneze

Spermatogeneze je piisné kontrolovany molekularni a bunécny proces, ktery spociva v
mnoZeni a proliferaci spermatogonnich kmenovych buné¢k, rekombinaci genetického materialu
béhem meiotického déleni spermatocytil a diferenciaci a zrani spermatid na testikularni spermie
(Lipold et al. 2011).

V procesu spermatogeneze se bunky replikuji a dozravaji z diploidnich zarode¢nych
buné¢k nazyvanych spermatogonie na haploidni, zralé spermie. Kazdy den se produkuji miliardy
spermii (16 milioni spermii na gram tkané varlat hiebce za den) v dlouhych svinutych
kanalcich, zvanych semenotvorné tubuly, které obsahuji spermatogenni epitel a Sertoliho
buniky (Card 2005). Semenné tubuly tvoii vice nez 70 % objemu koniskych varlat (Johnson et
al. 1997). Spermie zacinaji jako nedostate¢né vyvinuté zarodeéné buiky nebo spermatogonie
ptipojené ke stén¢ semenotvornych kanalkt, a pak se procesem spermatogeneze progresivne
vyvinou ve zralé spermie (Morel et al. 2008).

Prifezy semenotvornych kandlkd odhaluji pfilehlé bunky, které produkuji spermie
cyklickym zpiisobem opakujici se pfiblizné kazdych 12 dni u hiebce, coz zplsobuje stalou
produkci spermii. Semenotvorny tubul je rozdé€len na bazalni a adluminarni vrstvu, ktera je plné
obklopend bazalni laminou. Leydigovy buriky, které jsou stimulovany luteinizaci (hormon LH),
produkujici pohlavni hormony vcetné testosteronu, jsou klicem k regulaci spermatogeneze,
a také zodpoveédné za samci fenotyp (Orsolini et al. 2021). Spermatocytogeneze trva u hiebct
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19,4 dne, meidza 19,4 dne a spermiogeneze 18,6 dne (Brito 2007). Cely proces spermatogeneze
u hiebce trva ptiblizné 57 dni (Orsolini et al. 2021).

Normalni spermatogeneze u savci zavisi na udrzovani optimalni teploty varlat o 3-5 °C
nizsi, nez je télesna teplota. Zvysena teplota varlat mize zpusobit vznik testikularni hypoxie
s naslednymi Skodlivymi u¢inky na produkci a kvalitu spermii. Abnormalni spermatogeneze
vznikd v disledku mnoha faktora véetné onemocnéni, podvyzivy, endokrinologickych poruch,
genetickych defektd a environmentalnich rizik (Brito 2007).

3.2.3 Maturace spermii

Maturace spermii zahrnuje procesy zrani, ke kterym dochdzi pfi prichodu spermie
nadvarletem a dale spermie prochazeji nckolika znamymi i nezndmymi sekvenénimi
maturaénimi zménami v déjich zvanych kapacitace a akrozomalni reakce v prostiedi sami¢iho
reprodukéniho traktu (Hafez et al. 2000).

Schopnost oplodnéni spermii vyzaduje dvé faze zrani spermii. Prvni se vyskytuje
v nadvarleti, kde dochézi k fyziologickym zménédm v obsahu lipidl a proteinti ve spermiich.
Mezi hlavni slozky, které tvofi epididymdlni prostfedi, patii n€kolik proteini jako je
osteopontin, manosiddza, galaktosiddza, laktoferin a klusterin (Cunha et al. 2017).

V nadvarleti spermie dosdhnou schopnosti progresivni motility, coZ zahrnuje zmény ve
flexibilit¢ a vzorcich pohybu jejich bicik. Rychld progrese doptfedu se objevuje nejprve
u n¢kolika spermii uprostied téla nadvarlete a stava se prevladajicim vzorem motility u spermii
z ocasu nadvarlete a chamovodu. K témto zménam dochazi béhem deseti aZ patnacti denniho
transportu ptes nadvarle (Mckinnon 2011). Tyto faktory spojené s diferencovanym prostfedim
nadvarlete zajiSt'uji zrani spermii, zachovani Zivotaschopnosti spermii a zachovani fertilizacni
kapacity po dobu nékolika tydnti. Po zrani nadvarlete vyZaduje spermie dal§i povrchové upravy,
ke kterym dochazi uvnitf samic¢iho pohlavniho traktu, konkrétné ve vejcovodu (Cunha et al.
2017).

3.2.4 Vazba spermii na vejcovod

In vivo vazba spermii na epitelialni buniky v istmu neboli v kaudalni ¢asti vejcovodu, je
pravdépodobné nezbytnd pro ziskdvani a uklddani Zzivotaschopnych a potencionalnich,
nekapacitovanych spermii pfed oplodnénim, aby se vytvofil rezervodr spermatu (Suarez 2002).

Vazba spermii na epitel vejcovodu byla pozorovana a dokumentovana in vivo a in vitro
u nékolika riznych druhii a mize byt zodpovédnd za vytvoreni rezervoaru spermatu v §iji
vejcovodu. Zda se, Ze istmicky rezervoar zpomaluje transport spermii do ampule, dokud
nenastane ovulace (Lefebvre et al. 1995). Vazba spermie na vejcovod podporuje prodlouzeni
doby zivotaschopnosti inseminovanych spermii. To je dulezité, protoze doba inseminace
a ovulace nejsou u savcl synchronizovdny. Spermie je tfeba udrzovat a vyzivovat, aby se
pieklenulo ¢asové obdobi mezi uloZenim spermii v sami¢im traktu a ovulaci. Vazba na epitel
vejcovodl prodluzuje zivotnost spermii, coz vede k Zivotaschopné populaci spermii v dobé
ovulace. Kromé toho vazba spermie na vejcovod v istmickém misté zajistuje selekci vysoce
kvalitni populace spermii (Boilard et al. 2002). Tyto spermie maji schopnost vazat se na epitel
a lze je nalézt v kryptach vejcovodii, zatimco spermie se zménénou membranou a Spatnou
zivotaschopnosti se nachéazeji v lumen vejcovodu (Teijeiro & Marini 2012).
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Kdyz se blizi ¢as ovulace, uvoliluje se z rezervoaru spermii pfisné regulovany maly
pocet spermii, coz pomaha predchazet polyspermickému oplodnéni. Uvolnéni pfili§ velkého
mnozstvi spermii by predisponovalo k polyspermii, zatimco pfili§ malo spermii mize vést
k selhani fertilizace (Hunter 2012). K uvoliovani spermii z vejcovodu pfispiva mnoho procesu
souvisejicich s kapacitaci jako je nastup hyperaktivované motility. Predpoklada se, ze
hyperaktivovana motilita je potlatena u spermii vazanych v rezervoaru spermatu. Jiné procesy
souvisejici s kapacitaci jsou také potlaceny, aby se zabranilo polyspermickému oplodnéni
(Hung & Suarez 2010).

U klisen byla D-galaktoza diive uvadéna jako kli¢ova molekula pro usnadnéni vazby
spermie na vejcovod, na zéklad¢ studii vyuzivajicich diferencovany model monovrstvy bunék
epitelu vejcovodl. Proteiny vdazajici galaktozu skutecné byly izolované z plazmatické
membrany koniskych spermii (Sabeur et al. 2007).

Zatimco vazba spermie na vejcovod jasné hraje roli pfi oplodnéni, tato fyzicka interakce
S epitelem muze byt povinna pouze v preovulaénim obdobi (Leemans et al. 2016). Kdyz jsou
spermie transportovany do vejcovodu béhem periovulaéniho obdobi (tj. pokud je inseminace
provedena po ovulaci), jsou tyto gamety okamzité v kontaktu s induktory kapacitace. Vazba
spermii na povrch vejcovodu tedy neni nutnd. To naznacuje, Ze sekrece vejcovodu, vylu¢ované
primarn¢ ampularnim epitelem, mohou byt stejné nebo vice relevantni pro indukci kapacitace
u hfebéich spermii nez vazba spermie na vejcovod (Maitan et al 2021).
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Obr. 2. Schematické znazornéni sekvence interakci mezi sam¢i a samici gametou potiebnych
pro oplodnéni: (1) vazba spermie na ZP s jeji apikalni subdoménou; (2) akrozomova reakce,
mnohocetnad fuze vnéjsi akrozomalni membrany s apikalni a preekvatoridlni plazmatickou
membranou; (3) pronikani spermatu pies ZP; (4) vazba spermii a fize s oolemou (fertilizace)
jsou vyluéné udalosti ekvatoridlni plazmatické membrany; (5) aktivace oocytu cytosolickymi
faktory a rychlym blokem polyspermie; (6) sekrece korovych granuli (kortikalni reakce)
zpisobujici definitivni (pomaly) blok polyspermie.

Gadella et al. 2001/Animal Reproduction Science 68:249-265

3.3 Kapacitace spermii hirebce

3.3.1 Ziaklady procesu kapacitace

Kapacitace spermii je uspofaddana sekvence procestl na spermiich u vSech savct, véetné
koni (Yanagimachi 1994). Jde obecné o aktivacni proces, ktery spermie podstoupi po ejakulaci,
beéhem priichodu sami¢im reprodukcénim traktem, konkrétné v istmické oblasti vejcovodu
(Mckinnon 2011). Cast kapacitace zahrnuje odstranéni nebo zménu komponent plazmatické
membrany, do ¢ehoz se zapojuji latky pochazejici z epididymalni tekutiny nebo semenné
plazmy. Zmény metabolismu spermii a biochemie se také vyskytuji béhem procesu kapacitace.
Jednim z vysledkl kapacitace je zvySeni propustnosti membrany pro véapnik, coZ umoziuje
rychly pohyb vapniku do spermii. Tento pfitok vapniku je nutny pro fuzi plazmatické
membrany a vnéjsi akrozomalni membrany, kterd iniciuje akrozomalni reakci savéich spermii
(Yanagimachi & Usui 1974). Vépnik vstupuje do spermii dvoufizovym zplsobem, s
pocatecnim malym zvySenim intracelularniho vapniku béhem kapacitace, po kterém nésleduje
mnohem vétsi zvyseni intracelularniho vapniku, ke kterému dochazi v dobé akrozomové reakce
(Florman 1994).

Spermie jsou ejakulovany do délohy a transportovany na utero-tubalni spojeni. Poté je
vytvoien rezervoar nekapacitovanych spermii vazbou na epitelidlni bunky vejcovodi. Pred
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ovulaci oocytu spermie prochazi kapacitaci, tim je aktivovan hyperaktivni pohyb a spermie jsou
uvoliiovany z rezervoaru dale do vejcovodu. Uvolnéné spermie se setkaji se zralym oocytem.
Vsechny tyto procesy jsou zahajeny poté, co se spermie dostaly do kontaktu s epitelidlnimi
bunikami a sekrety vejcovodil stimulovanymi periovula¢nim stadiem. Kapacitace je reverzibilni
jev, coz znamena, ze po oSetieni kapacitovanych spermii specifickymi latkami nebo
biologickymi tekutinami jako naptiklad semenna plazma, dochazi k takzvané dekapacitaci, coz
je inhibice potiebna k tomu, aby spermie pokracovali v inkubaci nebo delsim pobytu v sami¢im
pohlavnim traktu a pozd€ji podstoupili ,,rekapacitaci” (Bedford & Chang 1962).

Ke kapacitaci mize dojit bud’ in vivo, béhem pruchodu spermii sami¢im pohlavnim traktem
nebo in vitro, béhem inkubace promytych spermii za spravnych podminek (Cheng et al.1998).
Napt. sérovy albumin je jednou z klicovych slozek pro spravnou kapacitaci spermii savcu.
Kapacitace je doprovazena bunécnymi i molekularnimi zménami véetné zvysené tyrosinové
fosforylace proteinil spermii a rozvojem hyperaktivované motility spermii. Oba tyto procesy
vyzaduji extracelularni véapnik, ale jak vapnik vstupuje do spermii béhem kapacitace, neni dobie
znamo (Xia & Ren 2009).

3.3.2 Kapacitace in vivo

In vivo spermie prochazeji samiCim reprodukénim traktem a zejména lumen
vejcovoduje prostiedi, které vhodné reguluje interakce mezi gametami a podporuje oplodnéni.
Identifikace faktorii z vejcovodu podporujicich oplodnéni by byla velkym pfinosem pro vyvoj
prostiedi pro oplodnéni koni in vitro (Maitan et al. 2021). Kin je rozdilny od prasete a jinych
velkych doméacich druhti v nékolika ohledech. Estrus trva 5-7 dni a k oplozeni mliZe dojit az
6 dni po patfeni. PoZadavek na preZiti spermii v sami¢im reprodukénim traktu je proto delsi nez
u jinych druhii. Byla prok4zdna interakce mezi koniskymi spermiemi a homolognimi
monovrstvami bun€k vejcovodu v kultivaci. Za téchto podminek vykazuji pfipojené spermie
prodlouzenou motilitu a Zivotaschopnost, zatimco uvolnéné spermie vykazuji zmény podobné
kapacitaci a ptilnou zona pellucida (Thomas et al 1994).

U mnoha druhti bylo prokazano, ze spermie musi podstoupit proces kapacitace, coz je
ptedpokladem pro pribéh vétsiny ptipadti oplodnéni (Meyers 2001). Po uloZeni ejakulatu, bud’
do pochvy, délozniho ¢ipku (napf. u prasat) nebo délohy (napt. u koni), je zivotaschopna
populace spermii transportovana pies délohu do mista oplodnéni ve vejcovodu. Rezervoar
spermii, ktery podporuje fyzickou interakci mezi spermiemi a povrchem epitelu vejcovod, je
vytvoren v kaudalnim istmu. Kdyz se blizi ovulace, spermie navazané na epitel vejcovodu se
aktivuji nebo zkapacituji a nasledné se uvolni z epitelu vejcovodil, aby se setkaly se zralym
oocytem (Maitan et al. 2021).

Plazmatickd membrana spermii, zivotn¢ dllezita slozka béhem castych d&ja pfi
oplodnéni, podléha rozsahlym biochemickym zméndm pfi tranzitu spermii z proximalni do
distalni oblasti nadvarlete. Krom¢é dozravani spermii v nadvarleti musi sav¢i spermie mezi
pafenim a oplodnénim podstoupit béhem pobytu v sami¢im pohlavnim traktu fadu
biochemickych a funkénich modifikaci, které jsou obecné oznacovany jako kapacitace
(Tulsiani et al. 1997). Tento proces zahrnuje primarné modifikace membrany, véetné zmén ve
sloZeni lipidd, vlastnosti povrchii, tekutosti, propustnosti vapniku a koncentraci cholesterolu
(Odeh et al. 2003). Odstranéni proteint spojenych se spermiemi a cholesterolu spousti zakladni
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strukturadlni membranové modifikace u mnoha druht, které vedou k akrozomové reakci (Kurz
et al. 2005).

Béhem kapacitace se metabolismus spermii zvySuje a vzory pohybu spermii se méni
z ptimocaré progrese do hyperaktivované motility, ve které spermie vykazuji hvézdicovy nebo
osmickovy typ pohybu (Graham 1996). Mezi dalsi zmény patii penetrace kumulu, vazba
a penetrace zona pellucida, akrozomova reakce a flize s oocytem. VSechny tyto udalosti
zahrnuji plazmatickou membranu spermie (Rahul et al. 2001).

Tyto zmény spolu s néslednou akrozomovou reakci jsou nezbytné pro navazani
a proniknuti do zona pellucida a poté na spojeni se s plazmatickou membranou oocytt.
Kapacitace je tedy kritickd udalost v procesu oplodnéni. Kapacitace také zahrnuje zmény
v pohyblivosti spermii, zndmé jako hyperaktivace, o kterych se predpoklada, ze poméhaji
postupu spermii nahoru vejcovodem tim, Ze umozni spermiim vzdalit se od epitelu vejcovodu
a poskytuji potfebny tah k proniknuti do zona pellucida (Rahul et al. 2001).

Hyperaktivace se jevi jako podstatnd udélost kapacitace (de Lamirande et al. 1997).
Hyperaktivace je pohybovy vzorec pozorovany u spermii v misté a ¢ase oplodnéni u savcii. Ta
muze byt rozhodujici pro Gspéch oplodnéni, protoze zvysSuje schopnost spermii oddélit se od
stény vejcovodu, pohybovat se kolem v labyrintovém lumen vejcovodu, aby pronikly
slizni¢nimi latkami a kone¢né mohly proniknout do zona pellucida. Pohyb hyperaktivovaného
spermatozoa se za raznych fyzikalnich podminek a u riznych druht maze lisit, ale v zdsad¢
zahrnuje zvyseni amplitudy pohybu bi¢iku a asymetrii rytmu (Tulsiani et al. 1997).

Pravdépodobné existuje signal ve vejcovodu K zahajeni hyperaktivace ve spravny cas,
Zadny vSak dosud nebyl identifikovan. Existuji ditkkazy, Ze zdroj signdlu je folikularni tekutina,
ale je znamo, Ze spermie se diive hyperaktivuji a poté se uvolni tekutina do vejcovodu (Ho &
Suarez 2001).

Zmeéna sacharidového profilu povrchu spermii je jednou z kli€ovych molekularnich
udalosti v procesu oplodnéni. Kyselina sialova je nejvzdalen¢j$i monosacharid, ktery uzavira
vétsinu glukand na povrchu membrany spermii v nadvarleti (Young et al. 1986). Kyselina
sialova, ktera obvykle zaujima koncovou pozici fetézct savcich spermii, ma dulezité funkce pii
oplodnéni. Po kapacitaci in vitro existuji na hlavi¢ce spermie dva hlavni vazebné vzorce.
U nékterych spermii sialylace existuje na ekvatoridlnim segmentu a zadni hlavicce, zatimco
u jinych spermii dochazi k sialylaci v akrozomalni oblasti a ekvatoridlnim segmentu. Analyza
prutokovou cytometrii naznacila, ze Uroven sialylace na membran¢ kanciho spermatu po
kapacitaci klesa (Wang et al. 2018).

Role cholesterolu

Cholesterol je nezbytnou molekulou v bunéénych membranach, ale pfili§ mnoho
cholesterolu mtize byt toxické. Proto si sav¢i bunky vyvinuly slozité mechanismy k odstranéni
piebyte¢ného cholesterolu (Juhl & Wiistner 2022).

Snizeni cholesterolu Vv plazmatické membrané je tzce spojeno s kapacitaci. Nizka
hladina odtoku cholesterolu zvySuje kapacitaci a indukuje fosforylaci dvou proteinti bez
ovlivnéni Zivotaschopnosti spermii (Shadan et al. 2004). Kli¢ovou roli membranového
cholesterolu v kapacitacnich jevech byl ptenos lipidi z membranovych vacku do spermii, ktery
je ucinné dekapacitoval. Pozdé€ji se ukazalo, Ze exogenné ptridané sterolsulfaty mély podobné
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ucinky (Davis 1979). To naznacuje, ze hovézi sérovy albumin (BSA) v kapacita¢nim médiu in
vitro ma schopnost odstraiovat cholesterol z membrany, a ze in vivo by tuto roli plnily proteiny
vazajici steroly pritomné v tekutinach délohy a vejcovodu (napiiklad lipoproteiny s vysokou
hustotou) (Shadan et al. 2004). Inkubace spermii v médiu obsahujici hovézi sérovy albumin
vede Kkuvolnéni vyznamného mnozZstvi cholesterolu ve srovnani s médiem bez BSA.
Uvolnovani cholesterolu je spojené s aktivaci signalni transdukéni drahy zahrnujici protein
kindzu A, a tyrosin kinazové systémy, coz vede k fosforylaci a kapacitaci proteinového tyrosinu
(Osheroff et al. 1999).

Jak se efflux cholesterolu spojuje sregulaci signalnich transduk¢énich drah neni
Vv soucasnosti jasné. Jednou z moznosti je, ze pred kapacitaci se cholesterol koncentruje ve
specializovanych mikrodoménach plazmatické membrany nebo lipidovych raftech. Soucasné
koncepce pfisuzuji existenci téchto raftt dalezité signalizacni vlastnosti, které¢ ptsobi tak, ze
spojuji proteinové soubory dohromady. Vezmeme-li toto v uvahu, vycerpani nebo doplnéni
cholesterolu v plazmatické membrané bude mit hluboky vliv na chovani raftovych komplext
(Zajchowski & Robbins, 2002). V somatickych bunikdch se ptfedpokladd, ze odstranéni
cholesterolu narusi lipidové rafty, a tim aktivuje signalni udalosti zahrnujici tyrosinkinazy,
G proteiny nebo jiné molekuly. Protoze aktivace podobnych signalnich d&jii béhem kapacitace
koreluje s odstraniovanim cholesterolu z plazmatické membrany, lze predpokladat, ze ve
spermiich mtize byt cholesterol rovnéz koncentrovan v lipidovych raftech a jeho odtok souvisi
se zménami v lipidovych raftech spermii (Salicioni et al. 2007).

Vliv Ca?

Viapnik je esencidlni iont, ktery reguluje motilitu spermii, kapacitaci a akrozomovou
reakci, tfi procesy nezbytné pro uspésné oplodnéni (Darszon et al. 2011). Intracelularni
koncentrace Ca?* jsou v buiikach peclivé regulovany. Plazmatickd membrana a subcelularni
kompartmenty, jako je akrozom, redundantni nuklearni obal a mitochondrie, pevné kontroluji
vstup Ca?*, sekreci a mobilizaci ve spermii. Podél ocasu spermie, ktery je dlouhy a uzky,
signalizace Ca?* musi byt koordinovana vysoce organizovanymi molekulami. Aby se umoznilo
oplodnéni, jsou tyto signalizacni molekuly organizovany zplsobem, ktery jim umoziuje
regulovat progresivni motilitu a také vyvoj asymetrického vzorce pohybu bic¢iku zvaného
hyperaktivovana motilita béhem kapacitace spermii. Aby se tedy dosahlo motility spermii,
kapacitace a akrozomové reakce ve spravny ¢as a na spravném misté, musi byt intraceluldrni
koncentrace Ca2+ presné regulovany (Finkelstein et al. 2020).

Fosforylace proteinii sav¢ich spermii

Fosforylace proteini je posttranslacni modifikace proteinli, kterd umoZznuje buiice
ovladat rizné bunétné procesy. V eukaryotickych buiikach se vétSina fosforylace vyskytuje na
serinovych nebo threoninovych zbytcich a v mensim mnoZstvi rozsahu na tyrosinové zbytky.
Stav fosforylace fosfoproteint je fizena aktivitou proteinu kinazy a fosfatazy (Visconti & Kopf
1998). Hlavni tyrosin fosforylované proteiny béhem prubc¢hu kapacitace a fertilizace jsou
lokalizovany v bi¢iku, 1 kdyZ tyrosin fosforylace méné hojnych proteini mize byt také ptitomna
na hlavicce spermie. Spermie navazané na zona pellucida a fizujici s plazmatickou membranou
oocytli jsou charakterizovany tyrosinem fosforylovanym bic¢ikem. Fosforylace proteinu
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v bi¢iku je spojena s hyperaktivovanou motilitou spermii, ale mtize také regulovat dalsi funkce
zapojené do fize spermie a oocytu (Tardif et al. 2001).

Faktory ovliviujici vzhled fosforylace pravdépodobné pochéazi z prostiedi
obklopujiciho spermie, ale jejich pfijem a zpracovani budou pravdépodobné regulovany
rozdilné ve specifickych krocich uvnitt sami¢iho pohlavniho traktu. Jeden z téchto faktort je
glukoza, jejiz metabolické produkty se ziejmé ucastni signalnich drah podporou pfesného
nastupu fosforylace tyrosinu ve spermatu vedouci k ispésnému oplodnéni (Urner & Sakkas
2003).

Fosforylace proteinu tyrosinu se zvySuje u spermii béhem kapacitace u tady druhii
véetné mysi, lidi, skotu a prasat, kieckii a kocek (Leyton & Saling 1989). Fosforylace proteinu
tyrosinu se zda byt nezbytna pro oplozeni oocytu (Visconti & Kopf 1998).

3.3.3 Transport spermii pies délozni lumen

Po ejakulaci nebo inseminaci jsou spermie hiebct transportovany z téla délozniho do vejcovodu
pfedev§im v disledku dé€loznich kontrakci (pasivni transport spermii), s relativné malym
pfispénim aktivni motility spermii (Katila 2001). Prvni spermie jsou pozorovany ve vejcovodu
do 2 hodin po inseminaci, zatimco nejvétsi pocet spermii je do vejcovodu transportovan
4 hodiny po inseminaci. Pouze maly pocet je transportovan do vejcovodu (Maitan et al. 2021).

Existuje n¢kolik mechanismi, které pomahaji ¢istit délohu a eliminovat piebytecné
spermie. Za prvé, myometrialni kontrakce mechanicky vypuzuji spermie déloznim krékem
(Katila et al. 2000). Za druhé, asi pll hodiny po inseminaci hraje dilezitou roli pfiliv
polymorfonukleranich neutrofild (PNM) do dé&loZniho lumenu pii fagocytéze spermii. Tato
zanétliva reakce je Skodliva pro vSechny spermie transportované pies délozni lumen. Pouze
mrtvé spermie jsou vSak vysoce citlivé na tuto eliminaci, zatimco Zivotaschopné spermie jsou
chranény pied vazbou na polymorfonuklarni neutrofily a tim i pfed fagocytézou. Faktory
semenné plazmy maji v tomto ochranném mechanismu dualezité funkce. Naptiklad laktoferin
zvySuje mezibunéénou interakci mezi PNM a spermiemi v déloze (Maitan et al. 2021). Je
zajimavé, Ze cystein, bohaty na sekrecni protein, vylu€ovany ptidatnymi pohlavnimi Zl4zami
do semenné plazmy béhem ejakulace, vyvolava vyrazné sniZzeni vazby mezi zivotaschopnymi
spermiemi a PMN (Doty et al. 2011). Zivotaschopné spermie dorazi do vejcovodu, zatimco
PMN fagocytuji mrtvé spermie v déloze (Maitan et al. 2021).

Béhem transportu spermii do vejcovodu je tifeba inhibovat nastup kapacitace
u zivotaschopnych spermii. Aby se zabranilo pfedcasné kapacitaci, jsou spermie béhem a po
ejakulaci pokryty dekapacitacnimi faktory pochéazejicimi ptevazné ze semenné plazmy. Kromé
toho sav¢i semenna plazma obsahuje né€kolik populaci extracelularnich vezikul vylu¢ovanych
epitelidlnimi bunikami na rGznych mistech samc¢iho reprodukéniho traktu, véetné piidatnych
pohlavnich zlaz. Napiiklad prostasomy, vyluCované prostatickym epitelem, pravdépodobné
funguji jako dekapacitacni faktory u koni, protoze prostasomy maji obsah lipidi skladajici se
hlavné z nasycenych mastnych kyselin a velké koncentrace cholesterolu a sfingomyelinu
(Sostaric et al. 2008).

Vysoky obsah cholesterolu mize vést k inhibici zmén plazmatické membrany
souvisejicich s kapacitaci a akrozomovou reakci stabilizaci plazmatické membrany spermii,
¢imz se zabrani predCasné kapacitaci spermii (Sostaric et al. 2008).
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U koni, kdy jsou spermie biotechnologicky vlozeny pfimo do vejcovodu ptes
infundibulum (rozsifena nalevka vejcovodu), se mira biezosti nelisi od miry ziskané po umélé
inseminaci do téla délohy. To naznacuje, Ze ani délozni t€lo, ani Sije vejcovodu nejsou
povinnym mistem, pies které je tfeba spermie hiebce transportovat pied kapacitaci, zatimco
lumen ampule obsahuje zakladni prostiedi pro spermie hiebce, aby dosahly schopnosti
podstoupit kapacitaci (Maitan el al. 2021).

3.3.4 Transport pies uterotubalni spojeni

U klisen jsou do rezervoaru ve vejcovodech vybirany morfologicky normalni spermie
s progresivni pohyblivosti (Scott et al. 2000). Po transportu délohou je potieba spermie hiebce
transportovat pies uterotubalni spojeni, coz je uzavieny svalovy svéra¢, aby se vytvoril
rezervoar spermii. Neni zatim jisté, zda musi dojit k otevieni uterotubdlniho spojeni béhem
preovulaéniho obdobi, aby spermie vstoupily do vejcovodu. Uéinky estrogentl nebo faktort
semenné plazmy jako jsou prostaglandiny, které jsou zavislé na fazi estralniho cyklu, mohou
hrét roli pfi vyvoldni relaxace uterotubdlniho spojeni (Maitan et al. 2021). Predpoklada se, ze
béhem folikularni faze se toto spojeni mize oteviit v disledku ucinku estrogent, zatimco
béhem lutedlni fdze s dominanci progesteronu zlstava uzavieno. Transport vyvijejiciho se
embrya z ampularné-istmické junkce do délohy 6-6,5 dne po ovulaci, tedy béhem
progesteronem dominovan¢ postovulaéni faze estralniho cyklu, miize poskytnout dalsi pohledy
na regulaci otevirani ¢i zavirani uterotubalniho spojeni (Weber et al. 1996).

3.3.5 Prostiedi kapacitace

Cerstvé ejakulovana spermie musi podstoupit proces zrani v samiéim reprodukénim
traktu, proces nazyvany kapacitace, aby byly tyto gamety pfipravené k oplodnéni oocytu.
Nakonec je pouze malé ¢ast z celkové populace inseminovanych spermii transportovana do
mista oplodnéni. Na zaklad¢ studii in vitro se pfedpoklada, ze do vejcovodu jsou transportovany
pouze spermie s vynikajici Zivotaschopnosti, morfologii a pohyblivosti (Hunter et al. 1987).
Interakce mezi vysoce zivotaschopnymi spermiemi a prostfedim vejcovodi za icelem podpory
kapacitace a fertilizace byla rozsahle studovana u né€kolika savci. Nicméné u klisen nebylo
prostiedi vejcovodu podrobné popsano. Lumen ampule vejcovodu avSak obsahuje zakladni
prostfedi pro spermie hiebctl, aby dosahly schopnosti kapacitace (Maitan et al. 2021).

Samice ovuluji v riznych casech po zacatku fije. Zda se, ze délka zivota spermii
v sami¢im reprodukénim traktu souvisi s délkou fije. Naptiklad sperma koni a prasat maji delsi
zivotnost nez spermie skotu. Dlouhovékost spermii u koné a prasete zvysuje pravdépodobnost
pfitomnosti Zivotaschopnych spermii pii ovulaci, kdyZ inseminace probihd v dostatecném
predstihu. Nizky pocet spermii ve vejcovodu neni diisledkem pomalého transportu spermii, ale
spiSe jejich fizeného pohybu do ampule uterotubalnim spojenim, jakoz 1 jejich pohybu z pochvy
a delozniho ¢ipku do délohy a postupného uvolilovani z rezervoaru ve vejcovodech. Tento vztah
reguluje pocet spermii v misté oplodnéni (zabranuje polyspermii) a v rezervoaru spermii, aby
bylo zajisténo, ze kapacitované spermie budou piitomny az do samotné ovulace (Mckinnon
2011).
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3.3.6 Akrozomalni reakce u hiebce

Akrozomadlni reakce je exocytarni udalost zahdjena bezprostiedné po primarni vazbé
spermie na oocyt. Plazmatickd membrana spermie se na vice mistech spoji se spodni
akrozomalni membranou a obsah akrozomu se uvolni. Pokud je vSak akrozomova reakce
zahajena prili§ brzy, pfed navazanim na zona pellucida, dojde ke ztraté enzymu a spermie jiz
nebudou schopné pronikat do zény a nebudou tedy schopné oplodnéni (Gadella et al. 2001).

Akrozomova reakce je specializovana udalost, ktera plni dvé funkce. Za prvé,
vezikulace plazmatické membrany s vnéjsi akrozomalni membranou uvoliujici akrozomalni
enzymy nezbytné pro spermie, které prochazi pies vnéjsi obaly oocytu. Za druhé, akrozomova
reakce a ztrata akrozomalniho obsahu obnaZzi vnitini akrozomalni membranu a plazmatickou
membranu piekryvajici ekvatorialni segment hlavicky spermie. Je to cast spermii, kterd
obsahuje receptory pro oocyt. Proto pouze spermie, které projdou akrozomovou reakci se
spravné navazou k oocytu a splynou s nim (Graham 1996).

Skute¢na akrozomova reakce zahrnuje fuzi plazmatické membrany spermii s vnéjsi
akrozomalni membranou s naslednou rozséhlou vezikulaci pies pfedni segment akrozomu. To
se liSi od takzvané falesné akrozomové reakce, ke které dochazi béhem starnuti nebo
degenerace spermii (Mckinnon 2011). Degeneraci byly zaznamenany zmény akrozomu spojené
s nevratnym poskozenim bunék, smrti a cytolyzou, coz je falesna akrozomova reakce a tyto
zmeény se vyskytuji u nepohyblivych spermii (Aalseth & Saacke 1987).

Fuze a vezikulace akrozomu uvoliuji hydrolytické enzymy, napiiklad hyaluronidazu
a akrosin, které se podileji na penetraci vajicka (Mckinnon 2011). Funkéni vyznam akrozomové
reakce je dvoji, pfedpoklada se, Ze je stéZejni ak pro penetraci spermii do zona pellucida, tak
pro fuzi spermii s oolemou neboli s plazmatickou membranou vajicka (Casey et al. 1993).
Fyziologickd akrozomova reakce je dobfe koordinovany proces, ke kterému miize dojit pouze
u zivych spermii. Fyziologickd akrozomovéa reakce byla nazvana ,,skutecnou akrozomovou
reakci, zatimco ztrata akrozomi v dusledku degenerativnich zmén se nazyva ,,falesna
akrozomova reakce™ (Bedford 1970). Pti studiich kapacitace a akrozomové reakce miize byt
velmi dilezité rozliSovani mezi skutecnymi a faleSnymi akrozomovymi reakcemi. Toto
rozliSeni naptiklad poskytuje relevantnéjsi koncové hodnoceni spermii odebranych ze samiciho
reprodukéniho traktu, srovnani podminek inkubace in vitro nebo hodnoceni latek, které
modeluji indukci akrozomové reakce. Také je toto rozliSeni velmi dilezité pro aplikované
studie, v€etn¢ hodnoceni technik inkubace a skladovani spermii (Casey et al 1993). Vzhledem
k tomu, Ze akrozomova reakce je nutna pro oplodnéni a fyziologické akrozomové reakce mohou
nastat az po zahgjeni kapacitace, lze je povazovat za informativni koncovy marker pro
hodnoceni funkci spermii (Meyers 1995). Podle souc¢asného nazoru kapacitované a akrozom
intaktni spermie iniciuji vazbu na zona pellucida. Nasledné je akrozomova reakce indukovéana
jednou z glykoproteinovych slozek zony pellucidy a spermie, které podstoupi akrozomovou
reakci proniknou a nakonec oplodni oocyt (Yanagimachi 1994).

U spermii hiebei je in vitro pozorovan pouze nizky vyskyt (20 %) akrozomovych reakci
vazanych na zoénu po 1 hodiné inkubace s oocyty. Tento nizky vyskyt akrozomové reakce
u spermii vazanych na zony muze znamenat, ze in Vivo se na indukci akrozomové reakce u
téchto spermii podileji dalsi fyziologické slozky. Tato sniZzena hodnota akrozomové reakce
muze alespon ¢astecné vysvétlit Spatny vysledek in vitro fertilizace u koni (Cheng et al. 1998).
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Kromé zona pellucida mohou k indukci akrozomové reakce pozadované pro tspesné oplodnéni
ptispivat rizné dalsi biologicka ¢inidla ptitomnd v blizkosti ovulovaného oocytu. Folikularni
tekutina je kandidatem, protoze pii ovulaci je kumulus oocytarni komplex a folikularni tekutina
transportovana soucasné z folikulu do ampulky vejcovodu, kde dochazi k oplodnéni (Cheng et
al. 1998). Kromé zona pellucida bylo prokazano, ze progesteron vazany na protein, pfitomny
v lidské folikularni tekutin€, indukuje akrozomovou reakci spermii. Bylo také prokazano, ze

volny progesteron je schopen vyvolat akrozomovou reakci jak u hiebei, tak i u jinych druht
(Cheng et al. 1998).

3.3.7 Kapacitace in vitro

In vivo kapacitace je zahajena, kdyz je spermie vystavena prostiedi v samicich
reprodukénich organech, coz je déloha a vejcovod, v blizkosti asu ovulace. Kapacitaci in vitro
1ze napodobit pomoci inkubace spermie v nadobé& obsahujici HCOs, Ca?* a albumin, po
provedeni centrifugace na zdklad€ hustoty gradientu k oddé€leni spermii ze semenné plazmy.
HCOs, Ca?* a albumin jsou tfi kapacitaéni faktory, o nichZ je znamo, Ze indikuji zmény
spermatu potiebné pro ziskani potencialu u mnoha druhti (Leemans et al. 2016). Ke kapacitaci
dochazi in vitro v definovanych médiich, jejich sloZeni je zaloZeno na koncentraci elektrolytt
ve vejcovodu (Grasa et al. 2006).

Konven¢ni in vitro fertilizace (IVF) neni pii praci s konskymi gametami velice G¢inné.
Prestoze se spermie hiebcti in vitro vaZzou na zona pellucida, tyto gamety nedokazou iniciovat
nekterou reakci v blizkosti oocytu a nemohou tedy proniknout do perivitelinniho prostoru.
Selhani penetrace spermii s nejvétsi pravdépodobnosti souvisi s nepiitomnosti
optimalizovaného média pro oplodnéni in vitro obsahujici molekuly nezbytné pro podporu
kapacitace spermii hiebct (Maitan et al. 2021).

Na celém svété se narodila pouze dvé hiibata pochazejici z in vitro oplozeni, obé pted
vice nez 25 lety v letech 1990-1991. Uspéch IVFE t&chto dvou piipadi byl piipoéten ko-inkubaci
in vitro oocytu s hieb¢imi spermiemi oSetfenymi ionoforem vapenatym (Leemans et al. 2016).

Vice nez 25 let probiha spole¢na inkubace zralych oocytu s kapacitovanymi spermiemi,
coz je standartni metoda pro produkujici embrya in vitro u né€kolika druhti. U koni ale stale
konven¢ni IVF nefunguje. Podminky in vitro kapacitace jsou pravdépodobné hlavni ptekazkou
(Leemans et al. 2016).

Piehled publikovanych studii IVF u koni ilustruje neuspokojivé miry UspéS$nosti
pohybujici se v pruméru mezi 0-33 %. I pti pouziti ionoforu vépniku, heparinu, proteinii zona
pellucida, kofeinu a progesteronu pro spusténi aktivace spermii je mira oplodnéni stale velmi
nizka. V roce 2009 (McPartlin) byla uvedena velice slibna mira oplodnéni (61 %) po spole¢né
inkubaci koniskych oocyti se spermiemi hiebcti oSetfenych prokainem k navozeni
hyperaktivované motility. O sedm let pozdéji vSak tato technika stile nebyla potvrzena
zpravami o tvorb¢ blastocyst nebo narozeni hiibat. Navic bylo prokazano, ze prokain ovlivituje
konské oocyty a indukuje cytokinezi cestou zavislou na pH. Teoreticky by piekazky pro koniské
IVF mohly spocivat na Grovni nedostate¢ného zradni oocytii nebo netiplné kapacitace spermit
(Leemans et al. 2016). V tomto ohledu bylo prokazano, ze zatimco IVF s pouzitim in vivo
zralymi oocyty nejsou uspésné, in vitro zralé oocyty prenesené do vejcovodu inseminované
klisny poskytuji podobnou rychlost vyvoje embrya jako spontanni ovulace (Hinrichs et al.
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2002). Posledn¢ uvedené pozorovani potvrzuje, ze oocyty jsou schopné zrat in vitro, coz zase
naznacuje, ze konska kapacitacni nebo fertilizaéni média postradaji jeden nebo vice faktorii
vejcovodu potiebnych k tomu, aby spermie pronikly do zona pellucida a vstoupily do oocytu
(Dell’Aquila et al. 1996).

Stru¢né teceno, selhani konského IVF je s nejvétsi pravdépodobnosti zpiisobeno
neschopnosti spermii proniknout do zona pellucida v disledku nedostatecné aktivace
(kapacitace). Naproti tomu konvencni inseminace dosahuje relativné vysoké miry oplodnéni.
V tomto ptipadé poskytuje vejcovod a jeho sekrece optimalni prostiedi pro dozravani
a interakci gamet, véetné transportu samcich a samicich gamet do mista oplozeni, konecného
zrani gamet, oplozeni, ¢asny embryondlni vyvoj a transport embrya do délohy (Leamans et al.
2016). Béhem konvencniho IVF je tfeba tyto specifické fyziologické déje stimulovat ve
vhodném poradi (Tremoleda et al. 2003). Bylo testovano n€kolik slouc¢enin na jejich schopnost
indukovat kapacitaci a akrozomalni reakci ve spermatu hiebct in vitro. Heparin, konské
proteiny zona pellucida, kofein a lysofosfolipidy. VSechny zvysuji procento spermii, které
kapacituji a jejich akrozomy zreaguji, ale zddny vyznamné nezlepSuje rychlost penetrace
oocytll. Na druhé strané¢ ionofor vapniku indukuje zmény podobné akrozomové reakci ve
spermatu hiebce a usnadnuje penetraci oocytl (Alm et al. 2001). Ve skutecnosti byl ionofor
vapniku aktivatorem spermii pouzitym béhem produkce pouze dvou zdokumentovanych hiibat
in vitro fertilizaci (Palmer et al. 1991). Dalsi slouc¢eninou je progesteron, ktery je pfitomen ve
folikularni tekuting, a predpoklada se, ze se uiastni aktivace spermii in vivo. Vazba hiebéiho
spermatu na homologni zona pellucida a naslednd akrozomové reakce jsou skute¢né¢ zesileny
progesteronem v zavislosti na davce (Cheng et al. 1998).

3.4 Porovnani kapacitace u hiebcii s jinymi druhy hospodarskych zvirat
3.4.1 Kapacitace u byki

Kapacitaci in vitro a indukci akrozomové reakce lze provést u bykt nékolika zptisoby.
Po kapacitaci je jednim primarnim signdlem, ktery iniciuje akrozomovou reakci, zména
permeability membrany plazmy pro vapnik. Proto dvojmocné kationtové ionofory nebo
ionomycin, uméle indikuji vstup vapniku do spermatu, coz vede k reakci akrozomi u byka
a hiebce. Ke skutecné akrozomové reakci dochazi pouze u zivych, membranoveé neporusenych
spermii. Je tedy dulezité nejen analyzovat viabilitu spermii, ale také soucasné urcit normalitu
akrozomu (Landim-Alvarenga et al. 2004).

Obecné se uznava, ze inkubace s heparinem je nutna k indukci kapacitace ejakulovanych
byc¢ich spermii in vitro. Proces kapacitace implikuje mnoho biochemickych déji a je v korelaci
s modifikovanou pohyblivosti spermii a fosforylaci specifickych proteini na tyrosinovych
zbytcich. Pfitomnost heparinu skutecné znacné€ zvysuje frekvenci kmitani bi¢ikt by¢ich spermii
a indukuje vyznamné zvyseni amplitudy lateralniho pohybu hlavi¢ky ve srovnani se spermiemi
inkubovanymi bez heparinu. Heparin indukuje fyziologické zmény v nckolika parametrech
motility spermii (Chamberland et al. 2001).

Vyvoj uspésnych metod in vitro fertilizace pro oocyty skotu posunuly skot jako model
pro reprodukéni technologie. Objev heparinu jako kapacita¢niho ¢inidla umoznil vyzkumnikiim
nenakladnou a dostupnou zédsobu bycich gamet pro experimentovani v reprodukénich
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biotechnologiich, jako je pfenos genti a klonovéani. Ustiedni udalosti, kterou savéi spermie musi
podstoupit, nez bude moci oplodnit oocyt, je kapacitace. Prestoze existuji metody, které vedou
k u€¢innému oplodnéni in vitro, stale chybi znalosti o molekularnich mechanismech kapacitace.
Zatimco béhem kapacitace dochazi k mnoha udélostem, zda se, ze regulace intracelularniho
Ca?" je jednou z nejdalezit&jsich (Parrish et al. 1999).

Dalsi faktor ovliviujici kapacitaci je progesteron. Zda se, ze progesteron stimuluje
kapacitaci spermii a indukuje akrozomovou reakci u nékterych druhii. U skotu je nyni dobie
znamo, ze hlavni proteiny semenné plazmy skotu podporuji kapacitaci spermii. Progesteron
vylu¢ovany buiikami kumulu a také progesteron obsazeny ve folikularni tekuting, indukuje
akrozomovou reakci nejen u skotu, ale také napiiklad u hiebce ¢i kance (Isabelle et al. 2003).
Progesteron obsazeny ve vysoké koncentraci béhem ovulace ve folikularni tekutingé, muize
pusobit na spermie predtim, nez se navazou na zona pellucida. Folikularni tekutina podporuje
procesy kapacitace a akrozomové reakce v byc¢ich spermiich (Denisenko et al. 2021).

3.4.2 Kapacitace u kanct

Mnoho milionli spermii se uklada v samicim pohlavnim traktu pfi ejakulaci. Jen n¢kolik
tisic téchto spermii vstupuje do vejcovodu, nékolik se dostane do ampulky v dob¢ ovulace a jen
jedna spermie oplodni oocyt (Petrunkina et al. 2001). Kratkodobé skladovani kanc¢iho spermatu
in vitro po dobu az 72 hodin pied inseminaci negativné ovlivituje plodnost, ale to ¢asto ziistava
schopnost vytvaret funkéni rezervoar spermii ve vejcovodu (Weberski et al. 2006).

Potfeba zachovat Zivotaschopnost a regulovat kapacitaci spermii mohou byt vzajemné
souvisejici udalosti, protoZe kapacitacni zmény zkracuji Zivotnost spermii (Petrunkina et al.
2001). Kapacitace 1ze dosahnout in vitro také inkubaci spermii v médiu pro umélé oplodnéni,
a ne pouze ve specializovaném kapacitaénim médiu. Pfibyva tedy dikazd, ze in vivo jsou
pfinejmensim v posledni fazi pfitomny ovaridlnimi faktory, které pfimo ovliviuji funkci
spermii (Hunter et al. 1998). Pfestoze systémy in vitro postradaji jak lokalni regula¢ni funkci
epitelu vejcovodu, tak fyzikalni bariéry hlenu vejcovodu, umoziuji bunééné a molekularni
studie dosdhnout a studovat zakladni principy interakce spermie a vejcovodu (Petrunkina et al.
2001). Studie in vitro ukazaly, ze interakce mezi kultivovanymi bunkami vejcovodu
a spermiemi potlacuji a moduluji stav proteinu tyrosin membrany spermie (Lufio et al. 2013).
Adheze mezi spermiemi a buiikami vejcovodu umoziuje udrZzeni Zivotaschopnosti, motility
a fertility spermii, protoze vejcovod moduluje a fidi kapacitaci spermii az do doby ovulace
(Suarez et al. 1991). Zda se, ze hlavnim kritériem pro selektivni vazbu na vejcovod pro zajisténi
vhodného poctu potenciondlné fertilnich spermii dostupnych pro oplodnéni je stav nekapacitni
populace spermii. Pro vazbu jsou nezbytné dal$i vlastnosti, jako jsou intaktni akrozomy,
vynikajici morfologie, normalni struktura chromatinu, nizky vnitini obsah vapniku a sniZeny
membranovy protein tyrosin (Ellington et al. 1998).

Ukazalo se, ze bikarbonat je kli¢ovy induktor kapacitace a penetrace kancich spermii in
vitro (Harrison 1996). Bikarbonat indukuje zmény v plazmatické membrané kancéich spermii
zévislych na proteinkinaze A. Usp&né in vitro oplodnéni bylo dosazeno nejen
Vv bikarbonatovych in vitro laboratofich, ale také v CO2 pufrovanych médiich jako je Medium-
199 (které pivodné obsahovalo L-arginin), ale také v doplnéném médiu pufrovaném Trisem
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bez hydrogenuhlicitanii (Abeydeera 2001). Zajimavé je, Ze i doplnéni modifikovaného Média-
199 obsahujici BSA a L-arginin vede ke zvySenému vyskytu akrozomalni reakce kancich
spermii, aniz by se snizila jejich zivotaschopnost (Funahashi 2002). Pfitomnost BSA je
nezbytna pro vyvolani kapacitace in vitro u kanéich spermii. Krom¢ toho neni
hydrogenuhli¢itan nezbytny pro spusténi kapacitatniho procesu, ale moduluje jeho tc¢innost.
Proto soucasna prace podporuje, Ze in Vitro kapacitace kancich spermii mize byt dosaZeno
vmédiu bez bikarbonatu, ale ne bez BSA, ackoli uUc¢innost procesu neni optimalni
V nepfitomnosti bikarbonatu. Tohoto zavéru nebylo dosazeno pouze ze zmén parametra funkce
spermii souvisejicich s kapacitaci, jako je porucha membranovych lipidd, exocytéza akrozomu
a hladiny intracelularniho vapniku, ale také z pozorovaného zvyseni hladiny fosforylace
(Chaves et al. 2021). Ve skute¢nosti jiz predchozi prace prokazaly, ze in vitro kapacitace ve
spermatu prasat Ize G¢inn¢ dosahnout v médiu s BSA, ale bez bikarbonatu. V této souvislosti
stoji za zminku, Ze tato porovndni se pon¢kud 1i8i od porovnani s jinymi druhy savci, u kterych
je bikarbonat povazovéan za nezbytnou slozku pro vyvolani kapacitace spermii (Boatman &
Robbins 1991).
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4 Zavér

Cilem bakalatské prace bylo shrnuti poznatkti o kapacitaci hieb¢ich spermii in vivo a in
vitro. Kapacitace in vivo probiha v sami¢im reprodukénim traktu, zejména v lumen vejcovodu.
Byla prokazana interakce mezi hiebfimi spermiemi a homolognimi monovrstvami bunék
vejcovodu v kultivaci. Za téchto podminek vykazovaly pfipojené spermie prodlouzenou
motilitu a zivotaschopnost, zatimco uvolnéné spermie vykazovaly zmény podobné kapacitaci
a pfilnuly k zona pellucida.

Kapacitaci in vitro 1ze napodobit za pomoci inkubace spermii v nadob¢, ktera obsahuje
hydrogenuhli¢itan, ionizovany vapnik a albumin. O téchto tfech kapacita¢nich faktorech je
znamo, ze indukuji zmény spermatu potiebné pro ziskani potencialu pro kapacitaci.

Bohuzel konvencni in vitro neni pii praci s koniskymi gametami moc u¢inné, protoze
spermie nedokazou iniciovat nékterou reakci v blizkosti oocytu a nemohou tedy proniknout do
perivitelinniho prostoru. Faktory iniciace kapacitace a uspéSného oplodnéni jsou zatim
nedostate¢né, a proto IVF u koni nefunguje, je tedy potieba stalych vyzkumi pro hledani té
spravné cesty. Konské IVF udava ptipad pouze dvou narozenych hiibat pomoci ko-inkubace in
Vitro oocytil s hfeb¢imi spermiemi o$etfenymi ionoforem vapenatym. Opakované pokusy ale
jiz Gspésné nebyly. Je tedy potieba dalSich vyzkumi pro pochopeni mechanismi kapacitace
hieb¢ich spermii, aby mohlo byt dosazeno uspé$ného oplozeni in vitro i u koni, stejné jako
tomu je napiiklad u bykd. Pochopeni kapacita¢nich déja a latek, které se do n¢j zapojuji by
vedlo k vyraznému posunu v biotechnologiich konské reprodukce.
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