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Kapacitace hreb¢ich spermii

Souhrn

Spermie jsou samc¢i pohlavni buiiky, které se tvori v semenotvornych kanalcich varlat.
Spermie béhem svého zivota prochéazeji nékolika zndmymi i neznamymi maturacnimi zmeénami
v dé&jich zvanych kapacitace a akrozomalni reakce v prostfedi samiciho reprodukéniho traktu.
Schopnost oplodnéni vyzaduje dvé faze zrani spermii. Prvni se vyskytuje v nadvarleti, kde
dochazi k fyziologickym zménam v obsahu lipida a proteini v membrané spermii. Po zrani
v nadvarleti vyzaduje spermie dal§i povrchové upravy, ke kterym dochéazi uvnitf samiciho
pohlavniho traktu, konkrétné ve vejcovodu.

Po ejakulaci béhem prichodu samic¢im pohlavnim traktem dochazi ke zracimu procesu
zvanému kapacitace. Kapacitace spermii je usporadana sekvence procesu, které predstavuji
dynamické déje nezbytné pro oplodnéni oocytil in vivo nebo in vitro. Béhem kapacitace dochazi
k biochemickym 1 fyziologickym zménam, které souvisi s hyperaktivaci pohybu spermie
umoziujici spermiim vazat se a pronikat do zona pellucida a nasledné fuzovat s oocytem. Tyto
zmeny spolu s naslednou akrozomovou reakci jsou nezbytné pro proniknuti do zona pellucida,
a také pro spojeni se s plazmatickou membranou oocytu.

In vivo kapacitace nastava v samic¢im reprodukénim traktu, coz je prostiedi, které
vhodné reguluje interakce mezi gametami a podporuje oplodnéni. Po uloZeni ejakulatu do
délohy je zivotaschopna populace spermii transportovana do mista oplodnéni ve vejcovodu.
V Case ovulace se spermie navazané na epitel vejcovodu 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 hiebcti se sice dokazou in vitro vazat na zona
pellucida, bohuzel ale nedokazou iniciovat nékterou reakci v blizkosti oocytu a nemohou tedy
pronikat do perivitelinniho prostoru. Selhani penetrace spermii nejspise souvisi s neptitomnosti
optimalizovaného média pro oplodnéni in vitro obsahujici molekuly nezbytné pro podporu
kapacitace spermii hiebct. Neuspokojivé vysledky in vitro fertilizace u koni jsou s nejveétsi
pravdépodobnosti zpusobeny nedostateCnou kapacitaci spermii v dusledku chybéjiciho
optimalniho kapacitaéniho média pro hiebce.

Klicova slova: kapacitace, akrozomalni reakce, spermie, ejakulat, hiebec



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 dulezity proces zrani, ktery spermie podstupuji po ejakulaci béhem
jejich prichodu samic¢im pohlavnim traktem. Tyto biochemické zmény umoziuji spermiim
vazat se a pronikat do zona pellucida a nasledné fuzovat s oocytem. Plazmaticka membrana
spermie fuzuje s vné¢jsi akrozomalni membranou, coz ma za nasledek exocytickou udalost
znamou jako akrozomova reakce, ktera zahrnuje uvolnéni lytickych enzymu, 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, coz pomaha spermiim odpoutat se z oviduktalniho
rezervoaru a proniknout tak do zona pellucida (Yanagimachi 1994). Kapacitace vede k
akrozomalnim zménam potiebnym pro penetraci spermii do vajicka, a zaroven brani pfedcasné
aktivaci akrozomu, dokud spermie nedosahnou mista oplodnéni a nedostanou se do kontaktu
s vajickem (Mckinnon 2011).

Ke kapacitaci maze 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 druhtiim popsan velmi ziidka. Konvencni in vitro fertilizace neni pfi
praci s konskymi gametami velice u€inné. Na celém svéte€ se narodila pouze 2 hiibata
pochazejici z in vitro oplozeni, ob& pred vice nez 25 lety. Usp&ch téchto dvou ptipadd byl
piipoCten ko-inkubaci in vitro oocytt s hiebCimi spermiemi oSetfenymi iontoforem vapenatym.
Dodnes probiha spolecna inkubace zralych oocyti s kapacitovanymi spermiemi, coz je
standartni metoda pro produkujici embrya in vitro u né€kolika jinych druhti (Leemans et al.
2016). U koni ale stale konvencni in vitro fertilizace nefunguje, a proto nejdou zavést naptiklad
nekteré biotechnologické metody reprodukce jako je in vitro fertilizace. O procesu kapacitace
se vi mnohem vice u jinych druhd napfiklad u kance nebo byka. Tyto poznatky
o jinych druzich nam mohou pomoci 1 v reprodukci u koni.



2 (il prace

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



3 Literarni reSersSe
3.1 Anatomie reprodukéni soustavy hirebecu

Funk¢ni anatomie reprodukcni soustavy hiebet se sklada z primarnich, sekundarnich,
a navic z ptidatnych pohlavnich organt. Mezi primarni organy patii dvé varlata, ktera maji
exokrinni a endokrinni funkci a Sourek, ktery je zodpovédny za ochranu varlat a ma
termoregulacni funkci. Sekundarnimi organy jsou nadvarlata, odvodné zily, mocCova 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 zodpovédna za produkci spermii (tento
proces se nazyva spermatogeneze) a samciho pohlavniho hormonu testosteronu. Ten podporuje
vyvoj piidatnych pohlavnich Zlaz, vede k wvytvafeni sekundarnich sexualnich znaku
a podminuje chovani samct jako je pareni, ale také ma vliv na télesny rust (Abdel-baky et al.
2020). Testosteron, produkovany Leydigovymi builkami, pfechdzi navazdnim na protein
vazajici androgen do sousednich Sertoliho bunék, kde ptsobi. Sertoliho buriky jsou fizeny jak
folikostimula¢nim hormonem FSH, tak i testosteronem. Je znamo, ze FSH spousti proces
spermatogeneze, rozviji spermatogonie na sekundarni spermatocyty. Testosteron poté
dokoncuje jejich vyvoj ze sekundarnich spermatocytti na spermie pfipravené k prachodu do
nadvarlete ke zrani (Morel et al. 2008).

Kazdé varle je zavéseno v Sourku semennym provazcem v tfiselné oblasti, ktery se tahne
od bficha k jeho uponu na varle. Varle hiebce je ve svislé poloze obvykle vejcitého tvaru, jeho
velikost je dilezita pfi 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 rustem az do
dosazeni konecné télesné velikosti, pfiblizn€ do 5 let véku (Morel et al. 2008).

Sourek je mirn& previsly vak vysunuté kiize zavéseny mezi stehny, ve kterém jsou
ulozena varlata. Teplota varlat v Sourku €ini 33 °C. Funkci Sourku je zajisténi nizsi nez té€lesné
teploty pro spravny vyvoj spermii. Je rozdélen do dvou Sourkovych komor, zvenku rozdéleny
Sourkovymi koznimi §vy a zevniti vazivovou prepazkou (Abdel-baky et al. 2020). Sourek se
sklada z nékolika vrstev. Vrchni vrstva kiize obsahuje nékolik rozptylenych chloupkt, pod ni
se nachazi jemna elasticka tkan, ktera 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
konecného dozravani spermii pred ejakulaci (Abdel-baky et al. 2020).

Hlava nadvarlete je rozsifena a pevné pripojend k hlavovému konci varlete. Sklada se
z 15-20 lalackd, které se skladaji z klicek odvodnych kanalkt varlete. Télo nadvarlete se
pfipojuje na hlavu a ma tvar protdhlého uzkého oblouku, volné pfipojeného k varleti. Pred



koncem ocasu varlete se télo nadvarlete rozsifuje a prechéazi v ocas nadvarlete. Ocas nadvarlete
ma zaobleny kuzelovity tvar a o 2-3 cm piesahuje 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 ma odhadovanou kapacitu pro ulozeni
dostate¢ného mnozstvi spermii pro 10 ejakulatd (Sostaric et al. 2008). Zivotaschopnost spermii
v ocasu nadvarlete se po 24 hodinach pii 22 °C prudce snizuje, ale dobré vysledky viability
byly hlaseny pro spermie nadvarlete hiebct po dobu az 96 hodin, pokud jsou varlata udrzovany
pfi 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 svald. Z téla, které je hlavni Casti a z zaludu, coz je citlivy volny konec penisu
(Abdel-baky et al. 2020). V klidové poloze je penis zatazeny, a tudiz chranény v predkozce. V
této poloze jej drzi svaly, v€etné€ zatahovaciho svalu. Penis hiebce je svymi dvéma kofeny
pfipevnén ke spodni €asti panevni kosti ischiocarvendznimi svaly. Zde ve svém pocatku je penis
také drzen v poloze zavésnym vazem pripevnénym k panvi. Toporivé 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 predkozky (Morel et al. 2008). Délka penisu u
hiebce je 50-60 cm. Pii plné erekci se penis muze az zdvojnasobit na 80-90 cm na délku a 10
cm na Sitku. Pfi ejakulaci se velikost zaludu ztrojnasobi, ¢imz dojde k otevieni délozniho Cipku,
aby se umoznilo ukladani spermii pfimo do d€lohy, muze také hrat roli v prevenci po¢atecniho
uniku spermatu z klisny (Abdel-baky et al. 2020).

3.1.3 Pridatné pohlavni organy

Samci vétSiny druhti maji fadu piidatnych zlaz, ptiCemz relativni velikost zlaz odrazi
relativni dilezitost jejich sekreti v semenné plazmé. Semenna plazma je hlavni tekuta frakce
spermatu. Semenna plazma je dulezitou soucasti pro dopravu spermatu ke klisné a zajistuje
konecné zrani. Hlavni funkci této plazmy je poskytovani energie, ochrana pred zménami
osmotického tlaku, pH a pied oxidaci (Morel et al. 2008).

Vedlejsi pohlavni zlazy, parové semenné vacky nebo také vezikularni zlazy, jsou
lalocnaté zlazy umisténé na obou stranach mocového méchyfte a jsou asi 16-20 cm dlouhé. Jsou
lalo¢naté a svym vnéjsim vzhledem pripominaji velké vla§ské otfechy. 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 sklada ze dvou pyramidalnich lalokd. U dospélého hiebce je kazdy lalok
témer 4 az 6 cm Siroky a 2 az 4 cm tlusty. Prostata je lalo¢nata zlaza umisténa na kranialnim
konci mocové trubice, obepinajici ji ze vSech stran. Sekrece prostaty u hiebce jsou zasadité
a maji vysoky obsah bilkovin, kyseliny citronové a zinku. Tato tekutina pomaha pfii Cisténi
mocové trubice pro prachod spermii béhem ejakulace (Little & Woods 1987).

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

3.2 Spermie
3.2.1 Stavba spermii

Spermie jsou samci pohlavni burky, které se tvofi v semenotvornych kanalcich varlat.
Tyto tubuly obsahuji komplexni fadu vyvijejicich se zarode¢nych bunék, které nakonec tvori
samCi gamety. PIné zformovana spermie je podlouhla burika, ktera se sklada z hlavicky,
obsahujici jadro a z biciku obsahujici aparat nezbytny pro motilitu bunék. Celd spermie je
pokryta plazmatickou membranou. Kréek spojuje hlavicku spermie s jejim bicikem, ktery je
rozdélen na stfedni, hlavni a koncovou ¢ast (Mckinnon 2011).

Spermie jsou velmi zvlastni burnky, protoze béhem svého zivota prochazeji nekolika
dilezitymi kroky zrani, které jsou vysledkem jejich interakce s riznymi prostfedimi, kterymi
migruji a riznymi funkcemi, které plni. V nadvarleti ziskavaji spermie motilitu a fertilitu
pusobenim sekretl epitelialnich bunék a slozek luminalnich tekutin. Pfi ejakulaci se stavaji
pohyblivymi a jsou ovliviiovany slozkami semenné plazmy, i kdyz jes§té nejsou schopné
oplodnit oocyt (de Lamirande et al. 1997).

Hlavicka spermie je pfevazné tvorena jadernym materialem, ktery obsahuje haploidni
pocet chromozomu (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 port (Sutovsky & Manandhar 2006).

Hlavicka 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). Dulezitost akrozomalni membrany se ukaze, kdyZ se uvazuje o oplodnéni. Je
zodpovédna za rozpad bunéné membrany a jaderné membrany spermii pii oplodnéni, coz
umoziuje fuzi samciho a samiciho jadra (Morel et al. 2008). Hlavicka spermie hiebce je ovalné
protahla, predni tfetina je nejSirSi. Hlavicka je pomémeé plochd a podélny fez ma piiblizné
elipticky tvar s ponékud silné€j§im koncem (Brito 2007).

Krcek spermie je kratky spojovaci segment mezi hlavou a ocasem. Krcéek obsahuje
spojovaci kus proximalnich centriol a nékolik malych mitochondrii. Spojovaci kus obsahuje
segmentované sloupce, které jsou tvoreny z vlaknitého proteinu a kazdy sloupec je v krckové
oblasti srostly se zacatkem jednoho z deviti vlaken (Brito 2007).

Bicik hieb¢i spermie je 50-70 um dlouhy a predstavuje pohybové ustroji spermie. Bicik
je spojen s hlavickou centriolovou casti. Bicik je tvofen spojovacim oddilem, hlavnim oddilem
a koncovym oddilem (Mckinnon 2011).

Akrozom je dvousténna struktura umisténa mezi plazmatickou membranou a predni
casti hlavicky spermie (Mckinnon 2011). Akrozom pokryva predni cast hlavicky spermie
a obsahuje hydrolytické enzymy, které se uvoliuji, aby spermie pronikly do oocytu. Kromé
toho se predpoklada, ze proteazy a hydrolazy obsazené v akrozomu hraji roli v penetraci
komplexu oocytarniho kumulu kromé zona pellucida (Orsolini et al. 2021).
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Plazmaticka membrana spermie hraje kritickou roli v regulaci interakce spermie
s vajickem. Béhem spermatogeneze je plazmatickd membrana spermie a mnohé z jejich dalSich
struktur pfizpisobena jeji roli béhem transportu samicim pohlavnim traktem a interakci
s oocytem. Plazmaticka membrana spermie vstupujici do nadvarlete vSak jesté neni zcela zrala
a béhem prichodu pies nadvarle se plazmaticka membrana vyznamné meéni uvolnénim,
modifikaci a absorbci proteind a lipida (Gadella et al. 2001). Ve skuteCnosti je plazmaticka
membrana mistem nejvyrazn€jSich zmén beéhem zrani v nadvarleti. Je dobfe znamo, ze
plazmaticka membrana spermii ma schopnost absorbovat razné latky ze svého prostiedi.
Nékteré z nich pochazeji ze semenotvorného tubulu, nadvarlete a chamovodu (Yanagimachi
1981).

Vnéjsi plazmaticka membrana muze byt rozdélena na akrozomalni, postakrozomalni,
oblast krcku, stfedni Cast a hlavni Cast. Kazda oblast membrany muze byt charakterizovana
fosfolipidovou dvojvrstvou heterogenné exprimovanych lipidd, proteint, sacharida
a cholesterolu, ktera se primarné vytvari béhem spermatogeneze. Povrch burtiky je navic pokryt
glykokalyxem, siti glykoproteinti a glykolipidud, které jsou pfipojené k matrici oligosacharidt
a polygosacharida, o kterych je znamo, ze napomahaji spravné funkci spermii, a také pomahaji
pfi preziti v prichodu samiéim reprodukcnim traktem (Orsolini et al. 2021).

Existuji znacné rozdily ve slozeni lipidi plazmatické membrany spermii u riznych
druht savcu. Také ale existuje obecné podobnost. Napiiklad plazmaticka membrana kancich
spermii obsahuje piiblizné 67 % fosfolipidd, 25 % neutralnich lipidt a 8 % glykolipida (Vos et
al. 1994). Spermie hiebce se ale li§i predev§im relativné vysokym obsahem cholesterolu.
Membrana spermii hiebce obsahuje pfiblizné 57 % fosfolipidi, 37 % cholesterolu a 6 %
glykolipidii (Gadella et al. 2001). Hreb¢i a dalsi savéi spermie sdileji tu vlastnost, ze
fosfoethanolaminglyceridy a fosfocholinglyceridy obsahuji témét 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 hlavi¢ky spermie (povrchovy pohled). Panel C: Akrozomova reakce.
PIné cary predstavuji membranové dvojvrstvy: (1) plazmatickd membrana; (2) vnéjsi
akrozomalni membréana; (3) akrozomova tekutina; (4) vnitini akrozomalni membrana; (5)
jaderny obal; (6) jadro; (7) jaderny kruh; (8) mitochondrie; (9) proximalni cast biciku (stfedni
cast); (10) prstencovy prstenec; (11) distalni ¢ast biciku (hlavni a koncové ¢asti); (12) vlaknité
pouzdro; (13) apikalni subdoména; (14) pre-ekvatoridlni subdoména; (15) ekvatorialni
subdoména; (16) post-ekvatorialni subdoména; (17) smiSené vezikuly vzniklé bé&hem
akrozomové reakce fuzi plazmatické membrany s vnéjsi akrozomalni membranou.

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

3.2.2 Spermatogeneze

Spermatogeneze je prisn¢ kontrolovany molekularni a bunécny proces, ktery spociva v
mnozeni a proliferaci spermatogonnich kmenovych bunék, rekombinaci genetického materialu
beéhem meiotického déleni spermatocytil a diferenciaci a zrani spermatid na testikularni spermie
(Lupold et al. 2011).

V procesu spermatogeneze se buiky replikuji a dozravaji z diploidnich zarode¢nych
bunék nazyvanych spermatogonie na haploidni, zralé spermie. Kazdy den se produkuji miliardy
spermii (16 miliond spermii na gram tkané varlat hiebce za den) v dlouhych svinutych
kanalcich, zvanych semenotvorné tubuly, které obsahuji spermatogenni epitel a Sertoliho
buriky (Card 2005). Semenné tubuly tvofi vice nez 70 % objemu kortiskych varlat (Johnson et
al. 1997). Spermie zacinaji jako nedostatecné vyvinuté zarode¢né buiiky nebo spermatogonie
pfipojené ke sténé semenotvornych kanalkl, a pak se procesem spermatogeneze progresivné
vyvinou ve zralé spermie (Morel et al. 2008).

Prifezy semenotvornych kanalkd odhaluji pfilehlé buriky, které produkuji spermie
cyklickym zplisobem opakujici se priblizné kazdych 12 dni u hiebce, coz zplsobuje stalou
produkci spermii. Semenotvorny tubul je rozdélen na bazalni a adluminarni vrstvu, ktera je plné
obklopena bazalni laminou. Leydigovy buiiky, které jsou stimulovany luteinizaci (hormon LH),
produkujici pohlavni hormony vcetné testosteronu, jsou kli¢em 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 priblizne€ 57 dni (Orsolini et al. 2021).

Normalni spermatogeneze u savcu zavisi na udrzovani optimalni teploty varlat o 3-5 °C
niz$i, nez je té€lesna teplota. Zvysena teplota varlat mize zpusobit vznik testikularni hypoxie
s naslednymi Skodlivymi uc¢inky na produkci a kvalitu spermii. Abnorméalni spermatogeneze
vznika v dasledku mnoha faktori véetné onemocnéni, podvyzivy, endokrinologickych poruch,
genetickych defektli a environmentalnich rizik (Brito 2007).

3.2.3 Maturace spermii

Maturace spermii zahrnuje procesy zrani, ke kterym dochazi pfi prichodu spermie
nadvarletem a dale spermie prochazeji nckolika znamymi i1 neznamymi sekvenCnimi
matura¢nimi zménami v déjich zvanych kapacitace a akrozomalni reakce v prostedi samiciho
reprodukéniho traktu (Hafez et al. 2000).

Schopnost oplodnéni spermii vyzaduje dvé faze zrani spermii. Prvni se vyskytuje
v nadvarleti, kde dochazi k fyziologickym zménam v obsahu lipidii a proteint ve spermiich.
Mezi hlavni slozky, které tvori epididymalni prostfedi, patii nékolik proteini jako je
osteopontin, manosidaza, galaktosidaza, laktoferin a klusterin (Cunha et al. 2017).

V nadvarleti spermie dosahnou schopnosti progresivni motility, coz zahrnuje zmény ve
flexibilit€ a vzorcich pohybu jejich bi¢iki. Rychla progrese dopiedu se objevuje nejprve
u nékolika spermii uprostied téla nadvarlete a stava se prevladajicim vzorem motility u spermii
z ocasu nadvarlete a chamovodu. K témto zménam dochéazi béhem deseti az patnacti denniho
transportu pres nadvarle (Mckinnon 2011). Tyto faktory spojené s diferencovanym prostiedim
nadvarlete zajiSt'uji zrani spermii, zachovani zivotaschopnosti spermii a zachovani fertilizacni
kapacity po dobu nékolika tydnu. Po zrani nadvarlete vyzaduje spermie dalsi povrchové tpravy,
ke kterym dochazi uvniti samiciho pohlavniho traktu, konkrétné ve vejcovodu (Cunha et al.
2017).

3.2.4 Vazba spermii na vejcovod

In vivo vazba spermii na epitelialni buiiky v istmu neboli v kaudalni ¢asti vejcovodu, je
pravdépodobné nezbytna pro ziskavani a ukladani zivotaschopnych a potencionalnich,
nekapacitovanych spermii pfed oplodnénim, aby se vytvoril rezervoar spermatu (Suarez 2002).

Vazba spermii na epitel vejcovodu byla pozorovana a dokumentovana in vivo a in vitro
u nékolika raznych druhi a muze byt zodpoveédna 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 dilezité, protoze doba inseminace
a ovulace nejsou u savcu synchronizovany. Spermie je tfeba udrzovat a vyzivovat, aby se
preklenulo Casové obdobi mezi ulozenim spermii v sami¢im traktu a ovulaci. Vazba na epitel
vejcovodi 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 vejcovodl, zatimco spermie se zménénou membranou a Spatnou
zivotaschopnosti se nachazeji v lumen vejcovodu (Teijeiro & Marini 2012).
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Kdyz se blizi ¢as ovulace, uvolfiuje 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 muze vést
k selhani fertilizace (Hunter 2012). K uvolfiovani spermii z vejcovodu piispiva mnoho procesu
souvisejicich s kapacitaci jako je nastup hyperaktivované motility. Predpoklada se, ze
hyperaktivovana motilita je potlacena 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-galaktéza dfive uvadéna jako klicova molekula pro usnadnéni vazby
spermie na vejcovod, na zakladé studii vyuzivajicich diferencovany model monovrstvy bunék
epitelu vejcovodu. Proteiny vazajici galaktozu skuteCné byly izolované z plazmatické
membrany konskych spermii (Sabeur et al. 2007).

Zatimco vazba spermie na vejcovod jasné hraje roli pfi oplodnénti, tato fyzicka interakce
s epitelem muZze byt povinna pouze v preovulacnim obdobi (Leemans et al. 2016). Kdyz jsou
spermie transportovany do vejcovodu béhem periovulacniho obdobi (tj. pokud je inseminace
provedena po ovulaci), jsou tyto gamety okamzité v kontaktu s induktory kapacitace. Vazba
spermii na povrch vejcovodi tedy neni nutna. To naznacuje, ze sekrece vejcovodu, vyluCované
primarné ampularnim epitelem, mohou byt stejné nebo vice relevantni pro indukci kapacitace
u hfebCich spermii nez vazba spermie na vejcovod (Maitan et al 2021).
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Obr. 2. Schematické znazornéni sekvence interakci mezi samci a sami¢i gametou potiebnych
pro oplodnéni: (1) vazba spermie na ZP s jeji apikalni subdoménou; (2) akrozomova reakce,
mnohocetna fuze vn&j§i akrozomalni membrany s apikalni a preekvatorialni plazmatickou
membranou; (3) pronikani spermatu pies ZP; (4) vazba spermii a fuze s oolemou (fertilizace)
jsou vylucné udalosti ekvatorialni plazmatické membrany; (5) aktivace oocytu cytosolickymi
faktory a rychlym blokem polyspermie; (6) sekrece korovych granuli (kortikalni reakce)
zpusobujici definitivni (pomaly) blok polyspermie.

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

3.3 Kapacitace spermii hrebce
3.3.1 Zaklady procesu kapacitace

Kapacitace spermii je usporadana sekvence procesu na spermiich u v§ech savcu, vcetné
koni (Yanagimachi 1994). Jde obecné o aktivaéni proces, ktery spermie podstoupi po ejakulaci,
béhem priachodu sami¢im reprodukénim 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 vysledkt kapacitace je zvySeni propustnosti membrany pro vapnik, coz umoziuje
rychly pohyb vapniku do spermii. Tento pfitok vapniku je nutny pro fuzi plazmatické
membrany a vn¢jsi akrozomalni membrany, ktera iniciuje akrozomalni reakci sav¢ich spermii
(Yanagimachi & Usui 1974). Vapnik vstupuje do spermii dvoufazovym zpusobem, s
pocateCnim malym zvySenim intracelularniho vapniku beéhem kapacitace, po kterém nasleduje
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
vytvoren rezervoar nekapacitovanych spermii vazbou na epitelialni buriky vejcovodu. Pred
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ovulaci oocytu spermie prochazi kapacitaci, tim je aktivovan hyperaktivni pohyb a spermie jsou
uvolfiovany z rezervoaru déale do vejcovodu. Uvolnéné spermie se setkaji se zralym oocytem.
Vsechny tyto procesy jsou zahajeny poté, co se spermie dostaly do kontaktu s epitelialnimi
bunkami a sekrety vejcovodi stimulovanymi periovula¢nim stadiem. Kapacitace je reverzibilni
jev, coz znamena, ze po oSetfeni kapacitovanych spermii specifickymi latkami nebo
biologickymi tekutinami jako napfiklad semenné plazma, dochézi k takzvané dekapacitaci, coz
je inhibice potfebna k tomu, aby spermie pokracovali v inkubaci nebo delsim pobytu v sami¢im
pohlavnim traktu a pozdéji podstoupili ,,rekapacitaci” (Bedford & Chang 1962).

Ke kapacitaci muze 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 bunénymi i molekularnimi zménami véetné zvysené tyrosinoveé
fosforylace proteind spermii a rozvojem hyperaktivované motility spermii. Oba tyto procesy
vyzaduji extracelularni vapnik, ale jak vapnik vstupuje do spermii béhem kapacitace, neni dobie
znamo (Xia & Ren 2009).

3.3.2 Kapacitace in vivo

In vivo spermie prochazeji samiim reprodukénim traktem a zejména lumen
vejcovoduje prostiedi, které vhodné reguluje interakce mezi gametami a podporuje oplodnéni.
Identifikace faktort z vejcovodu podporujicich oplodnéni by byla velkym ptinosem pro vyvoj
prostiedi pro oplodnéni koni in vitro (Maitan et al. 2021). Kin je rozdilny od prasete a jinych
velkych domacich druhli v nékolika ohledech. Estrus trva 5-7 dni a k oplozeni muze dojit az
6 dni po pafeni. Pozadavek na preziti spermii v sami¢im reprodukénim traktu je proto delsi nez
u jinych druht. Byla prokazana interakce mezi kofiskymi spermiemi a homolognimi
monovrstvami bunék vejcovodu v kultivaci. Za téchto podminek vykazuji pfipojené spermie
prodlouzenou motilitu a zivotaschopnost, zatimco uvolnéné spermie vykazuji zmeény podobné
kapacitaci a pfilnou zona pellucida (Thomas et al 1994).

U mnoha druhti bylo prokazano, ze spermie musi podstoupit proces kapacitace, coz je
predpokladem pro prubéh vétsiny piipada oplodnéni (Meyers 2001). Po ulozeni ejakulatu, bud’
do pochvy, d€lozniho Cipku (napf. u prasat) nebo délohy (napf. 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 vejcovodd, je
vytvoren v kaudalnim istmu. Kdyz se blizi ovulace, spermie navazané na epitel vejcovodu se
aktivuji nebo zkapacituji a nasledné se uvolni z epitelu vejcovodd, aby se setkaly se zralym
oocytem (Maitan et al. 2021).

Plazmaticka membrana spermii, zivotné dulezita slozka béhem castych d&u pfi
oplodnéni, podléha rozsahlym biochemickym zmé&nam pfi tranzitu spermii z proximalni do
distalni oblasti nadvarlete. Kromé dozravani spermii v nadvarleti musi savéi spermie mezi
pafenim a oplodnénim podstoupit béhem pobytu v samic¢im pohlavnim traktu fadu
biochemickych a funkcénich modifikaci, které jsou obecné oznacovany jako kapacitace
(Tulsiani et al. 1997). Tento proces zahrnuje primarné modifikace membrany, véetné zmén ve
slozeni lipida, vlastnosti povrchu, tekutosti, propustnosti vapniku a koncentraci cholesterolu
(Odeh et al. 2003). Odstranéni proteinti spojenych se spermiemi a cholesterolu spousti zakladni
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strukturalni membranové modifikace u mnoha druhd, které vedou k akrozomové reakci (Kurz
et al. 2005).

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

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

Hyperaktivace se jevi jako podstatna udalost kapacitace (de Lamirande et al. 1997).
Hyperaktivace je pohybovy vzorec pozorovany u spermii v misté a ¢ase oplodnéni u savct. Ta
muze byt rozhodujici pro uspéch oplodnéni, protoze zvySuje schopnost spermii oddélit se od
stény vejcovodu, pohybovat se kolem v labyrintovém lumen vejcovodu, aby pronikly
slizni¢nimi latkami a kone¢n€ mohly proniknout do zona pellucida. Pohyb hyperaktivovaného
spermatozoa se za ruznych fyzikalnich podminek a u riznych druhti maze lisit, ale v zasadé
zahrnuje zvySeni amplitudy pohybu biciku a asymetrii rytmu (Tulsiani et al. 1997).

Pravdépodobné existuje signal ve vejcovodu k zahéjeni hyperaktivace ve spravny cas,
zadny vsak dosud nebyl identifikovan. Existuji dikazy, ze zdroj signalu je folikularni tekutina,
ale je znamo, ze spermie se diive hyperaktivuji a poté se uvolni tekutina do vejcovodu (Ho &
Suarez 2001).

Zména sacharidového profilu povrchu spermii je jednou z klicovych molekularnich
udalosti v procesu oplodnéni. Kyselina sialova je nejvzdalenéj$i monosacharid, ktery uzavira
vétSinu glukant na povrchu membrany spermii v nadvarleti (Young et al. 1986). Kyselina
sialova, ktera obvykle zaujima koncovou pozici fetézct sav€ich spermii, ma dulezité funkce pfi
oplodnéni. Po kapacitaci in vitro existuji na hlavicce spermie dva hlavni vazebné vzorce.
U nékterych spermii sialylace existuje na ekvatorialnim segmentu a zadni hlavicce, zatimco
u jinych spermii dochazi k sialylaci v akrozomalni oblasti a ekvatoridlnim segmentu. Analyza
prutokovou cytometrii naznacila, ze tUroven sialylace na membrané kanciho spermatu po
kapacitaci klesa (Wang et al. 2018).

Role cholesterolu

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

Snizeni cholesterolu v plazmatické membrané je uzce spojeno s kapacitaci. Nizka
hladina odtoku cholesterolu zvysuje kapacitaci a indukuje fosforylaci dvou proteint bez
ovlivnéni zivotaschopnosti spermii (Shadan et al. 2004). Kli¢ovou roli membranového
cholesterolu v kapacitacnich jevech byl pienos lipidi z membranovych vacka do spermii, ktery
je ucinné dekapacitoval. Pozdéji se ukazalo, ze exogenné pridané sterolsulfaty mély podobné

18



ucinky (Davis 1979). To naznacuje, ze hovézi sérovy albumin (BSA) v kapacitacnim médiu in
vitro ma schopnost odstraiiovat cholesterol z membrany, a ze in vivo by tuto roli plnily proteiny
vazajici steroly pfitomné v tekutinach délohy a vejcovodu (naptiklad lipoproteiny s vysokou
hustotou) (Shadan et al. 2004). Inkubace spermii v médiu obsahujici hovézi sérovy albumin
vede kuvolnéni vyznamného mnozstvi cholesterolu ve srovnani s médiem bez BSA.
Uvolnovani cholesterolu je spojené s aktivaci signalni transdukcni drahy zahrnujici protein
kindzu A, a tyrosin kinazové systémy, coz vede k fosforylaci a kapacitaci proteinového tyrosinu
(Osheroft et al. 1999).

Jak se efflux cholesterolu spojuje s regulaci signalnich transdukcnich drah neni
v soucasnosti jasné. Jednou z moznosti je, ze pfed kapacitaci se cholesterol koncentruje ve
specializovanych mikrodoménach plazmatické membrany nebo lipidovych raftech. Soucasné
koncepce prisuzuji existenci té€chto rafth dalezité signalizacni vlastnosti, které pasobi 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 burikdch se pfedpoklada, ze odstranéni
cholesterolu narusi lipidové rafty, a tim aktivuje signalni udalosti zahrnujici tyrosinkinazy,
G proteiny nebo jiné molekuly. Protoze aktivace podobnych signalnich déju béhem kapacitace
koreluje s odstranovanim cholesterolu z plazmatické membrany, lze pfedpokladat, ze ve
spermiich muze byt cholesterol rovnéz koncentrovan v lipidovych raftech a jeho odtok souvisi
se zménami v lipidovych raftech spermii (Salicioni et al. 2007).

Vliv Ca?*

Vapnik je esencialni iont, ktery reguluje motilitu spermii, kapacitaci a akrozomovou
reakci, tfi procesy nezbytné pro Uspé$né oplodnéni (Darszon et al. 2011). Intracelularni
koncentrace Ca** jsou v burikach peclivé regulovany. Plazmaticka 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 signalizatni molekuly organizovany zpisobem, ktery jim umoziiuje
regulovat progresivni motilitu a také vyvoj asymetrického vzorce pohybu biciku zvaného
hyperaktivovand motilita béhem kapacitace spermii. Aby se tedy dosahlo motility spermii,
kapacitace a akrozomové reakce ve spravny ¢as a na spravném misté, musi byt intracelularni
koncentrace Ca2+ presné regulovany (Finkelstein et al. 2020).

Fosforylace proteinu savcéich spermii

Fosforylace proteini je posttranslacni modifikace proteinll, ktera umoziuje burice
ovladat riizné bunécné procesy. V eukaryotickych burikach 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 prubéhu kapacitace a fertilizace jsou
lokalizovany v bic¢iku, i kdyz tyrosin fosforylace méné hojnych proteini mize byt také pfitomna
na hlavicce spermie. Spermie navazané na zona pellucida a fizujici s plazmatickou membranou
oocytl jsou charakterizovany tyrosinem fosforylovanym bicikem. Fosforylace proteinu
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v biciku je spojena s hyperaktivovanou motilitou spermii, ale muze také regulovat dalsi funkce
zapojené do fuze spermie a oocytu (Tardif et al. 2001).

Faktory ovliviiyjici vzhled fosforylace pravdépodobné pochazi z prostredi
obklopujicitho spermie, ale jejich pfijem a zpracovani budou pravdépodobné regulovany
rozdilné ve specifickych krocich uvnitf samic¢iho pohlavniho traktu. Jeden z téchto faktort je
glukodza, jejiz metabolické produkty se zieymé ucastni signalnich drah podporou piesného
nastupu fosforylace tyrosinu ve spermatu vedouci k uspésnému oplodnéni (Urner & Sakkas
2003).

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

3.3.3 Transport spermii pres délozni lumen

Po ejakulaci nebo inseminaci jsou spermie hiebct transportovany z téla délozniho do vejcovodu
predevs§im v duasledku déloznich kontrakci (pasivni transport spermii), s relativné malym
prispénim 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 né€kolik mechanismi, které pomahaji Cistit délohu a eliminovat prebyte¢né
spermie. Za prvé, myometrialni kontrakce mechanicky vypuzuji spermie déloznim krc¢kem
(Katila et al. 2000). Za druhé, asi pul hodiny po inseminaci hraje dulezitou roli pfiliv
polymorfonukleranich neutrofild (PNM) do délozniho lumenu pii fagocytoéze spermii. Tato
zanétliva reakce je Skodliva pro vSechny spermie transportované pres délozni lumen. Pouze
mrtvé spermie jsou vSak vysoce citlivé na tuto eliminaci, zatimco zivotaschopné spermie jsou
chranény pred vazbou na polymorfonuklarni neutrofily a tim 1 pfed fagocytézou. Faktory
semenné plazmy maji v tomto ochranném mechanismu dalezité funkce. Napfiiklad laktoferin
zvySuje mezibunécnou interakci mezi PNM a spermiemi v déloze (Maitan et al. 2021). Je
zajimavé, ze cystein, bohaty na sekrecni protein, vyluovany piidatnymi pohlavnimi zlazami
do semenné plazmy béhem ejakulace, vyvolava vyrazné snizeni 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 tfeba inhibovat nastup kapacitace
u zivotaschopnych spermii. Aby se zabranilo pfedcasné kapacitaci, jsou spermie béhem a po
ejakulaci pokryty dekapacitacnimi faktory pochézejicimi pfevazné ze semenné plazmy. Kromé
toho sav¢i semennd plazma obsahuje nékolik populaci extracelularnich vezikul vylu¢ovanych
epitelialnimi burikami na riznych mistech samciho reprodukéniho traktu, vCetné pridatnych
pohlavnich zlaz. Napftiklad prostasomy, vyluCované prostatickym epitelem, pravdépodobné
funguji jako dekapacitacni faktory u koni, protoze prostasomy maji obsah lipida skladajici se
hlavné z nasycenych mastnych kyselin a velké koncentrace cholesterolu a sfingomyelinu
(Sostaric et al. 2008).

Vysoky obsah cholesterolu muze vést k inhibici zmén plazmatické membrany
souvisejicich s kapacitaci a akrozomovou reakci stabilizaci plazmatické membrany spermii,
¢imz se zabrani pred¢asné kapacitaci spermii (Sostaric et al. 2008).
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U koni, kdy jsou spermie biotechnologicky vlozeny pfimo do vejcovodu pres
infundibulum (rozsifena nalevka vejcovodu), se mira biezosti nelisi od miry ziskané po umelé
inseminaci do téla délohy. To naznacuje, ze ani délozni télo, 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 pres 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 pres uterotubalni spojeni, coz je uzavieny svalovy svéra¢, aby se vytvoril
rezervoar spermii. Neni zatim jisté, zda musi dojit k otevieni uterotubalniho spojeni béhem
preovulagniho obdobi, aby spermie vstoupily do vejcovodu. Uginky estrogent nebo faktort
semenné plazmy jako jsou prostaglandiny, které jsou zavislé na fazi estralniho cyklu, mohou
hrat roli pfi vyvolani relaxace uterotubalniho spojeni (Maitan et al. 2021). Predpoklada se, ze
béhem folikularni faze se toto spojeni muze oteviit v disledku Gcinku estrogend, zatimco
béhem lutealni faze s dominanci progesteronu zastava uzavieno. Transport vyvijejiciho se
embrya z ampularné-istmické junkce do délohy 6-6,5 dne po ovulaci, tedy beéhem
progesteronem dominované postovulacni faze estralniho cyklu, miZze poskytnout dalsi pohledy
na regulaci otevirani €i zavirani uterotubalniho spojeni (Weber et al. 1996).

3.3.5 Prostredi kapacitace

Cerstvé ejakulovand spermie musi podstoupit proces zrani v samiéim reprodukénim
traktu, proces nazyvany kapacitace, aby byly tyto gamety pfipravené k oplodnéni oocytu.
Nakonec je pouze mala Cast z celkové populace inseminovanych spermii transportovana do
mista oplodnéni. Na zaklad¢ studii in vitro se predpoklada, ze do vejcovodu jsou transportovany
pouze spermie s vynikajici zivotaschopnosti, morfologii a pohyblivosti (Hunter et al. 1987).
Interakce mezi vysoce zivotaschopnymi spermiemi a prostiedim vejcovodu za ti¢elem podpory
kapacitace a fertilizace byla rozsahle studovana u nékolika savci. Nicméné u klisen nebylo
prostfedi vejcovodu podrobné popsano. Lumen ampule vejcovodu avSak obsahuje zakladni
prostiedi pro spermie hiebct, 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. Dlouhovekost spermii u koné a prasete zvySuje pravdépodobnost
pfitomnosti zivotaschopnych spermii pii ovulaci, kdyz inseminace probihd v dostate¢ném
predstihu. Nizky pocet spermii ve vejcovodu neni disledkem pomalého transportu spermii, ale
spise jejich fizeného pohybu do ampule uterotubalnim spojenim, jakoz1 jejich pohybu z pochvy
a délozniho ¢ipku do délohy a postupného uvoliiovani z rezervoaru ve vejcovodech. Tento vztah
reguluje pocet spermii v misté oplodnéni (zabrafuje polyspermii) a v rezervoaru spermii, aby
bylo zajisténo, ze kapacitované spermie budou pfitomny az do samotné ovulace (Mckinnon
2011).
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3.3.6 Akrozomalni reakce u hrebce

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

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

Skutecna akrozomova reakce zahrnuje fuzi plazmatické membrany spermii s vnéjsi
akrozomalni membranou s naslednou rozsahlou vezikulaci pfes predni segment akrozomu. To
se liS§i 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
zmény se vyskytuji u nepohyblivych spermii (Aalseth & Saacke 1987).

Fuze a vezikulace akrozomu uvoliyji hydrolytické enzymy, naptiklad hyaluronidazu
a akrosin, které se podileji na penetraci vajicka (Mckinnon 2011). Funkéni vyznam akrozomové
reakce je dvoji, predpoklada 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).
Fyziologicka akrozomova reakce je dobfe koordinovany proces, ke kterému muze dojit pouze
u zivych spermii. Fyziologickd akrozomova reakce byla nazvana ,,skute¢nou akrozomovou
reakci“, zatimco ztrata akrozomu v dusledku degenerativnich zmén se nazyva ,.falesna
akrozomova reakce” (Bedford 1970). Pii studiich kapacitace a akrozomové reakce muze byt
velmi dulezité rozliSovani mezi skuteCnymi a faleSnymi akrozomovymi reakcemi. Toto
rozliSeni napfiklad 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€etné 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 zahajeni 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 indukovana
jednou z glykoproteinovych slozek zony pellucidy a spermie, které podstoupi akrozomovou
reakci proniknou a nakonec oplodni oocyt (Yanagimachi 1994).

U spermii hiebct je in vitro pozorovan pouze nizky vyskyt (20 %) akrozomovych reakci
vazanych na zonu 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 snizena hodnota akrozomové reakce
muze alespon CasteCné vysvétlit Spatny vysledek in vitro fertilizace u koni (Cheng et al. 1998).
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Krome zona pellucida mohou k indukci akrozomové reakce pozadované pro tspé€sné oplodnéni
pfispivat rizna dalsi biologicka ¢inidla pfitomna 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). Krom¢ 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 hiebceq, tak i u jinych druht
(Cheng et al. 1998).

3.3.7 Kapacitace in vitro

In vivo kapacitace je zahdjena, kdyz je spermie vystavena prostiedi v samicich
reprodukcnich organech, coz je déloha a vejcovod, v blizkosti ¢asu ovulace. Kapacitaci in vitro
lze napodobit pomoci inkubace spermie v nadobé& obsahujici HCO3, Ca** a albumin, po
provedeni centrifugace na zakladé hustoty gradientu k oddéleni spermii ze semenné plazmy.
HCO3, Ca** a albumin jsou tii kapacitaéni faktory, o nichz je znamo, Ze indikuji zmény
spermatu potiebné pro ziskani potencialu u mnoha druht (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).

Konvencni in vitro fertilizace (IVF) neni pfi praci s koiskymi gametami velice G€inné.
Prestoze se spermie hiebct in vitro vazou na zona pellucida, tyto gamety nedokazou iniciovat
nekterou reakci v blizkosti oocytu a nemohou tedy proniknout do perivitelinniho prostoru.
Selhani penetrace spermii s nejveétsi pravdépodobnosti souvisi s nepfitomnosti
optimalizovaného média pro oplodnéni in vitro obsahujici molekuly nezbytné pro podporu
kapacitace spermii hiebcti (Maitan et al. 2021).

Na celém svéte se narodila pouze dvé hiibata pochazejici z in vitro oplozeni, obé pred
vice nez 25 lety v letech 1990-1991. Usp&ch IVF téchto dvou piipada byl pfipoéten ko-inkubaci
in vitro oocytu s hiebCimi 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 nékolika druhti. U koni ale stale
konvenc¢ni IVF nefunguje. Podminky in vitro kapacitace jsou pravdépodobné hlavni prekazkou
(Leemans et al. 2016).

Prehled publikovanych studii IVF u koni ilustruje neuspokojivé miry uspesnosti
pohybujici se v priméru mezi 0-33 %. I pfi pouziti ionoforu vapniku, heparinu, proteint zona
pellucida, kofeinu a progesteronu pro spusténi aktivace spermii je mira oplodnéni stale velmi
nizka. V roce 2009 (McPartlin) byla uvedena velice slibnd mira oplodnéni (61 %) po spole¢né
inkubaci konskych oocyti se spermiemi hiebcti oSetfenych prokainem k navozeni
hyperaktivované motility. O sedm let pozdé&i vsak tato technika stale nebyla potvrzena
zpravami o tvorbé blastocyst nebo narozeni hiibat. Navic bylo prokazano, ze prokain ovliviiuje
koriské oocyty a indukuje cytokinezi cestou zavislou na pH. Teoreticky by piekazky pro koriské
IVF mohly spocivat na trovni nedostatecného zrani oocyti nebo neuplné kapacitace spermii
(Leemans et al. 2016). V tomto ohledu bylo prokéazano, ze zatimco IVF s pouzitim in vivo
zralymi oocyty nejsou uspesné, 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). Posledné uvedené pozorovani potvrzuje, ze oocyty jsou schopné zrat in vitro, coz zase
naznacuje, ze koriska kapacitacni nebo fertilizatni média postradaji jeden nebo vice faktora
vejcovodu potiebnych k tomu, aby spermie pronikly do zona pellucida a vstoupily do oocytu
(Dell’Aquila et al. 1996).

Stru¢né teCeno, selhani koriského IVF je s nejvétsi pravdépodobnosti zptisobeno
neschopnosti spermii proniknout do zona pellucida v disledku nedostatecné aktivace
(kapacitace). Naproti tomu konvenéni inseminace dosahuje relativné vysoké miry oplodnéni.
V tomto pfipadé poskytuje vejcovod a jeho sekrece optimalni prostiedi pro dozravani
a interakci gamet, vCetné transportu samcich a samicich gamet do mista oplozeni, konecného
zrani gamet, oplozeni, ¢asny embryonalni vyvoj a transport embrya do délohy (Leamans et al.
2016). Béhem konvencniho IVF je tfeba tyto specifické fyziologické dé&je stimulovat ve
vhodném poradi (Tremoleda et al. 2003). Bylo testovano nékolik sloucenin na jejich schopnost
indukovat kapacitaci a akrozomalni reakci ve spermatu hiebct in vitro. Heparin, koriské
proteiny zona pellucida, kofein a lysofosfolipidy. VSechny zvySuji procento spermii, které
kapacituji a jejich akrozomy zreaguji, ale zadny vyznamné nezlepSuje rychlost penetrace
oocyti. Na druhé strané ionofor vapniku indukuje zmény podobné akrozomové reakci ve
spermatu hiebce a usnadriuje penetraci oocytd (Alm et al. 2001). Ve skute¢nosti byl ionofor
vapniku aktivatorem spermii pouzitym béhem produkce pouze dvou zdokumentovanych hiibat
in vitro fertilizaci (Palmer et al. 1991). Dalsi slou€eninou je progesteron, ktery je pfitomen ve
folikularni tekuting, a predpoklada se, ze se ucastni aktivace spermii in vivo. Vazba hiebciho
spermatu na homologni zona pellucida a nasledna akrozomova reakce jsou skute¢né zesileny
progesteronem v zavislosti na davce (Cheng et al. 1998).

3.4 Porovnani kapacitace u hiebci s jinymi druhy hospodaiskych zviirat
3.4.1 Kapacitace u byka

Kapacitaci in vitro a indukci akrozomové reakce 1ze provést u byku nékolika zptsoby.
Po kapacitaci je jednim primarnim signalem, ktery iniciuje akrozomovou reakci, zména
permeability membrany plazmy pro vépnik. Proto dvojmocné kationtové ionofory nebo
ionomycin, uméle indikuji vstup vapniku do spermatu, coz vede k reakci akrozomu u byka
a hiebce. Ke skute¢né akrozomové reakci dochazi pouze u zivych, membranove neporusenych
spermii. Je tedy dilezité 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
bycich spermii in vitro. Proces kapacitace implikuje mnoho biochemickych d¢€ji a je v korelaci
s modifikovanou pohyblivosti spermii a fosforylaci specifickych proteind na tyrosinovych
zbytcich. Pritomnost heparinu skutecné znacné zvysuje frekvenci kmitani bi¢ik byc¢ich spermii
a indukuje vyznamné zvyseni amplitudy lateralniho pohybu hlavicky ve srovnani se spermiemi
inkubovanymi bez heparinu. Heparin indukuje fyziologické zmény v nékolika parametrech
motility spermii (Chamberland et al. 2001).

Vyvoj aspésnych metod in vitro fertilizace pro oocyty skotu posunuly skot jako model
pro reproduk¢ni technologie. Objev heparinu jako kapacita¢niho ¢inidla umoznil vyzkumniktim
nendkladnou a dostupnou zasobu bycich gamet pro experimentovani v reprodukcnich
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biotechnologiich, jako je prenos gentl a klonovani. 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 behem kapacitace dochazi k mnoha udélostem, zda se, ze regulace intracelularniho
Ca’* je jednou z nejdilezitgjsich (Parrish et al. 1999).

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

3.4.2 Kapacitace u kancu

Mnoho milionti spermii se uklada v samic¢im pohlavnim traktu pfi ejakulaci. Jen nékolik
tisic téchto spermii vstupuje do vejcovodu, nékolik se dostane do ampulky v dobé€ ovulace a jen
jedna spermie oplodni oocyt (Petrunkina et al. 2001). Kratkodobé skladovani kanciho spermatu
in vitro po dobu az 72 hodin pfed inseminaci negativné ovliviiuje plodnost, ale to Casto zistava
pii hodnoceni kvality spermatu neodhaleno. Jednou z nejdilezitéjSich funkci spermii je
schopnost vytvaret funk¢ni rezervoar spermii ve vejcovodu (Weberski et al. 2006).

Potreba 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 kapacitacnim médiu. Pfibyva tedy dikazl, ze in vivo jsou
pfinejmen§im v posledni fazi pfitomny ovarialnimi faktory, které piimo ovliviiyji funkeci
spermii (Hunter et al. 1998). Pfestoze systémy in vitro postradaji jak lokalni regulacni funkci
epitelu vejcovodu, tak fyzikalni bariéry hlenu vejcovodu, umoziuji bunécné a molekularni
studie dosahnout a studovat zakladni principy interakce spermie a vejcovodu (Petrunkina et al.
2001). Studie in vitro ukazaly, Ze interakce mezi kultivovanymi butikami vejcovodu
a spermiemi potlacuji a moduluji stav proteinu tyrosin membrany spermie (Lufio et al. 2013).
Adheze mezi spermiemi a buiikami vejcovodu umoziuje udrzeni zivotaschopnosti, motility
a fertility spermii, protoze vejcovod moduluje a tidi kapacitaci spermii az do doby ovulace
(Suarez et al. 1991). Zda se, ze hlavnim kritériem pro selektivni vazbu na vejcovod pro zajisténi
vhodného poctu potencionalné fertilnich spermii dostupnych pro oplodnéni je stav nekapacitni
populace spermii. Pro vazbu jsou nezbytné dalsi 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 klicovy induktor kapacitace a penetrace kancich spermii in
vitro (Harrison 1996). Bikarbonat indukuje zmény v plazmatické membrané kancich spermii
zavislych na proteinkinaze A. Uspd&$né in vitro oplodnéni bylo dosazeno nejen
v bikarbonatovych in vitro laboratofich, ale také v CO2 pufrovanych médiich jako je Medium-
199 (které puvodné obsahovalo L-arginin), ale také v doplnéném médiu pufrovaném Trisem
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bez hydrogenuhlicitani (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
nezbytnd pro vyvolani kapacitace in vitro u kanCich spermii. Kromé toho neni
hydrogenuhlicitan nezbytny pro spusténi kapacitacniho procesu, ale moduluje jeho ucinnost.
Proto soucCasna prace podporuje, ze in vitro kapacitace kancich spermii mize byt dosazeno
vmédiu bez bikarbonatu, ale ne bez BSA, ackoli uCinnost procesu neni optimalni
v nepiitomnosti bikarbonatu. Tohoto zavéru nebylo dosazeno pouze ze zmén parametrti funkce
spermii souvisejicich s kapacitaci, jako je porucha membranovych lipidi, exocytoza akrozomt
a hladiny intracelularniho vapniku, ale také z pozorovaného zvySeni hladiny fosforylace
(Chaves et al. 2021). Ve skuteCnosti jiz pfedchozi prace prokazaly, ze in vitro kapacitace ve
spermatu prasat lze ucinné dosahnout v médiu s BSA, ale bez bikarbonatu. V této souvislosti
stoji za zminku, Ze tato porovnani se ponekud lisi od porovnani s jinymi druhy savcl, u kterych
je bikarbonat povazovan za nezbytnou slozku pro vyvolani kapacitace spermii (Boatman &
Robbins 1991).
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4 Zavér

Cilem bakalarské prace bylo shrnuti poznatkt o kapacitaci hiebCich spermii in vivo a in
vitro. Kapacitace in vivo probiha v sami¢im reproduk¢nim traktu, zejména v lumen vejcovodu.
Byla prokazana interakce mezi hiebfimi spermiemi a homolognimi monovrstvami bunek
vejcovodu v kultivaci. Za téchto podminek vykazovaly pfiipojené spermie prodlouzenou
motilitu a zivotaschopnost, zatimco uvolnéné spermie vykazovaly zmény podobné kapacitaci
a pfilnuly k zona pellucida.

Kapacitaci in vitro lze napodobit za pomoci inkubace spermii v nadobé¢, ktera obsahuje
hydrogenuhlicitan, ionizovany vapnik a albumin. O téchto tfech kapacitacnich faktorech je
znamo, ze indukuji zmény spermatu potiebné pro ziskani potencialu pro kapacitaci.

Bohuzel konvencni in vitro neni pii praci s konskymi 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 vyzkumut pro hledani té
spravné cesty. Koniské IVF udava ptipad pouze dvou narozenych hiibat pomoci ko-inkubace in
vitro oocytu s hieb¢imi spermiemi oSetfenymi ionoforem vapenatym. Opakované pokusy ale
jiz uspésné nebyly. Je tedy potieba dalSich vyzkumi pro pochopeni mechanismu kapacitace
hiebCich spermii, aby mohlo byt dosazeno uspé$ného oplozeni in vitro 1 u koni, stejné jako
tomu je napiiklad u bykd. Pochopeni kapacitacnich déju a latek, které se do néj zapojuji by
vedlo k vyraznému posunu v biotechnologiich konské reprodukce.

27



5 Literatura

Aalseth EP, Saacke RG. 1987. Alteration of the anterior acrosome of motile bovine
spermatozoa by fructose and hydrogen ion concentration. J Reprod Fertil 81:625-634.

Abdel-baky A, Abou-hashima A|, Ashraf E, Hamdy M, Helmy A. 2020. Functional anatomy of
male genital system in Stallion. Fakulty of veterinary medicine. Egypt.

Abeydeera LR. 2001. In vitro fertilization and embryo development in pigs. Reprod Suppl.
58:159-173.

Alm H, Torner H, Blottner S, Nirnberg G, Kanitz W. 2001. Effect of sperm cryopreservation
and treatment with calcium ionophore or heparin on in vitro fertilization of horse
oocytes, Theriogenology 56:817-829.

Bedford JM, CHang MC. 1962. Removal of decapacitation factor from seminal plasma by high-
speed centrifugation. Am J Physiol. 202:179-181.

Bedford JM. 1970. Sperm capacitation and fertilization in mammals. Biol Reprod Suppl 2:128-
158.

Boatman DE, Robbins RS. 1991. Bicarbonate: carbon-dioxide regulation of sperm capacitation,
hyperactivated motility, and acrosome reactions. Biol Reprod 44:806-813.

Boilard M, Bailey J, Collin S, Dufour M, Sirard MA. 2002. Effect of bovine oviduct epithelial
cell apical plasma membranes on sperm function assessed by a novel flow cytometric
approach. Biol Reprod. 67:1125-1132.

Brito LF. 2007. Evaluation of stallion sperm morphology. Clinical Techniques in Equine
Practice 6:249-264.Brown DA, London E. 1998. Functions of lipid rafts in biological
membranes. Annual Reviews in Cell and Developemental Biology 14:111-136.

Card C. 2005. Cellular associations and the differential spermiogram: Making sense of stallion
spermatozoal morphology. Theriogenology 64:668-567.

Casey PJ, Hillman RB, Robertson KR, Yudin Al, Liu IK, Drobnis EZ. 1993. Validation of an
acrosomal stain for equine sperm that differentiates between living and dead sperm. J
Androl 14:289-97.

Cunha ATM, Faria OAC, Guimardes ALS. 2017. Bovine Sperm Capacitation: Physiological
Changes and Evaluations. SciMedCentral

Darszon A, Nishigaki T, Beltran C, Trevifio CL. 2011. Calcium channels in the development,
maturation, and function of spermatozoa. Physiol Rev. 91:1305-1355.

Davis BK, Byrne R, Hungund B. 1979. Studies on the mechanism of capacitation. II. Evidence
for lipid transfer between plasma membrane of rat sperm and serum albumin during
capacitation in vitro. Biochim Biophys Acta 12:257-266.

de Lamirande E, Leclerc P, Gagnon C. 1997. Capacitation as a regulatory event that primes
spermatozoa for the acrosome reaction and fertilization. Mol Hum Reprod 3:175-194.

28



Dell’Aquila ME, Fusco S, Lacalandra GM, Maritato F. 1996. In vitro maturation and
fertilization of equine oocytes recovered during the breeding season. Animal Reproduction
Science 45:547-560.

Denisenko V, Chistyakova I, Volkova N, Volkova L, Iolchiev B, Kuzmina T. 2021. The
Modulation of Functional Status of Bovine Spermatozoa by Progesterone. Animals
11:1788.

Doty A, Buhi WC, Benson S, Scoggin KE, Pozor M, Macpherson M, Mutz M, Troedsson MHT.
2011. Equine CRISP3 Modulates Interaction Between Spermatozoa and
Polymorphonuclear Neutrophils. Biology of Reproduction 85:157-164.

Ellington JE, Evenson DP, Fleming JE, Brisbois RS, Hiss GA, Broder SJ, Wright RW Jr. 1998.
Coculture of human sperm with bovine oviduct epithelial cells decreases sperm chromatin
structural changes seen during culture in media alone. Fertil Steril 69:643-649.

Finkelstein M, Etkovitz N, Breitbart H. 2020. Ca>* signaling in mammalian spermatozoa.
Molecular and Cellular Endocrinology 516:0303-7207.

Florman HM. 1994. Sequential focal and global elevations of sperm intracellular Ca>* are
initiated by the zona pellucida during acrosomal exocytosis. Dev Biol 165:152-164.

Funahashi H. 2002. Induction of capacitation and the acrosome reaction of boar spermatozoa
by L-arginine and nitric oxide synthesis associated with the anion transport system.
Reproduction Cambridge 124:857-864.

Gadella BM, Boerke A. 2016. An update on post-ejaculatory remodeling of the sperm surface
before mammalian fertilization. Theriogenology 85:113-124.

Gadella BM, Rathi R, Brouwers JFHM, Stout TAE, Colenbrander B. 2001. Capacitation and
the acrosome reaction in equine sperm. Animal Reproduction Science 68:249-265.

Graham JK. 1996. Methods for induction of capacitation and the acrosome reaction of stallion
spermatozoa. Vet Clin North Am Equine Pract 12:111-117.

Grasa P, Cebrian-Pérez JA, Muifio-Blanco T. 2006. Signal transduction mechanisms involved
in in vitro ram sperm capacitation. Reproduction 132:721-732.

Hafez B, Hafez ESE. 2000. Reproduction in farm animals. 7th ed. Philadelphia: Lippincott
Williams & Wilkins.

Harrison RA. 1996. Capacitation mechanisms, and the role of capacitation as seen in eutherian
mammals. Reproduction, Fertility and Development 8:581-594.

Hinrichs K, Love CC, Brinsko SP, Choi YH, Varner DD. 2002. In vitro Fertilization of In vitro-
Matured Equine Oocytes: Effect of Maturation Medium, Duration of Maturation, and
Sperm Calcium Ionophore Treatment, and Comparison with Rates of Fertilization In vivo
after Oviductal Transfer. Biology of Reproduction 67:256-262.

Ho HC, Suarez SS. 2001. Hyperactivation of mammalian spermatozoa: function and regulation.
Reproduction 122:519-526.

29



Hung PH, Suarez SS. 2010. Regulation of sperm storage and movement in the ruminant oviduct.
Soc Reprod Fertil Suppl 67:257-266.

Hunter RH, Fléchon B, Fléchon JE. 1987. Pre- and peri-ovulatory distribution of viable
spermatozoa in the pig oviduct: a scanning electron microscope study. Tissue Cell 19:423-
36.

Hunter RH, Huang WT, Holtz W. 1998. Regional influences of the fallopian tubes on the rate
of boar sperm capacitation in surgically inseminated gilts. Journal of Reproduction and
Fertility 114:17-23.

Hunter RH. 2012. Components of oviduct physiology in eutherian mammals. Biol Rev Camb
Philos Soc 87:244-255.

Chamberland A, Fournier V, Tardif S, Sirard MA, Sullivan R, Bailey JL. 2001. The effect of
heparin on motility parameters and protein phosphorylation during bovine sperm
capacitation. Theriogenology 55:823-835.

Chaves BR, Pinoti Pavaneli AP, Blanco-Prieto O, Pinart E, Bonet S, Zangeronimo MG,
Rodriguez-Gil JE, Yeste M. 2021. Exogenous Albumin Is Crucial for Pig Sperm to Elicit
In Vitro Capacitation Whereas Bicarbonate Only Modulates Its Efficiency. Biology
26:1105.

Cheng FP, Fazeli AR, Voorhout WF, Tremoleda JL, Bevers MM, Colenbrander B. 1998.
Progesterone in mare follicular fluid induces the acrosome reaction in stallion spermatozoa
and enhances in vitro binding to the zona pellucida. Int J Androl 21:57-66.

Cheng FP, Gadella BM, Voorhout WF, Fazeli A, Bevers MM, Colenbrander B. 1998.
Progesterone-induced acrosome reaction in stallion spermatozoa is mediated by a plasma
membrane progesterone receptor. Biol Reprod 59:733-742.

Isabelle T, Puttaswamy M. 2003. Effect of Progesterone on Bovine Sperm Capacitation and
Acrosome Reaction, Biology of Reproduction 69:1408—-1415.

James AN, Green H, Hoffman S, Landry AM, Paccamonti D, Godke RA. 2002. Preservation
of equine sperm stored in the epididymis at 4°C for 24, 48, 72 and 96 h. Theriogenology
58:401-404.

Johnson L, Blanchard TL, Varner DD, Scrutchfield WL. 1997. Factors affecting
spermatogenesis in the stallion. Theriogenology 48:1799-1216.

Juhl AD, Wiistner D. 2022. Pathways and Mechanisms of Cellular Cholesterol Efflux—Insight
From Imaging. Frontiers in Cell and Developmental Biology 362.

Katila T, Sankari S, Mékeld O. 2000. Transport of spermatozoa in the reproductive tracts of
mares. J Reprod Fertil Suppl 56:571-578.

Katila T. 2001. Sperm—uterine interactions: a review. Animal Reproduction Science 68:267-
272.

30



Kurz A, Viertel D, Herrmann A, Miiller K. 2005. Localization of phosphatidylserine in boar
sperm cell membranes during capacitation and acrosome reaction. Reproduction 130:615-
626.

Landim-Alvarenga FC, Alvarenga MA, Leao KM, Papa FO, Medeiros ASL, Gomes GM. 2004.
The use of alternative cryoprotectors for freezing stallion semen. Havemeyer Foundation
Monograph Series 12:74-76.

Landim-Alvarenga FC, Graham JK, Alvarenga MA, Squires EL. 2018. Calcium influx into
equine and bovine spermatozoa during in vitro capacitationl. Animal Reproduction 1:96-
105.

Leemans B, Gadella BM, Stout TA, Sostaric E, De Schauwer C, Nelis H, Hoogewijs M, Van
Soom A. 2016. Combined albumin and bicarbonate induces head-to-head sperm
agglutination which physically prevents equine sperm-oviduct binding. Reproduction
151:313-330.

Leemans B, Gadella BM, Stout TAE, Schauwer CD, Nelis H, Hoogewijs M, Soom AV. 2016.
Why doesn’t conventional IVF work in the horse? The equine oviduct as
a microenvironment for capacitation/fertilization. Reproduction 152:233-245.

Leemans B, Stout TAE, Schauwer CD, Heras S, Nelis H, Hoogewijs M, Soom AV, Gadella
BM. 2019. Update on mammalian sperm capacitation - how much does the horse differ
from other species?. Reproduction 157:181-197.

Lefebvre R, DeMott RR, Suarez SS, Samper JC.1995. Specific Inhibition of Equine Sperm
Binding to Oviductal Epithelium. Biology of Reproduction 52:689-696.

Leyton L, Saling P. 1989. 95 kd sperm proteins bind ZP3 and serve as tyrosine kinase substrates
in response to zona binding. Cell. 57:1123-1130.

Little TV, Woods GL. 1987. Ultrasonography of accessory sex glands in the stallion. J Reprod
Fertil Suppl 35:87-94.

Lufio V, L()pez—Ubeda R, Garcia-Vazquez FA, Gil L, Matas C. 2013. Boar sperm tyrosine
phosphorylation patterns in the presence of oviductal epithelial cells: in vitro, ex vivo, and
in vivo models. Reproduction 146:315-324.

Lipold S, Wistuba J, Damm OS, Rivers JW, Birkhead TR. 2011. Sperm competition leads to
functional adaptations in avian testes to maximize sperm quantity and quality.
Reproduction 141:595-605.

Maitan P, Bromfield EG, Stout TAE, Gadella BM, Leemans B. 2021. A stallion spermatozoon’s
journey through the mare’s genital tract: In vivo and in vitro aspects of sperm capacitation.
Animal Reproduction Science 106848:037-4320.

Marvan. 2007. Morfologie hospodaiskych zvifat. 4. vyd. Praha: Cesk4 zem&dé&lska univerzita
v Praze v Nakladatelstvi Brazda.

Mckinnon AO. 2011. Equine reproduction. 2nd ed. Ames: Wiley-Blackwell.

31



Meyers SA, Irwin KML, James WO, Erma ZD. 1995. Induction of Acrosome Reactions in
Stallion Sperm by Equine Zona Pellucida, Porcine Zona Pellucida, and
Progesterone. Biology of Reproduction 52:739-744.

Meyers SA. 2001. Equine sperm—oocyte interaction: the role of sperm surface hyaluronidase.
Animal Reproduction Science 68:291-303.

Morel D, Mina CG. 2008. Equine reproductive physiology, breeding, and stud management.
3rd ed. Wallingford, Oxfordshire.

Odeh AL, Dascanio JJ, Caceci T, Eng La. 2003. Effect of platelet-activating factor (PAF) on
stallion sperm motility, capacitation and the acrosome reaction. Reproduction 126:605-
613.

Orsolini MF, Meyers SA, Dini P. 2021. An Update on Semen Physiology, Technologies, and
Selection Techniques for the Advancement of In vitro Equine Embryo Production: Section
I. Animals 11:3248.

Osheroff JE, Visconti PE, Valenzuela JP, Travis AJ, Alvarez J, Kopf GS. 1999. Regulation of
human sperm capacitation by a cholesterol efflux-stimulated signal transduction pathway
leading to protein kinase A-mediated up-regulation of protein tyrosine phosphorylation.
Mol Hum Reprod. 5:1017-1026.

Palmer E, Bézard J, Magistrini M, Duchamp G. 1991. In vitro fertilization in the horse. Reprod
Fertil Suppl 44:375-84.

Parrish JJ, Susko-Parrish JL, Graham JK. 1999. In vitro capacitation of bovine spermatozoa:
role of intracellular calcium. Theriogenology 51:461-572.

Petrunkina AM, Gehlhaar R, Drommer W, Waberski D, Topfer-Petersen E. 2001. Selective
sperm binding to pig oviductal epithelium in vitro. Reproduction 121:889-896.

Rahul R, Ben C, Mart MB, Gadella BM. 2001. Evaluation of In vitro Capacitation of Stallion
Spermatozoa, Biology of Reproduction 65:462—470.

Sabeur K, Ball BA. 2007. Characterization of galactose-binding proteins in equine testis and
spermatozoa. Anim Reprod Sci 101:74-84.

Salicioni AM, Platt MD, Wertheimer EV, Arcelay E, Allaire A, Sosnik J, Visconti PE. 2007.
Signalling pathways involved in sperm capacitation. Society of Reproduction and Fertility
supplement 65:245.

Scott MA. 2000. A glimpse at sperm function in vivo: sperm transport and epithelial interaction
in the female reproductive tract. Anim Reprod Sci 2:337-248.

Shadan S, James PS, Howes EA, Jones R. 2004. Cholesterol efflux alters lipid raft stability and
distribution during capacitation of boar spermatozoa. Biol Reprod 71:253-265.

Smith TT.1998, The Modulation of Sperm Function by the Oviductal Epithelium. Biology of
Reproduction 58:1102-1104.

32



Sostaric, E, Aalberts, M, Gadella, BM, Stout TAE. 2008. The roles of the epididymis and
prostasomes in attainment of fertilizing capacity by stallion sperm. Animal Reproduction
Science 107:237-248.

Suarez SS, Katz DF, Owen DH, Andrew JB, Powell RL. 1991. Evidence for the function of
hyperactivated motility in sperm. Biol Reprod 44:375-381.

Suarez SS. 1998. The oviductal sperm reservoir in mammals: mechanisms of
formation. Biology of Reproduction 58:1105-1107.

Suarez SS. 2002. Formation of a reservoir of sperm in the oviduct. Reprod Domest Anim.
37:140-143.

Sutovsky P, & Manandhar G. 2006. Mammalian spermatogenesis and sperm structure:
anatomical and compartmental analysis. The sperm cell: Production, maturation,
fertilization, regeneration 1-30.

Tardif S, Dubé C, Chevalier S, Bailey JL. 2001. Capacitation is associated with tyrosine
phosphorylation and tyrosine kinase-like activity of pig sperm proteins. Biol Reprod
65:784-792.

Teijeiro JM, Marini PE. 2012. The effect of oviductal deleted in malignant brain tumor 1 over
porcine sperm is mediated by a signal transduction pathway that involves pro-AKAP4
phosphorylation. Reproduction 143:773-785.

Thomas PG, Ball BA, Brinsko SP. 1994. Interaction of equine spermatozoa with oviduct
epithelial cell explants is affected by estrous cycle and anatomic origin of explant. Biol
Reprod 51:222-228.

Tremoleda JL, Gadella BM, Stout T, Colenbrander B, Bevers MM. 2003. Evaluation of sperm-
oocyte interaction during in vitro fertilization in the horse. In vitro Production of Horse
Embryos. Fundamental Aspects 67-91.

Tulsiani DR, Yoshida-Komiya H, Araki Y. 1997. Mammalian fertilization: a carbohydrate-
mediated event. Biol Reprod 57:487-494.

Urner F, Sakkas D. 2003. Protein phosphorylation in mammalian spermatozoa. Reproduction.
125:17-26.

Visconti PE, Kopf GS. 1998. Regulation of protein phosphorylation during sperm
capacitation. Biology of reproduction, 59:1-6.

Vos JP, Lopes-Cardozo M, Gadella BM. 1994. Metabolic and functional aspects of
sulfogalactolipids. Biochim Biophys Acta 1211:125-149.

Wang Y, Gu Y, Gao H, Gao Y, Shao J, Pang W, Dong W. 2018. Exploring boar sperm
sialylation during capacitation using boronic acid-functionalized beads. Reproduction
155:25-36.

Weber JA, Woods GL, Aguilar JJ. 1996. Location of equine oviductal embryos on Day 5 post
ovulation and oviductal transport time of Day 5 embryos autotransferred to the
contralateral oviduct. Theriogenology 46:1477-1483.

33



Xia J, Ren D. 2009. The BSA-induced Ca2+ influx during sperm capacitation is CATSPER
channel-dependent. Reprod Biol Endocrinol 27:117-119.

Yanagimachi R, Usui N.1974. Calcium dependence of the acrosome reaction and activation of
guinea pig spermatozoa. Exp Cell Res 89:161-174.

Yanagimachi R. 1981. Mechanisms of Fertilization in Mammals. In: Mastroianni, L., Biggers,
J.D. (eds) Fertilization and Embryonic Development In vitro . Springer, Boston, MA. 81-
182.

Yanagimachi R. 1994. Mammalian fertilization. The Physiology of Reproduction 189-318.

Young LG, Gould KG, Hinton BT. 1986. Lectin binding sites on the plasma membrane of
epididymal and ejaculated chimpanzee sperm. Gamete Res. 14:75-87.

Zajchowski LD, Robbins SM. 2002. Lipid rafts and little caves. Compartmentalized signalling
in membrane microdomains. European Journal of Biochemistry 269:737-752.

34



