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Ovlivnéni mrazitelnosti ejakulatu hiebct s vyuzitim
pridavku semenné plazmy a jejich proteint

Abstrakt

Inseminace mrazenou inseminacni davkou patii k nejpouzivanéjSim metodam asistované
reprodukce koni. Kryokonzervace u hiebct a kvalita rozmrazené inseminacni davky je stale
problematicka. Neexistuje selekce samcii na kvalitu ejakulatu a mezi jednotlivymi hiebci
se vyskytuje znacna variabilita v tom, jakou si jejich semeno udrzuje fertilizacni schopnost
po zmrazeni a rozmrazeni. Ejakulat navic neni homogenni smési spermii a sklada se z riznych
subpopulaci, jejichZ pomér a typ neni konzistentni. Znalost typu a sloZeni jednotlivych subpopulaci
spermii v ejakulatu je moznym nastrojem, ktery pomuze predikovat fertilizacni potencidl
I mrazitelnost konkrétniho samce. Tim padem znalosti o heterogenité ejakulatu mohou napomahat
k vybéru vhodnych metod asistované reprodukce a nasledné vést k vyssi oplozovaci schopnosti
a mit tak vliv na ekonomickou slozku chovu koni.

Pti standardni vyrobé mrazenych inseminacnich davek je semenné plazma (SP) odstranéna
a nahrazena tedidlem, ¢imz dochazi k vyraznému snizeni obsahu proteinti SP. Semenna plazma,
jako ptirozené prostiedi pro spermie, obsahuje fadu slozek dilezitych pro dozravani spermii
a uspésné oplozeni oocytu. Proteiny SP funguji jako reguldtofi v mnoha fazich zrani spermii
a nasledné fertilizace, diky schopnosti vazat rtizné ligandy. Mimo jiné jsou proteiny SP zapojeny
do pfestavby povrchu spermii, ke kterému dochazi béhem transportu spermii skrze sam¢i i samici
pohlavni trakt a dale pfispivaji k pocate€nim a zasadnim krokiim oplozeni, napf. vytvofeni
rezervoaru spermii v oviduktu, modulaci kapacitace, akrozomalni reakce a interakce gamet. VIiv
SP a rtiznych proteinovych frakci SP na mrazitelnost spermii byl pozorovan u byku a kanct a zda
se, Ze semenna plazma obsahuje proteiny jak s negativnim, tak i pozitivnim vlivem na spermie.
Separace a identifikace proteinii SP s ochrannymi vlastnostmi miize vést k zefektivnéni procesu
kryokonzervace Upravou sloZeni fedidel, ¢imz se mnohem lépe zachova fertiliza¢ni potencial
kryokonzervovanych spermii hiebct. Podle dostupnych zdroji je hypotézou, ze SP od dobie
mrazitelnych hiebct zlepSuje funkéni parametry kryokonzervovanych spermii hiebct, ktefi jsou
klasifikovani jako Spatné mrazitelni.

Pomoci klastrové analyzy hodnot kinematickych parametrti rozmrazenych spermii byly
prokazdny vyznamné rozdily mezi rozloZzenim subpopulaci spermii mezi dobfe a Spatné
mrazitelnymi hiebci. Experimentdlné byl potvrzen pozitivni vliv pfidavku SP na néckteré

kinematické parametry spermii Spatné mrazitelnych hiebcti a také na distribuci spermii



do subpopulaci. Aby se eliminovala variabilita ve slozeni SP a jeji mozné negativni vlivy, bylo
dalsim krokem ptidani specifickych proteinovych frakci SP ke spermiim hiebct pred zmrazenim.
Byl prokazan na koncentraci zavisly vliv proteinovych frakci na hieb¢i spermie po rozmrazeni
a to predevsim na kinematické parametry spermii, na rozlozeni subpopulaci a dale také na stav
akrozomu.

Bylo by uzitecné stanovit irovn¢ vybranych slozek SP jako soucast Slechtitelské zkousky
hiebcl s jinak nevysvétlitelnou neplodnosti nebo subfertilitou. SP ovliviiuje Zivotnost spermii
a zvlasté u hiebct produkujicich sperma s omezenou toleranci ke skladovani, 1ze zlepsit kvalitu
spermatu modifikaci postupll jejich zpracovani. V soucasné dob¢ se zd4, Ze dostupné znalosti
0 ucincich obsahu SP na spermie pii konzervaci a na plodnost jsou nejednotné a nékdy i konfliktni.

To lze povazovat za silnou motivaci k dal$imu vyzkumu v této oblasti.

Kli¢ova slova: hiebec, kryokonzervace, mrazitelnost, subpopulace, semenna plazma,

proteiny semenné plazmy



Effect of the addition of seminal plasma and its proteins

on stallion ejaculate freezability
Abstract

Artificial insemination with frozen dose is one of the most widely used methods of assisted
reproduction in horses. Achieving successful cryopreservation of spermatozoa is still a challenge
as there are considerable differences between sperm freezability due to stallions individuality.
In addition, ejaculate is not a homogeneous mixture of sperm and consists of different
subpopulations whose ratio and type are not consistent. Knowledge of the type and composition
of individual sperm subpopulations in ejaculate is a possible tool that will help predict
the fertilization potential and freezability of a particular male. Thus, knowledge
of the heterogeneity of ejaculate can help to select appropriate methods of assisted reproduction
and subsequently lead to higher fertilization ability and thus have an impact on the economics
of horse breeding.

In standard frozen insemination dose production, seminal plasma (SP) is removed
and replaced with extender, which results in a significant reduction in SP protein content. Seminal
plasma is a natural environment for spermatozoa and contains a number of components important
for normal fertilization. SP proteins act as regulators in many phases of sperm maturation
and subsequent fertilization, due to the ability to bind different ligands. Among other things, they
are involved in sperm surface remodeling that occurs during sperm transport through the male
and female reproductive tracts. During the sperm maturation process, the spermatozoa acquire
the ability to fertilize the oocyte. SP proteins contribute to the initial and fundamental steps
of fertilization, such as the formation of a sperm reservoir in the oviduct, modulation
of capacitation, acrosomal reaction, and gametes interaction.

The effect of SP and various protein fractions of SP on sperm freezability was observed
in bulls and boars, and the seminal plasma appears to contain components with negative and also
positive effect. Separation and identification of SP proteins with protective properties can lead
to more effective cryopreservation by adjusting the diluent composition, thus maintaining the
fertilization potential of cryopreserved stallion sperm. One hypothesis, according to the available
information, is that SP from good-freezing stallions improves the parameters of cryopreserved
sperm from stallions that are poor-freezers.

Using cluster analysis of the values of the kinematic parameters of frozen-thawed stallion
sperm were demonstrated significant differences in the distribution of sperm subpopulations
between good and poor freezers. The positive effect of SP addition on some motility parameters
of poorly freezing stallions and also on the distribution of sperm into subpopulations was



experimentally confirmed. The next step was to add specific SP protein fractions to stallion sperm
before freezing to eliminate SP composition variability and its possible negative effects.
The concentration-dependent effect of protein fractions on stallion sperm after thawing was
demonstrated, especially on the kinematic parameters of sperm, on the distribution
of subpopulations and also on the acrosomal integrity.

It would be useful to determine the levels of selected components of SP as part of a breeding
test for stallions with otherwise unexplained infertility or subfertility. SP affects sperm viability,
and especially in stallions producing sperm with limited storage tolerance, sperm quality can be
improved by modifying existing protocols for sperm cryopreservation. At present, the available
knowledge on the effects of SP content on sperm and fertility appears to be inconsistent
and sometimes conflicting. This can be considered as a strong motivation for further research in

this area.

Keywords: stallion, cryopreservation, freezability, subpopulation, seminal plasma, seminal
plasma proteins
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1 Uvod

Inseminace mrazenou inseminacni davkou patii k nejpouzivanéj§im metodam asistované
reprodukce koni. I presto, Ze se neustale vylepsuji techniky kryokonzervace hiebciho ejakulatu,
se vyskytuji vyrazné rozdily v uspe€snosti pouziti této metody. Zakladem uspéchu je spravna
piiprava inseminacni davky z kvalitniho ejakulatu. Existuje velké mnozstvi hiebci, jejichz
ejakulat nelze uspokojivé mrazit. Hlavnim problémem je variabilita mezi jednotlivymi hiebci.
Hiebce vzhledem k jejich mrazitelnosti miizeme délit na dobie a Spatné¢ mrazitelné. Tito hiebcei
se lisi v kvalité a senzitivité¢ spermii, navic ejakulat neni homogenni smési spermii a sklada
se z riznych typd subpopulaci. Predikovat fertilizani potencidl i mrazitelnost konkrétniho
samce by mohla pomoci znalost typu a sloZeni jednotlivych subpopulaci spermii v ejakulatu,
coz muze vést k zefektivnéni metod asistované reprodukce a ovlivnit tak ekonomickou slozku
chovu koni. Zatim ale neni jasné, jakymi typy a poméry subpopulaci se od sebe odlisuji hiebci
charakterizovani jako dobfe a jako Spatn¢ mrazitelni.

Velkym tématem je mozna TUprava existujicich protokold na pfipravu
kryokonzervovanych inseminacnich davek, aby byla zlepSena kvalita a mrazitelnost hieb¢iho
spermatu. Napiiklad krokem centrifugace ejakulatu je vyrazné sniZzen obsah semenné plazmy
a jejich komponent. Semenna plazma (SP) je pfirozenym prostfedim pro spermie a obsahuje
fadu sloZek dllezZitych pro normalni oplozeni. Polypeptidy a proteiny funguji jako regulatoti
Vv mnoha fazich tohoto procesu diky schopnosti vazat rizné ligandy. Proteiny SP jsou sekrecni
proteiny pochézejici pfevazn€ z nadvarlat a pfidatnych pohlavnich Zlaz. Jsou mimo jiné
zapojeny do piestavby povrchu spermii, ke kterému dochdzi béhem transportu spermii skrze
samci 1 samic¢i pohlavni trakt. Béhem procesu dozravani spermii, ziskaji spermie schopnost
oplodnit oocyt. Ukazalo se, ze proteiny SP pfispivaji k pocateCnim a zdsadnim krokim
oplozeni, napt. vytvoreni rezervodru spermii v oviduktu, modulaci kapacitace, akrozomalni
reakce a interakce gamet. Hlavni proteiny SP hiebcli jsou rozdéleny do tfi rodin proteint.
Proteiny s fibronektinovou doménou (Fn-2) jsou charakterizovany dvéma nebo ctyimi
tandemove¢ usporadanymi moduly Fn-2 a podileji se na modulaci kapacitace spermii. V sam¢im
pohlavnim traktu se vyskytuje né€kolik sekrecnich proteint bohatych na cystein (CRISP), které
jsou zapojeny do riznych funkci souvisejicich s fuzi spermie a oocytu. Tteti rodinou proteinil
jsou spermadhesiny, které maji schopnost vazby na sacharidy a zona pellucida, coz naznacuje,
ze hraji tlohu pfi rozpoznavani gamet, tvorbé rezervodru spermii a slouzi jako dekapacitacni

faktory.



Obsah nékterych proteinit SP je v korelaci s ukazateli oplozovaci schopnosti spermii.
Meéfeni obsahu nékterych proteini SP muze byt pouzito pro stanoveni vhodnosti semene
ke konzervaci. Pro dosazeni uspokojivé kvality spermii po kryokonzervaci je mozné upravit
stavajici protokoly na pfipravu mrazené inseminacni davky, kdy je obsah proteinii SP vyrazné

snizen odstfedénim SP pted fedénim ejakulatu a samotnou kryokonzervaci.



2 Kryokonzervace a vyroba mrazené insemina¢ni davky

Kryokonzervace semene je velmi dilezitda pro chovatele i védce, jelikoz umoziuje
dlouhodobé uchovavani spermii od vynikajicich hiebct a také rozeslani insemina¢nich davek
(ID) po celém svété (Morel 2003; Brinsko et al. 2011). Metodologické kroky pfi konzervaci
semene mohou narusit stabilitu a funkce spermii, pfedevsim ovliviiuji plazmatickou membranu,
coz milze vyustit v omezené oplozovaci schopnosti spermii (Maxwell & Johnson 1999). Proto
jsou jednotlivé kroky kryokonzervace zasadni pro ptipravu kvalitni ID. Problémem u hiebcii
je vysoce nejednotna kvalita ejakulatu, protoze ne od kazdého Ize semeno uspokojivé mrazit.
Hiebci vykazuji vysoky stupen individuality, odhaduje se, Ze ptiblizné 20 % hiebct produkuje
sperma, které se mrazi dobie, 60 % spermatu se mrazi piijateln¢ a 20 % Spatné (Sieme 2011a).

K dispozici je mnoho protokolt pro uspé$nou kryokonzervaci hiebéiho spermatu lisici
se mezi jednotlivymi laboratofemi, mimo jin¢ v poctu specifickych komponent piidavanych
béhem procesu. Zakladni kroky spole¢né pro vétSinu technik kryokonzervace jsou: odbér
ejakuladtu a jeho zhodnoceni, nafedéni spermatu vhodnym fedidlem, odstranéni vétSiny
semenné plazmy centrifugaci, resuspenzace spermii v fedidle s kryoprotektantem, baleni
fedéného semene do pejet, zmrazeni v parach tekutého dusiku a skladovani v tekutém dusiku
pfi teploté -196°C (Loomis & Graham 2008).

Odbér ejakulatu probiha v reprodukénich centrech od hiebcti, kteti prosli vybérem
a vyhovuji predepsanym zdravotnim podminkam. Odbér se provadi do riiznych typt umélych
vagin (Brinsko et al. 2011). Odbér muze byt frakcionovany do zkraceného, tzv. otevieného typu
umélé pochvy, ktery je také nejCastéjSim zpiisobem, piipadneé odbér celého ejakulatu
do uzavieného systému se zabudovanym sbéracem. Pii pouziti umé¢lé pochvy se necha hiebec
skakat na fantom nebo na klidnou klisnu (Pycock 1997). Frakcionovany odbér zvysuje
koncentraci spermii a také snizuje podil semenné plazmy v ejakulatu. Pfimo pii odbéru, nebo
okamzité¢ po ném by mélo byt sperma piefiltrovano pro odstranéni gelu a cizich necistot.
Nasledné se stanovi a zaznamend objem, barva a koncentrace spermii. Pro zachovani maximalni
zivotnosti spermii musi byt sperma béhem né¢kolika minut po odbéru nafedéno vhodnym
fedidlem (1:1 az 1:2). Po nafedéni se mikroskopicky stanovuje motilita a procento pohyblivych
spermii (Brinsko et al. 2011).

K predredéni spermatu piedehiatym fedidlem by mélo dojit v idedlnim piipad¢ béhem
2-5 minut po odbéru (Brinsko et al. 2011). Prvni fedéni je provadéno naptiklad zékladnim
fedidlem s odtu¢nénym suSenym mlékem a gluk6ézou (Kenney) nebo chemicky definovanym

médiem, jako je INRA 96 (IMV, Francie). Sperma se obvykle zfedi v minimalnim poméru 1:1



nebo na predem stanovenou kone¢nou koncentraci 50 az 100 miliond spermii v 1 ml (Loomis
& Graham 2008).

Hieb¢i sperma mé v porovnani s by¢im relativné nizkou koncentraci spermii. Z tohoto
divodu je nezbytné spermie pied finalnim fedénim koncentrovat, aby bylo mozné adekvatni
natfedéni, baleni do nizkoobjemovych pejet a poskytnuti dostatecného objemu pro inseminaci.
Nejbéznéjsi metodou koncentrace spermii je centrifugace. Koncentrovana suspenze spermii
se po odstranéni semenné plazmy fedi na pozadovanou kone¢nou koncentraci (Graham 1996;
Loomis 2001; Loomis & Graham 2008). K mrazeni je nej¢astéji pouzivana obdoba fedidel pro
chlazené sperma s pfidanim kryoprotektantu, napi. glycerolu (Morel 2003).

Redidla pro mrazeni ID musi obsahovat energetické a proteinové zdroje
pro metabolismus spermii, lipoproteiny (napt. mléko, vajecny Zloutek nebo jejich kombinaci)
stabilizujici membranu pfi zméndch teploty, antibiotika k inhibici ristu a mnozeni bakterii,
pufry k vyvazeni pH a osmotického tlaku, elektrolyty, antioxidanty a kryoprotektanty (Barbas
& Mascarenhas 2009; Brinsko et al. 2011; Sieme 2011b). Cukry jako glukdza, sacharéza,
manoza, laktéza, pfitomné samostatné nebo v kombinaci dodévaji spermiim energii, plsobi
jako kryoprotektivni ¢initelé neprostupujici membranou spermie a jsou hlavni rozpusténou
latkou poskytujici osmotickou rovnovahu roztoku. Lipidy a lipoproteiny pfedevsim z vajecného
zloutku se té€sné spojuji s povrchem plazmatické membrany a mohou podpofit ochranu spermii
pfi mraZzeni a rozmrazovani. RuUzné kryoprotektanty (glycerol, methylformamid,
dimethylformamid nebo dimethylsulfoxid (DMSO), ethylenglykol a propylenglykol) mohou
byt pouzity jednotlivé, nebo v kombinaci (Loomis & Graham 2008; Brinsko et al. 2011).

Dtlezitym krokem vyroby mrazené inseminaéni davky je i volba obalu.
Nejvyuzivanéj$im obalem, diky snadné identifikaci a skladovani, jsou dnes polypropylenové
nebo polyvinylchloridové trubi¢ky - pejety (Amann & Pickett 1987). V koniské reprodukci
se pouzivaji 0,5 ml, vyjime¢né 0,25 ml pejety, jejichZ pomér mezi povrchem a objemem
umoznuje rovnomérné chlazeni, zmrazeni a rozmrazeni (Love et al. 1989; Sieme 2011a).
Kplnéni pejet se pouzivaji automatizovanad nebo poloautomatizovana plnici zatizeni
vyuzivajici k jejich napInéni podtlak a zaroven je i automaticky utésniuji. Kazda davka musi byt
jasné oznacena: jméno a identifikacni ¢islo hiebce, jméno nebo registracni ¢islo reprodukéniho
centra a datum odbéru (Brinsko et al. 2011; Sieme 2011a).

K mrazeni ID se pouZivaji pary kapalného dusiku v aktivné nebo pasivné€ kontrolovaném
mrazicim pfistroji. Balené sperma je horizontdln¢ umisténo do dusikatych par ve stanovené
vysce (1-4 cm) nad hladinou kapalného dusiku (Loomis & Squires 2005; Brinsko et al. 2011).

Jestlize proces mrazeni spermie neposkodi, naslednym skladovanim v kapalném dusiku neni
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ovlivnéna jejich integrita, jelikoZ metabolické aktivita pfi této teploté je zanedbatelnd. Bunky
jsou pii teploté -196 °C ve stavu anabidzy s maximalnim omezenim vSech zivotnich funkei.
Pejety jsou ponofeny do kapalného dusiku ve specidlnich tancich. 0,5 ml pejety se umistuji

do plastovych goblet, které jsou zavéSeny na jednotlivych zavésech (Brinsko et al. 2011).

2.1 Hodnoceni po rozmrazeni

Inseminac¢ni davky se po vyjmuti z kapalného dusiku rozmrazuji vétSinou ve vodni 1azni
pti teploté¢ 37-39°C (Graham 2011). Teplota i délka rozmrazovani je obecné¢ ddna objemem
pouzitého obalu a davky. 0,5 ml pejety lze rozmrazit pfi teploté 37°C za 30 sekund (Sieme
2011a; Brinsko et al. 2011; Lorenzoni et al. 2011). N¢&ktefi autofi preferuji rozmrazovani
pti vyssich teplotach po zkracenou dobu, napt. 40°C / 15 s (Sieme 2011a) nebo 46°C / 20 s
(Brinsko et al. 2011). Velkoobjemové pejety 4-5 ml se rozmrazuji po dobu 40-42 sekund
pfti teploté 1azn€ 50 °C (Brinsko et al. 2011), popt. pii teploté 37°C po dobu 1 minuty (Saragusty
et al. 2007).

Kryokonzervace u hiebct a kvalita rozmrazené inseminacni davky je problematicka,
na rozdil od bykl neexistuje selekce samcli na kvalitu ejakulatu a mezi jednotlivymi hiebci
se vyskytuje zna¢na variabilita v tom, jakou si jejich semeno udrzuje fertiliza¢ni schopnost
po zmrazeni a rozmrazeni (Ortega-Ferrusola et al. 2009; Sichtar et al. 2017). Obecné se uvadi,
ze 20 — 50% hiebct produkuje ejakulat, ktery nelze uspokojivé mrazit (Loomis 2001; Loomis
& Graham 2008). Je tedy dulezité posoudit kvalitu insemina¢ni davky po rozmrazeni a ptipadné
upravit protokol pro konkrétniho hiebce.

Po rozmrazeni jsou hodnoceny parametry semene subjektivnimi €1 objektivnimi
metodami (Graham 2011). Kvantitativné je hodnocena koncentrace spermii v rozmrazeném
ejakuldtu za pomoci hemocytometru nebo spektrofotometru. U zmrazené ID urcené
ke komer¢nimu vyuziti musi deklarovany objem obsahovat minimaln¢ 200 mil. progresivné
pohyblivych spermii a nejméné 30 % spermii po 30 minutach inkubace pti 37 °C by mélo byt
progresivné pohyblivych (Loomis 2011). Minimalni hodnoty motility se mezi jednotlivymi
centry lisi, pohybuji se v rozmezi 25-40 %, nejcastéji 30-35 % (Sieme 2011a). Kvalitativné je
hodnocena ptredevsim pohyblivost (motilita), Zivotaschopnost (viabilita) a morfologie. DalSimi
testy, kterymi Ize hodnotit kvalitu spermii, jsou napiiklad stanoveni integrity plazmatické
membrany, status akrozomalni membrany, kapacitacni stav €1 integrita DNA a mitochondrialni

aktivita. Tyto podrobnéj$i metody nachazeji uplatnéni prevazné ve vyzkumu, komplexnéji



vyhodnoti kvalitu ejakulatu a vliv zmén v metodice pfipravy kryokonzervované inseminacni

davky.
2.3.1 Motilita

Jednim z nejvyuzivangjsich testli hodnoticich potencialni fertilizacni schopnost semene
je stanoveni urovné motility, coz je v podstaté manifestace strukturalni a funkéni kompetence
spermii (Kumi-Diaka 1993). Stanovenim tirovné motility jsme schopni zjistit procento celkoveé
a progresivn¢ pohyblivych spermii a diky této informaci odhadnout fertilizacni potencial dané
inseminacéni davky a uspésnost kryokonzervaéniho procesu. Hiebci se na zakladé¢ celkové nebo
progresivni motility spermii po rozmrazeni rozd€luji na dobfe a Spatn€ mrazitelné, jejich

fertilizacni potencial je tudiz po rozmrazeni odlisny.

2.3.1.1 CASA - computer asisted sperm analyzis

Kontrola kvality ejakulatu pted a po rozmrazeni se vétSinou provadi subjektivng,
zejména na zékladé odhadu poméru pohyblivych spermii pod mikroskopem, protoze motilita
spermii se povazuje za uzce souvisejici s plodnosti (Puglisi et al. 2012). Avsak vysledky tohoto
odhadu mohou byt ovlivnény lidskym faktorem, mize tak byt do vysledkli zanesena chyba
vV podobé zaujatosti a nepiesnosti (Amann & Waberski 2014). V porovnani se subjektivnim
hodnocenim motility, pocCitatem fizend analyza spermii (CASA) automaticky vyhodnocuje
vétsi mnozstvi spermii, a navic v kratSim ¢ase (Verstegen et al. 2002; Kathiravan et al. 2011).
CASA predstavuje prakticky nastroj, ktery byl vyvinut na zacatku 80. let a jehoZ cilem je
poskytnout objektivnéjsi analyzu motility spermii rekonstrukei jejich trajektorii. CASA zatadi
spermie podle hodnot kinematickych parametrti do riznych kategorii a poskytuje tak dalsi
podrobnosti o pohybu spermii pro hodnoceni kvality ejakulatu a pfipadnou predikci plodnosti
(Simonik et al. 2015). Kathiravan et al. (2011) uvadi, Ze tento systém analyzy motility spermii
lze povazovat za UCinngjsi, presnéjsi a duveéryhodnéj$i nastroj pro hodnoceni plodnosti
nez subjektivni hodnoceni, navic jsou ziskané vysledky vice objektivni a méfeni jednoduse
opakovatelné.

Systém CASA je zaloZen na ziskavani po sob¢ jdoucich snimkl z mikroskopu pomoci
jednoduché ¢ipové kamery (Quintero-Moreno et al. 2003). Obraz je nasledné pieveden
na ¢ernobilé rozliSeni, exportovan do pocitace a vyhodnocen specifickym softwarem, ktery je
schopen tyto obrazy analyzovat (Mortimer 2000). Ziskana data jsou néasledné¢ matematicky

zpracovana a trajektorie jsou definovany v ¢iselné podobé&. Vysledky této operace se vygeneruji



jako fada parametru, které presné¢ definuji pohyb kazdé spermie (Quintero-Moreno et al. 2003).
Analyza motility systémem CASA je ¢asteCné automatizovand, systém vyhodnocuje pohybové
vlastnosti spermii a poskytuje skalu kinematickych parametr popsanych Mortimerem (2000),
uvedené v tabulce 1. Tyto ukazatele maji vysokou informativni hodnotu charakterizujici

fyziologicky stav spermii a jejich moznou fertiliza¢ni schopnost (Farrell et al. 1998, Kathiravan
etal. 2011).

Tabulka 1: Zdakladni parametry motility CASA.

PMOT procento progresivné pohyblivych spermii
[%6]
T™MOT procento celkové motilnich spermii
[%6]
VCL rychlost po skute¢né draze
[1m/s]
VSL rychlost po napifimené draze
[nm/s]
VAP rychlost po primérné draze
[nm/s]
LIN linearita; primérna hodnota poméru VSL/VCL
[%0]
STR primost; pomér VSL/VAP
[%]
ALH amplituda lateralniho vybo¢eni hlavic¢ky; oscilace
[pm] hlavi¢ky od napiimené trajektorie spermie,
odvozeno z VCL a VAP
BCF frekvence kFiZeni; frekvence, se kterou hlavi¢ka
[Hz] spermie protina primérnou drahu
WOB kmitani; stupen oscilace skute¢né drahy kolem
[%%0] jeji naprimené trajektorie, pomér VAP/VCL

2.3.1.2 Subpopulace

Pokud mame k dispozici poc¢itaCem asistovanou analyzu spermii (CASA) ma tento
systém schopnost detekovat zmény v pohybu spermii vice objektivné (Verstegen et al. 2002)
a jednotlivé kinematické parametry mohou charakterizovat motilitu spermii velmi detailné

(Simonik et al. 2015). AvSak stanoveni pouze priumérnych hodnot kinematickych parametra

7



muze vést k zavadejicim vysledkiim. Vzhledem k heterogenité ejakulatu je proto vhodné
zaméfit se na hodnoceni zastoupeni riiznych subpopulaci spermii.

U vice druhii savct bylo zjisténo, Ze ejakulat neni homogenni smés spermii, ale je slozen
z nckolika subpopulaci (Martinez et al. 2006). Pomér a typ subpopulaci spermii neni
konzistentni a je ovlivnén mnoha fyziologickymi faktory a stejné tak reprodukénimi
technologiemi (Martinez-Pastor et al. 2008; Martinez-Pastor et al. 2011). Pomér subpopulaci
spermii v ejakulatu se 1is§i mezi jednotlivymi hiebci a také mezi Cerstvym a rozmrazenym
semenem (Ortega-Ferrusola et al. 2009). Znalost typu a sloZeni jednotlivych subpopulaci
spermii v ejakulatu je moznym nastrojem, ktery mize pomoci predikovat fertilizacni potencial
i mrazitelnost konkrétniho samce (Ortega-Ferrusola et al. 2009; Ferraz et al. 2014).

Pro rozdéleni spermii do subpopulaci je nutné vyuzit vhodnych statistickych metod,
napt. klastrovou analyzu (Martinez-Pastor et al. 2011). Klastrova analyza zpracovava hlavni
kinematické parametry, které charakterizuji pohyb jednotlivé spermie a na zaklad¢ téchto
hodnot je automaticky seskupuje do subpopulaci. Pfipadné je mozné nadefinovat vybrany pocet
subpopulaci, se kterymi chceme pracovat. I kdyz uz je zndmou skuteCnosti, Ze je vhodné
hodnotit ejakulat ve vztahu k zastoupenym subpopulacim spermii, nejsou prozatim stanovena
zadna pravidla pro rozdéleni spermii do subpopulaci ani pocet subpopulaci pro jednotlivé druhy
zvitat (Simonik et al. 2015).

Na zakladé klastrové analyzy jsou spermie rozdéleny do tzv. klastrii. Jednotlivé klastry
jsou charakterizovany kinematickymi parametry, jejichz hodnoty definuji jednotlivé
subpopulace. V ejakulatu hiebct se vétsSinou uvadi vyskyt 3-4 subpopulaci spermii (Ortega-
Ferrusola et al. 2009; Martinez-Pastor et al. 2011), naptiklad rychld, pomala, pfima a nepiima
(Quintero-Moreno et al. 2003; Ortega-Ferrusola et al. 2009; Martinez-Pastor et al. 2011).
Otéazkou je, zda pocet subpopulaci ovlivni vysledné hodnoceni dané¢ho ejakulatu ¢i zda vyssi
mnozstvi subpopulaci poskytuje detailnéjsi vysledek. Holt & Van Look (2004) prokazali
riznou fertilizacni schopnost spermii u samct s podobnou celkovou motilitou, ale s rtiznym
zastoupenim subpopulaci v ejakulatu. Vyskyt urcitych typt subpopulaci je spojovan s kvalitou
ejakulatu (Quintero-Moreno et al. 2003; Ortega-Ferrusola et al. 2009; Martinez-Pastor et al.
2011) a fertilizaénim potencidlem spermii u bykl po rozmrazeni (Ferraz et al. 2014). Znalosti
o heterogenité ejakulatu mohou napomahat k lepsi predikci fertility samcii, k vybéru vhodnych
metod asistované reprodukce a nasledné vést k vyssi oplozovaci schopnosti a tim padem mit

vliv na ekonomickou slozku chovu koni (Curry 2000; Quintero-Moreno et al. 2003).



2.3 Vliv mrazZeni a fedidel s Kryoprotektanty na spermie

Pomérmné vysoké procento spermii utrpi béhem zmrazovani ireverzibilni poskozeni.
narusenim cytoskeletu a zménami jaderné skladby, coz je disledek citlivosti spermii na zmény
teploty, vliv osmotickych a oxidacnich stresorti a vnitinich toxickych vlastnosti pfidanych
kryoprotektantl (Brinsko et al. 2011). Poskozeni bun€k béhem mrazeni a rozmrazovani nastava
kolem teploty 0 °C, ktera vyvolava chladovy Sok, extracelularni a hlavné intracelularni tvorbu
ledu (Mazur 1985). Poskozeni spermii miize zptisobit dehydratace vlivem zamrznuti tekutiny
okolo bun€k vcetné zvysené koncentrace soli a naruseni membrany v dusledku bobtnani
a smrstovani (Hammerstedt et al. 1990) a také osmotické zmény v pribéhu pfidavani
a odstraniovani kryoprotektantu. U vétSiny bunék je pfi¢inou smrti béhem mrazeni
a rozmrazovani tvorba intracelularniho ledu a poskozeni membrany (Amann & Pickett 1987,
Hammerstedt et al. 1990; Meryman 2007)

Zmrzne-li ¢istd voda, vytvari krystalickou strukturu. Pokud jsou v roztoku pfitomny soli
a cukry, v bodu mrazu dojde ke krystalizaci ¢isté vody a vzniklé krystaly jsou od sebe navzajem
oddéleny kanaly nezamrzlé vody obsahujici v§echny soli a cukry. K tomu, aby buiika piezila
kryokonzervaci, musi byt v téchto nezamrzlych kandlech. Pti klesajici teplot¢ je stale vice vody
z nezamrzlych kanalkdi odebrano do rostoucich ledovych krystali a zbyvajici nezamrzla
tekutina se stdva hypertonickd (Hammerstedt et al. 1990). Pokud teplota dale kles4, zbyvajici
tekutina v nezamrzlych kanalcich vitrifikuje. Ve vitrifikovaném stavu v -196 °C v podstaté
dochazi k zastaveni metabolismu bunék a ty v tomto stavu mohou zlstat Zivotaschopné
po mnoho let. Pfidanim rozpusténych latek do vody se sniZuje teplota bodu mrazu. Zatimco
¢istd voda mrzne pii 0 °C, fyziologicky roztok zamrza pii -0,6 °C. Pfidanim vice latek se teplota
zamrznuti dale snizuje. Pokud je pfidana kapalina, napt. kryoprotektant ethylenglykol, glycerol
nebo methylformamid, bod tuhnuti se také sniZuje, protoze tyto latky zlstadvaji nezmrazené
I pfi nizkych teplotach, a tak zvétSuji objem nezamrzlych kanalki mezi ledovymi krystaly.
Takovéto slouceniny zvysi celkovy objem nezamrzlych kanalkt a snizuji koncentraci soli, ¢imz
omezuji jejich skodlivé ucinky (Amman & Graham 2011).

Ke kryokonzerva¢nimu fedidlu jsou tedy pfiddvany latky, které mohou zabranit
mechanickému poSkozeni spermii béhem procesu mrazeni. Dal$i moznosti, jak ziskat
co nejkvalitné€jsi inseminacni davku, je ovlivnéni obsahu pfirozené slozky ejakulatu - semenné

plazmy.



2.4 Vliv semenné plazmy na spermie béhem kryokonzervace

Rada vyzkumii ukazala, Ze semenna plazma (SP) mé $kodlivy vliv na spermie hiebcti
pfi jejich skladovani. KdyZ se pomér SP snizi na piiblizné < 5%, spermie jsou schopny udrzet
zadouci motilitu ve srovnani se vzorky obsahujicimi vys§i pomér SP (10-30%), jak béhem
chlazeného skladovani, tak pfi kryokonzervaci (Braun et al. 1994; Alghamdi et al. 2002).
Motilita spermii a integrita DNA jsou také lepsi s Uplnym odstranénim SP v porovnani
se vzorky s vétsim obsahem SP (Love et al. 2005). Uginky SP se vsak li§i mezi jednotlivymi
hiebci (Aurich et al. 1996; Akcay et al. 2006; Katila & Kareskoski 2006). Zda se, Ze urcita
ptitomnost SP je nezbytné pro skladovani spermatu a jeho fertilitu, ale je vyhodné odstranit
vétSinu SP odstfedénim pied uskladnénim alespon u hiebcl, jejichZ ejakulaty maji Spatnou
toleranci vici chlazeni a skladovani (Brinsko et al. 2000).

Na druhou stranu odstranéni, nebo vyrazné nafedéni SP béhem procesu kryokonzervace,
anebo také sexace spermii navozuje poskozeni spermii (Caballero et al. 2008). Zvlasté, kdyz
vysoké fedéni spermatu zpisobuje odstranéni ¢asti proteinti, pfirodnich antioxidantl a iontd,
Které¢ jsou zasadni pro zachovani integrity a funkci plazmatické membrany. Coz vede

ke zhorSeni kvality spermatu a muze ztizit proces fertilizace (Maxwell & Johnson 1999).

3 Semenna plazma

Tekutd cast spermatu, semenna plazma (SP), se sklada ze slozit¢ smési sekretii
pochézejicich hlavné z nadvarlat a pfidatnych pohlavnich Zl4z a slouzi jako prostfedi
pro ejakulované spermie (Calvete et al. 1997; Topfer-Petersen et al. 2005). Semennd plazma je
komplexni tekutina obsahujici anorganické ionty, cukry, organické soli, lipidy, enzymy,
prostaglandiny, proteiny a rtizné dalsi latky (Maxwell & Johnson 1999). Ejakulat hiebce je
tvofen Sesti az deviti po sob¢ jdoucimi frakcemi spermatu, pficemz pfiblizné 70% spermii
se nachazi v prvnich tiech (Kosiniak 1975). Slozeni SP se méni mezi frakcemi, jelikoz ptislusné
pohlavni zlazy uvoliiuji svlij obsah v ur¢itém potradi. Bulbouretralni tekutina je uvoliiovana
prvni (pfedspermaticka frakce) a poté nasleduji tekutiny nadvarlat a ampuli chdmovodu
ve frakci ejakulatu bohaté na spermie. Sekrece z ampuli chamovodu a z prostaty zacina
pred zacatkem ejakulace a pokracuje sekreci tekutiny z prostaty béhem prvnich kontrakei
uretry. Sekrece semennych vackl je zahdjena po ukonceni aktivity prostaty a tvoii posledni
frakci (Magistrini et al. 2000).

Sav¢éi spermie se uvoliiuji z varlat do kanalku nadvarlete jako haploidni, vysoce
diferencované bunky, které stdle postradaji schopnost interagovat s ovulovanym oocytem.
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Schopnost oplodnit vajicko ziskdvaji béhem slozitého, sekvencné uspotradaného procesu
znamého jako zrani spermii. Zrani spermii se zahajuje pii pruchodu nadvarlaty a pokracuje
zménami, které probihaji béhem ejakulace. Druhou sekvenci dozravani, nazyvanou kapacitace,
musi spermie podstoupit béhem prichodu sami¢im pohlavnim traktem. To umozni spermiim
dosdhnout mista oplodnéni véas a interagovat s ovulovanym oocytem. Ve vSech téchto
procesech se uplatituje pravé semenna plazma, zejména jeji proteiny (Topfer-Petersen et al.
2005).

Zakladnim rysem procesu dozravani po opusténi varlat je prestavba povrchu spermii
prostiednictvim specifickych interakci proteinii a glykoproteinii, které jsou vyluCovany
pii prichodu sam¢im pohlavnim traktem a které jsou pfitomny v SP. Bylo prokazéano,
ze sekre¢ni proteiny vazajici spermie se podileji na vytvofeni rezervodru spermii v oviduktu
(Gwathmey et al. 2006; Ekhlasi-Hundrieser et al. 2005), a také kontroluji zrani spermii pomoci
koordinovaného ptisobeni negativnich (dekapacitacnich) a pozitivnich regulac¢nich faktori
(faktory stimulujici kapacitaci) (Florman & First 1988; Manjunath & Therien 2002).
Dekapacitacni faktory obsazené v SP brani predCasné akrozomdlni reakci a proteiny, které
se vazou na povrch spermii, zvySuji fertilizacni potencidl (Centurion et al. 2003). Inaktivace
nebo odstranéni téchto faktorti mize ovliviiovat kapacitaci in vivo (Calvete et al. 1997). Také
jsou nezbytné u udalosti vedoucich ke zdarné fertilizaci, napf. interakce spermie-zona pellucida
a fuze spermie a oocytu (Druart et al. 2013). Exprese téchto funkéné dulezitych proteinii
odpovida specifickym oblastem v samfim pohlavnim traktu, kde sperma ziskdva plnou
fertiliza¢ni kompetenci. Navic se ukazalo, ze SP moduluje imunitni odpovéd’ v prosttedi délohy
a ovliviluje transport spermii (Alghamdi et al. 2002). Kombinované Uc¢inky slozek semenné
plazmy tedy podporuji pfeziti spermii v sami¢im pohlavnim traktu a zaji$tuji, aby funkéni

kompetentni spermie byla ve spravném Case na spravném miste.

3.1 Mineralni latky SP

3.1.1 Ionty sodiku, drasliku a chloridy

Vnitini pH spermii, které se méni béhem kapacitace, je vysoce zavislé na pH mimo
buiiku, protoze spermie samy o sobé maji pouze omezené regulacni mechanismy (Hamamah &
Gatti 1998). Koncentrace sodiku, drasliku a chloridli se vyznamné 1i8i mezi jednotlivymi hiebci.
Prespermaticka frakce obsahuje nejvyssi koncentrace chloridii a posledni ¢ast ejakulatu mé také

vysSi obsah chloridii nez spermatickd frakce. U sodiku nebo drasliku nejsou zaddné rozdily
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v koncentraci mezi frakcemi (Kareskoski et al. 2005). Pfidani drasliku k fedidlim zlepSuje
motilitu spermii hiebct (Padilla & Foote 1991) a muzt (Karow et al. 1992). Intracelularni
koncentrace drasliku jsou vyss§i nez koncentrace v SP, a proto jsou hladiny drasliku spojovany
s koncentraci spermii. U ovci jsou zvysSujici se hladiny drasliku negativné korelovany

S progresivni motilitou, naopak je tomu pro sodik a chlorid (Abdel-Rahman et al. 2000).

3.1.2 Ionty vapniku, hoi¢iku a fosfat

Prespermaticka frakce a prvni frakce bohata na spermie obsahuji nizké hladiny vapniku
a hotc¢iku, zatimco prvni frakce bohatd na spermie obsahuje vysoké koncentrace fosfati
(Kareskoski et al. 2005). Ve studii Barrier-Battut et al. (2002) zména v koncentracich vapniku
a hot¢iku v SP hiebce neovlivnila mrazitelnost. U beranli byla nizkd progresivni motilita
Vv korelaci se vzristajicimi hladinami vapniku a sniZenou koncentraci hot¢iku a fostatii (Abdel-
Rahman et al. 2000). Naproti tomu motilita po rozmrazeni semene byki vzrostla, kdyz byl
ptidan MgClz do kryokonzervac¢niho fedidla (Lapointe et al. 1996), coz mize naznacovat
vyznamné rozdily mezi druhy. Dal§im vysvétlenim je, Ze se vliv iontli na motilitu béhem
skladovani muize ménit. Vapnik je zapojen do mnoha dé&jii v reprodukcénim traktu hiebce
i klisny. Spontanni akrozomova reakce je spojovana s vy$$imi koncentracemi iontti vapniku
v SP hiebce (Pesch et al. 2006). Extracelularni vapnik reguluje kapacitaci spermii (Baker et al.
2004) a hyperaktivaci (Marquez & Suarez 2004), coZ bylo prokézano v lidském spermatu.

3.1.3 Ionty zinku, médi a Zeleza

Koncentrace médi a zinku, ale nikoliv Zeleza, se v SP hiebct liSily mezi vzorky
spermatu dobré a Spatné kvality (Pesch et al. 2006). Ve stejné studii byla nalezena vyznamna
korelace mezi plodnosti a koncentraci zinku v 1ét¢€ a na podzim, ale ne na jafe. Ve studii Barrier-
Battut et al. (2002) zména v koncentracich médi a zinku v SP hiebce neovlivnila mrazitelnost
semene. Massanyi et al. (2003) zkoumali koncentrace riiznych stopovych prvkd v semeni
nekolika zivocisnych druhti. Hladiny zinku a Zeleza byly pozitivné korelovany s kvalitou
spermatu hiebce a byka. Kanci sperma obsahovalo vice zinku nez sperma od hiebcti nebo bykii.
Koncentrace médi a Zeleza byly vySsi u semene beranil ve srovnani s hiebci a kanci. Stabilita
chromatinu spermii v lidskych ejakuléatech je zavisla na zinku a hladiny zinku mohou ovlivnit
miru otéhotnéni (Bjorndahl & Kvist 2010). Na druhu stranu, u lidskych vzorkli semene jsou
vysoké hladiny zinku ddvany do souvislosti s poklesem progresivni motility (Sorensen et al.

1999).
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3.2 Sacharidy a lipidy SP

Z volnych sacharidii se v SP hiebcli nachazi inositol a glukéza, dale zanedbatelné
mnozstvi fruktézy. Hlavnim typem vazaného sacharidu v SP hitebcti je galaktoza a také se v ni
vyskytuje gluk6za, mandza a fukdza (Baronos 1971).

Cholesterol je hlavni sterol v membranach spermii kance, byka, hifebce a kohouta,
a hlavnimi fosfolipidy jsou cholin, etanolamin fosfoglyceridy a sfingomyelin (Parks & Lynch
1992). HriebCli semeno také obsahuje prostasomu podobné castice s charakteristickym
lipidovym profilem a vysoké mnozstvi cholesterolu a sfingomyelinu (Arienti et al. 1998). Tyto
membranové vacky byly nalezeny zejména ve spermatické frakei ejakulatu, ale jejich ptivod

a funkce nejsou znamy (Ghaoui et al. 2004).

3.3 Bilkoviny v SP

Panel bilkovin identifikovanych v semenné plazmé se pohybuje od riiznych hormonti,
enzymd, inhibitori proteindz a dalSich slozek, riastovych faktorti, k proteinim
a glykoproteiniim, které jsou dosud neznamé povahy nebo funkce. SloZeni a ucinky SP
na fertilizani schopnost spermii se 1i§i v zavislosti na plodnosti jednotlivych zvitat (Brandon
et al. 1999).

Efekt proteinli SP je komplexni a neni plné¢ znam, existuje vysoka variabilita slozeni SP
mezi druhy, v rdmci jednoho druhu mezi jednotlivci 1 mezi ejakulaty u konkrétniho samce
(Centurion et al. 2003). Mezidruhové rozdily ve sloZzeni SP jsou zplsobené pravdépodobné

rozdilnou velikosti i strukturou pohlavnich zlaz (Druart et al. 2013).

3.3.1 Enzymy SP

Bylo identifikovano n¢kolik enzymii v SP hiebce. Studie se zamé&tuji na urceni pivodu
identifikovanych enzymu v reprodukénich organech a souvislost s kvalitou spermatu, ale
ve vétSine pripadl fyziologicka funkce téchto sloucenin ziistava nejasna. U psiho spermatu
hladina aktivity kyselé¢ fosfatazy (ACP) odrazi funk¢nost prostaty (James & Heywood 1979),
ale u hiebce byly studie tohoto enzymu doposud omezeny na epididymalni tkan (Lopez et al.
1989). Alkalické fosfataza (AP) pravdépodobné pochazi pfedevsim z varlat a nadvarlat a tudiz
AP a ACP pozitivné koreluji s koncentraci spermii a negativné s objemem spermatu (Pesch et
al. 2006). U frakcionovanych ejakulatt hiebcti byly hladiny ACP nejvyssi v prvni frakci bohaté

na spermie, zatimco nebyly zadné rozdily v hodnotach AP mezi frakcemi (Kareskoski et al.
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2005). AP a mozna také ACP mohou byt pouzity k ovefeni probéhnuté ejakulace a tubularni
prichodnosti u hiebcti (Turner & McDonnell 2003; Pesch et al. 2006).

Urovné B-glukuronidazy (BGase) se lisi mezi rtiznymi frakcemi hiebéiho ejakulatu a
nejvyssi hodnoty byly nalezeny v prvni frakci bohaté na spermie (Kareskoski et al. 2005).
BGase a N-acetyl-B-D-glukosaminidaza (NAGaza) ze SP se vazou S vysokou afinitou
k povrchu spermii a mohou hrat Glohu pti maturaci a zménach na spermiich pied oplodnénim
(Barbieri et al. 1996) a zptsobuji disperzi bun¢k cumulu oophoru (Rethinaswamy et al. 1994).
Bylo prokéazano, ze hladiny a-galaktosidazy, -galaktosidazy a NAGazy se vyznamné li§i mezi
neplodnymi muzi s oligo-asteno-teratozoospermii a fertilni kontrolou (Corrales et al. 2000).
Vzhledem k tomu, ze tyto glykosidazy pravdépodobné¢ hraji diillezitou ulohu béhem dozravani
spermii a oplodnéni, mohou byt rozdily v jejich hladinach spojené s funkénimi defekty spermii
(Corrales et al. 2002).

Aktivita lipazy byla prokazéana v SP hiebcti a snizuje motilitu spermii v zavislosti na davce
(Carver & Ball 2002). Mezi dalsi studované enzymy v SP hiebcii patii karbo-anhydrazové
isoenzymy (CA-I, CA-1l a CA-III) u kterych se piedpoklada, ze reguluji koncentraci
hydrogenuhlic¢itanti a tim i pH semenné plazmy (Asari et al. 1996). Angiotensin-konvertujici
enzym (ACE) byl nalezen v plazmatickych membrandch ejakulovanych a epididymalnich
spermii a v postpubertalnich varlatech. Angiotensin II ovlivnil nékteré parametry motility
spermii, jako je primérnd rychlost (VAP) a kiivocard rychlost (VCL), ale ne procento
pohyblivych spermii (Ball et al. 2003). V praci Pesch et al. (2006) byly mé&feny aktivity riznych
enzymi v SP hiebcli a hodnocen jejich vliv na kvalitu spermii. Ze studovanych enzymu
korelovala pouze laktatdehydrogendza s motilitou, poCtem spermii a objemem. Aktivita
acetylhydrolazy faktoru aktivujiciho krevni desticky (PAF) byla také detekovéana ve spermatu
nékolika savcil véetné hiebee. PAF stimuluje motilitu spermii a je zapojen do kapacitace a PAF

acetylhydroléaza je jeji ptedpokladany inhibitor (Hough & Parks 1994).
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4 Hlavni proteiny SP

Hlavni funkéni proteiny SP se déli do 3 rodin: proteiny s fibronektinovou doménou typu
Il (Fn2), CRISP (cysteine-rich secretory proteins) a spermadhesiny (Topfer-Petersen et al.
2005).

4.1 Fn-2 proteiny

Malé proteiny typu Fn-2 jsou charakteristické dvéma tandemové uspotradanymi
fibronektinovymi doménami typu Il. Proteiny typu Fn-2 jsou nejrozsifenéj$imi proteiny
u mnoha druhti, v¢éetné hiebce (Topfer-Petersen et al. 2005). Proteiny typu Fn-2 jsou nejvice
hojné v SP bykt (Manjunath et al. 2007), kozli (Manjunath et al. 2002), bizonti (Boisvert et al.
2004) a také hiebct (Calvete et al. 1995b). Clen této proteinové rodiny je rovnéZ popsan jako
minoritni komponenta semenné plazmy kance (Calvete et al. 1997).

Proteiny typu Fn-2 jsou exprimovany v ruznych oblastech sam¢iho reprodukéniho
traktu. Nékteré dlouhé proteiny typu Fn-2 jsou produkovany v téle a ocasu nadvarlat, zatimco
malé Fn-2 proteiny jsou syntetizovany pievazn¢ ampulemi chamovodu (Ekhlasi-Hundrieser et
al. 2005). Proteiny Fn-2 se tésné spojuji se spermii béhem pruchodu epididymem a béhem
ejakulace a jsou pifitomné na ejakulovanych spermiich. Navazani K membrané
postakrozomalniho segmentu a stfedni ¢asti spermie bylo prvné zaznamenano v téle nadvarlete.
Hlavnimi vlastnostmi proteint Fn-2 jsou schopnost specificky interagovat s fosfolipidy
spermatické membrany a schopnost vazat heparin (Calvete et al. 1997).

Schopnost proteinil typu Fn-2 vazat se na spermie je zprosttedkovéana specifickymi
interakcemi s cholinovymi lipidy plazmatické membrany (Greube et al. 2004; Ekhlasi-
Hundrieser et al. 2005). Po navazani na spermie maji tyto proteiny fadu uc¢inkd a mohou ovlivnit
zménu specifickych membranovych vlastnosti, které mohou ptedchéazet procesu kapacitace
indukované heparinem (Manjunath & Therien 2002).

Schopnost vézat heparin zavisi na agregacnim stavu proteind. Jen oligomery, ale ne
monomery, proteinii Fn-2 typu maji tuto schopnost (Calvete et al. 1999). Heparin se vaze
na ejakulované spermie a ovliviluje kapacitaci, tim, Ze zvySuje schopnost spermii projit

akrozomalni reakci indukovanou zona pellucida (ZP) (Florman & First 1988).
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4.2 CRISP proteiny

CRISP proteiny jsou u hiebcii exprimovany v ampulich chdmovodu a také po celé délce
nadvarlat, ve varlatech a semennych vaccich (Giese et al. 2002). Proteiny CRISP hiebcich
spermii se nachdzeji v equatorialni a postakrozomalni oblasti stejné jako v stfedni ¢asti biciku.
Jejich asociace k povrchu spermii za¢ind v oblasti t€la nadvarlete (Schambony et al. 1998a).
CRISP proteiny zistavaji umistény na spermiich i po in vitro kapacitaci a akrozomalni reakci
(Topfer-Petersen et al. 2005). Voln¢ ptipojené CRISP proteiny mohou byt uvolnény ze spermii
promytim pufrem s vysokym obsahem soli. AvSak definovany pocet molekul CRISP ziistava
tésn€ na povrchu spermii. Ukézalo se, Ze tento pocet molekul CRISP piimo koreluje s plodnosti
jednotlivych hiebcl (Reineke et al. 1999).

Bylo zjisténo, Ze rGzni ¢lenové rodiny CRISP jsou zapojeni do rozli¢nych funkci
souvisejicich s fuzi spermie a oocytu, vrozenymi obrannymi mechanismy a zablokovanim
iontovych kanalti. Funkce CRISP proteinti béhem oplozeni je nejlépe pochopena u potkant.
CRISP1 (dfive DE-protein) se té€sn¢ spojuje s povrchem spermii béhem prichodu epididymem
a migruje do equatoridlniho segmentu béhem kapacitace (Da Ros et al. 2004). Podili se na fuzi
spermii a oocytl prostiednictvim vazebnych mist na komplementarni mista na povrchu vajicka
(Cuasnicu et al. 2001).

Lze ptedpokladat, ze nékteré CRISP proteiny mohou hrat roli pfi oplodnéni (fize
spermie a oocytu), zatimco jiné pfispivaji k roli semenné plazmy v sami¢im genitalnim traktu.

Piesnd tloha proteinit CRISP v oplozeni u koni vSak ¢eké na dalsi studium.

4.3 Spermadhesiny

Spermadhesiny jsou multifunkéni proteiny se schopnosti vazat ligandy - heparin,
fosfolipidy, inhibitory protedz a hydrogenuhli¢itany, ktera se méni podle jejich glykosylace
a agregacniho stavu (Caballero et al. 2008; Topfer-Petersen et al. 2005). Spermadhesiny byly
poprvé popsany v kanc¢i SP, kde tvofi hlavni frakci malych proteint vazajicich heparin (Bork
& Beckmann 1993). Po vazbeé na spermii se podileji na vytvoteni rezervoaru spermii v sami¢im
pohlavnim traktu a kapacitaci a také na interakci spermie a ZP (Topfer-Petersen et al. 2005).

Kanci spermadhesiny jsou sekre¢ni produkty hlavné semennych vacka. Je zajimavé,
ze protein AWN je secernovan v cauda epididymis sam¢iho pohlavniho traktu a je také
exprimovan ve vejcovodu samic (Ekhlasi-Hundrieser et al. 2002). Spermadhesiny AWN, AQN-

1 a AQN-3 jsou spermie vazajici proteiny, které se zdaji byt zapojeny do sacharidy
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zprostitedkovanych fazi oplodnéni. Proteiny typu AQN asociuji s povrchem spermii
pti ejakulaci prevazné v akrozomadlni oblasti hlavicky a pomdahaji vytvoreni oviduktalniho
rezervoaru spermii interakci s glykokonjugaty oviduktalniho epitelu (Ekhlasi-Hundrieser et al.
2005). AWN ziistavad navazan na peri-akrozomalni plazmatickou membranu po transportu
sami¢im pohlavnim traktem a kapacitaci in vivo a muze se ucastnit rozpoznavani gamet
(Rodriguez-Martinez et al. 1998).

Homologem kan¢iho AWN je hieb¢i HSP-7. Jeho sekvence vykazuje zaménu
aminokyselin pouze na tfech mistech (Reinert et al. 1996; Ekhlasi-Hundrieser et al. 2002).
Stejné jako jeho kanc¢i homolog, je hfebci AWN protein vazajici sacharidy. Bylo prokazano, ze
se vaze na intaktni zona pellucida, takze se zfejmé ucastni vazby spermie a ZP (Reinert et al.
1996). Hiebéi AWN se nachazi jiz ve varlatech, dale v rete testis, ductus epididymidis
a semennych vaccich. Pfi prichodu kandlkem epididymu se narlstajici mnozstvi hiebc¢iho
AWN spojuje se spermiemi a objevuje se jako prominentni pas v ekvatorialnim segmentu.
Ackoli je lokalizovan na povrchu spermii, jeho proteinova struktura a jeho schopnosti vazat

ligandy by naznacovaly tlohu v interakci spermie-ZP (Reinert et al. 1996).

4.4 Funkce a vazebna aktivita proteini SP

Pro zlepseni technologickych procesi a porozuméni mechanismi souvisejicich
s oplozenim oocytu, je zapotiebi se kromé& struktury zajimat také o interakce mezi proteiny
a ligandy a jakym zplsobem tyto interakce ovliviuji jejich funkei (Park et al. 2005). Mezi
Sirokou Skalou komponent SP maji peptidy a bilkoviny specifickou tlohu pii regulaci procesu
oplozeni. Vétsina bilkovin nalezenych v SP se vaZe na plazmatickou membranu spermii,
pokryva jeji povrch, zabrafiuje aglutinaci spermii, pted¢asné akrozomové reakci a fagocytdze
bunikami imunitniho systému v sami¢im reprodukénim traktu (Jonakova & Ticha 2004). Proces
fertilizace zahrnuje fadu specidlnich dilezitych a postupnych, té€sné za sebou koordinovanych
reakci. Asociace proteinli SP s povrchem spermii nastava béhem ejakulace. Nasledné interaguji
se slozkami epitelidlnich bun€k vejcovodu, dojde ke kapacitaci, specifickému rozpoznani
gamet, primarni a sekundarni vazb¢é spermii na vajicko, akrozomalni reakci, penetraci spermie
pies ZP a kone¢né k fiizi gamet. VSechny reakce jsou charakterizovany presnymi regula¢nimi
mechanismy zalozené na interakcich protein-ligand (Manaskova et al. 2003). Proteiny SP
prokazuji specificitu k riznym ligandim. Krom¢ interakce s polysacharidy, fosfolipidy,
lipoproteiny, bivalentnimi ionty, proteiny SP rozpozndvaji receptory plazmatické membrany

spermii a ZP a mohou také vytvaret proteinové komplexy. Agregace a disagregace proteini SP
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je pravdépodobné dilezitym fenoménem béhem procesu oplozeni. V piipad¢ semenné plazmy
kance byly sledovany interakce mezi proteiny rodiny spermadhesini AQN a AWN a DQH,
stejné jako mezi proteiny podilejici se na tvorbé heterodimeru PSP-1 a PSP-II. Proteiny SP
vykazujici afinitu k fosforylcholinu mohou hrat diilezitou roli v danych interakcich (Manaskova

et al. 2000).

4.4.1 Sacharidové interakce proteinii SP

Heparin nebo chondroitin sulfaitu podobné glycosaminoglykany (GAG) jsou
secernovany ve velkém mnozstvi epitelem samiciho reprodukéniho traktu, pfevazné
ve folikuldrni fazi estralniho cyklu (Calvete et al. 1996). Béhem transportu samic¢im
reprodukénim traktem nastdvaji zmény obsahu GAG na plazmatické membrané spermii.
Disociace téchto latek z povrchu plazmatické membrany bcéhem kapacitace spermii
pravdépodobné za¢inad heparin-dependentnim procesem zvyseni Ca?* iontd v akrozomalni
matrix. Bylo zji§téno, ze heparin vazajici proteiny SP po navdzani na povrch spermii také
pfispivaji k akrozomalni reakci interakci s heparinu-podobnymi GAG ve vejcovodu (Florman
& First 1988).

Bylo zjisténo, ze proteiny SP, které vaZi mandzu, se ucastni vytvofeni rezervoaru
spermii ve vejcovodu. Fenomén skladovani spermii v isthmu oviduktu je spojovan se
ziskavanim jejich schopnosti oplozeni. Po hyperaktivaci spermii dojde k jejich uvolnéni a také
ke zvyseni koncentrace vapniku v matrix akrozomi (Green et al. 2001). Oviduktalni rezervoar
spermii je vytvoren az do doby kapacitace, kdy se proteiny spojené s plazmatickou membranou

odlucuji (Jelinkova et al. 2004).

4.4.2 Interakce proteini SP s fosfolipidy

Plazmatickd membrana spermii se obaluje proteiny vyluCovanymi pridatnymi
pohlavnimi zldzami béhem ejakulace a tento proces je realizovan mimo jiné kvili interakci
s cholinovymi fosfolipidy membrany (Gasset et al. 1997). Vice nez 60% vSech fosfolipida
membran spermii obsahuji fosforylcholin. Fosforylcholin je slozka fosfatidylcholinu a spole¢né
s fosfatidyletanolaminem ptedstavuji hlavni fosfolipidové slozky membrany spermie (Parks et
al. 1987). Bilkoviny, které vazi fostatidylcholin, byly identifikovany u mnoha druhii savci, jako
je byk, kanec, kiecek, mys 1 Cloveék (Leblond et al. 1993). U hiebcti a kancii tyto bilkoviny
vykazuji schopnost vazat také fosforylcholin a heparin. Tyto proteiny jsou strukturadlné podobné
bovinnim proteiniim SP (BSP) a maji schopnost tvofit oligomerni struktury, které¢ se

Vv pfitomnosti fosforylcholinu rozpadaji na homodimery (Calvete et al. 1997).
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4.4.3 Interakce proteinii SP se zinkem

Proteiny SP savcl ukazuji vysokou afinitu k iontim zinku. Tyto ionty mohou byt
docCasné, nebo trvale vazanou strukturalni slozkou proteint SP. Proto se mohou tucastnit
pti tvorbé kone¢né struktury proteini nebo byt pouzity jako mobilni regula¢ni prvek mnoha
procest doprovazejicich oplozeni. lonty zinku se podileji na intraceluldarnim mechanismu, ktery
chrani stabilitu chromatinu spermii. Podileji se na vytvareni vazeb typu S-Zn-S ve struktuie
protaminti, ktera stabilizuji chromatin. Zachovani adekvatni trovné iontl zinku v chromatinu
spermii uréuje jeho naslednou funkénost pti procesu oplozeni. Zn?* je zadlenén do jadra
pii ejakulaci. Jaderny Zn?* se sdruzuje s protaminy a tvoii zinkové mistky stabilizujici strukturu
chromatinu spermii (Bjorndahl & Kvist 2010; Kerns et al. 2018). Poruchy funkce ptidatnych
pohlavnich zlaz, které jsou zdrojem proteinti SP tak negativné ovliviluji stabilitu chromatinu,
protoze normalni koncentrace proteind, které vazi ionty zinku, reguluje obsah téchto iontl
v chromatinu spermii (Kjellberg et al. 1992).

Tekutina prostaty je t&lesna tekutina s nejvyssi koncentraci Zn?*. Ma kli¢ovou roli
Vv zabranéni piedcasné kapacitace spermii a vyznamné jsou i jeji antioxidaéni aktivity, zatimco
niz8i koncentrace Zn?>" muze byt predpokladem Uisp&sné exocytdzy akrozomi. Na biciku
spermii je zinek vazan na proteinu cysteinové skupiny, coz chrani bi¢ik pted ptfedcasnou
oxidaci. B&hem prichodu nadvarletem je Zn?" selektivné odstranén z bi¢iku, coz umoziuje
oxidaci sulfhydrylovych skupin a zpevnéni vnéjsSich vlaken biciku pro podporu progresivni
motility. Ionty zinku také asociuji s membranami spermii, kde interaguji s lipoproteiny a tak
membranu spermii stabilizuji. Aktivni odstranéni Zn?** je piedpokladem pro dokonéeni
kapacitace spermii (Kerns et al. 2018). U byki, byly proteiny vazajici zinek pozorovany
Vv epididymalni tekutin¢ (Henkel et al. 2000).

Proteiny dependentni na zinku, které jsou pfitomny v semeni, mohou byt klasifikovany
jako latky chranici zdroj iontll zinku jejich vazanim a transportem. NaruSeni syntézy téchto
proteinti nebo jejich typické biologické aktivity mtize vést k fyziologickym dysfunkcim spermii

(Bjorndahl & Kvist 2010).

4.5 Proteiny SP riznych druhii savca

Podobnosti mezi druhy v obsahu proteinti semenné plazmy nejsou zanedbatelné, hlavné
mezi hfebci, byky a kanci nachdzime jist¢ homologie a znalosti konkrétnich proteint u jinych

druhti savet mohou pomoci odhalit funkci homologniho proteinu u hiebce. Piedpokladem je,
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ze homologni proteiny rozdilnych druhli savci mohou mit podobnou biologickou aktivitu

(Calvete et al. 1997).

4.5.1 Proteiny kan¢i SP

V kanc¢i SP pievazuji spermadhesiny, skupina glykoproteini o velikosti 12-16 kDa.
Jedna se o adhezivni bilkoviny, které se vazou na povrch kancich spermii béhem ejakulace.
Bylo charakterizovany spermadhesiny: AQN-1, AQN-2, AQN-3, PSP-I, PSP-Il, AWN-1,
AWN-2 a jsou produktem piedev§im semennych vacku (Ekhlasi-Hundrieser et al. 2002;
Calvete et al. 1994; Jonakova et al. 1998; Caballero et al. 2008). Post-transla¢ni modifikace,
jako je glykosylace, ur¢uji rozmanitosti funkénich vlastnosti kancich spermadhesinii (Calvete
et al. 1994). PSP-1 a II jsou hlavni proteiny SP (vice nez 50% vSech proteint), tvoii heparin
nevazajici heterodimery glykosylovanych spermadhesini jejichz aktivita je prozanétliva
a imunostimula¢ni pro modulaci imunitni odpovédi v prosttedi délohy (Centurion et al. 2003).
AQN-1, AQN-3, AWN jsou heparin vazajici a vytvaii vrstvu pokryvajici spermie. Jejich funkei
je stabilizace membrany kryjici akrozomdlni vacek a jsou uvoliiovany hlavné bchem
kapacitace. U proteinu AWN se piedpoklada, ze zprostfedkovava interakci se zona pellucida
(ZP) a fertilizaci (Rodriguez-Martinez et al. 1998; Centurion et al. 2003). AWN je produkovan
v ocasu nadvarlete, ale také ve vejcovodu u samic (Ekhlasi-Hundrieser et al. 2002). Po ejakulaci
se monomer proteinu AWN-1 a AQN-3 specificky vaze k fosfolipidim, tvoti prvni obalujici
vrstvu interakci s lipidovou dvouvrstvou spermatické membrany (Dostalova et al. 1995). AWN
zustava piipojen k periakrozomalni plazmatické membrané spermie i po transportu spermii
sami¢im reprodukénim traktem a kapacitaci in vivo a mohl by byt zapojen v systému rozpoznani
gamet (Rodriguez-Martinez et al. 1998). AWN, AQN-1 a AQN-3 maji afinitu k zona pellucida
(Jonakova et al. 2000).

Dalsi heparin vazajici spermadhesiny (hlavné AQN-1) a jejich agregované formy
pravdépodobné interaguji s epitelem oviduktu, takze jsou tyto spermadhesiny zapojeny
ve formovani oviduktalniho rezervoaru spermii. Zacatek in vitro kapacitace vede k odstranéni
AQN proteinti z povrchu spermii a k poklesu schopnosti navazat se k oviduktu (Ekhlasi-
Hundrieser et al. 2005). Schopnost agregovanych spermadhesint vazat cholesterol ukazuje,
zZe tyto proteiny se stavaji jeho akceptory pii uvolnovani cholesterolu z plazmatické membrany
spermie béhem kapacitace (Jonakova et al. 2000; Manaskova et al. 2000).

Spermie mohou byt pokryty vrstvou agregujicich spermadhesinti, které slouzi jako
faktory stabilizujici akrozom (Dostalova et al. 1995). Jakmile se dostane ejakulat do pohlavniho

traktu samice, nastavd masivni invaze leukocyti v déloze, ktera muze byt modulovéana
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heterodimery PSP-1/PSP-I1I a jejich podjednotkami (Rodriguez-Martinez et al. 2005). PSP-I
vykazuje schopnost vazat IgG rtiznych zivocisnych druhti a lidského IgA (Kwok et al. 1993).
Tak muze fungovat jako imunosupresivnim faktor pro ochranu spermatu pfed imunitni reakeci
béhem transportu v sami¢im reprodukénim traktu. PSP-I/PSP-1I heterodimer je tzv.
imunosupresivni faktor kan¢i SP (ISF —immunosuppressive seminal factor) (Veselsky et al.
2002). Kwok et al. (1993) izolovali PSP-1 a PSP-II proteiny ze sekretti semennych vackt kanci
(Calvete et al. 1997). PSP-1/PSP-II heterodimer se nevaze k heparinu, ale vykazuje afinitu
ke glykoproteinim ZP a inhibitorim trypsinu. Spermadhesin PSP-I vaze mimo jiné

endo- B- galaktosidazu, ktera $tépi protein ZP3 a a-kasein (Kwok et al. 1993).

4.5.2 Proteiny SP bykii

Hlavni proteiny SP bykia jsou BSP proteiny s fibronektinovou doménou (Fn-2).
Vyznacuji se Sirokym rozsahem molekulovych hmotnosti od 15-17 kDa do 30 kDa a schopnosti
vazat heparin a fosforylcholin (Calvete et al. 1997; Manjunath & Therien 2002). Hlavnimi
zastupci jsou proteiny BSP-Al, BSP-A2 a BSP-A3. BSP-Al a BSP-A2 jsou glykosylované
formy stejného proteinu, jehoZ primarni struktura je identicka proteinu PDC-109 (Esch et al.
1983). PDC-109 ma vysoky stupenn homologie s BSP-A3. Oba proteiny obsahuji 2 tandemové
uspotadané homologni domény o ptiblizn¢ 40 aminokyselinach, které jsou podobné doménam
typu Il ve fibronektinu (Seidah et al. 1987).

BSP proteiny jsou vyluCovany semennymi vacky a vaZou se na povrch spermie
pii ejakulaci. Na spermii se vazou k fosfolipidim (Desnoyers & Manjunath 1992); prevazné
k fosfatidylcholinu, fosfatidylcholinu plasmalogen a sfingomyelinu. Navazani BSP proteini
Kk membranovym fosfolipidim mize zabranit volnému pohybu fosfolipidi a stabilizovat
membranu. Spermie, které jsou pokryté BSP proteiny, mohou byt kapacitovany v sami¢im
pohlavnim traktu vlivem HDL (high-density lipoprotein). BSP navdzané na spermie mohou
interagovat s HDL, ktery muze stimulovat odstranéni cholesterolu ze spermie v sami¢im
pohlavnim traktu (Manjunath & Therien 2002). U bykt mohou byt spermie kapacitovany také
pomoci heparinu. Navazdni BSP na membranu spermie zvysi pocet vazebnych mist
pro heparin, heparin se na né¢ navaze a indukuje tak kapacitaci (Visconti et al. 1998). BSP
proteiny interaguji s HDL a heparinem a podili se tak na kapacitaci spermie. Kromé BSP je ale
pro kapacitaci nezbytna ptitomnost i1 jinych faktort ve folikuldrni nebo oviduktélni tekuting
(heparin, GAGs nebo HDL), diky nimZ se mohou BSP proteiny uplatnit ve sprdvném case na
spravném misté (Manjunath & Therien 2002). Proteiny BSP (PDC-109) hraji signifikantni

ulohu pii modifikaci lipidii spermii béhem kapacitace a akrozomalni reakce. Dale se proteiny

21



BSP se schopnosti vazby na sacharidy ucastni tvorby rezervoaru spermii ve vejcovodu.
Ptipojeni spermii k epitelu vejcovodu pies proteiny BSP prodluzuje jejich zivotaschopnost
az do kapacitace (Calvete et al. 1999; Suarez & Pacey 2006). BSP proteiny jsou zfejm¢e zasadni,
jelikoz epididymalni spermie, nevystavené BSP, se k oviduktu vazou velmi Spatné. Pokud jsou
k epididymalnim spermiim pfiddny proteiny, jakékoli ze tfi BSP proteind, jejich schopnost
navazat se k epitelu se podstatné zlepSuje (Gwathmey et al. 2006). Také se ukazalo, Ze proteiny
nemusi interagovat mezi sebou, aby doslo k navazani (Ardon & Suarez 2013).

Protein clusterin patii také mezi heparin-vazajici proteiny lokalizované jak v semenné
plazmé byki, tak na spermiich (Howes et al. 1998). Jedna se o epididymalni glykoprotein
se dvéma heparinovymi vazebnymi misty ve své struktufe. Je mu pfipisovana uloha

Vv transportu lipidu.

4.6 Proteiny SP hiebci

Obsah proteinti hieb¢i SP je pomérné nizky (10 mg/ml) v porovnani s ostatnimi savci,
kde se pohybuje okolo 20-60 mg/ml (Topfer-Petersen et al. 2005). Hlavni proteiny SP hiebcti
(HSP-1-8) jsou nizkomolekularni 14-30 kDa a krom& HSP4 maji vSechny schopnost vazat
se ke spermii (Calvete et al. 1994; Topfer-Petersen et al. 2005), coz naznacuje jejich potencialni
Vv pfedspermatické frakci a nejvyssi v prvni ¢asti ejakulatu. Hlavni proteiny SP HSP-1, HSP-2
a HSP-4 jsou pfitomny ve vSech frakcich ejakulatu, mnoZstvi se vyznamné lisi
mezi jednotlivymi hiebci (Kareskoski et al. 2005).

HSP-1, HSP-2 jsou nejpocetnéjsi proteiny hieb¢i SP, dohromady tvoti 70-80% vsSech
proteinli a maji homologni strukturu. Patii do rodiny heparin vazajicich proteinii. HSP-1 tvofi
asi 12% vSech proteind, které vazi heparin a pokryvaji hlavicky spermii (Calvete et al. 1994;
Topfer-Petersen et al. 2005). Jsou to ke spermii periferné asociované proteiny (Calvete et al.
1994) a mohou hrat roli jako vngjsi regulaéni faktory kapacitace. Patfi mezi kratké proteiny
typu Fn-2 (Calvete et al. 1995b; Ekhlasi-Hundrieser et al. 2005) a jsou ortology (maji stejny
puvod - vyvinuly se ze spoleéného genu) hlavnich heparin vazajicich proteini SP byka (BSP),
které se uplatfiuji v ¢asnych krocich fertilizace (Topfer-Petersen et al. 2005). Proteiny typu
Fn- 2 jsou pfitomny v pribéhu celého pohlavniho traktu hiebcti. VétSina malych proteinid
S pouze dvéma Fn moduly (HSP-1 a HSP-2) je sekretovana v ampulich chamovodu (Ekhlasi-
Hundrieser et al. 2005).
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HSP-3 je ¢lenem rodiny proteinti bohatych na cystein — CRISP (cystein-rich secretory
protein) (Schambony et al. 1998b). CRISP-3 (HSP-3) se primarn¢ tvoii v ampulich chamovodu
a v mensi mife v jinych ¢astech samciho pohlavniho traktu (Schambony et al. 1998b; Topfer-
Petersen et al. 2005). HSP-4 je ptibuzny s produktem genu podobnému kalcitoninu. Bylo
prokédzano, ze hladiny kalcitoninu jsou v korelaci s motilitou spermii (Mungan et al. 2001).
HSP-5 neni piibuzny s zadnymi zndmymi proteiny. HSP-6 a 8 patii do skupiny proteint
podobnych kallikreinu. Tyto proteiny maji homologii s lidskym PSA (prostatic specific
antigen) (Jonsson et al. 2005; Topfer-Petersen et al. 2005).

V semenné plazmé hiebct se nachdzi minoritni protein HSP-7 reagujici s protilatkami
proti kané¢imu proteinu vazajicimu se na zona pellucida AWN-1 = hieb¢i AWN-like protein
(okolo 16 kDa) (Calvete et al. 1994). Priméarné se vaze na ekvatorialni segment - to naznacuje,
spolu se schopnosti vézat ligandy a proteinovou strukturou, Ze se podili na vazb¢ spermie na ZP

(Topfer-Petersen et al. 2005).

4.6.1 Homologie proteint SP hi'ebcii s jinymi druhy

Hreb¢i proteiny HSP-1 a HSP-2 a kanéi pB1 patii do stejné rodiny jako by¢i heparin
a fosforylcholin vazajici proteiny BSP-A1/2, BSP-A3 a BSP-30K. Kvantifikace proteint
pomoci analyzy aminokyselin po separaci pomoci vysokoucinné kapalinové chromatografie
(RP-HPLC) ukazala, ze proteiny HSP-1,2 a pBl a spermadhesin AQN-1 jsou pfitomny
pfiblizné ve stejné koncentraci v hieb¢i a kanci SP (ve frakci heparin a fosforylcholin vézajicich
proteinit). Sekvence aminokyselin proteinu pB1 je ze 60-65% shodné s hiebfim HSP-1 a by¢im
BSP-A1,2 (PDC-109), BSP-A3 a BSP-30K (Calvete et al. 1997). Jak jiz bylo zminéno, protein
HSP-7 je hieb¢i homolog kanc¢iho spermadhesinu AWN. Jeho sekvence aminokyselin
je rozdilna pouze ve tfech mistech. Stejné jako kan¢i AWN je jeho hieb¢i homolog vazany
k hydrogenuhli¢itanim (Ekhlasi-Hundrieser et al. 2002).

Hlavni heparin vazajici proteiny SP kanctl patii do rodiny spermadhesinil (Sanz et al.
1993; Calvete et al. 1995a), které nejsou strukturalné piibuzné k rodin€ proteintt BSP u byk.
Kanci spermadhesiny se vazou na povrch akrozomu. By¢i PDC-109 se vaze k povrchu
hlavicky, avSak vice pevné ke stfednimu oddilu spermie (Manjunath et al. 1994) a zd4 se,

ze zahajuji hyperaktivni pohyb spermie (Aumuller et al. 1988).
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4.7 Role SP a jejich proteinii pri kryokonzervaci

Technologie kryokonzervace spermii vyvoldva zmény struktury spermii podobné
kapacitaci a akrozomalni reakci (Kumar et al. 2003). Chladovy Sok a osmoticky Sok spojeny
s kryokonzervaci miize vést ke zméndm v slozeni lipidii plazmatické membrany spermii, ¢imz
ovliviiyje jeji fluiditu. Tento fenomén indukuje zvyseni membranové permeability, coz vede
K tniku enzymi a zménam v propustnosti membranovych kanalu. V ptipadé kanc¢ich spermii,
typ mastnych kyselin a rozdily ve slozeni fosfolipidii jsou pfi¢inou vysoké néachylnosti
k chladovému Soku, ve srovnani se spermiemi jinych druhi (Deleecuw et al. 1990).

Faktory ptitomné v SP ovliviiuji metabolismus, motilitu a mrazitelnost spermii. Tyto
faktory mohou byt proteinové nebo neproteinové povahy (mastné kyseliny, enzymy, hormony).
Kryokonzervace indukuje poskozeni spermii a pfidani ur¢it¢ého mnozstvi SP do suspenze
spermii muze snizit mozné poskozeni béhem biotechnologického procesu a manipulace. SP
vSak muze mit jak Skodlivy, tak pozitivni G¢inek (Caballero et al. 2008). Bylo zjisténo urcité
pozitivni pisobeni na parametry kvality spermatu, kdyz byla SP ptidana ke vzorklim spermatu
hiebct pted kryokonzervaci (Aurich et al. 1996) ale také negativni nebo Zadny t¢inek (Moore
et al. 2005). Je pravdépodobné, ze pozitivni nebo negativni ucinek je zavisly na koncentraci
proteini a dob¢ interakce se spermiemi pied kryokonzervaci a také na zdroji SP (Aurich et al.
1996; Moore et al. 2005). Morrell et al. (2014) dosahli variabilnich vysledkl s pfidavkem
heterologni nebo homologni SP a také potvrzuji rozdily mezi SP od dobfe nebo Spatné
mrazitelného hiebce (Al-Essawe et al. 2016). Vliv SP na spermie zlstdva kontroverzni
vzhledem k tomu, Ze se li§i mezi jednotlivymi hiebci (Katila & Kareskoski 2006) a individualni
slozeni SP ovliviiuje vhodnost hieb¢iho ejakulatu ke kryokonzervaci (Aurich et al. 1996).

U kancht, ktefi jsou klasifikovani jako dobfe mrazitelni, SP pozitivné ovliviiuje funkce
spermatu po kryokonzervaci, tim, Ze zvySuje odolnost vii¢i chladovému Soku (Hernandez et al.
2007). Vysledky Mogielnicka-Brzozowska & Kordan (2011) naznacuji, ze pred nasledky
chladového Soku chrani plazmatickou membranu a akrozom kanci spermie proteiny SP vazajici
zinek. Jobim et al. (2004) pozorovali rozdily v proteinovém profilu semenné plazmy bykl
u ejakulati s vysokou nebo nizkou vhodnosti k mrazeni. Béhem mrazeni spermii bykt dochézi
ke ztraté povrchovych proteint spermii, jako je BSP-A1/A2, BSP-A3 a BSA-30 kDa (z 40-57
% na 4-6 %), coz souvisi s nartastem predCasn¢ kapacitovanych bunék (Nauc & Manjunath

2000).
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4.7.1 VyuZziti celé semenné plazmy

Ve starsi studii Aurich et al. (1996) zkoumali, jak individudlni slozeni SP ovliviiuje
vhodnost hiebci pro kryokonzervaci spermatu. Kontakt s 30% SP pfed kryokonzervaci
od hiebct s vysokou motilitou spermii po rozmrazeni k ejakulatiim od hiebcti s nizkou motilitou
spermii po rozmrazeni zvysil progresivni motilitu (PMOT; z 24% na 34%) a SP od Spatné
mrazitelnych hiebcii, pfidana k ejakulatiim s vysokou motilitou po rozmrazeni, naopak snizila
PMOT (36-30%). Stejna myslenka byla provedena ve studii Al-Essawe et al. (2018),
kde zkoumali u¢inek pridani SP od dobfe a Spatné¢ mrazitelnych hiebct pred kryokonzervaci
(kone¢ny pomér SP byl 5%). Nebyly zaznamenany zadné vyznamné rozdily v kinematickych
parametrech spermii (computer-assisted sperm analysis; CASA) ani mezi piidavky SP nebo
mezi ejakulaty (dobfe nebo Spatné¢ mrazitelné).

Také ve studii Arruda et al. (2008) nebyla motilita ovlivnéna ptidanim SP (25% nebo
50%) od dobie mrazitelného hiebce ptidané ke vzorkiim Spatné mrazitelnych hiebct
po rozmrazeni. Stejné¢ jako ve studii De Andrade et al. (2011) pfidani po rozmrazeni 20%
homologni a heterologni SP od dobfe mrazitelnych hiebcli nezménilo celkovou motilitu
(TMOT) nebo mitochondrialni potencial, ale homologni SP snizila PMOT (P <0,05). V této
studii pfidani SP po rozmrazeni nezménilo parametry rychlosti spermii (VAP-average pathway
velocity, VSL-straight line velocity, VCL-curvilinear velocity), avSsak BCF (beat cross
frequency), STR (straightness) a LIN (linearity) byly sniZeny v obou SP skupinach (P <0,05)
a 20% autologni SP snizilo ALH (amplitude of lateral head displacement) (P <0,05). Rozdilné
vysledky mohou byt dany individualni reakci na pfidavek SP a rozdily v jejich sloZzkach.
Na druhou stranu v praci Neuhauser et al. (2014) autofi zjistili, ze TMOT a PMOT
se zlepSovaly se zvySujicimi se koncentracemi homologni SP pfidané po rozmrazeni 20 %
az 50 % (50 % a 80 % poskytovaly stejné vysledky). Statisticky vyznamné zvySeni TMOT bylo
zaznamenano s 20 a 50 % SP, rozdil mezi ptidavkem 0 a 5 % SP nebyl zaznamenan. Zajimavé
je, ze nebyl zadny rozdil v motilité¢ spermii u SP od Sesti riiznych hiebcti-darcti, bez ohledu
na koncentraci SP. Dokonce, kdyz byla pfiddna SP od ponikli se Spatnou motilitou
kK rozmrazenym vzorkiim epididymalnich spermii v poméru fedéni 1: 4 (1 dil semene + 4 dily
SP), ptidani SP zvysilo motilitu (TMOT, PMOT) spermii po rozmrazeni. Epididymalni sperma
s pfidavkem SP po rozmrazeni navic vykazovalo vys§i hodnoty parametrt rychlosti (VCL,
VAP, VSL), ALH a BCF, ale STR a LIN byly nizsi s ptidavkem SP, a parametr WOB (wobble)
se neménil (Neuhauser et al. 2013). K rozdilnym vysledkiim dosli Heise et al. (2011), ktefi

proplachovali ocas nadvarlat 20 ml SP a nésledné pracovali s t€mito epididymalnimi vzorky
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jako s ejakulovanymi. Nepozorovali zadné rozdily v PMOT mezi epididymalnimi vzorky
vystavenymi a nevystavenymi SP pfed zmrazenim. Nicméné Cerstvé vzorky se SP obsahovaly

vice progresivné pohyblivych spermii nez vzorky bez SP.

4.7.2 Pouziti proteinovych frakci a proteini SP

Rozdily v t€¢inku SP na spermie mohou byt disledkem ptitomnosti, nepfitomnosti nebo
rozdilné koncentrace slozek SP (Usuga et al. 2017), a to zejména proteini (Caballero et al.
2008). Existuje mozny zpusob, jak vyuzit urCité benefity SP a zaroven se vyhnout negativnim
vlivim nékterych slozek, a to naptiklad rozdélenim SP na proteinové frakce. Pouziti
izolovanych frakci a proteind by zabranilo variabilité ve slozeni SP (Centurion et al. 2003).

Hlavni proteiny hieb¢i SP (HSP) jsou schopny vazat heparin (H+) a mohou regulovat
proces kapacitace (Parrish et al. 1988). Tyto proteiny jsou spojovany s kryoteoleranci (Jobim
et al. 2011) a maji mozny ochranny ucinek na spermie jako jejich ortologové u byki (Jobim et
al. 2004). H+ proteiny patii ke kapacitaénim faktorim, zda se, Ze stabilizuji plazmatickou
membranu v oblasti akrozomu pted kapacitaci. Pfedpoklada se, ze slozky SP pfipojené
k povrchu ejakulovanych spermii mohou zabranit pfedéasné akrozomalni reakci (Calvete et al.
1997). Na druhou stranu u bykt (D'Amours et al. 2010; Srivastava et al. 2013a) byl zpochybnén
pozitivni u¢inek hlavnich H+ proteinli na spermie. V praci Kumar et al. (2008) byl potvrzen
negativni uc¢inek H+ frakce na epididymalni spermie byka po kryokonzervaci. Nicméné pokud
byly frakce pouzity v kombinaci, heparin nevazajici proteinova frakce (H-) snizovala negativni
ucinek H+ frakce. Je pravdépodobné, ze v proteinové frakci H- jsou pfitomny faktory
s ochrannymi G¢inky. O negativnim vlivu frakce H+ na spermie jsou také piesvédceni Singh et
al. (2007) a Harshan et al. (2006). V praci Singh et al. (2016) vSak piidani 250 pg/ml H+
proteinové frakce zlepsilo in vitro akrozomovou reakci zmrazenych a rozmrazenych spermii.

Stejné jako u bykl 1 u kanch pfidani heparin vazajicich a heparin nevazajicich
(heterodimer PSP-I/-11) spermadhesini mélo opac¢ny efekt na viabilitu, motilitu
a mitochondridlni aktivitu spermii (Caballero et al. 2008). Heparin vazajici proteiny (H+) maji
vyrazny $kodlivy efekt, na ¢ase a koncentraci zavisly, zatimco PSP-1/-11 (H-) funkci vysoce
fedénych kanc¢ich spermii zachovavaji. Ptiznivy ucinek proteintt PSP-1/-11 je na koncentraci
zavisly (s optimalni koncentraci 1,5 mg/ml odpovidajici 10% nezpracované prvotni SP)
(Centurion et al. 2003). V praci Garcia et al. (2006) se ukazalo, ze podjednotky PSP-1 a PSP-
IT maji rizné vlivy na biologické vlastnosti a ochranny ti¢inek byl zpiisoben hlavné peptidovou

¢asti téchto proteinti. Hlavni protein SP byk, protein PDC-109 (BSP-A1/A2), indukuje zmény

-----
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hlavné cholesterolu, vede k destabilizaci membrany, snizuje se odolnost k chladovému Soku
a mrazeni. Pusobenim stresori béhem kryokonzervace dochazi k ptredcasné kapacitaci
a akrozomalni reakci. Pozitivni ¢i Skodlivy efekt PDC-109 je zavisly na délce pusobeni

a koncentraci (Srivastava et al. 2013b).
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5 Cile a hypotézy

Na zakladé dostupnych informaci byly stanoveny nasledujici hypotézy:

1. Spatn¢ a dobfe mrazitelni hiebci se lisi v zastoupeni subpopulaci spermii v rozmrazené
inseminacéni davce

2. semenna plazma od dobfe mrazitelnych hiebcii zlepSuje funkEni parametry
kryokonzervovanych spermii hiebci, ktefi jsou klasifikovani jako Spatné mrazitelni

3. proteinové frakce semenné plazmy hiebct piidavané do kryokonzerva¢niho média

ovliviuji kvalitu spermii po rozmrazeni
K ovéteni hypotéz byly stanoveny tyto cile:

1. ovéfit hypotézu, ze se Spatn¢ a dobie mrazitelni hiebci li§i v charakteristice pohybu
spermii po rozmrazeni

2. zjistit efekt pridavku semenné plazmy od dobfe mrazitelnych hiebct na spermie hiebei,
ktefi jsou klasifikovani jako $patné mrazitelni

3. zjistit efekt proteinovych frakci semenné plazmy na mrazitelnost hieb¢ich spermiti
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6 Material a metody

6.1 Experiment |

Pro ovéteni 1. hypotézy byl proveden experiment I: Hodnoceni zastoupeni subpopulaci

motilnich spermii v rozmrazenych ejakuléatech $patné a dobfe mrazitelnych hiebci.

Odbér a zpracovani ejakulatu

Ejakulat byl odebiran od 24 hiebcii v certifikovaném reprodukénim centru (CZ
53790026, Equine Reproduction Centre Ltd., Pardubice-Mnétice, Ceskd Republika).
Spermatickd frakce byla odebirdna standardnim zplisobem pomoci otevieného typu umélé
vaginy. Bezprostfedné po odbéru byly hodnoceny objem spermatu (laboratorni vahy, Minitube,
Némecko), koncentrace (fotometr SDM 1, Minitube) a motilita spermii (Eclipse E600, Nikon,
Japonsko). Shroméazdéné frakce bohaté na spermie byly pifedfedény fedidlem na bazi
odstfedéného mléka (Kenneyho fedidlo ptipravované v nasi laboratofi, obsahujici odsttedéné
mléko a glukdézu) a 15 minut centrifugovany pii 650 g. Nasledné byl odstranén supernatant
apelety spermii byly nafedény fedidlem Gent (Minitube, Germany). Finalni koncentrace
progresivné se pohybujicich spermii byla v kazdé davce 350x108 v mililitru. Nafedény ejakulat
byl néasledné¢ balen do 0,5 ml pejet. Pejety byly mrazeny v paréch tekutého dusiku, umisténé
V horizontalni pozici 4 cm nad jeho hladinou po dobu 15 minut (Animal Reproduction systems,
Chino, USA) a nasledné ulozeny do tekutého dusiku. Insemina¢ni davky (ID) byly rozmrazeny

pfi teploté 37°C po dobu 30s.

Hodnoceni parametri motility spermii

Po nafedéni byly hodnoceny kinematické parametry rozmrazenych davek v case TO
(po 5 min pre-inkubace pii 37°C ve vodni lazni) a v ¢ase T30 (po 30 min inkubace pii 37°C
ve vodni lazni). Motilita spermii byla méfena pomoci modulu CASA (Nis-Elements, verze
4.50, Laboratory Imaging, Cesk4 republika). Do 37°C piedehiaté komory Makler (Sefi-Medical
Instrument, Izrael) bylo aplikovany 4 ul kazdého vzorku spermatu a nasledné bylo snimano Sest
poli na vzorek za pouziti fizového mikroskopu (Eclipse E600, Nikon, Japonsko) vybaveného
vyhfevnou deskou predehiatou na 37°C pii 100 ndsobném zvétSeni. Hodnoceni bylo zalozeno
na analyze 41 po sob¢ jdoucich digitalizovanych obrazii, které byly pofizeny v casovém tseku
0,66 s fotoaparatem s frekvenci 60 fps (DMK 23UMO021; Imaging Source, Némecko). Byly

hodnoceny nasledujici parametry motility: celkovd motilita (TMOT, %), progresivni motilita
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(PMOT, %), ktivocard rychlost (VCL, um/s), ptfimocard rychlost (VSL, um/s), primérna
rychlost na draze (VAP, um/s), linearita (LIN, %), pifimost (STR, %), kmitani bi¢iku (WOB,
%), amplituda laterdlniho vyboceni hlavicky spermie (ALH, pm) a frekvence kmitu biciku
(BCF, Hz). Prahové hodnoty STR a VAP pro progresivni motilitu byly 50 % a 30 pm/s. Spermie
byly povazovany za pohyblivé, kdyz VAP >15 pm/s.

Uprava dat

K upravé a analyze dat byl pouzit software R (R Core Team 2019). Byly vytvofeny Ctyfi
soubory dat na zakladé Casu inkubace a mrazitelnosti hiebce. Mrazitelnost byla stanovena
na zéklade¢ celkové motility (TMOT). Dobte mrazitelni hiebci maji TMOT vétsi ¢i rovno 30 %
ze vSech hodnocenych déavek, Spatné mrazitelni hiebci tuto podminku nesplituji. Pro dalsi
analyzu byly pouZity pouze spermie motilni. Soubory obsahovaly slou¢ené hodnoty vybranych
parametru pro klastrovou analyzu hiebcli v dané kategorii (spermie dobfe a Spatn¢ mrazitelnych

hiebcti hodnocené v ¢ase inkubace TO a T30).

Klastrova analyza

U kinematickych parametrli spermii ziskanych pomoci CASA byl vyhodnocen variaéni
koeficient pro jednotlivé parametry v jednotlivych souborech k selekci parametri
S reprezentaénim vyznamem pro dand data. Pro variacni koeficient byl stanoven limit 40 %,
kde takové parametry motility, které mély primérny variacni koeficient mensi, nez stanoveny
limit 40 %, nebyly pouzity v klastrové analyze. Takovou podminku nesplnily dva parametry,

ato STR a WOB.

Statisticka analyza

Statisticka analyza byla provedena v programu Statistica software (StatSoft, ver. 12,
CZ) a v R vypocetnim prostiedi (R Core Team, 2019). Rovina statistické vyznamnosti byla
stanovena na P <0,05. Pokud neni uvedeno jinak, vysledky jsou predkladany jako LSM+SEM.
Studentlv t-test byl pouZit ke stanoveni statistické prikaznosti rozdéleni hiebct do kategorie
Spatn€ a dobfe mrazitelnych na zédkladé TMOT a PMOT. Pomoci y2 testu byly porovnany
sttedové (primérné) hodnoty jednotlivych parametrti motility mezi zvolenymi soubory
k vyhodnoceni rozdilti mezi subpopulacemi v jednotlivych skupinach. Jednokrokova analyza
rozptylu (ANOVA) byla vyuzita spolecné s testy Wilks a Scheffe vicenasobné srovnani
subpopulaci mezi datovymi soubory. Porovnavany byly soubory dat o rtizné mrazitelnosti

a stejné dob¢ inkubace nebo stejné mrazitelnosti a jiné dob¢ inkubace.
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6.2 Experiment 11

K ovéteni druhé hypotézy, byl proveden experiment |l: Pfidani semenné plazmy od dobie

mrazitelnych hiebcl k rozmrazenym davkam Spatné mrazitelnych hiebct.

Semenna plazma

Ejakulaty byly ziskany standardnim odbérem s vyuzitim otevieného typu ume¢lé vaginy.
Ziskané sperma bylo odstfedéno pro odstranéni spermii (700 g, 10 min) a nasledovala
centrifugace pii 10 000 g po dobu 10 minut a supernatant bez spermii byl odstranén a zmrazen
pii -80 ° C az do doby pouziti.

V tomto experimentu byli pouziti dva hiebci, jako darci SP. Prvni byl "dobie
mrazitelny" hiebec (standardni SP, S-SP) s motilitou po rozmrazeni v priméru 35%. Druhy byl
hiebec s nadstandardnimi (nadstandardni SP, N-SP) parametry motility nativniho ejakulatu (>

95%), podobné¢ jako u spermii rozmrazenych (60-70%).

Odbér ejakulatu
Odbér ejakulatu byl proveden v certifikovaném reprodukénim centru (ERC s.r.o.,
Pardubice-Mnétice, Ceska republika). Semeno (frakce bohaté na spermie) od deseti hiebci bylo

odebrano pomoci otevieného typu umélé vaginy.

Zpracovani semene

Shodné jako v experimentu I bylo semeno po odbéru zhodnoceno a odstfedéno
centrifugaci. Poté byl supernatant odstranén a pelety spermii byly zfedény laktézovym-EDTA
tedidlem, které bylo vyrobeno v ERC. Redidlo L-EDTA obsahuje laktozu, destilovanou vodu,
glycerol, pufrovaci soli, antibiotika, EDTA a 20% (v / v) vaje¢ného zloutku. Pfipravené
ejakulaty byly ziedény na kone¢nou koncentraci alespont 350 x 108 progresivné pohyblivych
spermii na inseminacni davku (ID) a plnény do 5 ml hlinikovych tub. Poté byly tuby
ekvilibrovany pii 5 © C po dobu 2 hodin a nasledné¢ mraZzeny v parach tekutého dusiku. Tuby
byly rozmrazeny pii 37 © C po dobu 60 s. Po rozmrazeni spermii byly vzorky rozdéleny do tii
alikvot, které byly zfedény bud’ fyziologickym roztokem (kontrolni skupina, K) nebo S-SP

popt. N-SP; kdy byly oba vzorky semenné plazmy ptidany ve finalni koncentraci 33,3% (v / V).
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Hodnoceni parametrii kvality spermatu

Kvalitativni parametry byly hodnoceny u rozmrazenych vzorkti 5 minut po rozmrazeni
(T0) a po 30 minutach inkubace se semennou plazmou pii teploté 37°C (T30).
Pocitacova analyza spermii

Motilita spermii byla mé&fena pomoci modulu CASA (viz. experiment I). Rozd¢leni
spermii do pomalé, stfedn¢ rychlé a rychlé subpopulace bylo zalozeno na primérnych
hodnotach STR, VAP, VCL a VSL po shlukové analyze (viz. Statisticka analyza) (Sichtar et al.
2017).
Viabilita

Pro ziskéani procentudlniho zastoupeni zivych a mrtvych spermii bylo vyuzito barveni
pomoci eosinu / nigrosinu. Barvivo eosin prochdzi membranou mrtvych buné¢k a barvi tak jejich
hlavicky na rizovo, hlavicky zivych bunck ziistdvaji neobarvené. Nigrosin je vyuZzivan
k obarveni pozadi vzorku. Byly pfipraveny dva natéry na kazdy rozmrazeny vzorek a bylo
hodnoceno minimalné 200 spermii na sklicku za pouziti svételného mikroskopu.
Integrita plazmatické membrany

Na vyhodnoceni funkéni integrity plazmatické membrany spermii byl pouzit hypo-
osmoticky test (HOS). Po 30 minutach inkubace v hypoosmotickém roztoku (7,35 g citratu
sodného; 13,51 g fruktdzy rozpusténé v 1000 ml destilované vody s kone¢nou osmolaritou 150
mOsmol/litr) ve vodni 1azni o teploté 37°C, byla vyhodnocena reakce spermii na roztéru pomoci
mikroskopie s fazovym kontrastem (Eclipse E600, Nikon) a to minimaln€ u 200 bunék.
Procento spermii s typicky ohnutym bi¢ikem (HOS+) indikuje pfitomnost spermii s funk¢ni

a intaktni plazmatickou membranou.

Statisticka analyza

Data byla statisticky vyhodnocena pomoci softwaru STATISTICA (verze 12, StatSoft,
CZ). Utinek ptidavku semenné plazmy na TMOT, PMOT, vybrané kinematické parametry,
zivotaschopnost a integritu plazmatické membrany byly vyhodnoceny analyzou rozptylu
(ANOVA). Pro vyhodnoceni motility byla pouzita klastrova analyza pro klasifikaci spermii
do subpopulaci. Euklidovské vzdalenosti byly vypocitany ze ¢ty proménnych - STR, VAP,
VCL a VSL. K urceni rozdilti mezi subpopulacemi byl pouzit y2test. Data byla vyhodnocena
na urovni P <0,05 a jsou uvadéna jako Least Squares Means (LSM) = standard error of the

means (SEM).
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6.3 Experiment 111

Experiment 11l k ovéfeni hypotézy 3: Piidavek heparin vazajici a heparin nevazajici

proteinové frakce semenné plazmy k hieb¢im ejakulatim pred mrazenim.

Zpracovani semenné plazmy
Semenna plazma (SP) byla po odbéru v certifikovaném Equinnim reprodukénim centru
s.r.0. (ERC) ziskana shodnym zpiisobem jako v piipadé experimentu Il a uskladnéna pii -80°C

az do kone¢ného zpracovani.

Izolace proteinovych frakci semenné plazmy

Proteiny semenné plazmy byly separovany na afinitnim nosi¢i Heparin-Sepharose (GE
Healthcare, Svédsko) na dvé frakce: heparin vazajici (H+) a heparin nevazajici (H-), které byly
po dialyze a lyofilizaci pfiddvany do kryokonzervacniho média ve tfech koncentracich:
125 pg/ml, 250 pg/ml a 500 pg/ml. Pred separaci byly vzorky SP rozmrazeny a odstiedény
po dobu 5 min, 10 000 g. Supernatant byl poté nanesen na kolonu Heparin-Sepharose (GE
Healthcare) napojenou k pumpé¢ a automatickému sbéraci. Pfi sbéru H- frakce byl pritok pumpy
nastaven na 1,5 ml/10 min, zkumavka na sbéraci byla ménéna kazdych 10 min. Kolona byla
pfi sbéru H- frakce pfipojena k zasobnimu roztoku PBS, kterym byla kolona po nasati SP
po dobu separace (150 min) promyvana. Pro sbér H+ frakce byla kolona piepojena na zasobni
roztok 3M NaCl v PBS, ktery pti zvySeném priatoku na 4ml/10 min po dobu 60 min uvoliioval
navazané proteiny z kolony. Po separaci byly vSechny odebrané vzorky proméieny
spektrofotometrem (Biochrom, Libra S22, Fisher Scientific) pfi vinové délce 280 nm na obsah
proteint. Frakce s absorbanci nad 0,03 mg/ml byly zamrazeny. Ziskané proteinové frakce byly
nasledn¢ dialyzovany a lyofilizovany. Dialyza probihala po dobu 48 hodin v 3% roztoku
kyseliny octové (CH3COOH). Byla pouzita dialyzacni membrana Membrana-Cel Dialysis
Tubing (MWCO 3500, SERVA). Roztok CH3COOH byl pravidelné¢ ménén pro odstranéni
vSech soli z roztoku proteinovych frakcei. Po dialyze byly frakce proméfeny na konduktometru
(Eutech ECTestr 11, OAKTON Instruments) pro stanoveni obsahu soli a kontrolu ¢innosti
dialyzy. Nasledné byly vzorky proteinovych frakci v lyofiliza¢nich baiikdch zamrazeny a poté
lyofilizovany (LYOVAC GT 2 E, FINN-AQUA).
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Odbér spermii, mrazeni

Cerstvy ejakulat byl odebirdn hiebctim v Zemském hiebéinci Pisek, s.p.o. pomoci
otevieného typu umélé vaginy a odebrané semeno bylo dale zpracovéano standardnim zptisobem
pfipravy komercni inseminacni davky (viz. experiment Il) a uloZeno v 0,5 ml pejetach

V tekutém dusiku.

Stanoveni parametra kvality spermii

Kazdy ejakulat byl hodnocen po rozmrazeni (37°C, 30 s) a nafedéni Tyrodovym
roztokem modifikovanym pro spermie (Sp-TALP) (114 mM NaCl; 3,2 mM KCI; 25 mM
NaHCOs3; 0,34 mM NaH2POs x H20; 10 mM laktat sodny; 2,0 mM CaClz x 2H20; 0,5 mM
MgClz x 6H20; 10 mM HEPES, redestilovana Milli-Q voda).

Pocitacem rizena analyza spermii

Motilita byla méfena pomoci systému CASA a hodnoceny byly parametry TMOT,
PMOT, VCL, VSL, VAP, LIN, STR, WOB, ALH a BCF (viz. experiment ).

Viabilita a stav akrozomu spermii

Pomér Zivych a mrtvych spermii a poSkozeni a stav akrozomdalni membrany byl
stanoven pomoci prutokového cytometru (BD LSRFortessaTM SORP) s vyuzitim
fluorescencnich barev — propidium iodide (PI) barvici mrtvé spermie, HOECHST 33342, ktery
barvi jadra bun¢k a pomiize v odliSeni nebunéénych komponent ejakulatu a s fluorochromem
konjugovanym PNA lektinem, ktery se vaZe na akrozomalni membranu.

Pejety byly rozmrazeny (30 s, 37°C), nasledovala centrifugace v sp-TALP 5 min
700xg, po odstranéni supernatantu bylo odebrano 5 pl pelety spermii. Spermie byly rozfedény
v 1 ml sp-TALP a ke vzorku byly ptidany fluorescen¢ni barvy — HOECHST 5 pl, PI 5 pl
aPNA-FITC 1 pl. Takto pfipravené vzorky byly hodnoceny pritokovou cytometrii.
Hodnoceno bylo minimalné 30 tis. bun€k na vzorek. Pro zobrazeni signadlu FITC (PNA) byl
pouZit laser o excitaci 488 nm a 525 nm filtr emise, pro PI excitace 561 nm a emise 610 nm,
pro HOECHST excitace 346 nm a emise 460 nm. Napéti bylo nastaveno pro optimalni snimani
signalu podle kontrolnich vzorki s jednotlivymi samostatnymi fluorescenénimi barvami.
Pfed samotnym métenim byly pro vhodné nastaveni prutokového cytometru pfipraveny
negativni vzorky, bez ptidavku fluorescencnich barviv, pro eliminaci piipadné
autofluorescence.

Mira fosforylace spermii

Zvysena mira fosforylace proteinti spermii znaci nastupujici kapacitaci a tim zkraceni

doby jejich zivotaschopnosti. Vzorky spermii po rozmrazeni byly zafixovany Vv roztoku
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formaldehydu a fosforylace byla hodnocena pomoci protilatky proti fosfotyrosinu (4G10,
Millipore) s vyuzitim zobrazovaci prutokové cytometrie na pfistroji AMNIS (Amnis®
ImageStream® XMark II, AMNIS Luminex Corporation, Austin, USA). Data byla
analyzovana v softwaru IDEAS verze 6.0 (AMNIS Luminex Corporation). Optimalni nastaveni
pro hodnoceni signalu bylo ziskdno pomoci kontrolnich vzorki s jednotlivymi fluorescenénimi
barvivy. Pfed méfenim byly pfipraveny negativni vzorky pro spravné nastaveni prutokového

cytometru, aby se vyloucila mozné autofluorescence.
Statisticka analyza

Data byla statisticky vyhodnocena pomoci softwaru STATISTICA (verze 12, StatSoft,

CZ) stejnym zplsobem jako v piipad¢ experimentu IL.
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7 Vysledky a diskuze

7.1 Vysledky experiment I

V experimentu I, zaméfeného na porovnani zastoupeni subpopulaci motilnich spermii
mezi hiebci, ktefi jsou klasifikovani jako Spatné¢ a dobfe mrazitelni, byl zjistén signifikantni
vliv mrazitelnosti hiebce a také doby inkubace po rozmrazeni na rozlozeni subpopulaci

I hodnoty kinematickych parametrti spermii (P <0,05).
Procentualni zastoupeni spermii v subpopulacich

Z hodnot kinematickych parametrii ziskanych z hodnoceni pomoci CASA systému, byla
pomoci klastrové analyzy ziskana data popisujici 3, respektive 4 subpopulace spermii Spatné
(poor freezers - PF) a dobfe (good freezers - GF) mrazitelnych hiebci v jednotlivych souborech
(graf'1, 2). Procentudlni zastoupeni spermii v jednotlivych subpopulacich je pro PF a GF hiebce
ruzné (P <0,05). Pfi rozdéleni na 3 subpopulace (Graf 1) v Case inkubace TO 1 T30 maji PF
hiebci niz8i zastoupeni v rychlé a stfedné rychlé subpopulaci a vyS$i zastoupeni spermii

vV pomalé subpopulaci nez GF hiebci (P <0,05).

Graf 1: Procentudlni zastoupeni spermii v rychlé, stiedni a pomalé subpopulaci dobre a Spatné

mrazitelnych hiebcii v case inkubace T0 a T30 rozdélené klastrovou analyzou na tii subpopulace, n=24.
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* ** statisticky signifikantni rozdily v ramci dané subpopulace mezi Spatné (PF) a dobre (GF) mrazitelnymi hiebci
ve stejném case inkubace (P <0,05)

1,2 statisticky signifikantni rozdily v ramci dané subpopulace a skupiny hiebcu (PF a GF) mezi casy inkubace T0
ihned po rozmrazeni a po 30 minutach inkubace pri 37°C (T30) (P <0,05)
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Pti rozd¢€leni motilnich spermii na ¢tyfi subpopulace - rapidni, rychlou, stfedné rychlou
a pomalou (graf 2), je v Case inkubace TO i T30 rapidni a rychl4 subpopulace spermii a v Case
T30 i stfedn¢€ rychld subpopulace spermii PF hiebcti zastoupena méné nez u GF hiebct
(P <0,05).

Graf 2: Procentudlni zastoupeni spermii rapidni, rychlé, stiedné rychlé a pomalé subpopulace spermii
dobre a Spatné mrazitelnych hrebcii v case inkubace T0O a T30 rozdélené klastrovou analyzou na ctyri

subpopulace, n=24.
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* ¥ statisticky signifikantni rozdily v ramci dané subpopulace mezi Spatné(PF) a dobre (GF) mrazitelnymi hiebci
ve stejném case inkubace (P <0,05)

1,2 statisticky signifikantni rozdily v ramci dané subpopulace a skupiny hiebcii (PF a GF) mezi ¢asy inkubace T0
a T30 (P <0,05)

Vliv mrazitelnosti hiebcii na vyskyt subpopulaci spermii v rozmraZeném ejakulatu

T¥i subpopulace

Vysledné hodnoty parametri motility u jednotlivych testovanych skupin v ramci subpopulaci
spermii jsou ukézany v tabulce 2 v podobé LSM + SEM (stfedni hodnota priiméru + standardni

chyba stfedni hodnoty), s hladinou vyznamnosti P <0,05.
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Tabulka 2: Hodnoty parametrii motility jednotlivych subpopulaci spermii pri rozdéleni do tii klastrii ve

formé LSM + SEM, n=24.

¢as inkubace

Subpopulace

- mrazitelnost

stiedné GF

rychla
T30

GF

5,9 + 0,0

3,7£0,0

3,6+0,0°

3,2+0,02

14,4 +0,12

14,7+0,12

21,5+0,12

20,3 +0,12

9,8+0,12

10,1 0,12

50,8 +£ 0,12

50,9+ 0,22

67,4 0,22

65,9 + 0,22

35,0+0,12

36,4 + 0,22

104,3 + 0,22

98,5 £ 0,22

67,1 £0,2?

63,8 0,22

35,2+0,22

32,1 +£0,2?

189,2 + 0,42

178,1 + 0,42

98,6+ 0,5

95,9 + 0,42

83,4+ 0,42

75,3 +0,42

94,0+0,2

88,1 + 0,22

64,4 + 0,22

61,2 +0,22

27,3 +0,22

25,9 0,22

12 yozdilné indexy znadi statistiky pritkazny rozdil mezi dobve (GF) a Spatné (PF) mrazitelnymi hiebci v
Jednotlivych casech inkubace (TO; T30) (P <0,05). CASA parametry: amplituda laterdlniho vyboceni

hlavicky (ALH, um), frekvence kiizeni (BCF, Hz), linearita (LIN, %), primost (STR, %), rychlost po
prumérné draze (VAP, um/s), rychlost po skutecné draze (VCL, um/s), rychlost po napiimené draze (VSL,

um/s), kmitani (WOB, %).

Cas inkubace T0

Rychla subpopulace spermii PF a GF hiebcti v case inkubace TO je rozdilnd ve vsech

pramérnych hodnotach kinematickych parametri (P <0,05), kromé& VSL. Hodnoty parametrii

ALH a LIN u rychlé subpopulace znaci nizsi progresivitu spermii Spatné¢ mrazitelnych (PF)

hifebci nez u dobfe mrazitelnych (GF), ale za to jsou rychlejsi ve vSech rychlostnich

parametrech.
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Stiedné rychla populace spermii se vyznacuje vysokou linearitou a progresivnimi spermiemi
U obou kategorii hiebct. Spermie GF hiebct jsou na zakladé parametri LIN a BCL piiméjsi

ve svém pohybu s vyssi oscilaci biciku nez spermie PF hiebct.

Pomald spermie obou kategorii hifebcii ma nizkou linearitu, je neprogresivni a ze vSech

Cv v

a GF hiebci jsou statisticky signifikantni (P <0,05).

Cas inkubace T30

U rychlé subpopulace spermii v ¢ase T30 jsou vSechny rozdily mezi parametry pro obé

kategorie mrazitelnosti statisticky signifikantni (P <0,05), krom¢ hodnoty ALH. Hodnoty
parametrt VAP, VCL jsou niz§i pro PF hiebce a naopak VSL, BCF a LIN je vyssi.

Stiedné rychld spermie PF hiebci je nepiima, se stfedni hodnotou ALH a nizkym BCF, naopak

sttedné rychla spermie GF ma pfimou trajektorii, s nizkou amplitudou hlavicky a vysokym

BCF. Opét z rychlostnich parametrti jsou VAP a VCL vy$si u PF hiebcti a VSL je vyssi u GF.

Subpopulace pomalych spermii neni rozdilna v parametru ALH mezi PF a GF hiebci, ostatni

parametry nesou signifikantni rozdily (P <0,05). Spermie PF hiebcl jsou pomalejsi ve vSech

kinematickych parametrech v porovnani s GF.

Cty¥i subpopulace

Hodnoty vsech kinematickych parametri sledovanych ihned po rozmrazeni (T0) se mezi dobte

a Spatn¢ mrazitelnymi hiebci statisticky prukazné 1isi (P <0,05), jak je uvedeno v tabulce 3.
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Tabulka 3: Hodnoty parametric motility jednotlivych subpopulaci spermii pii rozdéleni do 4
subpopulaci ve formeé LSM + SEM, n=24.

¢as inkubace

Subpopulace

mrazitelnost

rapidni

sttedné

rychla

GF

T30
GF

GF

T30
GF

ALH

(num)

6,6 + 0,02

5,9 + 0,02

3,5 0,02

3,1+0,0

BCF
(H2)

18,0 +0,12

11,9 +0,12

10,4+ 0,12

23,3+0,12

21,6 £ 0,22

16,3+0,2

LIN
(%)

56,6 + 0,22

47,0 0,22

433+0.22

65,7 0,22

68,0 + 0,22

60,0 £0,2

34,2 +£0,22

31,4022

VAP
(um/s)

113,5 £ 0,22

96,4 + 0,22

83,2 + 0,22

90,1 + 0,22

63,3 £0,2?

49,4+ 0,22

29,6 + 0,22

28,6 + 0,22

VCL
(nm/s)

192,4 + 0,42

182,8+ 0,4

168,1 + 0,42

135,5 + 0,52

92,2 + 0,42

81,5 + 0,42

71,7 +0,42

73,104

VSL
(nm/s)

106,1 + 0,22

84,0 + 0,22

69,7 + 0,22

86,2 + 0,22

60,8 + 0,22

46,8 +0,22

23,0 £ 0,22

21,6+ 0,22

12 Rozdilné indexy znaci statistiky prikazny rozdil mezi dobie (GF) a Spatné (PF) mrazitelnymi hiebci v
Jednotlivych casech inkubace (TO; T30) (P <0,05). CASA parametry: amplituda laterdlniho vyboceni hlavicky
(ALH, um), frekvence kiizeni (BCF, Hz), linearita (LIN, %), primost (STR, %), rychlost po priimérné drdze (VAP,
um/s), rychlost po skutecné draze (VCL, um/s), rychlost po naprimené draze (VSL, um/s), kmitani (WOB, %).
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Rapidni subpopulace obsahuje spermie piimé s vysokou rychlosti a pravdépodobné
hyperaktivované. BCF, LIN a hodnoty rychlostnich parametri VAP a VSL jsou nizsi u PF
hiebcti, naopak je tomu u parametru VCL a ALH.

Rychld spermie se vyznacuje sttedni hodnotou amplitudy hlavicky, vyssi hodnotou BCF a LIN
(P <0,05). ALH, BCF a LIN méa vyssi hodnoty u PF hiebct nez u GF, stejn¢ tak rychlost

po praimérné draze a VSL.

Stiedné rychla spermie mé nizsi ALH, vysoké BCF a je nejpiiméjsi ve sméru pohybu (P <0,05).

Hodnota parametrit ALH, BCF a LIN je niz§i u PF hiebcl neZ u GF, stejné tak rychlostni
parametry VCL, VSL a VAP.

Pomala subpopulace obsahuje spermie nepiimé ve svém sméru s nizkymi hodnotami ALH

a BCF v porovnani s ostatnimi subpopulacemi (P <0,05). ALH, VAP a VCL jsou vyssi u PF
hiebct nez u GF, parametry BCF, LIN a VSL naopak niZsi.

Cas inkubace T30

Rapidni spermie jsou piimé, s nejvyssi hodnotou ALH v porovnani s ostatnimi subpopulacemi.

V rapidni subpopulaci maji spermie PF hiebct vyssi hodnoty u vSech parametri (P <0,05)
kromé statisticky nesignifikantniho rozdilu v parametru VCL. Hodnoty parametru VCL stale

poukazuji na moznou hyperaktivaci rapidnich spermii.

Subpopulace rychlych spermii mohou byt charakterizovany u PF hiebcli nizkou hodnotou

a u GF vysokou hodnotou parametrt BCF a LIN (P <0,05). Spermie rychlé subpopulace GF
hiebcti jsou velmi pfimé ve svém sméru pohybu, spermie PF hiebct jsou nepfimé s vySSimi

parametry rychlosti VAP a VSL.

U stfedné rychlé subpopulace v ¢ase T30 jsou ALH i hodnoty rychlostnich parametri VAP,

VCL, VSL vyssi pro PF hiebce nez pro GF (P <0,05). Pfimost sméru stfedné rychlych spermii

PF hiebcti v T30 je nejvyssi v porovndni s ostatnimi subpopulacemi.

Pomald spermie v Case inkubace T30 je nepfima s nizkou hodnotou ALH a nejniz$imi

hodnotami BCF v porovnani s ostatnimi subpopulacemi. Hodnoty parametrit BCF a LIN

I parametry VAP a VSL jsou nizsi u PF nez u GF (P <0,05).
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7.2 Diskuze experiment |

V experimentu I byl studovan vliv rozdilné mrazitelnosti hiebcl na zastoupeni spermii
V subpopulacich a to ihned po rozmrazeni ejakulatu a déale pak v prib¢hu tficetiminutové
inkubace pii 37°C po rozmrazeni.

Zakladni statistiky zalozené na primérnych hodnotach parametrt kvality ejakuldtu
nejsou schopné vzdy odhalit rozdily v kvalit¢ kryokonzervovaného ejakulatu a mrazitelnosti
hiebcii. Oproti tomu klastrova analyza je schopna poskytnout cenné informace o mrazitelnosti
vzorkd, které obvykla statistika neodhali (Ortega-Ferrusola et al. 2009). Jak potvrzuje Nunez-
Martinez et al. (2006), vyuzivani primérnych hodnot maskuje skute¢né rozdily v motilité
spermii mezi jednotlivymi samci a také zkresluje vliv biotechnologickych postupti na spermie
(napfiklad kryokonzervace) a proto je adekvatngj$im pfistupem stanoveni subpopulaci.
Fenomén subpopulaci spermii je zndma, ovSem ve védeckych publikacich stale pomérné Casto
ignorovana véc. Vyuziti rozdéleni spermii do subpopulaci pro jejich hodnoceni, at’ jiz
ve védeckych kruzich ¢i mozné praktické implikaci, by mohlo vést k markantnimu zlepSeni
predikce fertiliza¢ni schopnosti spermii (Ferraz et al. 2014).

V ramci experimentu I. jsme se zabyvali kvalitou rozmrazeného ejakulatu hiebcti
a zjistili jsme, ze procentudlni zastoupeni jednotlivych subpopulaci se signifikantné 1i8i mezi
Spatn¢ (PF) a dobfe (GF) mrazitelnymi hiebci ithned po rozmrazeni (T0) a po 30-ti minutach
inkubace (T30). Pfi rozd€leni motilnich spermii na 3 subpopulace, maji v obou ¢asech inkubace
PF niZ§i zastoupeni subpopulace rychlé a stiedné rychlé, naopak zastoupeni pomalych spermii
je vyssi nez u GF. Pfi rozdéleni na 4 subpopulace maji po rozmrazeni PF niZsi procentuélni
zastoupeni rapidni a rychlé subpopulace spermii a vice stfedné rychlé a pomalé subpopulace.
Po 30-ti minutové inkubaci u PF hiebct vyrazné prevazuji pomalé spermie.

Bylo potvrzeno, Ze stanoveni subpopulaci spermii v ejakulatu pomérné€ zadsadné zlepsuje
schopnost predikce mrazitelnosti ejakulatu hiebcti (Ortega-Ferrusola et al. 2009) a také
napiiklad pst (Nunez-Martinez et al. 2006). Ortega-Ferrusola et al. (2009) porovnavali
zastoupeni subpopulaci spermii u hiebct v Cerstvém a rozmrazeném ejakulatu, ve kterém
stanovili 4 subpopulace motilnich spermii. Rozd¢€leni subpopulaci spermatu se v dané studii
liSilo mezi hiebci a bylo vyrazn€ ovlivnéno kryokonzervaci. Pomoci shlukové analyzy
aporovnani distribuce subpopulaci spermii pfed a po mrazeni bylo mozné poskytnout

informace 0 mrazitelnosti vzorku, které obvyklé statistiky neodhalily (Ortega-Ferrusola et al.
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2009). Vzhledem k tomu, Ze kryokonzervace je u kanc dlouhodobé vyzvou stejné jako
u hebct kviili vysoké citlivosti spermii na chladovy Sok, mohou studie provedené na kancich
spermiich poskytnout srovnani k nasim vysledkim u hiebcli. Nase vysledky se shoduji
se zavérem prace Flores et al. (2009), ktefi u kanci stanovovali subpopulace spermii
po rozmrazeni. Zastoupeni subpopulaci se lisilo v motilit¢ mezi kanci s dobrou snaSenlivosti
U kanct Spatné¢ mrazitelnych. U kanct tedy autofi doporucuji pied mrazenim kontrolu
zastoupeni subpopulaci a mitochondrialni aktivity, coz muze opét pomoci predikovat
mrazitelnost semene (Flores et al. 2009). Hernandez et al. (2006) identifikovali u kancti také
rozdil ve struktufe chromatinu mezi Spatné¢ a dobie mrazitelnymi samci, PF kanci maji
chromatin mén¢ homogenni.

Ve studii Ramon et al. (2012) byly pomoci CASA u jelent stanoveny 4 subpopulace
se vzory pohyblivosti: slabé pohybliva, progresivni, pfechodna a hyperaktivovana. Samci
vykazujici Spatnou mrazitelnost byli charakterizovani vysokym procentem subpopulace
spermii s nedostatecnou motilitou. Naproti tomu samci vykazujici dobrou mrazitelnost byli
charakterizovani vys$§im procentem spermatu s progresivnim a hyperaktivovanym vzorem
pohyblivosti a niz§im procentem spermatu s nedostatecnym pohybovym vzorem (Ramon et al.
2012). Vysledky nasi studie u hiebct s rliznou mrazitelnosti se shoduji s vyse uvedenymi
studiemi u jinych druht, navic jsme potvrdili vyznamné rozdily v zastoupeni subpopulaci
spermii mezi hiebci se Spatné a dobie mrazitelnym semenem.

V nasi studii bylo prokdzano, ze jak v pfipad¢ GF tak i PF hfebct ma tficetiminutova
inkubace statisticky signifikantni (P <0,05) vliv na procentualni zastoupeni jednotlivych
subpopulaci spermii. Pfi rozd€leni na 3 subpopulace zastoupeni rychlé subpopulace roste
Vv prubehu inkubace u PF hiebcii a klesd u GF, to samé plati i pii rozd€leni na 4 subpopulace,
ale nikoli pro subpopulaci rapidni, jejiz zastoupeni klesa u PF hiebct a roste u GF. Toto je
celkem neocekavané zjiSténi a jak je videt, rozdéleni na 4 subpopulace mize poskytnout
podrobnéjsi znalosti o ejakulatu danych hiebct. Déleni na 3, respektive 4 subpopulace, se lisi
ve vyclenéni subpopulace rapidnich spermii. Spermie v rapidni subpopulaci dosahuji
nejvyssich hodnot rychlosti a pifimosti, coZ je specifické pro hyperaktivaci spermii (Kathiravan
et al. 2011). Vyssi podil spermii s hyperaktivovanym vzorem pohybu byl zaznamenéan u bykt
s veétsi plodnosti (Shojaei et al. 2012) a u samci jelen s dobrou mrazitelnosti (Ramon et al.
2012). Pti porovnani zastoupeni subpopulaci spermii mezi PF a GF hiebci jsou v obou
zptisobech rozdéleni (na 3 i na 4) subpopulace s vy$§imi hodnotami kinematickych parametra
(rapidni, rychlg, vétSinou i stiedné rychlé) zastoupeny vice u GF hiebct. Vyssi kvalita ejakulatu
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je asociovana s rychlymi a pfimocafe pohybujicimi se spermiemi a naopak pomalé a nepfimo
se pohybujici spermie koreluji s nizkou kvalitou ejakulatu (Quintero-Moreno et al. 2003;
Ortega-Ferrusola et al. 2009; Martinez-Pastor et al. 2011; Ferrez et al. 2014). Ve studii Simonik
& Sichtar (2018) bylo zjisténo, ze procentudlni zastoupeni rychlé subpopulace spermii klesa
po 30-ti minutové inkubaci po rozmrazeni, naopak zastoupeni pomalé subpopulace roste. Toto
zjiSténi souhlasi s ndmi zjisténym vlivem inkubace na spermie GF hiebct, ale nikoli na spermie
PF hiebcti. Navic je u hiebct rychld subpopulace spermii také pozitivné asociovana s mirou
zabteznuti (Gibb et al. 2014).

CASA parametry a subpopulace spermii v rozmrazeném ejakulatu hiebct. Jelikoz v dané studii
vybrani hiebci nedosahovali hodnoty progresivni motility (TMOT) po rozmrazeni 30%, mohou
byt hodnoceni jako Spatné mrazitelni. Statistické hodnoceni a rozdé€leni spermii do subpopulaci
u konkrétnich hiebcti pomohlo 1épe odhalit zastoupeni spermii s vy$§imi hodnotami a tedy
kvalitnimi kinematickymi parametry (Sichtar et al. 2017; supplementary material). Limitem
pro Spatné mrazitelné hiebce je tedy to, Ze takto ,,dobrych* spermii je v jejich ejakulatu vyrazné
niz8i zastoupeni neZ u hiebcl dobfe mrazitelnych, jejichz celkova TMOT se po rozmrazeni
pohybuje nad 30 %.

Vyssi hodnoty kinematickych parametri jsou spojovany s vyssi kvalitou a fertilizacni
schopnosti spermii (Quintero-Moreno et al. 2003; Ortega-Ferrusola et al. 2009; Martinez-Pastor
et al. 2011). Studie na mysich prokazaly, ze vysoka hodnota parametru VCL je zasadni
pro proniknuti utero-tubalnim spojem, a tim pro tvorbu rezervoaru spermii i pro prinik zona
pellucida (ZP) (Olds-Clarke 1996). Toto potvrzuji vysledky u muzi, které prokazaly, ze fertilni
spermie zfetelné dosahuji vy$siho VCL nez ty neplodné (De Geyter et al. 1998). Ferraz et al.
(2014) se zaméfili na kinematické parametry bycich spermii a VCL méla vyznamnou
a pozitivni korelaci s poCtem spermii navazanych na ZP. Ve své studii spojuji subpopulaci
s nejrychlej§imi a progresivné se pohybujicimi spermiemi byku s vyssi kvalitou a schopnosti
fertilizace (Ferraz et al. 2014). U osld zjistili Taberner et al. (2010) vyznamnou pozitivni
korelaci mezi CASA parametry — VAP, VCL a ALH a mirou oplodnéni in vitro. Rovnéz u skotu
(in vivo) Farrell et al. (1998) uvedli silnou korelaci mezi nékolika charakteristikami
pohyblivosti (BCF, LIN, VAP, STR a VCL) a plodnosti. Zda se tedy, ze subpopulace spermii
s maximalni schopnosti fertilizace je ta s nejvyssimi parametry rychlosti (velocities) (Quintero-
Moreno et al. 2003).

Pii zaméfeni na jednotlivé kinematické parametry, nase vysledky ukazuji rozdily

Vv jednotlivych charakteristikdch pohybu spermii od rizné mrazitelnych hiebct v jednotlivych
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subpopulacich (P <0,05). Spermie GF hiebct byly ve vétsing subpopulaci pfiméjsi nez PF
hiebct. Tato zjisténi souhlasi s pozitivni korelaci vyssich hodnot parametri s vyssi kvalitou
spermii a pravdépodobné s lepsi fertiliza¢ni schopnosti (Quintero-Moreno et al. 2003; Ortega-
Ferrusola et al. 2009; Martinez-Pastor et al. 2011). Rapidni subpopulace vykazovala vyssi
hodnoty parametrti v ¢ase inkubace TO u GF hiebcti a v ¢ase T30 u PF. Bylo o¢ekavano, ze GF
hiebci budou mit vyssi primérné hodnoty rychlostnich parametr, ale v rychlé subpopulaci
maji spermie PF hiebcti vyssi hodnoty kinematickych parametrii nez u GF. Nase vysledky
naznacuji, ze spermie PF hiebct, které prezily proces kryokonzervace, jsou velmi motilni,
ale intenzivnéji negativn¢ ovlivnéné dobou inkubace nez spermie GF hiebct. Z tohoto hlediska
se zda byt, mimo jiné, dulezité spravné nacasovani inseminace mrazené¢ho spermatu ziskaného
od PF hiebct. Gibb et al. (2014) zdlraznili pozitivni vztah rychle se pohybujicich spermii
a miry zabfeznuti u klisen a obecné se ptredpoklada pozitivni vztah zastoupeni subpopulaci
spermii s nejvyssimi hodnotami rychlosti s jejich fertilizaéni schopnosti (Quintero-Moreno et
al. 2003). Ve vztahu ke kryokonzervaci pak vyssi pomér subpopulace s rychlymi spermiemi
v ejakulatu pozitivné koreluje s vyssi kryorezistenci (Ortega-Ferrusola et al. 2009).

Mnozstvi motilnich spermii je sice v inseminacni davce PF hiebcl nizsi, avSak tyto
spermie jsou pomérné rychlé. Problémem kvality spermii PF hiebcti neni tedy rychlost
motilnich spermii, ale jejich celkové procentudlni zastoupeni v rozmrazené davce.
Je pravdépodobné, Ze kromé& motility je limitnim faktorem kvality spermii PF hiebct také stav
plazmatické membrany (Alvarenga et al. 2005; Pukazhenzhi et al. 2014). Jak uvadi Martinez
(2004), existuje pozitivni korelace mezi rychlostnimi parametry a integritou plazmatické
membrany. Stejné tak limituje spermie PF hiebcli snizena schopnost reagovat na zmény
osmotického tlaku (Alvarenga et al. 2005; Pukazhenzhi et al. 2014). Dle studie Hoffmann et al.
(2011) maji spermie PF hiebcti niz$i toleranci k osmotickym zménam béhem kryokonzervace
V porovnani se spermiemi od GF hiebcl. Pro zvyseni kvality zmrazeného a rozmrazeného
spermatu PF hiebcli, mohou naptiklad pfispét techniky vybéru nejkvalitnéjSiho spermii
z Cerstvého ejakulatu (Morrell 2012). Studium distribuce motilnich spermii v subpopulacich
muze byt vhodnym ndstrojem ke zlepSeni béznych analyz kvality hiebciho ejakulatu

poskytujici novy thel pohledu na jeho kvalitu (Quintero-Moreno et al. 2003).
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7.3 Vysledky experiment |1

V druhém experimentu byl hodnocen pfidavek semenné plazmy k rozmrazenym
spermiim hiebct, jejichz semeno je Spatné mrazitelné. Vysledky charakteristik motility mezi

testovanymi skupinami hodnocené pomoci CASA systému jsou popsany v tabulce 4.

Piidavky SP (S-SP nebo N-SP) neovlivnily v TO ani celkovou ani progresivni motilitu
(P>0,05) stejné tak v case inkubace T30. Hodnota PMOT byla nejvyssi ve skupiné s ptidavkem
N-SP pti hodnoceni bezprostfedné po rozmrazeni (TO0), avsak po 30 minutach inkubace (T30)
byla PMOT nejvyssi v kontrolni skupiné bez pfidavku SP. TMOT v case 0 se mezi
3 testovanymi skupinami neliSila a po 30 minutach inkubace byla také nejvyssi v kontrolni
skupin€. Neni pfekvapenim, ze 30 minut inkubace vedlo ke snizeni hodnoty TMOT a PMOT
(P <0,05) u vSech hodnocenych skupin.
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Tabulka 4: Celkovid motilita (TMOT), progresivni motilita (PMOT) a kinematické parametry
po rozmrazeni (T0) a po 30 min inkubace pri 37°C (T30).

Motilita a
kinematické cas K S-SP N-SP
parametry
TO 12,0 + 1,22 12,0 + 1,22 12,8 + 1,22
TMOT (%)
T30 9,4+ 1,0° 7,0+ 1,0° 8,2+1,1°
TO 10,6 + 1,22 10,7 + 1,22 11,7 + 1,22
PMOT (%)
T30 7,8 £0,9° 5,9+0,9° 7,3+ 1,0°
TO 3,1 +£0,07 3,3+0,17 3,5+0,08°
ALH (um)
T30 3,4+ 0,05 3,6 £ 0,06 3,3+ 0,062
TO 11,0 £0,3" 112+04 11,7 0,32
BCF (Hz)
T30 9,6 +0,2 10,2 +0,2 10,3+0,2
TO 38,2+ 0,61 38,6 + 0,82 39,9 + 0,62
LIN (%)
T30 33,3+ 0,41 36,0 + 0,52 37,2 + 0,52
TO 85,4 + 0,6 85,1 + 0,82 86,0 +0,7*
STR (%)
T30 80,8 + 0,5° 82,3 +0,6° 85,6 + 0,61
TO 38,8+ 1,11 41,3+ 1,52 46,1 + 1,22
VAP (um/s)
T30 37,1+0,7* 40,8 + 0,92 38,2+0,9
TO 88,5+221 92,9 + 3,02 100,9 + 2,42
VCL (nm/s)
T30 924+1,5 96,1 +1,9¢ 88,9 + 2,07
TO 34,1+ 1,0¢ 36,5+ 1,52 41,1+ 1,12
VSL (pm/s)
T30 31,0 £ 0,6 34,8 + 0,82 33,9409
TO 44,1 + 0,51 44.6 + 0,72 455 + 0,52
WOB (%)
T30 40,7 + 0,31 43,1 + 0,42 42,8 + 0,42

K (kontrolni skupina bez pridavku semenné plazmy), S-SP (standardni semenna plazma), N-SP (nadstandardni
semenna plazma). CASA parametry: amplituda lateralniho vyboceni hlavicky (ALH, um), frekvence kiizeni (BCF,
Hz), linearita (LIN, %), primost (STR, %), rychlost po prumeérné draze (VAP, um/s), rychlost po skutecné drdze
(VCL, um/s), rychlost po napiimené draze (VSL, um/s), kmitani (WOB, %).

a,b rozdilna pismena ve sloupci znaci statisticky signifikantni rozdily (P <0,05) mezi T0 a T30 v rdmci jednotlivych
parametri.

1,2 rozdilna cisla v Fadku mezi testovanymi skupinami znaci statisticky signifikantni rozdily (P <0,05)
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Pfi zaméfeni na jednotlivé kinematické parametry zjisténé pomoci CASA byl
zaznamenan vyznamny vliv ptidavku SP (P <0,05). V TO se nasledujici kinematické parametry
spermii ALH, LIN, VAP, VCL, VSL, WOB zvysily po pfidani S-SP, stejn¢ tak i N-SP
ve srovnani s kontrolni skupinou. Parametry BCF a STR byly pozitivné ovlivnény pouze
ptidanim N-SP. VSechny parametry v ¢ase TO vykazovaly nejvyssi hodnoty s pridavkem N-SP.
Vyhodnoceni v inkuba¢ni dobé 30 minut po rozmrazeni ukazalo nejvyssi vysledky po pridani
SP u parametri ALH, VAP, VCL, VSL, WOB. Parametry LIN, VAP, VSL (P <0,05) se
po ptidani S-SP signifikantné zvysily ve srovnani s kontrolni skupinou. Naopak nadstandardni
semenna plazma (N-SP) vyznamné snizila ALH a VCL (P <0,05) ve srovnani se skupinou
S- SP. Naproti tomu pfidani N-SP ovlivnilo pozitivné (P <0,05) LIN a WOB ve srovnani
s kontrolni skupinou. Semenna plazma nezménila (P >0,05) pouze parametr BCF.

Jak je patrné z grafu 3 v ¢ase TO nebylo procento spermii patiicich k pomalé, stfedné
rychlé nebo rychlé subpopulaci ovlivnéno (P >0,05) ptidavkem semenné plazmy. Zaznamenali
jsme vSak rozdily mezi podilem spermii patiicich do stfedné rychlé a rychlé subpopulace
Vv inkubacnim ¢ase T30. Procento spermii patficich k rychlé subpopulaci bylo ve skupiné S-SP
vyznamné vys$i (P <0,05) ve srovndni s kontrolni skupinou. Také bylo ve stfedné rychlé
subpopulaci vyznamné méné spermii u vzorkd se S-SP ve Srovnani s kontrolni skupinou

(P <0,05).
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Graf 3: Distribuce subpopulaci spermii (pomalé, stiedné rychlé, rychlé) ve trech zkoumanych
skupinach (K, S-SP, N-SP) v inkubacnich casech 0 (T0) a 30 minut (T30).
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20 Orychle
70
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50 O stredné rychlé
40
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20 M pomalé
10
0

S-5P  N-5P 5-5P N-SP
TO T30

K (kontrolni skupina bez pridavku SP), S-SP (standardni SP), N-SP (nadstandardni SP)
Rozdilna pismena a,b ukazuji statisticky vyznamny rozdil (P <0,05) V zastoupeni spermii v dané subpopulaci
mezi testovanymi skupinami

procentualni zastoupeni (%)

Vysledky hodnoceni viability a integrity plazmatické membrany (HOS test) jsou
uvedeny v tabulce 5. Pfidavek semenné plazmy bez ohledu na jeji kvalitu vyznamné& nezménil
(P >0,05) zivotaschopnost spermii v obou ¢asech inkubace. V ¢ase T30 se zivotnost snizila
(P <0,05) ve srovnani s TO ve vSech tfech skupinach. Integrita plazmatické membrany se mezi
zkoumanymi skupinami v ¢ase TO neménila. Po 30 minutich inkubace se pfidanim N-SP
snizilo (P <0,05) procentualni zastoupeni HOS+ bunék. Ciseln& nejvyssi zastoupeni spermii

HOS+ bylo v kontrolni skupiné bez piidavku semenné plazmy v obou ¢asech inkubace.
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Tabulka 5: Viabilita a integrita plazmatické membrany (HOS+) po rozmrazeni (T0) a v inkubacnim
case 30 min (T30) po pridavku SP.

_ Viabilita (%0) HOS+ (%)
skupina
TO T30 TO T30
K 48,5 + 1,62 393+1,7° | 350£2,0 | 342+ 1,6

S-SP 478+ 1,7% | 392+19° | 33,6+2,1 | 329+1.8

N-SP 472+ 1,74 | 43,0+£1,9° | 34,5+£2,1 | 29,4+1,82

K (kontrolni skupina bez pridavku SP), S-SP (standardni SP), N-SP (nadstandardni SP)
Rozdilna pismena a,b znaci statisticky vyznamné rozdily (P <0,05) mezi casy T0 a T30 v ramci testované skupiny.
Rozdilna ¢isla 1,2 ve sloupci znaci statisticky vyznamnad rozdily mezi skupinami (P <0,05).

7.4 Diskuze experiment Il

Cilem experimentu II bylo vyhodnotit u¢inek semenné plazmy (SP) od riiznych dérct
pfidané po rozmrazeni na funkcni charakteristiky spermii hiebct se Spatnou mrazitelnosti
se zaméfenim na okamzity UCinek pifidavku SP po rozmrazeni na spermie a ucinek
po 30 minutach inkubace pii 37°C. Vysledky experimentu II ukazuji, Ze pfidani semenné
plazmy po rozmrazeni k ejakuldtu Spatn¢ mrazitelnych hiebci od hiebci s primérnou
(standardni S-SP) a nadprimérnou (nadstandardni N-SP) mrazitelnosti ma pfiznivé ucinky
na kinematické parametry spermatu a distribuci spermii do subpopulaci. Dale byl v této praci
navic hodnocen vliv SP na rozmrazené spermie v prodlouZzeném €asovém intervalu, aby byla
lépe simulovana situace po inseminaci v sami¢im reproduk¢nim traktu.

Hiebci v této studii byli klasifikovani jako Spatné mrazitelni - TMOT po rozmrazeni
12,0 - 12,8 %, PMOT 10,6 - 11,7 %. Piidavky SP (S-SP nebo N-SP) neovlivnily ihned
po rozmrazeni (TO) ani celkovou (TMOT) ani progresivni motilitu (PMOT) (P >0,05), stejné
tak po inkubaci 30 min (T30). Neni pfekvapenim, Ze 30 minut inkubace vedlo ke sniZeni hodnot
TMOT a PMOT (P <0,05) u vSech hodnocenych skupin. Pfedpokladali jsme, Ze by mély
existovat rozdily mezi dvéma typy SP podle puvodu a mrazitelnosti nasich dvou darcu.
Tyto rozdily byly pouze Ciselné, ale statisticky nevyznamné.

Ve své studii Arruda et al. (2008) dosahli stejnych vysledkl, kdy v ¢ase 0 nebyla
motilita spermii ovlivnéna pfidanim SP (25 % nebo 50 %) od dobfe mrazitelného hiebce
ke vzorkiim po rozmrazeni od $patné¢ mrazitelnych hiebcti. Podobné ve studii De Andrade et al.

(2011) nebyl zjistén zadny ucinek na celkovou motilitu po pfidani 20% homologni a autologni
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SP od dobrych hiebcl po rozmrazeni, ale autologni SP snizila PMOT (P <0,05). Coz by mohlo
poukazovat na individualni reakci na ptidavek SP a na rozdily v jejich slozkach. Ve starsi studii
Aurich et al. (1996) potvrdili, Ze individualni slozeni SP ovliviiuje vhodnost hiebctu
pro kryokonzervaci spermatu.

Prestoze SP aktivuje pohyblivost epididymalnich spermii (Neuhauser et al. 2013), zda
se, ze tato fyziologickd funkce neovlivituje ejakulované spermie vzdy stejnym zplsobem
(Aurich et al. 1996; Moore et al. 2005; Al-Essawe et al. 2018). Nejpravdépodobnéjsim
divodem je variabilita slozek SP mezi jednotlivymi hiebci (Usuga et al. 2017), a to zejména
mezi dobfe a $patné mrazitelnymi (El-Badry et al. 2016). Nase vysledky mtizeme porovnavat
se studiemi na spermatu kancti, protoze kryokonzervace je u nich vyzvou stejn¢ jako u hiebcti
kvali vysoké citlivosti spermii na chladovy Sok a jelikoZ oba druhy maji vysoky podil SP
v ejakulatu. U kanct ptidavek SP po kryokonzervaci zlepSil TMOT a PMOT (P <0,05) (Torres
et al. 2016) a bylo zjisténo, ze pridavek SP od dobte mrazitelnych kanct ke spermatu Spatné
mrazitelnych zlepSuje motilitu spermii po rozmrazeni (Hernandez et al. 2007). Ve studii
Okazaki et al. (2009) ptidavek 10 % SP po rozmrazeni vyrazné zvysil Uspéch inseminace,
ale neovlivnil motilitu. Ve zminéné studii dospéli k zavéru, Ze odstranéni SP bezprostiedné
po odbéru a poté pridani 10 % SP k rozmrazenym davkam je uZitecnym nastrojem pro obnoveni
kompetence spermii k in vivo fertilizaci u kanct se $patnou mrazitelnosti (Okazaki et al. 2009).

I kdyz je subjektivni hodnoceni motility zlatym standardem v polnich podminkach,
je vysoce doporucéeno pouziti systému CASA, ktery odhali detailngji zmény v pohybu spermii
(Simonik & Sichtar 2018). Jak prokazaly vysledky tohoto experimentu, pfidani SP (jak S-SP,
tak N-SP) po rozmrazeni mélo pozitivni vliv na nékolik kinematickych parametri (ALH, LIN,
STR, VAP, VCL, VSL a WOB) spermii Spatné mrazitelnych hiebct. VSechny parametry v ¢ase
TO vykazovaly nejvyssi hodnoty s ptfidavkem N-SP. Je zajimavé, Ze ve studii De Andrade et al.
(2011) ptidavek SP od dobte mrazitelnych hiebcli nezménil parametry rychlosti spermii (VAP,
VSL, VCL) a dalsi parametry byly snizeny (P <0,05). Nase vysledky byly opa¢né, ale v naSem
experimentu jsme piidavali vySsi podil SP ke spermiim od Spatné mrazitelnych hiebcti
po rozmrazeni. Ve studii na epididymalnich spermiich hiebcti v praci Neuhauser et al. (2013)
se zjistilo, Ze epididymalni spermie s pfidavkem SP po rozmrazeni vykazuji vyssi hodnoty
parametrii rychlosti (VCL, VAP, VSL) a také parametrit ALH a BCF.

V naSem experimentu nasledna 30 min inkubace spermatu jak s S-SP, tak s N-SP
prospéla kinematickym parametrim spermii. Kromé zminéného ucinku na kinematické
parametry jsme také zjistili pozitivni €inek pfidani SP na distribuci spermii do subpopulaci.
Hodnoceni celkové a progresivni motility vede k zavadéjicim vysledkiim, protoze ejakulat
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se sklada z heterogennich populaci spermii. V ejakulatu hiebce koexistuji samostatné
subpopulace spermii s riznymi charakteristikami motility (Quintero-Moreno et al. 2003).
Rozdé€leni hiebc¢ich spermii na subpopulace 1épe vystihuje kinetiku spermii. Proto hodnoceni
subpopulaci dava vétsi biologicky vyznam. Rozdéleni motilnich spermii do riiznych skupin
vede k urCeni subpopulaci, které jsou diferencovany klastrovou analyzou. Identifikace
subpopulaci spermii je smysluplngj§im piistupem ke stanoveni kvality pohyblivych bunék
(Simonik et al. 2015). Jak ukazuji vysledky naSeho predesiého vyzkumu (Sichtar et al. 2017)
bylo zastoupeni subpopulaci spermii hiebcli vyznamné ovlivnéno pouzitym fedidlem jak
u Cerstvého ejakulatu, tak i ve vzorcich rozmrazenych a rovnéz bylo ovlivnéno kroky procesu
mrazeni. Stejné tak se zastoupeni subpopulaci 1i§i mezi dobfe a Spatné mrazitelnymi hiebci, jak
bylo prokdzano experimentem I této prace.

V case TO nebylo procento spermii patficich k pomalé, stfedné rychlé nebo rychlé
subpopulaci ovlivnéno piidavkem semenné plazmy. Byly vSak zaznamenéany rozdily mezi
podilem spermii patficich do stfedné rychlé a rychlé subpopulace v inkuba¢nim case T30.
Procento spermii patiicich k rychlé subpopulaci bylo ve skupiné S-SP vyznamné vyssi
(P <0,05) ve srovnani s kontrolni skupinou. Také bylo ve stiedné rychlé subpopulaci vyznamné
méné spermii u vzorka se S-SP ve srovnani s kontrolni skupinou (P <0,05).

Ve studii Ferraz et al. (2014) u byktl se zmrazenym a rozmrazenym spermatem byla
zjiSténa pozitivni korelace mezi poctem spermii patticich k nejrychlejsi subpopulaci a poctem
spermii navazanych na zona pellucida a také mirou proniknuti do oocytu a rychlosti tvorby
pronukleu. Jejich vysledky naznacuji, Ze vysoce pohyblivd subpopulace je pozitivné
a vyznamn¢é korelovana se schopnosti rozmrazenych bycich vzorkl interagovat s oocytem
a pomér rychlé subpopulace mlze predpovidat schopnost fertilizace spermii (Ferraz et al.
2014).

Plazmatickd membrana spermii hraje dtileZitou roli v n€kolika procesech, které vedou
k uspé€snému oplodnéni oocytu (Gadella & Luna 2014). Semennd plazma obsahuje faktory
(hlavné proteiny), které ovliviiuji stav plazmatické membrany, reguluji nastup kapacitace
a akrozomalni reakce (Topfer-Peterson et al. 2005). V nasi studii pfidani S-SP a N-SP
ke kryokonzervovanému spermatu Spatné mrazitelnych hiebcti neovlivnilo integritu membrany
spermii po rozmrazeni. AvSak v piipad¢ pridani N-SP se funkc¢nost plazmatické membrany
snizila ptiblizn€¢ o 5 % po 30 minutach inkubace. Jak bylo potvrzeno v diivéjSich studiich,
ucinek SP je zavisly nejen na jeji koncentraci, ale také na dob¢ interakce se spermiemi a také
na jejim zdroji (Aurich et al. 1996; Moore et al. 2005, Morrell et al. 2014, Al-Essawe et al.

2016). Naproti tomu u dobfe mrazitelnych hiebct funk¢énost plazmatické membrany vyznamné
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vzrostla, kdyz byla pfiddna homologni nebo autologni SP, ackoli tento ucinek byl vyhodnocen
uz bezprostfedné po rozmrazeni (De Andrade et al. 2012). Piidavek SP od hiebce s dobrou
kvalitou semene po rozmrazeni do kryokonzervacniho fedidla pied mraZzenim spermatu hiebcti
s nizkou kvalitou semene po rozmrazeni v praci Aurich (1996) zvysilo integritu plazmatické
membrany a progresivni motilitu. Tyto pfinosy autofi ptikladaji pravdépodobné antioxidacnim
mechanismiim chranicim plazmatickou membranu proti ROS (Aurich 1996).

Slozky semenné plazmy se vaZou na spermie béhem jejich cesty reproduk¢énim traktem
hiebce. Protoze se komponenty semenné plazmy liSi mezi dobie a Spatné¢ mrazitelnymi hiebci
(El-Badry et al. 2016), mizeme ptedpokladat, Ze odebrany ejakulat od $patné mrazitelnych
hfebci ma predem stanovenou mrazitelnost, danou jiz pfed manipulaci a ptipravou
kryokonzervované inseminaéni davky. Tuto myslenku podporuje studie Cabrera et al. (2018),
kteti identifikovali rozdilné lipidové profily spermii ve srovnani s dobfe mrazitelnymi hiebci
a dali tyto zmény do spojitosti s jejich mrazitelnosti. Tento rozdilny profil u Spatn¢ mrazitelnych
spermii je pravdépodobné spojen se snizenou schopnosti odolavat osmotickym tlakiim béhem
zmeén teploty (Hoffmann et al. 2011). Zastoupeni lipidit a pomé&r cholesterolu v plazmatické
membrang hraje kliCovou roli pfi udrZzovani jeji fluidity, coz souvisi s nadchylnosti k poskozeni
zpusobenym nizkymi teplotami (Sieme et al. 2015), kterym jsou buiilky vystavovany v pribéhu
chlazeni spermatu béhem uspésné kryokonzervace (Amann & Pickett 1987). U hiebct, kteti
jsou klasifikovani jako Spatné mrazitelni je tedy moZné vyuzit semennou plazmu od dobie

mrazitelnych hiebcl k zefektivnéni procesu vyroby kryokonzervované inseminacni davky.

7.5 Vysledky experiment I11

Cilem experimentu III bylo zhodnotit G¢inek pfidani proteinovych frakci semenné
plazmy (SP) do kryokonzerva¢niho fedidla na kvalitu ejakulatu hiebce po rozmrazeni. Heparin
vazajici proteinova frakce (H+) a heparin nevazajici proteinova frakce (H-) byla pfidana
do fedidla ve tiech finalnich koncentracich - 125 pg/ml, 250 pg/ml, 500 pg/ml. Uginek
proteinovych frakci na spermie byl hodnocen na zakladé motility, viability (integrita

plazmatické membrany), akrozomalni integrity a mirou tyrosinové fosforylace proteint.

Efekt proteinovych frakci SP na motilitu a kinematické parametry spermii

Celkova (TMOT) a progresivni (PMOT) motilita spermii v rozmrazeném ejakulatu
s ptidavkem proteinovych frakci se vyznamné neli$ila (graf 4). Signifikantni rozdily byly patrné

pouze pii zaméteni na jednotlivé kinematické parametry pohybu.
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Graf 4: Efekt proteinovych frakci SP ve trech koncentracich na celkovou (TMOT) a progresivni motilitu
(PMOT) po rozmrazeni

35

30

=R
=B

TMOT (%)

10

H-125 H-250 H-500 C  H+125 H+250 H+500

H-125 H-250 H-500 C  H+125 H+250 H+500

C kontrolni skupina, H- heparin-nevdzajici frakce v koncentracich 125 ug/ml, 250 ug/ml, 500 ug/ml, H+ heparin
vazajici frakce v koncentracich 125 ug/ml, 250 ug/ml, 500 ug/ml

Parametry CASA uvedené v tabulce 6 byly vyznamné ovlivnény (P <0,05) pfidanim
proteinovych frakci SP, kromé parametrit BCF, VAP a VSL. Hodnoty ALH byly vyznamné
vyssi v kontrolni skupiné (C) nez v obou skupinach s ptidavkem frakci SP. Parametr LIN byl
vyznamné nizsi v kontrolni skupiné a H+ skupiné nez ve skupiné¢ H-. Parametr pohybu VCL
se vyrazné 1i8i mezi kontrolou a skupinou H-, kde byl VSL nejnizsi. Na druhé strané byl

parametr WOB nejvyssi ve skupiné H- a nejnizsi v kontrole.

54



Tabulka 6: Efekt proteinovych frakci SP ve tiech koncentracich na kinematické parametry

PO rozmrazeni.

Motilita a
kinematické kontrola H- H+
parametry
TMOT (%) 24,52+3,6 22,61+1,9 25,19+2.8
PMOT (%) 22,56 + 3,9 16,08 +2,1 17,31 +3,0
ALH (um) 4,60 +0,07% | 4,20+0,04 4,32 +0,06°
BCF (Hz) 13,91+0,3 14,05+ 0,2 13,75+ 0,2
LIN (%) 4544 +0,7* | 48,0204 46,26 + 0,6
STR (%) 86,17 + 0,72 88,28 + 0,4° 87,76 + 0,6
VAP (um/s) 70,98 + 1,3 67,71 + 0,8 68,45+ 1,1
VCL (um/s) 141,06 £2,4% | 132,75+ 1,5° | 13596+2,1
VSL (um/s) 63,47 + 1,3 61,42 +0,8 61,71+ 1,1
WOB (%) 51,20£0,6° | 52,90+0,4° 51,50+ 0,5

H- heparin nevazajici frakce v koncentracich 125 ug/ml, 250 ug/ml, 500 ug/ml, H+ heparin vazajici frakce
V koncentracich 125 ug/ml, 250 ug/ml, 500 ug/ml. CASA parametry: amplituda lateralniho vyboceni hlavicky
(ALH, um), frekvence krizeni (BCF, Hz), linearita (LIN, %), primost (STR, %), rychlost po primérné draze (VAP,
um/s), rychlost po skutecné draze (VCL, um/s), rychlost po naprimené draze (VSL, um/s), kmitini (WOB, %).

a,b rozdilné indexy v radku znaci statisticky vyznamné rozdily (P <0,05) u jednotlivého kinematického parametru

Ptidavek proteinovych frakci SP v riznych koncentracich ovliviiuji (P <0,05)
kinematické parametry spermii po rozmrazeni (graf 5, tabulka 7). Pouze parametr BCF se nelisil
a vSemi ostatnimi koncentracemi krom¢& H+ 500. Nejvyssi hodnoty parametru ALH jsou
v kontrolni skupiné a H- 125, obé hodnoty se vyznamné lis§i od H- 500, H+ 250 a H+ 500.
V parametru LIN dominuje skupina H+ 125 nad vSemi ostatnimi vzorky a kontrolni skupinou.
a kontrolni skupinou. Parametr LIN v kontrolni skupin€ byl vyznamné nizsi nez ve skupinach
H- 125, H- 250 a H+ 500. V koncentraci H- 500 byla linearita vyznamné nizsi nez H- 125,
H-250 a H+ 500. Hodnoty piimosti (STR) byly vyznamné vyS$si v koncentraci H+ 125 ve
srovnani s kontrolni skupinou a v§emi testovanymi skupinami s vyjimkou H+ 500. Parametr
STR byl vyznamné nizsi ve skupiné H+ 250 nez vSechny ostatni skupiny kromé kontrolni

skupiny. Hodnoty parametru STR v kontrolni skupiné byly vyznamné nizs§i nez H- 125, H- 250
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a H+ 500. Rychlostni parametr VAP vykazuje nejnizsi hodnoty ve skupinach H+ 250 a H- 250

ve srovnani s kontrolni skupinou a zbylymi skupinami s vyjimkou H+ 500. Parametr VSL byl

vyznamné nejnizsi ve vzorcich H- 250 a H+ 250 ve srovnani se vSemi skupinami a kontrolou,

s vyjimkou skupiny H+ 500, kterd nevykazuje zadné rozdily s ostatnimi skupinami. Parametr

Cv v

ve srovnani s H- 125, H- 250 a H+ 500 a ve skupiné H+ 250 a v kontrolni skupiné byl nizsi
ve srovnani s H- 125, H- 250 a H+ 500.

Graf 5: Efekt proteinovych frakci SP ve trech koncentracich na kinematické parametry spermii
PO rozmrazeni.
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vazajici frakce v koncentracich 125 ug/ml, 250 ug/ml, 500 ug/ml; CASA parametry: amplituda laterdlniho
vyboceni hlavicky (ALH, um), frekvence kiizeni (BCF, Hz), linearita (LIN, %), primost (STR, %), rychlost
po primérné draze (VAP, um/s), rychlost po skutecné draze (VCL, um/s), rychlost po naprimené draze (VSL,
um/s), kmitani (WOB, %)

Index a pro kontrolni skupinu a index b znaci statistické rozdily u jednotlivého parametru (P <0,05)
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Tabulka 7: Hodnoty motility a kinematickych parametrii spermii v jednotlivych koncentracich

proteinovych frakci semenné plazmy.

H- 125 H- 250 H- 500 kontrola H+ 125 H+ 250 H+ 500
TIEQA)C))T 18,8 £3,2 22,7+3,1 27,6 +3.8 24,5+3,6 21,7+4.4 28,644 25,3+6,2
PIE{)I/OC))T 17,2 £3,5 13,5+3,4 18,5+4,2 22,6+3,9 21,6 £4,8 14,5 +4,8 14,4 £ 6,8
ALH b b b b
1) 4,5+0,06% 3,9+0,07° 4,2 +0,07 4,6 +0,07 4,4 +0,2% 4,2 +0,09 4,1 £0,1°¢
1}
BCF
(H2) 14,1 +0,2 13,9+0,3 13,9+0,3 13,9+0,3 153+0,8 13,1+0,4 14,5+ 0,6
LIN a a d c b a
(%) 48,1 £ 0,6 48,6 + 0,7 45,7+0,8 454+ 0,7 57,019 429+1,0 49,8+ 1,6
STR a a a ® b ac
(%) 87,9 £ 0,6 89,1 £0,7 87,9+0,7 86,2+ 0,7 93,6 +1,8 84,9 +09 90,0 £ 1,5%
VAP b b
) 71,5+1,05% | 62,8+1,3 69,4+ 1,42 71,0+ 1,3 73,1 +£3,42 64,1 1,7 66,9 +2,8
VCL b b
k) 140,1 £2,02 | 122,1+2,5 140,0+2,6% | 141,1+24 125,4 + 6,4°¢ 131,2 £3,3¢ 130,3+£5,2
VSL a b a a b
) 64,7+ 1,1 57,6 +1,3 624+ 1,4 63,5+ 1,3 689+3,5 56,7+ 1,8 60,5+ 2,8
V\(/";?)B 53,1£0,5* | 53,1£0,6° | 50,8+0,7° | 51,2+0,6 60,1 £1,6° | 493+08" | 54,1+13%

CASA parametry: amplituda lateralniho vyboceni hlavicky (ALH, um), frekvence krizeni (BCF, Hz), linearita
(LIN, %), primost (STR, %), rychlost po primérné draze (VAP, um/s), rychlost po skutecné draze (VCL, um/s),
rychlost po napvimené draze (VSL, um/s), kmitani (WOB, %,).
a, b, ¢, d rozdilné indexy znaci signifikantni rozdily (P<0,05) v radku v ramci kinematického parametru mezi
testovanymi skupinami s rozdilnymi koncentracemi proteinovych frakci SP, H+ heparin vdzajici, H- heparin
nevazajict
rozdilné barvy znaci statisticky vyznamny rozdil (P <0,05) od kontrolni skupiny v daném kinematickém parametru

Efekt pridavku proteinovych frakci SP na distribuci motilnich spermii do subpopulaci

Vysledky chi-kvadrat testu jsou uvedeny v tabulce 8. Byl prokazan statisticky

vyznamny rozdil mezi vzorky s piidavkem H- frakce a kontrolou (Cramerav koeficient V: 0,08
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Chi- kvadrat test také prokazal statisticky vyznamny rozdil mezi kategoriemi H+ a H-

(Cramertv koeficient V: 0,051 = slaby vztah).

Tabulka 8: Procentudlini zastoupeni subpopulaci spermii (pomala, stiedné rychla, rychla) ve skupindach

s pridavkem heparin vazajici (H+) a heparin nevazajici (H-) proteinové frakce SP.

procentualni zastoupeni motilnich spermii
v subpopulacich
pomala stifedné rychla rychla
H+ 34,0% 35,9% 30,1%
ontrola | NEOISUGMN IIGASTG 4 5|
Frakce H- 0 + o
H+ 0 0 0
kontrola 0 0 +++

H+ heparin vazajici frakce SP, H- heparin nevdzajici frakce SP
Modra barva znaci nejnizsi, cervena nejvyssi hodnotu v procentudlnim zastoupeni spermii v subpopulaci, +I- silu
signifikance (P <0,05), 0 bez zdvislosti.

Zastoupeni stiedn¢ rychlé subpopulace je vyznamné vyssi ve vzorcich s pridavkem H-
frakce oproti kontrole. Rychla subpopulace spermii je vice zastoupend v kontrolnim vzorku
a procentualni zastoupeni pomalé subpopulace se nelisi. V ptipad¢ vzorki s ptidavkem H+
frakce nebyly nalezeny Z&dné statistické rozdily oproti kontrole v zastoupeni subpopulaci

spermii v rozmrazeném ejakulatu hiebci.

Pro jednotlivé koncentrace proteinovych frakci chi-kvadrat test prokazal u frakce H-
I H+ slabou zavislost (Cramertv koeficient V=0.098 pro H-, Crameruv koeficient V=0.068
pro H+) (tabulka 9).
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Tabulka 9: Procentudlni zastoupeni subpopulaci (pomald, stiedné rychld, rychld) ve skupindch s

pridavkem heparin vazajici (H+) a heparin nevazajici (H-) proteinové frakce SP ve trech koncentracich:

125 ug/ml, 250 ug/ml, 500 ug/ml; K - kontrolni skupina

Subpopulace 14 stifedné
pomata rychla

H-

0
125 34,1%

Frakce s 39,4%

250

/koncentrace

rychla

H+
125

H+
250

stifedné
pomala rychla

rychla

36,7% 356%  27,7%

K 30,9% 34,9%
o 0 0 0 s 0 0 0
125 125
H- H+
Frakce 250 et N o 250 ° ° 0
/koncentrace
. - e+ 0 U ++ 0 0
500 500
K 0 - +++ K 0 0 0

H+ heparin vazajici frakce SP, H- heparin nevazajici frakce SP

Modra barva znaci nejnizsi, cervend nejvyssi hodnotu v procentudlnim zastoupeni spermii v subpopulaci, +/- silu
signifikance (P <0,05), 0 bez zavislosti.

V piipadé€ jednotlivych koncentraci byl zaznamenan ve skupiné H- 250 nejvyssi podil

spermii v pomalé subpopulaci a nejméné v rychlé, naopak tomu bylo u kontroly. Srovnatelné

vysledky s kontrolou, tedy nejvyssi zastoupeni rychlé a nejmensi zastoupeni pomalé, poskytla

skupina H+125. Skupina H- 500 me¢la nejvyssi podil spermii stfedné rychlych. Nejvyssi

zastoupeni pomalé subpopulace u vzorkl s ptidavkem H+ proteinové frakce méla skupina

s koncentraci 500 pg/ml a ta také obsahovala nejmensi zastoupeni rychlé subpopulace spermii.

Rozdily mezi jednotlivymi koncentracemi a typy proteinovych frakei jsou znazornény

na obrazku 1.
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Cluster Number of Case

Mode O
Category % n
r———--- - B pedium 377 1275
| B Medium : Fast 257 1048
: Fast | B 5o 335 1225
W Slow JI Total 1000 2640
______ =
Fractions'Concentration
Adj. P-value=0.000, Chi-square=53.
738, df=6
|
K; H+ 125 H+ 500; H+ 260; H- 125 H- E:I:IIII B- E:EIII
Mode 1 Hode 2 Hode 3 Hode 4
Cateqory % n Categony % I Categqor % n Cateqony % n
B pedium 360 421 B pedium 351 422 B pedium 442 265 B pediom 204 266
Fast I35 396 Fast 2858 348 Fast 280 168 Fast 203 137
B Slauw 302 353 B Slau 6.0 433 B Slauw 278 16T B Slaw 403 272
Total F2.4 1170 Total 330 1204 Total 16.4 GO0 Total 1856 G674

Obrazek 1: Statisticky vyznamné rozdily mezi testovanymi skupinami s pridavkem riuznych koncentraci
proteinovych frakci SP a kontrolni skupinou.

K - kontrolni skupina, H- heparin nevazajici frakce v koncentracich 125 ug/ml, 250 ug/ml, 500 ug/ml, H+ heparin
vazajici frakce v koncentracich 125 ug/ml, 250 ug/mli, 500 ug/ml.

Efekt pridavku proteinovych frakei SP na viabilitu a integritu akrozomu

Viabilita spermii (PI negativni) nebyla vyznamné ovlivnéna pfidavkem proteinovych
frakci SP (P >0,05). Pro uspéSnou fertilizaci je po kryokonzervaci ditlezita intaktni akrozomova
membrana spermii. Pfitomnost Zivych bunék s intaktnim akrozomem byla métena pritokovou
cytometrii s vyuzitim fluorescencné znaceného lektinu PNA. PNA negativni (PNA-) bunky
byly hodnoceny jako neposkozené s intaktnim akrozomem. PNA pozitivni byly bunky
s poskozenym akrozomem. Nejlepsi vysledky v procentech spermii s intaktni akrozomovou

membranou byly ve vzorcich s ptidavkem frakce H+ (tabulka 10).
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Tabulka 10: Viiv pridavku proteinovych frakci SP na viabilitu (PI-, PI negativni) a integritu akrozomu
(PNA-, PNA negativni).

K 26,58 3,3 62,73 +7,1
H- 23,53+ 1,8 56,16 +4,0
H+ 24,24 + 2.6 71,78 £ 5,7

H- heparin nevazajici frakce, H+ heparin vazajici frakce, K kontrolni skupina

Vliv jednotlivych koncentraci na viabilitu a integritu akrozomu je uveden v grafu 6

atabulce 11. Skupina H+ 125 obsahovala vyznamné (P <0,05) vys$si koncentraci bunék

s intaktnim akrozomem ve srovnani se vzorky H- 125, H- 500 a H+ 500. Podobné jako skupina

H+ 250, ktera méla vyssi koncentraci spermii s intaktnim akrozomem ve srovnani s H- 125
a H+ 500 (P <0,05).

Graf 6. Viiv pridavku proteinovych frakci SP ve tiech koncentracich na viabilitu (PI-, PI negativni)

a integritu akrozomu (PNA-, PNA negativni).

90

& 8 8 3 B

procento spermii (%)

[15)
[=]

H-125 H- 250

H- 500 K

Oviabilita Mintegrita akrozomu

H+ 125 H+ 250 H+ 500

K - kontrolni skupina, H- heparin nevazajici frakce v koncentracich 125 ug/ml, 250 ug/ml, 500 ug/ml, H+ heparin
vazajici frakce v koncentracich 125 ug/mi, 250 ug/ml, 500 ug/ml.
a,b znaci signifikantni rozdily (P<0,05) v H+ skupiné

* # znadi signifikantni rozdily (P<0,05) mezi H+ a H- skupinami

62



Tabulka 11: Viiv pridavku proteinovych frakci SP ve tiech koncentracich na viabilitu (PI-, PI negativni)
a integritu akrozomu (PNA-, PNA negativni).

Viabilita a akrozomalni integrita
koncentrace Pl- PNA-

H- 125 2536+3,1 48,77 £ 6,4"
H- 250 22,03+3,1 63,86 £ 6,4
H- 500 23,10+ 3,5 55,78 +7,1"

K 26,58 + 3,3 62,73 £ 6,7
H+ 125 25,05+4,0 81,87 + 8,2%#
H+ 250 27,94 +£4.,4 75,88 £ 9,02
H+ 500 16,47 +57 | 44,77 +11,7°

K - kontrolni skupina, H- heparin nevazajici frakce v koncentracich 125 ug/ml, 250 ug/ml, 500 ug/ml, H+ heparin
vazajici frakce v koncentracich 125 ug/ml, 250 ug/mli, 500 ug/ml

a,b znaci signifikantni rozdily (P<0,05) v H+ skupiné

* # znaci signifikantni rozdily (P<0,05) mezi H+ a H- skupinami

Efekt pridavku proteinovych frakci SP na fosforylaci proteinii spermii

Meéteni zobrazovaci pritokovou cytometrii na fosforylaci tyrosinu proteini spermii
ukazuje na kapacitacni stav spermii. Obrazek 2 ptedstavuje rizné skupiny spermii dle
lokalizace a intenzity signalu. Prvni skupinou byly spermie bez signalu a dale se slabym
signalem - spermie se zna¢enym ekvatoridlnim segmentem, ptipadné diskrétni znaceni v oblasti
hlavicky. Stfednim signalem byly charakterizovany spermie s oznafenou akrozomalni nebo
post-akrozomalni oblasti. Vysoky signal oznacuje spermie s intenzivnim signalem v oblasti celé
hlavicky s/bez biciku. Pfidani proteinovych frakci SP nezménilo distribuci signalu protilatky
u spermii (graf 7). Kdyz byla fosforylace proteinu porovnana po pfidani riznych koncentraci
proteinovych frakci SP, nebyly pozorovany statisticky vyznamné (P <0,05) rozdily. Nicméné
pridani frakce H+ v koncentraci 500 pg/ml dava nejvyssi podil spermii bez antifosforylacniho

signalu, coZ ukazuje na nizkou uroven kapacitace.
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Obrazek 2: Flow cytometrické hodnoceni intenzity signalu protilatky antifosfotyrosinu. Negativni kontrola;

skupiny spermii: spermie bez signalu, nizky signal - ekvatorialni segment a bodové znaceni na hlavicce, stredni

signdl - akrozomalni a post-akrozomalni segment, vysoky signdl - hlavicka s bicikem.
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Graf 7: Efekt proteinovych frakci SP ve tfech koncentracich na intenzitu signdlu fosforylace spermii;
spermie bez signalu, nizky signdl - ekvatoridlni segment a bodové znaceni na hlavicce, stredni signdl -

akrozomalni a post-akrozomalni segment, vysoky signal - hlavicka s bicikem.
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mbezsigndlu Onizky signdl  Ostrednisignal O wysoky signal

K - kontrolni skupina, H- heparin nevazajici frakce v koncentracich 125 ug/ml, 250 ug/ml, 500 ug/mi, H+ heparin
vazajici frakce v koncentracich 125 ug/ml, 250 ug/ml, 500 ug/ml

7.6 Diskuze experiment 111

V experimentu III jsme se blize zaméfili na proteiny semenné plazmy (SP) s cilem
zjistit, zda v proteinovych frakcich SP jsou pfitomny nékteré ochranné faktory ptlisobici proti
Skodlivym ucinkiim procesu zmrazovani a rozmrazovani na spermie. Separovali jsme proteiny
SP podle jejich schopnosti vazat se k heparinu na frakce heparin vazajici (H+) a na heparin
nevazajici (H-). Bylo zaznamenano, Ze vliv proteinii SP na spermie zavisi na jejich koncentraci
(Centurion et al. 2003; Kumar 2008; Srivastava et al. 2013b). Podle studie Singh et al. (2016)
provedené na bycich byly stanoveny testovaci koncentrace proteinti SP 0, 125,250 a 500 ug/ml.

V hieb¢i SP jsou hlavnimi proteiny HSP (horse seminal plasma protein; HSP-1-8)
(Calvete et al. 1994; Topfer-Petersen et et al. 2005). Podle vysledki Calvete et al. (1994)
schopnost vazat se na heparin maji proteiny SP hiebce HSP-1, HSP-2, HSP-5, HSP-6, HSP-7
a HSP-8. Proteiny HSP-3 a HSP-4 schopnost vazat se na heparin nemaji (Calvete et al. 1994).
Pokud tedy pouzivame H+ frakci, méla by pievazné obsahovat proteiny HSP-1, -2 a HSP-5
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az - 8. Tyto proteiny vzhledem ke znamym homologiim mezi druhy mizeme porovnavat
se studiemi na bycich nebo kancich spermiich s ptidavkem proteini BSP (bovine seminal
plasma protein), pB1/DQH nebo AQN a AWN (H+ proteiny u bykt a kanci). V H- frakci by
m¢ély byt piitomny proteiny HSP-3 (CRISP-3) a HSP-4 (Calvete 1994). Pozdé&jsi studie Calvete
et al. (1995b) odhalila v H- frakci také proteiny HSP-1 a HSP-2. V obou frakcich (H+ i H-)
byly hlavnimi proteinovymi slozkami pravé HSP-1 a HSP-2. Nevazajici se izoformy se liSily
od forem vazajicich se na heparin ve svém obsahu sacharidli, rozdilnymi posttranslacnimi
modifikacemi a riznym agrega¢nim stavem. Vysledky ukazaly, Ze agrega¢ni stav heparin
vazajicich proteinti je multimerni, zatimco heparin nevazajici tvofi monomerni formy (Calvete
et al. 1995b), a tim padem dle agrega¢niho stavu mohou mit proteiny SP naprosto odlisné
vlastnosti.

Vysledky rtznych studii ukazuji, Ze pfidani SP nebo jejich proteinli by mohly mit
na kvalitu kryokonzervovanych spermii jak pozitivni, tak i negativni u¢inky (Harshan et al.
2006; Singh et al. 2007; Srivastava et al. 2013a; Ramirez-Vaquez et al. 2019). Vliv a funkce
proteinlt SP jsou velmi slozité a komplexni a dosud nebyly zcela objasnény. Kromé toho
je semenna plazma vysoce variabilni mezi druhy, v ramci jednoho druhu, mezi jednotlivci
a také mezi ejakulaty konkrétniho samce (Centurion et al. 2003).

Znamym faktem je, Ze kryokonzervace sniZzuje motilitu a fertilizacni schopnost spermii
(Bedford et al. 1995). Pro uchovani spermatu hiebce a zachovani dobré motility po zmrazeni
arozmrazeni existuji rizné studie s pfidanim SP v riznych koncentracich ptfed nebo
po kryokonzervaénim procesu. Vysledky téchto studii v§ak nejsou konzistentni (Aurich et al.
1996; Arruda et al. 2008; de Andrade et al. 2011; Heise et al. 2011; Neuhauser et al. 2014; Al-
Essawe et al. 2018; Sichtar et al. 2019). Rozdilnost vysledki miize byt zpisobena
individudlnimi reakcemi spermii na pfidani SP a rozdily v jejim sloZeni a zastoupeni
jednotlivych slozek. Ve studii Aurich et al. (1996) bylo zjisténo, ze individuélni slozeni SP
ovliviiuje vhodnost hiebct pro kryokonzervaci spermatu. Chceme-li se vyhnout individualité
ve slozkach SP, miize byt vhodné;j$im pfistupem vyuzit samostatné proteinové frakce.

Na zaklad€ schopnosti proteinll vazat heparin jsme v tomto experimentu rozdélili SP
na dvé proteinové frakce - heparin vazajici (H+) a heparin nevazajici (H-). Pfidani dvou typa
proteinovych frakci SP v na$i studii ke kryokonzerva¢nimu fedidlu neovlivnilo celkovou
(TMOT) ani progresivni (PMOT) motilitu spermii po rozmrazeni. Ve studii na bycich bylo
studovano ptidani H+ proteinti k fedidlu v koncentraci 10, 20 a 40 ug/ml. Bylo zjisténo,
ze optimalni davka byla 20 pg/ml, tato koncentrace zvysila pted zmrazenim a po rozmrazeni

motilitu spermii ve srovnani s kontrolou a ostatnimi koncentracemi. V porovnani s nasi studii
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bylo pouzito v této praci u bykd podstatné¢ mensi mnozstvi proteini (Patel et al. 2016). Vliv
na motilitu byl zaznamenan také ve studii u buivoll, av§ak na epididymalnich spermiich, kde
pridavek H+ frakce mél negativni a naopak H- pozitivni efekt zavisly na koncentraci. Proteiny
H+ mély pozitivni vliv na progresivni motilitu epididymalnich spermii pouze na urovni
pfed zmrazenim (Kumar 2008), podobné jako u skotu (Harshan et al. 2006). Tento ucinek Ize
cholesterolu a moduluji konformaci slozek plazmatick¢é membrany, coz vede ke zvySeni
motility (Harshan et al. 2006). U kancti je vysoka koncentrace H- proteinu semenné plazmy
(PSP-I) negativné korelovana s celkovou a progresivni motilitou spermii (De Lazari et al.
2019). Nedavna studie kolektivu Usuga et al. (2020) také prokazala, ze pfili§ vysoka
koncentrace SP u hiebct snizila celkovou a progresivni motilitu po rozmrazeni a také nckteré
kinematické parametry spermii.

V nasi studii nebyly pozorovany zadné ucinky ptidavku proteinovych frakci na motilitu
po rozmrazeni, jak Skodlivé tak ani pozitivni, v§echny skupiny poskytuji srovnatelné vysledky
s kontrolou. Pfidani proteinovych frakci vSak méni kinematické parametry ziskané z méfeni
pomoci pocitacem fizené analyzy spermii CASA. Koncentrace 125 pg/ml heparin vazajici
frakce (H+) poskytla vyznamné (P <0,05) nejvyssi hodnoty v parametrech charakterizujici
ptimost a rychlost (LIN, STR, VAP, VSL) a parametru WOB. Vyssi hodnoty kinematickych
parametrQ jsou spojovany s vyssi kvalitou a fertilizacni schopnosti spermii (Quintero-Moreno
et al. 2003; Ortega-Ferrusola et al. 2009; Martinez-Pastor et al. 2011). Fertilni spermie u muza
dosahuji vyssiho parametru VCL nez ty neplodné (De Geyter et al. 1998). Shodné¢ byla zjiSténa
u bykd vyznamna pozitivni korelace parametru VCL s poctem spermii navazanych na ZP
(Ferraz et al. 2014). Ve své studii spojuji subpopulaci s nejrychlejSimi a progresivné
se pohybujicimi spermiemi bykli s vyS$i kvalitou a schopnosti fertilizace. U osll zjistili
Taberner et al. (2010) vyznamnou pozitivni korelaci mezi nékterymi CASA parametry a mirou
oplodnéni in vitro. Rovnéz u skotu (in vivo), Farrell et al. (1998) uvedli silnou korelaci mezi
nekolika charakteristikami pohyblivosti a plodnosti. Zd4 se tedy, ze spermie s maximalni
schopnosti fertilizace jsou ty s nejvysSimi parametry rychlosti (Quintero-Moreno et al. 2003).
Je zajimavé, ze v naSi predchozi studii (experiment II) mél piidavek celé SP hiebce
K rozmrazenym spermiim vyznamny pozitivni vliv na shodné kinematické parametry (LIN,
STR, VAP, VSL a WOB) (P <0,01) (Sichtar et al. 2019). Také hfeb¢i rozmrazené epididymalni
spermie s pfidavkem SP vykazovaly vys§i hodnoty parametri rychlosti (VCL, VAP, VSL),
ALH a BCF, ale parametry STR a LIN byly s ptfidavkem SP niz§i a WOB se nezménil
(Neuhauser et al. 2013). Naopak ve studii Arruda et al. (2008) ptidani celé SP po rozmrazeni

67



nezménilo rychlost spermii (VAP, VSL, VCL), ale BCF, STR a LIN byly snizeny (P <0,05)
a pridavek 20% autologni SP snizil ALH (P <0,05).

Distribuce pohyblivych spermii do subpopulaci (pomald, stiedné rychld a rychld)
by mohla piedpovidat fertilizaéni potencial zmrazeného a rozmrazeného ejakulatu hiebcu.
Studium distribuce motilnich spermii v subpopulacich muze byt vhodnym nastrojem
ke zlepSeni rutinnich analyz kvality hieb¢iho ejakulatu, poskytujici novy tihel pohledu na jeho
kvalitu (Quintero-Moreno et al. 2003). Podobné jako u jednotlivych kinematickych parametrt
jsme zjistili, Ze nejvyssi mnozstvi rychlé subpopulace a nejnizsi mnozstvi spermii v pomalé
subpopulaci bylo ve skupiné s H+ proteinovou frakci v koncentraci 125 pg/ml. Na druhé strané
H+ frakce v nejvyssi koncentraci (500 pg/ml) méla opacny ucinek na procento spermii
v subpopulacich. Jak ukédzala naSe ptedchozi studie, ptfidani cel¢ SP do vzorku spermii
po rozmrazeni vyrazné€ zvysilo procento spermii v rychlé subpopulaci (Sichtar et al. 2019).

Podle studie Ferraz et al. (2014) rychld a progresivni subpopulace korelovala
se schopnosti oplodnéni in vitro. Vztah mezi jednotlivymi subpopulacemi spermii a plodnosti
in vivo u koni neni Gpln¢ jasny. Nicmén¢, Gibb et al. (2014) zduraznili pozitivni vztah rychle
se pohybujicich spermii a miry zabfeznuti u klisen. Tudiz se pfedpokladd pozitivni vztah
zastoupeni subpopulaci s nejvySsimi hodnotami rychlosti s fertiliza¢ni schopnosti (Quintero-
Moreno et al. 2003). Co se tyCe kryokonzervace, vyS$i pomér subpopulace s rychlymi
spermiemi v ejakulatu je pozitivné asociovany s vyssi kryorezistenci (Ortega-Ferrusola et al.
2009).

Proteiny SP jsou spojovany s pozitivnim vlivem na integritu plazmatické membrany
jako moZné¢ stabiliza¢ni faktory piisobici jako ochrana membrany spermie (Kumar et al. 2008).
Piedpoklada se, Ze SP obsahuje dekapacitacni faktory, které se vazi na plazmatickou membranu
spermii a udrZuji tak jejich fertilizacni potencial (Centurion et al. 2003). Proteiny SP ovliviiuji
nékolik zédsadnich krokl ve fertilizaénim procesu, jako je kapacitace, vytvoreni rezervoaru
spermii v oviduktu, modulace imunitniho prostiedi v reprodukénim traktu samice a interakce
gamet (Caballero et al. 2012). VétSina proteinil zabrafiuje aglutinaci spermii, piedcasné
akrozomalni reakci a fagocytdze buitkami imunitniho systému v sami¢im reprodukénim traktu
(Jonakova & Ticha 2004).

V naSem experimentu nebyla po rozmrazeni hiebCich spermii ovlivnéna integrita
plazmatické membrany (viabilita, PI) riznymi koncentracemi proteinovych frakci. Je zajimave,
Ze v ptipad¢ ptfidani proteinové frakce H+ v koncentraci 500 pg/ml vykazovalo negativni trend
Zivotaschopnosti spermii po rozmrazeni. Kryokonzervace Caste¢né zplsobuje nevratné
poskozeni membran spermii hiebcii kvili zméné tekutosti membrany. Uvadi se, ze ptidani
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cholesterolu zlepSuje piezivani kryokonzervovanych spermii hiebct (Moore et al. 2005).
Ve studii Aurich (1996) byla integrita membrany a progresivni motilita spermii hiebct
zlepsena, kdyz byla piidana celd SP (pfed zmrazenim) od hiebci s dobrou mrazitelnoti
k ejakulatim hiebc se Spatnou motilitou po rozmrazeni. U kancu pfidani celé SP pied
zmrazenim zlepsilo zivotaschopnost, pohyblivost a in vitro fertiliza¢ni schopnost rozmrazenych
spermii (Guthrie et al. 2000). Na bovinnim modelu méla H+ proteinova frakce negativni vliv
na integritu plazmatické membrany po kryokonzervaci (Patel et al. 2016). Proteiny BSP, které
se vyskytuji v H+ proteinové frakci SP vykazovaly negativni vztah k mrazitelnosti nebo
plodnosti skotu (Roncoletta et al. 2006; D'Amours et al. 2010; Sarsaifi et al. 2015). U hiebce
byla také nalezena negativni korelace heparin vazajiciho proteinu HSP-1 s plodnosti (homolog
byciho proteinu BSP-1) (Novak et al. 2010; Jobim et al. 2011). BSP mohou ovlivnit tekutost
plazmatické membrany spermii zvySenim efluxu cholesterolu, iontii (Visconti et al. 1998;
Therein et al. 1999; Moreau & Manjunath 2000) a také efluxu fosfolipidi, coz pfispiva
k destabilizaci membrany a jeji vétsi citlivosti na chladovy $ok a cely proces kryokonzervace
(Manjunath et al. 2002). Fertilizacni potencial zmrazenych a rozmrazenych spermii je snizen
jejich kryokonzervaci a jednim z divodi by mohla byt ztrita povrchovych proteinli, coz
naznacuje pozorovani Lessard et al. (2000).

Neporuseny akrozom je kliCovou cCasti spermii pro dosazeni uspé$ného oplodnéni
a dal$im dilezitym parametrem kvality spermatu po jeho uchovani. Mira akrozomalni integrity
je pozitivné korelovana s plodnosti (Sellem et al. 2015). V nasi studii proteinova frakce H+
V koncentracich 125 pg/ml a 250 pug/ml poskytla nejvyssi procento spermii s intaktnimi
akrozomy (P <0,05). Na druhé strané byla zaznamenana nedostate¢na ochrana akrozomu
ve vzorcich kryokonzervovanych v pfitomnosti nejvyssi koncentrace (500 pg/ml) frakce H+.
Bylo prokazéano, Ze Gc¢inek proteinii SP zavisi na koncentraci (Centurion et al. 2003; Kumar
2008; Srivastava et al. 2013b) a nase vysledky tento predpoklad potvrdily. Lze tedy odvodit,
ze proteinova frakce H+ ve vysSich koncentracich muze u hiebct indukovat akrozomalni
reakci, jak se predpokladéa u bykt (Ordonez-Leon 2011; Patel et al. 2016; Singh 2016), coz je
pro kryokonzervaci spermii nezadouci. Kromé toho studie na buvolich epididymalnich
spermiich také podporuji nase vysledky, kdy ptidani H+ proteini k fedidlu pted zmrazenim
vyustilo ve vyznamné sniZeni akrozomalni integrity ve srovnani s kontrolou (Harshan et al.
2006). Na druhé stran€¢ akrozomalni integrita nebyla ovlivnéna pfidanim H+ nebo/a H-
proteinovych frakci ve studii Kumar et al. (2008) na epididymalnich spermiich buvolu. Jak jiz

bylo zminéno, H+ proteiny u bykd (BSP) stimulaci efluxu cholesterolu a fosfolipida
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z plazmatické membrany mohou zpisobit, Ze membrana spermii je velmi citliva na skladovani
(Therien et al. 1999; Manjunath et al. 2007; Srivastava et al. 2013a).

Tyrosinova fosforylace proteint je jednim z dualezitych intracelularnich mechanismt
regulujicich funkci spermii a je indikatorem kapacitace (Visconti et al.1995). Kryokonzervace
vede ke zménam podobnym kapacitaci, véetn¢ piitomnosti fosforylovanych proteint spermii
(Bailey et al. 2000; Watson 2000). Predpoklada se, ze dlouhovékost spermii v samic¢im
reprodukénim traktu je snizena predCasnymi zménami spojenymi s kapacitaci ovlivnénymi
kryokonzervaci, které byly prokdzany u spermatu byka, kance a hiebce (Cormier et al. 1997,
Bedfort et al. 2000; Kumaresan et al. 2011; de Andrade et al. 2012). Je dokazano, Ze
kryokonzervace podporuje kapacitaci spermii. Kadirvel et al. (2011) na buvolich spermiich
ukazali, ze in vitro kapacitované a kryokapacitované spermie mély podobnou lokalizaci
na tyrosinu fosforylovanych proteini. Na zdkladé vyhodnoceni detekce fosforylovanych
proteint jako jednoho z kliCovych parametri z hlediska kapacitace spermii; na$ experiment
neprokazal zadny vyznamny uc¢inek proteinovych frakci SP na snizeni kryokapacitace béhem
zmrazovani a rozmrazovani spermatu hiebce. Fosforylace na tyrosinu ve spermiich hraje
dulezitou roli v intracelularni signalizaci a transportu a hodnoceni fosforylace je pouzivano jako
nastroj pro sledovani funk¢nosti spermatu po kapacitaci (Visconti et al. 1995; Vieira et al.
2013).

Pommer et al. (2003) zkoumali tyrosinou fosforylaci spermii hiebce pied nebo
po kryokonzervaci za kapacitujicich podminek. Pozorovali ¢tyfi riizné vzorce fluorescence
tyrosinové fosforylace proteini: (a) equatoridlni segment; (b) bi¢ik; (c) equatorialni segment
s bicikem a (d) zadny signal. Dosli k zavéru, ze samotny proces kryokonzervace neindukuje
tyrosinou fosforylaci proteint, ale zZe spermie se stanou nachylnéjsi k podstoupeni fosforylace
po inkubaci za kapacitatnich podminek, coZ naznacuje zmény membrany spojené
s kryokonzervaci. Ve studii Viera et al. (2013) spermie hiebcti vykazovaly zvyseni fosforylace
proteint, kdyz byly kapacitovany in vitro. Ve zminéné praci byly spermie rozdéleny do dvou
skupin podle lokalizace signalu proti anti-fosfotyrosinu: (a) sub-equatorialni segment
a (b) bi¢ik. Hodnoceni probihalo standardnim zplsobem na malém souboru bungk
pod fluorescencnim mikroskopem (Vieira et al. 2013). Pommer et al. (2003) zaznamenali
zvyseni fosforylace ve stfedni a hlavni ¢asti biciku, kdyZ byly cerstvé ejakulované hiebci
spermie kapacitovany. NaSe vysledky ziskané pomoci zobrazovaciho pritokového cytometru
na velkém souboru spermatickych bunék s pouZzitim protilatky proti fosfotyrosinu neprokézaly
zadné rozdily v mnozstvi spermii s rozdilnou lokalizaci signalu mezi skupinami s proteinovymi

frakcemi a kontrolou.
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Podle Centurion et al. (2003) SP obsahuje dekapacitacni faktory, které zabranuji
pfedcasné akrozomalni reakci a zvySuji potencidl oplodnéni. Dekapacitacni Ucinek SP je
pravdépodobné vysledkem proteinti, které jsou vazany na povrch spermii, coz brani zménam
Vv membrang, které vedou ke kapacitaci a/nebo inhibuji nékteré signaly kapacitace do jinych
casti bunky. Ve studii de Andrade et al. (2012) zjistili, Ze pfidani semenné plazmy snizilo
mnozstvi fosforylovanych proteinti spermii a snizilo procento kapacitovanych bunék. Proteiny
H+ z kan¢i SP maji schopnost inhibovat kapacitaci pouze pii chlazeni a v in vitro kapacita¢nich
podminkach. Avsak proteiny H+ SP u kanct nezabranily kapacitatnim zménam indukovanym
kryokonzervaci (Vadnais & Roberts 2007). Pfedpokladem je, ze H+ proteiny semenné plazmy
slouzi jako faktor indukujici kapacitaci. Lusignan et al. (2007) uvedli, Ze kan¢i protein SP pB1
- homologni s proteiny BSP u byki (proteiny BSP-A1/-A2 a pB1 sdileji 65% podobnost
v aminokyselinovych sekvencich), mize vyvolat kapacitaci kancich epididymadlnich spermii.
Pozitivni G¢inek na kapacitaci kancich spermii mély také byci proteiny BSP-Al/-A2
Vv koncentraci 20 pg/ml, kdyz byly pfidany do kapacitaéniho média. Celd SP kancli neméla
schopnost vyvolat kapacitaci epididymdlnich spermii, pravdépodobné proto, ze SP obsahuje
faktory, které inhibuji kapacitaci spermii. Autofi dosli k z&véru, Ze proteiny BSP a jejich
homology u jinych druhti induku;ji kapacitaci spermii (Lusignan et al. 2007). V ptipad¢ hiebcti
nebyl tento predpoklad nasim experimentem potvrzen.

Spermie riznych druhG vyZzaduji pro kapacitaci rozdilny cas a jejich reakce
na kapacitacni faktory je jind (Zhang et al. 1991). To muZe souviset s riznym sloZenim
membran spermii a s tim, jak cholesterol reguluje tekutost a propustnost lipidové dvojvrstvy
v membrané. Variace v rychlosti a schopnosti spermii podstoupit kapacitaci mohou souviset
s rozdily v poméru cholesterol/fosfolipidy v plazmatické membrang (Davis 1981; Hoshi et al.
1990). Individualni predispozice spermatu hiebce vyznamné ovliviiuje ucinnost kapacitace
(Baranska & Tishner 1995). Rovnéz se vyskytuji rozdily mezi hiebci v morfologickych
a funkénich zménach, které vykazuji jejich spermie v reakci na pridavek prokapacitacniho

faktoru — kalcium ionoforu (Zhang et al. 1991).
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8 Zavéry

Dosahnout uspésné kryokonzervace hiebcich spermii je stale vyzvou, jelikoz existuji
znacné rozdily mezi mrazitelnosti a prezivanim spermii hiebcii kvili jejich individualité.
Standardizace protokolu pro kryokonzervaci spermatu hiebce je tedy komplexni ukol

vyzadujici dalsi vyzkum.

Zavéry experimentu I

Z vysledki prvniho experimentu vyplyva, ze spermie dobfe mrazitelnych (GF) hiebct
maji vyssi procentudlni zastoupeni rychlé a rapidni subpopulace. Rozdil ve vétSin¢ parametri
motility je mezi hiebci GF a Spatné mrazitelnymi (PF) signifikantni. Subpopulace rapidnich
spermii GF hiebcl je po rozmrazeni ejakulatu v case inkubace TO rychlej$i a pifiméjsi
nez spermie rapidni subpopulace PF hiebcii. AvSak subpopulace rychlych spermii PF hiebct je
po rozmrazeni ejakulatu v ¢ase inkubace TO rychlejsi nez rychlé spermie GF hiebcd. Pokud
tedy spermie PF hiebce piezije proces kryokonzervace, je velmi motilni, ale na druhou stranu
je vice ovlivnéna inkubaci. Spermie PF hiebcli jsou citlivéjsi na prodlouZzeny ¢as inkubace
nez spermie GF hiebcl. Na zékladé¢ uvedenych vysledkli 1ze doporudit rozdilny piistup
ke zpracovani insemina¢ni davky (ID) dobfe a $patné mrazitelnych hiebcii. Pro zvysSeni kvality
ID a uspésnosti nasledné inseminace je vhodné vyuzit u Spatné mrazitelnych hiebcti metody
selekce spermii ¢i vysoce efektivni postupy inseminace po rozmrazeni (napf. Deep horn
insemination technique). Dal$i vyzkum zabyvajici se rozdilnosti subpopulaci spermii a také
kvality plazmatické membrany u GF a PF htebcl je doporucen. Znalost typu a slozeni
jednotlivych subpopulaci spermii v ejakulatu je moznym nastrojem, ktery pomuze predikovat
fertilizaCni potencial 1 mrazitelnost konkrétniho samce. Tim padem znalosti o heterogenité
ejakuldtu mohou napomahat k vybéru vhodnych metod asistované reprodukce a nasledné vést

k vyssi oplozovaci schopnosti a mit tak vliv na ekonomickou slozku chovu koni.

Zavéry experimentu II

Semennd plazma (SP) ovliviiuje Zivotnost spermii, a zvlasté u hiebcii produkujicich
sperma s omezenou toleranci ke skladovani, 1ze zlepSit kvalitu spermatu pomoci modifikaci
postupil zpracovani spermatu. V soucasné dobé¢ se zda, Ze dostupné znalosti o t¢incich obsahu
SP na spermie a plodnost jsou nejednotné a nékdy 1 konfliktni. To Ize povazovat za silnou

motivaci k dal$imu vyzkumu v této oblasti. Z vysledkl experimentu II vyplyva, Ze pfidani SP
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po rozmrazeni od dobfe mrazitelnych hiebct (S-SP a N-SP) pozitivn€ ovliviiuje kinematické
parametry spermii a zastoupeni spermii v subpopulacich, ale stav plazmatické membrany
(HOS+) u $patné mrazitelnych hiebct po 30 minutach inkubace od rozmrazeni zhorSuje.
Z ¢ehoz vyplyva, ze doba interakce spermii se SP muze byt dulezitym faktorem, stejné tak jako
jeji zdroj. 1 kdyz obecné¢ inseminacni davka Spatné mrazitelnych hiebcti obsahuje méné
pohyblivych spermii ve srovnani s dobfe mrazitelnymi hiebci, zmrazené a rozmrazené sperma
by mohlo byt pouzito pfi inseminaci do d€loznich rohti (Deep horn insemination) nebo
pro produkci embryi, kde se provadi vybér nejlepsich spermii. Existuji rozdily mezi vysledky
studii popisujicich ucinek ptidavku SP na kryokonzervaci semene hiebcil, ¢imz se otevira
prostor pro dalsi vyzkum, idedln¢ zaméteny na podrobnéjsi studium SP a jejich slozek. Dalsi
studie by mohly pfispét k zefektivnéni procesu kryokonzervace a odhalit nové strategie

pro uchovavani spermii kvalitnich hiebct, ktefi jsou klasifikovani jako Spatné mrazitelni.

Zavéry experimentu 111

Cilem experimentu III bylo zjistit efekt proteinovych frakci semenné plazmy (SP)
hiebce na mrazitelnost spermatu. Jelikoz bylo prokazano u dalSich druhii zvitat, Ze né€které
proteiny SP mohou mit pozitivni vliv na spermie, bylo by vhodné odhalit pfirozenou slozku
ejakulatu, ktera by slouZila jako ochrana proti negativnimu vlivu mrazeni a rozmrazovani
na kvalitu hfebc¢ich spermii. Z naSich vysledkt je patrné, ze heparin véazajici (H+) proteinova
frakce ma pozitivni vliv na charakter pohybu spermii po rozmrazeni. Nejlepsi vysledky
v kinematickych parametrech spermii byly ve skupin€ s nejnizsi koncentraci H+ proteinové
frakce (125 pg/ml). Podobné vysledky poskytla distribuce spermii do subpopulaci pomoci
klastrové analyzy - nejvys$si zastoupeni rychlé subpopulace méla skupina H+ 125 a naopak
pomald subpopulace ve skuping s nejvyssi koncentraci H+ proteinti (H+500 pg/ml). V piipadée
vlivu proteinovych frakci na akrozomalni membranu, mizeme soudit, Ze integritu akrozomu
nejlépe uchovavaji H+ 125 a H+ 250 a naopak nejvic akrozomalni integritu snizuji H+ proteiny
v koncentraci 500 pg/ml. Podobné v pfipadé integrity plazmatické membrany piidani
proteinové frakce H+ v koncentraci 500 pg/ml vykazovalo negativni trend v zivotaschopnosti
spermii po rozmrazeni. Lze tedy odvodit, Ze u hfebcli H+ proteiny ve vysSich koncentracich
mohou vyvolat akrozomalni reakci, snizit viabilitu i motilitu, coz je ov§em pro kryokonzervaci
spermii nezadouci. Kryokonzervace také zptisobuje zmény podobné kapacitaci, které negativné
ovlivituji fertilizacni schopnost spermii po rozmrazeni. Hodnoceni tyrosinové fosforylace
proteinll spermii, jako indikatoru kapacita¢niho stavu, v naSem ptipad¢ neodhalilo signifikantni

rozdily mezi proteinovymi frakcemi SP v riznych koncentracich. Avsak jisty pozitivni trend
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byl zaznamenan ve skupindch s pfidavkem frakce H+ ve vysSich koncentracich (250 pg/ml
a500 pg/ml), z cehoz lze predpokladat, ze v SP hiebci by proteiny H+ mohly patfit
k dekapacitaénim faktorim. Hiebec se vSak lisi od ostatnich druht saveu v in vitro kapacitaci,
ktera neni u koni spolehlivé tspésna a stéle je prostor pro dalsi vyzkumy v této oblasti. Jak je
patrné z uvedenych vysledki, jak naSeho experimentu ¢i dalSich zminénych studii, je uc¢inek
proteinovych frakci SP zavisly na koncentraci a je vysoce ovlivnén individualitou samce,
zejména v pripadé hiebcti. Dalsi vyzkum vlivu jak SP, tak jejich slozek je doporucen. Bylo by
vhodné zaméfit se na slozky SP u kvalitnich a dobie mrazitelnych hiebcti a do budoucna tak
pomoci v uchovavani semene hiebct, u kterych ma kryokonzervace neuspokojivé vysledky.
Dal$im vyuzitim stanoveni slozek SP by mohla byt predikce mrazitelnosti a potencialné

i fertiliza¢ni schopnosti hiebci.

74



9 Literatura

Abdel-Rahman HA, El-Belely MS, Al-Qarawi AA, EI-Mougy SA. 2000. The relationship
between semen quality and mineral composition of semen in various ram breeds. Small
Ruminant Research 38:45-49.

Akcay E, Reilas T, Andersson M, Katila T. 2006. Effect of seminal plasma fractions on stallion
sperm survival after cooled storage. Journal of VVeterinary Medicine Series a-Physiology
Pathology Clinical Medicine 53:481-485.

Al-Essawe E, Tsikis G, Labas V, Druart X, Wulf M, Aurich C, Morrell JM. 2016. Seminal
plasma components differ between "good freezer" and "poor freezer" stallions. Animal
Reproduction Science 169:113-113.

Al-Essawe EM, Johannisson A, Wulf M, Aurich C, Morrell JM. 2018. Improved cryosurvival
of stallion spermatozoa after colloid centrifugation is independent of the addition of
seminal plasma. Cryobiology 81:145-152.

Alghamdi AS, Troedsson MHT, Xue JL, Crabo BG. 2002. Effect of seminal plasma
concentration and various extenders on postthaw motility and glass wool-Sephadex
filtration of cryopreserved stallion semen. American Journal of Veterinary Research
63:880-885.

Alvarenga MA, Papa FO, Landim-Alvarenga FC, Medeiros AS. 2005. Amides as
cryoprotectants for freezing stallion semen: a review. Anim. Reprod. Sci. 89:105-113.

Amann RP, Pickett BW. 1987. Principles of cryporeservation and a review of cryopreservation
of stallion spermatozoa. Journal of Equine Veterinary Science 7:145-173.

Amman RP, Graham JK. 2011. Spermatozoa function. Pages 1053-1084 in McKinnon AQ,
Squires EL, Vaala WE, and Varner DD, editors. Equine Reproduction. Blackwell
Publishing, Chichester, West Sussex, PO19 8SQ, United Kingdom.

Amann RP, Waberski D. 2014. Computer-assisted spermanalysis (CASA): Capabilities and
potential developments.Theriogenology 81(1):5-17.

Ardon F, Suarez SS. 2013. Cryopreservation increases coating of bull sperm by seminal plasma
binder of sperm proteins BSP1, BSP3, and BSP5. Reproduction 146:111-117.

Arienti G, Carlini E, De Cosmo AM, Di Profio P, Palmerini CA. 1998. Prostasome-like
particles in stallion semen. Biology of Reproduction 59:309-313.

Arruda RP, Andrade AFC, Raphael CF, Peres KR, Nascimento J, Martins S, Bianconi LL. 2008.
Effects of addition of seminal plasma on lifespan of frozen-thawed equine spermatozoa.
Animal Reproduction Science 107:307-308.

Asari M, Sasaki K, Miura K, Ichihara N, Nishita T. 1996. Immunohistolocalization of the
carbonic anhydrase isoenzymes (CA-1,CA-I11, and CA-III) in the reproductive tract of
male horses. American Journal of Veterinary Research 57:439-443.

Aumuller G, Vesper M, Seitz J, Kemme M, Scheit KH. 1988. BINDING OF A MAJOR
SECRETORY PROTEIN FROM BULL SEMINAL-VESICLES TO BOVINE
SPERMATOZOA. Cell and Tissue Research 252:377-384.

75



Aurich JE, Kuhne A, Hoppe H, Aurich C. 1996. Seminal plasma affects membrane integrity
and motility of equine spermatozoa after cryopreservation. Theriogenology 46:791-797.

Bailey JL, Bilodeau JF, Cormier N. 2000. Semen cryopreservation in domestic animals: a
damaging and capacitating phenomenon. J. Androl. 21:1-6.

Baker MA, Hetherington L, Ecroyd H, Roman SD, Aitken RJ. 2004. Analysis of the mechanism
by which calcium negatively regulates the tyrosine phosphorylation cascade associated
with sperm capacitation. Journal of Cell Science 117:211-222.

Ball BA, Gravance CG, Wessel MT, Sabeur K. 2003. Activity of angiotensin-converting
enzyme (ACE) in reproductive tissues of the stallion and effects of angiotensin Il on
sperm motility. Theriogenology 59:901-914.

Baranska K, Tischner M. 1995. EQUINE REPRODUCTION VI Evaluating Capacitation of
Stallion Spermatozoa Obtained from the Mare's Reproductive Tract. BIOL REPROD
MONO 1:707-712.

Barbas JP, Mascarenhas CRD. 2009. Cryopreservation of domestic animal sperm cells. Cell
and Tissue Banking 10:49-62.

Barbieri MA, Veisaga ML, Paolicchi F, Fornes MW, Sosa MA, Mayorga LS, BustosObregon
E, Bertini F. 1996. Affinity sites for beta-glucuronidase on the surface of human
spermatozoa. Andrologia 28:327-333.

Baronos S. 1971. SEMINAL CARBOHYDRATE IN BOAR AND STALLION. Journal of
Reproduction and Fertility 24:303.

Barrier-Battut 1, Delajarraud H, Legrand E, Bruyas JF, Fieni F, Tainturier D, Thorin C,
Pouliquen H. 2002. Calcium, magnesium, copper, and zinc in seminal plasma of fertile
stallions, and their relationship with semen freezability. Theriogenology 58:229-232.

Bedford SJ, Jasko DJ, Graham JK, Amann RP, Squires EL, Pickett BW. 1995. Effect of seminal
extenders containing egg yolk and glycerol onmotion characteristics and fertility of
stallion spermatozoa. Theriogenology 43:955-967.

Bedford SJ, Varner DD, Meyers SA. 2000. Effects of cryopreservation on the acrosomal status
of stallion spermatozoa. J Reprod Fertil 56:133-140.

Bjorndahl L, Kvist U. 2010. Human sperm chromatin stabilization: a proposed model including
zinc bridges. Molecular Human Reproduction 16:23-29.

Boisvert M, Bergeron A, Lazure C, Manjunath P. 2004. Isolation and characterization of
gelatin-binding bison seminal vesicle secretory proteins. Biology of Reproduction
70:656-661.

Bork P, Beckmann G. 1993. THE CUB DOMAIN - A WIDESPREAD MODULE IN
DEVELOPMENTALLY-REGULATED PROTEINS. Journal of Molecular Biology
231:539-545.

Brandon CI, Heusner GL, Caudle AB, Fayrer-Hosken RA. 1999. Two-dimensional
polyacrylamide gel electrophoresis of equine seminal plasma proteins and their
correlation with fertility. Theriogenology 52:863-873.

Braun J, Sakai M, Hochi S, Oguri N. 1994. PRESERVATION OF EJACULATED AND
EPIDIDYMAL STALLION SPERMATOZOA BY COOLING AND FREEZING.
Theriogenology 41:809-818.

Brinsko PS, Blanchard LT, Varner DD, Schumacher J, Love CC, Hinrichs K, Hartman D. 2011.
Manual of equine reproduction. Mosby Elsevier.

76



Brinsko SP, Crockett EC, Squires EL. 2000. Effect of centrifugation and partial removal of
seminal plasma on equine spermatozoal motility after cooling and storage.
Theriogenology 54:129-136.

Caballero I, Vazquez JM, Garcia EM, Parrilla I, Roca J, Calvete JJ, Sanz L, Martinez EA. 2008.
Major proteins of boar seminal plasma as a tool for biotechnological preservation of
spermatozoa. Theriogenology 70:1352-1355.

Caballero I, Parrilla I, Alminana C, del Olmo D, Roca J, Martinez EA, Vazquez JM. 2012.
Seminal plasma proteins as modulators of the sperm function and their application in
sperm biotechnologies. Reprod Domest Anim 47(3):12-21.

Cabrera T, Ramires-Neto C, Belaz KRA, Freitas-Dell’aqua CP, Zampieri D, Tata A, Eberlin
MN, Alvarenga MA, Souza FF. 2018. Influence of spermatozoal lipidomic profile on
the cryoresistance of frozen spermatozoa from stallions. Theriogenology 108:161-166.

Calvete JJ, Campanero-Rhodes MA, Raida M, Sanz L. 1999. Characterisation of the
conformational and quaternary structure-dependent heparin-binding region of bovine
seminal plasma protein PDC-109. Febs Letters 444:260-264.

Calvete JJ, Dostalova Z, Sanz L, Adermann K, Thole HH, TopferPetersen E. 1996. Mapping
the heparin-binding domain of boar spermadhesins. Febs Letters 379:207-211.

Calvete JJ, Mann K, Schafer W, Raida M, Sanz L, Topfer-Petersen E. 1995a. BOAR
SPERMADHESIN  PSP-Il - LOCATION OF POSTTRANSLATIONAL
MODIFICATIONS, HETERODIMER FORMATION WITH PSP-1 GLYCOFORMS
AND EFFECT OF DIMERIZATION ON THE LIGAND-BINDING CAPABILITIES
OF THE SUBUNITS. Febs Letters 365:179-182.

Calvete JJ, Mann K, Schafer W, Sanz L, Reinert M, Nessau S, Raida M, Topfer-Petersen E.
1995h. AMINO-ACID-SEQUENCE OF HSP-1, A MAJOR PROTEIN OF STALLION
SEMINAL PLASMA - EFFECT OF GLYCOSYLATION ON ITS HEPARIN-
BINDING AND GELATIN-BINDING CAPABILITIES. Biochemical Journal
310:615-622.

Calvete JJ, Nessau S, Mann K, Sanz L, Sieme H, Klug E, Topfer-Petersen E. 1994.
ISOLATION AND BIOCHEMICAL-CHARACTERIZATION OF STALLION
SEMINAL-PLASMA PROTEINS. Reproduction in Domestic Animals 29:411-426.

Calvete JJ, Raida M, Gentzel M, Urbanke C, Sanz L, Topfer-Petersen E. 1997. Elation and
characterization of heparin- and phosphorylcholine-binding proteins of boar and stallion
seminal plasma. Primary structure of porcine pBl. Febs Letters 407:201-206.

Carver DA, Ball BA. 2002. Lipase activity in stallion seminal plasma and the effect of lipase
on stallion spermatozoa during storage at 5 degrees C. Theriogenology 58:1587-1595.

Centurion F, Vazquez JM, Calvete JJ, Roca J, Sanz L, Parrilla I, Garcia EM, Martinez EA.
2003. Influence of porcine spermadhesins on the susceptibility of boar spermatozoa to
high dilution. Biology of Reproduction 69:640-646.

Corrales JJ, Burgo RM, Galindo P, Munoz-Barroso I, Miralles JM, Villar E. 2002. Abnormal
expression of acid glycosidases in seminal plasma and spermatozoa from infertile men
with varicocele. Reproduction 123:411-417.

Corrales JJ, Burgo RM, Miralles JM, Villar E. 2000. Abnormalities in sperm acid glycosidases
from infertile men with idiopathic oligoasthenoteratozoospermia. Fertility and Sterility
73:470-478.

77



Cormier N, Sirard MA, Bailey JL. 1997. Premature capacitation of bovine spermatozoa is
initiated by cryopreservation. J Androl 18:461-468.

Cuasnicu PS, Ellerman DA, Cohen DJ, Busso D, Morgenfeld MM, Da Ros VG. 2001.
Molecular mechanisms involved in mammalian gamete fusion. Archives of Medical
Research 32:614-618.

Curry MR. 2000. Cryopreservation of semen from domestic livestock. Rev. Reprod. 5:46-52.

D'Amours O, Frenette G, Fortier M, Leclerc P, Sullivan R. 2010. Proteomic comparison of
detergent-extracted sperm proteins from bulls with different fertility indexes.
Reproduction 139:545-556.

Da Ros VG, Munuce MJ, Cohen DJ, Marin-Briggiler Cl, Busso D, Visconti PE, Cuasnicu PS.
2004. Bicarbonate is required for migration of sperm epididymal protein DE (CRISP-
1) to the equatorial segment and expression of rat sperm fusion ability. Biology of
Reproduction 70:1325-1332.

Davis BK. 1981. Timing of fertilization in mammals: sperm cholesterol/phospholipid ratio as
a determinant of the capacitation interval. Proc Natl Acad Sci USA 78:7560-7562.

de Andrade AFC, Zaffalon FG, Celeghini ECC, Nascimento J, Tarrago OFB, Martins S, Alonso
MA, Arruda RP. 2011. Addition of Seminal Plasma to Post-thawing Equine Semen:
What is the Effect on Sperm Cell Viability? Reproduction in Domestic Animals 46:682-
686.

De Andrade AF, Zaffalon FG, Celeghini EC, Nascimento J, Bressan FF, Martins SM, de Arruda
RP. 2012. Post-thaw addition of seminal plasma reduces tyrosine phosphorylation on
the surface of cryopreservedequine sperm, but does not reduce lipid
peroxidation.Theriogenology 77:1866-1872.

De Geyter Ch, De Geyter M, Koppers B, Nieschlag E. 1998. Diagnostic accuracy of computer
assisted sperm motion analysis. Hum Reprod. 13:2512-2520.

De Lazari FL, Sontag ER, Schneider A, Moura AAA, Vasconcelos FR, Nagano CS, Mattos
RC, Jobim MIM, Bustamante-Filho I1C. 2019. Seminal plasma proteins and their
relationship with sperm motility and morphology in boars. Andrologia. 51(4):e13222.

Deleeuw FE, Chen HC, Colenbrander B, Verkleij AJ. 1990. COLD-INDUCED
ULTRASTRUCTURAL-CHANGES IN BULL AND BOAR SPERM PLASMA-
MEMBRANES. Cryobiology 27:171-183.

Desnoyers L, Manjunath P. 1992. MAJOR PROTEINS OF BOVINE SEMINAL PLASMA
EXHIBIT NOVEL INTERACTIONS WITH PHOSPHOLIPID. Journal of Biological
Chemistry 267:10149-10155.

Dostalova Z, Calvete JJ, Topferpetersen E. 1995. INTERACTION OF NON-AGGREGATED
BOAR AWN-1 AND AQN-3 WITH PHOSPHOLIPID MATRICES - A MODEL FOR
COATING OF SPERMADHESINS TO THE SPERM SURFACE. Biological
Chemistry Hoppe-Seyler 376:237-242.

Druart X, et al. 2013. Proteomic characterization and cross species comparison of mammalian
seminal plasma. Journal of Proteomics 91:13-22.

Ekhlasi-Hundrieser M, Schafer B, Kirchhoff C, Hess O, Bellair S, Muller P, Topfer-Petersen
E. 2005. Structural and molecular characterization of equine sperm-binding fibronectin-
I1 module proteins. Molecular Reproduction and Development 70:45-57.

78



Ekhlasi-Hundrieser M, Sinowatz F, De Wilke 1G, Waberski D, Topfer-Petersen E. 2002.
Expression of spermadhesin genes in porcine male and female reproductive tracts.
Molecular Reproduction and Development 61:32-41.

El-Badry DA, Gamal AES, EI-Maaty AMA. 2016. Seminal plasma hormonal profile of Arabian
stallions thatare classified ‘good’ or ‘poor’ for semen freezing. Asian Pac. J. Reprod.
5:453-458

Esch FS, Ling NC, Bohlen P, Ying SY, Guillemin R. 1983. PRIMARY STRUCTURE OF
PDC-109, A MAJOR PROTEIN CONSTITUENT OF BOVINE SEMINAL PLASMA.
Biochemical and Biophysical Research Communications 113:861-867.

Farrell PB, Presicce GA, Brockett CC, Foote RH. 1998. Quantification of bull sperm
characteristics measured by computer-assisted sperm analysis (CASA) and the
relationship to fertility. Theriogenology 49(4):871-879.

Ferraz M, Morato R, Yeste M, Arcarons N, Pena Al, Tamargo C, Hidalgo CO, Muino R, Mogas
T. 2014. Evaluation of sperm subpopulation structure in relation to in vitro sperm-
oocyte interaction of frozen-thawed semen from Holstein bulls. Theriogenology
81:1067-1072.

Flores E, Fernandez-Novell JM, Pena A, Rodriguez-Gil JE. 2009. The degree of resistance to
freezing-thawing is related to specific changes in the structures of motile sperm
subpopulations and mitochondrial activity in boar spermatozoa. Theriogenology.
72(6):784-97.

Florman HM, First NL. 1988. REGULATION OF ACROSOMAL EXOCYTOSIS .2. THE
ZONA PELLUCIDA-INDUCED ACROSOME REACTION OF BOVINE
SPERMATOZOA IS CONTROLLED BY EXTRINSIC POSITIVE REGULATORY
ELEMENTS. Developmental Biology 128:464-473.

Gadella BM, Luna C. 2014. Cell biology and functional dynamics of the mammalian sperm
surface. Theriogenology 81:74-84.

Garcia EM, Vazquez JM, Calvete JJ, Sanz L, Caballero I, Parrilla I, Gil MA, Roca J, Martinez
EA. 2006. Dissecting the protective effect of the seminal plasma spermadhesin PSP-
I/PSP-11 on boar sperm functionality. Journal of Andrology 27:434-443,

Gasset M, Saiz JL, Laynez J, Sanz L, Gentzel M, Topfer-Petersen E, Calvete JJ. 1997.
Conformational features and thermal stability of bovine seminal plasma protein PDC-
109 oligomers and phosphorylcholine-bound complexes. European Journal of
Biochemistry 250:735-744.

Ghaoui RE, Thomson PC, Evans G, Maxwell WMC. 2004. Characterization and localization
of membrane vesicles in ejaculate fractions from the ram, boar and stallion.
Reproduction in Domestic Animals 39:173-180.

Giese A, et al. 2002. Molecular characterization of the equine testis-specific protein 1 (TPX1)
and acidic epididymal glycoprotein 2 (AEG2) genes encoding members of the cysteine-
rich secretory protein (CRISP) family. Gene 299:101-109.

Gibb Z, Lambourne SR, Aitken RJ. 2014. The paradoxical relationship between stallion fertility
and oxidative stress. Biol. Reprod. 91:1-10.

Graham JK. 1996. Cryopreservation of stallion spermatozoa. Veterinary Clinics of North
America-Equine Practice 12:131.

79



Graham JK. 2011. Principles of Cryopreservation. In: McKinnon, A. O. (ed.). Equine
Reproduction. Volume 2. 2nd ed. Wiley-Blackwell. USA. p. 2959-2963. ISBN:
9780813819716.

Green CE, Bredl J, Holt WV, Watson PF, Fazeli A. 2001. Carbohydrate mediation of boar
sperm binding to oviductal epithelial cells in vitro. Reproduction 122:305-315.

Greube A, Muller K, Topfer-Petersen E, Herrmann A, Muller P. 2004. Interaction of fibronectin
type Il proteins with membranes: The stallion seminal plasma protein SP-1/2.
Biochemistry 43:464-472.

Guthrie H, Maxwell W, Johnson L. 2000. The effect of seminal plasma and dilution rate on the
motility and viability of frozen-thawed boar sperm. 14th International Congress of
Animal Reproduction. 143.

Gwathmey TM, Ignotz GG, Mueller JL, Manjunath P, Suarez SS. 2006. Bovine seminal plasma
proteins PDC-109, BSP-A3, and BSP-30-kDa share functional roles in storing sperm in
the oviduct. Biology of Reproduction 75:501-507.

Hamamah S, Gatti JL. 1998. Role of the ionic environment and internal pH on sperm activity.
Human Reproduction 13:20-30.

Hammerstedt RH, Graham JK, Nolan JP. 1990. CRYOPRESERVATION OF MAMMALIAN
SPERM - WHAT WE ASK THEM TO SURVIVE. Journal of Andrology 11:73-88.

Harshan HM, Singh LP, Arangasamy A, Ansari MR, Kumar S. 2006. Effect of buffalo seminal
plasma heparin binding protein (HBP) on freezability and in vitro fertility of buffalo
cauda spermatozoa. Animal Reproduction Science 93:124-133.

Heise A, Thompson PN, Gerber D. 2011. Influence of seminal plasma on fresh and post-thaw
parameters of stallion epididymal spermatozoa. Animal Reproduction Science 123:192-
201.

Henkel R, Baldauf C, Bittner J, Miska W, Weidner W. 2000. Elimination of zinc from the
flagella of spermatozoa during epididymal transit is important for motility. Human
Reproduction 15:101-102.

Hernandez M, Roca J, Ballester J, Vazquez JM, Martinez EA, Johannisson A, Saravia F,
Rodriguez-Martinez H. 2006. Differences in SCSA outcome among boars with different
sperm freezability. Int J Androl. 29(6):583-91.

Hernandez M, Roca J, Calvete JJ, Sanz L, Muino-Blanco T, Cebrian-Perez JA, Vazquez JM,
Martinez EA. 2007. Cryosurvival and in vitro fertilizing capacity postthaw is improved
when boar spermatozoa are frozen in the presence of seminal plasma from good freezer
boars. Journal of Andrology 28:689-697.

Hoffmann N, Oldenhof H, Morandini C, Rohn K, Sieme H. 2011. Optimal concentrations of
cryoprotective agents for semen from stallions that are classified "good” or "poor” for
freezing. Anim. Reprod. Sci. 125:112-118.

Holt WV, Van Look KJW. 2004. Concepts in sperm heterogenity, sperm selection and sperm
competition as biological foundations for laboratory test sof semen quality.
Reproduction. 127:527-535.

Hoshi K, Aita T, Yanagida K, Yoshimatus N, Sato A. 1990. Variation in the
cholesterol/phospholipid ratio in human spermatozoa and its relation with capacitation.
Hum Reprod 5:71-74.

80



Hough SR, Parks JE. 1994. PLATELET-ACTIVATING-FACTOR ACETYLHYDROLASE
ACTIVITY IN SEMINAL PLASMA FROM THE BULL, STALLION, RABBIT,
AND ROOSTER. Biology of Reproduction 50:912-916.

Howes EA, Hurst S, Laslop A, Jones R. 1998. Cellular distribution and molecular heterogeneity
of MAC393 antigen (clusterin, beta-chain) on the surface membrane of bull
spermatozoa. Molecular Human Reproduction 4:673-681.

James RW, Heywood R. 1979. BIOCHEMICAL OBSERVATIONS ON BEAGLE DOG
SEMEN. Veterinary Record 104:480-482.

Jelinkova P, Ryslava H, Liberda J, Jonakova V, Ticha M. 2004. Aggregated forms of bull
seminal plasma proteins and their heparin-binding activity. Collection of Czechoslovak
Chemical Communications 69:616-630.

Jobim MIM, Oberst ER, Salbego CG, Souza DO, Wald VB, Tramontina F, Mattos RC. 2004.
Two-dimensional polyacrylamide gel electrophoresis of bovine seminal plasma proteins
and their relation with semen freezability. Theriogenology 61:255-266.

Jobim MIM, Trein C, Zirkler H, Gregory RM, Sieme H, Mattos RC. 2011. Two-dimensional
polyacrylamide gel electrophoresis of equine seminal plasma proteins and their relation
with semen freezability. Theriogenology 76:765-771.

Jonakova V, Kraus M, Veselsky L, Cechova D, Bezouska K, Ticha M. 1998. Spermadhesins
of the AQN and AWN families, DQH sperm surface protein and HNK protein in the
heparin-binding fraction of boar seminal plasma. Journal of Reproduction and Fertility
114:25-34.

Jonakova V, Manaskova P, Kraus M, Liberda J, Ticha M. 2000. Sperm surface proteins in
mammalian fertilization. Molecular Reproduction and Development 56:275-277.

Jonakova V, Ticha M. 2004. Boar seminal plasma proteins and their binding properties. A
review. Collection of Czechoslovak Chemical Communications 69:461-475.

Jonsson M, Linse S, Frohm B, Lundwall A, Malm J. 2005. Semenogelins | and Il bind zinc and
regulate the activity of prostate-specific antigen. Biochemical Journal 387:447-453.

Quintero-Moreno A, Miro J, Rigau AT, Rodriguez-Gil JE. 2003. Identification of sperm
subpopulations with specific motility characteristics in stallion ejaculates.
Theriogenology 59:1973-1990.

Kadirvel G, Kathiravan P, Kumar S. 2011. Protein tyrosine phosphorylation and zona binding
ability of in vitro capacitated and cryopreserved buffalo spermatozoa. Theriogenology
75: 1630-1639.

Kareskoski AM, Reilas T, Sankari S, Andersson M, Katila T. 2005. Composition of fractionated
stallion ejaculates. Animal Reproduction Science 89:228-230.

Karow AM, Gilbert WB, Black JB. 1992. EFFECTS OF TEMPERATURE, POTASSIUM
CONCENTRATION, AND SUGAR ON HUMAN SPERMATOZOA MOTILITY - A
CELL PRESERVATION MODEL FROM REPRODUCTIVE MEDICINE.
Cryobiology 29:250-254.

Kathiravan P, Kalatharan J, Karthikeya G, Rengarajan K, Kadirvel G. 2011. Objective Sperm
Motion Analysis to AssessDairy Bull Fertility Using Computer-Aided System - A
Review. Reproduction in Domestic Animals 46(1): 165-72.

Katila T, Kareskoski M. 2006. Components of stallion seminal plasma and their influence on
spermatozoa. Pferdeheilkunde 22:193.

81



Kerns K, Zigo M, Sutovsky P. 2018. Zinc: A Necessary lon for Mammalian Sperm Fertilization
Competency. International Journal of Molecular Sciences 19.

Kjellberg S, Bjorndahl L, Kvist U. 1992. SPERM CHROMATIN STABILITY AND ZINC-
BINDING PROPERTIES IN SEMEN FROM MEN IN BARREN UNIONS.
International Journal of Andrology 15:103-113.

Kosiniak K. 1975. CHARACTERISTICS OF SUCCESSIVE JETS OF EJACULATED
SEMEN OF STALLIONS. Journal of Reproduction and Fertility:59-61.

Kumar A, Singh LP, Harshan HM, Majumdar AC. 2008. Seminal plasma non-heparin binding
proteins (NHBP) reduce the cryoinjury to buffalo cauda epididymal spermatozoa
induced by heparin binding proteins (HBP). Animal Reproduction Science 104:220-
226.

Kumar S, Millar JD, Watson PF. 2003. The effect of cooling rate on the survival of
cryopreserved bull, ram, and boar spermatozoa: a comparison of two controlled-rate
cooling machines. Cryobiology 46:246-253.

Kumaresan A, Siqueira AP, Hossain MS, Bergqvist AS. 2011. Cryopreservation-induced
alterations in protein tyrosine phosphorylation of spermatozoa from different portions
of the boar ejaculate. Cryobiology 63: 137-144.

Kumi-Diaka J. 1993. Subjecting canine semen to the hypo-osmotic test. Theriogenology.
39(6):1279-1289

Kwok SCM, Yang DF, Dai GL, Soares MJ, Chen S, McMurtry JP. 1993. MOLECULAR-
CLONING AND SEQUENCE-ANALYSIS OF 2 PORCINE SEMINAL PROTEINS,
PSP-1 AND PSP-1l - NEW MEMBERS OF THE SPERMADHESIN FAMILY. DNA
and Cell Biology 12:605-610.

Lapointe S, Ahmad I, Buhr MM, Sirard MA. 1996. Modulation of postthaw motility, survival,
calcium uptake, and fertility of bovine sperm by magnesium and manganese. Journal of
Dairy Science 79:2163-21609.

Leblond E, Desnoyers L, Manjunath P. 1993. PHOSPHORYLCHOLINE-BINDING
PROTEINS FROM THE SEMINAL FLUIDS OF DIFFERENT SPECIES SHARE
ANTIGENIC DETERMINANTS WITH THE MAJOR PROTEINS OF BOVINE
SEMINAL PLASMA. Molecular Reproduction and Development 34:443-449.

Lessard C, Parent S, Leclerc P, Bailey JL, Sullivan R. 2000. Cryopreservation alters the levels
of the bull sperm surface protein P25b. J Androl. 21(5):700-7.

Loomis PR. 2001. The equine frozen semen industry. Animal Reproduction Science 68:191-
200.

Loomis PR, Graham JK. 2008. Commercial semen freezing: Individual male variation in
cryosurvival and the response of stallion sperm to customized freezing protocols.
Animal Reproduction Science 105:119-128.

Loomis PR, Squires EL. 2005. Frozen semen management in equine breeding programs.
Theriogenology 64:480-491.

Loomis PR. 2011. Basic Principles and Techniques for semen Freezing. XVII Congresso
Internazionale SIVE. USA.

Lopez ML, Grez P, Gribbel 1, Bustosobregon E. 1989. CYTOCHEMICAL AND
ULTRASTRUCTURAL CHARACTERISTICS OF THE STALLION EPIDIDYMIS

82



(EQUUS-CABALLUS). Journal of Submicroscopic Cytology and Pathology 21:103-
120.

Lorenzoni SLG, Arruda NS, Rodrigues JL. 2011. Cryopreservation of Equine Semen Loaded
in Cryovials. Acta Scientiae Veterinariae. 39.

Love CC, Brinsko SP, Rigby SL, Thompson JA, Blanchard TL, Varner DD. 2005. Relationship
of seminal plasma level and extender type to sperm motility and DNA integrity.
Theriogenology 63:1584-1591.

Love CC, Loch WL, Bristol F, Garcia MC, Kenney RM. 1989. Comparison of pregnancy rates
achieved with frozen semen using two packaging methods. Theriogenology 31:613-622.

Lusignan MF, Bergeron A, Crete MH, Lazure C, Manjunath P. 2007. Induction of Epididymal
Boar Sperm Capacitation by pB1l and BSP-A1/-A2 Proteins, Members of the BSP
Protein Familyl. Biol Reprod 76:424-432.

Magistrini M, Lindeberg H, Koskinen E, Beau P, Seguin F. 2000. Biophysical and 1" magnetic
resonance spectroscopy characteristics of fractionated stallion ejaculates. Journal of
reproduction and fertility. Supplement 56:101-110.

Manaskova P, Balinova P, Kraus M, Ticha M, Jonakova V. 2003. Mutual interactions of boar
seminal plasma proteins studied by immunological and chromatographic methods.
American Journal of Reproductive Immunology 50:399-410.

Manaskova P, Liberda J, Ticha M, Jonakova V. 2000. Aggregated and monomeric forms of
proteins in boar seminal plasma: Characterization and binding properties. Folia
Biologica 46:143-151.

Manjunath P, Bergeron A, Lefebvre J, Fan J. 2007. Seminal plasma proteins: functions and
interaction with protective agents during semen preservation. Soc Reprod Fertil Suppl
65:217-228.

Manjunath P, Chandonnet L, Leblond E, Desnoyers L. 1994. Major proteins of bovine seminal-
vesicles bind to spermatozoa. Biology of Reproduction 50:27-37.

Manjunath P, Therien 1. 2002. Role of seminal plasma phospholipid-binding proteins in sperm
membrane lipid modification that occurs during capacitation. Journal of Reproductive
Immunology 53:109-119.

Manjunath P, Villemure M, Lazure C. 2002. Isolation and characterization of phospholipid-
binding proteins from goat seminal plasma. Biology of Reproduction 66:332-332.

Marquez B, Suarez SS. 2004. Different signaling pathways in bovine sperm regulate
capacitation and hyperactivation. Biology of Reproduction 70:1626-1633.

Martinez AIP. 2004. Canine fresh and cryopreserved evaluation. Anim. Reprod. Sci.
82/83:209-224.

Martinez NI, Moran JM, Pena FJ. 2006. Two-step procedure after proncipal component
analysis identifies sperm subpopulations in Canine ejaculates and its relation to
cryoresistance. J. Androl. 27(4):596-603.

Martinez-Pastor F, Cabrita E, Soares F, Anel L, Dinis MT. 2008. Multivariate cluster analysis
to study motility activation of Soleasenegalensis spermatozoa: a model for marine
teleostsin. Reproduction.135(4):449-459.

Martinez-Pastor F, Tizado EJ, Garde JJ, Anel L, de Paz P. 2011. Statistical Series: Opportunities
and challenges of sperm motility subpopulation analysis. Theriogenology. 75:783-795.

83



Massanyi P, Trandzik J, Nad P, Toman R, Skalicka M, Korenekova B. 2003. Seminal
concentrations of trace elements in various animals and their correlations. Asian Journal
of Andrology 5:101-104.

Maxwell WMC, Johnson LA. 1999. Physiology of spermatozoa at high dilution rates: The
influence of seminal plasma. Theriogenology 52:1353-1362.

Mazur P. 1985. Basic concepts in freezing cells. Proceedings First International Conference on
Deep freezing of Boar Semen:91-111.

Meryman HT. 2007. Cryopreservation of living cells: principles and practice. Transfusion
47:935-945.

Mogielnicka-Brzozowska M, Kordan W. 2011. Characteristics of selected seminal plasma
proteins and their application in the improvement of the reproductive processes in
mammals. Polish Journal of Veterinary Sciences 14:489-499.

Moore Al, Squires EL, Graham JK. 2005. Effect of seminal plasma on the cryopreservation of
equine spermatozoa. Theriogenology 63:2372-2381.

Moreau R, Manjunath P. 2000. Characteristics of the cholesterol efflux induced by novel
seminal phospholipid-binding proteins. Biochim Biophys Acta. 1487(1):24-32.

Morel MDCG. 2003. Equine Reproductive Physiology Breeding and Stud Management. CABI
Publishing, United Kingdom.

Morrell JM, Georgakas A, Lundeheim N, Nash D, Morel M, Johannisson A. 2014. Effect of
heterologous and homologous seminal plasma on stallion sperm quality.
Theriogenology 82:176-183.

Morrell J. 2012. Stallion Sperm Selection: Past, Present, and Future Trends. Journal of Equine
Veterinary Science 32(8):436-440.

Mortimer ST. 2000. CASA - Practical aspects. Journal of Andrology 21(4): 515-24.

Mungan NA, Mungan G, Basar MM, Baykam M, Atan A. 2001. Effect of seminal plasma
calcitonin levels on sperm motility. Archives of Andrology 47:113-117.

Nauc V, Manjunath P. 2000. Radioimmunoassays for bull seminal plasma proteins (BSP-A1/-
A2, BSP-A3, and BSP-30-kilodaltons), and their quantification in seminal plasma and
sperm. Biology of Reproduction 63:1058-1066.

Neuhauser S, Dorfel S, Handler J. 2014. Motility of frozen-thawed stallion epididymal sperm
after the addition of homologous seminal plasma from stallions with different semen
quality. Reproduction in Domestic Animals 49:83-84.

Neuhauser S, Rheinfeld S, Handler J. 2013. Motility of Fresh and Frozen-Thawed Stallion
Sperm from Three Segments of the Epididymal Cauda and the Effect of Post-Thaw
Seminal Plasma Addition on Motility. Journal of Equine Veterinary Science 33:942-
949.

Novak S, Smith TA, Paradis F, Burwash L, Dyck MK, Foxcroft GR, Dixon WT. 2010.
Biomarkers of in vivo fertility in sperm and seminal plasma of fertile stallions.
Theriogenology 74:956-967.

Nunez-Martinez I, Moran JM, Pena FJ. 2006. A three step statistical procedure to identify sperm
kinematic subpopulations in canine ejaculates: changes after cryopreservation. Reprod.
Domest. Anim. 41:408-415.

Okazaki T, Abe S, Yoshida S, Shimada M. 2009. Seminal plasma damages sperm during
cryopreservation, but its presence during thawing improves semen quality and

84



conception rates in boars with poor post-thaw semen quality. Theriogenology 71:491-
498.

Olds-Clarke P. 1996. How does poor motility alter sperm fertilizing ability. J Androl. 17:183—
186.

Ordonez-Leon E, Kjelland M, Moreno J, Welsh T, Randel R, Lammaoglia M, Ducolomb Y,
Romo S. 2011. 171 in vitro fertilization using frozen-thawed sexed semen treated with
recombinant heparin-binding proteins. Reproduction Fertility and Development
24(1):197-8.

Ortega-Ferrusola C, Garcia B, Rama VS, Gallardo-Bolanos JM, Gonzalez-Fernandez L, Tapia
JA, Rodriguez-Martinez H, Pefia FJ. 2009. Identification of Sperm Subpopulations in
Stallion Ejaculates: Changes after cryopreservation and Comparison with Traditional
Statistics. Reprod. Domest. Anim. 44(3):419-423.

Padilla AW, Foote RH. 1991. EXTENDER AND CENTRIFUGATION EFFECTS ON THE
MOTILITY PATTERNS OF SLOW-COOLED STALLION SPERMATOZOA.
Journal of Animal Science 69:3308-3313.

Park DU, Lee SM, Bolser D, Schroeder M, Lappe M, Oh DH, Bhak J. 2005. Comparative
interactomics analysis of protein family interaction networks using PSIMAP (protein
structural interactome map). Bioinformatics 21:3234-3240.

Parks JE, Arion JW, Foote RH. 1987. LIPIDS OF PLASMA-MEMBRANE AND OUTER
ACROSOMAL MEMBRANE FROM BOVINE SPERMATOZOA. Biology of
Reproduction 37:1249-1258.

Parks JE, Lynch DV. 1992. Lipid-composition and thermotropic phase-behaviour of boar, bull,
stallion, and rooster sperm membranes. Cryobiology 29:255-266.

Parrish JJ, Suskoparrish J, Winer MA, First NL. 1988. Capacitation of bovine sperm by heparin.
Biology of Reproduction 38:1171-1180.

Patel M, Gandotra VK, Cheema RS, Bansal AK, Kumar A. 2016. Seminal Plasma Heparin
Binding Proteins Improve Semen Quality by Reducing Oxidative Stress during
Cryopreservation of Cattle Bull Semen. Asian-Australas J Anim Sci. 29(9):1247-55.

Pesch S, Bergmann M, Bostedt H. 2006. Determination of some enzymes and macro- and
microelements in stallion seminal plasma and their correlations to semen quality.
Theriogenology 66:307-313.

Pommer AC, Rutllant J, Meyers SA. 2003. Phosphorylation of Protein Tyrosine Residues in
Fresh and Cryopreserved Stallion Spermatozoa under Capacitating Conditions.
BIOLOGY OF REPRODUCTION 68:1208-1214.

Puglisi R, Pozzi A, Foglio L, Spano M, Eleuteri P, Grollino MG, Bongioni G, Galli A. 2012.
The usefulness of combining traditional sperm assessments with in vitro heterospermic
insemination to identify bulls of low fertility as estimated invivo. Animal Reproduction
Science 132(1-2): 17-28.

Pukazhenthi BS, Johnson A, Guthrie HD, Songsasen N, Padilla LR, Wolfe BA, Coutinho da
Silva M, Alvarenga MA, Wildt DE. 2014. Improved sperm cryosurvival in diluents
containing amides versus glycerol in the Przewalski’s horse (Equus ferus przewalskii).
Cryobiology. 68:205-214.

Pycock JF. 1997. Veterinarni problematika reprodukce a chovu koni. Manson Publishing Ltd.
Medicus veterinarius, Ceska republika.

85



Quintero-Moreno A, Miro J, Rigau AT, Rodriguez-Gil JE. 2003. Identification of sperm
subpopulations with specific motility characteristics in stallion ejaculates.
Theriogenology 59:1973-1990.

Ramirez-Vasquez R, Cesari A, Greco MB, Cano A, Hozbo F. 2019. Extenders modify the
seminal plasma ability to minimize freeze-thaw damage on ram sperm. Reprod Domest
Anim. 54(12):1621-1629.

Ramon M, Martinez-Pastor F, Garcia-Alvarez O, Maroto-Morales A, Soler AJ, Jimenez-
Rabadan P, Fernandez-Santos MR, Bernabeu R, Garde JJ. 2012. Taking advantage of
the use of supervised learning methods for characterization of sperm population
structure related with freezability in the Iberian red deer. Theriogenology. 77(8):1661-
72.

Reineke A, Hess O, Schambony A, Petrounkina AM, Bader H, Sieme H, Topfer-Petersen E.
1999. Sperm-associated seminal plasma proteins - a novel approach for the evaluation
of sperm fertilizing ability of stallions? Pferdeheilkunde 15:531-537.

Reinert M, Calvete JJ, Sanz L, Mann K, TopferPetersen E. 1996. Primary structure of stallion
seminal plasma protein HSP-7, a zona-pellucida-binding protein of the spermadhesin
family. European Journal of Biochemistry 242:636-640.

Rethinaswamy A, Yang CH, Srivastava PN. 1994. PURIFICATION AND
CHARACTERIZATION OF BETA-GLUCURONIDASE FROM BULL SEMINAL
PLASMA AND ITS ROLE IN FERTILIZATION. Molecular Reproduction and
Development 38:404-4009.

Rodriguez-Martinez H, Iborra A, Martinez P, Calvete JJ. 1998. Immunoelectronmicroscopic
imaging of spermadhesin AWN epitopes on boar spermatozoa bound in vivo to the zona
pellucida. Reproduction Fertility and Development 10:491-497.

Rodriguez-Martinez H, Saravia F, Wallgren M, Tienthai P, Johannisson A, Vazquez JM,
Martinez E, Roca J, Sanz L, Calvete JJ. 2005. Boar spermatozoa in the oviduct.
Theriogenology 63:514-535.

Roncoletta M, Morani Eda S, Esper CR, Barnabe VH, Franceschini PH. 2006. Fertility-
associated proteins in Nelore bull sperm membranes. Anim. Reprod. Sci. 91:77-87.

Samper JC, Morris CA. 1998. Current methods for stallion semen cryopreservation: A survey.
Theriogenology 49:895-903.

Sanz L, Calvete JJ, Mann K, Gabius HJ, Topfer-Petersen E. 1993. ISOLATION AND
BIOCHEMICAL-CHARACTERIZATION OF HEPARIN-BINDING PROTEINS
FROM BOAR SEMINAL PLASMA - A DUAL ROLE FOR SPERMADHESINS IN
FERTILIZATION. Molecular Reproduction and Development 35:37-43.

Saragusty J, Gacitua H, Pettit MT, Arav A. 2007. Directional freezing of equine semen in large
volumes. Reproduction in Domestic Animals. 42:610-615.

Sarsaifi K, Haron AW, Vejayan J, Yusoff R, Hani H, Omar MA, Hong LW, Yimer N, Ju TY,
Othman AM. 2015. Two-dimensional polyacrylamide gel electrophoresis of Bali bull
(Bos javanicus) seminal plasma proteins and their relationship with semen
quality. Theriogenology 84:956-968.

Schambony A, Gentzel M, Wolfes H, Raida M, Neumann U, Topfer-Petersen E. 1998a. Equine
CRISP-3: primary structure and expression in the male genital tract. Biochimica Et
Biophysica Acta-Protein Structure and Molecular Enzymology 1387:206-216.

86



Schambony A, Hess O, Gentzel M, Topfer-Petersen E. 1998b. Expression of CRISP proteins
in the male equine genital tract. Journal of Reproduction and Fertility. 53:67-72.

Seidah NG, Manjunath P, Rochemont J, Sairam MR, Chretien M. 1987. COMPLETE AMINO-
ACID-SEQUENCE OF BSP-A3 FROM BOVINE SEMINAL PLASMA -
HOMOLOGY TO PDC-109 AND TO THE COLLAGEN-BINDING DOMAIN OF
FIBRONECTIN. Biochemical Journal 243:195-203.

Sellem E, Broekhuijse ML, Chevrier L, Camugli S, Schmitt E, Schibler L, Koenen EP. 2015.
Use of combinations of in vitro quality assessments to predict fertility of bovine semen.
Theriogenology 84(9):1447-1454.

Shojaei H, Kroetsch T, Wilde R, Blondin P, Kastelic JP, Thundathil JC. 2012. Moribund sperm
in frozen-thawed semen, and sperm motion end points post-thaw and post-swim-up, are
related to fertility in Holstein Al bulls. Theriogenology. 77:940-951.

Sichtar J, Nehasilova A, Simonik O, Bubenickova F. 2017. Effect of Two Freezing Extenders
on Characteristic of Fresh and Frozen-Thawed Semen in Endangered Old Kladruber
Stallions - A Pilot Study. Czech Journal of Animal Science 62:227-233.

Sichtar J, Bubenickova F, Sirohi J, Simonik O. 2019. How to Increase Post-Thaw Semen
Quality in Poor Freezing Stallions: Preliminary Results of the Promising Role of
Seminal Plasma Added after Thawing. Animals 9(7):414.

Sieme H. 201la. Freezing semen. Pages 2972-2982 in McKinnon AO, editor. Equine
Reproduction. Wiley-Blackwell, USA.

Sieme H. 2011b. Semen Extenders for Frozen Semen. Pages 296-2971 in McKinnon AO,
editor. Equine Reproduction. Wiley-Blackwell, USA.

Sieme H, Oldenhof H, Wolkers WF. 2015. Sperm Membrane Behaviour during Cooling and
Cryopreservation. Reprod. Domest. Anim. 50:20-26.

Simonik O, Sichtar J, Krejcarkova A, Rajmon R, Stadnik L, Beran J, Dolezalova M, Biniova
Z. 2015. Computer assisted sperm analysis - the relationship to bull field fertility,
possible errors and their impact on outputs: A review. Indian Journal of Animal Sciences
85:3-11.

Simonik O, Sichtar J. 2018. Effects of various incubation conditions on functional parameters
of stallion spermatozoa. Sci. Agric. Bohem. 49(3):201-208.

Singh AK, Brar PS, Cheema RS. 2016. Effect of Purified Seminal Plasma Heparin Binding
Proteins on In vitro Acrosome Reaction of Frozen-Thawed Buffalo Bull Semen. The
Indian Veterinary Journal 93:69-70.

Singh LP, Harshan HM, Ansari MR. 2007. Effect of egg yolk and seminal plasma heparin
binding protein interaction on the freezability of buffalo cauda epididymal spermatozoa.
Animal Reproduction Science 99:395-400.

Sorensen MB, Bergdahl IA, Hjollund NHI, Bonde JPE, Stoltenberg M, Ernst E. 1999. Zinc,
magnesium and calcium in human seminal fluid: relations to other semen parameters
and fertility. Molecular Human Reproduction 5:331-337.

Srivastava N, Jerome A, Srivastava SK, Ghosh SK, Kumar A. 2013a. Bovine seminal PDC-
109 protein: An overview of biochemical and functional properties. Animal
Reproduction Science 138:1-13.

87



Srivastava N, Srivastava SK, Ghosh SK, Jerome A, Das GK, Mehrotra S. 2013b. Sequestration
of PDC-109 Protein by Specific Antibodies and Egg Yolk Cryoprotects Bull
Spermatozoa. Reproduction in Domestic Animals 48:724-731.

Suarez SS, Pacey AA. 2006. Sperm transport in the female reproductive tract. Human
Reproduction Update 12:23-37.

Taberner E, Morato R, Mogas T, Miro J. 2010. Ability of Catalonian donkey sperm to penetrate
zona pellucida-free bovine oocytes matured in vitro. Anim. Reprod. Sci. 118(2-4):354-
361.

Therien I, Moreau R, Manjunath P. 1999. Bovine seminal plasma phospholipid binding proteins
stimulate phospholipid efflux from epididymal sperm. Biol Reprod. 61(3):590-8.
Topfer-Petersen E, Ekhlasi-Hundrieser M, Kirchhoff C, Leeb T, Sieme H. 2005. The role of

stallion seminal proteins in fertilisation. Animal Reproduction Science 89:159-170.

Torres MA, et al. 2016. Novel Flow Cytometry Analyses of Boar Sperm Viability: Can the
Addition of Whole Sperm-Rich Fraction Seminal Plasma to Frozen-Thawed Boar
Sperm Affect 1t? Plos One 11.

Turner RMO, McDonnell SM. 2003. Alkaline phosphatase in stallion semen: characterization
and clinical applications. Theriogenology 60:1-10.

Usuga A, Rojano B, Restrepo G. 2017. Effect of Seminal Plasma Components on the Quality
of Fresh and Cryopreserved Stallion Semen. Journal of Equine Veterinary Science
58:103-111.

Usuga A, Rojano B, Restrepo G. 2020. Lyophilized seminal plasma can improve stallion semen
freezability. Indian Journal of Animal Sciences 90(2): 171-175.

Vadnais ML, Roberts KP. 2007. Effects of seminal plasma on cooling-induced capacitative
changes in boar sperm. J Androl 28: 416-422.

Verstegen J, Iguer-Ouada M, Onclin K. 2002. Computer assisted semen analyzers in andrology
research and veterinary practice. Theriogenology. 57(1):149-179.

Veselsky L, Dostal J, Kraus M, Peknicova J, Holan V, Zajicova A, Jonakova V, Zelezna B.
2002. Reverse effect of indomethacin on the immunosuppressive activity of boar
seminal immunosuppressive fraction. Animal Reproduction Science 71:111-123.

Vieira LA, Gadea J, Garcia-Vazquez FA, Avilés-Lopez K, Matas C. 2013. Equine spermatozoa
stored in the epididymis for up to 96h at 4°C can be successfully cryopreserved and
maintain their fertilization capacity. Animal Reproduction Science 136(4): 280-288.

Visconti PE, Bailey JL, Moore GD, Pan D, Olds-Clarke P, Kopf GS. 1995. Capacitation of
mouse spermatozoa: |. Correlation between the capacitation state and protein tyrosine
phosphorylation. 121:1129-1137.

Visconti PE, Galantino-Homer H, Moore GD, Bailey JL, Ning XP, Fornes M, Kopf GS. 1998.
The molecular basis of sperm capacitation. Journal of Andrology 19:242-248.

Watson PF. 2000. The causes of reduced fertility with cryopreserved semen. Anim Reprod Sci
60-61:481-492.

Zhang JJ, Muzs LZ, Boyle MS. 1991. Variations in structural and functional changes of stallion
spermatozoa in response to calcium ionophore. J Reprod Fertil Suppl 44:199-205.

88



