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Във връзка с разгадаването на интимните механизми на мотилитета и фертилитета на
птичите сперматозоиди много автори провеждат редица важни експерименти за проучване
влиянието на цял спектър от фактори, влияещи на метаболитните процеси, протичащи в
гаметите. Тези фундаментални изследвания спомогнаха за синтезирането на няколко
протективни среди, осигуряващи физиолого-биохимичен комфорт на третираните сперма-
тозоиди. По този начин бяха създадени сериозни предпоставки за масовото навлизане на
такива нови биотехнологични методи в птицевъдството, като изкуственото осеменяване и
криоконсервацията.

През последните десетилетия проучванията на световната научна общност бяха насочени
главно относно влиянието на редица физикохимични фактори върху качествените показатели
на сперма от птици във връзка със създаването на сперморазредители за изкуствено осеменя-
ване (Surai, P.F. and G.J. Wishart, 1996),. Подобно на дискутираните в други наши публикации
(Атанасов, В., 2005; Георгиев и др. 1998; Димитров и др., 1995; Atanasov et al., 1998, 1999a,
1999b, 2007; Dimitrov, et al., 2000) и тук най-важни са следните параметри: процент подвижни
сперматозоиди, виталитет, мотилитет, фертилитет и свързания с тях енергиен метаболизъм.
Най-многобройни са фундаменталните проучвания, извършвани в Лабораторията по живот-
новъдство към Аграрния факултет на университета Миязаки, Япония. Освен Япония водещи
страни в това отношение са Франция, САЩ, ФРГ, Великобритания и напоследък България и
Унгария.

ФАКТОРИ, ВЛИЯЕЩИ НА ЕНЕРГИЙНИЯ МЕТАБОЛИЗЪМ
НА ПТИЧИТЕ СПЕРМАТОЗОИДИ

През седемдесетте години McIndoe W.M. and Lake P.E. (1973) полагат основите на съв-
ременната биоенергетика при птичите сперматозоиди с труда си "Aspects of energy metabolism
of avian spermatozoa."

Процесите на поддържане нивото на АТФ и зависимите от това мотилитет и оплодителна
способност на сперматозоиди от петел и пуяк са проучвани още от Wishart G.J. (1982). По-
късно същият автор (Wishart, 1984) проследява метаболизма на сперматозоиди от същите
видове при ниска температура. Доказано е, че при температура 5o С нивото на кислородната
консумация (която авторът смята за маркер на енергийния метаболизъм) намалява със 75-80%
в сравнение с това при 40o С. Нивото на АТФ обаче се запазва същото, вероятно поради
забавянето на спермалния мотилитет. Интензивността на гликолизата при сперматозоиди от
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петли намалява над 20 пъти в сравнение с тази при 40o С, но отново при запазени АТФ нива.
При пуешките гамети гликолизата също протича много по-бавно при 5o С, но за разлика от
сперматозоидите от петли, те не са способни да запазят първоначалните АТФ концентрации.
Установено е, че пуешките, но не и петльовите сперматозоиди използват предимно аеробния
метаболизъм за компенсиране на енергийните си разходи при всички изследвани температурни
нива между 5o и 40o С.

Изследван е и ефектът на рН върху метаболизма и оплодителната способност на спер-
матозоиди от пуяк (Pinto et al., 1984). Установено е, че кислородният ъптейк по време на 4 -
часов инкубационен период при 37oС, както и мотилитетът на гаметите се повишава значи-
телно с повишаване рН нивата на средата от 6.3 до 8.8. Превръщането на глюкозата във фруктоза
протича независимо от значението на рН. Натрупването на млечната киселина и окисляването
на глюкозата протича по-интензивно при рН 7.8 в сравнение с това при рН 6.8. Процентът на
оплодените яйца, получени чрез осеменяването със свежа сперма, разредена със среда с рН
7.8 обаче е доказано по-нисък в сравнение с този от среди с рН 6.8 или 7.3.

В по-ново време птичите сперматозоиди се използват и като модел за проучване регула-
торните аспекти на енергийния метаболизъм (Kamp et al., 1996). Авторите разглеждат гаметите
като високо специализирани клетки, които са много подходящи за изучаване на основните
аспекти на енергийния контрол - АТФ хомеостазиса на клетъчната функция, механизмите на
умора и метаболитна депресия, метаболитните взаимовръзки и организацията и регулацията
на гликолитичните ензими. При аеробни условия фосфорилиращата система функционира с
максимална мощност и посредством совалчест механизъм доставя енергийно богати фосфати
от митохондриите към динеиновата АТФ-аза. В това сравнително изследване, според авторите,
съхраняването на пуешки и шаранови сперматозоиди за няколко часа без екзогенни субстрати
и кислород причинява разграждане на креатинфосфата и АТФ до неорганичен фосфат и АМФ.
(Факт, установен от нас по отношение на сперма от петли няколко години по-рано - Atanasov
еt al., 1993)  Въпреки ниския енергиен добив, съхранените сперматозоиди и от двата вида са
били способни за извършването на прогресивно-настъпателни движения. При изтощаването
на шарановите гамети този процес не е съпроводен с драматична ацидоза, която се смята за
основна причина за настъпването на мускулната умора. (Тези резултати са в абсолютно съот-
ветствие с наши изследвания, доказващи практически постоянно лактатно ниво до 24-ия час
при съхраняването на шаранови еякулати - Атанасов, 1995). Отново според Kamp et al. (1996)
енергийният метаболизъм при сперматозоиди от нерез е основно базиран на гликолитично
консумиране на екстрацелуларни въглехидрати и продукцията на лактат и протони. Тези гамети
изглежда издържат ниско интрацелуларно рН (<6.5). Липсата на фосфорилираща система (не
е открита енергийна совалка, пренасяща макроерги от митохондриите към динеиновата АТФ-
аза) вероятно се компенсира от висока гликолитична АТФ продукция в междумитохондрийното
пространство на флагелите. По отношение на биоенергетиката на сперматозоидите от други
животни (нерез) тези резултати взаимно се допълват и от наши успоредни проучвания относно
биологични и биохимични промени на съхранявана сперма от нерези (Атанасов и др., 1996).
Подобни резултати по отношение на биоенергийния метаболизъм се получават и при из-
вършеното от нас сравнително изпитване на някои световно признати сперморазредители за
патоци (Atanasov еt al., 2007). Почти веднага Blesbois E. and Brillard J. (2007) цитират и
посочват достойнствата на тези изследвания.

Криоконсервацията също оказва влияние върху някои основни параметри на енергийния
метаболизъм, а оттам и върху подвижността на петльови сперматозоиди (Ochkur еt al., 1994).
Доказано е, че след размразяване на сперматозоидите се инхибира окисляването на глюкозата,
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но се активира това на сукцината двукратно. Добавянето на екзогенни субстрати (сукцинат,
малат, аскорбат), както и разединители на окислителното фосфорилиране стимулира кис-
лородната консумация. Напротив, ротенонът, антимицин А, 2,4-динитрофенолът и калиевият
цианид блокират напълно дишането на сперматозоидите.

ФАКТОРИ, ВЛИЯЕЩИ НА МОТИЛИТЕТА НА СПЕРМАТОЗОИДИ ОТ ПТИЦИ

Факторите, оказващи въздействие върху спермалната подвижност са изключително много.
В лабораторията по животновъдство към Аграрния факултет на университета Миязаки, Япония
са извършени поредица от изследвания за установяване влиянието на екзогенни и ендогенни
модулатори. Проучен е ефектът на тетрафенилборона върху мотилитета и метаболизма на птичи
сперматозоиди при 30oС (Ashizawa  еt al., 1990). Доказана е негативната роля на това съе-
динение по отношение на подвижността и кислородната консумация на интактни, но нативни
сперматозоиди. По отношение на демембранизирани гамети тетрафенилборонът няма ефект,
което показва, че локусът на въздействие не е разположен директно върху аксонемата на спер-
матозоидите от петел.

Регулацията на флагеларната подвижност на птичи сперматозоиди се влияе и от специ-
фични йонни модулатори. Изследвана е възможната роля на интрацелуларните Са2+ и калций-
свързващия белтък калмодулин относно мотилитета на мъжките гамети (Ashizawa  еt al., 1994a).
Свързването на калциевите катиони с 1,2-би (2-аминофенокси) етан-N,N,N,'N' - тетраацетат/
тетраацетоксиметил естер и третирането с калмодулинови антагонисти като N-(6-ами-
нохексил)-5-хлоро-1-нафталенсулфонамид хидрохлорид,  N-(6-аминохексил) -1-
нафталенсулфонамид хидрохлорид и трифлуоперазин влияе негативно на спермалния
мотилитет при t-30o C. Напротив, допълнителното прибавяне само на 2 mmol  Са2+ към средата
възстановява движението на гаметите. Интересно е, че концентрацията на интрацелуларните
Са2+ бързо нараства на 0 до 100 nmol.l-1, което доказва съществуването на мембранен калций
транслоциращ механизъм, нагнетяващ Са2+ срещу 50 пъти по-висок концентрационен градиент.
Повторното добавяне на Са2+ хелатори отново предизвиква инхибиране на мотилитета,
съпътстващо с понижаване на кислородната консумация и нивото на АТФ. Това доказва енер-
гийното изтощаване на сперматозоидите, което вероятно е допълнителна причина за имоби-
лизирането им. Описаните ефекти обаче, не се наблюдават при демембранизирани сперма-
тозоиди, което е доказателство за съществуването на мембрансвързани механизми регулиращи
интрацелуларната Са2+  концентрация. В подкрепа на тези факти са и проучванията на Ashizawa
еt al. (1992), които демонстрират влиянието на тази концентрация върху мотилитета и дишането
на сперматозоиди от петел.

По - късни проучвания доказват съществуването на специфична протеинкиназа С, с
молекулна маса около 80 kDa, отговорна за описаното по-горе високоградиентно Са2+

транслоциране и осигураване на спермалния мотилитет (Ashizawa еt al., 1994b). Намерено е,
че тази ендогенна протеинкиназа е ситуирана в цитоплазмения матрикс или в спермалната
мембрана, но в никакъв случай в аксонемата. Доказано е, че активирането на този ензим влияе
върху флагеларната подвижност на сперматозоидите от петел.

Интрацелуларната протонна концентрация също оказва мощно въздействие върху подвиж-
ността на сперматозоидите. Паралелни изследвания доказват влиянието й върху температур-
нозависимото имобилизиране на птичи сперматозоиди (Ashizawa еt al.,1994c). Експери-
ментирано е с рНе от 7.3 до 10.1, с подходящи среди при температура от 30 до 40oC. Тези
проучвания демонстрират, че обратимото температурнозависимо имобилизиране на спер-
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матозоидите от петел при 40oC се преодолява чрез повишаване на вътреклетъчните стойности
на рН. Освен това е възможно ефектите от повишаване на рНi да не са директно върху
динеиновата АТФ-аза, а чрез посредничеството на Са2+ модулатори в аксонемата.

Някои ензимни инхибитори също ефектират спермалния мотилитет. Подвижността и диша-
нето на интактни птичи сперматозоиди могат да се ефектират чрез каликулин А - специфичен
инхибитор на протеинфосфатаза-1 и 2, чрез Са2+ зависими механизми (Ashizawa  еt al., 1995).
Доказана е регулиращата роля на каликулина, който чрез инхибиране на протеинфосфатазите
възстановява мотилитета на гаметите. Освен това каликулинът стимулира нивото на кисло-
родна консумация на сперматозоидите и предизвиква съпътстващо понижаване концент-
рацията на АТФ. Последното сугестира за зависимостта на хидролизата на АТФ и степента на
окислителното фосфорилиране в гаметите. Тъй като подвижността и кислородният ъптейк на
сперматозоидите се потискат от интрацелуларните Са2+ хелатори, не е постигнато стимули-
ране чрез самостоятелното прилагане на каликулин А, а само чрез съпътстващото добавяне на
2 mmol Са2+ към средата. Тези резултати доказват, че инхибирането на ендогенните протеин-
фосфатази 1 и 2 може да стимулира мотилитета и метаболитната активност на сперматозоиди
от петел при температура 40oC, посредством механизми, егулиращи нивото на вътреклетъчните
свободни калциеви катиони.

В подобен аспект е експериментирано и с редица алостерични модулатори. Проучвана е
възможната роля на тирозинкиназата в регулацията на подвижността на сперматозоиди от
петел, чрез използване на стабилен аналог на Ербастатина - метил 2,5-дихидрооксицианамат
(Ashizawa  еt al., (1998). Последният е специфичен инхибитор на тирозинкиназата и потиска
подвижността на интактни сперматозоиди при температура 30oC. Напротив, същият инхи-
битор не влияе върху демембранизирани гамети. При температура 40oC и интактните и демем-
бранизираните сперматозоиди са неподвижни. Интактните гамети, стимулирани чрез
прибавката на Са2+ или каликулин А губят своята подвижност след добавянето на метил 2,5-
дихидрооксицианамат при 40oC. Все пак, за разлика от мотилитета, концентрацията на АТФ в
сперматозоидите се е задържала около 30-35 nmol /109 cells през инкубационния период. Ак-
тивността на тирозинкиназата в гаметите при температура 30o C установена чрез измерване
фосфорилирането на синтетичен пептиден субстрат е била 0,17 pmol/min/mg протеин. Тази
активност е била по-ниска от тази в тестиси на петел или пилешки мозък, но по-висока в
сравнение с активността в пилешки черен дроб. Тези резултати доказват, че тирозинкиназната
активност, която не се наблюдава в аксонемата и/или достъпните цитоскелетни компоненти,
може би е причина за съхраняването на флагеларната подвижност на сперматозоидите от
петел при температура 30o C.

Сходни са и in vitro проучванията на Barna еt al. (1998) относно влиянието на таурина
върху мотилитета на сперматозоиди от петел и нивото на интрацелуларните свободни  Са2+ .
Не са открити промени в концентрацията на калциевите катиони при третираните с таурин
гамети, както и промени в мотилитета и метаболизма им.

По-скорошни изследвания са доказали възможната роля на протеин-карбоксилметилазата
върху регулацията на флагеларните движения при птичи сперматозоиди (Ashizawa еt al., 2000a),
Изглежда, че този ензим може да предпазва цитоплазматичния матрикс и /или плазмената
мембрана, но не е свързан с аксонемата и /или достъпните цитоскелетни компоненти на спер-
матозоидите от петел.

Във връзка с оптимизиране на храненето на петлите е проучван in vitro ефектът на β-каротина
върху мотилитета, нивото на АТФ и интрацелуларните свободни Са2+ на птичите сперма-
тозоиди (Ashizawa  еt al., 2000). Получените резултати доказват, че β-каротинът модулира
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флагеларната подвижност на гаметите без да променя енергийната продукция, както и че влия-
нието му засяга цитоплазматичния матрикс и /или плазмената мембрана, но не и аксонемата
и /или достъпните цитоскелетни компоненти на сперматозоидите от петел.

ФАКТОРИ, ВЛИЯЕЩИ НА МОРФО-ФУНКЦИОНАЛНИЯ ИНТЕГРИТЕТ
НА СПЕРМАТОЗОИДИ ОТ ПТИЦИ

Едно ново високоперспективно направление, по което работят водещите лаборатории в
областта на репродуктивната биохимия, е използването на антиоксиданти, протектиращи спер-
малните мембрани от негативното въздействие на свободните радикали, които нормално се
получават при окислително-редукционните процеси протичащи във всяка жива клетка (Long
and Kramer, 2003; Surai, 1983, 1984; Surai еt al., 1998b).

Установено е, че изхранването на разплодните пуяци с повишени дози витамин Е води до
достоверно повишаване качествените показатели на семенната течност (Cerolini еt al., 2000,
2003; Surai еt al., 1998a). В случая бихме приели твърдението на авторите, че мъжките птици,
изхранвани с повишени дози витамин Е, продуцират сперматозоиди "обогатени" с витамин
Е, което стабилизира спермалните мембрани и протектира гаметите от липидна пероксидация.
Известно е, че витамин Е "прочиства" плазматичните мембрани от алкил пероксидилните
радикали, които причиняват прекисното окисление на ненаситените мастни киселини (второ
ниво на защита на клетката - Surai, 2002, 2003). Според много автори (Атанасов, 2005; Maldjian
еt al., 1998; Surai еt al., 1997, 1997a, 1998a, 1998с, 2000, 2000а) предотвратяването на дес-
труктивните процеси в течно-мозаечната структура на спермалните мембрани, чрез неут-
рализиране действието на свободните радикали, причиняващи прекисното окисление на поли-
ненаситените мастни киселини е причина за протективното действие на ∝-токоферола спрямо
мембранните компартменти на сперматозоидите.

Наши независими проучвания също установяват ефекта на нивото на витамин Е в дажбата
на пуяци върху биологичната пълноценност на семенната течност (Димитров и др., 2003).
Тези изследвания доказаха, че добавката на 40 mg и 60 mg Rovimix E-50 AS на kg фураж води до
повишаване концентрацията на витамин Е в спермалната плазма на пуяци от 4.10-4.55 до
4.56-4.66 µg/ml. Стойностите на установените биологични и биохимични показатели на
разредената и съхранена (+10-15 С/6 h)  сперма показват, че добавката на витамин Е във фуража
протектира сперматозоидите от липидната пероксидация. Установихме също, че протек-
тиращото влияние на липидния антиоксидант витамин Е върху спермалните мембрани, е по
- отчетливо при бихимичните показатели на разредената със сперморазредителя TUR-2 и
съхранена (+10-15 С/6 h) сперма от пуяци след изхранване с Rovimix E-50 AS.

Подобни резултати по - късно получават и други автори (Lin еt al., 2005), с което мнението,
че α-токоферолът би могъл да се използва като мощен суплемент за повишаване фертилитета
на гаметите, а оттам и ефективността на изкуственото осеменяване в птицевъдството, оконча-
телно се потвърди.

Съдържанието на полиненаситени мастни киселини и активността на глутатионперок-
сидазата също оказват влияние върху общия антиоксидантен капацитет на птичата сперма
(Surai еt al., 1998). Освен това има определена връзка между активността на суперокси-
ддисмутазата и липидната пероксидация (Breque et al., 2003)

В подобен аспект заместването на натриевия селенит, като източник на неорганичен селен
в дажбата на разплодниците, с органичен селен под формата на селенометионин, е един от
революционните методи за повишаване оплодителната способност на гаметите в съв-
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ременното животновъдство. Схващането на Edens et al. (2002) за значението на фосфолипид-
хидропероксид-глутатионпероксидазата (PH-GSHpx) съдържаща селен, за запазване на це-
луларния интегритет се потвърждава и от нашите независими изследвания. Ние установихме,
че прибавянето на Sel-Plex   (0.3 ррm) към дажбата на разплодни пуяци осигурява ефективна
протекция на морфо-функционалния интегритет на спермалните мембрани при in vitro съх-
раняването на разредена с TUR-2 семенна течност при t + 15o C за 6 h (Dimitrov, et al., 2007).
Освен това оплодителната способност на сперматозоидите на пуяци получавали добавката
Sel-PlexTM е по-висока с 3%. Нашите проучвания се цитират от редица автори (Fishinin et al.,
2008; Jang Mei Jyun, 2009) и допълват данните на Surai et al. (1992, 1997) проведени при
сперма от петли. В последно време се затвърди схващането, че е задължително да се следи
селеновата обезпеченост на птичата сперма, тъй като Se е мощен модулатор на системата за
антиоксидантна защита на сперматозоидите (Pappas et al., 2005). Това налага едновременното
следене както на нивото и активността на антиоксидантните компоненти в половите продукти,
така и на морфо-функционалналния интегритет на птичите гамети (Jang Mei Jyun, 2009).

Още преди да са публикувани резултатите на Douard еt al. (2004, 2005), ние извършихме
редица изследвания (Димитров и др., 2003; Atanasov et al., 1999) за определяне на липидното
съдържание (общи липиди, фосфолипиди и холестерол) в семенна плазма на свежа и съхранена
сперма от петли и пуяци. При холестерола се наблюдава ясна тенденция за повишаване нивото
при сперматозоидите от контролните групи на 6-ия час от съхраняването. Изглежда, заклю-
чението на Douard еt al. (2004a; 2004b; 2005), че промените в липидното съдържание на спер-
малната плазма оказва решаващо влияние върху интегритета на пуешките гамети е вярно.
Освен това авторите смятат, че фосфолипаза А1, фосфолипаза А2 и лизофосфолипазата в спер-
мата на пуяци са способни да предизвикат ендогенна хидролиза на фосфолипидите, което
води до деградация на спермалните мембрани.

Посочените постижения на проучванията за значението на разгледаните фактори в областта
на репродуктивната биология, са важен фрагмент от глобалните усилия на учените-спермолози
за повишаване оплодителната способност на птичите гамети в условията на съвременното
интензивно птицевъдство.
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