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Uvod

V oblasti inseminacie oviec sa v sucasnosti dostdva do popredia technoldgia
spracovania, hodnotenia a uskladiiovania semena. V suvislosti s problematikou dlhodobého
uchovévania spermii barana je eSte vel'a nedorieSenych otazok, hlavne Co sa tyka prezivania
spermii po kryokonzervécii. Je to podmienené skutocnost'ou, ze zmrazovanie semena baranov
sposobuje zmeny v morfologii spermii, vratane poskodenia membran, mitochondrii,
akrozomu a bic¢ika. Ako alternativa kryokonzervacie sa vyuziva uchovavanie semena baranov
v schladenom stave. Ukazalo sa, Ze pridavky niektorych aditiv (napr. BSA, vitamin E,
kyselina askorbova, glutation) do riedidiel semena pozitivne vplyvaju na udrzanie motility
baranich spermii skladovanych pri 5 °C po dobu 48 az 72 hodin. Avsak nie je celkom jasné, ¢i
sa zachovanie vysokej motility spermii odrazi na ich schopnosti oplodnit’ vajicko. Preto sa
stdle hl'adaji nové implementory, ako aditiva do komer¢nych riedidiel, ktoré by pomohli
udrziavat’ Zivotaschopnost’ a oplodiiovaciu schopnost’ spermii ¢o najdlhSiu dobu. Predmetom
vyskumu je tiez rozpracovanie novych metdd a technik hodnotenia kvality ejakulatov zvierat,
ktoré by umoznili spolahlivo predpovedat budicu oplodiovaciu schopnost spermii po
niekol'kodiniovom uchovéavani v schladenom stave. Metodické postupy aseptického odberu,
hodnotenia, riedenia, ekvilibracie, zmrazovania, uchovavania arozmrazovania semena
baranov, musia spifat’ poziadavky kladené na preZivatelnost’ spermii. Spracovanie semena
ma vplyv na jeho kvalitu, vyznamne ovplyviiuje pohyblivost, oplodnovaciu schopnost’,
funk¢énu celistvost membran spermii aich celkova zivotaschopnost. Vyuzitie niektorych

implementorov, ako aditiv do komerénych riedidiel, moze tieto parametre zlepSovat'.

1. Ciel

Predlozena metodika bola spracovana v rdmci rieSenia projektu Slovenskej Agentiry
pre vyskum a vyvoj (APVV). Cielom rieSenia bolo otestovat’ implementory: epidermalny
rastovy faktor (EGF; v koncentraciach 100, 200 a 400 ng.ml"), inzulinu podobny rastovy
faktor I (IGF-I; v koncentraciach 10, 100 a 200 ng.ml'l), glutation (v koncentraciach 0,5; 1,5
a5 mM) akofein (v koncentraciach 1,0; 2,0 a4,0 mM) ako aditiva do Cerstvého semena
baranov za ucelom zistenia, ktoré¢ z testovanych latok su schopné udrziavat’ funkcie potrebné

pre oplodnenie u semena skladovaného po dobu niekol’kych dni v schladenom stave (+4 °C).



Autori predpokladaji, ze odporu¢eny metodicky postup spracovania a hodnotenia semena
baranov uchovavaného v schladenom stave s pridavkom implementorov posluzi chovatelom

pri zlepSovani fertilizacnej kapacity semena vyuZzivaného v umelej insemindcii.

2. Sucasny stav rieSenej problematiky

Stadiom a rieSenim problematiky inseminacie oviec, ¢i uz kratkodobo uchovavanou,
resp. hlbokozmrazenou spermou, sa zaoberalo viacero domécich i zahrani¢nych autorov. Pri
testovani oplodiiovacej schopnosti Cerstvého a kratkodobo konzervovaného semena
v biologickom teste sa zistila preukazne vysSia plodnost’ po insemindcii oviec Cerstvym
semenom. Cerstvé, rozriedené a schladené baranie semeno by mohlo byt alternativou k
zmrazenému semenu v pripade, ze sa pouzije pre umell inseminaciu pocas kratkej doby (3-5
dni) po odbere. V porovnani so zmrazenym, schladené semeno nema pokles motility a
morfologickej integrity, ¢o prispieva k zvySovaniu prezivateInosti spermii v sami¢om
pohlavnom trakte a znizovaniu embryondlnych strat (mortality). Ukéazalo sa, ze pri
rozriedenom a ochladenom semene je vyskyt posSkodeni v porovnani so zmrazenym-
rozmrazenym baranim semenom nizsi.

Vyznamnu ulohu pri udrZani kvality semena zohravaju riedidld. Musia mat’
adekvatne pH a osmolaritu, pretoze ich ulohou je zachovat funkcnost spermii. V sucasnej
dobe pouzivané riedidla semena st zaloZzené na baze citratu a cukrov (arabinoza, glukoza,
fruktoza), mlieka, laktdzy, sachardzy, rafinézy, TRISu atiez pufrov typu TES, HEPES
a PIPES.

Ukazalo sa, ze okrem riedidiel mé6zu kvalitu semena a preZivatenost’ spermii po
dlhodobom uchovavani v schladenom stave ovplyvnit’ aj substancie, tzv. implementory.
Za potencialne implementory mézeme povazovat’ niektoré stimulujuce latky, ako st rastové
faktory (EGF, IGF-I), antioxidanty (glutatién), inhibitory cAMP-zavislych fosfodiesteraz
(kofein, heparin...) a iné.

Epidermalny rastovy faktor (EGF) je jeden z cytokinov, ktory zohrava doélezitt
ulohu v regulécii reprodukénych funkcii a najméa plodnosti samcov (Ahmad and Naz, 1993).
Reguluje kapacitaciu a akrozoémovu reakciu spermii cestou aktivacie Specifickych receptorov
(Oliva-Hernandez a Perez-Gutierrez, 2008). Predpoklad4 sa, ze jeho efekt na spermie je
zavisly od pouzitej koncentracie (Oliva-Hernandez and Perez-Gutierrez, 2008).
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Inzulinu podobny rastovy faktor I (IGF-I) je dolezity regulator fertilizacného
procesu (Henrick et al., 1998). St zndme jeho stimulatné UCinky na motilitu,
zivotaschopnost’, kapacitaciu a akrozoémovu reakciu spermii bykov (Henricks a kol., 1998),
kancov (Miah a kol., 2008), zrebcov (Champion et al., 2002) a kralikov (Minelli et al., 2001).
Vplyv IGF-I na spermie je sprostredkovany cez Specifické receptory s tyrozinkindzovou
aktivitou (Henrick et al., 1998).

Kofein, inhibitor cAMP-zavislych fosfodiesterdz, ma vyrazny stimulujici uc¢inok na
respiraciu a motilitu ejakulovanych spermii (El-Gaafary, 1994). Efekt kofeinu je zavisly od
koncentracie. Kofein pridany do TRISového riedidla v koncentracii 10 alebo 20 mM
pozitivne ovplyvioval spermie bykov a capov (El-Gaafary et al., 1990; Sinha, 1995). AvSak
vyssie davky mozu Skodlivo vplyvat’ na spermie, napriklad vyvolavaju polyspermiu (Mao et
al., 2005), alebo sposobuju spomalenie alebo uplne pozastavenie vyvoja embryi (Tatham
a kol., 2003).

Glutation ma viacero dolezitych funkcii v bunkovej fyzioldgii a metabolizme, vratane
syntézy bielkovin a DNA, ochrany buniek pred oxida¢nym stresom a pri oplodneni. Glutation
ovplyviiuje bunkovy metabolizmus mechanizmom detoxikacie a prevencie tvorby volnych
radikélov kyslika v spermiach (Wijaya, 1996). Pridanie glutationu do riedidla zlepSovalo
motilitu, viabilitu a vlastnosti plazmatickej membrany spermii baranov, chranilo ich proti
poSkodeniam volnymi radikalmi a zlepSovalo prezivatelnost spermii po 6 hodinach
uchovévania pri 5 °C (Bucak a Tekin, 2007).

Dal$im déleZitym faktorom, ktory méZe vyraznou mierou ovplyvnit’ vysledky umelej
inseminacie je hodnotenie semena. Hlavny ciel kazdej analyzy semena je predpovedat’ jeho
oplodinovaciu schopnost presne, objektivne, rychlo asc¢o najnizSimi nakladmi. Okrem
zékladného, bezne vyuzivaného hodnotenia semena, boli do stcasnej doby rozpracované
d’alSie techniky zalozené na hodnoteni parametrov ako su vitalita, integrita akrozému, ¢i stav
mitochondrii atd’.

Zakladné laboratérne hodnotenie ejakulatu baranov sa rovnako ako uinych druhov
hospodarskych zvierat robi subjektivne na trovni makroskopickej a mikroskopicke;.

V poslednom obdobi sa v humdnnej a veterindrnej andrologii dostalo do popredia
pouzivanie pocita¢ovych metdd hodnotenia spermii. Vyuzivaja sa pristroje, ktoré su zahrnuté
do skupiny pod spolocnym oznacenim CASA (computer assisted sperm analysis -

automatizovana pocitacova analyza spermii).



Hodnotenie funk¢nej kapacity spermii - okrem klasicky vyuzivanej metody farbenia
podl'a Hancocka farbivom Giemsa-Romanovski sa do popredia dostavaju metoédy vyuzivajice
kombindciu dvoch az troch farbiv, ¢o umozni determindciu funkénych parametrov spermii.
Analyzy sa orientuju predovSetkym na posudenie integrity membran, funkéného stavu
organel, akrozému, kapacitacného statusu a inych parametrov spermii.

Penetracny test in vitro - testovanie plodnosti jednotlivych samcov na zaklade
vysledkov umelej insemindcie je finan¢ne a ¢asovo naro¢né. Vhodnou metédou hodnotenia
fertilizacnej kapacity semena je in vitro oplodnenie (IVF). Ko-inkubaciu spermii barana
s oocytmi hovddzieho dobytka v in vitro fertilizatnom teste pouzili Garcia-Alvarez a kol.
(2009) a Makarevich a kol. (2011), ktori konstatovali ze heterologicky systém IVF mdze byt
vhodny pre predpoved’ fertiliza¢nej schopnosti baranov in vivo.

UltraStrukturalna analyza spermii - neporuSené bunkové membrany st nevyhnutné
pre zivot bunky. Membrany spermii barana su bohaté na obsah nesaturovanych mastnych
kyselin a si vel'mi citlivé na poskodenia indukované peroxidaciou lipidov. Elektronovym
mikroskopom je mozné na spermiach barana pozorovat’ zmeny na akrozéme, plazmatickej
membrane a mitochondriach. Pri tychto zmenich dochddza k predasnému uvolneniu
akrozomalnych enzymov a poklesu denzity akrozomovej hmoty. Plazmatickd membrana
nadobuda nepravidelny tvar. Poskodenie plazmatickej a akrozémovej membrany spdsobuje

uvolnenie a unik akrozomalnych enzymov, a tym aj znizenie fertiliza¢nej kapacity.



3. Odber a spracovanie ejakulatov baranov

1. Ejakulat sa odoberie od zdravotne preverenych, rozoskakanych plemennych

baranov pomocou vydezinfikovanej umelej vaginy do sklenené¢ho semenozberaca.

Obrazok 1 Umeld vagina na odber semena barana s ochrannym termoizola¢nym puzdrom

2. 'V laboratdriu sa ejakulat vyhodnoti makroskopicky a mikroskopicky a iba ejakulat

zodpovedajuci ON 46 62 19 mdze byt pouZity pre inseminaciu.

Makroskopické hodnotenie zahriia stanovenie:
- Objemu ejakulatu - v priemere 1-1,5 cm® u pohlavne dospelého barana
- Farby (zakalenia) — vzorka semena musi byt homogénna, smotanovo-sivobielej az
krémovo-sivej farby
- Pachu - nie je Specificky (ejakulat malo pachne po baranovi-vine)
- Konzistencie (viskozity) — ejakulat dobrej kvality ma konzistenciu husta, smotanovitu,
s vysokou viskozitou a dobrou zrnitost'ou
- Primies$anin — semeno méZe obsahovat’ chipky, prepucialne neéistoty, vazelinu, kozné
parazity, prach, piesok, krv, moc, pripadne hnis. Na umell inseminaciu sa moze
pouzivat’ iba Cisté semeno.

Hustoty ejakulatu — nesmie klesnat’ pod 2,5 x 10° spermii v mm’



- Koncentrécie vodikovych iéonov (pH) — pH ejakulatu dobrej kvality v rozmedzi 6,4 —
6,6 horsej kvality 6,9 — 7,2.

Mikroskopické hodnotenie semena zahrna stanovenie:
- Aktivity (masova aktivita, progresivny pohyb) — minimalne 60%
- Aglutinacie spermii
- Koncentracie spermii — minimalna 2,5 x 10° spermii v mm®
- Vyskytu morfologickych abnormalit spermii — nesmie presiahnut’ viac ako 18%

- Obsahu patogénnych zarodkov pre ¢loveka a zvieratd — nesmu byt pritomné

Obr. 2 Fotometer s mikroskopom, ktory sa vyuZiva pri mikroskopickom

hodnoteni ejakulitu

3. Ejakulat, ktory na =zaklade laboratéorneho hodnotenia (makroskopického
a mikroskopického) zodpovedd ON 46 62 19 sa upravi do koncentréacie urcenej pre
inseminaciu riedenim v riedidle Triladyl (100.10° aktivnych spermii v insemina¢ne;j
davke).

4. Pre uchovavanie semena v schladenom stave pri 5 °C (do 5 dni) sa do semena
odportca pridat implementory inzulinu podobny rastovy faktora I (IGF-I)
v koncentraciach 10 alebo 100 ng.ml”, alebo glutation v koncentracii 1,5 mM,
ktoré maju dlhodoby (postupny) ucinok na udrzZiavanie stability a zivotaschopnosti

spermii baranov poc¢as hypotermického uskladnenia.
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4. Laboratorne analyzy semena baranov

4.1 Hodnotenie aktivity a morfologie spermii

Kratkodoby test termorezistencie - semeno nariedené riedidlom Triladyl s pridavkom
implementorov je pocas kratkodobého termického testu ulozené v termostate pri teplote 38
°C. V ¢asovych intervaloch 15, 30, 60 a 90 min. 2, 4 az 6 hodin sa odoberaju vzorky

a stanovuje sa % progresivne sa pohybujucich spermii.

Dlhodoby test termorezistencie - semeno nariedené riedidlom Triladyl s pridavkom
implementorov skladované poas 5 dni pri 5 'C sa podrobi dlhodobému testu
termorezistencie. Kazdy den sa zjednotlivych vzoriek odoberie Cast semena, vlozi do
termostatu, ktory je vytemperovany na 38 C a v &asovych intervaloch 15 mindt, 1, 3 a 5

hodin sa odoberaju vzorky a stanovuje sa % progresivne sa pohybujucich spermii.

Morfologické hodnotenie spermii - Z narieden¢ho ejakulatu v pomere 1:5 (0,5%
fyziologickym roztokom) sa urobia preparaty (natery), ktoré sa ofarbia metdédou Giemsa.
Z kazdého preparatu sa vyhodnoti minimalne 100 spermii. Posudzuju sa nasledovné
morfologické zmeny: patologické tvary hlaviciek, tvarové zmeny na baze hlavicky, zmeny
vnutornej Struktury, zmeny spojovacej Casti bi¢ika, akrozomové zmeny, tvarové anomadlie
bicika, nezrelé spermie. Vyskyt jednotlivych zmien sa vyjadri v percentach. Medzi zmeny na
hlavicke zarad’'ujeme malé, resp. velké hlavicky, sto¢ené, zakrivené hlavicky alebo hlavicka
chyba. Zmeny na spojovacej Casti zahffiaji zzenie, zhrubnutie resp. skritenie spojovacej

casti (Obr. 3 A-F).

Obrazok 3 A — akrozémova ¢iapka: 1 — norméalna, 2 — vel'mi $irokd4, 3 — granularna 4 —
Siroka, 5 —mala, 6 — uvol'nena, 7 — deformovana
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Obrazok 3 B — tvar a velkost’ hlavicky: 1g — hlavicka zva¢Sena, Ilm — normalna, 1k —
zmens$end, 2 — pretiahnutd, 3 — hruskovitd, 4 — kopijovita, 5 — lopatkovita, 6 — bankovita
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Obrazok 3 C — baza hlavicky a kréok: 1 — baza hlavicky normdlna, 2 — linedrna, 3 —
roz§irend po okrajoch, 4 — tzka, 5 — Sirokd, 6 — kfcok symetricky, 7 — excentricky, 8 —
paraxialny 9 — retroaxialny, 10-11 ulomeny (genetického povodu)

e

J)

Obrazok 3 D — mitochondrialny oddiel: 1 — normalny, 2 — kratky, 3 — Siroky, 4 — tenky, 5 —
deformovany, 6 — preruseny, 7 — poskladany, 8 — axialny typ, 9 — fibrilarny typ.
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Obrazok 3 E — bicik: cytoplazmatickd kvapka — 1 — na kicku v proximalnej Casti, 2 — na
konci spojovacieho oddielu v distdlnej polohe, 3 — otacanie bicika okolo cytoplazmatickej
kvapky na konci bi¢ika, 4 — ohyby bi¢ika suvisiace s cytoplazmatickou kvapkou, 5 —
Spiradlovite ohnuty bicik, 6 — kluckovite ulozeny bicik, 7 — bic¢ik uloZeny na hlave, 8§ —

rudimentarny bicik
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Obrazok 3 F — teratémy: 1 — zdvojeny bicik, 2 — trojity bicik, 3 — Styri bi¢iky, 4 — zdvojena
hlavicka, 5 — dve hlavicky so Styrmi spolo¢nymi bic¢ikmi (Massanyi, 1991)

4.2. Analyza pohyblivosti (motility) spermii po¢itacovou metédou (CASA)

CASA (computer assisted sperm analysis; Obr. 4) systém je vybaveny analyza¢nou
komorou, inverznym mikroskopom, pocitatom a prislusSnym softvérom. CASA systém
hodnoti ejakulat v dvoch hlavnych trovniach. Primarne sa hodnotia ukazovatele identifikacie
rychlosti pohybu analyzovanych spermii a sekundarne kvalitativne parametre ejakulatov.
Vyhodnotenie sa uskuto¢niuje na zaklade vel'kosti, pohyblivosti, svetlosti, odrazu a zadrzania
svetelnych lucov spermiami. Opticky systém pristroja produkuje obraz vzorky, ktory sa
digitalizuje a prenasa na monitor. Specialnym algoritmom sa rozli$uju nepohyblivé objekty od
pohyblivych aidentifikuji sa drdhy ich pohybu. Pristroj vypocita priemernti velkost

a intenzitu jasu pohyblivych spermii. Kvapka ejakuldtu sa prenesie na Specidlne upravené
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podlozné skli¢ko s mikrocelulami o objeme 2, 10, 15, 20 a 200 mm’ na vyhrievanom stoliku.

Analyza prebieha pri vlnovej dizke 660 nm (pouzitim fizového kontrastu) alebo 882 nm

(pouzitim tmavého pol’a).

Obrazok 4 CASA sperm analyzator vybaveny softwerom SpermVision

Samotna dizka analyzy trva maximélne 3 minuty a systém stanovi nasledovné charakteristiky

ejakulatu:

Pohyblivost’ (motilita) v (%)

Celkovy pocet spermif ( 10° v ml, v celej vzorke, v insemina&nej davke )
Stredna drahova rychlost — VAP (um.s™)

Progresivny pohyb vo vzorke, v davke (%)

Priamost’ pohybu — STR (%)

Rychlost’ dréhy (um.s™)

Progresivna rychlost’ (um.s™)

Linearita — priamost’ pohybu (%)

Lateralna pohyb hlavicky (pum)

Plocha hlavicky (um?)
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5. Navrh na vyuZitie v praxi

Pre ucely niekolkodnového skladovania semena baranov v schladenom stave
povazujeme za vhodny pridavok implementora IGF-I pri koncentraciach 10 a 100 ng/ml
a glutation pri koncentracii 1,5 mM. Tieto implementory maji dlhodoby (postupny) ucinok na

udrziavanie stability a zivotaschopnosti spermii baranov poc¢as hypotermického uskladnenia.

6. Uplatnenie metodiky

Vzhladom na rozmanitost popisanych metodickych pristupov analyzy spermii
predpokladame, Ze metodika sa stane vhodnou pracovnou pomdckou ako pre chovatel'ska
prax (insemina¢né stanice, plemendrske podniky, zvizy chovatel'ov oviec a koz), tak aj pre
vedecko-vyskumnych pracovnikov zaoberajucich sa aplikaciou modernych biotechnickych
metdd v praxi (vyskumné Ustavy a vyskumné stanice) atiez v pedagogickom procese pri
vzdelavani Studentov a doktorandov (stredné odborné skoly pol'nohospodarskeho zamerania,
vysoké Skoly auniverzity). Okrem toho, predlozend metodika ma za ciel oboznamit
chovatel'skli verejnost’ s moznostami komplexnej analyzy ejakuladtov hospodarskych zvierat

na pracovisku Centra vyskumu zivocisnej vyroby v Nitre.
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	- Aktivity (masová aktivita, progresívny pohyb) – minimálne 60%
	- Aglutinácie spermií 
	- Koncentrácie spermií – minimálna 2,5 x 106 spermií v mm3 
	- Výskytu morfologických abnormalít spermií – nesmie presiahnuť viac ako 18% 
	- Obsahu patogénnych zárodkov pre človeka a zvieratá – nesmú byť prítomné 
	           Obr. 2 Fotometer s mikroskopom, ktorý sa využíva pri mikroskopickom  
	                        hodnotení ejakulátu   
	Obrázok 3 A – akrozómová čiapka: 1 – normálna, 2 – veľmi široká, 3 – granulárna 4 – široká, 5 – malá, 6 – uvoľnená, 7 – deformovaná 
	Obrázok 3 B – tvar a veľkosť hlavičky: 1g – hlavička zväčšená, 1m – normálna, 1k –zmenšená, 2 – pretiahnutá, 3 – hruškovitá, 4 – kopijovitá, 5 – lopatkovitá, 6 – bankovitá 
	Obrázok 3 C – báza hlavičky a kŕčok: 1 – báza hlavičky normálna, 2 – lineárna, 3 – rozšírená po okrajoch, 4 – úzka, 5 – široká, 6 – kŕčok symetrický, 7 – excentrický, 8 – paraxiálny 9 – retroaxiálny, 10-11 ulomený (genetického pôvodu)
	Obrázok 3 D – mitochondriálny oddiel: 1 – normálny, 2 – krátky, 3 – široký, 4 – tenký, 5 – deformovaný, 6 – prerušený, 7 – poskladaný, 8 – axiálny typ, 9 – fibrilárny typ.
	Obrázok 3 E – bičík: cytoplazmatická kvapka – 1 – na kŕčku v proximálnej časti, 2 – na konci spojovacieho oddielu v distálnej polohe, 3 – otáčanie bičíka okolo cytoplazmatickej kvapky na konci bičíka, 4 – ohyby bičíka súvisiace s cytoplazmatickou kvapkou, 5 – špirálovite ohnutý bičík, 6 – kľučkovite uložený bičík, 7 – bičík uložený na hlave, 8 – rudimentárny bičík
	Obrázok 3 F – teratómy: 1 – zdvojený bičík, 2 – trojitý bičík, 3 – štyri bičíky, 4 – zdvojená hlavička, 5 – dve hlavičky so štyrmi spoločnými bičíkmi (Massányi, 1991)

