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Abstrakt

Pri hodnoteni kvality ejakulatu je dolezitym faktorom pohyblivost’ spermii.
Fertilita je Casto spajana s pohyblivost'ou a jej jednotlivymi parametrami. V bakalarskej
praci sme sledovali parametre pohyblivosti spermii kralikov pod vplyvom réznych
koncentracii NaCl. Sledovali sme ich pri laboratornej teplote v réznych ¢asovych
intervaloch — 0 a 60 minat. Cielom naSej $tudie bolo ur¢it’ u¢inok zmeny osmotického
tlaku na pohyblivost’ aprogresivnu pohyblivost’ krali¢ich spermii. Parametre
pohyblivosti sme sledovali vyuzitim CASA analyzy. Hodnotenim percenta pohyblivosti
spermii krélikov sme zistili, Ze pohyblivost’ spermii bola najvyssia vo fyziologickom
roztoku (0,9 % roztok NaCl). V ¢ase 0 bola vyssia pohyblivost spermii ako po 60
minatach. Vo fyziologickom roztoku v ¢ase 0 bola pohyblivost’ spermii 90,56 %
aVv case 60 bola 79,86 %. Pokles percenta pohyblivych spermii ma za nésledok aj
pokles percenta progresivne pohyblivych spermii. V ¢ase 0 vo fyziologickom roztoku
percento progresivne pohyblivych spermii bolo 83,35 % a Vv ¢ase 60 bolo 64,78 %.
ZvySovanim a znizovanim koncentracie NaCl nad a pod 0,9 % NaCl klesalo percento

pohyblivych a progresivne pohyblivych spermii kralikov.

KPucové slova: spermie, ejakulat, kralik, pohyblivost, CASA



Abstract

In assessing the quality of semen an important factor is sperm motility. Fertility is
often associated with motility and its various parameters. In bachelor work we
monitored parameters of sperm motility in rabbits under the influence of different
concentrations of NaCl. We watched them at room temperature at different time
intervals - 0 and 60 minutes. The aim of our study was to determine the effect of change
osmotic pressure on rabbit sperm motility and progressive motility. Motility parameters
were followed using the CASA analysis. Assessment of the percentage of sperm
motility in rabbits, we found that the highest motiliy was in saline (0.9% NaCl). At time
0 was higher sperm motility than 60 minutes. In saline at time 0 was 90.56% motility
and at 60 was 79.86%. Decrease in the percentage of motile sperm results in a decrease
in the percentage of progressively motile sperm. At time 0 with saline percentage
progressively motile sperm was 83.35% and at 60 was 64.78%. Increasing and
decreasing concentrations of NaCl above and below 0.9% NaCl, decreased the

percentage motility and progressive sperm motility in rabbits.

Key words: spermatozoa, ejaculate, rabbit, motility, CASA
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Uvod

Umela insemindcia Vv dneSnej dobe zohrava vyznamnd Ulohu pri  chove
hospodarskych zvierat. Predstavuje predpoklad rozvijania uZzitkovosti hospodarskych
zvierat. Aby insemindacia bola ispe$na je potrebné pouzit’ kvalitny ejakulat s pozadovanou
fertilizatnou schopnostou. Fertiliza¢na schopnost’ ejakulatu méze byt ovplyvnena réznymi
pozitivnymi alebo negativnymi faktormi. Kvalitné hodnotenie ejakulatu je dolezity krok
pri insemindcii. Jednou z hlavnych charakteristik, ktoré sa sleduju pri hodnoteni ejakulatov
je pohyblivost’ spermii so svojimi jednotlivymi parametrami. Aj ked’ pohyblivost’ spermii
nie je jedina vlastnost’ potrebna na oplodnenie, stala sa v praxi jednym zo zakladnych
selekénych kritérii na hodnotenie kvality ejakulatu. Pod pojmom kvalita ejakulatu
rozumieme biologicki plnohodnotnost. Je to vlastne schopnost oplodnit’ vajicko,

z ktorého sa vyvinie novy zivot.

Kvalitné hodnotenie daného ejakulatu sa realizuje za pomoci laboratérnych
a komputerovych metod a technik, ktoré davaju dolezité informécie otom ¢&i vlastnosti
ejakulatu zodpovedaji danym poziadavkam fertilizacie a umoziuju eliminovat’ nekvalitné
ejakulaty. Existuju rézne spésoby, metddy a zariadenia na ur¢ovanie a hodnotenie kvality
ejakuldtu. Najpouzivanejsie pristroje na analyzu spermii si pristroje pod spolo¢nym
nazvom CASA (Computer Automated Semen Analyser). V naSom vyskume sme hodnotili
parametre pohyblivosti krali¢ich spermii pouzitim CASA analyzy so zameranim na

sledovanie vplyvu réznych koncentracii NaCl v ré6znych ¢asovych obdobiach.




1 Sucasny stav rieSenej problematiky doma a v zahranici

1.1 Semennik

Semennik je pohlavna Zl'aza samca ulozena v mieSku, v ktorej dozrievaju a vyvijaju
sa sam¢ie pohlavné bunky — spermie. Predstavuje aj parovu zl'azu s vnatornou sekréciou,
V ktorej sa tvori sam¢i pohlavny hormén — testosteron (Lukac et al., 2007). Okrem toho méa
aj exokrinnu funkciu — spermatogenézu (Miljkovi¢ a Veselinovi¢, 2005). Semennik
pozostava z dvoch koncov — hlavového a chvostového konca. Na hlavovy koniec prirasta
hlava prisemennika (Krockova a Massanyi, 2010). Je obaleny vézivovou vrstvou, ktora sa
nazyva belava blana. Z nej prenikaju do vnuatra parenchymu semennika priehradky, ktoré
rozdeluji parenchym na men$ie useky (lalo¢iky) a zaistujl ochranu a integritu
parenchymatickych tkaniv (Reece, 1998). Lal6¢iky su vyplnené intersticidlnym tkanivom
a sto¢enymi semenotvornymi kanalikmi. Semenotvorny epitel, v ktorom sa vytvarajd
spermie sa nachadza vo wvnuatri kanalikov (Krockova a Massanyi, 2010). Vedla
semenotvorného epitelu su v stene kanalikov Sertoliho bunky, v ktorych prebieha posledna
faza spermatogenézy metamorfdza spermatid na spermie (Jelinek et al., 2003). Sertoliho
bunky su medzi sebou spojené systémom vybezkov vytvarajucich dutinky, v ktorych su
uloZzené spermatogénne elementy. St to rézne vyvojové S$tadia spermii. Tie potom
prestupuju do semenotvorného kanélika a do prisemennika (Krockova a Massanyi, 2010).
Medzi sto¢enymi semenotvornymi kanalikmi st vel'ké intersticidrne bunky — Leydigove
bunky. V tychto bunkach sa tvori sam¢i pohlavny hormon testosteron (Jelinek et al., 2003).
V semenniku sa vyvija vela odliSnych typov buniek. Su to bunky vel'mi citlivé na zmeny v
prostredi semennika. Aj napriek tomu, ze je to organ schopny zna¢nej adaptability
Kk zmenam prostredia, jeho funkcie ovplyviiuje mnoho faktorov. K tymto faktorom
moézeme zaradit’ vplyv sezoény, horménov, vyzivy, teploty prostredia, zmeny ovplyviujuce

krvenie semennika, ziarenie a chemické latky (Lukac et al., 2007).

1.2 Spermatogenéza

Spermatogenéza je dlhy proces bunkovej diferenciacie, v ktorej spermatogonialny
vytazok kmenovych buniek podliecha niekol'kym mitotickym a meiotickym deleniam a
pocetnym cytologickym transformaciam a vedie ku generacii zrelych pretiahnutych
spermatid (Barth a Oko, 1989). Cielom spermatogenézy je vytvorit' a udrziavat' dennti

produkciu plne diferencovanych spermii tak, ze sa vyprodukuje od 200 miliénov I'udskych
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do 2 — 3 miliardy bic¢ich spermii (De Jonge a Barratt, 2006). VV tomto procese sa malo
diferencované bunky — spermatogonie transformuji na spermie. Vyvoj spermii prebieha
v semenotvornych kanalikoch semennikov nepretrzite. Napriek tomu, Ze spermia sa svojim
zloZzenim zdé byt jednoducha, jej vyvoj trva niekol’ko mesiacov (Massanyi et al., 2002).
Zacina v dobe pohlavnej dospelosti v zarodo¢nom epiteli a cyklicky sa opakuje. Jeden
cyklus trva asi 35 — 50 dni (Kulisek et al., 2006). U zvierat, ktoré maji norméalne vyvinutd
pohlavnu sustavu, spermatogenéza prebieha cely Zivot a konéi v seniu. Dizka tohto cyklu
je druhovo rozdielna. Sermatogenéza pozostava z nasledujucich faz: rozmnozovanie,
meidza a metamorfoza (Massanyi et al., 2002). Cykly vytvarania spermii nasleduju za
sebou v presnych asovych intervaloch, priom sa kazdy novy cyklus zadina o % dizky
neskorSie ako predchadzajuci cyklus. Od obdobia pohlavnej dospelosti tvoria stenu
semenotvornych kanalikov podporné Sertoliho bunky a nezrelé spermatogoénie (Kulisek et
al., 2006). Medzi spermatogénne elementy patria spermatocyty I. a 1. radu, spermatogdnie
a spermatidy, z ktorych sa diferencuju spermie (Lukaé et al., 2007). Cicav¢ie spermie st
vysoko diferencované bunky. Ich zvlaStna Struktiirna organizacia vychddza z komplexne;j

morfogenetickej zmeny v priebehu spermatogenézy (Auger, 2010).

1.2.1 RozmnoZovanie

Rozmnozovanie je spojené s mnohondsobnym delenim a postupnou diferencidciou

buniek. Vznikajd spermatogonie A, Im a B.

A — st to kmeniové materské bunky, ktoré sa nachadzaju na obvode semenotvornych
kanalikov. Maju gul'aty tvar. Jadro je obklopené tenkou membranou, Vv centre jadra sa
nachadza jadierko.

Im — su to spermatogodnie intermedidrneho typu. Vznikaju delenim A — spermatogonii
tak, ze okrem jednej dcérskej bunky vznika druh& bunka intermediarneho typu. Ma jadro

bohat$ie na chromatin.

B — spermatogonie vznikaju zo spermatogonii intermediarneho typu. Charakteristické
st tym, Ze chromatin vo forme korovitého zhrubnutia sa nachadza v blizkosti jadrovej

membrany.

Vychodiskovou bunkou spermatogenézy su spermatogénie. SpermatogOnie sa
mitoticky delia a vznikaju spermatocyty I. radu. S to okrahle bunky s velkym jadrom
(Massanyi et al., 2002). Charakteristick¢é st pritomnostou medzibunkovych spojeni
pretrvavajlcich z posledného delenia spermatogoénii (Lukac et al., 2007). Ich interfaza trva

dlho, potom vstupuju do I. meiotického delenia. Delenim spermatocytov I. radu vznikaju




dva spermatocyty II. radu (Gamdéik et al., 1984). Tieto spermatocyty su haploidné a ich
jadro obsahuje granuly DNA spojené jemnou sietou chromatinu (Lukac¢ et al., 2007).
Spermatocyty II. radu Ziju kratko, len niekol’ko hodin a potom vstupuju do Il. meiotického
delenia avznikaju spermatidy (Gamcik et al., 1984). Spermatidy predstavuju tretiu
generaciu buniek spermatogenézy, ktoré sa d’alej nedelia ale sa vyvijaji na pohyblivé

spermie (Lukac et al., 2007).

1.2.2 Meibza

Charakterizuje ju rast a zrecie delenie spermatocytov. Sklada sa z dvoch po sebe
nasledujucich bunkovych deleni, ktoré sa vyznacujii zmenami na chromozémoch. Ciel'om
meidzy je vymena materidlu medzi homologickymi chrom6zomami a redukcia ich poc¢tu
(Gamgik et al., 1992).

Prvé meiotické delenie sa vyznacuje dlhou profazou, ktord pozostava z leptoténneho,
zygoténneho, pachyténneho a diploténneho S§tadia, z diakinézy a premetafazy. Potom
nasleduju d’alSie fazy mitozy — metafaza, anafaza atelofdza (Kliment et al., 1989).
Zaciatok delenia sa prejavuje v rozclenovani chromatinovej vrstvy pod jadrovou
membranou spermatocytov I. radu na chromatinové vlakna. Z genetického hl'adiska je
diploténne §tadium najdodlezitejSie Stadium meidzy, pri ktorom sa chromatidy tetrad
ovijaju, na niektorych Usekoch sa dotykaju ana inych vzdaluju. Miesto prekriZzenia a
dotyku chromatid sa nazyva chiazma. Nastava vymena urcitych chromatidovych usekov,
vymena materialu medzi jednotlivymi chromozémami, tzv. crossing — over. Na konci
anafazy jadro kazdého dcerského spermatocytu ma haploidny pocéet chromozdémov
(Massényi et al., 2002). Druhé meiotické delenie nasleduje po anaféze prvého delenia.
Posledné faza z tohto delenia je zhodna s normalnym mitotickym delenim. Prvym delenim
vzniknU zo spermatocytov |. radu dva spermatocity Il. radu. Druhym meiotickym delenim
vznikaju z kazdého radu po dve spermatidy, teda Styri spermatidy (Kliment et al., 1989).
Kritické Stadium v spermatogenéze znamenaju meiotické delenia a spermatocyty I. radu.
Pri poruseni deliaceho procesu sa mézu vyvinut' spermie bez fertilizatnych vlastnosti.
Meidza prebieha ako dve na seba nadvézujuce delenia materskej bunky. Prvé meiotické
delenie je redukéné, prebieha redukcia poctu chromozémov na polovicu. Druhé meiotické

delenie je ekvalne, pofet chromozémov sa uz nemeni (Kulisek et al., 2006).
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1.2.3 Metamorfoza

V tomto obdobi sa spermatida meni na spermiu. Vzniknuta spermia ma vSetky
vlastnosti potrebné na Uspesné oplodnenie. Pocas premeny si bunka vytvara bicik
a formuje sa na penetraciu vajicka, teda vznika akrozom (Massanyi et al., 2002). Jadro
spermatidy sa meni na hlavicku, zcytoplazmy vznikaju obaly az organel bicik.
Metamorfoza sa rozdel'uje na Golgiho Stddium, Staddium akrozomovej ¢iapocky, Stadium
kaudalnej manzety a $tddium zrenia (Gamcik et al., 1992). V Golgiho $tadiu sa tvori zéklad
akrozému. V Stadiu akrozomovej Ciapocky sa zdklad akrozému zvacsuje a vznikd zaklad
bi¢ika. V $tadiu kaudalnej manzety sa gulaté jadro spermatidy meni na ploskd hlavicku
spermie. V §tadiu zrenia kaudalna manzeta mizne a vznika bi¢ik a akrozém. Vyvija sa obal
hlavného oddielu bic¢ika a mitochondrialna posva. Mitochondrie sa prikladaju koncami
k sebe a vznika hrubé vlakno, ktoré sa ovija okolo osového vlakna na Grovni spojovacieho
oddielu bi¢ika. Po dehydratacii akrozomu a odchode nepotrebnej cytoplazmy je premena
spermatidy na spermiu ukoncena. Spermie sa dostavaju zo semenotvornych kanalikov, do
vyvodnych semennych ciest a do chvosta prisemennika (Massanyi et al., 2002). Podla
Augera (2010) transformécie spermatid, vedlce k formovaniu spermie, neprebiehajd v
postupnych fazach. Skor z toho vyplyva, kontinualny proces pre formovanie kazdej
bunkovej zlozky. Cicav€ie spermie po opusteni semennika nie su schopné oplodnit
vaji¢ko. Post — testikularny proces dozrievania spermii je iniciovany pocas ich prechodu
cez prisemennik. Proces zahffia kontinualne cross-talk medzi spermiami a pohlavnym
ustrojenstvom epitelu (Kirchhoff et al., 2000).

Zmenené $tyri generacie spermatogénnych buniek predstavujd rézne vyvojové stadia
celkom réznych spermatogénnych cyklov, ktoré nasleduju tesne za sebou (Marvan et al.,
2003).
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Obr. 1

[Stavba spermie (Ptacek, 2007)]

1.3 Spermie

Spermie su samcie pohlavné bunky, ktoré vznikaju v semenotvornom kanaliku
semennika procesom, ktory nazyvame spermatogenéza. Boli objavené v roku 1677
Leeuweuhoekovym ziakom Hamom z Leidenu. Vtedy ich povazovali za parazity
Vv ejakulate (Lukac et al., 2007). Az v roku 1824 Prevost a Dumas dokézali, ze spermie
maji  fertilizaéni schopnost. Dalsie prehlbovanie $tadia morfologickych vlastnosti
a spoznanie Struktury spermii umoznil rozvoj mikroskopickej techniky. VéacSina
zékladnych poznatkov o spermiach bola popisand koncom 19. a zaéiatkom 20. storoCia
z obdobia svetelného mikroskopu (Massanyi et al., 2002). Zakladné Glohy spermie pri
oplodneni su: aktivne vyhladavat’ vajicko, preniknut’ do vajicka a priniest’ geneticky
materidl. Splnit’ tieto ulohy jej umoziuje morfologickd stavba (Luka¢ et al., 2007).
Spermia sa skladd z dvoch zékladnych casti — hlavi¢ky a bi¢ika. Obidve tieto Casti st

prekryté cytoplazmatickou membranou alebo plazmolemou (Sutovsky et al., 2006). Zaklad
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hlavicky tvori nukleoplazma, ktorej predni cast’ pokryva akrozém. Bicik sa sklada
zo Styroch oddielov: centriolového (krcka), mitochondridlneho (stredného), hlavného
a koncoveho (Massanyi et al., 2004). Z celkovej hmotnosti spermie na hlavicku pripada
51 % a na bicik 49 % (Lukac et al., 2007).

1.3.1 Hlavi¢ka spermie

Hlavi¢ka spermie (caput spermii) ma hlavni dlohu pri prendsani genetického
materialu, ktory je umiestneny v nukleoplazme (Masséanyi et al., 2004). Priemerna dizka
halavicky je 5 — 10 um a jej tvar je rozny v zavislosti od druhu (Jelinek et al., 2003). Je
celd pokryta bunkovou membranou, ktora prechadza na bi¢ik. Na povrchu hlavic¢ky sa daja
rozliSovat’ viaceré utvary. Zhrubnutie predného okraja hlavicky sa oznacuje ako apikalny
hrebent (Lukac et al., 2007). Toto zhrubnutie obkolesuje cely okraj prednej Casti hlavicky,
ktor( prekryva akrozom. Naprie¢ hlaviékou v jej strednych Castiach na prednom okraji
pars intermediallis akrozomovej oblasti sa niekedy da pozorovat’ hrbol’, ktory moze
vzniknat napuciavanim subakrozémovej substancie v mieste zuzovania sa akrozému, ¢o
sposobi vydutie akrozému (Massanyi, 1991). Castejsie sa v tychto miestach pozoruje
polmesiacikova linia. V miestach zadného ukoncenia akrozému prechadza naprie¢
hlavickou linia — postakrozomovy okraj. Na hlavicke moéZeme rozliSit' dve

oblasti — akrozomova oblast’ a postakrozOmova oblast’ (Lukac et al., 2007).

Akrozomova oblast’ — pokryva ju akrozoém. Na nej rozliSujeme suboblasti: apikalny
hrebent a hlavny (principidlny) segment. Tieto segmenty sa spolo¢ne oznacuji ako pars
anterior hlavicky. Dalej rozliSujeme ekvatoridlny segment, ktory sa oznaGuje ako pars

intermedialis.

Postakrozomova oblast — pars posterior, je hladkda cast hlavicky medzi
postakrozomovym prstencom a postakrozomovym okrajom. Pokryva ju postakrozémova
posSva, existujuca pod cytoplazmatickou membranou a poskytujica vacsiu rezistentnost’
voci vonkaj§im vplyvom (Massanyi, 1991).

Jadro hlavicky spermie je obalené dvojitou membranou, ktord ma ochrannu funkciu
(Stastny et al., 1998). V jadre hlavicky spermie je ulozeny geneticky material samdej
pohlavnej bunky. Jeho obsah v zrelej spermii predstavuje kondenzovany chromatin (Lukac
et al., 2007). Geneticky material je v podobe DNA. Jadro hlavi¢ky spermie ma polovi¢ny
(haploidny) obsah DNA a chromatin tvori kompaktnd masu. Okrem DNA jadro bunky
obsahuje aj RNA. Vnltro jadra vypliia nukleoplazma. Tvar jadra je identicky s tvarom

hlavi¢ky (Massanyi et al., 2004). Material okolo jadra sa oznacuje r6znymi ndzvami ako su
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subakrozomova substancia, perforatorium, perinuklearna substancia atd. Vyplyva to
z medzidruhovych rozdielov. Ide otenkd vrstvu medzi jadrom na jednej strane
a akrozomom a postakrozomovou posvou na druhej strane. Tato perinuklearna substancia
obsahuje bielkoviny bohaté na lyzin (Lukac et al., 2007). Podl'a Gamcika et al. (1992)
nukleoplazma vyplia jadro hlavitky spermie. Jej §truktira je kompaktna a homogénna.
Tvar jadra je identicky s tvarom hlavicky. V nukleoplazme moZeme pozorovat vécsie
alebo mensie prazdne miesta, vakuoly. Vakuoly sa m6zu vyskytovat pri 2 — 80 % spermii.

Akrozom je cytoplazmaticky Utvar ¢iapockovitého tvaru, ktory pokryva predna ¢ast’
hlavi¢ky spermie a nachadza sa medzi bunkovou a nukleadrnou membranou. Zabera takmer
50 % plochy hlavicky (Masséanyi et al., 2004). Akrozém tieZ produkuje dolezité enzymy
akrozin a hialuronidazu, nevyhnutné pre preniknutie spermie do vaji¢ka a oplodnenie
(Miljkovié, 1998). Na povrchu je akrozém pokryty cytoplazmatickou membranou a pod
nou je vonkajsia a vnatorna akrozomalna membréana (Massanyi et al., 2004). Akrozomove
membrany su ulozené paralelne vedla seba a uzatvaraju Strbinu vyplnent akrozémovou
hmotou (Lukac et al., 2007). Vnutro akrozomalneho systému tvori akrozomovy material,
predovietkym enzymy, ktoré napomahaji k penetracii a rozpustaniu obalov vajicka. Na
akrozoéme rozliSujeme tri segmenty — apikalny, hlavny (principialny) a ekvatorialny
segment (Massanyi et al., 2004).

Postakrozomova posva (Ciapka) lezi tesne pod cytoplazmatickou membranou
V postakrozémovej oblasti. Nie je zndme jej biochemické zloZenie. PovaZuje sa za
cytoplazmatickl organelu (Lukac et al., 2007). Obal'uje tu Cast’ jadra, ktora nepokryva
akrozém a je odolnejsia voci vonkaj$im vplyvom (Massanyi et al., 2004).
1.3.2 Bicik spermie

V bi¢iku sa nachadza energeticky a pohybovy aparat spermie (Lukac et al., 2007).
DiZka bigika je 50 — 70 pm. S hlavickou je spojeny krékom (Jelinek et al., 2003). Bi¢ik je
ustroj pohybu spermie, ktory sprostredklva transport spermie na miesto oplodnenia.
Ddolezitt Glohu pri transporte spermii na miesto oplodnenia ma mitochondrialny aparét.
Tento produkuje energiu. Zaroven je tu komplex axialnych vlakien, kde sa tato energia
meni na mechanickq, ¢ize na pohyb spermie. Bi¢ik sa skladd z casti, ktoré sa odlisuju
Struktarou, lokalizaciou a funkciou. Su to centriolovy, mitochondrialny, hlavny a koncovy
oddiel bicika.

Centriolovy oddiel bicika (kr¢ok spermie), je najzlozitejSou castou spermie.

Strukturalny zéklad tvoria dva centrioly (proximalny a distdlny) a segmentované chordy. Z
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proximalneho oddielu vznikaju segmentované a nesegmentované chordy a fibrézna posva.
Distalny centriol je pri zrelych spermiach len rudimentalny. Z tohto centriolu vznika
axonéma (Massanyi et al., 2004). Centriolovy oddiel bi¢ika nadvédzuje na mitochondrialny
oddiel bi¢ika (Lukac et al., 2007).

Mitochondrialny oddiel bi¢ika je pokraGovanim centriolového oddielu bi¢ika spermie.
Distalnym smerom je ohrani¢eny Jensenovym kruzkom. Sklada sa z komplexu osovych
vlakien. V strede je centralny par dutych vlakien a ostatné vlakna su usporiadané do dvoch
koncentrickych kruhov. Vnutorny kruh tvori devat’ dvojitych vlakien, jedno je plné a druhé
je duté. Mitochondrialny oddiel sa sklada z 90 individualnych mitochondrii, sustredenych
V zavitnicovej posve. Jedna mitochondria tvori asi % zavitu $pirdly. Celd mitochondridlna
poSva vytvara 65 — 75 zavitov. V mitochondriach sa odohravajii dolezité procesy
ziskavania energie, ktora spermie vyuzivaju na pohyb (Massanyi et al., 2004).

Hlavny oddiel bicika je najdlhsia ¢ast’ bi¢ika na spermii (40 — 50 pm) (Jelinek et al.,
2003). Chordy su tensie aslepo koncia. Poslednti Stvrtinu hlavného oddielu tvori iba
axonéma. Fibriézna poSva pokryva komplex osovych vldkien a zabezpecuje sudrznost’

osovych vldkien, ale aj pevnost’ a pruznost’ potrebntl na kmitanie bicika.

Koncovy oddiel obsahuje osové vlakna, ktoré su obalené cytoplazmatickou
membranou. Axonéma ma odliSnu Struktiru. Dublety tvoria dva duté mikrotubuly.
V druhej polovici koncového oddielu jeden z mikrotubulov zanika. Cell spermiu pokryva

neprerusovana cytoplazmaticka membrana (Massanyi et al., 2004).

1.4 Charakteristika ejakulatu

Ejakulat charakterizujeme ako vylucok pohlavnych organov samcov uvolfiujuci sa
pocas ejakula¢ného reflexu (Kovacik et al., 2009). Je to viskozna belava tekutina, ktora
okrem spermii obsahuje sekréty pridavnych pohlavnych Zliaz, prisemennika a semennika.
Ejakulat je tvoreny spermiami a semennou plazmou. V procese ejakulacie podnecuje
semenna plazma spermie k pohybu a poskytuje im ochranu proti nepriaznivym vplyvom
prostredia. Obsahuje latky, ktoré spermie vyuzivaji ako zdroj energie. Obe zlozky
ejakulatu sa lisia aj zlozenim aj funkciou. Tekuta zlozka vznika na rozli¢nych miestach.

Pridavné pohlavné ZPazy vyluuji semennu plazmu, ktora zabezpeluje vyzivu

spermii.
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Mechurikovité Zl'azy produkuji sekréty kyslej reakcie. Tento sekrét tvori vyznamnu
Cast’ ejakulatu (7 az 40 % objemu) (Lukac et al., 2007). Tieto zlazy st umiestnené na

dorzélnej ploche mocového mechura, po stranach semenovodu (Marvan et al., 2003).

Bulbouretralne (Cowperove) zlazy vylucuji sekrét alkalickej reakcie, mlie¢ne
zakaleny. Tento sekrét vytvara so sekrétmi ostatnych pridavnych Zliaz zelatinové hrudky.
Sekrét tychto zliaz tiez neutralizuje kyslé pH v mocovej rire samca iV poSve a vytvara

priaznivé prostredie pre spermie.

Predstojna zl'aza (prostata) produkuje sekrét s vysokym obsahom kyslej fosfatazy,
mucinazy, volnych aminokyselin, transaminazy, fibrinogénu. Tento sekrét je bohaty aj na
hormény prostaglandiny a adrenalin. M4 mlie¢ny vzhl'ad a slabo alkalicku az neutralnu

reakciu.

Ampula semenovodu obsahuje znacné mnozstvo fruktézy a ma vysoku koncentraciu
kyseliny citronovej. Ejakulat kréalika je bohaty na fruktézu, kyselinu citrénovud

a glycerylfosforylcholin.

Prisemennik — v nom doch&dza k dozrievaniu spermii a spermie tu nadobudaju
pohybov( aktivitu. Sekrétmi intraepitelovych Zliaz obsahujucich sekrecné granule je
ovplyvitovand pohybova aktivita spermii v prisemenniku (Lukac et al., 2007).

Pri styku spermii so sekrétom dochadza k ich zriedeniu a k prebudeniu pohyblivosti
spermii. VSeobecne je ejakulat vyluceny v tekutej alebo polotekutej forme (Massanyi et al.,
2002). Ejakulaty s vyraznejSim progresivnym pohybom spermii maju vysSie percento
pohyblivych spermii. Jednym z ukazovatel'ov biologickej plnohodnotnosti ejakulatu je
koncentracia spermii. Od koncentracie spermii zavisi farba a konzistencia ziskaného
kralicieho semena. Koncentracia spermii sa udava v pocte spermii na 1 ml ejakulatu.
Stupen riedenia ejakulatu ur¢uje hustota spermii. Husté semeno ma mlie¢nu farbu a jeho
pH je v rozmedzi od 6,8 do 7,5. Ejakulaty, ktoré maju nizku koncentraciu spermii ¢asto
majii poruSené fertilizané vlastnosti. Priemerny pocet spermii u kralikov v1 mm?® je
750 000. V priebehu roka sa koncentracia spermii v ejakulate kralikov meni. Najvyssia
koncentracia bola zistena v m4ji a v juni a najnizsia v janudri a vo februari. Ak su spermie
rozptylené vo viacSom objeme ich oplodiiovacia schopnost’ je znizena (Chrenek et al.,
2006). Koncentracia spermii v ejakulate sa zistuje niekol’kymi spdsobmi, najéastejSie sa
meria hemocytometrom a fotokolorimetrom. Podla svojho chemického zlozenia ejakulat
patri medzi najzlozitejSie biologické produkty organizmu. Obsahuje chemické prvky

charakteristické pre zivi hmotu: jednoduché a zlozité bielkoviny, aminokyseliny,

16



sacharidy, enzymy, organické kyseliny, vitaminy, soli a iné. Existuje rozdiel v chemickom

zlozeni ejakuldtu (Matarugic et al., 2007).
1.4.1 Vlastnosti ejakulatu kréalikov

Kraliky su zvieratd, ktoré vynikaji plodnostou a st schopné parit’ sa v ktoromkol'vek
ro¢nom obdobi (Barat, 1989). Ejakulat kralikov je belavej farby. Objem ziskaného
ejakulatu je v ur¢itom pomere k velkosti kralika (Miljkovi¢, 1998). Krélik ejakuluje pri
kazdom skoku 0,4 — 6 ml ejakulatu (Zadina et al., 2009). Pri mensich plemenach priemerny
objem je od 0,2 ml apri vacsich od 3,0 ml. Progresivna pohyblivost’ sa prejavuje pri
40 — 80 % spermii. V ejakulate kralikov sa vyskytuje aj 5 — 25 % patologickych spermii.
Priemerné pH ejakulatu je 6,9. Pre umell insemindciu sa selektuju geneticky najlepsi
samci, u ktorych je v ejakulate progresivna pohyblivost’ spermii najmenej 70 % (Miljkovi¢,
1998). Ejakulat sa u kralika ziskava pomocou umelej vaginy (Chrenek et al., 2006).
Vnatorn teplota umelej vaginy by mala byt’ 42 °C. Tyzdenne sa od kralikov ejakulat moze
odobrat’ 2 — 4 krat a neddjde k zmene kvality ejakulatu (Miljkovi¢, 1998). Ziskané semeno
je Casto zmieSané s mocom. Priemerna rychlost’ spermii u krélika bola namerana 1,1 — 2,0
mm.min™ (Chrenek et al., 2006).

1.4.2 Hodnotenie ejakulatu

Zé&kladnym predpokladom ziskania kvalitného ejakulatu je dodrziavanie zasad
hygieny. Ejakulat sa posudzuje okamzite po odbere. Posudzuje sa makroskopicky,
mikroskopicky, biochemicky a mikrobiologicky (Massanyi et al., 2002).

Makroskopicky sa hodnoti:
» objem ejakulatu,
» konzistencia,
» farba,
» pach ejakulatu,
> cudzie primesy (Stastny et al., 1998).

Mikroskopicky sa hodnoti:
» koncentracia spermii,
» aktivita pohybu spermii,
» intenzita pohybu spermii,

» morfologické vysetrenie ejakulatu.
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Pri biochemickom vySetreni sa robia nasledovné testy:
» sktska na prezivatenost’ spermii (urCuje, ako dlho spermie preziju Vv prostredi
mimo tela),
» skuska rezistencie (zistuje sa odolnost spermii voc¢i Skodlivému ucinku 1 %
roztoku NacCl),

» hodnotenie stupia aglutinacie spermii (Massanyi et al., 2002).
Mikrobiologicky sa hodnoti:

pritomnost’ patogénnych a nepatogénnych mikroorganizmov (Stastny et al., 1998).

1.5 Pohyblivost’ spermii

Latkova premena apohyb st charakteristickym prejavom zivota spermii a ich
fertilizaénych vlastnosti (Chrenek et al., 2006). Na distribuciu spermii v samiéej pohlavnej
slstave ana penetraciu do vaji¢ka je nevyhnutna pohyblivost’ spermii. Aj ked’ to nie je
jedina vlastnost’ potrebnid na oplodnenie, jej hodnotenie sa stalo v praxi jednym zo
zakladnych selekénych kritérii kvality ejakulatov aich vyberu na umell inseminéciu
(Massanyi et al., 2004). Pohyb spermii je orientovany rota¢ne dopredu. Za 1 sekundu bicik
dokaze urobit’ 3 — 15 otacok okolo pozdiznej osi. Hlavi¢ka rotuje okolo vlastnej pozdiznej
osi tak, ze vSetky elementy bi¢ika nevyvijaji pohyb v rovnakej rovine, ale pocas vsetkych
kontraktilnych cyklov. Prostrednictvom dyneinovych ramien mikrotubulov dochéadza
k vlastnému pohybu spermie. Radialne spojenia mikrotubulov s dubletmi zodpovedaju za
pohyb akmitanie bi¢ika. V minulosti sa predpokladalo, Zze pohyblivost' je jedinym
faktorom na transport spermie. Spermie, ktoré su energeticky vycerpané a s poskodenym
pohybovym systémom nerotuji (Gamdéik et al., 1992). Aktivita spermii je vyjadrena ich
pohybom. Normalny fyziologicky pohyb spermii je pohyb dopredu. Formy
nefyziologického pohybu su:

» nepohyblivost,
pohyb okolo hlavicky,
pohyb do kruhu,
retrogradny pohyb,
trhavy pohyb,

YV V VYV V V

kolisavy, oscilacny pohyb (Véznik et al., 2004).
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Metabolické procesy prebiehajuce v spermiach sa vyuzivaji na zabezpeenie pohybu
spermii. Stiepenim ATP sa ziskava energia potrebna pre pohyb spermii a akumuluje sa
Vv mitochondridlnej posSve bic¢ika (Massanyi et al., 2004). Od energetickych zdrojov
nachadzajucich sa v spojovacom oddieli bi¢ika spermie a v semennej plazme zavisi kvalita
metabolickych procesov (Chrenek et al., 2006). Spermie na svoj metabolizmus pouzivaju
vlastné zasoby sacharidov, lipidov a proteinov. Ked’ spotrebuju tieto zasoby, spermie sa
postupne prestani pohybovat” a odumieraju. Spermie maju negativny elektricky naboj
(Miljkovi¢ et al., 2005).

Anabioza je silné utlmenie Zivotnych procesov (metabolizmus, pohyblivost’), ktoré sa
obnovia po odstraneni podmienok, ktoré ju vyvolali. V chvoste prisemennika dochadza
K prirodzenej anabidze. Tento stav je spdsobeny velkym nahromadenim spermii,
nedostatkom fruktézy, O,, vysokou koncentraciou vodikovych i6nov, K, CO,, nizkou

koncentraciou elektrolytov a znizenou teplotou v mieSku (Kliment et al., 1989).
Tab. 1
[Rychlost’ pohybu spermii (Gamdik et al., 1992)]

Priemerna rychlost’ pohybu
Druh
pm.s™ pm.min™ pum.h™
Byk 94 - 150 5,64 —9,00 350 - 540
Baran 77 4,60 276
Zrebec 87 5,22 312
Kanec 43 2,55 153
Kralik 18 - 33 1,1-2,0 66 — 120
Pes 43 2,58 155
Muz 20-50 2,0-3,0 120 - 180
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1.6 Osmobza

Cytoplazmaticka membréna je polopriepustna. Membrénou prechddza iba
rozpustadlo — voda. Voda na zaklade fyzikalnych zdkonov prechadza z miesta mensej
koncentracie do miesta s vysSou koncentraciou (Bobak a Samaj, 1999). Membrana vytvara
osmoticka bariéru buniek. Rychlost prenikania vody urCuje rozdiel osmotického tlaku
vnUtri a mimo bunky. Ak vlozime bunku do hypertonického roztoku, t.j. roztoku s vy$$im
osmotickym tlakom, voda z bunky prenikda do okolitého prostredia a bunka sa postupne
zmr$t'uje a prichadza k plazmolyze bunky (Massanyi et al., 2008). Naopak, ak vlozime
bunku do hypotonického prostredia, prostredia s niz§im osmotickym tlakom, voda do nej
prenika, objem bunky sa zvd¢Suje a moZe bunka prasknut’, prichddza k plazmoptyze
bunky. Ked’ chceme bunky udrzat’ zivé v roztokoch, musi byt’ tento roztok izotonicky, t.j.
osmoticky tlak okolitého prostredia bunky musi byt’ rovnaky ako osmoticky tlak vo vnutri
bunky. Takymto roztokom je roztok 0,9 % NaCl, je to vlastne fyziologicky roztok (Bobak
a Samaj, 1999).

a, b — spermie v hypotonickom roztoku; ¢, d — spermie v hypertonickom roztoku.
Obr. 2
[Obrazky X-la¢ovej mikroskopie Pudskych spermii (Abraham - Peskir et al., 2002)]
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Spermie su citlivé na zmeny prostredia. Celti spermiu, hlavicku a vSetky oddiely
bi¢ika prekryva neprerusovana cytoplazmaticki membrana. Tato membrana je velmi
citliva na zmenu osmozy a 'ahko sa poSkodi. Pri poruSeni cytoplazmatickej membrany sa
odkryvaju labilné ferménoveé systémy ako su akrozom a mitochondrialny oddiel (Massanyi
et al., 2004). Pri odbere spermii, na ejakulat zivo¢ichov vplyvaju rézne vonkajsie faktory.
Tieto faktory mozu spomalit’ alebo urychlit' Zivotné procesy spermii, tak isto mozu
poskodit’ alebo usmrtit’ spermie. Medzi najvyznamnejsie z tychto faktorov patri osmoticky
tlak. lzotdénia prostredia je jeden zo zakladnych vplyvov vyznamnych pre Zivot spermii
(Miljkovi¢ et al., 2005). Izotonické prostredie v semennej plazme je prirodzené prostredie
pre spermie. Osmoticky tlak prostredia spermii musi zodpovedat osmotickému tlaku
spermii. Poruchy osmotickych pomerov v ejakulate, ku ktorym méze dojst’ pri ochoreni
pohlavnych organov, maju nepriaznivy vplyv na Zivotnost’ spermii. Nepriaznivo pdsobi
hypertonicky ako aj hypotonicky tlak. Nepriaznivy osmoticky tlak casto vedie aj
k deformacii bi¢ika spermii (Chrenek et al., 2006). V cistej destilovanej vode
(hypotonickom prostredi) spermie odumieraju pod vplyvom vnutorného tlaku (spermie
praskaju). Hypertonicky roztok soli je taktiez spermacidny (napriklad 3 % roztok NaCl)
(Miljkovi¢ et al., 2005). Odumretim spermie vzrastd permeabilita cytoplazmatickej
membrany. Tento jav sa pouziva na farbenie Zivych a mftvych spermii (Massanyi et al.,

2004).

1.7 Metody hodnotenia pohyblivosti spermii

Stadium pohyblivosti spermii je spoloénym problémom pre biologov, matematikov a
fyzikov. Znalost’ rychlosti pohybu spermii je ukazovatel’, ktory uréuje omnoho vyraznejsiu
kvalitu ejakulatu. Pri posudzovani pohybovej aktivity sa sleduje intenzita pohybu, vyskyt
zmien V tvare bic¢ikov a vzajomné zhlukovanie spermii (Gamcik et al., 1992). Analyza
spermii mdze poskytnit’ cenné informdacie o procesoch spojenych s bunkovou ¢innostou,
pretoze st neposkodené bunky k dispozicii pre analyzu, ktora nevyzaduje mechanické
alebo chemické poskodenie tkaniv. Moze poskytniit’ informacie o zdravi semennikov a
prisemennikov, kvantitativne informacie o sekre¢nej funkcii prostaty, semennych vezikul
a prisemennika ako aj informacie o vylucovani lie¢iv a inych chemickych latok z tychto
zliaz (Eliasson, 2010). Hodnotenie pohyblivosti spermii sa uskuto¢iiuje réznymi metddami.
Hodnoti sa pohyblivost’ spermii indexom pohyblivosti a metédami zalozenymi na principe

kvantitativneho zistenia percenta pohyblivych spermii. Vyznamnu Glohu pri sledovani
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pohyblivosti spermii ma pocitacia komorka. Pouzivana bola aj metdda sledovania celkovej
priemernej rychlosti pohybu v ejakulate. Bol navrhnuty novy typ poditacej komorky,
vhodnej pre zistovanie pohyblivosti I'udskych spermii (Massanyi et al., 2002). Evolucia
kvality semena musi uznat’, Ze funkéna spoOsobilost’ je stanovena nickolkymi faktormi.
Hodnotenie morfologického stavu a pohyblivosti spermii si len hrubé néznaky ich
oplodiovacich schopnosti. Rozmrazenie kryokonzervovanych spermii ukazuje zli
korelaciu s plodnostou, ¢o naznacuje, Ze subceluldrne poskodenie moéze ovplyvnit
plodnost’” bez stcasného vplyvu na pohyblivost’ (Blottner et al., 2001). Celkovy pocet
spermii v ejakulate a celkovy objem tekutin su dve hlavné kvantitativne vlastnosti spermy,
a st to nevyhnutné merania pri analyzovani spermii. Kvalita kazdej spermie je tak isto
dolezitd ako aj pocet spermii v ejakuldte. V skutocnosti by sa kvalita kazdej spermie u
reprezentativnej vzorky spermii mala merat’ s ohadom na viaceré samostatné vlastnosti,
ktoré mézu byt hodnotené bud’ subjektivnym alebo objektivnym sposobom (Amann,

2010).

V poslednom obdobi zna¢ni pozornost’ zaznamenalo pouzivanie komputerovych
metdd na analyzu ejakulatov, hodnotenie fertility a sterility v humannej a veterinarnej
andrologii.  Existuje velké mnozstvo sposobov a zariadeni pre hodnotenie
ejakulatu — turbidimetricky, spektrofotometricky, fotomikrografické metody. Pristroje,
ktoré s zahrnuté do skupiny pod spolocnym ndzvom CASA (Computer Automated Semen
Analyser) a pristroje, ktoré sa v stc¢asnosti overuju pripadne pouzivaju na experimentalne;

urovni na baze laserovych spektroskopov (Massanyi et al., 2002).
1.7.1 CASA

CASA (Computer Automated Semen Analyser) analyza spermii sa stala dnes
najpouzivanejSa pri skiimani kvality spermii muZov alebo hospodéarskych zvierat. Je
Standardnym nastrojom pre hodnotenie pohyblivosti spermii a pohybové vzory, pretoze
poskytuje objektivne Udaje o kvalite spermii (Contri et al., 2010). Pouzivanie CASA
metdéd je vhodnou alternativou Kk tradicnym spésobom hodnotenia ejakulatov,
k hematocytometrickému hodnoteniu koncentracie spermii a mikroskopickému sledovaniu
pohyblivosti spermii. Tieto metddy sa tiez pouzivaju aj v humannej praxi ako aj pri
hodnoteni fertility a sterility u vSetkych druhov zvierat (Massanyi et al., 1998). Metdda
CASA umoziuje lepsiu indikaciu fertilizaénych schopnosti semena (Chrenek et al., 2006).
Najvacsim vyrobcom tychto pristrojov je americkd firma Hamilton Thorn Research Inc. Su

rozné verzie analyzéatorov spermii pod oznaCenim HTM (Hamilton Thorn Motility
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Analyser). Najrozsirenejsi pristroj z tejto skupiny je analyzator spermii verzie 10 alebo
systtm IVOS — HTM (Integral Visual Optical System HTM). Tento pristroj ma
zabudovanu analyza¢nii komorku, obrazovku, klavesy a tlaciaren. Ejakulat sa hodnoti
v kvapke prenesenej na Specidlne upravené podlozné sklicko s mikrocelilami na
vyhrievanom stoliku. Samotna analyza prebieha automaticky. Vyhodnotenie prebieha na
zéklade velkosti, pohyblivosti, svetlosti, odrazu a zadrziavania svetelnych lG¢ov
spermiami. Analyza moZe prebiehat’ pri vinovej dizke 660 nm alebo 882 nm. Rozlisujt sa
nepohyblivé od pohyblivych spermii a identifikuju sa ich drahy pohybu. Pristroj najskér
identifikuje pohyblivé spermie. Kazdd drdha pohybu sa analyzuje samostatne. Pre
definovanie drahy sa vypodita pozicia centra jasnosti hlavicky. Negativny fazovy kontrast
sa pouziva ako systém analyzy. Dizka analyzy zavisi od zadanych hodnotiacich kritérii,
maximalne trva 3 minuaty. Vysledky analyzy HTM su:

» pohyblivost’ (%),
celkovy pocet spermii (v celej vzorke; v inseminacnej davke),
stredné drahova rychlost — VAP (um.s™),
progresivny pohyb vo vzorke, v davke (%),
priamost’ pohybu — STR (%),
rychlost’ drahy (pm.s™),
progresivna rychlost’ (um.s™),
linearita — priamost’ pohybu (%),

lateralny pohyb hlavi¢ky (um),

vV V.V VYV V V VYV V V

plocha hlavicky (um?) (Masséanyi et al., 2002).
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2 Ciel prace

V predkladanej bakalarskej praci sme sa venovali predovSetkym tymto témam:
charakteristika spermatogenézy, morfologia spermii, zlozenie ejakulatu, vplyv zmeny
osmotického tlaku na spermie, pohyblivost’ spermii, metdody hodnotenia ejakulatu a vplyv
roznych koncentracii NaCl na pohyblivost’ spermii. PreStudované literarne zdroje sme
pouzili ako podklad pre experimentalne prevedenie zavereénej prace.

Ciel'om bakalarskej prace bolo:
» zistit’ vplyv roznych koncentracii NaCl na pohyblivost’ spermii kralikov,
» porovnat parametre pohyblivosti (pohyblivost’ a progresivna pohyblivost’ spermii)

V jednotlivych ¢asovych intervaloch.
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3 Metodika prace a metody skimania

V bakalarskej praci sme pouzili ejakulaty 6 nahodne vybranych plemennych kralikov.
Odber ejakulatu sa realizoval od samcov kralika pomocou umelej vaginy. Pre udrZzanie
teploty ejakulétu po ejkulacii sme uchovavali vzorky v termoske z polystyrénu vystlanej
vatovymi tampénmi. Vsetky ejakulaty sme spolu zmieSali, ¢im sme vytvorili jednu
heterospermaticki vzorku, aby sme mali dostato¢né mnozstvo ejakulatu na analyzu,
pretoze mnozstvo ejakulatu jedneho kralika (asi 0,2 ml) nesta¢i pre dana analyzu.
Ejakulaty sme po prenose do laboratoria riedili roztokmi s réznymi koncentraciami NaCl.

Roztokov bolo sedem: 0,7 %; 0,8 %; 0,9 %; 1,0 %; 1,1 %; 1,2 %; 1,3 % NaCl.
Roztok s koncentréaciou 0,9 % je fyziologicky roztok (kontrola). Ejakulat sme kultivovali
pri teplote v miestnosti — laboratorna teplota (25 °C) a riedili s kazdym roztokom osobitne
v pomere 5:1 (500 pl roztoku + 100 pl ejakulatu), ¢im sme vytvorili sedem pokusnych
vzoriek. Merania sme vykonavali pouzitim metdédy CASA (Computer Assisted Sperm
Analysis — analyza pohyblivosti spermii pocita¢ovou technikou).

CASA analyza

Na hodnotenie pohyblivosti spermii sme pouzili CASA (Computer Assisted Sperm
Analysis — analyza pohyblivosti spermii pocitaovou technikou) systém SpermVision
(Minitlb, Tiefenbach, SRN) s mikroskopom Olympus BX 51 (Olympus, Japonsko). Kazda
vzorku sme umiestnili do poéitacej komérky Makler Counting Chamber s hibkou 10 pm
(Sefi—Medical Instruments, SRN) a nasledne umiestnili do zorného pol'a. V kazdej vzorke
sme sledovali nasledovné parametre:

> percento pohyblivych spermii (>5 pm.s™)

> percento progresivne pohyblivych spermii (>20 pm.s™).

Dané parametre sme sledovali v ¢ase 0 a v Case 60. Principom metody CASA je
digitalizacia pohybu spermii — jednotlivych krivociar (Obrazok ¢&. 3), ktord sa nasledne

vyhodnoti softvérom a zndzorni na obrazovke PC (Obrazok ¢. 4).
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[Priebeh zaznamu krivodiarového pohybu spermii a hodnotené parametre]
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[Vystup CASA analyzy na PC]
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Obr. 5
[Pristroj Sperm Vision na analyzu kvality spermii]

http://www.minitube.com/Images/products/sperm-vision.jpg
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4 Vysledky prace

V predloZenej bakalarskej praci sme sledovali vplyv zmeny osmotického tlaku na
parametre pohyblivosti spermii kralikov. Parametre pohyblivosti spermii sme hodnotili

CASA analyzou. Vysledky analyzy s uvedené v tabul’kach 2 — 5.

Percento pohyblivych spermii v ¢ase 0 bolo rézne v zavislosti od koncentracie
roztoku NaCl. Najvyssie percento pohyblivych spermii v ¢ase 0 bolo vo fyziologickom
roztoku (0,9 % roztok NaCl). Zvysovanim a zniZzovanim koncentracie klesalo aj percento
pohyblivych spermii. Pri 0,7 % roztoku NaCl pohyblivych spermii bolo 74,52 %, pri 0,8 %
roztoku 88,14 %, pri 0,9 % roztoku 90,56 %, pri 1,0 % roztoku 90,35 %, pri
1,1 % roztoku 89,09 %, pri 1,2 % roztoku 88,87 % a pri 1,3 % roztoku 88,02 %
pohyblivych spermii.

Po 60 minutovej kultivacii spermii v roztokoch s réznymi koncentraciami NaCl sme
zaznamenali nasledovné percentd pohyblivych spermii: pri 0,7 % roztoku 49,13 %, pri
0,8 % roztoku 63,79 %, pri 0,9 % roztoku 79,86 %, pri 1,0 % roztoku 73,75 %, pri 1,1 %
roztoku 70,71 %, pri 1,2 % roztoku 70,09 %, pri 1,3 % roztoku 64,99 % pohyblivych

spermii.

Okrem percenta pohyblivych spermii sme sledovali aj percento progresivne
pohyblivych spermii. V ¢ase 0 percento progresivne pohyblivych spermii pri réznych
koncentraciach bolo nasledovné: pri 0,7 % roztoku 41,42 %, pri 0,8 % roztoku 70,93 %,
pri 0,9 % roztoku 83,35 %, pri 1,0 % roztoku 79,75 %, pri 1,1 % roztoku 79,55 %, pri
1,2 % roztoku 77,36 %, pri 1,3 % roztoku 74,87 % progresivne pohyblivych spermii.

V ¢ase 60 sme zaznamenali nasledovné percentd progresivne pohyblivych spermii
kralikov: pri 0,7 % roztoku 26,37 %, pri 0,8 % roztoku 37,35 %, pri 0,9 % roztoku
64,78 %, pri 1,0 % roztoku 61,56 %, pri 1,1 % roztoku 55,08 %, pri 1,2 % roztoku
54,65 %, pri 1,3 % roztoku 40,04 % progresivne pohyblivych spermii. Aj pri sledovani
tohto parametra pohyblivosti sme zaznamenali najvyssie percento progresivne pohyblivych
spermii kralikov vo fyziologickom roztoku.

Z tychto vysledkov vyplyva, ze akéakol'vek zmena osmotického tlaku a takisto
zvySovanie doby kultivacie pri teplote laboratoria znizuje pohyblivost’ aj progresivnu

pohyblivost’ spermii kralikov.
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[Pohyblivost’ spermii v roznych koncentraciach NaCl v ¢ase 0]

Tab. 2

Koncentracia NaCl (%0)
0,7 0,8 0,9 1,0 1,1 1,2 1,3
min 65,21 77,94 85,24 81,48 86,95 84,40 80,28
max 79,24 95,65 95,71 96,07 91,52 93,33 96,15
priemer | 74,52 88,14 90,56 90,35 89,09 88,87 88,02
sd 4,05 5,74 2,89 4,53 1,38 2,87 5,01
Tab. 3
[Pohyblivost’ spermii v roznych koncentraciach NaCl v ¢ase 60]
Koncentréacia NaCl (%)
0,7 0,8 0,9 1,0 1,1 1,2 1,3
min 36,20 55,35 68,18 55,88 67,64 63,75 59,70
max 60,52 67,69 87,50 81,25 75,43 76,92 74,00
priemer | 49,13 63,79 79,86 73,75 70,71 70,09 64,99
sd 6,86 3,95 5,38 7,54 2,52 4,29 4,94
B cas 0 M cas 60
100
x 80 A
E 60 -
2 40 -
£ 904
0
0,7 0,8 0,9 1 1,1 1,2 1,3

Koncentracia NaCl %

Graf 1

[Pohyblivost’ spermii v roznych koncentraciach NaCl v ¢ase 0 a ¢ase 60]




Tab. 4

[Progresivna pohyblivost’ spermii v roznych koncentraciach NaCl v ¢ase 0]

Koncentracia NaCl (%)
0,7 0,8 0,9 1,0 1,1 1,2 1,3
min 32,60 61,76 77,94 66,66 62,96 57,40 69,73
max 51,02 78,26 90,00 86,11 88,23 86,66 81,90
priemer | 41,42 70,93 83,35 79,75 79,55 77,36 74,87
sd 5,61 4,89 3,70 5,98 7,32 8,79 3,95
Tab. 5
[Progresivna pohyblivost’ spermii v roznych koncentraciach NaCl v ¢ase 60]
Koncentréacia NaCl (%)
0,7 0,8 0,9 1,0 1,1 1,2 1,3
min 16,66 25,37 57,57 35,29 47,50 48,93 34,32
max 36,61 45,45 72,58 71,87 61,03 64,70 45,94
priemer | 26,37 37,35 64,78 61,56 55,08 54,65 40,04
sd 6,61 5,47 6,07 10,66 3,81 5,15 4,24
O Cas 0 M Cas 60
< 100
8
Z 80 - _
el
=y
S 60 -
Q
£ 40 A
Z
g 20 A
on
g
~ 0
0,7 0,8 0,9 1 11 1,2 1,3
Koncentracia NaCl %

Graf 2

[Progresivna pohyblivost’ spermii v roznych koncentraciach NaCl v ¢ase 0 a ¢ase 60]
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5 Diskusia

V praci popisujeme U¢inok zmeny osmotického tlaku na parametre pohyblivosti
spermii krélikov. Zo ziskanych vysledkov vyplyva, Ze najvysSia pohyblivost’ spermii
kralikov bola vo fyziologickom roztoku aze akakol'vek zmena osmotickeho tlaku
nepriaznivo ovplyviuje pohyblivost’ spermii. Tak isto sme pozorovali, ze po ejakulacii
parametre pohyblivosti spermii dosahujii najvySSie hodnoty. S predlzovanim doby
kultivécie sa ich pohyblivost’ zniZuje.

Amorim et al. (2009) pracovali s Hypoosmotic swelling test (HOST), ktory sa ukazal
ako vhodny néstroj na hodnotenie integrity membrany spermii réznych domaécich zvierat,
vratane hovéddzieho dobytka, koni a oSipanych. Tato metdda doteraz nebola testovana na
krali¢ich spermiach. Stiidia sa zamerala na stanovenie najlepsicho hypotonického roztoku
pre stanovenie integrity membrany v Cerstvych krali¢ich spermiach. Boli pouzité roztoky
sacharozy: 50, 60, 75, 100, 125 a 150 mOsm/L. Vysledky naznacuju, Ze 60 mOsm/L bolo
najviac ziaduce pre pouzitie v HOST v Cerstvych krali¢ich spermiach.

Cielom S§tidie Stiaula et al. (2010) bolo stanovit’ ucinok sorbitolu na osmoticku
toleranciu pocas ¢iastoéného vysychania hovddzich spermii. Ochranna Gloha sorbitolu bola
skimana Studovanim osmotického spravania v hypertonickom Tyrodejovom pufri v
pritomnosti sorbitolu a trechalézy a Studovanim ucinku sorbitolu a trechalozy na
pohyblivost’ spermii po &iastoénej dehydratacii. Stidie zahfiali aj posudenie pohyblivosti a
objemovej reakcie v pritomnosti pridavnych latok. Pohyblivost’ bola testovana po suSeni
vzoriek, ktoré maju rézny obsah vody a nasledujucou okamzitou rehydrataciou. Vysledky
ukazali lepSiu pohyblivost’ v pritomnosti sorbitolu a trechal6zy, kym S$tidie so suSenim
ukazali zvySend osmoticku toleranciu v pritomnosti sorbitolu. Stadia pohyblivosti v
hypertonickych podmienkach v kombinacii s objemom ejakulatu ukazala, Ze sorbitol
poskytuje zvySenie permeability v bunkach.

Potencialne faktory, ktoré ovplyviuju prezitie spermii v hypertonickych podminkach
boli hodnotené Blancom et al. (2008). Osmoticka tolerancia spermii bola hodnotena
po 2, 10, 45 a 60 minatach pri teplote 4 °C a 21 °C. Boli testované Zeriav€ie a morcacie
spermie. Vysledky ukazali rozdiely osmotickej tolerancie medzi zeriavéimi a morcacimi
spermiami. Teplota a ¢as expozicie ovplyvnili prezitie spermii v hypertonickych

podmienkach. Spermie Zeriava st odolnejSie v hypertonickom roztoku.
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Zaver

V bakalarskej praci sme analyzovali vplyv réznych koncentracii NaCl v rdznych
¢asovych obdobiach — 0 a60 minat. Parametre pohyblivosti krali¢ich spermii sme
hodnotili pouzitim CASA analyzy pri laboratornej teplote. Cielom nasej $tudie bolo uréit’
ucinok zmeny osmotického tlaku na parametre pohyblivosti — pohyblivost’ a progresivnu
pohyblivost. Hodnotenim pohyblivosti spermii kralikov sme zistili, ze najvyssia
pohyblivost’ bola vo fyziologickom roztoku (0,9 % roztok NaCl), ked’ je osmoticky tlak
roztoku rovnaky ako osmoticky tlak vo vnatri spermii. V ¢ase 0 bola vysSia pohyblivost’
spermii ako po 60 minatovej kultivéacii spermii v roztokoch NaCl. Vo fyziologickom
roztoku v ¢ase 0 bola pohyblivost’ spermii 90,56 % avVv ¢ase 60 bola 79,86 %, kym
pohyblivost’ spermii v roztokoch 0,7 %, 0,8 %, 1,0 %, 1,1 %, 1,2 % a 1,3 % NaCl bola
niz8ia. Progresivny pohyb spermii klesal spolu s motilitou spermii. V ¢ase 0 vo
fyziologickom roztoku percento progresivne pohyblivych spermii bolo 83,35 % a v ¢ase 60
bolo 64,78 %, kym pri ostatnych roztokoch bol niz$i. ZvySovanim a znizovanim
koncentracie NaCl nad a pod 0,9 % klesalo percento pohyblivych spermii aj progresivne
pohyblivych spermii krélikov. Pri roztokoch snizSou koncentraciou ako je 0,9 %,
t.j. hypotonickych roztokoch kde je osmoticky tlak niz$i ako tlak v spermiach prichadzalo
pravdepodobne k 1yze buniek. Tiez pri roztokoch s koncentraciou NaCl vyssou ako je
0,9 %, pravdepodobne prichddzalo k lyze buniek, lebo st to roztoky hypertonické ¢o
znamena, ze je ich osmoticky tlak vyssi ako osmoticky tlak v spermiach ¢o sa prejavilo aj
na parametroch pohyblivosti.

Vysledky, ktoré sme dosiahli naznacuju tendenciu poklesu parametrov pohyblivosti
pod vplyvom zmeneného osmotického tlaku. Tak isto modzeme konStatovat, ze
pohyblivost’ spermii kralikov sa zniZuje s predlZovanim doby kultivacie pri laboratornej

teplote.
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