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ABSTRAKT

Jednym zo zakladnych prejavov zivej hmoty je rozmnozovanie. Napriek tomu, ze
organy, ktoré zabezpeduju tuto funkciu nie su nevyhnutne potrebné pre Zivot jedinca, su
potrebné pre zachovanie druhu. Poznanie kvality ejakulatu hospodarskych zvierat zohrava
v dnednej dobe délezitu ulohu v intenzifikacii v ZivoCiSnej vyrobe. Vlastnosti ejakulatu su
ovplyviiované endogénnymi ako aj exogénnymi Cinitelmi.

V predlozenej praci sme sa zamerali na vplyv Siestich vybranych implementorov
(kyselina salicylova, rezorcinol, pyrokatechol, trehaléza, kofein a glutation) na funkéné a
Strukturalne parametre spermii bykov v podmienkach in vitro, ktoré by mohli odzrkadlit
fertilizacnu schopnost spermii; stanovenie vyskytu morfologicky zmenenych foriem spermii
po experimentalnej kultivacii a zistenie koncentracie vybranych biochemickych parametrov v
kultivaénom médiu po pridani sledovanych implementorov.

V praci sme pouzili ejakulaty Siestich nahodne vybranych plemennych bykov.
Ejakulaty sa po prenose do laboratoria riedili riedidlom nasledovného zloZenia: 250 ml
Triladyl® (Minitiib; Tiefenbach Germany), 750 ml destilovanej H,O a 62,5 ml vajeéného Zitka.

Z kazdého zriedeného ejakulatu sme pripravili preparaty a tie sme rozdelili na dve
skupiny podla koncentracie implementora — skupina A s koncentraciou implementora 2

mg.ml™ a skupina B s koncentraciou implementora 1 mg.ml™.

Pohyblivost spermii sme hodnotili CASA analyzatorom (Sperm Vision™; Minitub,
Nemecko) pri teplote 37°C av €asovych intervaloch 0, 1, 2, 3, 4 hodiny od zacatia
experimentu a pri teplote 5°C a v €asovych intervaloch 24, 48, 72 a 168 hodin od zaclatia
experimentu. Pre analyzu vyskytu morfologicky zmenenych foriem spermii sme zhotovovali
preparaty farbené podfa Giemsa—Romanowski. Preparaty sme posudzovali na optickom
mikroskope pri 450 nasobnom zvac&Seni. Morfologicky zmenené formy spermii sme
zoradovali do klasifikaénej tabulky morfologicky malformovanych foriem spermii. Stanovenie
vybranych biochemickych parametrov sme robili spektrofotometricky s pouZitim komerénych
kitov.

Pohyblivost spermii kultivovanych pri teplote 37°C a 5°C preukazala preukazny
pokles v zavislosti od koncentracie a Casu u kyseliny salicylovej, rezorcinolu a pyrokatecholu,
teda u fenolickych latok. U kyseliny salicylovej sa nastal preukazny pokles uz v ¢ase 0
v oboch koncentraciach implementora a preukazny pokles sme zistili vo vSetkych
nasledujucich Casovych intervaloch. NajnizSie preukazné hodnoty sme namerali pri
vzorkach, ktoré boli kultivované pri teplote 5°C v €asovych intervaloch 24, 48 a 72 hodin pri
koncentréacii implementora 2 mg.ml™.

U ostatnych implementorov — trehal6za, kofein a glutation sme zistili stimulacny vplyv

na pohyblivost spermii.



Podobné tendencie sme zistili aj pri sledovani progresivnej pohyblivosti spermii.
Casovo a davkovo zavisly pokles priemernej, krivogiarovej a priamej prejdenej vzdialenosti
spermii ako aj priemernej, krivoCiarovej a priamej drahovej rychlosti spermii potvrdzuju
negativny efekt fenolickych latok, predovSetkym kyseliny salicylovej na pohybové parametre
spermii pri kultivacii in vitro, ktoré su ovplyvnené aj teplotou prostredia a koncentraciou
implementora. Ostatné parametre pohyblivosti spermii podporuju tendenciu poklesu
pohybovych parametrov spermii a dokresluju odchylky v porovnani s kontrolnou skupinou

u kyseliny salicylovej, pyrokatecholu a rezorcinolu.

Analyzou vyskytu morfologicky zmenenych foriem spermii sme nezistili vplyv
sledovanych implementorov. VyS$Sie percento vyskytu morfologicky zmenenych foriem
spermii bolo v skupine s vySSou koncentraciou implementorov. Napriek tendencii vysSieho
vyskytu morfologicky zmenenych foriem spermii pri fenolickych latkach sme preukazné
rozdiely nezaznamenali. Dominantnymi formami morfologicky zmenenych foriem spermii boli

predovietkym hlavi¢ka bez bi¢ika, kluCkovité stoCenie biCika a torzo bicika.

Koncentracie vybranych biochemickych parametrov — albuminu a malondialdehydu
neboli oproti kontrolnej skupine preukazne rozdielne.

Dosiahnuté vysledky v dizertatnej praci jasne poukazuju na negativne uc&inky
fenolickych latok (napriek tomu, Ze patria do skupiny antioxidantov) na parametre
pohyblivosti spermii, ktoré su zavislé od koncentracie, teploty kultivacie a ¢asového intervalu
kultivacie. NajvyraznejSi negativny ufinok na parametre pohyblivosti bol preukazne
zaznamenany u kyseliny salicylovej. Stimulaéné ucinky na pohyblivost spermii dlhodobého
charakteru sa prejavil u trehalézy a kratkodoby stimulacny u€inok sme zaznamenali u

kofeinu a glutationu.

Kracéové slova: spermie, implementor, kyselina salicylova, rezorcinol, pyrokatechol,

trehaléza, kofein, glutation, CASA, pohyblivost, kultivacia



ABSTRACT

One of the main manifestations of living matter is the reproduction. Although the
organs providing this function are not strictly necessary for the life of the individual, they are
necessary for the conservation of the species. Knowing the quality of livestock semen plays
nowadays an important role in the improving the efficiency of animal production. Semen
characteristics are influenced by endogenous and exogenous factors.

In the presented work, we focused on the impact of six selected implementors
(salicylic acid, resorcinol, catechol, trehalose, caffeine, and glutathione) on functional and
structural parameters of the bull spermatozoa in vitro, which might reflect the fertilization
ability of spermatozoa, the incidence of morphologically altered spermatozoa forms after
experimental cultivation and detection of concentrations of selected biochemical parameters
in the culture medium after adding evaluated implementors.

In this work we used semen of six randomly selected breeding bulls. After transfer to
the laboratory semen was diluted with diluent with the following composition: 250 ml Triladyl
® (Minitub; Tiefenbach Germany), 750 ml of distilled H,O and 62.5 ml of egg yolk.

From each diluted semen samples specimens where prepared, and were divided into
two groups according to the concentration of implementor — Group A with a concentration of
implementor 2 mg.ml™ and group B with a concentration of implementor 1 mg.ml™.

Spermatozoa motility was evaluated with CASA analyzer (Sperm Vision ™; Minitlb,
Germany) at 37°C with the intervals 0, 1, 2, 3, 4 hours after the start of the experiment and at
5°C with intervals 24, 48, 72 and 168 hours after the start of the experiment. For the analysis
of morphologically altered spermatozoa the specimens stained by Giemsa—Romanowski
were prepared. Specimens were assessed on an optical microscope at 450 magnification.
Morphologically changed sperm forms were sorted to the classification table of morphological
malformed forms of sperm. Determination of selected biochemical parameters we have done
spectrophotometrically using commercial kits.

Motility of spermatozoa cultured at 37°C and 5°C demonstrated a significant
decrease in dependence on the concentration and time of salicylic acid, resorcinol and
catechol, i.e. the phenolic compounds. In the salicylic acid the significant decrease occurred
already at time 0 in both concentrations of implementor and the significant decrease were
found in all subsequent time intervals. The lowest significant values were measured for
samples that were stored at 5°C at intervals of 24, 48 and 72 hours at a concentration of
implementor 2 mg.ml'l. For other implementor — trehalose, caffeine, and glutathione, we
found stimulatory effect on spermatozoa motility.

Similar trends were also found in the progressive motility. Time— and dose—

dependent decrease in distance average path, distance curved line and distance straight line



and also in velocity average path, velocity curved line and velocity straight line confirm the
negative effect of phenolic compounds, particularly salicylic acid on spermatozoa maotility
parameters during in vitro cultivation, which are also affected by ambient temperature and
the concentration of implementor. Other parameters of spermatozoa motility (straightness,
linearity, amplitude of lateral head displacement and beat cross frequency) support the trend
of declining the spermatozoa parameters and illustrate the difference with the control group
in salicylic acid, catechol and resorcinol.

Analysis of morphologically altered forms of spermatozoa did not show effects of
observed implementors. A higher percentage of morphologically altered spermatozoa was
detected in the group with a higher concentration of implementors. Despite the tendency of
increased incidence of morphologically altered spermatozoa in phenolic compounds the
significant differences were not found. Dominant forms of morphologically altered
spermatozoa were mainly head without flagellum, knob twisted flagellum and flagellum torso.

Concentrations of selected biochemical parameters — albumin and malondialdehyd
compared with the control group were not significantly different.

Achievements in the doctoral thesis clearly demonstrate the negative effects of
phenolic compounds (despite the fact that they belong to a group of antioxidants) on
spermatozoa motility parameters, which are dependent on the concentration, cultivation
temperature and time interval of cultivation. The most significant negative effect on the
motility parameters was recorded for salicylic acid. Long-term incentive effects on
spermatozoa motility were found for trehalose and short-term stimulatory effect was
recorded for caffeine and glutathione.

Key words: spermatozoa, implementors, salicylic acid, resorcinol, catechol,

trehalose, caffeine, glutathione, CASA, motility, culture
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uvoD

Jednym zo zakladnych prejavov zivej hmoty je rozmnozovanie. Hoci organy, ktoré
zabezpecuju tuto funkciu, nie su nevyhnutne potrebné pre existenciu organizmu, su
nepostradatelné pre zachovanie druhu. V cielavedomej praci ¢loveka ma rozmnoZovanie
zvierat vyznamnu ulohu z dévodu zabezpecCenia dostatku potravy Zivo&iSneho pbévodu pre
ludsku populaciu.

Reprodukény proces zavisi na komplexnom rade biologickych vztahov zahrnujucich
mnoho organov, typov buniek, typov molekul ako aj presnu ¢asovu a priestorovu koordinaciu
procesov. Vlastnosti ejakulatu su ovplyviiované tak endogénnymi ako aj exogénnymi
Cinitefmi. Biologicka plnohodnotnost’ ejakulatu zvierat zavisi nielen od druhovej a plemennej
prislusnosti, z dlhodobych pozorovani ako aj chovatelskych poznatkov vidiet, Ze nemozno
zanedbat’ ani prejavy dedi¢nosti, ale o urovni plodnosti rozhoduju predovSetkym vonkajsie
vplyvy. Nie je preto prekvapujuce, ze reprodukény proces je zranitefny réznymi exogénnymi
vplyvmi, faktormi zivotného prostredia, toxickymi, infekénymi, fyzikalnymi ako aj chemickymi
vplyvmi. Vplyvy vonkajsieho prostredia mézu ohrozit zabezpecCovanie kvalithného potomstva
pre dalSie vyuZitie. Vo vSeobecnosti sa pohlavné organy jedincov povazuju za velmi citlivy
barometer zmien v organizme zvierat i ¢loveka. Znalost fyzioldgie regulacnych mechanizmov
nam umoznuje pochopit mozny mechanizmus toxicity rozliénych latok a tymto smerom je
mozny aj vyvoj odpovedajucej lieCby.

Poznanie kvality ejakulatu hospodarskych zvierat, vzajomné vztahy jednak v ramci
funkcie pohlavnych organov, ako aj interakcie s vonkajSim prostredim a jeho faktormi, ktoré
by mohli negativne ovplyvnit ich spravnu ¢€innost, zohrava v dnesSnej dobe déleZitu ulohu v
intenzifikacii v Zivo€idnej vyrobe.

Umela inseminacia pini na celom svete dbélezitu ulohu pri zlepSovani genofondu
parametrov UZzitkovosti zvierat a veterinarnej starostlivosti o reprodukény proces, ako aj pri
vyuzivani biotechnologickych metdd riadenej reprodukcie. Umelou inseminaciou sa dosahuje
podstatne vy3Si plemenarsky a ekonomicky efekt. Prejavuje sa to vyraznym znizenim poctu
plemenarskych stanic so suasnym zniZzenim poctu plemennikov a SirSim pouzitim
kvalitného ejakulatu. Kvalitativnhe hodnotenie parametrov pohyblivosti spermii je délezity krok
v objektivizacii selekcie ejakulatov pre umell inseminaciu. Za hlavné ulohy umelgj
inseminacie suU povazované aspekty zvySenia uzitkovosti zvierat, dosiahnutie znacného
poCtu potomstva, rychle zosSlachtenie chovu zvierat, rychle poznanie hodnoty mladych
plemennikov podla potomstva a znizenie nakladov na chov plemennikov. Ulohy riadene;
reprodukcie su zamerané do oblasti samiCej pohlavnej sustavy. Samcia pohlavna bunka —

spermia je vSak iniciatorom oplodnenia vajicka.
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Laboratérna kontrola ejakulatu je délezitym opatrenim na vyuzivanie plnohodnotnych
ejakulatov pri zabezpe&ovani plodnosti prostrednictvom umelej inseminacie. U&elom kontroly
je urcit kvalitu ejakulatu a zistit' jeho vhodnost' na dlhodobu konzervaciu pre pouZitie v umelej
inseminacii. Pojmom kvalitny ejakulat vyjadrujeme biologicku plnohodnotnost, teda
schopnost’ oplodnit a dat zacliatok novému Zivotu. Téato plnohodnotnost sa testuje
laboratornymi  metodami, ktorymi zistujeme, ¢i vlastnosti ejakulatu makroskopické,

mikroskopické, fyzikalno-chemické a morfologické zodpovedaju fertilizacnym poziadavkam.

13



1. PREHLAD O SUCASNOM STAVE RIESENEJ PROBLEMATIKY

Rozmnozovanie, tokogénia alebo reprodukcia je vytvaranie novych jedincov,
potomkov, existujucimi jedincami, rodiCom alebo rodi¢mi, ktoré prebieha u vSetkych Zivych
organizmov. Prenosom genetickej informacie zapisanej v DNA sa zabezpec€uje dedi¢nost
znakov a zachovanie druhu. Preto mdzeme povedat Ze reprodukcia je zakladom
ontogenézy buduceho jedinca a umozZnuje kontinuitu Zivota (Flade et al., 1990).

Najjednoduch$ie organizmy sa rozmnoZuju nepohlavne — prieCnym delenim,
puc€anim alebo schyzogdniou. Pre fylogeneticky vy$Sie organizmy plati, Ze sa rozmnozuju
pohlavne a su oddeleného pohlavia, bud samcieho alebo samiieho. Obe pohlavia maju iba
jeden druh pohlavnych organov a jeden druh pohlavnych buniek. RozmnoZovanie prebieha
splynutim samcej a samiCej pohlavnej bunky, ktoré maju spoloény nazov — gaméty.
Splynutim haploidnych gamiet v procese oplodnenia vznika diploidna zygota, ktora je
zakladom nového jedinca. Gaméty su produkované pohlavnymi zlazami, gonadami (Paulov,
1980).

Samcie pohlavné bunky, spermie, sa tvoria v samdéich pohlavnych zlazach -
semennikoch v procese, ktory sa nazyva spermatogenéza. Samicie vajiCka, vznikaju vo
vaje€nikoch (ovariach). U vSetkych hospodarskych zvierat pohlavné organy rozdelujeme na
vhutorné a vonkajSie. Vnutorné pohlavné organy predstavuju pohlavné Zlazy spolu
s pomocnymi vnutornymi organmi, ktoré su oplodriovacie. VonkajSie pohlavné organy sluzia

priamo na parenie (Marvan et al., 1992).

1.1.Spermatogenéza — vyvoj spermii

Spermatogenéza je proces tvorby avyvoja spermii. Samcie pohlavné bunky sa
vyvijaja v semenotvornom  kanaliku semennikov  procesom, ktory nazyvame
spermatogenéza (Lukal et al., 2007). Zaklady tychto kanalikov vznikaju uz pocas
embryonalneho vyvoja jedinca v podobe pohlavnych povrazcov. V pohlavnych povrazcoch
mozno rozliSit prvopohlavné bunky (gonocyty) a podporné bunky. Z gonocytov vznikaju pred
narodenim vlastné materské bunky — spermatogonie (Massanyi et al., 2002). Proces vyvoja
spermii zaCina delenim spermatogonii a kon&i premenou spermatid na spermiu. Spermie sa
zacinaju tvorit v Case pohlavnej dospelosti, ale v tejto vyvojovej etape nema tvorba spermii
cyklicky charakter.

Po dosiahnuti pohlavnej dospelosti spermatogenéza prebieha v pravidelnych cykloch
a nemozno ju urychlit ani spomalit. Tieto cykly nasleduju za sebou v presnych ¢asovych
intervaloch, pricom sa kazdy novy cyklus zagina asi o 1/4 dizky cyklu neskér nez

predchadzajuci. Pri zvieratdch s normalne vyvinutou pohlavnou sustavou prebieha
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spermatogenéza cely Zivot a kond&i vséniu (Toman aMassanyi, 1997). Dizka

spermatogénneho cyklu je druhovo rozdielna (Gamcik et al., 1992).

Tabulka é. 1: Dizka spermatogénneho cyklu a celej spermatogenézy (Gamdik et al., 1992)

Dizka Spermatogenéz | Dizka pasaze

Druh spermatogénneho | Pocet cyklov a spolu v prisemennikoch

cyklu (dni) (dni) (dni)

Byk 13,5 4 54 8§-11
Baran 10,4 4,5 49 11-14
Kanec 8,6 4 34,4 14
Zrebec 12,2 4 48,8 -

Pes 13,6 4 54,4 -

Potkan 13 4 52 -

Muz 16 4 64 -

Spermatogenéza ma nasledujuce fazy — rozmnoZovanie, meiéza a metamorféza
(Vrzgulova et al., 1979; Zibrin et al., 1987 a, b, 1990; Cigankova et al., 1993, 1996).

1.1.1. Rozmnozovanie

Rozmnozovanie je spojené s mnohonasobnym delenim a diferenciaciou buniek
prvotnych pohlavnych buniek — gonocytov. V tomto procese vznikaju A — spermatogédnie,
Im — spermatogonie a B — spermatogdnie. Spermatogénie sa mitoticky delia, priCom
vznikaju spermatocyty |. radu a ich poCet geometricky rastie (Toman a Massanyi, 1997). Su
ulozené po obvode semenotvornych kanalikov a maju ovalny tvar (Zibrin et al., 1990).

U cicavcov mozno rozlisit rézne typy spermatogoénii (Courot et al., 1970).

A — spermatogonie (materské bunky) su velké bunky gulatého tvaru s malym mnozstvom
cytoplazmy, na povrchu s chromatinom (McDonald a Pineda, 1989). Jadro je elipsovitého
tvaru s dlhou osou, v centre jadra lezi velké jadierko, ktoré sa lokalizuje na vnutornej
jadrovej membrane (Johnson et al., 1983). Su oznaCované za materské kmenové bunky,
ktoré sa rychlo za sebou mitoticky delia a vznikaju A;, A,, As, A, aintermediarne (Im)

spermatogonie (Zibrin et al., 1990).

Im — spermatogodnie (spermatogénie intermediarneho typu) su bunky vznikajuce delenim A —

spermatogonii. Okrem jednej dcérskej bunky, podobnej materskej, vznika aj druha bunka
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intermediarneho typu. Tato je podobna A — spermatogodnii, s tym rozdielom, ze ma mensie

jadro a je bohata na chromatin.

B — spermatogdnie su pokratovanim Im — spermatogdnii, po niekolkonasobnom rozdeleni
a rozmnozeni (Hrudka et al., 1962). Charakterizuje ich to, Ze chromatin sa nachadza
v blizkosti jadrovej membrany vo forme koérovitého zhrubnutia. Tvarom chromozémov a
velkostou, ktora sa meni poCas mitotického delenia sa odliSuju od A — spermatogénie
(Lukac et. al., 2007).

Spermatocyty |. radu su okruhle bunky, ktoré pri hospodarskych zvieratdch maju
velkost 12 — 17um s velkym jadrom. Oproti spermatogoéniam sa slabsie farbia.
V semenotvornom epiteli bykov sa objavuju v 4. mesiaci po narodeni av 3. mesiaci po
narodeni u kancov (Massanyi, 1991). Postupuju od obvodu semenotvornych kanalikov
smerom do stredu a tvoria druhy rad semenotvornych buniek. V prvom rade sa nachadzaju

spermatogonie (Massanyi, 1991; Gamdik et al., 1992).

1.1.2. Mei6za

Meidza je charakterizovana rastom a zrecim delenim spermatocytov. RozliSujeme tu
dve meiotické delenia. Pri prvom meiotickom deleni vznikaju zo spermatocytov I. radu
spermatocyty Il. radu (Johnson et al., 1981). Ich Zivot trva len niekolko hodin a prechadzaju
do druhého meiotického delenia pri ktorom vznikaju spermatidy, posledna najpoCetnejSia
generacia vo vyvoji spermii (Auger, 2010).

Meibza (zrecie delenie) sa sklada z dvoch po sebe nasledujucich a funkéne uzko
spojenych bunkovych deleni, ktoré sa vyznacCuju zmenami na chromozémoch a ich delenim
(Jelinek a Jelinek, 2002). Ciefom meidzy je vymena materidlu medzi homologickymi
chromozédmami a redukcia ich poc¢tu na polovicu (z diploidného na haploidny pocet).
Vznikom spermatid sa konci obdobie spematocytogenézy. Spermatidy su malé, okruhle,
pripadne polygonalne bunky. Jadro je menSie, obsahuje niekolko vefkych chromatinovych
granul. Spermatidy sa nachadzaju pri lumene semenotvornych kandlikov a su ulozené do
zvazkov v cytoplazme (Gamcik et al., 1992). Chromozémy sa pocas dvoch deleni buniek
len raz uplne rozstiepia (Gamcik et al., 1992).

Prvé meiotické delenie sa tyka spermatocytov |. radu. Je charakteristické velmi dlhou
profazou zloZzenou z leptoténneho, zygoténneho, pachyténneho, diploténneho Stadia a
diakinézy, pokraCuje metafazou, anafazou a telofazou (Toman a Massanyi, 1997).

Druhé meiotické delenie je velmi podobné normalnemu mitotickému deleniu.
V spermatocytoch |l. radu nenastava pozdizne delenie chromatid, ale len delenie centromér.

Diady sa rozpadnu na dve skupiny monad — jednoduché chromozémy v tom istom pocte sa
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rozchadzaju do dcérskych buniek. Takto sa chromatidy rozdelia jedenkrat, kym bunka sa
rozdeli dvakrat. Novovzniknuté dcérske bunky — spermatidy maju haploidny pocet
chromozémov. Vznikom spermatid sa konCi spermatocytogenéza.

Spermatidy su malé okruhle, pripadne polygonalne bunky. Jadro je mensie ako pri
spermatocytoch Il. radu. Obsahuje niekolko velkych chromatinovych granul. Spermatidy
sa nachadzaju pri lumene semenotvornych kanalikov a su ulozené do zvazkov v cytoplazme
Sertoliho buniek (Toman a Massanyi, 1997).

Meiotické delenie a spermatocyty |. radu znamenaju v spermatogenéze kritické
Stadium. Pri poruSeni deliaceho procesu sa mézu vyvinut spermie bez fertilizacnych
vlastnosti. Nepravidelnosti v meiéze sa vyskytuju predovdetkym pri mladych jedincoch.
Dvojica chromozémov XY uréujucich pohlavie sa deli pri meiéze tak, ze dlhsi X chromozém
sa pohybuje k jednému a kratsi Y chromozédm k druhému polu bunky. Po rozdeleni
spermatocytu |. radu sa do kazdého spermatocytu Il. radu dostava vzdy len jeden

chromozém (Hess a De Franca, 2008).

1.1.3. Metamorféza

Toto obdobie je charakteristické tym, Ze okruhla spermatida sa meni na Stihlu
spermiu. Tato spermia obsahuje vSetky vlastnosti na Uspesné spinenie procesu oplodnenia.
Bunka si tvori bi¢ik (pohybovy aparat) a akrozém (Raven a Johnson, 1996). Obdobie
metamorfézy sa deli na Golgiho Stadium, stadium akrozémovej Ciapocky, Stadium kaudalnej
manzety a Stadium zrenia (Martiniakova et al., 2008).

V Golgiho Stadiu sa pri jadre spermatidy tvori zaklad akrozomu v podobe malého
mechdurika s tmavym obsahom vo vnutri — akrozomové granulum.

V §tadiu akrozémovej CiapoCky sa zaklad akrozomu zvacSuje a nakoniec ako
akrozémova Ciapocka pokryva celu prednu polovicu jadra spermatidy (Courot et al., 1970).
Na opacnej strane vznika zaklad bi¢ika. Jadro sa dostava do excentrickej polohy.

V §tadiu kaudalnej manzety sa gulaté jadro spermatidy meni na plosku hlavic¢ku
spermie. Vznika kaudalna manzeta, ktord sa zacCina a upina na rovniku jadra. Rastie
smerom cez kaudalnu polovicu jadra az ponad prvy oddiel bi¢ika (Jelinek a Jelinek, 2002).

V $tadiu zrenia sa kaudalna manzeta rozplyva pozdiz prednej &asti jadra a mizne.
Vznika bicCik a akrozom, nepotrebna cytoplazma odchadza. Najprv sa vyvija obal hlavného
oddielu bi¢ika, tzv. fibrézna poSva, a potom hruba mitochondrialna posva. Mitochondrie sa
prikladaju koncami k sebe, vznika hrubé viakno, ktoré sa ovija okolo osového vlakna na
urovni spojovaného oddielu biCika (Raven a Johnson, 1996). Po odchode nepotrebnej
cytoplazmy a dehydratacii akrozomu je skon€ena premena spermatidy na spermiu (KuliSek
et al., 2006).
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Spermie sa uvolfiuju zo zvazku so Sertoliho bunkou a ako volné bunky sa dostavaju
zo semenotvornych kanalikov do vyvodnych semennych ciest a do chvosta prisemennika
(McDonald a Pineda, 1989). Postup vyvodnym kanalikom prisemennikov trva 10 — 15 dni.
Az do ejakulacie su spermie uskladnené v chvoste prisemennika a nevykazuju vlastnosti
aktivneho pohybu (Massanyi, 1991).

Zaciatok spermatogenézy je podmieneny mnohymi endogénnymi a exogénnymi
faktormi. Vplyv tychto nepriaznivych &initefov na spermatogenézu sa objavi v spermiograme
v rozliéne dlhom obdobi po zagiatku ich pdsobenia, o zavisi aj od dizky spermatogénneho
cyklu, ktory trva pri bykovi a baranovi 60 — 70 dni, pri kancovi 50 — 60 dni (Lukac et al.,
2007).

Spermatogenéza prebieha v celom semenotvornom kanaliku nepretrzite. Mladé
spermie pasivne transportuje prud tekutiny a kontrakcie tunica dartos a m. cremaster do
chvosta prisemennika, ktory pre spermie predstavuje vhodny rezervoar. Tu su spermie
ulozené tesne vedla seba a vo zvySenej koncentracii spermii v semenniku sa nachadza
v hlave prisemennika 0,16 miliénov, v tele 1 milién a v chvoste 3,6 milibna spermii v 1 mm?.
Pri kancovi je v chvoste prisemennika koncentracia spermii 33-krat vacsia nez v ejakulate
(Massanyi, 1991).

1.2. Morfoldgia spermie

Spermie objavil v roku 1677 Holandan Johannes Ham u Cloveka. Kratko potom
Leeuwenhoek zistil spermie aj v ejakulate zvierat. O svojom objave si vSak eSte nedokazali
vytvorit' spravnu predstavu. Leeuwenhoek povazoval spermie za akési drobné semenné
zvieratka (spermatozoa, animalcula seminis), podla vtedajSich predstdv mala hlavi¢ka tohto
semenného zvieratka obsahovat” miniatiru celého fudského individua (Toman a Massanyi,
1997). Nazov spermatozoon, ktorym oznacil takéto semenné zvieratko, sa pouziva dodnes
(Kresan et al., 1979).

AZ neskér v roku 1780 dokazal Spallanzani pomocou umelej inseminacie
oplodiovaciu schopnost ejakulatu, ktord v8ak neprisudzoval spermiam, ale chemickému
vplyvu semennej plazmy na vajicko. Tento nazor vyvratili az Prevost a Dumas roku 1824,
ktori dokazali, ze spermie maju fertilizacnu schopnost (Massanyi et al., 2002). Az rozvojom
elektrénovej mikroskopie, na zaciatku 20. storoCia, sa dospelo k detailnejSiemu poznaniu
Struktury a funkcie spermie a jej jednotlivych Casti. Spermia méa v porovnani s inymi bunkami
osobitnu stavbu, ktora je podmienena jej Specifickym poslanim — aktivnym pohybom
a fertilizaciou ((Massanyi et al., 2002).

Medzi spermiami hospodarskych zvierat existuju druhové rozdiely a tvarové odchylky.

Priemerna dizka spermie sa pohybuje v medziach 55 — 75 pm, priemerna dizka spermie
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byka sa pohybuje od 70 — 75 um, dizka hlavicky 8,5 — 10,0 ym a4 — 4,25 ym je S$irka
hlavicky. Na hlavicku pripada 51% a na bi€ik 49% celkovej hmotnosti spermie (Lukac et al.,
2007).

Normalna spermia sa sklada z dvoch zakladnych Casti — hlavicky a biCika. Pri
oplodneni ma splnit’ 3 zakladné ulohy: musi aktivhe vyhladavat vajicko, preniknut do neho a
preniest geneticky material od otca. Splnenie tychto uloh umoznuje jej vhodné morfologické
zlozenie. Aktivny pohyb zabezpecCuje biCik, na penetracii sa zuCastfiuje akrozém a iné
Struktury. Genetické informacie su uloZzené v jadrovej hmote (Lukac et al., 2007). Priemerna
dizka spermie byka sa pohybuje od 70 — 75 pm, dizka hlavicky 8,5 — 10,0 um a $irka hlavicky
4 -4,5 ym (Lukac et al., 2007).

Obrazok €. 1: Schéma stavby spermie (Animal Reproduction, 1999)

Mitochondriginy oddiel  KTEek

Hiavicka
A

Bicik

Mitochondrie

Centriola

Jadro

Akrozdmova
ohlast

1.2.1. Hlavi€ka spermie (caput spermii)

Hlavicka spermie ma hlavnd ulohu najma pri prenasani otcovského dediCného
materialu umiestneného v nukleoplazme. Podla Goulda et al. (1975) a Aalshetha a
Saackeho (1985) je predny okraj hlavi¢ky zhrubnuty a nazyva sa apikalny hreben.

Podla Massanyiho (1991) je cytoplazmatickd membrana, ktora obaluje jadro
dvojvrstvova. Jadrové pory, ktoré su miestom vymeny materidlu medzi jadrom a
cytoplazmou, sa v spermiach nevyskytuji, okrem malého uUseku v okoli tzv. bazalnych
teliesok. Tieto telieska predstavuju malé mnozstvo fibrilarneho chromatinu ulozeného na
baze hlavicky. Ich vyznam je nejasny. Predpoklada sa, Zze v spermiach cicavcov su jedinym
miestom, kde je mozna syntéza informacnej RNA. Bazalne telieska sa zistili v spermiach
byka, kanca, niektorych druhov opic a niektorych hlodavcov. Nevyskytuju s v spermiach

Cloveka a zZrebca.
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Hlavicka spermie cicavcov je kompletne obklopena plazmatickou membranou a
oddelend od biCika charakteristickou zonou tzv. zadnym prstencom, ktora je miestom dotyku
plazmatickej membrany s jadrovou. Hlavicku je mozZné rozdelit na dve hlavné oblasti:
akrozomalnu a postakrozomalnu. Akrozomalny regién sa dalej deli na dve podoblasti:
prednu akrozomalnu oblast a zadnu akrozomalnu oblast nazyvanu taktiez ekvatorialny
segment. Jadro je obklopené jadrovou membranou a akrozom obklopuju dve membrany:
vonkajSia a vnutorna akrozomalna membrana. Akrozom kryje celu prednu Cast’ hlavicky.
Postakrozomalna oblast je umiestnena v rozmedzi od zadného konca ekvatorialneho
segmentu az po oblast zadného prstenca. Tento regidn obsahuje tzv. postakrozomalnu
podvu lokalizovanu medzi plazmatickou membranou a jadrovou membranou a byva tiez
nazyvany calyx. Az na akrozdm sa priestor medzi jadrom a nad nim leziacou jadrovou
membranou suhrne nazyva perinuklearna téka. Molekuly tu obsiahnuté hraju ddlezitu ulohu
nielen v procesoch formovania spermatickej hlavi¢ky, ale i v priebehu oplodnenia (Toshimori
a Chizuru, 2004).

Hlavicka spermie byka ma tvar tenisovej rakety. Predstavuje silne splosteny oval,
ktory pri ploSnej projekcii je SirSi na apikalnom okraji nez pri baze hlavicky na mieste spojenia
s biCikom. Na sagitalnom priereze ma hlavicka tvar pretiahnutého uzkeho klinu, ktory je pri
spermie barana a capa (Massanyi, 1991). Elekronovomikroskopické vyskumy dokazuju, ze
hlavicka spermie byka je skoro symetricka, priCom asymetricka hlavicka sa poklada za

chorobny prejav a pri€inu poruch plodnosti (Kojima, 1978).

Idedlne rozmery pre hlavi¢ku spermie byka su:
> Dizka: irka 2:1
Baza: Sirka 1:2,8
Najmensi radius bazy: najvacsi radius bazy 1:1,3

Dizka akrozému: dizka hlavigky 1:1,9

YV V V V

Uhlové rozmery pozdiZnej osi: prieénej osi 97° (Gaméik a Zibrin, 1992)

HlaviCka zrelej spermie sa sklada z jadra a akrozému (Raven-Johnson, 1996). Jadro
hlaviiek spermii sa odliSuje od jadra somatickych buniek tym, Ze ma polovi¢ny (haploidny)
obsah DNA a dalej tym, Ze chromatin nema usporiadany vo forme vlakien, ale vo forme
kompaktnej masy. Jadrova tekutina sa v nukleoplazme spermii nenachadza. Hlavicka takto
pripomina tzv. pyknotické jadra. Strata tekutych Casti z jadra sa prejavuje zniZzenim merne;j
hmotnosti spermii, ktora sa po ich dozreti meni od 1,240 do 1,334. Cytofotometrické

vysledky z merania DNA dokazuju, Ze intenzita sfarbenia jadra Feulgenovou reakciou sa
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zvySuje od vrcholu hlavicky ku jej baze, od ukazovatela 0,2 — vrchol do 0,4 — baza
(Massanyi, 1991).

Hlavi¢ka pozostava z nukleoplazmy, Struktur nuklearneho pdvodu akrozomalneho
systému a postakrozomalnej Ciapoc€ky (Kliment et al., 1983, 1989).

Akrozomova oblast’ pokryva akrozom. RozliSujeme na nej suboblasti (segmenty)a to:
apikalny segment — apikalny hreben a hlavny alebo principialny segment, ktory sa este
oznacuje ako pars anterior hlavi¢ky a ekvatoridlny segment, ktory sa este oznacuje ako pars
intermedialis. Akrozom je citlivy na osmotické zmeny vonkajSieho prostredia (Massanyi et al.,
2004). Akrozém pokryva prednu ¢&ast hlavicky spermie a nachadza sa medzi
cytoplazmatickou a nukledrnou membranou, zaberajuc takmer 50% plochy hlavicky.
Cytochemickym rozborom obsahu akrozomu sa zistili sacharidy, chemicky identifikované ako
galaktéza, mandza, fruktdza, galaktosamin, glukosamin, kyselina sialova. Medzi akrozémové
enzymy sa pocitaju hyalurodinaza, akrozin, proakrozin, esterazy, neuromidazy, kyslé
fosfatazy, fosfolipaza A, acylsulfataza, kyslé proteinazy, kolagenaza (Kruger, 1996; Behre et
al., 2000).

PostakrozOmova oblast — pars posterior. Je to hladka ¢&ast hlavicky medzi
postakrozOmovym prstencom, ktord nepokryva akrozém ale pod cytoplazmatickou
membranou existujuca postakrozémova CiapoCka poskytujuca vacsiu rezistentnost vo i
vonkajsim vplyvom (Massanyi, 1991). PostakrozOmova ¢iapo€ka obaluje zadnu Cast jadra
od ekvatorialneho segmentu po bazu (asi 40% dizky jadra). Ma kaliskovity tvar, a preto sa
nazyva kaliSok. Pozostava z jednovrstvovej palisady mikrotubulov . Pri zadnom okraji jadra
sa pripaja k jadrovej a k cytoplazmatickej membrane (Kliment et al., 1989). Postakrozomalna
CiapoCka sa zvyraziuje po impregnacii striebrom. Tato CiapoCka predstavuje tenku vrstvicku

materialu priliehajuceho tesne k cytoplazmatickej membrane.

Jadro (nucleus) vypifia nukleoplazma a je v fiom dediény material samé&ej pohlavnej
bunky v kondenzovanej forme v podobe DNA. Jadro hlavi€iek spermii ma polovicny
(haploidny) obsah DNA a chromatin tvori kompaktnd hmotu (Massanyi et al., 2004). Je
rezistentné na pdsobenie dezoxyribonukledzy a lahko sa rozpusta v NaOH. V jadre sa
okrem chromatinu (asi 45%) nachadza eSte bielkovina bohatd na arginin (Harrison et al.,
2005). V nukleoplazme spermii moézeme prilezitostne pozorovat menSie alebo vacésie svetlé
prazdne miesta, tzv. vakuoly. Vakuoly sa najCastejSie nachadzaju na apikalnom okraji a

ekvatorialnom segmente hlavicky spermie (Gamcik et al., 1992).
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1.2.2. Bi€ik spermie (flagelum spermii)

BiCik spermie ako Uustroj pohybu, sprostredkiva transport spermie na miesto
oplodnenia. Délezitu ulohu ma pri tom mitochondrialny aparat, ktory vyraba energiu (ATP)
a komplex axialnych vilakien ako miesto, kde sa tato energia meni na mechanicku t.j. na
pohyb spermie (Gamcik a Zibrin, 1992). Podla rozloZenia niektorych charakteristickych
utvarov sa bicik spermie rozdeluje na centriolovy, mitochondrialny, hlavny a koncovy oddiel
bicika (Lukac et al. 2007).

Pohyblivost spermii je nevyhnutna na ich distribuciu v samicej pohlavnej sustave
a na penetraciu vajicka. Aj ked to nie je jedina vlastnost' potrebna na oplodnenie, dostupnost
jej hodnotenia sa stala v praxi jednym zo zakladnych seleké&nych kritérii na hodnotenie kvality

ejakulatov a ich vyberu na umelu inseminaciu (Massanyi et al., 2004).

1.2.2.1. Centriolovy (implantac¢ny) oddiel

Strukturdlne a vyvojovo najddleZitejSou Gastou spermie je centriolovy oddiel,
nazyvany tiez kf€ok. Dva centrioly (proximalny a distalny) a segmentové chordy tvoria
morfologicky zaklad kf¢ka. Zo spominanych centriol sa zachovava len proximalny, na ktory
sa upinaju segmentované chordy, ktory tvori hlavicu bi¢ika (Rocha et al., 2006). Distalny
centriol je rudimentarny, vznika z neho axonéma (Massanyi et al., 2004).

Medzi hlavickou a bi¢ikom vznika spojenie v podobe kibu. Implantaéna jamka
hlavisky kopiruje implantaénu hlavicu bi¢ika. Dal$iu &ast bicika tvori komplex osovych
vlakien s charakteristickym usporiadanim. V strede komplexu su duté vidakna a zvySok 18
vlaken je v dvoch koncentrickych kruhoch okolo nich.

Vnutorny kruh je tvoreny deviatimi dvojitymi vlaknami (dupletmi). Z dupletov je vzdy
jedno vlakno duté tzv. element A a druhé piné, ktoré oznacujeme element B. Z kazdého
elementu (A) vystupuju dvojramenné vybezky k elementu B.

Aj vonkajsi kruh je tvoreni deviatimi vlaknami. Tieto vlakna su vzdy plné a omnoho
hrubSie ako vldkna vnutorného kruhu. Tieto vlakna nazyvame chordy (hladké). Hrubka
chordy distalnym smerom rychlo klesa a napokon sa slepo zakonc€uje. Centralne mikrotubuly
a vlakna vnutorného okruhu prebiehaju celym bicikom od distalneho centriolu az ku koncu

bi¢ika. Chordy nedosahuju ani koniec hlavnej Casti bi¢ika (Gamcik et al., 1992).
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1.2.2.2. Mitochondrialny oddiel

Pokracovanim centriolového oddielu je oddiel mitochondrialny, nazyvany tiez oddiel
spojovaci. Je charakteristicky pritomnostou mitochondrii, ktoré su stabilné, Spiralovite
usporiadané okolo hladkych chord a tvoria zavitnicovi poSvu. Distalne je stredny oddiel
ohraniéeny Jensenovym prstencom (anulus) ktory sa na pozdiznych rezoch javi ako dva

rovnoramenneé trojuholniky (Gamcik et al., 1992).

Na spojovacom oddiele je osové vlakno obalené lavoto€ivo Spiralovite prebiehajucim
vlaknom, tzv. Spiralovou posvou, mitochondrialnou membranou tvorenou z rozdielneho poctu
mitochondrii. MnoZstvo a diZka mitochondrii v spojovacom oddielu je zavisla od druhu
zvierat. Spermia byka ma tuto &ast' priblizne o 50% dlhsiu ako hlaviéku. Spiralu tvoria tri
vlakna, ktoré maju po 24 zavitov, takze na jednu Spiralu pripada 24 — 25 mitochondrii.
Posledny zavit $piraly je pri Jensenovom prstenci, ktory na pozdiznych rezoch ma tvar

rovnoramennych trojuholnikov (Kliment et al., 1983).

Pruznost a pevnost bi¢ika zabezpecuje fibrézna mitochondrialna posva, ktora konci v
koncovej Casti bi¢iku a terminalny filament je uz bez poSvy. V spojovacom oddiele je vySSia
koncentracia lipoproteinov. V tomto oddiely je lokalizovany cytochromovy systém, ktory plny

ddlezitu ulohu pre respiraéné funkcie spermii (Gamcik et al., 1992).

1.2.2.3. Hlavny oddiel

Hlavny oddiel je najdlhsia Cast bi¢ika a najdlhSia Cast’ celej spermie vébec. Pri bykovi
meria asi 45 pym. Pri porovnani hlavného oddielu s mitochondridlnym je tento oddiel biCika
tensi. Jeho podkladom, rovnako ako v spojovacom oddiele, je komplex osovych vliaken (2 +
9 + 9) a do % dizky aj hladké chordy. Chordy v tomto oddiely spermie su tensie, neustale sa
sten€uju az na nerovnakej vySke slepo koncia. V dosledku neustaleho stenovania priblizne
Ya hlavného oddielu bi¢ika tvori len samotna axonéma, je to par centralnych vliaken —
mikrotubulov a deviatich dvojitych vlaken, ktoré su usporiadané do kruhu (Gamcik et al.,
1992).

Velkost hlavného oddielu biCika uruje pritomnost fibréznej podvy. Ta pokryva
komplex osovych vlakien. Podfa starSich nazorov viadkna tvorili savisly celok, mali Spiralovity
priebeh a vytvarali poSvu na spbsob Spiraly (z toho pochadza aj starsi nazov — helix). Podla
elektronovomikroskopickych poznatkov ani keratinoidna fibrézna poSva hlavného oddielu nie
je pravou Spiralou, podobne ako mitochondridlna poSva, ale sklada sa z dvoch casti
(elementov). Prvy element, nazyvany longitudinalny tvoria dve vladkna. Tieto vlakna
prebiehaju paralelne s osovymi vlaknami biCika a stoja navzajom proti sebe. Z oboch

pozdiZnych vlakien vystupuju prieéne vybezky (rebra), ktoré z oboch stran obopinaju osové
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vlakna a vytvaraju suvisly kruh. Subor vsetkych prie€nych vybezkov predstavuje cirkularny
element fibroznej posvy. Fibrozna podva zabezpeluje sudrznost osovych vlakien, ale aj

pevnost a pruznost potrebnu na kmitanie bi¢ika (Bozner et al., 1992).

1.2.2.4. Terminalny (koncovy) oddiel

Koncovy oddiel bi¢ika pozostava z osovych vldkien obalenych len cytoplazmatickou
membranou. PIné vldkna dubletov sa vtomto Useku menia na duté a pravidelné
usporiadanie, axonémy maju odlisnu Strukturu. Je to najdistalnejSia Cast biCika spermie.

Terminalny oddiel bi€ika (terminalny filament) je dlhy asi 4 pym, filamenty a koniec
biCika su kryté iba jemnou blanou, chyba proteinova $piralova posva a tak sa osové vlakna
mo&zu uvolnit v jednotlivé filamenty.

Odlisné je aj ultrastrukturalne zlozenie tohto terminalneho oddielu. PIlné osové vliakno
A sa uz nenachadza v dupletoch, obidva duplety su rurkovité a prazdne, nie su tu ani
ramena ¢o ma za nasledok rozpad presnej organizacie axonémy. Jednotlivé tubuly
nerovnako vysoko koncia, v druhej polovici koncového oddielu jeden z dupletov zanika a tak
mozZeme pozorovat iba jednoduché mikrotubuly a ich pocet a usporiadanie nie je konstantné
(Lv et al., 2010).

Hlavicku a vSetky oddiely bi¢ika pokryva neprerusovana cytoplazmatickd membrana.
V elektronovom mikroskope sa javi ako dvojvrstvova membranova jednotka.
Cytoplazmaticka membrana je velmi citliva na zmenu osmoézy a lahko sa poSkodzuje. Pri
poruseni cytoplazmatickej membrany sa odkryvaju labilné ferménové systémy (akrozém,
mitochondridlny oddiel). Odumretim spermie vzrastd permeabilita cytoplazmatickej
membrany. Tento jav sa vyuziva na diferencialne farbenie Zivych a mftvych spermii. Pri
Zivych spermiach neprepusta cytoplazmatickd membrana farbiva. Ztohoto doévodu
nereaguju Zivé spermie na farbu, ale mftve spermie sa sfarbuju na €erveno, modro alebo
fialovo, a to podla druhu pouzitého farbiva. Tato metdda nedava dobre reprodukovatelné
vysledky, pretoZze uz farbivo pdsobi nepriaznivo na cytoplazmaticki membranu spermii a
mbze zmenit jej permeabilitu. Ak je farbenie o nieCo kratSie, v8etky mfitve spermie sa
nefarbia a naopak, ak je farbenie dlhSie, sfarbia sa aj zivé spermie. Iné Studie ukazuju, Zze
zmena permeability bunkovej membrany spermii vznika aj za fyziologickych podmienok
v dosledku kapacitacie (Bedford, 1983). Zivé spermie inkubované urdity éas v maternici sa
sfarbuju ako mftve. Zmena permeability cytoplazmatickej membrany spermii vznika aj pri ich

zmrazovani (Gamcik et al., 1992).
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1.3.Metabolizmus a pohyb spermii

Pohybovym Ustrojom spermie je bi¢ik a umoznuje penetraciu spermii cez cervikalny
hlien az na miesto oplodnenia — do hornej tretiny vajcovodu (Massanyi, 1991).

Spermie sa pohybuju dopredu rotaciou. Hlavicka a predna Cast biika sluZia ako
oporny bod, proti ktorému bi€ik vyvija svoju hnaciu silu. Za 1 sekundu méze bicik urobit 3 —
15 otagok okolo pozdiznej osi. Sugasne sa pozdiz biika iria kontrakéné impulzy. Viny, ktoré
pocas ohybovych cyklov vznikaju sa zvySuju postupne k distalnemu koncu bicika. Hlavi¢ka
rotuje okolo vlastnej pozdiZnej osi tak, Ze véetky elementy bi¢ika nevyvijaji presne pohyb v
rovnakej rovine, ale pocCas vSetkych kontraktiinych cyklov. Spermie s poskodenym

pohybovym systémom a energeticky vyCerpané nerotuju (Massanyi et al., 2002).

Obrazok €. 2: Schéma pohybu spermie a bic¢ika (Kliment et al., 1985)

Na zaklade su€asnych poznatkov o bi€iku, ako aj dalSich experimentov sa utvorila
predstava o mechanizme pohyblivosti spermie. Spermie dozrievaju a su schopné rozvinuat
svoju pohyblivost az po pobyte v prisemenniku. Tento proces sa opisuje ako epidydimalne
dozrievanie. Prisemennik je dolezity organ s proteosyntetickou aktivitou jeho epitelu. Zmeny
na povrchu cytoplazmatickej membrany v prisemenniku su impulzom nielen na rozvinutie
pohybovej aktivity, ale aj na ziskanie schopnosti spermii prilnat na povrch zona pellucida, ¢o
predstavuje jeden zo zakladnych predpokladov na uskuto&nenie fertilizacie (Kasker, 1994).

Zakladnou Strukturou, zodpovednou za pohyblivost, je axonéma aje bezna vo
vacsine bic¢ikovcov abunkach cilii od prvokov az po Cloveka s relativne malymi
modifikaciami. Tato revolu¢na stabilita indikuje, Ze axonemalne komponenty maiju
dostato€nu rozmanitost' v Struktdre a funkcii prispésobit sa odliSnym typom pohyblivosti
biCikov acili. Axonéma sa sklada z deviatich periférnych mikrotubulovych dupletov

a z dvoch centralnych mikrotubulov ktoré riadia celu dizku bi¢ika (Linck, 2001; Inaba, 2003;
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Turner, 2003). Dyneinové ramena projektuju z mikrotubuly A smerom k mikrotubule B
prilahlé dupletom ktoré s najddleZitejsimi hraémi v aktivnom kizani mikrotubul. Susedné
mikrotubulové duplety su navzajom pripojené prostrednictvom nexinovych spojok (Bozkurt
aWooley, 1993) aradidlne Iu¢e poukazuju plast obklopeny dvomi singletovymi
mikrotubulami v strede axonémy (Smith a Yang, 2004).

Hoci zmeny dozrievania spermii prebiehaju najma v hlavicke spermie, treba
zdéraznit, Ze podstatne sa meni zloZenie glykoproteinového obalu bi¢ika. Tieto prebiehajuce
zmeny maju vyznam vo vztahu k motilite a plnia ulohu pri nadvazovani kontaktu vajicka so
spermiou (Massanyi, 1991).

Aktivita spermii sa vyjadruje ich pohybom. Za normalny fyziologicky pohyb sa
povazuje postupny pohyb spermii dopredu za hlavi¢kou. Medzi nefyziologické formy pohybu
spermie patri nepohyblivost, pohyb okolo hlavicky, pohyb do kruhu, retrogradny pohyb,
trhavy pohyb a kolisavy, oscilaény pohyb (kmitanie bi¢ika na mieste, obCasné kolisanie celej
spermie) (Véznik et al., 2004).

Aktivita spermii sa posudzuje u kazdého ejakulatu bezprostredne po odbere,
najCastejSie mikroskopom s fazovym kontrastom, pri teplote 39 + 1°C, pri 200 — 300
nasobnom zvacseni. Hodnoti sa percento spermii s progresivnym pohybom a percento
spermii s abnormalnym pohybom (Véznik et al., 2004).

Gamcik et al. (1992) uvadzaju, ze charakteristickym prejavom zivota spermii a ich
fertilizaénych vlastnosti je latkova premena a pohyb. Metabolické procesy prebiehajuce v
spermiach sa vyuzivaju hlavne na zabezpeCenie pohybu spermii. Kvalita metabolickych
procesov zavisi od energetickych zdrojov, t.j. mnoZstva kvality substratov a fermentov
nachadzajucich sa v spojovacej Casti bi¢ika spermie. Energia potrebna pre pohyb sa
akumuluje v mitochondrialnej poSve biCika a ziska sa Stiepenim ATP (Massanyi et al., 2002).

Prevladal nazor, ze &im rychlejsi je pohyb, tym kvalitnejSia je spermia. Po poznani
procesu dekapitacie je v3ak pre fertilizanu schopnost spermii vyznamnejsi ¢asovy interval,
po ktory si spermie uchovavaju svoj progresivny pohyb. Pri velmi rychlom a intenzivhom
pohybe spermie rychlo stracaju svoje enzymy a taky ejakulat musi byt po odbere o
najrychlejSie uvedeny do anabiézy (Kliment et al., 1983).

Pri pohybe sa odburavaju glycidy (fruktolyzou, glykolyzou) a vytvaraju sa kyselina
pyrohroznova, kyselina mlie€na a CO,. Proces respiracie prebieha iba za pritomnosti
kyslika. Pri tom dochadza postupne k poklesu hodnoty pH ejakulatu a k naslednému
zastaveniu pohybu spermii. Energia uvolfiovana pri odburavani fosforylovanych cukrov sa
kumuluje v makroenergetickych vazbach adenozintrifosfatu (ATP). Iba 40% volnej energie,
ktora sa mbze uvolnit pri premene glukézy na kyselinu mlieCnu, méze byt spermiami
vyuzita. Pri respiracii mézu spermie ziskat energetické zdroje za pritomnosti kyslika

premenou kyseliny mlie€nej a kyseliny pyrohroznovej za vzniku CO, a H,O (exogénne
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dychanie). Pri nedostatku exogénnych zdrojov mbzu spermie ziskavat energiu iba oxidaciou
vnutrobunkovych energetickych zdrojov (endogénne dychanie). Strata energetickych zdrojov
je rychla a preto musi ejakulat vyuzZivat aj glycidy, kyselinu mlie€nu a plazmalogén v
uterinnom prostredi, inak by nemohli uskutoénit proces dekapitacie. Pri biochemickej
neadekvatnosti (napr. nizka hladina glukézy u vysokouzitkovych krav v popérodnom obdobi)
sa podstatne zniZuje doba prezivatelnosti spermii v sami¢om pohlavhom aparate (Kliment
et al., 1989).

Bielkovina dynein je zloZka, ktora zodpoveda za premenu chemickej energie na
mechanicky pohyb bi¢ika. K vlastnému pohybu dochadza kizanim mikrotubulov
prostrednictvom ich dyneinovych ramien. Radialne spojenia centralnych mikrotubulov s
dubletmi zodpovedaju za pohyb a kmitanie bi€ika. Vonkajsie hrubé fibrily hraju iba pasivnu
ulohu pri uskutoCfiovani pohyblivosti a proximalny centriol sa nepovazuje za kinetické
centrum pohyblivosti (Satir, 1974; Amelar, 1980).

V minulosti sa predpokladalo, Ze vlastna pohyblivost je jedinym faktorom, ktora
transportuje spermie v samicej pohlavnej sustave. Skutocnost, Zze vo vajcovode boli zistené
pohyblivé spermie skér, ako bolo predpokladané podla pocitanej rychlosti pohybu, dokazuje,
ze su tu dalSie faktory mimo vlastnej pohyblivosti spermie, ktoré su dblezité pre transport
spermie. AvSak aj napriek tymto skuto¢nostiam sa dnes vSeobecne uznava, Ze pohyblivost
spermii je nevyhnutd na ich distribuciu v samiCej pohlavnej sustave a na penetraciu do
vajicka. Pre dobru dostupnost sa stala v praxi jednym z najdélezitejSich kritérii hodnotenia
kvality ejakulatov (Massanyi et al., 2002).

Na metabolizmus, pohyblivost a schopnost oplodnenia maju vplyv rézne faktory
(Gamcik et al., 1992). Uz reprodukény proces samcov ako zlozity biologicky systém je
zranitelny mnohymi fyzikalnymi, chemickymi a environmentalnymi faktormi, ktoré priamo
alebo nepriamo ovplyvriuju reprodukéné schopnosti hospodarskych zvierat. Na ich vplyve
maju vyrazny podiel aj tazké kovy resp. stopové rizikové prvky, ktoré zasahuju do

najcitlivejSich organovych systémov resp. pohlavného systému (Lukac et al., 2009).
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Tabulka €. 2: Rychlost pohybu spermii (Gamcik et al., 1992)

bruh Priemerna rychlost’ pohybu
pm.s™ pm.min™ pm.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

1.4. Abnormalne formy spermii

Spermie — samcie pohlavné bunky prekonavaju pocas vyvoja spermii cely rad zmien.
Tieto zmeny su prirodzenym odpadom v podobe rozliénych morfologicky zmenenych foriem
spermii. Za normalnych okolnosti ich frekvencia nema presahovat pri bykoch viac ako 15 —
20% morfologicky zmenenych spermii. Z celého mnozstva takychto spermii nesmu prekrogit
negenerativne formy 5%, tvarové zmeny hlavicky 5% a zmeny na akrozéme 10%. Nezrelé
spermie (zadrzana protoplazmaticka kvapka na kréku alebo spojovacom oddiely) nesmu
prekrocit 2% (Gamcik et al., 1976).

Pri vzniku defektnych spermii sa uplatfiuje vplyv mnohych Ccinitefov toxicko-
infekéného pdvodu. V zavislosti od intenzity mechanizmu a miesta ich u€inku méze nastat
uplna porucha v produkcii spermii s naslednou aspermiou alebo oligospermiou, pripadne
zvySené tvorenie defektnych spermii. Podla miesta tvorenia alebo pasaze spermii mozno
rozdelit zmeny v morfoldgii na primarne a sekundarne.

Primarne zmeny vznikaju pocCas spermatogenetického cyklu az po prichod spermii
do chvosta prisemennika. Tieto zmeny poukazuju na poruchy semenotvorného a vyvodného
systému. Medzi primarne zmeny sa zaraduju degenerativne formy spermii, zmeny tvaru
hlavicky (napr. hruskovita, vajcovita, citronovita a podobne), zmeny v nukleoplazme spermii
(nerovnomerné rozdelenie DNA), zmeny na akrozome, napr. perzistujuci akroblast, tvarové

zmeny na mitochondrialnom oddiele biCika spermie, vyvojové anomalie spermii a podobne.
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Sekundarne zmeny vznikaju pri dlh§om pobyte spermii v chvoste prisemennika. Sem
zaradujeme aj zmeny, ktoré vznikaju v momente ejakulacného reflexu az po posudenie
ejakulatu a artefakty vyvolané nespravnym zhotovenim preparatu. Sekundarne zmeny su
prejavom kvalitativnych zmien v semennej plazme. Ich mnoZstvo zavisi od spravnosti
dodrziavania techniky pripravy preparatu, teploty prostredia (8ok z chladu), ako aj od
technologického postupu pri riedeni a chladeni semena. Medzi tieto zmeny patri
napuciavanie, uvofnenie, roztrhanie akrozému a hlavicky, roztrhany biCik, torzie bicika

rozli€ného stupfa a nezrelé formy spermii (Gamcik et al., 1976).

Obrazok €. 3: Morfologicka klasifikacia spermii optickym mikroskopom (Massanyi, 1991)

Hruba c&iara oddeluje normalne (vlavo) od abnormalnych foriem: A — akrozémova Ciapka: 1 —
normalna, 2 — velmi Siroka, 3 — granularna, 4 — Siroka, 5 — mala, 6 — uvolnena, 7 — deformovana. B —
tvar a velkost hlavi¢ky: 1g — hlavi¢ka zvaésena, 1m — normalna, 1k — zmensena, 2 — pretiahnuta, 3 —
hruskovita, 4 — kopijovita, 5 — lopatkovita, 6 — bankovita. C — baza hlavi¢ky a kf¢ok: 1 — baza hlavicky
normalna, 2 — linearna, 3 — roz8irena po okrajoch, 4 — uzka, 5 — Siroka, 6 — kf€¢ok symetricky, 7 —
excentricky, 8 — paraxialny, 9 — retroaxialny, 10 — 11 — ulomeny (genetického pdévodu). D —
mitochondrialny oddiel: 1 — normalny, 2 — kratky, 3 — Siroky, 4 — tenky, 5 — deformovany, 6 —
preruseny, 7 — poskladany, 8 — axialny typ, 9 — fibrilarny typ. E — bi€ik: cytoplazmaticka kvapka — 1 —
na kf¢ku v proximalnej ¢asti, 2 — na konci spojovacieho oddielu v distalnej polohe, 3 — otacanie bic¢ika
okolo cytoplazmatickej kvapky na konci bicika, 4 — ohyby biCika suvisiace s cytoplazmatickou
kvapkou, 5 — Spiralovite ohnuty bicik, 6 — kluCkovite otoCeny bi€ik, 7 — bicik ulozeny na hlave, 8 —
rudimentarny bi€ik. F — teratobmy: 1 — zdvojeny bicik, 2 — trojity bi€ik, 3 — Styri biCiky, 4 — zdvojena
hlavicka, 5 — dve hlavi¢ky so Styrmi spolo€nymi bi¢ikmi.

A
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1.4.1. Degenerativne (teratoidné) formy spermii

Tento druh malformacii zahriuje spermie, ktoré nemaju vyvinuty typicky tvar
hlavicky, hlavicka sa abnormalne silne farbi, tvarove je asymetricka, abnormalne mala a
spermie s viacerymi hlavickami. Rovnako sem patria spermie, ktoré maju atypicky tvar
bi¢ika (vakovity, kyjovity, gulovity) a vyrazne tmava vnutornua Struktdru, ako aj spermie
s viacerymi bi¢ikmi. Teratoidné spermie sa objavuju ako odpad (nepodarok), ktory vznika pri
produkcii spermii po¢as metamorfézy spermatidu na spermie. Ak sa vyskytuje viac ako 5%
teratoidnych foriem spermii spolu s dalSimi primarnymi zmenami, ide o vaznejSiu poruchu
spermatogenézy.

Obrazok €. 4: Teratoidné malformacie postihujuce vSetky Casti spermie (Gamcik a
Kozumplik, 1984

1.4.2. Zmeny v tvare hlaviécky

Zmeny sa moézu prejavit v tvare usporiadania akrozomalneho systému, v tvare,
velkosti hlaviCky (pri nespravnom obsahu DNA) a vo forme jej bazy. Na nerovnomerné
rozdelenie DNA poukazuje mala a velka hlavicka. Soderguist et al. (1991) poukazuju na to,
Ze zmeny na hlavicke spermii predstavovali 3,8% zo vSetkych zmien pozorovanych u 47
bykov Ciernostrakatych Svédskych, ale predstavovali iba 1% zo v8etkych spermii. Petac a
Kosec (1989) vo svojich vysledkoch poukazuju na to, Zze z 9,8% vSetkych abnormalnych

spermii malformacie hlavicky predstavovali 4%.
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Pri niektorych virusovych pohlavnych infekciach mozno pozorovat vysSie %

malformacii hlaviCiek spermii, napriklad zuzené, hruskovité, ovalne, citronovité hlavicky.

1.4.3. Zmeny na akrozéme

VonkajSia cytoplazmatickd membrana a akrozomalny systém su velmi citlivé na
osmotické zmeny vonkajSieho prostredia. VySsi poCet malformacii spdsobuje proces
hibokého zmrazovania. Naj¢astejSie ide o zvleCeny akrozom, rozlicny stupen pucania
akrozému, vinovité zriasenie okraja akrozOmu a vakuoly. Pri prasknuti napucaného
akrozému sa akrozomalny obsah vyleje. ZvleCeny akrozém sa vyskytuje sekundarne pri
starnuti spermii. Niekedy zostava ako zvySok po zvleCenom akrozome polmesiacikovity
utvar oznaCeny ako perzistencia ekvatorialneho segmentu. Medzi dalSie zmeny na
akrozéme suvisiace s nerovhomernym rozdelenim akrozomalnej hmoty patria kondenzacia
k prednému okraju, granulacia akrozému, perzistujuci akroblast. Perzistujuci akroblast sa
zaraduje k hereditarnym chybam akrozému. Ide o pretrvavajicu vyvojovu formu akroblastu
(Gamcik a Kozumplik, 1984). Oettle a Soley (1988) oznaluju tuto zmenu ako lipping.
Kondenzéacia akrozomovej hmoty k prednému okraju hlavicky vznika nahromadenim
akrozémovej hmoty vo forme tmavo zafarbeného pasu. Vacsinou tieto anomalie vznikaju pri

virusovych infekciach.

Obrazok €. 5: Malformacie akrozomu hlavi¢ky spermie (Gamcik a Kozumplik, 1984)
A — rozlicny stupefi napuc€ania akrozdmu, B — hlavicka spermie bez akrozému, C — uvolneny
akrozém

1.4.4. Zmeny vo vnutornej Strukture nukleoplazmy

Malformacie zadnej Casti nukleoplazmy sa najCastejSie vyskytuju v podobe
nerovnomerného zafarbenia a nerovnomerného rozdelenia jadrovej hmoty (diploidna
spermia). Patria sem spermie, ktoré sa tvarom odliSuju od normalne formovanych spermii,

napriklad bunkové utvary s nedostatoCne diferencovanou hlaviCkou. Na diagnostiku tychto
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zmien je najvhodnejSi elektronovy mikroskop. Do skupiny zmien vo vnutornej Strukture
nukleoplazmy patria aj spermie s granulovanou nukleoplazmou, pravé vakuoly a

mikrovakuoly.

Granulovana nukleoplazma je porucha diferenciacie nukleoplazmy na zaciatku fazy

kaudalnej manzety.

Vakuoly sa daju identifikovat optickym mikroskopom. Zaradujeme ich medzi
primarne zmeny nukleoplazmy. NajCastejSie sa nachadzaju na apikalnom okraji
nukleoplazmy a v ekvatoridlnom segmente hlavicky spermie. Velké mnozstvo vakuol sa
vyskytuje pri  poruchach spermatogenézy, predovdetkym zapalového pévodu.
Z fyziologického hladiska sa frekvencia spermii s obsahom vakuol od 3 do 15% povazuje za
normainu.

Mikrovakuoly patria k ultrasktrukturalnym vyvojovym anomaliam jadra. Ich ulozZenie je
nahodné, najCastejSie vSak pri baze hlavicky. Su bud prazdne alebo obsahuju jemny vlaknity
material.

Na baze hlavicky sa mézu vyskytovat tieto odchylky: plosna hlboko vtiahnuta, Siroka,
Uzka baza a abaxialne nasadenie biika. Tieto malformacie vznikaju bud pri koneénej faze

spermatogenézy alebo pri nepravidelnom nahromadeni chromatinu.

Obrazok €. 6: Vakuoly v hlavicke byka (Gamcik a Kozumplik, 1984)

1.4.5. Diploidné spermie

Diploidné spermie su spermie s hrubSou hlavickou a dvoma bi¢ikmi. Nachadzaju sa

v ejakulate normalne fertiinych bykov, priemerne 0,104%. Hlavicky maju dvojnasobny obsah
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DNA. Priinou vzniku tychto defektov nukleoplazmy je nerovnomerné rozdelenie jadrovej

hmoty po€as spermatogenézy.

1.4.6. Abnormality na bi¢iku spermie

Délezité su najmd anomalie na mitochondrialnom oddiele, pricom najCastejSou

malforméciou je jeho skratenie, prediZenie, zhrubnutie, ziZenie a prerusenie.

Anomalia, pri ktorej sa hlavicky oddelia od bicika, sa nazyva dezintegracia spermii
(dekapitacia) a vyvolava oby€ajne Uplni neplodnost. Méze vzniknit ako nasledok
zapalovych procesov prisemennikov alebo sa povazuje za geneticki chybu, ktora sa
najCastejSie prejavuje pri pouziti pribuzenskej plemenitby. Vznika pésobenim jednoduchého
recesivneho génu viazaného na pohlavie. Tieto zmeny mézu vznikat aj pri spracovani
ejakulatov. Proces dezintegracie vznika tym, ze filamenty, ktoré spajaju priestor medzi
kapitulom a bazalnou plathou, su hlavné Struktury zodpovedajuce za spojenie hlavicky

s bi¢ikom. Predpoklada sa, ze priCinou je defektna syntéza proteinu (Gamcik et al. 1992).

Malformaciu mitochondridlneho oddielu mozZno najst aj vo forme prerusenia
niektorého jeho useku, dalej ako holé osové vlakno alebo nitkovite vyvinutu mitochondrialnu
Spiralu. VSetky tieto anomalie porusuju pohybovu aktivitu spermii a podfa percenta ich

vyskytu vyvolavaju aj fertilizacné poruchy. Maju vacsinou dedi¢nu etiologiu.

Do skupiny dedi¢ne podmienenych anomalii mitochondrialnej Spiraly patri vyvrtkovy
defekt (corkscrew-sperm defect). Pri tejto malformacii je spojovaci oddiel nerovny a
mitochondridlny material je v fiom nepravidelne rozdeleny. V mnohych postihnutych
bunkach sa vyskytuju perzistujuce proximalne kvapky. Studiom ultrarezov sa zistilo, Ze ide o
poskodenie abaxialneho fibrildrneho suboru v désledku uvolnenia mitochondridlnej Spiraly.
Cran a Massanyi (1988) vidia pricinu tejto anomalie v tom, Ze mitochondrie sa na niektorych
Castiach stredného oddielu akumuluju do chumacov, na niektorych chybaju, takze

mitochondrialny oddiel nadobuda tvar vyvrtky.

Aplaziu abaxialneho fibrilarneho suboru bi¢ika spermie byka predstavuje anomalia

Dag defekt, charakterizuje otoCenie bi¢ika rézneho stupfia.

Pri bykoch sa opisal sterilizujuci defekt pahyfa biCika (tail stump defect), ktory sa
v ultraStrukture prejavuje ako mala stopka namiesto biCika, pyriformna kvapka,
rudimentarny bi¢ik alebo kyjakovity bi¢ik dizky 2 — 3 um (Vierula et al., 1983; Ariola et al.,
1985).
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Obrazok €. 7: Rézne stupne vyvoja bi¢ikov (Massanyi, 1991)

1 — netimerne kratky (8,2 um) a zhrubnuty (2,0 um) bi¢ik. Rozmery hlaviéky st norméline (dizka 8,4
a Sirka 4,4 ym). REM 2150x. 2 — defektny bi¢ik dlhy 5,67 ym. REM 3000x. 3 — kratky pahyl bi€ika
dizky 3,0 ym. REM 5400x. 4 — vyvinuty je len kypet bi¢ika ($ipka). Hlavicka ma rozmery 8,4 um
dizky, najvacsiu $irku 3,8 um, teda je Uzka. REM 4250x. 5 — vyvinul sa iba pahyl bi¢ika (Sipka).
Rozmery hlaviéky st 9,4 um dizky, najvaésia Sirka 3,7 um. Ide o dlha a Gzku hlavigku, velmi zaZenu
v baze. Byc€ia spermia. REM 3600x.

Do tvarovych zmien patria zdvojené, ztrojené biCiky, kde zmena ma testikularny
pbévod. Torzie, flexie rdzneho stupna su tiez délezitou zmenou spermii, klu¢kovite otoceny
biCik, nalomeny bi¢ik. Ukazalo sa v8ak, Ze kflexii dochadza najCastejSie v obsahu
cytoplazmatickej kvapky v prisemenniku. Cast flexii méze prejst do formy anteflexie
(anterioflexie) bi¢ika spermie (Massanyi, 1988). Povazuje sa za prvy stuperi formovania
vyvrtiek biCikov (Oettle a Soley, 1988). Takéto spermie prejavuju pohyblivost, hoci

nefyziologicku. Ide o mechanicku poruchu pohyblivosti.

Obrazok €. 8: Medzi tvarové anomalie patria rozne flexie bi€ikov (Massanyi, 1991)

StocCenie bi¢ikov do kibka za hlavickou reprezentuje dalSie Stadium tvarovych zmien

bi¢ika. Takéto spermie stracaju pohyblivost.
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Obrazok €. 9: Mnohonasobne oto¢eny bicik kancej spermie (Massanyi, 1991)

Dalsiu kategériu zmien v tejto skupine charakterizuje prifnutie bigika k hlavicke do tzv.
juxtapozicie. Pozorovania ukazali, Zze biCik prilne vzdy iba k jednej strane hlavicky a je

obaleny v spolo¢nej cytoplazmatickej membrane s hlavic¢kou.

Obrazok ¢. 10: Juxtapozicia hlavicky a bi¢ika s réznymi formami otoCenia bi¢ika na jednej
strane hlavicky (Massanyi, 1991)

V useku strednej Casti spermie sa vyskytuju anomalie spocivajuce v abnormalnom
spojeni bi¢ika vo forme excentricky abaxialne nasadeného biCika. Bi€ik nie je umiestneny

centralne v osi hlavicky, ale sa nachadza pri jednej strane bazy hlavicky. Tato zmena
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vyvolava neplodnost tym, ze spermie nemaiju fyziologicky pohyb. Tento vplyv na neplodnost

opisuje vo svojej Studii Bartt (1989), ktory posudzoval ejakulaty od 1 049 bykov.

1.4.7. Nezrelé spermie

Do skupiny tychto malformacii patria spermie so zadrZzanou protoplazmatickou kvapkou,
ktoré pochadzaju z vyvojového Stadia spermatogenetického cyklu. Predpokladom byvaju
zmeny na cytoplazmatickej membrane, v obsahu alebo pred€asnej aktivacii lyzozomovych
enzymov. Spermie s cytoplazmatickou kvapkou v ejakulate sa definuju ako nezrelé.
Rozoznavame proximalnu polohu kvapky (na centriolovom oddiele) a distalnu polohu
(distalna ¢ast mitochondrialneho oddielu). Pritomnost cytoplazmatickej kvapky brani pohybu
spermie. Ich zvySené mnozZstvo v proximalnej polohe méze negativne ovplyviovat fertilitu.
Pri prezavavcoch s normalnou plodnostou sa vyskytuje v 2 — 3% pripadov. Existuju urcité

rozdiely podfa druhu zvierat.

Dalsim prejavom nezrelych spermii je zvySeny vyskyt vyvojovych
spermatogenetickych foriem — spermatogoénie, spermatocyty I. a ll. radu a spermatidy. Ich
vacsie mnozstvo poukazuje na poskodenie semenotvorného epitelu, nedostatky v exploatacii

a poruchy v transformacii spermii.

Kvalitativnym Stadiom morfologicky zmenenych spermii v ejakulate sa zaoberali
mnohi autori. Terawaki et al. (1991) uvadzaju, ze celkovy priemer abnormalnych spermii bol
9,1% pri ejakulatoch ziskanych od holsteinskych bykov. NajCastejSie zmeny boli
pozorované na hlavicke 1,4%, kréku 3,1%, stredovej Casti 4,2% a koncovej Casti biCika
3,0%. Salah (1992) uvadza, Ze najCastejSie zmeny sa vyskytli na bi¢ikoch ato zvinuté
a nalomené biCiky. U kancov Vekerle (1987) zistil najCastejSiu abnormalitu spermii na
proximalnej a distalnej Casti bi¢ika, pricom vyskyt tychto zmien sa pohyboval od 10 do 30%.
Krajiak (1983) pri pozorovani kancov plemien biela us$fachtila, duroc a landras zistil
percentualny vyskyt abnormalnych spermii 18,3; 13,5; 15,55 a spermii s excentricky
nasadenym bi¢ikom 34,51; 22,4; 32,25. Na inseminaCnej stanici bykov Massanyi et al.
(1992) zistili priemerné percento vyskytu morfologicky abnormalnych spermii 7,21%. Medzi
hlavné zmeny patrili dezintegracie hlavicky 31,02%, kluCkovité stolenie bicika 12,39%

a torzo 7,39% z celkového poctu zmien.
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Obrazok €. 11: Spermie byka s protoplazmatickymi kvapkami (nezrelé spermie) (Gamcik a
Kozumplik, 1984)

1.5.Vplyv vonkajsSich spermii na stavbu spermii

Pri vzniku defektnych spermii sa uplathuje vplyv celého radu cinitelov toxicko-

infek&ného, fyzikalno-chemického, alimentarneho a genetického pévodu.

1.5.1. Toxické vplyvy

Na zivé organizmy pdsobi prostredie réoznymi toxickymi vplyvmi. Dnes pozname
mnohé latky, ktoré ovplyviiuju reprodukéné schopnosti. Treba vediet kvalitativne rozlisit,
ktoré Stadia spermatogenézy su citlivé na Specifické latky. NajCastejSie su postihnuté rychlo
sa deliace spermatogonie. So zvySujucim trendom chemizacie polnohospodarstva sa
musime naucit odhadnut potencionalnu reprodukénu toxicitu pouzivanych chemikalii,
exhalatov, aktivnych ainych latok. Prikladom mézu byt prace viacerych autorov ako
Courtensa et al. (1980), ktoré dokazuju poSkodenie morfogenézy spermatid bykov po
podavani etyléndibromidu. Najviac poSkodené bolo jadro, perinuklearna substancia,
perinuklearny prstenec a akrozém. K vyznamnym zaverom dospel Evenson (1993a) vo
svojich vyskumoch, kde poukazuje na vplyvy urcitych latok na spermatogenézu. Napriklad
u mySi dochadza vplyvom ureazy k zabraneniu syntézy DNA a k zvy3enej tvorbe abnormalit
hlaviCiek spermii. Metyl metansulfat (MMS), alkylatcystém skupiny — SH v protaminoch
spermii destabilizuje chromaticku Struktaru spermii a vedie k rozbitiu chromozdémov
a mutaciam. Daldie vyskumy (Evenson et al., 1993b) poukazuju na to, Ze etylmetan
sulfonat, indukovany alkylat rozvijajucich sa spermii, zapriCifiuje stres chromatickej
Struktury, nasledne dochadza k rozruSeniu DNA, Co sa vztahuje na dominantne, latentné
mutacie. Hemavathi (1993) zistii vyrazné mutagénne a karcinogénne ucinky bezZne

pouzivanych fungicidov Ziram, Thiram a Dithane M45. Tazkymi kovmi aich toxicitou sa
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zaoberalo mnoho autorov. Dokazalo sa, Ze kadmium vyvolava nekrézu parenchymu
semennika ako dosledok ischémie, poSkodenim krvného rieCista semennika (Massanyi et
al., 1991).

1.5.2. Infekéné latky

Pri niektorych virusovych pohlavnych chorobach mozno pozorovat vyssie percento
malformacii hlavi€iek spermii, ako su zuzZené, hruskovité, citronovité hlavi¢ky. Hruskovité
hlavicky sa oby€ajne vyskytuju pri bedsoniéze (Rob, 1969). Kozumplik (1990) pozoroval
dekapitaciu spermii ako nasledok zapalového ochorenia, ktora viedla k neplodnosti
plemennika a postihla 52 — 68% spermii. Pri¢inou réznych zmien na spermiach moze byt aj
chronicky zapal semennika, prisemennika aich obalov, ktoré vyvolava porusenie

osmotickej rovnovahy (Massanyi, 1988).

1.5.3. Fyzikalna vplyvy

Z fyzikalnych vplyvov na spermatogenézu a samotné spermie ma vplyv aj teplota, ¢i
uz je to vplyv vysokej teploty alebo nizkej teploty. StarSie akrozomy sa uvolfiuju a praskaju,
najma ak suU nespravne konzervované alebo su spermie hlboko zmrazené. V suvislosti
s praktickym vyuzivanim akrozémovej morfologie je dblezité, ze pri skladovani spermii
bykov pri 4°C sa akrozdm rozpina v oblasti apikalneho hreberia, utvaraju sa na nom zahyby
a vybezky, priom sa vSak zachovava jeho integrita (Aalseth a Saacke, 1985).

Napuciavanie apikalnych hreberfiov a baranich spermii pri 5°C opisuju Jones a
Martin (1973). Akrozém sa pri urCitych podmienkach dynamicky tvaruje. Kazdy ejakulat
s takymito spermiami vSak nebyva neplodny. Opisali sa degenerativne zmeny na
mitochondriach po inkubacii spermii pri 37°C. Prejavili sa zvySenim denzity mitochondrialnej
matrix, rozpadom mitochondridlnych priehradok (Zibrin, 1976). Zistilo sa, Ze zmrazenie
vyrazne znizilo percento Zivych a normalnych spermii a zvySilo percento abnormalnych
spermii (Bhosrekar et al., 1991). Sekoni a Gustavson (1987) pozorovali ejakulaty bykov
v kazdom ronom obdobi v Severnej Amerike. Dospeli kvysledkom, Ze vyskyt
abnormalnych hlaviciek bol v lete vy3Si ako v ostatnych obdobiach. Abnormality bic¢ika boli
CastejSie v lete, ale vyskyt dekapitovanych spermii bol vyrazne vysSi v zime. V horucich
africkych Statoch sa zistilo, Zze byky su najplodnejSie po€as chladnejSieho dazdivého
obdobia. Najvy$si vyskyt morfologicky abnormalnych spermii bol v horucich obdobiach,
pricom najCastejSie zmeny boli abnormality hlavicky, spojené hlavicky a zadrzana
protoplazmaticka kvapka (Kumi — Diaka et al., 1988). MnoZstvo abnormalnych spermii

v kanCom ejakulate bolo sledovanych pocas piatich rokov. NajCastejSie zmeny boli
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proximalna a distalna protoplazmaticka kvapka, ohnuty bi€ik, flexia bi¢ika, kibkovite sto¢eny
biCik a zmeny na hlavi¢ke. Zistilo sa, Ze najnizsi poget abnormalnych spermii bol v zimnom
obdobi (Wekerle et al.,, 1988). K zaujimavému poznatku dospeli Salah et al. (1992)
v Saudskej Arabii pri pouZiti studenej sprchy na desat holsteinkych bykov. Sprchu aplikovali
poas Siestich tyzdriov patkrat denne 15 minut v obdobi horuceho a suchého leta.
Chladenie zvySilo pohyblivost spermii a zniZilo percento mftvych a morfologicky
abnormalnych spermii. Zo zmien sa najCastejSie vyskytli zvinuté a nalomené biciky.
Vplyvom sezény na ejakulat sa zaoberali aj Bhosrekar et al. (1991). Zistili, ze kvalita
ejakulatu bola najvy$Sia polas jesene, ktora nasledovala po dazdivom lete, a v zimnom
obdobi. Belokar et al. (1990) potvrdili vo svojej praci, Ze sezéna vyrazne ovplyviuje reakény

¢as byka, koncentraciu spermii, ako aj percento abnormalnych a mftvych spermii.

1.6. Ejakulat

Ejakulat je najCastejSie Sedo — biela, viskézna tekutina, ktora sa sklada z kvapalnej
Casti — semenna plazma a Casti bunkovej — spermie. Semenna plazma je produktom
pridavnych pohlavnych Zzliaz a spermie sa tvoria v semennikoch. U niektorych druhov je
beznou zlozkou aj hlien, ktory sa tvori v niektorych pridavnych pohlavnych zfazach (Gamdik
a Zibrin, 1992).

Podiel semennej plazmy na celkovom objeme ejakulatu u vaésiny cicavcov tvori
podstatnu Cast’ ejakulatu (70 — 98%), u vtakov a nizSich cicavcov je podiel semennej plazmy
maly. V priebehu ejakulacie podnecuje semenna plazma spermie k pohybu, poskytuje
spermiam ochranu proti nepriaznivym vplyvom prostredia, obsahuje latky, ktoré spermie
vyuzivaju ako zdroj energie (Gamcik a Zibrin, 1992; Kruger, 1996; Lukac et al. 2007).

V jednom ejakulate byka sa nachadza 5 miliard spermii, ¢loveka 200 az 500 miliénov
a kralika 200 miliénov.

Chemické zloZenie semennej plazmy je u jednotlivych druhov rozdielne. U byka
semenna plazma tvori 95% z celkového objemu ejakulatu. V sekréte maju spermie
schopnost’ prezit asi po dobu 1 mesiaca, semenna plazma sa vyznacuje kyslym pH (5,6 —
6,6), draslika a CO,. Naopak je tu nizka koncentracia i6nov Cl, Na a inych. Okrem toho
obsahuje plazma nizkomolekulové bielkoviny, fruktézu a kyselinu citronovu (Rob, 1989).

Spermie, ktorym hlavnym biologickym znakom v ejakulate je pohyblivost, schopnost

prezivania a oplodnenia, su najddlezitejSou zloZkou ejakulatu (Gamcik a Zibrin, 1992).
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Tabulka €. 3: Zakladné charakteristiky ejakulatu domacich zvierat (Gamcik et al., 1992)

_ L. s .1 | Celkovy pocet spermii v ejakulate
Druh Objem v ml | Koncentraciav 10°.ml v 10°.mI
Byk 2,0-13,0 05-2,0 1,0-26,0
Kanec 100 - 700 0,1-0,7 5,0-150,0
Zrebec 30 —-300 0,05-0,3 0,6 —48,0
Baran 0,3-3,0 1,0-5.3 1,0-15,0
Cap 0,5-3,0 0,5-5,0 1,0-8,0
Kohut 01-2,0 05-6,0 0,8-9,0
Moriak 0,1-0,5 1,0-5,0 0,7-5,0
Gunar 0,2-1,5 0,8-1,5 0,16 - 3,0
Kralik 0,3-0,6 0,1-1,5 0,03-0,9
Pes 2,0-6,0 0,1-0,2 02-1.2
Kocur 0,06 -0,5 0,4-0,6 0,8 -10,0

Objem ejakulatu koliSe a zavisi najmd od druhu, plemena, veku, hmotnosti
plemennika, intenzity pohlavného vyuzZivania, stupfia pohlavného vydrazdenia, spésobu
odberu semena, kfmenia, oSetrovania, ro¢ného obdobia, genetického zlozZenia
a zdravotného stavu plemennika (Gamdéik et al., 1992). Viaceré Studie ukazali, Zze vek
samcov ovplyviuje kvalitu spermii (Douard et al., 2003). Starnutie bolo sprevadzané
znizovanim poctu spermii v ejakulate, objemu ejakulatu (Kotlowska et al., 2006) a ubytkom

pohyblivosti, Zivotaschopnosti a membranovej integrity spermii (Rosato et al., 2006).

1.7.Fenoly a fenolické latky

Fenoly su organické latky s hydroxylovou skupinou viazanom na aromatickom uhliku.
Podla poc¢tu hydroxylovych skupin na aromatickom kruhu sa rozdeluju na: jednosytne (napr.
o — krezol, p — krezol, xylenoly), dvojsytne (rezorcinol, pyrokatechol, hydrochinén) a trojsytne
(pyrogalol, floroglucinol, 1, 2, 4 benzéntriol hydroxyhydrochinén) (Hrn€iar, 1997).

Na rozdiel od alkoholov, ktoré su nestale, ak je hydroxylova skupina viazana na uhlik,
z ktorého vychadza dvojitéd vazba, pri fenoloch takyto jav nenastava. Jednoduché fenoly su

latky syntetické, s prevazne toxickymi u€inkami na Zivé organizmy. Latkami prirodného
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charakteru su zlozitejSie fenologické zlu€eniny, obsahujuce aj dalSie charakteristické
zlu€eniny (Tomas et al., 2009).

Fenoly su sucastou prakticky vSetkych potravin. Su velmi heterogénnou skupinou
zlu€enin, z ktorej sa niektoré uplatiuju ako vonné alebo chutové latky, prirodné farbiva,
alebo vykazuju vyrazné biologické ucinky, a zaraduju sa preto medzi prirodné antioxidanty,
prirodzené toxické zloZky potravin alebo medzi obranné latky (fytoalexiny). Pre svoje
antibakterialne vlastnosti su niektoré fenoly pouzivané pri tvorbe dezinfekénych prostriedkov.

Rastlinné polyfenoly su latky rozSirené takmer vo vSetkych rastlinach, prevazne v
listoch, kvetoch, semenach, plodoch, v patologickych utvaroch, a tiez v produktoch
rastlinného pévodu (med, propolis, vino). Skupina polyfenolov zahffha rozsiahlu a réznorodu
Skalu zlu€enin — od jednoduchych fenolovych kyselin az po vysokopolymerizované taniny.
Doteraz je znamych viac ako 8 000 fenolovych latok, ale len niekolko sto je ich
identifikovanych v jedlych €astiach rastlin (Timoracka et al., 2008).

Rastlinné fenoly maju délezitu ulohu v rade fyziologickych procesov. Mézu vystupovat
napriklad ako prenasaca elektrénov, strukturne ¢i impregnacné latky alebo signalne molekuly
(LuStinec J. et al., 2005).

Fenolové kyseliny a ich derivaty vykazuju ucinky primarnych antioxidantov. Fenolické
latky vykazuju antioxidacné vlastnosti, maju antibakterialne uéinky a mdzu ovplyviiovat
autoimunitné systém zivociSnych organizmov (Ryan et al., 2002; Lampart — Szczapa et al.,
2003).

V Zivych organizmoch sa nachadzaju prirodzené antioxidanty: vitamin C, vitamin E.
Mnohé antioxidanty sa nachadzaju v potrave ako su flavonoidy a fytoalexiny. Chemickou
Strukturou su to polyfenoly, v ktorych sa radikalovo Stiepi OH vazba. Aktivita zavisi od poctu
hydroxylovych skupin v molekule. AktivnejSie antioxidanty su vSeobecne derivaty kyseliny
Skoricovej a o-difenoly (napr. kyslina kavova a jej depsid kyselina chlorogénova). Aktivitu
vykazuje tiez rad dalSich derivatov fenolovych kyselin, napr. amidy a glykozidy (Velisek,
2002).

Polyfenolické latky obsiahnuté v potravinach rastlinného povodu patria v su€asnosti k
intenzivne sledovanym rastlinnym komponentom. Ich vplyv na zdravie [udi je diskutovany na
odbornej i laickej urovni, pricom nazory na ich pbsobenie nie su celkom jednotné

(Vollmannova et al., 2008).

1.7.1. Kyselina salicylova

Kyselina salicylova alebo tiez kyselina 2-hydroxybenzoova, starSie tiez salicyl, je
beta-hydroxyderivat kyseliny benzoovej s chemickym vzorcom CgH,(OH)COOH. Je to

bezfarebna krystalicka latka, vo vode malo rozpustna latka (0,29.100 mi™), dobre sa
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rozpusta v alkohole a étery. Jej molarna hmotnost je 138,12 g.mol™, teplota topenia nastava
pri 159°C a teplota varu je 211°C. Hustota kyseliny salicylovej pri teplote 20°C je 1,44 g.cm™.
V prirode vznika pri metabolizme salicinu a ucinkuje ako rastlinny hormon.

Kyselina salicylova sa vyraba zahrievanim fenolatu sodného s oxidom uhli€itym —
Kolbeho — Schmittova reakcia (Tomas et al., 2009). Soli a estery kyseliny salicylovej su
zname pod nazvom salicylaty.

Nazov pochadza z latinského nazvu Salix (vfba), z kdry viby je mozné pripravit
kyselinu salicylovu. V roku 1826 ju izoloval nemecky chemik Johan Andreas Buchner. Vacsie
mnozstvo kyseliny salicylovej bolo izolované v roku 1828 francuzskym lekarnikom Henrim

Lerouxom (Hayat et al., 2007).

Obrazok €. 12: Chemicky vzorec kyseliny salicylovej (McMurry, 1996)

O OH

OH

Kyselina salicylova patri do kategorie fenolov — fenolovych kyselin, povazuje sa za
antioxidant, presnejSie za prirodny antioxidant.

V prirode sa nachadza vofna (v jahodach, malinach) alebo viazanad vo forme
rastlinnych esterov (v rastlinnych siliciach). Kyselina salicylova je fenolovy fytohormon. Svoju
ulohu zohrava v rastlinach pri raste a vyvoji, fotosyntéze, transkripcii idbnov a transporte.
Kyselina salicylova je endogénna signalna latka, ktora prenasa v rastlinach informacie o ich
napadnuti patogénom a vyvolava zmeny potrebné k obrane (Bystricka, 2003).

V minulosti sa pouzivala ako konzerva¢na latka v potravinarstve. Pre svoje lieCivé
vlastnosti bola taktiez vyuzivana najma u oSipanych, ktorym zmierfiovala bolesti. Dnes sa
vyuziva v organickej syntéze. Vo medicine Kkyselina salicylova sluzi na pripravu
farmaceuticky vyznamnej kyseliny acetylsalicylovej ktora sa pouziva hlavne ako
antiflogistikum — Acylpirin, Aspirin (Hayat et al., 2007).

Kyselina salicylova je taktiez prisadou mnohych produktov farmaceutického a
kozmetického priemyslu. Medzi aromatickymi hydroxykyselinami ma najvacsi technicky

vyznam.
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1.7.2. Rezorcinol

Rezorcinol alebo tiez rezorcin je dihydroxybenzén. Jedna sa o 1,3-izomér benzendiol
so vzorcom CgH4(OH),, krystalizuje z benzénu. Je to bezfarebna krystalicka lata. Jeho
molarna hmotnost je 110,11 g.mol™, vo vode dobre rozpustna latka (123 g.100 mI™), dobre
sa rozpusta v alkoholoch a éteroch. Nerozpustny je v chloroforme a v sirouhliku. Lahko
oxiduje, predovsetkym v zasaditom prostredi. Jeho teplota topenia nastava pri 110°C a
teplota varu je 281°C.

Obrazok ¢.13: Chemicky vzorec rezorcinolu (Hrnciar, 1997)

HO OH

MozZno ho pripravovat’ synteticky zlu€ovanim 3-jodofenolu, kyseliny fenol-3-sulfénovej
alebo benzén-1,3-disulfonové s uhli¢itanom draselnym, reakciou kyseliny dusi¢nej s 3-
aminofenoly alebo uginkom 10% kyseliny chlorovodikovej na 1,3-diaminbenzén . Vela orto- a
para- zlu¢enin aromatické radu (napriklad bromofenoly, kyselina benzén-para-disulfonova)

taktiez poskytuje rezorcinol pri reakcii s hydroxidom draselnym (Hrnciar, 1997).

Rezorcinol sa ziskava zlu€enim mnohych Zivic (napr. galbanum) s hydroxidom
draselnym alebo destilaciou extraktu zo sapanu jezatého. Vyuziva sa ako dezinfekcia. Sluzi

pri vyrobe plastov a farbiv.

1.7.3. Pyrokatechol

Pyrokatechol tiez pyrokatechin alebo benzén-1,2-diol. Je to organickd aromaticka
zlu€enina zo skupiny fenolov vyuzivana predovSetkym k organickym syntézam. Pyrokatechol
tvori lahucké biele krystaliky, velmi dobre rozpustné vo vode. Jeho molarna hmotnost’ je
110,1g.mol™, vo vode dobre rozpustna latka (46g.100ml™). Jeho teplota topenia nastava pri
104°C a teplota varu je 246°C.

Katechol bol prvykrat izolovany v roku 1839 H. Reinschom destilaciou z catechu

katechin, Stavou z Acacia catechu LF.
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Obrazok ¢.14: Chemicky vzorec pyrokatecholu (Hrndiar, 1997)

OH
OH

Tato bezfarebna latka sa prirodzene vyskytuje v stopovom mnozZstve. Malé mnoZstvo
katecholu sa prirodzene vyskytuju v ovoci a zelenine, spolu s enzymom polyfenol
monoaminooxidazy (tiez znamy ako katecholase, alebo katechol oxidazy). Priblizne 50%
syntetickych pripraveného katecholu sa spotrebuje pri vyrobe pesticidov, zvySok je pouzity
ako prekurzor Cistych chemickych latok, ako su parfumy a farmaceuticky priemysel (Fliegel
et al, 2002).

V minulosti sa vo velkej miere vyuzivala ako su€ast fotografickych vyvojok.
U pyrokatecholu previada ucinok na centralny nervovy systém, intenzivne drazdi dychacie
cesty. Chronickou expoziciou mézu byt posSkodené odi. V Studiach na zvieratach bola
dokazana schopnost vyvolavat rakovinu. Medzinarodna agentura pre vyskum rakoviny

(IARC) ho preto hodnoti ako karcinogén triedy 2B.

1.8.Trehal6za

Trehal6za je neredukujuci cukor zo skupiny disacharidov. Neredukujuce disacharidy
su pospajané glykosidickymi vazbami na 1,1 a 1,2 koncoch, na tieto vazby su spotrebované
obe poloacetalové skupiny—OH a nemaju redukéné ucinky. Sklada sa z dvoch molekul
glukdzy, ktoré su medzi sebou spojené 1,1—vazbou, ktora je velmi pevna a k jej rozloZeniu
dochadza az v tenkom Creve pomocou enzymu trehalaza. Vstrebava sa pomalSie a energiu
dodava postupne pocas dihSej doby ako napr. sachar6za. Vyskytuje sa v telach vacsiny

organizmov, ako su napriklad baktérie, kvasinky, huby, prvoky, hmyz aj hlisty.

V porovnani s ostatnymi sacharidmi je stabilnejSia chemicky, termicky a aj vo i
kyselinam. V prirode chrani bunky pred poskodenim pri mraze a v priebehu rozmrazovania.
Zostava stabilna pri nizkych hodnotach pH a pri zahrievani. Na rozdiel od inych disacharidov
sa len tazko hydrolyzuje a tak sa nezucCastiiuje na Maillardovej reakcii s bielkovinami.

Stabilita trehalézy podporuje zachovavanie charakteristickych vlastnosti potravin ako je
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aroma a farba. Krystalicka trehal6za je malo hydroskopicka, je mozné ju sypat aj pri vihkosti
vzduchu 94%. Je preto vhodna ako primes do suchych zmesi proti hrudkovateniu (Sukova,
2006).
Vlastnosti trehalozy:

» Inhibicia retrogradacie Skrobu,
inhibicia denaturacie Skrobu,
odolnost voc€i nizkym teplotam,
zachovavanie Cerstvosti zeleniny,

regulacia absorbcie vody,

Y V. V VYV VY

ochrana farby (Sukova, 2010).

Uz skutoCnost, Ze trehaléza moézZe byt syntetizovana tromi réznymi spésobmi,
naznacuje, ze je tato latka v tele velmi vyznamna. Trehaldéza do urcitej miery predstavuije,
podobne ako ostatné cukry, zasobarer energie a uhlika. Dalej vSak tiez stabilizuje bunkové
membrany, zucasthiuje sa na stavbe bakterialnej bunkovej steny a dokonca méze sluzit ako

signalna molekula.

1.9.Kofein

Kofein je horky, biely krystalicky purinovy alkaloid. Je to alkaloid kavovnika. Kofein
bol izolovany z kavy v 1820 nemeckym chemikom Friedlieb Ferdinand Rungenom a v roku
1821 francuzskym lekarnikom Robiquet a Pelletier a Caventom.. SpOsobuje zvySenie
krvného tlaku; pésobi na vyluCovanie. Pouziva sa proti unave, ako liek pri otravach
narkotikami, pri rozli€¢nych srdcovych chorobach. Nachadza sa v kave (1%), v €aji (5%).

Alkaloidy su homogénnou skupinou dusikatych zlu¢enin zasaditého charakteru, ktoré
maju fyziologicky efekt na ludi a ZivoCichy. Vznikaju ako sekundarne metabolity niektorych
hab, rastlin alebo ZivoCichov. Alkaloidy su rastlinné dusikaté heterocyklické zlu€eniny, ktoré

sa volne nevyskytuju. Maju vyznam v lekarstve a pofnohospodarstve.
Alkaloidy charakterizuju nasledovné vlastnosti:

> Su to dusikaté organické makromolekuly, vacsinou (aj ked nie vylu€ne) derivaty
aminokyselin,

» v Cistom stave su to latky bezfarebné, tuhé, kryStalické, az na vynimky malo
rozpustné vo vode,
maju horku chut, najma v pevnom skupenstve,
su zasadité, s kyselinami vytvaraju vo vode rozpustné soli,

daju sa vyzrazat z roztoku jodidmi tazkych kovov,
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> su biologického pévodu, naj¢astejSie rastlinného.

Kofein, inhibitor fosfodiesteraz, ma vyrazny stimulujuci u€inok na respiraciu a motilitu
ejakulovanych spermii (Garbers et al., 1971; Ball and First, 1983; El-Gaafary, 1994). Je
dokazané, Ze inhibicny efekt kofeinu na fosfodiesterazovu aktivitu, méze mat’ za nasledok
zvySenie intracelularneho cyklického adenozinmonofosfatu (cAMP), ¢o vedie k zvySeniu

pohyblivost spermii (EI-Menoufy et al., 1986).

1.10. Glutation

Glutathién (GSH) je tripeptid zlozeny z aminokyselin kyseliny glutdmovej, cysteinu a
glycinu, ktory sa nachadza v bunkach zivoCichov, rastlin a baktérii a chrani organizmus pred
oxidacnym stresom (podiela sa na odstranovani peroxidu vodika). GSH je antioxidant, ktory
zabranuje poskodeniu ddlezitych bunkovych komponentov spdsobeny vplyvom reaktivnych
kyslikovych radikalov, ako su volné radikaly a peroxidy (Pompella et al., 2003). Antioxidaéna
¢innost je zabezpeCena sulhydrylovou skupinou cysteinu. GSH je mnohonasobnym
a pravdepodobne aj najvyznamnej§im intracelularnym atioxidantom. Jeho cysteinova
podjednotka priamo vystavuje svoju sulfhydryilovd (SH) skupinu do prostredia, kde
vychytava volné radikaly. Chemicky reaguje so singletovym kyslikom, superoxidantom aj
hydroxylovym radikalom, pri€om vznika glutationdisulfid (GSSG, Hausladen a Alscher,
1993). Glutatiéndisulfid sa nasledne spatne regeneruje uzatvarajuc tak cyklus (Nistiar et al.,
2009). Stabilizuje membranové Struktury, odstrafiovanim acylovych peroxidov vytvorenych
poCas lipidovej peroxidacie (Price et al., 1990). GSH je taktiez délezitym redukénym
agensom, ktory ,recykluje® kyselinu askorbovu zjej oxidovanej formy na redukovanu.

Rovnako je délezity pri regeneracii tokoferolu (Muchova et al., 2004).

Glutation ma niekolko funkcii:

» Je to prirodzeny antioxidant produkovany bunkami, ktoré sa priamo zuc€astiuju na
neutralizacii vofnych radikalov a reaktivnych kyslikovych zlu€enin, ako aj udrziavanie
exogénnych antioxidantov ako su vitaminy C a E vich znizenej forme (Scholz et al.,
1989),

» reguluje cyklus oxidu dusnatého cyklu, ktory je rozhodujuci pre zivot, ale mbze byt
problematicky, ak je neregulovany (Clementi et al., 1999),

» prostrednictvom priamej konjugacie detoxikuje mnoho cudzorodych Ilatok a
karcinogénov, tak organickych ako aj anorganickych (tazké kovy ako ortut, olovo,

arzén),
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» je nevyhnutny pre imunitny systém, aby vyvinul svoj plny potencial - modulovat
antigény na lymfocyty, zvySenie proliferacie lymfocytov, zvySenie zabijaniea €innosti
cytotoxickych T buniek a NK buniek a regulacia apoptozy, ¢im sa udrzuje kontrola
imunitnej odpovede,

» zohrava zasadnu ulohu v mnohych metabolickych a biochemickych reakciach, ako
syntéza DNA a jej opravy, syntéza proteinov, syntéza prostaglandinov, aminokyselin a
metabolickej aktivacie.

Glutation nie je zakladna zivina (nemusi byt ziskavany z potravin) pretoze méze byt
syntetizovany v tele z aminokyselin L-cysteinu, L-glutamovej kyseliny a glycinu. Sulfhydryl
(tiol) skupina SH cysteinu sluzi ako darca protonu a je zodpovedny za biologicku aktivitu
glutationu. Cystein sa v potravinach nachadza pomerne vzacne a navySe ako volna

aminokyselina je toxicky.

1.11. Volné radikaly a oxidacny stres

Volné radikaly (Free radicals — FR) su reaktivne Castice alebo molekuly, ktoré maju
jeden alebo viac nesparenych elektrénov a su schopné samostatnej existencie. Su prevazne
vysoko reaktivne a spustaju cely rad nasledovnych reakcii, ktorymi sa tvoria dalSie radikaly
a reaktivne molekuly. M6zZu atakovat rézne miesta v biologicky délezitych molekulach bud
priamo, alebo prostrednictvom hydroperoxidovych, ¢i hydroxylovych radikalov. Su
elektroneutralne alebo maju aniénovy, resp. katiénovy charakter (Muchova et al. 2004).
Z chemického hfadiska mézu vzniknut hemolyticky, oxidaciou a redukciou. V biologickych

systémoch vznikaju radikaly najma elektronovym prenosom (Muchova et al., 2004).

V organizmoch vznikaju volné radikaly pri rade procesov. Ich hlavnymi zdrojmi su
v zZivych organizmoch za beznych podmienok nasledujuce procesy:
> Bezné Zivotné pochody, pri ktorych bunka ziskava energiu (napr. svalova
praca) alebo Stiepi latky potrebné pre bunkovu vyzivu,
» niektoré chemické reakcie spontanne prebiehajuce vo vnutri buniek za
pritomnosti cudzorodych latok (napr. tazké kovy, z dymu cigariet alebo
z rozkladu lieciv),
» ionizujuce Ziarenie reprezentované najCastejSie ultrafialovym Ziarenim
pochadzajucim zo slnka, ale aj réntgenové a radioaktivne Ziarenie (Nadova,
2008).
Nadmernou produkciou vofnych radikdlov vznika oxidacny stres, to znamena, Ze
dochadza k porudeniu oxidanej rovnovahy. Jeho nasledkom je vela patologickych procesov
(Tremellen, 2008).
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Uz v roku 1943 bola publikovana prva praca, ktora vyzdvihuje vyznamny vplyv
oxidativneho stresu spermii na ich fertilizaCné vlastnosti. Tieto informacie dali zaklad pre
kreovanie modernej androlégie (Macleod, 1943).

Oxidativny stres je stav bunky prejavujuci sa zvySenym rozsahom celularnych
poskodeni vyvolanych vysoko reaktivnymi kyslikovymi radikalmi (Sikka et al., 1995). Vo
vSeobecnosti sa pouziva na popisanie stavu, ked prooxidanty prevySuju antioxidanty (Sies,
1993), ked dochadza ku zvy3enej tvorbe peroxidaénych produktov (Spiteller, 1993) a ked
tieto fenomény vyvolavaju patologické zmeny (Jansen et al, 1993). Nerovnovaha medzi
produkciou volnych radikalov a schopnost biologického systému pohotovo detoxikovat
vznikajuce reaktivne medziprodukty alebo opravovat vznikajuce podkodenia je znamy pod
pojmom oxidativny stres (Agawal et al., 2003). Je to seridzny stav, nakolko vznikajuce volné
radikaly poskodzuju vSetky bunkové komponenty vratane bielkovin, lipidov a DNA (Schafer
a Buettner, 2001). Vysledny ucinok oxidativneho stresu zavisi na rozsahu tychto zmien
a schopnosti bunky prekonat vzniknuté alternacie a vratit sa do pdvodného stavu. Je
potrebné uvedomit’ si, Ze uz malé oxidaéné posSkodenie mdze vyvolat apopdzu, zatial ¢o
doésledkom vyraznejSieho oxidativneho stresu je nekréza (Lennon et al., 1991). Reaktivne
formy kyslika (ROS — reactive oxygen species) sa podielaju na vzniku priblizne stovky
choréb poc¢nuc artritidou, poruchami spojivového tkaniva, karcinogenézy, starnuti, ucinkami
toxinov, infekciami ako aj na syndrome ziskanej imunodeficiencie (AIDS) (Joyce, 1987).

Jedine¢na bunkova stavba spermii spdsobuje, Ze sa stavaju osobitne citlivymi na
oxidativny stres. Plazmatickda membrana spermii obsahuje obrovské mnozZstvo
polynenasytenych mastnych kyselin (PUFA) a nakolko sa v ich cytoplazme nachadzaju len
velmi nizske koncentracie antioxidacnych enzymov, stavaju sa mimoriadne zranitelnymi voci
uginkom volnych radikalov (Halliwell, 1990; Buettner, 1993). Uginky volnych radikéloch sa
zvy€ajne premietaju do znizenej pohyblivosti spermii, ato pravdepodobne kvéli rychlej
spotrebe ATP, vzniku aberacii v oblasti axonémy a morfologickymi zmenami v strednej
oblasti (De Lamirande a Gagnon, 1993), zniZenej celkovej zivotaschopnosti, absencii
kapacitacie a akrozomovej reakcie. Lipoperoxidacia sa povazuje za klu€ovy mechanizmus
vo vzniku oxidativneho poSkodenia spermii, vedicemu k neplodnosti (Alvarez et al., 1987).

Podla Lenziho et al., (1993) a Armstronga et al., (1999) je zvySena koncentracia FR
v priamom vztahu so znizenou motilitou spermii, avSak exaktny mechanizmus tohto vztahu
zatial nie je plne objasneny. Jedna z hypotéz predpoklada, ze H,O, vstupuje cez membranu
priamo do cytoplazmy, kde priamo inhibuje aktivitu viacerych vitalnych enzymov (Aitken et
al., 2003). Dalsia ztedrii predpoklada sériu vzajomne suvisiacich procesov veducich
k poklesu fosforylacie v axonéme a imobilizacii spermii, priCom deje su v priamej korelacii
s redukciou membranovej fluidity, ktora je esencialna pre splynutie spermie s vajickom (De

Lamirande a Gagnon, 1993).
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Je zname, Ze oxidativne mechanizmy zohravaju vyznamnu ulohu v patofyziolégii
cicavCich spermii (Saleh et al., 2003; Aitken a Baker, 2004). Hlavnymi zdrojmi volnych
radikalov v ejakulate su leukocyty (previadaju neutrofily) a spermie. Rychlost produkcie
volnych radikalov je u leukocytov 1000 x vysSia ako u spermii pri kapacitacii (Tremellen,
2008).

Na druhej strane produkcia malého mnozstva volnych radikalov spermiami je nutna
pre ich spravnu funkciu. Tato produkcia ma pozitivhe u€inky pri kapacitacii spermii. Peroxid
vodiku stimuluje reakciu akrozému a aktivitu spermii a napomaha tak pri oplodneni vajicka.
Posilfiuje vazbu membrany spermii na protein ZP-3 zona pellucida a podporuje tym faziu
spermie s vajitkom. Schopnost’ spermii produkovat' uréité mnozstvo volnych radikalov bola
zistena vdaka separacnym technikam, ktoré oddelili spermie od seminalnych leukocytov
(Barker et al., 2003).

Produkcia volnych radikalov spermiami nepriamo koreluje s ich zrenim -
spermatogenézou. V priebehu spermatogenézy stracaju spermie cytoplazmu, €o im
umoznuje tvorit ich kondenzovany predizeny tvar. Nezrelé teratozoospermie su
charakterizované pritomnostou nadmerného mnozZstva cytoplazmatickych zvyskov. Tieto
zvySky obsahuju enzym glukozo—-6—fosfatdehydrogenazu, ktory kontroluje tok glukdzy a
intracelularnu  produkciu  nikotinamidadenindinukleotidfosfatu  (NADPH)  pomocou
monofosfatu hexdézy. NADPH je vyuzivané ako zdroj pri tvorbe volnych radikalov
prostrednictvom NADPH oxidazy, ktora je lokalizovana v membrane spermii. Nasledkom
toho produkuju teratozoospemické spermie zvySené mnozstvo vofnych radikalov oproti
morfologicky normalnym spermiam (Tremellen, 2008).

Nakolko sa FR vyznacCuju ako fyziologickymi tak aj patologickymi funkciami,
organizmus si vyvinul obranné mechanizmy, ktoré udrziavaju hladinu volnych radikalov
v uréitom rozmedzi. Antioxidanty su vo vSeobecnosti latky alebo reakcie ulohou ktorych je
znizenie, odstranenie, supresie tvorby FR alebo kontrola ich ucinku. Akonahle sa hladina FR
zvySi na patologicku hladinu, antioxidanty sa aktivuju a pomahaju minimalizovat oxidativne
podkodenie, pripadne mu predchadzat (Agarwal a Allamaneni, 2006). Podla Agarwala et al.
(2004) antioxidanty poskytuju bunke ochranu proti OS na zaklade troch mechaizmov:
prevencia, zachytenie a oprava.

Antioxidanty mozeme rozdelit na enzymatické (superoxiddizmutaza, katalaza,
glutation peroxidazal/katalaza) a neenzymatické (vitamin C, vitamin E, glutation, pyruvat)
(Garrido et al., 2004; Valko et al., 2007).

Medzi enzymatické antioxidanty modzeme zaradit superoxiddizmutazu (SOD) a
katalazu, ktoré rozkladaju superoxidovy aniéon a peroxid vodika na vodu a kyslik. SOD je
pritomna v seminalnej tekutine i v spermiach. Zini et al. (2000) potvrdili vztah medzi deficitom

SOD a muzskou neplodnostou. Dalej patri medzi enzymaticki antioxidaéni obranu
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glutationperoxidaza (GPX). Tento enzym sa sklada zo suboru antioxidantov GPX1-5, ktoré
su vyuzivané ako zdroj elektronov pri redukcii hydroperoxidov. GPX sa nachadza v
semennikoch, prostate, semennych vackoch, semenovodoch, prisemennikoch, seminalnej
tekutine a tiez v spermiach. Aj u GPX bola preukazana spojitost s muzskou neplodnostou.
Aktivita GPX zavisi na regeneracii glutatiénu, ktory je redukovany glutatibnreduktazou
(GTR). Selektivna inhibicia GTR zniZuje dostupnost redukovaného glutationu udrzZiavajuceho
aktivitu GPX a spermie su tak vystavené oxidacnému stresu. Koordinovana aktivita GPX,
GTR a glutationu hra nepochybne klu€ovu ulohu v ochrane spermii pred oxidacnym stresom
(Therond et al., 1996; Giannattasio et al., 2002; Garrido et al., 2004; Vernet et al., 2004,
Williams a Ford, 2004).

Neenzymatické antioxidanty v ejakulate zahrniuju kyselinu askorbovu (vitamin C), a—
tokoferol (vitamin E), aminokyseliny taurin a hypotaurin, albumin, karnitin, karotenoidy,
flavonoidy, uraty a prostasomy. Vela Studii potvrdilo vyrazne nizku aktivitu neenzymatickych
antioxidantov u neplodnych muzZov v porovnani s plodnymi muzmi (Mostafa et al., 2006;
Song et al., 2006).

Vyznamnu Cast neenzymatickych antioxidantov tvori glutation (GSH). Vychytava
volné radikaly a tym dochadza k jeho oxidacii a vzniku disulfidu, ktory je dolezity pre
pohyblivost spermii a ochranu ich DNA pred fyzikdlnym a chemickym po8kodenim. Ak je
koncentracia GSH vysoka dochadza k nadmernému vychytavaniu volnych radikalov, ktorych
mnozstvo tym klesne pod fyziologicku hranicu, ktora je potrebna pre normalnu funkciu
spermii a uspesné oplodnenie (Bedaiwy et al., 2004; Ebisch et al., 2006).

Sheweita et al. (2005) a Agarwal et al. (2006) charakterizuju vyznam antioxidantov v
profylaxii infertility muzov. Ur€enie statusu oxidativneho stresu méze vyrazne poméct v
ovplyvneni neplodnosti samcov pouzitim antioxidantov. Preto, mnoZstvo antioxidantov ako
vitamin C, vitamin E, glutation a koenzym Q10 sa u&inne pouzivaju v lieCbe neplodnosti

MuzZov.

1.11.1. Lipidova peroxidacia

Lipidy sa povazuju za naijcitlivejSie makromolekuly, pri¢om v spermiach sa
nachadzaju vo forme polynenasytenych mastnych kyselin (PUFA), teda mastnych kyselin
obsahujucich dvojité vazby. Ich hlavnou ulohou je udrZzanie membranovej fluidity (Agarwal
a Saleh, 2002). FR utoCia na PUFA, ¢o ma za nasledok kaskadu chemickych reakcii
nazyvanu lipidova peroxidacia. Peroxidacia PUFA vyustuje do straty membranovej fluidity,
do redukcie aktivity membranovych enzymov a idénovych kanalov. V désledku peroxidacie sa
zastavuju normalne celuldrne mechanizmy potrebné pre fertilizaciu (Agarwal a Allamaneni,
2006).
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Lipoperoxidacia spermii je samo propagujuci dej, pokial nie je zastaveny semennymi
antioxidantmi. Akonahle ROS =za¢nu utoCit na membranové lipidy, vznikaju alkylove
a peroxylové radikaly. Tieto radikaly, pokial nie su zachytené antioxidacnymi mechanizmami,
budid pbsobit na ostatné membranové lipidy, pokial vSetky nebudd poskodené
peroxidativnymi reakciami (Agarwal a Saleh, 2002).

Pri peroxidacii lipidov vyvolanej tetrachlormetanom dochadza k produkcii volnych
radikalov CCl;, ktoré atakuju molekulu triglyceridu (retazec mastnej kyseliny). Vzniknuty
radikal reaguje s kyslikom a dochadza k retazovej reakcii, pri ktorej sa retazce mastnych
kyselin Stiepia. Ako Stiepne produkty sa uvolfiuju malondialdehyd, etan a pentan (Horak et
al., 2004).
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2. CIELE PRACE

Poznanie kvality ejakulatu hospodarskych zvierat zohrava v dneSnej dobe délezitu
ulohu v intenzifikacii v zivoCiSnej vyrobe. Kvalitativne hodnotenie pohyblivosti spermii je
dblezity krok v objektivizacii selekcie ejakulatov pre umell inseminaciu. Hodnotenie nam
umoziuju laboratérne a komputerové metddy, ktoré urCuju biologicku plnohodnotnost
ejakulatu pomocou ktorej mdézeme zistit, Ci vlastnosti ejakulatu zodpovedaju do urcitej miery
fertilizanym poziadavkam.

Cielom dizertaCnej prace je zistit' vplyv Siestich vybratych implementorov (kyselina
salicylova, rezorcinol, pyrokatechol, trehal6za, kofein a glutation) na funkéné a Strukturalne
parametre spermii bykov v podmienkach in vitro, ktoré by mohli odzrkadlit' fertilizacnu
schopnost’ spermii.

Detailne sme si urc€ili nasledovné ciele:

1. analyzovat v piatich vopred uréenych €asovych intervaloch (0 hodin, 1 hodina, 2
hodiny, 3 hodiny a 4 hodiny) pohyblivost a progresivnu pohyblivost’ spermii po pridani
Siestich vybranych implementorov a po vilozeni vzoriek do prostredia s inkuba¢nou
teplotou 37°C a nasledne popisat vplyv teploty a ¢asu na konkrétne vzorky;

2. analyzovat v Styroch vopred uréenych €asovych intervaloch (24 hodin, 48 hodin, 72
hodin a 168 hodin) pohyblivost’ a progresivnu pohyblivost’ spermii po pridani Siestich
vybranych implementorov a po vloZeni vzoriek do prostredia s teplotou 5°C
a nasledne popisat’ vplyv teploty a ¢asu na konkrétne vzorky;

3. vyuzit parametre asistovanej analyzy pohyblivosti spermii (CASA analyza) s dérazom
na drahové a rychlostné parametre;

4. zhodnotit vyskyt morfologicky zmenenych spermii po experimentalnej kultivacii;

5. zistit koncentracie vybranych biochemickych parametrov v kultivaénom médiu po

pridani sledovanych implementorov.
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3. MATERIAL A METODIKA

V dizertaénej praci sme vyuzili ejakulaty Siestich nahodne vybranych plemennych bykov
pochadzajucich z inseminacnej stanice Slovenskych biologickych sluzieb v Luziankach.
Nasledne po ziskani ejakulatu od plemennych bykov bol transportovany do laboratéria. Pre
udrzanie teploty, ktoru ejakulat mal po ejakulacii, sa davka drzala v termoske z polystyrénu
vystlanej vatovymi tampdonmi.

Ejakulaty sa po prenose do laboratéria riedili riedidlom nasledovného zloZenia: 250
ml Triladyl® (Minitlib, Tiefenbach Germany), 750 ml destilovanej H,O a 62,5 ml vaje€ného
Zltka.

Z kazdého zriedeného ejakulatu sme pripravili preparaty, ktoré sme rozdelili na dve

skupiny podla koncentracie implementora (schéma €. 1):

Schéma é. 1: Casové obdobia a teplota kultivacie

¢As
Oh 1h 2h 3h 4h 24h 48h 72h 168h
TEPLOTA
37°C
5°C
CB

C - kontrolna skupina (bez pridavku implementora);
S — kyselina salicylova; P — pyrokatechol; R — rezorcinol; T — trehaldza; K — kofein; G —
glutation;

A — koncentracie implementora 2 mg.ml™; B — koncentracia implementora 1 mg.ml™
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Schéma ¢€. 2: Pouzité implementory a ich koncentracie

Skupina

Objem

ejakulatu (pl)

Pouzité
implementory

Fyziologicky
roztok (ul)

Riedenie

CB 20 0,0 1 000 1:50
Kyselina

salicylova

SA 20 2,0 1 000 1:50

SB 20 1,0 1 000 1:50

Pyrokatechol

RA 20 2,0 1 000 1:50

RB 20 1,0 1000 1:50
Rezorcinol

PB 20 1,0 1 000 1:50
Trehal6za

B 20 1,0 1000 1:50

Kofein

KB 20 1,0 1000 1:50
Glutation

GB 20 1,0 1 000 1:50

> skupina A: preparaty s pridanim 2 mg.ml* implementorov kyselina salicylova (S),

rezorcinol (R), pyrokatechol (P), kofein (K), trehaléza (T), glutation (G) do

pripraveného riedidla s ejakulatom:

kontrolna skupina CA — zriedeny ejakulat kultivovany pri teplote 37°C bez pridania

implementorov,

kontrolna skupina CA — zriedeny ejakulat kultivovany pri teplote 5°C bez pridania

implementorov,

skupiny SA, RA, PA, KA, TA, GA - zriedeny ejakulat s pridanim 2 mg.ml'l

implementora kultivovany pri teplote 37°C,

skupiny SA, RA, PA, KA, TA, GA — zriedeny ejakulat s pridanim 2 mg.ml*
implementora kultivovany pri teplote 5°C,

> skupina B: preparaty s pridanim 1 mg.ml* danych kyselina salicylova (S), rezorcinol

(R), pyrokatechol (P), kofein (K), trehaléza (T), glutation (G) do pripraveného riedidla

s ejakulatom:

kontrolna skupina CB — zriedeny ejakulat kultivovany pri teplote 37°C bez pridania

implementorov,



- kontrolna skupina CB — zriedeny ejakulat kultivovany pri teplote 5°C bez pridania
implementorov,

- skupiny SB, RB, PB, KB, TB, GB — zriedeny ejakulat s pridanim 1 mg.ml*
implementora kultivovany pri teplote 37°C,

- skupiny SB, RB, PB, KB, TB, GB — zriedeny ejakulat s pridanim 1 mg.ml*

implementora kultivovany pri teplote 5°C.

Merania prebiehali nasledovne:

» vzorky inkubované pri teplote 37°C v piatich ¢&asovych intervaloch
s jednohodinovym odstupom,

» vzorky skladované pri teplote 5°C v Styroch &asovych intervaloch.

3.1.Hodnotenie pohyblivosti spermii

Parametre pohyblivosti spermii sme hodnotili CASA analyzatorom (Sperm Vision™;
Minitib - Nemecko). Ide o systém pozostavajuci z mikroskopu a poditatovej zostavy, kde sa
pomocou vysokofrekvenénej kamery a softwaru vykonava analyza. Hlavné vyuzitie tohto
CASA zariadenia je v spracovani a vyskume ejakulatov vybranych druhov zvierat (byk,
kanec, baran, zrebec, cap, jelen). Pristroj vykonava hodnotenie ejakulatov v dvoch hlavnych
urovniach. Primarne sa hodnotia ukazovatele identifikacie rychlosti pohybu analyzovanych
spermii a sekundarne overovanie kvality parametrov spracovanych ejakulatov. Systém
vyhodnocuje koncentraciu spermii, pocet vitalnych spermii ako aj hlavné parametre
pohyblivosti (DSL, DAP, DCL, DSL, VAP, VCL, VSL, STR, LIN, WOB, ALH, BCF).

Kazdu vzorku sme umiestnili do pocitatovej komorky Makler Counting Chamber s
hibkou 10 pm (Sefi-Medical Instruments, SRN) a nasledne umiestnili do zorného pola
(Massanyi et al.,, 2008). V kazdej vzorke sme sledovali nasledujuce parametre: percento
pohyblivych spermii (%), percento progresivne pohyblivych spermii (%), DAP (distance
average path) — priemerna prejdena vzdialenost (um); DCL (distance curved line) —
krivoCiarova prejdena vzdialenost (um); DSL (distance straight line) — priamociara
vzdialenost (um); VAP (velocity average path) — priemerna drahova rychlost (um.s™)
[8asovo—zavisla pohyblivost hlavicky spermie pozdiZ jej priamej drahy]; VCL (velocity curved
line) — krivogiarova rychlost (um.s™) [6asovo-zavisla pohyblivost hlavicky spermie pozdiz
aktualnej krivoCiarej drahy ako vnimané dva rozmery pod mikroskopom]; VSL (velocity
straight line) — priama rychlost (um.s™) [¢asovo—zavisla pohyblivost hlavicky spermie pozdiz
jej priamej linie medzi jej prvou a jej poslednou zistenou poziciou]; STR (straightness) —

priamost pohybu; LIN (linearity) — priamociarost [priamodciarost krivoCiarovej drahy,
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vyjadrena ako VSL:VCL]; WOB (wobble) — kmitanie [miera pre kmitanie (oscilaciu) aktualnej
drahy okolo priemernej drahy, vyjadrena ako VAP:VCL], ALH (amplitude of lateral head
displacement) — amplitida lateralneho (bo&ného) premiestnenie hlavitky (um.s™) [stupefi
lateralneho premiestnenia hlavicky spermie okolo priemernej drahy. ALH mbze byt vyjadrena
ako maximalna alebo priemerna hodnota] a BCF (beat cross frequency) — frekvencia
krizovych uderov (Hz) [frekvencia pri ktorej VCL krizuje VAP]. V ramci kazdého merania
systémom CASA sme vyhodnotili parametre pohyblivosti z minimalne 6smych poli komérky
Makler Counting Chamber (Massanyi et al., 2008, Slivkova et al. 2010).

Obrazok ¢. 15: Vystup CASA analyzy na PC

" SpermVision od to: SPU, Nitra -- Local Database Connection [= =)
#Y Analysis Q Reports | I Tools | {9 Live Video | 7 Help | & Log OIf
M, Motility Analysis: 01

Dilution Ratio 1 to 38 | [ Hold for viabilty

Analysis type: -

Note: I

< Field1|  Field2  Field3 |
I~ Save images for this field (Standard Dieviation) (T otals)
Cells: 76 856 Median
Concentration 38430 144100 (9422) 17550
Motiiy: BEIEN % 9790  (5.993) 983
Progressive motiity BRIS % 9030  (4.669) 205
Local motity 395 % 759 (2.308) 78
Immotile: 132 % 21 (6,993 17

Field Info [ Morpholagy

Progressive Info Cell Detail Statistics

Hypetactive: 0% (0)
i 0% ()
0% (0

0% (0)

WHD "A" 763% (718
WHD "B 105% (245
WHD e 132 % (366)

Frame 1 of 30 Speed
<> []S] ovey | T

Magnification [ Display e line.
"), T Display average path

Morphology | Clear Field |  Cloar Al Fields [ Now Field

3.2.Hodnotenie vyskytu morfologicky zmenenych foriem spermii

Morfologické zmeny na spermiach sme zistovali pomocou morfologickej analyzy. Tato

spocivala v priprave naterov a pozorovani mikroskopickych preparatov spermii.

Technika pripravy naterov

Analyza morfologicky zmenenych foriem spermii sa hodnotila podla rutinnych
postupov (Massanyi et al. 2004; 2005). Preparaty sme zhotovili vZdy na konci jednotlivych
experimentov.

Oznacenie sklicka: Nazvom implementora a skupiny podfa pouzitej koncentracie,

nezmyvatelnou fixou.
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Zhotovenie nateru: Jednu kvapku vzorky sme rozotreli na vydenzifikovanom
podloznom skli€ku (v uhle 45°) tahom kvapky za hranou sklicka, aby vzorka nevnikla pred
hranu rozterového skli¢ka (aby nedo8lo k mechanickému poskodeniu spermii a tym k tvorbe
artefaktov). Nater ma byt jemny, suvisly a nepodkodeny. Natery sme nechali usudit na
ohrievacej doske (37°C). Ked boli natery matné, preparaty sa fixovali.

Fixacia preparatu: Suchy preparat sa fixuje 30 minut i dlhSie, Hancockovym roztokom
v zloZeni: Formalin 125 ml; NaCl 10 g; NaHCO; 0,5 g; Destilovana voda 1 000 ml). Fixujeme
v kyvetach 30 minut, potom premyjeme v destilovanej vode (pH 7,0 — 7,4) priblizne minutu.

Farbenie preparatu: Ako farbiacu metédu sme pouzili metddu Hancocka na
znazornenie akrozomu. lde o monochromaticku metdédu, ktora velmi dobre zvyrazhuje
akrozém, diferencuje ho od ekvatorialneho segmentu a pars posterior a zvyraznuje bazalne
granuly. Tato metéda je vhodna na sledovanie abnormalit akrozému, ale aj ostatnych
anomalii spermii. Patri medzi najlepSie a najStandardnejSie metddy, ktoré sa pouzivaju pri
morfologickom vySetreni spermii. Farbenie sme vykonali v kyvetach Giemsovym roztokom
po dobu 3 hodin. Po farbeni sme preparaty dokladne oplachli destilovanou vodou (pH 7,0 —
7,4) jednu minutu.

Priprava farbiva: Roztok Giemsa — Romanowski 8 ml; Sorensenov fosfatovy pufer
(pH 7,0) 4 ml; destilovana voda (pH 7,4) 70 ml.

Akrozom sa farbi na modrofialovo, jeho zadna &ast tvori kontrastne svetlejsi
polmesiacikovy utvar. Na zadnej polovici hlavicky sa nachadza len svetly farebny nadych. Je
dobre pozorovatelny aj bicik.

Preparaty sme posudzovali na optickom mikroskope pri 450 nasobnom zvacseni. Pri
kazdom preparate sme hodnotili minimalne 300 spermii.

Morfologicky zmenené spermie sme zoradovali do klasifikacnej tabufky morfologicky
malformovanych foriem spermii beZne pouzivanej na hodnotenie spermii. Zo Skaly
patologickych foriem spermii sme hodnotili nasledovné — hlavicka bez bicika, torzo bicika,
kfu€kovité stoCenie bicika, zlomeny bicik, zvinutie (klbko) bi¢ika, retencia cytoplazmatickej
kvapky, mala hlavi¢ka, velka hlavi¢ka a iné patologické formy spermii. Pri si¢asnom vyskyte
primarnej i sekundarnej anomalie sme zaratali len primarnu. Pri vyskyte volnych hlavi€iek a

volnych bi¢ikov sme zapocitavali len hlavicky (Gamcik et al., 1992; Slivkova et al., 2010).
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3.3.Stanovenie koncentracie vybranych biochemickych parametrov v

kultivaénom médiu po pridani sledovanych implementorov

3.3.1. Stanovenie albuminu (ALB)

Bromkrezolova zelefi (BCG) tvori s albuminom v mierne kyslom prostredi za
pritomnosti povrchovo aktivnych latok komplex vhodny na fotometrické stanovenie.

Pri pokuse sme pouzili tri kyvety. V prvej kyvete sa nachadzal reagenény blank,
v druhej bola pritomna stanovovana vzorka v mnozstve 10 ul a v tretej Standard (kalibrator),
v celkovom mnozstve 10 pl.

Do kyviet sa pridali nasledovné zlozky: Cinidlo R1 v zlozeni - brémkrezolova zelen
(BCG) v mnozstve 0,21 mmol.I"!, sukcinatovy pufor v mnozstve 100,0 mmol.I*, azid sodny
v mnozstve 0,5 g.I". Do kazdej kyvety sa pridava ¢inidlo R1 v mnoZstve 1,0 ml. Destilovana

voda v mnozstve 0,01 ml sa napipetovala do prvej kyvety, ktora obsahuje reagencny blank.

Reagenény blank vzorka (Ifatﬁg:'j;tﬁ-)
Cinidlo R1 1,0 ml 1,0 ml 1,0 ml
Destilovana voda 0,01ml - -
Vzorka - 0,01 ml -
Standard (kalibrator) - - 0,01 ml

Nasledne sa kyvety premieSali a po 5 minutach inkubacie sa zmerala absorbancia
vzoriek A; a absorbancia Standardu proti reagenénému blanku A,. Absorbancia sa meria pri
vinovej dizke 578 nm, pri teplote 37°C, pomocou spektrofotometra Genesys 10 (Thermo
Fisher Scientific Inc, USA) s pouzitim komer¢éného kitu BioLa Test (PLIVA-Lachema, Brno,

Czech rebulic).

3.3.2. Stanovenie MDA

Stanovenie peroxidacie lipidov vychadza z poznatku, Zze Fentonova alebo Haber-
Weissova reakcia vyvolava akumulaciu lipidovych peroxidov v spermiach. Tieto peroxidy sa
rozkladaju pdsobenim Kkyseliny tiobarbiturovej (TBA), ktora stimuluje lipoperoxidativnu
retazovu reakciu. Vysledkom reakcie je tvorba malondialdehydu. Reakcia sa zastavuje
butanolom a nasledne sa meria excitatné a emisné spektrum vzorky pri vinovej dizke 532,
resp. 553 nm (Agarwal et al., 2009).

Reagencné Cinidla pri stanoveni peroxidacie lipidov su 20% w/w kyselina octova
(Centralchem, Bratislava, Slovak Republic, pH 3,5 a 0,78% kyselina tiobarbiturova (Sigma-

Aldrich, St.Luis, USA) rozpustena v destilovanej vode.
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Na analyzu pripravime sklené skimavky o objeme 10 ml. Do prvej skiumavky sa
napipetuje 1 ml reagencného blanku, do dalSich vzoriek o mnozstve 1 ml. Nasledne sa do
kazdej skumavky prida 0,5 ml roztoku kyseliny octovej a 0,5 ml TBA roztoku. Skumavky sa
uzavru avaria sa 45 minut vo vodnom Kkupeli pri teplote 95 °C. Nasledne sa obsah
skumaviek centrifuguje 5 minat pri 4500 rpm. Ciry supernatant sa prenesie do kyvety
0 objeme 1 ml a nasledne sa zmeria absorbancia pri 532 nm.

Zo ziskanych vysledkov sme vypocitali priemer, smerodajnu odchylku, maximalnu a
minimalnu hodnotu a nasledne sme vypocitali preukaznosti s pouZzitim PC programu SAS
podla predoslych prac (Massanyi et al., 2004, 2009; Tvrda et al., 2011).
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4. VYSLEKDY

4.1. Analyzy pohyblivosti spermii

Celkova pohyblivost spermii kultivovanych pri teplote 37°C a 5°C sa v kontrolnej
skupine CA pohybovala od 43,94 do 86,34%. Celkova pohyblivost spermii v kontrolnej
skupine CB sa pohybovala od 46,08 do 78,56%. Na zaciatku pokusu (Cas 0) bola zistena
pohyblivost spermii 86,34+9,03% v CA kontrolnej skupine a 78,56 £16,07% v CB kontrolnej
skupine. Preukaznost medzi kontrolnymi skupinami CA a CB nebola zistené v ziadnom
C¢asovom intervale.

Kyselina salicylovda SA a SB_ — percento pohyblivosti u kyseliny salicylovej bolo

nizSie v SA skupine (15,38-62,16%) v porovnani so skupinou SB, kde sme zaznamenali
hodnoty od 26,86 do 76,30%. Pri porovnavani skupin SA a SB bola preukaznost v ¢ase 0 a
24 hodin (p<0,01) a v ¢ase 1 a 2 (p<0,001). Pri hodnoteni pohyblivosti sme zaznamenali
preukazne nizSie hodnoty v skupine SA oproti kontrolnej skupine. Preukazny pokles
(p<0,001) nastal uz pri prvom merani (€as 0) a preukazny pokles sme zistili vo v8etkych
nasledujucich €asovych intervaloch. NajniZzSie preukazné hodnoty sme namerali pri
vzorkach, ktoré boli uskladnené pri teplote 5°C v €asovych intervaloch 24, 48 a 72 hodin. Ich
rozpatie bolo 15,38+9,80 — 18,08+14,08% (graf €. 1). V skupine SB sme zistili signifikantny
pokles pohyblivosti vo vzorkach kultivovanych pri teplote 5°C v €ase 24 hodin (p<0,001),
nasledne v Case 48 a 72 hodin na urovni p<0,001 (graf €.1). Vysledky pohyblivosti spermii
kultivovanych pri teplote 37°C a pri teplote 5°C pridanim kyseliny salicylovej v jednotlivych

Casovych intervaloch su uvedené v prilohe v tabulke €. 4.1.

Graf €. 1: Celkova pohyblivost spermii (%) po pridani kyseliny salicylovej
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Rezorcinol RA a RB — percento pohyblivosti rezorcinolu v skupine RA bolo v ¢ase 0
78,95+6,80% a 80,47+8,99% v skupine RB. Preukazny pokles pohyblivosti v RA skupine
zacCal v €ase 1 (p<0,001) a nasledne aj v ¢asovych obdobiach po ¢as 72 hodin (p<0,001).

pohyblivosti boli v skupine RA namerané pri vzorkach kultivovanych pri teplote 5°C v Case
24, 48 a 72 hodin (graf €. 2). V skupine RB sme preukazny pokles zaznamenali v Case 4
(p<0,05) a v Case 24, 48 a 72 hodin (p<0,001). V RB skupine boli namerané hodnoty od
pohyblivosti bolo v €ase 72 hodin od zaciatku experimentu (graf €. 2). Pri porovnavani skupin
RA a RB bola preukaznost poklesu v ¢ase 1, 2, 3, 24, 48 a 72 hodin (p<0,001) a v ¢ase 4
(p<0,05). Vysledky pohyblivosti spermii kultivovanych pri teplote 37°C a pri teplote 5°C
pridanim rezorcinolu v jednotlivych ¢asovych intervaloch su uvedené v prilohe v tabulke €.
4.1.

Graf ¢. 2: Celkova pohyblivost spermii (%) po pridani rezorcinolu
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Pyrokatechol PA a PB — pri hodnoteni percenta pohyblivosti v ase 0 v PA skupine
pohyblivost spermii bola 85,1949,63% a 88,81+4,96% v skupine PB. U pyrokatecholu v A

skupine boli namerané hodnoty pohyblivosti v rozpati 22,95-85,19%, tieto hodnoty boli nizSie

v porovnani so skupinou PB. V PB skupine boli namerané hodnoty 34,15-88,81%.

Pri hodnoteni pohyblivosti sme zaznamenali preukazne nizSie hodnoty v skupine PA
v porovnani s kontrolnou skupinou. Preukazny pokles (p<0,001) nastal v ¢ase 24 hodin po
zacati experimentu (45,64%), preukazny pokles pohyblivosti (p<0,001) sme zistili aj v Case

48 a 72 hodin (graf €. 3). V skupine s nizSou koncentraciou (PB skupina), preukazny pokles

61



hodndbt zacal v Case 48 hodin (p<0,001) a nasledne bol zaznamenany aj v ¢ase 72 hodin
(p<0,01). Pri porovnavani skupin PA a PB boli preukazne nizSie hodnoty v skupine PA,
preukazna hodnota bola v ¢ase 24 hodin a v €ase 72 hodin na urovni p<0,001 (graf €. 3).
Vysledky pohyblivosti spermii kultivovanych pri teplote 37°C a pri teplote 5°C pridanim

pyrokatecholu v jednotlivych ¢asovych intervaloch su uvedené v prilohe v tabulke €. 4.1.

Graf €. 3: Celkova pohyblivost spermii (%) po pridani pyrokatecholu

100,00
80,00 | BCA  WPA cB PR
80,00 -
70,00 -
60,00 -
o 50,00
40,00 -
30,00 -
20,00 -
10,00
0,00 -
0 1 2 3 4 24 a8 72 168
hod.

Trehal6za TA a TB - percento pohyblivosti u trehalézy v TA skupine bolo v rozpati
56,04-89,00% a v skupine TB v rozpati 43,52-84,02%. Pri porovnavani skupin TA a TB

nebola zaznamenana preukaznost v Ziadnom ¢&asovom intervale. Preukazné rozdiely

pohyblivosti v skupine A po pridani trehalézy sme nezistili. Rovnako to bolo aj v skupine B
s nizSou koncentraciou implementora, kde sme nezaznamenali Ziadny preukazny rozdiel v
pohyblivosti spermii. V porovnani s kontrolnou skupinou A sme zaznamenali mierne vySSie
hodnoty pohyblivosti spermii v jednotlivych &asovych intervaloch (graf €. 4). V porovnani
skupiny TB s kontrolnou skupinou B boli zistené mierne vy33ie hodnoty pri teplote kultivacie
37°C v ¢asovom obdobi od ¢asu 0 po €as 4 hodiny od zacliatku experimentu. Vysledky
pohyblivosti spermii kultivovanych pri teplote 37°C a pri teplote 5°C pridanim trehalézy v

jednotlivych ¢asovych intervaloch su uvedené v prilohe v tabulke €. 4.1.
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Graf €. 4: Celkova pohyblivost spermii (%) po pridani trehalozy
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Kofein KA a KB — percento pohyblivosti v skupine KA v ¢ase 0 bolo 75,41+£17,05%

a 79,49+14,81% v skupine KB. U tohto implementora v skupine KA postupne klesala
pohyblivost, avSak preukazny pokles vplyvom kofeinu nebol zaznamenany. V skupine s
nizS8ou koncentraciou implementora pohyblivost klesla v ¢ase 1 a 2, ale nasledne v Case 3
a 4 bola vyS$Sia oproti pohyblivosti v ¢ase 0, v dalSich €asovych intervaloch pohyblivost opat
klesala (graf €.5). V tejto skupine, rovnako ako v KA, nebol zaznamenany preukazny rozdiel
pohyblivosti. Vysledky pohyblivosti spermii kultivovanych pri teplote 37°C a pri teplote 5°C
pridanim kofeinu v jednotlivych €asovych intervaloch su uvedené v prilohe v tabufke €. 4.1.

Graf €. 5: Celkova pohyblivost spermii (%) po pridani kofeinu
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Glutatiéon GA a GB - pohyblivost spermii po pridani glutationu sa pohybovala od
40,47 do 85,46% v A skupine av skupine B bola pohyblivost od 42,35 do 82,94%.

V porovnani s kontrolnou skupinou A sme zaznamenali mierne vys3ie hodnoty pohyblivosti

spermii v €asovych intervaloch 1 az 4 hodiny od zaciatku experimentu pri teplote kultivacie
37°C. V GA skupine preukazne nizSie hodnoty pohyblivosti boli zaznamenané v Case 48
(58,13+22,92%) av ase 72 hodin (57,34+17,10%), hladina preukaznosti bola p<0,01.
V skupine B sme preukazny efekt pohyblivosti spermii po pridani glutationu nezaznamenali.
V porovnani skupiny GB s kontrolnou skupinou B boli zistené mierne vysSie hodnoty pri
teplote kultivacie 37°C v ¢asovom obdobi 0 az 4 hodiny a pri teplote kultivacie 5°C
v Casovom obdobi 24 hodin od zacliatku experimentu (graf &.6). Preukaznost medzi
skupinami GA a GB nebola zaznamenana. Vysledky pohyblivosti spermii kultivovanych pri
teplote 37°C a pri teplote 5°C pridanim glutationu v jednotlivych €asovych intervaloch su
uvedené v prilohe v tabulke €. 4.1.

Porovnanie vysledkov pohyblivosti spermii po pridani kyseliny salicylovej, rezorcinolu,
pyrokatecholu, trehaldzy, kofeinu a glutationu s koncentraciou implementora 2 mg.ml™ v
skupine A a s koncentraciou implementora 1 mg.ml™ v skupine B pri teplote kultivacie 37°C
je vgrafe €. 7.

V grafe ¢€.8 je porovnanie vysledkov pohyblivosti spermii po pridani kyseliny
salicylovej, rezorcinolu, pyrokatecholu, trehalézy, kofeinu a glutationu s koncentraciou
implementora 2 mg.ml™* v skupine A a s koncentraciou implementora 1 mg.mI™* v skupine B

pri teplote kultivacie 5°C.

Graf €. 6: Celkova pohyblivost spermii (%) po pridani glutationu

100,00
90,00 mCA mGA CB GB
80,00 -
70,00 -
60,00 -
50,00
40,00 -
- 30,00 -
20,00 -
10,00 -
0,00 -
0 1 2 3 4 24 48 72 168
hod.

64



Graf €. 7: Celkova pohyblivost spermii pri teplote 37°C
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Graf €. 8: Celkova pohyblivost spermii pri teplote 5°C
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Analyza progresivnej pohyblivosti spermii

Progresivna pohyblivost’ spermii v kontrolnej skupine A kultivovanej pri teplote 37°C
a5°C sa pohybovala od 34,29 do 79,09%. V kontrolnej skupine B sa progresivna
pohyblivost pohybovala od 32,00 do 68,76%.

Kyselina salicylova SA a SB - percento progresivnej pohyblivosti u kyseliny

salicylovej bolo niZz8ie v SA skupine (3,67-47,45%) oproti skupine SB, kde boli
zaznamenané hodnoty 14,77-65,94%. Pri hodnoteni progresivnej pohyblivosti sme
zaznamenali preukazne nizSie hodnoty v skupine SA oproti kontrolnej skupine. Preukazny
namerali pri vzorkach, ktoré boli uskladnené pri teplote 5°C v ¢asovych intervaloch 24, 48, 72
a 168 hodin. Ich rozpatie bolo 3,67+3,50 — 9,63+14,25%. Podobne to bolo aj pri skupine s
koncentraciou kyseliny salicylovej 1mg.ml* (SB skupina), kde preukazny pokles hodnét
(p<0,01) zacal po dvoch hodinach 52,55%. Preukazny pokles (p<0,001) nastal v ¢ase 3
percentom progresivnej pohyblivosti spermii 14,77% po 48 hodinach od zaciatku
experimentu (graf ¢€.9). Pri porovnavani skupin SA a SB boli preukazne nizSie hodnoty
(p<0,001) v ¢ase 0 a 1 a potom v Case 24 hodin (p<0,01). Vysledky progresivnej pohyblivosti
spermii kultivovanych pri teplote 37°C a pri teplote 5°C pridanim kyseliny salicylovej v

jednotlivych ¢asovych intervaloch su uvedené v prilohe v tabulke &. 4.2.

Graf €. 9: Progresivna pohyblivost’ spermii (%) po pridani kyseliny salicylove;j
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Rezorcinol RA a RB — percento progresivnej pohyblivosti u rezorcinolu v ¢ase 0 v RA
skupine bolo 62,57+10,90% a 66,99+13,81% v skupine RB. U tohto implementora to boli

najvy$Sie namerané hodnoty progresivnej pohyblivosti. Niz§ie namerané hodnoty boli opat

v skupine s vy8Sou koncentraciou (RA skupina) v rozpéati 1,42—62,57%. V RB skupine boli
namerané hodnoty 6,75-66,99%. Pri hodnoteni progresivnej pohyblivosti sme zaznamenali
preukazne niZ8ie hodnoty v skupine RA oproti kontrolnej skupine. Preukazny pokles (p<0,01)
nastal uz pri prvom merani (Cas 0) a nasledne bol preukazny pokles p<0,001 zaznamenany
vo vSetkych Casovych obdobiach. Preukazne nizSie hodnoty (p<0,001) sme namerali pri
vzorkach, ktoré boli uskladnené pri teplote 5°C v &asovych intervaloch 24, 48, 72 a 168
hodin. Ich rozpatie bolo 1,42+2,34 — 8,47+10,87%. V skupine s niZzSou koncentraciou (RB
skupina), preukazny pokles hodnét (p<0,05) nastal po dvoch hodinach (54,62%). Dalsi
preukazny pokles ale uz na urovni p<0,001 nastal opat az v Case 4 a nasledne aj pri teplote
percentom progresivnej pohyblivosti spermii 6,75% po 168 hodinach od zaciatku
experimentu (graf &€.10). Aj vtychto experimentoch s rezorcinolom bola zaznamenana
preukaznost medzi skupinami RA aRB v case 1, 2, 3, 24, 48 a72 hodin — p<0,001.
Vysledky progresivnej pohyblivosti spermii kultivovanych pri teplote 37°C a pri teplote 5°C
pridanim rezorcinolu v jednotlivych €¢asovych intervaloch su uvedené v prilohe v tabulke €.
4.2.

Graf €. 10: Progresivna pohyblivost spermii (%) po pridani rezorcinolu
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Pyrokatechol PA aPB - pri hodnoteni posledného implementora zo skupiny

fenolovych kyselin pyrokatecholu percento progresivnej pohyblivosti v ¢ase 0 v PA skupine
bolo 73,74110,72% a 78,9816,40% v skupine PB. U pyrokatecholu v PA skupine boli
namerané hodnoty progresivnej pohyblivosti 4,89-73,74%, tieto hodnoty boli niZSie
v porovhani so skupinou PB. V PB skupine boli namerané hodnoty 18,19-78,98%. Pri
hodnoteni progresivnej pohyblivosti sme zaznamenali preukazne nizSie hodnoty v skupine
PA oproti kontrolnej skupine. Preukazny pokles (p<0,001) nastal v ¢ase tri hodiny po zacati
experimentu pri teplote 37°C (51,93%). Percento progresivnej pohyblivosti spermii nasledne
koncentraciou (PB skupina), preukazny pokles hodnét za¢al rovnako ako v skupine PA po
troch hodinach 52,38% a pokraCoval aj v ase Styri hodiny po zacati experimentu ale
preukazny pokles progresivnej pohyblivosti bol na trovni p<0,05. Dal$i preukazny pokles na
namerana hodnota bola po 168 hodinach na urovni 18,19% bez preukazného poklesu
pohyblivosti spermii. Vysledky progresivnej pohyblivosti vplyvom pyrokatecholu su
zaznamenané v grafe €. 11. Preukaznost medzi skupinami PA a PB bola zaznamenana
v Case 24 a 72 hodin (p<0,001). Vysledky progresivnej pohyblivosti spermii kultivovanych pri
teplote 37°C a pri teplote 5°C pridanim pyrokatecholu v jednotlivych ¢asovych intervaloch su

uvedené v prilohe v tabulke €. 4.2.

Graf €. 11: Progresivna pohyblivost spermii (%) po pridani pyrokatecholu
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Trehaléza TA a TB — pri sledovani progresivnej pohyblivosti spermii bykov s pridanim

trehalézy neboli zaznamenané preukazné rozdiely ani v jednom ¢asovom obdobi. V ¢ase 0
pri zac¢ati pokusu bola namerana hodnota 80,80+5,00% v skupine TA a v skupine TB bola
tato pohyblivost na urovni 75,83+11,06%, ¢o boli aj najvysSie hodnoty pohyblivosti v tychto
skupinach. V skupine TA boli v daldich ¢asovych intervaloch zaznamenané hodnoty 76,50-
sme zaznamenali mierne vyS8ie hodnoty pohyblivosti spermii v jednotlivych &asovych
intervaloch, okrem ¢&asového intervalu 4 hodiny a 72 hodin od zacliatku experimentu.
hodin. V porovnani skupiny TB s kontrolnou skupinou B boli zistené mierne vy3Sie hodnoty
pri teplote kultivacie 37°C v ¢asovom obdobi od ¢asu 0 po ¢as 4 hodiny a v ¢ase 72 hodin pri
teplote kultivacie 5°C od zacliatku experimentu (graf €.12). Pri porovnavani skupin TA a TB
neboli zaznamenany preukazny efekt. Vysledky progresivnej pohyblivosti spermii
kultivovanych pri teplote 37°C a pri teplote 5°C pridanim trehalézy v jednotlivych ¢asovych

intervaloch su uvedené v prilohe v tabulke €. 4.2.

Graf €. 12: Progresivna pohyblivost’ spermii (%) po pridani trehal6zy
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Kofein KA a KB — percento progresivnej pohyblivosti u kofeinu v €ase 0 v KA skupine
bolo 68,48+16,96% a 71,70£13,72% v skupine KB. U tohto implementora v skupine KA

nasledne klesala pohyblivost az do ¢asu dvoch hodin, progresivna pohyblivost mierne stupla

(v Ease tri hodiny) na hodnotu 70,67+7,61% a potom hodnoty klesali az na urovef 19,15%

v ¢ase 168 hodin. V tejto skupine KA neboli zaznamenané preukazne rozdiely progresivnej

69



pohyblivosti ani v jednom ¢asovom obdobi. V skupine s nizSou koncentraciou implementora
progresivna pohyblivost klesala od ¢asu 0 do 168 hodin (71,70-13,45%). Mierne zvySenie
progresivnej pohyblivosti spermii bola zaznamenana v Case 0, 3 a4 hodiny od zaciatku
nizSia progresivna pohyblivost spermii (graf €. 13). Vysledky progresivnej pohyblivosti
spermii kultivovanych pri teplote 37°C a pri teplote 5°C pridanim kofeinu v jednotlivych

Casovych intervaloch su uvedené v prilohe v tabulke €. 4.2.

Graf €. 13: Progresivna pohyblivost spermii (%) po pridani kofeinu
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Glutatién GA a GB — percento progresivnej pohyblivosti u posledného implementora
glutatiénu v ¢ase 0 v GA skupine bolo 76,98+10,65% a 73,96+£13,45% v skupine GB s nizSou

koncentraciou. U glutationu v skupine GA to boli najvy§Sie namerané hodnoty percenta
progresivnej pohyblivosti. Mierne vysSie hodnoty progresivnej pohyblivosti spermii sme
zaznamenali v Case 1, 2, 3 a4 hodiny od zaciatku experimentu v porovnani s kontrolnou
skupinou. Preukazne rozdielne hodnoty neboli zaznamenané po €as 24 hodin, nasledne
v ase 48 hodin bola preukazne (p<0,001) niZSia progresivna pohyblivost spermii
44,05+22,48%. Hodnoty progresivnej pohyblivosti od ¢asu 72 hodin po ¢as 168 hodin neboli
preukazne rozdielne v porovnani s kontrolnou skupinou. V skupine GB neboli hodnoty
progresivnej pohyblivosti preukazne rozdielne ani v jednom ¢asovom obdobi. Namerané
hodnoty od ¢asu 0 po Cas 4 hodiny od zaliatku experimentu kultivované pri teplote 37°C

mierne stupali. Hodnoty progresivnej pohyblivosti od ¢asového obdobia 24 hodin az po ¢as
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168 hodin klesali az na hodnotu 22,70+7,11%. Rovnako neboli zaznamenané preukazne
rozdielne hodnoty v porovnani skupiny GA a skupiny GB (graf €. 14). Vysledky progresivnej
pohyblivosti spermii kultivovanych pri teplote 37°C a pri teplote 5°C pridanim glutationu v

jednotlivych ¢asovych intervaloch su uvedené v prilohe v tabulke &. 4.2.

Graf €. 14: Progresivna pohyblivost spermii (%) po pridani glutationu
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Ostatné hodnotené parametre pohyblivosti spermii

Pri sledovani vzdialenostnych (drahovych) parametrov sme hodnotili tri parametre
ato priemernd prejdend drahu spermii (DAP), krivoCiarovu drahu pohybu (DCL)
a priamociaru drahu pohybu (DSL).

Priemerna prejdena vzdialenost spermii (DAP; um) — pri hodnoteni sledovaného

parametru priemernej prejdenej vzdialenosti spermii boli v kontrolnej skupine CA namerané
hodnoty od 22,22 do 29,65 ym a v kontrolnej skupine CB od 21,28 do 27,83 pym. V skupine A
s koncentraciou 2 mg.ml™* preukazne nizsie hodnoty boli po pridani implementorov kyselina
salicylova, rezorcinol a pyrokatechol. V skupine s kyselinou salicylovou boli zaznamenané
preukazne nizSie hodnoty (p<0,001) uz v Case 0 atato preukaznost bola vo vSetkych
Casovych obdobiach az po ¢as 168 hodin od zacliatku experimentu. Rovnako v skupine s
rezorcinolom boli preukazne nizSie hodnoty uz v ¢ase 0. Namerané hodnoty boli v rozpati od
5,04 ym v €ase 168 hodin do 21,23 ym v ¢ase 1 hodina. V skupine s pyrokatecholom boli
hodnoty v rozpati 9,15-24,81 ym. NajvySSia hodnota 24,81+4,01 ym v ¢ase 0 ako jedina
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Z tejto skupiny nebola preukazne niz8ia v porovnani s CA kontrolnou skupinou. Od ¢asu 1
boli hodnoty priemernej prejdenej vzdialenosti preukazne nizSie (p<0,001). V experimentoch
s trehalozou, kofeinom a glutationom neboli zaznamenané preukazne rozdiely oproti CA
skupine. V skupine TA boli hodnoty od 21,28 ym v ¢ase 168 hodin do 29,45 ym v Case 3.
hodnota v ¢ase 17,11 ym bez preukazného rozdielu a najvysSia v Case 2 hodiny 28,05 ym
rovnako bez preukazného rozdielu. V skupine SB s nizSou koncentraciou 1mg.ml™* bol
zaznamenany preukazny pokles uz v ¢ase 0 na urovni p<0,05. V nasledujucich asovych
obdobiach bola preukaznost’ poklesu na urovni p<0,001 do &asu 24 hodin. V &ase 48 hodin
neboli preukazne rozdielne hodnoty. Preukazny pokles bol opat zaznamenany v Case 72
hodin (p<0,05). V skupine RB neboli hodnoty v ¢ase 0, 1, 2, 3, 4, 24 hodin a 48 hodin
preukazne rozdielne oproti kontrolnej skupine, hodnoty boli od 20,38 um v ¢ase 48 hodin do
24,50 ym v ¢ase 1 hodina. Nasledne v ¢ase 72 hodin a hodnote 19,87 um bol preukazny
pokles p<0,05 a v ¢ase 168 hodin (10,56 um) bola preukaznost na urovni p<0,01. V skupine
pyrokatecholu boli hodnoty preukazne nizSie v ¢asoch 1, 2, 3 (p<0,001) a nasledne az v ¢ase
72 hodin (p<0,01). V skupinach s trehalézou, kofeinom a glutationom nebol zaznamenany
preukazny rozdiel ani ujedného implementora. VysSie hodnoty priemernej prejdenegj
vzdialenosti spermii boli u trehalézy v ¢ase 1, 3, 4, 48 a 72 hodin od zaciatku experimentu.
V skupine s kofeinom a glutationom boli mierne vysSie hodnoty zaznamenané v ¢ase 0 az 4
hodiny od zaciatku experimentu. Hodnoty priemernej prejdenej vzdialenosti spermii
kultivovanych pri teplote 37°C a pri teplote 5°C pridanim jednotlivych implementorov v

jednotlivych ¢asovych intervaloch su uvedené v prilohe v tabufke ¢&. 4.3.

KrivoCiarova prejdena vzdialenost spermii (DCL; ym) kultivovanych pri teplote 37°C

a pri teplote 5°C pridanim jednotlivych implementorov v jednotlivych ¢asovych intervaloch je
uvedena v prilohe v tabulke €. 4.4. Pri hodnoteni sledovaného parametru boli v kontrolnej
skupine CA namerané hodnoty od 40,88 do 55,57 ym a v kontrolnej skupine CB od 39,51 do
52,74 ym. Hodnotenim krivoCiarovej prejdenej vzdialenosti spermii v skupine A s kyselinou
salicylovou sme zaznamenali preukazny pokles sledovaného parametra uz v ¢ase 0O
(p<0,001) a nasledne bol tento preukazny pokles vo vSetkych ¢asovych obdobiach pri teplote
37°C a aj pri teplote 5°C. Preukazny pokles v skupine A s rezorcinolom bol od ¢asového
obdobia 1 hodina az do ¢asového obdobia 168 hodin. U tohto parametru bol tento preukazny
pokles na urovni p<0,001. V skupine A s pyrokatecholom bol preukazny pokles opat vo
vSetkych €asovych intervaloch. V €asovych intervaloch 0 az 2 hodiny bol preukazny pokles
na urovni p<0,001. Od ¢asu 3 do Casu 4 hodiny bol na urovni p<0,01 a vo vSetkych
nasledovnych €asovych obdobiach boli hodnoty sledovaného parametru opat preukazne

niz8ie (p<0,001). V skupine s trehalézou sme zistili mierne vySSie hodnoty v ¢ase 2, 3 a 4
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hodiny. V skupine A s kofeinom a glutationom boli mierne vysSie hodnoty v porovnani
s kontrolnou skupinou zaznamenané v ¢ase 2, 3 a 4 hodiny a v dalSich ¢asovych obdobiach
hodnoty klesali. V ¢ase 72 hodin v skupine A s kofeinom boli hodnoty preukazne nizSie na
urovni (p<0,05). V skupine B boli preukazne niZ8ie hodnoty uimplementorov kyselina
salicylova, rezorcinol a pyrokatechol. V skupine B s kyselinou salicylovou bola preukaznost
sledovaného parametru najvyraznejsia. Preukazné rozdiely sme zistili v €ase 1 a 2 hodiny
(p<0,001), v ¢ase 4 (p<0,01) a v Case 24, 48 a 72 hodin pri teplote 5°C bol preukazny pokles
na urovni (p<0,001). Pri RB skupine sme zistili preukazny pokles v ¢ase 24 hodin (p<0,05),
v ¢ase 48 hodin (p<0,01) a preukazny pokles (p<0,001) krivoCiarovej prejdenej vzdialenosti
bol v ¢ase 72 a 168 hodin. V skupine B s pyrokatecholom bol preukazny pokles vo viacerych
Casovych intervaloch, v ¢ase 1 (p<0,05), v ¢ase 2 (p<0,01), v ase 3 a 4 (p<0,05), v Case 48
a 72 hodin (p<0,001) a v ¢ase 168 (p<0,05). U implementorov trehaldza, kofein a glutation
v skupine B preukazny rozdiel sledovaného parametru DCL nenastal. Boli zaznamenané
mierne vyssSie hodnoty pohyblivosti spermii, u trehaldzy v ¢ase 1, 3, 4, 48, 72 a 168 hodin od
zaciatku experimentu, v €ase 0, 1, 3, 4 a 72 hodin u kofeinu a v ¢ase 0, 1, 2, 3, 4 a 72 hodin

u glutatiénu od zaciatku experimentu.

Priamodiara prejdena vzdialenost spermii (DSL; ym) — pri hodnoteni sledovaného

parametru boli v kontrolnej skupine CA namerané hodnoty od 13,22 do 22,09 pum
a v kontrolnej skupine CB od 13,55 do 21,09 ym. U kyseliny salicylovej, rezorcinolu
a pyrokatecholu sme preukazny pokles (p<0,001) v skupine A zistili od ¢asu 0 do ¢asu 72
hodin od zaliatku experimentu. V ¢ase 168 hodin sme preukazny pokles v skupine
s kyselinou salicylovou a pyrokatecholom nezaznamenali, preukazny pokles (p<0,01) bol
zisteny v skupine A s rezorcinolom. V skupine A bol preukazny pokles parametru DSL
zaznamenany aj v skupine s kofeinom (p<0,001) v &ase 1 hodina. Pri ostatnych ¢asovych
obdobiach v skupine A s kofeinom neboli zaznamenané preukazne rozdielne hodnoty
sledovaného parametru. V skupine A s trehalézou boli zaznamenané mierne vy3Sie hodnoty
v Case 1, 2, 3 a 168 hodin. Preukazny pokles (p<0,001) priamociarej prejdenej vzdialenosti
spermii bol v skupine B s kyselinou salicylovou zisteny od ¢asu 1 po ¢as 48 hodin. V ¢ase 72
hodin sme preukazne nizSie hodnoty zaznamenali na urovni p<0,05. V skupine B
s rezorcinolom bol preukazny pokles v ¢ase 24 hodin (p<0,01), v ¢ase 48 hodin (p<0,05)
avcase 72 hodin (p<0,001) od zaliatku experimentu. Preukazny pokles (p<0,001)
priamociarej prejdenej vzdialenosti spermii bol zisteny aj v skupine B s pyrokatecholom od
¢asu 1 po 72 hodin od zaciatku experimentu. V skupinach B s trehalézou, kofeinom a
glutationom sme preukazné rozdiely parametra DSL nezistili v ziadnom ¢asovom obdobi.
Mierne vySSie hodnoty boli zaznamenané v zavislosti na ¢asovom obdobi experimentu
u trehalézy v Case 1, 3, 4, 48, 72 a 168 hodin, u kofeinu v ase 1, 2, 3, 4 a 72 hodin
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a uglutationu vcéase 0, 3 a4 hodiny od zaciatku experimentu. Dosiahnuté vysledky
priamociarej prejdenej vzdialenosti spermii kultivovanych pri teplote 37°C a pri teplote 5°C
pridanim jednotlivych implementorov v jednotlivych Casovych intervaloch su uvedené v

prilohe v tabufke €. 4.5.

Hodnotenim priemernej drahovej rychlosti spermii (VAP; um.s™) boli v kontrolne;j

skupine CA namerané hodnoty od 50,89 do 69,97 um.s™ a v kontrolnej skupine CB od 49,24
do 64,68 um.s™. Preukazny pokles sledovaného parametru sme zistili u kyseliny salicylovej,
rezorcinolu a pyrokatecholu v skupine A a v skupine B. V skupine A s kyselinou salicylovou
boli hodnoty preukazne nizSie (p<0,001) uz v ¢ase 0 atendencia preukazného poklesu
(p<0,001) zostala az do Casu 168 hodin od zaliatku experimentu. Preukaznost poklesu
(p<0,001) v skupine A srezorcinolom bola presne taka ista ako v skupine A s kyselinou
salicylovou. Preukazny pokles parametra VAP bol zaznamenany aj vskupine A
s pyrokatecholom. V ¢ase 0 bol preukazny pokles na urovni p<0,05, nasledne od ¢asu 1 po
Cas 168 hodin sa preukaznost zvysila na hladinu p<0,001. Pri sledovani priemernej drahovej
rychlosti v skupinach A s trehal6zou, kofeinom a glutationom sme nezistili preukazné
rozdiely. Mierne zvySené hodnoty sme namerali véase 2 a3 hodiny od zadiatku
experimentu u vSetkych troch implementorov. V skupine B, tak ako sme uz spominali, boli
tiez zistené preukazne nizSie hodnoty VAP. U skupine B s kyselinou salicylovou v ¢ase 0
bola preukaznost poklesu p<0,01, v nasledujucich asovych obdobiach sa preukazny pokles
(p<0,001) zmenil az do €asu 24 hodin. V Case 48 hodin bol tieZz preukazny pokles ale na
urovni p<0,05 avcéase 72 hodin sme zistili preukazny pokles (p<0,01). V skupine
s rezorcinolom sme preukazny pokles zistili v ¢ase 1 (p<0,05), potom az v ase 72 hodin
(p<0,05) a v Case 168 hodin (p<0,01) od zaciatku experimentu. V skupine s rezorcinolom bol
preukazny pokles od ¢asu 1 po €as 3 na urovni p<0,001, v ¢ase 4 hodiny na urovni p<0,01,
v Case 48 hodin (p<0,01) a v €ase 72 hodin na urovni p<0,001. Rovnako ako v skupine A ani
v skupine B s trehalézou, kofeinom a glutationom preukazny ucinok na sledovany parameter
nebol zisteny. Mierne vysSie hodnoty boli namerané u trehalézy v ¢ase 1, 3, 4, 72 a 48
hodin, u kofeinu v ¢ase 0 az 24 hodina av ¢ase 72 hodin a u glutationu v ¢ase 0 az 4
hodiny. Hodnoty priemernej drahovej rychlosti spermii kultivovanych pri teplote 37°C a pri
teplote 5°C pridanim jednotlivych implementorov v jednotlivych €asovych intervaloch su

uvedené v prilohe v tabulke €. 4.6.

Krivodiarova rychlost spermii (VCL; uym.s™) — pri hodnoteni tohto parametru boli

v kontrolnej skupine CA namerané hodnoty od 93,56 do 131,04 um.s™ a v kontrolnej skupine
CB od 90,77 do 121,54 uym.s™. Signifikantné rozdiely sme zistili v skupine s kyselinou

salicylovou a rezorcinolom od ¢asu 0 az po ¢as 72 hodin. Preukazny pokles bol vo vSetkych
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Casovych obdobiach u oboch implementorov rovnaky (p<0,001). V porovnani skupiny
A s pyrokatecholom s kontrolnou skupinou CA bol zaznamenany preukazny pokles v ¢ase 1
az 3 hodiny (p<0,001), v ¢ase 4 signifikantné rozdiely neboli ale opat v Case 24, 48 a 72 boli
namerané hodnoty preukazne nizSie (p<0,001). V skupine s trehal6zou nastal preukazny
narast v ¢ase 4 (p<0,001), v ostatnych ¢asovych obdobiach boli zaznamenané mierne vyssie
hodnoty bez preukazného rozdielu. V skupinach A skofeinom a glutationom sme
zaznamenali preukazne nizSie hodnoty rovnako uoboch v case 72 hodin (p<0,05).
V €asovych intervaloch 2, 3 a 4 hodiny sme namerali mierne vyS$Sie hodnoty. V skupine B
sme zistili, Ze krivoCiarova rychlost spermii bola preukazne niZ3ia u kyseliny salicylovej na
urovni p<0,001 vcéase 1 a2, vcéase 3 (p<0,01) avcCase 24,48 a 72 hodin (p<0,001).
U skupiny B s rezorcinolom zacali hodnoty VCL preukazne klesat’ v Case 48 hodin (p<0,01)
a nasledne aj v ¢ase 72 hodin (p<0,001). Rovnako boli zistené preukazné poklesy u skupiny
B s pyrokatecholom, kedy v ¢ase 1 nastal pokles p<0,05, v ase 2 (p<0,01), v Case 3
(p<0,05), ¢ase 24 hodin (p<0,05) a v ¢ase 48 a 72 hodin (p<0,001) od zaciatku experimentu.
V skupine B strehalézou, kofeinom a glutationom nebol zisteny preukazny rozdiel
v porovnani s kontrolnou skupinou CB. Mierne vysSie hodnoty sme zistili u trehalézy v ¢ase
1, 3, 4, 48 a 72 hodin, u kofeinu v ¢ase 0, 1, 3, 4, a 72 hodin a u glutatiéonu v ¢ase 0, 1, 2, 3,
4 a 72 hodin. Dosiahnuté vysledky krivoCiarovej rychlosti spermii kultivovanych pri teplote
37°C a pri teplote 5°C pridanim jednotlivych implementorov v jednotlivych &asovych

intervaloch su uvedené v prilohe v tabulke €. 4.7.

Hodnotenim priamej dréhovej rychlosti spermii (VSL, um.s™) sme zistili v kontrolnej

skupine CA hodnoty v rozpati od 30,46 do 52,20 um.s™ a v kontrolnej skupine CB od 31,41
do 48,86 uym.s™1. Dosiahnuté vysledky priamej drahovej rychlosti spermii kultivovanych pri
teplote 37°C a pri teplote 5°C pridanim jednotlivych implementorov v jednotlivych asovych
intervaloch su uvedené v prilohe v tabulke €. 4.8. V skupinach s kyselinou salicylovou
a pyrokatecholom nastal rovnaky preukazny pokles (p<0,001) na zaliatku pokusu v ¢ase 0,
kedy VSL v skupine SA poklesla na 29,05+5,50 um.s™ a v skupine PA na 38,75+5,85 uym.s™.
Signifikantny pokles (p<0,001) pokraCoval v oboch skupinach aj v ¢asovych obdobiach 1, 2,
3, 4, 24, 48 a 72 hodin. V skupine A s rezorcinolom sme zistili preukazny pokles (p<0,001)
rovnako ako v skupine SA a PA od ¢asu 0 po Casovy interval 72 hodin. V ¢ase 168 hodin
uroven preukazného poklesu bola p<0,01. V skupine A s trehalézou sme nezistili preukazné
rozdiely v porovnani s kontrolnou skupinou A. V skupine A s kofeinom bol zisteny preukazny
pokles v ase 1 (p<0,01). V skupine A s glutationom sme nezistili preukazné rozdiely
v hodnoteni priamej drahovej rychlosti. V skupine B s nizSou koncentraciou implementorov
sme zistili, Ze preukazne nizSie hodnoty VSL boli v skupine s kyselinou salicylovou od &asu

1 po Cas 48 hodin (p<0,001) a v €ase 72 hodin (p<0,05). V skupine B s rezorcinolom bol
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preukazny pokles v ¢ase 24 a 72 hodin (p<0,01). V skupine B s pyrokatecholom sme zistili
preukazne niz8ie hodnoty (p<0,001) od €asu 0 po Cas 3, v Case 4 hodiny bol preukazny
pokles na urovni p<0,01 a od €asu 24 po ¢as 72 hodin na urovni p<0,001. Preukazny rozdiel
v skupine B s trehal6zou, rezorcinolom a pyrokatecholom v porovnani s kontrolnou skupinou

nebol zisteni.

Priamost’ pohybu (STR) v kontrolnej skupine CA bola od 0,60 do 0,76 a v kontrolnej

skupine CB vrozpati 0,64-0,77. V skupine A preukazny pokles priamosti pohybu bol
u kyseliny salicylovej v ase 1 (p<0,05), v ase 24 (p<0,01) avcCase 48 a 72 hodin
(p<0,001). V skupine s rezorcinolom sme zistili preukazny pokles v ¢ase 48 hodin (p<0,05)
avCase 72 hodin bola uroven preukazného poklesu p<0,001. V skupine po pridani
pyrokatecholu signifikantny pokles bol v ¢ase 1 (p<0,05). V skupine s trehalézou, kofeinom
a glutationom sme preukazny rozdiel priamosti pohybu nezaznamenali. V skupine
implementorov s nizSou koncentraciou sme zistili preukazny pokles (p<0,01) priamosti
pohybu v skupine B s pyrokatecholom v ¢ase 3. Vo vSetkych ostatnych ¢asovych obdobiach
sme preukazny ucinok pyrokatecholu nezistili. Rovnako signifikantné rozdiely neboli
zaznamenané u skupine B implementorov kyseliny salicylovej, rezorcinolu, pyrokatecholu,
kofeinu a glutationu. Vysledky priamosti pohybu spermii kultivovanych pri teplote 37°C a pri
teplote 5°C pridanim jednotlivych implementorov v jednotlivych €asovych intervaloch su

uvedené v prilohe v tabulke €. 4.9.

Priamodiarost krivo€iarovej drahy pohybu spermii (LIN) kultivovanych pri teplote 37°C

a pri teplote 5°C pridanim jednotlivych implementorov v jednotlivych ¢asovych intervaloch je
uvedena v prilohe v tabulke €. 4.10. V kontrolnej skupine CA sa priamociarost’ krivo€iarovej
drahy pohybovala od 0,30 do 0,43 a v kontrolnej skupine CB od 0,32 do 0,46. Preukazny
pokles sledovaného parametru bol zaznamenany v skupine A s kyselinou salicylovou v ¢ase
4 (p<0,001) a v skupine A s pyrokatecholom v ¢ase 0 (p<0,01). U ostatnych implementorov
v skupine A nebol zaznamenany preukazny u&inok sledovaného parametru. V skupine B
sme zistili preukazny pokles u pyrokatecholu v ¢ase 0 av ¢ase 3 (p<0,05). V ostatnych
skupinach implementorov sme nezistili preukazny rozdiel priamociarosti krivoCiarej drahy
pohybu. Mierne vysSie hodnoty sledovaného parametru sme zistili v skupine B s kofeinom

v Case od 48 do 168 hodin a u glutationu v Case 0 a v Case 168 hodin.

Kmitanie (oscilacia) aktualnej drahy okolo priemernej drahy (WOB) je vyjadrena ako

pomer VAP:VCL. Vysledky oscilacie aktualnej drahy okolo priemernej drahy kultivovanych pri
teplote 37°C a pri teplote 5°C pridanim jednotlivych implementorov v jednotlivych ¢asovych

intervaloch su uvedena v prilohe vtabufke €. 4.11. V skupine A s pyrokatecholom,
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trehalézou, kofeinom a glutationom boli zaznamenané mierne vysSie hodnoty sledovaného
parametru v zavislosti na Case a teplote kultivacie sledovaného implementora. Hodnoty
oscilacie v kontrolnej skupine CA sa pohybovali od 0,48 do 0,57 a v kontrolnej skupine CB
od 0,50 do 0,59. V skupine A sme preukazny pokles kmitania aktualnej drahy okolo
priemernej drahy zistili v skupine A srezorcinolom v ¢ase 168 hodin (0,24+0,30), kde
signifikantnost’ bola na darovni p<0,001. V skupine B boli preukazne niz8ie hodnoty
zaznamenané v skupine s pyrokatecholom v ¢ase 3, preukazny pokles WOB bol na urovni
p<0,01. V ostatnych skupinach implementorov sme nezistili preukazny rozdiel oscilacie

aktualnej drahy okolo priemernej drahy.

Amplitida lateralneho (boéného) premiestnenia hlaviéky (ALH; um) pri hodnoteni

sledovaného parametru sa v kontrolnej skupine CA hodnoty pohybovali od 4,78 do 5,97 ym
a v kontrolnej skupine CB boli hodnoty v rozpati 4,51-5,65 um. V skupine A s kyselinou
salicylovou signifikantny pokles nastal v ase 1 (p<0,001), v ase 2 bol p<0,05 aod
Casového obdobia 3 az do 72 hodin sme zistili preukazny pokles amplitudy lateralneho
premiestnenia hlavi¢ky na urovni p<0,001. V ¢ase 168 hodin sme preukazny pokles ALH
zaznamenali na Urovni p<0,01. V skupine A s rezorcinolom preukazny pokles nastal v ase 0
(p<0,001), v 8ase 1 bol p<0,01, v &ase 2 sme preukazny rozdiel nezistili. Dal$i preukazny
pokles nastal az v ¢ase 3 (p<0,05), rovnaky pokles bol aj v Ease 4. Preukazny pokles na
urovni p<0,001 sme zistili u vzoriek kultivovanych pri teplote 5°C v ¢asovych obdobiach 24,
48 a 72 hodin. V ase 168 hodin sme zistili signifikantnost p<0,01. V skupine A
s pyrokatecholom sme preukazny pokles zaznamenali v ¢ase 24 hodin (p<0,01), nasledne
bola preukaznost zistena v €ase 48 a 72 hodin (na hladine p<0,001). V skupine s trehalézou,
kofeinom a glutationom sme zistili preukazny narast u vSetkych v Case 2, preukaznost
u trehal6zy a kofeinu bola na urovni p<0,05 a u glutationu na drovni p<0,01. VysSie hodnoty
bez preukazného rozdielu sme zistili u trehalézy v Case 0, 1, 3, 4, 24, 72 a 168 hodin,
u kofeinu v €ase 1, 3, 4 a 24 hodin a u glutationu v ¢ase 0, 1, 3, 4 a 24 hodin. V skupine B s
nizSou koncentraciou bol preukazny pokles u kyseliny salicylovej od ¢asu 24 hodin do ¢asu
72 hodin (p<0,05), v skupine implementora rezorcinol v ¢ase 72 hodin (p<0,05) a v skupine
PB na urovni p<0,01 v ¢ase 48 hodin a na urovni p<0,001 v &ase 72 hodin. Preukazné
rozdiely v skupine B s trehal6zou, kofeinom a glutationom sme nezistili, mierne vyS$Sie
hodnoty sme zaznamenali u trehalézy vo vSetkych Casovych obdobiach okrem Casu 168
hodin, u kofeinu v ¢ase 0, 1, 3, 4 a 24 hodin a u glutationu v ¢ase od 0 po 24 hodin od
zacCiatku kultivacie. Vysledky amplitudy lateralneho premiestnenia hlavicky kultivovanych pri
teplote 37°C a pri teplote 5°C pridanim jednotlivych implementorov v jednotlivych ¢asovych

intervaloch su uvedena v prilohe v tabulke €. 4.12.

77



Frekvencia krizovych uderov spermii (BCF; Hz) pri hodnoteni sledovaného parametru

boli v kontrolnej skupine CA namerané hodnoty od 19,72 do 27,82 Hz a v kontrolnej skupine
CB od 20,20 do 28,74 Hz. V skupine A s koncentraciou 2 mg.ml™* preukazne niz$ie hodnoty
boli po pridani implementora kyselina salicylova, rezorcinol a pyrokatechol. V skupine
A s kyselinou salicylovou boli zaznamenané preukazne niZSie hodnoty (p<0,001) uz v ¢ase 1
a tato preukaznost bola dalej vo vSetkych ¢asovych obdobiach po ¢as 72 hodin. Rovnako
v skupine A s rezorcinolom boli preukazne nizSie hodnoty uz v ¢ase 1 (p<0,01), v Case 2 sa
preukazny pokles zmenil na p<0,001 a tento pokles bol zaznamenany az po €as 72 hodin.
V skupine A s pyrokatecholom bol preukazny pokles (p<0,001) v ¢ase 0 a tento pokles bol
nasledne v Case 1, 2, 3 a4 rovnaky. V Case 24 a 48 hodin preukaznost zistena nebola
aopat sme ju zaznamenali v &ase 72 hodin na udrovni p<0,05. V experimentoch
s implementorom ftrehaléza neboli zaznamenané preukazne rozdielne hodnoty oproti
kontrolnej skupine A. Mierne vy$Sie hodnoty sme zistili v ¢ase 168 hodin. V skupine
A s kofeinom sme zaznamenali preukazny pokles v ¢ase 48 hodin (p<0,05). Preukazny
pokles v skupine A s glutationom bol zisteny v ase 2 (p<0,05). V skupine B s nizSou
koncentraciou bol zaznamenany preukazny pokles v vzorkach s kyselinou salicylovou
a pyrokatecholom. V skupine B s kyselinou salicylovou bol preukazny pokles v ¢ase 1
(p<0,05), nasledne v ¢ase 2 na urovni p<0,001 atato hladina bola az do ¢asu 4 hodiny,
v ¢ase 24 hodin bola signifikantnost na hladine p<0,01. V skupine B s pyrokatecholom sme
zistili preukazne nizSie hodnoty v ase 2 (p<0,001), v nasledujucich ¢asovych obdobiach
bola rovnaka preukaznost az po ¢as 24 hodin, v ¢ase 48 hodin a hodnote 16,45 Hz bol
preukazny pokles p<0,01 a v ¢ase 72 hodin (17,60 Hz) bola preukaznost’ na urovni p<0,05.
V skupine B s trehalézou, kofeinom a glutationom nebol zaznamenany preukazny rozdiel
hodnoteného parametru. Mierne vysSie hodnoty frekvencie krizovych uderov spermii sme
zistili v skupine B s kofeinom v Case 2, 3, 4, 48 a 72 hodin. Hodnoty frekvencie kriZovych
uderov spermii kultivovanych pri teplote 37°C a pri teplote 5°C pridanim jednotlivych

implementorov v jednotlivych €asovych intervaloch su uvedené v prilohe v tabulke €. 4.13.

4.2.Analyza vyskytu morfologicky zmenenych foriem spermii

Skupina A s pridavkom implementorov s koncentraciou 2,0 mg.ml'1

Na zaklade morfologickej analyzy spermii bykov v kontrolnej skupine CA sme zistili,
Ze 86,27% tvoria normalne spermie a 13,73% tvoria morfologicky zmenené spermie.
Z celkového poctu morfologicky zmenenych spermii v kontrolnej skupine A tvoria 0,82%

akrozomalne zmeny, 2,73% hlavicky bez bi¢ika, 2,64% kfuckovité stoCenie bicika, 2,18%
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torzo bicika, 0,64% zvinutie bicCika, 1,45% zlomeny bicik, 0,55% retencia cytoplazmatickej
membrany, 2,45% mala hlavicka a 0,27% velka hlavicka (Tabulka €. 4.14, skupina CA).

Analyzou morfolégie spermii bykov kultivovanych s pridavkom kyseliny salicylovej
sme zistili, Ze z celkového poc¢tu hodnotenych spermii bolo 81,75% normalnych spermii
a 18,25% predstavovali morfologicky zmenené spermie. Ztohto poCtu tvoria 2,12%
akrozomalne zmeny, 3,37% hlavicky bez bicika, 3,87% kluCkovité stoCenie bicika, 2,87%
torzo bi¢ika, 1,00% zvinutie bic¢ika, 1,37% zlomeny bicik, 0,63% retencia cytoplazmatickej
membrany, 1,75% mala hlavicka, 0,75% velka hlavicka a 0,50% tvorili iné formy
morfologicky zmenenych spermii (Tabulka €. 4.14, skupina SA).

V skupine s pridavkom rezorcinolu RA skupina sme zistili nasledovné hodnoty
abnormalnych foriem spermii. Z 18,37%, €o boli morfologicky zmenené spermie najvyssie
percento tvorili malé hlavicky (3,25%), 3,13% predstavovalo torzo bic¢ika, 3,00% hlavicka bez
bicika, 2,12% kluckovité stoCenie bicika, 1,50% zlomeny bicik, 1,37% zvinutie bi¢ika, 1,25%
akrozomalne zmeny a retencia cytoplazmatickej membrany, 1,12% velké hlavicky a 0,38%
iné formy morfologicky zmenenych spermii (Tabulka &. 4.14, skupina RA).

Na zaklade morfologickej analyzy spermii bykov v skupine s pyrokatecholom PA
skupina sme zistili, ze 81,00% tvoria normalne spermie a 19,00% tvoria morfologicky
zmenené spermie. Z celkového poctu morfologicky zmenenych spermii v PA tvoria 2,25%
akrozomalne zmeny, 4,25% hlavicky bez bi¢ika, 2,37% kluckovité stoCenie bicika, 3,25%
torzo bicika, 0,38% zvinutie bicika, 1,62% zlomeny bicik, 1,00% retencia cytoplazmatickej
membrany, 2,37% mala hlavicka, 1,00% velka hlavicka a 0,50% iné formy morfologicky
zmenenych spermii (Tabulka €. 4.14, skupina PA).

V skupine TA sme zistili, Ze 88,38% tvoria normalne spermie a 11,62% morfologicky
zmenené spermie; z toho 1,25% tvorili akrozomalne zmeny, 2,00% hlavicky bez bicika,
1,50% kluCkovité stoCenie 2,37% torzo bicika, 0,75% zvinutie biika, 0,88% zlomeny bicik,
0,38% retencia cytoplazmatickej membrany, 1,62% mala hlavicka, 0,50% velka hlavicka a
0,38% iné formy morfologicky zmenenych spermii (Tabulka €. 4.14, skupina TA).

Analyzou morfologie spermii bykov kultivovanych s pridavkom alkaloidu kofein sme
zistili, Ze z celkového poctu hodnotenych spermii bolo 82,25% normalnych spermii a 17,75%
predstavovali morfologicky zmenené spermie. Z tohto poctu tvoria 1,12% akrozomalne
zmeny, 3,50% hlavicky bez bi¢ika, 2,00% kfuCkovité stoCenie bicika, 2,62% torzo bicika,
1,75% zvinutie bicika, 1,62% zlomeny bicik, 0,38% retencia cytoplazmatickej membrany,
3,25% mala hlavicka, 1,12% velka hlavicka a 0,38% tvorili iné formy morfologicky
zmenenych spermii (Tabulka €. 4.14, skupina KA).

Morfologicka analyza spermii bykov kultivovanych s glutationom preukazala, ze
86,38% je normalnych spermii a 13,62% je morfologicky zmenenych spermii. Z celkového

poCtu hodnotenych spermii sme zistili, ze 1,62% su akrozomalne zmeny, 2,62% tvoria
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hlavicky bez bicika, 2,37% tvori kluCkovité stoCenia bicika, 2,12% torzo bicika, 1,50%
zvinutie bi¢ika, 0,88% zlomeny bi¢ik, 0,50% retencia cytoplazmatickej membrany, 1,50%
maléa hlavi¢ka, a 0,50% velka hlavicka (Tabulka €. 4.14, skupina GA).

Percentualne zastupenie normalnych a morfologicky zmenenych spermii po pridani
implementorov s koncentraciou 2 mg.ml™ je uvedeny v grafe &. 13.

Preukazné rozdiely medzi jednotlivymi skupinami neboli zistené, ale v skupine A bola
tendencia vyskytu vysSieho percenta morfologicky zmenenych foriem spermii po kultivacii

s kyselinou salicylovou, rezorcinolom a pyrokatecholom.

Graf ¢. 15: Percentualne zastupenie normalnych a morfologicky zmenenych spermii po
pridani jednotlivych implementorov v skupine A
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Skupina B s pridavkom implementorov s koncentraciou 1,0 mg.ml™

Na zaklade morfologickej analyzy spermii bykov v kontrolnej skupine CB sme zistili,
Ze 85,38% tvoria normalne spermie a 14,62% tvoria morfologicky zmenené spermie.
Z celkového poc¢tu morfologicky zmenenych spermii v kontrolnej skupine B tvoria 1,25%
akrozomalne zmeny, 2,50% hlavicky bez bi¢ika, 1,50% kluckovité stoCenie biCika, 2,75%
torzo biCika, 1,37% zvinutie biCika a zlomeny bi¢ik, 0,88% retencia cytoplazmatickej
membrany, 2,25% mala hlavi¢ka a 0,75% velka hlavi¢ka (Tabulka &. 4.15, skupina CB).

Analyzou morfolégie spermii bykov kultivovanych s pridavkom kyseliny salicylove;j
sme zistili, Ze z celkového poc¢tu hodnotenych spermii bolo 84,50% normalnych spermii

a 15,50% predstavovali morfologicky zmenené spermie. Ztohto poctu tvoria 1,37%
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akrozomalne zmeny, 3,25% hlavicky bez bicika, 2,00% kfuckovité stoCenie bi€ika, 3,27%
torzo bicika, 1,12% zvinutie bic¢ika, 1,00% zlomeny bicik, 0,63% retencia cytoplazmatickej
membrany, 1,25% mala hlavicka, 1,00% velka hlavicka a 0,50% tvorili iné formy
morfologicky zmenenych spermii (Tabulka €. 4.15, skupina SB).

V skupine s pridavkom rezorcinolu RB skupina sme zistili nasledovné hodnoty
abnormalnych foriem spermii. Z 16,25%, €o boli morfologicky zmenené spermie najvyssie
percento tvorili malé hlavicky (3,25%), 3,00% predstavovalo torzo bicika, 2,75% hlavicka bez
bi¢ika, 2,00% kfuckovité stoCenie biCika, 1,50% zlomeny biCik a zvinutie biCika, 1,25%
retencia cytoplazmatickej membrany a 0,63% velké hlavi¢ky (Tabulka €. 4.15 Skupina RB).

Na zaklade morfologickej analyzy spermii bykov v skupine s pyrokatecholom PB
skupina sme zistili, ze 85,13% tvoria normalne spermie a 14,87% tvoria morfologicky
zmenené spermie. Z celkového poctu morfologicky zmenenych spermii v PB tvoria 1,75%
akrozomalne zmeny, 4,00% hlavicky bez bi¢ika, 1,50% kluckovité stoCenie bicika, 2,75%
torzo bicika, 1,75% zvinutie bicika, 0,63% zlomeny bicik, 0,75% retencia cytoplazmatickej
membrany, 1,37% mala hlavicka a 0,38% velka hlavicka (Tabulka ¢. 4.15, skupina PB).

V skupine TB sme zistili, Ze 88,88% tvoria normalne spermie a 11,12% morfologicky
zmenené spermie; z toho 0,88% tvorili akrozomalne zmeny, 2,87% hlavicky bez bicika,
1,00% kluCkovité stocenie 2,37% torzo bicika, 0,75% zvinutie bicika, 0,25% zlomeny bicik,
0,75% retencia cytoplazmatickej membrany, 1,25% mala hlavi¢ka, 0,63% velka hlavicka a
0,38% iné formy morfologicky zmenenych spermii(Tabulka &. 4.15, skupina TB).

Analyzou morfologie spermii bykov kultivovanych s pridavkom alkaloidu kofein sme
zistili, ze z celkového poctu hodnotenych spermii bolo 85,13% normalnych spermii a 14,87%
predstavovali morfologicky zmenené spermie. Z tohto poctu tvoria 0,25% akrozomalne
zmeny, 3,75% hlaviCky bez bi¢ika, 2,62% kluckovité stoCenie bicika, 2,62% torzo bicika,
0,50% zvinutie bi¢ika, 1,62% zlomeny bi¢ik, 0,50% retencia cytoplazmatickej membrany,
3,37% mala hlavicka, 0,38% velka hlavicka a 0,25% tvorili iné formy morfologicky
zmenenych spermii (Tabulka €. 4.15, skupina KB).

Morfologicka analyza spermii bykov kultivovanych s glutationom preukazala, Ze
88,75% je normalnych spermii a 11,25% je morfologicky zmenenych spermii. Z celkového
po¢tu hodnotenych spermii sme zistili, ze 1,12% su akrozomalne zmeny, 2,37% tvoria
hlavicky bez bicika, 0,75% tvori kluckovité stoCenia biCika, 2,00% torzo bicika, 1,00%
zvinutie bi¢ika, 0,50% zlomeny bi€ik, 0,38% retencia cytoplazmatickej membrany, 2,00%
maléa hlavicka, 0,75% velka hlavicka A 0,38% tvoria iné formy morfologicky zmenenych
spermii (Tabufka €. 4.15, skupina GB).

Percentualne zastupenie normalnych a morfologicky zmenenych spermii po pridani

implementorov s koncentraciou 1 mg.ml™ je uvedeny v grafe &. 14.
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Preukazné rozdiely medzi jednotlivymi skupinami neboli zistené, ale tak ako
v skupine A s koncentraciou 2 mg.ml® bola tendencia vad&sieho vyskytu morfologicky

zmenenych foriem spermii u vzoriek po pridani fenolovych kyselin.

Graf ¢. 16: Percentualne zastupenie normalnych a morfologicky zmenenych spermii po
pridani jednotlivych implementorov v skupine B
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4.3.Stanovenie koncentracie vybranych biochemickych parametrov v

kultivaénom médiu po pridani sledovanych implementov

Pri stanovovani biochemickych parametrov v kultivathom meédiu po pridani
sledovanych implementorov sme stanovovali koncentraciu albuminu a malondialdehydu.
Biochemické parametre sme stanovovali pri teplote 37°C, 5°C a bez ohladu na teplotu
kultivacie.

Preukazné rozdiely v koncentracii albuminu sme nezistili. Koncentracia albuminu bez
ohfadu na teplotu kultivacie bola v kontrolnej skupine CA 8,40+3,57 g.I". NajvysSia
koncentracia albuminu v porovnani s kontrolnou skupinou A sa nachadzala v skupine s
g.I"). V kontrolnej skupine CB bola stanovena koncentracia albuminu na trovni 8,39 g.I"". Na
rozdiel od skupiny s koncentraciou implementora 2 mg.ml™ bolo v skupinach s niz$ou

koncentraciou implementora 1 mg.ml* najvy$sia koncentracia albuminu oproti kontrolne;

sy v
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stanovovana pri teplote 5°C bola v rozpétl’ od 6,72+2,16 g.I* v skupine A s rezorcinolom do

salicylovou (5,8 ¢.I") a najvy$Sie mnozstvo v skupine A s pyrokatecholom (16,63 g.I™).
V kontrolnej skupine SB bolo mnozstvo albuminu 8,35+6,05 g.I*. V porovnani koncentracie
albuminu s kontrolnou skupinou po pridani jednotlivych implementorov najnizSia
koncentracia bola stanovena v skupine s kyselinou salicylovou (5,93 g.I") a v skupine
s glutatibonom mnozZstvo najvysSie (8,34 g.I"). Porovnanie stanovenych koncentracii
albuminu po pridani jednotlivych implementorov a pri rozdielnych teplotach kultivacie v
porovnani s kontrolnymi skupinami uvadza graf ¢. 17. Stanovené koncentracie albuminu po
pridani jednotlivych implementorov a pri rozdielnych teplotach kultivacie v porovnani s

kontrolnymi skupinami su uvedené v Casti prilohy v tabulke €. 4. 16 a €. 4. 17.

Graf ¢é. 17: Stanovené koncentracie albuminu po pridani jednotlivych implementorov a pri
rozdielnych teplotach kultivacie v porovnani s kontrolnymi skupinami
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Koncentraciu malondialdehydu ako markeru prooxidacného statusu sme stanovili pri
teplote 5°C a 37°C abez ohfadu na teplotu kultivacie. NajvysSia koncentracia MDA
v porovnani s kontrolnymi skupinami bola zistena v skupinach A s koncentraciou
implementora 2 mg.ml™ u glutatiénu (bez ohfadu na teplotu kultivacie a pri teplote 37°C)

sy v

a pri teplote 37°C bola v skupine s rezorcinolom a pri teplote 5°C v skupine s trehalézou.
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\% skupine B boli najvyééie hodnoty zaznamenané u trehalc')zy rovnako pri véetkych teplotéch
teplotach kultivacie bolo v skupine s pyrokatecholom. Preukazne rozdiely pri stanoveny
koncentracie MDA sme nezistili. Sledovanim vplyvu teploty kultivacie na stanovenie
koncentracie MDA sme preukazny pokles zaznamenali u MDA v skupine A s trehalézou pri
teplote 5°C. Porovnanie stanovenych koncentracii MDA po pridani jednotlivych
implementorov a pri rozdielnych teplotach kultivacie v porovnani s kontrolnymi skupinami
uvadza graf €. 18. Stanovené koncentracie malondialdehydu po pridani jednotlivych
implementorov a pri rozdielnych teplotach kultivacie v porovnani s kontrolnymi skupinami su

uvedené v Casti prilohy v tabulke €. 4.16 a ¢. 4.17.

Graf €. 18: Stanovené koncentracie malodialdehydu po pridani jednotlivych implementorov
a pri rozdielnych teplotach kultivacie v porovnani s kontrolnymi skupinami
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5. DISKUSIA

V dnesnej dobe je zabezpedenie vysoko kvalitného ejakulatu hospodarskych zvierat v
prirodzenej plemenitbe a priprava inseminacnych davok jednym zo zakladnych uspechov v
Zivo€isnych biotechnolégiach. Sucasne je primarnym predpokladom pre uspesSnu umeld
inseminaciu, in vitro fertilizaciu a kryokonzervaciu. Vysoko kvalitné inseminacné davky su
nevyhnutnym kritériom pre zabezpecenie optimalneho biologického materidlu pre uspesnu
plemenitbu a nasledne 3lachtitelsku pracu hospodarskych zvierat. Zakladnym kritériom pre
pracu s ejakulatom v laboratériu je zabezpeéenie optimalnych podmienok pre jeho in vitro
kultivaciu (Balaban et al., 1999; JankoviCova et al., 2006), ktora predstavuje znacne
komplikovany proces.

Sledovanie charakteristik variability spermii je dblezité pre spravne urcenie
oplodriovacej schopnosti samcov hospodarskych zvierat. Dosiahnuté vysledky
reprodukénych ukazovateflov, predovsetkym plodnosti su hlavnhym predpokladom optimalne;j
intenzity chovu atym v uzkej vazbe, na dosiahnutie ekonomického profitu v chovoch
hospodarskych zvierat. Viaceré prace poukazuju na vhodnost pridavania implementorov do
inseminaCnych davok za uc€elom uchovania stability bunkovej membrany, potlacenie
oxidaCného stresu a apoptotickych zmien, zvySenia pohyblivosti ako aj prezivatelnosti
spermii (Anchordogery et al., 1987; Graham and Hammerstedt, 1992; Parks and Graham,
1992).

V dizerta€nej praci sme sledovali vplyv vybratych implementorov (kyseliny salicylovej,
rezorcinolu, pyrokatecholu, trehal6zy, kofeinu a glutationu) na parametre pohyblivosti spermii
pri réznych &asovych intervaloch a pri rozdielnych teplotach kultivacie ejakulatu bykov.
Parametre pohyblivosti sme zistovali s vyuzitim metédy CASA. CASA metdda sa vyuziva pre
objektivne hodnotenie parametrov pohyblivosti spermii hospodarskych zvierat aj fudi. Je to
jednoduchy klasifikacny systém, ktory najlepdie mozné hodnotenie spermii bez potreby
zlozitych zariadeni (Massanyi et al., 2002; Chrenek et al., 2007, Okab 2007, Makarevich et
al., 2008). Pohyblivost spermii vo vzorkach bez pridania implementorov sa pohybovala od
62,16 do 89,00% v zavislosti na ¢asovom intervale a teplote kultivacie.

Je velké mnozstvo faktorov, ktoré ovplyvriuju pohyblivost spermii hospodarskych
zvierat. Zistovanie pohyblivosti spermii bolo uz témou viacerych odbornych prac. Objektivne
hodnotenie bolo ovplyviiované mnohymi faktormi ako su pouzité zriedovacie roztoky, rézne
koncentracie riedenia, teplota kultivacie, €asovy faktor a pouzitou metdédou hodnotenia.
Jednotlivi autori dochadzaju k réznym vysledkom. Pri sledovani pohyblivosti spermii
hospodarskych zvierat je potrebné brat do uvahy aj skutoCnost, ze aj ked je maotilita
znamkou vysokého stupna integrity bunky, nemusi byt v kazdom pripade zarukou

fertilizacnej schopnosti spermii. Na druhej strane niektori autori dosli k zaveru, ze znalost
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rychlosti pohybu spermii je parameter, ktory urCuje omnoho vyraznejsie kvalitu ejakulatu, ako
napriklad pokles percenta Zivych spermii.

Timurkaan et al. (2005) sledovali ucinky prijmu mucky bavinenych semien na
pohyblivost spermii potkanov. Celkovo 100 samcov rozdelili do 5 skupin, ktorym podavali
tuto mucku v réznych mnozstvach (kontrola 0%, 5%, 10%, 20% a 40%) do potravy po dobu 8
dni. Vysledky poukazali na to, Ze pohyblivost spermii kimenych muckou (10%, 20% a 40%)
bola signifikantne zniZzena. Klinické symptomy boli pozorované len u samcov kfmenych
najvy8Sou davkou mucky (40%). Vysledky prace poukazuju na to, Ze skrmovanie mucky
bavinenych semien v mnozZstve prevySujucom 5% zniZuje pohyblivost’ spermii.

Vplyv cudzich génov na reprodukéné schopnosti kralikov sledovali Chrenek et al.
(2007). Zamerali sa na porovnanie charakteristik ejakulatu a reprodukénych schopnosti
normalnych a transgénnych kralikov. Zistili, Ze neboli rozdiely v libide a pH ejakulatu medzi
normalnymi a transgénnymi kralikmi. AvSak rozdiely pozorovali v pohyblivosti spermii,
koncentracii spermii, v osmolalite a v termorezistetnom teste spermii. Taktiez zistili rozdiel v
mnozstve zivych spermii v ejakulate.

V porovnani s Cerstvym ejakulatom, schladeny ejakulat baranov je nachylnejSi na
pokles pohyblivosti a vy$Si vyskyt morfologickych zmien spermii, o méze byt sprevadzané
poklesom schopnosti prezitia spermii v sami¢om reprodukénom trakte, zniZzenim plodnosti
a zvySenim embryonalnych strat (Aisen et al., 2002;. Gil et al., 2003).

V pracach Mathura et al. (1986), Budwortha et al. (1987), Massanyiho (1989b)
a Vatmana et al. (1989), su popisané charakteristiky pohyblivosti spermii na zaklade udajov,
ktoré boli ziskané pomocou komputerovej techniky.

Slanina (2010) popisuje znacny pokles pohyblivosti spermii moriakov pri laboratérnej
teplote 22°C a pri teplote 4°C (kultivacia v chlade). Pri teplote 22°C bol preukazny pokles od
Casu 0 (94,15%) po €as 180 minut kultivacie (53,91%). Pri kultivacii v chlade zistil rozdiel
nizsi (95,41% a 78,86%) a rozdiely boli Statisticky preukazné od kultivacie 30 minut az po
180 minat.

Kordic (2009) hodnotila percento pohyblivosti spermii bykov pri zvy3enej teplote 40°C
a pri znizenej teplote 7°C. Po uplynuti 120 a 180 minutach od zaciatku experimentu zistila
vyrazné zmeny v klesani pohyblivosti a progresivnej pohyblivosti spermii. Zistené vysledky
potvrdzuje aj nasa praca, kde sme zaznamenali tendencia poklesu pohyblivosti spermii
v zavislosti na teplote kultivacie spermii bykov a znaCny pokles bol pri vzorkach
kultivovanych pri teplote 4°C.

V naSej praci parametre pohyblivosti po pridani kyseliny salicylovej vyrazne
preukazne klesali uz od ¢asu 0 az po €as 4 hodiny pri teplote kultivacie 37°C. ESte vacsi
pokles pohyblivosti spermii sme zistili pri teplote kultivacie 5°C v ¢asovom obdobi od 24 po

168 hodin od zaciatku experimentu.
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Klinické $tudie dokazali, Ze injekcie kyseliny salicylovej, ktoré boli podavané
potkanom, spbsobovali poruchy sluchu u potkanov. Zaroven pri su€asnom podavani zinku
vysledky ukazali, Ze jeho vstrekovanie pomohlo zvratit' stratu sluchu (Guitton et al., 2003).

V minulosti boli vo veterinarnom lekarstve pouzivané lie€iva, ktoré obsahovali
kyselinu salicylovu. Psy su, napriklad, obzvlast citlivé na gastrointestinalne neZiaduce u&inky
spojené so salicylatmi (Plumb, 2008). Kone taktieZ v minulosti dostavali tieto lieCiva na ufavu
od bolesti a kedZe su taktiez mimoriadne citlivé, neodporuc¢a sa ich podavanie (Cambridge et
al., 2010). Tieto lie€iva by nemali byt nikdy podavané mackam, pretoze im chyba schopnost
tvorit’ glukoronidové konjugaty, preto je viac nez pravdepodobné, Ze budu pre ne jedovaté.
M6&zu byt pouzivané len pod priamym dohlfadom veterinarneho lekara (Lappin, 2001).

V suvislosti s vplyvom kyseliny salicylovej, rezorcinolu a pyrokatecholu na pohyblivost
spermii hospodarskych zvierat vysledky v literature kompletne chybaju. M6Zeme povedat, ze
zistené vysledky v nasej praci su originalne a zatial vplyv kyseliny salicylovej, rezorcinolu a
pyrokatecholu vo vztahu k hospodarskym zvieratam publikovany nebol.

Vplyv trehalézy na pohybové parametre pohyblivosti sa prejavil pozitivne na
parametre pohyblivosti. Z vysledkov sme zistili, ze pdsobenie trehalézy malo stimulaény
efekt na sledované parametre. Tento ucinok sa prejavil predovSetkym z pohladu dlhodobého
pbsobenia, kedze zvySené hodnoty pohyblivosti ako aj progresivnej pohyblivosti boli
zaznamenaneé aj v ¢asovych intervaloch dva dni od zaciatku experimentu.

Dlhodoba kultivacia spermii je délezitym predpokladom pre analyzy spojené so
zakladnym vyskumom. Cielom takychto analyz je pozorovanie vitality, oplodfiovacej
schopnosti spermii po podani implementorov. Takéto analyzy by mohli priniest pozoruhodné
vysledky vyuZitefné pri prevencii alebo lieCbe problémov spojenych s infertilitou (Schneider,
1999).

Spermie su mimoriadne senzibilné na ex vivo prostredie a na stratu exogénneho
zdroja energie. Metabolickl energiu vyzaduju pre Siroké spektrum svojich funkcii, a to
predovSetkym na podporu motility. Hlavnymi zdrojmi ATP je mitochondridlna glykolyza a
oxidacna fosforylacia. Pokial spermia nema, resp. spotrebuje exogénny zdroj energie, rychlo
zmetabolizuje svoje vlastné energetické zasoby a po kratkom Case odumiera (Breuer a
Wells, 1977). Jednym z rozhodujucich faktorov uspesnej kultivacie spermii je predovSetkym
pritomnost energetického substratu. Spermie poSkodenym pohybovym systémom a
energeticky vyCerpané nerotuju (Massanyi et al., 2002).

Ako univerzalne kultivatné meédium sa najCastejSie vyuziva glukoza. Poskytuje
okamzite dostato€né mnozstvo energie bez potreby zapojenia inych metabolickych drah. Jej
nevyhodou je vSak jej inhibicny vplyv na proces akrozomovej reakcie a vyvin embryi
hovadzieho dobytka (Williams a Ford, 2001). Na dlhodobu kultivaciu nie je prili§ vhodna,

pretoZe prezivatefnost a pohyblivost spermii je €asovo obmedzena. Jej vhodnou alternativou
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je fruktdéza, ktora sa prirodzene vyskytuje v reprodukénom trakte hovadzieho dobytka i
kralikov. V nepritomnosti glukézy je mozné ako substrat pre glykolyzu, vyuZit, aj organické
zluCeniny t. j. laktat, alebo pyruvat (Ford, 2006). V poslednom obdobi sa pozornost obracia
na trehalézu, ktord ako disacharid, poskytuje znaéné mnozZstvo metabolickej energie.
Mimoriadne sa ocenuju aj jej sekundarne funkcie, akymi su stabilizacia a ochrana bunkovych
membran pred stresom vyvolanym napr. zmrazenim, vysuSovanim, alebo zvySenymi
teplotami (Uysal a Bucak, 2009). Uvadzané skutolnosti potvrdzuju aj nade vysledky, Ze
trehaléza je vhodna na dlhodobu kultivaciu spermii.

Lépez—Saez et al. (2000) sa zaoberali u€inkom troch réznych riedidiel: smotanou (M),
TesT (TE) a Tris-trehalozy (TR) na pohyblivost spermii uchovavanych pri 5°C. Percentualny
podiel pohybujucich sa spermii bol hodnoteny kazdych 24 hodin po dobu 16 dni. Riedidlo
Tris—trehaléza dosahovalo vysSie hodnoty (94,7 £ 1,36%) nez TesT (82,4 + 3,08%), zatial ¢o
smotana vykazovala hodnoty pohyblivosti spermii 89,3 + 2,17%). Hodnoty pohyblivosti
vysSie ako 50% zachovavalo riedidlo Tris trehal6za po 8. den kultivacie, zatial o TesT a
smotana zachovavali pohyblivost’ vy$Siu ako 50% len po 5. den kultivacie.

Knazicka et al. (2010) sledovali vplyv energetickych zloziek kultivaénych médii na
pohybové parametre bovinnych spermii v podmienkach in vitro. Na predizenie
zivotaschopnosti spermii pouzili sedem réznych kultivaGnych médii s energetickou zlozkou
(komercéné riedidlo; glukézu; fruktézu; sachardzu, glukdzu a sachardzu; glukézu a trehaldzu
a glukézu, trehalézu a sacharézu), ktoré sa zriedili fyziologickym roztokom. Maximalnu
prezivatelnost a motilitu sledovali v Casovych intervaloch 0, 1 a 24 hodin pri kultivacii
v termostate 37°C. Z vysledkov vyplyvajucich z analyzy predpokladaju, Zze optimalnou
volbou pre dlhodobu kultivaciu bovinnych spermii je kombinacia niekolkych druhov
sacharidov, priCom dominantnym substratom by mala byt glukéza, ktora poskytuje
dostatoéné mnozZstvo energie, a to aj poCas 24 hodinovej kultivacie spermii. Potvrdzuje sa
teda fakt, Ze vacsinu energie pre pohyb ziskava spermia v procese glykolyzy a glukéza je
pre metabolizmus spermie najlepSie vyuzitelnym substratom. Najvy$Siu motilitu i progresivnu
motilitu sa dosiahli po€as dihodobej kultivacie v médiach v zloZeni glukéza (5%), sacharéza
(5%) a trehaléza (1%), ako aj v médiu v zloZeni glukéza (10%) a trehaléza (1%). Médium,
ktoré dosiahlo najlepSie parametre pohyblivosti, obsahovalo popri glukéze a trehaléze aj
sachardzu, teda disacharid zloZzeny z jednotiek glukézy a fruktézy. Obe média, ktoré
obsahovali trehalézu, dosiahli najlepSie parametre motility. MéZeme skonStatovat, Ze
trehaléza nielen pdsobi pozitivnhe pri zmrazovani inseminanych davok, ale poskytuje
ochranu aj nativnym spermiam pred stresom z dlhodobej kultivacie in vitro.

Vychadzajuc z nasich vysledkov mézeme rovnako potvrdit’ stimulacny vplyv pouZzitych
koncentracii trehalézy na parametre pohyblivosti. Pozitivny efekt sa docielil v médiach bez

zmrazovania.
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Woelders et al. 1997 sledovali vplyv trehaldézy a sachardzy, osmolality zmrazeného
média a rychlosti ochladzovania na Zivotaschopnost a neporusenost spermii bykov. Spermie
bykov boli schladzované na Styroch urovniach rychlosti zmrazovania spermii v rozmedzi 40 -
300°C za minutu v $tandardnom Tris — vajeénom Zitku s mnozstvom 0,2M trehalézy alebo
sacharézy. Z vysledkov zistili, Ze izotonické cukrové meédia su vhodnymi na zlepSenie
kryokonzervacie spermii bykov. Pri sledovani spermii sa hezaznamenali Strukturalne zmeny
na spermiach, predovsetkym na akrozomovej urovni.

Pozornost sa momentalne obracia aj na antioxidacny vplyv trehalézy na
membranovu integritu spermii, ale aj ochrannu funkciu pred teplotnym Sokom pri mrazeni
inseminacnych davok. Preto sa mnoZstvo Studii venuje prave analyze vplyvu trehalézy na
vitalitu spermii pred a po€as zmrazovania vzoriek, ako aj po ich rozmrazovani. Monilinia et
al. (1994) a Matsuoka et al. (2006) zistili, ze motilita rozmrazenych baranich spermii bola
vySSia po pridani trehalézy ako po podani glukézy do kultivaéného média.

Z analyzy Uysaka a Bucaka (2009) vyplyva, ze pridanie 50 alebo 100 mM trehalézy
do zmrazovacieho média preukazne zvySilo parametre pohyblivosti baranich spermii, avSak
koncentracia 150 mM parametre pohyblivosti vyrazne znizZila. Z tejto Studie vyplyva, Ze
vySSie koncentracie trehalozy mozu posobit’ toxicky.

Hu et al. (2009) sa zaoberali vplyvom trehalézy na parametre kancich spermii po
rozmrazeni. NajlepsSie vysledky boli dosiahnuté po pridani 100 mM trehaldzy, a to o sa tyka
nielen pohyblivosti, ale aj akrozomovej stability a membranovej integrity, priCom jej
pridavanie do média by mohlo podstatne zniZit' kryokapacitaciu spermii poas zmrazovania.

Dalsia experimentalna praca Hua et al., (2010) bola zalozena na skimani efektov
réznych koncentracii trehalézy na parametre kvality a antioxidacné vlastnosti zmrazenych
byCich spermii. Pridanie 100 mM trehal6zy dosiahlo najvy$Sie parametre pohyblivosti, ale aj
akrozémovej reakcie a parametrov stability membrany spermii. Rovnako sa znizil oxidacny
stres vyvolany zmrazovanim a naslednym opatovnym rozmrazovanim. Jedine¢na bunkova
stavba spermii spésobuje, Ze sa stavaju osobitne citlivymi na oxidativny stres. Plazmaticka
membrana spermii obsahuje obrovské mnoZstvo polynenasytenych mastnych kyselin
(PUFA) anakolko sa vich cytoplazme nachadzaju len velmi nizke koncentracie
antioxidaCnych enzymov, stavaju sa mimoriadne zranitelnymi voci u€inkom volnych
radikalov (Halliwell, 1990; Buettner, 1993).

Z uvedenych prac mézeme konstatovat, ze optimalna koncentracia trehaldzy pridane;j
do kultivaéného meédia pred zmrazovanim vzoriek ma na prezivatelnost spermii velmi
pozitivny vplyv. Na druhej strane vSak vysSSie koncentracie trehalézy mdézu pozmenit

Strukturu resp. pOsobit toxicky na spermie.
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Z vysledkov zistenych v naSej praci kofein ako pouzity implementor pdsobil
stimulacne na parametre pohybu spermii bykov. Predov3etkym v €asovych intervaloch dve,
tri a Styri hodiny po zacati experimentu bola pohyblivost’ vy&Sia ako v kontrolnej skupine.

Kofein, inhibitor fosfodiesteraz, ma vyrazny stimulujuci u€inok na respiraciu a motilitu
ejakulovanych spermii (Garbers et al., 1971; El-Gaafary, 1994). Je dokazané, Ze inhibicny
efekt kofeinu na fosfodiesterazovu aktivitu, méze mat za nasledok zvy3enie intracelularneho
cyklického adenozinmonofosfatu (cAMP), €o vedie k zvySeniu pohyblivost spermii (EI-
Menoufy et al., 1986). Pre zachovanie Zivotaschopnosti a oplodfiovacej schopnosti spermii
su nevyhnutné neposkodené bunkové membrany.

Colas et al., 2010 zistil, Ze kofein, fosfodiesterazovy inhibitor, ma stimulujuci u€inok
na pohyblivost spermii cicavcov. Toto zvySenie pohyblivosti vdak nemusi vzdy viest ku
ZlepSeniu oplodriovacej schopnosti spermii. Kvalita spermii a ako aj ich variabilita su
kfa€ovymi faktormi, uréujucimi efektivnost inseminacie.

Pivko et al. (2009) vo svojej praci hodnotili vplyv kofeinu na pohyblivost spermii.
Podla autorov kofein neovplyvnil frekvenciu 1. stupfa (spermie z neposkodenou plazmovou
membranou hlavi¢ky a nepoSkodenym akrozémom) ale znizil vyskyt 2. stupna (spermia so
zvinenou a nastrbenou cytoplazmatickou membranou) a zvysil vyskyt abnormalit spermii v 3.
a 4. stupni (3. stupen — spermia s napuchnutym alebo poskodenym akrozémom, 4. stupen —
spermia s pseudoakrozomalnou reakciou vytvorenou vackami alebo chybajucim
akrozomalnym obsahom), teda viedol k akrozomalnej reakcii. Zistilo sa, Ze menSie mnozstvo
kofeinu pozitivne ovplyvni pohyblivost spermii, ale narastom prisunu kofeinu sa spermie
deformuju a mutuju. Podla autorov glutation na frekvenciu 1. a 2. stupfia spermii nemal
vplyv ale znizil vyskyt 3. stupfia (spermia s napuchnutym alebo podkodenym akrozémom).

Kofein je €asto pouzivany ako stimulator pohyblivosti a akrozomovej reakcie spermii
muzov (Levin et al., 1981). Kofein (10 mM) indukuje zvySenie intracelularneho vapnika a tym
okamzitu hyperaktivaciu spermii baranov (Colas et al., 2010). Tato esencialna uloha vapnika
pri kapacitacii spermii bola preukazana na niekolkych cicav€&ich modeloch (Yanagimachi,
1994), pricom zvySenie koncentracie intracelularneho Ca®* bolo pozorované aj v
hyperaktivovanom biciku.

Koncentracie kofeinu 2 az 5 mM, pridané do riedidla, efektivne zlepSovali parametre
pohyblivosti spermii baranov, pri¢om nebol pozorovany vplyv kofeinu na percentualny podiel
zivych spermii ani na podiel spermii s poSkodenim akrozémov (Sinha et al., 1995). Podobne
pri kralikoch, pridavok 5-10 mM kofeinu, nespésoboval poSkodenie akrozémov spermii (El-
Gaafary, 1994).

Nekréoza a apoptéza su dve formy bunkovej smrti. Medzi bezne pouzivané
fluorescen¢né farbivo na detekciu mftvych/nekrotickych spermii patri propidium jodid (PI).

Apoptdza spermii je fyziologicky naprogramovana bunkova smrt, ktora postihuje individualne
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bunky (Wyllie et al., 1980). Membrany apoptotickych spermii zostavaju intaktné, zatial ¢o
membrany nekrotickych spermii stracaju integritu (Vermes et al., 1995). Volné radikaly mézu
spustit’ sériu reakcii, ktoré v kone¢nom dosledku smeruju k apoptoéze. Apoptdéza pomaha k
odstraneniu abnormalnych buniek a zabrafuje ich nadmernému rastu a diferenciacii
(Agarwal a Allamaneni, 2006). ZvySena hladina volnych radikalov méze posSkodit fluiditu
vonkajSej a vnutornej mitochondridlnej membrany, ¢im dochadza k uvolneniu proteinov
cytochromu-c, aktivuje tak kaspazy. Apoptdéza v spermiach mébzZe byt taktiez spustena
drahami nezavislymi na vofnych radikaloch, kde dochadza k aktivacii povrchového proteinu
Fas (Sakkas et al., 1990). Farbenie pomocou fluorescenéného farbiva Yo-Pro-1 je schopné
rozlisit Zivé spermie od apoptotickych. Vyskyt apoptotickych spermii v inseminacnych
davkach méze byt jednym z ddévodov nizSej oplodriovacej schopnosti spermii (Gorczyca et
al., 1993; Baccetti et al., 1996; Barroso et al., 2000). Preto by hodnotenie apoptotickych
spermii malo byt zahrnuté do testov kvality ejakulatu, na zistenie potencionalnej fertilizacnej
schopnosti. Kofein, v koncentracii 2 a 4 mmol.l-1, znizoval podiel Pl pozitivnych buniek v
schladenom semene baranov, priCom tato redukcia bola Statisticky preukazna pri
koncentracii 2 mmol.I*. Vysledky $tudie preukazali pozitivny vplyv kofeinu na znizenie
vyskytu apoptotickych spermii v ejakulate baranov dlhodobo uskladnenom pri teplote 4°C
(Spalekova et al., 2011).

Rovnako pozitivne sa javi aj glutation. Energeticky substrat je pre prezivatelnost
spermii v podmienkach in vitro jednou z rozhodujucich zloZiek kultivatného média ale
rovnako déleZité su aj iné substancie ako aminokyseliny, proteiny a mineralne latky.

Munsi et al., 2007 sledovali vplyv glutatiénu na kvalitu schladenych spermii bykov.
Glutation bol pridavany do vzoriek spermii bykov v koncentraciach 0,0 (kontrola) 0,5; 1,0;
2,0 a 3,0 mM. VSetky vzorky boli uskladnené pri teplote 4 — 8°C po dobu 5 dni. Pohyblivost
spermii a zmeny na akrozome boli sledované denne. Zistili, Ze pohyblivost spermii bola
signifikantne vysSia (p<0,01) po pridani GSH v koncentracii 0,5 mM ako v skupine bez
pridania GSH. Optimalna pohyblivost spermii (viac ako 50%) bola po dobu troch dni
v koncentraciach 0,5; 1,0 a 2,0 mM zatial ¢o v koncentracii 3,0 mM bola pohyblivost' len na
urovni 46,8%. Z vysledkov vyplyva, Zze spermie bykov mézu byt uskladnené v chlade po
dobu 5 dni a koncentracii 0,5 mM a pohyblivost je zachovana na urovni 40% a zmeny na
akrozéme boli na urovni 12%. Tieto zavery potvrdzuju aj vysledky v tejto praci, kde glutation
zvySoval parametre pohyblivosti v zavislosti na teplote kultivacie.

Massanyi et al. (1996) sledovali patologické spermie bykov v zavislosti od ro¢ného
obdobia. Zistilo sa, ze zmeny na hlavicke predstavovali 21,89%, €o potvrdzuje dominanciu
vyskytu zmien na biCiku zistenu v dizertaCnej praci. Na akrozOme sa patologické zmeny
vyskytovali v 16,18% zo zmien na hlavi¢ke, ¢o je 3,54% zo vSetkych abnormalit a 0,21% zo

vSetkych skumanych spermii. Zmeny na bic¢iku predstavovali 59,11%, to znamena 3,47% zo

91



vSetkych spermii. NajCastejSou sa vyskytujicou zmenou bola dekapitacia, ktora
predstavovala 18,99% zo vSetkych zmien, o je 1,11% zo vSetkych pozorovanych spermii.

Joshi et al. (2001) determinovali ultrastrukturalnu patolégiu ludskych spermii.
Sledovali ultrastrukturalne zmeny, povrch spermii, vyskyt patologickych spermii a
morfologické zmeny spdsobujuce neplodnost muzov. Porovnavali normalne a patologické
spermie muzov. Zamerali sa na morfologické detaily, topologické informacie a trojrozmerny
obraz hlaviéky, krku (kf¢ka) a bi¢ika normalnej a patologickej spermie. Ziskané obrazy jasne
poukazovali na dramatické zmeny v morfolégii hlavicky, krku a biCika patologickych spermii.
Dokonca zmeny na vrchole bigika a v oblasti akrozému boli jasne viditelné. Stadia tym
napomohla k objasfovaniu neplodnosti muzov, ktord je okrem iného ovplyviiovana aj
morfologickymi zmenami spermii.

Tvrda et al. (2010) sledovali albumin, bilirubin a kyselinu moovu ako potencionalnu
ochranu spermii proti oxidaénému stresu. Vysledky jasne dokazali, ze albumin a kyselina
mocova su latky s antioxidacnymi vlastnostami, ktoré moézu chranit bunky spermii proti
oxidacnym stresom a tak zlepSit kvalitu spermii. Tiez poukazali na vyznam semennej plazmy
ako ochrany spermii proti moznému vzniku volnych radikalov a distribucie.

Patologické procesy pdsobenia volnych radikalov su pri€inou 30 — 80% pripadov
muzskej neplodnosti. Volné radikaly pdsobia na spermie a tym aj na muzsku (ne)plodnost
dvoma kla€ovymi mechanizmami. Prvym z nich je oxidacia nenasytenych mastnych kyselin v
membrane spermii a nasledné poskodenie mitochondrii, ktoré vedie k zniZeniu pohyblivosti
spermii a naruseniu ich schopnosti preniknut do vaji¢ka. Druhym mechanizmom pdsobenia
volnych radikalov je priame poskodenie DNA v spermiach (Jones et al.,, 1979)
demonstrovali, Ze v humannych spermiach prebieha vyznamna peroxidacia lipidov za
pritomnosti a podpory Fe®*, priom vyrazna peroxidacia lipidov je asociovana s poruchami

motility spermii.
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6. NAVRH NA VYUZITIE VYSLEDKOV

V suCasnosti sa na celom svete v reprodukcii hospodarskych zvierat venuje velka
pozornost’ umelej inseminacii. Dnes sa umela inseminacia vyuziva takmer u vSetkych druhov
hospodarskych zvierat, predovSetkym u hovadzieho dobytka. Umela inseminacia ma pinit
dblezitu ulohu pri zlepSovani uzitkovych vlastnosti hospodarskych zvierat, dosiahnutie
velkého poctu potomkov vyuzitim vynikajucich plemennikov v chove, ako aj rychlejSie
zoslachtovanie chovu. Vyznamnu ulohu pIni aj pri vyuzivani biotechnologickych metéd
riadenej reprodukcie.

Aby vyuzivanie kvalitnych inseminacnych davok od vybornych plemennikov a metéd
biotechnoldgii v umelej inseminacii malo pozitivny efekt je potrebné zabezpelit kvalitné
ejakulaty na reprodukciu zvierat.

Dizertacna praca zamerana na kvantifikaciu pohyblivosti a Struktury by¢ich spermii po
pridani vybranych implementorov in vitro rozsiruje su¢asné poznatky o u€inkoch na bunkové
Struktury Zivocichov. Je velmi vela faktorov, ktoré tieto ucinky ovplyviuju v pozitivnom ako aj
v negativnom smere.

V dnesnej dobe je otazka ziskavanie kvalitnych ejakulatov a inseminacnych davok
velmi aktualna. Vyuzivanie vyhovujucich ejakulatov zohrava doélezitu ulohu v reprodukcii
zvierat, v oblasti Slachtenia a plemenitby hospodarskych zvierat apri vyuzZivani v
biotechnoldgiach hospodarskych zvierat.

Doteraz nie je publikovanych vela poznatkov vplyvu fenolickych latok na bunkové
Struktury organizmov. Aj napriek tomu, Ze kyselina salicylova, rezorcinol a pyrokatechol
patria medzi antioxidanty, ich ucinok, nie len na kvalitu spermii, nie je jednoznacny Vdaka
antioxidaCnym vlastnostiam mozu mat’ v organizme délezitu biologicku funkciu. Zadlefuju sa
do rbéznych oxidacnych procesov apomocou antioxidantov sa organizmus brani
vychytavanim nebezpecnych radikalov. Vyskumy poukazuju ale na skutoCnost, Ze u
niektorych antioxidantov dochadza pri dlhodobom uZzivani v Cistom stave k tzv. zvratu
antioxodantu, kedy sa jeho antioxidagny ucinok zmeni na prooxidacny (vysoko neziaduci
ucinok).

Koncentracie fenolickych latok pouzité v naSej praci vyrazne znizovali sledované
parametre, teda pOsobili negativne na sledované parametre. Pozornost by sa mala dalej
venovat vplyvu fenolickych latok na kvalitu ejakulatov a zamerat sa na sledovanie vplyvu
nizSich koncentracii vybranych implementorov, nakolko nami pouZzité koncentracie znizovali
kvalitu parametrov pohyblivosti byCich spermii, napriek tomu, Zze sme predpokladali opacny
ucinok.

U implementorov trehaléza, kofein a glutation sme zistili stimulacny u€inok na

sledované parametre pohyblivosti spermii bykov a vysledky vedu k zaverom, Ze zlep3uju
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kvalitativne vlastnosti ejakulatov bykov. Vysledky poukazuju na to, ze trehaléza ma
stimulaény efekt z hfadiska dlhodobého pdsobenia na spermie a tym je vhodna na pouZitie
pri zmrazovani inseminaénych davok. V kombinacii s dalSimi sacharidmi dosahuje pozitivhe
vysledky. Trehal6za ako disacharid je vhodny stimulaCny implementor v oblasti
kryokonzervacie spermii bykov.

Ziskané poznatky o pdsobeni vybranych implementorov by sa mali dalej vyuzivat nie
len v biolégii reprodukcie bykov, ale je mozné vyuzit’ vysledky aj u dalSich druhov zvierat ako
su napriklad ovce, kozy, kone, oSipané a psy. Je predpoklad, Ze vplyv sledovanych
implementorov mdZe ovplyviiovat nie len u¢inok na kvalitu ejakulatov a spermii ale moze

ovplyvriovat aj ostatné bunky a bunkové Struktury v organizme Zivo€ichov.
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7. ZAVER

V predloZenej dizertacnej praci sme analyzovali vplyv kyseliny salicylovej, rezorcinolu,
pyrokatecholu, trehalézy, kofeinu a glutationu na pohyblivost spermii pomocou CASA
analyzy pri teplote 37°C a 5°C, v ¢asovych obdobia 0, 1, 2, 3, 4, 24, 48, 72 a 168 hodin od
zacCiatku experimentu, vyskyt morfologicky zmenenych foriem spermii a stanovovali sme
koncentraciu (albuminov a malodialdehydu) v kultivatnom médiu po pridani sledovanych
implementorov.

V praci sme pouzili ejakulaty Siestich plemennych bykov rozdelenych do dvoch
skupin. Do prvej skupiny (skupina A) sme pridali 2 mg.ml™ vybranych implementorov a do

druhej skupiny (skupina B) sme pridali 1 mg.ml™ vybranych implementorov.

Z dosiahnutych vysledkov mézeme vyvodit nasledovné zavery:

» preukazne najvyraznejSi pokles pohyblivosti spermii v porovnani s kontrolnou
skupinou, uz v ¢ase 0 hodin, sme zistili u kyseliny salicylovej pri oboch pouzitych
koncentraciach; preukazny pokles sme zaznamenali aj u rezorcinolu a pyrokatecholu
(v8etky tri su zo skupiny fenolickych latok);

» v zavislosti na teplote, ¢ase a koncentracii implementora sme rovnaké vysledky
zaznamenali aj pri hodnoteni progresivnej pohyblivosti spermii;

» vzdialenostné parametre spermii (priemerna, krivoCiarova a priama prejdena
vzdialenost) a drahové parametre spermii (priemerna, krivo€iarova a priama drahova
rychlost) potvrdzuju negativny efekt kyseliny salicylovej, rezorcinolu a pyrokatecholu
pri pouzitych koncentraciach a teplote kultivacie;

» priamost pohybu spermii, priamociarost’ krivoCiarovej drahy pohybu, kmitanie spermii,
amplituda lateralneho premiestnenia hlavicky spermii a frekvencia krizovych uderov
spermii podporuju predchadzajucu tendenciu poklesu pohybovych parametrov
spermii bykov a dokresluju odchylky v porovnani s kontrolnou skupinou;

» stimulaény efekt a mierne vysSie hodnoty sledovanych parametrov pohyblivosti
spermii po pridani trehal6zy, kofeinu a glutationu;

» trehaléza mala dlhodobejsi stimulacny efekt na sledované parametre pohyblivosti
spermii a kofein a glutatiéon pdsobil na sledované parametre kratkodobej3ie;

» napriek tendencii zvySeného vyskytu morfologicky zmenenych foriem spermii sme
preukazné rozdiely nezaznamenali;

» stanovenim koncentracie albuminu a malondialdehydu sme preukazny rozdiel

nezaznamenali.
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Z dosiahnutych vysledkov mdézeme konstatovat, ze vplyv vybranych implementorov
na pohyblivost spermii bykov je rozdielna. Jeden z dbvodov je, Ze vybrané druhy
implementorov neboli z rovnakej skupiny z hfadiska chemického zloZenia. Zo spominaného
hladiska a z dosiahnutych vysledkov sa negativny efekt pri pouzitych koncentraciach prejavil
hlavne u implementorov zo skupiny fenolickych latok, ktoré preukazne znizovali sledované
parametre pohyblivosti spermii. Ddlezita je spomenut aj teplotno — €asovu zavislost
a koncentraciu vybranych implementorov. U dalSich implementorov, zo skupiny alkaloidov,
disacharidov a tripeptidov, sa prejavil stimulacny efekt implementorov na sledované

pohybové parametre spermii.
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Tabulka €. 4.1: Pohyblivost spermii (%) s pridanim jednotlivych implementorov a v
jednotlivych ¢asovych intervaloch

Skupina X sd se cv minimum maximum
¢as 0 hodin, teplota 37°C
CA 86,34 9,03 1,30 10,46 63,09 96,11
SA 62,16 22,22 3,21 35,75 21,21 97,07
RA 78,95 6,80 0,98 8,61 63,51 91,93
PA 85,19 9,63 1,39 11,31 58,06 98,18
TA 89,00 4,98 0,72 5,60 75,00 97,72
KA 75,41 17,05 2,46 22,61 35,00 97,93
GA 85,46 10,24 1,48 11,98 51,21 99,15
CB 78,56 16,07 2,32 20,46 45,45 98,92
SB 76,30 15,95 2,30 20,91 45,61 98,11
RB 80,47 8,99 1,30 11,17 58,18 93,42
PB 88,81 4,96 0,72 5,58 74,83 96,50
B 84,02 10,87 1,57 12,94 53,15 98,59
KB 79,49 14,81 2,14 18,63 36,95 96,31
GB 80,66 14,64 2,11 18,15 54,76 99,20
¢as 1 hodina, teplota 37°C
CA 79,58 7,64 1,10 9,60 61,11 93,95
SA 49,80° 24,15 3,49 48,49 14,28 86,27
RA 59,09 24,22 3,50 40,99 18,86 90,00
PA 78,42 9,66 1,39 12,32 58,53 100,00
TA 84,43 8,07 1,17 9,56 62,88 100,00
KA 78,54 6,95 1,00 8,85 63,88 92,30
GA 83,53 7,00 1,01 8,39 64,70 95,58
CB 76,81 9,23 1,33 12,01 53,62 90,80
SB 70,65 13,06 1,89 18,49 41,07 90,71
RB 76,25 11,09 1,60 14,54 47,86 96,72
PB 74,99 24,99 3,61 33,33 14,15 96,70
B 79,77 11,61 1,68 14,55 50,00 98,27
KB 75,36 10,86 1,57 14,41 4477 87,27
GB 82,94 6,97 1,01 8,41 66,66 94,30
¢as 2 hodiny, teplota 37°C
CA 77,38 7,79 1,12 10,07 56,89 89,47
SA 53,15° 17,97 2,59 33,81 17,50 86,09
RA 51,27¢ 25,27 3,65 49,29 2,19 87,09
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PA 72,11 10,31 1,49 14,30 53,24 90,74
TA 80,01 8,79 1,27 10,99 62,22 94,65
KA 78,94 7,86 1,19 9,96 58,92 88,39
GA 80,48 7,65 1,10 9,50 59,45 93,26
CB 76,07 8,38 1,21 11,02 58,90 91,54
SB 69,23 10,16 1,47 14,67 52,45 89,70
RB 70,39 9,36 1,35 13,29 41,80 92,98
PB 69,75 21,75 3,14 31,19 5,15 93,33
TB 81,86 9,66 1,39 11,80 54,38 96,66
KB 71,97 11,10 1,60 15,42 46,93 89,74
GB 81,18 7,13 1,03 8,78 55,10 91,86
¢as 3 hodiny, teplota 37°C
CA 79,74 11,32 1,63 14,20 54,16 99,14
SA 58,13 18,67 2,70 32,12 21,62 85,71
RA 47,44° 27,30 3,94 57,53 6,49 82,66
PA 69,54 12,60 1,82 18,12 40,00 91,66
TA 81,21 8,17 1,18 10,06 60,00 95,34
KA 78,48 7,87 1,14 10,02 58,49 92,10
GA 80,91 9,47 1,37 11,70 58,33 96,61
CB 78,20 6,46 0,93 8,27 61,53 90,99
SB 65,11 13,34 1,93 20,49 37,77 87,65
RB 70,73 9,55 1,38 13,51 51,49 92,03
PB 66,25 5,83 3,73 38,99 3,15 92,94
B 76,16 8,67 1,25 11,38 56,94 90,56
KB 77,96 9,33 1,35 11,96 59,09 95,37
GB 79,26 9,92 1,43 12,52 56,31 93,45
cas 4 hodiny, teplota 37°C
CA 79,27 10,47 1,51 13,21 56,00 93,83
SA 56,09 16,53 2,39 29,46 29,68 84,73
RA 46,70° 24,43 3,53 52,30 5,35 86,86
PA 69,73 11,68 1,69 16,75 45,20 91,79
TA 79,01 13,08 1,89 16,56 39,66 95,30
KA 75,04 13,31 1,92 17,73 35,00 92,68
GA 83,76 6,42 0,93 7,66 70,12 97,27
CB 77,14 12,08 1,74 15,66 52,54 98,20
SB 69,41 14,40 1,92 20,75 38,61 91,53
RB 61,83" 9,91 1,57 16,04 41,23 78,84
PB 63,81 25,99 3,75 40,72 7,96 94,15
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B 76,25 7,18 1,04 9,42 60,80 94,44
KB 78,58 10,45 1,51 13,29 50,00 94,68
GB 77,75 7,90 1,14 10,16 60,60 95,08
¢as 24 hodin, teplota 5°C
CA 76,72 9,77 1,41 12,73 55,03 93,33
SA 15,38° 9,80 1,41 63,71 1,63 45,16
RA 24,19° 15,79 2,28 65,26 0,00 59,75
PA 45,64° 24,75 3,57 54,22 8,53 89,33
TA 78,30 10,12 1,46 12,93 57,59 99,15
KA 74,66 10,98 1,59 14,71 54,54 95,19
GA 72,50 14,00 1,87 19,31 46,37 98,62
CB 76,60 11,66 1,68 15,23 51,23 94,73
SB 34,78° 27,48 4,35 79,02 2,98 93,00
RB 46,42° 20,19 2,91 43,50 11,11 83,90
PB 66,27 26,66 3,85 40,22 2,85 99,27
B 71,72 9,96 1,44 13,89 47,67 88,88
KB 69,80 12,26 1,77 17,56 46,42 93,04
GB 77,48 10,34 1,38 13,34 54,12 94,21
cas 48 hodin, teplota 5°C
CA 79,11 12,65 1,83 15,99 49,49 95,38
SA 18,08° 14,08 2,03 77,91 0,00 44,95
RA 17,16° 8,30 1,20 48,39 6,52 43,87
PA 43,08° 26,20 3,50 60,83 9,85 89,28
TA 81,03 8,84 1,28 10,91 59,70 95,45
KA 69,47 17,60 2,54 25,33 29,29 92,75
GA 58,13° 22,92 3,31 39,42 14,14 92,59
CB 75,03 13,64 1,97 18,19 42,16 96,25
SB 26,86° 15,92 2,52 59,29 2,50 60,91
RB 51,60° 28,65 4,14 55,53 8,00 96,64
PB 50,07° 32,48 5,14 64,87 1,51 95,23
B 72,74 16,75 2,42 23,03 10,00 95,60
KB 71,82 16,57 2,39 23,07 40,90 96,77
GB 70,61 18,76 2,71 26,57 28,75 100,00
¢as 72 hodin, teplota 5°C
CA 77,30 11,07 1,58 14,33 56,75 94,54
SA 17,75° 18,29 2,64 103,01 0,00 63,15
RA 12,72° 6,99 1,01 54,90 2,77 46,66
PA 32,57° 21,76 3,14 66,79 0,00 85,33
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TA 74,78 15,73 2,27 21,03 43,85 100,00
KA 68,35 14,57 2,10 21,31 30,93 87,01
GA 57,34° 17,10 2,47 29,81 27,61 85,71
CB 75,75 14,61 2,13 19,29 30,76 93,52
SB 30,75° 17,80 2,81 57,87 6,38 69,23
RB 37,53 20,70 2,93 61,18 7,81 79,68
PB 55,61° 28,01 4,04 50,36 3,44 98,00
B 75,84 13,68 1,97 18,03 37,07 95,74
KB 68,81 17,05 2,46 24,78 15,51 87,32
GB 65,76 18,04 2,60 27,43 30,43 89,68
¢as 168 hodin, teplota 5°C
CA 43,94 27,06 4,78 61,58 13,97 92,07
SA 22,00 15,92 2,81 72,33 3,33 50,90
RA 20,68" 15,86 2,80 76,71 2,24 64,22
PA 22,95 14,57 2,58 63,48 3,53 61,53
TA 56,04 25,05 4,43 44,71 14.04 100,00
KA 33,49 12,54 2,22 37,44 14,61 60,60
GA 40,47 10,96 1,94 27,08 17,20 63,63
CB 46,08 14,93 2,64 32,40 23,52 79,31
SB 36,15 18,16 3,21 50,23 6,34 75,00
RB 27,10 16,58 2,93 61,18 5,80 70,73
PB 34,15 32,02 5,66 93,75 4,54 100,00
B 43,52 15,92 2,82 36,59 12,00 63,76
KB 28,33 16,48 291 58,17 3,29 63,63
GB 42,35 14,85 2,63 35,07 18,75 91,42

C - kontrolna skupina (bez pridavku implementora);

S — kyselina salicylova; P — pyrokatechol; R —rezorcinol; T — trehaléza; K — kofein; G -
glutation;

A - koncentracie implementora 2 mg.ml™; B — koncentracia implementora 1 mg.ml*

Preukaznost’ rozdielov medzi kontrolnou skupinou a experimentalnymi skupinami:
A - p<0,05; B — p<0,01; C - p<0,001

X — priemer; sd — smerodajna odchylka; se — Standardna chyba; cv — variaény
koeficient
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Tabulka €. 4.2: Progresivna pohyblivost (%) spermii s pridanim jednotlivych implementorov
a v jednotlivych ¢asovych intervaloch

Skupina X sd se cv minimum maximum
¢as 0 hodin, teplota 37°C
CA 79,07 11,12 1,60 14,06 50,84 92,49
SA 47,45° 24,32 3,51 51,25 12,12 91,70
RA 62,57° 10,90 1,57 17,41 31,08 81,39
PA 73,74 10,72 1,55 14,53 52,08 91,44
TA 80,80 5,00 0,72 6,18 66,66 89,39
KA 68,48 16,96 2,45 24,76 30,00 91,17
GA 76,98 10,65 1,54 13,83 41,46 93,49
CB 68,76 17,70 2,55 25,74 24,24 89,38
SB 65,94 13,95 2,01 21,15 38,09 85,62
RB 66,99 13,81 1,99 20,62 36,17 86,85
PB 78,98 6,40 0,92 8,10 59,74 88,41
B 75,83 11,06 1,60 14,59 45,04 92,95
KB 71,70 13,72 1,98 19,14 34,78 87,58
GB 73,96 13,45 1,94 18,19 48,88 92,63
¢as 1 hodina, teplota 37°C
CA 71,68 7,51 1,08 10,48 55,55 86,57
SA 38,16 24,65 3,56 64,60 2,40 76,34
RA 41,60° 24,38 3,52 58,60 3,44 71,66
PA 61,00 10,82 1,56 17,73 39,70 83,33
TA 76,50 7,85 1,13 10,26 55,67 92,66
KA 69,44 7,76 1,12 11,18 54,90 84,61
GA 74,85 8,72 1,26 11,65 57,14 90,56
CB 68,17 9,96 1,44 14,61 47,82 85,57
SB 58,28 15,01 2,17 25,75 28,57 82,06
RB 64,15 11,75 1,70 18,31 32,47 88,99
PB 62,62 27,29 3,94 43,57 0,00 89,72
B 73,61 12,95 1,87 17,60 30,00 96,55
KB 67,71 11,55 1,67 17,06 37,03 82,14
GB 74,45 8,32 1,20 11,18 53,06 87,80
¢as 2 hodin, teplota 37°C
CA 66,73 9,88 1,43 14,81 40,00 83,50
SA 39,43° 19,33 2,79 49,02 10,00 73,23
RA 36,73° 22,09 3,19 60,15 0,00 60,97
PA 54,83 12,93 1,87 23,59 25,97 81,81
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TA 70,84 10,83 1,56 15,29 46,42 89,30
KA 69,58 9,02 1,36 12,96 46,15 81,57
GA 70,61 9,64 1,39 13,66 44,73 86,53
CB 69,10 7,59 1,10 10,98 50,68 82,78
SB 52,55° 12,89 1,86 24,53 26,98 80,55
RB 54,62" 12,30 1,78 22,52 28,39 82,45
PB 56,58 26,46 3,82 46,77 0,00 86,06
B 71,77 10,88 1,57 15,16 3,84 89,33
KB 64,40 10,53 1,52 16,36 37,83 83,63
GB 71,94 7,00 1,01 9,73 48,97 86,45
¢as 3 hodiny, teplota 37°C
CA 71,48 12,66 1,83 17,72 42,10 94,84
SA 35,22° 20,58 2,97 58,44 10,81 73,10
RA 29,19¢ 23,50 3,39 80,50 0,00 62,67
PA 51,93° 14,74° 2,13 28,38 20,77 76,92
TA 71,85 8,87 1,28 12,35 51,90 87,59
KA 70,67 7,61 1,10 10,77 50,94 84,21
GA 72,43 10,10 1,46 13,94 52,10 90,90
CB 67,09 8,09 1,17 12,06 41,02 83,78
SB 47,54° 16,71 2,41 35,15 17,77 78,62
RB 54,02 13,44 1,94 24,88 23,07 78,76
PB 52,38" 26,22 3,78 50,06 0,00 85,20
B 67,88 10,86 1,57 16,00 45,83 84,90
KB 68,93 8,66 1,25 12,56 51,85 86,36
GB 69,76 10,43 1,51 14,95 48,54 86,32
cas 4 hodiny, teplota 37°C
CA 71,52 8,92 1,29 12,47 52,00 86,30
SA 34,68 22,66 3,27 65,33 2,63 72,59
RA 31,82° 23,27 3,36 73,12 0,00 72,99
PA 50,43 14,79 2,13 16,27 25,75 79,10
TA 69,91 15,28 2,21 21,86 26,44 89,47
KA 65,62 14,02 2,02 21,37 30,00 84,15
GA 72,00 8,76 1,26 12,17 48,88 89,09
CB 66,88 14,29 2,06 21,37 38,75 92,21
SB 51,73" 18,60 2,49 35,96 11,88 80,00
RB 46,20° 12,76 2,02 27,62 26,76 72,00
PB 51,24" 25,86 3,73 50,47 0,00 85,06
B 67,13 9,29 1,34 13,84 45,60 88,65
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KB 67,98 12,91 1,86 18,98 35,71 86,17
GB 67,47 9,51 1,37 14,09 40,67 85,24
¢as 24 hodin, teplota 5°C
CA 66,51 11,55 1,67 17,37 44,96 90,90
SA 3,67° 3,50 0,50 95,36 0,00 13,33
RA 8,47° 10,87 1,57 128,40 0,00 43,90
PA 30,12° 23,61 341 78,99 0,00 77,02
TA 67,19 9,96 1,44 14,83 48,73 91,59
KA 65,29 11,39 1,64 17,44 42,42 87,50
GA 59,80 15,56 2,08 26,02 30,00 88,33
CB 65,79 13,29 1,92 20,20 39,68 88,28
SB 22,47° 27,32 4,32 121,61 0,00 80,23
RB 33,02° 20,63 2,98 62,46 5,05 73,56
PB 51,92 26,14 3,77 50,35 0,00 91,24
B 60,40 11,31 1,63 18,72 36,04 85,55
KB 58,87 12,91 1,86 21,93 35,00 88,00
GB 63,91 11,42 1,53 17,87 39,44 86,31
cas 48 hodin, teplota 5°C
CA 67,37 12,85 1,85 19,08 41,41 83,82
SA 7,00¢ 8,56 1,24 122,22 0,00 31,19
RA 4,06° 6,35 0,92 156,62 0,00 26,53
PA 26,22° 26,23 3,51 100,03 0,00 81,25
TA 68,07 13,17 1,90 19,35 27,27 90,00
KA 55,27 16,61 2,40 30,06 23,23 80,00
GA 44,05° 22,28 3,22 50,58 4,04 82,22
CB 62,72 15,16 2,19 24,17 30,76 90,00
SB 14,77° 13,69 2,17 92,73 0,00 45,97
RB 34,92° 27,97 4,04 80,09 3,57 88,11
PB 40,84° 30,07 4,75 73,62 0,00 86,50
B 60,87 16,39 2,37 26,93 10,00 90,10
KB 61,07 17,05 2,46 27,93 31,46 85,71
GB 54,09 17,46 2,52 32,27 16,25 84,80
¢as 72 hodin, teplota 5°C
CA 64,37 13,10 1,87 20,35 35,44 85,38
SA 9,63 14,25 2,06 147,94 0,00 43,80
RA 1,42° 2,34 0,34 164,69 0,00 10,66
PA 19,51° 19,12 2,76 98,01 0,00 70,66
TA 63,48 17,57 2,54 27,67 31,57 100,00
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KA 54,17 14,74 2,13 27,22 23,02 76,92
GA 40,68 18,59 2,68 45,71 5,00 69,23
CB 63,83 15,91 2,32 24,93 23,07 84,89
SB 20,63 16,84 2,66 81,63 1,52 54,62
RB 24,38° 19,53 1,34 112,54 1,56 68,75
PB 41,52° 26,01 3,75 62,65 0,00 84,67
B 64,43 15,75 2,27 24,44 29,31 86,17
KB 58,77 17,58 2,54 29,91 12,06 77,94
GB 53,72 18,30 2,64 34,06 19,40 83,33
cas 168 hodin, teplota 5°C
CA 34,29 25,68 4,54 74,87 3,40 80,30
SA 8,20°¢ 12,21 2,16 148,82 0,00 42,65
RA 1,81° 3,95 0,70 218,15 0,00 19,26
PA 4,89° 6,69 1,18 136,83 0,00 22,52
TA 41,26 23,51 4,16 56,99 4,65 87,65
KA 19,15 11,96 2,11 62,43 2,66 43,43
GA 19,96 10,96 1,94 54,89 1,88 42,42
CB 32,00 14,00 2,48 43,75 8,19 60,97
SB 15,91 11,89 2,10 74,76 0,00 39,36
RB 6,75° 7,59 1,34 112,54 0,00 26,08
PB 18,19 26,76 4,73 147,11 0,00 75,00
B 28,78 14,03 2,48 48,74 1,33 54,00
KB 13,45" 9,67 1,71 71,89 0,00 33,72
GB 22,70 7,11 1,26 31,32 8,73 34,42

C — kontrolna skupina (bez pridavku implementora);

S — kyselina salicylova; P — pyrokatechol; R —rezorcinol; T — trehaléza; K — kofein; G —
glutation;

A - koncentracie implementora 2 mg.ml™; B — koncentracia implementora 1 mg.ml™

Preukaznost’ rozdielov medzi kontrolnou skupinou a experimentalnymi skupinami:
A - p<0,05; B — p<0,01; C — p<0,001

X — priemer; sd — smerodajna odchylka; se — Standardna chyba; cv — variaény
koeficient
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Tabulka €. 4.3: Priemerna prejdena vzdialenost spermii (um) s pridanim jednotlivych
implementorov a v jednotlivych ¢asovych intervaloch

Skupina X sd se cv minimum maximum
¢as 0 hodin, teplota 37°C
CA 28,35 3,20 0,46 11,27 23,37 34,50
SA 17,28° 3,05 0,44 17,65 13,06 23,78
RA 20,81° 3,27 0,,47 15,72 15,19 30,03
PA 24,81 4,01 0,58 16,15 18,54 36,31
TA 28,19 7,20 1,04 25,53 19,72 49,63
KA 26,23 4,54 0,66 17,32 19,51 40,09
GA 25,75 3,87 0,56 15,03 19,49 33,04
CB 24,72 2,67 0,39 10,82 18,33 30,58
SB 23,75" 2,34 0,32 10,51 17,37 27,81
RB 23,18 2,40 0,35 10,35 17,00 28,55
PB 24,33 2,20 0,322 9,04 17,52 27,94
B 20,80 2,19 0,34 9,85 19,85 29,80
KB 25,28 3,73 0,54 14,75 21,61 37,55
GB 27,13 5,57 0,80 20,53 19,62 42,44
¢as 1 hodina, teplota 37°C
CA 29,65 3,09 0,45 10,41 22,83 36,51
SA 17,41° 2,86 0,41 16,43 9,08 23,69
RA 21,23 3,40 0,49 16,00 9,57 26,95
PA 21,55 2,57 0,37 11,91 13,32 25,87
TA 28,61 2,20 0,32 7,70 24,82 34,36
KA 26,64 2,21 0,32 8,30 21,65 32,33
GA 28,79 2,40 0,35 8,33 24,62 34,60
CB 27,52 2,69 0,39 9,77 20,19 34,52
SB 21,61 2,90 0,42 13,43 17,45 28,66
RB 24,50 2,13 0,31 8,70 19,74 30,52
PB 23,17° 6,26 0,90 27,02 0,00 30,15
B 29,61 3,96 0,57 13,37 15,01 38,02
KB 28,11 4,21 0,61 14,97 23,60 39,15
GB 28,54 2,77 0,40 9,71 23,22 33,49
¢as 2 hodiny, teplota 37°C
CA 28,25 3,27 0,47 11,56 20,54 36,04
SA 17,25° 2,88 0,42 16,72 11,75 23,28
RA 18,93° 6,65 0,96 35,16 0,00 29,50
PA 21,50° 2,50 0,36 11,61 14,96 26,93
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TA 28,71 3,16 0,46 11,01 22,88 38,46
KA 28,05 2,43 0,37 8,65 23,72 33,07
GA 28,03 2,18 0,31 7,78 21,39 31,67
CB 27,83 3,11 0,45 11,17 18,65 34,84
SB 20,64 3,49 0,50 16,90 14,11 28,13
RB 24,43 2,48 0,36 10,13 19,74 30,74
PB 22,26 7,74 1,12 34,78 0,00 32,49
B 27,07 3,67 0,53 13,56 18,04 34,64
KB 28,28 3,19 0,46 11,26 21,97 36,25
GB 28,75 3,12 0,45 10,84 23,62 37,64
¢as 3 hodiny, teplota 37°C
CA 27,44 5,81 0,84 21,16 14,80 35,55
SA 15,67°¢ 3,26 0,47 20,78 10,80 22,00
RA 16,67 5,34 0,77 32,03 0,00 23,40
PA 22,26 3,75 0,54 16,85 14,96 30,73
TA 29,45 3,69 0,53 12,53 22,29 38,50
KA 27,87 3,02 0,44 10,83 22,61 34,84
GA 28,83 2,05 0,30 7,11 25,86 33,49
CB 25,68 1,41 0,20 5,47 21,99 28,98
SB 19,18° 3,81 0,55 19,84 12,42 24,93
RB 22,47 2,91 0,42 12,94 17,43 28,69
PB 19,79¢ 8,40 1,21 42,46 0,00 30,38
B 27,62 3,22 0,46 11,64 20,49 34,42
KB 26,57 3,89 0,56 14,63 19,65 34,76
GB 27,83 2,49 0,36 8,96 21,94 32,23
cas 4 hodiny, teplota 37°C
CA 28,07 4,14 0,60 14,76 21,59 38,44
SA 14,82° 3,28 0,47 22,15 10,15 22,39
RA 16,86° 6,19 0,89 36,71 0,00 23,69
PA 21,28° 3,46 0,50 16,27 15,17 28,97
TA 28,06 4,75 0,69 16,93 19,12 36,35
KA 26,78 3,06 0,44 11,41 21,46 36,07
GA 27,53 3,21 0,46 11,65 19,05 32,06
CB 25,09 2,49 0,36 9,93 18,68 29,79
SB 19,20° 3,90 0,52 20,33 10,90 25,81
RB 21,69 4,16 0,66 19,16 16,19 32,88
PB 21,10 8,34 1,20 39,52 0,00 31,26
B 27,56 3,58 0,52 12,98 20,35 37,24

125




KB 25,88 2,59 0,37 10,00 22,27 31,23
GB 26,53 2,90 0,42 10,92 21,25 33,72
¢as 24 hodin, teplota 5°C
CA 27,31 3,22 0,46 11,80 19,55 34,36
SA 11,38° 8,72 1,26 76,66 0,00 28,11
RA 15,06° 8,55 1,23 56,75 0,00 38,42
PA 19,81° 5,80 0,84 29,26 0,00 31,25
TA 27,23 4,14 0,60 15,22 22,16 38,23
KA 27,03 4,24 0,61 15,69 19,98 34,63
GA 26,92 5,00 0,67 18,57 19,89 41,27
CB 26,25 3,24 0,47 12,33 18,63 36,49
SB 16,44° 6,63 1,05 40,34 0,00 26,97
RB 21,40 3,90 0,56 18,23 10,33 28,73
PB 21,16 9,85 1,42 46,56 0,00 35,87
B 25,99 2,88 0,42 11,08 19,28 34,30
KB 27,49 2,76 0,40 10,05 22,62 34,40
GB 24,72 2,16 0,29 8,72 20,06 28,25
cas 48 hodin, teplota 5°C
CA 25,84 2,62 0,38 10,13 18,54 31,83
SA 10,12° 9,20 1,33 90,93 0,00 25,65
RA 8,90° 7,39 1,07 83,04 0,00 21,75
PA 17,98° 6,74 0,90 37,46 0,00 27,90
TA 25,82 3,09 0,45 11,99 13,41 30,36
KA 23,20 3,12 0,45 13,46 14,33 30,73
GA 22,99 3,89 0,56 16,94 13,31 31,39
CB 24,77 4,46 0,64 18,02 19,07 38,51
SB 19,10 6,90 1,09 36,13 0,00 38,61
RB 20,38 3,93 0,57 19,30 10,87 26,13
PB 18,01° 9,75 1,54 54,12 0,00 30,05
B 26,08 4,89 0,71 18,75 18,08 39,47
KB 23,75 3,55 0,51 14,93 16,35 34,68
GB 23,10 3,81 0,55 16,49 16,59 30,13
¢as 72 hodin, teplota 5°C
CA 26,49 3,03 0,43 11,42 21,19 31,16
SA 10,39°¢ 8,67 1,25 83,47 0,00 25,83
RA 6,20° 7,37 1,06 118,91 0,00 30,48
PA 18,47°¢ 6,89 0,99 37,31 0,00 34,68
TA 26,79 4,28 0,62 15,97 16,00 36,54
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KA 22,75 2,63 0,38 11,56 15,88 30,56
GA 22,21 3,45 0,50 15,53 12,53 31,60
CB 25,21 3,06 0,45 12,13 19,28 31,64
SB 19,49" 3,84 0,61 19,73 9,98 25,54
RB 19,87% 3,99 0,91 48,95 9,99 27,02
PB 18,14° 8,63 1,25 47,89 0,00 27,20
B 25,70 3,22 0,47 12,54 14,09 32,13
KB 25,56 2,39 0,35 9,35 21,83 32,44
GB 2491 2,41 0,35 9,69 18,66 29,25
cas 168 hodin, teplota 5°C
CA 22,22 3,91 0,69 17,61 15,17 34,44
SA 10,69° 7,18 1,27 67,20 0,00 20,71
RA 5,04¢ 5,98 1,06 118,61 0,00 17,02
PA 9,15° 6,16 1,09 67,35 0,00 18,14
TA 21,28 2,69 0,48 12,63 13,79 26,25
KA 17,11 3,02 0,53 17,63 9,19 23,76
GA 17,51 2,63 0,47 15,03 11,56 20,84
CB 21,28 3,35 0,59 15,73 10,59 28,21
SB 15,62 6,89 1,22 44,12 0,00 27,71
RB 10,56° 5,17 0,91 48,95 0,00 17,27
PB 15,25 20,74 3,67 136,05 0,00 120,98
B 21,30 3,58 0,63 16,81 12,78 30,10
KB 18,07 6,12 1,08 33,90 0,00 37,46
GB 18,85 2,95 0,52 15,67 11,24 23,78

C - kontrolna skupina (bez pridavku implementora);
S — kyselina salicylova; P — pyrokatechol; R —rezorcinol; T — trehaléza; K — kofein; G —

glutation;

A — koncentracie implementora 2 mg.ml™; B — koncentracia implementora 1 mg.ml*

Preukaznost’ rozdielov medzi kontrolnou skupinou a experimentalnymi skupinami:

A - p<0,05; B — p<0,01; C — p<0,001

X — priemer; sd — smerodajnda odchylka; se — Standardna chyba; cv - variaény

koeficient
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Tabulka ¢.

4.4: KrivoCiara prejdena vzdialenost spermii (um) s pridanim jednotlivych
implementorov a v jednotlivych ¢asovych intervaloch

Skupina X sd se cv minimum maximum
¢as 0 hodin, teplota 37°C
CA 49,79 6,84 0,99 13,74 39,98 64,78
SA 30,14° 5,97 0,86 19,81 21,39 42,79
PA 46,51 8,35 1,20 17,95 34,11 71,50
RA 37,77° 7,40 1,07 19,59 28,48 55,52
TA 50,38 12,26 1,77 24,34 35,75 87,22
KA 44,54 8,01 1,16 17,99 32,71 60,59
GA 44,22 5,72 0,83 12,94 34,27 56,22
CB 41,71 5,82 0,84 13,95 31,26 53,34
SB 35,88 3,98 0,57 11,10 29,97 51,64
RB 41,21 6,58 0,95 15,97 28,13 56,18
PB 43,72 4,54 0,66 10,39 33,29 51,68
B 40,69 4,96 0,72 12,20 33,27 52,01
KB 42,33 7,07 1,02 16,70 29,05 62,24
GB 45,55 10,08 1,45 22,12 32,02 74,37
¢as 1 hodina, teplota 37°C
CA 55,57 8,25 1,19 14,84 34,78 73,95
SA 33,11 5,44 0,79 16,44 15,61 43,93
RA 38,76° 7,60 1,10 19,62 15,77 52,82
PA 40,29 5,96 0,86 14,79 26,37 49,65
TA 54,79 4,37 0,63 7,97 47,07 69,55
KA 50,23 5,10 0,74 10,15 40,12 64,96
GA 54,58 5,94 0,86 10,88 38,18 66,36
CB 51,03 6,88 0,99 13,48 37,41 65,18
SB 39,43° 4,54 0,65 11,50 32,10 49,62
RB 46,25 6,04 0,87 13,05 34,88 60,85
PB 43,21" 12,61 1,82 29,18 0,00 61,70
B 55,48 10,08 1,45 18,46 25,75 74,11
KB 52,76 10,47 1,51 19,84 39,16 76,87
GB 55,68 6,69 0,97 12,01 43,16 67,34
¢as 2 hodiny, teplota 37°C
CA 52,25 8,33 1,20 15,94 34,60 67,74
SA 32,33 4,38 0,63 13,56 23,36 42,19
RA 35,18° 13,84 2,00 39,34 0,00 61,85
PA 38,87° 5,73 0,83 14,75 24,53 49,05
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TA 55,79 7,94 1,15 14,24 43,43 80,13
KA 54,26 5,99 0,90 11,04 41,95 64,71
GA 55,43 5,70 0,82 10,28 43,52 65,86
CB 52,74 8,36 1,21 15,85 29,50 71,83
SB 38,41° 6,30 0,91 16,27 25,57 51,41
RB 45,63 7,50 1,08 16,44 34,27 62,67
PB 42,53° 17,31 2,50 40,70 0,00 73,28
B 50,60 8,35 1,21 16,50 31,31 66,16
KB 52,21 7,52 1,09 14,41 39,98 71,88
GB 55,32 7,53 1,09 13,61 41,93 73,18
¢as 3 hodiny, teplota 37°C
CA 52,26 11,99 1,73 22,94 28,38 72,21
SA 30,53 5,15 0,74 16,86 19,64 39,77
RA 30,86° 10,80 1,56 35,00 0,00 46,61
PA 42,01° 9,87 1,42 23,49 24,26 65,16
TA 56,16 9,39 1,36 16,73 39,74 81,04
KA 55,62 8,87 1,28 15,94 40,89 71,60
GA 56,85 5,44 0,79 9,58 46,99 69,11
CB 46,93 3,96 0,57 8,43 36,62 53,03
SB 38,49 9,47 1,37 24,61 25,86 70,42
RB 41,70 7,24 1,04 17,36 28,91 58,73
PB 37,80" 17,88 2,58 47,30 0,00 75,04
B 50,95 7,05 1,02 13,85 36,04 66,27
KB 48,87 7,19 1,04 14,71 36,78 61,46
GB 53,91 6,90 1,00 12,79 39,72 66,78
cas 4 hodiny, teplota 37°C
CA 51,92 11,03 1,59 21,25 35,56 82,33
SA 30,69 5,26 0,76 17,15 21,01 40,92
RA 32,71° 13,82 1,99 42,25 0,00 58,99
PA 39,77° 7,84 1,13 19,71 28,52 63,40
TA 52,96 11,07 1,60 20,89 34,10 73,74
KA 52,91 10,01 1,44 18,91 39,31 87,64
GA 54,24 7,41 1,07 13,65 35,49 65,84
CB 47,44 6,82 0,98 14,38 30,48 65,21
SB 39,15° 6,65 0,89 16,99 26,80 55,35
RB 42,72 12,10 191 28,33 30,21 72,45
PB 40,82* 18,48 2,67 45,26 0,00 74,45
B 51,82 10,03 1,45 19,35 35,66 74,72
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KB 49,58 7,56 1,09 15,25 38,06 71,80
GB 51,32 7,10 1,03 13,84 35,45 71,98
cas 24 hodiny, teplota 5°C
CA 54,14 7,80 1,13 14,41 34,83 71,99
SA 18,95° 14,78 2,13 77,99 0,00 47,96
RA 25,82° 15,89 2,29 61,54 0,00 66,69
PA 33,46° 11,91 1,72 35,59 0,00 56,51
TA 53,62 11,68 1,69 21,79 36,83 80,54
KA 50,11 9,59 1,38 19,14 35,38 67,03
GA 53,81 12,03 1,61 22,35 38,08 86,35
CB 51,48 8,47 1,22 16,46 33,71 81,39
SB 28,77° 11,47 1,81 39,86 0,00 45,53
RB 39,51% 9,66 1,39 24,45 14,58 60,66
PB 41,10 20,83 3,01 50,69 0,00 73,72
B 50,41 8,06 1,16 16,00 35,46 71,53
KB 50,71 6,83 0,99 13,48 37,62 69,22
GB 47,83 6,21 0,83 12,98 36,97 64,58
cas 48 hodin, teplota 5°C
CA 53,24 5,97 0,86 11,22 39,97 65,82
SA 16,86 15,89 2,29 94,27 0,00 41,12
RA 12,55°¢ 11,14 1,61 88,79 0,00 35,16
PA 29,76 12,73 1,70 42,78 0,00 52,66
TA 51,12 8,21 1,18 16,05 23,89 65,30
KA 43,95 7,04 1,02 16,01 23,65 64,29
GA 44,70 8,75 1,26 19,58 23,09 66,40
CB 49,82 12,31 1,78 24,70 33,22 83,75
SB 32,46° 13,35 2,11 41,14 0,00 60,56
RB 37,20° 7,94 1,15 21,35 14,97 48,46
PB 33,43° 18,10 2,86 54,15 0,00 56,61
B 52,55 11,57 1,67 22,01 33,50 83,91
KB 45,35 7,63 1,10 16,81 29,59 71,79
GB 46,10 8,53 1,23 18,51 29,03 63,50
¢as 72 hodin, teplota 5°C
CA 54,61 6,05 0,86 11,08 41,85 65,82
SA 18,07 15,64 2,26 86,57 0,00 42,68
RA 8,76 10,61 1,53 121,13 0,00 37,14
PA 31,47° 11,69 1,69 37,14 0,00 52,56
TA 54,27 9,72 1,40 17,91 32,53 76,94
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KA 44,48" 6,57 0,95 14,76 28,46 59,71
GA 45,58 10,28 1,48 22,54 24,02 74,07
CB 50,75 8,58 1,25 16,91 37,10 70,92
SB 34,68 9,21 1,46 26,56 13,89 51,37
RB 37,29° 9,04 2,01 63,45 16,06 53,02
PB 33,96 16,68 2,41 49,12 0,00 53,75
B 52,14 9,01 1,30 17,28 22,41 74,15
KB 51,45 6,57 0,95 12,77 38,28 70,51
GB 51,70 6,91 1,00 13,36 34,49 64,31
cas 168 hodin, teplota 5°C
CA 40,88 9,51 1,68 23,26 18,65 57,60
SA 20,27° 15,11 2,67 74,57 0,00 43,16
RA 9,90¢ 12,60 2,23 127,28 0,00 36,72
PA 15,23 12,63 2,23 82,97 0,00 38,52
TA 40,11 5,79 1,02 14,44 25,88 50,25
KA 32,04 8,44 1,49 26,35 11,93 48,50
GA 32,75 6,10 1,08 18,64 21,81 42,72
CB 39,51 7,45 1,32 18,85 18,11 51,88
SB 29,38 13,66 2,42 46,50 0,00 53,48
RB 17,95° 11,39 2,01 63,45 0,00 42,60
PB 23,93" 24,69 4,36 103,18 0,00 133,97
B 40,01 8,00 1,41 19,99 20,21 58,26
KB 33,51 11,49 2,03 34,27 0,00 63,48
GB 35,19 6,12 1,08 17,40 18,62 46,26

C - kontrolna skupina (bez pridavku implementora);
S — kyselina salicylova; P — pyrokatechol; R —rezorcinol; T — trehaléza; K — kofein; G —

glutation;

A — koncentracie implementora 2 mg.ml™; B — koncentracia implementora 1 mg.ml*

Preukaznost’ rozdielov medzi kontrolnou skupinou a experimentalnymi skupinami:

A - p<0,05; B — p<0,01; C — p<0,001

X — priemer; sd — smerodajna odchylka; se — Standardna chyba; cv - variaény

koeficient
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Tabulka €. 4.5: Priamociara prejdena vzdialenosti spermii (um) s pridanim jednotlivych
implementorov a v jednotlivych ¢asovych intervaloch

Skupina X sd se cv minimum maximum
¢as 0 hodin, teplota 37°C
CA 21,25 2,92 0,42 13,75 16,43 26,54
SA 12,71° 2,11 0,30 16,56 9,23 16,94
RA 16,20° 3,21 0,46 19,81 11,77 25,52
PA 16,63° 2,60 0,38 15,66 12,83 23,06
TA 21,35 7,14 1,03 33,43 13,75 42,80
KA 18,82 3,76 0,54 19,99 11,89 30,23
GA 19,73 4,34 0,63 22,01 13,32 28,03
CB 19,11 2,88 0,42 15,08 12,46 26,16
SB 16,14 2,61 0,38 16,15 12,10 21,51
RB 18,36 2,52 0,36 13,72 13,27 23,90
PB 17,78 2,08 0,30 11,72 12,46 22,24
B 17,66 1,98 0,29 11,23 13,82 23,77
KB 18,59 3,09 0,45 16,65 14,69 27,92
GB 21,28 5,54 0,80 26,03 14,19 34,82
¢as 1 hodina, teplota 37°C
CA 22,09 3,17 0,46 14,33 15,43 29,79
SA 11,80° 2,34 0,34 19,86 5,60 17,41
RA 16,12°¢ 2,67 0,39 16,56 7,97 22,00
PA 14,66° 1,86 0,27 12,71 7,26 17,54
TA 20,74 2,89 0,42 13,95 16,12 28,03
KA 18,74° 2,20 0,32 11,72 14,74 23,55
GA 21,18 2,40 0,35 11,32 16,81 26,25
CB 20,76 2,63 0,38 12,67 14,56 26,36
SB 16,28° 2,65 0,38 16,30 12,69 23,93
RB 19,06 2,18 0,31 11,43 15,13 24,15
PB 16,68° 4,50 0,65 26,97 0,00 23,67
B 21,17 2,40 0,35 11,34 11,69 24,43
KB 20,86 3,49 0,50 16,71 15,66 29,81
GB 20,38 2,07 0,30 10,14 15,82 24,37
¢as 2 hodiny, teplota 37°C
CA 21,23 2,62 0,38 12,33 16,11 27,68
SA 11,74° 2,17 0,31 18,53 7,61 16,10
RA 13,97° 4,99 0,72 35,73 0,00 22,62
PA 14,84° 1,81 0,26 12,23 10,81 18,58
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TA 20,32 2,06 0,30 10,16 17,11 24,69
KA 19,10 1,48 0,22 7,76 15,80 23,62
GA 19,62 1,69 0,24 8,61 14,34 23,35
CB 21,09 2,33 0,34 11,04 15,49 26,25
SB 15,10° 3,04 0,44 20,14 10,18 23,18
RB 19,47 1,80 0,26 9,23 15,77 23,81
PB 16,31° 5,43 0,78 33,30 0,00 23,37
B 19,97 2,67 0,39 13,36 13,27 24,90
KB 21,45 2,97 0,43 13,83 14,99 27,15
GB 20,76 2,18 0,31 10,50 17,26 26,33
¢as 3 hodiny, teplota 37°C
CA 20,16 3,79 0,55 18,79 12,17 27,95
SA 10,54° 2,37 0,34 22,50 6,55 14,79
RA 11,98° 3,69 0,53 30,80 0,00 19,12
PA 15,47°¢ 2,43 0,35 15,72 10,74 21,34
TA 21,72 2,48 0,36 11,42 16,09 26,42
KA 19,61 1,98 0,29 10,11 15,57 23,70
GA 20,46 1,64 0,24 8,03 17,49 24,70
CB 19,77 1,71 0,25 8,67 16,63 24,57
SB 13,61° 2,72 0,39 19,98 8,68 19,41
RB 17,71 1,95 0,28 10,99 14,00 22,43
PB 14,73 6,06 0,87 41,12 0,00 23,01
B 21,29 2,29 0,33 10,73 16,19 25,83
KB 20,16 3,93 0,57 19,49 14,63 30,74
GB 20,17 1,71 0,25 8,46 17,26 24,85
cas 4 hodiny, teplota 37°C
CA 21,29 2,88 0,42 13,51 16,05 27,70
SA 9,74 2,60 0,37 26,67 5,09 15,03
RA 12,16° 4,22 0,61 34,67 0,00 16,88
PA 14,87° 2,44 0,35 16,38 10,53 20,73
TA 21,26 4,02 0,58 18,90 14,15 29,73
KA 19,45 2,06 0,30 10,60 13,64 25,71
GA 19,94 2,91 0,42 14,61 14,10 26,26
CB 19,35 2,42 0,35 12,50 13,90 24,53
SB 13,81° 3,19 0,43 23,10 7,09 20,69
RB 17,19 3,23 0,51 18,78 13,14 27,43
PB 15,86° 6,19 0,89 39,02 0,00 23,80
B 21,27 2,63 0,38 12,34 14,68 27,86
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KB 20,03 2,78 0,40 13,87 15,52 26,52
GB 19,72 1,80 0,26 9,13 14,67 23,92
¢as 24 hodin, teplota 5°C
CA 18,40 2,43 0,35 13,21 12,81 24,26
SA 7,66° 5,63 0,81 73,48 0,00 18,42
RA 9,64 5,58 0,80 57,87 0,00 29,74
PA 12,08° 3,50 0,51 29,01 0,00 19,42
TA 17,53 2,37 0,34 13,50 13,81 22,71
KA 16,83 1,62 0,23 9,64 13,52 20,56
GA 16,59 2,15 0,29 12,96 10,68 21,86
CB 18,19 2,03 0,29 11,17 12,65 21,60
SB 11,17° 4,81 0,76 43,01 0,00 22,82
RB 14,28° 2,52 0,36 17,67 7,52 19,79
PB 13,87 6,09 0,88 43,89 0,00 21,28
B 17,21 1,90 0,27 11,07 12,01 20,54
KB 17,47 2,52 0,36 14,43 12,61 22,36
GB 15,92 1,15 0,15 7,22 12,77 19,36
Cas 48 hodin, teplota 5°C
CA 16,54 1,46 0,21 8,84 13,86 19,62
SA 6,67° 5,91 0,85 88,59 0,00 17,40
RA 6,27° 5,02 0,72 80,07 0,00 15,13
PA 11,36 3,95 0,53 34,76 0,00 17,05
TA 16,01 1,89 0,27 11,80 9,99 20,53
KA 15,36 2,03 0,29 13,21 9,76 19,72
GA 14,64 2,00 0,29 13,65 9,68 18,14
CB 16,33 2,43 0,35 14,89 12,08 24,36
SB 11,45° 3,43 0,54 29,93 0,00 18,31
RB 12,97% 2,43 0,35 18,76 7,56 17,54
PB 11,15 5,96 0,94 53,42 0,00 18,88
B 16,66 2,81 0,41 16,88 11,03 22,53
KB 15,92 2,20 0,32 13,78 12,25 24,60
GB 15,03 2,18 0,31 14,49 11,00 19,78
¢as 72 hodin, teplota 5°C
CA 16,70 1,75 0,25 10,47 12,90 20,64
SA 6,88 5,80 0,84 84,33 0,00 18,80
RA 4,28° 4,67 0,67 109,18 0,00 12,42
PA 11,70 3,54 0,51 30,29 0,00 18,74
TA 16,13 2,76 0,40 17,08 7,13 20,67
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KA 15,29 1,28 0,18 8,34 12,26 18,56
GA 13,93 1,91 0,28 13,71 8,61 18,26
SB 12,70% 2,14 0,34 16,86 7,93 16,89
RB 12,21°¢ 2,67 0,70 48,57 6,33 18,30
PB 11,67° 5,52 0,80 47,28 0,00 17,34
B 16,69 2,06 0,30 12,32 9,89 20,16
KB 17,46 2,14 0,31 12,28 13,24 23,16
GB 15,66 1,50 0,22 9,55 11,34 18,31
¢as 168 hodin, teplota 5°C
CA 13,22 2,32 0,41 17,54 6,93 17,72
SA 7,48 4,86 0,86 64,91 0,00 16,45
RA 4,15° 4,97 0,88 119,77 0,00 15,78
PA 7,03 4,43 0,78 62,95 0,00 11,97
TA 13,71 1,68 0,30 12,28 9,51 18,92
KA 11,51 2,52 0,44 21,86 6,49 17,29
GA 11,79 1,73 0,31 14,69 6,48 15,04
CB 13,55 1,94 0,34 14,35 7,39 18,22
SB 10,08 4,83 0,85 47,97 0,00 20,89
RB 8,11 3,94 0,70 48,57 0,00 13,94
PB 11,67 19,75 3,49 169,28 0,00 115,92
B 14,22 2,69 0,47 18,90 6,45 21,33
KB 12,08 3,91 0,69 32,33 0,00 22,51
GB 12,05 1,74 0,31 14,45 8,27 15,08

C - kontrolna skupina (bez pridavku implementora);
S — kyselina salicylova; P — pyrokatechol; R —rezorcinol; T — trehaléza; K — kofein; G —

glutation;

A - koncentracie implementora 2 mg.ml™; B — koncentracia implementora 1 mg.ml*

Preukaznost’ rozdielov medzi kontrolnou skupinou a experimentalnymi skupinami:

A - p<0,05; B — p<0,01; C - p<0,001

X — priemer; sd — smerodajnd odchylka; se — Standardna chyba; cv — variaény

koeficient
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Tabulka &. 4.6: Priemerna drahova rychlost spermii (um.s®) s pridanim jednotlivych

implementorov a v jednotlivych ¢asovych intervaloch

Skupina X sd se cv minimum maximum
¢as 0 hodin, teplota 37°C
CA 67,01 7,55 1,09 11,26 55,51 82,38
SA 39,43 7,87 1,14 19,96 29,45 56,35
RA 47,97° 6,21 0,90 12,95 36,68 64,00
PA 57,66" 9,11 1,32 15,81 42,65 85,90
TA 65,86 16,67 2,41 25,30 45,73 113,78
KA 61,67 10,36 1,50 16,80 47,52 93,24
GA 60,62 9,49 1,37 15,65 45,03 78,46
CB 58,26 6,53 0,94 11,21 41,43 70,44
SB 47,89° 4,55 0,66 9,50 40,13 61,25
RB 53,63 4,89 0,71 9,12 39,99 65,09
PB 57,07 5,57 0,80 9,76 39,69 68,14
B 55,90 5,05 0,73 9,03 46,59 68,29
KB 59,56 9,47 1,37 15,90 50,79 88,74
GB 63,41 12,90 1,86 20,35 45,30 94,96
¢as 1 hodina, teplota 37°C
CA 69,97 7,34 1,06 10,50 54,23 86,74
SA 39,23 6,59 0,95 16,80 26,81 53,14
RA 48,69° 8,19 1,18 16,82 20,93 64,49
PA 50,21 5,86 0,85 11,66 31,63 61,63
TA 67,27 5,08 0,73 7,55 56,37 78,92
KA 63,66 5,05 0,73 7,93 53,50 74,73
GA 67,65 5,84 0,84 8,63 56,99 83,04
CB 64,68 6,17 0,89 9,54 47,99 80,19
SB 49,60 6,50 0,94 13,10 40,75 65,47
RB 57,02" 4,92 0,71 8,64 46,36 71,45
PB 54,44° 14,36 2,07 26,38 0,00 68,62
B 69,70 9,48 1,37 13,60 33,98 88,61
KB 66,49 9,12 1,32 13,72 52,97 89,27
GB 67,48 6,37 0,92 9,44 54,40 79,36
¢as 2 hodiny, teplota 37°C
CA 65,80 7,50 1,08 11,39 47,90 83,01
SA 38,59 7,38 1,06 19,12 24,89 54,59
RA 43,69° 14,50 2,09 33,19 0,00 65,02
PA 49,79° 5,89 0,85 11,83 31,44 61,90
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TA 67,57 6,99 1,01 10,35 55,13 86,13
KA 66,05 14,30 0,89 8,93 55,66 77,50
GA 65,89 5,41 0,78 8,21 51,65 76,20
CB 64,25 6,85 0,99 10,67 43,96 79,40
SB 46,85° 7,75 1,12 16,54 33,75 62,08
RB 55,89 5,61 0,81 10,03 47,51 69,63
PB 52,05 18,04 2,60 34,67 0,00 77,72
B 63,56 8,95 1,29 14,08 44,98 85,04
KB 65,71 7,21 1,04 10,98 50,68 89,27
GB 66,83 7,76 1,12 11,62 52,97 87,76
¢as 3 hodiny, teplota 37°C
CA 63,77 13,60 1,96 21,32 34,41 85,28
SA 34,97 8,12 1,17 23,21 22,62 51,06
RA 38,26° 13,04 1,88 34,08 0,00 62,86
PA 50,92° 8,09 1,17 15,88 36,53 67,99
TA 68,43 8,43 1,22 12,32 53,15 88,05
KA 65,67 7,38 1,07 11,24 52,49 83,97
GA 67,26 4,52 0,65 6,72 60,08 76,66
CB 59,89 3,53 0,51 5,89 49,98 65,07
SB 43,13° 9,37 1,35 21,73 26,99 58,37
RB 50,89 6,36 0,92 12,50 38,58 63,63
PB 46,28° 19,40 2,80 41,92 0,00 68,77
B 63,66 7,37 1,06 11,58 48,94 78,54
KB 61,60 8,32 1,20 13,51 46,88 76,13
GB 64,54 6,16 0,89 9,94 48,82 76,47
cas 4 hodiny, teplota 37°C
CA 65,03 9,13 1,32 14,03 49,03 86,58
SA 33,07° 8,20 1,18 24,79 22,10 51,43
RA 38,41° 13,60 1,96 35,40 0,00 54,56
PA 48,68° 8,18 1,18 16,81 36,10 67,50
TA 64,98 10,75 1,55 16,54 42,08 82,01
KA 62,53 7,85 1,13 12,56 46,74 85,38
GA 64,61 7,78 1,12 12,04 44,36 77,60
CB 58,08 5,81 0,84 10,00 44,16 69,96
SB 43,65° 9,61 1,28 22,02 23,32 59,21
RB 49,26 8,54 1,35 17,34 36,07 72,08
PB 48,23" 18,09 2,61 37,51 0,00 70,54
B 63,56 8,17 1,18 12,86 48,52 86,05
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KB 59,92 5,64 0,81 9,41 51,25 72,54
GB 61,65 7,08 1,02 11,48 47,98 76,38
cas 24 hodiny, teplota 5°C
CA 64,61 8,34 1,20 12,91 45,90 82,36
SA 26,42° 20,03 2,89 75,81 0,00 63,43
RA 34,21° 19,37 2,80 56,63 0,00 82,33
PA 45,97¢ 13,03 1,88 28,35 0,00 72,58
TA 63,43 9,58 1,38 15,10 49,24 86,75
KA 63,61 9,55 1,38 15,02 48,27 78,46
GA 62,69 11,51 1,54 18,37 46,30 99,15
CB 60,81 6,74 0,97 11,09 47,05 79,06
SB 37,88° 15,47 2,45 40,84 0,00 64,23
RB 49,44 8,84 1,28 17,87 24,23 63,94
PB 48,69 22,62 3,26 46,45 0,00 81,49
B 60,49 6,46 0,93 10,69 45,10 79,64
KB 63,44 6,19 0,89 9,76 51,08 78,16
GB 57,74 5,00 0,67 8,65 46,36 67,52
cas 48 hodin, teplota 5°C
CA 60,39 6,56 0,95 10,87 43,45 75,14
SA 22,72° 20,69 2,99 91,07 0,00 53,08
RA 21,51°¢ 17,80 2,57 82,72 0,00 50,67
PA 42,51° 15,92 2,13 37,46 0,00 64,22
TA 59,70 7,36 1,06 12,33 30,25 71,36
KA 53,54 7,36 1,06 13,74 32,18 68,79
GA 53,13 9,71 1,40 18,28 29,18 71,13
CB 57,76 10,68 1,54 18,48 44,89 91,61
SB 43.47" 14,30 2,26 32,90 0,00 79,89
RB 47,33 8,92 1,29 18,84 25,93 62,34
PB 41,61° 22,82 3,61 54,84 0,00 69,14
B 60,35 11,57 1,67 19,17 41,80 91,26
KB 54,66 8,12 1,17 14,85 38,64 77,96
GB 53,68 9,23 1,33 17,19 38,91 70,42
¢as 72 hodin, teplota 5°C
CA 61,85 7,66 1,09 12,39 46,45 74,87
SA 23,61° 19,42 2,80 82,27 0,00 53,45
RA 14,71¢ 17,09 2,47 116,19 0,00 63,07
PA 42,32° 15,46 2,23 36,53 0,00 80,91
TA 62,69 9,91 1,43 15,80 34,98 85,34
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KA 52,88 6,57 0,95 12,42 35,31 71,76
GA 51,04 8,38 1,21 16,42 29,15 74,53
CB 57,97 7,01 1,02 12,08 44,14 71,91
SB 44,57° 8,68 1,37 19,49 24,54 60,69
RB 46,31° 8,50 2,42 50,71 28,85 61,87
PB 41,55° 19,77 2,85 47,57 0,00 64,18
B 59,70 7,53 1,09 12,61 33,59 71,44
KB 58,25 5,33 0,77 9,15 48,98 77,19
GB 57,43 6,12 0,88 10,65 43,70 67,86
cas 168 hodin, teplota 5°C
CA 50,89 9,52 1,68 18,72 32,15 75,40
SA 25,99 16,82 2,97 64,70 0,00 46,30
RA 12,61 15,13 2,67 120,04 0,00 42,56
PA 22,40°¢ 14,63 2,59 65,33 0,00 46,48
TA 49,80 5,79 1,02 11,63 31,37 62,88
KA 39,62 5,95 1,05 15,02 28,27 51,94
GA 40,53 5,33 0,94 13,16 27,86 49,26
CB 49,24 7,64 1,35 15,52 23,19 71,64
SB 35,50 15,70 2,77 44,21 0,00 62,87
RB 26,97° 13,68 2,42 50,71 0,00 53,87
PB 35,11 43,31 7,66 123,37 0,00 250,31
B 48,29 7,17 1,27 14,85 31,96 62,70
KB 41,12 15,71 2,78 38,20 0,00 102,16
GB 44,26 7,20 1,27 16,28 25,87 56,41

C — kontrolna skupina (bez pridavku implementora);

S — kyselina salicylova; P — pyrokatechol; R —rezorcinol; T — trehaléza; K — kofein; G —
glutation;

A - koncentracie implementora 2 mg.ml™; B — koncentracia implementora 1 mg.ml™

Preukaznost’ rozdielov medzi kontrolnou skupinou a experimentalnymi skupinami:
A - p<0,05; B — p<0,01; C — p<0,001

X — priemer; sd — smerodajnd odchylka; se — Standardna chyba; cv — variaény
koeficient
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Tabulka &. 4.7: Krivodiarova rychlost spermii (um.s™) s pridanim jednotlivych implementorov
a v jednotlivych ¢asovych intervaloch

Skupina X sd se cv minimum maximum
¢as 0 hodin, teplota 37°C
CA 117,44 15,99 2,31 13,62 96,49 152,98
SA 68,52° 14,94 2,16 21,80 46,29 100,85
RA 86,73 14,58 2,10 16,81 68,20 121,74
PA 107,77 18,90 2,73 17,54 78,31 168,50
TA 117,69 28,69 4,14 24,38 83,86 199,35
KA 104,74 18,73 2,70 17,88 79,00 146,47
GA 103,75 13,73 1,98 13,23 78,49 131,98
CB 98,00 13,75 1,98 14,03 75,62 128,84
SB 82,23 7,91 1,14 9,62 70,51 112,29
RB 94,94 13,61 1,96 14,33 66,25 130,07
PB 102,42 10,82 1,56 10,57 75,25 121,13
B 95,38 10,97 1,58 11,51 77,18 120,28
KB 99,52 17,86 2,58 17,94 68,34 154,53
GB 106,16 23,31 3,37 21,96 70,00 165,96
¢as 1 hodina, teplota 37°C
CA 131,04 19,90 2,87 15,19 82,61 183,84
SA 74,06 11,90 1,72 16,07 44,96 97,36
RA 88,60 17,51 2,53 19,77 34,24 122,72
PA 93,53 13,18 1,90 14,09 62,06 118,02
TA 128,73 10,55 1,52 8,19 110,55 158,95
KA 119,74 11,82 1,71 9,87 93,32 149,29
GA 128,01 14,28 2,06 11,16 85,54 159,12
CB 119,72 16,66 2,40 13,92 83,68 154,06
SB 90,15 9,97 1,44 11,06 74,41 113,29
RB 107,42 13,96 2,02 13,00 81,38 140,13
PB 101,02* 29,04 4,19 28,75 0,00 140,51
B 130,41 24,27 3,50 18,61 57,49 173,91
KB 124,10 22,45 3,24 18,09 93,26 177,04
GB 131,24 15,42 2,23 11,75 102,57 158,51

¢as 2 hodiny, teplota 37°C

CA 121,44 19,19 2,77 15,80 80,60 161,55
SA 71,92° 11,10 1,60 15,43 50,36 98,68
RA 80,45° 29,70 4,29 36,92 0,00 135,08
PA 89,62° 13,37 1,93 14,92 51,85 115,71
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TA 130,92 17,62 2,54 13,46 104,89 178,81
KA 127,44 14,30 2,16 11,22 98,36 149,63
GA 130,07 13,62 1,97 10,47 104,63 153,26
CB 121,54 18,41 2,66 15,15 70,77 159,07
SB 87,50° 13,93 2,01 1591 61,44 114,09
RB 104,04 17,09 2,47 16,43 81,49 143,53
PB 99,09° 39,89 5,76 40,25 0,00 168,42
B 118,43 20,49 2,96 17,30 77,75 161,01
KB 121,20 17,29 2,50 14,27 92,04 187,52
GB 128,43 18,48 2,67 14,39 94,46 171,35
¢as 3 hodiny, teplota 37°C
CA 121,32 27,93 4,03 23,02 64,56 165,01
SA 67,70° 12,66 1,83 18,70 44,27 92,92
RA 70,28 25,16 3,63 35,81 0,00 105,22
PA 95,51¢ 21,33 3,08 22,33 59,07 145,64
TA 130,17 21,16 3,05 16,25 95,33 183,50
KA 130,65 21,20 3,06 16,22 96,82 171,34
GA 132,23 12,29 1,77 9,29 110,35 157,54
CB 109,07 9,90 1,43 9,08 83,65 125,81
SB 86,01° 21,17 3,06 24,62 56,81 151,10
RB 94,11 15,14 2,19 16,09 65,03 128,60
PB 88,03" 41,05 5,93 46,64 0,00 167,66
B 117,20 16,02 2,31 13,67 85,36 150,18
KB 113,22 15,74 2,27 13,90 85,97 143,38
GB 124,83 16,29 2,35 13,05 88,91 155,90
cas 4 hodiny, teplota 37°C
CA 119,93 24,49 3,54 20,42 83,79 185,05
SA 67,76 12,56 1,81 18,53 46,87 92,00
RA 73,89° 30,15 4,35 40,81 0,00 130,30
PA 90,65 18,49 2,67 20,39 67,25 146,98
TA 122,35° 24,96 3,60 20,40 75,91 166,89
KA 123,44 24,27 3,50 19,66 90,50 206,03
GA 126,91 17,81 2,57 14,04 82,27 154,05
CB 109,41 15,28 2,20 13,96 72,08 154,83
SB 88,38 16,07 2,15 18,19 55,81 129,34
RB 96,47 25,16 3,98 26,08 72,00 154,52
PB 92,51 39,84 5,75 43,07 0,00 168,17
B 119,21 22,51 3,25 18,88 81,01 172,64
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KB 114,29 16,61 2,40 14,53 90,37 157,82
GB 118,89 16,96 2,45 14,27 80,34 166,72
¢as 24 hodin, teplota 5°C
CA 127,37 18,85 2,72 14,80 80,88 168,11
SA 43,44° 33,18 4,79 76,37 0,00 103,69
RA 58,37 35,62 5,14 61,02 0,00 142,91
PA 76,88° 26,20 3,78 34,08 0,00 131,08
TA 124,24 26,15 3,77 21,04 86,92 183,19
KA 117,37 21,92 3,16 18,68 85,20 158,52
GA 124,64 27,09 3,62 21,74 89,24 209,90
CB 118,66 17,21 2,48 14,51 80,23 174,97
SB 65,82° 26,18 4,14 39,77 0,00 103,91
RB 90,41 20,67 2,98 22,86 34,19 134,85
PB 94,11* 47,60 6,87 50,58 0,00 168,42
B 116,70 17,19 2,48 14,73 82,33 161,11
KB 116,53 15,29 2,21 13,12 90,94 152,51
GB 111,25 13,67 1,83 12,29 85,91 147,51
cas 48 hodin, teplota 5°C
CA 123,84 14,20 2,05 11,47 92,98 151,45
SA 37,64° 35,41 511 94,08 0,00 92,11
RA 29,81°¢ 25,82 3,73 86,63 0,00 80,94
PA 69,73 29,39 3,93 42,15 0,00 120,61
TA 117,55 18,15 2,62 15,44 54,81 147,74
KA 100,97 15,87 2,29 15,72 52,81 144,32
GA 102,68 20,86 3,01 20,31 50,91 149,02
CB 115,33 27,70 4,00 24,02 77,22 189,21
SB 73,46° 27,87 4,41 37,93 0,00 125,30
RB 85,81° 17,84 2,58 20,79 39,60 116,78
PB 76,67° 41,53 6,57 54,17 0,00 130,55
B 120,98 25,86 3,73 21,38 82,61 188,06
KB 104,02 16,98 2,45 16,33 71,44 159,91
GB 106,70 20,28 2,93 19,01 68,42 147,24
¢as 72 hodin, teplota 5°C
CA 126,91 14,71 2,10 11,59 95,23 157,58
SA 40,54 34,27 4,95 84,53 0,00 88,31
RA 20,61 24,59 3,55 119,28 0,00 76,85
PA 71,58 26,01 3,75 36,34 0,00 117,65
TA 126,34 22,04 3,18 17,44 71,58 179,17
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KA 102,91* 15,54 2,24 15,10 62,57 138,70
GA 104,17* 24,02 3,47 23,06 54,72 172,29
CB 116,13 18,11 2,64 15,59 88,10 153,82
SB 78,91 20,58 3,25 26,08 33,44 118,83
RB 86,05° 19,49 4,71 59,50 43,53 117,57
PB 77,34 37,58 5,42 48,60 0,00 119,56
B 120,48 19,58 2,83 16,25 52,79 160,58
KB 116,59 13,22 191 11,34 90,31 157,18
GB 118,51 16,34 2,36 13,79 77,13 154,15
cas 168 hodin, teplota 5°C
CA 93,56 23,22 4,10 24,81 39,25 135,40
SA 48,15 33,87 5,99 70,35 0,00 95,99
RA 24,12 30,22 5,34 125,33 0,00 81,35
PA 36,51 29,03 5,13 79,52 0,00 90,65
TA 93,32 12,09 2,14 12,96 57,65 118,07
KA 73,40 17,61 3,11 24,00 36,58 105,98
GA 75,15 12,59 2.23 16,76 51,56 91,99
CB 90,77 15,94 2,82 17,56 39,70 123,77
SB 66,47 31,08 5,49 46,75 0,00 119,90
RB 44,74 26,62 4,71 59,50 0,00 101,36
PB 55,00 52,55 9,29 95,55 0,00 277,19
B 90,32 16,36 2,89 18,11 50,53 125,08
KB 75,63 28,14 4,97 37,21 0,00 173,13
GB 82,09 14,51 2,56 17,67 42,27 102,15

C - kontrolna skupina (bez pridavku implementora);

S — kyselina salicylova; P — pyrokatechol; R —rezorcinol; T — trehaléza; K — kofein; G —
glutation;

A — koncentracie implementora 2 mg.ml™; B — koncentracia implementora 1 mg.ml*

Preukaznost’ rozdielov medzi kontrolnou skupinou a experimentalnymi skupinami:
A - p<0,05; B - p<0,01; C - p<0,001

X — priemer; sd — smerodajnda odchylka; se — Standardna chyba; cv - variaény
koeficient
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Tabulka

w

C.

4.8: Priama drahova rychlost spermii (um.s™) s pridanim jednotlivych
implementorov a v jednotlivych €asovych intervaloch

Skupina X sd se cv minimum maximum
¢as 0 hodin, teplota 37°C
CA 50,43 7,01 1,01 13,89 39,57 62,36
SA 29,05 5,50 0,79 18,92 20,70 40,56
RA 37,39° 6,33 0,91 16,92 26,98 56,45
PA 38,75° 5,85 0,84 15,09 29,76 51,54
TA 49,97 16,49 2,38 33,00 31,75 97,98
KA 44,43 8,87 1,28 19,97 26,24 72,05
GA 46,65 10,58 1,53 22,69 30,93 66,62
CB 45,26 7,01 1,01 15,49 28,16 58,83
SB 37,25 5,50 0,79 14,77 27,81 47,91
RB 42,56 5,10 0,74 11,99 31,18 53,12
PB 41,85° 5,33 0,77 12,75 28,24 54,90
B 41,83 4,31 0,62 10,30 32,30 54,12
KB 43,94 7,74 1,12 17,62 33,66 66,67
GB 49,95 12,96 1,87 25,94 32,87 81,29
¢as 1 hodina, teplota 37°C
CA 52,20 7,39 1,07 14,17 37,12 69,91
SA 26,64° 5,34 0,77 20,05 11,99 40,09
RA 37,01° 6,00 0,87 16,20 17,39 48,58
PA 34,20° 4,32 0,62 12,62 17,30 42,17
TA 48,78 6,41 0,93 13,14 36,25 65,36
KA 44,78° 4,86 0,70 10,85 35,29 55,90
GA 49,78 5,36 0,77 10,77 39,96 63,20
CB 48,86 5,85 0,84 11,97 34,70 61,14
SB 37,41° 5,84 0,84 15,61 29,84 53,98
RB 44,42 4,76 0,69 10,71 35,34 55,65
PB 39,32° 10,33 1,49 26,27 0,00 52,88
B 49,90 5,54 0,80 11,09 26,53 58,13
KB 49,42 7,65 1,10 15,48 37,55 69,36
GB 48,23 4,67 0,67 9,68 36,70 57,82
¢as 2 hodiny, teplota 37°C
CA 49,48 5,64 0,81 11,39 37,65 64,19
SA 26,28 5,61 0,81 21,35 16,11 37,75
RA 32,33° 10,88 1,57 33,66 0,00 49,68
PA 34,43° 4,20 0,61 12,20 22,71 43,10
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TA 47,95 4,56 0,66 9,52 41,36 58,99
KA 44,92 3,42 0,52 7,61 37,11 53,64
GA 46,08 4,13 0,60 8,95 34,57 54,13
CB 48,71 4,79 0,69 9,83 36,52 59,43
SB 34,27¢ 6,72 0,97 19,60 24,71 50,99
RB 44,52 3,94 0,57 8,84 38,18 53,95
PB 38,19 12,61 1,82 33,01 0,00 54,92
B 46,90 5,73 0,83 12,21 33,29 57,80
KB 49,78 6,29 0,91 12,63 34,74 62,13
GB 48,25 5,20 0,75 10,79 39,50 65,85
¢as 3 hodiny, teplota 37°C
CA 46,86 8,85 1,28 18,88 27,94 67,70
SA 23,56 5,83 0,84 24,76 13,79 34,66
RA 27,57° 9,44 1,36 34,22 0,00 56,43
PA 35,42° 5,19 0,75 14,65 25,43 46,94
TA 50,54 5,84 0,84 11,56 37,43 63,03
KA 46,23 4,81 0,69 10,41 36,29 62,64
GA 47,74 3,27 0,47 6,84 41,97 54,90
CB 46,16 3,63 0,52 7,86 38,87 55,26
SB 30,67° 6,78 0,98 22,11 19,71 45,63
RB 40,13 4,30 0,62 10,71 30,89 49,65
PB 34,51° 14,01 2,02 40,59 0,00 53,04
B 48,95 4,69 0,68 9,58 38,91 57,74
KB 46,67 8,33 1,20 17,85 34,73 66,84
GB 46,72 3,79 0,55 8,10 38,29 54,54
cas 4 hodiny, teplota 5°C
CA 49,35 6,21 0,90 12,59 37,08 62,70
SA 21,82° 6,33 0,91 29,01 10,54 34,59
RA 27,83° 9,38 1,35 33,70 0,00 37,37
PA 34,04° 5,70 0,82 16,73 24,96 47,85
TA 49,25 8,78 1,27 17,84 31,20 67,51
KA 45,33 5,12 0,74 11,29 29,64 60,95
GA 46,77 6,93 1,00 14,82 32,90 63,33
CB 44,80 5,26 0,76 11,74 33,08 59,58
SB 31,42° 7,73 1,03 24,61 14,75 47,19
RB 39,07 6,62 1,05 19,94 29,60 60,18
PB 36,31° 13,32 1,92 36,68 0,00 55,04
B 49,10 5,67 0,82 11,55 35,52 64,52
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KB 46,44 5,92 0,85 12,75 36,91 58,44
GB 45,84 3,80 0,55 8,29 34,57 53,96
¢as 24 hodin, teplota 5°C
CA 45,53 5,58 0,81 12,82 30,28 58,40
SA 17,99¢ 13,25 1,91 73,65 0,00 48,06
RA 21,98 12,63 1,82 57,47 0,00 63,72
PA 28,26° 8,06 1,16 28,52 0,00 43,19
TA 40,82 5,00 0,72 12,26 30,63 50,80
KA 39,71 3,70 0,53 9,31 31,99 48,07
GA 38,68 5,02 0,67 12,97 23,79 55,05
CB 42,20 4,29 0,62 10,16 31,77 50,30
SB 25,81° 11,35 1,80 43,99 0,00 54,15
RB 33,01° 5,53 0,80 16,75 17,09 44,72
PB 32,11° 13,90 2,01 43,43 0,00 49,70
B 40,05 4,02 0,58 10,04 27,96 48,05
KB 40,22 5,17 0,75 12,86 29,85 49,72
GB 37,21 2,71 0,36 7,27 29,76 44,30
cas 48 hodin, teplota 5°C
CA 38,55 3,37 0,49 8,75 32,55 45,15
SA 15,02°¢ 13,39 1,93 89,16 0,00 36,00
RA 15,41° 12,79 1,85 82,99 0,00 47,85
PA 27,02° 9,67 1,29 35,80 0,00 46,48
TA 37,08 4,26 0,61 11,49 22,65 47,91
KA 35,48 4,73 0,68 13,33 22,08 45,68
GA 33,81 5,17 0,75 15,28 22,04 42,60
CB 38,01 5,45 0,79 14,35 28,02 54,97
SB 26,34° 7,89 1,25 29,97 0,00 43,96
RB 30,29 5,77 0,83 19,06 17,83 39,99
PB 25,66° 13,82 2,19 53,86 0,00 42,96
B 38,58 6,46 0,93 16,75 25,40 50,84
KB 36,53 4,79 0,69 13,13 29,08 56,48
GB 34,93 5,22 0,75 14,95 25,61 46,85
¢as 72 hodin, teplota 5°C
CA 39,04 4,25 0,61 10,89 31,12 48,25
SA 15,77° 13,22 0,79 17,10 0,00 38,90
RA 10,37¢ 11,41 1,65 110,11 0,00 29,38
PA 26,87 7,98 1,15 29,69 0,00 40,57
TA 37,83 6,32 0,91 16,70 17,84 48,54
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KA 35,53 3,01 0,43 8,48 27,28 43,89
GA 32,04 4,29 0,62 13,39 20,26 41,68
CB 37,06 3,58 0,52 9,66 29,66 48,98
SB 29,10 4,97 191 83,81 17,83 40,68
RB 28,77° 5,95 1,92 51,90 14,96 42,40
PB 26,80° 12,70 1,83 47,38 0,00 41,02
B 38,68 4,31 0,62 11,13 24,04 44,76
KB 39,72 4,35 0,63 10,94 30,13 52,12
GB 36,10 3,57 0,52 9,90 26,01 42,31
cas 168 hodin, teplota 5°C
CA 30,46 6,03 1,07 19,80 14,54 42,14
SA 18,30 11,65 2,06 63,65 0,00 34,04
RA 10,46° 12,78 2,26 122,19 0,00 39,46
PA 17,48 10,88 1,92 62,25 0,00 28,04
TA 32,24 3,68 0,65 11,43 21,96 40,73
KA 26,75 5,43 0,96 20,31 14,47 37,70
GA 27,45 3,48 0,62 12,68 17,06 33,44
CB 31,41 4,37 0,77 13,90 16,26 44,04
SB 23,01 10,95 1,94 47,58 0,00 47,53
RB 20,87 10,83 1,92 51,90 0,00 45,00
PB 26,68 40,95 7,24 153,47 0,00 239,84
B 32,31 5,57 0,98 17,23 16,13 44,46
KB 27,54 9,77 1,73 35,47 0,00 61,41
GB 28,46 4,47 0,79 15,70 19,13 38,32

C - kontrolna skupina (bez pridavku implementora);
S — kyselina salicylova; P — pyrokatechol; R —rezorcinol; T — trehaléza; K — kofein; G -

glutation;

A - koncentracie implementora 2 mg.ml™; B — koncentracia implementora 1 mg.ml*

Preukaznost’ rozdielov medzi kontrolnou skupinou a experimentalnymi skupinami:
A - p<0,05; B — p<0,01; C - p<0,001

X — priemer; sd — smerodajnd odchylka; se — Standardna chyba; cv — variaény

koeficient
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Tabulka €. 4.9: Priamost pohybu spermii s pridanim jednotlivych implementorov a v
jednotlivych ¢asovych intervaloch

Skupina X sd se cv minimum maximum
¢as 0 hodin, teplota 37°C
CA 0,75 0,04 0,01 5,99 0,66 0,85
SA 0,73 0,03 0,00 4,56 0,65 0,82
RA 0,77 0,04 0,01 5,44 0,69 0,88
PA 0,67 0,05 0,01 7,30 0,53 0,77
TA 0,74 0,06 0,01 7,45 0,67 0,89
KA 0,71 0,07 0,01 9,52 0,44 0,85
GA 0,76 0,07 0,01 8,62 0,566 0,87
CB 0,77 0,07 0,01 9,08 0,64 0,89
SB 0,77 0,06 0,01 7,80 0,64 0,89
RB 0,79 0,04 0,01 5,59 0,69 0,87
PB 0,73 0,05 0,01 6,47 0,65 0,85
B 0,74 0,04 0,01 5,38 0,67 0,83
KB 0,73 0,05 0,01 7,08 0,66 0,85
GB 0,78 0,06 0,01 7,49 0,68 0,90
¢as 1 hodina, teplota 37°C
CA 0,74 0,07 0,01 9,87 0,63 0,90
SA 0,67 0,06 0,01 9,19 0,36 0,80
RA 0,76 0,08 0,01 10,54 0,57 0,96
PA 0,68" 0,04 0,01 6,23 0,54 0,79
TA 0,72 0,06 0,01 8,82 0,64 0,87
KA 0,70 0,05 0,01 7,25 0,60 0,80
GA 0,73 0,06 0,01 7,94 0,62 0,86
CB 0,75 0,07 0,01 8,67 0,64 0,89
SB 0,75 0,04 0,01 5,81 0,65 0,85
RB 0,77 0,04 0,01 5,80 0,67 0,85
PB 0,71 0,12 0,02 17,35 0,00 0,93
B 0,72 0,07 0,01 9,69 0,56 0,89
KB 0,74 0,06 0,01 8,13 0,63 0,87
GB 0,71 0,05 0,01 7,29 0,64 0,88
¢as 2 hodiny, teplota 37°C
CA 0,75 0,07 0,01 9,79 0,63 0,91
SA 0,67 0,04 0,01 5,65 0,59 0,77
RA 0,69 0,19 0,03 26,90 0,00 0,91
PA 0,69 0,03 0,00 4,17 0,62 0,75
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TA 0,71 0,03 0,00 4,22 0,62 0,77
KA 0,68 0,05 0,01 6,71 0,60 0,80
GA 0,70 0,04 0,01 6,28 0,63 0,79
CB 0,76 0,06 0,01 7,30 0,66 0,89
SB 0,72 0,05 0,01 6,52 0,62 0,82
RB 0,79 0,04 0,01 5,42 0,70 0,87
PB 0,69 0,19 0,03 27,27 0,00 0,96
B 0,74 0,06 0,01 8,73 0,64 0,89
KB 0,75 0,06 0,01 8,43 0,63 0,91
GB 0,72 0,05 0,01 7,19 0,60 0,82
¢as 3 hodiny, teplota 37°C
CA 0,74 0,06 0,01 8,12 0,64 0,84
SA 0,67 0,04 0,01 6,13 0,57 0,79
RA 0,68 0,19 0,03 28,19 0,00 0,98
PA 0,69 0,03 0,00 4,70 0,63 0,75
TA 0,74 0,05 0,01 6,16 0,67 0,82
KA 0,70 0,06 0,01 8,14 0,59 0,85
GA 0,71 0,06 0,01 8,31 0,60 0,82
CB 0,77 0,06 0,01 7,64 0,65 0,89
SB 0,71 0,05 0,01 7,26 0,58 0,81
RB 0,79 0,04 0,01 4,61 0,73 0,88
PB 0,65° 0,26 0,04 39,10 0,00 0,96
B 0,77 0,05 0,01 6,68 0,67 0,87
KB 0,75 0,07 0,01 9,06 0,65 0,88
GB 0,72 0,06 0,01 8,73 0,63 0,85
cas 4 hodiny, teplota 37°C
CA 0,76 0,06 0,01 7,85 0,68 0,91
SA 0,65 0,05 0,01 8,39 0,46 0,76
RA 0,68 0,19 0,03 27,44 0,00 0,88
PA 0,70 0,03 0,00 4,69 0,61 0,78
TA 0,75 0,05 0,01 6,04 0,68 0,84
KA 0,72 0,07 0,01 9,42 0,62 0,85
GA 0,72 0,05 0,01 7,00 0,62 0,83
CB 0,77 0,05 0,01 7,11 0,67 0,88
SB 0,71 0,04 0,01 6,27 0,59 0,80
RB 0,79 0,04 0,01 5,14 0,68 0,87
PB 0,69 0,22 0,03 31,51 0,00 0,94
B 0,77 0,05 0,01 6,94 0,67 0,87
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KB 0,77 0,06 0,01 7,53 0,69 0,87
GB 0,74 0,07 0,01 9,06 0,62 0,88
¢as 24 hodin, teplota 5°C
CA 0,67 0,05 0,01 7,29 0,59 0,78
SA 0,49° 0,34 0,05 69,30 0,00 0,90
RA 0,54 0,26 0,04 48,13 0,00 0,92
PA 0,60 0,12 0,02 19,19 0,00 0,76
TA 0,64 0,07 0,01 10,36 0,48 0,77
KA 0,63 0,10 0,01 15,60 0,43 0,81
GA 0,62 0,07 0,01 11,54 0,40 0,75
CB 0,69 0,06 0,01 8,12 0,57 0,82
SB 0,61 0,22 0,04 36,66 0,00 0,84
RB 0,67 0,06 0,01 9,03 0,54 0,81
PB 0,58 0,24 0,03 40,58 0,00 0,96
B 0,66 0,07 0,01 10,48 0,53 0,82
KB 0,63 0,10 0,01 15,55 0,47 0,84
GB 0,64 0,05 0,01 8,07 0,51 0,77
cas 48 hodin, teplota 5°C
CA 0,64 0,05 0,01 8,12 0,53 0,75
SA 0,41° 0,35 0,05 84,77 0,00 0,89
RA 0,47% 0,37 0,05 78,62 0,00 0,97
PA 0,61 0,16 0,02 26,79 0,00 0,82
TA 0,62 0,06 0,01 9,29 0,52 0,81
KA 0,66 0,06 0,01 9,24 0,52 0,78
GA 0,64 0,06 0,01 10,13 0,52 0,76
CB 0,66 0,05 0,01 7,73 0,55 0,76
SB 0,59 0,17 0,03 28,83 0,00 0,78
RB 0,64 0,08 0,01 12,32 0,48 0,91
PB 0,49 0,25 0,04 51,28 0,00 0,75
B 0,64 0,07 0,01 11,57 0,40 0,79
KB 0,67 0,07 0,01 10,34 0,47 0,82
GB 0,65 0,05 0,01 6,96 0,54 0,75
¢as 72 hodin, teplota 5°C
CA 0,63 0,05 0,01 7,96 0,53 0,75
SA 0,42° 0,34 0,05 81,54 0,00 0,99
RA 0,36° 0,40 0,06 110,94 0,00 0,98
PA 0,62 0,16 0,02 26,05 0,00 0,87
TA 0,60 0,07 0,01 11,60 0,32 0,76
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KA 0,67 0,06 0,01 9,05 0,50 0,77
GA 0,63 0,06 0,01 10,14 0,48 0,76
CB 0,64 0,08 0,01 12,92 0,46 0,79
SB 0,66 0,09 0,01 14,26 0,33 0,86
RB 0,62 0,09 0,05 46,20 0,41 0,87
PB 0,54 0,25 0,04 45,91 0,00 0,75
B 0,65 0,06 0,01 9,97 0,54 0,80
KB 0,68 0,06 0,01 9,30 0,53 0,79
GB 0,63 0,05 0,01 8,18 0,49 0,76
cas 168 hodin, teplota 5°C
CA 0,60 0,07 0,01 10,98 0,42 0,69
SA 0,53 0,33 0,06 61,31 0,00 0,96
RA 0,36 0,42 0,07 116,23 0,00 0,97
PA 0,60 0,37 0,07 61,24 0,00 0,99
TA 0,65 0,05 0,01 8,10 0,49 0,79
KA 0,67 0,08 0,01 12,64 0,49 0,92
GA 0,67 0,05 0,01 8,07 0,55 0,81
CB 0,64 0,04 0,01 6,06 0,55 0,70
SB 0,56 0,23 0,04 41,75 0,00 0,95
RB 0,65 0,30 0,05 46,20 0,00 0,98
PB 0,56 0,31 0,06 56,08 0,00 0,95
B 0,66 0,06 0,01 9,06 0,50 0,74
KB 0,65 0,13 0,02 20,44 0,00 0,82
GB 0,64 0,05 0,01 7,19 0,52 0,74

C - kontrolna skupina (bez pridavku implementora);

S — kyselina salicylova; P — pyrokatechol; R —rezorcinol; T — trehaléza; K — kofein; G —
glutation;

A — koncentracie implementora 2 mg.ml™; B — koncentracia implementora 1 mg.ml*

Preukaznost’ rozdielov medzi kontrolnou skupinou a experimentalnymi skupinami:
A - p<0,05; B - p<0,01; C - p<0,001

X — priemer; sd — smerodajnda odchylka; se — Standardna chyba; cv - variaény
koeficient
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Tabulka €. 4.10: Priamociarost’ krivoCiarovej drahy pohybu spermii s pridanim jednotlivych
implementorov a v jednotlivych ¢asovych intervaloch

Skupina X sd se cv minimum maximum
¢as 0 hodin, teplota 37°C
CA 0,43 0,06 0,01 12,92 0,35 0,59
SA 0,42 0,04 0,01 9,79 0,33 0,52
RA 0,43 0,04 0,01 9,66 0,34 0,52
PA 0,36° 0,03 0,00 9,53 0,27 0,45
TA 0,41 0,04 0,01 9,48 0,35 0,52
KA 0,42 0,07 0,01 17,60 0,26 0,60
GA 0,44 0,07 0,01 14,96 0,34 0,61
CB 0,46 0,09 0,01 20,03 0,33 0,68
SB 0,45 0,06 0,01 12,61 0,32 0,57
RB 0,45 0,03 0,00 7,21 0,39 0,51
PB 0,40" 0,05 0,01 11,64 0,32 0,54
B 0,44 0,05 0,01 11,91 0,34 0,55
KB 0,44 0,09 0,01 20,18 0,35 0,67
GB 0,47 0,07 0,01 14,14 0,38 0,63
¢as 1 hodina, teplota 37°C
CA 0,40 0,07 0,01 17,27 0,29 0,57
SA 0,36 0,05 0,01 13,88 0,17 0,48
RA 0,42 0,09 0,01 20,37 0,32 0,71
PA 0,36 0,04 0,01 10,21 0,26 0,51
TA 0,38 0,05 0,01 13,56 0,31 0,52
KA 0,37 0,04 0,01 11,33 0,30 0,47
GA 0,39 0,05 0,01 12,61 0,32 0,58
CB 0,41 0,07 0,01 16,72 0,33 0,59
SB 0,41 0,03 0,00 8,36 0,34 0,49
RB 0,41 0,03 0,00 8,11 0,33 0,48
PB 0,39 0,10 0,01 24,82 0,00 0,76
B 0,39 0,07 0,01 18,52 0,28 0,59
KB 0,40 0,06 0,01 14,84 0,29 0,54
GB 0,37 0,04 0,01 9,88 0,31 0,52
¢as 2 hodiny, teplota 37°C
CA 0,41 0,07 0,01 16,89 0,31 0,60
SA 0,36 0,04 0,01 12,50 0,25 0,45
RA 0,38 0,12 0,02 32,29 0,00 0,75
PA 0,38 0,02 0,00 5,95 0,32 0,43
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TA 0,36 0,03 0,00 7,07 0,30 0,41
KA 0,35 0,04 0,01 11,28 0,29 0,45
GA 0,35 0,03 0,01 9,92 0,30 0,44
CB 0,40 0,05 0,01 13,10 0,34 0,52
SB 0,39 0,04 0,01 9,70 0,30 0,48
RB 0,43 0,04 0,01 9,76 0,34 0,51
PB 0,38 0,14 0,02 37,16 0,00 0,99
B 0,40 0,05 0,01 12,58 0,32 0,50
KB 0,41 0,04 0,01 10,96 0,33 0,56
GB 0,37 0,04 0,01 11,51 0,30 0,46
¢as 3 hodiny, teplota 37°C
CA 0,39 0,04 0,01 11,51 0,31 0,46
SA 0,34 0,05 0,01 14,60 0,24 0,46
RA 0,38 0,15 0,02 38,45 0,00 0,84
PA 0,37 0,03 0,00 9,29 0,30 0,44
TA 0,39 0,04 0,01 10,68 0,31 0,48
KA 0,35 0,05 0,01 13,73 0,27 0,47
GA 0,36 0,04 0,01 11,67 0,28 0,44
CB 0,42 0,05 0,01 12,49 0,33 0,57
SB 0,36 0,06 0,01 16,18 0,16 0,44
RB 0,43 0,05 0,01 12,03 0,32 0,54
PB 0,35" 0,15 0,02 41,75 0,00 0,59
B 0,42 0,04 0,01 8,88 0,35 0,48
KB 0,41 0,05 0,01 12,92 0,31 0,53
GB 0,37 0,05 0,01 13,61 0,29 0,50
cas 4 hodiny, teplota 37°C
CA 0,42 0,07 0,01 16,01 0,31 0,62
SA 0,32° 0,07 0,01 21,27 0,15 0,43
RA 0,37 0,13 0,02 35,50 0,00 0,72
PA 0,37 0,03 0,00 7,77 0,31 0,44
TA 0,40 0,03 0,00 8,49 0,33 0,48
KA 0,37 0,05 0,01 13,52 0,29 0,47
GA 0,37 0,04 0,01 10,89 0,30 0,49
CB 0,41 0,04 0,01 9,56 0,32 0,50
SB 0,35 0,06 0,01 16,54 0,22 0,43
RB 0,41 0,08 0,01 19,13 0,27 0,57
PB 0,37 0,14 0,02 36,80 0,00 0,74
B 0,41 0,06 0,01 13,99 0,32 0,55
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KB 0,40 0,05 0,01 12,48 0,28 0,50
GB 0,39 0,06 0,01 14,33 0,28 0,51
¢as 24 hodin, teplota 5°C
CA 0,34 0,03 0,00 8,03 0,27 0,38
SA 0,31 0,23 0,03 74,12 0,00 0,71
RA 0,33 0,18 0,03 54,65 0,00 0,84
PA 0,37 0,10 0,01 27,44 0,00 0,62
TA 0,33 0,05 0,01 14,28 0,22 0,48
KA 0,34 0,06 0,00 18,35 0,23 0,46
GA 0,31 0,04 0,01 12,80 0,18 0,36
CB 0,35 0,04 0,01 12,19 0,25 0,42
SB 0,35 0,14 0,02 39,36 0,00 0,56
RB 0,37 0,07 0,01 17,84 0,23 0,56
PB 0,31 0,14 0,02 44,68 0,00 0,62
B 0,34 0,05 0,01 13,73 0,24 0,46
KB 0,34 0,06 0,01 17,14 0,25 0,48
GB 0,33 0,03 0,00 10,35 0,22 0,41
cas 48 hodin, teplota 5°C
CA 0,31 0,02 0,00 7,76 0,26 0,35
SA 0,26 0,22 0,03 87,59 0,00 0,64
RA 0,36 0,31 0,04 85,29 0,00 0,95
PA 0,38 0,13 0,02 35,00 0,00 0,67
TA 0,32 0,05 0,01 16,17 0,23 0,56
KA 0,35 0,03 0,00 9,63 0,27 0,41
GA 0,33 0,05 0,01 14,03 0,23 0,47
CB 0,33 0,04 0,01 11,41 0,23 0,43
SB 0,36 0,12 0,02 34,33 0,00 0,57
RB 0,36 0,08 0,01 22,66 0,24 0,71
PB 0,26 0,14 0,02 51,31 0,00 0,38
B 0,32 0,04 0,01 12,58 0,17 0,42
KB 0,35 0,04 0,01 11,09 0,23 0,43
GB 0,33 0,03 0,00 9,36 0,27 0,39
¢as 72 hodin, teplota 5°C
CA 0,30 0,02 0,00 7,54 0,26 0,36
SA 0,26 0,23 0,03 91,35 0,00 0,90
RA 0,28 0,33 0,05 120,01 0,00 0,99
PA 0,37 0,12 0,02 32,89 0,00 0,71
TA 0,30 0,04 0,01 14,28 0,12 0,37
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KA 0,35 0,04 0,01 12,16 0,26 0,44
GA 0,31 0,05 0,01 15,50 0,22 0,43
CB 0,32 0,05 0,01 14,46 0,22 0,40
SB 0,38 0,09 0,01 23,12 0,17 0,62
RB 0,34 0,08 0,05 58,86 0,21 0,65
PB 0,29 0,14 0,02 47,05 0,00 0,44
B 0,32 0,04 0,01 13,06 0,23 0,45
KB 0,34 0,03 0,00 10,08 0,26 0,44
GB 0,30 0,03 0,00 10,68 0,22 0,39
cas 168 hodin, teplota 5°C
CA 0,33 0,04 0,01 12,01 0,25 0,43
SA 0,31 0,24 0,04 76,49 0,00 0,97
RA 0,21 0,27 0,05 128,10 0,00 0,85
PA 0,43 0,33 0,06 76,25 0,00 0,99
TA 0,34 0,04 0,01 11,43 0,27 0,47
KA 0,37 0,08 0,01 22,19 0,28 0,72
GA 0,37 0,05 0,01 13,38 0,28 0,54
CB 0,34 0,04 0,01 10,35 0,28 0,43
SB 0,31 0,17 0,03 54,91 0,00 0,98
RB 0,43 0,25 0,05 58,86 0,00 0,83
PB 0,35 0,23 0,04 64,64 0,00 0,86
B 0,36 0,05 0,01 14,26 0,24 0,49
KB 0,35 0,08 0,01 22,92 0,00 0,51
GB 0,35 0,04 0,01 11,49 0,27 0,45

C — kontrolna skupina (bez pridavku implementora);

S — kyselina salicylova; P — pyrokatechol; R —rezorcinol; T — trehaléza; K — kofein; G —
glutation;

A - koncentracie implementora 2 mg.ml™; B — koncentracia implementora 1 mg.ml™

Preukaznost’ rozdielov medzi kontrolnou skupinou a experimentalnymi skupinami:
A - p<0,05; B - p<0,01; C - p<0,001

X — priemer; sd — smerodajna odchylka; se — Standardna chyba; cv — variaény
koeficient
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Tabulka €. 4.11: Kmitanie aktualnej drahy okolo priemernej drahy spermii s pridanim

jednotlivych implementorov a v jednotlivych ¢asovych intervaloch

Skupina X sd se cv minimum maximum
¢as 0 hodin, teplota 37°C
CA 0,57 0,04 0,01 7,38 0,52 0,69
SA 0,57 0,04 0,01 6,55 0,47 0,69
RA 0,55 0,04 0,01 7,10 0,47 0,62
PA 0,53 0,03 0,00 4,92 0,42 0,59
TA 0,55 0,02 0,00 3,28 0,52 0,61
KA 0,59 0,06 0,01 10,03 0,51 0,74
GA 0,58 0,04 0,01 7,23 0,51 0,71
CB 0,59 0,07 0,01 11,52 0,51 0,78
SB 0,58 0,04 0,01 6,50 0,50 0,65
RB 0,56 0,04 0,01 6,79 0,49 0,64
PB 0,55 0,03 0,00 5,52 0,49 0,63
B 0,58 0,04 0,01 6,84 0,50 0,67
KB 0,60 0,08 0,01 12,56 0,53 0,79
GB 0,60 0,05 0,01 7,70 0,54 0,72
¢as 1 hodina, teplota 37°C
CA 0,53 0,04 0,01 8,19 0,40 0,65
SA 0,53 0,04 0,01 8,00 0,40 0,59
RA 0,55 0,06 0,01 11,42 0,45 0,75
PA 0,53 0,04 0,01 6,79 0,47 0,65
TA 0,52 0,02 0,00 4,76 0,48 0,60
KA 0,53 0,03 0,00 5,24 0,48 0,60
GA 0,53 0,03 0,00 5,76 0,48 0,67
CB 0,54 0,05 0,01 8,58 0,46 0,67
SB 0,54 0,03 0,00 5,53 0,47 0,60
RB 0,53 0,03 0,00 5,76 0,46 0,58
PB 0,53 0,10 0,01 19,22 0,00 0,91
B 0,54 0,05 0,01 90,2 0,48 0,67
KB 0,54 0,05 0,01 9,90 0,36 0,65
GB 0,51 0,03 0,00 5,42 0,44 0,59
¢as 2 hodiny, teplota 37°C
CA 0,54 0,04 0,01 7,43 0,47 0,66
SA 0,53 0,05 0,01 8,85 0,37 0,61
RA 0,51 0,15 0,02 29,68 0,00 0,81
PA 0,55 0,03 0,00 5,60 0,49 0,61
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TA 0,51 0,02 0,00 4,05 0,47 0,56
KA 0,52 0,03 0,00 5,30 0,44 0,57
GA 0,50 0,02 0,00 4,74 0,46 0,55
CB 0,53 0,03 0,00 6,31 0,47 0,62
SB 0,53 0,03 0,00 5,18 0,45 0,60
RB 0,54 0,04 0,01 7,61 0,45 0,61
PB 0,50 0,16 0,02 21,11 0,00 1,02
B 0,54 0,02 0,00 4,45 0,49 0,58
KB 0,54 0,03 0,00 5,27 0,47 0,62
GB 0,52 0,02 0,00 4,82 0,46 0,57
¢as 3 hodiny, teplota 37°C
CA 0,52 0,03 0,00 5,07 0,46 0,57
SA 0,51 0,05 0,01 10,37 0,36 0,60
RA 0,52 0,16 0,02 31,58 0,00 0,85
PA 0,54 0,04 0,01 8,29 0,46 0,61
TA 0,52 0,03 0,00 5,58 0,47 0,58
KA 0,50 0,04 0,01 8,73 0,40 0,59
GA 0,51 0,02 0,00 4,24 0,47 0,55
CB 0,55 0,03 0,00 5,78 0,50 0,65
SB 0,50 0,07 0,01 13,20 0,27 0,58
RB 0,54 0,05 0,01 9,15 0,43 0,62
PB 0,47% 0,19 0,03 39,89 0,00 0,61
B 0,54 0,02 0,00 4,18 0,50 0,60
KB 0,54 0,03 0,00 5,16 0,48 0,61
GB 0,51 0,03 0,00 5,74 0,45 0,59
cas 4 hodiny, teplota 37°C
CA 0,54 0,04 0,01 8,18 0,46 0,68
SA 0,48 0,08 0,01 16,11 0,29 0,59
RA 0,50 0,16 0,02 31,22 0,00 0,81
PA 0,54 0,03 0,00 6,40 0,45 0,60
TA 0,53 0,03 0,00 5,14 0,47 0,58
KA 0,51 0,04 0,01 8,55 0,40 0,58
GA 0,51 0,03 0,00 5,44 0,44 0,60
CB 0,53 0,04 0,01 8,12 0,43 0,61
SB 0,49 0,07 0,01 13,74 0,31 0,58
RB 0,52 0,08 0,01 15,76 0,38 0,65
PB 0,49 0,17 0,02 33,75 0,00 0,79
B 0,53 0,05 0,01 8,73 0,41 0,63
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KB 0,52 0,05 0,01 8,69 0,40 0,61
GB 0,52 0,04 0,01 8,07 0,42 0,61
¢as 24 hodin, teplota 5°C
CA 0,50 0,03 0,00 6,13 0,45 0,57
SA 0,44 0,30 0,04 67,76 0,00 0,80
RA 0,50 0,25 0,04 49,29 0,00 0,91
PA 0,60 0,13 0,02 21,40 0,00 0,86
TA 0,51 0,04 0,01 7,95 0,44 0,65
KA 0,54 0,03 0,00 6,16 0,48 0,60
GA 0,50 0,03 0,00 5,59 0,44 0,56
CB 0,51 0,04 0,01 8,18 0,45 0,62
SB 0,51 0,18 0,03 35,87 0,00 0,67
RB 0,55 0,08 0,01 14,29 0,34 0,74
PB 0,46 0,18 0,03 39,96 0,00 0,64
B 0,52 0,04 0,01 7,64 0,41 0,60
KB 0,54 0,03 0,00 6,28 0,46 0,64
GB 0,52 0,03 0,00 6,63 0,43 0,58
cas 48 hodin, teplota 5°C
CA 0,48 0,03 0,00 5,55 0,43 0,55
SA 0,37 0,31 0,04 82,81 0,00 0,71
RA 0,48 0,37 0,05 77,29 0,00 1,02
PA 0,59 0,17 0,02 29,32 0,00 0,91
TA 0,51 0,04 0,01 8,22 0,44 0,69
KA 0,53 0,04 0,01 6,90 0,44 0,60
GA 0,52 0,04 0,01 8,25 0,42 0,63
CB 0,50 0,05 0,01 9,46 0,39 0,59
SB 0,57 0,16 0,02 27,31 0,00 0,77
RB 0,55 0,07 0,01 12,71 0,42 0,89
PB 0,43 0,22 0,04 51,67 0,00 0,62
B 0,50 0,04 0,01 7,41 0,42 0,57
KB 0,52 0,03 0,00 6,51 0,47 0,61
GB 0,50 0,03 0,00 5,48 0,45 0,57
¢as 72 hodin, teplota 5°C
CA 0,48 0,04 0,01 7,65 0,39 0,57
SA 0,37 0,30 0,04 81,84 0,00 0,94
RA 0,36 0,39 0,06 109,15 0,00 1,02
PA 0,57 0,15 0,02 25,62 0,00 0,82
TA 0,49 0,03 0,00 6,60 0,38 0,55
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KA 0,51 0,04 0,01 7,13 0,43 0,60
GA 0,49 0,05 0,01 9,66 0,41 0,59
CB 0,50 0,04 0,01 8,07 0,40 0,57
SB 0,57 0,06 0,01 11,08 0,48 0,79
RB 0,55 0,08 0,05 51,35 0,42 0,79
PB 0,45 0,21 0,03 46,37 0,00 0,63
B 0,50 0,04 0,01 8,05 0,43 0,63
KB 0,50 0,03 0,00 5,76 0,45 0,59
GB 0,48 0,04 0,01 8,54 0,41 0,62
cas 168 hodin, teplota 5°C
CA 0,55 0,06 0,01 11,62 0,47 0,81
SA 0,43 0,29 0,05 67,88 0,00 1,00
RA 0,24° 0,30 0,05 122,41 0,00 0,87
PA 0,52 0,35 0,06 67,76 0,00 1,03
TA 0,53 0,03 0,01 6,14 0,47 0,60
KA 0,55 0,07 0,01 12,52 0,44 0,78
GA 0,54 0,05 0,01 8,82 0,47 0,71
CB 0,54 0,03 0,01 6,16 0,45 0,62
SB 0,48 0,21 0,04 43,10 0,00 1,02
RB 0,54 0,28 0,05 51,35 0,00 0,92
PB 0,48 0,28 0,05 57,63 0,00 0,90
B 0,54 0,05 0,01 8,70 0,45 0,66
KB 0,53 0,11 0,02 21,33 0,00 0,73
GB 0,54 0,04 0,01 7,36 0,45 0,64

C — kontrolna skupina (bez pridavku implementora);

S — kyselina salicylova; P — pyrokatechol; R —rezorcinol; T — trehaléza; K — kofein; G —
glutation;

A - koncentracie implementora 2 mg.ml™; B — koncentracia implementora 1 mg.ml*

Preukaznost’ rozdielov medzi kontrolnou skupinou a experimentalnymi skupinami:
A - p<0,05; B — p<0,01; C — p<0,001

X — priemer; sd — smerodajnd odchylka; se — Standardna chyba; cv — variaény
koeficient
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Tabulka €. 4.12: Amplituda lateralneho premiestnenia hlaviCky spermii (um) s pridanim

jednotlivych implementorov a v jednotlivych ¢asovych intervaloch

Skupina X sd se cv minimum maximum
¢as 0 hodin, teplota 37°C
CA 5,37 0,70 0,10 13,11 3,79 6,26
SA 3,74° 0,89 0,13 23,70 2,45 5,39
RA 4,06° 0,42 0,06 10,39 3,41 5,07
PA 5,40 0,62 0,09 11,42 4,06 7,14
TA 5,39 0,43 0,06 7,97 4,59 6,32
KA 5,14 0,82 0,12 16,00 3,30 6,65
GA 4,93 0,78 0,11 1591 3,44 6,84
CB 4,57 1,15 0,17 25,25 2,38 6,38
SB 3,99 0,93 0,13 23,37 2,51 5,81
RB 3,99 0,69 0,10 17,39 2,64 5,26
PB 5,18 0,77 0,11 1491 3,82 6,53
B 4,90 0,73 0,11 14,93 3,23 6,18
KB 4,90 1,00 0,14 20,40 2,82 6,31
GB 4,63 0,87 0,13 18,75 2,57 6,08
¢as 1 hodina, teplota 37°C
CA 5,15 1,16 0,17 22,50 2,38 6,81
SA 3,80° 0,56 0,08 14,73 1,95 4,67
RA 4,08° 1,08 0,16 26,52 1,60 5,51
PA 5,04 0,60 0,09 11,88 3,94 6,46
TA 5,47 1,01 0,15 18,41 3,01 6,52
KA 5,46 0,88 0,13 16,18 3,69 6,97
GA 5,30 0,84 0,12 15,77 3,21 6,76
CB 4,78 0,94 0,14 19,64 2,97 6,33
SB 4,07 0,54 0,08 13,15 3,14 4,90
RB 4,51 0,67 0,10 14,82 3,31 5,66
PB 4,73 1,37 0,20 29,00 0,00 5,92
B 5,35 0,95 0,14 17,84 2,97 6,75
KB 5,17 0,99 0,14 19,05 2,99 6,69
GB 5,51 0,70 0,10 12,78 3,86 6,75
¢as 2 hodiny, teplota 37°C
CA 4,78 1,07 0,16 22,48 2,78 6,33
SA 3,83" 0,69 0,10 18,11 2,59 5,32
RA 3,94 1,26 0,18 31,84 0,00 5,96
PA 4,67 0,57 0,08 12,18 2,82 5,99
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TA 5,66" 0,41 0,06 7,24 4,93 6,62
KA 5,70" 0,92 0,14 16,15 4,04 7,15
GA 5,81° 0,62 0,09 10,65 4,38 6,95
CB 4,76 0,97 0,14 20,41 2,27 6,15
SB 4,12 0,63 0,09 15,31 2,79 5,47
RB 4,22 0,58 0,08 13,68 3,29 5,52
PB 4,48 1,38 0,20 30,72 0,00 6,34
B 5,01 1,00 0,14 20,03 2,95 6,58
KB 4,73 0,86 0,12 18,17 2,82 6,32
GB 5,26 0,78 0,11 14,85 3,49 6,44
¢as 3 hodiny, teplota 37°C
CA 4,91 1,31 0,19 26,60 2,37 6,67
SA 3,563 0,82 0,12 23,19 1,98 5,31
RA 3,91% 1,26 0,18 32,54 0,00 5,03
PA 4,77 0,50 0,07 10,43 4,07 5,88
TA 531 0,61 0,09 11,57 3,99 6,62
KA 5,40 0,93 0,13 17,16 3,80 6,93
GA 5,64 0,74 0,11 13,08 4,25 6,76
CB 4,51 0,84 0,12 18,63 2,69 5,76
SB 3,97 0,97 0,14 24,47 2,22 5,46
RB 4,02 0,77 0,11 19,23 2,50 5,14
PB 4,08 1,66 0,24 40,76 0,00 6,13
B 4,67 0,88 0,13 18,82 3,09 6,20
KB 4,69 0,98 0,14 20,93 3,18 6,48
GB 5,18 1,13 0,16 21,76 2,95 6,90
cas 4 hodiny, teplota 37°C
CA 4,84 0,93 0,13 19,17 2,50 5,97
SA 3,45° 0,82 0,12 23,69 2,23 5,14
RA 3,88" 1,20 0,17 30,92 0,00 5,15
PA 4,72 0,64 0,09 13,46 3,57 5,94
TA 5,01 0,70 0,10 13,91 3,47 6,05
KA 5,20 0,94 0,14 18,01 3,29 6,83
GA 5,66 0,65 0,09 11,50 4,35 6,46
CB 4,57 0,84 0,12 18,46 2,66 5,85
SB 4,15 0,88 0,12 21,14 2,33 5,42
RB 3,86 0,80 0,13 20,88 2,64 5,86
PB 4,12 1,53 0,22 37,13 0,00 5,92
B 4,67 0,87 0,13 18,61 3,05 6,20
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KB 4,59 0,81 0,12 17,63 3,02 5,85
GB 5,08 0,96 0,14 18,84 3,11 6,24
¢as 24 hodin, teplota 5°C
CA 5,72 0,85 0,12 14,84 3,75 7,60
SA 2,94° 2,15 0,31 73,01 0,00 7,20
RA 3,26 1,87 0,27 57,44 0,00 6,73
PA 4,21° 1,27 0,18 30,21 0,00 6,68
TA 5,90 0,71 0,10 12,11 4,36 7,56
KA 5,73 0,94 0,14 16,41 3,70 7,18
GA 6,13 0,94 0,13 15,34 4,60 9,26
CB 5,24 0,78 0,11 14,92 3,37 6,89
SB 3,85" 1,53 0,24 39,71 0,00 6,66
RB 4,41 0,76 0,11 17,27 2,43 5,74
PB 4,71 2,01 0,29 42,67 0,00 7,23
B 5,37 0,72 0,10 13,39 4,01 6,59
KB 5,31 1,18 0,17 22,14 2,93 7,11
GB 5,67 0,52 0,07 9,24 4,29 6,59
cas 48 hodin, teplota 5°C
CA 5,97 0,74 0,11 12,48 3,81 7,50
SA 2,37° 2,11 0,30 88,76 0,00 5,20
RA 2,13 1,75 0,25 82,33 0,00 4,86
PA 4,05° 1,57 0,21 38,74 0,00 6,31
TA 5,95 0,80 0,12 13,49 4,01 7,40
KA 5,06 0,72 0,10 14,31 3,34 6,19
GA 5,18 0,97 0,14 18,66 2,42 6,94
CB 5,51 0,95 0,14 17,34 3,55 7,41
SB 4,06" 1,24 0,20 30,57 0,00 6,13
RB 4,90 1,05 0,15 21,42 2,38 8,26
PB 3,97° 2,20 0,35 55,35 0,00 6,58
B 5,74 1,04 0,15 18,16 3,26 7,80
KB 5,13 0,94 0,14 18,35 3,03 6,99
GB 5,45 0,81 0,12 14,82 3,90 7,03
¢as 72 hodin, teplota 5°C
CA 5,96 0,75 0,11 12,57 4,71 7,05
SA 2,35° 1,91 0,28 81,41 0,00 4,58
RA 1,69° 1,95 0,28 115,60 0,00 7,08
PA 4,18° 1,22 0,18 29,20 0,00 5,92
TA 6,09 0,86 0,12 14,13 2,82 7,66
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KA 511 0,75 0,11 14,69 4,02 6,97
GA 5,11 0,93 0,13 18,16 3,27 7,27
CB 5,65 0,83 0,12 14,75 3,80 6,75
SB 4,37" 0,97 0,15 22,29 1,78 7,08
RB 4,48" 0,82 0,25 46,29 2,88 5,97
PB 4,12° 2,00 0,29 48,51 0,00 6,51
B 5,83 0,80 0,12 13,75 3,08 6,97
KB 5,27 0,69 0,10 13,18 3,29 6,28
GB 5,63 0,72 0,10 12,82 3,94 7,02
cas 168 hodin, teplota 5°C
CA 4,91 1,10 0,20 22,48 2,15 6,67
SA 3,15° 2,10 0,37 66,50 0,00 6,73
RA 1,84° 2,16 0,38 117,77 0,00 5,30
PA 2,89 1,86 0,33 64,50 0,00 5,64
TA 5,17 0,50 0,09 9,59 4,22 6,25
KA 4,11 0,65 0,12 15,83 2,58 5,31
GA 4,25 0,57 0,10 13,53 3,14 5,47
CB 4,88 0,47 0,08 9,61 3,61 5,93
SB 3,54 1,60 0,28 45,22 0,00 6,70
RB 3,08 1,43 0,25 46,29 0,00 4,82
PB 4,66 9,03 1,60 193,84 0,00 53,00
B 4,75 0,54 0,10 11,42 3,15 5,76
KB 3,84 1,29 0,23 33,54 0,00 6,43
GB 4,28 0,62 0,11 14,44 3,31 5,47

C - kontrolna skupina (bez pridavku implementora);

S — kyselina salicylova; P — pyrokatechol; R —rezorcinol; T — trehaléza; K — kofein; G —
glutation;

A — koncentracie implementora 2 mg.ml™; B — koncentracia implementora 1 mg.ml*

Preukaznost’ rozdielov medzi kontrolnou skupinou a experimentalnymi skupinami:
A - p<0,05; B - p<0,01; C - p<0,001

X — priemer; sd — smerodajnda odchylka; se — Standardna chyba; cv - variaény
koeficient
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Tabulka €. 4.13: Frekvencia krizovych uderov spermii (Hz) s pridanim jednotlivych
implementorov a v jednotlivych ¢asovych intervaloch
Skupina X sd se cv minimum maximum
¢as 0 hodin, teplota 37°C
CA 26,47 2,15 0,31 8,12 22,52 31,25
SA 21,80° 2,13 0,31 9,79 14,76 25,60
RA 25,89 2,10 0,30 8,11 21,65 30,55
PA 23,05 3,34 0,48 14,48 17,34 31,04
TA 26,41 3,51 0,51 13,31 20,37 36,99
KA 24,28 2,43 0,35 10,00 20,35 30,71
GA 26,19 2,91 0,42 11,12 21,31 32,84
CB 26,50 2,74 0,40 10,35 20,33 31,17
SB 26,76 4,01 0,58 14,97 20,94 35,33
RB 28,44 2,85 0,41 10,00 24,31 33,93
PB 25,15 2,53 0,36 10,05 20,45 31,88
B 25,36 1,63 0,24 6,44 21,68 30,14
KB 24,56 2,36 0,34 9,61 21,03 30,60
GB 27,07 3,65 0,53 13,47 22,18 35,89
¢as 1 hodina, teplota 37°C
CA 27,63 5,18 0,75 18,76 20,42 40,40
SA 19,86° 2,40 0,35 12,10 16,53 27,40
RA 23,12° 4,92 0,71 21,26 12,70 43,25
PA 20,94° 1,87 0,27 8,92 17,16 25,06
TA 26,03 4,57 0,66 17,57 20,97 37,11
KA 25,59 3,57 0,52 13,95 19,90 32,73
GA 25,84 3,10 0,45 11,98 21,94 36,03
CB 27,93 4,81 0,69 17,21 20,96 36,83
SB 23,75" 3,09 0,45 13,01 18,18 30,70
RB 25,41 2,58 0,37 10,17 21,85 31,91
PB 24,57 5,39 0,78 21,94 0,00 37,97
B 25,99 3,54 0,51 13,63 21,48 35,84
KB 26,51 4,11 0,59 15,51 18,96 35,95
GB 25,94 4,08 0,59 15,72 20,71 36,71
¢as 2 hodiny, teplota 37°C
CA 27,82 5,21 0,75 18,75 20,30 38,56
SA 19,17°¢ 1,81 0,26 9,43 15,58 24,31
RA 18,25° 6,00 0,87 32,87 0,00 26,54
PA 20,22° 1,51 0,22 7,49 17,18 24,46
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TA 23,94 1,51 0,22 6,32 20,60 27,51
KA 24,84 3,84 0,58 15,46 19,87 32,50
GA 23,60" 1,53 0,22 6,49 20,66 29,28
CB 27,53 5,13 0,74 18,62 21,60 41,41
SB 21,97° 2,50 0,36 11,40 17,08 27,44
RB 25,22 2,77 0,40 10,98 20,22 32,77
PB 22,08 7,34 1,06 33,25 0,00 31,30
B 26,74 4,86 0,70 18,16 21,46 38,65
KB 28,89 4,67 0,67 16,15 21,74 39,72
GB 25,91 4,25 0,61 16,39 19,86 37,04
¢as 3 hodiny, teplota 37°C
CA 26,79 4,48 0,65 16,71 21,08 37,65
SA 18,29° 2,06 0,30 11,25 13,60 23,07
RA 19,67°¢ 7,05 1,02 35,83 0,00 40,00
PA 20,37 1,82 0,26 8,95 16,24 24,34
TA 24,79 2,23 0,32 8,99 20,68 31,20
KA 26,32 4,86 0,70 18,48 18,97 36,36
GA 24,41 2,91 0,42 11,91 20,77 31,64
CB 28,02 4,55 0,66 16,25 21,41 38,65
SB 22,07° 2,28 0,33 10,35 17,76 26,52
RB 25,07 3,01 0,43 11,99 20,95 33,22
PB 20,33 9,63 1,39 47,36 0,00 31,93
B 27,48 5,10 0,74 18,54 20,23 38,98
KB 28,22 4,13 0,60 14,65 22,02 37,48
GB 26,72 4,99 0,72 18,68 20,66 37,63
cas 4 hodiny, teplota 37°C
CA 27,07 5,04 0,73 18,62 21,69 39,69
SA 18,63° 2,22 0,32 11,90 13,37 27,20
RA 20,43 6,63 0,96 32,44 0,00 33,59
PA 20,73 1,59 0,23 7,65 17,48 25,32
TA 25,79 3,36 0,48 13,01 21,89 34,29
KA 26,74 4,29 0,62 16,04 20,04 36,95
GA 25,04 3,53 0,51 14,11 20,60 34,15
CB 28,74 5,96 0,86 20,74 21,75 44,04
SB 23,17° 3,02 0,40 13,03 16,64 29,59
RB 2541 3,13 0,50 12,33 20,88 32,11
PB 22,96° 8,17 1,18 35,59 0,00 40,00
B 28,28 4,47 0,64 15,80 21,12 38,97
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KB 29,55 4,80 0,69 16,26 22,21 41,70
GB 26,72 5,54 0,80 20,75 20,00 41,02
¢as 24 hodin, teplota 5°C
CA 23,82 3,84 0,55 16,10 18,01 32,05
SA 12,88° 9,73 1,40 75,57 0,00 33,42
RA 15,56° 9,37 1,35 60,21 0,00 40,49
PA 19,02 4,26 0,62 22,42 0,00 33,26
TA 22,83 2,88 0,42 12,60 16,73 31,89
KA 23,26 3,89 0,56 16,71 18,28 35,67
GA 21,77 2,47 0,33 11,37 16,86 29,75
CB 25,62 4,17 0,60 16,28 19,17 36,24
SB 18,86° 7,22 1,14 38,27 0,00 31,30
RB 20,70 2,74 0,39 13,22 15,38 30,65
PB 18,78° 8,14 1,18 43,36 0,00 29,72
B 23,05 341 0,49 14,81 18,07 33,16
KB 24,38 5,79 0,84 23,75 16,62 36,59
GB 22,35 2,65 0,35 11,85 19,08 27,67
cas 48 hodin, teplota 5°C
CA 23,27 2,76 0,40 11,84 18,84 29,03
SA 11,47° 9,80 1,41 85,44 0,00 26,66
RA 13,01°¢ 14,92 2,15 114,66 0,00 76,36
PA 17,22 4,93 0,66 28,61 0,00 23,11
TA 22,02 2,26 0,33 10,25 18,41 27,55
KA 23,44" 3,06 0,44 13,05 16,68 28,80
GA 20,82 2,79 0,40 13,40 10,09 29,45
CB 23,54 3,34 0,48 14,17 18,12 30,82
SB 17,91 5,63 0,89 31,42 0,00 27,61
RB 19,83 3,79 0,55 19,11 6,00 33,76
PB 16,45° 8,77 1,39 53,34 0,00 27,02
B 23,20 3,85 0,56 16,59 17,88 32,99
KB 24,09 3,40 0,49 14,13 18,04 34,46
GB 22,67 2,49 0,36 10,96 18,49 27,74
¢as 72 hodin, teplota 5°C
CA 23,24 3,00 0,43 12,90 18,53 31,60
SA 12,64° 11,33 1,64 89,69 0,00 44,57
RA 7,35° 10,27 1,48 139,64 0,00 40,00
PA 17,68" 5,07 0,73 28,65 0,00 25,38
TA 22,10 3,01 0,43 13,63 10,78 31,06
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KA 22,93 2,34 0,34 10,22 17,98 27,02
GA 22,23 2,89 0,42 13,00 16,33 30,72
CB 23,24 3,65 0,53 15,70 17,31 32,50
SB 20,86 5,80 0,92 27,80 4,00 43,28
RB 19,07 3,15 1,85 74,75 8,18 25,11
PB 17,60" 8,35 1,21 47,45 0,00 28,91
B 22,36 3,46 0,50 15,46 14,47 30,39
KB 24,18 3,76 0,54 15,56 16,73 33,83
GB 22,05 2,66 0,38 12,07 17,18 27,67
cas 168 hodin, teplota 5°C
CA 19,72 2,41 0,43 12,23 12,59 23,24
SA 15,15 11,94 2,11 78,80 0,00 48,46
RA 10,16 12,82 2,27 126,24 0,00 40,00
PA 17,93 21,83 3,86 121,72 0,00 90,00
TA 21,29 2,28 0,40 10,70 16,79 29,08
KA 21,50 3,27 0,58 15,19 13,78 26,41
GA 20,84 2,62 0,46 12,59 15,32 27,67
CB 20,20 2,31 0,41 11,43 15,67 23,98
SB 16,60 7,56 1,34 45,56 0,00 25,00
RB 13,98 10,45 1,85 74,75 0,00 36,00
PB 15,33 9,59 1,69 62,54 0,00 33,01
B 21,41 3,30 0,58 1541 10,90 28,05
KB 19,99 5,93 1,05 29,65 0,00 38,40
GB 21,58 1,93 0,34 8,93 16,55 26,32

C — kontrolna skupina (bez pridavku implementora);

S — kyselina salicylova; P — pyrokatechol; R —rezorcinol; T — trehaléza; K — kofein; G —
glutation;

A - koncentracie implementora 2 mg.ml™; B — koncentracia implementora 1 mg.ml™

Preukaznost’ rozdielov medzi kontrolnou skupinou a experimentalnymi skupinami:
A - p<0,05; B — p<0,01; C — p<0,001

X — priemer; sd — smerodajna odchylka; se — Standardna chyba; cv — variaény
koeficient
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Tabulka €. 4.14: Vyskyt morfologicky zmenenych foriem spermii (%) z celkového poctu
hodnotenych spermii

X sd se cv minimum maximum

Skupina CA
MZF 13,73 5,62 1,70 40,96 8,00 27,00
AZ 0,82 0,75 0,23 91,76 0,00 2,00
HBB 2,73 1,10 0,33 40,47 1,00 5,00
KSB 2,64 2,46 0,74 93,33 0,00 9,00
B 2,18 1,47 0,44 67,42 1,00 5,00
ZVB 0,64 0,92 0,28 145,27 0,00 2,00
ZB 1,45 1,29 0,39 88,92 0,00 4,00
RCK 0,55 0,93 0,28 171,27 0,00 3,00
MH 2,45 1,21 0,37 49,44 1,00 4,00
VH 0,27 0,65 0,19 237,11 0,00 2,00
IF 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00

Skupina SA
MZF 18,25 5,18 1,83 28,36 11,00 25,00
AZ 2,12 1,13 0,40 52,99 1,00 4,00
HBB 3,37 1,60 0,56 47,35 1,00 5,00
KSB 3,87 2,03 0,72 52,41 1,00 7,00
B 2,87 1,81 0,64 62,88 1,00 5,00
ZVB 1,00 0,76 0,27 75,59 0,00 2,00
ZB 1,37 1,06 0,38 77,14 0,00 3,00
RCK 0,63 0,74 0,26 119,04 0,00 2,00
MH 1,75 1,39 0,49 79,36 0,00 4,00
VH 0,75 1,49 0,53 198,41 0,00 4,00
IF 0,50 0,76 0,27 151,19 0,00 2,00

Skupina RA
MZF 18,37 5,80 2,05 31,59 9,00 26,00
AZ 1,25 1,28 0,45 102,54 0,00 3,00
HBB 3,00 1,20 0,42 39,84 1,00 5,00
KSB 2,12 1,13 0,40 52,99 1,00 4,00
B 3,13 1,73 0,61 55,26 1,00 6,00
ZVB 1,37 1,41 0,50 102,39 0,00 4,00
ZB 1,50 1,60 0,57 106,90 0,00 4,00
RCK 1,25 1,04 0,37 82,81 0,00 3,00
MH 3,25 1,04 0,37 31,85 2,00 5,00
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VH 1,12 1,36 0,48 120,55 0,00 4,00
IF 0,38 0,74 0,26 198,41 0,00 2,00
Skupina PA
MZF 19,00 6,74 2,38 35,47 11,00 31,00
AZ 2,25 1,67 0,59 74,18 0,00 5,00
HBB 4,25 2,38 0,84 55,89 1,00 8,00
KSB 2,37 1,41 0,50 59,28 0,00 4,00
B 3,25 1,67 0,59 51,36 1,00 6,00
ZVB 0,38 0,52 0,18 138,01 0,00 1,00
ZB 1,62 1,19 0,42 73,09 0,00 3,00
RCK 1,00 0,93 0,33 92,58 0,00 2,00
MH 2,37 1,19 0,42 50,01 0,00 4,00
VH 1,00 1,20 0,42 119,52 0,00 3,00
IF 0,50 0,76 0,27 151,19 0,00 2,00
Skupina TA
MZF 11,62 3,74 1,32 32,17 9,00 18,00
AZ 1,25 1,16 0,41 93,20 0,00 3,00
HBB 2,00 1,07 0,38 53,45 0,00 3,00
KSB 1,50 1,31 0,46 87,29 0,00 4,00
B 2,37 1,06 0,38 44,66 1,00 4,00
ZVB 0,75 0,89 0,31 119,19 0,00 2,00
ZB 0,88 0,83 0,30 95,37 0,00 2,00
RCK 0,38 0,52 0,18 138,01 0,00 1,00
MH 1,62 0,92 0,32 56,38 0,00 3,00
VH 0,50 0,76 0,27 151,19 0,00 2,00
IF 0,38 0,52 0,18 138,01 0,00 1,00
Skupina KA
MZF 17,75 3,96 1,40 22,28 12,00 24,00
AZ 1,12 1,13 0,40 100,09 0,00 3,00
HBB 3,50 1,31 0,46 37,41 2,00 6,00
KSB 2,00 1,07 0,38 53,45 1,00 4,00
B 2,62 1,19 0,42 45,25 1,00 4,00
ZVB 1,75 1,04 0,37 59,15 0,00 3,00
ZB 1,62 0,52 0,18 31,85 1,00 2,00
RCK 0,38 0,52 0,18 138,01 0,00 1,00
MH 3,25 1,04 0,37 31,85 2,00 5,00
VH 1,12 1,36 0,48 120,55 0,00 4,00
IF 0,38 0,74 0,26 198,41 0,00 2,00
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Skupina GA

MZF 13,62 4,00 1,41 29,34 8,00 19,00
AZ 1,62 0,92 0,32 56,38 0,00 3,00
HBB 2,62 1,41 0,50 53,63 0,00 4,00
KSB 2,37 1,30 0,46 54,84 0,00 4,00
TB 2,12 1,81 ,64 85,07 0,00 6,00
ZVB 1,50 1,31 0,46 87,29 0,00 4,00
ZB 0,88 1,36 0,48 154,99 0,00 4,00
RCK 0,50 0,53 0,19 106,90 0,00 1,00
MH 1,50 1,07 0,38 71,27 0,00 3,00
VH 0,50 0,76 0,27 151,19 0,00 2,00
IF 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00

C — kontrolna skupina (bez pridavku implementora);

S - kyselina salicylova; P — pyrokatechol; R —rezorcinol; T — trehaléza; K — kofein; G —
glutation;

A - koncentracie implementora 2 mg.ml™; B — koncentracia implementora 1 mg.ml*

MZF — vSetky morfologicky zmenené spermie; AZ — akrozomalne zmeny; HBB -
hlavicka bez bicika; KSB — kluckovité stoCenie bicika; TB — torzo bicika; ZVB -
zvinutie bi¢ika; ZB — zlomeny bi¢ik; RCK - retencia cytoplazmatickej kvapky; MH —
mala hlavi¢ka; VH - velka hlavicka; OHB — ohnuty bicik; IF — iné formy morfologicky
zmenenych spermii

X — priemer; sd — smerodajna odchylka; se — Standardna chyba; cv - variaény
koeficient
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Tabulka €. 4.15: Vyskyt morfologicky zmenenych foriem spermii (%) z celkového poctu
hodnotenych spermii

X sd se cv minimum maximum

Skupina CB
MZF 14,62 4,96 1,75 33,88 9,00 24,00
AZ 1,25 1,28 0,45 102,54 0,00 3,00
HBB 2,50 0,93 0,33 37,03 1,00 4,00
KSB 1,50 0,93 0,33 61,72 0,00 3,00
B 2,75 1,67 0,59 60,69 1,00 6,00
ZVB 1,37 0,74 0,26 54,11 0,00 2,00
ZB 1,37 0,92 0,32 66,63 0,00 3,00
RCK 0,88 0,83 0,30 95,37 0,00 2,00
MH 2,25 0,89 0,31 39,40 1,00 3,00
VH 0,75 1,16 0,41 155,33 0,00 3,00
IF 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00

Skupina SB
MZF 15,50 4,17 1,48 26,93 8,00 22,00
AZ 1,37 1,06 0,38 77,14 0,00 3,00
HBB 3,25 0,71 0,25 21,76 2,00 4,00
KSB 2,00 1,20 0,42 59,76 0,00 4,00
B 3,37 1,60 0,56 47,35 1,00 6,00
ZVB 1,12 1,13 0,40 100,09 0,00 3,00
ZB 1,00 1,07 0,38 106,90 0,00 3,00
RCK 0,63 0,74 0,26 119,04 0,00 2,00
MH 1,25 1,04 0,37 82,81 0,00 3,00
VH 1,00 1,41 0,50 141,42 0,00 4,00
IF 0,50 0,76 0,27 151,19 0,00 2,00

Skupina RB
MZF 16,25 5,57 1,97 34,30 8,00 25,00
AZ 0,38 0,74 0,26 198,41 0,00 2,00
HBB 2,75 1,39 0,49 50,50 1,00 5,00
KSB 2,00 1,20 0,42 59,76 1,00 4,00
B 3,00 1,69 0,60 56,34 1,00 6,00
ZVB 1,50 1,51 0,53 100,79 0,00 4,00
ZB 1,50 1,60 0,57 106,90 0,00 4,00
RCK 1,25 1,04 0,37 82,81 0,00 3,00
MH 3,25 1,04 0,37 31,85 2,00 5,00
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VH 0,63 0,74 0,26 119,04 0,00 2,00
IF 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00
Skupina PB
MZF 14,87 3,83 1,36 25,77 9,00 22,00
AZ 1,75 1,04 0,37 59,15 0,00 3,00
HBB 4,00 2,14 0,76 53,45 1,00 7,00
KSB 1,50 1,41 0,50 94,28 1,00 4,00
B 2,75 1,98 0,70 72,07 1,00 6,00
ZVB 1,75 1,49 0,53 85,03 0,00 4,00
ZB 0,63 0,92 0,32 146,58 0,00 2,00
RCK 0,75 1,04 0,37 138,01 0,00 2,00
MH 1,37 1,30 0,46 94,73 2,00 3,00
VH 0,38 0,52 0,18 138,01 0,00 1,00
IF 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00
Skupina TB
MZF 11,12 2,42 0,85 21,72 8,00 15,00
AZ 0,88 0,83 0,30 95,37 0,00 2,00
HBB 2,87 1,13 0,40 39,16 1,00 4,00
KSB 1,00 1,20 0,42 119,52 0,00 3,00
B 2,37 1,06 0,38 44,66 1,00 4,00
ZVB 0,75 1,16 0,41 155,33 0,00 3,00
ZB 0,25 0,46 0,16 185,16 0,00 1,00
RCK 0,75 0,71 0,25 94,28 0,00 2,00
MH 1,25 0,71 0,25 56,57 0,00 2,00
VH 0,63 0,92 0,32 146,58 0,00 2,00
IF 0,38 0,74 0,26 198,41 0,00 2,00
Skupina KB
MZF 14,87 4,39 1,55 29,51 8,00 21,00
AZ 0,25 0,46 0,16 185,16 0,00 1,00
HBB 3,75 1,98 0,70 52,85 2,00 8,00
KSB 2,62 1,85 0,65 70,35 0,00 6,00
B 2,62 0,92 0,32 34,90 2,00 4,00
ZVB 0,50 0,76 0,27 151,19 0,00 2,00
ZB 1,62 1,60 0,56 98,34 0,00 4,00
RCK 0,50 0,76 0,27 151,19 0,00 2,00
MH 2,37 0,92 0,32 38,57 1,00 4,00
VH 0,38 0,52 0,18 138,01 0,00 1,00
IF 0,25 0,46 0,16 185,16 0,00 1,00
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Skupina GB

MZF 11,25 3,37 1,19 29,96 6,00 17,00
AZ 1,12 1,13 0,40 100,09 0,00 3,00
HBB 2,37 0,74 0,26 31,33 1,00 3,00
KSB 0,75 0,89 0,31 119,19 0,00 2,00
TB 2,00 1,31 0,46 65,47 0,00 4,00
ZVB 1,00 0,76 0,27 75,59 0,00 2,00
ZB 0,50 0,76 0,27 151,19 0,00 2,00
RCK 0,38 0,52 0,18 138,01 0,00 1,00
MH 2,00 1,20 0,42 59,76 0,00 4,00
VH 0,75 1,16 0,41 155,33 0,00 3,00

IF 0,38 0,74 0,26 198,41 0,00 2,00

C — kontrolna skupina (bez pridavku implementora);

S - kyselina salicylova; P — pyrokatechol; R —rezorcinol; T — trehaléza; K — kofein; G —
glutation;

A — koncentracie implementora 2 mg.ml™; B — koncentracia implementora 1 mg.ml™

MZF — vSetky morfologicky zmenené spermie; AZ — akrozomalne zmeny; HBB -
hlavicka bez bicika; KSB — kluckovité stocenie bicika; TB — torzo bicika; ZVB -
zvinutie bi¢ika; ZB — zlomeny bi¢ik; RCK - retencia cytoplazmatickej kvapky; MH —
mala hlavi¢ka; VH - velka hlaviéka; OHB — ohnuty biéik; IF — iné formy morfologicky
zmenenych spermii

X — priemer; sd — smerodajna odchylka; se — Standardna chyba; cv - variaény
koeficient
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Tabulka €. 4.16: Koncentracie vybranych biochemickych parametrov v kultivatnom médiu
po pridani sledovanych implementorov

X sd se cv minimum maximum
Skupina CA / bez ohlPadu na teplotu kultivacie
ALB 8,40 3,57 1,26 42,52 3,97 12,86
MDA 52,05 10,57 3,74 20,32 32,29 62,80
Skupina SA / bez ohFadu na teplotu kultivacie
ALB 7,01 3,09 1,09 44,15 3,71 12,07
MDA 51,79 11,28 3,99 21,79 29,20 62,42
Skupina RA / bez ohl'adu na teplotu kultivacie
ALB 6,53 2,21 0,78 33,80 3,87 9,77
MDA 39,81 22,99 8,13 57,74 6,49 66,87
Skupina PA / bez ohladu na teplotu kultivacie
ALB 12,03 10,77 3,81 89,47 4,13 36,90
MDA 44,24 14,60 5,16 32,99 14,88 62,46
Skupina TA / bez ohladu na teplotu kultivacie
ALB 7,51 3,28 1,16 43,67 3,61 12,70
MDA 50,14 5,17 1,83 10,32 41,02 55,08
Skupina KA / bez ohl'adu na teplotu kultivacie
ALB 10,11 4,59 1,62 45,37 3,97 17,41
MDA 53,30 10,94 3,87 20,53 36,18 69,69
Skupina GA / bez ohfadu na teplotu kultivacie
ALB 8,60 6,79 2,40 78,92 24,46 8,60
MDA 59,26 25,31 8,95 42,71 112,81 59,26
Skupina CA/5°C
ALB 8,19 4,61 2,31 56,31 3,97 12,86
MDA 50,26 13,31 6,65 26,48 32,29 62,80
Skupina SA/ 5°C
ALB 8,21 3,69 1,84 44,86 4,09 12,07
MDA 51,38 15,04 7,52 29,27 29,20 62,42
Skupina RA/ 5°C
ALB 6,72 2,16 1,08 32,18 4,29 9,30
MDA 49,89 15,98 7,99 32,02 27,27 64,83
Skupina PA/ 5°C
ALB 7,43 3,73 1,86 50,16 4,13 12,28
MDA 47,96 6,35 3,18 13,25 43,25 57,02
Skupina TA/5°C
ALB 8,73 4,54 2,27 51,95 3,61 12,70
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MDA 45,85 3,57 1,79 7,79 41,02 48,73
Skupina KA/ 5°C

ALB 9,21 4,10 2,05 44,46 3,97 12,70

MDA 54,10 7,23 3,61 13,36 43,90 60,34
Skupina GA / 5°C

ALB 6,90 3,24 1,62 47,02 3,97 10,87

MDA 50,12 8,65 4,32 17,25 37,23 55,71
Skupina CA/ 37°C

ALB 8,60 2,89 1,44 33,59 6,43 12,81

MDA 53,83 8,68 4,34 16,12 44,36 61,55
Skupina SA/ 37°C

ALB 5,80 2,21 1,10 38,06 3,71 7,74

MDA 52,20 8,39 4,20 16,08 42,16 60,58
Skupina RA/ 37°C

ALB 6,34 2,57 1,28 40,51 3,87 9,77

MDA 29,73 26,59 13,29 89,43 6,49 66,87
Skupina PA/ 37°C

ALB 16,63 14,15 7,07 85,06 4,39 36,90

MDA 40,52 20,49 10,25 50,57 14,88 62,46
Skupina TA / 37°C

ALB 6,29 0,73 0,36 11,59 5,49 7,21

MDA 54,43 0,77 0,38 1,41 53,34 55,08
Skupina KA / 37°C

ALB 11,02 5,50 2,75 49,88 4,08 17,41

MDA 52,50 15,01 7,51 7,51 36,18 69,69
Skupina GA / 37°C

ALB 10,30 9,45 4,72 91,73 5,23 24,46

MDA 68,40 34,60 17,30 50,58 28,28 112,81

C - kontrolna skupina (bez pridavku implementora);

S — kyselina salicylova; P — pyrokatechol; R —rezorcinol; T — trehaléza; K — kofein; G —
glutation;

A — koncentracie implementora 2 mg.ml™; B — koncentracia implementora 1 mg.ml*
ALB - albuminy, MDA - malondialdehyd

Preukaznost’ rozdielov medzi kontrolnou skupinou a experimentalnymi skupinami:
A - p<0,05; B - p<0,01; C - p<0,001

X — priemer; sd — smerodajnd odchylka; se — Standardna chyba; cv - variaény
koeficient

175




Tabulka €. 4.17: Koncentracie vybranych biochemickych parametrov v kultivahom médiu
po pridani sledovanych implementorov

X sd se cv minimum maximum
Skupina CB / bez ohlFadu na teplotu kultivacie
ALB 8,39 4,41 1,56 52,53 2,19 15,31
MDA 50,38 11,16 3,95 22,15 40,29 68,67
Skupina SB / bez ohFadu na teplotu kultivacie
ALB 7,44 3,21 1,13 43,13 3,66 13,80
MDA 48,52 18,13 6,41 37,36 25,60 79,59
Skupina RB / bez ohl'adu na teplotu kultivacie
ALB 8,85 5,07 1,79 57,23 3,92 19,19
MDA 46,10 11,48 4,06 24,89 30,82 64,65
Skupina PB / bez ohladu na teplotu kultivacie
ALB 7,89 4,20 1,48 53,21 4,65 16,78
MDA 39,36 10,74 3,80 27,28 24,89 50,60
Skupina TB / bez ohladu na teplotu kultivacie
ALB 7,48 2,85 1,01 38,15 3,66 11,55
MDA 59,56 7,93 2,80 13,31 48,48 75,70
Skupina KB / bez ohl'adu na teplotu kultivacie
ALB 8,83 4,50 1,59 50,97 3,76 18,35
MDA 48,47 16,38 5,79 33,79 21,66 64,25
Skupina GB / bez ohladu na teplotu kultivacie
ALB 7,78 3,19 1,13 41,03 3,71 11,76
MDA 52,70 14,10 4,99 26,76 27,11 72,86
Skupina CB / 5°C
ALB 8,43 2,96 1,48 35,06 5,02 10,98
MDA 53,94 13,41 6,70 24,86 41,72 68,67
Skupina SB / 5°C
ALB 8,95 4,19 2,09 46,78 3,66 13,80
MDA 48,13 16,81 8,40 34,91 25,60 66,27
Skupina RB / 5°C
ALB 10,91 6,46 3,23 59,18 3,92 19,19
MDA 49,67 6,44 3,22 12,97 40,55 55,70
Skupina PB / 5°C
ALB 8,77 5,61 2,80 63,97 4,81 16,78
MDA 36,48 11,41 5,70 31,27 24,89 49,75
Skupina TB / 5°C
ALB 7,58 3,95 1,97 52,10 3,66 11,55
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MDA 58,76 11,97 5,98 20,37 48,48 75,70
Skupina KB / 5°C

ALB 10,87 5,54 2,77 50,99 6,64 18,35

MDA 49,55 18,10 9,05 36,54 23,85 64,25
Skupina GB / 5°C

ALB 7,21 3,57 1,79 49,53 3,71 10,77

MDA 57,04 11,62 5,81 20,36 47,05 72,86
Skupina CB / 37°C

ALB 8,35 6,05 3,02 72,45 2,19 15,31

MDA 46,82 8,77 4,39 18,74 40,29 59,74
Skupina SB / 37°C

ALB 5,93 0,66 0,33 11,15 5,07 6,64

MDA 48,91 22,00 11,00 44,97 27,29 79,59
Skupina RB / 37°C

ALB 6,80 2,63 1,32 38,70 4,76 10,51

MDA 42,52 15,22 7,61 35,79 30,82 64,65
Skupina PB / 37°C

ALB 7,00 2,75 1,37 39,26 4,65 10,98

MDA 42,24 10,81 5,40 25,59 27,27 50,60
Skupina TB / 37°C

ALB 7,39 1,84 0,92 24,95 5,54 9,90

MDA 60,36 1,33 0,67 2,21 58,61 61,76
Skupina KB / 37°C

ALB 6,79 2,34 1,17 34,46 3,76 9,15

MDA 47,40 17,19 8,59 36,26 21,66 57,28
Skupina GB / 37°C

ALB 8,34 3,18 1,59 38,19 5,23 11,76

MDA 48,35 16,70 8,35 34,54 27,11 63,22

C - kontrolna skupina (bez pridavku implementora);

S — kyselina salicylova; P — pyrokatechol; R —rezorcinol; T — trehaléza; K — kofein; G —
glutation;

A — koncentracie implementora 2 mg.ml™"; B — koncentracia implementora 1 mg.ml*
ALB - albuminy, MDA - malondialdehyd

Preukaznost’ rozdielov medzi kontrolnou skupinou a experimentalnymi skupinami:
A - p<0,05; B — p<0,01; C — p<0,001

X — priemer; sd — smerodajnd odchylka; se — Standardna chyba; cv - variaény
koeficient
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