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Abstrakt

Cielom prace bolo zistit parametre pohyblivosti spermii kralikov vplyvom
roznych koncentracii kofeinu a v réznych casovych intervaloch a teplotach kultivacie.
Odber ejakulatu bol realizovany od dospelych samcov kralika. Nasledne boli vzorky
zriedené a upravované — pridavok kofeinu 1,25 (skupina KA), 2,5 (skupina KB) a 7,5
pg (skupina KC) a porovnavané s kontrolnou skupinou (KK). Kofein bol riedeny v 250
ml fyziologického roztoku. Vzorky sme merali vroznych ¢asovych intervaloch pri
teplote 37°C: 0, 30, 60, 120 minat, pri teplote 5°C: 1440, 2880 minut. Merania sme
vykonavali pouzitim metody CASA.

Pri hodnoteni vysledkov sme zistili zvySenii pohyblivost’ spermii uz po 30
minutach. Vyrazny pokles pohyblivosti spermii oproti ostatnym ¢asovym intervalom,
bol preukazany v case kultivacie 1440 a 2880 minut, kedy sme kultivovali pri 5°C. Pri
hodnoteni percenta progresivne pohyblivych spermii pri kultivacii 30, 60, 120 minut
bola preukdzand zvySend pohyblivost. V Case kultivacie 1440 a 2880 mintt bol
zaznamenany pokles progresivnej pohyblivosti. Sledovanim DAP, DCL, DSL
parametrov sme zistili zvysenie pohyblivosti v ¢asovych intervaloch 30, 60, 120 mint.

Vysledky nasej analyzy dokazuji, ze pridanie kofeinu do ejakulatov pri teplote
37°C stimuluje pohyblivost’ spermii. Pri kultivacii spermii pri teplote 5°C sa vsak

pohyblivost’ znizila.

KTlucove slova: spermie, pohyblivost’, kofein, teplota



Abstract

Target of this study was to analyze rabbit spermatozoa motility parameters
affected by various caffeine concentrations at various time periods and temperatures of
culture. The semen collection was realized from rabbit adult males. Subsequently the
samples were diluted and processed — addition of caffeine 1.25 (group KA), 2.5 (group
KB) and 7.5 (group KC) a compared to control group (KK). Caffeine was diluted in 250
ml of physiological solution. Samples were measured in various time periods (0; 30; 60
and 120 minutes) at the temperature 37°C and at 5°C after 1440 and 2880 minutes of

culture. All measurements were realized using CASA method.

In the results evaluation increased spermatozoa motility was detected even after
30 minutes. Significant increase of spermatozoa motilitz against other time periods was
detected at the culture times 1440 and 2880 minutes at 5°C temperature culture. For the
evaluation of spermatozoa progressive motility at the culture time 30, 60 and 120
minutes a significant increase was found. Detection of DAP, DCL and DSL parameters

achieved an increase at time period 30, 60 and 120 minutes.

Results of our analysis demonstrate that addition of caffein to semen increase
spermatozoa motility at 37°C. At culture templerature 5°C spermatozoa motility

decreased.

Key words: spermatozoa, motility, caffeine, temperature
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Uvod

Rozvoj biologickych vied bol v poslednom desatroci vel'mi intenzivne spojeny
srozvojom technologii zameranych na spoznanie principov a riadenie biologickych
procesov reprodukcie cicavcov. Biotechnologie cicavcov, ako subor technik
a technologii sa u zvierat vyvijali s cielom skratit’ reprodukéné intervaly zvierat, vyuzit’
a skvalitnit’ ich geneticky material, prekonat’ poruchy reprodukcie, resp. vyuzit’ ich ako

zdroj buniek, tkaniv, alebo poznatkov vyuziteInych v biomedicinskom vyskume.

Medzi biotechnologické metddy patria aj in vivo a in vitro experimenty. In vivo
pokusy st procesy, pri ktorych pracujeme so zivymi zvieratami. In vitro kultivacie su
zamerané vyhradne na pracu s bunkami, mimo organizmu Vv podmienkach
napodobnujucich prostredie organizmu Izolacia buniek pre pouzitie in vitro kultivacii
redukuje pocet pouzitych zvierat, pretoze mnozstvo pokusov sa mdze vykonavat z
jedného organu. Bunky st velmi citlivé na zmeny teploty a svetla. Optimalna teplota
pre kultivaciu je 37°C. Pritomnost’ kyslika je neziaduci jav, ktory sa pri in vitro
kultivacii nedd uplne odstranit, ale len eliminovat, napr. pridavkom Kkyseliny
askorbovej, resp. glutaminu alebo BSA — bovine serum albumin do média, ktoré

zmieriuju tento efekt.

Utelom bakalarskej prace bol vyuzit’ kofein, ako pridavok do ejakulatu kralikov.




1 Reprodukcia zvierat

Reprodukcia hospodarskych zvierat je podklad vyvoja ich uzitkovosti. Jej ciele
pre najbliz§ie obdobie mozno zhrnit do komplexného Stadia procesu oplodnenia
velkych hospodarskych zvierat, oplodnenia in vitro, zmrazovania embryi, Studia
blastocyst a experimentalneho overovania moznosti ich vyvoja in vitro, ako aj $tudia
utilizacie ovaridlnych oocytov. Tieto tlohy zdanlivo viac smeruji do oblasti samicej
pohlavnej stistavy. V skutocnosti je to vSak samcia pohlavna bunka — spermia — ktora je
aktivna pri oplodneni vajicka. Z vyvojového aspektu je spermia produktom
spermatogenézy v semenotvornom kanaliku. Na jej formovani sa podielaju mnohé
faktory. Pohlavné funkcie riadi nervova a endokrinnd zlozka vramci geneticky
fixovaného riadiaceho systému, ktory je zvycajne pod vplyvom vonkajsich faktorov.
Semennik ma endokrinni aj exokrinnu funkciu, ktort plni nielen z hladiska svojho
organu, ale aj celého organizmu a vonkajSieho prostredia (Massanyi, 1991).

Samciu reprodukéna ststavu tvoria organy s produkcénou funkciou — mieSok
a semenniky, organy tvoriace vyvodné cesty — prisemennik a semenovod, d’alej
pridavné pohlavné Zl'azy a kopula¢ny organ (penis) (Kliment et al., 1989).

Samcie pohlavné tustroje maju tri zakladné pohlavné funkcie: tvorbu spermii,
tvorbu pohlavnej aktivity samca a prenos spermii do pohlavnych organov samice.

K tymto funkciam su i stavebne prisposobené (Kresan a Marencak, 1979).

1.1 Miesok (scrotum)

Miesok je kozny vak, v ktorom su ulozené semenniky. Pod kozou mieska je
vrstva buniek hladkej svaloviny (tunica dartos), ktora sa za chladnych podmienok

kontrahuje a pridrzi semenniky blizsie ku brusnej stene (Reece, 1998).

V strednej rovine vytvara prepazku, rozdelujucu mieskovia dutinu na dve
polovice. Pre svoje kontraktné schopnosti moze tato vrstva reagovat’ na zmeny teploty
prostredia. V chladnom prostredi sa zmr$tuje, zvrastuje koza mieska a zmenSuje tym
jeho odparovaciu plochu. Naopak v teplejsom prostredi ochabuje, ¢im sa odparovacia

plocha mieska zvicsuje. Je to termoregulacny mechanizmus, ktory udrzuje v miesku




teplotu 0 3 — 4°C nizsiu nez kone¢nika ¢o je teplota optimalna pre spravny vyvoj
spermii v semenniku (Kresan a Marencak, 1979).

Do vnutra dutiny mieska sa vyliacuje priecna brusna fascia, ktord zrastd so
stenovym listom podbrusnice a vytvara spolo¢ny obal semennika a semenného
povrazca. Na laterdlnu plochu obalu sa upina priene pruhovany sval — dvihac¢
semennika. Tento dviha¢ pritahuje spolo¢ny obal semennika a semennik k slabinovému
kanalu (Kliment a kol., 1989). Najvnutornejsia vrstva mieskovej steny je blana, tvorena
vnatornou fasciou semennika (fascia spermatica interna), ku ktorej z vnutra prirasta

tzv. poSvovy obal.

1.2 Semenniky (testes)

Semenniky st parové pohlavné zl'azy samcov, v ktorych sa tvoria spermie nutné
pre oplodnenie vajicok a saméi pohlavny hormoén testosterén. Maju vajcovy tvar a ich
velkost’ zavisi na plemene. Semenniky zostupuji do mieska. Je to vak samostatny pre
kazdy semennik a je vytvoreny vychlipenim brusnej steny. Na povrchu je kryty jemnou

koZou s mnoZstvom Zliaz a je zarasteny jemnymi chipkami (Zadina et al., 2009).

Povrch semennika je obaleny tuhym fibroznym vézivom (pizdrom) — tunica
albuginea. Z ptizdra semennika prenikaju do jeho parenchymu vézivové tramce, ktoré
rozdel'ujui Zl'aznaté tkanivo semennika na jednotlivé lalocky. Kazdy lalocik je tvoreny 2
— 3 stoenymi semenotvornymi kanalikmi. Tie st vystlané zdrodo¢nym epitelom,
Vv ktorom vznikaji spermie. Medzi bunkami epitelu sa nachadzaja podporné Sertoliho
bunky, ktoré zaistuju vyzivu spermii. Smerom ku stredu semennika sa stocené
semenotvorné kanaliky (tubuli seminiferi contorti) napriamuju v kanaliky priame
a preplett sa, takze vznika siet’ semennika. Z neho vystupuju kanaliky odvodené a vedu

Kk hlave prisemennika (Miholova a Lipsky, 1976).

Pri vrchole sa vSetky kanaliky lalo¢iku spojuji v kratky priamy semenotvorny
kanalik (tubulus semeniferus rectus) vstupujuci do mediastina semennika. DiZka celého
semenotvorného kanalika po rozvinuti je v priemere 50 — 80 cm, takZe cela ich dizka
v oboch semennikoch dosahuje znaénych hodndt od 600 do 1000 m, u kancov az 3000
m (Kresan a Marencak, 1979).




Kralik ejakuluje pri kazdom skoku 0,4 — 0,6 ml semena, ktoré v 1 ml obsahuje
700 000 az 2 miliardy spermii (Zadina et al., 2009).

1.3 Prisemennik (epididymis)

Prisemennik je organ uloZeny pozdiz semennika, ktory tvori dalsiu &ast
vyvodnych ciest spermii. Zhrubnuta ¢ast’, ozna¢ovanu ako hlava prisemennika, tvoria
vyvodné kandliky vystupujlice zo siete semennika. Vyvodné kanaliky sa postupne
zlievaju do prisemennikového kanalika, ktory svojimi bohatymi sluckami vytvara telo
prisemennika a chvost prisemennika. Kanalik opusta prisemennik ako semenovod.
Vyvodné kanaliky st z vnltornej plochy vystlané epitelom. Epitel tvoria miestami
skupiny vysokych cylindrickych buniek s kinociliami, ktoré sa striedaju s niz§imi
cylindrickymi az kubickymi bunkami. Nizke bunky, tzv. intraepitelové zl'azy, obsahuju

Vv cytoplazme sekre¢né granuly na vyzivu spermii (Kliment a kol., 1989).

Sekrét prisemennika je bohaty na vodikové iony (pH 5,6 — 6,6), draslik a COp,
ako aj nizkomolekulové bielkoviny, glycerolfosforylcholin a ergothionein (kanec).
Naopak obsahuje malo Cl, Na, kyseliny citronovej a fruktdzy. Téato skutocnost’ a nizsia
teplota v prisemennikoch udrzuju spermie v stave anabidzy a oplodiovacia schopnost’
je viac ako mesiac (Lukac et al., 2007).

Okrem sekrecnej Cinnosti maju tieto bunky aj resorpni schopnost, o com
sved¢i ich kefovity lem. Kanalik prisemennika sa stada ajeho dizka po rozvinuti

dosahuje az niekol'ko desiatok metrov (Kliment a kol., 1989).

1.4 Semenovod (ductus deferens)

Semenovod je pokracovanim vyvodného systému z chvostu prisemennika do
panvového tseku mocovej trubice. Ako nahle semenovod opusti prisemennik a smeruje
do brusnej dutiny je spolu so semennou tepnou, zilou, nervom, lymfatickymi cievami
a svalom vnuatorného zdvihaca semennika (musculus cremaster internus) obaleny listom
posvového obalu (tunica vaginalis propria). Tento cely utvar sa nazyva semenny

povrazec (Reece, 1998).
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Ma hviezdivovity lumen vyplneny sekrétom a spermiami. Pri malom zvic¢seni
moézeme na stene semenovodu pozorovat’ tri vrstvy, zriasnenu sliznicu a mohutnu

svalovii vrstvu s adventiciou (Krajiak a Stastny, 1993).

1.5 Ejakulat

Ejakulat je belava, viskdzna tekutina, ktora okrem spermii produkovanych
semennikom obsahuje sekréty pridavnych pohlavnych zliaz, prisemennika a semennika.
V jednom ejakulate byka sa nachddza 5 miliard spermii, ¢loveka 200 az 500 milionov
a kralika 300 miliénov (Lukac et al., 2007) U niektorych druhov zvierat sa okrem
uvedenych zloziek nachadza v ejakulate aj hlien (kanec, zrebec, hlodavce atd’.) (Gam¢ik
etal., 1984).

Tabulka 1:Zakladné charakteristiky ejakulatu domacich zvierat

Druh Objem v ml Koncentracia v Celkovy pocet
10°.mI? spermii v ejakuléte
v 10°.ml?
Byk 2-13 0,5-2,0 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 10-53 1,0-15,0
Cap 05-3 0,5-5,0 1,0-8,0
Kohut 0,1-2 05-6,0 0,8-9,0
Moriak 0,1-2 1,0-5,0 0,7-5,0
Gunar 02-15 08-15 0,16 — 3,0
Kralik 0,3-0,6 0,1-15 0,03-0,9
Pes 20-6,0 0,1-0,2 02-12
Kocur 0,06 — 0,5 0,4-0,6 0,8-10,0
1.6 Spermie

Spermie — pohlavné bunky — vznikaju v semenotvornom kanaliku procesom,
ktory nazyvame spermatogenéza. Objavil ich v roku 1677 Leeuweuhoekov ziak Ham z

Leidenu. V tom case ich povazovali za zarodky, ktoré parazituji v ejakulate. Normalna
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spermia sa skladd z dvoch zakladnych casti — hlavicky a bicika. Na hlavicku pripada
51% a na bi¢ik 49% celkovej hmotnosti spermie. Priemerna diZka spermie byka sa
pohybuje od 70 do 75 pm, dizka hlavicky 8,5 — 10,0 pm a4 — 4,25 um je Sirka
hlavicky.

Spermia ma pri oplodneni splnit’ 3 zakladné ulohy: musi aktivne vyhladat
vajicko, preniknit’ do neho a preniest’ geneticky material od otca (Lukac et al., 2007).

Splnit’ tieto ulohy jej umoziuje morfologické zloZenie — aktivny pohyb
zabezpecuje bicik, na penetracii sa zcastiiuje akrozom, genetické informacie su
ulozené v jadrovej hmote — kondenzovanej nukleoplazme. Ak sa porusi jedna z tychto

funkecii, vajicko sa neoplodni (Gamcik et al., 1984).

Pocas spermatogenézy sa relativne malo diferencované kmenové bunky
spermatogonie transformuju na spermie. Pocas jeho priebehu sa rozlisuju 3 zakladné
fazy alebo etapy : spermatocytogenéza, meidza a spermiogenéza. Morfologické zmeny
spermii vyvolavaju poruchy plodnosti vtedy, ked’ sa vyskytuju vo velkom mnozstve

trvale pri tom istom plemennikovi. (Massanyi, 1991).

Obrazok 1: Stavba spermie

hlavigka spojovaci oddil bidik termindlni East bidiku

subakrosomalni prostor
_~ jaderni membrana

__—wn&jEi akrosomalni
membrana

segmentovane
chordy

Sroubovitd

hladké chord &
adke chordy — dvojice centrdlnich tubuld

axonema  axenema
POHLED SHORA BOCNi POHLED

1.6.1 Hlavi¢ka spermie (caput spermii)

Zhrubnutie predného (anteriorneho) okraja hlavicky sa nazyva apikdlny hreben
(Massanyi, 1991). Zhrubnutie obkolesuje cely okraj prednej casti hlavicky, ktort
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pokryva akrozom a vpredu je najvyraznejSie, potom sa smerom dozadu postupne
zmensuje a straca sa v miestach, kde sa kon¢i akrozom. Na jeho tvare sa odrazaji

medzidruhové rozdiely.

Na povrchu hlavicky mézeme opisat’ 2 hlavné oblasti:

e akrozémovu, ktort pokryva akrozém. RozliSujeme na nej suboblasti (segmenty):
apikalny segment, ktorého podklad tvori zhrubnutie okraja hlavicky (apikalny
hreben); lemuje okraj hlavicky, d’alej hlavny alebo principalny segment zahina
cast’ hlavicky ohranicenu po bokoch apikalnym segmentom az po ekvatorialny
segment. Uvedené segmenty sa spolo¢ne oznacuju ako pars anterior hlavicky.
Ekvatoridlny segment hlavicky tvori usek medzi priecnym hrbol'om alebo
polmesiacikovitou liniou a postakrozoémovym okrajom. Oznacuje sa tiez ako

pars intermedialis,

e postakozomova oblast’ hlavicky sa oznacuje tiez ako pars posterior. Je to Cast’
hlavicky medzi postakrozomovym okrajom a postakrozoOmovym prstencom,
Ktorti nepokryva akrozoém. Pod cytoplazmatickou membranou v tejto oblasti sa

nachédza postakrozomova posva (Massanyi, 1991).

Hlavicka spermie sa  pocas spermiohistogenézy vytvara najmid z jadra
spermatidy, takze zdkladnym materidlom hlavicky je jadro. Celt hlavicku pokryva
bunkova membrana, ktora prechadza na bigik (Gamdéik et al., 1984). Ulohou hlaviéky je

preniest’ dedi¢ny material lokalizovany v nukleoplazme (Massanyi et al., 2002).

Nukleoplazma

Nukleoplazma vypliiia celé jadro hlavicky spermie. Jej $truktira je homogénna
a kompaktna, tvar jadra je identicky s tvarom hlavicky. V jadre sa nachddza otcovsky
dedi¢ny material v kondenzovanej forme v podobe DNA. Jadro hlaviciek spermii sa
odliSuje od jadier somatickych buniek tym, Zze ma polovi¢ny (haploidny) obsah DNA
a chromatin nema usporiadany vo forme vlakien, ale tvori kompaktni hmotu. Jadrova
tekutina sa Vv nukleoplazme spermie nenachadza. Hlavicka takto pripomina tzv.
pyknotické jadra. Strata tekutych Casti z jadra sa prejavuje znizenim mernej hmotnosti

spermie, ktora sa po ich dozreti meni od 1,240 do 1,334 (Massanyi et al., 2002).
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V nukleoplazme mozeme prilezitostne pozorovat vicsie alebo mensie svetlé
prazdne miesta, vakuoly. Vakuoly sa najcastejSie nachadzaju na apikalnom okraji
a ekvatoridlnom segmente hlavicky spermie. Zatial’ sa zistili v spermiach byka, zrebca,
kanca, kralika a muza. Hoci pri niektorych druhoch, napr. u ¢cloveka, je vyskyt vakuol
v nukleoplazme spermii pomerne casty, tento jav je nenormalny a vakuoly treba zaradit’

medzi primarne Strukturalne malformacie spermii (Gamcik et al., 1992).

Jadro

Bunkové jadro je regulacnym a koordinaénym centrom kazdej bunky. Je
nositelom genetického materidlu a ovplyviiuje, riadi a kontroluje Cinnost’ vSetkych
cytoplazmatickych Struktar. Jadro, ako genetické riadiace centrum je zodpovedné za
vSetky Zivotné prejavy bunky (Massanyi et al., 2008). Jeho obsah v zrelej spermii
predstavuje kondenzovany chromatin. Od jadier somatickych buniek sa liSi tym, Ze ma
poloviény obsah DNA a chromatin v ultratenkych rezoch nie je usporiadany do

vlaknitej Struktary, ale tvori kompaktni masu (Lukac et al., 2007).

Nukleoplazma neobsahuje jadrova tekutinu a pripomina tzv. pyknotické jadro.
Kondenzacia dosahuje taky stupen, ze sa materidl na elektronogramoch normalne javi
ako tmavy a homogénny, obsahuje prevazne dezoxyribonukleovu kyselinu (DNA).
Ultrastrukturalna charakteristika jadra v prvych stadiach spermatogenézy v podstate
detailnejSie vysvetluje to, o pozname zo studia optickym mikroskopom. Takto
mozeme rozlisit’ typy jadier A, IM, B spermatogonii podla hustoty a ulozenia jadrového

chromatinu (Massanyi, 1991).

1.6.2 Bicik (flagellum spermii)

Bicik ako ustroj pohybu sprostredkuva transport spermie na miesto oplodnenia
(Gamcik et al., 1984). Podl'a rozlozZenia niektorych charakteristickych utvarov sa bicik
rozdeluje na centriolovy (implanta¢ny) oddiel tzv. kf¢ok, mitochondrialny (stredny)
oddiel, hlavny oddiel a koncovy (terminalny) oddiel. Takéto oznacenie dobre vystihuje
funkénli podstatu jednotlivych casti bicika, treba vSak povedat, Zze tieto oddiely
morfologicky a funk¢éne netvoria oddelené celky. Na rozdiel od hlavicky sa zdoraziuje

len cytoplazmaticky povod bicika (Massanyi, 1991)
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Centirolovy oddiel sa v ultrastruktire javi ako komplikovana ststava, ktorej
zaklad tvoria dva centioly (proximalny a distalny), zktorych sa v zrelej spermii
zachovéava iba proximalny. Dalej st to segmentované chordy. Z organel sa V tejto asti
najdu 1 — 2 mitochondrie. Centriolovy oddiel nadvdzuje na mitochondriolovy oddiel
bicika. Mitochondriovy oddiel je charakteristicky koncentricky usporiadanymi
mitochondriami tesne pod cytoplazmatickou membranou. V tomto tseku je 80 az 120
mitochondrii, ktoré st zavitnicovo usporiadané. Je ukonceny anulom (Jensenovym
prstencom). Hlavny oddiel nasleduje za anulom. Charakterizuje ho fibroza posva
umiestnena okolo osového vldkna. Koncovy oddiel nepokryva uz fibroza posva, ale iba

cytoplazmova membrana (Lukac, 2007).

Pohyb bicikov i riasiniek zabezpecuje interakcia dyneinu a tubulinu periférnych
mikrotubulov. Pri kontrakcii dyneinové ramienka obopni B mikrotubuly susednych
dubletov, posuvaju sa pozdiz povrchu B mikrotubulu susedného dubletu, priemer bi¢ika
(riasinky) sa doGasne zniZi a tato kontrak¢éna vina sa posiiva po celej dizke bi¢ika alebo
riasinky. Kizavy pohyb medzi prilahlymi mikrotubulmi obmedzuje pritomnost’ nexinu
a radialnych lucov, takze sily vyvinuté tymto procesom riasinky a bi¢iky ohybaju, ¢im
sa vyvola ich pohyb. Po kmite sa uvolnia, ohni sa pod hlienovou vrstvou, aby ju
neporusili alebo neposunuli spit’ a vracaju sa do vychodiskovej polohy. Frekvencia
pohybu cilie je 2,5 kmitu za sekundu. Zdrojom energie je adenozintrifosfat. Spojenie
susednych dubletov mikrotubulov sa pocas hydrolyzy ATP prerusi. Utvaranim
a prerudovanim dyneinovych mostikov dochadza k vzijomnému kizaniu dubletov
mikrotubulov. Tym vznika urcité napitie oproti okolitym dubletom a centralnemu paru

mikrotubulov, ¢o sposobuje ohybanie bicika alebo riasinky (Massanyi, 2008).

1.7 Spermatogenéza

Vyraz spermatogenéza sa vztahuje na cely proces, zahriiujici transformaciu
kmenovych buniek (zarodo¢nych epitelovych buniek) na spermie. V procese
spermatogenézy sa vyskytuju dva typy deleni a to mitoza (delenie buniek, pri ktorom
kazdd novd bunka zostava diploidna, alebo ma 2n pocet chromozémov) a meidza
(delenie, kedy kazdda nova bunka ma polovicny — haploidny alebo n pocet

chromozémov). V zaciatonom S$tddiu prvého meiotického delenia vytvara kazdy
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chromozém z chromozémového paru dve chromatidy, ktoré zostavaju spojené dokopy,

a tak tieto chromozémy maju duplikované gény (Reece, 1998).

Medzi spermatogénne elementy patria spermatogdnie, spermatocyty primarne a
sekundarne, spermatidy, z ktorych sa diferencuju spermie. Spermatogonie sa vyvijaja z
prvotnych pohlavnych buniek — gonocytov. St uloZené po obvode semenotvornych

kanalikov a maju ovalny tvar (Lukac, et al. 2007).

RozmonoZovanie je spojené s mnohondsobnym delenim a postupnou

diferenciaciou buniek. Vznikaju nasledovné spermatogonie:
A — spermatogdnie (materska bunka),
Im — spermatogoénie (spermatogonie intermediarneho typu) a
B — spermatogonie.
Spermatogénie sa mitoticky delia, pricom vznikaju spermatocyty 1. radu a ich
pocet geometricky rastie. Spermatogoénie su vychodiskovou bunkou spermatogenézy.

Predstavuji kombinaciu semenotvornych buniek nachadzajucich sa v parietalnom rade

semenotvorného epitelu dotial’, kym sa vytvoria spermatocyty.

A — spermatogénie si kmenové materské bunky nachiddzajice sa na obvode
semenotvornych kandlikov. St to velké bunky gulatého tvaru s malym mnoZstvom
cytoplazmy, na povrchu s chromatinom. Jadro obklopené tenkou membranou ma
elipsovity tvar s dlhou osou, ktora lezi paralelne so stenou tubulov. V centre jadra lezi
velké jadierko.
Im — spermatogonie vznikaju delenim A — spermatogonii tak, ze okrem jednej dcérske;j
bunky, ktorda sa podoba materskej, vznikd druha bunka wvysSie diferencovana,
intermediarneho typu. Tato bunka je podobna A — spermatogonii, ale s tym rozdielom,
Ze ma mensie jadro, ktoré je bohatSie na chromatin.
B — spermatogonie st pokracovanim spermatogonii intermediarneho typu, po
niekol’konasobnom rozdeleni a rozmnozeni. Tieto bunky st charakteristické tym, ze
chromatin sa nachadza v blizkosti jadrovej membrany vo forme korovitého zhrubnutia.
Od A — spermatogoénie sa lisi tvarom chromozoémov (uzlikovité zhrubnutie na konci) a
vel'kost'ou, ktora sa meni pocas mitotického delenia (Massanyi et al., 2002)
Spermatocyty predstavuju produkt druhej etapy spermatogenézy, ktora
pozostava z dvoch po sebe nasledujucich zrecich deleni. Rozoznavame dva typy

spermatocytov :
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a) primarne spermatocyty st produkované poslednym mitotickym delenim B —
spermatogdnii. St to bunky, ktoré reprezentuji premeioticki interfizu a su
charakteristické pritomnostou medzibunkovych spojeni pretrvavajucich z posledného
delenia spermatogoénii. Jadro je okrihle so zhlukmi chromatinu. Delenim primarnych

spermatocytov vznikaju dve dcérske bunky — sekundarne spermatocyty;

b) sekundarne spermatocyty si haploidné a ich okrthle jadro obsahuje granuly DNA
spojené jemnou sietou chromatinu. Ich Zivot trva len niekol’ko hodin a prechadzaji do
druhého meiotického delenia. Jadro sekunddrnych spermatocytov je menSie ako
primarnych, ale vicsie ako okrihlych spermatid, druhé meiotické delenie je kratke a ma
podobné fazy ako prvé meiotické delenie. Dokonci sa v iom rozdelenie chromozémov a

vznikaju dve okruhle spermatidy (Lukac et al., 2007).

Kazda spermatida, ktora sa nakoniec utvori, ma iba polovicu génov povodnej
spermatogonie. Podobne aj vzniknuté vajicko ma polovi¢ny pocet chromozémov, takze
zygota, vznikla oplodnenim vajicka spermiou mé diploidny pocet chromozémov

(Reece, 1998).

Mitoza

Mitéza je proces delenia jadra zabezpecujici rovnomerné rozdelenie
chromozémov z parentdlnej bunky do dvoch novovznikajicich dcérskych buniek. Pred
zaCiatkom delenia jadra, Cize mitozy, sa kazdy chromozém zreplikuje aje tvoreny
dvoma identickymi chromatidami (oznacovanymi ako sesterské chromatidy), ktoré su
po celej dizke spojené vzajomne interagujiicimi proteinmi naviazanymi na povrchu
oboch chromatid. Pocas mitdzy sa tieto proteiny uvolnia, sesterské chromatidy sa od
seba oddel'uju a stdvaji sa na sebe nezavislymi dcérskymi chromozémami, ktoré su
mitotickym vretienkom tahané od seba k opacnym p6lom bunky (Galova et al., 2004).
Mitéza ma Styri fazy:
Profdza — zjavuji sa zrete'né vlédknité chromozémy, rozstiepené na dve chromatidy,
spojené v mieste zvanom centroméra; jadrovd membrana sa rozpada jadierko mizne,
centrioly sa zdvoja a putuji k opaénym polom bunky; medzi nimi sa vytvara deliace

vretienko zlozené z jemnych vldken.
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Metafaza — chromozomy sa zoskupuju v poludnikovej rovine bunky, vlakna deliaceho
vretienka sa upinaju na chromozomy v mieste centroméry; neskdr sa rozdeli aj

centroméra a Z kazdého chromozému vzniknil dva samostatné chromozdémy.

Anafaza — rozdelené chromozémy su skracovanim vlaken deliaceho vretienka
pritahované k polom bunky — k centriolom, cytoplazma a bunkové organely sa tiez
preskupujt k polom.

Telofaza — rekonStruuje sa obal jadra a jadierko, zanikne deliace vretienko,
chromozomy prestanu byt zretelné, bunka sa v strednej rovine zaskrti a vzniknu dve
dcérske bunky (Kopecky, 2003).

Meioza

Zrecim delenim (meidzou) sa zniZi pocet chromozémov na polovicu — haploidny
pocet. Tak je zabezpecené, Ze pri oplodneni pocet chromozémov nenarasta, ale obnovi
sa diploidny pocet. Zrela pohlavna bunka je pritom vybavenda tUplnou sadou
chromozomov, pretoze pri meiodze je zabezpecené, ze z kazdého paru homologickych
chromozémov prejde do kazdej bunky po jednom chromozéme ,,otcovského alebo

,materského* pévodu. Vyber jedného alebo druhého clena homologického paru je
celkom nahodny (Vacek, 2006).

Meidzu charakterizuje rast a zrecie delenie spermatocytov. Meidza, alebo zrecie
delenie pohlavnych buniek sa skladd z dvoch po sebe nasledujiucich a funkéne uzko
spojenych bunkovych deleni, ktoré sa vyznacuju zmenami na chromozémoch a ich
delenim. Pri prvom meiotickom deleni vznikaju zo spermatocytov 1. radu spermatocyty
2. radu a pri druhom deleni spermatidy, poslednd najpocetnejsia generacia vo vyvoji
spermii. Prvé meiotické delenie sa tyka spermatocytov 1. radu. Je charakteristické
velmi dlhou profazou zloZzenou =z leptoténneno, zygoténneho, pachyténneho,
diploténneho $tddia a diakinézy, pokracuje metafdzou, anafdzou a telofdzou. Zaciatok
tohto zlozitého delenia sa prejavuje v rozélefiovani chromatinového vlakna.
Spiralizované chromozémy st v plnom (diploidnom) poéte a podobaju sa hrubym
ty¢inkam alebo gul'6ckam. V leptoténnom S$tadiu nastava deSpiralizdcia chromozomov.
Tieto sa predlZzuji na vel'mi dlhé, tenké vlakna. Centromérami sa sustred’'uju na okraj
jadra, blizko centriolu a vytvaraju takto tzv. leptoténny buket, druhé konce s volné. V
chromonémach (zékladné vladkna chromozémov) sa zadina syntéza DNA (Massanyi et

al., 2002).
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Meiotické delenie a spermatocyty 1. radu znamenaji v spermatogenéze kritické
Stadium. Pri poruSeni deliaceho procesu sa mozu vyvinit' spermie bez fertilizacnych
vlastnosti. Nepravidelnost v meidze bola zaznamenand predovSetkym pri mladych

jedincoch (Johnson et al., 2000).

1.8 Metabolizmus a pohyb spermii

Spermie sa pohybuju dopredu rotaciou. Hlavicka a predna Cast’ bicika sluzia ako
oporny bod, proti ktorému bi¢ik vyvija svoju hnaciu silu. Za 1 sekundu mdéze bicik
urobit’ 3 — 15 otadok okolo pozdiznej osi. Sti¢asne sa pozdiz bicika $iria kontrakéné
impulzy. Vlny, ktoré pocas ohybovych cyklov vznikaju sa zvySuju postupne k
distalnemu koncu bi¢ika. Hlavicka rotuje okolo vlastnej pozdiznej osi tak, e vsetky
elementy bicika nevyvijaji presne pohyb v rovnakej rovine, ale pocas vSetkych
kontraktilnych cyklov. Spermie s poskodenym pohybovym systémom a energeticky
vyCerpané nerotuji (Massanyi, 2002).

Na zaklade sucasnych ultrastrukturdlnych poznatkov o bi¢iku, ako aj dalSich
experimentov sa utvorila predstava o mechanizme pohyblivosti bic¢ika. Energia na
pohyb bic¢ika sa ziskava podobnou cestou ako pri inych celularnych pracovnych
procesoch — hydrolytickym Stiepenim ATP na adenozindifosfat (ADP) a kyselinu
fosfore¢nt. Susedné dublety mikrotubulov st spojené vybezkami z vysokomolekulovej
bielkoviny — dyneinu. Pri hydrolyze sa tieto spojenia prerusia. Dynein ma ATPazova
aktivitu. Ak mézu mikrotubuly popri sebe kizat pomocou svojich dyneinovych ramien,
predpoklada sa, Ze pri spravnej postupnosti tejto aktivity a primeranych tlakovych sil
vaxonéme budi vznikat viny anasledne charakteristicky pohyb pre spermiu

(Massanyi, 1991).

1.9 Faktory ovplyviiujice pohyblivost’ spermii

Na metabolizmus pohyblivost’ a schopnost’ oplodnenia maju vplyv rozne faktory
(Gamcik et al., 1984). Samotny reprodukény proces samcov ako zlozity biologicky
systém je zraniteIny rozlicnymi environmentalnymi, fyzikalnymi ako aj chemickymi

faktormi. V sticasnosti poznaime mnoho agresorov, ktoré priamo i nepriamo ovplyviiuju

19



reprodukéné schopnosti  hospodarskych zvierat. Kumulaciou viacerych toxickych
a nepriaznivych cinitelov dochddza k potencii negativnych ucinkov c¢o zaroven
prispieva k mnohym subfertilnym a infertilnym stavom. Kvalitativne aj kvantitativne
vlastnosti ejakulatu vyrazne ovplyviiuju aj exogénne a endogénne Cinitele. Na ich
vplyve maju vyrazny podiel aj tazké kovy resp. stopové rizikové prvky, ktoré zasahuji
do najcitlivejsich organovych systémov resp. pohlavného systému (Lukac et al., 2009).
Pri¢inou immotility spermii je absencia dyneinovych ramien v pripade
Kartagenerovho syndromu. Ide o hereditdrne zalozenu ciliarnu dyskinézu inak Zivych
spermii, ktora sa opisala zatial’ iba u l'udi, absenciu radidlnych spojok, centralneho paru
mikrotubulov a transpoziciu mikrotubulov. Pri bykoch sa opisal sterilizujici defekt
pahyla bic¢ika (tail stump defect), ktory sa v ultrastrukture prejavuje ako mala stopka
namiesto bi¢ika, pyriformna kvapka, rudimentarny bi¢ik alebo kyjakovity bi¢ik dizky 2
— 3 um. Do komplexu zmien bi¢ika moZno zahrnat' aj rozli¢éné degenerativne zmeny.
Dolezité s najmd anomadlie na mitochondridlnej casti. NajcastejSou viditelnou
malforméaciou aj optickym mikroskopom je skratenie, zhrubnutie, prediZenie, prerusenie
mitochondridlnej Casti, d’alej holé osové vlakno a nitkovite vyvinutd mitochondrialna
Spirala. Zmena v organizacii mitochondridlnej Spirdly sa opisuje pod ndzvom vyvrtkovy
defekt (corkscrew defekt). Zaraduje sa medzi dedicne podmienené anomalie
mitochondridlnej $pirdly. Mitochondrie sa na niektorych castiach stredného oddielu
akumuluji do chumacov, na niektorych castiach chybaju, takze mitochondrialny oddiel

nadobuda tvar vyvrtky (Massanyi, 1991).

1.10 Podmienky chovu hospodarskych zvierat, vyZiva a stres

Dolezita ulohu v kvalite ejakulatu zohravaji podmienky vonkajSieho prostredia
achovu plemennikov. Je ziaduce, aby proces vyvoja spermii, ich prezivanie
v semennikoch a aj samotny proces ejakulacie ¢o najlepsie podporit’ prostrednictvom
optimalnej vyzivy pocas puberty a V prvej faze dospelosti zvierat. Taktiez je treba klast
doraz najmid na dotovanie kfmnej davky mikroprvkami (ide hlavne o med’, kobalt,
zinok), ktoré si zivotne dolezitou sucastou enzymov a dalSich doélezitych molekul
ovplyvilujucich fertilitu. Vel'mi casto ovplyviiujucim faktorom zhorSenej kvality

semena je stres v dosledku transportu, Sportového vyuzitia zvierat. Tento fenomén sa
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moze vyskytnit’ po dlh§om casovom odstupe, kedy stresovi situaciu uz neberieme do

uvahy (Grafenau et al., 2005).

Tabulka 3: Rychlost’ pohybu spermii (Gamcik et al., 1992)

Druh Priemerna rychlost’ pohybu
urn.s'1 um.min’1 um.h'l
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 1,1-20 66 — 120
Pes 43 2,58 155
Muz 20-50 2,0-3,0 120 - 180

1.11 Kofein

3,7-dihydro-1,3,7-trimetyl-1H—purine-2,6—-dion je purinovy alkaloid -
trimetylderivat xantinu, ktory je pritomny v rdéznych rastlinich ako st kdvové alebo
kakaové boby, listy cajovnikov, plody rastliny guarana, a orechy koly. Stimuluje
centrdlny nervovy systém, srdcovi cinnost, zvySuje duSevny a fyzicky vykon.
Chemicky Ccisty kofein je pevnad latka najcastejSie vo forme ihlicovitych bielych
a lesklych krystalikov, bez zapachu slabej horkastej chuti.

Na  metabolizdcii  kofeinu  ucloveka sa  podielaji  oblickovy
cytochromoxygenazovy systém P450, izoenzymy CYP1A2, CYP2A6 adalej N-
acetyltransferaza 2 a xanthioxidaza. Kofein stimuluje uvolnenie kortizonu a adrenalinu,
¢o zvysuje tlak krvi a vyvolava zrychlenu frekvenciu srdca. Je vel'mi pravdepodobné, ze
neziaduce uc¢inky kofeinu mo6zu byt pripisané jeho rozdielne biotransformacie u lI'udi
srozdielnym genotypom, v ¢om hraji vyznam najmid izoenzym cytochromoxidazy
CYP1A2 a O-metyltransferaza. Toxicita kofeinu je relativne nizka, hodnoty strednej
smrtelnej davky (LD50) pre niektoré Zivocisne druhy su zhrnuté v tabulke 4.

Kofein funguje tym spdsobom, Ze blokuje enzym, ktory za normdalnych
okolnosti odburava adrenalin a noradrenalin. Vyplavenie adrenalinu a noradrenalinu do

krvi je beZne zalezitostou desiatok sekund. V normalnej situdcie sa nadbytocné
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mnozstvo tychto stresovych horménov okamzite deaktivuje, tak aby nemohlo dojst’ k
»predavkovaniu® organizmu z nadprodukcie. Smrtelnd davka kofeinu je pri ordlnom
uziti 150 mg.kg™, to je pre 100 kg tazka osobu 15 g, preratané na kavu je to 25 litrov.
Najvyssia davka, ktoru ¢lovek prezil bola 24 gramov. NajniZSia, ktort neprezil je 3.2
gramy, ale vnitrozilne. Za rozumné denné mnozstvo sa povazuje cca 300 mg kofeinu,

Co s asi tri Salky kavy (http://www.trener.sk/vyziva/kofein.html).

Tabulka 4: Hodnoty strednej smrtel'nej davky (LD50) kofeinu pre niektoré zivociSne

druhy
Zivo¢isny druh Sposob aplikacie LD50 (mg.kg™)
Potkan laboratorny 1.p. 240
Kralik i.p. 224
Mys s.C. 242
mys p.o. 127
Skrec¢ok p.o. 230

I.p. — intraperitonealne, s.c. — subkulanne, p.o. — peroralne (Bromova et al., 2010)

22



2 Ciele prace

Ciastkovym cielom bakalarskej priace bolo zhrnutie poznatkov v oblasti
reprodukcie kralika, ejakulatu a faktorov ovplyviiujucich pohyblivost’ spermii so
zameranim na kofein, ktory vyrazne ovplyviiuje pohyblivost’ spermii.

Hlavnym parametrom tejto prace bolo zistit parametre pohyblivosti spermii
kralikov vplyvom réznych koncentracii kofeinu a vroéznych casovych intervaloch

a teplotach kultivacie.
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3 Material a metodika prace

Odber ejakulatu bol realizovany od samcov kralika (CVZV Nitra). Kvoli
udrzaniu teploty, ktora ejakulat mal bezprostredne po ejakulacii, sa vzorka udrziavala
v termoske. Termoska je z polystyrénu vystlana vatovymi tamponmi. Po spracovani

boli vzorky udrziavané v laboratoriu.

Naésledne boli zriedené a upravované podl'a nasledovnej schémy:

objem fyziologicky zasobny
skupina ejakulatu (ul) Kofein (ng) roztok (pg) roztok (ng)
Kontrolna (KK) 50 0 250 0
KA 50 1,25 0 250
KB 50 2,5 250 250
KC 50 75 1250 250

Skuskou na prezivatelnost’ spermii mozno urcit, ako dlho vydrzia spermie
mimo organizmu V urcitom prostredi. Pri jeho urovani sme pouzivali termicky test
a test urcujuci cas prezitia.

Termicky test prezivatelnosti sa vykonava vo vodnom kupeli pri teplote 37 —
39°C. Tato teplota zodpoveda prostrediu pohlavnych tstrojov plemennic. Pri uréovani
motility spermii sa posudzuji len spermie s progresivnym pohybom a vysledok sa
hodnoti 10 — bodovou stupnicou (10 bodov — 100% progresivne sa pohybujicich
spermii). V kvalitnom ejakulate vykazuje este po 6 hodindch testu 70% spermii

progresivny pohyb a aspoit 60% spermii aktivitu endogénnych reduktéz.

Pre dlhodoby test prezivatel'nosti sa v malej skimavke v chladnicke necha 1 ml
zriedeného semena a kazdy den sa mikroskopom s ohrievacou doskou ur¢i motilita
spermii (pri teplote 37 — 39°C), tym istym sposobom ako pri termickom teste.
PreZivatelnost’ ejakulatu ma byt najmenej 96 hodin od okamihu odobratia, priCom
aktivita mé byt najmenej 50%.

Nase vzorky sme merali v ré6znych ¢asovych intervaloch pri teplote 37°C: 0, 30,
60, 120 minut, pri teplote 5°C: 1440, 2880 minut.

Merania sme vykonavali pouzitim metdédy CASA (Computer — Assisted Sperm
Analysis — analyza pohyblivosti spermii pocitacovou technikou) systémom

SpermVision (Minitub, Tiefenbach, SRN) s mikroskopom Olympus BX 51 (Olympus,
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Japonsko). Principom metody je digitalizacia pohybu spermii — jednotlivych krivociar,
ktoréd sa nasledne vyhodnoti softvérom a zndzorni na obrazovke PC. Kazda vzorku sme
umiestnili do po¢itacej komorky Makler Counting Chamber s hibkou 10 um (Sefi —
Medical Instruments, SRN) a nasledne umiestnili do zorného pola. V kazdej vzorke
sme sledovali nasledovné parametre — percento pohyblivych spermii (%), percento
progresivne pohyblivych spermii (%), DAP (distance average path) — priemerna
vzdialenost’ (um), DCL (distance curved line) — krivociara vzdialenost (um), DSL
(distance straight line) — priamociara vzdialenost (um), VAP (velocity average path) —
priemerna drahova rychlost’ (um.s™) [¢asovo — zavisla pohyblivost’ hlavitky spermie
pozdiZ jej priamej drahy], VCL (velocity curved line) — krivo&iarovéa rychlost’ (um.s™)
[¢asovo — zavisla pohyblivost’ hlavigky spermie pozdiZ aktudlnej krivo¢iarej drahy ako
vnimané dva rozmery pod mikroskopom], VSL (velocity straight line) — priama
rychlost (um.s™) [Easovo — zavisld pohyblivost’ hlavicky spermie pozdiz jej priamej
linie medzi jej prvou a jej poslednou zistenou poziciou], STR (straightness) — priamost’
pohybu, LIN (linearity) — priamociarost’ [priamociarost’ krivoc¢iarovej drahy, 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) — amplitada lateralneho (bo¢ného) premiestnenie hlavigky (um.s™)
[stupei laterdlneho premiestnenia hlavicky spermie okolo priemernej drahy. ALH moze
byt’ vyjadrena ako maximalna alebo priemerna hodnota] a BCF (beat cross frequency) —
frekvencia krizovych uderov (Hz) [frekvencia pri ktorej VCL krizuje VAP].

Na porovnanie vysledkov CASA analyzy v jednotlivych ¢asovych obdobiach pri
sledovani vplyvu riedidiel sme pouzili Statisticky Scheffeho test a Standardny Statisticky

Studentov t-test. Preukaznost’ rozdielov sme hodnotili na hladine preukaznosti p<0,05.
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4 Vysledky

V jednotlivych ¢asovych intervaloch sme sledovali u¢inok in vitro kultivacie
spermii kralikov s pridanim kofeinu. Popisujeme pohybové parametre spermii kralikov
hodnotené komputerovou technikou a jej odliSnosti. Pri meraniach sme zaznamenali
priemerni hodnotu (x), minimélnu (min) a maximalnu (max) hodnotu, smerodajnu
odchylku (sd) a variacny koeficient (cv). Vzorky sme oznacili pismenami KK —
kontrolna vzorka, KA, KB, KC s pridanim kofeinu.

Kompletné vysledky percenta pohyblivych spermii po pridani kofeinu, nam
vykézali Statisticky preukazné rozdiely (p<0,05). Pri 0 minatach kultivacie bola
pohyblivost’ (motilita) vzoriek mierne znizena, no uz po 30 minatach bol preukazny
rozdiel medzi vzorkami KK — KB; KK — KC, po 60 a 120 minatach kultivacie bol
preukazny rozdiel medzi vSetkymi vzorkami (Tabulka 5). Z toho mézeme konStatovat’,
ze kofein ovplyvnil zvySenie pohyblivosti spermii. V ¢ase 1440 minat bol preukazny
rozdiel medzi vzorkami KK — KC; KK — KA a v ¢ase 2880 minit medzi KK — KA; KK
— KB; KC — KB. Vyrazny pokles pohyblivosti spermii oproti ostatnym casovym
intervalom, bol preukazany v case kultivacie 1440 a 2880 minut, kedy sme kultivovali
pri 5°C (Graf 1).

Pri hodnoteni percenta progresivne pohyblivych spermii neboli pri kultivacii
v ¢ase 0 minut preukdzané zmeny. Pri kultivacii 30, 60, 120 mintt bola preukazana
zvySend pohyblivost’ (Tabulka 6). Vyrazny pokles pohyblivosti oproti ostatnym
casovym intervalom bol zisteny v Case kultivacie 1440 a 2880 minut (Graf 2). V Case

1440 minuat bol preukazny rozdiel medzi vSetkymi ¢asovymi intervalmi.

Pri sledovani detailnych vzdialenostnych parametrov sme pri DAP zistili
preukazné zvySenie pohyblivosti spermii pri 30 a 60 minttach. Pri vzorke KA sa ndm
pohyblivost’ mierne znizila pri 120 minatach a nasledne sa pohyblivost’ u vzorky KB
a KC zvysila (Tabulka 7). V ¢ase 1440 a 2880 minut bola pohyblivost’ preukazne nizsia

oproti ostatnym casovym intervalom.

Hodnotenim DCL - krivociarovej vzdialenosti boli zistené zvySenia
pohyblivosti pri vSetkych vzorkdch (Tabulka 8). V ¢ase 1440 mintt bol preukazny
rozdiel medzi vSetkymi ¢asovymi intervalmi (0, 30, 60, 120, 2880), v ¢ase 2880 mintit
bol tiez preukazny rozdiel medzi Casovymi intervalmi (0, 30, 60, 120, 1440) .
Priamociara vzdialenost’ (DSL) kopirovala ostatné pohybové parametre (DAP, DCL)

26



s tym, ze preukazna zvysena pohyblivost’ je v ¢asovych intervaloch 30, 60, 120 minuat

(Tabulka 9).

Sledovanim drahovych rychlosti spermii sme zistili, ze vSetky ukazovatele —
priemerna drahova rychlost’ (VAP, Tabulka 10), krivoc¢iarova rychlost (VCL, Tabulka
11) ako aj priama rychlost’ (VSL, Tabulka 12) preukazne zvysili pohyblivost’ spermii
v ¢asovych intervaloch 30, 60, 120 minat, okrem vzorky KA pri 120 minutach bol
zaznamenany pokles pohyblivosti pri vSetkych drahovych rychlostiach. Pri drahovych
rychlostiach nebola preukazne zmenena rychlost’ hned’ na zaciatku (0 minut) hoci bola
evidentnd tendencia poklesu drahovych rychlosti. V ¢ase 1440 minut bol preukazny
rozdiel medzi vSetkymi ¢asovymi intervalmi (0, 30, 60, 120, 2880), v ¢ase 2880 minut

bol tiez preukazny rozdiel medzi ¢asovymi intervalmi (0, 30, 60, 120, 1440).

Pri  hodnoteni priamosti pohybu (STR, Tabulka 13), priamociarosti
krivociarovej drahy pohybu (LIN, Tabulka 14), kmitania (WOB, Tabulka 15), sme
zistili pokles rychlosti spermii aj ked’ bola evidentnd tendencia zvySenia rychlosti. Pri
STR bol preukazny rozdiel v ¢ase 2880 minat medzi ¢asovymi intervalmi (0, 30, 60,
120, 1440). Pri WOB nastal rozdiel medzi 2880 — 60; 2880 — 120, 1440 — 0; 1440 - 60 a
1440 — 120 minut.

Preukazne zvySend pohyblivost nastala pri ALH (amplitida lateralneho
premiestnenia hlavicky) v ¢asovych intervaloch 30, 60, 120 minat. Okrem KA pri 120
minutach bol zaznamenany mierny pokles pohybu (Tabulka 16). Boli zistené Statisticky
preukazné rozdiely v ¢ase 1440 a 2880 minut od ¢asov 0, 30, 60, 120 mintt.

Frekvencia krizovych uderov (BCF) bola preukazne vysSia v cCasovych
intervaloch (30, 60, 120) okrem KA vzorky, pri ktorej v 30 minatach bol zaznamenany

mierny pokles pohybu (Tabulka 17). V case 1440 a 2880 minut bol preukazny rozdiel
od ostatnych ¢asovych intervalov (0, 30, 60, 120 mintt).

27



Tabul’ka 5: Pohyblivost’ spermii (%) v jednotlivych skupinach

¢as 0 minut
2,40 23,22 74,65 7,41
2,24 23,10 67,29 8,57
3,28 25,38 66,76 11,84
1,89 24,27 68,19 5,64
¢as 30 minut

1,17 51,2 100 1,53
9,19 28,91 99,37 11,13
2,26 76,31 99,03 2,47
1,82 72,58 98,46 2,04

¢as 60 minut

2,25 32,35 95,01 3,43
2,51 68,43 95,16 2,91
2,13 63,52 99,03 2,42
1,74 42,16 99,12 2,23

¢as 120 minut

1,62 19,99 92,85 3,24
65,78 2,79 36,34 91.99 4,79
72,23 1,57 28,34 95,12 2,16
70,94 2,07 17,34 99,55 5,33

min — minimum; max — maximum; x — priemer; sd — smerodajna odchylka, cv —
varia¢ny koeficient (%)

1p<0,05 (KA: 0-120; 30-120; 60—120; KB: 0-120; 30—120; 60-120; KC: 30-120; KK:
0-60; 0-120)

*p<0,05 (30 min.: KK-KB; KK-KC; 60 min.: KK-KB; KK-KA; KK-KC)
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Tabul’ka 6: Progresivna pohyblivost’ spermii (%) v jednotlivych skupinich

s [ omin | omx o

¢as 0 minut

1,14 26,62 61,89 18,73
1,30 67,22 56,94 32,03
2,04 36,36 53,83 25,08
0,98 29,65 54,35 20,33

¢as 30 minut
2,22 18,57 93,87 3,81
4,29 6,02 97,50 6,03
3,46 64,10 95,50 4,23
1,46 59,67 95,26 1,82

¢as 60 minut
3,09 30,25 92,34 5,84
4,17 52,72 92,23 5,58
3,04 47,50 94,47 3,89
1,50 30,40 97,37 2,18

¢as 120 minut
47,26 2,26 19,54 87,39 6,41
48,35 3,09 15,09 82,35 6,64
59,11 1,66 11,17 85,20 2,73
61,39 1,30 17,09 95,10 2,09

1p<0,05 (KA: 0-120; 30—-120; 60-120; KB:0—120; 30—-120; 60-120; KK: 0-60; 0—120)
*p<0,05 (30 min.: KK-KB; KK-KC; 60 min.: KK-KB; KK-KA; KK-KC)
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Graf 1: Pohyblivost’ spermii v jednotlivych skupinach
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Graf 2: Progresivna pohyblivost’ spermii v jednotlivych skupinach
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Tabulka 7: DAP (um) v jednotlivych skupinach

Comin omx | ov

¢as 0 minut
KK 19,72} 0,68 10,61 30,4 5,92
KA 18,89* 1,30 6,19 41,96 12,65
KB 18,70* 2,35 11,46 35,84 21,60
KC 19,58 2,54 6,02 36,88 22,58
¢as 30 minut

KK 20,55* 0,43 12,53 33,35 2,12
KA 24,14 0,77 11,23 34,20 3,22
KB 27,28 0,42 19,75 37,40 1,56
KC 27,05 1,19 15,99 37,96 4,43

¢as 60 minut

|
W
|

KK 21,87* 1,12 18,68 32,49 6,35
KA 24,99 111 16,67 34,00 4,62
KB 27,11 0,65 18,30 35,15 2,49
KC 26,13 0,24 19,88 34,09 0,86

¢as 120 minat

KK 23,22 1,00 15,67 36,65 5,18
KA 21,35 0,68 12,02 30,98 2,96
KB 24,53 0,87 11,80 34,48 3,57
KC 25,77* 1,28 16,88 34,44 5,15

1p<0,05 (KA: 0-30; 0-60; 0-120; KB: 0-30; 0-60; 0-120; KK: 0-60; 0-120)

*p<0,05 (30 min.: KK-KB; KK-KC; 60 min.: KK-KB; KK- KC; 120 min.: KC-KA)




Tabulka 8: DCL (um) v jednotlivych skupinach

Vzorka ‘ X ‘ sd min max cv
¢as 0 minut
KK 36,641 5,38 16,06 60,58 21,35
KA 37,55* 7,84 10,77 77,61 31,63
KB 36,53" 6,33 21,05 69,64 36,22
KC 36,52 7,72 12,13 74,08 22,77
¢as 30 minut
Vzorka X sd min max cv
KK 39,24* 0,92 27,31 60,28 2,35
KA 47,018 2,81 21,46 58,48 5,98
KB 53,19 1,64 40,67 71,11 3,09
KC 54,09 2,40 34,75 75,79 4,45
¢as 60 minut
Vzorka X sd min max cv
KK 39,26* 1,67 17,85 57,64 4,85
KA 47,41 1,79 36,55 61,30 3,83
KB 51,45 1,59 34,76 63,34 3,09
KC 49,15 0,86 38,83 62,62 1,74
¢as 120 minut
Vzorka X sd min max cV
KK 23,56 2,17 15,95 66,39 8,93
KA 25,64 1,40 21,36 64,27 6,09
KB 31,32 191 23,45 70,55 7,44
KC 24,99 3,13 15,11 64,77 19,32

'p<0,05 (KA: 0-30; 0-60; 0-120; KB: 0-120; KK: 0-30; 0-60; 0-120 )
*p<0,05 (30 min.: KK-KC; KK-KB; KK-KA, 60 min.: KK-KB; KK-KC; KK-KA)
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Tabulka 9 : DSL (um) v jednotlivych skupinach

Vzorka

¢as 0 minut

KK 16,04 1,26 8,62 26,89 8,78
KA 15,20* 2,66 4,86 28,41 19,28
KB 14,85 1,83 8,36 28,60 23,61
KC 15,77* 3,70 4,52 30,53 27,63

¢as 30 minuat

Vzorka X sd min max cv
KK 15,92* 0,63 10,07 27,94 3,98
KA 18,04 0,78 7,96 30,76 4,34
KB 20,63 0,70 13,53 33,09 3,42
KC 19,74 1,11 10,67 31,51 5,62

¢as 60 minut

Vzorka
KK 16,90* 0,79 7,66 25,25 6,25
KA 20,02 0,84 12,65 29,33 4,33
KB 20,51 0,46 14,33 29,43 2,35
KC 19,28 0,28 14,67 25,54 1,50

¢as 120 minut

Vzorka ‘ X sd ‘ min max H cV
KK 18,10 0,89 16,78 19,47 571
KA 19,47 0,59 20,38 15,60 2,90
KB 19,16 0,90 20,29 16,57 4,76
KC 21,02 0,93 14,05 20,62 4,47

1p<0,05 (KA: 0-30; 0-60; 0-120; KB: 0-120; KC: 0-60; KK: 0-30; 0-60; 0-120)

*p<0,05 (30 min.: KK-KB; 60 min.: KK-KB; KK-KA)
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Tabulka 10: VAP (um.s™) v jednotlivych skupinich

¢as 0 minut
KK 47,04* 7,26 24,66 70,72 16,34
KA 44,731 7,20 14,34 72,47 16,57
KB 43,95 6,87 27,29 77,28 19,32
KC 46,40 13,32 13,75 88,41 32,67

¢as 30 minuat

Coveka oxsd | omin omax | o

KK 48,49* 0,86 29,15 75,59 1,78
KA 56,11 1,65 27,29 80,09 2,95
KB 63,14 0,73 45,53 82,81 1,16
KC 62,77 2,84 36,59 89,30 4,53

¢as 60 minut

Coveka o oxsd omin o omax | oo

KK 51,89* 2,67 22,19 77,04 6,41
KA 57,69 2,61 38,19 76,46 4,72
KB 63,31 1,49 45,75 82,52 2,45
KC 61,33 0,29 46,04 78,76 0,50

¢as 120 minut

KK 55,07 2,7 18,65 83,75 5,87
KA 49,59 1,54 28,32 71,08 2,90
KB 57,47 1,83 28,69 78,18 3,16
KC 61,10* 3,96 19,04 81,27 6,83

1p<0,05 (KA: 0-30; 0-60; 0—120; KB: 0-120; KK: 0-30; 0-60; 0-120)
*p<0,05 (30 min.: KK-KB; KK-KC; 60 min.: KK-KB; KK-KC; 120 min.: KC-KA)




Tabulka 11: VCL (um.s™) v jednotlivych skupinach

¢as 0 minut

KK 82,51 11,35 46,85 137,60 20,16
KA 86,79" 16,44 24,90 163,54 28,66
KB 83,64 13,69 52,35 153,64 42,09
KC 89,84 17,72 27,62 183,44 22,15
- ¢as 30 minut
x| o
KK 91,98* 1,63 63,38 136,76 1,78
KA 108,65 5,67 50,41 140,22 5,22
KB 122,73 3,50 94,82 161,51 2,85
KC 125,06 459 79,35 168,08 3,67
L ¢as 60 mipat
KK 92,48* 3,11 41,74 134,71 3,83
KA 109,12 2,81 83,57 137,27 2,61
KB 119,65 2,03 86,04 146,02 1,70
KC 115,12 1,04 89,76 145,09 0,83

¢as 120 minut

KK 99,59 4,79 37,66 157,39 5,73
KA 95,06 3,41 52,31 145,73 3,67
KB 110,311 3,73 56,87 157,83 3,39
KC 110,28 8,44 33,86 148,42 7,90

'p<0,05 (KA: 0-30; 0-60; 0-120; KB: 0-120; KK: 0-30; 0-60; 0-120)

*p<0,05 (30 min.: KK-KC; KK- KB; 60 min.: KK-KB; KK-KC; KK-KA)




Tabulka 12: VSL (um.s™) v jednotlivych skupinach

Vzorka ‘ X ‘ sd min max cv
¢as 0 minut
KK 42,28" 4,15 20,00 62,62 12,19
KA 41,53 6,36 11,29 62,89 13,81
KB 39,52 3,94 20,1 58,70 17,03
KC 38,63 8,37 9,94 73,92 24,79
¢as 30 minut
Vzorka X sd min max cV
KK 37,80* 1,08 63,44 23,81 2,86
KA 42,12 1,93 72,26 17,45 4,59
KB 47,89 1,27 73,17 31,89 2,65
KC 46,12 2,54 70,74 24,26 551
¢as 60 minut
Vzorka X sd min max cv
KK 40,36* 1,98 18,06 59,21 6,54
KA 46,35 1,92 29,20 66,24 4,27
KB 48,08 1,47 34,44 69,78 3,12
KC 4541 0,55 34,36 67,74 1,43
Cas 120 minat
Vzorka X sd min max cv
KK 43,28 2,59 14,41 69,16 7,21
KA 40,41 1,25 22,56 61,15 3,04
KB 45,08 1,89 19,88 62,89 4,23
KC 47,77 2,91 15,07 67,02 6,44

1p<0,05 (KA: 0-30; 0-60; 0-120; KB: 0-60; 0-120; KC: 0-60; KK: 0-30; 0-60; 0—
120)
*p<0,05 (30 min.: KK-KB; 60 min.: KK-KB)
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Tabulka 13: STR v jednotlivych skupinach

i
W

¢as 0 minut
KK 0,74 0,10 0,36 0,94 15,04
KA 0,81 0,09 0,20 0,95 13,26
KB 0,65 0,07 0,36 0,95 18,58
KC 0,73 0,10 0,30 0,94 16,86
Cas 30 miniit
S vzoka  x sd omin | omax o
KK 0,77* 0,01 0,70 0,86 1,38
KA 0,73 0,03 0,54 0,90 3,85
KB 0,74 0,01 0,64 0,88 0,73
KC 0,72 0,02 0,65 0,85 2,45
Cas 60 minut
S vzoka  x sd omin | omax o
KK 0,76 0,07 0,36 0,87 10,03
KA 0,79* 0,01 0,74 0,89 0,69
KB 0,75 0,02 0,65 0,87 1,46
KC 0,73 0,01 0,65 0,82 1,54
Cas 120 miniit
oxsd W
KK 0,77 0,07 0,38 0,90 8,75
KA 0,80 0,00 0,74 0,88 0,33
KB 0,78 0,03 0,62 0,86 3,31
KC 0,77 0,08 0,36 0,95 10,20

*p<0,05 (30 min.: KK-KA; KK-KC; 60 min.: KA-KB; KA-KC)




Tabulka 14: LIN v jednotlivych skupinach

Vzorka X sd min max cv
¢as 0 minut
KK 0,41* 0,07 0,19 0,70 17,76
KA 0,38 0,08 0,10 0,74 23,94
KB 0,34 0,07 0,17 0,73 29,90
KC 0,42 0,07 0,11 0,73 16,42
¢as 30 minut
Vzorka X sd min max cv
KK 0,40* 0,02 0,33 0,51 3,89
KA 0,37 0,01 0,28 0,52 3,92
KB 0,38 0,01 0,31 0,50 2,77
KC 0,36 0,01 0,30 0,42 1,93
¢as 60 minut
Vzorka X sd min max cv
KK 0,43* 0,06 0,19 0,6 12,95
KA 0,41 0,00 0,34 0,52 1,60
KB 0,39 0,01 0,32 0,50 1,96
KC 0,38 0,01 0,32 0,46 2,40
¢as 120 minut
Vzorka X sd min max cV
KK 0,46 0,06 0,18 0,74 12,03
KA 0,42 0,00 0,36 0,52 1,66
KB 0,40 0,03 0,28 0,48 6,13
KC 0,42 0,03 0,25 0,56 6,66

*p<0,05 (0 min.: KK-KA,; 30 min.: KK-KC; 60 min.: KK-KB; KK-KC)
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Tabulka 15: WOB vV jednotlivych skupinach

Vzorka X sd min max cv
¢as 0 minut
KK 0,50* 0,08 0,23 0,76 16,13
KA 0,45 0,09 0,12 0,79 20,99
KB 0,43 0,07 0,24 0,77 22,92
KC 0,50 0,07 0,18 0,78 15,33
¢as 30 minut
Vzorka X sd min max cv
KK 0,52 0,01 0,40 0,6 2,23
KA 0,51 0,03 0,40 0,59 5,18
KB 0,51 0,01 0,46 0,58 1,83
KC 0,50 0,00 0,46 0,53 0,79
¢as 60 minut
Vzorka X sd min max cv
KK 0,55 0,07 0,26 0,71 11,67
KA 0,52 0,01 0,45 0,59 1,23
KB 0,52 0,01 0,46 0,58 1,07
KC 0,53 0,01 0,46 0,59 1,69
¢as 120 minut
Vzorka X sd min max cv
KK 0,57* 0,06 0,23 0,81 10,83
KA 0,51 0,01 0,44 0,63 2,15
KB 0,51 0,02 0,42 0,57 3,27
KC 0,55 0,08 0,25 0,81 15,44

*p<0,05 (0 min.: KK-KA; 120 min.: KK-KB)
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Tabulka 16: ALH (um) v jednotlivych skupinach

Vzorka ’ X ‘ sd min max cv
¢as 0 minut
KK 3,66 0,23 1,17 5,40 6,72
KA 3,46 0,46 0,82 5,15 15,12
KB 3,46 0,52 1,55 6,51 23,88
KC 3,81 0,50 1,08 6,06 14,36
¢as 30 minut
Vzorka X sd min max cv
KK 4,11* 0,11 2,33 5,14 2,72
KA 5,02 0,10 2,9 6,82 2,10
KB 5,26 0,07 3,64 6,52 1,33
KC 5,22 0,22 3,72 6,51 4,31
¢as 60 minut
Vzorka X sd min max cv
KK 4,28* 0,40 1,55 5,29 10,07
KA 4,32* 0,16 3,49 517 3,85
KB 5,09 0,16 3,71 6,41 3,09
KC 5,15 0,07 3,76 6,10 1,27
¢as 120 minut
Vzorka X sd min max cv
KK 4,03* 0,36 1,82 521 9,74
KA 3,77 0,14 2,88 4,61 3,64
KB 4,32 0,08 3,34 5,45 2,03
KC 4.47* 0,37 2,28 5,52 8,92

'p<0,05 (KA: 0-120; 30—120; KB: 30-120; 60—120)
*p<0,05 (30 min.: KK-KB; KK-KC; KK-KA; 60 min.: KA-KB; KA-KC; KK-KB;
KK-KC; 120 min.: KC-KK; KA-KC; KA-KB)
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Tabul’ka 17: BCF (Hz) v jednotlivych skupinach

|
J
W

¢as 0 minut
KK 23,801 3,22 13,10 36,36 19,85
KA 24,19 4,77 7,85 42,16 25,66
KB 24,00* 2,44 13,36 42,87 28,43
KC 24,921 4,39 7,01 44,88 21,49

¢as 30 minat

KK 27,94 0,25 22,68 34,17 0,91
KA 27,38 1,48 18,47 38,91 5,42
KB 28,74 1,03 24,53 38,77 3,61
KC 28,93 0,15 22,54 36,74 0,53

¢as 60 minut

KK 26,57* 1,25 13,67 35,88 5,38
KA 40,00* 0,67 27,67 38,23 2,25
KB 29,04 0,63 23,88 35,91 2,19
KC 27,47 0,85 23,70 33,12 3,15

¢as 120 minat

|
J
W

KK 27,71 4,04 12 40,75 16,87
KA 29,31 0,9 17,12 39,71 3,17
KB 29,07 1,26 18,11 35,43 4,34
KC 27,78 1,88 13,22 36,47 7,04

1p<0,05 (KB: 0-60;0-120; KC: 0-60; 0-120; KK: 0-60; 0-120)
*p<0,05 (60 min.: KA-KC; KK-KA; KK-KB)




Graf 3: Pohyblivost’ spermii pri teplote 5°C v jednotlivych skupinach
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5 Diskusia

V nasej praci popisujeme ucinok kofeinu na parametre (CASA parametre)
pohyblivosti spermii kralikov pri roznych ¢asovych intervaloch (0, 30, 60, 120, 1440,
2880 minut) a pri teplote 37°C a 5°C.

Welles et al. (1995) sa zaoberali u¢inkom teploty na semenniky. Pokus prebiehal
na 35 bykoch, ktory trpeli hortc¢kou. Zvieratd sa nadmerne potili a mali zmenSené
semenniky. Vysledky naznacuji, Ze zvysenie teploty v semennikoch ma negativny
vplyv na spermatogenézu, znizuje kvalitu ejakulatu, ktory je charakterizovany nizkou
progresivnou motilitou a zvySuje sa percento spermii z primarnymi a sekundarnymi
abnormalitami. Uvadzaju, ze v tomto pripade hlavnou pri¢inou nekvalitného ejakulatu

je zlyhanie termoregulacie.

Slanina (2010) uvadza vyrazny pokles pohyblivosti spermii moriakov pri teplote
laboratornej (22°C) a v chlade (4°C). Pri laboratornej teplote bol pokles preukazny od
Casu 0 (94,15%) po ¢as 180 minut kultivacie (53,91%). Pri kultivacii v chlade zistili
rozdiel nizsi (95,41 a 78,86%) arozdiely boli Statisticky preukazné od kultivacie 30

minut az po 180 mindt.

Podobne Kordic (2009) hodnotila percento pohyblivosti spermii bykov pri
zvysenej teplote 40°C a aj pri znizenej teplote 7°C. Po uplynuti 120 a 180 minut zistila
vyrazné zmeny vV klesani pohyblivosti aj progresivnej pohyblivosti spermii. Pri
sledovani detailnych vzdialenostnych parametroch, krivodiarovej drahy pohybu
arychlostnych parametrov zistila preukazny pokles pohyblivosti pri 40°C aj 7°C.
Avsak pri hodnoteni priamosti pohybu a priamociarosti doslo pri 40°C aj 7°C
K preukaznému zvySeniu po 120 a 180 minutach. Frekvencia krizovych uderov bola
preukazne vyssia v skupine pri kultivacii pri teplote 7°C.

Pivko et al. (2009) vo svojom vyskume sledovali vplyv kofeinu na pohyblivost’
spermii. Zistili, Zze kofein neovplyvnil frekvenciu 1. stupiia (spermia z neposkodenou
plazmovou membranou hlavicky a neposkodenym akrozom), ale znizil vyskyt 2. stupia
(spermia zo zvinenou a nastrbenou plazmovou membranou) a zvysil vyskyt abnormalit
spermii v 3. a 4. stupni (3 — spermia z napuchnutym alebo poskodenym akrozomom, 4 —
spermia s pseudoakrozomalnou reakciu vytvorenou vackami alebo chybajucim

akrozomalnym obsahom), teda viedol ku akrozomalnej reakcii. Zistilo sa, ze mensie
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mnozstvo prisunu kofeinu pozitivne ovplyvni pohyblivost’ spermii, ale vzrastom prisunu
kofeinu sa spermie deformuju a mutujt, ¢o sme potvrdili aj v nasej praci.

V stadii Alminana et al. (2005) bol skumany vplyv kombinacie troch (kofein,
adenozin, kyselina hyalurénova) kapacita¢nych agens na efektivitu in vitro fertilizacie
pri pouziti kryokonzervovanych davok dvoch kancov. Zo Studie vyplyva, ze jediny
preukéazatelny vplyv na efektivitu fertilizacie pomocou kryokonzervovanych spermii
mala indukcia kapaciticie za pritomnosti kofeinu. Vplyv pritomnosti kofeinu
V kultivaénom médiu sa v pripade niektorého kanca prejavila ako pozitivna vzhl'adom
k efektivite IVF. V pripade iného kanca vsak bola zistena vyssia efektivita fertilizacie
Vv kultivaénom médiu bez pridavku kofeinu. Zo zaveru tejto Stadie vyplyva, Ze kofein je

dolezitou zlozkou kultivacnych médii iba v pripade niektorych kancov.
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6 Zaver

V praci sme analyzovali pohyblivost spermii kralikov wc¢inkom in vitro
kultivacie po pridani kofeinu pomocou CASA analyzy pri dvoch réznych teplotach a to
37°C a 5°C, v ¢asovych intervaloch 0, 30, 60, 120, 1440, 2880 minut.

Pri hodnoteni vysledkov sme zistili zvySenu pohyblivost’ spermii uz po 30
minutach. Vyrazny pokles pohyblivosti spermii oproti ostatnym ¢asovym intervalom,
bol preukdzany v case kultivacie 1440 a 2880 minut, kedy sme kultivovali pri 5°C.

Pri hodnoteni percenta progresivne pohyblivych spermii pri kultivacii 30, 60,
120 minut bola preukdzana zvySend pohyblivost. V case kultivacie 1440 a 2880 minut

bol zaznamenany pokles progresivnej pohyblivosti.

Sledovanim DAP, DCL, DSL parametrov sme zistili zvySenie pohyblivosti
Vv ¢asovych intervaloch 30, 60, 120 minut. Preukazné znizenie pohyblivosti sme
zaznamenali po 1440 a2880 minttach, kedy boli vzorky kultivované v chlade.
Sledovanim drahovych rychlosti spermii (VAP, VCL, VSL) po 120 minutach bol
zaznamenany pokles pohyblivosti. V ¢ase 1440 a 2880 minut bol preukazny rozdiel
medzi vSetkymi ¢asovymi intervalmi (0, 30, 60, 120).

Pri hodnoteni priamosti pohybu (STR), priamociarosti krivociarovej drahy
pohybu (LIN), kmitania (WOB), sme zistili pokles rychlosti spermii, aj ked bola
evidentna tendencia zvysenia rychlosti. Preukazne zvySena pohyblivost’ bola stanovena
pri ALH, BCF v ¢asovych intervaloch 30, 60 a 120 minut.

Z naSej analyzy vyplyva, ze po pridani kofeinu do ejakulatov pri teplote 37°C sa
pohyblivost’ spermii evidentne zvysila. Pri kultivacii spermii pri teplote 5°C sa
pohyblivost’ opacne znizila. Mézeme teda zhodnotit’, Ze na pohyblivost’ vplyva nielen

kofein, ale aj teplota, ktora ma za nasledok pokles pohyblivosti spermii.
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